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1. Einleitung

1.1. Langlebigkeit

Das Erreichen eines Alters von uber neunzig Jahren, also weit Uber dem
Durchschnittsalter der Bevdlkerung von zirka 78 Jahren, wird als Langlebigkeit
bezeichnet. Dieser liegt eine multifaktorielle Basis des Alterns zugrunde, das heif3t
eine Vielzahl von Faktoren wirken auf das Altern ein. Ein verbesserter Standard in
Hygiene, Medizin und Erndhrung hat in den westlichen Industrienationen
besonders in den letzten drei3ig Jahren zu einer steigenden Lebenserwartung von
durchschnittlich 60 auf 77 Jahre gefihrt (WHO Issues, 2000). Zudem ist die
Lebenserwartung von Frauen in den letzten 160 Jahren um bis zu drei Monate pro
Jahr gestiegen (OePPEN & VAUPEL, 2002). Anhand von Populations- und
Zwillingsstudien (HERSKIND et al.,, 1996; SKYTTHE et al., 2003) konnte dariber
hinaus bestatigt werden, dass auch genetische Faktoren Einfluss auf das Altern

haben.

Beim Alterungsprozess kommt es zu einer Beeintréchtigung unterschiedlicher
Funktionen des Korpers (VASTO & CARUSO, 2004). So wird im Alter unter anderem
eine erhdhte Anfélligkeit gegentber viralen und bakteriellen Infektionen und einer
verschlechterte Wundheilung sowie ein vermehrtes Auftreten von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, Diabetes mellitus und Krebs beobachtet (PLowDEN et al., 2004).
Eine wichtige Hypothese fur die Erklarung der Langlebigkeit ist die differentielle

(unterschiedlich individuelle) Funktionserhaltung des Immunsystems.

Der Fadenwurm Caenorhabditis elegans (C. elegans) wird haufig als
Modellsystem zur Untersuchung von Alterungs- und Langlebigkeitsprozessen
eingesetzt. Unter anderem konnte gezeigt werden, dass Mutationen im DAF-2-
Gen, ein Homolog des insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor-1 Rezeptors
(insulin/insulin-like growth factor 1 receptor, I/IGF-1R), die Lebensspanne von C.
elegans verlangern kénnen (DoRMAN et al., 1995). Weitere Studien konnten
zeigen, dass die Funktion des angeborenen Immunsystems des Fadenwurms
unter anderem durch die Signalgebung von DAF-2 beeinflusst wird (Kurz et al.,
2004). Diese Beobachtungen bilden die Grundlage fur die Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit und der Frage, warum das Immunsystem einiger Menschen

nur minimale Funktionsverluste wahrend des Alterns erfahrt und diese Menschen
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sehr alt (alter als 90 Jahre) werden kdnnen, wahrend andere Menschen sehr
starke Funktionsverluste erleiden und somit eine niedrigere Lebenserwartung

haben.

1.2. Angeborenes Immunsystem

Das Immunsystem erkennt und eliminiert eindringende, pathogene
Mikroorganismen und andere Krankheitserreger (z.B. Viren, parasitdre Metazoen).
Es lasst sich in die ,angeborene Immunitat® sowie die ,adaptive Immunitat”

(TAKEDA et al., 2003) einteilen.

Die Erkennung und Abwehr eingedrungener Krankheitserreger durch das
angeborene Immunsystem ist von entscheidender Bedeutung fur das Uberleben
vielzelliger Organismen. Mit Hilfe spezifischer Rezeptoren (PAMP recognition
receptors, PRRs) sind Pflanzen und Tiere in der Lage, molekulare Muster
unterschiedlicher Pathogene (pathogen-associated molecular patterns, PAMPS)
zu erkennen. Die PRRs lassen sich aufgrund ihrer subzellulédren Lokalisation in
zwei Klassen einteilen: die membranstandigen Toll-like Rezeptoren (TLRs) und
die zytoplasmatischen Nucleotide-binding and Oligomerization Domain-Proteine
(NOD-Proteine). Wahrend die Toll-like Rezeptoren in die Erkennung von PAMPs
und deren Strukturen im extrazellularen Raum involviert sind (MeDzHITOV, 2001),

tbernehmen die NOD-Proteine diese Aufgabe intrazellular (PHILPOTT et al., 2004).

1.2.1. Die Familie der Toll-like Rezeptoren und ihre Rolle bei der

Vermittlung angeborener Immunitét

Zuerst wurde das Rezeptormolekil Toll und dessen Rolle in der angeborenen
Immunabwehr bei der Fruchtfliege Drosophila melanogaster entdeckt. Toll galt als
ein wichtiger Faktor wahrend der Embryogenese (ANDERSON et al., 1985). Spater
konnte seine entscheidende Rolle in der antifungalen Immunabwehr und der
Abwehr  gegenuber gram-positiven  Bakterieninfektionen  bei  Insekten
nachgewiesen werden (LEMAITRE et al., 1997). Die ersten Toll-Homologe bei
Saugetieren, die Toll-like Rezeptoren (TLRs), wurden 1998 entdeckt (Rock et al.,
1998). Die TLRs gehoren zur Gruppe der integralen Membran-Glykoproteine vom
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Typ | (mit extrazelluldarem N-Terminus) und werden aufgrund des homologen
Aufbaus ihrer zytoplasmatischen Anteile der grof3eren Familie der IL-1 Rezeptoren
(IL-1Rs) zugeordnet. Wahrend die IL-1Rs drei immunglobulin-&hnliche Domanen
enthalten, weisen die TLRs extrazellular leuzin-reiche Domanen (leucine-rich
repeats, LRR) auf. Dreizehn TLRs wurden bei Saugetieren identifiziert, von denen

jedoch nur zehn (TLR1-10) beim Menschen exprimiert werden (LAuw et al., 2005).

Toll-like Rezeptoren sind in der Lage, viele verschiedene PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns) zu erkennen. TLR2 und TLR4 erkennen
Zellwandprodukte von gram-positiven und gram-negativen Bakterien, wahrend
TLR5 ein strukturelles Epitop vom bakteriellen Flagellin bindet. Die
physiologischen Liganden von TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 sind verschiedene
Formen mikrobieller Nukleinsauren. Die Ligandenerkennungsregionen der
Heterodimere TLR1/2 und TLR2/6 bilden funktionelle Paare und sind so in der
Lage, eine Vielzahl mikrobieller Strukturen zu erkennen (AKIRA, 2003; BEUTLER et
al., 2003). Da TLR1, TLR6 und TLR10 auf demselben Lokus von Chromosom
4p14 lokalisiert sind und strukturell eine Ahnlichkeit aufweisen, kénnte TLR10
ebenfalls die Funktion eines Co-Rezeptors fur TLR2 einnehmen (HASAN et al.,
2005). Hasan et al. (2005) gelang es jedoch nur nachzuweisen, dass TLR10 mit
sich selbst assoziiert und so Homodimere bildet. Eine Bildung von Heterodimeren
mit TLR1 oder TLR6 konnte nicht bestatigt werden. Interaktionen der TLRs mit
ihren Liganden fiuhren unter anderem zur Zerstdrung von eindringenden
Pathogenen und der Reparatur von Zellgeweben (Abb. ).

TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 und TLR10 sind auf der Zelloberflache lokalisiert
und werden nach Aktivierung durch ihre spezifischen Liganden von
Phagosomenstrukturen eingebunden. TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9, die in die
Erkennung von Nukleinsaurestrukturen involviert sind, werden nicht an die
Zelloberflache transportiert und sind somit intrazellular vorzufinden (HoPKINS et al.,
2005; ANDERS et al., 2005). TLR9 ist nur im Endoplasmatischen Retikulum
vorzufinden und wird nach Stimulation mit CpG-DNA in endosomale/lysosomale

Kompartimente rekrutiert.
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Abbildung I: Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden

G+ = Gram-positive Bakterien; G- = Gram-negative Bakterien; LPS = Lipopolysaccharid; LTA =
Lipoteichonsaure; RSV-F = Respiratory-Syncytial-Virus F Protein; HSP-60 = Heat-shock Protein
60; SPA-12 = WD-Repeat Protein Specific to Phytochrome A; mBD2 = Methyl-CpG-Binding
Domain Protein 2; R848 = Resiquimod; ODN = Oligodesoxynukleotid. (verandert nach Plowden et
al., 2004)

TLRs und IL-1Rs besitzen in ihren zytoplasmatischen Bereichen eine konservierte
Region, bestehend aus ungefahr 200 Aminosauren, die als Toll/IL-1R (TIR)
Doméane bezeichnet wird. Die Konservierung der Aminosauresequenz zwischen
den TIR-Domaénen, die in ihrer GréRRe variieren, betragt 20 bis 30 Prozent (Abb.

).

Die extrazellulare Doméne der TLRs beinhaltet 19 bis 25 tandemrepetitive Kopien
von LRR-Motiven (Abb. I). Jede Region besteht aus 24 bis 29 Aminosauren und
setzt sich aus einer leuzin-reichen XLXXLXLXX und einer weiteren konservierten
Sequenz XEXX@X4FXXLX zusammen (wobei X fir eine beliebige und o fir eine
hydrophobe Aminosdure stehen). Die leuzin-reichen Regionen, von denen
angenommen wird, dass sie direkt in die Erkennung verschiedenster molekularer

Motive involviert sind, umfassen einen 3-Strang und eine a-Helixstruktur, die durch
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Schleifen verbunden sind und eine hufeisenférmige Struktur bilden (AKIRA et al.,
2004).

IL-1R TLR

Ig-like LRRs

domain

il
| | | / TIR domain

Abbildung II: Aufbau der TLRs und IL-1Rs
IL-1R = Interleukin-1 receptor, TLR = Toll-like Receptor, LRR = leucine-rich repeats, TIR domain =
Toll/IL-1R domain, Ig-like domain = Immunglobulin-like domain. (AKIRA et al., 2004)

Bei einer Stimulation der TLRs durch ihre Liganden gehen diese eine Verbindung
mit  MyD88 (myeloid differentiation primary-response protein 88) ein und
rekrutieren IRAK4 (IL-1R-associated kinase 4). An den entstandenen
Molekulkomplex bindet IRAK1. IRAK4 induziert daraufhin die Phosphorylierung
von IRAK1 und ermdglicht die Bindung von TRAF6 (tumour-necrosis-factor-
receptor-associated factor 6) an phosphoryliertes IRAK1. IRAK1 und TRAF6 I6sen
sich im nachsten Schritt vom Rezeptorkomplex und gehen an der
Plasmamembran eine neue Verbindung mit TAK1 (transforming-growth-factor-g-
activated kinase), TAB1 (TAK1-binding protein 1) und TAB2 ein, wodurch die
Phosphorylierung von TAB2 und TAK1 induziert wird. IRAK1 wird an der
Plasmamembran abgebaut. Der verbleibende Komplex (bestehend aus TRAF®6,
TAK1, TAB1 und TAB2) wandert ins Zytosol, wo er mit den Ubiquitin-Ligasen
UBC13 (ubiquitin-conjugating enzyme 13) und UEV1A (ubiquitin-conjugating
enzyme E2 variant 1) assoziiert. Dies fuhrt zu einer Ubiquitinierung von TRAF6,
wodurch wiederum TAK1 aktiviert wird. Anschlieend phosphoryliert TAK1
einerseits MAP-Kinasen (mitogen-activated protein-Kinasen) und andererseits den
IKK-Komplex (inhibitor of nuclear factor-kB (I«kB)-kinase Komplex), welcher aus
IKK-a, IKK-B und IKK-y (auch bekannt als IKK1, IKK2 und nuclear factor-«B (NF-
kB) essential modulator, NEMO) besteht. Daraufhin phosphoryliert der IKK-
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Komplex IkB, was zu dessen eigenen Ubiquitinierung und anschlieRendem Abbau
fuhrt. Dies ermoglicht NF-kB in den Zellkern zu wandern und die Expression von
Zielgenen wie IL-8 (Interleukin-8), IL-6 (Interleukin-6) und ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule 1), die eine inflammatorische Antwort zur Eliminierung der
eingedrungenen Pathogene initiieren, zu induzieren (BEUTLER et al., 2003; AKIRA &
TAKEDA 2004; PLOWDEN et al., 2004) (Abb. 1lI).

TLR
Zelloberflache

O\ Zytoplasma

MyD88 TRIF

/

NF-kB  MAPKs IRF

Abbildung IlI: Toll-like Rezeptor Signalweg.

NF-kB = nuclear factor-kB; MAPK = mitogen-activated protein kinase; IRF = Interferon regulatory
factor; TRIF = TIR domain-containing adapter inducing IFN-B; MyD88 = myeloid differentiation
primary-response protein 88.

In die Erkennung von PAMPs sind neben den TLRs auch sogenannte Co-
Rezeptoren (z.B. CD14 und MD2) und Adaptormolekile der TLRs (z.B. MyD88,
TRIF, TIRAP und SARM) involviert. Alle Adaptormolekile der TLRs verfiigen tber

eine TIR-Domaéane.

Die Stimulation des Toll-like Rezeptors 4 (TLR4) ermoglicht die Aktivierung von
zwei alternativen Signalwegen: den MyD88-abhangigen und den MyD88-

unabhéngigen Signalweg.

Das Adaptormolekil MyD88 (myeloid differentiation primary-response protein 88)
besitzt neben einer amino-terminalen Todesdomane (Death Domain, DD) auch
eine carboxy-terminale TIR-Domane. Wahrend die TIR-Doméane von MyD88 mit
den TIR-Doméanen der TLRs und IL-1Rs assoziiert, interagiert die Todesdoméane
von MyD88 mit der Todesdoméne von IRAK (IL-1R-associated kinase) und
rekrutiert diese dadurch an den Rezeptorkomplex. MyD88 verbindet also die
TLRs/IL-1Rs mit nachgeschalteten Signalmolekilen, die tUber eine Todesdoméane

verfugen, und leitet die Produktion von inflammatorischen Zytokinen ein. Die
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Stimulation von TLR3 und TLR4 fihrt in Kooperation mit TRIF (TIR domain-
containing adapter inducing IFN-£) zur MyD88-unabhéngigen Induktion von Typ |

Interferonen (Interferon-a/pf) (Abb. 111).

TIRAP (TIR-domain-containing adaptor protein) fungiert als ein weiteres
Adaptormolektl im MyD88-unabhangigen Signalweg. Wahrend TIRAP im MyD88-
abhangigen Signalweg essentiell fur die Signaltbertragung durch TLR2 und TLR4
ist, ist die Funktion von SARM (sterile a- and armadillo-motif-containing protein) in

der Signallibertragung durch TLRs noch nicht vollstandig beschrieben.

Neben den Adaptormolekilen nehmen Co-Rezeptoren wie CD14 und MD2 auch
eine wichtige Rolle in der Signalubertragung durch TLRs ein. Bevor LPS in
direkten physischen Kontakt mit dem TLR4/MD2-Komplex tritt, erfolgt dessen
Bindung an den Co-Rezeptor CD14. CD14 ist ein LPS-Rezeptor mit einer hohen
Bindungsaffinitat, der entweder im Serum oder auf der Zelloberflache von
Makrophagen vorzufinden ist. MD2 ist ein weiteres Protein in dem LPS-Rezeptor-
Komplex. Es fehlt ihm eine transmembrane Region und ist in Assoziation mit TLR4

auf der Zelloberflache lokalisiert.

Toll-like Rezeptor-Signalwege werden durch mehrere Molekile, die durch die
Stimulation der TLRs induziert werden, negativ reguliert. Zu diesen Molekulen
gehdren unter anderem SIGIRR (single immunoglobulin IL-1R-related molecule)
und TOLLIP (Toll-interacting protein). SIGIRR ist ein membrangebundenes
Molekil mit einer TIR-Domane und interagiert voribergehend mit TLR4, IRAK1
und TRAF6 und reguliert hierdurch die TLR-Signalubertragung negativ. TOLLIP
verfugt Uber eine TIR-Domane, Uber die es direkt mit der zytoplasmatischen TIR-
Doméane der IL-1Rs, von TLR2 und TLR4 nach deren Stimulation durch
Pathogene assoziiert und so die Phosphorylierung und Kinase-Aktivitat von IRAK1
unterdriickt. Dies fuhrt zur Blockierung der durch TLRs-vermittelten zelluléaren
Antwort auf eindringende Pathogene. Zusammenfassend fungiert TOLLIP als ein
Suppressor-Protein, das fur die Aufrechterhaltung eines ruhenden Zustandes von
Immunzellen sowie fir die Signallbertragung durch TLR/IL-1R-induzierte Zellen
wahrend Entzindungsprozessen und Infektionen zustandig ist (CARIO &
PoboLsKY, 2005; AKIRA & TAKEDA, 2004).
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1.2.2. Die Familie der NOD-Proteine und ihre Rolle  bei der Vermittlung

angeborener Immunitat

Die Beschreibung der extrazellularen Pathogenerkennung durch epitheliale
Rezeptoren wie die TLRs (AKIRA et al., 2001; DUNE et al., 2003; AKIRA & TAKEDA,
2004) fuhrte schon frih zur Vermutung, dass derartige Mechanismen zur
Erkennung bakterieller Strukturen und zur Induzierung von
Entziindungsprozessen ebenfalls intrazellular vorhanden sein mussten (PHILPOTT
et al.,, 2000). NOD1 und NOD2 (nucleotide-binding and oligomerization domain
Proteine) wurden als erste zytosolische Proteine beschrieben, die diese Aufgaben

innerhalb der Zelle erfillten.

Die NBS-LRR-Familie (nucleotide-binding site and leucine-rich repeat), auch unter
dem Namen CATERPILLER (CARD, transcription enhancer, R(purine)-binding,
pyrin, lots of leucine-rich repeats)-Familie bekannt, umfasst ungefahr 30
zyoplasmatische Proteine, die durch drei strukturelle Doméanen charakterisiert
sind: eine carboxy-terminale Ligandenerkennungs-Domane wie LRR (leuzin-reiche
Region), die mikrobielle Muster erkennen kann, eine zentrale NBS- oder NACHT-
Domane (neuronal apoptosis inhibitor protein, CIITA, HET-E and TP1), die fir die
Oligomerisierung von NBS-LRR-Proteinen zustandig ist, und eine amino-

terminale effektor-bindende Doméne (EBD) (HARTON et al., 2002).

Die strukturell verwandten Gene verteilen sich auf acht Chromosomen, wobei eine
Akkumulation auf den Chromosomen 11, 16 und 19 vorzufinden ist (Tab.l)
(INOHARA & NUNEZ, 2001; INOHARA et al., 2002; INOHARA & NUNEZ, 2003; TSCHOPP
et al., 2003). Allen NOD-Proteinen ist die Eigenschaft gemeinsam, durch

Selbstoligomerisierung nachgeschaltete Effektormolekiile zu aktivieren.

Aufgrund der verschiedenen amino-terminalen Doméanen wird die NBS-LRR-
Familie in NALPs (NACHT-, LRR-, and PYD-containing protein), NODs
(nucleotide-binding and oligomerization domain) und NAIP (neuronal apoptosis
inhibitor) eingeteilt. NALPs beinhalten PYD-Domé&nen, NODs hingegen CARD-
Doméanen und NAIP tragt BIR-Domanen (GIRARDIN et al., 2002; INOHARA et al.,
2002; INOHARA & NUNEz, 2003; TscHoPP et al., 2003).
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Tabelle I: Die humane NOD-Proteinfamilie
Funktion und nachfolgende Effektoren wurden nur genannt, wenn mindestens zwei
Publikationen vorlagen. AC = Apoptose und/oder Caspase-Aktivierung; AD =
Aktivierungsdoméane; BIR = Baculovirus Inhibitor der Apoptose- repeats; CARD = Caspase-
rekrutierende Doméane; EBD = Effektor-Binde-Domaéane; LRD = Liganden-Erkennungsdoméane;
LRR = leucin-rich repeats; MDP = Muramyl-Dipeptid; NALP = NACHT-, LRR-, and PYD-
containing protein; PYD = Pyrin-Doméane; WDRs = WD40-repeats. (Nach: INOHARA & NUNEZ,
2003)
Protein Synonym  |(Genort EBD Effektor | RD Ligand Funk  tion
aktiviert
APAF1 12923 | CARD |Caspase-9 | WDRs Cytoéhmm Caspase-9,
induziert AC
RICK DAP = aktiviert NF-
NOD1 CARD4 7pl4 CARD ' LRRs Diamino- KB, steigert
Caspase-1 .
pimelinsaure AC
MDP aktiviert NF-
NOD2 16912 |2CARDs RICK LRRs Peptidoglycan KB, sAt(e:|gert
aktiviert NF-
CARD12, (ASC, )
IPAF CLAN 2p22 CARD Caspasel) LRRs KB, sAt(e:|gert
PYPAF1,
Cryopyrin NALP3, 1q44 PYD (ASC) LRRs Inflammasom
CIAS1
PYPAF5 NALP6 | 11p15 | PYD LRRs
NOD5 NALP14 11p15 PYD LRRs
PYPAF7 NALP12 19913 PYD LRRs
MATER NALP5 19913 PYD LRRs
PYPAF4,
PAN2 NALP4 19913 PYD LRRs
NALP2 PYPAF2 19913 PYD LRRs
NALP7,
PYPAF3 NOD12 19913 PYD LRRs
NOD17,
PYPAF6 NALP11 19913 PYD LRRs
NOD6 NALP9 19913 | PYD LRRs
NOD14 NALP13 19913 PYD LRRs
NOD16 NALPS 19913 PYD LRRs
NOD27 16913 | PYD LRRs
NOD8 NALP10 | 11g15 | PYD -
NAIP 5q13 3 BIRs LRRs
(RFX5, N
CIITA 16g13 | AD | CBF,NF- | LRR MHC-1i
Y) Coaktivator
DEFCAP, .
NALP1 | CARD7, |17p131| FYP. LRR steigert AC,
CARD Inflammasom
NAC
NOD3 16p13 X LRR
NOD9 11923 X LRR
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Die Doméanen der NBS-LRR-Proteine und die der Krankheits-Resistenz-Proteine
in Pflanzen, die R-Proteine, weisen einen strukturell homologen Aufbau auf.
Werden intrazellulare Pathogene durch R-Proteine erkannt, fihrt dies zu einer
Stoffwechselanderung der betroffenen Pflanzenzelle. Die Einleitung einer Form
des programmierten Zelltodes (Hypersensitivitatsreaktion) fuhrt zum Absterben
der betroffenen Zellen und damit zur Limitierung der Infektion (DANGL & JONES,
2001). Aufgrund der Homologie zwischen den Genen wurde vermutet, dass die
CATERPILLER-Familie beim Saugetier ebenfalls eine wichtige Funktion in der

Abwehr von Pathogenen einnehmen kdnnte (GIRARDIN et al., 2002).

NOD?2 <CARD><CARD > NAGHT [ NAD S —T I

Hurman)

NOD1, CLAN GARD NACHT | NAD [ - J

(Human) e

NALP1 {Human) :;:FEV@:_'_'--l NACHT | NAD H Rz J-:::::::@Bja‘:::::-(fg’_}%_ﬁ:@j

NALP2-NALP14 (Human)  CPYD A NACHT | NAD H LRR :

NALPS (Mouse) (TWSEH NACHI | NAD H [FR |

NAIP (Human)  TBIR A BIR M _BIR H NACHT [ NAD [ ]
g . AT = 1) L

APAF1 (Human) CCARD | NB l ARC L WD4o |

CED-4 GCARD>H NB | ARG |

(Caenorhabditis elegans) )

2 (Tomato) @{ e [ ARC I —

RPS4 (Arabidopsis thalana)  [TIR_H NB | ARG H Wz |

Abbildung IV : Doméanenstruktur ausgewdahlter CATERPILLER-verwandter Gen-
produkte von verschiedenen Eukaryonten.

CARD: Caspase-rekrutierende Doméane; PYD = Pyrin-Doméane; NALP = NACHT-, LRR-, and
PYD-containing protein; CC = Coiled Coil; TIR = Toll/Interleukin-1 Rezeptor-Doméanen; NAD
= NACHT-associated domain; ARC = APAF1, R-Genprodukte und CED-4; APAF1l =
apoptotic protease-activating factor 1; BIR = baculovirus inhibitor of apoptosis repeat; CED-4
= C. elegans death protein 4; CLAN = caspase recruitment domain protein 12; FIIND = eine
Interaktionsdoméne, die in die Inflammasomformation involviert ist; MSD = murine maternal-
specific Doméane mit unbekannter Funktion; NACHT = nucleotide-binding domain; NAIP =
neuronal apoptosis inhibitory protein 1; NB = nucleotide binging; WD40 = cytochrome c
sensing domain von APAF1. (SCHREIBER et al., 2005)
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NALPs sind in der Lage mit CARD-tragenden Molektlen wie IPAF oder Caspase-1
und Caspase-5 zu interagieren. TscHoprp et al. (2003) definierten den Aufbau der
NALPs, wobei sie feststellten, dass NALP2-14 jeweils aus einer PYD-, einer NBS-
und einer LRR-Doméane bestehen, wahrend NALP1 zusatzlich eine CARD-

Doméane am carboxy-terminalen Ende aufweist (Abb. 1V).

Eine weitere Funktion der NALPs ist die Bildung des Inflammasoms. Das NOD-
Protein NALP1 (TscHoPp et al., 2003), sowie auch NALP3 (MANJ et al., 2002;
AGOSTINI et al.,, 2004) interagieren mit ASC (apoptosis-associated speck-like
protein containing a CARD), Caspase-5 und/oder Caspase-1. Dies fuhrt Gber die
Aktivierung von Caspase-1 zur Umwandlung von pro-IL-18 zu aktivem IL-1
(CHAMAILLARD et al., 2003; TscHopPP et al., 2003).

Die effektor-bindenden Doménen (EBD) wie CARD (caspase activating and
recruitment domain), PYD (pyrin domain) oder BIR (baculovirus inhibitor of
apoptosis protein repeat) binden durch homophile CARD/CARD-, PYD/PYD- oder
BIR/BIR-Interaktionen nachgeschaltete Effektormolekile und aktivieren somit den
programmierten Zelltod, die Apoptose, und NF-kB. Die Aktivierung sowie die
Signalgebung von NOD-Proteinen wurde erstmals in Studien Uber APAF-1
beschrieben, das eine strukturelle Homologie zu den LRR-enthaltenden NOD-
Proteinen aufweist. In Folge der Apoptose wird Cytochrom C aus den
depolarisierten Mitochondrien freigesetzt, das die Oligomerisierung von APAF-1
sowie die Rekrutierung und Autoaktivierung von Pro-Caspase-9 induziert (SALEH
et al., 1999; BENEDICT et al., 2000). Bei diesem Prozess, der als induced proximity
signalling oder induced proximity model (Abb. V) bezeichnet wird, entsteht ein
Proteinkomplex, das sogenannte ,Apoptosom* (INOHARA & NUNEZz, 2001; SALVESEN
& DixiT, 1999).
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NOD-Protein
nganden
Effektor-Protein
I Effektor-Doméane
Rezeptor- Signalwirkung

Binde-Domane

Abbildung V: Induced proximity model der NOD-Protein-Aktivierung

Exogene oder endogene Liganden werden durch die Liganden-Erkennungsdoméne
(LRD) der NOD-Proteine erkannt, die dann durch Konformationsdnderung die Selbst-
Oligomerisierung Uber die NOD-Doméne erlaubt. Dies ist wiederum fur die Induktion der
Rekrutierung nachfolgender Effektormolekile Uber die Effektor-Bindedoméane (EBD)
essentiell. (INOHARA & NUNEZ, 2003)

Zusammengefasst Ubernimmt die NOD-Proteinfamilie intrazellular eine wichtige
Aufgabe in der Kontrolle von Entziindungsreaktionen und der Apoptose und hat
nicht nur einen grof3en Einfluss auf das Immunsystem und auf immunzellen-reiche
Gewebe und Organe, wie Haut, Zentrales Nervensystem, Lunge und
Gastrointestinaltrakt, sondern auch eine Funktion in Epithelzellen (ROSENSTIEL et
al., 2002). Ihre Bedeutung zeigt sich zusatzlich in der funktionellen Assoziation mit
einer Vielzahl autoinflammatorischer, immunologischer und neurologischer
Krankheiten. Es konnte nachgewiesen werden, dass genetische Variationen bei
CIITA, NOD2 und Cryopyrin in die Entwicklung genetischer Erkrankungen
involviert sind. Mutationen in CIITA verursachen das Typ Il Syndrom der nackten
Lymphozyten. NOD2 und CIAS1, das fur CIITA kodiert, nehmen Einfluss in auto-
inflammatorischen Prozessen. NOD2 wird mit chronisch entzundlichen
Darmerkrankungen assoziiert (HAMPE et al., 2001), wahrend CIAS1 unter anderem

in die Entstehung vom Muckle-Wells-Syndrom involviert ist (DODE et al., 2002).
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1.2.3. Funktionell assoziierte Gene

Die in dieser Arbeit als funktionell assoziiert bezeichneten Gene und deren
Funktionen werden in Tabelle Il dargestellt. Es werden lediglich diejenigen Gene

erlautert, die noch nicht in den Kapiteln 1.2.1. und 1.2.2. erwahnt wurden.

Tabelle II: Funktionell assoziierte Gene

bez eci;cimu ng vo(l}lsetr?rr]l;lrlggr Synonym Genort Funktion
Apoptosis-associated S
ASC sp?e(f)k—like protein PYCARD | 16p11.2-p12.1 | Mhibiert Apoptose;
. NF-kB-Aktivierung
containing a CARD
Tumor-upregulated inhibiert/induziert
TUCAN CARD-containing CARDS8 19913.33 Apoptose; inhibiert
Antagonist of CASP9 NF-kB-Aktivierung
inhibiert NF-kB-
Aktivierung;
ICEBERG 11921-g22 verhindert IL-18
Sekretion
Pseudo-interleukin-1 verhindert IL-18
COP/pseudo-ICE | converting enzyme 11922 Sekretion; NF-kB-
Aktivierung
RIP2 RIP-like interacting RICK, induziert Apoptose;
CLARP kinase CARDIAK NF-kB-Aktivierung
Solute Carrier Family 15
SLC15A1 (Oligopeptide HpepTl 13g33-g34 | Oligopeptidtransporter
Transporter), Member 1

ASC und RIP2 sind nachgeordnete Adaptormolekiile, die mit PYD- und CARD-
enthaltenden Proteinen interagieren, um deren Signalwege und besonders NF-kB
zu aktivieren. ASC ist neben NALP1l, NALP3, Caspase-1 und Caspase-5
ebenfalls in die Bildung des Inflammasoms involviert (INOHARA & NUNEz, 2003;
TscHoPP et al., 2003).

TUCAN enthdlt eine CARD-Domane und ist in Apoptose- und
Entziindungsprozessen in die Aktivierung von Caspasen und NF-kB involviert
(PATHAN et al., 2001; RAZMARA et al., 2002).

ICEBERG und Pseudo-ICE sind CARD-Domanen enthaltende Proteine, die die
Generierung von IL-1B und die Sekretion von Interferon-y verhindern, indem sie
mit Caspase-1 (cysteinyl aspartate-specific protease 1) interagieren und somit
dessen Assoziation mit RIP2 unterbinden, welches als Aktivator von Caspase-1
agiert, (HUMKE et al., 2000; DRUILHE et al., 2001). Pseudo-ICE ist zuséatzlich noch
in der Lage mit RIP2 zu interagieren und NF-kB zu aktivieren (DRUILHE et al.,
2001).
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Der Oligopeptidtransporter Peptl, der in der Darmzottenmembran lokalisiert ist,
ermoglicht in Verbindung mit dem Membranprotein HTP1 die Absorption von Di-
und Tripeptiden aus dem Dunndarm (ApiBl et al., 1997). VAVRICKA et al. (2004)
zeigten in einer weiteren Studie, das hPepT1 das bakterielle MDP, den Liganden

von NOD2 transportiert.

1.3. Zielsetzung der Arbeit

Die Regulation der angeborenen Immunantwort als physiologisch é&ltester
Mechanismus der Pathogenabwehr stellt einen wichtigen Faktor fur die
physiologische Homoostase dar. Der Einfluss dieses Systems auf die

Langlebigkeit beim Menschen ist bisher nicht ausreichend untersucht.

Ziel dieser Arbeit ist es, in Anlehnung an den derzeitigen wissenschaftlichen
Kenntnisstand Kandidatengene daraufhin zu untersuchen, wie stark sie in der
Gruppe der sehr alten Menschen (>90 Jahre) im Vergleich zu jungeren Probanden

exprimiert sind.

Um den Zusammenhang zwischen der Funktionserhaltung des Immunsystems
und der Langlebigkeit erklaren zu kdnnen, werden in der vorliegenden Arbeit
bestimmte Gene des menschlichen Genoms untersucht, deren Genprodukte als
Rezeptoren des Immunsystems fungieren. Zu diesen Rezeptoren zahlen unter
anderem die Toll-like Rezeptoren (TLRs) TLR1-10, die NOD-Proteine (Nucleotide-
binding and oligomerization domain) und Transkriptionsfaktoren dieser Gene
(AKIRA & TAKEDA, 2004). Vorangegangene Studien konnten belegen, dass eine
niedrige Expression der TLRs und hierdurch eine verringerte zellulare Reaktion
auf Pathogene mit dem Altern einhergeht (RENSHAW et al., 2002; FLYNN et al.,
2003). Obwohl eine Reihe von Studien (FLYNN et al. 2003; LANCASTER et al. 2005;
RENSHAW et al. 2002;) die Rolle von TLRs beim Alterungsprozess bereits diskutiert
hat, soll diese Arbeit weiter dazu beitragen, eine systematische Analyse des
Zusammenhangs zwischen Langlebigkeit und differentieller TLR- und NOD-
Expression zu ermdglichen. Die vorliegende Arbeit unterscheidet sich signifikant
von vorangegangenen Studien in der Grol3e der Probandengruppen und dem Alter

der langlebigen Probanden.
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Durch die Untersuchung aller bekannten TLRs, ausgewahlter NOD-Proteine sowie
funktionell assoziierter Gene dieser beider Gruppen wird es moglich sein, einen
tiefgreifenderen Einblick hinsichtlich des Einflusses der angeborenen Immunitét

auf den Alterungsprozess zu erlangen.

Ziele:
= Rekrutierung von Studienprobanden zur Kollektion von Probanden RNA
= Systematische Expressionsanalyse der Kandidatengene

= Statistische Auswertung und Interpretation der Ergebnisse der

Expressionsanalyse
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2. Methoden

Alle in den folgenden Methoden benutzten Puffer, Medien, Kits, Enzyme und
Primer sind in gegliederter Auflistung im Anhang zu finden. Die Zusammensetzung
der in den verwendeten Kits enthaltenen Puffer ist vom Hersteller nicht bekannt

gegeben worden.

2.1 Rekrutierung der Studienprobanden

Die Untersuchungsgruppe umfasste 18 langlebige Probanden (&lter als 90 Jahre)

aus Schleswig-Holstein und setzte sich aus 13 Frauen und 5 Mannern zusammen.

Die Probanden der Kontrollgruppe stammten ebenfalls aus Schleswig-Holstein.
Diese Gruppe war in zwei Untergruppen unterteilt, die ebenfalls jeweils 18 bis 19
Probanden umfassen. Hierzu sind 30- bis 49-jahrige und 50- bis 70-jahrige
Probanden rekrutiert worden, die zum Zeitpunkt der Probenentnahme frei von
schweren  Erkrankungen (akute Infektionen, schwere Herz-Kreislauf-
Erkrankungen) waren. Die Struktur der Geschlechtsverteilung in den

Kontrollgruppen und der Untersuchungsgruppe waren nahezu identisch.

Alle Probanden wurden uber mogliche Risiken einer Blutentnahme sowie
allgemein uber die vorliegende Arbeit informiert. Zusatzlich unterschrieben sie

eine Einwilligung zur Blutentnahme.

Die Rekrutierung der Studienprobanden erfolgte im Rahmen des popgen-
Projektes, das an der Uniklinik Kiel vom Institut fir Medizinische Statistik und
Informatik und dem Institut fir Klinische Molekularbiologie (Leiter Prof. Dr. med S.
Schreiber) zur molekulargenetischen Erforschung von zwolf bedeutenden
Erkrankungen sowie der Langlebigkeit in Nord-Schleswig-Holstein durchgefihrt
wird. Fur die Untersuchungen wird DNA aus Blutproben vieler zehntausend
Menschen gewonnen, um diese anschlieRend anonym und verschlusselt
analysieren zu konnen. Weiterhin beantworten die Probanden Fragebdgen zu
ihrem Krankheitsbild.

Popgen wird flr diesen Zweck vom Bundesministerium fir Bildung und Forschung

innerhalb des Nationalen Genomforschungsnetzes gefordert. Uber die Einhaltung
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der Sicherheitsvorschriften wacht die Ethikkommission des Uniklinikums Kiel und

der Datenschutzbeauftragte des Landes Schleswig-Holstein.

2.2. Allgemeine molekularbiologische Methoden
2.2.1. Isolierung von Gesamt-RNA aus Vollblut

Fur die RNA-Isolierung wurde das Blutentnahme-Set PAXgene™ RNA Tubes und
das PAXgene™ Blood RNA Kit von PreAnalytix (Qiagen, Hilden) benutzt. Die
Zusammensetzung der im Kit enthaltenen Puffer wurde vom Hersteller nicht

bekannt gegeben.

In der Untersuchungsgruppe sowie in der Kontrollgruppe wurden bei jedem
Probanden 10 ml peripheres Blut in vier PAXgene™ RNA Tubes (2,5 ml Blut pro
PAXgene™ RNA Tube) entnommen und mindestens zwei Stunden bei
Raumtemperatur gelagert, um eine komplette Lyse der Zellen zu gewaébhrleisten.

Im ersten Schritt wurde das Blut fir 10 Minuten bei 4300 rpm zentrifugiert
(Varifuge 3.0R, Heraeus, Kendro Laboratory Products Sorvall® und Heraeus®
Laborgerate, Langenselbold), um ein Pellet von mit Zellriickstanden verunreinigten
Nukleinsauren zu erhalten. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet mit 5 ml RNase freiem Wasser gewaschen und
resuspendiert. AnschlieBend erfolgte ein zweiter Zentrifugationsschritt (Varifuge
3.0R, Heraeus) fur zehn Minuten bei 4300 rpm, nach dem der Uberstand erneut
verworfen wurde. Das Pellet wurde erneut mit 360 pl Puffer BR1 resuspendiert
und dann in ein 2 ml-Tube pipettiert, in das zuséatzlich 300 pl Puffer BR2 und 40 pl
Proteinase K pipettiert wurden. Nach dem Mixen wurde das Tube fir 10 Minuten
bei 55T unter Schutteln inkubiert (Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg),
um die Proteine abzubauen. Durch zusatzliches Zentrifugieren (3 min, maximale
Geschwindigkeit, Centrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburg) wurden Zelltrimmer
sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein neues 2 ml-Tube Uberfuhrt. Um die
Bindungseigenschaften anzupassen, wurden anschlie@end 350 ul Ethanol
zugesetzt. 700 pl des Lysats wurden dann auf eine PAXgene™ Saule in einem
2 ml-Tube aufgebracht und fir eine Minute bei 10.000 rpm zentrifugiert (Centrifuge
5415D, Eppendorf), um die RNA selektiv an der PAXgene™ Silikongel-Membran
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zu binden. Mit dem RNase-Free DNase Set (Qiagen, Hilden) wurde die
kontaminierende genomische DNA abgebaut. Hierzu wurden 350 pl Puffer BR3 in
die PAXgene™ Saule pipettiert und anschlieRend fiir eine Minute bei 10.000 rpm
zentrifugiert (Centrifuge 5415D, Eppendorf), um die gebundene RNA zu waschen.
Im nachsten Schritt wurde ein DNase I-Inkubationsmix (bestehend aus 10 pl
DNase | Lésung und 70 pl Puffer RDD) auf die PAXgene™ Membran gebracht, fiir
30 Minuten bei 20 bis 30C inkubiert und bei 10.000 rpm fir eine Minute
zentrifugiert (Centrifuge 5415D, Eppendorf). Dieser DNA-Verdau wurde nach
einem erneuten Waschschritt mit Puffer BR3 wiederholt. Nach dem zweiten DNA-
Verdau wurde die PAXgene™ Saule mit dem Puffer BR3 gewaschen. Nach zwei
weiteren Waschschritten mit Puffer BR4 (jeweils 500 pl) wurde die RNA in 40 pl
Puffer BR5 eluiert und bei -80C gelagert.

Fur die Untersuchung der RNA-Proben hinsichtlich Kontaminationen mit
genomischer DNA wurde eine Test-PCR gemal den Angaben in Abschnitt 2.2.5.
mit 2 yl RNA als Template und speziellen Primern fir das housekeeping Gen
GAPDH bei 40 Amplifikationszyklen durchgefihrt. Nur Proben, bei denen eine
Kontamination mit genomischer DNA ausgeschlossen werden konnte, wurden flr
die anschlieBende Reverse Transkription verwendet. Kontaminierte Proben

wurden einer weiteren DNase |-Behandlung unterzogen.

2.2.2. Quantifizierung der RNA

Um die Konzentration der RNA zu bestimmen, wurde dessen Absorption bei
260 nm (Aze) in einem Spektrophotometer (Ultrospec 3100 pro, UVl/visible
Spectrophotometer, Amersham Biosciences Europe, Freiburg) mit einem
Umrechnungsfaktor von 40 ng/ul (fir OD=1) gemessen. Fir die Messung in einer
7ul-Kivette wurde ein Verdunnungsfaktor von 1:5 (entsprechend 2 pyl RNA
verdunnt in 8 pl 10 mM Tris*Cl, pH 7,5) gewahlt. Die Reinheit der Praparation liel3
sich aus dem Verhaltnis der optischen Dichte bei den Wellenlangen von 260 nm

zu 280 nm ableiten, wobei der Quotient fir RNA bei mindestens 2,0 liegen sollte.



Methoden 28

2.2.3. Qualitatskontrolle der RNA

Nach dem Protokoll fur das RNA 6000 Nano LabChip Kit (Agilent Technologies,
Bdblingen) wurde die RNA hinsichtlich ihrer Qualitat Gberpruft. Bei einer intakten
RNA sind lediglich die 18S- und 28S-rRNA-Banden sichtbar, wahrend zusatzliche
oder verschmierte Banden auf eine Degradation der RNA hinweisen. Im ersten
Schritt wurde ein Gelmix hergestellt, indem 550 pl der Nano Gelmatrix auf einen
Zentrifugenfilter gegeben und bei 4000 rpm fir zehn Minuten zentrifugiert wurden.
Anschlieend wurden 65 pl dieses Mixes mit 1 pl Farbstoff vermischt und bei
13.000 xg fur zehn Minuten zentrifugiert. Im nachsten Schritt wurde der Nano
Chip zunéchst mit dem Mix und danach mit 5 pul des RNA 6000 Nano Markers und
1 ul der jeweiligen Probe beladen. Die Analyse der Proben erfolgte in einem

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Boblingen).

2.2.4. Reverse Transkription

Die Herstellung einer komplementaren DNA (cDNA) aus einem mRNA-Template
erfolgte durch die Reverse Transkription. Die Reverse Transkriptase ist ein aus
Retroviren stammendes Enzym, das eine Doppelstrang-DNA-Kopie von einer
Einzelstrang-RNA-Matrize erzeugt, indem es zunachst ein RNA/DNA-Hybrid-
Molekil und dann eine DNA/DNA-Doppelhelix synthetisiert. Fir die vorliegende
Arbeit wurden fir diesen Zweck eine RNA-abhangige DNA-Polymerase (=
Reverse Transkriptase) aus dem Retrovirus MMLV (moloney-murine leukemia
virus) und Oligo-(dT)ig—Primer zum Binden an den 3"- Poly-A-Schwanz der mRNA
benutzt. Alle Komponenten entstammten dem Advantage® RT-for-PCR-Kit von

Clontech (BD Bioscience/Clontech, Heidelberg).

Fur alle weiteren Verfahren war es wichtig, dass jede cDNA aus der gleichen
Menge RNA synthetisiert wurde. Aufgrund dessen wurde bei jeder Probe eine
Menge von 0,2 pg Gesamt-RNA eingesetzt. Im ersten Schritt wurde das
eingesetzte Volumen der RNA-Probe mit DEPC-behandeltem Wasser auf 12,5 pl
Gesamtvolumen aufgefillt und 1,0 pl eines Oligo-(dT).g-Primers hinzugefligt. Der
Mix wurde dann fur zwei Minuten auf 70C erhitzt (Gene Amplification PCR

System 9700, Perkin Elmer), damit das Anlagern des Primers an den 3’-Poly-A-
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Schwanz der mRNA erfolgen konnte. AnschlieRend wurden 6,5 pl eines
Mastermixes (Tab. Ill) hinzugefugt und das Gesamtvolumen von 20 pl fur eine
Stunde bei 42 inkubiert (Gene Amplification PCR Sy stem 9700, Perkin Elmer).
Nach der Inkubation erfolgte eine Erhitzung von funf Minuten bei 98C (Gene
Amplification PCR System 9700, Perkin Elmer), bei der das Enzym inaktiviert
wurde. AbschlieBend wurde die cDNA mit 80 pl DEPC-H,O auf ein

Gesamtvolumen von 100 pl aufgefllt und bei —80C gelagert.

Die Uberprufung der Qualtitat der cDNA erfolgte gemaR den Angaben in Abschnitt
2.2.5. Hierbei wurde das housekeeping Gen GAPDH eingesetzt. Nur cDNA-
Proben, die bei 1000 bp die erwartete Bande aufwiesen, wurden fir die weiteren

Verfahren verwendet.

Tabelle Ill: Ablauf einer Reversen Transkription

Komponente M(e:l)ge Inkubation
Gesamt-RNA 0,2 pg
Oligo-(dT)g Primer 1
DEPC-H,O ad 13,5 2 min/70C
5X Puffer 4
dNTP-Mix (jeweils 10 mM) 1
RNase-Inhibitor 0,5
Reverse Transkriptase (200 U/ul) 1 1 h 42T + 5 min/95C
Gesamtvolumen 20
2.2.5. RT-PCR

Bei der RT-Polymerase-Kettenreaktion (Reverse Transkriptase-Polymerase Chain
Reaction,PCR) handelt es sich um eine PCR in Anlehnung an die Methode nach
Mullis (MuLLIs & FALOONA, 1987), bei der cDNA als Template verwendet wird. Als
Primer wurden genspezifische Oligonukleotide verwendet. Die RT-PCR wurde mit
dem Taqg DNA Polymerase Kit (Qiagen, Hilden) in einem Thermocycler der Firma
Perkin Elmer (Gene Amp. PCR System 9700, Perkin Elmer, Applied Biosystems,
Weiterstadt) durchgefuhrt.
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Die Zusammenstellung des benutzten Mastermixes einer typischen RT-PCR mit

cDNA als Template findet sich in Tabelle IV.

Tabelle IV: Zusammensetzung des Mastermixes fur ein e RT-PCR
Komponente Menge [ul]
PCR-H,O 10,75
10X PCR Puffer
5X Q-Solution 4
dNTPs (je 10 mM) 0,5
Primermix (je 10 uM) 0,5
cDNA-Template 2
Taqg-Polymerase 0,25
Gesamtvolumen 20

Wahrend der thermischen Denaturierung bei 94-96<C er folgte die Trennung beider
DNA-Strange, um ein einzelstrangiges DNA-Template zu erhalten. Das
anschlieBende Annealen der Primer (bei ~50C) definierte den Abschnitt der
DNA, der wahrend der PCR-Reaktion exponentiell amplifiziert wurde. Die
Hybridisierungstemperatur ist primerspezifisch und wurde aus der Anzahl und Art
der Primerbasen errechnet. AbschlieRend erfolgte die DNA-Synthese durch eine
hitzestabile DNA-Polymerase (bei 72C) (Tab. V).

Tabelle V: Ablauf einer RT-PCR

Temp. [C] | zeit[min] | ZYKIen-
95 4
95 05
Tanea 0.75 28-32 x
72 1
72 5
4 o

ethidiumbromid-haltigen

Gen zwischen 28 und 32 Zyklen.

AbschlieRend wurden die

kompletten

Agarosegelen

Die Zyklenzahl, in der noch eine exponentielle Amplifikation erfolgte, lag je nach

Reaktionsansatze

aufgetrennt,
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Spektrophotometers (Ultrospec 3100 pro, UVl/visible , Amersham Biosciences
Europe) sichtbar gemacht und mit einer Software fiir densitometrische Auswertung

(SigmaGel, Jandel Scientific Corp., Erkrath) quantifiziert.

2.2.6. Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde verwendet, um DNA-Fragmente ihrer Grol3e nach
aufzutrennen. In vielen Geltypen ist die elektrophoretische Beweglichkeit eines
DNA-Fragments bis zu einer gewissen Grenze umgekehrt proportional zum
Logarithmus der Anzahl der Basenpaare. Zur Auftrennung der Genfragmente

wurden Agarosegele verwendet.

Zur Herstellung eines 1 %igen (w/v) Agarosegels wurden fir die Mini-Gelkammer
0,5 g Agarose mit 50 ml 1 X TAE-Laufpuffer aufgekocht und nach kurzem
Abkihlen mit 0,5 ul Ethidiumbromid (Gibco, Eggenstein) versetzt. Nach
Polymerisierung wurde das Gel mit 1 X TAE-Puffer bedeckt und die mit 10 X DNA-
Ladepuffer (1:10) versetzten Proben aufgetragen. Die Probenauftrennung erfolgte
bei 5 V/icm fur ca. 30 Minuten. Die PCR-Produkte wurden abschlieBend mittels
Geldokumentationsanlage (BioDocAnalyze, Biometra, Goéttingen) unter UV-Licht
detektiert.

2.2.7. Real Time-PCR mittels Micro Fluidic Card Sys tem

Das ABI Prism® 7900HT Sequence Detection System ermdglicht in Kombination
mit dem Micro Fluidic Card System (Applied Biosystems, Darmstadt) die
Erstellung chronologisch gemessener Daten wahrend einer quantitativen Real
Time-PCR, indem es die durch die PCR-Reaktionen entstandenen Fluoreszenzen
jedes einzelnen PCR-Zyklus erfasst. Eine Micro Fluidic Card (384 Well-Platte)
kann bis zu acht cDNA-Proben in einem Real Time-PCR-Experiment auswerten.
In dieser Arbeit wurde eine Micro Fluidic Card eingesetzt, mit der jeweils 47 Gene
bei vier Probanden in Replikaten analysiert werden konnten. Von den 47 Genen
ist GAPDH als housekeeping Gen fir die quantitative Normalisierung gewahlt
worden. Zur relativen Quantifizierung der Ergebnisse verwendet das System die

vergleichende Cr-Methode.
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Die PCR-Reaktionen nutzen die 5’-Nukleaseaktivitat der AmpliTag Gold® DNA
Polymerase, um eine TagMan®-Probe zu amplifizieren. Die TagMan®-Probe
beinhaltet am 5-Ende einen Reporter-Farbstoff und am 3-Ende ein die
Fluoreszenz-Entstehung hemmendes Molekil (Quencher). Wahrend der
Amplifizierung der Probe werden die beiden Farbstoffe rdumlich getrennt, indem
am 5°-Ende der TagMan®-Probe der Reporterfarbstoff abgetrennt wird. Dies fiihrt
zu einem Anstieg der Fluoreszenz des Reportermolekils. Der Fluoreszenzanstieg
des Reporterfarbstoffes ist proportional zur Akkumulation der PCR-Produkte und
kann somit detektiert werden (Abb. VI).

Pc:rymerizatimn R = Reporter
Q = Quencher
Foward @ @
P Frimsr — Frobe o
¥ g
g — 3
- FRevarzs
Strand displacement Primer
g ’? Prabe @ 3
¥ o
¥ 2
- o

Frobe ; '

g =
¥ .y
g F
—- =
Polymerization completed
Q - \ Probs .
5 — = -
¥ .
g
- o

Abbildung VI: 5" -Nukleaseaktivitat der AmpliTag Gol ~ d® DNA Polymerase (ABI PRISM® 7900
HT User Guide, Applied Biosystems, 2003)

Zur Ermittlung der Menge cDNA, die fur die Untersuchungen eingesetzt wurde,
wurde eine Micro Fluidic Card mit unterschiedlichen Konzentrationen cDNA
erstellt. Ab einer Menge von 17,5 pyl cDNA konnten alle Gene erfolgreich

amplifiziert werden.

Als erstes wurde ein probenspezifischer PCR-Mix angesetzt, dessen

Zusammensetzung in Tabelle VI angegeben ist.
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Tabelle VI: Zusammensetzung des PCR-Mixes

Komponente Volumen pro Probe ( pl)
cDNA-Probe 17,5
RNase/DNase-freies 325
Wasser
TagMan®Universal PCR 50
Master Mix (2X)
Gesamt 100

Der TagMan® Universal Mastermix lag in zweifacher Konzentration vor und
enthielt eine AmpliTag Gold® DNA Polymerase, AmpErase® UNG, dNTPs mit
dUTP und optimierte Pufferkomponenten, die jedoch vom Hersteller nicht bekannt
gegeben wurden. Uracil-N-Glykosylase (UNG) und Desoxyuridintriphosphat
(dUTP) ermdbglichen einen selektiven enzymatischen Verdau potentiell

kontaminierender dUTP-haltiger Amplifikate.

Nachdem der proben-spezifische PCR-Mix angesetzt worden ist, wurde dieser in
die Micro Fluidic Card pipettiert. Pro Karte wurden Proben von vier Probanden
analysiert, mit denen jeweils zwei Ports beflllt wurden. Damit sich der PCR-Mix in
die einzelnen Wells verteilen konnte, wurde die Karte anschlieRend zwei Mal fur
eine Minute bei 1200 rpm zentrifugiert (Multifuge 3s, Heraeus®). AbschlieRend
wurde die Karte versiegelt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der ABI
PRISM® 7900HT Sequence Detection System Software (SDS 2.1 Software).

Eine Darstellung der durchgefuihrten Real Time-PCR findet sich in Tabelle VII.

Tabelle VII: Ablauf der Real Time-PCR

Temp. [C] Prozess Zeit [Min.] Zyklen-
anzahl
50 Aktivierung der AmpErase UNG 2
94.5 Aktivierun%ggwmpg:';;qeGold DNA 10
97 Verschmelzung 0,5 } 50
59,7 Annealen, Erweiterung 1

In Tabelle VIII sind die in dieser Arbeit untersuchten Gene aufgelistet. Mittels des
Micro Fluidic Card Systems wurden 46 Zielgene und das housekeeping Gen
GAPDH analysiert.
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Tabelle VIII: Auflistung der in der Studie untersuc  hten Gene. TLR = Toll-like Rezeptor; NOD =
Nukleotid-bindende- und Oligomerisierungsdoméne; CARD = Caspase-rekrutierende Doméne;
NALP = Nacht-, LRR-, and PYD-containing protein;

NR. Name Gruppe
1 TLR1
2 TLR2
3 TLR3
4 TLR4
5 TLR5 -
6 TLRG TLR-Familie
7 TLR7
8 TLR8
9 TLR9
10 TLR10
11 NOD1/CARD4
12 NOD2/ CARD15
13 NOD3
14 NOD5
15 NODG6
16 NOD8
17 NOD9
18 NOD12
19 NOD14
20 NOD16
21 NOD17 NOD-Familie
22 NOD27
23 NALP2
24 NALP3/ Cryopyrin
25 NALP4
26 NALP5
27 NALP6
28 NALP12
29 CARD12/Ipaf
30 NALP1/DEFCAP/ CARD7
31 APAF 1
32 Bcl10
33 CARDS8/TUCAN
34 MyD88
35 CD14
36 MD2
37 SIGIRR
38 TIRAP
39 TRIF/TICAM Funktionell
40 SARM assoziierte
41 TOLLIP Gene
42 ASC
43 ICEBERG
44 COP/ pseudo-ICE
45 RIP2
46 HpepT1/ SLC15A1
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2.3. Statistische Auswertung

Die Auswertung der ermittelten Daten erfolgte durch die vergleichende Cr.
Methode. Bei der vergleichenden Ct-Methode wird die Quantitéat eines Zielgenes
zunachst an dem housekeeping Gen GAPDH normalisiert und dann in Relation zu
einer kalibrierten Probe gemessen, die bei der gesamten Messung die 1x-Probe
darstellt. Alle Quantitaten der anderen Proben werden als das N-fache dieser

Kalibrierung ermittelt. Die Formel fir diese Berechnungen lautet:

Ratio = 2744

ACy ergibt sich aus der Differenz der Zyklenzahlen (Cy) des Zielgenes und
GAPDH.

Tabelle IX: Beispielrechnung fur die vergleichende Ct-Methode

Ratio

APAF1

Probanden- APAF1 GAPDH ACy AACy rel. >90
gruppe Cq Cr (APAF].-GAPDH) (ACT - ACT' >gOJahre) Jahre
-AAC

(245

>90 Jahre 33,3868405 | 26,6223885 6,764452 0,00 1,0

30-49 Jahre 30,690171 25,67541 5,014761 -1,749691 3,36

Im ersten Schritt wird bei jedem einzelnen Probanden AC: fir jedes Gen
berechnet. AnschlieBend wird pro Gen der Median aus den einzelnen ACt —

Werten ermittelt. AAC+ ergibt sich dann aus den Differenzen der Mediane.

Fur die Uberpriufung der errechneten Daten hinsichtlich ihrer Signifikanz wurde der
Mann-Whitney = U-Test angewendet. Als  statistisch  signifikant galt

vereinbarungsgemal ein errechneter Wert, wenn galt: p < 0,05.
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3. Ergebnisse
3.1 Konzentrationsmessung der RNA

Die Konzentrationsmessung der isolierten Probanden-RNA wurde mit einem

Spectrophotometer (Kapitel 2.2.2) durchgefihrt.

Zur Ermittlung der Gesamtmenge RNA wurde die gemessene Konzentration mit
dem Verdunnungsfaktor und dem Volumen multipliziert (Tab. X). Alle RNA-
Extraktionen lieferten eine RNA-Menge von 0,5 ug bis 10 ug.

Tabelle X: Beispielrechnung zur Ermittlung der RNA-  Gesamtmenge einer Probe

Konz Gesamtmenge
Probe 260 nm 280 nm Ratio :
18a 0,436 0,221 1,98 174,4 6,976
18b 0,373 0,189 1,97 149,2 5,968
18¢ 0,374 0,190 1,97 149,6 5,984
18d 0,352 0,183 1,93 140,8 5,632
3.2. RT-PCR
3.2.1. Uberprifung der RNA auf DNA-Kontaminatione  n mittels RT-PCR

Um die isolierte RNA der Probanden hinsichtlich ihrer Reinheit zu Uberprifen,
wurde eine RT-PCR (Kapitel 2.2.1.) durchgefihrt. Als Positivkontrolle diente hierzu
eine aus einer humanen Zelllinie generierte cDNA. Sind bei den RNA-Proben
keine GAPDH-Banden nachweisbar, deutet dies darauf hin, dass die Proben frei
von DNA-Kontaminationen sind. In Abbildung VII ist eine derartige RT-PCR mit
den RNA-Proben von den Probanden 3 (a-d) und 5 (a-d) exemplarisch dargestellt.
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3a3 b c¢c d 52 bc d + -

@ = | <« GAPDH

—_—

Abbildung VII: Test-PCR mit RNA.  1%-iges Agarosegel (100ml) mit 1 pl Ethidiumbromid; beladen
mit jeweils 20 yl RNA-Probe pro Geltasche; + = Positivkontrolle; - = Negativkontrolle

Anhand einer Positiv(+)- und einer Negativ(-)kontrolle wurde die Test-PCR
hinsichtlich ihrer Funktionalitat Gberprift. Die Positivkontrolle enthielt eine cDNA
einer humanen Zelllinnie, wahrend die Negativkontrolle als anstatt eines DNA-
Templates lediglich PCR-H,0O enthielt.

Keine der hier benutzten RNA-Proben zeigte eine Bande, die auf GAPDH bzw. auf

eine Kontamination mit genomischer DNA hétte hinweisen kdnnen.

3.1.2. Test-PCR mit cDNA-Proben

An die Reverse Transkription anknipfend erfolgte die Uberpriifung der
entstandenen cDNA hinsichtlich ihrer Funktionalitat mittels einer RT-PCR (Kapitel
2.2.5). Als housekeeping Gen wurde GAPDH verwendet. Wie in Abbildung VIII zu

sehen ist, deuten Banden bei 1000 bp auf eine erfolgreiche cDNA-Synthese hin.

K7a b ¢ d K8a b c¢c d + -

.
-

Abbildung VIII: Test-PCR mit cDNA.  1%-iges Agarosegel (100 ml) mit 1 ul Ethidiumbromid;
beladen mit jeweils 20 yl cDNA-Probe pro Geltasche; + = Positivkontrolle; - = Negativkontrolle

K7a-d und K8a-d sind Probanden-cDNAs. Zur Kontrolle der Test-PCR wurden
Positiv- und Negativkontrollen verwendet.
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3.3. Auswertung der Ergebnisse der Low Density Ar  rays

Der Auswertung der Daten der Real Time-PCR-Experimente liegt die
vergleichende Methode der Cr-Methode (Kap. 2.3.) zugrunde. Um die Ergebnisse
der einzelnen Probandengruppen miteinander in Bezug setzen zu kbénnen, werden

folgende Gegentberstellungen der Daten verwendet:

1. Ratio der Uber 90-Jahrigen versus 30- bis 49-Jahrige (= Ratio;)
2. Ratio der Uber 90-Jahrigen versus 50- bis 70-Jahrige (= Ratioy)

3. Ratio der 50- bis 70-Jahrigen versus 30- bis 49-Jahrige (= Ratiog).

Eine Ratio kleiner als eins steht fur eine Herunterregulation eines Genes in Bezug
auf die erstgenannte Gruppe, wahrend eine Ratio groRer als eins fur eine
Hochregulation steht. Fir die Auswertung wurden Genexpressionsdaten mit einer
Ratio grofl3er als 1,5 oder kleiner als 0,66 als deutliche Veranderungen zwischen
zwei verglichenen Gruppen eingestuft, die naher diskutiert werden sollen.
Genexpressionsanderungen mit Werten zwischen diesen Grenzen wurden
zunachst vernachlassigt. Starke Veranderungen, die ebenfalls als statistitisch

signifikant (p < 0,05) gelten, werden durch ein Sternchen markiert.

Die Ergebnisse jeder Gengruppe (TLRs, NOD-Proteine, funktionell assoziierte
Gene) werden zunachst insgesamt betrachtet, um dann in einer
geschlechtsspezifischen Analyse der Daten Uberprifen zu kénnen, ob zwischen

den Geschlechtern Unterschiede in den Genexpressionsleveln vorherrschen.

3.3.1. Ratios der Toll-like Rezeptorfamilie

In Abbildung IX werden die Ratios der TLR-Familie aller Probanden dargestellt.

Mittels des Mann-Whitney U-Testes wurden signifikante Daten bei TLR1 und
TLR9 in den ersten beiden Gegeniberstellungen und bei TLR7 und TLR10
lediglich in der ersten Gegenuberstellung ermittelt. Nicht signifikant in allen drei
Vergleichen sind die Daten von TLR2, TLR4-6 und TLR8.

Allgemein lasst sich anhand von Abbildung VIII ein Trend zur Herunterregulierung

(entsprechend einer Ratio< 1) aller TLRs im Alter erkennen. Eine starke
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signifikante Herunterregulierung im hohen Alter weisen TLR1 (Ratio; = 0,45),
TLR3 (Ratio; = 0,47 und Ratio, = 0,58), TLR9 (Ratio; = 0,53 und Ratio, = 055) und
TLR10 (Ratio; = 0,61) auf.

TLR3 konnte bei elf von 55 Probanden wéhrend des gesamten Experimentes nicht

amplifiziert werden.

Ratio

TLR10
TLR1
TLR2
TLR3
TLR4
TLR5
TLR6
TLR7
TLR8
TLR9

Dratio_OlderThan90_vs_30To49 Mratio_OlderThan90_vs_50To70 Oratio_50To70_vs_30To49

Abbildung IX: Ratios der Toll-like Rezeptorfamilie. * = starke, signifikante Hoch- bzw.

Herunterregulierung; --- = Ratio-Grenze; Signifikanzlevel p < 0,05

3.3.1.1. Ratios der Toll-like Rezeptorfamilie bei we iblichen
Probanden

Die Berechnungen des Mann-Whitney U-Testes ergaben fur die Werte von TLR1
und TLR10 bei den tber 90-Jahrigen gegeniiber den 30- bis 49-Jahrigen sowie
gegenuber den 50- bis 70-jahrigen Frauen signifikante Ergebnisse. Die Werte von
TLR9 sind in allen drei Gegeniberstellungen signifikant. Die Daten aller weiteren

TLRs bei weiblichen Probanden sind statistisch nicht signifikant.
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Abbildung X: Ratios der TLR-Familie bei weiblichen Probanden. * = starke, signifikante Hoch-
bzw. Herunterregulierung; --- = Ratio-Grenze; Signifikanzlevel p < 0,05

TLR1 und TLR10 weisen in allen Altersvergleichen eine Herunterregulierung auf,
wobei jedoch lediglich die Gegentiberstellung der langlebigen gegentber den 30-
bis 49-jahrigen und den 50- bis 70-jahrigen Probanden eine starke signifikante
(Ratio<0,66 und p < 0,05) Abnahme der TLR1- und TLR10-Expression aufzeigt.
Die Ratios der Gegenuberstellungen der Uber 90-Jahrigen versus 30- bis 49-
Jahrige und der Uber 90-Jéhrigen versus den 50- bis 70-Jéhrigen bei TLR9 fallen
unter die 0,66-Grenze und koénnen somit als eine signifikante (p < 0,05)
Herunterregulierung der TLR9-Expression im Alter angesehen werden. Bei den
50- bis 70-Jahrigen im Vergleich zu den 30- bis 49-Jéhrigen lasst sich kaum eine

Veranderung der TLR9-Expression erkennen.

3.3.1.2. Ratios der Toll-like Rezeptorfamilie bei m &nnlichen

Probanden

Die Berechnungen im Zuge des Mann-Whitney U-Testes ergaben, dass das
Ergebnis fur TLR7 in der Gegenuberstellung der Uber 90-Jahrigen versus den 30-
bis 49-Jahrigen (= Ratio;) signifikant ist. Die weiteren Daten der TLRs bei den
mannlichen Probanden sind statistisch nicht signifikant. Dieses Ergebnis hangt mit
der Tatsache zusammen, dass die mannlichen Probandengruppen lediglich aus

funf bis sechs Personen pro Gruppe bestehen.
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Allgemein lasst sich anhand der Abbildung Xl bei Mannern ein Trend zur
Herunterregulierung aller TLRs im hohen Alter erkennen. Am starksten
herunterreguliert werden TLR1, TLR7 und TLR9.

Ratio

TLR10
TLR1
TLR2
TLR3
TLR4
TLR5
TLR6
TLR7
TLR8
TLR9

Oratio_OlderThan90_vs_30To49 Mratio_OlderThan90_vs_50To70 Oratio_50To70_vs_30To49

Abbildung XI: Ratios der TLR-Familie bei mé&nnlichen Probanden. * = starke, signifikante
Hoch- bzw. Herunterregulierung; --- = Ratio-Grenze; Signifikanzlevel p < 0,05
3.3.2. Ratios der NOD-Proteinfamilie

Die Ratios der NOD-Proteinfamilie aller Probanden werden in Abbildung XII
dargestellt. Die vereinbarten Grenzen der Ratios bei 1,5 und 0,66 sind hier jeweils

durch eine gestrichelte Linie wiedergegeben.

Mittels des Mann-Whithey U-Testes sind die Ratios aller drei
Gegenuberstellungen bei APAF1, BCL10, CARD4, CARD8, NOD3, NOD9 und
PYCARD/ASC statistisch signifikant (p < 0,05). Die Ergebnisse von CARD12 und
NALP12 ergaben eine Signifikanz fur die Gegeniberstellung der tber 90-Jahrigen
versus den 30- bis 49-Jahrigen (= Ratio;). Die Daten von CARD15, NALP1 und
NALP2 sind statistisch nicht signifikant.

NALP11 erfahrt mit einer Ratio von 1,83 (>90-Jahrige vs. 30-49-Jahrige) und 1,56
(>90-Jahrige vs. 50-70-Jahrige) wahrend des Alterns eine deutliche
Hochregulierung. Die Ratio der 50- bis 70-Jahrigen versus der 30- bis 49 Jahrigen

kann mit einem Wert von 1,17 vernachlassigt werden.

Eine starke und statistisch signifikante Herunterregulierung mehrerer Gene in der
Gruppe der Langlebigen wurde ermittelt. APAF1, BCL10, CARD4, CARDS,
NALP3, NALP14, NALP4, NALP6, NOD3 sowie NOD9 liegen unterhalb der 0,66
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Ratio-Grenze, wobei NALP14 mit einer Ratio von 0,23 (>90-Jahrige vs. 30-49-
Jahrige) und 0,18 (>90-Jahrige vs. 50-70-Jahrige) die geringsten Werte aufweist.
In der Gruppe der 50- bis 70-Jahrigen versus den 30- bis 49-Jahrigen erfahrt
NALP14 jedoch eine Hochregulierung mit einer Ratio von 1,33.

NALP5 und NALP13 konnten wahrend des gesamten Experimentes nicht
amplifiziert werden. Von insgesamt 55 Probanden/Probandinnen konnten NALP8
und NALP9 jeweils einmal, NALP10 dreimal, NALP14 finfmal, NALP11 achtmal
und NALP4 achtzehnmal amplifiziert werden. Diese Gene ergaben keine
Ergebnisse im Statistiktest.
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Abbildung Xll: Ratios der NOD-Proteinfamilie. * = starke, signifikante Hoch- bzw.

Herunterregulierung; --- = Ratio-Grenze; Signifikanzlevel p < 0,05

3.3.2.1. Ratios der NOD-Proteinfamilie bei weiblic  hen Probanden

Die Daten von APAF1, BCL10, CARD4, CARD8, NALP6, NOD3, NOD9 und
PYCARD sind in allen drei Vergleichen signifikant, wahrend die Ergebnisse von
CARD12, CARD15, NALP1, NALP2 und NALP12 statistisch nicht signifikant sind.
Die Signifikanz konnte bei NALP4, NALP5, NALP7-9, NALP10, NALP11, NALP13,
NALP14 und NOD27 aufgrund der geringen Amplifizierung nicht berechnet

werden.

Bei den 39 weiblichen Probanden wurden NALP8 bis 10 jeweils einmal, NALP14
viermal, NALP11 achtmal, NALP 4 finfzehnmal und NOD27 29mal amplifiziert.

NOD9
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Wie schon in der obigen Gesamtbetrachtung (Manner und Frauen zusammen)
l&sst sich anhand der 1,5-Ratiogrenze bei NALP11 (Ratio;=1,83; Ratio,=1,56) eine

Hochregulierung im hohen Alter beobachten.

2,7 A
2,4
2,1+
1,8 4
1,5 1
1,24

Ratio

- O N I ¥ 0O O «d N M < 4 N MO < IO O© ~ 0 O~ MM O
L 4 d4d 4 Q0 N d 4 4 4 <4 o Ao Ao A o o o oo N AN
< - 00@g@@aaaan Jd4d4d444d44400 0
s3885§yygzz3szzzzzzzsee
o0 z2z232z23z2 2 z

Oratio_OlderThan90_vs_30To49 Bratio_OlderThan90_vs 50To70 Oratio 50To70_vs_30To49

Abbildung XIIl: Ratios der NOD-Proteinfamilie bei w  eiblichen Probanden. * = starke,
signifikante Hoch- bzw. Herunterregulierung; --- = Ratio-Grenze; Signifikanzlevel p < 0,05

In den Gegenuberstellungen 1 und 2 werden APAF1 (Ratio;=0,39; Rati0,=0,42),
CARD4 (Ratio1=0,42; Ratio,=0,58), CARD8 (Ratio;=0,53; Rati0,=0,53), NALP3
(Ratio;=0,51; Ratio,=0,57), NALP6 (Ratio;=0,43; Ratio,=0,47) und NOD 9
(Ratio1=0,45; Ratio,=0,59) stark herunterreguliert (entsprechend einer Ratio
kleiner als 0,66). Ebenfalls fir eine deutliche Herunterregulation im hohen Alter
sprechen die Daten von BCL10 (Ratio;=0,55), NALP4 (Ratio,=0,40) und NOD3
(Ratio1=0,59).

3.3.2.2. Ratios der NOD-Proteinfamilie bei mannlic  hen Probanden

In Abbildung XIV sind die einzelnen Ratios der NOD-Proteinfamilie aller

mannlichen Probanden in den obenaufgefiuihrten Gegenuberstellungen dargestelit.

Der statistische Signifikanztest ergab lediglich fur drei Daten einen Wert p < 0,05.
Als statistisch signifikant gelten CARD4, CARD8 und NOD3 in der
Gegenuberstellung der Gber 90-Jahrigen versus den 30- bis 49-Jahrigen (=
Ratio,).
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Abbildung XIV: Ratios der NOD-Proteinfamilie bei m& nnlichen Probanden. * = starke,
signifikante Hoch- bzw. Herunterregulierung; --- = Ratio-Grenze; Signifikanzlevel p < 0,05

Eine deutliche Hochregulierung (Ratio>1,5) bei langlebigen mannlichen
Probanden (versus 50- bis 70-Jahrigen) erfahren NALP1 (Ratio;=1,94), NALP7
(Ratioz=2,22) und NOD27 (Ratio,=1,95). Mittels des Mann-Whitney U-Testes
wurden diese drei Gene als nicht signifikant ermittelt. Die Ratio von NALP1 kénnte
trotz des Signifikanzwertes von p=0,09 flr eine starke Hochregulierung stehen, da
die  mannliche Probandengruppe zu klein fir eine eindeutige

Signifikanzberechnung ist.

Eine deutliche Herunterregulierung, statistisch jedoch nicht signifikant, erfahrt
NALP6 (Ratio;=0,54; Ratio,=0,32) bei den langlebigen Probanden.

Die signifikanten Daten von CARD4 (Ratio;=0,44) und NOD3 (Ratio;=0,52) deuten
darauf hin, dass diese Gene im hohen Alter ebenfalls stark herunterreguliert

werden.

Bei den insgesamt 16 mannlichen Probanden konnten NALP5, NALP8, NALP9,
NALP11 und NALP13 nicht amplifiziert werden. Ebenfalls selten amplifiziert
wurden NALP14 (1x), NALP10 (2x), NALP4 (3x) und NOD27 (11x).



Ergebnisse 45

3.3.3. Ratios der funktionell assoziierten Gene

In Abbildung XV werden mit den TLRs und NOD-Proteinen funktionell assoziierte
Gene und deren Ratios in den in Kapitel 3.3. erlauterten Gegenlberstellungen der

Probandengruppen aufgefihrt.
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Abbildung XV: Ratios der funktionell assoziierten G ene. * = starke, signifikante Hoch- bzw.
Herunterregulierung; --- = Ratio-Grenze; Signifikanzlevel p < 0,05

Statistisch signifikant in allen drei Vergleichen sind die Ergebnisse von MD2,
SIGIRR, TIRAP, TRIF und PYCARD, wéahrend die Daten von CD14, MyD88 und
SARML1 lediglich in den Vergleichen der Langlebigen versus den 30- bis 49-
Jahrigen und versus den 50- bis 70-Jahrigen signifikant sind. Die
Expressionsveranderungen von COP/pseudo-ICE, RIP2 und TOLLIP wurden in

allen drei Gegenuberstellungen als statistisch nicht signifikant ermittelt.

MD2 zeigt bei den langlebigen Probanden eine deutliche Hochregulierung
(Ratio;=1,70; Ratio,=2,42) auf, wahrend es bei den 50- bis 70-Jahrigen gegeniber

den 30- bis 49-Jahrigen eine starke Herunterregulierung von 30% erfahrt.

ICEBERG wird in der Gegenuberstellung der langlebigen Probanden gegeniber
den 50-70-jahrigen Probanden stark herunterreguliert (Ratio,=0,41), wahrend es
im Vergleich der 50 bis 70-Jahrigen versus den 30 bis 49-Jahrigen stark
hochreguliert (Ratioz=2,14) wird.



Ergebnisse 46

TIRAP (Ratio;=0,50; Ratio,=0,56) und TRIF (Ratio;=0,62; Ratio,=0,56) werden bei
den Langlebigen in den ersten Dbeiden Gegenuberstellungen stark
herunterreguliert, wahrend CD14 (Ratio,=0,67), SIGIRR (Ratio,=0,54) und SARM1
(Ratio,=0,63) lediglich im Vergleich der Uber 90-Jahrigen versus den 50- bis 70-

Jahrigen herunterreguliert werden.

Der Nahrungstransporter HpepT1 (hier SLC15A1) konnte lediglich bei zwei von 55
Probanden und ICEBERG bei 24 von 55 Probanden amplifiziert werden.

3.3.3.1. Ratios der funktionell assoziierten Gene be i weiblichen

Probanden

Als statistisch signifikant wurden mittels des Mann-Whitney U-Testes alle drei

Ratios nachstehender Gene ermittelt:

= CD14 = SIGIRR
= CIAS1 = TIRAP
= |CEBERG = TRIF

= MyD88

MD2 wurde lediglich in der 2. Gegenuberstellung als nicht signifikant bezeichnet.

In Abbildung XVI ist eine starke Hochregulierung von MD2 im Alter zu erkennen.
MD?2 ist bei den Uber 90-Jéhrigen versus den 30- bis 49-Jahrigen um 77%
(Ratio;=1,77) und gegenuber den 50- bis 70-Jahrigen um 176% (Ratio,=2,76;
dieser Wert ist statistisch jedoch nicht signifikant) hoher reguliert. Bei den 50- bis
70-Jahrigen gegenuber den 30- bis 49-Jahrigen ist MD2 um ca. 35% (Ratio;=0,64)

stark herunterreguliert.

CD14 (Ratio;=0,59; Ratio,=0,64), ICEBERG (Ratio;=0,37; Ratio,=0,49), SIGIRR
(Ratio;=0,63; Rati0,=0,58), TIRAP (Rati0;=0,44; Ratio,=0,50) und TRIF
(Ratio;=0,63; Ratio,=0,50) zeigen in den ersten beiden Gegenlberstellungen eine

auffallig verminderte Expression im Alter auf.

ICEBERG konnte lediglich bei 17 weiblichen Probanden amplifiziert werden.
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Abbildung XVI: Ratios der funktionell assoziierten Gene bei weiblichen Probanden. * =

starke, signifikante Hoch- bzw. Herunterregulierung; --- = Ratio-Grenze; Signifikanzlevel p < 0,05

3.3.3.2. Ratios der funktionell assoziierten Gene b ei mannlichen
Probanden

Die Daten aller drei Gegenuberstellungen sind statistisch nicht signifikant (p >
0,05).

Obwohl  statistisch  nicht  signifikant, weist ICEBERG eine starke
Herunterregulierung im Alter auf. Im Vergleich der Gber 90-Jahrigen mit den 30-
bis 49-Jahrigen wird ICEBERG um 70% und mit den 50- bis 70-Jahrigen um ca.
91% herunterreguliert. Werden die 50- bis 70-jahrigen Probanden jedoch mit den
30- bis 49-Jahrigen in Bezug gesetzt, so wird ICEBERG um ca. 250%

hochreguliert.

Weitere hohere Expressionslevel im hdheren Alter, die statistisch jedoch als nicht
signifikant gelten, wurden bei LY96/MD2 und RIPK2 beobachtet. MD2 wird in den
Gegenduberstellungen eins und zwei (Ratio; = 1,62; Ratio; = 1,77) und RIPK2 nur
im Vergleich der langlebigen Probanden mit den 50- bis 70-Jahrigen (Ratio = 1,62)

hochreguliert.

Der Oligopeptidtransporter SLC15A1 (HpepT1l) wurde lediglich einmal und

ICEBERG siebenmal bei den méannlichen Probanden amplifiziert.
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Abbildung XVII: Ratios der funktionell assoziierten Gene bei mannlichen Probanden.

* = starke, signifikante Hoch- bzw. Herunterregulierung; --- = Ratio-Grenze; Signifikanzlevel
p 0,05
3.3.4. Gene mit besonders starker Expressionsvera  nderung

Die in Kapitel 3.3. dargestellten Ergebnisse zeigen bei den Genen MD2,
ICEBERG und NALP11 besonders starke Hoch- oder Herunterregulierungen der
Genexpressionen im hohen Alter auf. Um diese Veranderungen zu verdeutlichen,
werden die Ergebnisse der gesamten und der geschlechtsspezifischen Analyse

dieser drei Gene in diesem Kapitel gesondert dargestellt.

Eine deutlich signifikante Hochregulierung im hohen Alter erfahrt MD2 bei den

mannlichen sowie bei den weiblichen Probanden (Abb. XVIII).
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Abbildung XVIII: MD2 Expressionsveranderungen. * = starke, signifikante Hoch- bzw.
Herunterregulierung; --- = Ratio-Grenze; Signifikanzlevel p < 0,05
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Eine deutlich signifikante Herunterregulierung im hohen Alter wurde bei ICEBERG
beobachtet (Abb. XIX).
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Abbildung XIX: Genexpressionsanderungen bei ICEBERG . * = starke, signifikante Hoch- bzw.
Herunterregulierung; --- = Ratio-Grenze; Signifikanzlevel p < 0,05

Obwohl NALP11 bei den méannlichen Probanden nicht amplifiziert wurde, zeigte es
bei den weiblichen Probanden eine deutliche Hochregulierung der Genexpression

bei den Langlebigen auf (Abb. XX)
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Abbildung XX: Genexpressionsdnderungen bei NALP11. * = starke, signifikante Hoch- bzw.
Herunterregulierung; --- = Ratio-Grenze; Signifikanzlevel p < 0,05
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4. Diskussion

4.1. Zusammensetzung der Studiengruppen

In der vorliegenden Arbeit setzten sich die Gruppe der langlebigen Probanden und
der 50- bis 70-jahrigen Probanden aus 72,2 Prozent Frauen (entsprechend 13
Frauen) und 27,8 Prozent Mannern (entsprechend 5 Manner) zusammen. Die
Gruppe der 30- bis 49-Jahrigen umfasste 66,7 Prozent Frauen (12 Frauen) und

33,3 Prozent Manner (6 Manner).

Vorangegangene Studien bewiesen, dass Frauen in Europa eine hohere
Lebenserwartung als Manner haben (FERNANDEZ BALLESTEROS et al, 1999).
Wahrend Manner im Durchschnitt 73,7 Jahre alt werden, liegt die durchschnittliche
Lebensdauer der Frauen bei 83,8 Jahren. Aufgrund dieser Tatsache setzen sich
Probandengruppen in der Altersforschung erwartungsgemaf zu einem grof3eren
Prozentsatz Frauen und einem kleineren Prozentsatz Mannern zusammen, was

durch die vorliegende Arbeit bestatigt werden konnte.

Aufgrund der Tatsache, dass die Studiengruppen der mannlichen Probanden
lediglich funf oder sechs Personen umfafdten, konnte in diesen Gruppen keine
Signifikanzaussage getatigt werden. Fur eine Signifikanzberechnung ist eine
groRere Anzahl von Personen notwendig. Somit ergaben die Berechnungen in den

mannlichen Gruppen keine signifikanten Unterschiede.

4.2. Herunterregulierung der Toll-like Rezeptor-Expr  ession bei

langlebigen Probanden

Die allgemeine Datenuntersuchung der Toll-like Rezeptoren bestéarkte die schon in
einigen vorangegangenen Studien belegte Herunterregulierung der TLRs im Alter.
Bei den weiblichen sowie den méannlichen Probanden war in der vorliegenden
Arbeit bei TLR1, TLR3, TLR9 und TLR10 ein deutlicher Trend zur signifikanten

Abnahme der Genexpression im hohen Alter zu erkennen.

RENSHAW et al. (2002) untersuchten junge (2-3 Monate alt) und alte (18-24 Monate
alt) Mause hinsichtlich der Expressionslevel und Funktionen aller murinen TLRs,

die auf Makrophagen lokalisiert worden sind. Alle TLRs der alten Mause zeigten
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signifikant niedrigere Expressionslevel als die der jungen Mause. Weiterhin zeigte
diese Studie, dass Makrophagen in der Milz und peritonealen (Bauchfell)
Makrophagen (PECs) von alten Mausen, die mit LPS stimuliert wurden, weniger
TNF-a und IL-6 produzierten als die der jungen Mause. BOEHMER et al. (2004)
konnten die verminderte Zytokinproduktion von PECs jedoch nicht die
verminderten Expressionslevel von TLR4 bei alten Mausen bestatigen. In einer
weiteren Studie wurde die Abnahme der NF-kB-Aktivierung durch TLR2 und TLR4

im hohen Alter bewiesen (BOEHMER et al., 2005).

FLYNN et al. (2003) beschrieben den Einfluss von Belastungstrainings und
Hormonstatus auf die mMRNA-Expression von Toll-like Rezeptor 4 (TLR4), CD14,
IL-18, IL-6 und TNF-a bei alteren Frauen (65 bis 85 Jahre). TLR4- und CD14-
Expressionen waren bei den trainierten Gruppen (alle trainierten Gruppen
zusammengefasst) signifikant niedriger als bei der untrainierten Kontrollgruppe.
Diese Ergebnisse belegen eine durch Belastungstraining induzierte Reduzierung

der TLR4- und CD14-Expression bei alteren Frauen.

Die geschlechtsspezifische Ergebnisanalyse der Toll-like Rezeptorfamilie ergab
Unterschiede in den Genexpressionen. TLR3 und TLR10 werden im hohen Alter
bei Mannern starker exprimiert als bei Frauen, wahrend TLR8 im Alter deutlich
starker bei Frauen exprimiert wurde. TLR3 und TLR10 waren bei den langlebigen
Frauen signifikant herunterreguliert. Eine starke Herunterregulierung war ebenfalls
bei TLR1 und TLR9 zu beobachten. Das pathogene Bakterium S. aureus
(Staphylococcus aureus) wurde in die Top 10 der Todesursachen bei tUber 65-
jahrigen Personen eingestuft (BRADLEY et al., 2002). Eine mogliche Erklarung fur
diese Tatsache ist die Herunterregulierung der Expression von TLR1, TLR2 und
TLR6, zu deren Liganden die Zellwandbestandteile von S. aureus gehdren. Eine
starke Herunterregulation von TLR1 koénnte zu einer erhdhten Anfélligkeit

gegenuber S. aureus fuhren.

Die vorliegenden Daten belegen eine Abnahme der Toll-like Rezeptor-Expression
wahrend des Alterungsprozesses. Werden TLRs im hohen Alter vermindert
exprimiert, konnte dies unter anderem zu einer Beeintrachtigung der
Pathogenerkennung und der Zellgewebsreparatur filhren. Altere Personen weisen
hierdurch mdglicherweise eine erhodhte Anfélligkeit gegenlber bakteriellen und

viralen Infekten auf. Im Zuge der Herunterregulierung der TLR-Expression kénnte



Diskussion 52

sich ebenfalls die pro-inflammatorische Zytokinproduktion verringern, womit ein
Ausbleiben grundlegender Anzeichen von Entzindungsprozessen wie Fieber

einhergehen wirde.

4.3. NOD-Proteinfamilie

NALPs sind zytoplasmatische Proteine, die innerhalb der CATERPILLER-Familie
eine Subfamilie bilden. NALPs sind unter anderem in die Aktivierung der pro-

inflammatorischen Caspasen und der Inflammasom-Bildung eingebunden.

Die Datenanalyse der vorliegenden Arbeit zeigte eine geschlechtsspezifische
Herunterregulierung von NALP3 bei langlebigen Frauen. NALP3, auch unter den
Synonymen CIAS1 (cold-induced autoinflammatory syndrome 1) oder PYPAF1
bekannt, wird in peripheren Blutleukozyten exprimiert und kodiert fiir das Protein
Cryopyrin. Mutationen in dem CIAS1-Gen verursachen verschiedene auto-
inflammatorische Erkrankungen wie das Muckle-Wells-Syndrom, ein chronisch
neurologisches Haut- und Gelenksyndrom (CINCA, chronic neurologic cutaneous
and articular syndrome; FELDMANN et al., 2002), das auch als NOMID (neonatal
onset multisystem inflammatory disease; AKSENTIJEVICH et al., 2002) bekannt ist,
und die familiare Kalte-Urtikaria (ALBRECHT et al., 2003; DoDE et al., 2002).
Charakteristisch fur diese Erkrankungen sind wiederkehrende Entziindungen, die
mit Fieber, Hautausschlag und einer Arthritis einhergehen. DoDE et al. (2002)
konnten einen erheblichen EinfluR der NACHT-Domé&ne von CIAS1 in die
Entstehung des Muckle-Wells-Syndroms und der familiaren Kalte-Urtikaria
nachweisen. Verschiedene Studien konnten schon zuvor belegen, dass
Mutationen der NACHT-Domaéne in entzundliche Erkrankungen involviert sind
(Hucor et al., 2001; OGURA et al., 2001).

CIAS1/NALP3 bildet in Verbindung mit ASC, dem CARD-tragenden Protein
CARDINAL und Caspase-1 das Inflammasom, welches eine erhohte
Prozessierung von Pro-IL-1B zu IL-1B induziert (MANJI et al., 2002). Es konnte
gezeigt werden, dass Makrophagen von Muckle-Wells Patienten bei einer
Stimulation mit MDP (muramyl dipeptide) vermehrt aktives IL-13 absondern
(MARTINON et al., 2003). Ein Grund flr diese erhdhte Aktivitat konnte die verstarkte
Inflammasom-Bildung durch CIAS1/NALP3-Mutationen in der NACHT-Doméne
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sein, da ebenfalls die NACHT-Domaéane fur die Oligomerisierung der Proteine
verantwortlich ist. Somit stellt die erhthte Inflammasom-Aktivitat die molekulare
Basis fur Symptome auto-inflammatorischer Erkrankungen dar, die durch
Mutationen in CIAS1/NALP3 hervorgerufen werden (AGOSTINI et al., 2004).

O’CONNOR et al. (2003) zeigten in ihrer Studie, dass die CIAS1/NALP3-Expression
in humanen Monozyten durch eine Vielzahl pro-inflammatorischer Stimuli wie
TNF-a und TLR-Liganden induziert wird. CIAS1 ist in Abwesenheit von ASC in der
Lage, das Signalgeschehen von NF-kB negativ zu regulieren und somit das
Ausmald entzindlichen Reaktionen zu beschréanken (O’CONNOR et al., 2003).
Zusammenfassend kann CIAS1/NALP3 in Verbindung mit ASC ein Inflammasom
bilden und somit auto-inflammatorische Prozesse verstarken, wéhrend es ohne
die Assoziation mit PYCARD/ASC diese Prozesse vermindern kann. Eine starke
Herunterregulation von NALP3 im hohen Alter koénnte dazu fuhren, dass
inflammatorische Prozesse sowie Zytokinbildung vermindert initiiert werden und

damit die physiologische Abwehrreaktion verringert wird.

NALPS5, NALP8-10, NALP13 und NALP14 wurden weder bei den weiblichen noch
bei mannlichen Probanden amplifiziert. In der vorliegenden Arbeit wurde mRNA
aus Vollblut isoliert, um die Genexpressionen zu untersuchen. Gene, die nicht
amplifiziert werden konnten, sind womadglich in Zellgeweben lokalisiert und kdnnen
somit nicht mittels Vollblut nachgewiesen werden. In vorangegangenen Studien
konnte eine Expression von NALP5 in humanen Eizellen (ToONG et al., 2002) und
von NALP10 in nahezu allen Zellgeweben nachgewiesen werden. Hohe Level von
NALP10 wurden besonders im Gehirn, im Herzen und in der Skelettmuskulatur
beobachtet (WANG et al., 2004). Fir NALP8, NALP9, NALP13 und NALP14 liegen

zur Zeit noch keine Erkenntnisse uber die Expressionen in Zellgeweben vor.

NALP11 hingegen wurde nur bei den Frauen amplifiziert und zeigte eine auffallig
vermehrte Expression im hohen Alter auf. TscHoprp et al. (2003) lokalisierten
NALP11 auf Chromosom 19q13.42. Funktionen von NALP11 sind bisher noch
unbekannt.

NALP4 konnte ebenfalls, aul3er bei drei Mannern, nur bei den weiblichen
Probanden amplifiziert werden. Die Funktionen von NALP4 sind ebenfalls noch

ungeklart.
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Die Daten von CARD15, NALP1 und NALP7 deuten darauf hin, dass diese Gene
bei Mannern im hohen Alter starker exprimiert werden als bei Frauen. Da CARD15
in der Lage ist, NF-kB zu aktivieren und Apoptose einzuleiten und NALP1 in die
Inflammasombildung involviert ist (INOHARA & NuNEz, 2003), kodnnte eine
verminderte Expression dieser Gene bei sehr alten Frauen fur eine verminderte
Immunantwort auf Pathogene sprechen. Funktionen von NALP7 sind bisher noch

unbekannt.

Die Analyse von NALP6 ergab, dass dieses Gen bei Mannern und Frauen im
hohen Alter gleichermalRen stark herunterreguliert wird. NALP6 ist neben NALP10
und NALP14 auf Chromosom 11p15 lokalisiert und aktiviert in Interaktion mit ASC
NF-kB und Pro-Caspase-1 (GRENIER et al., 2002). REIK & MAHER (1997) zeigten
den Zusammenhang der Chromosomregion 11pl15.5 und dem Beckwith-
Wiedemann-Syndrom, einer autosomal erblichen Erkrankung, die mit einer
abnormen GroRRe von Korper oder Organen einhergeht, sowie einer Vielzahl von
humanen Krebserkrankungen auf. Durch eine starke Herunterregulierung von
NALP6 im hohen Alter werden Apoptose und NF-kB-Aktivierung vermindert, was
zu einer Anhaufung geschadigter Zellen und einer geringeren Immunantwort auf

Pathogene fihrt.

CARDS8 ist bei den langlebigen Frauen signifikant herunterreguliert. Eine
Uberexpression wurde bei vielen Krebserkrankungen beobachtet. Eine
Uberexpression von CARDS8 induziert Apoptose (RAZMARA et al., 2002) und
unterdriickt die durch Pro-Caspase-9/Cytochrom-C-induzierte Apoptose, in dem
CARDS8 an Pro-Caspase-9 bindet und durch Interaktion APAF-1 blockiert (PATHAN
et al., 2001). Weiterhin aktiviert CARD8 NF-kB (RAzZMARA et al., 2002). Da eine
Uberexpression von CARDS8 vornehmlich in Tumorgeweben vorzufinden ist,
konnte eine niedrige Expression fur gesundes Zellgewebe sprechen und somit ein

Grund fur die Langlebigkeit bei Frauen sein.

APAF1 stellt ein weiteres Gen in der CATERPILLER-Familie dar, dessen
Genexpression im hohen Alter stark herunterreguliert wird. Besonders bei den
weiblichen Probanden ist diese Veranderung zu beobachten. In einer Studie von
KRAJEWSKA et al. (2005) konnte ein Zusammenhang zwischen niedrigen
Expressionsleveln von APAF1 und Dickdarmkrebs hergestellt werden. So wurden

in 28 Prozent der untersuchten Tumoren hohe Expressionslevel von CARD8 und
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niedrige Level von APAF1l gefunden. Diese Gen-Kombination, die mit einer
Hemmung des Apoptoseprozesses einhergeht, fuhrte bei 63 Prozent der

Patienten zum Tode (KRAJEWSKA et al., 2005).

4.4, Funktionell assoziierte Gene

Der Oligopeptid-Transporter HpepT1 konnte weder bei den weiblichen noch bei

den méannlichen Probanden amplifiziert werden.

CD14 und TIRAP werden bei langlebigen Frauen starker herunterreguliert als bei
langlebigen ~ Méannern. Die  Herunterregulierung von  CD14  durch
Belastungstrainings bei &lteren Frauen wurde in einer Studie von Flynn et al.

(2003) nachgewiesen.

Die Ergebnisse von MD2 ergaben, dass dieses Gen bei Mannern und Frauen im
hohen Alter gleichermal3en stark hochreguliert wird. Das humane MD2-Molekdl ist
mit der extrazellularen Doméne des humanen Toll-like Rezeptors 4 assoziiert und
nimmt grof3en Einfluss auf dessen NF-kB-Aktivierung (SHIMAZU et al., 1999).
AKASHI et al. (2000) untersuchten diesen Sachverhalt bei Mausen und konnten
nachweisen, dass eine erhohte MD2-Expression mit einer erhdhten NF-kB-
Aktivierung durch LPS einhergeht. MD2 allein reagiert nicht auf LPS, wahrend
TLR4 ohne MD2 auf eine LPS-Stimulation antwortet. Die Signalgebung vom
TLR4-MD2-Komplex ist jedoch bis zu dreifach starker als die des TLR4 alleine
(AkAsHI et al., 2000). Weiterhin konnte bei Mausen nachgewiesen werden, dass
TLR4 bei einer MD2-Abstinenz nicht korrekt an die Zelloberflache transportiert
wird, und es dadurch zu einer TLR4-Akkumulation im Golgi-Apparat kommt (NAGAI
et al., 2002). Eine sehr starke Hochregulierung von MD2 im hohen Alter kénnte
maoglicherweise eine Abnahme der Immunabwehr gegeniber gram-positiven und

gram-negativen Bakterien durch TLR4 verhindern.

ICEBERG wird bei langlebigen Personen (Méanner und Frauen) deutlich
herunterreguliert. ICEBERG ist auf Chromosom 11q21-g22 lokalisiert und wird
hauptsachlich im Herzen und in der Placenta exprimiert (HUMKE et al, 2000).
ICEBERG ist ein eine CARD-Domane enthaltenes Protein (bestehend aus 90
Aminosauren), das die Generierung von IL-1f verhindert, indem es mit Caspase-1

(cysteinyl aspartate-specific protease 1) interagiert und somit dessen Assoziation
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mit RIP2 unterbindet, welches als Aktivator von Caspase-1 agiert. ICEBERG
verhindert LPS-induzierte IL-1 Generierung und unterdrickt somit
Entzindungsreaktionen. In geringen Konzentrationen agiert IL-1B vornehmlich als
Mediator bei lokalen Entziindungsreaktionen, indem es mononukleare Phagozyten
und Endothelzellen zur Synthetisierung von Chemokinen veranlasst, die wiederum
verschiedene Leukozytpopulationen aktivieren. In héherer Konzentration hingegen
kann IL-1B potentiell als todlich geltende Systemeffekte wie Fieber, Erkaltung und
Schocks hervorrufen. ICEBERG agiert also als IL-1B-Inhibitor, um dessen
Generierung zu kontrollieren (Humke et al., 2000). Wird ICEBERG im hohen Alter
vermindert exprimiert, kann die IL-1p3-Prozessierung nicht mehr durch ICEBERG
kontrolliert werden, wodurch es zu einer erhfhten Konzentration dieses Zytokins
kommen koénnte. Dies wiederum kdnnte das Auftreten von Infektionen, Fieber und
septischen Schocks erhdhen. Eine interessante Parallele bildet der Befund, dass
im Alter in der intestinalen Mucosa das Zytokin IL-13 in Abwesenheit einer

entziindlichen Erkrankung signifikant hochreguliert ist (Nikolaus et al., 1998).

Zusammenfassend kann die These zur Abnahme von Immunfunktionen im
Alterungsprozess durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestétigt werden,
da wichtige Gene, die die Zytokinausschuttung, die Inflammasombildung und die

Apoptose steuern, im hohen Alter vermindert exprimiert werden.

Die Hypothese, dass langlebige Personen diese Herunterregulierung von
Rezeptoren der angeborenen Immunabwehr nicht erfahren, konnte in dieser Arbeit
nur durch die Hochregulationen im hohen Alter von CARD8 und MD2 bestétigt

werden.

Somit scheinen die Prozesse, die zur Langlebigkeit fihren, eine komplexere
Dysregulation der Immunfunktionen zu umfassen. Die alleinige Betrachtung der
Sensoren des angeborenen Immunsystems ist anscheinend nicht ausreichend,

um diese komplexen Zusammenhénge vollstéandig zu erklaren.
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S. Zusammenfassung

Die Erkennung und Abwehr eingedrungener Krankheitserreger durch das
angeborene Immunsystem ist von entscheidender Bedeutung fur das Uberleben
vielzelliger Organismen. Mit der Entdeckung von membran-gebundenen
Rezeptoren, den Toll-like Rezeptoren, und den zytoplasmatischen NOD-
Proteinen, konnten Sensoren des angeborenen Immunsystems zur Detektion
(PRRs, pattern recognition receptors) pathogener Strukturen (PAMPSs, pathogen-
associated molecular patterns) und zur Initierung von  Abwehrreaktionen

identifiziert werden.

Wahrend des Alterungsprozesses beim Menschen kommt es zu einer
Beeintrachtigung mehrerer Kdrperfunktionen, unter anderem zur verminderten
Immunabwehr gegeniiber eindringenden Pathogenen. Die Regulation der
angeborenen Immunantwort als physiologisch altester Mechanismus der
Pathogenabwehr stellt einen wichtigen Faktor fur die physiologische Homdostase
dar. Der Einfluss dieses Systems auf die Langlebigkeit beim Menschen ist bisher

nicht ausreichend untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in Anlehnung an den derzeitigen
wissenschaftlichen Kenntnisstand die humane TLR-Familie und NOD-Familie
sowie funktionell assoziierte Gene daraufhin zu untersuchen, wie stark sie in der
Gruppe der sehr alten Menschen (> 90 Jahre) im Vergleich zu jingeren

Probanden exprimiert sind.

Fir die Expressionsanalyse der Gentranskripte wurde das ABI Prism® 7900HT
Sequence Detection System in Verbindung mit dem Micro Fluidic Card System
(Applied Biosystems, Darmstadt) verwendet. Die Daten wurden mittels der

vergleichenden Ct-Methode ausgewertet.

Eine starke signifikante Hochregulierung im hohen Alter erfuhren MD2, CARDS8
(lediglich bei Frauen) und NALP11, wahrend bei ICEBERG eine starke

Herunterregulierung beobachtet wurde.

Wichtige Gene wie die TLRs und NODs, die Immunantwort steuern, wurden bei
den langlebigen Probanden im hohen Alter vermindert exprimiert. Eine deutliche
Hochregulierung im hohen Alter von CARD8 und MD2 koénnte fir die Langlebigkeit

sprechen.
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6. Summary

The recognition and defence of invading pathogens through the innate immunity is
important for the survival of multi-cellular organisms. The development of
membrane-bound receptors, Toll-like receptors, and cytoplasmatic NOD proteins
led to the identification of PRRs (pattern recognition receptors) which are able to
detect PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) and initiate immune

response.

During human aging, lots of physical functions are inhibited, which leads to a
decreased innate response to invading microorganisms. The regulation of the
innate immunity, which seems to be the oldest physiological mechanism to
defense pathogens, is meaningful factor in the physiological homeostasis. The

impact of this system in human longevity is unclear, as yet.

Target of this study was to examine human TLR family, the NOD family and
genes, which are connected to these families, whether they are more expressed in

older persons (>90 years) as in younger ones.

To analyse the expressions of the genes below, we used the ABI Prism® 7900HT
Sequence Detection System and the Micro Fluidic Card System (Applied
Biosystems, Darmstadt) which support real-time PCR. For the relative

guantification of nucleic acids we chose the Comparative Ct Method.

A significant upregulation in very old persons was detected by MD2, CARDS (only
women) and NALP11. ICEBERG was also downregulated.

On the one hand, important genes who regulate immune response, such as TLRs
and NODs, showed decreased expressions in very old persons. On the other
hand CARD8 and MD2 were significantly upregulated, which could explain the

high lifespan of this persons.
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Anhang

Chemikalien/Zusatze

Bezeichnung

Hersteller

Agarose SeaKem LE
Bromphenolblau
DEPC

EDTA

Ethanol (p.a.)

Ethidiumbromid

Glycerol
Smart ladder

Tris

Biozym, Oldendorf
Sigma, Minchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt

Gibco BRL Life Technology,
Eggenstein

Sigma, Minchen
Eurogentec, Koln

Merck, Darmstadt

Puffer, Lésungen und Medien

Alle Puffer, Lésungen und Medien wurden mit A.bidest. angesetzt.

Bezeichnung Zusammensetzung

10 X DNA-Lade-
puffer

25 X TAE

5X RT-Puffer

50% (v/v) Glycerol, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 0,1% (w/v)
Xylencyanol

1 M Tris/HCI (pH 8,0), 25 mM EDTA, 500 mM Essigséaure

50 M Tris[HCI, pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl,
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Kits

Bezeichnung

Hersteller

Advantage"” RT-for-PCR-Kit
PAXgene™ Blood RNA Kit
PAXgene™ RNA Tubes
RNase-Free DNase Set
RNA 6000 Nano LabChip Kit
Tag DNA Polymerase Kit

TagMan®Universal PCR Master Mix (2x)

Enzyme

Bezeichnung

Clontech, Heidelberg
PreAnalytix, Qiagen, Hilden
PreAnalytix, Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Agilent Technologies, Béblingen
Qiagen, Hilden

Applied Biosystems, Darmstadt

Hersteller

MMLV-Reverse Transkriptase
DNase | stock

Proteinase K

Oligonukleotide

Clontech, Heidelberg

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Folgende Oligonukleotide (,Primer) wurden zur Genexpressionsanalyse mittels

RT-PCR benutzt:

Primername Sequenz (5" =2 3) Tammear ZYykle  Ampli  Acc.No.
(C) o kon  Gengank)
(bp)
GAPDH_s CCAGCCGAGCCACATCGC
GAPDH_a ATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT 56 30 360 BC029618
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Micro Fluidic Card Assays

Nr. Name Nucleotide ID Bestellnummer

1 TLR1 AAC34137 Hs00413978_m1
2 TLR2 NP_003255 Hs00152932_m1
3 TLR3 NP_003256 Hs00152933_m1
4 TLR4 NP_612564 Hs00152937_m1
5 TLR5 NP_003259 Hs00152825_m1
6 TLR6 NP_006059 Hs00271977_s1
7 TLR7 NP_057646 Hs00152971_m1
8 TLR8 NP_057694 Hs00607866_mH
9 TLR9 NP_059138 Hs00152973_m1
10 TLR10 NP_112218 Hs00374069_g1
11 NOD1 AAD28350 Hs00196075_m1
12 NOD2 AAG33677 Hs00223394_m1
13 NOD3 DAA01245 Hs00605037_m1
14 NOD5 DAA01240 Hs00698226_m1
15 NOD6 DAA01247 Hs00603423_m1
16 NOD8 DAA01243 Hs00738590_m1
17 NOD9 DAA01244 Hs00226360_m1
18 NOD12 DAA01246 Hs00373683_m1
19 NOD14 DAA01241 Hs00603406_m1
20 NOD16 AA018159 Hs00603419_m1
21 NOD17 NP_659444 Hs00376627_m1
22 NOD27 NP_115582 Hs00260008_m1
23 NALP2 AAG15253 Hs00215284 m1
24 NALP3 NP_004886 Hs00366461_m1
25 NALP4 AAL35293 Hs00370499_m1
26 NALP5 AAL15549 Hs00411266_m1
27 NALP6 NP_612202 Hs00373246_m1
28 NALP12 AAH28069 Hs00376282_m1
29 Ipaf NP_067032 Hs00368367_m1
30 DEFCAP AAG15254 Hs00248187_m1
31 APAF 1 AAC51678 Hs00185508_m1
32 Bcl10 CAA06955 Hs00184839_m1
33 MyD88 AAB49967 Hs00182082_m1
34 CD14 NP_000582 Hs00169122 g1
35 MD2/ LY96 NP_056179 Hs00209771_m1
36 SIGIRR NP_068577 Hs00222347_m1
37 TIRAP NP_443119 Hs00364644_m1
38 TRIF NP_055076 Hs00706140_s1
39 SARM1 AAR17520 Hs00248344_m1
40 TOLLIP CAB58118 Hs00184085_m1
41 ASC NP_037390 Hs00203118 _m1
42 TUCAN AAG50014 Hs00209095_m1
43 ICEBERG AAG23528 Hs00253674_s1
44 COP/pseudo-ICE AAK71682 Hs00430993_m1
45 RIP2 AAC24561 Hs00169419 m1
46 hpepT1/SLC15A1 NP_005064 Hs00192639_m1
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Gerate

Bezeichnung

Hersteller

ABI Prism® 7900HT Sequence Detection
System

Ailent 2100 Bioanalyzer

BioDocAnalyze
(Geldokumentationsanlage)

Gene Amplification PCR System 9700
(Thermocycler)

Blockthermostat BT100
Centrifuge 5415D

Micro Fluidic Card System
Thermomixer comfort

Ultrospec 3100
Spectrophotometer

pro, UV/visible

Varifuge 3.0R

Multifuge 3s

Software

Bezeichnung

Applied Biosystems, Darmstadt

Agilent Technologies, B&blingen

Biometra, Géttingen

Perkin Elmer,
Weiterstadt

Applied Biosystems,

Kleinfeld Labortechnik, Gehrden
Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystem, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

Amersham Biosciences

Freiburg

Europe,

Heraeus, Kendro Laboratory Products
Sorvall® und Heraeus® Laborgeréte,
Langenselbold

Heraeus, Kendro Laboratory Products
Sorvall® und Heraeus® Laborgerate,
Langenselbold

Hersteller

SigmaGel (densitometrische Auswertung)

ABI Prism® 7900HT Sequence Detection
System Software (SDS 2.1)

Mann-Whitney U-Test/ Excel™

Jandel, Scientific Corp., Erkrath

Applied Biosystems, Darmstadt

Microsoft, Minchen
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Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Arbeit - abgesehen von der Beratung
durch meine akademischen Betreuer- in Inhalt und Form und nur mit den
angegebenen Quellen und Hilfsmittel selbst verfasst habe. Die Arbeit wurde bis zu
diesem Zeitpunkt weder vollstandig noch in Teilen einer anderen Stelle im
Rahmen eines Prifungsverfahrens vorgelegt. Ferner erklare ich, dass ich wdrtlich
oder dem Sinn nach aus anderen Werken entnommene Stellen unter Angabe der

Quelle kenntlich gemacht habe.

Kiel, den

(Stefanie Derer)
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