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Einleitung

1. Einleitung

Die Hauptaufgabe des Immunsystems ist der Schutz des Organismus vor Infektionen mit
Pathogenen (Parasiten, Bakterien, Viren und Pilze). Dieser Schutz wird vor allem durch das
Zusammenspiel zweier grundlegender Komponenten des Immunsystems, der angeborenen
(innaten), sowie der erworbenen (adaptiven), antigenspezifischen Immunantwort gewihrleistet
(Fearon and Locksley, 1996). Das angeborene Immunsystem besteht aus zelluldren Komponenten
zu denen z.B. NK-Zellen, NKT-Zellen, Neutrophile und Epithelzellen gehdren sowie 16sliche
Faktoren wie Lysozym, Defensine und das Komplementsystem (Ganz, 2002; Janeway and
Medzhitov, 2002). Die Zellen des angeborenen Immunsystems besitzen Rezeptoren, mit denen
evolutiondr hochkonservierte Strukturen von Pathogenen erkannt werden konnen. Zu diesen als
'pattern recognition receptors' bezeichneten Rezeptoren gehdren unter anderem CDI14, der
Mannose Rezeptor, DEC205 sowie die Rezeptoren der 'toll like receptor' (TLR) Familie
(Medzhitov and Janeway, 1997). Das angeborene Immunsystem ist in der Lage, Infektionen durch
Pathogene frithzeitig zu erkennen und erste wirksame, jedoch relativ unspezifische
Abwehrmechanismen in Gang zu setzten. Eine weitere wichtige Aufgabe des angeborene
Immunsystems ist es, die Infektion den Zellen des adaptiven Immunsystems (T- und B-Zellen,
sog. Lymphozyten) zu signalisieren (Matzinger, 1994). Diese reagieren mit der vermehrten
Produktion von antigenspezifischen Antikorpern, der Ausbildung zelluldrer Immunitét sowie der
Auspriagung eines immunologischen Gedéchtnisses, welches bei einem erneuten Kontakt mit
demselben Antigen eine schnelle und wirksamere Abwehrreaktion erlaubt.

Zwei Zelltypen, Makrophagen und dendritische Zellen spielen dabei eine besonders wichtige
Rolle an der Schnittstelle zwischen angeborenen und adaptiven Immunantworten. So kénnen
Makrophagen und dendritische Zellen bereits in der Frithphase von Infektionen durch die
Freisetzung von loslichen Faktoren wie Interleukinen, Interferonen oder Chemokinen die
angeborene Immunantwort wesentlich beeinflussen und verstidrken. Durch ihre grundlegende
Fahigkeit, Pathogene wie z.B. Bakterien aufzunehmen und deren Antigene den Zellen des
adaptiven Immunsystems zu présentieren, spielen Makrophagen und dendritische Zellen zudem
eine wichtige Rollen bei der Auslosung und Regulation der adaptiven Immunantwort. Dabei
werden phagozytierte Bakterien in einem wohlgeordneten proteolytischen Prozess degradiert und
die dabei entstehenden Peptide auf den klassischen MHC-I und MHC-II Molekiilen préisentiert.
Dieser MHC-Peptid Komplex kann dann von antigenspezifischen CD8" bzw. CD4" T-Zellen
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Einleitung

erkannt werden (Watts, 1997). Obwohl Makrophagen traditionell als die wichtigsten APC v.a. bei
bakteriellen Infektionen angesehen wurden, scheint ihre Rolle bei der Stimulation naiver T-Zellen
in vivo eher gering zu sein. Das konnte an einer ungeniigenden Expression von MHC- und
kostimulatorischen Molekiilen bzw. ihrer wenig ausgepridgten Fahigkeit von peripheren Geweben
in sekunddre lymphoide Organe zu wandern liegen (Unanue, 1993). Im Gegensatz dazu kdnnen
reife dendritische Zellen effizient naive T-Zellen stimulieren und sind damit wichtig fiir das
Ausldsen einer primdren Immunantwort (Banchereau and Steinman, 1998).

Ein Ansatz um unser Wissen iiber die Rolle und Funktion von Antigenprisentierenden Zellen wie
Makrophagen und dendritische Zellen zu erweitern ist es, Gene zu identifizieren, die fiir den
jeweiligen Zelltyp spezifisch sind. Der erste Teil dieser Arbeit beschiftigt sich mit der
Charakterisierung des DC-spezifischen Gens A21/D2.

Eine wichtige Rolle bei der Regulation von Immunantworten durch Makrophagen und DC spielen
Interleukine. Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde deshalb die Funktion von Interleukin-18, ein
Zytokin das hauptsdchlich von Makrophagen und dendritischen Zellen produziert wird, bei

unterschiedlichen Immunantworten untersucht.

1.1 Dendritische Zellen und Makrophagen

1.1.1  Die Ontogenese von dendritischen Zellen

Alle Zellen des Blutes und des Immunsystems stammen von den pluripotenten himatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks ab. Diese Zellen besitzen anfangs ein uneingeschrinktes
Entwicklungspotential, das sie aber mit zunehmender Differenzierung entlang der verschiedenen
Entwicklungslinien des hdmatopoetischen Systems wieder verlieren.

Der Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von DC liegt ebenfalls im Knochenmark. Es konnte in
sog. 'colony forming assays' zundchst gezeigt werden, dass dendritische Zellen, Makrophagen und
Granulozyten einer gemeinsamen Vorlduferzelle entstammen. Granulocyte-macrophage colony
stimulating factor (GM-CSF) konnte dabei als das wichtigste stimulierende Zytokin identifiziert
werden (Inaba et al, 1993). Das DC von myeloiden Vorlduferzellen abstammen, konnte im
Folgenden von Sallusto und Lanzavecchia bestdtigt werden (Sallusto and Lanzavecchia, 1994).
Allerdings zeigte sich im Laufe der Zeit, dass die Entwicklung von DC viel komplexer ist als
zunichst angenommen wurde. Heute wird angenommen, dass sich dendritische Zellen nicht nur
aus myeloiden, sondern auch aus lymphoiden Vorlduferzellen entwickeln konnen. Das aktuelle

Modell zur Herkunft und Entwicklung von DC in der Maus ist in Figur 1.1 schematisch
14
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dargestellt. Nach diesem Modell wird davon ausgegangen, dass die Differenzierung der DC —
einschlieBlich CD8, CDS8', plasmacytoider B220° DC und Langerhanszellen- iiber
Vorlduferzellen sowohl myeloider als auch lymphoider Herkunft geschieht (Traver et al., 2000),
sowie zirkulierenden gemeinsamen DC Vorlduferzellen (common DC precursors; pre-DC, del
Hoyo et al., 2002). Auf Grundlage des relativen Differenzierungspotentials sowie der absoluten
Anzahl von myeloiden Vorlduferzellen (common myeloid precursors; CMP) und lymphoiden
Vorlduferzellen (common lymphoid precursors; CLP) konnte gezeigt werden, dass DC im Thymus
zu gleichen Teilen von beiden Vorlduferzellen abstammen, wéhrend sich periphere DC
hauptsidchlich aus myeloiden Vorlduferzellen entwickeln (Manz et al., 2001; Wu et al., 2001).
Myeloide Vorlduferzellen, die sich zu DC differenzieren, pragen den Marker fms-related tyrosin
kinase 3 (FLT3) aus (D'Amico and Wu, 2003). Dem Modell nach stammen 'Lymphoide' DC
entweder von lymphoiden Vorlduferzellen aus dem Knochenmark oder dem Thymus ab. Pre-DC
und Monozyten konnen sich in peripheren Geweben, z.B. bei Vorliegen einer Entziindung

ebenfalls zu DC differenzieren (del Hoyo et al., 2002).
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Abbildung 1.1: Theoretisches Modell fiir die Entwicklung von dendritischen Zellen in der Maus (Ardavin,
2003). HSC: Hamatopoetische Stammzelle; CMP: Myeloide Vorlduferzelle; CLP: Lymphoide Vorlduferzelle.
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1.1.2  Die Rolle der dendritischen Zellen in der Immunantwort

Dendritische Zellen sind APC, die auf die Aufnahme, den Transport, die Prozessierung und die
Prisentation von Antigenen spezialisiert sind. Die Aufgabe der DC besteht darin, Antigene aus
dem peripheren nicht-lymphatischen Gewebe aufzunehmen, zu prozessieren und zu den

lymphatischen Organen zu wandern, um den T-Zellen die Fremdpeptide zu prasentieren.

Aufnahme und Prozessierung von Antigenen

Unreife dendritische Zellen konnen mit Hilfe verschiedener Mechanismen Antigene aus ihrer
Umgebung aufnehmen: die Makropinozytose erlaubt den Zellen eine kontinuierliche, nicht-
selektive Aufnahme grofSer Mengen an Fliissigkeit, wohingegen mit Hilfe der Phagozytose oder
der Rezeptor-vermittelten Endozytose apoptotische und nekrotische Zellfragmente, Viren und
Bakterien bzw. Immunkomplexe oder opsonierte Partikel internalisiert werden konnen (Albert et
al., 1998; Sallusto et al., 1995). Neben den Zellen des Innaten Immunsystems erkennen auch DC
pathogene Organismen durch 'pattern recognition receptors', die konservierte chemische
Strukturen dieser Organismen erkennen (Medzhitov and Janeway, 1998).

Nach der Internalisierung der Antigene in Endosomen erfolgt deren Prozessierung mit Hilfe von
Proteasen zu Peptiden mit einer Linge zwischen 15 und 24 Aminoséuren. Diese werden dann in
den reifen DC in sog. MHC-II-reiche Kompartimente transportiert, auf naszierende MHC-II
Molekiile geladen und unter Beteiligung des Membran-Glykoproteins DC-LAMP (de Saint-Vis et
al., 1998) an die Zelloberflache transportiert. Dieser Peptid-MHC-II-Komplex bleibt iiber Tage
hinweg stabil und das Peptid kann somit effektiv den CD4" T-Zellen prisentiert werden.
Intrazelluldre Antigene werden von zytosolischen Proteasomen zu Peptiden mit einer Linge von
8-10 Aminosduren degradiert, im Endoplasmatischen Retikulum auf neu synthetisierte MHC-I
Molekiile geladen und CD8" T-Zellen prisentiert.

Dendritische Zellen konnen phagozytierte Antigene in bestimmten Féllen auch iiber MHC-I-
Molekiile CD8" T-Zellen prisentieren, ein Vorgang, der als 'cross-presentation’ bezeichnet wird

(Albert et al., 1998; Rodriguez et al., 1999).

Migration und Reifung von dendritischen Zellen

Die Migration von DC in die Bereiche, in denen sie ihre speziellen Funktionen wie

Antigenaufnahme (Peripherie) oder T-Zell Aktivierung (T-Zell Bereiche der sekundiren
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Lymphatischen Organe) ausiiben wird zumindest teilweise von Chemokinen bzw. deren
Rezeptoren auf DC reguliert. Dabei spielt es eine groBe Rolle welche Chemokinrezeptoren zu
einem bestimmten Zeitpunkt im Lebenszyklus einer DC ausgeprédgt werden.

Unreife DC exprimieren die Chemokinrezeptoren CCRS5 und CCR6 und binden die in der
Peripherie besonders in Entziindungsreaktionen ausgeprigten Chemokine MIP-1a und MIP-3a
(Dieu et al., 1998; Sallusto et al., 1998). Im Zuge der Reifung von DC (siehe unten) verlieren die
DC die Fahigkeit, auf MIP-1a und MIP-3a zu reagieren. Stattdessen prégen sie nun den Rezeptor
CCR7 aus, der die Liganden ELC und SLC bindet (Dieu et al, 1998). Der Wechsel der
Chemokin-Spezifitdt korreliert vermutlich mit dem Migrationsverhalten der DC: Unreife DC
wandern entlang des Chemokin-Konzentrationsgradienten in nicht-lymphatische Gewebe ein.
Nach der Aktivierung steuern sie mit Hilfe der in den sekunddren Lymphatischen Organen
gebildeten Chemokinen wie ELC und SLC diese an und verteilen sich in den T-Zell Bereichen
(Dieu-Nosjean et al., 1999).

Ein wichtiger Vorgang im Lebenszyklus einer dendritischen Zelle ist die sog. Reifung. Unreife
DC sind besonders gut in der Lage, Antigene aufzunehmen, insbesondere iiber Rezeptor-
vermittelte Antigenaufnahme. Der Ausdruck ‘'unreif beschreibt dabei verschiedene DC in
unterschiedlichen Situationen wie z.B. Langerhanszellen in der Epidermis, DC die aus Monozyten
mittels GM-CSF und IL-4 differenziert wurden oder viele der DC in lymphoiden Organen die sich
im 'steady state', also in nicht-aktiviertem Zustand befinden. Obwohl diese DC z.T. sehr
unterschiedlich sind, z.B. in ihrer Fahigkeit MHC-Peptid Komplexe auszubilden, konnen sie als
'unreife’ DC sehr gut Antigene aufnehmen und -nach Erhalt von 'Reifungssignalen'- zu potenten
immunstimulatorischen DC ausreifen.

Wihrend der Reifung wird die Expression von Endozytose-Rezeptoren herunterreguliert und die
Fahigkeit zur Aufnahme von Antigenen nimmt insgesamt stark ab (Garrett et al., 2000). Dagegen
nimmt die Expression von Molekiilen, die fiir die Interaktion mit T-Zellen bendtigt werden, wie
z.B. den Molekiilen der B7 Familie (CD80, CD86, PD-L2/B/-DC, ICOS-L) oder Molekiilen der
TNF Familie (CD137/4-1BBL, CD134/0X40L, CD70) oder auch des schon beschriebenen
Chemokinrezeptors CCR7 stark zu (Garrett et al., 2000). Neben diesen Genen dndert sich auch die
Expression von vielen anderen Genen wihrend der Reifung von DC (Granucci et al., 2001a;
Granucci et al., 2001b; Huang et al., 2001).

Es gibt viele verschiedene Stimuli, die die Reifung von dendritischen Zellen auslosen konnen.
Viele mikrobiologische Liganden und synthetische Stoffe binden an TLR und kontrollieren bzw.
stimulieren so die DC Reifung, z.B. bindet virale RNS und poly I:C an TLR3 (Alexopoulou et al.,
2001), mycobakterielle Extrakte an TLR2 und TLR4 (Tsuji et al, 2000), LPS an TLR4,
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Imidazolquinoline an TLR7 (Fogel et al., 2002; Hemmi et al., 2002) und bakterielle DNS und
CpG Oligonukleotide an TLR9 (Bauer et al, 2001; Hemmi et al, 2000). Neben den
Reifungssignalen, die liber TLRs aufgenommen werden, gibt es auch nicht-TLR abhéngige
Reifungsstimuli. Dazu zéhlen Fcy Rezeptoren fiir Immunkomplexe (Kalergis and Ravetch, 2002;
Regnault et al., 1999), PIR-B (Ujike et al., 2002) und TREM-2 (Bouchon et al., 2001), deren
Liganden noch unbekannt sind, CD100 (Kumanogoh et al., 2002) und einige Mitglieder der TNF
Familie wie TNFa, FasL (Rescigno et al., 2000) und insbesondere CD40L (Caux et al., 1994;
Cella et al., 1996; Koch et al., 1996). Zellen des angeborenen Immunsystems wie NK-Zellen
NKT-Zellen aber auch bestimmte nekrotische Zellen kdnnen iiber noch unbekannte Mechanismen
die Reifung von DC stimulieren (Gerosa et al., 2002; Vincent et al., 2002). Typ I Interferone
scheinen ebenfalls die Reifung von DC auslosen zu konnen (Luft et al., 1998; Santini et al., 2000).
Es sollte aber auch erwédhnt werden, dass es auch 'Stimuli' gibt, die die Reifung von DC
blockieren. Dazu gehdren vor allem einige Pathogene (Rescigno and Borrow, 2001), aber auch
synthetische Reagenzien wie 10,25-Dihydroxyvitamin D3 (Penna and Adorini, 2000).

Am Ende des Reifungsprozesses stehen reife, aktivierte DC die eine wichtige Rolle bei der
Induktion von T-Zell Antworten, der T-Zell abhéngigen Antikorperproduktion (Inaba et al., 1983)
und der T-Zell Proliferation (Klinkert et al., 1982; Steinman and Witmer, 1978) spielen und im
hohen Mal3e dazu befdhigt sind, eine Immunantwort auszulosen (Inaba and Steinman, 1984; Inaba

and Steinman, 1985). Eine Ubersicht iiber die Prozesse bei der Reifung von dendritischen Zellen

zeigt Abbildung 1.2.
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Abbildung 1.2: Reifungsprogramm in dendritischen Zellen (nach Sallusto and Lanzavecchia, 2002).
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1.1.3 Die Unterklassen dendritischer Zellen und ihre Funktion bei der T-Zell Aktivierung

In den lymphoiden Organen der Maus konnen mittlerweile eine ganze Reihe von DC Subtypen
aufgrund der Expression der Oberfichenmarker CD8a, CD4, CD205, CDllc und CDI11b
unterschieden werden.

Waihrend sich im Thymus zwei Subtypen von DC hinsichtlich der Stirke der CD8a Expression
unterscheiden lassen, konnten in Milz und Lymphknoten drei Subtypen von reifen, CD11¢” MHC-
II"  dendritischen Zellen identifiziert werden: CD4'CD8a’CD205CD11b" DC, CD4
CD8a'CD205'CD11b DC und CD4 CD8a'CD205CD11b" DC (Vremec et al., 2000). Diese drei
Subklassen gelangen iiber das Blut in Milz und Lymphknoten, wobei noch nicht geklart ist, ob sie
erst in der Milz reifen oder bereits in reifem Zustand in der Milz ankommen. In den Lymphknoten
findet man zusitzlich noch zwei, aus dem Gewebe stammende Subtypen von DC. In
verschiedenen Geweben wurden auch B220 und Gr-1 positive plasmacytoide DC nachgewiesen
(Martin et al., 2002; Nakano et al., 2001; Nikolic et al., 2002).

CD4'CD8a"CD205CD11b" DC und CD4'CD8a'CD205CD11b" DC werden allgemein als
CD8a” DC bezeichnet und man findet sie in Milz und Lymphknoten. Sie sind Zellen myeloiden
Ursprungs sehr dhnlich, da sie Myeloide Marker wie CD11b, 33D1, F4/80 jedoch nicht CD8a
auspragen (Pulendran et al, 1997; Vremec et al., 2000). In der Milz findet man sie in der
Marginalzone zwischen weiler und roter Pulpa (Crowley et al, 1989; Leenen et al., 1998;
Pulendran et al., 1997; Vremec and Shortman, 1997), wobei sie nach Stimulation in die T-Zell
Zonen migrieren konnen (De Smedt et al., 1996; Ingulli et al., 2002). Die CD4'CD8a” DC
unterscheiden sich von den CD4 CD8a” DC durch ihre hohere Adhésionsfahigkeit, hohere F4/80
Expression und geringere Zytokinproduktion nach Stimulation (Hochrein et al., 2001). Beide
Subtypen besitzen die Fihigkeit, CD4" und CD8" T-Zellen effizient zu stimulieren. Es gibt
Hinweise, dass CD8a” DC die Immunantwort in Richtung Th2 dirigieren, da sie T-Zellen
stimulieren, die IL-4, aber wenig IFN-y produzieren (Kronin et al., 1996; Maldonado-Lopez et al.,
1999b; Pooley et al., 2001; Suss and Shortman, 1996).

CD4'CD8a'CD205'CD11b” DC werden allgemein als CD8a”™ DC bezeichnet. Sie finden sich
hauptsichlich in den T-Zell Bereichen der Milz (Leenen et al., 1998). Neben den phinotypischen
Unterschieden, zeigen diese Zellen auch einige funktionelle Unterschiede zu den CD8a” DC. Es
gibt Hinweise, dass CD8a" DC in vivo die Immunantwort in Thl Richtung dirigieren, ein

Umstand, der sich mit der Beobachtung deckt, dass aktivierte CD8a" DC die Hauptproduzenten
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von IL-12 sind (Hochrein et al., 2001; Maldonado-Lopez et al., 1999a; Pulendran et al., 1999).
Eine Zusammenfassung der unterschiedlichen Rollen von CD8a" und CD8a” DC ist in Figur 1.4
gezeigt.

Die Lymphknoten enthalten insgesamt 5 unterschiedliche DC Subtypen. Zusétzlich zu den drei
oben beschriebenen Subtypen findet man in den Lymphknoten noch zwei weitere Subtypen. Der
erste Subtyp représentiert die reife Form von interstitiellen Gewebs-DC und ldsst sich
phinotypisch als CD4'CD8a CD11b" und einer mittleren Expression von CD205 beschreiben. Bei
dem zweiten Subtyp handelt es sich um Langerhanszellen (CD4CD8a°CD205'CD11b"; Henri et
al., 2001). Wahrend man die reifen interstitiellen Gewebs-DC in allen Lymphknoten finden kann,
sind Langerhanszellen auf die Haut-drainierenden Lymphknoten beschriankt. Reife
Langerhanszellen, die sich durch ihre unterschiedliche Ausprigung von Langerin und die sehr
starke Expression von MHC-II Molekiilen charakterisieren lassen, wirken als ausgezeichnete
Stimulatoren fiir naive T-Zellen.

Plasmacytoide DC in der Maus reprisentieren eine Subklasse von DC, die erst kiirzlich in
Knochenmark, Thymus, Milz und Lymphknoten identifiziert wurden und B220 sowie Gr-1
auspragen. Vermutlich gelangen plasmacytoide DC iiber das Blut in die Lymphknoten. Sie zeigen
keine Expression von kostimulatorischen Molekiilen und nur eine geringe Auspragung von MHC-
IT auf ihrer Oberfliche. Es konnte auch gezeigt werden, dass plasmacytoide DC nach Virus-
Infektionen groBe Mengen an IFN-0 produzieren konnen und somit eine wichtige Rolle bei

Antiviralen Immunantworten spielen konnten (Martin et al., 2002; Nakano et al., 2001; Nikolic et

al., 2002).
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Abbildung 1.3: Modell der CD8a" und CD8a” DC Differenzierung, Aktivierung und Funktion (nach Ardavin,
2003). Die Induktion einer T-Zell Antwort kénnte von CD8" und CD8 DC abhiingen, die sich zum Zeitpunkt des
Antigen-Eintritts bereits in lymphoiden Organen befinden (links) und/oder von neu generierten DC, die sich induziert
durch Antigen aus zirkulierenden DC Vorlduferzellen differenzieren (rechts). Bei Abwesenheit von Reifungssignalen
(danger signals) konnten nicht-aktivierte DC an der Ausbildung von peripherer Toleranz beteiligt sein.
Differenzierung von DC aus Vorlduferzellen, die durch Antigen zusammen mit einem Reifungssignal aktiviert und
rekrutiert wurden, entwickeln sich zu voraktivierten CD8" und CD8 DC. Nach Aufnahme von Antigen zusammen mit
einem Reifungssignal durchlaufen CD8" und CD8™ DC ein Aktivierungsprogramm, das letztendlich zur Aktivierung
von Antigen-spezifischen T-Zellen fithrt. CD8” DC antworten hauptséchlich auf Th2-Antigene und induzieren daher
eher Th2 gerichtete Immunantworten. Im Gegensatz dazu werden CD8" DC eher durch Th1-Antigene aktiviert und
induzieren folglich, v.a. durch hohe IL-12 Produktion, Th1 gerichtete Immunantworten und die Differenzierung von
zytotoxischen T-Zellen.

1.1.4 Differenzierung, Verteilung und Aktivierung von Makrophagen

Wie die dendritischen Zellen stammen auch Makrophagen von hdmatopoetischen Stammzellen
des Knochenmarks ab. Bei der Differenzierung von Myeloiden Vorlduferzellen zu Makrophagen
spielen Zytokine wie M-CSF (macrophage colony stimulating factor) und GM-CSF, sowie die
Interaktion mit Stromazellen der hdmatopoetischen Organe eine wesentliche Rolle. Weitere
wichtige Faktoren bei der Ausdifferenzierung sind IL-3, KIT, Proteine der TNF-Familie und TNF-

Rezeptor verwandte Proteine. Transkriptionsfaktoren wie PU.1 und andere ETS-Familien
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Mitglieder tragen ebenso zur Entwicklung von Makrophagen bei. Die Vorlduferzellen entwickeln
sich zundchst zu Monozyten, die im Blut zirkulieren und schlieBlich in die verschiedenen Gewebe
des Korpers einwandern. Dort entwickeln sich die Monozyten zu Gewebs-Makrophagen. Die
Makrophagen Populationen in den verschiedenen Organen wie z.B. Kupffer-Zellen (Leber),
Alveolar Makrophagen (Lunge) oder Osteoklasten (Knochen) konnen dabei einen sehr
unterschiedlichen Phénotyp aufweisen. Fiir die Entwicklung dieses Gewebs-spezifischen
Phénotyps sind Signale von Oberflichen- sowie sekretorischen Proteinen, Nachbarzellen und der
extrazelluliren Matrix verantwortlich. Adhdsionsmolekiile kontrollieren die Zellmigration aus
dem Blut und iiber das Endothel. Dazu gehoren 3; und (3, Integrine, Immunglobulin-Superfamilie
Molekiile wie CD31, Selektine und EGF-TM7- (epidermal growth factor seven-transmembrane
spanning) Rezeptoren. Zytokine wie TGF-3, verschiedene Chemokine und Gewebs-spezifische
Wachstumsfaktoren beeinflussen ebenfalls die Entwicklung von Gewebs-spezifischen

Makrophagen. Abbildung 1.4 fasst die Differenzierung von Monozyten/Makrophagen zusammen.

Knochenmark Blut Ly mphknoten
M-CSF (\j -,\\_ -~ Myel;lde DC
Myeloide B aiophage ( Langerhans Zelle (Haut)

~ Kupffer Zelle (Leber)

Vorlauferzelle c \
¥ / Y - .
( O _ / A ? Osteoklast (Knochen)
*.,\- Q —— Gewebs Makrophage Mikroglia (ZNS)
Monozyten ™

IL-3
KIT B3, und B, Integrine
TNF-Mitglieder Immunglobulin Familien Mitglieder
PU.1 Selektine
EGF-TM7 Rezeptoren

Abbildung 1.4: Differenzierung und Verteilung von Makrophagen (nach Gordon, 2003).

Makrophagen sind in der Lage, mit einer groen Anzahl von endogenen sowie exogenen
Molekiilen zu interagieren. Das Erkennen dieser Liganden von membranstédndigen Rezeptoren auf
den Makrophagen fiihrt zu intrazelluliren Signalprozessen und komplexen Anderungen in der
Expression bzw. Repression einer Vielzahl von Genen. Die Folgen sind Verdnderungen in der
phagozytotischen/endozytotischen Aktivitdt, der Adhdsion und Migration sowie der Sekretion
verschiedener Faktoren und eine erhohte Prozessierung und Pridsentation von Antigenen. In
Abbildung 1.5 werden die verschieden Moglichkeiten der Makrophagen-Aktivierung und die Art

der resultierenden Immunantwort zusammengefasst.
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Bei der innaten Aktivierung (Abb. 1.5a) werden mikrobielle Stimuli von 'pattern rcognition'

Rezeptoren wie den TLR, CD14/LPS-Bindendes Protein und einer Reihe von nicht-opsonierenden

Rezeptoren erkannt. Diese Stimuli induzieren die Produktion von Proinflammatorischen

Zytokinen wie z.B. IFNa/B, reaktiven Sauerstoff Derivaten und Stickstoff-Oxid (NO). Die

humorale Aktivierung und Phagozytose (Abb. 1.5b) wird von Fc- und Komplement Rezeptoren

vermittelt.

Bei der klassischen Aktivierung (Abb. 1.5¢) werden die Makrophagen zunédchst durch IFN-y

voraktiviert und durch einen nachfolgenden mikrobiellen Stimulus (z.B. LPS) in einen vollstdndig

aktivierten Zustand iiberfiihrt (Dalton et al., 1993).

Die alternative Aktivierung (Abb. 1.5d) wird von IL-4 und IL-13 vermittelt und spielt vor allem

bei der Induktion der Immunantwort gegen Parasiten eine wichtige Rolle (Stein et al., 1992).

a) Innate Aktivier ung

Mikrobiclle Stimuli Kostimulatorische Molekiile

, o P08 Niedermo lekulare
: NO Metaboliten

Zytolytische Aktivitat
Fc-Rezeptoren

Pro- und/oder

Komplement antiinflammatorische
Rezeptor Zytokine
¢) Klassische Aktivierung
Inflammatorische L. .
Zytokine Antimikrobiell
IFN-y Re zeptor @ G 0{.3 IIEN?— Gewebeschidigung
o IL-1_ Zelluldre Immunantwort
NO DTH
¢) Alternative Aktivierung

Allergische und
antiparasitische

IL-4 oder IL-13 —{’v_, Immunantworten

Antigen Endozytose

Abbildung 1.5: Verschiedene Moglichkeiten der Makrophagen Aktivierung (nach Gordon, 2003).

~_MHCII Humorale Immunantwort

DTH, delayed-type hypersensitivity; TREM, triggering receptor expressed on myeloid cells; ROS, reaktive Sauerstoff

Derivate.
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1.2 Differentiell ausgeprigte Gene zwischen dendritischen Zellen und Makrophagen in der

Maus

1.2.1 Ildentifizierung differentiell ausgepriigter Gene zwischen dendritischen Zellen und
Makrophagen in der Maus durch 'Differential Display’

Die vorliegende Arbeit basiert auf einer 'Differential mRNS Display' (DD)-Analyse zwischen DC
und Makrophagen mit deren Hilfe neue, DC-spezifische Gene identifiziert wurden (Lieberam,
1999). Makrophagen wurden als Substraktionspartner ausgewdhlt, weil diese beziiglich ihrer
Ontogenese den DC am néchsten stehen, sich in der Antigenprdsentierenden Funktion jedoch
signifikant von diesen unterscheiden. Die DC und Makrophagen wurden in vitro aus Maus-
Knochenmark 6 Tage lang in der Anwesenheit der Zytokine GM-CSF bzw. M-CSF differenziert.
Die beiden Zellpopulationen wurden anschlieBend mittels FACS isoliert. Die dendritischen Zellen
wurden als Grl™ B220" I-E” CD11c" Zellen sortiert, Makrophagen als F4/80" CD11b" Zellen.
Dendritische Zellen besallen die charakteristische Morphologie, die durch lange Filopodien und
einen nierenformigen Nukleus gekennzeichnet war. Makrophagen dagegen waren deutlich grofer,
wiesen zahlreiche Endosomen auf und zeigten einen runden bis ovalen Nukleus. Um die
erfolgreiche Isolierung der beiden Zellpopulationen zu bestdtigen, wurden zusétzlich in vitro
Proliferationsassays durchgefiihrt. Wéhrend die dendritischen Zellen sowohl Antigenspezifische
TCR-transgene CD4" T-Zellen als auch alloreaktive T-Zellen in einer 'mixed lymphocyte reaction'
stimulieren konnten, waren die Makrophagen dazu nicht in der Lage (Lieberam, 1999).

Das Genexpressionsmuster der beiden isolierten Zellpopulationen wurde dann mit der Technik
'Differential mRNA Display' verglichen. Zu dem fiir die Analyse gewihlten frithen Zeitpunkt der
Zellkultur sind die Mehrzahl der DC noch in einem unreifen Entwicklungsstadium und zeigen,
wie Makrophagen, phagozytische Aktivitdt (Scheicher et al., 1995). Die beiden Zelltypen sollten
also die Ausprigung von an Antigen-Aufnahme und —Prozessierung beteiligten Genen gemeinsam
haben. Unterschiede wurden in der Expression von Genen, die mit der funktionellen
Spezialisierung von DC, etwa der Migration oder Interaktion mit T-Zellen zusammenhidngen
erwartet.

Bei der DD-Analyse (eine genaue Beschreibung der Methode findet sich bei Liang et al., 1994;
und Lieberam and Forster, 1999) wurden die DD-PCR Reaktionen auf denaturierenden
Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt und die Banden mit Autoradiographie sichtbar gemacht. Von

insgesamt ca. 10.000 Banden, die mit 192 Primer-Kombinationen (GeneHunter RNAimage Kits 1-
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8, Nashville, USA) erzeugt wurden, konnten 40 nicht-redundante, DC-spezifische Fragmente
isoliert, reamplifiziert und kloniert werden. Das entspricht ca. 0,5% aller durch die DD-
Reaktionen erzeugten PCR Produkte. Ein so geringer Anteil von differentiell zwischen zwei
verwandten Zelltypen ausgeprigten cDNS Fragmenten und die hohe Reproduzierbarkeit der in
Duplikaten durchgefiihrten DD-Reaktionen sprach dafiir, dass die gewéhlte Subtraktions-Technik
spezifisch war. Zudem fanden sich unter den identifizierten Genen einige, deren Expression
bereits in der Literatur als differentiell zwischen DC und Makrophagen beschrieben wurde (z.B.
das Membranprotein CD24 (Falkenberg et al., 1989), die Integrin- 0x-Kette CD11c (Metlay et al.,
1990) oder das Maus Chemokin C10 (Orlofsky et al., 1991; Orlofsky et al., 1994).

Von 22 der isolierten Gene wurde die Expression mit einem 'RNAse Protection assay' iiberpriift.
Dabei konnten 12 der 22 getesteten Gene als praferentiell in dendritischen Zellen ausgeprigt
bestitigt werden (Tabelle 1.1). Ein Teil dieser Gene war in der NCBI-Genbank als bereits
charakterisierte mRNS oder als 'Expressed Sequence Tag' (EST) zu finden, andere Gene waren zu

diesem Zeitpunk unbekannt.

Klon Gen Typ mRNS (DC) mRNS (M®)
A34/D1 unbekannt EST 1,2 <0,1
G40/D1 CDll1c Integrin a-Kette 21,2 0,9
A39/D2 C10 [3-Chemokin >40 2,2
G35/D1 TARC [3-Chemokin 11,2 <0,1
C3/Dl1 unbekannt EST 7,0 0,9
G17/D1 unbekannt EST 1,8 <0,1
C1/D1 Al bcl2-Homolog 17,5 3,0
G10/D1 ECP RNAse 1,5 <0,1
G13/Dl1 unbekannt ? 0,4 <0,1
G20/D1 unbekannt EST 0,5 <0,1
G41/D2 CD24 (HSA) kostimulatorischer Rezeptor 17,5 0,5

Tabelle 1.1: Gene, die priferentiell in dendritischen Zellen ausgepriigt werden. Die mRNS-Auspriagung ist relativ
zur internen Kontrolle mit "TATA box binding protein' (TBP) dargestellt. Nach (Lieberam, 1999).

Von den in diesem Differential Display identifizierten, unbekannten Genen wurde das Chemokin
TARC genauer untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass murines TARC von aktivierten
Langerhanszellen sowie reifen CD11b"CD8™ myeloiden DC produziert wird. TARC positive DC
befinden sich in peripheren lymphoiden und nicht-lymphoiden Organen. In der Milz ldsst sich,
selbst nach systemischer mikrobieller Infektion, keine TARC Expression nachweisen. TARC-
defiziente Miuse zeigen zudem eine reduzierte Kontakt-Hypersensitivitdt und eine verzogerte

Transplantat-AbstoBung (Alferink et al., 2003; Lieberam and Forster, 1999).
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1.2.2 Identifizierung von A21/D2 und Klonierung der A21/D2 ¢cDNS

Neben den in Tabelle 1.1 aufgefiihrten Genen konnte ein weiteres, DC spezifisches Gen
identifiziert werden. Das als A21/D2 bezeichnete Fragment konnte als EST in der NCBI-
Datenbank gefunden werden. Zu diesem Zeitpunkt lagen keine Informationen iiber Expression
und Funktion dieses Gens vor. Abbildung 1.6 zeigt einen A21/D2 spezifischen mRNS
Protektions-Assay flir DC und Makrophagen.

Bereits im Vorfeld dieser Arbeit wurde die volle Linge cDNS von A21/D2 kloniert und
sequenziert (Judith Alferink). Die Isolierung erfolgte aus einer A-Phagen cDNS-Bibliothek aus
magnetisch sortierten, mit GM-CSF differenzierten dendritischen Zellen aus dem Knochenmark.
Die positiven Klone wurden isoliert, die cDNS-Fragmente in den pCRII-TOPO-Vektor kloniert,

sequenziert und zu einer zusammenhdngenden vollen Lange von 3776 bp zusammengesetzt.

A21/D2
(EST)
Q;(O
L gle &
- 5
-
e

g ®  =TBP

1.2 <01

Abbildung 1.6: A21/D2 spezifischer RNAse Protektions-Assay zwischen DC und Makrophagen. Die Werte

zeigen die A21/D2 Expression relativ zur internen Kontrolle mit TBP an. n.c.: Kontrolle; TBP: TATA box binding
protein.
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1.3 Interleukin-18

1.3.1 Struktur und Funktion von IL-18

Das Zytokin Interleukin (IL)-18 wurde erstmals 1989 als IFN-y induzierender Faktor (IGIF)
beschrieben (Nakamura et al., 1989). Es wurde aus der Leber von Maiusen isoliert, die mit
Propionibakterium acnes infiziert und anschlieBend zur Induktion eines toxischen Schock-
Syndoms mit LPS behandelt wurden (Okamura et al., 1995). IL-18 wird als inaktives 24kDa
Vorlauferprotein gebildet und wird erst nach der Spaltung durch das IL-1(3 converting Enzym
(ICE) in seine bioaktive 18kDa Form iiberfiihrt.

IL-18 mRNS und aktives IL-18 Protein wird von den Kupffer-Zellen der Leber, vor allem aber
auch von anderen Makrophagen und dendritischen Zellen produziert. Neben diesen Zellen konnte
auch in geringem MaBe IL-18 Produktion von T- und B-Zellen, Osteoblasten, Keratinozyten,
Astrozyten, Mikrogliazellen sowie den Epithelzellen des Darmes und der Lunge nachgewiesen
werden (Cameron et al., 1999; Nakanishi et al., 2001a; Stoll et al., 1998; Takeuchi et al., 1997).
Die wichtigste beschriebene Funktion von IL-18 ist die Induktion von IFN-y in T- B- und NK-
Zellen. Diese IFN-y Induktion durch IL-18 erfolgt v.a. in Anwesenheit von IL-12 (Okamura et al.,
1995; Yoshimoto et al., 1998). In vitro Behandlung von T-Zellen mit IL-18 und IL-12 flihrt zu
einer starken IFN-y Produktion, ohne gleichzeitige Stimulierung des T-Zell Rezeptors entwickeln
sich die T-Zellen aber nicht zu Th1-Zellen (Yoshimoto et al., 1998). Stimulation von T-Zellen mit
anti-CD3 und IL-18 fiihrt zu einer starken IFN-y Produktion, die allerdings durch die Zugabe von
anti-IL-12 oder die Verwendung von IL-12 defizienten T-Zellen verhindert werden kann (Chang
et al., 2000). IL-18 alleine scheint also nicht die Entwicklung von Thl T-Zellen induzieren zu
konnen.

Neben T-Zellen konnen vermutlich auch Makrophagen und DC nach Stimulation mit IL-12 und
IL-18 groBe Mengen an IFN-y produzieren und reagieren damit autokrin auf das von ihnen selbst
produzierte IL-18 (Fukao et al., 2000; Munder et al., 1998; Munder et al., 2001).

Neben IFN-y stimuliert IL-18 auch die Synthese von TNF-qa, IL-1a, IL-13 und IL-6 von Maus-
Makrophagen (Netea et al., 2000). Rekombinantes humanes IL-18 stimuliert die TNF-a, IL-[3, IL-
8, IL-6 und GM-CSF Produktion von humanen T-Zellen, Monozyten, NK-Zellen und
Chondrozyten (Horwood et al., 1998; Olee et al, 1999; Puren et al., 1998). Obwohl IL-18

demzufolge als entziindungsforderndes (proinflammatorisches) Zytokin eingeordnet wurde, zeigen
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neuere Daten, dass IL-18 bei Abwesenheit von IL-12 das Potential besitzt, die Entwicklung von
ThO und Th2 Zellen zu induzieren und die Produktion von IL-4, IL-5 und IL-13 zu stimulieren
(Nakanishi et al., 2001b; Xu et al., 2000).

IL-18 bindet an den IL-18 Rezeptorkomplex, der eine groBe Ahnlichkeit mit dem IL-1 Rezeptor
aufweist. Tatsdchlich wurde die IL-18-bindende Untereinheit (IL-18Ra) zundchst als IL-1
Rezeptor-verwandtes Protein (IL-1R related protein) beschrieben (Parnet et al., 1996). Wie der IL-
1 Rezeptor bendtigt IL-18 zwei Rezeptor-Untereinheiten (IL-18Ra und IL-18R[3), um ein Signal
auszulosen (Born et al., 1998; Debets et al., 2000). Die Signaltransduktion erfolgt dann dhnlich
wie bei IL-1. Der heterodimere Rezeptorkomplex rekrutiert MyD88 und IRAK (IL-1-receptor-
activating-kinase). Phosphoryliertes IRAK aktiviert TRAF-6 (TNFR-associated Factor-6) welches
seinerseits NIK phosphoryliert (NFKB-inducing-kinase). Das fiihrt zu einer Aktivierung von IKK
(Inhibitory-kB-kinase) und Phosphorylierung von IKB. Phosphoryliertes IKB katalysiert darauthin
die Freisetzung der p50 und p65 Komponenten von NFKB. Freies NFKB wandert schlieBlich in
den Kern und fiihrt dort zur DNS-Transkription (Biet et al., 2002).

Abbildung 1.7 fasst den Signaltransduktionsweg von IL-18 zusammen.

ICE Caspase | Pro IL-18
“Z (24 kDa)

Abbildung 1.7: IL-18 Signaltransduktion:

Aktivierung von pro-IL-18 durch das IL-1f3
converting enzyme (ICE) fiihrt zur Freisetzung
von bioaktivem IL-18. Die Bindung von IL-18
an den heterodimeren IL-18 Rezeptor Komplex
fiihrt zur Signaltransduktion tiber MyD88 bis zur
Aktivierung von NFKB oder alternativ zur
Aktivierung des MAP-Kinase Signal- IL-18RB IL-18Ro:
transduktionsweges. (AcPL) (L-1Rip)

O p36(lck)

IRAK

MEK
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Wihrend frisch isolierte T- und B-Zellen den IL-18 Rezeptor nicht exprimieren, fiihrt die
Kultivierung dieser Zellen in Anwesenheit von IL-12 zur Produktion von IL-18 mRNS und zur
Hochregulierung des IL-18 Rezeptors auf der Oberfliche der Zellen. Als Konsequenz exprimieren
nur Thl Zellen, nicht aber Th2 Zellen den IL-18 Rezeptor. Da IL-18 die Expression der IL-12R[32
Untereinheit auf T-Zellen induziert, kann der Synergismus von IL-18 und IL-12 fiir die
Produktion von IFN-y zumindest zum Teil durch die gegenseitige Hochregulierung der
Rezeptoren erkldrt werden (Chang et al., 2000; Yoshimoto et al., 1998).

Nachdem IL-18 selbst kein Thl induzierendes Potential besitzt, liegt der Effekt von IL-18 bei der
Entwicklung von Thl Zellen hauptsédchlich an der Fahigkeit von IL-18, die Hochregulierung des
IL-12 Rezeptors zu induzieren und damit die IL-12 vermittelte Thl Differenzierung anzutreiben

(Chang et al., 2000).

1.3.2 Die Rolle von IL-18 bei der Regulation der Immunantwort in vivo

Durch die verminderte IFN-y Produktion sind IL-18-defiziente Méuse nur noch eingeschréinkt in
der Lage, eine Thl gerichtete Immunantwort zu entwickeln. IL-18-defiziente Mause zeigen
deshalb auch eine stark verédnderte Immunantwort gegen mikrobielle Infektionen (Hochholzer et
al., 2000; Takeda et al., 1998; Wei et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass IL-18 eine
wichtige Rolle bei der Abwehr von intrazelluliren Bakterien und Parasiten spielt, hauptsachlich
durch eine Induktion der IFN-y-, NO- und TNF-a-Produktion von Makrophagen (Nakanishi et al.,
2001a; Swain, 2001). IL-12 und IL-18 werden bendtigt fiir eine optimale zytolytische Funktion
von NK-Zellen. Miuse, denen beide Zytokine fehlen, zeigen kaum nachweisbare NK-Zell
Aktivitat. Dagegen filihrte eine Injektion von IL-18 zu verstirkter NK-Zell Aktivierung und einer
verstirkten Resistenz gegentiber Toxoplasma gondii Infektionen (Cai et al., 2000).

Hinsichtlich der Pathogenese von autoimmun — und chronisch-entziindlichen Krankheiten wurde
eine erhohte IL-18 Produktion in Zusammenhang mit der Entwicklung von 'endotoxin-induced
liver injury' (Sakao et al., 1999), Septischer Schock (Hochholzer et al., 2000), allergischem
Asthma (Wild et al., 2000), experimenteller allergischer Encephalomyelitis (Shi et al., 2000) und
auch Rheumatoider Arthritis gebracht. In der Synovial-Fliissigkeit von Patienten mit
Rheumatoider Arthritis konnte eine erhohte IL-18 Konzentration nachgewiesen und in
Zusammenhang mit der Produktion von TNF-a, IFN-y und NO durch Synovial-Zellen dieser
Patienten gebracht werden (Gracie et al., 1999). Die Neutralisation von IL-18 mit polyklonalen

anti-IL-18 Antikdrpern in einem Mausmodell fiir Arthritis, der Streptokokken-Zellwand-Arthritis,
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fithrte zu einer signifikanten Reduktion der Krankheitssymptome und der lokalen Produktion von

TNF-a und IL-13 (Joosten et al., 2000; Plater-Zyberk et al., 2001).

1.3.3 Die Rolle von IL-18 bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen und Infektionen

mit Listeria monocytogenes

Wie beschrieben, spielt IL-18 eine wichtige Rolle bei der Induktion von proinflammatorischen
Zytokinen wie IFN-y, TNF-a, IL-1 und IL-6. Diese Zytokine werden in der Frithphase bakterieller
Infektionen freigesetzt und tragen wesentlich sowohl zur Kontrolle der Infektion durch die
angeborene Immunantwort, als auch zur Entwicklung einer effektiven adaptiven Immunantwort
bei. Eine erhdhte Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wird, wie oben beschrieben,
auch mit den pathologischen Verdnderungen bei chronisch-entziindlichen- und
Autoimmunerkrankungen in Zusammenhang gebracht.

Die therapeutische Blockade von wichtigen proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a kann bei
chronisch-entziindlichen Erkrankungen sowohl im Tiermodell, als auch in der klinischen
Anwendung (M. Crohn, rheumatoide Arthritis (Nahar et al., 2003; Suryaprasad and Prindiville,
2003)) zu einer deutlichen Verbesserung des Krankheitsverlaufs fiihren. Dem positiven Effekt der
TNF-a Blockade steht allerdings die Gefahr einer erhdhten Anfilligkeit gegen mikrobielle Erreger
gegeniiber (Keane et al., 2001).

In dem zweiten Teil dieser Arbeit wurde deshalb der Frage nachgegangen, inwieweit sich mit der
Blockade von IL-18 positive Effekte bei entziindlichen Erkrankungen erzielen lassen und ob im

Gegenzug eine erhdhte Anfilligkeit gegen bakterielle Erreger besteht.

Die Rolle von IL-18 bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen

Als ein Modell fiir chronisch-entziindliche Erkrankungen wurde in dieser Arbeit die
Auswirkungen der IL-18-Blockade auf die Induzierbarkeit und den Verlauf von chronisch-
entziindlichen Darmerkrankungen im Mausmodell untersucht.

Die Hinweise verstirken sich, dass bei der Pathogenese von chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen (CED), v.a. bei Morbus Crohn, eine Fehlregulierung der Zytokinproduktion in
Richtung einer Thl gerichteten Immunantwort vorliegt (Parronchi et al., 1997; Powrie et al., 1994;
Targan and Murphy, 1995). Den ersten Hinweis fiir eine Beteiligung von IL-18 bei der
Pathogenese von CED lieferten zwei Studien, die eine erhohte IL-18 Produktion sowohl auf Ebene

der mRNS als auch des bioaktiven Proteins in entziindetem Darmgewebe von Patienten mit M.
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Crohn nachweisen konnten (Monteleone et al., 1999; Pizarro et al., 1999). Im Vergleich zu
Darmgewebe von Patienten mit Ulcerativer Kolitis (UC) oder gesunden Kontroll-Personen konnte
im Darm von Patienten mit M. Crohn mittels RT-PCR eine erhdhte Anzahl an IL-18mRNS-
Transkripten in mononukledren Zellen der Lamina Propria festgestellt werden. Wéhrend das
inaktive 24kDa IL-18 Vorlduferprotein sowohl im Darmgewebe von Patienten mit UC, M. Crohn
und gesunden Kontrollen nachgewiesen werden konnte, war das bioaktive 18kDa IL-18 Protein
vor allem in entziindeten Darmbereichen von Patienten mit M. Crohn, weniger bei Patienten mit
UC und gar nicht bei den gesunden Kontrollen zu finden. Die histochemische Untersuchung von
Kolon-Mukosa von Crohn-Patienten zeigte ein starke IL-18-spezifische Farbung des Darmepithels
und Zellen der Lamina Propria. IL-18-positive Zellen konnten als intestinale Epithelzellen,
Makrophagen und DC identifiziert werden. In einer weiteren Studie konnten Kanai et al. zeigen,
dass im Serum von Patienten mit M. Crohn eine erhohte IL-18 Konzentration vorliegt (Kanai et
al., 2000). Auch in dieser Studie konnte eine grole Anzahl an IL-18-positiven mononukleéren
Zellen in der Lamina Propria von Patienten mit M. Crohn nachgewiesen werden, nicht aber bei
gesunden Kontroll-Patienten. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von
BALB/c Méusen mit IL-12 und IL-18 Gewichtsverlust, Diarrhde und eine Entziindung des Diinn-
und Dickdarmes ausldst (Chikano et al., 2000).

Die Rolle von IL-18 bei einer Infektion mit Listeria monocytogenes im Mausmodell

Listeria monocytogenes ist ein Gram positives, fakultativ intrazelluldres Bakterium das
lebensbedrohliche Infektionen in immunsupprimierten Individuen, Neugeborenen oder alten
Menschen verursachen kann (Schlech, 1996).

Die Immunitét gegen Listerien wird hauptsédchlich von proinflammatorischen Zytokinen reguliert,
die von aktivierten Makrophagen, DC und Lymphozyten sekretiert werden (Mocci et al., 1997,
Unanue, 1996; Unanue, 1997a). In der Friihphase der Infektion spielen IFN-y assoziierte
Mechanismen der innaten Immunantwort eine zentrale Rolle bei der Abwehr der
Listerieninfektion. IFN-y induziert in Makrophagen die Produktion von antibakteriellen Faktoren
wie NO und TNF-a. Dies flihrt zur Rekrutierung von Neutrophilen, die dann die Listerien toten
konnen (Beckerman et al., 1993; Buchmeier and Schreiber, 1985; Dunn and North, 1991; Tripp et
al., 1994). Neuere Studien belegen, dass Listerienbestandteile direkt Makrophagen und
dendritische Zellen {iber Toll-like-Rezeptoren zur Produktion von TNF-a, IL-1[3, IL-6 und IFN-y-
induzierenden Zytokinen wie IL-18 und IL-12 stimulieren konnen (Edelson and Unanue, 2002;

Flo et al., 2000; Seki et al., 2002). Es gibt bislang nur wenige Studien, die sich direkt mit der Rolle
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von IL-18 bei einer Infektion mit L. monocytogenes beschiftigten. In diesen Studien konnte unter
anderem gezeigt werden, dass von Listerien infizierten Makrophagen freigesetztes IL-12 und IL-
18 synergistisch die IFN-y Produktion von NK-Zellen und DC induziert (Nakanishi et al., 2001b).
Eine wichtige Rolle fiir IL-18 bei der Kontrolle der Infektion mit L. monocytogenes wurde auch in
einer Studie von Neighbors et al. beschrieben (Neighbors et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt der IL-18-Blockade auf den Verlauf einer Infektion

mit L. monocytogenes untersucht.
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1.4 Zielsetzung

Bei der Regulation der Immunantwort spielen Antigenprisentierende Zellen (APC) eine
entscheidende Rolle. Vor allem dendritische Zellen und Makrophagen stehen dabei an der
Schnittstelle zwischen angeborener und erworbener Immunantwort und beeinflussen durch die
Produktion von l6slichen Faktoren wie z.B. Zytokine die Immunantwort in der Frithphase einer
Infektion. Durch ihre besondere Befdhigung Antigen aufzunehmen, zu prozessieren und den
Zellen des erworbenen Immunsystems zu prisentieren, sind sie zudem malgeblich an der
Etablierung der zelluldren Immunantwort beteiligt.

Um Gene zu identifizieren, die spezifisch flir diese beiden Zelltypen sind, wurde im Vorfeld dieser
Arbeit ein Differential Display zwischen aus Maus-Knochenmark generierten DC und
Makrophagen durchgefiihrt. Dabei wurden mehrere Gene gefunden, die spezifisch in DC
ausgeprigt wurden. Ziel des ersten Abschnitts dieser Arbeit war es, eines dieser Gene —A21/D2-
in seiner Struktur, genomischen Lokalisation und Expression in murinen Organen und Geweben
charakterisieren. Dazu sollte eine A21/D2 spezifische EGFP-Reporter 'Knock-in' Mausmutante
generiert und das Expressionsmuster von A21/D2-EGFP in den Geweben und Zellen dieser
Mauslinie analysiert werden.

Bei Interleukin-18 handelt es sich um ein hauptsichlich von Makrophagen und dendritischen
Zellen produziertes Zytokin. Durch sein IFN-y-induzierendes Potential wurde IL-18 eine
proinflammatorische Rolle zugesprochen. Ziel des zweiten Abschnitts dieser Arbeit war die
Untersuchung der Rolle von IL-18 bei chronischen Entziindungsreaktionen sowie bei der
Immunantwort gegen bakterielle Erreger. Dazu sollte die Auswirkung der IL-18-Blockade an
verschiedenen Mausmodellen fiir entziindliche Darmerkrankungen und bei der Infektion mit

Listeria monocytogenes untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Bezugsquellennachweis

2.1.1 Chemikalien

Chemikalie

Bezugsquelle

AHind-DNS Léngenstandard
y-*P-dATP

o->*P-dCTP
[B-Mercaptoethanol

1 kb-DNS Léngenstandard
10X PBS

20X SSC

20X SSPE

2-Methylbutan

Agarose

Ampicillin
Bromphenolblau
Chloramphenicol
ConcanavalinA

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
Desoxynukleotide (dANTPs)
Dextransulfat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreoxat (DTT)
DMEM-Medium

EDTA

Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid

Ficoll Typ 400
Formaldehyd

Invitrogen, Taufkirchen
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig

Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Apotheke, Klinikum rechts der Isar
Roth, Karlsruhe
Amersham, Braunschweig

Sigma, Taufkirchen
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Formamid Sigma, Tauftkirchen
Fotales Kilberserum (FCS) PAN Biotech, Aidenbach
Gancyclovir (Cymeven) Syntex
Geneticin (G418) Invitrogen, Karlsruhe
Isopropanol Apotheke, Klinikum rechts der Isar
Kanamycin Sigma, Taufkirchen
L-Glutamin Invitrogen, Karlsruhe
Lidocain Curasan, Kleinostheim
Methylenblau Merck, Darmstadt
Mitomycin C Sigma, Taufkirchen
MOPS (3-[N-Morpholino] Propansulfonséure) Sigma, Taufkirchen
Natriumacetat Merck, Darmstadt
Natriumazid Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumdexransulfat (DSS) Pierce, USA
Natriumdodecylsulphat (SDS) Roth, Karlsruhe
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt
Nilrot Sigma, Taufkirchen
Paraformaldehyd Sigma, Taufkirchen
Penicillin/Streptomicin Invitrogen, Karlsruhe
Rinderserumalbumin (BSA) Biomol, Hamburg
salmon sperm DNS (ssDNS) Invitrogen, Karlsruhe
Saponin Sigma, Taufkirchen
Salzsdure (HCI) Roth, Karlsruhe
Sucrose Sigma, Taufkirchen
Thioglykolat Sigma, Taufkirchen
Topro-3 Molecular Probes, USA
TRIS (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) Roth, Karlsruhe
TRIZOL Invitrogen, Karlsruhe
Trypsi/EDTA Invitrogen, Karlsruhe
Tween20 Sigma, Taufkirchen
Xylencyanol Sigma, Taufkirchen
Héamatoxilin Sigma, Tauftkirchen
Eosin Sigma, Taufkirchen
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2.1.2 Enzyme
Enzym Bezugsquelle
Superscript 11 Invitrogen, Karlsruhe

T4-Polynukleotidkinase
Bakterielle Alkalische Phosphatase
Herculase

Kollagenase D

DNAse I

Restriktionsenzyme
Taqg-Polymerase

Proteinase K

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Stratagene, Amsterdam

Sigma, Taufkirchen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

2.1.3 Reagenczien, Kits und Verbrauchsmaterialien

Reagenzien

Bezugsquelle

Ligationskit
TOPO-TA-Cloning-kit
Whatman Papier
Nylonmembran Gene-screen-plus
DNA-Quantification kit
Zellsieb (70 und 100pm)
Avidin/Biotin Blocking Kit
Vectashield mounting medium
Rediprime

DAKO-Pen
Quiagen-Maxi-Filterprep
Quiagen Gelextraction-kit
Cryomold Gewebeschilchen
Jung Einbettmedium
Deckgléser

Microspin Sdulchen

Plastikwaren

TaKaRa Bio Inc., Japan
Invitrogen, Karlsruhe
Schleicher & Schuell, Dassel
Perkin Elmer, Zaventem
BioRad, Miinchen

Falcon, USA
Vector/Linearis, Wertheim
Vector/Linearis, Wertheim
Amersham, Braunschweig
DAKO, Glostrup
Quiagen, Hilden

Quiagen, Hilden

Miles Inc., USA

Leica, Nussloch

Roth, Karlsruhe
Amersham, Braunschweig

NUNC, Wiesbaden
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Falcon, USA
Corning, USA
Kryor6hrchen Peske oHG, Aindling-Pichl
Rotilabo®™ Kassetten fiir Biopsien Roth, Karlsruhe
Elektroporations-Kiivetten BioRad, Miinchen
Entellan Merck, Darmstadt
MACS-Séulen Miltenyi, Bergisch-Gladbach
Nova-Red Vector/Linearis, Wertheim
ELISA-Kits Pharmingen, Heidelberg
Peptide (SIINFEKL, LLO;99-201) Affina GmbH, Berlin
GolgiPlug Pharmingen, Heidelberg
Cytofix/Cytoperm Pharmingen, Heidelberg
PermWash Pharmingen, Heidelberg
EMA Moleclar Probes, Kalifornien
2.1.4 Geriite
Gerit Hersteller
Ultra-Turrax Ultra-Turrax T25, IKA Labortechnik, Staufen
UV-Crosslinker UV Stratalinker™ 2400, Stratagene, Heidelberg
Phosphoimager Storm 840, Molecular dynamics, USA
UV-Photometer Ultrpspec 3000pro, Amersham, Hanau
Geldokumentation Eagle EYE II, Stratagene, Heidelberg
DurchfluBzytometer FACScalibur, Becton Dickinson, USA
Mikroskope Zeiss Axiovert 25, Zeiss, Jena
Zeiss Axiolab, Zeiss, Jena
LSM 510, Zeiss, Jena
PCR-Maschinen PTC-200 Peltier Thermal Cycler, Biozym, Oldendorf
TrioThermoblock, Biometra, Gottingen
Elektroporatorations Gerit Gene Pulser, BioRad, Miinchen
Fluorometer VersaFluorTM, BioRad, Miinchen
MACS Miltenyi, Bergisch-Gladbach
Brutschrank Cytoperm 2, Heraeus, Hanau
Elektrophorese von DNS und RNS BioRad, Miinchen
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Kryotom

Kiihlzentrifugen (Heraeus, Sorvall)

Spannungsquelle
Sterilbank
Tischzentrifugen
ELISA-Reader

2.2 Medien und Puffer

2.2.1 Stammlosungen und Puffer

Jung CM 3000, Leica, Nussloch
Sorvall® RC 26 Plus, Heraeus, Hanau
Variofuge 3.0RS, Heraeus, Hanau

Biofuge Stratos, Heraeus, Hanau

BioRad, Miinchen

Heraeus, Hanau

Biofuge pico/fresco, Heraeus, Hanau

Tecan Sunrise

Stammlosung oder Puffer Zusammensetzung
PBS 137mM  NaCl
2,7mM  KCl
80,9 mM NazHPO4
,5mM  KH,PO4
pH: 7,4
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 50% (v/v) Phenol pH: 8,0
48% (V/Vv) Chloroform
2% (v/v)  Isoamylalkohol
TE-Puffer 10 mM Tris pH: 8,0
ImM  EDTA pH: 8,0
TNE-Puffer 10 mM Tris pH: 8,0
100 mM  NaCl
ImM  EDTA pH: 8,0
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Transferpuffer (Southern)

Neutralisationslosung (Southern)

Hybridisierungslosung (Southern)

Proteinase K

0,4 N
0,6 M

0,5M
IM

1M

50 mM
10% (w/v)
1% (wW/v)
0,5 mg

10 mg/ml

Verdaulosung (fiir die Isolierung chromosomaler DNS)

1. SNET-Puffer fur Southern

II. fir PCR-Typisierung

III. Lysis-Puffer fiir ES-Zellen
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20 mM
5mM
400 mM
1% (wW/v)
400 pg/ml

100 mM
5mM

200 mM
0,2% (w/v)
100 pg/ml

500 pl
50 ul
7,5 ul

NaOH
NaCl

Tris pH: 7
NaCl

NaCl

Tris pH: 7,5
Dextransulfat
SDS
ssDNS/ml

n Hzobidest gelé st

Tris pH: 8,0
EDTA pH: 8,0
NaCl

SDS

Proteinase K

Tris pH: 8,5
EDTA pH: 8,5
NaCl

SDS

Proteinase K

TNE
10% SDS

Proteinase K
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10x TAE-Puffer 04M Tris pH: 8,0
0,01 M EDTA
0,2M  Eisessig

6x DNS Auftragspuffer 15%  Ficoll Typ 400
0,05%  Bromphenolblau
0,05%  Xylencyanol

10x MOPS-Puffer 200 mM MOPS
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA pH:7,2

20x SSC 3M  NaCl

0,3 M Trinatriumcitrat

20x SSPE 3iM NaCl
0,2 M NaH2P04
0,02M  EDTA pH: 7,4

Waschpuffer (Southern)
L 2x  SSC
0,1% (w/v) ~ SDS

II. 0,5x  SSC
0,1% (w/v) ~ SDS

FACS-Puffer Ix  PBS
0,5% (w/v) BSA
0,01% (w/v)  Natriumazid

10x PCR-Puffer 500 mM  Tris pH: 8,3
33mM  MgCl
200mM  (NH4),SO;
75 mM  [B-Mercaptoethanol
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Erythrozyten Lysepuffer

Methylenblau Farbelosung

50 x Denhardts

Kollagenase-Losung

1,55M
100 mM
10 mM

0,5 M
0,04% (W/v)

1% (wW/v)
1% (wW/v)
1% (wW/v)

1 mg/ml
200 U/ml

1x

Hybridisierungslosung (Northern) 5x

Waschlosung (Northern)

L

IL.

III.

Transferpuffer (northern)

5x

1% (w/v)
10% (w/v)
50% (v/v)

2x

2x
2% (W/v)

0,1x

10x
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NH4Cl
KHCO;
EDTA
pH: 7,2

Natriumacetat pH: 4,8
Methylenblau

Polyvinylpyrrolidon
Ficoll Typ 400
BSA

Kollagenase Typ VIII
DNAse [
PBS

SSPE
Denhardts
SDS
Dextransulfat
Formamid

SSPE

SSPE
SDS

SSPE

SSC
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dNTP-Mix

RNS-Elektrophoresepuffer

MACS-Puffer

Puffer-P1

Puffer-P2

Puffer-P3

Puffer-QBT

Puffer-QC

Puffer-QF

1 mM
1 mM
1 mM
1 mM

1x

1x
2 mM
0,5% (w/v)

50 mM
10 mM
100 pg/ml

200 mM
1% (wW/v)

3.,0M

750 mM

50 mM
15% (v/v)
0,15% (v/v)

1,0M
50 mM
15% (v/v)

1,25 M

50 mM
15% (v/v)
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dATP
dCTP
dTTP
dGTP

MOPS

PBS
EDTA
BSA

Tris pH: 8,0
EDTA
RNase A

NaOH
SDS

Kaliumacetat

pH: 5,5

NaCl
MOPS pH: 7,0
Isopropanol

Triton X-100

NaCl
MOPS pH: 7,0

Isopropanol

NaCl
Tris pH: 8,5

Isopropanol
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4% Paraformaldehyd-Losung

4% (W/v)

1x

Paraformaldehyd
PBS

bis ca. 65°C erhitzen, 1 N NaOH zutropfen bis sich das Paraformaldehyd geldst hat

5% Sucrose-Losung

10% Sucrose-Losung

20% Sucrose-Losung

TRIS/TWEEN

TRIS/TWEEN/1% BSA

Einbettmedium

EMA-Mischung

2.2.2 Medien fiir die Bakterienkultur

Zur Anzucht der Bakterien (E.coli) flir die Klonierungen wurde ausschlieBlich Luria-Bertani (LB)

Medium verwendet
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5 % (W/v)

1x

10 % (w/v)

1x

20 % (w/v)

1x

0,01 M
0,05% (v/v)

1x

1 % (W/v)

33%
66%.

2 ml
2 ul
20 pl

Sucrose

PBS

Sucrose

PBS

Sucrose

PBS

Tris pH: 7,6
Tween 20

TRIS/TWEEN
BSA

Tissue Tek

20% Sucrose-Losung

FACS Puffer
EMA
Fc-Block
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LB-Medium 10g Trypton
S5g  Hefeextrakt
10g  NaCl
ad 11 HyOpigest
LB-Festmedium 15¢g Bactoagar
Brain-heart infusion agar (BHI-Agar) 37g/1  Brain-heart Infusion

Das Medium wurde durch autoklavieren (121°C/1 bar/20 min) sterilisiert. Fiir die Herstellung von

LB-Festmedium flir Agarplatten wurde der Bactoagar vor dem Autoklavieren zugegeben.

Zur positiven Selektion plasmidhaltiger Bakterien wurden dem Medium folgende Antibiotika

beigefligt

Tabelle 2.1: verwendete Antibiotika

Stammlosung Endkonzentration
Ampicillin 50 mg/ml in HOpigest 100 pg/ml
Chloramphenicol 25 mg/ml in Ethanol 12,5pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml in HyOpjgest 100pg/ml

Um positive Klone langfristig zu konservieren, wurden Glycerin-Stocks von Ubernacht-Kulturen
angelegt:

20% steriles Glyzerin

30% LB-Medium

50%  LB-Medium aus Ubernacht-Kultur

Die Glycerin-Stocks wurden bei -80°C aufbewahrt
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2.2.2 Medien fiir die Zellkultur

Zur Kultivierung der in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden folgende Medien und Zusdtze

verwendet:

Tabelle 2.2: Zusammensetzung der Zellkulturmedien

Zelltypen

ES EF DC T 293 Milzzellsuspensionen
Basismedium DMEM DMEM DMEM DMEM  RPMI1640
Zusitze
FCS 15% 5% 10% 10% 10%
L-Glutamin 2 mM 2 mM 2 mM 2 mM 2 mM
Penicillin 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml
Streptomicin 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml
B-ME 0,05mM 0,05mM 0,05mM 0,05mM 0,05 mM
GM-CSF’ 10%
LIF" 1%

*

GM-CSF wurde als Kulturiiberstand des GM-CSF produzierenden Klons X63Ag8-653
zugesetzt.

™ LIF wurde als Kulturiiberstand des LIF produzierenden Klons CHO-LIF-D zugesetzt.

2.3 Bakterienstimme, Zelllinien und Versuchstiere

2.3.1 Bakterienstimme

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind unter Angabe des Genotyps in Tabelle

2.3. aufgelistet.
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Tabelle 2.3: Bakterienstimme

Bakterienstamm | Genotyp

E. coliTOP10 |F mcrA A(mmr-hsdRMS-mcrBC) $©80lacZAMI15 AlacX74 recAl deoR
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str™) endAl nupG

E. coli DH5a F ®80dlacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(rx
,mg ) phoA supE44 X" thi-1 gyrA96 relAl

E. coliDH10B |F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80d lacZ AMI15 AlacX74 endAl
recAl deoR A(ara, leu)7697 araD139 galU galK nupG rpsL

Fir die Listerieninfektionen wurde der Ovalbumin sekretierende Listerienstam L.m.ova

verwendet

Listeria monocytogenes-ova Ref.: Pope et al., 2001

2.3.2 Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen und Zelllinien sind in Tabelle 2.4 aufgelistet.

Tabelle 2.4: Zellen und Zelllinien

Zelllinie Herkunft

T 293 humane embryonale Nierenzelllinie

DC Kultivierung aus Knochenmarksvorlduferzellen mit GM-CSF

EF-Zellen embryonale Fibroblasten am Tag 14.5 Postcoitus aus CDI1
Embryonen

ES-Zellen E14.1 |embryonale Stammzellen aus dem Mausstamm 129/0Ola
gewonnen

2.3.3 Versuchstiere

Alle Méuse wurden im spezifisch pathogenfreien (SPF) Bereich des Instituts fiir Medizinische
Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene der Technischen Universitdit Miinchen geziichtet und

gehalten.
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Als Blastozystenspender dienten C57BL/6 Maiuse, als Ammenmiitter (C57BL/6 x BALB/c)F1
Tiere. Die A21/D2-EGFP Mutation wurde auf den C57BL/6 Stamm riickgekreuzt ausgehend von
(C57BL/6 x 129/01a) F1 A21/D2-EGFP Maiusen.

Zur Elimination der Neomycin-Resistenzkassette wurden A21/D2-EGFP (C57BL/6 x 1290la)F1
Tiere mit Deleter Mdusen (Rajewsky et al., 1996; Sternberg, 1981; Sternberg and Hamilton, 1981;
Sternberg et al., 1981) oder CD11c cre3 Méusen (Forster, 1. unveroffentlicht) gekreuzt. Daraus
resultierende Tiere wurden mittels Southernblot Analyse oder PCR-Typisierung auf eine
erfolgreiche Deletion der Neomycin-Resistenzkassette untersucht.

Fiir die Kolitis-Experimente wurden C57BL/6 und BALB/c Wildtypmiuse, sowie IL-18*
(Hochholzer et al., 2000) Miuse auf C57BL/6 bzw. BALB/c Hintergrund verwendet. Fiir die
Transferkolitis wurden RAG1** (Mombaerts et al., 1992), sowie RAG1**°IL-18"*° Mause
verwendet.

Fir die Listerienexperimente wurden C57BL/6 sowie IL-18*° Miuse auf dem C57BL/6
Hintergrund verwendet und im S2 Bereich des Instituts fiir Medizinische Mikrobiologie,

Immunologie und Hygiene der Technischen Universitit Miinchen gehalten.

2.4 Primer und Antikorper

2.4.1 Primer

Alle in diesem Kapitel aufgefiihrten Primer wurden von der Firma TIB Molbiol (Berlin) oder
MWG (Ebersberg) hergestellt.

Die Primer wurden nach Erhalt in HyOpigest in einer Konzentration von 100 pmol/pl geldst und bei
-20°C aufbewabhrt.

Die in Tabelle 2.5 aufgelisteten Primer wurden fiir die Generierung des A21/D2-EGFP
Rekombinationsvektors benutzt. Wurden durch die Primer zusétzliche Schnittstellen eingefiihrt,

sind diese grau unterlegt.

Tabelle 2.5: Primer zur Generierung des A21/D2-EGFP Rekombinationsvektors

Primername | Sequenz (5' - 3') Verwendung

PMLCla2 NNN NAT CGA TGI TAT GIA TTT TGA GIA CC Klonierung kurzer Arm (Clal)
PMBam?2 NNN NGG ATC CGI' AAG TAA CCT GIT TGG Klonierung kurzer Arm (BamHI)
PMHyb1 AAT AGA TGC ATA CTG TCT CG Hybridisierungs-PCR

PMHyb2 CTC ACC ATG GIG GCG GGA GAT CCT TGC AGA Hybridisierungs-PCR
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PMHyb3 | TCT GCA AGC ATC TCC OGC CAC CAT GGI GAG | Hybridisierungs-PCR

PMHyb4 NNN NAC TAG TGC AGT GAA AAA AAT GCT TTA Hybridisierungs-PCR (Spel)

Abkiirzung fiir degenerierte Basen: N: A/T/G/C

Tabelle 2.6:Primer zur Charakterisierung des A21/D2 Gen-Lokus

Primername | Sequenz (5' - 3') Verwendung

PM10F TGA CTG GGA CTC CAT TGA TAC CT Charakterisierung A21/D2 Gen-Lokus
PMI1IR AAC TTC CTA TCC AGG TTC CGA TG Charakterisierung A21/D2 Gen-Lokus
PM12F CTC CTA ATG ATG AAG ACT GG CC Charakterisierung A21/D2 Gen-Lokus
PM13F TTC GGA GAC AGG AAA TGG CC Charakterisierung A21/D2 Gen-Lokus
PM14F AGI CAC GAC AGC CAC TCG G Charakterisierung A21/D2 Gen-Lokus
PMI15R GGTI ATA GIT GCT CTG AGA CGG AGG Charakterisierung A21/D2 Gen-Lokus

Die in Tabelle 2.7 aufgefiihrten Primer wurden zur Klonierung von Southernblot-Sonden zur

Charakterisierung der BAC-Klone verwendet.

Tabelle 2.7: Primer fiir Sonden zur Charakterisierung der BAC-Klone

Primername | Sequenz (5'-3'") Verwendung

A21P1 CTC CGT CTC AGA GCA ACT ATA CC PCR-Primer fiir Southernblot-Sonde
A21P6 AAC AGG TCG GCC ACT GAC TT PCR-Primer fiir Southernblot-Sonde
PH1 ATG ATG TGG AAA ATG GGA CC Primer fiir Oligo-Southernblot

PH2 TCA TCC TGG TAG CCA TCC TGG Primer fiir Oligo-Southernblot

Die in Tabelle 2.8 aufgefiihrten Primer wurden in der sogenannten "Screening-PCR" zum
Nachweis der homologen Rekombination des A21/D2-EGFP Rekombinationsvektors in ES-Zellen

eingesetzt.

Tabelle 2.8: Primer fiir die "Screening-PCR"

Primername | Sequenz (5'-3") Verwendung

NEO GCA TGC TCC AGA CTG CCT TG Primer fiir homologe Rekombination
WT-A21 TTC AGA AGA ATG GGTI GIG GIC C Primer fiir homologe Rekombination
WT-TestA21 |GCA GGA TGA CAA TCA GAA CCC C Kontroll-Primer

TV-TestML GGG AAC AAA AGC TGG TCG AG Kontroll-Primer
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In Tabelle 2.9 sind die Primer aufgelistet, die fiir die Klonierung der Southernblot-Sonde fiir den

Nachweis der homologen Rekombination in A21/D2-EGFP Méusen verwendet wurden

Tabelle 2.9: Primer fiir die A21/D2-EGFP Typisierungs-Sonde

Primername | Sequenz (5'-3") Verwendung
A21-SonFor |AAG TTC ATA TTG GGI' GAG ACT TT PCR-Primer fiir Typisierungs-Sonde
A21-SonRev | TCT AGG ACA TGI TCC ACC CAG PCR-Primer fiir Typisierungs-Sonde

Die in Tabelle 2.10 aufgelisteten Primer wurden zur PCR-Typisierung zum Nachweis der
homologen Rekombination in A21/D2-EGFP Méusen verwendet. Zu diesem Zweck wurden drei
Primerpaare benutzt, die fiir das Wildtyp-Allel (WT), das rekombinierte Allel mit Neomycin-

Resistenzkassette (+NEQO) und das rekombinierte Allel, bei dem die Neomycin-Resistenzkassette

deletiert wurde (-NEQ), spezifisch sind.

Tabelle 2.10: Primer fiir die PCR-Typisierung der A21/D2-EGFP Miiuse

Primername |Sequenz (5'-3") Verwendung

A21WTF1 GCA GERA TGA CAA TCA GAA GCC C PCR-Typisierung (WT)
A21WTBI1 TTC AGA AGA ATG GGTI GIG GIC C PCR-Typisierung (WT)
A21KO4F1 TCC AGA CTG CCT TGG GAA AAG C PCR-Typisierung (+NEO)
A21KO4B1 TTC AGA AGA ATG GGT GIG GIC C PCR-Typisierung (+NEO)
A21KO5F4 AAA AAA CCT CCC ACA CCT CCC C PCR-Typisierung (-NEO)
A21KO5B17 |CCA GAG CCA GTA ACT CAA TCC AAT G PCR-Typisierung (-NEO)

Tabelle 2.11: Primer zur Durchfiihrung der A21/D2 RT-PCR

Primername | Sequenz (5'-3") Verwendung

A21RTforw |GAC CAA ACA GGA GAA AGA C Primer fir A21/D2 RT-PCR
A21RTrev AGC TTT ACGC AGA TGA AGG GG Primer fir A21/D2 RT-PCR
bACTINforw |GIG ACG AGG CCC AGA GCA ARA G Primer fiir B-Actin RT-PCR
bACTINrev |AGG GBC CGG ACT CAT CGI ACT C Primer fiir B-Actin RT-PCR

In Tabelle 2.12 sind die Mutagenese-Primer flir die Herstellung des A21/D2-pEGFP-N1 Klons

aufgelistet.
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Tabelle 2.12: Mutagenese-Primer fiir die Herstellung des A21/D2-pEGFP-N1 Klons

Primername | Sequenz (5' - 3') Verwendung

A21(F)N1 AAA ACG GTA CCG ATG ATG TGG AAA ATG GGA CCC CAC| A21-eGFP-NI (Kpnl)

A21(R)N1 AAA TGG ATC CCC TCC GTA AGG GTA TCC ATG GIG GTA| A21-eGFP-N1 (BamHI)

Tabelle 2.13: Sequenzierprimer

Primername | Sequenz (5' - 3') Verwendung

T3 ATT AAC CCT CAC TAA AGG (A Sequenzierung
T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG Sequenzierung
M13-FP TGT AAA ACG ACG GCC AGT Sequenzierung
M13-RP CAG GAA ACA CCT ATG ACC Sequenzierung
Tabelle 2.14: Typisierungsprimer fiir IL-18 und RAG1 Miiuse

Primername | Sequenz (5' - 3') Verwendung
IGIF-WT-R |TGG TGA GGI' TCT TCC TCA GAG IL-18 WT-Primer
NEO-1500 |TCG CCT TCT ATC GCC TTC TTG IL-18 KO-Primer
K.O.F AGA CAT ATC CGC TGT CAG CTG IL-18 WT-Primer
RAGI1 AGA CAC AAC GGC TTG CAA CAC AG RAG-Typisierung
RAG2 TGC CGA GAA AGI CCT TCT GCC AG RAG-Typisierung
RAG3 GIG GAA TGA GIG CGA GCC CAG A RAG-Typisierung
2.4.2 Antikorper

Tabelle 2.15: Verwendete Antikorper

Antikorper Konjugat Klon/Spezies Quelle
Streptavidin FITC/PE/APC - Molecular Probes
Streptavidin ALEXA647 - Molecular Probes
Streptavidin Microbeads - Miltenyi

CDh4 Microbeads - Miltenyi
Anti-Maus-IgG ALEXAS546 Ziege polyklonal Molecular Probes
Anti-Maus Pan NK cells FITC DX5/ Ratte Pharmingen
Anti-Maus MHC-II(I-A) Biotin 25-9-17/ Maus Pharmingen
Anti-Maus Grl Biotin RB6-8C5/ Ratte Pharmingen
Anti-Maus F4/80 Biotin CI:A3-1(F4/80)/ Ratte Serotec
Anti-Maus CD86 FITC/PE GL1/ Ratte Pharmingen
Anti-Maus CD80 PE 16-10A1/ Hamster Pharmingen
Anti-Maus CD8a APC 53-6.7/ Ratte Pharmingen/Caltag
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Anti-Maus CD69 PE H1.2F3/ Hamster Pharmingen
Anti-Maus CD45RA PE 14.8/ Ratte Pharmingen
Anti-Maus CD45R/B220 Biotin/PE RA3-6B2/ Ratte Pharmingen
Anti-Maus CD45 Biotin 30-F11/ Ratte Pharmingen
Anti-Maus CD40 Biotin 3/23/ Ratte Pharmingen
Anti-Maus CD4 FITC/PE/APC GK1.5/ Ratte Pharmingen
Anti-Maus CD4 Cy5.5-PE RM4-5/ Ratte Pharmingen
Anti-Maus CD19 PE 1D3/ Ratte Pharmingen
Anti-Maus CD16/32 unkonjugiert 2.4G2/ Ratte Pharmingen
Anti-Maus CD135 PE A2F10.1/ Ratte Pharmingen
Anti-Maus CDl1l1c FITC/PE/APC HL3/ Hamster Pharmingen
Anti-Maus CD117 Biotin 2B8/ Ratte Pharmingen
Anti-Kaninchen-IgG Biotin Ziege polyklonal Jackson Laboratories
Anti-Kaninchen-IgG ALEXAS546 Ziege polyklonal Molecular Probes
Anti-Human Golgin 97 unkonjugiert CDF4/ Maus Molecular Probes
Anti-Human calreticulin unkonjugiert Clone 16/ Maus Pharmingen
Anti-GFP unkonjugiert Kaninchen polyklonal Abcam
Anti-Maus Neutrophile Biotin 7/4 Ratte Linearis
MHC-I-Tetramer PE Inst. f. Med. Mikrob (Dr. D.H. Busch)

Anti-Maus-IL-18

SK113AE-4; eigene Herstellung
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2.5 Plasmidvektoren

2.5.1 Ausgangsvektoren

Tabelle 2.16: Verwendete Plasmid Ausgangsvektoren

Name Eigenschaften Referenz

pCR®2.1-TOPO | Vektor zur direkten Klonierung von PCR Produkten. | Invitrogen
AmpR, KanR, LacZa, fl ori, pUC ori, 3,9 kb

pBluescriptlIKS - | Vektor zur Klonierung von DNS-Fragmenten. AmpR, | Stratagene
lacZa-Fragment, f1-ori, pUC ori, lac Promotor, 3.0 kb

pEGFP-N1 KanR, NeoR, HSV-TK, pUC ori, CMV-Promotor, | Clontech
EGFP, SV 40 Poly-A, fl ori, SV 40 ori, 4,7 kb

pEasyflox Basisvektor fiir die Konstruktion des A21/D2-EGFP |Institut fur
Rekombinationsvektors. Genetik,
AmpR, loxP flankierte NeoR, HSV-TK, 6,8 kb Universitat

Koéln

pBeloBACII BAC mit F-factor origin, chloramphenicolR, 7,5 kb Caltech

#26134 pBeloBACII aus der Caltech CitbCJ7 (ES-Zellen/129Sv)

#26135 Maus BAC-Bibliothek, Insertgro3e ca. 130 kb

#26136

Clone 13 Plasmid-Klon aus A-Phagen cDNS Bibliothek, enthilt |-

A21/D2 cDNS Sequenz
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2.5.2 Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Vektoren

Tabelle 2.17: Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Vektoren

Name Beschreibung

A21/D2-EGFP pEasyflox+langer Arm+EGFP+loxP-NEO-loxP+kurzer Arm, 12,5 kb
Rekombinations-

vektor

A21/D2-pEGFP-
N1

pEGFP-N1 mit der A21/D2 ¢cDNS (ORF). 5' im Leseraster vor EGFP
kloniert, 7,6 kb

A21/D2 PCR-

screening sonde

PCR2.1-TOPO; Insert: kurzer Arm, 4,8 kb

A21/D2 Northern-

sonde

pBS; Insert: 0,3 kb Sequenz aus dem 3' Bereich der A21/D2 cDNS-

Sequenz

2.6 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

2.6.1 Isolierung von Plasmid DNS

Plasmid DNS

Um Plasmid DNS fiir Klonierungen und Sequenzierungen zu isolieren, wurden, je nach Menge
der bendtigten DNS, Mini- oder Maxi-Plasmidisolierungs Kits der Firma Quiagen verwendet. Die

DNS Isolierung erfolgte dabei nach den Angaben des Herstellers unter Verwendung der

mitgelieferten Puffer und Losungen.

BAC-Isolierung

Bei dem hier beschriebenen Protokoll zur Isolierung von BAC-Plasmiden handelt es sich um ein
abgewandeltes Protokoll zur Isolierung von Low-Copy Plasmiden der Firma Quiagen. Nach dem
Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim and Doly,
denaturierenden Bedingungen fiir RNS, DNS und Proteine durch SDS in Gegenwart von NaOH in
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der Kilte lysiert. Die anschlieBende Neutralisation fiithrt zur Koprézipitation von SDS,
chromosomaler DNS und Proteinen. Die Plasmid DNS verbleibt in Losung und wird anschlieend
unter Niedrigsalz-Bedingungen an einer Anion-Austausch Matrix gebunden und nach einem
Waschschritt unter Hochsalz-Bedingungen wieder von der Matrix eluiert. Die Plasmid DNS wird
daraufhin mit Isopropanol prézipitiert und kann in einem geeigneten Puffer gelost werden.

Alle in diesem Protokoll beschriebenen Puffer und Losungen sind in Kapitel 2.2.1 aufgefiihrt.

* Vorkultur:
Eine Einzelkolonie wird von einer Bakterienplatte in eine 5 ml Fliissigkultur tiberfiihrt
(LB+Chloramphenicol) und fiir ca. 8h bei 37°C wachsen gelassen.

* Von der Vorkultur wird 1 ml zu 500 ml LB-Medium (+Chloramphenicol) gegeben und fiir
ca. 16h bei 37°C wachsen gelassen.

* Die Bakterien werden durch zentrifugieren (20 min, 4°C, 6000 x g) geerntet.

» Das Bakterien-Pellet wird in 30 ml Puffer P/ resuspendiert.

* Es werden 30 ml Puffer P2 zugegeben, geschwenkt, und flir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert.

* 30 ml kalten Puffer P3 zugeben und fiir 45 min auf Eis inkubieren, anschlieBend
abzentrifugieren (30 min, 4°C, 10 000 x g).

e Das Pellet verwerfen und Uberstand nochmals abzentrifugieren (15 min, 4°C, 10 000
UpM).

» 0,7 x Vol. Isopropanol zum Uberstand zugeben, mischen, und abzentrifugieren (45 min,
4°C, 10 000 UpM).

e Pellet in 500 pl TE-Puffer 16sen und 10 ml QBT-Puffer zugeben.

*  Quiagen Maxi-Sdule mit 10 ml QBT-Puffer equilibrieren und danach die Probe auf die
Sdule aufbringen.

e Séule mit 2 x 30 ml Puffer QC waschen und Plasmid-DNS mit 15 ml vorgewdrmten
(65°C) Puffer QF von der Sdule eluieren.

* 0,7 x Vol. Isopropanol zum Eluat zugeben, mischen, und abzentrifugieren (45 min, 4°C, 10
000 UpM).

+ Uberstand vorsichtig dekantieren und 10 ml 70% EtOH zum Pellet geben. Zentrifugieren
(15 min, 4°C, 10 000 UpM).

+ Uberstand dekantieren und Pellet ca. 10 min lufttrocknen lassen.

* Pellet anschlieBend in ca. 200 pl TE-Puffer 16sen. Lagerung bei -20°C.
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2.6.2 Isolierung chromosomaler DNS

Isolierung von chromosomaler DNS aus Mausschwanz-Biopsien

Um besonders reine DNS flir Southernblot Analysen zu gewinnen wurde folgende Methode

angewendet (Puffer und Losungen sind in Kapitel 2.1.1 aufgefiihrt):

* Mausschwanz-Biopsie in 3 ml SNET-Puffer {iber Nacht bei 55°C inkubieren.

* 3 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol zugeben und 30 min bei RT schiitteln.

* zentrifugieren (7 min, RT, 660 x g).

* obere, wissrige Phase in neues Gefil3 iiberfiihren und 1 x Vol. Isopropanol zugeben.
* zentrifugieren (25 min, 4°C, 10 000 UpM).

+ Uberstand dekantieren und mit 1 ml 70% EtOH waschen (5 min, 4°C, 10 000 UpM).
Uberstand dekantieren und Pellet lufttrocknen lassen.

e Pellet in ca. 500 pl TE-Puffer 16sen.

Fiir den Einsatz in der Typisierungs-PCR wurde folgend Methode als einfache und schnelle
Moglichkeit verwendet, eine ausreichende Menge genomischer DNS aus einem mit Proteinase K
verdautem Stiick Mausschwanz zu priparieren (Puffer und Losungen sind in Kapitel 2.1.1

aufgefiihrt):

* Mausschwanz-Biopsie mit 500l Lysis-Puffer iiber Nacht bei 55°C inkubieren.

+ Zentrifugieren (10 min, 4°C, 13 000 UpM) und dekantieren des Uberstandes in ein mit
500pl Isopropanol gefiilltes Eppendorf-Réhrchen (DNS fallt aus).

* Die ausgefillte DNS wird mit einer Plastik-Pipettenspitze gefischt und in 250ul TE-Puffer
iiberfithrt. Das Losen der DNS erfolgt entweder fiir 5 min bei 55°C oder bei 4°C iiber
Nacht.
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Isolierung von chromosomaler DNS aus ES-Zellen

* ES-Zellen (von einer dicht bewachsenen 10 cm Zellkulturschale) in 1,5 ml Lysis-Puffer
(Kapitel 2.1.1) resuspendieren und iiber Nacht bei 55°C inkubieren.

* zentrifugieren (5 min, 13 000 UpM) und gleiches Vol. Phenol/Chloroform/ Isoamylalkohol
zugeben und kurz vortexen.

» zentrifugieren (10 min, 13 000 UpM) und obere, wissrige Phase mit einer abgeschnittenen
Pipettenspitze vorsichtig abnehmen.

e 2 x Vol kalten EtOHuus zugeben, schiitteln, und DNS mit einer Pipettenspitze
herausfischen.

* DNS in 70% EtOH waschen und in ca. 200 pul TE-Puffer 16sen.

2.6.3 Agarosegelelektrophorese

Analytische Agarosegelelektrophorese

Die Elektrophorese ist die wichtigste Methode zur Analyse von Nukleinsduren. Da Nukleinsduren
in Folge der negativ geladenen Phosphatgruppen ihres Zucker-Phosphat-Riickrats in einem
elektrischen Feld in Richtung der Anode wandern, konnen sie in einem festen Tragermaterial
aufgrund von Siebeffekten ihrer GroBe nach aufgetrennt werden. Bei dem Trégermaterial handelt
es sich meistens um Agarose, ein Polymer, das aus verschieden verkniipften Galaktoseeinheiten
besteht. Bei der Auftrennung besteht iiber einen weiten GroBBenbereich der DNS eine (empirisch
beobachtete) lineare Abhingigkeit zwischen dem Logarithmus (Logio) der Lange des Fragments
(in Bp) und der relativen Wanderungsstrecke im Agarosegel. Um die DNS sichtbar zu machen,
mischt man Ethidiumbromid in das Gel. Dabei handelt es sich um einen Farbstoff, der aufgrund
seiner planaren Struktur zwischen die Basen der DNS interkalieren kann. Der interkalierte
Farbstoff kann durch UV-Licht (245-366 nm) angeregt werden und emittiert Licht im orange roten
Bereich (590 nm). Das Auftrennungsmuster kann dadurch auch photographisch festgehalten

werden.

*  0,8-2% (w/v) Agarose in TAE-Puffer aufkochen bis eine klare homogene Losung entsteht
* nach Abkiihlen auf Handwirme Ethidiumbromid (4 pg/ml) zugeben, dann in eine

Gelwanne mit den gewiinschten Kdmmen gieBen und verfestigen lassen
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* die Gelwanne mit dem erstarrten Gel in eine Elektrophorese Apparatur einsetzen und mit
TAE-Puffer iiberschichten.

* DNS-Proben 1:6 mit Auftragspuffer mischen und in die Geltaschen pipettieren.

* die Elektrophorese wird je nach Kammergrof3e bei 80-150 Volt durchgefiihrt.

* das in die doppelstringige DNS eingelagerte Ethidiumbromid fluoresziert bei UV-
Bestrahlung (Transilluminator, 280 nm) und das Bandenmuster kann photographisch
dokumentiert werden.

e fiir eine Auswertung der Bandenmuster mittels Computerprogrammen (z.B. Adobe

Photoshop™) wurden die Daten zusitzlich auf Diskette gespeichert.

Priparative Agarosegelelektrophorese

Zu praparativen Zwecken wurden mehrere Taschen der Kdmme abgeklebt, um groflere Mengen an
DNS auftragen zu konnen. AnschlieBend wurde die Gelelektrophorese (s.0.) durchgefiihrt. Die
gewlinschten Banden im Gel wurden unter langwelliger UV-Beleuchtung (325 nm)
ausgeschnitten. Aus dem Isolierten Gelstiick wurde die DNS mittels eines QIAquick Gelextraction
Kits (Quiagen) gewonnen. Die Vorgehensweise entsprach der dem Kit beiliegenden Anleitung des

Herstellers.

Bestimmung der Fragmentgrofien

Durch einen internen Standard im Gel kann die GroBe der DNS-Molekiile und gegebenenfalls
auch deren Konzentration bestimmt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die 1 kb-Leiter und
A-Hind-Marker (Invitrogen) verwendet.

Fragmentgrofen der 1 kb-Leiter (bp):

12216, 11198, 10180, 9162, 8144, 7126, 6108, 5090, 4072, 3053, 2036, 1636, 1018,517/506, 396,
344, 298, 220/201, 154/134, 75

Fragmentgrofen des A-Hind Markers (bp):

23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564
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2.6.4 Enzymatische Behandlung von DNS

Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen vom Typ II wurden urspriinglich in Bakterien identifiziert. Sie binden
zumeist als Homodimere spezifisch an vier bis acht Basenpaar lange palindromische Sequenzen
doppelstrangiger DNS. Sie hydrolysieren die Phosphodiesterbindung beider Stringe, wobei DNS
Molekiile mit definierten, meistens {iberhdngenden Enden entstehen, die sich zu
Klonierungszwecken eignen.

In dieser Arbeit wurden fast ausschlieBlich Restriktionsendonukleasen von der Firma Invitrogen
verwendet, die mit dem entsprechenden Reaktionspuffer geliefert wurden. Fiir den Totalverdau
von gereinigter DNS wurden 2-5 Einheiten (units) Enzym pro pg Plasmid DNS und bis zu 10

Einheiten Enzym pro plg genomischer DNS eingesetzt.

Tabelle 2.18: Allgemeiner Ansatz von Restriktionsverdaus

Verdau von Plasmid DNS Verdau von genomischer DNS
DNS 1-5 pg 10-20 pg
10 x Reaktionspuffer 2 ul 10 pl
Enzym 2-5 Einheiten/ug DNS bis 10 Einheiten/pig DNS
H2Opidest ad 20pl ad 100 pl

Die Ansdtze wurden fir den Verdau von Plasmid DNS ca. 1-2 Stunden, fir den Verdau von
genomischer DNS 6-12 Stunden bei geeigneter Temperatur (in den meisten Féllen 37°C)

inkubiert.

Dephosphorylierung von DNS

Um eine Selbstligation des Vektors mit kompatiblen Enden zu vermeiden und eine
intermolekulare Ligation zwischen Vektor und DNS-Fragment zu begiinstigen, wurden in einigen
Fillen die 5'-Enden des Vektors dephosphoryliert. Nach dem Restriktionsverdau, bzw. der
Linearisierung des Vektors, wurde dem Ansatz eine Einheit Bakterielle Alkalische Phosphatase

(BAP) zugegeben und der Ansatz fiir mindestens eine Stunde bei 65°C inkubiert. Zur Entfernung
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der Enzyme wurde der Ansatz anschlieBend liber eine préiparative Agarosegelelektrophorese

(2.6.3) aufgereinigt.

Ligation von DNS-Molekiilen

DNS Ligations Kit (TaKaRa Biomedicals)

In diesem Kit wird die DNS-Ligase des Bakteriophagen T4 (T4 DNS-Ligase) zusammen mit

einem optimierten Puffersystem benutzt.

Durchfiihrung:

¢ Vektor und Insert im molaren Verhédltnis 1:3 bis 1:10 in einem Gesamtvolumen zwischen
5-10 pl mischen.
* gleiches Volumen Solution I (TaKaRa) zugeben und vermischen.

+ Inkubation bei 16°C fiir 30 min, evtl. auch linger (UN).

Der Ligationsansatz kann direkt zur Transformation in kompetente Bakterien eingesetzt werden

(Kapitel 2.6.5).

TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen)

Bei Klonierungen von PCR Produkten in den Vektor pCR 2.1-TOPO (Kapitel 2.5.1) wird die
Eigenschaft der 7Taq Polymerase, an jedes 3' Ende eines PCR Produkts ein einzelnes
Desoxyadenosin (A) anzuhdngen, ausgeniitzt. Der Vektor pCR 2.1-TOPO ist linearisiert und
besitzt iiberhdngende 3' Desoxythymidin-Nukleotide. Aullerdem ist der Vektor durch kovalent
gebundene Topoisomerase aus Vaccina virus "aktiviert". Die Energie dieser kovalenten Bindung
kann zu Ligation des PCR-Fragmentes in den Vektor genutzt werden (Shuman, 1991; Shuman,

1994).
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Tabelle 2.19: TOPO TA Cloning

PCR Produkt 0,5 bis 4 pl
Salzlosung 1l
H2Opidest ad 5 ul
pCR 2.1-TOPO 1 ul

Den Reaktionsansatz vermischen und fiir 5-30 min bei Raumtemperatur inkubieren. Der

Reaktionsansatz kann direkt zur Transformation in kompetente Bakterien eingesetzt werden

(Kapitel 2.6.5).

2.6.5 Transformation von E.coli mit Plasmid-Vektoren

Es wurden durch CaCl, Behandlung kompetent gemachte E. coli Zellen benutzt, die durch einen

kurzen Hitzeschock mit Plasmid DNS transformiert werden konnen (Cohen et al., 1972; Hanahan,

1983).

Durchfiihrung:

e 50-100 pl kompetente Bakterien (Lagerung bei -80°C) auf Eis auftauen lassen.

* Ligationsansatz (1-10 ng DNS) bzw. 2 pl aus TOPO-TA Klonierung (s.0.) zu den

Bakterien pipettieren und mischen.
e Inkubation fir 30 min auf Eis.
e Hitzeschock: fiir 30-45 sec. bei 42°C.

e 2 min auf Eis inkubieren.

* 0,9 ml S.0.C. Medium zugeben und fiir 1 Stunde bei 37°C schiitteln lassen.

+ 100 pl und 200 pl ausplattieren und UN unter Selektionsdruck wachsen lassen.

2.6.6 Southernblot Analyse

Southern Transfer und Hybridisierung (Southern, 1975) kann zum Nachweis von spezifischen

DNS-Sequenzen innerhalb groBerer DNS-Fragmente, wie z.B. genomischer DNS dienen. Dazu
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bendtigt man spezifische DNS-Sonden, die durch DNS/DNS-Hybridisierung an die zuvor auf
einer Nylonmembran immobilisierten komplementdren DNS-Fragmente binden. Die Detektion
wird durch den Gebrauch radioaktiv markierter Sonden moglich.

Die bei der hier beschriebenen Methode bendtigten Puffer und Losungen sind unter 2.2.1
beschrieben.

Restriktionsverdau und Agarosegelelektrophorese

Zunichst werden 10-20 pg DNS mit einem oder mehreren Restriktionsendonukleasen wie in

Kapitel 2.6.4 beschrieben verdaut. Danach wird die DNS prézipitiert:

* 0,1 x Vol. 3M NaAcetat (pH: 5,2) und 2,5 x Vol. Isopropanol zugeben.
* vortexen und 30 min bei -70°C inkubieren.

e abzentrifugieren (45 min, 4°C, 13 000 UpM).

e Pellet mit 500 pl 70% EtOH waschen und lufttrocknen lassen.

Pellet in 20-30 pl TE-Puffer aufnehmen.

Danach wird die DNS iiber eine Agarosegelelektrophorese (Kapitel 2.6.3) aufgetrennt.

Alkalischer DNS-Transfer auf Nylonmembranen

Durch die folgende Sdure- und Alikalibehandlung des Gels werden die DNS Fragmente in kleine
Stiicke zerlegt und denaturiert. Durch einen Kapillarblot werden sie auf eine Nylonmembran
transferiert, so dass eine Replika des Fragmentmusters des Agarosegels auf dem Filter entsteht

(Meinkoth and Wahl, 1984; Wahl et al., 1979).

Durchfiihrung:

* das Gel zur partiellen Depurinierung etwa 10 min in 0,25 N HCI schwenken.

» das Gel zur Denaturierung und Spaltung an den depurinierten Stellen etwa 10 min in
Transferpuffer schwenken.

* Nylonmembran auf die gleiche Grofle des Gels zurechtschneiden und ca. 5 min in
Transferpuffer dquilibrieren.
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Autbau des (downward) Kapillarblots (Koetsier et al., 1993):

» folgende Schichten werden luftblasenfrei aufgeschichtet:
* ca. 10 cm Zellstoffpapier
* 5 Lagen trockenes Whatman Papier
* 2 Lagen befeuchtetes (Transferpuffer) Whatman Papier
* Nylonmembran
* Gel (Oberseite zeigt nach oben)
* 2 Lagen befeuchtetes Whatman Papier
* ein mit Transferpuffer befeuchtetes Whatman Papier, dessen eines Ende in
einen Wanne mit Transferpuffer getaucht ist
* Glasplatte
«  Der Kapillarblot wird mit ca. 0,2 kg beschwert und UN bei RT inkubiert. Durch die
Kapillarkrifte wird die Blotlosung durch die verschiedenen Schichten gesaugt und
dabei die DNS Fragmente vom Gel auf die Nylonmembran transferiert.
* die Membran kurz in Neutralisationslosung schwenken.

*  DNS durch UV-Kreuzvernetzung auf der Nylonmembran fixieren.

Radioaktive Markierung der Sonden

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Methoden verwendet DNS-Sonden radioaktiv zu

markieren:

1. Radioaktive Markierung von synthetischen Oligonukleotiden (bis ca. 30 Basenpaare)

Fiir die Charakterisierung der BAC-Klone wurden kurze synthetische Oligonukleotide als Sonden
verwendet. Da diesen Nukleotiden die Phosphatgruppe am 5' Ende fehlt, kdnnen sie durch die
Ubertragung des y->?P von [y-"*P]ATP radioaktiv markiert werden. Die Ubertragungsreaktion wird

durch die T4 Polynukleotidkinase katalysiert.
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Ansatz:

Oligonukleotid 10 pl (ca. 10 pmol)

5 x T4 Polynukleotidkinase-Puffer 5 pl

T4 Polynukleotidkinase 2 pl (entspricht 20 Einheiten)
H2Ovidest 23 ul

[y-"*P]ATP (~ 5000 Ci/mmol) 5ul (10 pmol)

* 30 min bei 37°C inkubieren.
* fiir 20 min bei 65°C inkubieren um Enzym zu deaktivieren.
« Die Aufreinigung der Oligonukleotid Sonden erfolgt mittels MicroSpin™ G-25 Siulchen

(Amersham) nach Angaben des Herstellers.

1. Radioaktive Markierung von Sonden (> 100 Basenpaare)

Zur Herstellung und Markierung dieser Sonden wird das Klenow-Fragment benutzt, welches an
einzelstringiger DNS den Komplementérstrang synthetisiert. Durch die Zugabe von radioaktiv
markierten Nukleotiden zu unmarkierten Nukleotiden, wird die neu synthetisierte DNS radioaktiv
markiert (Feinberg and Vogelstein, 1984). Bei dem hier verwendeten 'rediprime™ II random
prime labelling system' — Kit von Amersham werden bis ca. 25 ng DNS unter Verwendung von
[0-*P]dCTP radioaktiv markiert. Es wurde dabei nach dem mitgelieferten Protokoll des
Herstellers vorgegangen. Nicht eingebaute radioaktive Nukleotide wurden mit MicroSpin'™ S-200

HR Séulchen nach Angaben des Herstellers (Amersham) vom Reaktionsansatz abgetrennt.

DNS/DNS-Hybridisierung

Die DNS/DNS Hybridisierung zwischen einer markierten, einzelstringigen Sonde und der dazu
komplementidren, auf der Nylonmembran gebundenen DNS-Sequenz fiihrt zur Bildung eines
stabilen, doppelstrangigen DNS/DNS-Hybrids. Die Stirke dieser DNS/DNS-Bindung und damit
auch die Sensitivitidt der Methode ist neben anderen Faktoren auch direkt proportional zur Linge
der verwendeten Sonde. Aus diesem Grund eignen sich kurze Oligonukleotid-Sonden nur zum
Nachweis von Sequenzen, die in grofer Anzahl in der zu Untersuchenden DNS-Probe
vorkommen. Mit ldngeren Sonden kdnnen dagegen auch Einzelkopie-Gene in weniger als 15 pg

chromosomaler Séduger-DNS nachgewiesen werden.
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Die Oligonukleotid-Blots wurden bei 50°C hybridisiert und bei 42°C gewaschen.

Alle anderen Southernblots wurden bei 65°C hybridisiert und gewaschen.

Durchfiihrung:

e Membran fiir mehrere Stunden bei 65°C bzw. 50°C in Hybridisierungslosung
priahybridisieren (neben der in Kapitel 2.2.1 beschriebenen Ldsung wurde spéter
PerfectHyb™ Plus Losung von Sigma verwendet).

* markierte, hitzedenaturierte Sonde zugeben.

» UN bei 65°C bzw. 50°C hybridisieren.

» stringentes Waschen des Blots mit Waschpuffer I: 5 min bei 65°C bzw. 42°C

» stringentes Waschen des Blots mit Waschpuffer II: ~ 15-30 min bei 65°C bzw. 42°C

» spezifisch gebundene Radioaktivitit mit Hilfe eines Phosphoimagers (Molecular

Dynamics) oder eines Rontgenfilmes detektieren.

2.6.7 Amplifikation von DNS-Molekiilen durch PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR; Mullis and Faloona, 1987; Saiki et al., 1988) beruht auf der
Eigenschaft von DNS-Polymerasen einzelstringige DNS als Matrize fiir die Synthese eines
Komplementdrstranges zu benutzen, um so sehr viele Kopien einer spezifischen DNS-Sequenz zu
produzieren. Meist wird als Ausgangsmaterial doppelstraingige DNS beniitzt. Nach
Hitzedenaturierung hybridisieren spezifische kurze Oligonukleotide (Primer), die jeweils das 5'-
Ende und das 3'-Ende der zu amplifizierenden Sequenz flankieren, an die einzelstringige DNS
(annealing). Die Primerverlingerung erfolgt durch eine thermostabile DNS-Polymerase
(extension). Nach der Synthese des Komplementérstranges fiihrt eine Wiederholung von
Hitzedenaturierung, Primerhybridisierung und Primerverldngerung iliber mehrere Zyklen zur
Anreicherung der gewiinschten DNS-Sequenz. Im Idealfall ist diese Sequenz nach n Runden 2"-
Fach vermehrt. In dieser Arbeit wurden eine herkommliche Tag-Polymerase oder, fiir einige
Klonierungszwecke eine DNS-Polymerase mit 'Proof-reading' Aktivitit (Herculase™ von
Stratagene) verwendet.

Verwendete Puffer und Losungen sind in Kapitel 2.2.1 aufgefiihrt.
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Reaktionsansatz:

DNS 1,5 ul (ca. 100 ng)
Primer 1 und 2 je Ll (10 pmol/ul)
dNTP-Mix 1 ul

BSA 2 ul (4 mg/ml)
10 x PCR-Puffer Sul

Tag-Polymerase 0,5 pul
HoOpidest ad 50 pl

Durchfiihrung:

* Reaktionsansatz auf Eis zusammenpipetieren, kurz vortexen und abzentrifugieren.

* vorsichtig mit ca. 50ul Mineralol (Sigma) iiberschichten, um Verdampfen des Ansatzes
wihrend der Reaktion zu verhindern (nicht notwendig bei Benutzung eines Thermocyclers
mit beheizbarem Deckel).

* Durchfiihrung der Reaktionszyklen unter den in Tabelle 2.20 angegebenen Bedingungen.

Tabelle 2.20: Standard PCR-Bedingungen

Funktion Dauer Temperatur

DNS Denaturierung 5 min 95°C

DNS Denaturierung 1 min 95°C }
Primerhybridisierung 1 min 55-65°C- 30 Zyklen
Primerverlédngerung 1-2 min 72°C

2.6.8 Isolierung gesamtzelluliirer RNS aus Gewebe und Zellen

Fiir die Isolation von Gesamt-RNS aus Zellen und Gewebe wurde TRIzol®-Reagenz (Invitrogen)
benutzt. Bei TRIzol handelt sich um eine monophasische Losung aus Phenol und Guanidin-
Isothiocyanat mit der RNS aus Geweben und Zellen nach der von Chomczynski und Sacci
beschriebenen Methode isoliert werden kann (Chomczynski and Sacchi, 1987). Durch

Detergenzien wie Phenol werden Zellen lysiert und Proteine denaturiert. Die durch die Zell-Lyse
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freigesetzten RNasen werden durch Guanidin-Isothiocyanat inhibiert. Die Zugabe von Chloroform
fithrt zu einer Phasentrennung, wobei die RNS in der wissrigen Phase verbleibt. Die RNS kann
dann mit Isopropanol prizipitiert werden.

Beim Arbeiten mit RNS kann es sehr leicht zu Kontaminationen durch RNasen kommen. Da diese
nur schwer zu inhibieren sind, sollten einige allgemeine Regeln beim Arbeiten mit RNS beachtet

werden.

* Benutzen von RNase freier Plastikware.

* Alle benétigten Reagenzien sollten nur fiir das Arbeiten mit RNS benutzt werden.
Entnahme durch Schiitten; keine Spatel, Loffel, Glasspipetten o0.4. verwenden.

* Einmalhandschuhe tragen.

e benutzen von 2 x autoklavierten oder bei 180°C sterilisierten Schraubdeckelflaschen.

Eine Mdglichkeit zur Inaktivierung von RNasen ist die Behandlung von Losungen mit DEPC,
einem RNase Inhibitor. Die anschlieBende Inaktivierung von DEPC ist unbedingt notwendig,
da es sonst durch Carboxymethylierungsreaktionen zur Modifikation von Purinbasen der RNS

kommt.

DEPC-H,O0:
0,1% DEPC in Hzobidest
Losung UN riihren

DEPC durch autoklavieren inaktivieren.

Isolierung von gesamtzellulirer RNS aus Gewebe

Das zu untersuchende Gewebe bzw. Organ wird unter sterilen Bedingungen entnommen und
sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Zur Isolierung der RNS wird das Gewebe bzw.
Organ noch im gefrorenen zustand in ca. 1 ml TRIzol-Reagenz pro 100 mg Gewebe iiberfiihrt und

mit dem 'Ultra Turrax' homogenisiert. Danach wurde wie folgt vorgegangen:

e Proben fir 5 min bei RT inkubieren.
* 0,2 ml Chloroform pro 1 ml TRIzol-Reagenz zugeben.
e 15 sec. schiitteln und fiir 2-3 min bei RT inkubieren.
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* Proben zentrifugieren (15 min, 4°C , 12 000 x g). Nach dem zentrifugieren findet man eine
untere rote (Phenol/Chloroform) Phase, und eine obere farblose (wéssrige) Phase.

* Die wissrige Phase in ein neues Gefill iiberfiihren und 0,5 ml Isopropanol pro 1 ml
TRIzol-Reagenz zugeben.

* 10 min bei RT inkubieren.

* Proben zentrifugieren (10 min, 4°C , 12 000 x g).

+ Uberstand verwerfen und Pellet mit 70% EtOH waschen.

e RNS-Pellet kurz lufitrocknen lassen und dann in ca. 100-200 pl H,O losen.

Isolierung von gesamtzelluldrer RNS aus Zellen

Hierflir werden die Zellen abzentrifugiert (5 min, 4°C, 300 x g), in PBS gewaschen und dann in 1
ml TRIzol-Reagenz pro 5-10 x 10° Zellen resuspendiert. Die weitere RNS Isolierung erfolgte

analog der Isolierung von RNS aus Geweben.

2.6.9 cDNS Synthese

Bei der cDNS oder der komplementdren DNS handelt es sich um eine Kopie der mRNS, die mit
Hilfe eines retroviralen Enzyms, der reversen Transkriptase aus dem Moloney Mause-Leukémie
Virus, in DNS umgeschrieben wird. Die Verwendung von Oligo(dT)z.1s Primern erlaubt
spezifisch die reverse Transkription von mRNS, da diese Oligonukleotide an das Poly-A Ende der
mRNS binden. Zusitzlich wird ein Hexamer Oligonukleotidgemisch als Primer eingesetzt. Im
Reaktionsansatz befinden sich neben den Primern und dNTPs auch DTT, ein Reduktionsmittel,
das die reverse Transkriptase stabil hélt. Fiir die cDNS Synthese wurde das 'First strand cDNA

Synthesis Kit' der Firma Invitrogen verwendet.

Ansatz:

2 Pg gesamtzelluldire RN'S x pl
Oligo(dT);2-13 Primer 1l

Hexamer Primer Il (250 ng)
5 x first strand buffer 4 ul

DTT 2ul

Superscript” II (reverse Transkriptase) 1l
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Durchfiihrung:

* 2 pg RNS mit Primern und DEPC-H,O (ad 12 pl) mischen.
* 10 min 70°C inkubieren.

e Puffer, DTT und dNTPs zugeben und mischen.

e 10 min bei RT inkubieren, dann 2 min bei 42°C inkubieren.
» Superscript II zugeben und mischen.

* 50 min bei 42°C inkubieren.

* 15 min bei 70°C inkubieren (Inaktivierung des Enzyms).

* Lagerung der cDNS bei -20°C.

2.6.10 Northernblot Analyse

Die Methode der Northern Hybridisierung kann verwendet werden, um die Menge einer
spezifischen mRNS abzuschitzen, die in bestimmten Zellen oder Organen hergestellt wird
(Alwine et al., 1979; Alwine et al., 1977). Northern Hybridisierung stellt damit eine wichtige

Methode dar, um die Genexpression in eukariotischen Zellen zu untersuchen.

Elektrophoretische Auftrennung von RNS

RNS Proben werden durch Behandlung mit Formamid denaturiert und anschlieBend in einem
Formaldehydhaltigem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (Lehrach et al., 1977). Durch die
Eigenschaft von Formaldehyd, Schiff'sche Basen mit der Imino-Gruppe von Guanin zu bilden,
wird die RNS im Agarosegel einzelstringig gehalten und somit die Bildung von stérenden
Sekundérstrukturen verhindert. Bei der hier verwendeten Methode enthdlt das Gel 6%

Formaldehyd (Rave et al., 1979). Puffer und Losungen sind in Kapitel 2.2.1 beschrieben.

Durchfiihrung:

* 2,5 g Agarose in gebackene Schraubdeckelflasche abwiegen und 180 ml DEPC-H,O

zugeben.
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* in Mikrowelle aufkochen lassen bis eine klare Losung entsteht.

» aufca. 50°C abkiihlen lassen.

e unter schwenken 45 ml Formaldehyd (37%) und 25 ml 10 x MOPS zugeben.

* Gel gieBen und auspolymerisieren lassen.

e pro Spur ca. 20 hg RNS (in DEPC-H,O gelost) 1:1 mit RNS-Auftragspuffer (Ambion)
mischen und 10 min bei 70°C denaturieren. Danach Probe kurz auf Eis abkiihlen lassen.

Probe auf das Gel auftragen. Auftrennung UN bei 20 V.

Transfer von RNS auf Nylonmembranen

Hier wurde die Methode des Transfers der RNS auf eine ungeladene Nylonmembran bei
neutralem pH verwendet. Durch Methylenblaufirbung der Membran kann die RNS sichtbar
gemacht werden (Herrin and Schmidt, 1988).

Durchfiihrung:

Ab hier ist kein RNS-spezifisches Arbeiten mehr notwendig, d.h. kein DEPC-H,O etc.

* Gel2 x5 min in HyOges. Waschen.

* Becken mit 10 x SSC fiillen.

* 1 dickes Whatman Papier mit 10 x SSC befeuchten und iiber Glasscheibe mit beiden
Enden in Becken hidngen lassen.

* Gel mit den Taschen nach unten darauflegen und mit Glaspipette glattstreichen.

e Zurechtgeschnittene GeneScreen' ™ Plus Membran mit 10 x SSC anfeuchten und auf das
Gel legen.

* 3 Whatman Papiere darauflegen, davon das unterste mit 10 x SSC befeuchten.

* ca. 7 cm Zellstoffpapier daraufschichten.

* Glasplatte drauflegen und mit ca. 500 g beschweren.

» UN bei RT inkubieren.

* Blot abbauen und Membran in 2 x SSC waschen.

* RNS durch UV-Kreuzvernetzung auf der Nylonmembran fixieren.

» Fiarben mit Methylenblau-Farbelosung bis 28S rRNS und 16S rRNS Banden gut zu sehen
sind.

* Entfarben mit H,O bis der Hintergrund wieder einigermallen weil} ist.
70



Material und Methoden

e Membran trocknen lassen.

Radioaktive RNS/DNS-Hybridisierung

Die RNS/DNS Hybridisierung zwischen einer markierten, einzelstridngigen DNS-Sonde und der
dazu komplementdren, auf der Nylonmembran gebundenen RNS-Sequenz flihrt zur Bildung eines
stabilen, doppelstringigen RNS/DNS-Hybrids. Die Radioaktive Markierung der DNS-Sonde
erfolgt wie in Kapitel 2.6.6 beschrieben.

Durchfiihrung:

* Membran flir mehrere Stunden bei 42°C in Hybridisierungslosung prahybridisieren.

* markierte, hitzedenaturierte Sonde zugeben.

» UN bei 42°C hybridisieren.

*  Waschen des Blots mit Waschpuffer I: 15 min bei RT

*  Waschen des Blots mit Waschpuffer II: 15-30 min bei 65°C

» stringentes Waschen des Blots mit Waschpuffer III: 15 min bei RT

» spezifisch gebundene Radioaktivitdit mit Hilfe eines Phosphoimagers (Molecular

Dynamics) oder eines Rontgenfilmes detektieren.

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Image Quant von Molecular Dynamics.

2.6.11 Bestimmung der DNS Konzentration

Photometrisch

Die Konzentration von geldster DNS wurde photometrisch durch Extinktionsmessung bei A=260
nm bestimmt. Der Berechnung wurde zugrunde gelegt, dass die Absorption A=1 bei einer
Wellenldnge von 260 nm einer DNS-Konzentration von 50 pg/ml entspricht. Die Reinheit der
gewonnenen DNS wurde durch einen Vergleich der Absorption bei A=260 nm mit der Absorption
bei A=280 nm bestimmt. Der Quotient Axeo/280 ist 2,0 bei einer reinen DNS-Losung und kleiner als

2,0 bei einer Protein-Kontamination
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Fluorometrisch

Da die photometrische DNS-Konzentrationsmessung (s.0.) durch Kontaminationen mit RNS oder
Proteinen oft zu ungenauen Ergebnissen fiihrt, wurde in einigen Fillen (z.B. fiir Southernblot
Analysen) die genauere fluorometrische DNS-Konzentrationsmessung verwendet. Zu diesem
Zweck wurde der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33258 (Bisbenzimid) verwendet. Mit Bindung
von Hoechst 33258 an die kleine Furche der DNS éndert sich die Intensitdt und Wellenlénge der
Fluoreszenz von Hoechst 33258. Die Fluoreszenz kann mit einem Fluorometer bei einer
Exitationswellenlinge von 360 nm und einer Emissionswellenldinge von 460 nm gemessen
werden. Mit Hilfe einer Standardkurve kann die Konzentration von DNS Proben sehr genau
ermittelt werden (Labarca and Paigen, 1980).

In dieser Arbeit wurde das 'Fluorescent DNA quantitation kit' der Firma Biorad verwendet. Die

Konzentrationsmessung wurde entsprechend den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt.

2.7 Zellkultur

Die Arbeiten mit Zellkulturen wurden ausschlieBlich unter einer Heraeus Umluft-Sterilbank
durchgefiihrt. Zellkulturen wurden in einem Heraeus Zell-Inkubations-Schrank bei 37°C, 7,5%
CO; und einer relativen Luftfeuchte von 95% kultiviert. Um Kontaminationen zu vermeiden,

wurden sterile Plastikpipettenspitzen und Glaspipetten verendet.

2.7.1 Kultivierung embryonaler Stammzellen (ES) und embryonaler Fibroblasten (EF)

Auftauen und Einfrieren von ES-Zellen

Das Auftauen sollte moglichst schnell durch Eintauchen des Kryordhrchens in ein 37°C
Wasserbad erfolgen. Die Zellen werden in 9 ml ES-Medium iiberfiihrt, suspendiert, und 7 min bei
300 x g abzentrifugiert. Das Pellet wird anschlieBend in 5 ml ES-Medium resuspendiert und die
ES-Zellen auf eine mit EF-Zellen bewachsene 5 cm Zellkulturschale ausgesit. Am nédchsten Tag
erfolgt ein Mediumwechsel und am zweiten Tag werden die ES-Zellen auf zwei 10 cm
Zellkulturschalen verteilt. Am vierten Tag werden die ES-Zellen auf zwei bis drei 15 cm

Zellkulturschalen verteilt.
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Das Einfrieren erfolgt entweder direkt in 48-well Platten oder von 5 bzw. 10 cm Zellkulturschalen.

Dazu werden die Zellen zunédchst durch Trypsin/EDTA Behandlung vereinzelt (s.u.).

*  48-well Platte: die  Zellsuspension  1:1 mit dem
Einfriermedium (80% FCS, 20% DMSO)
vermischen

* Klone auf 5 oder 10 cm Zellkulturschalen: ~ Zellsuspension abzentrifugieren und Klone in
Einfriermedium (50% ES-Medium, 40%
FCS, 10% DMSO) aufnehmen und auf 1 ml

Kryor6hrchen verteilen.

Zellen 30 min bei -20°C inkubieren, dann UN bei -80°C lagern und anschlieBend in fliissigem
Stickstoff lagern.

Zellkultur von EF-Zellen

EF-Zellen werden nach dem Auftauen auf 15 cm Zellkulturschalen ausgesdht und konfluent
wachsen gelassen. Bevor die EF-Zellen mit den ES-Zellen kokultiviert werden, miissen sie mit

Mitomycin C behandelt werden:

* EF-Medium absaugen und Zellen mit EF-Medium+Mitomycin C fiir 2,5 Stunden im
Brutschrank inkubieren.

*  Medium absaugen und Zellen 3 x mit 20 ml PBS waschen.

* danach Zellen entweder vereinzeln (analog ES-Zellen) und auf neue Platten verteilen oder

in der in der gleichen Schale mit den ES-Zellen kokultivieren.

Mit Mitomycin C behandelte EF-Zellen konnen noch maximal 3 Tage benutzt werden.

Zellkultur von ES-Zellen

Embryonale Stammzellen werden grundsétzlich auf mit Mitomycin C vorbehandelten EF-Zellen
kokultiviert (s.o0.), um die notwendigen Wachstumsfaktoren zur Verfiigung zu stellen. Zusétzlich
wurde den ES-Zellkulturen LIF Uberstand zugegeben, um das Ausdifferenzieren zu verhindern.

Undifferenzierte ES-Zellen erscheinen im Lichtmikroskop als spindelférmige Kolonien mit einem
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glatten, hellscheinenden Rand. Die ausdifferenzierten Kolonien dagegen erscheinen grau-
granuliert, werden matt und bilden Pseudopodien aus.

Normalerweise erfolgt bei ES-Zellen der Mediumwechsel jeden Tag.

Um die ES-Zellen auf neue Schalen verteilen zu konnen, miissen die Zellen zuerst vereinzelt

werden:

«  Medium absaugen und Zellen mit 3 x 20 ml PBS (ohne Ca*" und Mg”") waschen.
*  Trypsin/EDTA zugeben (10 min, im Brutschrank).
* mit mindestens 3 x Vol. ES-Medium abstoppen und Zellen gut resuspendieren.

e Zellen auf neue Zellkulturschalen verteilen.

Elektroporation von ES-Zellen

Die ES-Zellen wurden durch Elektroporation mit dem A21/D2-EGFP Rekombinationsvektor

transfiziert.

Durchfiihrung:

* die ES-Zellen auf zwei 15 cm Zellkulurschalen expandieren.

 ES-Zellen resuspendieren (s.0.) und zihlen. Es werden 2,5 x 107 Zellen bendtigt.

 die Zellen in 3,5 ml ES-Medium resuspendieren und mit 100 pg linearisiertem
Rekombinationsvektor (in 500 pl sterilem PBS) vermischen.

* je 800 pl in eine Elektroporationskiivette (insgesamt 5) iiberfiihren.

* Elektroporation: 340 V/250 pF

* Kiivetten 5 min auf Eis inkubieren.

e ES-Zellen auf zehn 10 cm Zellkulturschalen verteilen (ca. 350-400 pl pro Platte, mit ES-
Medium auf 10 ml auffiillen).

Selektion rekombinanter ES-Zellklone

Nach der Elektroporation wurden die ES-Zellen einem zweifachen Selektionsdruck unterworfen.
Zur positiven Selektion von Klonen mit integrierter Neo-Kassette wurden die ES-Zellen mit G418

und zur negativen Selektion von Klonen bei denen die HSV-TK-Kassette mitintegriert wurde mit
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Gancyclovir behandelt. Der Selektionsdruck fiihrt zur Anreicherung homolog rekombinierter ES-
Zellklone

Durchfiihrung:

2.7.2

nach der Elektroporation werden die Zellen noch zwei Tage ohne Selektionsdruck
wachsen gelassen.

am Tag zwei beginnt die Selektion durch Zugabe von Geneticin (G418) ins Medium (200
pg/ml).

ab Tag vier beginnt die zusitzliche Selektion durch Zugabe von 2 mg/ml Gancyclovir ins
ES-Medium.

Mediumwechsel jeden zweiten Tag.

wenn sich iiberlebende ES-Zellklone etabliert haben (normalerweise Tag 12-16), wird das
Medium abgesaugt und die Schalen mit 10 ml PBS gefiillt.

Unter einer Stereolupe die Einzelkolonien mit einer sterilen Pipette in 20 pl aufnehmen
und in eine Vertiefung einer 96-well Platte {iberfiihren.

die Kolonien durch Trypsin/EDTA Behandlung vereinzeln.

fiir zwei Tage in der 96-well Platte mit EF-Zellen kokultivieren.

nach den zwei Tagen die Zellen auf drei 96-well Platten verteilen.

zwei der drei 96-well Platten sehr dicht wachsen lassen.

Die Zellen in den zwei Platten mit PBS waschen, Platten zentrifugieren, Uberstand
absaugen und Platten komplett bei -20°C einfrieren.

die Zellen in der dritten 96-well Platte auf drei 48-well Platten verteilen und diese in

Einfriermedium (s.0.) bei -80°C einfrieren, wenn sie dicht gewachsen sind.

Kultivierung von T 293 Zellen

Zellkultur von T 293 Zellen

Die T 293 Zellen wurden in 15 cm Zellkulturschalen kultiviert und alle 2-3 Tage im Verhéltnis 1:3

auf neue 15 cm Zellkulturschalen verteilt. Das Auftauen, Einfrieren und Vereinzeln der Zellen mit

Trypsin/EDTA erfolgte wie bei den ES-Zellen (Kapitel 2.7.1).
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Elektroporation von T 293 Zellen

Fiir diese Arbeit wurden T 293 Zellen durch Elektroporation mit den Vektoren A21/D2-pEGFP-
N1 und pEGFP-NI transfiziert.

Durchfiihrung:

 Zellen vereinzeln und zihlen. Es werden 5 x 10° Zellen pro Elektroporationsansatz
bendtigt.

e 5x10° Zellen in 410 ul Elektroporationsmedium resuspendieren.

* 20 pg Vektor-DNS (in ca. 10-20 pl H2Opigest) zu den Ansitzen pipettieren, vermischen und
den Ansatz in Elektroporations-Kiivetten tiberfiihren.

* die Elektroporation erfolgt bei 960 pUF und 240 V.

* nach der Elektroporation werden die Zellen in 10 ml Medium tiberfiihrt und 10 min bei RT
inkubiert.

* Zellen abzentrifugieren und in 10 ml Medium resuspendieren.

o UN im Brutschrank inkubieren.

Ein Teil der elektroporierten Zellen wird am nichsten Tag mit Hilfe des Durchfluzytometers
(FACS) auf die Transfektions-Effizienz hin untersucht, der andere Teil der Zellen wird fiir die

Analyse mit dem Konfokalen Lasermikroskop pripariert (Kapitel 2.9.1).

2.7.3  Kultivierung von DC aus dem Knochenmark

Fiir die Gewinnung von dendritischen Zellen aus dem Knochenmark werden Femur und Tibia von
Spenderméusen prépariert und das Knochenmark ausgespiilt. AnschlieBend werden die so
gewonnenen Zellen fiir mindestens sechs Tage in Medium mit 10% GM-CSF kultiviert (Inaba et
al., 1992).

Durchfiihrung:

* Hinterbein (Femur+Tibia) abtrennen und von Geweberesten freipréparieren.
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* Knochen an den Gelenken aufschneiden und mit einer Spritze das Knochenmark mit
kaltem PBS ausspiilen.

e Zellen resuspendieren und durch einen Zellsieb filtrieren.

e Zellen zihlen und abzentrifugieren.

« Zellen in DMEM + 10% GM-CSF (Kapitel 2.2.2) aufnehmen (5 x 10° Zellen pro 10 cm
Zellkulturschale).

* an Tag drei erfolgt Mediumwechsel.

An Tag sechs erfolgt entweder eine direkte Analyse der Zellen (z.B. am Durchfluzytometer) oder
eine Stimulation der Zellen.

Um die Zellen aus den Kulturschalen zu 16sen wurde ein Zellschaber benutzt.

In vitro Deletion von loxP flankierten Sequenzen durch das TAT-NLS-Cre Fusionsprotein

Fiir die in vitro Deletion der loxP- flankierten Neomycin-Genkassete in homolog rekombinierten
Knochenmark-DC wurde in dieser Arbeit das TAT-NLS-Cre Fusionsprotein verwendet (das uns
freundlicherweise von Frank Edenhofer zur Verfiigung gestellt wurde).

Ein wichtiger Bestandteil des TAT-NLS-Cre Fusionsproteins ist ein vom HIV-TAT Protein
abstammendes 11 Aminosduren langes basisches Peptid. Proteine, die mit diesem Peptid fusioniert
werden, konnen tliber die Zellmembran transportiert und damit in die Zelle eingeschleust werden
(Schwarze et al, 1999). Zusitzlich enthidlt das TAT-NLS-Cre Protein ecine

Kernlokalisationssequenz (Nuclear localisation sequence: NLS) sowie die Cre-Rekombinase.

Durchfiihrung:

* In GM-CSF-Medium gereifte Knochenmark-DC wurden am Tag 6 der GM-CSF Kultur
geerntet, und in einer 12-well Zellkulturplatte tiberfiihrt (3 x 107 Zellen/well).

* Die Zellen wurden mit dem TAT-NLS-Cre Protein in einer Konzentration von 0,5uM bzw.
1,0uM fiir 4 Stunden in FCS-freiem DMEM-Medium kultiviert; danach 1x in FCS-freiem
Medium gewaschen und anschlieBend auf 10cm Zellkulturplatten in DMEM-Medium
(10% FCS, 10% GM-CSF) fiir weitere 3 Tage kultiviert.

Zur Analyse wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt und ein Teil der Zellen zur
Isolierung von genomischer DNS verwendet. Der andere Teil der Zellen wurde am FACS

analysiert.
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2.8 Tierversuche

2.8.1  Superovulation

Um Embryonen im Blastozystenstadium entnehmen zu konnen und um die Anzahl der gebildeten
Embryonen zu erhdhen, wurden weibliche Méuse superovuliert. Dazu wurde den Maiusen
zwischen 14-17 Uhr 10 Einheiten PMSG und 44-48 Stunden spiter 10 Einheiten hCG
intraperitoneal injiziert. Danach wurden die Mduse mit miannlichen Miusen verpaart. Der Zeitplan
war so organisiert, dass die Ovulation, die etwa 12 Stunden nach hCG Gabe erfolgt, auf die Mitte
der Dunkelphase fiel. Innerhalb von weiteren 12 Stunden erfolgte die Untersuchung auf einen
Vaginalpfropf (plug), der auf eine Begattung hinweist. Der Tag, an dem ein Vaginalpfropf
entdeckt wird, gilt gemif3 der iiblichen Konvention als Tag 0,5 der Embryonalentwicklung. Fiir

die Blastozysteninjektion wurden die Embryonen am Tag 3,5 entnommen.

2.8.2  Gewinnung embryonaler Fibroblasten

Die embryonalen Fibroblasten flir die Kokultivierung mit ES-Zellen (Kapitel 2.7.1) wurden aus

CD1 Méusen (Harlan) am Tag 14 post coitum gewonnen.

Durchfiihrung:

* beide Uterushorner freipraparieren.

* 10 cm Kulturschale mit ca. 10 ml EF-Medium (Kapitel 2.2.2) fiillen.

* Uterus entfernen und in Kulturschale mit EF-Medium geben.

* Embryonen freipraparieren und in neue Kulturschale mit EF-Medium geben.
* Dottersack entfernen.

* Vorgang wiederholen bis alle Embryonen in neuer Kulturschale sind.

* Eine weitere Kulturschale mit 100 pum Zellsieb bereitstellen.

* Leber und Kopf entfernen und restlichen Korper in das Zellsieb legen (2-4 Embryonen pro

Sieb).
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* mit 5-8 ml EF-Medium spiilen und Embryonen mit sterilem Spitzenstempel durch das
Zellsieb driicken.

* mit weiteren 5-8 ml EF-Medium nachspiilen.

« Zellen zihlen und in einer Dichte von ca. 5 x 10° Zellen pro 10 cm Kulturschale
kultivieren.

* Bei konfluentem Wachstum (nach ca. 4-5 Tagen) jede Schale auf vier 15 cm Kulturschalen
verteilen.

* Bei konfluentem Wachstum jede 15 cm Kulturschale in 2-3 1 ml Kryordhrchen einfrieren

(Lagerung in fliissigem Stickstoff).

2.8.3  Generierung chimdrer Mdiuse

Fiir die Generierung chimérer Miuse aus rekombinierten ES-Zellen kam die Blastozysteninjektion
zur Anwendung. Die Embryonen wurden dazu im Blastozystenstadium am Tag 3,5 der
Embryonalentwicklung aus dem Uterus superovulierter C57BL/6 Weibchen retrograd ausgespiilt
und in M2 Medium aufgenommen. Etwa 15-20 der rekombinierten ES-Zellen wurde unter einem
Lichtmikroskop mit Hilfe von Mikromanipulatoren in das Blastocoel injiziert. AnschlieBend
erfolgte der Uterustransfer der manipulierten Blastozysten in pseudoschwangere Ammenmiitter.
Bis zu 20 Blastozysten wurden pro Uterushorn transferiert. Die Mikroinjektionen wurden von

Frau Susanne Weiss durchgefiihrt.

2.8.4  Organentnahme

Zur Entnahme von Organen oder Zellen aus Méusen wurden diese durch Cervikale Dislokation
(Genickbruch) schmerzfrei getdtet und die jeweiligen Organe nach Desinfektion des

Operationsgebietes mit 70% EtOH steril entnommen.

2.8.5 Injektion von Mdusen mit Thioglykolat

Zur Gewinnung von peritonealen Makrophagen wurden Miuse mit 5 ml Thioglykolat-Losung
intraperitoneal injiziert. Nach 4-5 Tagen wurden die Mduse getotet und der Bauchraum der Méuse

mit 10 ml kaltem PBS gespiilt.
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2.8.6  Induktion einer experimentellen Kolitis

Alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Kolitis-Experimente wurden im Rahmen des

Tierversuchsvorhaben 'Mukosale Immunitét' (Aktenzeichen: 211-2531-104/99) durchgefiihrt.

DSS-Kolitis (Okayasu et al., 1990)

Durchfiihrung:

DSS wird je nach verwendeter Mauslinie in einer Endkonzentration zwischen 3,5 % und 5% w/v
im Trinkwasser der Versuchstiere gelost. Die Losung wird alle zwei Tage ausgetauscht. Die Tiere
werden jeden Tag gewogen. Nach 7- 9 Tagen werden die Tiere getotet, der Dickdarm entnommen
auf Blut untersucht und seine Linge gemessen. AnschlieBend wird er fiir die Weiterverwendung in

der Histologie pripariert.

Transferkolitis (ConA-Methode nach Bregenholt et al., 1998)

Durchfiihrung:

» einer C57BL/6 Maus werden Milz und mesenteriale Lymphknoten entnommen und eine
Zellsuspension hergestellt (Kapitel 2.9.3).

* Die Zellen werden in 15 ml RPMI-Medium (10% FCS+ 4pg/ml ConA) resuspendiert und
fiir 3 Tage inkubiert.

* AnschlieBend werden CD4-positive Zellen mittels MACS-Aufreinigung (Kapitel 2.9.6)
selektioniert.

 Die CD4-positiven Zellen werden in PBS aufgenommen und je 3 x 10° Zellen/Maus in

RAG** bzw. RAG**IL-18** Miuse i.p. injiziert.

2.8.7 Listerieninfektion

Fiir die Infektion mit L.m.ova wurden 20pl Bakterien aus dem Glycerolstock in 6 ml BHI-

Medium uberfiihrt und bei 37°C fur 5 Stunden unter Schiitteln inkubiert. Bei einer ODggg von
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0,05-0,1 wurden die Listerien entsprechen der bendtigten Menge mit PBS verdiinnt. Die Mause
wurden mit je 200ul Listerien in PBS i.v. infiziert. Alle Listerieninfektionen sowie die Haltung
der infizierten Méuse fanden im S2 Bereich des Tierstalls der Med. Mikrobiologie am Klinikum

r.d. Isar statt.

2.9 Immunologische und Zellbiologische Methoden

2.9.1 Immunhistologie/Immunhistochemie

Prédparation von Organen fiir die Immunhistologische Analyse

Fir die histologische Untersuchung von Organen miissen diese nach der Entnahme zunichst
fixiert werden. Eine tibliche Methode ist das Schockgefrieren von Organen in fliissigem Stickstoff,
mit nachfolgender 10 miniitiger Aceton-Fixierung.

Da bei dieser Methode das im Zytosol der Zelle befindliche EGFP nicht mitfixiert wird und
verloren geht, wurde fiir den Nachweis von EGFP in Zellen bzw. Organen in dieser Arbeit eine
modifizierte Formaldehyd-Fixierung angewendet. Puffer und Losungen sind in Kapitel 2.2.1

beschrieben.

Durchfiihrung:

* Organe in Biopsie-Kassetten iiberfiihren.

* Die Organe je nach GroBe 2-5 Stunden in 4% Paraformaldehyd-Losung einlegen.

* Organe in 5% Sucrose-Losung fiir 1 Stunde bei RT einlegen.

* Organe in 10% Sucrose-Losung fiir 1 Stunde bei RT einlegen.

+ Organe in 20% Sucrose-Lésung UN bei 4°C einlegen.

* Organe von Biopsie-Kassetten in Cryomold-Gewebeschédlchen iiberfiihren und mit
Einbettmedium auffiillen.

* Die Organe werden in N,-gekiihltem 2-Methylbutan schockgefroren und bei -80°C bis zur

Verwendung gelagert.
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Gefrierschnitte wurden am Kryotom in einer Dicke von 8 pm angefertigt, auf Objekttriger

aufgebracht und ca. 15 min an der Luft getrocknet. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

Fiir die Analyse am Konfokalen Lasermikroskop wurden die gefrorenen Gewebeschnitte aufgetaut

und dann fiir die direkte Analyse der EGFP-Expression am Konfokalen Lasermikroskop mit

einem Tropfen VectaMount Medium eingedeckt.

Fiir die immunhistochemische Analyse von Gefrierschnitten wurde die folgende Methode

durchgefiihrt. Die verwendeten Puffer, Losungen und Reagenzien sind in den Kapiteln 2.2.1 und

2.2.3 beschrieben.

Durchfiihrung:

Objekttrager auftauen lassen und mit DAKO-Pen umranden.
Schnitte mit TRIS/TWEEN fiir 5 min rehydrieren.
Biotin-blocking Kit: 1000 pl TRIS/TWEEN/1% BSA
+ 4 Tropfen Avidin Losung
ca. 200 pl pro Schnitt
15 min in feuchter Kammer inkubieren
2 x 2 min mit TRIS/TWEEN waschen
1000 pl TRIS/TWEEN/1% BSA
+ 4 Tropfen Biotin Losung
ca. 200 pl pro Schnitt
15 min in feuchter Kammer inkubieren
2 x 2 min mit TRIS/TWEEN waschen
Primédrantikérper in Antibody Diluent (DAKO) verdiinnen und fiir 1 Stunde auf dem
Schnitt in feuchter Kammer inkubieren.
3 x 2 min mit TRIS/TWEEN waschen.
Sekundirantikdrper in Antibody Diluent verdiinnen und 45 min auf dem Schnitt in
feuchter Kammer inkubieren.
3 x 2 min mit TRIS/TWEEN waschen.
Streptavidin-Fluoreszenz Konjugat in Antibody Diluent verdiinnen und 45 min auf dem
Schnitt in feuchter Kammer im Dunkeln inkubieren.
3 x 2 min mit TRIS/TWEEN waschen.
Schnitte trocknen lassen und mit Vectashield Medium eindecken.

Bis zur Analyse am Konfokalen Lasermikroskop im Dunkeln bei 4°C lagern.
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Fiir die immunhistochemische Férbung mit dem Nova Red Kit der Firma Vector wurde statt des
Streptavidin-Fluoreszenz Konjugates ein Streptavidin-HRP Konjugat verwendet und wie folgt

weiter vorgegangen:

» Streptavidin-Fluoreszenz Konjugat in Antibody Diluent verdiinnen und 20 min auf dem
Schnitt in feuchter Kammer im Dunkeln inkubieren

* 3 x 2 min mit TRIS/TWEEN waschen

* Férben des Schnittes mit Nova Red (nach Angaben des Herstellers)

* Abstoppen der Firbereaktion durch spiilen mit Leitungswasser

* Gegenfirben mit Hdmatoxilin (ca. 30 Sekunden), dann fiir ca. 2 min mit Leitungswasser
blduen

e trocknen lassen und mit VectaMount Medium eindecken

Prédparation von Zellen fiir die immunhistologische Analyse am konfokalen Lasermikroskop

Fiir die Analyse von Zellen unter dem konfokalen Lasermikroskop wurden die Zellen UN auf

einem Glaspléttchen wachsen gelassen (siehe auch Kapitel 2.7.1).

Durchfiihrung:

* Glasplittchen in 100% EtOH waschen und an der Luft trocknen lassen.

* mit steriler Pinzette in 12-well Platte iiberfiihren.

* ca. 5x 10° Zellen in 1 ml Medium unter leichtem Druck auf Glasplittchen pipettieren.

« UN im Brutschrank inkubieren.

Uberstand absaugen und mit 1 ml kaltem PBS waschen.

* fixieren in 1 ml 2% PFA in PBS (10 min bei RT).

 Uberstand absaugen und mit 1 ml kaltem PBS waschen.

* Glaspléttchen trocknen lassen und auf einen Objekttriger mit einem Tropfen Entellan

fixieren.

An dieser Stelle wurden die Proben entweder direkt am konfokalen Lasermikroskop auf ihre
EGFP Expression hin analysiert oder zusétzlich mit Antikdrpern, die spezifisch bestimmte

zelluldre Strukturen erkennen bzw. dem DNS-Farbstoff TOPRO™.-3 jodid gefirbt.
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Durchfiihrung:

*  Glasplittchen mit Permeabilisierungslosung + Erstantikorper und/oder TOPRO™.-3 iodid
(Endkonzentration: 10 nmol) fiir 30-60 min lichtgeschiitzt inkubieren.

* 2 x mit PBS waschen.

* Glaspléttchen mit fluoreszenzmarkiertem Zweitantikorper oder Streptavidin-Fluoreszenz-
Konjugat in Permeabilisierungslosung fiir 30-60 min lichtgeschiitzt inkubieren.

* 2 x mit PBS waschen.

* Glaspléttchen trocknen lassen.

* Bis zur Analyse am Konfokalen Lasermikroskop im Dunkeln bei 4°C lagern.

Nile Red (Nilrot) Firbung

Bei Nilrot handelt es sich um einen Fluoreszenz-Farbstoff der hydrophile Lipide, Phospholipide
sowie hydrophile Doménen einiger Proteine anfirbt. Die Anregung erfolgt z.B. mit einem Argon-
Laser bei 488nm, zur Detektion kann konnen die Filter fiir FITC oder Rhodamin benutzt werden.
In dieser Arbeit wurde Nilrot zur Férbung von Geweben und Zellen zur Analyse am Konfokalen

Lasermikroskop verwendet.

Durchfiihrung:

* Nilrot Stocklosung (0,5 mg/ml in Aceton) 1/1000 in einer 75:25 Glycerol-Wasser
Mischung verdiinnen.
* 1 Tropfen auf das Objekt geben und Deckglédschen auflegen (Wenn die Fluoreszenz zu

stark ist, evtl. noch einmal 1: 5 weiterverdiinnen).

2.9.2  Durchflufizytometrie (FACS-Analyse)

Ein DurchfluBzytometer ist ein sehr effizientes Instrument zur qualitativen und quantitativen
Untersuchung verschiedener Zellpopulationen. Da es in einigen Fillen mit einem zusitzlichen
Zellseperator ausgestattet ist, wird das DurchfluBzytometer im allgemeinen Sprachgebrauch als

FACS (Fluorescence-activated cell sorter) bezeichnet. Das DurchfluBzytometer ermoglicht die
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Detektion, Messung und Analyse von Signalen, die von einzelnen Zellen (oder anderen Partikeln)
erhalten werden, wenn sie in einem Fliissigkeitsstrom durch einen Lichtstrahl treten. In dem
FACS-Geridt befindet sich ein standiger Fluss einer Trégerfliissigkeit (sheath fluid). In diese
Tréagerfliissigkeit wird die Probe in Form einer Zellsuspension eingebracht. Durch die héhere
Stromungsgeschwindigkeit der Trigerfliissigkeit werden die Zellen vereinzelt und in einer fixen
Position am Laserlicht vorbeigefiihrt. Das Laserlicht fiihrt zu einer Exitation der
Fluoreszenzfarbstoffe, die wiederum Fluoreszenzlicht emittieren. Die emittierten Fluoreszenzen
konnen durch verschiedene Photozellen detektiert werden. Die Kombination von geeigneten
Antikorpern und Fluoreszenzfarbstoffen ermoglicht die gleichzeitige Analyse mehrerer
Oberflichenantigene einer Zelle. Voraussetzung sind Fluoreszenzfarbstoffe, die sich in ihren
Emissionsspektren unterscheiden und deshalb getrennt voneinander detektiert werden konnen. Als
Fluoreszenzfarbstoffe wurden FITC (Emissionsmaximum 525 nm), PE (575 nm), Cy5.5-PE (694
nm) und APC (660 nm) verwendet. Je nach untersuchtem Antigen wurden entweder direkt-
konjugierte Antikorper verwendet, oder biotinylierte Antikorper mit Streptavidin-APC als
Zweitreagenz benutzt. Die Analysen der Immunfluoreszenz erfolgten am FACS-Calibur

Durchflulzytometer mit Cellquest-Software.

FACS-Analyse von Oberflichenantigenen

Durchfiihrung

« Zellen (mindestens 5 x 10%) in 200 pul FACS-Puffer aufnehmen und zentrifugieren.
* Fc-Block: Zellen in 30 pl Fe-Block (anti-CD32/16; 1:100 in FACS-Puffer) fiir 20 min auf
Eis inkubieren.

e 2 x mit 200 pul FACS-Puffer waschen.

* Primérantikorper:  Zellen mit 30 pl Primédrantikorper in FACS-Puffer fiir 30 min auf Eis
inkubieren.

* 2 x mit 200 pul FACS-Puffer waschen.

* Sekundérreagenz: Zellen mit 30 pl Sekundérreagenz (z.B. Streptavidin-APC) in FACS-
Puffer fiir 30 min auf Eis inkubieren.

* 2 x mit 200 pul FACS-Puffer waschen.

e Zellen in 300 pl FACS-Puffer resuspendieren.
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Intrazelluldre Zytokinfdrbung

Durchfiihrung:

2.9.3

Zellen in FACS-Puffer resuspendieren (ca. 6 x 10° Zellen) und abzentrifugieren.

Erythrozyten-Lyse: mit Ammoniumchlorid (0,15M pH: 7,4) fiir 4-5 min inkubieren, zum

abstoppen 5 x Volumen FACS-Puffer zugeben und abzentrifugieren.

Fiir die intrazellulire Zytokinfidrbung bei den Listerieninfektionen erfolgt an dieser Stelle

die Restimulation:

« Die Zellen in RPMI-Medium resuspendieren und mit je 2pg SIINFEKL-(fiir CD8"
Zellen) oder LLO90.201-(fiir CD4" Zellen) Peptid fiir 2 Stunden bei 37°C inkubieren.

e Zugabe von 1 pul/ml GolgiPlug und fiir weitere 3 Stunden bei 37°C inkubieren, dann
zentrifugieren.

Zellen in 100 pl EMA-Mischung (Kapitel 2.2.1) resuspendieren und 20 min im Dunkeln

und anschlieBend 10 min unter Lichtquelle auf Eis inkubieren.

2 x mit 200 pul FACS-Puffer waschen.

Danach erfolgt die Farbung fiir Oberflichenantigene wie oben beschrieben.

Zellen in 100 pl Cytofix/Cytoperm resuspendieren und 20 min im Dunkeln auf Eis

inkubieren.

Zellen 3 x mit PermWash waschen.

Zytokinantikorper (z.B. anti-TNF-a und anti-IFN-y und die jeweiligen Isotyp-Antikorper)

in FACS-Puffer ansetzen und Zellen resuspendieren.

fiir 30 min im Dunkeln auf Eis inkubieren.

Zellen 3 x mit PermWash waschen.

Zellen evtl. mit 2% PFA in PBS fixieren oder direkt in 100-300 pl FACS-Puffer

resuspendieren und am FACS analysieren.

Isolierung von Zellen aus Organen

Um Einzelzellen aus Organen zu isolieren wurden die Organe mit Kollagenase verdaut.
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Durchfiihrung:

*  Organe steril entnehmen und in 5 cm Kulturschalen tiberfiihren.

* 5 ml Kollagenase-Ldsung (siche 2.2.1) zugeben.

* Organe mit Skalpell in kleine Stiicke zerschneiden.

* Organe fiir 1-2 Stunden bei 37°C inkubieren.

* Verdaute Organe in ein 100 pm Zellsieb iiberfithren und mit sterilem Spritzenstempel
durch das Sieb driicken.

» Zellen resuspendieren, abzentrifugieren und in gewiinschtem Puffer aufnehmen

2.9.4 Organkulturen

Fir die Durchfiihrung von Organkulturen wurden die Organe entnommen (Kapitel 2.8.4), in
kleine Teile zerschnitten und in RPMI-Medium kultiviert. Nach 6-48 Stunden wurden mittels
ELISA die Zytokinkonzentrationen bestimmt und in Relation zur eingesetzten Menge des Organs

gesetzt.

2.9.5 Bestimmung des histologischen Scores bei Kolitsi-Experimenten

Fir die Bestimmung des histologischen Scores wurde das gesamte Kolon entfernt. Fiir
augenfillige Anzeichen einer Kolitis wie Verkiirzung des Kolons (DSS-Kolitis), Blut im Stuhl
und Verdickung der Darmwand wurden je nach Schwere 0-3 Punkte vergeben. Das Kolon wurde
anschlieend in Ringe geschnitten, in 10% Formalin fixiert und fiir die histologische Analyse in
Paraffin eingebettet. Es wurden 4pum Schnitte angefertigt, HE-gefarbt und unter dem Mikroskop

nach den folgenden Kriterien beurteilt:

Infiltration mit inflammatorischen Zellen

* wenig inflammatorische Zellen in der Lamina Propria: 0

» erhohte Infiltration der Lamina Propria mit inflammatorischen Zellen (einschlieBlich

Neutrophiler GranuIOZYTEN). .. ... ......cooooeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeseeseesesseessessseseeseeseasessessesseseesesseseeseeses 1
» starke Infiltration mit inflammatorischen Zellen bis in die Submukosa,____..__.............._ 2
e Transmurale Infiltration mit inflammatorischen Zellen 3
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Schidigung des Epithels:

»  Keine Schidigung des EPIthels ... .o een 0
» diskrete fokale lymphoepitheliale LASIONeN. . ...\ 1
e Mukosale Erosion/Ulzeration 2

Die einzelnen Scores wurden zusammengezdhlt und als histologischer Score als ein Ausmal} der
Schiadigung des Kolons genommen.

Die histologische Beurteilung wurde durch Prof. Hans-Anton Lehr am Universitdtsklinikum
Mainz durchgefiihrt. Eine Beschreibung der Kriterien fiir die histologischen Scores ist auch bei

Siegmund et al., 2001c nachzulesen.

2.9.6 Zellsortierung mittels MACS Technologie

'Magnetic activated cell sorting' (MACS) ist eine der Standardmethoden zur Isolierung
spezifischer Zellen aus einem komplexen Zellgemisch. Die Methode basiert auf der spezifischen
Markierung von Zellen mit Antikorpern die mit supramagnetischen Partikeln konjugiert sind. Die
Aufreinigung erfolgt tiber eine MACS-Séule die einem starken Magnetfeld ausgesetzt wird. Die
markierten Zellen werden in diesem Magnetfeld zuriickgehalten, wéhrend nichtmarkierte Zellen
durch die Séule laufen. Nachdem die Sédule aus dem magnetischen Feld genommen wurden,

konnen auch die markieren Zellen von der Sdule gewaschen werden.

Durchfiihrung (Midi-MACS Protokoll):

* Zellen in entsprechender Menge (ca. 500 pl) MACS-Puffer resuspendieren.

» entsprechende Menge mit MACS-beads konjugierte Antikdrper zugeben und mischen.

e 20 min bei 4°C inkubieren, alle 5 min schiitteln.

* ca. 50 fache Menge an MACS-Puffer zugeben und zentrifugieren.

*  MACS-Siulen mit 3 ml MACS-Puffer dquilibrieren, Sdule in den Magneten stecken.

o Zellen in 1 ml MACS-Puffer aufnehmen und auf die Siule auftragen.

* Séule mit 3 x 3 ml MACS-Puffer waschen.

* Séule aus dem Magneten nehmen, 5 ml MACS-Puffer auf die Sdule geben und mit

Stempel durch die Sdule driicken.
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* Zellen abzentrifugieren und in gewiinschtem Puffer aufnehmen.

2.9.7 ELISA

Zur Bestimmung der Zytokinkonzentrationen in Seren und Zellkulturiiberstinden wurden die

ELISA Kits der Firma Pharmingen verwendet. Es wurden folgende ELISA-Kits benutzt:

OptEIA Mouse IL-18 set (Cat.No. 558853)
OptEIA Mouse IFN-y set (Cat.No. 555138)
OptEIA Mouse IL-12 set (Cat.No. 555256)
OptEIA Mouse TNF-a set (Cat.No. 558874)

Des Weiteren wurden fiir die Durchfiihrung der ELISAs das OptEIA Reagent Set A und B
verwendet.
Die ELISAs wurden nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt.

2.9.8 Messung der NO-Konzentration

Um die NO Konzentration im Uberstand der Zellkulturen messen zu konnen, wurde das Griess-

Reagenz verwendet (Green et al., 1982)

Griess-Reagenz:

A: N-(1-Naphtyl) Ethylendiamin Dihydrochlorid 0,4 ¢g
H2Ouest auf 200 ml
B: Sulphanilamid 4g
H3PO4 10g
HoOuest auf 200 ml

als Standard dient NaNO; (1M Stocklosung in H,O)
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Durchfiihrung:

e Losung A und B kurz vor Gebrauch im Verhiltnis 1:1 mischen.
e 100ul des Zellkulturiiberstandes in eine ELISA-Platte iiberfithren und 100ul der Griess
Reagenz zugeben.

¢ 10 min bei RT inkubieren und am ELISA-Reader bei Asso messen.

2.9.9 Hitze-inaktivierung von Listerien

Fiir die Hitze-inaktivierung wurden die Listerien bei einer Dichte von 1 x 10"/ml fiir 1 Stunde bei
67°C im Wasserbad inkubiert und anschlieBend in Aliquots von 500pl bei -20°C gelagert.
Um die Inaktivierung zu iiberpriifen wurden 10ul der inaktivierten Bakterien auf BHI-Platten

ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Es konnte kein Wachstum festgestellt werden.

2.9.10 Bestimmung des Listerientiters in Milz und Leber infizierter Miiuse

Durchfiihrung:

e Zur Bestimmung des Listerientiters wurden den infizierten Mausen Milz und Leber
entnommen und die Organe auf Zellsieben zerdriickt und in 5 ml PBS suspendiert.

e 100ul der Suspension wurde in 900ul H,O+0,1% TRITON-X-100 iiberfiihrt und gemischt.

* Die so erhaltene Suspension wurden noch zweimal 1:10 in H,O+0,1% TRITON-X-100
verdiinnt .

* Von den drei Verdiinnungsstufen wurden in Triplikaten je 10pl auf BHI-Platten
ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

* Die Kolonien wurden am ndchsten Tag ausgezédhlt und der Gesamttiter pro Milz bzw.

Leber berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Teil 1: Charakterisierung des murinen Gens A21/D2

3.1.1  Charakterisierung der murinen A21/D2 cDNS
Analyse der murinen A21/D2 cDNS und Proteinsequenz

Isolierung der vollstindigen ¢cDNS des Klons A21/D2

Um die vollstindige cDNS Sequenz des Klons A21/D2 zu isolieren, wurde eine A-Phagen cDNS
Bibliothek aus magnetisch sortierten, GM-CSF differenzierten dendritischen Zellen konstruiert.
Diese Bibliothek wurde mir von Ivo Lieberam (Kd6ln) zur Verfligung gestellt. Die Bibliothek
wurde anschliefend von Judith Alferink (Miinchen) mit der aus dem Fragment A21/D2 erzeugten
Sonde (siehe Einleitung) durch Filterhybridisierung untersucht (Sambrook, 1989). Es wurden 4

unabhéngige Klone isoliert, deren Konsensus—Sequenz in Abbildung 3.1 gezeigt ist.

Analyse der murinen ¢cDNS und Proteinsequenz

Die isolierte cDNS umfasst 3776 Basenpaare. Im 5' Bereich finden sich 5 ATG Kodons (Abb.
3.1), wobei das offene Leseraster der ersten vier ATGs nur jeweils flir einige Aminosduren
kodiert, bevor ein Stoppkodon folgt (4 As, 4 As, 20 As, 8 As). Wiéhrend die ersten vier
Startkodons nur von einer sehr schwachen Kozak-Sequenz umgeben sind, befinden sich um das
fiinfte Startkodon (656) typische Sequenzen fiir einen Translationsstart (Kozak, 1984; Kozak,
1996). Das Leseraster ausgehend vom fiinften ATG Kodon kodiert fiir ein Protein mit einer Lange
von 949 Aminosduren (656-3503), einer berechneten Masse von 107,6 kDa und einem
isoelektrischen Punkt bei pH: 9,93.

Bei der Suche nach konservierten Proteinmotiven findet sich unter Verwendung des Programms
SignalP (Henrik Nielsen, 1997) ein die Aminosduren 1-23 umfassendes Leaderpeptid, dessen
hoher Hydrophobizititsindex auf ein sekretorisches Protein hinweist. Die Suche nach weiteren
konservierten Proteinmotiven mit Standardprogrammen wie z.B. SMART (Schultz et al., 1998)
oder TMHMM (Sonnhammer et al., 1998) ergab keine weiteren signifikanten Homologien zu

bekannten Proteindoménen.
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Bei dem Suche nach homologen Aminosiduresequenzen mit Hilfe des Blast Programms (Altschul
et al., 1990) konnte eine Ahnlichkeit von drei Sequenzabschnitten (Abbildung 3.1, grau unterlegt)

mit den sog. consensus repeat Doménen festgestellt werden ( siche Kapitel 4.1.2)

1 AAGCTGGAGC TCCACCGCGG TGGCGBECCGC TCTAGAACTA GTGGATCCCC CGGGCTGCAG GAATTCGGCA CGAGGGAAGG AGGCGTGITT
91 TGCTGATCTG TTAAATTCTT AGTGAAGTTT TCTTGATTTC CAGTGCTGIT GITTGAGITT GGITTGGAGC AAACCTGAAG TAGCCCTGAC
181 ATTTCTGGGA TGGAATCCAG ATGAGGAAAA AATAGAAGGA GAAGGGGGAG AAAAGGGAGA AGAGAAGGGA CTCGGCCAGA CTGCAGGAGG
271 GGAAGGGTGA TAAGAAGITC TGGGAAAACT CCACAGAAGG GAAGAGCGAG ATTCAGAAAT CACTAGGACT TCACTTTCAG GAAGATCCCT
361 GIGGCAACCA AGGACGGGCA CACACAGACC CAGGAGAAAC TGCAGACAAA TGGAGATACA AACGGTCCCA AGGACAGCAG CGITCACCTC
451 CTCCCACTGG ACCAGAAGGT AAAAGACACA GCCAGCAAAA GGAATCGGCC CAGGCTGGEC TCCCTGGGEGC TGCTTTGCAG ACAGACAAGG
541 AGACAGAGAG CAGGAAGGAA CCGATCTCAC CTAGGAAACT GTCCTGGGGA CCAACCTTCA CGITTCTCTG GAAAGCCTCT GCAAGCATCT

631 CCATGAACCA CTGITGGATA ATACA ATG ATG TGG AAA ATG GGA CCC CAC TTC ACC ACG CTC TTG GCC ATG TGG CTG GIG
Met Met Trp Lys Met Gy Pro His Phe Thr Thr Leu Leu Ala Met Trp Leu Val

710 TGT GGC TCA GCA TCT CAT TCT CCT GCC TTG GAT AGC GAC AGC CAC GCT GGA CGG AAA GTA CCT TTG GIT TCT CCA
Cys Ay Ser Ala Ser His Ser Pro Ala Leu Asp Ser Asp Ser H's Ala Gy Arg Lys Val Pro Leu Val Ser Pro

785 ATC AGC AGT AGG TCA GCT CGG TAT CTG AGG CAC ACC GGG AGG TCT GGI GGA GIT GAG AAA TCC ACC CAG GAA GAA
Ile Ser Ser Arg Ser Ala Arg Tyr Leu Arg His Thr Ay Arg Ser Ay Gy Val Qu Lys Ser Thr Adn Gu Qu

860 CCA AAT CCT CAG CCT TTC CAA AGG AGG AAG AGT GTA CCA GIG TTG AGA TTA GCT CAC CCG ACC ATG AGA CCA CCC
Pro Asn Pro G n Pro Phe G n Arg Arg Lys Ser Val Pro Val Leu Arg Leu Ala His Pro Thr Met Arg Pro Pro

935 CCC TCA GGI ATC AAT GGA GIC CCA GTC AGA CCT GAG GTG AGA CCC ATA GCT AGG AGC TCG GCG CGT GAG ATG GIC
Pro Ser Gy Ile Asn Gy Val Pro Val Arg Pro GQu Val Arg Pro lle Ala Arg Ser Ser Ala Arg Gu Mt Val

1010 CGA GAT GAG GGG TCT TCT GCT CGG ACA AGA ATG TTG CGA TTC CCC TCT GGA TCT AGC TCT CCC AAT ATC CTG GCC
Arg Asp Gu Gy Ser Ser Ala Arg Thr Arg Met Leu Arg Phe Pro Ser Gy Ser Ser Ser Pro Asn Ille Leu Ala

1085 AGC TTT GCA GGA AAG AAC AGG GTA TGG GTC ATC TCA GCC CCT CAC GCC TCA GAG GGC TAC TAC CGC CTC ATG ATG
Ser Phe Ala Gy Lys Asn Arg Val Trp Val Ile Ser Ala Pro His Ala Ser Gu Gy Tyr Tyr Arg Leu Met Met

1160 AGC CTC CTG AAG GAC GAC GTG TAT TGI GAG CTG GCA GAA AGG CAC ATC CAA CAG ATT GIG CTC TTC CAC CAG GCA
Ser Leu Leu Lys Asp Asp Val Tyr Cys Gu Leu Ala Gu Arg His Ile Gn An lle Val Leu Phe His G n Ala

1235 GGC GAG GAA GGG GGBC AAG GTA CGG AGG ATC ACC AAT GAA GGG CAG ATC CTG GAG CAG CCT CTG GAC CCC AAT CTC
Gy Gu Ju Ay Gy Lys Val Arg Arg Ile Thr Asn Gu Ay An Ile Leu Gu A n Pro Leu Asp Pro Asn Leu

1310 ATC CCA AAG CTG ATG AGC TTC TTG AAA CTG GAG AAG GBC AAG TTT AGC ATG GIG CTG TTA AAA AAG ACT CTG CAG
Ile Pro Lys Leu Met Ser Phe Leu Lys Leu Qu Lys Ay Lys Phe Ser Met Val Leu Leu Lys Lys Thr Leu @n

1385 GIG GAG GAG CGC TAC CCT TAC CCG GTC AGG CTG GAA GCC ATG TAT GAG GTC ATT GAT CAA GGT CCC ATC CGC AGG
Val Gu GQu Arg Tyr Pro Tyr Pro Val Arg Leu Gu Ala Met Tyr Gu Val Ile Asp Gn Gy Pro Ille Arg Arg

1460 ATC GAG AAA ATC AGG CAG AAG GGT TTT GTIC CAA AAG TGT AAG GCC TOG GGC ATA GAG GGC CAT GTA GTIC CAG GAA
Ile Qu Lys Ile Arg A n Lys Gy Phe Val Gn Lys Cys Lys Ala Ser Ay Ile Qu Ay His Val Val Adn Qu

1535 GGA AAC GAC GGC GGT GGA GGA GCA GGA GGT ACA GGC CTG GGC GGT GAT AAG AGG AAA GAG GAC CCA AGG AGA ACA
Gy Asn Asp Gy Gy Gy Gy Ala Gy Gy Thr Gy Leu Ay Gy Asp Lys Arg Lys Gu Asp Pro Arg Arg Thr

1610 CAA GIC CAC CCC ACC AGA GAG GCT CCG AGA AAG CAG GCC ACC AGC AAG GCA GCC ACT CCT CAG CCT CCC CCA ACT
Gn Val His Pro Thr Arg Gu Ala Pro Arg Lys Gn Ala Thr Ser Lys Ala Ala Thr Pro G n Pro Pro Pro Thr

1685 CCA AGG GCC ACC ACC CTT CCT CCT GCT CCA GIC ACG ACA GCC ACT CGG GCC ACA TCC CGG GTA GIG ACA ATA GCC
Pro Arg Ala Thr Thr Leu Pro Pro Ala Pro Val Thr Thr Ala Thr Arg Ala Thr Ser Arg Val Val Thr Ile Ala

1760 GCA AGA CCT ACA ACC ACC ACT GCC TAT CCA GCT ACC CAG AGG CCC TGG ACA TCC CGG TTG CAT CCC TTC TCA GIC
Ala Arg Pro Thr Thr Thr Thr Ala Tyr Pro Ala Thr G n Arg Pro Trp Thr Ser Arg Leu His Pro Phe Ser Val

1835 TCC CAC AGG CCC CCT GCA ACA GCA GAG GTG ACC ACT GCC AGG GGBC CCC TCC GIC TCA GAG CAA CTA TAC CCT CTA
Ser His Arg Pro Pro Ala Thr Ala Gu Val Thr Thr Ala Arg Gy Pro Ser Val Ser Gu G n Leu Tyr Pro Leu

1910 CCT CGG AAG GAG CAG CAG AGA GAG AAG CCA CAG GCC ACC AGG AGG CCC AGC AAA GCC ACC AAC TAT GGA ACGC TTC
Pro Arg Lys Gu Gn Gn Arg Gu Lys Pro Gn Ala Thr Arg Arg Pro Ser Lys Ala Thr Asn Tyr Gy Ser Phe

1985 TCA GCC ACC CCA CCT CCC ACC CTC TGG GAG GIC AGC ACA AGA GIT GTG GGC ACA AGC CGT TTC CGG GAC AAC CGG
Ser Ala Thr Pro Pro Pro Thr Leu Trp Gu Val Ser Thr Arg Val Val Gy Thr Ser Arg Phe Arg Asp Asn Arg

2060 ACA GAC AAA CGG GAA CAT GGC CAT CAG GAC CCA AAT GTIG GTG CCA GGT CCT CAC AAG CCA GTA AAG GGG AAG CTG
Thr Asp Lys Arg Gu His Gy His Gn Asp Pro Asn Val Val Pro Gy Pro His Lys Pro Val Lys Ay Lys Leu

2135 CCC AAA AAG AAG GAC AGA ATT CTC AGC AAC GAA TAT GAA GCC AAG TAT GAC CTC AGC CAG CCC ACC TCC TCT CAG
Pro Lys Lys Lys Asp Arg Ile Leu Ser Asn Gu Tyr Gu Ala Lys Tyr Asp Leu Ser G n Pro Thr Ser Ser Gn

2210 GGG GAG GAG GAG CGG CAG GTG GAT AGC GIT CCC TCG CAG AAT GCC AAG GAG TCG AAA AAG CTT GAA AAG CTC GAG
Gy Gu Gu Gu Arg Gn Val Asp Ser Val Pro Ser G n Asn Ala Lys Gu Ser Lys Lys Leu Gu Lys Leu Qu

2285 AAA CCT GAG AAG GAG AAG AAG AAA AAA GGG AAG AGT GCA AAA CAA GAC AAG TTA CTC AAG AGT GAA AAG CAA GCG
Lys Pro Gu Lys Gu Lys Lys Lys Lys Gy Lys Ser Ala Lys G n Asp Lys Leu Leu Lys Ser Gu Lys Gn Ala

2360 AAG AAA GCT GAG AAA AAG AGC AAA CAG GAG AAA GAC AAG AAT AAG AAG AAA AAG GCG GGT AAG ACA GAG CAG GAT
Lys Lys Ala Gu Lys Lys Ser Lys Gn Gu Lys Asp Lys Asn Lys Lys Lys Lys Ala Gy Lys Thr Gu G n Asp

2435 GAC AAT CAG AAG CCC ACC GCA AAA CAT CTC GCT CCA AGT CCC AAG AAG TCA GTG GCC GAC CTG TTG GGG TCT TTC
Asp Asn G n Lys Pro Thr Ala Lys His Leu Ala Pro Ser Pro Lys Lys Ser Val Ala Asp Leu Leu Gy Ser Phe
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2510 GAA GGC AAA CGA AGA CTC CTC CTG ATC ACC ACT CCC AAG GCT GAG AAC AAT ATG TAT GTIG CAG CAG CGG GAT GAA
Gu Gy Lys Arg Arg Leu Leu Leu Ile Thr Thr Pro Lys Ala Gu Asn Asn Met Tyr Val G n G n Arg Asp Gu

2585 TAT CTG GAG AGC TTC TGC AAG ATG GCC ACC AGG AGA ATC TCT GIG GIC ACC ATC TTT GGI CCT GIC AAC AAC ACC
Tyr Leu Gu Ser Phe Cys Lys Met Ala Thr Arg Arg Ile Ser Val Val Thr Ile Phe Gy Pro Val Asn Asn Ser

2660 TCC ATG AAA ATT GAT CAC TTC CAG CTA GAT AAT GAG AAA CCC ATG CGT GTG GTG GAT GAT GAT GAC TTG GTIG GAT
Ser Met Lys Ile Asp His Phe G n Leu Asp Asn Gu Lys Pro Met Arg Val Val Asp Asp Asp Asp Leu Val Asp

2735 CAA CAT CTC ATC AGC GAG CTG AGG AAG GAG TAT GGA ATG ACC TAC GAT GAC TTC TTC ATG GIG CTG ACA GAC GTG
Gn His Leu Ile Ser Gu Leu Arg Lys Gu Tyr Gy Met Thr Tyr Asp Asp Phe Phe Met Val Leu Thr Asp Val

2810 GAT CTG AGA GTC AAG CAA TAC TAC GAA GTG CCA ATA GCA ATG AAG TCC GTG TTT GAT CTT ATT GAC ACT TTC CAA
Asp Leu Arg Val Lys Gn Tyr Tyr Gu Val Pro Ile Ala Met Lys Ser Val Phe Asp Leu Ile Asp Thr Phe G n

2885 TCC CGA ATC AAA GAT ATG GAG AAG CAG AAG AAG GAG GBC ATT GCC TGC AAG GAG GAC AAG AGG CAG TCC CTG GAG
Ser Arg Ile Lys Asp Met Gu Lys G n Lys Lys Gu Gy Ile Ala Cys Lys Gu Asp Lys Arg G n Ser Leu Qu

2960 AAC TTC CTA TCC AGG TTC CGA TGG AGG AGG AGG TTG CTG GIG ATC TCT GCT CCT AAT GAT GAA GAC TGG GCC TAT
Asn Phe Leu Ser Arg Phe Arg Trp Arg Arg Arg Leu Leu Val Ile Ser Ala Pro Asn Asp Gu Asp Trp Ala Tyr

3035 TCA CAA CAG CTC TCT GCC CTC AAC GGT CAG GCA TGC AAT TTT GGI CTG CGA CAT ATA ACC ATT CTG AAG CTT TTG
Ser Gn An Leu Ser Ala Leu Asn Gy G n Ala Cys Asn Phe Gy Leu Arg His Ile Thr Ile Leu Lys Leu Leu

3110 GGT GIT GGA GAG GAA GIT GGA GGA GIT TTA GAA CTG TTC CCA ATT AAT GGG AGC TCC ATC GIT GAG CGG GAA GAT
Gy Val dy u GQu Val Ay Gy Val Leu Gu Leu Phe Pro Ile Asn Gy Ser Ser Ile Val Gu Arg Ju Asp

3185 GIG CCA GCC CAC TTG GIC AAA GAT ATC CGC AAC TAT TTT CAA GIG AGC CCA GAG TAC TTC TCC ATG CTT CTA GIT
Val Pro Ala His Leu Val Lys Asp Ile Arg Asn Tyr Phe @ n Val Ser Pro Qu Tyr Phe Ser Met Leu Leu Val

3260 GGA AAA GAT GGC AAT GIT AAA TCT TGG TAT CCT TCT CCT ATG TGG TCG ATG GTC ATC GTG TAT GAC TTA ATT GAT
Gy Lys Asp Gy Asn Val Lys Ser Trp Tyr Pro Ser Pro Met Trp Ser Met Val Ile Val Tyr Asp Leu Ile Asp

3335 TCC ATG CAA CTT CGG AGA CAG GAA ATG GCC ATT CAG CAG TCT CTG GGG ATG CCC TGC CCA GAA GAT GAG TAT GCA
Ser Met G n Leu Arg Arg Gn Gu Met Ala lle Gn An Ser Leu Gy Met Arg Cys Pro Gu Asp Gu Tyr Ala

3410 GGA TAT GGI TAC CAT AGT TAT CAC CAA GGA TAC CAG GAT GBC TAC CAG GAT GAC TAC CGT CAT CAT GAA AGT TAC
Gy Tyr Ay Tyr His Ser Tyr His Gn Gy Tyr Gn Asp Ay Tyr Gn Asp Asp Tyr Arg His His Gu Ser Tyr

3485 CAC CAT GGA TAC CCT TAC T GAACAGAAAT ATGTAACCTT ATTCCCATCC AGITTCCCCT TCATCTGCTA AAGCTGTGIG
His Hs Ay Tyr Pro Tyr

3564 CTGGCAGCTT CATAAGGGAA TTTCTCCATA CTCTACATAC CCCGACTTTT TCTTTCAGIG TTCTTCCAAG ATTAAAGAAA TAGTAAACTT
3654 TCCCCTACTC ATGAAAAAAT ATTAAGACAT TTAAAAGAAC TCGCTAACTG GAGAGAGAAA AGTGTACCGC GAAATAATTT TTACTGAAAA
3744  ACAAAAAAAA

Abbildung 3.1: c¢DNS und Aminosiiuresequenz von A21/D2. Die 5' ATGs und das Polyadenylierungssignal
sind hervorgehoben. Die Aminoséuren des Leaderpeptids sind unterstrichen. Die grau unterlegten Sequenzen zeigen
die drei Sushi-Homologie (CRD) Doménen an.

Expression von A21/D2 in murinen Geweben und Zellpopulationen

Das Auspriagungsmuster eines Gens in den verschiedenen Geweben und Zellen ist charakteristisch
fiir die meisten Gene und kann unter anderem Hinweise auf die Funktion des Gens liefern. Fiir die
Analyse des Auspridgungsmusters von A21/D2 wurde wie in Kapitel 2.6.8 beschrieben RNS aus
verschiedenen Mausgeweben sowie aus Knochenmark-DC (GM-CSF) isoliert und mittels
Northernblot auf die Expression von A21/D2 mRNS analysiert. Dazu wurden die zwei radioaktiv
markierten Sonden P1-P6 und Sonde2 verwendet. Abbildung 3.2a zeigt schematisch, in welchem
Bereich der A21/D2 RNS die Sonden binden. In Abbildung 3.2b ist das Ergebnis eines solchen
Blotes gezeigt. Als Marker fiir die aufgetragene Menge an RNS wurde im oberen Feld eine fiir das
konstitutiv ausgeprigte Gen GAPDH spezifische Sonde verwendet. Im unteren Feld wurde mit der
A21/D2-spezifischen Sonde2 hybridisiert. Man erkennt Banden im Langenbereich von ca. 4 kb,
was in etwa der Liange der cDNS entspricht (3,8 kb). Mit Hilfe des Programms Image Quant
wurde die Intensitdt der A21/D2 spezifischen Banden mit der Intensitét der zugehdrigen GAPDH-
Bande in Relation gesetzt. Abbildung 3.2c zeigt die Expression von A21/D2 in Prozent der

GAPDH-Expression. Die stirkste Expression findet sich erstaunlicherweise in der Blase, gefolgt
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von Lunge, Uterus embryonalem Gewebe und Herz. Aber auch in lymphatischen Geweben wie
Lymphknoten, Milz, Thymus, und Knochenmark DC ldsst sich A21/D2 Expression feststellen.

Sehr wenig bis gar keine Expression zeigt sich im Gehirn, Darm, Niere und Skelettmuskel.
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Abbildung 3.2: A21/D2-spezifischer Northernblot. a) schematische Lage der A21/D2-spezifischen Sonden P1-P6
und Sonde2. b) Northernblot mit Sonde2 und GAPDH Sonde. ¢) A21/D2 Expression in Relation zur jeweiligen
GAPDH-Expression.

Um diese Ergebnisse zu Bestitigen und um einen genaueren Uberblick iiber die Expression von
A21/D2 in Leukozyten-Zellpopulationen zu gewinnen, wurde zusétzlich eine A21/D2-spezifische
RT-PCR durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde in diesem Fall das konstitutiv ausgeprigte Gen [3-
Actin verwendet. Abbildung 3.3 zeigt die Ergebnisse der RT-PCR filir eine Reihe von
Mausgeweben und sortierten Zellpopulationen.

Wie beim Northernblot, zeigt sich auch in der RT-PCR eine starke Auspriagung von A21/D2 in
Blase, Lunge, Uterus und Herz. Zusdtzlich wurden in der RT-PCR noch Ovarien und Hoden
untersucht, wobei sich in den Ovarien eine relativ hohe und in Hoden nur sehr geringe A21/D2
Expression feststellen lasst. Sehr wenig bis gar keine Expression zeigen sich auch hier in Darm,
Gehirn, Niere und Muskel. Die lymphatischen Gewebe Milz, Thymus und Lymphknoten zeigen
alle eine mittelstarke Auspriagung von A21/D2.

Von den untersuchten Leukozytenpopulationen (Knochenmark DC, Peritoneal-Makrophagen,
CD4" T-Zellen (Milz), CD8" T-Zellen (Milz), B-Zellen (Milz) und NK-Zellen (Milz)) zeigen nur
die Knochenmark-DC eine deutliche A21/D2 Expression.
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Insgesamt ldsst sich also eine relativ breite Ausprigung von A21/D2 in den verschiedenen
Geweben der Maus feststellen. Interessant ist der Befund, dass von den untersuchten Leukozyten-
Populationen A21/D2-Expression nur in GM-CSF Knochenmark-DC zu finden ist. Das konnte ein
wichtiger Hinweis darauf sein, dass A21/D2 bei den Zellen des Immunsystems spezifisch in

Dendritischen Zellen ausgepriagt wird.

Knochenmark DC  perit. Makrophagen CD4"* T-Zellen CD8" T-Zellen B-Zellen

A21/D2

!
'

B-Actin

i

i

NK-Zellen Darm Milz Thymus Lymphknoten

B

A21/D2

.
il
il
il

Gehirn Lunge Uterus Niere Herz
Blase Ovarien Hoden Muskel

Abbildung 3.3: A21/D2 RT-PCR. Die RNS wurde entweder aus Gesamtgewebe gewonnen oder aus verschiedenen,
aufgereinigten Zell-Populationen gewonnen. Die RNS wurde in ¢cDNS umgeschrieben in 1:5 Verdiinnungsschritten
verdiinnt und mittels PCR amplifiziert. Als Standard dient 3-Actin.
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3.1.2 Analyse der subzelluliren Lokalisation des A21/D2 Proteins

Neben dem Auspriagungsmuster eines Gens in verschieden Geweben und Zellpopulationen
(Kapitel 3.1.1) ist auch die intrazellulire Lokalisation des Proteins charakteristisch und kann
Auskunft tiber die mogliche Funktion eines Genes bzw. seines Genproduktes geben. Die Tatsache,
dass viele der im Zytoplasma synthetisierten Proteine sich schlieflich in nicht-zytosolischen
Kompartimenten der Zelle wiederfinden oder sekretiert werden, setzt einen gerichteten und
regulierten Transport dieser Proteine iiber (intrazellulire) Membranen voraus. Eine wichtige
Gemeinsamkeit von Proteinen die vom Zytosol in andere Zellkompartimente transportiert werden
ist der Besitz eines N-terminalen Signalpeptids (Rusch and Kendall, 1995; Sakaguchi, 1997). Da
auch das A21/D2-Protein ein solches N-terminales Signalpeptid enthdlt, ist die
Wahrscheinlichkeit, dass es sich um ein nicht-zytosolisches oder sekretorisches Protein handelt
relativ hoch. Um das intrazellulire Expressionsmuster von A21/D2 genauer zu untersuchen,
wurde im Rahmen dieser Arbeit der A21/D2 ORF in den Vektor pEGFP-N1 kloniert und das so

erhaltene Fusionskonstrukt in T 293 Zellen exprimiert.

Generierung des A21/D2-EGFP Fusionskonstruktes

Der Vektor pEGFP-NI enthilt das 'enhanced green fluorescent protein' (EGFP) als Reporter fiir
die Genexpression. Die MCS (multiple cloning site) befindet sich im Vektor pEGFP-NI1 vor, d.h.
N-terminal der fiir EGFP kodierenden Sequenz. Zur Klonierung des ORF von A21/D2 in den
Vektor pEGFP-N1 musste der ORF mit entsprechenden Restriktionsenzymschnittstellen versehen
werden. Dazu wurden die zwei Mutageneseprimer so ausgewéhlt, dass sie eine Klonierung des
ORF in die MCS von pEGFP-N1 im EGFP-Leseraster erlauben. Zu diesem Zweck wurde auch
das Stoppkodon des A21/D2 ORF zu einem kodierenden Glycin-Kodon mutiert. Abbildung 3.4
zeigt die Klonierung des A21/D2 ORF mit den neu eingeflihrten Schnittstellen in den Vektor
pEGFP-N1 (a) sowie eine schematische Darstellung des fertigen Vektors A21/D2-pEGFP-NI1 (b).
Als Matrize fiir die Mutagenese-PCR diente der Klonl3 aus der A-Phagen Bibliothek (Kapitel
3.1.1) dessen DNS Sequenz der ermittelten A21/D2 Konsensus cDNS Sequenz entspricht. Die

verwendeten Mutagenese-Primer und Vektoren sind in den Kapiteln 2.4.1 bzw. 2.5.1 beschrieben.
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Abbildung 3.4: Konstruktion des A21/D2-pEGFP-N1 Fusionskonstrukts. a) Das Mutagenese-PCR Produkt wurde
iiber Kpnl und BamHI Schnittstellen in die MCS von pEGFP-N1 kloniert. Das Stoppkodon TGA des A21/D2 ORF
wurde zu GGA (Gly) mutiert. Damit liegt der A21/D2 ORF N-terminal von EGFP im gleichen Leseraster. b)
Schematische Darstellung des A21/D2-pEGFP-N1 Vektors

Analyse des A21/D2-EGFP Fusionskonstruktes

Zur Analyse der intrazelluldren Lokalisation von A21/D2 wurden T 293 Zellen mit dem A21/D2-
pEGFP-N1 Fusionskonstrukt, sowie dem pEGFP-N1 Leervektor als Kontrolle wie in Kapitel 2.7.2
beschrieben transfiziert. Danach wurden die Zellen wie in Kapitel 2.9.1 beschrieben filir die
Analyse am Konfokalen Lasermikroskop préipariert.

Zunichst wurde die Transfektionseffizienz am FACS ermittelt. Fiir den pEGFP-N1 Leervektor lag
die  Transfektionseffizienz normalerweise bei 30-50% der Zellen wihrend die
Transfektionseffizienz fir das A21/D2-pEGFP-N1 Konstrukt bei ca. 5-10% lag. Ein moglicher
Grund fiir diese deutlich geringere Transfektionseffizienz konnte eine Beeintrdchtigung der
Funktion des Signalpeptids durch die Fusion mit EGFP sein. Der Transport des Proteins in die
biosynthetischen Kompartimente wie z.B. dem Golgi-Apparat ist gestort und deshalb unterbleibt
die Modifikation des Proteins. Aufgrund dessen kann sich das GFP nicht richtig falten, verliert
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seine Funktion und fluoresziert dementsprechend nicht mehr (Feilmeier et al., 2000; Heim et al.,
1994; Waldo et al., 1999).

Wie in Figur 3.5a gezeigt, war die Fluoreszenz bei den mit dem Leervektor transfizierten Zellen
wie zu erwarten gleichméBig in der Zelle verteilt. Deutlich in den Zellen zu erkennen sind die mit
TO-PRO™-3 Jodid angefirbten Zellkerne (blau), die oft nierenformig, z.T. auch gelappt oder
fragmentiert erscheinen kdnnen und einen groflen Teil der Zelle ausfiillen (Figur 3.5 b-f). T293
Zellen wurden mit Fragmenten aus Adenovirus-Typ 5-DNS transformiert und zeigen viele
Transformationsmerkmale, was das z. T. atypische Erscheinungsbild der Kerne erklért (Djaldetti
and Lewinski, 1983; Papadimitriou and Matz, 1979; Sessa et al., 1984).

In den Abbildungen 3.5 b-f wurden die Zellen mit dem A21/D2-pEGFP-N1 Fusionskonstrukt
transfiziert. In Abbildung 3.5 b erkennt man deutlich, dass die EGFP-Expression (griin) meist in
kondensiert-vesikelartigen Strukturen nahe dem Zellkern (perinukleér) lokalisiert ist. In einigen
Zellen waren aber auch zusitzlich einzelne EGFP" vesikelartige Strukturen in weiterer Entfernung
des Kerns bzw. in der Nédhe der Zellmembran zu sehen (Pfeile in Abbildung 3.5 d).

Da durch das Vorhandensein eines Signalpeptides der Transport des Proteins in bzw. durch
zellulire Kompartimente wie das Endoplasmatische Retikulum oder den Golgi-Apparat sehr
wahrscheinlich ist, wurden transfizierte Zellen zusitzlich mit Markern gegen diese zelluldren
Strukturen gefarbt. In Abbildungen 3.5 ¢ und d wurden transfizierte Zellen mit einem Antikdrper
gegen Calreticulin geférbt (rot). Calreticulin findet sich fast ausschlieBlich im Endoplasmatischen
Retikulum wo es Aufgaben als molekulares Chaperon und im Kalzium-Signalweg {ibernimmt.
Obwohl Calreticulin in einigen Féllen auch auBlerhalb des Endoplasmatischen Retikulums zu
finden ist (Johnson et al., 2001) wird es allgemein als Marker flir das ER verwendet. In den T 293
Zellen in Abbildungen 3.5 c¢ ldsst sich schon erkennen, wie das Zytosol der Zellen von einem
dichten ER-Netzwerk durchzogen wird. Eine Kolokalisation mit EGFP ist allerdings nur teilweise
zu erkennen (Abbildung 3.5 d, gelber Uberlagerungsbereich)

Um spezifisch den Golgi-Apparat zu firben, wurde in dieser Arbeit ein Anti-Golgin-97
Antikorper benutzt. Dieser Antikorper erkennt das zur Granin-Familie gehorende Protein Golgin-
97, das sich auf der zytoplasmatischen Seite des Golgi-Apparates befindet (Barr and Short, 2003;
Griffith et al., 1997). In den Abbildungen 3.5 e und f erkennt man deutlich die fast vollstindige
Kolokalisation (gelb) der EGFP-Expression mit der Golgi-Féarbung (rot).

Bei A21/D2 handelt es sich damit offensichtlich um ein Protein, das iiber das ER in den Golgi-
Apparat transportiert wird. Ob es im Golgi-Apparat bleibt oder, wie zu vermuten,

weitertransportiert bzw. sekretiert wird muss allerdings noch gezeigt werden.
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Abbildung 3.5: Analyse der intrazelluliiren Lokalisation von A21/D2. a) Leervektor Kontrolle. b-f) Transfektion
mit A21/D2-pEGFP-N1 (griin). c-d) Farbung mit anti-Calreticulin (rot). e-f) Firbung mit anti-Golgin-97 (rot).

99




Ergebnisse

3.1.3 Charakterisierung des genomischen Lokus fiir murines A21/D2

Klonierung des genomischen Lokus fiir murines A21/D2

Fiir die Klonierung des genomischen Lokus fiir A21/D2 in der Maus wurde die BAC (Bacterial
Artificial Chromosome) Genbank CitbCJ7 (Caltech) verwendet. Diese Genbank wurde aus ES-
Zellen der Mauslinie 129/Sv generiert. Als Grundgeriist dient der Vektor pBeloBACII mit
InsertgroBen um 130 kb (Kapitel 2.5.1). Die BAC-Genbank wurde mittels einer A21/D2-
spezifischen PCR durchsucht (Durchgefiihrt von der Firma Genome systems). Ziel dieser Suche
war es BAC Klone zu finden, die die genomische Sequenz oder einen Teil der genomischen
Sequenz von A21/D2 enthalten. Bei dieser Suche konnten drei positive Klone identifiziert werden
(#26134, #26135 und #26136).

Diese drei BAC-Klone wurden mit verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut und mit den
radioaktiv markierten Oligonukleotid-Sonden PH1 und PH2 (Kapitel 2.4.1) hybridisiert
(Abbildung 3.6a und b). Wie in Abbildung 3.7 schematisch dargestellt, bindet Sonde PH1 im 5'
Bereich und Sonde PH2 im 3' Bereich des A21/D2 ORF. Wihrend die Sonde PH1 an die Klone
26134 und 26135 hybridisiert (Abbildung 3.6a), bindet Sonde PH2 bei den Klonen 26135 und
26136 (Abbildung 3.6b). Da Klon 26135 fiir beide Sonden positiv ist, kann davon ausgegangen
werden, dass dieser Klon die vollstindige genomische Sequenz von A21/D2 enthilt. Den Klonen
26134 und 26136 dagegen fehlen Sequenzen des genomischen A21/D2 Lokus im 5' bzw. 3'
Bereich. Fiir die weitere Arbeit wurde deshalb Klon 26135 verwendet.
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Abbildung 3.6: Southernblot der BAC-Klone 26134 (34), 26135 (35) und 26136 (36). Die BAC-Klone wurden mit
den bezeichneten Restriktionsenzymen verdaut und mit den Oligonukleotid-Sonden PHI1 (a) oder PH2 (b)
hybridisiert.

Um kleinere und damit leichter zu handhabende Sequenzbereiche zu erhalten wurde der BAC-
Klon 26135 mit verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut und mit der A21/D2-spezifischen
Sonde P1-P6 (Abbildung 3.7) hybridisiert. Da der Vergleich des resultierenden Bandenmusters
(Abbildung 3.8) mit dem von muriner genomischer DNS (nicht gezeigt) eine genaue
Ubereinstimmung zeigte, konnte davon ausgegangen werden, dass A21/D2 nur in einfacher Kopie
im Genom vorliegt und auch keine Pseudogene existieren.

Aus dem Bandenmuster (und der Restriktionskarte der cDNS) konnte geschlossen werden, dass
zwei bestimmte Fragmente den 5' Bereich der genomischen A21/D2 Sequenz abdecken und sich z.
T. auch iiberlappen. Diese in Abbildung 3.8 mit Pfeilen gekennzeichneten BAC Fragmente
(Clonel und Clone8 in Abbildung 3.7) wurden in den pBluescript Vektor kloniert und

anschlieBend sequenziert.
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der A21/D2 ¢DNS mit der
Lage der Sonden PH1, PH2 und P1-P6 sowie der Sequenzbereiche, die
durch Clonel und Clone8 auf genomischer Ebene abgedeckt werden.

Abbildung 3.8: Southernblot von
BAC-Klon 26135 mit der A21/D2-
spezifischen Sonde P1-P6. Die mit
Pfeilen gekennzeichneten Fragmente
wurden ausgeschnitten und in den
Vektor pBluescript kloniert.

Insgesamt konnte durch die Sequenzierung der beiden Klone 11 kb der genomischen A21/D2
Sequenz ermittelt werden. Diese Sequenz umfasst den 5' Bereich des A21/D2 Gens mit den ersten
drei Exons sowie eine ca. 3 kb lange Sequenz im 5' Bereich des ersten Exons (Abbildung 3.9).
Einige Zeit nach Beendigung der Sequenzierungen wurde die erste Version des gesamten
Mausgenoms verdffentlicht (Ensembl; Hubbard et al., 2002). Dies ermoglichte zum einen die
Verifizierung der bisherigen Ergebnisse und zum anderen war es moglich durch einen Vergleich
der cDNS Sequenz mit der genomischen Sequenzdatenbank die genomische Organisation des
gesamten A21/D2 Gens zu bestimmen. Wie in Abbildung 3.9a dargestellt, erstreckt sich der
gesamte A21/D2 Lokus iiber 35 kb und liegt auf Maus Chromosom 16. Das A21/D2 Gen besitzt
insgesamt 10 Exons von denen Exon III mit 1,9 kb mit Abstand das grofte ist.

Wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben, ist das fiinfte ATG das Startkodon fiir die Transkription des 949
Aminosduren umfassenden A21/D2 Proteins (Abbildung 3.9a, langes Transkript). Durch
differenzielles Spleien des dritten Exons konnte ein kiirzeres (ca. 1,8 kb) Transkript entstehen
(Abbildung 3.9a, putatives kurzes Transkript). In diesem Fall wiirde bei einem Translationsstart
vom vierten ATG aus ein 327 Aminosduren langes Protein entstehen. Sieht man von den ersten

vier Aminosduren ab, wire dieses kurze Protein identisch mit dem C-terminalen Ende des 'langen’
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Proteins. Einen Hinweis darauf, dass dieses kurze Transkript tatsdchlich gemacht wird liefert die
Hybridisierung mit der Northern-Sonde2 (Kapitel 3.1.1) auf RNS aus Knochenmark-DC. Neben
der Bande bei ca. 4 kb kann man eine zusétzliche schwichere Bande bei ca. 1,8 kb erkennen
(Abbildung 3.9b). Die Moglichkeit, dass durch differenzielles Spleilen zwei oder mehrere
verschiedene A21/D2 Proteinvarianten entstehen konnten hatte vor allem Einfluss auf die Planung

des A21/D2-EGFP Rekombinationsvektors (Kapitel 3.1.4).

a) b)

Langes Transkript (3,7 kb)
4| |_

ATG ATG ATG

e s

vii vl IX X

ATG / 2 kb_> 3
\ =Y

Putatives kurzes Transkript (1,8 kb)

11 kb

35kb

Abbildung 3.9:a) Schematische Darstellung des genomischen A21/D2 Lokus sowie der beiden moglichen
Transkripte. b) Northernblot mit der Sonde2 auf RNS aus GM-CSF generierten Knochenmarks DC.

3.1.4 Generierung einer A21/D2 defizienten Mausmutante durch 'Knock-in' des EGFP-

Reporter Gens

In den vorhergehenden Kapiteln wurden Methoden beschrieben, mit denen Informationen iiber die
Struktur, intrazelluldre Lokalisation und genomische Organisation von A21/D2 gewonnen werden
konnten. Einen ersten Uberblick iiber die Expression von A21/D2 in verschiedenen Geweben und
Zellen lieferten Northernblot Analyse und RT-PCR.

Um einen Einblick in die Funktion von A21/D2 und seiner Rolle im Gesamtorganismus zu
erlangen, wurden im Rahmen dieser Arbeit das A21/D2 Gen gezielt in der Keimbahn von Méusen
mutiert. Durch homologe Rekombination in pluripotenten embryonalen Stammzellen wurde eine
A21/D2-defiziente Mausmutante generiert, indem Teile des A21/D2 Gens durch eine EGFP-
Reporterkassette ersetzt wurden. Der Vorteil dieser 'Knock-in' Strategie liegt in der Moglichkeit,
sowohl die Funktion von A21/D2 in der A21/D2-defizienten Maus, als auch die Expression tiber

das eingebrachte EGFP-Reportergen zu untersuchen.

103



Ergebnisse

Als Grundlage zur Klonierung des A21/D2-EGFP Rekombinationsvektors diente der Vektor
pEasyflox (Abbildung 3.10a und Kapitel 2.5.1). Dieser Vektor verfiigt bereits {liber eine
Neomycin-Resistenz Kassette (NEO) sowie eine Herpes Simplex Virus Thymidinkinase (HSV-
TK) Kassette. Die Neomycin-Resistenz Kassette dient als Marker zur positiven Selektion, den der
Rekombinationsvektor aus methodischen Griinden enthalten muss. Die Neomycin-
phosphotransferase erlaubt das Wachstum von rekombinierten ES-Zell-Klonen in Gegenwart des
Antibiotikums Genetecin (G418). Die Neomycin-Resistenz Kassette ist zu beiden Seiten von loxP
(locus X-ing over Pl phage) Erkennungssequenzen flankiert, was ihre spdtere CRE (causes
recombination) vermittelte Deletion in A21/D2-EGFP Méusen erlaubt, z.B. durch Verpaarung mit
der ubiquitir CRE exprimierenden Deleter Maus (Rajewsky et al, 1996; Sternberg, 1981;
Sternberg and Hamilton, 1981; Sternberg et al., 1981).

Die HSV-TK Kassette erlaubt die Negativselektion aller ES-Zell-Klone, bei denen der
Rekombinationsvektor ungerichtet und nicht {iber homologe Rekombination in das Genom
inseriert wurde. Bei ungerichteter Rekombination wird mit hoher Effizienz auch heterologe DNS,
wie hier die HSV-TK Kassette, ins Genom eingebaut. Solche ES-Zell-Klone sind daher sensitiv
fiir Phosphorylierung und den nachfolgenden Einbau des Thymidinanalogons Gancyclovir in die
DNS, was zur Blockade der DNS-Replikation fiihrt. Da bei homolog rekombinierten ES-Zell-
Klonen die HSV-TK Kassette nicht in das Genom integriert wird und die endogene Sduger
Thymidinkinase Gancyclovir nicht aktivieren kann, sind diese gegen die Gancyclovir Behandlung
resistent (Wurst and Joyner, 1993).

Das urspriinglich aus der Qualle Aequorea victoria isolierte GFP diente als Grundlage fiir die in
dieser Arbeit verwendete Mutante EGFP (enhanced green fluorescent protein; Cormack et al.,
1996). In dieser Mutante sorgt eine doppelte Aminosduren-Substitution zu einer im Vergleich zum
Wildtyp-GFP 35 mal hoheren Fluoreszenz Intensitédt bei einer Anregung bei 488 nm. Da der in
den meisten DurchfluBzytometern und Konfokalen Lasermikroskopen verwendete Argon Laser

Licht einer Wellenldnge von 488 nm emittiert, stellt EGFP ein ideales Reportergen dar.
Klonierung des A21/D2-EGFP Rekombinationsvektors

Der A21/D2-EGFP Rekombinationsvektor wurde in den Vektor pEasyflox so kloniert, dass ein
2,9 kb groBBes, Teile des zweiten und das gesamte dritte Exon umfassendes Fragment der

genomischen A21/D2 Sequenz durch die Sequenzen von EGFP und der Neomycin-Resistenz

Kassette ersetzt wurde (Abbildung 3.11).
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Um eine korrekte Rekombination des Vektors zu ermdglichen, ist das EGFP-Neomycin Fragment
auf beiden Seiten von unterschiedlich langen homologen Bereichen des A21/D2 Lokus flankiert,
die als 'langer Arm' und 'kurzer Arm' bezeichnet werden. Der lange Arm wurde so konstruiert,
dass das ATG Startkodon von EGFP direkt hinter dem letzten ATG in Exon II liegt (Abbildung
3.11). Wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, konnte durch differenzielles Spleien des dritten Exons
die Translation des kurzen Proteins von dem letzten ATG im zweiten Exon ausgehen. Dadurch,
dass nicht nur das dritte Exon, sondern auch Teile des zweiten Exons deletiert wurden, wurde die
Bildung eines moglichen Splei8produktes verhindert. Der lange Arm umfasst deshalb ein ca. 3 kb
langes Fragment des genomischen 5' Bereich des A21/D2 Lokus bis hin zum letzten ATG im
zweiten Exon. Hinter dieses Exon wurde mittels einer Hybridisierungs-PCR die EGFP Sequenz
aus dem Vektor pEGFP-NI gesetzt und das komplette Fragment in pBluescript kloniert
(Abbildung 3.10b). Das 'langer-Arm-EGFP'-Fragment wurde dann tiiber die HindIII/ Spel
Schnittstellen aus pBluescript geschnitten und vor die Neomycin Kassette in die Xbal/ HindIII
Schnittstelle von pEasyflox gesetzt (mdglich durch die kompatiblen kohédsiven Enden von Spel
und Xbal). Der 800 bp umfassende kurze Arm wurde mittels PCR amplifiziert, wobei den Primern
eine BamHI bzw. Clal Schnittstelle hinzugefiigt wurde (Kapitel 2.4.1). Uber diese Schnittstellen
wurde der kurze Arm auch in pEasyflox kloniert. Der fertige A21/D2-EGFP
Rekombinationsvektor ist in Abbildung 3.10c gezeigt.

a)

b)

Clal

sBamHI

Spel

pBluescript

pEasyFlox pBluescript+ langer Arm-EGFP

6847 bps

A21/D2-EGFP Rekombinations
Vektor
12492 bps

7818 bps

“Hindlll

Hindlll il

langer Arm

Abbildung 3.10: Klonierung des A21/D2-EGFP Rekombinationsvektor. a) zeigt den Vektor pEasyflox, der als das
Grundgertist fiir den A21/D2-EGFP Rekombinationsvektor dient. b) Vektor pBluescript mit dem Fusionskonstrukt aus
langem Arm und EGFP. c¢) der fertige A21/D2-EGFP Rekombinationsvektor.

In Abbildung 3.11 ist schematisch die homologe Rekombination des genomischen A21/D2 Lokus
mit dem A21/D2-EGFP Rekombinationsvektor, sowie der genomische Lokus nach erfolgreicher
Rekombination dargestellt. Die Abbildung zeigt auch die Lage der 3' Sonde und die GroBe der von

dieser Sonde detektierten Fragmente nach einem Dral bzw. Stul Verdau (néchster Abschnitt).
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Abbildung 3.11: Inaktivierung des A21/D2 Gens in embryonalen Stammzellen. Der 3' Bereich des zweiten Exons
und das gesamte dritte Exon des A21/D2 Gens werden durch den Einbau der EGFP-Neomycin Kassetten deletiert.
Gezeigt sind die Restriktionskarten des genomischen Lokus, des Rekombinationsvektors und des rekombinierten
Alles. Die Positionen des Translationsstarts und der 3' flankierenden Sonde sind angegeben.

Generierung rekombinanter A21/D2-EGFP embryonaler Stammzellen

Erzeugung von A21/D2-EGFP""" ES-Zellen durch homologe Rekombination

Der mit Clal linearisierte A21/D2-EGFP Rekombinationsvektor wurde in E14.1 ES-Zellen
(129/0la) elektroporiert und die so transfizierten ES-Zellen auf embryonalen Fibroblasten in
Anwesenheit von G418 (ab Tag 2) und Gancyclovir (ab Tag 4) kultiviert. Am Tag 9 nach Beginn
der Antibiotika-Selektion konnten 128 resistente ES-Zell-Klone in 96-well Platten gepickt und
expandiert werden. Die eine Hilfte der Zellen wurde in 48-well Platten eingefroren, die zweite
Hilfte in 96-well Platten zur Identifizierung korrekt rekombinierter Klone mittels 'Screening-PCR'
getestet. Dazu wurden die Kolonien einer vollbewachsenen 96-well Platte auf eine 96-Thermowell
PCR Platte tiberfiihrt und dort lysiert. Mit dem Lysat wurde eine PCR durchgefiihrt, wobei ein
Primer im 3' Bereich auBlerhalb des Konstruktes im A21/D2 Lokus (Kapitel 2.4.1 WT-A21), der
andere innerhalb der Neomycin-Resistenz Kassette bindet (Kapitel 2.4.1 NEO). Auf diese Weise
erfolgt die Amplifikation des kurzen Armes des Rekombinationsvektors, allerdings nur bei
korrekter homologer Rekombination. Um schwache oder nicht eindeutige Signale im Agarosegel

zu iberpriifen, wurden die Gele auf eine Nylonmembran geblottet und mit dem kurzen Arm als
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Sonde hybridisiert. In diesem Screen konnten insgesamt 14 positive Klone identifiziert werden.
Der eine Teil der positiven Klone wurde expandiert fiir die DNS Gewinnung zur Southernblot

Analyse, der andere Teil eingefroren.

Southernblot Analyse der homolog rekombinierten ES-Zellen

Die durch die 'Screening-PCR' identifizierten Klone wurden nun mittels Southernblot iiberpriift.
Um die Menge an Wildtyp-DNS, die das Ergebnis verfilschen wiirde, moglichst gering zu halten,
erfolgte die Anzucht der zu testenden Klone auf Zellkulturplatten ohne embryonale Fibroblasten.
Die aufgereinigte genomische DNS der ES-Zellen wurde mit Stul oder Dral verdaut und nach
einem Agarosegellauf auf eine Nylonmembran geblottet. Die Hybridisierung erfolgte mit der 3'
flankierenden Sonde (Abbildung 3.11), die auBlerhalb der im Rekombinationsvektor vorhanden
genomischen Sequenz bindet. Wie aus Abbildung 3.11 entnommen werden kann, wiirde bei einem
Stul Verdau eine Bande bei 3 kb fiir das Wildtyp-Allel und eine Bande bei 2,4 kb flir das mutierte
Allel zu erwarten sein. Abbildung 3.12a zeigt, dass von den 14 im PCR-Screen positiven Klonen
nur zwei die erwarteten Hybridisierungssignale aufweisen (Klon #115 und #125). Bei dem Verdau
mit Dral wiirde das Signal fiir das Wildtyp Allel bei 6,8 kb und fiir das mutierte Allel bei 3,4 kb
erwartet (Abbildung 3.11). Auch in diesem Fall zeigten nur die beiden Klone #115 und #125 die
erwarteten Hybridisierungssignale fiir Wildtyp- und mutiertes Allel (Abbildung 3.12b).

Die Hybridisierung mit der 3' Sonde schlieft allerdings nicht aus, dass zusétzlich zur homologen
Rekombination weiter zufidllige Integrationen ins Genom stattgefunden hat. Um dies
auszuschlieBen, wurde die mit Stul oder Dral verdaute genomische DNS von Klon #115 und #125
mit einer NEO spezifischen Sonde hybridisiert. Abbildung 3.12c zeigt, dass bei beiden Klonen ein
einziges Hybridisierungssignal der korrekten GroBe bei 5,3 kb (Stul) bzw. 3,4 kb (Dral)
detektierbar war.

Es konnte somit davon ausgegangen werden, dass bei den beiden Klonen #115 und #125 die
homologe Rekombination wie geplant stattgefunden hat und damit zwei unabhidngige ES-Zell-
Klone mit dem korrekt mutierten Allel fiir die Generierung einer A21/D2-Reporter bzw.

defizienten Mausmutante zur Verfligung standen.
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Abbildung 3.12: Southernblot Analyse der in der Screening-PCR positiven ES-Zell-Klone. a) Hybridisierung mit
der 3' Sonde nach Stul Verdau. b) Hybridisierung mit der 3' Sonde nach Dral Verdau. c¢) Hybridisierung mit einer
NEO-spezifischen Sonde nach Dral (die beiden linken Spuren) bzw. Stul (die beiden rechten Spuren) Verdau.

Generierung einer A21/D2-EGFP-Reporter Mausmutante aus rekombinierten ES-Zellen

Um A21/D2-EGFP-Reporter Mausmutanten zu generieren, wurden die beiden ES-Zell-Klone
#115 und #125 mittels Mikroinjektion in Blastozysten von C57BL/6 Spendertieren injiziert
(Abbildung 3.13). Die so erzeugten Blastozysten wurden anschlieBend in die Uteri von
pseudoschwangeren F1 Weibchen aus einer C57BL/6 x BALB/c Kreuzung transferiert. Aus den
transferierten Blastozysten entstehen auf diese Weise chimdre Méuse, wobei der Grad des
Chimidrismus den Anteil der homolog rekombinierten ES-Zellen am Gesamtorganismus
widerspiegelt. Chimédre Mduse mit iiberwiegend agoutifarbenem Fell werden als hochchimar
bezeichnet. Solche Méduse wurden anschlieBend mit C57BL/6 Miusen verpaart. Die Nachkommen
dieser Verpaarung wurden auf Keimbahntransmission des mutierten Allels getestet. Bei den
agoutifarbenen Nachkommen lag die Wahrscheinlichkeit, dass das mutierte Allel weitergegeben

wurde bei 50%.
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Abbildung 3.13: Schematische Darstellung der Generierung von Miusen aus homolog rekombinierten ES-
Zellen durch Blastozysteninjektion. Der Anteil der mutierten ES-Zellen am Gesamtorganismus kann Anhand der
Fellfarbe abgeschitzt werden. Die Fellfarbe der Nachkommen aus der Testverpaarung der Chiméren mit C57BL/6
Maéusen gibt Aufschluss iiber die Keimbahntransmission eines Allels aus den mutierten ES-Zellen. Das agouti Allel
der 129/0la ES-Zellen ist dominant gegeniiber dem Allel fiir die schwarze Fellfarbe der C57BL/6 Mause.

Von den agoutifarbenen Nachkommen der Testverpaarung von Chiméren mit C57BL/6 Miusen
wurden Schwanzspitzen-Biopsien entnommen und die daraus gewonnene DNS mittels
Southernblot-Analyse auf das Vorhandensein des mutierten A21/D2 Allels getestet. Dazu wurden,
wie schon fiir den Test auf rekombinierte ES-Zell-Klone, die DNS entweder mit Stul oder Dral
verdaut, {iber ein Agarosegel aufgetrennt und nach dem blotten auf eine Nylonmembran mit der
radioaktiv markierten 3' Sonde hybridisiert.

Abbildung 3.14 zeigt exemplarisch den Southernblot nach Stul Verdau der Schwanz-DNS einiger
Nachkommen aus der Testverpaarung (Chimdre x C57BL/6). Bei allen Miusen ist die Wildtyp-
Bande bei 3 kb vorhanden und bei sechs Méusen ist zusdtzlich die Bande fiir das mutierte A21/D2

Allel bei 2,4 kb vorhanden. Diese Méuse zeigten auch nach einem Dral Verdau der Schwanz-DNS
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die Banden fiir das Wildtyp- sowie flir das mutierte Allel in der richtigen GroBen nach
Hybridisierung mit der 3' Sonde. Die Hybridisierung mit der NEO-spezifischen Sonde zeigte eine
einzelne zusitzliche Bande der richtigen GroBe bei diesen Méusen. Es konnten im Folgenden fiir
beide Klone Miuse mit Keimbahntransmission des mutierten A21/D2 Allels identifiziert werden.
Diese heterozygote Méuse wurden fiir die weitere Zucht verwendet und die Nachkommen mittels
Southernblot-Analyse und spiter mittels Typisierungs-PCR auf die Weitergabe des mutierten
Allels getestet.

Wi WSV L LY L g T Wildyp Allel

- W o W & & <¢—— mutiertes Allel
2036 —

Abbildung 3.14: Southernblot-Analyse der Schwanz-DNS von 12 Nachkommen aus der Verpaarung der
Chiméren mit C57BL/6 Méusen. Gezeigt ist ein exemplarischer Southernblot nach Stul Verdau und Hybridisierung
mit der 3' Sonde (siche auch Abbildung 3.12a).

Nachweis des funktionellen EGFP-Reporters nach in vitro Deletion der Neomycin-Genkassette

Durch den 'Knock-in' der EGFP-Reporter Genkassette sollte die Moglichkeit geschaffen werden
Zellen, die ansonsten das A21/D2 Gen exprimieren wiirden, durch die von EGFP verlichene
Griinfluoreszenz zu identifizieren. Die Analyse einiger chimédrer Miuse und heterozygoter
A21/D2-EGFP**"" Nachkommen sollte zeigen, ob der EGFP-Reporter wie gewiinscht funktioniert.
Die FACS Analyse zeigte jedoch, dass bei keiner Zellpopulation, die aus diesen Tieren gewonnen
wurde Griinfluoreszenz detektiert werden konnte.

Wie in Abbildung 3.15a gezeigt, sind die EGFP-Genkassette und die Neomycin-Resistenz-
Kassette im mutierten A21/D2 Allel so angeordnet, dass die Transkription der Neomycinkassette
in 'Antisense’, also entgegengesetzt zur Richtung der EGFP-Transkription verlduft. Es besteht
daher die Moglichkeit, dass die starke Expression des Neomycin Gens die Expression des EGFP-
Reporter Gens negativ beeinflusst bzw. sogar vollstindig verhindert. Da eine Cre-vermittelte
Deletion der Neomycin-Resistenzkassette durch die flankierenden loxP Sequenzen moglich war,

konnte der Einfluss der Neomycin-Resistenzkassette auf die EGFP-Expression getestet werden.
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Eine schnelle und effiziente in vitro Deletion von loxP flankierten Sequenzen kann durch die
Verwendung des TAT-NLS-Cre Protein erreicht werden (Peitz et al., 2002).

Ein wichtiger Bestandteil des TAT-NLS-Cre Fusionsproteins ist ein vom HIV-TAT Protein
abstammendes 11 Aminosduren langes basisches Peptid. Proteine, die mit diesem Peptid fusioniert
werden, konnen tliber die Zellmembran transportiert und damit in die Zelle eingeschleust werden
(Schwarze et al, 1999). Zusitzlich enthidlt das TAT-NLS-Cre Protein ecine
Kernlokalisationssequenz (NLS) sowie die Cre-Rekombinase.

Um die Funktionalitdt des EGFP-Reporters nach Deletion der Neomycin-Genkassette zu testen,
wurde die Neomycin-Genkassette in Knochenmark-DC aus A21/D2-EGFP*" Miusen in vitro
deletiert. Dazu wurden Knochenmark-Kulturen an Tag 6 der GM-CSF Behandlung mit dem TAT-
NLS-Cre Protein in zwei verschiedenen Konzentrationen (0,5 uM und 1,0 pM) fiir 4 Stunden
behandelt. Anschliefend wurden die Zellen am FACS auf EGFP-Expression analysiert. Da sich
nach erfolgreicher NEO-Deletion auch die Grof3e des durch die 3' Sonde detektierten Fragmentes
im Southernblot dndert (Abbildung 3.15a), wurde aus einem Teil der Zellen DNS isoliert und die
NEO-Deletion mittels Southernblot auf genomischer Ebene tiberpriift.

In Abbildung 3.15b wird gezeigt, dass sich nach 4-stiindiger Behandlung der Zellen mit dem
TAT-NLS-Cre Protein EGFP" Zellen am FACS nachweisen lassen. Die EGFP™ Zellen sind
gleichzeitig positiv fiir CD11c¢c und machen ca. 0,7% (0,5 uM TAT-NLS-Cre) bzw. ca. 2% (1,0
UM TAT-NLS-Cre) der Gesamtzellen aus. Dieses Ergebnis korreliert mit dem Ergebnis des
Southernblot (Abbildung 3.15¢) bei dem nach 4-stiindiger Behandlung der Zellen mit TAT-NLS-
Cre Protein eine schwache (0,5 UM TAT-NLS-Cre) bzw. eine etwas stiarkere Bande (1,0 uM
TAT-NLS-Cre) fiir die Deletion der Neomycin-Genkassette sichtbar ist.
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Abbildung 3.15: EGFP-Expression in Knochenmark DC nach in vitro Deletion der Neomycin-
Resistenzkassette. a) Schematische Darstellung des mutierten A21/D2 Lokus vor und nach Cre-vermittelter Deletion
der Neomycin-Genkassette. b) FACS Analyse der Knochenmark DC. Gezeigt sind unbehandelte Kontrollen und
Zellen die 4 Stunden mit 0,5 uM bzw. 1,0 uM TAT-NLS-Cre (TATCre) Protein behandelt wurden. ¢) Southernblot
der DNS aus Kontrollen und mit TAT-NLS-Cre behandelten Zellen. Die DNS wurde mit Dral verdaut und mit der 3'
Sonde hybridisiert. Der Pfeil deutet auf die Banden nach Deletion der Neomycin-Resistenzkassette.

Aus diesem Ergebnis konnte der Schluss gezogen werden, das der EGFP-Reporter tatsidchlich nur
dann funktioniert, wenn die Neomycin-Resistenzkassette deletiert wurde. Um A21/D2-EGFP
Mause zu erhalten, in denen die Neomycin-Resistenzkassette deletiert ist, wurden die Mause mit
Cre-Deleter Méusen verpaart (Einleitung Kapitel 3.1.4) und die Nachkommen auf den Besitz des
mutierten A21/D2 Allels ohne Neomycin-Genkassette untersucht (Abbildung 3.16a). Diese Miuse
wurden dann fiir die weiteren Reporteranalysen bzw. fiir die Riickkreuzung auf den C57BL/6

Mausstamm verwendet.
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Abbildung 3.16: a) Southernblot Genotypisierung (Dral) von Nachkommen aus der A21/D2-EGFP*"* x Deleter
Zucht mit der 3' Sonde. Es sind drei Méuse mit homozygotem Wildtyp Allel, drei heterozygote Méuse die noch die
Neomycin-Resistenzkassette besitzen und zwei heterozygote Méuse die die Neomycin-Resistenzkassette deletiert
haben zu erkennen. b) A21/D2 Typisierungs—PCR: Mit den in Tabelle 2.10 aufgefiihrten Primern wurden Méuse auf
das Vorhandensein des Wildtyp Allels (1005pb), des mutierten Allels mit Neomycin Resistenzkassette (987bp) oder
des mutierten Allels ohne Neomycin-Resistenzkassette (554pb) iiberpriift. Die PCR wurde unter
Standardbedingungen bei einer Annealingtemperatur von 60°C durchgefiihrt.

Generierung einer A21/D2- defizienten Mausmutante und Nachweis der Inaktivierung von A21/D2

Generierung einer A21/D2-defizienten Mausmutante

Um Mause zu erhalten, bei denen auf beiden Allelen das A21/D2 mutiert und somit funktionslos
ist, wurden heterozygote A21/D2-EGFP*" Miuse untereinander verpaart. Die Nachkommen
wurden dann zundchst mittels Southernblot und spiter mit PCR genotypisiert (Abbildung 3.16b).
Wie in Abbildung 3.17 gezeigt wird, konnten Méause identifiziert werden die homozygot fiir das
mutierte A21/D2 Allel waren. A21/D2-EGFP**° M#use wurden mit der erwarteten Mendelschen

Frequenz geboren, erschienen gesund und waren fertil.
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Abbildung 3.17: Southernblot Genotypisierung (Dral) von Nachkommen aus der homozygoten A21/D2-
EGFP*"* Zucht mit der 3' Sonde. Neben Méusen mit homozygoten Wildtyp Allel und heterozygoten Miusen sind
auch drei 'Knock-out' Méuse, die homozygot fiir das mutierte A21/D2 Allel sind zu sehen.

Nachweis der Inaktivierung des A21/D2 Gens

Fiir den Nachweis der erfolgreichen Inaktivierung des A21/D2 Gens wurde die RNS von GM-CSF
generierten Knochmark DC mittels A21/D2 spezifischer RT-PCR auf die Anwesenheit von
A21/D2 mRNS untersucht. Dazu wurden die DC aus Knochenmark einer A21/D2-EGFP**
sowie einer A21/D2-EGFP"" Maus des gleichen Wurfs generiert und die RNS isoliert. Die RT-
PCR wurde wie im Kapitel 3.1.1 beschrieben durchgefiihrt. Wie in Abbildung 3.18 zu sehen ist,
kann in den DC aus der A21/D2-EGFP™" Maus A21/D2 mRNS nachgewiesen werden, jedoch
nicht in den DC der A21/D2-EGFP***° Maus. Als Beladungskontrolle diente auch hier wieder 3-

Actin. Dieses Ergebnis ldsst den Schluss zu, dass das A21/D2 Gen erfolgreich inaktiviert wurde.

A21/D2-EGFPkok A21/D2-EGFP**

A21/D2 : ‘"—

Abbildung 3.18: A21/D2-spezifische RT-PCR zum Nachweis der erfolgreichen A21/D2-Inaktivierung. Die RNS
wurde dazu aus GM-CSF generierten Knochenmark DC aus einer A21/D2-EGFP*™ und einer A21/D2-EGFP™*
Maus gewonnen. Die RNS wurde in ¢cDNS umgeschrieben in 1:5 Verdiinnungsschritten verdiinnt und mittels PCR

amplifiziert. Als Standard dient -Actin.
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3.1.5 Analyse von A21/D2-EGFP Mausmutanten

Analyse der EGFP-Expression in A21/D2-EGFP-Reportermdusen

Analyse der EGFP-Expression in den Geweben von A21/D2-EGFP-Reportermdusen mit dem

Konfokalen Lasermikroskop

Einen ersten Uberblick iiber die Expression von A21/D2 in den verschiedenen Geweben und
Zellen der Maus lieferte bereits die RT-PCR Analyse wie in Abbildung 3.3 gezeigt (Kapitel 3.1.1).
Wie dort schon beschrieben, zeigte sich eine relative breite Expression in vielen Geweben der
Maus. Mit der Generierung der A21/D2-Reporter Maus konnte nun die Auspridgung von A21/D2
in den Geweben dieser Miduse genauer untersucht werden. Dazu wurde von heterozygoten
A21/D2-EGFP Méusen verschieden Organe entnommen und fiir die Analyse am Konfokalen
Lasermikroskop prapariert.

Zunichst viel auf, dass in den meisten untersuchten Organen nur relativ wenige, vereinzelte
EGFP" Zellen zu finden waren. Die Organe mit der vergleichsweise hochsten Anzahl an EGFP"
Zellen waren Herz, Uterus, Blase, Ovar und Lunge. Diese Zellen waren von durchschnittlicher
GroBe und zeigten eine flache bis spindelfsrmige Form. Zudem konnten auch EGFP™ Zellen
gefunden werden, die eine groBle, runde Form und einen kreisformigen Einschluss in der Mitte
aufwiesen (siche Abbildung 3.19 Thymus und Lunge). Da die Vermutung nahe lag, dass es sich
dabei um Fettzellen handeln konnte, wurden einige Priparate mit Nilrot gefirbt. Bei Nilrot handelt
es sich um einen fluoreszierenden Farbstoff, der hydrophobe Lipide sowie Phospholipide der
Zellmembran anfarbt (allerdings ldsst sich die so gefirbte Zellmembran erst bei hoherer
Verstiarkung erkennen; zu sehen bei den Abbildungen von Uterus und Ovar (Abb. 3.19)). Bei der
Untersuchung der mit Nilrot gefirbten Priparate bestdtigte sich die Vermutung, dass es sich bei
den groBen runden, EGFP" Zellen um Fettzellen handelt (gut zu erkennen beim Thymus,
Abbildung 3.19), nicht aber bei den kleineren, spindelformigen Zellen (siehe Abbildung 3.19
Herz). Es zeigte sich im Folgenden, dass bei den meisten untersuchten Organen in der Fettschicht,
von der viele der inneren Organe umgeben sind, EGFP" Zellen zu finden waren. Im weiBen Fett
lieBen sich allerdings keine EGFP" Zellen finden. Bei manchen Organen, wie z.B. dem Thymus
konnten neben den EGFP” Fettzellen keine anderen EGFP" Zellen gefunden werden.

Die spindelformigen EGFP" Zellen waren im Herz, Uterus und Ovar vereinzelt und zumeist {iber

das ganze Organ verteilt zu finden. Bei Herz und mehr noch in der Lunge konnten diese Zellen oft
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in der Nihe kleinerer Blutgefifle gefunden werden. Im Darm konnten insgesamt nur sehr wenige
EGFP" Zellen, meist im basalen Bereich der Krypten und Lamina Propria identifiziert werden. In
der Milz waren ebenfalls nur sehr wenige, einzelne EGFP" Zellen zu sehen.

Mit der Analyse am Konfokalen Lasermikroskop konnte damit ein Teil der EGFP" Zellen als
Fettzellen identifiziert werden, es konnte bislang jedoch keine Schlussfolgerung hinsichtlich der

Zuordnung oder Funktion der anderen EGFP" Zellen gezogen werden.

Herz

Thymus
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Ohr Milz

Ovar

Abbildung 3.19: Analyse der A21/D2-EGFP-Reportermiuse am Konfokalen Lasermikroskop. Heterozygoten
A21/D2-EGFP-Reportermiusen wurden verschieden Organe entnommen und wie in Kapitel 2.9.1 beschrieben
pripariert und am Konfokalen Lasermikroskop analysiert (EGFP" Zellen in griin). Einige Priparate wurden zusitzlich
mit dem Fettmarker Nilrot gefarbt.

Analyse der EGFP-Expression bei A21/D2-EGFP-Reportermdusen am FACS

Da A21/D2 in dem dieser Arbeit zugrunde liegendem Differential Display (Einleitung) als DC-
spezifisch identifiziert wurde und auch die RT-PCR Analyse eine Expression in DC, nicht aber
den meisten anderen lymphatischen Zellen zeigte (Kapitel 3.1.1), wurde zunichst die EGFP-
Expression in DC von A21/D2-EGFP Reportermiusen untersucht. Zu diesem Zweck wurden GM-
CSF DC aus dem Knochenmark von heterozygoten A21/D2-EGFP-Reportermédusen generiert und
auf ihre EGFP-Expression untersucht. Wihrend man an Tag drei der GM-CSF Kultur noch keine
EGFP" Zellen nachweisen kann, findet man an Tag sieben ca. 0,5 bis 1,5 % CD11c¢'EGFP" Zellen
in den Kulturen (Abbildung 3.20a). Lisst man DC aus diesen Kulturen an Tag sieben fiir 24
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Stunden auf Glasplittchen wachsen, kann man unter dem Konfokalen Lasermikroskop EGFP"
Zellen mit einer typischen DC Morphologie erkennen (Abbildung 3.20b).

Die EGFP" BM-DC (Tag 7) sind zudem CD45" und B220". Sie zeigen keine Expression fiir den
friihen hdmatopoetischen Marker c-Kit, sind aber positiv fiir den frithen DC-Marker FLT-3. Ein
Teil der EGFP" DC exprimiert auch den kostimulatorischen Marker CD80 (Abbildung 3.20c).
Neben GM-CSF konnen aus dem Knochenmark in vitro auch mit dem Zytokin FLT3L DC
generiert werden. Da die GM-CSF DC positiv fiir den FLT3L Rezeptor FLT3 waren, wurde die
EGFP-Expression von FLT3L generierten DC aus dem Knochenmark von A21/D2-EGFP
Reportermédusen untersucht. Wie in Abbildung 3.21 zu sehen, konnte in DC aus dieser Kultur
keine EGFP-Expression nachgewiesen werden, auch nicht nach Stimulation dieser Zellen mit
TNF-a, LPS, IL-3, IFN-y, RANTES, a-CD-40, CpG2216, SLC und IL-10 (nicht gezeigt). Im
Ubrigen konnte auch bei den GM-CSF generierten DC keine verinderte EGFP-Expression nach
Stimulation mit TNF-a, LPS oder CpG-DNS festgestellt werden.

a) GM-CSFDC  Tag3 Tag 7 b)
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Abbildung 3.20: Analyse von GM-CSF generierten BM-DC aus A21/D2-EGFP-
Reportermiusen. a) Analyse der EGFP-Expression an Tag 3 und Tag 7 der GM-CSF
Knochenmarkskulturen. b) DC aus GM-CSF Kulturen wurden am Tag 7 fiir weitere
24 Stunden auf Glaspldttchen wachsen gelassen und dann am Konfokalen
Lasermikroskop auf EGFP-Expression untersucht. ¢) Analyse von GM-CSF DC am
Tag 7 auf die Expression verschiedener Oberflichenmarker.
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Abbildung 3.21: Analyse von FLT3L generierten BM-DC aus A21/D2-EGFP-Reportermiusen. Knochenmark
aus den A21/D2-EGFP Méusen wurde flir 8 Tage mit FLT3L behandelt. Die Zellen wurden am Tag 8 der Kultur auf
die Expression von CD11c und EGFP am FACS untersucht.

Um die EGFP-Expression ex vivo in Zellen von Organen der A21/D2-EGFP-Reporterméusen am

FACS zu untersuchen, wurden die Organe nach einem Kollagenase-Verdau mit verschiedenen

hédmatopoetischen Markern gefirbt und am FACS analysiert (Abbildung 3.22). Wiahrend in der

Milz (und Lymphknoten) praktisch keine EGFP" Zellen zu finden waren, konnten in Herz und

Lunge relativ kleine Populationen von EGFP" Zellen nachgewiesen werden (zwischen 0,2 und

1%). Es handelte sich dabei ausschlieflich um nicht-hdmatopoetische (CD45 negative) Zellen.
GroBere EGFP' Populationen fanden sich in der Blase (ca. 5-8%) und Uterus (ca. 15-25%). Auch

in diesen Organen konnte keine Expression des himatopoetischen Markers CD45 auf den EGFP"

Zellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.22: Ex vivo Analyse von Zellen aus A21/D2-EGFP-Reportermiusen.
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Primdranalyse A21/D2-defizienter Mduse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine erste Analyse der A21/D2-defizienten Mause durchgefiihrt.
Dabei wurde untersucht, ob sich durch die Defizienz von A21/D2 Veridnderungen in der zelluldren
Zusammensetzung von lymphatischen Organen ergeben. Weder bei Milz noch bei Lymphknoten
lieB sich ein signifikanter Unterschied bei den T-Zellen (CD4 und CDS), B-Zellen (B220) oder der
dendritischen Zellen (CDl11c) feststellen. Im Thymus war die Verteilung der CD4 und CDS
positiven Thymozyten normal und es konnte kein Unterschied zu den WT-Méusen festgestellt
werden. Bei einem ersten Blick auf die Verteilung von dendritischen Zellen und Makrophagen in

der Lunge war ebenfalls kein Unterschied zu erkennen (Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.23: Primaranalyse von A21/D2-defizienten Miiusen. Zellen aus Milz, Lymphknoten, Thymus und
Lunge von homozygoten A21/D2** oder heterozygoten A21/D2*" Miusen wurden mit verschieden
Oberflichenmarkern gefirbt und am FACS analysiert.

3.2 Teil 2: Regulation der Inmunantwort durch Interleukin-18

3.2.1 Generierung monoklonaler neutralisierender Maus-anti-Maus-Interleukin-18 Antikorper

Ein Ansatz zur Untersuchung der Rolle von IL-18 bei Immunantworten ist die Verwendung von
IL-18-defizienten Méusen. Ein mdgliches Problem bei der Analyse von IL-18-defizienten Méusen
konnte eine Adaptation des Immunsystems dieser Mause, hervorgerufen durch die vollstindige
Abwesenheit von IL-18 wéhrend ihrer Entwicklung sein. Ein weiteres Problem stellt sich im
Hinblick auf die klinisch relevante, therapeutische Inhibierung der IL-18 Funktion. Da eine
komplette genetische IL-18-Defizienz in der klinischen Anwendung nicht zu erreichen ist, ist es
wiinschenswert, neben den IL-18-defizienten Mdusen weitere Ansdtze zur IL-18-Inhibierung zu
untersuchen. Aus diesem Grund habe ich wéhrend meiner Diplomarbeit monoklonale
neutralisierende Maus-anti-Maus-1L-18 Antikdrper generiert (Diplomarbeit M. Lochner). Da diese
Antikorper murinen Ursprungs sind, wird eine immunologische Abstoung auch bei einer
Langzeit-Anwendung in Méusen verhindert. Zudem wurden die Hybridome auf Ihre Féhigkeit
selektioniert, die Hauptfunktion von IL-18 (die Induktion von IFN-y) zu neutralisieren. Abbildung
3.24 zeigt den Vergleich einiger Serum-Zytokinkonzentrationen von LPS-injizierten Wildtyp-
Maiusen (WT), IL-18-defizienten Mausen (IL-18ko) und WT-Maiusen, die mit dem anti-IL-18
Antikorper SK113AE-4 behandelt wurden (WT+a-1L-18).
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Abbildung 3.24 In vivo Neutralisierung von IL-18 durch anti-IL-18 Mab SK113AE-4. Wildtypméuse (N=3)
wurden intraperitoneal (i.p.) mit 500pg SK113AE-4 injiziert. 12 Stunden spéter wurden diese Méuse, unbehandelte
Wildtypmiuse (N=3) sowie IL-18"* Miuse (N=3) i.p. mit 500pg LPS behandelt. Nach weiteren 6 Stunden wurden
alle Méuse geblutet und die Konzentrationen von IFN-y, IL-12 und IL-18 im Serum mittels ELISA gemessen.

Wie in Abbildung 3.24a zu ersehen, weisen sowohl die antikorperbehandelten, als auch die IL-18-
defizienten Miuse eine deutlich geringere IFN-y Konzentration im Serum auf. Dabei ldsst sich mit
Antikdrperbehandlung eine vergleichbare Verringerung der IFN-y Produktion erreichen wie bei
den IL-18ko Maiusen. Interessanterweise scheint es einen kompensatorischen Mechanismus zu
geben, da sich bei den IL-18ko - und antikorperbehandelten Miuse eine signifikant hohere 1L-12
Konzentration im Serum nachweisen ldsst (Abbildung 3.24b).

Waihrend sich bei den IL-18ko Méusen wie zu erwarten kein IL-18 im Serum nachweisen ldsst
und bei den WT-Madusen nach 6 Stunden nur geringe Mengen detektierbar sind, konnten im
Serum der antikorperbehandelten Maiuse eine relativ hohe Menge IL-18 gemessen werden
(Abbildung 3.24c). Wahrscheinlich handelt es sich dabei um IL-18, das an den Antikorper
SK113AE-4 gebunden im Blut zirkuliert.

Insgesamt lassen die Daten die Schlussfolgerung zu, dass mit dem Antikdrper SK113AE-4 eine

effiziente in vivo Neutralisation von IL-18 erreicht werden kann.

3.2.2 Untersuchungen zur Rolle von Interleukin-18 bei entziindlichen Darmerkrankungen im

Mausmodell

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss des Zytokins IL-18 auf die Entwicklung von
entziindlichen Darmerkrankungen im Mausmodell zu untersuchen. Die Verwendung von IL-18-
defizienten Méusen (Hochholzer et al., 2000) erlaubte es, einen moglichen positiven Effekt auf die
Entwicklung einer Kolitis bei IL-18-Defizienz zu untersuchen. In einem zweiten Ansatz sollte

zudem untersucht werden, welche Auswirkungen eine therapeutische Blockade von IL-18 mit
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einem neutralisierenden anti-IL-18 Antikorper auf die Entwicklung bzw. Ausprigung einer Kolitis
hat.

Um den Beitrag unterschiedlicher Faktoren wie z.B. von Zytokinen auf die Entwicklung und
Auspriagung von entziindlichen Darmerkrankungen zu untersuchen, wurden in den letzten
Jahrzehnten eine ganze Reihe von Mausmodellen entwickelt. Diese Modelle unterscheiden sich
zum Teil erheblich, nicht nur in der Art und Weise wie die Kolitis induziert wird, sondern auch in
den fiir das jeweilige Modell charakteristischen pathologischen Verdnderungen im Darm sowie
den daran beteiligten immunologischen Vorgédngen. Aus diesem Grund lassen sich mit den
einzelnen Modellen jeweils nur bestimmte Aspekte der komplexen Immunpathologie bei
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen untersuchen. Um einen moglichst umfassenden
Eindruck iiber die Auswirkung der IL-18-Defizienz bzw. der IL-18-Blockade im Kolitismodell zu

gewinnen, wurden deshalb in dieser Arbeit drei verschiedene Maus-Kolitismodelle verwendet.

Der Einfluss von IL-18 auf die Entwicklung einer DSS-Kolitis

Die Dextrane-sodium-sulfate (DSS)-Kolitis ist eine schnelle und wirksame Methode, eine akute
Kolitis zu induzieren. Die kontinuierliche Gabe von 3-5% DSS gelost im Trinkwasser induziert
eine Kolitis in Miusen, Ratten und Hamstern. Die DSS-induzierte Kolitis ist gekennzeichnet
durch eine blutige Diarrhoe, Gewichtsverlust, Verkiirzung des Kolons, mukosale Ulzerationen und
Infiltration des Kolons hauptsichlich durch Neutrophile und Makrophagen. Die Maiuse
entwickelten diese Symptome nach Zugabe von 3%-5% DSS innerhalb von 8-9 Tagen (Okayasu
et al.,, 1990). Der genaue Wirkmechanismus von DSS im Zusammenhang mit dem Kolitis-
induzierenden Potential ist nicht bekannt. Es ist wahrscheinlich, dass DSS zunédchst auf die
Darmepithelzellen wirkt und eine Verdnderung der epithelialen Barrierefunktion auslost (Kitajima
et al., 1999). Der erste sichtbare Effekt ist ein fortschreitender Verlust der Darmkrypten (Cooper
et al., 1993). Die Rolle von aktivierten Immunzellen und Entziindungsmediatoren wird durch eine
erhohte mukosale Konzentration an proinflammatorischen Zytokinen sowie der heilsamen
Wirkung von TGF-B und IL-1R Antagonist dokumentiert (Elson et al., 1995). Das adaptive
Immunsystem scheint allerdings keine entscheidende Rolle bei der Manifestierung der DSS-
Kolitis zu spielen, da auch Scid-Méuse anfillig fiir die DSS-Kolitis sind (Dieleman et al., 1994).
Die DSS-Kolitis ist deshalb vor allem dazu geeignet, den Beitrag von Mechanismen des
angeboren Immunsystems und unspezifischen Entziindungsreaktionen bei entziindlichen

Darmerkrankungen zu untersuchen (Elson et al., 1995).

124



Ergebnisse

Da verschiedene Inzucht-Mausstdmme eine z.T. sehr unterschiedlich ausgepréigte Anfilligkeit fiir
eine DSS-induzierte Kolitis zeigen (Mabhler et al., 1998), wurden zwei verschiedene Mausstimme

verwendet.

DSS-Kolitis in BALB/c Mdusen

In diesem Experiment wurden BALB/c Wildtypméuse und IL-18-defiziente Mduse auf BALB/c
Hintergrund fiir 9 Tage mit 5% DSS im Trinkwasser behandelt. Eine Gruppe von BALB/c
Wildtypmausen wurde zusitzlich an Tag 0, 3 und 7 mit je 0,5 mg anti-IL-18 Mab i.p. behandelt.
Ab Tag 3 nach Start der Behandlung mit DSS begannen die Méuse gleichmifBig an Gewicht zu
verlieren. Abbildung 3.25a zeigt das Gewicht der Méduse an Tag 9 in Prozent Ausgangsgewicht.
Obwohl die Miuse im Vergleich sehr unterschiedlich an Gewicht verloren (zwischen 5 und 30%),
ist zwischen den drei Gruppen kein signifikanter Unterschied festzustellen.

Um das Ausmal} der pathologischen Verdanderungen im Darm der Miuse zu bestimmen, wurden
allen Méusen an Tag 9 der Darm entnommen und Diinnschnitte des Kolons angefertigt. Diese
wurden mikroskopisch beurteilt und die Schwere der pathologischen Verdnderungen in einem
'Histologischen Score' eingeordnet. Dieser Histologische Score beinhaltet zudem die Parameter
'Kolonverkiirzung' sowie die Anwesenheit von Blut im Kolon und die Dicke des Kolons. Eine
genaue Beschreibung der Zusammensetzung des Histologischen Scores findet sich unter 2.9.5.
Wie in Abbildung 3.25b ersichtlich, entwickelten alle Mduse eine milde bis mittelschwere Kolitis.
Allerdings konnte auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Gruppen

festgestellt werden.
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Abbildung 3.25: DSS-Kolitis bei BALB/c Méusen: BALB/c Wildtyp (WT; N=9) IL-18-defiziente (IL-18ko; N=06)
sowie Wildtypmause, die zusdtzlich mit dem anti-IL-18 Mab SK113AE-4 behandelt wurden (WT+a-IL-18; N=9),
erhielten fiir 9 Tage 5% DSS ins Trinkwasser. a) Endgewicht der Méuse in % Ausgangsgewicht b) Histologischer
Score der Miuseddrme ¢) Kolon Organ-Kultur. Ein Teil der Ddrme wurde fiir 6-24h in Medium kultiviert und die
Zytokinkonzentrationen im Uberstand mittels ELISA bestimmt

Um eine Aussage liber den Zytokinstatus im Kolon der Méuse treffen zu konnen, wurde ein
kleiner Teil des Kolons fiir eine 'Kolon Organ-Kultur' (siche Abschnitt 2.9.4) verwendet. Dazu
wurden die Darmstiicke flir 6-24 Stunden in Medium kultiviert und anschlieend mittels ELISA
die Zytokinkonzentrationen im Uberstand ermittelt. Um die einzelnen Werte vergleichen zu
konnen, wurde fir die Auswertung die Zytokinkonzentration auf Zytokinkonzentration pro
Milligramm Darm umgerechnet. In Abbildung 3.25.c sind die Ergebnisse der Organ-Kultur fiir
IFN-y, IL-12 und IL-18 gezeigt. Es zeigt sich, dass sowohl im Darm der IL-18-defizienten, als
auch —nicht ganz so deutlich- bei den anti-IL-18 behandelten Miusen signifikant weniger IFN-y
produziert wurde. Genau anders herum sieht es bei der IL-12 Produktion aus. Wihrend bei den
Wildtypmédusen nur geringe Mengen nachzuweisen sind, produzieren die IL-18-defizienten Mause
grole Mengen an IL-12. Die anti-IL-18 behandelten Miuse liegen ungefihr in der Mitte. Dieses
Ergebnis widerspricht der giingigen Vorstellung einer gegenseitigen Verstdarkung von IL-12 und
IL-18, nach der eine geringere IL-12 Produktion in den IL-18-defizienten Méusen zu erwarten
gewesen wire. Moglicherweise wird hier die IL-18-Defizienz bzw. Blockade durch erhéhte 11L.-12
Produktion kompensiert. Die TNF-a Konzentration nach 6 und 24 Stunden Kultur lag bei allen
drei Gruppen unterhalb der Nachweisgrenze.

Wie zu erwarten, lasst ich bei den IL-18-defizienten Mausen kein IL-18 nachweisen, wihrend bei
den Wildtypmiusen grole Mengen an IL-18 produziert wird. Bei den anti-IL-18 behandelten
Mausen war die IL-18 Menge im Vergleich mit den Wildtypméausen um ca. 50-60% reduziert.
Insgesamt ldsst sich also bei der DSS-Kolitis bei BALB/c Méusen, trotz deutlichen Unterschieden
in den Kolon-Kulturen, kein Unterschied im Verlauf und der Schwere der Kolitis bei IL-18-

Defizienz bzw. der IL-18-Blockade durch den anti-IL-18 Antikorper feststellen.
126



Ergebnisse

DSS-Kolitis in C57BL/6 (BL/6) Mdusen

Fiir die DSS-Kolitis mit BL/6 Mausen wurden, wie zuvor beschrieben, sowohl Wildtypméause, 1L-
18-defiziente Méuse auf BL/6 Hintergrund und mit anti-IL-18 Mab behandelte Wildtypméuse mit
DSS im Trinkwasser behandelt. Da Mduse auf dem BL/6 Hintergrund im Allgemeinen stdrker auf
die DSS-Behandlung ansprechen, wurden die Méuse nur fiir 7 Tage mit 3,5% DSS behandelt.

Die Miuse verloren auch hier deutlich an Gewicht, wobei die antikdrperbehandelten und die IL-
18-defizienten Méuse an Tag 7 einen leicht geringeren Gewichtsverlust zeigten (Abbildung
3.26a). Insgesamt entwickelten die Méuse eine deutlich schwerere Kolitis als die BALB/c Méuse.
Betrachtet man den histologischen Score (Abbildung 3.26b), zeigen die IL-18-defizienten Miuse
eine leichte Verbesserung gegeniiber den Wildtypmausen. Allerdings entwickeln sowohl die IL-
18-defizienten als auch die antikdrperbehandelten Méuse eine ausgeprigte Kolitis. Sowohl bei den
Wildtypmausen, als auch den IL-18-defizienten Miusen lassen sich die flir die DSS-Kolitis
typischen histologischen Verdnderungen, wie z.B. der Verlust der Dickdarm-Krypten (Abbildung
3.27) oder die Einwanderung von inflammatorischen Makrophagen in die Lamina Propria
(Abbildung 3.27) in gleichem Maf3e beobachten.

Zur Ermittlung des Zytokinstatus wurde auch bei diesem Versuch wieder ein Teilstiick des
Darmes fiir eine Kolon Organ-Kultur verwendet. Zunéchst fillt auf, dass im Vergleich zur Organ-
Kultur bei den BALB/c Mausen, fiir alle untersuchten Zytokine deutlich hohere Konzentrationen
gemessen wurden. Im Vergleich zu den Wildtypméusen zeigen die IL-18-defizienten Méuse eine
stark verminderte [FN-y Produktion (Abbildung 3.26c). Diese Reduktion in der IFN-y Produktion
lasst sich bei den anti-IL-18 Mab behandelten Méusen nicht beobachten. Die hier eingesetzte
Antikérpermenge (3 x 0,5 mg) reichte offensichtlich nicht aus, die groBe Menge an IL-18
(Abbildung 3.26¢) effektiv zu neutralisieren.

Im Vergleich zu den Wildtypmadusen zeigen die IL-18-defizienten- und die antikdrperbehandelten
Mause sowohl eine geringere IL-12-, sowie eine deutlich verminderte TNF-a Produktion im
Darm.

Insgesamt ldsst sich also auch bei der DSS-Kolitis in den BL/6 Miausen zwar eine deutliche
Reduktion der Proinflammatorischen Zytokine im Darm feststellen, eine signifikante
Verbesserung der Pathologie (Histologischer Score, Gewichtsabnahme) ist jedoch nicht zu

erkennen.
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Abbildung 3.26: DSS-Kolitis bei BL/6 Miusen: C57BL/6 Wildtyp (WT; N=6) IL-18-defiziente (IL-18ko; N=6)
sowie Wildtypméuse, die zusitzlich mit dem anti-IL-18 Mab SK113AE-4 behandelt wurden (WT+a-IL-18; N=6),
erhielten fiir 7 Tage 3,5% DSS ins Trinkwasser. a) Endgewicht der Miuse in % Ausgangsgewicht b) histologischer
Score der Miuseddrme ¢) Kolon Organ-Kultur. Ein Teil der Darme wurde fiir 6-24h in Medium kultiviert und die
Zytokinkonzentrationen im Uberstand mittels ELISA bestimmt.
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Abbildung 3.27: Histologie bei einer DSS-Kolitis an TAG 7 nach 3,5% DSS: a) HE-Farbung des Kolons einer
BL/6 Wildtypmaus b) HE-Farbung des Kolons einer IL-18-defizienten Maus. ¢ und d) Immunhistochemische Farbung
fiir Mac-1" Makrophagen im Kolon einer BL/6 Wildtypmaus (c) und im Kolon eine IL-18-defizienten Maus (d). Die
jeweilige VergroBerung ist angegeben

Transferkolitis

Das Modell der Transferkolitis wurde fiir Mause 1993 von Powrie et al. etabliert (Powrie et al.,
1993). Die Autoren konnten zeigen, dass der Transfer von CD4"CD45BR™" Zellen (naive CD4"
Zellen) aus der Milz und den Lymphknoten von Wildtypméusen in SCID-Miuse zur Auspragung
einer chronischen Kolitis in einem Zeitraum zwischen 6-10 Wochen fiihrt. Die Kolitis ist
typischerweise begleitet von einer starken Verdickung der Darmwand, Hyperplasie der
Epithelzellen und einer Infiltration von Lymphozyten in die Lamina Propria (Hibi et al., 2002). Es
wird angenommen, das der Transfer der CD4 CD45RB"™" Zellen eine unregulierte, Thl-
dominierte T-Zell Immunantwort im Darm auslost, die schlieBlich zur Entwicklung der Kolitis
fithrt. Die Transferkolitis eignet sich besonders um immunregulatorische Mechanismen der

adaptiven Immunantwort in einem chronischen Kolitisverlauf zu untersuchen. Bei der hier
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verwendeten Methode handelt es sich um eine leicht adaptierte Methode, bei der mit
ConcanavalinA (ConA) aktivierte CD4" T-Zellen aus der Milz einer Wildtypmaus in RAG**
Maiuse transferiert werden (Bregenholt et al., 1998).

Fiir die in Abbildung 3.28 zusammengefassten Transferkolitis Experimente wurden RAG**,
RAG**IL-18** sowie RAG** Miuse, die wochentlich mit 0,5 mg anti-IL-18 Mab behandelt
wurden, mit ConA-aktivierten T-Zellen transferiert. Die Maiuse entwickelten in Zeitraum
zwischen 6 bis 8 Wochen eine mittelschwere bis schwere Kolitis. Abbildung 3.28 fasst die
Gewichtsabnahme der Miuse am Ende der jeweiligen Experimente zusammen. Obwohl die
RAG**IL-18** ynd die antikérperbehandelten RAG**° Miuse im Schnitt weniger Gewicht
verloren, zeigt der Vergleich des histologischen Scores keinen Unterschied in der Schwere der
Kolitis (Abbildung 3.28a, b).

Um den Zytokinstatus im Darm der Méuse zu bestimmen, wurden Lymphozyten aus der Lamina
Propria (LPLs) und den mesenterialen Lymphknoten (mLN) der Maéuse isoliert und eine
intrazellulire FACS-Féarbung fiir IFN-y und TNF-a durchgefiihrt. In Abbildung 3.28c ist der
Anteil der CD4" IFN-y" bzw. der CD4" TNF-a' Zellen in Prozent der Gesamt-CD4" Zellen
gezeigt.

Es zeigte sich, dass im Schnitt ca. 10-25% der CD4" Zellen IFN-y-positiv und ca. 40-60% der
CD4" Zellen TNF-a-positiv waren. Ein Unterschied zwischen den Gruppen konnte lediglich bei
den CD4" Zellen in mLN festgestellt werden. Hier war der Anteil der IFN-y" und TNF-a" CD4"
Zellen bei den antikorperbehandelten RAG ™ Miusen leicht reduziert im Vergleich zu den
RAG**° Musen.

Insgesamt lésst sich also fiir die Transferkolitis wie schon bei der DSS-Kolitis mit BL/6 Méusen
eine Verbesserung bei der Gewichtsabnahme und beim Zytokinstatus feststellen. Allerdings fiihrt
die Antikorperbehandlung zu keinem signifikanten Unterschied in dem wichtigsten Parameter fiir

das AusmalB der Kolitis, der histologischen Analyse.
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Figur 3.28: Transferkolitis in RAG*”* bzw. RAG*"*IL-18""* Miusen. RAG*™ (RAG; N=15), RAG*"*IL-
18 (RAG/IL18ko; N=6) sowie RAG**, die zusitzlich mit dem anti-IL-18 Mab SK113AE-4 behandelt wurden
(RAG+a-IL-18; N=10) wurden mit 3 x 10° ConA aktivierten T-Zellen transferiert. a) Endgewicht der Miuse in %
Ausgangsgewicht b) histologischer Score der Miusedirme c) Intrazellulire Firbung der CD4" mLN und der LPLs fiir
IFN-y und TNF-a.

3.2.3 Die Rolle von Interleukin-18 bei der Inmunantwort gegen Listeria monocytogenes

Neben ihrer Bedeutung als humanpathogenes Bakterium zéhlen Listerien auch zu den klassischen
Modellorganismen, um grundlegende Aspekte der angeborenen und erworbenen Immunantwort
im Mausmodell zu studieren (Finelli and Pamer, 2000; Harty et al., 2000; North et al., 1997;
Pfeffer et al., 1993; Unanue, 1997b; Unanue, 1997c). Nach der Infektion, die bei der
experimentellen Listeriose im Normalfall tiber die Schwanzvene der Maus erfolgt, werden die
Listerien von Makrophagen in der Leber (Kupffer Zellen) und Milz aufgenommen. In der Leber
wird zwar der GroBteil der Bakterien von den Makrophagen getotet, einige konnen jedoch
iiberleben, in den Makrophagen weiter wachsen und schlieBlich auch Hepatozyten infizieren. Die
Aktivierung von Mechanismen der angeborenen Immunantwort spielt in der Frithphase der
Infektion eine entscheidende Rolle bei der Abwehr der Listerien.
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In diesem Teil der Arbeit wurde untersucht, wie sich der Verlust von IL-18, auch hier wieder
durch die Verwendung von IL-18-defizienten Maiusen sowie des IL-18-neutralisierenden

Antikorpers SK113AE-4 , auf eine Infektion mit Listeria monocytogenes auswirkt.
In vitro Stimulation mit Hitze-inaktivierten Listeria monocytogenes (HKL)

Um eine erste Aussage liber eine Auswirkung der IL-18-Blockade im Listerienmodell treffen zu
konnen, wurden Makrophagen mit Hitze-inaktivierten Listerien in vitro stimuliert und die
Produktion von IFN-y, NO und IL-12 gemessen (Abbildung 3.29). Dazu wurden Makrophagen
aus Wildtyp BL/6 Miusen oder IL-18**° Miusen verwendet, sowie Wildtyp Makrophagen
zusitzlich mit anti-IL-18 oder anti-IL-12 Antikdrpern inkubiert.
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Abbildung 3.29: In vitro Stimulation von Makrophagen mit HKL. 3 x 10° WT oder IL-18ko/ko Makrophagen
wurden mit 1 x 10’ HKL fiir 24 Stunden in vitro stimuliert. Anti-IL-18- oder anti-IL-12 Antikdrper wurden in einer
Konzentration von 25pg/ml zugegeben. Die Konzentrationen fiir IFN-y, IL-12 und NO wurden im Uberstand
gemessen.

Wihrend WT-Makrophagen nach Stimulation mit HKL groe Mengen IFN-y freisetzen,
produzieren IL-18-defiziente Makrophagen nur geringe Mengen. Eine vergleichbare Inhibierung

der IFN-y Produktion ldsst sich auch durch die Zugabe von anti-IL-18 oder anti-IL-12 Antikdrpern
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erreichen (Abbildung 3.29a). Eine Inhibierung ldsst sich auch bei der Produktion von NO
beobachten. Zwar produzieren WT-Makrophagen nach in vitro Stimulation mit HKL nur relativ
kleine Mengen an NO (2-3uM). Durch Zugabe von anti-IL-18 oder anti-IL-12 Antikdrpern und
auch bei den IL-18*° Makrophagen ist der gemessene NO-Wert aber noch einmal deutlich
geringer (Abbildung 3.29b).

Die IL-12 Produktion fillt bei den WT-Makrophagen eher gering aus. Dafiir setzen die IL-18*
Makrophagen groBe Mengen an IL-12 frei, allerdings nicht die anti-IL-18 behandelten WT-
Makrophagen (Abbildung 3.29c). Moglicherweise war die in diesem Experiment verwendete
Antikorperkonzentration zu gering, um einen Effekt auf die IL-12 Produktion zu zeigen.

Waihrend sich wie erwartet die Produktion von IFN-y und auch NO durch die Inhibierung von IL-
18 verringern ldsst, scheint es aber auch in diesem System einen kompensatorischen Mechanismus

zu geben, der zu einer erhdhten IL-12 Produktion bei Inhibierung von IL-18 fiihrt.

Infektion mit L. monocytogenes im Mausmodell

Um die Auswirkungen der Blockade von IL-18 im Infektionsmodell mit L. monocytogenes
moglichst umfassend zu untersuchen, wurde wie in Abbildung 3.30 gezeigt vorgegangen.

Es wurden zunichst Mause mit unterschiedlichen infektidsen Einheiten an L. monocytogenes i.v.
infiziert. Nach der Infektion werden die Listerien als erstes von Makrophagen in Leber und Milz
aufgenommen. An Tag 3 nach der Infektion lassen sich im Allgemeinen die hochsten
Bakterientiter in diesen Organen nachweisen. Der Bakterientiter kann zu diesem Zeitpunkt als ein
guter Parameter fiir die Effektivitdt der angeborenen Immunantwort genommen werden. Neben
den Makrophagen werden in der Leber auch Hepatozyten von den Listerien infiziert, was zu
Ausbildung von sog. infektiosen Focis in der Leber fiihrt. Es kommt darauthin zur Einwanderung
von Neutrophilen und weiterer Makrophagen und schlielich zur Granulom-Bildung. Diese lassen
sich histologisch nachweisen und ihre Anzahl kann als weiterer Parameter fiir die Effektivitit der
frithen Immunantwort gesehen werden (Portnoy et al., 2002).

Bei der T-Zell vermittelten Immunantwort gegen Listerien spielen zytotoxische CD8" T-Zellen die
wichtigste Rolle. Diese T-Zell Antwort entwickelt sich zwischen Tag 4 und 6 nach Infektion und
sorgt fiir die vollkommene Uberwindung der Listerieninfektion bei sublethalen Dosen. Da fiir IL-
18 auch ein wichtiger Einfluss auf die Ausbildung der T-Zell vermittelten Immunantwort bei
Listerieninfektionen vorgeschlagen wurde (Neighbors et al., 2001), wurde in dieser Arbeit auch
die Auswirkung der IL-18-Blockade auf die Entwicklung der antigenspezifischen T-Zell Antwort

untersucht.
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Abbildung 3.30: Versuchsdurchfiihrung bei der Infektion mit L. monocytogenes

Listerientiter in Milz und Leber

Wie in Abbildung 3.30 gezeigt, wurden BL/6 Wildtypmause, IL-18""*° Mause und mit anti-IL-18
Antikdrper behandelte WT-Miuse mit drei verschiedenen, sublethalen Dosen Listerien infiziert
(2000/10000/50000). Um spiter die Anzahl der spezifischen CD8" T-Zellen bestimmen zu konnen
(siche unten), wurde von Anfang an mit dem Ovalbumin sekretierenden, rekombinantem
Listerien-Stamm L. monocyogenes-ova (L.m.ova) gearbeitet (Pope et al., 2001).

Am Tag 3 nach Infektion wurden den Méusen Milz und Leber entnommen und die Anzahl der
lebenden Listerien bestimmt. Wéhrend bei der Infektion mit 2000 Listerien keine groBen
Unterschiede im Listerientiter zu erkennen sind, zeigt sich bei den héheren Dosen (10000 und
50000) ein deutlich geringerer bakterieller Titer bei den IL-18"*° Miusen in Milz und Leber
(Abbildung 3.31a). Da sich dieser Effekt bei den antikorperbehandelten Miusen nicht zeigte,
wurde der Versuch wiederholt, diesmal mit einer hdheren anti-IL-18 Dosis (2 x 1mg statt 2 x
0,5mg) und einer Infektion mit 50000 Listerien. Wie in Abbildung 3.31b gezeigt, konnte der in
Abbildung 3.31a fir die IL-18% Miuse beobachtete Effekt diesmal auch bei den
antikorperbehandelten Mausen nachgewiesen werden. Die Blockade von IL-18 fiihrt also nicht zu
einer hoheren Anfilligkeit gegeniiber einer Infektion mit Listerien, sondern -zumindest bei

hoheren Listerien-Dosen- zu einer verstiarkten Resistenz.
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Abbildung 3.31: Listerientiter in Milz und Leber: WT-, IL-18"*- und antikérperbehandelte Miuse (jeweils 3
Tiere) wurden mit verschiedenen Listeriendosen infiziert und der bakterielle Titer in Milz und Leber an Tag 3 nach
der Infektion ermittelt a) Infektion mit 2000, 10000 und 50000 Listerien i.v. Antikérperbehandlung an Tag —1 und 2
(e 0,5mg SK113AE-4 i.p.) b). Infektion mit 50000 Listerien i.v. Antikérperbehandlung an Tag —1 und 2 (je Img
SK113AE-4 i.p.).

Infektiose Foci in der Leber

Um die Anzahl der Granulome/Infektiésen Focis in der Leber zu bestimmen, wurden mit 50000
Listerien infizierte WT- und IL-18""*° Miusen an Tag 3 die Leber entnommen, Gefrierschnitte
angefertigt und diese immunhistochemisch mit einem Marker flir Neutrophile Granulozyten
gefirbt. Wie in Abbildung 3.32 zu sehen, weisen die WT-Méuse eine deutlich hohere Anzahl an

kolko 13 : : .
8% Msuse. Zusammen mit den Ergebnissen bei

Infektiosen Foci (rote Farbung) auf als die IL-1
den Listerientitern wird der Eindruck hier noch einmal verstérkt, dass die IL-18-Defizienz zu einer

erhohten Resistenz gegentiber einer Infektion mit L. monocytogenes fiihrt.
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Abbildung 3.32: Infektiose Foci in der Leber. WT- und IL-18" Miuse wurden mit 50000 Listerien i.v. infiziert.
Am Tag 3 nach der Infektion wurde die Leber entnommen und Gefrierschnitte angefertigt. a) Immunhistochemische
Farbung mit einem Marker fiir Neutrophile. b) Anzahl der Infektiésen Foci pro Gesichtsfeld (Mittelwert aus 5
Gesichtsfeldern pro Maus).

Zytokinproduktion nach Restimulation der Milzzellen mit HKL

Am Tag 7 nach der Listerieninfektion wurde den Mausen, die mit 10000 Listerien infiziert
wurden, die Milz entnommen. Um einen Uberblick iiber die Zytokinproduktion in der Milz der
Tiere zu gewinnen, wurde ein Teil der Milzzellen in vitro mit HKL restimuliert und die Zytokin-
Konzentrationen nach 30 Stunden im Uberstand gemessen.

Die aus den infizierten WT-Méusen gewonnen Milzzellen produzieren nach Restimulation mit
HKL groflie Mengen an IFN-y, IL-12 und TNF-a. Dagegen féllt die Produktion aller drei Zytokine

bei den Milzzellen, die aus den infizierten IL-18*°

und den antikérperbehandelten Miusen
gewonnen wurden vor allem bei den antikdrperbehandelten Méusen (TNF-o und IL-12) deutlich

geringer aus (Abbildung 3.32).
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Wie erwartet dulert sich hier die IL-18-Blockade in einer verringerten IFN-y Produktion. Die
verminderte IL-12 und TNF-a Konzentration kénnen durch die verminderte Stimulation von
Makrophagen und DC durch IFN-y erklirt werden. Der bei der LPS- und HKL-Stimulation
beobachtete Effekt der erhohten IL-12 Produktion bei IL-18-Blockade zeigt sich bei diesem
Experiment nicht. Obwohl sich die Zytokinkonzentrationen der drei proinflammatorischen
Zytokine IFN-y, IL-12 und TNF-a in dieser Restimulation durch IL-18-Blockade verringern
lassen und so die beschriebenen Effekte von IL-18 bestdtigen, ldsst sich damit die verstirkte

Resistenz gegen die Listerieninfektion (Listerientiter und infektiose Foci an Tag 3) nicht erkldren.
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Abbildung 3.33: Restimulation der Milzzellen mit HKL: 5 x 10° Milzzellen aus mit 10000 Listerien infizierten
WT-, IL-18**- und antikérperbehandelten Mausen (2x 1mg SK113AE-4) wurden mit 5 x 10’ HKL in vitro fiir 30
Stunden inkubiert. Die Zytokinkonzentrationen fiir IFN-y, IL-12 und TNF-a wurden im Uberstand mittels ELISA
gemessen.

Spezifische T-Zell Antwort an Tag 7 nach der Primdrinfektion mit L.m.ova

Wie oben bereits beschrieben, war es ein Ziel dieser Arbeit den Einfluss der 1L-18-Blockade auf
die Entwicklung der spezifischen T-Zell Antwort nach einer Infektion mit L. monocytogenes zu
untersuchen. Um spezifische CD8" T-Zellen detektieren zu konnen, wurde hier die
Tetramertechnik benutzt (Busch et al., 1998). Dazu verwendet man das MHC-I-Molekiil, den
natiirlichen Liganden des T-Zell Rezeptors auf CD8" T-Zellen. B,-Mikroglobulin und die schwere
Kette des MHC-I-Molekiils werden rekombinant in Bakterien exprimiert und anschlieBend in vitro
in Anwesenheit groBer Mengen eines spezifischen Peptides (Epitop) in ihre native Form
zuriickgefaltet. Nach Biotinylierung des C-Terminus der schweren Kette konnen iiber (PE)-
konjugiertes Streptavidin vier der MHC-I-Molekiille zu MHC-Tetrameren zusammengefiigt
werden. Da bis jetzt noch keine immundominanten natiirlichen Listerien-Epitope fir Méuse mit
dem MHC-I Allotyp H-2K" identifiziert werden konnten, wurde hier der Ovalbumin sekretierende
Listerien Stamm L.m.ova benutzt. Damit war es mdglich, die systemische CD8" T-Zell Antwort

mit Hilfe von H-2K’-Ova-Peptid (SIINFEKL) Tetrameren zu untersuchen.
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Dazu wurde Méusen am Tag 7 nach der Infektion mit 10000 L.m.ova die Milz entnommen, die
Milzzellen mit Tetramer gefdarbt und am FACS analysiert. Zur Auswertung wurde der Anteil der
spezifischen, Tetramer-positiven CD8" T-Zellen (Abbildung 3.34a links) gemessen und daraufhin
die Gesamtzahl der Tetramer-positiven CD8 T-Zellen in der Milz der Miuse berechnet
(Abbildung 3.34a rechts). Es zeigt sich, dass ca. 1% aller Lymphozyten in der Milz der infizierten
Miuse antigenspezifische CD8" T-Zellen sind. Bei den Wildtypmiusen lassen sich insgesamt
etwas mehr spezifische CD8" T-Zellen nachweisen als bei den IL-18* wund
antikdrperbehandelten Méusen.

Zusitzlich zur Anzahl der spezifischen CD8" T-Zellen wurde auch die Anzahl der IFN-y und
TNF-a sekretierenden T-Zellen bestimmt. Dazu wurde ein Teil der Milzzellen in vitro mit dem
SIINFEKL-Peptid (fiir die CD8" T-Zellen) oder dem MHC-II restringierten Listerien-Peptid
LLO199201 (fiir die CD4" T-Zellen) restimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen intrazellulér fiir
IFN-y und TNF-a gefiarbt und am FACS analysiert. Der Anteil der IFN-y bzw. TNF-a-positiven
CD8" (SIINFEKL Restimulation) und CD4" (LLO)90.201 Restimulation) T-Zellen wurde bestimmt
(Abbildung 3.34b unten) und die Gesamtzahl der positiven Zellen in der Milz der Maiuse
berechnet (Abbildung 3.34b oben).

Allgemein lisst sich zunichst feststellen, dass es deutlich mehr IFN-y/TNF-a-positive CD8" T-
Zellen als IFN-y/TNF-a-positive CD4" T-Zellen gibt. AuBerdem ist die Anzahl der IFN-y-
positiven CD8" und CD4" T-Zellen etwas hoher als die der TNF-a-positiven.

Ahnlich wie bei den spezifischen, Tetramer-positiven CD8" T-Zellen lisst sich auch bei der
Anzahl der IFN-y/TNF-a produzierenden T-Zellen eine leichte Reduktion bei den IL-18"*° und
den antikorperbehandelten Mdusen feststellen.

In der Tendenz lasst sich also durchaus eine leichte Reduktion sowohl der antigenspezifischen,
Tetramer-positiven CDS8" T-Zellen als auch der IFN-y- und TNF-a-positiven CD8" und CD4" T-
Zellen bei einer Blockade von IL-18 feststellen. Allerdings ist es fraglich, ob diese leichte
Reduktion eine Auswirkung auf Effektivitit der Immunantwort gegen die Listerien hat. An Tag 7
lieBen sich jedenfalls bei den Tieren aller drei Gruppen keine Listerien mehr in Milz oder Leber

nachweisen.
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Abbildung 3.34: spezifische T-Zell Antwort an Tag 7 nach Primiirinfektion mit L.m.ova. WT- und IL-18""* und
antikorperbehandelte Mause (3x 1mg SK113AE-4) wurden mit 10000 Listerien i.v. infiziert (je 2 Tiere pro Gruppe).
Am Tag 7 nach der Infektion wurde die Milz entnommen. a) Farbung der Milzzellen mit SIINFEKL-Tetramer und
Gesamtzahl der antigenspezifischen, Tetramer-positiven T-Zellen in der Milz. b) Intrazelluldre IFN-y und TNF-a
Féarbung nach Restimulation der Milzzellen mit SIINFEKL Peptid oder LLOg0.501; Gesamtzahl der IFN-y bzw. TNF-

o positiven T-Zellen in der Milz.
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Um den Einfluss von IL-18 auf die Gedichtnis-Antwort (memory response; recall) zu testen,

wurden Miuse, die primir mit 2000 Listerien infiziert wurden 3 Wochen nach der Primérinfektion

mit 200000 Listerien reinfiziert. 5 Tage nach der Sekundérinfektion wurde die spezifische T-Zell

Antwort untersucht (siche auch Abbildung 3.30).

139



Ergebnisse

Insgesamt lassen sich nach der Sekundérinfektion ca. 10-mal mehr spezifische, Tetramer-positive
CD8" T-Zellen detektieren als nach der Primirinfektion (Abbildung 3.35a). Wihrend deutlich
mehr IFN-y'CD8" T-Zellen als bei der Primérinfektion zu finden sind, sind die Unterschiede bei
den IFN-y'CD4" und den TNF-a" CD4" und CD8" T-Zellen im Vergleich zur Priméirinfektion
eher gering. Es lassen sich hier auch keine Unterschiede zwischen den Mausgruppen erkennen.
Die Anzahl an spezifischen T-Zellen und IFN-y- oder TNF-a-positiven T-Zellen ist bei allen drei
Gruppen ungefahr gleich (Abbildung 3.35b). Alle drei Gruppen haben auch keine Probleme die
Infektion zu liberwinden, an Tag 5 nach der Reinfektion lassen sich bei keiner Maus mehr lebende

Listerien in Milz oder Leber nachweisen.
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Abbildung 3.35: Spezifische T-Zell Antwort an Tag 5 nach Sekundirinfektion (recall) mit L.m.ova. WT- und
IL-18" und antikdrperbehandelte Miuse (insgesamt 4x 1mg SK113AE-4) wurden primir mit 2000 Listerien i.v.
infiziert. 3 Wochen spéter wurden dieselben Méduse mit 2000000 Listerien i.v. reinfiziert. Am Tag 5 nach der
Infektion wurde die Milz entnommen. a) Farbung der Milzzellen mit SIINFEKL-Tetramer und Gesamtzahl der
antigenspezifischen, Tetramer-positiven T-Zellen in der Milz. b) Intrazelluldre IFN-y und TNF-a Férbung nach
Restimulation der Milzzellen mit SIINFEKL Peptid oder LLO,99.0;; Gesamtzahl der IFN-y bzw. TNF-a-positiven T-
Zellen in der Milz.
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4. Diskussion

4.1 Charakterisierung der murinen A21/D2 Sequenz

4.1.1 Genomische Lokalisation von A21/D2

Ausgehend von der A21/D2 ¢cDNS wurde in dieser Arbeit zundchst die genomische Sequenz der
ersten drei Exons des A21/D2-Gens ermittelt. Dazu wurden drei unterschiedliche BAC-Klone
mittels Southernblot Analyse untersucht und teilweise sequenziert (Kapitel 3.1.3). Der Vergleich
der cDNS und der ermittelten genomischen DNS-Sequenz mit der NCBI Maus-Sequenz
Datenbank (NCBI 32 assembl) ergab eine 99%ige Ubereinstimmung mit einem Sequenzbereich
auf dem Chromosom 16 (Bande 16B4). Durch den Vergleich der cDNS mit der genomischen
Datenbank war es weiterhin moglich, die genomische Organisation des gesamten A21/D2 Gens zu
bestimmen. Wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, besteht das A21/D2 Gen aus 10 Exons und erstreckt
sich liber einen Bereich von ca. 35 kb.

In dieser genomischen Region von Chromosom 16 lassen sich in unmittelbarer Nachbarschaft von
A21/D2 einige immunologisch relevante Gene finden. Ungefihr 65kb stromaufwirts bzw. ca.
45kb stromabwirts des A21/D2 Genlokus befinden sich die Gene fiir den Ox2 Rezeptor bzw. des
Ox2 Gens (CD200). Bei Ox2 und seinem Rezeptor Ox2R handelt es sich um Glykoproteine der
Immunglobulin-Superfamilie. Wahrend Ox2 ein relativ breites Expressionsmuster aufweist (T-
und B-Zellen, Thymozyten, Neuronen und Endothelzellen), ist die Expression des Ox2 Rezeptors
auf Makrophagen und dendritische Zellen beschrdnkt. Die Interaktion zwischen Ox2 und seinem
Rezeptor auf myeloiden Zellen fiihrt zur Weiterleitung von inhibitorischen Signalen und ist somit
Teil des immunregulatorischen Netzwerkes (Barclay et al., 2002).

Ein weiteres Gen in genomischer Nachbarschaft von A21/D2 ist BTLA (B and T lymphocyte
Attenuator). BTLA gehort ebenfalls zur Immunglobulin-Superfamilie und wird auf der Oberfliche
von T- und B-Zellen ausgeprégt. Aktivierung von BTLA durch seinen Liganden B7x (B7-Familie)
fithrt zur einer verminderten T-Zell Aktivierung (Carreno and Collins, 2003).

Die Nihe dieser immunologisch relevanten Gene zu A21/D2 koénnte ein Hinweis auf eine
immunologische Funktion oder eine gemeinsame Regulation dieser Gene sein (wie z.B. fiir die IL-
4 Familie beschrieben (Lavender et al., 2000; Lee et al., 2001). Allerdings finden sich in der
gleichen genomischen Region (1 Mb) noch ca. 10 weitere, bislang unbeschriebene Gene.

Zusammen mit der Tatsache, dass sich die Ox2 und BTLA Genen in ihrem Expressionsmuster
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stark unterscheiden, erscheint eine funktionelle oder regulatorische Beziehung zu A21/D2 zu

diesem Zeitpunkt damit eher unwahrscheinlich.

4.1.2  Homologien von A21/D2 zu anderen DNS- und Proteinsequenzen

Bei der Suche nach homologen Sequenzen mit Hilfe des BLAST Programms (Altschul et al.,
1990) konnte zunéchst eine Ahnlichkeit zuwischen der Nukleotidsequenz von A21/D2 und der des
Gens SRPX (sushi-repeat-containing protein, X chromosome (Meindl et al., 1995)) festgestellt
werden. Das SRPX Gen wird vor allem in der humanen Retina ausgeprigt und fehlt in Patienten
mit Retinis Pigmentosa. Dabei zeigten drei Proteindoménen von A21/D2 eine auffillige
Homologie (ca. 30% Ubereinstimmung) zur sogenannten 'consensus repeat domain' (CRD) von
SPRX (Abbildung 4.1). In den Sequenzdatenbanken lassen sich eine ganze Reihe weiterer
Proteine mit consensus repeat Dominen finden, die meisten gehdren zu Superfamilie der Sushi-
Doménen Proteine. Bei den Sushi-Doménen (Ichinose et al., 1990) handelt es sich um homologe
Sequenzen, deren Kern ca. 60 Aminosduren umfasst. Sushi-Doménen wurden zunéchst als GP-I
Strukturen (Davie et al., 1986) bezeichnet, da sie zuerst in [3, Mikroglobulin identifiziert wurden
(Lozier et al., 1984). Inzwischen werden sie zumeist als 'short consensus repeats' (SCR) oder,
wegen ihrer Form, als Sushi-Doménen bezeichnet. Obwohl A21/D2 selbst keine Sushi-Doméne
besitzt, ist aufgrund der homologen consensus repeat Doméne eine funktionelle Verwandtschaft
zur Sushi-Proteinfamilie denkbar.

Wihrend der Arbeit an diesem Projekt fand sich zu einem spdteren Zeitpunkt eine 99%ige
Sequenz-Ubereinstimmung zu dem neu klonierten Gen Urb (Aoki et al., 2002). Der genaue cDNS-
und Proteinsequenzvergleich von A21/D2 und Urb ergaben, das die beiden Gene/Proteine
identisch sind. Identifiziert wurde Urb durch seine erhohte Expression in braunem Fettgewebe von
Bombesin Rezeptor Subtyp-3 (BRS-3) defizienten Mausmutanten (Ohki-Hamazaki et al., 1997).
BRS-3-defiziente Miuse entwickeln eine leichte Form des Ubergewichts verbunden mit
Bluthochruck und einem beeintrachtigtem Glukose-Stoffwechsel. Aufgrund der erhdhten
Expression von Urb/A21/D2 in braunem Fett dieser Maduse vermuten die Autoren eine Funktion
fiir Urb/A21/D2 bei der Regulation des Korpergewichts und des Energiestoffwechsels. Eine
genaue Beschreibung von Urb oder eine funktionelle Analyse wurden bislang nicht publiziert.
Anfang 2004 lassen sich in der Gen-Datenbank (GenBank CDS translations +PDB +SwissProt
+PIR +PRF) mittlerweile mehrere zu A21/D2 homologe Sequenzen finden. Unter anderem das
humane Urb Protein, das Hithner Equarin-L Protein (Mu et al., 2003) und das 'steroid sensitive

gene-1' aus der Ratte (Marcantonio et al., 2001).
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Die Hiithner Equarin-L ¢cDNS wurde aus einer Hiithner-E6 Augenlinsen cDNS-Bibliothek isoliert.
In vivo konnte die Expression von Equarin-L in der Linse von Hiihnerembryos nachgewiesen
werden. Da die Mikroinjektion von Equarin mRNS in Xenopus Embryos zu einer anormalen
Augenentwicklung flihrte, vermuten Mu et al. eine Rolle fiir Equarin-L in der Entwicklung der
Auges. Die hohe Homologie zwischen Urb/A21/D2 und Equarin-L zeigt sich vor allen in den
CRD Bereichen und weniger in den restlichen Dominen. Es ist daher wahrscheinlich, dass
Urb/A21/D2 und Equarin-L zur selben Genfamilie gehdren, aber funktionell nicht homolog sind.
Das Gen SSGI1 (steroid sensitiv gene 1) wurde aus Uterus- und Brustdriisengewebe von
weiblichen Ratten isoliert. Die Nukleotidsequenz von SSGI1 =zeigt ein ca. 90%ige
Ubereinstimmung mit der Urb/A21/D2 Sequenz was zu dem Schluss fiihren kénnte, dass es sich
bei SSG1 um das Rattenhomolog von Urb/A21/D2 handelt. Allerdings gibt es einige Unterschiede
zwischen den Sequenzen von Urb/A21/D2 und SSG1 die zu einem frithen Translationsstopp bei
SSG1 fiihren (Frameshift). Das vorgeschlagene SSG1 Protein hat demnach nur eine Linge von
385 Aminoséduren wéahren Urb/A21/D2 eine Linge von 949 AS aufweist.

Waihrend eine funktionelle Beziehung zwischen Urb/A21/D2 zu Equarin-L unwahrscheinlich und
zu SSG1 zu diesem Zeitpunkt zumindest fraglich ist, lassen sich diese Proteine aufgrund ihrer
strukturellen Ahnlichkeit in eine neue Proteinfamilie einordnen. Abbildung 4.l1a zeigt eine
schematischen Vergleich zwischen A21/D2 und den homologen Proteinen. Abbildung 4.1b zeigt
die Sequenzhomologien zwischen den consensus repeat Doménen von A21/D2 und den
entsprechenden Domédnen von Equarin-L, SRPX (Ratte/Human) und Sushi-repeat Protein

(Strausberg et al., 2002)
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- LSRFRWRRRLLYVI SAPNDEDWAYSQQL SALN- GQACNFGLRHI Tl LKLLGVGEEVGGY 57
VLASFAGKNRVW/I SAPHASEGYYRLMVSLLKNDVYCELAERHI QQI VLFHEECGEEGGK 59

sushi -repeat-cont. Prot LLDQFYEKRRLLI VSTPTARNLLYRLQLGVLQ- QAQCGLDLRHVTWELVGVFP- - - - - 54
SPRX- Ratt e LLDQFYEKRRLLI VSTPTARNLLYRLQLGVLQ QAQCGLDLRHI TWELVGVFP- - - - - 54
SPRX- Hurman LLDQFYEKRRLLI VSTPTARNLLYRLQLGVLQ QAQCGLDLRHI TWELVGVFP- - - - - 54
ke ke eeew .« . - ke .
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A21/ D2- D3(778-921) LELFPI NGSS- - - - | VEREDVPAHLVKDI RNYFQVSPEYFSM.LVGKDGNVKSWYPSPMWV 113
Equarin-L VRRI TNECGK- - - - - - | LEQPLDPALI PKLMSFLKLEKGKFGWLLKKTLQVEERYPYPVR 113
sushi -reapeat-cont. Prot ----TLIGR------ | RAKI MPPALALQLRLLLRI PLYSFSMVWVDKHGVDKERYVSLVT 104
SPRX- Ratt e ----TLIGR------ | RAKI MPPALALQLRLLLRI PLYSFSMW/LVDKHGVDKERYVSLVT 104
SPRX- Hurman ----TLIGR------ | GAKI MPPALALQLRLLLRI PLYSFSMWLVDKHGVDKERYVSLVM 104
. * . . *x k. . * .

A21/ D2- D1(141-281) - LEAMYEVI DQGPI RRI EKI RQKGFVQKC- - - - - - - - 141

A21/ D2- D2( 623- 768) - MKSVFDLI DTFQSRI KDME- - - - - - - - --------- 137

A21/ D2- D3(778-921) SWI VYDLI DSMQLRRQEVAI QQSLGVRG- - - - - - - 150

Equarin-L - LEAMYEVI DONPI RKI EKMRQKGFI QT--------- 140

sushi - reapeat - con. Protei n- PMALFNLI DTFPLRKEEM LQAEMGQT- - - - - - - - - 131

SPRX- Ratt e - PMALFNLI DTFPLRKEEM LQA-------------- 126

SPRX- Hurman - PVALFNLI DTFPLRKEEMWVLQAEM - - - - - - - - - - - 128

s * % *
Abbildung 4.1: Sequenzhomologien von A21/D2 zu anderen Proteinen.

a) Schematische Anordnung der Proteindoménen von A21/D2, Maus Urb, Equarin-L, humanem SRPX und humanem
Sushi-repeat Protein. Die Werte in den Doménen geben den Prozentsatz der identischen/positiven Aminosduren im

Vergleich zur entsprechenden Doméne von A21/D2 an.

b) Sequenz der drei consensus repeat Doménen von A21/D2 im Vergleich mit den entsprechenden Sequenzen von
Equarin-L, Sushi-repeat Protein und SPRX (Ratte/Human). rot= kleine und hydrophobe Reste. blau= saure Reste.
violett=basische Reste. griin= hydroxy+aminetbasische Reste. grau= alle anderen Reste. '*'= identische
Aminosduren. ':'= konservierte Substitutionen. '.'= semikonservative Substitutionen.
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4.2 Generierung von A21/D2-EGFP 'Knock-in' Méusen

Durch die gezielte Mutagenese von Genen in der Keimbahn kénnen Méuse mit spezifischen
Gendefekten generiert werden. Dies eroffnet die Moglichkeit, wertvolle Einblicke in die in vivo
Funktion dieser Gene zu erlangen und ermoglicht dadurch ein besseres Verstindnis komplexer
biologischer Mechanismen (Pfeffer and Mak, 1994). Die Generierung der A21/D2-EGFP
Reporter/defizienten Mauslinie erfolgte mittels homologer Rekombination in embryonalen
Stammzellen der Maus. Dabei wurden der letzte Abschnitt von Exon2 und das gesamte dritte
Exon durch eine EGFP/Neomycin-Genkassette ersetzt und damit {iber 50% der kodierenden
Sequenz deletiert.

Ein besonderes Problem bei der Planung der Knock-in Strategie ergab sich aus der Moglichkeit
des differentiellen Spleilens des A21/D2 Transkripts. Wie in Kapitel 3.1.3 dargelegt, beginnt die
Translation des 949 Aminosduren langen Proteins von dem ersten ATG im dritten Exon aus. Die
Translation dieses langen Proteins wiirde ein komplettes, alle 10 Exons enthaltendes mRNS
Transkript voraussetzen. Die Ergebnisse des Northernblots legen nahe, dass in den untersuchten
Organen vor allem dieses komplette mRNS Transkript gebildet wird. Damit ist es wahrscheinlich,
dass hauptséichlich die 949 Aminosduren lange Proteinvariante generiert wird. Allerdings besteht
die Moglichkeit, dass nach herausspleiBen des dritten Exons und Translationsstart vom letzten
ATG in Exon2 ein verkiirztes, 327 Aminosduren langes Proteins gebildet wird. Der Nachweis
eines entsprechenden 1,8 kb langen Transkripts bei der Northernblot Analyse von mRNS aus GM-
CSF DCs konnte darauf hinweisen, dass diese kurze Proteinvariante tatséchlich gebildet wird.

Um die Expression des A21/D2 Gens mit dem EGFP-Reporter moglichst genau untersuchen zu
konnen ist es sinnvoll, die EGFP-Genkassette so in den A21/D2 Genlokus zu legen, dass die
EGFP-Expression komplett vom endogenen A21/D2 Promotor reguliert wird. Zunichst erschien
es sinnvoll, die EGFP-Genkassette direkt hinter das erste ATG im dritten Exon zu legen und damit
die Expression des 949 AS langen A21/D2 Proteins durch die EGFP Expression auszutauschen.
Allerdings konnte das dritte Exon, wie bereits dargelegt, herausgespleit werden. In einem
solchen Ansatz wéren die Mduse also immer noch in der Lage, die kurze Proteinvariante zu
bilden. In diesem Fall wire eine komplette Deletion des A21/D2 Gens nicht gegeben und damit
die homozygoten A21/D2-EGFP Miuse nicht komplett defizient fiir A21/D2.

Um dieses Problem zu umgehen wurde die EGFP-Genkassette direkt hinter das letzte ATG des

zweiten Exon gelegt (Abbildung 3.11). Damit konnte ein differentielles herausspleilen des dritten
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Exons (das nicht mehr vorhanden ist) und die Bildung sowohl der langen, als auch der kurzen
A21/D2 Proteinvariante ausgeschlossen werden.

Bei diesem Ansatz kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass durch die Deletion des
Introns zwischen zweiten und dritten Exon auch Promotor- oder Enhancer-Regionen, die fiir die
Translation der langen A21/D2 Proteinvariante wichtig sind mit deletiert wurden. Wire dies der
Fall, konnte mit dem EGFP-Reporter vermutlich nur ein Teil des endogenen A21/D2
Expressionsmuster wiedergegeben werden.

Nach der homologen Rekombination der embryonalen Stammzellen mit dem A21/D2-EGFP
Rekombinationsvektor konnten zwei unabhéngige ES—Zell-Klone mit korrekt rekombiniertem
A21/D2 Lokus identifiziert werden (Kapitel 3.1.4). Mit Hilfe dieser beiden ES-Zell-Klone
konnten mittels Blastozysteninjektion und Transfer in Ammenmiitter zwei Mauslinien mit der
gewlinschten A21/D2-EGFP Mutation generiert werden (Kapitel 3.1.4).

Zunichst konnte bei der ersten Analyse von A21/D2-EGFP Méusen keine griin-fluoreszierenden
Zellen detektiert werden. Mit der Cre vermittelten in vitro Deletion der loxP flankierten
Neomycin-Genkassette konnte ein moglicher negativer Einfluss der Neomycinkassette auf die
EGFP Expression untersucht werden. Moglich wurde diese in vitro Deletion der Neomycin
Genkassette in GM-CSF DCs durch Protein Transduktion mit dem TAT-NLS-Cre Protein. Bei der
Protein-Transduktion handelt es sich um eine kiirzlich entwickelte Methode zur direkten
Transduktion von Sdugerzellen mit biologisch aktiven Proteinen mit hoher Effizienz (Hawiger,
1999). Mit rekombinanter Proteintechnik konnten durch die Einfiihrung von sogenannten Protein
Transduktions Doméinen (PTDs) die biophysikalischen Eigenschaften von Proteinen hinsichtlich
ihrer Zellpermeabilitit verdndert werden (Nagahara et al., 1998). So konnte gezeigt werden, dass
ein basisches, 11 AS langes Peptid des HIV-TAT Proteins [-Galactosidase in eine zellpermeable
Form bringen kann (Schwarze et al., 1999). Peitz et al. konnten zeigen, dass ein Fusionsprotein
aus dem TAT Peptid, der Kernlokalisationssequenz (NLS) und der Cre Rekombinase
Zellpermeabilitdt besitzt und in vitro die Rekombination von genomischen loxP flankierten
Sequenzen auslosen kann (Peitz et al., 2002). Dabei lag die Rekombinationseftizienz bei mehr als
95% in Fibroblasten und ES-Zellen nach Transduktion mit TAT-NLS-Cre.

Die Transduktion von GM-CSF generierten DC aus A21/D2-EGFP Méusen mit dem TAT-NLS-
Cre Protein fiihrte zu einer mit Southernblot bestétigten Deletion der Neomycinkassette. Obwohl
die Deletionseffizienz nicht sehr hoch war, konnte in ca. 1,5% der Zellen Griinfluoreszenz
detektiert und damit auch die Funktionalitit des EGFP-Reporters nach NEO-Deletion bestétigt
werden (Kapitel 3.1.4).
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Fir die Analyse des EGFP-Reporters wurden deshalb die A21/D2-EGFP Miuse mit Cre
Deleterméusen verpaart. Damit wurde erfolgreich eine A21/D2-EGFP Mauslinie mit deletierter
Neomycin-Genkassette generiert (Kapitel 3.1.4).

Um eine A21/D2-defiziente Mauslinie zu generieren wurden A21/D2-EGFP heterozygote Méuse
verpaart. In homozygoten A21/D2-EGFP Nachkommen konnte im Gegensatz zu heterozygoten
Maiusen keine A21/D2 mRNS nachgewiesen mehr werden, was die erfolgreiche Inaktivierung von

A21/D2 bestitig (Kapitel 3.1.4).

4.3  Analyse der A21/D2 Expression

4.3.1 Intrazellulire Lokalisation von A21/D2

Bei der Analyse der N-Terminalen Region der A21/D2 Proteinsequenz fiel auf, dass das A21/D2
Protein eine Signal-Sequenz am N-Terminalen Ende besitzt. Die kurze Peptid-Sequenz weist die
typischen Merkmale eines 'Leaderpeptid' auf: Eine mehrere Peptide lange, N-Terminale polare
Region, gefolgt von einer 11 AS langen hydrophoben Region und einer Schnittstelle (cleavage
site) zwischen AS 22 und 23 (siehe auch Sakaguchi, 1997).

Nachdem diese Leadersequenz an den Ribosomen im Zytosol translatiert wurde, erkennt das
Signalerkennungspartikel (SRP) das Leaderpeptid und bindet an den Translationskomplex. Der
gesamte Komplex aus Ribosom, mRNS, naszierender Peptidkette und SRP wandert zum
Endoplasmatischen Retikulum und lagert sich durch Wechselwirkung zwischen SRP und SRP-
Rezeptor an die ER-Membran an. Das Protein wird schlielich iiber ein Translokationssystem in
das Lumen des ER synthetisiert bzw. in der ER-Membran verankert.

Der normale Weg fiir ein korrekt gefaltetes Protein im ER ist der Transport in Richtung Golgi-
Apparat. Proteine, die im ER verbleiben sollen, besitzen spezielle Aminosduresequenzen die
hochstwahrscheinlich mit einem Rezeptor im Cis-Golgi-Netzwerk interagieren und durch den sie
zum ER zuriickgefiihrt werden. Wird ein Protein im ER synthetisiert und iiber den Golgi-Apparat
weitergeleitet handelt es sich in den meisten Fillen um ein sekretorisches Protein, da die Sekretion
als Massentransport vom ER iiber den Golgi zur Zelloberfliche als der Normalfall (default
pathway) gesehen wird und jede Abweichung davon durch besondere Signale geregelt wird
(Michal, 1999).

Das Vorhandensein eines Leaderpeptids bei dem A21/D2 Protein ist demnach ein guter Hinweis,

dass es sich um ein sekretorisches Protein handeln konnte.
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Um diese Annahme zu iiberpriifen wurde ein A21/D2-EGFP Fusionsprotein rekombinant in T 293
Zellen exprimiert und die intrazelluldre Lokalisation analysiert (Kapitel 3.1.2).

Wie beschrieben, ldsst sich eine Kolokalisation des A21/D2-EGFP Fusionsproteins zum Teil mit
dem ER-Marker Calreticulin, vor allem aber mit dem Golgi-Marker Anti-Golgin 97 feststellen. Es
kann also davon ausgegangen werden, dass A21/D2 den oben beschriebenen sekretorischen
'default pathway' iiber das ER und den Golgi-Apparat einschldgt und sekretiert wird. Fiir das
strukturell homologe Protein L-Equarin (Abbildung 4.1) konnte bereits gezeigt werden, dass es
sich um ein sekretorisches Protein handelt (Mu et al., 2003). Diese Tatsache ist ein weiterer guter

Hinweis auf eine Funktion von A21/D2 als sekretorisches Protein.

4.3.2 Expression von A21/D2 in murinen Geweben und Zellen

Zu Beginn der Arbeit an diesem Projekt war tiber die Expression des A21/D2 Gens nur sehr wenig
bekannt. Da A21/D2 in dem Differential Display spezifisch fiir GM-CSF generierte DCs gefunden
wurde war nur klar, dass es wohl von DC, nicht aber von Makrophagen exprimiert werden kann.
Durch die in Kapitel 3.1.1 beschriebene A21/D2-spezifische Northernblot und RT-PCR Analyse
von RNS aus verschiedenen Geweben und Zellen der Maus sollte ein besserer Uberblick iiber das
Expressionsmuster von A21/D2 geschaffen werden (Kapitel 3.1.1).

Dabei zeigte sich ein relativ breites Expressionsmuster. Starke A21/D2-Expression war vor allem
in nicht-lymphoiden Geweben wie Uterus, Blase, Ovarien, Herz und Lunge zu sehen. Aber auch
in den lymphatischen Geweben wie Milz, Thymus und Lymphknoten war eine etwas geringere,
aber dennoch deutlich vorhandene A21/D2-Expression nachzuweisen. Schwache bis gar keine
A21/D2-Expression zeigte sich im Darm, Skelettmuskel und Gehirn.

Wie zu erwarten zeigten GM-CSF generierte DC eine relativ starke Expression von A21/D2
mRNS.

Insgesamt lésst sich also eine breite Auspriagung von A21/D2 in den verschiedenen Geweben der
Maus feststellen, was sich auch mit den Beobachtungen von Aoki et al. (Aoki et al., 2002) deckt,
die eine Expression von Urb in den meisten untersuchten Geweben feststellen (Magen, Leber,
Lunge, Niere (schwach), Testis (schwach), Darm und vor allem in Fettgewebe). In der RIKEN
Maus cDNS Bibliothek (http://genome.gsc.riken.jp/index.html) ldsst sich eine zu Urb/A21/D2

identische ¢cDNS finden. Diese cDNS wurde aus Gewebe von Embryo, Uterus, Herz und
Brustdriise gewonnen. Insgesamt bestétigt sich damit der Eindruck, dass A21/D2 hauptséichlich in

nicht-lymphatischen Geweben wie Uterus, Blase, Herz, Fettgewebe und Lunge ausgepriagt wird.
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Auch bei der Analyse von Organen aus A21/D2-EGFP-Reportermdusen zeigte sich die hochste
Anzahl an EGFP-positiven Zellen in Uterus, Ovar, Herz und Blase. Wobei selbst in diesen
Organen nur relativ wenige, vereinzelte EGFP-positive Zellen zu finden waren. Viele EGFP-
positive Zellen konnten aufgrund ihrer Form und der gleichzeitigen Farbung mit Nilrot als
Fettzellen identifiziert werden. Diese Tatsache wiirde mit der von Aoki et al. vorgeschlagenen
Rolle von Urb/A21/D2 beim Fettstoffwechsel libereinstimmen.

Uber die Identitit der EGFP-positiven Zellen, bei denen es sich nicht um Fettzellen handelt, lisst
sich zu diesem Zeitpunkt nicht sehr viel sagen. Wirft man einen Blick auf die FACS-Analysen von
Zellen aus verschiedenen Organen von A21/D2-EGFP-Reporterméusen, findet man eine geringe
Anzahl von EGFP-positiven Zellen in Herz und Lunge sowie eine relativ grole Menge in Blase
und Uterus. Allerdings sind alle EGFP-positiven Zellen negativ fiir den hdmatopoetischen Marker
CD45. Die einzigen EGFP-positiven hédmatopoetischen Zellen findet man in GM-CSF
Knochenmarks-Kulturen von A21/D2-EGFP Maiusen. Dort ldsst sich eine relativ kleine
Population an EGFP-positiven DC (ca. 0,5-1%) finden, wihrend man weder bei einer ex vivo
Analyse des Knochenmarks, noch bei einer FLT3L Kultur von Knochenmark-DC EGFP-positive
Zellen finden kann. Moglicherweise handelt es sich bei der Expression von A21/D2-EGFP um
einen direkten Effekt von GM-CSF und diese findet in DC nur unter den Bedingungen der Kultur
mit GM-CSF statt. Nicht ausschlieBen lédsst sich allerdings, dass der EGFP-Reporter wie unter 4.2
diskutiert nicht voll funktionstiichtig ist und die endogene Expression von A21/D2 nicht exakt
widerspiegelt. In diesem Fall wire die Generierung eines A21/D2-spezifischen Antikdrpers eine
Moglichkeit, die mit dem EGFP-Reporter erhaltenen Daten zu Verifizieren.

Bei der Analyse der A21/D2-defizienten Maiduse konnte bislang noch kein offensichtlicher
Phinotyp festgestellt werden. Die Méause erscheinen duBlerlich gesund, sind fertil und werden in
der erwarteten Mendel’schen Frequenz geboren. Eine erste Analyse der zelluldren
Zusammensetzung der lymphatischen Organe ergab keinen Unterschied zwischen A21/D2-

defizienten und Wildtypméausen.

4.4 Die Auswirkung der IL-18-Blockade in Mausmodellen fiir chronisch-entziindliche

Darmerkrankungen (CED)

Die Auswirkung einer IL-18-Blockade wurde in verschiedenen Studien durch die therapeutische

Gabe von IL-18-Bindeprotein (Ten Hove et al., 2001), xenogenen neutralisierenden anti-IL-18
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Antikorpern (Kanai et al., 2001; Siegmund et al., 2001a) und IL-18 Antisense-mRNS (Wirtz et al.,
2002) in chemisch-induzierten Kolitismodellen und der Transferkolitis untersucht. Von einigen
Gruppen wurde auch die Anfilligkeit von IL-18""*° und Caspase-1*"*° Miusen gegeniiber einer
Kolitisinduktion getestet.

Die in diesen Studien benutzten anti-IL-18 oder anti-IL-18-Rezeptor Antikdrper wurden durch
Immunisierung iiber Speziesgrenzen, zumeist in Kaninchen oder Ratten generiert. Um eine
AbstofBung eines injizierten Proteins/Antikdrpers auch bei einer Anwendung iiber einen ldngeren
Zeitraum zu verhindern werden jedoch isogene Antikdrper bendtigt. Aus diesem Grund wurden
isogene, neutralisierende monoklonale anti-IL-18 Antikorper durch Immunisierung von IL-18-
defizienten Méusen generiert. Wie gezeigt (Kapitel 3.2.1), wird durch die Verabreichung des anti-
IL18 Mab SK113AE-4 die IFN-y Produktion nach der Injektion von Wildtypmiusen mit S00pg
LPS um ca. 80-90% inhibiert. Mit diesem anti-IL-18 Antikorper konnte die Auswirkung der IL-
18-Blockade, immer im Vergleich mit IL-18-defizienten und Wildtypmausen, auf die Anfilligkeit
gegeniiber einer Induktion sowie den Verlauf einer entziindlichen Darmerkrankung im
Mausmodell getestet werden.

Die IL-18-Blockade im DSS-Kolitismodell fiihrte bei BALB/c Méusen zu keiner und bei C57Bl/6
Maiusen zu einer allenfalls leichten Reduktion des Gewichtsverlustes. Dieses Ergebnis stimmt mit
den Beobachtungen von Siegmund et al. iiberein (Siegmund et al., 2001a), die bei der Behandlung
im DSS-Kolitismodell mit anti-IL-18 Kaninchenserum ebenfalls keine signifikanten
Verbesserungen beim Gewichtsverlust feststellen konnten. Wihrend Siegmund et al. in ihrer
Studie bei der Behandlung der DSS-Kolitis mit dem anti-IL-18 Antiserum eine Dosis-abhingige
Verbesserung im histologischen Score des Darmes feststellen konnten, entwickelten die hier
untersuchten Méuse dhnlich starke pathologische Verdnderungen im Darm und ein Unterschied
zwischen den WT-, IL-18k°/k°-, und anti-IL-18 Mab behandelten Méusen war beim histologischen
Score nicht festzustellen (Kapitel 3.2.2).

Wirft man einen Blick auf die Zytokinproduktion im Darm der mit DSS behandelten Méause, zeigt
sich bei IL-18-Blockade v.a. bei den BALB/c Maéiusen eine deutliche Reduktion der IFN-y
Konzentration. Aber auch die IL-18 sowie die TNF-0 Konzentrationen lassen sich durch die IL-
18-Blockade deutlich verringern. Dies deckt sich auch mit den Daten von Siegmund et al., die
ebenfalls eine Reduktion von IFN-y, TNF-a und IL-18 im Darm ihrer mit anti-IL-18 Antiserum
behandelten Méuse sehen. Von Siegmund et al. wurden auch Caspase-1 (ICE)** Miuse im DSS-
Kolitismodell untersucht (Siegmund et al., 2001b). Dabei konnten sie zeigen, dass [CE-Defizienz
Maiuse starker vor der Induktion einer DSS-Kolitis schiitzt als die Verabreichung des anti-IL-18

Antiserums oder eines anti-IL-1-Rezeptor Antikorpers alleine. Wihrend der Verlust von Caspase-
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1 den Miusen eine relativ starke Resistenz gegeniiber der Induktion einer DSS-Kolitis verleiht,
fiihrt die Blockade von IL-18 oder IL-1 alleine nur zu einer teilweisen Verbesserung.

Diese von Siegmund et al. berichtete Verbesserung lasst sich insgesamt in den hier durchgefiihrten
DSS-Kolitis Experimenten nur in Bezug auf die Zytokinproduktion bestitigen. Bei dem fiir die
Beurteilung der Kolitisschwere wichtigen histologischen Score konnte hier im Gegensatz zu
Siegmund et al. keine Verbesserung durch die IL-18-Blockade feststellt werden.

Interessant ist die Beobachtung, dass die IL-18-Blockade sowohl im Serum der Mause nach LPS
Stimulation als auch bei der Darm Organkultur bei der DSS Kolitis in BALB/c Méusen zu einer
erhohten IL-12 Produktion fiihrt. Mdoglicherweise handelt es sich hierbei um einen
kompensatorischen Mechanismus der unter bestimmten Bedingungen den Effekt, den der Verlust
von IL-18 verursacht, zumindest teilweise durch eine erhéhte IL-12 Produktion ausgleicht.
Waihrend die DSS-Kolitis {iber den relativ kurzen Zeitraum von 7-9 Tagen ablduft und damit eher
ein Modell fiir einen akuten Krankheitsverlauf darstellt, ist die Transferkolitis ein gutes Modell fiir
eine chronische Darmentziindung. In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurden
mit ConcanavalinA stimulierte CD4" T-Zellen in T- und B-Zell defiziente RAGI**® bzw.
RAGI**IL-18"* Mizuse auf C57BL/6 Hintergrund transferiert. Die RAGI** Miuse
entwickelten wie bei Bregenholt beschrieben innerhalb eines Zeitraumes von 3-8 Wochen eine
Kolitis (Bregenholt et al., 1998). Obwohl die IL-18-Blockade in diesem Modell zu einer leichten
Reduktion beim Gewichtsverlust fiihrt, ldsst sich auch hier keinerlei Unterschied im histologische
Score —und damit bei den pathologischen Verdnderungen- erkennen. Mit einem &hnlichen Ansatz
untersuchten Wirtz et al. die Blockade von IL-18 in einem Transferkolitis-Modell, bei dem die
Kolitis durch Transfer von CD62L'CD4" T-Zellen in BALB/c/SCID Miuse induziert wurde
(Wirtz et al, 2002). Die IL-18-Blockade wurde in dieser Studie durch die direkte rektale
Verabreichung eines IL-18 antisense-RNS enthaltenden Adenovirus (Ad-asIL-18) erreicht. Ad-
asIL-18 wurde den rekonstituierten SCID-Méusen nach Einsetzen der ersten Kolitis-Symptome
(5-10% Gewichtsverlust) fiir 6 Tage verabreicht. Diese Behandlung fiihrte zu einer Verringerung
der mukosalen IL-18 Konzentration sowie zu einer Verbesserung des histologischen Scores. Der
relativ groBe Unterschied der beiden Anséitze sowohl in der Art der Kolitis-Induktion, als auch in
der Methode der IL-18-Blockade konnte schon zu einem Teil die unterschiedlichen Ergebnisse
erkldaren. In dieser Arbeit wurden zum einen voraktivierte T-Zellen transferiert, wahrend Wirtz et
al. naive T-Zellen benutzten. Der verschiedene Hintergrund der verwendeten Méuse mag auch
eine gewisse Rolle spielen und zu den unterschiedlichen Ergebnissen beitragen. Wéhrend
C57BL/6 Mause generell zu Thl-gerichteten Immunantworten neigen, zeigen Méuse auf BALB/c

Hintergrund einen gewissen Hang zu Th2-gerichteten Immunantworten. Bei der DSS-Kolitis wird
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dieser Unterschied besonders deutlich. Wahrend BALB/c Méiuse eine vergleichsweise milde
Kolitis trotz hoher DSS Konzentration im Trinkwasser entwickeln, ist der Krankheitsverlauf bei
C57BL/6 Mausen selbst bei niedrigerer DSS Konzentration deutlich schwerer (Kapitel 3.2.2).
Neben der DSS-Kolitis und der Transferkolitis ist die TNBS-Kolitis ein weiteres klassisches
Kolitismodell in Méusen (Elson et al., 1995). Bei dieser Kolitis handelt es sich wie bei der DSS-
Kolitis um eine chemisch induzierte Kolitis ausgelost durch die rektale Verabreichung von
Trinitrobenzen-Sulfonsdure (TNBS) {iber einen Zeitraum von 6-9 Tagen. Der Effekt der IL-18-
Blockade wurde in zwei unabhidngigen Studien von Ten Hove et al.(Ten Hove et al., 2001) und
Kanai et al. (Kanai et al., 2001) untersucht. Ten Hove et al. behandelten BALB/c Miuse mit
TNBS in An- oder Abwesenheit von rekombinantem humanem IL-18-Bindeprotein (rhIL-18BP).
Nur bei der hochsten Dosierung von 200ug rhIL-18BP pro Tag lieB sich eine teilweise
Verbesserung bei der Kolitisentwicklung feststellen. Histologisch zeigte sich eine verringerte
Anzahl an infiltrierenden Zellen in der Lamina Propria und insgesamt weniger Ulzerationen bei
den rhIL-18BP behandelten Mausen. Die IL-18-Blockade fiihrte zu eine Reduktion an TNF-a, IL-
1B und IL-6, nicht jedoch von IFN-y in Kolon-Kulturen. Die Autoren glauben deshalb, dass ein
positiver Effekt der IL-18-Blockade weniger durch die IFN-y inhibierende Wirkung, sondern
hauptséchlich durch die Reduktion von anderen proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a
hervorgerufen wird.

Kanai et al. (Kanai et al., 2001) untersuchten die Rolle von mukosalen Makrophagen und IL-18 in
der TNBS-Kolitis. Depletion der mukosalen Makrophagen mit Saporin konjugierten anti-Mac-1
Antikérpern filhrte zu einer Milderung der intestinalen Entziindung und einer geringeren
Gewichtsabnahme. In dieser Studie flihrte die IL-18-Blockade ebenfalls zu einer leichten
Verbesserung des histologischen Scores und einer Reduktion der IFN-y Produktion von Lamina
Propria mononukleédren Zellen (LPMZ).

Erste Versuche zur Behandlung der TNBS-Kolitis mit dem Mab SK113AE-4 ergaben bisher keine
Verbesserung bei der Gewichtsabnahme und dem histologischen Score. Obwohl diese Ergebnisse
die zur TNBS-Kolitis bisher publizierten Daten nicht bestétigen, passen sie zu den in dieser Arbeit
gezeigten Ergebnissen der IL-18-Blockade bei der DSS- und Transferkolitis.

Der Haupteffekt der IL-18-Blockade auf die Entwicklung einer Kolitis im Mausmodell ist die
Reduktion der lokalen Zytokin-Konzentrationen, hauptsdchlich IFN-y und z.T. auch TNF-a. Ein
Verbesserung bei der Gewichtsabnahme ist kaum zu erkennen und, am wichtigsten, keine
Auswirkung der IL-18-Blockade auf die pathologischen Verdnderungen im Darm. Da in dieser
Arbeit kein signifikanter therapeutischer Effekt fiir die Blockade von IL-18 gezeigt werden konnte
und bei den meisten anderen Studien nur ein leichter oder teilweiser therapeutischer Effekt erzielt
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wurde, ist der Erfolg einer anti-IL-18 Therapie in der klinischen Behandlung von chronisch

entziindlichen Darmerkrankung eher fraglich.

4.5 Der Effekt der IL-18-Blockade auf die Inmunantwort gegen Listeria monocytogenes

Wie erwartet, lie} sich durch die Blockade von IL-18 die IFN-y Produktion nach Stimulation von
Makrophagen mit Hitze-inaktivierten L. monocytogenes (HKL) in vitro anndhernd komplett
inhibieren. Der gleiche inhibierende Effekt konnte hier auch fiir die Produktion von NO
festgestellt werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Beobachtungen von Neighbors et al.
(Neighbors et al., 2001), die in ihrer Studie BALB/c Méuse mit L. monocytogenes infizierten und
IL-18 mit einem anti-IL-18-Rezeptorantikorper blockierten. Es wird zwar allgemein
angenommen, dass reaktive Stickstoffverindungen wie NO (RN) sowie reaktiver Sauerstoff (RO)
eine wichtige Rolle bei der Eliminierung von Bakterien durch Makrophagen spielen (oxidative
Burst). Allerdings wird der Beitrag dieser reaktiven Verbindungen bei der Immunantwort gegen L.
monocytogenes in vivo nach wie vor kontrovers diskutiert. So konnten Endres et al. zeigen, dass
der oxidative Burst eine eher geringe Rolle bei der Eliminierung von L. monocytogenes
Infektionen spielt (Endres et al., 1997).

Auch bei der Aktivierung von Makrophagen mit HKL konnte —zumindest bei den IL-18**
Makrophagen- eine deutlich hohere IL-12 Produktion als bei den Wildtypmakrophagen gemessen
werden. Dieser Effekt war auch schon nach LPS-Stimulation oder teilweise auch bei den
Kolitisexperimenten aufgefallen. Es scheint also in der Tat so, dass unter bestimmten
Bedingungen die Blockade von IL-18 kompensatorisch zu einer erhdhten IL-12 Produktion fiihrt.
Den gleichen Effekt konnten im Ubrigen auch Tsuji et al. bei der Infektion von Caspase-1
defizienten Knochenmark DC aus Méusen mit HKL beobachten (Tsuji et al., 2004).
Interessanterweise zeigte sich bei der Analyse der Listerientiter an Tag drei nach Infektion mit

Ko/k
8" und

L.m.ova eine signifikante Reduktion der Listerientiter in Milz und Leber von IL-1
antikdrperbehandelten Maiusen gegeniiber den Wildtypméusen (Abbildung 3.30). Diese
Beobachtung steht im Widerspruch zu den bisher publizierten Daten. Neighbors et al. zeigen eine
extrem erhohte Anfalligkeit gegeniiber Listerien bei Blockade von IL-18 mit einem anti-IL-18-
Rezeptorantikorper (bis zu drei Logstufen hohere Bakterientiter in der Milz). Der Effekt der IL-
18-Blockade iibertrifft in dieser Studie sogar den Effekt der IL-12 Blockade und zeigt sich
teilweise unabhiangig von der Reduktion in der IFN-y Produktion. Einen weit weiniger starken

Effekt der IL-18-Blockade beobachteten Seki et al. bei der Untersuchung von IL-18-defizienten
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Mausen nach Infektion mit L. monocytogenes (Seki et al., 2002). IL-18-defiziente Mause zeigen
einen leicht erhohten Listerientiter in der Leber (ca. eine halbe Logstufe) und weisen nur bei der
hochsten infektiosen Dosis (5 x 10° L.m.) eine leicht erhohte Letalitit gegeniiber den
Wildtypmédusen auf. Den Beobachtungen von Seki et al. zufolge hat der Effekt der IL-12- oder
IFN-y-Blockade zudem eine deutlich stérkere negative Auswirkung als die IL-18-Blockade. Einen
erhohten Listerientiter konnten auch Tsuji et al. in Leber und Milz von Listerien-infizierten

1%k Miusen feststellen. In den beiden letzten Studien wird der Effekt der IL-18-

Caspase-
Blockade hauptséchlich auf eine verringerte IFN-y und TNF-a Produktion zuriickgefiihrt, wéhrend
Neighbors et al. den IL-18 Effekt auch unabhdngig von IFN-y beobachten. Insgesamt zeigen die
bisher publizierten Daten also einen erhdhten Listerientiter bei Blockade von IL-18 (wobei der
Effekt zwischen kaum signifikant (Seki et al.) und sehr stark (Neighbors et al.) schwankt). Es stellt
sich also die Frage, warum in dieser Studie ein gegenteiliger Effekt zu sehen ist. Moglich wire ein
Unterschied bei den verwendeten Listerienstimmen, wozu es allerdings bislang keine
stichhaltigen Untersuchungen gibt. Eine gute Erkldrung fiir die in dieser Arbeit beobachtete
erhohte Resistenz bei IL-18-Blockade wire eine erhdhte IL-12 Produktion. Bei Restimulation der
Milzzellen von Listerien infizierten Méausen an Tag 7 nach Infektion ldsst sich zwar keine erhdhte
IL-12 Produktion bei IL-18-Blockade feststellen (Abbildung 3.31). Da der vermutete Effekt einer
erhohten IL-12 Produktion aber in der Frithphase der Infektion liegt (12-48 Stunden), wird es ein
weiteres Ziel dieser Studie sein, die IL-12 Konzentration in den ersten drei Tagen nach der
Infektion mit L. monocytogenes zu untersuchen.

Eine weitere Frage, die in dieser Arbeit bearbeitet wurde, war die Auswirkung der IL-18-Blockade
auf die Entwicklung der Listerien-spezifischen T-Zell Antwort. Vor allem die Studie von
Neighbors et al. hatte einen dramatischen inhibitorischen Effekt der IL-18-Blockade nicht nur auf
die Entwicklung von Thl T-Zellen bei der Primérantwort gezeigt, sondern auch eine deutlich
beeintrachtigte Sekunddrantwort nach Restimulation mit L. monocytogenes. Wobei auch hier der
Effekt der IL-18-Blockade den der Blockade von IL-12 oder IFN-y weit iiberstieg. Mit der in
dieser Arbeit verwendeten Tetramertechnik war es im Gegensatz zu der Studie von Neighbors et
al. moglich, die Expansion der antigenspezifischen CD8" T-Zell Population nach Infektion mit
L.m.ova zu verfolgen. Normalerweise sind am Tag 7 nach Infektion mit L. monocytogenes ca. 1-
2% der Milz-CD8" T-Zellen antigenspezifisch (Busch et al., 1998; Pope et al., 2001). Dieser Wert
lieB sich auch in dieser Arbeit bestdtigen, wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen
Wildtyp- IL-18"* und anti-IL-18-behandelten Miusen festzustellen war. Es konnte zwar eine

leichte Reduktion der Gesamtzahl der antigenspezifischen CD8" T-Zellen und der IFN-y und

TNF-a produzierenden Thl T-Zellen nachgewiesen werden, jedoch war der Effekt bei weitem
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nicht so deutlich wie der von Neighbors et al. beschriebene. War dieser leichte Effekt bei der
Primarantwort noch zu sehen, konnte bei der Sekundirantwort nach Reinfektion der Mause 3
Wochen nach der Primérinfektion kein Unterschied zwischen den Gruppen gesehen werden. Trotz
IL-18-Blockade waren die Mause in der Lage, eine starke Sekundirantwort zu entwickeln mit ca.
30% Tetramer positiven CD8" T-Zellen in der Milz 5 Tage nach der Sekundirinfektion. Die IL-
18-Blockade fithrte auch zu keinem Unterschied bei der Entwicklung von IFN-y und TNF-a
produzierenden Thl T-Zellen. Dieses Ergebnis korreliert mit der Beobachtung von Tsuji et al., die
keine Beeintrachtigung der sekundéren Immunantwort bei der Sekundirinfektion von Caspase-1
defizienten Miusen mit L. monocytogenes feststellen konnten.

Insgesamt konnte also bei der Primérinfektion eine leichte Beeintrdchtigung der spezifischen T-
Zell Antwort durch die Blockade von IL-18, bei der Sekundédrantwort jedoch kein Unterschied
festgestellt werden.

Eine Erklirung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse von Neighbors et al. konnte zum einen die
Verwendung von Méusen eines anderen genetischen Hintergrundes sein (BALB/c statt der hier
verwendeten BL/6 Méuse). Zum anderen wurde von Neighbors et al. zur Blockade von IL-18 ein
anti-IL-18-Rezeptor Antikorper verwendet. Es ist gezeigt worden, dass die Féahigkeit mancher
gegen Zytokine gerichteter Antikorper, Apoptose zu induzieren, einen Grofteil der
Effektorfunktion des Antikorpers ausmachen (z.B. gezeigt fiir den anti-TNF-a Antikorper
Infliximab (Van den Brande et al., 2003)). Nicht auszuschlieBen ist, dass der anti-IL-18-Rezeptor
Antikorper Apoptose in den Zellen induziert die den IL-18 Rezeptor auspragen. Dies konnte auch
den drastischen, die Blockade von IL-12 und IFN-y iibertreffenden Effekt erkliren. Interessant
wire in diesem Zusammenhang auch die Kldrung der Frage, ob der in dieser Arbeit verwendete
anti-IL-18 Antikorper SK113AE-4 Apoptose induziert. Diese Frage wird derzeit experimentell
geklart.
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4.6 Ausblick

Die zukiinftigen Arbeiten werden sich vor allem mit der Analyse der A21/D2-defizienten Mause
beschiftigen. In dieser Arbeit wurde in Ubereinstimmung mit den Daten von Aoki et al. (Aoki et
al., 2002) die Expression von A21/D2 in Fettzellen gezeigt. Da Aoki et al. eine Rolle fir A21/D2
im Energiestoffwechsel des Gehirns und in Fettzellen vermuten, sollen die A21/D2-defizienten
Mause in Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Etsuko Wada vom National Center of Neurology
and Psychiatry in Tokyo hinsichtlich dieser moglichen Funktion untersucht werden. Die A21/D2-
defizienten Méuse sollen aber auch weiterhin auf einen moglichen Immun-Defekt untersucht
werden. Obwohl die erste Analyse der zelluldiren Zusammensetzung von lymphoiden Organen
keine Unterschiede zwischen A21/D2-defizienten und Wildtypmiusen erkennen liel, wird nur
eine genauere Analyse der unterschiedlichen Kompartimente und Bestandteile des Immunsystems
eine mogliche, immunologisch relevante Funktion fiir A21/D2 aufdecken konnen. Eine
interessante aber auch anspruchsvolle zukiinftige Aufgabe wird es sein, die Funktion von A21/D2
im Herz, vor allem aber im Uterus (bis zu 25% EGFP-positive Zellen) zu analysieren.

Hinsichtlich der Rolle von IL-18 bei entziindlichen Darmerkrankungen konnte in dieser Arbeit
klar gezeigt werden, dass eine positive Auswirkung auf die pathologischen Verdnderungen im
Darm durch die Blockade von IL-18 nicht zu erreichen ist. Moglicherweise lassen sich die von
anderen Gruppen beobachteten Verbesserungen durch die anti-IL-18 Therapie mit der
Verwendung von Apoptose-induzierenden anti-IL-18 Antiseren erkldren. Interessant wire es in
diesem Zusammenhang zu wissen, ob der hier verwendete Antikdrper SK113AE-4 Apoptose
induziert. Diese Frage wird zurzeit in Zusammenarbeit mit Bianca Wittig vom
Universitédtsklinikum Benjamin Franklin in Berlin geklart.

Im Zusammenhang mit den Listerieninfektionen war vor allem die erhdhte Resistenz der Mause
bei der Blockade von IL-18 iiberraschend. Die weitere Arbeit wird sich deshalb mit der Frage
beschéftigen, welche Faktoren (evtl. IL-12) fiir diesen Effekt verantwortlich sind.
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5. Zusammenfassung

Dendritische Zellen und Makrophagen spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulation von
Immunantworten. Um unbekannte Gene zu identifizieren, die spezifisch von diesen Zellen
ausgeprigt werden, wurde im Vorfeld dieser Arbeit ein Differential Display zwischen murinen
Knochenmark-DC und Makrophagen durchgefiihrt. Dabei wurde unter anderem das DC-
spezifische Gen A21/D2 identifiziert. Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurde die Struktur,
Expressionsmuster, subzellulire Lokalisation sowie die biologische Funktion dieses Gens
untersucht. Unsere Daten zeigen, dass es sich bei A21/D2 um ein Mitglied einer neuen Genfamilie
mit Homologie zu Sushi-repeat Proteinen handelt. Die Analyse der subzelluldren Lokalisation von
A21/D2 weist auf eine Funktion als sekretorisches Protein hin. Die Analyse der in dieser Arbeit
generierten A21/D2-EGFP Reporter 'Knock-in' Miuse zeigen eine Expression von A21/D2 in ca.
1-2% von GM-CSF-generierten Knochenmark-DC sowie in einzelnen, nicht-hdmatopoetischen
(CD45-negativen) Zellen in verschiedenen Organen. Dabei wurden die meisten A21/D2(EGFP)-
positiven Zellen in Uterus, Blase, Ovarien, Blase, Herz und Lunge nachgewiesen. Der Nachweis
der A21/D2-Expression in Fettzellen des Thymus, Darm, Herz und Lunge weist auf eine mogliche
Funktion von A21/D2 in Energiestoffwechsel hin. Die homozygote Verpaarung der A21/D2-
EGFP-Reporterméduse ermoglicht zudem die funktionelle Analyse von A21/D2 in A21/D2-
defizienten Méusen.

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurde die Rolle von Interleukin (IL)-18, ein von DC und
Makrophagen produziertes Zytokin, bei der Regulation von chronischen Entziidungsreaktionen im
Darm sowie der Immunantwort gegen das pathogene Bakterium Listeria monocytogenes im
Mausmodell untersucht. Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, fiihrt die Blockade von IL-
18 in verschiedenen Mausmodellen fiir chronisch-entziindliche Darmerkrankungen zwar zu einer
Reduktion von proinflammatorischen Zytokinen im Darm, nicht aber zu einer Verbesserung der
pathologischen, entziindlichen Verdnderungen im Darm der Miuse. Wéhrend IL-18 nur eine
untergeordnete Rolle bei den entziindlichen Darmerkrankungen spielt, weisen mit L.
monocytogenes infizierte Méuse bei IL-18-Blockade einen signifikant geringeren Listerientiter in
Milz und Leber an Tag 3 nach Infektion auf. Allerdings konnte in dieser Arbeit der postulierte
Effekt einer IL-18-Blockade auf die Entwicklung der Listerien-spezifischen T-Zell Antwort nicht
bestitigt werden. Die Frequenz der Listerien-spezifischen CD8" T-Zellen sowie der IFN-y- und

TNF-a-positiven Thl Zellen war bei der Primdrantwort bei IL-18-Blockade zwar leicht reduziert,
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bei der Sekunddrantwort nach Reinfektion konnten jedoch keinerlei Auswirkung der IL-18-

Blockade nachgewiesen werden.
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Summary

Dendritic cells (DC) and macrophages play a crucial role in the regulation of immune responses.
In order to detect novel genes, which play a specific role in the biology of these cells, a differential
gene expression analysis between mouse bone marrow (BM) derived DC and mouse BM derived
macrophages was performed. We were able to identify a set of so far unknown genes that were
exclusively expressed in BM-DC. In the first part of this study, the structure, expression pattern,
subcellular localisation and biological functions of one of these genes, termed A21/D2, was
analysed. I could identify A21/D2 as a member of a new family of molecules with homology to
the superfamily of sushi-repeat-containing proteins. The data further suggest that A21/D2 is a
secreted molecule. Additionally, EGFP-reporter mice were generated using a Knock-in approach
into the endogenous A21/D2 locus to explore the cellular distribution of A21/D2(EGFP)
expression in mouse organs. A21/D2 reporter mice show expression of A21/D2(EGFP) in about 1-
2% of GM-CSF differentiated BM-DC and in individual, non-hematopoietic (CD45 negative)
cells of various organs. Most A21/D2(EGFP)-positive cells could be detected in uterus, ovary,
bladder, heart and lung. Staining with the fat cell marker Nile red revealed A21/D2(EGFP)-
expression in a fraction of fat cells in the thymus, gut, heart and lung. Co-localisation of
A21/D2(EGFP) with a fat cell marker indicates a role for A21/D2 in fat cell biology or fatty acid
metabolism. With the generation of A21/D2-deficient mice it is now possible to study the function
of A21/D2 in vivo.

In the second part of this study, I analysed the role of the DC and macrophage produced cytokine
Interleukin (IL)-18 in the regulation of immune responses. For this purpose, the effect of IL-18-
Blockade was studied in various models of murine inflammatory bowel disease (IBD) and a
murine infection model with Listeria monocytogenes. 1 could show, that blocking IL-18 in IBD
models leads to a reduction in the local proinflammatory cytokine levels, but not to an
improvement in colitis pathology. Whereas IL-18-Blockade had no beneficial effect in IBD,
blocking of IL-18 lead to significant lower Listeria titers in spleen and liver of mice upon infection
with Listeria monocytogenes. However, 1 could not confirm the proposed effect of IL-18 on the
establishment of Listeria specific T-cell response. After blocking IL-18, specific CD8" T-cell and
IFN-y/TNF-a positive Thl T-cell frequencies were slightly reduced in the primary response
against L. monocytogenes, but no differences could be observed in the recall response after

reinfection with Listeria monocytogenes.
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