Aus dem Institut fur Immunologie

Geschaftsfuhrender Direktor: Prof. Dr. Stefan Bauer

des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universitat Marburg

Untersuchung genetisch modifizierter
Mause bezuglich IgE vermittelter
allergischer Reaktionen, T- Zellentwicklung

und der Abwehr endogener Retroviren

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat)

dem Fachbereich Medizin der Philipps-Universitat Marburg

vorgelegt von

Wolger Liibben

aus Leer

Marburg, 2012



Angenommen vom Fachbereich Medizin
der Philipps-Universitat Marburg am: 28.09.2012

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs.

Dekan: Prof. Dr. Matthias Rothmund

Referent: Prof. Dr. Stefan Bauer

Korreferent: Prof. Dr. Ulrich Steinhoff



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1. EINIQIUNG ...t 1
1.1. Das IMMUNSYSTIEIM ..ottt e e e e e e e et e e e e e e e e e nneseeeeeeean 1
1.1.1. Das angeborene IMmUNSYSIEML.........cooiiiiiiiiiiiiee e 1
1.1.2. Das adaptive IMMUNSYSIEM .........ooiiiiiiii e 2
1.2. Die T-LYMPROZYIEN .....coiiiiiie ettt ettt e e s rnneee s 3
1.2.1. Der TCR-SIGNAIWEG ... .eeiiiiiiiiee ettt et b e e e e 5
1.2.2. Die Bedeutung der Phospholipase-Cy1 (PLCYT) ..o 7
L2 TR [ ] (o1 o I SRR 7
1.3. Die B-LYMPROZYLEN ...ttt e e e e e e eeeeaeanas 8
1.3.1. Der BCR-SIgNaAIWEG........coiiiiiiiieiiiiiee ettt et e e et e e e st e e e staeee e snneeeeanns 10
1.3.2. Die Bedeutung der Phospholipase-Cy2 (PLCY2)........ccccvviieiieeiieiiieeee e 12
1.4. Allergie und ANGPNYIAXIE .....coiiiiiiiiiiieee e e e a e e a e 12
R T Y/ = TS = 1 =Y o SRR 14
1.4.2.2. BaSOPNIIE......eoeiieeeee ettt 15
1.5. Toll-like Rezeptoren (TLR) ... i 16
1.5.1. Endogene Retroviren (ERV).........cuiiiiiiiiii et seee e siaee e 17
1.6. Das NUKIEOPOIN NUP2Z2T4 ... .., 18
1.7. Die Bedeutung des Mausmodells in der immunologischen Forschung...............c........... 19
LR T4 =1 £7=] v 0 Lo [ PRSP 20
2. Material............ s 23
2t T € 1= - | (= SR 23
A O 1= 0 11 = 1= o SRR 24
2 T o U SR 25
2.4, EnZyme UNA REAGENZIEN ........uiiiiiiiiiii ettt sttt s 27
2 TR 1 €= TP 28
2.6. Zellkultur: Medien UNd ZUSBLZE.........cooiiiiiiiiieie e 29
2.7. BakterieNKURUr-MEIEN ........ooueiiiie e 29
A T a1 (1o Ty o= PRSPPIt 29
P2 IRV (o] 1= o SR 31
20t O o 13T U 31
2t I 111 1Yo USSR 32
2.12. BaKterienStAmMMIE ... ... e e e e e e e e e e 32
213, MAUSSTAMMIE.....coiiiiiiee ettt et e e e e e ettt e e e e e e s e bnbeeeeaeeeesaannnbeeeeaaeaeanee 32
2.14. VerbrauChSmaterialien ............cooiiiiiii i 33
3. Methoden ... 34
3.1. Molekularbiologische MethOden ............coouiiiiiiiii e 34
3.1.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) .........cooiiiiiiiii e 34
3.1.2. DNA-Praparation aus PCR-ANSALZEN..........c.cooiiiiiiiii e 35



Inhaltsverzeichnis

3.1.3. Praparation von Plasmid-DNAL............u e 36
3.1.3.1. Praparation von Plasmid-DNA im mini-MaRstab .............cccoececiiiieeieiiiniiiinee, 36
3.1.3.2. Praparation von Plasmid-DNA im maxi-MaBlstab .............cccccovveieeiiiiiiiiinnee, 36

3.1.4. Hydrolytische Spaltung vONn DNA..........oii e 37

3.1.5. Agarosegelelektrophorese...... ..o 37

3.1.6. DNA-Extraktion aus AgaroSEgelen ..........oocuuiiiiiiiiiiiiiiii e 38

3.1.7. Generierung VON BIUNT @NAS ..........ccooiiiiiiiiiii e 38

3.1.8. Dephosphorylierung hydrolytisch gespaltener Vektor-Fragmente .......................... 39

3.1.9. Ligation von DNA-Fragmenten ..........oooiiiiiiiiiiaii e 39

3.1.10. Entsalzung der LigationsSansatze ...........ccocveeevieiii i 40

31110 TransforMatioN ........oocviiiiiii s 40
3.1.11.1. Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen .............cccocoviinieiiniienn. 40
3.1.11.2. Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen............ccccccovieininenn. 40

3.1.12. Herstellung elektrokompetenter Bakterien ..., 41

3.1.13.  Uberpriifung von loxP-Stellen auf Funktionalitat.................c.cocoooevvevreveeenennnne. 41

3.1.14. DNA-SEQUENZANAIYSE .....cooiiiiieeiiie ettt e e e 41

3.1.15.  Stammhaltung von Bakterien ............cccoeeeviiiiiiii e 42

3.1.16. Isolierung von DNA aus der Schwanzspitze von Mausen ...........cc..ccceeeuvveen.n. 42

3.1.17. Praparation genomischer DNA aus Saugetierzellen..........c.cccoooiiiiiieveeeeiiiees 42

3.1.18. Praparation genomischer DNA aus embryonalen Stammzellen....................... 43

3.1.19. RNase-Verdau vOn DNA ... e e e e 43

3.1.20. Isolation von RNA aus Gewebe und Zellen ..., 43

3.1.21. DNase-Verdau vOn RNA ... ..o e 44

3.1.22. Kontrolle der RNA-INtegrit@t .............oeeiiiiii e 44

3.1.23.  Synthese von cDNA durch reverse Transkription ...........ccccccceveeiiiiiiciiieeeneeen. 44

3.1.24.  Real-TIME-PCR ..o 44

3.1.25. Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration ...........cccoccoveeiiiiiniine e, 45

B4 = || (U (3 SR 46

3.2.1. Kultur vON SAUGEIZEIIEN........coiiiiiiiiii e 46

3.2.2. Praparation vON MauSOIGaNEN ..........cueeiiiiiiiieiiiiie ettt 46
3.2.2.1. Praparation des KNnoChenmarks..............uuuuueeiiin e 46
3.2.2.2. Praparation von Milz und ThymuUS..........cuuuiiiiiii e 46

3.2.3. ErythrOZyteNIYSE ......covveiiiieii et e e e a e e 47

3.2.4. MACS-Aufreinigung von B-Zellen...........ccuuviiiiiiiiiiceeeee et 47

3.2.5. Stimulation von Milzzellen mit LPS und IL-4 ... 47

3.2.6. Stimulation von Milzzellen mit LPS, IL-4, CpG1668 und R848 ............ccccoieeeeenn. 48

3.2.7. MuLV-Isolation aus Zellliberstanden ... 48

3.2.8. Stammbhaltung von SAUGErZEIIEN..........cocoiiiiiieiiie e 48

3.3. Kultur embryonaler Stammzellen..............oooiiiiiiiiiiiiiie e 49

3.3.1. Gewinnung Embryonaler Fibroblasten .............cccccoovciiiiiiie e 49

3.3.2. Kultur Embryonaler Fibroblasten ...........cccoveiiiiiiiiiice e 49



Inhaltsverzeichnis

3.3.3. Kultur embryonaler Stammzellen.............ooceiiiiiiii e 50
3.3.4. Transfektion embryonaler Stammzellen ..............coocciiiiiiiie i, 50
3.3.5. Selektion transfizierter embryonaler Stammzellen ..............ccccovieeiiiiiiiiiiiieeeeeee, 50
3.3.6. Isolation einzelner ES-ZElIKIONE .........cooiiiiiiiiiieee e 51
3.3.7. Nachweis der homologen Rekombination transfizierter ES-Zellen ......................... 51
3.3.8. Ausschneiden der Neo-TK-Kassette aus transfizierten ES-Zellen...............c.......... 52
3.3.9. Blastozysten-INJEKHON ...........oii i 53
3.4. AnaphylaxieeXpPeriMeENt.. ... ..o e e e e e e e e e e e 53
3.4.1. Immunisierung von Mausen mit TNP-OVA..........cccoiiii e 53
3.4.2. Systemische AnaphylaXi€..........uueiiiiiiiiiie e 53
3.5. ANalytisSChe MEthOAEN.........oooiiiieee e e e e e e e e 53
3.5.1. Lyse von Zellen zur ProteingewinnuNG..........ccooceiieiiiiiie e 53
3.5.2. Konzentrationsbestimmung von Proteinen...........cccoociiiii e 54
3.5.3. Probenvorbereitung fur die SDS-PAGE............ccoooiiiiiiii e 54
3.5.4. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)........ccccceviiiireeiiiiee e 54
3.5.5. WESEEIN-BIOL ... 55
3.5.5.1. Western-Blot nach dem Tank-Verfahren............ccoccoiiiiiii e 55
3.5.5.2. Western-Blot nach dem Semi-dry-Verfahren ............ccccccceeiiiiiiiiieeee e, 56
3.5.6. IMMUNAELEKEION ... 56
3.5.7. Strippen von Western-Blot-Membranen .............ccccooiiiiiiiiiie e 57
3.5.8. SOULhernbIOL. ... e e e 57
3.5.9. Radioaktive Markierung von DNA-SONAEN ...........coiiiiiiiiiiiiiie e 58
3.5.10. Hybridisierung membrangebundener DNA-Fragmente mit radioaktiv markierten
[\ S Yo T 1= o SR 59
3.5.11. Strippen von Southenblotmembranen...........ccccooooiiiii e, 59
3.5.12. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) .......covveiiiiiiiiieee e, 59
3.5.13. Durchflusszytometrie (FACS) ......coo e 61
4. ErgebniSSe ... 62
4.1. Untersuchung der systemischen Anaphylaxie in murinen IgE-knock-in-Mausen............ 62

4.1.1. In IgE-knock-in-Mausen ist der I8sliche Teil der schweren Kette von murinem IgE in

den IgG1-Genlokus eingeflhrt WOrden............occeviiiiieiiiiiie e 62
4.1.2. Uberexpression von IgE im Serum von IgE-knock-in-Mausen...............c.ccccceueue..... 63

4.1.4. Erhohte IgE-Expression bei in vitro Stimulation von Milzzellen aus IgE-knock-in-

Mausen Mit LPS UN IL-4 ... 65
4.1.4. Die in vitro Stimulation von Milzzellen aus IgE-knock-in-Mausen mit CpG 1668 bzw.
R848 und IL-4 filhrt zur IGE-UDEreXpreSsion ...........coceveueueeeeveveeeeveeereeeeeeseseseeesennn. 68
4.1.5. IgE-knock-in-Mause zeigen eine normale B-Zellentwicklung..........cccocoeeeiiiiienenns 69

4.1.6. B-Zellen von IgE-knock-in-Mausen zeigen eine erhdhte Expression von
membrangebundenem IgE ........ . 70

4.1.7. B-Zellen von IgE-knock-in-Mausen weisen eine starke Expression von chimarem
MIGE-IGGT QUT ... e e e e 73

III



Inhaltsverzeichnis

4.1.8. Ein erhohter IgE-Spiegel fuhrt zu einer verstarkten Bindung von IgE an FceRI auf
BaSOPRIIEN ... 75

4.1.9. Uberexpression von spezifischem IgE im Serum immunisierter IgE-knock-in-M&ause

oY= TU 1= o E PSPPSR 80
4.1.11. Verstarkte aktive systemische Anaphylaxie in IgE-knock-in-Mausen ................... 82

4.1.12. Ein erhdhter spezifischer IgE-Spiegel aktiviert Basophile in der aktiven
systemischen ANAphylaxie .............eeoiiiiiii e 85

4.1.13. Die Aktivierung von Mastzellen spielt eine wichtige Rolle bei der Induktion einer

IgE-vermittelten aktiven systemischen Anaphylaxie in IgE-knock-in Mausen........ 87

4.2. Generierung transgener Knock-in-Méuse mit Uberexpression von humanem IgE ......... 88
4.2.1. Strategie zur Generierung humanisierter IgE-knock-in-Mause ..............c.cccocoeeeee 88
4.2.2. Generierung transgener Ki-hulgE-ES-Zellen ... 89
4.2.3. Blastozysteninjektion und Entstehung chimarer Mause..............cccceeiiiiiiiiiineen. 94
4.3. Generierung von Mausen mit induzierbarem Knock-out von PLCy1........ccccceeviiireennnen. 94

4.2.1. Strategie zur Generierung von Mausen mit induzierbarem Knock-out von PLCy1

(PLCYTAKO-MAUSE) ...eeeiieee ettt e e e e e et e e e e e e e aaeeeeaeas 94

4.2.3. Klonierung des Targetvektors iko-PLCY T .........ooiiiiiiiiiee e 97

4.2 4. Funktionalitat der loxP-Stellen im Tagetvektor............ocooeiiiiiiiiiiiei e 99

4.2.4. Optimierung der Nested-PCR zum Nachweis der homologen Rekombination des

targeting-Vektors IKOPLCOYT ... ... 100

4.2.5. Generierung von PLCY1-IKO-ES-Zellen ........c..cooiiiiiiiiiiiie e 101

4.2.6. Generierung von gefloxten PLCy1-iko-ES-Zellen .........cccccvviiiiiiiiiiiiee e, 105

4.2.7. Blastozysteninjektion und Entstehung chimarer Mause............ccccccceeveeeiieciinnnnn.. 106

4.4. Die Bedeutung von TLR3, 7 und 9 bei der Abwehr endogener Retroviren (ERV) und ERV

induzierter TuMOrerkrankuUNGEN ...........cooo i 107

4.4 1. TLRY defiziente Mause zeigen in vivo eine spontane, unkontrollierte Virdmie...... 107
4.4.2. TLR379"-Méause entwickeln eine pra-T-Zell akute lymphatische Leuk&mie (T-ALL)

............................................................................................................................... 109

4.4.3. Tumorzellinien aus TLR379"-Mausen exprimieren groRe Mengen MuLV ............ 112

4.4 4. Die Neuintegration von aktivierten MuLVs in T-zellspezifische Onkogene fiihrt zur

Entstehung von T-ALL in TLR3797-MBUSEN ..., 113

4.4.5. TLR379"-Mause zeigen eine erhohte Produktion autoreaktiver anti-DNA-Antikorper
............................................................................................................................... 117

5. DISKUSSION.........oee et 120
5.1. Aktive systemische Anapyhlaxie wird in IgE-knock-in-Mausen durch IgE und nicht durch
1GGT VEIMITEIE ..o 120

5.2. Generierung einer transgenen hulgE-knock-in-Maus.............ccccccevviiiiniiee e 129
5.3. Generierung von PLCYT-IKO-MEUSEN ........ooiiiiiiiiiiiiee et 129
5.4. Die Bedeutung von TLR3, 7 und 9 bei der Abwehr endogener Retroviren.................... 131



Inhaltsverzeichnis

5.5. Die Bedeutung von TLR3, 7 und 9 bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen.135

6. Zusammenfassung..........cnressne s 137

8.1 SUMMAIY «. et eeeee e eeee e eeeeeeeeeeeesees e e es e s eeeseeeeeeeeeeeeeeeseseeseseeseesesees st eseeseeeeeesens 138
I. Abkurzungsverzeichnis............. v |
Il. Literaturverzeichnis................ e IV
IV. Verzeichnis der akademischen Lehrer............................ XI
V. Publikationen. ...t XIl
VL. DanKsSaguNQ ... ssessssssesssssssssesnens XIl



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Immunsystem

In unserer Umwelt leben eine Vielzahl von pathogenen Organismen, die unsere Gesundheit
gefahrden. Die Tatsache, dass wir trotzdem nur selten krank werden, haben wir einem
effektiven Immunsystem zu verdanken. Es ist in der Lage, wirksam zwischen fremden
Pathogenen, also Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten, aber auch Toxinen und korpereigenen
Strukturen zu unterscheiden und die koérperfremden Organismen und Substanzen zu
bekampfen.

Das Immunsystem wird in zwei eng miteinander verbundene Bereiche unterteilt, dem
angeborenen und dem adaptiven Immunsystem. Alle Zellen des Immunsystems haben ihren
Ursprung im Knochenmark. Hier entwickeln sie sich aus pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen. Aus diesen bilden sich zwei Arten von Zellen: die lymphatische und myeloide
Vorlauferzelle. Aus der lymphatischen Vorlauferzelle entwickeln sich NK-Zellen (natlrliche
Killerzellen) und alle B- und T-Zellen, aus der myeloiden Vorlauferzelle alle Granulozyten,

Makrophagen, Mastzellen und dendritischen Zellen.

1.1.1. Das angeborene Immunsystem

Die erste Barriere fur eindringende Pathogene stellt das angeborene Immunsystem dar. Es
reagiert unmittelbar auf eine Bedrohung, erkennt konservierte mikrobielle Strukturen und fihrt in
der Regel nicht zu einem dauerhaften Schutz (immunologisches Gedachtnis). Zu den I6slichen
Bestandteilen gehért das Komplementsystem, aber auch akute Phase-Proteine und
antimikrobielle Peptide. Seine zellularen Bestandteile sind die Neutrophilen, Eosinophilen,
Basophilen, Monozyten, Makrophagen, Mastzellen, dendritische Zellen und NK-Zellen.

Die Mehrzahl dieser Zellen besitzt sogenannte pattern recognition receptors (PRRs). Diese
erkennen fir bestimmte Mikroorangismen typische Strukturen, die sogenannten pathogen-
associated molecular patterns (PAMs), wie z.B. LPS (Lipopolysaccharide), das in der
Zellmembran gram-negativer Bakterien vorkommt. Die PRRs sind in der Keimbahn kodiert und
kénnen auf der Plasmamembran, im Zytoplasma (z.B. RIG-I-like Rezeptoren), in extrazellularen
Flussigkeiten (z.B. das mannanbindende Lectin im Blutplasma) oder in der Membran
intrazellularer Kompartimente lokalisiert sein (Medzhitov and Janeway).

Die ersten Zellen, die ein eingedrungenes Pathogen erkennen, sind gewohnlich die
Makrophagen. Sie binden das Pathogen mit Hilfe eines Oberflachenrezeptors, der die
Phagozytose initiiert. Das hierbei entstehende Phagosom wird anschlieBend mit einem
Lysosom zu einem Phagolysosom fusioniert. In diesem wird der Krankheitserreger schlie3lich
zerstort. Dies induziert die Freisetzung proinflamatorischer Zytokine, wie IL-1, IL-6 oder TNF-q,
die eine Entziindungsreaktion hervorrufen (Fearon and Locksley). Hierbei werden zuerst
Neutrophile an den Infektionsherd gelockt. Wie die Makrophagen sind auch sie zur

Phagozytose fahig. lhnen folgen Monozyten, die im Gewebe, je nach Zytokinumfeld, zu
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Makrophagen oder dendritischen Zellen differenzieren. In spateren Entziindungsstadien
gelangen Eosinophile, Basophile, Mastzellen und Lymphozyten an den Infektionsherd.

Die Eosinophilen kommen in den Schleimhauten der Atemwege, des Magen-Darm-Trakts und
in der Haut vor. Nur ein geringer Teil auch im Blut. Ihre Hauptaufgabe besteht in der Abwehr
von Parasiten. Hierzu setzen sie den Inhalt ihrer Granula frei, bestehend aus basischen
Proteinen, Peroxidasen, lysosomalen Enzymen und Sauerstoffradikalen. Neben den
Neutrophilen und Eosinophilen sind die Basophilen die dritte Gruppe der Granulozyten. lhr
Anteil an allen Leukozyten betragt weniger als 1%. Sie zirkulieren im Blut und dienen in erster
Linie der Bekampfung von Parasiten. Aktiviert werden sie durch Zytokine oder Antigene. Dies
fihrt zu ihrer Degranulierung und zur Freisetzung von Histamin, Proteasen und anderen
Mediatoren (z.B. Prostaglandin-D2). Sie spielen neben den Mastzellen eine entscheidende
Rolle bei der Entstehung von Anaphylaxie und Allergien. Basophile und Mastzellen haben
vergleichbare Aufgaben, letztere kommen allerdings nicht im Blut, sondern in der Schleimhaut
und im Bindegewebe vor, wo sie auch heranreifen.

Neben den Neutrophilen und Makrophagen zahlen auch die dendritischen Zellen zu den
Phagozyten. Hierbei unterscheidet man die plasmazytoiden dendritschen Zellen (pDCs) von
den konventionellen dendritischen Zellen (cDCs). Letztere gehdren, wie Makrophagen und B-
Zellen, zu den professionellen antigenprasentierenden Zellen (APC). Die nach der Phagozytose
prozessierten Peptide werden an den major histocompatibility complex Il (MHC 1) gebunden
und naiven T-Zellen prasentiert. Auf diese Weise und durch die Freisetzung von Zytokinen
aktivieren sie schlielich die T-Lymphozyten. Sie stellen somit ein wichtiges Bindeglied
zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem dar. Die wichtigste Aufgabe der pDCs ist
dagegen die Virusabwehr, da sie in der Lage sind, schon kurz nach der Viruserkennung grof3e
Mengen Typ | Interferon zu produzieren (Gilliet, Cao et al.).

Die NK-Zellen sind die einzigen Lymphozyten, die zum angeborenen Immunsystem gehdren.
Sie zerstoren entartete und infizierte Zellen. So greifen sie etwa Zellen an, die kein MHC | auf
ihrer Oberflache exprimieren und somit von T-Zellen nicht erkannt werden kénnen. NK-Zellen
kénnen aber auch durch Antigene und Zytokine aktiviert werden.

Das angeborene Immunsystem reicht zur Erkennung und Abwehr des groten Teils aller
Pathogene aus. Krankheitserreger, die diese Barriere durchdringen, werden vom adaptiven

Immunsystem beseitigt.

1.1.2. Das adaptive Imnmunsystem

Das adaptive Immunsystem besteht aus den B- und T-Lymphozyten sowie den Antikdrpern, die
von den B-Zellen als I6slichen Bestandteil produziert werden. Es ist in der Lage eine praktisch
unbegrenzte Anzahl verschiedener Antigene zu erkennen. Seine grofe Bedeutung liegt dabei in
seiner Antigenspezifitdt und der Bildung von Ged&achtniszellen. Letztere ermdglichen eine
effizientere Immunantwort gegen ein spezifisches Pathogen oder Toxin, wenn der Kérper ihnen

ein zweites Mal ausgesetzt ist.
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1.2. Die T-Lymphozyten

Die von den B-Zellen produzierten Antikdrper sind nur in der Lage extrazellulare Pathogene zu
bekampfen. Um auch intrazelluldare Krankheitserreger (vor allem Viren) vernichtet zu kénnen,
existiert eine weitere Gruppe von Lymphozyten, die T-Zellen. lhre wichtigste Aufgabe ist es,
infizierte Zellen zu identifizieren und zu zerstéren. Auch kénnen sie Peptidfragmente von
Antigenen erkennen die APCs durch Phagozytose und Makropinozytose aufgenommen haben.
Dies geschieht mit Hilfe von membranstandigen Glykoproteinen, den MHC-Molekulen. Sie sind
in der Lage Peptidfragmente von Proteinen zu binden, die in der Zelle synthetisiert (MHC ) oder
von aufen aufgenommen wurden (MHC II).

Um infizierte Zellen identifizieren und zerstéren zu kdnnen exprimieren nahezu alle Zellen des
Korpers MHC | Molekiile auf ihrer Oberflache. Sie bilden einen Komplex mit endogenen
Peptiden. Dabei werden die Proteine durch das Proteasom in kleine Peptide zerlegt und ins
Endoplasmatische Retikulum (ER) ftransportiert. Hier werden die Peptide nun an die
Bindungsstelle der MHC | Molekiile gebunden und zum Golgiapparat transportiert. Uber Vesikel
gelangen die Komplexe dann zur Zelloberflache. Auf diese Weise kdnnen z.B. virale Peptide
von infizierten Zellen durch MHC | Molekiile prasentiert werden, wo sie von zytotoxischen CD8"
T-Zellen erkannt werden. Diese lysieren daraufhin die infizierte Zelle. Unter bestimmten
Umstanden kénnen auch exogene Antigene (die auRerhalb der APC synthetisiert wurden), die
Uber Endozytose in die Zelle gelangt sind, von MHC | Molekilen prasentiert werden. Diese
Kreuz-Prasentation ist fir die antivirale Immunitat von Bedeutung, da viele Viren die endogene
Antigenprozessierung unterdriicken kénnen (Melief 2003), (Sigal, Crotty et al. 1999).

MHC Il Proteine werden konstitutiv in B-Zellen, dendritischen Zellen, Monozyten und
Makrophagen exprimiert und den CD4" T-Zellen prasentiert. Sie kdnnen aber auch durch eine
Stimulation mit INF-y in andere Zellen, wie z.B. Endothel- oder Epithelzellen exprimiert werden.
Die MHC 1l Molekiile werden iber den exogenen Pfad mit Peptiden beladen. Hierbei werden die
Proteine von extrazellularen Pathogenen Uber Phagozytose aufgenommen und in lineare
Proteine prozessiert. Diese werden dann in einem endosomalen Kompartiment gesammelt. Die
MHC Il Molekile werden im ER synthetisiert und von dort zu diesem endosomalen
Kompartiment transportiert. Hier binden nun die Peptide an die MHC Il Molekile und werden
anschlieBend zur Plasmamembran transportiert (Turley, Inaba et al. 2000). Dort aktivieren sie
nun die CD4" T-Zellen, die ihrerseits andere Zellen des Immunsystems wie Makrophagen und
B-Zellen stimulieren.

Die meisten T-Zellen exprimieren einen T-Zell-Rezeptor (TCR) auf ihrer Oberflache, der aus
einer a- und einer B-Polypeptidkette besteht. Dieser TCR ist in der Lage ein Antigenpeptid zu
erkennen, das einen Komplex mit einem MHC | oder MHC Il bildet. Die aB-T-Zellen
differenzieren in verschiedene Untergruppen, von denen einige CD8 positiv sind (CD8" T-
Zellen) und mit intrazellularen Mikroben infizierte Zellen abtéten kénnen. Andere exprimieren
CD4 auf der Zelloberfliche (CD4" T-Zellen) und regulieren die humorale und zelluldre
Immunantwort. Eine kleine Gruppe von af-T-Zellen schliellich exprimiert das NK-Zellenantigen
NK1.1 und ist negativ fur CD4 und CD8. Diese NK-T-Zellen erkennen Glykolipidantigene, die
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von CD1d-Molekllen prasentiert werden und eine immunregulatorische Funktion haben
(Godfrey, MacDonald et al. 2004).

Etwa 60 bis 70% aller T-Zellen im Blut und den sekundaren lymphatischen Organen sind CD4",
30 bis 40% CD8". Ein Teil der CD4" T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der
Herunterregulierung der Immunantwort. Diese regulatorischen T-Zellen (Trg) unterteilen sich in
zwei Gruppen: Die natirlichen T4 entwickeln ihre regulatorischen Funktionen im Thymus. Die
induzierten T,y differenzieren sich in der Peripherie aus naiven CD4" T-Zellen.

Ruhende naive CD4" T-Zellen, auch als Helfer-T-Zellen (T.) bezeichnet, setzen nur sehr
geringe Mengen Zytokine frei. Kurz nach ihrer Stimulation durch das Antigen beginnen die Ty-
Zellen mit der Produktion von IL-2 und werden nun als Ty0-Zellen bezeichnet. Abhangig von
den Zytokinen in ihrer Umgebung differenzieren diese nun zu Ty1, T2 oder Ty17 (Sallusto and
Lanzavecchia 2009). IL-12, welches von Makrophagen oder NK-Zellen produziert wird, induziert
die Differenzierung in Richtung Ty1. Die Produktion von IL-4 durch NK1.1" T-Zellen, Basophilen
oder Mastzellen fuhrt zur Differenzierung in Richtung Ty2 und TGF-f und IL-6 in Richtung Ty17.
Die Ty1-Zellen unterstitzen die zellvermittelnde Immunantwort und produzieren IL-2 und INF-y.
Dagegen unterstitzen die Ty2-Zellen die humorale Immunantwort und spielen bei Allergien eine
wichtige Rolle. Sie produzieren IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 sowie GM-CSF. Ty17-Zellen sind bei der
Immunantwort auf extrazellulare Bakterien von Bedeutung und produzieren IL-6 und IL-17
(Bonilla and Oettgen).

Jede T-Zelle besitzt einen Rezeptor mit einer ganz bestimmten Spezifitdt. Die Assemblierung
des TCR erfolgt durch somatische Rekombination von V-, D- und J-Gensegmenten. Dabei
entsteht eine V.Jo- und eine VgDgJg-Kette. Die Diversitat wird noch dadurch erhéht, dass die
Terminale-Desoxynukleotidyl-Transferase Nukleotide zwischen den Verknipfungen der
Gensegmente einbaut (Nguyen, Zemlin et al. 2007). Dies fiihrt allerdings auch zu einer grof3en
Menge an nicht funktionsfahigen TCRs.

Die Selektion von autoreaktiven und funktionsunfahigen TCRs erfolgt im Thymus. Zuerst
wandern die im Knochenmark entstandenen Pro-T-Zellen in den Thymus, wo sie differenzieren,
proliferieren und die Gene der TCR-B-Kette rekombinieren. Es folgt die Rekombination der
Gensegmente der a-Kette, was zur Bildung eines aB-TCRs flhrt. Dieser durchlauft
anschlielend einer Positivselektion, bei der getestet wird, ob der Rezeptor eine ausreichende
Affinitat zu einem Selbst-MHC-Molekiil besitzt. Ist dies nicht der Fall, so fiihrt dies zur Apoptose
des Lymphozyten. Als letztes durchlaufen die Uberlebenden Zellen eine Negativselektion, bei
der getestet wird ob sie koérpereigene Peptide erkennen. Ist das der Fall, erfolgt die Apoptose
dieser Zellen. Weniger als 5% aller sich entwickelnden T-Zellen lberleben die Positiv- und
Negativselektion (Nitta, Murata et al. 2008).

Etwa 90 bis 95% der zirkulierenden T-Zellen verwenden den ap-TCR. Die restlichen besitzen
einen TCR aus einer y- und einer 6-Kette. Auch bei ihnen werden V-, D- (nur bei der &-Kette)
und J-Gensegmente rekombiniert. Ein Teil der yd-T-Zellen werden im Thymus, die meisten
aber auflerhalb erzeugt, was zur Besiedelung des Magen-Darm-Traktes durch diese Zellen
fuhrt (Ishikawa, Naito et al. 2007). Menschliche yd-T-Zellen kdnnen auch durch Zellen aktiviert
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werden, die kein MHC I- oder MHC II-Peptidkomplex an ihrer Oberflache exprimieren, etwa
durch die Stress induzierten Molekiile MICA und MICB.

Zur Aktivierung der T-Zelle reicht die Bindung eines MHC-Peptidkomplexes an den TCR nicht
aus. Daruber hinaus bedarf es eines zweiten Signals durch kostimulatorische Moleklile, die sich
auf den antigenprasentierenden Zellen befinden. Die beiden wichtigsten sind CD80 und CD86,

die Liganden von CD28, einem T-Zell-Rezeptor und Initiator des TCR-Signalwegs.

1.2.1. Der TCR-Signalweg

Der TCR ist ein Komplex aus integralen Membranproteinen, der fir die Aktivierung der T-Zellen
von grolRer Bedeutung ist. Die Bindung eines spezifischen Antigens, das von einer APC an den
TCR prasentiert wird, setzt eine Reihe von positiven und negativen Signalkaskaden in Gang.
Dies fuhrt schlieBlich zur Proliferation, Differenzierung, Zytokinproduktion oder Apoptose.

Der TCR-Komplex setzt sich aus sechs unterschiedlichen Ketten zusammen. Er besitzt neben
den zwei TCR-Ketten (meist a und 3) noch das CD3-Molekiil, bestehend aus CD3-y, -9, -¢, -C.
Die CD3-Untereinheiten enthalten charakteristische Aminosauresequenzen fir die
Tyrosinphosphorylierung, sogenannte ITAMs. Nach der Bindung eines spezifischen Antigens an
den TCR und der Bindung von CD80 (B7-1) oder CD86 (B7-2) an CD28 kommt es zur
Autophosphorylierung der Proteintyrosinkinase Lck. Diese bindet nun an CD28 und CD4 bzw.
CD8 und phosphoryliert die ITAMs von CD3. Der phosphorylierte TCR-CD3-Komplex kann jetzt
seinerseits die Tyrosinkinasen Fyn und ZAP70 phosphorylieren. ZAP70 bleibt an der CD3-C-
Kette gebunden und induziert die Aktivierung des membranstéandigen Adapterproteins LAT.
Dieses rekrutiert nun die Adapter GADS, SLP76 und Fyb sowie die Kinase ITK. Eines der
wichtigsten Proteine die LAT rekrutiert ist die Phospholipase-Cy1 (PLCy1). Dieses Enzym
katalysiert die Spaltung des membranstéandigen Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in
die sekundaren Botenstoffe Diacylglycerin (DAG) und Inositoltriphosphat (IP3). DAG aktiviert
eine Reihe von Proteinen, wie die Proteinkinase-C6 (PKCB) und Ras. Dagegen bindet IP3 an
den IP3-Rezepter auf der Oberflache des Endoplasmatischem Retikulums, was zur ca”-
Freisetzung fuhrt. Dadurch 6ffnen sich die CRAC-Kanale der Plasmamembran, wodurch
extrazelluldre Calciumionen in die Zelle eindringen kdnnen. Der erhdhte Ca”-SpiegeI aktiviert
nun das Protein Calmodulin, das anschlielRend die Phosphatase Calcineurin aktiviert. Dieses
dephosphoryliert den Transkriptionsfaktor NFAT, der daraufhin in den Zellkern gelangen kann
(Lin and Weiss 2001).

LAT bindet eine Reihe von Adapterproteinen der GRB2-Familie, wie GRB2, GRAP und GADS.
Dies flihrt zur Aktivierung von Ras durch GRB2 und SOS. Das aktivierte Ras ist nun in der Lage
einige Serin/Threonin-Kinasen zu aktivieren: Raf1, MEK und ERK1/2. Andererseits kann ERK
auch durch VHR herunterreguliert werden, nachdem dieses durch ZAP70 phosphoryliert wurde.
Andere MAP-Kinasen wie JNK und p38 werden ebenfalls Gber ZAP70 und SLP76 aktiviert.
Zuerst wird dabei der GTP-Austauschfaktor Vav aktiviert. Dieser phosphoryliert das GTP-
bindende Protein Rac, das wiederum MKK1 aktiviert. Diese aktiviet MKK4/MKK7, was
schlieBlich zur Aktivierung von JNK flhrt. p38 wird durch MKK1 tber MKK3/MKKG6 aktiviert. Die
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MAP-Kinasen ERK1/2, JNK und p38 phosphorylieren nun direkt Transkriptionsfaktoren, die an
der Bildung des heterodimeren Transkriptionsfaktors AP-1 beteiligt sind (Gong, Cheng et al.
2001).

Ein weiterer wichtiger Transkriptionsfaktor, der iber den TCR-Signalweg aktiviert wird, ist NFkB.
Daran beteiligt ist einerseits ZAP70, das die Kinase CARD11 aktiviert, die mit BCL10 und
MALT1 einen Komplex bildet, andererseits die Proteinkinase-C8, die MAP3K aktiviert. Sowohl
CARD11 als auch MAP3K sind an der Aktivierung des heterotrimeren IkB-Kinasekomplexes
(IKK) beteiligt. Letzterer reguliert die NFkB-Aktivitat durch die Phosphorylierung von IkB, was zu
dessen Ubiquitinierung und anschlieRendem Abbau flihrt. Das frei gewordene NFkB kann nun
in den Zellkern diffundieren (Hara, Wada et al. 2003).

Um eine Hyperaktivierung der Immunantwort zu verhindern ist auch eine Negativregulation des
TCR-Signalwegs von Bedeutung. So kann etwa das Transmembranprotein CTLA4 als Inhibitor
des Signalwegs fungieren. Er hat die gleichen Liganden wie CD28, namlich CD80 und CD86,
bindet diese aber mit einer hoheren Affinitdt. Um eine schnelle T-Zellaktivierung zu
ermdglichen, wird CTLA4 rasch endozytiert. Soll die Aktivierung dagegen herunter reguliert
werden, so setzt ZAP70 einen Prozess in Gang, der zur Translokation von CTLA4 in die
Plasmamembran fihrt. Dort interagiert es mit SHP2 und verhindert die Phosphorylierung des
TCR. AuRerdem inhibiert es CD28, indem es mit ihm um die gleichen Liganden konkurriert
(Anderton 2006).

Die Darstellung des TCR-Signalwegs zeigt, dass das Enzym PLCy1 hierin eine
Schlusselstellung einnimmt. Es wird daher im folgenden Kapitel noch genauer beschrieben.
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1.2.2. Die Bedeutung der Phospholipase-Cy1 (PLCy1)

Es sind gegenwartig 13 verschiedene PLC-Isozyme in Saugetieren bekannt. Sie werden in
sechs Gruppen unterteilt: PLC-B, -y, -0, -¢€, -¢, und -n. Alle hydrolysieren Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat (PIP,) in die beiden sekundaren Botenstoffe Diazylglycerin (DAG) und Inositol-
1,4,5-trisphosphat (IP3). DAG und IP; initialisieren dann weitere Signalwege durch Aktivierung
der Protein Kinase C (PKC) und der Freisetzung von intrazellularem Calcium (siehe Abschnitt
1.3.1) (Suh, Park et al. 2008).

Von den PLCy-lsozymen existieren 2 verschienene Typen: PLCy1 und PLCy2, welches in
Abschnitt 1.4.2 naher beschrieben wird. PLCy1 wird in fast allen Geweben und Zellen
exprimiert, besonders stark in embryonalen kortikalen Strukturen, Neuronen, Oligodendrozyten
und Astrozyten. Dort reguliert es eine Vielzahl von zellularen Funktionen (Mizuguchi, Yamada et
al. 1991). Seine grofRe Bedeutung zeigt sich auch daran, dass Knock-out-Mause fiir PLCy1
nicht lebensfahig sind und die Embryonen am Tag 9 sterben (Ji, Winnier et al. 1997).

PLCy1 kann einerseits durch Wachstumsfaktoren wie PDGF aktiviert werden, die bestimmte
Tyrosinreste des Enzyms phosphorylieren (Sekiya, Poulin et al. 2004). Andererseits kann sie
aber auch durch Rezeptoren aktiviert werden, die selbst keine Tyrosinkinaseaktivitat besitzen.
Dazu zahlen GPCRs wie die Bradykininrezeptoren, Zytokinrezeptoren und der oben erwahnte
TCR (Espagnolle, Depoil et al. 2007).

Das Enzym spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der Proliferation, Differenzierung und
dem Uberleben von Zellen (Ye and Snyder 2004). Auch bei der Regulation der Zellmigration ist
es von Bedeutung, etwa bei der Ausrichtung der Zellbewegung in Richtung EGF (Kolsch,
Charest et al. 2008). AuRerdem ist es ein wichtiger Faktor bei der Krebsmetastasierung (Kassis,
Moellinger et al. 1999). Innerhalb des Immunsystems reguliert es die Aktivitat von T-Zellen und
Mastzellen (Irvin, Williams et al. 2000; Tkaczyk, Beaven et al. 2003). Im Gehirn hat PLCy1
ebenfalls wichtige Funktionen zu erfiillen. So reguliert sie die Differenzierung von Neuronen und
das Auswachsen von Nervenzellfortsatzen (Bae, Lee et al. 1998; Lin, Xu et al. 1998).

Die Generierung einer Knock-out-Maus fir dieses Schllisselenzym kénnte somit zu einem
besseren Verstandnis der Funktion von PLCy1 auf die Entwicklung von T-Zellen fiihren. Hierbei
ist ihre Wirkungsweise in regulatorischen T-Zellen und die Bildung von Autoimmunitat von
besonderem Interesse. Da die Bedeutung von PLCy1 aber weit Giber die Immunologie hinaus
geht, ist ein solches Mausmodell auch flr andere Fachgebiete, insbesondere die Onkologie und

Neurologie interessant.

1.2.3. Notch1

Der Notch1-Rezeptor fungiert als ligandeninduzierter Transkriptionsfaktor, der extrazellulare
Signale von der Zelloberflache direkt in Anderungen der Genexpression umwandelt. Insgesamt
gibt es vier Notch-Rezeptoren (Notch1 bis 4). Alle sind transmembrane Glykoproteine,
bestehend aus einer N-terminalen extrazellularen und einer C-terminalen intrazellularen
Untereinheit. Sie werden durch Zell-Zell-Kontakt aktiviert, wobei die Oberflachenrezeptoren

Delta-like und Jagged der Nachbarzelle als Liganden fiir Notch fungieren. Diese Interaktion
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fihrt zur Abspaltung der intrazellularen Domane, die daraufhin in den Nukleus diffundiert, wo sie
zusammen mit RBPJ/CSL einen Transkriptionskomplex bildet. Nach der Rekrutierung des
Koaktivators MAML1 kann Notch1 nun die Expression verschiedener Gene aktivieren (Aster,
Pear et al. 2008).

Die Notch1-Aktivierung spielt in vielen Phasen der T-Zellentwicklung eine grof3e Rolle. So ist es
z.B. an der Regulation des TCRB-Gens beteiligt. Dadurch reguliert Notch1, ob sich a3-T-Zellen
oder yd-T-Zellen entwickeln und hat aulerdem Einfluss auf die Entwicklung von CD4 und CD8
positiven Zellen. Mause mit einer Deletion des Notch1-Gens entwickeln keine T-Zellen und
weisen eine ektopische B-Zellentwicklung im Thymus auf, was die grof’e Bedeutung von
Notch1 unterstreicht (Tanigaki and Honjo 2007).

Notch1 ist auch ein wichtiges Onkogen: Uber 60% aller Menschen mit einer T-ALL-Erkrankung
(T-Zell akute lymphatische Leuka&mie) weisen Notch1-Mutationen auf, die die Notch1-
Signalisierung erhdhen. Die Mutationen finden sich in Doméanen, die eine spontane Aktivierung
verhindern sollen oder die Dauer des Signals im Zellkern zeitlich begrenzen (Weng, Ferrando et
al. 2004).

Notch1 reguliert eine Reihe von Genen die an einer T-Zelltransformation beteiligt sind. Es
fordert die Ribosomenbiosynthese, die Proteintranslation sowie den Metabolismus von
Nukleotiden und Aminosauren. Des Weiteren verstarkt es direkt die Expression des Onkogens
cMYC, das an vielen Prozessen der Zellproliferation beteiligt ist. Tatsachlich werden viele
anabolische Gene, die von Notch1 kontrolliert werden, ebenso von c-MYC kontrolliert, so dass
eine feed-forward-Schleife entsteht (Palomero, Lim et al. 2006). Darlber hinaus interagiert
Notch1 mit Signalwegen, die fiir Wachstum, Proliferation und das Uberleben von T-ALL-Zellen
von Bedeutung sind. So verstarkt es die NFkB-Aktivitat, indem es die Expression von NFkB
erhdéht (Thompson, Buonamici et al. 2007), den Aufenthalt von NFkB im Zellkern verlangert
(Shin, Minter et al. 2006) und die IkB-Kinase aktiviert (Song, Peng et al. 2008).

1.3. Die B-Lymphozyten

Etwa 15% der Lymphozyten des peripheren Blutes bestehen aus B-Zellen. Ihre
charakteristische Aufgabe ist die Produktion von Immunoglobulinen. Diese setzen sich aus zwei
identischen schweren Ketten und zwei identischen leichten Ketten zusammen. Bei den
Letzteren unterscheidet man eine k- und eine A-Kette. Die variable Region der Immunoglobuline
bildet die Antigenbindungsstelle, welche aus einem Vy- und einem V.- oder V,-Segment
besteht. Somit besitzt jedes Immunoblobulinmolekil zwei identische Antigenbindungsstellen.
Die C-terminale Region der leichten und schweren Kette ist fir jede Antikrperklasse konstant.
Hierbei formt die konstante Region der schweren Kette die Fc-Domane, die fir die

Effektorfunktionen der Antikdrper verantwortlich sind (Bonilla and Oettgen).
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Sowohl der Genlokus der schweren, als auch der der leichten Kette bestehen aus mehreren V-,
D- (nur fir die schwere Kette) und J-Segmenten sowie einem Exon fiir die konstante Region (C-
Exon). Die konstante Region der k- und A-Kette werden von je einem C-Exon kodiert. Im
Gegensatz dazu besteht der Genlokus der schweren Kette aus neun verschiedenen Genen, die
fur die Produktion der verschiedenen Antikérperklassen und Unterklassen verantwortlich sind.
Folgende Antikdrper-Isotypen sind bekannt: IgM, IgD, 1gG (IgG1, 1gG2, 1IgG3 und 19G4 bzw.
IgG1, 1IgG2a, IgG2b und IgG3 bei der Maus), IgA (IgA1 und IgA2) sowie IgE.

B-Zellen werden im Knochenmark aus hamatopoetischen Stammzellen gebildet. Hier wird der
B-Zellrezeptor (BCR) in einem ahnlichen Prozess generiert, wie er oben fir den TCR
beschieben wurde. Zuerst wird eines der Dy-Segmente mit einem Jy-Segment verbunden.
Anschlielend wird ein Vy-Segment mit dem rekombinierten DpJy-Segment fusioniert.
Gleichzeitig baut die Terminale-Desoxynukleotidyl-Transferase Nukleotide zwischen den drei
Segmenten ein. Stromabwarts des VyDuJu-Segments liegen die Cy- und Cs-Exons, die die
konstanten Regionen der schweren Kette kodieren, um zusammen mit der leichten Kette IgM
bzw. IgD zu erzeugen. Dies geschieht durch alternatives RNA-Spleilten des VyDpJy-Exons zum
C,- oder Cs-Exon.

Nachdem die schwere Kette erzeugt wurde, beginnt die Rekombination der leichten Kette.
Zuerst werden V- und J.-Segmente rekombiniert. Entsteht hierbei eine funktionsfahige leichte
Kette, so wird diese mit der schweren Kette verbunden, um ein funktionsfahiges
Immunoglobulin zu bilden. Ist dies nicht der Fall, so findet eine Rekombination auf dem anderen
Chromosom statt. Ist auch diese nicht erfolgreich, so kommt es zur Rekombination der A-Kette.

Naive B-Zellen exprimieren IgM und IgD auf ihrer Oberflache. Durch alternatives SpleiRen ist
die Zelle in der Lage sowohl ein ldsliches als auch membranstandiges Immunoglobulin zu
produzieren. Wahrend der Reifung der B-Zellen kommt es dann unter dem Einfluss von
Zytokinen, die von Ty-Zellen frei gesetzt werden, zum Isotypenwechsel. Hierbei wird das
VyDpdy-Exon  zu  alternativen C-Exons rekombiniert. Dadurch werden Antikorper
unterschiedlichen Isotyps, aber gleicher Spezifitdt produziert. IL-4 I6st den Isotypenwechsel zu
IgG1 und IgE aus, TGF-B den zu 1gG2b und IgA und IFN-y den Wechsel zu 1gG2a und 1gG3
(Huston 1997).
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Wahrend des Isotypenwechsels kommt es zum Einbau von somatischen Mutationen in die
Antigenbindungsstellen der leichten und schweren Kette. Fihren diese Mutationen zu einer
Verringerung der Affinitat zum Antigen, so verliert die Zelle wichtige rezeptorvermittelte
Wachstumssignale und stirbt. Flhren die Mutationen aber zu einer erhdhten Affinitat, so erhalt
die Zelle, die diesen Antikdrper produziert, verstarkte Proliferationssignale und entwickelt sich
zum dominanten Pool unter den Zellen, die auf das Antigen ansprechen. Die somatische
Hypermutation und klonale Expansion der mutierten Zellen findet in den Keimzentren der
sekundaren lymphatischen Organe statt (Schmidlin, Diehl et al. 2009).

B-Zellen konnen an den BCR gebundene Antigene Uber Phagozytose aufnehmen, prozessieren
und mit Hilfe von MHC Il auf ihrer Oberflache prasentieren. Die Aufnahme von Antigenen flhrt
zu einer verstarken Produktion von MHC Il und induziert die Expression von CD80 und CD86.
Diese kostimulatorischen Signale und die Prasentation der Antigenpeptide durch die B-Zelle
aktiviert nun die T-Zellen. Diese wiederum interagieren mit der B-Zelle Uber die Wechselwirkung
von dem CD40-Ligand der T-Zelle mit CD40 der B-Zelle, wodurch der Isotypenwechsel induziert
wird.

Auch firr die Entstehung von B-Gedachtniszellen ist der Isotypenwechsel und die somatische
Hypermutation wichtig. Immunantworten durch Gedachtniszellen zeichnen sich durch eine
schnelle Induktion von hochaffinen Antikorpern aus, als Reaktion auf einen zweiten Kontakt mit
dem gleichen Antigen. Es werden IgG, IgA oder IgE produziert, deren Affinitdt durch somatische
Hypermutation erhéht wird (Tangye and Tarlinton 2009).

Durch Kreuzvernetzungen mehrerer BCR durch grof’e Antigene mit Wiederholungsmuster
kénnen B-Zellen auch ohne die Hilfe von T-Zellen aktiviert werden. Auch einige TLR-Liganden
sind zu einer T-Zell unabhangigen Aktivierung von B-Zellen in der Lage. Murine B-Zellen
exprimieren tatsachlich eine ganze Reihe von Toll-like Rezeptoren: TLR1, 2, 3, 4, 6, 7 und 9
(Gururajan, Jacob et al. 2007).

1.3.1. Der BCR-Signalweg

Der BCR oder auch mlg (membrangebundenes Immunglobulin) ist mit zwei Iga- und zwei Ig[3-
Ketten verbunden. Wahrend die mlg-Untereinheit das Antigen bindet, sind die Iga/Igp-
Untereinheiten fur die Signaltransduktion zustandig. Die Aktivierung des BCR fuhr zur
Aktivierung einer Reihe von Tyrosinkinasen wie Syk oder Lyn. Diese phosphorylieren nun die
ITAMs der Iga- und IgB-Ketten, was zur Rekrutierung von Syk und Lyn an den BCR fihrt. Als
nachstes bindet der Adapter BLNK an den Komplex und wird phosphoryliert. Uber seine SH2-
Doménen kann BLNK nun PLCy2 und BTK binden (Fu, Turck et al. 1998; Kurosaki and
Tsukada 2000).

Das von BTK oder Syk phosphorylierte und aktivierte PLCy2 hydrolysiert das membranstandige
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) in die sekundadren Botenstoffe Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IP3;) und Diazylglycerin (DAG). Das I6sliche IP3 bindet an die IP;-Rezeptoren des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) und induziert deren Offnung. Dies erméglicht es den Ca®'-

lonen vom ER ins Zytosol zu flieRen. Dadurch reduziert sich die Ca”"-Konzentration im ER, was
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von STIM registriert wird, einem Transmembranprotein im ER. Die dadurch ausgeldsten
Konformationsanderungen von STIM fiihren zu direkten Wechselwirkungen zwischen STIM und
dem Plasmamembrankanal CRAC, der sich daraufhin 6ffnet. Nun kommt es zum Einstrdmen
von extrazelluldarem Ca®* ins Zytoplasma (Roos, DiGregorio et al. 2005; Zhang, Yu et al. 2005).

Der erhohte Ca**-Spiegel aktiviert Calmodulin, das daraufhin Calcineurin aktiviert. Dies
dephosphoryliert den Transkriptionsfaktor NFAT, der nun in den Zellkern eindringen kann. DAG
aktiviert die Kinase PKCp, die daraufhin CARMA1 phosphoryliert. Darauf folgt die Rekrutierung
von BCL10 und MALT1. Der entstandene Komplex phosphoryliert jetzt die IKKs, was zur
Phosphorylierung und Degradierung von IkB und Translokation von NFkB in den Nukleus fihrt.
Der erhohte Ca2+-SpiegeI und PKCR induzieren auch die Aktivierung der MAP-Kinasen ERK,
JNK und p38, was wiederum zur Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren fihrt.

Die Kinase PI3K phosphoryliert PIP, zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP;). Dieses
reichert sich in der Plasmamembran an und bindet mit hoher Affinitat an die PH-Doméne von
BTK. Dadurch wird BTK rasch an die Membranregionen rekrutiert wo PIP; vorkommt. Da
sowohl BTK als auch PLCy2 an BLNK gebunden sind, wird so PLCy2 in die Regionen mit PIP;
gebracht. Diese Regionen sind ebenfalls reich an PIP,, dem Substrat von PLCy2. BTK
interagiert auch mit der Kinase PIP5K, die dadurch in den Komplex mit PLCy2 rekrutiert wird.
PIP5K bildet hier weiteres PIP; (Saito, Tolias et al. 2003).

Ein weiterer Signalweg beginnt damit, dass Syk den Adapter Shc phosphoryliert. Als Folge
davon entsteht ein Komplex aus Shc, Grb2 und dem GTP-Austauschfaktor SOS. Letzterer
aktiviert Ras, das wiederum die Serin/Threoninkinase Raf1 aktiviert. Dies flhrt letztlich zur
Aktivierung von ERK.

Korezeptoren koénnen das BCR-Signal verstarken. So werden Pathogene, die mit dem
Komplementsystem bedeckt sind, an einen trimolekularen Komplex aus CD19, CD21 und CD81
gebunden. Hierbei fungiert CD21 als Rezeptor fir den Komplementteil C3d. Dies flihrt zu einer
verstarkten Rekrutierung und Aktivierung des GTP-Austauschfaktors Vav und der Kinase PI3K.
Vav fordert hierbei die Aktivierung von PI3K durch die in der Nahe befindliche GTPase Rac1.
Auf diese Weise kommt es zu einer deutlichen Aktivierungsverstarkung von PLCy2. Aullerdem
kontrolliert Rac1 die Kinasekaskade, die p38 und JNK aktiviert (Tuveson, Carter et al. 1993).

Es gibt auch eine negative Regulation des BCR-Signalwegs. So bindet der low-affinity-Rezeptor
fur 1IgG (FcyRIIB1) die intrazellularen Proteine SHIP und SHP1. Die Rekrutierung von SHP1
fihrt dabei zu einer Dephosphorylierung von CD19 an Aminosaureresten, die fir die Bindung
und Aktivierung von PI3K verantwortlich sind. SHIP stimuliert die Hydrolyse von PIP; zu
Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat (Hippen, Buhl et al. 1997).
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Abb. 1.3 Der BCR-Siganlweg nach (BioCharta) © BioCarta, all rights reserved

1.3.2. Die Bedeutung der Phospholipase-Cy2 (PLCy2)

PLCy2 wird im Wesentlichen nur in Zellen des hamatopoetischen Systems exprimiert, vor allem
in B-Zellen, Blutplattchen, NK-Zellen und Mastzellen. Dort wird sie durch Rezeptoren aktiviert,
die selbst keine Tyrosinkinaseaktivitat besitzen, wie z.B. der BCR (Marshall, Niiro et al. 2000).
Anhand des BCR-Signalwegs lasst sich erkennen, dass PLCy2 eine Schlusselrolle bei der
Regulierung der Immunantwort besitzt. Infolgedessen zeigt die Knock-out-Maus fir PLCy2
Defekte in der Funktion von B-Zellen, Blutplatichen, Mastzellen und NK-Zellen (Wang, Feng et
al. 2000). Ein anderes Mausmodell besitzt eine Punktmutation im PLCy2-Gen, die sogenannte
Ali5-Mutation. Als Folge davon kommt es zu einer Hyperaktivitdt des Enzyms in Zellen des
angeborenen und adaptiven Immunsystems. Aus dieser Hyperaktivitat resultierend, entwickeln
die Mause schwere spontane Entziindungen und Autoimmunantworten (Yu, Constien et al.
2005).

1.4. Allergie und Anaphylaxie

Die IgE vermittelten Allergien haben sich in den letzten vier Jahrzehnten stark verbreitet und
1996 allein in Deutschland Kosten in Hohe von 3,5 Mrd. € verursacht (Wahn 2000). Sie gehéren
zu den schnellsten und potentiell starksten Reaktionen des Immunsystems und kénnen 5 bis 10
Minuten nach der Aufnahme des Allergens auftreten. lhre starke Verbreitung in den westlichen
Gesellschaften wird oft mit einer parallel dazu auftretenden Reduktion schwerer

Infektionskrankheiten in Verbindung gebracht. Dies fiihrte zur Entwicklung der sogenannten
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Hygiene-Hypothese (Strachan 1989): Durch eine Ubertriebene Hygiene wird der Organismus
wahrend der Kindheit nur wenigen Krankheitserregern, Symbionten und Parasiten ausgesetzt,
wodurch sich eine erhoéhte Anfalligkeit fur Allergien ergibt. Ursache hierfir konnte ein Verlust
der Ty1 getriebene Herunterregulierung der Ty2-Immunantwort bei Individuen sein, die friiher
Infektionen ausgesetzt waren. Bei einem geringeren Infektionsdruck koénnte sich jedoch
verstarkt der Ty2-Teil des Immunsystems entwickeln (Folkerts, Walzl et al. 2000). Eine andere
Erklarung betont die Rolle der regulatorischen T-Zellen. Diese kdnnten unter gewdhnlichen
Umweltbedingungen starker gegen inflammatorische T-Zellen (Ty1 und T42) aktiviert werden
(Yazdanbakhsh, Kremsner et al. 2002).

Fir eine IgE-Immunantwort sind drei Schritte notwendig: 1. Die Differenzierung von
dendritischen Zellen zu DC2-Zellen, die 2. die Bildung von allergenspezifischen Ty2-Zellen
fordern, die nun wiederum 3. die Differenzierung von B-Zellen in IgE produzierende
Plasmazellen induzieren (Poulsen and Hummelshoj 2007).

Eine besonders geféhrliche allergische Reaktion ist die systemische Anaphylaxie, die sich durch
einen Abfall des Blutdrucks und der Korpertemperatur sowie eine Verringerung der
Beweglichkeit auszeichnet. Sie kann z.B. durch Insektenstiche, Medikamente oder
Nahrungsmittel verursacht werden (Simons, Frew et al. 2007).

Es gibt drei Wege Uber die eine systemische Anaphylaxie ausgelést werden kann. Der
klassische Weg fuhrt Uber IgE, FceRI, Mastzellen, Histamin und PAF. Hierbei binden das
allergenspezifische IgE, das von den Plasmazellen eines sensibilisierten Individuums produziert
wird, an die FceRI der Mastzellen. Nach einer Kreuzvernetzung der FceRI durch die IgE-
Allergenkomplexe werden die Mastzellen aktiviert und setzen daraufhin Histamin und PAF frei,
die dann die Symptome der Anaphylaxie auslésen (Mukai, Obata et al. 2009).

Neben dem klassischen gibt es noch zwei alternative Wege der systemischen Anaphylaxie.
Beide flihren Uber IgG, FcyRIIl und PAF. An dem einen sind Makrophagen, an dem anderen
Basophile beteiligt (Mukai, Obata et al. 2009). Die alternativen Wege bendtigen etwa 100 mal
mehr Antigen als der klassische Weg. Ursache hierfur ist die deutlich hdhere Affinitat des FceRl
fur IgE als die des FcyRIIl fir 1gG. AuRerdem bindet das Antigen direkt an das
mastzellassozierte IgE, wahrend sich der Antigen-lgG-Komplex erst im Blut bzw. der
Lymphflussigkeit bilden muss, bevor er an den FceRI bindet (Kinet 1999; Nimmerjahn and
Ravetch 2005; Strait, Morris et al. 2006).

Gewohnlich ist der antigenspezifische 1gG-Spiegel deutlich héher als der entsprechende IgE-
Spiegel. In diesem Fall ist es wahrscheinlich, dass das IgG im Blut oder der Lymphe auf das
Antigen trifft, bevor es an das mastzellassozierte IgE binden kann. Daher kann
antigenspezifisches 1gG eine IgE vermittelte Anaphylaxie blockieren. Wenn nun der
Antigenspiegel zu niedrig ist, um eine IgG vermittelte Anaphylaxie zu induzieren, kann ein hoher
IlgG-Level die Entwicklung beider anaphylaktischen Antworten verhindern. Beide
anaphylaktischen Wege werden ausgeldst, wenn der Antigenspiegel die Kapazitat der 1gG-
Antikdrper Ubersteigt und sich Antigene an das mastzellassozierte IgE binden kann. Fur eine
rein IgE vermittelte Anaphylaxie ist somit ein hoher antigenspezifischem IgE-Spiegel notwendig
(Strait, Morris et al. 2006).
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Neben dem FceRI spielt auch der IgE-Rezeptor CD23 (FceRllI) fiir die Entwicklung von Allergien
eine grofde Rolle. Er wird unter anderem in B-Zelle exprimiert und ist sowohl an einer Hoch- als
auch an einer Herunterregulierung von IgE beteiligt. CD23 kommt in lI6slicher und
membranstandiger Form vor. Bei der Kreuzvernetzung von |6slichem CD23 mit
membranstandigem IgE und CD21 der B-Zellen kommt es zu einer Hochregulation der IgE-
Synthese. Die Bindung von IgE oder IgE-Antigenkomplexen an das membranstédndige CD23
fuhrt dagegen zu Reduktion der IgE-Synthese (Hibbert, Teriete et al. 2005). Als Folge davon
haben CD23 defiziente Mause einen etwa zweifach erhdhten IgE-Spiegel. Das spezifische IgE

nach einer Immunisierung ist sogar 6 bis 12fach erhoht (Yu, Kosco-Vilbois et al. 1994).

1.4.2.1. Mastzellen

Mastzellen entwickeln sich aus hamatopoetischen Stammzellen. Es sind langlebige Zellen, die
in der Nahe der Kérperoberflachen vorkommen, einschlieRlich der Haut, der Atemwege und des
Magen-Darmtraktes. Sie spielen eine wichtige Rolle bei Ty2- und IgE- assoziierten
Immunantworten. Hierbei werden die Mastzellen mit Hilfe von IgE und dem Fce-Rezeptor |
aktiviert (bei Mausen auch durch 1gG1 und den Fcy-Rezeptor lll). Dies dient der Abwehr von
bestimmten Parasiten, kann aber auch zu allergischen Krankheiten wie Anaphylaxie und
Asthma fiihren (Metcalfe, Baram et al. 1997).

Mastzellen besitzen auch eine wichtige Funktion bei der Abwehr von mikrobiellen
Eindringlingen. Diese kénnen die Mastzellen z.B. Gber Toll-like Rezeptoren aktivieren, von
denen sie verschiedene besitzen: TLR2, 3, 4, 5, 7 und 9 (Marshall 2004). Ebenso sind sie zur
Phagozytose befahigt (Malaviya, Ross et al. 1994) und in der Lage flir Pathogene toxische
Produkte wie Cathelicidine zu produzieren (Di Nardo, Vitiello et al. 2003).

Des Weiteren dienen sie den T-Zellen, Uber ihre MHC-Molekile, als antigenprasentierende
Zellen. Sie unterstlitzen die Migration aktivierter T-Zellen in die Lymphknoten, etwa durch die
Produktion des Chemotaxins IL-16. Sie spielen auch eine Rolle bei der Polarisierung der
T-Zellantwort. So foérdert das von Mastzellen produzierte Histamin eine Aktivierung der
Tu1-Zellen Uber den H1-Rezeptor und unterdriickt eine Aktivierung von Ty1 und T42 durch den
H2-Rezeptor (Jutel, Watanabe et al. 2001).

Einen groRen Einfluss haben Mastzellen auf DCs. Die unreifen dendritischen Zellen in der
Peripherie des Korpers nehmen exogene und endogene Antigene auf, haben aber nur
begrenzte Fahigkeiten diese auch zu prasentieren, da sie nur wenige MHC- und kostimulative
Molekiile exprimieren. Erst nach einer passenden Stimulation wandern die DCs in die
Lymphknoten und beginnen mit der Expression grofer Menge MHC Il und kostimulativer
Molekile wie CD80, CD86 und CD40. Mastzellen férdern die Migration und Reifung von DCs
durch die Freisetzung von TNF, IL-1 (Steinman and Inaba 1999), IL-16 (Kaser, Dunzendorfer et
al. 1999), IL-18 (Cumberbatch, Dearman et al. 2001), CCL5 (Sozzani, Sallusto et al. 1995) und
Prostaglandin E, (Kabashima, Sakata et al. 2003).

14



Einleitung

Einige Mastzelllinien exprimieren den CD40-Liganden und kénnen so mit B-Zellen interagieren.
In Gegenwart von IL-4 kénnen sie auf diese Weise die Produktion von IgE auch in Abwesenheit

von T-Zellen induzieren (Gauchat, Henchoz et al. 1993).

1.4.2.2. Basophile

Die Basophilen reifen im Knochenmark heran und zirkulieren anschliefend im Blutstrom. Sie
gehoren zu den wichtigsten Quellen von IL-4 und besitzen die Fahigkeit in die Lymphknoten zu
wandern, um dort die Ty2-Polarisation zu fordern. Neben IL-4 produzieren sie noch eine Reihe
weiterer Botenstoffe, wie Histamin, PAF oder IL-13 (Siracusa, Perrigoue et al.).

Einerseits produzieren sie IL-4 nach einer Kreuzvernetzung von FceRI durch IgE-Komplexe,
andererseits gibt es auch mehrere Stimuli, die eine IgE unabhangige IL-4 Produktion férdern.
Dazu zahlen ,Superallergene”, die den FceRI auch in Abwesenheit von spezifischem IgE
kreuzvernetzen kénnen (Marone, Rossi et al. 2007); Zytokine wie IL-3, GM-CSF (Schneider,
Pollard et al. 1987), IL-33 (Smithgall, Comeau et al. 2008) und IL-18 (Yoshimoto, Tsutsui et al.
1999); TLR-Liganden (vor allem Uber TLR2 und TLR4) (Komiya, Nagase et al. 2006) und
Kreuzvernetzungen uber Oberflachenrezeptoren wie LIR7 (Sloane, Tedla et al. 2004) sowie von
Parasiten oder Allergenen stammende Proteasen (Sokol, Barton et al. 2008).

Basophile kénnen auch als APC fungieren, indem sie den CD4" T-Zellen die Antigene iiber
MHC |l prasentieren (Sokol, Chu et al. 2009). Sie sind an der Initialisierung und Polarisierung
der Immunantwort durch die Produktion von IL-4 und anderer Zytokine beteiligt. Dies gilt vor
allem fur TSLP und IL-25, die ebenfalls die Ty2-Differenzierung férdern (Sokol, Barton et al.
2008). Auch bei der Differenzierung von CD8" T-Zellen spielen Basophile eine Rolle. Durch
Prasentation oder Kreuzprasentation der Antigene iber MHC | und durch die Produktion von IL-
4 und IL-6 werden die naiven T-Zellen zu IL-10 produzierenden Zellen (Kim, Shen et al. 2009).
Darliber hinaus kénnen Basophile Giber CD40L und der Produktion von IL-4 und IL-13 B-Zellen
aktivieren und den Isotypenwechsel induzieren (Yanagihara, Kajiwara et al. 1998).

Die meisten klinischen Symptome einer allergischen Reaktion werden durch Substanzen
erzeugt, die Basophile und Mastzellen nach einer Kreuzvernetzung des FceRI freisetzen,
nachdem sie mit dem Allergen in Kontakt gekommen sind. Zu nennen sind hier vor allem
Histamin, Leukotrien C4, PAF, IL-4, IL-13, IL-6, TSLP, IL-25 und TNF-a. Dariber hinaus sind
Basophile in der Lage, unabhangig von T- und Mastzellen, IgE-vermittelte chronische
allergische Entziindungen zu verursachen (Mukai, Matsuoka et al. 2005).

Eine Anaphylaxie ist eine rasch verlaufende, lebensbedrohliche Reaktion, die entsteht, wenn
IgE, das an den FceRI von Mastzellen oder Basophilen gebunden ist, an ein Allergen bindet.
Durch eine Kreuzvernetzung werden die Zellen aktiviert und setzen eine Reihe von
Botenstoffen frei, die die Symptome der Anaphylaxie verursachen. Neben IgE kann auch 1gG1,
zusammen mit FcyRIll, eine Anaphylaxie vermitteln. Allgemein geht man davon aus, dass die
IgE vermittelte Anaphylaxie dabei in erster Linie von Mastzellen verursacht wird, wahrend die
IgG1 vermittelte vor allem auf Basophile zurlick geht (Tsujimura, Obata et al. 2008). Die

Ergebnisse dieser Arbeit lassen diese strikte Aufteilung jedoch fraglich erscheinen.
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1.5. Toll-like Rezeptoren (TLR)

Die Toll-like Rezeptoren sind eine Familie von Transmembranrezeptoren, deren Ursprung 700
Millionen Jahren zurlick liegt. Es sind 10 humane (TLR1-10) und 12 murine (TLR1-9, TLR11-13)
TLRs bekannt (Takeda and Akira 2005). Man findet sie hauptsachlich auf Makrophagen und
dendritischen Zellen, aber auch auf Neutrophilen, Eosinophilen und Epithelzellen. Sie erkennen
fur Pathogene typische Strukturen, die sogenannten pathogen-associated molecular patters
(PAMPs) (Medzhitov 2007). Diese Strukturen sind aber fir alle Mikroben einer bestimmten
Klasse charakteristisch, nicht nur fur Pathogenen. Es ergibt sich somit das Problem zwischen
Kommensalen und Pathogenen zu unterscheiden. Wie dies geschieht ist bis heute nicht
vollstandig geklart und Thema intensiver Forschung.

Die TLRs in Saugetieren werden entweder auf der Plasmamembran oder in
endosomalen/lysosomalen Oranellen exprimiert. Die TLRs der Zelloberfliche erkennen
konservierte mikrobielle Strukturen: TLR4 erkennt LPS (Lipopolysaccharide) gramnegativer
Bakterien, die Heterodimere TLR1/TLR2 erkennen Lipoteichonsaure, ebenfalls von
grammnegativen Bakterien. TLR2/TLR6 binden an bakterielle Lipoproteine und TLR5 an
Flagellin. Im Gegensatz dazu erkennen die endosomalen TLRs hauptsachlich mikrobielle
Nukleinsauren. TLR3 besitzt doppelstrangige RNA, TLR7 einzelstrangige RNA (Heil, Hemmi et
al. 2004) und TLR9 doppelstrangige DNA als Ligand. TLR8 erkennt auch doppelstrangige RNA,
ist in murinen Zellen aber nicht funktionell (lwasaki and Medzhitov).

Die Aktivierung der TLRs fiihrt Gdber eine Signalkaskade zur Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NFkB, AP-1 und IRF, was zur Expression einer Vielzahl
proinflamatorischer Zytokine, Typ | Interferone und Chemokine fiihrt. TLRs kénnen auch das
adaptive Immunsystem aktivieren: Detektiert ein TLR auf einer dendritischen Zelle, z.B. eine
Bakterienzelle, so wird diese durch Endozytose oder Phagozytose aufgenommen, prozessiert
und durch den MHC den T-Zellen prasentiert. Die durch die TLR-Aktivierung freigesetzten
Chemokine und kostimulativen Molekile wie CD80 und CD86 sind ebenso fur T-Zell-Aktivierung
notwendig. B-Zellen exprimieren zahlreiche TLRs und kénnen somit von diesen direkt aktiviert
werden (lwasaki and Medzhitov).

Neben ihrer Rolle als Detektoren fiir mikrobielle Strukturen sind TLRs auch an der Erkennung
endogener Signale beteiligt, die durch Verletzungen freigesetzt werden. So kdnnen
Chromatinfragmente und Komplexe aus Ribonukleinproteinen von toten Zellen freigesetzt
werden. Wenn die Beseitigung apoptotischer Zellen nicht effizient genug verlauft, kdnnen diese
Komplexe TLR7 und TLR9 auf DCs und B-Zellen aktivieren, was zur Entwicklung systemischer
Autoimmunerkrankungen fuhrt (Marshak-Rothstein and Rifkin 2007).

TLRs kénnen auch auf andere Weise von endogenen Liganden aktiviert werden. Entzindungen
und Verletzungen verursachen einen Abbau bzw. eine Akkumulierung verschiedener
Komponenten aus der extrazellularen Matrix. So kdbnnen Fragmente aus Hyaluronsaure (HA),
Biglykan und Versikan, die sich nach Verletzungen ansammeln oder von Tumorzellen
freigesetzt werden, TLR2 und TLR4 auf Makrophagen aktivieren (Jiang, Liang et al. 2005;
Schaefer, Babelova et al. 2005; Kim, Takahashi et al. 2009). Solche endogenen Aktivatoren

scheinen aber keine adaptive Immunantwort auszulésen, im Gegensatz zur Stimulation von
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TLRY7 und 9, die zur Autoimmunitat fihren kann. Dass die Aktivierung der TLRs durch Mikroben
zu einer anderen Immunantwort fiihrt, als die durch endogene Liganden, kdnnte an der
Beteiligung von Korezeptoren liegen. So aktiviert HA CD44 und TLR4, LPS dagegen nur TLR4
(lwasaki and Medzhitov).

Der Signalweg aller TLRs, mit Ausnahme von TLR3, fuhrt GUber den Adapter MyD88. TLR4
besitzt noch einen alternativen Weg Uber den Adapter TRIF, der einzige Adapter fir TLR3
(O'Neill and Bowie 2007). Neben MyD88 besitzt auch noch UNC-93B eine zentrale Rolle, da es
fir den Transport von TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 ins Endosom verantwortlich ist (Tabeta,
Hoebe et al. 2006).

Die TLRs sind mit fast allen Krankheiten in Verbindung gebracht worden. Wie wichtig sind sie
aber tatsachlich? TLR4 und TLR5 defiziente Mause leben ein normales Leben, auch in nicht
steriler Umgebung. Dagegen zeigen genetische Untersuchungen am Menschen, dass nur
wenige Individuen funktionsschadigende Mutationen der vier endosomalen TLRs besitzen.
Diese TLRs missen also einem hohen Selektionsdruck ausgesetzt sein, der die Verbreitung
solcher Mutationen verhindert. Dies deutet darauf hin, dass den endosomalen TLRs eine
wichtig Funktion bei der Erkennung von Viren zukommt. Viele Menschen besitzen dagegen
schadigende Mutationen der TLRs der Zelloberflache (bis zu 23% bei TLR1). Sie scheinen
daher weniger wichtig zu sein, ihre Rolle kann vermutlich von anderen Rezeptoren

Ubernommen werden (Casanova, Abel et al.).

1.5.1. Endogene Retroviren (ERV)

Etwa 8% des humanen und 10% des murinen Genoms bestehen aus fossilen retroviralen
Sequenzen (Villesen, Aagaard et al. 2004). Diese resultieren aus alten und neueren Infektionen
von exogenen Retroviren, die ihr Genom erfolgreich in das der Keimzelllinien ihres Wirts
eingebaut haben (Boeke and Stoye 1997). Ist ein Retrovirus erst einmal endogen geworden,
Uberlebt der Provirus als Teil des Wirtsgenoms, auch ohne dass sich infektiose Partikel bilden.
Er ist allerdings auch dem Selektionsdruck ausgesetzt, der auf dem Wirtsgenom lastet. Viele
endogenen Retroviren (ERV) verlieren daher die Fahigkeit sich zu replizieren. Im Mausgenom
finden sich viele aktive ERVs, wahrend es im menschlichen Genom keine gibt, mit HERV-K als
mogliche Ausnahme (Stoye 2001).

Retroviren findet man im Genom aller Wirbeltiere. Es gibt sie aber sogar im Genom grof3erer
und komplexerer DNA-Viren. Sie werden in Retroviren mit komplexen Genom (Lentiviren,
Deltaviren und Spumaviren) und einfachem Genom (Alpha-, Beta-, Gamma-, und
Epsilonretroviren) unterteilt. Nur die einfachen Retroviren kénnen zu endogenen Retroviren
werden (Weiss 2006). Das Murine Leukamievirus (MuLV) gehoért zu den Gammaretroviren. Von
ihm gibt es sehr viele verschiedene Stamme, von denen einige endogen sind. Sie finden sich in
erster Linie in Mausen und lassen sich in drei verschiedene Gruppen unterteilen: xenotrope,
polytrope und ecotrope MuLVs. Xenotrope Viren kénnen verschiedene Spezies befallen, nicht
aber die, aus der sie sich entwickelt haben. Polytrope Viren kénnen auch andere Spezies

infizieren, als die des jetzigen Wirts. Ecotrope Viren schlief3lich kénnen nur ihre gegenwartige
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Wirtsspezies infizieren. Von den xenotropen MuLVs gibt es 20 Kopien, von den polytrophen
MuLVs 40 und von den ecotropen MuLVs nur wenige Kopien im Mausgenom. Von diesen drei
ERV-Gruppen besitzen nur die xenotopen und ecotropen MuLVs infektiése Mitglieder (Jenkins,
Copeland et al. 1982; Khan 1984; Frankel, Stoye et al. 1990).

ERVs verandern den Phanotyp der Maus auf vielfaltige Weise. Sie kdnnen die Expression von
Wirtsgenen verandern oder proteinkodierende Sequenzen einfihren. Meist kommt es aber zu
Insertionen, die ein proteinkodierendes Gen zerstdren, die Genexpression durch eine
Beeintrachtigung des SpleilRens verandern oder die Regulierung der Transkription modifizieren.
So kann die Insertion von ERVs in somatische Zellen auch zur Bildung von Tumoren fiihren,
insbesondere wenn Onkogene betroffen sind (Stocking and Kozak 2008). Entsprechend ist eine

wirkungsvolle Abwehr von aktiven ERVs durch das Immunsystem von groRer Bedeutung.

1.6. Das Nukleoporin Nup214

Die Kernmembran eukaryontischer Zellen enthalt zahlreiche Kernporen (NPCs), durch die der
Transport in und aus dem Zellkern erfolgt. Kleinere Molekile bis ca. 5 kDa kénnen frei durch die
Kernpore diffundieren. GrélRere Molekiile werden mit Hilfe von Transportrezeptoren (Importinen
und Exportinen) aktiv durch die Pore geschleust. Bei den Kernporen handelt es sich um 40 bis
60 MDa groRRe makromolekulare Objekte, die sich aus rund 30 verschiedenen Nukleoporinen
zusammen setzen. Etwa ein Drittel aller Nukleoporine enthalt Phenylalanin-Glycin (FG) reiche
Wiederholungssequenzen, die den Porenkanal ausfiillen (Peters 2009). Die
Transportrezeptoren wechselwirken mit diesem Netzwerk von FG-Nukleoporinen wahrend sie
die Pore passieren. Andere Nukleoporine bilden das Porengerist oder verankern sie in der
Membran (Kohler and Hurt).

Neben ihrer Transportfunktion hat die Kernpore auch eine Funktion bei der Organisation und
Topologie der Chromosomen, da sie als Andockstelle fiir das Chromatin dient. Des Weiteren
reguliert sie die Transkription und hilft bei der Reparatur geschadigter DNA (Kohler and Hurt).
Mehrere Nukleoporine sind mit der Entstehung von Krebs in Verbindung gebracht worden, so
etwa Nup214 mit der Entstehung von Leukadmie (von Lindern, van Baal et al. 1992; Kraemer,
Wozniak et al. 1994). Auch werden einige Nukleoporine, wie etwa Nup88, in Tumoren stark
Uberexprimiert (Martinez, Alonso et al. 1999).

Nup214 ist ein essentielles FG-Nukleoporin, das auf der zytoplasmatischen Seite der Kernpore
lokalisiert ist. Es spielt eine wichtige Rolle beim Transport und der Freisetzung von mRNA in
das Zytoplasma (Stewart 2007) und wechselwirkt Uber seine FG-Sequenzen mit den
Transportrezeptoren. Besonders wichtig ist es fur den Transport aus dem Kern, da es das
Exportin Crm1 auf der cytoplasmatischen Seite bindet. Hier wird es dann fiir eine neue
Exportrunde zuriick in den Kern geschleust. Nup214 bildet ein Subkomplex mit Nup88. Beide

Proteine scheinen sich dabei gegenseitig zu stabilisieren (Fornerod, van Deursen et al. 1997).
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1.7. Die Bedeutung des Mausmodells in der immunologischen
Forschung

In der immunologischen Forschung ist die Arbeit mit Mausmodellen heute nicht mehr weg zu
denken. Durch die vielen Gemeinsamkeiten und geringen Unterschied zwischen dem murinen
und humanen Immunsystem, ist die Verwendung von Mausmodellen oft die einzige Moglichkeit
grundlegende Antworten in der Grundlagenforschung und der praklinischen Entwicklung von
Medikamenten zu bekommen. Insbesondere die Erzeugung so genannter Knock-out-Mause hat
die Maus als Forschungsobjekt populdr gemacht. An den verschiedenen immunologischen
Reaktionen sind eine Vielzahl von Genen und Proteinen beteiligt, die sich wechselseitig
beeinflussen. Um deren Bedeutung aufzuklaren, ist es mit Hilfe der Technik des gene-targeting
moglich, gezielt einzelne Gene zu verandern, komplett auszuschalten oder ihre Regulation zu
modifizieren (Galli-Taliadoros, Sedgwick et al. 1995).

Die Bedeutung des Mausmodells fiir die gesamte Medizin zeigt sich auch an der Vergabe des
Nobelpreises fur Physiologie oder Medizin 2007. Dieser wurde an Martin Evans, Mario
Capecchi und Oliver Smithies fiir ihre bahnbrechenden Arbeiten zur Erzeugung von Knock-out-
Mausen vergeben.

Das Grundkonzept flr das gene-targeting durch homologe Rekombination ist relativ einfach:
Zuerst wird ein targeting-Vektor hergestellt und in eine embryonale Stammzelllinie gebracht.
Der Vektor enthalt einen Selektionsmarker (gewohnlich das Resistenzgen gegen Neomycin),
der von homologen Bereichen des Zielgens flankiert wird. Die homologen Regionen
ermoglichen die Insertion der veranderten Sequenz ins Genom der Stammzelle durch homologe
Rekombination. Mit Hilfe des Selektionsmarkers koénnen die veranderten embryonalen
Stammzellen (ES-Zellen) identifiziert werden. AnschlieBend werden sie in Blastozysten (3,5
Tage alte Embryonen) injiziert. Die ES-Zellen sind nun in der Lage in jedes beliebige Gewebe
zu differenzieren, einschliellich in Keimzellen. Die daraus entstehenden chimaren Mause
werden gekreuzt, um homo- und heterozygote Knock-out- (Ausschalten eines Gens) oder
Knock-in-Mause (Einfihren eines neuen Gens oder einer Mutation) zu erhalten (Galli-
Taliadoros, Sedgwick et al. 1995).

Auch die Erzeugung von gewebsspezifischen Genmodifikationen ist mit dieser Technik mdglich.
Hierbei lasst der Targetvektor die Funktion des Gens unverandert und flgt nur
Erkennungsschnittstellen fur eine Rekombinase ein. AnschlieRend wird die Maus mit einer
transgenen Maus verpaart, die diese Rekombinase mit Hilfe eines gewebsspezifischen
Promotors in bestimmten Zellen oder Geweben exprimiert. So lasst sich beispielsweise eine
Deletion nur in T-Zellen erzeugen, wahrend in allen anderen Geweben das Gen unverandert
bleibt (Pfeffer and Mak 1994).

Wichtig ist auch die Erzeugung sogenannter humanisierter Mausstamme mit Hilfe des gen-
targetings. Hierbei werden murine Gene durch humane ausgetauscht. Mit diesen humanisierten
Mausen lassen sich menschliche Krankheiten oftmals noch besser untersuchen, als am reinen

Mausmodell.
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1.8. Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war einerseits die Generierung zweier neuer Mausmodelle zur Analyse
des TCR-Signalwegs bzw. von Typ-l-Allergien, andererseits die Untersuchung bereits
bestehender Mausmodelle beziglich der Aktivierung des angeborenen Immunsystems und IgE

vermittelter allergischer Reaktionen (Abb. 1.4):

a) Generierung einer T-Zell-spezifischen PLCy1 Knock-out-Maus
Zuerst sollte der targeting-Vektor hergestellt und in ES-Zellen transfiziert werden. Anschliel3end
sollten die gentechnisch veradnderten ES-Zellen in Blastozysten injiziert und die daraus
resultierenden chimaren Mause gekreuzt werden, um schliel3lich Knock-out-Mause zu erhalten.
Dieses neue Mausmodell sollte zur Beantwortung folgende Fragen beitragen:

- Welche Bedeutung hat PLCy1 fur die T-Zellentwicklung, insbesondere der T eg?

- Welche Rolle spielt PLCy1 in der T-Zellvermittelten Autoimmunitat?

b) Generierung einer transgenen Knock-in-Maus mit einer Uberexpression von humanem
IgE
Der bereits vorhandene fargeting-Vektor sollte wie unter a) beschrieben zur Generierung einer
knock-in-Maus verwendet werden, die eine starke Uberexpression von humanem IgE zeigen
sollte. Hierzu sollte das Gen fiir den I6slichen Teil der schweren Kette von IgG1 durch den
entsprechenden Teil von humanem IgE ersetzt werden. Diese Mause sollten anschlieend mit
humanen FceRI transgenen Mausen verpaart werden. Das daraus resultierende neue
Mausmodell sollte dazu beitragen ein besseres Verstandnis flr IgE vermittelte Immunreaktionen

im Menschen zu gewinnen.

c) Analyse von IgE-knock-in-Mausen und CD23-knock-out-Mausen
IgE-knock-in-Méuse zeigen eine starke Uberexpression von murinem IgE, bei den CD23-knock-
out-Mausen ist der low-affinity Rezeptor fir IgE deletiert. Diese beiden Mausmodelle, sowie
Kreuzungen zwischen ihnen, sollen dazu beitragen wichtige Fragen bezuglich IgE vermittelter
Allergien zu klaren:

- Welchen Einfluss hat ein erhéhter IgE-Spiegel auf eine systemische Anaphylaxie?

- Welche Rolle spielen Basophile bei der Entwicklung einer systemischen Anaphylaxie

und welche Bedeutung haben hierbei IgE und 1IgG1?
- Wie ist der Einfluss von CD23 auf IgE vermittelte Allergien?

- Wie wird IgE auf molekularer und zelluldrer Ebene reguliert?

d) Analyse des PLCy2*"-Mausmodells und TLR3,7,9-knock-out-Mausen beziiglich einer
B-Zellvermittelten Autoimmunitét

Die PLCy2A"5-Maus besitzt eine Punktmutation im Gen von PLCy2 und dient als Modell flr

Autoimmunerkrankungen wie SLE (systemischer Lupus erythematodes). PLCy2*"-Mause und

knock-out-Mause fir TLR3, 7 und/oder 9 sowie Kreuzungen zwischen den beiden Gruppen
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sollten auf die Ausbildung von autoreaktiven Antikérpern untersucht werden. Die Analyse dieser
Mause sollte einen Beitrag zur Beantwortung folgender Fragen leisten:

- Was sind die Ursachen und Mechanismen der B-Zellvermittelten Autoimmunitat?

- Welche Bedeutung haben die Toll-like Rezeptoren 3, 7 und 9 bei der Entstehung von

Autoimmunerkrankungen?

e) Analyse von Knock-out-Mausen fiir TLR3, 7 und 9 sowie Kombinationen dieser
Dieses Modell soll dazu dienen neue Erkenntnisse Uber die Bedeutung der
nukleinsdurebindenden TLRs bei der Abwehr von ERVs zu gewinnen:

- Welche Ursache hat die Entstehung von T-ALL in TLR3,7,9-knock-out-Mausen?

- Wie ist der Mechanismus der T-ALL Entstehung?

- Wie groB} ist die Bedeutung von TLR3, 7 und 9 bei der Abwehr von ERVs und nach

welchem Mechanismus erfolgt sie?
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2. Material

2.1. Gerite

Gerat

Hersteller

Agarosegelkammer

OWL, Weilheim

Analysewaage R160P-D1

Sartorius GmbH, Géttingen

Bakterieninkubator Cytoperm

Heraeus, Hanau

3-Counter 1219 Rackbeta

LKB Instruments, Mt Waverley, Australien

Blot Modul Xcell Il Mini Cell (EI9001)

Novex, San Diege, USA

Crosslinker Stratalinker 2400

Agilent Technologies, Waldbronn

Durchflusszytometer FACS Calibur

Becton Dickinson, Basel

Elektroporator Gene Pulser x-cell

Biorad, Hercules, USA

ELISA-Waschgerat Skan Washer 400

Molecular Devices, Ismaning

Entwickler Optimax 2010

PROTEC, Oberstenfeld

Gel Imaging System

Frobel Labor Technik, Lindau

Homogenisator Precellys

PeqLab, Erlangen

Hybridisierungsofen

Hybaid, Heidelberg

Mikroskop Diavert

Leitz, Bielefeld

Mikroskop Wilovert

Will, Wetzlar

Ofen

Heraeus, Hanau

PCR-Maschine C1000 Thermal Cycler

Biorad, Hercules, USA

pH-Meter pH523

WTW, Weilheim

Phosphorimager BAS-1000

Fujifilm, DUsseldorf

Plattenphotometer Emax microplate reader

Molecular Devices, Ismaning

RT-PCR-Gerat Mini Opticon

Biorad, Hercules, USA

Schiittelinkubator Innova 4200

New Brunswick Scientific, Edison, USA

Schwenkplatte Duomax 1030

Heidolph, Schwabach

SDS-PAGE-Kammer Perfect Blue Twin S

PeqLab, Erlangen

Semi-Dry Blotter TE77XP

Hoefer, Holliston, USA

Spannungsquelle Standard PowerPack P25

Biometra, Goéttingen

Spannungsquelle Power Erase 500

Novex, San Diego, USA

Spektrophotometer NanoDrop-1000

Thermo Scientific, Wilmington, USA

Sterilbank Hera safe

Heraeus, Hanau

Sterilbank LaminAir HLB2448

Heraeus, Hanau

Thermo-Schdttler TS-100

PeqLab, Erlangen

Thermometer

Testo AG, Lenzkirch

Tischzentrifuge Biofuge 15

Heraeus, Hanau

Tischzentrifuge Biofuge Pico

Heraeus, Hanau

Ultrazentrifuge L7-55 (SW41 Rotor)

Beckman Coulter, Krefeld
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Vortexer Vortex Genie 2

Scientific Industries, New York, USA

Waage EC 105

E-C Apparatus, USA

Wasserbad

WTW, Weilheim

Zahlkammer Neubauer

W. Schreck, Hofheim

Zentrifuge Multifuge 1 L-R

Heraeus, Hanau

Zentrifuge DS-15R

Beckman Coulter, Krefeld

Zellinkubator HERA cell 240

Heraeus, Hanau

2.2. Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Agarose (Ultra Pure)

Invitrogen, Karlsruhe

Ammonimperoxodisulfat (APS, (NH;).S,0s)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Acrylamidlésung

Serva, Heidelberg

Borsaure (H3BO3)

Merck, Darmstadt

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Steinheim

Chloroform

Sigma-Aldrich, Steinheim

Denhardt’s Lésung 10x

Roth, Karlsruhe

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

Roth, Karlsruhe

Diethanolamin (NH(CH,CH,OH),)

Sigma-Aldrich, Steinheim

EDTA

Roth, Karlsruhe

Essigsaure 100%

Roth, Karlsruhe

Ethanol p.a. 99,8%

Roth, Karlsruhe

Ethidiumbromid (10 mg/ml)

Roth, Karlsruhe

Formaldehydlésung 37%

Merck, Darmstadt

Formamid (CH3;NO)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Glycin

Roth, Karlsruhe

Glycerin

Roth, Karlsruhe

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsaure)

Roth, Karlsruhe

Isopropanol

Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid (KCI)

Roth, Karlsruhe

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Roth, Karlsruhe

Magermilchpulver

Saliter, Oberglinzburg

Magnesiumacetat

Sigma-Aldrich, Steinheim

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Sigma-Aldrich, Steinheim

2-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt

Methanol

Roth, Karlsruhe

Natriumacetat-Trihydrat

Roth, Karlsruhe
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Natriumazid (NaN3)

Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe

Natriumcitrat-Dihydrat (C¢HsNaz;O7 « 2H,0)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Natriumdesoxycholat

Sigma-Aldrich, Steinheim

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
(NazHPO4 . 2H20)

Roth, Karlsruhe

Natriumhydrogenphosphat (NaH,PQ,)

Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid

Roth, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe

Natronlauge 1N

Roth, Karlsruhe

Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Saccharose

Roth, Karlsruhe

Salzsaure (HCI) 32%

Merck, Darmstadt

Salzsaure (HCI) 1M

Roth, Karlsruhe

4 N Schwefelsdure (H.SO,)

Merck, Darmstadt

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

Sigma-Aldrich, Steinheim

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)

Roth, Karlsruhe

Triton X-100

Roth, Karlsruhe

Tween 20

Roth, Karlsruhe

Wasserstoffperoxid (H,O,) 30%

AppliChem, Darmstadt

Zitronensaure (CgHgO7)

Merck, Darmstadt

2.3. Puffer

Puffer

Zusammensetzung

2x SDS-Probenpuffer

1,25 ml 1M Tris-HCI (pH 6,8); 2 ml Glycerin;
4,6 ml 10%ige SDS-Lsg, Spatelspitze
Bromphenolblau - ad 10 ml ddH,0,

vor Gebrauch Zugabe 800 pl

2-Mercaptoethanol

20x SSPE, pH 7,4

3 M NaCl; 0,2 M NaH,PQO,4; 0,02 M EDTA

10x DNA-Ligasepuffer

660 mM Tris-HCI, pH 7,6; 66 mM MgCl,; 100
mM DTT; 660 uM ATP

2g KCI; 2 g KH,POy4; 80 g NaCl; 11,5 ¢

10x PBS
Na,HPO, * 2H,0 - ad 1 L mit ddH,O
242 g Tris-Base; 57,1 ml Essigsaure (100%),
50x TAE
0,5 M EDTA (pH 8) > ad 1 L mit 1x PBS
54 g Tris-Base; 27,5 g Borsaure, 20 ml 0,5 M
5x TBE

EDTA (pH 8,0) > ad 1 L mit ddH,O

Blockpuffer (ELISA)

10 g BSA; 0,5 ml Tween 20 > ad 1 L 1x PBS
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Blockpuffer (Western-Blot)

Waschpuffer + 5% Milchpulver

Blotting-Puffer (Western-Blot)

6 g Tris; 28,67 g Glycin > ad 1600 ml ddH,O
-> vor Gebrauch Zugabe 400 ml Methanol

Denaturierungspuffer (Southernblot)

1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH

Depurinierungspuffer (Southernblot)

0,25 M HCI

EDTA0,5M

18,61 g EDTA; 50 ml ddH,O; mit NaOH auf pH
8 - ad 100 ml mit ddH,O

FACS-Puffer

1x PBS; 3% FCS; 0,01% NaNj;

Hybridisierungspuffer (Southernblot)

10 ml Formamid; 5 ml 20x SSC, pH 7,0; 2 ml
Natriumphosphatpuffer pH 6,4; 2 ml
Denhardt’s Lésung; 400 pl 10%ige SDS-
Lésung; 200 ul Heringssperma-DNA (10
mg/ml); 400 ul ddH,O

Laufpuffer 20x SSC pH 7,0 (Southernblot)

350,6 g NaCl; 176,4 g CgHsNazO; « 2H,O > ad
2 L ddH,0

Lyse-Puffer (Verdau Mauseschwanze)

10 mM Tris-HCI (pH 8,0); 25 mM EDTA,;
100 mM NaCl; 0,5% SDS; vor Gebrauch
Zugabe von 100 ug/ml Proteinase K

MACS-Puffer

1x PBS; 0,5% BSA; 2 mM EDTA

Neutralisierungspuffer pH 7,0 (Southernblot)

1,5 M NaCl; 0,5 M Tris-HCI

Proteinase-K-Puffer

10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM KCI; 1,5 mM
MgCly; 0,45% Tween 20; 0,5% Triton X-100;
vor Gebrauch Zugabe von 200 pg/ml
Proteinase K

Puffer G1 (pH 7,5)

320 mM Saccharose; 5 mM MgCl,; 10 mM
Tris-HCI; 1% Triton X-100

Puffer N2 (pH 6,3)

100 mM Tris-HsPOy; 15% Ethanol; 900 mM
KCI; 0,15% Triton X-100

Puffer N3 (pH 6,3)

100 mM Tris-H3POy4; 15% Ethanol; 1150 mM
KCI

Puffer N5 (pH 8,5)

100 mM Tris-H3PO4; 15% Ethanol; 1000 mM
KCI

RIPA-Puffer

150 mM NaCl; 1% Triton X-100; 0,5% Natrium-
desoxycholat; 0,1% SDS; 50 mM Tris-HCI,
pH 8,0; 5 mM EDTA,; vor Gebrauch Zugabe

von 1 pug/ml Aprotinin, 1 ug/ml Leupeptin und
1 ug/ml Pepstatin A

SDS-Laufpuffer

3,04 g Tris-Base; 14,42 g Glycin; 10 ml 10%ige
SDS-Lésung = ad 1 L mit ddH,O

Stripping-Puffer (Western-Blot)

1,9 ml 1 M Tris-HCI, pH 6,7; 0,24 ml
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2-Mercaptoethanol; 6 ml 10%ige SDS-Ldsung;
21,9 ml ddH,0

Southernblot-Strippingpuffer

2x SSPE; 50% Formamid

Substratpuffer 1 (ELISA)

1 M Diethanolamin; 0,5 mM MgCl,; mit HCI auf
pH 9,8

Substratpuffer 2 (ELISA)

7,3 g C¢HgO7; 11,87 g NapHPO, « 2H,0 > ad
1L ddH,0

TBS

50 mM Tris-HCI; 150 mM NaCl = mit HCI auf
pH 7,6

Waschpuffer (ELISA)

500 ml 10x PBS; 2,5 ml Tween20 > ad 5L
mit ddH,O

Waschpuffer (Western-Blot)

1x PBS; 0,1% Tween 20 (pH 7,2 - 7,6)

Waschpuffer 1 (Southernblot)

1x SSC + 0,1% SDS

Waschpuffer 2 (Southernblot)

0,5x SSC + 0,1% SDS

Waschpuffer 3 (Southernblot)

0,1x SSC + 0,1% SDS

2.4. Enzyme und Reagenzien

Name

Hersteller

6x Loading Dye Solution

Fermentas, St. Leon Rot

10x NEBuffer 1 — 4

New England Biolabs, Frankfurt a.M.

1668-PTO

TIB Molbiol, Berlin

Alkalische Phosphatase (CIP) 10000 U/ml

New England Biolabs, Frankfurt a.M.

a->P-dATP Hartmann Analytic, Braunschweig
Alum (Alu-Gel-S) Serva Electrophoresis, Heidelberg
Ampicillin Roth, Karlsruhe
Aprotinin Sigma-Aldrich, Steinheim

Bovines Serumalbumin (BSA)

Roth, Karlsruhe

CD43 MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Dnase | (10 U/pul)

Roche, Mannheim

dNTP Mix, 10 mM

Fermentas, St. Leon-Rot

DOTAP Transfection Reagent

Roche, Mannheim

FMS-like Tyrosinkinase 3 (FIt3-) Ligand

TU Miinchen

Ganciclovir

Roche, Mannheim

Gene Ruler 100 bp DNA Ladder

Fermentas, St. Leon Rot

Gene Ruler 1 kb Dann Ladder

Fermentas, St. Leon Rot

Geneticin (G418)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Heparin Liquemin N 25000

Roche, Mannheim

Heringssperma-Dann

Promega, Mannheim

recombinant mouse |L-4

Preprotech, Hamburg
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Kalbsthymus-Dann

Sigma-Aldrich, Steinheim

Klenow DNA-Polymerase | (large)

New England Biolabs, Frankfurt a.M.

Leupeptin

Sigma-Aldrich, Steinheim

LIF (leukaemia inhibitory factor)

aus Zelliberstand, Genetics Institute, Boston,
USA

Lipopolysaccharide aus E. coli

Difco Laboratories, Detroit, USA

Mitomycin C Sigma-Aldrich, Steinheim
OPD (ortho-Phenyldiamin) Sigma-Aldrich, Steinheim
Pepstatin A Sigma-Aldrich, Steinheim

Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase

Finnzymes, Vantaa, Finnland

PNPP (para-Nitrophenylphosphat)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Proteinaseinhibitor (complete mini)

Roche, Mannheim

Proteinleiter PageRuler Plus

Fermentas, St. Leon Rot

Proteinase K (10 mg/ml)

Roche, Mannheim

R848 (Resiquimod)

Coley Pharmaceutical Group, Dusseldorf

RapidStep ECL Reagent

Calbiochem, Bad Soden

RNase (500 pg/ml)

Roche, Mannheim

Red blood cell lysing buffer (RBL)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Restriktionsendonukleasen

New England Biolabs, Frankfurt a.M.

T4-DNA-Ligase

Fermentas, St. Leon Rot

TNP-OVA (2,4,6-Trinitrophenol-Ovalbumin)

Biosearch Technologies, Novato, USA

TRIZOL® (Tri Reagent
g

Sigma-Aldrich, Steinheim

2.5. Kits

Name

Firma

Amersham Megaprime DNA Labeling Systems

GE Healthcare, Miinchen

BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific, Wilmington, USA

iQ SYBR Green Supermix

Biorad, Hercules, USA

iScript Select cDNA Synthesis Kit

Biorad, Hercules, USA

Mouse MCPT-1 ELISA Ready-SET-Go

eBioscience, Frankfurt a.M.

Nucleobond LB 100 Kit

Machery-Nagel, Diiren

Nucleo Bond Xtra Maxi EF-Kit

Machery-Nagel, Diiren

PeqGOLD plasmid Mini Prep Kit |

PeqLab, Erlangen

QIAEX Il Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
QlAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
QlAquick PCR Purification-Kits Qiagen, Hilden
Taq PCR Master Mix Kit Qiagen, Hilden

SuperScript Il CellsDirect cDNA Synthesis Kit

Invitrogen, Karlsruhe
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2.6. Zellkultur: Medien und Zusétze

Name

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Life Technologies, Darmstadt

DMEM (high glucose 4,5 g/L) without L-Glu PAA, Cdlbe
Dulbecco’s PBS™ PAA, Colbe
Dulbecco’s PBS™ PAA, Colbe

FCS (fetal calf serum)

Biochrom, Berlin

L-Glutamin 200 mM (100x)

PAA, Colbe

Optimem Life Technologies, Darmstadt
Penicillin/Streptomycin (100x) PAA, Colbe
RPMI 1640 PAA, Célbe
Trypsin-EDTA (10x; 5 mg/ml Trypsin; 2,2 mg/mi
P ( g vP g PAA, Cdlbe
EDTA)

Ultra Pure Wasser

Biochrom, Berlin

Die Medien wurden folgendermalfien komplettiert:

Medium Zusammensetzung
DMEM; 10% FCS; 1% L-Glutamin; 1%
DMEM compl. Penicillin/Streptomycin; 0,1% 2-
Mercaptoethanol
DMEM; 15% FCS; 1% L-Glutamin; 1%
ES-Zellmedium Penicillin/Streptomycin; 0,1% 2-

Mercaptoethanol; 5 ml LIF

RPMI 1640 compl.

RPMI; 10% FCS; 1% L-Glutamin; 1%
Penicillin/Streptomycin; 0,1% 2-
Mercaptoethanol

2.7. Bakterienkultur-Medien

Name

Hersteller

LB-Agar (Lennox)

Roth, Karlsruhe

LB-Medium (Lennox)

Roth, Karlsruhe

SOC-Outgrowth-Medium

New England Biolabs, Frankfurt a.M.

2.8. Antikorper

Spezifitat Markierung Ursprung Firma
) Southern Biotech, Burmingham,
anti-mouse IgM - goat USA
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anti-mouse 1gG1

goat

Southern Biotech, Burmingham,

USA
anti-mouse 1gG2a - Southern Biotech, Burmingham,
9 goat USA
anti-mouse la2b - Southern Biotech, Burmingham,
9 goat USA
anti-mouse 1aG2¢ - Southern Biotech, Burmingham,
9 goat USA
anti-mouse 1aG3 - Southern Biotech, Burmingham,
9 goat USA
anti-mouse IgE - Southern Biotech, Burmingham,
9 goat USA
anti-mouse IgM HRP oat Southern Biotech, Burmingham,
g USA
anti-mouse 1gG1 AP oat Southern Biotech, Burmingham,
g USA
anti-mouse IgG2a AP goat Southern Biotech, Burmingham,
USA
anti-mouse 1g2b AP oat Southern Biotech, Burmingham,
9 USA
anti-mouse 1gG2c HRP goat Southern Biotech, Burmingham,
USA
anti-mouse 19G3 AP oat Southern Biotech, Burmingham,
9 USA
anti-mouse IgE AP oat Southern Biotech, Burmingham,
g USA
) Southern Biotech, Burmingham,
anti-mouse IgG HRP goat
USA
. ) Jackson ImmunoResearch, Suffolk,
anti-rabbit IgG HRP goat
UK
anti-mouse Nup214 bbit Maarten Fornerod, Erasmus
- rabbi
C-Terminus Universitat, Rotterdam, Niederlande
anti-mouse Nup214 . ) .
) - mouse Novus Biologicals, Littleton, USA
N-Terminus
] ] Santa Cruz Biotechnology,
anti-mouse Nup88 - rabbit
Santa Cruz, USA
anti-mouse Notch-1
- rabbit GeneTex, Irvine, USA
NICD
anti-mouse B-Aktin - rabbit Sigma-Aldrich, Steinheim
Jackson ImmunoResearch, Suffolk,
IgG, whole molecule - mouse
UK
Jackson ImmunoResearch, Suffolk,
IgG, whole molecule - rat
UK
anti-MuLV gp70 ) Rocky Mountain Laboratories,
- ra
(83A25) Hamilton, USA
anti-mouse B220 FITC goat BD Pharmingen, Heidelberg
anti-mouse B220 APC rat BD Pharmingen, Heidelberg
anti-mouse CD8 APC rat BD Pharmingen, Heidelberg
anti-mouse CD3e FITC hamster BD Pharmingen, Heidelberg
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anti-mouse CD4 FITC rat BD Pharmingen, Heidelberg
anti-mouse CD4 PE rat eBioscience, Frankfurt a.M.
anti-mouse CD23 PE rat BD Pharmingen, Heidelberg
anti-mouse IgE FITC rat eBioscience, Frankfurt a.M.
anti-mouse IgG1 FITC rat BD Pharmingen, Heidelberg
anti-mouse FceRl PE hamster eBioscience, Frankfurt a.M.
anti-rat IgG2a FITC mouse BioLegend, Uithoorn, Niederlande
2.9. Vektoren
Vektor Insert Hersteller
schwere Kette murines IgG1 Philipp Yu, Institut fir
hulgE-DFV )
und humanes IgE Immunologie, Marburg
Invitrogen, modifiziert von
PLCy1 Exon 27 bis 32, Ali5- - o
pcDNA3.1(-) Philipp Yu, Institut fur
Mutation in Exon 27
Immunologie, Marburg
Stratagene, modifiziert von
) Neo-TK-Kassette eingerahmt - o
pPCR-Script Philipp Yu, Institut fir

von zwei loxP-Stellen

Immunologie, Marburg

2.10. Primer

Primer Sequenz (5’ > 3’) Hersteller
442 gaagcttggctggacgtaac Metabion, Martinsried
644 actgctcgacattggtgga Metabion, Martinsried
656 tcgtgacagaaggtggtagtg Metabion, Martinsried
657 ggacttctctgtgttiggca Metabion, Martinsried
658 ccaacaatacaggggacagag Metabion, Martinsried
659 tcaacctacaaacggaaagaa Metabion, Martinsried
660 cctagtcagtgccagectca Metabion, Martinsried
662 gcagcgggtcaaggggaaga Metabion, Martinsried
663 gcagcccagagtcacggagg Metabion, Martinsried
664 gctggtaaggtcatagttgt Metabion, Martinsried
758 caggcattccettcgttatg Metabion, Martinsried
759 cagagtgatcccegtgtct Metabion, Martinsried
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2.11. Zelllinien

Name Ursprung Hersteller
Ao T-Zelllymphom TLR379"™ Institut fGr Immunologie,
Marburg
Baki-1 T-Zelllymphom TLR379™ institut fir immunologle,
Marburg
EL-4 T-Zelllymphom C57BL/6 ATCC: Nr. TIB-39
Mize-8 T-Zelllymphom TLR379™ insitut flr immunologle,
Marburg
Teno-4 T-Zelllymphom TLR379™ insitut far immunologle,
Marburg
Institut fGr Immunologie,
Wuzel-5 T-Zelllymphom TLR379™ 9
Marburg
MPI fir Immunologie, Dr.
WEHI-231 B-Zelllymphom BALB/c .g
Lammert, Freiburg

2.12. Bakterienstamme

Name

Hersteller

NEB Express competent E. coli

New England Biolabs, Frankfurt a.M.

2.13. Mausstamme

Stamm

Hersteller

TLR3™ mit C57BL/6 Hintergrund

Shizo Akira, Osaka, Japan

TLR7" mit C57BL/6 Hintergrund

Shizo Akira, Osaka, Japan

TLR9™ mit C57BL/6 Hintergrund

Shizo Akira, Osaka, Japan

TLR37" mit C57BL/6 Hintergrund

Institut fir Immunologie, Marburg

TLR39" mit C57BL/6 Hintergrund

Institut fir Immunologie, Marburg

TLR79" mit C57BL/6 Hintergrund

Institut fir Immunologie, Marburg

TLR379" mit C57BL/6 Hintergrund

Institut fir Immunologie, Marburg

Unc93b1-3d mit C57BL/6 Hintergrund

Koichi Tabeta, Scripps Research Institute,
La Jolla, USA

MyD88™ mit C57BL/6 Hintergrund

Shizo Akira, Osaka, Japan

C57BL/6

Institut flr Immunologie, Marburg

IgE™ mit C57BL/6 Hintergrund

Institut fir Immunologie, Marburg

IgE™ mit C57BL/6 Hintergrund

Institut fir Immunologie, Marburg

IgE™ mit BALB/c Hintergrund

Philipp Yu, TU Minchen

IgE*™ mit BALB/c Hintergrund

Philipp Yu, TU Minchen
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BALB/c

Institut fir Immunologie, Marburg

CD23™ IgE™ mit C57BL/6 Hintergrund

Institut fir Immunologie, Marburg

CD23™ IgE"™ mit C57BL/6 Hintergrund

Institut fUr Immunologie, Marburg

CD23™ IgE™™ mit C57BL/6 Hintergrund

Institut flr Immunologie, Marburg

CD23™ IgE"™ mit C57BL/6 Hintergrund

Institut fir Immunologie, Marburg

CD23™ mit C57BL/6 Hintergrund

Philipp Yu, Institut fir Immunologie, Marburg

2.14. Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

6-well Platten

Greiner bio-one, Frickenhausen

12-well Platten

Costar Corning Inc., Niederlande

24-well Platten

Greiner bio-one, Frickenhausen

48-well Platten

Greiner bio-one, Frickenhausen

96-well Flachbodenplatten

Greiner bio-one, Frickenhausen

96-well Rundbodenplatten

Greiner bio-one, Frickenhausen

96-well Maxisorp Platten

Nunc Thermo Fisher, Roskilde, Danemark

Cryorihrchen

Sarstedt, Nirnbrecht

Dialysemembranen 0,025 pm

Millipore, Schwalbach

Elektroporations-Kuvetten 1 mm

Roth, Karlsruhe

Elektroporations-Kuvetten 4 mm GenePulser

Biorad, Hercules, USA

Filterspitzen

Sorenson Bioscience, Salt Lake City, USA

Falcon-Rdéhrchen (15 und 50 ml)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Hyperfilm ECL

GE Healthcare, Minchen

Handschuhe Nobaglove

NOBA Verbandmittel, Wetter

illustra Probe Quant G50 Micro Columns

GE Healthcare, Miinchen

Kandlen Becton Dickinson, Heidelberg
Kombitips Eppendorf, Hamburg
LS-Saulen Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Nylon-Membran positively charged

Roche, Mannheim

Nylon-Sieb (70 uym) Cell Strainer 352350

Becton Dickinson, Heidelberg

Pasteurpipetten

Otto Kobe, Marburg

Plastikpipetten

Sarstedt, Nimbrecht

PCR-Tubes

Biostep, Jahnsdorf

PvDF Immobilon-P Transfermembran

Millipore, Schwalbach

Reaktionsgefalie (Tubes) 1,5 und 2 ml

Sarstedt, NiUmbrecht

Spitzen

B. Braun, Melsungen

Sterilfilter (0,45 pm)

Sartorius, Aubagne, Frankreich

Streifentubes + Deckel

BioRad, Hercules, USA
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Whatman-Papier GB003 Schleicher + Schuell, Dassel

Zellkulturschalen 10 cm Becton Dickinson, Heidelberg

Zellkurlturschalen 15 cm Greiner bio-one, Frickenhausen
Zellkurturflaschen 75 cm? und 175 cm? Greiner bio-one, Frickenhausen

3. Methoden

Im folgenden Kapitel werden die angewandten molekularbiologischen Methoden erlautert.
Samtliche Arbeiten mit lebenden Organismen wurden gemaR dem aktuellen Gentechnikgesetz
(GenTG) durchgefihrt und fielen unter die Sicherheitsstufe S1. Alle mit kontaminierten

Lésungen und Gefalle wurden 60 Minuten bei 121°C und einem Druck von 1,5 bar inaktiviert.

3.1. Molekularbiologische Methoden
3.1.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR (polymerase chain reaction) dient der in vitro-Vervielfaltigung (Amplifikation) beliebiger
DNA-Abschnitte (Mullis and Faloona 1987). Die Reaktion wird in einem Thermocycler
durchgefihrt, der ein sich zyklisch wiederholendes Temperaturprogramm durchlauft. Dabei wird
ausgehend vom entsprechenden DNA-Template (Vorlage) nur das gewiinschte Fragment in
groBen Mengen amplifiziert. Da wahrend der PCR teilweise sehr hohe Temperaturen
herrschen, ist die Verwendung von hitzestabilen DNA-Polymerasen notwendig. Diese stammen
ganz oder teilweise aus thermophilen Organismen. Hohe Temperaturen haben zudem den
Vorteil, dass es wahrend der DNA-Synthese zu weniger Fehlern kommt, da sich die
einzelstrangige DNA und der Primer nur dann zusammenlagern (annealen) kdnnen, wenn es zu
einer Watson-Crick-Paarung kommt. Bei niedrigeren Temperaturen wirken nicht-Watson-Crick-
Paarungen dagegen weniger destabilisierend und erhdhen die Mutationsrate.

Als Startpunkt der Replikation dienen jeweils zwei ca. 20 bis 40 Basen lange synthetische
Oligonukleotide (3’- und 5’-Primer). Diese missen komplementar zum codierenden bzw.
nichtcodierenden DNA-Strang sein und die Bereiche des zu amplifizierenden DNA-Fragments
flankieren.

Die DNA-Amplifikation erfolgt in drei Schritten. Im ersten Schritt werden die beiden
komplementdren DNA-Strdnge des Templates voneinander getrennt, die DNA wird
.-aufgeschmolzen® (denaturiert). Dies erfolgt bei Temperaturen von 92 bis 98°C. Im
nachfolgenden Schritt wird auf eine spezifische Temperatur abgekihlt, bei der sich die
einzelstrangige Template-DNA und der jeweilige Primer zusammenlagern (primer annealing).
Diese sogenannte Hybridisierungstemperatur ist abhangig vom GC-Gehalt und der Lange der
Primer.

Anschliefend wird die Temperatur auf 72°C erhoéht und die eigentliche DNA-Amplifikation
beginnt. Die meisten verwendeten thermophilen DNA-Polymerasen besitzen in der Nahe dieser
Elongationstemperatur ihre maximale Aktivitat und sind bei niedrigen Temperaturen nicht oder

kaum aktiv. Die Elongationszeit richtet sich nach der Lange des zu amplifizierenden DNA-
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Fragments und der verwendeten Polymerase. Ist sie beendet, beginnt der nachste
Reaktionszyklus erneut mit dem Denaturieren der DNA. Es werden Ublicherweise ca. 30 bis 35
Zyklen durchlaufen, wobei sich aus einem einzigen Zielmolekiil 1 x 10° bis 3 x 10" Kopien
gebildet haben. Endprodukt der Amplifikation ist das zwischen den Primern liegende DNA-

Fragment.

Der fiur die Klonierung verwendete PCR-Ansatz hatte die in der folgenden Tabelle angegebene

Zusammensetzung:

PCR-Ansatz
Plasmid-DNA 1 ul (5,0 ng)
3’-Primer (100 pmol/pl) 2,5 ul
5’-Primer (100 pmol/pul) 2,5 ul
dNTP-Mix (10 mM) 1l
5 x HF-Puffer 10 pl
Phusion Polymerase 0,5 ul
ddH,O 32,5yl

Tab. 3. 1 Zusammensetzung PCR-Ansétze

Fir die Klonierung wurde die Phusion™ High-Fidelity DNA-Polymerase verwendet. Sie besitzt
eine 3' — 5’ Exonukleaseaktivitat und dadurch eine sehr geringe Fehlerrate (4,4 x 107 Fehler
pro verlangertes Basenpaar). Die analytische PCR wurde dagegen mit der Tag-Polymerase

durchgefiihrt, die keine 3° — 5’ Exonukleaseaktivitat besitzt.

3.1.2. DNA-Praparation aus PCR-Ansatzen

Die Aufreinigung der amplifizierten DNA aus den PCR-Ansatzen erfolgte mit Hilfe des QIAquick
PCR Purification-Kits (Qiagen). Hierbei wird die DNA unter Hochsalzbedingungen gefallt und an
eine Silica-Membran gebunden (Vogelstein and Gillespie 1979). Es folgt ein Waschschritt, bei
dem Enzyme und kleinere DNA-Fragmente von der Membran gesplilt werden. Anschlielend
wird das reine PCR-Produkt unter Niedrigsalzbedingungen eluiert.

Eine Mischung aus einem Teil PCR-Ansatz und finf Teilen Bindungspuffer (PB) wurde auf eine
QIAquick-spin-Saule aufgetragen und dann in einer Tischzentrifuge fir eine Minute bei 13.000
rom und RT zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und 750 yl Waschpuffer (PE) auf die
Saule gegeben. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt unter den gleichen Bedingungen.
Der Durchfluss wurde verworfen und noch einmal zentrifugiert. AnschlieRend wurde die Saule
im Heizblock fir ca. 10 min bei 37°C getrocknet, um die Ethanolreste zu entfernen.
Abschlielend wurden 30 pl hochreines Wasser zugegeben und eine Minute bei RT inkubiert.
Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde dann nach einem weiteren Zentrifugationsschritt

erhalten.
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3.1.3. Praparation von Plasmid-DNA

Die Praparation von Plasmid-DNA wurde nach einer modifizierten Methode von Birnboim und
Doly (Birnboim and Doly 1979) durchgefiihrt. Das Prinzip beruht auf der relativen Stabilitat von
Plasmid-DNA beim Ubergang zu alkalischen Bedingungen. Aufgrund ihrer superhelikalen
Struktur bleiben Plasmide bei diesem sogenannten ,alkalischen Sturz® intakt, wahrend
chromosomale DNA denaturiert wird. Nach der Neutralisation verbleibt die Plasmid-DNA in
Lésung, wahrend die RNA, die chromosomale DNA, Proteine und Zelltrimmer ausgefallt

werden.

3.1.3.1. Praparation von Plasmid-DNA im mini-MaRstab

Die Plasmide aus einer 3 ml E. coli-Ubernachtkultur wurden mit Hilfe des peqGOLD Plasmid
Miniprep Kit | (PeqLab) aufgreinigt. Aus der Ubernachtkultur wurden 2 ml entnommen und mit
Hilfe einer Tischzentrifuge fiir 2 Minuten mit 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 250 pl Lésung | resuspendiert. Dieser Puffer enthdlt EDTA, das die
fir die Stabilitdt von Bakterienzellwdnden essenziellen M92+- und Ca®*-lonen komplexiert und
so die Zelllyse einleitet. AuRerdem enthalt er RNase A zum Abbau der RNA. Dann wurden
250 pl Losung Il zugegeben, die Losung mehrfach invertiert und 2 Minuten bei RT inkubiert.
Durch den alkalischen Puffer kommt es zur vollstandigen Lyse der Zellen. Er enthalt dartber
hinaus auch noch SDS, welches zur Bildung von Aggregaten aus denaturierten Proteinen und
chromosomaler DNA fiihrt, die nach der Neutralisation durch Zugabe von 250 pl Lésung Il
ausfallen. Die Lésung wurde erneut mehrmals invertiert und dann 10 Minuten auf Eis inkubiert.
Nach zehnminutiger Zentrifugation (13.000 rpm, RT) wurde das Zentrifugat auf eine HiBind®-
Miniprep-Zentrifugensaule aufgetragen und fir eine Minute zentrifugiert (13.000 rpm, RT). Nun
erfolgte die Zugabe von 500 ul HB-Puffer und erneute Zentrifugation (1 min, 13.000 rpm, RT)
sowie ein abschlieliender Waschschritt mit 750 yl Waschpuffer und nochmaliger Zentrifugation
(1 min, 13.000 rpm, RT). Die Plasmid-DNA bleibt bei diesen Waschschritten an die
Saulenmatrix gebunden, da die Puffer die dafir notwendigen Hochsalzbedingungen schaffen.
Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (1 Minute, 13.000 rpm, RT) und die Trocknung des
Pellets fur 5 Minuten im Heizblock bei 37°C, um restliches Ethanol zu entfernen. Die Elution
erfolgte durch Zusetzen von 50 pl hochreines Wasser und abschlieRender Zentrifugation (1 min,
13.000 rpm, RT).

3.1.3.2. Praparation von Plasmid-DNA im maxi-MaRstab

Die Plasmid-DNA im maxi-Maf3stab wurde mit Hilfe des Machery-Nagel Nucleo Bond Xtra Maxi
EF-Kit aus einer 400 ml E. coli-Ubernachtkultur gewonnen. Zunachst wurde die Bakterienkultur
in einem Zentrifugenbecher fur 15 min bei 6000 rpm und 4°C zentrifugiert, das Zellpellet in
12 ml RES-EF-Puffer resuspendiert und anschlieRend mit 12 ml LYS-EF-Puffer vermischt. Dann

wurde die Suspension 5 min bei RT stehen gelassen und wahrenddessen die AGX 100 Saule
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und der Filter mit 35 ml EQU-EF-Puffer aquilibriert. Die Suspension wurde nun mit 12 ml NEU-
EF-Puffer neutralisiert, mehrmals invertiert und dann 5 min auf Eis inkubiert. Anschlie3end
wurde sie auf die Saule mit Filter appliziert und mit 10 ml FIL-EF-Puffer gewaschen. Der Filter
wurde verworfen und die Saule erst mit 90 ml ENDO-EF-Puffer und dann mit 45 ml WASH-EF-
Puffer gewaschen. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte mit 15 ml ELU-EF-Puffer.
Anschlieiend wurde 10,5 ml Isopropanol zum Eluat gegeben, kraftig geschuttelt und fir 45 min
mit 4.000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, 5 ml 70%iges Ethanol
zugesetzt und erneut zentrifugiert (15 min, 4.000 rpm, 4°C). Der Uberstand wurde ebenfalls
verworfen und das Pellet fir 15 min bei RT getrocknet. Das gereinigte DNA-Pellet wurde

schlieBlich je nach Grofie in 200 bis 500 pl hochreines Wasser aufgenommen.

3.1.4. Hydrolytische Spaltung von DNA

Fir die hydrolytische Spaltung der Phosphodiesterbindungen von DNA, allg. als ,Verdau®
bezeichnet, wurden Typ Il Restriktionsendonukleasen verwendet. Diese erkennen bestimmte
Tetra- oder Hexanukleotidsequenzen, die zumeist palindromisch aufgebaut sind. Dabei
entstehen je nach verwendetem Enzym glatte (blunt ends) oder 3’- bzw. 5-Uberh&ngende
Enden (sticky ends).

Analytische Restiktionsverdaue wurden in 20 pl-Ansatzen, praparative in 50 bis 200 pl-
Ansatzen durchgefihrt, je nach DNA-Menge. Gemal den Angaben des Herstellers ist die DNA
mit 0,2 bis 1 yl Enzym sowie der entsprechenden Menge Reaktionspuffer versetzt worden. Der
Ansatz wurde mit ddH,O auf das gewlinschte Endvolumen aufgefillt und fir 3 h bei einer
Temperatur von 37°C oder Uber Nacht bei RT inkubiert. Um die zugegebenen Enzyme zu
inaktivieren, wurden die praparativen Verdaue vor der weiteren Verwendung 20 min lang einer

Temperatur von 65°C ausgesetzt.

3.1.5. Agarosegelelektrophorese

Bei der hier verwendeten horizontalen Agarosegelelektrophorese trennen sich die negativ
geladenen DNA-Fragmente im elektrischen Feld ihrer Grofle nach auf. GrélRere Fragmente
bewegen sich langsamer durch die Poren der Agarose als kleinere. Uber die
Agarosekonzentration kann die PorengréRe und die damit verbundene Trennleistung variiert
werden. Bei kleinen Fragmenten wird Ublicherweise eine Konzentration > 1% (w/v) verwendet,
bei grofReren hingegen eine Konzentration < 1% (w/v) Agarose.

Durch Erhitzen in der Mikrowelle wurde zunachst eine entsprechende Menge Agarose in TAE
oder TBE-Puffer gelést und nach dem Abkihlen auf ca. 50 bis 60°C in die
Elektrophoreseapparatur mit eingesetztem Kamm gegossen. Das ausgehartete Gel wurde mit
TAE bzw. TBE-Puffer Uberschichtet und der Probenkamm entfernt.

Die DNA-Proben wurden im Verhaltnis 1:5 (v/v) mit 6 x DNA-Probenpuffer versetzt und in die
Taschen pipettiert. Als GroRen- und Mengenstandard fungierte die Gene Ruler” 100 bp bzw.
1 kb DNA-Leiter (Fermentas). Die DNA-Fragmente wurden bei einer Stromstarke von 40 bis

120 V getrennt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel fiir ca. 10 min in einem
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Ethidiumbromid-Bad gefarbt. Bei diesem Prozess interkaliert das aromatische Ethidiumbromid
zwischen den heterozyklischen Aromaten der Nukleotide der DNA. Durch Bestrahlung mit UV-
Licht (A = 256 nm) fluoreszieren die DNA-Banden orange (A = 590 nm), so dass diese

ausgeschnitten werden konnten oder ein Foto davon gemacht werden konnte.

Ethidiumbromid-Bad
500 ml dest. H,O
1 mg Ethidiumbromid

3.1.6. DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Aus einem praparativen Agarosegel wurde unter UV-Belichtung die gewinschte Bande mit
einem Skalpell herausgeschnitten. Um eine Schadigung der DNA zu minimieren, wurde dabei
die Belichtungszeit so kurz wie mdglich gehalten. Fir die anschliefende Extraktion und
Aufreinigung der DNA wurde das QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) verwendet. Hierbei wird
die DNA unter Hochsalzbedingungen an die Silica-Membran einer Saule gebunden, gereinigt
und unter Niedrigsalzbedingungen eluiert.

Die unter UV-Licht ausgeschnittene DNA-Bande wurde gewogen (100 mg entsprechen 100 pl)
und mit Hilfe des Qiaex Il Gel Extraction Kits extrahiert. Das Gelstiick wurde mit dem 3-fachen
Volumen QX1-Puffer (plus dem 2-fachen Volumen Wasser bei DNA-Fragmenten von Uber 4 kb)
versetzt. Dann wurde das Qiaex Il fir 30 sec gevortext und 10 bis 30 ug zur Gelsuspension
gegeben. Die Suspension wurde 10 min bei 50°C inkubiert und alle 2 bis 3 min vortexiert, bis
sich die Agarose vollstandig gelost hatte. AnschlieRend wurde 30 sec zentrifugiert (13.000 rpm,
RT), der Uberstand verworfen, 500 ul QX1 zugegeben, gevortext und erneut unter den gleichen
Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, 500 ul PE-Puffer zugeben,
gevortext und erneut fiir 30 sec zentrifugiert (13.000 rpm, RT). Auch dieser Uberstand wurde
verworfen und der Waschschritt wiederholt. Das resultierende Pellet wurde fir 10 bis 30 min an
der Luft bei RT getrocknet. Danach wurden 20 ul hochreines Wasser zugegeben, gevortext und
fir 5 min bei RT (DNA-Fragment < 4 kb), 5 min bei 50°C (DNA-Fragment 4 bis 10 kb) bzw.
10 min bei 50°C (DNA-Fragment > 10 kb) inkubiert. Es folgte ein abschlielender

Zentrifugationsschritt. Der Uberstand wurde in eine frisches 1,5 ml ReaktionsgefaR Uberflhrt.

3.1.7. Generierung von blunt ends

Sind bei Insert und Vektor keine passenden Schnittstellen vorhanden, besteht die Mdglichkeit
beliebige Restriktionsendonukleasen zu verwenden und die entstehenden Uberhinge
aufzufillen bzw. abzubauen. Dies geschieht mit Hilfe des sogenannten Klenow-Fragments,
eines proteolytischen Spaltproduktes der E. coli DNA-Polymerase |. Es besitzt neben der
Polymerisationsfahigkeit noch eine 3 — 5 Exonukleaseaktivitait aber keine 5 — 3’
Exonukleaseaktivitat und ist in der Lage 5-Uberhdnge aufzufilen und 3-Uberhéange

abzubauen.
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Die verdaute DNA wurde zuerst flir 20 min auf 65°C erhitzt, um die Restriktionsendonukleasen
zu deaktivieren. Der Reaktionsansatz wurde flir 15 min bei 25°C inkubiert und hatte typischer

Weise folgende Zusammensetzung:

DNA 10 ug
Klenow 2l
Puffer 2 10
dNTPs 0,33 uM

H.O x ul

Gesamtvolumen 100 pl

Anschlief3end wurde zur Aufreinigung der DNA eine Phenol/Chloroformextraktion durchgefiihrt.

3.1.8. Dephosphorylierung hydrolytisch gespaltener Vektor-
Fragmente

Eine haufige Nebenreaktion bei der Insertion von DNA-Fragmenten in hydrolytisch gespaltene
Vektor-DNA ist die sogenannte Religation, d.h. die durch die T4-DNA-Ligase katalysierte
Kondensation der freien 5-Phosphat- und 3’-OH-Gruppen des geschnittenen Vektors
miteinander. Durch die Dephosphorylierung der freien 5-Phosphatgruppe des Vektors mit
alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm (engl.: calf intestine alkaline phosphatase, CIP) wird
diese Reaktion verhindert und die Effizienz der erwiinschten Ligation betrachtlich erhéht. Besitz
der Vektor blunt ends, so ist eine Dephosphorylierung zwingend notwendig, da es sonst fast
sicher zu einer Religation kommt.

Fir die Dephosphorylierungsreaktion wurde 0,5 upl CIP, 6 pl Puffer 3 und x pl Vektorlésung
(nach Aufreinigung durch Phenol/Chloroformextraktion) mit ddH,O auf 60 pul aufgeflllt. Die
Reaktionslésung wurde 30 min bei RT inkubiert und dann Gber eine Agarosegelelektrophorese

aufgereinigt.

3.1.9. Ligation von DNA-Fragmenten

Fir die Ligation von Insert- und Vektor-DNA wurde die T4-DNA-Ligase eingesetzt, die aus dem
E. coli-Phagen T4 stammt. Dieses Enzym katalysiert in Gegenwart von ATP die Verknipfung
von Phosphordiesterbindungen zwischen freien 5-Phosphat- und 3’-Hydroxylgruppen
doppelstrangiger DNA.

Ein typischer Ligationsansatz hatte ein Gesamtvolumen von 20 pl und enthielt 1 yl T4-DNA-
Ligase. Es wurde fiir 16 h bei 15°C im Thermocycler inkubiert. Das Insert wurde im Uberschuss

von 2-10:1 gegentiber dem Vektor zugesetzt.
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3.1.10. Entsalzung der Ligationsansatze

Die Ligationsansatze wurden vor der Transformation in elektrokompetente Zellen mit Hilfe von
Dialysemembranen (Millipore, PorengroRe 0,025 um) gegen entionisiertes Wasser fir 1,5

Stunden bei Raumtemperatur entsalzt.

3.1.11. Transformation

Der Transfer von Fremd-DNA durch die Zellmembran von Bakterienzellen wird als
Transformation bezeichnet. Dieser Prozess lauft mit geringer Effizienz auch in der Natur ab. Fir
eine wirkungsvollere Aufnahme von DNA missen die Zellen vorbehandelt werden, es entstehen
sogenannte kompetente Zellen.

Es gibt im wesentlichen zwei Verfahren, um Vektoren in Bakterien zu transferieren, die
chemische Transformation und die Elektrotransformation. Bei der Elektrotransformation erfolgt
die Aufnahme von Plasmiden nach einem elektrischen Impuls, der zur Elektroporation der
Bakterienmembran fihrt und so die Aufnahme von Plasmiden erleichtert. Bei der chemischen
Transformation wird die Aufnahme der Vektoren durch einen Hitzeschock ermdglicht. Die
Elektrotransformation ist hierbei um den Faktor 1000 effizienter als die chemische
Transformation (Sambrook, Fritsch et al. 1989).

Die Elektrotransformation wurde fur die Transformation von ligierten Vektoren mit einer GroRke
von uber 10 kb verwendet, die chemische Transformation nach der Calciumchlorid-Methode

(Sambrook, Fritsch et al. 1989) flr kleinere und etablierte Vektoren genutzt.

3.1.11.1. Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen

20 pl der bei -80°C eingefrorenen und auf Eis aufgetauten elektrokompetenten Zellen wurden
mit 1 pl Ligationsansatz in eine Elektroporationskivette gegeben und am Elektroporationsgerat
(Biorad) einem 1,8 kV-Puls von ca. 6 ms Dauer ausgesetzt. Der Ansatz wurde sofort mit 0,5 ml
SOC-Outgrowth-Medium versetzt und eine Stunde bei 37°C und 220 rpm inkubiert. 50 pl dieser
Lésung wurden auf einer antibiotikahaltigen (100 pg/ml Ampicillin) LB-Agarplatte ausgestrichen.
Der Rest der Lésung wurde zentrifugiert (1 min, 13.000 rpm), der Uberstand abgegossen und
das in 50 yl resuspendierte Pellet auf einer anderen LB-Agarplatte ausplattiert. Die Inkubation
erfolgte Gber Nacht bei 37°C.

3.1.11.2. Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Fir die chemische Transformation wurden 20 pl chemisch kompetente Zellen auf Eis mit 0,5 pl
Plasmidlésung oder 2 pl Ligationsansatz versetzt, 30 min auf Eis inkubiert und dann 30 sec bei
42°C im Wasserbad erwarmt (,Hitzeschock®). Nach zweimindtiger Inkubation auf Eis wurden
500 yl SOC-Outhgrowth-Medium zugegeben und die Zellen eine Stunde bei 37°C und 220 rpm

inkubiert. 50 pl des Transformationsansatzes wurden abgenommen und auf einer mit Ampicillin
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versetzten LB-Agarplatte (100 pg/ml Ampicillin) ausgestrichen. Die restlichen Zellen wurden
pelletiert (1 min, 13.000 rpm), der Uberstand abgenommen, in 50 pl LB-Medium resuspendiert

und auf einer anderen LB-Agarplatte ausplattiert. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 37°C.

3.1.12. Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Um E. coli Bakterien fiir die Elektroporation kompetent zu machen wurde folgendes Verfahren
angewandt: Es wurden 500 ml LB-Medium mit 10 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bis zu
einer ODggg von 0,5 bei 220 rpm und 37°C kultiviert. Dann wurde die Zellsuspension in drei
vorgekuhlte Zentrifugenbecher gegeben und 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine
Zentrifugation mit 3000 x g (= 6000 rpm beim JA14 Rotor) fir 15 min bei 4°C. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 500 ml eiskalte 1 mM Hepes pH 7,4 (steril filtriert)
resuspendiert. Dann wurde erneut unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in eiskalte 1 mM Hepes pH 7,4 resuspendiert. Es wurde ein weiteres
Mal zentrifugiert und das Pellet in 10 ml 1 mM Hepes pH 7,4 mit 10% (v/v) Glycerin (steril
filtriert) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert und das Pellet in 1 ml 10% (v/v)
Glycerin (steril) resuspendiert. SchlieRlich wurden die Bakterien in 150 ul Aliquots aufgeteilt, in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.1.13. Uberpriifung von loxP-Stellen auf Funktionalitit

Um die Orientierung und Funktionalitat der loxP-Stellen in Vektoren zu Uberprifen, wurden
Bakterien des Stamms E. coli BNN132-2Cre transformiert. Anschliefend wurden die auf diese
Weise durch Cre-Rekombinase veranderten Vektoren prapariert. Mit diesen wurden dann
Bakterien des Stamms E. coli DH5a transformiert, um gré3ere Mengen der so gewonnenen
Vektoren zu erhalten. Die so erhaltenen Plasmide wurden schliellich mit
Restriktionsendonukleasen verdaut und eine Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Anhand

des Bandenmusters konnte dann auf die Funktionalitat der loxP-Stellen geschlossen werden.

3.1.14. DNA-Sequenzanalyse

Die klonierten Vektoren mit den insertierten Genen wurden durch analytischen Verdau und
anschlieBender Agarosegelelektrophorese auf passende Grofle der Fragmente hin Gberprift.
Waren diese in Ordnung, wurden die Gene mittels DNA-Sequenzanalyse (von der Firma
Seqlab) auf Mutationen hin untersucht.

Die der DNA-Sequenzanalyse zugrunde liegende Methode ist die Kettenabbruchmethode nach
Sanger (Sanger, Nicklen et al. 1977): Durch Zugabe von fluoreszenzmarkierter ddNTPs bei
einer modifizierten Amplifikation entstehen markierte DNA-Abbruchfragmente, die anschlieend

elektrophoretisch aufgetrennt und photometrisch detektiert werden.
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3.1.15. Stammbhaltung von Bakterien

Zur Lagerung von Bakterienstammen wurden Glycerinkulturen angelegt. Hierzu wurden 500 pl
einer Ubernachtkultur mit 1 ml Glycerin sorgfaltig vermischt und in flissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Aufbewahrung erfolgte bei -80°C.

3.1.16. Isolierung von DNA aus der Schwanzspitze von Mausen

Der Genotyp der Mause wurde mit Hilfe einer PCR bestimmt. Die zu diesem Zweck bendtigte
genomische DNA wurde aus der Schwanzspitze der Mause isoliert. Zuerst wurde die ca. 0,5 cm
lange Schwanzspitze mit einer Schere abgeschnitten, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® Uberfuhrt
und 0,5 ml Lyse-Puffer dazu gegeben. Dann wurde Uber Nacht bei 56°C und 350 rpm im
Thermoschttler inkubiert, die Suspension flr 15 min bei 15.000 rpm zentrifugiert, um Haare
und andere unverdaute Reste zu entfernen und der Uberstand in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefall dberflihrt. Zur Fallung der DNA wurden 0,5 ml Isopropanol zugegeben,
geschuttelt, die ausgefallene DNA mit einem Zahnstocher aus der Suspension gefischt und in
250 yl hochreines Wasser gel6st. Zur vollstandigen Lésung wurde diese 3 h bei RT geschuttelt

und dann bei -20°C eingefroren.

3.1.17. Praparation genomischer DNA aus Saugetierzellen

Da genomische DNA leicht durch Scherkrafte fragmentiert werden kann, darf sie weder
gevortext noch durch kleine Offnungen pipettiert werden.

Bei der Isolation von DNA aus Mausorganen wurden die Zellen vereinzelt, eine
Erythrozytenlyse durchgefihrt und zweimal mit PBS gewaschen. Die vereinzelten Zellen aus
der Zellkultur wurden ebenfalls zweimal mit PBS gewaschen. Das Pellet wurde dann in 5 bis
10 ml Lysepuffer resuspendiert und bei 56°C Uber Nacht inkubiert. Nachfolgend wurde eine
Phenol/Chloroform-extraktion  durchgefihrt. Hierbei wurde das gleiche Volumen
Phenol/Chloroform zugegeben und 30 min invertiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 4000 rpm
fir 10 min bei RT. Die wassrige Phase wurde abgenommen und die
Phenol/Chloroformextraktion noch zweimal wiederholt. Dann wurde das gleiche Volumen
Chloroform zugegeben, geschittelt und unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die
wassrige Phase wurde abgenommen, zum Féllen der DNA ein Volumen Isopropanol
zugegeben und geschiittelt. Die prazipitierte DNA konnte nun mit einem Zahnstocher gefischt
und mit 70%igem Ethanol gewaschen werden. War die DNA-Menge zu gering, um auf diese
Weise gefischt zu werden, wurde die Isopropanolldsung fur 30 min bei -20°C inkubiert und dann
fur 30 min bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
mit 5 ml 70%igem Ethanol gewaschen. Die DNA wurde dann fir ca. 5 min bei RT getrocknet
und in hochreinem Wasser gelost. Um eine vollstandige und mdglichst homogene Lésung zu

erreichen wurde sie Uiber Nacht bei 4°C geschiittelt.
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3.1.18. Praparation genomischer DNA aus embryonalen
Stammzellen

Die genomische DNA aus embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) wurde mit Hilfe des
Nucleobond LB 100 Kits isoliert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und dann mit
PBS auf eine Konzentration von 10’ Zellen pro ml eingestellt. Dann wurde ein Volumen
eiskalter G1-Puffer und drei Volumen eiskaltes hochreines Wasser zugegeben. Die Suspension
wurde 8x invertiert, 10 min auf Eis inkubiert und dann 15 min mit 3500 rpm bei 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, 1 ml eiskalter G1-Puffer und 3 ml eiskaltes hochreines Wasser
zugegeben. Dann wurde 10 sec geschittelt und erneut mit den gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, 5 ml G2-Puffer zugegeben und 30 sec
geschuttelt. Anschliefend wurden 10 pl Proteinase-K-Ldsung zugegeben und 60 min bei 50°C
inkubiert. Danach wurden die Saulen mit 2 ml N2-Puffer aquilibriert, 5 ml N2-Puffer zur DNA-
Lésung gegeben und diese fir 15 sec geschittelt. Die Lésung wurde nun auf die Saule
gegeben und dreimal mit je 4 ml N3-Puffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 5 ml N5-Puffer.
Zur Fallung der DNA wurden 3,5 ml Isopropanol zugegeben, geschuttelt, fir 30 min bei RT
inkubiert und dann fiir 45 min mit 4000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 5 ml 70%igem Ethanol gewaschen. Danach wurde fir 15 min mit
4000 rpm und 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet 10 min bei RT
getrocknet. AbschlieRend wurde hochreines Wasser zugegeben und zur vollstandigen Lésung
bei 4°C Uber Nacht geschittelt. Gelagert wurde die DNA bei -20°C.

3.1.19. RNase-Verdau von DNA

Um die RNA-Verunreinigungen aus der DNA zu entfernen wurde ein RNase-Verdau
durchgefiihrt. Dabei wurde die RNase (Roche) mit einer Konzentration von etwa 4 pug/ml
eingesetzt. Die DNA wurde je nach Menge in 1 bis 2 ml Wasser aufgenommen, die RNase
zugegeben und fir 2 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die DNA durch eine

Phenol/Chloroformextraktion gereinigt.

3.1.20. Isolation von RNA aus Gewebe und Zellen

Bei der Isolation von RNA musste darauf geachtet werden, dass es zu keiner Kontamination mit
RNasen kommt. Daher mussten Handschuhe getragen und RNase freie Materialen verwendet
werden. Das Wasser zum Lésen der RNA wurde vorher mit DEPC (Diethyldicarbonat, auch
Diethlypyrocarbonat) behandelt. Dieses hemmt RNasen, indem es ihre Histidinreste in
N-Carbethoxyhistidin umwandelt.

Die Zellen wurden zuerst vereinzelt und einmal mit PBS gewaschen. Das Organ wurde je nach
GroéRe in 5 bis 10 ml bzw. bis zu 50 Millionen Zellen in 5 ml TRIZOL® aufgenommen. Die
Losung wurde mehrmals auf und ab pipettiert, bis eine homogene Flussigkeit entstand. Nach

funfminitiger Inkubation bei RT wurden 0,2 ml Chloroform pro ml TRIZOL® zugegeben, 15 sec
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geschuttelt und erneut fir zwei bis drei Minuten bei RT inkubiert. Dann wurde fir 15 min bei
12.000 x g und 4°C zentrifugiert, die wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefaf’ tberfihrt und
mit 0,5 ml Isopropanol pro ml TRIZOL® versetzt. Die Lésung wurde geschiittelt und 10 min bei
RT inkubiert. Anschlieend wurde fiir 10 min mit 12.000 x g bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und 1 ml 75%iges Ethanol pro ml TRIZOL® zugegeben. Die Suspension wurde
gevortext und dann 5 min mit 7500 x g bei 4°C zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde 5 bis
10 Minuten bei RT getrocknet, in DEPC behandeltes Wasser geldst und 10 min bei 55 bis 60°C
inkubiert. Die geldéste RNA wurde bei -80°C eingefroren.

3.1.21. DNase-Verdau von RNA

Um DNA-Verunreinigungen der RNA zu beseitigen wurde ein DNase-Verdau durchgefuhrt.
Dazu wurden 100 pg RNA mit 1 yl DNase (Roche) versetzt, 17 pl Probenpuffer zugegeben und
mit DEPC behandeltem Wasser auf 170 pl aufgefillt. Der Ansatz wurde 1 h bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurde die RNA mit Hilfe von TRIZOL® aus der Lésung extrahiert.

3.1.22. Kontrolle der RNA-Integritat

Die Integritat der RNA wurde mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese kontrolliert. Nicht
degradierte RNA erkennt man an den zwei distinkten Banden fir die 40 S und die 60 S rRNA.

3.1.23. Synthese von cDNA durch reverse Transkription

Die isolierte RNA wurde mit Hilfe des Biorad iScript Select cDNA-Synthesis Kits in
komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben, um diese fiir die Real-Time-PCR einzugesetzen.
Die cDNA-Synthese erfolgte durch reverse Transkription der RNA mit Hilfe der Reversen
Transkriptase aus dem Moloney-murine Leukamievirus. Als Primer wurden zufallig anlagernde
Hexamer-Oligonukleotide (Random-Primer) verwendet, die ein vollstdndiges Umschreiben der
zelluldren RNA in cDNA ermdglichen.

Zunachst wurden 3 - 4 uyg RNA mit DEPC behandeltem hochreinem Wasser auf 15 ul
Gesamtvolumen aufgeflllt und fir 5 min auf 72°C erhitzt. Dann wurde der Ansatz fir 1 min auf
Eis abgekdihlt, fir 30 sec mit 13.000 rpm bei RT zentrifugiert und 4 pl 5x iScript Select Reaction
Mix sowie 1 pl Reverse Transkriptase zugegeben. Der Ansatz wurde 5 min bei RT inkubiert,
dann 60 min auf 42°C und schlieBlich zum Stoppen der Reaktion fir 5 min auf 85°C erhitzt.
Abschlief3end wurden noch 20 ul DEPC-Wasser zugegeben und die cDNA bei -20°C gelagert.

3.1.24. Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR ist eine Methode zur Quantifizierung der amplifizierten PCR-Produkte. Die

Quantifizierung erfolgt mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen, die am Ende jedes PCR-Zyklus
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durchgefiihrt werden. Hier wurde eine SYBRGreen -Detektion verwendet. Bei SYBRGreen™
handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, der bei der Interkalation in doppelstrangige DNA
und UV-Bestrahlung fluoresziert. In Abhangigkeit der Quantitdt amplifizierter DNA steigt somit
die Fluoreszenzintensitat an. Der Zyklus, bei dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant Uber die
Hintergrundfluoreszenz ansteigt, wird als C+-Wert (threshold cycle) bezeichnet.

Zur Normierung der Genexpression werden sogenannte Haushaltsgene (Housekeeping-Gene)
verwendet. Diese Standards werden parallel zur eigentlichen Probe eingesetzt. Hierbei handelt
es sich um Gene (z.B. B-Aktin oder Tubulin), deren Expression in den untersuchten Zellen
relativ genau bekannt ist. Der Bezug zu den Standards erlaubt eine verlassliche Aussage Uber
die Anzahl spezifischer mRNA-Molekile und damit Uber den Expressionsstatus eines

bestimmten Gens.

Es wurde folgender Real-Time-PCR-Ansatz verwendet:

Thermo SYBRGreen™ Mix 12,5 ul

Primer 1 (100 pmol/pl) 1ul

Primer 2 (100 pmol/pl) 1ul

cDNA 4 ul

hochreines Wasser 6,5 ul

Gesamtvolumen 25 yl

Stufe Zyklenzahl Temperatur Zeit
Initiale
1 95°C 5 min
Denaturierung
Denaturierung 95°C 20 sec
Annealing 40 59°C 30 sec
Elongation 72°C 30 sec
Auffullen
. 1 72°C 10 min
Elongationslicken
1 95°C 1 min
Schmelzkurve
1 55°C 1 min
Kihlung 1 4°C oo

3.1.25. Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration

Die Konzentration der Nukleinsduren wurde mit Hilfe des NanoDrop (Thermo Scientific)
photometrisch ermittelt. Hierzu wurden lediglich 1 ul Probelésung bendtigt. Die Messung wurde

bei einer Wellenlange von 260 nm durchgefihrt. Der Quotient 260/280 nm erlaubte dariber
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hinaus eine Aussage uber die Reinheit der Probe. Ein Wert von 1,8 oder héher zeigt dabei eine

hohe Reinheit der DNA an. Reine RNA besitzt dagegen einen Wert von mindestens 2.

3.2. Zellkultur

3.2.1. Kultur von Saugerzellen

Alle verwendeten Saugetierzellen wurden bei 37°C, 7,5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Die T-Zelllinien Baki-1, Mize-8, Wuzel-5 und EL-4 wurden in RPMI-Medium mit 5%
FCS gehalten. Teno-4 wurde in RPMI-Medium mit 10% FCS und Aho-2 (beides T-Zelllinien)
sowie die B-Zelllinie WEHI 231 in DMEM mit jeweils 5% FCS kultiviert. Die Zellen wurden alle
drei bis vier Tage je nach Proliferationsrate passagiert. Primare Zellen wurden in RPMI-Medium
mit 10% FCS kultiviert.

3.2.2. Praparation von Mausorganen

Die Mause wurden durch zervikale Dislokation getétet, auf einem Praparationsbrett fixiert und
mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Die enthommenen Organe wurden auf Eis gelagert und unter

sterilen Bedingungen weiterverarbeitet.

3.2.2.1. Praparation des Knochenmarks

Femura und Tibiae der Maus wurden freiprapariert und in eine Petrischale Uberfihrt. Die
nachfolgenden Schritte wurden unter einer Sterilbank durchgeflihrt. Hier wurde der
Knochenschaft gedffnet und das Knochenmark mit Hilfe einer 10 ml-Spritze, einer 24G Kandle
und rund 10 ml RPMI-Medium herausgespult. Die Zellen wurden mit einer 10 ml Pipette
vereinzelt, fir 7 min mit 1300 rpm bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und eine
Erythrozytenlyse (siehe Kapitel 3.2.3) durchgefuhrt. AnschlieBend wurde die Zellzahl mit Hilfe

der Neubauer-Zahlkammer ermittelt.

3.2.2.2. Praparation von Milz und Thymus

Zur Praparation der Milz bzw. des Thymus wurden die Bauchdecke und der Brustkorb gedffnet,
die Organe enthommen, vom umliegenden Gewebe befreit und in jeweils 10 ml RPMI Uberfihrt.
Danach wurde unter der Sterilbank weitergearbeitet. Die Organe wurden mit dem StoRel einer
10 ml Spritze auf einem Metallsieb zerrieben. Danach wurden die Zellen mit einer 10 ml Pipette
vereinzelt, fir 7 min mit 1300 rpm bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand entfernt und eine
Erythrozytenlyse (siehe Kapitel 3.2.3) durchgefiihrt. AbschlieRend wurde die Zellzahl mit einer

Neubauer-Zahlkammer ermittelt.
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3.2.3. Erythrozytenlyse

Um bei der Leukozytenisolation aus Milz, Knochenmark und Thymus eine Kontamination durch
Erythrozyten zu verhindern, wurde eine Erythrozytenlyse durchgefihrt. Hierbei wurden die
vereinzelten Zellen mit 7 ml Erythrozytenlysepuffer versetzt und 5 min bei RT inkubiert.
Anschlielend wurde die Lyse durch Zugabe des gleichen Volumens RPMI-Mediums gestoppt
und die Zellen 7 min bei 1300 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und

das Pellet in einer passenden Menge RPMI-Medium resuspendiert.

3.2.4. MACS-Aufreinigung von B-Zellen

Um die B-Zellen von den ubrigen Milzzellen zu isolieren wurde eine MACS- (magnetic cell
separation) Auftrennung mit CD43 MicroBeads (Miltenyi Biotec) durchgefiihrt. Hierbei handelt
es sich um einen Antikorper gegen den Oberflachenmarker CD43, der mit einem etwa 50 nm
grofRen Eisenoxid-Dextran-Partikel gekoppelt ist. Die MicroBeads werden zu der Zellsuspension
gegeben und binden an den Oberflachenmarker. Anschliellend werden die Zellen auf eine
Saule gegeben, das von einem starken Magnetfeld umgeben ist. Dieses kénnen nur die nicht
markierten Zellen passieren. In diesem Fall sind das Uberwiegend ruhende B-Zellen, da diese
kein CD43 exprimieren.

Die Milzzellen wurden mit Hilfe eines 30 um Zellsiebs von Zellklumpen, die die Saule verstopfen
kénnten, befreit und gezahlt. Dann wurden die Zellen mit 1300 rpm fiir 7 min bei 4°C
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 5 ml MACS-Puffer resuspendiert. Dann
wurde erneut zentrifugiert, der Uberstand entfernt und 107 Zellen in 40 pl MACS-Puffer
aufgenommen. Zu der Zellsuspension wurden 10 pyl CD43 MicroBeads pro 10 Zellen gegeben,
gemischt und far 20 min bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden 2 ml MACS-Puffer pro 107
Zellen zugegeben, zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 500 pl MACS-Puffer
resuspendiert.

Eine LS-Saule wurde in das Magnetfeld eines MACS-Separators platziert und mit 3 ml MACS-
Puffer aquilibriert. Dann wurde die Zellsuspension auf die Saule aufgetragen und dreimal mit je
3 ml MACS-Puffer gewaschen. Der Durchfluss enthielt die gewtinschten B-Zellen. Diese wurden

zentrifugiert, das Pellet in RPMI-Medium aufgenommen und gezahlt.

3.2.5. Stimulation von Milzzellen mit LPS und IL-4

Die Milzzellen wurden auf eine 6-Well-Platte in einer Konzentration von 5 — 6 x 10° Zellen pro
Well ausplattiert und mit 20 pg/ml LPS sowie 50 U/ml bzw. 500 U/ml IL-4 stimuliert. Die
Unitdefinition bezieht sich hierbei auf die Wirkung von IL-4 auf TF-1 Zellen. Die Milzzellen
wurden fir vier bis fiinf Tage im Brutschrank bei 37°C und 7,5 % CO, in RPMI-Medium
kultiviert. AnschlieBend wurde der Uberstand fiir ELISA-Messungen und die Zellen fiir FACS-

Analysen und zur RNA-Gewinnung verwendet.
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3.2.6. Stimulation von Milzzellen mit LPS, IL-4, CpG1668 und R848

Die Stimulation wurde in 24-Well Platten durchgefiihrt. Es wurden 10® Milzzellen pro Well
bendtigt. Die Zellen wurden in 500 yl RPMI-Medium pro Well ausplattiert und die Stimuli im

gleichen Volumen angesetzt und dazugegeben.

Die Stimuli hatten folgende Endkonzentration:

LPS 20 pg/ml

IL-4 50 bzw. 500 U/ml
CpG 1668 1 uM

R848 Tug/mi

Die stimulierten Zellen wurden fiir insgesamt sechs Tage im Brutschrank bei 37°C und 7,5%
CO,, kultiviert. Nach drei Tagen wurden Zellen fur eine FACS-Analyse enthommen. Am Ende
der Stimulation wurden die Uberstande abgenommen und bis zur ELISA-Analyse bei -20°C

gelagert.

3.2.7. MuLV-Isolation aus Zelliiberstanden

Nachdem die Baki-1 oder Aho-2 Zellen drei bis vier Tage kultiviert wurden, konnten die Murinen
Leukamieviren (MuLV) aus dem Zelliberstand isoliert werden. Dazu wurden die Zellsuspension
mit 1300 rpm flir 7 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde zum Abtrennen restlicher
Zellen und Zelltrimmern durch einen 0,45 um Filter filtriert. Es folgte eine Ultrazentrifugation
(Rotor JLA 16.250) mit 16.000 rpm fir 80 min bei 4°C. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet fir 15 min in der restlichen Flissigkeit auf Eis quellen gelassen. Das Pellet wurde in der
Flissigkeit resuspendiert, auf einen Saccharosegradienten (30 — 55%) gegeben und in einer
Ultrazentrifuge (SW41 Rotor) mit 24.000 rpm fir 18 h bei 4°C zentrifugiert. Im
Saccharosegradienten bildeten die MuLV-Partikel einen Ring, der mit Hilfe einer Spritze isoliert
werden konnte. Die Partikel wurden in ein SW41-Zentrifugationsréhrchen Gberfihrt, ca. 11 ml
PBS zugegeben und mit 24.000 rpm fiir 70 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet fir 15 min auf Eis in der restlichen Flissigkeit quellen gelassen und
anschlieRend resuspendiert. Die Viren wurden fir RNA-Isolation und die Elektronenmikroskopie

verwendet.

3.2.8. Stammhaltung von Saugerzellen

Die kultivierten Saugetierzellen wurden mit 1300 rpm flr 7 min bei 4°C zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Zellen einer halben 10 cm Platte in 1 ml eiskaltes Einfriermedium

resuspendiert. Dann wurde 1 ml Zellsuspension in ein Einfrierréhrchen pipettiert und fir etwa
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eine Minute auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden sie Uber Nacht bei -80°C inkubiert und dann

in flissigem Stickstoff gelagert.

3.3. Kultur embryonaler Stammzellen

3.3.1. Gewinnung Embryonaler Fibroblasten

Verwendet wurden Embryonen von transgenen Mausen, die ein Resistenzgen gegen Neomycin
besalien. Vier trachtige Mause wurden 13 Tage nach Befruchtung der Eizellen getotet, die Uteri
entnommen und in eine Petrischale mit PBS gelegt. Anschliefiend wurden die Embryonen steril
freiprapariert, der Kopf und die Leber entfernt und der Rest zweimal mit PBS gewaschen. Dann
wurden sie in 20 ml PBS aufgenommen und mit Hilfe einer 60 ml Spritze zweimal durch eine
18-gauge Kaniile gepresst. Der Uberstand wurde entfernt und 20 ml Trypsin/EDTA-Puffer
zugegeben. Die Gewebesuspension wurde 1 h bei 37°C inkubiert und dann mit 20 ml PBS
versetzt. Nach kurzer Sedimentation wurde der Uberstand mit den vereinzelten embryonalen
Fibroblasten (EF) abgenommen und zum Stoppen des Verdaus mit 20 ml DMEM-Medium
versetzt. Dann wurde 6 min mit 1300 rpm bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das
Zellpellet in 20 ml DMEM aufgenommen und die EF in eine 15 cm Petrischale ausplattiert. Zu
den Geweberesten wurde erneut 20 ml Trypsin/EDTA-Puffer gegeben und 30 min bei 37°C
inkubiert. Dann wurde wie oben beschrieben verfahren. Insgesamt wurden finf
Extraktionszyklen durchgefiihrt. Nach zwei Tagen wurde das Medium gewechselt und die Zellen
kultiviert bis die Schalen konfluent bewachsen waren. Dann wurden sie 1:4 gesplittet und
wieder bis zur Konfluenz kultiviert. AbschlieRend wurden die EF aliquotiert und im flissigen

Stickstoff gelagert.

3.3.2. Kultur Embryonaler Fibroblasten

Die pluripotenten embryonalen Stammzellen missen auf einem Rasen sogenannter Nahrzellen
(feeder cells) wachsen, um eine Differenzierung zu verhindern. Hier dienten die EF als
Nahrzellen. Sie produzieren u.a. LIF (leukemia inhibitory factor), der in vitro die Differenzierung
der ES verhindert (Smith, Heath et al. 1988).

Die EF wurden alle drei bis vier Tage im Verhaltnis 1:3 passagiert. Dazu wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Dann wurden 10 ml Trypsin/EDTA fir
eine 15 cm Platte zugegeben und drei min bei RT inkubiert. Durch wiederholtes Auf- und
Abpipettieren wurden die Zellen vereinzelt, zum Inaktivieren des Trypsins 10 ml DMEM
zugegeben, die Zellen abzentrifugiert (1300 rpm, 6 min, 4°C), in frischem Medium resuspendiert
und schlie3lich auf neue Platten ausplattiert.

Werden die EF als Nahrzellen in der ES-Zellkultur verwendet, muss ihre Proliferation gehemmt
werden, da diese das Wachstum der ES-Zellen stéren konnte. Dies geschieht mit Hilfe von
Mitomycin C. Hierzu wurde das Medium abgesaugt und 3 ml DMEM mit 10 ug/ml Mitomycin C
auf eine 10 cm Platte gegeben. Die EF wurden 3 h bei 37°C inkubiert, der Uberstand abgesaut,
die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und dann wieder DMEM zugegeben.
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3.3.3. Kultur embryonaler Stammzellen

Embryonale Stammzellen sind pluripotente Zellen, die aus dem Inneren von 3,5 Tage alten
Blastozysten gewonnen werden. Auch nach langerer Zeit in der Zellkultur sind sie in der Lage
Zellen aller Gewebetypen zu bilden, einschliel3lich der Keimzellen. Hierzu missen sie einem
anderen Blastozysten injiziert werden.

Um die Differenzierung der ES-Zellen zu verhindern wurden sie auf einem Rasen von EF
kultiviert und zusétzlich LIF zugegeben (Smith, Heath et al. 1988). Das LIF stammte aus dem
Uberstand einer mit dem LIF-Gen transfizierten Zelllinie (Genetics Institute, Boston). Die ES-
Zellen wurden in DMEM-Medium mit 15% FCS und 5 ml LIF-Uberstand kultiviert. Sie wurden

etwa alle 2 Tage im Verhaltnis 1:4 passagiert, wie bei den EF beschrieben.

3.3.4. Transfektion embryonaler Stammzellen

Um die embryonalen Stammzellen mit dem Targetvektor zu transfizieren, wurden sie
elektroporiert. Hierzu wurde der Targetvektor zuerst mit Pvul linearisiert, eine
Phenol/Chloroformextraktion durchgefuhrt und der geféllte Vektor zweimal mit 70% Ethanol
gewaschen. Nach dem Trocknen wurde er mit einer Endkonzentration von 1 pjg/ul in
hochreinem endotoxinfreiem Wasser aufgenommen. Vor der Transfektion wurde der
linearisierte Targetvektor fir 15 min auf 65°C erhitzt, um eventuell vorhandene Endotoxine
abzutéten, einige Minuten bei RT inkubiert, kurz anzentrifugiert und dann auf Eis gestellt.

Fir die Elektroporation wurden 2 — 5 x 10" Zellen verwendet. Die ES-Zellen wurden vereinzelt,
gezahlt, mit PBS gewaschen, das Pellet in 700 pl PBS aufgenommen und in eine 4 mm
Elektroporationskuvette (Biorad) gegeben. Die ES-Zellen wurden 5 min auf Eis inkubiert, 25 - 30
Mg linearisierter Vektor zugegeben und fur weitere 5 min auf Eis inkubiert. Anschliellend wurde
die Elektroporation mit einem Biorad-Genpulser durchgefihrt (250 V, 500 pyF) und 5 min bei RT
inkubiert. Dann wurden die Zellen in Medium aufgenommen und im Verhaltnis 1:2 auf 10 cm

Platten passagiert, die mit Mitomycin C behandelten EF bewachsen waren.

3.3.5. Selektion transfizierter embryonaler Stammzellen

Da der Targetvektor eine Neomycin-Resistenz-Kassette besitzt, kann diese flr eine
Positivselektion verwendet werden (Mansour, Thomas et al. 1988). Dem Medium wurde 24 h
nach der Elektroporation Geneticin (G418) in einer Konzentration von 0,4 mg/ml zugesetzt. Das
Medium wurde alle 1 - 2 Tage gewechselt. Nach 8 - 12 Tagen hatten die Uberlebenden
Kolonien eine Grofe erreicht, dass sie mit blokem Auge erkennbar waren und konnten isoliert

werden.
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3.3.6. Isolation einzelner ES-Zellklone

Nach 8 bis 12 Tagen waren die transfizierten und selektierten ES-Zellklone grof3 genug, um
isoliert werden zu kénnen. Hierzu wurden die mit ES-Klonen bewachsenen Platten einmal mit
PBS gewaschen und dann 10 ml PBS hinzugefligt. Die einzelnen Klone wurden mit Hilfe einer
100 pl Pipette unter einem Mikroskop isoliert. Dabei wurde ein einzelner Klon von der Platte
gelést und zusammen mit 25 yl PBS in ein Well einer U96 Microtiterplatte gegeben, in der
bereits 25 pl PBS vorgelegt waren. Dabei wurden die Klone so auf der Platte verteilt, dass fur
die nachsten Schritte eine Zwdlftkanal-Multipette verwendet werden konnte. Es wurden nun
50 pl Trypsin/EDTA in jedes Well gegeben und der Ansatz fir 5 min bei 37°C inkubiert.
Anschliefend wurden 100 uyl PBS in jedes Well gegeben und die Klone durch Auf- und
Abpipettieren mit einer Multipette vereinzelt. Die Halfte der Zellsuspension (100 ul) wurde auf
einer mit EF bewachsenen 48er-Zellkulturplatte gegeben und weiter kultiviert. In jedes Well
dieser Platte waren 1 ml Medium vorgelegt.

Die 96er-Platte mit den Ubrigen Zellen wurde 5 min mit 3000 rpm bei 4°C zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Dann wurden die Zellen durch Zugabe von 25 pl hochreinem Wasser und
einer Inkubation fir 15 min bei 80°C lysiert. Es folgte der Proteinverdau durch die Zugabe von
25 pl Proteinase-K-Puffer (200 ug/ml Proteinase K) und einer Inkubation bei 56°C lber Nacht.
Vorher wurde die Platte mit Folie umwickelt, um ein Entweichen der Flissigkeit zu verhindern.
Die so gewonnene DNA-L6sung wurde zum Nachweis der homologen Rekombination in den

transfizierten ES-Zellen mittels PCR verwendet.

3.3.7. Nachweis der homologen Rekombination transfizierter
ES-Zellen

Zum Nachweis, dass der Targetvektor durch homologe Rekombination in das Genom der
transfizierten ES-Zellen eingebaut wurde, wurde eine Nested-PCR durchgefihrt. Dabei werden
zwei aufeinanderfolgende Amplifikationen durchgefiuihrt, wodurch sich die Produktspezifitdt auch
bei einer hohen Gesamtzyklenzahl erhdht. Bei der ersten Vervielfaltigung werden Primer
gewahlt, die sich auRerhalb des gewiinschten PCR-Fragments befinden, sodass man ein
gréRBeres Amplicon erhalt. Dieses wird dann als Matrize bei der zweiten PCR eingesetzt, wobei
ein weiter innen liegendes Primerpaar zum Einsatz kommt.

Das Zelllysat von je funf isolierten Kolonien wurde in einem PCR-Ansatz analysiert. Dieser hatte

folgende Zusammensetzung:

1. PCR:
Zelllysat aus 5 Kolonien je1ul
Primer 1 (100 pmol/pl) 1ul
Primer 2 (100 pmol/pl) 1ul
hochreines Wasser 18 pl
Tag-Mix (2x) 25 pl
Gesamtvolumen 50 pl
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2. PCR:
Produkt der 1. PCR 5ul
Primer 3 (100 pmol/ul) 1ul
Primer 4 (100 pmol/ul) 1ul
hochreines Wasser 18 ul
Tag-Mix (2x) 25 ul
Gesamtvolumen 50 ul

Wurde ein positiver 5er-Pool ermittelt, so wurde mit den Zelllysaten der einzelnen Klone eine
weitere Nested-PCR durchgefiihrt, um den positiven Klon zu identifizieren. Hierflir wurden 5 pl

des Lysats eingesetzt.

3.3.8. Ausschneiden der Neo-TK-Kassette aus transfizierten
ES-Zellen

Um die Neo-TK-Kassette aus den mit dem Targetvektor transfizierten ES-Zellen
herauszuschneiden, wurden die Zellen mit einem Expressionsvektor der Cre-Rekombinase
transient transfiziert. Die Elektroporation wurde mit dem nicht linearisierten Vektor pTZ-CreN
wie im Kapitel 3.3.4 beschrieben durchgefiihrt. Es wurden 10" Zellen mit 30 ug Vektor
transfiziert und 10° Zellen auf eine mit EF bewachsene 10 cm Platte ausplattiert. Die ES-Zellen
durften nicht zu dicht ausgesat werden, um einen Bystandereffekt zu verhindern, d.h. die
Ubertragung der Thymidinkinase aus HSV durch gap junctions von Zellen mit Neo-TK-Kassette
auf solche ohne.

Zwei Tage nach der Elektroporation wurden die ES-Zellen im Verhaltnis 1:3 passagiert und das
Medium mit 2 yM Ganciclovir versetzt. Ganciclovir ist ein Guanosin-Analogon und wird von der
Thymidinkinase mit geringer Affinitat als Substrat verwendet. Hierbei hat die im Targetvektor
kodierte Thymidinkinase aus dem Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1) eine rund 1000 mal hohere
Affinitdt zu Ganciclovir als eine entsprechende Thymidinkinase aus Saugetieren. Das Enzym
phosphoryliert Desoxythmidin zu Desoxythymidin-5’-monophosphat, einem wichtigen
Ausgangprodukt fir die DNA-Synthese. Wird statt Thymidin aber Ganciclovir in die DNA
eingebaut, kommt es zum Kettenabbruch und in Folge dessen zur Induktion der Apoptose. Es
Uberleben folglich nur die ES-Zellen, die keine Neo-TK-Kassette mehr besitzen. Je nachdem
wann die Cre-Rekombinase die Kassette entfernt hat, kdnnen auch Mischklone entstehen, die
aufgrund des Bystandereffekts auch absterben wirden. Um dies zu vermeiden wurden die ES-
Zellen vor der Zugabe von Ganciclovir vereinzelt und ausplattiert.

Nach dieser Negativselektion wurden die Uberlebenden Klone wie in Kapitel 3.3.6 beschrieben
isoliert. Ob die Neo-TK-Kassette korrekt ausgeschnitten wurde, konnte mit einer Nested-PCR

analysiert werden (Kapitel 3.3.7).
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3.3.9. Blastozysten-Injektion

Die Blastozysten-Injektion fur die Plcy1-Knockout-Maus wurde von Prof. Dr. Ari Waisman und
seinen Mitarbeitern an der Universitat Mainz durchgefiihrt. Prof. Dr. Lars Nitschke und seine
Mitarbeiter flihrten die Injektion fiir die humanisierte IgE-knock-in-Maus durch.

Die in flussigem Stickstoff gelagerten ES-Zellen wurden in Trockeneis an ihren jeweiligen
Bestimmungsort verschickt. Dort wurden 10 bis 20 ES-Zellen in 3,5 Tage alte Blastozysten von
C57BL/6-Mausen mit Hilfe einer Injektionsnadel und einem Mikromanipulator injiziert. Die
Blastozysten wurden anschlieend in den Uterus scheinschwangerer Mause eingesetzt. Der

Chiméarismus konnte etwa eine Woche nach der Geburt anhand der Fellfarbe bestimmt werden.

3.4. Anaphylaxieexperiment

3.4.1. Immunisierung von Mausen mit TNP-OVA

Zur Immunisierung wurde das Antigen Ovalbumin (OVA, aus Huhnereiweil3), an welches das
Hapten TNP (2,4,6-Trinitrophenol) gebunden war, verwendet. Es wurde zusammen mit dem
Adjuvans Aluminiumhydroxid (Alum) verabreicht.

Zur Darstellung des Vakzins wurden 1,5 mg TNP-OVA zu 3 ml PBS gegeben und 1 ml Alum
dazugetropft. Anschlieffiend wurde die Suspension 30 min bei RT rotiert, mit 3000 rpm flir 6 min
bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet zweimal mit PBS gewaschen.
Dazu wurde das Pellet in 6 ml PBS resuspendiert, zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Zuletzt wurde es in 3 ml PBS resuspendiert.

Jeder Maus wurden 100 pg TNP-OVA mit Alum in einem Volumen von 200 ul injiziert. Die eine
Halfte wurde i. p., die andere Halfte s. c. verabreicht. Nach 14 Tagen wurde eine

Boosterimmunisierung mit der gleichen Menge vorgenommen.

3.4.2. Systemische Anaphylaxie

Eine systemische Anaphylaxie wurde bei immunisierten Mausen rund eine Woche nach der
Boosterimmunisierung ausgeldst. Hierzu wurden 100 pl TNP-OVA (0,3 pg/pl) in die
Schwanzvene injiziert. Die Kérpertemperatur wurde vor der Injektion und im weiteren Verlauf in
Zehnminutenabstanden rektal ermittelt. Die Mause wurden 90 Minuten nach der Injektion
getdtet und Blut und Organe entnommen. Das Serum wurde bei -20°C eingelagert, die Organe

mit Eindeckmedium bedeckt und bei -80°C eingefroren.

3.5. Analytische Methoden

3.5.1. Lyse von Zellen zur Proteingewinnung

Um Proteine fur den Western-Blot zu gewinnen wurden die Zellen lysiert. Dazu wurden die

Zellen zweimal mit PBS gewaschen, 10’ Zellen in 200 pl RIPA-Puffer gegeben und fur 30 min
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bis 1 h bei 4°C geschittelt. AnschlieRend wurde das Lysat fiir 20 min mit 12.000 rpm bei 4°C

zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und bei -80°C eingefroren.

3.5.2. Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationen von Proteinldsungen wurden mit Hilfe des BCA Protein Assay Kits (Pierce)
bestimmt. Die Analyse wurde auf einer 96-well Flachbodenplatte durchgefuhrt. Als Standard
diente eine Verdinnungsreihe von BSA bekannter Konzentration. Auch von den Proben wurde
eine logarithmische Verdinnungsreihe angelegt. Wichtig flur eine korrekte Messung ist, dass der
Standard und die Proben mit dem gleiche Puffer verdiinnt wurden, in dem auch die Proteine
geldst waren.

Es wurden 25 ul Standardldsung bzw. Probe in ein Well gegeben und 200 ul Arbeitslosung
(Reagenz A : Reagenz B im Verhaltnis 50 : 1) zugefugt, kurz gemischt und fir 30 min bei 37°C
inkubiert. Nach dem Abkihlen auf RT wurde eine photometrische Messung bei 562 nm

Wellenlange durchgefuhrt, aus der die Proteinkonzentration ermittelt werden konnte.

3.5.3. Probenvorbereitung fiir die SDS-PAGE

Die Proben wurden vor dem Auftragen auf ein SDS-PAGE-Gel mit SDS-Probenpuffer versetzt.
Dieser enthalt sowohl SDS als auch pB-Mercaptoethanol. Die Proben wurden vor dem Auftragen
far 10 min auf 95°C erhitzt.

3.5.4. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli 1970) wurde
hier zur Vorbereitung von Western-Blots verwendet. Ahnlich wie bei der
Agarosegelelektrophorese werden Molekile in einem elektrischen Feld aufgrund ihrer
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten aufgetrennt. Um eine Korrelation zwischen
Ladung und Masse des Proteins herzustellen, werden sie mit dem anionischen Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) behandelt. Dieses lagert sich in einem bestimmten Verhaltnis an
das Protein, linearisiert es, indem es die innermolekularen hydrophoben Wechselwirkungen
stért und Uberlagert durch seine negative Ladung die Eigenladung des Proteins. Eventuell
vorhandene Disulfidbriicken werden durch die Zugabe des Reduktionsmittels
B-Mercaptoethanol gedffnet. So behandelte Proteine werden jetzt nur noch nach ihrer
molekularen Masse (Grole) getrennt.

Kleine Proteine besitzen eine grolere elektrophoretische Mobilitdt und wandern schneller als
gréRere Proteine. Dabei ist ihre relative Mobilitdt linear vom Logarithmus ihrer molekularen
Masse abhangig. Uber den Gehalt an Acrylamid kann die Trennleistung beeinflusst werden.
Hochprozentige Gele eignen sich zum Trennen kleiner Proteine, niederprozentige Gele zur

Trennung grof3er Proteine.
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Die SDS-PAGE wurde mit Perfect Blue Twin S (Peglab) Gelapparaturen durchgefiihrt. Je nach
Proteingrolen wurden 7,5 bis 12%ige Trenngele und 4%ige Sammelgele verwendet. Die

Stromstarke betrug pro Gel 15 bis 20 mA.

Ein 7,5%iges SDS-Gel hatte folgende Zusammensetzung:

Chemikalie Trenngel 7,5% Sammelgel 4%
Acrylamidlésung 1,2 ml 326 pl
dest. H,O 2,37 ml 1,35 ml
Trenngelpuffer 1,17 ml -
Sammelgelpuffer - 0,79 mi
TEMED 3,3 ul 2,25yl
20% (w/v) APS 8,4 ul 5,6 pl

3.5.5. Western-Blot

Der Western-Blot dient der Ubertragung von Proteinen von einem SDS-PAGE-Gel auf eine
Membran, zur anschlieBenden Identifizierung durch Anwendung von Antikérpern oder zur

Aminosaureanalyse.

3.5.5.1. Western-Blot nach dem Tank-Verfahren

Far das Western-Blotting nach dem Tank-Verfahren wurde das Xcell Il Mini Cell System
(Invitrogen) verwendet. Hierbei wurden mit Blotting-Puffer &quilibrierte Schwamme, Whatman-
Papiere, Gel und Membran, wie in Abb. 3.1 dargestellt, zwischen Anode und Kathode
geschichtet: Zuerst wurden drei Schwamme auf die Kathode gelegt, dann ein Whatman-Papier,
das Gel, darauf die PVDF-Membran, ein Whatman-Papier und zuletzt vier Schwamme. Vor der
Aquilibrierung in Blotting-Puffer wurde die Membran noch fiir 15 sec in Methanol inkubiert. Beim
Zusammenbau wurde darauf geachtet, dass die einzelnen Schichten luftblasenfrei aufgelegt
wurden. Anschliefiend wurde das Blot-Modul mit Blotting-Puffer geflllt und fir 1,5 bis 4 h bei
einer Spannung von 16 bis 25 V geblottet, abhangig von der GréRe des nachzuweisenden
Proteins. Nach Beendigung des Laufs wurde die Membran an der Luft getrocknet und bis zur

weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.
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Abb. 3.1 Aufbau einer Western-Blot-Apparatur

3.5.5.2. Western-Blot nach dem Semi-dry-Verfahren

Das Western-Blotting nach dem Semi-dry-Verfahren wurde fur kleinere Proteine mit dem
TE77XP (Hoefer Scientific) durchgefihrt. Auch hier wurde die PVDF-Membran zuerst 15 sec
in Methanol inkubiert. Dann wurden die Whatman-Papiere, die Membran und das Gel in
Blotting-Puffer aquilibriert. Zuerst wurden drei Whatman-Papiere auf die Anode gelegt, dann die
Membran, das Gel und schlieBlich wieder drei Whatman-Papiere. Der Aufbau musste auch hier
luftblasenfrei sein. Anschliefiend wurde die Kathode aufgelegt und fir 1 h mit einem mA pro
cm? geblottet. Die Membran wurde danach luftgetrocknet und bis zur Weiterverwendung bei

4°C gelagert.

3.5.6. Immundetektion

Um eine unspezifische Bindung von Antikdrpern an die Western-Blot-Membran zu verhindert,
wurde diese fur 1 h bei RT oder tuber Nacht bei 4°C auf einer Schwenkplatte in Blockpuffer (5%
Magermilchpulver) inkubiert. Danach wurde die PVDF-Membran in einer Blockpufferlésung mit
dem Primarantikérper fir ein bis zwei Stunden bei RT geschwenkt. Um die nicht gebundenen
Primarantikdrper zu entfernen, wurde die Membran dreimal fir 10 min mit Waschpuffer und
danach einmal fir 5 min mit PBS gewaschen. Anschlie®end wurde die Membran in
Blockpufferlésung mit dem HRP markierten Sekundarantikorper fir 1 h geschwenkt und danach
wie oben beschrieben gewaschen. Dann wurde sie mit dem Substrat RapidStep” ECL Reagent
(Calbiochem) bespriiht, 2 min inkubiert, und in eine Folie gelegt. Danach wurde die Membran in
eine Entwicklerkassette platziert und ein Film aufgelegt. Die Belichtungszeit betrug je nach
Signalstarke 10 sec bis 30 min. Schliel3lich wurde der Film mit Hilfe der Entwicklermaschine
Optimax 2010 entwickelt.
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3.5.7. Strippen von Western-Blot-Membranen

Eine Western-Blot-Membran kann mit verschiedenen Antikdrpern behandelt werden, um
unterschiedliche Proteine oder verschiedene Epitope des gleichen Proteins nachzuweisen. Der
als erstes verwendete Antikorper muss von der Membran entfernt werden, wenn die
nachzuweisenden Proteine gleich sind oder eine ahnliche Grdfien besitzen. Dies bezeichnet
man als Strippen der Membran.

Zuerst wurde der Hybridisierungofen auf 50°C vorgeheizt und die Membran dreimal fir 15 min
mit Western-Blot-Waschpuffer gewaschen. Dann wurde die Membran in ein 50 ml Falcon-
Reaktionsgefal® gelegt, 30 ml Stripping-Puffer zugegeben und fir 40 min bei 50°C im
Hybridisierungofen inkubiert. Anschlieffiend wurde einmal mit PBS, einmal mit Waschpuffer und

dann wieder mit PBS fiir je 15 min gewaschen. Danach wurde die Membran bei -20°C gelagert.

3.5.8. Southernblot

Der Southernblot (Southern 1992) ist eine Methode mit deren Hilfe DNA von einem Agarosegel
auf eine Membran Ubertragen werden kann. Zuerst wurde die genomische DNA (7 bis 12 pg)
mit einer Restriktionsendonuklease verdaut (Uber Nacht bei 37°C) und durch
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde mit 40 V etwa 18 bis 20 h
lang durchgefiihrt. Das Gel wurde im Ethidiumbromidbad gefarbt und zusammen mit einem
Lineal zur Grolkenbestimmung fotografiert.

Das Gel wurde anschlief®end fir 30 min unter stdndigem Schwenken in 500 ml 0,25 M HCI
inkubiert. Hierbei kommt es zu einer teilweisen Depurinierung der DNA (Wahl, Stern et al.
1979). Danach wurde das Gel mit Wasser abgespult und zweimal fur je 20 min in 500 ml
Denaturierungspuffer geschwenkt. Durch den basischen Denaturierungspuffer werden die
Wasserstoffbriickenbindung zwischen den Nukleotiden zerstért und die DNA denaturiert. Bei
diesem Vorgang und beim spéateren Blotten kommt es an den depurinierten Stellen zur Spaltung
der Phosphodiesterbindungen des DNA-Ruckgrats und damit zur Fragmentierung der DNA.
Dadurch lassen sich grofte DNA-Fragmente (liber 5 kb) leichter aus dem Gel transferieren.
Abschlieltend wurde das Gel mit Wasser abgespult und zur Neutralisation zweimal fir je 20 min
in 500 ml Neutralisationsldsung geschwenkt.

Die Apparatur zum DNA-Transfer hatte folgenden Aufbau (Abb. 3.2): Auf eine mit Laufpuffer
geflllite Schale wurde eine Glasplatte gelegt. Auf diese wurde ein Whatman 3 MM Papier so
gelegt, dass beide Enden in den Laufpuffer tauchten. Darauf wurde das Agarosegel mit der
Unterseite nach oben gelegt, da die DNA bei der Elektrophorese nach unten sickert. Auf das
Gel wurde eine passend zugeschnittene Nylonmembran gelegt und darauf drei mit Laufpuffer
angefeuchtete Whatman Papiere. Hierbei wurde darauf geachtet, dass der Aufbau frei von
Luftblasen war. Auf die Whatman Papiere wurden noch zwei Stapel Papiertiicher, eine
Glasplatte und darauf ein Gewicht von 0,2 bis 0,4 kg gelegt. Der Transfer wurde ber Nacht
durchgefiihrt. AnschlielRend wurde die DNA auf der Membran durch UV-Bestrahlung mit dem
Stratalinker 2400 (Auto crosslinking = 0,12 J/cm?®) oder durch Backen bei 120°C fiir 0,5 h fixiert.
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Abb. 3.2 Aufbau einer Southernblot-Apparatur

3.5.9. Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Die  DNA-Sonden zur Identifizierung  spezifischer = DNA-Abschnitte auf den
Southernblotmembranen wurden mit Hilfe des Amersham Megaprime DNA Labeling Systems
(GE Healthcare) hergestellt. Zunachst wurde ein ca. 500 bp groRes DNA-Fragment durch PCR
oder Vektorverdau hergestellt, das aus der zu identifizierenden Sequenz besteht. Anschliel3end
wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgefihrt, die passende Bande ausgeschnitten und
eine Gelisolation durchgefuhrt.

Entsprechend dem Herstellerprotokoll wurden 50 ng der DNA, 5 pyl Random-Primer und x pl
Wasser flr 5 min auf 100°C erhitzt und dann fiir 2 min auf Eis inkubiert. Die jetzt denaturierten
DNA wurde anzentrifugiert und je 4 pul dGTP, dTTP und dCTP sowie 5 ul Reaktionspuffer, 5 pl
a-**P-dATP und 2 ul Klenow-DNA-Polymerase zugegeben (Gesamtvolumen 50 pl). Die Lésung
wurde gemischt, anzentrifugiert und fur 1 h bei 37°C inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion
wurden dann 2 yl 0,5 M EDTA-L6sung zugegeben.

Um die Lésung von nicht in die DNA eingebauten dNTPs zu befreien, wurde sie mit Hilfe von
illustra Probe Quant G50 Micro Columns gereinigt. Zuerst wurden die Saulen gevortext, die
Saule durch Abbrechen des unteren Verschlusses gedffnet und fur eine Minute mit 2800 rpm
zentrifugiert. Dann wurde sie mit der radioaktiv markierten DNA-LOsung beladen und fir 2 min
mit 2800 rpm zentrifugiet. Der Durchfluss wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefald aufgefangen.
Nachfolgend wurde die Zerfallsrate mit Hilfe eines Betacounters (1219 Rackbeta, LKB
Instruments) bestimmt. 1 yl der DNA-L6sung wurde in ein spezielles Zahlréhrchen pipettiert, mit
3 ml Szintilationsflissigkeit vermischt und in das Zahlgerat gestellt. Dies bestimmte
anschlieBend die Anzahl der B-Zerfalle pro Minute (CPM).
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3.5.10. Hybridisierung membrangebundener DNA-Fragmente mit

radioaktiv markierten DNA-Sonden

Die Southernblotmembran wurde kurz mit 5xSSC angefeuchtet und in einen verschlieRbaren
Glaszylinder gelegt. Die Heringssperma-DNA wurde vor der Zugabe zum Hybridisierungspuffer
im Ultraschallbad geschert und anschlieRend durch zehnminitiges Erhitzen auf 100°C
denaturiert. Zur Prahybridisierung wurden 20 ml vorgewarmter Hybridisierungspuffer zugegeben
und 2 h bei 42°C im Hybridisierungsofen inkubiert. AnschlieRend wurde die mit P markierte
Sonde denaturiert, indem sie fur 5 min auf 100°C erhitzt und dann sofort fir 2 min auf Eis
gestellt wurde. Nach kurzem Anzentrifugieren wurde die Sonde zum Hybridisierungspuffer
gegeben und Uber Nacht bei 42°C im Hybridisierungsofen inkubiert.

Nach der Hybridisierung wurde die Membran zweimal mit Waschpuffer 1 fur je 15 min bei 42°C
gewaschen. Dann wurde mit einem Handzahlgerat die radioaktive Strahlung gemessen. War
diese noch zu hoch wurde zweimal mit Waschpuffer 2 fiir je 15 min bei 42°C gewaschen und
erneut gemessen. Falls notwendig wurde dann noch zweimal mit Waschpuffer 3 unter den
gleichen Bedingungen gewaschen. Dann wurde die Membran in Plastikfolie eingewickelt und
ein Phosphorimagerfilm aufgelegt. Der Film wurde zwischen 2 und 4 Tagen exponiert und

anschlieRend vom Phosphorimager ausgelesen.

3.5.11. Strippen von Southenblotmembranen

Die gleiche Southernblotmembran kann mit verschiedenen DNA-Sonden behandelt werden.
Besitzen die zu detektierenden DNA-Fragmente dabei eine dhnliche GréRRe, so muss die erste
Sonde von der Membran entfernt werden. Dies wird als Strippen der Membran bezeichnet.
Dazu wurde sie kurz in hochreinem Wasser gewaschen, in einen Glaszylinder platziert, 20 ml
Southernblot-Strippingpuffer zugegeben und fir 1 h bei 65°C im Hybridisierungsofen inkubiert.
Anschlieflend wurde sie kurz mit 2xSSC-Puffer gewaschen, in Frischhaltefolie eingewickelt und

bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.5.12. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Mit dem ELISA kdnnen Antigene, z.B. Zytokine oder Antikdrper mit Hilfe spezifischer Antikbrper
nachgewiesen werden. Zuerst wurde der spezifischer Antikdrper in eine 96 Well
Flachbodenplatte (Maxisorp) immobilisiert. Dazu wurde er in PBS verdiinnt und 50 pl in jedes
Well pipettiert. Anschlielend wurde die Platte in einer feuchten Kammer bei 4°C Uber Nacht
inkubiert. Um unspezifische Antikdrperbindungen zu verhindern wurden 250 pl Blockpuffer/Well
zugegeben und erneut bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Der Uberstand wurde entfernt und 50 pl
Probe (verdinnt in Blockpuffer) in jedes Well in Doppelbestimmung pipettiert. AuRerdem wurde

eine Standardreihe mit bekannter Konzentration pipettiert, damit eine Kalibrierungskurve zur
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spateren Quantifizierung der Probe erstellt werden konnte. Als Leerkontrolle wurde in vier Wells
nur Blockpuffer gegeben. Die Platte wurde flir 2 h bei RT oder Gber Nacht bei 4°C inkubiert.

Als Nachstes wurde die Platte dreimal mit Hilfe des Waschgerates Skan Washer 400 (Molecular
Uberstand und 50 ul/Well

Detektionsantikérperldsung verdinnt in Blockpuffer zugegeben. Dieser Sekundarantikbrper

Devices) mit Waschpuffer gewaschen, der entfernt
bindet an ein anderes Epitop des Antigens als der immobilisierte Primarantikérper und ist an ein
Enzym wie AP (Alkalische Phosphatase) oder HRP (Horseradish Peroxidase) gekoppelt. Nach
einer Inkubation von 2 h bei RT wurde die Platte erneut dreimal gewaschen, der Uberstand
entfernt und 100 pl/Well Substratiésung zugegeben. Das Substrat wird vom Enzym direkt oder
indirekt in ein farbiges Produkt umgesetzt, das photometrisch erfasst werden konnte. Da seine
Menge proportional zur Menge des Antigens ist, konnte das Antigen auf diese Weise
quantifiziert werden.

Bei der Analyse von TNP-OVA spezifischen Antikbrpern im Serum immunisierter Mause wurde
TNP-OVA auf den ELISA-Platten

immunisierter Mause verwendet.

immobilisiert. Als Standard wurde ein Serumpool

Antigen IgM IgG1 IgG2a IlgG2b IgG2c IgG3 IgE
TNP-OVA 10 pg/ml | 10 pg/ml | 10 pg/ml | 10 ug/ml | 10 pg/ml | 10 pg/ml | 10 pug/ml
1. Standard-
. 1:50 1:250 1:50 1:50 1:40 1:20 1:10
verdiinnung
logarithmische
1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2
Verdiinnungsreihe
1. Proben-
. 1:500 1:500 1:100 1:250 1:200 1:50 1:100
verdiinnung
Logarithmische
1:3 1:3 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2
Verdiinnungsreihe
Detektions-
1:10000 | 1:10000 | 1:10000 | 1:10000 | 1:10000 | 1:10.000 | 1:10000
antikorper
Tabelle 1 Verdiinnungen TNP-OVA spezifischer ELISA
Antigen igM 1gG1 IgG2b IgE
Primérantikorper 5 ug/mi 5 pg/mi 5 pg/mi 7,5 yg/ml
1. Standardverdiinnung 1 pg/ml 1 pg/ml 0,5 pg/ml 2 ug/mi
logarithmische
1:2 1:2 1:2 1:2
Verdiinnungsreihe
1. Probenverdiinnung 1:500 1:1000 1:1000 1:50
Logarithmische
1:3 1:3 1:3 1:2
Verdiinnungsreihe
Detektionsantikorper 1:10000 1:10000 1:10000 1:10000

Tabelle 2 Verdiinnungen ELISA zur Bestimmung der Totalkonzentration von Serumantikérpern
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Antigen IgM IgG1 IgE
Primérantikorper 5 pg/ml 5 pg/ml 7,5 pg/ml
1. Standard-
. 100 ng/ml 100 ng/ml 2 pg/ml
verdiinnung
logarithmische
1:2 1:2 1:2
Verdiinnungsreihe
1. Proben-verdiinnung 1:50 unverdinnt unverdinnt
Logarithmische
1:2 1:2 1:2
Verdiinnungsreihe
Detektions-antikérper 1:10000 1:10000 1:10000

Tabelle 3 Verdiinnungen ELISA zur Bestimmung der Konzentration von Antikdrpern im Uberstand von

Milzzellkulturen

Alle Detektionsantikorper, auRer der gegen IgM, waren AP gekoppelt. Zur Detektion wurden
100 pl Substratpuffer 1 zusammen mit dem Substrat PNPP (eine Tablette in 5 ml
Substratpuffer) in jedes Well gegeben und die Reaktion bei einer Wellenlange von 405 nm
gemessen. Der Detektionsantikérper gegen IgM war HRP gekoppelt. Daher wurde
Substratpuffer 2 und das Substrat OPD (eine Tablette in 20 ml Substratpuffer) verwendet. Zum
Starten der Reaktion wurden noch 20 pl 30%iges Wasserstoffperoxid hinzugefiigt. Von dieser
Lésung wurden 50 ul in jedes Well pipettiert. War der Farbumschlag stark genug, wurde die
Reaktion mit 25 pl/Well 4N Schwefelsaure abgestoppt und die Platte bei einer Wellenlange von
490 nm gemessen.

ELISA zum Nachweis von anti-DNA-Antikérper im Serum von Mausen:

Hierzu wurde DNA auf einer ELISA-Platte immobilisiert. Um eine bessere Bindung der DNA an
den Kunststoff zu ermdéglichen, wurde die Platte vorher 2 h mit UV-Licht bestrahlt. Die DNA aus
Kalberthymus wurde zum Denaturieren 4 min auf 99°C erhitzt, 10 min auf Eis inkubiert und
dann auf eine Konzentration von 50 pg/ml mit TBS verduinnt. Hiervon wurden 70 pl in jedes Well
gegeben und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand entfernt,
250 pl/Well Blockpuffer zugegeben und tber Nacht bei 4°C inkubiert. Als Standard wurde ein
Serumpool von Mausen mit anti-DNA-Antikdrpern verwendet. Die erste Standardverdiinnung
war 1:25, die erste Probenverdiinnung 1:100, die logarithmische Verdiinnungsreihe war bei
beiden 1:2. Inkubiert wurde 2 h bei RT. Der Detektionsantikorper (HRP gekoppeltes rabbit anti-
mouse IgG) wurde in einer Konzentration von 0,2 pg/ml verwendet und 1 h bei RT inkubiert. Es

wurden immer 70 pl in jedes Well gegeben.

3.5.13. Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie auch FACS- (fluorescence-activated-cell-sorting) Analyse genannt, ist
eine Methode mit der Zellen hinsichtlich ihrer GroRe und Granularitadt untersucht werden

kénnen. Der .forward-scatter* unterscheidet die Zellen nach ihrer Grofe, dabei liegt der
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Detektor gegeniiber vom Laser. Der ,side-scatter* bestimmt die Granularitat der Zellen, indem
der im rechten Winkel zum Laser angebrachte Detektor das Streulicht erfasst. Auflerdem
kénnen Oberflachenmarker der Zellen mit spezifischen, monoklonalen Antikérpern, die an einen
Fluoreszenzfarbstoff  gekoppelt sind, markiert werden. Die drei wichtigsten
Fluoreszenzfarbstoffe sind hierbei Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) und
Allophycocyanin (APC). Durch die Verwendung von unterschiedlichen Antikdrpern, die mit
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt sind, lassen sich mehrere Oberflachenmarker
einer Zelle untersuchen. Wahrend die Zellen durch eine Kapillare gesaugt werden, regen Laser
unterschiedlicher Wellenlange die Farbstoffe zur Fluoreszenz an, was von verschiedenen
Detektoren gemessen wird. Auf diese Weise konnen Zellpopulationen und Subpopulationen
anhand ihrer Oberflachenmarker und Morphologie unterschieden und untersuchen werden.

Fiar eine FACS-Farbung wurden etwa 5 x 10° Zellen in ein FACS-Rohrchen gegeben, mit
1300 rpm fiir 7 min bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 1 ml FACS-
Puffer resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt, das Pellet
in der verbliebenen Flussigkeit resuspendiert und 30 ul Fc-Block (Maus oder Ratten 1gG,
133 pg/ml) zum Blocken der Fc-Rezeptoren zugegeben. Der Ansatz wurde fiir 7 min bei 4°C
inkubiert, dann 30 pl Antikorper-Mix (0,2 bis 0,5 ug Antikérper in FACS-Puffer verdinnt)
zugegeben, gemischt und fir 40 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Anschlieend wurden die
Zellen einmal mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen und das Pellet in 150 bis 250 yl FACS-Puffer

resuspendiert.

4. Ergebnisse

4.1. Untersuchung der systemischen Anaphylaxie in murinen

IgE-knock-in-Mausen

4.1.1. In IgE-knock-in-Mausen ist der lIosliche Teil der schweren

Kette von murinem IgE in den IgG1-Genlokus eingefiihrt worden

In Wildtyp-Mausen wird die Expression von IgE streng kontrolliert. Um diese strenge Kontrolle
zu umgehen, wurde in den IgE-knock-in-Mausen der Regulationsmechanismus von 1gG1 zu IgE
transferiert. Erreicht wurde dies, indem das Gen flr den I&slichen Teil der schweren Kette von
IgG1 durch den entsprechenden Teil von IgE ersetzt wurde. Das transferierte IgE liegt somit

zwischen der IgG1-class-switch-Region und den IgG1-Transmembran-Exons (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1 Genlokus der schweren Kette in der Keimbahn von Wildtyp- und IgE-knock-in-Mausen.

Da der Isotypenwechsel an der IgG1-switch-Region deutlich haufiger stattfindet, als der an der
IgE-switch-Region, sollte es in den Knock-in-Mausen zu einer vermehrten IgE-Produktion
kommen. AuRerdem sollten sich B-Zellen entwickeln, die chimares membranstandiges IgE
besitzen und aus der Transmembranregion von IgG1 und dem léslichen Teil von IgE bestehen.
Die Signaltransduktion dieser chimaren Molekile sollte der von IgG1 gleichen und ebenfalls zu
einer erhdhten IgE-Expression filhren (Karnowski, Yu et al. 2000). Eine weitere Folge dieser
Knock-in-Strategie ist, dass die homozygoten Tiere (IgE'™) gleichzeitig 1gG1-knock-out-Mause
sind. Dies erlaubt es nicht nur die Bedeutung von IgE, sondern auch die von IgG1 bei
allergischen Reaktionen zu untersuchen.

4.1.2. Uberexpression von IgE im Serum von IgE-knock-in-Mausen

Um die Funktionalitdt des Knock-ins zu Uberprifen, wurde der IgE-, 1gG1-, IgG2b- und IgM-
Spiegel im Serum von zwei bis drei Monate alten homo- und heterozygoten
IgE-knock-in-Mausen mittels ELISA analysiert und mit Wildtypméausen (wt) verglichen (Abb. 4.2
—4.4).
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Abb. 4.2 Immunglobulinspiegel im Serum nicht immunisierter C57BL/6-Wildtyp- (wt), heterozygoter (IgE*"™)

und homozygoter (IgE*"') IgE-knock-in-Mzuse. Den Tieren wurde Blut abgenommen und die Konzentration von IgE
(A), IgG1 (B), IgG2b (C) und IgM (D) mittels ELISA gemessen. nu: = 6, Ny = 12, N = 5; *P < 0,05; **P < 0,01; NS =

nicht signifikant

Der IgE-Spiegel war in den homozygoten IgE-knock-in-Mausen mit rund 109 pg/ml etwa 10 mal

Wﬂki) war

héher als in C57BL/6-Kontrolimausen. In den heterozygoten IgE-knock-in-Mausen (IgE
er mit 23 pg/ml ca. doppelt so hoch (Abb. 4.2.A). Die IgE*" exprimierten kein IgG1, wahrend die
IgE™™, aufgrund der Deletion eines der IgG1-Allele, mit 110 ug/ml eine um 30% verringerte
Expression zeigten, was allerdings keine signifikante Anderung darstellte (Abb. 4.2.B). Im
lgG2b-Spiegel von IgE*™ und Wildtyp gab es keinen wesentlichen Unterschied, wahrend er bei
den IgE"® mit 150 pg/ml um 50% niedriger lag (Abb. 4.2.C). Insgesamt gab es aber keine
signifikanten Unterschiede im 1gG2b-Spiegel zwischen Wildtyp- und IgE-knock-in-Mausen. Mit
125 bis 145 pg/ml lag auch die IgM-Konzentration bei allen drei Genotypen auf vergleichbarem
Niveau (Abb. 4.2.D).

Die Immunglobulinspiegel unterschieden sich also im Wesentlichen nur in einer erhdhten IgE-
Konzentration bzw. der Abwesenheit von IgG1 (Abb. 4.3.A). Dies wurde auch durch die Analyse
von IgE-knock-in-Mausen mit BALB/c-Hintergrund bestatigt (Abb. 4.3.B / 4.4). So war der IgE-
Spiegel bei BALB/c IgEWt’ki mit 12 pg/ml rund dreimal héher als bei BALB/c-Kontrollmausen. Bei
BALB/c IgE"" zeigte sich sogar eine 22fach erhohte Expression (Abb. 4.4.A). Auch hier war bei
den homozygoten Tieren kein 1gG1 nachweisbar, wahrend die Konzentration bei den
heterozygoten Mausen um 60% signifikant niedriger war im Vergleich zu den WT-M&usen
(Abb. 4.4.B). Mit dem BALB/c-Hintergrund fiel der Unterschied zwischen IgE-knock-in- und den
Wildtypmausen bezlglich IgE und IgG1 also noch grofRer aus, als beim C57BL/6-Hintergrund.
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Abb. 4.3 Immunglobulinspiegel im Serum nicht immunisierter hetero- (IgE""™™) und homozygoter (IgE*’¥)
IgE-knock-in-Mause in Relation zu Wildtypméausen. (A) Tiere mit C57BL/6-Hintergrund, (B) Tiere mit BALB/c-
Hintergrund. Den Mausen wurde Blut abgenommen und die Konzentration mittels ELISA bestimmt.

Diese Ergebnisse zeigen einerseits die Funktionalitat des transferierten IgE-Gens. Die relativ
geringe Erhdéhung des IgE-Spiegels, verglichen mit dem Verhaltnis von 19G1 zu IgE in WT-
M&usen, macht andererseits aber auch deutlich, dass die IgE-Konzentration im Serum nur

teilweise von der Position des IgE-Gens abhangig ist.
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Abb. 4.4 Immunglobulinspiegel im Serum von Wildtyp- (wt), hetero- (IgE*"™™) und homozygoten (IgE*’¥) IgE-
knock-in-Mausen mit BALB/c-Hintergrund. Die Konzentration von IgE (A) und IgG1 (B) wurde durch ELISA
ermittelt, wobei firr die IgG1-Messung ein Serumpool als Standard verwendet wurde. ny = 3, Ny = 3, Nkii = 5; *P <
0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; n.d. = nicht detektierbar

4.1.4. Erhohte IgE-Expression bei in vitro Stimulation von Milzzellen
aus IgE-knock-in-Mausen mit LPS und IL-4

Eine weitere Methode die Funktionalitédt des Knock-ins zu testen und die Abhangigkeit der IgE-
Expression von IL-4 zu Uberprufen ist die in vifro Stimulation von B-Zellen. Hierzu wurden
Milzzellen zwei Monate alter Mause entsprechend Kapitel 3.2.5 mit LPS und IL-4 fir vier Tage

stimuliert und die Konzentration von IgE, IgG1 und IgM im Uberstand mittels ELISA gemessen

65



Ergebnisse

(Abb. 4.5/ 4.6). Um den Isotypenwechsel zu IgE und IgG1 zu induzieren, wurde mit einer hohen

(500 U/ml) und einer niedrigen (50 U/ml) Konzentration IL-4 stimuliert.
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Abb. 4.5 Imnmunglobulinkonzentration des Uberstandes mit LPS und IL-4 stimulierter Milzzellen von Wildtyp-
(wt), hetero- (IgE"™) und homozygoten (IgE*"¥) IgE-knock-in-Mausen. Die Konzentration von (A) IgE, (B) IgM und
(C) IgG1 wurden mittels ELISA gemessen. n = 3, *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; n.d. = nicht detektierbar, NS =

nicht signifikant

Wourden die isolierten Milzzellen ausschlief3lich mit LPS stimuliert, konnte weder beim WT, noch
bei den homo- bzw. heterozygoten Knock-in-Mausen IgE detektiert werden (Abb. 4.5.A). Nach

wi/ki ki/ki eine

zusatzlicher Zugabe einer geringen Konzentration von IL-4 zeigten die IgE™" bzw. IgE
IgE-Expression von 13 bzw. 15 ng/ml. Dagegen produzierten die WT-Milzzellen auch unter
diesen Bedingungen kein IgE. Erst bei einer erhdhten Dosis IL-4 war beim WT eine geringe
Menge an IgE detektierbar, wihrend sich die Konzentration bei den Milzzellen von IgE*™ und
IgE“™ weiter erhohte (Abb. 4.5.A).

Bei einer Stimulation von 500 U/ml IL-4 exprimierten die Milzzellen von IgE
ki/ki

WK_Mzusen etwa 4

mal mehr IgE als die von Wildtypmausen, bei den IgE™ waren es 8 mal mehr. Dies ist
vergleichbar mit der Zunahme an IgE in den Seren der Knock-in-Mause (Kapitel 4.1.2).

Die IgM-Konzentration reduzierte sich nach Zugabe von IL-4. Signifikante Unterschiede
zwischen den drei Genotypen sind nicht vorhanden (Abb. 4.5.B). IgG1 konnte im Uberstand der
IgE*"“-Milzzellen nicht detektierbar werden (Abb.4.5.C). Wurde ausschlieBlich mit LPS
stimuliert produzierten sowohl wt- als auch IgE""-B-Zellen geringe Mengen an IgG1 von

6 ng/ml. Bei zusétzlicher Stimulation mit 50U/ml IL-4 erhdhte sich die Konzentration bei beiden
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auf rund 17 ng/ml. Mit einer hohen Dosis IL-4 steigerte sich die Expression auf 66 ng/ml bei
|ngt/ki
Verglichen mit den Messungen der Mausseren ist dies eine signifikante Reduktion (Kapitel
4.1.2).

Ein Wechsel zum BALB/c-Hintergrund bestatigt die oben genannten Aussagen (Abb. 4.6).

, was einer Verringerung von 40% gegenuber dem WT entspricht (Abb. 4.5.C).

BALB/c-IgEk”ki-MiIzzeIIen produzierten allerdings schon bei einer reinen LPS-Stimulation
geringe Mengen an IgE. Im Vergleich zum WT war nach zusatzlicher Stimulation mit IL-4 eine 9
bzw. 10fach erhohte IgE-Expression der IgE"-Milzzellen nachweisbar (Abb. 4.6.A). 1gG1
konnte im Uberstand von BALB/C-IgEk"ki-MiIzzeIIen nicht detektierbar werden. Eine Stimulation
mit LPS alleine reichte beim WT aus, geringe Mengen an IgG1 zu produzieren. Wurde
zusatzlich mit einer niedrigen Dosis IL-4 stimuliert, erhéhte sich die Produktion um das
Siebenfache, bei einer hohen Dosis IL-4 sogar um das Vierzehnfache (Abb. 4.6.B).
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Abb. 4. 6 Stimulation von Milzzellen aus Wildtyp-, homo- (IgE*"¥) und heterozygoten IgE*™) IgE-knock-in-
Mausen mit BALB/c-Hintergrund. Stimuliert wurde mit LPS und IL-4 in den angegebenen Konzentrationen. Die
produzierte Menge IgE (A) und IgG1 (B) wurde mittels ELISA bestimmt. Fir den Standard wurden Pools von

Mausseren verwendet. ngasic = 3, Neasrewki = 9; *P < 0,05; **P < 0,01; n.d. = nicht detektierbar

Die Ergebnisse zeigen, dass der Transfer des IgE-Gens in den IgG1-Genlokus schon bei einer
Stimulation mit geringen Mengen IL-4 zu einer starken Uberexpression von IgE fiihrt. Beim
BALB/c-Hintergrund kam es sogar zu einer geringen IgE-Expression, wenn ausschlief3lich mit
LPS stimuliert wurde. Das IgE-Expressionsmuster in den Knock-in-Mausen ahnelt damit dem
IgG1-Expressionsmuster im WT. Die Produktion von IgE wird in den Knock-in-Mausen somit
weniger streng durch IL-4 kontrolliert als die im WT. In dieser Eigenschaft ahnelt es dem IgG1.
Die IL-4-Abhangigkeit scheint auRerdem bei Tieren mit BALB/c-Hintergrund geringer zu sein als
bei denen mit C57BL/6-Hintergrund.
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4.1.4. Die in vitro Stimulation von Milzzellen aus IgE-knock-in-
Mausen mit CpG 1668 bzw. R848 und IL-4 fiihrt zur IgE-
Uberexpression

Um die in Kapitel 4.1.4 erhaltenen Ergebnisse zu Uberpriifen wurden Milzzellen mit dem TLR9-
Liganden CpG 1668 bzw. dem TLR7-Liganden R848 entsprechend Kapital 4.2.6 fir sechs Tage
stimuliert. Zur Induktion des Isotypenwechsels zu IgE und IgG1 wurde erneut eine geringe und
eine hohe Dosis IL-4 (50 bzw. 500 U/ml) zugegeben und die Konzentration dieser beiden
Immunglobuline mittels ELISA bestimmt (Abb. 4.7).
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Abb. 4.7 Immunglobulinkonzentration des Uberstandes stimulierter Milzzellen von Wildtyp- (wt) und
homozygoten (IgE*’™) IgE-knock-in-Mausen mit BALB/c-Hintergrund. Die (A) IgE- bzw. (B) IgG1-Konzentration
der mit CpG1668 + IL-4 stimulierten Milzzellen sowie die (C) IgE- bzw. (D) IgG1-Konzentration der mit R848 + IL-4
stimulierter Milzzellen wurden mittels ELISA gemessen. Fir den IgG1-Standard wurde ein Pool von Mausseren
verwendet. n = 3; **P < 0,01; ***P < 0,001; n.d. = nicht detektierbar

Wurden die isolierten Milzzellen ausschlieBlich mit CpG 1668 stimuliert, konnte nur bei
BALB/c—IgEkVki eine geringe Menge an IgE gemessen werden. Wurde eine niedrige Dosis IL-4
zugegeben, zeigten die BALB/c-IgE"™ eine IgE-Expression von 0,5 pg/ml, wahrend die WT-
Milzzellen auch unter diesen Bedingungen kein IgE produzierten. Erst bei einer hohen
Konzentration von IL-4 konnte auch beim WT eine IgE-Expression von 0,07 ug/ml gemessen

werden. Die Milzzellen der Knock-in-Mause produzierten unter diesen Bedingungen mit
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0,9 pg/ml rund 13 mal mehr IgE als der WT (Abb. 4.7.A). 1gG1 konnte im Uberstand der
BALB/c-IgE"™M-Milzzellen nicht nachgewiesen werden. Wurde ausschlieBlich mit CpG 1668
stimuliert, zeigten die Milzzellen des Wildtyps bereits eine IgG1-Expression, die sich bei Zugabe
einer geringen Konzentration IL-4 um das 4 fache erhohte. Dieser Wert verdoppelte sich noch
einmal bei Zugabe einer hohen Dosis IL-4 (Abb. 4.7.B).

Bei Stimulation mit R848 zeigte sich ein ahnliches Bild. Wurde nur mit R848 stimuliert,
exprimierten die BALB/c-IgE*"-Milzzellen 0,23 pug/ml IgE. Dieser Wert blieb auch durch Zugabe
einer geringen Menge IL-4 anndhernd konstant. Der WT produzierte unter beiden Bedingungen
kein IgE. Erst bei einer hohen Dosis IL-4 konnten beim WT 0,03 pg/ml IgE gemessen werden,
wahrend die BALB/c-IgE*"-Milzzellen mit 0,6 ug/ml die 20 fache Menge IgE exprimierten (Abb.
4.7.C). Im Uberstand der BALB/c-IgE"™"-Milzzellen konnte erneut kein IgG1 detektiert werden.
Dagegen produzierten die entsprechenden Zellen des WTs bereits IgG1, wenn sie
ausschlieRlich mit R848 stimuliert wurden. Durch Zugabe einer geringen bzw. hohen Dosis IL-4
erhdhte sich die IgG1-Expression um 60 bzw. 100% (Abb. 4.7.D).

Diese Ergebnisse bestdtigen die Aussagen von Kapitel 4.1.4. Die IgE-Expression in den
Knock-in-Mausen zeigt im Vergleich zum WT eine verringerte IL-4-Abhangigkeit, unabhangig
davon, ob die B-Zellen tiber TLR4 (LPS), TLR7 (R848) oder TLR9 (CpG1668) stimuliert wurden.
Das Expressionsmuster von IgE der BALB/c-IgE¥™
WT.

-Milzzellen ahnelt jeweils dem von IgG1 beim

4.1.5. IgE-knock-in-Mause zeigen eine normale B-Zellentwicklung

Um herauszufinden, ob sich die B-Zellen in IgE-knock-in-Mausen normal entwickeln, wurden
Zellen aus Blut, Milz und Knochenmark mit Hilfe der FACS-Analyse untersucht. Diese zeigte,
dass es keinen signifikanten Unterschied in Anzahl und Verteilung der CD45R/B220*-CD23"-
(vor allem B2-, keine B1-Zellen, Abb. 4.8.A) und CD45R/B220"-CD3e"-Zellen (alle B-Zellen,
Abb. 4.8.B) im Blut von WT-, IgE*™- und IgE“M-Mausen gibt. Das Gleiche gilt fiir die aus der
Milz (Abb. 4.8.C) und dem Knochenmark (Abb. 4.8.D) stammenden CD45-B220"-CD23"-Zellen
von WT- und IgE"“-Mausen. Daraus lasst sich schlieBen, dass sich die B-Zellen in den IgE-

knock-in-Mausen normal entwickeln.
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Abb. 4.8 FACS-Analyse von CD45-B220 und CD23 (A) bzw. CD3e (B-D) vom Blut (A, B) sowie von Milz- (C) und
Knochenmarkszellen (D) aus Wildtyp- (wt), hetero- (IgE*"™) und homozygoten (IgE*"¥) IgE-knock-in-Mausen. Die

Zahlen in den Quadranten geben den prozentualen Anteil der sich dort befindenden Zellen an. n =3

4.1.6. B-Zellen von IgE-knock-in-Mausen zeigen eine erhdhte
Expression von membrangebundenem IgE

Eine weitere zu klarende Frage war, ob mit dem erhéhten IgE-Spiegel in den IgE-knock-
in-Mausen auch eine Erhdhung der B-Zellfrequenz einhergeht, die IgE auf ihrer Oberflache
exprimieren. Da l6sliches IgE an CD23 gebunden wird, das sich auf der Oberflache von B-
Zellen befindet, wurden zu diesem Zweck CD23-knock-out-Mause verwendet. In Abb. 4.9.A ist
zu erkennen, dass der homozygote Genotyp dieser Mause kein CD23 auf der Oberflache ihrer

B-Zellen besitzt.
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Abb. 4.9 FACS-Analyse von CD23 (A) und IgE (B) von CD45-B220*-Milzzellen aus homo- (CD23") und
heterozygoten (CD23") CD23-knock-out-Mausen und Kreuzungen dieser mit heterozygoten (IgE“"™¥) IgE-
knock-in-Mausen. n = 3

Von hetero- und homozygoten CD23-knock-out-Mausen (CD23+" und CD23"') und Kreuzungen
dieser mit heterozygoten IgE-knock-in-Mausen (CD23+/' IgE‘W"i und CD23™ IgEW"ki) wurden
FACS-Analysen der Milzzellen durchgefihrt. In Abb. 4.9.B ist zu erkennen, dass die B-Zellen
(CD45-B220") von CD23" IgE™™ etwas mehr IgE auf ihrer Oberflache besitzen, als die von
CD23". Da jedoch die gesamte Population davon betroffen ist, muss es sich um passiv
gebundenes IgE handeln, das mit geringer Affinitat an einen unbekannten Rezeptor bindet, der
sich auf allen B-Zellen befindet. Aufgrund des hoheren IgE-Spiegels im Blut der CD23" IgE"~-
Mause bindet mehr l6sliches IgE an diesen Rezeptor als bei den CD23"-Mausen. Auch
CD23"" IgEWt’ki besitzt auf seinen B-Zellen mehr membrangebundenes IgE als CD23"" bzw.
CD23" und CD23" IgE"™. Ursache hierfiir ist die passive Bindung von Islichem IgE an CD23.
Da dies bei den CD23 defizienten Mausen nicht méglich ist, zeigen CD23" und CD23™ IgE""™
deutlich weniger IgE auf der B-Zelloberflache. Dagegen fiihrt der erhdhte IgE-Spiegel bei den
IgE-knock-in-Mausen zu einer vermehrten Bindung von IgE an CD23. Es konnte jedoch keine
separate  B-Zellpopulation mit membranstandigem IgE (miIgE), das mit der
Transmembrandomane in der Plasmamembran verankert ist, in der Milz festgestellt werden.
Um zu Uberpriifen, ob solche B-Zellen iiberhaupt gebildet werden, wurden in vitro Stimulationen
von Milzzellen aus CD23™, CD23™ IgE™ und CD23" IgE"™ durchgefiihrt. Es wurde mit LPS
und einer hohen Dosis IL-4 (500 U/ml) stimuliert und die Zellen fiir 5 Tage inkubiert (Kapitel
3.2.5). Die Zellen wurden anschlieBend fir FACS-Analysen und zur RNA-Gewinnung
verwendet.

Wurde ausschlieBlich mit LPS stimuliert, sind bei allen drei Genotypen nur wenige B-Zellen mit
mIgE zu erkennen. Hierbei besitzt CD23™ mit 0,5% die geringste Anzahl, bei CD23" IgE** sind
es 1,3% und die hochste Anzahl hat CD23™ IgE"™ mit 1,5% (Abb. 4.10). Wurde zusatzlich mit
IL-4 stimuliert vergroRert sich die Menge der mIgE positiven B-Zellen in allen Genotypen
deutlich, besonders aber in denen der IgE-knock-in-Mause. So verdreifachte sich ihre Anzahl
bei den CD23™ auf 1,5%, wahrend es bei den CD23™ IgE*™ und CD23™ IgE*™ mit 15 bis 17%
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zu einer Erhéhung um das 10 bis 13fache kam. Zwischen den hetero- und homozygoten

IgE-knock-in-Mausen gab es dagegen keinen groften Unterschied (Abb. 4.10).

CD23 /- CD23 /-
CD23 /- IgE wt/ki IgE Ki/ki
10 49.11e-3 0.54 104 40.04 1.31} 104. 0.031 1.47
10”4 10°4 10° 4
LPS
A
LPS
+IL-4 oy
m

CD45-B220 >

Abb. 4.10 FACS-Analyse von CD45-B220 und IgE von Milzzellen aus homozygoten CD23-knock-out-Mausen
(CD23™) und Kreuzungen dieser mit hetero- (IgE""™) und homozygoten (IgE"’™) IgE-knock-in-Mausen. Die
Zellen wurden isoliert und mit LPS und IL-4 fur 5 Tage stimuliert. Die Zahlen in den Quadranten geben den

prozentualen Anteil der sich dort befindenden Zellen an. n =3

Bei alleiniger Stimulation mit LPS, entwickelten sich bei den CD23™ und den CD23™ IgE""™
einige Milzzellen zu membranstandigen 1IgG1 (mIgG1) exprimierenden B-Zellen. Bei CD23™"
betrug ihre Zahl rund 0,4%, bei CD23™ IgE"™ waren es etwa 30% weniger. Die CD23" IgE*
entwickelten keine migG1 exprimierenden B-Zellen (Abb. 4.11). Durch zusatzliche Gabe von
IL-4 erhdhte sich die Anzahl der B-Zellen mit migG1 bei den CD23™ und CD23™ IgE™" deutlich.
Etwa 23% der CD23"- und 10% der CD23" IgE""™-Milzzellen besaRen migG1. Die Milzzellen
aus heterozygoten IgE-knock-in-Mausen entwickelten also 55% weniger migG1 exprimierende
B-Zellen, als die aus reinen CD23"-Mausen (Abb. 4.11). Dagegen zeigten sich bei CD23™
g
zeigte, dass die homozygoten IgE-knock-in-Mause eine IgG1-Depletion aufweisen.

E¥M auch nach zusétzlicher IL-4 Gabe keine weiteren Veranderungen, womit sich erneut
Die Ergebnisse zeigen somit, dass die Erhéhung des IgE-Spiegels in den IgE-knock-in-Mausen
in vitro mit einer erhéhten Anzahl an B-Zellen einhergeht, die membranstandiges IgE auf ihrer
Oberflache exprimieren. In vivo konnten diese Zellen in der Milz allerdings nicht nachgewiesen

werden.
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Abb. 4.11 FACS-Analyse von CD45-B220 und IgG1 von Milzzellen aus homozygoten CD23-knock-out-Mausen

wi/ki ki/ki

(CD23™) und Kreuzungen dieser mit hetero- (IgE*"™) und homozygoten (IgE'™) IgE-knock-in-Miusen. Die
Zellen wurden isoliert und mit LPS und IL-4 fir 5 Tage stimuliert. Die Zahlen in den Quadranten geben den

prozentualen Anteil der sich dort befindenden Zellen an. n =3

4.1.7. B-Zellen von IgE-knock-in-Mausen weisen eine starke
Expression von chimarem mlgE-lgG1 auf

Als nachstes wurde untersucht, unter welchen Bedingungen mIgE und mlgG1 transkribiert
werden und ob es auch zur Transkription des chimaren migE-IgG1 kommt, das aus dem
I8slichen Teil von IgE und der Transmembrandomane von IgG1 besteht. Dazu wurde das
Transkriptionsmuster von LPS und IL-4 stimulierten Milzzellen analysiert. Dann wurde eine PCR
mit der cDNA der stimulierten Milzzellen beziglich der Transkription von migE, migG1 und
mIgE-lgG1 durchgefihrt (Abb. 4.12).

Wurde der WT ausschlief3lich mit LPS stimuliert, kam es nur zur Transkription von migG1. Unter

Ewt/ki

diesen Bedingungen wurden bei Ig sowohl mlgG1 als auch migE-IgG1, bei IgE*™ nur

mIgE-1gG1 transkribiert. Die zusatzliche Stimulation mit IL-4 fuhrte bei den wt-Milzzellen neben

wi/ki

mlgG1 auch zur Transkription von mIgE. IgE™"-Milzzellen transkribierten dann migE, migG1

und mIgE-1gG1, IgE*" mIgE und migE-IgG1 (Abb. 4.12).
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Abb. 412 PCR der c-DNA von Milzzellen aus Wildtyp- (WT), hetero- (IgE*"™) homozygoten- (IgE*'™)
IgE-knock-in-Mausen beziiglich membranstidndigem IgE (mIgE), IgG1 (mlgG1) und IgE-IgG1 (migE-lgG1). Die
Zellen wurden mit LPS und IL-4 fir 5 Tage stimuliert. Dann wurde die RNA isoliert und die daraus gewonnene cDNA

in die PCR eingesetzt.

Um neben der qualitativen auch eine quantitative Aussage Uber die Transkription machen zu
kénnen wurde eine Real-Time-PCR (Kapitel 3.1.23) durchgefiuhrt. Die Milzzellen von WT-,
IgE*™- und IgE"“-Mausen wurden fiinf Tage mit LPS und einer niedrigen (50 U/ml) und einer
hohen (500 U/ml) Konzentration IL-4 stimuliert (Abb. 4.13).

Wurde nur mit LPS stimuliert gab es bei allen drei Genotypen keine Transkription von mIgE. Bei
einer zusatzlichen Stimulation mit einer geringen Menge IL-4 erhdhte sich die Transkriptionsrate
beim WT auf 1,2 und bei IgE""ki auf 1,6 in Relation zu R-Tubulin, was kein signifikanter

wit/ki

Unterschied darstellt. Bei den IgE™"-Milzzellen blieb sie mit 0,1 sehr niedrig und erhdhte sich

erst bei Zugabe einer hohen Konzentration IL-4 auf 2,1. Unter diesen Bedingungen lag die

Expression der mRNA beim WT mit 3 auf einem vergleichbaren Niveau, wahrend sie bei IgE*™

auf 0,4 sank (Abb. 4.13.A).
Wenn ausschlieBlich mit LPS stimuliert wurde, konnte beim WT und IgE"" mit 0,1 bzw. 0,03

eine geringe Transkription von IgG1 festgestellt werden. IgE*™

exprimierte auch nach Zugabe
von IL-4 keine mRNA von IgG1. Schon bei einer geringen Konzentration IL-4 betrug die
Transkriptionsrate der wt-Milzzellen 5,8 und erhdhte sich bei einer hohen Konzentration auf 9,9.
Die Werte fir die IgE‘”ﬂki-MiIzzeIIen lagen dagegen mit 0,4 bzw. 2,7 deutlich niedriger als die des
WTs (Abb. 4.13.B).

Die Stimulation mit LPS und IL-4 filhrte bei IgE*™ und IgE"™ zu einer Expression geringer
Mengen migE-IgG1-mRNA. Beim WT konnte dagegen keine Transkription festgestellt werden.

Bei einer kleinen Dosis IL-4 betrug die Transkriptionsrate der IgE""

sich bei hoher Konzentration auf 4,4. Die IgEkai-MiIzzeIIen hatten dagegen schon bei einer

-Milzzellen 0,6 und erhdhte
geringen Dosis IL-4 eine hohe Transkriptionsrate von 9,8. Diese verringerte sich bei einer

hohen Konzentration IL-4 auf 3,1. Wurde ausschlieRlich mit LPS stimuliert, kam es nur bei

IgE*"™ zu einer geringen Transkription von mIgE-IgG1 (Abb. 4.13.C).
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Abb. 4.13 Real-Time-PCR der c-DNA von Milzzellen aus Wildtyp- (WT), hetero- (IgE""’ki) homozygoten-
(IgE""™)) IgE-knock-in-Miusen beziiglich membranstindigem IgE (mIgE) (A), IgG1 (mlgG1) (B) und IgE-lgG1
(mlgE-lgG1) (C). Die Zellen wurden mit LPS und IL-4 fir 5 Tage stimuliert. Dann wurde die RNA isoliert und die
daraus gewonnene cDNA fiir die Real-Time-PCR eingesetzt. Als Haushaltsgen fungierte 3-Tubulin. n = 3; **P <
0,01; n.d. = nicht detektierbar

Anhand der PCR- und Real-Time-PCR-Ergebnisse konnte somit gezeigt werden, dass die
B-Zellen hetero- und homozygoter IgE-knock-in-Mause chimares membransténdiges IgE-1gG1
transkribieren. Die IgEkai—B—ZeIIen exprimierten schon bei ausschliellicher Stimulation mit LPS
geringe Mengen migE-IgG1-mRNA. Hierin gleichen sie dem WT mit der Transkription von
migG1. Schon bei Zugabe einer geringen Menge IL-4 kam es dann zu einer starken
Transkription von mIgE-IgG1 bzw. 1gG1. Somit zeigt sich auch hier eine verringerte
Abhangigkeit von mIgE-IgG1 bezlglich IL-4 und eine groRe Ahnlichkeit zum

Transkriptionsmuster von migG1 im WT.

4.1.8. Ein erhohter IgE-Spiegel fuhrt zu einer verstarkten Bindung
von IgE an FceRI auf Basophilen

Um zu klaren, ob ein erhohter IgE-Spiegel auch zu einer verstarkten Bindung von IgE an den
high affinity Rezeptor fur IgE (FceRI) auf Basophile flihrt, wurden FACS-Analysen von Blut, Milz

und Knochenmark von WT und IgE-knock-in-Mausen gemacht.
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In Abb. 4.14 wurde das Blut von Wildtyp- und CD23"" IgE"- bzw. CD23™ IgE""-Mausen auf
FceRI'IgE™-Zellen (Basophile) untersucht. Es ist zu erkennen ist, dass die Zellen aller
Genotypen zu rund 1% aus Basophilen bestanden. Die Basophilen der IgE"™-Mause hatten
aber Uber den FceRI etwa doppelt soviel IgE gebunden. Hierbei spielte es keine Rolle, ob es

sich um CD23""- oder CD23"-Mause handelte (Abb. 4.14.A und B).
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Abb. 4.14 FACS-Analyse von FceRl und IgE von Blutzellen aus Wildtyp- (WT), hetero- (CD23"" IgE*") und
homozygoten (CD23" IgE""™) CD23-knock-out-IgE-knock-in-Mausen. (A) Zeigt links die FACS-Analyse der
einzelnen Genotypen, rechts das Histogramm der Basophilen. Die Zahlen im Quadrat geben den prozentualen Anteil

der sich dort befindenden Zellen an. (B) Zeigt das Histogramm aller vier Genotypen. n = 2

AnschlieBend wurde auch das Blut von BALB/c IgE*™- und BALB/c IgE"M-Mausen auf
FceRITIgE™-Zellen untersucht und mit dem WT verglichen. Alle drei Genotypen hatten mit rund
0,8% etwa gleich viele Basophile im Blut (Abb. 4.15.A). Das meiste IgE war an den Basophilen
der homozygoten IgE-knock-in-Mausen gebunden. Dann folgten die heterozygoten- und

schlieBlich die wt-Basophilen (Abb. 4.15.B).
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Abb. 4.15 FACS-Analyse von FceRIl und IgE von Blutzellen aus Wildtyp- (WT), hetero- (BALB/c IgE*"™™) und
homozygoten (BALB/c IgE""’ki) BALB/c-IgE-knock-in-Mausen. (A) Zeigt die FACS-Analyse der einzelnen
Genotypen. Die Zahlen im Quadrat geben den prozentualen Anteil der sich dort befindenden Zellen an. (B) Zeigt das

Histogramm der Basophilen aller drei Genotypen. nyt wiki = 2, Nkiki = 3

Neben dem Blut wurden auch die Basophilen aus der Milz und dem Knochenmark vom WT und
BALB/c IgE"™ untersucht. Beide Genotypen hatten mit 0,3% die gleiche Anzahl Basophile in
der Milz (Abb. 4.16.A), wahrend es im Knochenmark der BALB/c IgE*"“-Mause mit 1,1% etwas
mehr waren, als in dem der wt-Mause mit 0,8% (Abb. 4.16.B). Im Vergleich zum WT hatten die
BALB/c IgEk"ki-BasophiIen beider Organe auch hier mehr IgE gebunden (Abb. 4.16).

Die Analyse der Basophilen zeigt somit, dass diese Zellen bei einem erhdhten IgE-Spiegel Uber
den FceRI mehr IgE auf ihrer Oberflache binden. Auf die Anzahl der Basophilen im Blut und der
Milz hat der IgE-Spiegel allerdings keinen Einfluss.
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Abb. 4.16 FACS-Analyse von FceRI und IgE von Milz- (A) und Knochenmarkszellen (B) aus Wildtyp- (WT) und
homozygoten (BALB/c IgE""™) BALBI/c-IgE-knock-in-Miusen. Rechts ist die FACS-Analyse der einzelnen
Genotypen, links das Histogramm der Basophilen zu sehen. Die Zahlen im Quadrat geben den prozentualen Anteil
der sich dort befindenden Zellen an. n = 2

4.1.9. Uberexpression von spezifischem IgE im Serum immunisierter
IgE-knock-in-Mause

Um die IgE-Antwort auf ein spezifisches Antigen zu untersuchen wurden WT- und IgE-knock-in-
Mause entsprechend Kapitel 3.4.1 mit dem Modell-Antigen TNP-OVA immunisiert.
Anschlief3end wurde die Konzentration verschiedener TNP-OVA spezifischer Antikdrperisotypen
im Serum dieser Mause durch ELISA ermittelt (Abb. 4.17).

Der WT zeigte nach der Immunisierung mit 0,3 U/ml nur eine geringe Konzentration von TNP-
OVA spezifischem IgE. Im Serum der IgE""™ war der Wert mit 3,2 U/ml fast 11 mal héher, in
dem der IgE""™ mit 12,6 sogar 42 mal hoher (Abb. 4.17.A). Dies ist ein deutlich gréBerer
Unterschied im Vergleich zu der Konzentration von unspezifischem IgE im Serum nicht
immunisierter Mause (Kapitel 4.1.2). Die spezifische 1gG1-Konzentration lag in den IgEWt’ki um
16% unter der des Wildtyps, was keine signifikante Anderung darstellt und mit dem
unspezifischen IgG1-Wert nicht immunisierter Mause vergleichbar ist (Kapitel 4.1.2). Im Serum
von IgEki/ki
4.17.B).

-Mausen konnte kein TNP-OVA spezifisches IgE nachgewiesen werden (Abb.
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Abb. 4.17 Immunglobulinspiegel im Serum von Wildtyp- (wt), hetero- (IgE*"™) und homozygoten (IgE*"™) IgE-
knock-in-Mausen nach Immunisierung mit TNP-OVA. Die Konzentration von TNP-OVA spezifischem IgE (A),
IgG1 (B), 1gG2a (C), IgG2c (D), 1gG2b (E), 1gG3 (F) und IgM (G) wurde durch ELISA ermittelt, wobei fiir die
Messungen ein Serumpool als Standard verwendet wurde. ny = 6, Nwui = 12, N = 5; *P < 0,05; **P < 0,01;
***P < 0,001; NS = nicht signifikant; n.d. = nicht detektierbar

Die Konzentrationsanalyse von TNP-OVA spezifischem 1gG2a (Abb. 4.17.C) und 1gG2c
(Abb. 4.17.E) zeigte eine Besonderheit der IgE-knock-in-Mause. Diese wurden urspriinglich mit
dem BALB/c-Hintergrund generiert und dann auf den C57BL/6-Hintergrund zurlickgekreuzt.
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BALB/c-Mause besitzen statt des IgG2c- den IgG2a-Isotyp (Martin, Brady et al. 1998).

ki/ki

Entsprechend zeigte sich, dass auch die IgE™" -Mause kein spezifisches IgG2c, wohl aber

Wt/kl_MéuSe

IgG2a besalen. Im C57BL/6-WT war es genau umgekehrt. Im Serum der IgE
konnten dagegen beide Isotypen nachgewiesen werden, allerdings in geringerer Menge als im
WT (IgG2c) bzw. IgE*"™ (IgG2a) (Abb. 4.17. C und E). Ursache fiir diese Besonderheit ist die
geringe Wahrscheinlichkeit fur ein crossing over in der Nahe des veranderten Gens, in diesem
Fall also der geringe Abstand zwischen den Genen von IgE und IgG2a bzw. IgG2c. Dadurch ist
der BALB/c-Phanotyp beziiglich 1IgG2a bei den IgEk"ki erhalten geblieben, wahrend die IgEWt/ki
diesbeziiglich Chimaren sind.

Auch beim TNP-OVA spezifischen 1gG2b-Spiegel sind Unterschiede zwischen WT und
IgE-knock-in-Mausen zu erkennen. Betrug die Konzentration beim WT 2,5 U/ml, war sie bei den
Ingt/ki

Im Gegensatz dazu war der Wert bei den IgE*" mit 8,6 U/ml signifikant erhoht (etwa 3,5 mal

mit 4,7 U/ml rund doppelt so hoch, was allerdings keine signifikante Anderung darstellt.

hoéher, Abb. 4.17.D). Im Serum nicht immunisierter Mause waren dagegen keine signifikanten
Unterschiede in der Konzentration von unspezifischem 1gG2b zwischen WT- und IgE-knock-in-
Mausen zu erkennen (Kapitel 4.1.2). Ein ahnliches Bild zeigte die Analyse des spezifischen
|lgG3-Spiegels. Er betrug beim WT 1,1 U/ml, war bei den IgE"™ 3 mal so hoch und bei den
IgE*" mit 5,8 mehr als 5 mal hoher (Abb. 4.17.F). Aufgrund der hohen Variabilitit der Daten
stellt dies jedoch keinen signifikanten Unterschied dar.

Waren bei den nicht immunisierten Mausen keine Unterschiede im IgM-Spiegel zwischen den
drei Genotypen zu erkennen (Kapitel 4.1.2), gilt dies nicht fur den TNP-OVA spezifischen IgM-
Spiegel. Er betrug beim WT 3,4 U/ml, erhohte sich bei den IgE"™ mit 8,0 um das 2,5 fache und
bei den IgE"™ mit 11,5 auf das 3,5 fache (Abb. 4.17.G). Allerdings ist nur der Unterschied

zwischen WT und IgEk"ki

auch signifikant.
Es konnte somit gezeigt werden, dass die IgE-knock-in-Mause auf die Immunisierung mit dem
Modell-Antigen TNP-OVA mit einer stark erhéhten IgE-Antwort reagieren. Auch eine leicht

erhohte IgG2b-, IgG3- und IgM-Antwort konnte registriert werden. Demgegeniber fiel die 1IgG1-

Antwort bei den IgE"" kil

-Mausen geringer aus und fehlte bei den Ig vollstandig.

4.1.10. Stark erhohte Expression von spezifischem IgE im Serum
von CD23" IgE-knock-in-Mausen

Als nachstes wurden CD23-knock-out-Mause und Kreuzungen dieser mit IgE-knock-in-Mausen
mit TNP-OVA immunisiert, um den Einfluss von CD23 auf die IgE-Immunantwort zu
untersuchen.

Die Konzentration von TNP-OVA spezifischem IgE im Serum von CD23"-Mé&usen betrug 1,1

wi/ki wi/ki

U/ml, in dem von IgE war sie mit
20,3 U/ml 18 mal héher (Abb. 4.18.A). Der Anstieg des TNP-OVA spezifischen IgE-Spiegels der

CD23 defizienten IgE-knock-in-Mause gegeniiber den CD23-knock-out-Mausen war damit etwa

war sie mit 7,0 U/ml 6 mal héher und in dem von IgE

halb so gro3 wie der entsprechende Anstieg der IgE-knock-in-Mause gegeniber dem WT
(Kapitel 4.1.9).

80



Ergebnisse

w 257 w 357 NS
[0) (0]
S 20- 5 _ 30
23 e 2 251 T
% E 15] 8 E
E 33 20
<w 10- <5 157
32 32 1o
o 51 N | nd.
= ——— E >
|_
0 0
. CD23" cD23" . CD23" cD23"
A CcD23" |gE Yk = B CcD23" |gE"k =
7} 307 * » 157 I
(0] (0]
S ~ 257 5 ~
Qo J o
N E 207 " £ 104
=) 25
oG 150 @ — a3y
< <A
SO 10 O 5
39 10 59 5 T
% 5_ % n.d.
[ =
0 0 /- -/-
.. CD23"  cD23” 4, CD23" cD23
C CD23 |gE Vi |gERK D CD23 IgE"K ek
NS
0 NS NS
i 20" o 157
Q3 £
S E 157 23 NS
03 N E 10
55 a3
<~ 107 n =
>0 < R
(OR=y >9 5
o 51 Q=
zZ o
- =
0 0
.. CD23"  cD23™" . CD23"  CD23"
E CD237 |gEVk IgENK = cD23 gk IgE
o 207
(0]
c
3 ~ 157
= .
o £ ==
&2 10 I
<s
5 2 5 —
o
Z
- 0 CD23"  cD23"
G CD23" g EWki | gEki/ki

Abb. 4.18 Immunglobulinspiegel im Serum von homozygoten CD23-knock-out-Mausen (CDZ3"') und
Kreuzungen dieser mit hetero- (IgE""™) und homozygoten (IgE"™) IgE-knock-in-Miusen nach Immunisierung
mit TNP-OVA. Die Konzentration von TNP-OVA spezifischem IgE (A), IgG1 (B), IgG2a (C), 1gG2c (D), 1gG2b (E),
1gG3 (F) und IgM (G) wurde durch ELISA ermittelt, wobei fir die Messungen ein Serumpool als Standard verwendet
wurde. Ny = 9, Nywi = 5, Nkii = 7; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; NS = nicht signifikant; n.d. = nicht detektierbar

Die Konzentration von TNP-OVA spezifischen I1gG1 lag im Serum vom WT und IgE*"™ mit 22,2
bzw. 22,4 U/ml etwa gleich hoch. Die CD23 kompetenten IgEWt’ki zeigten einen Rickgang um
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16% gegenuber dem WT, was ebenfalls keiner signifikante Anderung entspricht (Kapitel 4.1.9).
Im Serum von CD23"IgE"™ konnte kein TNP-OVA spezifisches IgG1 festgestellt werden
(Abb. 4.18.B).

Bezuglich TNP-OVA spezifischem IgG2a und IgG2c zeigt sich das gleiche Bild wie in Kapitel
4.1.9 beschrieben: Die homozygoten IgE-knock-in-Mause exprimieren statt 1IgG2c den Isotyp
IgG2a, wahrend die heterozygoten Mause beide Isotypen produzieren (Abb. 4.18.C und D). Bei
der Messung der antigenspezifischen 1IgG2b-Konzentration ergab sich bei den CD23™ ein Wert
von 9,5 U/ml, bei den CD23™ IgE™™ von 14,9 U/ml und bei den CD23" IgE*"™ von 6,8 U/ml,
was keinem signifikanten Unterschied entspricht (Abb. 4.18.E). Hierin zeigt sich ein deutlicher
Unterschied zu den CD23 kompetenten IgE"’™, bei denen der TNP-OVA spezifische 1gG2b
Spiegel gegeniber dem Wildtyp signifikant erhdht war (Kapitel 4.1.9). Die Analyse der
antigenspezifischen 1gG3-Konzentration ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den
drei Genotypen (Abb. 4.18.F). Verglichen mit den CD23 kompetenten IgE-knock-in-Mausen
(Kapitel 4.1.9) weisen die gemessenen Werte aber geringere Differenzen auf. So betrug der
Wert bei den CD23" 5,2 U/ml, erhdhte sich bei den CD23™ IgE*"™ mit 7,0 U/ml um das 1,3
fache und verdoppelte sich bei den CD23™" IgEk"ki auf 10,8 U/ml.

Abschlieltend wurde die Konzentration von TNP-OVA spezifischem IgM bestimmt. Sie betrug im
Serum der CD23" 5,1 U/ml, in dem von CD23™ IgE*"™ war sie mit 8,0 U/ml 1,6 mal hoher und in
dem von CD23"IgE“M war sie mit 13,8 U/ml 2,7 mal hoher (Abb.4.18.G). Diese
Steigerungsraten liegen etwas niedriger als die der CD23 kompetenten IgE-knock-in-Mause mit
dem WT (Kapitel 4.1.9).

Die Ergebnisse zeigen, dass auch die CD23 defizienten IgE-knock-in-Mause auf die
Immunisierung mit TNP-OVA mit einer stark erhéhten IgE-Antwort reagierten. Ebenso wie bei
den CD23 kompetenten IgE-knock-in-Mausen, konnte auch hier eine leicht erhéhte IgM-Antwort
festgestellt werden. Demgegeniiber veranderte sich die IgG1-Antwort bei den CD23™ IgE*™
gebeniiber den CD23™ nicht und fehlte bei den CD23" IgE"® vollstandig. Auffallig ist
aullerdem, dass das Fehlen von CD23 die in den IgE-knock-in-Mausen beobachtete

Uberexpression von IgG2b verhinderte und von IgG3 verringerte (vgl. Kapitel 4.1.9).

4.1.11. Verstarkte aktive systemische Anaphylaxie in
IgE-knock-in-Mausen

Eine weitere zu beantwortende Frage war, ob der nach der Immunisierung mit TNP-OVA
beobachtete hohe Spiegel von polyklonalem antigenspezifischem IgE in den IgE-knock-in-
M&usen zu einer Veranderung der aktiven systemischen Anaphylaxie flhrt. Die Anaphylaxie
wurde in den etwa drei Monate alten Mausen entsprechend Kapitel 3.4.2 ausgel6st und der
Verlauf durch Messung der Kérpertemperatur dokumentiert.

In Abb. 4.19. ist zu erkennen, dass der Riickgang der Korpertemperatur bei den IgE""™ und
IgEX"™ starker und langer anhaltend war als beim WT. Der Temperaturverlauf der beiden IgE-
knock-in-Genotypen unterschied sich dabei kaum voneinander. Der maximale

Temperaturriickgang betrug beim WT rund 4 °C, beim IgE""™ 6 und beim IgE"™ 55 °C. Ein
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deutlicher Unterschied zwischen den Knock-in-Genotypen zeigte sich jedoch in der Sterberate.

So starben 40% aller IgE*"“-Mause, aber keine IgE""- und wt-M&use (Abb. 4.21.B).

=\t wt
—()— |ngt/|q'
—- |l

E'a

A Kérpertemperatur (°C)

N
1

7

I I
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Zeit (min)

Abb. 419 Verlauf der aktiven systemischen Anaphylaxie von Wildtyp- (wt), hetero- (IgE*"™™) und
homozygoten (IgE*"™) IgE-knock-in-Mausen. Die Mause wurden mit TNP-OVA immunisiert, die Anaphylaxie
durch i.v. Injektion von TNP-OVA induziert und der Verlauf durch rektale Messung der Kérpertemperatur verfolgt.
Nut, Nkiki = 5, Nwui = 12; *P < 0,05; NS = nicht signifikant

Um den Einfluss von CD23 auf die aktive systemische Anaphylaxie zu klaren, wurde das
gleiche Experiment mit CD23 defizienten IgE-knock-in-Mausen durchgefiihrt (Abb. 4.20). Hier
zeigten die CD23"-M3ause mit maximal 3 °C den geringsten Temperaturabfall und die schnellste
Erholung. Deutliche Unterschiede ergaben sich im Temperaturverlauf von CD23™ IgEWVki und
CD23" IgE"™. So hatten die CD23" IgE"™-Mause einen maximalen Abfall der
Korpertemperatur von 5,4 °C, konnten sich aber relativ rasch wieder erholen. Bei den CD23™"
IgEk"ki-Méusen konnte ein Temperaturabfall von Uber 7 °C und eine nur sehr langsame
Erholung beobachtet werden. Auch in den Sterberaten unterscheiden sich die drei Genotypen.
Von den CD23™ starben keine Tiere, wahrend 20% der CD23" IgE""™ und 43% der CD23™
IgE“™ nicht tiberlebten (Abb. 4.21.C).
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Abb. 4.20 Verlauf der aktiven systemischen Anaphylaxie von CD23-knock-out- (CD23") und hetero- (CD23™
1gE""™) und homozygoten (CD23™ IgE"") CD23-knock-out-IgE-knock-in-Mausen. Die Mause wurden mit TNP-
OVA immunisiert, die Anaphylaxie durch i.v. Injektion von TNP-OVA induziert und der Verlauf durch rektale Messung

der Kérpertemperatur verfolgt. Ncozs” = 9, Nopzs” g™ = 5, Nepzs e = 7; *P < 0,05; ***P < 0,001

Vergleicht man den Temperaturverlauf aller sechs Genotypen miteinander zeigen sich deutliche
Unterschiede aber auch Gemeinsamkeiten (Abb. 4.21.A): Der Temperaturabfall bei CD23™ war
etwas geringer als beim WT, ansonsten verlaufen beide Kurven nahezu identisch. Vergleicht
man CD23'/'IgEW“ki mit IgEWt/ki, war bei letzterer ein starkerer Temperaturrickgang zu
beobachten. Nach dem Temperaturtiefpunkt kam es jedoch bei beiden zu einer raschen

Erholung. Der Riickgang der Korpertemperatur war bei CD23" IgE*™

ki/ki

am groRten und die
Erholung am langsamsten. Doch auch die IgE™" zeigten einen starken Temperaturabfall und
eine langsame Erholung. Beide Genotypen hatten mit rund 40% die hochste Sterberate.
Auffallig ist auch, dass von den heterozygoten IgE-knock-in-Mausen nur die mit einer CD23-
Depletion mit einer Rate von 20% starben (Abb. 4.21.B und C).

Die starkste aktive systemische Anaphylaxie lie sich also in den homozygoten IgE-knock-in-
Mausen beobachten. Diese zeichnen sich durch einen hohen spezifischen IgE-Spiegel und der
Abwesenheit von 1gG1 aus. Die geringste Anaphylaxie konnte dagegen im WT festgestellt
werden, der nur wenig spezifisches IgE aber viel IgG1 besitzt. Zur Induktion der aktiven
systemischen Anaphylaxie war somit das TNP-OVA spezifische IgE, nicht das IgG1 am
wichtigsten. Somit lasst sich feststellen, dass die Hochregulation einer polyklonalen IgE-Antwort
unmittelbar zu einer verstarkten IgE-vermittelten systemischen Anaphylaxie fiihrte. Was die
Bedeutung von CD23 auf die Anaphylaxie anbetrifft, so scheint eine CD23-Depletion diese bei

Anwesenheit von IgG1 zu mildern, wahrend es sie bei dessen Abwesenheit verscharft.
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Abb. 4.21 Verlauf der aktiven systemischen Anaphylaxie (A) und Sterberate von Wildtyp- (wt) (B), CD23-knock-

kilki

out- (CD23™) (C) und Kombinationen dieser mit hetero- (IgE*"*) und homozygoten (IgE**) IgE-knock-in-Mzusen.

Die Mause wurden mit TNP-OVA immunisiert, die Anaphylaxie durch i.v. Injektion von TNP-OVA induziert und der

wt/ki

Verlauf durch rektale Messung der Kérpertemperatur verfolgt. Ny, nige™ = 5, nige™™ = 12, ncozs”™ = 9, Nepas” 1™ = 5,

- Kikki _
Ncp2s 1ge =7

4.1.12. Ein erhohter spezifischer IgE-Spiegel aktiviert Basophile in
der aktiven systemischen Anaphylaxie

Um zu klaren, ob Mastzellen oder Basophile die beobachtete aktive systemische Anaphylaxie
(ASA) vermitteln, wurden die mit TNP-OVA immunisierten rund drei Monate alten Mause in vivo
mit dem Antikérper Ba103 (anti-CD203R) behandelt. Dies fuhrt nur zu einer Depletion der
Basophilen, nicht aber der Mastzellen (Obata, Mukai et al. 2007). AnschlieRend wurde, wie in
Kapitel 3.4.2 beschrieben, eine Anaphylaxie ausgeldst und der Verlauf der Kérpertemperatur
gemessen. Hierbei wurden mit Ba103 behandelte CD23'/'-IgE-knock-in-Méuse mit

unbehandelten Mausen verglichen (Abb. 4.22).
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Abb. 4.22 Verlauf der aktiven systemischen Anaphylaxie und Sterberate von CD23-knock-out- (CD23"') (A,
D) und Kombinationen dieser mit hetero- (CD23™ IgE""™™) (B, E) und homozygoten (CD23" IgE“™) (C, F)
IgE-knock-in-Mausen mit und ohne Basophilen-Depletion. Die Mause wurden mit TNP-OVA immunisiert, die
Basophilen mit dem Antikérper Ba103 in vivo depletiert, dann die Anaphylaxie durch i.v. Injektion von TNP-OVA
induziert und der Verlauf durch rektale Messung der Kérpertemperatur verfolgt. n = 3; *P < 0,05; ***P < 0,001

Die Depletion der Basophilen fihrte bei den CD23"-Mausen zu einem geringfiigig niedrigeren
Temperaturrickgang und einer rascheren Erholung als bei den unbehandelten Tieren
(Abb. 4.22.A). Bei den mit Ba103 behandelten CD23™ IgE""™ und CD23™ IgE*™ war der Abfall
der Korpertemperatur deutlich niedriger als bei den unbehandelten Mausen (rund 2 °C
weniger). Auch konnten sich die Tiere wesentlich schneller erholen (Abb. 4.22.B und C). Auf die
Sterberate hatte die Basophilendepletion ebenfalls starke Auswirkungen. Sie betrug bei den
unbehandelten CD23" IgE"" 67%, wahrend keines der behandelten Tiere starb (Abb. 4.22.F).
Bei den unbehandelten CD23" IgE*™ betrug sie 33%, auch hier starb keines der mit dem

Antikérper behandelten Mause (Abb. 4.22.E). Daraus lasst sich schlielen, dass eine aktive
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systemische Anaphylaxie, bei einem stark erhdhten Spiegel von spezifischem IgE, in erster

Linie durch Basophile und weniger durch Mastzellen aktiviert wird.

4.1.13. Die Aktivierung von Mastzellen spielt eine wichtige Rolle bei

der Induktion einer IgE-vermittelten aktiven systemischen

Anaphylaxie in IgE-knock-in Mausen

Um zu Uberprifen, ob neben den Basophilen auch Mastzellen bei der Induktion einer IgE

vermittelten aktiven systemischen Anaphylaxie eine Rolle spielen, wurde die Konzentration von

MMCP1 (mouse mast cell protease 1) im Serum anaphylaktischer Mause gemessen. Dieses

Enzym ist spezifisch fir eine IgE-vermittelte ASA und wird nur in Mastzellen, nicht aber in

Basophilen produziert.
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Abb. 4.23 MMCP1-Konzentration im Serum
anaphylaktischer Wildtyp- (wt), hetero-
(IgE"™) und homozygoten (IgE*™) IgE-
knock-in-Mausen.

Die Mause wurden mit TNP-OVA immunisiert,
eine Anaphylaxie durch i.v. Injektion von TNP-
OVA induziert und den Tieren Blut
abgenommen.  AnschlieBend wurde die
MMCP1-Konzentration mittels ELISA bestimmt.
Nt = 16, N = 14, nwua = 8; *P < 0,05;
**P < 0,005

Abb. 4.23 zeigt im Serum von IgE"™ mit 490 ng/ml die hochste MMCP1-Konzentration. Sie ist
zwolf mal hoher als die des WTs mit 40 ng/ml. Aber auch in den IgE""™ lag sie mit 120 ng/mi

noch drei mal hoher als im WT. Die Konzentration von MMCP1 korreliert also mit der Starke der

Anaphylaxie und deutet auf einen bedeutenden Beitrag der Mastzelldegranulierung bei der

Induktion einer IgE-vermittelten ASA auch in IgE-knock-in-Mausen hin.
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4.2. Generierung transgener Knock-in-Méduse mit

Uberexpression von humanem IgE

4.2.1. Strategie zur Generierung humanisierter IgE-knock-in-Mause

Zur Generierung einer transgenen Knock-in-Maus, die eine Uberexpression von humanem IgE
(hulgE) aufweisen sollte, wurde das Gen fiir den I6slichen Teil der schweren Kette von IgG1
durch den entsprechenden Teil von humanem IgE ersetzt. Das humane IgE liegt somit
zwischen der IgG1- class-switch-Region und den IgG1-Transmembran-Exons (Abb. 4.23). Der
Genlokus der schweren Kette dhnelt somit dem der IgE-knock-in-Mause (Kapitel 4.1.1). Wie bei
diesen, sollte auch hier der Regulationsmechanismus von IgG1 zu IgE transferiert werden, um

eine Uberexpression von humanem IgE zu erméglichen.

OO B HFO@HIFO2HF OO O

transgene IgE-knock-in-Maus

D Exons der schweren Kette () Switch-Region der Isotypen I] Transmembran-Exons

Abb. 4.23 Genlokus der schweren Kette in der Keimbahn von Wildtyp (WT) und transgenen IgE-knock-in-
Mausen Austausch des Gens flr den I6slichen Teil von IgG1 (y1) durch den entsprechenden Teil von humanem IgE
(hug).

Als targeting-Vektor diente der Vektor hulgE-DFV (Abb. 4.24) (Dr. Philipp Yu, Universitat
Marburg). Die Exons, die den Iéslichen Teil von humanem IgE codieren, sind am 5-Ende von
der class-switch-Region und am 3’-Ende von den Exons des murinen IgG1 (migG1) flankiert,
um eine homologe Rekombination in die genomische DNA der ES-Zellen zu ermdglichen.
Zwischen den hulgE- und migG1-Exons liegt die Selektionskassette mit dem Resistenzgen
gegen Neomycin und dem Gen fir die Thymidinkinase (TK) aus dem Herpes Simplex Virus
(HSV). Die Selektionskassette wird von zwei loxP-Stellen eingerahmt. Hierbei handelt es sich
um Erkennungssequenzen der Cre-Rekombinase, die in der Lage ist den Bereich zwischen
zwei loxP-Stellen mit der gleichen Orientierung zu entfernen. Eine weitere loxP-Stelle befindet
sich zwischen den mlgG1-Exons fiir den lI6slichen Teil und der Transmembrandomane von
migG1.

88



Ergebnisse

transmembran /
Exons migG1 V

Switch-Region migG1

hulgE-DFV
15.484 bp

Exons hulgE

loxP \ Neomycin R

HSV Thymidinkinase (TK)

Abb. 4.24 Targeting-Vektor zur Generierung humanisierter IgE-knock-in-Mause

hulgE = humanes IgE, mlgG1 = murines IgG1, HSV = Herpes Simplex Virus

Zur Generierung der humanisierten IgE-knock-in-Mause (ki-hulgE) wurde folgende Strategie
angewendet (Abb. 4.25); Zunachst werden embryonale Stammzellen mit dem linearisierten
Targetvektor transfiziert. Aufgrund der homologen Bereiche des targeting-Vektors kommt es zur
homologen Rekombination mit der genomischen DNA der ES-Zellen. Um die Zellen zu
identifizieren, bei denen der Targetvektor erfolgreich ins Genom eingebaut wurde, folgt eine
Selektion mit Geneticin. Diese Behandlung Uberleben nur ES-Zellen mit einem Neomycin-
Resistenzgen. Die ki-hulgE-ES-Zellen werden anschlieRend in Blastozysten injiziert und diese
in den Uterus scheintrachtiger Mause implantiert. Die daraus resultierenden chimaren Mause
werden anschlieBend mit Cre-Rekombinase exprimierenden Mausen verpaart. Haben sich ki-
hulgE-ES-Zellen zu Keimzellen entwickelt, so entfernt die Cre-Rekombinase in den friihen
Embryonalzellen die zwischen den loxP-Stellen liegende Selektionskassette und migG1-Exons.

Auf diese Weise gehen aus einer solchen Verpaarung ki-hulgE-Mause hervor.

4.2.2. Generierung transgener ki-hulgE-ES-Zellen

Die ES-Zellen wurden mit dem durch Xhol linearisierten targeting-Vektor hulgE-DFV transfiziert,
die veranderten ES-Zellen durch Zugabe von Geneticin selektiert, die Uberlebenden Klone
isoliert und die homologe Rekombination mit Hilfe einer Nested-PCR nachgewiesen (siehe
Kapitel 3.3.4 bis 3.3.7).

Insgesamt wurden 1130 Zellklone isoliert. Das Zelllysat von je funf Klonen wurde in einem PCR-
Ansatz analysiert. Die Lage der Primer ist in Abb. 4.26 zu sehen. Sie wurden so gewahlt, dass
die 5’-Primer auferhalb des Vektorbereichs binden und die 3’-Primer an die hulgE-Exons. Auf
diese Weise ist gewdhrleistet, dass nur die Insertion durch homologe Rekombination ein

positives Signal liefert, nicht der zufallige Einbau an einer beliebigen Stelle des Genoms. Fiir die
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Analyse der Pools wurde der 1. Primersatz verwendet. Insgesamt konnten fiinf positive Pools
identifiziert werden. Abb. 4.26.A zeigt drei davon.

5' 3
D)
X wT
—D OOV @@
G switch Targetvektor

homologe Rekombination

positive Selektion mit Geneticin

ki-ES-Zellen

Rekombination durch
Cre-Rekombinase

@E'l E2 % E3 ® E4

ki-hulgE-Maus

O Exons der schweren Kette, E = hulgE, G = IgG1 ‘ loxP-Stelle

Q lgG1-switch-Region HSV Thymidinkinase
I:I lgG1-Transmembranexons Neomycin-Resistenz-Kassette

Abb. 4.25 Strategie zur Generierung transgener, humanes IgE liberexprimierender Knock-in-Mause (ki-hulgE)

Zur |dentifikation der positiven Zellklone innerhalb eines Pools wurde eine weitere Nested-PCR
mit den Zelllysaten der einzelnen Klone durchgefuhrt. Da der 1. Primersatz auch unspezifische
Banden zeigte, wurde die Nested-PCR mit einem 2. Primersatz wiederholt. Hierbei konnten
sieben positive Klone identifiziert werden (Abb. 4.27.B).
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658 657 660 26_2 2. Primersatz

656 659 663 664 1. Primersatz
5 ¥
ki-hulgE

- hulgE Exons der schweren Kette O IgG1-switch-Region

Abb. 4.26 Lage der Primer fiir die Nested-PCR zum Nachweis der homologen Rekombination in

transgenen ES-Zellen mit humanem IgE (ki-hulgE)

Fir die Nested-PCR wurden folgende Programme verwendet:

1. PCR 2. PCR
1. Initialisierung : 4 min 94°C
2. Denaturierung: 35 sec 94°C
3. Primer annealing: 35 sec 57°C 20 Zyklen 35 Zyklen
4. Elongation: 80 sec 72°C
5. Lucken auffillen 5 min 72°C
1 3 5 7 910 12 14 16 Pool 1 Pool 2 Pool 3
24C 24E 83F 84F
10 kb - 10 kb -
1,5kb - 1,5kb -
1kb - 1kb -
17 19 21 23 25 27 30 32 Pool4 Pool5
10 kb - 131
95B A B N P
10 kb -
1,5 kb -
(Lo 1,5 kb -
1 kb -
A B

Abb. 4.27 Nested-PCR zum Nachweis der homologen Rekombination in humanisierten IgE-knock-in-ES-
Zellen. (A) zeigt Pools aus jeweils fiinf Klonen, (B) die einzelnen Klone aus den positiven Pools. Die positiven
Klone weisen eine Bande bei 1,2 kb auf. Die ES-Zellen wurden mit dem Targetvektor transfiziert, mit Geneticin
selektiert und nach 10 Tagen isoliert. Anschlielend wurden die Zellen lysiert, mit Proteinase K verdaut und die
PCR durchgefihrt.

Die roten Zahlen zeigen die positiven Pools. 30/N = Negativkontrolle, 31 = Wasser, 32/P = Positivkontrolle
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Da die 3. loxP-Stelle am 3’-Ende fiir die Knock-in-Strategie von entscheidender Bedeutung ist,
wurde mit Hilfe einer PCR Uberprift, ob diese durch homologe Rekombination ins Genom der
ES-Zellen eingebaut wurde. Weil der Targetvektor mit groBer Wahrscheinlichkeit nur in ein
Chromosom insertiert, miussen die positiven Klone eine wt-Bande (393 bp) und eine ki-Bande
(493 bp) aufweisen. Die Klone bei denen die homologe Rekombination vor der 3. loxP-Stelle
abgebrochen wurde, zeigen dagegen nur die wt-Bande. Dies ist nur bei Klon 131B der Fall
(Abb. 4.28.C). Somit konnten sechs ES-Zellklone identifiziert werden, bei denen der targeting-
Vektor, einschlieBlich der 3. loxP-Stelle, durch homologe Rekombination vollstandig ins Genom
integriert wurde: 24C, 24E, 83F, 84F, 95B und 131A (Abb. 4.28.A, B, C).

- 1kb
-0,5 kb
-0,3kb

Abb. 4.28 PCR zur Kontrolle des Einbaus der 3. loxP-Stelle am 3’-Ende des Genoms positiv getesteter ES-
Zellklone. Die wt-Bande ist 393 bp, die ki-Bande 493 bp groR, N = Negativkontrolle.

Um sicher zu stellen, dass es zu einer fehlerfreien Integration des targeting-Vektors ins Genom
der durch PCR positiv getesteten ki-hulgE-ES-Zellklone gekommen ist, wurde dies bei vier von
ihnen mittels Southernblot Gberpruft. Dazu wurde die genomische DNA aus den Klonen isoliert
und mit EcoRI verdaut. Die Restriktionsendonuklease wurde so gewahlt, dass sich eine
Schnittstelle aulRerhalb und eine innerhalb des Vektors befindet. Dies gewahrleistet, dass nur
ein ES-Klon mit einem homolog rekombinierten targeting-Vektor eine ki-Bande definierter Groflie
bildet. AuRerdem muissen wt- und ki-Bande gut unterscheidbare GréRen aufweisen (Abb. 4.29).

Die DNA-Sonde ,SW3“ (483 bp) wurde durch PCR hergestellt und radioaktiv markiert
(siehe Kapitel 3.5.8 bis 3.5.10). Sie bindet an der class-switch-Region von IgG1, au3erhalb des
targeting-Vektors. Dies garantiert, dass an einer zufalligen Stelle insertierte Vektoren nicht
markiert werden. ES-Klone mit einer korrekten Integration des Vektors ins Genom zeigen somit
eine wt-Bande mit einer GrélRe von 6653 bp und eine ki-Bande von 5976 bp (bei heterozygoter

Integration).
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5' 3
6653 bp
EcoRI EcoRl
—
= (GIHG2)G3)
WT
5976 bp

O Exons der schweren Kette, E = hulgE, G = IgG1 ‘ loxP-Stelle

O IgG1-switch-Region HSV Thymidinkinase
I:I IgG1-Transmembranexons Neomycin-Resistenz-Kassette

mmm  DNA-Sonde

Abb. 4.29 Schematische Darstellung der genomischen DNA von Wildtyp- (wt) und transgenen Knock-in-
ES-Zellen mit humanem IgE (ki-hulgE). Dargestellt sind die EcoRI-Schnittstellen, die Lage der DNA-Sonde und

die Grofte der Banden im Southernblot.

Aus Abb. 4.30 geht hervor, dass drei der vier untersuchten ki-hulgE-ES-Zellklone eine korrekte
homologe Rekombination des fargeting-Vektors aufweisen: 24C, 84F und 95B. Bei Klon 83F ist

dagegen keine ki-Bande zu erkennen.

Abb. 4.30 Southernblot zum Nachweis der homologen
Rekombination in humanisierten IgE-knock-in-ES-Zellen
Die Klone 24C, 84F und 95B weisen eine ki- (5976 bp) und eine wt-

Bande (6653 bp) auf, zeigen also eine homologe Rekombination des

8 kb -

targeting-Vektors.
G kb - Die genomische DNA der ES-Zellklone wurde isoliert, mit EcoRI
5 kb - verdaut, eine Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt, die DNA auf

eine Nylon-Membran geblottet, mit einer radioaktiv markierten Sonde
hybridisiert und der aufgelegte Film mit Hilfe eines Phosphorimagers

ausgelesen.
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4.2.3. Blastozysteninjektion und Entstehung chimarer Mause

Die humanisierten IgE-knock-in-ES-Zellen von Klon 95B wurden zur Blastozysteninjektion zu
Prof. Lars Nitschke (Universitat Erlangen) geschickt (siehe Kapitel 3.3.9). Aus der ersten
Injektion entwickelten sich zwei Mannchen mit einem Chimarismus von 10% bzw. 60% und ein
Weibchen mit 30%. Der Chimarismus Iasst sich anhand der Fellfarbe abschatzen, da die ES-
Zellen von BALB/c-Mausen stammen und die Blastozysten von C57BL/6. Je hdher der Anteil
weilden Fells ist, desto hdher ist auch der Chimarismus.

Nach der Geschlechtsreife wurden die chimaren Mause mit BALB/c-Cre-Deleter-Mausen
(Schwenk, Baron et al. 1995) verpaart, um die Selektionskassette und die migG1-Exons zu
entfernen (siehe Abb. 4.25). Die braune Fellfarbe der Nachkommen zeigte jedoch, dass sich die
ki-hulgE-ES-Zellen nicht zu Keimzellen entwickelt hatten. Aus einer zweiten
Blastozysteninjektion mit ES-Zellen des Klons 24C entwickelten sich zwei hochchimare
Mannchen. Aus Verpaarungen mit BALB/c-Cre-Deleter-Mausen gingen aber erneut nur Mause
mit brauner Fellfarbe hervor. Folglich konnten sich auch die ES-Zellen aus Klon 24C nicht zu

Keimzellen entwickeln.

Abb. 4.31 Chimare IgE-knock-in-Maus

4.3. Generierung von Mausen mit induzierbarem Knock-out von
PLCy1

4.2.1. Strategie zur Generierung von Mausen mit induzierbarem
Knock-out von PLCy1 (PLCy1-iko-Mause)

Wie in Kapitel 1.3.1 erwahnt ist die Phospholipase-Cy1 (PLCy1) fir die intrazellulare
Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren und dem TCR von essenzieller Bedeutung. Dies hat
zur Folge, dass ein konditioneller Knock-out zum Absterben der Embryonen am Tag 9 fuhrt. Um
dieses Problem zu umgehen, sollte eine Maus mit induzierbarem Knock-out generiert werden.

Hierzu sollte eine loxP-Stelle zwischen Exon 25 und 26 sowie zwischen Exon 32 und 33
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eingefiihrt werden (Abb. 4.31). Aus einer solchen gefloxten PLCy1-iko-Maus lassen sich
anschlieBend durch eine Deletion der Exons 26 bis 32 gewebsspezifische PLCy1-ko-Mause
generieren (Abb. 4.31).

Als targeting-Vektor wurde der Vektor ikoPLCy1 verwendet (Abb. 4.32). Dieser besteht aus
einem kurzen Arm (KA) der Exons 22 bis 25 und einem langen Arm (LA) der Exons 26 bis 32
von PLCy1. Zwischen den Exons 32 und 33 wurden eine loxP-Stelle eingefligt. Zwischen
langem und kurzem Arm liegt eine von loxP-Stellen eingerahmte Selektionskassette (Neo-TK-
Kassette) mit dem Resistenzgen gegen Neomycin und dem Gen der HSV-Thymidinkinase. Der
kurze Arm und die Bereiche des langen Arms hinter der 3. loxP-Stelle am 3’-Ende ermdglichen
die homologe Rekombination des targeting-Vektors ins Genom der ES-Zellen. Zur Selektion in

Bakterien enthalt der Vektor aulierdem noch eine Resistenzkassette gegen Ampicillin.

5 3

(HEH 2 HE)—(2H2DHEH - Ho2—(33)

l Wildtyp Maus

(A3 H52)-8+2)

l gefloxte PLCy1-iko-Maus

PLCy1-ko-Maus

O Exons von PLCy1 @ loxP-Stelle

Abb. 4.32 Genlokus von PLCy1 in Wildtyp-, gefloxten PLCy1-iko- und PLCy1-ko-Mausen
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Poul (15153) Poul (548)
Ampicillin R

Sacll (2214)
Not1 (2220)

ikoPlcy1

KA Picy1
15.650 bp
LAPlcyl — Sall (4228)
loxP
Neomycin R
HSV Thymidinkinase (TK)

loxP

Abb. 4.33 Targeting-Vektor zur Generierung von PLCy1-iko- und PLCy1-ko-Mausen

Zur Generierung der PLCy-iko-Mause wurde folgende Strategie angewendet (Abb. 4.33): Als
erstes werden embryonale Stammzellen mit dem linearisierten Targetvektor transfiziert. Dieser
wird durch homologe Rekombination in die genomische DNA der ES-Zellen eingebaut.
Anschlielend werden die rekombinanten ES-Zellen mit Hilfe von Geneticin selektiert, gefolgt
von einer transienten Transfektion der Uberlebenden Zellen mit einem Cre-Rekombinase-
Expressionsvektor und negativer Selektion durch Ganciclovir. Die Cre-Rekombinase entfernt
die zwischen zwei loxP-Stellen gleicher Orientierung liegende Selektionskassette. Die
Behandlung mit Ganciclovir Uberleben nur die rekombinanten ES-Zellen, die keine HSV-
Thymidinkinase mehr besitzen. Die so entstandenen PLCy-iko-ES werden in Blastozysten
injiziert und diese in den Uterus scheintrachtiger Mause implantiert. Die daraus entstehenden
chimaren Mause werden mit BALB/c-Mausen verpaart, um heterozygote gefloxte PLCy-iko-
Mause zu erhalten. Diese werden mit Tieren verpaart, die eine zell- oder gewebsspezifische
Expression der Cre-Rekombinase aufweisen, in diesem Fall in T-Zellen. Dies fiihrt bei

homozygoten Mausen zu einem spezifischen Knock-out von PLCy1 in T-Zellen.
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5 3
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Targetvektor
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positive Selektion mit Geneticin

EEEE- 1 Fe-EE@E@EENR

PLCy1-iko-ES-Zellen
Rekombination durch Cre-Rekombinase

negative Selektion durch Ganciclovir

@ ®-OHD - DB 2o

gefloxte PLCy1-iko-ES-Zellen und Mause

Rekombination durch Cre-Rekombinase
nur in T-Zellen

222029

PLCy1-ko-Maus

() Exons von PLCy1 @ loxP-stelle HSV Thymidinkinase
Neomycin-Resistenz-Kassette

Abb. 4.34 Strategie zur Generierung von gefloxten PLCy1-iko- und PLCy1-ko-Mausen

4.2.3. Klonierung des Targetvektors iko-PLCy1

Zunachst wurde der Vektor, der den langen Arm von PLCy1 enthielt, kloniert (LA-PLCy1).
Mittels PCR wurde ein 3,5 kb groRes Fragment der Exons 27 bis 32 aus einem BAC (RPCI-23-
285D4) amplifiziert und in einen Vektor auf Basis von pcDNAS3.1(-) (Invitrogen) eingefligt. Dieser
Vektor enthielt bereits die PLCy1-Exons 26 bis 32, allerdings mit einer eingefligten Mutation in
Exon 27, die auf diese Weise entfernt wurde (Abb. 4.34).
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5 3
BspEl Kpnl
HDHE-EHD-HE—
() Exons von PLCY1 @ loxP-Stelle

Abb. 4.35 Einbau der PLCy1-Exons 26 — 32 in pcDNA3.1(-). Das PLCy1-Fragment zwischen den Schnittstellen
von BspEl und Kpnl wurde durch PCR aus einem BAC amplifiziert. Es ersetzte den Bereich der Exons 26 bis 32
des Vektors pcDNA3.1(-).

Anschliefiend wurde eine loxP-Stelle in das Intron stromabwarts von Exon 32 eingeflgt. Die
loxP-Sequenz ist 34 bp, das ganze Fragment 92 bp grof3. Es wurde aus dem Vektor Neo-TK-
2loxP mit EcoRI und Hindlll ausgeschnitten und blunt-ends generiert. Anschlie®end wurde der
LA-PLCy1-Vektor mit Kpnl geschnitten, blunt-ends generiert, dephosphoryliert und das loxP-
Fragment eingefligt (Abb. 4.35).

5' Pmel Pmel 3
D EH D)
O Exons von PLCy1 @ IloxP-Stelle

Abb. 4.36 Einfiigen einer loxP-Stelle in den Vektor LA-PLCy1. Das loxP-Fragment wurde aus einem anderen

Vektor ausgeschnitten und in den mit Kpnl gedffneten Vektor LA-PLCy1 eingeflgt.

Als Nachstes wurde der Vektor mit dem kurzen Arm von PLCy1 kloniert (KA-PLCy1). Hierzu
wurde ein 850 bp groRRes Fragment von PLCy1, das die Exons 24 und 25 enthielt, durch PCR
amplifiziert, wobei der BAC-Klon RPCI-23-285D4 erneut als Template fungierte. Gleichzeitig
wurden Schnittstellen fir Notl und Sall eingefligt. Das PCR-Produkt wurde anschlief3end in den
Vektor NeoTK-2loxP eingefligt. Hierbei handelt es sich um einen Vektor auf Basis von pPCR-

Script (Stratagene) mit einer Neo-TK-Kassette, die von zwei loxP-Stellen eingerahmt ist (Abb.
4.36).

5' 3
Notl Sall Xhol

@@ e<c{ile

O Exons von PLCy1 @ loxP-Stelle HSV Thymidinkinase

Neomycin-Resistenz-Kassette

Abb. 4.37 Einbau der Exons 24 und 25 von PLCy1 in den NeoTK-2loxP-Vektor. Der Vektor wurde mit Notl
und Sall geschnitten und das durch PCR amplifizierte PLCy1-Fragment eingesetzt.
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Die beiden Vektoren KA-PLCy1 und LA-PLCy1 mit eingebauter loxP-Stelle wurden nun zur
Konstruktion des Targetvektors ikoPLCy1-B10 verwendet. Dazu wurde der lange Arm mit Pmel
ausgeschnitten und in den mit Xhol geschnittenen KA-PLCy1-Vektor eingefligt (Abb. 4.37). Der
entstandene Targetvektor wurde zur Transfektion von ES-Zellen verwendet. Es konnte aber
keine homologe Rekombination in die genomische DNA nachgewiesen werden. Um die

homologe Rekombination zu erleichtern wurde daher der kurze Arm verlangert.

5 3
Notl Sall

CHEr oo 1 - CHHEHDEDEDE)

Targetvektor ikoPLCy1-B10

Notl Sall

X EEHEH o< DT - EE NG
Targetvektor ikoPLCy1

Notl Sall

lEp@Eleca EOEEE®®

Testarmvektor ikoPLCy1

O Exons von PLCy1 @ IloxP-Stelle HSV Thymidinkinase

Neomycin-Resistenz-Kassette

Abb. 4.38 Schematische Darstellung der Targetvektoren und des Testarmvektors zur Generierung eines

induzierbaren Knock-outs von PLCy1

Es wurden zwei verschiedene Konstrukte angefertigt (Abb. 4.37): Der Targetvektor ikoPLCy1
mit einem kurzen Arm aus den Exons 22 bis 25 (2 kb) und der Testarmvektor ikoPLCy1, dessen
kurzer Arm aus den Exons 18 bis 25 (4 kb) besteht. Zunachst wurden die entsprechenden
Konstrukte mittels PCR und dem BAC-Klon RPCI-23-285D4 hergestellt, wobei Schnittstellen fir
Notl und Sall eingefligt wurden. Dann wurde der alte kurze Arm aus dem Targetvektor
ikoPLCy1-B10 mit Hilfe von Notl und Sall ausgeschnitten und durch die neuen Konstrukte

ersetzt.

4.2.4. Funktionalitat der loxP-Stellen im Tagetvektor

Damit die Knock-out-Strategie erfolgreich ist, mussen alle drei loxP-Stellen des targeting-

Vektors die gleiche Orientierung besitzen. Nur dann kann die Cre-Rekombinase den
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dazwischen liegenden DNA-Abschnitt herausschneiden. Haben die loxP-Stellen dagegen eine
entgegengesetzte Orientierung, so wird der Abschnitt invertiert. Um die Funktionalitat zu
Uberpriifen wurden Cre-Rekombinase exprimierende Bakterien des Stamms E. coli BNN132-
2Cre mit dem Targetvektor ikoPLCy1-B10 transformiert. Sind die loxP-Stellen funktionell, so
wird der Bereich zwischen den beiden aul3eren loxP-Stellen herausgeschnitten. Dies geschieht
aufgrund der permanenten und hohen Konzentration der Cre-Rekombinase in den Bakterien
und kann entweder in einem Schritt oder, unter Verwendung der mittleren loxP-Stelle, in zwei
Schritten geschehen. Der auf diese Weise durch die Cre-Rekombinase modifizierte
Targetvektor wurde mit Hindlll verdaut. Dabei entstanden zwei Banden mit einer Grofte von
3108 und 3399 bp (Abb. 4.38). Dies zeigt, dass der Bereich zwischen den aulieren loxP-Stellen

ausgeschnitten wurde, die loxP-Stellen also funktionell sind.

5 7 9 11 13 15 17 19 20

= =8 10 kb -
_eweseesesvesssew e 3 kb -
2kb -

1kb -

Abb. 4.39 Verdau des aus E. coli BNN132-2Cre isolierten Targetvektors
ikoPLCy1-B10 mit Hindlll. Die Bandengréen von 3108 und 3399 bp zeigen die

Funktionalitat der loxP-Stellen.

4.2.4. Optimierung der Nested-PCR zum Nachweis der homologen
Rekombination des targeting-Vektors ikoPLCy1

Um die Nested-PCR zum Nachweis der homologen Rekombination des Targetvektors
ikoPLCy1 in die genomische DNA von ES-Zellen zu optimieren, wurde der Testarmvektor
ikoPLCy1 verwendet (Abb. 4.37 und 4.39). Im Gegensatz zum Targetvektor besitzt er die Exons
18 bis 21 am 5-Ende und somit auch die Bindungsstellen fiir die 5’-Primer der Nested-PCR.
Diese zeigt somit auch bei einem zufalligen Einbau des Testarmvektors eine homologe
Rekombination an.

Der Vektor wurde mit Pvul linearisiert und zur Transfektion von ES-Zellen verwendet. Mit Hilfe
von Geneticin wurden die positiven Klone selektiert, isoliert und mit den Zelllysaten Nested-
PCR-Analysen durchgefiihrt. Als optimal erwiesen sich die in Kapitel 3.3.7 aufgeflhrten
Reaktionsansatze und folgende Programme:
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1. PCR 2. PCR
Initialisierung 3 min 95°C 3 min 95°C
Denaturierung 30 sec 95°C 30 sec 95°C
Primer annealing 30 sec 55,8°C 30 sec 56,3°C
Elongation 144 sec 72°C 132 sec 72°C
Lucken auffillen 5 min 72°C 5 min 72°C
5 3

759 758 442 644

—_—— - <-—

D @EED e

O Exons von PLCy1 @ loxP-Stelle HSV Thymidinkinase
Neomycin-Resistenz-Kassette

Abb. 4.40 Schema des Testarmvektors ikoPLCy1 mit Primerbindungsstellen fiir die Nested-PCR

4.2.5. Generierung von PLCy1-iko-ES-Zellen

Die ES-Zellen wurden mit dem durch Pvul linearisierten Targetvektor ikoPLCy1 transfiziert und
die veranderten Zellen durch Zugabe von Geneticin selektiert. Dann wurden die iberlebenden
Klone isoliert und die homologe Rekombination mit Hilfe der in Kapitel 4.2.4 entwickelten
Nested-PCR nachgewiesen.

Insgesamt wurden 1300 Zellklone isoliert und das Zelllysat von je finf Klonen in einem PCR-
Ansatz analysiert. Die Lage der Primer ist identisch mit der im Testarmvektor (Abb. 4.39). Beim
Targetvektor binden die 5’-Primer aber aufl’erhalb des Vektors. Die PCR liefert also nur dann
ein positives Signal, wenn der Targetvektor durch homologe Rekombination ins Genom

eingebaut wurde. Abb. 4.40 zeigt 5 der insgesamt 40 positiven Pools.
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5 789 11 13 1516

17 19 21 232425 27 2930 32
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Abb. 4.41 Nested-PCR zum Nachweis einer homologer Rekombination in PLCy1-iko-ES-Zellen. Gezeigt
werden Pools aus jeweils fiinf Klonen. Die positiven Klone weisen eine Bande bei 2,2 kb auf. Die ES-Zellen
wurden mit dem Targetvektor transfiziert, mit Geneticin selektiert und nach 11 Tagen isoliert. AnschlieRend
wurden die Zellen lysiert, mit Proteinase K verdaut und die PCR durchgefiihrt.

Die roten Zahlen zeigen die positiven Pools. 29 = Positivkontrolle 1 (mit Testarmvektor transfizierte ES-Zellen),
30 = Positivkontrolle 2 (Testarmvektor), 31 = Negativkontrolle, 32 = Wasser

Zur ldentifikation der positiven Klone innerhalb eines Pools wurde eine zweite Nested-PCR,
unter Verwendung der Zelllysate der einzelnen Klone, durchgefiihrt. Hierbei konnten insgesamt
30 positive Klone identifiziert werden (Abb. 4.42).

Da die 3. loxP-Stelle am 3’-Ende auch bei der Erzeugung eines induzierbaren Knock-outs von
PLCy1 von entscheidenden Bedeutung ist, wurde mit Hilfe einer PCR Uberprift, ob diese durch
homologe Rekombination in die genomische DNA der ES-Zellen eingebaut wurde. Dabei
wurden zwei verschiedene Primersatze verwendet, um Fehler durch unspezifische Bindungen
zu vermeiden. Da die homologe Rekombination mit hoher Wahrscheinlichkeit nur auf einem
Chromosom stattfindet, zeigen die Klone mit der 3. loxP-Stelle sowohl die wt- als auch die iko-
Bande (Abb. 4.41). Insgesamt konnten sieben Klone identifiziert werden, bei denen der
Targetvektor, inklusive der 3. loxP-Stelle, durch homologe Rekombination insertiert wurde.

B 8 10 13 16 18 21 23 B
1234567abc 9 12 14 1720 22 A C
1000 bp - : ,
500 bp - .
300 bp- -

, 1519Ea b ¢
1000bp-' 1000 bp - - "
500 bp - < ;-
. 500 bp - «» & &
200 bp - . - 300 bp - - - .

Abb. 4.42 PCR zur Kontrolle ob die 3. loxP-Stelle am 3’-Ende ins Genom der positiv getesteten ES-Zellklone
eingebaut wurde. A, C, D mit Primersatz 1: wt-Bande 203 bp, iko-Bande 308 bp, B mit Primersatz 2: wt-Bande 327

bp, iko-Bande 432 bp Die roten Zahlen zeigen die positiven Klone. a,b = Negativkontrolle, ¢ = Positivkontrolle
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Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5 Pool 6 Pool 7

10 kb -

2kb -
1Kkb -

_7 Pool 8 8 Pool9 Pool 10 Pool 11 Pool 12 Pool 13
8 12 13 b
10 kb - ? e 11 ‘"
10 kb - - =] 10 kb -
2kb - kb - 2 kb -
1kb - i 1kb -
Pool 14 _Pool 15 Pool16  Pool 17 _Pool 18 19 Pool 19 Pool 20
14 15 16 17 18 19 20 21 22
10 kb - -10kb 10kb-
2kb - -2kb  2kb-
Tkb - -1kb  1kb-
20 _Pool 21 Pool 22 Pool 23 Pool 24 25
10 kb - 10 kb - P
2 kb - 2
1kb - )

Pool 25 Pool26 Pool 27 28 Pool 28

D E

10 kb - - i
2kb - :

1 kb -

Abb. 4.43 Nested-PCR zum Nachweis der homologen Rekombination in PLCy1-iko-ES-Zellen. Gezeigt werden
die einzelnen Klone aus den positiven Pools. Die positiven Klone weisen eine Bande bei 2,2 kb auf. Die ES-Zellen
wurden mit dem Targetvektor transfiziert, mit Geneticin selektiert und nach 11 Tagen isoliert. Anschlieend wurden die
Zellen lysiert, mit Proteinase K verdaut und die PCR durchgefiihrt.

a = Negativkontrolle, b = Wasser, ¢ = Positivkontrolle

Von den sieben positiv getesteten PLCy1-iko-ES-Zellen wurde ein Southernblot durchgefiihrt,
um sicher zu stellen, dass es zu einer fehlerfreien Integration des Targetvektors ins Genom
gekommen ist. Dazu wurde die genomische DNA aus den Klonen isoliert und mit BamHI
verdaut. Wie in Kapitel 4.2.2 erlautert, muss die Restriktionsendonuklease eine Schnittstelle
aulderhalb und eine innerhalb des Vektors haben und zu leicht unterscheidbaren wt- und iko-
Bandengrofien fiihren (Abb. 4.43).
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5401 bp

BamHI BamHI

I
oD@ H a2 2o -z

wt-ES
) 8527 bp
BamHI BamHI
EHE—E—E—E— St
ikoPLCy1-ES

O Exons von PLCy1 ‘ loxP-Stelle HSV Thymidinkinase
Neomycin-Resistenz-Kassette === DNA-Sonde

Abb. 4.44 Schematische Darstellung der genomischen DNA von Wildtyp-ES-Zellen (wt-ES) und ES-Zellen
mit induzierbarem Kock-out fiir PLCy1 (iko-PLCy1-ES). Dargestellt sind die BamHI-Schnittstellen, die Lage
der DNA-Sonde und die GroRe der Banden im Southernblot.

Die DNA-Sonde ,L-Sonde* (481 bp) wurde mittels PCR hergestellt und radioaktiv markiert. Sie
bindet an Exon 21, auBerhalb des Targetvektors, um nur homolog rekombinierte DNA-
Abschnitte zu markieren. Ein heterozygoter ES-Zellklon mit einer korrekten Integration des
targeting-Vektors ins Genom zeigt somit eine 5401 bp groRe wt-Bande und eine 8527 bp grof3e
iko-Bande.

Aus Abb. 4.44 geht hervor, dass fiinf der sieben durch PCR positiv getesteten PLCy1-iko-ES-
Zellklone eine korrekte homologe Rekombination des Targetvektors aufweisen: 10, 16, 22, C

und E. Die Klone 3 und 13 zeigen dagegen keine iko-Bande.

Abb. 4.45 Southernblot zum Nachweis der homologen

3 13 22 E Rekombination in PLCy1-iko-ES-Zellen Die Klone 10, 16, 22, C und E
10 16 C Wt | weisen eine iko- (8527 bp) und eine wt-Bande (5401 bp) auf, zeigen also

10 kb - eine homologe Rekombination des targeting-Vektors.
8 kb - . v Die genomische DNA der ES-Zellklone wurde isoliert, mit BamHI
5kb - . verdaut, eine Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt, die DNA auf eine

Nylon-Membran geblottet, mit einer radioaktiv markierten Sonde
hybridisiert und der aufgelegte Film mit Hilfe eines Phosphorimagers

ausgelesen.
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4.2.6. Generierung von gefloxten PLCy1-iko-ES-Zellen

Um gefloxte PLCy1-iko-ES-Zellen zu gewinnen, musste die Selektionskassette (Neo-TK-
Kassette) mit Hilfe der Cre-Rekombinase herausgeschnitten werden. Dies wurde durch die
transiente  Transfektion von PLCy1-iko-ES Klon 10 mit dem Cre-Rekombinase-
Expressionsvektor pTZ-CreN erreicht (sieche Kapitel 3.3.8). Da der Targetvektor drei loxP-
Stellen besitzt, kann die Cre-Rekombinase auch drei verschiedene DNA-Abschnitte entfernen
(Abb. 4.45). Das dabei nur die Neo-TK-Kassette entfernt wurde, konnte mittels PCR festgestellt
werden (Abb. 4.45 und 4.46).

@
%)

919 928 907 908

— —~— . -
() COHDH2H 2 HEOH(DHG2)—(33)
Wildtyp-ES

919 920 927 928 907 908

—_—  -— —_—

—_— -
EDEn ETTY €3,6),6,6),€),€0,6, 26

undeletierte ikoPLCy1-ES

919 928 907 908

—_— —_—
(22202582 DHEH2H0H3H(32)-0-(33)

Deletion zwischen 1. und 2. loxP-Stelle

919 920 908

-

— ——
BOD@-e< il

Deletion zwischen 2. und 3. loxP-Stelle

A=)

Deletion zwischen 1. und 3. loxP-Stelle

() Exons von PLGy1 @ IoxP-Stelle HSV Thymidinkinase

Neomycin-Resistenz-Kassette

Abb. 4.46 Genlokus von PLCy1 vor und nach der Behandlung mit Cre-Rekombinase. Gezeigt ist auch die

Lage der Primerbindungsstellen zur Analyse der behandelten ES-Zellklone.
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a 15 27 42 89 48 c 14 18 28 74 91 b a
15 27 42 89 48 c

d

14 18 28 74 91 b
: 1000 bp -

600 bp -
400 bp -

700 bp -B°
500 bp -

14 18 28 74 91 b a
15 27 42 8948 c d

Abb. 4.47 PCR zur Analyse, ob die Neo-TK-Kassette deletiert wurde. (A) gibt an, ob die Neo-TK-Kassette
deletiert wurde. Bereich zwischen Primer 919 und 928, wt = 566 bp, iko = 622 bp, (B) zeigt, ob die dritte loxP-Stelle
vorhanden ist. Bereich zwischen Primer 907 und 908, wt = 327 bp, iko = 432 bp, (C) gibt Aufschluss dariber, ob
noch Teile der Neo-TK-Kassette vorhanden sind. Bereich zwischen Primer 919 und 920, Bande bei 400 bp.

In roter Schrift sind die Klone markiert, bei denen die Neo-TK-Kassette vollstandig ausgeschnitten wurde.

a = Targetvektor, b = Wildtyp-ES, ¢ = PLCy1-iko-ES Klon 10, d = Wasser

Zuerst wurde Uberprift, ob die Neo-TK-Kassette entfernt wurde (Abb. 4.46.A). War dies der
Fall, so zeigte sich eine wt-Bande bei 566 bp und eine iko-Bande bei 622 bp. Von den 110
isolierten Klonen wiesen neun eine Deletion der Neo-TK-Kassette auf. Als Nachstes musste
sicher gestellt werden, dass bei der Deletion die dritte loxP-Stelle am 3’-Ende nicht verloren
gegangen war (Abb. 4.46B). Die Klone, bei denen sie noch vorhanden war, zeigten eine wt-
Bande von 327 bp und eine iko-Bande von 432 bp. Dabei stellte sich heraus, dass alle Klone
mit deletierter Neo-TK-Kassette die dritte loxP-Stelle besallen.

Als Letztes wurde eine PCR durchgefiihrt, um zu analysieren, ob in allen Zellen der einzelnen
Klone die Neo-TK-Kassette entfernt wurde (Abb. 4.46.C). War dies nicht der Fall, zeigte die
PCR eine Bande bei 400 bp. Dadurch stellte sich heraus, dass von den neun Klonen, die die
Selektionskassette deletiert hatten, drei Mischklone waren. Nur in sechs Klonen war in allen
Zellen die Neo-TK-Kassette entfernt worden. Somit konnten sechs gefloxte PLCy1-iko-ES-
Zellklone generiert werden: 15, 27, 42, 74, 89 und 91.

4.2.7. Blastozysteninjektion und Entstehung chimarer Mause

Die gefloxten PLCy1-iko-ES-Zellklone 15 und 91 wurden zur Blastozysteninjektion zu Prof. Ari
Waisman (Universitat Mainz) geschickt (siehe Kapitel 3.3.9). Es wurden zwei Injektionen
durchgefiihrt, aus der sich insgesamt drei hochchimare Mannchen entwickelten. Nach der
Geschlechtsreife wurden diese mit BALB/c-Mausen verpaart, aus denen jedoch nur Mause mit
brauner Fellfarbe hervorgingen. Die ES-Zellen konnten sich also nicht zu Keimzellen

entwickeln.
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4.4. Die Bedeutung von TLR3, 7 und 9 bei der Abwehr
endogener Retroviren (ERV) und ERV induzierter

Tumorerkrankungen

4.4.1. TLR7 defiziente Mause zeigen in vivo eine spontane,
unkontrollierte Viramie

Um zu klaren, ob und welche Bedeutung die nukleinsdureerkennenden Toll-like Rezeptoren 3, 7
und 9 fir die Abwehr endogener Retroviren haben, wurden FACS-Analysen der Thymozyten

aus WT, einfach-, doppel- und tripel-defizienten Mausen durchgefihrt (Abb. 4.48).

C57BL/6 TLR3™" TLR7" TLR9”
100 100] 100 100
80 80 80 80
60 60 7 60 60
40 401 40 40
20 20 20 20
0 o T T T 0 ey P T T 0 T — T T 0 ey T T T
10 100 100 100 10° 100100 100 100 10 10 100 100 100 10 10 100 100 100 10
P
anti-MulV
TLR37" TLR39™" TLR79" TLR3797
100 100 100 100 4
80 80 80 80 q
60 60 60 607 |
40 40 40 40 1
20 20 20 201
Yo 0 e e e %o Ho he e ot %o 100 ¢ ¢ 0 o qo0 1o 1o 1of
-
anti-MulLV
MyD88™" Unc93b-3d
100 4 100
80 1 80
60 60
40 40
20 1 204
0 : ‘ ‘ ‘ 0 L R
0 100 102 100 10¢ 1 100 10t 100 10¢
P
anti-MuLV
Abb. 4.48 FACS-Analayse der Thymozyten von WT, einzel-, doppel- und tripel-defizienten Mausen
beziiglich MuLV-gp70. reprasentativ fir n > 3; blau: Isotypkontrolle (rat-lgG2a), rot: MuLV-gp70

Auch Thymozyten aus Unc93b1-3d- und MyD88"'-Tieren wurden analysiert. Die Unc93b1-3d-

Mause besitzen eine Mutation im Protein Unc93b1, die den Transport von TLR3, 7 und 9 ins
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Endosom verhindert. Den MyD88 defizienten Mausen fehlt dagegen ein wichtiges
Adaptermolekiil im Signalweg von TLR7 und TLR9. Fir die FACS-Analyse wurde ein Antikdrper
gegen das Glykoprotein gp70 verwendet, das sich auf der Oberflache des Murinen
Leuka@mievirus (MuLV) befindet.

Der Abb. 4.48 ist zu entnehmen, dass in allen TLR7 defizienten Thymozyten (TLRT" (6/12),
TLR37™" (5/5), TLR79™ (5/5), TLR379" (13/13) und Unc93b1-3d (4/4)) eine starke Expression
von MuLVs beobachtet werden konnte. Bei den tbrigen Mausen (C57BL/6 (0/7), TLR3™ (0/5),
TLR9™ (0/6) und TLR39™ (0/5) war dies nicht der Fall, einschlieBlich MyD88™ (0/3), obwohl bei
letzterer der TLR7-Signalweg blockiert ist.

Als Nachstes wurde eine Real-Time-PCR bezlglich des gag-Proteins aus MuLV durchgefiihrt
(Abb. 4.49). Diese zeigte im Milzgewebe von TLR7 defizienten Mausen (TLR7"', TLR3797,
Unc93b1-3d und MyD88"') eine starke Expression der gag-mRNA. Die TLR3797-M3ause wiesen
mit rund 1000 RU (relative Einheiten verglichen mit dem Haushaltsgen B-Tubulin) die starkste
gag-mRNA-Expression auf, gefolgt von TLR7” mit 800 RU. In den Unc93b1-3d- und MyD88™-
Mausen war die Expression mit etwa 60 RU dagegen deutlich schwacher. Auffallig ist, dass in
den MyD88"-Mausen eine gag-mRNA-Expression stattfand, an der Oberflache ihrer
Thymozyten aber kein gp70 nachweisbar war (Abb. 4.48).
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Abb. 4.49 Real-Time-PCR der cDNA aus Milzzellen beziiglich des gag-Proteins aus MuLV Jeder Punkt
reprasentiert das Messergebnis einer einzelnen Maus. Als Haushaltsgen wurde B-Tubulin verwendet. RU = relative
Einheiten

Die von Dr. Larissa Kolesnikova (Institut fir Virologie, Marburg) durchgefihrten
elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Thymusgewebe aus TLR379" sowie von Zelllinien,

die aus Tumorgewebe dieses Mausstamms erzeugte wurden (Aho-2, Teno-4 und Baki-1),
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zeigen MuLVs im extrazelluldaren Raum und im Prozess der Knospung (Abb. 4.50). Im

Thymusgewebe von wt-Mausen sind dagegen keine Viruspartikel erkennbar.

Tumorzelllinien

Abb. 4.50 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von ultradiinnem Thymusgewebe aus wt- und TLR379"-
Mausen und Tumorzelllinien, die aus TLR379™"-Miusen generiert wurden. Zusehen sind extrazellulare
Viruspartikel und welche, die sich im Prozess der Knospung befinden. Dr. Larissa Kolesnikova (Institut fir Virologie,
Marburg)

Sequenzanalysen und Verpaarungsexperimente mit infizierten und nicht infizierten Mausen von
Dr. Philipp Yu (Institut fir Immunologie, Marburg) konnten den Virus als Murines Leukamievirus
mit endogenem Ursprung identifizieren. Womit gezeigt werden konnte, dass TLR7 defiziente
Mause eine spontane, unkontrollierte MuLV-Viradmie entwickeln, die aus der Aktivierung einer
endogenen Form des MuLV entstanden ist.

4.4.2. TLR379"-Mause entwickeln eine pra-T-Zell akute lymphatische
Leukamie (T-ALL)

Bei Untersuchungen an TLR3, 7 und 9 tripel-defizienten Mausen, konnte eine deutlich erhéhte
Sterblichkeit festgestellt werden (Slomka 2009). AuRBerdem zeigten insbesondere altere Tiere
(ein Jahr oder alter) haufig stark vergroRerte Milzen, Thymi und/oder Lymphknoten (Abb. 4.51).
Die in Zusammenarbeit mit Heike Slomka (Institut fir Immunologie, Marburg) durchgefiihrten

FACS-Analysen zeigten im Thymus von &lteren, kranken TLR379"-Mausen eine deutlich
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veranderte CD4/CD8-Relation im Vergleich zum WT oder gesunden TLR379"-Mausen (Abb.
4.52). Bei gesunden Tieren dominieren die CD4'CD8" doppel-positiven T-Zellen mit einem
Anteil von 70 bis 90%. Bei den kranken TLR379™ stellen jedoch die doppel-negativen (CD4"
CD8) bzw. einfach-positiven (CD4°CD8 und CD4'CD8") T-Zellen mit insgesamt bis zu 99%
den Hauptteil der Thymozyten.

Abb. 4.51 TLR379"-Maus mit
stark vergroBerter Milz und

stark vergroBertem Thymus

Thymus

Milz

Auch die untersuchten TLR3"-, TLR7"-, TLR9™-, TLR39"-, TLR37”- und TLR79"-Mause
zeigten keine Veranderungen im CD4/CD8-Verhaltnis im Vergleich zum WT und wiesen auch
keine vergroRerten Milzen, Thymi oder Lymphknoten auf (Abb. 4.52).
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Abb. 4.52 FACS-Analyse von Thymuszellen aus wt-, TLR3"-, TLR7"-, TLR9™-, TLR39"-, TLR37"-, TLR79™- und
TLR379™- Miuse beziiglich CD4 und CD8. Die alten und kranken Mause sowie die einzel- und doppel-defizienten
Tiere waren 8 bis 16 Monate alt, die jungen zwischen 6 Wochen und 6 Monaten. Die Zahlen in den Quadranten geben

den prozentualen Anteil der sich dort befindenden Zellen an. Reprasentativ fiir n > 3.
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Eine von Dr. L. Quintanilla-Fend (Institut fir Pathologie, Universitat Tubingen) durchgefiihrte
histologische Untersuchung von Milz- und Thymusgewebe kranker TLR3797-Mause ergab eine
pra-T-Zell akute lymphatische Leukamie (T-ALL). Die H&E-Farbung zeigt beim WT eine
normale Verteilung von weilRer und roter Pulpa in der Milz. Im Thymus sind Cortex und Medulla
deutlich abgegrenzt. Das Milz- und Thymusgewebe aus kranken TLR379"-Mé&usen zeigt
dagegen eine diffuse Zellverteilung (Abb. 4.53).

TLR379" wt TL379"' Abb. 453 Immunohistologie

von Thymus und Milz kranker
TLR379™- und wt-Miusen (H&E,
CD3, CD45RB/B220 und TdT-

Farbungen)

38H

50-fache VergroRerung, Dr. L.

Quintanilla-Fend  (Institut ~ fir

€ao

Pathologie, Universitat Tibingen)

ozzd

Thymus Milz

Die CD3- und TdT-Farbung (terminale Desoxyribonukleotidyltransferase, wird wahrend der
frihen Stadien der B- und T-Zellentwicklung exprimiert) kennzeichnet gemeinsam eine pra-
T-Zell akute lymphatische Leuk&mie. Daneben wurden auch die B220"-Zellen (B-Zellen) der
Milz angefarbt. Im Milzgewebe des WTs zeigt sich eine normale Verteilung von T-Zellen (CD3"-
Zellen) in der PALS-Region (periarteriolar lymphoid sheath) und von B-Zellen in der Corona der
weillen Pulpa. In der Medulla des Thymus lassen sich TdT-negative (reife T-Zellen), im Cortex
TdT-positive Zellen (unreife T-Zellen) nachweisen, wahrend in der Milz keine TdT-positiven
Zellen zu finden sind. Im Milzgewebe der TLR3797-Mause zeigt sich dagegen ein ganz anderes
Bild: Der Anteil der B-Zellen ist stark zugunsten der T-Zellen gesunken, welche eine diffuse
Verteilung aufweisen. Hierbei handelt es sich gréRtenteils um infiltrierte CD3 TdT -pra-T-Zellen.
Ahnlich ist das Bild im Thymus. Auch hier zeigt sich eine diffuse Verteilung infiltrierter
CD3'TdT"-pra-T-Zellen, die ein sogenanntes Sternenhimmel-Muster in der TdT-Farbung
verursachen.

Somit konnte gezeigt werden, dass altere TLR379"-Mause haufig an einer pra-T-Zell akuten
lymphatischen Leukamie erkranken, im Gegensatz zu C57BL/6, einzel- und doppel-defizienten
Mausen. Auffallig ist, dass keine der TLR7”-, TLR37”- und TLR79”-Mause eine T-ALL-
Erkrankung aufweist, obwohl sie eine Viramie zeigen.
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4.4.3. Tumorzellinien aus TLR379"-Mausen exprimieren grofe

Mengen MuLV

Aus dem Thymus und der Milz von kranken TLR379"-Mausen konnten fiinf Tumorzelllinien
isoliert werden: Baki-1, Aho-2, Teno-4, Wuzel-5 und Mize-8. In Abb. 4.50 ist zu erkennen, dass
die drei untersuchten Zelllinien Baki-1, Teno-4 und Aho-2 Viruspartikel freisetzen. Um zu
Uberprifen, ob es sich hierbei tatsachlich um Murine Leukdmieviren handelt, wurden FACS-
Analysen beziglich des gp70-Proteins des MuLV durchgefiihrt. Abb. 4.54 zeigt in allen drei
Zelllinien eine starke MuLV-Expression, im Gegensatz zur Kontrollzelllinie EL-4, deren Ursprung

ein T-Zell-Lymphom einer C57BL/6-Maus ist.
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Abb. 4.54 FACS-Analayse der aus TLR379"-Miusen generierten Tumorzelllinen Teno-4,
Aho-2 und Baki-1 sowie der Kontrollzellline EL-4 beziiglich MuLV-gp70
griin: kein Primarantikorper, rot: Isotypkontrolle (rat-lgG2a), blau: MuLV-gp70

Als Nachstes wurde von drei verschiedenen Tumorzelllinien eine Real-Time-PCR beziiglich des
gag-Proteins aus MuLV durchgeflihrt (Abb. 4.55). Sie zeigt bei allen drei TLR379 defizienten
Zelllinien eine starke Expression der MuLV-mRNA, insbesondere bei Baki-1 und Wuzel-5.
Dagegen ist in den Kontrollzelllinien EL-4 und WEHI-231 (einem B-Zell-Lymphom aus einer

BALB/c-Maus) keine MuLV-mRNA-Expression festzustellen.
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TLR379"-M&use weisen also eine erhdhte T-ALL-Anfalligkeit auf und die aus ihren Tumoren
isolierten Zelllinien zeigen eine starke Expression von MuLV-Partikeln endogenen Ursprungs.
Die endosomalen, nukleinsaureerkennenden TLRs scheinen also fur die Abwehr von

endogenen Retroviren und der Entstehung von T-ALL eine wichtige Rolle zu spielen.

4.4.4. Die Neuintegration von aktivierten MuLVs in T-zellspezifische
Onkogene fiihrt zur Entstehung von T-ALL in TLR3797-
Mausen

Als Nachstes wurde ein moglicher Mechanismus untersucht, wie die MuLV-Viramie in den
TLR379"-Méausen zur Entstehung von Tumoren filhren koénnte. Eine Mdglichkeit ist die
Neuintegration der aktivierten MuLVs ins Witsgenom, was zur Aktivierung T-zellspezifischer
Onkogene flihren kénnte. Um zu Uberprifen, ob eine solche Neuintegration stattgefunden hat,
wurden Southernblots von Milzen und Thymi verschiedener Mausgenotypen sowie von den aus
TLR379"-Mausen isolierten Tumorzelllinien durchgefiihrt. Dabei wurde zunachst die pEco-
DNA-Sonde verwendet, die eine ecotrope Form des MuLV erkennt. Dieser Provirus befindet
sich nun einmal im Genom des C57BL/6-Stamms und wird Emv-2 genannt. In Abb. 4.56.A und
B ist zu erkennen, dass es ausschlielich in der Milz und im Thymus von TLR379"-Méausen zu
Neuintegrationen von MuLV-DNA ins Wirtsgenom gekommen ist. Hier sind bis zu finf
zusatzliche Insertionen von MuLV-Proviren zu sehen. Alle Gbrigen Genotypen (C57BL/6, TLR7™"
, TLR9™, TLR37" und TLR79™) zeigen dagegen nur die fiir Emv-2 typische Bande bei rund fiinf
kb. Diese Bande ist auch bei allen Tumorzelllinien aus den TLR379"-Mausen und EL-4 zu
erkennen, fehlt aber bei WEHI-231, da diese aus dem BALB/c-Stamm generiert wurde. Auffallig
ist, dass das Bandenmuster aus Milz und Thymus von TLR379" nicht vollstindig
Ubereinstimmt, obwohl die DNA von den gleichen Mausen stammt. Es gibt jeweils eine
Integrationsstelle in dem einen Organ, die in dem anderen Organ nicht vorhanden ist.

Alle aus TLR379"-Mausen gewonnenen Tumorzelllinien zeigen Neuintegrationen von MuLV-
Proviren (Abb. 4.56.B). Bei Baki-1 sind es vier, bei Aho-2 drei, bei Wuzel-5 finf, bei Teno-4 und
Mize-8 jeweils vier. Dabei besitzt jede Zelllinie ein individuelles Bandenmuster, lediglich die
Emv-2-Bande ist bei allen vorhanden. Interessanterweise besitzt auch die Kontrollzelllinie EL-4
drei zusatzliche MuLV-Integrationsstellen.

Die Southernblotanalysen wurden auch noch mit einer zweiten DNA-Sonde durchgeflhrt.
Diesmal wurde eine Sonde verwendet, die eine Sequenz des Gens des MuLV-gag-Proteins
erkennt. Sie ist nicht spezifisch fiir die ecotrope MuLV-Variante und ist daher in der Lage sehr
viel mehr Integrationsstellen anzuzeigen (Abb. 4.56.C und D). Die Emv-2-Bande ist hier rund
3,7 kb grof3 und findet sich in den Genomen aller auf C57BL/6 basierender Mause und
Zelllinien. In Abb. 4.56.C und D ist zu erkennen, dass es lediglich im Thymus der TLR379"-
Mause zu einer Neuintegration ins Wirtsgenom gekommen ist, nicht jedoch in C57BL/6, TLR7™,

TLR37” und TLR79". Dies bestétigt die Ergebnisse mit der pEco-Sonde. Allerdings ist nur eine
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zusatzliche Bande erkennbar. Weitere Banden konnten sich aber im schlecht aufgeldsten
Bereich oberhalb von 5,5 kb befinden, indem C57BL/6 insgesamt rund 60 Banden besitzt.
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Abb. 4.56 Southernblot-Analyse von genomischer DNA aus Milz, Thymus und Tumorzelllinien Die
genomische DNA wurde isoliert, mit Pvull (A und B) bzw. Hindlll (C und D) verdaut, eine Agarosegelelektrophorese
und ein Southerblot durchgefiihrt. Die daraus resultierenden Membranen wurden bei (A) und (B) mit einer fir
ecotropes MuLV (pEco) spezifischen Sonde, bei (C) und (D) mit einer MuLV-gag spezifische Sonde hybridisiert. (D)

zeigt genomische DNA aus dem Thymus verschiedener Mausstamme.

Die Analyse der Zelllinien zeigt in allen TLR379™

-Tumorzelllinien zusatzliche Integrationsstellen
des MuLV-Provirus unterhalb des Bereichs von 5,5 kb: finf bei Baki-1, sechs bei Aho-2, drei bei
Wuzel-5 und vier bei Teno-4 (Abb. 4.56.C). Vergleicht man dies Ergebnis mit dem der pEco-
Sonde (Abb. 4.56.B), so sind bei Baki-1 eine und bei Aho-2 sogar drei zusatzliche

Integrationsstellen vorhanden, die mit der pEco-Sonde nicht nachzuweisen waren. Bei Wuzel-5
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sind es dagegen zwei weniger, die sich vermutlich im Bereich oberhalb von 5,5 kb befinden. Bei

Teno-4 zeigen pEco- und gag-Sonde gleich viele Neuintegrationsstellen an.
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Abb. 4.57 Westernblot-Analyse verschiedener Tumorzelllinien beziiglich Notch-1. Die Zellen wurden lysiert
und mit den Lysaten SDS-PAGE und Westernblot durchgefiihrt. Der Nachweis erfolgte mit Antikérpern gegen

aktiviertes Notch-1 (NICD = Notch-1 cleaved N intracellular domain) und B-Aktin als Ladekontrolle.

Heike Slomka konnte nachweisen, dass es in der Tumorzelllinie Teno-4 zu einer Insertion des
MuLV-Provirus zwischen den letzen 150 bp des kodierenden Teils des Notch-1-Gens und dem
3-UTR (untranslatierter Bereich), das ein destabilisierendes AU reiches regulatorisches
Element (ARE) enthalt, gekommen ist. Des weiteren konnte sie eine Insertion im Gen des
Kernporenproteins Nup214 nachweisen. In den Zelllinien Baki-1, Teno-4 und Mize-8 befindet
sich der Provirus in einem Intron zwischen den Exons 16 und 17.

Um die Auswirkungen dieser Insertionen in die beiden Onkogene auf Proteinebene zu
untersuchen, wurden verschiedene Westernblots mit den aus TLR379"-Mausen generierten
Tumorzelllinien und den Kontrollzelllinien EL-4 und WEHI-231 durchgefihrt. In Abb. 4.57 ist zu
erkennen, dass die Insertion von MuLV in das Notch-1-Gen von Teno-4 zu einer starken
Uberexpression des Proteins fiihrt. Als Nachstes wurde die Proteinexpression von Nup214
analysiert. In Abb. 4.58.A wurde hierbei ein Antikérper verwendet, der am C-terminalen Teil von
Nup214 bindet, wahrend sich der Antikorper in Abb. 4.58.C an einen N-terminalen Teil von
Nup214 anlagert. Abb. 4.58.A zeigt daher nur die unveranderte wt-Form des Proteins, da der
mutierten Form der C-terminale Teil aufgrund der Virusinsertion fehlt. In Abb. 4.58.C ist
dagegen sowohl die mutierte als auch die wt-Form von Nup214 zu sehen, da der N-Terminus
von der Insertion nicht betroffen ist. Beide Abbildungen zeigen eine deutliche Reduktion der
Nup214-Expression in den Zelllinien mit einer Insertion im Nup214-Gen: Baki-1, Teno-4 und
Mize-8.

Normiert auf EL-4 betragt die Nup214-Expression (wt- und mutierte Form):

Baki-1 Aho-2 Teno-4 Wuzel-5 Mize-8 EL-4 WEHI-231

0,1 1,0 0,6 1,1 0,5 1 1,2
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Abb. 4.58 Westernblot-Analyse verschiedener Tumorzelllinien beziiglich Nup214 Die Zellen wurden lysiert und
mit den Lysaten SDS-PAGE und Westernblot durchgefiihrt. Bei (A) erfolgte der Nachweis mit einem am C-Terminus,
bei (C) am N-Terminus bindenden Antikdrper gegen Nup214. 3-Aktin (B und D) diente als Landekontrolle.

Um zu klaren, warum Nup214 ein bevorzugtes Ziel fir die Virusintegration in T-Zellen ist,
wurden Westernblot-Analysen von Nup214 in Thymus, Milz und Knochenmark von C57BL/6-,
TLR379"- und AKR-Mausen durchgefihrt (Abb. 4.59).
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Abb. 4.59 Westernblot-Analyse von Thymus, Milz und Knochenmark beziiglich Nup214 Die Zellen wurden lysiert
und mit den Lysaten SDS-PAGE und Westernblot durchgefiihrt. Der Nachweis erfolgte mit dem N-terminal bindenden
Nup214-Antikorper (A). Als Ladekontrolle diente B-Aktin (B).

Bei AKR-Mausen handelt es sich um einen Stamm, der eine AKR-Virdmie (ein ecotropes MuLV)
in allen Geweben zeigt. Zu erkennen ist, dass es im Thymus aller drei Stdmme eine deutlich

starkere Expression von Nup214 gibt, als in der Milz. Im Knochenmark der AKR-Mause konnte
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gar kein Nup214 nachgewiesen werden. Die starke Expression von Nup214 im Thymus
erleichtert die Integration des Virusgenoms in die Wirts-DNA, was das Nup214-Gen zu einem
bevorzugten Ziel fiir das MuLV in T-Zellen macht.

Da Nup214 zusammen mit Nup88 einen Subkomplex der Kernpore bildet, wurden die
Auswirkungen der verringerten Nup214-Expression auf die Nup88-Expression mittels
Westernblot untersucht (Abb. 4.60). Hier ist zu erkennen, dass eine Reduktion der Nup214-
Expression auch zu einer Reduktion der Nup88-Expression fihrt (Baki-1, Teno-4 und Mize-8).
Auffallig ist, dass in Baki-1, welches die geringste Nup214-Expression aufweist, auch die

Nup88-Expression am schwachsten ist.
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Abb. 4.60 Westernblot-Analyse verschiedener Tumorzelllinien beziiglich Nup88 Die Zellen wurden lysiert und mit
den Lysaten SDS-PAGE und Westernblot durchgefiihrt. (A) zeigt die Expression von Nup88, (B) die des
Kontrollproteins B-Aktin

Es konnte somit gezeigt werden, dass es in der Milz und im Thymus von TLR3797-Mausen zu
Neuintegrationen des aktivierten MuLV ins Wirtsgenom kommt. Gleiches konnte fir die aus
TLR379"-Mausen generierten Tumorzelllinien dargestellt werden. Des weiteren wurde
nachgewiesen, dass die Insertion des MuLV-Provirus in die Onkogene Nup214 und Notch-1 zu
einem deutlich veradnderten Expressionsmuster der kodierten Proteine fiuhrt. Diese
virusinduzierte Deregulierung T-zellspezifischer Onkogene kdnnte zur Entstehung der T-ALL

beigetragen haben.

4.4.5. TLR379"-Mause zeigen eine erhohte Produktion autoreaktiver
anti-DNA-Antikorper

Um zu Analysieren, welche Rolle die endosomalen, nukleinsaureerkennenden TLRs auf
Autoimmunreaktionen haben, wurde die Menge von anti-DNA-Antikdrpern im Blut
verschiedener Mausstdmme mittels ELISA untersucht. Zunachst wurden 3 bis 5 Monate alte
C57BL/6-, Ali-5""-, TLR9™-, Ali5"-TLR9”-, TLR79™-, Ali5"-TLR79™-, TLR379™- und Ali5""-
TLR379"-Mause analysiert. Die Ali5-Mausen besitzen eine Punkmutation im Gen von PLCy2,
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die zu einer erhdéhten Autoimmunreaktion fuhrt. Diese Tiere wurden mit TLR-knock-out-Mausen
gekreuzt.

Abb. 4.61 ist zu entnehmen, dass die Mause mit Ali5-Mutation eine hohere Menge anti-DNA-
Antikdrper entwickelten, als die Tiere ohne eine solche Mutation. Die starkste
Autoimmunreaktion zeigten Ali-5* und Ali5""-TLR379". Dabei waren bei den Ali5"-TLR379™
viele Tiere mit einem moderat erhéhten anti-DNA-Antikdrper-Spiegel zu beobachten, wahrend
es bei den Ali-5"" nur zwei von vier Mausen gab, die einen hohen Spiegel aufwiesen. Etwas
niedriger lag der Spiegel bei den Ali5*"-TLR79™. Die geringste Autoimmunantwort unter den
Ali5-Mausen zeigte schlieRlich Ali5"-TLR9™.
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Abb. 4.61 Anti-DNA-Antikorperkonzentration im Blut verschiedener Mausstamme. Bei Ali5
handelt es sich um eine Punktmutation im Gen von PLCy2. Gemessen wurde die optische
Dichte bei einer Wellenlange von 490 nm. Jedes Symbol repréasentiert eine einzelne Maus.

Auch bei den Mausen ohne Ali-5-Mutation wiesen die TLR379" die starkste und die TLR9™ die
schwachste Autoimmunantwort auf. Etwas geringer als bei den TLR379" war die anti-DNA-
Antikdrperproduktion der TLR79", die sich bei den C57BL/6 dann noch einmal leicht
verringerte.

Um zu Analysieren welche Auswirkungen eine Virusinfektion auf die Autoimmunantwort von
mindestens 5 Monate alten TLR3-, 7- und 9-knock-out-Mause hat, wurden diese mit dem
exogenen Retrovirus Friend-MuLV (1500 U pro Maus) infiziert und die anti-DNA-Antikorper-
Konzentration gemessen (Abb. 4.62). Zunachst st festzustellen, dass die
Autoimmunitétsreaktion in den infizierten C57BL/6 und TLR379™ starker war als in den nicht
infizierten. Auch hier zeigen die nicht infizierten TLR379"-Mause eine starkere
Autoimmunantwort als die C57BL/6.
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Abb. 4.62 Anti-DNA-Antikorperkonzentration im Blut verschiedener Mausstimme nach
Infektion mit Friend-MuLV. Gemessen wurde die optische Dichte bei einer Wellenldnge von
490 nm. Jedes Symbol steht fiir eine einzelne Maus (Anzahl nicht infizierter TLR379™: 12),
n.i. = nicht Friend-MuLV infiziert

Betrachtet man die infizierten Mause, so liegen die anti-DNA-Antikdrper-Spiegel der Einzel-
knock-out-Mause (TLR3"', TLR7" und TLR9'/') etwa auf gleichem Niveau, leicht niedriger als
der der C57BL/6-Mause. TLR37" hat ungefihr die gleiche Konzentration von anti-DNA-
Antikérpern im Blut wie C57BL/6. Die starkste Autoimmunreaktion zeigen die Unc93b1-3d und
die TLR379'/', die beide keine nukleinsdureerkennenden TLRs exprimieren kénnen. Etwas
schwacher als bei diesen ist die Autoimmunantwort bei den TLR39" und TLR79”. Einen
erhohten anti-DNA-Antikorper-Spiegel zeigen somit TLR9 defiziente Mause, bei denen auch
einer oder beide RNA erkennende TLRs fehlen.

Es konnte somit gezeigt werden, dass TLR379"-Miuse eine erhdhte Autoimmunreaktion
aufweisen. In etwas geringerem Ausmalf gilt dies auch fir TLR9 defiziente Tiere bei denen nur
einer der beiden RNA erkennenden TLRs fehlt. Im Gegensatz dazu zeigen TLR9-Méuse eine
verminderte Autoimmunantwort. Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass eine
Virusinfektion insbesondere bei TLR3797-Mausen zu einer Erhéhung des anti-DNA-Antikorper-

Spiegels flhrt.
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5. Diskussion

5.1. Aktive systemische Anapyhlaxie wird in IgE-knock-in-

Mausen durch IgE und nicht durch IgG1 vermittelt

Gegenwartig ist es nicht moglich Allergien tatsachlich und dauerhaft zu heilen. Meist werden nur
die Symptome z.B. mit Antihistaminika oder Corticosteroiden behandelt. Die einzige Therapie
allergischer Erkrankungen stellt bis heute die Hyposensibilisierung dar. Sie fiihrt jedoch meist
nicht zu einer dauerhaften Heilung, ist zeit- und kostenintensiv und kann zu lebensbedrohlichen
Nebenwirkungen flihren (Luger, Wegmann et al.). Da es auferdem in den letzten Jahren und
Jahrzehnten zu einem drastischen Anstieg allergischer Erkrankungen, insbesondere in den
Industrielandern gekommen ist, missen dringend neue, sichere und zuverlassige
Therapieformen gefunden werden. Zur Entwicklung neuer Therapiestrategien, die IgE als
Zielmolekll haben, ist es notwendig die Regulationsmechanismen der IgE-Expression zu
verstehen und die biologische Funktion von IgE wahrend der Immunantwort zu analysieren.

Die IgE-knock-in-Mause wurden generiert (Philipp Yu, unpublizierte Daten), um Erkenntnisse
Uber die Bedeutung von IgE und IgG1 bei allergischen Reaktionen zu gewinnen. Bei gesunden
Menschen, wie auch bei der Wildtypmaus, wird die IgE-Expression streng kontrolliert. Dies hat
zur Folge, dass die IgE-Konzentration im Serum unter normalen Umstanden um rund zwei
Grofllenordnungen unter der von IgG liegt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen
werden, dass sich die IgE-Konzentration im Serum naiver homozygoter IgE-knock-in-Mause
gegeniber dem Wildtyp verzehnfacht hat, also nur noch eine GréRenordnung unterhalb von IgG
liegt (Abb. 4.2.A und 4.3.A). Der IgE-Spiegel des Wildtyps lag bei den Messungen allerdings im
Mikrogrammbereich und damit deutlich ber den in der Literatur (Burton and Oettgen)
beschriebenen Werten. Ursache hierfir war vermutlich, dass die angegebene
Standardkonzentration bei den Messungen niedriger war als die Tatsachliche. Dies hatte zwar
zur Folge, dass sich die Absolutwerte der IgE-Konzentration erhdhten, hatte jedoch keinen
Einfluss auf die relativen Werte.

Obwohl das IgE in den IgE-knock-in-Mausen den genetischen Regulationsmechanismen von
IgG1 unterliegt, bleibt die Konzentration im Serum homozygoter Mause um eine Gré3enordung
unterhalb der von IgG1. Eine Ursache hierfir kénnten die deutlich unterschiedlichen
Halbwertzeiten von IgE und IgG1 im Plasma sein. Sie betragt fir IgE nur 12 h wahrend sie fiir
IgG1 mit 144 bis 192 h eine GroéRenordnung hoher ist (Vieira and Rajewsky 1988).
Verantwortlich fur die unterschiedlichen Halbwertzeiten zwischen IgE und 1gG1 ist vermutlich
der Neonatale Fcy-Rezeptor (FcRn), der IgG mit hoher Affinitat bindet. Endothelzellen nehmen
das IgG durch Pinozytose auf, wo es gebunden an den FcRn im Lumen der Endosomen vor
dem Abbau geschitzt ist. AnschlieBend wird es wieder an die Zelloberflache transportiert und
ins Blut freigesetzt (Ghetie, Hubbard et al. 1996), (Ghetie and Ward 2000), (Lu, Zhao et al.
2007),(Roopenian, Christianson et al. 2003). Auch der postulierte negative regulatorische Effekt
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durch CD23 (Yu, Kosco-Vilbois et al. 1994) kdnnte zum geringeren IgE-Spiegel beigetragen
haben.

Wie aufgrund der Knock-in-Strategie zu erwarten war, zeigen die homozygoten IgE-knock-in-
Mause eine vollstandige 1gG1-Defizienz (Abb. 4.2.B und 4.3). Interessanterweise ist der IgG1-
Spiegel im Serum heterozygoter Mause nicht signifikant reduziert, obwohl ihnen ein IgG1-Allel
fehlt. Auch die IgG2b-Konzentration weist keine signifikanten Anderung gegeniiber dem Wildtyp
auf, liegt tendenziell aber niedriger. Ursache fur beide Phanomene kdnnte ein leicht erhdhtes
IL-4-Niveau sein, was einerseits zu einer verstarkten Expression von IgG1 fiihren wirde, um
das fehlende Allel zu kompensieren, andererseits den Isotypenwechsel zu IgG2b hemmen
wlrde (Huston 1997). Auch die IgM-Konzentration in den Knock-in-Mausen zeigt gegentber
dem WT keine signifikante Veranderung, was auf eine normale humorale Immunantwort vor
dem Isotypenwechsel hindeutet.

Ein Wechsel vom C57BL/6- zum BALB/c-Hintergrund bestatigt im Wesentlichen die Aussagen.
Die IgE-Expression liegt bei den BALB/c-knock-in-Mausen allerdings etwas hdher als bei denen
mit C57BL/6-Hindergrund (Abb. 4.4.A). Ursache hierfiir kdnnte das bei BALB/c gegeniber
C57BL/6 erhohte IL-4-Niveau sein (Trunova 2011). Auch hier produzieren die homozygoten
Tiere kein IgG1, wahrend die Expression bei den heterozygoten, im Gegensatz zu den
entsprechenden C57BL/6-Méausen, signifikant um 60% verringert wurde. Dies kénnte durch die
unterschiedliche IL-4-Regulation in den beiden Mausstammen verursacht worden sein, die dafir
sorgt, dass die IL-4-Expression im BALB/c-knock-in-Stamm gegeniber dem WT nicht zunimmt
und so die Wirkung des fehlenden IgG1-Allels voll zum Tragen kommt.

Fir den Isotypenwechsel zu IgG1 ist eine viel niedrigere IL-4-Konzentration notwendig, als fur
den zu IgE (Snapper, Finkelman et al. 1988). Um zu Uberprifen, ob sich diese Eigenschaft bei
den Knock-in-Mausen auf das IgE Ubertragen hat, wurden Milzzellen mit LPS und IL-4
stimuliert. Hier zeigte sich, dass die IgE-knock-in-Zellen IgE bereits bei einer geringen
Konzentration (50 U/ml) IL-4 exprimieren, im Gegensatz zu den wt-Zellen (Abb. 4.5.A). Letztere
produzierten IgE erst bei Stimulation mit einer hohen (500 U/ml), IgG1 dagegen schon bei
Stimulation mit einer niedrigen Konzentration IL-4 (Abb. 4.5.A und B). Somit konnte der
Nachweis fur eine geringere IL-4-Abhangigkeit der IgE-Expression in IgE-knock-in-Mausen
erbracht werden.

ki/ki

Die Expressionsmuster von IgE in den IgE™ und von IgG1 im WT gleichen sich weitgehend.

Anders als im Serum liegen die Mengen von IgE im Uberstand der IgE*"™

-Zellen und von 1gG1
im Uberstand der wt-Zellen auf vergleichbarem Niveau. Dies kdnnte daran liegen, dass sich die
Halbwertzeiten der beiden Isotypen in vitro nicht wesentlich unterscheiden, da der Abbau der
Immunglobuline in vivo hauptsachlich von die Leber durchgefiihrt wird (Henderson, Baynes et
al. 1982).

Auch in vitro konnte die |gG1-Defizienz homozygoter IgE-knock-in-Mause bestatigt werden
(Abb. 4.5.B). Bei Stimulation mit einer geringen Menge IL-4 konnte zwischen den wt- und
Ingt/ki

gleichen sich also die in vitro und in vivo Ergebnisse (Abb. 4.2.B). Bei Stimulation mit einer
wi/ki

-Mausen kein signifikanter Unterschied in der IgG1-Produktion festgestellt werden. Hier
hohen Konzentration IL-4 produzierte IgE

dagegen signifikant 40% weniger IgG1 als der WT.
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Auch dies lasst sich mit einer hdoheren IL-4-Produktion der Knock-in-Mause erklaren: Die
verwendeten Milzzellen enthielten nicht nur B-Zellen, sondern auch IL-4 produzierende T42-

Zellen. Exprimieren die IgE™"

- Ty2-Zellen mehr IL-4 als die entsprechenden wt-Zellen, kénnte
dies fir einen verstarkten Isotypenwechsel in Richtung IgG1 sorgen und so den Verlust eines
IgG1-Allels ausgleichen. Werden jedoch hohe Mengen IL-4 hinzugefugt, ist der Anteil von
endogenem IL-4 an der Gesamtmenge zu gering und es gibt keinen nennenswerten IL-4-

wi/ki

Konzentrationsunterschied im Medium von wt- und IgE™"-Milzzellen. Folglich geht die IgG1-

Expression der IgE"™

-B-Zellen signifikant zurtick.

Bei der IgM-Expression zeigten sich auch in vitro keine wesentlichen Unterschiede zwischen wt-
und IgE-knock-in-Mausen. Nach Zugabe von IL-4 kam es bei allen drei Genotypen zu einem
ungestorten Isotypenwechel von IgM in Richtung IgE bzw. IgG1, wodurch sich die IgM-
Konzentration verringert (Snapper, Finkelman et al. 1988).

Ein Wechsel zum BALB/c-Hintergrund bestatigt die Ergebnisse der Stamme auf C57BL/6-Basis.
Die BALB/c-IgE""-B-Zellen produzierten allerdings schon ohne Zugabe von exogenem IL-4
betrachtliche Mengen IgE (Abb. 4.6.A), im Gegensatz zu den entsprechenden C57BL/6-Zellen
(Abb. 4.5.A). Bei Zugabe geringer Mengen IL-4 verstarkte sich die Expression, aber auch die
BALB/c-wt-Zellen exprimierten jetzt geringe Mengen IgE, was die C57BL/6-Zellen bei dieser
Konzentration nicht taten. Ursache dirfte die hohere endogene IL-4-Produktion der BALB/c-
Tu1-Zellen im Vergleich zu den entsprechenden C57BL/6-Zellen sein (Trunova 2011). Erneut
gleichen sich die Expressionsmuster von IgE in den homozygoten IgE-knock-in-Mausen und
von IgG1 im WT. Hierbei spielt es keine Rolle, ob mit LPS, CpG1668 oder R848 stimuliert
wurde (Abb. 4.6 und 4.7).

Somit konnte die Funktionalitat der Knock-in-Strategie in vivo und in vitro bestatigt werden. Mit
den IgE-knock-in-Mausen liegt also ein Modell vor, mit dem sich der Einfluss der genetischen
Region auf die Regulation der IgE-Synthese studieren lasst. Bei der bisher verwendeten
klassischen transgenen Strategie war dies aufgrund der Positionseffekte nicht moglich. Hierbei
wurden die Gene fir TNP-OVA spezifisches IgE an zufélliger Stelle ins Genom der Mause
eingebaut (Matsuoka, Taya et al. 1999), (Adamczewski, Kohler et al.). Die Folge davon war eine
veranderte Regulation des exprimierten rekombinanten IgEs und ein monoklonaler Ursprung.
Dies erlaubt nur einen unzureichenden Einblick in die Regulation der IgE-Synthese und daher
eine stark eingeschrankte Aussagekraft beziiglich der Regulierung der Allergieentstehung.
Demgegenulber wird in den IgE-knock-in-Mausen die natirliche VDJ-Genregion verwendet und
es kommt zur Entwicklung von polyklonalen IgE-Antikérperantworten gegen jedes verabreichte
Antigen und nicht nur eine monoklonale IgE-Produktion gegen ein einzelnes Modellantigen.

Die B-Zellen von IgE-knock-in-Mausen weisen eine normale Entwicklung auf (Abb. 4.8). Von
besonderem Interesse sind dabei solche mit membranstandigem IgE auf ihrer Oberflache. Die
Kenntnisse Uber die Funktion von membrangebundenem IgE sind auch heute noch sehr
begrenzt. Bekannt ist, dass die Transmembrandoméane von IgE fir eine T-Zellabhéngige IgE-
vermittelte Immunantwort unverzichtbar ist und der zytoplasmatische Teil die Quantitat und
Qualitat des produzierten IgEs mitbestimmt (Achatz, Nitschke et al. 1997). Die mRNA der

I6slichen, wie auch der membranstandigen Form der schweren Kette von IgE werden aus der
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gleichen Vorlaufer mRNA durch alternatives Spleien erzeugt. Dabei wird in aktivierten B-Zellen
20 bis 100 mal mehr mRNA der I6slichen Form produziert als von Membran-IgE. Als Ursache
hierfir gilt eine unterschiedliche Polyadenylierungsfrequenz der beiden mRNA-Formen. Die
Polyadenylierung hat einen positiven Effekt auf die mRNA-Stabilitat, ihren Export aus dem
Nukleus und die Translation. Beim Genlokus der schweren Kette aller Immunglobuline befindet
sich eine Polyadenylierungsstelle zwischen dem letzten Exon des ldslichen Teils und dem
ersten Exon der Transmembrandomane. Einzigartig sind allerdings die drei
Polyadenylierungstellen am 3’-Ende, hinter den Transmembranexons von IgE. Diese haben
eine starke Abweichung von der Konsensussequenz, im Gegensatz zu allen anderen Isotypen,
bei denen auch nur eine solche Stelle vorhanden ist. Als Folge davon wird der mRNA des
Membran-IgEs seltener ein Poly(A)-Schwanz angehangt, wodurch es letztlich zu einer
geringeren Expression von membranstandigem IgE kommt (Karnowski, Achatz-Straussberger
et al. 2006). Dies wiederum hat Konsequenzen fir die IgE-Konzentration im Blut: Die
Expression von Membran-IgE ist notwendig fir das Uberleben von B-Zellen, die einen
Isotypenwechsel in Richtung IgE durchlaufen haben (Achatz, Nitschke et al. 1997). Eine geringe
Expression von mIgE senkt daher die Anzahl an IgE positiven Zellen und damit den IgE-Titer im
Serum.

In den IgE-knock-in-Mausen stammen die Transmembranexons und auch die nachfolgende
Polyadenylierungsstelle des transferierten IgEs dagegen von IgG1. Daher sollte die Anzahl von
B-Zellen mit membranstandigem IgE deutlich hoher sein als beim WT. In der Milz konnten sie in
vivo jedoch nicht gefunden werden (Abb. 4.9.B). Zu beobachten war allerdings eine starkere
Absattigung der IgE-Bindung an CD23 aufgrund der hdéheren IgE-Konzentration im Plasma der
Knock-in-Mause verglichen mit dem WT. AuBerdem konnte festgestellt werden, dass die B-
Zellen der CD23™ IgE™™ etwas mehr IgE auf ihrer Oberflache hatten als die der CD23™. Da die
gesamte B-Zellpopulation davon betroffen war, muss es sich um eine passive Bindung an einen
Rezeptor handeln, der auf allen B-Zellen exprimiert wird und IgE mit geringer Affinitat bindet.
Hierbei kdnnte es sich um FcyRIl (CD32) handeln, einem Rezeptor mit geringer Affinitat zu 19G,
der bei hoher Konzentration auch IgE mit geringer Affinitat bindet (Takizawa, Adamczewski et
al. 1992; Gould, Sutton et al. 2003).

Bei in vitro-Experimenten, bei denen Milzzellen aus wt- und CD23"'-IgE-knock—in-Méusen mit
LPS und IL-4 stimuliert worden waren, konnten bei letzteren deutlich erhdhte Mengen von
B-Zellen mit membranstandigem IgE festgestellt werden (Abb. 4.11). Auch hier ahneln sich die
Expressionsmuster von IgE in den Knock-in-Mausen und von IgG1 im WT: Bei Stimulation mit
LPS alleine sind nur wenige IgE*-Zellen bei CD23™ IgE""/IgE*™ und nur wenige 1gG1*-Zellen
beim WT und CD23" IgE"™ entstanden (Abb. 4.10 und 4.11). Wurde durch Zugabe von IL-4
der Isotypenwechsel induziert, so stieg der Anteil IgE*-Zellen bei den Knock-in-Mausen auf rund
15%, wahrend die IgG1*-Zellen beim WT etwa 23% aller Zellen ausmachten. Hierbei sind zwei
Dinge bemerkenswert: 1. Es gibt weniger IgE*-Zellen bei den Knock-in-Mausen als IgG1*-Zellen
beim WT. 2. Es gibt ebenso viele IgE*-Zellen in den heterozygoten wie in den homozygoten
CD23"'-IgE-knock-in-Méusen. Ware die Menge der IgE*-Zellen einzig von der Switch-Region

und der Polyadenylierungsstelle hinter den Transmembranexons abhangig, misste die Anzahl
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von IgE positiven Zellen in den Knock-in-Mausen ebenso grofl’ sein wie die der IgG1 positiven
Zellen im WT. AuRerdem sollte es in den heterozygoten nur etwa halb so viele IgE*-Zellen
geben wie in den homozygoten Mausen. Es muss also weitere Mechanismen geben, die die
Expression von membranstandigem IgE beeinflussen, z.B. posttranslationale Prozesse.

Das Transkriptionsmuster von migE, migG1 und mIgE-IgG1 stimmt gut mit der Expression der
entsprechenden Proteine auf den B-Zellen Uberein (Abb. 4.10 bis 4.12). Auch gibt es grof3e
Ahnlichkeiten in der Transkription zwischen mIgE-IgG1 in den homozygoten Zellen und von
migG1 in wt-Zellen. So gibt es eine verringerte IL-4-Abhangigkeit bei der mIigE-IgG1-mRNA-
Synthese, was sich daran erkennen lasst, dass es bereits bei einer Stimulation mit LPS alleine
bzw. mit LPS und einer geringen Menge IL-4 zu einer Transkription gekommen ist. Unter diesen
Bedingungen kam es dagegen nicht zu einer mIgeE-mRNA-Expression.

In Abb. 4.13.C ist zu sehen, dass es bei den homozygoten IgE-knock-in-Milzzellen zu einem
quantitativen Rickgang der mligE-IgG1-Transkription kommt, wenn mit 500 U/ml statt mit
50 U/ml IL-4 stimuliert wurde. Dabei erreicht die mIgE-IgG1-mRNA-Expression bei der hohen
IL-4-Konzentration vermutlich friiher ihren Hohepunkt, als bei der niedrigen Konzentration.
Anschlieend wird die mIgE-IgG1-Transkription und -Expression herunterreguliert, wahrend
sich die Expression der I6slichen Form erhoht. Dies erklart, warum bei 500 U/ml IL-4 weniger
mIgE-IgG1-mRNA, aber mehr I6sliches IgE exprimiert wird als bei 50 U/ml (Abb. 4.5).

Das Ergebnis zeigt, dass das chimare membranstandige IgE-Molekil in vitro auf die
Zelloberfache transportiert werden kann, wenn auch mit einer etwas geringeren Effizienz als
naturliches 1gG1. In vivo konnten in der Milz allerdings keine B-Zellen mit membranstandigem
IgE gefunden werden. Bisher gibt es nur indirekte Nachweise fir die Existenz von Oberflachen-
IgE auf B-Zellen des WTs (Achatz, Nitschke et al. 1997). Auch transgene Mause zeigten in vivo
keine detektierbaren Mengen von miIgE exprimierenden Zellen (Adamczewski, Kohler et al.
1991). Daraus ergibt sich, dass solche Zellen in Mausen (auch in IgE-knock-in-Mausen)
generell selten sind oder sie eine andere Lokalisierung als die Milz haben. Mdglicherweise
spielen IgE positive B-(Gedachnis-)Zellen in vivo keine grofl’e Rolle, da sich IgE exprimierende
Plasmazellen aus IgG positiven B-Gedachniszellen entwickeln kénnen (Jung, Siebenkotten et
al. 1994; Luger 2003). Mdglicherweise befinden sich aber im Knochenmark der Knock-in-Mause
gréRere Mengen B-Zellen mit membranstandigem IgE. So konnte nachgewiesen werden, dass
sich IgE sekretierende Plasmoblasten aus IgE-lgG1-chimaren knock-in-Mausen (KN1-Mause)
effizienter in Richtung des Chemokins CXCL12 in Plasmazellnischen des Knochenmarks
bewegen als entsprechende wt-Zellen (Achatz-Straussberger, Zaborsky et al. 2008).

B-Zellen mit membrangebundenem IgE auf der Oberflache kdnnten wichtige Angriffspunkte bei
der Allergietherapie sein. So konnte mit Hilfe eines Antikérpers gegen migE die Menge von
antigenspezifischem IgE im Serum deutlich gesenkt werden (Feichtner, Infuhr et al. 2008). Die
Interaktion zwischen Antikorper und migE induziert eine rezeptorvermittelte Apoptose der
betroffenen IgE-B-Gedachtniszellen und hindert sie daran sich zu IgE sekretierenden
Plasmoblasten und Plasmazellen zu differenzieren. Auch der in der Asthmatherapie eingesetzte
humanisierte monoklonale Antikérper Omalizumab, der an die Fc-Region des IgE-Molekiils

bindet, wirkt moglicherweise nicht nur weil er an léslichem IgE bindet, sondern auch an
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membrangebundenem IgE (Achatz, Achatz-Straussberger et al. 2006; Feichtner, Infuhr et al.
2008). Die Therapie von Allergien im Menschen kénnte also von einem besseren Verstandnis
von Membran-IgE positiven Zellen profitieren und ihrer in vivo Expression und Lokalisierung.

Nach der Immunisierung mit dem Modellantigen TNP-OVA kommt es in den Knock-in-Mausen
zu einer starken Expression von TNP-OVA spezifischem IgE. So bildeten die IgEWt’ki 11 mal
mehr und die IgEk"ki 42 mal mehr spezifisches IgE als der WT (Abb. 4.17.A). Bei der Expression
von spezifischem IgG1 gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen IgEW”ki und dem WT,

wahrend IgEk"ki

kein spezifischen IgG1 produzieren konnte (Abb. 4.17.B).

Unerwartet war ein im Vergleich zum WT signifikanter Anstieg beim TNP-OVA spezifischen
IgG2b-Spiegel, was bei der Totalkonzentration naiver Mausen nicht zu beobachten gewesen ist
(Abb. 4.17.E und 4.2.C). Auch die antigenspezifische IgG3- und IgM-Spiegel der Knock-in-
Mause weisen eine Erhéhung auf, auch wenn diese zum Teil nicht signifikant ist (Abb. 4.17.F
und G). Ursache hierfir kénnte sein, dass die B-Zellen der Knock-in-Mause, aufgrund des
héheren IgE-Niveaus, uber CD23 verstarkt IgE-Antigenkomplexe aufnehmen. Diese auf der
Zelloberflache befindlichen Komplexe konnten dann benachbarte Dendritische Zellen dazu
anregen Uber Pinozytose oder Endozytose Antigene aufzunehmen. Alternativ zu diesem
Mechanismus ist es auch vorstellbar, dass die B-Zellen die CD23-IgE-Antigenkomplexe Uber
Endozytose aufnehmen und dann Uber endosomale Partikel zu den Dendritischen Zellen
transportieren. AnschlieRend prasentieren diese das Antigen den CD4"-T-Zellen (Henningsson,
Ding et al.). Dies kdnnte die spezifische Immunantwort verstarken und zu einer erhéhten IgG-
und IgM-Expression fihren. Diese Hypothese wird dadurch untermauert, dass es in CD23
defizienten IgE-knock-in-Mausen keine verstarkte antigenspezifische 1IgG2b-Expression gibt und
die Uberexpression von IgG3 und IgM schwécher ausfallt (Abb. 4.18.F und G). Weitere Studien
missen den genauen Mechanismus der Uberexpression von antigenspezifischem 1gG2b, IgG3
und IgM in den Knock-in-Mausen aufklaren.

Im Ubrigen kommt es auch in den immunisierten CD23 defizienten IgE-knock-in-Mausen zu
einem starken Anstieg der TNP-OVA spezifischen IgE-Konzentration im Serum. Dieser fallt im
Vergleich zu CD23™-Tieren aber nur halb so stark aus wie der von Knock-in-Mausen mit dem
WT. Ursache dirfte der im Vergleich zum WT erhohte IgE-Spiegel in den CD23 defizienten
Tieren sein (Yu, Kosco-Vilbois et al. 1994). Auch hier exprimieren die homozygoten Tiere kein
antigenspezifisches IgG1, wahrend es diesbezlglich keinen signifikanten Unterschied zwischen
dem WT und den heterozygoten Mausen gibt.

Mit den immunisierten Mause wurden Anaphylaxieexperimente durchgefihrt. Bei der Induktion
einer Anaphylaxie werden im wesentlichen zwei verschiedene Paradigmen diskutiert. Das
klassische Paradigma besagt, dass IgE sensibilisierte Mastzellen mit Histamin als Mediator die
dominanten Faktoren sind (Khodoun, Strait et al.). Der alternative Weg fuhrt dagegen utber IgG1
sensibilisierte Basophile mit PAF als Mediator (Tsujimura, Obata et al. 2008). Die Bedeutung
dieser IgG1-vermittelten Anaphylaxie ist allerdings umstritten. Sie konnte noch niemals
aulerhalb des Labors nachgewiesen und auch beim Menschen noch nicht beobachtet werden
(Finkelman 2007). Bei den Schllisselexperimenten hierzu wurde eine passive systemische

Anaphylaxie (PSA) induziert, indem allergenspezifisches IgG1 oder IgE injiziert und die
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Anaphylaxie durch die i.v. Injektion des Allergens ausgelost wurde. Die Depletion der
Basophilen mit Hilfe des Antikérpers Ba103 zeigte dabei eine essenzielle Rolle von IgG1 und
nicht von IgE. Die Verwendung der PSA hat gegeniber der aktiven systemischen Anaphylaxie
(ASA) jedoch gravierende Nachteile: Die Reaktion ist von monoklonaler Natur, es kommt nicht
zur Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses und nicht zur Voraktivierung beteiligter
Zellen. Aulzerdem kann die Menge an Antikérpern nicht durch Regulationsprozesse beeinflusst
werden. All diese Dinge beeinflussen jedoch eine systemische Anaphylaxie unter natdrlichen
Bedingungen. Die PSA ist also ein sehr artifizielles und somit fehleranfalliges Modell.

Zunachst konnte nachgewiesen werden, dass der Basophilenanteil im Blut von wt- und Knock-
in-Mausen rund 1% aller Zellen betrug. Des Weiteren zeigte sich, dass auf den Basophilen der
Knock-in-Mausen etwa doppelt so viel IgE durch passive Bindung an FceRI gebunden war als
an denen des WTs, verursacht durch den héheren IgE-Spiegel (Abb. 4.14.A und B). Somit
konnte in den Knock-in-Mausen sowohl an B-Zellen (durch CD23), als auch an Basophilen
(durch FceRlI) in vivo eine starke passive Absattigung an IgE festgestellt werden.

Durch die grofiere Absattigung der FceRI mit IgE kommt es nach Zugabe des Antigens zu einer
starkeren Kreuzvernetzung und somit zu einer verstarkteren Aktivierung der Basophilen, was
eine hohere Freisetzung von ASA ausldsenden Botenstoffen zur Folge hat.

“M_Mausen beobachtet werden, da sie einen starken

Die starkste Anaphylaxie konnte bei IgE
Temperaturrickgang und eine Sterbrate von 40% aufwiesen (Abb. 4.19 und 4.21.B). Insgesamt
war der Temperaturriickgang bei den IgE“™- und IgE""“-Mausen groRer und Ianger anhaltend
als beim WT. Bemerkenswert ist, dass es keinen Unterschied beim Temperaturabfall zwischen
den homo- und hererozygoten Tieren gab, aber nur homozygote Mause starben.
Mdglicherweise ist der beobachtete Temperaturriickgang der maximal hdchste, der mit dem
Uberleben der IgEk"ki vereinbar ist, d.h. bei einer noch starkeren ASA sterben die Tiere und ein
weiterer Temperaturabfall ist nicht zu beobachten.

Vergleicht man den Temperaturriickgang und die Sterbekurven von CD23 defizienten mit CD23
kompetenten IgE-knock-in-Mausen (Abb. 4.21), so kann man feststellen, dass es bei den
CD23™ IgE"™ den starksten Temperaturriickgang, die langsamste Erholung und die héchste
Sterberate gab. Sie zeigten auch einen deutlicheren Temperaturriickgang und eine langsamere

“N_Dagegen war der Temperaturabfall bei den CD23™ IgE""™ geringer als bei

wi/ki_

Erholung als IgE
den IgE"™. Sie wiesen allerdings eine Sterberate von 20% auf, wihrend keines der IgE
Tiere starb. Den geringsten Temperaturriickgang zeigten schliellich die CD23"-Méause, der
etwas niedriger ausfiel als der des WTs. Betrachtet man nur den Temperaturriickgang, so ist zu
erkennen, dass dieser bei den CD23 defizienten Tieren weniger stark ist, wenn diese 1gG1
exprimieren (CD23” und CD23™ IgE*™). Deutlicher fallt der Temperaturabfall allerdings bei
CcD23™" IgEkVki aus, die 1gG1 defizient sind. Ein hoher antigenspezifischer IgG-Spiegel ist in der
Lage eine IgE indzierte Anaphylaxie zu blockieren oder abzumildern (siehe Kapitel 1.5) (Strait,
Morris et al. 2006). Es ist bekannt, dass immunisierte CD23 defiziente Mause nicht nur eine
erhdhte spezifische IgE-Konzentration, sondern auch ein erhohtes IgG1-Niveau aufweisen (Yu,
Kosco-Vilbois et al. 1994; Lewis, Rapsomaniki et al. 2004). Daher ist es moglich, dass der

erhohte spezifische IgG1-Spiegel die IgE induzierte Anaphylaxie in den CD23 defizienten
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Mausen abmildert. In den CD23™ IgE"™ ist dies jedoch nicht moglich und die hohere IgE-

Konzentration fihrt zur Ausbildung einer verstarkten ASA. Allerdings starben 20% der CD23"
|ngt/ki wi/ki

zwischen IgG1 und IgE sein. Liegt die spezifische IgE-Konzentration hdher oder die IgG1-

, jedoch keine IgE™". Ursache hierfiir kénnte die Sensibilitdit des Gleichgewichts
Konzentration niedriger, kann das IgG1 nicht mehr genug Antigene blockieren, was eine
Verstarkung der ASA und den Tod der Tiere zur Folge hat. Die genauen Bedeutung von CD23
in einer IgE-vermittelten ASA in IgE-knock-in-Mausen muss allerdings noch durch weitere
Analysen aufgeklart werden.

Das die Anaphylaxie IgE vermittelt war, zeigt der Nachweis von MMCP1 im Serum
anaphylaktischer Mause (Abb. 4.23). Dieses Enzym wird durch die Degranulierung von
Mastzellen frei und dient als Marker fiir eine IgE-induzierte ASA (Khodoun, Strait et al.). Die
MMCP1-Konzentration ist dabei im Serum der IgE-knock-in-Mause deutlich erhoht,
insbesondere der homozygoten Tiere. Sie korreliert also mit der IgE-Konzentration und der
Starke der Anaphylaxie.

Insgesamt konnte die starkste Anaphylaxie bei homozygoten IgE-knock-in-Mausen beobachtet
werden, die sich durch einen sehr hohen spezifischen IgE-Spiegel und einer Defizienz von 1gG1
auszeichnen. Etwas geringer fiel sie bei den heterozygoten Tieren aus, die viel spezifisches IgE
und IgG1 besitzen. Die geringst ASA zeigte schlieRlich der WT, der wenig spezifisches IgE,
aber viel IgG1 besitzt. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass antigenspezifisches IgE fir die
Induktion der ASA von groRerer Bedeutung ist als IgG1. Die Hochregulation einer polyklonalen
IgE-Antwort fihrt in den IgE-knock-in-Mausen also unmittelbar zu einer verstarkten IgE-
vermittelten ASA.

Die Depletion der Basophilen mit Hilfe des Antikdrpers Ba103 hatte bei den CD23"-Méausen nur
einen geringen Effekt (Abb. 4.22.A). Der Temperaturabfall war etwas geringer als bei den
unbehandelten Tieren. Im Gegensatz dazu war der Temperaturriickgang in den behandelten
CD23"'-IgE-knock-in-Méusen deutlich geringer als in den unbehandelten (Abb. 4.22.B und C).
Besonders grol war der Unterschied dabei in der spaten Phase der Anaphylaxie nach 60 bis 90
Minuten. Hier lag die Kérpertemperatur bei den unbehandelten Mausen um 3 bis 4 °C niedriger.
Einen groRen Unterschied gibt es auch in der Sterberate: Nach der Basophilendepletion
Uberlebten alle Tiere die Anaphylaxie, wahrend von den unbehandelten Knock-in-Mausen 30
bis 60% starben. Auf dem Hohepunkt der ASA nach 30 bis 40 Minuten reagierten auch die
behandelten CD23'/'-IgE-knock-in-Méuse mit einer substanziellen Anaphylaxie. Sie erholten
sich allerdings schneller als die unbehandelten Tiere.

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die IgE-sensibilisierten Basophilen fir den starken
Rickgang der Koérpertemperatur wahrend der spaten Phase der ASA und den Tod einiger
Mé&use verantwortlich sind. In der frihen Phase sind dagegen auch sensibilisierte Mastzellen
bei einer IgE dominierten ASA von groRRer Bedeutung. Daflr spricht auch die erhdhte
Konzentration von MMCP1 im Serum anaphylaktischer IgE-knock-in-Mause (Abb. 4.23). Dieses
Enzym wird nicht von Basophilen, sondern nur durch die IgE-vermittelte Degranulierung von
Mastzellen freigesetzt (Ugajin, Kojima et al. 2009). Die vorliegenden Ergebnisse sprechen

aullerdem gegen eine wichtige Rolle der Aktivierung von Basophilen durch 1gG1 und FcyRIII
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(Miyajima, Dombrowicz et al. 1997; Tsujimura, Obata et al. 2008). Statt dessen zeigen die
Depletionsexperimente, dass antigenspezifisches IgE, welches Uber FceRI auf Basophile
gebunden ist, eine entscheidende Bedeutung bei anaphylaktischen Prozessen in vivo haben.
Dies wird durch Daten unterstitzt, dass das Molekil Allergin-1, welches eine IgE spezifische
Hypersensibilisierung inhibiert, auf Mastzellen aber nicht auf Basophilen exprimiert wird (Hitomi,
Tahara-Hanaoka et al.).

Eine Beteiligung des antigenspezifischen 19G2a, 1gG2b und 1gG3 an der ASA-Induktion ist
dabei sehr unwahrscheinlich. Einerseits wurden fiir die Anaphylaxie-Experimente auch CD23™-
IgE-knock-in-Mause verwendet, die keine erhdhte Expression von spezifischem 1gG2b zeigten
und auch keine signifikante Uberexpression von IgG3 aufwiesen, sich aber, wie die reinen IgE-
Knock-in-Mause, durch eine deutlich verstarkte Anaphylaxie auszeichneten. Zum anderen
wurde fur die Immunisierung das Adjuvans Alum (Aluminiumhydroxid) verwendet, das die
Immunantwort in Richtung Ty2 lenkt, womit IgG1 als dominanter IgG-Isotyp gebildet wird
(Marrack, McKee et al. 2009).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen somit, dass eine ASA bei einem stark erhéhtem
spezifischen IgE-Spiegel in erster Linie durch Basophile und weniger durch Mastzellen induziert
wird. Allerdings haben auch Mastzellen einen Anteil an der ASA-Induktion, da nach der
Basophilendepletion noch ein substanzieller Rickgang der Koérpertemperatur beobachtet
werden konnte. Um die exakte Beteiligung von Basophilen und Mastzellen in einer IgE-
vermittelten Anaphylaxie zu klaren, sind Studien mit basophil- oder mastzelldefizienten Mausen
notwendig (Dudeck, Dudeck et al.; Ohnmacht, Schwartz et al.). Beim basophildefizienten
Mausmodell Mcpt8Cre konnte bei der ASA kein Unterschied zur Kontrolle festgestellt werden
(Ohnmacht, Schwartz et al.). Auch bei den CD23"-Mausen konnte durch die
Basophilendepletion nur eine geringer Effekt beobachtet werden (Abb. 4.22.A). Somit
unterstiitzen diese Daten die Hypothese, dass Basophile fir eine IgG1-vermittelte ASA nicht
notwendig sind (Ohnmacht, Schwartz et al.).

Es konnte gezeigt werden, dass die Immunisierung von IgE-knock-in-Mausen mit einem
beliebigen Antigen zu einer starken IgE-Immunantwort fihrt. Ein solches aktives
Immunisierungsmodell ist ndher an der dynamischen in vivo Situation von Allergiepatienten, wo
polyklonale und oligoklonale Antikérperantworten verschiedener Isotypen induziert werden.
Allerdings entwickeln die Tiere keine spontanen Allergien, was zeigt, dass Allergien nicht alleine
von einer hohen IgE-Konzentration im Serum abhangig sind. Ein hoher Spiegel von
spezifischem IgE zeigt lediglich an, dass eine Sensibilisierung gegen ein bestimmtes Antigen
stattgefunden hat. Fir die Allergieentstehung missen also eine Reihe weitere Faktoren von
Bedeutung sein. Auch beim Menschen fiihrt ein hoher spezifischer IgE-Spiegel nicht
automatisch zur Entstehung einer Allergie, erhéht aber die Wahrscheinlichkeit dafir (Bodtger,
Poulsen et al. 2003; Bodtger 2004).

Mit den IgE-knock-in-Mausen wurde ein Mausmodell generiert, mit dem der genetische Einfluss
auf die Regulation der IgE-Expression erforscht werden kann. Es kann auch in der
Allergiegrundlagenforschung von groRem Nutzen sein und neue Erkenntnisse Uber die nach wie

vor ratselhafte nitzliche Funktion von IgE in der Immunhomdostase bringen. So kann es zur
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Erforschung des postulierten protektiven Effekts von IgE bei Parasiteninfektionen dienen
(Joseph, Auriault et al. 1983; Capron and Capron 1994; Gounni, Lamkhioued et al. 1994;
Gurish, Bryce et al. 2004).

5.2. Generierung einer transgenen hulgE-knock-in-Maus

Das Ziel bei der Generierung einer transgenen hulgE-knock-in-Maus war es, eine Maus zu
erzeugen die humanes IgE Uberexprimiert, indem der Regulationsmechanismus von 1gG1 zu
hulgE transferiert wird, ahnlich den IgE-knock-in-Mausen. AnschlieRend sollten die Tiere mit
einer transgenen Maus mit humanisiertem FceRI (Fung-Leung, De Sousa-Hitzler et al. 1996)
verpaart werden. Bisherige Tiermodelle sind aufgrund der speziesabhangigen Interaktion
zwischen IgE und FceRI limitiert, da humanes IgE nicht an einen murinen FceRI bindet. Mit dem
neuen Mausmodell ware es madglich ein besseres Verstandnis von IgE-vermittelten Reaktionen
im Menschen zu bekommen.

Es koénnte insbesondere bei der Erforschung allergischer Reaktionen wertvolle Erkenntnisse
liefern. So wirde es eine genauere Analyse des Verlaufs, der Entwicklung und der
Zellinteraktionen in allergischen Reaktionen ermdglichen. Dabei bestinde die Moglichkeit die
Reaktionen auf eine Vielzahl verschiedener Allergene zu studieren. Es ware auch das ideale
Tiermodell, um Allergietherapien zu entwickeln und zu testen. Bisher war dies aufgrund des
Unterschieds zwischen humanem und murinem IgE nicht méglich. So kénnte auch die Wirkung
von Substanzen wie Omalizumab (Gould and Sutton 2008) in vivo analysiert werden, die an
Serum- oder Membran-IgE binden oder den FceRI blockieren.

In dieser Arbeit konnten erfolgreich transgene hulgE embryonale Stammzellen generiert
werden, aus denen auch mehrere chimare Mause hervorgegangen sind. Die verwendeten ki-
hulgE-ES-Zellklone haben sich jedoch nicht zu Keimzellen entwickelt. Uber die mdglichen

Ursachen und das weitere Vorgehen siehe Kapitel 5.3.

5.3. Generierung von PLCy1-iko-Médusen

PLCy1 ist vor allem fur die intrazellulare Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren und dem
T-Zellrezeptor von essenzieller Bedeutung. Obwohl die Phospholipasen und ihre enzymatische
Aktivitat seit langem bekannt sind, ist der Regulationsmechanismus von PLCy1 und seine in
vivo Bedeutung nur ansatzweise verstanden (Patterson, van Rossum et al. 2005). Die grof3e
Bedeutung von PLCy1 verdeutlicht sich auch daran, dass ein konditioneller Knock-out zum
Absterben der Embryonen am Tag neun fuhrt (Ji, Winnier et al. 1997). Aus diesem Grunde
sollte das Enzym, unter Verwendung des cre/loxP-Systems, nur in T-Zellen ausgeknockt
werden (Rajewsky, Gu et al. 1996).

Das neue Mausmodell soll insbesondere neue Erkenntnisse Uber die Entstehung und
Behandlung von Autoimmunerkrankungen liefern. Von besonderem Interesse ist dabei die
Frage welche Rolle PLCy1 bei der Negativselektion von T-Zellen im Thymus spielt. So wurde

gezeigt, dass eine Punktmutation im Signaltransduktionsmolekil ZAP70, welches PLCy1
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aktiviert, die Selektion von autoagressiven T-Zellen verandert. Dies flihrt in den betroffenen
Mausen zu Immunerkrankungen ahnlich der Rheumatoiden Arthritis (Sakaguchi, Takahashi et
al. 2003). Eine weitere Studie =zeigte, dass die Aktivierung von PLCy1 durch das
Adaptermolekil LAT fir die Generierung von regulatorischen T-Zellen (T,g) notwendig ist. Dort
konnte in einer Knock-in-Maus, die eine Punktmutation im LAT-Gen aufweist, die die Bindung
von LAT an PLCy1 verhindert, eine lymphoproliferative Autoimmunerkrankung nachgewiesen
werden, die sich durch das Fehlen von T,y auszeichnet (Koonpaew, Shen et al. 2006). Dies
deutet daraufhin, dass PLCy1 eine Schliisselrolle bei der Selektion von autoreaktiven T-Zellen
und der Entwicklung von regulatorischen T-Zellen spielt.

Das PLCy1-iko-Mausmodell sollte daher neue Erkenntnisse tber die Funktion von PLCy1 bei
der Entstehung und Entwicklung von Autoimmunitat liefern und insbesondere die Rolle dieses
Enzyms bei der Entwicklung von regulatorischen T-Zellen aufklaren.

Im laufe dieser Arbeit konnte der Vektor fir den induzierbaren knock-out fiir PLCy1 erfolgreich
kloniert werden. Des Weiteren konnten sowohl PLCy1-iko-, als auch gefloxte PLCy1-iko-ES-
Zellen generiert werden. Letztere wurden fir die Blastozysteninjektion verwendet, aus denen
sich auch chimdre Mause entwickelten. Wie schon bei den hulgE-knock-in-ES-Zellen gelang
jedoch keine erfolgreiche Keimbahntransmission. Diese ist von mehreren Faktoren abhangig:
der Art der Mutation, des genetischen Hintergrunds der ES-Zellen, der Qualitat der ES-Zellen
vor und nach der Manipulation, der Injektion der ES-Zellen in die Blastozysten und dem
nachfolgenden Transfer in die scheintrachtigen Mause.

Die gefloxten iko-PLCy1-Mause sollten PLCy1 normal exprimieren kdénnen und keinen
Phanotyp aufweisen. Auch die hulgE-Mause sollten infolge der Genmanipulation keine
Uberlebensnachteile haben, keinesfalls sollte sie aber letal sein. Es ist daher sehr
unwahrscheinlich, dass sich die ES-Zellen aufgrund der genetischen Manipulation nicht zu
Keimzellen entwickeln konnten. Auch dass die fehlende Keimbahntransmission ihre Ursache in
einer fehlerhaften Blastozysteninjektion und -implantation hat ist wenig wahrscheinlich, da die
Prozeduren von erfahrenen Fachleuten an zwei unterschiedlichen Orten durchgefiihrt worden
sind. Vermutlich hat daher die Qualitdt der ES-Zellen die Keimbahntransmission verhindert,
zumal sich eine Qualitatsverschlechterung zuerst in einem Verlust der Fahigkeit zur
Keimbahnbesiedelung dullert (Zwaka and Thomson 2005). So kann sich die Qualitat der ES-
Zellen durch die Elektroporation und das wiederholte Passagieren verschlechtern. Auch sind
wahrend der Kultur der ES-Zellen wiederholt Probleme mit dem Zellinkubator aufgetreten. Ein
weiteres Problem koénnte durch das Wechseln der FCS-Charge wahrend der ES-Zellkultur
entstanden sein (Joyner 2000).

Nach wie vor erscheint die Generierung von hulgE-ki- und PLCy1-iko-Mausen, aufgrund ihrer
Bedeutung in der Allergie- bzw. Autoimmunitatsforschung, sinnvoll. Dementsprechend kdnnten
weitere, bisher noch nicht verwendete ES-Klone fir die Blastozysteninjektion verwendet
werden. Eine andere Mdglichkeit besteht darin, die Vektoren an ein Labor zu schicken, das ES-
Zellen hoher Qualitdt besitzt sowie Uber Erfahrung und Materialien zur ES-Zellkultur und

-Manipulation verflgt.
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5.4. Die Bedeutung von TLR3, 7 und 9 bei der Abwehr
endogener Retroviren

Es gibt zahlreiche intrinsische Mechanismen und Molekiile die an der Abwehr von exogenen
und endogenen Retroviren beteiligt sind (Wolf and Goff 2008). Wenig ist jedoch dariber
bekannt, ob auch das angeborene Immunsystem und dabei insbesondere die endosomalen,
nukleinsdureerkennenden Toll-like Rezeptoren 3, 7 und 9 eine Rolle bei der Erkennung und
Kontrolle von endogenen Retroviren spielen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Thymozyten aus TLR7"-, TLR37"-, TLR79™-,
TLR379"- und Unc93B1-3d-Mausen das MuLV-Protein gp70 exprimierten, nicht jedoch die aus
C57BL/6-, TLR3"-, TLR9™- und TLR39"-M&usen (Abb. 4.48). Damit konnte das MuLV in allen
TLRY7 defizienten Tieren nachgewiesen werden. Mit Hilfe einer Real-Time-PCR konnte dartber
hinaus eine starke gag-mRNA-Expression im Milzgewebe von TLR7 defizienten M&usen
gezeigt werden (Abb. 4.49). Des Weiteren gelang es auch, das MulLV durch
elektronenmikroskopische Aufnahmen im Thymusgewebe von TLR379" nachzuweisen (Abb.
4.50). Uberraschenderweise exprimieren die MyD88'/'-Thymozyten kein gp70, obwohl bei ihnen
der TLR7-Signalweg blockiert ist. Andererseits konnte eine MulLV-gag-Transkription
nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass eine retrovirale Infektion mit nachfolgender
mRNA-Synthese stattgefunden hat, fir den Zusammenbau der Viruskomponenten und die
Verbreitung des fertigen Retrovirus’ aber Molekile der MyD88-Transduktion notwendig sind
(lannello, Boulassel et al.; Jude, Pobezinskaya et al. 2003).

Keine der untersuchten &lteren C57BL/6, TLR3"-, TLR7"-, TLR37"-, TLR39™- und Unc93b1-
3d-Mause zeigte ein abnormales Verhéltnis von CD4 zu CD8 im Thymus oder wiesen
Krankheitssymptome auf. Ganz im Gegensatz zu den alteren TLR379"-Tieren. lhre
Thymozyten zeigten deutliche Veranderungen in den Prozentzahlen und der Verteilung der
einzelnen Subpopulationen: Es dominierten CD4" oder CD8" einfach positive oder CD4 CD8"
doppelt negative T-Zellpopulationen (Abb. 4.52). Demgegeniber waren in den
T-Zellsubpopulationen aus dem Thymus von jungen TLR3797-Mausen (sechs Wochen bis
sechs Monate) keine Auffalligkeiten zu erkennen. 87% der erkrankten TLR379" wiesen
deutliche VergréRBerungen von Thymus, Milz und/oder Lymphknoten auf. Histologische
Untersuchungen identifizierten diese Erkrankung als spontane pra-T-Zell akute lymphatische
Leukamie (T-ALL). Diese Krankheit konnte ausschlieRlich bei alteren TLR3797-Mausen
nachgewiesen werden, bei keinem der anderen untersuchen Stamme und fihrt bei diesem
Stamm zu einer deutlich verkirzten durchschnittlichen Lebensdauer.

Es konnte somit nachgewiesen werden, dass TLR7 eine spontane MuLV-Expression in vivo
verhindert. Auffallig ist dabei, dass keine der TLR7"-, TLR37”- und TLR79"-M&use eine T-ALL-
Erkrankung aufwiesen, obwohl sie eine Viramie zeigten. Auch Unc93b1-3d erkrankte nicht an
T-ALL, trotz Virdmie und obwohl es keinen funktionsfahigen TLR3, 7 und 9 besitzt. Ursache
konnte die Starke der Viramie sein. Sie ist bei den Unc93b1-3d um eine GrdéRenordung
niedriger als bei TLR379" und auch bei den Ubrigen TLR7 defizienten Mausstammen

schwacher ausgepragt. Aufgrund der geringen Lebenserwartung einer Maus konnte dieser
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Unterschied ausreichen, warum nur die TLR379"-Mause an T-ALL erkranken. Das bedeutet,
dass alle drei endosomalen, nukleinsaureerkennenden TLRs fiir die Abwehr von endogenen
Retroviren und der sie verursachenden Tumorerkrankungen von Bedeutung sind, TLR7 aber
besonders wichtig ist.

Warum die MuLV-Expression in Unc93b1-3d so viel niedriger ist als in TLR379", obwohl beide
Stamme keine endosomalen TLRs besitzen, kdnnte an den unterschiedlichen Folgen liegen, die
das Ausknocken von TLR3, 7 und 9 und die Mutation im Transportprotein Unc93b1 auf
molekularer Ebene verursacht. Mdglicherweise hat die Mutation des Unc93b1-Gens eine
Stérung der MuLV-Expression zur Folge.

Aus T-ALL erkrankten TLR379"-Mausen konnten fiinf verschiedene Tumorzelllinien isoliert
werden, die sich alle durch eine MuLV-Expression auszeichneten. Alle zeigten im Southernblot
mit der Emv-2 spezifischen Probe pEco (Chattopadhyay, Lander et al. 1980) ein komplexes,
individuelles Muster mit bis zu flinf zusatzlichen Banden, die aufgrund von Neuintegrationen des
aktivierten endogenen MulLV-Retrovirus’ ins Zellgenom entstanden sind (Abb. 4.56.B).
Uberraschenderweise besaRen auch C57BL/6-stammige EL-4-Zellen drei zusatzliche MuLV-
Integrationsstellen. Obwohl die Zellen heute kein MuLV mehr exprimieren, missen sie dies zu
einem friheren Zeitpunkt getan haben, wodurch die zusatzlichen Integrationsstellen entstanden
sind. Dies ist insofern erstaunlich, da die Zelllinie chemisch durch die Verwendung von 7,12-
Dimethybenz(a)anthracen (DMBA) erzeugt worden ist. Hierbei handelt es sich um eine stark
kanzerogene Substanz deren Abbauprodukte mit der DNA reagieren und so Mutationen
verursachen (RamaKrishna, Devanesan et al. 1992). Hierbei kénnte es auch zu Veranderungen
gekommen sein, in deren Folge es zu einer kurzzeitigen Aktivierung von endogenem MulLV
gekommen ist.

Der Southernblot mit der EMV-2 spezifischen Sonde zeigt im Thymus und der Milz von
TLR3797-Mausen eine Reihe zusatzlicher Integrationsstellen, wahrend in C57BL/6, den einzel-
und doppel-TLR-defizienten Mausen nur die Bande des urspriinglichen EMV-2-Provirus zu
erkennen ist (Abb. 4.56.A und B). Somit konnte nur in TLR3797-M3usen generierten T-ALL-
Tumoren sowie im Thymus- und Milzgewebe dieses Stamms eine zuféllige und unkontrollierte
MuLV-Neuintegration nachgewiesen werden, wahrend alle anderen untersuchten Stdmme mit
TLR7-Defizienz ~ (TLR7”, TLR37" und TLR79") trotz  MulLV-Virdmie keine
Reintegrationsereignisse aufwiesen. Die Bedeutung von TLR3, 7 und 9 wird noch dadurch
unterstrichen, dass der C57BL/6-Hintergrund im allgemeinen nicht fir die Expression von
endogenen Retroviren und eine spontane Entwicklung von T-Zelllymphomen anfallig ist
(Chattopadhyay, Lander et al. 1980).

Es ist erstaunlich, dass es mit Ausnahme von TLR3797, bei keiner TLR7 defizienten Maus, trotz
MuLV-Virédmie, zu einer Neuintegration ins Genom gekommen ist. Die Virdmie ist in diesen
Tieren teilweise jedoch erheblich schwacher als im Tripel-Knockout. Dadurch kdnnte sich auch
die Neuintegration ins Genom verringern. Bei einer zufélligen Integration der Virus-DNA ins
Genom sollte es im Southernblot keine klaren Banden, sondern nur einen feinen, schwer zu
detektierenden Schmier geben. Diskrete Banden sollten nur entstehen, wenn es Stellen im

Genom gibt, an denen sich das Virus bevorzugt integriert, beispielsweise in ein stark
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transkribiertes Gen, an einer leicht zuganglichen Stelle. Eine andere Mdglichkeit ist die starke
Proliferation einer Zelle mit einem bestimmten Integrationsmuster, was ein Zeichen flir einen
Tumor oder einer Vorerkrankung hierfir ware. Ist die Viramie geringer, so kommt es auch
seltener zu Integrationen in bevorzugte Stellen und zu Tumorauslésenden Integrationen.
Dementsprechend kénnte es auch bei TLR7”, TLR37” und TLR79" zu Neuintegrationen
kommen, allerdings sind sie seltener, dadurch schwerer zu detektieren und wirken sich in vivo
kaum aus.

Im Southernblot (Abb. 4.56.A) fallt auf, dass das Bandenmuster der DNA aus Milz und Thymus
von TLR3797-Mausen nicht vollstandig ubereinstimmt, obwohl die DNA von den selben Mausen
stammt. Es gibt jeweils eine Integrationsstelle in dem einen Organ, die in dem anderen Organ
nicht vorhanden ist. Ursache hierfir konnte das unterschiedliche Transkriptionsmuster von
unreifen T-Zellen im Thymus und reifen T-Zellen in der Milz sein, wodurch sich auch die
bevorzugten Integrationsstellen unterscheiden sollten. Eine andere Mdéglichkeit kdnnte in eine
Vorerkrankung der Tiere liegen. Vom Thymus ausgehend kdnnten malignen pra-T-Zellen die
Milz infiltriert haben. AnschlieRBend kam es in beiden Organen zu unterschiedlichen
Neuintegrationen des MuLV.

Mit Hilfe einer inversen PCR konnte die MuLV-Integration in die Gene von Notch-1 und Nup214
mehrerer Tumorzelllinien festgestellt werden. Dadurch kam es zu einer deutlichen Reduktion
der Nup214-Expression. Da nur ein Gen von der Integration betroffen sein sollte, ist eine
Reduktion von rund 50% zu erwarten, falls keine weiteren Faktoren hinzukommen. Dies war bei
Teno-4 und Mize-8 auch der Fall, nicht aber bei Baki-1, das eine Reduktion von etwa 90%
aufwies (Abb. 4.58). Weitere Neuintegrationen des MuLV und deren Folgen kénnten zu der
starkeren Reduktion beigetragen haben. Parallel zur Senkung der Nup214-Produktion fiel auch
die Expression von Nup88, die in der Kernpore zusammen einen Subkomplex bilden und sich
gegenseitig stabilisieren (Fornerod, van Deursen et al. 1997). Sowohl Nup214, als auch Nup88
sind mit der Entstehung von Krebs in Verbindung gebracht worden (von Lindern, van Baal et al.
1992; Kraemer, Wozniak et al. 1994; Martinez, Alonso et al. 1999). So fuhrt in 5% aller
menschlichen T-ALLs eine chromosomale Translokation zu einem Fusionsprotein von Nup214
und c-Abl. Das Fusionsprotein besteht aus einem abgeschnittenen Nup214, dem die Phe-Gly-
reiche (FG-) Doméane fehlt (Xu and Powers 2009). Auch die MuLV-Insertion der Tumorzelllinien
Baki-1, Teno-4 und Mize-8 in das Intron zwischen Exon 16 und 17 des Nup214-Gens fihrt zu
einem Verlust der C-terminalen FG-Doméne. Ob eine solches verkiirztes Nup214 auch eine
kanzerogene Wirkung hat ist allerdings unklar. In den Westernblotanalysen konnte es nicht
nachgewiesen werden. Es dirfte daher wenn Uberhaupt nur in geringen Mengen exprimiert
werden. Das eine Verringerung von Nup214 bzw. Nup88 eine kanzerogene Wirkung hat ist in
der Literatur bisher ebenfalls nicht beschrieben worden.

Die Tumorzelllinie Teno-4 zeigt neben der MulLV-Integration in das Nup214-Gen auch eine
Reintegration in die letzten 150 bp der kodierenden Region von Notch-1 und dem 3’ UTR, das
ein destabilisierendes AU reiches regulatorisches Element (ARE) enthalt (Hodson, Janas et al.).

Als Folge davon kam es zu einer dramatischen Hochregulation der Notch-1-Expression (Abb.
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4.57). Hierbei gilt eine Disregulation der Notch-1-Expression als wichtiger Ausloser von
Lymphomen, sowohl in Mausen, wie auch im Menschen (Screpanti, Bellavia et al. 2003).
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die T-ALL-Erkrankung in TLR3797-Mausen
durch die Neuintegration von aktivierten endogenen MuLV in T-zellspezifischen,
protoonkogenen Genloci wie Notch-1 verursacht wird, was zu einer Deregulierung in frihen
T-Zellen fuhrt.

Murine Leukd&mieviren koénnen komplexe Rekombinationsprozesse mit ecotropen und
polytropen Retroviren durchlaufen, was zu einer spontanen MulLV-Expression, genomischer
Neuintegration und nachfolgender Tumorbildung fiihren kann (Stoye, Moroni et al. 1991). Die in
den TLR379"-Mausen und den aus ihnen isolierten Tumorzelllinen gefundenen MulLVs sind
wahrscheinlich aus dem einzigen ecotropen MuLV- Provirus in C57BL/6-Mausen entstanden,
dem sogenannten Emv-2. Dieser ist aufgrund einer Punktmutation des pol-Gens allerdings nicht
in der Lage sich zu replizieren (Li, Huang et al. 1999). Sequenzanalysen der isolierten MuLVs
von Dr. Yu konnten zeigen, dass es bei ihnen durch eine Punktmutation (eine Umwandlung von
C zu G im Nukleotid 3576) zu einer Wiederherstellung der Replikationsfahigkeit gekommen ist.
Dies geschah mdglicherweise durch Rekombinationsprozesse von Emv-2 mit den zahlreichen
polytropen MuLV-Proviren. Ein Zeichen dafiir, dass solche Rekombinationsereignisse
stattgefunden haben und immer noch stattfinden, zeigt der Unterschied zwischen den
Southernblots mit der Emv-2 spezifischen (pEco-) und der unspezifschen (gag-) Sonde (Abb.
4.56. B und C). Hier sind mit der gag-Sonde zuséatzliche Integrationsstellen in Baki-1 und Aho-2
nachgewiesen worden. Diese Zelllinien besitzen also reintegrierte Proviren mit eco- und
polytropen MuLV-env-Genen. Ob auch infektidse Rekombinante MuLV-Partikel existieren, die
polytrope env-Gene akquiriert haben, muss durch weitere Studien geklart werden. Eine weitere
Mdglichkeit, wie das exprimierte MulLV erzeugt worden sein kdnnte, sind
Sequenzmodifikationen durch retrovirale Restriktionsmechanismen der Zelle, beispielsweise
durch Apobec3-Proteine (Jern, Stoye et al. 2007). Auch hier sind zur Klarung weitere
Untersuchungen notwendig.

Es ist bekannt, dass TLR3, 7 und 9 bei der Abwehr exogener Retroviren eine Rolle spielen,
etwa bei der Erkennung von exogenem MuLV, HIV oder lentiviralen Vektoren (Breckpot, Escors
et al.; Mandl, Barry et al. 2008). lhre Rolle bei der Erkennung und Kontrolle von endogenen
Retroviren und der von ihnen verursachten malignen Tumoren wurde bisher jedoch nicht
untersucht. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen die Bedeutung der endosomalen
neukleinsaureerkennenden TLRs (Blasius and Beutler) in diesem Bereich. Es muss dabei noch
geklart werden, wie die retrovirale RNA oder die DNA-Zwischenprodukte ins Endosom gelangen
kénnen, da die Replikation des Retrovirus’ im Zytoplasma stattfindet. Denkbar sind Autophagie
(Bortoluci and Medzhitov), ein aktiver Transport retroviraler RNA durch endosomale Vesikel
(Basyuk, Galli et al. 2003) oder die Aufnahme von retrovirusinfizierten Zellen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben neue Einsichten Uber die grundlegenden Mechanismen der
Immunabwehr gegen Retroviren. Auch wenn diese an einem Mausmodell gewonnen wurden,
kénnten sie zu einem besseren Verstdndnis der Interaktionen von Retroviren mit dem

angeborenem Immunsystem im Menschen fiihren. Die Rolle von humanem endogenen
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Retroviren (HERV) wird dabei kontrovers diskutiert (Kurth and Bannert). Zur Zeit sind allerdings
keine replikationskompetente HERVs bekannt. Es konnten aber ein infektioses HERV
rekonstruiert werden (Dewannieux, Harper et al. 2006). Inwiefern der geplante Einsatz von
TLR7- und TLR9-Inhibitoren gegen Autoimmunerkrankungen wie SLE die Kontrolle Uber die
HERVs stéren kénnte, missen zuklnftige Untersuchungen zeigen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die im Endosom lokalisierten
nukleinsdureerkennenden TLRs nicht nur essenzielle Teile des angeborenen Immunsystems
zur Abwehr von exogenen und damit korperfremden Retroviren sind, sondern auch eine
wichtige Rolle beim Aufspiren und der Kontrolle von aktivierten endogenen und somit

kérpereigenen Retroviren spielt.

5.5. Die Bedeutung von TLR3, 7 und 9 bei der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen

Es gibt zahlreiche Studien die einen Zusammenhang zwischen Virusinfektionen und der
Entstehung von Autoimmunitat herstellen. So wird z.B. diskutiert, ob die Multiple Sklerose eine
durch Virusinfektionen ausgeloste Autoimmunerkrankung ist (Grigoriadis and Hadjigeorgiou
2006). Die Autoimmunitat kénnte dadurch entstehen, dass durch die Virusinfektion zahlreiche
Zellen zerstort werden und so viele korpereigene Substanzen frei werden, die sich
normalerweise im Innern der Zelle befinden. Dadurch kdénnten beispielsweise
Chromatinfragmente und Komplexe aus Ribonukleinproteinen entstehen, die TLR9 oder TLR7
aktivieren (Marshak-Rothstein and Rifkin 2007).

Die Produktion von Anti-DNA-Antikdrpern ist ein Kennzeichen fur entzindliche
Autoimmunerkrankungen wie SLE (Lipsky 2001; Mok and Lau 2003). Dabei ist nicht bekannt,
wie korpereigene doppelstrangige DNA immunologisch aktiv werden kann. Eine Mdglichkeit ist
die Bildung von Komplexen aus korpereigenen Antigenen und DNA (Leadbetter, Rifkin et al.
2002). Einige Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein DNA-vermitteltes TLR9-Signal,
zusammen mit dem BCR-Signal zur Entstehung von autoreaktiven Antikérpern flhrt (Zwei-
Rezeptor-Paradigma) (Leadbetter, Rifkin et al. 2002; Wang and Krieg 2003; Wang and Krieg
2004; Christensen, Kashgarian et al. 2005; Lau, Broughton et al. 2005). Andere Ergebnisse
zeigen dagegen, dass die Entwicklung von Anti-DNA-Antikdrpern unabhangig von TLR9 ist oder
ihre Entwicklung durch TLR9 sogar unterdriickt wird (Wu and Peng 2006; Yu, Wellmann et al.
2006).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine erhdhte Autoimmunitat in TLR379"-M&usen (Abb.
4.61), was sich in einer relativ hohen Anti-DNA-Antikérperkonzentration wiederspiegelt. Auch in
TLR79™ konnte eine erhohte Anti-DNA-Antikérperkonzentration nachgewiesen werden. Sie lag
allerdings niedriger als bei TLR379". Die Starke der Autoimmunitit korreliert also mit der Starke
der beobachteten Viramie in diesen Mausstammen (Abb. 4.48) und kommt daher als Ursache in
Frage. Die Ali5-Mutation fihrt dann zu einer Verstarkung der Autoimmunitatreaktion in den

beiden Mausstammen.
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Diskussion

Des Weiteren konnte in TLR9”-Mausen nur eine geringe Menge an Anti-DNA-Antikdrpern
nachgewiesen werden und auch die Ali5-TLR9™ zeigten einen geringeren Anti-DNA-
Antikorpertiter als die TLR9 kompetenten Ali5-Mause. Dies spricht flir eine Rolle von TLR9 bei
der Entstehung von autoreaktiven Antikérpern. Im Gegensatz zu den auch TLR9 defizienten
TLR379"-Mausen entwickeln die TLR9"-Tiere keine Viramie, was fiir die Virusinfektion als
Ursache der erhéhten Autoimmunitat in TLR3797-Mausen spricht.

Die Infektion mit einem exogenen Retrovirus verstarkt die Autoimmunitatsreaktion,
insbesondere bei TLR379". Da gezeigt werden konnte, das TLR3, 7 und 9 eine wichtige Rolle
bei der Abwehr von endogenen und exogenen Retroviren haben, ist die Virdmie in diesem
Stamm vermutlich besonders grof3. Die dadurch verursachten starkeren Zellschadigungen
kénnten dann eine verstarkte Autoimmunitat ausgeldst haben. Da TLR9 hier als DNA-Sensor
nicht in Frage kommt, muss es auch andere DNA-Rezeptoren geben, die zur Entwicklung von
Anti-DNA-Antikdrpern fuhren, beispielsweise das zytoplasmatisch lokalisierte DAI.

Somit Iasst sich feststellen, dass TLR3, TLR7 und TLR9 fir die Abwehr von exogenen und
endogenen Retroviren und die von ihnen verursachten Tumor- und

Autoimmunitatserkrankungen von Bedeutung sein kénnten.
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Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit setzt sich aus vier verschiedenen Teilprojekten zusammen: der
Untersuchung einer aktiven systemischen Anaphylaxie in IgE-knock-in-Mausen, der
Generierung transgener Knock-in-Mause mit Uberexpression von humanem IgE, der Erzeugung
von Mausen mit induzierbarem Knock-out von PLCy1 und der Bedeutung von TLR3, TLR7 und
TLRO bei der Abwehr endogener Retroviren (ERV) und der durch ERVs verursachten
Tumorerkrankungen.

Im 1. Projekt wurden IgE-knock-in-Mause untersucht, bei denen IgE in den IgG1 Lokus insertiert
wurde und IgE damit wie 1gG1 reguliert wird. In diesen Mausen konnte, bei normaler B- und T-
Zellentwicklung, in vivo und in vitro eine starke Uberexpression von IgE festgestellt werden. In
vitro Analysen bestatigten eine Expression von membrangebundenem IgE auf der Oberflache
ihrer B-Zellen. AuRerdem war die Menge passiv an den FceRI gebundenen IgEs etwa doppelt
so hoch wie bei Wildtyp-Mausen. Die mit dem Modellantigen TNP-OVA immunisierten Tiere
zeigten dariber hinaus eine drastische Erhéhung von antigenspezifischem IgE. Durch eine i.v.
Injektion von TNP-OVA wurde dann eine aktive systemische Anaphylaxie (ASA) ausgeldst, die
in den IgE-knock-in-Mausen deutlich starker ausfiel, als in den Kontrollen. Somit konnte
festgestellt werden, dass eine ASA in IgE-knock-in-Mausen durch IgE und nicht durch IgG1
vermittelt wird. Eine Basophilendepletion mittels Ba103-Antikdrpern ergab des Weiteren, dass
eine IgE- vermittelte ASA, bei einem stark erhdhten Spiegel von spezifischem IgE, in erster
Linie durch Basophile und weniger durch Mastzellen aktiviert wird.

Ziel des 2. Projekts war die Generierung einer knock-in-Maus, die eine starke Uberexpression
von humanem IgE zeigen sollte, um ein besseren Verstandnis fir IgE vermittelte Reaktionen im
Menschen zu erhalten. Aufgabe des 3. Teilprojekts war es eine Maus mit einem induzierbaren
Knock-out der Phospholipase-Cy1 (PLCy1) zu generieren. Hierzu wurden zwei loxP-Stellen ins
Gen von PLCy1 eingefiihrt. Aus einer solchen gefloxten PLCy1-iko-Maus lassen sich, durch
eine Deletion der von den loxP-Stellen eingerahmten Exons, gewebsspezifische PLCy1-ko-
Mause erzeugen. Auf diese Weise konnen z.B. Mause konstruiert werden, bei denen PLCy1
ausschlielich in T-Zellen deletiert ist, um die Bedeutung von PLCy1 fiir die T-Zellentwicklung,
insbesondere der regulatorischen T-Zellen, aufzuklaren. Es konnten erfolgreich entsprechende
Targetvektoren und ES-Zellen generiert werden. Allerdings fand nach der Blastozysteninjektion,
trotz einer hoher Chimeritat der Nachkommen, keine Keimbahntransmission statt.

Im letzten Teil wurde die Bedeutung der endosomalen, nukleinsdureerkennenden Toll-like
Rezeptoren 3, 7 und 9 fir die Abwehr endogener Retroviren und der von ihnen ausgeldsten
Tumorerkrankungen mit Hilfe entsprechender Knock-out-Mause untersucht. Dabei konnte eine
spontane, unkontrollierte Viramie des Murinen Leukdmievirus (MuLV) in TLR7 defizienten
Mausen festgestellt werden. Allerdings entwickelten nur TLR3, TLR7 und TLR9 tripel defiziente
Tiere eine durch das Virus ausgeloste pra-T-Zell akute lymphatische Leukamie (T-ALL). Die
Insertion des MuLV-Provirus in die Onkogene Nup214 und Notch-1 fihrte dabei zu einer
Deregulierung der Proteinexpression, die zur Entstehung der T-ALL beigetragen haben kénnte.

Auch konnte gezeigt werden, dass TLR379"-Méause erhohte Autoimmunreaktionen aufweisen.
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Zusammenfassung

6.1 Summary

The current study consists of four different projects: the study of active systemic anaphylaxis
(ASA) in IgE knock-in mice, the generation of transgenic knock-in mice overexpressing human
IgE, the generation of mice with an inducible knock-out of PLCy1 and the relevance of TLR3,
TLR7 and TLR9 in controlling endogenous retroviruses (ERV) and ERV induced tumours.

In the first project IgE knock-in mice were analysed. In these mice the regulatory mechanism of
IgG1 was transferred to IgE. As a result they show a strong overexpression of IgE in vivo and in
vitro during a normal B and T cell development. In vitro analyses confirmed the expression of
membrane bound IgE on the surface of their B-cells. Furthermore twice as much IgE bound to
FceRl could be detected in IgE knock-in mice than in their wild type littermates. In mice
immunized with the model antigen TNP-OVA an extreme increase of antigen specific IgE was
shown. By injecting mice with TNP-OVA an ASA was triggered, that was much stronger in IgE
knock-in mice than in the controls. Therefore it could be determined that an ASA in IgE knock-in
mice is mediated by IgE and not by IgG1. Moreover the depletion of basophils by Ba103
antibodies showed that an IgE mediated ASA is activated predominantly by basophils and less
by mast cells when there is a high specific IgE level.

The second project was the generation of knock-in mice with a strong overexpression of human
IgE. The new model should add to a better understanding of IgE mediated reactions in humans.
In the third project a mouse with an inducible knock-out of the phospholipase-Cy1 (PLCy1)
should be generated. Therefore two loxP sites were inserted in the gene of PLCy1. It is possible
to genered tissue specific PLCy1-iko mice from such floxed mice by a deletion of the loxP
flanked exons. In this way it is possible to generate mice e.g. with a knock-out only in T cells to
analyse the importance of PLCy1 in T cell development especially in regulatory T cells. The
appropriate targeting vectors and embryonal stem cells could be generated successfully. But
after the injection into blastocystes no germ line transmission occured despite a hight chimerity
of the offspring.

In the last part of this study the importance of the endosomal nucleic acid recognizing toll like
receptors 3, 7 and 9 for controlling endogenous retroviruses and tumours they induce was
analysed by use of corresponding knock-out mice. Thereby a spontaneous uncontrolled viremia
of the murine leukemia virus (MuLV) in TLR7 deficient mice was detected. But only TLR3, TLR7
and TLR9 ftriple deficient animals developed virus induced pre-T-cell acute lymphoblastic
lymphomas (T-ALL). The insertion of the MuLV provirus into the oncogenes Nup214 and Notch-
1 leads to a deregulation of the corresponding proteins, which could contribute to the
development of T-ALL. Additionally an increased autoimmune reaction in TLR379" mice could

be shown.
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