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1. Einleitung 

 

1.1. Yersinia enterocolitica 

 

1.1.1. Mikrobiologische Charakteristika 

Y. enterocolitica ist ein ubiquitär verbreitetes, Gram-negatives, pleomorphes, 

mono- bis peritrich begeißeltes, nicht sporenbildendes, fakultativ anaerobes 

Stäbchen (Abb. 1).  

 

                        
Abb. 1:  Yersinia enterocolitica 

Elektronenmikroskopische Aufnahme ( www.sciencephotos.com) 

 

Die optimale Wachstumstemperatur liegt bei 28 °C. A ls sogenanntes 

psychrophiles Bakterium kann es sich auch bei Temperaturen zwischen 0 °C 

und 4 °C vermehren (Knapp et al. 1793, Kayser et al . 1998). Y. enterocolitica ist 

Oxidase negativ und Katalase positiv (Kayser et al. 1998). Sie gehört zu den 

Laktose-Nonfermentern und Urease-positiven Organismen (Butler et al. 2005). 

Die Yersinien weisen eine komplexe Antigenstruktur auf, die auf verschiedenen 

O- und H-Antigenen beruht (Hof et al. 2005). Man unterscheidet mehr als 60 

Serotypen und 6 Biotypen. Die meisten Isolate vom Menschen gehören zu den 

Serogruppen O:3, O:5.27, O:8 und O:9 (Butler et al. 2005).  

 

1.1.2. Epidemiologie 

Y. enterocolitica findet sich weltweit in tierischen Reservoiren, vor allen in 

Schweinen (Knapp et al. 1973), aber auch in Rindern, Schafen, Nagetieren, 
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Hunden und Vögeln (Butler et al. 2005). Von ihnen aus kommt es zur 

Kontamination der Vegetation, des Bodens und von Oberflächenwasser (Knapp 

et al. 1793, Kayser et al. 1998). Die Übertragung erfolgt auf oralem Weg über 

tierische Lebensmittel (Milchprodukte, rohes Schweinefleisch) (Herold 2007) 

oder nach direktem Tierkontakt (Butler et al. 2005). Yersinien können sich noch 

bei 4 °C im Kühlschrank auf Fleisch oder Wurst verm ehren (Herold 2007).  

Die bisherigen Untersuchungen scheinen zu belegen, dass Y. enterocolitica für 

den Menschen nicht sehr infektiös ist. Da der Erreger nur in kleinen Mengen 

und kurzfristig mit dem Stuhl ausgeschieden wird, sind Übertragungen von 

Mensch zu Mensch ungewöhnlich. Dennoch ist der Nachweis der Erreger bei 

einer Enteritis meldepflichtig (Knapp et al. 1973). Bei circa 1 % der 

Durchfallerkrankungen ist Y. enterocolitica nachweisbar (Herold 2007). 

Übertragungen durch Bluttransfusion sind möglich (Bottone 1997, Butler et al. 

2005, Herold 2007). Dauerausscheider sind nicht bekannt (Butler et al. 2005). 

Personen mit einem supprimierten Immunsystem haben ein höheres Risiko an 

einer Septikämie oder lokalen Abszessen zu erkranken. Die Desferrioxamin 

(DFO)-Behandlung von Patienten mit Eisenüberladung kann ebenfalls zu einer 

Yersinien-Sepsis führen, da der Eisenchelator das Wachstum der Bakterien zu 

fördern und die Leukozytenabwehr gegen Infektionen zu hemmen scheint (Hof 

et al. 2005, Butler et al. 2005). 

 

1.1.3. Pathogenese und Pathogenitätsfaktoren 

Wenn Yersinien über kontaminiertes Essen oder während einer Bluttransfusion 

aufgenommen werden und in den Wirt gelangen, muss das Pathogen  zunächst 

seine Oberflächenantigene an die Umgebungstemperatur von 37 °C anpassen. 

Diese Antigene sind zum größten Teil jedoch auf einem großen 64-75 kb 

großen Virulenzplasmid kodiert, welches in avirulenten Stämmen nicht 

vorkommt (siehe Tab. 1). Y. enterocolitica besitzt verschiedene Pathogenitäts-

faktoren, welche entweder chromosomal oder auf dem Virulenzplasmid kodiert 

sind. Bei Anwesenheit des Virulenzplasmids, dem sogenannten pYV- (Yersinia 

Virulenz) Plasmid werden einige Virulenzfaktoren temperaturabhängig, also bei 

37 °C, aber nicht bei 25 °C exprimiert. Viele diese r Faktoren ermöglichen es 
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den Yersinien, sich den Abwehrmechanismen des Wirtes zu entziehen (Bottone 

1997). Das chromosomal kodierte Protein Invasin (inv) wird bei 26-28 °C 

maximal und bei 37 °C vermindert exprimiert (Ruckde schel et al. 1996). Ye 

pYV- stellen Plasmid-lose Yersinien dar und den Ye pYV- inv- fehlt zusätzlich 

das Invasinprotein. Ruckdeschel zeigt auch, dass bei Ye pYV- inv- die 

Adhärenz an polymorphkernige Neutrophile (PMN) sowie das 

Phagozytosevermögen durch das fehlende Invasin eingeschränkt sind.  

Nach oraler Infektion wird zunächst der Intestinaltrakt kolonisiert. Die Yersinien 

penetrieren durch die Schleimbarriere zu den Darmzellen des terminalen Ileums 

und haften an deren  Bürstensaummembran. Virulente Plasmid-tragende 

Yersinien synthetisieren eine Vielzahl von Oberflächenproteinen wie das YadA, 

welches den Bakterien ermöglicht, am Mukus zu adhärieren. Die Bakterien 

durchdringen mit Hilfe des inv-Proteins die M-Zellen und vermehren sich in den 

Peyer´schen Plaques (PP). Drei Tage nach der Infektion sind die gesamten PP 

kolonisiert und ihre Architektur zerstört. Nach dieser Vermehrungsphase 

disseminieren die Yersinien zu den mesenterialen Lymphknoten und Organen 

des retikulo-endothelialen Systems wie Leber und Milz (Bottone 1997). 

 

Tab. 1: Übersicht über einige der chromosomal- und plasmidkodierten Pathogenitäts- 

faktoren von Y. enterocolitica. ( Schmid 2005)  

 

Chromosomal 

Kodiert  
Funktion  

Inv  

Invasin, Adhäsin, Transzytose durch M- Zellen durch Bindung an 

β1-Integrine, Internalisation in epitheliale Zellen und Aktivierung 

der Sekretion von IL-8, aktiviert B-und T-Lymphozyten zur Proli-

feration oder Zytokin-Sekretion, induziert bei T-Lymphozyten die 

Bildung von Pseudopodien und vermittelt hapto- und chemotak-

tische Wirkung. 

Ail  
Vermittelt neben der Adhäsion an und der Invasion in Epithel-

zellen auch Serum-Resistenz. 

LPS 
Virulenz bei Serotyp O:8, Serumresistenz und Virulenz bei 

Serotyp O:3. 
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Myf  
Fimbrien, die möglicherweise als intestinaler Kolonisierungsfaktor 

zusammen mit Yst Diarrhöe auslösen. 

RovA  
Regulator von Inv und anderen chromosomalen Virulenzgenen, 

beeinflusst Entzündungsreaktion in den PP 

SodA  

Detoxifiziert von PMNs gebildete Sauerstoff-Radikale. Vermittelt 

Virulenz bei Besiedlung von Leber und Milz, aber nicht bei 

Kolonisierung der PP. 

Yst  
Hitzestabiles Enterotoxin, das die Guanylat-Zyklase intestinaler 

Epithelzellen stimuliert und Diarrhö erzeugt. 

HPI 

Kodiert für das Siderophor Yersiniabactin und für damit 

assoziierte Gene und vermittelt Aufnahme von Eisen. Hat 

möglicherweise immunsupprimierende Wirkung auf B- und T- 

Zellen, Makrophagen und PMNs. 

plasmidkodiert  Funktion  

YopT  

Zerstörung der Aktinfilamente und Veränderungen des 

Zytoskeletts. Modifikation von RhoA, dadurch Umverteilung von 

RhoA von der Membran ins Zytosol. Nicht in allen Y. 

pseudotuberculosis-Stämmen. 

YopH  

Protein-Tyrosin Phosphatase, dephosphoryliert Proteine des 

fokalen Adhäsions-Komplexes. Verhindert durch Auflösung der 

fokalen Adhäsions-Komplexe Phagozytose durch Makrophagen 

und Granulozyten. Suppression von oxidative burst und 

Monozyten Chemoattractant Protein 1 (MCP-1) Produktion in 

Makrophagen. In B- und T-Lymphozyten Inhibition der Antigen-

Rezeptor assoziierten Signaltransduktionskaskaden. Hemmt 

Proliferation von T- Zellen. 

YopE  

Zytotoxin, interagiert mit Rho, Rac, Cdc42 und wahrscheinlich 

noch anderen Molekülen, blockiert Phagozytose, zerstört Aktin-

Filamente. 

YopM  

Agglutination von Plasma, Homologie zum von-Willebrand-Faktor. 

Wird in den Nukleus transportiert. Interagiert mit den 

eukaryontischen Kinasen PRK2 und RSK1 und aktiviert sie. 

YopO (YpkA)  

Zerstörung des Aktinzytoskeletts, dadurch Abrundung von Zellen. 

Proteinkinase, durch Aktin aktiviert, katalysiert Autophos- 

phorylierung von Serin-Resten. Interagiert mit RhoA und Rac1. 
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YopP (YopJ)  

 

 

 

Induktion von Apoptose in murinen Makrophagen. Reduktion der 

TNFα-Sekretion in Makrophagen. Cystein-Protease, die die 

Caspase-Kaskade aktiviert und durch Interaktion mit MAPKK und 

IKKβ die MAPKinase- und NF-κB-abhängigen Signal- 

transduktionswege blockiert. Hemmt die Freisetzung 

proinflammatorischer Zytokine wie IL-8 und TNF-α sowie 

Präsentation von ICAM-1 und E-Selektin auf endothelialen Zellen. 

YadA  

Vermittelt Adhärenz an epitheliale Zellen und professionelle 

Phagozyten. Bindet an Kollagen, zelluläres Fibronektin, Laminin. 

Vermittelt Phagozytoseresistenz und Schutz gegen Komplement- 

vermittelte Lyse und Defensine. 

LcrV  

Supprimiert die Expression von TNFα und IFN-γ. Inhibiert 

Chemotaxis von Neutrophilen. Induziert in Makrophagen die 

Produktion des immunsuppressiven Zytokins IL-10. 

 

 

1.1.4. Klinisches Bild der humanen Yersiniose  

Die Yersinien werden wie schon unter 1.1.3. beschrieben in der Regel über 

kontaminierte Lebensmittel aufgenommen. Die Keime gelangen in den unteren 

Intestinaltrakt, penetrieren die Mukosa und werden mit den Makrophagen in die 

Mesenteriallymphknoten transportiert. Y. enterocolitica kann abhängig vom 

Alter, Immunstatus und Vorerkrankungen unterschiedliche Krankheitsbilder 

hervorrufen, wie z.B. enterische Yersiniosen, extramesenteriale Yersiniosen 

(Sepsis, Lymphadenopathie, Pleuritis, Endokarditis, Cholezystitis, 

Osteomyelitis) und immunpathologischen Komplikationen (reaktive Mono- und 

Oligoarthritis, Erythema nodosum) (Kayser et al. 1998). 

  

1.2. Der Transkriptionsfaktor Hypoxia-inducible factor (HIF-1) 

HIF-1 ist ein Regulator der zellulären und systemischen Sauerstoffhomöostase 

in Mensch und Tier. Diese Homöostase unterliegt einer strikten Regulation, 

damit für entscheidende Sauerstoffabhängige Prozesse im Organismus 

genügend Sauerstoff zur Verfügung steht. Übersteigt der Sauerstoffbedarf das 

Sauerstoffangebot, kommt es zu verschiedenen physiologischen Reaktionen im 
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Organismus, um dieser Hypoxie entgegen zu treten. Beispielsweise gewinnt die 

Zelle das Adenosintriphosphat (ATP) über anaerobe Glykolyse oder es steigt 

die Transportkapazität des Blutes an, um die Versorgung der Gewebe weiterhin 

zu gewährleisten. Des weiteren erfolgt durch HIF-1 eine Induktion 

verschiedener Gene, welche der Zelle die Adaption und das Überleben in 

einem hypoxischen Milieu  erleichtern. 

 

1.2.1. Aufbau und Struktur von HIF-1 

HIF-1 ist ein Heterodimer bestehend aus der α- und der β-Untereinheit. Beide 

enthalten zwei charakteristische Domänen. Die basic helix-loop-helix (bHLH) 

Domäne und die Per-AHR-ARNT-Sim (PAS) Domäne. Die bHLH Domäne, 

welche auch in anderen Transkriptionsfaktoren vorkommt, wird für die 

Dimerisierung beider HIF-Untereinheiten und die Bindung an die DNA benötigt 

(Zagorska et al. 2004).  

HIF-1α ist ein aus 826 Aminosäuren bestehendes Protein mit einem 

Molekulargewicht von 120 kDa. Der N-terminale Bereich besteht aus der bHLH  

und der PAS Domäne. Der C-terminale Bereich enthält eine Domäne, welche 

für die Degradation von HIF-1α unter normoxischen Bedingungen 

verantwortlich ist. Die Aminosäuresequenz der Sauerstoffabhängigen 

Degradationsdomäne (oxygen-dependent degradation domain, ODD-Domäne) 

ist unter anderem reich an Prolin. Die Halbwertszeit beträgt unter normoxischen 

Bedingungen weniger als 10 Minuten (Zagorska et al. 2004, Dery et al. 2005).  

HIF-1β wurde zuvor als aryl hydrocarbon nuclear receptor  (ARNT) identifiziert 

(Zagorska et al. 2004). Es findet sich in Zellen unanhängig vom 

Sauerstoffgehalt (Dery et al. 2005). 

 

1.2.2. Zielgene von HIF-1  

Unter Hypoxie wird mit Hilfe von HIF-1 die Transkriptionsrate mehrerer 

verschiedener Gene hochreguliert, siehe Tab. 2 (Dery et al. 2005). Unter-

suchungen haben gezeigt, dass mehr als 2 % aller menschlichen Gene durch 

HIF-1 reguliert werden, direkt oder indirekt (Ke et al. 2006). 
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Tab. 2: Zielgene von HIF-1 ( modifiziert nach Zagorska et al. 2004) 

 

           Prozess  Genprodukt 

Kontrolle des 

Gefäßsystems 

Angiogenese 

 

 

 

 

Gefäßtonus 

Vascular endothelial growth factor 

(VEGF) 

VEGF Rezeptor 1 

Plasminogenaktivator-Inhibitor 1 

Transforming growth factor (TGF) 

Nitritoxidsynthase 2 

Endothelin 1 

Adrenomedullin 

Hämoxygenase 1 

Reifung der 

Erythrozyten 

Erythropoese 

Eisentransport 

Erythropoietin  

Transferrin 

Transferrinrezeptor 

Ceruloplasmin 

    Energiehaushalt 

Glykolyse 

 

 

 

 

 

Glucosetransport 

Laktatdehydrogenase 

Phosphoglyceratkinase 

Aldolase 

Phosphofruktinase 

Pyruvatkinase 

Enolase 

Glucosetransporter 1 und 2 

Zellproliferation und 

- lebensfähigkeit 

Zellzyklus 

Apoptose 

 

Wachstumsfaktoren 

p21 

Bcl2/EIB 

Protein3 

Insulin-like growth factor 2 

Andere 
pH-Regulation 

Nukleotidmetabolismus 

Carbonanhydrase 9 

Adenylatkinase 3 

 

  

1.2.3. Regulation von HIF-1 

Während HIF-1β ein konstitutiv exprimiertes nukleäres Protein darstellt, ist HIF-

1α durch Hypoxie induzierbar und stellt somit den kontrollierenden Faktor für 

die Regulation von HIF-1 dar. Unter physiologischen, normoxischen 
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Bedingungen liegt der HIF-1α-Spiegel generell auf einem sehr niedrigen Niveau 

(Ke et al. 2006). Stroka et al. (2001) zeigen, dass HIF-1α in Gehirn, Niere, 

Leber und Herz der Maus unter normoxischen Bedingungen nur in geringer 

Menge exprimiert wird. Die Regulation der HIF-1-Aktivität betrifft meist die α-

Untereinheit und findet auf verschiedenen Ebenen statt: Proteinstabilisierung, 

posttranslationale Modifikation, Dimerisation, transkriptionale Aktivierung und 

Interaktion mit anderen Proteinen (Zagorska et al. 2004).  

 

1.2.3.1. HIF-1- Prolylhydroxylierung / prolyl hydro xylase domain 

containing proteins (PHDs) 

Die Hydroxylierung der Prolinreste von HIF-1α in der ODD-Domäne wird durch 

die HIF-1-Prolyl-4-Hydroxylase, Mitglied der Fe2+- und 2-Oxoglutarat-

abhängigen Dioxygenasen, katalysiert. Im menschlichen Organismus werden 

mindestens drei verschiedene PHDs exprimiert: PHD1, PHD2 und PHD3. Sie 

unterscheiden sich in der intrazellulären Lokalisation. Dabei ist PHD1 

ausschließlich im Zellkern, PHD2 hauptsächlich im Zytoplasma und PHD3 in 

beiden Kompartimenten zu finden (Zagorska et al. 2004). Alle drei PHDs haben 

das Potential HIF-1α mit einer relativen Aktivität von PHD2 >> PHD3 >> PHD1  

zu hydroxylieren (Ke et al. 2006). Die hydroxylierenden Enzyme benötigen 

neben dem molekularen O2 auch Fe2+ für ihre katalytische Reaktion. Während 

einer Hypoxie oder im Fall eines Mangels an Fe2+ oder 2-Oxoglutarat, verlieren 

die PHDs ihre Funktion, so dass es letztendlich nicht zur Degradation von HIF-

1α kommt (Dery et al. 2005). Der Abbau von HIF-1α kann beispielsweise durch 

Eisenchelatoren wie DFO verhindert werden (Zagorska et al. 2004). 

 

1.2.3.2. Polyubiquitination durch das von Hippel-Li ndau 

Tumorsuppressor Protein (pVHL) 

Bei der Ubiquitination von HIF-1α spielt das pVHL eine Hauptrolle. Durch die 

Hydroxylierung der Prolinreste kann das pVHL, dessen β-Domäne direkt mit der 

ODD-Domäne interagiert an HIF-1α binden (Zagorska et al. 2004, Ke et al. 

2006). Das pVHL ist an einen E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex gebunden. Durch 
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die Bindung von pVHL an HIF-1α kann die Ligase ihre Funktion aufnehmen und 

die ODD-Domäne mit Ubiquitinresten versehen, um den im Anschluss 

folgenden Abbau in den Proteosomen einzuleiten. Der pVHL-E3-Ligase-

Komplex wird in verschiedenen Geweben exprimiert und ist überwiegend im 

Zytoplasma lokalisiert. Sein „Pendeln“ zwischen Zytoplasma und Zellkern 

ermöglicht den HIF-1α-Abbau in beiden Kompartimenten (Ke et al. 2006). Die 

Interaktion von pVHL mit HIF-1 ist abhängig von der posttranslationalen 

Modifikation von HIF-1α, der O2- und Eisenabhängigen Prolyl-Hydroxylierung 

(siehe 2.3.1.). Unter hypoxischen Bedingungen kann pVHL nicht mit der ODD-

Domäne interagieren (Zagorska et al. 2004). 

 

1.2.4. Normoxische Induktion von HIF-1  

Interessanterweise belegen viele Studien, dass die Stabilisierung von HIF-1α 

auch Hypoxie-unabhängig induziert werden kann. Einige Peptidmediatoren 

führen unter Normoxie zur Akkumulation und Desoxyribonukleinsäure (DNA)-

Bindung von HIF-1. Dazu gehören neben den Zytokinen wie Interleukin-1 (IL-1) 

und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) (Hellwig-Bürgel et al. 2005) sowohl 

Hormone wie Insulin oder insulin-like growth factor (IGF) 1/2 als auch 

vasoaktive Peptide wie Angiotensin II oder Thrombin (siehe Abb. 3). Auch ein 

Austausch von Metallionen, zum Beispiel wenn Cobalt oder Nickel das Eisenion 

der PHDs ersetzen, führt zum Funktionsverlust der Enzyme und demzufolge zur 

Stabilisierung von HIF-1α (Zagorska et al. 2004). Dabei scheint im Gegensatz 

zur Hypoxie während der normoxischen Induktion von HIF-1α dessen 

Stabilisierung keine Rolle zu spielen. Eine gesteigerte HIF-1α-Proteintranslation 

allein scheint suffizient genug zu sein, um das Gleichgewicht zwischen 

Synthese und Abbau von HIF-1α in Richtung Akkumulation zu verschieben 

(Dery et al. 2005). 

Wie schon oben beschrieben, wird HIF-1α unter normoxischen Bedingungen 

schnell abgebaut. Während einer Hypoxie wird HIF-1α stabilisiert und 

transloziert vom Zytoplasma in den Zellkern. Dort dimerisiert es mit der β-

Untereinheit zu einem HIF-1-Komplex, welcher in diesem Zustand 

transkriptional aktiv ist. Der aktivierte HIF-1-Komplex assoziiert mit den hypoxia 
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response elements (HREs) auf bestimmten Zielgenen und induziert somit eine 

Genexpression (siehe Abb. 2). Die HREs können innerhalb einer Promotor- 

oder Enhancer-Region liegen (Ke et al. 2006, Dery et al. 2005, Zagorska et al. 

2004). 

             
Abb. 2: Regulation der HIF-1 αααα-Aktivität durch inflammatorische Zytokine und 
Wachstumsfaktoren 
HIF-1α wird auch unter normoxischen Bedingungen durch eine Vielzahl anderer intrazellulärer 
Signaltransduktionwege aktiviert, wie zum Beispiel das Inflammations-vermittelte Signaling, 
getriggert durch TNF-α oder IL-1β. (Frantz et al. 2005) 
   

       

1.2.5. Hypoxische Induktion von HIF-1  

Wie schon oben beschrieben, wird HIF-1α unter normoxischen Bedingungen 

schnell abgebaut. Während einer Hypoxie wird HIF-1α stabilisiert und 

transloziert vom Zytoplasma in den Zellkern. Dort dimerisiert es mit der β-

Untereinheit zu einem HIF-1-Komplex, welcher in diesem Zustand 

transkriptional aktiv ist. Der aktivierte HIF-1-Komplex assoziiert mit den hypoxia 

response elements (HREs) auf bestimmten Zielgenen und induziert somit eine 

Genexpression (siehe Abb. 2). Die HREs können innerhalb einer Promotor- 

oder Enhancer-Region liegen (Ke et al. 2006, Dery et al. 2005, Zagorska et al. 

2004). 
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Abb. 3: Regulation der HIF-1 αααα-Proteinstabilisierung 
Unter normoxischen Bedingungen hydroxyliert die HIF-1-Prolylhydroxylase Prolinreste 
innerhalb der ODD-Domäne. Nach der Prolylhydroxylierung bindet das pVHL an die ODD-
Domäne und rekrutiert andere Proteine des E3 Ubiquitin Ligase Komplexes. HIF-1α wird 
ausschließlich durch die 26S Proteosomen abgebaut. Unter hypoxischen Bedingungen sind die 
PHDs inaktiv, was die Bindung an das pVHL verhindert. Deshalb entkommt HIF-1α der 
Ubiquitination und dem proteosomalen Abbau. Jetzt kann es in den Zellkern transportiert 
werden, wo es nach der Dimerisation mit HIF-1β die Transkription bestimmter Zielgene 
stimuliert. (Dèry et al. 2005) 
 
 

1.2.6. Die Rolle von HIF-1 in der Entwicklung und b ei Erkrankungen  

Die Hypoxie und der HIF-Stoffwechsel haben eine große Bedeutung in der  

Embryonalentwicklung und in der Pathophysiologie von verschiedenen 

Erkrankungen beim Mensch. HIF-1 spielt eine große Rolle im Wachstum und in 

der Progression eines Tumors. Die Aktivierung bestimmter Gene, dessen 

Produkte beispielsweise zu einer erhöhten Sauerstoffzufuhr über Angiogenese 

und einer gesteigerten Glykolyse führen, verleihen den Tumorzellen einen 

selektiven Vorteil (Ke et al. 2006). 

Komponenten des HIF-Systems spielen eine wichtige Rolle in der 

Embryonalentwicklung. Ein Knock-out von HIF-1α-, HIF-2α oder HIF-1β-Genen 

im Mäusen resultiert in einer abnormen Gefäßentwicklung und Letalität. 

Untersuchungen haben gezeigt, dass Embryonen von HIF-1α -/- -Mäusen einen 

Phänotyp entwickeln, der mit defekter Gefäßbildung, kardiovaskulärer 

Missbildung und Neuralrohrdefekten aufgrund Absterbens mesenchymaler 

Zellen einhergeht. Diese Embryonen waren nicht lebensfähig (Ke et al. 2006). 



Einleitung 
 

12 

Eine Überexpression von HIF-1α und HIF-2α wird in verschiedenen 

Karzinomarten beim Menschen gefunden; wahrscheinlich eine Konsequenz der 

intratumoralen Hypoxie oder aufgrund genetischer Veränderungen. Innerhalb 

des Tumors, wo noch keine adäquate Blut- und O2-versorgung herrscht, kommt 

es zur Hypoxie. Unter diesen hypoxischen Bedingungen wird HIF-1 vermehrt 

stabilisiert und aktiviert. Immunhistochemische Analysen haben gezeigt, dass 

das detektierbare Level von HIF-1α in benignen Tumoren gering, in primär 

maligen Tumoren erhöht und in Metastasen merklich gesteigen ist; im 

Gegensatz zu seiner Abwesenheit im normalen Gewebe. Zusätzlich führt ein 

Funktionsverlust von p53, einem Tumorsuppressorprotein, welches in den 

meisten humanen Tumoren inaktiviert ist, zur erhöhten HIF-1α-Mengen und zur 

verbesserten Transkription HIF-abhängiger Gene (Ke et al. 2006). 

Die Aktivierung von HIF als physiologische Antwort auf Ischämie, Hypoxie und 

Entzündung soll einen Schaden am Organ oder Gewebe verhindern oder 

eindämmen. Zum Beispiel steigen die Level von HIF-1α und VEGF bei 

Patienten mit einem akuten Verschluss der Koronararterien im Myokard an. 

Auch bei einer Präeklampsie der Plazenta oder während des 

Heilungsprozesses von Wunden kommt es zur Induktion von HIF-1α und HIF-

2α und deren Zielgene (Ke et al. 2006). 

  

1.3. Das Zytokin Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 

Die Bildung der Gefäße ist eine fundamentale Voraussetzung für die 

Organentwicklung und Differenzierung während der Embryogenese wie auch 

bei der Wundheilung. Die Angiogenese ist auch ein Prozess, der in die 

Pathogenese verschiedener Erkrankungen involviert ist wie zum Beispiel bei 

der proliferativen Retinopathie, Tumoren, rheumatoider Arthritis, Psoriasis und 

viele mehr. Tumorassoziierte Neovaskularisierung erleichtert das 

Tumorwachstum und bei Anschluss an die systemische Zirkulation die Streuung 

von Metastasen. VEGF spielt an der Seite mehrerer potentiell in der 

Angiogenese involvierten Faktoren eine herausragende Rolle, sowohl bei 

physiologischen als auch pathologischen Umständen (Ferrara et al. 1997).  
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1.3.1. Biologische Aktivitäten von VEGF 

VEGF ist ein potentes Mitogen für Endothelzellen der Arterien, Venen und 

Lymphgefäße. Es fördert die Angiogenese durch Rekrutierung von 

Endothelzellen in das Bindegewebe und Bildung kapillarähnlicher Strukturen.  

VEGF ist auch bekannt als vascular permeability factor (VPF), welcher in den 

Gefäßen „Lecks“ induziert. Es wird vermutet, das eine Steigerung der 

Gefäßpermeabilität einen entscheidenden Schritt der Angiogenese bei Tumoren 

und Wunden darstellt. Entsprechend dieser Hypothese würde sich durch den 

Verlust von Plasmaproteinen durch diese „Lecks“ extravaskulär Fibrin 

anhäufen, welches als Substrat für Endothel- und Tumorzellen im Hinblick auf 

das Wachstum Verwendung findet (Ferrara et al. 1997). VEGF führt in 

Regionen, wo normalerweise keine gefensterten Endothelzellen vorkommen zu 

Fenestrationen im Endothel von kleinen Venolen and Kapillaren. Pickkers et al. 

(2005) zeigten in ihrer Studie, dass die erhöhte VEGF-Plasmakonzentration 

während der ersten 48 h des septischen Schockes einer Meningokokken-

infektion mit der Gefäßpermeabilität korreliert. Ein zusätzlicher Effekt von VEGF 

auf das Gefäßendothel stellt die Stimulation des Hexosetransports dar. Auf 

einen gesteigerten Energiebedarf während der Endothelzellproliferation oder 

Entzündungsprozessen kann der Organismus durch Erhöhung der 

Transportrate von Hexose in die Peripherie reagieren. Ein weiterer wichtiger 

Effekt von VEGF stellt die Inhibition der Reifung dendritischer Zellen dar. Diese 

Beobachtung führt zur Hypothese, dass durch das VEGF (welches selbst von 

vielen Tumoren gebildet wird) der Tumor einer Induktion der Immunantwort 

umgeht und somit das Tumorwachstum erleichtert wird (Ferrara et al. 1997).  

 

1.3.2. Die Organisation der VEGF-Gene  

Das menschliche Gen für VEGF besteht aus acht Exons, getrennt durch sieben 

Introns. Es ist auf dem Chromosom sechs lokalisiert. Analysen der 

complementary DNA (cDNA)-Sequenz haben gezeigt, dass es vier 

verschiedene Spezies mit unterschiedlicher Aminosäureanzahl gibt: VEGF121, 

VEGF165, VEGF189 und VEGF206. VEGF165 ist die prädominante Spezies, welche 

in einer Vielzahl normaler und transformierter Zellen gebildet wird. Im 
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Gegensatz dazu ist VEGF206 eine sehr rare Form, welche nur in humaner 

fetaler Leber zu finden ist (Ferrara et al. 1997). 

 

1.3.3. Die Regulation der VEGF-Genexpression  

Verschiedene Mechanismen nehmen an der Regulation der Genexpression von 

VEGF teil. Die O2-Sättigung im Gewebe spielt eine Hauptrolle, in vitro und in 

vivo. Unter hypoxischen Bedingungen wird die Expression der VEGF-mRNA 

schnell und reversibel induziert. Im Glioblastoma multiforme beispielsweise und 

anderen Tumoren mit einem signifikanten Anteil an nekrotischen Arealen ist die 

VEGF-mRNA stark exprimiert, besonders in den Tumorzellen, welche in 

unmittelbarer Nachbarschaft zur Nekrose liegen. Die lokale Hypoxie ist der 

Hauptinduktor der VEGF-Genexpression bei Tumoren. Ebenfalls werden 

gesteigerte VEGF-Konzentrationen in ischämischen Gebieten wie zum Beispiel 

im Myokard beim Herzinfarkt gefunden. Die Aktivierung des VEGF-Gens erfolgt 

über HIF-1α (Ferrara et al. 1997). 

Verschiedene Zytokine oder Wachstumsfaktoren führen zur Hochregulation der 

VEGF-mRNA-Expression und/oder induzieren die Freigabe des VEGF-Proteins. 

Humane Keratinozyten geben Zytokine wie den epidermal growth factor (EGF), 

(TGF-β) oder keratinocyte growth factor  ab, welche in der Induktion von VEGF-

mRNA-Expression resultieren. Glioblastomzellen sezernieren ebenfalls EGF, 

welcher die VEGF-Freigabe stimuliert. IL-1β induziert die VEGF-Expression in 

den glatten Muskelzellen der Aorta und IL-1α sowie Prostaglandin E2 in 

synovialen Fibroblasten (Ferrara et al. 1997). 

 

1.3.4. VEGF-Rezeptoren  

Verschiedene VEGF-Bindungsstellen auf Zelloberflächen werden beschrieben. 

Je nach Zelltyp ist ihre Bindungsaffinität hoch oder niedrig. Rezeptoren 

niedriger Affinität finden sich auf mononukleären Phagozyten, Endothel- oder 

Tumorzellen, Rezeptoren hoher Affinität auf Gefäßendothelzellen. Dies 

bestätigt die Hypothese, dass das Gefäßendothel das Hauptziel der VEGF-

Aktion ist (Ferrara et al. 1997).  
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Zwei VEGF-Rezeptor-Tyrosinkinasen wurden identifiziert. Der fms-like-tyrosine 

(Flt-1)-Rezeptor und der kinase domain region (KDR)-Rezeptor binden VEGF 

mit hoher Affinität. Der fetal liver kinase-1 (Flk-1)-Rezeptor , homolog zum 

murinen KDR, ist in 85 % der Aminosäuresequenz mit dem humanen KDR 

identisch. Die lösliche Form des Flt-1 (sFlt-1) wurde in humanen Endothelzellen 

der Umbilikalvene gefunden. Dieser Rezeptor bindet VEGF mit hoher Affinität 

und ist in der Lage die VEGF-induzierte Mitogenese zu hemmen. Er stellt einen 

physiologischen Negativregulator der VEGF-Wirkung dar (Ferrara et al. 1997). 

Mäkinen et al. (2001) weisen auf, dass ein VEGF-Rezeptor 3 auf den 

Endothelzellen der Lymphgefäße deren Wachstum und Überleben reguliert. Er 

wird nur in Lymphgefäßen exprimiert und bindet VEGF-C und -D. Chen et al. 

(2004) sprechen in ihrer Studie von einem VEGF-Rezeptor 3, welcher sich auf 

stromalen dendritischen Zellen (dendritic cells, DCs) einer entzündeten Cornea 

befindet. 

Die Expression der Flt-1- und Flk-1- / KDR-Gene ist im wesentlichen auf das 

Gefäßendothel beschränkt. Ähnlich wie bei VEGF spielt die Hypoxie eine 

wichtige Rolle in der Regulation der VEGF-Rezeptor-Genexpression. Versuche 

an Ratten mit akuter oder chronischer Hypoxie führen zur ausgeprägten 

Hochregulation von Flt-1- und Flk-1-/ KDR-Genen in den Lungengefäßen. 

Ebenfalls wird die mRNA dieser Rezeptoren nach einem Herzinfarkt der Ratte 

im gesamten Herzen hochreguliert (Ferrara et al. 1997). 

Einige Studien haben gezeigt, dass die Zytokine TNF-α und TGF-β in der Lage 

sind die Expression der KDR-Gene in Endothelzellen zu hemmen (Ferrara et al. 

1997).  

 

1.4. Dendritische Zellen (DCs) bilden die Schnittstelle zwischen 

angeborener und adaptiver Immunität 

Adaptive Immunantworten werden nicht an der Stelle ausgelöst, an der ein 

Pathogen einen Infektionsherd verursacht. Dies geschieht vielmehr in 

organisierten peripheren Lymphgeweben, durch die unaufhörlich naive T-Zellen 

wandern. Dorthin werden die Krankheitserreger oder ihre Produkte von der aus 

dem infizierten Gewebe abfließenden Lymphe oder seltener mit dem Blut 
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abtransportiert. Befallen die Pathogene die Schleimhäute, häufen sie sich in 

Lymphgeweben wie den Peyerschen Plaques des Darms oder den Tonsillen 

an, während Pathogene, welche ins Blut gelangen, in der Milz abgefangen 

werden. Krankheitserreger, welche periphere Stellen befallen, werden in den 

Lymphknoten in der Nähe des Infektionsherdes „festgehalten“. Alle diese 

lymphatischen Organe enthalten Zellen, die darauf spezialisiert sind, Antigene 

abzufangen und sie den T-Zellen zu präsentieren. Die wichtigsten 

antigenpräsentierenden Zellen (APCs) sind die DCs, welche ein Antigen an der 

Infektionsstelle aufgreifen und dann mit ihm weiter zum Lymphknoten wandern. 

Zu den professionellen APC des Immunsystems gehören B-Zellen, 

Makrophagen und DCs. DCs entwickeln sich aus myeloischen Vorläuferzellen 

im Knochenmark, welche ebenfalls Vorstufen von Granulozyten, Makrophagen 

und Mastzellen darstellen. Ihre Entwicklung geschieht unter dem Einfluss des 

koloniestimulierenden Faktors granulocyt-macrophage colony stimulating factor 

(GM-CSF), welcher hauptsächlich von den Stromazellen des Knochenmarks 

und durch reife Formen differenzierter myeloischer Zellen gebildet wird 

(Janeway et al. 2002, Roitt et al. 1995). Unreife DCs werden mit dem Blut zu 

den peripheren Geweben transportiert und verbleiben dort bis zum 

Antigenkontakt. In dieser Phase besitzen sie wenige major histocompatibility 

complex (MHC)-Proteine und keine costimulierenden Moleküle (Janeway et al. 

2002). Es gibt mehrere Möglichkeiten der Antigenaufnahme. Als erstes sei die 

Makropinozytose genannt, bei der große Mengen der umgebenden 

extrazellulären Flüssigkeit aufgenommen werden. Über die Phagozytose 

werden bestimmte Partikel oder mikrobielle Bestandteile in die Zelle einverleibt. 

Bei der Endozytose findet die Aufnahme der Antigene über den C-type lectin 

receptor statt, wie zum Beispiel der Makrophagen-Mannose-Rezeptor (Yao et 

al. 2002, Banchereau et al. 1998). Die unreifen DCs nehmen, wie oben schon 

erwähnt, an den Infektionsstellen das Antigen auf. Sie verlassen im jetzt 

aktivierten Zustand das Gewebe, um durch die Lymphbahnen ins sekundäre 

Lymphgewebe (Lymphknoten, Milz) zu gelangen. Die Signale, welche die DCs 

dazu veranlassen, nach der Aufnahme des Antigens auf Wanderschaft zu 

gehen und heranzureifen, sind offensichtlich von entscheidender Bedeutung 
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dafür, ob es zu einer erworbenen Immunantwort kommt. Sie können aufgrund 

von direkten Wechselwirkungen mit Krankheitserregern oder aufgrund einer 

Stimulation durch Zytokine ausgelöst werden (Janeway et al. 2002, Adams et 

al. 2005). Das am besten untersuchte Beispiel ist die Reaktion auf 

gramnegative Bakterien, deren Zellwände Lipopolysaccharid (LPS) enthalten. 

Spezifische Rezeptoren für LPS findet man auf DCs und Makrophagen. LPS 

assoziiert mit dem Toll-like Rezeptor (TLR) 4, wobei es im Verlauf der weiteren 

Signaltransduktion zur Aktivierung von NF-κB kommt. Die auf diesem Weg 

weitergeleiteten Signale induzieren die Expression von costimulierenden 

Molekülen und Zytokinen wie den TNF-α, welche die Wanderung der DCs 

auslösen (Janeway et al. 2002). DCs fungieren im Rahmen einer Immunantwort 

als hauptsächliche Vermittler der Aktivierung naiver T-Zellen (Priming) (Mempel 

et al. 2004). Damit stellen sie das zentrale Bindeglied zwischen angeborener 

und adaptiver Immunität dar (Abb. 4).  

 

 

Abb. 4: Übersicht über die Fähigkeit myeloischer DC s, das angeborene mit dem 
adaptiven Immunsystem zu verbinden 
Die unreifen DCs (A) migrieren und verbleiben in der Peripherie, wo niedrige Level an MHC-
Molekülen exprimiert werden. Dazu besitzen sie ein Phagozytosevermögen. Die DCs 
unterziehen sich einer Reifung, nachdem sie Fremdantigene phagozytiert haben oder nach 
Stimulation ihrer Rezeptoren, wie den TLR (B). Im Anschluss daran wandern die DCs zu den 
lokalen lymphatischen Geweben (C). Während dieser Periode verlieren die DCs ihre Fähigkeit 
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zur Phagozytose, die Expression von MHC- und costimulatorischen Molekülen (z.B. CD86) an 
der Zelloberfläche wird gesteigert und verschiedene Zytokine werden sekretriert (D). Die DCs 
aktivieren naive T-Zellen (E), welche in T1- oder T2-Helferzellen ausdifferenzieren (F). 
(Efron et al. 2003) 
 

Peptide von intrazellulären Pathogenen, die sich im Zytoplasma vermehren, 

werden von MHC-I-Molekülen an die Zelloberfläche transportiert und dort den 

CD8+-T-Zellen präsentiert. Peptidantigene von Krankheitserregern, welche in 

intrazellulären Vesikeln wachsen, und solche, die von aufgenommenen 

extrazellulären Bakterien und Toxinen abstammen, werden von MHC-II-

Molekülen an die Zelloberfläche transportiert und CD4+-T-Zellen präsentiert 

(Banchereau et al. 1998, Janeway et al. 2002, Adams et al. 2005). Die Anzahl 

der MHC-Komplexe auf den DCs ist 10 bis 100 mal höher als auf anderen 

antigenpräsentierenden Zellen wie B-Lymphozyten oder Monozyten 

(Banchereau et al. 1998, Banchereau et al. 2000)  

In den sekundären Lymphgeweben, wie z.B. den Lymphknoten, reifen die DCs, 

welche sich überwiegend in den T-Zell-Bereichen aufhalten, heran und 

exprimieren große Mengen an costimulierenden Faktoren und Adhäsions- 

molekülen, welche eine verstärkte Wechselwirkung zwischen DCs und T-Zellen 

hervorrufen. Der erste Schritt in der Interaktion zwischen DCs und T-

Lymphozyten (siehe Abb. 5) stellt die Erkennung der MHC-Komplexe auf den 

DCs durch antigenspezifische T-Zell-Rezeptoren (TCR) dar. Diese Verknüpfung 

wird über verschiedene Adhäsionsmoleküle wie β1- und β2-Integrine und 

Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie (CD2, CD50, CD54, CD58) 

vermittelt. Um die T-Zell-Aktivierung aufrecht zu erhalten, ist die Interaktion 

zwischen costimulierenden Molekülen der DCs und deren Liganden, exprimiert 

durch die T-Zellen, der entscheidende Faktor (Banchereau et al. 2000). T-

Lymphozyten können DCs über den CD40-Ligand aktivieren. Dies führt zur 

erhöhten Expression von CD80/CD86 auf den DCs und einer gesteigerten 

Zytokinauschüttung (IL-1, TNF, IL-12) (Yao et al. 2002, Banchereau et al. 

2000). CD86 ist das wichtigste Molekül für eine verstärkte T-Zell-Antwort 

(Banchereau et al. 2000). IL-12  fördert die Immunität gegen intrazelluläre 

Infektionen durch T-Helferzellen und verbessert den Wandel der naiven CD8+-

Zelle zur zytotoxischen T-Zelle (Yao et al. 2002). Neben der Aktivierung naiver 
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T-Zellen können DCs auch direkt B-Gedächtniszellen aktivieren und über IL-12 

die Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen vermitteln (Banchereau et al. 

2000). 

Der Reifungsprozess der DCs ist verbunden mit dem Verlust der Endozytose-/ 

Phagozytoserezeptoren und der daraus resultierenden mangelnden Antigen- 

aufnahmefähigkeit, der Hochregulation costimulierender Moleküle wie CD40 

oder CD86, der Reorganisation der Zytoskeletts sowie der Motilität der Zelle 

(Granucci et al. 1999, Banchereau et al. 2000, Adams et al. 2005).  

Ihren Namen erhielten die DCs nach ihren fingerartigen Fortsätzen, den 

sogenannten Dendriten, welche zwischen den T-Lymphozyten ein verzweigtes 

Netzwerk bilden (Janeway et al. 2002). 

 

                          

 

Abb. 5: DC und T-Lymphozyt 
Elektronenmikroskopische Darstellung der Interaktion zwischen einer DC (rechts) und einem T-
Lymphozyt (links). (www.sciencephotos.com) 
 

1.5. Die Rolle von HIF und VEGF im Immunsystem 

Gewebe, geschädigt durch infektiöse Prozesse oder Traumen, sind durch 

Umgebungsbedingungen mit niedrigem Gehalt an Sauerstoff (< 1 %) und 

Nährstoffen charakterisiert, welche durch eine inadäquate Perfusion des 

erkrankten Gewebes mit Bildung multipler transienter oder chronischer 

hypoxischer Areale entstehen (Peyssonnaux et al. 2004). Viele Bakterien 

können gut angepasst an die anaeroben Bedingungen im erkrankten Gewebe 
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überleben und proliferieren, so dass sich die Phagozyten ebenso an diese 

Umgebung adaptieren müssen, um eine Vernichtung dieser Keime zu 

gewährleisten (Zinkernagel et al. 2007). Myeloische Zellen erwartet oft im 

Rahmen einer Entzündung in den infizierten Geweben ein Milieu mit 

reduziertem Sauerstoffgehalt. Um sich an diese Bedingungen adaptieren zu 

können, haben sie eine Überlebensstrategie entwickelt, welche die Beteiligung 

von HIF-1α erfordert. Dazu gehören zum Beispiel eine HIF-abhängige Adaption 

an den anaeroben Metabolismus sowie eine Hemmung der Apoptose 

(Walmsley et al. 2005). Des weiteren werden verstärkt weitere Makrophagen 

oder andere inflammatorische Zellen in das betroffene Gewebsareal rekrutiert 

(Murdoch et al. 2005). Eine Mutation von HIF-1α in Neutrophilen oder 

mononukleären Monozyten hat eine starke Beeinträchtigung ihrer 

Phagozytosefunktion zu Folge (Cramer et al. 2003, Peyssonnaux et al. 2004). 

In vielen Zellen führt der Verlust der aeroben Energiegewinnung zur 

funktionellen Beeinträchtigung. Jantsch et al. (2008) demonstrierte in seinen 

Versuchen, dass DCs in einem hypoxischen Milieu ihre Fähigkeit, nach Kontakt 

mit LPS eine Immunantwort auszulösen, nicht verloren haben. Der 

synergistische Effekt von LPS und Hypoxie resultiert in einer anhaltenden 

Aktivierung der DCs sowie gesteigerten Immunantwort. Wie wirkt sich eine 

Gewebshypoxie während einer Entzündung oder Infektion auf die Expression 

von TLRs aus? Kuhlicke et al. (2007) zeigte, dass HIF-1 die Induktion von TLR2 

und TLR6 auf DCs und Monozyten während der Hypoxie koordiniert und diese 

TLRs im Vergleich zur Normoxie verstärkt exprimiert werden.  

Kempf et al. (2005) lieferte den ersten Beweis, dass HIF-1α während einer 

bakteriellen Infektion von HeLa-Zellen mit Bartonella henselae, einem fakultativ 

intrazellulären Bakterium, aktiviert wird. Mutantenstudien zeigten, dass Wildtyp- 

im Vergleich zu Pilus-defizienten Bartonellen eine verstärkte HIF-1α-

Aktivierung, VEGF-Sekretion und Initiation des proangiogenetischen 

Programmes, welches die Pathologie der bazillären Angiomatose erklärt, 

induzieren. Ein anderes obligat intrazelluläres Pathogen, Chlamydia 

pneumoniae, zeigte in der Frühphase der Infektion unter hypoxischen 

Bedingungen einen additiven Effekt auf die HIF-1α-Stabilisierung, welcher in 
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einer gesteigerten Glukoseaufnahme der Zelle resultierte. Während der 

Spätphase der Infektion, als die Replikation der Chlamydien stattfand, wurde 

HIF-1α Pathogen-induziert abgebaut, welches das proapoptotische Signaling 

verhinderte (Rupp et al. 2007).  

Viele physiologische Stimuli können die HIF-1α-Proteinakkumulation und 

modulierte Hypoxie-induzierte Genexpression unter normoxischen 

Bedingungen auslösen. In Makrophagen induziert LPS die HIF-1α-

Akkumulation und die transkriptionale Aktivität unter nichthypoxischen 

Bedingungen (Blouin et al. 2004). HIF-1 spielt eine bedeutende Rolle in der 

Entwicklung und Funktion von Lymphozyten. So weisen HIF-1α-defiziente 

Mäuse signifikante Defekte in der B-Zellentwicklung auf (Hellwig-Bürgel et al. 

2005).  

VEGF und IL-10, welche von den meisten Tumoren gebilden werden, 

beeinflussen den Differenzierungsprozess von hämatopoetischen Stammzellen 

zu funktionstüchtigen DCs. Eine dadurch ausgelöste inadäquate Präsentation 

tumorspezifischer Antigene durch die DCs, eingeschlossen die erniedrigte oder 

fehlende Expression vom MHCI und MHCII sowie der costimulatorischen 

Moleküle ermöglichen dem Tumor eine effektive Immunantwort zu umgehen 

(Gabrilovich et al. 1996, Yao et al. 2002). Oyama et al. (1998) und Dikov et al. 

(2005) zeigten, dass VEGF spezifisch an den Flt-1-Rezeptor auf der Oberfläche 

der hämatopoetischen Stammzellen (HPC) bindet und zur Hemmung der NF-κB 

(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells)-Aktivität führt, 

welche in einer defekten DC-Reifung resultiert. Die reduzierte Bindungsfähigkeit 

von VEGF während der Reifung von HPC zu DCs war mit einem sinkenden 

mRNA-Level von Flt-1 assoziiert ist. Die Hemmung des VEGF-Signaling ist ein 

wesentlicher Bestandteil in der Tumortherapie.  

Unter Einsatz des VEGF-Trap, einem löslichen VEGF-Rezeptor-Fusionsprotein, 

verbessert sich zwar die DC-Differenzierung, aber nicht die Immunantwort 

(Fricke et al. 2007). Die Studie von Cruijsen et al. (2007) zeigt, dass der Einsatz 

von VEGF-Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitoren die defekte Differenzierung von 

DCs bei Patienten im fortgeschrittenem Tumorstadium nicht mehr normalisieren 

kann.  
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1.6. Pathogen-assoziierte Strukturen werden von Rezeptoren der 

Immunerkennung (pattern recognition) erkannt 

Während die adaptive Immunantwort gegen individuelle Antigene eines 

bestimmten Erregers gerichtet ist, detektieren Zellen des angeborenen 

Immunsystems ein breites Spektrum von Pathogenen. Dies geschieht durch die 

Erkennung Pathogen-assoziierter molekularer Strukturen (Pathogen-associated 

molecular patterns, PAMP). Beispiele für PAMPs sind Moleküle wie LPS, 

Peptidoglykan, Lipoproteine oder doppel- und einzelsträngige RNA, die in vielen 

Pathogenklassen verbreitet und für das Pathogen essenziell sind. PAMP 

werden von sogenannten Pattern Recognition Rezeptoren (PRR) auf der 

Oberfläche von Zellen des angeborenen Immunsystems erkannt. Einige PRR 

vermitteln ausschließlich Phagozytose, andere führen durch eine 

proinflammatorische Signaltransduktion zur Aktivierung der Zielzelle. Obwohl 

die molekulare Struktur aller  Mikroorganismen einer selben Gattung hoch 

konserviert und variabel erscheint, können die meisten davon doch durch eine 

limitierte Anzahl an PRR erkannt werden (Inohara et al. 2003).   

 

1.6.1. Toll-like Rezeptoren  

Der in der Fruchtfliege Drosophila identifizierte Rezeptor Toll ist für die 

dorsoventrale Achsenbildung des Embryos wichtig. Die Toll-homologen 

Proteine in Vertebraten wurden dann Toll-like Rezeptor genannt (Takeuchi et al. 

1999). TLRs gehören zur Familie der Typ-I-Transmembranrezeptoren, die eine 

extrazelluläre LRR (leucine-rich repeat)-Domäne und eine intrazelluläre 

Toll/Interleukin 1 (TIR)-Domäne besitzen (Takeuchi et al. 2000). Im Menschen 

wurden bislang 11, in der Maus 13 TLR beschrieben (Akira et al. 2004).  

Toll-like Rezeptoren (TLR) stellen eine wichtige Klasse von PRR dar. Sie sind 

hauptsächlich auf APCs wie Makrophagen oder DCs exprimiert und ihr 

Signaling bewirkt durch die Aktivierung des angeborenen Immunsystems den 

Aufbau einer adaptiven Immunität (Kaisho et al. 2006). Nach Erkennung des 

mikrobiellen Pathogens triggern TLRs intrazelluläre Signalwege, welche in der 

Induktion von inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen resultieren. TLR-
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aktivierte APCs regulieren ihre Oberflächenmoleküle hoch (DC-Reifung) und 

regen die T-Zell-Aktivierung an (Kawai et al. 2006, Kaisho et al. 2006).  

TLR kommen sowohl auf der Zelloberfläche als auch intrazellulär vor. Zu den 

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

im Zellinneren findet man TLR3, 7 und 9, die bakterielle oder virale 

Nukleinsäuren detektieren (Akira et al. 2004). Einen Überblick über die TLR mit 

Beispielen für die jeweiligen Liganden gibt Tab. 3 wieder. 

 

Tab. 3: Übersicht über TLRs und ihre Liganden  (modifiziert nach Akira et al. 2004) 

 

Rezeptor Ligand Quelle der Liganden 

TLR1 triacylierte Lipopeptide Bakterien-Zellwand 

 

TLR2 

Peptidoglycan 

Lipoteichonsäure 

Zymosan 

Zellwand Gram-positiver Bakterien 

Zellwand Gram-positiver Bakterien 

Zellwand von Pilzen / Hefen 

TLR3 Doppelsträngige RNA               Viren 

TLR4 Lipopolysaccharide Zellwand Gram-negativer Bakterien 

TLR5 Flagellin  Bakterielle Flagellen 

TLR6 
Lipoteichonsäure 

Zymosan 

Zellwand Gram-positiver Bakterien 

Zellwand von Pilzen / Hefen 

TLR7 Einzelsträngige RNA Viren 

TLR8 Einzelsträngige RNA Viren 

TLR9 Hypomethylierte CpG-DNA Bakterien, Viren 

TLR10 unbekannte Komponente unbekannte Komponente 

TLR11 unbekannte Komponente Uropathogene Bakterien 

 

Ein Vergleich des intrazellulären Signaling von TLR2 und TLR4 hat gezeigt, 

dass TLR-Agonisten DCs im Hinblick auf deren T-Zell-Stimulation 

unterschiedlich aktivieren. TLR4-Liganden stimulieren bevorzugt die T1-

Helferzellen über eine p38-MAPK-abhängige DC-Reifung und TLR2 die T2-

Helferzellen ERK1/2-abhängig (Agrawal et al. 2003, Dillon et al. 2004, Caparros 

et al. 2006). 
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Das TLR-Signaling spielt eine tragende Rolle bei der Entwicklung 

verschiedener Erkrankungen, wie z.B. der Sepsis. Im Mittelpunkt des Interesses 

steht dabei ein spezieller, großmolekularer Bestandteil der Oberfläche von 

Gram-negativen Bakterien - das LPS, dessen Freisetzung während einer 

Infektion bei ungünstigerem Verlauf der Krankheit zu einer in der 

Humanmedizin gefürchteten Komplikation, dem häufig tödlich verlaufenden 

Endotoxinschock, führt. Sowohl TLR2 wie auch TLR4 sind in die durch LPS 

ausgelösten Reaktionen des Organismus involviert (Heine et al. 1999). Die 

LPS-Erkennung durch z.B. DCs oder Makrophagen wird durch die LPS-

bindenden Plasmaproteine (LBP) und das Oberflächenprotein CD14 unterstützt 

(Schwandner et al. 1999, Muta et al. 2001). 

Mehr als die Hälfte der Sepsisfälle in den USA, darunter auch viele Todesfälle,  

werden durch Gram-negative Bakterien verursacht. Eine besonders 

schwerwiegende Komplikation der Sepsis ist die Immunsuppression der 

Patienten, welche zur beeinträchtigten Bekämpfung der primären Infektion 

durch das Immunsystem führt und zu nosokomialen Infektionen 

prädispositioniert (Cook et al. 2004). Es ist daher wichtig, neue Therapien zur 

Behandlung zu entwickeln. 

 

1.6.2. nucleotide- binding oligomerization domain ( NOD)-Proteine 

An der intrazellulären Erkennung verschiedener Pathogene scheinen TLR-

unabhängige Systemen involviert zu sein. Dies zeigte ein Versuch von Philpott 

et al. (2000), in dem LPS in das Zytoplasma von Epithelzellen injiziert wurde, 

welches eine Aktivierung von NF-κB zur Folge hatte. Dieses Ergebnis 

suggerierte, dass es neben den TLRs auch ein intraplasmatisches System in 

der Zelle geben muss, welches LPS erkennt. Girardin et al. (2001) liefert den 

Beweis, dass invasive Bakterien, wie Shigella flexneri, die NF-κB-Aktivierung 

über NOD1 induzieren, unabhängig von TLR4.  

Neben den oben beschriebenen Transmembranrezeptoren der TLR-Familie 

wurden im Zytoplasma lokalisierte Rezeptoren des angeborenen 

Immunsystems beschrieben, die wie TLRs LRRs aufweisen und NF-κB 

aktivieren können (Girardin et al. 2003, Inohara et al. 2003). NOD1 und NOD2 
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erkennen das bakterielle LPS und Peptidoglykan über ihre Carboxy-terminale 

LRRs (Inohara et al. 2003). 

Diese Rezeptoren der sog. NOD-Familie scheinen an inflammatorischen 

Prozessen beteiligt zu sein, da bestimmte Mutationen, insbesondere von 

NOD2, beim Menschen mit genetisch bedingten entzündlichen Erkrankungen in 

Verbindung gebracht werden können (Netea et al. 2004). Eine frame-shift 

Mutation, die zu einem Defekt in der LRR-Domäne von NOD2 führt, ist 

beispielsweise mit Morbus Crohn assoziiert (Girardin et al. 2003).  

Die ersten Nod-like Rezeptoren (NLR), von denen berichtet wurde, sind die 

beiden Proteine NOD1 und NOD2, welche verschiedene Substrukturen des 

bakteriellen Peptidoglykans (siehe Abb. 6) erkennen. NOD2 detektiert 

Muramyldipeptid (MDP), die größte molekulare Struktur in Gram-negativen 

sowie Gram-positiven Bakterien. Im Gegensatz dazu erkennt NOD1 χ-D-

Glutamyl-meso-Diaminopimelinsäure (iE-DAP), ein Abbauprodukt des 

Peptidoglykans, welches v.a. in Gram-negativen Keimen zu finden ist (Fritz et 

al. 2006).  

 

 

Abb. 6: Schematische Darstellung der Peptidoglykans truktur.  
Gekennzeichnet sind χ-D-Glutamyl-meso-Diaminopimelinsäure (iE-DAP) und Muramyl Dipeptid 
(MDP) innerhalb des Peptidoglykans, die von NOD1 bzw. NOD2 als minimalistische Struktur 
erkannt werden.  
Ala: Alanin; Glu: Glutaminsäure; GlcNAc: N-Acetylglucosaminsäure; MurNAc: N-
Acetylmuraminsäure  
(Voß 2006) 
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Bakterien, welche zu Infektionen im Gastrointestinaltrakt führen, wie z.B. 

Salmonella, invasiver E.coli, Listeria, Shigella und Yersinia stellen eine der 

Hauptursachen der weltweiten Morbidität und Mortalität dar (Chamaillard et al. 

2004). Das rasche Erkennen der enteroinvasiven Keime durch Zellen des 

angeborenen Immunsystems ist entscheidend für deren erfolgreiche 

Eliminierung. Es wird berichtet, dass das intrazelluläre NOD-Signaling auch 

ohne direkte Epithelzell-Invasion von Pathogenen ausgelöst werden kann. Die 

Bakterien Helicobacter pylori und Pseudomonas aeruginosa z.B. triggern das 

NOD1-Signaling in Epithelzellen Invasionsunabhängig (Viala et al. 2004, 

Travassos et al. 2005). NOD1 scheint aber nicht nur eine wichtige Rolle in der 

Abwehr gegen Bakterien, sondern auch in der Tumorbiologie zu spielen. NOD1-

defiziente Brustkebszellen zeigen eine erhöhte Expression von 

Östrogenrezeptoren, verbunden mit verstärktem Tumorwachstum sowie einer 

verminderten Apoptose (Correia et al. 2006).  

Welche Funktion übernehmen NODs im Immunsystem? NODs, welche in 

Monozyten und DCs exprimiert werden, verknüpfen das angeborene mit dem 

erworbenen Abwehrsystem, ähnlich wie es für TLRs bekannt ist; siehe Abb. 7 

(Inohara et al. 2003).  

Einige Studien beschreiben das Zusammenspiel zwischen TLRs und NODs. 

Eine synergistische Stimulation von TLRs und NODs mit den jeweiligen 

Agonisten resultiert in einer gesteigerten Sekretion von Zytokinen (Yang et al. 

2001, Uehara et al. 2004, Fritz et al. 2005). Netea et al. (2005) berichtet, dass 

das durch TLR4 und TLR3, aber nicht TLR5, TLR7 und TLR9 ausgelöste 

Signaling durch NOD2 moduliert wird. In einer Studie demonstriert er, dass eine 

Mutation von NOD2 den synergistischen Effekt der TLR2-vermittelten IL-10-

Produktion und T-Helferzell-Stimulation aufhebt, was in einer überschießenden 

Entzündung des Morbus Crohn resultiert. Tada et al. (2005) beschreibt, dass 

NOD1- und NOD2-Agonisten in Kombination mit TLR3-, TLR4- und TLR9-

Agonisten synergistisch die Produktion von IL-12 und IFN-y induzieren, um die 

Immunantwort über T1-Helferzellen zu aktivieren. Van Beelen et al. (2007) zeigt, 

dass die durch DCs vermittelte IL-17-Produktion in T-Helferzellen nach 

Stimulation von NOD2 mit Bakterien in Kombination mit MDP gefördert wird. 
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NODs scheinen auch als zytosolische Sensoren in der Induktion der Apoptose 

zu fungieren (Inohara et al. 2003).  

 

 

      

Abb. 7: Modell: Die Rolle von NOD1 und NOD2 im ange borenen und adaptiven 
Immunsystem  
In diesem Modell werden phagozytierte Mikroorganismen sowie freie Liganden durch NODs 
erkannt. Diese und die durch TLRs erkannten extrazellulären Liganden aktivieren die 
Signaltransduktion von NF-κB. Die intrazellulären Ereignisse induzieren die Zytokin-Sekretion 
der Antigen-präsentierenden Zellen (APC), genauso wie die Expression costimulatorischer 
Moleküle auf deren Oberfläche. Die Interaktion zwischen costimulatorischem Rezeptor und T-
Zell-Rezeptor führt zur Bildung Antigen-spezifischer T-Effektorzellen. (Inohara et al. 2003) 
 

 

1.6.3. Initiation der TLR-Signaltransduktion durch Adaptormoleküle  

TLRs sind eine Familie von Rezeptoren der Immunerkennung (pattern 

recognition) des Immunsystems, die eine Vielfalt verschiedener pathogener 

Mikroorganismen, wie z.B. Bakterien, Viren und Pilze erkennen. Nach der 

Erkennung des jeweiligen mikrobiellen Ligandenmoleküls aktivieren TLRs 

spezifische intrazelluläre Signalwege. Dies geschieht durch Kopplung an 

rezeptornahe Adaptormoleküle (siehe Abb. 8) und führt über die Transkriptions-

faktoren NF-κB oder auch HIF-1α zur Aktivierung der Transkription von Genen, 

die weitere angeborene Immunreaktionen initiieren, sowie adaptive 
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Immunantworten in Gang setzen. Der initiale Schritt der Signaltransduktion ist 

die Interaktion der Toll-IL-1-resistance (TIR)-Domäne mit intrazellulären 

Adaptormolekülen, die ebenfalls TIR-Domänen aufweisen. Bislang wurden fünf 

solcher Adaptoren beschrieben. Dies sind myeloid differentiation primary 

response gene 88 (MyD88), toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing 

adaptor protein (TIRAP), TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β 

(Trif), Toll-IL-1-resistance domain-containing-inducing-interferon β-related 

adaptor molecule (TRAM) und der negative Regulator des TRIF-abhängigen 

TLR-signaling sterile-alpha and armadillo motif containing protein (SARM) 

(O'Neill et al. 2007). Die verschiedenen TLRs unterscheiden sich in der 

Verwendung der Adaptormoleküle. TLR4 bindet vier der bekannten 

aktivierenden Adaptoren: MyD88, das die gleichzeitige Bindung von TIRAP 

erfordert (Yamamoto et al. 2002), sowie TRIF, das gemeinsam mit TRAM 

rekrutiert werden muss (Fitzgerald et al. 2003). Dadurch werden bei TLR4 als 

einzigem TLR sowohl ein MyD88-abhängiger als auch ein MyD88-

unabhängiger (TRIF-abhängiger) Signaltransduktionsweg aktiviert. TLR2 bindet 

Trif nicht (Mitchell et al. 2007). MyD88 wurde 1990 ursprünglich als ein Protein 

isoliert, welches während der Differenzierung von M1-myeloischen 

Leukämiezellen induziert wurde. 1997 entdeckte man dessen Funktion. MyD88 

war in das Signaling des Typ 1-IL-1-Rezeptors sowie in das verschiedener 

TLRs involviert. Analysen an TIRAP-defizienten Mäusen ergaben, dass TIR-

Domäne-enthaltende Moleküle, nämlich Trif, die Spezifität der verschiedenen 

TLR-Signalwege vermittelt (Akira et al. 2004, O’Neill et al. 2007).  

Die meisten anderen TLR führen nur zu MyD88-abhängiger Signaltransduktion, 

wobei der Ko-Adaptor Mal nicht in allen Fällen erforderlich ist. TLR3 ist als 

einziger TLR ausschließlich TRIF-abhängig (O'Neill & Bowie 2007). Die 

Funktion des Adaptors SARM besteht in der negativen Regulation des TRIF-

abhängigen Signalwegs von TLR3 und TLR4 durch direkte Bindung an TRIF 

(Carty et al. 2006). Die Verwendung unterschiedlicher Adaptormoleküle sowie 

Abweichungen in der nachfolgenden Signaltransduktion der verschiedenen TLR 

ermöglichen eine auf das aktivierende Pathogen abgestimmte Reaktion der 

Zelle. Eine weitere Feinabstimmung ermöglichen Wechselwirkungen und 
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Synergismen der verschiedenen Signale bei gleichzeitiger Aktivierung mehrerer 

TLR (Trinchieri & Sher 2007). So agiert TLR2 nicht nur als monomerer 

Rezeptor, sondern auch als Heterodimer mit TLR1 oder TLR6 zusammen 

(Mitchell et al. 2007).  

 

 
Abb. 8: TLR-assoziierte Adaptormoleküle (Kawai et al. 2006) 

 

 

1.7. Die Rolle der Kinasen  

Sowohl an der hypoxischen als auch an der Liganden-induzierten HIF-1-

Aktivierung sind zwei Phosphorylierungswege beteiligt: der Phosphatidyl- 

inositol-3-Kinase (PI3K/Akt)-Weg und der Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

(MAPK)-Weg (Hellwig-Bürgel et al. 2005, Trisciuoglio et al. 2005).  

 

1.7.1. MAPK  

MAPK stellen bedeutende Signaltransduktionsenzyme in eukaryotische Zellen 

dar, welche viele Facetten der Zellregulation beeinflussen, wie die Kontrolle der 

Genexpression, die Zellproliferation, den programmiertem Zelltod, die Motilität 

und den Metabolismus (Chang et al. 2001, Kolch 2005). Sie können auch im 

Rahmen von chemische Reizen oder physikalischem Stress aktiviert werden. 

Säugetierzellen exprimieren vier Gruppen der MAPK: extracellular signal-
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related kinases (ERK1/2), Jun amino-terminal kinases (JNKI/II/III), p38 proteins 

(p38α/β/χ/δ) und ERK5. Eine der meist erforschten Funktionen des MAPK-

Signaling ist die Regulation der Genexpression als Antwort auf extrazelluläre 

Stimuli. JNKs phosphorylieren Jun-Proteine, wobei dadurch die 

Transkriptionsfähigkeit der Zelle gefördert wird, ohne die DNA-Bindung zu 

beeinflussen. Obwohl die Transkriptionsfaktoren eines der wichtigsten Ziele 

darstellen, ist nur ein Teil des MAPK-Pools im Zellkern zu finden, der Rest 

bleibt im Zytoplasma zurück. So können MAPK die Genexpression auch durch 

einen posttranslationalen Mechanismus im Zytoplasma regulieren. MAPK 

kontrollieren auch das Überleben der Zelle. Während die EKR1/2-Aktivierung 

an das Überleben gekoppelt ist, sind JNK und p38 an der Induktion der 

Apoptose beteiligt (Chang et al. 2001). 

 

1.7.2. PI3K  

PI3K sind ebenfalls an der Kontrolle verschiedener Zellmechanismen beteiligt, 

wie dem Zellwachstum, dem Überleben der Zelle, dem zytoskelettalen 

Remodeling sowie der Funktion intrazellulärer Organellen. Sie kommen 

ubiquitär in der Zellmembran vieler Zelltypen vor und interagieren als wichtige 

second messenger im intrazellulären Signaling verschiedener Prozesse. Sie 

sind anhand ihrer strukturellen Charakteristika und Substratspezifitäten in vier 

Klassen eingeteilt: IA, IB, II und III (Koyasu 2003). Die bedeutendste Funktion 

nehmen die PI3K im Zusammenhang mit dem Immunsystem ein. Sie regulieren 

z.B. das Überleben von Thymozyten und die T-Zell-Produktion (Swat et al. 

2006) sowie nach Aktivierung der T-Zell-Rezeptoren die Zelldifferenzierung zu 

CD4+- oder CD8+- T-Zellen (Rodriguez-Borlado et al. 2003). Mäuse, welche 

eine Mutation in einer Isoform der PI3K aufweisen zeigen eine beeinträchtigte 

CD4+-T1-Helferzellen-Antwort nach einer Infektion mit Leishmania (Liu et al. 

2009). PI3K spielen auch im Allergiegeschehen eine bedeutende Rolle. Sie 

agieren als ein wichtiger downstream-Effektor von hochaffinen Rezeptoren im 

IgE-Signaling in Mastzellen und regulieren die Degranulation und Migration 

jener Zellen (Endo et al. 2009). 
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1.7.3. Rho GTPasen  

Rho GTP(Guanosintriphosphat)asen bilden eine Untergruppe der Ras-

Superfamilie von 20-30 kDa monomeren GTP-bindenden Proteinen, welche ein 

breites Spektrum zellulärer Funktionen, wie Reorganisation des 

Aktinzytoskelettes, Membrantransport- mechanismen (Sekretion, Phagozytose, 

Pinozytose), Regulation der Transkription und Zellwachstums induzieren 

(Bishop et al. 2000, Arbibe et al. 2000, Xue et al. 2006, Ridley 2006). Studien 

weisen darauf hin, dass Rho GTPasen auch in viele Aspekte der Tumorbiologie 

involviert sind, wie der Tumorgenese, der Metastasierung, der Kontrolle der 

Zellzyklus und der Apoptose. Es wurden bisher mehr als 20 Mitglieder der Rho 

GTPasen-Familie identifiziert, wobei Rac1, Cdc42 und RhoA 

Schlüsselpositionen in der Tumorangiogenese einnehmen (Xue et al. 2006). 

Jede dieser Rho GTPasen zeigt einen Wechsel in ihrer Molekularstruktur auf. 

Die aktive GTP-gebundene Form ist in der Lage, mit anderen Effektormolekülen 

zu interagieren. Eine intrinsische GTPase führt diese aktive Form wieder in eine 

inaktive GDP (Guanosindiphosphat)-gebundene Form zurück (Bishop et al. 

2000).  

 

1.8. Fragestellung 

DCs sind die aktivsten professionellen Antigen-präsentierenden Zellen. Im 

Rahmen von Infektionen nehmen diese Zellen wichtige Funktionen in der 

Generierung einer Immunantwort ein, wie beispielsweise der Ausschüttung von 

Zytokinen oder der Aktivierung von T-Lymphozyten. Sie stellen das zentrale 

Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunität dar. Myeloische 

Zellen erwartet oft im Rahmen einer Entzündung in den infizierten Geweben ein 

Milieu mit reduziertem Sauerstoffgehalt. Um sich an diese Bedingungen 

adaptieren zu können, haben sie eine Überlebensstrategie entwickelt, welche 

die Beteiligung von HIF-1α erfordert. HIF-1α ist ein Transkriptionsfaktor, 

welcher unter hypoxischen Bedingungen in vielen Geweben induziert wird und 

die Aktivierung verschiedenster Gene reguliert, unter ihnen die Gene für VEGF. 

Es ist bekannt, dass dieser Signalweg auch unter normalen Sauerstoff-

partialdruck durch bakterielle Bestandteile aktiviert wird. 
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In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass DCs in der Lage sind, große 

Mengen an VEGF als Antwort auf bakterielle Bestandteile zu sezernieren. Für 

die vorliegende Arbeit ergeben sich nun folgende offene Fragen: 

1. Über welche Mechanismen erfolgt die Signaltransduktion von der 

Adhäsion und Phagozytose von Y. enterocolitica zur Sekretion von 

VEGF? 

2. Sind die TLR 2 und 4 sowie die Adaptermoleküle MyD88 und Trif im 

Rahmen einer Infektion von DCs mit Y. enterocolitica für die Aktivierung 

von HIF-1α und VEGF notwendig? 

3. Induzieren die proinflammatorischen Zytokine TNF-α und IL-1β die 

VEGF-Sekretion? 

4. Stellt die Phagozytose den Trigger für die Ausschüttung von VEGF dar 

oder gibt es von Yersinien gebildete lösliche Faktoren, welche eine 

VEGF-Sekretion induzieren? 

5. Sind NOD-Proteine an der Induktion der VEGF-Sekretion beteiligt? 

6. Welchen Einfluss hat VEGF während der Infektion von DCs mit Y. 

enterocolitica auf die Oberflächenexpression costimulatorischer Moleküle 

wie MHCII, CD40 und CD86? 

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden unter Verwendung von DCs (aus dem 

Knochenmark einer Maus isoliert) zellbiologische, proteinbiochemische und 

molekularbiologische Untersuchungen durchgeführt. 
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2. Material und Methoden 

 

2.1. Material 

 

2.1.1. Geräte 

Agarose-Gel-Elektrophoresekammern  BioRad, München 

Analysenwaage BP610, PT1200   Sartorius AG, Göttingen 

Electrophoresis Mini Trans-Blot Module  BioRad, München 

ELISA-Reader     Tecan, Crailsheim 

ELISA-Washer     Tecan, Crailsheim 

FACSCaliburTM     Becton Dickinson,  

       Heidelberg 

Filmentwickler Curix 60    AGFA, Köln 

Mehrkanalpipette     Eppendorf, Hamburg 

Mikroskop Telaval 31    Carl Zeiss, Jena 

Micromat Mikrowellenherd    AEG, Frankfurt am Main 

Multipette      Eppendorf, Hamburg 

Neubauer-Zählkammer    Superior, Lauda- 

       königshofen 

PCR-Thermocycler T3    Biometra, Göttingen 

Photometer      Eppendorf, Hamburg 

Plattenschüttler     Multimed Wicker,  

       Kirchheim/Teck 

Schüttelinkubator     Infors AG, Bottmingen, Schweiz 

Spannungsquellen für Elektrophorese  BioRad, München 

(Power Pac 300) 

Steril-Arbeitsbank     BDK Luft- und Raumfahrttechnik, 

       Sonnenbühl   

Thermomixer Comfort    Eppendorf, Hamburg 

Ultra-Turax T8-Homogenisator   Ika-Werke, Staufen  
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Vortexer      Heidolph Instruments, 

       Schwabach 

Wasserbad      Memmert, Schwabach 

Zellkultur-Brutschrank BBD 6220   Heraeus, Hanau 

Zentrifugen: Eppendorf 5417R   Eppendorf, Hamburg 

                    Multifuge 3 S-R   Heraeus, Hanau 

 

2.1.2. Verbrauchsmaterialien  

AnaeroGenTM     Oxoid, Wesel 

Blotting Papier     Filtrak, Wiesa 

Einmalküvetten     Sarstedt, Berlin 

ELISA-Platten     NUNC, Roskilde, Dänemark  

Eppendorf-Gefäße     Eppendorf, Hamburg 

Cellulosenitrat-Membran    Schleicher & Schüll, Dassel 

(Whatman-Papier)      

Clear Blue X-Ray Film    Pierce, Bonn 

Combitips      Eppendorf, Hamburg 

Kanülen      BD Biosciences, Heidelberg 

Mikrotiterplatten (Flach-, Spitzboden)  Greiner, Nürtingen 

Pipettenspitzen: 10 µl ( weiß)   BRAND, Wertheim 

       200 µl (gelb)   Sarstedt, Berlin  

       1000 µl (blau)   Sarstedt, Berlin 

Pipettenspitzen (gestopft, DNase-,  Biozym, Oldendorf 

RNasefrei)   

Plastik-Petrischalen (steril, unbeschichtet) Greiner, Nürtingen 

Röhrchen (15ml, steril)    Greiner, Nürtingen 

Röhrchen (50ml, steril)    Becton Dickinson,  

       Heidelberg 

Rundbodenröhrchen (5ml, steril)   Becton Dickinson,  

       Heidelberg 

Spritze (10ml)     Braun, Melsungen 

Transwell-Einsätze (0,4µm Porengrösse) BD Biosciences, Heidelberg 
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Zellkulturpipetten (5ml, 10ml, 25ml, 50ml) Costar, Bodenheim 

Zellschaber      Costar, Bodenheim 

Zellsieb (Porengröße 70 µm)   BD Biosciences, Heidelberg 

 

2.1.3. Chemikalien  

7-AAD (7-Amino-Actinomycin D)   BD Biosciences, Heidelberg 

Acrylamid / Bisacrylamid     Roth, Karlsruhe 

(Rotiphoresegel 30) 

Agarose      Eurobio, Les Iles Ulies,  

       Frankreich 

APS (Ammoniumpersulfat)   Merck, Darmstadt 

β-Mercaptoethanol     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

BSA (Rinderserumalbumin)   Biomol, Hamburg 

DMSO (Dimethylsulfoxid)    Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Ethidiumbromid     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

FCS (fötales Kälberserum)   Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Glycin       Roth, Karlsruhe 

Glycerol      Merck, Darmstadt 

LPA (Lysophosphatidic Acid)   Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Methanol      Merck, Darmstadt 

MDP (N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

isoglutamine Hydrate)  

Natriumpyruvat     Biochrom, Berlin 

nicht essentielle Aminosäuren   Biochrom, Berlin 

Orange G Auftragepuffer    Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

PBS (Phosphate Buffered Saline) Dulbecco Gibco, Karlsruhe    

(+ CaCl2, MgCl2)  

PerCP Streptavidin     BD Biosciences, Heidelberg 

PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetate)  Calbiochem, Schwalbach 

PMSF ( Phenylmethansulfon-Säurefluorid ) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Ponceau S      Serva, Heidelberg 

SDS (Sodium Dodecyl Sulfat)   Roth, Karlsruhe 
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TEMED       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

(N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin )  

Tri-DAP (L-alanyl-χ-D-glutamyl-meso-   InvivoGen, Karslruhe 

diamino-pimelic Acid) 

Tris       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Triton X-100      AppliChem, Darmstadt 

Trypan-Blau      Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Tween 20      Merck, Darmstadt 

 

2.1.4. Antibiotika  

Kanamycin      Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Nalidixinsäure     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Penicillin / Streptomycin    Biochrom, Berlin 

Gentamicin      ICN Biomedicals, Costa Mesa,  

       USA  

  

2.1.5. Antikörper 

VEGF-ELISA 

Capture Antibody     R&D Systems, Wiesbaden 

Detection-Antibody (Mouse VEGF)  R&D Systems, Wiesbaden 

 

HIF-1α Westernblot 

Anti-HIF-1α      Novus Biologicals, Littleton, USA 

Anti-Rabbit-Immunglobulin, HRP-konjugiert Dako Cytomation, Hamburg 

(Sekundärantikörper) 

 

Durchflusszytometrie 

Allophycocyanin (APC)-Anti-Maus-CD11c NatuTec, Frankfurt am Main 

APCHamster IgG1, λ1 Isotypkontrolle  BD Biosciences, Heidelberg 

Fluorescein Isothiocyanate (FITC)-  BD Biosciences, Heidelberg 

Anti-Maus-CD40 

FITC Hamster IgM, λ1 Isotypkontrolle  BD Biosciences, Heidelberg 
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Biotin (Bio)-Anti-Maus-CD86   BD Biosciences, Heidelberg 

PerCP Ratte IgG2a, κ Isotypkontrolle  BD Biosciences, Heidelberg 

Phycoerythrin (PE)-Anti-Mouse-I-A/I-E   BD Biosciences, Heidelberg 

PE Ratte IgG2b, κ Isotypkontrolle  BD Biosciences, Heidelberg 

Anti-Maus VEGF     R&D Systems, Wiesbaden 

 

2.1.6. Zytokine  

Die in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Zytokine wurden von R&D 

Systems; Wiesbaden-Nordenstadt  bezogen. 

 

rekombinanter mouse Tumornekrosefaktor-α  (rmTNF-α ) 

rekombinantes mouse Interleukin-1ß  (rmIL-1ß)   

rekombinantes mouse VEGF120 (rmVEGF) 

rekombinantes mouse VEGF164 (rmVEGF)  

 

2.1.7. Inhibitoren  

  

Small GTPases 

TcdB-10463  (Inhibitor der RhoA-, Rac1-, Cdc42-GTPasen), 

freundlicherweise von Prof. Ingo Just, Hannover, zur Verfügung gestellt 

 

MAP-Kinasen 

 SP 600125 (Inhibition von JNK-1/2/3), Calbiochem, Schwalbach 

SB 203580 (Inhibitor von p38), Calbiochem, Schwalbach 

 

PI3-Kinase 

 Wortmannin (Inhibitor der PI3-Kinasen, MAP-Kinase), Sigma-Aldrich, 

 Taufkirchen 

 Ly 294002  (spezifischer Inhibitor der PI3-Kinase), Calbiochem,  

 Schwalbach 
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Zytoskelett/Phagozytose 

 Cytochalasin D  (Inhibition der Polymerisation der Aktinfilamente),  

 Sigma-Aldrich Taufkirchen 

 

 

LPA-Antagonist 

 Ki 16425, Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

 

2.1.8. Bakterienstämme und –medien  

Stämme:  

Yersinia enterocolitica pYV-  

     Serotyp 0:8, plasmidloses Derivat von Y. enterocolitica WA-314; NalR 

     (Heesemann et al., 1987) 

 

Yersinia enterocolitica pYV- ∆ inv 

     Serotyp 0:8, plasmidloses Derivat von Y. enterocolitica WA-314, Deletion  

     des Invasingens durch Kanamycinkasette; KanR, NalR  

     (Ruckdeschel et al. 1996) 

 

Escherichia coli mpk2 

     Serotyp H:8, kommensaler, kolitogener Stamm 

     (Waidmann et al. 2003) 

 

Kulturmedien 

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium) 10,0 g Bacto Trypton 

      5,0 g Bacto Hefeextrakt 

      5,0 g NaCl 

      ad 1 l H2O; pH 7,5 

Einfriermedium für Bakterien  20 % Glycerol in LB-Medium 

 

Alle Medien werden nach ihrer Herstellung autoklaviert und bei 

Raumtemperatur gelagert.    
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2.1.9. Größenstandards 

Page Ruler (unstained Protein Ladder für den   Fermentas, St.Leon-Rot 

Western-Blot) 

1 kb Plus DNA Ladder TM  (für PCR)   Invitrogen, Karlsruhe 

 

2.1.10. Zellkultur  

Die Medien für die Zellkultur wurden steril angesetzt und bei 4 °C gelagert. Das 

fötale Kälberserum (FCS) wurde vor dessen Benutzung 30 min bei 56 °C im 

Wasserbad Komplement-inaktiviert. 

 

Kulturmedium zum Kultivierung der DCs 

500 ml RPMI 1640 

10 % FCS 

100 U/ml Penicillin/Streptomycin 

1 mM Natriumpyruvat 

1 % nicht essentielle Aminosäuren 

2 mM L-Glutamin 

50 µM β-Mercaptoethanol 

200 U/l GM-CSF;  Eigenproduktion durch Maus-Myelomzellen P3X63 

 

Für Infektionsexperimente wurden Medien ohne Antibiotika verwendet. 

 

Kulturmedium zur Infektion der DCs 

500 ml RPMI 1640 

2 % FCS 

1 mM Natriumpyruvat 

1 % nicht essentielle Aminosäuren 

2 mM L-Glutamin 

50 µM β-Mercaptoethanol 

200 U/l GM-CSF 
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2.1.11. Puffer und Lösungen  

 

Puffer zur Herstellung von Kernextrakten 

Puffer A             10 mM Tris, pH 7,5 

     5 mM MgCl2 

     10 mM KCl 

     1 M DTT 

     0,5 M Na3VO4 

     0,2 M PMSF 

     1 : 500 Protease-Inhibitor 

 

Puffer C    20 mM Tris, pH 7,5 

     1,5 mM MgCl2 

     0,42 M KCl                                  

     1 M DTT 

     0,5 M Na3VO4 

     0,2 M PMSF 

     1 : 500 Protease-Inhibitor    

     20 % Glycerol 

 

Complete Proteinase Inhibitor 1 Tablette in 2 ml Milliporewasser 

     Roche, Mannheim 

 

 

Puffer und Lösungen für die SDS-Polyacrylamid-Gelel ektrophorese und 

Western-Blot 

SDS-Probenpuffer (5x)  312,5 mM Tris HCl, pH 6,8  

(Lämmli Puffer)   50 % Glycerol  

     10 % (w/v) SDS 

     250 mM DTT 

     0,5 % (w/v) Bromphenolblau 
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SDS-Laufpuffer   50 mM Tris 

     384 mM Glycin 

     0,1 % SDS 

     ad 1000 ml Milliporewasser 

 

Lösung für ein Sammelgel  500 µl 30 % Acrylamid-Stammlösung 

     380 µl 1 M Tris, pH 6,8 

     30 µl 10 % SDS 

     30 µl 10 % APS 

     3 µl TEMED 

     2,1 ml Milliporewasser 

 

Lösung für ein 8%iges  2,7 ml 30 % Acrylamid-Stammlösung 

Trenngel    2,5 ml 1 M Tris, pH 8,8 

     100 µl 10 % SDS 

     100 µl 10 % APS 

     6 µl TEMED 

     4,6 ml Milliporewasser 

 

 

Blot-Puffer     25 mM Tris, pH 8,3 

     192 mM Glycin 

     20 % Methanol 

     0,025-0,015 % SDS 

     ad 1000 ml Milliporewasser 

 

Waschpuffer     25 mM Tris/HCl, pH 7,5 

     150 mM NaCl 

     0,05 % Tween 20 

     ad 1000 ml Milliporewasser 

 

Blockierungspuffer   5 % Magermilchpulver in Waschpuffer 
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Ponceau S – Arbeitslösung 1 Teil Ponceau S – Stammlösung (2 % 

Ponceau S, 30 % Trichloressigsäure, 30 % 

Sulfosalicylsäure) + 9 Teile Aqua bidest 

 

Lösungen zum Entwickeln von Western-Blots: Enhanced  

Chemiluminescence      (ECL) - Detektionslösung   

Luminol    0,22 g Luminol 

     ad 5 ml DMSO     

 

Cumarinsäure        0,075 g Cumarinsäure 

     ad 5 ml DMSO    

     

Lösung A    250 µl Luminol 

     220 µl Cumarinsäure 

     ad 25 ml Tris/HCl (100 mM, pH 8,5) 

 

Lösung B    25 µl 30 % H2O2  

     ad 25 ml Tris/HCL (100 mM, pH 8,5) 

 

Puffer und Lösungen für den VEGF-ELISA 

PBS     GIBCO, Karlsruhe 

Waschpuffer    250 µl Tween 20 in 500 ml PBS 

Reagent Diluent   R&D Systems, Wiesbaden 

(1% BSA in PBS) 

Mouse VEGF-Standard  R&D Systems, Wiesbaden 

Streptavidin-HRP   R&D Systems, Wiesbaden 

Substratlösung A und B  BD Biosciences, Heidelberg 

Stoplösung     1 M H2SO4   

 

Lösungen für die Proteinbestimmung 

BCA Protein Assay Reagent A und B   Pierce, Bonn 
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Puffer für die Isolierung von DCs 

Erythrozytenlysepuffer  150 mM NH4CL 

     10 mM NaHCO3 

     10 mM EDTA-Natriumsalz 

     ad 1000 ml Milliporewasser 

 

Puffer für die Agarose-Gelelektrophorese 

5xTBE-Puffer    54 g Tris-Base 

     27,5 g Borsäure 

20 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 

ad 1000 ml Milliporewasser    

 

2.1.12. Oligonukleotide  

Für die PCR wurden die in Tab. 4 aufgeführten Primer eingesetzt, welche von 

der Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm synthetisiert wurden. 

 

Tab. 4: in dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide  

Bezeichnung Primer-Sequenz ( 5’ →→→→ 3’) 

 

NOD1-fw 

 

NOD1-rev 

 

NOD2-fw 

 

NOD2-rev 

 

mbetaActin-fw 

 

mbetaActin-rev  

 

AAG CAT TTC TGC TAC CCG GAG 

 

AAA GAC ATC GGT CAG GGT CAC 

 

AGC TGC TAT GTG TTC TCA GC 

 

CTG GAG ATG TTG CAG TAC 

 

GAA ATC GTG CGT GAC ATC AAA G 

 

AGT TTC ATG GAT GCC TGT ACA G 
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2.1.13. Kits     

Duo Set® ELISA mouse VEGF  R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt 

RNeasy Mini Kit    QIAGEN, Hilden 

QuantiTect Reverse Transcription Kit QIAGEN, Hilden 

 

2.1.14. Mäuse  

Die C57BL/6x129Sv- und TLR2-/-x4-/--Mäuse wurden unter spezifischen 

pathogenfreien (SPF)-Bedingungen in unserer Aufzuchtstation in einem 

Überdruck-Käfig gehalten und erhielten unbegrenzt Wasser und Futter. 

 

2.1.15. Sonstiges  

Magermilchpulver   Lasana, Everswinkel 

LPS ( Salmonella   Calbiochem, Schwalbach 

minnesota R595 )  

 

2.1.16. Computerprogramme  

Tecan magellan 2.5   Tecan Austria GmbH, Salzburg, Österreich 

GraphPad Prism 4.00  GraphPad Software Inc., San Diego, USA 

Gel Doc 1000   Bio Rad, München 

Summit Version 4.3.   Dako, Fort Collins, USA    
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2.2. Methoden 

 

2.2.1. Mikrobiologische Methoden  

 

2.2.1.1. Herstellung von Bakterienstocks  

Die Bakterienstämme wurden als Glycerin-Kryokulturen aufbewahrt. Zur 

Herstellung dieser Glycerin-Stocks wurden die jeweiligen Stämme in 

antibiotikahaltigem LB-Medium über Nacht bei 27 °C angezüchtet, 5 min bei 

5000 g zentrifugiert, das Pellet im Einfriermedium (siehe 2.1.8.) resuspendiert 

und die Aliquots bei -20 °C gelagert. 

 

2.2.1.2. Vorbereitung der Bakterien zur Infektion v on DCs  

Die Bakterien wurden bei 27 °C im LB-Medium (siehe 2.1.8.) mit dem 

entsprechenden Antibiotikum (1:1000) über Nacht auf einem Schüttler mit 200 

UpM angezüchtet. Am nächsten Tag wurden die Bakterien 1:20 in frisches 

antibiotikahaltiges LB-Medium überimpft und für 2-3 h bei 37 °C in den 

Schüttelinkubator gestellt. Nach dieser Bebrütung wurde die Subkultur bei 5000 

g, 5 min und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert, die Bakterien einmal in PBS 

gewaschen und anschließend das Pellet in 1-2 ml PBS resuspendiert. 

Zur Bestimmung der genauen Bakterienkonzentration wurde die optische 

Dichte bestimmt. Eine OD600nm von 1,0 entspricht einer Konzentration von circa    

5 x 108  Bakterien pro ml. Für die Infektion der DCs wurden die Yersinien mit 

einer MOI (multiplicity of infection) von 10 verwendet.               

 

2.2.2. Zellbiologische Methoden  
  

2.2.2.1. Isolierung von DCs aus dem Knochenmark ein er Maus  

Das Töten der Maus sowie die Entnahme der Knochen wurden im Tierstall 

durchgeführt. Eine mindestens 6 Wochen alte, bevorzugt männliche Maus 

(wegen der höheren DC-Ausbeute) wurde zuerst mit CO2 begast. Um sicher zu 
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gehen, dass die Maus nicht nur vom Gas betäubt ist und während der Prozedur 

erwacht, wurde anschließend der Genickbruch vollzogen. Die Maus wurde auf 

das vorher angerichtete Präparierbrett auf dem Rücken liegend mit Nadeln 

befestigt und mit 70 % Isopropanol desinfiziert. Dann wurde die Haut 

aufgeschnitten und der Bereich vom Hüft- bis zum Sprunggelenk vom Fell 

befreit. Der Oberschenkelmuskel wurde von seiner Sehne getrennt und von 

dem darunter liegenden Knochen entfernt. Der jetzt freiliegende Knochen wurde 

vom Hüftgelenk abgetrennt, das gesamte Bein bis zum Sprunggelenk 

herauspräpariert und dieses in einem Falcon-Röhrchen mit sterilem PBS bis zu 

seiner Weiterverarbeitung im Labor aufbewahrt.  

Die Isolation von DCs wurde unter einer Steril-Arbeitsbank durchgeführt. Die 

Knochen wurden in eine sterile Petrischale gegeben, am Kniegelenk 

durchtrennt und noch vorhandene Muskulatur mit einem in 70 % Isopropanol 

getränkten Zellstofftuch abgerieben. Damit das Knochenmark frei zugänglich 

wurde, entfernte man jeweils die Gelenksbereiche der Knochen. Mit einer 

Kanüle und einer mit PBS gefüllten Spritze wurde das Knochenmark aus dem 

Knochen gespült und die Zellsuspension in einem Falcon-Röhrchen 

aufgefangen. Nach Zentrifugation dieser Suspension bei 400 g, 5 min wurde 

der Überstand abgesaugt, das Pellet im Erythrozytenlysepuffer resuspendiert 

und  3-5 min bei RT inkubiert. Danach wurde die Lyse mit PBS + 2 % FCS 

abgestoppt, die Zellsuspension durch ein Sieb gegeben und die Bestimmung 

der Zellzahl mit Trypan-Blau durchgeführt: 2 x 106 Zellen pro Petrischale 

wurden ausgesät. Die Zellsuspension wurde erneut bei 400 g, 5 min 

zentrifugiert, das Zellpellet im auf 37 °C vorgewär mten Kulturmedium (siehe 

2.1.10.) resuspendiert und die berechnete Menge an DCs sowie 10 ml Medium 

pro Petrischale zugegeben. 

 

2.2.2.2. Kultivierungsbedingungen  

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter einer Steril-Arbeitsbank 

durchgeführt. Lösungen und Materialien wurden bereits steril vom Hersteller 

bezogen oder sterilfiltriert. Die DCs wurden im Zellkultur-Brutschrank bei 37 °C, 
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5 % CO2  und 95 % relative Luftfeuchtigkeit angezüchtet. Die Kultivierung der 

DCs erfolgte im Zellkulturmedium (siehe 2.1.10.) in sterilen Petrischalen. 

Nach der Isolation der DCs aus dem Knochenmark (siehe 2.2.2.1.) wurden die 

Petrischalen unter den oben genannten Bedingungen 3 Tage bei 37 °C 

bebrütet. Am 3. Tag wurde in jede Petrischale 10 ml Medium (siehe 2.1.10.) 

zugegeben und bei 37 °C weiter bebrütet. Am 6. Tag wurden die DCs nochmals 

gefüttert. Aus jeder Petrischale wurde 10 ml Medium abpipettiert und in einem 

Falcon-Röhrchen gesammelt. Nach Zentrifugation bei 400 g, 5 min wurde der 

Überstand abgesaugt, das Pellet in entsprechender Menge im auf 37 °C 

vorgewärmten Medium resuspendiert und davon jeweils 10 ml zurück in die 

Petrischalen gegeben. Diese wurden bei 37 °C weiter  bebrütet. Am 8. Tag 

folgten die Versuche. 

 

2.2.2.3. Bestimmung der Lebendzellzahl mit Trypan-B lau 

Zur Bestimmung der Zellzahl pro ml Zellsuspension sowie zur Unterscheidung 

lebender und toter Zellen wurden 90 µl Zellsuspension in 10 µl Trypan-Blau 

gemischt und in eine Neubauer-Zählkammer gebracht (0,1 mm; 0,0025 mm2). 

Während tote Zellen den Farbstoff aufnehmen und tiefblau gefärbt sind, 

erscheinen vitale Zellen im mikroskopischen Bild hell, da sie in der Lage sind 

den Farbstoff auszuschließen. Es wurden in den vier äußeren Eckquadraten die 

lebenden Zellen ausgezählt, der Mittelwert gebildet, dieser mit dem 

Kammerfaktor (1x104/ml) und dem Trypan-Blau-Verdünnungsfaktor multipliziert.  

 

2.2.2.4. Infektion von DCs mit Bakterien 

Zur Bestimmung der Antwort der DCs auf bestimmte Bakterienstämme im 

Hinblick auf die VEGF-Sekretion oder die HIF-1α-Produktion wurde wie folgt 

vorgegangen: Am 8. Tag nach der Isolation der DCs und deren Anzucht 

(2.2.2.2.) wurde das gesamte Medium aus allen Petrischalen abgenommen und 

in ein Falcon-Röhrchen überführt. Nach Zentrifugation bei 400 g, 5 min und 

Verwerfen des Überstandes wurden alle Pellets in einer entsprechenden Menge 

Kulturmedium (siehe 2.1.10.) resuspendiert und in einem Falcon-Röhrchen 
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gepoolt. Dann erfolgte die Zellzahlbestimmung mit Trypan-Blau (siehe 2.2.2.3.). 

Je nach Ansatz wurden folgende Zellzahlen ausgesät: 

⇒ 6-well-Platte (für Western-Blot): 1x107  DCs in 3 ml Medium Endvolumen   

⇒  24-well-Platte (für ELISA ): 5x105 DCs in 0,5 ml Medium Endvolumen 

Danach wurden die Platten in den Zellkultur-Brutschrank gestellt.  

Jetzt wurden die Bakterien, welche nun 2-3 h auf dem Schüttler bei 37 °C  

anwuchsen, für die Infektion der DCs vorbereitet (siehe 2.2.1.4.). Nach dem 

Waschen, Vermessen und Berechnen wurde das entsprechende Volumen 

Bakteriensuspension in das vorgesehene well pipettiert und die DCs für 1 h im 

Brutschrank inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurden 5 µl pro 24-well und 

30 µl pro 6-well Gentamicin zugegeben (1:100). Gentamicin tötet alle Bakterien 

außerhalb der Zelle ab, welche noch nicht phagozytiert wurden. Die Platten 

wurde wieder in den Brutschrank zurückgestellt und je nach Fragestellung des 

Versuches für mehrere Stunden inkubiert. 

 

2.2.2.5. Infektionsversuche nach Vorinkubation der DCs mit spezifischen    

Inhibitoren 

Für Versuche mit spezifischen Inhibitoren (siehe 2.1.7.) wurden diese in 

antibiotikafreiem Medium auf die gewünschte Konzentration eingestellt und eine 

halbe Stunde vor Infektion der DCs zugefügt. 

 

2.2.2.6. Zytokin-Assay  

In diesem Versuch wurden DCs in einem Zytokinhaltigen Milieu, welches 

entweder rm TNF-α oder rm IL-1β in verschiedenen Konzentrationen enthielt, 

inkubiert und im Anschluß die VEGF-Sekretion bestimmt. 

5x105 DCs einer C57BL/6x129SV- sowie einer TLR2-/-x4-/- - Maus wurden in 500 

µl Medium bzw. Zytokinhaltigem Medium jeweils als Tripletts in eine 24-well-

Platte pipettiert. Nach 24 h Inkubation im Brutschrank (37 °C / 5 % CO 2 –Gehalt 

/ 95 % Luftfeuchtigkeit) wurden die Überstände für den folgenden VEGF-ELISA 

abgenommen. Versuche unter hypoxischen Bedingungen erfolgten unter 

Verwendung eines Anaerobiertopfes. Das Prinzip dieses Verfahrens beruht auf 



Material und Methoden 
 

49 

einer chemischen Entfernung des Sauerstoffs. In einem luftdicht 

verschlossenen durchsichtigen Topf aus Kunststoff wird der verbleibende 

atmosphärischen Sauerstoff mit Hilfe von AnaeroGen™ Beutel absorbiert und 

gleichzeitig Kohlendioxid entwickelt.  

 

2.2.2.7. Invasions-Assay  

Um die Invasion bestimmter Yersinienstämme in DCs zu bestimmen wurden 

zunächst 5 x 105 DCs einer TLR2-/-x4-/- - Maus in 500 µl Medium pro well, 

jeweils als Duplettansatz, in einer 24-well-Platte ausgesät. Ein zweiter 

identischer Ansatz erfolgte für die VEGF-Bestimmung. Bevor die DCs mit Ye 

pYV- sowie Ye pYV- inv- infiziert wurden, gab man entsprechende Inhibitoren, 

welche die Phagozytoseeigenschaft der DCs beeinflussen sollen, eine halbe 

Stunde vor Infektion in gewünschter Konzentration dem antibiotikafreiem 

Medium zu. Die Bakterien wurden wie in 2.2.1.2. beschrieben vorbereitet. Für 

die Infektion der DCs wurden die Yersinien mit einer MOI von 50 verwendet. 

Die Platte wurde für 5 min bei 400 g zentrifugiert und für 1 h bei 37 °C bebrütet. 

Anschließend wurden 5 µl pro well Gentamicin (100 µg/ml) zugegeben, um 

Bakterien, welche noch nicht phagozytiert wurden, abzutöten. 4 h nach der 

Infektion wurden die kompletten Ansätze pro well, welche zur 

Invasionsbestimmung angesetzt waren, in Eppendorfgefäße überführt und 

zentrifugiert (400 g, 5 min, 21 °C), das Pellet in 1 ml warmen PBS gewaschen 

und diese Suspension nochmals zentrifugiert. Die im Pellet enthaltenen DCs 

wurden im Anschluss mit je 1 ml PBS/1%-Triton X-100 lysiert. Eine 

Verdünnungsreihe der lysierten Zellen von 1:10 bis 1:100000 wurde hergestellt 

und je 100µl der unverdünnten Proben sowie der Verdünnungsstufen auf 

antibiotikafreien MH (Müller-Hinton)-Platten ausplattiert, zwei Tage bei 27 °C 

bebrütet und durch Auszählen die Menge an intrazellulären Bakterien (CFU, 

colony forming unit) ermittelt. Die Überstände zur VEGF-Bestimmung wurden 

24 h nach Infektion der DCs abgenommen und VEGF (siehe 2.2.4.2.) 

gemessen.  
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2.2.2.8. Transwell-Assay  

Mit Hilfe von Transwell-Experimenten wollten wir überprüfen, ob die HIF-1α-

Aktivierung und daraus resultierende VEGF-Sekretion über einen Zell-Zell-

Kontakt-abhängigen Mechanismus oder über lösliche Faktoren vermittelt wird. 

Der Transwell-Einsatz teilt das well in zwei Kompartimente, welche nur durch 

eine mikroporöse Membran (Porengrösse 0,4 µm) voneinander getrennt sind. 

Im unteren Kompartment befinden sich die DCs, im oberen die Yersinien, LPS, 

LPA oder DFO (Positivkontrolle). Die Membran soll einen direkten Kontakt 

zwischen Yersinien und DCs verhindern (Abb. 9). 

 

            
Abb. 9: Transwell-Assay 

 

Es wurden zunächst 5 x 105 DCs einer C57BL/6x129SV- sowie TLR2-/-x4-/-  - 

Maus in 1 ml Medium pro well, jeweils als Duplettansatz, in einer 24-well-Platte 

ausgesät. Bevor die DCs mit Ye pYV+, Ye pYV- sowie Ye pYV- inv- infiziert 

wurden, gab man den Inhibitor eine halbe Stunde vor Infektion in gewünschter 
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Konzentration dem antibiotikafreiem Medium zu. Die Bakterien wurden wie in 

2.2.1.2. beschrieben vorbereitet. Für die Infektion der DCs wurden die Yersinien 

mit einer MOI von 10 verwendet. Die Bakterien sowie LPS, LPA und DFO 

wurden in den Transwell-Einsatz pipettiert, welcher dann ins well eingesetzt 

wurde. Die Platte inkubierte 24 h nach Infektion bei 37 °C. Danach wurde der  

Transwell-Einsatz entfernt und das Medium im unteren Kompartment für die 

Bestimmung von VEGF verwendet sowie jeweils 100 µl für die 

Reinheitskontrolle auf Müller-Hinton (MH)-Platten ausgespatelt und zwei Tage 

bei 27 °C bebrütet. 

 

2.2.2.9. Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)  

Die Durchflusszytometrie stellt ein optisches Meßsystem für einzelne in einem 

Flüssigkeitsstrom fokussierte Zellen dar. Mit ihrer Hilfe können 

Oberflächenmoleküle quantitativ bestimmt werden. Als Grundlage dient die 

Antigen-Antikörper-Reaktion, welche mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern 

durchgeführt wird. Zur Analyse werden die mit Antikörpern markierten DCs 

durch hydrodynamische Fokussierung aneinandergereiht an einem gebündelten 

Laserstrahl geeigneter Wellenlänge vorbeigeleitet, welcher den 

Fluoreszenzfarbstoff anregt. Dessen Emission, welche durch einen 

Photodetektor registriert wird, verhält sich proportional zur Menge an 

gebundenem Antikörper. Somit kann in unseren Experimenten eine Aussage 

über die Expression von Oberflächenmolekülen gemacht werden. Zusätzlich 

Informationen über Kerngröße (FSC) und Granularität (SSC) der Zelle erhält 

man durch Lichtbeugung und -streuung. 

Die Infektion von 1x106 DCs einer C57BL/6x129SV- sowie TLR2-/-x4-/-  - Maus 

mit LPS, Ye pYV- und Escherichia coli mpk2 (E.coli mpk2) erfolgte wie in 

2.2.2.4. beschrieben. Modulation der Versuche mit rmVEGF (1:1 Mischung aus 

rmVEGF121 und rmVEGF164, Endkonzentration 20 ng/ml)  und Anti-VEGF. 

(Endkonzentration 1 µg/ml). 24 h nach Infektion der DCs wurde die FACS-

Färbung angeschlossen. 

1 h nach der Zugabe von Gentamicin wurden die Proben in je ein Falcon 

überführt, zentrifugiert (400 g, 5 min, 4 °C) und d as Pellet in 1 ml FACS-Puffer 
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(PBS + 2 % FCS) gelöst. Danach wurden 5x105 DCs pro Ansatz in den Napf 

einer vorbeschrifteten 96er Mikrotiter-Spitzboden-Platte pipettiert. Nach 

Zentrifugation (400 g, 5 min, 4 °C) Absaugen des Üb erstandes. Anschließend 

Zugabe von 50 µl in FACS-Puffer verdünnter Antikörper-Lösung.  

→   Anti-CD40-FITC bzw. Isotyp 1:100 

→ Anti-MHCII-PE bzw. Isotyp 1:800 

→ Anti-CD86-Bio bzw. Isotyp 1:100 

→ Anti-CD11c-APC bzw. Isotyp 1:200. 

Inkubation für 25 min bei 4 °C im Dunkeln (Kühlschr ank). Danach zweimaliges 

Waschen der Proben mit FACS-Puffer. Die Proben, welche mit biotinyliertem 

Anti-CD86 versehen sind, müssen zur Detektion noch mit einem Farbstoff, in 

unserem Fall PerCP gekoppelt werden. Weitere Inkubation für 15 min bei 4 °C 

im Dunkeln. Danach zweimaliges Waschen der Proben mit FACS-Puffer. Das 

Pellet nun in 200 µl FACS-Puffer aufnehmen und die Suspension in die zur 

FACS-Analyse geeigneten Rundbodenröhrchen überführen. Bei der Messung 

unfixierter Proben wurden tote Zellen direkt vor der Analyse durch Anfärben mit 

7-AAD (5 µl pro 1x106 DCs) ausgeschlossen. Die Fluoreszenzintensitäten 

wurden im Zweiparameter-Punktdiagramm (Dot Plot) dargestellt. Die Messung 

erfolgte am Durchflusszytometer FACSCaliburTM mit Hilfe der Cell Quest 

Software. Es wurden 50.000 Zellen gemessen. Um unspezifische Fluoreszenz 

auszuschließen, wurden jeweils Färbungen mit Antikörperkontrollen 

(Isotypkontrollen) durchgeführt. Für die Auswertung der Zellanalyse diente das 

Programm Summit Version 4.3. 

 

2.2.3. Proteinbiochemische Methoden  
 

2.2.3.1. Herstellung von Kernextrakten zur Untersuc hung von HIF-1 αααα 

Zum Nachweis von HIF-1α wurden aus den zuvor infizierten DCs Kernextrakte 

hergestellt. Mit einem Spatel wurden die am Boden haftenden Zellen abgekratzt 

und die gesamte Zellsuspension in ein 15 ml-Falcon-Röhrchen überführt. Nach 

Zentrifugation bei 400 g, 5 min wurde der Überstand abgesaugt, das Pellet in 1 

ml eiskaltem PBS resuspendiert und die Suspension in ein Eppendorfgefäß 



Material und Methoden 
 

53 

gegeben. Dieses wurde bei 400 g, 5 min zentrifugiert. Anschließend wurde der 

Überstand gründlich vom Pellet abgenommen. Die DCs wurden bei -80 °C 

eingefroren, wenn eine Bearbeitung der Zellen zu einem späteren Zeitpunkt 

erfolgte. 

Zu den DCs wurde 100 µl Puffer A (siehe 2.1.11.) zugegeben und 10 min auf 

Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen 5-7 sek mit dem Ultra-Turrax lysiert. 

Die im Lysat enthaltenen Zellkerne wurden bei 4 °C,  12000 g, 10 min 

abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 µl Puffer C (siehe 2.1.11.) 

aufgenommen und 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach die ser Einwirkzeit erfolgte 

nochmals eine Zentrifugation bei 4 °C, 20000 g, 30 min. Der nun erhaltene 

Überstand, welcher sämtliche Proteine des Zellkerns, darunter eventuell auch 

HIF-1α enthält, wurde nun in ein neues Eppendorfgefäß überführt.  

 

2.2.3.2. Proteinbestimmung nach Pierce  

Um die Proteinkonzentration zu bestimmen, wurden die Proben zunächst 1:10  

mit Milliporewasser verdünnt. Diese Vorverdünnungen sowie der BSA-Standard 

wurden dann 1:20 mit der Pierce-Lösung (50 Teile Lösung A, 1 Teil Lösung B) 

verdünnt, gemischt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde die 

Absorption der Lösungen bei 562 nm bestimmt. Mit dem Standard, welcher 

bekannte Mengen Rinderserumalbumin enthielt, wurde eine Eichgerade erstellt, 

mit deren Hilfe über die Absorption der Kernextrakt-Proben deren Proteinmenge 

bestimmt wurde. 

 

2.2.3.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Pr oteinen  

Die Auftrennung von Proteinfraktionen erfolgte mittels diskontinuierlicher SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Bei diesem Verfahren werden 

die Proteine unter denaturierenden Bedingungen nach ihrer Masse getrennt. 

Durch den Zusatz von SDS als anionisches, amphipathisches Detergenz im 

Überschuss werden die Proteine nicht nur gelöst und denaturiert, sondern auch 

in eine negative Gesamtladung überführt, was ihnen ein einheitliches Verhältnis 

von Ladung zur Masse verleiht. Die mit SDS beladenen, gestreckten 
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Aminosäureketten nehmen eine lineare Konformation ein, was den Einfluss der 

nativen Oberflächenstruktur auf die Wanderungseigenschaften der Proteine 

aufhebt. Damit hängt die elektrophoretische Beweglichkeit allein von der Größe 

des Moleküls und der Porengröße des Gels ab. Aufgrund ihrer negativen 

Ladung wandern die Proteine im elektrischen Feld zur Anode, wobei man eine 

Auftrennung ausschließlich in der Reihenfolge der Molekulargewichte erhält. 

Der Trennbereich kann über die Acrylamidkonzentration variiert werden. Diese 

liegt zwischen 2 % und 30 %, wobei im Netzwerk des Polyacrylamids große 

Moleküle stärker retardiert werden als kleine. Zur optimalen Darstellung von 

HIF-1α mit einer Molekülgroße von 116 kDa wurde ein Trenngel mit einer 

8%igen Acrylamidkonzentration gewählt.  

Für die Elektrophorese wurden kleine Gele in einer BioRad-Apparatur 

verwendet. Die Gießapparatur wurde nach Angaben des Herstellers 

zusammengesetzt. Acrylamid/Bisacrylamid, Tris-Puffer, Milliporewasser und 

SDS-Lösung wurden nach im unter 2.1.11. aufgeführten Schema gemischt und 

die Polymerisation durch Zugabe von TEMED und APS eingeleitet. Zuerst 

wurde das Trenngel  in eine Vertikalkammer (10,5 cm x 7,5 cm x 1,0 mm) bis zu 

2/3 des Endvolumens gefüllt und mit 70 % Isopropanol überschichtet, um eine 

glatte Trennfläche zu erhalten. Nach der Polymerisation (10-15 min) und 

Entfernung des Isopropanols wurde das Sammelgel in das verbleibende 

Volumen der Gelkammer gegossen und ein 10-Taschen-Kamm (1,0 mm) 

eingesetzt. Nach erneuter Polymerisation (10-15 min) erfolgte der 

Probenauftrag in die Geltaschen des zuvor entfernten Kammes. Die Proben 

wurden zuvor mit 5 x SDS-Probenpuffer (siehe 2.1.11.) versetzt und für 10 min 

gekocht. Die Elektrophorese erfolgte in 1 x SDS-Elektrophoresepuffer (siehe 

2.1.11.) bei einer konstanten Stromstärke von 30 mA für ein Gel für ca. 40 min. 

Nach erfolgter Elektrophorese wurde das Gel für den Western-Blot  

weiterverwendet. 

 

2.2.3.4. Western-Blot ( Immunoblot )  

Blotting ist der Transfer von großen Molekülen auf die Oberfläche einer 

immobilisierenden, proteinbindenden Membran. Die durch die SDS-
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Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe 2.2.3.3.) aufgetrennten Proteine 

können aufgrund der negativen Ladung des gebundenen SDS elektrophoretisch 

weiter auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen werden. Im Anschluß 

können die geblotteten Proteine, in unserem Fall HIF-1α, über eine spezifische 

Antikörperreaktion nachgewiesen werden. 

Der Proteintransfer von den SDS-Gelen auf eine Nitrozellulose-Membran 

erfolgte nach der Tank-Blot-Methode. Dabei wurden Gel und Membran 

übereinander gelegt und von beiden Seiten mit je einer Lage Blotting-

Filterpapier und je einem Schwamm bedeckt. Diese Schichtung wurde in eine 

BioRad-Blotkammer eingesetzt. Der Proteintransfer erfolgte im Blot-Puffer  

(siehe 2.1.11) bei konstanter Stromstärke von 300 mA für 60 min. Das im Puffer 

enthaltene Methanol unterstützt die Bindefähigkeit der Blotfolie und verhindert 

das Quellen des Geles. Die Effizienz des Transfers wurde durch reversible 

Proteinfärbung mit Ponceau S – Arbeitslösung (siehe 2.1.11.) überprüft; der 

Farbstoff konnte mit Aqua bidest anschließend wieder entfernt werden.   

Zur Abdeckung der unbesetzten Bindungsstellen auf der Membran werden 

makromolekulare Substanzen verwendet, die an der Nachweisreaktion nicht 

beteiligt sein dürfen. Die Membran wurde entweder für 1 h bei RT oder über 

Nacht bei +4 °C im Blockierungspuffer (siehe 2.1.11 .) auf einem Gelschüttler 

inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer für jeweils 5 min wurde 

die Membran zur Detektion für 1 h mit dem Primärantikörper anti-HIF-1α (1:500 

mit Blockierungspuffer) unter Schütteln bei RT inkubiert; wahlweise auch bei +4 

°C über Nacht. Nach erneutem Waschen mit Waschpuffe r für 5 min zur 

Entfernung von nicht oder unspezifisch gebundenen Antikörper wurde die 

Membran mit einem Sekundär-Antikörper, welcher mit Meerrettich-Peroxidase 

konjugiert war (anti-rabbit, 1:1000 in Blockierungspuffer) für 1 h auf dem 

Gelschüttler inkubiert. Nach dem letztmaligen Waschen der Membran (3 x 5 

min) mit Waschpuffer, wurde diese mit ECL-Reagenz (siehe 2.1.11.) für 1 min 

inkubiert und anschließend zwischen 2 Tageslichtprojektorfolien in eine 

Entwicklerkassette eingelegt. Zur Detektion der Chemolumineszenz wurde im 

Dunkeln für 1-10 min ein Film belichtet, welcher anschließend maschinell 

entwickelt wurde. 



Material und Methoden 
 

56 

2.2.4. Bestimmung der Zytokinkonzentration in Zellk ulturüberständen 

über ELISA 

 

2.2.4.1. Gewinnung von Zellkulturüberständen  

Die VEGF-Konzentration wurde in Zellkulturüberständen mit einem enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) bestimmt. Die Überstände wurden 24 h 

nach der Infektion der DCs abgenommen, in eine Flachboden-Mikrotiterplatte 

überführt und entweder gleich im Anschluß im ELISA aufgetragen oder bis zur 

weiteren Untersuchung bei -20°C gelagert. 

 

2.2.4.2. VEGF-ELISA 

Um VEGF in Zellkulturüberständen nachweisen zu können wurde ein VEGF-

ELISA durchgeführt. Die im Zellkulturüberstand extrem geringen 

Konzentrationen der Proteine im Pikogrammbereich erfordern eine hohe 

Sensitivität des ELISA. Das zu messende Zytokin reagiert in einer Antigen-

Antikörper-Reaktion als Antigen mit einem monoklonalen Primärantikörper    

(capture antibody), welcher in den Vertiefungen der ELISA-Platte haftet. Ein 

jetzt hinzugefügter, enzymgekoppelter (in unserem Fall biotinylierter) 

Sekundärantikörper (detection antibody) bindet an das am Primärantikörper 

haftende Zytokin. Danach erfolgt die Zugabe von Streptavidin, das mit 

Meerrettich-Peroxidase konjugiert ist. Dieses bindet wiederum an den 

Sekundärantikörper. Anschließend wird die Sustratlösung zugegeben, das 

Substrat wird durch die Peroxidase umgesetzt und es kommt zu einer 

Farbreaktion, deren Intensität sich proportional zur Zytokinkonzentration verhält. 

Dieser Farbumschlag kann photometrisch gemessen werden und anhand einer 

Standardkurve mit rekombinanten Zytokinen (in unserem Fall recombinant 

mouse VEGF) wird die absolute Konzentration ermittelt. 

Die Durchführung des VEGF-ELISA erfolgte nach den Angaben des Herstellers. 

Zum Nachweis von VEGF im Überstand wurden die ELISA-Platten zuerst mit 

100 µl capture antibody beschichtet. Dieser Antikörper inkubierte bei 4°C über 

Nacht. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurde der ELISA für 1 h 
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mit Reagent Diluent (1 % BSA in PBS) geblockt, um unbesetzte 

Bindungsstellen abzudecken. Nach dem zweiten Waschschritt mit Waschpuffer 

wurden 100 µl Zellkulturüberstand und Standard (Verdünnungsreihe hergestellt) 

in die jeweiligen Vertiefungen pipettiert und für 2 h bei RT inkubiert. Nach dem 

dritten Waschschritt mit Waschpuffer wurden 100 µl detection antibody 

hinzugefügt und wieder 2 h bei RT inkubiert. Nach dem vierten Waschschritt mit 

Waschpuffer erfolgte die Inkubation mit 100 µl Streptavidin für 20 min bei RT im 

Dunkeln. Nach dem fünften Waschschritt mit Waschpuffer wurde 100 µl 

Substratlösung dazu gegeben und die ELISA-Platte bei RT im Dunkeln 

inkubiert. Nach dieser 20minütigen Inkubationszeit wurde die Farbreaktion mit 

einer Stopplösung (1 M H2SO4) beendet. Anschließend wurde die Absorption 

photometrisch im ELISA-Reader bei 540 nm gemessen und  anhand der 

Standardkurve die VEGF-Konzentration bestimmt. 

 

2.2.5. Molekularbiologische Methoden  
 

2.2.5.1. RNA-Isolierung aus DCs  

Zur Isolation von RNA aus DCs wurde der RNeasy Mini Kit verwendet. Die 

Durchführung der RNA-Isolierung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. 

Alle Arbeits- und Zentrifugationsschritte wurden bei RT durchgeführt. Für die 

RNA-Isolierung und die Reverse Transkription wurde DEPC-behandeltes 

Wasser verwendet, um die enthaltenen RNasen zu inaktivieren. 

Für die Isolierung der RNA aus Gesamtzelllysaten wurden DCs in 6-well-Platten 

mit 5x106 DCs pro well in 2 ml Medium (siehe 2.1.10.) ausgesät. 2 h bis 24 h 

nach einer Infektion mit Bakterien wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom 

Boden abgelöst, in ein 15 ml-Falcon-Röhrchen überführt, bei 400 g 5 min 

zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und das Pellet in 1 ml PBS 

resuspendiert. Anschließend wurde es in ein RNase-freies Eppendorfgefäß 

gegeben und erneut zentrifugiert (5 min, 400 g). Nach Abnehmen des 

Überstandes wurde jede Probe in 350 µl RTL-Puffer, welcher 1:100 mit β-

Mercaptoethanol verdünnt wurde, lysiert und 2 bis 3 min inkubiert. Jetzt wurden 

die Lysate gleich weiter verarbeitet oder bei -80 °C eingefroren. Nach Zugabe 
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von je 350 µl 70%igem Ethanol wurde die Suspension auf eine Säule gegeben 

und 20 sek bei 8000 g zentrifugiert. Anschließend wurde die Säule einmal mit 

RW1-Puffer (20 sek, 8000 g) und zweimal mit RPE-Puffer (20 sek, 8000 g) 

gewaschen. Um die Säule zu trocknen wurde sie 1 min bei 14000 g 

zentrifugiert. Zum Eluieren der RNA wurde 30 µl RNase-freies Wasser direkt 

auf die Säule pipettiert, 1 min bei RT inkubiert und 1 min bei 8000 g 

zentrifugiert. Im Anschluß wurde die RNA bis zur weiteren Verarbeitung bei       

-80 °C aufbewahrt oder direkt mit der Konzentration sbestimmung fortgefahren. 

 

2.2.5.2. Quantifizierung der RNA  

Um in allen Proben die gleiche RNA-Konzentration zu erhalten, muss in jeder 

Probe der RNA-Gehalt gemessen werden, da die isolierte RNA-Menge variiert, 

d.h. abhängig von der ursprünglichen Zellzahl in der Probe ist. Die 

Quantifizierung erfolgte photometrisch bei 260 nm. Die optische Dichte (OD) 

von 1,0  entspricht einer Konzentration von 40 µg/ml.  

Alle Proben wurden 1:20 in 10 mM Tris (pH 8) verdünnt, welcher ebenfalls als 

Nullwertabgleich diente. Der RNA-Gehalt der Probe wurde wie folgt berechnet: 

Gemessener OD260nm-Wert x Verdünnungsfaktor 20 x 40 µg/ml 

 

2.2.5.3. Reverse Transkriptase Reaktion (RT-PCR)  

Um die Transkription eines Genes nachzuweisen, muss die mRNA untersucht 

werden. Bei der Amplifikation von DNA durch die PCR (Polymerase-

Kettenreaktion) werden spezifische DNA-Polymerasen verwendet, welche DNA-

abhängig sind, d.h. sie sind nicht in der Lage, RNA zu amplifizieren. NOD1- 

bzw. NOD2-mRNA kann nicht direkt über die konventionelle PCR vervielfältigt 

werden. Deshalb wird zunächst mit Hilfe der Reversen Transkriptase, einer 

RNA-abhängigen DNA-Polymerase, mRNA in cDNA umgeschrieben. Im 

Anschluss kann die cDNA als Template für eine PCR verwendet werden.  

Die Prozedur der QuantiTect Reverse Transcription (Kit siehe 2.1.13.) ist in 

zwei Hauptschritte unterteilt. Als erstes wurde die genomische DNA eliminiert 

und danach erfolgte die reverse Transkription. Anhand der photometrisch 
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bestimmten Konzentration der RNA (siehe 2.2.5.2.) wurde nun das 

entsprechend berechnete Volumen für die einzusetzende Menge an RNA und 

RNase-freiem Wasser mit gDNA Wipeout Buffer als Ansatz pipettiert. Dieser 

inkubierte 2 min bei 42 °C im Heizblock. Der gDNA W ipeout Buffer baut die 

genomische DNA ab. Nach der Elimination konnte sofort die reverse 

Transkription angeschlossen werden. Der Probe wurde ein reverse-transcription 

master mix hinzugefügt. Dieser beinhaltet alle Komponenten, welche für die 

cDNA-Erststrangsynthese erforderlich sind. Nach einer Inkubationszeit von 15 

min bei 42 °C folgte die Inaktivierung des Enzyms R everse Transkriptase für 3 

min bei 95 °C. Im Anschluß wurde das Template für d ie konventionelle PCR 

eingesetzt oder bei nicht sofortiger Verarbeitung bei -20 °C aufbewahrt. 

Im Gegensatz zu anderen Methoden sind zusätzliche Schritte wie RNA-

Denaturierung, Primer Annealing und RNase H-Verdau nicht mehr notwendig.   

 

2.2.5.4. Polymerase-Kettenreaktion  

Mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase wird, ausgehend von Primern 

(synthetischen Oligonukleotiden), ein neuer DNA-Strang an einer einzel-

strängigen Matrizen-DNA vom 3’-Ende ausgehend synthetisiert. Durch die Wahl 

eines gegenläufig orientierten Primerpaares kann man gezielt die DNA-

Sequenz zwischen den beiden Primern vervielfältigen. Durch die zyklische 

Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte wird die Matrize exponentiell 

amplifiziert. 

Ein PCR-Zyklus beginnt mit der thermischen Denaturierung des zu 

amplifizierenden DNA-Doppelstranges bei 94 °C. Es e ntstehen zwei 

Einzelstränge. Danach erfolgt die Hybridisierung. Hier wird die Temperatur auf 

51 °C (bzw. 39 °C) gesenkt. Die Primer haben jetzt die Gelegenheit an die 

komplementären Sequenzen der Matrizen-DNA zu hybridisieren. Im Anschluss 

wird die Temperatur auf das Arbeitsoptimum der Taq-Polymerase erhöht (72 

°C). Es wird die Amplifikation des zwischen den Pri mern gelegenen 

Sequenzabschnittes durchgeführt.  

Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und das verwendete 

Temperaturprofil entsprachen folgendem Schema: 
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Ansatz der PCR für 1x Mastermix:  

 

              NOD1/2  β-Actin 

PCR-H2O   37,6 µl  37,6 µl 

10x PCR-Puffer   5,0 µl    5,0 µl 

Nukleotide (10 mM)  1,0 µl   1,0 µl 

Primer-fw (10 µM)  1,0 µl   1,0 µl 

Primer-rev (10 mM)  1,0 µl    1,0 µl 

Taq-Polymerase (5 U/µl) 0,4 µl    0,4 µl 

MgCl2 (25 mM)  2,0 µl     

MgCl2 (15 mM)     2,0 µl 

 

Temperaturprofil der eingesetzten semiquantitativen PCR’s : 

 

   NOD1   NOD2   β-Actin 

Denaturierung 94 °C 120 sek 94 °C 120 sek 94 °C 120  sek 

Denaturierung 94 °C 30 sek  94 °C 30 sek  94 °C 30 sek  

Annealing  51 °C 30 sek  39 °C 30 sek  51 °C 30 sek   

Elongation  72 °C 45 sek  72 °C 45 sek  72 °C 30 se k  

Elongation   72 °C 300 sek 72 °C 300 sek 72 °C 300 sek 

Pause   4 °C   4 °C   4 °C 

Zyklen  28   28   25 

 

Je 10 µl eines PCR-Ansatzes wurden im Anschluss über die Agarose-

Gelelektrophorese (siehe 2.2.5.5.) analysiert. Bei späterer Verarbeitung erfolgte 

die Lagerung bei -20 °C. 

2.2.5.5. Agarose-Gelelektrophorese  

Agarosegele werden verwendet, wenn man große Poren für die Analyse von 

Molekülen über 10 nm Durchmesser benötigt. Agarose ist ein Polysaccharid 

und wird aus roten Meeresalgen hergestellt. Je nach Größe der 

aufzutrennenden DNA-Fragmente wird eine Agarosekonzentration von 0,7 % 
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bis 1,5 % in 0,5x TBE-Puffer eingestellt. Für die NOD1- , NOD2- und β-Actin-

PCR wurde ein 1,5% Gel hergestellt. Die Agarose wurde durch Aufkochen in 

0,5x TBE-Puffer gelöst und nach Abkühlung auf ca. 50 °C in das Bett einer 

Horizontal-Gelelektrophorese-Kammer gegossen. Dort geliert es beim 

Abkühlen. 10 µl PCR-Produkt, gemischt mit 2-3 µl 20% Orange G, sowie 4 µl    

1 kb Plus DNA-Ladder (zur Kontrolle der Größe der PCR-Produkte) wurden in 

die Geltaschen geladen. Als Laufpuffer wurde 0,5x TBE verwendet. Die 

Gelelektrophorese erfolgte ca. 45 min bei 80 V. Das Gel wurde anschließend 15 

min in einer Ethidiumbromid-Lösung (1µg/ml) gefärbt, 10 min in H2Odest. entfärbt 

und mit Hilfe einer Geldokumentationsanlage (Gel Doc 1000) unter UV-Licht 

(254 nm) fotografiert.  

 

2.2.6. Statistik  

Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhängig voneinander wiederholt 

und ergaben vergleichbare Ergebnisse. Die Berechnung der Standard-

abweichung erfolgte über das Programm GraphPad Prism 4.00. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1. LPS und Y. enterocolitica induzieren über Toll-like   

Rezeptoren HIF-1α und VEGF 

 

3.1.1. LPS induziert die HIF-1 αααα Aktivierung und die nachfolgende VEGF 

Sekretion in DCs der Maus über einen TLR-abhängigen  Weg 

Aus der Literatur ist bekannt, dass LPS in verschiedenen Zellen zu einer 

vermehrten Transkription von HIF-1α führt. Um dies auch für DCs darzustellen, 

inkubierten wir 5x105 DCs aus dem Knochenmark einer Wildtyp- und TLR2-/-x4-/- 

- Maus zunächst über 24 h mit Salmonella minnesota LPS 100 ng/ml. Als 

etablierte Positivkontrolle wurde Deferoxaminmesilat (DFO) verwendet (Abb. 

10). DFO, ein Chelatbildner, welcher den eisenabhängigen Prolylhydroxylasen 

(PDH) Eisen vorenthält, simuliert die stark reduzierte Funktion der PDHs unter 

hypoxischen Bedingungen. 
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Abb. 10: VEGF Sekretion nach Inkubation mit LPS 
Dendritische Zellen aus dem Knochenmark der C57BL/6x129SV- und TLR2-/-x4-/- - Maus 
wurden mit LPS (100 ng/ml), DFO (200 µM) oder Medium inkubiert. 1 h nach Infektion wurden 
die extrazellulären Bakterien durch Zugabe von Gentamicin (100 µg/ml) abgetötet. Die 
sekretierte Menge an VEGF im Überstand wurde mittels ELISA 24h nach Infektion bestimmt.  
C57BL/6x129SV: Wildtyp Maus; TLR2-/-x4-/-: Toll-like Rezeptoren 2 und 4 Knockout Maus 

 

Nach Inkubation von Wildtyp DCs mit LPS oder DFO zeigte sich ein deutlicher 

Anstieg der VEGF-Konzentrationen. In den TLR2-/-x4-/- -DCs führt dagegen die 
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Anwesenheit von DFO, nicht jedoch von LPS zu einer signifikant erhöhten 

VEGF-Sekretion. In den Proben mit LPS überstiegen die VEGF-Werte nicht die 

der Mediumkontrolle (Negativkontrolle). TLR2-/-x4-/- DCs sind also grundsätzlich 

in der Lage, VEGF zu sezernieren. Dies geschieht jedoch im Fall von DFO über 

einen TLR-unabhängigen Mechanismus. Wir folgern daraus, dass die LPS-

vermittelte VEGF-Induktion TLR-abhängig ist. 

 

3.1.2. Y. enterocolitica induziert die HIF-1 αααα Aktivierung und die 

nachfolgende VEGF-Sekretion in DCs der Maus über ei nen TLR-

unabhängigen Weg  

Um zu überprüfen, welchen Einfluss lebende Bakterien auf DCs und deren 

VEGF-Sekretion haben, wurden als nächstes Wildtyp- und TLR2/4-defiziente 

DCs,  mit verschiedenen Y. enterocolitica-Stämmen, welchen das Plasmid bzw. 

Invasin fehlte, inkubiert (Abb. 11).  
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Abb. 11: VEGF Sekretion nach Inkubation mit Y. enterocolitica pYV- und pYV- inv-  
Dendritische Zellen aus dem Knochenmark der C57BL/6x129SV- und TLR2-/-x4-/- - Maus 
wurden mit Ye pYV- und Ye pYV- inv- (MOI 10) bzw. DFO (200 µM) inkubiert. 1 h nach Infektion 
wurden die extrazellulären Bakterien durch Zugabe von Gentamicin (100 µg/ml) abgetötet. Die 
sekretierte Menge an VEGF im Überstand wurde mittels ELISA 24h nach Infektion bestimmt.  
C57BL/6x129SV: Wildtyp Maus; TLR2-/-x4-/-: Toll-like Rezeptoren 2 und 4 Knockout Maus, pYV: 
Yersinia Virulenzplasmid, inv: Invasin,  MOI: Multiplicity of infection 
 
 

Es zeigten sich sowohl in den Überständen der TLR2-/-x4-/-- als auch den 

Wildtyp-DCs, dass die Anwesenheit bakterieller Zellbestandteile die Sekretion 

von VEGF deutlich steigert. Das Proteinlevel von VEGF ist bei den TLR2-/-x4-/- -
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DCs im Vergleich zu den Wildtyp-DCs niedriger und bei dem Invasin-defizienten 

Stamm zeigt sich eine Reduktion bis zu 45%. Die vorliegenden Daten lassen 

daher den Schluss zu, dass die Induktion von VEGF durch Y. enterocolitica 

neben LPS über die TLR2 und TLR4 auch über einen TLR-unabhängigen 

Mechanismus vermittelt wird. 

Die Expression von VEGF während der Angiogenese wird hauptsächlich über 

HIF-1α reguliert. Um zu überprüfen, ob LPS und Y. enterocolitica HIF-1α 

induzieren, wurden 1x107 Wildtyp- und TLR2-/-x4-/--DCs mit den Bakterien 

infiziert, die nukleären Proteine 8h nach der Infektion extrahiert und HIF-1α im 

Westernblot dargestellt (Abb. 12). 

 

 

 

 

                                    

 

                                  
 
 
Abb. 12: Detektion von HIF-1 α nach Inkubation mit LPS und Y.enterocolitica pYV- sowie  
pYV- inv- 
Dendritische Zellen aus dem Knochenmark der Wildtyp- und TLR2-/-x4-/- - Maus wurden mit LPS 
(1 µg/ml), Ye pYV-  und Ye pYV-inv- (MOI 10) und DFO (200 µM) inkubiert. 1 h nach Infektion 
der DCs wurden extrazelluläre Bakterien durch Zugabe von Gentamicin (100 µg/ml) abgetötet 
und weiter inkubiert. Die Proteinextraktion erfolgte 8h nach Beginn der Infektion. Auftrennung 
durch SDS-PAGE und Darstellung der HIF-1α-Bande bei ca. 120 kDa.  
C57BL/6x129SV: Wildtyp Maus; TLR2-/-x4-/-: Toll-like Rezeptoren 2 und 4 Knockout Maus, pYV: 
Yersinia Virulenzplasmid, inv: Invasin,  MOI: Multiplicity of infection 
 
 

In den Wildtyp-DCs konnte nach Zugabe von LPS, Yersinien und DFO eine 

HIF-1α-Bande nachgewiesen werden. Bei den TLR2-/-x4-/--DCs fehlt die Bande 

bei LPS. LPS fördert die HIF-1α-Akkumulation in Wildtyp-DCs, nicht in TLR2-/-

x4-/--DCs. Wir schließen daraus, dass LPS und Yersinien die VEGF-

Genexpression über die transkriptionale Aktivierung von HIF-1α induzieren. 
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3.2. Y. enterocolitica induziert VEGF in MyD88-/--DCs MyD88-

unabhängig/Trif-abhängig und in Trif-/--DCs Trif-unabhängig / 

MyD88- abhängig  

Immer mehr Studien weisen auf, dass verschiedene TLR-Agonisten, wie z.B. 

LPS, ein Signal in Abwesenheit von MyD88 oder Trif hervorrufen können. 

Während die VEGF-Sekretion in infizierten Wildtyp-DCs unabhängig von den 

TLR2 und TLR4 läuft, wollten wir wissen, ob andere TLRs an der Interaktion 

zwischen Y. enterocolitica und DC involviert sind. Deshalb untersuchten wir, ob 

in DCs, in denen die Adapterproteine MyD88 bzw. Trif fehlen, die Sekretion von 

VEGF ausgelöst wird. Es wurden 5x105 MyD88-/-- und Trif-/- -Zellen für die 

Infektion mit Y. enterocolitica und LPS ausgesät. 24 h nach der Infektion wurde 

der Zellkulturüberstand abgenommen und mittels ELISA auf die Konzentration 

von VEGF untersucht (Abb. 13). 
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Abb. 13: VEGF Sekretion nach Inkubation mit Y. enterocolitica pYV- und pYV- inv- 
Dendritische Zellen aus dem Knochenmark der Trif-/- und MyD88-/- - Maus wurden mit LPS (100 
ng/ml), Ye pYV- undYe pYV- inv- (MOI 10) bzw. DFO (200 µM) inkubiert. 1 h nach Infektion 
wurden die extrazellulären Bakterien durch Zugabe von Gentamicin (100 µg/ml) abgetötet. Die 
sekretierte Menge an VEGF im Überstand wurde mittels ELISA 24 h nach Infektion bestimmt.  
Trif-/- und MyD88-/-: Knockout der entsprechenden Adaptermoleküle, pYV: Yersinia 
Virulenzplasmid, inv: Invasin,  MOI: Multiplicity of infection 
 
 
Wie schon in den TLR2-/-x4-/- -DCs sind in den beiden Zelltypen deutlich 

signifikante Anstiege der VEGF-Sekretion zu sehen, besonders nach Infektion 

mit Y. enterocolitica. Ein Indiz dafür, dass andere TLRs in diesem Fall keine 



Ergebnisse 
  

66 

Rolle spielen, ist die Tatsache, dass die Abwesenheit der für das TLR-Signaling 

wichtigen Adaptermoleküle Trif und MyD88 keine Änderung der VEGF-

Sekretion hervorrufen. 

 

 

3.3. Die intrazelluläre Signaltransduktion bakteriell infizierter DCs 

verläuft über ausgewählte Kinasen und GTPasen 

 

3.3.1. VEGF-Sekretion in Y. enterocolitica infizierten DCs ist abhängig von 

MAPK  

Es ist bekannt, dass verschiedene Mitglieder der Familie der MAPK in das HIF-

1α/VEGF-Signaling involviert sind. Es lag daher nahe, die Rolle der MAPK auch 

im Infektionsmodell an DCs zu untersuchen. 5x105 Wildtyp- oder TLR2-/-x4-/- -

DCs wurden, nach einer Vorinkubation mit entsprechenden MAPK-Inhibitoren 

für 30min, in einem Kulturmedium, mit Y. enterocolitica pYV- bzw. pYV- inv- 

oder DFO inkubiert. Wir nutzen spezifische Inhibitoren gegen p38 und JNK II 

(Abb. 14) 
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Abb. 14: VEGF Sekretion nach Inkubation mit Y. enterocolitica pYV- und pYV- inv- unter 
Zugabe von MAPK-Inhibitoren 
Dendritische Zellen aus dem Knochenmark der 14A) Wildtyp- und 14B) TLR2-/-x4-/- - Maus 
wurden mit Ye pYV- und Ye pYV- inv- (MOI 10) bzw. DFO (200 µM) inkubiert. 30 min vor 
Infektion der Zellen wurde mit SB203580 (2 µM) und SP600125 (20 µM) vorinkubiert. 1 h nach 
Infektion wurden die extrazellulären Bakterien durch Zugabe von Gentamicin (100 µg/ml) 
abgetötet. Die sekretierte Menge an VEGF im Überstand wurde mittels ELISA 24 h nach 
Infektion bestimmt. 
C57BL/6x129SV: Wildtyp Maus; TLR2-/-x4-/-: Toll-like Rezeptoren 2 und 4 Knockout Maus, pYV: 
Yersinia Virulenzplasmid, inv: Invasin, MOI: Multiplicity of infection, MAPK: Mitogen-activated 
protein kinases 
 
 
Bei der Wildtyp-DCs zeigen sich signifikante Reduktionen der VEGF-

Konzentration über 50% bei den infizierten Zellen, wenn diese mit einem 

MAPK-Inhibitor vorbehandelt wurden. Der Einfluss des JNK II-Inhibitors führt 

sogar zu einer Reduktion von VEGF bis zu 70%. Bei den TLR2-/-x4-/- -DCs sind 

ebenfalls deutlich signifikante Unterschiede zwischen Mediumkontrolle und den 

mit MAPK-Inhibitoren vorbehandelten DCs anhand der reduzierten VEGF-

Konzentration zu sehen. Die VEGF-Induktion in der mit Inhibitoren versehenen 

DFO-Kontrolle in den Wildtyp-DCs scheint MAPKinasen-abhängig zu verlaufen. 

Die VEGF-Konzentration der mit Inhibitoren vorbehandelten Positivkontrolle der 

TLR2-/-x4-/- -DCs sind gegenüber dem Mediumwert erhöht. Dies zeigte sich nur 

in diesem und nicht in den anderen beiden unabhängig voneinander 

durchgeführten Versuchen. Es läßt sich hieraus abbleiten, dass die Infektion 

von DCs mit Y. enterocolitica  zu einer MAPKinasen-vermittelten Induktion von 

HIF-1α und VEGF führt. 

 

B) 
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3.3.2. VEGF Sekretion in Y. enterocolitica infizierten DCs ist abhängig von 

PI3K 

PI3K stellen Vermittler zwischen der Zelle und bestimmten Faktoren wie 

Wachstumsfaktoren, Hormone oder Integrinen zur Zellstimulation dar. Um die 

Rolle von PI3K-induzierter VEGF-Sekretion zu analysieren, wurden Wildtyp- 

und TLR2-/-x4-/--DCs, nach einer Vorinkubation mit den PI3K-Inhibitoren 

Wortmannin und Ly294002 für 30 min, in einem Kulturmedium mit Y. 

enterocolitica pYV- bzw. pYV- inv- oder DFO inkubiert (Abb. 15). 
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Abb. 15: VEGF Sekretion nach Inkubation mit Y. enterocolitica pYV- und pYV- inv- unter 
Zugabe von PI3K-Inhibitoren 
Dendritische Zellen aus dem Knochenmark der  15A) Wildtyp- und 15B) TLR2-/-x4-/- - Maus 
wurden mit Ye pYV- und Ye pYV- inv- (MOI 10) bzw. DFO (200 µM) inkubiert. 30 min vor 
Infektion der Zellen wurde mit Wortmannin (200 nM) und Ly294002 (20 µM) vorinkubiert. 1 h 
nach Infektion wurden die extrazellulären Bakterien durch Zugabe von Gentamicin (100 µg/ml) 
abgetötet. Die sekretierte Menge an VEGF im Überstand wurde mittels ELISA 24 h nach 
Infektion bestimmt. 
C57BL/6x129SV: Wildtyp Maus; TLR2-/-x4-/-: Toll-like Rezeptoren 2 und 4 Knockout Maus, pYV: 
Yersinia Virulenzplasmid, inv: Invasin, MOI: Multiplicity of infection, PI3K: phosphatidylinositol-3 
kinase 
 
 
Bei Vorinkubation der entsprechenden Ansätze mit dem unspezifischen 

Inhibitor Wortmannin waren in den Versuchen lediglich Tendenzen zu einer 

verminderten VEGF-Sekretion im Vergleich zur Mediumkontrolle zu sehen, bei 

den TLR2-/-x4-/- -DCs nach Infektion mit Y. enterocolitica sogar eine geringe 

Erhöhung. Nur die Verwendung des spezifischen PI3K-Inhibitors wie Ly294002 

führt zu einer signifikanten Reduktion der Konzentrationen von VEGF bei den 

infizierten DCs. Die durch DFO induzierte VEGF-Sekretion scheint PI3K-

abhängig zu verlaufen. Es läßt sich hieraus abbleiten, dass die Infektion von 

DCs mit Y. enterocolitica  zu einer PI3K-vermittelten Induktion von HIF-1α und 

VEGF führt. 

 

 
3.3.3. VEGF Sekretion in Y. enterocolitica infizierten DCs ist abhängig von 

Rho  GTPasen  

Rho GTPasen wie Rho, Rac oder Cdc42 sind wichtige intrazelluläre 

Mediatoren, welche Signale von Tyrosinkinase-assoziierten Rezeptoren 

empfangen und weiterleiten. Um die Beteiligung der Kinasen am VEGF-

Signaling zu analysieren, wurden Wildtyp- und TLR2-/-x4-/- -DCs, nach einer 

Vorinkubation mit einem entsprechenden GTPasen-Inhibitor, dem Clostridium 

difficile Toxin B (TcdB-10463), für 30 min, in einem Kulturmedium mit Ye pYV- 

bzw. pYV- inv- oder DFO inkubiert (Abb. 16). Toxin B ist ein Inhibitor des Rho-

GTPasen Signalweges, welcher die GTPasen RhoA, Rac1 und CDC42 

inhibiert. 
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Abb. 16:  VEGF Sekretion nach Inkubation mit Y. enterocolitica pYV- und pYV- inv - unter 
Zugabe eines Rho GTPasen-Inhibitors 
Dendritische Zellen aus dem Knochenmark der  16A) Wildtyp- und 16B) TLR2-/-x4-/- - Maus 
wurden mit Ye pYV- (MOI 10), Ye pYV- inv- (MOI 10) bzw. DFO (200 µM) inkubiert. 30 min vor 
Infektion der Zellen wurde mit TcdB-10463 (20 ng/ml) vorinkubiert. 1 h nach Infektion wurden 
die extrazellulären Bakterien durch Zugabe von Gentamicin (100 µg/ml) abgetötet. Die 
sekretierte Menge an VEGF im Überstand wurde mittels ELISA 24 h nach Infektion bestimmt. 
C57BL/6x129SV: Wildtyp Maus; TLR2-/-x4-/-: Toll-like Rezeptoren 2 und 4 Knockout Maus, pYV: 
Yersinia Virulenzplasmid, inv: Invasin, MOI: Multiplicity of infection 
 
 
Deutlich zu erkennen sind die signifikanten Unterschiede der VEGF-

Konzentrationen zwischen Mediumkontrolle und der mit Toxin B vorinkubierten 

infizierten Zellen. Bei den TLR2-/-x4-/- -DCs zeigt sich sogar eine Reduktion von 

VEGF um das 4-5fache. Die durch DFO induzierte VEGF-Sekretion in den DCs 

scheint nicht Rho GTPasen-abhängig zu verlaufen. Es läßt sich aus unseren 

A) 

B) 
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Versuchen abbleiten, dass die Infektion von DCs mit Y. enterocolitica  zu einer 

Rho GTPasen-vermittelten Induktion von HIF-1α und VEGF führt.  

 

3.4. Die Induktion von VEGF wird nicht durch Zytokine wie TNF-α 

oder IL-1β vermittelt 

Einige Studien zeigen, dass Zytokine wie IL-1β und TNF-α in der Lage sind, in 

verschiedensten Zellen HIF-1α zu induzieren und die Sekretion von VEGF zu 

stimulieren. Es soll daher in einem Experiment geprüft werden, ob in Wildtyp- 

und TLR2-/-x4-/- -DCs lösliche Faktoren wie Zytokine für die Stimulation von HIF-

1α und VEGF auslösen können. 5x105 DCs der Wildtyp- bzw. TLR2-/-x4-/- - Maus 

wurden unter Zugabe verschiedener Konzentrationen rekombinater Zytokine 

über 24 h inkubiert. Die VEGF-Konzentration wurde mittels ELISA im Überstand 

bestimmt (Abb. 17). 
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Abb. 17: VEGF Sekretion nach Inkubation von rmTNF- α sowie rmIL-1 β  
A) Dendritische Zellen aus dem Knochenmark der C57BL/6x129SV- und TLR2-/-x4-/- -Maus 
wurden mit rm TNF-α ( 5, 10, 20 ng/ml), rm IL-1β ( 100, 300, 500 pg/ml) bzw. DFO (200 µM) 
unter normoxischen Bedingungen inkubiert. Die sekretierte Menge an VEGF im Überstand 
wurde mittels ELISA 24 h nach Infektion bestimmt. B) Dendritische Zellen aus dem 
Knochenmark der C57BL/6x129SV-  undTLR2-/-x4-/- - Maus wurden mit rm TNF-α (10 ng/ml), rm 
IL-1β (300 pg/ml) bzw. DFO (200 µM) unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen 
inkubiert. Die sekretierte Menge an VEGF im Überstand wurde mittels ELISA 24 h nach 
Infektion bestimmt. 
C57BL/6x129SV: Wildtyp Maus; TLR2-/-x4-/-: Toll-like Rezeptoren 2 und 4 Knockout Maus, rm: 
rekombinant mouse, TNF: Tumornekrosefaktor, IL: Interleukin 
 
 
Die Abbildung 17A zeigt, dass keine nennenswerten VEGF-Anstiege nach 

Inkubation der DCs mit verschiedenen Konzentrationen an rekombinanten 

Zytokinen zu sehen sind. Nun analysierten wir in einem weiteren Versuch, ob 

Zytokine in Kombination mit Hypoxie einen Einfluss auf die VEGF-Sekretion 

haben. Jedoch sind auch unter hypoxischen Bedingungen die Konzentrationen 

an VEGF auf dem Level der Mediumkontrolle (Abb. 17B). 

Als Fazit lässt sich erkennen, dass die Zytokine IL-1β und TNF-α weder unter 

Normoxie noch Hypoxie in der Lage sind, die Sekretion von VEGF in DCs der 

Maus zu induzieren. 
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3.5. Trotz Hemmung der Phagozytose ist die VEGF-Sekretion 

induzierbar 

Nun stellten wir die Hypothese auf, dass Yersinien der oberflächliche Kontakt 

mit DCs ausreicht, um VEGF zu induzieren, ohne dass eine Phagozytose 

stattfinden muss. Diesen Sachverhalt demonstrierten wir mit Hilfe des 

Invasionsassays und der Bestimmung von VEGF. 5x105 TLR2 und 4-defiziente 

DCs wurden ausgesät, 30 min mit Inhibitoren der Phagozytose vorinkubiert, mit 

Y. enterocolitica infiziert und die Zellen im Anschluss gewaschen, lysiert und in 

einer Verdünnungsreihe auf MH-Platten ausplattiert. Nach 2 Tagen Bebrütung 

bei 27 °C wurde die colony forming unit (CFU) anhan d der gewachsenen 

Kolonien bestimmt. In einem Extraansatz, Aussaat siehe 2.2.2.4., wurde aus 

den Überständen VEGF mittels ELISA ermittelt (Abb. 18, 19). 
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Abb. 18: Prozentualer Anteil der inokulierten Bakte rien nach Inkubation mit Y. 
enterocolitica pYV- und pYV- inv- unter Zugabe von Phagozytose-In hibitoren 
Dendritische Zellen aus dem Knochenmark der TLR2-/-x4-/- - Maus wurden mit Ye pYV- und Ye 
pYV- inv- (MOI 50) inkubiert. 30 min vor Infektion der Zellen wurde mit Wortmannin (100 nM), 
Ly294002 (50 µM) und Cytochalasin D (1 µg/ml) vorinkubiert. 1 h nach Infektion wurden die 
extrazellulären Bakterien durch Zugabe von Gentamicin (100 µg/ml) abgetötet. 4 h nach 
Infektion wurde die DCs gewaschen, lysiert und die Proben ausplattiert. 2 d nach Bebrütung 
Bestimmung der CFU. 
TLR2-/-x4-/-: Toll-like Rezeptoren 2 und 4 Knockout Maus, pYV: Yersinia Virulenzplasmid, inv: 
Invasin, MOI: Multiplicity of infection, CFU: colony forming unit 
 



Ergebnisse 
  

74 

Ye pYV- Ye pYV- inv-
0

100

200

300

400

500

600

700
Medium

Wortmannin

Ly294002

Cytochalasin D

V
E

G
F

 in
 p

g/
m

l

 
 
Abb. 19: VEGF Sekretion nach Inkubation mit Y. enterocolitica pYV- und pYV- inv- unter 
Zugabe von Phagozytose-Inhibitoren 
Dendritische Zellen aus dem Knochenmark der TLR2-/-x4-/- - Maus wurden mit Ye pYV- und Ye 
pYV- inv- (MOI 10) inkubiert. 30 min vor Infektion der Zellen wurde mit Wortmannin (100 nM), 
Ly294002 (50µM) und Cytochalasin D (1 µg/ml) vorinkubiert. 1 h nach Infektion wurden die 
extrazellulären Bakterien durch Zugabe von Gentamicin (100 µg/ml) abgetötet. Die sekretierte 
Menge an VEGF im Überstand wurde mittels ELISA 24 h nach Infektion bestimmt. 
TLR2-/-x4-/-: Toll-like Rezeptoren 2 und 4 Knockout Maus, pYV: Yersinia Virulenzplasmid, inv: 
Invasin, MOI: Multiplicity of infection 
 
 

Wie aus Abb. 18 ersichtlich, hemmt das Aktin-Mikrofilament depolymerisierende 

Cytochalasin D die Invasion von Y. enterocolitica in TLR2-/-x4-/--DCs fast 

vollständig. Die mit Ye pYV- infizierten DCs weisen im Medium eine 22%ige 

und nach Behandlung mit Wortmannin eine 8%ige, mit Ly294002 eine 13%ige 

und mit Cytochalasin D sogar eine <1%ige Phagozytoserate auf. Die mit Ye 

pYV-inv- infizierten TLR2-/-x4-/--DCs weisen im Medium eine noch niedrigere 

Rate von 5 % und nach Behandlung mit Wortmannin von 3 %, mit Ly294002 

von 3 % und mit Cytochalasin D von <1 % auf. Aus den VEGF-Konzentrationen 

kann man schließen, dass trotz Hemmung der Phagozytose die VEGF-

Sekretion nicht äquivalent dazu sinkt. Bei Verwendung von Wortmannin ist gar 

kein Effekt (was wir aus den Versuchen von 3.2. schon kennen) und bei 

Cytochalasin D ist sogar eine erhöhte VEGF-Konzentrationen in den mit Ye 

pYV- inv- behandelten Zellen zu erkennen. Die mit Ly294002 vorbehandelten 

und mit Ye pYV- inv- infizierten Zellen zeigen im Vergleich zur Mediumkontrolle 

keine signifikante Reduktion. Als Ergebnis lässt sich zusammenfassen, dass ein 

oberflächlicher Kontakt der Yersinien mit DCs ausreicht, um die Sekretion von 
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VEGF aktivieren zu können. Eine Phagozytose ist zur Induktion nicht 

notwendig. 

 

3.6. Yersinien können ohne direkten Kontakt mit DCs VEGF 

induzieren 

Des weiteren stellte sich uns die Frage: Wenn Zytokine keine Rolle in der 

Induktion von VEGF spielen und Phagozytose nicht notwendig ist, um die 

VEGF-Sekretion zu aktivieren, gibt es dann andere gebildete lösliche Faktoren, 

wie z.B. Lysophosphatidylsäure (LPA), welche eine VEGF-Sekretion auslösen, 

ohne dass ein direkter Kontakt zwischen DCs und Yersinien besteht ? LPA 

spielt eine wichtige Rolle in der Vermittlung der Zellproliferation, Tumorinvasion 

und Angiogenese. Es soll daher in einem Transwell® Assay untersucht werden, 

ob 5x105 Wildtyp- und TLR2-/-x4-/- -DCs, welche keinen direkten Kontakt zu Y. 

enterocolitica haben, VEGF sezernieren, welches 24 h nach Infektion im 

Überstand mittels ELISA bestimmt wird. Als Reinheitskontrolle wurden jeweils 

100 µl des verwendeten Überstandes auf MH-Platten ausplattiert, 2 Tage bei 27 

°C bebrütet und auf Bakterienwachstum kontrolliert.  Um einen eventuellen LPA-

Effekt zu beweisen, wurde neben dem ersten Ansatz ohne LPA-Antagonist ein 

weiterer Versuch mit Zugabe des LPA-Antagonisten Ki16425 durchgeführt 

(Abb. 20). 
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Abb. 20:  VEGF Sekretion nach Inkubation mit Y. enterocolitica pYV- und  pYV- inv- unter 
Zugabe von LPA-Antagonist im Transwell® Assay 
Dendritische Zellen aus dem Knochenmark der C57BL/6x129SV- und TLR2-/-x4-/- - Maus 
wurden mit Ye pYV- , Ye pYV- inv- (MOI 10) bzw. DFO (200 µM) inkubiert. Im zweiten Ansatz 
(siehe Abb. 20B) wurde LPA-Antagonist (KI 16425, 5µM) zugegeben. Die sekretierte Menge an 
VEGF im Überstand wurde mittels ELISA 24 h nach Infektion bestimmt. 
C57BL/6x129SV: Wildtyp Maus; TLR2-/-x4-/-: Toll-like Rezeptoren 2 und 4 Knockout Maus, pYV: 
Yersinia Virulenzplasmid, inv: Invasin, MOI: Multiplicity of infection, LPA: Lysophophatidylsäure 
 
 
 
In den Abbildungen 20A/B kann man erkennen, dass die Yersinien in beiden 

DC-Typen zu einem signifikanten Anstieg der VEGF-Konzentration führen. Die 

Proteinkonzentrationen von VEGF in den mit LPA behandelten Zellen liegt im 

Niveau der jeweiligen Mediumkontrolle. Der Vergleich der Proben mit und ohne 

LPA-Antagonist zeigt keine wesentlichen Unterschiede.  

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass Yersinien auch ohne direkten 

Kontakt mit DCs VEGF induzieren können, ein LPA-Effekt ist aber 

auszuschließen.  
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3.7. Synergistische Stimulation der DCs mit LPS und NOD-

Agonisten führt zur VEGF-Sekretion  

Das angeborene Immunsystem beruht auf der schnellen Erkennung und 

Eliminierung eindringender bzw. phagozytierter Pathogene. TLRs stellen eine 

Klasse der Membranrezeptoren dar, welche extrazelluläre Keime aufspüren und 

verschiedene Signalkaskaden triggern, um eine Immunantwort auszulösen. In 

letzter Zeit wurden intrazelluläre Rezeptoren, die sogenannten NODs entdeckt, 

welche ebenfalls Strukturen der bakteriellen Zellwand erkennen und in das 

Immunsystem involviert sind. Aus der Literatur ist bekannt, dass humane DCs 

und Monozyten durch Stimulation mit NOD-Agonisten mit einer Zytokinsekretion 

reagieren. Es sollte daher analysiert werden, ob die NOD-Rezeptoren der 

Maus-DCs in die VEGF-Sekretion involviert sind. 5x105 DCs einer TLR2-/-x4-/- -

Maus wurden mit NOD-Agonisten unterschiedlicher Konzentration inkubiert und 

VEGF im ELISA bestimmt. 
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Abb. 21:  VEGF Sekretion nach Inkubation mit dem NOD1-Agonist en (TriDAP) und dem 
NOD2-Agonisten (MDP) 
Dendritische Zellen aus dem Knochenmark der TLR2-/-x4-/- - Maus wurden mit MDP (10, 20 
ng/ml), TriDAP (100, 200 nM) und PMA (100 ng/ml) inkubiert. Die sekretierte Menge an VEGF 
im Überstand wurde mittels ELISA 24h nach Infektion bestimmt. 
TLR2-/-x4-/-: Toll-like Rezeptoren 2 und 4 Knockout Maus, NOD: nucleotide-binding 
oligomerization domain, MDP: Muramyl dipeptide, TriDAP: L-alanyl-y-D-glutamyl-meso-
diaminopimelic acid, PMA: Phorbol-12-myristate-13-acetate 
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Als Positivkontrolle wurde PMA gewählt - ein unspezifischer Proteinkinase C-

Aktivator, welcher VEGF induziert. Die NOD-Agonisten MDP und TriDAP führen 

in Maus-DCs nicht zu einer Steigerung der VEGF-Sekretion. Aus diesem Grund 

wurde durch die Bestimmung der mRNA-Expression zunächst überprüft, ob 

NOD-Rezeptoren überhaupt in DCs exprimiert werden. Es wurden 5x106 

Wildtyp-DCs mit Ye pYV- und LPS für 10 h inkubiert und diese Zellen im 

Anschluss für die RNA-Isolation verwendet. Die erhaltene mRNA wurde 

quantifiziert, in cDNA 

umgeschrieben und das Produkt für die NOD-PCR eingesetzt (siehe 2.2.5.). Zur 

Kontrolle der PCR diente das housekeeping gene β-Aktin (siehe Abb. 22). 

 

 

 

 

 

                                          
 

                                          

 

                                          

 

Abb. 22: NOD1/2-mRNA-Expression in DCs nach Inkubat ion mit Y. enterocolitica pYV- 
und LPS 
Dendritische Zellen aus dem Knochenmark C57BL/6x129SV - Maus wurden mit Ye pYV- (MOI 
10) und LPS (100 ng/ml) inkubiert. 1h nach Infektion wurden die extrazellulären Bakterien durch 
Zugabe von Gentamicin (100 µg/ml) abgetötet. 10 h nach Infektion wurde aus den DCs die 
mRNA isoliert, quantifiziert, in cDNA ungeschrieben und eine PCR angeschlossen. Das PCR-
Produkt wurde über die Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und mit Ethidiumbromid 
detektiert.  
C57BL/6x129SV: Wildtyp-Maus, pYV: Yersinia Virulenzplasmid, LPS: Lipopolysaccharid, MOI: 
Multiplicity of infection, NOD: nucleotide-binding oligomerization domain 
 

Wie in Abb. 22 anhand der Banden zu sehen ist, wird die mRNA der NOD-

Proteine in unbehandelten und infizierten Wildtyp-DCs exprimiert, nach 

Inkubation mit Ye pYV- und LPS verstärkt (NOD1). Jetzt überprüften wir, ob 
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LPS synergistisch mit NOD-Agonisten die VEGF-Sekretion in Wildtyp-DCs 

induziert (siehe Abb. 23).  
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Abb. 23:  VEGF Sekretion nach Inkubation mit LPS unter Zugabe  eines NOD1-Agonisten 
(TriDAP) und eines NOD2-Agonisten (MDP) 
Dendritische Zellen aus dem Knochenmark der C57BL/6x129SV - Maus wurden mit LPS (0, 10, 
100 ng/ml), 23A) MDP (0, 1, 10, 100 ng/ml) und 23B) TriDAP (0, 100, 1000 nM) inkubiert. Die 
sekretierte Menge an VEGF im Überstand wurde mittels ELISA 24 h nach Infektion bestimmt. 
C57BL/6x129SV: Wildtyp-Maus, LPS: Lipopolysaccharid, NOD: nucleotide-binding 
oligomerization domain, MDP: Muramyl dipeptide, TriDAP: L-alanyl-y-D-glutamyl-meso-
diaminopimelic acid  
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In Abb. 23A/B ist zu sehen, dass MDP und TriDAP ohne Zugabe von LPS keine 

nennenswerte VEGF-Sekretion zu verzeichnen hat. Mit LPS-infizierte DCs 

zeigen eine VEGF-Produktion, was schon aus den Versuchen von 1.1 bekannt 

ist. MDP und TriDAP induzieren jedoch im Synergismus mit LPS signifikante 

Anstiege der VEGF-Proteinkonzentration.  

 

3.8. VEGF beeinflusst nicht die Expression costimulatorischer 

Moleküle auf den DCs  

Aus der Tumorbiologie ist bekannt, dass VEGF die Reifung und Funktion von 

DCs hemmt. Um die Auswirkung von VEGF während der Infektion mit Y. 

enterocolitica auf die Antigenpräsentation zu überprüfen, wird im in vitro 

Infektionsmodell der Einfluss dieses Wachstumsfaktors auf die 

Oberflächenexpression costimulatorischer Moleküle wie MHCII, CD40 und 

CD86 untersucht und die Daten mittels Durchflusszytometrie erhoben. Des 

weiteren wird die Wirkung von rmVEGF und blockierenden Anti-VEGF 

Antikörpern im Hinblick auf eine eventuell veränderte Expression von 

typischerweise bei der Maturation und Antigenpräsentation exprimierten 

Oberflächenmoleküle analysiert. Um unspezifische Fluoreszenz auszu-

schließen, wurden jeweils Färbungen mit Isotypkontrollen durchgeführt. 

1x106 DCs einer C57BL/6x129SV- sowie TLR2-/-x4-/- - Maus wurden mit LPS, Ye 

pYV- und E.coli mpk2 infiziert. Modulation der Versuche mit rmVEGF (1:1 

Mischung aus rmVEGF121 und rmVEGF164, Endkonzentration 20 ng/ml)  und 

Anti-VEGF. (Endkonzentration 1 µg/ml). 24 h nach Infektion der DCs wurde die 

FACS-Färbung angeschlossen (Abb. 24).  
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Abb. 24: Expression costimulatorischer Moleküle 
Dendritische Zellen aus dem Knochenmark der C57BL/6x129SV- und TLR2-/-x4-/- -Maus wurden 
mit LPS (1 µg/ml), Ye pYV- und E.coli mpk2 infiziert. Zur Modulation des Versuches erfolgte die 
Inkubation Medium und unter Zugabe von rmVEGF oder Anti-VEGF. 24 h nach nach Inkubation 
erfolgte die FACS-Färbung und Bestimmung von im 24A) MHCII, 24B) CD40 und 24C) CD86 
mittels Durchflusszytometrie.  
C57BL/6x129SV: Wildtyp-Maus, TLR2-/-x4-/- : Toll-like Rezeptoren 2 und 4 Knockout Maus, 
LPS: Lipopolysaccharid, pYV: Yersinia Virulenzplasmid, MOI: Multiplicity of infection, mpk: 
Menschenplasmakoagulase, rm: rekombinant mouse 
 
 
Die gemessenen Fluoreszenzintensitäten wurden im Zweiparameter-

Punktdiagramm (Dot Plot) dargestellt und nach Abzug der Isotypenkontrolle 

(unspezifischer Fluoreszenz) prozentual berechnet. Dabei wurde auf dem Kanal 

Flt1: CD40, Flt2: MHCII, Flt3: CD86 und Flt4: CD11c gemessen. Die jeweiligen 

Prozentwerte geben die DC-Population an, welche positiv in den Merkmalen 

CD11c sowie des entsprechend untersuchten costimulatorischen Molekül ist. 

Myeloide dendritische Zellen ähneln den Monozyten und weisen das 

Oberflächenmerkmal CD11c auf.  

In den mit LPS- und Bakterien-infizierten Wildtyp-DCs wird die Expression von 

CD40 und CD86 gegenüber den unbehandelten Zellen gesteigert. Die 

Expression von MHCII bleibt bei den Yersinien- und E.coli-infizierten DCs auf 

dem Level der Mediumkontrolle und bei LPS sinkt dessen Expression. Wenn 

TLR2-/-x4-/- -DCs mit LPS, Yersinia und E.coli inkubiert werden, wird die 

Expression der costimulatorischen Moleküle nur in Bakterien-behandelten 

Zellen hochreguliert, da die Bakterien die Expression der Oberflächenmoleküle 

TLR-unabhängig und LPS nur TLR-abhängig induzieren können. Durch Zugabe 

von rmVEGF wird die Expression costimulatorischer Moleküle weder in den 

Wildtyp- noch in den TLR2-/-x4-/- -DCs signifikant gehemmt. Auch eine 

Inkubation mit Antikörpern, welche das VEGF abbinden und eine eventuell 

hemmenden Wirkung von VEGF aufheben sollen, zeigen keine deutliche 

Steigerung der Expression der Oberflächenmarker. Dieses Ergebnis zeigt, dass 

VEGF keinen Einfluss auf die Expression der costimulatorischen Moleküle auf 

die hier verwendeten DCs hat.  
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4. Diskussion und Ausblick 

 

4.1. Die Induktion von HIF-1α und VEGF über Toll-like Rezeptoren  

HIF sowie VEGF finden in den letzten Jahren immer mehr Beachtung, da sie in 

verschiedenen Bereichen, wie z.B. der Tumor- und Infektionsbiologie, des 

Zellmetabolismus sowie -wachstums, der Adhäsion und der Angiogenese eine 

tragende Rolle spielen. Bekannt ist, dass unter Hypoxie hohe Level von HIF-1α 

im Nukleus detektierbar sind. Jedoch zeigen nun immer mehr Studien, dass 

auch unter normoxischen Bedingungen HIF-1α nachzuweisen ist.  

Verschiedene TLRs, besonders TLR 2, 4, 7 und 9, führen zu einer erhöhten 

Synthese und Freisetzung von VEGF, wenn sie mit aktivierenden Liganden wie 

LPS in Berührung kommen (Frantz et al. 2005). Matsushita et al. (1999) zeigten 

in ihren Versuchen mit humanen Monozyten, dass diese nach Stimulation mit 

Escherichia coli LPS VEGF sezernieren. Die in unseren Versuchen 

verwendeten Wildtyp-DCs bilden ebenfalls nach Kontakt mit LPS VEGF. Pinhal-

Enfield et al. (2003) führten Experimente mit TLR4+/+ sowie TLR4-/- - 

Mausmakrophagen durch, welche nach Inkubation mit Escherichia coli LPS, 

einem TLR4-Liganden, keine signifikanten VEGF-Anstiege zu verzeichnen 

haben. Nur im Synergismus mit einem Adenosinrezeptoragonisten zeigt sich 

bei den TLR4+/+ - Makrophagen ein deutlicher VEGF-Anstieg. TLR2- und TLR4-

defiziente DCs weisen in unseren Versuchen nach LPS-Kontakt keine VEGF-

Sekretion auf. Aufgrund des fehlenden Rezeptors kann das LPS-Signal nicht 

vermittelt werden, um die VEGF-Sekretion zu induzieren. Jedoch können 

Yersinien in TLR2-/-x4-/- - DCs TLR-unabhängig die Bildung von VEGF 

induzieren. Dem Yersinienstamm Ye pYV- inv- fehlt das inv-Gen, welches für 

ein Außenmembranprotein, dem Invasin, kodiert. Dadurch wird die 

Internalisation in die Zelle erschwert. Das Invasin bindet an β1-Integrine und 

triggert eine Signalkaskade, welche zur Aktivierung von NF-κB und, neben 

anderen proinflammatorischen Zytokinen, zur Produktion von IL-8 führt (Schulte 

et al. 2000). Vorstellbar ist, dass auch HIF-1α und VEGF über β1-Integrine 

aktiviert werden. In den Versuchen mit TLR2-/-x4-/- - DCs  ist nach der Infektion 
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mit Ye pYV- inv- eine deutlich niedrigere VEGF-Sekretion zu sehen als bei Ye 

pYV-, welche das Invasin-Protein noch besitzen.  

LPS, ein potenter inflammatorischer Faktor, wirkt als starker Stimulator der 

Genexpression in Makrophagen. Sowohl TLR2 wie auch TLR4 sind in die durch 

LPS ausgelösten Reaktionen des Organismus involviert. Versuche mit TLR2-

defizienten Hamstermakrophagen zeigten, dass die Expression von TLR2 zwar 

ausreichend aber nicht notwendig für eine Antwort auf Endotoxin ist (Heine et 

al. 1999). Takeuchi et al. (1999) untersuchten die Rolle von TLR4 bei der 

Entwicklung eines Endotoxin-Schockes. Es wurden hohe Dosen LPS 

intraperitoneal in Wildtyp-, TLR2- und TLR4-defiziente Mäuse injiziert. Es zeigt 

sich, dass TLR4-defiziente, aber nicht TLR2-defiziente Mäuse für einen LPS-

induzierten Schock hochempfindlich sind. Die TLR4-Funktion scheint für die 

LPS-Resistenz verantwortlich zu sein. Endotoxin-tolerante Mäuse weisen eine 

Mutation im Tlr4-Gen auf (Qureshi et al. 1999). Hoshino et al. (1999) zeigten in 

TLR4-/- - Makrophagen eine beeinträchtigte LPS-Empfindlichkeit, welche sich 

darin äußert, dass die Makrophagen als Reaktion auf E. coli-LPS  geringe Level 

an TNF-α und auf S. minnesota-LPS keine detektierbaren Level aufweisen.  

Aus dem Knochenmark isolierte Mausmakrophagen weisen nach LPS-Kontakt 

eine gesteigerte HIF-1α-Expression auf (Blouin et al. 2004). Dieses Ergebnis 

deckt sich mit unseren Experimenten an Wildtyp-DCs, welche nach einer LPS- 

Behandlung die Expression von HIF-1α induzieren. In TLR2-/-x4-/- - DCs kann 

aufgrund des fehlenden Rezeptors das LPS-Signal nicht vermittelt werden, um 

die HIF-1α-Aktivierung zu induzieren. Infiziert man HeLa-Zellen oder HUVECs 

mit Bartonella henselae, findet man eine deutliche Aktivierung von HIF-1α 

(Kempf et al. 2005). In einer weiteren Arbeit von Peyssonnaux et al. (2005) 

konnte gezeigt werden, dass sowohl grampositive Bakterien wie Gruppe A 

Streptokokken und Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) als 

auch gramnegative Bakterien wie Pseudomonas aeruginosa oder Salmonella 

Typhimurium in der Lage sind, in Mausmakrophagen HIF-1α zu induzieren. 

Dadurch wird auch die Produktion wichtiger Immuneffektorproteine wie 

Proteasen aus Granula, antimikrobielle Peptide, Stickstoffmonoxid (NO) und 

TNF-α beeinflusst. Frede at al. (2006) demonstrierten an humanen Monozyten 
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eine signifikant erhöhte HIF-1α-Akkumulation in mit LPS-behandelten Zellen. 

Nishi et al. (2008) zeigten an humanen myeloischen Leukämiezellen, dass die 

LPS-vermittelte HIF-1α-Aktivierung TLR4-abhängig induziert wird. Diese Zellen 

wurden unter normoxischen Bedingungen verschiedenen Konzentrationen an 

LPS ausgesetzt und die HIF-1α-Expression mittels eines Immunoblots 

dargestellt. Durch die Transfektion von small interfering RNA (siRNA) gegen 

TLR4 wird dessen Expression verringert bzw. gehemmt, was zu einer 

aufgehobenen LPS-induzierten HIF-1α-Proteinakkumulation führt. Peyssonnaux 

et al. (2007) zeigten ebenfalls in ihrer Studie, dass die Produktion von HIF-1α in 

Mausmakrophagen TLR4-abhängig vermittelt wird. Es wurden aus dem 

Knochenmark isolierte Wildtyp- und TLR4-defiziente Makrophagen mit LPS 

sowie zwei gramnegativen Stämmen, S. Typhimurium und P. aeruginosa, 

infiziert und HIF-1α mittels Westernblot detektiert. Die Analysen ergaben bei 

den beiden Bakterienstämmen eine gegenüber dem Proteinlevel der 

Wildtypmaus reduzierte und bei LPS eine stark reduzierte Expression von HIF-

1α in den TLR4-/- - Makrophagen. Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse 

zeigen, dass die mit Yersinien infizierten TLR2-/-x4-/--DCs ebenfalls eine HIF-1α-

Expression, wenn auch im Vergleich zu den Wildtyp-DCs schwächer 

ausgeprägt. Diese Resultate demonstrieren, dass Yersinien die VEGF-

Genexpression über die transkriptionale Aktivierung von HIF-1α TLR-

unabhängig induzieren. 

In mononukleären konditionalen Knockout Zellen führt die Abwesenheit von 

HIF-1α zu einem stark reduzierten ATP-Pool. Dies äußert sich in einer 

deutlichen Verschlechterung der Aggregation, der Beweglichkeit und der 

Invasivität der mononukleären Zellen und schwächt deren Fähigkeit, Bakterien 

abzutöten (Cramer et al. 2003). Das zeigt die wichtige Rolle von HIF-1α für die 

Zell-vermittelte Entzündungsreaktion auf. 

Die Sepsis ist immer noch die führende Todesursache auf Intensivstationen. 

Therapeutische Versuche mit Protein C, hochdosierten Steroiden, TNF-α-, IL-1,  

Prostaglandin- oder Bradikinin-Antagonisten haben keine erfolgreichen 

Ergebnisse geliefert (Efron et al. 2003). HIF-1α stellt eine äußerst 
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entscheidende Determinante in der Entwicklung der Sepsis dar. Es fördert die 

Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-α, IL-1, IL-4, IL-6 und IL-12, 

welche im Frühstadium der Sepsis schon kritische Werte erreichen. Die HIF-1α-

Deletion in Mausmakrophagen schützt vor LPS-induzierter Mortalität und 

hemmt die im Rahmen der Sepsis auftretende Hypotension und Hypothermie 

(Peyssonnaux et al. 2007). Die Inhibition der HIF-1α-Aktivität zeigt somit eine 

neue therapeutische Möglichkeit im Kampf gegen die LPS-induzierte Sepsis 

auf.   

 

4.2. Die Rolle von MyD88 und Trif im Rahmen der Induktion der 

Zytokinproduktion 

Die TLR-Familie erkennt verschiedene pathogenspezifische molekulare 

Strukturen. TLR2 erfasst grampositive Zellwandkomponenten während TLR4 

LPS, eine Komponente gramnegativer Bakterien erkennt. MyD88 ist ein 

Adaptermolekül, welches als Bindeglied im TLR-Signaling erscheint. Aber nicht 

nur MyD88, sondern auch das an den TLR4 gekoppelte Adapterprotein Trif 

spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung einer Immunantwort durch DCs. 

Obwohl sich MyD88 zunächst bei der durch die TLR-Aktivierung ausgelösten 

Signaltransduktionen als ein wichtiger und benötigter Baustein präsentierte, 

weisen immer mehr Studien auf, dass verschiedene TLR-Agonisten, wie z.B. 

LPS, auch ein Signal in Abwesenheit von MyD88 hervorrufen können. So 

zeigten Akira et al. (2000) und Kaisho et al. (2001 und 2002), dass die LPS-

induzierte Hochregulation costimulatorischer Moleküle (CD40, CD80, CD86) 

von DCs und die folgende T-Zell-Aktivierung TLR4-abhängig und MyD88-

unabhängig (Trif-abhängig) von statten geht. Kawai et al. (2001) demonstrierten 

in ihren Versuchen, dass die durch LPS ausgelöste Bildung von Interferon-β 

(IFN-β) und die Aktivierung von NF-κB in Makrophagen und DCs, vermittelt 

über TLR4,  MyD88-unabhängig verläuft. Diese Beobachtungen deuten darauf 

hin, dass es noch andere Adapterproteine geben muss, welche zur Induktion 

und Aktivierung verschiedener Zytokine oder Transkriptionsfaktoren führen. In 

diesem Kontext wurde Trif identifiziert, welches in MyD88-unabhängigen 

Signalwegen involviert ist.  De Trez et al. (2005) beschrieben ebenfalls eine 
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durch E. coli-induzierte TLR4-Trif-abhängige, MyD88-unabhängige DC-Reifung, 

aber auch verstärkte Apoptose. Dies weist auf eine mögliche Rolle von Trif in 

der Entwicklung der adaptiven Immunabwehr hin, welche während einer E. coli-

Septikämie durch die massive DC-Apoptose beeinträchtigt ist.   

Björkbacka et al. (2004) verdeutlichten in ihren Versuchen die Rolle von 

MyD88, indem die Mehrheit der durch LPS oder E. coli induzierten 

Genexpressionen MyD88-unabhängig verlaufen. Wildtyp und MyD88-defiziente 

Mausmakrophagen wurden mit LPS stimuliert und die Zytokine TNF-α und 

RANTES mittels ELISA bestimmt. Es zeigt sich, dass die Induktion von TNF-α 

MyD88-abhängig und die von RANTES MyD88-unabhängig verläuft. 

Die Produktion pro- sowie antiinflammatorischer Zytokine als Antwort auf den 

TLR4-Liganden LPS war in Trif-defizienten Makrophagen reduziert (Yamamoto 

et al. 2003). Mäuse, in welchen beide Adaptermoleküle (MyD88 und Trif) 

ausgeknockt waren, zeigten einen kompletten Verlust der Aktivierung von NF-

κB sowie eine fehlende Sekretion verschiedener Zytokine. Dieses Ergebnis legt 

nahe, dass beide (MyD88- und Trif-abhängige) Signaltransduktionswege für die 

maximale Induktion pro- und antiinflammatorischer Zytokine auf eine LPS-

Antwort erforderlich sind. Weighardt et al. (2004) identifizierten Trif als den 

Hauptregulator der TLR4-getriggerten Expression von Genen in DCs. In Trif-

defizienten DCs zeigt sich eine signifikante Herunterregulation verschiedener 

Gene.  

In dieser Arbeit konnte dargelegt werden, dass die Abwesenheit der für das 

TLR-Signaling wichtigen Adaptermoleküle Trif und MyD88 keine Änderung der 

VEGF-Sekretion hervorrufen, wenn DCs mit Yersinien infiziert werden. Die 

Induktion von VEGF scheint in MyD88-/- - DCs MyD88-unabhängig/Trif-

abhängig und in Trif-/-- DCs Trif-unabhängig/MyD88- abhängig zu verlaufen. 

Yersinien können im Gegensatz zu LPS die VEGF-Sekretion auch TLR-

unabhängig, und somit unabhängig von den Adaptermolekülen MyD88 und Trif 

induzieren. Dies könnte die gegenüber den mit LPS behandelten DCs um bis zu 

75 % höhere VEGF-Konzentration erklären. 

TLR4 benötigt zur Induktion der Expression von Zytokinen MyD88-abhängige 

und MyD88-unabhängige/Trif-abhängige Signale (Akira et al. 2004). 



Diskussion und Ausblick 
 

90 

Makrophagen defizient in MyD88 und Trif zeigen eine komplett aufgehobene 

LPS-induzierte TNF-α-Sekretion bzw. NF-κB-Aktivierung (Hoebe et al. 2003, 

O’Neill et al. 2007).  

Die in unserem Versuch verwendeten DCs von MyD88- und Trif-defizienten 

Mäusen zeigen ein vermindertes Ansprechen bzw. Unempfindlichkeit auf LPS. 

Kawai et al. (1999) legten ebenfalls in ihrer Studie dar, dass MyD88-defiziente 

Makrophagen einen kompletten Verlust der Ansprechbarkeit auf LPS 

aufweisen. Dies zeigt sich in einer stark verminderten Zytokinproduktion (IL-6, 

TNF-α, IL-1β) sowie MHCII-Expression und der daraus resultierenden 

verminderten B-Zell-Proliferation. MyD88-Knockoutmäuse sind bei Gabe hoher 

LPS-Dosen resistent für einen Endotoxin-Schock. Diese Feststellung legt nahe, 

dass MyD88 eine wichtige Rolle im LPS-Signaling einnimmt. Eine 

synergistische Aktivierung von MyD88-abhängigen und MyD88-

unabhängigen/Trif-abhängigen Stoffwechselwegen könnte die starke 

immunostimulatorische Induktion eines endotoxischen Schockes durch den 

TLR4-Liganden LPS erklären (Akira et al. 2004). Weighardt et al. (2002) wiesen 

eine erhöhte Widerstandsfähigkeit von MyD88-defizienten Mäusen gegenüber 

einer Sepsis nach einer Infektion mit S. aureus nach. Takeuchi et al. (2000) 

demonstrierten in ihren Experimenten mit TLR2-/-- und MyD88-/--Mäusen, dass 

diese, im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen, nach Inokulation von S. aureus eine 

höhere Mortalität aufweisen. Versuche mit TLR4- und MyD88-defizienten 

Makrophagen zeigen eine gewisse Unempfindlichkeit gegenüber LPS auf. Das 

Erkennen von Bakterien durch die TLR-Familie sowie die Funktion von MyD88 

scheinen eine bedeutende Rolle in der Eliminierung eindringender Bakterien im 

Rahmen der Wirtsabwehr zu spielen. 

 

4.3. Die Rolle der MAPK, PI3K und Rho GTPasen in der 

Zytokinproduktion im Rahmen einer Entzündung oder der 

Tumorgenese 

 Die Expression von HIF-1α und VEGF spielen eine Hauptrolle in der Förderung 

der Angiogenese, welche über verschiedene regulatorische Moleküle, die 

entweder vom Tumor selbst oder den umliegenden normalen Zellen freigesetzt 
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werden, vermittelt wird und der metabolischen Anpassung verschiedener 

Tumoren. PI3K/Akt ist ein Bestandteil des Signaling zur Produktion von 

Onkogenen, Tumorsuppressorgenen und VEGF (Blancher et al. 2001). Die 

onkogenetische Transformation, bei der das PI3K-Signaling eine wichtige Rolle 

spielt, ist assoziiert mit einer Zunahme an wachstumsfördernden Onkoproteinen 

und einem Funktionsverlust an wachstumshemmenden Tumor- 

suppressorproteinen (Hellwig-Bürgel et al. 2005). Es hat sich in bestimmten 

Krebszellen gezeigt, dass die Induktion von HIF-1α und die daraus 

resultierende transkriptionale Aktivierung von VEGF durch das MAPK-Signaling 

(Zhong et al. 2000, Blancher et al. 2001, Laughner et al. 2001, Wu et al. 2005) 

sowie auch PI3K-Signaling (Wu et al. 2005) herbeigeführt wird. 

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die TLR-unabhängige 

induzierte HIF-1α/VEGF-Aktivierung in DCs über PI3K, MAPK oder Rho 

GTPasen vermittelt wird. Es wurde überprüft, ob die VEGF-Sekretion in denen 

in dieser Arbeit verwendeten DCs durch die PI3K-Inhibitoren Wortmannin und 

Ly294002, den MAPK-Inhibitoren SB203580 und SP600125 sowie des Rho 

GTPasen-Inhibitors TcdB-10463 beeinflusst werden kann. Studien zeigen, dass 

VEGF in die Pathogenese verschiedener Entzündungen involviert ist, wie z.B. 

der Osteoarthritis. Bei dieser Erkrankung induzieren Hypoxie und IL-1 die 

VEGF-Produktion in Chondrozyten durch MAPK - abhängiges Signaling. p38- 

sowie JNK-Inhibitoren schwächen die HIF-1α-Expression. Die Aufklärung der 

Regulationsmechanismen der VEGF-/HIF-1α-Expression in den Chondrozyten 

könnte eine Möglichkeit zur Etablierung einer neuen spezifischen Strategie 

gegen Knorpelabbau bei der Osteoarthritis eröffnen. HIF-1α reguliert, wie wir 

bereits wissen, unter hypoxischen Bedingungen viele Gene. Die Expressionen 

bedeutender hypoxischer Gene wie der Glucosetransporter 1 und VEGF in 

Makrophagen werden während der Wundheilung oder in der Anwesenheit von 

LPS gesteigert. Blouin et al. (2003) untersuchte die durch LPS induzierte HIF-

1α-Expression in Knochenmarksmakrophagen der Maus. Sie wurden mit 

Ly294002 (20 µM) sowie Wortmannin (100 nM) für 15 min vorinkubiert und mit 

LPS (1 µg/ml) für 6 h inkubiert. Beide Inhibitoren hemmten die HIF-1α-

Expression. Aber nicht nur VEGF, sondern auch andere proinflammatatorische 
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Zytokine wie z.B. TNF-α und IL-1β sind als Mediatoren der LPS-induzierten 

Entzündung beteiligt und können durch Verwendung des p38-Kinase-Inhibitors 

SB203580 in ihrer Ausschüttung  stark beeinträchtigt werden (Haddad et al. 

2001). Und das als Antwort auf eine bakterielle Infektion mit Y. enterocolitica 

sekretierte proinflammatorische Zytokin IL-8 wird durch Wortmannin nicht 

gehemmt, jedoch die Invasion von Yersinia in die HeLa-Zellen (Schulte et al. 

1998). HIF-1α spielt auch eine Rolle in der Aufrechterhaltung der O2- und 

Energie-Homöostase. Die immunmodulatorischen Peptide TNF-α und IL-1β 

stimulieren die PI3K- sowie MAPK-abhängige Aktivierung von HIF-1α in 

normoxischen Zellen, wie z.B. den humanen Tubuluszellen der Niere (Hellwig-

Bürgel et al. 2005). HIF-1α kann neben den Zytokinen auch durch 

Wachstumsfaktoren, wie dem Insulin, induziert werden. Doronzo et al. (2006) 

arbeiteten in ihren Experimenten mit humanen glatten Gefäßmuskelzellen, 

welche, wenn sie mit Insulin stimuliert wurden, VEGF über PI3K- oder MAPK-

Stoffwechselwege synthetisierten. Die Insulin-induzierte HIF-1α-Aktivierung, 

welche mittels Westernblot dargestellt wurde, verringerte sich durch den 

Einsatz von dem JNKII-Inhibitor (SP600125) und dem MEK-Inhibitor 

(PD98059), jedoch nicht durch den p38-Inhibitor (SB203580). 

Gefäßmuskelzellen, welche eine Insulinresistenz aufwiesen, zeigten einen 

reduzierten Insulineffekt auf die Expression von VEGF und HIF-1α, was in einer 

verminderten Vaskularisierung der Extremitäten beispielsweise resultierte.  

Bakterien haben einen Mechanismus entwickelt, dem Wirt über 

Eisenchelatoren, wie z.B. dem DFO, Eisen zu entziehen. Interessanterweise 

hat sich in Experimenten gezeigt, dass DFO in Epithelzellen die 

inflammatorische Zytokinproduktion in Abwesenheit von Bakterien anregt. 

Markel et al. (2007) experimentierten mit fetalen humanen intestinalen 

Epithelzellen, welche mit einem Eisenchelator DFO stimuliert wurden und 

denen zum Vergleich in einem zweiten Ansatz p38-Kinase-, ERK- oder JNK-

Inhibitoren zugegeben wurden. 24 h nach Inkubation wurden die Überstände 

auf VEGF untersucht. Das Resultat zeigte, dass die durch DFO induzierte 

VEGF-Produktion von denen an der Signaltransduktion beteiligten MAPK (p38, 

ERK, JNK) abhängig war und DFO wahrscheinlich den gleichen 
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Stoffwechselweg benötigt, um Zytokine zu induzieren. Diese Beobachtung von 

DFO wäre mit dem Ergebnis in dieser Arbeit in Einklang zu bringen, da DFO bei 

Zugabe von MAPK-Inhibitoren in den Wildtyp-DCs eine im Vergleich zur 

Mediumkontrolle erniedrigte VEGF-Produktion aufweist.  Die gesteigerte VEGF-

Sekretion in den vorbehandelten TLR-defizienten DCs zeigte sich nur in diesem 

Versuch, was vermutlich auf einen Pipettier- oder Messfehler zurückzuführen 

ist, da weitere unabhängig voneinander durchgeführte Versuche eine wie in den 

Wildtyp-DCs herabgesenkte VEGF-Konzentration in der mit MAPK-Inhibitoren 

inkubierten Positivkontrolle aufwiesen. 

Anhand der Aussagen dieser ganzen Studien ist erkennbar, dass die 

Aktivierung von HIF-1α und VEGF unter hypoxischen sowie diversen 

normoxischen Stimuli zellspezifisch induziert wird. In dieser Arbeit verwendete 

Wildtyp- und TLR2-/-x4-/- -DCs zeigen signifikante Reduktionen der VEGF-

Konzentration, wenn diese mit dem MAPK-Inhibitoren (p38, JNKII), dem 

spezifischen PI3K-Inhibitor Ly294002 sowie dem Rho GTPasen-Inhibitor Toxin 

B vorbehandelt wurden. Die Verwendung des unspezifischen PI3K-Inhibitors 

Wortmannin führte zu keinen signifikanten Abnahme von VEGF. Die Ergebnisse 

zeigen, dass die Infektion von DCs mit Y. enterocolitica zu einer MAPK-, PI3K- 

sowie Rho GTPasen-vermittelten Induktion von HIF-1α und VEGF führt  

Unser zunehmendes Verständnis der Signal- und Stoffwechselwege, welche in 

die Regulation der Zytokinproduktion sowie in das Signaling der Immunzellen 

involviert sind, öffnet eine Tür für die Entdeckung neuer Therapiemöglichkeiten 

zur Behandlung einer Vielzahl entzündlicher Erkrankungen. Die p38-MAPK-

Inhibitoren sind in verschiedenen Erkrankungsmodellen wirksam, 

eingeschlossen die Entzündung, Arthritis und andere Gelenkerkrankungen, 

Sepsis sowie Myokardschäden (Lee et al. 2000). In all diesen Fällen korreliert 

die p38-Aktivierung mit der Initiation und Progression der Erkrankungung. Der 

p38-Kinase-Inhibitor SB203580 hat sich im in vivo-Modell der Arthritis und 

entzündlichen Angiogenese als sehr effektiv erwiesen (Haddad et al. 2001). 

Rho GTPasen stellen ebenfalls ein wichtiges Bindeglied in Signaltransduktion 

dar. Sie können die MAPK-Kaskade induzieren und das Signal in den Zellkern 

zur Aktivierung diverser Transkriptionsfaktoren überführen. Sie nehmen auch 
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starken Einfluss auf die Reorganisation des Aktinzytoskelettes. Grassl et al. 

(2003) und Schmid et al. (2004) identifizierten Rho GTPasen, insbesondere 

Rac1, als ein Zwischenglied in der Y. enterocolitica Invasin-getriggerten IL-8-

Synthese in HeLa-Zellen. Ein niedriger O2-Gehalt kann die Tumorprogression 

durch Förderung der Angiogenese beeinflussen. In diesem Prozess sind die 

Rho GTPasen involviert. Xue et al. (2006) zeigten mit Versuchen an humanen 

Tumorzellen des Magens und der Leber, dass Hypoxie die intrazelluläre 

Aktivität der Rho GTPasen Rac1 und Cdc42 steigert, welche mit dem Einsatz 

des PI3K-Inhibitors Ly294002, aber nicht mit dem MAPK-Inhibitor SB203580 

blockiert werden kann. Obwohl die Aktivierung von HIF-1α während eines 

entzündlichen Geschehens wünschenswert ist, stellt die Suppression von HIF-

1α einen förderlichen Effekt dar, um Tumorangiogenese und -zelladaption an 

die hypoxische Bedingungen zu unterdrücken. 

 

4.4. Proinflammatorische Zytokine aktivieren HIF-1α und VEGF 

Proinflammatorische Zytokine wie IL-1β und TNF-α sind von Monozyten oder 

anderen Zellen sekretierte Proteine als Antwort auf einen entzündlichen 

Stimulus (Lee et al. 1994). TNF-α stellt eines der wichtigsten pro- 

inflammatorischen Zytokine dar, die während einer bakteriellen Infektion von 

Makrophagen produziert werden. Es initiiert die Produktion einer Palette von 

weiteren Zytokinen, erhöht die Gefäßpermeabilität und rekrutiert weitere 

Makrophagen und Neutrophile zum Infektionsherd. Lokal ist es an der 

Entzündungsreaktion beteiligt, systemisch ist es hauptverantwortlich für die 

Symptome eines septischen Schocks, ausgelöst durch das LPS Gram- 

negativer Bakterien (Tracey et al. 1993). IL-1β, ebenfalls ein Entzündungs-

mediator, stellt einen zentralen Botenstoff in der Antwort des Wirtsorganismus 

auf eine Reihe von Fremdeinflüssen dar, wie z.B. dem LPS. Schon wenige 

Nanogramm des hochwirksamen Zytokins reichen aus, um z.B. Fieber, einen 

Anstieg der neutrophilen Granulozyten, der Thrombozyten, der Akute-Phase-

Proteine und des zirkulierenden IL-6 zu bewirken (www.wikipedia.de). Eine 

Großzahl an Peptiden sind identifiziert wurden, welche die HIF-1α-
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Akkumulation und HIF-1α-DNA-Bindung unter normoxischen Bedingungen 

induzieren können. 

Hellwig-Bürgel et al. (1999) zeigten mit Tumorzellen aus der Leber, dass diese 

unter entweder normoxischen oder hypoxischen Bedingungen in Kombination 

mit 300 pg/ml IL-1β einen erhöhten Gehalt an HIF-1α-Protein aufweisen. Im 

Gegensatz dazu verursacht TNF-α keine signifikante Akkumulation von HIF-1α. 

Jung et al. (2003) fanden in ihren Versuchen mit humanen Lungenkrebszellen 

heraus, dass IL-1β unter normoxischen Bedingungen HIF-1α hochreguliert und 

VEGF über einen NF-κB-abhängigen Signalweg gebildet wird. Ein 

proinflammatorisches Signal (IL-1β) wird durch die Hochregulation von HIF-1α, 

welches zur VEGF-Sekretion führt, in ein onkogenetisches Signal umgewandelt. 

Somit wurde HIF-1α als ein ausschlaggebender Transkriptionsfaktor 

identifiziert, der in das Entzündungsgeschehen sowie die Tumorgenese 

involviert ist. Zahlreiche Berichte legen dar, dass IL-1β, welches während einer 

Entzündung produziert wird, die Tumorzellproliferation stimuliert und die 

Angiogenese sowie die Tumorinvasion fördert (Jung et al. 2003). Jung und sein 

Team wiesen in Fibroblasten eine verstärkte Akkumulation von HIF-1α (jedoch 

keine Änderung im HIF-1α-mRNA-Level) nach Inkubation mit TNF-α nach. In 

proximalen Tubuluszellen der Niere ermittelten El Awad et al. (2000) eine 

gesteigerte Rate an VEGF-Protein im ELISA nach Inkubation mit 300 pg/ml IL-

1β. Solch ein Effekt zeigt sich nicht bei Behandlung der Zellen mit 10 ng/ml 

TNF-α. Qian et al. (2004) demonstrierten an humanen Zytotrophoblasten eine 

durch IL-1β (9 h Inkubation) in Normoxie induzierte VEGF-Sekretion, wobei die 

Inkubation von 10 ng/ml IL-1β eine im ELISA ermittelte VEGF-Konzentration bis 

2500 pg/ml (Mediumkontrolle 100 pg/ml) ergibt. Albina et al. (2001) stellten fest, 

dass in Makrophagen nur Hypoxie und TNF-α, aber nicht IL-1β zu einer 

signifikanten Erhöhung von HIF-1α-Proteinexpression führen. TNF-α kann in 

primären Entzündungszellen die Akkumulation von HIF-1α induzieren, 

verändert aber nicht die Menge an HIF-1α-mRNA. Diese Beobachtung zeigt, 

dass HIF-1α in die Regulation der Genexpression während eines entzündlichen 

Geschehens involviert ist. Cumberbatch et al. (1997a, b) beschrieben den 
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positiven Einfluss von IL-1β und TNF-α auf die Migration und 

Morphologieentwicklung von epidermalen Langerhans Zellen sowie deren 

Akkumulation als DCs in den Lymphknoten.  

Anhand der Aussagen dieser ganzen Studien lässt sich erkennen, dass die 

Aktivierung von HIF-1α und VEGF durch Zugabe von TNF-α oder IL-1β unter 

hypoxischen sowie normoxischen Bedingungen zellspezifisch induziert wird. 

Die Wildtyp- und TLR-defizienten DCs in dieser Arbeit zeigen keinerlei Reaktion 

im Hinblick auf eine VEGF-Sekretion, wenn sie mit Zytokinen und diversen 

Umgebungsbedingungen stimuliert werden. Die Induktion von HIF-1α und 

VEGF in Maus-DCs wird nicht durch die Zytokine TNF-α oder IL-1β, welche im 

Rahmen einer bakteriellen Infektionen entstehen, vermittelt. Im Sinne eines 

parakrinen oder autokrinen Regulationsmechanismus wäre die Steigerung der 

Abwehrbemühungen einer Zelle durch Weitergabe der Informationen an 

benachbarte Zellen des Immunsystems aus Sicht des Wirtsorganismus sinnvoll 

gewesen.  

 

4.5. Die Phagozytose-unabhängige Produktion von Zytokinen und 

bakterizider Aktivität verschiedener Zellen des Immunsystems 

Die phagozytische Aktivität durch Zellen des angeborenen Immunsystems ist 

wichtig, um eindringende Pathogene in den Organismus erfolgreich zu 

eliminieren. Knochenmark-DCs, welche E.coli oder S. Typhimurium 

phagozytiert haben, exprimieren definierte Epitope zur Präsentation durch 

MHCI- und MHCII-Moleküle an der Zelloberfläche. In Anwesenheit von 

Cytochalasin D, welches in das zytoskelettale System eingreift und die 

Phagozytose inhibiert, wird die Expression der MHC-Moleküle gehemmt 

(Svensson et al. 1997). Schulte et al. (1998) zeigten, dass die mit Wortmannin 

geblockte Invasion von Y. enterocolitica in HeLa-Zellen keine Auswirkung auf 

deren IL-8-Sekretion hat. Die Adhäsion der Yersinien scheint ausreichend zu 

sein, um die Bildung von IL-8 in den Epithelzellen zu induzieren. Resto-Ruiz et 

al. (2002) infizierten mit Cytochalasin D vorbehandelten humanen Makrophagen 

mit Bartonella henselae und beurteilten die VEGF-Sekretion bei fehlender 

Phagozytose. Es wurden keine ersichtlichen Veränderungen der VEGF-, IL-1β- 
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und IL-8-Produktion zwischen unbehandelten und mit Cytochalasin D 

vorbehandelten Zellen beobachtet. Die Cytochalasin D- Konzentration von 1 

µg/ml hemmt zwar die Phagozytose, aber nicht die Adhärenz von B. henselae 

an die Makrophagen. Resto-Ruiz und sein Team verwendeten in ihren 

Versuchen 1x106 Zellen/Well und infizierte sie mit B.henselae mit einer MOI von 

100. Das im Überstand befindliche VEGF wurde mittels ELISA 24 h nach der 

Infektion gemessen. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass ein Kontakt 

zwischen Bakterien und Zelle ausreicht, um die Bildung von VEGF zu 

induzieren. Diese Beobachtungen konnten in den vorliegenden Versuchen 

dieser Arbeit auch für Yersinia-infizierte DCs bestätigt werden. Da Wortmannin 

und Ly294002 die Phagozytose von Yersinien in DCs vermindern, scheint die 

Aktivierung der PI3K für den Invasionsprozess eine Rolle zu spielen. Ein 

oberflächlicher Kontakt von Yersinien mit DCs reicht aus, um die VEGF-

Sekretion zu initiieren. Wenn also nicht die Phagozytose das entscheidende 

Kriterium für die Induktion der VEGF-Sekretion darstellt, welche anderen 

Faktoren spielen dann eine Rolle? Die Invasion von Y. enterocolitica wird durch 

das Invasin vermittelt, welches an β1-Integrine auf der Zelloberfläche des Wirtes 

bindet (Isberg und Leong 1990). Eine Invasin-defiziente Y. enterocolitica-

Mutante besitzt im Gegensatz zum Wildtyp nicht mehr die Fähigkeit zur 

Invasion in Epithelzellen (Pepe und Miller 1993). Diese Beobachtung kann mit 

unseren Versuchen nicht bestätigt werden, wobei die in dieser Arbeit 

verwendeten Zellen DCs und keine Epithelzellen darstellen. Somit richtete sich 

die Aufmerksamkeit auf die Rolle des Invasins bei der Yersinien-induzierten 

VEGF-Sekretion durch DCs. Es wurden die Auswirkungen der inv-Mutation bei 

Y. enterocolitica in Abhängigkeit der Phagozytose, d.h. mit und ohne 

Vorinkubation der Proben mit Wortmannin, Ly294002 und Cytochalasin D 

analysiert. Trotz Hemmung der Invasion von Yersinien sinkt die VEGF-

Konzentration nicht äquivalent dazu. Die VEGF-Konzentration sowie der 

prozentuale Anteil inokulierter Yersinien ist bei den mit Ye pYV- inv- infizierten 

DCs im Vergleich zu den mit Ye pYV- behandelten DCs niedriger. Durch das 

fehlende Invasin wird die Internalisation in die Zelle erschwert und somit die 

ohnehin durch den Einsatz von Inhibitoren reduzierte Phagozytose weiter 
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eingeschränkt. Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass die Adhäsion der Ye pYV- 

und die darauf induzierte VEGF-Sekretion TLR2 und 4-unabhängig durch 

Invasin vermittelt wird, wobei dieser Mechanismus unabhängig der 

Phagozytose der Yersinien in den in dieser Arbeit verwendeten TLR2-/-x4-/- -

DCs geschieht. Ye pYV- inv- weisen trotz fehlenden Invasins eine geringe 

Phagozytosefähigkeit und induzierte VEGF-Sekretion auf. Im Gegensatz dazu 

zeigte Kampik 2001 in seiner Dissertation, dass der inv-defiziente Yersinia-

Stamm (Ye pYV- inv-) im Gegensatz zu seinem Mutterstamm (Ye pYV-) nicht 

mehr in der Lage ist, mit und ohne Hemmung der Invasion der Bakterien, die 

Zytokin-mRNA-Expression von beispielsweise IL-8, IL-1β oder TNF-α in HeLa-

Zellen zu induzieren.  

Die in dieser Arbeit durchgeführten Versuche mit Cytochalasin D 

vorbehandelten DCs zeigen im Gegensatz zur Mediumkontrolle zwar eine 

drastisch reduzierte Invasion von Bakterien auf, jedoch fallen die VEGF-

Konzentrationen in diesem Kontext unerwartet hoch aus. Cytochalasin D, ein 

Gift aus Schimmelpilzen, blockiert zytostatisch die Polymerisation der 

Aktinfilamente und hemmt dadurch die Bakterienaufnahme bei den DCs (Yrlid 

und Wick 2002). Daraus kann geschlossen werden, dass für die Invasion der 

Yersinien in DCs ein intaktes Aktin-Zytoskelett notwendig ist. Dieser Inhibitor 

scheint als unerwünschte Nebenwirkung starke Veränderungen in der 

Zellmorphologie auszulösen, indem sich Zellen z.B. abrunden (Greiffenberg 

2000). Möglicherweise sind die DCs durch die Cytochalasin D-induzierte 

Zellformänderung so stark „gestresst“, dass sie darauf hin vermehrt VEGF und 

eventuell noch weitere proinflammatorische Zytokine in die Umgebung 

ausschütten.  

Ob Yersinien von Makrophagen phagozytiert werden können oder nicht, hängt 

von der Präsenz des pYV-Plasmids ab (Cornelis et al. 1998). Mikroskopische 

Analysen infizierter DCs offenbaren, dass Ye pYV+, nicht jedoch Ye pYV-, das 

Zytoskelett schädigen und somit die Phagozytosefähigkeit muriner DCs stark 

beeinträchtigen. Dieser Effekt ist von Pathogenitätsfaktoren, sogenannte Yops, 

welche auf dem pYV-Plasmid kodiert sind und dem Typ III-Sekretionssystem 

der Yersinien abhängig (Adkins et al. 2007). Adkins et al. (2008) demonstrierten 
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ebenfalls den gehemmten Antigenabbau (Ovalbumin) in DCs nach einer 

Infektion mit Y. enterocolitica. Mikroskopische Untersuchungen von Ye pYV- 

infizierten DCs ergaben, dass in DCs mit weniger oder ohne Anwesenheit 

intrazellulärer Bakterien der Antigenabbau verstärkt nachweisbar ist. Mit 

Blockierung der Internalisation von Ye pYV- durch Cytochalasin D zeigte sich, 

das der Antigenabbau nicht mehr inhibiert wird, was den Wettkampf zwischen 

dem Abbau von Bakterien und Ovalbumin verdeutlicht. Die gezielte Zerstörung 

des Aktin-Zytoskeletts und Hemmung der Phagozytose durch Yersinien in 

Zellen des angeborenen Immunsystems stellt einen wichtigen pathogenen 

Mechanismus zur Unterdrückung der Internalisation von Bakterien und deren 

Vernichtung dar. Yersinien entkommen somit der adaptiven Immunantwort des 

Organismus (Autenrieth et al. 1993).  

Araki et al. (1996) stellten den dosisabhängigen hemmenden Effekt von PI3K-

Inhibitoren Wortmannin und Ly294002 auf die Aktin-abhängige 

Makropinozytose- und Phagozytosefähigkeit von murinen Knochenmarks- 

makrophagen mittels Fluoreszenzmikroskopie dar. Beide Prozesse erfuhren 

eine maximale Inhibition bei der Verwendung von 100 nM Wortmannin und 50 

µM Ly294002. Diese Konzentrationsangaben wurden dann auch für unsere 

Experimente genutzt. Agrawal et al. (2007) bestätigten, dass die mangelhafte 

Funktion des PI3K/AKT-Signalweges, gehemmt durch Ly294002, in einer 

erniedrigten Phagozytose und Migration humaner DCs resultiert.  

Peyssonnaux et al. (2005) entdeckten in HIF-1α-defizienten Mausmakrophagen 

eine verminderte bakterizide Aktivität. Sie verglichen die intrazellularen CFUs 

von Wildtyp- und HIF-1α-/--Makrophagen unter normoxischen und hypoxischen 

Bedingungen, welche mit Streptokokken der Gruppe A infiziert waren. HIF-1α-/-- 

Makrophagen zeigten im Vergleich zu Wildtyp-Makrophagen sowohl unter 

normoxischen als auch hypoxischen Bedingungen eine deutlich reduzierte 

bakterizide Aktivität. Dieser Effekt indiziert, dass HIF-1α in das intrazelluläre 

killing der Makrophagen involviert ist. In Wildtyp-Makrophagen zeigte sich 

paradoxerweise eine verstärkte Phagozytose und Abtötung der Bakterien unter 

hypoxischen Bedingungen.  
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Bakterien und LPS agieren als potente Aktivatoren unkontrollierter 

Zytokinfreisetzung durch Immunzellen sowie Monozyten und Makrophagen, 

welche eine potentiell tödliche Immunantwort des Wirts im Rahmen einer 

Sepsis auslösen können (Zinkernagel et al. 2007). Die erfolgreiche Kontrolle 

einer Infektion in z.B. peripheren Geweben benötigt eine effektive Abwehr 

phagozytotischer Zellen wie Monozyten oder Makrophagen in Sauerstoffarmer 

Umgebung. Pharmakologische Ansätze, die HIF-1α-Aktivität zu manipulieren, 

sind in den letzten Jahren ausgiebig im Zusammenhang mit der Tumortherapie 

und Angiogenese betrachtet wurden. Das Ankurbeln des angeborenen 

Immunsystems, insbesondere eine gestärkte bakterizide Kapazität von 

Phagozyten bietet neue Herangehensweisen, therapeutische Strategien gegen 

Infektionskrankheiten zu entwickeln. Die Entwicklung von Pharmazeutika (HIF-

1α-Agonisten oder vHL-Antagonisten) könnte die mikrobizide Aktivität 

myeloischer Zellen steigern sowie eine Therapiemöglichkeit im Kampf gegen 

komplizierte Infektionen mit Antibiotika-resistenten Keimen, besonders bei 

immunsupprimierten Patienten, darstellen (Peyssonnaux et al. 2005). 

Zinkernagel et al. (2008) liefern den ersten Beweis, dass der HIF-1α-Agonist 

Mimosine die bakterizide Wirkung von humanen Phagozyten gegen S. aureus 

erhöht. Dagegen könnte eine Herunterregulation von HIF-1α bei bestimmten 

Erkrankungen wie z.B. den chronischen Entzündungen einen therapeutischen 

Effekt zeigen (Peyssonnaux et al. 2005). 

 

4.6. Der antientzündliche Effekt des LPA 

Die in den vorliegenden Versuchen verwendeten Maus-DCs können VEGF 

sekretieren, ohne dabei die Yersinien phagozytieren zu müssen. Dadurch 

entstand die Fragestellung, ob Yersinien lösliche Faktoren sezernieren, welche 

eine Bildung von VEGF induzieren. Der Fokus in dem folgenden Versuch wurde 

auf das LPA gelegt, welches von Yersinien sekretiert wird. 

LPA stellt ein natürlich vorkommendes wasserlösliches Phospholipid dar, 

welches ursprünglich als ein Schlüsselmolekül in der Lipidbiosynthese 

identifiziert wurde (Panther et al. 2002). Als extrazellulär agierendes 

Signalmolekül wird es von eukaryotischen Zellen produziert und in die 
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Umgebung abgegeben (Moolenaar 1995) und induziert biologische Reaktionen 

über G-Protein-gekoppelte LPA-Rezeptoren (Yamada et al. 2005). Es stimuliert 

das Wachstum von Fibroblasten, Gefäßmuskelzellen, Endothelzellen sowie 

Keratinozyten und ist dadurch in den Prozess der Wundheilung involviert 

(Moolenaar 1995). Weitere wichtige biologische Funktionen, welche durch LPA 

beeinflusst werden, sind die Regulation der Zellproliferation, Zellmigration, 

Differenzierung und Suppression der Apoptose sowie die Involvierung in die 

Tumorinvasion und Metastasierung (Lee et al. 2006, Park et al. 2007, Rivera-

Lopez et al. 2008). Lee und sein Team demonstrierten die LPA-induzierte 

VEGF-Sekretion via HIF-1α-Aktivierung in verschiedenen Tumorzellen 

(Hepatom, Ovarial-, Prostatakarzinom). Auch in Tumorzellen des multiplen 

Myeloms kann LPA die mRNA-Expression von VEGF induzieren (Hu et al. 

2008). Mit diesen Ergebnissen wird die kritische Rolle von HIF-1α und VEGF in 

der LPA-induzierten Tumorzellproliferation und Angiogenese offenbart. Die 

Entdeckung und Entwicklung von LPA-Rezeptorantagonisten bietet eine neue 

mögliche therapeutische Strategie die Angiogenese in tumorösen Prozessen 

und die Tumorprogression zu unterbinden. 

Wiedmaier et al. (2008) präsentierten die LPA-Rezeptor-abhängige Expression 

von CYR61 und CT6F, Faktoren, welche eine bedeutende Rolle in der 

Wundheilung spielen. LPA, von Yersinia sekretiert, triggert die CYR61- und 

CT6F-Expression in Endothelzellen, welche durch Zugabe des LPA-

Rezeptorinhibitors geblockt werden kann. In den in dieser Arbeit vollzogenen 

Experimenten wurde nun überprüft, ob LPA die Sekretion von VEGF induzieren 

kann. Die Versuche mit und ohne Zugabe des LPA-Rezeptorantagonisten 

Ki16425 ergaben vergleichbare VEGF-Konzentrationen. Es konnte kein LPA-

Effekt nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu führt der Einfluss von LPA 

auf Mesothelzellen in der Studie von Sako et al. (2006) zu einer gesteigerten 

VEGF-Sekretion, welche durch Zugabe des LPA-Rezeptorinhibitors Ki16425 

gehemmt werden konnte. Es müssen also andere, uns unbekannte lösliche 

Faktoren / Proteine von den Yersinien abgegeben werden, welche, ohne dass 

die Bakterien mit den DCs in direkten Kontakt treten, eine Reaktion der Zelle 

auslösen. 
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Panther et al. (2002) untersuchten in ihrer Studie den Einfluss von LPA auf DCs 

im Hinblick auf die Zytokinsekretion, Phagozytosefähigkeit und Expression der 

Oberflächenmoleküle. Reife und unreife DCs weisen LPA-Rezeptoren auf. In 

unreifen DCs induziert LPA die Aktinpolymerisation und Chemotaxis. Diese 

Funktionen gehen bei LPS-gereiften DCs unter LPA-Einfluss verloren, die IL-

10-Produktion wird gefördert, die von IL-12 und TNF-α gehemmt. Weiterhin 

erhöht LPA die Kapazität reifer DCs die Proliferation allogenetischer naiver T-

Zellen zu induzieren, während die Differenzierung und Aktivität der T1-

Helferzellen beeinträchtigt wird. Die Expression der Oberflächenmoleküle wie 

MHCI/II, CD80 oder CD86 wird durch LPA nicht beeinflusst. Durch die in reifen 

DCs gesteigerte Produktion von IL-10 und der reduzierten TNF-α-Sekretion 

wird ein antientzündlicher Effekt von LPA aufgedeckt. Wie oben schon erwähnt, 

aktiviert LPA G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Fan et al. (2008) stellten die 

Hypothese auf, dass LPA die LPS-induzierte inflammatorische Antwort durch 

Aktivierung von G-Protein gekoppelten Signaltransduktionen hemmt. 

Mausmakrophagen, inkubiert mit LPS und LPA wiesen eine signifikant 

reduzierte TNF-α-Produktion auf. Diese Entdeckung demonstriert einen 

antiinflammatorischen Effekt von LPA auf eine Endotoxin-induzierte 

systemische Entzündung und hat potentiell therapeutische Relevanz in der 

Behandlung der Sepsis. Die durch Panther und Fan dargestellten 

Veränderungen in der Zytokinproduktion (IL-10, TNF-α) und die in unseren 

Versuchen auch ohne LPA-Effekt ausgelöste VEGF-Sekretion, wirken sich in 

Wundheilungsprozessen sowie der Bekämpfung einer Entzündung vorteilhaft 

aus.  

 

4.7. Die Rolle der NODs im Immunsystem 

NOD1 und NOD2 sind Proteine, welche an der intrazellulären Detektion von 

Pathogen-assoziierten molekularen Strukturen (PAMP) beteiligt sind (Girardin 

et al. 2003). Einige Studien haben demonstriert, dass MDP murine und humane 

Makrophagen und Monozyten zur Produktion von Zytokinen und Chemokinen 

stimulieren kann (Wolfert et al. 2000). Zusätzlich wurde gezeigt, dass MDP 

zusammen mit LPS synergistisch die Produktion von inflammtorischen 
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Zytokinen induziert (Takada et al. 2006). Dies bestätigen auch die Ergebnisse 

in dieser Arbeit. Eine Kombination von LPS mit NOD-Agonisten induziert 

merklich die VEGF-Sekretion. Diese Daten indizieren einen eindeutigen 

synergistischen Effekt von TriDAP bzw. MDP und LPS in Knochenmark-DCs 

der Maus. Uehara et al. (2005) zeigten mit ihren Versuchen die synergistische 

IL-8-Sekretion, induziert durch MDP (NOD2-Agonist) oder DMP (NOD1-

Agonist) in Kombination mit synthetischen TLR-Agonisten in humanen 

Monozyten. Diese Ergebnisse zeigen eine besondere Rolle der NODs auf. Die 

Kombination zweier Signalwege durch extrazelluläre TLR und intrazelluläre 

NODs könnte zu einer synergistischen Aktivierung des angeborenen und 

adaptiven Immunsystems führen. 

In humanen DCs wird die synergistisch induzierte T1-Helferzellen-Antwort 

durch eine kombinierte Stimulation von NOD- und TLR-Agonisten ausgelöst; 

ebenso die IL-8-Sekretion in humanen Monozyten (Takada et al. 2006). MDP 

führt in humanen Monozyten über einen CD14-, TLR4- und wahrscheinlich 

TLR2-unabhängigen Signalweg zur IL-18-Produktion, induziert über einen 

synergistischen Effekt als Antwort auf verschiedene bakterielle Komponenten 

wie Salmonella-LPS oder S. aureus-LTA (Yang et al. 2001). Fritz et al. (2005) 

legten in ihrer Studie das Vermögen des NOD1-Agonisten TriDAP und des 

NOD2-Agonisten MDP dar, die Freisetzung von Zyto- und Chemokinen in 

humanen Monozyten und DCs zu induzieren. Auch eine synergistische 

Stimulation dieser Zellen mit LPS führte zum Teil zu gesteigerten 

Konzentrationen der Zyto- und Chemokine. Die Expression von NOD1/2-mRNA 

wies man mittels RT-PCR nach. Die simultane Inkubation von DC mit Agonisten 

und LPS führte, im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit TriDAP bzw. MDP, 

zu einer gesteigerten Expression von MCHII und CD86 sowie einer geringfügig 

erhöhten Expression von CD40. Diese Ergebnis verdeutlicht die verstärkende 

Wirkung von NOD-Agonisten auf die DC-Reifung in Kooperation mit LPS. 

Tada et al. (2005) entdeckte, dass NOD1/2-Agonisten in Kombination mit 

TLR3/4/9-Agonisten synergistisch die Produktion von IL-12 und IFN-γ in 

humanen DCs induzieren. Van Beelen et al. (2007) demonstrierte an 

Knochenmark-DCs der Maus, kokultiviert mit T-Helferzellen, dass MDP 



Diskussion und Ausblick 
 

104 

zusammen mit anderen TLR-Agonisten (z.B. LPS) die IL-17-, jedoch nicht die 

IFN-γ-Produktion in den T-Helferzellen fördert. NOD2-defiziente murine 

Makrophagen und DCs weisen eine beeinträchtigte Induktion von 

proinflammatorischen Zytokine und Stickstoffmonoxid (NO) während einer 

Infektion mit Mycobacterium tuberculosis auf, sind jedoch nicht empfänglicher 

für eine Infektion im Vergleich zu Wildtyp-Zellen (Gandotra et al. 2007). NOD2 

scheint in vitro an der Erkennung von M. tuberculosis durch APCs beteiligt, aber 

in vivo für die Ausbildung der Immunantwort entbehrlich zu sein.  

Die Identifikation und Charakterisierung der NODs erweitert ständig das Wissen 

über den zellulären Mechanismus und deren Einfluss im Immunsystem. Ihre 

Beteiligung in der Pathogenese verschiedener genetischer Erkrankungen, wie 

z.B. dem Morbus Crohn indiziert, dass diese Proteine eine wichtige Rolle in der 

Regulation der Immunantwort sowie Entzündungsreaktion spielen. Das 

Verständnis intrazellulärer Signalwege und die Interaktion zwischen TLRs und 

NODs könnte zur Entwicklung neuer rationaler Therapiemöglichkeiten führen.  

 

4.8. Die Auswirkung von VEGF auf die Expression 

costimulatorischer Moleküle auf den DCs sowie der T-Zell-

Aktivierung 

VEGF stellt einen Schlüsselfaktor in der Angiogenese dar. Er reguliert multiple 

biologische Funktionen der Endothelzellen, eingeschlossen das Zellwachstum, - 

migration, -überleben und die Produktion vasoaktiver Mediatoren. VEGF wird 

von dem meisten Tumorzellen gebildet. Eine beeinträchtigte Funktion der DCs 

bei der Antigenpräsentation aufgrund einer abnormalen Differenzierung stellt 

einen wichtigen Mechanismus von Tumoren dar, um dem Immunsystem zu 

entkommen. Um Behandlungsstrategien, insbesondere Immuntherapien im 

Kampf gegen Tumoren entwickeln zu können, ist es wichtig, den Eingriff in das 

Immunsystem, induziert durch VEGF, zu verstehen. 

DCs spielen eine Schlüsselrolle in der Regulation der angeborenen und 

erworbenen Immunantwort. Nach Antigenaufnahme verwandeln sich die 

unreifen DCs in immunstimulatorische, reife DCs. Die DCs unterlaufen einen 

Reifungsprozess, der es ihnen ermöglicht, internalisierte Antigene zu 
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prozessieren und gemeinsam mit MHC-Molekülen zu präsentieren um eine 

Immunantwort zu initiieren. Dieser Reifungsprozess schließt eine Erhöhung der 

Expression von MHC- und costimulatorischen Molekülen genauso wie die 

Synthese von Zyto- und Chemokinen ein. Sie nehmen eine zentrale Rolle in der 

Wirtsabwehr gegen Tumoren ein. Seit es Berichte gibt, dass VEGF die 

funktionelle Reifung unreifer DCs inhibiert und die DC-Differenzierung 

beeinflusst, ist es wichtig den VEGF-induzierten Mechanismus der DC-

Dysfunktion aufzuklären. Takahashi et al. (2004) demonstrierten, dass VEGF 

die LPS-induzierte Reifung von DCs (von humanen Blutmonozyten abgeleitet), 

d.h. die Hochregulation von costimulatorischen Molekülen hemmt und Apoptose 

induziert. Jedoch inhibiert es nicht die durch proinflammatorische Moleküle 

(TNF-α, IL-1β) induzierte DC-Reifung. Dieses Resultat zeigt, dass VEGF, 

welches auch von vielen Tumoren produziert werden kann, die Apoptose von 

DCs induziert. Dies könnte dem Tumor die Möglichkeit bieten, die bedeutende 

Schnittstelle zwischen angeborenem und adaptiven Immunsystem, nämlich die 

DCs, auszuschalten. Dikov et al. (2004) beschrieben in ihrer Studie, dass der 

VEGF-Rezeptor 1 den primären Mediator in der durch VEGF gehemmten DC-

Reifung sowie T-Zellstimulation darstellt. Die Zugabe von exogenem VEGF 

führte im Vergleich zur Mediumkontrolle zu einer reduzierten Expression von 

CD11c, CD40, CD86 und MHCII in von embryonalen Stammzellen abgeleiteten 

Maus-DCs. Eine Blockade von VEGF oder VEGF-Rezeptoren durch Antikörper 

konnte die beeinträchtigte Funktion der DCs wieder herstellen. Diese Aussagen 

können mit den Ergebnissen in dieser Arbeit nicht bestätigt werden. Die 

Modulation der Versuche mit rmVEGF sowie Anti-VEGF führen zu keiner 

signifikanten Veränderung der Expression costimulatorischer Moleküle. 

Mögliche Gründe dafür könnten die Verwendung von DCs unterschiedlicher 

Herkunft, der Einsatz verschiedener rmVEGF sowie verschiedene Protokolle 

zur DC-Anzucht/Verarbeitung und FACS-Färbung sein.  

Eine erfolgreiche Tumor-Immunotherapie hängt von der unbeeinträchtigten 

Funktion der DCs ab, beispielsweise der Stimulation der T-Zellen durch DCs. 

Laxmanan et al. (2005) stellten eine durch VEGF beeinträchtigte Aktivierung 

von T-Zellen durch Knochenmark-DCs der Maus, jedoch keine Unterschiede in 
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der Expression von DC-Markern wie CD80, CD86 und MHCII in An- oder 

Abwesenheit von VEGF dar. Jedoch besteht laut Laxmanan die Möglichkeit der 

abnormen oder defizienten Antigenprozessierung durch DCs unter dem Einfluss 

von VEGF. Ähnliche Ergebnisse lieferten Mimura und sein Team 2007. DCs 

(aus humanen Monozyten abgeleitet), welche nach LPS-Infektion eine erhöhte 

Expression von CD80, CD83, CD86 und MHCI/II aufwiesen, zeigten nach einer 

VEGF-Behandlung keine Veränderung in ihrem Phänotyp. Allerdings führte 

VEGF auch in dieser Studie zu einer beeinträchtigten Fähigkeit der DCs T-

Zellen zu stimulieren, wobei die VEGF-induzierte DC-Dysfunktion über den 

VEGF-Rezeptor 2 vermittelt wird. Es wäre also auch interessant zu 

untersuchen, welche VEGF-Rezeptoren die verwendeten DCs in dieser Arbeit 

exprimieren und ob VEGF einen Einfluss auf die T-Zell-Aktivierung/Proliferation 

ausübt. Dies könnte man im Rahmen einer FACS-Analyse (VEGF-Rezeptoren, 

Proliferationsassay) ermitteln. In einer Studie von Erfurth et al. (2004) wird 

demonstriert, dass Y. enterocolitica in der Lage ist, die T-Zell-Aktivierung zu 

beeinträchtigen. Erfurth und ihr Team analysierten die T-Zell-Aktivierung und 

die Expression von Oberflächenmolekülen nach der Infektion von DCs aus dem 

Knochenmark der Maus mit Y. enterocolitica-Stämmen (Ye pYV+, Ye pYV-). 

Nach der Inkubation der DCs mit LPS, Ye pYV- und Ye pYV+ zeigte sich die 

Expression von MHCII im Vergleich zu unbehandelten Zellen merklich erhöht. 

CD86 und CD80 wurden nach Infektion der DCs mit Ye pYV- verstärkt 

exprimiert, während bei Ye pYV+ keine Steigerung der Expression zu 

beobachten war. Dieses Ergebnis zeigt, dass der Wildtyp-Stamm die Reifung 

von DCs unterdrückt. Die T-Zell-Proliferation wurde vollständig gehemmt, 

nachdem DCs mit dem Wildtyp-Stamm Ye pYV+ infiziert waren, während eine 

T-Zell-Proliferation nach Inkubation mit Ye pYV- zu beobachten war. Diese 

Daten legen nahe, dass Genprodukte, welche auf dem Virulenzplasmid kodiert 

sind, die DC-Funktion und somit auch die T-Zell-Proliferation beeinflussen.  

Das Erkennen von Zellwandkomponenten von Gram-positiven und Gram-

negativen Bakterien sowie die durch TLR-Interaktion induzierte Reifung der 

DCs ist wichtig für die Aktivierung des angeborenen und erworbenen 

Immunsystems. Die in der Studie von De Trez et al. (2005) untersuchte E.coli-
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induzierte DC-Reifung ist abhängig von TLR2, TLR4 und Trif, aber nicht von 

MyD88. Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigen aber auf, dass in 

TLR2-/-x4-/--DCs die Y. enterocolitica- sowie E.coli-induzierten Expression der 

Oberflächenmarker CD40 und CD86 gegenüber der Mediumkontrolle erhöht, 

nach Inkubation mit LPS unverändert, vorliegen. Dies deutet darauf hin, dass 

die Expression costimulatorischer Moleküle durch Gram-negative Bakterien wie 

Yersinien TLR2 und 4-unabhängig ausgelöst wird. Michelsen et al. (2001) 

legten ihren Fokus ebenfalls auf den Einfluss von TLRs und ihren Liganden auf 

die DC-Reifung. Die Stimulation von TLR4-defizienten Maus-DCs mit dem 

TLR4-Liganden LPS resultierte in einer beeinträchtigten Hochregulation von 

MHCII, im Vergleich zu den Wildtyp-DCs. Dagegen war die Expression von 

CD86 und MHCII in TLR2-defizienten nach Infektion mit LPS nicht beeinflusst; 

jedoch nach Behandlung mit Staphylococcus aureus-Lipoteichonsäure 

gemindert. Die LPS-induzierte DC-Reifung wird in diesen Versuchen über den 

TLR4 initiiert. Somit wären TLR4-defiziente DCs in ihrer Antigenpräsentation 

stark eingeschränkt, wenn sie mit dem entsprechenden Liganden nicht in 

Kontakt treten können. Die Expression von MHCII in dieser Arbeit ist in den 

LPS-infizierten TLR2-/-x4-/- -DCs auch im Vergleich zur Mediumkontrolle nicht 

signifikant hochreguliert. Dagegen zeigt sie bei LPS-behandelten Wildtyp-DCs 

eine verminderte Expression von MHCII. Dieser Befund passt nicht zu den in 

der Literatur angegeben Daten. LPS müsste in Wildtyp-DCs die Expression von 

MHCII induzieren. Möglicherweise sind die in dieser Arbeit verwendeten DCs 

durch ihre Vorbehandlung (Mediumwechsel, Versuchsablauf) schon so aktiviert, 

dass die ohnehin erhöhte basale Expression von MHCII durch weitere 

Anregung, wie z.B. bakterielle Stimuli, nicht  mehr angekurbelt werden kann. 

In entzündlichen Geweben, in denen DCs aktiviert werden, herrscht gewöhnlich 

ein niedriger O2-Gehalt. Jantsch und sein Team (2008) beschäftigten sich mit 

der Fragestellung, welchen Effekt die Hypoxie und HIF-1α auf die Aktivierung 

und Funktion Knochenmark-DCs der Maus in An- und Abwesenheit eines 

entzündlichen Stimulus haben. Überraschenderweise aktiviert Hypoxie allein, 

also ohne ein weiteres entzündliches Signal oder der Anwesenheit von 

Pathogenen DCs nicht. Sie bilden eine sogenannte Selbsttoleranz aus. In 
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ischämischen Geweben, z.B. einem Infarkt, sind die DCs häufig mit 

hypoxischen Bedingungen konfrontiert. Dies könnte dem Schutz vor 

unkontrollierten Autoimmunreaktionen dienen. Jedoch führt Hypoxie kombiniert 

mit LPS zu einer signifikant gesteigerten Expression costimulatorischer 

Moleküle, Sekretion proinflammatorischer Moleküle und Induktion der T-Zell-

Proliferation. Der synergistische Effekt von LPS und Hypoxie resultiert in einer 

anhaltenden Aktivierung der DCs sowie gesteigerten Immunantwort. Ein 

Knockout von HIF-1α hemmt deutlich die Glucoseverwertung der DCs, die DC-

Reifung und beeinträchtigt die Fähigkeit der DCs T-Zellen zu stimulieren. HIF-

1α und Hypoxie spielen eine bedeutende Rolle im Rahmen der DC-Aktivierung 

während eines entzündlichen Geschehens. Mancino et al. (2008) zeigten 

dagegen in ihren Versuchen, dass Hypoxie die Expression von Reifungs-

markern in LPS-infizierten humanen DCs signifikant hemmt und die T-Zell-

Proliferation senkt. Im Gegensatz dazu fällt eine stark erhöhte Sekretion 

proinflammatorischer Zytokine auf, welche durch die autokrine Hypoxie-

induzierte VEGF-Sekretion der DCs moduliert und durch Zugabe von Anti-

VEGF reduziert wird. Diese Ergebnisse indizieren, dass Hypoxie die Funktion 

unreifer DCs fördert, aber auch durch die gesteigerte Produktion proinflam-

matorischer Zytokine die lokale Entzündung sowie die antibakterielle Aktivität 

weiterer Zellpopulationen verstärkt, um die Progression der Erkrankung zu 

verhindern. Es ist denkbar, dass die DCs durch diese funktionelle Entkopplung 

zur Homöostase der einerseits gesteigerten Zytokinproduktion und andererseits 

verminderten DC-Reifung unter hypoxischen Bedingungen im Gewebe 

beitragen und eine Autoimmunität verhindern.  
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5. Zusammenfassung 

DCs sind die aktivsten professionellen Antigen-präsentierenden Zellen. Sie 

fungieren im Rahmen einer Immunantwort als hauptsächliche Vermittler der 

Aktivierung naiver T-Zellen. Damit stellen sie das zentrale Bindeglied zwischen 

angeborener und adaptiver Immunität dar. Myeloische Zellen erwartet oft im 

Rahmen einer Entzündung in den infizierten Geweben ein Milieu mit 

reduziertem Sauerstoffgehalt. Um sich an diese Bedingungen adaptieren zu 

können, haben sie eine Überlebensstrategie entwickelt, welche die Beteiligung 

von HIF-1α erfordert. HIF-1α ist ein Transkriptionsfaktor, welcher unter 

hypoxischen Bedingungen in vielen Geweben induziert wird und die Aktivierung 

verschiedenster Gene reguliert, unter ihnen die Gene für VEGF. Es ist bekannt, 

dass dieser Signalweg auch unter normalen Sauerstoffpartialdruck durch 

bakterielle Bestandteile aktiviert wird. Ziel dieser Arbeit war zum einen die 

Untersuchung, welche Rolle die TLR 2 und 4 sowie die Adaptermoleküle 

MyD88 und Trif im Rahmen einer Infektion von DCs mit Y. enterocolitica für die 

Aktivierung von HIF-1α und VEGF spielen. Hierzu wurden Wildtyp-DCs sowie 

DCs defizient an TLR 2 und 4, MyD88 und Trif aus dem Knochenmark einer 

Maus isoliert, entsprechend mit Y. enterocolitica oder LPS infiziert und mittels 

ELISA das Zytokin VEGF quantifiziert bzw. unter Verwendung des Westernblots 

HIF-1α identifiziert. An der intrazellulären Detektion von Pathogen-assoziierten 

molekularen Strukturen sind Proteine wie NOD1 und NOD2 beteiligt. Um eine 

mRNA-Expression der NOD-Proteine überprüfen zu können, wurde zunächst 

die mRNA aus den Wildtyp-DCs isoliert, quantifiziert, mittels RT-PCR in cDNA 

umgeschrieben und im Anschluss die Identifizierung mit einer PCR 

durchgeführt. Durch synergistische Stimulation der Wildtyp-DCs mit LPS und 

NOD-Agonisten wurde unter Verwendung des VEGF-ELISA die Induktion 

VEGF-Sekretion analysiert. Durch Modifikation weiterer Versuche unter Einsatz 

verschiedener Inhibitoren gegen MAPK-, PI3K- sowie Rho GTPasen konnten 

die an der Signaltransduktion beteiligten Kinasen und GTPasen ermittelt 

werden. Zum anderen wurde mit Hilfe des Invasions-Assays und VEGF-ELISA 

analysiert, ob die Phagozytose von Y. enterocolitica durch DCs den Trigger für 

die Ausschüttung von VEGF darstellt. Können Yersinien ohne direkten Kontakt 
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zu DCs VEGF induzieren, indem sie bestimmte lösliche Faktoren produzieren, 

welche eine VEGF-Sekretion auslösen? Diese Fragestellung wurde in einem 

Transwell-Assay untersucht. VEGF stellt einen Schlüsselfaktor in der 

Angiogenese dar. Er reguliert multiple biologische Funktionen der 

Endothelzellen, eingeschlossen das Zellwachstum, - migration, -überleben und 

die Produktion vasoaktiver Mediatoren. VEGF wird von dem meisten 

Tumorzellen gebildet. Eine beeinträchtigte Funktion der DCs durch den Einfluss 

von VEGF bei der Antigenpräsentation aufgrund einer abnormalen 

Differenzierung stellt einen wichtigen Mechanismus von Tumoren dar, um dem 

Immunsystem zu entkommen. Um die Differenzierung der in dieser Arbeit 

verwendeten DCs zu überprüfen, wurde mittels Durchflusszytometrie der 

Einfluss von VEGF während der Infektion von DCs mit Y. enterocolitica auf die 

Oberflächenexpression costimulatorischer Moleküle wie MHCII, CD40 und 

CD86 analysiert.  

Folgende Ergebnisse wurden im Rahmen dieser Arbeit erzielt: 

1. LPS induziert die HIF-1α Aktivierung und die nachfolgende VEGF 

Sekretion in DCs der Maus über einen TLR-abhängigen Weg. 

2. Y. enterocolitica induziert die HIF-1α Aktivierung und die nachfolgende 

VEGF-Sekretion in DCs der Maus über einen TLR-unabhängigen Weg. 

3. Y. enterocolitica induziert VEGF in MyD88-/--DCs MyD88-

unabhängig/Trif-abhängig und in Trif-/--DCs Trif-unabhängig/MyD88- 

abhängig. 

4. Die VEGF-Sekretion in Y. enterocolitica infizierten DCs ist abhängig von 

MAPK (p38, JNKII), PI3K und Rho GTPasen. 

5. Die Induktion von VEGF wird nicht durch Zytokine wie TNF-α oder IL-1β 

vermittelt. 

6. Ein oberflächlicher Kontakt der Yersinien mit DCs reicht aus, um die 

Sekretion von VEGF aktivieren zu können. Eine Phagozytose ist zur 

Induktion nicht notwendig. 

7. Yersinien können auch ohne direkten Kontakt mit DCs VEGF induzieren. 

Ein LPA-Effekt ist aber nicht nachzuweisen. 
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8. Die Inkubation von DCs mit LPS und NOD-Agonisten (MDP, TriDAP) 

führt zu einer synergistischen Aktivierung der VEGF-Sekretion. 

9. VEGF beeinflusst nicht die Expression costimulatorischer Moleküle 

(MHCII, CD40, CD86) auf den DCs. 

 

HIF-1α sowie VEGF finden in den letzten Jahren immer mehr Beachtung, da sie 

in verschiedenen Bereichen, wie z.B. der Tumor- und Infektionsbiologie, des 

Zellmetabolismus sowie -wachstums, der Adhäsion und der Angiogenese eine 

tragende Rolle spielen. Obwohl die Aktivierung von HIF-1α während eines 

entzündlichen Geschehens wünschenswert ist, stellt die Suppression von HIF-

1α einen förderlichen Effekt dar, um Tumorangiogenese und -zelladaption an 

die hypoxische Bedingungen zu unterdrücken. Unser zunehmendes 

Verständnis der Signal- und Stoffwechselwege, welche in die Regulation der 

Zytokinproduktion sowie in das Signaling der Immunzellen involviert sind, öffnet 

eine Tür für die Entdeckung neuer Therapiemöglichkeiten zur Behandlung einer 

Vielzahl entzündlicher Erkrankungen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abkürzungsverzeichnis 
  

112 

6. Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb   Abbildung 

APC   antigen presenting cells 

ARNT   aryl hydrocarbon nuclear receptor 

ATP   Adenosintriphosphat 

bHLH   basic helix-loop-helix 

cDNA   complementary DNA 

CFU colony forming unit 

DCs   dendritic cells 

DFO   Desferrioxamin 

DNA   deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 

EGF   epidermal growth factor 

Flk   fetal liver kinase 

Flt   fms-like-tyrosine 

GDP   Guanosindiphosphat 

GM-CSF  granulocyt-macrophage colony stimulating factor 

GTP   Guanosintriphosphat 

HIF   hypoxia-inducible factor 

HPC   hämatopoetische Stammzelle 

HRE   hypoxia response element 

IE-DAP  χ-D-Glutamyl-meso-diaminopimelinsäure 

IFN   Interferon 

IGF2   insulin-like growth factor 

IL   Interleukin 

inv   Invasin 

JNK   Jun amino-terminal kinase 

KDR   kinase domain region 

LBP   LPS-bindendes Plasmaprotein 

LPA Lysophosphatidylsäure 

LPS   Lipopolysaccharid 

LRR   leucine-rich repeat 
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MAPK   Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

MH   Müller-Hinton 

MHC   major histocompatibility complex 

MOI   multiplicity of infection 

MPD   Muramyldipeptid 

mRNA   messenger ribonucleic acid  

MRSA   Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus 

MyD88  myeloid differentiation primari response gene 88 

NF-κB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-

cells 

NLR   Nod-like receptor 

NOD   nucleotide-binding oligomerization domain 

O2   Sauerstoff 

ODD-Domäne oxygen-dependent degradation domain 

PAMP   pathogen-accociated molecular patterns 

PAS   Per-AHR-ARNT-Sim 

PHD   prolyl hydroxylase domain containig protein 

PI3K   Phosphatidylinositol-3-Kinase 

PIGF   placenta growth factor 

PMN   polymorphkernige Neutrophile 

PP   Peyer´sche Plaques 

PRR   pattern recognition receptor 

PTA   perkutane transluminale Angioplastie 

pVHL   von Hippel-Lindau Tumorsuppressor Protein  

pYV   Yersinia Virulenzplasmid 

rm rekombinant mouse 

SARM sterile-alpha and armadillo motif containing protein 

siRNA   small interfering RNA 

Tab   Tabelle 

TCR   T-Zell-Rezeptor 

TGF   transforming growth factor 
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TIRAP  toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor 

   protein  

TLR   Toll-like Rezeptor 

TNF   Tumornekrosefaktor 

TRAM Toll-IL-1-resistance domain-containing-inducing-interferon 

β-related adaptor molecule 

Trif   TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β 

VEGF   vascular endothelial growth factor 

VPF   vascular permeability factor 

Ye   Yersinia enterocolitica 
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