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1  Einleitung 

In der Immunabwehr wird zwischen zwei Systemen unterschieden, dem "angeborenen" und 
dem "adaptiven". Das adaptive Immunsystem ist nach einer wesentlichen Eigenschaft der B- 
und T-Lymphozyten benannt, welche die wichtigsten Zellen dieses Teils des Immunsystems 
sind. In Abhängigkeit von Pathogenen, die während der Entwicklung des Organismus auftreten, 
werden Antigen-spezifische T- und B-Zellen durch den Mechanismus der „klonalen Selektion“ 
aus einer großen Anzahl von Lymphozyten mit unterschiedlichen Antigen-Spezifitäten aus-
gewählt, vermehrt und antigenabhängig als „immunologisches Gedächtnis“ erhalten. Diese 
Vielfalt an Antigen-spezifischen Zellen entsteht durch somatische Rekombination ihrer Rezep-
toren und ist daher nicht vererbbar. Auch Zellen des angeborenen Immunsystems besitzen 
Rezeptoren, über die sie in den Körper eingedrungene Pathogene erkennen. Diese „pattern-
recognition“-Rezeptoren (PRRs) sind jedoch Keimbahn-codiert und somit auf allen expri-
mierenden Zellen gleich. Ihre Anzahl ist bei einer geschätzten Menge von Hunderten um ein 
Vielfaches geringer als die der T- und B-Zellrezeptoren.  

1.1  Die Erkennung mikrobieller Komponenten durch Rezeptoren 
des angeborenen Immunsystems 

Gemeinsames Prinzip bei der Pathogenerkennung durch das natürliche Immunsystem ist die 
Reaktion auf sog. „pathogen associated molecular patterns“ (PAMPs). PAMPs umfassen 
hochkonservierte, essentielle Strukturen von Pathogengruppen, welche auf Wirtszellen nicht 
vorkommen 1-3. Dazu gehören Komponenten aus Zellwänden von Bakterien und Pilzen sowie 
bestimmte Ribonukleinsäuren wie virale doppelsträngige RNS und bakterielle DNS. PAMPs 
werden durch Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRRs) des angeborenen Immunsystems 
erkannt. PRRs werden unter anderem auf Makrophagen, dendritischen Zellen, Granulozyten, 
Mastzellen und NK-Zellen sowie B-Zellen exprimiert und können in sekretierte, phagozytotisch 
bzw. endozytotisch wirkende oder Signal-transduzierende PRRs eingeteilt werden. Durch die 
Bindung von PRRs an Liganden werden zum einen Effektormechanismen des angeborenen 
Immunsystems induziert und zum anderen adaptive Immunreaktionen aktiviert.  
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Wichtige Effektormechanismen des angeborenen Immunsystems sind die Opsonisierung von 
Pathogenen, die Phagozytose von Erregern, die Aktivierung von Komplement-Kaskaden und 
lokaler Blutgerinnung, die Bildung von antimikrobiellen Peptiden, katabolen Enzymen, 
reaktiven Sauerstoff-Verbindungen und Stickstoffoxid sowie die Induktion von proinflam-
matorischen Zytokinen und Chemokinen 2;4. 
Die Phagozytose von Erregern durch PRRs ist nicht nur für deren Vernichtung durch Phago-
zyten notwendig, sondern auch für die Aktivierung von spezifischen T- und B-Zellen nach 
Präsentation von internalisierten Antigenen auf Antigen-präsentierenden Zellen (APC) 5. Um 
adaptive Immunreaktionen gegen die präsentierten Antigene induzieren zu können, müssen 
Makrophagen und DC durch bestimmte Signale zur Expression von kostimulatorischen Mole-
külen aktiviert werden. Solche Stimuli können bei Anwesenheit von Pathogenen durch Signal-
transduzierende PRRs vermittelt werden.  

1.1.1 Sekretierte „Pattern recognition“-Rezeptoren 

Eine Vielzahl von Serumproteinen erkennen jeweils eine Reihe von Mikroorganismen. Dazu 
gehören LBP (LPS-bindendes Protein), Proteine der akuten Phase wie MBL (Mannose-
bindendes Lektin), CRP (C-reaktives Protein) und SAP (Serumamyloidprotein) sowie 
Komplementfaktoren. Die Mehrzahl der humoralen PRRs opsonisiert Pathogene und führt so 
zur Aufnahme und Vernichtung der Erreger durch Phagozyten und/oder zur Komplement-
aktivierung 1;2. Die Aktivierung des Komplementsystems durch Bindung an mikrobielle 
Zelloberflächen führt zu verschiedenen Effektormechanismen der angeborenen Immunabwehr. 
Pathogene können durch Ausbildung eines "membranangreifenden" Komplexes lysiert werden 
oder über Komplement-Rezeptoren (CR) von Phagozyten aufgenommen werden. Zudem haben 
bestimmte Komplement-Fragmente eine chemotaktische und aktivierende Wirkung auf 
Effektorzellen. Es sind drei Wege der Komplementaktivierung bekannt: der „klassische“, der 
„alternative“ und der „Lektinweg“. Die beiden letzteren sind die wichtigsten Komplementwege 
des angeborenen Immunsystems 6. Der alternative Weg wird direkt durch Bindung der 
Komplementkomponente C3 an mikrobielle Zelloberflächen aktiviert und der Lektinweg über 
Bindung von MBL (Mannose-bindendes Lektin) 7;8. MBL erkennt eine Vielzahl verschiedener 
Erreger und bildet mit anderen PRRs die Gruppe der Kollektine 6. Auch der klassische 
Komplementweg, an dessen Beginn die Komponente C1q steht, kann unabhängig von einer 
adaptiven Immunanwort über natürliche Antikörper oder durch direkte Bindung von C1q an 
bestimmte Pathogene aktiviert werden 9. Außerdem sind mit dem C-reaktiven Protein CRP und 
dem Serumamyloidprotein SAP PRRs bekannt, welche C1q binden und so durch klassische 
Komplementaktivierung sowie über Phagozytose durch Komplement-Rezeptoren wirken 10;11. 
CRP und SAP gehören zur Familie des Pentraxine und binden Phosphorylcholin in Zellwänden 
verschiedener Bakterien 12. Für mehrere humorale PRRs ist zudem die direkte Bindung an 
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Phagozytose-vermittelnde Rezeptoren beschrieben. Dazu gehören MBL und das Surfactant 
Protein A (SP-A) 4 sowie CRP, welches an FcγRs bindet 13;14. Für den Komplement-Rezeptor 3 
(CR3, Mac-1) ist neben der Komplement-abhängigen Phagozytose von Pathogenen auch eine 
direkte Bindung an Zymosan und M. tuberculosis beschrieben 15. Diese Eigenschaft hat er mit 
der Gruppe der Phagozytose-vermittelnden PRR gemeinsam. 

1.1.2 Phagozytose- und Endozytose-vermittelnde „Pattern Recognition“-
Rezeptoren 

An der Phagozytose eines Erregers sind in der Regel mehrere unterschiedliche Rezeptoren 
beteiligt 16. Die Internalisierung von Antigenen kann auf verschiedene Arten vermittelt werden. 
Zum einen können Antikörper-opsonisierte Pathogene und Immunkomplexe durch Bindung an 
Fc-Rezeptoren aufgenommen werden, was von einer adaptiven Immunantwort abhängig ist 17. 
Zum anderen können Rezeptoren, wie zuvor erwähnt, Pathogene nach relativ unspezifischer 
Opsonisierung durch Komplement-Faktoren und andere lösliche PRRs phagozytieren. Außer-
dem ist eine Vielzahl von Phagozytose- und/oder Endozytose-vermittelnden Rezeptoren 
bekannt, die PAMPs direkt erkennen und so zur Internalisierung nicht-opsonisierter Pathogene 
führen können 4;5;16. Diese phagozytotisch wirkenden PRRs sind vor allem an Makrophagen 
untersucht worden, werden häufig aber auch auf anderen Zellen, insbesondere dendritischen 
Zellen (DC), exprimiert 4;16;18;19. Wichtige Vertreter sind unter anderem die verschiedenen 
Scavenger Rezeptoren (SR), der Mannose-Rezeptor (MMR, MR) und andere C-Typ Lektine 
wie Dectin-1, Dectin-2, DC-SIGN oder DEC-205 5;20;21.  
Scavenger Rezeptoren umfassen eine heterogene Gruppe von Rezeptoren. Sie erkennen und 
internalisieren ein breites Spektrum von Mikroorganismen und mikrobiellen Produkten, da-
runter Lipoteichonsäure gram-positiver Bakterien, Lipopolysaccharid gram-negativer Bakterien 
und bakterielle DNS. Zudem erkennen einige SR auch apoptotische Zellen und endogene 
Produkte wie modifizierte Lipoproteine geringer Dichte (LDL). Verschiedene SR können 
zudem auch Zelladhäsion vermitteln 22;23 
Der Mannose-Rezeptor (MR) vermittelt Phagozytose und Endozytose durch Bindung 
mikrobieller Zellwand-Bestandteile über Mannose- und Fucose-Reste 8;24. Durch Ligation des 
MR werden zudem eine Reihe von proinflammatorischen Reaktionen induziert, darunter die 
Freisetzung von lysosomalen Enzymen und Zytokinen wie IL-6, TNF-α, IL1β und IL-12. Der 
MR bildet gemeinsam mit vielen anderen Oberflächen-Rezeptoren die Gruppe der C-Typ 
(Calcium-abhängigen) Lektine, die über CRD-Domänen (carbohydrate recognition domain) 
verschiedene Kohlenhydrat-Strukturen erkennen. Auch der lösliche PRR MBL sowie andere 
Kollektine (s. 1.1.1) gehören zu den C-Typ Lektinen.  
Eine Reihe der phagozytotisch wirkenden sowie löslichen PRRs sind an der Aufnahme von 
apoptotischen Zellen durch Phagozyten beteiligt 4;25. Dies dient nicht nur der Beseitigung 
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seneszenter Zellen durch Makrophagen im Rahmen der Gewebe-Reorganisation und dem Ent-
fernen geschädigter Zellen bei Entzündung, sondern kann auch die Immunantwort regulatorisch 
beeinflussen 25-28. Auch nekrotische Zellen oder ihre Komponenten können erkannt und auf-
genommen werden, was zur Zellaktivierung führt 5;29;30. 

1.1.3 Signal-transduzierende Toll-like Rezeptoren  

Wie einleitend erwähnt, erfordert die Induktion adaptiver Immunreaktionen die Präsentation der 
phagozytierten Antigene auf aktivierten Makrophagen und DC. Die Mehrzahl der phago-
zytotisch wirkenden PRRs scheint allerdings keine Aktivierung der Antigen-präsentierenden 
Zellen zu induzieren 3. Erst mit der Entdeckung der Toll-like Rezeptoren seit 1997 wurden eine 
hierfür besonders wichtige Rezeptor-Familie bekannt 31. Die Bezeichnung der Toll-like 
Rezeptoren (TLRs) leitet sich von dem Protein Toll aus Drosophila ab. Toll ist in Drosophila an 
der Induktion antimikrobieller Peptide und Proteine zur Bekämpfung von Infektionen mit 
Pilzen und gram-positiven Bakterien beteiligt und hat zudem eine Funktion in der Embryonal-
entwicklung 32;33. Der zentrale TLR-Signaltransduktionsweg in Säugern verläuft über Proteine, 
die den durch Toll in Drosophila induzierten Signaltransduktionsfaktoren homolog oder analog 
sind. Mit Toll, Toll2 (18-wheeler) und 7 weiteren Toll-ähnlichen Proteinen besitzt Drosophila 
eine Familie von Toll-Rezeptoren. Auch im Menschen und in der Maus wurden bislang 10 
TLRs identifiziert 34. TLRs werden vor allem in professionellen APC (Antigen-präsentierenden 
Zellen) und phagozytierenden Zellen wie DC, Makrophagen, Granulozyten, B-Zellen und 
Mastzellen exprimiert. Zudem können TLRs in Epithelzellen sowie verschiedenen anderen 
Zelltypen, welche an der Vermittlung inflammatorischer Immunantworten beteiligt sind, 
ausgeprägt sein 35.  

1.1.3.1   Wichtige Liganden von Toll-like Rezeptoren 

Für die meisten TLRs sind natürliche Liganden bekannt 35. Dazu gehören verschiedene bakte-
rielle Strukturen wie z.B. Peptidoglykan, Lipoteichonsäuren und Lipoproteine aus den Zell-
wänden gram-positiver Bakterien, das Lipopeptid MALP-2 (Macrophage activating lipo-
peptid-2) aus Mycoplasmen, das Lipopolysaccharid (LPS) aus der äußeren Membran gram-
negativer Bakterien, Flagellin von begeißelten Bakterien sowie bakterielle dsDNS, die aufgrund 
ihrer hohen Anzahl an unmethylierten CpG-Motiven erkannt wird. Zudem werden durch TLRs 
dsRNS als virale Komponente und Zymosan aus Hefe gebunden. Außerdem können körper-
eigene Proteine als Gefahr-Signale erkannt werden. Dazu gehören Hitzeschock-Proteine, 
welche durch Nekrose geschädigter oder gestresster Zellen freigesetzt werden 36, und Frag-
mente von Proteinen der extrazellulären Matrix, welche in Geweben durch Abbau oder Syn-
these bei Verletzung und Entzündung entstehen können. Eine Aktivierung von TLR4 ist z. B. 
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durch Hyaluronsäure- und Heparansulfat-Fragmente und die Extra Domäne A (EDA) von 
Fibronektin beschrieben 37;38;38;39.  
Tabelle 1 zeigt die derzeit bekannten TLRs und jeweils einige ihrer Liganden bzw. Pathogene35. 
TLR4 vermittelt die Erkennung gram-negativer Bakterien durch Bindung von LPS, TLR3 dient 
der Erkennung verschiedener Viren durch Bindung doppel-strängiger RNS, TLR5 erkennt 
begeißelte Bakterien und TLR9 bakterielle DNS. TLR2 ist an der Erkennung besonders vieler 
Mikroorganismen beteiligt, darunter gram-positive Bakterien, Mykobakterien, Mykoplasmen 
und Hefen. Ein möglicher Grund hierfür ist, dass TLR2 mit TLR1 und TLR6 und möglicher-
weise weiteren TLRs Heterodimere bildet. TLR6 und TLR1 differenzieren als Kofaktoren von 
TLR2 zwischen di-acylierten Lipopeptiden wie MALP-2 aus Mycoplasmen (TLR6/TLR2) und 
tri-acylierten Lipopeptiden anderer Bakterien (TLR1/TLR6) 40-42. Für TLR7 sind lediglich syn-
thetisch hergestellte Imidazoquinoline bekannt, antiviral wirkende Verbindungen mit struktu-
reller Ähnlichkeit zu Nukleinsäuren. Die Liganden für TLR8 und TLR10 sind noch unbekannt.  
 

Tabelle 1: Toll-like Rezeptoren und ihre wichtigsten Liganden 
Die Tabelle zeigt eine Auswahl der bekannten TLR-Liganden für die bislang identifizierten 10 TLRs in 
Säugern. Die Liste ist modifiziert und vereinfacht nach Takeda et al. dargestellt 35. 

 

TLR Liganden Herkunft der Liganden 

TLR1  
(im Komplex mit TLR2) 

tri-acylierte Lipopeptide Bakterien, Mykobakterien 

Peptidoglycan, Lipoteichonsäure Gram-positive Bakterien 
Lipoproteine diverse Pathogene 
Lipidoarabinomannan Mycobakterien 
Zymosan Hefe 

TLR2 

atypisches LPS Leptospira. interrogans 
Porphyromonas. gingivalis 

TLR3 Doppel-strängige RNS Viren 
LPS Gram-negative Bakterien 
Taxol Pflanzen 
F-Protein (Fusions-Protein) Respiratory Syncycial Virus (RSV) 
HSP 60, HSP 70 Wirtsorganismus 
Fibronektin (Extra-Domäne A)  Wirtsorganismus 
Oligosaccharide der Hyaluronsäure Wirtsorganismus 

TLR4 

Heparansulfat -Fragmente  Wirtsorganismus 

TLR5 Flagellin begeißelte Bakterien 

TLR6 
(im Komplex mit TLR2) 

di-acylierte Lipopeptide Mycoplasmen 

TLR7 Imidazoquinoline u.a.  Synthetische Verbindungen 

TLR8 ?  

TLR9 CpG DNS (unmethylierte CpG-Motive) Bakterien 

TLR10 ?  
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Das Ligandenspektrum von TLRs zeigt, dass Pathogene oft von verschiedenen TLRs erkannt 
werden können. Als Modell für die TLR-vermittelte Pathogenerkennung wird deswegen 
angenommen, dass unterschiedliche TLRs an der Bindung eines Erregers beteiligt sind und die 
Information in eine optimal angepasste Abwehrreaktionen umsetzten 43. TLR4 und TLR5 
beispielsweise könnten gemeinsam die Immunantwort gegen begeißelte gram-negative Bakte-
rien induzieren. 

1.1.3.2   TLR-induzierte Signaltransduktions-Prozesse  

Toll und die Toll-like Rezeptoren bilden eine Familie von Typ 1 Transmembran-Rezeptoren 
mit Leucin-reichen Motiven (LRR) in der extrazellulären Domäne und einer zytoplasmatischen 
Toll-/IL-1-Rezeptor Domäne (TIR-Domäne). Die TIR-Domäne ist nach ihrer Homolgie zur 
zytoplasmatischen Domäne des IL-1 Rezeptors benannt und ermöglicht die Dimerisierung von 
Proteinen mit TIR-Domänen. Über die TIR-Domäne interagieren TLRs mit Adapterproteinen 
und induzieren Signaltransduktionsprozesse. Derzeit sind drei solche Adapterproteine bekannt: 
MyD88 (Myeloid Differentiation Antigen 88 44;45), TIRAP/Mal (TIR-domain containing 
adapter protein; MyD88 adapter-like protein 46) und TRIF/TICAM (TIR-Domain-containing 
adaptor inducing IFN-β bzw. TIR-domain-containing adaptor molecule 1 47). Bei Liganden-
bindung vermitteln alle TLRs die Aktivierung von NF-κB sowie von MAPK (Mitogen-
aktivierte Proteinkinasen), die die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren induzieren 48. Seit 
kurzem sind zudem TLR-spezifische Signalprozesse bekannt 49;50. Die derzeit angenommen 
Signalwege werden in den beiden folgenden Abschnitten erläutert.  
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Abbildung 1: TLR-Signaltransduktionswege 
Darstellung unterschiedlicher Signaltransduktionsprozesse, die durch TLRs über die Rekrutierung der 
drei derzeit bekannten Adaptormoleküle MyD88 (violett), TIRAP/Mal (rot) und TRIF/TICAM (grün) 
induziert werden können. Der zentrale, MyD88-abhängige Signalweg ist in der linken Bildhälfte gezeigt 
(violett und rosafarben). Er führt zur Aktivierung von NF-κB sowie von weiteren Transkriptionsfaktoren, 
welche über MAP-Kinasen aktiviert werden. MyD88-unabhängige Signalprozesse, wie die Induktion 
von IFN-β-induzierten Genen, sind rechts abgebildet (grün und hellblau). Für TLR9 ist die intrazelluläre 
Lokalisation beschrieben worden 51, was in der Abbildung berücksichtigt ist. 

 

 

Myd88-abhängiger Signaltransduktionsweg ausgelöst durch TLRs 

Die zentrale Signaltransduktions-Kaskade (Abbildung 1, linke Bildhälfte) führt über das 
Adaptorprotein MyD88 zur Rekrutierung von IRAK (IL-1R-assoziierte Kinasen) und weiteren 
Proteinen an die TIR-Domäne der Rezeptoren 48;49. Durch Aktivierung von IRAK wird die 
Assoziation mit TRAF6 (TNF-R-assoziierter Faktor 6) und weiteren Proteinen induziert.  
Nach der Aktivierung der MAP3K TAK-1 (MAPK-Kinase-Kinase; TGFβ-activated kinase1), 
gabelt sich der Signaltransduktionsweg. Ein Ast führt über die MAPK-Kaskade zur Aktivierung 
der MAP-Kinasen p38 und JNK (c-Jun N-terminal kinase) und somit zur Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors AP-1 sowie zur direkten und indirekten Aktivierung einer Reihe weiterer 
Transkriptionsfaktoren 52;53.  
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Der andere Ast führt über den IκBα-Kinasen-Komplex (IKKα/β/γ) zur Phosphorylierung und 
Degradierung des NF-κB-Inhibitors IκBα. Der Transkriptionsfaktor NF-κB transloziert in den 
Zellkern. Zusätzlich zu den MAP-Kinasen p38 und JNK aktivieren TLRs die MAPK  
ERK1 (p42) und ERK2 (p44) (extrazellulär Signal-regulierte Kinasen). Dies wird über die 
MAP3K Tpl-2 vermittelt 48;54;55. Auch ERK1 und ERK2 tragen zur Aktivierung bzw. Induktion 
verschie-dener Transkriptionsfaktoren bei 52;56. Nach Aktivierung der Transkriptionsfaktoren 
kommt es zur Induktion von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-α, IL-1, IL-6 und IL-12 
sowie von Chemokinen wie MIP-1β, MIP-1α, MCP-1, KC und MIP-2 52;53;57-59. Außerdem 
werden MHC II sowie kostimulatorische Oberflächenmoleküle wie CD80, CD86 und CD40, 
die an der T-Zell-Aktivierung beteiligt sind, hochreguliert.  
 

MyD88-unabhängige Signaltransduktionswege  

Für die Beschreibung von differenziell induzierten TLR-Signaltransduktions-Prozessen waren 
Untersuchungen an MyD88-defizienten Mäusen sowie die Entdeckung der Adaptorproteine 
TIRAP/Mal und TRIF/TICAM ausschlaggebend. Die Defizienz von MyD88 hat auf die 
Signaltransduktion verschiedener TLRs unterschiedliche Auswirkungen. Die Aktivierung von 
NF-κB und MAP-Kinasen nach TLR-2-, TLR5-, TLR7- und TLR9-Stimulation ist strikt 
abhängig von MyD88. Nach Stimulation von TLR4 und TLR3 hingegen ist die Aktivierung 
dieser Faktoren auch in MyD88-defizienten Zellen noch möglich, wobei dies im Fall von TLR4 
zeitlich etwas verzögert stattfindet 60;61. Die Aktivierung von NF-κB und MAPK durch TLR4 
und TLR3 kann somit offensichtlich auch über andere Signalprozesse vermittelt werden. Durch 
Expressionsanalysen an MyD88-defizienten Zellen wurde zudem die MyD88-unabhängige 
Induktion von  Genen entdeckt, die über die Aktivierung von IRF3 (interferon regulatory 
factor) und die Produktion von IFN-β vermittelt wird. Dieser Signalweg ist spezifisch für TLR4 
und TLR3 (s. Abb.1, rechte Bildhälfte) 62. Dabei ist die Aktivierung des IFN-β-Promotors 
durch TLR3 im Vergleich mit der Aktivierung NF-κB-vermittelter Geninduktion und im 
Vergleich mit der IFN-β-Induktion nach TLR4-Stimulation besonders stark ausgeprägt 62-64. 
Die MyD88-unabhängige IFN-β-Induktion durch TLR3 und TLR4 wird durch das Adaptor-
protein TRIF/TICAM-1 vermittelt 63;65. Auch die MyD88-unabhängige Induktion von NF-κB 
durch TLR3 und TLR4 (s.o.) kann über TRIF erfolgen. 48;49;63;65. 
TIRAP/Mal, das dritte bekannte TLR-Adaptorprotein, scheint nur an der Signaltransduktion 
von TLR2 und TLR4 beteiligt zu sein 46;49;66. TIRAP ist für die Zytokin-Induktion durch TLR2 
und TLR4, sowie für die Aktivierung von NF-κB durch TLR2 notwendig. Die NF-κB-
Aktivierung durch TLR4 hingegen wird durch TIRAP, wie auch durch MyD88, lediglich 
verstärkt, da hier die NF-κB-Aktivierung zusätzlich über TRIF erfolgen kann 49;64.  
Bei TLR2/TLR6-Aktivierung ist weiterhin eine Assoziation mit PI3-Kinase und Rac-1 be-
schrieben, die neben MyD88 zur NF-κB-Aktivierung nötig ist (in Abb.1 nicht eingezeichnet) 67. 
Eine differenzielle Geninduktion durch verschiedene TLRs könnte ermöglichen, durch fein 
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abgestimmte Signale optimale Immunabwehrreaktionen gegen die jeweils erkannten Erreger 
einzuleiten. 
 

Eine weitere Ebene, auf der Unterschiede zwischen verschiedenen TLRs möglich sind, scheint 
ihre subzelluläre Lokalisation und deren Bedeutung für die Signalinduktion zu sein. Während 
z.B. für TLR2 und TLR4 die Expression auf der Zelloberfläche gezeigt wurde, befindet sich 
TLR9 in intrazellulären Strukturen 68. Die Internalisierung von TLR-Liganden durch Rezeptor-
vermittelte Endozytose kann für die TLR-vermittelte Signalinduktion in manchen Fällen 
wichtig sein. Dies wurde für die Aktivierung von TLR9 durch CpG-ODN, nicht aber für die 
von TLR4 durch LPS gezeigt 51;68-70. Auch bei Stimulation mit HSP60, welche über TLR2 und 
TLR4 vermittelt wird, scheint die Endozytose von HSP60 für die Signalinduktion 
erforderlich71. Underhill et al. detektierten TLR2 an Zymosan-enthaltenden Phagosomen 72. 
Aufgrund solcher Befunde ist denkbar, dass die Funktion mancher TLRs von der Expression 
oder Spezifität von Phagozytose-Rezeptoren beeinflusst sein könnte 73. 

1.1.3.3   Toll-like Rezeptor 4 

TLR4 wurde als erstes humanes Toll-Homolog identifiziert 31 und ist daher besonders gut 
charakterisiert 57. LPS oder „Endotoxin“ ist der wichtigste Ligand von TLR4. Über die 
Wirkungen des induzierten TNF-α kann LPS zum lebensbedrohlichen Zustand des septischen 
Schocks führen. TLR4-defiziente Mäuse sind resistent gegen einen durch LPS induzierten 
Schock 74. Schon seit längerem sind drei Mausstämme bekannt, die aufgrund natürlich auf-
getretener Mutation bzw. Deletion des TLR4-Gens 75;76 nicht auf LPS reagieren: C3H/HeJ 77, 
C57BL/10ScNCr(ScN) 78 und der aus Letzterem hervorgegangene Stamm C57BL/10ScCr 79.  
Wie bereits erwähnt bindet TLR4 neben LPS eine Reihe weitere Liganden (s. Tabelle 1). Dazu 
gehören Lipidteichonsäuren gram-positiver Bakterien 74, Taxol aus Pflanzen (für murinen 
TLR4) 80, das F-Protein (Fusions-Protein) des Respiratory Syncytial Virus (RSV) 81 sowie 
endogene Proteine wie HSP60 (auch mikrobielles) 36;71 und Komponenten der extrazellulären 
Matrix (s. 1.1.3.1). 
Für die Bindung von LPS an TLR4 sind Korezeptoren notwendig 82. LPS wird im Serum durch 
LBP, einen löslichen PRR (s.1.1.1), gebunden und auf membranständiges oder lösliches CD14 
(mCD14, sCD14) transferiert. mCD14 ist ein GPI-verankertes Oberflächenmolekül, welches 
jedoch nicht auf allen LPS-responsiven Zellen exprimiert wird und dort in seiner löslichen 
Form funktionell werden kann. CD14 transferiert das gebundene LPS an den Signal-transduzie-
renden TLR4, welcher im Komplex mit seinem Korezeptor MD2 an der Zelloberfläche 
exprimiert ist. In B-Zellen ist der RP105/MD1-Komplex, welcher TLR4/MD2 strukturell 
ähnelt, für die LPS-Responsivität mitverantwortlich 83;84 
LPS kann zudem von bestimmten Phagozytose-vermittelnden Rezeptoren gebunden werden, 
z.B. durch den Scavenger-Rezeptoren SR-A 22. Die Internalisierung von LPS scheint für die 
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Induktion bestimmter LPS-vermittelter Prozesse notwendig zu sein und könnte einen Einfluss 
auf die LPS-Erkennung durch intrazellulär vorkommende Rezeptoren haben. Nod1 und Nod2, 
welche wie TLRs LRR-Domänen besitzten, können als intrazelluläre LPS-Rezeptoren die LPS-
induzierte Aktivierung von NF-κB vermitteln 85-87.  
Für eine Reihe von Proteinen wird ebenfalls die Bindung an LPS und eine Beteiligung an 
TLR4-vermittelter Signalinduktion berichtet. Dazu gehören die β2-Integrine (CD11b/CD18 und 
CD11c/CD18) 57;88 und HSP60, HSP90, CXCR4 (Chemokin-Rezeptor 4) und GDF5 (growth 
differentiation factor 5) 82. Ein Rezeptorkomplex unter Beteiligung dieser Proteine wird postu-
liert 89;90. 

1.2 Die Antigen-präsentierenden Zellen des angeborenen 
Immunsystems 

Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems gehören Makrophagen, dendritische Zellen, 
Granulozyten, NK-Zellen, Mastzellen sowie die speziellen Lymphozyten-Populationen der B1-
Zellen und γ/δ-T-Zellen. Neben dendritischen Zellen gehören Makrophagen und B-Zellen zu 
den professionellen Antigen-präsentierenden Zellen (APC). Makrophagen und Granulozyten 
sind als Phagozyten wichtig und vernichten internalisierte Pathogene durch lysosomale 
Enzyme, reaktive Sauerstoffverbindungen und Stickstoffoxid. 91. Im Gegensatz zu Granulo-
zyten prozessieren und präsentieren Makrophagen phagozytierte Antigene auf MHC Klasse 2-
Molekülen (MHC II) an der Oberfläche und aktivieren Antigen-spezifische CD4+-T-Zellen. 
Dendritische Zellen präsentieren Antigene noch effizienter an T-Zellen als Makrophagen. DC 
phagozytieren ebenfalls Pathogene, haben aber als Phagozyten eine geringe Effektorfunktion. 
Vor allem aufgrund ihrer T-Zell-stimulierenden Fähigkeit bilden Makrophagen und DC die 
wichtigste Verbindung zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem. 

1.2.1 Aktivierung von Makrophagen und dendritischen Zellen 

 
Bei Infektion werden Makrophagen und dendritische Zellen (DC) stimuliert, wodurch die 
Expression von MHC-Peptid-Komplexen und kostimulatorischen Molekülen wie CD80, CD86, 
CD40 und ICAM-1 auf der Zelloberfläche erhöht wird und die Produktion von inflammatori-
schen Zytokinen induziert wird. Es kommt zur Aktivierung Antigen-spezifischer T-Zellen 92;93. 
Die Zusammensetzung der von APC produzierten Zytokine beeinflusst die Differen-zierung der 
aktivierten T-Zellen in Richtung TH1- oder TH2-Zellen, welche die Bekämpfung intrazellulärer 
bzw. extrazellulärer Erreger regulieren 92;94;95. Dabei ist die Bildung von IL-12 wichtig, denn 
IL-12 induziert die Differenzierung zu IFN-γ-produzierenden und somit Makrophagen-
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aktivierenden TH1-Effektorzellen. Durch TLR-Liganden aktivierte DC sind besonders effiziente 
Produzenten von IL-12 96.  
Eine Vielzahl von Faktoren kann aktivierend auf Makrophagen und dendritische Zellen  
wirken 93;97;98. Die Stimulation von Makrophagen kann als Teil der angeborenen Immunität 
durch TLRs erfolgen. Die Bindung von Fc- und Komplement-Rezeptoren wirkt ebenfalls 
aktivierend. Auch verschiedene Zytokine können aktivierend auf Makrophagen wirken. Hier 
wird der „klassischen“ Aktivierung von Makrophagen durch das Typ-1 Zytokin IFN-γ, welches 
dabei in Kombination mit TNF-α oder TNF-α-induzierenden TLR-Liganden wirkt, die 
„alternative“ Aktivierung durch IL-4 und IL-13 gegenübergestellt 98. IL-4 und IL-13 werden bei 
Immun-antworten vom TH2-Typ gebildet. Alternativ aktivierte Makrophagen sind unter 
anderem durch eine erhöhte Expression bestimmter Phagozytose-Rezeptoren und eine fehlende 
Induktion der NO-Produktion gekennzeichnet. Ihnen werden Funktionen bei der Bekämpfung 
von Parasiten und in der Wiederherstellung von beschädigtem Gewebe zugeschrieben.  
Viele Substanzen, die aktivierend auf Makrophagen wirken, stimulieren auch DC. Dazu 
gehören TLR-Liganden, Interferone, TNF-α, IL-1 und auch Fc-Rezeptoren 99. Die Interaktion 
von CD40 mit CD40L auf CD4+-T-Zellen hat ebenfalls eine aktivierende Wirkung auf Antigen-
präsentierende Zellen. Bei DC kann CD40-Ligation als Kosignal mit verschiedenen 
mikrobiellen Substanzen zur Amplifikation der IL-12- oder IL-10-Produktion wirken, was für 
die Polarisation der induzierten TH-Antwort von Bedeutung ist 100. Eine synergistische oder 
regulierende Wirkung ist auch für verschiedene andere aktivierende Signale beschrieben. So 
kann beispielsweise die Ligation von Fc-Rezeptoren auf Makrophagen nach Stimulation über 
CD40 oder TLRs zu einem Wechsel von IL-12- zu IL-10-Produktion führen 93.  
Auch nekrotische Zellen bzw. deren freigesetzte zellulären Bestandteile wirken aktivierend auf 
DC und Makrophagen 30;101. Die Aufnahme von apoptotischen Zellen durch Makrophagen 
hingegen induziert vor allem antiinflammatorische Reaktionen 25-27. Die Aufnahme apopto-
tischer Zellen durch DC spielt sowohl für die Induktion von Abwehrreaktionen als auch von 
Toleranz eine Rolle (s.u).  

1.2.2 Dendritische Zellen als wichtige Verbindungsglieder zwischen angeborenem 
und erworbenem Immunsystem 

Dendritische Zellen (DC) sind mit einem geringen zellulären Anteil über den Körper verteilt, 
sie stellen ungefähr 0,5% der Zellen in nicht-lymphoiden Geweben und ca. 1% der Zellen in 
lymphoiden Geweben 102. Unter nicht-inflammatorischen Bedingungen wandern unreife DC 
konstitutiv durch diese peripheren Gewebe sowie den Blutkreislauf und die Lymphgefäße und 
nehmen dort Antigene in sehr effizienter Weise auf 97;99;103;104. Diese Internalisierung von 
Antigenen geschieht über Rezeptor-vermittelte Endozytose und Phagozytose sowie durch 
Makropinozytose. Sind Pathogene in den Körper eingedrungen, werden diese von DC über 
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TLRs erkannt. Die so aktivierten DC vermindern ihre Phagozytose-Aktivität, verändern die 
Expression von Adhäsionsmolekülen und Chemokin-Rezeptoren, reorganisieren Zytoskelett-
Strukturen und wandern über die abführenden Lymphgefäße in die T-Zell-Areale der Lymph-
knoten ein (siehe Abb. 2).  
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Abbildung 2: Reifungsprozess dendritischer Zellen (DC) nach Aktivierung durch Pathogenerkennung 
Die Abbildung zeigt im linken Teil die Aktivierung unreifer DC in den peripheren Organen durch 
Kontakt mit Pathogenen mit den resultierenden Reaktionen (linkes Bild). Im rechten Bildteil ist die 
Aktivierung von Lymphozyten durch aktivierte DC in den Lymphknoten mit den daran beteiligten 
Faktoren dargestellt. Die charakteristischen Merkmale sind im zeitlichen Ablauf gezeigt (Skala unten). 
Die Abbildung ist modifiziert nach Resigno et al. 105. Folgende Abkürzungen wurden verwendet: 
Chemokine: MIP: macrophage inflammatory protein, MCP: monocyte chemotactic protein; Zytokine: 
TNF: Tumor-Nekrosefaktor, IFN: Interferon, IL: Interleukin, GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor; Oberflächenmoleküle: MHC: Haupthistokompatibilitätskomplex; Zellen: 
CTL:Zytotoxische T-Lymphozyten 

 

Zudem steigt die Effizienz, mit der aufgenommene Antigene prozessiert und präsentiert werden 
und die Expression von MHC-Molekülen und Kostimulatoren (CD86, CD80, CD40) wird 
erhöht. Aktivierte DC reagieren außerdem mit der raschen Produktion von proinflammato-
rischen Zytokinen wie TNF-α und Chemokinen wie MIP-1α, MIP-2 und MCP-1. Dadurch 
induzieren sie die Einwanderung weiterer DC in den Entzündungsherd, denn unreife DC expri-
mieren Rezeptoren für inflammatorische Chemokine wie MCP-1, MIP-1α und MIP-1β 105-107. 
Im späteren Infektionsverlauf werden zur Stimulation der T- und B-Zellen in den Lymph-
knoten IL-12, IL-6 und Interferone gebildet 105. Aktivierte DC sterben in Lymphknoten 
innerhalb weniger Tage durch Apoptose ab.  
Dendritische Zellen unterscheiden sich von den anderen professionellen APCs in der Fähigkeit, 
auch naive T-Zellen zu aktivieren und so eine primäre Immunantwort zu induzieren 108;109. DC 
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sind außerdem dazu in der Lage, effizient phagozytierte oder endozytierte exogene Antigene 
auch auf MHC Klasse 1-Molekülen (MHC I) zu präsentieren 29;110. Dieses „Cross-Priming“ 
führt zur Aktivierung von CD8+ zytotoxischen T-Zellen gegen diese exogenen Antigene. 
Phagozytierte und präsentierte Komponenten können Pathogene, infizierte oder apoptotische 
Zellen, Tumorzellen, oder Immunkomplexe sein. Durch Präsentation von Antigenen 
apoptotischer Zellen kann in CD4+- und CD8+-T-Zellen Aktivierung oder Toleranz induziert 
werden. Es wird angenommen, dass der Aktivierungszustand der Antigen-präsentierenden DC 
maß-gebend dafür ist, ob Abwehrreaktionen induziert oder eine tolerogene Wirkung ausgeübt 
wird 25;29;111;112.  

1.2.3 Subpopulationen dendritischer Zellen in der Maus 

Während bei humanen DC nur zwischen myeloiden DC (mDC, DC1) und plasmazytoiden DC 
(pDC, DC2) unterschieden wird, sind in der Maus inzwischen sechs DC-Populationen 
beschrieben 113;114. Die murinen DC-Populationen finden sich in unterschiedlichen Verteilungen 
in der Milz, dem Thymus, den Lymphknoten und den Peyer'schen Plaques 115;116;117;113;118-122. 
Zu den sechs murinen DC-Populationen gehören fünf schon länger bekannte Populationen, die 
nach der Expression der Zelloberflächenmoleküle CD4, CD8, Mac-1 sowie CD205 unter-
schieden werden. Die sechste Population wurde erst unlängst von mehreren Gruppen als 
murines Homolog der humanen plasmazytoiden DCs charakterisiert und besitzt als wichtige 
Merkmale die Expression von B220 und Gr-1, nicht aber von Mac-1, sowie die Produktion von 
IFN-α bei Stimulation mit Viren 119;120;120-125.  
Der Vergleich der IL-12-Produktion und der Induktion von TH1-Polarisation durch die drei 
großen DC-Populationen der Milz (CD4+, CD8+ und CD4-CD8α-) zeigte Unterschiede 
zwischen verschiedenen Populationen 126-128. Genauere Untersuchungen ergaben jedoch, dass je 
nach Stimulus auch eine Flexibilität innerhalb einer Populationen bestehen kann 100. Dabei 
können für die Art der induzierten TH-Antwort neben Unterschieden in der TLR-Expression auf 
DC-Populationen Faktoren wie die Antigen-Dosis, die lokalen Bedingungen im Gewebe und 
regulatorische Signale durch diverse Mediatoren wichtig sein 73;92;99;129.  
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1.3 Fragestellung 

Mit dem Ziel, Antikörper gegen den Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) zu gewinnen, sollten in der 
vorliegenden Arbeit TLR4-defiziente C57BL/10ScNCr(ScN)-Mäuse mit Milzzellen aus 
congenen Wildtyp-Tieren immunisiert werden. Antikörper, die an die Oberfläche von murinen 
Makrophagen binden, sollten selektiert werden. Um die Spezifität gegen TLR4 oder TLR4-
abhängig exprimierte Proteine festzustellen, sollte die Bindung ausgewählter Antikörper an 
TLR4-defizienten- und Wildtyp-Zellen verglichen werden. Durch Analyse verschiedener 
Zelltypen waren die Expressionsmuster der Antigene zu bestimmen. Aufgrund der besonderen 
Bedeutung von Makrophagen und dendritischen Zellen in der Pathogenerkennung, sollten 
Makrophagen-spezifische Antikörper näher analysiert werden.  
Die Charakterisierung der Antigene sollte nach Identität und Funktion erfolgen. Durch 
Immunpräzipitation war die Isolierung der Antigene für die Analyse mittels Peptidmassen-
Bestimmung durchzuführen. Um Hinweise auf mögliche Funktionen zu erhalten lag es nahe, 
die Expression der Antigene nach Aktivierung von Makrophagen zu bestimmen. Eine 
aktivierende Wirkung der Antikörper-Bindung an Makrophagen könnte ebenfalls 
Anhaltspunkte für eine Funktion der Antigene liefern und sollte durch Bestimmung der 
Induktion von inflammatorischen Mediatoren sowie der Aktivierung von NF-κB und MAP-
Kinasen untersucht werden. Eine kostimulatorische oder regulatorische Aktivierung durch 
mehrere Faktoren ist ein häufiger Mechanismus in der Immunologie. Deswegen sollte auch die 
Wirkung der Antikörperbindung an Zellen auf die Stimulation durch verschiedene TLR-
Liganden analysiert werden. Eine inhibitorische Wirkung auf die Signalinduktion durch TLR-
Liganden könnte auch auf einen direkten Zusammenhang zwischen Antigen und Toll-like-
Rezeptor hinweisen. Aufgrund der Ähnlichkeit von Makrophagen und dendritischen Zellen 
(DC) in vielen Funktionen sollten alle Analysen im Vergleich mit DC durchgeführt werden, 
soweit DC die untersuchten Antigene exprimieren. Außerdem sollte durch konfokale Mikros-
kopie die intrazelluläre Lokalisation der Antigene bestimmt werden.  
Aufgrund der zentralen Rolle von Makrophagen und dendritischen Zellen bei der Pathogen-
erkennung sowie der Bedeutung von TLRs und anderen PRRs bei diesem Prozess könnte die 
Charakterisierung neuer Oberflächenmoleküle weiteren Aufschluss über Funktionen von 
Makrophagen und dendritischen Zellen geben. 
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2  Material und Methoden 

Im folgenden Kapitel werden die in dieser Arbeit verwendeten Substanzen und Geräte 
aufgeführt. Dazu gehören Puffer und Stammlösungen, Zelllinien und Antikörper. Weiterhin 
werden Methoden für die Durchführung der Experimente beschrieben. 

2.1  Bezugsquellennachweis 

Chemikalien, die für die Durchführung der Experimente von Bedeutung waren, werden im 
Folgenden mit der entsprechenden Bezugsquelle aufgeführt. 

2.1.1 Chemikalien 

Aceton        Merck, Darmstadt 
Acrylamid 40%,       ICN Biochemicals, Eschwege 
bis-Acrylamid 2%      ICN Biochemicals, Eschwege 
AEBSF Protease-Inhibitoren     Roche, Mannheim 
Ammoniumpersulfat (APS)     BioRad, München 
Antipain       Sigma, Taufkirchen 
Bestatin       Sigma, Taufkirchen 
BSA (bovines Serumalbumin)    Sigma, Taufkirchen 
Calciumchlorid      Sigma, Taufkirchen 
Coomassie Brilliant-Blau R-250    Serva, Heidelberg 
CpG-ODN (1668: TCCATGACGTTCCTGATGCT) TIB Molbiol, Berlin 
DMSO (Dimethylsulfonyloxid)    Merck, Darmstadt 
EDTA        Roth, Karlsruhe 
Ethanol       Merck, Darmstadt 
fötales Kälberserum (FKS)     Seromed, Biochrom, Berlin 
fötales Kälberserum, „low endotoxin“   ICN Biomedicals, Eschwege  
L-Glutamin       Seromed, Biochrom, Berlin 
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Glyzerin       Sigma, Taufkirchen 
Geneticinsulfat (G418)     Gibco BRL, Eggenstein 
Leupeptin       Sigma, Taufkirchen 
LPS Serotyp 0127:B8      Sigma, Taufkirchen 
Magnesiumchlorid      Sigma, Taufkirchen 
MALP-2 (Macrophage activating lipopeptid-2)  P. F. Mühlradt, GBF Braunschweig 
β-Mercaptoethanol      Sigma, Taufkirchen 
L-[S35] Methionin      Amersham Biosciences, Freiburg 
Milchpulver       Fluka, Neu-Ulm 
Paraformaldehyd (PFA)     Sigma, Taufkirchen 
Pepstatin       Sigma, Taufkirchen 
Polyinosinsäure-Polycytidylsre. („polyIC“, Polynukleotid) Sigma, Taufkirchen 
Propidiumjodid (PI)      Sigma, Taufkirchen 
Protein A-Sepharose      Sigma, Taufkirchen 
SDS (Natrium-Dodecylsulfat)    Roth, Karsruhe 
TEMED (N,N,N’N’-Tetraethylmethylendiamin)  Gibco BRL, Eggenstein 
Thioglykolat (Brewer Thioglycollate Medium)  Difco, Detroit MI, U.S.A. 
Triton X-100       Sigma, Taufkirchen 
Tween 20       Sigma, Taufkirchen 
Trypsin-Inhibitor      Roche, Mannheim 
 
Alle hier nicht aufgeführten Substanzen wurden von den Firmen Sigma (Taufkirchen), Roth 
(Karlsruhe) oder Merck (Darmstadt) bezogen.  

2.1.2 Filter, Filme, Plastikwaren 

Filterpapier       Whatman, GLW, Würzburg 
Nitrozellulose, Protran     Schleicher und Schuell, Dassel 
Proteinstandard “Rainbow-Marker”    BD Biosciences, Heidelberg 
Röntgenfilme, Hyperfilm MP    BD Biosciences, Heidelberg 
Sterilfilter 20µm, 40µm, Zelluloseacetat   Santorius, Göttingen 
Sterile Zellsiebe 70µm, 100µm, Nylon   Falcon, USA 
„Chamber Slides“, Glas, mit 8 Kammern   Nunc, Dänemark 
Dialyseschläuche Spectra/Por MWCO: 30 k   Roth, Karlsruhe 
Zellkulturgefäße, Plastik      Greiner, Solingen 

Nunc, Dänemark 
Falcon, USA 

        TPP, Peske, Aindling-Pichl 
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2.1.3 Reagenziensammlungen („Kits“) 

Enzym-linked-Immuno-Assays (ELISAs): 

 mMIP-1α, mMCP-1, mKC, mMIP-2 R&D Systems, Wiesbaden 
 mTNFα, mIL-10, mIL-12   R&D Systems, Wiesbaden 
 mGM-CSF     R&D Systems, Wiesbaden 
 

„Kits“ zur Isotypisierung der Antikörper  

„Mouse monoclonal antibody isotyping kit“ BD Biosciences, Heidelberg 
„Mouse Typer Sub-Isotyping Kit“   Bio Rad, München 

2.1.4 Geräte 

Eukaryontische Zellkultur    Brutschrank BB6220CU/CO2,  
Kendro Laboratory Products, München 
Sterilbank, Hersafe,  
Kendro Laboratory Products, München 

Elektrophoresekammer für Proteine   Biometra, Göttingen 
ELISA-„Reader“     Biolumin  960, Kinetic  

Fluorescence/Absorbance,  
BD Biosciences, Heidelberg  

ELISA-“Washer”     SLT, Tecan SLT Labinstruments, 
Crailsheim 

Fluoreszenz-aktivierter Zellsorter („FACS“) “Epics XL Cytometer”,  
Coulter Cooperation, Florida, USA 
“FACS-Calibur” 

       BD Biosciences, Heidelberg  
Geltrockner      Biometra, Göttingen 
Konfokales Mikroskop    Zeiss LSM 510, Zeiss Jena 
Mikroskop      ID 03, Zeiss, Jena 
pH-Meter      WTW pMX 3000/pH, Weilheim 
Phosphoimager     Storm 840, Molecular Dynamics, Krefeld 
Proteintransfer     Transblot SD; Bio-Rad München 
Reinstwasseranlage     Millipore, Eschborn 
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Rotationsrad      Mixing Rotor, Variospeed,  
       Variotim, Renner GmbH, Dannstadt 
Spannungsquelle     Power Pack P25, Biometra, Göttingen 
Tischzentrifugen     Picofuge, Kendro, München 
       Eppendorf 5415 R 
Kühlzentrifuge     Beckmann J2-21, Palo Alto, U.S.A. 
       Biofuge 28RS, Heraeus, Hanau 
       Biofuge 17S, Heraeus, Hanau 
       Megafuge 2.0 R, Heraeus, Hanau 
       Biofuge 15R, Heraeus, Hanau 
Wasserbäder      Köttermann Labor Technik 
Waagen      Satorius, Göttingen 

2.1.5 Tiere 

Mäuse der Inzuchtstämme C57BL/6, C57BL/10 ScNCr(ScN), C57BL/10 ScSn(Sn) stammten 
von der Firma Harlan-Winkelmann GmbH in Borchen. C3H/HeJ TLR2-/- wurden 
freundlicherweise von Dr. C. Kirschning zur Verfügung gestellt 130.  
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2.2 Medien und Puffer 

Alle hier aufgeführten Medien und Puffer wurden mit ddH2O angesetzt (Millipore-Anlage) und 
vor Gebrauch entweder steril filtriert oder autoklaviert. 

2.2.1 Stammlösungen und Puffer 

Laemmli-Puffer (3x): Auftragspuffer für Proteine 

  187,5 mM Tris/HCl pH 7,5 
  6 % SDS (w/v) 
  30 % Glycerin (v/v) 
  0,01 % Bromphenolblau (w/v) 
  3 % β-Mercaptoethanol (v/v) 

Unter nicht-reduzierenden Bedingungen wurde kein β-Mercaptoethanol beigegeben. 

SD-Transblot Puffer (10x) 

  480 mM Tris/HCl pH 7,5 
  390 mM Glycin 
vor Gebrauch wird der 1x Puffer mit 20 % Methanol versetzt 

TBS-Puffer: Waschpuffer für Western Blot 

  150 mM NaCl 
  10 mM Tris/HCl, pH 7,5 

TBST-Puffer: Waschpuffer für Western Blot 

  500 mM NaCl  
  20 mM Tris/HCl pH 7,5 
  0,05 % Tween 20 
  0,2 % Triton X-100 

Tris Glycin-SDS (10x)-Puffer: Laufpuffer für SDS Polyacrylamidgele  

  248 mM Tris/HCl pH 7,5 
  1,9 M Glycin 
  1 % SDS 
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Triton X-100 Lysepuffer (Zelllyse und Immunpräzipitation) 

  50 mM Tris/HCl pH 8 
  NaCl 150 mM 
  1mM MgCl2 
  1mM CaCl2 
  1 % Triton X-100 
  Proteaseinhibitoren (frisch zugegeben): PLA 1x, AEBSF 1mM  

PBS  

Phosphat gepufferte Salzlösung (PBS), die für molekularbiologisches Arbeiten verwendet 
wurde, wurde mit Millipore-Wasser aus Trockensubstanz hergestellt. Diese wurde von der 
Firma Biochrom (Berlin) erworben. 

100 x PLA  

  100µg/ml Pepstatin (in Methanol) 
  100µg/ml Leupeptin (in sterilem ddH2O) 
  100µg/ml Antipain (in sterilem ddH2O) 

Coomassie Brilliant-Blau Färbelösung  

  0,25% Coomassie brilliant Blue R-250 
  50% Methanol 
  10% Essigsäure 

Entfärbelösung für Coomassie Brilliant-Blau 

  45% Methanol 
  10% Essigsäure 

2.2.2 Medien und Reagenzien für die Zellkultur 

Das für die Kultivierung von murinen Primärzellen verwendete Click´s RPMI 1640 Medium 
wurde in nachfolgender Zusammensetzung verwendet. Zur Inaktivierung von Komplement-
faktoren wurde das fötale Kälberserum (FKS) (Biochrom, Seromed, Berlin) 30 min bei 56°C 
inkubiert. Wo aufgrund von TLR4-abhängigen Reaktionen sinnvoll (z.B. Zellstimulationen, 
Differenzierung von BM-DC), wurde FKS verwendet, das mit dem Prädikat „low endotoxin“ 
(frei von Lipopolysaccharid) ausgezeichnet war (ICN Biomedicals, Eschwege). Alle genannten 
Medien und Zusätze wurden wie PBS von der Firma Biochrom, Seromed, Berlin bezogen. 
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Medium für Primärzellen und Suspensionszellen 

   500 ml RPMI  
   +5.5 ml Penicillin /Streptomycin (je 100U/ml) 
   + 6 ml L-Glutamin (10mM) 
   + 50 ml FKS 
für 38-C13-Zellen:  Zugabe von 0,5 ml β-Mercaptoethanol 
für LB-Zellen:  Zugabe von 0,5 ml Insulin (10mg/ml) 
 
(Auch RAW264.7-Makrophagen wurden in Click’s RPMI-Medium kultiviert.) 
 

Ammoniumchloridlysepuffer (Erythrozyten-Lysepuffer, 10 x Stocklösung) 

   89.9 g NH4CL 
   10 g KHCO3 

   370 mg tetraNatrium EDTA  
   in 1000 ml ddH2O lösen 
   pH 7.3 (die Gebrauchslösung wird 1:10 mit ddH2O verdünnt) 

Medium für adhärente Zellen 

   500 ml DMEM 
   +5.5 ml Penicillin /Streptomycin (je 100U/ml) 
   + 6 ml L-Glutamin (10mM) 
   + 50 ml FKS 

Einfriermedium 

   90% FKS  
   10% DMSO  

Trypanblaulösung 

   0.2 % in PBS 
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2.3 Zellinien, Antikörper, „Beads“ und Proteine 

2.3.1 Zellinie 

Es wurden ausschließlich murine Zelllinien verwendet. 
 
Zelllinie Eigenschaften      Herkunft / Referenz   

Makrophagen 

ANA-1 C57BL/6-Makrophagen (Knochenmark)  131 
immortalisiert durch J2 rekombinanten,  
v-myc/v-raf-exprimierenden Retrovirus, 

J774/A2 Murine Monozytenlinie    D. Vestweber, MPI Freiburg 
RAW 264.7 BALB/c-Makrophagen    ATCC, Rockville, USA 

T-Zelllinien 

KKT-2  Spontanes Thymom, AKR-Maus   I. Weissman, Stanford 132;133 
EL-4  induziertes Lymphom, C57BL/6N   ATCC, Rockville, USA 
BW5147 spontanes Thymom, AKR/J-Maus   ATCC, Rockville, USA 
LB  T-Zelllymphom, spontane Leukämie, BALB/c Lugasi et al. 134 
TK-1  spontanes Thymom, AKR/Cum   ATCC, Rockville, USA 

B-Zelllinien 

RAW112 prä-B-Zelllinie, BALB/c-Maus,    135;136 
immortalisiert durch Ableson Leukemia Virus 

38C-13 B-Zelllymphom, C3H/eB-Maus    137 

Mastzellen 

MC/9  aus embryonler Leber     ATCC, Rockville, USA 
D-36  aus Knochenmark, DBA2-Maus   DSMZ, Braunschweig 

Andere 

e-END.2  murine embryonale      W.Risau, Bad Nauheim  
  Endothel-Zelliniem, BALB/c 
B8αβ13 B8-Fibroblasten, die     M. Groettrup, Konstanz 138 

PA28α und PA28β überexprimieren 
B8  murine Fibroblasten      M. Groettrup, Konstanz  
B16F10  murines Melanom, C57BL/6J-Maus   ATCC, Rockville, USA 
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Hybridome 

Name  Ak-Spezifität    Isotyp  Herkunft / Referenz   
1G1  Spezifität gegen äußere Photo- mIgM   DSMZ, Braunschweig 

rezeptor-Elemente der Retina 139  
7B8  unbekannt    mIgM  in dieser Arbeit hergestellt 
8F11  unbekannt    mIgM  in dieser Arbeit hergestellt 
GP89  humanes ICAM-1   mIgG1  140 
 
Die Hybridome 1G1, 7B8 und GP89 fanden in dieser Arbeit als Isotyp-Kontrollen Ver-
wendung. Das Hybridom 8F11 bildete Ak gegen das untersuchte Antigen „8F11“. Alle weiteren 
in dieser Arbeit hergestellten und isotypisierten Hybridome sind in den Tabellen 2 und 3 unter 
3.1.2 aufgelistet.  
 

Ag 8653 GM-CSF - Zelllinie zur Produktion von murinem GM-CSF (mGM-CSF)  

Ag 8653 GM-CSF: Ag8653 Myelom-Zelllinie, die mGM-CSF (murinen Granuloyzten-
Makrophagen Kolonie-stimulierenden Faktor) produziert und sekretiert. Die Zelllinie wurde 
freundlicherweise von Dr. M. Lutz, Erlangen zur Verfügung gestellt 141. Aus Überstand dieser 
Zelllinie wurde das mGM-CSF zur Differenzierung vom Knochenmark-abgeleiteten 
dendritischen Zellen (BM-DC) erhalten (beschrieben unter 2.5.3). 
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2.3.2 Antikörper 

Antikörper für Immunfluoreszenzfärbungen 

Primärantikörper  

Soweit nicht anders angegeben stammten alle verwendeten Primärantikörper von der Firma BD 
Biosciences, Heidelberg. Es wurden nur Antikörper zur Detektion von murinen Antigenen ver-
wendet. Hybridome sind unter Zelllinien aufgeführt. 
 
Spezifität ( mit Synonymen)  Markierungen   Isotyp     
 
CD4     FITC    Ratte, IgG2a, κ 
CD8     PE    Ratte, IgG2a, κ 
CD3     FITC    Armenischer Hamster IgG1 κ 
CD11b (Mac-1, CR3)   FITC    Ratte, IgG2b, κ 
CD11c (CR4)    PE, FITC   Ratte, IgG2b, κ 
CD 16/32 (FcγIII/II-Rezeptoren) unmarkiert, FcR-Blockade Ratte, IgG2b, κ 
CD40     FITC    Ratte IgG2a, κ 
CD54 (ICAM-1)   FITC    Armenischer Hamster IgG1 κ 
CD80     FITC    Ratte IgG2a, κ 
CD86     FITC    Ratte IgG2b, κ 
Gr-1 (Ly-6G)    FITC, PE   Ratte IgG2b, κ  
B220 (CD45R)   FITC    Ratte IgG2a, κ 
F4/80     FITC    Ratte IgG2b 
         Serotec, Düsseldorf 
Thy-1 (CD90)    FITC    Ratte IgG2a, κ 
MHC-II    FITC    Ratte IgG2b, κ 
Isotypkontrolle   FITC,PE   Ratte IgG2a, κ  
Isotypkontrolle   FITC,PE   Ratte IgG2b, κ  
Isotypkontrolle   FITC,PE    Armenischer Hamster IgG1 κ 
Aufgereinigtes murines IgM κ unmarkiert   Sigma, Taufkirchen 

Sekundärantikörper 

Spezifität    Markierungen   Isotyp     
Anti Maus-IgM   FITC    Ziege, polyklonal IgG 
         Dianova, Hamburg 
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Antikörper für Westernblot-Analysen 

unmarkierte Primärantikörper 

Spezifität (Synonyme) Isotyp     Firma     
 * = spezifisch für die phosphorylierte Form 
p38 MAPK    polyklonal, Kaninchen IgG  Cell Signalling Technology, 

(Gesamtprotein)      Frankfurt am Main 
p38 MAPK   polyklonal, Kaninchen, IgG   Cell Signalling Technology, 
 (phopho*)       Frankfurt am Main 
p42/44 ERK1/2   polyklonal, Kaninchen, IgG   Cell Signalling Technology, 

(Gesamtproteine)      Frankfurt am Main 
p42/44 ERK1/2  polyklonal, Kaninchen, IgG   Cell Signalling Technology, 
 (phopho*)       Frankfurt am Main 
IκBα    polyklonal aus Ziege   Santa Cruz, Heidelberg 
NF-κB (p65)   polyklonal aus Ziege   Santa Cruz, Heidelberg 

Peroxidase-gekoppelte Sekundärantikörper: 

anti Kaninchen IgG (H+L) aus Ziege    Biorad, München 
anti Ziege IgG (H+L)  aus Kaninchen   Dianova, Hamburg 
 

Brücken-Antikörper zur Kopplung von IgM-Ak an Protein A-Sepharose 

Anti Maus-IgM κ  Kaninchen, polyklonal IgG  Dianova, Hamburg  
 

2.3.3 Magnetische „beads“ zur Zellaufreinigung 

"MACS-Beads“ (Antikörper-beschichtete magnetische Matrix zum Zellaufreinigung) und 
Zubehör wie Säulen, Stempel und Magnet stammten von der Firma Miltenyi Biotech, Bergisch 
Gladbach. Es wurden Beads mit folgenden Spezifitäten verwendet: B220, Thy-1, Mac-1, und 
CD11c.  
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2.3.4  Proteine 

Die Zytokine IFN-α, IFN-γ, TNF-α und IL-12, die für Zellstimulationen eingesetzt wurden, 
stammten von der Firma BioSource, Solingen. 
 
Hitzeschockprotein Hsp60 von Chlamydia pneumoniae wurde freundlicherweise zur Verfügung 
gestellt von Dr. C. da Costa 71. 
 
MALP-2 (Macrophage activating lipopeptid-2) wurde freundlicherweise zur Verfügung gestellt 
von Prof. Dr. P. F. Mühlradt, GBF Braunschweig. MALP-2 stammt aus Mykoplasma fermen-
tans und wurde sythetisch hergestellt 142. 

2.4  Immunisierung und Selektion von Antikörpern 

2.4.1 Immunisierung  

TLR4-defiziente C57BL/10ScNCr(ScN)-Mäuse 75;78 wurden mit Milzzellen congener Wildtyp-
Mäuse (C57BL/10ScSn(Sn)) immunisiert. Für die Immunisierung wurde eine Milz-Einzel-
zellsuspension hergestellt (s. 2.5.2.4) und zwei Mäusen jeweils 2x107 Zellen mit 50 mM CpG-
ODN (1668, s. 2.1.1) als Adjuvanz i. p. (intraperitoneal) injiziert. Auffrischungsimpfungen 
wurden am Tag 13 (mit 2x107 Milzzellen und 50 mM CpG-ODN), am Tag 23 (mit 1x107 
Zellen und 50 mM CpG-ODN) und am Tag 39 (mit 1x107 Zellen und 50 mM CpG-ODN) 
vorgenommen. Am 42. Tag wurde die Fusion zu Hybridomen durch die Firma Connex durch-
geführt (s. 2.4.2).  

2.4.2  Zellfusion zur Herstellung von Hybridomen 

Die Fusion wurde von der Firma Connex im Wesentlichen folgendermaßen durchgeführt. Die 
Milzlymphozyten-Suspension wurde mit Hilfe von Polyethylenglycol (PEG) mit 
P3x36Ag8.653-Myelomzellen fusioniert. Ein Aliquot der Fusionszellen wurde auf 
Mikrotiterplatten ausplattiert und mit HAT-Medium inkubiert. HAT-Medium dient als Selek-
tionsmedium und enthält Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin. Bei der Kultivierung der 
Zellen nach der Fusion in diesem Medium überleben nur Fusionszellen aus Milz- und 
Mylomzellen. Nicht fusionierte Milzzellen stellen unter Zellkulturbedingungen das Wachstum 
ein. Nicht-fusionierte P3x63Ag8.653–Myelomzellen werden abgetötet, weil sie in HAT-
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Medium keine Nukleotide synthetisieren können. (Der „Salvage-Pathway“ (Wieder-
verwertungsweg) im Nukleotid-Stoffwechsel ist durch Mutation inaktiviert und die de novo- 
Nukleotidsynthese wird durch den Zusatz von Aminopterin im HAT-Medium inhibiert.) Nur 
nach Fusion mit Milzzellen können Nukleotide aus Hypoxanthin und Thymidin synthetisiert 
werden. Von Connex wurden je 100µl der Überstände von ca. 900-1000 primären Fusions-
zellen (10 96-Lochplatten) zur Selektion von Antikörpern (s. 2.4.3) geliefert.  

2.4.3  Selektion von Antikörpern  

Bei der Selektion von Hybridomen war das Kriterium eine Bindungsaktivität der von den 
Zellen sekretierten Antikörper an die Zelloberfläche von RAW 264.7-Makrophagen. Diese 
wurde mittels Immunfluoreszenzfärbung und anschließender durchflusszytometrischer Analyse 
unter Blockade der Fcγ-Rezeptoren CD16/CD32 bestimmt (FACS-Messung, s. 2.5.5.1). 
Primärklone, die als „positiv“ selektiert wurden, wurden von der Firma Connex in 24-
Lochplatten überführt und bis zur Produktion von ca. 5 ml Kulturüberstand propagiert. Dieser 
Kulturüberstand wurde an uns zur Bestätigung der Ak-Bindungsaktivitäten übergeben. Pro 
Klon wurden von Connex 1-2 Aliquots konserviert. Nach Überprüfung der Bindungsaktivität 
von Überständen durch uns wurden reproduzierbar positive Primärklone von Connex aufgetaut 
und subkloniert. Überstände der Subklone wurden an uns geliefert und eine reproduzierbare 
Bindung von Antikörpern dieser Subklon-Überstände wurde an RAW 264.7-Makrophagen 
überprüft (FACS-Analyse).  
Als Negativkontrolle wurden bei der Selektion der Primärklone Zellkulturmedium (Click’s 
RPMI, 10% FKS) verwendet und bei der Analyse der Subklone Überstand des Hybridoms 
GP86, das murine IgG1-Antikörper bildet (anti-humanes ICAM-1). Drei Klone (3A7, 6G2 und 
8F11) wurden durch Connex isotypisiert, zweifach rekloniert und als stabile Klone geliefert. 
Andere reproduzierbar positiven Subklone wurden als (erste) Subklone oder z.T. als 
Primärklone geliefert (s. Tabelle 2; in Abschnitt 3.1.2). 

2.4.4  Isotypisierung von Antikörpern 

Die Isotypisierung der Antikörper aus Hybridomüberständen erfolgte mittels folgender zwei 
„Kits“ (s. 2.1.3):  
1.) Mit dem „Mouse monoclonal antibody Isotyping kit“ (BD Biosciences, Heidelberg), das auf 
Matrix-Streifen basiert, die mit Isotyp-spezifischen Ak in bestimmten Mustern beschichtet sind. 
Diese wurden mit den Überständen inkubiert und nach Herstellerangaben entwickelt und 
ausgewertet. Mit dem System kann unterschieden werden zwischen IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, 
IgM, IgA und nach leichten Ketten (kappe, lamda). 
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2.) Mit dem „Mouse Typer Sub-Isotyping Kit“ (Bio Rad, München), einem ELISA-System (s 
2.5.8.1) zur Isotypisierung von murinen Ak. Mit diesem System kann ebenfalls unterschieden 
werden zwischen IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM, IgA und nach leichten Ketten (kappa, 
lamda). 

2.5 Zellbiologische Methoden 

In diesem Abschnitt sind die Methoden und Techniken zur Arbeit mit eukaryontischen Zellen 
beschrieben 

2.5.1 Allgemeine Zellkulturtechniken 

Zellinien wurden in Brutschränken bei 7% CO2, 37°C und wasserdampf-gesättigter Atmosphäre 
in Kultur gehalten. Alle Arbeiten mit den Zellen erfolgten zur Vermeidung von 
Kontaminationen an Sterilbänken. Adhärente Zellen wurden spätestens bei Erreichen der 
Konfluenz durch Abspülen oder mittels Zellschaber von den Zellkulturschalen abgelöst. 
Suspensionszellen wurden je nach Wachstum 2- bis 3-mal pro Woche in frischem Medium 
verdünnt. Für eine Lagerung von Zellen über einen längeren Zeitraum wurden abzentrifugierte 
Zellen in 10% DMSO (in FKS) aufgenommen und in Einfrierrörchen (Nunc, Dänemark) 
überführt. Nach einer 24 stündigen Einfrierphase bei –80 °C wurden die Zellen in einen 
Aufbewahrungstank in flüssigem Stickstoff überführt 

2.5.2  Präparation von ex vivo-isolierten Zellen  

2.5.2.1   Präparation von residenten und induzierten Peritonealmakrophagen 

Präparation von induzierten Peritonealmakrophagen 

Um die Migration von Makrophagen in die Bauchhöhle zu induzieren, wurde den Mäusen 800 
µl Thioglykolat i.p. injiziert. 4 Tage später wurde eine Peritoneallavage durchgeführt. Dazu 
wurde die Peritonealhöhle der Mäuse nach dem Entfernen des Fells an der Bauchseite mittels 
einer Spritze und einer Kanüle mit 10 ml PBS mehrmals gespült. Die Einzelzellsuspension 
wurde nach einem Waschschritt mit PBS für 5 min. mit NH4Cl-Gebrauchslösung (siehe 2.2.2) 
zur Lyse der Erythrozyten bei RT inkubiert. Die Zellen wurden zweimal in PBS gewaschen. 
Zum Zählen der vitalen Zellen wurde die Zellsuspension mit Trypanblaulösung (0,2%) 1:1 
gemischt. 
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Präparation von residenten Peritonealmakrophagen 

Residente Peritonealmakrophagen wurden wie induzierte Peritonealmakrophagen isoliert, nur 
ohne die vorhergehende i.p. Injektion von Thioglykolat. Nach Lyse der Erythrozyten (s.o.) 
wurden die residenten Peritonealmakrophagen durch Adhärenzreinigung angereichert. Dazu 
wurde die Suspension der isolierten Peritonealzellen nach zweimaligem Waschen mit PBS in 
RPMI Medium aufgenommen und in Kulturschalen 2 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 
Nicht-adhärente Zellen (Lymphozyten) wurden durch zweimaliges Abspülen der Platten mit 
PBS entfernt und adhärente Makrophagen wurden in PBS mit einem Zellschaber vorsichtig von 
den Platten gelöst und vitale Zellen mit 0,1% Trypanblau gezählt. 

2.5.2.2   Präparation von Peritonealgranulozyten 

Die Isolation von Granulozyten aus der Bauchhöhle erfolgte wie unter 2.5.2.1 für induzierte 
Peritonealmakrophagen beschrieben, nur dass die Peritonaellavage bereits 4h nach Thio-
glykolat-Injektion erfolgte. Die Lyse der Erythrozyten erfolgte ebenfalls wie für Peritoneal-
makrophagen beschieben. Die Zellen wurden für FACS-Analysen wie unter 2.5.5.1 beschrieben 
eingesetzt. 

2.5.2.3   Präparation von Knochenmarkzellen 

Femur und Tibia einer C57BL/6 Maus wurden, nachdem das Fell und umliegendes Fett- und 
Muskelgewebe sorgfältig entfernt wurden, mittels einer Spritze und Kanüle mit PBS gespült. 
Erythrozyten wurden durch Lyse entfernt (s. 2.5.2.1). Die Zellen wurden gewaschen und 
Gewebereste durch Spülen der Zellsuspension durch ein Zellsieb (70 µm) abgetrennt. Die 
Zellsuspension wurde zur FACS-Analysen wie unter 2.5.5.1 beschrieben eingesetzt oder zur 
Differenzierung von Knochenmark-abgeleiteten dendritischen Zellen (BM-DC) 
weiterbearbeitet (2.5.3). 

2.5.2.4   Herstellung von Zellsuspensionen aus Organen 

Milzen und Thymi wurden Mäusen im Ganzen entnommen und unter der Sterilbank auf einem 
sterilen Zellsieb (100 µm) in kleine Stücke zerschnitten. Die Zellen wurden aus den 
Gewebestückchen mittels des Stempels einer Spritze durch das Sieb gequetscht. Es wurde mit 
PBS nachgespült. Die Zellen wurden abzentrifugiert und die Erythrozyten wurden lysiert (in 
gepufferter NH4Cl-Lösung, s.2.5.2.1). Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen gezählt, 
durch ein 70 µm-Zellsieb gefiltert und für FACS-Färbungen (s. 2.5.5.1) oder Fraktionierung 
mittels „beads“ (s. 2.5.4) eingesetzt. Milzzellen wurden für die Analyse der IL-12 Induktion in 
C57BL/10ScNCr-, C57BL/10ScSn- und C57BL/6-Mäusen zur Anreicherung von Makrophagen 
Adhärenz-gereinigt, wie unter 2.5.2.1 für Peritonealmakrophagen beschrieben. 
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2.5.3 Differenzierung von BM-DC aus Knochenmarkzellen 

Herstellung von mGM-CSF-haltigen Zellkulturüberständen  

Zur Differenzierung von BM-DC (Knochenmark-abgeleiteten dendritischen Zellen) wurden 
diese in Medium mit mGM-CSF (murinem Granulozyten-Makrophagen Kolonie-
stimulierenden Faktor) kultiviert. mGM-CSF wurde mittels einer transfizierten Zelllinie 
hergestellt, welche mGM-CSF exprimiert und in das Kulturmedium sekretiert (s. 2.3.1; 143. Die 
Zellen wurden in Selektionsmedium mit G418 (Geneticinsulfat, eingestellt auf pH 7,4, 
Endkonzentration 1 mg/ml) in Kultur gehalten. Zur Gewinnung von mGM-CSF-haltigem 
Überstand wurden die Zellen gewaschen und in Medium ohne G418 mit einer Dichte von 
2x106/ml in Zellkulturflaschen ausgesät. Nach zwei Tagen wurden die Zellen 1:2 verdünnt und 
am vierten Tag wurde bei einer Zelldichte von ca. 2.5x106/ml der GM-CSF-haltige Überstand 
durch Abzentrifugieren der Zellen geerntet. Die Aufbewahrung erfolgte bei -20°C. Zudem 
wurden Überstände mittels ELISA (s. 2.5.6.3) und einem Vergleichsüberstand als internem 
Standard verglichen. Die mGM-CSF-Konzentrationen der Überstände waren vergleichbar (ca. 
80ng/ml). 

Differenzierung von BM-DC 

Knochenmark wurde wie unter 2.5.2.3 beschrieben entnommen. Am Tag der Entnahme (Tag 0) 
wurden 5x106 Knochenmarkzellen in 9,5 ml Zellkultur-Medium (RPMI, 10% FKS „low 
endotoxin“, ICN) und 500µl GM-CSF-haltigem Überstand (s. o) auf Bakterienschalen (10 cm) 
ausgesät. Am Tag 3 wurden weitere 9,5 ml Medium+ 500µl GM-CSF Überstand zugegeben. 
Am Tag 6 wurden 10 ml des GM-CSF-haltigen Mediums abgenommen, die Zellen daraus 
abzentrifugiert und zusammen mit 9,5 ml Zellkultur-Medium (RPMI) und 500µl GM-CSF-
haltigem Überstand zurück auf die Platte überführt. Am Tag 8 wurden Zellen in der Regel 
verwendet. Bei weiterer Differenzierung wurde am Tag 8 ein Mediumwechsel wie an Tag 6 
durchgeführt, nur dass diesmal 9,75 ml Medium mit 250µl GM-CSG-haltiger Überstand 
zupipettiert wurden. Am Tag 10 konnten pro Platte ca. 20x106 Zellen erhalten werden. 

2.5.4 Fraktionierung von Zellsuspensionen mittels zellspezifischer „Beads“ 

Um verschiedene Zelltypen (T-Zellen, B-Zellen, dendritische Zellen, Makrophagen) aus 
Einzelzellsuspensionen ex vivo-isolierter Organe oder auch aus BM-DC-Kulturen zu selektieren 
oder zu depletieren wurden diese Zellsuspensionen mittels verschiedener magnetischer „beads“ 
(“MACS-Beads“, s. 2.3.3) inkubiert. Diese „beads“ unterschieden sich in ihrer Ak-Beschich-
tung und waren spezifisch gegen DC (CD11c-Ak), T-Zellen (Thy-1-Ak) oder B-Zellen (B220-
Ak). Auch Mac-1-spezifische „beads“ wurden eingesetzt, wodurch u. a. Makrophagen, 
Granulozyten und DC gebunden werden. Die Zellsuspenionen wurden nach Herstellerangaben 
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(Miltenyi Biotec) mit den „beads“ inkubiert. 10-20µl „beads“ und 80µl Inkubationspuffer 
(0,5% BSA und 2mM EDTA in PBS) wurden pro 1x107 Zellen eingesetzt. Bei mehr als 1x108 
Zellen wurde in einem Volumen von 1ml inkubiert. Die Inkubation erfolgte auf einem Drehrad 
bei ca. 6°C. Die Zellen wurden in 10-20-fachem Volumen gewaschen und abzentrifugiert. Die 
Einweg-Säulen des Herstellers wurden am Magneten befestigt und mit Puffer gespült. Die 
Zellen wurden in Puffer auf die Säulen pipettiert und tropften durch die Säule. Zellen, die von 
„beads“ gebunden worden waren, verblieben aufgrund des Magnetfeldes auf der Säule. Gefäße 
zum Auffangen der durchlaufenden Zellen, welche nicht durch „beads“ gebundenen worden 
waren, wurden bei weiterer Verwendung diese Zellfraktion untergestellt. Die an der Säule 
haftenden Zellen wurden mit Puffer gespült und dann durch Entfernen der Säule vom Magneten 
und durch Ausspülen unter Druck mittels eines Stempels eluiert. Die Zellen wurden zur FACS-
Analyse eingesetzt bzw. die durchgelaufene Fraktion ggf. für eine weitere „bead“-vermittelte 
Fraktionierung eingesetzt. 

2.5.5 Analyse von Immunfluoreszenz-gefärbten Zellen 

Immunfluoreszenz-gefärbte Zellen wurden nach Zelloberflächenfärbung und intrazellulärer 
Färbung mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (FACS) analysiert sowie nach intrazel-
lulärer Färbung mittels Konfokal-Mikroskopie. Soweit nicht anders angegeben wurde bei 
FACS-Analysen die Oberflächenexpression bestimmt. 

Prinzip der Analyse mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (FACS) 

Durch FACS-Analyse (Fluorescence-activated cell sorting) können einzelne Zellen aufgrund 
ihrer Größe, Granularität und Fluoreszenz, welche durch Bindung von Fluoreszenz gekoppelten 
Antikörpern bewirkt wird, charakterisiert werden. Aus der Intensität der Fluoreszenz kann auf 
die Menge der gebundenen Fluoreszenz-markierten Antikörper und somit die Expression der 
Antigene geschlossen werden.  
Bei der FACS-Messung werden die gefärbten Zellen in einer Einzelzellsuspension an einem 
gebündelten Laserstrahl geeigneter Wellenlänge vorbeigeleitet. Bei exakter Anregung der 
Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatischen Laserstrahl werden diese 
auf ein höheres Energieniveau gehoben. Nach dem Laserpuls fallen die Elektronen unter 
Abgabe von Energie auf ihr Ursprungsniveau zurück. Die emittierte Photonenkonzentration 
wird durch einen Photodetektor registriert. Zusätzlich werden durch die Lichtbeugung und –
streuung Informationen über die Zellgröße (im „Forward-Scatter“, FS) und die Granularität der 
Zelle (im „Sideward-Scatter“, SS) gewonnen.  
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2.5.5.1   Durchflusszytometrische Analyse von Antigenen an der Zelloberfläche (FACS) 

Vor der Färbung wurde die Konzentration der Zellsuspension durch Zählen der Zellen ermittelt 
und dabei durch Mischen mit 0,2% Trypanblaulösung auch der Zustand der Zellen. (Durch 
Trypanblau werden tote Zellen angefärbt.) Pro Färbung wurden 3x105 bis 5x105 Zellen 
eingesetzt. Es wurden 96-V- Mikrotiterplatten verwendet. Die Zellen wurden zunächst in je 20 
µl Färbepuffer (PBS, 1% BSA) mit 1 µg blockierenden Antikörpers gegen die Fc-Rezeptoren 
FcγRIII und FcγRII (CD16, CD32) 15-30 min. auf Eis vorinkubiert. Dann wurde das Volumen 
auf 100 µl erhöht, entweder durch Zugabe von Färbepuffer mit (je) 1µg Antikörper(n) oder 
durch Zugabe von Hybridomüberstand. Aufgereinigtes Murines IgM (Isotypkontrolle) wurde 
ebenfalls mit 1µg pro Färbung eingesetzt. Bei Doppelfärbungen mit dem Hybridomüberstand 
wurde 1µg des direkt-markierten Ak in den Überstand zupipettiert. Die Zellen wurden 
resuspendiert und mit den Antikörpern für 30min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Nach 
zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen, falls diese nur mit Fluoreszenz-markierten 
Antikörpern gefärbt wurden, in PBS resuspendiert, zweimal gewaschen und im Fluoreszenz-
Zellsorter („Epics XL“, Coulter, Krefeld; und im späteren Verlauf der Arbeit mit 
„FACSCalibur“, BD Biosciences, Heidelberg) analysiert. Die Messung erfolgte binnen 1-2 h, 
währenddessen wurden die Zellen auf Eis gehalten. Bei Färbungen mit unmarkierten Hybri-
domüberständen wurde ein zweiter Färbeschritt mit direkt markiertem Sekundärantikörper 
angeschlossen und dann gemessen.  
Für FACS-Analysen wurden Hybridomüberstände eingesetzt, die in FKS-haltigem Medium 
geerntet worden waren. Bei allen FACS-Analysen wurden tote Zellen bei der Messung von der 
weiteren Analyse ausgeschlossen. Die konnte aufgrund der charakteristischen Größe und 
Granularität toter Zellen über ein entsprechendes „gate“ erfolgen. In vielen Experimenten 
wurde zudem die Vitalität der Zellen mittels Propidiumjodid (PI; 0,5-1 µg/ml) überprüft und 
tote Zellen als „PI-positive“ ausgeschlossen. Bei Färbungen unfixierter Zellen (zu fixierte 
Zellen s. 2.5.5.2) können tote Zellen durch Zugabe von Farbstoffen wie Propidiumjodid, welche 
in tote Zellen eindringen und vom FACS-Gerät detektiert werden können, bestimmt werden. 

2.5.5.2   Intrazelluläre Immunfluoreszenzfärbung und FACS-Analyse 

Intrazelluläre Immunfluoreszenzfärbungen für FACS-Analysen erfolgen wie für Oberflächen-
Färbungen unter 2.5.5.1 beschrieben, nur dass die Zellen vor der Färbung durch 2% 
Paraformaldehyd fixiert wurden (20min. bei 4°C) und in den Färbe- und Waschpuffer 0,1% 
Saponin zur Permeabilisierung der Zellmembran zugegeben wurde. Saponin war in allen 
Färbeschritten enhalten und wurde auch den Hybridomüberständen beigegeben. Vor der FACS-
Messung wurden die Zellen in PBS gewaschen (zum Prinzip der FACS-Analyse siehe oben). 
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2.5.5.3   Intrazelluläre Immunfluoreszenzfärbung für konfokal-mikroskopische Analysen 

Die intrazelluläre Immunfluoreszenzfärbung für die konfokale Mikroskopie erfolgt nach 
Kultivierung von Zellen über Nacht in „Chamber Slides“ (Nunc, Dänemark). Dies sind Inku-
bationsgefäße, die aus einem Objektträger und mehreren darauf angebrachten (abnehmbaren) 
Kammern bestehen. (Es wurden „Chamber Slides“ mit 8 Kammern verwendet.) Vor der 
Färbung wurden nicht-adhärente Zellen (BW 5147-T-Zellen) durch Zentrifugation an den 
Boden gebracht. Daraufhin wurde das Medium entfernt und die Zellen auf dem Objektträger 
dreimal vorsichtig mit PBS gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden in Aceton 10 min. 
fixiert und dann getrocknet. Danach folgte die Inkubation mit Hybridomüberstand bzw. 
1µg/100µl aufgereinigtem IgM über 30 min. bei RT unter Blockade der Fcγ-Rezeptoren CD16 
und CD32 (s.2.5.5.1). Nach 3 Waschschritten mit PBS wurden die Zellen 30 min. bei RT mit 
dem Fluoreszenz-markierten Zweitantikörper inkubiert. Nach 3 Waschschritten wurden die die 
Kammern vom Objektträger abgenommen, die Zellen in 60% Glycerin/PBS eingebettet und im 
entsprechenden Kanal mit dem konfokalen Mikroskop Zeiss LMD510 mikroskopiert 
(vorhandene Laser: Ar/Kr 458 und 488 nm zur Detektion von FITC, He/Ne 543 zur Detektion 
von PE). 

2.5.6 In vitro Stimulationsansätze 

In diesen Abschnitten wird die Durchführung der Zellstimulationen sowie die Durchführung 
verschiedener Analysen, die sich daran angeschlossen haben, erläutert (Zytokin-und Chemokin-
Bestimmung, Detektion von aktivierten MAP-Kinasen und degradiertem IκBα). 

2.5.6.1   Stimulationen mit TLR-Liganden und Zytokinen 

Thioglykolat-induzierte Peritonealmakrophagen, Knochenmark-abgeleitete dendritische Zellen 
(BM-DC) oder RAW 264.7-Makrophagen wurden mit einer Zelldichte von 1x106/ml RPMI 
Medium (10% FKS „low endotoxin“, ICN Biomedicals) in den für die Versuche jeweils 
geeigneten Schalen und Volumina ausgesät. Stimulierte Zellen wurden zu folgenden Analysen 
eingesetzt: Expressionsanalysen mittels FACS-Messung (s. 2.5.5.1), Zytokin-und Chemokin-
Induktionen mittels ELISA (s.2.5.6.3) sowie MAPK- Aktivierung und IκBα-Degradierung 
mittels Westernblot-Analyse (s. 2.5.6.4).  
Die Konzentrationen der zur Stimulation eingesetzten Faktoren sowie die Stimulationsdauer 
sind bei den jeweiligen Versuchen im Ergebnisteil angegebenen. Verwendet wurden folgende 
TLR-Liganden und Zytokine (zur Herkunft s. 2.1.1 und 2.3.4): E.coli Lipopolysaccharide (LPS) 
Serotyp 0127:B8), CpG-Oligonukleotid (1668), das Lipopeptid MALP-2 (Makrophage 
activating lipopeptid-2), das Polynukleotid „polyIC“ (Polyinosinsäure-Polycytidylsäure), 
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Chlaymdiales Hitzeschockprotein HSP60 und die Zytokine IFN-α, IFN-γ, TNF-α und IL-12. 
Bei Analysen zur Modulation der TLR-vermittelten Zytokin- und Chemokin-Induktion durch 
eine vorhergehende Bindung des 8F11-Ak wurden die Zellen vor der Stimulation 2h an Ak-
beschichteten Platten (wie unter 2.5.6.2 beschrieben) vorinkubiert. 

2.5.6.2   Funktionelle Analysen mit dem 8F11-Antikörper  

Für funktionelle Analysen mit dem 8F11-Ak wurden aufgereinigte 8F11-Ak und 1G1-Kontroll-
Ak (Herstellung s. 3.6.1) sowie aufgereinigtes murines IgM (Sigma, Taufkirchen) an 
Zellkulturplatten gebunden. Für die Analyse der Zytokin- und Chemokin-Induktion wurden 48-
Lochplatten verwendet und für die Analysen zur Aktivierung von MAP-Kinasen und NF-κB 
12-Lochpatten. Es wurden ca. 4 µg Ak pro „Loch“ („well“) einer 48-Lochplatte in 300µl PBS 
eingesetzt und entsprechend mehr pro „well“bei 12-Lochplatten (ca. 20 µg in 1,5 ml PBS). Die 
Ak wurden durch Inkubation über Nacht bei 4°C an die Platten gebunden. In der Regel und 
soweit nicht anders angegeben wurde dies unter Anwesenheit von 1µg/ml Polymyxin-B zur 
Inhibition von möglichen LPS-Kontaminationen in den Ak-Präparationen durchgeführt. Dann 
wurden diese „wells“ (sowie weitere für die Kontrollen) mit PBS gewaschen und unspezifische 
Bindungstellen mit 0,5 bzw. 2ml 2% FCS in PBS über 2h bei 37°C blockiert (mit 1µg/ml 
Polymyxin B). Danach wurden Zellen in der Konzentation von 1x106 Zellen/ml zugegeben, 
wobei auf 48-Lochplatten 350µl (für Zytokin- und Chemokin-Messungen) und auf 12-
Lochplatten 1.8 ml (für Analysen von MAP-Kinasen und IκBα) dieser Zellsuspension pipetiert 
wurden. Dabei wurde wiederum Polymyxin B zugegeben. Außerdem wurden, wie im 
Ergebnisteil angegeben, LPS und z.T. weitere TLR-Liganden als Positivkontrollen zugegeben 
(s.o.) und Zellen nur in Medium als Negativkontrolle. Zur Kontrolle des inhibitorischen Effekts 
des Polymyxin B wurde dies zu einem Stimulations-Ansatz mit LPS zugegeben und zu einer 
Vergleichsprobe nicht (wie an den Abbildungen angegeben). Die Zellen wurden durch 
Anzentrifugieren (500 Upm, 3 min.) mit den Ak-beschichteten Plattenböden in Kontakt 
gebracht. Dann wurden die Platten für die angegebenen Zeiten inkubiert (s. 2.5.6.3 und 2.5.6.4). 
Für die Kinetik zur Bestimmung der Aktivierung von MAP-Kinasen und der Induktion der 
IκBα-Degradierung (zur Bestimmung der NF-κB-Aktivierung) wurde mit Ausnahme der 
Inkubationszeit im Brutschrank durchweg auf Eis gearbeitet, die Zentrifungen auf 4°C gekühlt 
und Waschpuffer kaltgestellt.  
Bei Analysen zur Modulation der TLR-vermittelten Zytokin- und Chemokin-Induktion durch 
eine vorhergehende Bindung des 8F11-Ak wurden die Zellen nach zweistündiger Präinkubatin 
auf Ak-beschichteten Platten mit den TLR-Liganden (s. 2.5.6.1) stimuliert. 
Die Zellen wurden für die verschiedenen Experimente wie in den folgenden Abschnitten 
erläutert weiterverarbeitet.  
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2.5.6.3   Detektion von Zytokinen und Chemokinen in Zellkultur-Überständen 

Für die Bestimmung der Zytokin- und Chemokin-Konzentrationen wurden die in 48-
Lochplatten inkubierten Zellen (s.o.) nach 20h abzentrifugiert und die Überstände 
abgenommen. Sie wurden bis zur Analyse bei -20°C eingefroren. Die Bestimmung der Zytokin- 
und Chemokin-Konzentrationen erfolgte nach Hersteller-Angaben mittels ELISA-Systemen 
(Enzyme-linked immuno sorbent assay; vorgefertigt als „Kits“, s.2.1.3). Der bei der Detektion 
gebildete Farbstoff wurde mit einem „ELISA-Reader“ (Biolumin, BD Biosciences) gemessen 
und ausgewertet. Es wurden 50µl der Überstände eingesetzt bzw. bei entsprechenden 
Verdünnungen die Ergebnisse hochgerechnet.  

Prinzipieller Aufbau einer ELISA-Messung 

Das Prinzip des quantitativen Enzym-gekoppelten „Sandwich“-Immunoassays ist folgendes. 
96-Lochplatten sind mit polyklonalen Antikörpern, die für das nachzuweisende Zytokin 
spezifisch sind, beschichtet. Standards, Kontrollen und Proben (z.B. Zellkulturüberstände) 
werden in die Vertiefungen der Platte pipettiert. Das nachzuweisende Zytokin wird, falls 
vorhanden, an die immobilisierten Antikörper gebunden. Nachdem alle ungebundenen 
Substanzen durch wiederholtes Waschen entfernt wurden, wird ein Enzym-gekoppelter Anti-
körper gegen das jeweilige Zytokin zugegeben. Alle ungebundenen Enzym-gekoppelten 
Antikörper werden durch wiederholtes Waschen entfernt und anschließend eine Substratlösung 
hinzugefügt. Die Enzymreaktion führt zu einem blau gefärbten Produkt, das ins Gelbe um-
schlägt, wenn die Reaktion durch Ansäuern abgestoppt wird. Die Intensität der im Photometer 
gemessenen Farbe ist proportional zur Menge des jeweiligen Zytokins in den Proben. 

2.5.6.4   Detektion der Aktivierung von MAP-Kinasen und NF-κB 

Pro Zeitpunkt der Kinetik wurden 1,8 x106 Zellen wie zuvor beschrieben (s. 2.5.6.2) stimuliert 
und inkubiert. Nach den bei den Experimenten jeweils angegebenen Inkubationszeiten (5’, 15’, 
30’, 60’) wurde die Stimulation abgestoppt, indem die Zellen auf 4°C gebracht und sofort 
weiterverarbeitet wurden. Auf Eis bzw. bei 4°C erfolgte zunächst die Entnahme der Zellen aus 
den „Löchern“ der Platte durch Abschaben und Nachspülen und dann das Abzentrifugieren und 
Waschen (PBS) in 15 ml Falconröhrchen. Die Zellen wurden in Eppendorfgefäße überführt und 
bei 95°C 5 min. in 100 µl Lämmli-Probenpuffer aufgekocht. Die Zellen jeder Probe wurden zu 
gleichen Teilen auf 4 Gele (SDS-PAA, 10%; s. 2.6.4) verteilt (je 25 µl in eine Geltasche), um je 
zwei Gele für die Analyse von ERK1/2 und p38, jeweils in phosphorylierter (aktivierter) und 
nicht-phosphorylierter Form zu erhalten. Die Proben wurden durch SDS-Gelektrophorese 
(SDS-PAGE, s. 2.6.4) aufgetrennt und durch Westernblot (s. 2.6.5.2) analysiert. Nach der 
Detektion von p38 (38 kD) und ERK1/2 (42 kD und 44 kD) durch Westernblot-Analyse wurden 
die gleichen Membranen zu Detektion von IκBα (37 kD) und NF-κB (65 kD) in einem zweiten 
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Ak-Färbeschritt (Westerblot) eingesetzt. (Mit der Degradierung von IκBα wurde die 
Aktivierung von NF-κB bestimmt und die Detektion von NF-κB selbst diente als eine weitere 
Gesamtproteinkontrolle.) IκBα und NF-κB konnten augrund ihrer Größen auf einer gemein-
samen Membran mit ERK1/2 detektiert werden. Durch Detektion von aktivierten Formen und 
Mengenkontrollen auf denselben Membranen wurde eine interne Beladungskontrolle erreicht 
und der Materialaufwand reduziert.  

2.6 Proteinbiochemische Methoden  

2.6.1 Aufreinigen von IgM-Antikörpern durch Dialyse 

Gewinnung von Hybridomüberständen für die Dialyse 

Die Aufreinigung der IgM-Ak 8F11 und 1G1 aus den jeweiligen Hybridomen erfolgt in 
Anlehung an Vollmers et al. 144. Hybridomzellen wurden in Medium mit 10% FKS vermehrt 
und dann schrittweise auf 7% und 3% FKS gesetzt. Dann wurden die Zellen mit einer Dichte 
von 1x106/ml in Medium ohne FKS ausgesät und unter Beobachtung ihrer Vitalität über ca. 4 
Tage in den Kulturflaschen belassen. Dann wurden die Überstände geerntet. Dazu wurden in 
einem ersten Zentrifugationsschritt die Zellen abzentrifugiert (1.500 Upm, 5 min.) und dann bei 
höchster Umdrehungszahl (3.800 Upm) der „Zellschrott“ entfernt. Die Überstände wurden bei 
4°C gelagert bzw. zur Dialyse eingesetzt.  

Dialyse von Hybridomüberständen 

Dialyseschläuche mit einer Ausschlussgröße von 30 kD wurden ausgekocht und Schlauch-
stücke mit je 40-50 ml der Überstände befüllt. Die Überstände waren zuvor durch FACS-
Analyse (s. 2.5.5.1) auf die Bindungsaktivität der enthaltenen Ak überprüft worden. Die 
Überstände wurden in den Schläuche unter Rühren bei ca. 6°C gegen vorgekühltes gereinigtes 
Wasser dialysiert (aus der Millipore-Anlage; ca. 10-faches Volumen an Wasser). Das Wasser 
wurde zweimal nach jeweils ca. 3h gewechselt und ein dritter Inkubationsschritt erfolgte über 
Nacht. Danach wurden die dialysierten Überstände auf Eis in sterile Zentrifugationsröhrchen 
gefüllt und bei 4°C abzentrifugiert. Dabei wurde zuerst zur Entfernung von letzten Resten an 
Zelldebris mit 3.800 Upm (Megafuge 2.0 R, Heraeus) abzentrifugiert und dann bei 20.000 g für 
30 min. bei 4°C (Biofuge 28RS, Heraeus). Dabei wurden die präzipitierten IgM-Ak pelletiert. 
Diese wurden in PBS mit 1M NaCl und Protease-Inhibitoren (PLA je 1 µg/ml, 2 mM AEBSF) 
aufgenommen. Je 1µl der Proben wurde zur Abschätzung von Konzentration und Qualität 
mittels Gelelektrophorese und Coomassie-Färbung analysiert (s. 2.6.4 bzw. 2.6.5.1). Die 
Konzentrationen der Präparate bewegten sich je nach Lösungsvolumen zwischen 3 und 8 µg/µl. 
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Die Bindungsaktivität der Ak-Dialysate wurden mittels FACS-Analyse (s. 2.5.5.1) überprüft. 
Die Antikörper wurden bei -20°C in aliquotierter Form aufbewahrt. 

2.6.2  Kopplung von IgM-Antikörpern an Protein A-Sepharose 

Murine Immunglobuline vom Isotyp IgG können mit Hilfe von Protein A, welches an Sepha-
rose gekoppelt ist, aufgereinigt werden. Protein A ist ein Membranprotein von S. aureus, an das 
eine Reihe von Immunglobulinen über den Fc-Teil binden. Da IgM-Ak von Protein A nicht 
effizient gebunden werden, muss hier zusätzlich ein Brücken-Ak eingesetz werden. Für die 
Immunpräzipitationen wurden 50µl Protein A-Sepharose pro Ansatz gewaschen und mit 10µg 
Brücken-Ak (anti-mIgM, IgG aus Kaninchen) für 2h in PBS bei RT auf einem Drahrad 
inkubiert. Dann wurde die Sepharose dreimal mit PBS gewaschen und je 50µl der Sepharose zu 
ca. 7 ml Hybridomüberstand zugeben (0% FCS, s. 2.6.1). Die Bindungsaktivität der Überstände 
wurde zuvor durch FACS-Analyse (s. 2.5.5.1) überprüft. Wurde gereinigtes IgM als Kontrolle 
eingesetzt, so wurden davon 10 µg in 7 ml Zellkulturmedium vorgelegt. Die IgM-Ak wurden 
über 4h bei 6°C auf einem Drehrad an den Sepharose-Komplex gebunden. Dann erfolgte die 
Inkubation mit den radioaktiv-markierten Überständen (2.6.3).  
Zur standardmäßigen Qualitätskontrolle und Konzentrationsabschätzung von Hybridom-
überständen wurde weniger eingesetzt (1,5ml Überstand). Zur Analyse gebundener Ak-Mengen 
wurde die Sepharose pelletiert, dreimal mit PBS gewaschen, in 25 µl Laemmli-Puffer für 5 min 
auf 95°C erhitzt und dann auf ein Gel aufgetragen und mittels Gelelektrophorese und 
Coomassie-Färbung analysiert (2.6.4 und 2.6.5.1).  

2.6.3 Immunpräzipitation  

Für die Immunpräzipitation wurden IgM-Ak (8F11 und Isotypkontrollen) wie unter 2.6.1 
beschrieben an Protein A-Sepharose gebunden. Pro Präzipitationsansatz wurde 0,7-1x107 
Zellen eingesetzt. Diese wurden mit einer Dichte von 1x106/ml in Methionin-freiem Click’s 
RPMI-Medium (mit 7% dialysiertem FKS) für 1h im Brutschrank inkubiert und dadurch 
„ausgehungert“. Das Medium wurde dann mit ca. 260µCi L-[S35] Methionin pro Ansatz 
versetzt und die Zellen darin über 6h zur radioaktiven Markierung von neu-synthetisierter 
Proteine inkubiert. Danach wurden die Zellen geerntet (1500 Upm, 5 min.), mit PBS gewaschen 
und pro Ansatz in 1 ml Triton X-100-Puffer (s. 2.2.1) 30 min. auf Eis lysiert. Nach Entfernen 
nicht löslicher Bestandteile durch Zentrifugation bei 16.000 g (30min, 4°C) wurden die Lysate 
in der Regel durch Zugabe von Protein A-Sepharose (bestückt mit Brücken-Ak und mIgM, s.o.) 
vorgeklärt. Die Sepharose wurde abzentrifugiert und die Lysate mit der vorbereiteten (s. 2.6.1) 
Ak-gebundenen Sepharosematrix über Nacht inkubiert (4°C, auf dem Drehrad). Danach wurde 
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die Sepharose abzentrifugiert (3800 Upm, 3 min), der Überstand verworfen und die Sepharose 
dreimal in kaltem Lysepuffer gewaschen. Danach wurden letzte Puffer-Reste mittels einer 
Spritze mit einer feinen Kanüle abgesaugt und SDS-Propenpuffer (soweit nicht anders 
angegeben ohne β-Mercaptoethanol) zugegeben. Durch Aufkochen (95°C, 5 min.) wurden Ak 
und Präzipitate von der Protein A-Sepharose eluiert. Die Eluate wurden durch Gelelektro-
phorese (s. 2.6.4) aufgetrennt und Proteine in den Gelen durch Inkubation über ca. 20 min. mit 
Coomassie Brilliant-Blau gefärbt (s.2.6.5.1) und dann mit Entfärbe-Puffer entfärbt. Die Gele 
wurden unter Vakuum bei 80°C 2h getrocknet. Die getrockneten Gele wurden zu Detektion 
radioaktiver Signale auf einem sensitiven Schirm (Phosphoimager-System) über 3-4 Tage 
exponiert und dann im Phosphoimager vermessen und mit der zugehörigen Software 
dargestellt. 

2.6.4 Auftrennung von Proteinen durch Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

SDS-Gele ermöglichen die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht 145. 
Durch das Detergenz SDS (Natrium-Dodecylsulfat) werden die Proteine unter Aufhebung ihrer 
Sekundär- und Tertiärstruktur aufgefaltet. Zugleich erhalten die Proteine eine negative Ladung, 
so daß ihre Wanderung im Gel vorwiegend durch ihr Molekulargewicht bestimmt wird. Ist im 
Laemmli-Puffer (Auftragspuffer) β-Mercaptoethanol enthalten werden intra- und intermoleku-
lare Disulfidbrücken reduziert. 
Um eine optimale Auftrennung der Proteine im zu erhalten, kann die Porengröße eines Geles 
variiert werden. Die Porengröße wird bei der Polymerisation durch die Konzentrationen von 
Acrylamid und Bisacrylamid festgelegt. Die in den Vorschriften angegebenen Gelkonzentra-
tionen beziehen sich auf die Konzentration von Acrylamid im Gel. (Es wurden meist 10%-ige 
Gele verwendet.) Im Laemmli-System werden die Proteinproben zunächst in einer Sammel-
gelschicht konzentriert, bevor sie in das eigentliche Trenngel einwandern. 
 

Sammelgel (5ml) 

Reagenz 3% 

Acrylamidlösung ( 30% / 0,8%) 0,5 ml 

0,5 M  Tris/HCl pH 6,8 1,2 ml 

10 % SDS 50 µl 

H2O  3,2 ml 

10 % APS (Ammoniumpersulfat) 50 µl 

TEMED (N,N,N’N’-Tetraethylmethylendiamin) 2,5 µl 
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Trenngel (20 ml) 

Reagenz 7 % 10 % 12 % 
Acrylamidlösung (30%/0,8%) 5 ml 6,7 ml 8 ml 

1,5 M Tris/HCl pH 8,8 5 ml 5 ml 5 ml 

10 % SDS 230 µl 230 µl 230 µl 

H2O  9,7 ml 8,0 ml 6,7 ml 

10 % APS 60 µl 60 µl 60 µl 

TEMED 11,4 µl 11,4 µl 11,4 µl 

 
Die Proteinproben wurden in Auftragspuffer 5 min. bei 95°C denaturiert und in die mit 
Laufpuffer gespülten Geltaschen eingefüllt. Die Elektrophorese fand bei 100 – 150 mV statt. 
 
Als Molekulargewichtsstandard wurde RainbowTM (BD Biosciences, Heidelberg), ein Gemisch 
farbmarkierter Proteine verwendet: 
 
Protein Molekulargewicht (kD) Farbmarkierung 
Myosin 220 blau 

Phosphorylase b 97,4 braun 

BSA 66 rot 

Ovalbumin 46 gelb 

Carboanhydrase 30 orange 

Trypin-Inhibitor 21,5 blau 

Lysozym 14,3 magenta 

 

2.6.5 Detektion von Proteinen 

2.6.5.1   Anfärbung von Proteinen mit Coomassie Brilliant-Blau im Proteingel 

Zur Anfärbung der Proteine im Gel wurde eine Lösung mit Coomassie-Brilliant Blau R-250 
verwendet. Dieser Farbstoff bildet Komplexe mit Proteinen. Die Polyacrylamidgele wurden ca. 
15 min in der Coomassie Färbelösung (0,25g Coomassie, 50 ml Methanol, 10 ml Essigsäure, 
H2O) geschwenkt und anschließend in Entfärbelösung (90 ml Methanol, 20 ml Essigsäure, 90 
ml H2O) inkubiert, bis die Proteinbanden sichtbar waren. Mit dieser Methode können Protein-
mengen von 1 µg gerade noch detektiert werden. 
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2.6.5.2   Spezifischer Protein-Nachweis durch Antikörper (Westernblot) 

Transfer von Proteinen auf Membranen 

Zur Immundetektion von Proteinen wurden diese nach der Elektrophorese aus den SDS-Gelen 
auf Nitrozellulosemembranen transferiert 146. Der Transfer erfolgte mit Transblot Puffer durch 
Anlegen eines elektrischen Feldes auf einer „Semidry“- Blotapparatur, wobei für 1,5 h ein 
Strom von 1-2 mA pro cm2 Nitrocellulosemembran floss. 

Detektion von Proteinen mittels Antikörpern 

Um eine unspezifische Bindung von Antikörpern an die Nitrozellulosemembran zu verhindern, 
wurde diese mit Proteinen abgesättigt. Dazu wurde die Membran nach dem Proteintransfer in 
TBST gewaschen und über Nacht bei 4°C (oder 2 h bei RT) in 3% fettarmem 
Trockenmilchpulver in TBS (unter leichtem Schwenken) inkubiert. Dann wurden die 
Membranen dreimal mit TBST gewaschen.  
Zur Detektion wurden zunächst unmarkierte Primär-Antikörper verwendet (s 2.3.2), welche in 
TBST mit 1,5 % fettfreiem Trockenmilchpulver verdünnt eingesetzt wurden. Die Verdünnung 
erfolgte in Anlehnung an die Herstellerangaben je nach Ak mit 1:1000-1:2000. Die Membranen 
wurden für mindestens 1h bei RT mit der Antikörperlösung inkubiert und danach viermal für 10 
min. mit TBST gewaschen. Dann erfolgte die Inkubation mit den entsprechenden Peroxidase-
gekoppelten Fc-spezifischen Zweit-Antikörpern (1:5.000 in 1,5 % fettfreiem Trocken-
milchpulver in TBST, für 1h unter Schwenken bei RT). Danach wurde dreimal in TBST 
gewaschen und es folgte die Detektion der gebundenen Ak durch Chemilumineszenz. Hierfür 
wurde der ECL Kit (Amersham Biosciences, Freiburg) verwendet. Durch das Enzym 
Peroxidase kommt es zur Umsetzung des Substrates Wasserstoffperoxid, wobei Sauerstoff frei 
wird. Hierdurch wird die Oxidation von Luminol im alkalischen Milieu katalysiert. Durch die 
Oxidation wird Luminol auf ein höheres Energieniveau transferiert. Beim Rückfall in den 
Grundzustand wird diese Energie als Chemielumineszenz frei. Durch den Zusatz von 
„Enhancern“ wird die Menge des emittierten Lichtes erhöht und zugleich die Emission 
verlägert. 
Zur Detektion wurde der Blot in einer 1:1 Mischung der ECL Reagenzien 1 und 2 unter 
Schwenken für 1 min. inkubiert. Anschließend wurde der Blot mit Zellophan luftblasenfrei 
abgedeckt und dann sofort auf einem Röntgenfilm für verschiedene Zeiten in Abhängigkeit von 
der Stärke der Chemilumineszenz exponiert (in der Regel Expositionszeiten von 3 sec., 10 sec., 
30 sec., 2 min. und 15 min). Der belichtete Film wurde entwickelt. 
Wurden die Membranen noch zur Detektion weiterer Proteine eingesetzt (s. 2.8.8.1) wurden sie 
über Nacht in TBS mit 3% Trockenmilchpulver gelegt und einer weiteren Ak-Färbung 
unterzogen.
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3  Ergebnisse 

3.1  Herstellung von Antikörpern 

Mit dem Ziel, monoklonale Antikörper gegen Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) zu gewinnen, 
wurden TLR4-defiziente C57BL/10ScNCr(ScN)-Mäuse 75;78 mit Milzzellen congener Wildtyp-
Mäuse (C57BL/10ScSn(Sn)) immunisiert. 
Die Herstellung der Antikörper wurde in Zusammenarbeit mit der Firma Connex durchgeführt. 
Dabei wurden Zellfusion, Kultivierung und Konservierung der Hybridome von der Firma 
Connex und die Immunisierung der Mäuse sowie die Selektion positiver Antikörper von uns 
(H. Weighardt, A. Westerholt) übernommen. 

3.1.1 Immunisierung von TLR4-defizienten Mäusen 

Für die Immunisierung wurde eine Milz-Einzelzellsuspension aus zwei Organen hergestellt und 
zwei Mäusen jeweils 2x107 Zellen mit 50 mM CpG-ODN (1668) als Adjuvanz i. p. 
(intraperitoneal) injiziert. Auffrischungsimpfungen wurden am Tag 13 (mit 2x107 Milzzellen 
und 50 mM CpG-ODN), am Tag 23 (mit 1x107 Zellen und 50 mM CpG-ODN) und am Tag 39 
(mit 1x107 Zellen und 50 mM CpG-ODN) vorgenommen. Am 42. Tag wurde die Fusion zu 
Hybridomen durch die Firma Connex durchgeführt. Zur Fusion wurden Milz-Lymphozyten und 
P3x63Ag8.653 Myelomzellen verwendet. 

3.1.2 Selektion von Antikörpern 

Zur Selektion von Antikörpern wurde die Aktivität der Überstände von über 900 Hybridomen 
analysiert. Dabei wurde die Bindung der Antikörper an Zelloberflächen-Antigene auf RAW 
264.7-Makrophagen mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (FACS) bestimmt. Die 
Antikörper-Färbungen erfolgten im Vergleich mit Zellkultur-Medium und unter Blockade der 
Fcγ-Rezeptoren CD16 und CD23. RAW 264.7-Zellen exprimieren TLR4 (147; überprüft durch 
PCR Analyse, nicht gezeigt) und sind durch LPS stimulierbar, wie anhand der Induktion von 
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TNF-α, IL-10 und MIP-2 (vgl. Abb. 32, Abschnitt 3.5.1.4) sowie der Aktivierung von MAP-
Kinasen und NF-κB (vgl. Abb. 34 Abschnitt 3.5.2) gezeigt wurde.  
Ausgewählte Hybridome wurden subkloniert. 11 reproduzierbar positive Subklone von 7 
Primärklonen wurden ausgewählt und kryokonserviert (Tab. 2). Drei weitere Klone wurden als 
Primärklone konserviert. 
 

Tabelle 2: Auflistung ausgewählter und kryokonservierter Hybridome 
Hybridome wurden aufgrund von Bindung ihrer Antikörper an RAW 264.7-Makrophagen ausgewählt 
und kyrokonserviert. Die Ak-Bindung bei der Selektion der Subklonen wurde durch Vergleich mit 
Hybridomüberstand des Hybridoms GP89 (IgG1-Antikörper gegen humanes ICAM-1) kontrolliert. Die 
Detektion erfolgte durch Immunfluoreszenzfärbung und Durchflusszytometrie (s. 2.5.5.1). Es wurden 
Klone als Primärklone (3 Klone), Subklone (8 Klone) oder nach Reklonierung im Rahmen dieser Arbeit 
(7B8) bzw. durch die Fa. Connex (3A7, 6G2 und 8F11, markiert mit * ) konserviert. Der Status der 
Klone bei ihrer Konservierung ist angegeben:  

 

Primärklon ausgewählte Subklone 

1G12 als Primärklon konserviert 
17 von 19 Subklonen positiv 

3A7 3A7-F3 

 3A7-C5 2. Reklon*: 3A7-C5-A3 

3E9 3E9-D8 

 3E9-G11 

4C9 als Primärklon konserviert 
nur 2 von 26 Subklone positiv 

4D9 4D9-B3 

 4D9-H6 

4E7 4E7-E4 

4F7 als Primärklon konserviert,  
24 von 25 Subklone positiv 

6G2 6G2-F4 
 6G2-B11 2. Reklon*: 6G2-B11-C5 

7B8 selbst rekloniert,  
negativ bei Blockade von CD16/CD32  

8F11 8F11-A6 2. Reklon*: 8F11-A6-C1 
11B3 11B3-D11 

 
 
Für diese Analysen wurde Überstand des Hybridoms GP89 als Negativkontrolle verwendet. 
GP89 bildet murine IgG1-Antikörper gegen humanes ICAM-1.  
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Die Antikörper von 9 Klonen wurden isotypisiert, drei davon nach einer zweiten Reklonierung 
zu stabilen Klonen durch die Fa. Connex. Dabei wurden die Antikörper der Überstände mittels 
SDS-PAGE nach IgM und IgG isotypisiert und zudem quantifiziert. Die Bestimmung der IgG-
Subtypen erfolgte mittels spezifischer Präzipitation und durch ELISA. Dabei wurde bei vier 
Klonen die Bildung von IgM-Antikörpern und bei fünf Klonen die von IgG2a-Ak nach-
gewiesen (Tab. 3). 
 

Tabelle 3: Auflistung isotypisierter Antikörper 
Für einen Teil der konservierten Hybridome (aus Tabelle 1) wurden die gebildeten Antikörper 
isotypisiert. Die Tabelle enthält die bestimmten Isotypen und die dazu jeweils angewendeten Methoden. 
Folgende Verfahren wurden eingesetzt (s. 2.4.4): ein Isotypisierungs-ELISA, die spezifische Präzipita-
tion von Isotypen durch Inkubation mit Antikörper-beschichteter Matrix sowie Größenbestimmung durch 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE). Die mit * mar-kierten Klone wurden zudem durch die Firma 
Connex isotypisiert. Nicht durchgeführte Analysen sind mit „n.d.“ bezeichnet. 

 

Klon (Hybridom) Status Isotypisierung 

  ELISA Präzipitation PAGE 

7B8 Primärklon IgM  IgM IgM 
11B3-D11 Reklon IgM IgM IgM 
4F7 Primärklon IgM IgM IgM 
1G12 Primärklon IgG2a IgG2a  IgG 
3E9-G11 Reklon nicht bestimmbar IgG2a  IgG 
4D9-H6 Reklon IgG2a nicht bestimmbar IgG 
8F11-A6-C1 IgM* stabil  IgM  n.d. IgM 
3A7-C5-A3 IgG2a* stabil n.d. n.d. IgG 
6G2-B11-C5 IgG2a* stabil IgG2a n.d. IgG 
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Unter Anwendung korrekter Isotypkontrollen konnten nun die Expressionsmuster der Antigene 
auf verschiedenen Zelllinien bestimmt werden (Abb. 3).  
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Abbildung 3: Expressionsmuster der Antigene selektierter Hybridom-Antikörper auf verschiedenen 
Leukozyten-Zelllinien.  
Es wurden drei Makrophagen-Linien (RAW 264.7, ANA-1 und J774), drei T-Zelllinien (KKT-2, EL-4 
und BW5147) sowie zwei B-Zelllinien (38C-13 und RAW112) analysiert. Die Zellen wurden mit 
Überständen der angegebenen Hybridome wie unter 2.5.1.1 beschrieben Immunfluoreszenz-gefärbt und 
die Bindung der Ak mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte 
± SE der mittleren Fluoreszenzintensitäten (MFI) abzüglich der MFI der Kontrollen aus jeweils 
mindestens 4 Färbungen. Als Kontrollen wurden Ak der entsprechenden Isotypen verwendet (vgl. 
Tab.3). Die Hybridome sind, wie angegeben durch verschiedene Farben gekennzeichnet. (Die 
Hybridome 3A7 und 6G2 wurden nur auf RAW 264.7-Zellen analysiert. In allen anderen Fällen 
bedeuten nicht sichtbare Balken eine nicht detektierbare Bindung). 

 
Die Verwendung von passenden Isotypkontrollen erwies sich als kritischer Punkt, denn damit 
wurde die Bindungs-Aktivität nur für einen Antikörper bestätigt. Dabei handelte es sich um den 
Antikörper des Hybridoms 8F11 mit dem Isotyp IgM. Für alle anderen Klone konnte die 
Bindungs-Aktivität nicht bestätigt werden. Ein möglicher Grund hierfür könnte sein, dass diese 
Antikörper zu Anfang aufgrund von Bindung an nicht blockierte Fc-Rezeptor-Typen als 
„positiv“ ausgewählt wurden. Eine solche Bindung würde im Vergleich mit den korrekten 
Isotypkontrollen nicht mehr detektiert werden.  
Das Antigen des Antikörpers 8F11 wurde somit Gegenstand der weiteren Untersuchungen. Im 
Folgenden kann mit "8F11" je nach Kontext der Antikörper oder sein Antigen bezeichnet sein. 
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3.1.3 Aufreinigung des 8F11-Antikörpers 

Da IgM-Antikörper aufgrund ihrer pentameren Struktur leicht unspezifische Bindungen 
eingehen, wurden in den meisten Experimenten zwei Kontrollen verwendet: gereinigtes 
murines IgM und Antikörper des murinen Hybridoms 1G1 vom Isotyp IgM mit irrelevanter 
Spezifität (spezifisch gegen äußere Segmente von Photorezeptoren in der Retina 139). 
Expressionsanalysen (3.2 und 3.3) und Immunpräzipitationen (3.4) wurden mit Hybridom-
überständen durchgeführt, funktionelle Studien (3.5) mit aufgereinigtem Antikörper. Die 
verwendeten Antikörper-Präparationen sind im Folgenden beschrieben. 
Für die Antigenpräzipitation wurden 8F11- und 1G1-Antikörper aus Hybridomüberständen 
mittels eines Brücken-Antikörpers an Protein A–Sepharosematrix gebunden. Diese Aufreini-
gungsmethode wurde auch zur laufenden Qualitätskontrolle der unterschiedlichen Chargen von 
Hybridomüberständen durchgeführt, welche für die Expressionsanalysen verwendet wurden. 
Dazu wurden die eluierten Antikörper nach SDS-PAGE mit „Coomassie-Brilliant Blau“ gefärbt 
(s. 2.6.4 und 2.6.5.1) und ihre Mengen gegen einen Standard abgeschätzt. Abbildung 4A zeigt 
exemplarisch die Mengen eluierter Antikörper aus je 1.5 ml Überstand für drei verschiedene 
8F11-Chargen sowie die verwendeten Isotypkontrollen.  

 

 
Abbildung 4: Darstellung der verschiedenen verwendeten Antikörper-Präparationen  
Abb.A zeigt die Bestimmung der Ak-Konzentration in Hybridomüberständen. Ak-Konzentrationen 
wurden mittels Fällung durch Protein A-Sepharose und einen Brücken-Ak (10µg) aus 1,5 ml 
Überständen bestimmt (vgl. 2.6.2). Dargestellt sind drei Chargen von 8F11-Überständen, ein 1G1-
Hybridomübstand und zur Mengenabschätzung 3 µg aufgereinigtes murines IgM, welches in gleicher 
Weise präzipitiert wurde. Gebundene Ak wurden eluiert und durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
(PAGE s.2.6.4, 10%, reduzierend) und Proteinfärbung (Coomassie Brilliant-Blau) detektiert (s. 2.6.5.1). 
Ein Größenstandard wurde wie beschriftet mitgeführt. Abb.B zeigt je 1 µl von Präparationen 
aufgereinigter 8F11- und 1G1-Antikörper und als Größen- bzw. Mengenstandard mIgM und titriertes 
BSA (Serumalbumin). Die Ak wurden wie unter 2.6.1 beschrieben durch Dialyse gegen Wasser 
präzipitiert und in PBS/1M NaCl aufgenommen. Die Analyse erfolgte wie in Abb.A. 
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Die Konzentrationsunterschiede zwischen verschiedenen Präparationen von Hybridom-
überständen waren gering und die damit durchgeführten FACS-Färbungen somit vergleichbar. 
 
Für die funktionellen Studien mussten Antikörper in aufgereinigter Form an Zellkulturplatten 
gebunden werden. Dazu wurden 8F11- und 1G1-Antikörper durch Dialyse gegen Wasser aus 
Hybridomüberstand ausgefällt und durch Zentrifugation gewonnenen. Dieses Verfahren ist 
speziell für IgM-Antikörper geeignet 144;148. Qualität und Konzentration der Präparationen 
wurden durch Coomassie-Färbung nach Auftrennung durch SDS-PAGE bestimmt (Abb. 4B). 

3.2 Analyse der Expression des 8F11-Antigens 

Toll-like Rezeptoren (TLRs) sind besonders für die Funktion von Makrophagen und 
dendritischen Zellen von Bedeutung 149. TLR4 und andere TLRs werden mit unterschiedlichen 
Expressionsmustern aber auch von anderen Zelltypen exprimiert 35;147;150;151. Dazu gehören 
Granulozyten, B-Zellen, Mastzellen, Epithelzellen, Endothelzellen 152 und Fibroblasten 153. 
Auch in murinen T-Zellen wurde Transkription von TLR4 festgestellt, und zwar in einigen 
Zelllinien sowie T-Zellen aus der Milz und dem Thymus 147;154. Genauere Analysen von 
murinen Milz-T-Zellen ergaben, dass nur ein kleinerer Teil der Milz-T-Zellen TLR4 expri-
miert 155 und LPS-responsiv ist 156;157.  
Im Rahmen der Charakterisierung der 8F11-Expression wurde zunächst das Expressionsmuster 
auf verschiedenen Zelllinien analysiert und dann die Expression des Antigens auf verschie-
denen aus der Maus isolierten Zellen untersucht. Im letzten Abschnitt dieses Teils (3.2.5) wird 
die zusätzliche intrazelluläre Expression von 8F11 gezeigt.  

3.2.1 8F11-Expression auf verschiedenen Zelllinien 

Abbildungen 5 und 6 zeigen die 8F11-Expression auf verschiedenen murinen Zelllinien. Neben 
verschiedenen Leukozyten (Makrophagen, T-Zellen, B-Zellen und Mastzellen), von denen 
jeweils unterschiedliche Zelllinien untersucht wurden, wurden Endothel-Zellen (e-END.2), 
Fibroblasten (B8) und Melanomzellen (B16F10) analysiert. In Abbildung 5 sind exemplarisch 
die Zelloberflächen-Färbungen einzelner Experimente aufgeführt.  
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Abbildung 5: Expression des 8F11-Antigens auf verschiedenen Zelllinien  
Verschiedene murine Zelllinien wurden wie auf der Abb. angegeben analysiert (Makrophagen: RAW 
264.7, ANA-1, J774; T-Zelllinien: KKT-2, EL-4, BW5147, LB, TK-1; B-Zelllinien: 38C-13, RAW112; 
Mastzellen: MC/9, D36; B8-Fibroblasten; B16F10-Melanom; e-END-2-Endothelzellen) Die 
Oberflächenenxpression von 8F11 wurde mittels Immunfluoreszenzfärbung und Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie bestimmt (FACS-Analyse, vgl. 2.5.5.1). Dargestellt sind die Histogramme der 
Fluoreszenzintensitäten von je einer aus mindestens vier Färbungen. Die 8F11-Expression ist als Linie, 
die Isotypkontrolle (mIgM) als grau gefüllte Fläche dargestellt. Für die Makrophagen RAW 264-7 und 
J774 sind die Ergebnisse zweier Färbungen im Histogramm gezeigt (graue bzw. schwarze Linien). 

 
Die Expression von 8F11 variierte in ihrer Stärke deutlich zwischen unterschiedlichen Analy-
sen der gleichen Zelllinien, was anhand der Makrophagen RAW 264.7 und J774 beispielhaft 
gezeigt ist. Durch Zusammenfassung mehrerer Messungen konnte die Expression auf verschie-
denen Zelllinien verglichen werden (Abbildung 6).  
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Abbildung 6: Expression von 8F11 auf verschiedenen Leukozyten-Zelllinien und e-END.2-
Endothelzellen  
Es wurden drei Makrophagen-Linien (RAW 264.7, ANA-1, J774), fünf T-Zelllinien (KKT-2, EL-4, 
BW5147, LB, TK-1), zwei B-Zelllinien (38C-13, RAW112), zwei Mastzell-Linien (MC/9, D36) sowie 
die Endothel-Zelllinie e-END.2 analysiert (wie in Abb.5). Die Bindung der Antikörper an die 
Zelloberfläche mittels FACS-Analyse bestimmt (s. 2.5.5.1). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SE der 
mittleren Fluoreszenzintensitäten (MFI) aus jeweils mindestens 4 Färbungen (für Makrophagen, T-
Zellen und B-Zellen n≥7).  

 
Die Ergebnisse für die Leukozyten-Zelllinien zeigen, dass 8F11 vor allem auf Makrophagen 
und T-Zellen exprimiert wird. Verschiedene Makrophagen- und T-Zelllinien exprimieren 8F11 
unterschiedlich stark, wobei ANA-1 Makrophagen und TK-1 T-Zellen nur eine geringe 8F11-
Expression zeigten. Der 8F11-Ak wurde von B-Zellen (RAW112 und 38C-13) sowie 
Mastzellen (MC/9 und D36) kaum gebunden, wobei 38C-13-Zellen noch die deutlichste 8F11-
Expression zeigten. Alle anderen Zelllinien (e-END.2-Endothelzellen, B8-Fibroblasten und 
B16F10-Melanomzellen) exprimierten 8F11 stark. Dabei sind die abgebildeten 
Fluoreszenzintensitäten der gefärbten B8- und B16F10-Zellen nicht direkt mit denen der 
anderen Zellen vergleichbar, da diese Messungen mit einem anderen Gerätetyp durchgeführt 
wurden ("FACSCalibur" von BD Biosciences vs. "Epics XL" von Coulter). Die durch-
schnittliche 8F11-Expression auf diesen Zellen ist deswegen in Abbildung 6 nicht mit 
aufgeführt.  
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3.2.2  8F11-Expression auf ex vivo-isolierten Granulozyten und Makrophagen  
im Vergleich mit Vergleich mit TLR4-defizienten Mäusen 

Zelllinien sind auf natürlichem oder experimentellem Weg transformierte Zellen. Neben ihrem 
kontinuierlichen Wachstumsverhalten weisen Sie oft weitere genetische Veränderungen auf. 
Deshalb wurde die Expression von 8F11 auch auf ex vivo–isolierten Zellen analysiert. 
Aufgrund der Immunisierung von TLR4-defizienten Mäusen und der Selektion der Antikörper 
an RAW 264.7-Makrophagen war die Analyse von Makrophagen dabei von besonderem 
Interesse. Zudem wurden Zellen untersucht, die teilweise ähnliche Eigenschaften wie 
Makrophagen besitzen und in denen TLRs ebenfalls eine funktionelle Bedeutung haben. Dazu 
gehören Granulozyten als Phagozyten und dendritische Zellen (DC) als professionelle Antigen-
präsentierende Zellen (Analyse von DC in Abschnitt 3.2.3).  
Um eine mögliche Abhängigkeit der 8F11-Expression von TLR4 festzustellen, wurden neben 
Zellen aus C57BL/6-Mäusen auch Zellen aus C57BL/10ScNCr(ScN)- und C57BL/10ScSn(Sn)-
Mäusen analysiert, welche für die Immunisierung verwendet worden waren.  

3.2.2.1   Expression von 8F11 auf Thioglykolat-induzierten Peritonealmakrophagen  

Makrophagen treten in verschiedensten Geweben auf. Je nach Art und Zustand des Gewebes 
bilden sie aufgrund unterschiedlicher Reifungs- und Aktivierungszustände eine phänotypisch 
und funktionell unterschiedliche Zusammensetzung. Die Peritonealmakrophagen der Maus 
lassen sich auf einfache und effiziente Weise durch Auswaschen aus der Bauchhöhle gewinnen 
und werden häufig für experimentelle Untersuchungen verwendet. Peritonealzellen aus der 
nicht entzündeten Peritonealhöhle bestehen vor allem aus Lymphozyten (ca. 60%), wobei B-
Zellen den Großteil davon darstellen, sowie zu 30-40% aus residenten Makrophagen 158-161;161. 
Granulozyten (1%) und andere Zellen kommen nur in geringen Mengen vor. B-Zellen, auch die 
in der Bauchhöhle vorwiegend vertretenen B1-Zellen, exprimieren Oberflächen-IgM. Da zur 
Detektion des 8F11-Antikörpers ein Zweitantikörper gegen murines IgM eingesetzt werden 
musste, wurde bei den Analysen von ex vivo-isolierten Zellen auf den Ausschluss von B-Zellen 
besonders geachtet.  
Durch einen Entzündungsreiz in der Bauchhöhle, der unter anderem durch Injektion von 
Chemikalien wie Thioglykolat gesetzt werden kann, wird die rasche Rekrutierung von Granulo-
zyten und im späteren Verlauf die Einwanderung von Makrophagen induziert. Dies erlaubt die 
Isolation einer großen Menge dieser Zellen. Die Akkumulation von Makrophagen in der 
Bauchhöhle ist 4 Tage nach Thioglykolatgabe mit 70-80% Makrophagen gegenüber 20-30% 
Lymphozyten am höchsten. Der gesetzte Reiz bewirkt allerdings auch Veränderungen in den so 
gewonnen Zellen. So weisen induzierte Makrophagen im Vergleich mit residenten 
Peritonealmakrophagen Aktivierungsmerkmale auf, wie z. B. die Produktion bestimmter 
Chemokine und eine erhöhte Expression von Mac-1. Deswegen wurde die 8F11-Expression 
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sowohl auf Thioglykolat-induzierten wie auch auf residenten Peritonealmakrophagen (s. näch-
ster Abschnitt) untersucht.  
Thioglykolat-induzierte Makrophagen wurden 4 Tage nach Thioglykolat-Injektion durch Aus-
spülen der Bauchhöhle gewonnen. Lymphozyten und tote Zellen wurden über Größe (FS) und 
Granularität (SS) bei der Messung ausgeschlossen (Abb. 7A).  
 
 

 
Abbildung 7: Expression von 8F11 auf Thioglykolat-induzierten Peritonealmakrophagen  
Thioglykolat-induzierten Peritonealmakrophagen wurden vier Tage nach Thioglykolat-Injektion (i.p.) 
durch Peritonealspülung entnommen (Durchführung s. 2.5.2.1) und durchflusszytometrisch analysiert (s. 
2.5.5.1). Gezeigt ist ein repräsentatives Experiment von mehreren. Abb.A: Ausschluss von toten Zellen 
und Lymphoztyen über Größe (FS) und Granularität (SS) und Auswahl der Makrophagen-Population 
Abb.B: Identifizierung der Marophagen in der ausgewählten Population durch Fluoreszenz-Färbung mit 
Ak gegen Mac-1 und F4/80 und Nachweis der Abwesenheit von Granulozyten bzw. B-Zellen mit Ak 
gegen Gr-1 bzw. B220; Die Fluoreszenz-Intensitäten sind als Histogramme dargestellt (Zuordnung der 
Linien und Füllfarben wie angegeben).. Abb.C zeigt die 8F11-Expression auf der in Abb.A/B 
charakterisierten Makrophagen-Population. Die Detektion von 8F11 erfolgte (wie beschriftet) auf der 
Population durch Einfachfärbung sowie durch Doppelfärbungen auf F4/80+-Zellen (s. 2.5.5.1). Die 
Histogramme zeigen die 8F11-Expression (fette schwarze Linien) und eine oder beide Isotypkontrollen 
(mIgM: feine Linie; 1G1-Hybridomüberstand: grau gefüllte Fläche). Die mittleren 
Fluoreszenzintensitäten (MFI) sind für 8F11 (im Fettdruck) und 1G1-Isotypen angegeben. 

 
Die Reinheit der analysierten Makrophagen-Population wurde durch Detektion von 
zellspezifischen Oberflächenmolekülen für Makrophagen, Granulozyten und B-Zellen nach-
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gewiesen (Abb. 7B). Der Antikörper F4/80 bindet spezifisch Makrophagen 158. Das Integrin 
Mac-1 (CD11b/CD18) ist unter anderem auf Granulozyten und Makrophagen exprimiert und 
das Antigen Gr-1 (Ly-6G) spezifisch auf Granulozyten 162;163. Durch Antikörper gegen B220 
können B-Zellen detektiert werden. Die analysierte Zellpopulation der Thioglykolat-induzierten 
Peritonealzellen war Mac-1+, F4/80+, Gr-1- und B220-. Sie bestand somit aus Makrophagen und 
enthielt kaum Granulozyten und B-Zellen. Abb. 7C zeigt, dass diese Makrophagen 8F11 
exprimieren. Die Expression wurde durch Vergleich mit zwei Isotypkontrollen (murines IgM 
und 1G1-Überstand, vgl. 3.1.3) kontrolliert. Die auf Thioglykolat-induzierten Peritoneal-
makrophagen gemessene Expressionsstärke des 8F11-Antigens variierte bei unter-schiedlichen 
Experimenten, wie dies bereits bei der Analyse der Zelllinien festgestellt wurde (s.3.2.1). 

3.2.2.2   Expression auf residenten Peritonealmakrophagen 

Peritonealzellen wurden durch Ausspülen der Bauchhöhle aus Mäusen der Stämme 
C57BL/10ScNCr(ScN) (TLR4-defizient), C57BL/10ScSn(Sn) (congener Wildtyp) und 
C57BL/6 gewonnen. Residente Peritonealmakrophagen wurden durch Adhärenz-Reinigung 
gegenüber Lymphozyten angereichert (s. 2.5.2.1). Verbleibende kontaminierende B-Zellen 
wurden wie zuvor über Größe und Granularität bei der FACS-Analyse ausgeschlossen, was 
durch Nachweis der IgM+- und IgM--Zellpopulationen überprüft wurde (Abb.8A). Der Anteil 
der Makrophagen-Population an den analysierten Zellen war in den Zellisolaten der verschie-
denen Mäuse vergleichbar (Abb.8A zeigt ein Beispiel.).  
Abbildung 8B zeigt, dass auch residente Peritonealmakrophagen 8F11 exprimieren. Zudem 
zeigt die Expression von 8F11 auf Zellen aus TLR4-defizienten ScN-Mäusen 
(C57BL/10ScNCr(ScN)) im Vergleich mit der Expression auf congenen Wildtyp-Zellen aus 
Sn-Tieren (C57BL/10ScSn(Sn)) keinen Unterschied. Das 8F11-Antigen ist somit weder TLR4 
noch ein strikt TLR4-abhängig exprimiertes Zelloberflächenprotein wie z.B. MD2 164. 
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Abbildung 8: Expression von 8F11 auf residenten Peritonealmakrophagen  
Residente Peritonealmakrophagen wurden durch Ausspülen der Peritonealzellen und Adhärenz-
Reinigung (Durchführung s. 2.5.2.1) aus folgenden Mäusen gewonnen:  
C57BL/10ScNCr(ScN) (TLR4-/-), C57BL/10ScSn(Sn) (WT) und C57BL/6. Die Expression von 8F11 
und IgM wurde mittels FACS-Analyse bestimmt (vgl. 2.5.5.1). Die Abbildung zeigt ein repräsentatives 
Experiment von dreien. Abb.A: linkes Bild: Auswahl der Lymphozyten- und Makrophagen-
Populationen über Größe und Granularität. Rechtes Bild: Identifizierung von B-Zellen durch Detektion 
von Oberflächen-IgM mittels FACS-Analyse (s. 2.5.5.1); Die IgM-Expressionen beider Populationen 
sind als Histogramme dargestellt; Lymphozyten-Population: IgM+, feine Linie; Makrophagen-Population 
(36%): IgM-, fette Linie. Abb.B: Bestimmung der 8F11-Expression auf der Makrophagen-Population 
aus Abb.A und Darstellung als Histogramm (8F11: fette Linien; 1G1-Isotypkontrolle: grau gefüllte 
Flächen; Die IgM-Isotypkontrolle entsprach 1G1 und ist nicht gezeigt). Die MFI (mittleren Fluoreszenz-
Intensitäten) sind für 8F11 (Fettdruck) und 1G1 angegeben. 

 

3.2.2.3   Expression auf Thioglykolat-induzierten Granulozyten 

Granulozyten wandern rasch nach intraperitonealer Injektion von Thioglykolat in die Bauch-
höhle ein und ihr Anteil an den Peritonealzellen ist mit ca. 70% bereits nach 4 Stunden 
maximal. Der durch die Thioglykolatgabe gesetzte Reiz hat allerdings, wie zuvor für Thio-
glykolat-Makrophagen erwähnt (3.2.2.1), eine aktivierende Wirkung auf die Granulozyten. 
Induzierte Granulozyten zeigen eine erhöhte Expression von Mac-1, was ein Aktivierungs-
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merkmal von Granulozyten ist (vgl. z.B. 165). Deswegen wurden Granulozyten auch aus dem 
Knochenmark isoliert und analysiert (s. Abschnitt 3.2.2.4)  
Induzierte Granulozyten wurden 4h nach Thioglykolat-Injektion i. p. durch Ausspülen  
der Bauchhöhle isoliert und durch gleichzeitige Detektion von Gr-1 und Mac-1 identifiziert 
(Abb. 9A).  
Die Abwesenheit von B-Zellen in der analysierten Zellpopulation wurde durch Detektion von 
B220 überprüft (Abb. 9A). Auch auf Granulozyten aus der Bauchhöhle wird 8F11 exprimiert. 
Abbildung 9B zeigt dies durch Detektion von 8F11 auf Gr-1+- bzw. Mac-1+-Zellen.  
 

 
Abbildung 9: Expression von 8F11 auf Thioglykolat-induzierten Peritonealgranulozyten  
Thioglykolat-induzierten Peritonealgranulozyten wurden vier Stunden nach Thioglykolat-Injektion i.p. 
durch Peritonealspülung entnommen (s. 2.5.2.1) und durchflusszytometrisch analysiert. Abb.A: linkes 
Bild: Auswahl der Granulozyten-Population unter Ausschluss von toten Zellen und Lymphoztyen; 
mittleres Bild: Nachweis der Granulozyten durch Doppel-Färbung mit Ak gegen Mac-1 und Gr-1 
(Fluoreszensintensitäten als Punktediagramme); rechtes Bild: Nachweis der Abwesenheit von B-Zellen 
durch Detektion von B220 (Fluoreszensintensitäten als Histogramm). Abb.B Expression von 8F11 auf 
Gr-1+- bzw. Mac-1+-Zellen (Granulozyten) bestimmt durch Doppelfärbung; obere Bildreihe in B: 8F11-
Expression, untere Bildreihe: 1G1-Isotypkontrolle. Die mittleren Fluoreszenzintensitäten (MFI) der 
Populationen sind seitlich angegeben (als MFI der beiden oberen Quadranten; MFI von 8F11 im 
Fettdruck). 
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3.2.2.4   Expression auf Granulozyten aus dem Knochenmark 

Granulozyten werden im Knochenmark gebildet und stellen ungefähr die Hälfte der Knochen-
markzellen dar 158;159. Knochenmark von C57BL/6-, ScN- und Sn-Mäusen wurde wie unter 
2.5.2.3 beschrieben entnommen und die 8F11-Expression auf Granulozyten bestimmt  
(Abb. 10). B-Zellen stellen mit ihren Vorläuferzellen 30%-40% des Knochenmarks (B220+-
KM-Zellen) und sind zu ca. einem Drittel IgM-positiv 166;167. Sie wurden wie zuvor durch Aus-
schluss der Lymphozyten über Größe und Granularität bei der Messung entfernt, was durch 
B220-Färbung überprüft wurde (Abb.10A). 
 

 
Abbildung 10: Expression von 8F11 auf Granulozyten aus dem Knochenmark 
Knochenmark wurde wie unter 2.5.2.3 beschrieben aus Mäusen folgender Stämme entnommen und 
durchflusszytometrisch analysiert: C57BL/10ScNCr(ScN) (TLR4-/-), C57BL/10ScSn(Sn) (WT) und 
C57BL/6. Die Abbildung zeigt ein repräsentatives Expriment von dreien. Abb.A: Auswahl der 
Granulozyten-Populationen (46% der Zellen) unter Ausschluß von Lymphozyten und toten Zellen 
(linkes Bild) und Nachweis der Abwesenheit von B-Zellen in der Population durch Detektion von B220 
(Fluoreszensintensitäten als Histogramm). Abb.B Granulozyten wurden durch Doppelfärbung mit Ak 
gegen Mac-1 und Gr-1 nachgewiesen. Ihre Anteile an der analysierten Population (aus Abb.A) sind 
angegeben. Abb.C: 8F11-Expression auf den Granulozyten aus Abb.A/B als Histogramm der 
Fluoreszenz-Intensitäten (8F11: fette schwarze Linie; 1G1-Isotypkontrolle: grau gefüllte Fläche; IgM-
Kontrolle war vergleichbar und ist nicht mit aufgeführt). Die mittleren Fluoreszenzen (MFI) sind für 
8F11 (Fettdruck) und 1G1 angegeben. 
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Die analysierte Population von Nicht-Lymphozyten enthielt in allen verglichenen Zellisolaten 
ca. 40% der Zellen und bestand zu ca. 90% aus Gr-1+Mac-1+-Granulozyten (Abb.10B). Die 
Abbildung 10C zeigt die 8F11-Expression der Granulozyten durch Detektion von 8F11 auf 
Gr-1+-Knochenmarkzellen.  
Zusammenfassend für die Abschnitte unter 3.2.2 kann gesagt werden, dass 8F11 auf Granulo-
zyten und Makrophagen exprimiert wird. Dies wurde mit der Analyse von Thioglykolat-
induzierten und residenten Peritonealmakrophagen sowie von Thioglykolat-induzierten 
Peritonealgranulozyten und Granulozyten aus dem Knochenmark jeweils für Zellen unter-
schiedlichen Ursprungs gezeigt. Durch Vergleich mit Zellisolaten aus TLR4-defizienten 
Mäusen wurde die Unabhängigkeit der 8F11-Expression von TLR4 gezeigt. 

3.2.3 Expression des 8F11-Antigens auf dendritischen Zellen (DC) 

Dendritische Zellen (DC) vermitteln neben Makrophagen die Pathogenerkennung durch das 
angeborene Immunsystem und die Induktion von adaptiven Immunreaktionen zur Bekämpfung 
der erkannten Erreger. Die Erkennung der mikrobiellen Strukturen erfolgt über Toll-like 
Rezeptoren und für die Induktion von Abwehrreaktionen ist die Aktivierung von Antigen-
spezifischen T-Zellen durch diese „professionellen Antigen-präsentierenden Zellen“ (APC) 
wichtig 34;168.  
Im Menschen und in der Maus sind verschiedene Subpopulationen dendritischer Zellen (DC) 
charakterisiert. Diese werden nach der Expression bestimmter Zelloberflächenmoleküle ein-
geteilt 113;114. In der Maus sind derzeit sechs DC-Populationen definiert. In den verschiedenen 
lymphatischen Organen kommen unterschiedliche Anteile dieser Sub-populationen vor, wobei 
dendritische Zellen insgesamt einen geringen Anteil an den Gesamtzellen von Organen stellen. 
So bestehen ca. 0,5% der Zellen in nicht-lymphoiden Geweben und ca. 1% der Zellen in 
lymphoiden Geweben aus DC.102. Murine dendritische Zellen aus Organen zu isolieren ist daher 
aufwendig und in größeren Mengen nicht möglich. Deshalb wurden verschiedene Methoden 
etabliert, dendritische Zellen in vitro aus Vorläufer-zellen zu differenzieren 169. Die 8F11-
Expression auf dendritischen Zellen wurde durch Analyse von myeloiden dendritischen Zellen, 
die in vitro aus Knochenmarkzellen differenziert wurden, sowie durch Analyse von ex vivo aus 
der Milz isolierten DC bestimmt. 
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3.2.3.1   8F11-Expression auf Knochenmark-abgeleiteten dendritischen Zellen (BM-DC) 

Durch Kultivierung von Knochenmarkzellen mit GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor) über 8-12 Tage lassen sich große Mengen myeloider DC generieren (BM-
DC, "bone marrow-derived dendritic cells" 102;141;170). BM-DC-Kulturen wurden in Anlehnung 
an Lutz et al. differenziert und sind folgendermaßen charakterisiert. Neben CD11c+Gr-1--
dendritischen Zellen (BM-DC) unterschiedlicher Reifestadien (vgl. auch 3.3.1) enthalten die 
Kulturen vor allem CD11c-Gr-1+-Granulozyten. CD11c, die αX-Kette des Integrins 
CD11c/CD18 (CR4), ist ein Differenzierungsmarker dendritischer Zellen 113;168. Die 
Entwicklung von dendritischen Zellen in den Kulturen ist durch Abnahme der Expression 
myeloider Differenzierungsmarker charakterisiert und durch Zunahme CD11c+-Zellen. In 
ausgereiften Kulturen (Tag 10-14) kommen zunehmend auch adhärente F4/80+-Makrophagen 
vor. B-Zellen stellen nur 5-8% der gewonnen Zellen. 

3.2.3.1.1  Charakterisierung der in vitro-differenzierten BM-DC-Kulturen 

Die Experimente zu Expression und im Weiteren dann zur Funktion von 8F11 auf BM-DC wur-
den mit Zellen aus Kulturen am Tag 8-10 durchgeführt. Der Anteil dendritischer Zellen in die-
sen Kulturen wurde standardmäßig durch Detektion von CD11c und Gr-1 analysiert (Abb. 11). 
Durchschnittlich enthielten die Kulturen am Tag 8 50-60% und am Tag 10 60-80% BM-DC. 
Zudem wurde die Expression der Reifungsmarker MHC II, CD80, CD86, CD40 und ICAM-1 
(vgl. Abschnitte unter 3.3.1) auf den CD11c+-BM-DC nachgewiesen. Die differentielle 
Expression von MHC II (MHC Klasse 2) auf den BM-DC einer Kultur spiegelt die 
unterschiedlichen Reifestadien wider und ist für Tag 8 in Abbildung 11 dargestellt. CD11c--
Zellen exprimieren kein MHC II. 
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Abbildung 11: Charakterisierung von Kulturen Knochenmark-abgeleiteter dendritischer Zellen  
Knochenmark wurde wie unter 2.5.2.3 beschrieben entnommen und wie unter 2.5.3 beschrieben zur 
Differenzierung von BM-DC mit GM-CSF behandelt. Mit Ak gegen Gr-1 wurden Granulozyten in den 
BM-DC-Kulturen nachgewiesen und mit Ak gegen CD11c BM-DC (mittels FACS-Analyse, s. 2.5.5.1). 
Die Abbildung zeigt repräsentative Beispiele für die Anteile von Granulozyten und BM-DC in Kulturen 
am Tag 7, 8 und 10 der in vitro-Differenzierung; oben: Kultur am Tag 7, analysiert durch Doppelfärbung 
mit Angabe der Anteile Gr-1+ bzw. CD11c+-Zellen in den Quadranten; mitte/unten: Kulturen am Tag 8 
und Tag 10, analysiert durch Einfach-Färbungen mit Angabe der Anteile Gr-1+ bzw. CD11c+-Zellen in 
Prozent positiver Zellen (obere Quadranten) und Prozent negativer Zellen (untere Quadranten). Für 
Kulturen am Tag 8 ist die Expression von MHC Klasse II als Doppel-Färbung gegen CD11c gezeigt 
(Punktwolken-Diagramm). Die Expression von MHC II auf den CD11c+-Zellen ist zudem als 
Histogramm dargestellt (MHC II: fette schwarze Linie, Isotyp: grau gefüllte Fläche).  

 
Definierte Zellpopulationen können mittels einer magnetischen Matrix ("beads"), die mit 
entsprechenden Zell-spezifischen Antikörpern überzogen ist, aus heterogenen Zellpopulationen 
isoliert oder depletiert werden. Mittels einer CD11c-spezifischen Matrix wurden BM-DC aus 
den Kulturen isoliert bzw. depletiert. Die Reinheit der gewonnen Zellen wurde durch Färbung 
von CD11c überprüft (Abb. 12A und C). 
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Abbildung 12: Expression von 8F11 und Differenzierungsmarkern auf CD11c- selektierten und CD11c-
depletierten Zellen aus BM-DC-Kulturen  
Knochenmark wurde wie unter 2.5.2.3 beschrieben entnommen und zur Differenzierung von BM-DC mit 
GM-CSF behandelt (s. 2.5.3). BM-DC-Kulturen wurden am Tag 8 der Differenzierung mittels CD11c-
spezifischer Matrix in CD11c+- und CD11c--Zellen fraktioniert (Durchführung unter 2.5.4). Die 
Expressionen von Differenzierungsmarkern und 8F11 wurden durch FACS-Analyse (s. 2.5.5.1) bestimmt 
und sind als Histogramme der Fluoreszenz-Intensitäten dargestellt (Oberflächenmoleküle: fette schwarze 
Linien; Isotypkontollen: grau gefüllte Flächen). Abb.A und Abb.B: Expression von CD11c bzw. 8F11 
auf der CD11c-selektierten Zellfraktion; Die MFI von 8F11 (Fettdruck) und 1G1 sind angegeben. Abb.C 
zeigt die Expression der angegebenen Differenzierungsmarker auf Zellen der CD11c-- Fraktion und 
Abb.D die Expression von 8F11 auf den CD11c--Zellen. Die mittleren Fluoreszenz-Intensitäten von 
8F11 (Fettdruck) und 1G1 sind angegeben. 
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Die gewonnenen CD11c--Zellen wurde über Nachweis von Mac-1, Gr-1, F4/80 und B220  
(Abb. 12C) näher charakterisiert. Die Ergebnisse zeigen, dass die hergestellten BM-DC-
Kulturen neben Gr-1+-Granulozyten auch Anteile von F4/80+-Makrophagen enthalten können. 
Die Detektion zweier Zellpopulationen mit unterschiedlich starker Expression von Mac-1 
stehen mit den nachgewiesenen Anteilen von Granulozyten (Mac-1++) und Makrophagen (Mac-
1+) in Einklang. B-Zellen waren kaum vorhanden. Für die in Abbildung 12 gezeigte Analyse 
der zellulären Zusammensetzung der BM-DC-Kulturen wurden die Zellen durch Ablösen von 
der Kulturschale vollständig entnommen. Für alle anderen Experimente mit BM-DC, wie die 
Expressionsanalyse von 8F11 nach Zellstimulation und die funktionellen Analysen mit dem 
Antikörper, wurden nur die Zellen in Suspension sowie schwach adhärente Zellen abgespült. 
Dabei blieben möglicherweise enthaltene Makrophagen aufgrund ihrer starken Adhärenz in der 
Zellkulturschale zurück 141;170. Die in Abbildung 12 gezeigten Makrophagen waren bei den 
übrigen Untersuchungen mit BM-DC daher nicht enthalten und die analysierten "BM-DC"- 
Zellen bestanden fast ausschließlich aus BM-DC und Granulozten, wie in Abbildung 11 zu 
sehen.  
Sowohl BM-DC als auch DC-depletierte Zellen (Granulozyten und Makrophagen) exprimieren 
8F11 deutlich (Abb. 12B bzw. 12D). Dies steht in Einklang mit der 8F11-Expression auf 
Granulozyten und Makrophagen aus der Bauchhöhle (3.2.2). 

3.2.3.1.2  Expression von 8F11 auf DC und Granulozyten aus BM-DC-Kulturen 

BM-DC-Kulturen wurden auch ohne Aufreinigung über „beads“ durch Detektion von 8F11 auf 
CD11c+- bzw. Gr-1+-Zellen mittels Doppelfärbung der Zellen durchflusszytometrisch analysiert 
(s. 2.5.5.1). Dadurch sollte die 8F11-Expression auf BM-DC und Granulozyten innerhalb einer 
Kultur verglichen werden und zudem ein Einfluss der "beads", welche an den CD11c-selek-
tierten DC haften bleiben, auf die Bindung des 8F11-Ak ausgeschlossen werden.  
Abbildung 13 zeigt die Expression von 8F11 auf BM-DC und Granulozyten in Kulturen am 
Tag 8 an zwei beispielhaften Experimenten.  
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Abbildung 13: Expression von 8F11 auf BM-DC und Granulozyten in BM-DC-Kulturen 
BM-DC-Kulturen wurden wie unter 2.5.3 beschrieben differenziert. Die Kulturen wurden am Tag 8 mit 
Ak gegen Gr-1 und CD11c und mit 8F11-Hybridomüberstand mittels FACS-Analyse untersucht (s. 
2.5.5.1). Abb. A und Abb.B zeigen zwei repräsentative Beispiele mehrerer Experimente. Die Kulturen 
enhielten ca. 60% DC und ca. 40% Granulozyten. Die Expressionen sind als Punktwolken-Diagramme 
bzw. Histogramme wie beschriftet dargestellt. Die mittleren Fluoreszenzintensitäten (MFI) von 8F11 
(Fettdruck) und 1G1-Isotyp für CD11c+ (obere Quadranten) und CD11c- -Zellen (untere Quadranten), 
bzw. Gr-1+ -Zellen Gr-1- -Zellen sind seitlich angegeben.. Abb.A: Expression von 8F11 als Doppel-
Färbung gegen CD11c (1G1 als Isotypkontrolle); Histogramm-Darstellung der 8F11-Expression auf 
CD11c+ und CD11c--Zellen (8F11: fette Linie; IgM-Isotyp: grau gefüllte Fläche; 1G1-Isotyp: dünne 
Linie). Abb.B: Expression von 8F11 als Doppel-Färbung mit Ak gegen CD11c und Gr-1 (jeweils mit 
1G1 als Isotypkontrolle). 

 
Abb. 13A zeigt die 8F11-Expression auf CD11c+ und CD11c- -Zellen, wobei letztere aus 
Granulozyten bestehen. (Adhärente Makrophagen wurden nicht von den Kulturplatten ab-
gelöst.) Auf den Punktediagrammen und Histogrammen in Abbildung 13A wird die Schwierig-
keit einer vergleichenden Darstellung der 8F11-Expressionsstärke auf den beiden Zelltypen 
innerhalb einer Messung deutlich, da die Granulozyten aufgrund ihrer wesentlich geringeren 
Eigenfluoreszenz in einem niedrigeren Fluoreszenzbereich als die BM-DC detektiert wurden. 
Die starken Unterschiede in den Eigenfluoreszenzen beider Zellen wurde durch Analyse 
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ungefärbter Zellen und Zuordnung der Populationen mittels Gr-1 und CD11c bestätigt (nicht 
gezeigt). Durch gleichzeitiges Anfärben der Zellen mit 8F11-Überstand und Ak gegen Gr-1 
konnte die Expression auf Granulozyten etwas besser dargestellt werden (Abb. 13B). Die 
Abbildung zeigt die 8F11-Expression auf CD11c+-BM-DC und Gr-1+-Granulozyten derselben 
Kultur und verdeutlicht, dass sich die 8F11-Expression auf den beiden Zelltypen nicht 
wesentlich unterscheidet. Zusammenfassend für eine genaue durchflusszytometrische Analyse 
der Kulturen auch im Rahmen der verschiedenen anderen Untersuchungen an BM-DC 
(Stimulationen und funktionelle Analysen, vgl. 3.3.1 bzw. 3.5) kann gesagt werden, dass 
sowohl BM-DC wie auch Granulozyten der Kulturen 8F11 in vergleichbarer Stärke expri-
mieren.  

3.2.3.1.3  8F11-Expression auf BM-DC von TLR4-defizienten Mäusen 

BM-DC wurden auch aus Knochenmark von TLR4-defizienten C57BL/10ScNCr(ScN)- und 
congenen C57BL/10ScSn(Sn)-Mäusen differenziert und bezüglich der 8F11-Expression ver-
glichen. Dabei wurden BM-DC von C3H/HeJ TLR2-/--Mäusen mit untersucht. Diese Mäuse 
exprimieren einen durch Punktmutation inaktivierten TLR4 171 und sind zudem TLR2-defizient. 
Abbildung 14 zeigt die 8F11-Expression auf BM-DC dieser Mäuse.  

 
Abbildung 14: Expression von 8F11 auf BM-DC aus Mäusen mit Defekten in TLR4 und TLR2 
BM-DC wurden aus Knochenmarkzellen folgender Mäuse differenziert (s. 2.5.3): 
C57BL/10ScNCr(ScN) (TLR4-/-), C57BL/10ScSn(Sn) (wt), C3H/HeJ TLR2-/- (TLR4-mutiert, TLR2-/-) 
und C57BL/6. BM-DC-Kulturen wurden am Tag 8 mit Ak gegen CD11c und 8F11-Hybridomüberstand 
Immunfluoreszenz-gefärbt und durch FACS-Analyse untersucht (s. 2.5.5.1). Die Expression von 8F11 
auf CD11c+ -Zellen (DC) ist in Histogramm-Form dargestellt (8F11: fette schwarze Linie; 1G1: feine 
schwarze Linie; IgM: grau gefüllte Fläche). Die mittleren Fluoreszenzintesitäten (MFI) sind für 8F11 
(Fettdruck) und 1G1 angegeben. Die Abbildung zeigt ein repräsentatives Expriment von dreien. 

 
8F11 wurde auf allen BM-DC exprimiert. Dabei war die Expressionsstärke von 8F11 auf ScN- 
und Sn-BM-DC gleich und auf C3H/HeJ TLR2-/--BM-DC etwas höher. Um die Vergleich-
barkeit der verschiedenen BM-DC zu überprüfen, wurden die Expressionen verschiedener 
Reifungsmarker gemessen und die Anteile CD11c+-Zellen in den Kulturen bestimmt (Tab. 4).  
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Tabelle 4: Charakterisierung der analysierten BM-DC-Kulturen von verschiedenen Mäusen 
Analysiert wurden die CD11c+-Zellen, deren 8F11-Epression in Abbildung 14 gezeigt ist (vgl. Legende 
zu Abb.14). Die Expression von CD11c, CD80, CD86, MHC II und ICAM-1 (CD54) auf CD11c+-Zellen 
(BM-DC) wurde durch FACS-Analyse (s. 2.5.5.1) bestimmt. Die mittleren Fluoreszenzintensitäten 
(MFI) der Expressionen sind nach Abzug der MFI der jeweiligen Isotypkontrollen in der Tabelle 
aufgeführt. In der rechten Spalte sind die Anteile CD11c+-Zellen an den Kulturen aufgeführt. 

 

Mausstamm Markermoleküle % CD11c+ 

 CD80 CD86 MHC П ICAM-1  

C3H/HeJ TLR 2-/- 63 30 336 70 80 

C57BL/6 129 69 679 112 70 

C57BL/10ScNCr (ScN)  112 62 682 90 61 

C57BL/10ScSn (Sn) 95 66 595 90 64 

 
Eine Differenzierung zu dendritischen Zellen fand in allen Kulturen statt und die hergestellten 
BM-DC exprimierten die Reifungsmarker CD80, CD86 und MHC II. Wie die Expression von 
8F11 stimmten auch die Expressionen der Reifungsmarker und die Anteile CD11c+-Zellen 
zwischen den congenen Kulturen (ScN- und Sn-Zellen) sehr gut überein. In C3H/HeJ TLR2-/--
Kulturen lag der Anteil dendritischer Zellen am höchsten. Möglicherweise hatten die unter-
schiedlichen genetischen Hintergründe (C57BL/10, C57BL/6 und C3H) einen Einfluss auf die 
Reifung der Kulturen. Das Fehlen von TLR4 oder TLR2 hatte jedoch keine Auswirkung auf die 
8F11-Expression von BM-DC, was die Ergebnisse zur 8F11-Expression auf TLR4-defizienten 
Peritonealmakrophagen bestätigt (s. 3.2.2). 

3.2.3.2 8F11-Expression auf dendritischen Zellen aus der Milz  

In der murinen Milz befinden sich hauptsächlich drei der sechs bislang beschriebenen murinen 
DC-Subpopulationen 113. Diese werden nach der Expression von CD8 und CD4 eingeteilt und 
unterscheiden sich zudem unter anderem in der Stärke der Mac-1-Expression 116. Alle drei 
Populationen exprimieren CD11c. Die Milz besteht hauptsächlich aus Lymphozyten (90%), 
darunter ca. 35% T-Zellen und ca. 55% B-Zellen (159;172 sowie eigene Ergebnisse). Zudem 
befinden sich in der Milz jeweils etwa 4% Makrophagen und Granulozyten. Dendritische 
Zellen stellen nur 1% der Milzzellen 173 und wurden deswegen mittels CD11c-spezifischer 
Matrix aufgereinigt (Durchführung s. 2.5.4). Die Qualität der isolierten Zellen wurde durch 
Färbung von CD11c und Oberflächen-IgM zur Detektion kontaminierender B-Zellen überprüft 
(Punktediagramme bzw. Histogramm in Abb. 15A). 
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Abbildung 15: Expression von 8F11 auf dendritischen Zellen aus der Milz 
Milzen wurden entnommen und Zellsuspensionen daraus hergestellt (2.5.2.4). Mittels Zell-spezifischer 
„beads“ (s. 2.5.4) wurden die Zellen in CD11c-selekierte (Abb.A), B220-selektierte (Abb.B) und B220-
depletierte Zellen (Abb.C) aufgetrennt. B-Zellen und DC wurden durch Detektion von IgM bzw. CD11c 
nachgewiesen und die Expression von 8F11 wurde bestimmt (FACS-Analyse, vgl. 2.5.5.1). Abb.A: 
CD11c-selektierte DC; oben: Nachweis der Abwesenheit von B-Zellen durch Detektion von IgM; Reihe 
2: 8F11-Expression auf Milz-DC nach Doppel-Färbung mit Ak gegen CD11 (Punktwolken-Diagramme: 
links mit 1G1-Isotypkontrolle, rechts mit 8F11-Ak); Histogramm rechts: weitere Darstellung der 8F11-
Expression auf CD11c+-Zellen (8F11: fette Linie; 1G1-Isotypkontrolle: grau gefüllte Fläche; MFI 
angegeben für 8F11 und 1G1) Abb.B: B220-selektierte B-Zellen; Nachweis der Bindungs-Aktivität des 
anti-mIgM-Ak (Isotypkontrolle: grau gefüllte Fläche). Abb.C: B-Zell-depletierte Milzzellen; oben: 
Nachweis der Abwesenheit von B-Zellen durch Detektion von IgM; Reihe 2: Expression von 8F11 auf 
CD11c+-Zellen (DC, ca. 5% Anteil) und CD11c- -Zellen, bestimmt durch Doppelfärbung mit 8F11-
Hybridomüberstand und Ak gegen CD11c; Darstellung mit Isotypen für CD11c (IgG2b) und 8F11 (1G1) 
wie beschriftet. Der Anteil 8F11+CD11c+-Zellen (mit Isotyp) ist in % angeben (Quadrant oben rechts). 
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Die Färbung von B-Zellen durch den verwendeten anti-mIgM-Antikörper wurde mittels B220-
selektierter Milzzellen überprüft (Abb. 15B). Abbildung 15A zeigt, dass auch dendritische 
Zellen aus der Milz 8F11 exprimieren. Die Punktediagramme in Abbildung 15C zeigen die 
8F11-Expression auf B220-depletierten Milzzellen bei gleichzeitiger Detektion von CD11c. Die 
Abwesenheit von B-Zellen in den Zellisolaten wurde durch Detektion von IgM überprüft 
(Histogramm Abb.15C oben). Circa 5% der Zellen waren CD11c+ und exprimierten im 
Gegensatz zu den restlichen, CD11c-negativen Milzzellen 8F11.  
Die Expression von 8F11 auf isolierten Milz-DC konnte somit für nicht selektierte Milz-DC 
bestätigt werden. Die CD11c--Zellen enthielten gemäß der zellulären Zusammensetzung der 
Milz vor allem T-Zellen, was eine fehlende Expression von 8F11 auf T-Zellen der Milz 
vermuten lässt. Die Analyse dieser B220-depletierten Milzzellen ist im Rahmen der 
Untersuchungen zur 8F11-Expression auf T-Zellen genauer dargestellt (Abschnitt. 3.2.4.1). 
Neben B-Zellen wurden bei der Depletion B220+-Zellen auch plasmazytoide DC (PDC) 
entfernt, welche in der Maus vor kurzem durch mehreren Gruppen beschrieben wurden  
und unter anderem durch die Expression von B220 und Gr-1 neben CD11c charakterisiert  
sind 119;120;120-125. Sie stellen jedoch mit 10% nur einen geringen Anteil an den dendritischen 
Zellen der Milz in C57BL/6-Mäusen 122. Der Analyse von CD11c-selektierten Milz-DC (Abb. 
15A) ging keine Depletion von B220+-Zellen voraus, so dass hier auch plasmazytoide DC in 
die Analyse mit eingegangen sein sollten. 
Durch Analyse von myeloiden Knochenmark-abgeleiteten DC und dendritischen Zellen aus der 
Milz konnte somit gezeigt werden, dass 8F11 zumindest auf den „konventionellen“ murinen 
DC-Populationen exprimiert wird.  

3.2.4 Expression von 8F11 auf ex vivo-isolierten T-Zellen  

Mehrere T-Zelllinien exprimieren 8F11 (vgl. 3.2.1, Abb. 5 und 6). Die Ergebnisse im Rahmen 
der Analyse dendritischer Zellen aus der Milz legen jedoch den Schluss nahe, dass T-Zellen in 
der Milz 8F11 nicht exprimieren. Deshalb wurde die 8F11-Expression auf T-Zellen aus der 
Milz und dem Thymus genauer untersucht.  

3.2.4.1   8F11-Expression auf T-Zellen aus der Milz 

Wie erwähnt besteht die Milz zu ca. 35% aus T-Zellen und zu ca. 55% aus B-Zellen. T-Zellen 
aus der Milz wurden zum einen durch Depletion von B220+-Zellen angereichert und zum 
anderen über das T-Zell-spezifische Oberflächenmolekül Thy-1 (CD90) mittels Ak-beschich-
teter magnetischer Matrix isoliert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16 dargestellt.  
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Abbildung 16: Expression von 8F11 auf T- Zellen aus der Milz 
Milzen wurden entnommen und Zellsuspensionen daraus hergestellt (s. 2.5.2.4). Mittels Ak-
beschichteter „beads“ wurden die Zellen in B220-depletierte Zellen (Abb.B) und Thy1-selekierte Zellen 
(Abb.C) aufgetrennt (s. 2.5.4). Folgende Differenzierungsmarker wurden in den Zellfraktionen 
nachgewiesen (FACS-Analyse, s. 2.5.5.1): IgM, B220, Mac-1 und Thy-1. Die 8F11-Expression wurde 
bestimmt. Die Fluoreszenz-Intensitäten sind als Histogramme dargestellt (Oberflächenproteine: fette 
Linien; Isotypkontrollen: grau gefüllte Flächen). Gezeigt ist ein repräsentatives Experiment von fünf. 
Abb.A: Ausschluss toter Zellen durch Propidiumjodid-Färbung (PI) Abb.B: Expression von 8F11 und 
angegebenen Differenzierungsmarkern auf B220-depletierten Zellen; Im Histogramm der B220-
Expression (rechts oben) ist die Expression auf den Milz-Gesamtzellen mit aufgeführt (fein gepunktete 
Linie). Der ermittelte Anteil an B-Zellen ist angegeben (55%). Die 8F11-Detektion erfolgte mit 
mehreren Überständen (siehe Beschriftung des 8F11-Histogramms) und folgenden MFI (wie z.T. 
angegeben): IgM:16, 1G1:16,19; 8F11:19,23). Abb.C: Expression von Thy-1, IgM und 8F11 auf der 
Thy-1-selektierten Zellfraktion. Im Histogramm der 8F11-Expression ist 1G1 als Isotypkontrolle 
dargestellt und die MFI von 8F11 und 1G1-Isotyp sind angegeben. 
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Tote Zellen wurden durch PI-Färbung bei der Messung ausgeschlossen (Abb. 16A). Die 
Abwesenheit von B-Zellen in den analysierten Zellisolaten wurde durch Färbung von Ober-
flächen-IgM und B220 nachgewiesen (Abb. 16B bzw. 16C). Erwartungsgemäß bestanden die 
B-Zell-depletierten Milzzellen hauptsächlich aus T-Zellen (80-90% Thy-1+; Abb. 16C). 
Färbungen mit Mac-1+, Gr-1+ oder F4/80+ ergaben einen Anteil von bis zu 10% positiven 
Zellen an der Fraktion (für Mac-1+-Zellen gezeigt in Abb. 16C). Durch Färbung von Mac-1-
selektieren Milzzellen wurde die 8F11-Expression auf Mac-1+-Milzzellen gezeigt (nicht 
abgebildet). Dies entsprach den Erwartungen, da Mac-1+-Milzzellen Makrophagen, 
Granulozyten und DC enthaltenen können und die 8F11-Expression für diese Zelltypen gezeigt 
wurde (vgl. 3.2.2 und 3.2.3). Die fehlende Expression von 8F11 auf T-Zellen aus der Milz 
wurde in mehreren unabhängigen Analysen (n=5) von B220-depletierten Milzzellen bestätigt. 
Die Messungen wurden wie abgebildet durch zwei Isotypkontrollen und verschiedene Chargen 
von 8F11- und 1G1-Überständen kontrolliert. (Die mittleren Fluoreszenzen (MFI) der 
abgebildeten Messung waren Folgende: IgM:13, 1G1: 16, 19 und 8F11: 19, 23.) Aufgrund des 
geringen Anteils Mac-1+-Zellen an B220-depletierten Milzzellen hatte deren 8F11-Expression 
offensichtlich keinen nennenswerten Einfluss auf die mittlere Fluoreszenzintensität der Zellen. 
Auch auf T-Zellen, die mittels Thy-1-spezifischer Matix aus der Milz selektierten wurden, 
wurde keine 8F11-Expression detektiert (Abb. 16C). Die Reinheit der isolierten T-Zellen und 
die Abwesenheit kontaminierender B-Zellen wurden über Detektion von Thy-1 bzw. 
Oberflächen-IgM überprüft.  
Die Ergebnisse bestätigten somit die Annahme, dass T-Zellen aus der Milz 8F11 nicht expri-
mieren. Damit war eine ex vivo-isolierte Zellpopulation identifiziert worden, die das 8F11-
Antigen eindeutig nicht exprimierte.  

3.2.4.2   8F11-Expression auf Thymozyten 

Neben Thymozyten, die mit über 95% den größten Anteil der Thymuszellen bilden und 
hauptsächlich aus unreifen T-Zellen bestehen, kommen im Thymus noch Epithelzellen, Makro-
phagen, Fibroblasten sowie dendritische Zellen und B-Zellen vor. Die Anteile dieser Zelltypen 
an isolierten Gesamtzellen des Organs liegen jeweils unter 1% 117;158;174 und können die 
Expressionsanalyse von 8F11 auf Thymozyten daher nicht stören. (Genauere Analysen zur B-
Zellreifung im Thymus von C57BL/6-Mäusen ergaben einen B-Zell-Anteil von über 4%, 
wovon 60% IgM-positiv sind 175.) Je nach Entwicklungsstadium unterscheiden sich 
Thymozyten in der Expression von CD4 und CD8 sowie dem T-Zellrezeptor-Komplex 
(TCR/CD3) 176. Die größte Population von ca. 80% der T-Zellen im Thymus wird von unreifen 
CD4+CD8+ („doppelt positiven") T-Zellen gebildet, welche zudem eine niedrige CD3-Expres-
sion (CD3low) zeigen. Eine weitere Population unreifer T-Zellen ist „doppelt negativ“ (CD4-

CD8-), exprimiert kein CD3 und stellen nur ca. 3% der Thymozyten. Die restlichen T-Zellen 
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stellen reife T-Zellstadien dar, exprimieren CD3 stark (CD3hi) und sind CD4+CD8- (ca. 10%) 
bzw. CD4-CD8+ (ca. 5%) z.B.177. 
Abbildung 17 zeigt, dass Thymozyten im Gegensatz zu den T-Zellen aus der Milz 8F11 expri-
mieren. Die Expression war nicht sehr stark. 
 

 
Abbildung 17: Expression von 8F11 auf Thymozyten 
Thymi wurden entnommen und Zellsuspensionen daraus hergestellt (s. 2.5.2.4). Die Expression von 
8F11 und Differenzierungmarkern wurde durch FACS-Analyse bestimmt (s. 2.5.5.1). Obere Reihe: 
Auswahl der analysierten Zellpopulation unter Ausschluss von toten Zellen (links); rechts: 8F11-
Expression auf der Zellpopulation mit 1G1 als Isotypkontrolle (graue Fläche) mit Angabe der MFI für 
8F11 (Fettdruck) und 1G1 Abb. unten: Detektion von CD4, CD8 und CD3 sowie IgM und Mac-1; CD4 
und CD8 wurden als Doppel-Färbung bestimmt und sind als Punktediagramm (Abb. links) dargestellt. 
Die Anteile der Zellen in den Quadranten sind angeben. Die anderen Expressionen sind als Histogramme 
gezeigt (Oberflächenproteine: fette Linien, Isotypkontrollen: grau gefüllte Flächen, bzw. IgM als 
dunkelgrau gefüllte Fläche).  

 
Die Zusammensetzung der T-Zellen wurden durch Färbung von CD4, CD8 und CD3 überprüft 
und umfasste erwartungsgemäß vor allem doppelt positive bzw. CD3--Zellen. Die analysierte 
Zellpopulation enthielt nahezu ausschließlich T-Zellen, wie durch Detektion möglicher Anteile 
anderer Thymuszellen mittels Ak-Färbung von Oberflächen-IgM und Mac-1 bestimmt wurde. 
Mac-1+-Thymuszellen können Makrophagen, DC und/oder B1-Zellen enthalten. Die B-Zellen 
im Thymus sind B1-Zellen 166;178. 
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Die Analyse von T-Zellen aus der Milz und dem Thymus ergaben somit Unterschiede in der 
8F11-Expression auf T-Zellen, wobei Thymozyten 8F11-positiv und Milz-T-Zellen 8F11-
negativ waren. Da sich in der Milz reife, einfach positive T-Zellen befinden, während der 
Thymus hauptsächlich unreife T-Zellen enthält, könnte ein Zusammenhang zwischen der 8F11-
Expression und dem Reifestatus der T-Zellen bestehen. 

3.2.5  Intrazelluläre Expression von 8F11 

Alle bisher dargestellten Expressionsanalysen wurden an nicht permeabilisierten Zellen 
durchgeführt und untersuchten daher die 8F11-Expression auf der Zelloberfläche. Um einen 
Hinweis auf die mögliche Expression von 8F11 auch im Zytoplasma zu erhalten, wurden 
BW5147-T-Zellen und RAW 264.7-Makrophagen sowie Thioglykolat-induzierte Peritoneal-
makrophagen intrazellulär gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die Signale waren 
sehr stark (Abb. 18) und übertrafen die Intensität der Zelloberfächen-Färbungen um das 4-5-
fache (vgl. auch Tab. 6, Abschnitt 3.3.2.1).  
 
 

 
Abbildung 18: Intrazelluläre Detektion von 8F11 in Makrophagen und T- Zellen  
Zellen der T-Zellline BW5147 und der Makrophagen-Linie RAW 264.7 sowie Thioglykolat-induzierte 
Peritonealmakrophagen (Isolation vgl. 2.5.2.1) wurden nach Fixierung und Permeabilisierung der 
Zellmembran intrazellulärer mit 8F11-Hybridomüberstand und 1G1 als Isotypkontrolle 
Immunfluoreszenz-gefärbt und durch FACS-Messung analysiert (vgl. 2.5.5.2). Die Fluoreszenz-
Intensitäten sind für 8F11 (Linien) und 1G1-Isotypkontrolle (graue Flächen) als Histogramme 
dargestellt, die MFI sind für 8F11 (Fettdruck) und 1G1 angegeben.  
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Es wurde daher angenommen, dass das 8F11-Antigen auch innerhalb der Zelle vorkommt. Um 
diesen Befund zu bestätigen und die Anwendbarkeit des 8F11-Ak für Analysen zur subzellu-
lären Lokalisation von 8F11 zu testen, wurden Fluoreszenz-gefärbte Zellen durch konfokale 
Mikroskopie untersucht. Es wurde eine Expression von 8F11 im Zytoplasma, nicht aber im 
Zellkern, festgestellt. Dies bestätigte die starke intrazelluläre Färbung der FACS-Analysen. 
Abbildung 19 zeigt konfokal-mikroskopische Aufnahmen von BW5147-T-Zellen nach Immun-
fluoreszenzfärbung mit dem 8F11-Ak.  
 

 
Abbildung 19: Konfokal-mikroskopische Aufnahmen von der intrazellulären 8F11-Expression 
BW5147-T-Zellen wurden nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellmembran intrazellulärer mit 
8F11-Hybridomüberstand und mIgM als Isotypkontrolle Immunfluoreszenz-gefärbt (Durchführung unter 
2.5.5.3). Die gefärbten Zellen wurden durch konfokale Mikroskopie analysiert.  

 
Die Kontrollfärbung mit der Isotypkontrolle IgM lässt erkennen, dass auch IgM-Moleküle die 
Zellen binden. Die Bindung von IgM an die Zellen war allerdings erheblich schwächer als die 
des 8F11-Ak und zeigte ein anderes Muster. Die Bindung der Isotypkontrolle war punkförmiger 
und wies nicht die deutliche und relativ gleichmäßig verteilte Bindung im Zytoplasma auf, die 
der 8F11-Ak zeigte. Eine Bindung von IgM wäre möglich, da die Expression von Rezeptoren 
für IgM-Ak unter anderem für T-Zellen 179-185 und Makrophagen 186;187 beschrieben ist. Dabei 
wurde ein IgM-Rezeptor (Fcα/µR), der auch auf Makrophagen exprimiert wird, aus cDNA der 
hier analysierten BW5147-Zellen kloniert 187.  
Für genauere Analysen zur subzellulären Lokalisation von 8F11 war es daher notwendig, IgM-
Bindungstellen zu blockieren. Dazu war eine direkte Markierung des 8F11-Antikörpers nötig. 
Biotinylierung und FITC-Markierung des 8F11-Antikörpers wurden nach verschiedenen 
Methoden durchgeführt. Dazu wurde die Kopplung von Biotin und FITC über NH2- oder 
COOH-Gruppen nach verschiedenen Protokollen und unter Verwendung von Produkten mehre-
rer Hersteller durchgeführt (nicht gezeigt). Zudem wurde die Firma „David’s Biotechnology“ 

8F11 IgM 8F118F11 IgM 8F11
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mit der Herstellung von markiertem 8F11-Ak beauftragt, war jedoch nicht erfolgreich. Ein 
stabiler und aktiver markierter 8F11-Antikörper konnte nicht hergestellt wer-den und somit 
waren genauere Analysen zur subzellulären Lokalisation von 8F11 nicht möglich.  
 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine starke intrazelluläre Expression des 8F11-
Antigens festgestellt wurde, die durch das Vorkommen von 8F11 im Zytoplasma begründet ist. 
Ein möglicher Grund für die beobachten Schwankungen in der Oberflächenexpression des 
8F11-Antigens könnten Veränderungen in der Verteilung des Antigens zwischen Zellmembran 
und Zytoplasma sein, die beispielsweise in Abhängigkeit vom Differenzierungs- oder 
Aktivierungzustand analysierter Zellen stattfinden könnten. 

3.3  Einfluss der Zellaktivierung durch verschiedene Stimuli auf 
die Expression des 8F11-Antigens 

Das 8F11-Antigen wird auf Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert. Beides  
sind Zelltypen, deren Funktionen mit unterschiedlichen Aktivierungstadien assoziiert  
sind 3;103;105;111;93;97;98. Sie können unter anderem durch mikrobielle Produkte und verschiedene 
inflammatorische Mediatoren wie TNF-α oder IFN-γ aktiviert werden.  Bei der Aktivierung 
werden unter anderem Zelloberflächenmolekülen hochreguliert, die eine Funktion in der 
Antigenpräsentation und T-Zell-Aktivierung haben. Wesentlich sind hier die MHC-Moleküle 
und kostimulatorische Moleküle wie CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), CD40 und CD54 (ICAM-1) 
2;188. Im Weiteren wurde analysiert, ob sich auch die Expression von 8F11 an der Zelloberfläche 
bei Aktivierung verändert. Dabei wurde durch Stimulationen über 3 und 17 Stunden nach 
Veränderungen mit unterschiedlicher Kinetik gesucht.  

3.3.1  Expression von 8F11 nach Aktivierung von dendritischen Zellen durch 
verschiedene TLR-Liganden und Zytokine 

Zur Analyse der 8F11-Expression auf aktivierten DC wurden Knochenmark-abgeleitete 
dendritische Zellen (BM-DC, vgl. 3.2.3.1) verwendet. BM-DC wurden über verschiedene Toll-
like Rezeptoren stimuliert: TLR4 (durch Stimulation mit E. coli LPS), TLR4 und TLR2 
(chlamydiales Hsp60 71), TLR9 (CpG-ODN, Motiv bakterieller dsDNS), TLR3 (polyIC; 
synthetisch hergestellte dsRNS) und TLR2/TLR6-Heterodimer (MALP-2; Macrophage-
activating lipopeptide-2 kDa, synthetisches Lipopeptid von Mycoplasma fermentans 189). Auch 
die Zytokine TNF-α 141;190, IFN-α 30;191, IFN-γ 192 und IL-12 192;193 wirken aktivierend auf 
dendritische Zellen. Da sich die Reaktionen, die unterschiedliche TLR-Liganden und Zytokine 
in dendritischen Zellen induzieren, teilweise unterscheiden 107;191;194-196, wurde die 8F11-
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Expression auf BM-DC nach Stimulation mit mehreren TLR-Liganden und verschiedenen 
Zytokinen verglichen. Der Vergleich unterschiedlicher TLR-Liganden ist insbesondere 
deswegen von Interesse, da zunehmend bekannt wird, dass ver-schiedene TLRs neben 
gemeinsamen Signaltransduktionswegen auch unterschiedliche Signal-prozesse induzieren 48-50. 
BM-DC-Kulturen setzen sich vor allem aus unterschiedlich weit gereiften dendritischen Zellen 
(MHC IIhi CD11c+ bzw. MHC IIlow CD11c+) und Granulozyten (CD11c- MHC II- Gr-1+) 
zusammen (vgl. 3.3.3.1; 141. Neben einer höheren MHC II-Expression exprimieren reifere DC 
auch mehr CD80, CD86, CD40, MHC I und ICAM-1. Granulozyten exprimieren diese 
Kostimulatoren nicht. Die Expression von MHC-Molekülen und Kostimulatoren auf DC wird 
durch Stimulation verstärkt, was zu einer Zunahme der Population an MHC IIhi CD80hi CD86hi -
Zellen führt. Die Hochregulation solcher Aktivierungsmarker wurde zur Kontrolle zusätzlich 
zur 8F11-Expression bestimmt.  

3.3.1.1  8F11-Expression auf BM-DC 17 Stunden nach Stimulation 

Für Stimulationsexperimente wurden BM-DC aus Kulturen am Tag 8 durch vorsichtiges 
Abspülen der Zellen von der Zellkulturplatte gewonnen, über 17h stimuliert und anschließend 
durchflusszytometrisch analysiert. Die Anteile CD11c+-DC an den analysierten Zellen am Tag 
der Messung betrugen 70-80%. Abb. 20 zeigt die Expressionen von 8F11 sowie den Aktivie-
rungsmarkern MHC II und CD86 auf CD11c+-Zellen unstimuliert und nach Stimulation über 
17h mit den angegebenen TLR-Liganden und Zytokinen. 
Die mittleren Fluoreszenzintensitäten (MFI) sind auf den Histogrammen angegeben. Dabei sind 
die MFI der Isotypkontrollen gesondert aufgeführt, um die durch manche Stimuli leicht 
erhöhten Isotypbindungen (grau gefüllte Histogramme) vergleichbar zu machen. 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 20 (folgende Seite): Expression von 8F11 und Aktivierungsmarkern auf BM-DC 17h nach 
Stimulation mit verschiedenen TLR-Liganden, IFN-α und TNF-α 
BM-DC wurden wie unter 2.5.3 beschrieben differenziert. BM-DC-Kulturen wurden am Tag 8 mit den 
angegebenen Mengen der verschiedenen TLR-Liganden, mit IFN-α und mit TNF-α stimuliert. 17h nach 
Stimulation wurden die Expressionen von 8F11, CD86 und MHCII auf CD11c+-Zellen durch 
Fluoreszenz-Färbung mit 8F11-Hybridomüberstand, 1G1-Hybridomüberstand (Isotypkontrolle, gezeigt) 
und mIgM (nicht gezeigt) in Kombination mit Ak gegen CD11c bestimmt (FACS-Analyse, s. 2.5.5.1). 
Die Expressionen sind als Histogramme in den drei Spalten dargestellt (Oberflächenmoleküle: fette 
schwarze Linien; Isotypkontrollen: grau gefüllte Flächen). Die mittleren Fluoreszenz-Intensitäten sind 
für Oberflächenproteine (Fettdruck) und Isotypkontrollen angeben. Erniedrigte 8F11-Expressionswerte 
sind durch Unterstreichung hervorgehoben. 
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Die meisten Stimuli führten zwar zu einer Hochregulation von CD86 und MHC II, das Ausmaß 
der Veränderungen in der Expression war jedoch gering. Die Verteilung der Fluoreszenz-
intensitäten in der unstimulierten Probe deutet auf einen hohen Anteil an reifen DC bereits ohne 
Stimulus hin. Dadurch blieb kaum Spielraum für eine starke Hochregulation der 
Aktivierungsmarker, was die Bewertung stimulatorischer Effekte an einzelnen Experimenten 
erschwerte. In dem in Abbildung 20 gezeigten Experiment sowie in einigen weiteren der 
durchgeführten Versuchsansätze (s.u.) konnte eine Verminderung der 8F11-Expression nach 
Stimulation mit LPS und anderen TLR-Liganden (Hsp60, polyIC) festgestellt werden 
(unterstrichene MFI in Abb.20). Wie im Folgenden näher erläutert, waren diese Veränderungen 
in der 8F11-Expression und auch die Induzierbarkeit der Aktivierungsmarker auf BM-DC 
verschiedener Kulturen jedoch uneinheitlich (vgl. auch Tab. 5). 
Abbildung 21 zeigt die Expression von 8F11 nach Stimulation mit IL-12, LPS, IFN-γ und 
IFN-γ in Kombination mit LPS. Für IFN-γ und LPS ist eine synergistische Wirkung bei der 
Aktivierung von DC beschrieben 197;198. 
 
Zur Kontrolle der Stimulation wurden die Zellen mit Antikörpern gegen CD86, ICAM, CD40 
und MHC II gefärbt. Die mittleren Fluoreszenzintensitäten sind abzüglich der jeweiligen 
Isotypkontrollen in den Histogrammen aufgeführt. Die Hochregulation der Aktivierungsmarker 
war in diesem Experiment deutlich ausgeprägt. IL-12 führte nur zur Hochregulation von MHC 
II und hatte keinen Einfluss auf die Kostimulatoren, was auch für murine Milz-DC beobachtet 
wurde 199. IL-12 und IFN-γ beeinflussten die 8F11-Expression nicht. Die 8F11-Expression nach 
Stimulation mit LPS (1 µg/ml) war im gezeigten Experiment ebenso wie im vorigen Beispiel 
(Abb. 20) erniedrigt.  



  3  Ergebnisse 78 

 

 
Abbildung 21: Expression von 8F11 und Aktivierungsmarkern auf BM-DC 17h nach Stimulation mit 
IL-12, LPS und IFN-γ 
BM-DC wurden wie unter 2.5.3 beschrieben differenziert. BM-DC-Kulturen wurden am Tag 8 mit den 
angegebenen Mengen der verschiedenen Substanzen stimuliert. 17h nach Stimulation wurden die Zellen 
mit 8F11-Hybridomüberstand sowie den Isotypkontrollen 1G1-Hybridomüberstand (gezeigt) und mIgM 
in Kombination mit Ak gegen CD11c Immunfluoreszenz-gefärbt. Ebenso wurde die Expression der 
Aktivierungsmarker CD86, ICAM-1 (CD54), CD40 und MHC II an der Oberfläche bestimmt. Die 
Expressionen der Oberflächenmoleküle auf CD11c+-Zellen sind als Histogramme der jeweils in einer 
Spalte dargestellt (Oberflächenmoleküle: fette schwarze Linien; Isotypkontrollen: grau gefüllte Flächen). 
Die mittleren Fluoreszenz-Intensitäten (MFI) der Expressionen sind abzüglich der Isotypkontrollen 
angegeben und veränderte Expressionsstärken durch Fettdruck hervorgehoben.  
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Es wurden jedoch wiederholt auch Erhöhungen der 8F11-Expression nach TLR-Stimulationen 
festgestellt. Tabelle 5 stellt dies durch Vergleich von zwei weiteren Beispielen aus einer Reihe 
durchgeführter Experimente dar.  
 

Tabelle 5: Expression von 8F11 und Aktivierungsmarkern auf BM-DC nach Zellstimulation über 17h - 
Gegenüberstellung von zwei weiteren Experimenten 
BM-DC-Kulturen wurden am Tag 8 der Differenzierung (s. 2.5.3) mit den angegebenen Substanzen und 
unter den angegebenen Konzentrationen über 17h stimuliert. Die Expressionen von 8F11 und 
Aktivierungsmarkern auf der Zelloberfläche wurden mittels Fluoreszenzdurchflusszytometrie bestimmt 
(s. 2.5.5.1). Angegeben sind die mittleren Fluoreszenzintensitäten (MFI) von CD86, MHC II, CD40 und 
8F11 auf CD11c+-Zellen nach Abzug der MFI der Isotypkontrollen. Gegenüber unstimulierten Zellen 
veränderte Expressionsstärken sind durch Fettdruck hervorgehoben. Nicht bestimmte Werte sind mit 
„n.d.“ bezeichnet. 

 

Stimulus Experiment A  Experiment B 

 CD86 MHC II 8F11 CD86 MHC II CD40 8F11 

15 277 77 14 270 3 89 unstimuliert 13 205 88 13 309 5 153 
IL-12 20 ng 16 269 74 15 279 6 130 
IL-12 100 ng/ml 13 359 72 8 248 1 123 
LPS 50 ng/ml 36 667 145 30 273 14 42 
LPS 1 µg/ml 29 594 136 22 313 10 37 
IFN-γ 10 ng/ml 20 277 121 13 263 3 109 
LPS 1 µg/ml + 
IFN-γ 10 ng/ml 22 573 152 32 449 27 47 

MALP-2 1 ng/ml 13 408 77 17 363 11 70 
CpG-ODN 1 µM 31 495 190 16 273 14 59 
polyIC 100 µg/ml 31 651 128 n.d. n.d. n.d. n.d. 
TNF-α 10 ng/ml 15 112 123 11 278 4 88 
IFN-α 400 U/ml 16 428 128 42 411 16 87 

 
 
Aufgeführt sind die MFI-Werte der Expressionen von 8F11 und Aktivierungsmarkern. Werte, 
die von den unstimulierten Zellen abweichen, sind hervorgehoben. Experiment A ist ein 
Beispiel für die Hochregulation von 8F11 durch TLR-Liganden (außer MALP-2) sowie durch 
die Zytokine TNF-α, ΙFN-γ und IFN-α. IL-12 bewirkt keine Veränderung der 8F11-Expression. 
Im Beispiel B hingegen wurde die 8F11-Expression durch TLR-Stimulation vermindert (wie in 
Abb. 20 und Abb. 21), wobei wiederum MALP-2 den geringsten Effekt hervorrief. Durch 
Zytokine wurde die 8F11-Expression hier nicht beeinflusst. Dies war für IL-12 gut reprodu-
zierbar (siehe auch Abb.21). In beiden Beispielen bewirkten viele Stimuli eine Hochregulation 
der Aktivierungsmarker. Allerdings führten auch hier einige Stimuli nur in Experiment A zu 
einem Anstieg der MHC II-Expression. Zur Kontrolle wurden jeweils zwei unstimulierte 
Proben untersucht. Ihr Vergleich im Experiment B (Tab.5) zeigt, dass ein gewisses Maß an 
Expressionsschwankungen für das 8F11-Antigen normal ist. Dies steht im Einklang mit 
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Beobachtungen im Rahmen der Expressionanalysen auf Zelllinien sowie ex vivo-isolierten 
Makrophagen und Granulozyten (vgl. 3.1.3 und 3.2.2.1). Somit können die Ergebnisse als 
folgende Punkte zusammengefasst werden.  
Die 8F11-Expression schwankte zwischen unstimulierten Proben eines Versuchsansatzes 
bereits in einem bestimmten Umfang. Eine signifikante Erhöhung oder Verminderung in der 
8F11-Expression durch Zellstimulation wurde nicht festgestellt. Die Expression der Aktivie-
rungsmarker wurde allerdings in einigen Experimenten (z.B. Abb. 20) durch Stimulation kaum 
noch erhöht. 
Zum Vergleich wurde die 8F11-Expression nach Stimulation von Thioglykolat-induzierten 
Makrophagen untersucht (s. u., Abschnitt 3.3.2.1) 

3.3.1.2  Expressionsanalyse drei Stunden nach Stimulation 

Um mögliche kurzfristige Veränderungen der 8F11-Expression auf stimulierten Zellen zu 
erfassen, wurden BM-DC nach 3-stündiger Stimulation mit verschiedenen TLR-Liganden (für 
TLR3, TLR4, TLR9 und TLR2/TLR6-Heterodimer) und TNF-α analysiert. Abbildung 22 zeigt 
ein beispielhaftes Ergebnis.  
Die Expression von CD86 war 3h nach Stimulation erst leicht erhöht, was aus folgenden 
Gründen auch zu erwarten war. Die Expressions-Kinetik kostimulatorischer Moleküle in DC 
zeigt, dass eine maximale Expression erst nach 18h erfolgt 105. CD80 und CD86 gehören zu den 
NF-κB-regulierten Genen, welche nach TLR-Stimulation induziert werden und somit Gene-
xpression und Proteinsynthese für die Hochregulation erfordern. Eine Veränderung der 8F11-
Expression drei Stunden nach Stimulation wurde für keinen der analysierten Stimuli 
festgestellt. 
Der Vergleich der hier gezeigten (Abb.22) Expression von CD86 mit den CD86-Expressionen 
in den 17-stündigen Stimulationsexperimenten (Abb. 20 und 21) ist interessant, weil er auf 
einen möglichen Grund für die zuvor dargestellten (3.3.1.1) Expressionsschwankungen 
hinweisen könnte. Die CD86-Expression ist auf den Zellen der 3h-Experimente insgesamt 
deutlich niedriger als auf den unstimulierten Zellen der 17h-Experimente. Dabei weisen die 
niedrigeren Fluoreszenzintensitäten von CD86 in Abb. 22 eine Verteilung auf, wie sie für 
unstimulierte BM-DC-Kulturen allgemein beschriebenen wird vgl. z.B.: 30;141;200-202;170. Dieser 
Unterschied lässt vermuten, dass die Zellen durch den Transfer auf neue Platten bei der Aussaat 
für die Stimulationen bereits aktiviert wurden, was zu einer erhöhten Expression der 
Stimulationsmarker auch auf den Kontrollzellen nach 17h führt und nach 3h aufgrund der o.g. 
Kinetik der CD80- und CD86-Induktion noch nicht bemerkbar war. Die Aktivierung von BM-
DC durch Transfer auf neue Zellkulturplatten wurde beschrieben 30;141.  
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Abbildung 22: Expression von 8F11 und Aktivierungsmarkern auf BM-DC 3h nach Stimulation mit 
verschiedenen TLR-Liganden und TNF-α  
BM-DC-Kulturen wurden generiert (s. 2.5.3) und am Tag 8 der Differenzierung mit den angegebenen 
Mengen der verschiedenen Substanzen stimuliert. 3h nach Stimulation wurden die Zellen mit 8F11-
Hybridomüberstand, den Isotypkontrollen 1G1 und mIgM sowie Ak gegen CD86 jeweils in 
Kombination mit Ak gegen CD11c Immunfluoreszenz-gefärbt. Die Expressionen sind als Histogramme 
der Fluoreszenzintensitäten auf CD11c+-Zellen dargestellt (Oberflächenmoleküle: fette schwarze Linien; 
Isotypkontollen: grau gefüllte Flächen bzw. Isotypen in 8F11-Histogrammen: IgM=graue Flächen, 
1G1=feine Linien). Die mittleren Fluoreszenz-Intensitäten der Expressionen sind abzüglich der 
Isotypkontrollen angegeben. Die Abbildung zeigt ein repräsentatives Experiment von dreien. 
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Durch Unterschiede in den beim Plattentransfer ausgeübten Reizen könnte die stimulatorische 
Wirkung des Transfers in verschiedenen Experimenten variiert haben. Dadurch hätte die 
Expression der Stimulationsmarkern und möglicherweise auch die von 8F11 unterschiedlich 
stark beeinflusst werden können. Aber auch Unterschiede im Reifestadium der generierten DC-
Kulturen (beispielsweise aufgrund der Beschaffenheit verschiedener Chargen der GM-CSF-
haltigen Hybridomüberstände; Herstellung vgl. 2.5.3) könnten eine Rolle gespielt haben. Ein 
vorhergehendes „Aushungern“ der BM-DC unter Abwesenheit von GM-CSF, wie es zur 
Reduktion der basalen NF-κB und MAPK-Aktivitäten erfolgte (s. 3.5.2), konnte die hohe 
Expression von Kostimulatoren und MHC II auf unstimulierten Kontrollzellen in 17-stündigen 
Stimulationsexperimenten nicht verhindern. 

3.3.2  Expression von 8F11 nach Aktivierung von Makrophagen 

Eine Vielzahl von Faktoren können einen aktivierenden Einfluß auf Makrophagen haben 26;93;98. 
Dazu gehören die Bindung von TLRs und die Ligation von Fc- und Komplement-Rezeptoren. 
Verschiedene Zytokine wirken ebenfalls aktivierend. Dabei ist IFN-γ der „klassische“ Stimulus 
für Makrophagen. Für die klassische Aktivierung ist die Kostimulation mit TNF-α oder TNF-
α-induzierenden TLR-Liganden notwendig. TNF-α ist als "zweites Signal" bei der Aktivierung 
durch IFN-γ  wichtig, induziert alleine jedoch beispielsweise nicht die Produktion von 
antimikrobiellem Stickstoffoxid (NO) 93;203. In der vorliegenden Arbeit wurde die 8F11-
Expression nach Aktivierung durch verschiedene TLR-Liganden sowie TNF-α, IFN-γ und LPS 
in Kombination mit IFN-γ untersucht. Thioglykolat-induzierte Makrophagen exprimieren die 
hier aktivierten Toll-like Rezeptoren in funktioneller Form 61;149. Wie in DC ist die Hoch-
regulation von MHC-Molekülen und Kostimulatoren ein Kennzeichen von Makrophagen nach 
Stimulation mit TLR-Liganden 98;101. Außerdem gibt es auch in Makrophagen Unterschiede in 
den durch verschiedene TLR-Liganden induzierten Reaktionen 49;50;57;204;205. Deswegen war von 
Interesse, die Expression von 8F11 nach Stimulation mit verschiedenen TLR-Liganden zu 
vergleichen. Diese wurde 17h und 3h nach Stimulation untersucht. 

3.3.2.1  8F11-Expression auf Makrophagen 17h nach Stimulation 

Die Ergebnisse der Stimulationsexperimente mit Thioglykolat-induzierten Makrophagen 
bestätigten die Resultate, die die Analysen der BM-DC ergeben hatten. Es wurde keine Korrela-
tion der 8F11-Expression mit der Aktivierung durch verwendete Substanzen festgestellt. Aller-
dings wurden auch hier innerhalb einzelner Experimente Veränderungen in der Oberflächen-
expression von 8F11 detektiert. Dies ist in Tabelle 6 am Beispiel der verminderten Ober-
flächenexpression von 8F11 in Experiment A nach Stimulation mit LPS und polyIC zu sehen.  
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Tabelle 6: Expression von 8F11 und Aktivierungsmarkern auf Thioglykolat-induzierten Makrophagen nach 
Zellstimulation über 17h  
Dargestellt sind drei unabhängige Experimente (A, B und C). Thioglykolat-induzierten Makrophagen wurden iso-
liert und nach Adhärenz-Reinigung (vgl. 2.5.2.1) mit den angegebenen Substanzen und Konzentrationen inkubiert. 
Nach 17h erfolgte die durchflusszytometrische Detektion von 8F11, CD86 bzw. ICAM-1 (CD54) an der Zellober-
fläche (s. 2.5.5.1). Die Expression von 8F11 wurde auch intrazellulär bestimmt (s. 2.5.5.2) (nur in Experiment B 
und C). Aufgelistet sind die mittleren Fluoreszenzintensitäten (MFI) nach Abzug der Isotyp-Werte. Nicht 
bestimmte Werte sind mit „n.d.“ bezeichnet. Veränderte Expressionswerte sind durch Fettdruck hervorgehoben. 
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EXPERIMENT B 

 

 

 

 

 

 

 

 

EXPERIMENT C 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 Oberflächenfärbung 

Stimulus CD86 8F11 
5 15 unstimuliert 5 12 

LPS 50 ng/ml 27 5 
LPS 100 ng/ml 29 7 
CpG-ODN 0,5 µM 4 13 
polyIC 100 µg/ml 29 7 
MALP-2 1 ng/ml 4 12 
TNF-α 10 ng/ml 4 13 
TNF-α 50 ng/ml 5 16 

 Oberflächenfärbung intrazellulär 

Stimulus ICAM-1 8F11 8F11 
unstimuliert 18 116 619 
LPS 100 ng/ml 76 106 141 
CpG-ODN 0,5 µM 51 31 n.d. 
polyIC 100 µg/ml 64 111 135 
MALP-2 10 ng/ml 38 97 n.d. 
LPS 1µg/ml 65 163 n.d. 
LPS 1 µg/ml + 
IFN-γ 20 ng/ml 46 72 n.d. 

IFN-γ 20 ng/ml 17 83 n.d. 
TNF-α 50 ng/ml 67 70 

 

n.d. 

 Oberflächenfärbung intrazellulär 

Stimulus ICAM-1 8F11 8F11 
21 80 300 unstimuliert 22 68 272 
70 55 295 LPS 100 ng/ml 71 60 90 

CpG-ODN 0,5 µM 45 n.d. 121 
polyIC 100 µg/ml 63 55 324 
MALP-2 10 ng/ml 56 n.d. 394 
LPS 1µg/ml 63 47 311 
LPS 1 µg/ml + 
IFN-γ 20 ng/ml 68 37 306 

IFN-γ 20 ng/ml 24 60 309 
TNF-α 50 ng/ml 27 63 

 

329 
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In den Experimenten B hingegen ist keine Veränderung der 8F11-Expression nach LPS- und 
polyIC-Stimulation zu sehen (mittlere Spalte, Tab. 6). Auch der Vergleich der 8F11-Expression 
nach CpG-Stimulation in Experiment A und B zeigt kein einheitliches Ergebnis. (Die insgesamt 
niedrigeren mittleren Fluoreszenzintensitäten in Experiment A resultieren aus der Verwendung 
eines anderen Durchflusszytometers in diesem Experiment.) ICAM-1 stellte einen für alle TLR-
Liganden (nicht jedoch IFN-γ) geeigneten Stimulationsmarker dar (Exp.B und C), während die 
Hochregulation von CD86 nur durch einen Teil der stimulierenden Faktoren festgestellt wurde 
(Exp.A). Als Kontrolle für die Stimulation der Zellen durch die verwendeten TLR-Liganden 
kann zudem auf die Induktion von Zytokinen und Chemokinen verwiesen werden (vgl. 3.5.1). 
Während der FACS-Analyse starb ein relativ hoher Anteil der (stimulierten und unstimulierten) 
Thioglykolat-Makrophagen ab. Der Grund hierfür schien die Dauer der Färbung und Messung 
zu sein, da der Zustand der Zellen direkt nach der Inkubation mit den stimulierenden Faktoren 
mittels Propidiumjodid-Färbung überprüft wurde. (Aufgrund mehrerer notwendiger 
Inkubationszeiten und Waschschritte sowie der größeren Anzahl an Proben erforderte eine 
Analyse mind. 4h.). Eine Wirkung der IgM-Antikörper als Grund des Absterbens der 
Makrophagen wurde durch 20-stündige Inkubation der Zellen mit Medium, welches steigenden 
Mengen von 8F11-, 1G1- und IgM-Antikörper enthielt, untersucht und konnte ausgeschlossen 
werden. Es wurde außerdem festgestellt, dass abgestorbene oder absterbende Zellen durch den 
8F11-Ak deutlich stärker als lebende Zellen gebunden wurden, was wahrscheinlich durch die 
starke intrazellulären Expression von 8F11 (vgl. 3.2.5) und die Durchlässigkeit geschädigter 
Zellen für Antikörper bedingt war. Deswegen wurden tote Zellen durch Anfärben mit 
Propidiumjodid sowie über Größe und Granularität von der Messung ausgeschlossen. Um zu 
verhindern, dass Veränderungen der Zellen während der Färbung die 8F11-Detektion 
beeinflussen und möglicherweise zu variablen Ergebnissen führen können, wurden 
Makrophagen vor der Färbung fixiert. Die Zellen wurden dann intrazellulär Fluoreszenz-gefärbt 
und die Ergebnisse sind in den rechten Spalten von Tabelle 6 für einige Stimulationsansätze der 
Experimente B und C aufgeführt. Sie zeigen ebenfalls eine Variabilität in der 8F11-Expression, 
wie insbesondere der Vergleich der beiden LPS-stimulierten Ansätze desselben Zellisolats in 
Experiment C verdeutlicht. Deswegen ist es unwahrscheinlich, dass die Unterschiede in der 
8F11-Expression durch eine Veränderung der Zellen während der Färbeprozedur zustande 
kamen. 
Zusammenfassend für die 17-stündigen Stimulationen von BM-DC und Makrophagen kann 
gesagt werden, dass signifikante Stimulations-abhängige Veränderungen in der 8F11-Expres-
sion nicht festgestellt wurden. Es wurde vielmehr bestätigt (vgl. Abschnitte 3.2.1 und 3.2.2), 
dass eine schwankende Expression offensichtlich charakteristisch für das 8F11-Antigen ist.  
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3.3.2.2  Expressionsanalyse drei Stunden nach Stimulation 

Thioglykolat-induzierte Peritonealmakrophagen wurden auch 3h nach Stimulation analysiert. 
Eine Veränderung in der 8F11-Expression wurde für keinen Stimulus nach 3 Stunden 
festgestellt. Abbildung 23 zeigt ein beispielhaftes Ergebnis.  
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Abbildung 23 (vorige Seite): Expression von 8F11 und CD86 auf Thioglykolat-induzierten 
Peritonealmakrophagen 3h nach Stimulation mit verschiedenen TLR-Liganden und TNF-α  
Thioglykolat-induzierten Peritonealmakrophagen wurde entnommen (s. 2.5.2.1) B-Zellen über B220-
spezifische Matrix entfernt (s. 2.5.4) und die Zellen mit den angegebenen Mengen der verschiedenen 
Substanzen stimuliert. 3h nach Stimulation wurden die Zellen mit 8F11-Hybridomüberstand, 1G1-
Hybridomüberstand und mIgM sowie mit Ak gegen CD86 gefärbt und die Expressionen durch FACS-
Analyse bestimmt (s. 2.5.5.1). Die Expressionsstärken sind als Histogramme dargestellt 
(Oberflächenmoleküle: schwarze Linien; Isotypkontrollen: graue Flächen, bzw. in 8F11-Histogrammen: 
IgM=graue Flächen, 1G1=feine Linien). Die mittleren Fluoreszenz-Intensitäten der Expressionen 
abzüglich der Isotypkontrollen sind angegeben. Bilder oben: B-Zellen wurden durch Detektion von IgM 
nachgewiesen und über Größe und Granularität ausgeschlossen. Nur lebende Zellen wurden analysiert 
(Durch Ausschluss Propidiumjodid (PI)-gefärbter Zellen.) 

 
 
Die Histogramme, die die Fluoreszenzintensitäten der 8F11-Expression abbilden, beinhalten 
auch die beiden Isotypkontrollen IgM und 1G1-Hybridomüberstand. Ihre mittleren Fluores-
zenzintensitäten (MFI) stimmten gut überein. Angeben ist sind die MFI der 8F11-Expression 
abzüglich derjenigen der 1G1-Kontrolle. B-Zellen wurden durch B220-spezifische Matrix vor 
der Stimulation depletiert. Verbleibende B-Zellen wurden durch Färbung von Oberflächen-IgM 
bestimmt und über Größe und Granularität bei der Messung ausgeschlossen (Abb. 23 oben). 
Tote Zellen wurden durch Propidiumjodid-Färbung detektiert und ebenfalls ausgeschlossen. 
Ähnlich wie in stimulierten BM-DC war nach drei Stunden noch keine Hochregulation von 
CD86 detektierbar (bei leichter Erhöhung auf polyIC-stimulierten Zellen). 
Zusammenfassend für die dreistündigen Stimulationsexperimente mit BM-DC und Thio-
glykolat-induzierten Makrophagen kann gesagt werden, dass eine schnell induzierte Ver-
änderung der Oberflächenexpression von 8F11 durch keinen der eingesetzten TLR-Liganden 
und auch nicht durch TNF-α festgestellt wurde.  

3.4  Präzipitation von Proteinen mit dem 8F11-Antikörper zur 
Identifizierung des Antigens 

Die Identifizierung des 8F11-Antigens war ein wichtiger Teil der Fragestellung und wäre 
richtungsweisend für weitergehende Analysen insbesondere zur Funktion des Antigens. Dazu 
wurden mit dem 8F11-Antikörper Immunpräzipitationen aus Zelllysaten von radioaktiv mit L-
[S35]-Methionin markierten RAW 264.7-Makrophagen und BW5147 T-Zellen sowie Knochen-
mark-abgeleiteten dendritischen Zellen (BM-DC) durchgeführt. Die Expression von 8F11 auf 
den verwendeten Zellkulturen wurde vor jedem Experiment überprüft, ebenso die Aktivität der 
zur Kopplung von 8F11-Antikörper an das Trägermaterial (Protein A-Sepharose) verwendeten 
Hybridomüberstände. Da der 8F11-Ak (wie die Mehrzahl muriner IgM-Antikörper 206) durch 
Protein A nicht effizient gebunden wird, wurde ein Brückenantikörper gegen murines IgM 
eingesetzt. Als Isotypkontrollen wurden zum einen murines IgM und Überstand des 1G1-
Hybridoms verwendet, welche auch zur Kontrolle der Expressionsanalysen und funktionellen 
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Untersuchungen eingesetzt wurden, und außerdem Überstand des Hybridoms "7B8". (Das 
Hybridom 7B8 entstand bei der Antikörperherstellung, bildet IgM-Ak und zeigte keine 
Bindungs-Aktivität gegen die Zelloberfläche der analysierten Zelllinien; vgl. Abb. 3 und Tab. 3. 
im Abschnitt 3.1.2)  
Abbildung 24 zeigt die eluierten Immunpräzipitate nach Auftrennung durch PAGE.  
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Abbildung 24 (vorige Seite): Immunpräzipitationen mit dem 8F11-Antikörper 
RAW 264.7-Makrophagen, BW5147-T-Zellen und Knochenmark-abgeleitete DC wurden metabolisch 
mit L-[S35]-Methionin markiert und in Triton X-100 (1%)-Lysispuffer lysiert (vgl. 2.6.3). Die an 
Sepharose-Protein-A/IgM vorgeklärten Lysate wurden mit Protein A-Sepharose-gekoppelten 
Antikörpern über Nacht inkubiert. Gebundene Proteine wurden durch Aufkochen in SDS-Probenpuffer 
unter nicht-reduzierenden Bedingungen (Abb.A/C reduzierend) eluiert und durch Gelelektrophorese 
(10%, SDS-PAGE; s. 2.6.4) aufgetrennt. Nach Auftrennung der Proteine wurden die Gele mit Coomassie 
Brilliant-Blau gefärbt, getrocknet und radioaktive Signale wurden vermessen (s. 2.6.3). Präzipitate mit 
dem 8F11-Ak und den jeweiligen Isotypkontrollen 1G1 (Hybridomüberstand), 7B8 
(Hybridomüberstand) und/oder mIgM (aufgereinigt) sowie ein Protein-Größenstandard sind, wie an den 
Spuren angegeben, aufgetragen. Die radioaktiven Signale der Präzipitate sind in den oberen Reihen 
(Abb.A, B, E, F) und die mit Coomassie-gefärbten Gele dazu in den unteren Reihen (Abb.C, D, G, H) 
abgebildet. Die jeweils verwendeten Zellen sind über den Abbildungen angeschrieben (Abb.A/C: RAW 
264.7-Makrophagen; Abb.B/D BW5147-T-Zellen; Abb.E/G und F/H: BM-DC). Proteinbanden, die 
analysiert wurden (MALDI-Proteinmassen-Bestimmung) sind mit Pfeilspitzen gekennzeichnet 
(Ausnahme: Der markierten Bande in Abb.A entsprach keine Coomassie-gefärbte Bande in Abb.B). Die 
Bezeichnung der enthaltenen Proteine ist an den Banden angegeben (in Abb.B: G3BP=ras-GTPase-
activating protein SH3-domain binding protein; in Abb.E/G: Vimentin; in Abb.F/H: PA28 α und PA28β) 

 
 
Zu den radioaktiven Signalen der präzipitierten Proteine (Abb. 24 obere Reihen: A [RAW], B 
[BW] und E/F [BM-DC]) sind darunter die jeweils zugehörigen Coomassie-gefärbten Gele 
abgebildet (Abb. 24 C, D, G/H). Letztere dienten zur Kontrolle der gekoppelten Antikörper-
mengen sowie zur Mengenabschätzung präzipitierter Proteine. (Die Präzipitation aus RAW-
264.7-Makrophagen erfolgte unter reduzierenden Bedingungen, weshalb hier die einzelnen 
Ketten der eingesetzten Antikörper zu sehen sind; Abb. A/C.) 
Abb. 24A zeigt eine Proteinbande (Pfeilspitze) von etwa 55 kD im Präzipitat mit dem 8F11-
Antikörper aus RAW 264.7-Zelllysat. Die Präzipitation dieser Bande aus RAW 264.7-Zell-
lysaten war gut reproduzierbar. Dem radioaktiven Signal entsprach jedoch keine im Coomassie-
gefärbten Gel sichtbare Bande (Abb. 24C, Pfeilspitze). Eine Proteinmenge, die zur 
Peptidmassen-Analyse dieser Bande ausgereicht hätte, konnte daher aus RAW 264.7-Zellen 
nicht isoliert werden. Da BW5147-Zellen 8F11 besonders stark exprimieren (vgl. Abb. 6 in 
Abschnitt 3.2.1), wurde die Immunpräzipitation auch aus BW5147-Zelllysat durchgeführt 
(Abb. 24 B/D). Zudem wurden mit BM-DC auch ex vivo-generierte Zellen analysiert (Abb. 24 
E/G, F/H, abgebildet sind die Gele, aus denen jeweils die Isolation für die Analyse erfolgte). 
Dabei wurden zwei markierte Proteinbanden aus BM-DC sowie eine aus BW-Zellen 
präzipitiert, deren Molekulargewichte ebenfalls im Größenbereich von 50-60 kD lagen und die 
in den jeweiligen Zelltypen reproduzierbar waren. Da diesen [S35]-markierten Banden jeweils 
Coomassie-gefärbte Proteinbanden zugeordnet werden konnte, war eine Analyse der 
Peptidmassen möglich. Dazu wurden die Banden nach Auftrennung eines nicht-reduzierten 
Eluats ausgeschnitten. Da die Pentamer-Struktur (950 kD) der IgM-Antikörper und auch die 
IgG-Dimere des Brücken-Ak unter nicht-reduzierenden Bedingungen erhalten bleiben, 
gelangten die schweren Ketten nicht in die Nähe der analysierten Banden und diese konnten so 
ohne Ak-Kontaminationen ausgeschnitten werden. Die Peptidmassen wurden nach Trypsin-
Verdau der Proteinbande durch die Firma "Toplab GmbH" bestimmt. Dabei wurden die 
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gefilterten Massen mit den Peptidmassen bekannter Säugetierproteine aus verschiedenen 
Datenbanken unter Anwendung unterschiedlicher Suchprogramme ("MS-Fit", "ProFound" und 
"PeptIdent") verglichen, was folgende Resultate erbrachte: Die aus BW-Zellen präzipitierte 
Proteinbande enthielt murines "ras-GTPase-activating protein SH3-domain binding protein" 
(G3BP; NCBI Protein Sequence Record: NP_038744), welches bei einer vorhergesagten Größe 
von 52 kD eine tatsächliche Größen von ca. 60 kD aufweist 207;208. G3BP werden Funktionen in 
der Signaltransduktion und dem RNA-Metabolismus zugeschrieben und es ist im Zytoplasma 
lokalisiert 208;209. In proliferierenden Zellen wurde die Lokalisation von G3BP an der Zell-
membran festgestellt 210. Aufgrund dieser Befunde und der Funktion von G3BP ist die 
Wahrscheinlichkeit, dass G3BP an der Zelloberfläche exprimiert wird und das 8F11-Antigen 
darstellt unwahrscheinlich. Die Menge der bestimmten Massen zeigte, dass diese Proteinbande 
mehr als ein Protein enthielt, was die Analyse erschwerte. Auch unter den möglicherweise 
ebenfalls enthaltenen Proteinen, deren Massenspektren weniger signifikante Übereinstimmung 
zeigten, fand sich kein passender Kandidat. (Enthalten war wahrscheinlich auch die „ RNS-
Helikase p68“, ein Protein aus dem Zellkern; NCBI: NP_004387.). Da unbekannte Proteine 
durch Peptidmassen-Vergleich nicht identifiziert werden können, besteht die Möglichkeit, dass 
das 8F11-Antigen zwar in der Bande enthalten war, als ein unbekanntes Protein aber nicht 
identifiziert werden konnte.  
Die beiden aus BM-DC präzipitierten Proteinbanden konnten jedoch eindeutig jeweils einem 
Protein zugeordet werden. Sie enthielten das Dimer der Proteasomaktivatoren PA28α und 
PA28β (PA28α/β) bzw. Vimentin, eine Komponente der Intermediär-Filamente. Sowohl 
PA28α/β wie Vimentin sind im Zytoplasma lokalisiert 211;212, wobei die Daten für PA28α/β 
widersprüchlich sind, denn auch die Lokalisation im Zellkern wird beschrieben 213. Da einige 
Proteasom-Komponenten auf der Zelloberfläche vorkommen können 214-216 und die Expression 
von PA28α/β auch an der Zelloberfläche zwar unwahrscheinlich, aber nicht ausgeschlossen ist 
(M.Groettrup, persönliche Mitteilung) wurde untersucht, ob der 8F11-Ak möglicherweise 
PA28α oder PA28β erkennt. Zum einen wurde hierzu die Bindung von 8F11-Ak an die Zell-
oberfläche von B8-Zellen (einer murinen Fibroblasten-Zelllinie) im Vergleich mit PA28α/β-
überexprimierenden B8-Transfektanten (B8αβ13 217;218) gemessen. Zum anderen wurde die 
Expression auf B16F10-Melanomzellen bestimmt, welche im unstimulierten Zustand PA28α 
und PA28β nicht exprimieren 219. Alle Zellen wurden durch den 8F11-Ak gebunden und ein 
quantitativer Unterschied zwischen B8-Rezipienten und -Transfektanten wurde nicht festge-
stellt. PA28α oder PA28β kommen somit als 8F11-Antigene nicht in Frage. 
Mittels der durchgeführten Immunpräzpitationen konnte die Identität des 8F11-Antigens somit 
nicht bestimmt werden. Die Identifizierung potentieller Antigene wurde dadurch erschwert, 
dass der 8F11-Ak eine Vielzahl von Proteinen präzipitierte. Der Vergleich der Präzipitate mit 
den verschiedenen monoklonalen IgM-Hybridomantikörpern 8F11, 7B8 und 1G1 in Abb. 24 B, 
E und F verdeutlicht dies. Durch selektives Erfassen von Zelloberflächenproteinen mittels 
Biotinylierung wurde versucht, die Anzahl detektierter Proteine zu vermindern und auf 
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relevante Proteine zu beschränken. Auch mit diesem Verfahren wurde jedoch eine hohe Anzahl 
markierter Proteine durch den 8F11-Ak präzipitiert (nicht gezeigt).  

3.5  Untersuchungen zu einer möglichen Funktion des 8F11-
Antikörpers 

Bei der Aktivierung von Rezeptoren durch ihre Liganden sind prinzipiell zwei Funktions-
mechanismen wichtig 220. Zum einen können Liganden Rezeptormoleküle in enge räumliche 
Nähe zueinander bringen und dadurch posttranslationale Modifikationen der Moleküle und/oder 
die Rekrutierung von Effektormolekülen hervorrufen. Zum anderen können sie Konformations-
änderungen in den Rezeptormolekülen bewirken, welche zur Bildung von Bindungsstellen für 
Effektormoleküle oder modifizierende Enzyme führen. Manche Antikörper gegen Zellober-
flächen-Rezeptoren wirken auf diese aktivierend oder inhibierend. Entsprechend der natürlichen 
Funktion des Rezeptors aktivieren oder inhibieren solche Antikörper beispiels-weise Vorgänge 
der Signaltransduktion, Zellädhäsion oder Endozytose. Aktivierende Anti-körper sind z. B. 
gegen CD3 und CD28 221, B7 222, TNF-R 223, TLR4 69 oder Integrine 224-226 bekannt.  
Je nach Funktionsmechanismus des Rezeptors können Valenz und/oder Epitop wichtig für 
solche funktionellen Eigenschaften von Antikörpern sein, wobei für die Wirkung der meisten 
Signal-induzierenden Ak die Vernetzung (“Clustering“) von Oberflächenmolekülen ausreicht. 
Für eine effiziente Aktivierung durch “Clustering“ von ist es oft notwendig, die Anzahl der 
präsentierten Bindungsstellen durch Vernetzung der Antikörper über Zweitantikörper oder 
durch ihre Immobilisierung auf Zellkulturplatten zu erhöhen 223;227;228. Aufgrund ihrer penta-
meren Struktur besitzen IgM-Antikörpermoleküle bereits 10 Antigen-Bindungsstellen und sind 
daher im Hinblick auf eine mögliche aktivierende Wirkung durch Vernetzung von besonderem 
Interesse 222;229.  
Um eine mögliche stimulatorische Wirkung des 8F11-Antikörpers auf dendritische Zellen und 
Makrophagen zu untersuchen, wurde die Induktion von Zytokinen und Chemokinen sowie die 
Aktivierung wichtiger Signaltransduktionsmoleküle nach Bindung des 8F11-Antikörpers an die 
Zellen analysiert. Zudem wurde eine mögliche inhibitorische oder synergistische Wirkung der 
8F11-Bindung auf die Induktion von Zytokinen und Chemokinen durch TLR-Liganden unter-
sucht. 

3.5.1  Einfluss der 8F11-Bindung auf die Induktion von Zytokinen und 
Chemokinen 

Aktivierte dendritische Zellen und Makrophagen üben einen wesentlichen Teil ihrer Funktionen 
durch Ausschüttung von Zytokinen und Chemokinen aus. Die Produktion kann in vitro durch 
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Zugabe von Liganden oder aktivierenden Antikörper gegen entsprechende Rezeptoren induziert 
und im Zellkulturüberstand nachgewiesen werden.  

3.5.1.1  Voruntersuchungen zur TLR-vermittelten Induktion von IL-12 in Zellen von 
C57BL/10ScNCr(ScN)- , C57BL/10ScSn(Sn)- und C57BL/6-Mäusen 

C57BL/10ScNCr (ScN)-Mäusen (TLR4-defizient) und congenen Wildtyp-Tieren 
(C57BL/10ScSn (Sn)) waren zur Herstellung der Antikörper verwendet worden. Mäuse beider 
Stämme zeigten einen Defekt in der der IL-12 Produktion (H. Weighardt, persönliche 
Mitteilung). Dieser Defekt wurde durch Analyse der Induktion von IL-12 im Vergleich mit der 
von TNF-α und IFN-γ nach Stimulation mit LPS und CpG-ODN in adhärenzgereinigten 
Milzzellen festgestellt. Merlin et al. untersuchten ebenfalls die Induktion in Zellen von Sn-
Mäusen und zudem von SnCr-Tieren (TLR4-defizient), nicht aber von ScN-Mäusen 230. Der 
Mausstamm C57BL/10ScCr(Cr) stammt allerdings von dem in der vorliegenden Arbeit ver-
wendeten ScN-Stamm. Merlin et al. stellten in Knochenmark-abgeleiteten Makrophagen von 
Sn- und SnCr-Tieren eine normale Induktion von IL-12 nach Stimulation mit Bakterien fest und 
in Sn-Zellen auch nach LPS-Zugabe. Diese Befunde widersprachen also dem in unserem Labor 
an Sn-Zellen festgestellten Defekt. Aufgrund der Bedeutung der Mäuse für diese Arbeit und zur 
Klärung der widersprüchlichen Befunde wurde die Induktion von IL-12 durch Stimulation mit 
LPS und CpG-ODN in adhärenzgereinigten Milzzellen, Peritonealmakrophagen sowie BM-DC 
von ScNCr- und Sn-Tieren untersucht und mit der Induktion in C57BL/6-Zellen verglichen. An 
BM-DC wurde auch die Sekretion von TNF-α und KC bestimmt, um mögliche allgemeine 
Unterschiede in der Induktion von Zytokinen und Chemokinen festzustellen. Abb. 25 zeigt die 
Ergebnisse.  
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Abbildung 25: Induktion von IL-12, TNF-α und KC durch LPS und CpG-ODN in Zellen von 
C57BL/10ScNCr-Mäusen (TLR4-/-), congenen Wildtyp-Tieren und C57BL/6-Mäusen 
Peritonealzellen, Milzen und Knochenmarkzellen, wurden aus Mäusen der Stämme C57BL/10ScNCr 
(ScN) (TLR4-/-), C57BL/10ScSn (Sn) (wt, congen) und C57BL/6 entnommen (s. 2.5.2). Aus den Milzen 
wurden Zellsuspensionen hergestellt (2.5.2.4). Peritonealmakrophagen und Milzmakrophagen wurden 
durch Adhärenz angereichert (vgl. 2.5.3.2). Aus den Knochenmarkzellen wurden BM-DC differenziert 
(vgl. 2.5.3) und am Tag 8 der Differenzierung verwendet. Die Zellen wurden mit 50 ng/ml LPS (E.coli) 
und 0,5 µM CpG-ODN (1668) im Vergleich mit einer Mediumkontrolle stimuliert (s. 2.5.6.1). Nach 20h 
wurde die Menge an produziertem IL-12 in den Zellüberständen durch ELISA bestimmt (s. 2.5.6.3) 
(rechte Diagramme). Für BM-DC wurden auch die Mengen von produziertem TNF-α und KC so 
bestimmt (linke Diagramme). Die Mittelwerte ± SE aus zwei Experimenten sind gezeigt (für die 
Bestimmung von KC: n=1). Die Zuordnung der Balken-Farben zu den verschiedenen Mausstämmen ist 
angegeben.  
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Im Gegensatz zu C57BL/6-Zellen bewirkten weder LPS noch CpG-ODN in den untersuchten 
Zellen von ScN- und Sn-Mäusen die Induktion von IL-12. In Peritonealmakrophagen wurde 
jedoch durch LPS auch in C57BL/6-Zellen kein IL-12 induziert. Eine Induktion durch CpG-
ODN erfolgte jedoch. Die Induktion von IL-12 durch LPS in diesen Zellen wird in unserem 
Labor allgemein als gering beschrieben (H. Weighardt, pers. Mitteilung). Zudem ist CpG im 
Vergleich mit LPS als der potentere IL-12-Stimulus bekannt 53. Dendritische Zellen lassen sich 
besonders gut zu Produktion von IL-12 anregen 96. Aber auch stimulierte BM-DC von Sn- und 
ScN-Mäusen zeigten keine Induktion von IL-12, während IL-12 in C57BL/6-BM-DC wie 
erwartet sehr stark induziert wurde. TNF−α und KC wurden in Zellen aller Stämme induziert, 
so dass ein allgemeiner Defekt in der Induktion von Zytokinen und Chemokinen in ScN- und 
Sn-Zellen unwahrscheinlich ist. Der festgestellte Unterschied zwischen der IL-12-Induktion in 
C57BL/10ScNCr (ScN)- und C57BL/10ScSn (Sn)-Zellen einerseits und C57BL/6-Zellen 
andererseits könnten auf einen genetischen Defekt in den von uns verwendeten ScN- und Sn-
Stämmen hinweisen. Dieser Defekt liegt in den durch Merlin et al. verwendeten Sn-Tieren 
offensichtlich nicht vor. 

3.5.1.2  Produktion von Zytokinen und Chemokinen in BM-DC nach Bindung des 8F11-
Antikörpers  

Dendritische Zellen reagieren bei bakterieller Infektion mit der raschen Produktion (4h) von 
Chemokinen wie MIP-1α, MIP-2, MCP-1 und KC sowie pro-inflammatorischen Zytokinen wie 
TNF-α und IL-1 105;107. Nach ihrer Einwanderung in die Lymphknoten sekretieren sie T- und B-
Zell stimulierende Zytokine wie IL-12, IL-6 und Interferone. In vitro lässt sich die Produktion 
dieser Chemokine und Zytokine z. B. durch Aktivierung mit TLR-Liganden, verschiedenen 
Zytokinen oder CD40-Ligand induzieren 231-233. Etwas später, ca. 12h nach Aktivierung, 
reagieren stimulierte DC mit der Expression von anti-inflammatorischem IL-10 107. In vitro 
kann die Bildung von IL-10 in DC z.B. durch Stimulation mit TLR-Liganden, Bakterien und 
CD40L induziert werden 234;235. 
Abbildungen 26 und 27 zeigen die Produktion der Zytokine TNF-α, IL-10 und IL-12 bzw. der 
Chemokine MIP-1α, MCP-1, KC und MIP-2 durch BM-DC nach Stimulation mit ver-
schiedenen TLR-Liganden (linke Diagramme) sowie nach Bindung des 8F11-Ak bzw. des 1G1-
Kontroll-Ak an die Zellen (rechte Diagramme).  
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Abbildung 26: Produktion der Zytokine TNF-α, IL-10 und IL-12 in BM-DC nach Stimulation mit TLR-
Liganden und nach Bindung von 8F11-Antikörper 
BM-DC wurden aus Knochenmarkzellen von C57BL/6-Tieren differenziert (vgl. 2.5.2) und am Tag 8 
verwendet. Linke Diagramme: Zytokin-Induktion nach Stimulation durch verschiedene TLR-Liganden; 
BM-DC wurden mit 50 ng/ml LPS (E.coli), 0,5 µM CpG-ODN (1668), 1 ng/ml MALP-2 und 100 µg/ml 
polyIC im Vergleich mit einer Mediumkontrolle stimuliert (s. 2.5.6.1). Die Menge an produzierten 
Zytokinen wurden nach 20h bestimmt (durch ELISA; s. 2.5.6.3). Die Zuordnung der Balken ist für das 
unterste Diagramm angegeben. Rechte Diagramme: Zytokin-Produktion nach Bindung von 8F11-Ak; 
Aufgereinigte 8F11-Ak bzw. 1G1-Kontroll-Ak (Durchführung unter 2.6.1) wurden unter Anwesenheit 
von Polymyxin B an Zellkulturplatten gebunden (vgl. 2.5.6.2) und die Zellen durch leichtes 
Zentrifugieren mit dem Ak-beschichteten Plattenboden in Kontakt gebracht. Nach 20h wurden die 
Konzentrationen von TNF-α, IL-10 und IL-12 in den Überständen durch ELISA bestimmt (8F11-
Ak=schwarze und 1G1-Ak=weiße Balken). Als weitere Kontrollen wurden Zellen in Medium (graue 
Balken), in 0,5 µM CpG-ODN, (karierte Balken) und 50 ng/ml LPS (quergestreifte Balken) inkubiert. 
Durch Zugabe von 1 µg/ml Polymyxin-B in allen Schritten der Ak-Inkubation wurden mögliche 
Endotoxin-Kontaminationen in den Ak-Präparationen blockiert (vgl. 2.5.6.2). Die Wirksamkeit wurde an 
100 ng/ml LPS wie angegeben nachgewiesen. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SE aus Werten mehrerer 
BM-DC-Kulturen (TLR-Stimulationen n=4-9; 8F11-Inkubationen: TNF-α und IL-12 n=14 und IL-10 
n=3). Die Zuordnung der Balken ist für das unterste Diagramm beschriftet. Signifikante Unterschiede 
nach Inkubation von Zellen an 8F11-Ak- und 1G1-Ak bzw. in Medium wurden nach Student´s t-Test 
nicht festgestellt. Die p-Werte sind daher nicht angegeben.  
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Abbildung 27: Produktion der Chemokine MIP-1α, MCP-1, KC und MIP-2 in BM-DC nach TLR-Stimulation und 
nach Bindung von 8F11-Antikörper 
BM-DC wurden aus Knochenmarkzellen von C57BL/6-Tieren differenziert (vgl. 2.5.3) und am Tag 8 stimuliert 
(s.2.5.6.1). Konzentrations-Bestimmung von sekretiertem MIP-1α, MCP-1, KC und MIP-2 nach 20h (durch 
ELISA, s. 2.5.6.2) Linke Diagramme: Bestimmung der Chemokin-Induktion durch verschiedene TLR-Liganden: 
50 ng/ml LPS (E.coli), 0,5 µM CpG-ODN (1668), 1 ng/ml MALP-2 und 100 µg/ml polyIC im Vergleich mit einer 
Mediumkontrolle; Die Zuordnung der Balken ist für das unterste Diagramm beschriftet. Rechte Diagramme: 
Chemokin-Produktion nach Bindung von 8F11-Ak; Aufgereinigte (s. 2.6.1) 8F11-Ak bzw. 1G1-Kontroll-Ak 
wurden an Zellkulturplatten gebunden und Zellen durch leichtes Zentrifugieren damit in Kontakt gebracht (s. 
2.5.6.2); 8F11-Ak=schwarze und 1G1-Ak=weiße Balken. Als weitere Kontrollen wurden Zellen in Medium (graue 
Balken), in 0,5 µM CpG-ODN, (karierte Balken) und 50 ng/ml LPS (quergestreifte Balken) inkubiert. Nicht 
bestimmte Werte sind mit „n.d.“ gekennzeichnet. Zur Blockade möglicher Endotoxin-Kontaminationen in den Ak-
Präparationen wurde 1 µg/ml Polymyxin-B zugegeben (s. 2.5.6.2), dessen Wirksamkeit an 100 ng/ml LPS wie 
angegeben nachgewiesen wurde. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SE aus Werten mehrerer BM-DC-Kulturen (TLR-
Stimulationen n=3-8; 8F11-Inkubationen: n ≥ 9). Die Zuordnung der Balken ist für das unterste Diagramm 
beschriftet. Signifikante Unterschiede zwischen Inkubation der Zellen an 8F11-Ak- und 1G1-Ak- bzw. in Medium 
wurden nach Student´s t-Test nicht festgestellt. Die p-Werte sind daher nicht angegeben. 
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Die Ergebnisse der TLR-Stimulationen zeigen die unterschiedlichen Mengen der durch 
verschiedene TLR-Liganden induzierten Zytokine bzw. Chemokine. Die Bindung von 8F11-Ak 
an BM-DC hingegen induzierte keines der untersuchten Zytokine oder Chemokine. Um einen 
Effekt durch mögliche LPS-Kontaminationen in den Antikörper-Präparationen auszuschließen, 
wurde Polymyxin B zugegeben. Polymyxin B hemmt die LPS-Wirkung durch Bindung an den 
aktiven Teil, "Lipid A", des Moleküls 236. Die Wirksamkeit des zugegebenen Polymyxin B 
wurde an LPS-stimulierten Zellen überprüft.  

3.5.1.3  Analyse einer möglichen modulierenden Wirkung des 8F11-Antikörpers auf die 
TLR-vermittelte Induktion von Zytokinen und Chemokinen in BM-DC 

Um festzustellen, ob die Bindung des 8F11-Ak an sein Antigen einen Einfluss auf die 
Aktivierung mit verschiedenen TLR-Liganden hat, wurde die TLR-vermittelte Induktion von 
Zytokinen und Chemokinen nach Präinkubation der Zellen mit 8F11-Ak analysiert. Dazu 
wurden dendritische Zellen vor Zugabe der TLR-Liganden 2h auf Ak-beschichteten Platten 
vorinkubiert und dann 20h unter Stimulation mit LPS, polyIC, CpG-ODN und MALP-2 auf 
diesen Platten kultiviert. Abbildungen 28 und 29 zeigen die Resultate für die Zytokine TNF-α, 
IL-12 und IL-10 bzw. die Chemokine MIP-1α, MCP-1 und KC. Zum Vergleich sind die 
jeweiligen Induktionsmuster für die Faktoren ohne Anwesenheit von Antikörpern nochmals mit 
aufgeführt (linke Spalte). Die Bindung des 8F11-Antikörpers beeinflusste in keinem Fall die 
Induktion, weder positiv noch negativ.  
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Abbildung 28: Analyse einer modulierenden Wirkung der Bindung von 8F11-Ak auf die TLR-
vermittelte Induktion der Zytokine TNF-α, IL-10 und IL-12 in BM-DC 
BM-DC wurden differenziert (vgl. 2.5.3) und am Tag 8 über 20h mit und ohne Anwesenheit von 8F11-
Ak durch TLR-Liganden stimuliert. Linke Diagramme: Zellstimulationen mit verschiedenen TLR-
Liganden ohne Anwesenheit von Antikörpern – Die Diagramme entsprechen Abb.26 und dienen zum 
Vergleich. Rechte Diagramme: Aufgereinigte 8F11-Ak bzw. 1G1-Kontroll-Ak wurden an Zellkultur-
platten gebunden und die Zellen damit in Kontakt gebracht (s. 2.5.6.2). Nach zweistündiger Präinku-
bation wurden TLR-Liganden in folgenden Konzentrationen zugegeben: 50 ng/ml LPS (E.coli), 0,5 µM 
CpG-ODN (1668), 1 ng/ml MALP-2 und 100 µg/ml polyIC. 18h später wurden die Konzentrationen von 
TNF-α, IL-10 und IL-12 in den Überständen mittels ELISA gemessen. Die Ergebnisse sind wie unter 
dem untersten Diagramm beschriftet dargestellt (8F11-Ak = schwarze Balken; 1G1-Ak = weiße Balken; 
n.d.= nicht bestimmt). Gezeigt sind die Mittelwerte ± SE aus Werten von 2-3 BM-DC-Kulturen (für IL-
10 z.T. nur n=1). Unterschiede zwischen 8F11 und 1G1 wurden durch Student´s t-Test analysiert und 
waren nicht signifikant (Die p-Werte sind daher nicht angegeben.).  
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Abbildung 29: Analyse einer modulierenden Wirkung der Bindung von 8F11-Ak auf die TLR-
vermittelte Induktion der Chemokine MIP-1α, MCP-1 und KC in BM-DC 
BM-DC wurden differenziert (vgl. 2.5.3) und am Tag 8 über 20h mit und ohne Anwesenheit von 8F11-
Ak durch TLR-Liganden stimuliert Linke Diagramme: Zellstimulationen mit verschiedenen TLR-
Liganden ohne Anwesenheit von Antikörpern – Die Diagramme entsprechen Abb.27 und dienen zum 
Vergleich. Rechte Diagramme: Aufgereinigte 8F11-Ak bzw. 1G1-Kontroll-Ak wurden an 
Zellkulturplatten gebunden und die Zellen damit in Kontakt gebracht (s. 2.5.6.2). Nach zweistündiger 
Präinkubation wurden TLR-Liganden in folgenden Konzentrationen zugegeben: 50 ng/ml LPS (E.coli), 
0,5 µM CpG-ODN (1668), 1 ng/ml MALP-2 und 100 µg/ml polyIC. 18h später wurden die 
Konzentrationen von MIP-1α, MCP-1 und KC in den Überständen gemessen. Die Ergebnisse sind wie 
unter dem untersten Diagramm beschriftet dargestellt (8F11-Ak = schwarze Balken; 1G1-Isotyp = weiße 
Balken; n.d.=nicht bestimmt). Gezeigt sind die Mittelwerte ± SE aus Werten von 2-4 BM-DC-Kulturen 
(MIP-1α: n=1). Unterschiede zwischen 8F11 und 1G1 wurden durch Student´s t-Test analysiert und 
waren nicht signifikant (Die p-Werte sind daher nicht angegeben.).  
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3.5.1.4  Einfluss der 8F11-Bindung auf die Induktion von Zytokinen und Chemokinen in 
Makrophagen  

Aktivierte Makrophagen produzieren ein ähnliches Spektrum von Zytokinen und Chemokinen 
wie dendritische Zellen 231;237;238. Sie bilden bei Infektion oder in vitro-Stimulation durch TLR-
Liganden unter anderem TNF-α, IL-1, IL-6, IL-12 und IL-10 239 sowie die Chemokine MIP-1α, 
MIP-2, MCP-1 und KC 240-243.  
Wie in den beiden vorhergehenden Abschnitten dargestellt, zeigte der 8F11-Ak in dendritischen 
Zellen keine aktivierende oder inhibitorische Wirkung auf die Induktion der untersuchten Zyto-
kine und Chemokine. Zum Vergleich dieser Befunde mit der Wirkung des Antikörpers auf 
Makrophagen wurde die Induktion von TNF-α, IL-12 und IL-10 sowie MIP-1α und MIP-2 in 
Thioglykolat-induzierten und/oder RAW 264.7-Makrophagen untersucht. Eine mögliche inhibi-
torische bzw. synergistische Wirkung des 8F11-Ak auf die TLR-vermittelte Aktivierung wurde 
für die Induktion von IL-12, IL-10 und TNF-α untersucht. Abbildung 30 zeigt die Ergebnisse 
zur Induktion von Zytokinen und MIP-1α in Thioglykolat-Makrophagen und Abbildung 31 die 
Ergebnisse zur inhibitorischen oder kostimulatorischen Wirkung auf die Zytokin-Induktion in 
diesen Zellen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 30 (nächste Seite): Produktion von TNF-α, IL-10, IL-12 und MIP-1α in Thioglykolat-
induzierten Peritonealmakrophagen nach TLR-Stimulation und nach Bindung von 8F11-Antikörper 
Thioglykolat-induzierten Peritonealmakrophagen wurden wie unter 2.5.2.1 beschrieben gewonnen. 
Linke Diagramme: Makrophagen wurden mit 50 ng/ml LPS (E.coli), 0,5 µM CpG-ODN (1668), 1 
ng/ml MALP-2 und 100 µg/ml polyIC im Vergleich mit einer Mediumkontrolle stimuliert (s. 2.5.6.1). 
Nach 20h wurden die Mengen an produziertem TNF-α, IL-10, IL-12 und MIP-1α in den Überständen 
durch ELISA bestimmt (s. 2.5.6.3) Die Zuordnung der Balken ist am untersten Diagramm angegeben. 
Rechte Diagramme: Zur Bestimmung der Zytokin-Produktion nach Bindung von 8F11-Ak wurden 
aufgereinigte 8F11-Ak bzw. 1G1-Kontroll-Ak an Zellkulturplatten gebunden und die Zellen damit in 
Kontakt gebracht (s. 2.5.6.2). Nach 20h wurden die Konzentrationen von TNF-α, IL-10, IL-12 und MIP-
1α bestimmt (s. 2.5.6.3; 8F11-Ak=schwarze und 1G1-Ak=weiße Balken). Die Inkubationen erfolgten in 
diesen Experimenten ohne Zugabe von Polymyxin-B. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SE aus Werten 
mehrerer Zellisolate: TLR-Stimulationen n=3-8; 8F11-Inkubationen: n≥8 Die Zuordnung der Balken ist 
für das unterste Diagramm beschriftet. Signifikante Unterschiede zwischen der Wirkung nach Bindung 
von 8F11-Ak und 1G1-Ak wurden nach Student´s t-Test nicht festgestellt. Die p-Werte sind daher nicht 
angegeben 
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Abbildung 31: Analyse einer modulierenden Wirkung der Bindung von 8F11-Ak auf die TLR-vermittelte 
Induktion der Zytokine TNF-α, IL-10 und IL-12 in Thioglykolat-induzierten Peritonealmakrophagen  
Thioglykolat-induzierten Peritonealmakrophagen wurden 4 Stunden nach Thioglykolat-Injektion durch Peritoneal-
spülung entnommen (vgl. s. 2.5.2.1) und über 20h mit und ohne Anwesenheit von 8F11-Ak durch TLR-Liganden 
stimuliert. Linke Diagramme: Zellen wurden mit verschiedenen TLR-Liganden ohne Anwesenheit von 
Antikörpern stimuliert – Die Diagramme entsprechen Abb.30 und dienen zum Vergleich. Rechte Diagramme: 
Aufgereinigte 8F11-Ak bzw. Isotyp-Ak (Isotypen: 1G1-Ak für TNF-α und mIgM für IL-10 und IL-12) wurden an 
Zellkulturplatten gebunden und die Zellen mit dem Ak-beschichteten Plattenboden in Kontakt gebracht (s. 2.5.6.2). 
Nach zweistündiger Präinkubation wurden TLR-Liganden in folgenden Konzentrationen zugegeben: 50 ng/ml LPS 
(E.coli), 0,5 µM CpG-ODN (1668), 1 ng/ml MALP-2 und 100 µg/ml polyIC. 18h später wurden die 
Konzentrationen von TNF-α, IL-10 und IL-12 in den Überständen gemessen. Die Ergebnisse sind wie beschriftet 
dargestellt (8F11-Ak = schwarze Balken; Isotyp = weiße Balken; Die TLR-Liganden sind am untersten Diagramm 
angegeben). Gezeigt sind die Mittelwerte ± SE aus Werten von 3-4 Zellisolaten (Ausnahmen: n=1 für TNF-α mit 
polyIC sowie IL-12 mit MAPL-2). Unterschiede zwischen der Wirkung von 8F11-Ak und Isotyp-Ak wurden durch 
Student´s t-Test analysiert und waren nicht signifikant (Die p-Werte sind daher nicht angegeben.).  
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Entsprechende Experimente an RAW 264.7-Makrophagen sind für die Bildung von TNF-α, IL-
10 und MIP-2 sowie für die Modulation der LPS-vermittelten Induktion von TNF-α und IL-10 
in Abbildung 32 gezeigt.  
 

 
Abbildung 32: Analyse einer direkten oder TLR-modulierenden Wirkung der 8F11-Bindung an RAW 264.7-
Makrophagen  
Linke Diagramme: Analyse einer direkte Wirkung der 8F11-Bindung; Aufgereinigte 8F11-Ak bzw. 1G1-
Kontroll-Ak (s. 2.6.1) wurden unter Anwesenheit von Polymyxin-B (s.u.) an Zellkulturplatten gebunden und RAW 
264.7-Zellen mit den Ak in Kontakt gebracht (s. 2.5.6.2). Als weitere Kontrollen dienten Medium und 50 ng/m 
LPS. Polymyxin-B (1µg/ml) wurde in allen Schritten der Ak-Inkubation zugegeben und die Wirksamkeit an 100 
ng/ml LPS wie abgebildet nachgewiesen. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SE aus 3 Experimenten. Die Darstellung 
entspricht den Beschriftungen (8F11-Ak: schwarze Balken; 1G1-Ak: weiße Balken; Medium: graue Balken; LPS: 
quergestreifte Balken +/- Polymyxin-B). Rechte Diagramme: Analyse einer Wirkung der 8F11-Bindung auf 
Stimulation mit LPS; Nach zweistündiger Präinkubation der Zellen an 8F11-Ak bzw. mIgM-Isotypkontrolle 
wurden 10 ng/ml und 50 ng/ml LPS zugegeben. 18h später wurden die Konzentrationen von TNF,-α und IL-10 in 
den Überständen gemessen. Die Ergebnisse sind wie beschriftet dargestellt (8F11-Ak: schwarze Balken; 1G1-Ak: 
weiße Balken) Gezeigt sind die Mittelwerte ± SE aus 2-5 Experimenten. Unterschiede zwischen 8F11 und Isotyp-
kontrolle wurden durch Student´s t-Test analysiert und waren nicht signifikant (Die p-Werte sind daher nicht 
angegeben.).  
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Eine aktivierende, inhibierende oder synergistische Wirkung der 8F11-Bindung auf die Produk-
tion der untersuchten Faktoren konnte auch in Makrophagen nicht festgestellt werden.  
Die Untersuchungen zur Wirkung des 8F11-Antikörpers auf die Chemokin- und Zytokin-
Induktion in dendritischen Zellen und Makrophagen lieferte somit keinen Hinweis auf eine 
Funktion des 8F11-Antikörpers - weder direkt noch modulierend bei TLR-vermittelten Reak-
tionen. 

3.5.2  Wirkung der 8F11-Bindung auf die Aktivierung von NF-κB und 
MAP-Kinasen 

Toll-like Rezeptoren aktivieren bei Ligandenbindung Signaltransduktionsvorgänge, die zur 
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1 führt (vgl. Abb.1). Zudem werden 
Mitglieder der verschiedenen Gruppen von MAP Kinasen ("Mitogen-activated protein 
Kinases", MAPK) aktiviert: "Extracellular signal-regulated Kinases" (ERK1/2), p38-MAPK 
und "c-Jun NH2-terminal kinases" (JNK1/2/3) 48. In dendritischen Zellen und Makrophagen 
kommt es so zur Induktion NF-κB-abhängiger Gene wie TNF-α, IL-1, IL-6, CD80 sowie 
CD86. Sowohl NF-κB wie MAPKs spielen auch bei einer Vielzahl weiterer Signaltrans-
duktionsprozessen eine Rolle 244-247.  
MAP Kinasen werden durch Phosphorylierung von Threonin- und Tyrosin-Resten aktiviert und 
NF-κB durch Kerntranslokation aufgrund der Degradierung von IκB-Proteinen. Durch 
Nachweis phosphorylierter Kinasen in RAW 264.7-Makrophagen und BM-DC wurde unter-
sucht, ob die Bindung des 8F11-Ak zur Aktivierung von ERK1 (p44-MAPK), ERK2 (p42-
MAPK) und/oder p38-MAPK führt. Die Aktivierung von NF-κB wurde durch Analyse der 
Degradierung von IκBα untersucht. 
Die Zellen wurden für 5', 15', 30' und 60 Minuten der Bindung von 8F11-Ak ausgesetzt. BM-
DC konnten nur nach vorheriger Inkubation über ca. 17h in GM-CSF-freiem Medium analysiert 
werden, da in den Zellen sonst bereits phophorylierte Kinasen vorlagen. Diese Beobachtung ist 
durch bekannte GM-CSF-induzierte Signaltransduktionsprozesse erklärbar 248. CpG-ODN 
und/oder LPS dienten als Positiv-Kontrollen für die Aktivierung der Signaltransduktions-
Faktoren in BM-DC 38;249 und RAW 264.7-Makrophagen 250;251.  
Während LPS in BM-DC bereits nach 15 Minuten die Phosphorylierung von p38 und p44-ERK 
induzierte und die von p42-ERK deutlich verstärkte, führte die Bindung von 8F11-Ak und den 
Kontroll-Antikörpern (gezeigt für 1G1) nicht zu einer Veränderung der Phosphorylierung von 
p38 und p42/p44-ERK (Abb. 33). Ebenso wurde nur bei Inkubation mit LPS die Degradierung 
von IκBα induziert. Als Beladungskontrolle ist der Gesamtproteingehalt von p42/44 und NF-
κB dargestellt.  
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Abbildung 33: Wirkung der 8F11-Bindung auf NF-κB und MAP Kinasen in BM-DC 
Aufgereinigte 8F11-Ak bzw. 1G1-Kontroll-Ak wurden unter Anwesenheit von 1 µg/ml Polymyxin-B an 
Zellkulturplatten gebunden (s. 2.5.6.2). Knochenmark-abgeleitete DC wurden am Tag 8 der in vitro-
Differenzierung (2.5.3) in Medium ohne Zusatz von GM-CSF überführt und so über ca. 17h 
„ausgehungert“. Die Zellen wurden mit dem Ak-beschichteten Plattenboden in Kontakt gebracht (s. 
2.5.6.2). Als weitere Kontrollen dienten Medium und 50 ng/ml LPS. Die Zellen wurden für 5, 15, 30 und 
60 min. im Brutschrank inkubiert, in kaltem PBS aufgenommen, gewaschen und lysiert (s. 2.5.6.4). Die 
Lysate wurden durch Gelelektrophorese (10%, SDS-PAGE; s. 2.6.4) und mittels Western-Blot (s. 
2.6.5.2) analysiert. Dazu wurden die Lysate wie an den Spuren angegeben aufgetragen. Die Detektion 
der Proteine erfolgte mittels folgender Ak: Mit Ak gegen ERK1 (p42), ERK2 (p44) und NF-κB wurde 
die aufgetragene Gesamtproteinmenge kontrolliert. Mit Ak gegen Thr202/Tyr204-phosporylierte ERK-
Proteine wurden aktivierte ERKp42 und ERKp44 detektiert. Mit Ak gegen Thr180/Tyr182-phospory-
lierte p38-MAPK wurde aktivierte p38-MAPK nachgewiesen. Mit Ak gegen IκBα wurde der Abbau von 
IκBα bestimmt. Die jeweiligen Proteinbanden sind durch Beschriftung gekennzeichnet. Dabei zeigt die 
Abbildung für alle Zeitpunkte untereinander folgende 4 Analysen (von oben nach unten): 1.) Phosph-
ERKp42/p44; 2.) Phospo-p38; 3.) NF-κB gesamt und IκBα-Abbau (Die ERK-Banden von vorheriger 
Inkubation sind noch zu sehen.) und 4.) ERK1/2 Gesamtprotein. Für LPS /15min. wurde kein ERK1/2-
Gesamtprotein bestimmt („n.d.“), dort dient nur NF-κB als Beladungkontrolle. 

 
Die Ergebnisse in RAW 264.7-Makrophagen waren ähnlich (Abb.34). Nur LPS und CpG-ODN 
induzierten (nach 30 Minuten) die Phosphorylierung der Kinasen und den Abbau von IκBα, 
wobei bereits nach 60 Minuten wieder intaktes IκBα-Protein nachgewiesen werden konnte 
(gezeigt für zwei unabhängige 60'-Proben). Als Beladungskontrolle ist hier der Gesamt-
proteingehalt von p38 gezeigt. 
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Abbildung 34: Wirkung der 8F11-Bindung auf NF-κB und MAP Kinasen in RAW 264.7-Makrophagen 
Aufgereinigte 8F11-Ak bzw. 1G1-Kontroll-Ak wurden unter Anwesenheit von 1 µg/ml Polymyxin-B an 
Zellkulturplatten gebunden. RAW 264.7-Makrophagen wurden mit dem Ak-beschichteten Plattenboden 
in Kontakt gebracht (s. 2.5.6.2). Als weitere Kontrollen dienten Medium, 100 ng/ml LPS und 0,5µM 
CpG-ODN (1668). Die Zellen wurden für 15, 30 und 60 min. im Brutschrank inkubiert und in kaltem 
PBS aufgenommen, gewaschen und lysiert (s. 2.5.6.4). Die Lysate wurden durch Gelelektrophorese 
(10%, SDS-PAGE; vgl. 2.6.4) und mittels Western-Blot (2.6.5.2) analysiert. Dazu wurden die Lysate wie 
an den Spuren angegeben aufgetragen. Die Detektion der Proteine erfolgte mittels folgender Ak: Mit Ak 
gegen p38-MAPK (Phosphorylierungs-unabhängig) wurde die aufgetragene Gesamtproteinmenge 
kontrolliert. Mit Ak gegen Thr202/Tyr204-phosporylierte ERK-Proteine wurden aktivierte ERKp42 und 
ERKp44 detektiert. Mit Ak gegen Thr180/Tyr182-phosporylierte p38-MAPK wurde aktivierte p38-
MAPK nachgewiesen. Mit Ak gegen IκBα wurde der Abbau von IκBα bestimmt. Die jeweiligen 
Proteinbanden sind durch Beschriftung gekennzeichnet. Dabei zeigt die Abbildung für alle Zeitpunkte 
untereinander 4 Analysen: 1.) Phosph-ERKp42/p44; 2.) Phospo-p38; 3.) IκBα-Abbau und 4.) p38-
MAPK Gesamtprotein.  

 
Mit der Analyse der MAP Kinasen ERK1/2 und p38 sowie des Transkriptionsfaktors NF-κB 
wurde für zentrale Faktoren vieler Signaltransduktionswege gezeigt, dass diese durch Bindung 
des 8F11-Antikörpers in BM-DC und RAW 264.7-Makrophagen nicht aktiviert werden.  





 

4  Diskussion 

An der Pathogenerkennung im Rahmen der angeborenen Immunabwehr sind eine Vielzahl von 
„Pattern-recognition“-Rezeptoren (PRR) beteiligt. Eine wichtige Klasse von PRRs sind die 
Toll-like Rezeptoren (TLRs). Über TLRs werden bei der Pathogenerkennung Zell-aktivierende 
Signale induziert. Von den 10 bislang in Säugetieren identifizierten TLRs sind die Funktionen 
des TLR4 besonders gut charakterisiert 35;57. Mit dem Ziel, monoklonale Antikörper gegen das 
murine TLR4-Protein herzustellen, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit TLR4-defi-
ziente Mäuse (C57BL/10ScNCr(ScN)) mit congenen Wildtyp-Zellen immunisiert. Einer der 
gewonnenen Antikörper (8F11) zeigte eine reproduzierbare Bindung an die Zelloberfläche 
muriner Makrophagen. Die Analyse TLR4-defizienter ScN-Zellen zeigte jedoch, dass das Anti-
gen des 8F11-Ak nicht TLR4 sein konnte. Im Weiteren wurde versucht, Identität und Funktion 
des 8F11-Antigens aufzuklären.  

4.1 Besondere Merkmale der zur Immunisierung verwendeten 
Mausstämme 

Es sind schon seit längerem drei Mausstämme bekannt, die aufgrund von natürlichen 
Mutationen nicht auf LPS reagieren: C3H/HeJ 77, C57BL/10ScNCr(ScN) 78 und der aus 
Letzterem hervorgegangene Stamm C57BL/10ScCr 79. Die genetische Charakterisierung dieser 
Mäuse führte zur Entdeckung des Lps-Genlokus, der für das TLR4-Protein codiert 79;171;252;253. 
Die LPS-Resistenz von C3H/HeJ-Mäusen resultiert aus der Expression eines durch Punkt-
mutation inaktivierten TLR4-Rezeptors 171. In ScN- bzw. ScCr-Mäusen hingegen ist der 
gesamte TLR4-Lokus deletiert. Diese Deletion betrifft jedoch keine weiteren Gene 75;76. ScN- 
bzw. ScCr-Mäuse sind deswegen für die Generierung von TLR4-Antikörpern besonders gut 
geeignet. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden ScN-Mäuse mit Milzzellen congener 
Wildtyp-Mäuse (C57BL/10 ScSn(Sn)) immunisiert. 
In ScCr-Mäusen wurde kürzlich ein weiterer genetischer Defekt entdeckt. Eine Mutation im 
IL-12Rβ2-Gen (β2-Kette des IL-12-Rezeptors) führt dazu, dass Zellen von ScCr-Mäuse nicht 
mehr auf IL-12 reagieren 230;254. Diese Mutation liegt in ScN- (TLR4-/-) und Sn-Mäusen (wt), 
den für die Immunisierung verwendeten Stämmen, jedoch noch nicht vor. Dies wurde durch 
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Stimulation von Milzzellen mit IL-12 in unserem Labor bestätigt (H. Weighardt, pers. Mit-
teilung).  
Allerdings könnten in den zur Immunisierung verwendeten Mäusen weitere genetische Defekte 
vorliegen. Bei Experimenten zur Induktion von IL-12 wurden nämlich im Rahmen dieser 
Arbeit sowie bei früheren Analysen in unserem Labor (H. Weighardt, pers. Mitteilung) 
Hinweise auf einen Defekt in der Produktion oder Induktion von IL-12 in ScN- und Sn-Zellen 
gefunden. Durch Stimulation mit CpG-ODN bzw. LPS (für Sn-Zellen) wurde weder in ScN- 
noch in Sn-Zellen IL-12 induziert. Dies wurde durch die Analyse von adhärenzgereinigten 
Milzzellen und Knochenmark-abgeleiteten dendritischen Zellen (BM-DC) jeweils im Vergleich 
mit Zellen aus C57BL/6-Kontroll-Tieren gezeigt (Abb.25). Die Arbeitsgruppe von M. Freuden-
berg analysierte im Rahmen ihrer o. g. Arbeiten ebenfalls die Induktion von IL-12 in 
Makrophagen aus Sn-Mäusen sowie aus ScCr-Mäusen (dem Vorläufer-Stamm von ScN), stellte 
jedoche eine normale IL-12-Induktion nach Stimulation mit Bakterien (sowie LPS in Sn-
Zellen) fest. Unterschiedliche experimentelle Bedingungen als Grund für die widersprüchlichen 
Befunde sind unwahrscheinlich, da in der vorliegenden Arbeit zum einen in C57BL/6-Kontroll-
zellen eine starke Induktion von IL-12 detektiert wurde und zum anderen mit BM-DC auch ein 
Zelltyp analysiert wurde, der für eine besonders starke IL-12 Produktion bekannt ist 96. Zudem 
stimulierten Merlin et al. Knochenmark-abgeleitete Makrophagen unter vergleichbaren 
Bedingungen und bestimmten nur IL-12p70, wohingegen in der vorliegenden Arbeit IL-12p40 
detektiert wurde. Merlin et al. verwendeten Mäuse aus der Zucht des MPI für Immunologie in 
Freiburg, während die in unserem Labor verwendeten Tiere von der Firma Harlan Winkelmann 
stammten. Die gegensätzlichen Befunde zur IL-12-Induktion in Sn-Zellen könnten somit auf 
einen genetischen Unterschied zwischen den verwendeten Sn-Mäusen hinweisen. Dieser fest-
gestellte Gendefekt betrifft auch für die von uns verwendeten ScN-Mäuse.  
 
Angesichts des festgestellten Defekts in der Induktion von IL-12 unter anderem nach 
Stimulation mit CpG-ODN stellt sich die Frage, ob die Immunisierung dieser Mäuse mit CpG-
ODN als Adjuvanz beeinträchtigt gewesen sein könnte 255. IL-12 wird von aktivierten 
Makrophagen und dendritischen Zellen produziert, induziert unter anderem in T- und NK-
Zellen die Synthese von Typ 1-Zytokinen wie IFN-γ und wirkt direkt und indirekt über 
induziertes IFN-γ aktivierend auf B-Zellen, in denen es in der Maus die bevorzugten Produktion 
von IgG2a-Antikörpern verstärkt 94. CpG-ODN fördert als Adjuvanz die Induktion solcher TH1-
polarisierten Immunreaktionen und verstärkt dabei die durch IFN-γ induzierte Produktion von 
IgG2a-Ak 255;256. Aufgrund der Bedeutung von IFN-γ bei der Vermittlung dieser durch CpG-
ODN und IL-12 induzierten Effekte wurde die Induktion von IFN-γ durch CpG-ODN und IL-
12 in Milzzellen von Sn- und ScN-Mäusen überprüft (H. Weighardt, pers. Mitteilung). Sie 
verlief normal. Ein allgemeiner Defekt in der Responsivität der Mäuse gegen CpG-ODN wurde 
zudem durch Befunde aus dieser Arbeit ausgeschlossen, denn zum einen wurde die Induktion 
von TNF-α und KC in BM-DC durch CpG-ODN nachgewiesen (Abb. 25) und zum anderen 
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waren die zur Zellfusion aus den immunisierten Mäusen entnommenen Milzen gegenüber 
Milzen von nicht immunisierten Tieren deutlich vergrößert. Dies kann als Nachweis der durch 
CpG-ODN induzierten B-Zellproliferation gewertet werden 256;257. Außerdem ist die Art der T-
Zell-Polarisation, die durch IL-12 mitbestimmt wird, für das Ziel, Antikörper-produzierende B-
Zellen zu gewinnen, kein wichtiges Kriterium. 
 

4.2 Selektion von Antikörpern 

Aus Milzzellen der immunisierten ScN-Mäuse wurden durch Zellfusion Hybridom-Klone 
hergestellt. Die Zellkultur-Überstände der Hybridome wurden durch Bestimmung der 
Bindungsaktivität enthaltener Antikörper an die Zelloberfläche von RAW 264.7-Makrophagen 
selektiert. Die Antikörper von 9 der selektierten Klone wurden isotypisiert, wobei die Bildung 
von IgM-Ak (4 Klone) oder IgG2a-Ak (5 Klone) festgestellt wurde (Tab.3). Im Vergleich mit 
den passenden Isotypkontrollen zeigten jedoch 8 dieser 9 Antikörper keine Bindung mehr an 
Zelloberflächen, was durch Analyse von verschiedenen Makrophagen-Zelllinien sowie T- und 
B-Zellinien bestimmt wurde. Nur der IgM-Ak „8F11“ zeigte eine reproduzierbare Bindungs-
aktivität. Die durchflusszytometrische Analyse (FACS-Analyse) von RAW 264.7-Zellen im 
ersten Schritt der Ak-Selektion erfolgte gegen eine Mediumkontrolle und unter Blockade der 
Fcγ-Rezeptoren CD16 und CD32 (FcγRIII und FcγRII) durch Zugabe des blockierenden Ak 
2.4G2 258;259. Solche molekularen Interaktionen könnten für diese Arbeit von besonderer 
Bedeutung sein, weil murine Antikörper in Kombination mit murinen Zellen analysiert wurden. 
Neben FcγRII und FcγRIII exprimieren Makrophagen jedoch auch FcγRI, den hochaffinen 
Rezeptor für IgG2a-Ak in Mäusen. Dieser wird durch den 2.4G2-Ak nicht blockiert. Zudem 
können Makrophagen auch IgM-Rezeptoren exprimieren 186;187. Daher wäre es möglich, dass 
die selektierten IgM- und IgG2a-Ak (mit Ausnahme von 8F11) aufgrund ihrer Bindung an Fc-
Rezeptoren als „positiv“ detektiert wurden, was für IgG2b-Ak aufgrund der CD16/CD32-
Blockade verhindert wurde. IgG1-Ak hingegen, die möglicherweise im ersten Selektions-
Schritt ebenfalls ausgewählte wurden, wären wahrscheinlich bei den durchflusszytometrischen 
Analysen zur Selektion subklonierter Hybridome als „negativ“ weggefallen, da hierzu ein 
muriner IgG1-Ak als Negativkontrolle eingesetzt wurde.  
Aufgrund der möglichen Expression von Rezeptoren für IgM auf mehreren der in dieser Arbeit 
analysierten Zelltypen sowie aufgrund der Expression von Oberflächen-IgM auf B-Zellen 
waren bei den Analysen mit dem 8F11-Antikörper (Isotyp IgM) verschiedene wichtige Punkte 
zu beachten, die im folgenden Abschnitt diskutiert werden.  
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4.3 Kontrollen bei Immunfluoreszenzfärbungen mit IgM-
Antikörpern  

Bei Immunfluoreszenzfärbungen von Mauszellen mit murinen Antikörpern sollten Immun-
globulin-Rezeptoren auf den analysierten Zellen nach Möglichkeit blockiert werden. 
Blockierende Antikörper gegen murine Fc-Rezeptoren für IgM-Ak sind nicht käuflich zu 
erwerben und eine direkte Markierung des 8F11-Ak konnte nicht durchgeführt werden (siehe 
3.2.5). Deswegen war es nicht auszuschließen, dass der 8F11-Ak (sowie die Isotypkontrollen) 
möglicherweise mit IgM-bindenden Rezeptoren auf analysierten Zellen interagierten.  
Die Möglichkeit einer Bindung von IgM an Rezeptoren ist für murine und humane T- und B-
Zellpopulationen bekannt 179-183. Die Expression von IgM-Rezeptoren ist zudem für residente 
und Thioglykolat-induzierte Makrophagen 186 sowie bovine neutrophile Granulozyten 260;261 
beschrieben. Es sind bislang drei Fc-Rezeptoren mit IgM-bindender Eigenschaft bekannt: 
Fcα/µR, pIgR („Polyimmunglobulin-Rezeptor“) und FcµR. Fcα/µR kommt auf Makrophagen 
sowie B-Zellen und einigen T-Zelllinien vor und wurde aus BW5147-T-Zellen kloniert, welche 
auch in der vorliegenden Arbeit analysiert wurden 187. Der pIgG-Rezeptor bindet IgA- und 
IgM-Ak und kann auf murinen T- und B-Zelllymphomen exprimiert sein 184;262. Die Expression 
von FcµR ist ebenfalls auf murinen T- und B-Zellen beschrieben 185;263.  
Um eine Beeinflussung der Analysen mit dem 8F11-Ak durch Ak-Bindung an Rezeptoren für 
IgM nach Möglichkeit auszuschließen, wurden prinzipiell zwei Isotypkontrollen verwendet, 
gereinigtes murines IgM und Antikörper aus dem Überstand des Hybridoms 1G1 mit irrele-
vanter Spezifität (spezifisch gegen äußere Photorezeptor-Segmente der Retina 139). Bei der 
Immunpräzipitation wurde zusätzlich Überstand des Hybridoms 7B8 als Kontrolle verwendet. 
7B8 entstand bei der Antikörper-Herstellung, bildet IgM-Ak und zeigte keine Aktivität gegen 
die Oberflächen der analysierten Zelllinien. Bei der Bestimmung des Expressionsmusters von 
8F11 auf den verschiedenen Zelllinien wurde 1G1-Überstand noch nicht als Isotypkontrolle 
eingesetzt (Abb.3, 5, 6). Dort können jedoch neben 7B8 auch die Hybridomüberstände 11B3 
und 4F7 als interne Isotypkontrollen gewertet werden, da diese ebenfalls IgM-Ak bilden und 
keine Bindungsaktivität gegen untersuchte Zelllinien zeigten (Abb.3). 
Hinweise auf eine Relevanz der IgM-Bindung durch Rezeptoren könnte der Vergleich 
ungefärbter Zellen mit den Isotypkontrollen bei Immunfluoreszenzfärbungen liefern. Eine 
starke Bindung von IgM-Ak im Vergleich mit ungefärbten Zellen, wie sie durch Bindung an 
Fcµ-Rezeptoren zu erwarten wäre 187, wurde im Rahmen der durchflusszytometrischen 
Analysen nicht festgestellt. Auch konfokal-mikroskopische Aufnahmen intrazellulär gefärbter 
Zellen zeigten nur eine schwache Bindung von IgM an die Zellen (Abb.19). Deswegen war die 
Analyse der Oberflächenexpression von 8F11 auf Zellen gut möglich und nur genauere 
Analysen zur intrazellulären Lokalisation des 8F11-Antigens hätten die Blockade von Bindung-
stellen für IgM-Ak erfordert (s. 4.6). 



4  Diskussion    111

Ein weiterer wichtiger Punkt, der speziell bei der Analyse mit unmarkierten IgM-Antikörpern 
auftritt, ist die Bindung des notwendigerweise einzusetzenden Zweitantikörpers an B-Zellen, 
denn reife B-Zellen exprimieren IgM an der Oberfläche. Es wurde deswegen bei Expressions-
analysen von ex vivo-isolierten Zellen darauf geachtet, dass B-Zellen durch vorhergehende 
Depletion B220+-Zellen und/oder durch Ausschluss über ihre Größe und Granularität während 
der durchflusszytometrischen Messung von der Analyse ausgeschlossen wurden. Dies wurde 
durch Nachweis der Zellen mittels Detektion von IgM oder B220 überprüft. 

4.4 Differenzielle Expression des 8F11-Antigens auf 
verschiedenen murinen Zelllinien 

Da das Selektionskriterium bei der Auswahl der Antikörper die Bindung an RAW 264.7-
Makrophagen war, wurde im Weiteren die Bindung des 8F11-Ak an andere Zelllinien 
bestimmt. Die 8F11-Expression auf Leukozyten wurde dabei für drei Makrophagen-Linien 
(RAW 264.7, ANA-1, J774), fünf T-Zelllinien (KKT-2, EL4, BW1547, LB, TK-1), zwei B-
Zelllinien (38C-13, RAW 112) sowie zwei Mastzelllinien (MC/9, D36) bestimmt. Der 
Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensitäten (MFI) von verschiedenen Ak-Färbungen der 
gleichen Zelllinien zeigte, dass die Expressionsstärke des 8F11-Antigens auf 8F11-exprimie-
renden Linien variierte. Unterschiede in der Qualität oder den Antikörper-Konzentra-tion 
unterschiedlicher Chargen von Hybridomüberständen konnten als Grund dafür ausge-schlossen 
werden. Es wäre daher denkbar, dass das 8F11-Antigen nicht immer gleich stark exprimiert 
wird. Das Antigen könnte jedoch auch empfindlich gegen Proteolyse sein und dies könnten  
z. B. durch Unterschiede im Proteingehalt des Mediums oder Färbepuffers, im zeitlichen 
Ablauf oder in der Temperatur während der Färbeprozedur, FACS-Messung oder Zell-Isolation 
beein-flusst werden. Nakamura et al. beispielsweise stellten starke Schwankungen in der 
Expression des IgM-Rezeptors FcµR auf T-Zellen fest und konnten diese durch Zugabe von 
verschiedenen Protease-Inhibitoren, EDTA und Protein (BSA oder FKS) sowie Durchführung 
der Färbe-prozedur auf Eis verhindern 264. Da das 8F11-Antigen auch im Zytoplasma 
vorkommt (s. 4.6), wären Veränderungen in der Verteilung des Antigens zwischen 
Zellmembran und Zytoplasma ein weiterer möglicher Grund für die beobachten Schwankungen 
in der Oberflächenexpression. Diese Verteilung könnte durch Faktoren wie Differenzierungs- 
oder Aktivierungszustand der analysierten Zellen oder auch die Zelldichte in Kulturen 
beeinflusst werden.  
 
Durch Vergleich der mittleren Expressionstärken von 8F11 auf den o. g. Zelllinien konnten 
differenzielle Expressionsunterschiede zwischen verschiedenen Leukozyten-Zelllinien gezeigt 
werden. Dabei wurden sowohl Unterschiede zwischen verschiedenen Zelltypen als auch 
zwischen verschiedenen Zelllinien eines Zelltyps festgestellt. Es wurden die fünf T-Zelllinien 
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KKT-2, EL4, BW1547, LB und TK-1, die zwei B-Zelllinien 38C-13 und RAW 112, die drei 
Makrophagen-Linien RAW 264.7, ANA-1 und J774 sowie die zwei Mastzelllinien MC/9 und 
D36 verglichen. Während einige der analysierten T-Zelllinien und Makrophagen-Linien eine 
deutliche 8F11-Expression zeigten, wurden B-Zellen und Mastzellen durch den 8F11-Ak kaum 
gebunden (Abb.6). Zudem fielen im Vergleich der Leukozyten-Linien deutliche Expressions-
unterschiede jeweils zwischen den drei analysierten Makrophagen-Linien und den fünf 
verglichenen T-Zelllinine auf. ANA-1-Makrophagen und TK-1-T-Zellen exprimierten 8F11 
schwächer als die anderen analysierten Makrophagen- bzw. T-Zelllinien. Die untersuchten T-
Zelllinien wurden in unserem Labor durch Analyse der Expression verschiedener Reifungs-
marker charakterisiert. Dabei wurden unter anderem die Expressionen des TCRαβ/CD3-
Komplexes und die von J11d bestimmt. Der T-Zellrezeptor (TCR) wird erst auf reifen T-Zellen 
stark exprimiert, wohingegen J11d auf unreifen, nicht aber reifen T-Zellen exprimiert wird 265. 
Tabelle 7 zeigt die Expressionsstärken dieser Reifungsmarker sowie die des 8F11-Antigens im 
Vergleich für die verschiedenen T-Zelllinien.  
 

   Tabelle 7: Expression von Reifungsmarkern und 8F11-Antigen auf T-Zelllinien 

T-Zelllinie 8F11-Expression  Reifungsmarker 

  TCRαβ/CD3 J11d 
BW5147 +++ negativ gering 
LB +++ negativ hoch 
KKT-2 ++ negativ hoch 
EL-4 + intermediär gering 
TK-1 +/- hoch gering 

 
TK-1 (TCRhighJ11dlow) und EL-4-Zellen (TCRintJ11dlow) repräsentieren nach der Expression 
dieser Reifungsmarker reifere T-Zell-Stadien als BW5147-Zellen (TCR-J11dlow), LB-Zellen 
(TCR-J11dhigh) und KKT-2-Zellen (TCR-J11dhigh). Der Vergleich dieser Reifungsmarker mit der 
Expressionsstärke des 8F11-Antigens zeigt eine inverse Korrelation zwischen der Expressions-
stärke von 8F11 und den angenommenen Reifungstadien der T-Zelllinien. So zeigen TK-1-
Zellen die höchste TCR-Expression und die geringste 8F11-Expression und BW5147- und LB-
Zellen exprimieren TCR nicht und 8F11 stark. EL-4 Zellen exprimieren TCR in mittlerer Stärke 
und liegen auch in der Stärke der 8F11-Expression zwischen den TK-1-Zellen und den TCR-
negativen, Linien.  
Es wurden zudem die 8F11-Expression auf drei Nicht-Leukozytenlinien bestimmt: Melanom-
zellen (B16F10), Fibroblasten (B8) und Endothelzellen (e-END.2). Da auf diesen Zelllinien 
eine starke Expression des 8F11-Antigens festgestellt wurde, enthalten die Ergebnisse aus den 
Expressionsanalysen auf Zelllinien neben Hinweisen auf eine zellspezifische Expression und 
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möglicherweise Funktion (T-Zellen) auch Hinweise auf eine eher breite Expression und 
Bedeutung des 8F11-Antigens. 

4.5 Expression des 8F11-Antigens ex vivo  

Die Expression des 8F11-Antigens konnte für verschiedene ex vivo-isolierten Zellen bestätigt 
werden. Dabei wurden jeweils unterschiedliche Zellpopulationen verschiedener Zelltypen 
untersucht: Knochenmark-Granulozyten und Thioglykolat-induzierte Peritonealgranulozyten, 
residente und Thioglykolat-induzierte Peritonealmakrophagen, Knochenmark-abgeleitete 
dendritische Zellen (BM-DC) und Milz-DC sowie T-Zellen aus der Milz und dem Thymus. Um 
zu untersuchen, ob eine Abhängigkeit der 8F11-Expression von TLR4 besteht, wurde bei der 
Expressionsanalyse von Knochenmark-Granulozyten, residenten und Thioglykolat-induzierten 
Peritonealmakrophagen sowie BM-DC auch die Expression auf TLR4-defizienten 
C57BL/10ScNCr(ScN) und congenen Wildtyp-Mäusen (C57BL/10ScSn(Sn)) verglichen. Dabei 
wurde kein Unterschied in der 8F11-Expression festgestellt und somit gezeigt, dass das 8F11-
Antigen weder TLR4 noch ein strikt TLR4-abhängig exprimiertes Zelloberflächenprotein wie 
z.B. MD2 164 sein konnte. 
Auf Analysen von ex vivo-isolierten B-Zellen wurde aufgrund der Expression von IgM auf der 
Zelloberfläche von B-Zellen und der dadurch bedingten Problematik bei Expressionsanalysen 
mit dem 8F11-Ak verzichtet. Außerdem wurde bei den vergleichenden Expressionsanalysen an 
Leukozyten-Zelllinien (s.o., 4.4) nur eine sehr geringe Expression von 8F11 auf B-Zelllinien 
festgestellt. 

4.5.1 Expression des 8F11-Antigens auf T-Zellen  

Mehrere T-Zelllinien exprimieren 8F11 (s. 4.4, Tab.7). Auf B-Zell-depletierten Milzzellen 
(CD11c-IgM-B220-), welche gemäß der zellulären Zusammensetzung der Milz hauptsächlich 
aus T-Zellen bestehen 159;172, wurde jedoch keine Expression von 8F11 festgestellt. Dies legte 
den Schluss nahe, dass T-Zellen in der Milz 8F11 nicht exprimieren. Deshalb wurde die 8F11-
Expression auf T-Zellen aus der Milz genauer untersucht und zudem die Expression von 8F11 
auf Thymozyten analysiert. Bei diesen Expressionsanalysen wurde ein Unterschied zwischen T-
Zellen aus der Milz und dem Thymus festgestellt, denn Thymozyten exprimierten 8F11 
(Abb.17) und Milz-T-Zellen nicht (Abb.16). Mit den T-Zellen aus der Milz konnte somit eine 
Zellpopulation ex vivo isoliert werden, welche im Gegensatz zu allen anderen ex vivo-isolierten 
Zellpopulationen das 8F11-Antigen nicht exprimierte.  
Thymozyten bestehen zu über 80% aus unreifen T-Zellen, welche den für reife T-Zellen 
charakteristischen T-Zellrezeptor-Komplex (TCR-Komplex) noch nicht exprimieren - darunter 
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ca. 78% CD4-CD8--Thymozyten („doppelt negative“) und ca. 5% CD4+CD8+ („doppelt 
positive“) T-Zellen z.B. 176;177. Nur ca. 17% der T-Zellen im Thymus stellen ausgereifte T-Zellen 
dar, wie sie in der Peripherie und somit auch in der Milz vorkommen. Sie exprimieren neben 
TCR/CD3 als „einfach positive“ T-Zellen CD4 (10%) oder CD8 (7%). Wie unter 4.4 diskutiert, 
wurde auf T-Zelllinien eine inverse Korrelation zwischen der Expressionsstärke von 
Reifungsmarkern wie dem TCR-Komplex und der 8F11-Expression festgestellt. Die Ergebnisse 
zur 8F11-Expression auf T-Zelllinien sowie auf T-Zellen aus Thymus und Milz legen somit 
einen Zusammenhang zwischen der 8F11-Expression und der T-Zellreifung nahe. Folgende 
Analysen an T-Zellen im Thymus wären daher von Interesse. Durch den Vergleich der 8F11-
Expression auf CD4+CD8+, CD4-CD8-, CD4+CD8- und CD4-CD8+ Thymozyten mittels durch-
flusszytometrischer Analyse könnte untersucht werden, ob auch die unreifen T-Zell-
populationen im Thymus 8F11 exprimieren während die reifen T-Zellpopulationen dies nicht 
tun. Voruntersuchungen dazu ergaben, dass solche Analysen aufgrund von Kreuzreaktionen 
zwischen verwendeten Antikörpern den Einsatz direkt markierten 8F11-Antikörpers er-
forderten. Die Herstellung eines markierten und weiterhin aktiven 8F11-Antikörpers wurde 
nach verschiedenen Methoden durchgeführt, gelang jedoch nicht (s. 3.2.5) Möglicherweise 
schädigen die notwendigen chemischen Behandlungen den 8F11-Ak irreversibel oder es 
befinden sich reaktive Gruppen in oder nahe der Ag-Bindungsstelle. Eine Analyse der differen-
ziellen 8F11-Expression auf Thymozyten-Populationen konnte daher nicht durchgeführt 
werden. Allerdings entstanden einige der untersuchten T-Zelllinien durch spontane Transfor-
mation von Thymozyten. Dazu gehören auch TK-1-Zellen, die 8F11 kaum exprimieren und ein 
reiferes T-Zellstadium repräsentieren, sowie BW5147-Zellen, welche die stärkste 8F11-
Expression auf T-Zelllinien zeigten und Merkmaler unreifer T-Zellen zeigen (s.o., Tab. 7). Dies 
könnte ein Hinweis auf eine differentielle 8F11-Expression auf reifen und unreifen T-Zellen im 
Thymus sein. 
Da der 8F11-Ak bei der Immunisierung von TLR4-defizienten Mäusen entstand, fallen 
folgende Befunde im Zusammenhang mit der fehlenden Expression von 8F11 auf Milz-T-
Zellen auf. Der Vergleich der TLR4-Expression zwischen Granulozyten, DC, B-Zellen und T-
Zellen aus der Milz ergab, dass T-Zellen nur 1-10% der TLR4-mRNA-Menge anderer Zellen 
exprimieren 151, was durch die Expression in nur einem Teil der Milz-T-Zellen begründet ist 155. 
Entsprechend reagiert auch nur ein kleiner Teil der Milz-T-Zellen (ca. 3%) auf LPS 156;157. Ein 
Zusammenhang zwischen dem Fehlen der 8F11-Expression auf Milz-T-Zellen und der fehlen-
den LPS-Responsivität bzw. TLR4-Expression auf einem Großteil dieser Zellen ist jedoch aus 
folgenden Gründen unwahrscheinlich. Zum einen scheint die TLR4-mRNA-Expression in 
Thymozyten (8F11+) sogar eher geringer als in Milz-T-Zellen zu sein 154 und zum anderen wird 
das 8F11-Ag auf Makrophagen, Granulozyten und BM-DC aus TLR4-defizienten Mäusen 
exprimiert. Die 8F11-Expression auf TLR4-defizienten T-Zellen wurde jedoch nicht bestimmt.  
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4.5.2 Expression des 8F11-Antigens auf Granulozyten, Makrophagen und 
dendritischen Zellen 

Analyse von Granulozyten und Markophagen  

Eine Expression des 8F11-Antigens konnte auf allen analysierten Granulozyten- und 
Makrophagen-Populationen nachgewiesen werden. Thioglykolat-induzierte Peritonealgranulo-
zyten und Thioglykolat-induzierte Peritonealmakrophagen weisen aufgrund des durch die 
Injektion von Thioglykolat gesetzten Entzündungsreizes bestimmte Aktivierungsmerkmale auf. 
So bilden Thioglykolat-induzierte Peritonealmakrophagen im Gegensatz zu residenten 
Peritonealmakrophagen bestimmte Chemokine (z.B. MIP-2) und zeigen eine verstärkte 
Expression von Mac-1. Induzierte Peritonealgranulozyten weisen ebenfalls eine erhöhte 
Expression von Mac-1 auf, was auch auf Granulozyten ein Aktivierungmarker ist z.B. 165.  
Eine Korrelation zwischen diesen Aktivierungszuständen und der 8F11-Expression wurde bei 
der Analyse der Zellpopulationen nicht festgestellt.  

Analyse von dendritischen Zellen  

Dendritische Zellen (DC) bestehen in der Maus wie auch beim Menschen aus verschiedenen 
Subpopulationen. Insgesamt sind derzeit sechs murine DC-Subpopulationen bekannt. Drei 
dieser Populationen kommen in der Milz in größeren Mengen vor 113;173. Etwa 1% aller Milz-
zellen sind DC 173. Alle DC-Populationen exprimieren den Differenzierungsmarker dendriti-
scher Zellen CD11c auf ihrer Oberfläche. Die DC der Milz wurden mittels CD11c-spezifischer 
Affinitätsreinigung isoliert und bezüglich der 8F11-Expression analysiert. Es konnte eine 
deutliche Expression des Antigens festgestellt werden. 
Dendritische Zellen wurden zudem durch Kultivierung mit GM-CSF in vitro aus Knochen-
markzellen differenziert 141. Auch diese Knochenmark-abgeleiteten DC (BM-DC) zeigten eine 
deutliche Expression von 8F11. Sie wurden für weitere Analysen zur Regulation und Funktion 
von 8F11 eingesetzt. 
Durch Analyse von Knochenmark-abgeleiteten DC und dendritischen Zellen aus der Milz 
konnte somit gezeigt werden, dass 8F11 auf myeloiden DC exprimiert wird.  
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4.6 Intrazelluläre Expression des 8F11-Antigens 

Bei durchflusszytometrischen Analysen intrazellulär gefärbter Zellen wurde eine starke 
Expression von 8F11 in der Zelle festgestellt (Abb. 18), die 4-5-fach über der Oberflächen-
expression lag (vgl. Tab.6, Abschnitt 3.3.2.1). Um nach Hinweisen auf eine genauere subzel-
luläre Lokalisation von 8F11 zu suchen, wurden intrazellulär Immunfluoreszenz-gefärbte 
Zellen auch am konfokalen Mikroskop analysiert. Die Kenntnis der Lokalisation des 8F11-
Antigens innerhalb der Zelle könnte Hinweise auf seine mögliche Bedeutung und Funktion 
geben.  
Die mikroskopischen Analysen zeigten eine starke Expression des 8F11-Antigens im Zyto-
plasma, nicht aber im Zellkern, und bestätigten so das Ergebnis der intrazellulären FACS-
Analyse.  
Durch IgM-Ak (unspezifische Isotypkontrolle) wurde lediglich eine schwache Bindung 
festgestellt, die außerdem im Vergleich der Bindung des 8F11-Ak eine andere Verteilung 
zeigte. Die Expression von 8F11 wurde gleichmäßig im gesamten Zytoplasma detektiert, wäh-
rend die Bindung von IgM-Ak ein punktförmiges Muster zeigte. Bei der Bindung der 
Isotypkontrolle könnte es sich um unspezifische Interaktionen oder um eine Bindung an IgM-
Rezeptoren handeln, welche unter anderem auf Makrophagen und T-Zellen exprimiert sein 
können (vgl. 4.3). Aufgrund dieser IgM-Bindung erforderten genauere Analysen zur sub-
zellulären Lokalisation von 8F11 eine Blockade von IgM-Bindungstellen durch Zugabe von 
murinem IgM. Für die Detektion des 8F11-Ag wurde dazu die Herstellung von direkt-
markiertem 8F11-Ak notwendig. Da sich jedoch ein direkt markierter und weiterhin aktiver 
8F11-Ak mit den eingesetzten Methoden nicht herstellen ließ (s. 3.2.5), konnten genauere 
Analysen zur subzellulären Lokalisation des 8F11-Antigens nicht durchgeführt werden.  
 
Die starke intrazelluläre Expression von 8F11 schließt eine Funktion als Zelloberflächen-
Rezeptor nicht aus, denn die Detektion größerer Mengen von Zelloberflächenproteinen auch im 
Zellinneren ist nicht ungewöhnlich und für verschiedene Rezeptoren beschrieben. Eine Vielzahl 
von Zelloberflächenproteinen wird über „Recycling-Endosomen“ konstitutiv zwischen Zell-
oberfläche und intrazellulären Protein-Vorräten ausgetauscht, wodurch eine rasche Verände-
rung der Zelloberflächenexpression ermöglicht wird 266. Auch ein Recycling über späte Endo-
somen, trans-Golgi-Network (TGN) und sekretorische Vesikel ist möglich. 267. Die Verteilung 
der Zelloberflächenproteine zwischen Zellinnerem (Endosomen) und Zelloberfläche hängt von 
den relativen Endozytose- und Exozytose-Raten ab 266. Ein solcher Mechanismus könnte der 
Verteilung des 8F11-Oberflächenantigens mit hohem zytoplasmatischen Anteil zugrunde 
liegen.  
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Konstitutives Recycling wurde für Rezeptoren ganz unterschiedlicher Funktionen beschrieben, 
darunter Signal-transduzierende, phagozytierende bzw. endozytierende oder Adhärenz-
vermittelnde Rezeptoren, wie beispielsweise TCR, TLR4/MD2/CD14-Komplex, MHCI/II, 
IFN-γ-R, Mannose-Rezeptor, Transferrin-Rezeptor, P-Selektin oder β1-Integrin sowie 
Markermoleküle von „Lipid Rafts“ 69;267-274.  
Der Vergleich der intrazellulären Lokalisation verschiedener Rezeptoren zeigt, wie die 
Verteilungen von Rezeptorproteinen zwischen Zellinnerem und Zelloberfläche aussehen 
können. Während sich beispielsweise P-Selektin aufgrund schneller Internalisierung bei sehr 
geringer Exozytoserate in unstimulierten Zellen nur intrazellulär detektieren lässt 267, liegt eine 
Vielzahl von Rezeptorproteinen auf der Zelloberfläche und im Zytoplasma in nachweisbaren 
Mengen vor. Solche Verteilungen, wie sie das 8F11-Antigens aufweist, zeigen beispiels-weise 
auch CD86, CD80, Mac-1 275;276, β1-Integrin 272, IFN-γR2 268, TCR 269, TNF-R1/R2 277 oder 
TLR4/MD2/CD14 69.  
Einige Zytokine können ebenfalls an der Zelloberfläche vorkommen. Dies ist beispielsweise für 
IL-15, TNF-α, IL-1 oder IL-12 beschrieben 278-281. Es ist jedoch sehr unwahrscheinlich, dass es 
sich bei dem 8F11-Antigen um ein Zytokin handelt, denn die Expression von 8F11 wurde auf 
vielen verschiedenen Zelltypen festgestell und Zytokine werden zellspezifisch und zumeist nur 
nach Zellaktivierung exprimiert.  
Proteine, die mit dem 8F11-Antikörper über Kopräzipitation mit dem 8F11-Antigen präzipitiert 
werden, könnten ebenfalls Aufschluss über die subzelluläre Lokalisation des 8F11-Antigens 
geben. Durch den 8F11-Ak wurden verschiedene zytoplasmatische Proteine immunpräzipitiert 
(vgl. 4.8), die mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie im Zytoplasma, nicht aber im Zellkern, 
lokalisiert wurden: Vimentin 211, G3BP (RasGTPase SH3-Domäne-bindendes Protein; 208) und 
PA28α/β 212. (Die Daten zur Lokalisation von PA28 sind allerdings unterschiedlich, denn Soza 
et.al detektierten PA28 im Zellkern 213).  
Aufgrund der starken intrazellulären 8F11-Expression wäre denkbar, dass sich das 8F11-
Antigen nach Freisetzung aus abgestorbenen Zellen an der Oberfläche lebender analysierter 
Zellen ablagert und deswegen bei Oberflächenfärbungen detektiert wird. Dies ist beispielsweise 
für Komponenten des Proteasoms möglich (M. Groettrup, pers. Mitteilung), welche 1% der 
zellulären Proteine bilden und somit in besonders großen Mengen vorliegen 282. Abgelagerte 
proteasomale Proteine werden jedoch durch intensives Waschen entfernt und da bei den 
durchgeführten FACS-Analysen viele Waschschritte erfolgten, ist ein „Artefakt“ dieser Art 
unwahrscheinlich.  
Die Ergebnisse der Expressionsanalysen können somit folgendermaßen zusammengefasst 
werden. Das 8F11-Antigen wird von vielen unterschiedlichen Zelltypen exprimiert. Es gibt aber 
auch Zellen, die 8F11 kaum (z.B. B-Zelllinien und Mastzell-Linien) oder gar nicht (T-Zellen 
aus der Milz) exprimieren. Das 8F11-Antigen kommt konstitutiv sowohl auf der Zelloberfläche 
als auch im Zytoplasma vor. Es könnte sich prinzipiell um einen Rezeptor mit Transmembran-
domäne, ein GPI-verankertes Membranprotein oder ein peripheres Membran-protein handeln.  
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4.7 8F11-Expression auf dendritischen Zellen und Makrophagen 
nach Zellstimulation  

Bei Infektionen werden durch eine Vielzahl von Faktoren in Makrophagen und dendritischen 
Zellen (DC) Veränderungen induziert, die zur Stimulation Antigen-spezifischer T-Zellen und 
zur Induktion weiterer Immunreaktionen führen 97;98. Dazu gehört eine veränderte Expression 
von Zelloberflächen-Rezeptoren wie MHC- und kostimulatorischen Molekülen, Adhäsions-
molekülen, Phagozytose- oder Chemokin-Rezeptoren. Da 8F11 auf DC und Makrophagen 
exprimiert wird, wurde untersucht, ob nach Stimulation mit verschiedenen TLR-Liganden und 
Zytokinen eine Veränderung in der Expression von 8F11 detektiert werden kann. Die 8F11-
Expression wurde 3h und 17h nach Stimulation mit verschiedenen TLR-Liganden sowie 
verschiedenen Zytokinen bestimmt (die Zytokine-Stimulation über 3h nur für TNF-α). Durch 
die Analyse zu diesen Zeitpunkten könnten sowohl schnellere Veränderungen der 
Zelloberflächen-Expression, wie auch Prozesse, die eine Neusynthese von Proteinen erfordern 
oder indirekte Regulationsmechanismen beinhalten, erfasst werden. Reproduzierbare Verände-
rungen wurden weder 3h noch 17h nach Stimulation festgestellt. Dabei wurden zwar wiederholt 
Veränderungen der 8F11-Expression auf TLR-stimulierten Zellen nach 17h festgestellt, diese 
waren jedoch sowohl in BM-DC wie auch in Makrophagen uneinheitlich und zeigten keine 
Korrelation mit den Stimulationsbedingungen.  
Bei den Stimulationsexperimenten erwies sich die Variabilität in der Expressionsstärke des 
8F11-Antigens (s. 4.4) als kritisch. Aber auch Eigenschaften der analysierten Zellen könnten 
einen Beitrag zur Uneinheitlichkeit der Resultate geleistet haben.  
 

Kritische Punkte bei Stimulationsexperimenten mit BM-DC  

Es ist bekannt, dass der Transfer von BM-DC-Kulturen auf diese aktivierend wirken kann 30;141. 
Dieser Effekt kann so ausgeprägt sein, dass die Expression von Aktivierungsmarkern durch 
LPS kaum noch verstärkt werden kann 30. Die Stimulationsexperimente wurden durch Detek-
tion der Expression verschiedener Aktivierungsmarker (MHCII, CD80, CD86, CD40, ICAM-1) 
kontrolliert. Durch den Vergleich der Verteilung der Expressionsstärken von Aktivie-
rungsmarker auf BM-DC-Kulturen können die Anteile weniger reifer und aktivierter DC 
zwischen Kulturen verglichen werden. Die Ergebnisse dieser Analysen an BM-DC ergaben, 
dass durch TLR-Stimulation die Expression der Aktivierungsmarker in einigen Experimenten 
nicht mehr wesentlich erhöht wurde. Außerdem zeigte ein solcher Vergleich zwischen den 
unstimulierten Kontrollzellen der 17-stündigen Stimulationsexperimente (s. Abb. 20, 21) und 
den unstimulierten (wie auch stimulierten) Zellen der dreistündigen Stimulationsexperimente 
(Abb. 22), dass Aktivierungsmarker Stimulations-unabhängig nach 17-Stunden deutliche höher 
waren als nach 3h. Im Hinblick auf o.g. publizierte Befunde könnte dies bedeuten, dass 
stimulatorische Reize beim Transfer der Zellen auf neue Zellkulturplatten vor Zugabe der TLR-
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Liganden und Zytokine die Untersuchungen möglicherweise erheblich beeinflussten. Die 
Kinetik der Expression kostimulatorischer Moleküle in aktivierten DC zeigt, dass eine 
maximale Expression erst nach 18h erfolgt 105. CD80 und CD86 gehören zu den NF-κB-
regulierten Genen, welche nach TLR-Stimulation induziert werden und somit Genexpression 
und Proteinsynthese für die Hochregulation erfordern. Deswegen konnte eine Hochregulation 
3h nach Stimulation mit TLR-Liganden und offensichtlich auch nach „Stimulation“ durch 
Plattentransfer noch nicht detektiert werden. 
Es wäre somit denkbar, dass möglicherweise Veränderungen in der 8F11-Expression nach Zell-
stimulation stattfanden, die jedoch aus den diskutierten Gründen nicht erfasst werden konnten.  
 

Kritische Punkte bei Stimulationsexperimenten mit Peritonealmakrophagen 

Als ein möglicher Grund für die uneinheitlichen Ergebnisse der 8F11-Expression auf Thio-
glykolat-Makrophagen wurde ein Einfluss des beobachteten Absterbens von Zellen während 
der mehrstündigen Färbeprozedur und Messung vermutet. Dieser Vermutung wurde nachge-
gangen, denn es wurde auch beobachtet, dass abgestorbene oder absterbende Zellen durch den 
8F11-Ak stärker gebunden werden als lebende. Dazu wurden stimulierte Makrophagen vor der 
Ak-Färbung fixiert und so eine Veränderung der Zellen während der Messung verhindert. Die 
fixierten Zellen wurden permeabilisiert und intrazellulär gefärbt. Die Variabilität in der detek-
tierten 8F11-Expression wurde durch die Fixierung nicht verhindert, weshalb zelluläre Ver-
änderungen während der Färbeprozedur als Grund dafür unwahrscheinlich sind. Da sich der 
8F11-Ak zur Detektion von 8F11-Antigen in Westernblot-Analysen nicht als geeignet erwies, 
konnte diese Methode als alternative Messmethode zur Analyse stimulierter Makrophagen nicht 
eingesetzt werden.  
 
Bei den durchgeführten Expressionsanalysen wurde nach einer Regulation des 8F11-Rezeptor-
antigens gesucht, die durch Veränderungen in der Zelloberflächenexpression vermittelt wird. Es 
wäre jedoch denkbar, dass der „8F11-Rezeptor“ bei Zellstimulation nicht über die 
Expressionsstärke, sondern über die Induktion einer aktiven Rezeptor-Konformation reguliert 
wird. Eine solche Rezeptoraktivierung ist z.B. für Integrine beschrieben 220;224. Ein derartiger 
Mechanismus könnte nur durch funktionelle Analysen wie Ligandenbindung oder Detektion 
von dadurch induzierten Signaltransduktionsvorgängen analysiert werden. Mit Hilfe von 
Antikörpern könnten derartig aktivierte Rezeptor-Antigene nur dann detektiert werden, wenn 
der verwendete Antikörper ein Aktivierungs-abhängiges Epitop erkennt 225;283. Solche 
„Neoepitope“ liegen in Rezeptormolekülen nur dann vor, wenn sich diese in ihrer aktiven 
Konformation befinden. In einem solchen Fall hätte eine Rezeptoraktivierung also nur dann 
detektiert werden können, wenn der 8F11-Ak ein Aktivierungs-abhändiges Neoepitop im 8F11-
Antigen binden würde.  



  4  Diskussion 120 

4.8  Präzipitation von Proteinen mit dem 8F11-Antikörper 

Um das 8F11-Antigen und möglicherweise auch damit interagierende Protein zu präzipitieren, 
wurden synthetisierte Proteine mit L-[S35] Methionin in vivo markiert und Immunpräzititationen 
mit dem 8F11-Ak durchgeführt. Präzipitationen wurden aus Zelllysaten von RAW 264.7-
Makrophagen, BW5147-T-Zellen und BM-DC durchgeführt. Dabei wurde aus RAW 264.7-
Zelllysat eine Proteinbande von 50-60 kD präzipitiert, deren Spezifität für den 8F11-Ak durch 
Verwendung verschiedenen IgM-Isotypkontollen und mehrfache Reproduktion überprüft 
wurde. Diese Proteinbande war zwar deutlich radioaktiv markiert, ließ sich jedoch nicht mit 
„Coomassie Blau“ anfärben. Die präzipitierten Proteinmengen reichten daher nicht für eine 
Peptidmassen-Analyse aus. Bei Immunpräzipitationen aus BW5147-Zellen sowie aus Knochen-
mark-abgeleiteten dendritischen Zellen wurden drei markierte Proteine mit ähnlichen Moleku-
largewichten (50-60 kD) präzipitiert und durch Peptidmassen-Bestimmung analysiert. Alle 
Banden enthielten zytoplasmatische Proteine. Aus BW5147-Zellen wurde das „RasGTPase-
activating SH3-binding protein“ (G3BP) präzipitiert, wobei in dieser Proteinbande aufgrund der 
hohen Anzahl bestimmter Peptidmassen noch weitere Proteine enthalten gewesen sein mussten. 
(Möglicherweise befand sich die „ RNS-Helikase p68“, ein Protein aus dem Zellkern, ebenfalls 
in dieser Bande.) Hier bleibt jedoch die Möglichkeit bestehen, dass ein unbekanntes Protein 
enthalten war, welches durch Peptidmassen-Vergleich nicht hätte identifiziert werden können. 
Aus BM-DC wurden die Proteasom-Aktivatoren PA28α und PA28β (vermutlich als Dimere) 
präzipitiert sowie die Intermediärfilament-Komponente Vimentin. G3BP bindet an die SH3-
Domäne von Ras-GAP (RasGTPase-aktivierendes Protein) und wird als Signaltransduktions-
Molekül diskutiert, welches Ras-GAP-vermittelte Signaltransduktion mit RNA-Metabolismus 
verbindet 210. PA28 wird eine Rolle bei der Antigen-Prozessierung zugeschrieben 217. Aufgrund 
der konfokal-mikroskopischen Analysen der subzellulären Expression dieser Proteine sowie 
ihrer jeweiligen Funktionen werden G3BP, Vimentin und PA28α/β als intrazelluläre, im 
Zytoplasma lokalisierte Proteine beschrieben (Vimentin 211;284, G3BP 208;209, PA28α/β 212; PA28 
kann auch im Zellkern vorkommen 213;285). Eine Expression auch auf der Zelloberfläche wurde 
jedoch für keines dieser Proteine gezeigt. Einige Proteasom-Komponenten können allerdings an 
der Zelloberfläche exprimiert sein 214-216 Da eine durchflusszytometrische Analyse der 
Zelloberflächenexpression von PA28α/β-Proteinen jedoch nicht publiziert ist und das 8F11-
Antigen eine starke zytoplasmatische Expression zeigt, wurde untersucht, ob PA28α oder 
PA28β als 8F11-Antigen in Frage kommt. Hierzu wurde die Expression von 8F11 auf 
PA28α/β-überexprimierenden B8-Fibroblasten 218 im Vergleich mit untransfizierten B8-Zellen 
bestimmt. Außerdem wurde die 8F11-Expression auf B16F10-Melanomzellen untersucht, 
welche im unstimulierten Zustand kein PA28α/β exprimieren 219. Es wurde eine vergleichbar 
starke Expression auf PA28α/β-transfizierten und nicht transfizierten B8-Fibroblasten sowie 
eine starke Expression von 8F11 auf B16F10-Zellen festgestellt. Somit wurde die Möglichkeit, 
dass PA28α oder PA28β das 8F11-Antigen darstellt, weitgehend ausgeschlossen. Zudem 
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werden PA28α und PA28β bei Stimulation von Zellen mit IFN-γ sowie bei Reifung 
dendritischer Zellen mit LPS oder TNF-α hochreguliert 138;286;287. Es wurde jedoch weder auf 
BM-DC noch auf bzw. in Thioglykolat-induzierten Makrophagen eine Hochregulation der 
8F11-Expression durch diese Faktoren festgestellt.  
Aufgrund der Ergebnisse der konfokal-mikroskopischen Analysen ist es unwahrscheinlich, dass 
Vimentin das 8F11-Antigen darstellt. Als Intermediärfilament zeigt Vimentin eine deutlich 
filamentöse, netzwerkartige Struktur im Zellinneren 288. Die gleichmäßige Verteilung des 8F11-
Antigens im Zytoplasma weicht davon deutlich ab. Allerdings zeigten Immunfluoreszenz-
Färbungen des Vimentinskeletts in T-Zellen durch Brown et al. 211 eine Darstellung, die mit der 
Färbung des 8F11-Antigens vereinbar wäre, so dass Vimentin als 8F11-Antigen nicht ganz 
ausgeschlossen werden kann. 
Prinzipiell gibt es zwei Möglichkeiten, weshalb das 8F11-Antigen nicht identifiziert wurde. 
Erstens wäre denkbar, dass markiertes 8F11-Antigen nicht präzipitiert wurde. Zweitens könnte 
das Antigen präzipitiert, aber unter der Vielzahl von Banden nicht gefunden worden sein. Beide 
Fälle werden im Folgenden näher erläutert. 
 

Mögliche Gründe für eine fehlende Präzipitation von markiertem Antigen 

IgM-Antikörper haben aufgrund der fehlenden Affinitätsreifung in der Regel eine geringere 
Affinität als IgG-Antikörper 289-291. Es könnte sein, dass die Affinität des 8F11-Ak für eine 
Antigenbindung unter den Bedingungen der Immunfluoreszens-Färbungen ausreicht, für eine 
Immunpräzipitation unter den angewendeten Bedingungen jedoch nicht.  
Protein-Interaktionen, wie die Ligandenbindung durch manche Rezeptoren, können empfind-
lich gegen die Einwirkung von Detergenzien sein. Dies wurde z.B. für den GHB-Rezeptor 
(γ-Hydroxybutyrat Rezeptor) festgestellt 292. In einem solchen Fall könnte es sein, dass die 
unter den Bedingungen der FACS-Analysen stattfindende Bindungsaktivität des 8F11-AK im 
Zelllyse-Puffer nicht erfolgt. 
Das 8F11-Antigen könnte besonders anfällig für den Abbau durch Proteasen sein und während 
der langen Inkubationszeit der Zelllysate mit der 8F11-Sepharosematrix degradiert werden. 
Hätte das 8F11-Antigen eine hohe Halbwertszeit, so könnte dies in einer unzureichenden 
Markierung des präzipitierten Proteins resultieren. Die Halbwertszeit der adrenergen Rezepto-
ren in Muskelzellen beispielsweise beträgt in vitro ca. 23 Stunden 289;293 und die Präzipitation 
mit dem 8F11-Ak erfolgte gemäß Standardbedingungen nach einer radioaktiven Protein-
markierung über 5-6 Stunden. 
Das 8F11-Antigen könnte mit Strukturen assoziiert sein, die unter den angewendeten Bedingun-
gen der Zelllyse unlöslich sind. Die Präzipitationen mit dem 8F11-Ak erfolgten aus Zelllysaten, 
die in kaltem 1%igen Triton X-100-Puffer hergestellt und mit 16.000g abzentrifugiert wurden. 
Für mehrere zelluläre Strukturen und für die mit ihnen assoziierten Proteine, zu denen auch 
Zelloberflächen-Rezeptoren gehören können, ist die Unlöslichkeit in kaltem 1%igen  
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Triton X-100-Puffer beschrieben. Dazu gehören „Lipid-Raft“-Komplexe 294;295 und Aktin-
Filamente 296-298 Ungelöste Aktinskelett- oder Lipid-Raft-assoziierte Moleküle befinden sich 
nach Zentrifugation in kaltem Triton X-100-Puffer bei 16.000 g im Pellet und nicht in dem zur 
Präzipitation eingesetzten Überstand 299-301.  
 
Auch für einige Zelloberflächen-Rezeptoren mit Funktionen in der Immunabwehr ist die 
Möglichkeit einer Assoziation mit Lipid-Rafts oder dem Aktin-Skelett beschrieben. Zu den 
Rezeptoren, die Lipid-Raft-assoziiert vorliegen können, gehören z.B. TLR4, CD14, CXCR4 302, 
der TCR-Komplex 303, MHC II-Peptid-Komplexe 304, IFN Rs 305 oder Integrine und andere 
Adhäsionsmoleküle 306;307. Zu den Rezeptoren, die mit dem Aktin-Zytoskelett assoziiert vorl-
iegen können, gehören nicht nur Adhäsionsmoleküle wie Integrine und Cadherine 308-310, 
sondern auch andere Rezeptoren wie z.B. der TCR-Komplex, mIgM oder FcγRs 311-314. Die 
Assoziation von Rezeptoren mit diesen Strukturen ist dabei oft Aktivierungs-abhängig reguliert.  
 

Mögliche Gründe für die Vielzahl präzipitierter Banden 

Im Vergleich mit den monoklonalen Hybridom-Antikörpern (1G1, 7B8), die als IgM-
Isotypkontrollen verwendet wurden, fiel auf, dass durch den 8F11-Ak deutlich mehr Proteine 
präzipitiert wurden. Dies erschwerte die Bestimmung einer potentiellen Antigenbande sehr. 
Prinzipiell sind bei Präzipitationen mit IgM-Antikörpern mehr unspezifische Interaktionen 
möglich als bei Präzipitationen mit IgG-Antikörpern, denn IgM-Antikörper gehen aufgrund 
ihrer pentameren Stuktur leicht Bindungen ein und zusätzlich kann der notwendige Brücken-
Antikörper zu unspezifischen Interaktionen beitragen. Dabei könnten Proteine wie Proteasom- 
oder Zytoskelett-Komponenten aufgrund ihres hohen Anteils an der Gesamtproteinmenge von 
Zellen bevorzugt gebunden werden. Alternativ könnten diese Komponenten und 
möglicherweise weitere der Proteine im Präzipitat mit dem 8F11-Ak durch Kopräzipitation von 
Antigen-assoziierten Proteinen oder größeren Molekül-Komplexen erklärbar sein. Angesichts 
der starken zytoplasmatischen Expression des 8F11-Antigens kommen auch zytoplasmatische 
Interaktionspartner des 8F11-Ag für eine Kopräzipitation in Frage.  
Eine Kopräzipitation mehrerer Proteine könnte zustande kommen, wenn das 8F11-Antigen in 
Molekülkomplexen verankert ist, die im kaltem 1%igen Triton X-100-Puffer unlöslich sind und 
im Gegensatz zu Lipid-Rafts und Aktinskelett-Strukturen (s.o.) bei 16.000g nicht präzipitiert 
werden. Eine solche Strukture repräsentiert das „Membranskelett“, welches aus einem Verband 
von unterhalb der Zellmembran angeordneten Zytoskelett-Proteinen besteht 315-317, in kaltem 
Triton X-100-Puffer unlöslich ist und erst bei 100.000g sedimentiert  309;314. Wäre das 8F11-
Antigen mit dem Membranskelett assoziiert, wären entsprechende 8F11-assoziierte 
Molekülkomplexe bei 16.000 g nicht pelletiert worden. Für mehrere Rezeptoren, die mit dem 
Aktin-sklett assoziiert sein können, ist auch die Möglichkeit einer Assoziation mit dem 
Membranskelett beschreiben. Dazu gehören Adhäsionsmoleküle 308;309;318, aber auch andere 
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Rezeptoren wie z.B. FcγRs 313;314. Es wäre auch möglich, dass 8F11-assoziierte Lipid-Raft- 
oder Aktinskelett-Proteinkomplexe bei der durchgeführten Zentrifugation nicht vollständig 
pelletiert wurden (s.o.) und im Lysat verbliebene Reste mit dem 8F11-Ak inkubiert wurden. 
Ein solcher Sachverhalt könnte zu den vielen präzipitierten Banden beigetragen haben und 
stünde im Einklang mit der Detektion von Vimentin im Membranskelett von Neutrophilen 316 
oder in Lipid-Rafts-Fraktionen von T-Zellen und Monozyten 319;320. Auch für die Präzipitation 
von G3BP wäre eine Assoziation mit einem „8F11-Rezeptor“ innerhalb eines Molekül-
komplexes als Erklärung denkbar, denn G3BP wurde in proliferierenden Zellen im Komplex 
mit RasGAP („RasGTPase-activating Protein“) an der Zellmembran lokalisiert 210. Signal-
transduktions-Proteine können generell Bestandteile von Lipid-Rafts, Membranskelett- und 
Aktinskelett-assoziierten Komplexen sein.  
 
Einige weitere publizierte Befunde fallen im Zusammenhang mit der Präzipitation von 
Vimentin und PA28α/β auf. Eine Interaktion mit Vimentin-Intermediärfilamenten ist für α6β4-
Integrin in Endothelzellen beschrieben 321 und wird für CRIII (Class III Collagen Rezeptor) 
aufgrund einer korrelierenden subzellulären Verteilung postuliert 322. Zudem wird für 
Polycystin-1, einem Transmembranprotein mit einer angenommenen Funktion in der Adhäsion 
und Interaktion von Zellen, eine starke Interaktion mit Vimentin beschrieben 323. Außerdem 
berichten MacDonald et al. die Interaktion der intrazellulären Domäne der Rezeptor Tyrosin 
Kinase TrkA nach Rezeptoraktivierung u.a. mit Intermediär-Filament-Proteinen und einer 
Proteasom-Komponente 324.  
Das Vorhandensein von PA28α/β und Vimentin im 8F11-Präzipitat von BM-DC könnte durch 
eine intrazelluläre Interaktion dieser beiden Komponenten erklärbar sein, da die subzelluläre 
Ko-lokalisation von Proteasomen mit Intermediärfilamten unter anderem vom Vimentin-Typ 
be-schrieben ist 325.  

4.9 Analysen zur Wirkung der 8F11-Bindung auf dendritische 
Zellen und Makrophagen 

Einige Antikörper gegen Signal-induzierende Zelloberflächen-Rezeptoren wirken auf diese 
aktivierend oder inhibierend. Für die Wirkung der meisten Signal-induzierenden Ak ist die 
Vernetzung (“Clustering“) ihrer Rezeptor-Antigene ausreichend. Für ein effizientes 
“Clustering“ ist es oft notwendig, die Anzahl der präsentierten Bindungsstellen durch 
Vernetzung der Antikörper über Zweitantikörper oder durch ihre Immobilisierung auf Zell-
kulturplatten zu erhöhen 223;227;228. Da IgM-Antikörper pentamere Struktur und somit 10 
Antigenbindungstellen besitzen, sind sie für solche Funktionen besonders geeignet 222;229. Auch 
für Rezeptoren, die die Aktivierung von dendritischen Zellen und Makrophagen vermitteln, 
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sind aktivierende Antikörper beschrieben. Beispiele hierfür sind Antikörper gegen TLR4 69, 
TNF-R 223, B7 222 oder Integrine 224-226.  
Um eine mögliche aktivierende Funktion des 8F11-Ak nachzuweisen, wurde die Wirkung der 
Bindung des 8F11-Ak an DC und Makrophagen untersucht. Dabei wurden die Aktivierung von 
NF-κΒ, den MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 sowie die Induktion von pro- und antiinflammato-
rischen Zytokinen (TNF-α, IL-12, IL-10) und Chemokinen (MIP-1α, MCP-1/JE, KC, MIP-2) 
bestimmt. Diese Reaktionen können in DC und Makrophagen nicht nur durch TLR-Ligation 
induziert werden, sondern auch durch Bindung von bestimmten Phagozytose-Rezeptoren 326;327, 
Zytokin- und Chemokin-Rezeptoren 328;329 oder Adhäsionsmolekülen 330-332. Da NF-κB-
regulierte Gentranskription und MAPK-vermittelte Signalkaskaden in vielen bio-logischen 
Regulationswegen eine Rolle spielen 58;333;334, hätten durch diese Experimente auch Funktionen 
von 8F11 entdeckt werden können, die nicht speziell im Zusammenhang mit immunologischen 
Prozessen stehen. 
Eine induzierende bzw. aktivierende Wirkung des 8F11-Ak wurde für keines der untersuchten 
Zytokine, Chemokine oder Signaltransduktionsmoleküle festgestellt. Auch eine IgM-
spezifische Aktivierung durch die Bindung von 8F11- und Kontroll-Antikörpern wurde nicht 
festgestellt. Eine solche Wirkung hätte erfolgen können, wenn der Phagozytose-vermittelnde 
und auf Makrophagen exprimierte Fcα/µ-Rezeptor 187 nach Bindung von IgM Signaltrans-
duktions-Prozesse vermittelt, wie sie für IgG-Rezeptoren bekannt sind 335-337.  
Es wurde zudem gezeigt, dass die vorhergehende Bindung des 8F11-Ak weder einen 
synergistischen noch einen inhibitorischen Einfluss auf die Induktion von Zytokinen und 
Chemokinen durch die TLR-Liganden LPS, CpG-ODN, MALP-2 und polyIC hat. Ein 
inhibitorischer Effekt hätte nicht nur erwartet werden können, wenn das 8F11-Antigen an der 
Bindung von TLR-Liganden beteiligt wäre und diese durch Antikörperbindung blockiert 
werden würde, sondern auch, wenn ein indirekter Zusammenhang zwischen der Signal-
transduktion eines „8F11-Rezeptors“ und der von TLR-vermittelten Signalen besteht. So kann 
beispielsweise die Induktion von IL-12 durch LPS nach Ligation von Fcγ-, Komplement- und 
Scavenger-Rezeptoren auf Makrophagen vermindert sein 338. 
 

Weiterhin mögliche Funktionen des 8F11-Ag bei der Zellstimulation 

Aus der fehlenden stimulierenden Wirkung des 8F11-Antikörpers kann nicht uneingeschränkt 
geschlossen werden, dass der Antikörper nicht aktivierend wirkt. Eine Ak-vermittelte 
Vernetzung der 8F11-Rezeptormoleküle könnte für deren Aktivierung als Mechanismus nicht 
aussreichen. Dies könnte dann der Fall sein, wenn für eine Rezeptoraktivierung durch die 
Antikörperbindung Konformationsänderungen im 8F11-Rezeptor induziert oder stabilisiert 
werden müssten oder wenn sterische Einschränkungen einzuhalten wären. Bei einem solchen 
Mechanismus wirken Antikörper nur dann aktivierend, wenn sie entsprechende Epitope im 
Rezeptorantigen binden. Die funktionelle Wirkung bestimmter Antikörper gegen Integrine 
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beispielsweise beruht auf der Bindung besonderer Epitope 220;224;339;339 und die Aktivierung des 
Erythropoetin-Rezeptors durch Ak erfordert sowohl eine Vernetzung des Rezeptors wie auch 
die Bindung eines geeigneten Epitops 340. 
Außerdem wäre denkbar, dass eine Zellstimulation über den „8F11-Rezeptor“ einen Ko-
stimulus erfordert, was ein häufiges Prinzip der Zellaktivierung bei Immunreaktionen ist. So ist 
z.B. die Interaktion zwischen T-Zellen und APC von der Interaktion mehrerer Rezeptoren 
geprägt 97 und eine effiziente Aktivierung von Makrophagen durch IFN-γ wird durch TNF-α als 
zweites Signal verstärkt 93. Die „Kostimulation“ von 8F11 mit verschiedenen TLR-Liganden 
zeigte allerdings keine synergistische Wirkung.  
Die Aktivierung des 8F11-Rezeptorantigens könnte außerdem die Internalisierung des 
Liganden bzw. Rezeptors erfordern, welche aufgrund der Bindung des 8F11-Antikörpers an die 
Zellkulturschale wahrscheinlich verhindert wurde. Die Internalisierung von Rezeptoren und 
Liganden kann aufgrund von Signaltransduktionsvorgängen im endosomalen Kompartiment 
wichtig sein 341-344. Eine Internalisierung scheint auch für die Aktivierung von TLRs in 
bestimmten Fällen eine Rolle spielen zu können 71.  
 

4.10 Vergleich der Zytokin- und Chemokin-Induktion durch 
verschiedene TLR-Liganden 

Die Messungen der Zytokin- und Chemokin-Induktion durch 8F11-Bindung wurden durch 
Vergleich mit der proinflammatorischen Wirkung verschiedener TLR-Liganden sowie durch 
die Analyse unterschiedlicher Zellen (BM-DC, Thioglykolat-induzierten Peritoneal-
makrophagen und z. T. RAW 264.7-Makrophagen) kontrolliert. Im Vergleich der verschie-
denen TLR-Liganden untereinander wurden Unterschiede in der Induktion verschiedener 
Mediatoren deutlich. Dabei wurde zudem festgestellt, dass sich Thioglykolat-induzierte 
Makrophagen und BM-DC in der Produktion von Mediatoren nach Stimulation mit einem 
bestimmten TLR-Liganden unterscheiden können. Zur differentiellen Induktion von Chemo-
kinen durch TLRs konnten mit der Analyse von murinen BM-DC neue Erkenntnisse gewonnen 
werden, denn die hierzu bislang durchgeführten Arbeiten beschäftigen sich haupt-sächlich mit 
murinen Makrophagen 243;345 oder mit humanen DC 195 und behandeln dabei vor allem die Gen-
expression auf mRNA-Ebene.  
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4.10.1 Unterschiede in der Induktion von Zytokinen durch verschiedene TLRs 

Es wurden die TLR-Liganden LPS für TLR4, CpG-ODN für TLR9, polyIC für TLR3 und 
MALP-2 als Ligand für TLR2/TLR6-Komplexe verglichen. In Thioglykolat-induzierten 
Peritonealmakrophagen wurde TNF-α vor allem durch LPS und polyIC induziert (Abb. 30). 
Eine starke IL-12-Produktion hingegen erfolgte nur nach Stimulation mit CpG-ODN. Die 
Unterschiede in der Induktion von IL-10 durch die verschiedenen TLR-Liganden waren 
weniger stark, wobei mit CpG-ODN und polyIC eine stärkere Induktion erfolgte als mit 
MALP-2 und LPS.  
In BM-DC wurde TNF-α ebenfalls vor allem durch LPS und polyIC induziert (Abb. 26), wobei 
die Unterschiede zu CpG-ODN und MALP-2 weniger stark als in Peritonealmakrophagen 
waren. Die maximale Induktion von IL-12 wurde zwar auch in BM-DC durch CpG-ODN 
vermittelt, allerdings zeigten hier im Gegensatz zu Makrophagen auch LPS und polyIC eine 
deutliche Wirkung und zudem waren die produzierten IL-12-Mengen im Vergleich mit Makro-
phagen besonders groß. Die Induktion von IL-10 in BM-DC durch MALP-2 war im Vergleich 
mit den anderen TLR-Liganden, inbesondere mit polyIC, sehr gering und unterschied sich 
damit von der Wirkung auf Thioglykolat-induzierte Peritonealmakrophagen (s.o.).  
Die differentielle Induktion von Zytokinen durch verschiedene TLR-Liganden steht prinzipiell 
im Einklang mit publizierten Befunden. Hauptsächlich wird hier TLR4- mit TLR2- oder TLR9-
Aktivierung verglichen 53;57;149. Die starke Induktion von IL-12 durch CpG-ODN im Vergleich 
mit LPS ist für BM-DC und Makrophagen bekannt 53;346;347. Ebenso ist bekannt, dass TLR-
stimulierte DC in vitro deutlich mehr IL-12 als Peritonealmakrophagen produzieren 96. Die 
Ergebnisse aus dem Vergleich der Induktion von TNF-α zeigen eine gute Übereinstimmung mit 
Daten von Renshaw et al. zur TNF-α-Induktion durch LPS, polyIC und CpG-ODN in 
Thioglykolat-induzierten Makrophagen aus C57/BL6-Mäusen 149.  
Durch den Vergleich der Daten dieser Arbeit mit publizierten Befunden zu differentieller TLR-
vermittelter Induktion von Zyokinen in murinen DC und Makrophagen konnte somit gezeigt 
werden, dass die erzielten Ergebnisse prinzipiell mit allgemeinen Befunden übereinstimmen 
und daher eine gute Basis für neue Aussagen bieten. 

4.10.2 Differentielle Induktion von Chemokinen durch TLRs in BM-DC 

In BM-DC wurde die Induktion der Chemokine MIP-1α, MCP-1, KC und MIP-2 durch LPS, 
CpG-ODN, polyIC und MALP-2 bestimmt (Abb.27). Durch LPS wurde eine besonders starke 
Produktion des Chemokins KC induziert. MCP-1 hingegen wurden nur nach CpG-Stimulation 
deutlich induziert. MIP-1α wurde durch LPS und polyIC wesentlich stärker als durch CpG-
ODN und MALP-2 induziert, wohingegen MIP-2 durch alle vier TLR-Liganden in vergleich-
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barer Stärke induziert wurde. Es konnte somit gezeigt werden, dass BM-DC durch Stimulation 
über verschiedene TLRs mit unterschiedlichen Expressionsmustern von Chemokinen reagieren.  
 
Die Induktion von MIP-1α durch die verschiedenen TLR-Liganden wurde auch in Thio-
glykolat-induzierten Peritonealmakrophagen bestimmt. Die starke MIP-1α-Induktion durch 
CpG-ODN, die in BM-DC neben der durch polyIC festgestellt wurde, fiel in Makrophagen 
vollständig aus, es wurde dort nur durch polyIC MIP-1α induziert. Verschiedene Arbeiten 
beschreiben jedoch die Induktion von MIP-1α in Makrophagen durch LPS, CpG-ODN und 
TLR2-Liganden. Dort wurden allerdings Peritonealmakrophagen anderer Mausstämme, andere 
Makrophagen-Populationen oder RAW 264.7-Zellen untersucht 348;349;350;353. Befunde mit 
unterschiedlichen Makrophagen-Populationen und mit Makrophagen-Linien sind schlecht 
vergleichbar. Auch Thioglykolat-induzierte Peritonealmakrophagen aus Mäusen verschiedener 
Stämme könnten unterschiedlich reagieren, denn bei dendritischen Zellen aus der Milz wurden 
Unterschiede in der TLR-vermittelten Induktion zwischen Zellen verschiedener Mausstämme 
festgestellt 351. 
 
Über die Sekretion von Chemokinen durch TLR-stimulierte Makrophagen und DC wird die 
Rekrutierung weiterer Entzündungszellen zum Entzündungsherd reguliert (s. 1.2.2, Abb.2). 
Dabei rekrutieren verschiedene Chemokine unterschiedliche Populationen von Leukozyten 59. 
Durch die TLR-vermittelte Differenzierung zwischen verschiedenen Pathogenen einerseits und 
aufgrund der Unterschiede in den durch verschiedene TLRs induzierten Chemokinen anderer-
seits, könnte die Zusammensetzung und Funktion der jeweils rekrutierten Leukozyten-
Populationen in Abhängigkeit vom vorliegenden Pathogen moduliert werden. Dies könnte zur 
Induktion von optimal angepassten Abwehrfunktionen gegen die jeweils vorliegenden Patho-
gene beitragen.  
Neuere Erkenntnisse über Signaltransduktionsprozesse verschiedener TLR-Rezeptoren  
(s. 1.1.3.2, Abb.1) zeigen, dass neben Gemeinsamkeiten auch Unterschiede in der Signaltrans-
duktion von TLRs bestehen 48-50;204. Dadurch wären die beobachteten Unterschiede in der 
Wirkung verschiedener TLRs prinzipiell auch auf der Ebene von TLR-induzierten Signaltrans-
duktionsprozessen erklärbar. 
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4.11  Ausblick 

In der vorliegenden Arbeit wurde der monoklonale murine Antikörper “8F11“ generiert und 
Analysen zur funktionellen und biochemischen Charakterisierung des Antikörpers und des 
8F11-Antigens durchgeführt.  
Es wurde eine differenzielle 8F11-Expression auf T-Zellen aus der Milz (8F11-) und T-Zellen 
aus dem Thymus (8F11+) festgestellte. Dies lässt Experimente zur 8F11-Expression auf T-
Zellen mit unterschiedlichem Differenzierungrad sowie auf verschiedenartig stimulierten T-
Zellen vielversprechend erscheinen. Für Expressionsanalysen an verschiedenen ex vivo-
isolierten T-Zellpopulationen ist der Einsatz mehrerer Fluoreszenz-markierter Antikörper 
notwendig, welche aufgrund von Problemen durch Kreuzreaktionen die Herstellung direkt 
markierten 8F11-Antikörpers erfordert. Da in der vorliegenden Arbeit durchgeführte gängige 
Verfahren hier keinen Erfolg brachten, würden sich hierzu andere Methoden wie beispielsweise 
die Markierung über „Photocrosslinking“ 352. anbieten. Als weiterer Ansatzpunkt könnte die 
8F11-Expression nach Fraktionierung der Thymozyten mittels magnetischer Matix, die 
spezifisch für CD4, CD8 bzw. TCR/CD3 ist, durchgeführt werden. 
Wäre direkt markierter 8F11-Ak verfügbar, könnten IgM-bindende Moleküle in konfokal-
mikroskopischen Analysen blockiert werden und Studien zur subzellulären Lokalisation des 
intrazellulär exprimierten 8F11-Antigens durchgeführt werden. Hierbei würden sich Experi-
mente zur Kolokalisation mit Golgi-Apparat, ER, Sekretorischen Vesikeln oder Endo-somen 
sowie zur Antigen-Verteilung unter Zugabe verschiedener Zytoskelett-Inhibitoren an-bieten.  
Zudem könnte mit einem direkt markierten Antikörper auch die Expression auf B-Zellen 
untersucht werden, da so kein IgM-spezifischer Zweitantikörper mehr verwendet werden 
müsste. 
Zur Isolierung und Identifizierung des Antigens mittels Immunpräzipitation wäre ein breit 
angelegtes Experiment zur Zelllyse mit verschiedenen Detergenzien und Salzkonzentrationen 
sowie unter Depolymerisation von Aktinfilamenten sinnvoll. Dadurch könnten verschiedene 
Triton X-100-unlösliche Strukturen wie Lipid-Rafts oder Aktin-assoziierte Molekülkomplexe 
aufgelöst werden und es könnten möglicherweise die Bedingungen für die Antigen-Antikörper-
Interaktion verbessert werden.  
Die Analysen zur möglichen Funktion des 8F11-Antigens könnten aufgrund der interessanten 
Expressions-Befunde an T-Zellen fortgeführt werden. Zudem könnten weitere wichtige funktio-
nelle Prozessen von Immunzellen auf eine Beteiligung von 8F11 hin untersucht werden. Dabei 
könnte z. B. die Auswirkung der 8F11-Bindung auf die Zelladhäsion an verschiedene bekannte 
Liganden oder auf die Migration nach Einwirkung von Chemokinen oder auch auf die 
Phagozytose von verschiedenen Pathogenen, Partikeln und molekularen Komponenten analy-
siert werden. 
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5 Zusammenfassung 

 
An der Vermittlung der Pathogenerkennung durch Zellen des angeborenen Immunsystems sind 
mehrere Gruppen von Rezeptormolekülen beteiligt. Sie werden als „pattern-recognition“-
Rezeptoren (PRRs) bezeichnet. Eine wichtige Rezeptorfamilie der PRRs sind die Toll-like 
Rezeptoren (TLRs), welche Signal-transduzierende Funktion besitzen und unter anderem von 
Antigen-präsentierenden Zellen (APC) exprimiert werden. APC werden bei Bindung 
mikrobieller Komponenten an TLRs aktiviert. Dabei ist der Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) durch 
Bindung von Lipopolysaccharid (LPS) an der Immunerkennung gram-negativer Bakterien 
beteiligt. Um die Detektion der TLR4 Expression auch auf Proteinebene zu ermöglichen, 
sollten in dieser Arbeit monoklonale Antikörper gegen den murinen TLR4 hergestellt werden. 
Dazu wurden TLR4-defiziente Mäuse (C57BL/10 ScNCr(ScN)) mit Milzzellen congener 
Wildtyp-Mäuse (C57BL/10 ScSn(Sn)) immunisiert und durch Zellfusion Hybridome her-
gestellt. Einer der gewonnenen  Antikörper (8F11) zeigte reproduzierbare Bindung an die Zell-
oberfläche muriner Makrophagen und wurde deswegen näher charakterisiert. Durch Analyse 
von Zellen aus TLR4-defizienten Mäusen wurde gezeigt, dass das 8F11-Antigen nicht TLR4 
oder ein TLR4-abhängig auf der Zelloberfläche exprimiertes Protein sein konnte. Im Weiteren 
wurde deshalb nach Hinweisen auf die mögliche Identität und Funktion des 8F11-Antigens 
gesucht.  
Zunächst wurde das Expressionsmuster von 8F11 auf der Zelloberfläche von verschiedenen 
Zelllinien und auf unterschiedlichen ex vivo-isolierten Mauszellen bestimmt. Zu den analy-
sierten Zelllinien gehörten verschiedene T- und B-Zelllinien, Makrophagen- und Mastzell-
Linien sowie je eine Fibroblasten-, Endothel- und Melanom-Zelllinie. Einerseits konnte dabei 
auf verschiedensten Zelltypen eine Expression von 8F11 festgestellt werden, was auf eine breite 
Antigenverteilung hinweist. Andererseits zeigten sich deutliche Unterschiede in der 
Expressionsstärke zwischen verschiedenen Zelltypen, wobei B-Zellen und Mastzellen 8F11 
kaum exprimierten, während die meisten T-Zelllinien und Makrophagen-Linien eine deutliche 
8F11-Expression zeigten. Durch Vergleich der 8F11-Expressionsstärke mit der Expression von 
T-Zell-spezifischen Reifungsmarkern auf den analysierten T-Zelllinien konnte eine Abnahme 
der 8F11-Expression mit zunehmendem Reifungsgrad festgestellt werden. Diese inverse Kor-
relation zwischen der Expression von 8F11 und dem Reifungsgrad stand im Einklang mit 
Befunden an ex vivo-isolierten T-Zellen. T-Zellen aus der Milz, welche reife T-Zellstadien 
darstellen, zeigten im Gegensatz zu den hauptsächlich aus unreifen T-Zellen bestehenden 
Thymozyten keine Expression des 8F11-Antigens. Es ist daher möglich, dass die 8F11-
Expression auf T-Zellen mit dem Differenzierungzustand zusammenhängt. 
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Ex vivo-isolierte Granulozyten, Makrophagen und dendritische Zellen zeigten eine deutliche 
Expression von 8F11. Diese Zellen weisen auch teilweise ähnliche zellbiologische Eigen-
schaften auf, indem sie beispielsweise zur Phagozytose und Endozytose fähig sind.  
Durch intrazelluläre durchflusszytometrische Analyse wurde eine starke Expression des 8F11-
Antigens im Zellinneren festgestellt. Mittels konfokaler Mikroskopie konnte gezeigt werden, 
dass diese intrazelluläre Expression durch 8F11-Antigen begründet ist, welches im Zytoplasma, 
nicht aber im Zellkern vorliegt.  
Aufgrund der Expression auf der Zelloberfläche ist es jedoch wahrscheinlich, dass das 8F11-
Antigen eine Funktion als Rezeptor hat. Da die Expression vieler Zelloberflächenrezeptoren auf 
Makrophagen und dendritischen Zellen durch Zellaktivierung verändert wird, wurden ent-
sprechende Expressionsanalysen durchgeführt. Dazu wurden dendritische Zellen und 
Makrophagen mit verschiedenen TLR-Liganden und Zytokinen stimuliert. Eine Aktivierungs-
abhängige Regulation der 8F11-Expression konnte nicht festgestellt werden.  
Verschiedene Zelloberflächenrezeptoren von Makrophagen und dendritischen Zellen können 
außerdem bei Bindung von Liganden oder vernetzenden Antikörpern eine Zellaktivierung 
vermitteln. Dabei können Signaltransduktions-Prozesse induziert werden, die unter anderem zur 
Produktion von Zytokinen und Chemokinen führen. Deswegen wurde eine solche Wirkung für 
die Bindung des 8F11-Ak an diese Zellen analysiert. Es konnte keine Induktion der pro- und 
anti-inflammatorischen Zytokine TNF-α, IL-12 und IL-10 oder der Chemokine MIP-1α, MIP2, 
KC und MCP-1 festgestellt werden. Auch eine inhibitorische oder synergistische Wirkung auf 
die Induktion dieser Mediatoren durch verschiedene TLR-Liganden wurde nicht detektiert. 
Ebensowenig führte die 8F11-Bindung zur Aktivierung von NF-κB oder den MAP-Kinasen 
p38 und ERK1/2. 
Mit dem Ziel, das 8F11-Antigen und möglicherweise auch interagierende Proteine zu identi-
fizieren, wurden Immunpräzipitationen aus Makrophagen, T-Zellen und dendritischen Zellen 
durchgeführt. Dabei wurden mehrere Proteinbanden präzipitiert und drei davon identifiziert. Es 
handelte sich um die zytoplasmatischen Proteine G3BP (rasGTPase SH3-Domäne-bindendes 
Protein), die Intermediärfilament-Komponente Vimentin und den Proteasom-Aktivator 28α/β 
(PA28α/β). Aufgrund der Oberflächenexpression von 8F11 kommen diese Proteine als 8F11-
Antigene kaum in Frage, was für PA28α/β−Proteine direkt nachgewiesen wurde. 
PA28α/β, Vimentin und/oder G3BP könnten jedoch mit membranständigem oder 
zytoplasmatischem 8F11-Antigen interagieren.  
Durch diese Arbeit wurde eine erste Charakterisierung des 8F11-Antigens geleistet. Damit 
wurde eine Grundlage für weitergehende Analysen zur Funktion des Antigens geschaffen. An-
satzpunkte, die für weitere Untersuchungen vielversprechend erscheinen, konnten aufgezeigt 
werden. 
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6 Abkürzungsverzeichnis 

Abb Abbildung 
Ag Antigen 
Ak Antikörper 
APC Antigen-präsentierende Zelle 
APS Ammoniumpersulfat 
ATCC  American Type Culture Collection 
BM-DC  „Bone marrow-derived dendritic cells” 
BSA   Rinderserumalbumin 
CD  „cluster of differentiation” 
CFU  „colony-forming unit“ 
CpG-ODN  CpG-haltiges desoxy-Oligonukleotid 
dH2O  destilliertes Wasser 
ddH2O  zweifach destilliertes Wasser (Millipore) 
DC dendritische Zelle(n) 
DMEM „ Dulbecco`s Modified Eagle Medium“ 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNS Desoxyribonukleinsäure 
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen 
E.coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
ELISA „Enzyme-linked immunosorbent assay“ 
FACS  „Fluorescence activated cell sorting“ 
FcR  Fc-Rezeptor 
FcγR, FcµR, Fcα/µR Fc-Rezeptoren für IgG, IgM, IgM/IgA 
FITC  Fluoresceinisothiocyanat 
FKS Fötales Kälberserum 
FS „forward scatter“ 
g Erdbeschleunigung 
G3BP „ras GTPase SH3-domain-binding protein” 
GM-CSF „granulocyte-macrophage conoly stimulating factor“ 
h Stunde; human 
ICAM „intracellular cell adhesion molecule“ 
IFN Interferon 
Ig Immunglobulin 
IgG, IgM Immunglobulin G, Immunglobulin M 
IκB Inhibitor von κB 
IL Interleukin 
i.p. intraperitoneal 
IP Immunpräzipitation 
IRAK “IL-1-receptor associated Kinase” 
kDa Kilo-Dalton 
LPS Lipopolysaccharid 
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m murin 
M Mol 
ml Milliliter 
µl Microliter 
mg Milligramm 
µg Microgramm 
mM Millimol 
mA Milliampere 
MALP-2 “Macrophage-activating lipopeptide-2” 
MAPK mitogen-activated protein kinase 
MCP-1 “monocyte chemotactic protein-1” 
MFI mittlere Fluoreszenzintensität 
MHC “major histocompatibility complex”,  
  (Haupthistokompatibilitätskomplex) 
min Minute 
MIP “macrophage imflammatory protein” 
MyD88 “Myeloid Differentiation Antigen 88“ 
N normal 
n.d. nicht bestimmt 
NF-κB „nuclear factor κB“ 
ng Nanogramm 
PA28 α/β Proteasomaktivator 28 α bzw. β 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PE Phycoerythrin 
PFA Paraformaldehyd 
pg Pikogramm 
PI Propidiumjodid 
polyIC Polyinosinsäure-Polycytidylsäure  
RPMI „Roswell Park Memorial Institute” 
RNS Ribonukleinsäure 
RT Raumtemperatur 
SDS Sodium-Dodecylsulfat 
SS „sideward scatter“ 
Tab Tabelle 
TCR „T-cell receptor“, T-Zellrezeptor 
TEMED N, N, N′, N′ -Tetramethylethylendiamin 
TIR Toll/IL-1 Rezeptor Domäne 
TLR Toll-like Receptor 
TNF-α Tumor Nekrosis Faktor α 
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
UpM Umdrehung pro Minute 
V Volt 
Vol. Volumen 
Wt Wildtyp 
v/v Volumen pro Volumen 
w/v Gewicht pro Volumen 
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