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Einleitung

1. Einleitung

Fische sind fiir die Menschen von groBer Bedeutung, da sie zum einen dem
iiberwiegenden Teil der Weltbevolkerung als Grundnahrungsmittel dienen und zum
anderen in der westlichen Welt neben dem Erndhrungsaspekt auch als Genussmittel
gelten. Die Fischerei und ihr verarbeitendes Gewerbe gehdren global zu den
bedeutendsten Wirtschaftszweigen. Von den 1950er bis in die 1990er Jahre stieg die
jahrliche Fangmenge weltweit von etwa 20 Mio. t auf fast 80 Mio. t (FAO, 2014).

In den letzten 20 Jahren stagnieren die Fangzahlen auf hohem Niveau. Die Steigerung

der Gesamtproduktion ist allein auf die Steigerung der Aquakulturproduktion

zuriickzufiihren.
140 -
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Abbildung 1: Entwicklung der Fischproduktion von 1950 bis 2011 (FAO, 2014)

Von den 120 Mio. t produziertem Fisch im Jahr 2011 kamen etwa 40 Mio. t aus der

Aquakultur (Abbildung 1). Hauptursache fiir die Stagnation des Fischfangs ist wohl die

1
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Uberfischung der kommerziell genutzten Fischarten (OEHLENSCHLAGER, 2010). In den
1970er Jahren lag der Anteil der tberfischten oder sogar zusammengebrochenen
Bestinde weltweit noch bei 10 %, wiahrend dies 2009 schon fast 30 % der
Gesamtfischbestinde (FAO, 2012) betraf. Vor dem Hintergrund der steigenden
Weltbevolkerung und dem damit einhergehenden steigenden Pro-Kopf-Konsum an
Fisch, sind die Prognosen fiir die Entwicklung der natiirlichen Bestinde schlecht
(MARIBUS GGMBH & THE INTERNATIONAL OCEAN INSTITUTE, 2013). Soll der Bedarf an
Fisch und Fischprodukten weiterhin gedeckt werden, ist es unumgéanglich die Ziichtung
von Fischen in Aquakulturen weiter zu fordern. In der Aquakulturforschung werden
Wege gesucht eine Produktionssteigerung moglichst nachhaltig zu gestalten. In weiten
Teilen der Welt werden die Okosysteme durch Aquakulturanlagen eher stirker be- als
entlastet. Neben der stirkeren Eutrophierung, verursacht durch mit Nahrungsresten und
Fischkot belastete Abwisser, der Verfiitterung von Fischmehl und dem Einsatz von
Chemikalien wie Algiziden, Molluskiziden und Desinfektionsmitteln, z&hlt auch der
teilweise unkontrollierte Einsatz von Antibiotika zur breiten Palette der Kritikpunkte
(NIKOV UND SMOLKA, 2003). Allerdings sind diese Punkte, zumindest in Europa, stark
reglementiert und kontrolliert. Eine Moglichkeit die Nutzung von Chemikalien
einschlieBlich Antibiotika einzuschrianken, ist die Verwendung und Ziichtung von
Standort-angepassten und robusten Fischarten beziehungsweise Zuchtlinien.

In Deutschland ist besonders die zu den Salmoniden gehérende Regenbogenforelle
(Oncorhynchus mykiss), mit einem Anteil von 25 % an der Gesamtaquakultur
(Statistischen Bundesamt, 2011), ein beliebter Speisefisch. Von der Regenbogenforelle
gibt es bereits Ziichtungen, wie die Zuchtlinien ,,Born* (ANDERS, 1986) und ,,Hofer*
(BAERWALD et al., 2008), die sich durch geringere Anfilligkeit gegeniiber Pathogenen
auszeichnen.

Fir die Optimierung der Ziichtung wird es zukiinftig notig sein, durch genetische
Marker Riickschliisse auf den Zuchtwert von Individuen ziehen zu kénnen. Der Einsatz
solcher Zuchtmethoden setzt allerdings genaues Wissen iiber die Struktur und die
Funktion der fiir die Ziichtung relevanten Faktoren voraus.

Diese Arbeit soll einen Beitrag leisten die Struktur und Funktion solcher Gene
aufzukldren, die eine zentrale Rolle im Immunsystem spielen und daher wichtig fiir die
Robustheit der Fische sind. Hierbei sind die Toll-like Rezeptoren (TLR) besonders

wichtig, sowie jene Faktoren, die das TLR-Signal weiterleiten. Sie haben eine
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Schliisselfunktion bei der Pathogenerkennung und der Einleitung erster

Abwehrmechanismen.

1.1 Das Immunsystem der Fische

Die Teleostei (echte Knochenfische) verfiigen, ebenso wie die Mammalia (Sdugetiere),
iiber ein angeborenes und ein adaptives Immunsystem. Allerdings entwickelten sich seit
440 Mio. Jahren (NELSON, 2006), nach der Trennung der Sarcopterygii (Fleischflosser;
Vorldufer der Tetrapoden) von den Actinopterygii (Strahlenflosser), Immunsysteme mit
verschiedenen Auspriagungen. Das adaptive Immunsystem ist bei den Sdugern hoch
entwickelt, bei den Fischen allerdings weniger stark ausgeprigt und in seiner
Aktivierung verlangsamt (WATTS et al., 2001). Niedrige Temperaturen unterdriicken die
T-Helferzellen-vermittelte adaptive Immunantwort, was bei den poikilothermen Fischen
besonders zum Tragen kommt (LE MORVAN ef al., 1998). Die Temperaturabhéngigkeit
der Knochenfische sowie ihr frither Kontakt mit ihrer Umwelt im embryonalen Stadium
machten ein hochentwickeltes angeborenes Immunsystem unentbehrlich (ROMBOUT et
al., 2005). Neben den verschiedenen Umweltbedingungen, als Triebkraft der
Diversifikation, fiihrte bei den Fischen auch eine zusitzliche Genomduplikation vor
etwa 350 Mio. Jahren (ROACH et al., 2005) zur vielfaltigeren Entwicklung von Faktoren
des angeborenen Immunsystems. Bei den Lachsfischen (Salmoniden) ereignete sich
eine weitere Verdopplung des Genoms vor 25 — 100 Mio. Jahren (LEONG et al., 2010).
Représentativ fiir diese divergente Entwicklung sind die bei allen Vertebraten
vorkommenden Lysozyme, die bei den Fischen unter anderem in den mukosalen
Oberflichen von Haut und Kieme gebildet werden (MAGNADOTTIR, 2006). Wihrend
dieses antimikrobielle Protein beim Sduger nur grampositive Bakterien lysiert, zeigt es
bei Regenbogenforelle zusitzlich eine hohe Aktivitit gegen gramnegative Bakterien
(WATTS et al., 2001). AuBerdem werden Fisch-Lysozyme auch bei Temperaturen unter
20 °C aktiviert, was ihre Funktionalitdit auch bei niedrigen Korpertemperaturen
gewihrleistet (GRINDE et al., 1988). Lysozym wird in der Regenbogenforelle von zwei
Genen kodiert (MITRA ef al., 2003).

Neben weiteren konstitutiven Faktoren der Pathogenabwehr, wie den Defensinen,
(CASADEI et al., 2009) findet sich bei den Fischen auch ein mit dem Sauger

vergleichbares Komplementsystem, das sofort nach dem Eindringen von Erregern
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reagieren kann (NAKAO et al., 2011). Die verschiedenen Komplementsystemfaktoren
fordern inflammatorische Prozesse, lysieren Pathogene und vermitteln die Phagozytose
durch Immunzellen, wie Granulozyten und Makrophagen, indem sie die Erreger
opsonisieren (LE FRIEC UND KEMPER, 2009).

Die spezifischen molekularen Muster der Mikroorganismen (pathogen-associated
molecular pattern, PAMPs) werden bei allen Vertebraten durch Mustererkennungs-
rezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) erkannt, die auf den extra- und
intrazelluldren Membranen lokalisiert sind (TAKEUCHI UND AKIRA, 2010). Eine grof3e
Gruppe dieser PRRs sind die TLRs). Jeder Pathogenrezeptor bindet spezifisch an seine
Liganden und aktiviert die mit ihm assoziierte Signalkaskade (OSHIUMI et al., 2008).
Die daraus resultierende Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB (nuclear factor
kappa-B) leitet die Expression verschiedener immunrelevanter Faktoren ein (HUXFORD
UND GHOSH, 2009; KAWAI UND AKIRA, 2010). Ein groBer Teil dieser Faktoren, vor
allem die Zytokine, tragen zur Proliferation, Differenzierung und Rekrutierung von
verschiedenen Immunzellen bei (ZHU ef al., 2013). Fische exprimieren Zytokine, wie
Interleukine, Interferone, Tumornekrosefaktoren und Chemokine (URIBE ef al., 2011).
Das ,,unspezifische* zelluldre Immunsystem ist bei den Fischen hoch entwickelt. Es
verfligt iber Makrophagen sowie iiber zwei Typen von Natiirliche Killerzellen (NK-
Zellen)-Homologe, den nichtspezifischen zytotoxische Zellen und den NK-&hnlichen
Zellen (FISCHER et al., 2013). Es gibt weiterhin drei verschiedene Granulozytentypen,
die iiber Exozytose und Phagozytose unspezifisch auf Bakterien, Parasiten und Pilze
reagieren (ZAPATA et al., 1996). Antigen présentierende Zellen (Makrophagen,
Monozyten und B-Lymphozyten) vermitteln die Kommunikation zwischen angeborenen
und adaptiven Immunsystem (BASSITY UND CLARK, 2012).

Fundamental fiir die adaptiven Immunfunktionen sind die Haupthistokompatibilitéts-
komplexe (Major Histocompatibility Complex, MHC) I und II, die auch bei den
Teleostei Antigene an den Zellmembranen prisentieren (SUNYER, 2013). Weiterhin
konnten verschiedene T-Lymphozytenpopulationen (zytotoxische T-Zellen, T-
Helferzellen) in verschiedenen Fischarten nachgewiesen werden (CASTRO ef al., 2011).
Dartiber hinaus verfiigen Fische auch iiber B-Lymphozyten, die verschiedene
Immunglobuline exprimieren und damit eine humorale Immunantwort einleiten kdnnen

(YE et al., 2013).
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1.2 Die Aktivierung der Immunantwort

Rezeptoren erkennen molekulare Muster von Pathogenen

Beide Aste der Immunantwort, das angeborene und das adaptive Immunsystem, wirken
zusammen, um die effektive Beseitigung von eingedrungenen Mikroorganismen zu
gewihrleisten (RAUTA et al., 2012). Fiir die Aktivierung des Immunsystems muss der
Organismus molekulare Muster von Mikroorganismen (PAMPs) erkennen (BOLTANA et
al., 2011). Hierfiir verfiigen Fische iiber eine ganze Reihe von Mustererkennungs-
rezeptoren (PRRs), die Pathogene erkennen und eine Immunreaktion auslosen (KAWAI
UND AKIRA, 2010). Die PRRs sind eine grofle Gruppe von Rezeptoren, die neben
exogenen Faktoren auch die endogenen DAMPs (damage-associated molecular
pattern) erkennen konnen, die durch Zellschiddigung freigesetzt werden (KRISHNAN et
al., 2007). Es sind gegenwirtig vier PRR-Familien bekannt und sie wurden auch bei
Fischen beschrieben. Die RLRs (Retinoic acid-inducible gene (R1G)-1-like receptors;
AOKI et al., 2013; WANG et al., 2015) sind, wie auch die NLRs (NOD-like receptors; LI
etal.,2012; SWAIN et al., 2013), zytoplasmatisch lokalisierte Rezeptoren. Die CLCs (C-
type lectin receptors), sowie die TLRs, sind dagegen membranstindig (TAKEUCHI UND
AKIRA, 2010). Wihrend CLRs fiir die Erkennung von Pilzen, RLRs fiir die Erkennung
von RNA-Virus-Partikeln und NLRs fiir die Erkennung bakteriellen Mustern zusténdig
sind, haben die TLRs im Laufe der Evolution eine breite Palette an paralogen
Rezeptoren entwickelt, die ein groBes Spektrum von Liganden binden kdnnen
(TAKEUCHI UND AKIRA, 2010). Die TLRs spielen nicht zuletzt durch ihre Vielseitigkeit

eine bedeutende Rolle unter den Pathogenrezeptoren (BUCHMANN, 2014).

Die TLRs bilden die grofste Familie unter den Pathogenrezeptoren

Die TLRs sind eine evolutionir sehr alte Familie von Pathogenrezeptoren. Sie werden
in sehr verschiedenen Zelltypen exprimiert (HOFFMANN, 1999). Bereits die Porifera
(Schwiamme) verfiigten iiber einen TLR-homologen Faktor und damit {iber eine
antimikrobielle Abwehr (WIENS et al., 2007). Der fiir die Namensgebung der Toll-/ike-
Rezeptoren verantwortliche Toll-Rezeptor wurde erstmals im Genom der
Schwarzbéduchigen Taufliege (Drosophila melanogaster) gefunden (ANDERSON et al.,

1985). Dieser Faktor ist nicht nur fiir die Ausbildung der dorsoventralen Polaritét
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wihrend der Embryonalentwicklung zustindig, sondern auch fiir Erkennung von
grampositiven Bakterien und Pilzen (GANGLOFF et al., 2003; LEMAITRE ef al., 1997).

Alle TLRs sind Typl-Transmembranproteine, aufgebaut aus einer Ektodoméane mit den
charakteristischen LRRs (leucine-rich repeat), einer Transmembrandoméne und einer
fiir die Bindung der nachgeschalteten Faktoren verantwortlichen intrazelluldren TIR-

(Toll-Interleukin 1 (IL1)-Rezeptor) Domédne (KAWAI UND AKIRA, 2010).

TLR2 TLRa*1
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Abb.: Lokalisation der Faktoren der TLR-Signalkaskade in der Regenbogenforelle

Abgebildet sind die in dieser Arbeit untersuchten Rezeptoren (TLRs und NOD1) sowie die intrazelluldren
Faktoren der MYD88-abhidngigen TLR-Signaltransduktion (MyD88, IRAKs, TRAF6 und TOLLIP). Die
Lokalisation der Faktoren, die auch beim Sduger bekannt sind, wurde (O’NEILL ef al., 2013) entnommen.
TLR19, 20 und 21 sind endosomale Rezeptoren (KEESTRA et al., 2010; LEE et al., 2014). TLR22 ist mit
der Zellmembran assoziiert (MATSUO et al., 2008; SEYA et al., 2009). Die Faktoren MYD88, IRAK4 und
IRAKI1 formieren sich im Sdugermodell bei Aktivierung des TLRs zum sogenannten Myddosom.

*I TLR4 wurde nur bei Fischen der Familie Cyprinidae gefunden. Die entsprechenden
Referenzsequenzen sind angegeben.

Es sind sechs TLR-Familien (TLR 1, 3, 4, 5, 7 und 11) beschrieben, die bei allen
Vertebraten vorkommen (ROACH et al., 2005). Unterschiede innerhalb der Vertebraten
zeigen sich zum einen im Nachweis von ausschlieBlich piscinen TLRs (TLR 14, 21, 22
und 23) und zum anderen darin, dass die bei Sdugern vorkommenden TLR 6 und 10 bei

Teleostern fehlen (REBL ef al., 2010).
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Im Genom der Forelle wurden schon zahlreiche Vertreter aller TLR-Familien
identifiziert (AOKI et al., 2013; REBL et al., 2010a). Zu diesen gehoren die TLRs 1, 2, 3,
5M, 7, 8al, 8a2, 9, 19, 20, 21, 22al und 22a2 (Abbildung 2).

TLRs binden spezifische Liganden

Die zentrale Bedeutung der TLRs spiegelt sich, abgesehen von der groB3en Diversitit
dieser Rezeptoren, auch in ihrer Expression sowie dem groB3en Spektrum ihrer Liganden
wider. TLRs werden von Epithelzellen exprimiert und befdhigen diese
Entzlindungsreaktionen auszulésen (TAKEUCHI UND AKIRA, 2010). Sie werden aber
auch von Immunzellen exprimiert, um Pathogene aufzufinden (ABOS et al., 2013;
TAKEDA UND AKIRA, 2005). Bei Kontakt mit einem Mikroorganismus bindet ein
spezifischer PAMP nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip an den entsprechenden TLR
und aktiviert den TLR-Signalweg (D1 GIOIA UND ZANONI, 2014). In vielen Féllen
konnte gezeigt werden, dass eine Dimerisierung zweier Rezeptoren (TLRs bilden
Hetero- und Homodimere) entscheidend fiir das Auslosen der Signaltransduktion ist
(JIN et al., 2007; KANG et al., 2009). Weiterhin miissen einige TLRs durch
Glykosylierung der Ektodomine posttranslational modifiziert werden, um die
Ligandenbindung zu gewdhrleisten (WEBER et al., 2004). Wéhrend beim Fisch
Ligandenspezifitit bisher nur fiir den Flagellin-Rezeptor TLRS5 nachgewiesen ist
(TsuitA et al., 2004), finden sich beim Sduger zahlreiche Nachweise (Tabelle 1) fiir die

spezifische Interaktion von Liganden und Rezeptoren (TAKEUCHI UND AKIRA, 2010).

Tabelle 1: Die TLRs der Séuger und ihre Liganden

TLR-Familie TLRs Ligand Referenz ohne
klammer

TLR1 TLR1 diacetylierte Lipopeptide TAKEDA et al., 2002;

(Zellwandbestandteile HASHIMOTO et al.,

Lipoproteine/Lipopeptide,

von grampositiven und TLR2 2006; MITSUZAWA et

-negativen Bakterien) Peptidoglykan al., 2001

TLR3 TLR3 doppelstringige RNA BELL et al., 2006

TLR4 . . LIAUNARDY-JOPEACE
TLR4 Lipopolysaccharide (LPS) AND GAY, 2014

TLRS TLR5M  Flagellin HAYASHI et al., 2001

TLR7 einzelstringige RNA KAWAI UND  AKIRA
TLR8 einzelstrdngige RNA 2007 ’
TLRO9 virale DNA

TLR7 (virale
Nukleinséduren)

TLR11 TLR11 Profilin LAUW et al., 2005
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TLR?2 erkennt Zellwandbestandteile von Bakterien

Der TLR2 ist bei den Sdugern verantwortlich fiir die Erkennung von grampositiven
Bakterien und damit essenziell fiir die erfolgreiche Abwehr einer ganzen Reihe von
Erkrankungen bei Menschen und Tieren (BASTO UND LEITAO, 2014). Es gibt Nachweise
fiir die spezifische Aktivierung des Rezeptors durch Lipoproteine sowie Peptidoglykan
(Tabelle 1). Bei verschieden Fischarten gibt es zumindest Hinweise auf eine &hnliche

Funktion des TLR2 (ZHANG et al., 2014).

Rekonstitution der TLR-Signaltransduktion in HEK293-Zellen

Die groBen strukturellen Ahnlichkeiten der spezifischen TLRs und ihre eindeutige
phylogenetische Einordnung (ZHANG ef al., 2014) lassen zwar auf Funktionsgleichheit
schlieBen, doch gibt es zur Liganden-Rezeptor-Interaktion beim Fisch nur wenige
Untersuchungen. Dagegen zeigen zahlreiche Untersuchungen mit unterschiedlichen
Fischpathogenen und an verschiedenen Fischarten, dass Infektionen die Expression und
Aktivierung von TLR-Faktoren induzieren konnen (PIETRETTI UND WIEGERTIJES, 2014).
Dieses wurde auch bei Sdugern (FULLER et al., 2007; OKABAYASHI et al., 2006;
TSUJIMOTO et al., 2005), Vogeln (CONG et al., 2013) und Invertebraten (DEEPIKA et al.,
2014; WANG et al., 2012) beschrieben. Dieses Phanomen kann allerdings nur als ein
erster Indikator fiir eine Liganden-spezifische Aktivierung eines bestimmten TLRs
bewertet werden (PIETRETTI UND WIEGERTIJES, 2014). Um die Rezeptoren funktional zu
charakterisieren, wird hédufig die HEK293 (human embryonic kidney) -Zelllinie
verwendet.

Die HEK293 eignet sich besonders gut fiir Transfektionen und ist fiir die Untersuchung
rekombinanter Proteine essenziell geworden (BUssow, 2015). Dariiber hinaus
exprimiert die HEK293 weder TLR2 noch TLR4, was sie zum etablierten Modell fiir
funktionale Untersuchungen der Rezeptoren beim Sduger gemacht hat (BRIGHTBILL et
al., 1999; WANG et al., 2006). Mit diesem Rekonstitutionssystem wurden bereits
Lipoproteine und Peptidoglykan als Liganden des Karpfen-TLR2 nachgewiesen
(RIBEIRO et al., 2010).

Durch genaue Kenntnis der Liganden der Sduger-TLRs ist es mittlerweile moglich,
einige Nebenwirkungen bei Impfungen zu erklidren (KAISHO AND AKIRA, 2002).
Dariiber hinaus sind einige Liganden der TLRs durch ihre immunstimulierende

Wirkung bei der Impfstoffentwicklung wirksame Adjuvantien (BASTO UND LEITAO,
8
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2014). In ersten Untersuchungen an Fischlarven resultierte die Applikation von
synthetischen Immunstimulanzien in einer besseren Uberlebensrate und verbessertem

Wachstum der Brut (BRICKNELL AND DALMO, 2005).

1.3 Die Rekrutierung der nachgeschalteten Faktoren der TLR-
Signalkaskade

Nach der Aktivierung eines TLRs erfolgt die Rekrutierung von Adaptermolekiilen an
die TIR-Doméne (ROACH et al., 2013). Der Faktor TICAMI (TIR domain-containing
adapter molecule 1) wird beim Sduger speziell vom TLR3 gebunden und fiihrt
vorzugsweise zur Aktivierung des IFN (Interferon)-B-Promotors und damit zur
Virusabwehr (YAMAMOTO et al., 2002). Bei allen anderen TLRs erfordert die
Aktivierung der Signalkaskade die Rekrutierung des sogenannten Myddosoms (LIN et
al., 2010). Das Myddosom ist ein helikal angeordnetes Oligomer (Abbildung 2), das
sich aus sechs Molekiilen des Adapters MYDS88 (myeloid differentiation primary
response 88), vier Molekiilen des IRAK4 (Interleukin-1 Rezeptor-assoziierte Kinase 4)
-Faktors sowie vier weiteren Molekiilen des IRAK2- beziehungsweise IRAK1-Faktors
zusammensetzt (GAY et al., 2011). Der MYDS88-Faktor verfiigt tiber eine C-terminale
TIR-Domine und geht mit dem TLR eine Doménenbindung ein (AKIRA et al., 2006).
Uber die N-terminale Todesdomiine interagiert MYD88 mit den nachgeordneten IRAK-

Faktoren (DEGUINE UND BARTON, 2014).

Das IRAK4 ist eine Schliisselkinase des angeborenen Immunsystems

Die IRAK-Faktoren sind Serin-Threonin-Protein-Kinasen (FLANNERY UND BOWIE,
2010). Von den vier IRAK-Faktoren ist IRAK4 (LI et al., 2002) als Schliisselkinase ein
Hauptregulator der TLR-Signaltransduktion (RINGWOOD UND LI, 2008). Seine Bindung
an MYDS88 fiihrt zur Autophosphorylierung. Dies ermoglicht durch Konformations-
anderung die Phosphorylierung von IRAK2 oder alternativ IRAK1 (NEUMANN et al.,
2008). Der IRAK2-Faktor wurde bisher in keinem der verdffentlichten Fischgenome
gefunden. Vermutlich kommt er bei den Fischen nicht vor. IRAKI ist im nicht
infizierten Organismus an das regulatorische Protein TOLLIP gebunden und wird
dadurch vor Autophosphorylierung geschiitzt (ZHANG UND GHOSH, 2002). Durch die
Rekrutierung von IRAKI1 wird TOLLIP ubiquitiniert und dissoziiert aus dem

9
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Rezeptorkomplex (BURNS et al., 2000). TRAF6 dient als Ubertréiger des Signals vom
Membrankomplex hin zu den cytosolischen Faktoren der TLR-Signalkaskade. Der
Faktor bildet mit dem phosphorylierten IRAK1 einen Komplex und dissoziiert von der
Membran (JANSSENS UND BEYAERT, 2003). Uber eine Reihe von nachgeschalteten
Faktoren wird der NF-kB-Transkriptionsfaktor aktiviert. Dieser ist ein Hauptregulator

der Immunantwort (HUXFORD UND GHOSH, 2009; KAWAI UND AKIRA, 2010).

1.4 Die Rolle der Zytokine

Nach seiner Aktivierung wandert der NF-xB-Transkriptionsfaktor in den Nucleus,
bindet an die Promotoren einer Vielzahl immunrelevanter Gene (KARIN UND LIN, 2002)
und induziert die Expression von Zytokinen, wie Interleukinen, Tumornekrosefaktoren
und Wachstumsfaktoren (VALLABHAPURAPU UND KARIN, 2009).

Zytokine sind eine diverse Gruppe von Proteinen, die schon bei den basalen
Invertebraten wichtige Funktionen bei unterschiedlichen Immunprozessen ausiiben
(BUCHMANN, 2014). Interleukin-1p (IL1B; PLEGUEZUELOS et al., 2000; SECOMBES et
al., 1999), Tumornekrosefaktor-a. (TNF; LAING et al., 2001), die Interleukine-8 (ILS;
LAING et al., 2002; REBL et al., 2014) und -10 (IL10; INOUE et al., 2005) und der
transforming growth factor 3 1 (TGFBI1; HARDIE et al., 1998) der Regenbogenforelle
wurden bereits beschrieben und funktional charakterisiert.

IL1B aktiviert die Akute-Phase-Reaktion (MARCH et al., 1985) und induziert Fieber
(KAMPSCHMIDT, 1984). Der multifunktionale Tumornekrosefaktor leitet die
Makrophagendifferenzierung ein (HEHLGANS UND PFEFFER, 2005) und aktiviert die
Phagozytose (MURRAY et al., 2005). Dartiber hinaus ist TNF eine wichtige Schnittstelle
des angeborenen Immunsystems mit dem Apoptose-System (CABAL-HIERRO UND LAZO,
2012). Der Botenstoff IL8 initiiert die chemotaktische Rekrutierung von Neutrophilen
Granulozyten und fordert ihre Migration vom peripheren Blut in die infizierten Gewebe
(BAGGIOLINT et al., 1989). Das Zytokin IL10 hat beim Menschen eine Vielzahl
regulatorischer Funktionen und wird von diversen Blutzellen exprimiert (INOUE et al.,
2005). Es wirkt hauptsdchlich immunsuppressiv. Beispielsweise hemmt es die
Zytokinsynthese verschiedener Immunzellen (CONTI et al., 2003). TGFB1 ist ebenfalls
ein regulatorisches Zytokin und bei Siugern fiir die Uberwachung der Zellproliferation

und -differenzierung von vielen Zelltypen verantwortlich (SPORN et al., 1986).

10
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1.5 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen eines DFG-geforderten Projektes
(Projektnummer SE 326/16-1) angefertigt und charakterisiert Schliisselfaktoren des
angeborenen Immunsystems der Salmoniden sowie deren Regulation im Verlauf einer
Infektion mit dem Fischpathogen Aeromonas salmonicida. Die vergleichenden
immunologischen Untersuchungen sollen einen Beitrag zur Aufklarung der Pathogen-
abhingigen Aktivierung von Faktoren des TLR-vermittelten Signalweges bei

Salmoniden leisten. Die drei Hauptziele dieser Dissertation sind daher:

1. Strukturelle und funktionale Charakterisierung des TLR2 der Regenbogenforelle

Die TLR2-kodierende DNA-Sequenz soll isoliert, sequenziert und funktional
charakterisiert werden. Durch Strukturvergleiche auf DNA-, c¢DNA- und
Aminosdureebene sowie durch phylogenetische Analysen soll die Evolution des
Rezeptors betrachtet werden. Mit Hilfe von Expressionsklonierung und
Reportergenanalysen in der HEK293-Modelzelllinie sollen die Pathogen-spezifischen
Liganden des Forellen-TLR2 in vitro ermittelt werden. Die Regulation des Faktors soll

in vivo im Infektionsmodell untersucht werden.

2. Strukturelle und  funktionale  Charakterisierung des IRAK4 in

Regenbogenforelle, Ostseeschnidpel und Atlantischem Lachs

Die Schliisselkinase der TLR-Signalkaskade soll analog zum TLR2 strukturell und
funktional charakterisiert werden. Durch in vitro und in vivo Ansdtze soll geklart,

werden ob das IRAK4 bei Sduger und Fisch Funktions-homolog ist.

3. Ermittlung von Schliisselfaktoren bei der Abwehr von gramnegativen Bakterien

Mit Hilfe eines etablierten bakteriellen Infektionsmodelles (4. salmonicida Infektion)
soll die Regulation einer ganzen Reihe von TLRs, nachgeschalteter Faktoren der TLR-
Signalkaskade sowie diagnostischer Zytokine auf der mRNA-Ebene analysiert werden.
Die infektionsabhingige Modulation der Expression dieser Faktoren verspricht
Hinweise auf die Evolution der Pathogenerkennung zu geben. Die Ermittlung von
Schliisselfaktoren des angeborenen Immunsystems der Salmoniden konnte als

Basisinformation fiir die Entwicklung von Praxis-tauglichen Biomarkern dienen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Fiir die genetischen Untersuchungen wurden adulte Regenbogenforellen (Oncorhynchus
mykiss; Selektionslinie ,,steelhead”; Troutlodge, Tacoma, USA), Ostseeschnépel
(Coregonus maraena) und Atlantischer Lachs (Salmo salar) von lokalen
Aquakulturanlagen (Landesforschungsanstalt fiir Landwirtschaft und Fischerei, Born;
Teichwirtschaft Frauenmark; Forellen- und Lachszucht Ermisch; Neustadt in Sachsen)
bezogen. Die Firma Zyagen lieferte die Lachs-DNA (Salmon Genomic DNA;
Katalognr.: GFS-190F/GFS-190M).

2.1.2 Enzyme, Chemikalien, Reagenziensatze, Oligonukleotide

Tabelle 2: Verzeichnis der verwendeten Enzyme

Enzym Hersteller

DNase I (10 ul DNase, 70 ul RDD-Puffer) QIAGEN, Hilden, D

Expand Long Template Enzyme Mix Roche, Basel, CH

FastStart Tag DNA Polymerase Roche, Basel, CH

OneTaq® DNA Polymerase New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Proteinase K MERCK, Darmstadt, D

RNase A Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

RNase T1 Roche, Basel, CH

SuperScript II Reverse Transkriptase Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Trypsin Biochrom, Berlin, D

T4 DNA-Ligase Promega, Madison, WI, USA

Restriktionsendonukleasen:

BamHl, Bglll, EcoRl, Hindlll, Kpnl,

Spel, Xbal Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Dral, EcoRV, Pvul, Stul Clontech, Mountain View, Ca, USA

Die in der Arbeit verwendeten Chemikalien, Reagenziensdtze, Oligonukleotide sowie
die verwendeten Gerite und Gebrauchsmaterialien finden sich in tabellarischer Form im

Anhang 2.
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2.1.3 Infektionsversuch

Fir den Infektionsversuch wurden adulte steelhead-Forellen bei 15 °C in 300-Liter-
Tanks einer Teilkreislaufanlage (Rezirkulation des mechanisch gereinigten und mit
Sauerstoff angereicherten Wassers) gehalten. Die Wasserqualitdt wurde tiglich gepriift;
die Licht-/Dunkelperiode betrug jeweils 12 h und die Fische wurden mit kommerziellen
Trockenpellets gefiittert.

Die  kryokonservierten  gramnegativen  A.salmonicida  subsp.  salmonicida
(Wildtypstamm JF 2267) wurden von der Firma Microbank, PRO-LAB Diagnostics
(Cheshire, UK) geliefert. Nach einer Vorinkubation (15 °C, 98 h) auf CASO (Casein-
peptone Soymeal-peptone)-Schrigagar wurden die Bakterien in einer Fliissigkultur in
LB (lysogeny broth)-Medium fiir weitere 48 h vermehrt. Die Reinheit der
Bakterienkultur wurde mit Gramfarbung und Betrachtung der Zellmorphologie
validiert. Die Bakteriensuspension wurde mit 4300 U/min zentrifugiert (4 °C, 10 min),
das Pellet in steriler NaCl-Losung (0,9 %) gewaschen. Es wurden 1x10® Bakterien / ml
resuspendiert. Der Titer wurde durch das Auszdhlen von koloniebildenden Einheiten
(KBE) nach Inkubation auf CASO-Agar Platten validiert.

Wir injizierten letale Dosen um eine in allen Fischen mdglichst einheitliche
physiologische Reaktion hervorzurufen. Eine Gruppe von Fischen (n = 30) wurde durch
intraperitoneale Injektion mit 1x107 Bakterien / ml, gelost in 200 ul PBS (Phosphate
buffered saline), infiziert. Einer Kontrollgruppe wurden nur PBS verabreicht. Aus
beiden Gruppen wurde zu den Zeitpunkten 0, 6, 12, 24, 48 und 72 h pl (post Infektion)
jeweils fiinf Fische beprobt.

Die intraperitoneale Injektion und die Anésthesierung der Forellen mit Phenoxyethanol
vor der Probennahme wurden in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz
(§ 4(3) TierSchG) durchgefiihrt. Der Tierversuch (LALLF: M-V/TSD/7221.3-2.5-
008/10) wurde ordnungsgemél beantragt und bewilligt.

Die entnommenen Gewebeproben (Milz, Kopfniere, Leber und Thymus) wurden

schockgefroren und in Fliissigstickstoff gelagert.
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2.2 Praparation und Analyse von Nukleinsiuren

2.2.1 Isolation von RNA aus Geweben

Fiir die Isolation von RNA sollten ausschlieBlich RNase-freie Gebrauchsmaterialen und
Chemikalien verwendet werden. Die Entfernung der RNasen am Arbeitsplatz erfolgte
mit RNase-ExitusPlus™. Das QIAzol Lysis Reagent gewéhrleistet eine saubere RNA-
Isolation. Der Phenolanteil dient der Abtrennung von DNA und Proteinen. Das in dem
Reagenz enthaltene Guanidin-isothiocynat denaturiert die in den Geweben enthaltenen
RNasen. Von den in Flissigstickstoff gelagerten Geweben wurden etwa 100 mg,
ebenfalls unter Fliissigstickstoff, mit dem Mdrser fein zerrieben, in 900 ul QIAzol Lysis
Reagent aufgenommen und mit dem Ultra-Turrax®T25 basic homogenisiert. Nach einer
Ruhezeit von 5 min setzten wir 100 pl der gDNA Eliminator solution zur Féllung der
DNA hinzu und vortexten 15 sek. Das Homogenat wurde nach 3 min Inkubation bei
Raumtemperatur zentrifugiert (15 min, 12000 g, 4 °C). Die obere wissrige Phase wurde
abgenommen, in ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt und mit 600 pul 70 % Ethanol
versetzt. Die mit der Pipette gemischte Losung wurde zur Hilfte auf die im Kit
mitgelieferten RNeasy Mini spin column (Sdule im 2ml Reaktionsgefd3) gegeben und
zentrifugiert (15 sek, 8000 g, RT). Der Vorgang wurde mit der zweiten Hilfte der
Losung wiederholt. Der Durchfluss wurde verworfen. Die an den Filter gebundene
RNA wurde in diversen Waschschritten (Tabelle 3) mit den im Kit enthaltenen Puffern

aufgereinigt.

Tabelle 3: Aufreinigungsschritte der RNA-Préparation

Schritt Zugabe von: Ablauf

1 700 pl Puffer RWT  zentrifugieren (15 sek, 8000 g, RT); Durchfluss verwerfen
2 500 pl Puffer RPT zentrifugieren (15 sek, 8000 g, RT); Durchfluss verwerfen
3 500 pl Puffer RPT zentrifugieren (2 min, 8000 g, RT); Durchfluss verwerfen
4 Sdule in ein 1,5 pl Reaktionsgefdl stellen

5 30-50 ul DEPC-H,O  zentrifugieren (1 min, 8000 g, RT)

6 Ldsung erneut in die Séule geben

7 zentrifugieren (1 min, 8000 g, RT)

Nach der Konzentrationsbestimmung der aufgereinigten RNA wurde zur

Qualitédtsabsicherung eine Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt.
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2.2.2 Isolation von DNA aus Geweben

Fiir die Praparation der DNA wurden zunéchst 250 mg Gewebe unter Fliissigstickstoff
gemorsert und in 3 ml Proteinase K- Reaktionspuffer aufgenommen. Die Serinprotease
wirkt als Exo- und Endopeptidase und zersetzt Proteine zu aromatischen, hydrophoben
und aliphatischen Aminosduren. Nach Inkubation {iber Nacht (56 °C) folgte eine
Phenol-Chloroform-Extraktion (Tabelle 4) zur Beseitigung der Proteinreste. Die DNA
wurde darauf mit Isopropanol und Natriumacetat gefillt. Nach zweimaligem Waschen
mit 70 % Ethanol wurde das Pellet H2Opidest gelost und etwa auf eine Konzentration
Ipng/ul eingestellt. Die Konzentration und die Reinheit der DNA (Quotient aus
0D260 / 280) wurde mit dem Spektrophotometer NanoDrop®ND-1000 bestimmt.

Tabelle 4: Phenol-Chloroform-Extraktion der DNA

Schritt Zugabe von: Ablauf
DNA in 500 ul HO
1 500 pl Phenol zentrifugieren (10 min, 14000 rpm), wéssrige Phase abnehmen
2 500 pl PCI zentrifugieren (10 min, 14000 rpm), wéssrige Phase abnehmen
3 500 pl CI zentrifugieren (10 min, 14000 rpm), wéssrige Phase abnehmen
4 50 pl Natriumacetat
(PH 6,3)
5 500 pl Isopropanol zentrifugieren (10 min, 14000 rpm), Pellet dekantieren
6 500 pl 70 % Ethanol zentrifugieren (10 min, 14000 rpm), Pellet dekantieren
7 500 pul 70 % Ethanol zentrifugieren (10 min, 14000 rpm), Pellet trocknen
8 ad H,0
2.2.3 Primerdesign

Primer sind Oligonukleotide, die als Ansatzpunkte fiir Polymerasen oder Reverse
Transkriptase dienen. Sie sind somit eine Grundvoraussetzung fiir die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR). Entscheidend fiir die Auswahl der Nukleotidsequenz ist ihre
Bindungsspezifitit sowie -stabilitdt mit der DNA-Matrize. Das Design erfolgte durch
die Verwendung der Pyrosequencing Assay Design software v.1.0.6 (Biotage, Uppsala,
Sweden). Die Voreinstellungen des Programms wurden so gewdihlt, dass nur Primer
generiert wurden, die {iber 20 bis 25 Basen verfiigten und einen GC-Gehalt zwischen 40
und maximal 60 % hatten. Weiterhin wurden die Primer so gewihlt, dass ihre
Schmelztemperatur einheitlich zwischen 64 und 66 °C lagen und unter den letzten fiinf
Basen am 3’-Ende moglichst G- oder C-Nukleotide liberwogen. Diese sogenannte GC-

Klammer verbessert die Bindungsstabilitét der Oligonukleotide.
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Wenn keine Sequenzinformationen fiir das zu isolierende DNA-, oder cDNA-Fragment
der Zielspezies vorliegen, bietet das Ableiten von degenerierten Primern eine
Moglichkeit das entsprechende Fragment zu erhalten. Beim Ableiten von degenerierten
Primern werden die entsprechenden Sequenzen anderer Spezies miteinander verglichen
und Sequenzunterschiede ermittelt. Darauf wird ein Primergemisch synthetisiert, das an
den betreffenden Positionen zwei, drei oder vier verschiedene Basen aufweist. Um die
Vieldeutigkeiten in den Sequenzen darzustellen wurde der Ambiguity Code vom
Nomenklaturkomitee der International Union of Biochemistry and Molecular Biology
genutzt. Der Buchstabe Y steht fiir die Pyrimidine Cytosin und Thymin, K steht fiir
Ketogruppe (Guanin und Thymin), S (Strong) steht fiir Basen mit 3 H-Briicken (Guanin
und Cytosin), M steht fiir Aminogruppe (Adenin und Cytosin) und R steht Purine
Adenin und Guanin).

Fiir die Ableitung der Primer, die insbesondere in der Expressionsklonierung verwendet
wurden, war es notig auch Primer an den 3'- bzw. 5-Enden abzuleiten. In diesem
Zusammenhang wurden die Basen abgezdhlt und die Schmelztemperatur durch die

»Wallace-Regel“ [T, =2°C-(4+T)+4°C(G + C) ] berechnet.

2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Amplifizierung gering konzentrierter
cDNAs und spezifischer Genabschnitte. Sie fand Verwendung bei der Isolation
unbekannter DNA-Sequenzen (Genome Walking, RACE) sowie von DNA-Fragmenten
fiir die Klonierungsexperimente. Die PCR wurde weiterhin fiir die Quantifizierung von
cDNA-Kopien (RT-qPCR) genutzt.

Das Grundprinzip der PCR, bestehend aus Denaturierung der DNA, Primer-Annealing
und Elongation, fiihrt innerhalb eines Zyklus zur Verdopplung des DNA-Stranges. Die
Kopienzahl der Zielsequenz steigt im Verlauf der Zyklenwiederholung exponentiell an.
Im Verlaufe der Arbeit fanden verschiedene Polymerasen Verwendung. Die

Reaktionsmischungen wurden nach den Protokollen der Reagenziensitze hergestellt.
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2.2.4.1 Standard-PCR

Fiir die Amplifikation von DNA-Fragmenten mit einer Langer unter 1,5 kb verwendeten
wir die Fast start Tag DNA Polymerase oder die One Taq Hot start. Die PCR-Ansétze

wurden wie in Tabelle 5 pipettiert.

Tabelle 5: Pipettierschema fiir eine Standard-PCR

Reagenz (Fast start Taq) Einsatz Reagenz (One Taq) Einsatz
PCR-Puffer 2,5 ul (10 x)

dNTPs 1 pl (5§ mM)

g‘gﬁ’;’gfyﬁ’gf " 0,0l (5U/pul)  One Tag Mix 12,5 ul
forward-Primer 1 pul (25 pmol / pl) 1 ul (25 pmol / pl)
reverse-Primer 1 pul (25 pmol / pl) 1l (25pmol / ul)
Probe DNA / cDNA 100 ng /250 ng 100 ng /250 ng
Hzobidest ad 25 ul ad 25 ul

Die PCR erfolgte unmittelbar nach Uberfiihrung der fertigen PCR-Ansitze in einen
Thermocycler T3000 der Firma Biometra. Die PCR erfolgte nach folgendem Programm:

Tabelle 6: Standard-PCR-Programm
Temperatur [°C] Zeit Zyklen

Initiale Denaturierung 94 5 min -
Denaturierung 94 30s
Primer-Annealing 60 30s 30
Elongation 72 Imin / kb
Abschlieflende Elongation 72 5 min -

2.2.4.2 Long-Template-PCR

Fiir die Amplifikation von DNA-Fragmenten mit Langen tiber 1,5 kb verwendeten wir
den Expand Long Template Enzyme Mix. Die PCR-Ansétze wurden wie in Tabelle 7
pipettiert.

Tabelle 7: Pipettierschema fiir eine Long-Template-PCR

Reagenz Einsatz

Puffer 1/2/3 5ul(10x)

dNTPs 7 ul (35 uM)
Expand Long Template Enzyme Mix 0,75 pl (5 U/ ul)
forward-Primer 1 pul (25 pmol / pl)
reverse-Primer 1 pul (25 pmol / pl)
Probe DNA / cDNA 100 ng / 250 ng
HOvidest ad 50 pl

Die Long Template PCR erfolgte wie in Tabelle 8 beschrieben. Es wurden keine
Fragmente groBer als 3 kb amplifiziert.
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Tabelle 8: Long-Template-PCR-Programm

Temperatur [°C] Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94 7 min -
Denaturierung 94 1 min
Primer-Annealing 60 30s 30
Elongation 72 1 min / kb
Abschlieiende Elongation 72 10 min -

Folglich waren keine Optimierungen, wie beispielsweise das Herabsetzen der
Elongationstemperatur, notig. Die Denaturierungszeiten wurden im Vergleich zur

Standard-PCR erhoht.

2.2.4.3 Touch-down-PCR

Bei RACE-Experimenten oder bei der Verwendung degenerierter Primer ist es in der
Regel erforderlich die Spezifitdt der PCR zu erhohen. Die Touch-down-PCR ist eine
PCR-Variante, die dies gewihrleistet. Im ersten Teil dieser PCR-Variante wird die
Annealing-Temperatur im Laufe von 10 Zyklen um je 1°C gesenkt. Die
Ausgangstemperatur ist deutlich hoher als der berechnete Schmelzpunkt der Primer.
Durch das ,,Herantasten* an die optimale Annealing-Temperatur binden die Primer mit
der hochsten Sequenziibereinstimmung vorzugsweise an die Zielmatrize. An die
initialen Zyklen schlieft eine Standard-PCR direkt an, in der das voramplifizierte PCR-
Fragment weiter verstirkt wird. Die PCR-Ansdtze wurden analog zur Standard-PCR
pipettiert (Tabelle 9). Die Touch-down-PCR wurde nach folgenden Parametern

programmiert:

Tabelle 9: Touch-down-PCR-Programm
Temperatur [°C] Zeit Zyklen

Initiale Denaturierung 94 5 min -
Denaturierung 94 30s
Primer-Annealing 68! 30s 11
Elongation 72 1 min/ kb
Denaturierung 94 30s
Primer-Annealing 60 30s 29
Elongation 72 1 min/ kb
Abschlielende Elongation 72 10 min -

'(-1 °C je Zyklus)
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2.2.4.4 Reverse-Transkription-PCR (RT-PCR)

Um Informationen {iber die mRNA (Sequenz oder Kopienzahl) zu erhalten, muss diese
zundchst in cDNA umgeschrieben werden. Die fiir die PCR genutzten Polymerasen sind
DNA-spezifisch und demnach nicht in der Lage, RNA zu amplifizieren. Das
Umschreiben der RNA kann durch Reverse Transkriptasen gewéhrleistet werden. Diese
Enzyme konnen einen RNA-DNA-Hybridstrang synthetisieren und in einem zweiten
Schritt den RNA-Anteil abbauen. Fiir die RT-PCR wurde die SuperScript 11 Reverse
Transkriptase verwendet. Als Primer dient eine zum Poly (A)-Schwanz der mRNA
komplementdre Oligo-Desoxythymidylat-Folge (Oligo-[dT]). Fiir die Messung der
mRNA-Kopienzahlen wurden neben dem Oligo-[dT]-Primer Gen-spezifische, reverse
Primer fir die cDNA-Gewinnung verwendet. Fiir die Herstellung von cDNA fiir
Sequenzierungen wurden 5 pg Gesamt-RNA eingesetzt und fiir die quantitativen

Analysen jeweils 1,5 pg Gesamt-RNA.

Tabelle 10: Pipettierschema fiir eine RT-PCR
Schritt Zugabe von: Ablauf
1 ul ANTP (5 mM)
1 pl Oligo-[dT] (25 pmol / pl)
(0,5 pl genspez. Primer) (12,5 pmol / pul)
1,5/5 ug RNA
ad 10 pl Denaturierung der RNA-Sekundérstruktur:
DEPC-H,O Inkubation (5 min, 65 °C)
4 ul First strand Buffer (5 x)
2 ul DTT (0,1 M)
1 pl SuperScript 11 (200 U) Inkubation (50 min, 42 °C),
Reverse Transcriptase Enzyminaktivierung (15 min, 70 °C)

WD AW

~N

2.2.4.5 3’-Rapid Amplification of cDNA Ends (3'-RACE)

Um das 3’-Ende von cDNAs zu ermitteln, wurde das GeneRacer Core Kit verwendet.
Im Gegensatz zur herkdmmlichen cDNA-Synthese verfiigt hier der Oligo-[dT]20 Primer
iiber eine 36bp lange Verldngerung, die in der anschlieBenden PCR als Primermatrize
fiir die unspezifischen 3'-RACE Primer dient. Das Prinzip des Umschreibevorgangs
von RNA in cDNA wird in Abbildung 3 beschrieben. In einer ersten PCR wird nach der
cDNA-Synthese, neben dem 3’-Primer, nur ein Gen-spezifischer Primer verwendet. Fiir
die Erhohung der Spezifitit empfiehlt sich eine sogenannte ,,nested“-PCR
(geschachtelte PCR), bei der neben einem zweiten Gen-spezifischen Primer der 3'n-

Primer verwendet wird. Beide Primer sollten an das erste Amplifikat binden.
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Abbildung 3: Prinzip der 3’-Rapid Amplification of cDNA Ends
A) Reverse Transkription mit Annealing des Oligo-[dT]»o Primer; B) Abbau der DNA; C) PCR mit Gen-
spezifischen und 3°- bzw. 3 n-Primer

2.2.4.6 5'-Rapid Amplification of cDNA Ends (5'-RACE)

Fiir die Ermittlung der 5'-Enden von cDNAs fand ebenfalls das GeneRacer Core Kit

Verwendung.

N defekte/nicht RNA
(AL

A \PJ —

‘

CIP

|
(e)ir)r)e) [AL
\
| e |

" RNA-Oligon
(r) [AL

T4-RNA-Ligase

Abbildung 4: Prinzip der 5'-Rapid Amplification of cDNA Ends

A) Dephosphorylierung der nicht-RNA bzw. der RNA ohne Kappenstruktur durch CIP (Calf Intestine
Phosphatase); B) Entfernung der Kappenstruktur intakter RNA (Phosphatgruppe wird fiir die T4-RNA-
Ligase zuginglich gemacht) durch Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP); C) Ligation des RNA-
Oligonukleotids mit der T4-RNA-Ligase

c

Beim 5'-RACE wird das 5'-Ende der RNA mit einem RNA-Oligonukleotid, einem
kiinstlichen Motiv, ligiert. Das Oligonukleotid wird nach der RT-PCR als
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Primermatrize genutzt. Die Behandlung der RNA vor der reversen Transkription wird
in Abbildung 4 beschrieben.
Die Durchfiihrung des RACE-Experiments (Tabelle 11) wurde gemil3 den Angaben des

Herstellers durchgefiihrt:

Tabelle 11: Durchfiihrung des 5'-RACE-Experiments

Schritt

Zugabe von:

Ablauf

1

250 ng RNA

1 ul CIP-Puffer (10 x)

1 ul RNaseOut (40 U / ul)
1 ul CIP (10 U/ pul)

ad 10 ul DEPC- H,O

Inkubation (1 h, 50 °C)

90 ul DEPC- H,O
90 ul Phenol-Chloroform

Vortexen (30 sek),
Zentrifugation (5 min, 14000 rpm),
Uberstand umpipettieren

2 wl Mussel glycogen
10 pl Natriumacetat (3 M)
220 pl Ethanol (95 %)

500 pl Ethanol (70 %)

Mischen

kurz Vortexen,

Herunterkiihlen (15 min, -80 °C),
Zentrifugation (20 min, 14000 rpm, 4 °C),
Uberstand verwerfen

Mischen,

Zentrifugation (20 min, 14000 rpm, 4 °C),
Uberstand verwerfen

Pellet trocknen

7 ul DEPC- H,O

1 ul TAP-Puffer (10 x)

1 pul RNaseOut (40 U / ul)
1 ul TAP (0,5 U/ ul)

Inkubation (1 h, 50 °C)

Wiederholung Schritt 2 und 3

0,25 ng lyophilisierte
Gene Racer - Oligos

Mischen (Pipette), anzentrifugieren
Inkubation (5 min, 65 °C)
auf Eis ruhen lassen (2 min)

1 pul Ligase-Puffer (10 x)
1 ul RNaseOut (40 U / ul)
1 ul ATP (10 mM)

1 ul T4 RNA-Ligase (5 U / pul)

Inkubation (1 h, 37 °C)

Wiederholung Schritt 2 und 3

cDNA-Synthese mit Gen spezifischen Primern

Anschliefend an die RNA-Aufbereitung konnte das 5’-Ende unter Verwendung von

Gen-spezifischen antisense Primern sowie den im Kit mitgelieferten 5°- und 5 n-Primer

mittels ,,nested“-PCR aus der Gen-spezifisch umgeschriebenen cDNA isoliert werden.

2.2.4.7 Real-Time-quantitative-PCR (RT-qPCR)

Die Real-Time-quantitative PCR ist eine sehr sensitive Methode, um die physiologische

Aktivitdt von Zellen oder eines Gewebes zu beschreiben. Mit ihrer Hilfe ist es moglich,
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die Anzahl von Transkripten zu quantifizieren. Das LightCycler 96 System kombiniert
die Amplifikation von Oligonukleotiden mit fluorometrischen Messungen. Als
Fluoreszenzmarker diente SYBR Green aus dem SensiFAST SYBR No-ROX Kit.
Dieser Marker interkaliert wihrend der PCR innerhalb jedes Zyklus in neu
synthetisierte doppelstringige DNA. Der DNA-Fluoreszenzmarker-Komplex absorbiert
blaues Licht (A =494 nm) und emittiert griines Licht (A =521 nm). Mit jedem PCR-
Zyklus steigt die Kopienzahl und somit die Fluoreszenz. Nach dem Erreichen eines
spezifischen Schwellenwertes (Ct-Wert) wachsen Kopienzahl und Fluoreszenz
proportional an und sind ab diesem Zeitpunkt messbar. Eine Schmelzpunktanalyse
erlaubt Riickschliisse auf die Reinheit der Probe und die Spezifitit der gewéhlten
Primer.

Um die Vergleichbarkeit der RNA-Proben untereinander zu gewihrleisten, wurde in der
reversen Transkription stets eine Konzentration von 1,5 ng Gesamt-RNA eingesetzt.
Fiir eine Lightcycler-Messung wurden jeweils 5 % der umgeschrieben RNA eingesetzt
(Tabelle 12). Die cDNAs wurden nach der Herstellung eines Mastermix auf eine klare
LightCycler®480 Multiwell Plate 96 pipettiert und mit LightCycler®480 Sealing Foil
luftdicht verschlossen.

Tabelle 12: Pipettierschema fiir die RT-qPCR
Reagenz Einsatz
H>Ovidest 0,6 ul
SYBR® Green [ Mastermix (2x) 6 pul
forward-Primer (25 pmol / ul) 0,2 ul
reverse-Primer (25 pmol / pl) 0,2 ul

Die RT-qPCR wurde nach folgenden Parametern programmiert:

Tabelle 13: RT-qPCR- Programm
Temperatur [°C]  Zeit  Zyklen

Initiale Denaturierung 95 10 min -
Denaturierung 95 15s
Primer-Annealing 60 10s
40
Elongation 72 20s
1
Messung der Fluoreszenz 75 38
Erfassung der Schmelzkurve 65 - 95 15s
Reaktionsabbruch 37 30s

! Alle fiir die quantitativen Analysen abgeleiteten Primer amplifizieren Fragmente mit einer
Schmelztemperatur um die 75 °C )
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Die im Lightcycler getesteten Fragmente wurden einkloniert und durch Sequenzierung
tiberpriift. Eine Verdiinnungsreihe der klonierten Fragmente wurde fiir die Ermittlung
einer Standardkurve verwendet. Weiterhin wurde eine 1x10°- Kopien beinhaltende

Verdiinnung in jeder Messreihe mitgefiihrt.

2.2.5 Isolation von genomischen Sequenzen mit Hilfe der Genome Walker
Methode

Die Genome Walker™-Methode erméglicht die Isolation von DNA-Sequenzen
stromaufwirts, wie auch stromabwarts, von bekannten DNA-Abschnitten. Im ersten
Schritt wird DNA mit den selten schneidenden Restriktionsenzymen EcoRV, Dral,
Pvul, Stul verdaut. Die Restriktionsenzyme schneiden blunt-end, was eine stumpfe
Ligation mit dem Genome Walker'™-Adapter-Oligonukleotid ermdglicht.

Der Adapter dient als Matrix fiir zwei Primer, die in einer nested-PCR verwendet
werden konnen. Der Adapter ligiert in 3’- und in 5'-Richtung an die DNA-Fragmente,

so dass auch DNA-Sequenzen in beide Richtungen isoliert werden konnen.

A DNA-Verdau B Ligation des

U U GGCTGGT. ..:'TC _— GI\'I'3 LACCAGCC

EcoRV Dral Pvul Stul

' C ,nested“-PCR

5 3
GAT...ATC —— GAT...ATC universale
5 3 sense-Primer
TIT...AAA TTT...AAA =)
5 3 GGGTGGT...ATC GAT. AGCAGCE
CGA..TCG —— CGA..TCG 4=<_=

genspezifische
antisense-Primer

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Genome Walker™-Methode

A Fiir jedes Restriktionsenzym wird ein Ansatz hergestellt; B Die durch Restriktion erhaltenen DNA-
Fragmente werden in der Ligation mit dem Genome Walker™-Adapter ligiert; C Zur Erhohung der
Spezifitat wird eine nested-PCR durchgefiihrt. Dargestellt ist die Isolierung eines DNA-Abschnittes in 5'-
Richtung.
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Die Genome Walker™-Methode wurde, wie in Tabelle 14 beschrieben, durchgefiihrt.

Tabelle 14: Ablauf der Genome Walker™-Methode

Schritt Zugabe von: Ablauf

12,5 ul genomische DNA (0,1 pg/ ul)

4 pl Restriktionsenzym je Ansatz (10 U / ul)
5 ul Restriktionspuffer (10 x)

28,5 jJ,l H>Ogest

Inkubation (37 °C, liber Nacht)

2 Phenol-Chloroform-Extraktion
3 Ethanol-Natriumacetat-Féllung
4 10 pl HoOvigest Losen des Pellets

4 pl verdaute, aufgereinigte DNA
1,9 pul Genome Walker™-Adapter (25 puM)  Inkubation (16 °C, iiber Nacht);

> 1,6 pl Ligase-Puffer (5 x) Reaktionstop (70 °C, 5 min)
0,5 pul T4-DNA-Ligase (6 U / ul)

6 72 ul TE-Puffer Auffiillen der Ligationsansétze

7 nested-PCR

2.2.6 Auftrennung von Nukleinsiuren durch horizontale Agarose-
Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient der Liangenbestimmung von Nukleotid-Fragmenten. Zu
diesem Zweck wurden diese auf ein Agarosegel (Laufmatrix) gegeben und in einem
elektrischen Feld aufgetrennt. Nukleinsduren sind auf Grund des deprotonierten
Phosphatrestes im Molekiil bei neutralem pH-Wert negativ geladen und wandern im
Verlauf der Gelelektrophorese zur Anode. Die fiir die Laufmatrix verwendete
polymerisierte Agarose bildet ein engmaschiges Netz, welches die Wanderung von
Nukleotid-Fragmenten je nach Lédnge in unterschiedlicher Intensitit hemmt. Die
Mobilitdt der Molekiile im Gel verhilt sich umgekehrt proportional zum Logarithmus
threr GroBe. Ein mitgefiihrter Langenstandard diente der Fragmentldngenbestimmung.

Zur Visualisierung der Fragmente wird der Fluoreszenzmarker Ethidiumbromid der
Laufmatrix beigemischt. Dieser interkaliert wihrend der Elektrophorese in die grof3e
Grube der DNA-Helix und emittiert bei UV-Anregung langwelliges orangefarbenes
Licht. Mit Hilfe eines UV-Transilluminators und einer angeschlossenen Kamera kénnen

die aufgetrennten Nukleotid-Fragmente dann fotografisch dokumentiert werden.

Tabelle 15: Herstellung des Formaldehyd-Agarosegels (120ml)

Schritt Zugabe von: Ablauf

1 1,44 g Agarose

2 86,54 ml DEPC-H,O vor der Zugabe von FA und MOPS aufkochen
3 10,73 ml Formaldehyd (37 %)

4 6 ml MOPS (10 x) Gel gielen
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Fiir den Nachweis von RNA wurden denaturierende Formaldehyd-Agarosegele (Tabelle
15) verwendet. Zur Auflosung der RNA-Sekundérstruktur wurde den RNA-Proben
Formaldehyd und Formamid zugesetzt (Tabelle 16).

Tabelle 16: Behandlung der RNA-Proben

Schritt Zugabe von: Ablauf

1 1 ug RNA

10 pl Formamid

3,5 pl Formaldehyd (37 %)

1 ul MOPS (10 x)

2 ul RNA-Ladepuffer (10 x)

0,1 pl Ethidiumbromid Inkubation (5 min, 65 °C)

AN AW

2.2.7 Aufreinigung von PCR-Produkten

Fiir die Aufreinigung (Entfernung von iiberschiissigen Oligonukleotiden, dNTPs und
Salzen) von PCR-Produkten fiir anschlieBende PCRs, Klonierung oder Sequenzierung
wurde das High Pure PCR Product Purification Kit der Firma Roche verwendet.

Das PCR-Produkt wurde mit 100 pl Bindepuffer gemischt und auf eine Saule mit
Fiberglasfleece gegeben. Zum Auffangen des Durchflusses wurde die Séule in ein 2 ml-
Reaktionsgefal gestellt. Nach einem kurzen Zentrifugieren (20 s, 1400 rpm) folgten
zwei Waschschritte. Im ersten Schritt wurden 500 pl Waschpuffer auf die Séule
gegeben und erneut zentrifugiert (20s, 1400 rpm). Bindepuffer und Waschpuffer
wurden verworfen. Fiir den zweiten Waschschritt wurden 200 pul Waschpuffer auf die
Saule gegeben und es wurde eine Minute bei gleicher Drehzahl zentrifugiert. Das PCR-
Produkt wurde mit H2Opidest und durch zentrifugieren (1 min, 14000 rpm) aus dem

Fleece eliminiert.

2.2.8 Klonierung

Das Klonieren bietet die Mdglichkeit, liber PCR gewonnene DNA-Fragmente in gro3er
Anzahl zu vervielfdltigen und zu lagern. Sie besteht im Wesentlichen aus den drei
Teilschritten Ligation, Transformation und Selektion. Bei der Ligation wird das
Zielfragment in ein Plasmid eingebunden, bei der Transformation wird das ligierte
Plasmid in kompetente Bakterienzellen geschleust und die Selektion ermoglicht darauf
die Auswahl von Klonen mit dem gewiinschten Produkt. Mit Hilfe von

Expressionsplasmiden ist es aulerdem moglich die cDNA-Sequenzen vollstindiger
25



Material und Methoden

Faktoren zu klonieren, um diese nach Transfektion in eukaryotischen Zellen zu

exprimieren.

2.2.8.1 Klonierung in pGEM-T Easy Vector System |

Der Vektor pGEM®-T Easy wird als lineares Molekiil geliefert, an dessen Enden
jeweils ein T-Nukleotid einzelstringig héangt, sodass ausschlieBlich durch Tag-
Polymerasen amplifizierte DNA-Fragmente mit Desoxyadenylat-Uberhingen kloniert
werden konnen. Die komplementiren Basenpaarungen an den Enden der Molekiile
erhohen die Wahrscheinlichkeit fiir den Erfolg der Ligation. Die ATP-abhéngige T4-
Ligase (aus Phage-T4-infizierten E. coli-Zellen) katalysiert dabei die Entstehung einer
Phosphodiesterbindung zwischen der 3'-OH-Gruppe des einen und dem 5'-

Phosphatende des anderen Fragments.

Tabelle 17: Durchfithrung der Ligation mit dem pGEM®-T Easy Vector System 1

Schritt Zugabe von: Ablauf

1 7,5 ul aufgereinigtes PCR-Produkt
0,5 ul pPGEM®-T Easy Vector Der 10 pl- Ansatz wird {iber Nacht im Kiihlschrank
1 pul T4-DNA-Ligase Puffer (10 x) (4 °C) gelagert.

1 pl Ligase T4 (3 U/ ul)

Fiir die Transformation wurden die ligierten DNA-Fragmente auf physikalischem Wege
in kompetente Bakterienzellen geschleust. Bei den verwendeten Bakterien handelt es
sich um XL1-Blue Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’
proAB lacl%ZAMI15 Tn 10 (Tet")] -Zellen. Sie sind gentechnisch verdnderte Derivate der
Enterobakterien E. coli und wurden nach HANAHAN fiir die Transformation

kompetent gemacht.

Tabelle 18: Durchfiihrung der Transformation mit dem pGEM®-T Easy Vector System 1

Schritt Zugabe von: Ablauf

2 10 pl Ligationsansatz Ablosen des Ligationskomplexes (5 min, 60 °C),
abkiihlen auf Eis

3 40 pl kompetente Zellen Mischen, DNA-Bindung an die Bakterienmembran
(30 sek, auf Eis), Inkorporation der DNA (90 sek,
42 °C)

4 160 pl SOC-Medium Inkubation im Schiittelinkubator (1 h, 37 °C)

5 Ausplattierung des Ansatzes auf selektiven TY-

Kulturagar (X-GAL, IPTG und Ampicillin),
Inkubation (iiber Nacht, 37 °C)
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Die tiber Nacht auf dem Kulturagar gewachsenen Zellkolonien mit dem gewiinschten
DNA-Fragment konnten darauf durch Blau-Wei-Selektion von den Zellkolonien ohne
Insert unterschieden werden.

Dies wurde durch die oben genannten Reagenzien IPTG (Isopropyl-f-D-
thiogalactopyranosid; Aktivierung des lac-Operons) und X-GAL (5-Brom-4-chlor-3-
indoxyl-B-D-galactopyranosid) gewiéhrleistet. Der pPGEM®-T Easy-Vektor verfiigt dazu
iiber den 5'-Abschnitt des lacZ-Gens, der den aminoterminalen Teil der B-Galactosidase
codiert. Innerhalb dieses Gen-Abschnittes befindet sich die multiple cloning site (MCS),
in welche die Ziel-DNA-Fragmente inseriert werden. Bei nicht erfolgreicher Ligation
bleibt der 5'-Abschnitt des lacZ-Gens erhalten und der amino-terminalen Teil der f3-
Galactosidase exprimiert. Die verwendeten XL1-Blue-Zellen verfiigen {iber den
3" Abschnitt des lacZ-Gens. Der durch die Zellen exprimierte carboxy-terminale Teil des
Enzyms bildet mit dem amino-terminalen Teil die funktionale B-Galactosidase. Dieses
Enzym ist in der Lage, die B-galactosidische Bindung von X-GAL zu hydrolysieren.
Nach Luftoxidation entsteht 5,5-Dibromo-4,4-dichloro-indigo und die
Bakterienkolonien nehmen eine Blaufiarbung an. Bei erfolgreicher Rekombination ist
der 5'-Abschnitt des lacZ-Gens inaktiviert. Die Kolonien bleiben folglich weiB3.

Eine Auswahl von vereinzelten Kolonien wurde in 1-ml-Kulturen tiber Nacht inkubiert.
Mit Hilfe der sogenannten Mini-Plasmidprédparation wurde zundchst ausreichend DNA
aufgereinigt, um eine Restriktionsanalyse zur Kontrolle der Klone durchfithren zu

konnen.

Tabelle 19: Durchfiihrung der Plasmidrestriktion fiir die Kontrolle der Klone

Schritt Zugabe von: Ablauf
1 0,5 pl Plasmid-DNA (aus
Plasmidpréparation Mini)
1,5 wl Enzym-spezifischer Puffer Inkubation (37 °C, 1 h)

0,5 pl Restriktionsenzym
ad 15 pl HyOgest

Der pGEM-T FEasy Vector verfiigt dazu iiber EcoRI-Enzymschnittstellen 5’
beziehungsweise. 3 der Desoxythymidylat-Enden. Ein Verdau mit diesen Enzymen
sollte das Ziel-Fragment herausspalten. Der Nachweis erfolgte liber Gelelektrophorese.
Bei positivem Nachweis des Zielfragmentes wurde mit den Resten des Iml-
Inkubationsansatzes eine 100ml Kultur beimpft und erneut inkubiert ({iber Nacht,
37 °C). In der darauffolgenden Maxi-Plasmidpréparation wurde eine DNA-Menge

isoliert die fiir Sequenzierung und fiir weiterfithrende Klonierungsversuche ausreicht.
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Tabelle 20: Durchfiihrung der Plasmidpréparationen

Schritt  Zugabe von: Mini Ablauf Maxi Ablauf

1 Lysat in Zentrifugation (30 s, in falcon Zentrifugation (10 min,
Reaktions- 14000 rpm), Uberstand (2x50ml) 3750 rpm), Uberstand
gefal3 verwerfen verwerfen
(1,5 ml)

2 TE-Puffer (kalt) Sml Zentrifugation (10 min,
3750 rpm), Uberstand
verwerfen

3 Losung | 100 pl Pellet suspendieren 3,2ml Pellet suspendieren

Losung IT 200 pl vorsichtig mischen 6,4 ml vorsichtig mischen

Losung III 150 pl vortexen, 4,8 ml vortexen, Zentrifugation
Zentrifugation(10 min, (15 min, 3750 rpm)
14000 rpm)

4 Losung umpipettieren Losung durch sterilen
(obere Proteinphase und Mull filtrieren
Proteinpellet verwerfen)

5 Isopropanol 450 pl Kalt stellen (10 min, auf 1 Volumen  Kalt stellen (10 min, auf
Eis) Eis)

6 Zentrifugation (10min, Zentrifugation (15min,
14000rpm), Uberstand 3750rpm), Uberstand
verwerfen verwerfen

7 Ethanol (70 %) 500 pl Zentrifugation (5 min, S ml Zentrifugation (10 min,
14000 rpm), Uberstand 3750 rpm), Uberstand
verwerfen, Pellet verwerfen, Pellet
trocknen trocknen

8 50 ul Pellet 16sen 32ml TE-  Pellet 16sen

(H2004est) (Restrikitions-analyse)  Puffer
9 RNaseA 0,1 pl Inkubation (5 min, 8 ul Inkubation (5 min,
(20 mg/ pl) 37 °C) 37 °C)
10 RNase T1 0,5 ul Inkubation (25 min, RT)
(100000 U/ min)

11 Proteinase K 0,2ul Inkubation (30min, Sul Inkubation (30 min,
37°C) 37 °C)

12 Phenol-Chloroform-Extraktion

2.2.8.2 Einfiigen von Restriktionsenzym-Bindestellen

Restriktionsenzyme sind Enzyme, die spezifische DNA-Motive erkennen und diese
schneiden. Expressionsvektoren verfiigen fiir die Ligation von DNA-Fragmenten iiber
solche Erkennungs-Motive. Diese Bindestellen miissen vor der Klonierung in die DNA-
Fragmente eingefiigt werden. Dazu nutzten wir Primer, denen am 3’-Ende des Gen-
spezifischen Motivs eine entsprechende Erkennungssequenz angehédngt wurde. Diese
wird durch das Primer-Annealing im ersten Zyklus der PCR an das DNA-Fragment
angefliigt und darauf weiter amplifiziert. In den Expressionsversuchen wurden
ausschlieBlich Restriktionsenzyme verwendet, die sticky-ends (klebrige Enden)

produzierten. Die Primer fir die Expressionsklonierungen sind im Anhang 2

tabellarisch gelistet.
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2.2.8.3 Expressionsklonierung

Die TLR2-kodierende cDNA-Sequenz wurde im pFLAG-CMV-1 (Sigma Aldrich)
exprimiert, die IRAK4-kodierende Sequenz in einem modifizierten pBluescript KS
Vector- Expressionvektor (YANG et al., 2008). Beide Faktoren wurden zusétzlich mit
einem GFP (Griin fluoreszierendes Protein) -kodierenden Genfragment fusioniert. Das
GFP-Fragment wurde aus dem Expressionsvektor pAMS05 (Prof. G. Hobom,
Universitdt Gielen) isoliert. In beiden Expressionsklonen wurde das GFP-Fragment am
3’-Ende des jeweiligen Faktors ligiert.

Zunichst wurde die Template-cDNA im pGEM-T EasyVector subkloniert. Darauf
erfolgte eine erneute Amplifikation unter Verwendung von Primern, die entsprechende
Restriktionsenzym-Bindestellen als Uberhinge tragen. Erneutes Einklonieren in den
pGEM-T EasyVector und Ausspalten mit den Restriktionsenzymen lieferte Fragmente

mit den entsprechenden Uberhiingen.

Tabelle 21: Durchfiihrung der Plasmidrestriktion fiir Expressionsklonierung

Schritt Zugabe von: Ablauf
1 10 pg Plasmid-DNA (aus
Plasmidpréparation Maxi)
35 ul Enzym-spezifischer Puffer Inkubation (37 °C, iiber Nacht)

5 pl Restriktionsenzym
ad 350 pl HyOgest

Diese wurden in die jeweiligen Expressionsvektoren eingefiigt. Die
Restriktionsprodukte wurden mittels Gelelektrophorese getrennt und aus den

Agarosegelen isoliert.

Abbildung 6: Beispiel fiir einen Restriktionsverdau
1) Das pFLAG-CMV-1-TLR2-Konstrukt wurde mit Kpnl linearisiert.
2) Das im pGEM-T Easy Vector subklonierte GFP-Fragment (0,7 kb) wurde mit Kpnl herausgespalten.
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Die isolierten Fragmente werden mit dem High Pure PCR Product Purification Kit
aufgereinigt und es werden Konzentrationsbestimmungen durchgefiihrt.
Der Einsatz von Vektor und Insert fiir die Ligation wird durch folgende Formel

berechnet.

ng Vektor X kblnsert

k bVektor

3 —
X I - nglnsert

Tabelle 22: Durchfiihrung der Ligation bei der Expressionsklonierung

Schritt Zugabe von: Ablauf
1 x ul aufgereinigtes PCR-Produkt
x ul Expressionsvektor Der 10 pl- Ansatz wird iiber Nacht im Kiihlschrank
1 ul T4-DNA-Ligase Puffer (10 x) (4 °C) gelagert.
1 pl Ligase T4 3 U/ ul)
ad HOvigest

Die anschliefende Transformation wurde wie in Punkt 2.2.9.1 durchgefiihrt. Die
genutzten Expressionsvektoren verfligen nicht iiber ein lac-Operon, so dass keine Blau-
WeiB-Selektion moglich ist. Daher war es meist notig eine hohere Zahl an Klonen zu
kultivieren. Die selektierten Klone wurden anschlieend in 80ml Kulturen vervielfaltigt.
Zum Einsatz in der Zellkultur muss die DNA endotoxinfrei aufgereinigt werden. Dies

wurde durch die Verwendung des Endo Free Plasmid Maxi Kit (Quiagen) gewihrleistet.

Tabelle 23: Durchfiihrung der endotoxinfreien Plasmidpréparationen

Schritt Zugabe von: Ablauf

1 2 x 40 ml Lysat Zentrifugation in Ultrazentrifuge (15 min, 5455 rpm,
4 °C), Uberstand verwerfen

2 5 ml Puffer P1-RNase Pellet 16sen (beide Losungen vereinen

3 10 ml Puffer P2 vorsichtig mischen

4 10 ml Puffer P3 Losung durch sterilen Mull in die Filterséule (diinner

Filter) geben, Losung mit Pumpe durch den Filter
driicken und mit 50 ml Falcon auffangen

5 2,5 ml ER-Puffer vorsichtig mischen, Losung in die Filtersdule mit
dicken Filter geben

6 10 ml QBT Filter damit anfeuchten und Durchfluss verwerfen

7 30 ml QC-Puffer Durchfluss verwerfen, Schritt wiederholen

8 15 ml QN-Puffer Durchfluss in 50 ml Falcon auffangen

9 10,5 ml Isopropanol Mischen, Zentrifugation (30 min, 8626 rpm, 4 °C),
Uberstand verwerfen

10 5 ml Ethanol (70 %) (aus dem Kit) Zentrifugation (10 min, 8626 rpm, 4 °C), Uberstand
verwerfen, Pellet trocknen

11 50-100 pl H>O (endotoxinfrei) In 1,5 ml Reaktionsgefd3 umpipettieren
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2.2.9 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA nach SANGER beruht auf dem Basen-spezifischen
Abbruch der Polymerase-Reaktion durch den Einbau von ddNTPs (Didesoxy-
ribonucleosid-triphosphat). Diese Molekiile besitzen keine freien Hydroxygruppen fiir
die Verkniipfung weiterer Phosphodiesterbindungen durch die DNA-Polymerase. Fiir
den am Leibniz-Institut fiir Nutztierbiologie verwendeten 3130 Genetic Analyzer
wurden Reaktionsansdtze mit einem Mix aus dNTPs und mit unterschiedlichen
Fluoreszenzmarkern ausgestatteten ddNTPs (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP)
verwendet. Die einzelstringigen Kettenabbruchprodukte werden in einer Kapillare
elektrophoretisch aufgetrennt, die Fluoreszenz der ddNTPs angeregt, detektiert und von
der mitgelieferten Software in eine Nukleotidsequenz libersetzt.

Die fiir die vorliegende Arbeit bendtigten Sequenzierungen wurden im DNA-
Sequenzierlabor des Bereichs Genombiologie von Frau Marlies Fuchs durchgefiihrt.
Die klonierten Nukleotid-Fragmente wurden mit den auf pGEM®-T Easy bindenden
Oligonukleotiden SP6 [5° TATTTAGGTGACACTATAG 3] und T7 [5
TAATACGACTCACTATAGGG 37] sequenziert.

2.3 Zellkultur und Analysen von exprimierten Faktoren

2.3.1 Zellkultur der Zelllinie HEK293

Die HEK293 ist eine adhdrent wachsende Epithelzelllinie. Sie ist das Transformations-
produkt einer menschlichen embryonalen Nierenzelle mit DNA-Abschnitten des
humanen Adenovirus 5. Die Zellen exprimieren nicht TLR2 und TLR4 und zeichnen
sich durch gute Wachstumsraten sowie eine gute Transfektionsfdhigkeit aus. Dies
machte sie zu einem etablierten Modell fiir funktionale Untersuchungen der TLRs sowie
der TLR-Signalkaskade. Auch Fischfaktoren wurden bereits erfolgreich in dem
Saugerzellsystem untersucht (REBL et al., 2010).

Die Zellen werden in Zellkulturschalen oder 6-well-Platten bei 37 °C und einem CO»-
Gehalt von 5 9% (Brutschrank) kultiviert. Als Medium diente das HEK-Zellkultur-
medium bestehend aus SIGMA EMEM, FKS (Fotales Kilberserum), L-Glutamin und

NEAA (Non-essential Amino acids). Die genaue Zusammensetzung ist im Anhang 2
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gelistet. Fiir die Erneuerung des HEK-Mediums oder beim Splitten der Zellen wurde

PBS in den Waschschritten verwendet.

2.3.2 Transfektion mit Lipofectamine 2000

Lipofectamine 2000 enthilt Lipide, die in wissriger Umgebung Liposomen formen,
welche das Transfektionsmaterial beinhalten konnen. Die DNA enthaltenden
Liposomen sind an der Oberfldche positiv geladen, sodass sie mit der negativ geladenen
Zellmembran fusionieren konnen und dabei ihre Fracht in die Zelle abgeben.

Fiir die Expressionsversuche wurden die HEK293 in 6well-Platten so ausgebracht, dass
sie am Tag der Transfektion zu 65 % konfluent waren. Die Zellen wurden mit PBS
gewaschen und mit 800 pl Sigma Medium (EMEM) ohne FKS bedeckt. Die im Versuch
verwendeten DNA-Mengen wurden durch Auffiillen mit leerem Expressionsvektor

konstant gehalten.

Tabelle 24: Durchfiihrung der Transfektion mit Lipofectamine 2000

Schritt Zugabe von: Ablauf
1 (1) Transfektionsansatz (100ul):
DNA-Menge . .
ad 100 ul Sgigma Medium DNA und Medium mischen
2 (2) Lipofectamine-Ansatz (100 pl):
94 pl Sigma Medium Ansatz mischen , Inkubation (5 min, RT)
6 ul Lipofectamine 2000
3 Ansatz (1) und (2) Ansatz mischen , Inkubation (20 min, RT)
4 Nach der Inkubation wird der gemischte Ansatz

(200 pl) auf die HEK293 gegeben, Inkubation (3 h,
37°C, 5 % COy)

5 Doppelmedium:
0,2 ml FKS (20 %) Doppelmedium wird auf die Zellen geben,
: . . o 0
Ad 1 ml Sigma Medium Icn(lglzl)batlon (Dauer versuchsabhingig, 37 °C, 5 %

2.3.3 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Fir die Lokalisation der untersuchten Faktoren in der Zelle wurden ihre GFP-
Fusionsproteine in der HEK293 exprimiert und mit dem konfokalen Laser-Scanning
Mikroskop LSM780 detektiert. Das Mikroskop ist mit einem 63-fachen Olimmersions-
Differentialinterferenzkontrast (DIC)- Objektiv und einer Inkubationskammer zur
Gewihrleistung der Kultivierungsbedingungen ausgestattet. Die Zellkerne der lebenden

Zellen wurden mit Hoechst 33342 gefdarbt. Die mit dem Mikroskop gelieferte Software
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ermoglichte die Vereinigung der Einzelbilder (DIC, Anregung von Hoechst 33342
sowie GFP).

2.3.4 SDS-PAGE

Die Expression der GFP-Fusionsproteine wurde neben dem Nachweis mittels Laser-
Scanning-Mikroskopie zusitzlich mit einem Westernblot validiert. Die SDS-PAGE
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ist eine Polyacrylamid-
Gelelektrophorese und ermdglicht das Auftrennen von Proteinen nach ihrer
Molekiilmasse.

Nach der Transfektion in HEK293 (Tabelle 24) und einer anschlieBenden 24-stiindigen
Inkubation wurden die Zellen lysiert. Dazu wurde den Zellen ein Volumen zweifach
Laemmli-Probenpuffer hinzugefiigt. Die dabei freigesetzte DNA fiihrte zu einer hohen
Viskositét der Losung. Durch das Aufziehen der Losungen in eine Injektionsspritze mit
einer feinen Kaniile wurde die DNA mechanisch zerstort. AnschlieBend wurde die
Losung zur Denaturierung 3 min gekocht. Zur ungefdhren Proteinbestimmung wurde
darauf die optische Dicht am Nanodrop bestimmt. Die zwischenzeitlich vorbereiteten
10 %igen Mini-PROTEAN® TGX™ Gele wurden mit 10 pl der Lésung (50 pg Protein)
je Tasche geladen. Als Standard fiir das Molekulargewicht wurde der ColorPlus
Prestained Protein Marker mitgefiihrt. Es wurden stets zwei Gele mit denselben Proben
beladen, von denen eins fiir eine Coomassie-Blaufirbung und das andere zum
eigentlichen Blotting verwendet wurde. Nach dem Einspannen der Gele in die Mini-
PROTEAN® Protein-Elektrophorese-Zelle wurde zum Auftrennen der einzelnen
Proteine eine Spannung von 80 V fiir etwa 90 min angelegt.

Das blau gefarbte Gel (30 min in Coomassie-Blau) wurde mit SDS-Gelentféarber (2 h)
entfarbt. Das Muster der gefarbten Banden validierte die Menge und Integritdt der
Proteine. Das Gel wurde fotografiert und zur Aufbewahrung mit Geltrockenpuffer in

Blattcellophan konserviert (2 Tage, RT).

2.3.5 Western Blot

Der Western Blot dient dem Nachweis spezifischer Proteine durch Antikorper-

reaktionen. Die Methode schlieft die Ubertragung der durch die SDS-PAGE
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aufgetrennten Proteine auf eine Tridgermembran sowie den eigentlichen Antikdrper-
nachweis mit ein. Wir nutzten das Verfahren fiir den direkten Nachweis der Expression
der GFP-Fusionsproteine in den HEK293. Die Proteiniibertragung wurde mittels eines
Druckblots gewihrleistet. Als Primédrantikorper diente der im Kaninchen angereicherte
anti-GFP rabbit 1gG fraction (#A-11122), als Sekunddrantikorper Anti-Rabbit IgG
Alkalische Phosphatase (A3687). Die Kombination des Redoxfarbstoffes NBT
(Nitroblau-Tetrazoliumchlorid) und des Substrates BCIP (5-Brom-4-chlor-3-
indolylphosphat) ermdglichte die Detektion der Alkalischen Phosphatase.

Tabelle 25: Durchfiihrung des Western Blot

Schritt Zugabe von: Ablauf
Behandlung des Proteingels:
1 Transferlosung + DTT Inkubation (30 min, RT) in Plastikschale schiitteln

Glasplatte, Klarsichtfolie, 3 x Filtrierpapier
Whatman (+ Transferldsung),
Nitrocellulosemembran, Proteingel,
Nitrocellulosemembran, 3 x Filtrierpapier Whatman
(+ Transferlosung), Klarsichtfolie, Glasplatte,
beschweren, Inkubation (iiber Nacht, RT)

Druckblot

Behandlung der Membranen:

3 Blockierlosung (WB) Inkubation (1 h, RT) in Plastikschale schiitteln
4 Waschlosung (WB) 3 x waschen (10 min, RT) in Plastikschale schiitteln
Antikorperreaktion:
5 Anti-GFP (100ng/ml) in Waschlsung . . L .
(WB) 5ml Inkubation (2 h, RT) in Folie eingeschweift
6 Waschlésung (WB) 4 x waschen (10 min, RT) in Plastikschale schiitteln
7 Anti-Rabbit IgG Alkalische
Phosphatase in 5 ml Waschlosung Inkubation (2 h, RT) in Folie eingeschweif3t
(WB)
8 Waschlsung (WB) 4 x waschen (10 min, RT) in Plastikschale schiitteln
9 DETECIII 1 x waschen (2 min, RT) in Plastikschale schiitteln
10 44 uI NBT + 33 pul BCIP in 10ml Inkubation bis Proteinbande erscheint (>2 min, im
DETECIII Dunkeln)
11 TE-Puffer Stoppen der Substratreaktion

2.3.6 Reportergenanalyse

Die Arbeit mit Zellsystem und Transfektion bietet, neben der Darstellung der
raumlichen Anordnung von Faktoren in der Zelle, die Moglichkeit Reportergenanalysen
einzusetzen. Die Verwendung von ELAM (endothelial-leukocyte adhesion molecule)
getriebenen NF-kB-Reporterplasmiden ist ein etabliertes System zum Nachweis der
Aktivierung des NF-kB-Transkriptionsfaktors. Der ELAM-Promotor ist kiinstlich und
verfiigt {iber mehrere NF-kB-Ansatzstellen. Die Aktivierung des NF-kB-

Transkriptionsfaktors leitet die Expression des Luciferase-Reportergens (isoliert aus der
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Seefeder, Renilla reniformis) ein. In der Arbeit fand ein nach YANG et al., 2008
modifiziertes Reportergenkonstrukt Verwendung. In den Transfektionsansétzen wurden
50 ng des Reporterplasmids eingesetzt. Die HEK-293 Zellen waren nach Transfektion
und Inkubation moglichst zu 95 % konfluent. Der Nachweis der Luciferase erfolgte mit
Hilfe des Renilla Luciferase Assay Systems und dem Lumat® LB9508 (Berthold
Technologies). Die Luciferase-Aktivitit wurde mit dem Gesamtproteingehalt der Probe

normalisiert.

Tabelle 26: Durchfiihrung des Luciferase Nachweis

Schritt Zugabe von: Ablauf
Zelllyse:

1 PBS Zellen waschen
Luciferase Assay Lysis Puffer Inkubation im Schiittelinkubator (15 min, RT),
(minimales Volumen, 1 x) Zelllysat in Reaktionsgefdl} iiberfithren
Substratreaktion:

3 Luciferase Assay Substrate Herstellung der Luciferase Assay Reagenz kurz
Luciferase Assay Puffer vor den Messungen

4 Luciferase Assay Reagenz 100 ul In die LB 9508 Lumat® Réhrchen vorlegen

5 Zelllysat 20 pl Vorsichtig durch Fingerschnippen mischen

6 Messung der Lumineszenz (10 sek)

2.3.7 Durchflusszytometrie

Peritonealzellen wurden mit der Durchflusszytometrie typisiert. Die Arbeiten dafiir
wurden von Kollner et al. am FLI Riems durchgefiihrt. Zunédchst wurde der
Peritonealraum mit 5 ml eiskaltem PBS (5 mM EDTA) gespiilt und die Zellsuspension
wurde abgesaugt. Fiir die Ermittlung der Gesamtzellzahl und fiir die Anteile von
lymphoiden und myeloiden Zellen wurden 100 ul der Zellsuspension in 300 pul PBS
(0,01 M EDTA) gelost und mit dem FACSCalibur im ,,Hochdurchsatz*“-Modus
innerhalb von 20 sek gezdhlt. Die Diskriminierung der Zelltypen erfolgte durch die
Verwendung Zelltyp-spezifischer Antikorper, wie bereits von der Arbeitsgruppe
Koéllner (KORYTAR et al., 2013) beschrieben. Die Zellensuspension wurde fiir 30 min
mit den Antikdrpern inkubiert. Nach dem Waschen (3 x 5 min mit PBS) wurden die
gebundenen, Zelltyp-spezifischen Antikorper mit einem fluoreszierenden sekundéren
Antikorper nachgewiesen. Die Maus-spezifischen Sekundérantikérper waren entweder

mit FITC (Fluoresceinisothiocyanat) oder RPE (R-phycoerythrin) markiert.
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2.4 In silico Methoden

2.3.1 Software, Datenbanken, Online-tools

Tabelle 27: Verzeichnis der Software, Datenbanken, Onlinetools

Software, Datenbanken, Onlinetools

Anbieter/Internetadresse

BLAST (Basic Local Alignment Search

Tool)
ClustalW2-Alignment
Datenbank Ensemble
Datenbank Fishbase
Datenbank GRASP
Datenbank NCBI

DNA Sequence Reverse and Complement

ExPASy-Translate Tool
ExPASy-ProtParam tool
Datenbank GRASP

HGNC

LightCycler®96 Software
MEGA Version 5

Mendeley Desktop Version 1.13.3
NetNGlyc 1.0 Server

NPS@: Clustal W multiple alignment

Phyre?

Primer3

Prediction of transmembrane helices
Protein Molecular Weight

PyMOL

READSEQ Sequence Conversion
Sequenzablage

Sequence Extractor

SMART

SNAP v1.1.1

SigmaPlot Version 11.0

SignalP 4.1 Server

Windows®7 Professional

(inklusive Excel, Word, Powerpoint)

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE T
YPE=BlastHome
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.ensembl.org/index.html
http://www.fishbase.org/search.php

http://web.uvic.ca/grasp/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.cellbiol.com/scripts/complement/dna_sequence re
verse _complement.php

http://web.expasy.org/translate/
http://web.expasy.org/protparam/

http://web.uvic.ca/grasp/

http://www.genenames.org/

Roche, Basel, CH

http://www.megasoftware.net/

Elsevier Inc., New York, NY, USA
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
https://npsa-prabi.ibep.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_clustalw.html
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/
http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/
http://www.bioinformatics.org/sms/prot_ mw.html

DeLano Scientific LLC
http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/readseq/
http://www.ebi.ac.uk/submission/
http://www.bioinformatics.org/seqext/
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/SNAP/SNAP.html
Systat Software Inc, San Jose, CA, USA
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

Microsoft, Albuquerque, NM, USA

2.3.2 Erstellen von Stammbidumen mit Programm MEGA 5

Das Programm MEGA 5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) verfiigt liber

verschiedene  Algorithmen

phylogenetischen und molekularbiologischen

Evolutionsanalyse. Fiir die Analyse der Verwandtschaftsbeziehungen der untersuchten

Gen- und Aminosduresequenzen wurde der Neighbor-Joining-Algorithmus gewéhlt.

Dieser Algorithmus legt zum Vergleich der Sequenzen einen bifurcalen Stammbaum an,
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sodass immer ein Taxon allen anderen nachgeordneten Taxa gegeniibersteht. Zur

Analyse der Trennschirfe der Sequenzen wurden 1000 Bootstrap-Replikate generiert.

2.3.3 Statistik und graphisches Darstellung

Fir die statistische und graphische Auswertung wurde SigmaPlot Version 11.0
verwendet. Alle Expressionsdaten wurden einer one-way ANOVA (analysis of
variance) - Varianzanalyse sowie dem Tukey-Post-hoc-Test unterzogen. Der
Signifikanzwert (p-Wert) wurde mit Sternchen (* p<0,05-; ** p<0,01-; ***
p <0,001) markiert. Graphische Darstellungen wurden mit Microsoft PowerPoint 2010

arrangiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Strukturelle und funktionale Charakterisierung von
Schliisselfaktoren der TLR-Signalkaskade

3.1.1 Der TLR2-Faktor der Regenbogenforelle

3.1.1.1 TLR2-cDNA-Sequenz der Forelle

Fir Transkripte eines grofen Teils der Forellen-Gene liegen Referenzsequenzen
(expressed sequence tags, EST; Whole-genome shotgun contigs, wgs; Transcriptome
Shotgun Assembly, TSA) vor. Diese konnen zur Ableitung von Primern in Datenbanken
(NCBI, ENSEMBL) genutzt werden. Von den 1,7 Mio. abgelegten Forellen-
Nukleotidsequenzen fanden sich allerdings keine mit ausreichend hoher
Sequenziibereinstimmung zu orthologen TLR2-Sequenzen.

Aus diesem Grund identifizierten wir mit Hilfe eines Sequenzvergleichs konservierte
Bereiche in den TLR2-Aminosiuresequenzen von sieben Vertebraten Spezies. Fiir die
ermittelten konservierten Bereiche wurden die TLR2-cDNA-Sequenzen von flnf
Fischarten ebenfalls verglichen (Abbildung 7). Mit Hilfe dieses Alignments konnten
dann degenerierte Primer abgeleitet werden (Positionsnummern der degenerierten
Primer beziehen sich auch die TLR2-cDNA vom Dreistachligen Stichling, Gasterosteus
aculeatus).

Zunidchst wurde mit dem forward-(f-)Primer [TLR2 fl1: 5° TCARGATGATGT
GGGCGTGGCT 3" (Pos. 1862bp bis 1883 bp)] und dem reverse-(r-) Primer
[TLR2 rl: 5" GGTGKTGGAGCTCAKGAGYTTGC 3" (Pos. 2327 bp bis 2349 bp)]
eine Touch-down-PCR durchgefiihrt. Diese PCR ergab kein spezifisches Produkt
(Abbildung 8A). Das PCR-Produkt der ersten PCR diente als Grundlage fiir eine zweite
PCR. Diese sogenannte nested-PCR wurde mit Primern [TLR2 f2: 5’
GACGCCTTYGTKTCSTACAGC 3’ (Pos. 1951 bp bis Pos. 1971 bp)] und [TLR2 r2:
5 CAGYTTGCAGAARCGCTKGGG 3’(Pos. 2305bp bis Pos. 2325bp)]
durchgefiihrt, die stromabwiérts der flankierenden Primer TLR2 f1 beziehungsweise
TLR2 rl liegen. Diese sogenannten nested Primer wurden nach dem gleichen Prinzip

der flankierenden Primer abgeleitet (Abbildung 8). Mit diesen Primern wurde in der

38



Ergebnisse

Touch-down-PCR ein 333 bp langes Fragment amplifiziert, welches hohe
Sequenzdhnlichkeit zu anderen Fisch-TLR2-Genen aufwies (Abbildung 8B). Zur
Ermittlung des 3’-Endes der TLR2-cDNA diente dieses Fragment (Pos. 2098 bp bis
Pos. 2430 bp auf HE979560) zur Ableitung von f-Primern fiir die 3'RACE-
Experimente [TLR2 f3: 5" CGCCTTTGTGTCGTACAGCGA 3’ (Pos. 2100 bp bis Pos.
2120 bp); TLR2 f4: 5 TGGTTCCAGAGCTGGAGGATTC 3" (Pos. 2150 bp bis Pos.
2171 bp); beide HE979560]. Unterstrichene Basensymbole stehen flir Unterschiede

zwischen Primersequenz und letztendlich ermittelter nativer Sequenz.

a) 640 CUNGESE:RES YN L PRSI, CLHKRDEFMP Gl IMDN I pgslshs I 707
b) 639 CRMNAUENEIF NS DEAGN TMUREIBIOAC - - —— - — - — - - —l3- PFRIRGIAZINANG |Zde K i 706
c) 641 RGUNIUSNEOHDAENIMET T, PRESS L. CLHKRDFAPG i 708
d) 641 EaIE 11| PRZY CLHKRDFEPG] i 708
e) 643 EaIE 11| PRIRWINT CLHKRDFMEG] i 710
£) 649 SPeNNAUSNESF RIDA Gl F L\ PEIRIE PRDNDEGAT THRARR PL TIRGAcINGNGT jde' 728
g) 654 SHUNRYREF KIBAGENSIT F1\YPEMAE PRETDEDSVNHT DFR PLTIRGREISINg T e 733
EREB E B E B F) 2290 |CCCBAACGETTCTGCAABCTC 2310
A) 1924 GACGCCTTCGTGTCCTACAGC 1944 TLR2 r2: 5°cacfirrccacanfcccTlcea 37
B) 1951 GACGCCTTCGTGTCCTACAGC 1971
C) 1951 GATGCOTTTGTGTCCTACAGC 1971 Revers & Komplementir
D) 1951 GACQGCCOTTTGTTTCCTACAAC 1971
E) 1933 GATGCTTTCGTATCGTACAGC 1953 cccliacecfitTcTcarrRCTG
E) 2245 |CCCAAGCGTTTCTGCAAACTG 2265
TLR2_£2: 5°GACGCCTTHGTRTCETACAGT 3° D) 2275 CCCARGCGTTTCTGCARACTC 2295
C) 2293 |CCCAGACGCTTCTGCAAACTG 2313
B) 2305 CCCAAGCGCTTCTGCAAGCTG 2325
) 2236 CCCCAGCGCTTCTGTAAGCTG 2256
F) 1978 GACGCGTTEGTE@TCETACAGC 1998 EER B ERE B
a) k ENN--DAR T TIEREE T DKKA TE ORGSR 1 UN T KIRERANE  DETQOE(] RABIRS- 784
b) k ENN--DART MR FCKLRKMMMNNT Y LEW Pilajolelele) KIWLRS- 783
c) S EHN--DSH AR FCKLRKMMMSIAT Y 1.E 1 Pjaiajainetna RALORD 786
d) SIRHTC EHN--DSH AR FCKLRKMMMSIAT Y 1.E 1 Pl aiolobetara RALORD 786
e) EHN--DSH AR FCKLRKMMMEINT v L E W PlZinlaesta RAMLKRE 788
£) S GSAGGEARI MR FCKLRKMMESNT Y LE 1 Ple}inloless¥Na RCEVGGG 808
9) S GDTRGE PIN T TIRRAZT. SKDDVZKINFSORNAT S S T @RAIZOF EERRGE] RSWLRGD 813

Abbildung 7: Ableitung der degenerierten Primer fiir das erste Forellen-TLR2-Fragments

Fir das Aminosédure-Alignment wurden die TIR-Doménen-Sequenzen folgender Spezies verwendet: a) Bos
taurus; b) Taeniopygia guttata; ¢) Danio rerio; d) Cyprinus carpio; €) Ictalurus punctatus; €) G. aculeatus; f)
Paralichthys olivaceus. Die weilen und schwarz unterlegten Aminosédurereste sind in allen verwendeten
Spezies homolog.

Fiir das Alignment der Nukleotidsequenzen wurden die Sequenzen folgender Spezies verwendet: A)B.taurus;
B) G.aculeatus, C) Takifugu rubripes; D) Oryzias latipes; E) L punctata; F) Oncorhynchus mykiss.

Alle verwendeten Sequenzen sind im Anhang 3 mit Referenznummern gelistet. Die Positionsnummern der
cDNA-Sequenzen beziehen sich auf das Startcodon. Gelb unterlegt sind die Nukleotide, die zwischen den
Arten unterschiedlich sind. An diesen Positionen wurden im Primerdesign alternative Basensymbole
(Ambiguity Code; rot unterlegt) eingefiigt, die fiir die unterschiedlichen Nukleotide stehen (Y = C oder T;
K=Goder T; S=G oder C; M = A oder C; R = A oder G). Griin markiert sind die Nukleotide, die tatsdchlich
in unserer Forellen-TLR2-Sequenz gefunden wurden.

Fiir die Aufkldrung des 5'-Endes mussten erneut Sequenzvergleiche fiir die Ableitung

degenerierter f-Primer durchgefiihrt werden. Die TLR2-cDNA-Sequenz des Falschen
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Heilbutts (Paralichthys olivaceus, AB109393) wurde diesmal als Referenzsequenz

verwendet.

TR fif
A NK TIRZ.r1 8

[bp]

850 —
400 —

Abbildung 8: Elektrophoretische Darstellung der ersten TLR2-cDNA-Fragmente

A Erste PCR mit den Primern TLR2 f1/TLR2 rl; B Zweite PCR mit den nested Primern
TLR2 fI/TLR2 r2; NK = Negativkontrolle

Mit den Primern [TLR2 {55 GGAGGTCCKGCTCTGGAGG 3" (Pos. 601 bp bis Pos.
619 bp); TLR2 r3: 5 GCGTCTTGCTCGCTGTACGA 3" (Pos. 2110 bp bis Pos.
2129 bp)] konnte bei herabgesetzter Annealing-Temperatur (58 °C) ein 1503 bp grofles
Fragment amplifiziert werden.

Mit der neu erhaltenen Sequenzinformation konnten nun r-Primer fiir das 5-RACE-
Experiment  abgeleitet ~ werden. Mit  den  Primern [TLR2 r4 5
GTCATGGATGATAGAGGAGACGA 3’ (Pos. 779 bp bis Pos. 801 bp); TLR2 r5: 5’
CCTGGAATGGTCCTCGGAGA 37 (Pos. 747 bp bis Pos. 766 bp)] wurde ein 691 bp
groBBes Fragment gewonnen, mit dem die Gesamt-TLR2-cDNA zusammengesetzt
werden konnte. Der Leserahmen der TLR2-cDNA wurde zur Bestdtigung der Sequenz
im Gesamten amplifiziert und kloniert. Hierfiir wurden die Primer [TLR2 f6 5’
CATCTCCTGGTTACATCAGGTC 3° (Pos. 21 bp bis Pos. 42 bp); TLR2 r6: 5’
GAATTCCAGACTACCCGGAAC 3" (Pos. 2551 bp bis Pos. 2571 bp) ; beide
HE979560] eingesetzt.

Die ermittelte TLR2-cDNA-Sequenz hat eine Lidnge von 2690 bp und umfasst einen
offenen Leserahmen von 2421 bp. Der 5-UTR (untranslated region) ist > 120 bp lang.
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Als Stoppsignal dient ein [TGA]-Codon, an das sich nach 67 bp ein nicht-kanonisches
Polyadenylierungssignal [AGTAAA] anschliet. Der Poly(A)-Schwanz folgt 16 bp
stromabwdérts mit einer Lange von 60 bp. Somit umfasst der 3’-UTR 149 bp.

Aus der konzeptionellen Translation (ExXPASy Translate tool) des offenen Leserahmens
der TLR2-cDNA leitet sich ein Protein mit 806 Aminoséureresten ab. Das erwartete

Molekulargewicht betrigt 92,3 kDA, der isoelektrische Punkt liegt bei 6,5.

a) 'V P E L E D S Q P P L T L C L H K R D F L P
b) TGGTTCCAGAGCTGGAGGATTCCCAGCCTCCGCTCACCCTCTGCCTCCACAAGAGAGACTTCCTGCCAG-—-—-—-——- 069
c)
d)

2222222222222222222222222222222222222222222222222222ZIZZIZZIZZZIZZIZZGTTT 076

a)

b) - 069
c) GATTTAATCCCATGACTTATTCCCAAGGTTCTTCCCACTCTTCTTACCTAGCTTAGCTAGCTTGTTCATGTTTTCA 152
d)

a)

b) - 069
c) TGCCTTGCTTTTATATTTGTTTGGACTTGTTGAACCGTCTCGTTAGGATTCTTTGAAAGGAGGTTTAAATTGAATG 228
d)

a) G H w I I D N I I H A M E R S R R

by GCCACTGGATCATCGACAACATTATCCATGCAATGGAACGCAGTCGACGCA 120
c) CATTTTGTTAAATGTATTTCTTTAG: :::::::tsssrssrssosrrosrssrossrsssrssrsssr: 304
d)

ay T L. ¥ v L S E H F V H S E W C R Y E L D F S H F R L

b) CCCTCTTCGTCCTGTCAGAACACTTCGTCCATTCTGAGTGGTGCCGGTACGAGTTGGACTTTTCCCACTTCCGTCT 196
C) rrrrsrririorroriorioriorroriorioirioiriirioiiiiiioiti:iGTITTCATTCTGCCCTGTCTCACTAC 380
d)

a) ¥ D G D S E A AV L VL L E P I S K D D V P K R F

b) GTTTGACGGGGACTCAGAGGCGGCCGTCCTGGTGCTTCTGGAACCCATCTCCAAGGACGACGTTCCCAAACGCTTC 272
c) TACGCAGAATGGACGGTTAAAGTATTTCAGCTGCTCAACATTCATTCATTAAAGAACAACATCTAAGCATCAAAAA 456
d)

a) c K L R K L M s S R T Y L E W P Q E D E R R A E F

b) TGCAAGCTCCGCAAGTTGATGAGCTCCCGTACCTACCTGGAGTGGCCGCAGGAGGACGAGAGGAGGGCAGAATTCT 348
c) AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA-——————— 524
d)

ay W N N L R L A V R G G D E L

b) GGAACAACCTCCGTCTGGCCGTGAGGGGCGGAGATGAGCTGTCCAACCGGGTTCCGGGTAGTCTGGAATTCCA 424
C) T 524
d)

a)

b) GAAATATTCTCAGAATTATTATATTTTCTGCCGACAGTAAAGATTGATGAGTTGGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 500
C) —mmm e 524
d)

a)

b) AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 541

C) === —— e 524

d)

Abbildung 9: Alignment der 3’'RACE -Sequenzen

Doppelpunkte stehen fiir Sequenzidentitdt der Nukleotide, Sternchen fiir Sequenzidentitit der
Aminosduren. Die Aminoséuren stehen liber der zweiten Base des jeweiligen Triplets. Die fett gedruckten
Basensymbole markieren potentielle SpleiBgrenzen. Stopcodons sind in Kistchen dargestellt. a)
Aminosduresequenz fiir den 7LR2a-cDNA 3’'RACE; b) 3'RACE der TLR2a-cDNA; ¢) Das alternative 3'-
Ende (TLR2b-Transkriptvariante X1; LK933547) resultiert theoretisch in einem vorzeitigem Abbruch der
Translation. d) theoretische Aminosduresequenz der TLR2b-Transkriptvariante X1
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Aus dem 3'-RACE mit den Primern TLR2 f3 und TLR2 f4 ergab sich durch ein
alternatives 3’-Ende aullerdem der Hinweis auf ein zweites 7LR2-Gen (Abbildung 9.
und 10). Im Vergleich mit der bereits beschriebenen TLR2-Variante verfiigt das
alternative 3’-Ende iiber einen 184 bp langen Einschub, der ein vorzeitiges Stoppsignal
[TGA] in die Sequenz einfiihrt. Stromaufwirts (Pos. 2150 bp bis Pos. 2157 bp auf
HE979560) sowie stromabwirts (Pos. 2219 bp bis Pos. 2320 bp auf HE979560) von
dem Einschub sind die Sequenzen beider Varianten gleich. In Richtung 3’-Ende zeigte
sich nach Base 2320 weder eine Homologie zur TLR2a-cDNA der Forelle, noch zu
orthologen Genen irgendeiner anderen Art. Der theoretische 3'-UTR ist insgesamt
450bp lang und verfiigt 354 bp stromabwirts iiber ein nicht-kanonisches
Polyadenylierungssignal [ATTAAA]. Der Poly(A)-Schwanz folgt 18 bp stromabwirts
mit einer Ladnge von 73 bp. Der in Abbildung 9 gezeigte Einschub des alternativen 3’-
Endes verfiigt iiber potenzielle SpleiBgrenzen [GT...AG], die charakteristisch fiir die
Struktur von Introns sind. Ob wirklich unterschiedliche TLR2-Gene vorliegen, sollte mit

der Ermittlung der Genstruktur geklirt werden.

3.1.1.2 TLR2-Gen der Forelle

Fiir die Ermittlung der 7LR2-Genstruktur nutzten wir zundchst die Primer TLR2 6 und
TLR2 r6 (Anhang 2.1), die schon fiir die Amplifikation des gesamten TLR2-
Leserahmens Verwendung fanden. Mit genomischer DNA als Template erhielten wir
ein 2551 bp langes Fragment mit einer Sequenz, die zu 99,8 % mit der TLR2-cDNA
iibereinstimmt. Der Leserahmen des gesamten 7LR2-Gens der Forelle ist demnach
monoexonisch codiert (Abbildung 10). Bei den orthologen 7LR2-Genen in Mensch,
Haushuhn und Krallenfrosch wird zumindest der offene Leserahmen ohne Introns
codiert. Fiir andere Fischarten wurden monoexonische (D. rerio), aber auch
polyexonische (P. olivaceus) TLR2-Gene beschrieben. Fiir die Validierung der 7LR2
Gensequenz und aufgrund der Hinweise auf eine weitere 7LR2-Genvariante in den
RACE-Experimenten (3.1.1.1) wendeten wir die ,,Genome Walker Methode* an, um das
kodierende Gen zu isolieren. Mit einem Primer, der vom monoexonischen TLR2
abgeleitet wurde, erhielten wir die partielle Sequenz eines Introns. Im weiteren Verlauf
der Suche wihlten wir die ,,Primer walking-Strategie, um die Genstruktur

stromabwaérts sowie auch stromaufwirts aufzukliren. Die Primer wurden von der
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monoexonischen Variante oder von Introns abgeleitet. Die Ermittlung der DNA-

Sequenz dieser Variante wird im Detail im Anhang 3.2 besprochen.

TLR2_LILR F TLR2a F
135 — 2421 — 89
TLR2a m—wm
TLRZ LLR R AN “hRu R
!‘\\ ........
‘aa 186 b 281 6 102 d 124 ° 92 ‘f-«l?
TLR2b
; .
1 1
: TaA |
i | |TR2bF
TLRIBTVXT Lmﬁ#lﬂ’mn
TLR2h R
T2 131 16 2_355 B26
H.saplens [NM_003264] —
53 10 2382 569
G.gallus [ABO46119] S e
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Xtropicalis [AC149070] ==
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Abbildung 10: Genstruktur der 7LR2-Gene

Die Exons (Balken) sind skaliert, die Introns (Linie) nicht. Der Protein-kodierenden Bereich des Gens
(OLR) ist orange gestaltet. Die nicht Protein-kodierenden Bereiche der mRNA im 5°- und 3’- Bereich
(UTRs) sowie die wahrscheinlich nicht translatierte TLR2b TVX1 sind grau gehalten. Die Zahlen auf den
Balken und an den schwarzen Linien stehen fiir die Linge des Abschnitts [bp]. Die Pfeile markieren die
Positionen der in der RT-qPCR eingesetzten, zwischen den Genen diskriminierenden Primer (grauer
Schrift). Die im Vergleich verwendeten DNA-Sequenzen sind mit den Referenznummern im Anhang
gelistet. A) Die Exon-/Intron-Segmentierung der TLR2 Gene der Regenbogenforelle; die quergestreifte
Box zeigt, dass TLR2b TVX1 Sequenzhomologien mit dem 7LR2b-Gen aufweist, aber nicht gespleifit
wird. GroBbuchstaben nummerieren die Exons, Kleinbuchstaben die Introns. B) Vergleich der TLR2-
Genstruktur ausgewéhlter Vertebraten.

Es ergab sich eine 3868 bp lange Sequenz, die groBe Homologie mit der TLR2b-
Transkriptvariante X1 aufwies. Insgesamt konnten wir fiinf Introns finden, die den
mRNA-kodierenden Bereich in sechs Exons teilen. Stromaufwérts von Nukleotid-
Position 1112 (HE979560) liegen noch keine Sequenzinformationen vor.

Der Vergleich der TLR2a-cDNA-Sequenz mit der des monoexonischen 7LR2a-Gens
erbrachte 99,8 % Ubereinstimmung der DNA-Sequenz. Beim Vergleich von TLR2a mit
dem konzeptionell gespleifiten polyexonischen TLR2b waren es 99,5 % Sequenz-
Ubereinstimmungen. Die TLR2b-Transkriptvariante X1 verfiigt  {iber
Sequenziibereinstimmungen mit beiden 7LR2 Genen. Die Sequenzen an den Positionen
2150 bp bis 2218 bp und 2219 bp bis 2265 bp der TLR2a-cDNA gleichen den
Sequenzen der Positionen 531 bp bis 600 bp beziehungsweise 783 bp bis 886 bp. Beim

Vergleich der TLR2b zeigten sich in der TLR2b TVX1 Homologien mit dem Introns e
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und f sowie mit den Exons F und G. Durch die intron retention wird in der
Transkriptvariante direkt nach der [GT]-Spleiligrenze ein [TGA]-Stopcodon eingefiigt
und damit der Leserahmen beendet. Hinweise auf eine konservierte Exon-/Intron-
Segmentation des 7LR2b der Regenbogenforelle im Vergleich mit polyexonischen

TLR2-Genen anderer Vertebraten konnten nicht gefunden werden.

3.1.1.3 Funktionale Gliederung des TLR2a-Faktors der Regenbogenforelle

Die konzeptionell translatierte TLR2a-Aminosduresequenz wurde mit dem Onlinetool
SMART (Simple Modular Architecture Research Tool) auf ihre Funktionsdoménen
untersucht (Abbildung 11A). Der TLR2-Faktor der Regenbogenforelle zeigte eine
funktionale Gliederung wie sie auch fiir andere TLRs beschrieben ist. Er besteht aus
einer C-terminalen TIR-Doméne einer Transmembrandomine sowie einer N-terminalen

Ektodoméine mit zehn LRRs.
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Abbildung 11: Funktionale Gliederung und 3D-Modell des TLR2a-Faktors der Regenbogenforelle
A) Die funktionale Gliederung wurde mit dem Onlinetool SMART ermittelt. Es zeigt die
charakteristischen LRRs, die Transmembrandomine (blau) und die TIR-Doméne.

B) Das 3D-Modell wurde mit dem Onlinetool PHYRE2 Protein Fold Recognition Server erstellt. Die
Proteindoménen wurden mit der Software PyMOL farbig gestaltet. Die intrazelluldre TIR-Doméne wurde
hellgriin, die Transmembrandoméne blau und die extrazellulire LRR-Region rot markiert.
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Im 3D-Modell zeigte die Ektodoméne eine Hufeisen-formig angeordnete Struktur. Die
TIR-Domine des Forellen-TLR2 war kompakt und kugelférmig organisiert.

Die TLR2a-Aminosduresequenz wurde weiterhin genutzt, um sie mit den TLR2-
Aminosduresequenzen von Mensch, Haushuhn, Krallenfrosch, Zebrabarbling und
Falschem Heilbutt zu vergleichen (Anhang 3.1). Es zeigten sich bei 21,5 % der
Positionen die gleichen Aminosdurereste. An 17,5 % der Positionen fanden sich
Aminosduren mit hoher chemischer Aquivalenz, an 7 % schwache chemische
Aquivalenz.

Der TLR2a-Faktor hatte im Einzelvergleich der Aminosduresequenzen einen dhnlichen
Konservierungsgrad zum TLR2-Faktor aller anderen Arten. Bei den Vertretern der
Sduger, Vogel und Amphibien stimmen in etwa 40 % der Aminosdurereste des TLR2-

Proteins iiberein. Bei den piscinen Vertretern waren es 50 bis 55 % (Tabelle 28).

Tabelle 28: Identititenvergleich im Verhiltnis zum Forellen-TLR2 in %
Aminosiuresequenz (A) cDNA-Sequenz (B)

Gesamt LRR Membran TIR Gesamt LRR Membran TIR
H.sap 40,7 34,9 26,1 65,5 55,1 51,1 50,7 68,3

G.gal 39,0 32,7 26,1 63,5 56,9 53,4 58,0 69,0
Xtro 40,7 34,8 13,0 65,1 55,1 52,4 38,2 66,2
D.rer 49,6 46,2 30,4 70,6 59,8 56,3 49,3 72,6
P.oli 55,1 50,1 52,2 79,5 66,1 63,5 60,9 79,2

A) Die Aminosduresequenzen (siche Anhang) von O. mykiss; H. sapiens; G. gallus; X. tropicalis; D.
rerio und P. olivaceus wurden mit dem Onlinetool NPS@: ClustalW aligniert. Die Positionen der
Proteindoménen wurde von der humanen TLR2-Aminosiuresequenz abgeleitet: Extrazellulire Doméne
Pos. M1 - R578; Membrandoméine Pos T588 - H610; TIR-Doméne Pos. C640 - S784
B) Die offenen Leserahmen der cDNA-Sequenzen (sieche Anhang) der entsprechenden Spezies wurden
mit dem Onlinetool ClustalW2-Alignment aligniert. Die Positionen der Proteindoménen-kodierenden
Bereich wurde von der humanen TLR2-cDNA-Sequenz abgeleitet: Extrazellulire Doméne Pos. 213 bp —
1973 bp; Membrandoméne Pos. 1974 bp — 2042 bp; TIR-Doméne Pos. 2130 bp — 2564 bp)
Weiterhin zeigte der Sequenzvergleich, dass in einigen Bereichen des Proteins der
Anteil der Ubereinstimmungen hoher ist. In den TLR2-Proteinen aller im Vergleich
verwendeten Arten (Tabelle 28) waren im Bereich der TIR-Doméne (Position C658 bis
Position G803 des Forellen-TLR2) 46,4 % Aminoséaurereste identisch, in der
Membrandoménen (Position T588 bis H610) keine. In der Ektodoméane (Leucin-reiche
Region Position M1 bis R578) waren lediglich 16,1 % der Aminosduren identisch.
Beim Vergleich der Aminosédure-Sequenzidentitidten der einzelnen Doménen mit den

entsprechenden Bereichen auf der cDNA zeigte sich, dass die Aminosduresequenz der
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extrazelluldiren Domédne weniger konserviert ist als ithre cDNA-Sequenz. Dies ist ein
Hinweis auf eine positive Selektion. Die intrazellulire TIR-Doméne wird bei gleichem

Konservierungsgrad von Aminosédure- und cDNA-Sequenz negativ selektiert.

3.1.1.4 Konservierungsgrad entscheidender Aminoséurereste

Der Vergleich des TLR2 von Sduger und Regenbogenforelle (Abbildung 12) zeigte,
dass das Bindemotiv (L106 bis L114) fiir Lipoproteine in beiden Spezies konserviert ist.
Das Bindemotiv fiir Peptidoglykan (PGN) ist weniger konserviert. Die Aminoséure-
reste, die flir posttranslationale Modifikationen verantwortlich sind, sind dagegen kaum
konserviert. Nur eins der vier Glykosylierungsmotive des humanen TLR-Faktors ist
auch bei der Regenbogenforelle zu finden. Der Sequenzbereich H318 bis K404
(humanes TLR2), in dem die essenziellen Aminosdurereste fiir die Dimerisierung des
Rezeptors liegen, ist im Vergleich zu dem entsprechenden Bereich des Forellen-TLR2

nur zu 25% konserviert.
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a) MGSLAMLVLLFFSQGQSSTPEVEKRSTCDQCDERLFC@SRNYRHVPTVTVTEVVTLDLSFNDITSVAE DDLREY 076

b) —MPHTLWMVWVLGVII LSK ESSNQASLS RNGI KG GSLNSI SGLTEA KS N R YISNS QRC 075

a) TWLRTLDLHSNRIESIHEWAFHLLQGLESLD SYNQIFAA NPAWFSKLLSLQHLNLLGSCYRTLGPGGTLSLFRSL 152

b) VN QA vV T G NT E DS SS GS H Y| SS KP S TF NP K ---ET SH 148

a) TRLRFLRFGNP—ALEEVRRGDLAGVRQLDQLEVYGNNLKRYDPGSLGDLWPLGVVTLRLRGPFQLVSSI IHD 227

b) K QI Vv MDTFTKIQ K F LTF EE IDASD QS EPK KSIHLI HMK----- QHI LLE FV 219

a) VSYSETFLVVADVLLSEKTSVAPFRETNRRRVRSIMFLTDEAIVHFMEVMDGAS—LEFLGVEDATFHGTGSW 302

b) TS VEC ELR TD DTFHFSELSTGETNSLIKKFT R VKI SLEQV KLLNQI G LE EFD C LN V NF 295

a) TP———ARRTHLDNLDTVYFRNIEVMNVEKFTSFLPVGFLLKNLRQI SI IICE\/’YVMECLTSLLLTQMVYLDLSGNI 375

b) RASDND VIDPGKVE LTI RLIIP- YDLSTLYS TERVKR TVEISI mvl L OH KSLE [ kAl

a) LTDLTLTESLCHGIGILRNLRVI-DNALKSISLISKLVTRLDKLVHLDISQNAYTSMPPTCSWPQILTHR 452
b) Mm lN A EDA--WPS QTLILRQ B LEITGETLLT K@NI K SFH E O EKMKY S 445
a) AKLRRVTPCLPPTLEILDLGHNDLTAFHSVALPALRELHLSGNKLMSLPPGWLFPSLKVLLIQSNTLNMFGPLDLQ 528
b) TRIHS GCI K VSN N NL S-IN Q K YI R T DAS L M L K SR AITT SKEQ D 520
a) LYRRLRALQAGQNRFVCSCEFVNFMVWRWGGAVEGSVELTDRWDNYLCDSPLPLQGQRVDRVQLSPFQCHR-I-L-IR/-é 604

b) SFHT KT E G N I LS TQEQQ————ALAKV I WPA SHVR Q QD R VSE 1TA 592

a) SLCGCMLASGILFEVI LLWKIHAVWYVRMMWAWLKAKRNSGNQKRRDAAGNAYLI CYDAFVSYSEQDAEWVEEFLVP 680

b) GM CALFLLIL TGV CHRF GL MK Q KPRKAPS N ——————— I R Y NIM Q 661

__________________________ .

a) ELEDSQPPLTLCLHKRDFLPGHWIIDNIIHAMERSRRTLEVLSEHFVHSEWCRYELDFSHFRLEDGDSEAAVLVLL 756

b) NEN FK I KW DSI K HK V N K K ENND T T 737

a) EPISKDDVPKRFCKLRKLMSSRTYLEWPQEDERRAEFWNNLRLAVRGGDEL 806

b) E KAT I NTK MDEAQ EG V A IKS---- 784

Abbildung 12: Alignment der TLR2 Aminosiuresequenzen von Regenbogenforelle und Mensch
Die hellgrau unterlegten Aminosdurereste gehdren zum Signalpeptid. Das PGN-bindende Motiv ist
unterstrichen. Die dunkelgrau unterlegten weiflen Buchstaben markieren die Bindestellen fiir diacetylierte
Lipoproteine. Boxen mit durchgezogener Linie markieren Glykosylierungsmotive. Bei der
Regenbogenforelle wurden diese mit dem NetNGlyc 1.0 Server vorhergesagt. Die schwarz unterlegten
Aminoséurereste sind fiir die Dimerisierung des TLR2 mit TLR1 beziehungsweise TLR6 verantwortlich.
Die Box mit der gestrichelten Linie zeigt die Transmembrandoméne, die Box mit der gepunkteten Linie
die TIR-Doméne. Der Pfeil markiert einen essenziellen As-Rest, der fiir Knockout-Versuche geeignet ist.
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3.1.1.5 Phylogenetischer Vergleich der TLR2-Aminosduresequenzen

Der Stammbaum in Abbildung 13 zeigt die Néhe der Verwandtschaft des Forellen-
TLR2a zu den TLR2-Faktoren anderer Spezies. Der Stammbaum der TLR2-
Aminosduresequenzen stimmt mit der allgemein anerkannten Entwicklungsgeschichte

im Tierreich tiberein.

Gnathostomata

Homo sapiens MYD88

Abbildung 13: Phylogenetischer Vergleich der TLR2-Aminosiuresequenzen

Die Bootstrap-Werte an den Abzweigungen basieren auf 10000 Replikate und sind ein Maf fiir die
Trennschérfe der verschiedenen TLR2 Faktoren. Als AuBengruppe dient der humane TIR-Doménen-
Adapter MYD8S. Die im Alignment verwendeten Aminoséuresequenzen sind mit den Referenznummern
im Anhang gelistet.

Der TLR2-Faktor des fischdhnlichen basalen Wirbeltieres Meerneunauge (Petromyzon
marinus) steht allen Vertretern der Kiefermauler (Gnathostomata) gegeniiber. Weiterhin

trennen sich im Stammbaum die Arten in Strahlenflosser (Actinopterygii) und

Fleischflosser (Sarcopterygii). Innerhalb der Strahlenflosser bilden die TLR2-Faktoren
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der Fische eine Gruppe. Der TLR2 des fischdhnlichen, zu den Sarcopterygii zéhlenden,
Quastenflossers (Latimeria chalumnae) zeigt mehr Ahnlichkeit mit den TLR2-Faktoren
von Amphibien, Reptilien, Vogeln und Sdugern, welche sich ebenfalls jeweils

zusammen gruppieren.

3.1.1.6 Gewebe-spezifische Expression des 7LR2 der Forelle

Fiir die Quantifizierung der TLR2-mRNA-Konzentration wurden zunéchst Primer von
der LRR-Region des Volle-Lange-TLR2 abgeleitet [TLR2 LCf: 5" GGAGAGGAGAC
CTGGCTGGA 3” (Pos. 626 bp bis 645 bp); TLR2 LCr: 5 CCTGGAATGGTCCTC
GGAGA 3" (Pos. 747 bp bis 766 bp), beide HE979560]. In dieser Region ist die
Diversitat unter den TLRs am Grofiten, so dass das Risiko fiir falsch positive Ergebnisse
infolge von mispriming am geringsten ist. Dieses Primerpaar wurde neben den Gewebe-
spezifischen Analysen auch fiir die Untersuchungen im Infektionsversuch genutzt. Die
spater entdeckte TLR2b-Transkriptvariante X1 veranlasste uns diskriminierende Primer
fiir die entdeckten Varianten abzuleiten. Die beiden Primerpaare [TLR2a LCf: 5’
GCCAGGCCACTGGATCATCGA 3" (Pos. 2214 bp bis 2234 bp); TLR2a LCr: 5’
GAACGTCGTCCTTGGAGATGG 3° (Pos. 2390Bp bis 2410 bp), beide HE979560],
sowie [TLR2b_LCf: 5 CTTGTTGAACCGTCTCGTTAGG 37 (Pos.
179 bp bis 200 bp); TLR2b LCr: 5° ACAGGGCAGAATGAAACCGTAC 3" (Pos.
352 bp bis 373 bp), beide LK933547] wurden, diagnostisch fiir beide Varianten, anhand
der 3" Region der Gene abgeleitet.

Wie in den Methoden beschrieben, wurden die zu messenden Fragmente in einen
Vektor kloniert. Dieser wurde zur Bestimmung der Eichgeraden verwendet und als
externer Standard in jedem Lightcycler-Lauf parallel bestimmt. Die Verwendung eines
gemeinsamen Referenzstandards (Sequenz im Anhang 2.8) fiir alle drei Messbereiche
gewihrleistete eine sichere Bestimmung der jeweiligen relativen Anteile der Transkripte

an der Gesamtmenge der TLR2-Transkripte.

Tabelle 29: ct-Werte der Standards von TLR2 (LRR), TLR2a und TLR2b TVX1

ct-Wert: 10° Kopien 10° Kopien 10* Kopien 103 Kopien
TLR2 (LRR) 14,6 18,3 21,9 25,6
TLR2a 12,5 16,4 19,9 234
TLR2b TVXI1 13,5 16,8 20,4 23,8
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Fiir die Standardbestimmung wurden weiterhin die Kopienzahlen aller Varianten von
nur einer Verdlinnungsreihe ermittelt (Tabelle 29).

Im Gewebevergleich zeigte sich, dass TLR2 am stirksten in der Milz, moderat in
Kopfniere und Thymus und schwicher in der Leber exprimiert ist (Abbildung 14A).
Innerhalb der Zelltypen zeigten sich tendenziell hohere TLR2-mRNA-Abundanzen in
B-Lymphozyten und Monozyten beziechungsweise Makrophagen. Auch in
Thrombozyten wird der TLR2-Faktor exprimiert (Abbildung 13B).

A B
[x10%] [x109]
1200 4 1600 -
=== TLR2 (LRR) 1400 - L

< 1100 4 mmm TLR2a 1200
2 1 TLR2b TVX1
2 1000 1000
% 900 8001
=]
¥ 400
é 300 - 300 1
E ,

200 A 200

100 A 100 .

04 . * [ C K * 0 __L
Milz Kopiniere Leber Thymus Ma/Me Mo/M¢  B-Lympho- Thrombo-

Blut Milz Zyten Zyteh

Abbildung 14: Gewebe-spezifische Expression des TLR2 und der TLR2-Varianten
Die mRNA-Kopienzahlen wurden von n = 5 Fischen bestimmt.

A) Von den Geweben Milz, Kopfniere, Leber und Thymus (Abszisse) wurden 1,5 ug RNA fiir die
cDNA-Synthese verwendet.

B) Von den Zelltypen Monzyten und Makrophagen (aus Blut und Milzgewebe isoliert), B-Lymphozyten
und Thrombozyten (Abszisse) waren es 50 ng RNA.

Die getrennte Darstellung von Geweben und Zelltypen resultiert aus den Unterschieden der eingesetzten
RNA-Mengen und den unterschiedlichen Fehlern bei der Berechnung der mRNA-Kopienzahl / ug RNA
(Ordinate). Die Fehlerbalken stellen den SEM dar, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den Geweben und Sternchen zeigen statistisch signifikante
Unterschiede Der TLR2-Varianten im Vergleich mit dem TLR2 (LRR)-Fragment (p < 0,05).

Beim Vergleich von TLR2 (LRR) und TLR2a beziehungsweise TLR2b zeigt sich, dass
letztere in der Summe im Mittel etwa 9% des TLR2 (LRR) ausmachten. TLR2a war in
Milz und Leber signifikant niedriger exprimiert als TLR2 (LRR). In Kopfniere,
Thymus, Monozyten beziehungsweise Makrophagen des Blutes und in B-Lymphozyten
war die TLR2b TVXI1 signifikant niedriger exprimiert. Interessanterweise fanden wir
eine beachtliche Menge TLR2-mRNA (370000 + 19000 Kopien / pg RNA) in den, bei

Sdugern kernlosen, Thrombozyten.
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3.1.1.7 Funktionale Analysen zum Forellen-TLR2 im HEK293 Zellmodell

Die strukturellen und evolutiondren Analysen geben ein Hinweis auf die
Funktionsfahigkeit des TLR2-Faktors der Forelle. Fiir den experimentellen Nachweis
der Funktionalitit, beziehungsweise der Ligandenspezifitit, exprimierten wir den
TLR2-Faktor in einem Zellmodell. Fiir den Expressionsnachweis wurde der Forellen-
TLR2 zunidchst mit einem C-terminal angehidngten GFP-Faktor kloniert. Im Zellextrakt
lieB sich die Expression des fusionierten Faktors mit einem GFP-spezifischen

Antikdrper im Westernblot nachweisen (Abbildung 15A).
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Abbildung 15: Nachweis der Expression des TLR2-GFP-Konstruktes

A) Westernblot mit einem GFP-Antikorper von einem Zellextrakt aus HEK293-Zellen 24 h nach
Transfektion mit dem Forellen-TLR2-GFP-Expressionsplasmid.

B) Das Forellen-TLR2-GFP wurde analog zu A) in der HEK293 exprimiert und mittels konfokaler
Laser-Scanning-Mikroskopie detektiert. Der Zellkern wurde mit Hoechst 33342 (1pg/ml) markiert.

Das Konstrukt aus Forellen-TLR2 und GFP kodiert fiir ein Protein mit einem
errechneten Molekulargewicht von 121,3 kDa. Die Expression des TLR2-GFP-Proteins
konnte auBerdem mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden
(Abbildung 15B). Das Protein war cytosolisch, nicht jedoch im Zellkern lokalisiert.
Eine ausschlieliche Lokalisation in der Zellmembran konnte nicht beobachtet werden.
Fiir die Ermittlung der Liganden des Forellen-TLR2 nutzten wir Reportergenanalysen,

um die Aktivierung der TLR-Signalkaskade der HEK293-Zellen anhand der Induktion

des Transkriptionsfaktors NF-kB zu messen. Als Referenz transfizierten wir parallel zu
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den Forellen-TLR2-Konstrukten (mit und ohne GFP) immer einen Expressionsvektor
fiir den bovinen TLR2-Faktor. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass der bovine
Faktor die Signalkaskade aktiviert und dass ein parallel transfizierter mutierter TLR2
(knockout der TIR-Doméne) diese Induktion mit steigender Konzentration zunehmend
hemmt (Anhang 3.3). Dariiber hinaus wurden fiir den Versuch Liganden ausgewdhlt,

die bekanntermallen den Séuger-TLR2 aktivieren.
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Abbildung 16: Ligandenspezifische Aktivierung des TLR2

Die HEK293-Zellen wurden in allen Ansdtzen mit 50ng eines ELAM-getriebenen NF-xB-
Reporterplasmids  transfiziert. Dariiber hinaus wurden die in der Abszisse angegebenen
Expressionsplasmide (boviner oder Forellen-TLR2) eingesetzt. Die eingesetzte DNA-Menge wurde
jeweils mit leerem Expressionsvektor konstant gehalten (4,15 pg). Die Ordinate gibt die relative light
units (RLU) der Luciferase im Verhéltnis zur Gesamtproteinkonzentration an. Unterschiedliche
Buchstaben markieren statistisch signifikante Unterschiede der NF-kB-Basisexpression (p < 0,001). Die
Ansétze wurden jeweils 24 h mit den TLR-Liganden inkubiert.

A) Parallele Ansdtze von HEK293-Zellen, die ausschlieBlich mit dem NF-kB-Reporterplasmid
transfiziert wurden, zusétzlich mit dem bovinen TLR2 (100 ng) oder zusitzlich mit dem Forellen-TLR2-
GFP-Konstrukt (1 pg) transfiziert wurden. Die Zellen wurden mit E.coli 13030 (30 pg/ pul) sowie
Pam2CSK4 (100 ng / ml) stimuliert.

B) Ansatz wie in A, unter Verwendung eins Forellen-TLR2-Konstruktes ohne GFP.

C) Ansatz wie in B, mit Stimulation durch E.coli 13030, Pam3CSK4 und FSL1.

D) Die Zellen wurden mit einer konstanten Konzentration von bovinen TLR2 und steigenden
Konzentrationen des Forellen-TLR2 (Mengenangaben in der Abszisse) transfiziert. Die rechte Ordinate
gibt die Proteinkonzentration [pug / pl] an. Die Ansétze wurden fiir 24 h mit 30 pg / ml inaktivierten E.coli
13030 stimuliert.
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In einem ersten Versuch transfizierten wir das Forellen-TLR2-GFP-Konstrukt und
parallel dazu den bovinen TLR2. Wihrend die Stimulation des bovinen Faktors mit
Hitze-getoteten E.coli Bakterien (Stamm 13030) sowie mit dem synthetischen
Lipoprotein Pam2CSK4 zur Induktion des NF-xB fiihrte, zeigte die gleiche
Behandlung bei den HEK293-Zellen mit dem Forellenfaktor keine Wirkung (Abbildung
16A). Um auszuschlieBen, dass Strukturverdnderungen des Forellen-TLR2, verursacht
durch die Kopplung an das GFP, die Ursache fiir die nichterfolgte Aktivierung der
Signalkaskade sind, wurde das Experiment mit einem TLR2-exprimierenden Vektor
wiederholt, welcher den Forellen-TLR2 ohne angehédngtes GFP exprimiert. Auch in
diesem Versuch wurde die Signalkaskade in den Zellen mit dem Forellenfaktor nicht
aktiviert (Abbildung 16B). Auch die Stimulation mit anderen Liganden des Sauger-
TLR2, wie Pam3CSK4 und FSL-1, fiihrte nicht zur Aktivierung des NF-kB-
Transkriptionsfaktors {iber das Forellen-TLR2 (Abbildung 16C). Die drei
Infektionsversuche zeigten aber, dass der Forellenfaktor die NF-kB-Basisexpression der

unstimulierten Zellen herabsetzt.
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Abbildung 17: Keine Aktivierung des TLR2 durch A. salmonicida

Die HEK293-Zellen wurden in jedem Ansatz mit 50ng eines ELAM-getriebenen NF-xB-
Reporterplasmids sowie mit den in der Abszisse benannten Expressionsplasmiden transfiziert. Die
eingesetzte DNA-Menge wurde jeweils mit leerem Expressionsvektor konstant gehalten (4,15 pg). Die
Ansédtze wurden jeweils 24 h mit E.coli 13030 (30 pg/ ul), Pam3CSK4 (100 ng / ml) und hitzegetiteten
A .salmonicida subsp. salmonicida (30 pg/ ml) stimuliert. Die Ordinate gibt die RLUs der Luciferase im
Verhéltnis zur Gesamtproteinkonzentration an. Unterschiedliche Buchstaben markieren statistisch
signifikante Unterschiede der NFkB-Basisexpression (p < 0,001).
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Diese Hemmung zeigte sich auch bei HEK293-Zellen, denen zum bovinen TLR2-
Konstrukt zusitzlich das Forellen-TLR2-Konstrukt in steigender Konzentration
transfiziert wurde (Abbildung 16D).

Bei der Transfektion von 2 pg des Forellen-TLR2-Konstruktes war die NFkB-
Basisexpression 8-fach herabgesetzt. Diese Ergebnisse zeigen, dass das Forellen-TLR2
einen Einfluss auf die NF-kB-Homdostase in der Sdugerzelle hat.

Abschliefend priiften wir die NF-kB-Induktion durch hitzegetotete A. salmonicida
(Abbildung 17). Sowohl der bovine, als auch der Forellen-TLR2 konnten NF-«B durch

Stimulation mit dem Forellenpathogen nicht aktivieren.

3.1.2 Der IRAK4-Faktor der Salmoniden

Aufbauend auf Ergebnisse meiner Diplomarbeit wurde der IRAK4-Faktor der drei
Salmoniden Regenbogenforelle, Atlantischem Lachs und Ostseeschnipel weiter
untersucht. Neben einer erwartungsgemil3 gespleifiten IRAK4-cDNA transkribiert die
Regenbogenforelle eine kurze Variante (IRAK4s), welche entweder von einem zweiten
IRAK4-Gen stammte, oder eine partiell gespleifite Kopie des funktionalen /RAK4-Gens
darstellt. Dartliber hinaus war nur eine nicht vollstindig gespleifite IRAK4-cDNA-
Variante des Atlantischen Lachs in der NCBI-Datenbank abgelegt.

Tabelle 30: Ubersicht iiber die ermittelten IRAK4-Sequenzen

O.myk O.myk C.mar S.sal
(IRAK4s)
FN598579
_R) *!
. FN598578 HG530316 FN598581  (Exon 1-8)
cn
3

(Exon 1-9)*1  (Exon1-3)  (Exon I-9) ™ pys905g))
(Exon 9-11) *!

cDNA FN598575 *! FN598577 **  FN598576%* HG422172
Protein CBI63173 CBI63174 CDG49297

*I Die Sequenzen wurden bereits in der Diplomarbeit beschrieben.

*2 Die Sequenz wurde fiir die Doktorarbeit durch einen 5"-RACE vervollstéindigt.
*3 Die unvollstindige Intronstruktur wurde fiir die Doktorarbeit vervollstindigt.
*4 Das 3’- Ende wurde kontrolliert und das korrekte Stopcodon ermittelt.
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Deshalb sollte ein funktionaler und konventioneller Lachs-IRAK4-Faktor isoliert
werden. Um die Struktur und Sequenz des IRAK4 der Salmoniden vollstindig
aufzukldren, isolierten oder vervollstindigten wir die in Tabelle 30 aufgefiihrten
Sequenzen.

Dariiber hinaus wurde die Gewebe-spezifische und infektionsabhédngige Expression
sowie die Beteiligung des IRAK4-Faktors an der TLR-Signaltransduktion in der

Regenbogenforelle untersucht.

3.1.2.1 IRAK4-cDNA der Salmoniden

Fir die Ermittlung der IRAK4-cDNA der Regenbogenforelle wurden drei homologe
Forellen-ESTs (BX884975, BX884289 und BX885837) gefunden und fiir die Ableitung
von Primern verwendet [IRAK4 fl1: 5" TTGGATGGTAGCCCTCCTCTTT 3 (Pos.
890 bp bis 911 bp) und IRAK4 rl: 5" CTTTCATCTCCATCAGGAACTTG 3’ (Pos.
1243 bp bis 1265 bp); beide FN598575]. Das so erhaltene erste Forellen-IRAK4-

Fragment wurde sequenziert und zur Ableitung von Primern fiir eine 3’'RACE
[IRAK4 f2: 5 CAACCACCATGTCCACAGAG 3’ (Pos. 973 bp bis 992 bp) und
IRAK4 f3: 5" ATGAAAACCGTGATCCCAAG 3’ (Pos. 1227 bp bis 1246 bp); beide
FN598575] genutzt. Darauf wurde ein f-Primer [IRAK4 f4: 5 AGGGATGGTAG
GCAACAGTG (Pos. 737 bp bis 756 bp; NM_001141766)] im 5’-Bereich der bereits
verdffentlichten Lachs-IRAK4-cDNA abgeleitet. Kombiniert mit dem r-Primer
[IRAK4 r2: 5° CTCTGTGGACATGGTGGTTG 3" (Pos. 973 bp bis 992 bp;
FN598575)] konnte die IRAK4-cDNA in Richtung 5°-Ende verldngert werden.
Abschliefend konnte durch eine 5'RACE mit den Primern [IRAK4 r3: 5’
TTGCCTACCATCCCTTTGTC 3" (Pos. 419bpbis438bp) und IRAK4 r4:
AGTACCTCGGCTCCCCTGT (Pos. 185 bp bis 203 bp); beide FN598575] das 5'-Ende
aufgeklart werden. Die gesamte IRAK4-cDNA-Sequenz der Forelle umfasst 1631 bp,

bestehend aus einem 5°-UTR mit 58 bp, einem offenem Leserahmen mit 1425 bp und
einem 3’-UTR mit 127 bp. Als Stoppsignal dient ein [TAG]-Codon, an das sich nach
105 bp ein nicht-kanonisches Polyadenylierungssignal [AATATA] anschlieft. Der
Poly(A)-Schwanz war 16 bp stromabwirts angehéngt.

Neben dieser cDNA entdeckten wir auch eine andere cDNA-Kopie eines Forellen
IRAK4-Gens (IRAK4s; FN598577). Die isolierte Sequenz umfasst 1357 bp und ist

polyadenyliert. Im Vergleich mit der volle-Lange-IRAK4-cDNA zeigte sich eine
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100 %ige Identitdt zwischen Pos. 778 bp und 1192 bp. Die konzeptionelle Translation
ergab unter der Verwendung des ersten [ATG]-Startcodons der Translation (Pos.
129 bp bis 131 bp) keinen durchgehenden offenen Leserahmen. Unter der Verwendung
des Startcodons von Pos. 734 bp bis 736 bp ergibt sich jedoch ein 459 bp langer offener
Leserahmen (OLR), der einen verstiimmelten C-terminalen Teil des IRAK4 kodieren
konnte. An das potentielle Stoppsignal [TGA] schlieBt sich nach 135 bp ein nicht-
kanonisches Polyadenylierungssignal [AAAATA] an. Der Poly (A)-Schwanz liegt sechs
bp hinter dem Poly (A)-Signal.

Die IRAK4-cDNA des Ostseeschnépels konnte parallel, zum groBten Teil unter der
Verwendung der gleichen Primer ermittelt werden. Fiir das 5'-RACE-Experiment
wurden Art-spezifische Primer abgeleitet [IRAK4 r5: 5" TGGCTCATCAAAATGTC
CAC 37 (Pos. 400 bp bis 419 bp) und IRAK4 r6: 5 CCCCTGTAAAACTACTGCT
TCAA 3’ (Pos. 314 bp bis 336 bp); beide FN598576]. Die ermittelte Sequenz verfiigt
tiber ein 5"-UTR von 147 bp, einen offenen Leserahmen von 1425 bp und einen 3'-UTR
von 250 bp. Als Stoppsignal dient [TGA]. Nach 75 bp schlie8t sich ein kanonisches
Polyadenylierungssignal [AATAAA] an. Der Poly(A)-Schwanz folgt 14 bp
stromabwarts.

In der verdftentlichten IRAK4-cDNA-Sequenz NM_ 001141766 (LEONG et al., 2010)

des Atlantischem Lachs fanden wir ein Stopcodon (Pos. 519 bp bis 521 bp;
NM_001141766), das einen 665 bp langen 5'- UTR verursachen wiirde. Diese cDNA

wirde nur zur Expression eines verstimmelten IRAK4-Proteins fiihren. Mit den
Primern  [IRAK4 f5: 5° CCGAGGATGAGCAACACAATAACA 3" (Pos.
1 bp bis 24 bp) und IRAK4 r7: 5° TGAGGGAAAGTCGTTCTTCCTGTT 3" (Pos.
1422 bp bis 1445 bp); beide HG422172] amplifizierten wir ein 1445 bp langes
Fragment. Seine cDNA-Sequenz wies hochste Ahnlichkeit zur Forellen-IRAK4-cDNA
auf. Die konzeptionelle Translation der vollstindig gespleiliten Lachs-IRAK4-mRNA
ergibt eine Proteinsequenz mit einer Lange von 470 Aminoséduren. Es zeigte sich, dass
die vorher bekannte Sequenz nur von einer unvollstindig gespleifiten mRNA des

korrekten /RAK4-Gens des Lachses stammen konnte.
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3.1.2.2 IRAK4-Gen der Salmoniden

Fiir die Ermittlung der Genstrukturen leiteten wir Primer in bestimmten Abstinden auf
den Konsenssequenzen der cDNAs ab. Mit dieser Primer walking-Strategie isolierten
wir die /RAK4-Gene von Lachs, Schnédpel und Forelle sowie das /[RAK4s der Forelle.
Der Vergleich der IRAK4-Genstruktur dieser drei Salmoniden mit der Struktur des
orthologen humanen /RAK4 zeigte, dass die Exon-/Intron-Struktur von Lachs- und
humanen /RAK4 die hochste Ahnlichkeit aufweisen. Beide Gene bestehen aus elf
Exons, von denen sieben die gleiche Liange aufweisen. Der transkribierte Teil von Exon
eins war sogar in allen untersuchten Vertebraten 161 bp lang. Im Schnipel-IR4AK4-Gen
sind die Exons acht bis zehn fusioniert, wihrend die anderen Exons, mit Ausnahme von
Exon drei, genauso lang wie im Lachs-/RAK4 sind. Im Forellen-IRAK4 sind die Exons
drei und vier, sowie die Exons acht und neun nicht von einem Intron getrennt. Dariiber
hinaus verfiigt dieses Gen im Intron sieben iiber einen Minisatelliten [5" ACGACTGTT
ATGATTTGTT 3']46, der von einer direct repeat Sequenz [5° ATGGCTGT 37]
flankiert wird (Pos. 2524 bp bis 3464 bp; FN598578).

Das de novo sequenzierte IRAK4s-kodierende Gen (HG530316) besteht nur aus drei
Exons. Mit Hilfe einer Genome Walker library wurde zusitzlich eine 690 bp lange
Sequenz, die sich 5" an den Transkriptionsstartpunkt anschlie3t, isoliert. Das /RAK4s-
Gen und das /RAK4-Gen der Forelle sind iiber 2090 bp zu 89,6 % identisch (Abbildung
18; Bereich zwischen der gestrichelten Linien). Dariiber hinaus verfligt das IRAK4s
iiber eine 333 bp lange Sequenz, die im Forellen-IRAK4 deletiert ist. Diese Sequenz
findet allerding im Intron 3 des Lachses (60,8 % Identitdt; Tabelle 31) und des
Schnépels (89,6 % Identitét) eine Entsprechung. In 3’-Richtung, anschlieBend an diesen
Bereich fanden wir einen 295 bp langen Abschnitt, der sich vollstindig vom Forellen-
IRAK4 unterscheidet, aber zu 94,5 % dem entsprechendem Bereich im Intron 8 des
Lachs-IRAK4 gleicht. Dieses Intron ist im Forellen- und im Schnépel-IRAK4 deletiert.
In der IRAK4s-cDNA werden die Introns 3 bis 5 durchgehend transkribiert, wihrend

die Introns 6 und 7 dem funktionalen IRAK4 entsprechend herausgespleifit werden.
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Abbildung 18: IRAK4-Gene der Salmoniden im Vergleich

Schwarz unterlegt sind die Proteindominen, die von den entsprechenden Bereichen des Gens codiert
werden. Die dazugehdrigen Positionsnummern beziehen sich auf die humane IRAK4-cDNA-Sequenz
(NM_001114182). Die Exons (Balken) sind skaliert, die Introns (Linien) nicht. Der proteinkodierenden
Bereich des Gens (OLR) ist orange, die nicht proteinkodierenden Bereiche der mRNA im 5'- und 3’-
Bereich (UTRs) sind grau gestaltet. Das transkribierte Pseudogen ist in Weill gehalten. Die Zahlen in den
Balken sowie auf den schwarzen Linien stehen fiir die Lange des Abschnitts [bp]. A gekennzeichnete
Keile zeigen Deletionen auf. Die Position eines Minisatelliten in Intron 7 der Regenbogenforelle ist mit
einer Schweifklammer markiert. Die zum Vergleich verwendeten DNA-Sequenzen von H. sapiens; Salmo
salar; O. mykiss und Coregonus maraena sind mit den Referenznummern im Anhang gelistet.

Die groBeren Ubereinstimmungen des IRAK4s mit dem Lachs-IRAK4 lieBen sich auch

mit einem DNA-basierendem Stammbaum (Abbildung 19) validieren.

4’]00: Salmo salar IRAK4
100 Oncorhynchus mykiss IRAK4s

Oncorhynchus mykiss IRAK4

99

Coregonts maraena IRAK4

Pleccoglossus altivelis IRAK4

Homo sapiens IRAK4

Abbildung 19: Phylogenetischer Vergleich der IRAK4-Gene der Salmoniden

Die Bootstrap-Werte an den Abzweigungen basieren auf 10000 Replikate und sind ein MaB fiir die
Trennschérfe der verschiedenen IRAK4 Gene. Als AuBengruppe dient das humane IRAK4. Die im
Alignment verwendeten DNA-Sequenzen sind mit den Referenznummern im Anhang gelistet.
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Zusétzlich zeigte sich im Sequenzvergleich, dass die Introns innerhalb der Salmoniden
einen hohen Grad an Identititen aufwiesen. Die DNA-Sequenzen von Introns 5 und 6

des Lachs- und des Schnipel-IRAK4 waren sogar zu 100 % identisch.

Tabelle 31: Sequenzidentititen des /RAK4-Gens der Salmoniden

Intron Position O.myk IRAK4 O.myk IRAK4s C.mar IRAK4

1 176 —299 96,.0 - 88,5

2 476 — 605 82,.5 84,0 66,2

3 780 - 1141 deletiert 60,8 63,0
40 1303 - 1418 80,8 81,4 75,2
58 1484 — 1815 89,2 89,2 100
6° 1931 — 2040 78,2 84,4 100
78 2171 - 2306 97,1 97,1 91,9
g? 2494 ->4741 deletiert 94,549 deletiert
9°b 64 — 407 80,9 ¢ deletiert deletiert
10° 569 - 751 69,5 - 70,1

Die IRAK4-Sequenzen von Regenbogenforelle und Ostseeschnipel wurden mit dem des Atlantischen
Lachs verglichen.

2 Introns die mit dem Kinasedoméine-kodierenden Bereich assoziiert sind;

® Intron 9 und 10 auf Sequenz FN_598580;

¢ Der Minisatellit von Position 2564 bis 3467 wurde aus dem Alignment ausgeschlossen;

4 Das Intron 8 des Lachs-IRAK4 wird im IRAK4s transkribiert
Alle transkribierten Introns wurden in fettgedruckten Zahlen dargestellt. Verglichen wurde eine
konservierte Sequenziiberlappung von 221bp.

3.1.2.3 Funktionale Gliederung des IRAK4-Faktors der Salmoniden

Auf der Aminosdure-Ebene zeigte sich, dass das IRAK4-Protein in der Evolution stark
konserviert wurde. Die Gesamt-Aminosduresequenz der Regenbogenforelle hat etwa
60 % der Aminosduren gemeinsam mit den Sdugern (Homo sapiens), Vogeln
(Taeniopygia guttata) und Amphibien (Xenopus tropicalis). Die IRAK4-Faktoren der
Salmoniden gleichen sich zu iiber 90%. Im Vergleich mit den IRAK4-Proteinen anderer
Fischarten, zeigten sich Sequenzidentititen von etwa 60 % bei Takifugu rubripes bis
70 % beim Salmoniformes Plecoglossus altivelis. Im Vergleich mit dem friihesten
Vertebraten Branchiostoma floridae (Lanzettfischen) waren die Aminosduresequenzen
zu etwa 38 %, mit den Invertebraten Euprymna scolopes und Haliotis diversicolor zu

etwa 35 % identisch.
59



Ergebnisse

Im Aminosédure-Alignment zeigten sich stirker und schwécher konservierte Bereiche
(Anhang 3.4). Mit dem Onlinetool BLAST wurden die stirker konservierten Bereiche

als Funktionsdoméinen identifiziert.

Tabelle 32: Sequenzidentititen gegeniiber dem Forellen-IRAK4

Lange Anteil der Ubereinstimmungen [%]
Gesamt Todesdoméne Verbindung (Ifgﬁj;;
A) cDNA [bp] Pos. 83 - 373 377 - 634 638 - 1204
H.sap 1623 59,5 62,8 49.4 68,4
T.gut 1395* 62,2 58,4 53,3 67,0
X.tro 2127 63,4 58,1 51,9 65,4
C.mar 1619 92,5 94,9 95,4 96,5
S.sal 1601 94,8 97,6 92,3 98,2
P.alt 1425* 77,0 76,6 68,4 82,3
D.rer 1602 54,9 62,5 53,1 63,9
T.rub 1170* 63,8 69,8 53,8 72,0
B.flo 1344%* 57,8 54,0 44,9 60,7
E.sco 1646 49,1 52,2 46,4 55,3
H.div 2062 59,8 54,3 62,8 59,3
B) As [aa] Pos. 9-106 107 -193 194 - 380
H.sap 460 54,1 56,2 32,8 69,3
T.gut 464 52,4 55,7 21,8 67,7
X.tro 457 53,6 55,7 29,1 66,7
C.mar 474 93,9 92,8 88,5 97,9
S.sal 470 97,5 95,9 92,0 100
P.alt 463 70,2 77,3 26,3 88,4
D.rer 483 57,0 62,0 50,0 60,8
T.rub 454 60,3 64,6 36,1 74,1
B.flo 447 38,3 37,1 12,5 55,3
E.sco 537 34,8 37,5 30,8 48,7
H.div 516 34,8 34,0 29.9 43,1

Fiir das cDNA-Alignment (A) sowie fiir das Aminoséure-A/ignment wurden die Sequenzen (siche Anhang)
von H. sapiens; T. guttata; X. tropicalis; O. mykiss; C. maraena; S. salar, P. altivelis; D. rerio; T. rubripes;
Branchiostoma floridae; Euprymna scolopes; Haliotis diversicolor verwendet. Die Positionen der cDNA-
Sequenzen wurden von der IRAK4-cDNA-Sequenz abgeleitet: Todesdomdne Pos. 83 bp bis 373 bp;
Verbindung Pos. 374 bp bis 634 bp; Kinasedomdne Pos. 635 bp bis 1204 bp. Die Positionen der
Proteindominen-kodierenden Bereich wurden von der IRAK4-Aminosduresequenz der Regenbogenforelle
abgeleitet: Todesdomédne Pos. T9 bis1105; Verbindung Pos. N106 bis R192; Kinasedomédne Pos.
L193 bis 1382. * In den Datenbanken fanden sich nur die offenen Leserahmen der IRAK4-cDNA.
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Das IRAK4-Protein der Salmoniden besteht, wie auch bei anderen Vertebraten sowie
bei Invertebraten, aus einer N-terminalen Todesdoméne (Pos. T9 bis 1105; CBI63173)
und einer C-terminale Serin-Threonin-Protein-Kinase-Domidne (Pos. E195 bis 1382;
CBI63173). Der zwischen den funktionalen Dominen liegende Verbindungsbereich war
zwischen den Spezies, mit Ausnahme der Salmoniden, kaum konserviert (Tabelle 32).
Die Betrachtung der Konservierung der einzelnen Funktionsbereiche zeigte, dass die
Aminosdure-Sequenz der Todesdoméne einen dhnlichen Konservierungsgrad zeigte wie
die gesamte IRAK4-Aminosdure-Sequenz. Die Kinasedomdne war in diesem
Zusammenhang wesentlich stirker konserviert.

Der Vergleich der Konservierung der IRAK4-Aminosduresequenzen mit den
entsprechenden cDNA-Sequenzen zeigte einen niedrigeren Konservierungsgrad der
Aminosduresequenzen. Bei der Todesdoméne war dieses Verhiltnis etwa gleich, bei der
Kinasedomine war die Aminosduresequenz stirker konserviert als die cDNA- Sequenz.
Dieser Hinweis auf negative Selektion der Funktionsdoménen wurde mit dem
Onlinetool SNAP v1.1.1 (Synonymous Non-synonymous Analysis Program) bestitigt.
Das Verhiltnis der synonymen und nichtsynonymen Nukleotidaustauschen auf der
cDNA wurde auf der Grundlage von 21 Sequenzvergleichen berechnet und betrug
0,499 + 0,056 fiir die Todesdomine sowie 0,728 + 0,043 fiir die Kinasedomine. Beim
Verbindungsbereich war das Verhéltnis 0,995 + 0,035. Ein Wert von 1 bedeutet eine
gleiche Wahrscheinlichkeit fiir den Austausch von synonymen und nichtsynonymen
Nukleotiden.

Interessanterweise verkiirzte sich der IRAK4-Faktor im Laufe der Evolution. Wéhrend
das IRAK4-Protein bei den Invertebraten aus mehr als 500 Aminosdureresten besteht,
sind es bei den Teleostei zwischen 483 und 470 Aminoséurereste. Bei den Tetrapoden

ist die IRAK4-Protein-Sequenz nur noch 457 bis 461 Aminosduren lang.

3.1.2.4 Phylogenetischer Vergleich der IRAK-Aminosiduresequenzen

Der Stammbaum in Abbildung 20 zeigt die Verwandtschaftsverhiltnisse der IRAK-
Faktoren. Die Gruppen der Faktoren IRAK1 bis IRAK4 grenzen sich klar voneinander
ab und die von uns isolierten Faktoren von Forelle, Lachs und Schnépel ordnen sich
eindeutig in die IRAK4-Gruppe ein. Innerhalb der IRAK-Gruppen haben sich die
Faktoren dem evolutiondren Stammbaum entsprechend entwickelt. Dariiber hinaus

zeigte sich eine nahe Verwandtschaft des IRAK4-Faktors von Invertebraten und dem
61



Ergebnisse

des Lanzettfischchen, einem basalen Chordaten. Der Stammbaum der IRAK4-Faktoren
bestdtigt weiterhin die Trennung von Agnathen (Kieferlose) und Gnathostomata sowie

die Trennung von Actinopterygii (Strahlenflosser) und Sarcopterygii (Fleischflosser).

IRAKS 100 Homo sapians
a7 Bos faurus
Daria rarta
40 100 Gasterosteus aculeatus
43 Oncorkyichus mykiss

Peframyzon marinis

Xenopus tropicalis

Homo sapiens
Bos faurus
Danio rario

Hiphophorus macilatus

] Gasterosteys aculeatus
Tefrandon nigrovividis
Takifugu rubrines
Pafromyzon marinus
e TV o temosapins
i|——|: Bos faurus
= Taeniopygia guifata
33 | L Xenopus tropicalis
IRAK4
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Darmio rano
fetalurus punciatus
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Onecharfynchus mykiss
Coregonys maraens
Placoglossus altivelis
2 Gadus marfiia
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Abbildung 20: Phylogenetischer Vergleich der IRAK-Aminosiuresequenzen

Die Bootstrap-Werte an den Abzweigungen basieren auf 10000 Replikate und sind ein MaB fiir die
Trennschérfe der verschiedenen TLR2 Faktoren. Als AuBengruppe dient der humane TIR-Doménen-
Adapter MYDS8S. Die im Alignment verwendeten Aminoséduresequenzen sind mit den Referenznummern
im Anhang gelistet.
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3.1.2.5 Gewebe-spezifische Expression des /[RAK4 und IRAK4s der
Regenbogenforelle

Die Gewebe-spezifische Expression beider Faktoren wurde in zehn verschiedenen
Geweben von jeweils vier gesunden Fischen mit Hilfe der Real-Time-quantitativen-PCR
analysiert. Die IRAK4-mRNA-Konzentration zeigte sich in Kopfniere, Milz und
Korperniere am hochsten und war etwa zehnmal hoher als im Muskelgewebe. In Flosse,
Kieme, Darm und Fett lagen moderate, in Herz und Leber niedrige IRAK4-Level vor.
Die Konzentration der IRAK4s-mRNA-Konzentration betrug im Vergleich zur IRAK4
mRNA in allen Geweben etwa 8 % (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Gewebe-spezifische Expression von IR4AK4 und IRAK4s der Regenbogenforelle
Gewebe-spezifische mRNA-Konzentrationen von IRAK4 und dem vermeintlichen Pseudogen IRAK4s
(n=4). Die mRNA-Kopienzahl in der Kopfniere wurden 100 % gesetzt und zur Normalisierung in den
anderen Geweben genutzt. Die Fehlerbalken stellen den SEM dar, unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den.

3.1.2.6 Funktionale Analysen zum Forellen-IRAK4 im HEK293 Zellmodell

AnschlieBend an die strukturellen und evolutiven Analysen untersuchten wir die
Beteiligung des IRAK4-Faktors der Regenbogenforellen an der TLR-assoziierten
Signalkaskade. Zunichst klonierten wir den volle-Linge-IR AK4-Faktor in einen CMV-
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getriebenen Expressionsvektor (YANG et al., 2008) hinter den CMV Promotor und vor
eine StrepTactin-Bindungsdoméne. Letztere wurde dann gegen eine GFP-Doméne
ausgetauscht. Der so modifizierte Expressionsvektor wurde in HEK293-Zellen
exprimiert. Den Nachweis fiir die Expression des IRAK4-GFP zeigen wir im Western
Blot sowie mit Fluoreszenzmikroskopie. Das Konstrukt aus IRAK4 und GFP kodiert fiir
ein Protein mit einem errechneten Molekulargewicht von 80 kDA (Abbildung 22A). In
den HEK293-Zellen lag das Protein cytosolisch in der gesamten Zelle verteilt vor
(Abbildung 22B).
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Abbildung 22: Nachweis der Expression des IRAK4-GFP-Konstruktes

A) Westernblot mit einem GFP-Antikorper von einem Zellextrakt aus HEK293-Zellen 24 h nach
Transfektion mit dem IR AK4-GFP-Expressionsplasmid.

B) Das Forellen-IRAK4-GFP wurde analog zu A) in der HEK293 exprimiert und mittels konfokaler
Laser-Scanning-Mikroskopie detektiert. Der Zellkern wurde mit Hoechst 33342 (1pg/ml) markiert.

Um die Auswirkung von iiberexprimierten Forellen-IRAK4 auf die TLR-Signalkaskade
aufzukldren, nutzten wir die Reportergenanalyse, analog zu den TLR2 Expressions-
versuchen (Punkt 3.1.1.6)

In parallelen Ansdtzen wurden steigende Mengen der Forellen-IRAK4-Konstrukte (mit
und ohne GFP) zu einer konstanten Menge des etablierten bovinen TLR2-Konstruktes
transfiziert. Die Uberexpression des IRAK4-GFP-Konstruktes fiihrte bei einer Zugabe
von lpg des Plasmids zur signifikanten Absenkung der NF-kB-Basisexpression. Bei
dieser Plasmid-Konzentration sank auch die NF-kB-Induktion in den infizierten Zellen.
Beim Einsatz von 4 ng des IRAK4-GFP-Konstruktes verstirkte sich der Effekt noch
(Abbildung 23A). Um auszuschlieen, dass die Kopplung an den GFP-Faktor eine

storende Wirkung auf die NF-kB-Expression hatte, wurde in das IRAK4-
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Expressionsplasmid mit Site-directed mutagenesis ein Stopcodon stromaufwirts vom
GFP-kodierenden Bereich eingefiigt. Die Wiederholung des Expressionsversuches mit

diesem Konstrukt fiihrte zu dhnlichen Resultaten (Abbildung 23B).
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Abbildung 23: Expression der IRAK4-Expressionsplasmide

Die HEK293-Zellen wurden in allen Ansitzen mit 50ng eines ELAM-getriecbenen NF-kB-
Reporterplasmids transfiziert. Dariiber hinaus wurden di in der Abszisse angegeben DNA-Mengen der
beiden Expressionsplasmide (boviner oder Forellen-IRAK4) eingesetzt. Die eingesetzte DNA-Menge
wurde jeweils mit leerem Expressionsvektor konstant gehalten (4,15 pg). Die linke Ordinate gibt die
RLUs der Luciferase im Verhiltnis zur Gesamtproteinkonzentration an. Die rechte Ordinate dient der
Darstellung der Induktion (RLUs der Ansétze im Verhiltnis zur Kontrollgruppe ohne IRAK4-GFP-
beziehungsweise IRAK4- Expressionsplasmid). Unterschiedliche Buchstaben markieren statistisch
signifikante Unterschiede der NF-kB-Basisexpression (p < 0,001). Die kotransfizierten Zellen wurden fiir
24 h mit 30 pg / ml inaktivierten E.coli 13030 stimuliert.

A) Die Zellen wurden mit einer Konstanten Konzentration von bovinen TLR2 und steigenden
Konzentrationen des Forellen-IRAK4-GFP-Konstruktes transfiziert.

B) Die Zellen wurden analog zu A) nur mit dem Forellen-IRAK4-Konstrukt ohne GFP transfiziert.
Zusitzlich wird ganz rechts (blau) die NF-xB-Basisexpression sowie die Induktion ohne TLR2- und ohne

IRAK4-Transfektion gezeigt.
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3.2 Expressionsmodulationen von Faktoren des angeborenen
Immunsystems im Verlaufe einer Infektion mit A. salmonicida

3.2.1 Validierung der Infektion

Die Regenbogenforellen wurden mit einer hohen Dosis (1x10” KBE) A. salmonicida
intraperitoneal infiziert. Diese Konzentration fiihrt zu einer 100 %igen Mortalitit nach
drei bis vier Tagen und einer einheitlichen Symptomatik unter den Individuen. Zum
letzten Probenzeitpunkt (72 h pl) zeigten die Versuchstiere typische Symptome einer
akuten Infektion, wie apathisches Verhalten, Blutungen in der Leber und geschwollene

Eingeweide.

3.2.1.1 Aktivierung von Zytokinen

Es ist vom Sauger bekannt, dass Zytokine eine zentrale Rolle bei der Aktivierung des
angeborenen Immunsystems spielen. Die Zytokine IL1B, TNF, IL8, IL10 und TGFBI
sind Indikatoren fiir Infektionen. Sie wurden bereits fiir verschiedene Fischarten
beschrieben.

12 h pI waren in der Milz (Abbildung 24) IL1B, TNF, IL8 stark induziert. IL1B war
~ 50-fach, IL8 ~ 30-fach und TNF 8-fach hochreguliert. IL10 und TGFB1 waren in der
Milz nicht reguliert.

Die infektionsabhéngige Zytokinexpression von Milz, Kopfniere, Leber und Thymus ist
im Anhang 3.6 in einer Tabelle zusammengefasst. Sechs bis zwolf Stunden pl waren die
in der Milz hochregulierten Gene (IL1B, TNF, IL8) auch in den Geweben Koptniere
und Leber induziert. IL8 wurde nach einer Plateauphase auf niedrigem Level 72 h pl in
Milz (~ 18-fach), Kopfniere (~24-fach) und Leber (~39-fach) ein zweites Mal
induziert. IL10 wurde nur in Kopfniere und Leber infektionsabhéngig induziert. In der
Kopfniere war IL10 12 h pl etwa 54-fach und in der Leber etwa 4-fach hochreguliert.
TGFB war ausschlieBlich 24 h pl in der Leber 2-fach signifikant erhoht. Im Thymus
fand sich unter den analysierten Zytokinen nur IL1B zum Zeitpunkt 12 h pl induziert.
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Abbildung 24: Infektionsabhingige Zytokinexpression in der Milz

In der Ordinate sind mRNA Kopien je pg RNA aufgetragen, in der Abszisse die Zeitpunkte nach der
Infektion. Von allen Probenzeitpunkten wurden die Einzelwerte als Dreiecke aufgetragen und der
Mittelwert mit einer Linie dargestellt. Die Signifikanzen wurden fiir den Vergleich mit der O h-
Kontrollgruppe berechnet.

A) IL1B; B) TNF; C) IL8; D) IL10

3.2.1.2 Migration von Leukozyten im Intraperitoneum

Die Migration von Immunzellen ist ein weiterer Marker fiir Infektionen. Mit Hilfe der
FACS (fluorescence-activated cell sorting) - Methode konnte am Ort der Injektion, im
Peritoneum, 12 h pl signifikant erhohte Gesamtleukozytenzahlen festgestellt werden
(Abbildung 25A). Das Zellsortieren mit der FACS-Methode ermdglichte auBlerdem die
Diskriminierung von myeloiden (Granulozyten) und lymphoiden (T-/B-Lymphozyten)
Immunzellen (Abbildung 25B und C). Die Zellzahl der myeloiden Zellen stieg bereits

6 h pl an und erreichte 12 h pl ein Plateau mit einer hochsignifikanten, 162-fach
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hoheren Zellzahl (Vergleich mit 0 h-Kontrollgruppe). Lymphoide Zellen wurden
ebenfalls 12 h pI im Peritoneum rekrutiert, jedoch erfolgte dies im Vergleich mit den
myeloiden Zellen auf niedrigerem Niveau. 72 h pl erreichten die myeloiden Zellen eine

ebenfalls hoch signifikante 41-fache Zellzahl im Vergleich zur 0 h-Kontrollgruppe.

A)

[x10%]

—— PBS
120 1 = Infected *
*
Ewo . * *
B
- 80 4
B
é 60 -
e
E 40 -
R
& 20 | rL-
0 —===
0 6 12 24 48 72

B) C)

[x10%] 100 -

100 ek

# g0 .

g 80 | = 80
2 60 - § 60 -
é 40 40 1
z hkk
E =

20 20 1
2 £

0 Lethe—3 G0 0 L—— : .
0612 24 48 72 0612 24 48 72

Zelpunki nach Infektion [hi

—— Myeloide infiziert —@— Lymphoide infiziert
—o— Myeloide PBS  —o— Lymphoide PBS

Abbildung 25: Infektionsabhingige Migration von Leukozyten

In allen Graphen zeigt die Abszisse die Zeitpunkte pl.

A) und B) In der Ordinate ist die absolute Zellzahl der aus dem Peritoneum isolierten Leukozyten
aufgetragen. In den Signifikanztests wurden Messwerte der infizierten Tiere mit den jeweiligen
Messwerten der PBS-Kontrollgruppe verglichen.

C) In der Ordinate sind die Anteile an Granulozyten und Lymphozyten an der Gesamtleukozytenzahl
aufgetragen. In den Signifikanztests wurden Messwerte der infizierten Tiere mit der 0 h-Kontrollgruppe
verglichen.

Wihrend die Immunzellen der Kontrollgruppen im gesamten Versuchszeitraum im
Peritoneum in einem ausgewogenen Verhiltnis vorlagen, stieg der Anteil an myeloiden
Zellen 6 h pl in den infizierten Fischen an. Im gleichen Malle sank der Anteil an

lymphoiden Zellen zu diesem Zeitpunkt ab. 12 h pl war das Verhiltnis bei 90 %
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myeloide Zellen zu 10 % lymphoide Zellen. 72 h pl war das Verhéltnis noch etwa 80 %
zu 20 %.

3.2.1.3 Expression des T-Zell-Rezeptors (TRB) und Immunglobulin M (IgM)

Der T-Zellrezeptor (TRB) wird ausschlieBlich auf den Membranen von T-Zellen
exprimiert. Daher ist dieser Faktor ein guter Marker fiir die Anwesenheit von T-
Lymphozyten. Das Immunglobulin M (IgM) wird ausschlieBlich von B-Lymphozyten

exprimiert.
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Abbildung 26: Infektionsabhingige Expression von TRB und IgM

In beiden Graphen zeigt die Abszisse die Zeitpunkte pI und die Ordinate den dekadischen Logarithmus
der mRNA-Kopienzahl je ug RNA von A) TRB und B) IgM in den vier Geweben Milz, Kopfniere, Leber
und Thymus. Die Signifikanzen wurden fiir den Vergleich mit der Oh Kontrollgruppe berechnet.
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In der Kopfniere zeigte sich eine 12-fache Erhohung der TRB-mRNA-Kopienzahl,
wihrend zum selben Zeitpunkt (72 h pl) die IgM-mRNA-Kopienzahl um den Faktor 11
sank (Abbildung 26). Im Thymus war es 24 h pl genau andersherum. Die TRB-mRNA-
Konzentration war 3-fach niedriger und die [gM-mRNA 3-fach hoher abundant. In der
Milz sank die Kopienzahl von TRB 72 h pl um den Faktor drei. Die IgM-Kopienzahl
war auf hohem Niveau konstant. In der Leber zeigte sich lediglich eine tendenzielle
Erhohung beider Faktoren 24 h pl.

Insgesamt belegt die Analyse der m-RNA-Konzentrationen der T- und B-Zell-Marker
die starke Migrationen von Immunzellen, insbesondere in der Kopfniere, und damit die

Aktivierung des Immunsystems.

3.2.2 Expression der TLRs

3.2.2.1 Vergleich der Infektionsabhdngigen Expression der TLR2-Varianten

Die in Punkt 3.1.1.5 beschriebenen Primerpaare zur Diskriminierung der verschiedenen
TLR2-Varianten wurden neben der Gewebe-spezifischen Expression auch eingesetzt,
um ihre Regulation im Verlaufe einer Infektion zu ermitteln und sie zu vergleichen.
Eine unterschiedliche Regulation der 7LR2-Gene konnte einen Hinweis darauf geben,
ob sie unterschiedliche Funktionen wahrnehmen.

Statistisch signifikante Unterschiede der mRNA-Kopienzahl zeigten sich im Verlauf der
Infektion nur in der Milz (Tabelle 33). Das am hochsten abundante TLR2 (LRR) hatte
im Vergleich zur 0 h-Kontrolle 12h bis 72 h pl etwa 2-fach niedrigere mRNA-
Kopienzahlen.

Die Transkriptvariante der TLR2b-Genkopie war 12 h pl 3-fach niedriger als bei
gesunden Fischen. Die mRNA-Konzentration dieser Variante stieg dann 24 h pl wieder
an. Die mRNA der TLR2a-Variante war in der Infektion gar nicht reguliert.

In den tibrigen Geweben zeigten sich fiir keine der Varianten signifikante Unterschiede.
durch die vergleichende Expressionsanalyse wurde kein regulatorisches Zusammenspiel

der TLR2-Varianten untereinander gefunden.
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Tabelle 33 : Infektionsabhéngige Expression der 7LR2-Varianten

Gen Gewebe n-fache Verdnderung der mRNA-Kopienzahl
6h 12h 24 h 48 h 72 h
TLR2 LRR  Milz -1,13+0,16 -1,73 £0,32 -1,83 £0,39 -1,44£0,14 | -1,65 £0,25
Kopfhiere 1,23+0,18 -1,13+0,16 -1,65+0,27 -1,09 £0,21 -1,18 £0,12
Leber -1.01+0.11 -1,10+0,11 1,01 +£0,11 1,47 £0,30 1,15+0,13
Thymus -1,11+£0,21 -1,06 £0,18 -1,07 £0,24 1,15+0,19 1,21 +0,18
TLR2a Milz -1,10+ 0,26 -1,25+0,35 -1,45+0,36 -1,07 £0,22 1,29 +0,24
Kopfhniere 1,23 +0,35 1,34 +0,26 2,69+ 0,52 2,12+0,36 -1,52 40,25
Leber -1,13+0,33 -1,38£0,38 -1,05+0,30 -1,38 0,33 -1,24 0,38
Thymus 1,16 0,14 1,32 £0.21 -1,14 40,21 1,00 +0,19 1,25+0,17
TLR2b Milz 2,12 +0,42 -3,38+0,71 -1,91+0,43 -1,42+£0,39 -1,18 0,30
Kopfniere -1,10 £ 0,20 -1,04 £0,31 -2,54+ 0,44 -1,64 + 0,24 -2,00 + 0,31
Leber 1,45+ 0,52 1,97 £0,93 1,83 £0,78 1,42 0,57 1,09 + 0,50
Thymus 1,37 +0,25 -1,17 £0,22 1,05 + 0,24 1,34 +0,27 1,30 £ 0,23

Der Verlauf der Expression wird hier durch die n-fachen mRNA-Kopienzahlen zu den Infektionszeitpunkten
im Vergleich zu denen der 0 h-Kontrollgruppe dargestellt. Neben dem Induktionsfaktor ist mit einem + der
SEM angegeben. Statistisch signifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen wurden in fetten
Zahlen eingetragen. Signifikante Hochregulierungen wurden rot unterlegt, Abregulation griin.

3.2.2.2 Gewebe-spezifische Expression der PRRs der Regenbogenforelle

Fir die Analyse der Gewebe-spezifischen Expression wurden die mRNA-
Konzentrationen der 0 h-Kontrollgruppe aus dem Infektionsexperiment genutzt.
Pathogen-erkennende Rezeptoren fanden sich in allen untersuchten Geweben (Milz,
Kopfniere, Leber, Thymus). Allerdings waren die mRNA-Konzentrationen im
Vergleich der Organe unterschiedlich. Im Mittel waren die Rezeptoren mit
6,01 x 10° + 3,57 x 10° [mMRNA-Kopien / ng RNA] am stérksten in der Milz exprimiert.
In Kopfhiere (2,60 x 10° + 2,49 x 10°) und Thymus (1,79 x 10° = 1,98 x 10°) waren sie
geringer und in der Leber (7,17 x 10+ 1,08 x 10°) am niedrigsten exprimiert. Die
mRNA-Konzentrationen der Rezeptoren waren auBerdem in den einzelnen Geweben
unterschiedlich exprimiert (Abbildung 27). In der Milz hatte TLR21 die hochste
mRNA-Konzentration, wiahrend TLRS5 kaum exprimiert wurde. In der Kopfniere war
der intrazelluldire NODI1 (nucleotide-binding oligomerization domain containing 1)-

Faktor am stirksten, die TLRs 5, 19 und 22a2 kaum exprimiert. In der Leber zeigten nur

71



Ergebnisse

die TLRs 3, 5, 9 und 20 hohere mRNA-Konzentrationen. Im Thymus waren es TLR3, 9,
20 und NOD1.
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Abbildung 27: Gewebe-spezifische Expression der TLRs und von NOD1

In der Ordinate sind mRNA Kopien je ug RNA in den Geweben A) Milz, B) Kopfniere, C) Leber und D)
Thymus aufgetragen, in der Abszisse die untersuchten PRRs. Alle Zahlen in der Abszisse stehen fiir ein
TLR. NODI1 ist ein intrazelluldrer Pathogenrezeptor. Unterschiedliche Buchstaben markieren statistisch
signifikante Unterschiede innerhalb der gemessenen Gene.

3.2.2.3 Infektionsabhingige Expression der PRRs der Regenbogenforelle

Innerhalb des Infektionsexperimentes analysierten wir 14 PRRs in vier Geweben zu
sechs Probenzeitpunkten. Auffillig war, dass die Rezeptoren wihrend der Infektion
kaum reguliert wurden. Die Abbildung 28 zeigt alle signifikanten Modulationen der
mRNA-Konzentrationen, wenn sie wenigstens 2-fach hoher war.

Wenn sich die mRNA-Konzentrationen @nderten, dann sanken sie zum liberwiegenden
Teil im Verlauf der Infektion. Wir fanden insgesamt 37 statistisch signifikante

72



Ergebnisse

Verdnderungen der mRNA-Konzentration zu den verschiedenen Zeitpunkten und in den
verschiedenen Geweben. (19 in der Milz, elf in der Kopfniere, sieben in der Leber und
keine im Thymus).

Bei der Betrachtung der einzelnen Gewebe zeigte sich ein unterschiedliches Verhéltnis
der Anzahl der regulierten Gene. In der Milz waren von den 14 PRRs acht reguliert
(sieben herunterregulierte Gene), in der Kopfniere fiinf (drei herunterregulierte Gene)
und in der Leber drei (alle Gene heraufreguliert).

Das Ausmal} der Heraufregulation war beim TLR22a2 in der Kopfniere (etwa 6-fach
hohere mRNA-Konzentration 6 h pl) am hochsten. TLRS war in der Milz am starksten

herunterreguliert (4-fach 12 h pI).
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Abbildung 28: Infektionsabhingige Modulation der mRNA-Konzentrationen der TLRs

Die Farben reprisentieren die statistisch signifikanten (p<0,05) Verdnderungen der mRNA-
Konzentrationen, wenn sie mehr als 2-fach hoher (Rottdne) oder niedriger (Griintdne) im Vergleich mit
der Oh-Kontrollgruppe waren. Die zu Grunde liegenden Werte sind im Anhang 3.7 und 3.8 gelistet.
TLRS und TLR21 hatten in der Milz 12h pl eine 4-fach geringere mRNA-
Konzentration im Verhéltnis zur 0 h-Kontrollgruppe. TLR7 war 72 h pl 3-fach geringer
exprimiert. In der Kopfniere waren die mRNA-Kopienzahlen der TLRs 22a2 (6-fach)
und 19 (3-fach) 6 h pl hoher. TLR21 hatte 24 h pl die niedrigste (3-fach) mRNA-
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Konzentration. In der Leber waren die signifikant modulierten Faktoren im Verlauf der
Infektion alle hoher exprimiert, TLR22a2 (4-fach) 12 h pl, TLR20 (2-fach) 48 h pI und
TLR9 (3-fach) 72 h pl. Wihrend TLR1 sowie TLR22al keine Anderung der Expression
wéhrend der Infektion zeigten, waren einige zumindest in einem Gewebe um den Faktor
1,5 bis drei verdndert (TLR2, 7, 8al, 8a2, 19, 20 und NOD1). TLR3, 9, 21 und 22a2
zeigten in zwei Geweben Verdnderungen der Expression.

In der Zusammenfassung zeigen die Ergebnisse, dass die TLRs kaum reguliert sind und
dass eine Heraufregulation von TLRs fast ausschlieBlich in der Leber stattfindet

(Abbildung 28).

3.2.3 Expression der nachgeschalteten Faktoren der TLR-Signalkaskade

3.2.3.1 Gewebe-spezifische Expression der nachgeschalteten Faktoren der TLR-
Signalkaskade

Fiir die Analyse der Gewebe-spezifischen Expression der nachgeschalteten Faktoren der
TLR-Signalkaskade wurde, wie bei der Analyse der PRRs, die 0 h-Kontrollgruppe aus
dem Infektionsexperiment genutzt. Alle Faktoren waren in allen untersuchten Geweben
(Milz, Kopfniere, Leber, Thymus) exprimiert.

In der Milz war die mittlere Expression der Faktoren mit 2,09 x 10°+ 2,94 x 10°
[MRNA-Kopien / ug RNA] am hochsten. In der Kopfniere (1,66 x 10°+2,51 x 10°)
und im Thymus (1,09 x 10+ 1,45 x 10%) fanden wir geringere mRNA-
Konzentrationen. In der Leber (2,25 x 10°+2,60 x 10°) waren die Faktoren am
wenigsten exprimiert.

Der Adapter MYDS88 war in allen vier Geweben immer der am hdchsten exprimierte
Faktor. Die Faktoren IRAK4a, TRAF6 und TOLLIP waren in den Geweben auf
niedrigerem Level exprimiert, aber immer etwa gleich. IRAK1 war mit Ausnahme des

Thymus am geringsten exprimiert.
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Abbildung 29: Gewebe-spezifische Expression der nachgeschalteten Faktoren

In der Ordinate sind mRNA Kopien je pg RNA aufgetragen, in der Abszisse die untersuchten Faktoren.
Unterschiedliche Buchstaben markieren statistisch signifikante Unterschiede innerhalb der gemessenen
Gene.

A) Milz; B) Kopfniere; C) Leber; D) Thymus

3.2.3.2 Infektionsabhidngige Expression der nachgeschalteten Faktoren der TLR-
Signalkaskade

Ahnlich wie bei den PRRs war auch die Expression der fiinf nachgeschalteten Faktoren
der TLR-Signalkaskade kaum reguliert. Im Gegensatz zu diesen waren die
nachgeschalteten Faktoren aber stets heraufreguliert. Die meisten signifikanten
Regulationen zeigten sich in der Leber (13), in der Kopfniere gab es an drei
Messpunkten Verdnderungen, in Leber und Thymus zwei (Daten im Anhang 3.8). Die
signifikant erhdhten mRNA-Konzentrationen waren im Mittel 3-fach hoher. Wéhrend
ein Grofiteil der Faktoren um das etwa 3-fache erhoht waren, zeigten sich in der Leber
4,5-fach (TOLLIP, 72 h pl) und fast 7-fach (MYDS88, 12 h und 72 h pl) erh6hte mRNA-
Konzentration. In der Leber waren sogar alle untersuchten Faktoren zumindest zu einem
Zeitpunkt heraufreguliert. Der TLR-Adapter MYD88 war genau wie der
Negativregulator TOLLIP nach Infektion ausschlieflich in der Leber signifikant erhoht,
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IRAK4a in Leber und im Thymus, IRAK1 zu fritheren Zeitpunkten in Milz, Kopfniere
und Leber sowie TRAF6 in Kopfniere, Leber und Thymus.

Milz Kopfniere Leber Thymus
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Abbildung 30: Infektionsabhiingige Modulation der mRNA-Konzentrationen der nachgeschalteten
Faktoren der Signalkaskade

Die Farben reprdsentieren die statistisch signifikanten (p<0,05) Verinderungen der mRNA-
Konzentrationen, wenn sie mehr als 2-fach hoher (Rottdne) oder niedriger (Griinténe) im Vergleich mit
der Oh-Kontrollgruppe waren. Die zu Grunde liegenden Werte sind im Anhang 3.7 und 3.8 gelistet.

Die Abbildung 30 zeigt alle signifikanten Modulationen der mRNA-Konzentrationen,
wenn sie wenigstens 2-fach héher war, und stellt damit klarer heraus, dass die Leber fiir

die Abwehr von A. salmonicida wahrscheinlich eine bedeutende Rolle spielt.
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4. Diskussion

4.1 Struktur und Funktion der Schliisselfaktoren

4.1.1 Der TLR2 der Regenbogenforelle wird wenigstens von einem
monoexonischen und einem polyexonischen Gen kodiert

Basierend auf PCR-Ansédtze mit degenerierten Primern fanden wir zwei TLR2-
Genvarianten. Die eine Variante (TLR2a) zeigte hochste Ubereinstimmungen mit den
bereits verdffentlichten TLR2-Faktoren von diversen Vertebraten. Wie auch bei
Mensch, Haushuhn und Krallenfrosch ist der offene Leserahmen des TLR2a-Gens nicht
durch Introns segmentiert und damit monoexonisch (Abbildung 10). Die ebenfalls
isolierte  TLR2a-cDNA ergibt konzeptionell translatiert ein hdchstwahrscheinlich
funktionales TLR2-Ortholog.

Andere TLR-Gene, wie TLR1 (PALTI et al., 2010) und TLR7 (YANG et al., 2012) sind
ausschlieBlich monoexonisch kodiert, wahrend es fiir das 7LR3-Gen (HUANG et al.,
2011) nur Beschreibungen von polyexonischen Genen gibt.

Im Genom der Regenbogenforelle wird zumindest ein weiteres 7LR2-Gen (TLR2b)
kodiert. Das partiell aufgekldrte 7LR2b-Gen besteht aus sieben Exons. Die beiden
TLR2-Genvarianten unterscheiden sich innerhalb des kodierenden Bereiches durch fiinf
Basenaustausche, von denen zwei nichtsynonym waren.

Bei den Fischen gibt es ebenso viele Beispiele fiir monoexonische TLR2-Faktoren
(Zebrabiarbling; MEUER et al., 2004); Blinder Hohlensalmler (Astyanax mexicanus,
ENSAMXT00000026308); und Gefleckter Knochenhecht (Lepisosteus oculatus;
ENSLOCT00000022362)) wie auch fiir polyexonischen TLR2-Gene (Falscher Heilbutt

(Paralichthys  olivaceus; HIRONO et al., 2004); Japanischen Kugelfisches
(ENSTRUT00000007500) und Nil-Maulbriiter (Oreochromis niloticus;
ENSONIT00000017758)).

Moglicherweise entwickelte sich das monoexonische 7LR2 der Tetrapoden aus einem
urspriinglich polyexonischen 7LR2-Gen. Da bei den Fischen beide TLR2-Genvarianten
vorkommen, miissen die frithen Vertebraten schon vor der Trennung von Sarcopterygii
und Actinopterygii liber zwei TLR2-Gene verfiigt haben. Wéhrend die meisten Fische

eines der beiden Gene verloren, bliecben beide Varianten im Genom der
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Regenbogenforelle erhalten. Die TLR2a-Genvariante wire in diesem Fall das wahre
Saugerortholog und das TLR2b-Gen sein Fisch-spezifisches Paralog.

Das Vorhandensein von funktionalen TLR2-Paralogen im Genom von Vogeln
(CORMICAN et al., 2009) unterstiitzt diese Hypothese. Mdglicherweise verlief die
Evolution des TLR4-Gens ganz &hnlich. Im Genom des Graskarpfen waren, neben einer
monoexonischen 7TLR4-Genvariante, noch weitere drei polyexonische Genvarianten
kodiert (HUANG et al., 2012a).

Im Verlauf der Sequenzierungsarbeiten fiir das 7LR2bh-Gen der Regenbogenforelle
zeigten sich innerhalb der Introns diverse Sequenzunterschiede (Anhang 3.2). Dies sind
Hinweise auf weitere 7LR2-Gene. Auf Grund der hohen Diversitit der

Sequenzunterschiede wurde keine weiterfithrende Sequenzanalyse durchgefiihrt.

Das TLR2a kodiert nur fiir einen Bruchteil der TLR2-Transkripte

Neben dem TLR2a-Transkript wurde ein weiteres Transkript gefunden, das sich
moglicherweise vom TLR2b-Gen ableitet. Diese ungespleiite TLR2b-Transkript-
variante X1 ergibt in der konzeptionellen Translation allerdings kein sinnvolles
Translationsprodukt und ist damit wahrscheinlich ein transkribiertes Pseudogen. Fiir
Mensch, Hund (Canis lupus familiaris) und Opossum (Monodelphis domesticus) wurde
bereits beschrieben, dass ein TLR2-Pseudogen und ein funktionales TLR2-Paralog
gleichzeitig vorliegen konnen (ROACH et al., 2005).

Die Analyse der mRNA-Konzentrationen der beiden Varianten unterstiitzt die
Hypothese, dass es neben den zwei isolierten Genen noch weitere Genvarianten
und/oder Transkriptvarianten geben muss. Wir ermittelten die mRNA-Konzentration
mit einem Primerpaar, das mutmallich alle Varianten erfasste, und verglichen diese mit
den Kopienzahlen, die wir durch TLR2a beziehungsweise TLR2b TVXI
diskriminierende Primer erhielten. Die ermittelten mRNA-Konzentrationen von TLR2a
und der TLR2b TVX1 zusammen machten in keinem Gewebe mehr als 11 % aus. Es
muss demzufolge ein oder mehrere weitere TLR2-Transkripte geben. Mdglicherweise
kodiert auch das polyexonische TLR2b-Gen einen funktionalen TLR2-Faktor. Weitere
Transkripte konnen aber auch von weiteren 7LR2-Genen stammen oder weitere
Transkriptvarianten sein. Im Genom des Dorsch (Gadus morhua) wurden sogar acht
Transkriptvarianten des TLR22-Gens gefunden (STAR et al., 2011). Ob es sich bei der
TLR2b-Transkriptvariante X1 tatsdchlich um ein transkribiertes Pseudogen handelt,
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kann nicht hinreichend geklart werden, da auch die Gewebe-spezifische Expression der

beiden Varianten keinen Aufschluss dariiber gibt.

4.1.2 Das TLR2a der Regenbogenforelle kodiert ein funktionales Transkript

Der TLR2-Faktor ist stark konserviert

Die TLR2-cDNA-Sequenz der Regenbogenforelle war im Vergleich mit verschiedenen
Tetrapoden im Mittel zu 56 % identisch (Tabelle 28). Im Vergleich zu TLR2-cDNAs
andere Fischspezies war die anteilige Identitdt nur etwas hoher (Zebrabarbling, 60 %;
Falscher Heilbutt 66 %). Die dhnlichen evolutiven Abstinde des Forellen-7LR2 zu den
TLR2-Genen der verschiedenen Tetrapoden sowie denen anderer Fischarten sind ein
Beleg fiir die lang andauernde, parallele Entwicklung der Klassen der Actinopterygii
und der Sarcopterygii. Die Sequenzvergleiche von TLR3 (HUANG et al., 2011), TLR7
und TLRS8 (QIAN ef al., 2013) sowie TLR9 (KONGCHUM et al., 2011) bestdtigen eine
dhnliche Entwicklung bei anderen TLRs.

Weiterhin zeigte der Sequenzvergleich des Forellen-TLR2 eine hohere Konservierung
der intrazelluliren TIR-Domine und eine geringere im Bereich der extrazelluldren
LRR-Domine. Dies ist ein Beleg fiir einen unterschiedlichen Selektionsdruck auf die
beiden Doménen. Dieses Phanomen wurde auch fiir den TLR3- (HUANG ef al., 2011)
und den TLR9 (KONGCHUM et al., 2011) beschrieben. Wahrend sich die intrazelluldre
TIR-Domine in Koevolution mit den intrazelluldiren Komponenten entwickelt, muss
sich die extrazellulire LRR-Domaéne stetig -den sich verdndernden- Liganden anpassen.

Der Vergleich der Konservierung der TLR2-Aminosduresequenzen sowie der
entsprechenden cDNA-Sequenz zeigte einen geringeren Konservierungsgrad der
Aminosduresequenz. Dies ist ein Hinweis auf einen positiven Selektionsdruck auf
TLR2, der auch bereits fiir anderen TLRs bestimmt wurde (BABIK ef al., 2014; CHEN et
al., 2008; GRUEBER et al., 2014). Dieser positive Selektionsdruck bestitigte sich jedoch
bei der mathematischen Analyse der synonymen und nichtsynonymen
Nukleotidsubstitutionen nicht (XU et al., 2013).

Ein phylogenetischer Vergleich zeigte, dass sich die TLR2-Faktoren der verschiedenen
Spezies in dem Stammbaum (Abbildung 13) analog zum allgemein anerkannten

Evolutionsstammbaum einordnen. Die gezeigten Verwandtschaftsverhéltnisse stimmen

79



Diskussion

mit denen anderer Autoren liberein (QIAN et al., 2013; XU et al., 2013). Dies ist ein

weiterer Beleg dafiir, dass der TLR2a-Faktor tatséchlich ein TLR2-Ortholog ist.

Der TLR2-Faktor wird in Milz und in Immunzellen stark exprimiert

Der erste Ansatz zur Analyse der Gewebe-spezifischen Expression des TLR2-Gens
basierte auf den Oligonukleotiden (TLR2 LCf; TLR2 LCr), die in der LRR-Region
abgeleitet wurden. Die hochste TLR2-mRNA-Konzentration fand sich in der Milz
gefolgt von Kopfniere und Thymus. In der Leber wurde die geringste Konzentration
ermittelt.

Die auffillig hohe Expression des TR2 in der Milz wurde auch bei anderem Fischarten
(SAMANTA et al., 2012; VARRIALE et al., 2012) beschrieben. Dariiber hinaus werden
auch viele andere TLRs sehr stark exprimiert (REBL et al., 2007). Die hohen TLR2-
mRNA-Konentrationen in den isolierten Immunzellen (B-Lymphozyten und
Monozyten/Makrophagen) zeigen, dass nicht die Epithelzellen der Milz, sondern der
hohe Anteil der Immunzellen im Milzgewebe Ursache fiir die hohen TLR-
Konzentrationen sein diirfte. Tatsichlich wurden anatomische Ahnlichkeiten der
Fischmilz zur Milz der Sduger nachgewiesen. Die Milz der Teleostei verfiigt {iber
lymphatisches Gewebe, analog zur weiflen Pulpa der Séuger, in dem Lymphozyten nach
Antigen-induzierter Differenzierung proliferieren (URIBE ef al., 2011). Dariiber hinaus
wurde ein hoher Anteil von Lymphozyten am Milzgewebe des Europdischen
Wolfsbarsch (Dicentrarchus labrax) nachgewiesen (DOS SANTOS et al., 2000). Es gibt
weiterhin zahlreiche Studien zur Expression von TLRs in Immunzellen bei Mensch

(BucHTA UND BISHOP, 2014) und Fisch (SCAPIGLIATI, 2013).

TLR?2 wird nicht, wie beim Sduger, Infektionsabhdngig reguliert

TLR2 wurde im Verlauf der A. salmonicida-Infektion nicht reguliert. Lediglich in der
Milz waren die TLR2-mRNA-Konzentrationen 12 h, 24 h und 48 h pl etwa 1,7-fach
niedriger als im gesunden Fisch.

Dies konnte mit dem leichten Sinken der mRNA-Konzentrationen des T-Zellmarkers
TRB 12 h pl einhergehen und damit durch eine Abwanderung von T-Lymphozyten aus
der Milz begriindet sein. Untersuchungen, in denen verschiedene Fischarten mit anderen
gramnegativen Bakterien infiziert wurden, zeigten ganz unterschiedliche Ergebnisse.

Eine Aeromonas hydrophila Infektion fiihrt bei der Goldbrasse (Sparus aurata) zur
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Heraufregulation (REYES-BECERRIL et al., 2011), im GroBlen Gelben Adlerfisch
(Larimichthys crocea) dagegen zur Herunterregulation (MU et al., 2010). Edwardsiella
tarda verursachte bei D. rerio eine Heraufregulation des TLR2 (YANG et al., 2013),
wéhrend Flavobacterium psychrophilum das TLR2 in der Regenbogenforelle nicht
induzierte (LANGEVIN et al., 2012). Beim Sduger wird TLR2 stark infektionsabhingig
induziert (YANG et al., 2008). Beim Fisch konnte dieser Faktor demnach auf einer

anderen Ebene funktional reguliert werden.

Der TLR2a-Faktor der Regenbogenforelle wird in der HEK293 exprimiert, aktiviert
aber nicht den NF-«B-Transkriptionsfaktor

Neben der TLR2a-Aminosduresequenz ist auch die 3D-Struktur des Forellenfaktors
konserviert. Die Ektodomidne hat eine, fiir die TLR2-Faktoren der Séuger
charakteristische, Hufeisen-formig angeordnete Tertidrstruktur (LEULIER UND
LEMAITRE, 2008), auf der die bekannten Strukturelemente konserviert sind. Daher sollte
der Forellen-TLR2a auch in der Lage sein, die klassischen TLR2-Liganden zu
erkennen. Die starke Konservierung der TIR-Doméne spricht dariiber hinaus fiir das
Gelingen der Rekrutierung der nachgeschalteten Faktoren und damit fiir eine
erfolgreiche Signaltransduktion.

Das Forellen-TLR2a-GFP-Fusionsprotein wurde als Nachweis einer erfolgreichen
Expression in der HEK293 exprimiert. Genau wie in menschlichen Zellen
(TRIANTAFILOU et al., 2006) sowie in Mauszellen (DIETRICH et al., 2010) lag das
Forellen-TLR2a mit Ausnahme des Zellkerns in der gesamten Zelle vor. Ahnlich wurde
es auch fiir das TLR2-Protein des Grof8en Gelben Adlerfisches (FAN et al., 2015) und
auch fiir das TLR14-Protein, welches genau wie TLR2 zur TLR1-Familie gehort, der
Arktischen Lamprete (Lethenteron camtschaticum) beschrieben (ISHII et al., 2006).

Als Liganden fiir die Luciferase-Reportergenanalysen in den HEK293-Zellen wihlten
wir neben den synthetischen TLR2-Liganden Pam2CSK4, Pam3CSK4 und FSL-1 auch
Hitze-getotete E.coli Bakterien (Stamm 1303) zur Stimulierung der Zellen. Keiner der
Liganden fiihrte zur Aktivierung des Forellenfaktors. Da bisher nur der Sduger-TLR2
von diesen Liganden aktiviert wurde, verwendeten wir in einem darauf folgenden
Versuch Hitze getotete 4. salmonicida. Auch das Fischpathogen fiihrt nicht zu einer
Induktion des Reportergens. In einem Versuch, in dem zu einer konstanten

Konzentration eines etablierten bovinen TLR2-Konstruktes (YANG et al., 2008) eine

81



Diskussion

steigende Menge des Forellen-TLR2a-Konstruktes gegeben wurde, zeigte sich eine
Dampfung der NF-xB-Aktivitit der unstimulierten HEK293. Eine Stérung der NF-xB-
Homoostase durch einen TLR in unstimulierten Zustand wurde bisher nicht

dokumentiert.

Eine Liganden-abhdingige Aktivierung des NF-xB-Transkriptionsfaktors durch Fisch-

TLRs wurde bisher nicht dokumentiert

Fir keinen einzigen Fisch-TLR konnte bisher eine Aktivierung des NF-kB-
Transkriptionsfaktors durch einen spezifischen Liganden nachgewiesen werden. Der
Volle-Liange-TLR14 der Arktischen Lamprete, exprimiert in der HEK293, aktivierte
NF-kB nicht, wihrend es mit einer Chimire aus der Ektodoméne des CD40- (Cluster of
differentiation) Faktors und der TLR14-TIR-Doméne doch gelang (ISHII et al., 2006).
Die l6sliche Form des TLRS5 (TLRS5s) der Regenbogenforelle aktivierte NF-xB in
HeLA-(Henriette Lacks) Zellen nach Flagellin-Stimulation erst nach dem Austausch der
Forellen-TIR-Doméne gegen die TIR-Doméne des humanen TLRS5 oder nur bei
Simultanexpression mit dem vollstindigen humanen TLRS5 (TSuJITA et al., 2006).
Stimulation mit doppelstringiger RNA fiihrte in HEK293, welche mit dem TLR22 des
Japanischen Kugelfisches (Takifugu rubripes) transfiziert wurden, zur Aktivierung von
Interferon, nicht aber von NF-kB. Die Aktivierung des Karpfen-TLR2, transfiziert in
HEK?293, wurde durch den Nachweis der Phosphorylierung der p38-MAPK (p38-
Mitogenaktivierte Proteinkinase) gezeigt, aber nicht abschlieBend durch den Nachweis
von aktivierten NF-kB nachgewiesen. Wohl aber wurde durch Stimulation mit den
klassischen TLR2-Liganden eine Reihe von Immungenen in Karpfen-Makrophagen
induziert (RIBEIRO et al., 2010).

Zusammengenommen zeigen diese Beispiele, dass es eine Liganden-spezifische TLR-
vermittelte Aktivierung des Immunsystems beim Fisch gibt. Allerdings konnten auch
Seitenarme der TLR-Signaltransduktion, die nicht iiber NF-«xB wirken, die Ursache fiir
die Aktivierung in den genutzten Zellmodellen sein. Ein Beispiel wire die TICAMI1-
vermittelte ~ Aktivierung des IRF3-  (Interferon  regulatory  factor  3)
Transkriptionsfaktors. Dies wire eine Erkldrung fiir die Liganden-vermittelte TLR22-
abhingige Interferon-Induktion in den HEK293, wie sie von MATSUO et al., 2008

berichtet wurde. Weiterhin wurde im Zebrabarbling gezeigt, dass andere PRRs, wie das
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PGRP-SC (peptidoglycan-recognition protein SC), andere regulatorische Netzwerke der
Immunantwort Liganden-abhingig und ohne NF-kB aktiviert (CHANG UND NIE, 2008).
Da es bisher nicht gelang, eine TLR-abhidngige NF-kB-Aktivierung in irgendeinem
Rekonstitutionssystem nachzuweisen, miissen die bisher angewandten Verfahren
hinterfragt werden. Die gut konservierte Primérstruktur der meisten Funktionsdomédnen
der TLRs sowie einer Vielzahl der nachgeschalteten Faktoren der piscinen TLR-
Signalkaskade zeigen, dass der prinzipielle Aufbau des TLR-vermittelten
Signaltransduktion innerhalb der Vertebraten konserviert ist. Sowohl die Konservierung
des [-xB-Komplexes (LEE et al., 2014), als auch die Bedeutung der NF-kB-Bindestellen
in den Promotoren von diversen immunrelevanten Genen im Fisch (REBL et al., 2010;
ZANTE et al., 2015) unterstiitzten diese Hypothese.

Die molekularen Ursachen fiir das Scheitern eines Nachweises einer Liganden-
abhingigen NF-kB Aktivierung konnen nicht abschlieBend geklart werden.
Moglicherweis liegt es an einer unvollstindigen Faltung der iiberexprimierten,
artfremden Faktoren, verursacht durch das Fehlen von entsprechenden Adapter-
Proteinen oder  Hilfsfaktoren. Beispielsweise ist nur eine der flnf
Glykosylierungsstellen des humanen TLR2 im TLR2a der Regenbogenforelle
konserviert (Abbildung 12). Die posttranslationale Modifizierung mit Kohlenhydraten
ist fiir die Ausbildung der Sekundérstruktur und damit fiir die Bindung der Liganden
essenziell (WEBER et al., 2004).

Dass die Fisch-TLRs generell nicht in der Lage sind PAMPs zu binden, die als
Liganden der Sduger-TLR2 nachgewiesen sind, ist aus den folgenden drei Griinden
unwahrscheinlich. Erstens, erschienen die Pathogen-erkennenden TLRs erst vor etwa
500 Mio. Jahren und damit 1,5 Mrd. Jahre nach den ersten PAMPs. Diese
Schliisselstrukturen von Pathogenen sind demnach schon wesentlich linger konserviert.
Zweitens ist die Immunantwort von Fischzellen auf PAMPs nachgewiesen. Drittens
finden sich konservierte spezifische Aminosduremotive, von denen die Beteiligung an
der Ligandenbindung nachgewiesen ist, in fast jedem piscinen TLR-Faktor. Das
TLR2a-Protein der Regenbogenforelle ist in diesem Zusammenhang, genau wie das
Sduger-TLR2-Protein, mit dem Bindemotiv fiir Lipoproteine (L106 bis L114)
ausgestattet.

Die Erkennung von Lipopeptiden setzt beim Sduger eine Dimerisierung des TLR2 mit
der TLR1 (TAKEUCHI et al., 2001) oder dem TLR6 (TAKEUCHI et al., 2002) voraus.

Gerade die Bereiche, die fiir diese Dimerisierung zustindig sind, zeigen sich im
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Vergleich der Aminosduresequenzen von Regenbogenforelle und Mensch (Abbildung
12) kaum konserviert. Eine fehlerhafte Dimerisierung mit einem der Sdugerfaktoren in
der HEK293 konnte die Ursache fiir das Scheitern der Rekonstitution der TLR-

Signaltransduktion in der Sdugerzelle sein.

4.1.3 Die IRAK4-Genstruktur der Salmoniden ist konserviert

Die aus Regenbogenforelle, Atlantischem Lachs und Ostseeschnipel isolierten Gene
konnten eindeutig als /RAK4-Gene identifiziert werden. Die /RAK4-Genstruktur aller
drei Salmoniden weist groBe Ahnlichkeit zum humanen /RAK4 auf (Abbildung 18). Am
dhnlichsten sind das Lachs- und das humane /RAK4 arrangiert. Beide Gene verfiigen
iber elf Exons, wihrend die /RAK4-Gene von Regenbogenforelle und Ostseeschnépel
durch Exonfusion (Regenbogenforelle: Exon 3 und 4 sowie Exon 8 und 9;
Ostseeschnidpel: Exon 8 bis 10) weniger stark segmentiert sind.

Dies sind Hinweise darauf, dass das Lachs- sowie das humane /RAK4 dem primordialen
IRAK4 gleichen, wihrend sich die /RAK4-Gene von Regenbogenforelle und Schnipel
von einer rearrangierten Genkopie ableiten. Beim MARCHS5 (membrane-associated
RING-CH) -Gen (REBL et al., 2011) wurden #hnliche Ubereinstimmungen der Exon-
Intron-Segmentierung unter den Arten beschrieben. Beim PRRI3-Gen (VERLEH et al.,
2010) war diese Segmentierung hochst divers.

Die mit dem Minisatelliten assoziierten flankierenden direct repeats im Intron sieben
des Regenbogenforellen-IRAK4 konnten, wie beim Menschen beschrieben (KRAMEROV
UND VASSETZKY, 2005), mit der Insertion von Retroposonelementen in Zusammenhang

stehen. Es ist allerdings unklar, ob dies fiir das Forellen-TR4AK4 von Bedeutung ist.

Das Genom der Regenbogenforelle kodiert ein transkribiertes IRAK4-Pseudogen

In der Regenbogenforelle wird neben dem rearrangierten /RAK4-Gen auch ein /RAK4-
Gen (IRAK4s) kodiert, das groBe strukturelle Ahnlichkeit mit dem primordialen /RAK4-
Gen hat. Insbesondere die Sequenzvergleiche der Introns der IRAK4-Gene (Tabelle 31)
der drei Salmoniden, aber auch die Ahnlichkeit der Exon-/Intron-Segmentierung des
humanen IRAK4 (Abbildung 18) sowie der Gen-Sequenz-basierte Stammbaum
(Abbildung 19) unterstiitzen diese These. Auch wenn die Genstruktur des /RAK4s,

genau wie die des IRAK4 des Lachses, der urspriinglichen Organisation der Gene
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entspricht, kodiert es wahrscheinlich kein funktionierendes Protein. Im Gegensatz zu
den protypischen /RAK4-Genen ist das /[RAK4s nur in drei Exons segmentiert und es
wird nur ein verkiirztes Transkript prozessiert. Weiterhin wurde durch konzeptionelle
Translation, unter Verwendung des ersten [ATG]-Codon, kein sinnvoller Leserahmen
gefunden. Nur unter Verwendung des [ATG]-Codon an Position 734 bp bis 736 bp
ergab sich ein Leserahmen, der fiir ein verstiimmeltes Protein kodieren konnte.
Erstaunlicherweise waren die Sequenzen der beiden IRAK4-Trankripte der
Regenbogenforelle in diesem Bereich 100% identisch. Das daraus resultierende Fehlen
eines Selektionsdrucks sollte sich in einem hdheren Auseinanderdriften der
Gensequenzen zeigen. Die tatsichlich starken Ahnlichkeiten der Gensequenzen konnten
darauf hindeuten, dass die Genkopien aus einer nur kurz zuriickliegenden
Genomduplikation (KOOP UND DAVIDSON, 2008) hervorgegangen sind. Eine andere
Erklarung fiir die hohe Homologie, die gerade im Bereich der C-terminalen
Kinasedomine vorliegen, konnte das Vorhandensein eines unbekannten
Selektionsdrucks sein.

Der Vergleich der spezifischen mRNA-Konzentration von /RAK4 und IRAK4s zeigt,
dass die funktionale Genkopie in allen Geweben etwa 12-fach stirker exprimiert wird.
Auch wenn die IRAK4s-cDNA Eigenschaften einer Transkriptvariante zeigt, wird sie in
keinem untersuchten Gewebe im hoheren Malle exprimiert. Dies wére ein Hinweis auf
eine physiologische Bedeutung eines exprimierten Proteins gewesen. Daraus resultiert,
dass es sich beim /RAK4s-Gen um ein transkribiertes Pseudogen handelt. Solche
transkribierten Pseudogene finden sich auch in anderen Organismen (MEYER UND
SCHARTL, 1999) und ihnen werden regulatorische Funktionen auf der mRNA-Ebene

zugeordnet (GUO et al., 2014).

4.1.4 Die Salmoniden kodieren ein funktionales IRAK4-Transkript

Der IRAK4-Faktor ist stark konserviert

Die IRAK4-Gesamt-cDNA der Regenbogenforelle und die des Atlantischen Lachs sind
zu 94,8 % identisch. Die IRAK4-cDNA von Ostseeschnédpels und Regenbogenforelle
sind zu 92,5 % identisch (Tabelle 32). Beim Vergleich der IRAK4-cDNAs der

Salmoniden mit dem anderer Arten féllt auf, dass der Anteil gleicher Nukleotide bei
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anderen Fischarten etwa genauso hoch ist, wie beim Vergleich zu Sdugern, Vogeln und
Amphibien. Aminosédurevergleiche zeigten ein dhnliches Ergebnis.

Dies ist, wie sich auch bei der Analyse des TLR2-Faktors (siche Punkt 3.1.1.3) zeigt ein
Beleg fiir die lang andauernde parallel verlaufende Evolution von Actinopterygii und
Sarcopterygii. Ahnliche Sequenziibereinstimmungen wurden auch fiir andere Faktoren
der TLR-Signalkaskade wie dem Adaptermolekiil MyD88 (KONGCHUM et al., 2011)
beschrieben. Wahrend der IRAK1-Faktor unter den Arten vergleichsweise weniger
stark konserviert war (HUANG et al., 2004; CHAO ZHENG ZHANG et al., 2009), blieben
die Nukleotid- beziehungsweise Aminosduresequenzen des Negativregulators TOLLIP
im Laufe der Evolution sogar stirker erhalten (LI et al., 2015).

Die phylogenetische Analyse (Abbildung 20) bestdtigt die Ergebnisse der Gen-, cDNA-
und Aminosdurevergleiche des IRAK4-Faktors. Die IRAK4-Faktoren der
verschiedenen Spezies ordneten sich analog zum allgemein anerkannten
Evolutionsstammbaum ein. Weiterhin zeigte die Zuordnung der Invertebraten-IRAK4-
Faktoren in die IRAK4-Gruppe, dass sich die vier IRAKSs bereits vor der Trennung von
Protostomia (Urmiinder) und Deuterostomia (Neumiinder) entwickelt haben konnten. In
einem bereits publizierten Stammbaum, der alle bis dato bekannten IRAK-Faktoren
miteinbezog (GOSU et al., 2012), bestitigen sich die von uns gezeigten

Verwandtschaftsverhéltnisse.

Die Funktionsabschnitte des IRAK4 unterliegen negativer Selektion

Todes- und Kinasedomine (LI et al., 2002) konnen durch den Sequenzvergleich beim
IRAK4-Faktor in allen drei Spezies nachgewiesen werden (Anhang 3.4). Diese
Funktionsbereiche zeigen einen hoheren Konservierungsgrad, als das weniger
konservierte Verbindungstiick zwischen beiden Doménen.

Das Verhiltnis von synonymen zu nichtsynonymen Nukleotidaustauschen spricht fiir
negative Selektion von Todes- (0,499 +0,056) und Kinasedoméne (0,728 + 0,043).
Innerhalb des Verbindungsbereiches der beiden Doménen (0,995 +0,035) ist die
Wahrscheinlichkeit eines synonymen Basenaustausches genauso groB3 wie fiir einen
nichtsynonymen Austausch.

Die Beobachtung, dass die Kinasedomine auf der Aminoséureebene bei Lanzettfischen
und den Invertebraten weniger konserviert ist als die entsprechende cDNA-Sequenz

(Tabelle 32) und die Umkehrung dieses Verhéltnisses bei Sdugern, Végeln, Amphibien
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und Fischen, ldsst vermuten, dass der Selektionsdruck auf die Kinasedoméine im

Verlaufe der Evolution nachgelassen hat.

Der IRAK4-Faktor hat sich im Laufe der Evolution verkiirzt

Ein interessanter Aspekt des Evolutionsvergleichs des IRAK4-Faktors ist die
Verkiirzung des Faktors mit steigendem Entwicklungsstand. Die Verkiirzung spiegelt
moglicherweise einen langfristigen Entwicklungstrend wider, der mit einer funktionalen
Optimierung des IRAK4-Faktors im Verlaufe der Evolution einherging und irgendwann

im Verlaufe der Vertebratenevolution zum Stillstand gekommen ist.

IRAK4 wird in Immunorganen stark exprimiert, aber nicht durch Infektion mit A.

salmonicida induziert

Die Gewebe-spezifische Expression (Abbildung 21) zeigte, dass IRAK4 in allen
untersuchten Geweben exprimiert wurde. In den Geweben Kopfniere, Milz und
Korperniere, die bekanntermallen stark durchblutet sind und Immunzellen produzieren
oder beherbergen (URIBE ef al., 2011), ist IRAK4 am hochsten exprimiert. In den
Geweben, die mit der Umwelt interagieren wie die Kieme und Flosse, fanden sich
moderate IRAK4-mRNA-Konzentrationen. In Darm, Fett, Herz, Leber und Muskel war
die Expression geringer.

Im Orangegepunkteten Zackenbarsch (Epinephelus coioides) und im Gestreiften
Schnabelbarsch (Oplegnathus fasciatus) wurden ebenfalls hohe IRAK4-mRNA-
Konzentrationen in der Kopfniere beschrieben (LI et al., 2014; UMASUTHAN et al.,
2015). Allerdings war IRAK4 bei beiden Fischarten in der Milz und der Korperniere
weniger stark, in der Leber aber im hohen Malle exprimiert.

In der Regebogenforelle konnte keine infektionsabhdngige Regulation der IRAK4-
Expression nachgewiesen werden. Zwar ergaben sich nach der Infektion mit A.
salmonicida in der Leber 24 h und 72 h pl, sowie im Thymus 72 h pl statistisch
signifikante Erhohungen der mRNA-Konzentration, doch waren diese weniger als 2-
fach erhoht und damit wahrscheinlich nicht physiologisch bedeutsam. Im Zebrafisch
wurden dagegen nach Infektion mit dem ebenfalls gramnegativen Bakterium
Edwardsiella tarda eine 50-fache Induktion (Leber, 12 h pl) beschrieben (PHELAN et
al., 2005). Die Stimulation einer Groppenart (7rachidermus fasciatus) mit LPS fiihrte in

diversen Geweben zur einer starken Induktion des IRAK4-Gens (LIU et al., 2012). Die
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IRAK4-Induktion nach Stimulation mit gramnegativen Bakterien sowie LPS wurde in
Untersuchungen im Gestreiften Schnabelbarsch bestétigt (UMASUTHAN et al., 2015).
Eine Interpretation dieser unterschiedlichen Beobachtung ist sehr schwer. Physiologisch
betrachtet sollte das IRAK4-Protein im ausreichenden Mal} in den Zellen vorliegen, um
eine umgehende Signaltransduktion bei Pathogenkontakt der Zellen zu gewdhrleisten.
Dies wiirde eher die Bedeutung einer schnellen Induktion des /RAK4-Gens in Frage

stellen.

Das IRAK4 der Regenbogenforelle wird in der HEK293 exprimiert und ist an der TLR-

Signaltransduktion beteiligt

Auch wenn in der Forelle keine infektionsabhéngige Regulation des IRAK4
nachgewiesen werden konnte, lassen die Untersuchungen der zitierten Autoren auf eine
Beteiligung des Faktors an der TLR-Signalkaskade der Fische schliefen.
Untersuchungen an IRAK4-knockout-Méusen zeigten eine starke Schwichung der NF-
kB-Aktivierung sowie der Expression verschiedener inflammatorischer Zytokine bei
Anregung verschiedener TLRs (SUZUKI et al., 2002) und belegen die Beteiligung von
IRAK4 bei der Pathogenerkennung der Sduger.

Der Nachweis der erfolgreichen Expression des IRAK4-Faktors (Abbildung 22) erfolgte
wie beim TLR2-Faktor (Punkt 3.1.1.7) durch Mikroskopie und Westernblot. Das
IRAK4-GFP-Fusionsprotein konnte in der HEK293 im Cytosol nachgewiesen werden.
In HeLa-Zellen war das IRAK4-Protein des Orangegepunkteten Zackenbarschs
ebenfalls cytosolisch lokalisiert (LI ef al., 2014). Auch in anderen Spezies wird das
IRAK4 diesem Zellkompartiment zugeordnet (L1 et al., 2002).

Sowohl das IRAK4-GFP-Fusionsprotein als auch das native Forellen-IRAK4 hatten in
E.coli-stimulierten HEK293, nicht wie erwartet einen steigernden Einfluss auf die
TLR2-vermittelte NF-xB-Aktivitét, sondern einen hemmenden. Die gute Konservierung
des IRAK4-Faktors (BRIETZKE et al., 2014) sowie die erfolgreiche funktionale
Integration des Forellen-MyD88 (REBL ef al., 2010b) lieen eine Verstirkung der NF-
kB-Aktivierung vermuten.

Eine Erhohung der IRAK4-Dosis fiihrte zu einer noch stirkeren Reduktion der NF-kB-
Aktivitdt, bestétigt aber dass der Forellenfaktor in die TLR-Signalkaskade der HEK293
eingreift. In einer spiter erschienenen Publikation egalisierte die Co-Transfektion von

IRAK4 und MyD88 des Orangegepunkteten Zackenbarsches die Erh6hung der NF-«xB-
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Aktivitit, die durch die Transfektion von ausschlieBlich MyDS88 erreicht wurde (LI ef
al.,2014).

Moglicherweise ist die Hemmung der NF-kB-Aktivierung darauf zuriickzufiihren, dass
das IRAK4-Protein nicht mit allen beteiligten Faktoren des Rezeptorkomplexes
kompatibel ist. Dies wiirde dann zum Abbruch der TLR-Signaltransduktion fiihren.
Sequenzvergleiche zeigten, dass die entscheidenden Motive fiir die Bindung der
Todesdominen von IRAK4 und MYD88 sowohl in der Regenbogenforelle als auch im
Menschen hochst konserviert (BRIETZKE et al., 2014) sind. Die Kontaktstellen fiir die
Bindung des humanen IRAK4 an das nachgeschaltete IRAK2 waren bei der
Regenbogenforelle weniger konserviert. Bis heute wurde bei keiner piscinen Spezies
IRAK2 nachgewiesen, so dass die TLR-Signaltransduktion bei Fischen wahrscheinlich
iiber IRAK1 gewihrleistet wird. Eine fehlerhafte Rekrutierung des humanen IRAK2 an
das Forellen IRAK4 konnte somit die Ursache fiir die Hemmung der NF-xB-Aktivitét
nach Stimulation der HEK293 sein.

Kaum erklarbar war die Beobachtung, dass das transfizierte IRAK4 die NF-«xB-
Grundaktivierung in den Kontrollzellen herunterregulierte. Dass IRAK4 an der
Aufrechterhaltung der NF-kB-Homoostase beteiligt ist, wurde meines Wissens noch
nicht berichtet (relevante Reviews: HAYDEN UND GHOSH, 2011; OECKINGHAUS et al.,
2011; SCHEIDEREIT, 2006).

Generelle Probleme bei Rekonstitutionsversuchen von Fisch-Faktoren in der HEK293
wurden bereits unter Punkt 4.1.2 diskutiert. Mogliche Ursachen, wie eine fehlerhafte
Proteinfaltung, konnten durch die Entwicklung eines Fischzell-basierten Assays fiir das

TLR-System gepriift werden.

4.2 Expressionsmodulationen der Immunsystem-Faktoren im Verlaufe
eine Infektion mit 4. salmonicida

Die Toll-/ike Rezeptoren haben ihre Hauptfunktion in der Pathogenerkennung und der
anschlieBenden Einleitung einer Immunsystemreaktion nach dem Befall mit
Pathogenen. Die Analyse der Gewebe-spezifischen und infektionsabhingigen
Expression von parallel, sowie miteinander agierenden Faktoren der TLR-
Signalkaskade kann iiber ihre Rolle bei mikrobieller Gefdhrdung im Einzelnen
aufkldren (PIETRETTI UND WIEGERTIES, 2014). Wegen des Fehlens von Fisch-

spezifischen Antikoérpern (PIETRETTI UND WIEGERTJES, 2014) fillt die Wahl der
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Analysemethode meist auf die wesentlich sensitivere RT-qPCR (VISINTIN et al., 2001).
In einer umfassenden Untersuchung konnte eine signifikante und positive Korrelation
der mRNA-Konzentration und dem entsprechenden kodierten Protein beim Sauger

nachgewiesen werden (SCHWANHAUSSER et al., 2011).

4.2.1 Die schwere Infektion mit A. salmonicida fiihrte zur starken Induktion
von Zytokinen

IL1B wird beim Saduger hauptsidchlich von Monozyten exprimiert und induziert Fieber
(KAMPSCHMIDT, 1984) oder aktiviert Akute-Phase-Proteine in Hepatozyten (MARCH et
al., 1985). Die infektionsabhingige Regulation des Zytokins bei der Infektion mit 4.
salmonicida lasst auf eine dhnlich Funktion bei den Salmoniden schlieBen. In der 0 h-
Kontrollgruppe wurde das als Pyrogen aktive (KAMPSCHMIDT, 1984) [LIB faktisch
nicht exprimiert und war schon 6 h pl induziert. 12 hpl ist es in allen Geweben
signifikant hochreguliert. In der hdmatopoetischen Kopfniere (PRESS, 1999) war das
Gen sogar 400-fach induziert und in der fiir die Akute-Phase-Reaktion verantwortlichen
Leber etwa 150-fach. Eine Vielzahl von Faktoren des zur Akute-Phase-Reaktion
zugeordnetem Komplementsystems wurde fiir die Forelle beschrieben (KOBIS et al.,
2015). ILIB war das einzige untersuchte Zytokin, das im dorsoventral von der
Kiemenkammer gelegenen Thymus (PRESS, 1999) infektionsabhéngig hochreguliert
wurde.

TNF wird ebenfalls iiberwiegend von Monozyten beziehungsweise Makrophagen
exprimiert und fordert direkt nach der Pathogenerkennung durch TLRs die
Differenzierung von Makrophagen (HEHLGANS AND PFEFFER, 2005) und aktiviert ihre
Phagozytose (MURRAY et al., 2005). Im Infektionsexperiment fanden wir 7NF in den
Geweben, die direkt mit dem Peritonealraum assoziiert sind, nach 12 h induziert. In der
Leber war TNF schon 6 h frither stark induziert. Moglicherweise fiihrt TNF im Fisch,
wie im Sduger (MEUER et al., 1993) zur Induktion von Akute-Phase-Proteinen.

Kommt es zum Kontakt eines Pathogens mit Epithelzellen, exprimieren und sezernieren
diese sofort das zu den Botenstoffen zdhlende IL8 und aktivieren damit die Chemotaxis
sowie die Diapedese von neutrophilen Granulozyten (BAGGIOLINI et al., 1989). Im
Infektionsexperiment mit 4. salmonicida zeigte sich eine sehr schnelle Induktion (27-
fach in Milz und Kopfniere sowie 60-fach in der Leber) des Faktors in den peritonealen

Geweben. Das Ausbleiben der Geninduktion von /L8 genauso wie TNF im Thymus
90



Diskussion

zeigt, dass in diesem Gewebe keine Makrophagen-Aktivitit notig ist und folglich keine
Erreger dorthin gelangen.

Die Induktion von /L0 in der Kopfniere (54-fach, 12 h pl) ist ein Hinweis auf eine
Bedeutung fiir die Regulation von Immunzellen bei den Fischen. Die pleiotropen
Effekte, die IL10 insbesondere auf verschiedene Leukozyten haben kann, machen eine
Interpretation schwierig, auch weil sie bei den Fischen kaum aufgeklért sind (WEI ef al.,
2013). Die hiufig zitierten immunsuppressiven Funktionen des Faktors, wie die
Hemmung der Zytokinsynthese (CONTI ef al., 2003) verschiedener Immunzellen, dienen
dem Schutz vor Immunpathologie (OBERHOLZER et al., 2002) und sind sicherlich auch
fiir den Fisch von Bedeutung.

Mit der Ausnahme einer marginalen Erhohung des Transkriptionslevels in der Leber
(24 h pI) war das regulatorische TGFB1 nicht wihrend der Infektion reguliert. Ahnlich
wie beim Menschen und im Unterschied zu den anderen untersuchten Zytokinen war
das ,,Haushaltszytokin“ TGFBI1 (LI et al., 2012) auch bei der Forelle im unstimulierten
Zustand exprimiert. Moglicherweise wird die Sekretion und Aktivierung von TGFBI
wie beim Menschen auf der Proteinebene durch seine Assoziation mit den LTBPs
(latency-associated proteins and latent TGFbeta binding proteins) reguliert (OKLU UND
HESKETH, 2000).

4.2.2 Die Infektion loste eine Rekrutierung von iiberwiegend myeloiden
Zellen in das Intraperitoneum aus

Die schnelle und starke Rekrutierung von Leukozyten (40-fache Erhohung der Zellzahl
12 h pl) in das Intraperitoneum zeigt, dass die infizierten Fische heftig auf die Infektion
reagierten. Auch wenn die Expression der TLRs und der mit ihnen assoziierten
intrazelluldren Faktoren kaum reguliert wurde, muss es zur Pathogenerkennung im
Peritonealraum gekommen sein. Wire diese starke Aktivierung der zelluldren
Immunantwort ausgeblieben, so hitte man die marginale TLR-Regulation als ein
Anzeichen fiir die Entwicklung einer Immuntoleranz gegeniiber dem Pathogen deuten
konnen. Die Differenzierung der Immunzellen mit Hilfe der FACS-Methode konnte
dariiber hinaus belegen, dass gerade die myeloiden Immunzellen (wahrscheinlich
Monozyten/Makrophagen und Granulozyten), die dem angeborenen Immunsystem
zugeordnet werden, sehr schnell rekrutiert werden (bereits 6 h pl 43-fach erh6éht und
ansteigend auf 160-fach 12 h pl). Die lymphoiden Zellen (wahrscheinlich B-Zellen, T-
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Zellen und natiirliche Killerzellen), die dem adaptiven Arm der Immunabwehr
angehoren, wurden zwar auch in den Peritonealraum rekrutiert, allerdings mit einem
deutlich langsameren Anstieg (41-fach 72 h pl). In einem vergleichbaren Experiment
mit 1 x 10°KBE statt 1 x 10’ KBE 4. salmonicida zeigte sich eine ganz #hnliche
Zellmigration (KORYTAR et al., 2013). Die unterschiedliche Rekrutierung verursachte
veranderte Verhéltnisse beider Zelltypen. Von einem anfénglichen 50 zu 50-Verhiltnis
ausgehend, verschob sich das Verhéltnis bereits 6 h pl auf 80 zu 20 zu Gunsten der
myeloiden Zellen. Auch wenn die absolute Zellzahl der lymphoiden Zellen im Verlauf
der Infektion wieder anstieg, wurde die in der PBS-Kontrollgruppe erhaltene
Homoostase von den Fischen nicht wieder hergestellt. Interessanterweise waren zuvor
mit inaktivierten 4. salmonicida behandelte Forellen in der Lage im stirkeren Malle
lymphoide Zellen zu rekrutieren und das 80 zu 20-Verhiltnis vollstindig umzukehren
(KORYTAR et al., 2013). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass Fische in der Lage

sind Endotoxin-Toleranz auszubilden.

4.2.3 T- und B-Zell-Migration erfolgte erst 12 h pI in der Kopfniere

Mit den haufig genutzten zelluliren Markern TRB und IgM (BERNARD et al., 2006)
untersuchten wir die Migrationsdynamik der lymphoiden Immunzellen, um auch die
Aktivierung des adaptiven Immunsystems nachzuweisen. Beide Faktoren setzen sich
aus Untereinheiten zusammen, von denen jeweils eine gewihlt und auf der mRNA-
Ebene quantifiziert wurde. Die schwere Kette des T-Zell-Rezeptors wird auch bei
Fischen ausschlieBlich von T-Lymphozyten exprimiert (PARTULA et al., 1995), wihrend
die schwere Kette des IgM ausschlieBlich in B-Lymphozyten exprimiert wird (ABOS et
al., 2013). Die quantitativen Untersuchungen spiegeln dabei natiirlich nur die
Gesamtexpression der Faktoren in den jeweiligen Geweben wieder und lassen nur
bedingt Riickschliisse auf die Zellzahlen zu.

Im Vergleich zur umgehenden zelluliren Antwort des angeborenen Immunsystems
dauerte es mehr als 12 h bis die Zellen der B-Typ-Linie aus ihrem Reservoir, der
Kopfniere, ins Intraperitoneum auswanderten (11-fach niedrigere IgM-mRNA-
Konzentrationen). Im selben Zeitraum wanderten T-Lymphozyten in das Gewebe ein
(12-fach hohere TRB-mRNA-Konzentrationen), um mdglicherweise mit Antigen-
prasentierenden Zellen in Kontakt zu treten. Die signifikanten Schwankungen der

beiden Faktoren im Thymus koénnten als Auswanderung von T-Lymphozyten oder
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Einwanderung von B-Lymphozyten gedeutet werden. Allerdings fielen diese wesentlich

geringer (3-fach) aus als in der Kopfniere.

4.2.4 Die Expression der Toll-l/ike-Rezeptoren

Die TLRs sind in Milz und Kopfniere stark exprimiert

Die TLR-mRNA-Konzentrationen insgesamt waren, wie auch bei diversen anderen
Fischarten (PIETRETTI UND WIEGERTIES, 2014), in der Milz und in der Kopfniere am
hochsten und in der Leber auf niedrigerem Niveau. Die Basisexpression der einzelnen
TLRs ist in allen Geweben und auch im Vergleich mit anderen Fischarten
unterschiedlich (PIETRETTI UND WIEGERTJES, 2014). Auch der Vergleich der
Zellmembran-stdndigen TLRs (TLR1, -2 und -3) mit den endosomalen TLRs (TLR3, -
7, -8al, -8a2 und -9) oder den Fisch-spezifischen TLRs (TLR19, -20, -21, -22al und -
22a2), die alle zur TLR11-Familie gehoren (AOKI et al., 2013), zeigten keine
charakteristischen Muster. Die mRNA-Konzentrationen von NOD1 wurden gemessen
um auch einen alternativen PRR zu untersuchen. Auch dieser wurde wie bei anderen
Fischarten wie dem Olivgriinem Heilbutt (PARK ef al., 2011) in allen untersuchten

Geweben exprimiert.

Die TLRs wurden infektionsabhdngig eher herunterreguliert

Eine zentrale Fragestellung der Arbeit war es mit Hilfe der infektionsabhingigen
Expression im Verlaufe einer 4. salmonicida-Infektion herauszufinden, welche TLRs an
der Erkennung von Pathogenen gramnegativer Bakterien beteiligt sind. Unerwarteter
Weise war von den 13 untersuchten TLRs nur 7LR22a2 in der Kopfniere und Leber
eindeutig und schnell induziert. Die mRNA-Konzentrationen von TLR9 und TLR20
waren in der Leber in geringem Male erhoht. Das Transkriptionsniveau von TLR1 und
TLR22al blieb iiber den gesamten Zeitraum der Infektion stabil. Die Gene der TLRs -2,
-3, -5, -7, -8al, -8a2, -9, -21 sowie von NOD1 waren in Milz oder Niere sogar
herunterreguliert. Die eigentliche Besonderheit der vergleichenden Studie war
allerdings, dass die Mehrzahl der TLRs, wenn iiberhaupt, kaum reguliert war.

Moglicherweise sind die geringen Schwankungen der mRNA-Konzentrationen der

einzelnen TLRs nicht durch eine verdnderte Genexpression verursacht, sondern sind auf
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die Migrationen der unterschiedlichen Immunzellen und damit einer verdnderten
Zellzusammensetzungen der jeweiligen Gewebe zuriickzufiihren. Immunzellen des
angeborenen (TAKEDA UND AKIRA, 2005) und des adaptiven (ABOS et al., 2013)
Immunsystems exprimieren bekanntermalBlen eine ganze Reihe von TLRs. Die nur
moderate Regulation der TLR-Gene steht im Gegensatz zu Untersuchungen an anderen
Organismen. Bei Sdugern (FULLER ef al., 2007; OKABAYASHI et al., 2006; TSUIIMOTO et
al., 2005), bei Vogeln (CONG et al., 2013) und bei Invertebraten (DEEPIKA ef al., 2014;
WANG et al., 2012) wurden ausgepriagte Hochregulationen nach Infektion beschrieben.
Dariiber hinaus dokumentieren umfangreiche Expressionsanalysen von TLRs auch bei
Knochenfischen, wie dem Getiipfelten Gabelwels (Ictalurus punctatus; ZHAO et al.,
2013), dem Atlantischen Lachs (ARNEMO et al., 2014) und dem Bullenkopf-
Antarktisdorsch (Notothenia coriiceps; ARN et al., 2014), eine deutliche Hochregulation
bei Infektion mit Parasiten, Bakterien und Viren. Einige der beschriebenen TLR-Gene
waren nach Infektion bis zu 10-fach induziert. Die Frage, warum die TLR-Gene
iiberhaupt bei einer Infektion heraufreguliert werden, kann derzeit nicht beantwortet
werden. Mdoglicherweise regulieren die Fische die Pathogen-induzierte NF-kB-Aktivitét
nicht, wie die Sduger, durch mRNA-Regulierung der TLRs, sondern auf einer anderen

Ebene.

Das TLR22a2-Gen wird von diversen Liganden induziert

Die schnelle und starke Induktion des 7LR22a2-Gens hebt diesen TLR als einen
potentiellen Kandidaten fiir die Erkennung von A. salmonicida hervor. Allerdings ist es
unwahrscheinlich, dass dieser TLR-Vertreter diese spezielle Rolle eindeutig einnimmt.
Fir den TLR22 des Japanischen Kugelfisches wurde die Aktivierung der
Zytokinsynthese nach Stimulation mit Viren nachgewiesen (MATSUO et al., 2008).
Dartiber hinaus zeigte sich in einer ganzen Reihe von Teleostei, dass die Expression des
Fisch-spezifischen TLR22 durch eine Vielzahl von Pathogen reguliert wird. Es wurde in
verschiedenen Geweben und Zelltypen nach Infektion oder Stimulation heraufreguliert.
Nachweise hierfiir finden sich bei gramnegativen Bakterien der Gattung Aeromonas in
Forelle (REBL et al., 2007), Goldfisch (Carassius auratus; STAFFORD et al., 2003) und
Rohu (SAMANTA et al., 2014), bei Vibrio anguillarum in der Goldbrasse (Sparus aurata;
MuUNOzZ et al., 2014), beim grampositiven Mycobacterium chelonei im Goldfisch
(STAFFORD et al., 2003), bei Retroviren im Graskarpfen (Ctenopharyngodon idella; LV

et al., 2012) und beim Ektoparasiten Argulus siamensis im Gemeinen Karpfen
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(Cyprinus carpio; PANDA et al., 2014). Die Vielzahl an potentiellen Liganden fiir diesen
Faktor deuten darauf hin, dass die Interaktion der TLRs mit den PAMPs
moglicherweise nicht wie beim Sduger (MANAVALAN et al., 2011; PARK et al., 2009)
mit einem eindeutigen Schliissel-Schloss-Prinzip funktioniert. Vielleicht dient der
TLR22 bei der Forelle zur Erkennung von anderen Liganden wie den endogenen
DAMPs, die durch zelluldre Schiaden wiahrend der 4. salmonicida Infektion auftreten
(INGERSLEYV et al., 2010). Interessanterweise ist TLR22al nicht wie sein ,,Zwillingsgen*
(REBL et al., 2007) TLR22a2 in der A. salmonicida Infektion induziert, obwohl beide

Faktoren in der intrazellularen TIR-Doméne fast identisch sind.

4.2.5 Die Expression der nachgeschalteten Faktoren

Die nachgeschalteten Faktoren sind in Milz und Kopfniere stark und in der Leber am

schwdchsten exprimiert

Die den Rezeptoren nachgeschalteten Faktoren innerhalb der TLR-Signalkaskade
MYDS8S8, IRAK4a, IRAK1, TRAF6 und TOLLIP waren, wie auch die TLRs, in der Milz
und in der Kopfniere am stirksten exprimiert. Im Thymus waren die mRNA-
Konzentrationen der Faktoren ebenfalls hoch, in der Leber waren sie am niedrigsten.
Die niedrigen mRNA-Konzentrationen der nachgeschalteten Faktoren in der Leber
stechen im Gegensatz zu den Beobachtungen einer ganzen Reihe von Faktoren in
verschiedenen Fischarten (HUANG et al., 2012; KONGCHUM et al., 2011; LI et al., 2014;
PHELAN et al., 2005; UMASUTHAN et al., 2015). Hier waren die nachgeschalteten
Faktoren in der Leber am hochsten exprimiert und zumeist in Kopfniere und Milz eher
gering. Dagegen fanden sich auch Beispiele, bei denen die Basisexpressionen ganz
dhnlich waren (REBL ef al., 2008; YAO et al., 2009). Warum die Faktoren in den
verschiedenen Fischarten in den Geweben so unterschiedlich exprimiert sind, bleibt
fraglich. Thre Aufgabe in der Pathogenerkennung nehmen sie in Immunzellen genauso
wahr wie in den Epithelzellen aller Gewebe und Organe

Mit Ausnahme von MYDS88, welcher 3- bis 15-fach stirker exprimiert war, hatten die
nachgeschalteten Faktoren dhnliche m-RNA-Konzentrationen wie die TLRs. Die hohe
Expression des MYDS88-Faktors, konnte ein Hinweis drauf sein, dass die TLR-

Signaltransduktion bei den Fischen ebenfalls die Formierung des Myddosom-
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Komplexes erfordert. Der Proteinkomplex bendtigt beim Sduger fiinf MyD88-
Molekiile.

Die nachgeschalteten Faktoren wurden eher heraufreguliert

Die nachgeschalteten Faktoren waren im Verlauf der A. salmonicida Infektion dhnlich
den TLRs kaum reguliert. Sie miissen ebenfalls fiir eine potentielle Infektion sofort fiir
die Rekrutierung an die TLRs zu Verfligung stehen.

Im Unterschied zu den TLRs waren sie, wenn sie reguliert waren, aber eher
heraufreguliert. Wahrend im Thymus alle mRNA-Konzentrationen stabil blieben, waren
sie in der Leber alle heraufreguliert. Fiir die meisten Faktoren wurde auch in Séugern
(FULLER et al., 2007), Vogeln (LI et al., 2010) und anderen Fischarten (HUANG et al.,
2012; WEI et al., 2014; YU et al., 2012; ZHANG et al., 2009) eine Heraufregulation der
Faktoren im Verlauf einer Infektion beschrieben.

Moglicherweise muss das ,,Depot“ nachgeschalteter Faktoren nach der TLR-
Aktivierung aufgefiillt werden, um ihre zweite Funktion in der IL1-Rezeptorl (IL1R1)
vermittelten Signaltransduktion wahrzunehmen zu kdnnen. Dieser Rezeptor leitet nach
der Bindung an seinen Liganden IL1B (DOWER ef al., 1986) die akute Phase-Reaktion
ein (MARCH et al., 1985). Die Leber gilt in diesem Zusammenhang, wie in Punkt 4.3.1
beschrieben, als einer der Hauptsyntheseorte flir Akute-Phase-Proteinen wie den

Komplementsystemfaktoren.

IRAK] konnte eine zentrale Rolle in der TLR-Signaltransduktion spielen

Die IRAK1-mRNA-Konzentration war bereits 6 h pl neben der Leber auch in der Milz
und der Kopfniere erhoht. IRAK1 unterscheidet sich damit von den anderen
untersuchten nachgeschalteten Faktoren.

Die frithe Induktion des /RAK-Gens in den Immunorganen gehdrt bei den Salmoniden
somit zu den ersten Ereignissen beim Aufbau einer Immunabwehr (NEUMANN et al.,
2007). IRAK1 ist an der Formierung des Myddosoms, das sich um die TIR-Doméne des
TLRs aufbaut (LIN et al., 2010), beteiligt. Die infektionsabhéngige Rekrutierung des
IRAK1-Faktors an die Zellmembran wurde bei einer Virusinfektion beim Graskarpfen
gezeigt (HUANG et al., 2012). Als dritter Faktor des Myddosoms konnte IRAKI1

limitierend auf die TLR-Signaltransduktion bei den Fischen wirken. Die
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verhéltnismédfBig niedrigen IRAK1-mRNA-Konzentrationen in der gesunden Forelle

sowie die Heraufregulation 6 h pl unterstiitzen diese Hypothese.

Zusitzlich zu diesen Aspekten wurde der Faktor TOLLIP, welcher IRAK1 funktional
inaktiviert (BULUT et al., 2001; HUANG et al., 2012), 24 h pl signifikant heraufreguliert,
um moglicherweise die Synthese von Akute-Phase-Proteinen herunterzufahren. Beide
Gesichtspunkte zusammen weisen auf eine zentrale Rolle des IRAK1 auf die Aktivitit

der TLR-Signaltransduktion der Regenbogenforelle hin.
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5. Ausblick

Die Funktionsanalysen der Toll-/ike-Rezeptoren und der nachgeschalteten Faktoren
bieten Ansatzpunkte, um anwendungsnahe Grundlagenforschung zu betreiben. Ihre
zentrale Bedeutung fiir die Aktivierung des Immunsystems birgt ein gro3es Potential fiir
die Entwicklung von Vakzinen und Adjuvantien (KAISHO UND AKIRA, 2002), die in der
Aquakultur eingesetzt werden kdnnen (SECOMBES, 2008). So konnte beispielsweise die
Wirksamkeit solcher Anwendungen im Zellmodell getestet werden. Die funktionalen
Untersuchungen am TLR2 der Regenbogenforelle haben allerdings gezeigt, dass es
noch einige Hiirden auf dem Weg zur Verwirklichung solcher Untersuchungen gibt.
Insbesondere gestaltet sich die Expression von Fischgenen in dem etablierten HEK293-
System problematisch. Strukturelle Unterschiede der interagierenden Faktoren konnten
eine Ursache hierfiir sein. Dies wiirde fiir die Verwendung von Fischzelllinien sprechen,
wenn diese nicht niedrige Wachstumsraten sowie schlechte Transfektionseffizienz
aufweisen wiirden. Wahrscheinlich miissten die TLRs auch in einem moglichst Art-
nahen Zellsystem getesteten werden, da die Fische eine sehr grofBe und genetisch
heterogene Gruppe sind. Weiterhin sollte ein verwendbares piscines Zellmodell, genau
wie die HEK293-Zelllinie, TLRs nur in geringer Zahl und auf niedrigem Niveau

exprimieren.

6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte ein allgemeiner Beitrag zum Verstindnis des Immunsystems der
Fische geleistet werden. Im Detail wurde das Gen des Pathogen-erkennenden Rezeptors
TLR2 der Regenbogenforelle sowie die Gene des intrazelluldren TLR-assoziierten
Faktors IRAK4 von Regenbogenforelle, Ostseeschndpel und Atlantischem Lachs
molekulargenetisch analysiert. Vom TLR2 wurden aus der Regenbogenforelle zwei
Genvarianten sowie eine Transkriptvariante isoliert. Die Regenbogenforelle exprimiert
dariiber hinaus neben dem funktionalen /RAK4-Gen ein IRAK-Pseudogen. Um die
beiden Faktoren umfassend zu charakterisieren, sollte ihre Beteiligung an der
Pathogenerkennung analysiert werden. Dariiber hinaus wurde die mRNA-Regulation
von ausgewdhlten TLRs und intrazelluldren Faktoren der TLR-Signalkaskade im

Verlauf einer Infektion mit dem Fischpathogen A. salmonicida analysiert.
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Das aus dem Genom der Regenbogenforelle isolierte kodierende TLR2-Gen wies hohe
Homologie zum TLR2 anderer Vertebraten auf. Genstruktur, Vergleiche von cDNA-
und Aminosduresequenzen sowie ein phylogenetischer Stammbaum bestétigten diese
Einordnung. In den funktionalen Untersuchungen konnten die klassischen Liganden des
Sduger-TLR2 nicht den TLR2 der Regenbogenforelle aktivieren. Als Ursache wurden
verschiedene Aspekte wie die Verwendbarkeit der humanen HEK293-Zellinie und
strukturelle Unterschiede von Sduger- und Fisch-Faktoren diskutiert. Der Dosis-
abhingige Einfluss auf die Grundaktivitit des NF-kB-Transkriptionsfaktors ist
zumindest ein Hinweis auf ein Eingreifen des Faktors in die TLR-Signalkaskade im
Sdugermodell. Neben dem Saugerortholog fanden wir eine zweite TLR2-Genvariante,
die im Gegensatz zum TLR2a in Exons und Introns segmentiert ist. Zusétzlich fanden
wir eine Transkriptvariante, die sich moglicherweise vom TLR2b ableitet, aber
verursacht durch nicht gespleifite Introns zu keinem sinnvollen Proteinprodukt fiithren
kann. Quantitative mRNA-Analysen gaben Hinweise auf eine noch gréflere Zahl an
TLR2-Genen sowie Transkriptvarianten.

Analog zur Analyse des TLR2 Faktors bestitigten Genstruktur, Homologie-Vergleiche
und phylogenetischer Stammbaum, dass die drei isolierten /RAK4-Gene der Salmoniden
Orthologe des Vertebraten /RAK4 sind. Die Regenbogenforelle transkribiert neben einer
vollstindigen mRNA auch ein IRAK4-Pseudogen. Die Beteiligung des IRAK4 der
Regenbogenforelle konnte, wie auch beim TLR2, nur durch eine Dosis-abhéngige
Hemmung der NF-xB-Aktivitdt im Zellmodell gezeigt werden.

Ein Infektionsversuch zeigte, dass das Immunsystem der Regenbogenforelle durch
intraperitoneale Applikation von 4. salmonicida aktiviert wird. Wir konnten eine starke
Zytokininduktion und eine umgehende Immunzellmigration nachweisen. Trotz der
heftigen Immunsystemreaktion war die Gesamtheit der analysierten TLRs, wenn sie
iiberhaupt reguliert waren tendenziell eher herunterreguliert. Der TLR22a2 war zwar
deutlich heraufreguliert, wird aber wahrscheinlich nicht ausschlieflich bei Infektion mit
gramnegativen Bakterien reguliert. Die nachgeschalteten Faktoren waren, wenn
iiberhaupt, eher heraufreguliert. In der Leber waren sogar alle untersuchten Faktoren
heraufreguliert, was moglicherweise durch ihre zusdtzliche Beteiligung an der IL1B-
Signaltransduktion begriindet werden kann. IRAK1 war in allen Geweben
heraufreguliert und ist damit mdglicherweise ein wichtiger regulierender Faktor der

Pathogenerkennung der Regenbogenforelle.
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Die strukturelle Charakterisierung und die quantitativen Analysen beider Faktoren
spiegeln die Komplexitit molekulargenetischer Untersuchungen an Salmoniden wider.
Insbesondere sollte bei der Interpretation von Analysen der mRNA-Regulation immer
bedacht werden, dass zahlreiche funktionale Gen- und Transkriptvarianten sowie
transkribierte Pseudogene vorkommen konnen.

Weiterhin ist die Entwicklung von geeigneten piscinen Zellmodellen notwendig um
funktionale Analysen von TLRs und anderen Immunsystemfaktoren untersuchen zu
konnen.

Die infektionsabhéngige Regulation der TLRs der Regenbogenforelle zeigte, dass die
TLR-Signaltransduktion mdglicherweise nicht, wie bei anderen Vertebraten, auf der

transkriptionellen, sondern auf der post-transkriptionellen Ebene reguliert wird.
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C Anhang 1 - Veroffentlichungen

C1 Publikationen in wissenschaftlichen Journalen

November 2013

August 2014

Februar 2015

Mai 2015

A. Brietzke, T. Goldammer, H. Rebl, T. Korytaf, B. Kollner, A.
Rebl, H.-M. Seyfert

,Characterization of the interleukin 1 receptor-associated kinase 4
(IRAK4)-encoding gene in salmonid fish: The functional copy is
rearranged in Oncorhynchus mykiss and that factor can impair

TLR signaling in mammalian cells.”

Fish and Shellfish Immunology; 36:206-214

A. Rebl, A. Brietzke, T. Goldammer & H.-M. Seyfert
,»GRP94 is encoded by two differentially expressed genes during

development of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).”

Fish Physiology and Biochemistry; 40:1917-1926

A. Brietzke, T. Korytaf, J. Jaros, B. Kéllner, T. Goldammer, H.-
M. Seyfert, A. Rebl

,Aeromonas salmonicida infection only moderately regulates
expression of factors contributing to Toll-like receptor signaling,
but massively activates the cellular and humoral branches of
innate immunity in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).”

Angenommen vom Journal of Immunology Research

A. Brietzke, M. Amemo, T. Gjeen, H. Rebl. T. Korytar, T.
Goldammer, H.-M. Seyfert, A. Rebl

Lwatructurally diverse genes encode TLR2 in rainbow trout: The
conserved receptor cannot be stimulated by classical ligands to
activate NF-kB in vitro”

Eingereicht bei Developmental and Comparative Immunology
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C2 Konferenzen & Workshops

April 2011

September 2011

November 2011

Mai 2013

September 2014

Fisch-Immunologie Workshop Wageningen
Tagungsband und  Posterprisentation: ,,  Comparative
characterization of Interleukin 1 receptor-associated Kinase 4

(IRAK4) from selected salmonids*

DGFZ-Jahrestagung Weihenstephan
Tagungsband und Vortrag: ,,Vergleichende Charakterisierung der
Interleukin-1 Rezeptor-assoziierten Kinase 4 (IRAK4) bei

ausgewdhlten Salmoniden®

Tag des Doktoranden FBN Dummerstorf
Vortrag: ,, Pathogen- und Zelltyp-spezifische Aktivierung von
Toll-like-Rezeptoren (TLR) sowie Faktoren des intrazelluldren

TLR-Signalweges bei Salmoniden®

Tag des Doktoranden FBN Dummerstorf
Tagungsband und Vortrag: ,, Toll-like receptors in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss): Structure of TLR2 and regulation of

factors contributing to TLR signaling during infection”

DGFZ-Jahrestagung Dummerstorf
Tagungsband und Vortrag: ,,Regulierung von Faktoren des TLR-
Signalweges im Verlauf einer Aeromonas salmonicida Infektion

in der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)*
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Anhang

D Anhang 2 - Methoden

Anhang 2.1 Tabelle: Oligonukleotide fiir die Isolierung der Nukleotidsequenzen

Name Sequenz (3-5") Anwendung

TLR2 cDNA

TLR2 fl1 TCARGATGATGTGGGCGTGGCT Fragmentisolierung:

TLR2 rl GGTGKTGGAGCTCAKGAGYTTGC Voramplifikation

TLR2 2 GACGCCTTYGTKTCSTACAGC Fragmentisolierung: nested

TLR2 12 CAGYTTGCAGAARCGCTKGGG PCR

TLR2 f3 CGCCTTTGTGTCGTACAGCGA 3" RACE

TLR2 f4 TGGTTCCAGAGCTGGAGGATTC 3'n RACE

TLR2 f5 GGAGGTCCKGCTCTGGAGG 5’-Bereich

TLR2 13 GCGTCTTGCTCGCTGTACGA 5’-Bereich

TLR2 r4 GTCATGGATGATAGAGGAGACGA 5"RACE

TLR2 15 CCTGGAATGGTCCTCGGAGA 5'n RACE

TLR2 f6 CATCTCCTGGTTACATCAGGTC TLR2 OLR

TLR2 r6 GAATTCCAGACTACCCGGAAC TLR2 OLR

TLR2 17 GGCATTGGAACGGTGAGAGC 5’-Genome Walk

TLR2 genom.

TLR2 r8 GAGGATTCCCAGATTTCCTGCT Validierung 1. Intron (5)

TLR2 19 CCGGGTACATTCCCACAATTC Validierung 1. Intron (5)

TLR2 {7 GCCTGAAGGTCCTCCTGATCC Validierung 1. Intron (5)

TLR2 f8 GTTTGGGCCTTTGGACCTCC Validierung 1. Intron (5)

TLR2 9 GCACGCTTATTTGTACGTTTATCT Verbindung Intron 5 mit
alternativem 3’-Ende

TLR2 r10 TCGACTGCGTTCCATTGCAT Verbindung Intron 5 mit
alternativem 3’-Ende

TLR2 f10 GTCTACCCCCGACCCTGGAG Introns 5" vom Intron 5

TLR2 rl1 CAAAAATCAAAGGCAGGACCCTA Introns 5” vom Intron 5

TLR2 fl11 CCTTCCTGCCTGTGGGGTTT Introns 5" vom Intron 4

TLR2 rl2 CTCTCTACCTAGGGAACAACCA Introns 5" vom Intron 4

IRAK4 cDNA

IRAK4 fl TTGGATGGTAGCCCTCCTCTTT Erstes Fragment

IRAK4 rl CTTTCATCTCCATCAGGAACTTG Erstes Fragment

IRAK4 2 CAACCACCATGTCCACAGAG 3" RACE

IRAK4 f3 ATGAAAACCGTGATCCCAAG 3'n RACE

IRAK4 f4 AGGGATGGTAGGCAACAGTG *! 5’-Bereich

IRAK4 r2 CTCTGTGGACATGGTGGTTG 5’-Bereich

IRAK4 r3 TTGCCTACCATCCCTTTGTC *2 5"RACE

IRAK4 r4 AGTACCTCGGCTCCCCTGT 5'n RACE

IRAK4 15 TGGCTCATCAAAATGTCCAC *? 5" RACE

IRAK4 16 CCCCTGTAAAACTACTGCTTCAA *3 5'n RACE

IRAK4 f5 CCGAGGATGAGCAACACAATAACA ** IRAK4 OLR

IRAK4 17 TGAGGGAAAGTCGTTCTTCCTGTT ** IRAK4 OLR

*1 Primer von Lachs-IRAK4-cDNA (NM_001141766) abgeleitet; Primer beinhaltet zwei
Substitutionen G=A, T =C)

*2 Primer beinhaltet eine Substitution C =T
*3 Primer spezifisch fiir die IRAK4-cDNA des Ostseeschnipels (FN598576)

** Primer spezifisch fiir IRAK4-cDNA des Atlantischem Lachs (NM_001141766)
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Anhang 2.2 Tabelle: Oligonukleotide fiir die Expressionsklonierung

Name Sequenz (3°-5°) Anwendung

TLR2_K

TLR2Ex Hi f1 AGCTAAGCTTGGGTCTCTGGCCATG  Fiir TLR2 Expression mit
CTGGTCCTCCTCTTCTTCTCTC Enzymschnittstellen

TLR2Ex Kp rl AGCTGGTACCTCACAGCTCATCTCC  Fiir TLR2 Expression mit
GCCCCT Enzymschnittstellen

TLR2Ex f2 CAACCTGGACACAGTCTACTTC Fiir TLR2 Expression ohne

TLR2Ex Kp -Step 12

GFP Kp f

GFP Kp r
TLR2MP_ Xb f
TLR2MP Ba r
IRAK4 Ex
IRAK4Ex Sp f
IRAK4Ex Ec r

IRAK4Ex CMV_f

IRAK4Ex Ec Stop r

GCTAGGTACCCAGCTCATCTCCGCC
CCTCA

AGCTGGTACCAGTAAAGGAGAAGA
ACTTTTCACTG
TCGAGGTACCCTACTTGTATAGTTC
ATCCATGCCAT
AGCTTCTAGACTTGTTGAACCGTCTC
GTTAGG

AGCTGGATCCACAGGGCAGAATGA
AACCGTAC

CAACTACTAGTATGAGCAACACAAT
AACATCGGT
GTTGAGAATTCTGCTTCACTCTGGG
GTCCCA
CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG

AGCTGAATTCCTATGCTTCACTCTGG
GGTCCCAG

TLR2-Stopcodon

Fiir TLR2 Expression ohne
TLR2-Stopcodon mit
Enzymschnittstelle

GFP fiir TLR2 Expression

GFP fiir TLR2 Expression

Amplifikation TLR2b-LC-
Fragment zur
Einklonierung
Amplifikation TLR2b-LC-
Fragment zur
Einklonierung

Fiir IRAK4 Expression mit
Enzymschnittstellen

Fiir IRAK4 Expression mit
Enzymschnittstellen

Fiir IRAK4 Expression
Einfiigen Stopcodon

Fiir IRAK4 Expression
Einfiigen Stopcodon
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Anhang 2.3 Tabelle: Oligonukleotide fiir die quantitativen Analysen (PRRs)
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Anhang 2.4 Tabelle: Oligonukleotide fiir die quantitativen Analysen (intrazelluldre

Faktoren, Zytokine sowie T- und B-Zellmarker)
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Anhang 2.5 Tabelle: Verzeichnis der verwendeten Chemikalien/Reagenzien

Chemikalie/Reagenz Hersteller

Agar-Agar, Kobe | Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Agarose BIODEAL, Markkleeberg, D
Ampicillin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Antibiotic-Antimycotic (100X), liquid
Antikorper, anti-GFP, rabbit IgG fraction
Antikorper, Anti-Rabbit IgG Al. Phos.
Bromphenolblau

Chloroform

ColorPlus Prestained Protein Marker
Coomassie-Brillant-Blau
Dimethylformamid

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Dithiothreitol (DTT)

Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraactat (EDTA)
Fetales Kélberserum (FKS)

FA (Formaldehyd)

Formamid

Gentamycin

Glukose

Glycin

Hefeextrakt

Minimum Essential Medium Eagle
IPTG

Isoamylalkohol

Isopropanol

Kaliumchlorid

Lipofectamine® 2000

L-Glutamin

Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Mercaptoethanol

Natriumacetat

Natriumdodecylsufat (SDS)
Natriumchlorid

NEAA

PBS (Salz)

Phenol

Phenol:Chloroform 5:1
RNase-ExitusPlus™

Roti®-Block

Salmon Genomic DNA

Salzsdure
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X

QIAzol Lysis Reagent

Trypton

X-GAL

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
SERVA Electrophoresis, Heidelberg, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Promega, Madison, WI, USA

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Pan Biotech, Aidenbach, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
SERVA, Heidelberg, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
AppliChem GmbH, Darmstadt, D
AppliChem GmbH, Darmstadt, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Biochrom, Berlin, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Merck KGaA, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Biochrom, Berlin, D

Merck KGaA, Darmstadt, D
AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
AppliChem GmbH, Darmstadt, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Zyagen Laboratories, San Diego, Ca, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Boehringer Mannheim (heute Roche)
QIAGEN, Hilden, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
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Anhang 2.6 Tabelle: Verzeichnis der verwendeten Reagenziensitze

Kits

Hersteller

BCIP/NBT KIT

Endo Free Plasmid Maxi Kit
GenomeWalker™ Universal Kit
GenRacer Core Kit

High Pure PCR Product Purification Kit
pGEM®-T Easy Vector System 1
RNeasy Plus Universal Kit

SensiFAST SYBR No-ROX Kit

Life Technologies , Carlsbad, CA,
QIAGEN, Hilden, Deutschland
Clontech, Mountain View, Ca, USA
Life Technologies , Carlsbad, CA,
Roche, Basel, Schweiz

Promega, Madison, WI, USA
QIAGEN, Hilden, Deutschland
Bioline, Luckenwalde, Deutschland

Medien Zusammensetzung
HEK-Zellkulturmedium

SIGMA EMEM 450 ml

FKS (10 %) 50 ml

L-Glutamin (2 mM) 5ml

NEAA (1 %) Sml

(fiir Antibiotikamedium)

Gentamycin 10 pl

APS 100 pl
SOC-Medium

Trypton 2g

Hefeextrakt 0,5¢g

H2Odest ad 100 ml (autoklavieren)
NaCl 200 pl einer 5 M
KCl 125 pl einer 2 M
MgCl, 500 pl einer 2 M
MgSO4 500 pl einer 2 M
Glukose 1000 pl einer 2 M
TY-Medium

Trypton 16 g

Hefeextrakt 10g

NaCl 5¢g

Ampicillin (100 mg / ml) 1 ml

HoOgest ad 1000 ml
TY-Kulturagar

TY-Medium 1000 ml

Agar 20g

X-GAL 40 mg (gelost in 2 ml
IPTG 80 ul einer 0,5 M
Puffer

Geltrockenpuffer

Glycerin 50 ml

Ethanol 100 ml

H2Opidest ad 500 ml
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Medien Zusammensetzung
Laemmli-Probenpuffer (2x)

TRIS (pH 6,8) 1,67 ml

Glycerin 4 ml

SDS (20 %) 4 ml
Bromphenolblau-Losung (1 %) 0,4 ml

HZOdest ad 20 ml
Laufpuffer (SDS-PAGE) (5 x)

TRIS 3025 ¢g

Glycin 144 g

H2Oest ad 2000 ml

PBS

H,O ad 500 ml

PBS (Salz) 4,78 g
Proteinase K-Reaktionspuffer

EDTA 15 ml einer 0,5 M
Tris HCI pHS (1 M) 2,5 ml einer | M
NaCl (5M) 1 ml einer 5 M
HaObidest ad 500 ml

vor dem Gebrauch auf 10 ml Puffer

DTT (1 M) 60 pl einer 1| M
Proteinase K (20mg / ml) 250 pl mit 0,5 mg / ml

SDS (20 %)
RNA-Laufpuffer (10 x)
MOPS 3-(N-morpholino)propansulfonsiure (0,4M)
Natriumacetat (0,1 M)
EDTA (0,0014 M)
H:Opidest

NaOH

DEPC
SDS-Firbelosung
Coomassie-Brillant-Blau
Methanol (100 %)
Essigsaure (70 %)
H>Oest
SDS-Gelentfirber (filtriert)
Coomassie-Brillant-Blau
Methanol (100 %)
Essigsaure (70 %)
HZOdest

TBE-Puffer 10 x (1 1)
Tris

Borsdure

EDTA

HZOdest

500 pl einer 1 %igen

4185¢g

6,8 g

1,86 g

ad 500 ml

Auf pH 7 einstellen
0,1 %

4g

350 ml
262 ml

ad 3500 ml

2000 ml
400 ml
ad 4000 ml

108 g

55¢g

40 ml einer 0,5 M
adll

XX1V



Anhang

Medien Zusammensetzung
TE-Puffer (100 ml)

Tris (basisch) 1,211 ¢g

EDTA 03722 ¢
H2Oest ad 100 ml
Sonstige

Waschlosung (WB)

HZOdest ad 1l
Roti®-Block (1,6 %) 16 ml

Triton X (0,2 %) 2 ml

SDS (0,1 %) Sml einer 20 %
Blockierlosung (WB)

HZOdest ad 100 ml

PBS (1 x) 5 ml einer 10 x
Roti®-Block (5 %) 5ml

MeCl; (0,05 M)
DETECIII
H>Oest

TRIS (0,1 M)
NaCl (0,1 M)

Losung 1
Glukose

Tris

EDTA

Losung I1

NaOH

SDS

Losung IIT
Kaliumacetat
Essigsdure

H2Odest

Stopp-Loésung (100 ml)
Glycerin
Bromphenolblau
EDTA

Tris

H>Ouest
Transferlosung (WB)
HZOdest

TRIS HCI (10 mM)
EDTA (2 mM)

NaCl (50 mM)

12,5 ml einer 2 M

ad 0,51
50 ml einer 1 M (pH 9,5)
10 ml einer 5 M

25 ml einer 1 M
12,5 ml einer 1 M
10 ml einer 0,5 M

20 ml einer 10 M
25 ml einer 20 %

300 ml einer 5 M
57,5 ml einer 96 %
142,5 ml

56,5 ml einer 87 %
0,1g

24 ml einer 0,5 M
1 mleiner 1 M

ad 100 ml

ad 0,51

5 ml einer 1 M (pH 8,2)
2 ml einer 0,5 M

5 ml einer 5 M
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Anhang 2.7 Tabelle: Verzeichnis der verwendeten Geréte und Gebrauchsmaterialien

Gerit/Verbrauchsmaterial

Hersteller

Cellstar® Zellkulturschalen
Cellstar®6Well Plate
ChemiDoc™ Imaging System
Digitalwaage PRJ
Elektrophorese-Kammern (DNA)
Elektrophorese-Kammern (RNA)

Gel Blotting Papier Whatman 3 mm
Geltrocknungsrahmen (Blatt Cellophan)
Heizblog Dri-Block®DB-3D

High Performance UV-Transilluminator
Hitzestabile Reaktionsgefaf3e (0,5 ml;
1,5 ml; 2 ml)

Hoechst 33342 duy
Laser-Scanning_Mikroskop LSM780
LightCycler 96 System
LightCycler®480 Multiwell Plate 96,
clear

LightCycler®480 Sealing Foil
Lumat® LB9508 Luminometer
Lumat® LB9508 Rohrchen
Mini-PROTEAN® Protein-
Elektrophorese-Zelle
NanoDrop®ND-1000 Spectrophotometer
Nitrocellulosemembran
Pasteurpipetten

Pipetten

Pipettenspitzen (10 ul; 50 ul; 100 ul;
1 ml; 5 ml)

Polypropylen Réhrchen, 10ml, 50ml
Power Pack P25 (Spannungsquelle)
Precellys® 24 Homogenisator
Serologische Rotilabo ® -Pipetten
Standard Zellkultur Schalen
Thermocycler T3000

Wasserbad Schiittelinkubator W6

2 ml Mikro-Schraubréhren

2,8 mm beads

250 ml Erlenmeyerkolben

10 % Mini-PROTEAN® TGX™ Gel

Greiner Bio One, Kremsmiinster, A
Greiner Bio One, Kremsmiinster, A
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Kern, Balingen, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Pharmacia Biotech (heute: Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
TECHNE, Staffordshire, UK

UVP, Cambridge, GroB3 Britannien
Sarstedt, Numbrecht, D

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Zeiss Mikroskopie, Oberkochen, D
Roche, Basel, CH

Roche, Basel, CH

Roche, Basel, CH

Berthold Technologies, Bad Wildbad, D
Berthold Technologies, Bad Wildbad, D
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

peQLab, Erlangen, D

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Gilson, Inc., Middleton, WI, USA
SARSTEDT, Niirnberg, D

Greiner Bio One, Kremsmiinster, A
Biometra, Géttingen, D

peQLab, Erlangen, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Greiner Bio One, Kremsmiinster, A
Biometra, Géttingen, D

Funke medingen, Freital, D
SARSTEDT, Niirnberg, D
peQLab, Erlangen, D

SIMAX, Boca Raton, FL, USA
Biometra, Géttingen, D

Anhang 2.8 TLR2: Gesamtklon fiir die quantitativen Analysen der TLR2-Varianten

Der in Punkt 3.1.1.1 beschriebene TLR2-Gesamtklon (Fragmentamplifikation mit
[TLR2 f6 TLR2 r6]) enthielt Zielsequenzen fiir die Restriktionsenzyme Xbal (Pos.
975 bp bis 980 bp) und BamHI (Pos. 1289 bp bis 1294 bp). Aus der Sequenz fiir das in
Punkt 3.1.1.1. beschriebene alternative 3’-Ende leiteten wir Primer mit den
entsprechenden  Schnittstellen ab [TLR2MP Xb f: 5° AGCTTCTAGACT
TGTTGAACCGTCTCGTTAGG 3" (Pos. 177 bp bis 200 bp); TLR2MP Ba r: 5’
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AGCTGGATCCACAGGGCAGAATGAAACCGTAC 3" (Pos. 352 bp bis 373 bp)
beide LK933547]. Das mit den diesen Primern amplifizierte Fragment wurde
subkloniert und darauf in den TLR2-Gesamtklon hineinkloniert. Mit den Primern
(TLR2 _LCf/TLR2 LCr) wurde das Fragment amplifiziert das potentiell alle TRL2-
Gene und -Varianten erfasst. Mit den Primern (TLR2a LCf/TLR2a LCr)
quantifizierten wir die Volle-Lange-Variante und mit (TLR2b LC{/TLR2b LCr) die
TLR2b-Transkriptvariante X1. Die Sequenz des Messplasmids wird in Abbildung

Anhang 2.8. mit den dazugehdrigen Primern und Zielsequenzen dargestellt.

TLR2MP TCATCTCCTGGTTACATCAGGTCTCA 0080
TLR2_£6: CATCTCCTGGTTACATCAGGTC>

TLR2MP ACGCAGAGCACCTTTAAACAGAACACCCTGAGAGTCAAGTCTCTCTCTTTTTCTCTCTTTCCTTTCTTTTTCAGAATGGG 0160
TLR2MP GTCTCTGGCCATGCTGGTCCTCCTCTTCTTCTCTCAGGGTCAAAGTTCAACCCCAGAGGTCGAGAAGAGGTCAACGTGTG 0240
TLR2MP ATCAATGTGACGAACGTCTCTTCTGCAACTGCTCCTCCCGGAATTACCGACACGTTCCCACGGTAACCGTCACTGAGGTC 0320
TLR2MP GTAACCCTCGACCTCTCCTTCAACGACATCACCTCGGTTGCTGAGGACGATCTGAGAGAGTACACGTGGTTACGAACCCT 0400
TLR2MP TGATCTCCATAGCAACAGGATCGAGAGTATCCACGAATGGGCCTTCCACCTTCTGCAGGGCCTGGAGTCTCTGGACTTGT 0480
TLR2MP CTTATAACCAGCTGGCTGCTTTGAATCCGGCCTGGTTTTCCAAGCTCCTCTCCCTACAACACCTCAACCTGCTGGGCAGC 0560
TLR2MP TGTTACAGGACCCTCGGCCCTGGAGGGACGCTGTCTCTCTTCAGGTCTCTGACCAGGCTGAGGTTTCTGAGGTTTGGGAA 0640

TLR2MP CCCTGCTCTGGAGGAGGTGAGGAGAGGAGACCTGGCTGGAGTCAGACAGTTGGACCAGCTGGAGGTCTACGGGAATAACC 0720
TLR2_LCf: GGAGAGGAGACCTGGCTGGA>

TLR2MP TGAAGAGGTATGACCCTGGAAGCCTGGGTGATCTTTGGCCTCTAGGGGTCGTGACCCTGCGTCTCCGAGGACCATTCCAG 0800
<AGAGGCTCCTGGTAAGGTC

TLR2MP GACAACACGACACTCGTCTCCTCTATCATCCATGACGTCTCCTACTCAGAAACCTTTCTGGTAGTCGCTGACGTCCTGCT 0880
C :TLR2 ICr

TLR2MP GTCCGAGAAGACCTCCGTCGCACCGTTCAGAGAGACCAACCGGAGACGGGTGCGGTCCATAATGTTCCAGAACGCAACCT 0960
TLR2MP TGACGGATGAGGCCATAGTTCACTTCATGGAGGTTATGGACGGGGCTTCTCTAGACTTGTTGAACCGTCTCGTTAGGATT 1040

TLR2MP_Xb_f: AGCTTCTAGACTTGTTGAACCGTCTCGTTAGG>
TLR2b_LCf: CTTGTTGAACCGTCTCGTTAGG>

TLR2MP CTTTGAAAGGAGGTTTAAATTGAATGCATTTTGTTAAATGTATTTCTTTAGGCCACTGGATCATCGACAACATTATCCAT 1120
TLR2MP GCAATGGAACGCAGCCGACGCACCCTCTTCATCCTGTCAGAACACTTCGTCCACTCTGAGTGGTGCCGGTACGGTTTCAT 1200
<CATGCCAAAGTA
<CATGCCAAAGTA
TLR2MP TCTGCCCTGTGGATCCTGAGGAATCTCAGAGTTATCAACGTCAGCGACAATGCCCTGAAGTCCATTTCCCTCATCAGCAA 1280
AGACGGGACACCTAGGTCGA :TLR2MP Ba_r
AGACGGGACA :TLR2b_ICr

TLR2MP ACTCGTCACCCGTCTGGACAAACTAGTCCACCTGGACATCAGTCAGAACGCCTACACCTCCATGCCTCCCACCTGCTCCT 1360
TLR2MP GGCCACAGATACTGACTCACCTCAACCTCTCGAGGGCTAAGCTACGGAGGGTCACCCCCTGTCTACCCCCGACCCTGGAG 1440
TLR2MP ATCCTGGATCTGGGACATAACGACCTGACAGCCTTCCATAGTGTAGCTCTCCCGGCCCTGAGGGAGCTGCACCTCTCTGG 1520
TLR2MP GAACAAGCTGATGAGTCTTCCCCCTGGATGGTTGTTCCCTAGCCTGAAGGTCCTCCTGATCCAGAGCAACACTCTCAACA 1600
TLR2MP TGTTTGGGCCTTTGGACCTCCAACTCTACAGGAGGCTCCGAGCACTGCAGGCCGGTCAGAACAGGTTTGTGTGTTCCTGC 1680
TLR2MP GAGTTTGTCAACTTCATGGTCTGGAGGTGGGGTGGAGCAGTAGAGGGCAGTGTTGAGCTAACAGACAGATGGGATAACTA 1760
TLR2MP CCTTTGTGACTCACCGCTGCCCCTGCAGGGCCAGAGGGTAGACCGCGTCCAGCTCTCACCGTTCCAATGCCACCGCATCC 1840
TLR2MP TCCTCGTGTCCTCACTCTGCGGCTGCATGCTCGCTTCCGGAATCCTGTTTGTAATTCTGCTCTGGAAGATTCACGCCGTG 1920
TLR2MP TGGTACGTGAGGATGATGTGGGCGTGGCTTAAAGCCAAACGGAATTCCGGGAACCAGAAGCGCCGGGATGCCGCAGGGAA 2000
TLR2MP TGCCTACCTCCTCTGCTATGACGCGTTCGTGTCGTACAGCGAGCAAGACGCAGAGTGGGTCGAAGAATTCCTGGTTCCAG 2080

TLR2MP AGCTGGAGGATTCCCAGCCTCCGCTCACCCTCTGCCTCCACAAGAGAGACTTCCTGCCAGGCCACTGGATCATCGACAAC 2160
TLR2a_LCf: GCCAGGCCACTGGATCATCGA>
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TLR2MP ATTATCCATGCAATGGAACGCAGTCGACGCACCCTCTTCGTCCTGTCAGAACACTTCGTCCATTCTGAGTGGTGCCGGTA 2240
TLR2MP CGAGTTGGACTTTTCCCACTTCCGTCTGTTTGACGGGGACTCAGAGGCGGCCGTCCTGGTGCTTCTGGAACCCATCTCCA 2320
<GGTAGAGGT

TLR2MP AGGACGACGTTCCCAAACGCTTCTGCAAGCTCCGCAAGTTGATGAGCTCCCGTACCTACCTGGAGTGGCCGCAGGAGGAC 2400
TCCTGCTGCAAG :TLR2a_LCr

TLR2MP GAGAGGAGGGCAGAATTCTGGAACAACCTCCGTCTGGCCGTGAGGGGCGGAGATGAGCTGTGATCCAACCGGGTTCCGGG 2480
<CAAGGCCC

TLR2MP TAGTCTGGAATTC 2560
ATCAGACCTTAAG :TLR2_r6

TLR2MP 2566

Abbildung Anhang 2.8: Sequenz des Messplasmids fiir TLR2 (LRR)., TLR2a und TLR2b TVX1:

Die Zielsequenzen fiir das gemeinsame Messplasmid wurden in pGEM®-T Easy kloniert (graue Basensymbole). Die genutzten
Enzymschnittstellen sind grau unterlegt. Die Primer die zum Klonieren verwendet wurden sind fett markiert und unterhalb der
Matrixsequenz eingetragen. Die Primer fiir die quantitativen Analysen sind wie auch die Sequenz des quantifizierten Fragments
zusitzlich unterstrichen. Die reversen Primer sind revers und komplementér zur Zielsequenz dargestellt.

Anhang 2.9 Die TLR2-Expressionsklonen

Fir TLR2 Expressionsversuche wurde zunichst der offene Leserahmen mit den
Primern [TLR2Ex Hi fl: 5° AGCTAAGCTTGGGTCTCTGGCCATGCTGGTC
CTCCTCTTCTTCTCTC 3" (Pos. 124bpbis 160bp); TLR2Ex Kp rl: 5’
AGCTGGTACCTCACAGCTCATCTCCGCCCCT 3" (Pos. 2521 bp bis 2541 bp)
beide auf HE979560] amplifiziert und mit den entsprechenden Enzymschnittstellen
versehen. Das Fragment wurde in den pFLAG-CMV Mammalian Expression Vector
einkloniert (Abbildung Anhang 2.9).

Fiir die Expression des TLR2-GFP-Konstruktes wurde im Expressionsvektor zuerst das
Stopcodon des TLR2 entfernt. Dafiir nutzten wir das Primerpaar [TLR2Ex f2: 5’
CAACCTGGACACAGTCTACTTC 3" (Pos. 1053 bp bis 1074 bp); TLR2Ex Kp
Step 12: 5 GCTAGGTACCCAGCTCATCTCCGCCCCTCA 3 (Pos.
2519 bp bis 2538 bp) beide HE979560]. Das Oligo TLR2Ex {2 lag dabei stromaufwérts
einer BgllI-Schnittstelle.

TLR2-GFP ATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGAATTAATTCACCATGTICTGCACTTCTGATCCTAGCTCTTGTTGGAGCT -031
TLR2-GFP GCAGTTGCTGACTACAAAGACGATGACGACAAGCTTGGGTCTCTGGCCATGCTGGTCCTCCTCTTCTTCTCTCAGGGT 0048

TLR2Ex_Hi_f1l: AGCTAAGCTTGGGTCTCTGGCCATGCTGGTCCTCCTCTTCTTCTCTC>

TLR2-GFP CAAAGTTCAACCCCAGAGGTCGAGAAGAGGTCAACGTGTGATCAATGTGACGAACGTCTCTTCTGCAACTGCTCCTCC 0126
TLR2-GFP CGGAATTACCGACACGTTCCCACGGTAACCGTCACTGAGGTCGTAACCCTCGACCTCTCCTTCAACGACATCACCTCG 0204
TLR2-GFP GTTGCTGAGGACGATCTGAGAGAGTACACGTGGTTACGAACCCTTGATCTCCATAGCAACAGGATCGAGAGTATCCAC 0282
TLR2-GFP GAATGGGCCTTCCACCTTCTGCAGGGCCTGGAGTCTCTGGACTTGTCTTATAACCAGCTGGCTGCTTTGAATCCGGCC 0360
TLR2-GFP TGGTTTTCCAAGCTCCTCTCCCTACAACACCTCAACCTGCTGGGCAGCTGTTACAGGACCCTCGGCCCTGGAGGGACG 0438
TLR2-GFP CTGTCTCTCTTCAGGTCTCTGACCAGGCTGAGGTTTCTGAGGTTTGGGAACCCTGCTCTGGAGGAGGTGAGGAGAGGA 0516
TLR2-GFP GACCTGGCTGGAGTCAGACAGTTGGACCAGCTGGAGGTCTACGGGAATAACCTGAAGAGGTATGACCCTGGAAGCCTG 0594
TLR2-GFP GACCTGGCTGGAGTCAGACAGTTGGACCAGCTGGAGGTCTACGGGAATAACCTGAAGAGGTATGACCCTGGAAGCCTG 0672
TLR2-GFP GGTGATCTTTGGCCTCTAGGGGTCGTGACCCTGCGTCTCCGAGGACCATTCCAGGACAACACGACACTCGTCTCCTCT 0750
TLR2-GFP ATCATCCATGACGTCTCCTACTCAGAAACCTTTCTGGTAGTCGCTGACGTCCTGCTGTCCGAGAAGACCTCCGTCGCA 0828
TLR2-GFP CCGTTCAGAGAGACCAACCGGAGACGGGTGCGGTCCATAATGTTCCAGAACGCAACCTTGACGGATGAGGCCATAGTT 0906
TLR2-GFP CACTTCATGGAGGTTATGGACGGGGCTTCTCTAGAGTTCTTGGGAGTAGAGGACGCAACGTTCCATGGTACAGGCTCA 0984
TLR2-GFP TGGACGCCGGCTAGACGGACTCACCTTGACAACCTGGACACAGTCTACTTCAGAAACATAGAGGTCATGAATGTCTAT 1062

TLR2Ex_f2: CAACCTGGACACAGTCTACTTC>
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TLR2-GFP AAGTTCACTTCCTTCCTGCCTGTGGGGTTTCTACTGAAAAACCTCAGACAGATCTCTATCATTAACTGTAAGGTGTAT 1140
TLR2-GFP GTGATGCCGTGTCTGACCTCTCTCCTGTTGACCCAAATGGTGTACCTGGACCTGAGTGGTAACCTACTGACCGACCTG 1218
TLR2-GFP ACCCTGACGGAATCTCTGTGTCACGGGATTGGGATCCTGAGGAATCTCAGAGTTATCAACGTCAGCGACAATGCCCTG 1296
TLR2-GFP AAGTCCATTTCCCTCATCAGCAAACTCGTCACCCGTCTGGACAAACTAGTCCACCTGGACATCAGTCAGAACGCCTAC 1374
TLR2-GFP ACCTCCATGCCTCCCACCTGCTCCTGGCCACAGATACTGACTCACCTCAACCTCTCGAGGGCTAAGCTACGGAGGGTC 1452
TLR2-GFP ACCCCCTGTCTACCCCCGACCCTGGAGATCCTGGATCTGGGACATAACGACCTGACAGCCTTCCATAGTGTAGCTCTC 1530
TLR2-GFP CCGGCCCTGAGGGAGCTGCACCTCTCTGGGAACAAGCTGATGAGTCTTCCCCCTGGATGGTTGTTCCCTAGCCTGAAG 1608
TLR2-GFP GTCCTCCTGATCCAGAGCAACACTCTCAACATGTTTGGGCCTTTGGACCTCCAACTCTACAGGAGGCTCCGAGCACTG 1686
TLR2-GFP CAGGCCGGTCAGAACAGGTTTGTGTGTTCCTGCGAGTTTGTCAACTTCATGGTCTGGAGGTGGGGTGGAGCAGTAGAG 1764
TLR2-GFP GGCAGTGTTGAGCTAACAGACAGATGGGATAACTACCTTTGTGACTCACCGCTGCCCCTGCAGGGCCAGAGGGTAGAC 1842
TLR2-GFP CGCGTCCAGCTCTCACCGTTCCAATGCCACCGCATCCTCCTCGTGTCCTCACTCTGCGGCTGCATGCTCGCTTCCGGA 1920
TLR2-GFP ATCCTGTTTGTAATTCTGCTCTGGAAGATTCACGCCGTGTGGTACGTGAGGATGATGTGGGCGTGGCTTARAGCCAAA 1998
TLR2-GFP CGGAATTCCGGGAACCAGAAGCGCCGGGATGCCGCAGGGAATGCCTACCTCCTCTGCTATGACGCGTTCGTGTCGTAC 2076
TLR2-GFP AGCGAGCAAGACGCAGAGTGGGTCGAAGAATTCCTGGTTCCAGAGCTGGAGGATTCCCAGCCTCCGCTCACCCTCTGC 2154
TLR2-GFP CTCCACAAGAGAGACTTCCTGCCAGGCCACTGGATCATCGACAACATTATCCATGCAATGGAACGCAGTCGACGCACC 2232
TLR2-GFP CTCTTCGTCCTGTCAGAACACTTCGTCCATTCTGAGTGGTGCCGGTACGAGTTGGACTTTTCCCACTTCCGTCTGTTT 2310
TLR2-GFP GACGGGGACTCAGAGGCGGCCGTCCTGGTGCTTCTGGAACCCATCTCCAAGGACGACGTTCCCAAACGCTTCTGCAAG 2388
TLR2-GFP CTCCGCAAGTTGATGAGCTCCCGTACCTACCTGGAGTGGCCGCAGGAGGACGAGAGGAGGGCAGAATTCTGGAACAAC 2466
TLR2-GFP CTCCGTCTGGCCGTGAGGGGCGGAGATGAGCTGGGTACCAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATT 2544

<ACTCCCCGCCTCTACTCGACCCATGGATCG: TLR2Ex_Kp_rl:
<TCCCCGCCTCTACTCGACACTICCATGGTCGA: TLR2Ex_Kp_ Step_r2:
GFP_Kp_f: AGCTGGTACCAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTG>

TLR2-GFP CTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGA 2622
TLR2-GFP AAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCACTTAT 2700
TLR2-GFP GGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTAT 27178
TLR2-GFP GTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACC 2856
TLR2-GFP CTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAAC 2934
TLR2-GFP TATAACTCACACAATGTATACATCATGGCTGACAAGCAGAAGAACGGAATCAAGGCCAACTTCAAGACCCGCCACAAC 3012
TLR2-GFP ATCGAGGACGGCGGCGTGCAGCTGGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCA 3090
TLR2-GFP GACAACCACTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAG 3168
TLR2-GEP TTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAGGTACCAGTCGACTCTAGAGGATCCCG 3246

<TACCGTACCTACTTGATATGTTCATCCCATGGAGCT: GFP_Kp_r

TLR2-GFP GGTGGCATCCCTGTGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGCCCTGGAAGTTGCCACTCCAGTGCCCACCAGCCTTGTCC 3324

Abbildung Anhang 2.9: Sequenz des TLR2-GFP-Expressionplasmids:

Die Sequenz des Expressionsplasmids ist unterstrichen und die GFP-Sequenz ist kursiv
geschrieben. Die genutzten Enzymschnittstellen sind grau unterlegt (HindIIl schneidet [5°
AAGCTT 3’ Pos. 0 bis 6]; Bglll schneidet [5" AGATCT 3" Pos. 1112 bis 1118]; Kpnl schneidet [5”
GGTACC 3" Pos. 2489 bis 2495]). Die Primer die zum Klonieren verwendet wurden sind fett
markiert und unterhalb der Matrixsequenz eingetragen. Die reversen Primer sind komplementér zur
Zielsequenz dargestellt. Start- [S° ATG 3'Jund Stopcodons [5° TGA 3’; 5° TAG 37]sind
eingerahmt.

Dies wurde mit der eingefiihrten Kpnl-Schnittstelle zum umklonieren verwendet. Mit
den Primern [GFP Kp fi 5° AGCTGGTACCAGTAAAGGAGAAGAACTTT
TCACTG 33 GFP Kp r: 5" TCGAGGTACCCTACTTGTATAGTTCA
TCCATGCCAT 3’] wurde ein GFP-Nukleotidfragment mit den entsprechenden
Enzymschnittstellen aus dem Expressionsvektor pAMS505 (Clontech) isoliert und in das
TLR2-Expressionsplasmid ligiert.

Anhang 2.10 Die IRAK4-Expressionsklone

Fir den IRAK4-GFP-Expressionsklon wurde zundchst das volle-Linge IRAK4
amplifiziert. Mit den Primer [IRAK4Ex Sp f: 5
CAACTACTAGTATGAGCAACACAATAACATCGGT 3° (Pos. 59 bp bis 80 bp);
IRAK4Ex Ec 11 5" GTTGAGAATTCTGCTTCACTCTGGGGTCCCA 3° (Pos.
1461 bp bis 1480 bp) beide FNS598575] statteten wir das volle-Linge-IRAK4 mit
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Enzymschnittstellen (Spel und EcoRI) aus, so dass dieses in den von Yang, W mit GFP
modifizierten Expressionsvektor (Abbildung Anhang 2.10) ligiert werden konnte. Fiir
den Expressionsvektor ohne GFP-Faktor nutzten wir ein Oligo, das von der Sequenz des
CMV-Promotors 5von der IRAK4-Sequenz abgeleitet wurde sowie ein Oligo, das ein
Stopcodon zwischen IRAK4- und GFP-Sequenz einfithrt [IRAK4Ex CMV f:. 5’
CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 3" (Pos. -91bpbis-70 bp auf Sequenz in
Abbildung Anhang 2.10); IRAK4Ex Ec Stop r: 5° AGCTGAATTCTG
CTTCACTCTGGGGTCCCAG 3’ (Pos. 1460 bp bis 1480 bp; FN598575)].

IRAK4-GFP CGCAAATGGGCGGT
IRAK4Ex CMV_f: CGCAAATGGGCGGT
IRAK4-GFP AGGCGTG
AGGCGTG>

IRAK4-GFP ACTAGTATGAGCAACACAATAACATCGGTTCGA 0033

IRAK4Ex Sp_f: CAACTACTAGTATGAGCAACACAATAACATCGGT>
IRAK4-GFP AACCTCAACTATGGGGTTCGACGAAAACTGTCTGACTTATTGGACCCTCAAGACAGCTGGAAAGACGTTATTGTTCT 0110
IRAK4-GFP AATACATAAACCCACAGGGGAGCCGAGGTACTCTCAGCAACATCTAAGGCGATTTGAAGCAGTGGTTTTACAGGGAA 0187
IRAK4-GFP GAAGTCCTACCATGGAGCTACTGAATGACTGGGGGACATCTAACTGCACCGTGGGAGAGTTAGTGGACATTCTGATG 0264
IRAK4-GFP AGCCACAGGTTAATGGCTGCAGCCAGTATTATTCTACCATATGCAATCAACAACCCCCGTCCAGCAGTCCCCCAGCC 0341
IRAK4-GFP ACCTGATTCTCCCAGAGACAAAGAGATGGTAGGCAACAGCGATGCTGCAACAAGACCCCTGGGGAGGACAGAGGAAC 0418
IRAK4-GFP AGACAAAGGAACAGCCACCACCAGACAGCACCTCGGAGCCACAGGAGGACCCGGAACCCAATGGCACTGCAGGTTTT 0495
IRAK4-GFP CTCAGGCTTTCTTTCCACGAGCTGAAGAAGATAACTGGTCATTTTGACGAGAGGCCAGTGAGTGAAGGTGGGAGCAG 0572
IRAK4-GFP ACTTGGTGAGGGCGGCTTTGGAACGGTCTACAAAGGCCTCATCAATGGCAAACCTGTGGCAGTGAAGAAACTACACT 0649
IRAK4-GFP CAATGGAAGACATCTCACTTGAAGAGCTGAGCGTTCAGTTCATTCAAGAGGTCCAARACTCTTATGGTGTTGAAACAC 0726
IRAK4-GFP GAAAACCTAGTAGACATGGTTGGCTTTTCCCGTGATGGCCATCACCCCTGTTTGGTGTATGCTTACATGTCCAATGG 0803
IRAK4-GFP TTCATTGCTAGATCGTCTGGCTTGCTTGGATGGTAGCCCTCCTCTTTCCTGGCACAGGAGATGTTTGATCGCTGTGG 0880
IRAK4-GFP GAACGGCCAGAGGCTTAGATTATCTGCACAGCAACCACCATGTCCACAGAGATGTCAAGAGTGGTAATATTTTGCTG 0957
IRAK4-GFP GATGAATTGCTTGTGCCGAAGATCTCCGATTTTGGGCTGACCCGAGCCTCAGCCACGCGATCGTCAGCGACAGTGAT 1034
IRAK4-GFP GACAGAGAGGATTGTGGGTACAACAGCATACATGGCAAATGAGGCACTCAGGGGCGAGATCACTCCTAAATCTGACA 1111
IRAK4-GFP TCTACAGTTTTGGAGTGGTGTTGCTAGAAATATTGTCTGGACTCCCGCCAGTCGATGAAAACCGTGATCCCAAGTTC 1188
IRAK4-GFP CTGATGGAGATGAAAGATGAGATTGATGAGGAGGAGATGGCCCTGGAGGACTTTGTGGACAAGAAGATGACAGACTG 1265
IRAK4-GFP GGACCTGCCATTGGTGGAGAGGACCTACTTCTTAGCGAGCGACTGTCTCAGTGACAAGAAGAACAAACGGCCACTGA 1342
IRAK4-GFP TGGAAGAGGTCCTGACAGAGCTTGAAGATGTTGTCAAAAGCATTTCACTGGAACAGCTGGGACCCCAGAGTGAAGCA 1419

<ACCCTGGGGTCTCACTTCGT
<GACCCTGGGGTCTCACTTCGT
IRAK4A-GFP GAATTCAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCA 1496
CTTAAGAGTTG : IRAK4Ex Ec_r
Stop: [ATCICTTAAGTCGA : IRAK4Ex Ec_Stop_r

IRAK4-GFP CAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTG 1573
IRAK4-GFP GAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCACTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGAT 1650
IRAK4-GFP CATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGA 1727
IRAK4-GFP TGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTA 1804
IRAK4A-GFP TTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATAACTCACACAATGTATACATCATG 1881
IRAK4-GFP GCTGACAAGCAGAAGAACGGAATCAAGGCCAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAGGACGGCGGCGTGCAGCTGGC 1985
IRAK4-GFP CGACCACTACCAGCAGAACACCCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAAT 2035
IRAK4-GFP CTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACA 2112
IRAK4-GFP CATGGCATGGATGAACTATACAAG

Abbildung Anhang 2.10: Sequenz des IRAK4-GFP-Expressionplasmids:

Die IRAK4-Sequenz ist unterstrichen, die GFP-Sequenz ist kursiv geschrieben. Die genutzten
Enzymschnittstellen sind grau unterlegt (Spel schneidet [5” ACTAGT 3’ Pos. 0 bis 6]; EcoRI schneidet
[5" GAATT 3’ (Pos. 1420 bis 1426]). Die Primer die zum Klonieren verwendet wurden sind fett
markiert und unterhalb der Matrixsequenz eingetragen. Die reversen Primer sind komplementér zur
Zielsequenz dargestellt. Start- [S” ATG 3 Jund Stopcodons [5" TAG 3"; 5" TAA 3']sind eingerahmt.
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E Anhang 3 - Ergebnisse

Anhang 3.1: Vergleich der hypothetischen Aminosiuresequenz von TLR2

o X omo

"o X oamo

"o X oamo

"o X omo

"o Xamo

oo X omo

"o X oamo

.myk
.sap
.gal
.tro

rer

.oli

.myk
.sap
.gal
.tro
.rer
.oli

.myk
.sap
.gal
.tro
.rer
.o0li

.myk
.sap
.gal

tro

.rer
.oli

.myk
.sap
.gal
.tro
.rer

oli

.myk
.sap
.gal
.tro
.rer
.o0li

AE
SN
RT
TE

2 0N HH < W0

TD

TLSL
--SIj
--SP
--S1j
--PI
--P

SS
LE
SA|

SKi
SA|

K
T
I
E|

HHn < <4

DIEREY TW|
SIEORCVN]
HIROKAVN]
TR0 PYDQ

NMT)BA®S SYNE]

IRETGHE

RSIET
S Hi
SS
AS)
SS
HG]

HBVSYSETE

IBVTSSVEC
RISLLHSATW
NIBEVHSVTL
OVSHPETL
RIBVSYPETP

SWTPARRT---HLDN
NFRASDNDRVIDPGK

WDMTETIARSKQSS-
TASPVIGD---DPFS
EWQKAKYT---HHDS
RWEKASWA---DFHS

LT
EY
NR
NL
LT
MT

TE
KN
GE
AS
QP
VE

RT
Q

RT
QT
II
RT

AMLVL
WMVWV|
WQAWL,
SLSCL
TAIIL
FTLLP

HS
TS
0S
QY]
HK]
HG]

0 =z,

REE@NPA
INMD
INPQ
INQD
SPS
GPA

HI
QF]
HI]

VL
TD
IK
MO
VT
LH

< H @ EES
M X X 0 0 B

DT
ET
ET
TT
RT
DE

ICED----AWPSI#QT
ACAFEGGGAWPIROT
LYTGSG-—-AYQONIENM

LCHGIG--ILRNIERV]
ACED----AWPSI#QT
LCSKRG--ALKDIRV]

FESQ--GQSSTPEVEKRSTCDQ|

YTALAAHLPEEQAL--RQACLS@BATQS@NCHFMGLDE

@3 RLF@NCESRNYRH
GVIIS--LSKEESS--NQASLS@BRNGI@KGESGSLNS
CK@IBOMY F@NCEISNNLHQ

LSLVVTVLSKGN--—--—
MFILAQGLECSQT

TDCP@IBAAHE]

@HCESMHWEA

LLSLCGGQSSNPG---RPSCRS[@BLHLSE@DCERGOF TH

YR
NG
NO
YA
YK
ININ

ESHIHEW
NTHEED
SSHMDED
HTHNDG
RHMHRD
AGHHPA

T

EE
TK
ST
SA
RE
EE

RGD
RKD!
QGN
KLH
KNG
MAA

AG
AG
EG
ES
DV
SG|

RO
TE]
VE]

TH]
TE]

H M H A3 EO

SEKTSVAPFRETNRRRV]
DTFHFSELSTGETNSLI
DIENEKLVONSTLPLTI
GDAADVKAMVILNDTST
KTNTSTEPFKMVKEGGT!
IGNRSTQPLRELAKRRYV]

VY|
LT
LS
AT
AY|
FF

RN
RR
TN
NK
RN
ON.

MNV.
PRF
LDEF
PKE'
EGE
LDV

KETS
LIyYD
LIyFD
LIASD
GESS
Kigvs

LP
ST
EG
QG
IE
LR

< @Hm 3 m

SD)
RO
SK

SQ
SG|

GHN\|DIRTAFHSVAJ' )4
SNIYNINLES - LN 20|
SANNIBODEG-LOQI5F]
SSNYIRTVET - IKIEN]|
E| Plal
SNIYDIMOGVT-VAI)g

WNHWEN

ZzZ 2z H2Z

SENDIEKAFK-QR)

E
E
R
E
T
T

Z 0N <KX XN 0

[=|

SLISKLVT
EKTGETLLT]
KQAARYISN|
RRLAQITSG]
GLMSRLVTN|
STLSRLVE

REIH
KEmY
KERY
TERY
TTIMT
RER]

13S SLGSIMAHININS YN YIRS N|
3G SOGKINNLINRIMSININSIRA H
IO PLGNIRXEIRBINS Y I\INIF S H
IBK S OHNIREVIRRINS L INNIFN N|
13D S LWSINXEINNINS HINORT S

HLLQGSYQ

VYGN
IDAS
IDGD
IKAA
FFGS
'VHAN

LI
L}
LS
L€
IR
185

ONAT
RNVK
TGAS
RNCI
ONSS
RNLS

==

[

GFLLKNL
YSLTERYV]
ETQVGKL
YKLASNF
GFLLKHF
KFLLQYP

G)OZW%G)

SKIRL
KPS
GPIE

A

HKIEK
QEIRG.

PG
PK
PG
EG
NG

INGDLWP
IS TON
IFKSTRK
IFAATKQ
INKAARP
ISYVWP

S
©
1
S

AIVHEMEV
SLEFQVMKL
YISQIAVL
SASRLLETI
ALTSFLEF
ATVSVIEI

L
I
F
I
T
V]

[sHvEvEvEvEv]

IINCK
VENSK
IASSK
CIDSK
VINAT
VINSR

oz =z W™ WO

DKI®VH
KNITN
HKIETN
KYITN
KKIKY
HKIMTH

S
SIN

S
SM

M SIMEPGIWL

IFK TIRSEATD
IS KIREEGMY
IRV KIREDGKL
INLRIAZPGSW

IBTVTVTEVVT
IESGLTEAVKS|

IXPGLTG

KIT

)5SGLPRDVRG
IETVPS-DVLG
3T VTS—-RALT]

S
S
S

RNIFY N

S

GVVT
SHLT
NHMI
NHAV|
GSVS
GCVT

DGAS-—
NQISG
KEIRS
QTYRN
DGSP-
DGVP-

IZCLT
1IZCLL
1IZCRL
IZCAF
IHKET
15CDT

TS
HS
GE
GE
VS
SS

p—
P
P
ST
p—
P

HH 0 n XN H

n n 4 n o

EF
LE
RE
TD
SF
TY

LL
QH
RY
RS
FL
FL

PT]
ET
D
ST
EK]
GS

ﬁlﬁlﬁl%lilﬂ

T
K
S
S
K
S

S0 T
Ol K|
EEN
OUFK S
SIWP\AN
SIES T

H P X X A

NN
HIN
S

[ o o B o B ol

GVEDAT
EFDDCT
EAIDCV]
ILDDST
GLEDIQ
SIDGVT

Q
S
S
S
N
S

oMl o=l
[ClvEvEvEvEv]

FIND

FINO|
AN

HMHO X HH

€PGG
€T
€FS—
ENN-
E€PA-
€sSS-

RGPFQODNTTLV

ONLFESDPELV
HGPFLTNMALA

< 2T

[

SG
SE
HD
SG
SQ
SD

GPLD
SKEQ
SKEE
YOSD
[NOSS
DRSD

66
65
76
63
63
68

144
142
153
140
140
145

221
213
223
209
215
220

298
291
301
287
292
297

373
369
378
362
367
372

448
442
451
440
442
447

526
519
528
516
519
524

XXX1




Anhang

"o X amo

"o X oamo

"o X amo

"o X oamo

.myk QLMRRIR AGONR E) NIAMVWRWGGAVEGSVEMTDRWDNM (@ j5T.Pif C[@OR/DRVOIRSPFO@-RILIM-S 604
.sap DSIEHTIKTIM=AGGNN Eld STOEQQ-———-ALAKVIMIDWPANM (@ - 12SH /(€00 /ODVRIBSVSE®- RTALM:/G 593
.gal ESHZKQUELMSASANN Elf SHIHHEA----GIAQVIMVGWPESM (@ “IX1.T /:[@AQ/GSVOIRSLME@® RSLIWM-L. 602
.tro DLEPQITTIR: GRDINN Ol SAMHSH-—---—-- TIAIMVGWPDDM (@ )%SS '/ :[@KRIQDANIMPPIL, KTLIWg L 587
.rer RSEKTILYIR:AGANN SIFKK----DVEDLITIMODGRONM (@' j=F T/ “[@NA'DSVRIMSVFE® MTP. vV 593
.0li RSEPRIQONMOAGONK D LOSSIRGDED--VRIETDGEESM '[@" - jxFHIf O[@F P /GQIYMSFVL@®:RDLEMY-L 600
Membrandomdne (Pos. T588- H610)
.myk LOGCMIASGILEVILLWKISIAN|MNV - NMWENG - NSGNQKRRDAAGNAYLLCM P Wy 682
.sap CALZLLILLTGVLCHRFIEIG! AN MWk {: KPRKAP-——-———— SRNICM QMY 664
.gal I@TLVELFILILVVVGYKYIJSIANMNM - NTWEG BN KPKRAP--————— Qo 673
.tro SEILLIALVAATAALCHELISV /|UMA S NTWEY N KPLKNC——————— P Wy 658
rer LOFGINTALGLVVLTCHKLISIV AT CNTKEGY FOBmN - KPAVGRLPEELR-————— MAIEY 665
.0li C@GVAIVVGILVCVLLWRLISIA! ML - UMW Pl 678
.myk BSQ---—-=-————--= IR . CLHKRDFIRPG ISAME R SINR T IBGDS- 747
.sap NEFN---—-—-—-—-————— PR . CLHKRDFMPG ISHIE I SIEUS T IBENN- 729
.gal PAC-----———-—-—- JIRZBNT . CLHKRDEFWYPG ISHIE I SIEUS T IBENN- 738
.tro NAV-—-—==——————— IREMINT.CLHKRDFWYPG IDAN I SN T IBENN- 723
.rer PTQ-—————=————— IESIESI . CLHKRDFIPG IBSENF I SMR T IBEHN- 730
.0li MPRETDEDSVNHTDPRP. ! TIHeINsiea30)a 1 je BIAMER SINR T IBGDTR 756
.myk — ANAE SKDD 5 NTY TLEW P{OJEIDINRIRNM F VNN L RIR A GGDEL-—-=-=——==—=——————— 806
.sap - AN EKKA j4 INTY LEWPUIDEYNORINE F AN L A S——————————————————— = 784
.gal - T (OFIOF VI PRR FCKLRK] INT' Y LEW PIZBDEINO0E) ENIE - S————————— == 793
.tro —-ESEVIL I\ PR R FCKLRK] INT Y LEW PINDEINOOIN DN Th SEY-——————""""————————— 780
.rer - SE L KKET j4 NTY TLEW PIABEIDERININ - IVRIN 1| A RDEC-———=——=—————————— 788
.0li GEPEYIL SKDD, 5 TV LEWPOEEINRRE)HN - VINE] LRSI A GDGEEDE-—-——==—===—=————— 818

Abbildung Anhang 3.1: Alignment der TLR2-Aminosiiuresequenzen

a) Die Sequenzen wurden mit dem Onlinetool NPS@: ClustalW aligniert. An den schwarz markierten Positionen haben alle Sequenzen
die gleiche Aminosiure. Dunkelgraue oder hellgraue Markierungen bedeuten starke oder schwache chemische Aquivalenz. Die
Positionen der Proteindoménen wurden von der humanen TLR2-Aminosduresequenz abgeleitet.

b) Fiir das Aminosdure-A4/ignment wurden die folgenden Sequenzen verwendet: O.myk CCK73195; H.sap NP_003255; G.gal (Gallus
gallus) NP_989609; X.tro XP_002933537; D.rer (Danio rerio) NP_997977; P.oli BAD01044.

Anhang 3.2 Hinweise auf weitere 7LR2-Varianten

Wie unter Punkt 3.1.1.2 beschrieben konnte mit der ,,Genome Walker Methode* unter
der Nutzung von Primer TLR2 r7 [GGCATTGGAACGGTGAGAGC (Pos.
1890 bp bis 1909 bp; HE979560)] ein Hinweis auf ein Intron gefunden werden
(Abbildung Anhang 3.3).

Von dieser Sequenz wurden reverse Primer [TLR2 18 5’
GAGGATTCCCAGATTTCCTGCT 3" (Pos. 3191 bp bis 3212 bp), TLR2 19 5’
CCGGGTACATTCCCACAATTC 3” (Pos. 3214 bp bis 3234 bp) beide LK933546)]
abgeleitet und mit forward Primern [TLR2 f7 3" GCCTGAAGGTCCTCCTGATCC 3’
(Pos 1640 bp bis 1660 bp); TLR2 f8 5° GTTTGGGCCTTTGGACCTCC 3" (Pos.
1680 bp bis 1699 bp)] die von der cDNA des TLR2a (HE979560) abgeleitet wurden
kombiniert.
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a)
TLR2a CTGCGAGTTTGTCAACTTCATGGTCTGGAGGTGGGGTGGAGCAGTAGAGGGCAGTGTTGAGCTAACAGACAGATGGGA 1843
GWS GAATCAGGTTGGAATAAAGCAGGAAATCTGGGAATCCTCAGAATTGTGGGAATGTACCCGGATTTTTGCAACCCTAAT] 78

TLR2a TAACTACCTTTGTGACTCACCGCTGCCCCTGCAGGGCCAGAGGGTAGACCGCGTCCAGCTCTCACCGTTCCAATGCC- 1920
GWS [elsjeleiie(e)-NY-NY- VY-V VYN NNBNPNBRYN® -Xe C GCCAGAGGGTAGACCGCGTCCAGCTCTCACCGTTCCAATGCC- 110

R R R R

b)

£7/r8 GCCTGAAGGTCCTCCTGATCCAGAGCAACACTCTCAACATGTTTGGGCCCTTGGACCTCCGACTCTACAGGAGGCTC 77
f8/r9 = GTTTGGGCCTTTGGACCTCCGACTCTACAGGAGGCTC 37
£7/r9 GCCTGAAGGTCCTCCTGATCCAGAGCAACACTCTCAACATGTTTGGGCCTTTGGACCTCCAACTCTACAGGAGGCTC 77
f8/r8 - GTTTGGGCCTTTGGACCTCCAACTCTACAGGAGGCTC 37

khkhkkhkhkkhkhkhkk hhkkhhkkhkhkhkkhhkh ,hkhkkhkhkkhrkkhrhkhkhxkhxkk

£7/r8 CGAGCACTGCAGGCCGGTCAGAACAGeiNsNelfelclehielouerV.v.vXehv:Xeuv:Nehclolslehv-NNeuv-Xelehv:V:-uvNelelehfeleiye 154

£8/r9 CGAGCACTGCAGGCCGGTCAGAACAGeiNsNelfelclehielouyerV.v.vXehv:Xouv:Nehclolsleiv-NNeuv-Nelehv:v:-uyNelelehfeloiye 114

£7/r9 CGAGCACTGCAGGCCGGTCAGAACAGeiNsNeifelelehfelsuyer.v.v.v.Xehv:Xeuv:Neheclolsleiv-uieiv-Xelehv:v-upNelelefslelfe 154

£8/r8 CGAGCACTGCAGGCCGGTCAGAACAGeiNspNeifelelehfelouyerv.v-v-XehpXeyp-Xehjelole{eiy-uieiy-Xelehy:-v-upXeleleifeleife 114
* % %

R R R R R R R R R R R R R I

R R R R R R R R

VA Il C CTTAGATTTTGTTATTGATTTGTTATTGATTAGTCTCTATCAATTCTAAAAGERIATCAATGATC 228
I VAa I CCTTAGATTTTGTTATTGATTTGTTATTGATTAGTCTCTATCAATTCTAAAA A TCAATGATC 188
£7/x9 220
£8/r8 180
£7/r8 LNEdderNNceiuV NSNS USRI UNSINNOINE C T T TGTGTGTTCCTGTGAGTTTGTCAACTTCATGGTCTGGAG 305
£8/r9 LNENcderNNceiuV NSNS USRS UNSIRNOINE CT T TGTGTGTTCCTGTGAGCTTGTCAACTTCATGGTCTGGAG 265
£7/r9 LNEdderNNceiV NN MRS URURNOINE G T T TGTGTGTTCCTGTGAGTTTGTCAACTTCATGGTCTGGAG 297
£8/r8 huNyNedeNyeeiuyNeupieipeipNei Nl UBNNNOINE C T TTGTGTGTTCCTGTGAGTTTGTCAACTTCATGGTCTGGAG 257

R R R R R R R R R R R R SR R R R S R R R

£7/r8 GTGGGGTGGAGCAGTAGAGGGCAGTGTTGAGCTAACAGACAGATGGGACAACTACCTTTGTGACTCACCGCTGCCCC 382
£8/r9 GTGGGGTGGAGCAGTAGAGGGCAGTGTTGAGCTAACAGACAGATGGGACAACTACCTTTGTGACTCACCGCTGCCCC 342
£7/r9 GTGGGGTGGAGCAGTAGAGGGCAGTGTTGAGCTAACAGACAGATGGGATAACTACCTTTGTGACTCACCGCTGCCCC 374
£8/r8 GTGGGGTGGAGCAGTAGAGGGCAGTGTTGAGCTAACAGACAGATGGGATAACTACCTTTGTGACTCACCGCTGCCCC 334

************************************************#****************************

[ VA S I EOINECTCATTTAAATATTTACTATATTTACTATTATTTATCACTATTAGTACCATTTTTTACATTTGTATTAT TA T ISR

i YA INElONeCTCATTTAAATATTTACTATATTTACTATTATTTATCACTATTAGTACCATTTTTTACATTTGTATTAT TAT JESE]

VA INElONeCCCATTTAAATATTTACTATATTTACTATTATTTATCACTATTAGTACCATTTTTTACATTTGTATTAT TAT KN

VA e OINE G TCATTTAAATATTTACTATATTTACTATTATTTATCACTATTAGTACCATTTTTTACATTTGTATTAT TAT SN
Kokkkhkk KAk KK KA KKk hhhhhhk kA AR AR KKKk hhhhhhkhk kA KA KKK KKk hhhhkhkhk kA AR KKK KKKk hhhhkhkhkhkkk* %

I VAS I CGTTACCTATTTTATTCTTATTCTCTTCACTGC TTATTTGTACGTTTATCTTATATTTTTTTTACTGAAT T T TSI

IV Il C GTTACCTATTTTATTCTTATTCTCTTCACTGC e T TATTTGTACGTTTATCTTATATTTTTTTTACTGAAT T T TSl

VA Il C GTTACCTATTTTATTCTTATTCTCTTCACTGCACGCTTATTTGTACGTTTATCTTATATTTTTTTTACTGAT T TT TS A
I VA I CGTTACCTATTTTATTCTTATTCTCTTCACTGCACGCTTATTTGTACGTTTATCTTATATTTTTTTTACTGATTT T TSy
ok Kk k kK kK k kK K ok Kk K ok ok ok ok ok ok ok k kK K K K Kk K hokkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkhkhkkkkkkkkkkkk Kk Kkokkk

VA" TCATCAAATATACTGTGAGGAGAGTTTGTATTTCTCAGTACTGTGTATACTTCGCTATATCCTGTGTAGGGT TGCANMYIE]
i YA Bl TCATCAAATATACTGTGAGGAGAGTTTGTATTTCTCAGTACTGTGTATACTTCGCTATATCCTGTGTAGGGT TGCANENSIN]
I NVES NN TCATCAAATATACTGTGAGGAGAGTTTGTATTTCTCAGTACTGTGTATACTTCGCTATATCCTGTGTAGGGTTGC 604
IVAS I TCATCAAATATACTGTGAGGAGAGTTTGTATTTCTCAGTACTGTGTATACTTCGCTATATCCTGTGTAGGGT TGCAESIX

R e R R R R

iV I "\ \TCGTGTAACTTTCAGAAAAAGTCCCAGGTTTTCCAGAAATCCCGGGCTTGAAGATATCCGGAATCAGGT TGGANNEEY
VAol "\ A TCGTGTAACTTTCAGAAAAAGTCCCAGGTTTTCCAGAAATCCCGGGCTTGAAGATATCCGGAAT CAGGT TGGA MY
i VAl "\ "\ TCGTGTAACTTTCAGAAAAAGTCCCAGGTTTTCCAGAAATCCCGGGCTTGAAGATATCCGGAAT CAGGT TGGANNENN
IV I "\ 7\ 2. TCGTGTAACTTTCAGAAAAAGTCCCAGGTTTTCCAGAAATCCCGGGCTTGAAGATATCCGGAAT CAGGT TGGANNYNN

B R R R R

R I 7\ 7\ A G C A GG AR AT CT GGG A AT CC Tt 712
VA I, T\ A AGCAGGAAATCTGGGAATCCTCAGAAT TGTGGGAAT G ACCC G R e 694
SV T\ 2\ AGCAGGAAATCTGGGAATCCTCAGAAT TGTGGGAAT T ACCC GG e 729
I T A G CAGG AR AT CT GGG A AT CC T C ettt 667

R R R R R

Abbildung Anhang 3.3: Sequenz-Alignments zur Ermittlung der TLR2b-GenVariante

a) Sequenz aus dem Genome Walker mit dem Primer TLR2 r7

b) Validierung des Introns aus dem Genome Walker

Schwarz unterlegt sind die Intronbereiche der genomischen Sequenz. Sternchen stehen flir Sequenzidentitit.
Die Rauten unter b) markieren Sequenzpolymorphismen die in unabhdngigen Experimenten bestétigt
wurden.
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Mit allen Primerpaarungen konnte das 5'-Ende des Intron fiinf bestétigt werden und
gleichzeitig das Intron vier ermittelt werden. In beiden Introns zeigten sich
Sequenzunterschiede, die das Vorhandensein weiterer Varianten des TLR2-Gens
vermuten lassen. Die Polymorphismen im Intron vier konnten in unabhidngigen PCRs
bestétigt werden.

Die Suche nach weiteren TLR2-Varianten wurde an diesem Punkt aufgrund der
scheinbar hohen Diversitit nicht weiter verfolgt.

Die ermittelten und abgesicherten genomischen Sequenzen f7/r9 wurden genutzt um
zumindest eine TLR2-Variante nach weiteren Introns zu durchsuchen. In 3’-Richtung
konnte kein weiteres Intron identifiziert werden. Allerdings konnte mit der
Primerpaarung [TLR2 f9 5" GCACGCTTATTTGTACGTTTATCT 3" (Pos.
2992 bp bis 3011 bp), TLR2 r10 5" TCGACTGCGTTCCATTGCAT 3" (Pos.
3849 bp bis 3868 bp beide LK933546)] der Zusammenhang der TLR2-Intronvariante
mit dem alternativen 3'-Ende gezeigt werden. Mit dem Primerpaar [TLR2 f10 5’
GTCTACCCCCGACCCTGGAG 3" (Pos. 1112BPbis 1131 bp, HE979560),
TLR2 r11 5 CAAAAATCAAAGGCAGGACCCTA 3" (Pos. 2653 bp bis 2675 bp;
LK933546)] wurde das weiter in 5’-Richtung liegende Intron 3 gefunden. Nach erneuter
Primerableitung  [TLR2 fl1 5" CCTTCCTGCCTGTGGGGTTT 3~ (Pos.
1499 bp bis 1518 bp; HE979560), TLR2 r12 5" CTCTCTACCTAGGGAACAACCA
3" (Pos. 1474 bp bis 1495 bp, LK933546)] konnten auch die Introns 1 und 2 ermittelt

werden.
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Anhang

Anhang 3.3: Funktionsnachweis des bovinen TLR2
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Abbildung Anhang 3.3: Funktionsnachweis fiir das bovine TLR2:
Die HEK-293-Zellen wurden mit den in der Abszisse angegebenen Mengen an Plasmid mit bovinem
beziehungsweise mutiertem TLR2 kotransfiziert und fiir 24 h mit 30 pg/ml Hitze getdteter E.coli 1303
stimuliert. Die Ordinate gibt die RLUs der Luciferase im Verhéltnis zur Gesamtproteinkonzentration an.
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Abbildung Anhang 3.4: Alignment der IRAK4-Aminosiuresequenzen

a) Die Sequenzen wurden mit dem Onlinetool NPS@: ClustalW aligniert. Sequenzidentititen und auch
chemische Aquivalenzen bezichen sich auf die Aminosiuesequenz der Regenbogenforelle. An den schwarz
markierten Positionen haben die Sequenzen die gleiche Aminosdure. Dunkelgraue oder hellgraue
Markierungen bedeuten starke oder schwache chemische Aquivalenz. Die Positionen der Proteindominen
wurden von der humanen IRAK4-Aminosduresequenz abgeleitet.

b) Fiir das Aminosdure-Alignment wurden die folgenden Sequenzen verwendet: H.sap NP_057207; T.gut
(Taeniopygia guttata) XP_002194205; X.tro NP_001116877; O.myk CBI63173; C.mar (Coregonus
maraena) CBI163174; S.sal (Salmo salar) CBI63177; P.alt (Plecoglossus altivelis) BAH58736; D.rer
AAT37635; T.rub (Takifugu rubripes) XP_003967681; B.flo (Branchiostoma floridae) XP_002601719;
E.sco (Euprymna scolopes) AAY27972; H.div (Haliotis diversicolor) ADC53123.
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Anhang 3.5 Tabelle

: Referenznummern (NCBI, Ensemble) der verwendete Sequenzen

Spezies (Trivial) Gen DNA cDNA As
Alligator mississippiensis
(Mississippi-Alligator) TLR2 XP_006264586
Anas platyrhynchos TLR2 XP_005021000
(Stockente) -
Andrias davidianus
(Chinesischer TLR2 AHB18364
Riesensalamander)
Bos taurus (Hausrind) TLR2 EU746464 ACH92793
IRAK4 NP_001069466
IRAKI AAIO8133
IRAK2 NP_001069164
IRAK3 NP_001177228
Branchiostoma floridae IRAK4 XM_002601673 XP_ 002601719
(Lanzettfischen)
Chelonia mydas
(Suppenschildkrote) TLR2 EMP24917
Coregonus maraena IRAK4 FN598581  FN598576 CBI63174
(Ostseeschnipel)
Cynoglossus semilaevis
(Hundszunge) ACU80549
Cyprinus carpio
(Gemeiner Karpfen) TLR? ACP20793
Danio rerio
(Zebrabirbling) TLR2 CU467110  NM 212812 XP_005170910
IRAK4 AY616584 AAT37635
IRAKI ENSDARP00000118154
IRAK3 XP_003198307
Euprymna scolopes IRAK4 AY956810 AAY27972
(Zwergtintenfisch)
Gadus morhua (Dorsch) IRAK4 ADGS85742
Gallus gallus (Haushuhn) TLR2 AB046119 IN544171 NP_989609
Gasterosieus aculeatus TLR2 ENSGACT00000024730  ENSGACP00000024681
(Dreistachliger Stichling)
IRAK4 ENSGACP00000005317
IRAKI ENSGACP00000001480
IRAK3 ENSGACP00000025500
Haliotis diversicolor
(Vielfarbiges Seeohr) IRAK4 GU351882 ADC53123
Homo sapiens (Mensch) TLR2 NT 029419 NM 003264 AAH33756
IRAK4 AY186092 NM 001114182 NP_057207
IRAKI NP 001020413
IRAK?2 NP _001561
IRAK3 NP 009130
Ictalurus punctatus
(Getiipfelten Gabelwels) TLR2 HQ677714 AEI59663
IRAK4 NP_001188114
Latimeria chalumnae
(Komoren-Quastenflosser) TLR2 XP_006004927
Macropus eugenii TLR2 ENSMEUP00000007333
(Derbywallaby)
Mus musculus (Hausmaus)  TLR2 NP 036035
Oncorfiynchus mykiss TLR2a LK933545  HE979560 CCK73195
(Regenbogenforelle)
TLR2b LK933546
TLR2b
TVXI LK933547
IRAK4 FN598578 FN598575 CBI63173
IRAK4s HG530316
IRAK3 CCT61383
Oryzias latipes (Medaka) ~ TLR2 ENSORLTO00000003160  XP_004079601
IRAK4 XP_004069560
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Spezies (Trivial) Gen DNA cDNA As
Paralichthys olivaceus
(Falscher Heilbutt) TLR2 AB109395 AB109393 BADO01044
Petromyzon marinus TLR2 ENSPMAP00000011399
(Meerneunauge)
IRAK4 ENSPMAP00000000237
IRAK1 ENSPMAP00000008349
IRAK3 ENSPMAP00000001639
f Iieycuo)glo“”s altivelis IRAK4 AB 469845  AB469846 BAH58736
Salmo salar (Atlantischer FN598579;
Lachs) IRAK4 FN_598580 HG422172 CBI63177
Sarcophilus harrisii
(Beatalioufe) TLR2 XP_ 003773178
Taeniopygia guttata TLR? XP 002196402;
(Zebrafink) XP 002198506
IRAK4 XM_ 002194169 XP 002194205
IRAK2 XP 002187461
Takifugu rubripes
(Japanischen Kugelfisch) TLR2 XM_003976870
IRAK4 XM 003967632 XP_003967681
IRAK1 ENSTRUP00000016336
Tetraodon nigroviridis
(Griiner Kugelfisch) TLR? CAF90327
IRAK4 ENSTNIP00000019071
IRAK1 ENSTNIP00000007783
Xenopus tropicalis TLR2 AC149070  XM_002933491 XP_002933537
(Krallenfrosch) - -
IRAK4 NM 001123405 NP 001116877
IRAK1 NP 001006713
IRAK2 NP_001007501
Xiphophorus maculatus IRAK] ENSXMAP00000003526

(Platy)
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Anhang 3.6 Tabelle: Zytokinexpression nach Infektion mit 4. Salmonicida

Gen Gewebe n-fache Verdnderung der mRNA-Kopienzahl
6h 12h 24h 48 h 72h
IL1B Milz 7,54 +2,33 8,89 +2,64 3,63 +1,04
Kopfniere 180,12 + 75,62 17,50 = 7,97 17,39 5,72 2838 +8,11
Leber 68,47 £26,01 19,35 +6,24 22,21+ 8,50 81,23 +£32,69
Thymus 336+0,73 2,00+0,57 1,63 +0,35 2,75+ 0,66
TNF Milz 8,68 + 4,55 1,16+ 0,37 1,12+0,30 1,82 40,52
Kopfhiere 2,06+ 0,70 -1,18 £ 0,53 -1,3140,26 1,64 +£0,38
Leber 3,74+ 1,68 8,50 + 4,33 10,88 + 5,68
Thymus 1,18 0,28 2,10+0,74 1,27 0,36 -1,1340,15 1,54 40,25
IL8 Milz 14,92 + 4,55 430+131 13,37 £ 6,27
Kopfniere 19,11 £5,15 7,24 +1,89 13,14 +492
Leber 25,32 +£13,09 9,30+ 3,11 71,70 £ 55,32
Thymus 1,13+0,31 1,33 £0,48 -1,38+0,35 -1,14£0,52 1,25 +0,28
IL10 Milz 1,24 £0,33 1,26 0,27 1,46 + 0,41 1,19+0,35 1,29 0,38

Kopfniere 20,39 + 9,00 _ 10,35 + 4,94 11,83 6,24 15,53 + 6,49
Leber 2,52+ 0,88 3,19+ 1,12 3,08 + 0,84 3,20+ 0,95 _

Thymus 1,51 £0,52 1,59 + 0,50 1,41 047 1.41 £038 1,15+032
TGFB1 Milz 1,11 £0,08 -1,05 £ 0,09 1,14+0,15 1,04+0,11 1,06 0,12
Kopfhiere 1,17 0,12 1,10 £ 0,09 1,14+0,12 1,06+ 0,14 S1,11+0,13
Leber 134+0,14 1,50 0,18 _ 1,76 + 0,24 1,50 £0,20
Thymus 1,13£0.16 -1,40 0,22 142 +033 121 +0,24 -1,06 £0.16

Der Verlauf der Zytokinexpression wird hier durch die n-fachen mRNA-Kopienzahlen zu den
Infektionszeitpunkten im Vergleich zu denen der 0 h-Kontrollgruppe dargestellt. Neben dem Induktionsfaktor
ist mit einem = der SEM angegeben. Statistisch signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Gruppen
wurden in fetten Zahlen eingetragen. Signifikante Hochregulierungen wurden rot unterlegt, Abregulation griin.
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Anhang 3.7 Tabelle:

Infektionsabhidngige Expression der PRRs

Gen Gewebe n-fache Verdnderung der mRNA-Kopienzahl
6h 12h 24h 48 h 72h
TLR1 Milz -1,07£0,19 -1,02+£0,23 1,07 +0,16 -1,07+£0,18 -1,54+£0,28
Kopfhiere 1,61£0,18 1,72 £0,25 1,50+ 0,27 1,57 4021 1,66 +0,13
Leber -1.11£0.18 1,72 £0,31 2,32+0,56 1,67 +031 1,70 £0,22
Thymus -1,3140,29 1,20 +0,32 1,21+0,29 1,13+£024 1,09+ 0,20
TLR2* Milz -1,13+0,16 -1,73 £ 0,33 -1,86 + 0,41 -1,46 £ 0,15 -1,68 +0,20
Kopfhiere 1,24 40,19 -1,13+0,17 -1,68 + 0,28 21,10 0,22 -1,18+0,15
Leber -1.01£0.11 11 +0,11 1,01 £0,12 1,50 £0,32 1,16+0,18
Thymus 21,12 4021 -1,07+0,19 1,07 0,25 1,16 +0,19 122+0,16
TLR3 Milz -1,58 0,17 -1,67+£0,25 -1,21+0,25 -1,82 +0,23 -1,70 £0,23
Kopfniere -1,52 +£ 0,17 -1,99 + 0,26 -2,49 + 0,30 -2,08 £ 0,29 -2,09 + 0,32
Leber -1,21 £0,31 -1,64 £ 0,39 -1,40 £ 0,36 -1,83 £0,47 -1,64 £ 0,51
Thymus -1,26 £0,27 -1,87 £ 0,49 -1,46 £ 0,37 -1,52£0,37 -1,63 £0,34
TLRS Milz -2,77+0,71 -3,88 + 0,71 -2,76 £ 0,70 -2,34 £ 0,66 -1,61 £0,49
Kopfhiere -1,07£0,27 1,03 + 0,64 -2,33£0,48 -1,62 £0,47 -1,55+0,34
Leber 1,28 +0,31 -1,30 £ 0,25 1,77 £ 0,37 1,99 £ 0,37 1,96 + 0,38
Thymus 1,14 £ 0,23 -1,12 £0,29 -2,08 £0,35 -1,29 £0,30 -1,91+£0,52
TLR7 Milz 2,10 + 0,24 -1,62 +0,58 2,79 + 0,48 323+0,62 -3,40 0,85
Kopfniere 1,95 +0,45 2,22 £0,63 1,51 0,49 41284035 1,04 +0,24
Leber -1,01 £0,23 1,06 £0,19 1,17 +0,20 1,33 £ 0,41 -1,05 £ 0,30
Thymus 41,30+ 0,28 1,34 +0,33 -1,03 + 0,40 -1,35+0,28 1,47 40,31
TLRSal Milz 2,03 + 0,29 -1,76 + 0,28 -1,29 + 0,20 -1,36+023 | -1,62 £0,29
Kopfhiere -1,3540,22 -1,89 + 0,39 -1,90 + 0,34 1,30 + 0,45 -1,89 40,77
Leber 1,47 0,41 1,81 +0,42 2,86+0,77 2,88+ 1,00 1,67+ 0,43
Thymus 1,02+0.21 1,01 £0,27 -1,09 0,28 1,15+0,28 1,41 40,30
TLR8a2 Milz -2,45 + 0,53 -1,99 + 0,29 -1,49 +£0,27 -1,85 + 0,32 -2,75 +0,45
Kopfhiere -1,31+043 1,46 £ 0,31 21,23 +0,24 -1,29+0.27 -1,91+031
Leber 1,54 +0,50 1,75 0,56 2,30 £ 0,56 2,56 + 0,81 1,54 +0,42
Thymus 1,07 £ 0,27 -1,49 £ 0,33 -1,27+£0,32 1,03 £0,45 -1,28 £ 0,47
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Gen Gewebe n-fache Verdnderung der mRNA-Kopienzahl
6h 12h 24h 43T 72h
TLR9 Milz 1,09 +0,11 132+0,11 144+0,17 1204022 | -2,0040,25
Kopfhiere 1,3340,19 1,35+0,25 1244021 1,2940,18 1,43 +0,17
Leber 1,50 +0,22 1,95 +0,32 2,57+ 0,42 _
Thymus 1,22 40,37 -1,20 + 0,40 1,15+0,26 1,20 + 0,39 1,33 40,42
TLR19 Milz 1,22 40,28 -1,66 + 0,59 -1,62 + 0,46 1454038  -2.82+ 0,66
Kopfniere _ 2,52 40,54 2,73 +0,85 2,19+ 0,64 2,00 0,55
Leber 2,83+1,53 -1,82 40,59 1,00 + 0,23 -1,90+0,54 2,00 +0,57
Thymus 1,06+ 0,39 1224037 1,35+0,55 1,02 40,30 1,42 0,43
TLR20 Milz -1,58 +0,29 1,71+ 0,38 1234021 1,084027  -1,02 + 0,25
Kopfhiere 1,294 0,20 1,40+ 0,21 1,07 40,17 1,24+0,18 1,49 40,21
Leber 1,55+ 0,23 1,74 40,20 _
Thymus 1,17 40,24 1324035 1224032 1,194 0,26 1424031
TLR21 Milz -1,394+0,28 -3,82 + 0,46 -1,83 + 0,40 1254035  -1,03+0,19
Kopfhiere -1,06 0,26 -2,96 + 0,61 -3,36 + 0,51 1654026  -1,52+0,24
Leber 1,67+ 0,48 1,61 + 0,44 1344021 2,16+ 0,58 1,51 40,34
Thymus 1,07+0,18 1,31 40,26 1,47 0,29 1,00+ 0,21 SL13+021
TLR22al Milz 1214027 1,18 0,22 1,10+ 0,23 1,01£027  -1,99 +0,45
Kopfhiere 1,55+ 0,50 1,41 40,34 1,514 0,56 1,064024  -1,75+0,44
Leber 2,12+0,52 1,94 + 0,43 2,50+ 0,58 3,23 + 1,00 1,41 40,34
Thymus 1244021 1,11 40,29 1,1140,35 1,07 40,23 1,46 + 0,23
TLR22a2 Milz 3,02+ 0,64 1,21 40,24 1L11+0,11 1,89+ 0,39 1,534+ 0,30
Kopfniere 1,63 +0,32 3,27+0,70 2,71 £0,48
Leber 3,51 40,79 2,94+ 0,85 _ 3,12+ 0,80
Thymus 1,37 40,25 1,83 0,33 1,48 £ 0,40 1,23 +0,34 1,1540,28
NODI Milz 1,05+0,15 -1,60 + 0,20 1,01 +0,14 1,07£0,12  -1,13£0,13
Kopfhiere 1,2240,23 23,08 £ 0,61 -1,60 + 0,26 1314032 -1,59+0,35
Leber 1,2040,18 1,26 0,19 1,3740,19 1,36 40,30 1,74 40,34
Thymus 1,02 £0,21 1,45 +0,33 1,35+0,39 -1,04£027  -1,15+0,26

Der Verlauf der Expression wird hier durch die n-fachen mRNA-Kopienzahlen zu den Infektionszeitpunkten im Vergleich
zu denen der 0 h-Kontrollgruppe dargestellt. Neben dem Induktionsfaktor ist mit einem + der SEM angegeben. Statistisch
signifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen wurden in fetten Zahlen -eingetragen. Signifikante
Hochregulierungen wurden rot unterlegt, Abregulation griin.
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Anhang 3.8 Tabelle: Infektionsabhédngige Expression der nachgeschalteten Faktoren

Gen Gewebe n-fache Verdnderung der mRNA-Kopienzahl
6h 12h 24 h 48 h 72 h
MYDS88 Milz 1,44 40,25 1,68 + 0,24 1,33 +0,33 1,36 +0,22 1,25+0,20
Kopfhiere 1,37+0,16 1,3340,20 1224022 1,45+0,29 1,04+0,12
Leber 2,75+ 048 _ 3,34+0,76 4374148 -
Thymus 1,08+0,14 -1,13£0,23 1,01 0,21 1,09+ 0,17 1,00+ 0,14
IRAK4a Milz -1,02+0,14 -1,20£0,10 1,26 0,09 1,03+0,16 -1,06 £ 0,14
Kopfhiere 1,04+0,11 -1,25+0,16 -1,36£0,19 -131£0,18  -1,39£0,19
Leber 1,38 £0,14 1,67 £0,14

Thymus 1,17+0,16 1,10+0,18 1,08+0,18 126+0,17

IRAK1 Milz 1,56+ 0,17 1,51+0,22 1,13 40,20
Kopfniere 1,23 +0,15 1,34 £ 0,17 1,55+0,18
Leber 2,12+0,35 2,14+ 0,30 -
Thymus 1,11+0,13 -1,07+0,19 1254021 1,14+0,16 1,13 0,15

TRAF6 Milz 1,10+0,15 1,29+ 0,13 1,26 +0,13 1,21 40,16 1,15+0,13
Kopfhiere 1,05 + 0,09 1,49 +0,15 1,36 +0,14 1,37 0,15
Leber 1,27 £0,09
Thymus 1,18 +0,15 1,04+0,11 1,01 0,15 1,03+0,13

TOLLIP Milz 1,06 = 0,19 1,21 £0,21 1,29 +0,22 1,15+0,23 1,24 021
Kopfhiere 1,31 0,21 -1,05+0,24 1,14 40,12 1,27 40,14 1,11+0,10
Leber 1,62+ 0,48 1,73 +0,54 2,74 40,87 _
Thymus 1,03+0,15 1,1140,29 1,05 + 0,24 1,04 +0,19 1,29 +0,26

Der Verlauf der Expression wird hier durch die n-fachen mRNA-Kopienzahlen zu den Infektionszeitpunkten im
Vergleich zu denen der 0 h-Kontrollgruppe dargestellt. Neben dem Induktionsfaktor ist mit einem + der SEM
angegeben. Statistisch signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Gruppen wurden in fetten Zahlen
eingetragen. Signifikante Hochregulierungen wurden rot unterlegt, Abregulation griin.
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