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1 Einleitung

1.1 Haut

Die Haut stellt die aulere Begrenzung des Menschen zu seiner Umwelt dar. Diese
den gesamten Organismus umschlieRende Hille hat eine Gesamtflache von 1,5-2

m?, die von KérpergréRe und Gewicht des einzelnen Individuums abhangt.

Stratum
corneum

Stratum
granulosum

Stratum
spinosum

Epidermis
Langerhans-
zelle

Melanozyt

Stratum
basale

= Fibroblast

Dermis

Mastzelle

Kollagen-
Fasern

Subcutanes
Fettgewebe

Abbildung 1.1 Die menschliche Haut.

Die Haut des Menschen wird in Epidermis (Oberhaut) und Dermis (Lederhaut) unterteilt. Die
Epidermis ist ein verhornendes Plattenepithel ektodermaler Abkunft, das zu 90% aus Keratinozyten
besteht. Sie ist aus vier Zellschichten aufgebaut und enthadlt neben den Keratinozyten auch die
symbiontischen Melanozyten und Langerhanszellen. Die Epidermis ist einem standigen
Erneuerungsprozess unterworfen. Die Keratinozyten stammen aus der Basalschicht. Mit Verlassen
dieser Schicht beginnen die Zellen irreversibel mit der terminalen Differenzierung. Die Zellen des
Stratum spinosum sind gréRer und stoffwechselaktiver, verlieren dann im Stratum granulosum ihre
Organellen und sterben ab. Die Dermis ist eine vorwiegend aus Kollagenfasern bestehende
Bindegewebsschicht. Der vorherrschende Zelltyp ist der Fibroblast. Fibroblasten sind spindelférmige
Zellen mit langen Fortsatzen, die die Fasern und die Matrix der Dermis synthetisieren.

Basalmembran
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Die Haut dient der Kommunikation mit der Umgebung, steht im engen Kontakt mit
dem Immunsystem und dient dem Schutz vor physikalischen, chemischen und
biologischen Schadigungen. Sie ist an wichtigen Prozessen wie zum Beispiel der
Regulation des Wasser- und Salzhaushaltes, der Thermoregulation, der Aufnahme
von Sauerstoff und der Ausscheidung von Stoffwechselprodukten beteiligt.
Histologisch betrachtet unterteilt sich die Haut in Dermis (Lederhaut) und Epidermis
(Oberhaut), die durch die Basallamina voneinander getrennt werden und die dritte
und tiefste Schicht, die Subkutis. Sie besteht hauptsachlich aus Fettgewebe in
variabler Menge. Die Haut differenziert sich aus dem aufReren (Ektoderm) und dem
mittleren Keimblatt (Mesoderm). Dabei entwickeln sich die epithelialen Strukturen der
Haut (Epidermis, Haare und Nagel) vorwiegend aus dem Ektoderm. Aus dem
Mesoderm entwickelt sich die Dermis mit den Gefalien.

Die Epidermis ist histologisch betrachtet ein 4-schichtiges verhorntes Plattenepithel.
Die unterste Schicht ist das Stratum basale. Diese Schicht ist aus proliferierenden
Keratinozyten mit eingestreuten Langerhans-Zellen und den pigmentbildenden
Melanozyten aufgebaut. Darlber befindet sich das vielschichtige Stratum spinosum
(Stachelzellenschicht), in dem die Keratinozyten gréfRer und polygonal werden. Diese
Keratinozyten befinden sich bereits in der terminalen Differenzierung und zeichnen
sich durch eine erhdhte Stoffwechselaktivitat aus. Untereinander sind diese Zellen
durch stachelartige Interzellularbriicken verbunden, die als Desmosomen bezeichnet
werden.

Das Stratum granulosum (Kornerschicht) mit seinen Kornerzellen bildet eine bis
mehrere Schichten aus. Merkmale dieser Zellen sind die Keratohyalingranula, dichte
Makrofibrillen aus Keratinbiindeln, eine reduzierte metabolische Aktivitat und den
Verlust der Organellen aus.

Im Stratum corneum (Hornschicht), der aulRersten Schicht der Epidermis, befinden
sich 10-20 Zelllagen fest koharenter, plattchenartiger kernloser hexagonaler
Korneozyten, die aus einer amorphen Proteinmatrix, umhullt von einem starren
,cornified Envelope® bestehen. Die Hornzellen sind die Zellen des Koérpers mit dem
grofdten Durchmesser (ca. 30 ym). Da das Stratum corneum kontinuierlich durch die
Proliferation der basalen Keratinozyten gebildet wird, kann dessen Dicke nur durch
stetiges Abschuppen an der Hautoberflache konstant gehalten werden.

Die Epidermis ist ein Proliferationsgewebe, unterliegt also einer dauerhaften

Erneuerung. Unter gesetzmalliger Veranderung ihrer Struktur durchwandern die
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Keratinozyten die suprabasalen Schichten bis zum Stratum corneum. Dieser
Vorgang wird als terminale Differenzierung bezeichnet.

Die Dermis ist das unter der Epidermis gelegene Bindegewebe, das sich in der Tiefe
bis zum subkutanen Fettgewebe erstreckt. Es handelt sich um ein fibroelastisches
Gewebe von hoher Reil¥festigkeit und ist der Trager der die Haut versorgenden
Nerven und Gefalle. lhre Hauptkomponenten sind Fibroblasten, Mastzellen und
andere Gewebezellen, die in eine gelartige Grundsubstanz aus Proteoglykanen
eingebettet sind. Flr die Summe aller extrazellularen, fibrillaren Strukturen und
I6slicher Substanzen wird der Begriff ,extrazellulare Matrix“ verwandt.

Die dominierenden Zellen der Dermis sind die kollagensezernierenden Fibroblasten,
deren inaktive Form nach Beendigung der Kollagensynthese Fibrozyt genannt wird.
Fibroblasten sind spindelférmige Zellen mit langen Zellfortsatzen, die ein Netzwerk
bilden. Diese wenig spezialisierten Bindegewebszellen, die Uberall im Korper in
Bindegeweben vorkommen, besitzen ein ausgepragtes endoplasmatisches Riticulum
und einen gut entwickelten Golgiapparat, was fur eine hohe Syntheseaktivitat dieser
Zellen spricht. Nach vollstandiger Differenzierung kbnnen aus den wenig
spezialisierten Fibroblasten Fettzellen, glatte Muskelzellen, Chondrozyten u.a.
entstehen. |hre solitare Lebensweise und ihr geringer Differenzierungsgrad sind
wahrscheinlich ein Grund daflr, dass sie sich relativ einfach in Kultur halten lassen.
Recht zahlreich in der Dermis sind auch die Histiozyten (Makrophagen). lhre
Vorlaufer, die Monozyten wandern vom Knochenmark Uber die Blutbahn in das
Gewebe ein und differenzieren am Ende in der Dermis. Sie phagozytieren
abgestorbene Zellen, speichern Antigene, produzieren Interferone und nehmen an
immunologischen Reaktionen teil.

Mastzellen sind Effektorzellen, die ubiquitar in der Dermis vorkommen. Sie sind
immobil, langlebig und im Verhaltnis zu anderen Zellen sehr grol3. Sie besitzen
hochaffine IgE-Rezeptoren an der Zellmembran. Die Mastzellen produzieren ein
breites Spektrum von Mediatoren, mit denen sie allergische und entzindliche

Reaktionen vermitteln konnen.
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1.2 CC-Chemokine und Chemokin-Rezeptoren

Die Pathogenese von Entzindungsreaktionen ist ein sehr komplexes Geschehen, bei
dem eine Vielzahl von Mediatoren eine Rolle spielen. Zytokine bilden eine Gruppe
biologisch hoch aktiver Glycoproteine, die Wachstum, Funktion und Differenzierung
von Immunzellen, aber auch anderer Zellen wie Fibroblasten und Keratinozyten
modulieren kdnnen (Braun-Falco, 1996). Diese chemischen Mediatoren sind bereits
in nano- bis picomolaren Konzentrationen wirksam. Daher ist ihre Konzentration in
der Zelle auch nicht sehr hoch (10-10.000 Molekule pro Zelle). Sie regulieren die
Starke und Dauer der Immunantwort, indem sie Einfluss auf das Uberleben, die
Proliferation, Reifung, Form, Phagozytose-Aktivitat und Differenzierung von Zellen
sowie auf die Syntheserate biologisch aktiver Molekile nehmen. Ihre Bindung an die
Zielzellen erfolgt Uber spezifische Rezeptoren. Durch die Einflussnahme auf die
DNA, RNA und Proteinbiosynthese wird das Verhalten der Zelle verandert. Zytokine
wirken unterschiedlich auf verschiedene Zellen und zeigen pleiotrophe Effekte. Viele
Zytokine wirken gleichzeitig auf gemeinsame Zielzellen, entweder synergistisch oder
antagonistisch, oder regulieren die Synthese und Freisetzung anderer Zytokine. Zu
den Zytokinen zahlen die von Lymphozyten gebildeten Lymphokine, die von
Monozyten produzierten Monokine, die Interleukine (IL-1 bis IL18), die Interferone
(IFN-a., -B, -y) und die ,colony stimulating factors” (CSF).

Eine besondere Untergruppe der Zytokine sind die Chemokine (Chemoattractant
cytokines). Auf dem International Symposium on Chemotactic Cytokines (1992)
einigte man sich, diese Gruppe ,Chemokine” zu nennen, um damit die beiden
Eigenschaften chemotaktisch wirkender Zytokine zu kombinieren. Definiert wird
diese Untergruppe der Zytokine durch strukturelle Homologien ihrer Mitglieder. Alle
Chemokine zeigen in vitro neben anderen fur Zytokine typischen Eigenschaften die
Fahigkeit zur Chemotaxis auf eine oder mehrere Arten von Blutzellen. Im Tierversuch
konnte gezeigt werden, dass Chemokine nach intradermaler Applikation die Bildung
von zellularen Entzindungsinfiltraten hervorrufen konnen (Meurer et al., 1993). Die
Produktion und Sekretion von Chemokinen kann durch proinflammatorische Faktoren
wie z.B. Lipopolysaccaride, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) oder Interleukin 1 (IL-1)
induziert werden (Murphy, 1994).

Bei den Chemokinen handelt sich um basische Heparin-bindende Proteine mit einer

Lange von 70-80 Aminosauren und einem Molekulargewicht zwischen 7 und 16 kDa.
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Sie werden von verschiedenen Zellen des Immunsystems produziert und kénnen
Uber die Ausbildung eines chemotaktischen Gradienten die Migration von Zellen des
Immunsystems auslosen und kontrollieren. Alle CC- und CXC-Chemokine besitzen
vier hoch konservierte Cysteinreste, Uber die zwei Disulfidbricken gebildet werden,

wodurch das Protein eine hohe Stabilitat erhalt.

I I
XXXXXXXXXXXXXXCCXXXXXXXXXXXXXXXXXCXXXXXXXXXXXCXXXXX

Abbildung 1.2 Schematische Darstellung eines CC-Chemokins.

Die Abbildung zeigt die Verteilung von 4 konservierten Cysteinresten und die Ausbildung der
Disulfidbriicken am Beispiel eines CC-Chemokins. Dabei steht C in der Abbildung fiir Cystein und X
fur eine beliebige Anzahl anderer Aminosauren.

Aufgrund von Sequenzhomologien und der Sequenz in der Umgebung der ersten
beiden Cysteine werden die Chemokine in vier Untergruppen unterteilt.

Bei den CXC-Chemokinen sind die ersten beiden N-terminalen Cysteine durch eine
nicht konservierte Aminosaure voneinander getrennt. Alle Gene dieser Unterfamilie
der Chemokine sind auf Chromosom 4 lokalisiert. Diese Chemokine wirken
chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten und Lymphozyten (Baggiolini and
Clarklewis, 1992). Mitglieder der CXC-Familie sind z.B. IL-8, ,growth-related
oncogene” (Gro), ,platelet factor-4“ (PF-4) und ,interferon gamma inducible Protein-
10“ (IP-10).

Die Gruppe der CC-Chemokine ist durch die direkte Nachbarschaft der ersten beiden
Cysteine gekennzeichnet. Die meisten Gene dieser Chemokin-Unterfamilie sind auf
Chromosom 17 lokalisiert. Einige vor kurzer Zeit entdeckte CC-Chemokine (Eotaxin-
1,-2,-3) finden sich auf Chromosom 7. CC-Chemokine wirken chemotaktisch auf
Monozyten (Schall, 1991), Lymphozyten (Bischoff et al., 1992), eosinophile und
basophile Granulozyten (Alam et al., 1994). Im Gegensatz zu CXC-Chemokinen
wirken sie nicht auf neutrophile Granulozyten. Zu der CC-Familie zahlen unter
anderem ,monocyte chemotactic protein-1 bis 4“ (MCP-1 bis 4), ,macrophage
inflammatory protein-1“ (MIP-1), die Eotaxine 1 bis 3 und ,regulated on activation

normal T-Cell expressed and secreted” (RANTES).
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Gensymbol |Genname Alte Bezeichnung

SCYA 5 CCL5 RANTES, CCL5

SCYA7 CCL7 MCP-3, NC28, FIC, MARC
SCYA 11 CCL8 Eotaxin-1

SCYA 13 CCL13 MCP-4, NCC-1, CKb10
SCYA 24 CCL24 Eotaxin-2, MPIF-2, CKb6
SCYA 25 CCL26 Eotaxin-3

Tabelle 1.1 Nomenklatur der Eosinophil-chemotaktisch wirkendenden
CC-Chemokine (Zlotnik and Yoshie, 2000)

Die C-Chemokine, von denen bislang nur zwei Vertreter, das Lymphotaktin CL-1 und
CL-2 bekannt sind (Kelner et al., 1994), sind durch nur ein einzelnes Cystein im N-
terminalen Bereich des Proteins gekennzeichnet und auf dem Chromosom 1
lokalisiert. Sie wirken chemotaktisch auf CD8+-exprimierende Lymphozyten.

Die CX3C-Chemokine bilden die vierte Gruppe der Chemokine, denen bis heute nur
das Fractalkin zugeordnet werden konnte (Bazan et al., 1997). Bei diesem Chemokin
sind die ersten beiden N-terminalen Cysteine durch drei nicht konservierte
Aminosauren voneinander getrennt. Fractalkin unterscheidet sich in mehreren
Eigenschaften von den Ubrigen Chemokinen. Mit 397 Aminosauren ist es viel groRer
als die anderen Chemokine und besitzt einen Transmembran-Anker.

Die Leukozyten erkennen die Chemokine durch Rezeptoren, von denen bis heute 16
verschiedene bekannt sind. Die Chemokin-Rezeptoren stellen eine Unterfamilie der 7
Transmembran-G-Protein-gekoppelten Rezeptoren dar. Der C-Terminus dieser
Rezeptoren ragt ins Zytoplasma hinein, wohingegen sich der N-terminale Teil im
extrazellularen Raum befindet und dort fur die Bindung der Chemokine verantwortlich
ist. Die intrazellularen Loops und der C-Terminus sind wichtig fur die

Signalubertragung.
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g:?::lf)l\(,i?\r;n Chemokine Rezeptoren Bemerkungen
CXC IL-8 CXCR1

IL-8, NAP-2, u.a. CXCR2

IP-10, Mig CXCR3

SDF-1 CXCR4 HIV KO-Rezeptor
cC RANTES, MIP-1a,, MCP-2, |CCR1

MCP-3

MCP-1 bis 4, Eotaxin-1, CCR2

RANTES

MCP-1, MCP-4 CCR3

Tabelle 1.2 Chemokine und Chemokin-Rezeptoren

Die Chemokin-Rezeptoren werden aufgrund ihrer Bindungseigenschaften in CXCR-
und CCR-Rezeptoren unterteilt. Gewisse Rezeptoren binden nur einzelne
Chemokine, andere hingegen mehrere. Entsprechend weisen die Chemokine
unterschiedliche Selektivitaten fur die verschiedenen Rezeptoren auf.

Alle Rezeptoren sind das Produkt jeweils eines einzelnen Gens und redundant an G-

Proteine gekoppelt.

1.3 Eosinophil-chemotaktisch wirkende CC-Chemokine

Untersucht man die betroffene Haut von Patienten, die an atopischer Dermatitis
leiden, findet man als Charakteristikum oft Uberreste degranulierter eosinophiler
Granulozyten und manchmal sogar noch intakte eosinophile Granulozyten in der
Dermis. Ahnliches gilt auch fiir von allergischen Reaktionen und parasitaren
Infektionen betroffene Haut. Die Funktion der Eosinophilen bei diesen
Hauterkrankungen ist bis zum heutigen Tage nur unvollstandig verstanden. Die
Degranulation von Eosinophilen kann zu einer schweren Gewebeschadigung flihren
und spielt daher eine wichtige Rolle im entzindlichen Geschehen dieser
Hauterkrankungen.

Eosinophile Granulozyten (Eos) sind polymorphkernige Granulozyten, die unter
,gesunden® Bedingungen nur etwa 2,5-3% der im Blut befindlichen Leukozyten
ausmachen. Eos werden vom Knochenmark unter dem Einfluss der Zytokine IL-5, IL-
3 und GM-CSF gebildet. Es handelt sich um vollstandig differenzierte Zellen, die man

beim Menschen hauptsachlich in Geweben findet, die in Kontakt zur Aul3enwelt
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stehen, wie z.B. Haut, Gastrointestinaltrakt und respiratorischer Trakt (Behm and
Ovington, 2000). Es wird vermutet, dass die Eos neben der Abwehr von
Mikroorganismen eine entscheidende Rolle bei der Abwehr von Wurminfektionen
spielen (Rankin et al., 1990). Neben dieser primaren Funktion wird vermutet, dass sie
mit zur Wundheilung beitragen und als Antigen prasentierende Zellen agieren (Behm
and Ovington, 2000).

Typisch fur diese Zellen sind Vesikel mit kristallinen Bereichen, die zum Teil dem
endosomal/lysosomalen System angehoéren oder Exocytosevesikel darstellen. Diese
Vesikel enthalten mehrere toxische Proteine wie z.B. das major basic protein (MBP)
oder das eosinophile kationische Protein, das gegen Mikroorganismen oder grof3ere
Parasiten eingesetzt wird. Das MBP dient der Abwehr von Wirmern, in deren
Oberflache es sich einlagert. Diese nicht endocytierbaren Parasiten werden von den
Eosinophilen regelrecht belagert, besonders wenn Antikérper an deren Oberflache
gebunden haben. An die Parasiten geheftet schutten sie die Inhalte ihrer Vesikel aus,
um sie abzutoten. Weiterhin sind diese Granulozyten in der Lage, nach Aktivierung
Zytokine und weitere Botenstoffe zu produzieren.

Wahrend man unter normalen Bedingungen nur eine geringe Anzahl von Eos im Blut
und im Gewebe anfindet, kdnnen Eos im akuten Fall einer Entzindung in praktisch
jedem Gewebe selektiv angereichert vorgefunden werden. Als chemotaktische
Mitverursacher dieser Infiltration kommen eosinophil spezifische Chemokine in
Betracht, zu denen Eotaxin-1, Eotaxin-2, Eotaxin—3, MCP-2, MCP-3, MCP-4 und
RANTES zahlen.

Das CC-Chemokin RANTES (CCL 5) war das erste entdeckte Chemokin, das eine
chemotaktische Wirkung auf Eosinophile zeigte (Kameyoshi et al., 1994). RANTES
wird auler von T-Lymphozyten und von Thrombin aktivierten Blutplattchen (Moritani
et al., 1998), auch von Epithelzellen, des Bronchialtraktes und von Eosinophilen
selbst gebildet (Berkman et al., 1996). Neben der chemotaktischen Wirkung auf
Eosinophile hat es ebenfalls Wirkung auf Monozyten, CD4+ und CD45RO+ Memory-
T-Zellen. RANTES bindet an die Rezeptoren CCR-1, CCR-3, CCR-4 und CCR-5.
Das Gen, das fur das RANTES-Protein kodiert, ist auf Chromosom 17 lokalisiert.

Wie RANTES gehoren auch die ,Monocyte chemoattractant proteins® (MCP'‘s) zur
Gruppe der CC-Chemokine. Sie haben, wie der Name schon verrat, eine
ausgepragte chemotaktische Wirkung auf Monozyten. Dartber hinaus haben MCP-2
(YA 8), MCP-3 (CCL 7) und MCP-4 (CCL 13) eine chemotaktische Wirkung auf
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Eosinophile und Basophile. MCP-1 (CCL 2) dagegen wirkt chemotaktisch auf
Basophile und zeigt keinerlei Wirkung auf Eosinophile.

MCP-1 bindet an den Rezeptor CCR-2, MCP-2 an CCR-2 und CCR-3, MCP-3 an
CCR-1, CCR-2 und CCR-3 und MCP-4 an den Rezeptor CCR-2 und CCR-3. Die
Gene der MCP’s sind alle auf dem Chromosom 17 in einem Cluster lokalisiert.

Eosinophile Monozyten Neutrophile

SRR /

niedrig

[Eotaxin]

A

Gewebe

sinophiie Granulozyten
vandern gegen die héchste
otaxin-Konzentration

Quelle eotaktisch
wirkender Faktoren

Abbildung 1.3 Infiltration von eosinophilen Granulozyten in ein Gewebe.

Eosinophilen-spezifische Chemokine wie Eotaxin-1 und MCP-4 und RANTES sind Ausloser fiir eine
Infiltration von eosinophilen Granulozyten aus dem Blut in das Gewebe. Chemotaxis ist die Migration
von Zellen (hier Leukozyten) in Richtung auf eine ansteigende Konzentration von chemotaktisch
wirkenden Faktoren. Eotaktisch wirkende Chemokine wirken selektiv auf eosinophile Granulozyten,
nicht aber auf neutrophile Granulozyten oder Monozyten. Infiltration von eosinophilen Granulozyten in
Gewebe ist charakteristisch fiir entzlindliche Krankheiten wie atopische Dermatitis und Asthma.

Die Eotaxine (Eotaxin-1, Eotaxin-2 und Eotaxin-3) gehdren ebenfalls zur Gruppe der
CC-Chemokine und wirken selektiv auf Eosinophile. Eotaxin-1, Eotaxin-2 und

Eotaxin-3 binden ausschliel3lich an den CCR-3-Rezeptor. Das Eotaxin-1-Gen ist in
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dem gleichen Cluster auf Chromosom 17 lokalisiert wie die MCPs. Die Gene, die fur

Eotaxin-2 und Eotaxin-3 kodieren, sind dagegen auf Chromosom 7 lokalisiert.

1.4 TH1 und TH2 vermittelte Immunantwort

Die allergischen Erkrankungen Asthma, Heuschnupfen und atopische Dermatitis
gehoren zu den atopischen Erkrankungen. Atopische Erkrankungen werden durch
einen erhdhten IgE-Spiegel im Serum definiert. Nachdem 1967 Johansen in
Schweden und Ishizakas in den Vereinigten Staaten unabhangig voneinander den
IgE- Antikorpertyp entdeckten, sind grof3e Fortschritte im Verstandnis der zellularen
und molekularen Mechanismen von atopischen Erkrankungen gemacht worden.
Gleichzeitig ist mit dieser Entwicklung eine standige Zunahme des Auftretens dieser
Erkrankungen weltweit zu verzeichnen.

Allergische Erkrankungen wie das allergische Kontaktekzem verlaufen ohne eine
Erhohung des IgE-Spiegels und reagieren mit anderen spezifischen Komponenten
des Immunsystems. Im Zentrum der Entscheidung, ob der Korper ein fremdes
Protein als Allergen erkennt und dementsprechend darauf reagiert, steht die
Richtung, in die die CD4-T-Helfer-Zellen polarisiert werden. Ein Allergen, das in den
Korper gelangt ist, sei es durch einen Insektenstich in die Haut oder durch Einatmen
Uber die Schleimhautoberflachen der Lunge, wird von Antigen-prasentierenden-
Zellen (antigen presenting cells, APCs) wie dendritischen Zellen oder Makrophagen
aufgenommen und in die Lymphorgane transportiert. Dort, im Allgemeinen in den
Lymphknoten oder der Milz, werden einzelne Peptide, in die das Allergen zerlegt
wurde, von den APCs auf MHC-II-Komplexen der zellularen Umgebung prasentiert.
Mit den auf MHC-II-Komplexen prasentierten Peptiden in Wechselwirkung stehenden
CD4+-THelfer-Zellen, die zu den T-Lymphozyten gehoren.

T-Lymphozyten entstehen aus Abkdmmlingen von Zellen im Knochenmark, die in
den Thymus wandern. Im Thymus kénnen sie zu mehreren Typen differenzieren.
Linien, deren Rezeptoren mit MHC-II-Rezeptoren in Wechselwirkung stehen, werden
zu Helferzellen und Linien, die mit MHC-I-Rezeptoren in Wechselwirkung stehen,
werden zu Killerzellen. AuBerdem werden im Thymus Zellen aussortiert, deren T-
Zell-Rezeptoren auf korpereigene Antigene reagieren. So steht der Immunabwehr
eine Vielzahl von CD4+-Zellen zur Verfligung, wovon jede auf ein spezifisches, aber

noch unbekanntes Antigen, reagieren kann. Diese Zellen halten sich vorrangig im
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lymphatischen System auf (Robey and Fowlkes, 1994).

Die meisten Immunantworten, die durch CD4+-T-Zellen gesteuert werden, kdnnen
nach den mit ihnen verknupften Immunreaktionen in zwei polarisierte Typen
unterschieden werden. Man kann den einen Typ in erster Naherung als
zellvermittelte Immunantwort und den anderen als Antikorper-vermittelte oder
humorale Immunantwort bezeichnen. Die zellvermittelte Immunantwort ist durch
Makrophagen, zytotoxische T-Zellen, Produktion von opsonierenden und
Komplement aktivierenden Antikorpern sowie eine von Phagozyten dominierten
Entzindungsreaktion gekennzeichnet (Romagnani, 1997). Bei der humoralen
Immunantwort ist im Gegensatz dazu eine Inhibierung der Phagozyten zu
beobachten, bei der es sich um eine starke Antikorperantwort handelt, wobei die IgE-
Antikorper eingeschlossen sind, sowie eine Differenzierung und Aktivierung von
Eosinophilen (Romagnani, 1997). Fur den Verlauf einer Erkrankung ist von
entscheidender Bedeutung, mit welchen Mitteln der Korper auf die Krankheitserreger
reagiert. Betrachtet man zum Beispiel den Verlauf von Lepra, einer durch
Mycobacterium leprae verursachten Infektionskrankheit der Haut, so bedeutet die
Entscheidung flr die zellvermittelte Immunantwort die Auspragung einer abheilenden
tuberkoloiden Form, wohingegen die Entscheidung fur die antikdrpervermittelte
Immunantwort zur unkontrollierten Form mit schweren Verstummelungen fuhrt (Turk
and Bryceson, 1971).

Die Polarisierung zur TH1- oder TH2-Zelle findet zusammen mit der Aktivierung in
den lymphatischen Organen statt. Eine aktivierte APC prasentiert auf dem MHC-II-
Komplex einer naiven sogenannten ThO-Zelle ein Antigen. Passt dieses Antigen zum
T-Zellrezeptor (T cell receptor; TCR), wird diese T-Zelle aktiviert. Welcher TH-Typ
sich ausbildet, ist offensichtlich von mehreren Faktoren abhangig. Die
Interpretationen gehen von einer Vielzahl von Umwelteinflissen und genetischen
Faktoren aus, die bei der Antigenprasentation zum Tragen kommen. Umweltfaktoren
sind die Art, wie das Antigen aufgenommen oder appliziert wurde, die physikalische
Form und auch die Dosis des Immunogens.

Klassische TH1 ausldésende Immunogene sind die meisten Mikroben, wie zum
Beispiel Listeria. TH2-Immunogene sind Helminthen (Wurmer) und unter
bestimmten Umstanden Allergene. Die genetischen Faktoren wirken auf
verschiedene, an der Entstehung des Phanotyps beteiligte Komponenten. Wichtig ist

die Gruppe von Rezeptoren, die die Interaktion mit der APC-CD4+-Zelle herstellt, wie
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zum Beispiel der T-Zell-Rezeptor und auch Korezeptoren.

Korezeptoren der APC wie B7-1(CD80) und B7-2(CD86) stehen in Wechselwirkung
mit entsprechenden Rezeptoren der T-Zelle wie CD28. Eine die Th2-Polarisierung
unterstitzende Wechselwirkung ist zum Beispiel die Interaktion von B7-2 und CD28
(Lenschow et al., 1996).

Der zweite wichtige, durch den Genotyp beeinflusste und fur die Spezifitat der
Polarisierung mafigebliche Einfluss ist die Dominanz bestimmter Zytokine bei der
Antigenprasentation.

TH1-Zellen entstehen erstens bei IL-12-Stimulation, zweitens bei IL-18- oder IFN-y-
Stimulation und drittens bei Abwesenheit friiher IL-4-Stimulation (Hsieh et al., 1993;
Manetti et al., 1993; Novick et al., 1999). I n vivo werden IL-12, IFN-yund IL-18
durch die APC bereitgestellt. Es ist erwahnenswert, dass durch IL-12 auch NK-Zellen
aktiviert werden, die wiederum die Wirkung der von der APC ausgeschutteten
Zytokine durch Ausschuttung von IFN-y unterstutzen.

TH2-Zellen entstehen durch IL-4-Stimulierung. IL-4 kann in geringen Mengen durch
die TH-Zelle selbst sezerniert werden, wenn der Rezeptor CD28 entsprechend
stimuliert wurde. In einem autokrinen Mechanismus steigert sich diese IL-4-Synthese

dann.

1.5 Der Jak/Stat-Signaltransduktionsweg des aktivierten IL-4-

Rezeptors

Die Signaltransduktion von Interleukin 4 (IL-4) wird durch Oligomerisierung von
membrangebundenen Rezeptorproteinen eingeleitet. Dies geschieht in einem
zweistufigen Vorgang uber zwei seperate Bindungsepitope auf dem IL-4-Molekdl.
Das reife humane IL-4 ist ein monomeres Protein, das aus 129 Aminosauren besteht
und zwei potenzielle Glykosilierungsstellen besitzt. Es zeigt nach Expression in
eukaryotischen Zellen ein vom Glykosilierungsgrad abhangiges Molekulargewicht
von 15 bis 20 kDa.

Im ersten Schritt bindet IL-4 mit hoher Affinitat an die a-Kette des Rezeptors. Dieser
praformierte 1:1-Komplex, der allein nicht in der Lage ist, ein zellulares Signal zu
vermitteln, bindet im zweiten Schritt (Aktivierungsschritt) an die zweite
Rezeptoruntereinheit yc. Dieser heterodimere Rezeptorkomplex fuhrt schliellich zur

Signalausldsung.
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Die Signaltransduktion der Zytokinrezeptoren ist durch ein dynamisches
Gleichgewicht von Phosphorylierung und Dephosphorylierung zellularer Serin-,
Threonin- oder Tyrosin-Kinasen und den entsprechenden Phosphatasen
gekennzeichnet. Der |L-4-Rezeptor weist wie viele andere Zytokinrezeptoren auch
keine interne enzymatische Aktivitat auf und ist bei der Signalweiterleitung in das
Innere der Zelle auf eine Reihe von assoziierten cytoplasmatischen Proteinen
angewiesen. Nach Ligandenbindung und Rezeptordimerisierung werden Kinasen
aktiviert, die sich gegenseitig phosphorylieren. Diese cytoplasmatischen Kinasen
gehoren zur Janus-Familie der Kinasen, die aus einer Gruppe naher verwandter
Enzyme besteht, die man als Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2 bezeichnet. Die aktivierten
Kinasen wiederum phosphorylieren und aktivieren Mitglieder einer Proteinfamilie, die
man SignalUbertrager und Aktivatoren der Transkription (Signal Transducers and
Aktivators of Transkription, STATs) nennt. STATs gehéren zur Gruppe der
Transkriptionsfaktoren, die spezifisch an DNA-Abschnitte binden und so der

Genregulation dienen.
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Abbildung 1.4 Modell des aktivierten IL-4-Rezeptors mit den assoziierten

Signalmolekuilen des Jak/Stat-Signalwegs.

Nachdem die IL-4R-o-Kette durch die Jak-Kinasen phosphoryliert wurde, assoziieren Stat6-Molekile
Uber ihre SH2-Domane und werden anschlielend phosphoryliert. Diese Phosphorylierung verursacht
die Bildung von dimeren Stat6-Komplexen, die in den Kern wandern. Im Kern bindet Stat6 an
responsive Elemente im Promotorbereich verschiedener Gene.
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Der einzige Signaltransduktionsweg des IL-4-Rezeptors, dessen Weiterleitung
detailliert verstanden ist, beginnt mit der Aktivierung der Jak-Tyrosinkinasen. Im Falle
des IL-4-Rezeptors ist Jak1 an IL-4Ra und Jak3 an yc gebunden. Durch die
Dimerisierung von IL-4Ra und yc kommt es zur Phosphorylierung und Aktivierung
von Jak1 und Jak3. Das zellulare Signal wird nun durch spezifische
Phosphorylierung von Stat6-Molekilen weitergeleitet. Stat6 ist verantwortlich fur die
Expression von zahlreichen mit der T2 Differenzierung verbundenen Proteinen, wie
z.B. CD23, MHC-Klasse Il und der IL-4Ro-Kette. Die Aktivierung von Stat6 ist auch
die Voraussetzung fur den Klassenwechsel zu IgE im Menschen. Stat6 gehort zur
Familie der Stat-Proteine, von der gegenwartig sieben Vertreter bekannt sind.
Werden Stat6-Molektlle phosphoryliert und damit aktiviert, dann lagern sie sich zu
Homodimeren zusammen und wandern in den Zellkern, wo sie an spezifische DNA-
Sequenzen binden.

Neben der Aktivierung von Signalwegen ist physiologisch auch deren Abschaltung
sehr wichtig. So wird der Jak/Stat-Signalweg durch die Expression von SOCS
(suppressor of cytokine signalling), SSI-1 (Stat induced Stat inhibitor) oder JAB (Jak
binding) gehemmt. JAB beispielsweise kann einerseits direkt an die Jak-Kinasen
binden und so die Rezeptorphosphorylierung und damit die Aktivierung von Stat
Faktoren verhindern, andererseits bindet JAB auch an Stat-Bindestellen, an
Rezeptoren sowie an Stat-DNA-Elemente und hemmt die Stat Aktivitat somit auch

kompetitiv.
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1.6 Ziel der Arbeit

In entzindlicher Haut finden sich charakteristische Gewebsinfiltrate unterschiedlicher
Leukozytenformen. Je nach Krankheitsbild und —stadium Uberwiegt dabei eine
bestimmte leukozytare Zellpopulation. Diese Leukozyten konnen Neutrophile,
Eosinophile, Makrophagen oder T-Lymphozyten sein. Fur die unterschiedliche
Infiltratzusammensetzung wird die krankheitsabhangige Expression von auf
bestimmte Leukozyten praferenziell oder selektiv wirkende chemotaktische Faktoren,
den Chemokinen, verantwortlich gemacht. Das Ziel der Arbeit war es, die
Bedingungen und die Regulation der Genexpression einzelner eosinophilen-
chemotaktisch wirkenden Chemokinen zu untersuchen.

Ein Schwerpunkt lag dabei auf der Untersuchung der Chemokine Eotaxin-1, Eotaxin-
3, MCP-3, MCP-4 und RANTES, die alle eosinophilen-chemotaktische Eigenschaften
aufweisen. Um die Stimuli, die an der Regulierung der Genexpression dieser
Chemokine und damit an der Regulierung der Gewebe-Eosinophilie beteiligt sind, zu
identifizieren, wurden semi-quantitative RT-PCR-Studien zur stimulusabhangigen
Chemokin mRNA-Expression durchgefuhrt.

Um die Regulation der mRNA-Expression von Chemokinen auf Transkriptionsebene
zu verstehen, sollten im Rahmen einer Funktionsanalyse regulatorische Regionen
der ausgesuchten Gene amplifiziert, kloniert und sequenziert und auf die Gegenwart
potenzieller Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren hin untersucht werden.
Funktionelle Studien der Promotoren einzelner Chemokine mittels Reportergen-
Assays wurden durchgefuhrt, um Bereiche eines Promoters selektiv auf gezielte
Aktivierung hin zu studieren.

Die Analyse der Promoterregionen von einzelnen CC-Chemokinen ist von hohem
Interesse, da Transkriptionsfaktoren ein mogliches Ziel fur potenzielle
pharmakologische Eingriffe bei der Behandlung von Haut- und weiteren

entzundlichen Erkrankungen darstellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien

2.1.2 Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien

1 kb-DNA-Leiter

Gibco, Eggenstein

1,4-Dithio-DL-thretol

100 bp-DNA-Leiter
2-Mercaptoethanol

Agar, Select

Agarose (Normal fur analytische Gele)
Agarose (NuSieve fur praparative Gele)
Ampicillin

Ammoniumpersulfat (APS)

Aqua dest. (steril, pyrogenfrei)
Bacto-Hefeextrakt

Bacto-Trypton

Borsaure

Bromphenolblau

CaC|2

Chill-out 14™ Wachs

Chloroform

DEPC

Dithiothreitol

DMEM

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Formamid

FCS

Glycerol

Glykogen

Harnstoff

HPLC-Wasser

Interleukine (IL-1M3, IL-4,I1L13)
Isopropanol

Kanamycin

Kompetente Bakterien (E.coli-TOP10 F)
Long Ranger™

L-Glutamin

MEM

Sigma, Deisenhofen
Gibco, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Gibco, Eggenstein
Biozym, Hess. Oldendorf
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Braun, Melsungen
Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein

USB, Cleveland

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

MJ Research Inc., Watertown,
MA, USA

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Bioconcept, Umkirch
Amersham, Cleveland
Roche, Mannheim
Amersham, Cleveland
Promochem ,Wesel
PeproTech, Rocky Hill, USA
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Groningen
Biozym, Hess. Oldendorf
Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein
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3-Mercaptoethanol

Methanol

MgCl,

N32HPO4

NaCl

NaOH

NaH2PO4

NaH003

NTPs

PBS
Penicillin/Streptomycin-Losung
Primer

Restriktionsenzyme und Puffer
Reverse Transcriptase Superscript™l|

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Pharmacia, Freiburg
Bioconcept, Umkirch
Biochrom, Berlin
Pharmacia, Freiburg
Roche, Mannheim
Gibco, Eggenstein

Reverse Transcriptase Superscript™I|Il-Puffer Gibco, Eggenstein

Rnaseinhibitor RNasin
SOC-Medium
T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Ligase-Puffer
Taqg-Polymerase

Gibco, Eggenstein
Invitrogen

Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein

N,N,N‘,N‘- Tetramethyl-etylendiamin (TEMED) Sigma, Deisenhofen

TNF-a

Trizol-Puffer
Trypsin-EDTA-LAsung
TSB-Medium
Xylencyanol
UV-SAFE-TAE (50 x)

PeproTech, Rocky Hill, USA

Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein
Oxoid

Sigma, Deisenhofen
MWG-Biotech,

Alle Ubrigen Reagenzien ohne Angabe der Bezugsquelle sind bei der Firma Sigma-

Chemie (Deisenhofen) erworben worden.

2.1.3 Puffer und Losungen

Auftragspuffer flr Agarosegele:

Natrium-Phosphatpuffer, 1M, pH 7,2:

TBE-Pufffer (10-fach):

TBE-Puffer (0,5-fach):

TE-Puffer:

50 % (v/v) Glycerol

1 % (w/v) Bromphenolblau

1 % (w/v) Xylenecyanol

0,1 M EDTA

0,1 % (w/v) SDS

in TAE-Puffer (1 x)

68,4 % (v/iv) NapHPO4 (1 M)
31,6 % (v/v) NaH;PO4 (1 M)
108 g Tris

55 g Borat

EDTA (0,5 M; pH 8,0)

ad H,O auf 1000 ml

50 ml TBE-Puffer (10-fach)
950 ml H20

10 mM Tris

0,1 mM EDTA
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Tris-Puffer

TAE-Puffer (50-fach):

Tricin-Puffer (10-fach), pH 8,5:

Puffer fur die Bindung an Magnetobeads:
Puffer A

Puffer B

Puffer fiir die Zellkernextrakte
Puffer A

Lyse-Puffer

Elektroporationspuffer

pH 8,0 mit HCI

10 mM Tris

pH 8,0 mit HCL

40 mM Tris/HCI

40 mM Essigsaure

1 mM Na,EDTA

300 mM Tricin pH 8,5
20 mM MgCl,

50 mM Mercaptoethanol
0,1 % (w/v) Gelatine
1 % (w/v) Thesit

50 mM NaOAc pH 7,5
1 M NaCl

50 mM NaOAc pH 7,5
50 mM NaCl

10 mM HEPES-KOH (pH 7,6)
0,42 M NaCl

1,5 mM MgCl,

0,1 mM EDTA

15% Glycerin

Immer frisch dazugeben:

1:25 Protease-Inhibitor-Cocktail
(Roche, Mannheim)

1:100 N83VO4

20 mM HEPES-KOH (pH 7,9)
50 mM KCI

0,1 mM EDTA

20% Glycerin

1mMDTT

100 mM NaCl

Immer frisch dazugeben:

1:25 Protease-Inhibitor-Cocktail
(Roche, Mannheim)

Medium fur Fibroblasten

5% FCS
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2.2 Nahrmedien

Keratinozyten-Medium

Fibroblasten-Medium(DMEM, komplett)

Luria-Broth (LB)-Agar:

Luria-Broth (LB)-Medium:

2.2.1 Oligonukleotide (Primer)

500 ml D-MEM (Gibco)

50 ml FCS (30 min bei 56°C in
Wasserbad inaktiviert)

5 ml-L-Glutamin (Gibco)

5 ml Penicillin/Streptomycin (Gibco)
10 g Bacto Trypton

5 g Bacto Hefeextrakt

5 g NaCl

15 g Agar

ad 1000 ml H0,

pH 7,4 mit HCI, autoklavieren
10 g Bacto Trypton

5 g Bacto Hefeextrakt

5 g NaCl

ad 1000 ml Hx0,

pH 7,4 mit HCI, autoklavieren

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Amersham Pharmacia

Biotech (Freiburg) synthetisiert. Das Lyophilisat wurde in Aqua dest. in einer

Konzentration von 200 uyM geldst und bei —20 °C gelagert. Die Sequenzierprimer

besal3en eine 5-Cy5-Markierung.

Primer Sequenz (5'—>3") Verwendung

Oligo-dT [TTTTTTTTTTTTTTTTI Reverse Transkription

Puc F CACAGGAAACAGCTATGACC Kolonie-PCR, indirekte

Puc B CGGGCCTCTTCGCTATTAC Sequenzierung

T3 AATTAACCCTCACTAAAGAG Primer fur die

T7 CTCTAATCAGACTCACTATAGGGC Sequenzierung und
Promoteramplifikation

Tabelle 2.1 Oligonukleotide fur reverse Transkription, Kolonie-PCR und indirekte

Sequenzierung
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Spezifisches | Primer Sequenzen (5'—3°) Annealing- Zyklenzahl
Gen temperatur
GAPDH GA 1 CCAGCCGAGCCACATCGCTC variabel variabel
GA 2 ATGAGCCCCAGCCTTCTCCA

Eotaxin-1 EO-SQF CCCAACCACCTGCTGCTTTAACCTG
EO-SQB |TGGCTTTGGAGTTGGAGAGATTTTTG 60 °C 20

G

MCP-4 MCP-4- CTTGCAGAGGCTGAAGAGCTATG
SQF 60 °C 30
MCP-4- CTCAACCCCTGGAACCGA
SQB

MCP-3 MCP-3- ACCAAACCAGAAACCTCCAATTC
SQF 60 °C 30
MCP-3- AGGTAGAGAAGGGAGCAT
SQB

RANTES RANTES- |CATCCTCATTGCTACTGCCCTCTG
SQF 60°C 30
RANTES- |CGGGTTCACGCCATTCTCCT
SQB

Eotaxin-3 ETX-3SQF | CCTGGCCTCCCTCCTGAGTCT 60 °C 35
ETX-3SQB | ACAGACTTTCTTGCCTCTTTTGGTAG

Tabelle 2.2 In der semiquantitativen RT-PCR verwendete Oligonukleotide
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Primer Sequenzen (5'—>3°) Sequenzierungs-
richtung (5'>3)
Eo1F CCCAACCACCTGCTGCTTTAACCTG —
Eo1B TGGCTTTGGAGTTGGAGAGATTTTTG «—
EoP1B GTAGTCTCAGCTACTCAGGAAG «
EoP1F CGGTAGCATATCTTTACTTGG -
EoP2B TCTGTGACTGACTAGCTGTG «—
EoP2F CTTCCTGAGTAGCTGAGACTAC -
EoP3B GAATACTGGTGTGGAGGTAC «—
EoP3F CACAGCTAGTCAGTCACAGA -
EoP4B TGTTCACATGGTGGTCTTGAG «—
EoP4F GTACCTCCACACCAGTATTC “«—
EoP5B TCTGGAGGTGGTTACCTTAC «—
EoP5F CTCAAGACCACCATGTGAACA -
Eol1F1 GTAAGGTAACCACCTCCAGA -
Eol1B1 CCTGTGCACTGAGGACTCATC “«—
EoliF2 ~ CAGAACTAGAAAGCTCCCGA -
Eol1B2  ATGCAAGACTCCTGAGAGCT «—
EolMF3  CTGAGCCAGTGCATAGCATG -
Eol1B3  CATGCTATGCACTGGCTCAG “«—
Eol2F1 GAGAGCTACAGGAGAATCAC -
Eol2B1 ~ TAGGCAACACTCAGGCTCT «—
Eol2F2  CTGGGAGATTGCTGTAGTCA -
Eol2B2  TGACTACAGCAATCACCCAG «—

Tabelle 2.3 Fur die Sequenzierung des Eotaxin-1Gens verwendete Oligonukleotide

Primer Sequenzen (5'—>3’) Sequenzierungs-
richtung (5°>3)
M41F CTTGCAGAGGCTGAAGAGCTATG -
M41B CTCAACCCCTGGAACCGA «—
M4P1B  AAAGCTGCTGTCATGAGCAG «—
M4P1F ~ CTCCCATCAACAGCTCTAGA -
M4P2B  TAGAGACAGAGTGCTGTGCT “«—
M4P2F  AGCACAGCACTCTGTCTCTA —
M411F1  CTGCTCATGACAGCAGCTTT -
M411B1 ~ CATAGCTCTTCAGCCTGTGCTAG «—
M411F2  GCCTTCTGAGTAGCCTGTGAT -
M411B2  GACATGTCACAGCCATCTAG «—
M412F1  CTTGCAGAGGCTGAAGAGCTATG -
M412B1  GAGGAGGCCAGAGGAGAATGGAA «—
M412F2  TCTAGCCAGACTGTGTGATG -
M412B2  ACAGGAAGTAGGAGGTGTGT «—

Tabelle 2.4 Fir die Sequenzierung des MCP-4-Gens verwendete Oligonukleotide
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DNA-Sequenzierautomat
Densitometer:

Gelelektrophoresekammer:

Kamera
Photometer:

Spannungsquelle:

Alf-Express DNA Sequenzer™ Pharmacia, Freiburg
CD 60, Desaga, Heidelberg

Horizon 11.14, Life Technologies GmbH, Eggenstein
IBI, New Haven, USA
Zweistrahl-Spektralphotometer HITACHI Modell
150-20, Colora Messtechnik, Lorch

Modell 200/20 Power Supply, BioRad, Minchen

Thermocycler: Trio Version 2.51BB, Biometra, Géttingen
PTC-200, MJ Research Inc., Watertown, MA,USA
Modell 5436, Eppendorf, Hamburg

Chroma 42, Vetter GmbH, Wiesloch

Modell Spektroflow 783, Kratos

Focus, Spectra Physics, Hamburg

Megafuge 1.0 R, Minifuge RF, Biofuge fresco,
Heraeus, Osterrode; J2/21 ME, Beckmann,
Munchen

Thermomixer:
Transilluminator:
UV-Detektor:
UV-Detektor:
Zentrifugen:

Tabelle 2.5 Verwendete Gerate

2.3 Zellkultur

2.3.1 Kultur von Kerationzyten

die bei

Vorhautbeschneidungen anfallen. Die Vorhaute wurden mit einer Schere und einer

Humane  Keratinozyten = wurden  aus  Vorhauten isoliert,
chirurgischen Pinzette vom umgebenden Fett- und Bindegewebe befreit und in kleine
Streifen (1-2 cm lang, 3-5 mm breit) geschnitten. Diese Streifen wurden zweimal in
PBS gewaschen und anschliel3end in einer 0,25%igen Trypsinlosung (Gibco) Uber
Nacht bei 4°C zur Ablésung der Epidermis inkubiert. Nach Stoppen der Trypsinierung
durch Zugabe von FCS-haltigem Medium (siehe 2.1.3) und Abziehen der Epidermis,
wurden die Epidermiszellen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren suspendiert
und anchlielend 5 min bei 600 x g abzentrifugiert. Die Zellen wurden dann in KGM-
Medium (Clonetics, San Diego) + 10% FCS resuspendiert und anschlie3end je 10 ml
in Kulturflaschen mit 75 cm? Wachstumsflache ausgesét. Die Zellkultur wurde dann
bei 37°C im Brutschrank fiir 24 h inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium durch
serumfreies KGM-Medium ersetzt. Nach 4 Tagen, kurz vor Erreichen der Konfluenz,

wurden die Zellen auf weitere Zellkulturflaschen verteilt. Um die adharente Zellkultur
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wieder in eine Zellsuspension zu Uberfihren, wurden die adharenten Zellen einmal
mit PBS (Ca®*, Mg*- frei; Gibco) gewaschen und 10-20 min in 5 ml
Dissoziationslosung (0,1% Trypsin + 0,02% EDTA, Gibco) bei 37°C inkubiert,
abzentrifugiert und in neue Kulturflaschen mit frischem KGM-Medium ausgesat. Die
Lebensfahigkeit der  Keratinozyten  beschrankte sich auf ca. 4-5
Dissoziationspassagen, wobei die Zellen schon bei niedriger Konfluenz passagiert

wurden, um eine zu schnelle Ausdifferenzierung zu verhindern.

2.3.2 Kultur von Fibroblasten

Humane dermale Fibroblasten werden aus kleingeschnittenen Bindegewebsstlcken
(Uberbleibend aus Vorhaut-Praparation, siehe Punkt 2.3.1) isoliert. Die
Gewebestiucken wurden auf den Boden einer Kulturflasche gebracht, die vorher mit 5
ml Fibroblastenmedium beflllt wurde. Die Kulturflasche wurde dann fur 3-4 Stunden
oder uber Nacht aufrecht in den Brutschrank gestellt. Nach Ablauf der Zeit wurde die
Kulturflasche in eine waagrechte Position gebracht. Aus den Bindegewebstlcken
wuchsen Fibroblasten, die nach etwa 10 Tagen mit einer Dissoziationslésung (0,1%
Trypsin + 0,02% EDTA, Gibco) abgel6st und auf Zellkulturflaschen verteilt wurden.
Der Zeitpunkt der Passage kann variieren und hangt von dem Fibroblastenwachstum
ab, das taglich mit dem Mikroskop beobachtet wurde.

Die Fibroblasten wurden in 10 ml DMEM-Medium (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium; Gibco, Eggenstein) mit 10% fétalem Kalberserum angezichtet. Vor der
Anwendung wurde das fotale Kalberserum bei 56° C fur 30 Minuten inaktiviert. Das
DMEM-Medium (500 ml) wurde mit 6 ml Penicillin (5000E/ml)/Streptomycin (5mg/ml)-
Stammldsung (Gibco) und 6 ml Glutamin-Stammlosung (Gibco) versetzt. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37° C wasserdampfgesattigter Atmosphare mit
CO2-Begasung in 75 cm? KulturgefaRen (Sarstedt, Newton). Das Medium wurde
etwa alle 3 Tage durch 37°C vorgewarmtes, frisches Medium ersetzt. Durch diese
Behandlung konnten gleichzeitig tote bzw. nicht adharente Zellen entfernt werden.
Nach Erreichen einer 80-90%igen Konfluenz waren die Zellen zur Subkultivierung
bereit. Um die adharent wachsenden Zellen vom KulturgefaRboden abzulGsen,
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschlielend mit 0,1% Trypsin-
0,02%-EDTA-Lésung (Gibco) inkubiert. Nach ca. 10-15 min Inkubation bei 37° C
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wurde mikroskopisch die Abldésung der Zellen Uberprift. Die Trypsinierung wurde
durch Zugabe gleicher Mengen des FCS-haltigen Mediums gestoppt. Anschlielend
wurden die Zellen bei 600 x g fur 10 min abzentrifugiert, einmal mit DMEM-Medium

gewaschen und in neue Kulturgefale ausgesat.

2.3.3 Kultur von HaCaT-Zellen

Die HaCaT-Zelllinie ist eine humane immortalisierte, nicht tumorigene
Keratinozytenzellline. Diese Zellline entstand spontan aus adulten humanen
Keratinozyten durch die Kultur bei erhohter Temperatur und geringer
Kalziumkonzentration. Die Differenzierung der HaCaT-Zellen ahnelt den primaren
humanen Keratinozyten (Boukamp et al., 1988).

HaCaT-Zellen wurden wie die Fibroblasten (siehe Punkt 2.3.2)und im gleichen
Medium (DMEM) kultiviert und nach Erreichen einer 80-90%igen Konfluenz wurden

die Zellen passagiert.

2.3.4 Kultur von A549-Zellen

Die A549-Zelllinie wurde aus einem Lungentumor gewonnen, der einem 58-jahrigen
Patienten 1972 entfernt wurde. Diese epithelialen Zellen wachsen adharent (Giard et
al. 1973). Die A549-Zellen werden wie Fibroblasten und HaCaT-Zellen Kkultiviert.
Anstelle des DMEM-Mediums wurde bei den A549-Zellen jedoch das MEM-Medium
(Modified Eagle Medium, Gibco) verwendet. Das MEM-Medium wurde wie das
DMEM-Medium mit 6 ml Penicillin (5000E/ml)/Streptomycin (5mg/ml)-Stammidsung

(Gibco, Eggenstein) und 6 ml Glutamin-Stammldsung (Gibco, Eggenstein) versetzt.

2.3.5 Stimulation der Zellen

Fir die Durchfuhrung der Stimulationsexperimente , wurden die jeweils zu
stimulierenden Zellen 48 Stunden vor Beginn der Experimente in 6-Loch-Platten

(Becton Dickinson, Heidelberg) mit 2 ml Medium/Loch Uberfihrt und bis zum
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Erreichen von ca. 60-80% Konfluenz kultiviert. Um eine zu starke Differenzierung der
Zellen und damit unreproduzierbare Stimulationseffekte zu vermeiden, befanden sich
die Zellen vor der Stimulation in nicht mehr als der 4. Passage.

Das Nahrmedium wurde 12 Stunden vor dem Versuch nach zweimaligem Waschen
mit PBS durch FCS-freies Medium ersetzt, um ausschlieRen zu kdnnen, dass im
FCS enthaltene Faktoren die Stimulierung der Zellen beeinflussen.

Der Stimulus wurde dann in der gewunschten Konzentration in serumfreiem Medium
verdinnt und zu den Zellen gegeben, die vorher noch mit PBS gewaschen wurden.
Durch kurzes Umschwenken des Kulturgefales wurde eine schnelle gleichmafige
Verteilung des Stimulus im Medium gewabhrleistet.

Fir die Stimulation wurden verschiedene rekombinante proinflammatorische Zytokine
(Pepro Tech, Rocky Hill, USA) eingesetzt. Dabei wurden die Zellen jeweils 0, 6, 24
und 48 Stunden mit den entsprecheden Zytokinen stimuliert und anschlieRend sofort

einer RNA-Isolierung unterzogen.

2.3.6 Einfrieren und Auftauen adhiarend wachsender Zellen

Um standig auf Zellen zurlckgreifen zu kdnnen, wurden einzelne Passagen
adharend wachsender Zellen in flissigem Stickstoff eingefroren. Dazu wurden die
Zellen mit Trypsin von der Oberflache der Kulturflasche abgeldst (siehe Punkt 2.3.2).
Nach dem Ablésen wurden die Zellen fur 5 Minuten bei 600 x g zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde dann in 2 ml eiskaltem Medium, das 20% FCS und 10%
Dimethylsulfoxid (DMSO) enthielt, vorsichtig resuspendiert. Jeweils 500 pl
Zellsuspension wurden vorsichtig in 2 ml Einfrierrdhrchen (,Kryordhrchen“ Biozym,
Hess. Oldendorf) pipettiert. Die Zellen wurden sofort bei —70°C eingefroren und nach
einem Tag in Flussigstickstoff Gberflhrt. Diese schonende Methode sollte verhindern,
dass sich durch zu schnelles Einfrieren Eiskristalle in der Zelle bilden und somit
Organellen und die Cytoplasmamembran zerstoren. Umgekehrt kann zu langsames
Einfrieren zum Zelltot durch Dehydration fuhren.

Zur weiteren Verwendung wurden die Zellen aus dem Flissigstickstoff genommen
und in einem Wasserbad bei 37° C aufgetaut. Um das zelltoxische DMSO maoglichst
schnell zu entfernen, wurde die 10-fache Menge an auf 37°C vorgewarmtem FCS-

haltigem Medium zu den Zellen gegeben und anschlie3end fir 5 min bei 600 x g
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zentrifugiert (Lindel und Bauer, 1994). Das so entstandene Zellpellet wurde in
ebenfalls FCS-haltigem Medium vorsichtig resuspendiert und in Kulturflaschen
uberfuhrt.

2.3.7 Transfektion eukaryontischer Zellen mit Plasmiden

Die Zellen wurden durch Elektroporation mit einem Easyject-TM-Elektroporator der
Firma Eurogentech mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert. Um die Aktivitat
der DNA-Konstrukte zu vergleichen, wurden die Experimente wie folgt angesetzt:

Die Zellen werden einen Tag vor der Transfektion unter optimalen Kulturbedingungen
gehalten, so dass sie sich kurz vor der Transfektion noch vermehren. Zur
Transfektion werden die Zellen nach Ablosung durch Trypsinierung direkt vereinigt
und einmal mit RPMI 1640 gewaschen und in RPMI mit 5 % FCS auf eine
Konzentration von 1-2 x 107/ ml gebracht. 350 ul dieser Zellsuspension werden dann
mit 30 ug des zu transfizierenden Plasmids gemischt und in Elektroporationskiivetten
(4 mm) 10 min inkubiert. Die Parameter fur die Elektroporation waren von der
jeweiligen Zellsorte abhangig, die elektroporiert wurde. Flr Fibroblasten wurde ein
Widerstand von 1200 uF und eine Spannung von 190 V, bei A549-Zellen der gleiche
Widerstand und eine Spannung von 210 V verwendet. Nach der Elektroporation
wurden die Zellen sehr zugig mit RFP aus der Kuvette gewaschen und in ein 50 ml
Propylen-Rohrchen mit Kulturmedium dberfuhrt. AnschlieBend wurden die frisch
transfizierten Zellen flr 20 min im Brutschrank inkubiert, anschlieRend abzentrifugiert
und in einer entsprechenden Menge Medium aufgenommen und auf die KulturgefalRe
verteilt, in denen sie stimuliert wurden. Fibroblasten und A549-Zellen wurden in 6-
Loch-Platten Uberfihrt. Nachdem die Zellen Uber Nacht in einem Brutschrank

kultiviert wurden, waren sie fur die Stimulation mit Zytokinen vorbereitet.

2.3.8 Lysieren der Zellen fiir eine Luciferasemessung

Mit Luciferasereporterplasmiden transfizierte adharente Zellen wurden nach der
Stimulation mit PBS gewaschen, durch Zugabe von Luciferaselysinpuffer (25 mM
Tris-Phosphat, 2 mM DTT, 2 mM 1,2-diaminocyclohexan-N,N,N", N -tetraessigsaure,
10% Glycerin, 1% Triton X-100; Promega), Einfrieren bei —20°C und anschlieRendem
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Wippen fur 15 min bei RT lysiert (200 pl fir ein well einer 6-Loch- Platte). Die Lysate
wurden in1,5 ml Reaktionsgefale uberfuhrt.

Transfizierte Suspensionszellen wurden abzentrifugiert und mit PBS gewaschen,
erneut abzentrifugiert, in Lysinpuffer aufgenommen und in 1,5 ml Reaktionsgefalie
Uberfuhrt. Die Zellen wurden stark geschuttelt (Vortex), bei —20°C eingefroren,
aufgetaut und 15 min bei RT geschduttelt.

Die Lysate wurden durch Zentrifugation von den Zelltrimmern und der DNA befreit.
Aus dem Uberstand wurde von jedem Lysat eine in einem Vorversuch aus einem
einzelnen Lysat zu ermitteinde Menge in Messplatten fir die Luciferasemessung
Ubertragen (ca. 5-50 pl). Bei der Messung in einem Luminometer der Firma Berthold
wurden automatisch 200 yl LUC-Assay-Substrat-Mix (20 mM Tricine-KOH, 0,1 mM
EDTA, 8 mM MgCl,, 33,3 mM DTT, 270 ym ATP, 400 pm Luciferin; Promega
Luciferase Assay Substrate) in die Probe injiziert. Das Firefly-Luciferase-Enzym
katalysiert eine Reaktion, bei der in Gegenwart von Sauerstoff und Magnesiumionen
unter Verbrauch von d-Luciferin und ATP Licht emittiert wird. Die Gesamtmenge an
Licht in einem bestimmten Zeitintervall ist proportional der Luciferase-Aktivitat in der
Probe. In einigen Fallen ist es sinnvoll, die Proben auf ein konstitutiv aktives Renilla-
Reporterplasmid zu normieren. Hierbei wird zusatzlich ein zweites ahnliches Enzym,
die Renilla-Luciferase, mit einem spezifischen Substrat verwendet, das vor der

Firefly-Luciferase-Messung deaktiviert wird (Promega, Dual Luciferase System).

2.3.9 Uberpriifung der Zellkulturen auf Kontamination mit Mykoplasmen

Zelllinien in Kultur wurden regelmassig unter Verwendung des Mycoplasma PCR
ELISA Kit (Roche) nach Angaben des Herstellers auf Kontamination mit

Mycoplasmen Uberprtift.
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2.4 Semi-quantitative RT-PCR

241 RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus kultivierten primaren humanen Fibroblasten und
Keratinozyten erfolgte mit dem "TRIzol™”-Reagenz (Gibco, Eggenstein). Die
Methode basierte auf der sauren Guanidinisothiozyanat-Phenol-Chloroform-
Extraktion. Der Vorteil dieses Reagenzes ist die schnelle Isolierung von Gesamt-RNA
aus den Zellen.

Die RNA-Isolierung erfolgte nach den Angaben des Herstellers wie folgt:

Das Zellmedium wurde abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen.
Durch die direkte Zugabe von 1 ml "TRIzol™”-Reagenz je Vertiefung einer 6-Loch-
Platte bzw. 5 ml "TRIzol™”-Reagenz je 75 cm? (200 ml) Zellkulturflasche wurden
nach wiederholtem Mischen durch Aufziehen und Ablassen mit einer Pipette die
Zellen gelost und lysiert. Es folgte eine Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur,
nach der zu je 1 ml Zell-Lysat 200 ul Chloroform gegeben und gemischt wurde.
Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 11500 x g fur 15 min bei 4° C. Die obere
wassrige Phase, die die RNA enthalt, wurde in ein neues Reaktionsgefall Gberfuhrt
und mit 500 pl Isopropanol vermischt. Nach 10-mindtiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die RNA bei 11500 x g fur 10 min bei 4°C prazipitiert, das
Pellet mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen (7500 x g fur 5 min bei 4°C) und in 25 pl
DEPC-H,O gel6st. Die Quantifizierung der RNA erfolgte durch Bestimmung der
optischen Dichte bei 260 nm (OD.s), wobei eine ODyg von 1 einer RNA-
Konzentration von 42,1 pg/ml entspricht vgl. (Sambrook et al., 1989). Geloste RNA,
die nicht sofort weiter verwendet wurde, konnte bei — 20°C gelagert werden.

Zur Qualitatsbestimmung der isolierten RNA und zur Feststellung ihrer moglichen
Degradierung durch Anwesenheit von RNAsen , wurden 4 pl der gelosten RNA mit
1ul RNA-Auftragspuffer vermengt und auf ein 1% Agarosegel aufgetragen.

Bei intakter, sauberer RNA sollten sich zwei deutliche Banden im Bereich von ca. 5
Kb GroélRe (= 28S-rRNA) und ca. 2 Kb GroRe (= 18S-rRNA) und eine nieder-
molekulare Bande im Bereich von 100-200 bp Grofle( tRNAs, 5S-rRNA) im
Agarosegel zeigen.
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2.4.2 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription nutzt man die Eigenschaft des Enzyms Reverse
Transkriptase aus, welche anhand einer RNA-Vorlage die komplementare DNA
(cDNA) zu synthetisieren vermag.

Die Reverse Transkriptase bendétigt fur ihre in 5°-3"-Richtung verlaufende cDNA-
Synthese ein kurzes DNA-Oligonukleotid als Startermolekul, einen so genannten
Primer, welcher ein freies 3'- Ende besitzt und komplementar zur RNA sein muss.
Hier bietet die Tatsache, dass die meisten eukaryotischen mRNAs am 3"-Ende poly-
adenyliert sind (Poly(A*)-RNAs) eine groBe Hilfe. Man benutzt als Primer Oligo-
nukleotide aus Thymin-Basen, so genannte Oligo(dT)-Primer. Diese ublicherweise
15-20 Nukleotide langen Oligo(dT)-Primer binden an die Poly-(A)-Enden der mRNAs,
so dass von dort aus die Reverse Transkriptase mit der Synthese der cDNA
beginnen kann. Als Enzym wurde die ‘Superscript™ Il Reverse Transcriptase’
(Gibco; Eggenstein) verwendet.

Um nach der cDNA-Synthese noch genspezifische Amplifizierungen zur
Charakterisierung des 3'-Endes durchfuhren zu kdnnen (siehe Punkt 2.7.1), wurde in
Anlehnung an (Frohman et al., 1988) an das 5°-Ende des Oligo(dT)-Primer eine
Adaptorsequenz (5'-CCTGTCGACGGTACCAAGC -3°) angefugt.

Pro Ansatz wurden auf Eis zusammengegeben:
-1 ug Gesamt-RNA
-2,5 ul Oligo(dT)-Adaptor-Primer (20 uM)
-7,5 yl DEPC-H20

Dieser Ansatz wurde fur 10 min auf 70° C erhitzt und dann sofort auf Eis gestellt.

Hinzugefugt wurden:

-4 ul 5xReverse Transkriptase Puffer
-2l 0,1 MDTT
-1l dNTPs (10mM)

-1 ul Reverse Transkriptase (200 U/ul)
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Der Ansatz wurde fur 1h bei 42°C inkubiert, 5 min auf 90° C zur Inaktivierung des
Enzyms erhitzt, mit 180 pl H,O auf 200 yl Gesamtvolumen gebracht und bis zur
weiteren Verwendung bei —20° C gelagert. Fur die RT-PCR wurden jeweils 5 pl von

dieser Lésung verwendet.

2.4.3 Semi-quantitative Multiplex-PCR

Reverse Transkriptase (RT- oder RNA-PCR) ist eine Methode, mit deren Hilfe man
die Genexpression auf der Ebene der mRNA untersuchen kann. Diese sensible
Methode eignet sich zur relativen Abschatzung der mRNA-Expression spezifischer
Gene. Bei der hier verwendeten semiquantitativen RT-PCR wurden in einem
Reaktionsansatz jeweils ein spezifisches Gen und das in jeder Zelle konstitutiv
exprimierte Gen fur die Glycerinaldeyhd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
zusammen amplifiziert. Die Intensitdt der GAPDH-Produktbande fungierte als
interner Standard. Durch Vergleich der Bandenintensitaten zwischen spezifischem
Amplifikat und GAPDH-Produkt konnte eine relative Aussage uber die mRNA-
Expression getroffen werden. Fur die PCR wurden ausschlieBlich Intron-

Uberspannende Primer verwandt.

Fur die RT-PCR wurde folgender Reaktionsansatz verwandt:

5,0 ul Tricine-Puffer

50 pl ANTPs (2mM)

2,5 pul genspezifischer Primer 1
2,5 I genspezifischer Primer 2
0,25 pl GAPDH-Primer 1

0,25 pl GAPDH-Primer 2

5,0 ul cDNA-Vorlage (siehe
19,5 pl H,O

- 25 yl Wachs (Chill-out 14™)

-0,4 yl Tag-Polymerase (5U/ul) in 9,25 ul H,O
-Zugabe erst bei 85° C
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Folgendes Temperaturprofil fir den Thermocycler (Trio-Block, Biometra) wurde

verwendet:

95°C -1 min
85°C -1 min - Zugabe der Tag-Polymerase

94°C -1 min
XC-30s Y-Zyklen
72°C -1 min

(abhangig von der Insertlange)

72°C - 15 min
4°C-

Dieses Programm enthalt zwei Variablen, die Annealingtemperatur und die Anzahl
der Zyklen. Die Annealingtemperatur ist abhangig von der Struktur der Primer und ist
unten aufgelistet. Die Anzahl der Zyklen wurde fir jede cDNA ermittelt und ist
ebenfalls in Tabelle 2.2 aufgelistet.

Nach Beendigung der PCR wurden 9 pl der PCR-Produkte mit 1 pl DNA-
Auftragspuffer vermischt und in einem 2%igen Agarosegel in einer horizontalen Gel-
apparatur (Horizon 11+14; Gibco, Eggenstein) elektrophoretisch aufgetrennt (100 V,

ca. 90 min).

Herstellung eines 2%igen Agarosegels (100 ml) :
-100 ml TAE-Puffer

- 2 g Agarose

- Die Agarose wurde durch wiederholtes Aufkochen im TAE-Puffer gelost.
- Nach kurzem Abkuhlen Zugabe von 8 ul Ethidiumbromid (10 mg/mil).
- GieRen des Gels nach Abkihlung auf ca. 60°C .
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Als GrolRenstandard wurden 3 pl der ,Ready-Load™*“-100 bp-Leiter (Gibco,
Eggenstein) aufgetragen.

Die Dokumentation der Ergebnisse der elektrophoretischen Auftrennung erfolgte mit
Hilfe der BioDoc-Foto-Dokumentationsanlage (Biometra, Goéttingen). Dabei wurden
die Banden durch Fluoreszenz bei 366 nm auf einem UV-Transilluminator (Chroma
42; Vetter GMBH, Wiesloch) sichtbar gemacht. Das auf diese Weise generierte
Gelfoto wurde digital abgespeichert und auf einem Thermosublimationsdrucker

(Hitachi) ausgedruckt.

2.5 Klonierung der PCR-Produkte

2.5.1 Generieren der PCR-Produkte

PCR-Produkte wurden mit der Tag DNA Polymerase (Gibco, Eggenstein), Expand
Polymerase (Roche, Mannheim) oder mit Elongase (Gibco, Eggenstein) generiert.
FUr kurze PCR-Fragmente (bis 1000 bp) wurde die Tag DNA Polymerase eingesetzt.
Da Taqg DNA Polymerase statistisch betrachtet alle 1000 bp ein falsches Nukleotid in
ein PCR-Produkt einbaut, wurde flir langere PCR-Fragmente (gréfler 1000 bp),
Expand-Polymerase oder Elongase eingesetzt. Diese Amplifikationssysteme
enthalten zusatzlich eine Polymerase, die falsch eingebaute Nukleotide durch die
richtigen ersetzt.

Tag DNA Polymerase erzeugt 3'-’Uberhangende” dATP Enden. Diese Fragmente
wurden in den Vektor pCRII des ‘TA-Cloning-Kits’ (Invitrogen, Karlsruhe) nach
Anweisungen des Herstellers kloniert. Die DNA-Polymerasen Elongase und Expand
generieren Uberwiegend so genannte "glatte Enden”. Diese PCR-Fragmente wurden
mit Hilfe des "Blunt end kloning Kits” (Invitrogen, Karlsruhe) nach Anweisung des

Herstellers in den Vektor "pZero-blunt” (Invitrogen, Karlsruhe) kloniert.

2.5.2 Extraktion der DNA Banden

Nach Amplifikation der fur die Klonierung vorgesehenen Genbereiche wurden die

PCR-Produkte in einem horizontalen, 1 %igen Agarosegel (Gibco, Eggenstein)
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elektrophoretisch aufgetrennt. Um die PCR-Produkte so gut wie moglich vor dem UV
Licht zu schutzen, wurde UV-SAFE-TAE (50 x, MWG Biotech, Ebersberg) anstelle
von einfachem TAE-Puffer fur die Herstellung des Agarosegels und des
Elektrophorese-Puffers verwendet. Die entsprechenden Banden wurden dann unter
UV-Licht mit jeweils einem neuen sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten.

Die Elution der DNA-Fragmente aus den Gelstucken erfolgte mit dem ‘Qiaex Il Gel
Extraction Kit' (Qiagen, Hilden) nach Anleitung des Herstellers. Das gereinigte

Produkt wurde zur Ligation eingesetzt.

2.5.3 Ligation der DNA-Fragmente mittels T4-Ligase

Die T4-Ligase ist fur die Ligation der DNA-Fragmenten besonders geeignet, da
sowohl komplementare ,sticky ends® als auch ,blunt ends” ligiert werden kdnnen. Bei
der Ligation eines Vektors mit einer Insert-DNA sollte das molare Verhaltnis 1 : 3
betragen.

Fur die Ligation von ,sticky ends® wurde das ,TA-Cloning-Kits“ (Invitrogen, Karlsruhe)
verwendet, das den pCRII-Vektor verwendet. Ligation von ,blunt ends® wurde mit
dem ,Zero Blunt PCR Cloning Kit* (Invitrogen, Karlsruhe ) durchgeftihrt. Dieses Kit
verwendet den pCR-Blunt Vektor. Die Ligationen erfolgten nach Angaben des

Herstellers.

In einem Reaktionsvolumen von 10 ul wurden angesetzt:

3,0 pl PCR-Produkt

1,0 pl Vektor-DNA (pCR-Blunt bzw pCRII-Vektor)
2,0 pl Ligationspuffer (5x)

3,0 pl HO

1,0 ul T4 DNA-Ligase (1 Einheit/pul)

Die Ligation erfolgte bei 16 °C uber Nacht.
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2.5.4 Transfektion der Bakterien

50 ul einer Suspension kompetenter E. coli-Zellen Top 10 F* (Invitrogen, Karlsruhe)
wurde nach Zugabe von 5 pl des Ligationsansatzes und 1 yl 2 —Mercaptoetanol (0,5
M) fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden die Zellen einem
Hitzeschock bei 42° C fir exakt 45 Sekunden unterzogen, 2 Minuten auf Eis und
nach Zugabe von 250 ml SOC-Medium fur eine Stunde bei 37° C unter Schutteln
(250 Upm) inkubiert. Die Selektion der Transformanten erfolgte auf Agarplatten, die
50 pug/ml Kanamycin oder 50 ug/ml Ampicylin enthielten.

Die Anwesenheit eines Inserts wurde anhand der Koloniefarbe durch Zugabe von 1,6
pug/Agarplatte X-Gal (Roche, Mannheim) angezeigt. Bakterien, deren Vektoren
Inserts enthielten, bildeten weille Kolonien im Gegensatz zu Insert-freien Vektoren in

Transformanten, die blaue Kolonien zeigten.

2.5.5 Kolonie-PCR

Zur Kontrolle des Erfolgs der Klonierung und zur Bestimmung der Insertgrof3e wurde
eine Kolonie-PCR durchgefiuihrt. Dabei wurden Insert-positive Transformanten (weil3e
Bakterienkolonien) direkt als Template in einem PCR-Ansatz eingesetzt. Dazu wurde
mit einer Pipettenspitze in eine Bakterienkolonie gestochen und diese dann in dem
PCR-Ansatz gespult. So gelangen die Bakterien direkt in den Ansatz, wo sie durch
den Denaturierungsschritt (5 min 95°C) aufgeschlossen wurden und die DNA frei
zuganglich fur die Taqg DNA Polymerase wurde.

Die hier eingesetzten universellen pUC-Primer binden neben den hier verwendeten
Vektoren auch bei einer Vielzahl verschiedener anderer Vektoren an die Flanken der
Klonierungsstellen. Vektoren ohne Insert konnten mit diesen Primern durch die

Bildung eines Amplifikates von 322 bp detektiert werden.
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Fur die Kolonie-PCR wurde folgender PCR-Ansatz verwendet:

5,0 pl Tricine-Puffer (10x)
1,0 pl ANTPs (10 mM)

2,0 pl Primer Puc F (20 uM)
2,0 pl Primer Puc B (20 pM)
10 pl HO

- 25 yl Wachs (Chill-out 14™)

-0,25 yl Tag-Polymerase (5U/ul) in 9,5 pl H,O
-Zugabe erst bei 85°C

Folgendes Programm wurde fur den Thermocycler (Trio-Block, Biometra, Gottingen)

verwendet:

95°C - 5 min
85C-1min - Zugabe der Tag-Polymerase

94°C - 1 min
58C-20s 30 Zyklen
72°C - 30 s bis zu 5 min

(abhangig von der Insertlange)

72°C - 15 min
4°C- o

Die PCR-Produkte wurden in einem 1%-igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Dokumentation der nach Elektrophorese unter UV-Licht sichtbaren
Ethidiumbromid gefarbten DNA-Banden fand mit Hilfe der BioDoc-Foto-
Dokumentationsanlage (Biometra, Goéttingen) bei einer Wellenlange von 366 nm
statt.
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2.5.6 Plasmidisolierung

1,5 ml einer Uber Nacht bei 37 °C und 250 Upm geschuttelten Bakterienkultur (One
Shot Top 10 Chemically Competent E. Coli, Invitrogen, Karlsruhe) wurden fur die
Plasmidpraparation mit dem ‘Qiaprep Spin Plasmid Miniprep Kit' (Qiagen, Hilden)
eingesetzt. Die Plasmidisolierung erfolgte nach Anweisungen des Herstellers.
Anschlielend wurden die nicht sofort benodtigten Plasmide bei —20 °C gelagert. Die
Selektion von positiven Transformanten erfolgte durch den Zusatz von 50 pg/ml

Kanamycin bzw. 50 ug/ml Ampicyclin im Medium.

2.6 Nukleinsauresequenzierung

2.6.1 Zyklische Sequenzierung

Als Matrize (Template) fur die zyklische Sequenzierung dienten entweder Plasmide
oder PCR-Produkte, die direkt sequenziert wurden. Die Sequenzierreaktion folgte der
Methode der zyklischen Sequenzierung (Innis et al., 1988). Dabei wird die
Kettenabbruch- oder Didesoxy-Methode nach Sanger et al. (1992) mit dem
zyklischen Ablauf einer PCR verbunden. Diese Methode ermoglicht die
Sequenzierung geringer Template-Mengen und die Durchfihrbarkeit der Reaktion
bei hohen Temperaturen. Letztere erleichtert die Sequenzierung sekundarstruktur-
reicher Matrizen.

Zur Sequenzierung von genomischer und cDNA wurde das ,SequiTherm EXCEL I
Long-Read DNA Sequencing Kit-Alf (Epicentre Technologies, Madison) verwendet.

Die Reaktionen erfolgten nach dem Protokoll des Herstellers wie folgt:
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Premix:

- 7,2 ul ,Sequi Therm Excel II“-Puffer

- 7,8 pl DNA-Template (50-250 fmol)

- 1,0 pl ,ALF-labeled® Primer (2 pmol)

- 1,0 pl ,Sequi Therm Excel [I“ DNA Polymerase
Zu je 4 yl des Premix wurden 2 pl des entsprechenden ,Terminations-Mix“ (Mix -A, -
C, -G und T) gegeben, vermischt und mit 25 pyl Wachs (Chill-out 14™) Uberschichtet.

Fur die Sequenzierreaktion wurde folgendes Programm gewahilt:
95°C - 5 min

95C-30s
50°C -15s 30 Zyklen
70°C - 1min

Nach Beendigung der Sequenzierreaktion wurden 3 pl des Stopp-Puffers zu jedem
Ansatz gegeben. Die Auftrennung der Proben erfolgte im ALF-Express DNA
Sequenzer™ (Pharmacia, Freiburg). Die Erfassung der Sequenzdaten erfolgte mit
einer Floureszenzdetektion, fur die Cy5-markierter Sequenzprimer (Pharmacia,

Freiburg) verwendet wurden.

Das Sequenzierungsgel wurde fogendermalen hergestellt:

217 g Harnstoff
6,6 ml Long Ranger™ (50%) Acrylamid
90 ml TBE (10 x)

Der Ansatz wurde durch Zugabe von Aqua dest. auf ein Volumen von 60 ml gebracht
und durch einen 0,2 um Sterilfilter (Schleicher und Schull, Dassel) gefiltert, um

groliere Partikel zu entfernen.
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Nach der Zugabe von

30l TEMED
300 APS (10%)

wurde das Gel gegossen und nach einer Polymerisationszeit von ca. einer Stunde in
den Sequenzer eingesetzt. Als Laufpuffer wurde 0,5 x TBE verwendet. Die
vollstandige Auftrennung der Fragmente dauerte bis zu 1.000 Minuten bei 25 Watt
und 800 Volt.

Die digitalisierten Daten wurden mit dem Software-Programm ALFwin Evaluation
(Pharmacia, Freiburg) ausgewertet und gespeichert. Ausgewertete Sequenzdaten
wurden mit Hilfe des Programms Husar GCG, Version 4.0 (Genetics Computer

Group, Inc., Wisconsin, USA) ausgewertet.

2.7 Techniken zur Amplifikation von unbekannten
Nukleotidabschnitten

2.71 RACE-PCR

Die Technik der RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends) ermdglicht die
Amplifikation von 5‘- und 3‘- cDNA-Enden. Die Methode wurde eingesetzt, um die 5'-
und 3‘-Enden der in Fibroblasten vorhandenen MCP-4 cDNAs zu identifizieren. Die
5- und 3-RACE-PCR mit Eotaxin-1-cDNA wurde von Bartels et. al , 1996
beschrieben.

Fir die 3*-RACE-PCR wurde mRNA aus Fibroblasten eingesetzt, die wie unter Punkt
2.4.2 beschrieben in cDNA umgeschriecben wurde. Im Gegensatz zur dort
beschriebenen RT wurde bei der 3'‘RACE ein ,Frohmann-Primer verwendet. Dieser
Primer bindet, wie der Oligo-dT-Primer an das 3‘-Poly(A)-Ende der mRNA. Zusatzlich
findet sich am 5‘-Terminus eine Ankersequenz. Nach Abschluss der reversen
Transkription wurde  eine PCR mit  einem genspezifischen (5
CGTCCCATCTACTTGCTGCT-3') und einem zur Ankersequenz komplementaren
Ankerprimer (5-CCTGTCGACGGTACCAAGC-3’) durchgefuhrt.
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Die 3‘-RACE wurde nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:

5,0 ul Tricine-Puffer (10x)

1,0 ul dNTPs (10 mM)

2,0 pul genspezifischer Primer (20 M)
2,0 pl Anker-Primer (20 pM)

5,0 ul cDNA (aus 25 ng RNA)

25 uyl HO

- 25 pl Wachs (Chill-out 14™)
- 0,4 yl Tag-Polymerase (5U/ul) in 9,6 pl H,O
- Zugabe erst bei 85°C

Folgendes Programm wurde fur den Thermocycler (Trio-Block, Biometra, Gottingen)

verwendet:

95°C - 5 min
85C-1min - Zugabe der Tag-Polymerase

94°C - 1 min
45C-30s 35 Zyklen
72°C - 3 min

72°C - 15 min
4°C-

In einer 5-RACE wurde das 5° Ende der MCP-4 cDNA bestimmt. Dazu wurde das
,9-RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends 2.0, Gibco, Eggenstein)
verwendet. Die Durchfihrung der 5-RACE richtete sich nach dem Handbuch des
Herstellers, wobei der far MCP-4 genspezifische Primer (5%
TGTCAGCAGTCCTACTATTGCATTCAT-3) eingesetzt wurde.

Die PCR-Produkte wurden in einem horizontalen 1 %igen Agarosegel

elektrophoretisch aufgetrennt (siehe Punkt 2.5).
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2.7.2 Amplifikation der Promoterregionen neuer eosinophil chemotaktischer

Chemokine

Die Promoterregionen der Gene von Eotaxin-1 und MCP-4 wurden mittels einer
speziellen PCR-Reaktion amplifiziert. Als Template flir die PCR-Reaktion diente
dabei eine humane genomische DNA-Bibliothek, die in einen Lambda Fix Il Vektor
(Stratagene, La Jolla, USA) ligiert war.

- | Chemokingen | -
>

Exon 1 Intron1 Exon 2 Intron 2 Exon 3

5 e ] | 3
| <
s < PCR Fragment mit Promoterregion
- <—
(]
A y
| S — Kontrollfragment generiert mit

,hested“ Primern

—=—> T3(T7) Primer

Klonierung und Sequenzierung : Genspezifischer Primer

: : Nested Primer

Abbildung 2.1 Angewendete Strategie zur Isolierung und Vervielfaltigung von
Promoter-Regionen mittels einer PCR-Reaktion unter Verwendung eines fur das
Zielgen spezifischen Primers und einem Vektor-spezifischen Primer ausgehend von
einer genomischen DNA-Bibliothek.

Die Abbildung zeigt schematisch die genomische Struktur eines CC-Chemokins. Der genspezifische
Primer wurde von der Sequenz des ersten Chemokin-Introns abgeleitet. Der vektorspezifische Primer
bindet an das T3-Ende des Vektors (genomische DNA-Bibliothek). Es enstehen meist mehrere
Fragmente, die nicht alle spezifisch sind, da nur ein genspezifischer Primer eingesetzt wurde. Die
Fragmente, die geniigend grof® sind, wurden in einer zweiten PCR auf ihre Spezifitat hin untersucht.
Dazu wurden Primer ausgesucht, die beide entgegengesetzt an das Exon 1 binden. Nur bei positiven
PCR-Fragmenten kann nun in der zweiten PCR-Reaktion ein Fragment mit definierter Grofie
entstehen. Diese positiv detektierten Fragmente wurden kloniert und sequenziert. Die klonierte
Sequenz mul® am 3-Ende zwingend die Sequenz des ersten Introns beinhalten, um als spezifisch
eingestuft zu werden.
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Fur die PCR wurden genspezifische Primer, die von Sequenzen aus dem ersten

Intron abgeleitet wurden und ein Vektor-Primer eingesetzt.

Spezifische Primer flr das Eotaxin-1-Gen:

EOPRO1 5-TGAGGTTGAGGCATTTCTTG-3'
EOPRO2N 5-TGTGAGCTTTGGCGTGAG-3

Spezifische Primer fur das MCP-4-Gen:
M4PRO1 5-CAGAGTAATACAACGGGTCC-3
M4PRO2N 5-CATAGCTCTTCAGCCTCTGCAAG-3

Vektor-Primer:
T3moda 5-CTCTAATCAGACTCACTATAGGGC-3

Fur die PCR wurde das ,Expand High Fidelity PCR System“ (Boehringer, Ingelheim)

nach dem Protokoll des Herstellers verwendet:

- 5,0 ul ,Expand* PCR-Puffer (10x)

- 5,0 pl dNTPs (10 mM)

- 2,5 pl genspezifischer Primer (20 uM)
- 2,5 pl Vektor-Primer (20 uM)

- 10 pl genomische DNA (50 ng/ul)

- 15 pyl HO

25 ul Wachs (Chill-out 14m™1)

- -0,75 pl ,Expand“-Polymerase in 9,25 ul H,O
- -Zugabe erst bei 85°C
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Die PCR erfolgte mit folgendem Temperaturprogramm im Thermocycler (Trio-Block,

Biometra).

95°C - 5 min
85C-1min - Zugabe der Tag-Polymerase

94°C -1 min
60C-20s 35 Zyklen
68°C - 5 min

68°C - 8 min
4C- o

PCR-Fragmente wurden gelelektrophoretisch in einem horizontalen, 1%-igen
Agarosegel aufgetrennt. Fragmente, die groRer als 1000 bp waren, wurden dann
unter UV-Licht mit einem sterilen Skalpel aus dem Gel ausgeschnitten und wie unter
Punkt 2.5.2 beschrieben eluiert. Die eluierten Banden wurden als Template fur eine

anschlielende ,nested-PCR* eingesetzt.
Fur die PCR wurde folgender Ansatz verwendet:

- 50 pl ,Expand“-PCR-Puffer (10x)

- 5,0 pl dNTPs (10 mM)

- 2,5 pul genspezifischer Primer (20 uM)
- 2,5 pJl Vektor-Primer (20 uM)

- 10 pl genomische DNA (50 ng/ul)

- 15 uyl HO

- 25 pl Wachs (Chill-out 14™)

- -0,75 pl ,Expand“-Polymerase in 9,25 ul H,O
- -Zugabe erst bei 85°C
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Die PCR-Reaktion wurde mit dem gleichen Temperaturprogramm wie in der oben
ausgefuhrten PCR-Reaktion durchgefuhrt.

Die auf diese Weise generierten PCR-Produkte wurden in einem 1%-igen
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

Die in der zweiten ,nested“-PCR positiv detektierten Banden wurden mit einem
sterilen Skalpell eluiert (siehe Punkt 2.5.2), kloniert (siehe Punkt 2.5) und sequenziert
(siehe Punkt 2.6.) Die ermittelten Sequenzen wurden mit den bereits bekannten c-
DNAs verglichen. Da der genspezifische Primer von der Sequenz des ersten Introns
abgeleitet wurde, mussten die PCR-Produkte, die die Promotorregion enthalten,

unbedingt die Sequenz des ersten Exons beinhalten.

2.7.3 Analyse der Promoterregion

Die sequenzierten Promoterregionen wurden mit Hilfe des HUSAR Programmes
(DFKZ, Heidelberg) mit bereits bekannten Sequenzen verglichen. Die
Promoterregionen wurden zusatzlich mit dem Programm FAC (DFKZ, Heidelberg)
und der ,Transfac” (transcription factor database) der Universitat Braunschweig

ausgewertet.

2.8 Reportergenassays

2.8.1 Luciferase-Expressionsvektoren

Fur die Untersuchung der Aktivitat einzelner Promoterregionen gibt es
unterschiedliche Assays. Dabei werden verschiedene Reportergenprodukte
gemessen.