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Einleitung

1. Einleitung

,»Entzindung fir sich ist nicht als Krankheit zu betrachten [....] und im Krankheitsfall, wo
sie die krankmachende Wirkungsweise andern kann, fuhrt sie zur Heilung; doch wenn sie
den heilsamen Zweck nicht erreichen kann, [.....] I6st sie Unheil aus* mit diesen Zeilen
beschrieb schon 1794 der schottische Arzt John Hunter in seinem fiir lange Zeit als
medizinisch wegweisend geltenden Buch ,,Abhandlung tber das Blut, Entziindung und
Schusswunden (A Treatise on the Blood, Inflammation and Gunshot Wounds)“ den
doppelseitigen Effekt der Entziindung. Hunters Feststellung fiel in einer Zeit, in welcher
kaum etwas iiber das Immunsystem und dessen humoralen und zelluliren Komponenten
bekannt war, umso erstaunlicher ist das visiondre Potential seiner Beobachtung. Heute wissen
wir mehr iiber die Entstehungsweise der Entziindungen, iiber die dabei beteiligten humoralen
und zelluldiren Komponenten und wissen, dass in der Tat Entziindungsreaktionen eine
entscheidende Rolle bei der Einleitung sowohl von protektiven als auch von pathologischen

Immunantworten spielen.

1.1. Pathologische Effekte der Entziindungen und Immunantworten

Die akute Phase der Entziindungsreaktionen scheint dafiir zu sorgen, dass der Infektionsort
durch Entziindungszellen und Fibrien eingeschlossen wird, so daB3 die Ausbreitung der
Erreger verhindert und der Heilungsprozel3 eingeleitet wird.

Die Entziindungsreaktion kann jedoch neben diesem protektiven Effekt auch Gewebeschidden
hervorrufen, wenn sie nicht kontrolliert ablauft. Die Exsudate (wie reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffspezies; TNF; Metalloproteasen, etc.) aktivierter Immunzellen (Neutrophile,
Makrophagen, T-Zellen, B-Zellen) sind toxisch nicht nur fiir die Erreger, sondern auch fiir das
Gewebe (Krishnamoorthy et al. 2006). Die Bekdmpfung der Erreger ist immer mit der
Schidigung des infizierten Gewebes verbunden. Eine andauernde Entziindungsreaktion kann
zur Entstehung chronisch entziindlicher Krankheiten fithren. Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa gehoren zu den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED). In Westeuropa
und den USA sind zwei von tausend Menschen davon betroffen (Annacker et al. 2003). Als
Ursache fiir CED wird eine iliberschieBende und anhaltende inflammatorische Reaktion des
Immunsystems vermutet, die sich gegen die harmlose Darmflora richtet, oder die einmal
gegen pathogene Mikrooganismen eingeschaltet, auch nach Eliminierung des Erregers nicht

runterreguliert wird (Lalani et al. 1997).



Einleitung

Die Pathophysiologie der Artheriosklerose wird klassischerweise der Anlagerung von
fetthaltigen Micellen an den Arterien zugrunde gelegt. Mittlerweile deuten Studien darauf hin,
dass zelluldre und humorale Aktivitdten wihrend der Entziindungen eine entscheidende Rolle
bei der Initiierung und Entwicklung der Artheriosklerose spielen. Einige der Faktoren, die
Atherosklerose fordern, sind erhohte Mengen an oxidierte Lipoproteine, freie Radikale und
Infektionen (Ross et al. 1999a,b; Libby et al. 2002a,b,c; Stoll et al. 2006).

Auch Asthma ist die Folge chronischer Entziindungen der Atmungsorgane. Die
Hauptsymptome dieser Krankheit sind u.a. erhohte Sekretion der Mucosa und starke
Infiltration der Eosinophile. Verschiedene humorale und zellulire Mediatoren sind beim
Ablauf der Entziindungsprozesse bei Asthma beteiligt, wobei den Lipidmediatoren, wie
Leukotriene, eine Hauptrolle zugeordnet wird (Luster et al. 2004; Wenzel et al. 2003a,b).
Mastzellen, T-Zellen, Makrophagen, Basophile und Eosinophile sind die wichtigsten
Zelltypen, die bei der Entziindung in Asthma beteiligt sind (Hamid et al. 2003a,b). Nach der
Erkennung eines IgE-opsonisierten Allergens mittels FceRI setzen Mastzellen die Inhalte
threr Granula frei, welche u.a. Histamine, Prostaglandine (PGD,) und Leukotrine (LTCy)
beinhalten. Diese Mediatoren sind in der Lage Charakteristika von Asthma, wie die
Einengung der Bronchien, sowie Schwellung und erhohte Sekretion zu induzieren (Bradding
et al. 2006).

Psoriasis ist eine Hauterkrankung, von der 2-3 % der Weltbevolkerung betroffen sind
(Krishnamoorthy et al. 2006). Sie ist charakterisiert durch chronische Entziindungen der Haut,
verbunden mit erhohter Vermehrung von Keratinozyten und Infiltrierung der Haut mit
Immunzellen (Schon et al. 2005). Cytokine sind stark involviert in der Entstehung von
Psoriasis. Sie spielen, zusammen mit Adhédsionsmolekiilen, eine entscheidende Rolle bei der

Rekrutierung und Aktivierung der Immunzellen (Griffiths et al. 1989a,b).

1.2. Entziindung: Zusammenspiel von zelluliiren und humoralen Faktoren

Entziindung (Inflammation) als Antwort auf Trauma, endogene Reize oder Exposition
gegeniiber Mikroorganismen bzw. ihren Bestandteilen ist charakterisiert durch die nach Aulus
Cornelius Celsus (ca. 40 n.Chr.) definierten klassischen Entziindungszeichen Calor, Dolor,
Rubor und Tumor (Wirme, Schmerz, Rotung und Schwellung) (Nathan, 2002). All dies
beruht auf Auswirkungen von residenten, sowie rekrutierten Zellen und ihren Exsudaten.
Dabei spielen die Effekte, vor allem der Exsudate, auf die lokalen BlutgefiBlen eine
entscheidende Rolle, indem sie die VergroBerung ihres Durchmessers und die Erhdhung ihrer

Durchldssigkeit induzieren. Ein verstirkter Blutflul und lokale Fliissigkeitsansammlung ist
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die Folge, daher die Erwdrmung, R6tung und Schwellung-. AuBBerdem beeinflusst das Exsudat
die Adhision von lokal zirkulierenden Leukozyten und Endothelzellen. Die Leukozyten
folgen dann dem Gradienten, durchqueren die Endothelbarrieren und wandern zum
Infektionsherd. Die Migration von Zellen in das Gewebe und ihre Aktivitdit am
Entziindungsort, sowie die Wirkungen der Exsudate induzieren das Schmerzgefiihl (Janeway

et al. 2002).

1.3. Die zelluliren Komponenten der Entziindung

Das Immunsystem verfiigt {iber verschiedene Typen der sogenannten weilen Blutkérperchen
(Leukozyten), die Krankheitserreger und transformierte Zellen (Krebszellen) erkennen und
bekdmpfen. Man unterscheidet dabei zwischen Monozyten / Makrophagen, dendritischen
Zellen, Granulozyten (Neutrophile, Eosinophile, Basophile), natiirlichen Killer Zellen, T-
Zellen und B-Zellen. Die zwei letzteren Zelltypen, genannt Lymphozyten, zeichnen sich
durch klonale Vielfalt aus, die sich auf spezifische Oberflachenproteine (T-Zell-Rezeptor
»TCR* bzw. B-Zell-Rezeptor ,,BCR*) bezieht. Jede T- bzw. B-Zelle produziert einen
unterschiedlichen TCR bzw. BCR. Dieses Rezeptorrepertoir erkennt ca. 10'? unterschiedliche
Epitope von Antigenen (im wesentlichen Fremdantigene). Erkennt eine T-Zelle oder B-Zelle
einen Erreger bzw. Erregerbruchstiick, so beginnt diese sich stark zu vermehren und zu
expandieren. Weil simtliche Abkdmmlinge von derselben Zelle abstammen, spricht man von
einem Klon bzw. klonaler Expansion. Es findet eine quantitative und qualitative Anpassung
(Adaptation) an den jeweiligen infizierenden Erreger statt. Aus diesem Grund fasst man die
T- und B-Zellen als adaptives Immunsystem zusammen.

T-Zellen erkennen in der Regel nicht direkt Antigene (Molekiile, die vom Immunsystem als
fremd erkannt und gebunden werden). Sie benétigen die Hilfe von Antigen-priasentierenden
Zellen (APZ), wie Makrophagen und dendritischen Zellen (DCs). Diese exprimieren auf ihrer
Oberflache Haupthistokompatibilititskomplex (MHC)-Molekiile oder MHC-dhnliche CD-1
Molekiile, an die Epitope (z.B. Oligopeptide von ca. 8-10 Aminoséduren fiir MHC-I-Molekiile)
gebunden sind (Janeway et al. 2002). Der MHC-Epitop-Komplex wird von den T-Zellen iiber
ihren T-Zell-Rezeptor erkannt. Die Erkennung von tumor- oder erregerabgeleiteten Antigenen
fiihrt zur Aktivierung und Proliferation der T-Zellen. Fiir die volle Aktivierung und
Effektorfunktion der Zellen sind jedoch Cytokine, wie Interleukin-2 (IL-2) und Interferon-y

(IFN-y) nétig (Janeway et al. 2002).
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T-Zellen werden, aufgrund der selektiven Expression bestimmter Oberflachenproteine (CD4
oder CD8) und/oder ihrer Cytokine-Produktion bzw. Effektorfunktion, in unterschiedliche
Typen unterteilt.

Die Drei Haupt-T-Zellen sind die CD8-T-Zellen, T-Helfer-CD4-Zellen des Typus 1 (Tyl-
Zellen) und T-Helfer-CD4-Zellen des Typus 2 (Ty2-Zellen) (CD steht fiir Cluster of
Differentiation).

CDS8-T-Zellen, auch zytotoxische T-Zellen genannt, erkennen mittels ihres T-Zellrezeptors
die MHC-Klasse-I-Molekiile (MHC-I)/Peptid-Komplexe, die auf allen kernhaltigen Zellen
préasentiert werden. Handelt es sich dabei um fremde (z.B. Erreger-Antigene) oder anormale
von malignen Zellen abgeleitete Peptide, so werden die CD-8-T-Zellen aktiviert (Townsend et
al. 1989). Infolgedessen schiitten sie Perforin aus, welches Poren in der Zielzellmembran
bildet, sowie Granzyme (Proteasen), die zusammen in der Zelle Apoptose (programmierter
Zelltod) auslosen. Apoptose wird auch mittels der Interaktion eines auf aktivierten T-Zellen
exprimierten membranstindigen Effektormolekiils Fas-Ligand (Fetal alcohol syndrome-
Ligand) mit dem Fas-Rezeptor auf der Zielzelle ausgeldst (Kim KS. 2002).

Tyl- und Ty2-Zellen exprimieren den CD4-Rezeptor und erkennen Antigendeterminanten
(Epitope), die auf MHC-Klasse-1I-Molekiile (MHC-II) prasentiert werden. MHC-II werden
auf professionellen APZ (Makrophagen, DCs und B-Zellen) exprimiert. Die Erkennung von
an MHC-II gebundenen fremden Antigenen fiihrt zur Aktivierung der Tyl-Zellen, welche
daraufhin Effektormolekiile wie IFN-y, TNF-o und GM-CSF ausschiitten, und den
membranstidndigen CD40-Liganden auf ihrer Oberfliche exprimieren. Die Effektormolekiile
und die Bindung des CD40-Liganden an den CD40-Rezeptor fithren zur Aktivierung von
Phagozyten (Jaiswaf et al. 1997; Hamilton et al. 2003), die dann in der Lage versetzt werden,
die intrazelluldren Erreger abzutdten.

Die Ty2-Zellen sind auf die Aktivierung der B-Zellen spezialisiert. Sie sezernieren Cytokine,
wie IL-4, IL-5 und IL-6, die die Vermehrung und Differenzierung der B-Zellen zu
Antikorper-produzierenden Plasmazellen fordern. Weitere stimulierende Signale bekommen
die B-Zellen durch die Interaktion ihres CD40-Rezeptors mit dem membranbestindigen
CD40-Liganden auf der Oberfliche aktivierter Ty2-Zellen (Friedl et al. 2001).

B-Zellen benétigen neben der Erkennung des spezifischen Antigens die Hilfe von T-Helfer-
Zellen, um aktiviert zu werden und sich zu antikorperproduzierenden Plasmazellen zu
differenzieren. Allerdings gibt es auch T-Zell-unabhingige Antigene, die B-Zellen direkt zu
spezifischen antikorperbildenden Plasmazellen differenzieren. Die Antikdrper binden

Antigene auf der Oberfliche der Erreger, die dadurch fiir die Phagozytose durch
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Makrophagen, dendritische Zellen oder Granulozyten markiert (opsoniert) werden. Dariiber
hinaus kénnen Antikorper auch direkt Exotoxine neutralisieren.

Bei den Makrophagen, dendritischen Zellen, Granulozyten (Mastzellen, basophile Zellen,
neutrophile Zellen) und natiirlichen Killerzellen werden die Gene fiir die Rezeptoren (z.B.
Toll-like Rezeptoren; NOD-Rezeptoren), die fiir die Erregererkennung und die Initiierung der
Immunantwort verantwortlich sind, schon in der befruchteten Eizelle festgelegt. Saugetiere
werden mit einem festgelegten Sortiment solcher Rezeptoren geboren. Man spricht daher bei
solchen Zellen vom angeborenen Immunsystem. Ein weiterer Unterschied zum adaptiven
Immunsystem besteht darin, dass die Zellen des angeborenen Immunsystems keine klonale
Expansion durchlaufen.

Mastzellen (MC), die einst von Paul Ehrlich vor mehr als einem Jahrhundert beschrieben
wurden, sind 9-17um grofe, mononukledre, gewebestindige Zellen, deren Zytoplasma mit
Granula angereichert ist. Sie kommen ubiquitdr im Bindegewebe und in den Schleimhiuten
des Korpers vor. In der Haut befinden sie sich in der Ndhe von Gefdlen, Haarfollikeln,
Talgdriisen und Nervenzellen. Sie sind auch im Gastrointestinal- und Respirationstrakt
vorhanden. Sie stehen damit in engem Kontakt mit der duleren Umwelt und gehdren zu den
ersten Zellen, die Kontakt mit Eindringlingen aufnehmen (Metz et al. 2007; Theoharides et al.
2007).

Unterschiedliche Stimuli induzieren die Aktivierung der Mastzellen. Der bestuntersuchte
Aktivierungsmechanismus ist der durch die Kreuzvernetzung des FceRI-Rezeptors. FceRI ist
der hochaffine Rezeptor des Immunoglobulins E (IgE). Weitere Aktivierungsmechanismen
werden durch die Bindung der Komplement-Faktoren C3a, C5a, C3b, und C4b an den
entsprechenden Rezeptoren auf den Mastzellen initiiert. Erregerbestandteile, sogenannte
PAMPs (pathogen associated molecular pattern), wie Peptidoglykan, doppelstrangige RNA,
Lipopolysaccharid (LPS), Flagellin etc. induzieren iiber Toll-like-Rezeptoren (TLRs) die
Aktivierung der Mastzellen (Malbec et al. 2007). Dariiber hinaus kann ihre Aktivitdt durch
Cytokine wie IL-1, IL-12, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) und Lipidmediatoren wie
Prostaglandin E, reguliert werden.

Nach ihrer Aktivierung setzen Mastzellen den Inhalt cytoplasmatischer Granula (Koérnchen)
frei, ein Prozess, den man als Degranulierung bezeichnet. Die Granula enthalten verschiedene
biologisch aktive Produkte. Dazu gehdren Histamin (bei Nagetiere, Serotonin); das
Proteoglykan Heparin; diverse Proteasen (z.B. Trypsin, Kathepsin G und Carboxypeptidase
A); Lipidmediatoren (wie Prostaglandin D2 und Leukotrine C4, D4, E4) und Cytokine (wie
IL-1, IL-4, IL-6, IL-12, TNF-a, GM-CSF, RANTES, TGF-, KC und MIP-1) (Tannenbaum
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et al. 1980; Ziai et al. 1990; Grassi-Kassisse et al. 1992; Graham et al. 2006). Histamin ist ein
vasoaktives Amin, das die Durchblutung und Gefaf3durchléssigkeit fordert. Aulerdem wirkt
Histamin chemotaktisch auf Granulozyten. Histamin ist mafgeblich fiir die allergischen
Reaktionen verantwortlich (Caughey GH. 2007).

Mastzellen konnen, wihrend der Entziindungsreaktionen in die Milz und Lymphknoten
einwandern und dort sowohl die angeborene als auch die adaptive Immunantwort beeinfluen.
Mastzellen konnen die Migration und Reifung von Neutrophilen und DCs bewirken (Metz et
al. 2007). Sie konnen auch als APZs wirken und direkt T-Zellen aktivieren (Sayed et al.
2007). Die perivaskuldre Lokalisierung der Mastzellen im Gewebe, in der Haut, in der Lunge
und im Darm, ist von strategischer Bedeutung. Sie gehoren damit zu den ersten Sensoren fiir
Infektionen und Verletzungen und sie konnen sehr schnell darauf reagieren. Ihre wichtige
Rolle spiegelt sich z.B. in Mastzellen-defizienten Méusen (c-kit-defizient-Mause) wider, die
eine verminderte antibakterielle Aktivitdt gegen eine Klebsiella pneumoniae Infektion zeigen
(Malaviya et al. 1996). Diese Anfilligkeit war mit einem verminderten Zustrom der
Neutrophile in den Ort der Infektion verbunden. Ferner konnten Tannebaum et al. durch
Induktion der Mastzellen-Degranulierung mittels subkutaner Injektion des Polypeptid-
dhnlichen Substrats 48/80 oder durch Injektion gereinigter Mastzellen-Granula, einen
schnellen PMN-Einstrom in der Haut von Ratten schon nach 1 bis 2 Stunden beobachten
(Tannebaum et al. 1980).

Neutrophile Granulozyten, die als polymorphnukleare Neutrophile (PMN) bekannt sind,
machen ca. 50-60% der zirkulierenden Leukozyten aus. Neutrophile Granulozyten werden als
erste Immunzellen an den Ort der Infektion rekrutiert und spielen damit eine zentrale Rolle
bei akuten Entziindungsreaktionen.

Fiir die Rekrutierung der PMNs aus dem Blut ins Gewebe ist vor allem das Chemokin IL-8
von entscheidender Bedeutung. Bei der Extravasation der PMNs sind die interzelluldren
Adhisionsmolekiile (ICAM)-1 und ICAM-2 auf den Endothelzellen, und deren jeweiligen
Liganden auf den PMNs, funktionelle Leukozytenantigen (LFA)-1 bestehend aus dem
CDl1a/og-Integrin und dem CD18/B2-Integrin, beteiligt (Reaves et al. 2005). Weitere
Chemoattraktoren fiir PMNs sind der plittchenaktivierende Faktor (PAF), das bakterielle
Oligopeptid N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP), der Komplement-Faktor C5a, Leukotrien B4
(LTB4) und Lipoxin (LX) (Sala et al. 2001).

PMNs konnen die Erreger binden und phagozytieren. Die Phagozytose kann durch
unmittelbare Wechselwirkung mikrobieller Komponenten mit entsprechenden Rezeptoren auf

der Oberfliche der Zellen eingeleitet werden. Zu diesen Rezeptoren gehoéren der
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Makrophagen-Mannoserezeptor, ein Lektin vom C-Typ, das bestimmte Zuckermolekiile an
der Oberfliche zahlreicher Bakterien und einiger Viren bindet. Dariiber hinaus wird die
Phagozytose durch Opsonisierung der Erreger bzw. Erregerpartikel tiber Serum-Faktoren
gefordert. Zu den Opsoninen gehoren das Immunoglobulin G (IgG) und das
Komplementfragment C3b und C3bi. Die Phagozytose der opsonisierten Erreger wird
anschlieend mittels den Fc-Rezeptoren FcyRII (CD32) und FcyRIII (CD16) bzw. den
Komplement-Rezeptoren CR1 (CD35) und CR3 vermittelt. Die Erreger-enthaltenden
Phagosomen fusionieren mit den lysosomalen Granula zu Phagolysosomen (Segal AW.
2005).

Die Granula enthalten unterschiedliche antibakterielle und zytotoxische Substanzen, wie die
Myeloperoxidase (MPO), welche die Bildung von Hypochlorid-lonen (OCI) aus
Wasserstoffperoxid (H,O,) katalysiert und Proteasen: Cathepsin G, Elastase, und Proteinase3.
Bei den Proteasen handelt es sich um positiv geladene (kationische) Polypeptide (zwischen 25
und 29 kDa grof3), die proteolytische Aktivitit gegen eine Reihe von Komponenten der
extrazelluldiren Matrix aufweisen, wie Elastin, Fibronectin, Laminin, Kollagen-Typ IV und
Vitronectin. Weiterhin induzieren die Proteasen die Aktivierung der Endothelzellen,
Makrophagen, Lymphozyten, Epithelzellen und Blutpldttchen. Kollagenabbau hat
chemotaktischen Effekt auf Monozyten, PMNs und Fibroblasten (Kougias et al. 2005).
Weitere Bakterizide der Granula sind: Lysozym, Bakterizid/Permeabilitdtinduzierendes
Protein (BPI), Defensine, Lactoferrin, humanes Cathelicidin Protein (hCAP)-18, Neutrophil
Gelatinase-assoziiertes Lipocalin (NGAL) und Nramp-1 (Iovine et al. 1997; Faurschou et al.
2003). Die Spaltung von hCAP-18 durch Elastase oder Proteinase-3 fiihrt zur Freisetzung des
C-terminalen antimikrobiellen Peptid, genannt LL-37 (weil das Peptid mit zwei Leucin-
Resten beginnt und aus 37 Aminoséduren besteht). LL-37 wirkt bakterizid gegen gramnegative
und grampositive Bakterien, sowie Pilze und Parasiten. AuBerdem wirkt LL-37 chemotaktisch
auf PMNs, T-Zellen, Mastzellen und Monozyten. LL-37 kann auch die Degranulierung von
Mastzellen induzieren, wobei proinflammatorische Mediatoren wie Histamine and
Prostagladine freigesetzt werden (Yang et al. 2000).

Die Matrix-Metalloproteasen (MMP) sind in der Lage, die meisten Strukturen der
extrazelluliren Matrix, einschlieBlich Kollagen, Fibronectin, Proteoglykane und Laminin zu
hydrolysieren. Dies unterstreicht den gewebedestruktiven Effekt der Entziindungsreaktionen.
Nachdem PMNs aktiviert worden sind, leben sie nur wenige Stunden, um Erreger
aufzunehmen und in Phagolysosomen abzutdten oder den toxischen Inhalt ihrer Granula nach

aullen abgeben, um extrazelluldre Erreger zu neutralisieren. Kiirzlich wurde ein weiterer
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antimikrobieller Mechanismus der Neutrophilen entdeckt. Ihr Absterben fiihrt zum Freisetzen
von extrazelluldren ,,Netzen* (neutrophil extracellular trap: NETs). Diese NETs bestehen aus
Granula-Komponenten und Chromatin, die durch Fusion von Kern- und Granula-Membranen
entstehen und die Erreger immobilisieren und abtdten (Brinkmann et al. 2004; Urban et al.
2006; Fuchs et al. 2007). Die kurzlebigen PMNs scheinen mit diesem letzten Aufopferungsakt
iber ihren Tod hinaus noch antimikrobiell zu wirken.

Wenn Neutrophile nicht iiber dieses neue NETs-vermittelte Zelltod-Programm absterben,
machen sie, wenige Stunden nach ihrer Aktivierung, Apoptose. Anschlieend werden sie von
Makrophagen phagozytiert, die nach dem PMNs-Einstrom als nichstes (ca. 24-48 h nach dem
Entziindungsbeginn) in den Ort der Inflammation verstirkt einwandern (Ryan et al. 1977;
Melnicoff et al. 1989; Doherty et al. 1988).

Makrophagen (,,Fresszellen®) entstehen kontinuierlich aus zirkulierenden Monozyten (12-20
pm Durchmesser), die den Blutkreislauf verlassen und in Gewebe hineinwandern. Man findet
sic im Bindegewebe, im Gastrointestinaltrakt, in der Lunge (Alveolarmakrophagen), der
Leber (Kupffersche Zellen) und der Milz. Monozyten / Makrophagen verlassen den Blutstrom
tiber die Interaktion ihres LFA-1 und Mac-1 mit den jeweiligen Liganden auf den
Endothelzellen ICAM-1 und ICAM-2 und wandern in das Gewebe ein. Bei der Extravasation
der Monozyten sind nicht wie im Falle der Neutrophilen IL-8, sondern die Chemokine
Monozyten-Chemoattraktor-Protein (MCP)-1, IFNy-induzierbares Protein-10 (IP-10), MIP-1
(Makrophagen Inflammatory-Protein-1) und RANTES (regulated on activation normal T-Cell
expressed and secreted) beteiligt, wobei MCP-1 eine Schliisselrolle spielt (Janeway et al.
2002).

Makrophagen spielen eine zentrale Rolle bei der Bekdmpfung intrazelluldrer Erreger
(Parasiten, Bakterien, Pilze, Wiirmer). Nach der Phagozytose erfolgt in der Regel die Fusion
der Phagosomen mit den Lysosomen (Phagosomenreifung). Die reaktiven Sauerstoff (O)-
haltigen Substanzen wie ROS, Proteasen, Defensine, Lysozym, etc. in den Phagolysosomen
inhibieren die Replikation der Erreger und fithren zur Abtétung. Die Phagosomenreifung wird
u.a. durch Stimulierung der Makrophagen mit IFN-y induziert.

Aktivierte Makrophagen schiitten weitere inflammatorische Cytokine wie TNF-a, PGE,,

IL-1, IL-6, und reaktive (NO)- und (O)-spezies (NOS, ROS) aus (Porcheray et al. 2005).
Dartiber hinaus generieren Makrophagen Antigene, die auf MHC-I oder MHC-II den T-Zellen
prisentiert werden.

Ruhende Makrophagen exprimieren allerdings wenig oder kein MHC-II und kaum
costimulatorische B7-Molekiile (CD80 und CD86). Thre Expression wird erst durch die
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Interaktion der Erreger bzw. Erregerbestandteile mit Erreger erkennende Rezeptoren
(Pathogen recognition receptor: PRR), wie Toll-like Rezeptoren (TLR), induziert. Ahnlich
wie PMNs verfiigen Makrophagen auch iiber diverse PAMP-Rezeptoren (PAR) um Erreger
spezifisch zu erkennen.

Dendritische Zellen (DCs) wurden erstmals 1973 beschrieben (Steinmann et al. 1973). Sie
gelten als die potentesten Antigen-prisentierenden Zellen (APCs). Sie spielen eine
mafgebliche Rolle in der Initiierung und Modulierung der adaptiven Immunantwort gegen
unterschiedliche Erreger, indem sie naive T-Zellen aktivieren. DCs kommen in allen
Geweben vor, vor allem in der Haut (Langerhans-Zellen), den lymphatischen Organen (Milz,
Thymus, Lymphknoten) und in den Schleimhduten. Neben den myeloiden DCs (mDCs), die
sich von der monozytéren Reihe ableiten, gibt es auch einen kleinen Teil der DCs, sogenannte
plasmacytoiden DCs (pDCs), die eine lymphoide Herkunft haben (Colonna et al. 2004;
Kadowaki et al. 2001; Chen M. et al. 2007). Die plasmacytoiden und myeloiden DCs
unterscheiden sich in ihrem Phénotyp, ihrer Lokalisation und Funktion. Die pDCs
exprimieren, im Unterschied zu den mDCs, den CDS8 Rezeptor der T-Zellen. Die
Hauptaufgabe der mDCs besteht darin, Antigene im peripheren Gewebe aufzunehmen, zu den
Lymphorganen (z.B. Lymphknoten) zu wandern und anschlieend die prozessierten Antigene
den T-Zellen zu prasentieren. Die pDCs befinden sich in der Medulla des Thymus und in den

T-Zell-Arealen der Lymphknoten, wo sie eine wichtige Rolle bei der Immuntoleranz spielen.

1.4. Die humoralen Faktoren der Entziindung

Die Reaktion der Immun-, Gewebe- und Endothelzellen auf z.B. Infektionserreger fiihrt
einerseits zur Freisetzung von Entziindungsmediatoren und andererseits zur Aktivierung
humoraler Abwehrsysteme. Folgende Komponenten sollen hier néher besprochen werden: (1)
Lipidmediatoren wie der plattchenaktivierende Faktor (PAF) und die Arachidonséure-
Derivate  (Prostaglandine, = Leukotrine); (2) das  Gerinnungssystem und  das
Komplementsystem; (3) reaktive Sauerstoff- und Stickstoff- Spezies (ROS und RNS), und (4)
Cytokine.

1.4.1. Lipidmediatoren

Phospholipide sind die Hauptkomponenten der Zellmembranen. Phospholipasen (PL),
besonders PLA,; und PLC, werden wihrend einer Entziindungsreaktion aktiviert und
katalysieren den Abbau von Phospholipiden zu Arachidonsdure, welches das

Ausgangssubstrat von Lipidmediatoren ist: Der Cyclo-Oxygenase-Weg (katalysiert durch die
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Enzyme Cyclooxygenase (COX)-1 und -2) fiihrt zur Synthese ua. von Prostaglandinen (PG),
wihrend der Lipoxygenase-Weg zur Produktion von Leukotrienen und Lipoxinen fiihrt (Levy
et al. 2001; Schwab et al. 2001).

Leukotriene werden von allen aktivierten Leukozyten synthetisiert. Leukotrien B4 (LTB4) ist
ein starker Chemoattraktor fiir Leukozyten. LTC4, LTD4 und LTE4 erhohen die
Gefidllpermeabilitét, steigern die Kontraktion der glatten Muskulatur der Atemwege und
verstirken die Schleimsekretion. Die Prostaglandine PGE, und PGF, werden hauptsédchlich
von Monozyten und Makrophagen produziert. Neutrophile synthetisieren médfige Mengen von
PGE,, wihrend PGD; von Mastzellen produziert wird. Prostaglandine wirken chemotaktisch
auf Immunzellen, steigern die BlutgefdaBdurchlissigkeit und sind pyrogen.

Der plittchenaktivierende Faktor (PAF), der von Blutplittchen, PMNs, Makrophagen,
Endothelzellen und Epithelzellen produziert wird, induziert die Adhisionsmolekiile von
Endothelzellen und Leukozyten, und damit deren Rekrutierung und Aktivierung. PAF
induziert die Translokation der Nuklear Faktor kappa B (NFxB) in den Zellkern und reguliert
die Produktion von Cytokinen. AuBBerdem induziert PAF die Rekrutierung von Blutplattchen
und deren Aggregation, welche die Einleitung der Blutgerinnung unterstiitzt. Die Bildung von

Blutgerinnsel reduziert die Dissemination von Infektionserregern.

1.4.2. Gerinnungs- und Komplementsystem

Das Komplementsystem besteht aus mehr als 30 Plasmaproteinen, die im Blut und
Interstitium in inaktiver Form (Zymogene) vorliegen. Viele dieser Komplementfaktoren sind
Proteasen, die ihrerseits durch proteolytische Spaltung aktiviert werden. Antigen-Antikorper-
Komplex (Immunkomplexe) aktivieren das klassische Komplementsystem, mannosehaltige
Kohlenhydrate von Erregern aktivieren den Mannan-Bindungs-Lektin-Weg, und
Lipopolysaccharide kénnen direkt den alternativen Komplementweg induzieren. Alle drei
Aktivierungswege fiihren zur Bildung der C3-Konvertase. Die C3-Konvertase ist der
Ausgang fiir die Ausbildung und Aktivierung der lytischen Komplementkomponenten C5-C9.
Die aktivierten Komplementfaktoren konnen Krankheitserreger auch opsonisieren durch
Bindung an C3b, oder die Rekrutierung von Phagozyten durch die Spaltprodukte C3a und
C5a induzieren. Ferner spielen die Komplementproteinklassen C3a und C5a eine Rolle bei
der Permeabilisierung der Blutgefdfle (Janeway et al. 2002).

Eine zusitzliche physikalische Barriere, welche die Ausbreitung der Infektion begrenzt, stellt
das Gerinnungssystem dar. Die GefdBlschddigungen flihren zur Aktivierung einer

Enzymkaskade von Plasmaproteinen, die in die Aktivierung von Thrombin resultiert.
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Thrombin katalysiert schlieBlich die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin. Das unlosliche
Fibrin aggregiert, zusammen mit Blutplattchen, und bildet Gerinnsel. Die Fibrinbildung
bewirkt das VerschlieBen der offenen Blutgefd3e und die Immobilisierung von Bakterien, und

wirkt damit deren aktiver oder passiver Verteilung im Gewebe entgegen.

1.4.3. Reaktive Sauerstoff und Stickstoff-Spezies (ROS/RNS)

Die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und mononuklearen Phagozyten ist mit der
Produktion von reaktiven Sauerstoff (O) und Stickoxid (N)-Spezies (ROS und RNS)

verbunden. Dabei wird Sauerstoff (O;) durch das IFN-y induzierbare Enzym

Nicotinamidadenindinucleotidwasserstoff (NADPH)-Oxidase (auch als "phagocyte oxidase:

Phox* bezeichnet) zu Superoxidanionen (O,") reduziert. Uber weitere Reaktionen entstehen

u.a. Wasserstoffperoxid (H,O;), Hydroxylradikal (OH") und Hypochlorid-lon (OCI’) (Forman
et al. 2002).

Zu den reaktiven Stickstoff-Spezies (RNS) gehort Stickstoffmonoxid (NO'). (NO’) wird durch
das Enzym NO-Synthetase (NOS) produziert, welche L-Arginin zu L-Citrulin und NO
umsetzt. Stickstoffoxid kann mit Hyperoxidanionen (O,") zu dem hoch toxischen Peroxinitrit
(ONOy) reagieren, welches im sauren Milieu (z.B. in reifen Phagosomen) {iber
Peroxinitritsdure in Hydroxylradikale zerfillt.

Die reaktiven Sauerstoff und Stickstoff Spezies haben mehrere antimikrobielle Effekte.
Oxidation von Nukleotiden fiihren zu Einzel- und Doppelstrangbriichen der DNA, zu
Modifikationen der DNA-Basen, DNA-Protein-Quervernetzungen und zu Fragmentierungen
des Zucker-Phosphat-Geriistes. Oxidative Modifizierungen von Proteinen, vor allem an
Cystein-, Methionin-, Tyrosin, Phenylalanin- und Tryptophan-Resten, fiihren zu ihrer
Schidigung bzw. Inaktivierung der Proteinfunktionen. Durch Nitrolysierung von z. B. Zink-
Metalloproteine kann die Replikation beeintrdchtigt werden. Betroffen von den toxischen
Modifikationen konnen auch Proteine der Atmungskette oder Resistenzproteine sein. Die
Virulenz oder das Uberleben der Krankheitserreger wird dadurch eingeschrinkt. ROS und

RNS konnen allerdings auch auf gleiche Weise korpereigene Strukturen schidigen (Wiseman

et al. 1996).

1.4.4. Cytokine

Cytokine sind kleine (vorwiegend) l16sliche Proteine oder Glykoproteine mit einem
Molekulargewicht ab 5 kDa, die ins Blut bzw. in die Gewebsfliissigkeit von Zellen freigesetzt

werden. Sie werden von verschiedenen hdmatopoetischen und nichthdmatopoetische Zellen
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gebildet und wirken nicht-enzymatisch in pico- bis nanomolareren Konzentrationen iiber
spezifische Rezeptoren auf der Oberfliche von Zielzellen. Sie induzieren die Expression von
verschiedenen anti-mikrobiellen Proteinen und immunmodulatorischen Faktoren. Ihre
Wirkungsweise ist hauptséchlich autokrin oder parakrin (Meager 1998).

Zu den Cytokinen gehoren Interleukine (IL), Interferone (IFN), Kolonie-stimulierende
Faktoren (CSF), Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Chemokine und transformierende
Wachstumsfaktoren (TGF). Die Funktionen der verschiedenen Cytokine iiberschneiden sich
vielfach. Im Folgenden werden die fiir die Infektionsbiologie wichtigen Cytokine

beschrieben.

1.4.4.1. Interferone

Interferone (IFN), die ersten entdeckten Cytokine (Isaacs and Lindenmann, 1957), werden in
zwei Klassen (Typ I und Typ II) unterteilt. IFN-o und IFN-8, die bisher am besten
charakterisierten Vertreter der Typ I-Interferone, zeigen eine starke antivirale Aktivitéit. Virale
Komponenten, wie doppelstrangige RNA (dsRNA), sind starke Induktoren der IFN-o/B-
Expression. IFN-B wird hauptsichlich von Fibroblasten exprimiert, wéahrend IFN-a von allen
Leukozyten synthetisiert wird. Beide konnen auf verschiedene Zelltypen iiber denselben
dimeren Rezeptor IFNAR1/IFNAR?2 agieren (Abbildung 1.1.).

Der einzige Typ II-Interferon ist IFN-y. Die hauptsdchlichen zelluldren Produzenten von IFN-
ysind aktivierte T-Helfer (Tyl) Zellen, aktivierte zytotoxische (CD8") T-Zellen, sowie
aktivierte natiirliche Killerzellen (NK-Zellen). Neuere Studien zeigten, dal IFN-y auch von
Makrophagen, B-Zellen, und dendritischen Zellen (DC) synthetisiert werden kann (Schroder
et al. 2004).

[FNy bindet an den heterodimeren Rezeptor IFNGR1/IFNGR2 und induziert iiber JAK1 und
JAK2 die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, hauptsdchlich STAT1 und STAT2, welche
die Expression verschiedener Gene induzieren (Abbildung 1.1.).

Zu den IFN Typ I- und II-induzierbaren antiviralen Mechanismen gehoren ds-RNA abhéngige
Protein Kinase (PKR) und 2'-5' oligoadenylate synthetase (2'-5' OAS). PKR induziert die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF«xB, welcher die Expression weiterer Gene der
Immunantwort induziert. Ein direkter antiviraler Effekt von PKR besteht in der
Phosphorylierung der a-Untereinheit des "eukaryotic initiation factor 2" (elF2), was dessen
Inaktivierung bewirkt. Dies flihrt zur raschen Inhibierung der mRNA-Translation und damit

der Virus-Multiplikation.
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2'-5" OAS katalysiert die Polymerisierung von Adenosintriphosphat (ATP) zu einer Reihe von
2’-5’-verbundenen Oligomeren, die sich mit hoher Affinitdit an das inaktive monomere
Enzym, Endoribonuklease L (RNaseL) binden und dessen Homodimerisierung und damit
Aktivierung induzieren. Aktivierte RNasel degradiert virale und zelluldre einzelstringige
RNA sowie 28S ribosomale RNA. Dies fiihrt zur Inhibierung der Translation und somit zur

Virus-Vermehrung (Janeway et al. 2002).
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Abbildung 1.1: IFN-Signalwege. Interferone binden an ihre entsprechenden Rezeptoren und induzieren
Signalkaskaden iiber die Phosphorylierung von JAKI1, JAK2 und Tyk2, welche wiederum die Rezeptoren
phosphorylieren und somit zugénglich fiir STAT1- und STAT2-Bindung machen. Die Rezeptorassoziierten
Januskinasen (JAK) phosphorylieren die STATs-Molekiile, die dadurch aktiviert werden und Dimere bilden.
STAT-Dimere gelangen in den Zellkern, wo sie sich an ihre entsprechenden Erkennungsequenzen der DNA
binden und die Transkription verschiedener Gene (u.a. antimikrobieller Gene) induzieren.

Die am besten charakterisierten IFN-induzierbaren Komponenten antimikrobieller
Resistenzmechanismen sind die Produktion von ROS und RNS, sowie NRAMP (natiirliche
Resistenzassozierte =~ Makrophagenprotein“-Familie =~/  matural  resistance-associated
macrophage protein).

Der Metall-Ionen Transporter, NRAMPI, ist ein integrales Membranprotein, das in
endosomalen/lysosomalen ~ Kompartimenten von  phagozytierenden  Zellen (z.B.

Makrophagen) exprimiert wird. Phagozytose fiihrt zur schnellen Rekrutierung von NRAMP1

13



Einleitung

in die phagosomale Membran, wo es den Transport von Mn*", Fe*", Co*", und wahrscheinlich
auch anderer Metall-Tonen wie Zn”" in das Cytoplasma tibernimmt. NRAMP1 kann damit die
intrazelluldre Replikation der Erreger inhibieren (Nevo et al. 2006).

Eine besondere Rolle bei zellautonomen Resistenzprogrammen gegen intrazelluldre
Krankheitserreger spielen IFN-induzierbare GTPasen. Hierzu gehdren die Mx Proteine,
Guanylat-bindende Proteine (GBPs) und Immunititsassoziierte GTPasen (Immunity-related
GTPases: IRGs, frither p47 GTPasen genannt) (Taylor GA. 2007; Martens S. and Howard
JC., 2006; Taylor et al. 2004). Bei den meisten dieser GTPasen konnten Lipidankermotive
und/oder Membranbindungssignale beschrieben werden (Dever et al. 1987; Taylor et al.
1997; Haller et al. 2002; Zerrahn et al. 2002; Martens et al. 2004). Nach der Induktion der
Zellen mit Interferon und/oder Erreger, zeigen die GTPasen eine subzelluldre Reorganisation
zwischen spezifischen Membrankompartimenten und Zytosol. Es wird vermutet, dass die
antimikrobiellen Wirkungen der GTPasen durch strukturelle Modifizierungen der Membranen
erfolgen (Martens et al. 2006).

Die IFN Typ-I induzierbaren Mx Proteine sind hoch konservierte GTPasen, die zur Dynamin-
Superfamilie groBer GTPasen gehoren. Wie Dynamine, bilden Mx GTPasen auch Oligomere
(Kochs et al. 2002a), die sich wahrscheinlich direkt an viralen Komponenten binden und
deren intrazelluldren Transport und Viruspartikelreifung hemmen (Kochs et al. 2002b).

Die Expression von GBPs wird sehr stark durch IFN-y in verschiedenen Zelltypen induziert.
Sie sind wahrscheinlich auch an antiviralen Funktionen beteiligt, wobei bisher nur am
humanen (h)GBP-1 eine direkte antivirale Wirkung gegen Vesicular Stomatitis Virus (VSV)
und dem Encephalomyocarditis Virus (ECMV) zugeschrieben werden konnte (Anderson et al.
1999; Tripal et al. 2007).

Ein groBer Teil der Gene, die fiir typischerweise 47 kDa groBen IRG kodieren wird durch
IFN-y induziert. Im Vergleich zur Maus, in der 23 IRG Gene vorhanden sind, ist diese
GTPase Familie beim Menschen interessanterweise nur durch zwei Gene, IRGM und IRGC
(CINEMA), vertreten, wobei diese nicht IFN-y induzierbar sind (Bekpen et al. 2005).

In der Maus stellen die IFN-induzierbaren IRGs vermutlich das wirkungsvollste
Resistenzsystem gegen intrazellulire Krankheitserreger dar. Miuse, bei denen gezielt eines
der IRG Gene zerstort wurde, zeigen eine erhohte erregerspezifische Anfalligkeit, wobei
Irgml (LRG-47) eine zentrale Rolle dabei zu spielen scheint. Irgml-defiziente Méuse sind
anfillig gegeniiber zahlreichen Krankheitserregern wie, Toxoplasma gondii, Leishmania
major, Trypanosoma cruzi, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium, Listeria

monocytogenes und Salmonella typhimurium (Collazo et al. 2001; MacMicking et al. 2003;
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Feng et al. 2004; Taylor et al. 2004; Santiago et al. 2005; Martens et al. 2006; Henry et al.
2007).

1.4.4.2. Tumor-Nekrose-Faktor

Carswell und seine Mitarbeiter experimentierten Anfang der 70er Jahre an Méusen mit
Tumoren (Carswell et al. 1975). Dabei injizierten sie den Miusen eine abgeschwichte Form
des Tuberkulose-Erregers, Bacillus Calmette-Guerin (BCG), und einige Tage spater
Lipopolysaccharid (LPS). Bei den behandelten Tieren kam es zu einer Riickbildung des
Tumors. Sogar das Serum dieser Méuse 16ste Nekrose in Krebszellen in vitro aus (Carswell et
al. 1975, Helson et al. 1975). Da BCG und LPS als Ursache fiir die Tumornekrose
ausgeschlossen werden konnten, wurde die Wirkung auf einen LPS-induzierten Serum-Faktor
zuriickgefiihrt. Dieser Faktor wurde als Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) bezeichnet.

TNF wird entweder membrangebunden oder 16slich exprimiert. Zur TNF-Familie gehoren
drei Gruppen: TNF-a (inzwischen wieder nur TNF bezeichnet), TNF- (Lymphotoxin-a: LT-
o) und Lymphotoxin-B (LT-B) (Meager 1998; McDevitt et al. 2002). TNF-a wird
hauptsdchlich von Makrophagen und LT-a sowie LT-B von Lymphozyten produziert. Bei
dem von Carswell et al. entdeckten Cytokin handelt es sich um TNF-a.

TNF-a ist einer der stirksten entziindungsfordernden Cytokine, der zu einem sehr frithen
Zeitpunkt der Immunreaktion gebildet wird. Er wird vorwiegend von aktivierten
Makrophagen synthetisiert. Die Aktivierung der Zellen kann z.B. durch Erreger-Bestandteile
(wie LPS) induziert werden. TNF-a induziert Makrophagen zur Produktion von IL-1, IL-6,
PAF und ROS. Auch in PMNs induziert TNF-a die Synthese von ROS sowie die
Degranulation und erhoht die Phagozytose-Féhigkeit sowie die antikdrperabhéngige
zellvermittelte Cytotoxizitit (ADCC). Dariiber hinaus induziert TNF-a die Expression von
Adhésionsmolekiilen auf Endothelzellen und Granulozyten, wodurch die Anlagerung von
Granulozyten an die GefdBwand und deren Extravasation gefordert wird.

Eine weitere wichtige Rolle spielt TNF-a bei der Blutgerinnung. Es inhibiert die Synthese
vom Plasminogen Aktivator (PA); gleichzeitig induziert TNF-a die Expression vom PA-
Inhibitor. PA induziert die Bildung der Protease Plasmin aus dem Proenzym Plasminogen.
Plasmin spaltet Fibrin und fiihrt damit zur Riickbildung von Blutgerinnseln (Janeway et al.
2002). TNF-a spielt damit eine wichtige Rolle bei der Unterstiitzung der Blutgerinnung. Wie
bereits erwihnt, ist eine lokale Blutgerinnung, die kleine Blutgefdle verschliefit, wichtig zum
Unterbinden des Blutdurchflusses. Dies trdgt wahrscheinlich zur Reduktion der

Erregerdissemination bei.
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Das aktive TNF-o. Homotrimer bindet an den TNF-Rezeptor (TNFR)-1 (auch p55 genannt)
oder TNFR-2 (p75), was zur Trimerisierung des Rezeptors fiihrt (Abbildung 1.2.).

Unterschiedliche Signalkaskaden kénnen durch die Bindung von TNF-a an seinen Rezeptor
ausgeldst werden, die die Vermehrung (Uberleben, Differenzierung), entziindliche Reaktionen
(Abwehrmechanismen und -mediatoren gegen Erreger aktivieren) oder Zelltod (Apoptose,

Nekrose) vermitteln (Abbildung 1.2.) (MacEwan et al. 2002).

Uberleben /
Inflammation

Adhéasionsmoelekiile: IC
Cytokine: TNF-a, IL-6; IL-
Cox-2

7
e el >

Abbildung 1.2. TNF-Signalwege. Unterschiedliche Signalkaskaden kénnen durch die Bindung von TNF-a an
seine Rezeptoren (TNFR1 und TNFR2) ausgeldst werden. Uber TNFR1 wird iiber direkte oder indirekte
(Mitochondrien-abhiingig) Aktivierung von Caspase-3 Apoptose induziert. Uber TNFR1 und TNFR2 werden
Signalwege initiiert, die u.a. zur NFkB-Aktivierung, zur antiapoptotischen Aktivitdten, zur Differenzierung und
Synthese inflammatorischer Faktoren fiihren.

1.4.4.3. Interleukine

Interleukine (IL) stellen eine wichtige Familie der Cytokine dar, die regulierende Funktionen
fiir das Wachstum, die Differenzierung und Aktivierung von Zellen haben. Sie spielen eine
wichtige Rolle bei immunologischen Reaktionen. Viele Interleukine benutzen gemeinsame

Rezeptorkomponenten, wie IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 und IL-15 sowie IL-3 und IL-5. Dies erklart
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zum Teil ihre redundante Funktionalitdt. Auf einige Mitglieder der Interleukine, vor allem der
entziindungsrelevanten, wird im Folgenden eingegangen.

Interleukin-1 (IL-1) ist ein multifunktionelles Protein, welches hauptsédchlich von aktivierten
Makrophagen produziert wird. IL-1 wurde urspriinglich als endogenes Pyrogen beschrieben
(Meager 1998). Es spielt eine wichtige Rolle bei Entziindungsreaktionen. IL-1a und IL-18
haben eine costimulatorische Wirkung auf T-Zellen und verstirken die Reifung und
Vermehrung der B-Zellen. Sie aktivieren auch Endothelzellen und Fibroblasten. IL-1o und
IL-1B8 werden als inaktive Vorlduferproteine hergestellt, aus denen durch proteolitische
Spaltung die aktiven Formen prozessiert und anschlieBend ausgeschiittet werden. Sie wirken
auf die Zellen iiber ihre Bindung an den Rezeptor IL-1RI (CD121a). Ein weiterer Rezeptor fiir
IL-1 ist der IL-1RII (CD121b). IL-1RII scheint aber nicht aktiv zu sein. Er ist eher eine Art
Koder, der IL-1-Molekiile einfingt, um eine Uberstimulierung iiber IL-1RI zu verhindern. Ein
weiterer negativer Mechanismus wirkt iiber den Interleukin-1-Rezeptorantagonisten (IL-1ra),
der sich an IL-1RI bindet, ohne diesen zu aktivieren. IL-1ra blockiert somit den Zugang der
Agonisten IL-1o und IL-18.

Interleukin-2 (IL-2) ist ein T-Zell-Wachstumsfaktor, der nur von aktivierten T-Zellen selber
produziert wird. Die Bindung des T-Zell-Rezeptors an den MHC-Antigen-Komplex initiiert
die Synthese verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie NFAT, NFkB und AP. NFAT
(nuclear factor of activated T cells) ist ein wichtiger Transkriptionsaktivator von IL-2. Fiir die
Stabilisierung der IL-2-mRNA, die letztlich zur Proteinsynthese fiihrt, wird ein
costimulierendes Signal bendtigt; und zwar die Bindung von B7 (welches auf aktivierten
APCs exprimiert wird) an den CD28-Rezeptor auf den T-Zellen. Bindung von IL-2 an den IL-
2-Rezeptor (bestehend aus den Ketten IL-2Ra, IL-2RB, IL-2Ry) bewirkt, dass die T-Zelle in
die G1-Phase des Zellzyklus eintritt. AuBerdem induziert es die Produktion von IL-2 und der
a-Kette des IL-2-Rezeptors (Janeway et al. 2002).

Interleukin-6 (IL-6) spielt, neben IL-1 und TNF-a, eine zentrale Rolle bei der Regulierung
der angeborenen und adaptiven Immunantwort. IL-6 wird von Makrophagen, Neutrophilen,
DCs, T-Zellen und Endothelzellen produziert. Es stimuliert PMNs zur Synthese von Elastase,
PAF, und zur Sekretion von IL-1Ra. IL-6 begiinstigt die Differenzierung der Monozyten zu
Makrophagen und induziert ihre respiratorische Entladung. IL-6 stimuliert andere
Makrophagen zu Produktion von MCP-1 und IL-1Ra und inhibiert die Produktion von IL-18,
TNF-a und IL-12. Auf Endothelzellen induziert IL-6 die Expression der Adhisionsmolekiile
ICAM-1 (Naka et al. 2002; Kishimoto et al. 2005).
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Der Rezeptor fiir IL-6 besteht aus dem heterodimeren Komplex gp130 (CD130) und gp80
(CD126 oder IL-6R). CD126 ist eine fiir IL-6 spezifische Kette (daher wird sie in der
Literatur auch als IL-6R bezeichnet), wihrend das membranstindige CD130 auch von
anderen Agonisten, wie LIF (leukimea inhibitory factor), CNTF (ciliary neurotrophic factor),
OSM (oncostatin M), IL-11, CT-1 (cardiotropin-1) und BSF-3 (B cell-stimulating factor-3)
verwendet wird. gp130 wird auf allen Zelltypen exprimiert, dagegen wird gp80 hauptsichlich
auf Hepatozyten, PMNs, Monozyten/Makrophagen und einige Lymphozyten exprimiert. gp80
wird als membrangebunde oder 16sliche Form exprimiert. Beide wirken aktivierend. Das
16sliche gp80 (sIL-6R), welches in diversen Korperfliissigkeiten vorkommt, wird iiber zwei
unabhingige Wege hergestellt. Entweder durch proteolytische Spaltung der
membranstindigen Form, oder durch alternatives Spleilen (Lust et al. 1992; Miillberg et al.
2000; Naka et al. 2002; Matthews et al. 2003; Kishimoto et al. 2005). IL-6 bindet sich zuerst
an das membranstindige gp80 oder an das sIL-6R. Anschlielend assoziiert sich der Komplex
aus IL-6/IL6-R bzw. IL-6/sIL-6R mit dem Signalvermittelnden gpl130. Dies fiihrt zur
Rezeptor-Dimerisierung und Aktivierung der konstitutiv. am gpl30 assoziierten
intrazelluldren Janus-Kinasen (JAK1, JAK2, Tyk2). Die aktivierten Janus-Kinasen konnen
Tyrosine von gpl30 phosphorylieren. Die Rezeptor-Phosphorylierung ermdglicht nun
kompetitiv sowohl STAT-Faktoren als auch der Phosphatase SHP2 (Src homology 2—
containing tyrosine phosphatase), iiber ithre SH2-Doménen spezifisch an die verschiedenen
Phosphotyrosine zu binden. Uber SHP2 wird die Aktivierung von ERK/MAPK und PI3K
Signalwege eingeleitet. Interessanterweise stimulieren sIL-6R zusammen mit IL-6 Zellen, die
nur gpl30 exprimieren. Dieser Prozess wird Trans-Signaling genannt (Taga et al. 1989;
Mackiewicz et al. 1992; Rose-John et al. 2003). T-Zellen (Atreya et al. 2000; Becker et al.
2004), embryonale Stammzellen (Rose-John et al. 2002), hdmatopoetische Stammzellen
(Peters et al. 1997; Audet et al. 2001) und Endothelzellen (Romano et al. 1997), die nur gp130
exprimieren, reagieren auf IL-6 nur in Gegenwart von sIL-6R. Die Tatsache, dass die
Wundheilung durch IL-6/sIL-6R induziert wird, spricht dafiir, dass auch Keratinozyten dem
Trans-Signaling-Prozess unterliegen (Wang et al. 2004). Der sIL-6R bzw. das Trans-
Signaling spielt eine wichtige Rolle bei der Migration von Leukozyten, ihrer Aktivierung und
Apoptose (Jones SA, 2005). Die Inhibierung der IL-6/sIL-6R-Aktivitit wird u.a. mittels einer
16slichen Form von gp130 (sgp130) induziert. Sgp130 zirkuliert in relativ groBen Mengen im
menschlichen Serum (100-300 ng/ml) (Narazaki et al. 1993). Dieser natiirlich vorkommende
Antagonist bindet den IL-6/sIL-6R-Komplex, und verhindert damit seine Bindung an das
membranstindige gp130 (Narazaki et al. 1993).
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IL-6 spielt eine wichtige Rolle beim Ubergang der Neutrophilen- zu
Monozyten/Makrophagen-Rekrutierung wihrend der Entziindung (Kaplanski et al. 2003).
Wie bereits erwihnt, sind PMNs die ersten Zellen, die an den Ort der Entziindung rekrutiert
werden. Thre starke respiratorische Entladung und Sekretion toxischer Stoffe macht sie nicht
nur fiir die Erreger, sondern auch fiir den eigenen Korper schidlich. Thre aggressive Aktivitit
sollte daher zeitlich begrenzt sein. Makrophagen spielen nicht nur bei der angeborenen
Immunabwehr eine wichtige Rolle, sondern auch bei der Initiierung der adaptiven
Immunantwort. Dafiir miissen die PMNs eliminiert und die Makrophagen rekrutiert werden.
IL-6 koordiniert beides: Es induziert einerseits Apoptose in PMNs (Afford et al. 1992) und
andererseits die Rekrutierung von Monozyten/Makrophagen. Die letztere Funktion wird
erfilllt durch die Induktion der Expression von Chemokinen, wie MCP-1, und
Adhisionsmolekiilen.

Interleukin-10 (IL-10) wirkt im Allgemeinen anti-inflammatorisch und démmt die
Wirkungen von z.B. TNF-a und IL-1 ein. Es spielt eine entscheidende Rolle bei der
Inhibierung von pathologischen Immunantworten. In den nichsten Kapiteln wird auf IL-10

etwas ausfiihrlich eingegangen.

1.5. Interleukin-10: Suppressor von pathologischen Immunantworten

Um die Entziindungsreaktion zu beenden und fehlgeleitete Immunreaktionen zu verhindern,
muss eine ausgewogene Immuntoleranz hergestellt werden, die einerseits die
Entziindungsreaktion gegen Erreger zeitlich und ortlich eingrenzt, und andererseits eine
Immunreaktion gegen korpereigene Antigene oder gegen Allergene (z.B. Pollen) verhindert.
Die Suppression der Immunantwort ist dementsprechend genau so wichtig wie ihre
Aktivierung.

Der Korper verfiigt iiber mehrere Mechanismen und Faktoren, um die Immunreaktion zu
ddmpfen. Dazu gehoren, IFN-a, IFN-B, IL-1ra, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-13, G-CSF, c-
AMP, PGE,, Transforming Growth Faktor (TGF)-f, sSTNFRI (Soluble TNF receptor
p55), sTNFRI (Soluble TNF receptor p75), sIL-1RII (Soluble IL-1 receptor type 2), mIL-1RII
(Membrane-bound IL-1 receptor type 2) und IL-18BP (IL-18 binding protein) (Opal et al.
2000; Serhan 2007).

IL-10 spielt eine zentrale Rolle bei der Deaktivierung mehrerer entziindungsvermittelnder
Signalwege und der Ddmpfung bzw. Inhibierung der Aktivitit vieler Immunzellen ein. Seine

immunsuppressive Schliisselrolle zeigt sich u.a. beim LPS-induzierten septischen Schock. Die
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Vorbehandlung von Mausen mit rekombinanten IL-10 fiihrt zu deren Schutz bei letaler LPS-
Gabe (Howard et al. 1993).

Es ist allgemein anerkannt, dass IL-10 eine wichtige Rolle bei der Regulierung von
Autoimmunerkrankungen, chronischen inflammatorischen Krankheiten, Krebs und Allergien
spielt.

Die starke Inflammation bei CED korreliert mit einer verminderten Sekretion von Interleukin-
10 (IL-10) (Asadullah et al. 1999). IL-10 defiziente Méuse entwickeln eine {iberschieende T-
Helfer-1 (TH1)-Antwort und erkranken spontan an einer chronischen Enterocolitis, einer der
Colitis ulcerosa beim Menschen dhnlichen Darmerkrankung, und stellen damit ein wichtiges
Versuchsmodell fiir CED dar (Kiihn et al. 1993).

Die Rolle von IL-10 beschrinkt sich nicht nur auf das mukosale Immunsystem. IL-10-
defiziente Maiuse zeigen im Vergleich zu Wildtyp (Wt)-Tieren wesentlich heftigere
Reaktionen auf Kontaktallergene und unterstreichen damit die Rolle von IL-10 bei der
Regulation von allergischen Immunantworten (Berg et al. 1995). In mehreren Tierversuchen
konnte ein Zusammenhang zwischen IL-10-Induktion und Genesung von Allergien gezeigt
werden (Kearley et al. 2005; Zemann et al. 2003).

Interessanterweise zeigen Menschen, die mit bestimmten Wiirmerarten (wie Schistosoma
haematobium) infiziert sind, eine verminderte Anfalligkeit fiir allergische Erkrankungen. Es
konnte gezeigt werden, dass diese ,,Allergieresistenz* einer Induktion der IL-10-Produktion
durch Nematoden zugrunde liegt (van den Biggelaar et al. 2000).

Bei Autoimmunkrankheiten spielt IL-10 eine Doppelrolle. Bei zelluldrbasierenden
Autoimmunkrankheiten, wie z.B. multipler Sklerose (MS), eine héufige neurologisch
entziindliche Erkrankung des jungen Erwachsenenalters, inhibiert IL-10 die Uberproduktion
von inflammatorischen Zytokinen und unterdriickt damit die Autoimmunantwort (Beebe et al.
2002). Bei humoral (Antikorper)-basierenden Autoimmunkrankheiten wird ein anderes
Konzept diskutiert. Bei der systemischen Autoimmunkrankheit Systemischer Lupus
Erythematodes (SLE) mit Symptomen wie Gelenkschmerzen, Miidigkeit, Leistungsschwéche,
Hautverdnderungen, Nierenentziindungen etc, spielt die Bildung von Autoantikérpern eine
wichtige Rolle (Beebe et al. 2002). Diese greifen unterschiedliche Organe an und verursachen
die erwdhnten Symptome. Da IL-10 zwar inhibierend auf die meisten Immunzellen, wie
Makrophagen, dentritische Zellen und T-Zellen, jedoch aktivierend auf B-Zellen und damit
auf die Antikorper-Bildung wirkt, begiinstigt in diesem Fall IL-10 eher die Entstehung solcher

humoral-basierenden Autoimmunkrankheiten. 1L-10 wird bei SLE-Patienten in starken
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Mengen von B-Zellen und Monozyten produziert, was zu abnormalen Produktion von
Antikdrpern flihrt (Llorente et al. 1993, 1994, 1995 und 1997; Richaud-Patin et al. 1995).
Mausversuche bestdtigen den Zusammenhang zwischen IL-10 und Autoimmunkrankheiten.
IL-10-Gabe inhibiert das Fortschreiten von Collagen-induzierter Arthritis in Méiusen
(Walmsley et al. 1996; Quattrocchi et al. 2001). Die experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis (EAE) ist ein Tiermodell, welches unterschiedliche Facetten der MS-
Pathologie widerspiegelt. Versuche mit diesem Mausmodell zeigen, dass die Produktion von
IL-10 durch B-Zellen eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Autoimmunitét spielt
(Fillatreau et al. 2002). In Méusen mit einem schweren kombinierten Immundefekt (SCID),
die infolgedessen keine Antikorper produzieren konnen, konnte man durch die Injektion von
zuvor aus SLE-Patienten isolierten Lymphozyten und Monozyten die Rolle von diesen
Autoantikorpern und IL-10 in vivo testen. Die Neutralisierung von IL-10 durch Behandlung
der SCID-Maiuse mit IL-10-Antikorpern fiihrte zur starken Reduktion der Autoantikorper-
Bildung (Llorente BL, et al. 1995).

IL-10 spielt eine wichtige Rolle auch bei Tumoren. In der Regel ist das Immunsystem in der
Lage Tumorzellen zu erkennen und zu eliminieren. Tumore konnen jedoch u.a. durch die
Uberexpression von IL-10 eine Mikroumgebung schaffen, die - wie vermutet wird - eine
effiziente Antitumor-Immunantwort supprimiert (Asadullah et al. 2003). Interessanterweise
zeigen aktuelle Studien jedoch, dass IL-10 Expression eher eine TumorabstoBung begiinstigt
(Mocellin et al. 2005). In jedem Fall scheint IL-10 eine wichtige Rolle bei der Regulierung

von Abwehrmechanismen gegen Krebs zu spielen.

1.6. Biologische Eigenschaften von Interleukin-10
1.6.1. Expression und Signalweg von IL-10

Interleukin-10 wurde erstmals 1989 als ein Faktor entdeckt, der von Maus Ty2-Zellen
produziert wird und die Cytokinproduktion von Tyl-Zellen inhibiert, beschrieben. Aufgrund
dieser Wirkung wurde es als cytokine synthesis inhibiting factor (CSIF) bezeichnet
(Fiorentino et al. 1989). Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass nicht nur Ty2-Zellen, sondern
weitere unterschiedliche Zelltypen, wie Makrophagen, DCs, Mastzellen, Ty1-Zellen, B-Zellen
etc., [IL-10 produzieren kdnnen (Moore et al. 2001).

Das IL-10 Gen ist bei Maus (m) und Mensch (h), auf dem Chromosom 1 lokalisiert und wird
von 5 Exons kodiert (Kim et al., 1992) (Abbildung 1.3.).
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Maus-JL-10 Gen

-1628 bp 65 164 1052 1111 1417 1570 2577 2642 4264 5058 5570 tp
H_Fromor | Exenl | { 7 1 {3 ] EN; xond
1 (Startcodon) 5984 (Stopcodon)
I1.-10 protein NEHD D0H

126 147 178 aa

18732 lange
Signalsequenz

Abbildung 1.3. Organisation des Maus-IL-10-Gens und —Proteins (nach Kim et al. 1992). Das IL-10-Gen
besteht aus 5 Exons. Exonl enthilt die 5’-nichttranslatierbare Region (UTR), eine codierende Sequenz fiir die
ersten N-terminalen 54 Aminosduren (aa), welche die Sekretions-Signalsequenz enthélt. Die codierenden
Bereiche der Exons sind durch Angabe der Nukleotid-Positionen dargestellt. Das IL-10-Protein besteht aus 178
aa, wobei die ersten 18 aa als Signalsequenz fiir die Sekretion des Proteins dienen und spéter abgespalten
werden. Die Aminosdure-Positionen geben die Sequenzabschnitte, die von den jeweiligen Exons kodiert werden.

Das offene Leseraster von IL-10 kodiert fir ein 178 Aminosduren (aa) grof3es
Vorlauferprotein. Das reife IL-10, das schlieBlich ausgeschiittet wird, ist 160 aa lang. Im
Gegenteil zu mIL-10, ist hIL-10 nicht glykolisiert. Ferner ist hIL-10 aktiv fiir Maus- und
humane Zellen, wiahrend mIL-10 nur fiir Mauszellen aktiv ist (Moore et al. 2001). mIL-10
und hIL-10 sind zu 73% identisch. IL-10 weist eine helikale Struktur auf (Zdanov et al., 1995
und 1996), dhnlich der Struktur von Interferonen.

Die Induktion der IL-10-Expression erfolgt u.a. iiber die Aktivierung der NF-xB- und MAPK-
Signalwege (ERK, JNK und p38). Dabei werden die Transkptionsfaktoren Spl und EBPS
aktiviert, welche an den IL-10-Promoter binden (Ma et al. 2001; Liu et al. 2006). STAT3, das
u.a. Uber den p38 MAPK-Signalweg aktiviert wird, kann auch durch Bindung am 5’-
flankierenden Bereich des IL-10-Promoters die IL-10-Expression induzieren (Benkhart et al.
2000). Weiterhin induziert auch der cAMP-abhingige Signalweg die IL-10-Expression,
mittels Aktivierung der Transkriptionsfaktoren CREB/ATF (CAMP-responsive element
binding protein/activating transcription factor) und C/EBP (CCAAT/enhancer-binding
proteins), durch Bindung an den IL-10-Promoter (Platzer et al. 2000; Brenner et al. 2003).
Das aktive IL-10 wirkt als Homodimer (Zdanov et al., 1995; Vieira et al., 1991; Moore et al.,
1990) und bindet spezifisch an den heterodimeren Transmembranrezeptor IL-10Ra / IL-10RB
(auch IL-10R1 und -2 genannt) besteht (Liu et al. 1994) (Abbildung 1.4.). Beide Ketten sind
essentiell fiir die IL-10-Signalvermittlung. Die IL-10R1-Kette ist ein 90-110 kDa grof3es
Polypeptid (abhingig vom N-Glykosylierungszustand), das hauptséchlich fiir die hochaffine
Ligandenbindung verantwortlich und mit der Kinase JAK1 assoziiert ist (Finbloom et al.
1995). Die IL-10R2-Kette ist ein 30-50 kDa groBles Polypeptid (abhidngig vom N-

Glykosylierungszustand), das eine essentielle Rolle bei der Signalweiterleitung spielt und mit
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der Kinase Tyk2 assoziiert ist (Gibbs et al. 1997; Kotenko et al. 1997). Im Gegensatz zu der
IL-10R2-Kette, die in allen Immunzellen konstitutiv exprimiert wird, ist die Expression von
IL-10R1 induzierbar (Liu et al. 1994; Ding et al. 2001).

Die Bindung von IL-10 an IL-10R1 fiihrt zur Rezeptor-Dimerisierung mit der IL-10R2-Kette.
Dies fiihrt zur Zusammenlagerung der rezeptorassoziierten Januskinasen. Dadurch konnen
sich JAK auto- bzw. transphosphorylieren (Gauzzi et al. 1996). Die aktivierten JAKs,
phosphorylieren ihrerseits zwei Tyrosinreste (Y446 und Y496) in der intrazelluldiren Doméne
von IL-10R1 (Weber-Nordt et al 1996; Donnelly et al. 1999). Der phosphorylierte Rezeptor
wird vom Transkriptionsfaktor STAT3 mittels seiner SH2-Doméne erkannt und gebunden

(Finbloom et al. 1995; Haan et al. 1999; Wiederkehr-Adam et al. 2003).

IL10 Antwortgene Inhibiert die Transkription
------- inflammatorischer Gene

Abbildung 1.4. IL-10-Signalweg. IL-10-Expression wird u.a. iiber aktivierte MAPK- und NFkB-Signalwege
induziert. Hier sind nur einige Transkriptionsfaktoren fiir IL-10 gezeigt. STAT3, welches iiber MAPK-, IL-6-
oder IL-10-Signalwege aktiviert wird, trdgt auch durch Bindung an den 5’-flankierenden Bereich des IL-10-
Promoters zur IL-10-Expression bei. Das IL-10-Homodimer bindet an die IL-10R1-Kette und ermoglicht
anschlieBend die Bindung an die IL-10R2-Kette. Die rezeptorassoziierten Januskinasen aktivieren sich
gegenseitig und anschlieend die IL-10R1-Kette durch Phosphorylierung. Der phosphorylierte Rezeptor wird
von STAT3 gebunden und von JAK1 phosphoryliert. Daraufhin 16st sich STAT3 vom Rezeptor, bildet u.a.
Homodimere und wandert in den Zellkern, wo er an spezifische Elemente im Promotor bindet, und die
Transkription von Genen (wie SOCS3) bewirkt.

STAT-Transkriptionsfaktoren sind latent im Zytoplasma vorhanden und werden u.a. durch

Cytokinrezeptor-assoziierte Kinasen aktiviert. STAT3 bindet an die zwei phosphorylierten
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Tyrosinreste der IL-10Ra-Kette, wobei auch ein Serinrest am Carboxy-Ende des Rezeptors an
der Bindung beteiligt ist (Weber-Nordt et al. 1996; Riley et al. 1999). Anschlieend
phosphoryliert JAK den Tyrosinrest 705 von STAT3, was zu dessen Dissoziation vom
Rezeptor fiihrt (Sasse et al. 1997; Schaefer et al. 1997). Darauthin bilden die phosphorylierten
STAT3-Molekiile Homodimere (sie konnen auch Heterodimere bilden, z.B. mit STATI).
STAT3-Dimere wandern in den Zellkern und binden an STAT3-bindende Elemente von
Promotoren und aktivieren die Transkription von Genen, die die IL-10-Wirkung vermitteln
(Horvath et al. 1995; Xu et al. 1996; Ehret et al. 2001). Einer der wichtigsten IL-10-
induzierbaren Faktoren, der die immunsuppressive Funktion von IL-10 vermittelt kann, ist
SOCS3 (Suppressor of Cytokine Signaling). Durch die Bindung an die zytoplasmatischen
Dominen der Rezeptoren von Cytokinen wie IL-6- und IFN-y unterbindet SOCS3 die
Signalweiterleitung. Uber den gleichen Mechanismus kann SOCS3 auch den Signalweg von
IL-10 inhibieren (Ito et al. 1999; Lang et al. 2003; Berlato et al. 2002).

Neben STAT3 vermittelt IL-10 die Phosphorylierung und Aktivierung auch von STATI und
STATS5 (Finbloom et al. 1995; Wehinger et al. 1996). Allerdings scheinen STAT1 und
STATS nicht direkt auf den IL-10/IL-10R-Komplex zu wirken (Weber-Nordt et al. 1996). Die
biologischen Effekte von STAT1 und STATS5 sind noch nicht klar. Die Uberexpression von
dominant negativen STATI1 oder STATS fiihrt nicht zur Inhibierung des IL-10-Effekts in
Makrophagen (O’Farrell et al. 1998) und STAT1-defiziente Makrophagen reagieren weiterhin
auf IL-10 (Meraz et al. 1996).

IL-10 wirkt inhibierend auf diverse inflammatorische Faktoren. So induziert IL-10 den
schnellen Abbau der TNF-o-mRNA mittels Inhibierung der Aktivierung von p38 MAP
Kinase und der Expression von HuR (Rajasingh et al. 2006). Dariiber hinaus inhibiert IL-10
NF-kB-Aktivierung in Monozyten und Makrophagen (Schottelius et al. 1999; Clarke et al.
1998).

1.6.2. Effekte von IL-10 auf die Immunzellen

In Monozyten und Makrophagen hemmt IL-10 die Synthese von proinflammatorischen
Cytokinen, wie IL-6, IL-12, IL-1a, IL-18 und TNF-a (Fiorentino et al. 1991; De Waal
Malefyt et al. 1991a) und die Expression von MHC-II und der costimulatorischen Molekiilen
CD86 und CD80 (De Waal Malefyt et al. 1991b; Willems et al. 1994). Dies fiihrt indirekt zur
verminderten Aktivierung von T-Zellen. Weiterhin inhibiert IL-10 die Expression
verschiedener Chemokine, wie MCP1, MIP, IL-8, IP-10 und KC (Marfaing-Koka et al. 1996;
Kopydlowski et al. 1999; Rossi et al. 1997; Berkman et al. 1995) und des IL-1-Rezeptors (IL-

24



Einleitung

IRI und IL-1RII) (Jenkins et al. 1994; Dickensheets et al. 1997a). Auch auf Mastzellen wirkt
IL-10 inhibierend. Es hemmt ihre Degranulierung (Bundoc et al. 2007).

Der antiinflammatorische Effekt von IL-10 wird durch die Induktion der natiirlichen
Antagonisten fiir diverse entziindungsvermittelnde Faktoren gesteigert. IL-10 induziert u.a.
die Expression von IL-1Ra, sTNFRI und sTNFRII (Hart et al. 1996; Joyce et al. 1996;
Linderholm et al. 1996; Dickensheets et al. 1997b).

Die Behandlung von Monozyten mit GM-CSF und IL-4, in Anwesenheit von IL-10, fiihrt
nicht wie iiblich zu deren Ausdifferenzierung zu DCs sondern zu Makrophagen (Allavena et
al. 1998). DCs sind hoch effiziente APCs. Die Reduktion ihrer Entstehung fiihrt indirekt zur
Inhibierung der T-Zell-Aktivierung.

IL-10 kann auch direkt auf T-Zellen inhibierend wirken. Es hemmt die Transkription von IL-2
(der notwendige T-Zell-Wachstumsfaktor) und den CD28-Signalweg (Taga et al. 1993;
Schandene et al. 1994; Akdis et al. 2000). Ferner kdnnen sich in Anwesenheit von IL-10 aus
aktivierenden T-Zellen regulatorische T-Zellen entwickeln. Regulatorische T-Zellen
inhibieren andere T-Zellen iiber Zell-Zell-Kontakt oder iiber l6sliche Faktoren (Read et al.
2001). Interessanterweise wirkt IL-10 auf B-Zellen stimulierend. Es steigert deren
Differenzierung und Vermehrung. Aulerdem induziert IL-10 die Expression von MHC-II auf

B-Zellen und deren Produktion von Antikdrpern (Rousset et al. 1992; Burdin et al. 1995).

1.6.3. IL-10 und Krankheitserreger

Diverse Krankheitserreger scheinen die immunsuppressive Funktion von IL-10 zu ihren
Gunsten zu nutzen, indem sie dessen Expression induzieren, um die Evasion des
Wirtsimmunsystems zu bewirken. Legionella pneumophila, Salmonella typhimurium,
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium, Mycobacterium leprae, Listeria
monocytogenes, HIV-1, Rhinovirus, Respiratory syncytial virus (RSV) und Yersinia
enterocolitica sind nur einige Beispiele solcher Erreger, die wihrend ihrer Infektion eine
starke IL-10-Expression induzieren kénnen (Redpath et al. 2001, Sing et al. 2002a,b). In
Ubereinstimmung hiermit zeigen IL-10-defiziente Miuse hohere Erregerresistenz (z.B.
Sewnath et al 2001, Sing et al. 2002a).

Interessanterweise verfiigen einige Viren iiber ein eigenes homologes IL-10-Gen. Das vom
BCRF-Gen kodierte ebvIL-10 des Epstein—Barr-Virus wird in der spiten Phase des lytischen
Zyklus produziert. ebvIL-10 induziert das Wachstum und die Differenzierung von B-Zellen.
Damit schaffen EB-Viren sich neue Zielzellen fiir neu synthetisierte Virionen (Hsu et al.

1990). Weitere virale homolge IL-10-Gene wurden auch bei Cytomegalovirus (cmvIL-10),
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Equine Herpesvirus-2, Parapoxvirus, Herpesvirus Saimiri und andere der Herpesviren-Familie
von Primaten entdeckt (Kotenko et al. 2000; Fleming et al. 1997; Rode et al. 1993; Knappe et
al. 2000; Lockridge et al. 2000).

Zellkultur-Experimente und Mausversuche zeigen, dass die Neutralisierung von IL-10 durch
den Einsatz von Anti-IL-10 monoklonalen Antikérpern zur Einschrankung der
Immunmodulation durch die Erreger fiihrt und diese effizienter eliminiert werden konnen

(z.B. van der Sluijs et al. 2004, Sing et al. 2002a).

1.6.4. Therapiemoglichkeiten mit IL-10

Mehrere Strategien zur Verabreichung von IL-10 zwecks Behandlung von z.B. chronisch
entziindlichen Krankheiten, Autoimmunkrankheiten, TransplantatabstoBung etc. werden
eingesetzt bzw. getestet. (i) Rekombinant hergestelltes IL-10; (ii) Genetisch verdnderte
Bakterien, die IL-10 produzieren und absondern; (iii) IL-10 enthaltende Gelatine-
Mikropartikel als Depotpraparat; (iv) genetisch verdnderte Adenoviren bzw. adenovirale
Vektoren, die IL-10 exprimieren; und (v) Wirkstoffe, die die endogene Expression von IL-10
stimulieren (Asadullah et al. 2003; Zhou X, et al. 2005).

Bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, Sepsis und Hauterkrankungen wie
psoriatische Arthritis wurden zuerst IL-10 als Therapeutikum eingesetzt. Die systemische
Gabe von Interleukin-10 bei Patienten z.B. mit Morbus Crohn zeigt jedoch nur geringe
positive Effekte. AuBlerdem treten eine Reihe von unerwiinschten Nebenwirkungen wie
Kopfschmerzen, Fieber und Blutarmut auf (Madsen K, 2002). Man geht inzwischen davon
aus, dass IL-10 schnell abgebaut wird, bevor es in der gewiinschten Stelle wirken kann. Eine
Moglichkeit zur lokalen Gabe von IL-10 im Darm konnte der Einsatz gentechnisch
modifizierter, IL-10-erzeugende Lactococcus lactis Bakterien sein (Steidler et al. 2000).
Klinische Studien zeigten jedoch auch hier bisher nicht den erwiinschten Erfolg. Ein weiterer
therapeutischer Ansatz, der aber sehr aufwendig ist, beruht darauf, den Patienten Immunzellen
zu entnehmen, sie auBerhalb des Korpers zu kultivieren und gentechnisch zu verdandern, sodal3
sie verstirkt IL-10 exprimieren. Diese ,,umprogrammierten* Zellen kdnnen reinfusioniert (van
Montfrans et al. 2002 a u. b).

Da die biologisch relevante IL-10-Ausschiittung und seine immunologische Wirkung von der
zelluldaren und physiologischen Mikroumgebung abhidngen, konnte der Einsatz von
Wirkstoffen, die, je nach Krankheitsfall, spezifisch die endogene IL-10-Expression von

pathophysiologisch relevanten Zellen stimulieren, praktischer und erfolgversprechender sein.
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Viele solcher IL-10-induzierenden Stoffe werden bereits in der Medizin eingesetzt (u.a.

zusammengefasst in: Zhou X, et al. 2005).

1.7. Zielsetzung der Arbeit

Vor diesem Hintergrund ist es notwendig, die entscheidenden pathophysiologisch relevanten
Zelltypen fiir IL-10-Produktion herauszufinden (Abbildung 1.5.). Diese konnten dann Ziel
spezifischer Modulationen werden, die, je nach Ziel der Therapie, zur verstirkten IL-10
Ausschiittung oder zur Inhibierung der IL-10 Sekretion so animiert werden konnten, dass die

fehlgeleiteten Immunantworten korrigiert bzw. die Persistenzen von Infektion eliminiert

werden konnen.

Gewebe
——

é

gefull

X

§B lut

Abbildung 1.5. IL-10-produzierende Zellen in vivo wihrend einer Immunantwort. Bei einer Entziindung
werden unterschiedliche Immunzellen (Neutrophile, Makrophagen, DCs, B-Zellen, T-Zellen, etc.) in den Ort der
Infektion rekrutiert. Sie produzieren, zusammen mit lokalen Gewebestindigen Zellen, u.a. inflammatorische
Cytokine aus, die eine gegen die Erreger gerichtete Immunantwort einleiten. In der Regel wird diese
Immunantwort zeitlich und ortlich begrenzt, um keine pathologische Effekte hervorzurufen. Diese Kontrolle der
Immunantwort wird u.a. durch die Produktion von IL-10 bewerkstelligt. Die Identifizierung der IL-10-
produzierenden Zellen in vivo, wihrend einer Entziindung bzw. Immunantwort, ist daher von wichtiger
Bedeutung, um die Regulationsmechanismen der Immunantwort auf zelluldrer Ebene verstehen zu kdnnen.

Die schnelle Sekretion von IL-10 und seine kurze Halbwertszeit macht es jedoch schwierig,

die IL-10-produzierenden Zellen in vivo zu bestimmen. Bei Reportermdusen werden
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Reportergene durch homologe Rekombination in den gewiinschten Gen-Lokus eingeschleust
und unter dem endogenen Promoter exprimiert. Dadurch kann die Expression des
angesteuerten Gens in den einzelnen Zellen leichter detektiert werden.

Zu den Reportergenen, die bisher fiir Reporterméuse eingesetzt wurden, sind Luciferase
(Luc), B-Galactosidase (LacZ) und Enhanced griin fluoreszierendes Protein (EGFP) (Maggi et
al. 2004). Wobei EGFP, aufgrund seiner Autofluoreszenz und der Moglichkeit seine
Expression in intakten Zellen zu detektieren, am héiufigsten Anwendung findet.
Beispielsweise wurden EGFP-Reportermduse fiir 1L-12/23p40, IL-2, IL-4 und CCL17
etabliert (Mohrs M et al. 2001; Im W et al. 2005; Reinhardt et al. 2006; Mohrs K et al. 2005;
Naramura et al. 1998; Alferink et al. 2003). Dabei wurde EGFP anstelle vom angesteuerten
Gens exprimiert oder wurde seine Expression an die vom endogenen Gen iiber eine interne

Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES) gekoppelt (Abbildung 1.6.).

A) Stopcodon

3
—| Promoter |-| GFP —| Exon |—| Exon |—| Exon |——---—---—---—---—---—-- Exon

l Expression von EGFP allein:

NH2 GFP COOH

B)
—{ Promoter H Exon |- Exon | Exon | Exon fwwsmsssssssnet Exon |- Exon H IRES |H GFP |——

l Expression vom angesteuerten Gen und von EGFP:

NH2 | endogenes Protein lcoon N2 GFP COOH

Abbildung 1.6. Integration einer EGFP-codierenden Sequenz in den gewiinschten Gen-Lokus, erlaubt die
Expression von EGFP unter den Promoter des angesteuerten Gens und die Visualisierung der exprimierenden
Zellen. EGFP wird exprimiert, (A) bei gleichzeitiger Stilllegung der Expression des angesteuerten Gens, wessen
Sequenz durch EGFP unterbrochen wird, Oder (B) iiber eine interne Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES) aus einer
dicistronischen mRNA, wobei die Expression vom angesteuerten Gens beibehalten wird.

Das Anfangsziel dieser Arbeit war, in Anlehnung an bereits etablierten transgenen Mausen

eine IL10-EGFP-Reportermaus, wie in Abbildung 1.6.A dargestellt ist, herzustellen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien, fertige Reagenzien, Medien und Medienzusitze

Acrylamid/Bisacrylamid

Agar

Agarose

Ampicillin-Natriumsalz

Ampuwa

APS

Aqua bidest, DNase- frei
Bacto-Hefeextrakt

Bench Mark Prestained Protein Ladder
BHI (Brain Heart Infusion)-Medium
Borsdure

BSA (bovine serum albumine)
Calciumchlorid

Carbenicillin

CCF2/4

Chloramphenicol

Chloroform
Dinatriumhydrogenphosphat

D- Luciferin (Firefly Luciferin)
DMSO

National Diagnostics, Atlanta, USA

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

MP Biomedicals Inc.

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,

Merck Darmstadt, Deutschland

Biomol, Hamburg, Deutschland

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Biomol, Hamburg, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
MERCK, Darmstadt, Deutschland

BIOMOL, Hamburg, Deutschland

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

DMEM (Dulbecco’s modified eagle media) Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
DNA-Léngenstandard (Ready Load™ 1 kb) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

DTT (1,4- Dithio-DL- threitol)
Ethidiumbromid

FCS (fotales Kélberserum)
Formaldehyd 37 %

Geneticin ( G418)

Glycerin

Glycin

Applichem, Darmstadt, Deutschland)

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
MERCK, Darmstadt, Deutschland
Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
MP Biomedicals Inc.

29



Material und Methoden

HEPES

IL-2 rekombinant
Isoamylalkohol

Kanamycin

LB (Luria Bertani)-Agar

LB (Luria Bertani)-Medium
L-Glutamin (200 mM)

LIF

LPS

Luminol (3-Aminophthalhydrazide)
MDC (Monodansylcadaverin)
MEDM

Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Tauftkirchen, Deutschland
Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland
Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland
Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Chemicon, Hampshire, UK

Quadratech Diagnostics, England

Fluka (Sigma), Artikelnr.0925321
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

MEM NON- ESSENTIAL AMINOACID SOLUTION (100x)

Milchpulver

Moviol 4-88

Natriumchlorid

Natronlauge (36 %)

Nukleotide /Nukleotid-Mix

PBS

p-Cumarséure (p-Coumaric acid)
Penicillin-Streptomycin-Losung (100X)
Phenollésung

Ponceau S-Konzentrat

Probenecid

Protease Inhibitor Cocktail Tabletten
Proteose Peptone

RPMI

Salzséure rauchend

SDS

Solution D (Probenecid)

TEMED

Trichloressigsdure

TritonX-100

Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
MERCK, Darmstadt, Deutschland

MBI Fermentas, St Leon-Rot, Deutschland
Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Fluka, Artikelnr.28200

Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Roth Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Difco Laboratories, Detroit
Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
MERCK, Darmstadt, Deutschland

Roth Diagnostics GmbH, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Biomol, Hamburg, Deutschland

MERCK, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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Tris

Trypanblau (Benzaminblau)
Trypsin-EDTA

Trypton

Tween20

Zymosan A

2.1.2. Radiochemikalien

o’?P —dATP

MP Biomedicals Inc.

SERVA, Heidelberg, Deutschland
Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
MP Biomedicals Inc.

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Molecular Probees, Europe BV, Holland

Hartmann Analytic, Braunschweig

2.1.3. Enzyme, Gewichts- und Lingenstandards

Bench Mark Prestained Protein Ladder Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

DNA-Leiter fiir Agarosegele
Klenow-Fragment

Pfu-Polymerase

MBI Fermentas, St Leon-Rot, Deutschland
MBI Fermentas, St Leon-Rot, Deutschland
MBI Fermentas, St Leon-Rot, Deutschland

Pre-stained Molekulargewichtsmarker Invitrogen

Proteinase K
Restriktionsenzyme

Shrimp alkaline phosphatase
T4-DNA-Ligase

Tag-Polymerase

2.1.4. Plasmide

pBluescript-1I-KS
pEasyFlox
pBluescript-frt-Neo-frt-loxP
pBluescript-frt-Neo-frt

pEGFP-1
pIRES2-EGFP
pGL3-basic
pBR322
pTZ18R10
pIC-Cre

MBI Fermentas, St Leon-Rot, Deutschland
MBI Fermentas, St Leon-Rot, Deutschland
MBI Fermentas, St Leon-Rot, Deutschland
MBI Fermentas, St Leon-Rot, Deutschland
MBI Fermentas, St Leon-Rot, Deutschland

Stratagene

zur Verfligung vom Institut fiir Genetik Uni-Kdln
zur Verfiigung vom MPI-Martinsried, AG. Fiassler

in dieser Arbeit durch Klonierung von frt-Neo-frt in
pBluescript hergestellt.

BD Biosciences Clontech

BD Biosciences Clontech

Promega

Bolivar et al. 1977

zur Verfiigung gestellt von Prof. Werner Miiller

Gu, H. et al., 1993
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2.1.5. Primer

Die Primer wurden von Metabion international AG, Martinsried, synthetisiert.

F steht fiir Forward (vorwiérts) Primer

B steht fiir Backward (Riickwiérts) Primer

Die eingebauten Schnittstellen sind im Namen des Primers angegeben und in der
Oligonukleotidsequenz fett geschrieben. Falls Zwei Schnittstellen vorhanden waren, so wurde

die zweite rot geschrieben.

Primer zur Genotypisierung der Mause:

IL10-2630F: GCCAGGAAGGCCCCACTGAGC

IL10-3125B: TGGAAATAGGGGAGGAGCAGCA
IL10-3126B: GCTGGAAATAGGGGAGGAGCAGC-3’
IL10-6775F: GCTGGGAGAAGGTATAGGAGAAACAGGGG
IL10-7150B: GCTAAGATCCCTGGATCAGATTTAGAGAGCTCTG
IL10-6800F: CAGGGGAAGGCACGGCC

EGFPI1-80B: CGCCGGACACGCTGAACTTG

EGFP1-230B: CGGGGTAGCGGCTGAAGCAC

EGFP1-336F: CCCGCGCCGAGGTGAAG

EGFP1-350-F: CACCCTCGTGACCACCCTGA

EGFP1-350-B: TGCCGTCCTCGATGTTGTGG

EGFP1-410-F: AGCTGTTCACCGGGGTGGTG

EGFP1-410-B: CTCCAGCTTGTGCCCCAGGA

EGFP1-665-F: GGAGTTCGTGACCGCCGCCGGG-3’
pIRES2-786B: CCGGGCCCTCACATTGCC

pIRES2-1020F: GTGCCACGTTGTGAGTTGGATAGTTG
Bla-80B: CTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCC
Bla-555F: GACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGG

Primer zur Klonierung der Targeting-Konstrukte

Die eingebauten Schnittstellen sind im Namen des Primers angegeben und in der

Oligonukleotidsequenz fett geschrieben. Falls Zwei Schnittstellen vorhanden waren, so wurde

die zweite rot geschrieben.

IL10-E1-Sall-F: CCGCGTCGACATGCCTGGCTCAGCACTGCTATG
CTGCC
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IL10-6320-XholB:

1L10-6320-HindIIIB:
IL10-2,7kb-5-Sacll-F:
IL10-3598-BamHI-B:
IL10-3599-BamHI-F:
IL10E5-BamH-EcoRV-B:

EGFP1-Sacll-F:

EGFP1-Pvul-B:
IL10-2,7kb-5’-Sacll-F:
IL10-E1-Sacll-B:
IRES2-EGFP-Sall-F:
IRES2-EGFP-Sall-B:

LpNeoLp-AfllI-F:
LpNeoLp-NotI-F:
LpNeoLp-AfllI-B:

IL10-3’ Arm-AflII-F:
IL10-3’-Arm2100-Xhol-B:
Lact-BstXI-F:

Lact-NotI-B:
IRES2-NotI-F:
Lact-AflII-B:
pBSupMCS-Xhol-Ascl:

pBSdownMCS-Xhol:

CCGCCTCGAGGCTTCAATTGCTTCCCAAGGAAG
AACCC
GAATAGAAGCTTCAATTGCTTCCCAAGGAAGAACC
CGCCCGCGGCACGACTTCTGGACTGACTCAGGCC
CGCGGATCCAGTTGTTTTTAAAAACTTCTGACTG
CGCGGATCCCAAGAGGAAGGACTTTG
CGCGGATCCGATATCGGTGTTTTAGCTTTTCATTTTGA
TCATC
CGCCCGCGGCGGTCGCCACCATGGTGAGCAAGGG

CGAGG (mit Kozak consensus translation initiation site)
CGCCGATCGCCACAACTAGAATGCAGTG
CGCCCGCGGCACGACTTCTGGACTGACTCAGGCC
ATACCGCGGGATGGAGCTCTCTTTTCTGCAAGGCTGC
GCGCGTCGACGGGATCCGCCCCTCTCCCTCC
ATACGTCGACCTTACAATTTACGCCTTAAGATACATT
GATG

CGCCTTAAGCATAGCGGCCGCGGATCCAT
CGCGCGGCCGCCATAGCGGCCGCGGATCCAT
CGCCTTAAGAGTTATGTCGACTCTAGATA
CGCCTTAAGTGCAGTGTGTATTGAGTCTGCTGGAC
CGCCTCGAGGAAGAACCTCTGGGCTAGAGAGTTCAG
CGCCCACAACCATGGGACACCCAGAAACGCTGGTGA
AAG
CGCGCGGCCGCTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGC
CGCGCGGCCGCCCGCGGGECCCGGGATCCG
CGCCTTAAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGC
CGCCTCGAGGGCGCGCCGCGTAATACGACTCACT
ATAGGGCG

CCGGGCCCCCCCTCGAG

Primer zur Klonierung der polycistronischen IRES-EGFP/B-Lactamase-Konstrukte

Die eingebauten Schnittstellen sind im Namen des Primers angegeben und in der

Oligonukleotidsequenz fett geschrieben. Falls Zwei Schnittstellen vorhanden waren, so wurde

die zweite rot geschrieben.
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Luc-Xhol-F: CGCCTCGAGATGGAAGACGCCAAAAACATAAAG
Luc-EcoRI-B: CGCGAATTCTTACACGGCGATCTTTCCGCCCTTC
IRES2-NotI-F: CGCGCGGCCGCCCGLCGGGECCCGGGATCCG
EGFP-EcoRV-NotIB: CGCGCGGCCGCGATATCTTACTTGTACAGCTCG
TCCATGCCGAG
IRES2-EcoRV-F: CGCGATATCCCGCGGGCCCGGGATCCG
IL10-7118-XbalF: GCGTCTAGAGTGCAGTGTGTATTGAGTCTGCTGG
IL10-832-AfIII-B: GCGCTTAAGCCGAGCTCAACCCCTTCCTGGAG
Lact-BstXI-F: CGCCCACAACCATGGGACACCCAGAAACGCTGGTGA
AAG
Lact-NotI-B: CGCGCGGCCGCTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGC
Lact-Afl11-B: CGCCTTAAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGC

Primer fiir cDNA-Analyse
IL-10-Primer: (Produktgrofie: 418)

mIL10F-RT418: CTATGCTGCCTGCTCTTACTGACTGG
mIL10B-RT418: AATCACTCTTCACCTGCTCCACTGC
IL-10-Primer: (ProduktgroBe: 461)

mIL10-F-RT: GCACTGCTATGCTGCCTGCTCTTACTG
mIL10-B-RT: ATGGCCTTGTAGACACCTTGGTCTTGG
Luciferase-Primer: (Produktgrofle: 441 bp)

Luc-Fneu: GGCGCTCCCCTCTCTAAGGA

Luc-Bneu: GGGGTGTTGGAGCAAGATGG

Humane (Hum) und Maus (m) HPRT-Primer: (Produktgrof3e ca. 850 bp)
HumHPRT-F: CAGCCCTGGCGTCGTGATTAGTGATG
HumHPRTB: GGGAACTGATAGTCTATAGGCTCATAGTGC
mHPRT-828F1: ATTAGCGATGATGAACCAGG
mHPRT-828B1: TGGCCTATAGGCTCATAGTG

weitere Primer, die beliebig kombiniert wurden:

IL10-Ex3-B: CGCCTCAGCCGCATCCTGAGGGTC
IL10-5’UTR: CCAAAGCCACAAGGCAGCCTTGC
EGFP1-410-F: AGCTGTTCACCGGGGTGGTG
EGFP1-410-B: CTCCAGCTTGTGCCCCAGGA
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Sequenzierprimer:

Primer Sequenziercodon
pBSvorMCS-F: GCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC 1
Seq-IL10-2592F: GGAGGAGGAGCCTGAATAAC 2
Seq-IL10-6891F:  GGTCCTTCAGCTCCCAACAC 3
Seq-IL10-5782F: CCAAATCAGAACGAGCAGAAAGC 4
IL10-7181-F: CAGAGGTCCTGGGGTGAACT 5
1L.10-10-B: ATGGACCCTCACTGCCCTCT 6
1L10-6221bp-F: TAACCTGTGTTTAAGCTGTTTCCATTGGGG |7
1L.10-10-B: ATGGACCCTCACTGCCCTCT 8
IL10 (4531bp)-B: CTCAACACCTAGTGCCCTGTGC 9
IL10 (4532bp)-F: GAGAGTGACATAGGAAACAGAAAG 10
1L.10-370F: GGAGAGAGTGAGCAACAACTTGAAG 11
1L10-822F: CGGGAAGATATAAGAGGTGCTGC 12
1L10-1315F: GGGATGGAGGCAGCTTGTCCC 13
IL10-1960F: CAGGGCCATGGTAAGGTCTACC 14
1L10-2370F: GGGCCTCTGTACATAGAACAGC 15
1L10-2650F: GGGGGACCAAGAACAGGAGG 16
EGFP1-336F: CCCGCGCCGAGGTGAAG 17
EGFP1-675F: GGAGTTCGTGACCGCCGCCG 18
Neo-500B : GGCCCGGAGATGAGGAAGAGG 19
Neo-1000F : GCCGGTCTTGTCGATCAGGATG 20
1L.10-2875B: CACCTGGCTGAAGGCAGTCCGC 21
1L10-2746F: GGCTCAGCACTGCTATGCTGC 22
1L.10-3250F: CTCTAGATCTGGGGGACAGAGG 23
1L10-3886F: GGGACGGGACGGGAGGTGC 24
1L.10-4460F: GCCTGTCCGGTGTCGGG 25
1L10-5026F: CAGGTGCCTTGGAGCTCTGAG 26
IL10-5626F: CAGGGCACTAGGTGTTGAGGAG 27
1L10-6186F: GCTTCCCTTGCTGACTCCTGG 28
IL10-6800F: CAGGGGAAGGCACGGCC 29
1L10-6960B: GGCCTTGTAGACACCTTGGTC 30
pBSnachMCS-B: GCGCGCAATTAACCCTCAC 31
IRES2-EGFP-Sall-B:
ATACGTCGACCTTACAATTTACGCCTTAAG
ATACATTGATG 32
frt-Neo-f1t-495F:  CGAAGGTCCTCCGGAGGCC 33
frt-Neo-fit-3’-576B: GCGCTGCGAATCGGGAGC 34
EGFP1-80B: CGCCGGACACGCTGAACTTG 35
EGFP1-410-B: CTCCAGCTTGTGCCCCAGGA 36
EGFP1-665-F: GGAGTTCGTGACCGCCGCCGGG-3 37
IL10-3’-Arm1140-Xhol-B:
CGCCTCGAGGATCTAAGTTCACCCCAGGAC
CTCTGG 38
pIRES2-433F: CCACCCCATTGACGTCAATGGG 39
pIRES2-786B: CCGGGCCCTCACATTGCC 40
LucGL3-F: GGGCGCGGTCGGTAAAGTTG 41
IL10-UTR-3"-2100-Xhol-B: 42

CGCCTCGAGGAAGAACCTCTGGGCTAGAG
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AGTTCAGG
1L.10-7460B: GGACACCATAGCAAAGGGCCC 43
IL10-7860B: CAACCCCTTCCTGGAGAGGTTGC 44
1L.10-8160F: GAGTGTGTGCCGGCACCAG 45
1L10-8560F: CCGCTGCCCAAGTACTGGG 46
Neo-1460F: CCGGGACGCCGGCTGGATG 47
EGFP-200B: GCACGCCGTAGGTCAGGGTG 48
mIL10B-RT418Neu: AATCACTCTTCACCTGCTCCACTGC 49
pIRES2-1020F: GTGCCACGTTGTGAGTTGGATAGTTG 50
pIRES2-2175B: GATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGC |51
1L10-6775F: GCTGGGAGAAGGTATAGGAGAAACAGGGG |52
IL10-7150B: GCTAAGATCCCTGGATCAGATTTAGAGAG 53
CTCTG
Lact-NeuAfllI-B:  CGCCTTAAGTTACCAATGCTTAATCAGT 54
GAGGC
Lact-BstXI-F: 55
CGCCCACAACCATGGGACACCCAGAAACGCT
GGTGAAAG
Seq-EGFP-N1-F:  GTCGTAACAACTCCGCCCC 56
Seq-EGFP-N1-B:  CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG 57
TurboGFPvorMitoF: TCACGGGGATTTCCAAGTCTCC 58
Seq-UpYopM-B:  GTGTTACCCG ACCAAGATAA CCG 59
Seq-DownYopM-F: CAGTCTGTTGAAATTACTGTGTCTGAG 60
IRES2-EGFP-Sall-B:ATACGTCGACCTTACAATTTACGCCTTAAG |61
ATACATTGATG
EndIRES2-F: CCGAACCACGGGGACGTGG 62
IL10UTR-20F-Xhol: CGCCTCGAGGCTCTTGCACTACCAAAGCCA |63
CAAAGC
IL10-Ex3-B: CGCCTCAGCCGCATCCTGAGGGTC 64

2.1.6. Bakterienstimme

Escherichia coli DHS5a

Genotype: ®80dlacZAM15, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rk-, mk+), supE44, relAl,
deoR, A(lacZY A-argF) U169

Erlauterungen der Genotypsymbole findet man in Bachmann (1990 und 1983) und Sambrook
J. et al. (1989).

E.coli-Stamm (ATCC 47045)

Yersinia enterocolitica, WAC-pYV: WAC komplementiert mit pYV Serovar O:8; klinisches

Isolat, welches das Virulenz-plasmid pYVO:8 besitzt, NalR (Heesemann und Laufs, 1983).

2.1.7. Zelllinien

HEK-293 Human embryonic kidney cells 293
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2.1.8. Antikorper

Anti-GFP
Anti-Actin
Anti-GFP

HRP-konjugierter anti-Kaninichen IgG
FITC-konjugierter anti-Kaninichen IgG

FITC-konjugierter anti-Maus IgG
PE-konjugierter Anti-B220 (CD45R)
PE-konjugierter Anti-CD4
FITC-konjugierter Anti-CD4
PE-konjugierter Anti-CD8a (Ly2)
FITC-konjugierter Anti-CD8a (Ly2)
PE-konjugierter Anti-Grl (Ly6G)
PE-konjugierter Anti-CD11c

Ratte Anti-Maus CD16/CD32
FITC-konjugierter Anti-NK-1.1
PE-Texas Red konjugierter F4-80

2.1.9. Kits

Plasmid Madi Kit

QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAprep Spin MiniPrep Kit

Gene JET Miniprep Kit (Fermentas)
QIAEX II Gel-Extraction-Kit
Mouse/Rat Soluble Protein Master
Buffer Kit

BD, Heidelberg

BCA Protein Assay Kit

JetPEI™

Mouse Cytokin Flex Set (CBA)

2.1.10. Gerite

Brutschrinke

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Caltag Laboratories

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
MBI Fermentas, St Leon-Rot, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

BD, Heidelberg

Pierce Bonn, Deutschland

Polyplus transfection, Illkirch, Frankreich
BD, Heidelberg

BBD 6220, Heraeus, Hanau, Deutschland
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DNA-Elektrophoresekammer
FACScanto
Fluoreszenzmikroskop
Fluoreszenzmikroskop
Geldokumentationssystem/
Lichtmikroskop Axiovert 25
Luminometer Luminometer
Protein-Elektrophoresekammer
Schiittelinkubatoren
Sterilwerkbénke

Thermocycler

Thermoschiittler
Transferapparatur Multiblot, C.
UV- Schneidetisch
UV-Transilluminator

Zentrifugen

Biometra, Gottingen, Deutschland

BD Heidelberg

Leitz DM RBE, Leica, Mannheim, Deutschland
Olympus BX-61, Olympus Deutschland, Hamburg

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

READIT, BERTHOLD, Bad Wildbach, Deutschland
BIO- RAD Laboratories, Miinchen, Deutschland
Braun Biotech International, Osterode am Harz
Heraeus, HS12, Hanau, Deutschland

T3 Thermocycler, Biometra

Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
BACHHOFER, Reutlingen, Deutschland

BIO- RAD Laboratories, Miinchen, Deutschland
Eppendorf Centrifuge 5417R, Hamburg, Deutschland
Sigma, 3K30, B. Braun Biotech International, Osterode
Sigma, 1K 15, B. Braun Biotech International, Osterode
Eppendorf Centrifuge 5417R, Hamburg, Deutschland
OptimaTM TL Ultracentrifuge, Beckman Coulter
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2.2. Methoden
2.2.1. Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1. Herstellung transformations-kompetenter Bakterien

(Modifiziert nach Inoue et al. 1990)

200 ml LB-Medium, 50 mM MgCl, wurden mit den jeweiligen Bakterien beimpft und iiber
Nacht bei 27°C unter Schiitteln inkubiert. Nach Erreichung einer mittleren exponentiellen
Wachstumsphase (ODggo von 0,45-0,6) (nach ca. 23h) wurde die Kultur fiir mindestens 10
min auf Eis inkubiert. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis bzw. bei 4°C durchgefiihrt. Die
Bakterien wurden bei 4500 g, 4°C fiir 8 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Bakterien-Pellet in 65 ml kaltem Transformationspuffer (TB-Puffer) vorsichtig
resuspendiert und ca. 10 min. auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden die Bakterien nochmals
bei 4°C und 4500 g fiir 10 min abzentrifugiert. Das Bakterien-Pellet wurde vorsichtig in 10 ml
(bei Startkultur von OD = 0,45) bzw. 16 ml (bei Startkultur von OD = 0,6) kaltem TB-Puffer
resuspendiert. Darauf hin wurde DMSO zu einer Endkonzentration von 7% (0,7 ml DMSO/10
ml bzw. 1,12 ml DMSO/16 ml) zugegeben, die Kultur leicht durchmischt und 10 min auf Eis
inkubiert. Aliquots von 200 pl oder 500 pl wurden in vorgekiihlte autoklavierte Eppendorf-
ReaktionsgefiBe iiberfiihrt und in fliissigem Stickstoff oder im Athanol/Trockeneis schock-

gefroren. Die Aliquots wurden bei —80°C gelagert.

TB-Puffer: (steril filtriert und bei 4°C gelagert).

10 mM Pipes

15 mM CaCl,

250 mM KCl

pH auf 6,7 mit 1 M KOH eingestellt, dann Zugabe von:
55 mM MnCl, (Endkonzentration)

2.2.1.2. Transformation

Ein Aliquot kompetenter Bakterien wurde auf Eis aufgetaut und mit DNA (z.B.

Ligationsansatz) vorsichtig gemischt. Dann folgten hintereinander Inkubation auf Eis fiir 10

bis 30 min, Hitzeschock bei 42°C fiir 40 bis 90 Sekunden und eine weitere Inkubation auf Eis

fiir 2 min. AnschlieBend wurde 1 ml vorgewiarmtes LB- oder SOC-Medium zugegeben und

bei 30°C bis 37°C auf einen Uberkopfroller fiir 30 min bis 1 Stunde inkubiert. Die Bakterien

wurden bei 11300g fiir 30 s abzentrifugiert, der Uberstand bis auf 200 ul abgenommen und
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die Bakterien vorsichtig resuspendiert. AnschlieBend wurden die Bakterien auf Agarplatten
mit entsprechendem Selektionsmarker ausplattiert und iiber Nacht bei 27°C oder 37°C
inkubiert.

2.2.1.3. Lagerung der Bakterien

5 ml oder 1,5 ml einer Ubernachtkultur wurden 5 min. bei 3000-5000g abzentrifugiert. Das
Bakterienpellet wurde in 2 ml 10 mM MgSO4 (0,4 ml fiir die 1,5 ml Kultur) vorsichtig
resuspendiert und 4 ml 80 % Glycerin (Glycerol) (bzw. 0,8 ml fiir die 1,5 ml Kultur)
zugegeben. Die Ansidtze wurden vorsichtig gemischt, in vorgekiihlte autoklavierte Gefille

aliquotiert (je 1-1,5 ml) und bei —80°C gelagert.

2.2.1.4. Klonierung von DNA-Fragmenten

Vektoren wurden mit entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten, so dass sie
kompatible Enden zu der einzuklonierenden Passagier-DNA aufwiesen. Zur Vermeidung von
Selbstligation der Vektorenden wurden die 5°-Phosphatgruppen durch Behandlung mit
Shrimp alkalischer Phosphatase abgespalten (nach Protokoll des Herstellers, Fermentas).

Vektor und Insert wurden in einem Verhéltnis von 1:5 bis 1:15 zusammengeben, wobei
maximal 100 ng Vektor-DNA bei 20 pl Volumen eingesetzt wurden. Es wurde die T4-DNA-
Ligase (Fermentas) benutzt und der Ligationsansatz nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Der Ligationsansatz wurde bei RT fiir ca. 3h oder bei 16°C iiber Nacht
(mindestens 16h) inkubiert. Anschlieend wurde die Ligase durch Inkubation fiirl5 min bei
65°C inaktiviert und der Ligationsansatz zn kompetenten E. coli zweck Transformation
gegeben.  Die  Uberprifung  der  klonierten  Fragmente  erfolgte  mittels

Restriktionsverdauanalysen und / oder DNA-Sequenzierung.

2.2.1.5. Praparation von Plasmid-DNA

Fiir Plasmid-Priparationen im kleinen MafBstab wurden 2-5 ml Ubernachtskulturen (die
jeweils mit einer Bakterienkolonie angeimpft waren) eingesetzt. Das Plasmid-Mini-Kit
(Qiagen) oder das Gene JET Miniprep Kit (Fermentas) verwendet. Die Isolierung der DNA
erfolgte (nach den Protokollen der Hersteller).

Fiir groBen Plasmid-Priiparationen wurden 100 ml Ubernachtskulturen eingesetzt, und der
Plasmid-Midi-Kit von Qiagen wurde zur Plasmidisolierung verwendet (Nach den Protokollen
des Herstellers).

Die Konzentration der DNA wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt.
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2.2.1.6. Isolierung genomischer DNA aus Mausschwanz oder Organen

5-10 mm Mausschwanz (fiir Southernblot braucht man viel DNA, daher 10 mm) oder ca. 300-
600 mg Gewebe eines Organs wurden in 1,5 ml Eppendorfgefdl} iiberfiihrt, 500 ul DNA-
Lysepuffer mit 200-300 pg Proteinase K/ml (frisch herstellen!) zugegeben und iiber Nacht bei
55 °C unterSchiitteln (ca. 700-800 rpm) inkubiert.

Nach dem vollstindigen Verdau des Gewebes wurden die verfliissigten Proben bei ca. 15000g
RT fiir ca. 15 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorfgefif3
tiberfiihrt, 1xVolumen Isopropanol (500 ul) zugeben und gut gemischt (nicht vortexen!). Bei
groBer DNA-Menge, wurde die DNA als Faden sichtbar und konnte mit einer Pipettenspitze
aufgewickelt und in ein neues Gefall mit TE-Puffer (50-400 pl) tiberfiihrt werden. Wenn die
DNA nicht sichtbar war, wurde die Probe nach Isopropanol-Zugabe fiir 15 min bei ca. 10000
g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde mit 500 pl 70%
Athanol gewaschen und erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Ubertand verworfen
und Athanolreste durch Inkubation des DNA-Pellets bei 50°C auf einem Heizblock entfernt.
Das DNA-Pellet wurde in 50-400 ul TE-Puffer aufgenommen und durch Inkubation {iber
Nacht bei 55°C aufgelost. Die DNA wurde bei RT gelagert.

Fiir PCR-Reaktion wurde 1 pl (ca. 50-200 ng) der DNA-Probe und fiir Southernblot wurden
mindestens 30 ul (3 pg) der DNA-Probe eingesetzt.

DNA-Lysepuffer fiir Gewebe:

100 mM Tris-HCI (pH 8,5); 5 mM EDTA; 200 mM NacCl; 0,2 % SDS. Bei RT gelagert.
200-300 pg Proteinase K/ml Lysepuffer wurden vor Gebrauch frisch hergestellt.

TE-Puffer:

10 mM Tris-HCL (pH 8,0), | mM EDTA (pH 8,0). Wurde autoklaviert und bei RT gelagert.
0,5M EDTA (pH 8,0): (200 ml Stock)

37,2 g EDTA (Ethylendiamintetraessigsduredinatriumsalz) in ca. 150 ml bidest. H,O
aufnehmen (erst bei pH 8 16slich!) und unter starkem Riihren den pH-Wert mit 10 M NaOH
(ca. 11 ml 10 M NaOH!) auf 8,0 einstellen. Mit H,O auf 200 ml auffiillen.

2.2.1.7. Isolierung genomischer DNA aus Zellen

Zellen wurden auf 6- oder 24-Well-Platten (fiir embryonale Stammzellen 24-Well-Platten)
ausgesit und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. AnschlieBend wurde Medium
abgenommen und Lysepuffer (jeweils 1,5 ml fiir 6-Well-Platten und 500 pl fiir die 24-Well-
Platten) darauf gegeben und im Zellinkubator bei 37°C fiir mindestens 8h inkubiert. 1 x
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Volumen Isopropanol (1,5 ml oder 500 pl) wurden zugegeben und bei RT fiir mindestens 3h
auf einem Schiittler bei 300 rpm inkubiert, bis die DNA sichtbar wurde. DNA wurde mit einer
Pipettenspitze gefischt, in ein Eppendorfgefd3 mit TE-Puffer (ca. 150 ul) tiberfiihrt und zur
vollstdndigen Aufldsung iiber Nacht bei 55°C inkubiert. Die DNA wurde bei RT gelagert.
30-50 ul der DNA-Probe wurden fiir Southernblot-Analyse eingesetzt.

DNA-Lyse-Puffer fiir Zellen:
100 mM Tris-HCI (pH 8,5); 5 mM EDTA; 200 mM NacCl; 0,2 % SDS.
100 mg/ml Proteinase K (frisch hergestellt) zugegeben.

2.2.1.8. Restriktions-Endonuklease Spaltung von DNA

Zur Analyse von Plasmid- oder genomischer DNA wurde sie einer Restriktionsendonuklease
(RE)-Spaltung unterzogen. Der Restriktionsansatz wurde bei 37°C fiir mindestens eine Stunde
(genomische DNA und PCR-Produkte iiber Nacht) inkubiert. Es wurden Restriktionsenzyme
der Firma Fermentas eingesetzt. Der Restriktionsansatz erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Es wurden 1-3 Units RE pro 1 ng DNA eingesetzt.

Die Analyse des Restriktionsansatzes erfolgte durch elektrophoretische Auftrennung der

verdauten DNA auf einem Agarosegel.

2.2.1.9. Phenol-Chloroform-Extraktion

Um die DNA von Proteinen zu reinigen wurde sie einer Phenol-Chloroform-Extraktion
unterzogen.

DNA wurde in ein Volumen von mindestens 200 pl aufgenommen und mit 1xVol. Tris-
gepuffertem-Phenol versetzt, gut gemischt (groe DNA-Vektoren, wie Targeting-Konstrukte
wurden nicht ,,gevortext, um Strangbriiche durch Scherkrifte zu vermeiden) und bei
mindestens 10000 g fiir 1-2 min. abzentrifugiert. Die obere wéssrige Phase, die DNA enthilt,
wurde vorsichtig und mit Vermeidung der proteinhaltigen Interphase entnommen. Zur
Entfernung von Phenol- und Proteinresten, wurde die DNA-Ldsung mit einem Volumen 24:1
Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch gut gemischt und erneut abzentrifugiert. Die DANN-
enthaltende obere Phase wurde vorsichtig in ein neues Gefd3 tiberfiihrt. AnschlieBend wurde

die DNA ausgefillt.
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2.2.1.10. Fallen von DNA

Na-Acetatlosung (3M, pH 5,2) wurde bis zur Endkonzentration von 0,3 M der DNA-L6sung
zugegeben. Nach Durchmischung der DNA-Losung wurde 2,5 faches Volumen vom kalten
absoluten Athanol zugegeben, wieder durch Umschwenken gemischt und auf Eis oder bei —20
°C fiir 15-60 min. inkubiert. Die DNA wurde direkt mit einer Pipettenspitze aufgewickelt
(Targeting-Konstrukte wurden grundsétzlich so isoliert) oder bei ca. 16000 g, 4°C fiir 15-30
min pelletiert. Die DNA wurde mit 70% kaltem Athanol gewaschen. Durch Inkubation bei
50°C fiir ca. 10 min wurden Athanolreste vollstindig verdampft. AnschlieBend wurde die
DNA im gewiinschten Puffer (z.B. TE-Puffer) oder einfach im Wasser aufgenommen und
resuspendiert.

Alternativ wurde die DNA mittels Isopropanol (1xVolumen) ausgefillt. Die DNA wurde
direkt mit einer Pipettenspitze gefischt oder bei ca. 16000 g fiir 15-30 min pelletiert. Durch
Inkubation bei 50°C fiir ca. 10 min wurden Isopropanolreste vollstindig entfernt.
Anschliefend wurde die DNA im gewiinschten Puffer oder im Wasser aufgenommen und

resuspendiert.

2.2.1.11. Agarosegele

Fiir Southernblot wurden 0,7-0,8% Agarosegele mit 1 x TBE-Puffer hergestellt und als
Laufpuffer 1 x TBE eingesetzt. Fiir alle anderen Zwecke (DNA-Restriktions-Analyse; DNA-
Extraktion, etc) wurden 0,7-2% Agarosegele mit 1 x TAE-Puffer hergestellt und als
Laufpuffer 1 x TAE eingesetzt.

50 x TAE:

242 g Tris base

57,1 ml 100% Essigsédure (Eisessig)
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

Auf 1 Liter bidest. H,O auffiillen.

5 x TBE-Puffer:

54 g Tris-Base

27,5 g Borsédure

20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

auf 1 L mit bidest. H,O auffiillen.
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2.2.1.12. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach Agarose-Gelelektrophorese wurde das gewiinschte DNA-Fragment unter schwachem
UV-Licht mit Hilfe eines Skalpells herausgeschnitten. Das Ausschneiden erfolgte schnell, um
UV-induzierte DNA-Schidden zu vermeiden. Die Isolierung der DNA erfolgte mit Hilfe des
QIAEX II Gel-Extraction-Kits (Qiagen) fiir grole Fragmente (ab ca. 6 kb) oder des QIAquick
Gel-Extraction-Kits (Qiagen) fiir DNA-Fragmente unter 5 kb. Die Extraktion wurde nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.1.13. Southernblot-Analyse

Restriktionsverdau genomischer DNA:

3-9 pg genomische DNA (z.B. aus ES-Zellen oder Mausschwanz) wurden mit dem
entsprechenden Enzym tiber Nacht verdaut (es wurden 2-3 U Enzym / 1ug DNA eingesetzt).

Der Restriktionsansatz wurde in ca. 40-60 pul Gesamtsvolumen durchgefiihrt.

Gelelektrophoretische Auftrennung:

Die DNA-Proben wurden mit Probenpuffer versetzt und auf einem 0,7-0,8 % TBE-
Agarosegel (mit ca. 1 pg/ml Ethidiumbromid) aufgetragen und in 1 x TBE-Laufpuffer bei 20-
40 Volt (je nach GelgroBe) tiber Nacht oder bei 80 Volt fiir ca. 6-8h aufgetrennt. Zur
GroBenbestimmung der DNA-Fragmente wurde ein geeigneter Grofenstandard zusdtzlich
auftragen. AnschlieBend wurde das Gel mit einem angelegten Lineal (um eine spéitere

GroBenbestimmung der Banden zu ermdglichen) unter UV-Licht photographiert.

Gelbehandlung vor dem Bloten:

Das Gel wurde fiir ca. 45 min in einer Depurinierungslosung unter leichtem Schwenken
inkubiert (bis die blaue Farbe des Ladepuffers gelb wurde). Dann wurde kurz mit bidest. H,O
gewaschen und anschlieffend in einer Denaturierungslosung fiir ca. 45 min unter Schwenken
inkubiert, bis der Probenpuffer wieder blau war. Das Gel wurde erneut kurz in kurz in bidest.
H,0 gewaschen. AnschlieBend in einer Neutralisierungslosung (siche Zusammensetzung am
Ende dieses Kapitels) unter Schwenken fiir ca. 45 min inkubiert. Das Gel wurde dann in

bidest. H,O gewaschen und in 20 x SSC fiir 10 min inkubiert.

Kapillar-Transfer von DNA (Southernblot)

Positiv geladene Nylonmembran und Whatmann 3 MM Papiere wurden auf die Gro3e des

Gels angepasst und mit 20 x SSC (Blotting-Puffer) fiir mindestens 10 min zum Aquilibrieren
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inkubiert. Eines der 3 unteren Whatmann-Papierlagen muf3 lianger sein, damit sie in den
Puffertank eintaucht (sieche Abbildung 2.1.).

Der Autbau der Kapillar-Blot-Apparatur ist in der Abbildung 2.1. Drei Lagen mit Blotting-
Puffer (20 x SSC) angefeuchtetes Whatmann Papier wurde auf eine Glasplatte aufgelegt,
wobei das unterste Blatt Kontakt zu einem 20 x SSC-Ldsungsreservoir hat und so als eine
Briicke wurde. Durch Rollen mit einer Glaspipette auf den Papier-Lagen wurden Luftblasen
entfernt. Das vorbereitete Agarosegel wurde mit den Taschendffnungen nach unten (also
umgedreht), luftblasenfrei auf den Papierstapel aufgelegt (dies erleichtert DNA-Transfer, da
die DNA auf der Gelunterseite angereichert ist). Die dquilibrierte Nylonmembran wurde dann
auf das Gel luftblasenfrei aufgelegt. AnschlieBend wurden weitere drei mit 20 x SSC
angefeuchtete Lagen Whatmann Papier auf die Membran aufgelegt, und mit einer Glaspipette
die Luftblasen entfernt. Insgesamt wurde eine Schicht von 7 cm Papierhandtiicher auf das
Whatmann-Papier zum Fliissigkeitsaufsaugen aufgelegt. Der Saugstapel wurde mit einer
Glasplatte und einem Gewicht von ca. 250-500g beschwert. Der Transfer der DNA auf die
Nylonmembran erfolgte iiber einen Zeitraum von ca. §-20 h.

Nach dem Transfer wurde die Nylonmembran kurz durch leichtes Schwenken in 6 x SSC
gewaschen und anschlieend fiir mindestens 15 min bei RT luftgetrocknet.

Die irreversible Vernetzung der DNA auf die Nylonmembran geschah durch UV-Bestrahlung
der Membran fiir ca. 30-50 s induziert. Die Membran wurde bis zur Verwendung bei RT

dunkel gelagert werden.

Depurinierungslosung:

0,2 M HCI (500 ml bidest. H;O + 8 ml 37% HCI).

20 x SSC (pH 7,0):

3 M NaCl (175,3 g); 0,3 M Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (88,2 g), auf 1 L mit bed. H,O
auffiillen, pH stellt sich selbst auf ca. 7,2.

Denaturierungslosung:

0,5 M NaOH (20 g); 1,5 M NaCl (87,6 g) auf 1 L mit bidest. H,O auffiillen.
Neutralisierungslosung (pH 7,2):

0,5 M Tris-HCI (60,5 g); 1,5 M NacCl (87,6 g); auf 900 mL bidest. H,O auffiillen, ca. 36 ml

37 % HCI sind nétig, um auf pH 7,2 einzustellen, anschliefend auf 1 L mit bidest. H,O
aufgefiillt.
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ca.250-500 g
Gewicht
S #»lasplatte
#Ca. 7 cm hohes Sangpapier
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£

E. Ij #Feuchte3 Lagen Whatmann Papier.
/ Erstes Papier in das Puffer eingetaucht.
/ /\ Dient als Briicke.

Blotting-Puffer
\ // / \‘ »Glasplatte

Abbildung 2.1. Aufbau der Kapillar-Blot-Apparatur (Siche Beschreibung im Text). Die unterste Lage
Whatmann Papier ist ldnger und taucht in den Puffertank ein.

2.2.1.14. Herstellung radioaktiv markierter Sonden

Die Herstellung radioaktiv markierter Sonden wurde mit dem HexalLabel&trade DNA
Labeling Kit (Fermentas, Artikelnr. K0611 bzw. K0612) durchgefiihrt.

100 ng des zu markierenden ca. 400-650 bp DNA-Fragment (z.B. gereinigtes PCR-Produkt)
wurden mit 10 pl 5x ,,Reaction Buffer gemixt und auf 40 ul mit bidest. Wasser aufgefiillt.
Dann wurde die Probe bei 95 °C fiir ca. 5-10 min inkubiert und anschlieBend auf Eis fiir 5-10
min inkubiert. Alle weiteren Schritte wurden bei 0°C (Eisbad) durchgefiihrt. Danach wurden
3 ul MixA (dNTP Mix ohne dATP) zugegeben fFalls radioaktiv markiertes dCTP verwendet
wurde, so wurde MixC (dNTP Mix ohne dCTP) eingesetzt). AnschlieBend wurde zu der
Probe 6 pl a-2P-dATP (250 uCi/ 9,25 MBq) und 1 pl Klenow Fragment (5 U) zugegeben,;
und fiir ca. 10 s gut gemischt, in vorgekiihlter Zentrifuge (4 °C) kurz zentrifugiert und fiir 10-
13 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 1 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0) gestoppt.
Falls die Sonden-DNA nicht sofort verwendet wurde, konnte sie bei -20°C gelagert werden.
Der Reaktionsansatz wurde zuerst bei 95-100°C fiir 5 min, dann direkt auf Eis fiir ca. 5 min
inkubiert. Die Sonde wurde auf die (blockierten) pra-hybridisierten Membran gegeben. In der
Regel wurde die Hilfte der so bereiteten Sonde fiir eine Membran der GroBle 10 x 20 cm

eingesetzt.
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2.2.1.15. Hybridisierung radioaktiv markierter Sonden auf Membranen

Nach dem Transfer der DNA auf die Nylonmembran (Southernblot), wurde die Membran in
ein Hybridisierung-Glasréhrchen (260x40mm, Amersham) eingelegt und 15 ml
Hybridisierungslosung (die 100 pg/ml frisch denaturierte, einzelstrangige Heringssperma-
DNA enthilt) zugegeben und eine Stunde bei 42°C unter Rotationsmischung inkubiert.
AnschlieBend wurde die radioaktiv markierte Sonde zugegeben (die Sonde wurde kurz vorher
durch Inkbation fiir 5 min bei 95°C denaturiert) und mindestens 16 Stunde (iiber Nacht) bei
42°C unter Rotation mit der Filtermembran inkubiert.

Danach wurde die Hybridisierungslosung entfernt und die Membran zweimal mit
Waschpuffer 1 (2 x SSC, 0.1%SDS) fiir jeweils 10 min gewaschen. AnschlieBend wurde die
Membran mit Waschpuffer 2 (0.5 x SSC, 0.4 % SDS) fiir jeweils 20 min bei 70°C gewaschen.
Die Membran wurde auf Whatmann-Papier getrocknet und in eine Durchsichtfolie
eingepackt. Die radioaktiven Signale wurden mittels des Fuji Film Scanner FLA-3000
detektiert und mit der Aida Image Analyser v.4.00 software analysiert. Danach wurde die
Membran zwischen Intensivierschirme bei -80°C mit Rontgenfilm fiir 2-5 Tage je nach Stérke

des Signals exponiert.

Heringssperma-DNA (SERVA):

wurde in Wasser zu einer Konzentration von 10 mg/ml gelost, aliquotiert und bei —20 °C
gelagert. Vor Gebrauch wurde sie bei 95-100°C fiir 5-10 min denaturiert und sofort auf Eis
fiir 5 min inkubiert.

100x Denhardt’s Reagenz:

10 g Ficoll 400 2 % Ficoll 400
10 g Polyvinylpyrrolidon K30 2% Polyvinylpyrrolidon
10 g Rinderserumalbumin (BSA) 2 % Rinderserumalbumin

Hybridisierungslosung:

Menge/Volumen Endkonzentration:

72 ml Formamid 50 % Formamid
36 ml 20 x SSC 5x SSC

1.5 ml IM Tris-HCl pH 7.5 10 mM Tris-HCl
1.5 g SDS 1 % SDS

1,5 ml 100 x Denhardts 5 x Denhardts

30 ml 50 % Dextransulfat (Pharmacia) 10 % Dextransulfat
auf 150 ml mit bidest. H,O auffiillen.
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2.2.1.16. Bakterienkolonie-Hybridisierung

Zur Identifizierung von Bakterienkolonien, die ein bestimmtes kloniertes DNA-Fragments
enthalten, wurde die Bakterienkolonie-Hybridisierung durchgefiihrt. Die Agarplatten sollten
vorher bei 4°C gekiihlt werden. Membran und Agarplatte werden so markiert, dass eine
spétere Identifizierung und Zuriickverfolgung der positiven Kolonien auf der Platte mdglich
ist (am besten 2-3 asymmetrische Markierungen!).

Nylonmembran (positiv geladen) mit der PorengroéB3e 0,45 um und Durchmesser von 87 mm
(Schleicher&Schuell) wurde auf die Agarplatte mit den Bakterienkolonien vorsichtig
aufgelegt. Die Bakterien der Kolonien wurden durch Kontakt mit der Membran iibertragen.
Die Agarplatte wurde danach fiir einige Stunden bei 37°C inkubiert, um Nachwachsen der
Kolonien zu ermoglichen.

Die Nylonmembran mit den {ibertragenen Kolonien wurde wie folgt behandelt:

Zur Lyse der Bakterien und Freisetzung der DNA wurden zwei Whatman-Filter passend
geschnitten und in 10% SDS getréinkt; {iberschiissige Fliissigkeit und Luftblasen wurden mit
einer Glaspipette durch Rollen entfernt. Anschlieend wurde die Membran mit der Riickseite
auf mit 10% SDS angefeuchtetem Whatman-Filter gelegt und fiir ca. 10 min inkubiert.
Danach wurde die Membran auf einem trocknen Whatmann-Filter kurz gelegt. Zur
Denaturierung der frei gesetzten bakteriellen DNA wurden zwei Whatman-Filter in
Denaturierungslosung getrinkt; iiberschiissige Fliissigkeit und Luftblasen wurden entfernt.
AnschlieBend wurde die Membran mit der Riickseite auf dem angefeuchteten Whatman-
Papier fiir ca. 10 min inkubiert. Danach wurde die Membran auf einem Whatmann-Filter kurz
zum Trocknen inkubiert.

Zur Neutralisierung der Membran wurde dieselbe Prozedur wie oben, allerdings mit zwei in
Neutralisierungspuffer getrinkten Whatman-Papierstiicke, durchgefiirt.

Die Membran wurde danach auf einem 2xSSC-getrinktes Whatman-Filter tiberfiihrt und ca.
5-10 inkubiert, und anschlieBend auf einem Whatman-Filter bei RT fiir ca. 30 min getrocknet.
Die irreversible Vernetzung der DNA auf die Nylonmembran erfolgte durch UV-Bestrahlung
der Membran fiir ca. 30-50 s.

Die Nylonmembran konnte bis zu ihrer Hybridisierung mit der Sonde zwischen zwei
Whatman-Papierstiicke, in Alufolie eingewickelt und bei RT gelagert werden.

Die Herstellung der Sonde und ihre Hybridisierung auf der Membran sind in den Kapiteln

2.2.1.8.und 2.2.1.9. beschrieben.
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2.2.1.17. RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Gesamt-RNA aus Zellen wurde mithilfe des MasterPure RNA Purification Kit (Biozym) oder
RNAeasy Mini Kit (QIAGEN), nach Protokoll des Herstellers, isoliert. Zur Isolierung der
RNA aus den Geweben, wurden die Organe direkt nach deren Entnahme in RNAlater RNA
Stabilization Reagent (Qiagen) iiberfiihrt und bei -20°C (bis zu einem Monat gelagert).
Gesamt-RNA wurde aus den Geweben mithilfe des RNAeasy Mini Kit (QIAGEN) isoliert.
DNA-Kontamination wurde durch Behandlung der RNA mit der Baseline-Zero DNase
(Biozym) entfernt. Die RNA-Proben wurden bei -80°C gelagert.

cDNA wurde aus Gesamt-RNA mithilfe des RevertAidTM H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas, Protokoll des Herstellers) hergestellt. Je 1 pug Gesamt-RNA und
Oligo(dT)18-Primer wurden fiir die Reverse-Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion (RT-
PCR) eingesetzt. Als negative Kontrolle wurden RT-PCR-Ansdtze mit allen Komponenten,
auller der reversen Transkriptase, eingesetzt. Diese Kontrolle soll ausschlieen, dass die
amplifizierten Produkte aus DNA-Kontaminationen stammen. Jeweils 1 pl des cDNA-
Produkts wurde fiir eine folgende PCR eingesetzt. Als Kontrollgen wurde das Transkript fiir
hypoxanthine-guanine-phosphoribosyltransferase (HPRT) amplifiziert.

2.2.1.18. PCR (Polymerase-Kettenreaktion)
a. PCR zur Klonierung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmenten, die fiir Targeting-Konstrukte oder fiir Genexpression eingesetzt wurden,
wurden mittels Pfu-Polymerase gewonnen. Die Pfu-Polymerase (stammt aus Pyrococcus
furiosus) besitzt eine hohe Temperaturstabilitit (hoher z.B. als Tag-Polymerase), ihre
Halbwertszeit bei 95°C liegt bei ca. 12 Stunden. AuBerdem verfiigt sie iiber eine 3°-5’-
Exonuklease-Aktivitit, die eine Korrekturaktivitit erlaubt (Fehlerhdufigkeit liegt bei ca. 10
je eingebauter Base). Thre Amplifikationsprodukte besitzen deshalb keinen Baseniiberhang
wie Taq-generierte Produkte, sondern glatte Enden. Die Syntheserate von Pfu liegt bei ca. 550
Nukleotiden pro Minute (Cline J et al.1996 ; Miilhardt C., 2000).

Die PCR-Produkte wurden mittels PCR-Purification Kit (Qiagen) gereinigt und direkt liber
glatte Enden in die entsprechenden Vektoren ligiert. Fiir einfachere Klonierung der PCR-
Produkte, wurden die Primer mit Restriktionsschnittstellen und einen Uberhang von
mindestens 3 Basen (CGC oder ATA) entworfen. Die Uberhinge erlauben eine effizientere
Erkennung, Bindung und Spaltung der Schnittstellen durch die entsprechenden Enzyme. Die
amplifizierte DNA  wurde restringiert, gereinigt und {iber die passenden

Restriktionsschnittstellen in die gewiinschten Vektoren kloniert.
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PCR-Ansatz:

Template DNA I ng
Vorwirtsprimer 20 pmol
Riickwartsprimer 20 pmol

10 x Pfu-Puffer S5ul

Nukleotidmix (2 mM) 5 ul (0,2 mM)
Pfu-Polymerase 3 Units

Bidest. HO auf 50 ul aufgefiillt.

PCR-Bedingungen:

1 Zyklus: 95°C: 2 min
30-40 Zyklen: 95°C: 40 s

58-62°C: 20s

72°C ca. 2min 20 s / 1 kb-DNA
1 Zyklus: 72°C 10 min 1 Zyklus

b. Direkt PCR nach Bakteriolyse

Zur schnellen und einfachen Identifizierung von positiven Kolonien, die den Vektor mit der
gewiinschten Passagier-DNA enthalten, wurde die PCR direkt an Kolonielysaten
durchgefiihrt. Dafiir wurden spezifische Primer oder Vektor-Passagier-DNA-iibergreifende
Primer eingesetzt. Die Primer wurden so gewdhlt, dass Produkte der GroBe 300-600 bp
amplifiziert werden konnten.

Kleine Bakterienklonien wurden isoliert und in jeweils 50 pl LB-Medium mit
entsprechendem Antibiotikium bei 37 °C unter leichtem Schiitteln (ca. 145 rpm) fiir 1 Stunde
inkubiert. GroB3e Kolonien in 50 pl LB-Medium resuspendiert und direkt verwendet. Jeweils 1
ul aus jeder Bakteriensuspension wurde fiir PCR eingesetzt.

Fiir die PCR wurde der BioMix Red, welches Polymerase, Nukleotide und Puffer enthilt,

verwendet (Bioline).

PCR- Master-Mix fiir n Proben und 20 ul pro Ansatz:
2xBioMix Red: (n+1)x 10 ul  (z.B. fiir 10 Proben, 110 ml BioMix)

50mM MgCl,: (n+1) x 0,2 pl, um Endkonzentration von 2 mM zu erreichen.

Riickwirts-/Vorwirtsprimer: (n+1) x 10 pmol
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reines DMSO: (n+1) x 0,6 pl, um Endkonzentration von 3% zu erreichen.

H,O: (n+1) x auf 20 pl

Zu jeweils 19 pul des Master-Mix wurde 1 pl der Bakteriensuspension zugegeben.

PCR-Bedingungen:

1 Zyklus: 95°C: 1 min 50 s
40-50 Zyklen: 95°C: 40 s

55-60°C: 20s

72°C 30 s (ca. l min/ 1 kb-DNA)
1 Zyklus: 72°C 5 min

Die Proben wurden, ohne Zugabe vom Probenpuffer, direkt aufs Gel auftragen.

c. PCR aus genomischer DNA: Genotypisierung von Miusen

Zur Genotypisierung von Méusen, wurde die DNA aus Schwanzabschnitten der Mause
isoliert (sehe Abschnitt 2.2.1.6.) und 1 pl der DNA-L6sung fiir PCR eingesetzt. Die PCR-
Ansitze wurden wie bei der PCR an Bakterien (sehe oben) durchgefiihrt.

PCR-Bedingungen:

1 Zyklus: 95°C: I min 50 s
40 Zyklen:  95°C: 40 s
60°C: 20s
72°C 30s
1 Zyklus: 72°C 5 min

2.2.1.19. Sequenzierung

Die DNA wurde bei GATC Biotech AG, Konstanz; oder bei QIAGEN GmbH, Sequencing

Service, Hilden sequenziert.
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2.2.2. Kultur von Zelllinien und Transfektion
2.2.2.1. Kultivierung der HEK-293 und J774-Zellen

HEK-293 (Human embryonic kidney)-Zellen und J774A.1 murine Makrophagen wurden in
RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin (0,3 g/L), 10% FCS, 10 mM HEPES und Penicillin (100
U/ml) / Streptomycin (100 pg /ml) kultiviert. Geneticin (G418) resistente Zellen wurden im
selben Medium, welches zusitzlich 400 pg -1 mg / ml G418 enthielt, kultiviert.

Zur Uberfiihrung der Zellen, wurden sie mit Trypsin-Lésung (1x, Gibco, Invitrogen)
behandelt. Das Medium wurde entfernt und die Zellen durch Zugabe von sterilem PBS und
vorsichtiges Schwenken gewaschen. AnschlieBend wurde Trypsin zu den Zellen gegeben und
ca. 5 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 1-2 x Vol Kulturmedium (welches FCS
enthdlt) wurde Trypsin inaktiviert. Die abgeldsten Zellen wurden abzentrifugiert, der
Uberstand wurde abgenommen und die Zellen in Kulturmedium resuspendiert und dann in

frische Kulturschalen bzw. -Flaschen uiberfiihrt.

2.2.2.2. Transfektion der HEK-293 und J774-Zellen

Die Zellen wurden ein Tag vor der Transfektion auf 6 Well-Platten (ca. 3.10° Zellen / Well)
ausgesdt. Am néchsten Tag wurden die Zellen mithilfe des jetPEI Transfection Reagent
(Qbiogene Molecular Biology), nach dem Protokoll des Herstellers, transfiziert. Bei stabilen
Transfektionen wurde das Medium nach 24-28h gegen ein G418-haltiges Medium

ausgetauscht. Stabile Transfektanden waren nach 6 bis 8 Wochen selektioniert.

2.2.2.3. Lagerung der Zellen

Die Zellen (ca. 10°107) wurden in kaltem DMEM mit 20% FCS und 10% DMSO
aufgenommen, in spezielle Einfriergefd3e iiberfiihrt und fiir 15-30 min auf Eis inkubiert.
Anschlielend erfolgte die Lagerung bei —80°C. Nach einigen Wochen bis Monaten wurden
sie in fliissigen Stickstoff zur Langzeitlagerung tiberfiihrt.

Das Auftauen der Zellen erfolgte dagegen sehr schnell, um die toxische Wirkung von DMSO
zu verhindern. Die Zellen wurden sofort auf 37°C erwdrmt und mit vorgewdrmtem

Kulturmedium gewaschen. AnschlieBend wurden sie in das entsprechende Kulturmedium

uberfiihrt und bei 37°C kultiviert.
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2.2.3. Generierung der IL-10-Reporterméuse
2.2.3.1. Isolierung und Behandlung von embryonalen Mausfibroblasten

Murine embryonale Fibroblasten (MEF) wurden als Nihrzellen fiir die Kultivierung der
embryonalen Stamm (ES)-Zellen verwendet. MEF exprimieren ein membranstindiges LIF
(Leukemia inhibitory factor), welches die Differenzierung der ES-Zellen inhibiert. Vor deren
Einsatz wurden bei 5000 R, 300 kV und 12 mA fiir 5 min gamma (y)-bestrahlt, um sie anti-
mitotisch gemacht.

Die MEF wurden aus C57Bl/6J-Maiusen, die ein Neomycin-Resistenz-Transgen tragen,
isoliert. Dafiir wurden die Miuse verpaart und die Embryonen von den Weibchen am Tag
E13,5 unter sterilen Bedingungen entnommen. Das Mausfell wurde mit 70% Athanol
desinfiziert und der Bauch durch einen medianen Schnitt gedffnet. Die zwei Uteri wurden
vorsichtig entnommen und in Petrischalen mit PBS tiiberfiihrt. Die Embryonen wurden aus
den Uteri herauspripariert und in eine Petrischale mit PBS iiberfiihrt. Kopf, Herz und
Innereien der Embryonen wurden entnommen. Die Embryonenreste wurden in kleine Stiicke
geschnitten und in einem 50 ml Falcon-R6hrchen vereinigt. Nach Zugabe von 1 ml
Trypsin/EDTA-Losung pro Embryo wurden die Gewebestiicke mittels mehrfachem
Pipettieren durch eine 10 ml Pipette homogenisiert, dann wurden sie fiir 10 min bei 37°C
inkubiert. Die Prozedur wurde unter Verwendung einer 5 ml Glaspipette dann einer 2 ml
Plastikpipette wiederholt. AnschlieBend wurden 4 ml EF-Medium pro Embryo zugegeben.
Nach Sedimentation grolerer Gewebestlicke wurde die Zellsuspension abpipettiert und auf 10
cm-Zellkulturschalen in 10 ml EF-Medium ausplattiert (1 Schale pro Embryo) und kultiviert.
Nachdem die Zellen nach 1-2 Tagen einen Konfluenzgrad von 80-90% erreicht hatten,
wurden sie trypsiniert, 5 min bei 200g abzentrifugiert und auf 175 cm?-Zellkulturflaschen (1
Flasche pro Embryo) zur Expansion ausplattiert. Die Zellen wurden 1-2 Tage nach dem
Erreichen 100%-iger Konfluenz  weiterkultiviert, anschlieBend trypsinisiert und
abzentrifugiert. 10% von den Zellen wurden erneut in eine 175 cm’-Flasche kultiviert (zweite
Passage). Die restlichen 90% der Zellen wurden in 50 ml Falcon-Rdhrchen abzentrifugiert
und der Uberstand entfernt. Das Zellpellet wurde bei 5000 R/300 kV/12 mA fiir 5 min einer
Rontgenstrahlung ausgesetzt, um die Zellen mitotisch inaktiv zu machen. Anschlieend
wurde Einfriermedium auf die Zellen gegeben (3 ml pro 750 ml Zellkulturflasche),
resuspendiert und in 0,5 ml Aliquots eingefroren. Mit der zweiten Passage wurde ebenso

verfahren.
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EF-Medium
DMEM (komplementiert mit 4500 mg/ml Glucose und 1 mM Na-Pyruvat), 10% FCS.

Einfriermedium

70%; DMEM; 20% FCS; 10% DMSO

2.2.3.2. ES-Zellkultur

Die embryonale Stamm (ES)-Zellkultur bis zur Isolierung der DNA wurde nach dem
Protokoll Talts et al. (1999) durchgefiihrt. Die murinen embryonale Stammzellen (R1-Linie)
aus einer 129Sv Mauslinie wurden in Anwesenheit von mitotisch inaktivierten MEF im ES-
Medium (ohne G418) kultiviert. EF-Zellen unterdriicken die Differenzierung der ES-Zellen
durch die Expression des membranstindigen LIF (Leukemia inhibitory factor). Es wurde
zusitzlich 16sliches LIF ins Medium zugefiigt, um die Differenzierung noch effizienter zu
unterdriicken. Starke ES-Zell-Dichte fithrt auch zur Differenzierung der ES-Zellen.
Beginnende Differenzierung war durch zentrale, brdunliche Verfirbung der ES-Klone zu
erkennen. Daher wurden die Zellen rechtzeitig aufgeteilt, bevor sie eine kritische Zelldichte
erreichten (Zellkulturverdiinnung: 1:5 bis 1:7). Das ES-Medium wurde tidglich gewechselt.
Antibiotika wurden nicht verwendet. So konnten Mykoplasmen-Infektionen als Indikatoren
mikrobieller Kontaminationen frithzeitig nachgewiesen werden. Die ES-Zell-Passagen
wurden klein gehalten, um die Fahigkeit der Zellen zur Transmission in die Keimbahn zu

fordern.

ES-Medium

DMEM (komplementiert mit 4500 mg/ml Glucose und 1 mM Na-Pyruvat); 20% FCS; 0,1
mM B-Mercaptoethanol; nicht essentielle Aminosdauren (NEA); 1000 U/ml Leukemia
inhibitory factor (LIF); zur positiven Selektion 350-500 pg/ml G418 (und bei zusitzlicher
negativen Selektion 2 uM FIAU: 1-[2-deoxy-2-fluoro-8-darabinofuranosyl]-5-iodouracil).

2.2.3.3. Elektroporation der Targeting-Konstrukte in ES-Zellen

Vor der Elektroporation in ES-Zellen, wurden die Plasmid-Konstrukte linearisiert. Dafiir
wurde eine Schnittstelle ausgewdhlt, die ausschlieBlich auBerhalb des Targeting-Konstrukts
liegt.

150 ng DNA des jeweiligen Targeting-Konstruktes wurden in einem Reaktionsvolumen von

400 -500 pl mit 300 U Restriktionsenzym (Xhol oder Ascl) iiber Nacht in einem Brutschrank

54



Material und Methoden

bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag wurden 150 U Enzym zugegeben und fiir 2-4 Stunden
weiter inkubiert. Die vollstindige Linearisierung der Konstrukte wurde durch
Gelelektrophorese von 5 pl des Ansatzes auf einem 0,8% Agarosegel iiberpriift. AnschlieSend
wurde die linearisierte DNA einer Phenol-Chloroform-Extraktion unterzogen (siche Kapitel
2.2.1.9.) und anschlieBend mit Athanol ausgefillt (siche Kapitel 2.2.1.10.). Die DNA wurde
isoliert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefd mit 70% Athanol iiberfiihrt und so bei -20°C bis zur
Elektroporation autbewahrt. Fiir die Elektroporation wurden 80-100 pg DNA eingesetzt. Die
in 70%-Athanol gelagerte DNA wurde abzentrifugiert, unter sterilen Bedingungen
luftgetrocknet, in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl mit Schraubdeckel in 700 ul PBS
aufgenommen und 10-15 min auf einen Heizblock bei 37°C unter leichtem Schiitteln
inkubiert, bis die DNA aufgeldst war.

Die ES-Zellen wurden mit PBS gewaschen und 5-10 min bei 37°C trypsiniert. 10 ml ES-
Medium wurde zugegeben und die ES-Zellen wurden resuspendiert und in ein 15 ml-Falcon-
Reaktionsgefal3 tiberfiihrt. Nach Bestimmung der Gesamtzellzahl in einer Neubauerkammer
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. 4x10’ Zellen wurden erneut abzentrifugiert,
in 700 pl DNA-haltigem PBS resuspendiert und in eine Elektroporationskiivette {iberfiihrt.
Die Elektroporation erfolgte bei 0,8 kV, 3 uF und RT. Der Widersand der eingesetzten
Zellsuspension, der durch die Zeitkonstante erfasst wird, betrug 0,04-0,1 Millisekunden (die
Zeitkonstante einer Reaktion entspricht jener Zeit in Millisekunden, die nach einem
elektrischen Puls bis zum Abfall der Spannung auf 37% des urspriinglichen Wertes
verstreicht, sie stellt einen Parameter fiir die Effizienz der Elektroporation dar). Anschlie3end
wurden die Zellen auf acht 10cm-Schalen ausplattiert und fiir 24 h ohne Antibiotikum

kultiviert.

2.2.3.4. Selektion und Isolieren G418-resistenter ES-Klone

24 h nach der Elektroporation wurde das Medium durch G418-haltiges ES-Medium (0,35 bis
0,5 mg/ml) ausgetauscht, um die Selektion und klonale Expansion Antibiotikum-resistenter
ES-Zellen zu ermdglichen. Fiir Negativselektion mittels Thymidinkinase wurden 48 h nach
der Elektroporation zusdtzlich 2 uM FIAU (1-[2-deoxy-2-fluoro-8-darabinofuranosyl]-5-
iodouracil) im Medium zugefiigt. Das Medium wurde jeden Tag gewechselt. Nach
Heranwachsen der ES-Kolonien (ab Tag 6-7 nach der Elektroporation) wurde mit dem
Isolieren der ES-Klone begonnen. Mittelgrofle ES-Klone ohne braunliche Verfiarbung wurden
mit einer 200 pl Pipette isoliert. Die isolierten ES-Klone wurden in 150 pl Trypsin/EDTA-
Losung pro Well (96-Well Platte) tiberfiihrt und 5 min bei 37°C trypsiniert. 150 pl ES-
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Medium wurde zugefiigt, die Zellen resuspendiert und in eine 24-Well Platte auf zuvor
ausplattierte Néhrzellen transferiert. 24 Kolonien je Durchlauf wurden isoliert, trypsiniert und
anschlieBend transferiert. Insgesamt wurden so 240 bis 720 ES-Klone pro Targeting-
Konstrukt inerhalb von 2 bis 3 Tagen gewonnen. Nach einmaligem Medienwechsel 24 h nach
dem Isolieren wurden die Zellen fiir 2-5 Tage kultiviert bzw. bis sich das Medium gelb zu

verfarben begann.

2.2.3.5. Einfrieren der G418-resistenten ES-Klone

Die Hilfte von jedem selektionierten ES-Klon wurde eingefroren und die andere Hélfte zur
Genotypisierung weiter expandiert. Es wurden jeweils die ES-Klone einer kompleten 24-
Well-Platte eingefroren, auch wenn sie nicht gleichmissig gewachsen waren. Dazu wurde
Medium aus den Napf abgesaugt, 120 pl Trypsin/EDTA pro Well zugegeben und 5 min bei
37°C inkubiert. AnschlieBend wurde jeweils 1 ml Einfriermedium zugegeben, 0,7 ml der ES-
Zellsuspension wurden in ein Einfrierrorchen transferiert und sofort auf Trockeneis
eingefroren. Anschlieend wurden die Néapfe mit der restlichen ES-Zellsupension mit je 1,5-2
ml ES-LIF"*Medium (mit der Hlfte der LIF-Konzentration: 500 U/ml) aufgefiillt. Das grofie
Mediumvolumen verdiinnt DMSO und miniminiert damit seinen toxischen Effekt. Nach den
die ES-Zellen adhériert haben (frithenstens nach 6 h und spétestens nach ca. 20 h), wurde das
Medium abgenommen und 1 ml frisches ES-LIF'"*Medium zugegeben. Die Zellen wurden

kultiviert bis das Medium leuchtend gelb wurde (dies wurde nach 2-4 Tagen erreicht).

Einfriermedium

70%; DMEM; 20% FCS; 10% DMSO

2.2.3.6. DNA-Priparation aus ES-Klonen

Népfen mit leuchtend-gelbem Kulturmedium wurden abgesaugt und mit 0,5 ml Lysepuffer
versetzt. Die ES-Zellen wurden dann weiter im Inkubator (bei 37°C) belassen. Die Prozedur
wurde durchgefiihrt bis in allen Néipfen einer Platte das Medium mit Lysepuffer ausgetauscht
war. Nach dem letzten Wechsel, wurde die Platte noch ein letztes Mal fir 8-24 Stunden bei
37°C inkubiert. AnschlieBend wurde 0,5 ml Isopropanol zugegeben und bei RT fiir
mindestens 3h auf einem Schiittler bei 300 rpm inkubiert, bis die DNA-Féden sichtbar wurde.
DNA wurde mit einer Pipettenspitze aufgerollt, in ein Eppendorfgefal mit TE-Puffer (ca. 150
ul) iiberfithrt und zur vollstindigen Auflosung liber Nacht bei 55°C inkubiert. Die DNA
wurde bei RT gelagert.
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2.2.3.7. I1dentifizierung homolog-rekombinanter ES-Zell-Klone

Die Identifizierung von ES-Zell Klonen mit homolog-rekombinanter Integration der
Targeting-Konstrukte erfolgte mittels Southernblot Analyse (sieche Abschnitt 2.2.1.13. bis
2.2.1.15.). 30-40 pl der DNA-Probe wurden fiir Southernblot-Analyse eingesetzt. Die Lage
der (externen und internen) Sonden sowie die Restriktionsstellen der verwendeten Enzyme
sind im Ergebnisteil, in den entsprechenden Abbildungen dargestellt.

Positive Klone mit anndhernd gleicher Signalstirke vom Wildtyp (WT)- und rekombinanten

Allel wurden noch einmal zur Kontrolle charakterisiert.

2.2.3.8. Blastozysten-Injektion, -Transfer und Verpaarungsschema

Die als endgiiltig positiv definierten ES-Klone wurden aufgetaut, expandiert (mit téglichem
ES-Medium-Wechsel) und mindestens vier Aliqouts davon wieder eingefroren. Der Rest
wurde fiir die Blastozysten-Injektion vorbereitet. Die ES-Zellen wurden trypsiniert und
zweimal in ES-Medium gewaschen. 10% der Suspension wurden erneut in ES-Medium
gewaschen, der Uberstand nach Zentrifugation bis auf 100-200 pl abgesaugt, die Zellen durch
leichtes Finger-Schnippen am Rohrchen resuspendiert und bis zur Injektion auf Eis
aufbewahrt. Es wurden 10-20 ES-Zellen pro Blastozyste injiziert. Die Mikroinjektion der ES-
Zellen in Blastozysten sowie der Blastozysten-Transfer in Scheinschwangere Miuse wurden
von einer Service-Einheit des Max-Planck-Institutes fiir Biochemie, Martinsried,
durchgefiihrt. Die verwendeten ES-Zellen (R1 ES-Zellen) wurden aus einer 129Sv Mauslinie
isoliert. Diese Méuse haben durch das Tragen des dominanten agouti-Gens braune Fellfarbe.
Die Blastozysten wurden aus C57Bl/6-Mauslinie isoliert. C57B1/6J-Miduse haben eine
schwarze Fellfarbe. Die verdnderten Blastozysten (5 bis 10 Stiick) wurden dann in den Uterus
scheinschwangerer CD-1-Mause (Albinos) implantiert. Bei den Nachkommen dieser Miuse,
die Fellchimaritit (Mischung aus brau und schwarz) zeigten, waren die mutierten ES-Zellen
und Wildtyp-ES-Zellen beteiligt. Der Grad des Chimédrismus der Nachkommen lag von 50-
60% bei gleichmiBiger schwarz-brauner Streifung bis hin zu 90-100% bei ausschlielich
brauner erkennbarer Fellfarbe. Ob die manipulierten ES-Zellen auch an der Bildung der
Keimzellen beteiligt waren (Keinbahn-Transmission der Transgens sattgefunden hat), liel3
sich durch Riickkreuzung der chiméren Méuse (am besten die 90-100% braune Méuse) mit
C57B1/6J-Miuse oder ihre Kreuzung unter sich ermitteln. Die chimiren Nachkommen aus
diesen Kreuzungen bekamen eine Ohrmarkierung (mit einer Zahl) und wurden genotypisiert,
um die Integration des Targeting-Konstrukts in den IL-10-Lokus zu priifen. Diese

keimbahnchimiren Tiere (F1-Generation) waren der Ausgangspunkt fiir die Etablierung der
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transgenen Mauslinien. Die Deletion der Neomycin (Neo)-Kassette erfolgte durch die
Verpaarung der transgenen Miuse mit FLP- oder Cre-Rekombinase exprimierenden Méusen.
Fiir alle im Rahmen der Arbeit durchgefiihrten Analysen wurden Tiere mit gemischtem

genetischem Hintergrund (129Sv / C57B1/6J) verwendet.

2.2.3.9. Genotypisierung der Mausen

Die Genotypisierung von Méusen erfolgte analog zu der von ES-Zellen (s. oben). Die Tiere
der F1-Generation wurden mittels Southern-blot (externe Sonde) (sieche Abschnitt 2.2.1.13.
bis 2.2.1.15.) und PCR genotypisiert, um die Zuverlissigkeit der PCR zu testen. Die weiteren
Nachkommen wurden nur noch mittels PCR genotypisiert.

Zur Gewinnung der DNA wurde den Tieren im Alter von 4-5 Wochen nach der
Ohrmarkierung ein etwa 3-10 mm langes Stiick von der Schwanzspitze abgeschnitten. Die
Ohrmarkierung und Schwanzspitzen-Biopsien wurden von den Tierpflegern des Tierhauses
am Max von Pettenkofer Instituts durchgefiihrt. Die Isolierung der DNA aus den
Mausschwiénzen erfolgte wie im Abschnitt 2.2.1.6. beschrieben und die Typisierung mittels
PCR wurde wie im Abschnitt 2.2.1.18. durchgefiihrt. Die Primer zur Genotypisierung der
Mause sind im Materialteil (Abschnitt 2.1.6.) aufgelistet. Die Primer wurden so entworfen,
dal} eine hohe Annealing-Temperatur gewahlt werden konnte. Dies verhinderte unspezifische
PCR-Produkte. Die erwarteten ProduktgroBen lagen zwischen 350 und 700 bp. Die PCR-
Bedingungen fiir alle Reporter-Méuse waren wie folgt:

PCR-Bedingungen:

1 Zyklus: 95°C: I min 50 s
40 Zyklen:  95°C: 40 s
60°C: 20s
72°C 30s
1 Zyklus: 72°C 5 min
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2.2.4. Zellbiologische und immunologische Methoden
2.2.4.1. Gewinnung von Peritonealmakrophagen

Um eine verstirkte Einwanderung von Makrophagen in das Peritoneum der Miause zu
induzieren, wurde eine Peritonitis (Bauchfellentziindung) durch intraperitoneale Injektion von
ImL 10%ige Proteose Peptone (Difco Laboratories, Detroit) in PBS erzeugt. Nach drei Tagen
wurden die Miuse getotet und die Peritonealmakrophagen mittels Peritoneallavage mit kaltem
10 ml PBS gewonnen. Die Zellen wurden bei 200 g, 4°C fiir 5 min abzentrifugiert, und in
RPMI 1640 mit 100 U/mL Penicillin, 100 pg/mL Streptomycin und 10 % FCS resuspendiert
und in 24-Well-Platten (5-10x10° Zellen/mL) ausgesit. Nach mindestens sechs Stunden
Inkubation bei 37 °C, wurden nicht-adhirente Zellen durch Medium-Wechsel entfernt. Die
verbleibenden sogenannte PPEMs (proteose peptone- elicited macrophages) bestanden zu

iiber 90% aus Makrophagen.

2.2.4.2. Gewinnung von Makrophagen und DCs aus Knochenmark

Die Oberschenkelknochen von Hinter- und Vorderldufen wurden aus den Miausen prépariert
und von Geweberesten befreit. Ein Knochenende wurde unter sterilen Bedingungen
abgeschnitten und das Knochenmark von 2-4 Femuren mit einer Injektionsnadel (0,45 um
Durschnesser) und 5 ml kaltem PBS pro Oberschenkelknochen ausgespiilt. Die Zellen wurden
abzentrifugiert, in M-CSF- oder GM-CSF-Medium resuspendiert und in Petrischalen
ausgesiht (5x10° pro Schale) und bei 37°C inkubiert.
GM-CSF konditioniertes Medium (DC-Medium) diente zur Differenzierung der
Knochenmarkzellen zu dendritischen Zellen (DCs) (Lutz et al. 1999), wihrend M-CSF
konditioniertes Medium (LCCM) zur Differenzierung der Knochenmarkzellen zu
Makrophagen fiihrte. Die Zusammenzetzung der Medien ist unten angegeben.
Fiir die Makrophagen-Differenzierung wurden nach ca. 12 h nicht-adhédrente Zellen leicht
vom Boden der Petrischalen mit Medium abgespiilt, in Falcontube {iberfiirht und bei 200g fiir
5 min bei RT abzentrifugiert. AnschlieBend wurden sie in M-CSF-DMEM resupendiert,
abgezdhlt und, je nach Versuchsvorhaben, wie folgt ausgesiht und bei 37°C weiter inkubiert:

5x10* Zellen pro Napf einer 48-Wellplatte in 500 ul Medium

5x10° Zellen pro Napf einer 24-Wellplatte in 1 ml Medium

2x10° Zellen pro Napf einer 6-Wellplatte in 2 ml Medium

5x10° Zellen pro 10 cm Petrischale in 10 ml Medium

59



Material und Methoden

Am dritten Tag wurde 1 x Volumen M-CSF-Medium der Kultur zugegeben. Nachdem die
Zellen am Tag 8 zu Makrophagen ausdifferenziert waren, wurde das Medium abgenommen,
die Zellen einmal mit DMEM, welches Penicillin/Streptomycin, aber kein LCCM und FCS
enthilt, gewaschen und im diesem FCS-/LCCM-freiem DMEM fiir weitere 24h inkubiert.

AnschlieBend wurden die Zellen fiir Versuche eingesetzt.

Fiir DC-Differenzierung wurde am dritten Tag 1 x Volumen GM-CSF-Medium der Kultur
zugegeben. Am sechsten Tag wurde die Hélfte des Mediums entnommen, bei 180g
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und frisches GM-CSF konditioniertes Medium dem
Zellpellet zugegeben. Die Zellen wurden sanft resuspendiert und in die Petrischalen
zuriickgegeben. Diese Prozedur wurde am achten Tag wiederholt. Nachdem die Zellen am
Tag 9 oder 10 ausdifferenziert waren, wurden die DCs sanft vom Boden der Petrischalen mit
Medium abgespiilt, in Falcontube {iberfiihrt und bei 200g fiir 5 min, RT abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt, die Zellen einmal mit DMEM, welches Penicillin/Streptomycin,
aber kein GM-CSF und FCS enthélt, gewaschen. Anschlieend wurden die DCs in DMEM
(ohne FCS und GM-CSF) resupendiert, abgezahlt und in gewiinschte Wellplatten (z.B. 1x10°

pro Napf einer 24-Wellplatte) ausgesdht und bei 37°C fiir 24h weiter inkubiert, bevor sie fiir

Versuche eingesetzt wurden.

DC-Medium:

DMEM (komplementiert: mit 1000mg/l Glucose; 2 mM L-Glutamine; 1 mM Pyruvate); 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin; 10% FCS; 15% Kulturiiberstand von GX3-
Zellen, die mit murinem GM-CSF-Gen transfiziert sind (GX3-GM-CSF); 50 uM 2-
Mercaptoethanol.

M-CSF-Medium:

DMEM (komplementiert: mit 1000mg/l Glucose; 2 mM L-Glutamine; 1 mM Pyruvate); 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin; 10% FCS; 15% Kulturiiberstand von 1L.929-
Zellen, (L929 cell conditioned medium: LCCM); 50 pM 2-Mercaptoethanol.

2.2.4.2. Priparation von Einzelzellsuspensionen aus der Milz

Die Milz wurde mit dem Stempel einer Einmalspritze unter PBS zuerst durch einen Zellsieb
der Porengrofle 70 um, dann durch einen Zellsieb der Porengrofle 40 pm passiert. Die Zellen
wurden flir 5 min bei 180g abzentrifugiert. Zur osmotischen Lyse von Erythrozyten wurde das
Zellpellet in 5 ml Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert. Nach

erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in PBS resuspendiert und mittels einer
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Neubauerkammer gezéhlt. Die Zellen wurden in DMEM (mit Penicillin/Streptomycin und
10%  FCS) fir  Stimulationsversuche  weiter  inkubiert  und/oder  durch

Immunfluoreszenzmarkierung im FACS analysiert.

2.2.4.3. Separation von T-Zellen aus Einzelzellsuspensionen der Milz

Die CD4-T-Zellen wurden mittels Magnetkugel-gekoppelten CD4-Antikorpern (CD4-AK),
(Miltenyi Bioscience) aus der Einzelzellsuspension der Milz isoliert. Die Isolierung wurde
nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die Milzzellsuspension wurde in PBS/1%
BSA/0.01% NaNj resuspendiert mit den Magnetkugel-gekoppelten CD4-AK fiir 15-30
Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen, in PBS/1% BSA/0.01%
NaNj resuspendiert und iiber Sdulen in einem Magnetischen Feld durchlaufen lassen. Die
CD4"-Zellen werden zuriickgehalten werden, wihrend alle anderen Zellen die Siule
ungehindert passieren und als Durchfluss austreten. Nach einem Waschschritt wurde die
Siule aus dem magnetischen Feld genommen und die angereicherten Zellen mithilfe eines
Spritzenstempels aus der Sdule gedriickt. Die Reinheit der Zellpopulation war in der Regel

grofer als 85 %.

2.2.4.4. Stimulierung der Zellen in vitro
a) Stimulierung mit PAMPs

Die Stimulierung der Zellen erfolgte in kleinem Volumen FCS-freiem Medium (DMEM/
Penicillin/Streptomycin). Die Zellen wurden fiir 48-Wellplatten in einem Volumen von 200 pl
Medium, fiir 24-Wellplatten in einem Volumen von 500 pl Medium oder fiir 6-Wellplatten in
1 ml Medium stimuliert.

Die Zellen wurden mit LPS (50-500 ng/ml); Zymosan (50ug/ml, entspricht ca. 10-20 Partikel
Zymosan/Zelle) oder mit Yersinia-LerV (5-9 pg/ml) stimuliert. Je 2 Ansidtze fiir jede
Stimulation und definierte Zeitdauer wurden durchgefiihrt.

Nach der Stimulation wurden die Kultur-Uberstinde fiir Cytokin-Bestimmung abgenommen
und bei -20°C gelagert, bzw. wurden die Zellen einer Immunfirbung oder einem Beta-
Lactamase-Assay unterzogen und in der DurchfluBzytometrie bzw. fluoreszenzaktivierter
Zellsorter (FACS: Fluorescence activated cell sorting) oder unter Fluoreszenz-Mikroskop
analysiert.

Es wurden eingesetzt: das LPS von Salmonella minnesota RES595 ultra pure (Alexia

Deutschland GmbH; catalognr. 581-008-L002), Zymosan aus Saccharomyces cerevisae
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(Molecular Probes, catnr. Z2849) und LcrV von Y. enterocolitica O:8 (Max von Pettenkofer
Institut, Sing et al. 2002a).

b) Stimulierung mit dem Superagonisten D665

Stimulierung der gesamten Milzzellen in vitro:

Milzzellen (1x10°) wurden in 6 Wellplatten mit 1ml RPMI-Medium (mit 2mM L-glutamine,
10% FCS, 10mM Hepes, Penicillin/Streptomycin, 50uM 2-Mercaptoethanol, 2U per ml 1L-2)
und 12,5-20,0 pug/ml des CD28-AK, D665 (Lin et al. 2003), inkubiert. Die Zellen wurden 2-3
Tage stimuliert. Die Zellkutur-Uberstinde wurden fiir Cytokinmessung abgenommen und bei
-20°C gelagert. Die Zellen wurden nach Immunfluoreszenzmarkierung im FACS analysiert.

Stimulierung von isolierten CD4-T-Zellen in vitro:

Eine 6-Wellplatte wurde iiber Nacht mit 1 ml Ziegen-g¢-Maus IgG (40ug/ml) bei 4°C
beschichtet. CD4-T-Zellen wurden in IgG-beschichteten Well-Platten (Je 1x10°/Napf) in 1ml
RPMI-Medium (mit 2mM L-glutamine, 10% FCS, 10mM Hepes, Penicillin/Streptomycin,
50uM 2-Mercaptoethanol, 2U per ml IL-2) inkubiert. Jeweils 12,5-20,0 ug/ml des CD28-AK,
D665, wurden zugefiigt. Die Zellen wurden 2-3 Tage stimuliert. Die Zellkutur-Uberstinde
wurden fiir Cytokinmessung abgenommen und bei -20°C gelagert. Die Zellen wurden im

FACS analysiert.

2.2.4.5. Immunfluoreszenzfirbung

Fiir Fluoreszenz-Mikroskopie wurden die Zellen auf Deckgldschen ausgesdht. Nach dem
Waschen der Zellen mit kaltem PBS wurden 0,25 pg CD16/32)/10° Zellen (Fc-Block)
zugegeben (Blockierung von FC-Rezeptoren) und 20 min bei 4°C inkubiert. Die Fc-Block-
Losung wurde entfernt und ohne Waschen der Zellen mit der Antikdrper-Farbung gestartet.
Antikorper gegen Zelldifferenzierungsantigene wurden 1:100 in PBS/3% BSA (fraction V)
verdiinnt und auf die Zellen gegeben und fiir mindestens 30 min inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen 3 x mit PBS/3% BSA gewaschen.

Fiir intrazelluldre Farbung wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Dazu wurden die
Zellen mit 3,7 % Formaldehyd fiir 10 min bei RT inkubiert. Dann folgte 2-3 x Waschen der
Zellen mit PBS/3%BSA. Zum Blockieren der tiberschiissigen Aldehydgruppen (verursachen
Hintergrundfluoreszenz) wurden die Zellen 20 min mit 50 mM NHA4CI inkubiert, und
anschlielend 2-3 x mit PBS/3% BSA gewaschen. Die Permeabilisierung der Zellen erfolgte
durch Inkubation der Zellen mit 0,1 % Saponin in PBS/3% BSA (ab hier als Wasch- und

Permeabilisierungs-Puffer) fiir 20 min. Die Farbung mit dem primédren AK (1:100 verdiinnt)
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gegen intrazelluldre Proteine, wie GFP, erfolgte in PBS/3% BSA/0,1% Saponin fiir 1-12h.
Die Zellen wurden mit dem Permeabilisierungs-Puffer 3 x gewaschen und anschlieend mit
dem sekunddren Antikdrper (z.B. FITC-konjugiert) fiir 30-60 min inkubiert. Anschlieend
wurden die Zellen 3 x gewaschen. Zur Férbung der DNA, die Zellen wurden mit 10 pg/ml

4'-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) in PBS fiir 2-5 min im Dunkeln inkubiert und
anschlieBend 2 x gewaschen. Die Deckglischen wurden mit Fluoprep-Tropfen auf
Objekttrager geklebt, mit Nagellack an den Réndern versiegelt und bei 4-8 °C im
Kiihlschrank  unter  Lichtabschluss  gelagert. Die  Auswertung erfolgte am

Fluoreszenzmikroskop.

2.2.4.6. Cytokinmessung mittels Cytometric Bead Array (CBA) Flex Set

Cytokinmessung in Fliissigkeiten (Serum, Zelliiberstand etc.) mithilfe des CBA Flex Set der
Firma BD Biosciences basiert auf dem Prinzip des Sandwich-ELISA. Allerdings sind die
Antikorper gegen die zu charakterisierenden Proteine (Cytokine) nicht auf einer Platte
immobilisiert, sondern an Kunststoffkugelchen (beads) gekoppelt. Diese binden spezifisch
ithre 16slichen Antigene (Cytokine), welche anschlieBend durch Immun-Fluoreszenzfarbung
quantifiziert werden (Abbildung 2.2.).

Die Vorteile des CBA sind: (1) mehrere Cytokine konnen in derselben Probe gemessen
werden; (2) da die Probe nicht fiir die Messung mehrerer Cytokine aufgeteilt werden muf}
(wie bei ELISA), reichen kleine Volumina (maximal 50 pl), um alle gewiinschten Cytokine
zu messen; (3) die Prozedur der Probenbereitung ist mit nur drei Pipettierschritten, nicht
zeitaufwendig (ca. 3,5 Stunden Dauer).

Die zu messenden Cytokine binden an ihre entsprechenden Kugelchen, welche jeweils eine
charakteristische Fluoreszenz aufweisen. Die Mikrokiigelchen sind mit capture-Antikorper
beschichtet, die jeweils spezifisch ein Cytokin erkennen und binden. Ein Reporter (Detektor)-
Antikdrper bindet anschlieBend an das auf der Kiigelchenoberfliche immobilisierte Cytokin.
Der Reporter-AK ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert. Die Kombination der Bead-
und Detektor-Farben bestimmt die Art des Cytokins. Durch Waschen werden ungebundene
Proteine und Reporter-AK entfernt (Abbildung 2.2.).

Fiir die Probenbereitung wurde anhand des Protokolls des Herstellers durchgefiihrt. Die
Messungen wurden mittels BD FACSArray™ Bioanalyzer am FACSCanto durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe der FACP Array software (BD Biosciences).
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Abbildung 2.2. CBA-Assay zur Cytokinmessung. Die Probe (Zelliiberstand oder Serum) werden mit den
Beads, an die jeweils ein AK gegen ein spezifisches Cytokin gekoppelt ist, fiir 1 Stunde bei RT im Dunkeln
inkubiert. AnschlieBend werden die Detektor-AK gegen die jeweiligen Cytokine zugegeben und fiir eine weitere
Stunde bei RT im Dunkeln inkubiert. 1 ml Waschpuffer wurde zugegeben und die Beads bei 200 g und RT fiir 5
min abzentrifugiert, der Uberstand wurde vorsichtig ausgeschiittet und die Beads in 300 pl Waschpuffer
resuspendiert. Die Beads wurden mittels BD FACSArray™ Bioanalyzer am FACSCanto bestimmt und die
Auswertung erfolgte mit Hilfe der FACP Array software (BD Biosciences).

2.2.4.7. B-Lactamase-Assay

Das Substrat fiir 8-Lactamase, CCF4-AM (Coumarin-Cephalosporin-Eluorescein (Typ 4)-
Acetoxymethyl), wurde von Invitrogen bezogen. CCF4-AM wurde in DMSO in einer
Stammldsung von 1 mM gelost, aliquotiert (20-40 pl Aliqouts) und bei -20°C licht geschiitzt
gelagert. Die Beladung der Zellen mit dem Substrat wurde nach dem Protokoll von Invitrogen
durchgefiihrt.

Die 6 X Substrate Loading Solution wurde vor Gebrauch frisch angesetzt (ist fiir ca. 12h
stabil): 6 ul CCF4-AM wurden zu 60 pl Solution B (100 mg /ml Pluronic-F127 surfactant in
DMSO, 0,1 % Acetic acid —Essigsdure-) zugegeben und gut gemischt; anschliefend wurden
934 ul Solution C (24% w/w PEG 400, 18% TR-40 in H,O) zugegeben und gut gemischt.

Fiir die Bestimmung der B-Lactamase-Aktivitét in Zellen (wie DCs und Makrophagen) wurde
Probenecid (siehe Bereitung der Stocklosung unten) in einer Endkonzentration von 2,5 mM

und die doppelte Menge an CCF4-AM (12 pl) zu der 6 X Substrate Loading Solution
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zugegeben. Probenecid ist ein Anionen-Inhibitor, welcher den Riicktransport von CCF4 aus
der Zelle inhibieren soll.

Aus der 6 X Substrate Loading Solution wurde durch Verdiinnung mit PBS 1 X Substrate
Loading Solution hergestellt.

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und in 1 X Substrate Loading Solution aufgenommen.
Wenn die Beladung in einem Eppendorf-Gefif3 stattfand, so wurden die Zellen im Substrat
resuspendiert. Es wurden 1 ml 1 X Substrate Loading Solution pro Well einer 6-Wellplatte
bzw. pro 1x10° Zellen zugegeben.

Die Zellen wurden 1 bis 2 Stunden bei RT, im Dunkeln und unter leichtem Schwenken
inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen und mit 3,7%
Formaldehyd fixiert. Falls die Farbung von Zelloberflichenantigenen folgen sollte, so wurden
die Zellen nicht fixiert. Fiir FC-Blokierung und Immunfirbung wurden Puffern mit 2,5 mM
Probenecid benutzt (siche Abschnitt 2.2.4.8). Die Zellen wurden im FACS Cyan ADP-LX
analysiert und mithilfe der FlowJo-8.4.6 Software (Tree Star Inc; San Carlos, CA, USA)
ausgewertet.

Fiir Analysen am Fluoreszenz-Mikroskop wurden die Deckgldschen (auf denen die Zellen
befanden) in Fluoprep-Tropfen auf Objekttrager geklebt, ca. 5-10 min bei 37°C getrocknet
und die Rénder mit Nagellack abgedichtet. Die Proben wurden bis ihrer Analyse bei 4°C
gelagert. Die Analyse der Lactamase Aktivitét erfolgte durch Anregung der Zellen bei 409
nm. Lactamase-Aktivitdt resultiert in eine Emission bei 447 nm (blau). Das Fehlen einer
Lactamase-Aktivitit zeigt sich an der Emission bei 520 nm (griin).

CCF4-AM bestehen aus zwei Fluorophoren: Hydroxycoumarin und Fluorescein, die iiber ein
Cephalosporin-Molekiil miteinander verbunden sind. Im intakten Substrat fiihrt die Anregung
von Coumarin (Donor) bei 409 nm zu einem Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET)
auf Flourescein (Akzeptor). Dadurch wird Flourescein angeregt und strahlt griines Licht aus
(detektierbar bei 520 nm). Die B-Lactamase katalysiert die Hydrolyse des Substrats, was zur
Trennung vom Donor (Coumarin) und Akzeptor (Flourescein) und damit zur Unterbrechung
des FRET fiihrt. Die Anregung des Donors (Coumarin) fiihrt dann zur Emission vom blauen
Licht (detektierbar bei 447 nm). Weitere Details zur Funktionsweise der B-Lactamase sind im

Abschnitt 3.3.2. aufgefiihrt.

Probenecid (ca. 180 mM) wurde wie folgt vorbereitet:

25g Brobenecid (Sigma, Kat No. P-8761; MW = 285.4) wurden in 219 mL einer 400 mM

NaOH-Losung resuspendiert und gut gemixt, anschlieBend wurden 219 mL eines 100 mM
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Natrium-Phosphat-Puffers (pH 8,0) zugegeben und der pH auf 8,0 mit 1 M HCI und/oder 1 M
NaOH eingestellt. Niederschlag wurde durch Mixen aufgeldst. 1 ml Aliquots wurden bei -
20°C gelagert.

2.2.4.8. Fluoreszenzaktivierter Zellsorter (FACS)-Analyse

Vor der Féarbung der Zellsuspension mit Antikdrpern gegen Oberflichenantigene
(Oberflachenmarker), wurden die Fc-Receptoren blockiert (siche Abschnitt 2.2.4.5.). Fiir die
Féarbungen gegen die Oberfldchenantigene wurden spezifische Antikdrper eingesetzt, die mit
FITC, PE oder PE-Texas Rot konjugiert waren. Die Antikoper und Fc-Blocker wurden in
PBS/1% BSA/0.01% NaN3 (PBA) verdiinnt. Die Antikdrper wurden 1:100 verdiinnt. Falls
die Fc-Rezeptorblockierung bzw. die Oberfahenfarbung nach der Beladung der Zellen mit
dem B-Lactamase-Substrat (2.2.4.6) erfolgen sollte, so wurde dem Puffer 2,5 mM Probenecid
zugefligt. Nach der Fc-Rezeptorblockierung wurden die Zellen bei 200g / 4°C fiir 5 min
abzentrifugiert, der Uberstand entfernt und die Antikorper-Losung zugegeben. Die Proben
wurden 30 min bei 4°C inkubiert und anschlieBend 2 x mit Waschpuffer (PBS/1%
BSA/0.01% NaN3 und ggf. 2,5 mM Probenezid) behandelt. Die Zellen wurden mit 3,7%
Formaldehyd/PBS fixiert, dann 2 x mit Waschpuffer gewaschen und anschliefend in
Waschpuffer aufgenommen und bis zu ihrer FACS-Analyse bei 4°C gelagert. Die
Auswertung erfolgte mithilfe der FlowJo-8.4.6 Software (Tree Star Inc; San Carlos, CA,
USA).
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2.2.5. Biochemische Methoden
2.2.5.1. Herstellung von Zelllysaten

Die Zellen wurden 1 x in PBS gewaschen und in kaltem Lyse-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH
7,4; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 2% Chaps or 1 % Triton X-100) aufgenommen und 30
min. auf Eis inkubiert. Fiir 1x10° Zellen wurden jeweils 100 pl Lyse-Puffer eingesetzt.
Unlosliches Material wurde bei 11000-16000 g / 4°C fir 10 min abzentrifugiert. Der
Uberstand (das Zelllysat) wurde in ein neues GefiB iiberfiihrt und bei —20°C gelagert.

2.2.5.2. Herstellung von Gewebelysaten

Je 50 mg Mausgewebe wurden in 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefa mit 1-1,5 ml kaltem RIPA-
Puffer/ Protease-Inhibitoren iiberfiihrt. Zu jedem Gefall wurde ein Stahlkiigelchen (Stainless
Steel Beads, 5 mm Durchmesser, Qiagen) zugegeben und die Organproben wurden 3 min in
einem Vibrator bei einer Amplitude von 90 (Retsch MM2000) durch Schiitteln homogenisiert.
Die Proben wurden auf Eis fiir 30 min inkubiert, anschlieBend bei 10000-14000g / 4°C fiir 30
min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Gefil iiberfiihrt, in fliissigem
Stickstoff schock-gefroren und bei -70°C gelagert.

Die Proteinmenge wurde mittels BCA Protein Assay Kit (Pierce) ermittelt.

RIPA-Puffer:

SDS: 0,1 %
Na-Deoxycholate 1 %
Triton X-100: 1 %
Tris-HCI (pH 8): 50 mM
NaCl: 150 mM
EDTA: 10 mM
NaF 20 mM

Unmittelbar vor Gebrauch wurde Protease-Inhibitor-Cocktail (Sigma, P8340) frisch

zugegeben.

2.2.5.3. Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den Zelllysaten wurde der BCA Protein Assay

Kit (Pierce) verwendet. Der Test wurde nach der Vorschrift des Herstellers durchgefiihrt.
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2.2.5.4. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) und Westernblotanalyse

Es wurde das diskontinuierliche Lammli-System mit Tris-Glycin-Puffern verwendet. Zwei
Gele mit unterschiedlichen pH-Werten wurden {ibereinander geschichtet: ein weitmaschiges
Sammelgel, das zur Konzentrierung der Proteine dient, und das engmaschige Trenngel, in
dem die Proteine schlieBlich getrennt werden. An der Grenzfliche beider Gele entsteht
zunichst eine elektrische Feldspannung.

Gleiche Proteinlysatmengen wurden mit 2 x Probenpuffer, der 7 % p-Mercaptoethanol
enthielt, versetzt und fiir mindestens 5-15 min bei 65°C geschiittelt. Die Proben wurden auf
ein 12 % SDS-PAGE aufgetragen und bei RT und einer konstanten Stromstirke von 20-40
mA aufgetrennt. Bis zum Erreichen des Trenngels wurde zundchst eine Stromstirke von 10-
20 mA eingesetzt. AnschlieBend wurde die Protein vom Gel auf eine 0,45 pm Nitrocellulose
Membran (Schleier und Schiill) mittels Westernblot transferiert. Die Membran wurde in 5 %
Milchpulver (in PBS und 0,1 % Tween 20) geblockt und anschlieBend mit dem priméren,
dann dem sekundéren Antikdrper angefarbt. Die Antikorper wurden 1:500 in PBS (mit 10%
FCS und 0,1 % Tween 20) verdiinnt. Die Membran wurde in 1xPBS, 0,1 % Tween 20

gewaschen.

Sammelgel (4 % Acrylamid ) 300 ml Stock:

39 ml 30 % (w / v) Arylamid, 0,8 % (w /v ) N, N ’-Methylenbisacrylamid

75 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

auf 300 ml mit H,O aufgefiillt und bei 4°C gelagert.

Vor Gebrauch 0,1 % SDS zugefiigt. Fiir die Katalyse der Polymerisation wurden 15 pl
TEMED (pro 10 ml) eingesetzt. Durch Zugabe von 50 pl 10 % APS wurde die
Polymerisierung gestartet.

Trenngel (12 % Acrylamid )

1,9 ml 30 % (w / v) Arylamid, 0,8 % (w /v ) N, N ’-Methylenbisacrylamid

1,3 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

49,2 ul 0,1 % SDS

2 ul TEMED

14 pl 10 % APS.

1,7 ml H,O

Diese Angaben gelten fiir ein kleines SDS-PAGE (Biorad-Minigelkammer)

2 x Proben puffer:

10 ml 10 % SDS, 10 ml 100 % Glycerol, 12,5 ml 0,5 M Tris (pH 6,8 ), 17,5 ml H,O,
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einige Kristalle Bromphenolblau.

Detektionslosung (ECL):

Kurz vor dem Gebrauch wurden die Detektionslosungen 1 und 2 im Verhiltnis 1:1 gemischt
und auf der Membranoberflache gleichmifBig verteilt (Schiitteln vermeiden)

benotigte Reagenzien:

Luminollésung: 250 mM Luminol (3-Aminophthalhydrazide bei Fluka) in DMSO

z.B: 0,44 g Luminol wurden in 10 ml DMSO aufgenommen (ca. 250mM) und in 1 ml
Aliquots bei -20°C gefroren (dunkelgehalten).

p-Cumarséureldsung: (p-Coumaric acid Luminol; bei Fluka): 90 mM in DMSO

0,15 g p-Cumarsdure wurden in 10 ml DMSO (90 mM) aufgenommen und 440 ul Aliquots
bei -20°C gefroren.

IM Tris-HCl pH 8,5 wurde steril filtriert.

30 % H,0, (Wasserstoffperoxid, Hydrogenperoxide)

Detektionsldsung 1: dunkel halten bei 4°C

70 ml H,O (autoklaviertes Seralwasser)

10 ml 1M Tris-HCI pH 8,5

1 ml Luminol (1 Aliquot, siche oben: benétigte Reagenzien)
0,44 ml p-Cumarsdure (1 Aliquot, siche oben)

auf 100 ml mit H,O auffiillen

Detektionsldsung 2: bei 4°C halten

70 ml H,O (autoklaviertes Seralwasser)
10 ml 1M Tris-HCI pH 8,5

60 pl H,0,

auf 100 ml mit H,O auffiillen.

2.2.5.5. Luciferase-Assay

Aus den verschiedenen Zelllinien wurde die gleiche Anzahl von Zellen in PBS gewaschen, in
Luciferase-Lyse-Puffer (Luc-Puffer) resuspendiert und auf Eis fiir 15-30 min inkubiert. Fiir
1x10° Zellen wurden jeweils 100 pl Luc-Puffer eingesetzt. Unldsliches Material wurde bei
11000-16000 g, bei 4°C fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Gefif
tiberfithrt und bei —20°C gelagert. Die Proteinmenge wurde mittels BCA Protein Assay Kit
(Pierce) bestimmt. Damit BSA die Bestimmung der Proteinkonzentration nicht beeintrachtigt,
wurde es erst nach der Proteinmessung zu einer Endkonzentration von 0,5% zu den Lysaten

zugegeben. Gleiche Proteinmengen (10-60 pg) wurden aus den unterschiedlichen Zelllinien in
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weile Mikrotiterplatte (fiir Luminometer) iiberfiihrt und das Volumen wurde mit Luc-
Puffer/0,5%BSA auf 50 oder 100 pl angepasst. 1 x Volumen Luciferase-Reagenz wurde auf
die Zelllysate zugegeben und die Chemilumineszenz wurde sofort mit Hilfe eines
MicroLumatPlus LB96V Microplate Luminometer (EG&G Berthold) gemessen. Von jeder
Zelllinie wurden drei Proben eingesetzt und die Versuche wurden mindestens dreimal

wiederholt.

Luciferase-Lyse-Buffer (Luc-Buffer):

80 mM K,HPO,; 20 mM KH;PO4; 2 mM EDTA; 1% Triton X-100; pH auf 7,8 mit 1 M KOH
eingestellt. DTT wurde frisch zugesetzt (Endkonzentration 1 mM).

Luciferase-Reagenz:

20 mM Tricine; 1,07 mM (MgCO3)sMg(OH),.5H,0; 0,1 mM EDTA; pH auf 7,8 mit 1 M HCI
eingestellt; 33,3 mM DTT; 270 mM Lis-Coenzyme A; 470 mM D-luciferin; 530 mM Mg-
ATP.
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2.2.5. Infektionsversuche
2.2.5.1. Kultivierung und Lagerung von Y. enterocolitica

Yersinia-Kulturen Ascarvierung wurden bei 27 °C in fliissigem LB-Medium unter Schiitteln,
oder auf CIN-Yersinia-Agarplatten (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland), kultiviert.

Zur Lagerung der Bakterien, wurden 100 ml LB-Medium mit Y. enterocolitica angeimpft und
tiber Nacht bei 27°C inkubiert. Die Bakterien wurden auf Eis fiir 10 min inkubiert, dann bei
4000 g fiir 10 min abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 10 ml LB-Medium/15%
Glycerin resuspendiert, in 1 ml Aligouts aufgeteilt und bei -80°C gelagert. Nach einem oder
mehreren Tagen, wurden aus dem Stock 100 pl entnommen und daraus Verdiinnungsreihen
auf CIN-Agarplatten ausplattiert und bei 27°C fiir 24-40 Stunden inkubiert. Die Anzahl der
Kolonien wurde gezdhlt und die CFU (colony forming units) pro 100 ul Yersinia-Probe
bestimmt. Die CFU der eingefrorenen Yersinia-Proben lag in der Regel unter der oben

beschriebenen Bedingung zwischen 1x10® und 1x10° pro 100 pl.

2.2.5.2. Infektion der Mause mit Y. enterocolitica

Ein Aliqout der tiefgefrorenen Y. enterocolitica-Proben wurde auf Eis aufgetaut, die
Bakterien bei 4°C und 4000g fiir 10 min abzentrifugiert und einmal mit kaltem PBS
gewaschen. Die Bakterien wurden mit PBS verdiinnt, um eine Konzentration von 1x10* bis
6x10* CFU pro 100 pl fiir intraperitoneale Infektion und 5-10x10* CFU pro 30 pl fiir orale
Infektion zu erreichen. Den Mausen wurden 100 pl der Yersinien-Suspension intraperitoneal
inokuliert. Bei der oralen Infektion wurde den Méusen 6 h vor Versuchbeginn das Futter
entzogen, um eine Storung der Resorption und Invasion der Erreger durch
Nahrungsbestandteile zu verhindern. Den Mausen wurde anschlieend die Infektionsdosis in
einer 30 ul PBS-Losung mit Hilfe einer Pipette verfiittert. Dazu wurde die Pipettenspitze
seitlich in den Mundraum eingefiihrt, sodass die Tiere selbstindig die Bakteriensuspension
trinken konnen. 2 h nach der oralen Applikation stand den Tieren wieder Futter zur
Verfiigung. Trinkwasser stand den Tieren die ganze Zeit zur Verfiigung. Die Méuse wurden
tiglich beobachtet. Am Ende des Infektionsversuchs wurden die Méuse getotet und die Milz
fiir Pridparation der Einzelzellsuspension (sehe Abschnitt 2.2.4.2.). Zur Bestimmung der
Anzahl der infizierenden Bakterien wurden Milz und Leber entnommen und wie im folgenden

Kapitel weiter verfahren.
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2.2.5.3. Bestimmung der Yersinienanzahl (cfu) in Milz und Leber

Nach Totung der infizierten Méiuse durch CO,- Inhalation wurden Milz und Leber
entnommen, in 2 ml Reaktionsgefd3e mit PBS iiberfiihrt und auf Eis gestellt. Zu jedem Organ
wurde ein Stahlkugelchen (Stainless Steel Beads, 5 mm Durchmesser, Qiagen) zugefiigt und
die Organproben 3 min lang in einem Vibrator bei einer Amplitude von 90 (Retsch MM2000)
geschiittelt. Die Organe wurden durch Scherkraft homogenisiert. Verdiinnungsreihen die
Organsuspension wurden auf CIN- Agarplatten ausplattiert und bei 27°C fiir 24 bis 40
Stunden inkubiert. Die Kolonien wurden gezdhlt, und die mittleren CFU-Werte aus den

verschiedenen Verdiinnungen fiir ein Organ ermittelt.
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3. Ergebnisse

3.1. Die IL10-EGFP-Reportermaus

Beim ersten Schritt fiir die Konstruktion einer IL-10 Reportermaus wurde das Reportergen
EGFP unmittelbar nach der 5’UTR und vor dem Start-Codon des Exonl im IL-10-Lokus
eingebaut. Ein Stop-Codon am Ende der EGFP-codierenden Sequenz soll dafiir sorgen, dass
die Translation von EGFP hier endet und kein EGFP-IL-10-Fusionsprotein entsteht.
Zusitzlich soll ein Polyadenylierungssignal (pA) aus dem Simianvirus (SV)40 zwischen der
EGFP-Sequenz und dem Exonl von IL-10 eingebaut werden, um einerseits die Transkription
hier zu beenden und andererseits die Expression von EGFP zu stabilisieren. Da hiermit die
IL-10-Expression unterbunden wird, soll nur mit etablierten heterozygoten IL-10-EGFP-
Maiusen gearbeitet werden, um die IL-10-Expression durch ein intaktes Allel zu sichern. Die
IL-10-exprimierenden Zellen sollen damit durch die Expression von EGFP markiert und
leicht detektierbar werden.

Die Integration von EGFP in die gewlinschte Stelle im IL-10-Lokus embryonaler
Stammzellen (ES) wird {iber einen Targeting-Vektor erreicht, welcher in die ES-Zellen durch
Elektroporation transfiziert wird. Wenn der Targeting-Vektor {iber ausreichend lange
homologe 5’- und 3’-IL10-Arme verfiigt, kann er iiber homologe Rekombination genau in
den Sequenz-Bereich integriert werden, zu dem die Arme Homologie aufweisen. Zur
Selektion der erfolgreich transfizierten ES-Zellen soll das Targeting-Konstrukt einen
Selektionsmarker  (z.B.  Neomycin-Kassette)  enthalten. Nach  Isolierung  und
Restriktionsspaltung der genomischen DNA G418-resistenter ES-Klone, wird sie mittels
Southernblot und Hybridisierung mit entsprechender externer Sonde (die auBerhalb des
Targeting-Konstrukts hybridisiert) auf homologe Rekombination / Insertion des Reportergens
gepriift. Bei den homolog rekombinanten ES-Klonen soll ein DNA-Fragment abweichender
Grofle, im Vergleich zu ES-Zellen mit dem Wildtyp (WT)-Allel, generiert werden. Um die
Expression von EGFP nicht zusétzlich zu beeinflussen, soll nach der erfolgreichen homologen
Rekombination, der Selektionsmarker (Neomycin-Kassette) eliminiert werden. Hierfiir soll
die Kassette mit kurzen, 34 bp langen, DNA-Erkennungssequenzen (LoxP oder Frt) fiir
spezifischen Rekombinasen flankiert werden. Die LoxP-Sequenzen werden von der Cre-
Rekombinase, die Frt-Sequenzen von der Flp-Rekombinase erkannt, gespalten und die Enden
wieder ligiert, was in die Deletion der Neomycin-Kassette fiihrt. Die Expression der

entsprechenden Rekombinase kann direkt in den positiven ES-Zellen durch eine erneute
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Transfektion mit einem Rekombinase-exprimierenden Vektor erfolgen. Alternativ kann die
Selektionskassette erst nach der Generierung der transgenen Maus, durch Kreuzung mit
Rekombinase-produzierenden Maiusen eliminiert werden. In dieser Arbeit wurde die
Neomycin-Kassette durch die zweite Methode eliminiert. Hiermit sollen weitere Zell-
Passagen und Stress, welche die Pluripotenz und Keimbahn-Transmissionseffizienz der ES-

Zellen beeintrachtigen, verhindert werden.

3.1.1. Generierung des IL10-EGFP-Targeting-Konstrukts

Das IL-10-Gen liegt bei der Maus auf Chromosom 1 und umfasst 5 Exons. Das Startcodon
befindet sich in Exon 1. Das Polyadenylierungssignal und der 3"-UTR folgen Exon 5.

Der Ausgangspunkt flir die Klonierung des Targeting-Vektors war das Plasmid pBluescript-
II-KS. Alle fiir die Klonierung verwendeten Primer sind im Abschnitt 2.1.6. aufgelistet. Die
homologen Arme wurden aus dem Vektor pTZ18R10 (zur Verfiigung gestellt von Prof.
Werner Miiller) amplifiziert. pTZ18R10 enthélt eine ca. 7,1 kb groBe genomische Sequenz
von IL-10, die den Promoter-Bereich und alle Exons und Introns einschlieffit. Um das IL10-
EGFP-Targeting-Konstrukt zu generieren, wurde die im Folgenden beschriebene
Klonierungsstrategie durchgefiihrt:

Der 4,7 kb groBle 3’-homologe Arm wurde aus dem pTZ18R10 mittels der Primer IL10-E1-
Sall-F und IL10-6320-Xhol-B (siche Abschnitt 2.1.6.) amplifiziert, mit Sall und Xhol verdaut,
gereinigt und anschlieBend in pBluescript-II-KS iiber Sall und Xhol kloniert. Der so
generierte Zwischenvektor wurde pBS-4,7kb3’IL10 genannt. Der 3’Arm beginnt mit dem
Startcodon von IL-10.

Das EGFP-SV40pA-Fragment wurde samt der Kozak consensus translation initiation site aus
dem pEGFP1-Vektor mittels der Primer EGFP1-Sacll-F und EGFP1-Pvul-B amplifiziert, nur
mit Sacll verdaut, gereinigt und anschlieBend in pBS-4,7kb3’IL10-Vektor iiber Sacll/ECORV
kloniert. Das so generierte Zwischenvektor wurde pBS-EGFPpA-4,7kb3’IL10 genannt.

Als néchstes wurde der 2,7 kb groB3e 5°’-homologe Arm aus dem pTZ18R 10 mittels der Primer
IL10-2,7kb-5’-Sacll-F und IL10-E1-Sacll-B amplifiziert, mit Sacll verdaut, gereinigt und
anschlieBend in pBS-EGFPpA-4,7kb3’IL10 iiber Sacll-Schnittstelle kloniert. Der so
generierte Vektor wurde als pBS-2,7kb5’IL10-EGFPpA-4,7kb3’IL10 bezeichnet. Der 5°Arm
enthilt den IL-10-Promoter und an seinem 3’Ende die 5’UTR von IL-10.

Eine Frt-flankierte Neomycin-Kassette wurde aus dem Konstrukt pBluescript-frt-Neo-frt
mittels Sall-Verdau herausgeschnitten und die Uberlappenden Enden wurden durch die

Behandlung mit T4-DNA-Polymerase aufgefiillt. AnschlieBend wurde die Kassette iiber
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ECcoRV in pBS-2,7kb5’IL10-EGFPpA-4,7kb3’IL10 kloniert. Das Targeting-Konstrukt wurde
als pBS-2,7kb5’IL10-EGFPpA-FrtNeoFrt-4,7kb3’IL10 (IL10-EGFP-Targeting-Konstrukt)
bezeichnet. Nach einer ersten Elektroporation dieses Konstrukts in ES-Zellen waren alle
untersuchten 360 Klone negativ. Darauf wurde das Konstrukt mit einer Herpes-Simplexvirus-
Thymidinkinase (HSV-TK) als zusitzlichen negativen Selektionsmarker im Anschluf3 an den
3’-Arm des Targeting-Konstrukts erweitert. HSV-TK wird der Einfachheit halber als TK-

Kassette bezeichnet.

A) IL-10-Lokus: HindITI 9.4 kb HindIII
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L ]
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Abbildung 3.1. Gen-Targeting-Strategie zur Herstellung der IL10-EGFP transgenen Maus. A)
Organisation des IL-10-Gens der Maus. B) IL10-EGFP-Targeting-Vektor enthilt eine EGFP-Sv40pA-Sequenz,
eine Frt-flankierte Neo-Kassette als positive Selektionsmarker, einen 2,7 kb 5’-Arm, einen 4,7 kb 3’-homologen
Arm, und eine TK-Kassette als negativen Selektionsmarker. C) Homolog rekombinierter 1L-10-Lokus mit
Darstellung der fiir die Charakterisierung der ES-Klone verwendeten Hybridisierungsproben (externe 5’Probe
und interne Neo-Probe), sowie der verwendeten HindIII-Restriktionsstellen und der erwarteten Fragmentgrofen
(9,4 kb fiir Wildtyp Allel und 5,6 kb fiir das modifizierte Allel) nach Southernblot-Analyse. D) Deletion der
Neomycin-Kassette nach der Verpaarung der IL10-EGFP-FrtNeo-Mause mit Flp-exprimierenden Mausen.

Die HSV-TK phosphoryliert Nukleosid-Analoga, wie z.B. Ganciclovir und FIAU, im
Gegensatz zum endogenen Enzym mit einer ca. 200fach hoheren Substratspezifitit. In neu
synthetisierte DNA eingebautes Ganciclovir oder FIAU fiihrt zum Kettenabbruch bei der
DNA-Replikation, und dadurch zum Tod der Zellen, die das HSV-TK-Gen integriert haben.
Die ca. 2,8 kb lange TK-Kassette wurde aus dem pEasyFlox-Plasmid mittels HindIIl/Scal
verdaut. Die Uberhang-Enden wurden mittels T4-DNA-Polymerase aufgefiillt und das HSV-
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TK-Fragment iiber die ecbenfalls aufgefiillte Xhol-Schnittstelle des pBS-2,7kb5’IL10-
EGFPpA-FrtNeoFrt-4,7kb3’IL10-Konstrukts eingebaut. Durch das Auffiillen der Xhol-
Schnittstelle wurde im nun als pBS-2,7kb5’IL10-EGFPpA-FrtNeoFrt-4,7kb3’IL10-TK (IL10-
EGFP-TK-Targeting-Konstrukt) bezeichneten Konstrukt eine XholI-Schnittstelle im Anschluf}
an die TK-Kassette wiederhergestellt. Diese Restriktionsschnittstelle diente zur
Linearisierung des Konstrukts fiir die Elektroporation. Die einzelnen Klonierungsschritte
wurden durch Restriktionsanalysen iiberpriift. Das resultierende ca. 16 kb groe IL10-EGFP-
TK-Targeting-Konstrukt wurde sequenziert, um die Sequenz auf Fehler zu iiberpriifen.
Abbildung 3.1 zeigt eine schematische Darstellung des IL-10-Gens, des targeting-Konstrukts,
der homologen Rekombinationsergebnisse und die zur Identifizierung der rekombinanten ES-
Zellkone verwendeten Restriktionsfragmentlingen-polymorphismen (RFLP). Die homologe
Integration des Targeting-Konstrukts wird durch Southernblot Analyse gepriift. Das
rekombinante Allel wies nach HindIII-Verdau und Hybridisierung mit der externen 5’-Probe
das erwartete Fragment der GroBe 5,6 kb, welches um 3,8 kb kleiner als das Wildtyp-
Fragment (9,4 kb) ist, auf.

3.1.2. Generierung homolog rekombinanter IL10-EGFP-ES-Klone

Das IL10-EGFP-Targeting-Konstrukt wurde mit Xhol linearisiert und in ES-Zellen durch
Elektroporation eingefiihrt (siche Abschnitt 2.2.3.3.). In dieser Arbeit wurde die ES-Zellinie
(R1, 129/sv) verwendet. Fiir die Elektroporation wurden 4x10’ ES-Zellen eingesetzt. Die
Zellen wurden mit ca. 90 pg des linearisierten IL10-EGFP-Targeting-Vektors in PBS
gemischt. Die Elektroporation erfolgte bei 0,8 kV, 3 puF und RT (siehe Abschnitt 2.2.3.3.).
360 G418-resistente ES-Klone wurden isoliert, dic DNA gereinigt, mit HindIII verdaut (siche
Abschnitt 2.2.1.13.). AnschlieBend wurde die DNA der Southernblot-Analyse mit der
externen 5’Probe, wie im Methodenteil beschrieben ist, unterzogen. Die Analyse ergab, dass
bei allen 360 ES-Klonen keine homologe Integration des Targeting-Vektors stattgefunden hat.
Um die Rate der homologen Rekombination zu erhéhen, wurde der Targeting-Vektor mit
einer zusitzlichen HSV-TK-Kassette als negativer Selektionsmarker im Anschluf3 an den 3°-
Arm des Targeting-Konstrukts erweitert. Wenn das Targeting-Konstrukt tiber homologe
Rekombination in das Wildtyp-IL-10 intergriert wird, fithrt das zur Deletion der TK-Kassette.
Wird dagegen das Konstrukt nicht homolog integriert, so wird in der Regel das gesamte
Konstrukt, samt der TK-Kassette, eingebaut. Die Thymidinkinase wird somit exprimiert, und
vermittelt den Einbau von Ganciclovir oder FIAU in die neusynthetisierte DNA, was die

Replikation inhibiert und den Zelltod hervorruft (negative Selektion).
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Das erweiterte IL10-EGFP-Konstrukt wurde nach Xhol Linearisierung erneut in ES-Zellen
elektroporiert. Die ES-Zellen wurden im ES-Medium mit G418 und FIAU kultiviert (siche
Methodenteil). Insgesamt 720 ES-Klone wurden isoliert und analysiert. Davon waren 23
positiv. Zusitzliche Analyse mit der internen Neo-Probe zeigte, dass bei allen positiven
Klonen das IL10-EGFP-Targeting-Konstrukt nur einmal, in den IL-10-Lokus integriert
wurde. In der Abbildung 3.2. sind Southernblot-Ergebnisse zu einigen ES-Klonen

exemplarisch dargestellt.

A)
ES-Klone:

g,4kh_,.”’ s Al pr 3

56kb

Abbildung 3.2. Darstellung der Southernblot-Analyse einiger ES-Zellklone. (A) Genomische DNA von ES-
Zellklonen wurde mit HindIIl verdaut und in der Southern Blot Analyse mit der externen 5’Probe (siche Lage
der Sonde in Abb. 3.1.) hybridisiert. Die positiven Klone zeigen zwei Banden. Die nach unten verschobene
Bande entstand durch homologe Integration des IL-10-EGFP-Allels im IL10-Lokus. (B) Southernblot-Analyse
mit der internen Neo-Probe fiir ausgewiéhlte positive und negative ES-Klone. Die negativen Klone (360 und 600)
zeigen jeweils 3 und 2 genomische Integrationen des Targeting-Konstrukts. Die positiven ES-Klone zeigen
dagegen eine einzige Integration des Targeting-Konstrukts.

3.1.3. Etablierung der IL10-EGFP-Mauslinie

Vier der positiven ES-Klone wurden in C57Bl/6J-Blastozysten injiziert. Die Blastozysten
wurden dann in den Uterus scheinschwangerer CD-1-Méduse (Albinos) implantiert.
Fellchimire Méuse unter den Nachkommen wurden untereinander verpaart. Die aus dieser
Kreuzung resultierenden braunen Méuse wurden auf Keimbahnbeteiligung der rekombinanten
ES-Zellen mittels Southernblot und PCR analysiert (Abbildung 3.3.). Fiir die PCR-
Genotypisierung wurden die Primer IL10-2630F und IL10-3125B (fiir WT-Allel), sowie die
Primer IL10-2630F und IL10-EGFP1-350-B (fiir das IL10-EGFP-Allel) verwendet (siche
Abschnitt 2.1.6.). Alle vier homolog rekombinanten ES-Klone, die in Blastozysten injiziert
wurden, trugen zur Keimzellenbildung bei.

Positive Mause wurden mit Flp-M&usen verpaart, um die Neomycin-Kassette zu deletieren.
Die Deletion der Neo-Kassette wurde mittels Southernblot {iberpriift (Abbildung 3.3.). Die
IL10-EGFP-Mauslinie wurde damit generiert. IL10-EGFP-homozygote Mause (+/+) wurden
durch Verpaarung der heterozygoten IL10-EGFP-Méuse (+/-) untereinander generiert.
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Abbildung 3.3. Analyse genomischer Mausschwanz-DNA der IL10-EGFP-Mauslinie. (A) Genomische
Mausschwanz-DNA wurde mit HindIIl verdaut und in der Southern Blot Analyse mit der externen 5’Probe
(siche Lage der Sonde in Abb. 3.1.) hybridisiert. Die erwarteten Fragmentgrofen fiir transgene und WT-Maiuse
sind dargestellt. Die heterozygoten (+/-) Mause zeigen zwei Banden. Die fiir IL10-EGFP homozygoten Méause
zeigen nur die 5,6 kb-lange Bande. WT-Miuse weisen erwartungsgemil eine Bande bei 9,4 kb auf. (B) PCR-
Analyse der genomischen Mausschwanz-DNA. Die erwarteten FragmentgroBen fiir transgene und WT-Mause
sind dargestellt. (C) Die Deletion der Neo-Kassette wurde mittels PCR-Analyse der genomischen Mausschwanz-
DNA ermittelt. Die erwartete Fragmentgrofle bei erfolgreicher Neo-Deletion ist dargestellt.

3.1.4. Analyse der IL10-EGFP-Mauslinie

Heterozygote transgene Mause zeigten keine dufleren oder inneren Merkmalsunterschiede zu
Wildtyptieren. Die heterozygoten Méiuse (IL10-EGFP+/-) sind vital und fertil. Thr
Korpergewicht und -grofle sowie Fellbeschaffenheit wiesen keine Unterschiede zu WT-
Maiusen auf. Die inneren Organe (Milz, Leber, Magen, Herz, Darm, etc.) der transgenen
Maiuse und Wildtyptiere zeigten wihrend der gesamten Untersuchungsdauer (12-16 Monate)
keine Unterschiede beziiglich ihres Gewichts, ihrer Farbe (Zeichen fiir z.B. Entziindung) oder

Grofle.

78



Ergebnisse

Die homozygoten Maiause (IL10-EGFP+/+), da sie IL10-defizient sind, entwickelten
erwartungsgeméil (Kiihn et al. 1993) spontan eine chronisch entziindliche Darmerkrankung,
die sich vom Duodenum bis zum Rektum erstreckte. Sie wiesen reduziertes Gewicht

(altersabhéngig bis zu 35%) und kiirzere Lebensdauer im Vergleich zu WT-Méusen auf.

3.1.4.1. EGFP-Expressionsstudien mit der IL10-EGFP-Mauslinie

Die Analyse der EGFP-Expression erfolgte mittels Westernblot-Analyse, FACS
(Fluorescence activated cell sorting) und Reverse-Transkriptase (RT)-PCR. Zwei Dreier
Gruppen von WT-Miusen und heterozygoten Miusen (IL10-EGFP+/-) wurden mit 6x10°
Yersinia enterocolitica (WAC-pYV) oral infiziert. Y. enterocolitica gehort zu den Erregern,
die die Expression von IL-10 induzieren (Sing et al. 2002a; Brubaker Robert, 2003). Fiinf
Tage nach der Infektion wurden Blut und Organe entnommen. Aus den Blutproben wurden
nach Spontangerinnung Serum gewonnen. Aus den Organen wurden Proteinlysate hergestellt.
Wihrend in den Seren und Leber-Homogenaten IL-10 mittels CBA-Assay gemessen werden
konnte (Abbildung 3.4.B), konnte mit Westernblot von sogar 100 pg Proteinlysaten in allen
untersuchten Mausgeweben keine EGFP-Expression detektiert werden (Abbildung 3.4.A).
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Abbildung 3.4. Expressionsanalyse von EGFP und IL-10 mittels Westernblot und CBA-Assay.

Wildtyp- (/<) und heterozygote IL10-EGFP (+/-) Miuse wurden mit 6x10° Y. enterocolitica (WAC-pYV) oral
infiziert. 5 Tage spater wurden Serum und Organe entnommen. (A) 100 ng Proteinlysate wurden auf 12% SDS-
Gel aufgetrennt. Nach dem Bloten auf eine Nitrozellulosemembran wurde eine Immunféarbung mit einem GFP-
Antikorper durchgefiihrt. Als positive Kontrolle wurden Lysate vom GFP-exprimierenden DH5a E. coli-Stamm
eingesetzt. (B) die IL-10-Menge im Serum wurde mittels CBA-Assay bestimmt.

79



Ergebnisse

Da IL-10 in kleinen Mengen spezifisch in Serum und Leber nachgewiesen wurde, scheint der
negative Befund der EGFP-Expression mittels Westernblot mit der schwachen Aktivitét des
IL-10-Promoters zusammenzuhingen. Als sensitiveres Nachweisverfahren wurde deshalb die
FACS-Analyse gewéhlt.

Zellsuspensionen aus der Milz wurden prépariert und die CD4-T-Zellen mittels Magnetkugel-
gekoppelten CD4-AK isoliert (siche Methodenteil). Die T-Zellen wurden mit dem
Superagonisten D665 fiir 3 Tage stimuliert (sieche Abschnitt 2.2.4.4.). D665 ist ein Antikorper
gegen CD28, welcher ohne die Beteiligung bzw. Aktivierung des T-Zell-Rezeptors starke
mitogene Wirkung auf T-Zellen aufweist. D665 induziert vor allem eine starke Sekretion von
IL-10 (Lin et al. 2003).

Die aus Knochenmarkgewonnenen DCs (BMDCs) und Makrophagen (BMDM) (siche
Methodenteil) wurden mit 300 ng/ml LPS fiir ca. 24 Stunden stimuliert. LPS ist ein starker
Stimulus der IL-10-Produktion (Daftarian et al. 1996; Brightbill et al. 2000; Shanley et al.
2000; Liu et al. 2006). AnschlieBend wurden die stimulierten CD4-T-Zellen, BMDCs und
BMDM im FACS analysiert. Wihrend im Uberstand von heterozygoten Zellen IL-10
gemessen werden konnte weder in den hetero- noch in den homozygoten Zellen EGFP-

Fluoreszenz detektiert werden (Abbildung 3.5.).
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Abbildung 3.5. Analyse der EGFP- und IL-10-Expression in verschiedenen Immunzellen. CD4-T-Zellen
wurden aus der Milz heterozygoter (+/-) und homozygoter (+/+) Maiuse isoliert und mit 20 pg/ml des
Superagonisten D665 fiir 3 Tage stimuliert. BMDCs und BMDM aus heterozygoten (+/-) und homozygoten
(+/+) Méusen wurden mit 300 ng/ml LPS fiir 24 h in vitro stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen im FACS
auf griine Fluoreszenz analysiert (A); und die IL-10-Menge in gesammelten Zelliiberstinden heterozygoter (+/-)
Maiuse mittels CBA-Assay bestimmt (B).
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Um auszuschlieflen, dal} die fehlende Detektion von EGFP auf Proteinebene, sowohl mittels
Westernblot- als auch FACS-Analysen nicht mit einem mdglichen Defekt der EGFP-
Expression schon auf RNA-Ebene zusammenhingt, wurde die Expression von EGFP mittels
RT-PCR untersucht. Da die Expression von IL-10-mRNA konstitutiv ist (Abbildung 3.6.),
muf} die Expression von EGFP auf RNA-Ebene genauso detektierbar sein wie die von IL-10.

Um neben IL10/EGFP-Gesamttranskript als auch Transkriptfragmente von Zellen der IL10-
EGFP-Miusen nachzuweisen, wurden Primer eingesetzt, die ein Teil von EGFP, ein Hybrid
aus EGFP und IL-10, oder ein Teil von IL-10 amplifizieren kdnnen. Die Lokalisierung der
eingesetzten Primern ist in der Abbildung 3.6. dargestellt. Hinter der EGFP-Sequenz und vor
dem Exonl von IL-10 liegt ein Polyadenylierungssignal aus dem Simianvirus (SV)40. Die
Transkription sollte in der Regel hier enden und ein Produkt nur mit den EGFP-Primer

synthetisiert werden.
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Abbildung 3.6. RT-PCR-Analyse verschiedener Gewebehomogenate von Wildtyp- (-/-), heterozygoten und
homozygoten IL10-EGFP (+/-) Mausen. (A) Gesamt-RNA wurde aus verschiedenen Organen der WT-Mause
isoliert und cDNA generiert. Die Expression von IL-10 erfolgte mittels einer anschlieBenden PCR mit den
Primern mIL10F-RT418 und mIL10B-RT418. Als Kontrolle wurde das RT-PCR-Produkt des Transkripts des
Hypoxanthin Guanin Phosphoribosyl Transferase (HPRT)-Gens mit den Primern mHPRT-828F1 und mHPRT-
828B1 erzeugt. (B) Gesamt-RNA wurde aus der Leber von WT-, heterozygoten (+/-) und homozygoten (+/+)
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Mause isoliert und cDNA daraus generiert. AnschlieBend erfolgte PCR-Analyse zur Analyse der Expression von
IL-10, EGFP und IL10-EGFP-Hybride. Die Lokalisierung der verwendeten Primer ist angegeben.

Die RT-PCR-Analysen aus Leber-mRNA zeigen, dass EGFP weder in heterozygoten (+/-)
noch in homozygoten (+/+) IL10-EGFP-Méusen exprimiert wird (Abbildung 3.6.). Weitere
unterschiedliche Kombinationen von Primern, die an diversen Stellen im gesamten EGFP und
PolyA-Schwanzbereich hybridisieren, konnte ebenso RT-PCR-Produkte fiir EGFP erzeugen.
Uberraschenderweise konnte mit den Primern fiir den IL-10-Bereich ein PCR-Produkt aus
RNA von homozygoten Miusen, wo beide Allele im IL-10-Lokus aus EGFP-SV40pA-IL10-
Sequenz bestehen, synthetisiert werden (Abbildung 3.6.). Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
dass durch einen anormalen SpleiBBvorgang, die EGFP-Sequenz aus der pri-mRNA entfernt
wurde. Die Analysen zur EGFP-Expression wurden in zwei IL10-EGFP-Mauslinien, die aus
zwei unabhdngigen ES-Klonen hergestellt wurden, durchgefiihrt. Beide ergaben das gleiche
Ergebnis.
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3.2. Die IL10-IRESEGFP-Reportermaus

Um das Problem mit dem Spleilen der fusionierten Reportertranskripte zu umgehen, wurde
ein zweites Targeting-Konstrukt konstruiert, in dem alle Exons und Introns von IL-10 und
damit auch die SpleiBdonor- und —akzeptorstellen unverindert blieben. Hierbei soll die
Translation von EGFP {iber eine interne Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES) an die von IL-10
gekoppelt werden. Es entsteht eine bicistronische mRNA fiir IL-10 und EGFP. IRES erlaubt
Cap-unabhingige Bindung der Ribosomen und Initiierung der Translation. (siche Abbildung
3.7.). Ein weiterer Vorteil dieses Konstrukts ist, dass die IL-10-Expression auch bei
homozygoten Reporter-Mdusen erhalten bleibt. Es wurde die ca. 600 bp lange IRES des
Encephalomyocarditisvirus (ECMV) verwendet.

IL10-Locus: - IL 10-promoter [ SUTR [1 4] RESNEERB 1 10.3UTR |-

‘ Transknption

S topoodon
UAA
¥
2| 34| 5 PIRESEGER 1L 10-
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IL10-mBMNA: 2p

I"II]_ 10-Tran=lation |"E GEFP-Tran=lation

Tranzlation

1L 10- und EGFP Proteine: h"

IL-10 EGEP

Abbildung 3.7. Schematische Darstellung der Transkription/Translation des IL10-IRES-EGFP-
Reportersystems. Herstellung einer IL10-IRESEGFP-Reportermaus, in der IRESEGFP-Sequenz hinter dem
Stop-Codon und vor der 3’nichttranslatierenden Region eingebaut ist. Nach der Transkription wird eine
sogenannte Cap-Struktur (7-Methyl-guanosin) am 5’Ende der mRNA angeheftet. An der Cap-Struktur binden
Translation-Initiationsfaktoren, welche die Rekrutierung von Ribosomen und die Translation von IL-10
einleiten. Die Translation des ersten Cistron endet am IL-10-Stopcodon. Die Ribosomen werden auch an die
interne Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES) rekrutiert und leiten, unabhingig von der Cap-Struktur, die Translation
von EGFP ein. Die Kédstchen mit den Zahlen 1 bis 5 reprasentieren die 5 Exons von IL-10. 5’UTR und 3°’UTR:
5’ bzw. 3’ nicht-translatierte Region.

3.2.1. Generierung des IL10-IRESEGFP-Targeting-Konstrukts

Die fiir die Klonierung eingesetzten Primer sind im Abschnitt 2.1.6. aufgelistet.
Der 7,1 kb lange 5’homologe IL-10-Arm wurde aus dem Vektor pTZ18R10 amplifiziert.
Wegen seiner GroBBe wurde die Klonierung dieses Arms in zwei Schritte durchgefiihrt.

Gilnstigerweise enthdlt der 5’-Arm in der Mitte eine BamHI-Schnittstelle. Die beiden
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benachbarten Bereiche der BamHI-Schnittstelle wurden getrennt amplifiziert und
hintereinander in pBluescript-II-KS kloniert. Der erste ca. 3,5 kb groBe Teil des 5’-Arms
wurde mit den Primern IL10-2,7kb-5’-Sacll-F und IL10-3598-BamHI-B aus pTZ18R10
ampifiziert, mit Sacll und BamHI verdaut, gereinigt und anschlieBend in pBluescript-II-KS
iiber Sacll und BamHI kloniert. Das so generierte Konstrukt wurde als pBS-3,5kb5’IL10
bezeichnet. Der zweite Teil des 5’-Arms wurde mit den Primern IL10-3599-BamHI-F und
IL10E5-BamHI-EcoRV-B aus pTZ18R10 ampifiziert, mit BamHI verdaut, gereinigt und
anschlieBend in pBS-3,5kb5’IL10 iiber BamHI kloniert. Der Vektor wurde als pBS-
7,1kb5’IL10 bezeichnet. Der Primer IL10E5-BamHI-EcoORV-B wurde mit einer ECORV-
Schnittstelle versehen, die zur Entstehung eines weiteren Restriktionsfragmentlangen-
Polymorphismus (RFLP) beitragen, und damit die Identifizierung homlog rekombinanter ES-
Zellkone erleichtern soll.

Das IRES2-EGFP-SV40pA-Fragment wurde aus dem Vektor pIRES2-EGFP (BD Biosciences
Clontech; Catalog #6029-1) mit den Primern IRES2-EGFP-Sall-F und IRES2-EGFP-Sall-B
amplifiziert, mit Sall verdaut, gereinigt und anschlieBend in pBS-7,1kb-5’-IL10 direkt hinter
dem IL-10-Stopcodon, iiber Sall kloniert. Das so generierte Konstrukt wurde als pBS-
7,1kb5’IL10-IRES2EGFP-SV40pA bezeichnet. Das SV40-Polyadenylierungssignal wurde
zunidchst mit einkloniert, weil so zwei wertvolle Schnittstellen, Notl und AflII, welche die
SV40-pA-Sequenz flankieren, fiir weitere Klonierungen zur Verfiigung stehen sollten.

Ein 2,2 kb groBer 3’-homologer Arm aus der genomischen 129Sv-Maus-DNA wurde mittels
der Primer IL10-3’Arm-AfllI-F und IL10-3’-Arm2100-Xhol-B amplifiziert, mit AflIl und
Xhol verdaut, gereinigt und anschlieBend in pBS-7,1kb5’IL10-IRES2EGFP-SV40pA iiber
AfITI/Xhol kloniert. Das so generierte Konstrukt wurde als pBS-7,1kb5’IL10-IRES2EGFP-
SV40pA-2,2kb3’IL10 bezeichnet.

Eine LoxP-flankierte Neomycin (Neo)-Kassette aus dem Vektor pEasyFlox wurde mit den
Primern LpNeoLp-Notl-F und LpNeoLp-AfllI-B amplifiziert, mit Notl und AflII verdaut,
gereinigt und anschlieBend in  pBS-7,1kb5’IL10-IRES2EGFP-SV40pA-2,2kb3’IL10 {iber
Notl/Aflll, gegen SV40-pA ausgetauscht. Damit war das pBS-IL10-IRESEGFP-Targeting-
Konstrukt vollstandig generiert (Abbildung 3.8.).

Das ca. 16 kb grofle pBS-IL10-IRESEGFP-Targeting-Konstrukt wurde sequenziert, um die
Gen-Sequenz zu tiberpriifen. Die homologe Integration des Targeting-Konstrukts wurde durch
Southernblot Analyse gepriift. Das rekombinante Allel sollte nach EcoRI-Verdau und
Hybridisierung mit der externen 3 -Probe ein Fragment der GroBe 7,6 kb, welches um 0,8 kb

grofer als das Wildtyp-Fragment (6,8 kb) ist, aufweisen (Abbildung 3.8.). Alternativ konnen
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homolog rekombinante ES-Klone identifiziert werden, wenn sie nach ECORV-Verdau ihrer
genomischen DNA und Hybridisierung mit der 5°-Probe ein Fragment der Grofle 11,9 kb,
welches um 0,9 kb kleiner als das WT-Fragment (12,8 kb) ist, aufweisen (Abbildung 3.8.).

" 6.8 kb »
A) IL-10-Loknus: - 128 kb E r:anl . ' EcaRI
EcoRV+ » EJ:ER\
[ o= S50 ]

B) IL-10-T argeting-Veldtor:

S—— e
., ——
- Fhomologe Arm
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C) homolog rekombinanter IL-10-Lolms:

11.9kb Likh
Ec‘cﬁ‘( EcoRV EcoRI EcoRV EcoRI
J4 | P

5Probe Interne ¥Probe

Abbildung 3.8. Gen-Targeting-Strategie zur Herstellung der IL10-IRESEGFP-Reportermaus. (A)
Organisation des IL-10-Gens der Maus. Die Lokalisierung der Restriktionsstellen, die fiir Southernblot
verwendet werden ist angegeben. (B) IL10-IRESEGFP-Targeting-Vektor enthilt eine IRES-EGFP-Sequenz, die
unmittelbar nach dem IL10-Stopcodon eingebaut ist, eine LoxP-flankierte Neo-Kassette als positiver
Selektionsmarker, einen 7,1 kb IL10-5’-Arm und einen 2,2 kb IL10-3’-homologen Arm. (C) Homolog
rekombinierter IL-10-Lokus mit Darstellung der fiir die Charakterisierung der ES-Klone verwendeten
Hybridisierungsproben (externe 5’Probe, externe 3’Probe und interne Neo-Probe), sowie der verwendeten
EcoRI- und EcoRV-Restriktionsstellen und der erwarteten Fragmentgrofen (7,6 kb ECORI-Fragment und 11,9 kb
EcoRV-Fragment fiir das modifizierte Allel) nach Southernblot-Analyse.

3.2.2. Generierung homolog rekombinanter IL10-IRESEGFP-ES-Zellen

Wie beim ersten Targeting-Konstrukt, wurde das IL10-IRESEGFP-Targeting-Konstrukt mit
Xhol linearisiert und in ES-Zellen (R1-129/sv) durch Elektroporation eingefiihrt (siche
Abschnitt 2.2.3.3.). 480 G418-resistente ES-Klone wurden isoliert, die DNA gereinigt und
mit ECORI verdaut (siche Abschnitt 2.2.1.13.). Aus 244 ES-Klonen, die mittels Southernblot
mit der externen 3’Probe analysiert worden sind, waren vier ES-Klone positiv (Abbildung
3.9.). Eine weitere genomische Integration des IL10-IRESEGFP-Targeting-Konstrukts aufler
im IL-10-Lokus konnte durch Analyse mit der internen Neo-Probe ausgeschlossen werden

(Abbildung 3.9.).
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Abbildung 3.9. Darstellung der Southernblot-Analyse einiger IL10/IRESEGFP-ES-Zellklone. DNA wurde
mit ECORI (links und rechts) oder ECORV (Mitte) verdaut und in der Southernblot-Analyse mit der externen
3’Probe (links), der externen 5’Probe (Mitte) oder mit der internen Neo-Probe (siche Lage der Sonde in Abb.
3.8.) hybridisiert. Die positiven Klone zeigen zwei Banden. Die nach oben verschobene Bande entstand durch
homolog-rekombinante Integration des IL-10-IRESEGFP-Allels im IL10-Lokus.

3.2.3. Etablierung der IL10-IRESEGFP-Reportermaus

Zwei der positiven ES-Klone wurden in C57BIl/6J-Blastozysten injiziert. Die Blastozysten
wurden dann in den Uterus scheinschwangerer CD-1-Méduse (Albinos) implantiert.
Fellchimire Méuse unter den Nachkommen wurden untereinander verpaart. Die aus dieser
Kreuzung resultierenden braunen Méuse wurden auf Keimbahnbeteiligung der rekombinanten
ES-Zellen mittels Southernblot (Abbildung 3.10.) und PCR getestet. Fiir die PCR-Analyse
wurden die Primer IL10-6775F / IL10-7150B (fiir das WT-Allel) und IL10-6775F / pIRES2-
786B (fiir das IL10-IRESEGFP-Allel) eingesetzt.

Mause
-~ | H- |

e 7.6kb
e o l—638kb

3* exteme Probe
EcoRI-Verdau

Abbildung 3.10. Analyse genomischer Mausschwanz-DNA der IL10-IRESEGFP-Mauslinie. (A)
Genomische Mausschwanz-DNA wurde mit ECORI verdaut und in der Southernblot-Analyse mit der externen
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3’Probe hybridisiert. Heterozygote Miuse zeigen die mit Pfeil gekennzeichneten FragmentgroBen 6,8 (fiir WT-
Allel) und 7,6 (fir IL10-IRESEGFP-Allel).

Um die Neo-Kassette zu eliminieren, wurden zwei fiir IL10-IRESEGFP positiv getestete
ménnliche Miuse (aus zwei unabhéngigen ES-Klonen stammend) nacheinander mit einem
Cre-Weibchen verpaart (Nur ein Cre-Weibchen stand zur Verfiigung). Die Deletion der Neo-
Kassette wurde mittels PCR mit den Primern IL10-7150B und EGFP1-336F iiberpriift. Alle
Nachkommen aus diesen Verpaarungen, wie auch aus einer weiteren dritten Verpaarung mit
derselben Cre-Maus, enthielten jedoch weiterhin die Neo-Kassette. Dariiber hinaus waren all
diese Nachkommen, wie sich im nachhinein herausstellte, zeugungsunfihig und sahen krank
aus (raues Fell, geringe Aktivititen). Sie starben i.d.R. innerhalb ihres ersten Lebensjahrs.
Dies deutet darauf hin, dass die Kreuzung von IL10-IRESEGFP-Méduse mit der Cre-Deleter-
Maus zur Zeugungsunfihigkeit der Nachkommen gefiihrt hat.

Zur Deletion der Neo-Kassette werden deshalb die Kreuzungsversuche mit einer neuen Cre-
Deleter-Maus wiederholt. Die Versuche sind noch nicht abgeschlossen.

Aus diesem Grund konnten bisher IL10-Reporter Analysen nur mit wenigen verfiigbaren
IL10-IRESEGFP-Méusen durchgefiihrt werden, die noch die Neo-Kassette enthalten. Die
Reportermiuse werden im folgenden als IL10-IRESEGFPneo bezeichnet. Heterozygote
Miuse werden als IL10-IRESEGFPneo+/- und homozygote Maéuse als IL10-
IRESEGFPneo+/+ bezeichnet.

3.2.4. Analyse der IL10-IRESEGFP-Reportermaus

Wie im vorherigen Abschnitt dargelegt wurde, konnten Analyse-Studien mit wenigen
verfligbaren homo- und heterozygoten IL10-IRESEGFPneo-Miusen durchgefiihrt werden, die
noch die Neo-Kassette enthalten.

In ihrem allgemeinen Erscheinungsbild lassen sich die transgenen Méiuse nicht von den
Wildtyptieren unterscheiden. Hetero- und homozygote Méuse sind vital und fertil. Thre
Korpergewicht und -groBe sowie Fellbeschaffenheit wiesen keine Unterschiede zu
Wildtypmausen auf. Die inneren Organe (Milz, Leber, Magen, Herz, Darm, etc.) der
transgenen Maiuse und Wildtyptiere zeigen wéhrend der gesamten Lebensdauer keine
Unterschiede hinsichtlich Gewicht, Farbe (Zeichen fiir z.B. Entziindung) oder GroBe.

Die Art und Menge der Cytokinantwort ist von entscheidender Bedeutung bei der
Immunantwort und spiegelt die Abwehreffizienz der Zellen bzw. der Organismus. Um zu
priifen, ob die Integration der IRESEGFP-Sequenz im 3°’UTR des IL-10-Lokus einen Einfluf3

auf die Cytokinproduktion aktivierter Immunzellen hat, wurden BMDC (aus Knochenmark
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differenzierte DCs) mit 100 ng/ml LPS fiir 24 Stunden behandelt. AnschlieBend erfolgte die
Bestimmung der Menge verschiedener Cytokine im Uberstand. Es konnte keinen
nennenswerten Unterschied in der Cytokinproduktion zwischen DCs aus WT- und
heterozygoten Mausen festgestellt werden (Abbildung 3.11.). Bestimmt wurde die Produktion
von IL-10, IFNy, IL-12p70, IL-6, MCP-1 und TNFa..
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Abbildung 3.11. Vergleich der Cytokinproduktion von DCs von WT- und IL10-IRESEGFP-Miusen.
BMDCs aus WT-Maus und heterozygoter IL10-IRESEGFP-Maus wurden mit oder ohne 100 ng/ml LPS

stimuliert. Nach 24 h wurden die Uberstinde abgenommen und IL-10, IL-6, IL-12p70, TNF-a., IFN-y nd MCP-1
mittels CBA-Assay gemessen.

3.2.4.1. Expressionsstudien von EGFP in der IL10-IRESEGFP-Reportermaus

Um die Transkripte von EGFP zu bestimmen, wurde Gesamt-RNA aus der Leber von
heterozygoten (+/-) IL10-IRESEGFP-Méusen isoliert und RT-PCR durchgefiihrt. Abbildung

3.12. zeigt eine eindeutige Expression von EGFP.

Exon2-IRES2 Exond-EGFP
IL10-RES-EGFP mRNA: | _;«;l :-%I | £ | 5;
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Abbildung 3.12. EGFP wird auf RNA-Ebene in der IL10-IRESEGFP-Reportermaus exprimiert. Gesamt-
RNA wurde aus der Leber von heterozygoter (+/-) IL10-IRESEGFP-Maus isoliert und cDNA daraus generiert.
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Anschlieffend erfolgte PCR zur Analyse der Expression von IL10-IRES und IL10-EGFP-Hybride. Die
Lokalisierung der verwendeten Primer ist angegeben.

Um zu priifen, ob EGFP-Fluoreszenz im FACS detektierbar ist, wurden CD4-T-Zellen aus der
Milz von WT-Madusen, homo- und heterozygoten IL10-IRESEGFPneo-Méusen isoliert und
anschlieBend in vitro fiir 3 Tage mit dem CD28-Antikdrper, D665, stimuliert (siche Abschnitt
2.2.4.4.). CD4-T-Zellen sowohl homozygoter als auch heterozygoter IL10-IRESEGFP-Méiuse
wiesen EGFP-Fluoreszenz im FACS auf (Abbildung 3.13.A). Die EGFP-Fluoreszenz
entspricht der IL10-Produktion im Kulturiiberstand (CBA-Test) (Abbildung 3.13.B).

Dagegen konnte keine EGFP-Fluoreszenz in DCs und Makrophagen im FACS detektiert
werden, welche aus dem Knochenmark von IL10-IRESEGFPneo+/+ Miusen generiert und 36
Stunden mit 100 ng/ml LPS stimuliert wurden (Abbildung 3.13.C). Dieses Ergebnis
widerspiegelt aber nicht die IL-10-Expression, die eindeutig im Uberstand der Zellen

gemessen werden konnte (Abbildung 3.13.D).
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Abbildung 3.13. Analyse der EGFP- und IL10-Expression in verschiedenen Immunzellen. (A) CD4-T-
Zellen wurden aus der Milz von WT-Maiusen, heterozygoter (+/-) und homozygoter (+/+) Méuse isoliert und mit
dem Superagonisten Antikoper D665 (20 pg/ml) fiir 3 Tage stimuliert. Die Zellen wurden anschlieBend im
FACS analysiert. Stimulierte T-Zellen homo- und heterozygoter Méause zeigen EGFP-exprimierende Population.
(B) die IL10-Menge wurde in den Uberstinden der CD4-T-Zellen mittels CBA-Assay bestimmt. (C) BMDCs
und BMDM aus homozygoten (+/+) Méusen wurden mit LPS (100 ng/ml) fiir 36 h stimuliert. Anschlieend
wurden die Zellen im FACS auf griine Fluoreszenz analysiert. (D) Die IL10-Menge in den Ubersténde der
BMDM und BMDCs wurde mittels CBA-Assay bestimmt. (E) WT-BMDM und IL10-IRESEGFP-BMDM (+/-)
wurden mit 500 ng/ml LPS fiir 24 h stimuliert. AnschlieBend erfolgte bei einer Zellprobe (IL10-IRESEGFP+/-)
eine Immunfarbung mit Anti-GFP-Antikorper und FITC-gekoppeltem Zweitantikoper. Eine DAPI-Farbung
wurde bei allen Zellproben durchgefiihrt. Eine sehr schwache griine Fluoreszenz ist nach der Immunfirbung
sichtbar.

Eine sehr schwache Detektion der EGFP-Expression in Makrophagen konnte erst nach

Stimulation mit groBerer LPS-Konzentration (500 ng/ml) fiir 24 h und zusétzliche
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Immunfarbung mit einem Antiképer gegen EGFP und FITC-gekoppeltem Zweitantikorper
erreicht werden (Abbildung 3.13.E).

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass EGFP exprimiert wird, jedoch nicht in ausreichender
Menge, um sicher von der Autofluoreszenz der Makrophagen und DCs abzuheben. Damit
entgehen vor allem solche granuldren Zellen der Erfassung mittels dieses IL10-IRESEGFP-
Reportermausmodells, obwohl sie IL-10 produzieren. Damit ist die IL10-IRESEGFP-

Reportermaus kaum nutzbar fiir die IL-10 Expressionsanalyse nach experimentaler Infektion.
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3.3. Strategien zur Verbesserung der Reporteraktivit:it

Die Analyse der IL10-IRESEGFP-Reportermaus ergab, dass dieses Mausmodell nicht
brauchbar ist, um die Expression von IL-10 in verschiedenen Zelltypen mittels EGFP-
Reporteraktivitit zu analysieren. Die EGFP-Fluoreszenz konnte nur in T-Zellen mittels
FACS-Analyse detektiert werden (Abbildung 3.13.). DCs und Makrophagen aus der IL10-
IRESEGFP-Reportermaus, die eindeutig IL-10 produzierten, zeigten keine messbare EGFP-
Fluoreszenz (Abbildung 3.13.). Durchschnittlich sind 1x10° EGFP-Molekiile nétig, um
Fluoreszenz detektieren zu konnen (Patterson et al. 1997; Niswender et al. 1995). Je stirker
die Granularitdt der Zellen (z.B. bei Makrophagen, DCs, Granulozyten), desto mehr EGFP-
Molekiile sind notig, damit die Reporteraktivitit sich von der Autofluoreszenz der Zellen
abhebt.

Eine weitere Einschrankung dieser Reportermaus liegt in der Translation von EGFP {iber die
IRES-Sequenz, was zu einer geringeren Translation fiihrt als iber Cap-RNA. Deshalb wurden
zwei Konstrukte generiert, in denen EGFP Cap- oder IRES-abhéngig translatiert wird. Die
Konstrukte wurden in HEK 293-Zellen transient transfiziert und die Fluoreszenzintensitit im
FACS analysiert. Die IRES-abhéngige Translation ist um 20-50 % weniger Effizient als die
Cap-abhingige Translation (Abbildung 3.14. und Mizuguchi et al. 2000).
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Abbildung 3.14. IRES-abhingige Translation ist weniger effizeint als die Cap-abhingige Translation.
Zwei Konstrukte wurden generiert, in denen EGFP Cap- oder IRES-abhéngig translatiert wird. HEK 293-Zellen
wurden mit den Konstrukten transfiziert und die EGFP-Fluoreszenz im FACS verglichen. Die Mittelwerte der
Fluoreszenzintensitit wurden mittels FACS-Analyse bestimmt. Luc: Luciferase.

Aus diesen dargelegten Griinden wurde nach Losungen gesucht, um die Reporteraktivitit zu
erhohen. Zwei Strategien sollten deshalb zunéchst in Zellkulturen {berpriift werden: ein

Tandem-Reportersystem, welches als IRES-vermitteltes polycistronisches Reporter-System
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bezeichnet wird (Abbildung 3.15.) und ein sensitives Reporterenzymsystem, welches ein

farbig fluoreszierendes Substrat in Zellen umsetzt.

3.3.1. IRES-vermitteltes polycistronisches Reporter System

Dieses Modell (Abbildung 3.15.) basiert auf Einbau von mehreren IRESEGFP-Sequenzen,

wodurch sich die Expression bzw. die Fluoreszenz von EGFP steigern lassen sollte.

Translation Translation Translation Translation
Riboso
UAA
m’Gppp .
Cap-Struktur

Stopcodon

Abbildung 3.15. Schematische Darstellung des IRES-vermittelten polycistronischen Reportersystems.
Meherer EGFP-codierende Sequenzen konnen IRES-abhingig exprimiert werden. Das Stop Ochre UAA ist
stellvertretend fiir Stopcodons. Die Cap-Struktur besteht aus 7-Methylguanosin(m’G)pppN (N steht fiir jedes
Nukleotid; p steht fiir 5°-5’-Triphosphat-Briicke).

Damit das polycistronische Reportersystem spéter in einer Reportermaus angewendet werden
kann, wurde die Funktionalitdit und Effizienz dieses Systems zuerst in HEK 293-Zellen
gestestet. Dafiir wurden unterschiedliche Konstrukte entworfen und generiert (Abbildung
3.16.-3.19), welche folgende Fragen beantworten konnen: 1) Kann die Ausbeute der
Fluoreszenz durch multiple als Tandem fusionierte IRESEGFP-Sequenzen erhoht werden? 2)
Wird die Cap-abhidngige Translation durch dahinter geschaltete multiple IRESEGFP-
Sequenzen beeinflusst? 3) Wird die posttranskriptionale Regulation der Genexpression durch

multiple IRESEGFP-Sequenzen beeintriachtigt?

3.3.1.1. Generierung von IRES-vermittelten polycistronischen Vektoren

Um zu testen, ob eine Erhohung der Fluoreszenz durch die Expression von EGFP aus einem
IRES-abhingigen multicistronischen Vektor erreicht werden kann, wurden Konstrukte

generiert, mit einer, zwei oder drei IRESEGFP-Modulen (Abbildung 3.16.).

pLuc-1xIRE S2E GFP-SV40pA Luc [{TRES? | EGEP | 5vV4opolyAl——

pLuc-2xIRES?EGFP-SV40pA _1p . 1| Luc |{IRES? | EGFP | |IRES2 [EGFP |sv4opoiyal——

pLuc-3xIRESZEGFP-SV40pA — Py H Luc [IRES? [ EGEP | IRES2 | EGEP || IRES2 | EGEP [SV40polyA-

Abbildung 3.16. Schematische Darstellung der generierten pLuc-nx(IHRES-EGFP)-SV40pA-Konstrukte
(n = 1, 2 oder 3). EcoRI-Schnittstelle und Luc-Probe, die fiir Southernblot-Analyse verwendet werden, sind

93



Ergebnisse

angezeigt. PCMV, cytomegalovirus promoter; Luc, luciferase-Gen; SV40polyA, Simian Virus Polyadenylation
site.

Der Ausgang fiir die Generierung der polycistronischen Konstrukte war der Vektor pIRES2-
EGFP (BD Biosciences Clontech, Catalog #6029-1), welcher den Cytomegalovirus-Promoter
(PCMV), die IRES von ECMV, eine multiple cloning Stelle (MCS), eine EGFP-codierende
Sequenz und das SV40 polyadenylierungssignals (SV40pA) enthélt. Die verwendeten Primer
zur Generierung der multicistronischen Vektoren sind im Abschnitt 2.1.6. aufgelistet.

Die codierende Sequenz fiir Luciferase (Luc) wurde aus dem Vektor pGL3-basic (Promega)
mit den Primern Luc-XhoI-F und Luc-EcoRI-B amplifiziert, mit Xhol und EcoRI verdaut und
anschlieBend in pIRES2-EGFP iiber Xhol/EcoRI kloniert. Dieser so generierte Vektor mit
einer IRESEGFP-Sequenz wurde pLuc-1x(IRES2EGFP)-SV40pA genannt.
pLuc-1x(IRES2EGFP)-SV40pA war dann der Ausgangsvektor zur Generierung des
Konstrukts pLuc-2x(IRES2EGFP)-SV40pA, welches zwei IRESEGFP-Sequenzen enthilt.
Die IRES2EGFP-Sequenz wurde aus pLuc-1x(IRES2EGFP)-SV40pA mit den Primern
IRES2-Notl-F und EGFP-EcoRV-Notl-B amplifiziert, mit Notl verdaut und in pLuc-
Ix(IRES2EGFP)-SV40pA  iiber Notl  kloniert. Die Insertion der ECORV-
Restriktionsschnittstelle erlaubt die Klonierung eines weiteren Fragments hinter der EGFP-
Sequenz. pLuc-2x(IRES2EGFP)-SV40pA diente nun als Ausgangsvektor zur Generierung
des Konstrukts pLuc-3x(IRES2EGFP)-SV40pA, welches drei IRESEGFP-Sequenzen enthilt.
Die IRES2EGFP-Sequenz wurde aus pLuc-2x(IRES2EGFP)-SV40pA mit den Primern
IRES2-EcoRV-F und EGFP-EcoRV-Notl-B amplifiziert, mit ECORV verdaut und in pLuc-
2x(IRES2EGFP)-SV40pA tiiber ECORV kloniert (Abbildung 3.16).

3.3.1.2. Verbesserung der Reporteraktivitit durch IRES-vermittelte polycistronische
EGFP-Expression

Die pLuc-nx(IRES2EGFP)-SV40pA-Konstrukte (n = 1, 2 oder 3) wurden mit AfIII linearisiert
und stabil in HEK 293-Zellen transfiziert.

Um zu iiberpriifen, wie viele Kopien von jedem Konstrukt ins Genom integriert wurden,
wurde die genomische DNA aus den HEK 293-Zelllinien isoliert, mit ECORI verdaut und
einer Southernblot-Analyse unterzogen. Fiir die Hybridisierung wurde eine Luc-Sonde
eingesetzt. Die pLuc-nx(IRES2EGFP)-SV40pA-Konstrukte enthalten eine einzige ECORI-
Schnittstelle direkt hinter dem Luc-Gen (Abbildung 3.16.). Die Southernblot-Analysen
zeigen, dass jeweils eine Kopie von jedem pLuc-nx(IRES2EGFP)-SV40pA-Konstrukt im
Genom eingebaut wurde (Abbildung 3.17.A).
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Abbildung 3.17. pLuc-3xn(IRES2EGFP)-SV40pA-Konstrukte wurden stabil in HEK 293-Zellen
transfiziert. (A) Southernblot-Analyse zeigt die Integration jeweils einer Kopie jedes Konstrukts im Genom der
etablierten Zelllinien. (B) Gesamt-RNA wurde aus den drei Zelllinien isoliert und mit Baseline-Zero DNAse
behandelt, um kontaminierende genomische DNA zu eliminieren. AnschlieBend wurde die Transkription der
multicistronischen Reportergene mittels RT-PCR mit Primern fiir Luciferase (Luc-Fneu und Luc-Bneu)
analysiert. (+RT) und (-RT) weisen auf PCR-Produkte aus der Erststrang-Synthesereaktionen, die mit (+RT)
oder ohne (-RT, negative Kontrolle) Reverse Transkriptase durchgefiihrt worden sind, hin. Als Kontrolle wurde
RT-PCR des Hypoxanthin Guanin Phosphoribosyl Transferase (HPRT)-Gens mit den Primern HumHPRT-F und
HumHPRT-B durchgefiihrt. (C) Die Fluoreszenzemission von EGFP wurde mittels FACS (BD FACSCanto)
analysiert. Gezeigt sind Histogramme der EGFP-positiven Zellen. Die Mittelwerte der Fluoreszenzintensitit sind
angegeben. (D) Gleiche Mengen Protein (10-60 pg) der verschiedenen Zelllysaten wurden auf 12% SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels Westernblot und Anti-GFP-Antikdper bestimmt. Die Immunféarbung gegen Actin ist als
Kontrolle dargestellt.

Dariiber hinaus zeigen RT-PCR-Analysen, dass kein nennenswerter Unterschied in der
Expression der drei Konstrukte auf RNA-Ebene festzustellen ist (Abbildung 3.17.B). Folglich
wird die Fluoreszenz-Ausbeute von der Anzahl der IRESEGFP-Sequenzen der jeweiligen
Konstrukte und von der Effizienz der IRES-vermittelten Translation der EGFP-Tandems
abhéngen und nicht von unterschiedlicher genomischer Integrationseffizienz der Konstrukte.

Die FACS-Analysen zeigen eine lineare Steigerung der EGFP-Fluoreszenz (Abbildung

3.17.C). Die ermittelten Fluoreszenz-Mittelwerte zeigen, dass die Fluoreszenz proportional zu
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der Anzahl der IRESEGFP-Sequenzen ist. Die EGFP-Westernblot-Analyse von Zelllysaten
aus den drei Zelllinien bestdtigen die FACS-Ergebnisse (Abbildung 3.17.D).

3.3.1.3. Multiple Tandem-IRESEGFP-Module beeintrichtigen nicht die Cap-abhéngige
Genexpression

In den generierten polycistronischen Konstrukten (pLuc-nx(IRES2-EGFP)-SV40-pA) wurde
die kodierende Sequenz fiir Luciferase (Luc) direkt hinter dem CMV-Promoter und vor der
ersten IRES-Sequenz (Abbildung 3.16.) kloniert, um eine quantitative Analyse der Cap-
abhingigen Genexpression durchfiihren zu konnen. Falls die IRES-abhédngigen Translationen
die Cap-abhédngige Translation beeintrachtigen sollten, wiirde die Luciferase-Aktivitit
umgekehrt proportional zu der Anzahl der IRESEGFP-Wiederholungen sein.

Die Messungen der Luciferase-Aktivitdt bei gleichen Proteinlysatmengen aus der drei
Zelllinien lieferten &hnliche Werte fiir alle drei Konstrukte (Abbildung 3.18.). Dieses
Ergebnis zeigt, dass multiple Tandem-IRESEGFP-Module die Cap-abhingige Expression

nicht beeintrachtigen.
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Abbildung 3.18. Cap-abhingige Luciferase-Aktivitit. Gleiche Mengen Protein (10-60 pg) der Lysate der
verschiedenen pLuc-nx(IRES2EGFP)-SV40pA-exprimierenden Zelllinien (n = 1, 2 oder 3) wurden hergestellt
und ihre Luciferase-Aktivitdt gemessen. Kontrolle: Zelllysat von nicht-transfizierten Zellen. AU: arbitary units.
*: Wert unter 50 AU.

3.3.1.4. Multiple Tandem-IRESEGFP-Module haben keinen Einfluf} auf die
posttranskriptionale Regulation durch 3’°UTR

Die Adenin/Uridin (AU)-reichen Elemente (ARE) sind die best untersuchten Sequenzen in
der 3°’UTR, welche die Stabilitit der mRNA und damit die Expression des entsprechenden

Proteins regulieren (Brennan et al. 2001).
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Da mehrere exogene IRES-Sequenzen in der 3’UTR eines Gens bzw. Vektors eingebaut
wurden, stellt sich die Frage, ob diese die Expressionsregulation durch 3’UTR beeinfluf3en.
Um das zu testen, wurde die RNA-stabilisierende Sequenz (SV-40polyA) in den pLuc-
nx(IRES2-EGFP)-SV40pA-Vektoren durch die Interleukin-10 (IL-10)-3’UTR ausgetauscht
(Abbildung 3.19.A). Die IL10-3’UTR begiinstigt den Abbau der IL-10-mRNA (Powell et al.
2000). Die 3°’UTR von IL-10 wurde wegen ihrer Relevanz fiir die vorliegende Arbeit (IL10-
Reportermiuse) ausgewéhlt.

Eine 832 bp lange Sequenz, die sich ab dem 6. Basenpaar hinter dem Stopcodon des Maus-
IL-10-Gens bis zum 838. Basenpaar erstreckt, und welche die 3’UTR von IL-10 einschlieft,
wurde aus der genomischen DNA mit den Primern IL10-7118-XbalF und IL10-832-AflII-B
amplifiziert und mit Xbal und AfIII verdaut. AnschlieBend wurde diese Sequenz in die pLuc-
nx(IRES2EGFP)-SV40pA-Vektoren iiber Xbal/Aflll, an der Stelle von SV40-pA, kloniert.
Wegen des dam-Methylierungssystems in DHS5a, welches Xbal-Schnittstellen methyliert, und
sie damit unzugénglich fiir das Restriktionsenzym macht, wurden die pLuc-nx(IRES2EGFP)-
SV40pA-Konstrukte vor diesem Klonierungsschritt in einem dam-negativen E.coli-Stamm
(ATCC 47045) vermehrt.

Die polycistronischen Konstrukte mit der IL10-3’UTR, pLuc-nx(IRES2EGFP)-IL10-3’UTR
(n=1, 2, oder 3), wurden mit AfIII linearisiert und stabil in HEK 293-Zellen transfiziert.

Um zu untersuchen, wie viel Kopien von jedem Konstrukt ins Genom integriert wurden,
wurde die genomische DNA aus den HEK 293-Zelllinien isoliert, mit ECORI verdaut und
einer Southernblot-Analyse unterzogen. Fiir die Hybridisierung wurde eine Luc-Sonde
eingesetzt. Die Southernblot-Analysen zeigen, dass jeweils eine Kopie von jedem pLuc-
nx(IRES2EGFP)-IL10-3’UTR-Konstrukt im Genom integriert wurde (Abbildung 3.19.B).
Mogliche Expressionsunterschiede zwischen Konstrukten mit SV40pA und IL10-3’UTR

sollten damit von der posttranskriptionalen Regulation durch 3°’UTR abhéngen.
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Abbildung 3.19. (A) Schematische Darstellung der generierten pLuc-nx(IRES-EGFP)-IL10-3’UTR-
Konstrukte (n = 1, 2 oder 3). EcoRI-Schnittstelle und Luc-Probe, die fiir Southernblot-Analyse verwendet
werden, sind angezeigt. (B) pLuc-3xn(IRES2EGFP)-IL10-3’UTR-Konstrukte wurden stabil in HEK 293-Zellen
transfiziert. Die Southernblot-Analyse zeigt die Integration jeweils einer Kopie jedes Konstrukts im Genom der
etablierten Zelllinien. PCMV, Cytomegalovirus Promoter; Luc, Luciferase-Gen; SV40polyA, Simian-Virus
polyadenylation site.

Die FACS-Analysen der Zelllinien, welche die IL10-3’UTR-enthaltende Konstrukte
exprimieren, zeigen niedrigere Fluoreszenzintensitit im Vergleich zu den Zelllinien mit den
SV40pA (Abbildung 3.20.A). Die Luciferase-Aktivitdt stellt ein zweites Mal} fiir die
Reporteraktivitit dar. Der Austausch der SV40pA durch IL10-3’UTR resultiert in mehr als
50% Verlust der Luciferase-Aktivitdt (Abbildung 3.20.B). Diese Ergebnisse stimmen mit
denen von Powell et al. (2000) iiberein. Damit wird die posttranskriptionale Regulation

mittels 3°’UTR nicht durch multiple Tandem-IRES beeintrachtigt.
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Abbildung 3.20. Vergleich der EGFP-Fluoreszenzintensitit zwischen den SV40pA- und IL103’UTR-
enthaltenden Konstrukten. (A) Die Fluoreszenzemission von EGFP wurde mittels FACS analysiert. Gezeigt
sind Histogramme der EGFP-positiven Zellen. Die Mittelwerte der Fluoreszenzintensitéit sind angegeben. (B)
Gleiche Mengen Lysate der sechs Zelllinien wurden hergestellt und ihre Luciferase-Aktivitit gemessen.
Kontrolle: Zelllysat von nicht-transfizierten Zellen. AU: arbitary units. *: Wert unter 50 AU.

3.3.1.5. Die proportionale Erh6hung der Tandem-EGFP-Fluoreszenzintensitiit ist
unabhéngig von der posttranskriptionalen Regulation durch 3’'UTR
Mit den pLuc-nx(IRES2-EGFP)-SV40-polyA-Konstrukten konnte gezeigt werden, dass die
Fluoreszenzausbeute proportional zur Anzahl der IRESEGFP-Module ist. Es sollte tiberpriift
werden, ob die IL10-3’UTR-enthaltenden Konstrukte sich hinsichtlich der EGFP-Expression
gleich verhalten wiirden wie SV40pA-enthaltende Konstrukte (Abbildung 3.20.).
Die RT-PCR-Analyse zeigt, dass auf RNA-Ebene alle drei pLuc-nx(IRES2EGFP)-IL10-
3’UTR-Konstrukte (n=1, 2, oder 3) gleich viel Luc-Transkripte produzieren (Abbildung
3.21.A). Ferner zeigte die Southernblot-Analyse, dass jeweils eine Kopie von jedem
Konstrukt ins Genom integriert wurde (Abbildung 3.19.B.) Dementsprechend hédngt die
Fluoreszenzausbeute von der Anzahl der IRESEGFP-Modulen in den jeweiligen Konstrukten
und von der Effizienz der IRES-vermittelten Translation von EGFP ab und nicht von

moglicher unterschiedlicher genomischer Integrationseffizienz der Konstrukte.
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Abbildung 3.21. Expressionsanalyse von EGFP und Luciferase in pLuc-nx(IRES2EGFP)-IL10-3°’UTR-
exprimierenden Zelllininen (n = 1, 2 oder 3). (A) Gesamt-RNA wurde aus den drei Zelllinien isoliert und mit
Baseline-Zero DNAse behandelt, um kontaminierende genomische DNA zu eliminieren. AnschlieBend wurde
die Expression der multicistronischen RNAs aus den verschiedenen Konstrukten mittels RT-PCR mit Primer fiir
Luciferase (Luc-Fneu und Luc-Bneu) analysiert. (+RT) und (-RT) weisen auf PCR-Produkte aus der Erststrang-
Synthesereaktionen, die mit (+RT) oder ohne (-RT, negative Kontrolle) Reverse Transkriptase durchgefiihrt
worden sind, hin. Als Kontrolle wurde RT-PCR-Analyse des HPRT-Gens mit den Primern HumHPRT-F und
HumHPRT-B durchgefiihrt. (B) Die Fluoreszenzemission von EGFP wurde mittels FACS analysiert. Gezeigt
sind Histogramme der EGFP-positiven Zellen. Die Mittelwerte der Fluoreszenzintensitdten sind angegeben. (C)
Gleiche Proteinmengen der verschiedenen Zelllinienlysate wurden auf 12% SDS-PAGE aufgetrennt und das
Expressionsniveau von EGFP mittels Westernblot und Anti-GFP-Antikoper analysiert. Die Immunfirbung
gegen Actin ist als Kontrolle dargestellt. (D) Gleiche Proteinmengen der drei Zelllinienlysate wurden hergestellt
und ihre Luciferase-Aktivitdit gemessen. Kontrolle: Zelllysat von nicht-transfizierten Zellen. AU: arbitary
units.*: Wert unter 50 AU.

Die FACS-Analysen der drei Zelllinien, die die multicistronischen Vektoren mit IL10-3’UTR
exprimieren, zeigen eine lineare Erh6hung der EGFP-Fluoreszenz entsprechend der Anzahl
der IRESEGFP-Sequenzen (Abbildung 3.21.B). Die Westernblot-Analyse von Zelllysaten aus
den drei Zelllinien bestétigt die Erhohung der EGFP-Expression (Abbildung 3.21.C). Dariiber
hinaus zeigen die Luciferase-Reporteraktivititen keinen Unterschied zwischen den drei
Zelllinien (Abbildung 3.21.D).

Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass wunabhidngig von der

posttranskriptionalen Regulation mittels der 3’UTR, die Erhohung der EGFP-
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Fluoreszenzausbeute proportional zu der Anzahl der IRESEGFP-Sequenzen ist, ohne die Cap-

abhingige Genexpression zu beeintrachtigen.
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3.3.2. B-Lactamase-Reportersystem

Das IRES-vermittelte polycistronische Reporter-System, wie im vorigen Abschnitt gezeigt
werden konnte, ist eine Moglichkeit, um die Reporteraktivitit zu erhohen. Eine andere
Moglichkeit besteht in der Verwendung von enzymatisch aktiven Reportern, die farbig
fluoreszierende Substrate umsetzen. Fiir das hier gesteckte Ziel sollte das enzymatische
Reportergen folgende Voraussetzungen erfiillen. a) Das Enzym und sein Substrat diirfen nicht
toxisch fiir Zellen sein. b) Das Substrat sollte membrandurchldssig sein, um mit intakten
Zellen arbeiten zu konnen. ¢) Das Produkt der Substratumsetzung sollte hoch polar sein,
damit es nicht aus der Zelle diffundiert. d) Die enzymatische Aktivitit sollte einfach in
einzelnen intakten Zellen detektierbar sein.

Als geeignete Enzym/Substart-Kombination wurde das bakterielle Enzym B-Lactamase (Bla)
und das fluoreszierende Substrat CCF2/CCF4 ausgewihlt. Obschon B-Lactamase (Bla) als
Reportergen in Zellen eingesetzt wurde, gibt es bisher kein Mausmodell, in dem B-Lactamase
als Reportergen benutzt wurde.

B-Lactamase inaktiviert Betalaktam-Antibiotika durch Spaltung des B-Lactam-Ringes
(Abbildung 3.22.) (Sykes et al. 1976).

cephalosporin 2" n1 "
B-Lactamase = @i . RlH
% g R S I I
o R2 ﬁ: Py ‘ﬁi2: *'%C)Y
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instabiles Freigesetzter Rest 2 (R2)
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Abbildung 3.22. B-Lactamase (Bla) hydrolysiert die Amidbindung im [(-Lactam-Ring (rot gekennzeichnet).
Nach spontaner Umlagerungen in ein instabiles Zwischenprodukt entsteht ein Endprodukt, bei dem der Rest 2
(R2) freigesetzt wird.

Die Bedeutung von B-Lactamase als Reportergen wurde erst durch die Entwicklung des
fluorogenen Substrates CCF2 (Coumarin-Cephalosporin-Eluorescein) realisiert (Zlokarnik et
al. 1998). CCF2 als auch die stabilere Version CCF4 sind bei Invitrogen erhéltlich. CCF2
bzw. CCF4 besteht aus zwei Fluorophoren (Hydroxycoumarin und Fluorescein), die iiber ein
Cephalosporin-Molekiil miteinander verbunden sind (Abbildung 3.23.) und {iberlappende

Emissions/Absorptionsspektren (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer, FRET) aufweisen.

102



Ergebnisse

409 nm 320 nm
7 REL 4 / \
8] = 0 0-
H

Bto 0 Aco 0 nAc| @
H

N
0 D)\g 8 3
H g JFN
Q
. f 0 Zelle g
r—n Fluorescein | Esterasen

o,
. 0
7-hydroxyCoumarin Yo AM lﬁ—Lactamase
Cephalosporin
409nm 447 nm
CCF2/4-AM \ 0 o
s)

Co2

H "

Abbildung 3.23. CCF2-AM bzw. CCF4-AM bestehen aus zwei Fluorophoren: Hydroxycoumarin und
Fluorescein, die iiber ein Cephalosporin-Molekiil miteinander verbunden sind. Die Ester-Verbindungen (Ac:
Acetyl; Bt: Butyryl; AM: Acetoxymethyl) neutralisieren die Ladungen des Substrats und machen es dadurch
membrandurchlédssig. Nach der Diffusion ins Zellinnere, katalysieren zytoplasmatische Esterasen die Hydrolyse
der Esterbindungen. Wegen seiner nun poly-anionischen Form, wird CCF2/4 in der Zelle zuriickgehalten. Im
intakten Substrat fiihrt die Anregung von Coumarin (Donor) bei 409 nm zu einem Fluoreszenz Resonanz Energie
Transfer (FRET) auf Flourescein (Akzeptor). Dadurch wird Fluorescein angeregt und strahlt griines Licht aus
(detektierbar bei 520 nm). Die B-Lactamase katalysiert die Hydrolyse des Substrats, was zur Trennung vom
Donor (Coumarin) und Akzeptor (Flourescein), und damit zur Unterbrechung des FRET, fiihrt. Die Anregung
des Donors (Coumarin) fithrt dann zur Emission vom blauen Licht (detektierbar bei 447 nm).

Die veresterte Form von CCF2/4 (siehe Abbildung 3.23.), genannt CCF2/4-AM (AM:
Acetoxymethyl), ist lipophil und kann somit leicht Zellmembranen passieren. Damit werden
schiddigende Permeabilisierungsprozeduren der Zellen vermieden. Einmal ins Zellinnere
gelangt, werden die vier Esterbindungen des Substrats durch unspezifische zytoplasmatische
Esterasen hydrolysiert. Es entstehen negative Ladungen, wodurch die Riickdiffusion von
CCF2/4 nach auBlen verhindert wird. CCF2/4 kann durch Fluoreszenz Resonanz Energie
Transfer (FRET) sehr einfach, unter dem Mikroskop, Fluoreszenz-Platten-Reader, und im
FACS detektiert werden. Im intakten CCF2-Molekiil fiihrt die Anregung des kurzwelligen
Fluorophors, Coumarin, bei 409 nm zur griinen Fluoreszenzemission aus dem langwelligen
Fluorescein (Emission bei 520 nm): Die Photonenemission aus der Anregung von Coumarin
wird auf das benachbarte Fluorescein transferiert, die zur Anregung des letzteren fiihrt
(Abbildung 3.23.).

B-Lactamase katalysiert die Hydrolyse des CCF2/4-AM-Substrats, was zur Trennung vom
Donor (Coumarin) und Akzeptor (Flourescein) und damit zur Unterbrechung des FRET fiihrt.
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Die Anregung des Donors fiihrt dann zur Emission vom blauen Licht direkt aus dem
angeregten Coumarin (detektierbar bei 447 nm) (Abbildung 3.23.).

Da das Substrat griin und das Produkt blau fluoreszieren, kann durch die Bildung des
Verhiltnisses zwischen der blauen Emission bei 447nm und der griinen Emission bei 520nm
die Menge des umgesetzten Substrats, unabhingig vom Zelltyp, der ZellgroBBe, der Zellzahl
oder der aufgenommenen Substratmenge, ermittelt werden.

Im Gegensatz zu EGFP, das einige Stunden zur ,,Reifung® benétigt bevor man es detektieren
kann, kann die Expressionsmenge von B-Lactamase in Echtzeit verfolgt werden. Veridnderung
im Emissionsverhiltnis des Substrats kann schon bei der Expression von 50 B-Lactamase-
Molekiilen gemessen werden (zum Vergleich, sind mindestens 1x10° Molekiile notwendig um
EGFP-Expression zu detektieren) (Zlokarnik et al. 1998; Qureshi SA 2007). Dariiber hinaus
hat 3-Lactamase eine Halbwertszeit von ca. 206 Minuten und dhnelt damit der von IL-10 (ca.
60-180 min) (Le T. et al. 1997; Brewer et al. 2003). Dies erlaubt die Durchfiihrung von

kinetischen Studien.

3.3.2.1. Testen des 3-Lactamase-Reportersystems in vitro

TEM-1 B-Lactamase (Bla) ist das Ampicillin-Resistenzgen, das als Selektionsmarker in
zahlreichen Plasmiden eingebaut wird. Die TEM-1 B(-Lactamase wurde aus dem Plasmid
pBR322 mit den Primern Lact-BstXI-F und Lact-Notl-B amplifiziert (Abbildung 3.24.). Die
Primer wurden so generiert, dass die Sekretionssignalsequenz (ca. 60 Basenpaare lang) von
Bla durch die Sequenz ATGGGA (codiert fiir Methionin und Glycin) ausgetauscht wurde. B-
Lactamase wird ohne ihre Signalsequenz im Zytoplasma der Zellen zuriickgehalten (Moore et
al. 1997). Das PCR-Produkt wurde mit BstXI und Notl verdaut, und in pIRES2EGFP-Vektor
tiber die Schnittstellen BstXI/Notl, an der Stelle von EGFP kloniert. Das so generierte
Konstrukt wurde plxIRES2-Bla bezeichnet (Abbildung 3.24.). Dieses Konstrukt diente
anschlieBend als Ausgangsvektor zur Generierung des p2xIRES2-Bla-Konstrukts. Die IRES-
Bla-Sequenz wurde aus plxIRES2-Bla mit den Primern IRES2-Notl-F und Lact-Notl-B
amplifiziert, mit NotI verdaut und anschlieend in pIRES2-Bla iiber Notl kloniert.
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E. Coli"s Bla-TEM1 Sequenz
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Abbildung 3.24. Die TEM-1 B-Lactamase wurde aus dem Plasmid pBR322 ohne die Sekretionssignalsequenz,
welche durch die Sequenz ATGGGA ausgetauscht wurde, amplifiziert und in pIRES2EGFP-Vektor iiber die
Schnittstellen BstXI/Notl, gegen EGFP ausgetauscht. Das so generierte Konstrukt wurde plxIRES2-Bla
bezeichnet. Dieses Konstrukt diente als Ausgangsvektor zur Generierung des p2xIRES2-Bla-Konstrukts. Die
IRES-Bla-Sequenz wurde aus p1xIRES2-Bla amplifiziert und in plxIRES2-Bla iiber Notl kloniert.

Die plxIRES2-Bla- und p2xIRES2-Konstrukte wurden in HEK 293-Zellen transient
exprimiert und die B-Lactamase-Aktivitit untersucht. Die Zellen wurden mit dem Substrat
CCF4-AM fiir eineinhalb Stunden bei RT beladen, dann gewaschen und mit Formaldehyd
fixiert (siche dazu Methodenteil 2.2.4.7.). AnschlieBend wurden die Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop (Olympus BX-61) mit dem Anregungsfilter fiir CCF4 (Anregung bei
409 nm) auf B-Lactamase-Aktivitit untersucht (Abbildung 3.25.A). Die B-Lactamase-
Aktivitit konnte durch blaue Fluoreszenz in den transfizierten Zellen nachgewiesen werden.

In einem weiteren unabhédngigen Versuch wurden HEK 293-Zellen mit dem p1xIRES2-Bla-
Konstrukt transfiziert und im FACS analysiert. Die B-Lactamase-Aktivitidt konnte auch im

FACS detektiert werden (Abbildung 3.25.B).
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A)
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Abbildung 3.25. Test der B-Lactamase-Aktivitit in HEK 293-Zellen. Die generierten Reporterkonstrukte
p1xIRES-Bla und p2xIRES-Bla wurden in HEK 293-Zellen transient transfiziert. 24h nach der Transfektion
wurden die Zellen mit dem Substrat CCF4-AM fiir 2 Stunden beladen, anschlieBend gewaschen und fixiert. Die
Reporteraktivitdt wurde ermittelt: (A) im Fluoreszenzmikroskop (VergroBerung 40x) nach Anregung bei 409
nm. Die Umsetzung des Substrats fiihrt zur blauen Fluoreszenz aus dem angeregten Coumarin (detektierbar bei
447 nm). In Abwesenheit von B-Lactamase fluoreszieren die Zellen griin (Emission bei 520 nm). (B) Im FACS
(CyanADP-LX) konnte blaue Fluoreszenz nur in Zellen, die 3-Lactamase exprimieren, detektiert werden. Zellen,
die mit dem Substrat nicht beladenen wurden, zeigen keine Fluoreszenz.
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3.4. Die IL10-2xIRES-Bla-Reportermaus

Zur Verbesserung der Reporteraktivitidt wurden nun zwei Reportersysteme getestet: ein IRES-
vermitteltes polycistronisches Reportersystem mit EGFP als Reportergen (Abschnitt 3.3.1.);
und ein enzymatisches Reportergen, die B-Lactamase, dessen Expression in intakten Zellen
mittels FACS und Fluoreszenzmikroskopie mit hoher Empfindlichkeit detektiert werden kann
(Abschnitt 3.3.2.). Im Vergleich zu anderen Zytokinen wie z. B. TNF-a ist die zelluldre
Produktion von IL10 relativ schwach. Um mit der Reportergentechnologie auf zelluldrer
Ebene mittels Fluoreszenzmesstechniken trotzdem ein IL-10 Expressionssignal zu
detektieren, wurden beide Strategien, das polycistronische und das enzymatische
Reportersystem kombiniert, und eine IL10-B-Lactamase-Reportermaus hergestellt, in der die

B-Lactamase aus einem bi-cistronischen Reportersystem exprimiert wird (Abbildung 3.26.).

3.4.1. Generierung des IL10-2xIRES-Bla-Targeting-Konstrukts

Alle fiir die Klonierung eingesetzten Primer sind im Abschnitt 2.1.6. aufgelistet.

Zur Generierung des IL10-2xIRES-Bla-Targeting-Konstrukts wurde die in Abbildung 3.26.
dargestellte und im folgenden beschriebene Klonierungsstrategie durchgefiihrt.

Als Basis fiir Klonierung diente das Konstrukt pBS-7,1kb5’IL10-IRES2EGFP-SV40pA-
2,2kb3’IL10 (Abschnitt 3.2.1. und Abbildung 3.26.).

pBS-7.1kbSTL10-IRES2EGFP SV40pA 221b3IL10  BSXI Notl Al Xhol

r
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Abbildung 3.26. Klonierungsstrategie zur Herstellung des IL10-2xIRESBIla-Targeting-Konstrukts. Siche
weitere Details im Text (Abschnitt 3.4.1.).

Die TEM-1 B-Lactamase (ohne ihr Sekretionssignal) wurde aus dem Vektor p1xIRES2-Bla
(Abschnitt 3.3.2.1. und Abbildung 3.24.) mit den Primern Lact-BstXI-F und Lact-Notl-B
amplifiziert, mit BstXI und Notl verdaut und in pBS-7,1kb5’IL10-IRES2EGFP-SV40pA-
2,2kb3’IL10, anstelle von EGFP kloniert. Das daraus resultierende Konstrukt wurde als pBS-
7,1kb5’IL10-IRES2Bla-SV40pA-2,2kb3’IL10 bezeichnet.

Im néchsten Schritt wurde die IRES-Bla-Sequenz aus pl1xIRES2-Bla mit den Primern IRES2-
NotI-F und Lact-AfllI-B amplifiziert, mit Notl und AflII verdaut und anschlieBend in pBS-
7,1kb5’IL10-IRES2Bla-SV40pA-2,2kb3’IL10 iiber NotI/AflII, anstelle von SV40pA kloniert.
Das resultierende Zwischenkonstrukt wurde pBS-7,1kb5’IL10-2xIRES2Bla-2,2kb3’IL10
genannt.

Eine LoxP-flankierte Neomycin-Kassette wurde aus dem Vektor pEasyFlox mit den Primern
LpNeoLp-AfllI-F und LpNeoLp-Aflll-B amplifiziert, mit AflIl verdaut, gereinigt und
anschlieBend in pBS-7,1kb5’IL10-2xIRES2Bla-2,2kb3’IL10 {iber Aflll kloniert. Der
resultierende Vektor wurde pBS-7,1kb5’IL10-2xIRES2Bla-Neo-2,2kb3’IL10 genannt. Das
IL10-2xIRESBIla-Targeting-Konstrukt war damit fertig gestellt. Das Konstrukt wurde fiir die
Elektroporation mit Xhol linearisiert.

Um den Anteil homolg rekombinanter ES-Klone zu erhohen, wurde eine neue Strategie
entwickelt. Eine Cre-Rekombinase (Cre)-Kassette unter dem HSV-Promoter wurde als
negativer Selektionsmarker hinter dem 3’Arm des Targeting-Vektors eingebaut. Die Neo-
Kassette verleiht den embryonalen Stammzellen (ES)-Zellen, die das Targeting-Konstrukt
aufgenommen haben, Resistenz gegen Geneticindisulfat (G418). G418 ist ein Antibiotikum,
das die Proteinsynthese in Sdugerzellen durch Stérung der ribosomalen Funktion blockiert.
Wenn das Targeting-Konstrukt per homologe Rekombination gegen die Wildtyp-IL-10-
Sequenz ausgetauscht wird, fiihrt das zur Deletion der Cre-Kassette. Wird dagegen das
Konstrukt irgendwo im Genom {iiber nicht-homologe Rekombination eingebaut, so wird in der
Regel das Konstrukt samt der Cre-Kassette integriert. Cre wird somit exprimiert, schneidet
die zwischen LoxP gelegene Sequenz (in diesem Fall die Neo-Kassette) heraus. Die ES-
Zellen sind infolgedessen nicht mehr in der Lage in G418-Medium zu wachsen. Weil die Cre-
Rekombinase von den transfizierten Zellen selbst synthetisiert wird und keine Substrat-
Zugabe von AuBlen nétig ist, wird der Targeting-Vektor, welcher die Cre-Kassette als
negativen Selektionsmarker enthilt, als ,,autoselektiver*-Targeting-Vektor benannt.

Die Cre-Kassette wurde zuerst in das pBluescript umkloniert. Die Cre-Kassette wurde dafiir

aus dem Vektor pIC-Cre (Gu, H. et al., 1993) mit HindIIl und Xhol rausgeschnitten und in
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pBluescript-1I-KS iiber HindIIl/Xhol kloniert. Der entstandene Vektor wurde als pBS-Cre
bezeichnet. Die Integritit der Sequenz wurde durch Sequenzierung gepriift. Anschlieend
wurde die Cre-Kassette aus pBS-Cre mit den Primern  pBSupMCS-Xhol-Ascl und
pBSdownMCS-Xhol amplifiziert, mit Xhol verdaut und in pBS-7,1kb5’IL10-2xIRES2Bla-
Neo-2,2kb3’IL10 iiber Xhol kloniert. Uber diesen Klonierungsschritt wurde eine AscI-
Schnittstelle im Anschlufl der Cre-Kassette integriert. Ascl erlaubt die Linearisierung dieses
Targeting-Konstrukts fiir die Elektroporation.

Das ca. 19 kb grofle IL10-2xIRESBIa ,,autoselektive‘“-Targeting-Konstrukt war damit fertig
gestellt (siche Abbildung 3.26.).

Die Integritit der Sequenz wurde durch Sequenzierung tiberpriift. Die homologe Integration
des Targeting-Konstrukts kann nach ECoRI-Verdau und Hybridisierung mit der externen 3’-
Probe iiberpriift werden. Homolog rekombinante ES-Klone sollen ein ECORI-Fragment der
GroBe 7,6 kb, welches um 0,8 kb groBer als das Wildtyp-Fragment (6,8 kb) ist, aufweisen
(Abbildung 3.27.).

3.4.2. Generierung homolog rekombinanter IL10-2xIRES-Bla-ES-Zellen

Um die Effizienz der Cre-Kassette als negativen Selektionsmarker zu iiberpriifen, wurden
beide Konstrukte, das Xhol-linearisierte IL10-2xIRESBla-Targeting-Konstrukt und das Ascl-
linearisierte IL10-2xIRESBIa ,,autoselektive*-Targeting-Konstrukt, welches die Cre-Kassette
enthilt, unter den gleichen Bedingungen einzeln in den ES-Zellen mittels Eletroporation
transfiziert. Jeweils 240 G418-resistente ES-Klone von jeder Transfektion wurden isoliert,
deren DNA gereinigt und mit ECORI verdaut (siche Abschnitt 2.2.1.13.). Anschlieend
wurden Southernblot-Hybridisierungen mit der externen 3’Probe durchgefiihrt. Aus den ES-
Klonen, die mit IL10-2xIRESBIla-Targeting-Konstrukt transfiziert waren, wurden 3 positive
Klone erhalten. Bei den ES-Zellen, die mit dem ,autoselektiven“-Targeting-Vektor
transfiziert wurden, waren 7 ES-Klone positiv. Mit dem ,,autoselektiven“-Targeting-Vektor
konnte damit die Ausbeute an homolog rekombinanten ES-Klonen um das 2-fache erhoht
werden.

In der Abbildung 3.28. sind das Targeting-Konstrukt, die Lage der externen 3’Probe und der
internen  Neo-Probe, die verwendeten EcoRI-Restriktionsstellen, der erwarteten
FragmentgroBen und die Ergebnisse der Southernblot-Analyse einiger ES-Klone gezeigt.

Eine weitere genomische Integration des IL10-2xIRESBIla-Targeting-Konstrukts, auller im

IL-10-Lokus, konnte durch Analyse mit der internen Neo-Probe ausgeschlossen werden

(Abbildung 3.27.).
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Abbildung 3.27. (A) Gen-Targeting-Strategie zur Herstellung der 1L10-2xIRESBIla-Reportermaus). Die
Organisation des IL-10-Gens der Maus, mit Angabe der Lokalisierung der Restriktionsstellen, die fiir
Southernblot-Analyse verwendet wurden, ist dargestellt. Der IL10-2xIRESBIla-Targeting-Vektor bestehtend aus
einem 7,1 kb IL10-5’-IL10-Arm gefolgt von zwei IRES-Bla-Sequenzen, die unmittelbar nach dem Stopcodon
von IL-10 eingebaut sind, einer LoxP-flankierten Neo-Kassette als positiver Selektionsmarker, einem 2,2 kb
IL10-3’-homologen Arm und einer Cre-Kassette als negativen Selektionsmarker. Homolog rekombinierter IL-
10-Lokus mit Darstellung der fiir die Charakterisierung der ES-Klone verwendeten Hybridisierungsproben
(externe 3’Probe und interne Neo-Probe), sowie der verwendeten ECORI-Restriktionsstellen und der erwarteten
Fragmentgroflen (7,6 kb EcoRI-Fragment fiir das modifizierte Allel) nach Southernblot-Analyse. Die Deletion
der Neomycin-Kassette nach der Verpaarung der IL10-2xIRESBla-Neo-Méuse mit Cre-Deleter-Méusen. (B)
Darstellung der Southernblot-Analyse einiger ES-Zellklone. DNA wurde mit ECORI verdaut und in der
Southernblot-Analyse mit der externen 3’Probe (oberer Blot) oder mit der internen Neo-Probe (unterer Blot)
hybridisiert. Die positiven Klone zeigen zwei Banden. Die nach oben verschobene Bande (bei 7,6 kb) entstand
durch homolog-rekombinante Integration des IL-10-2xIRESBIla-Allels im IL10-Lokus.
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3.4.3. Etablierung der IL10-2xIRES-Bla-Reportermaus

Vier positive ES-Klone wurden in C57Bl/6J-Blastozysten injiziert. Die Blastozysten wurden
dann in den Uterus scheinschwangerer CD-1-Miuse (Albinos) implantiert. Uber 15 chimire
Mause sind daraus hervorgegangen. Zwei minnliche Fellchiméren (aus zwei unabhingigen
ES-Klonen) wurden direkt mit C57Bl/6J-Cre-Deleter-Weibchen verpaart. Fiir die PCR-
Genotypisierung der IL10-IRESBla-Miuse wurden die Primer pIRES2-1020F / Bla-80B und
IL10-6775F / IL10-7150B eingesetzt (siche Abschnitt 3.1.6.). Die Deletion der Neo-Kassette
wurde mit den Primern Bla-555F und IL10-7150B gepriift. Bei erfolgreicher Neo-Deletion
wurde mit diesen Primern ein PCR-Produkt der GroBe 290 bp amplifiziert. Bei einigen
Nachkommen der F1-Generation konnte die Keimbahniibertragung des Bla-Reportergens bei
gleichzeitiger Deletion der Neo-Kassette festgestellt werden. Diese Mause waren der Ausgang
fiir die Etablierung und Ziichtung der IL10-2xIRESBla-Reportemaus. Im Folgenden wird
diese Reportermaus, der Einfachheit halber, als IL10-IRESBla-Reportemaus bezeichnet.

3.4.4. Analyse der IL10-IRESBIla-Reportermaus

In ihrem allgemeinen Erscheinungsbild lassen sich die IL10-IRESBIa-Reporterméuse nicht
von den Wildtyptieren unterscheiden. Sie sind vital und fertil. Thr Kérpergewicht und -grof3e
sowie Fellbeschaffenheit wiesen keine Auffélligkeiten auf. Die Innereien (Milz, Leber,
Magen, Herz, Darm, etc.) der transgenen Mause und Wildtyptiere zeigen keine Unterschiede,
weder beziiglich des Gewichts noch der Grof3e.

FACS-Analysen der Zellfrequenzen des adaptiven Immunsystems in Zellsuspensionen aus
Milz und Thymus zeigten keinen Unterschied in der Anzahl der B-Zellen, CD4- und CDS8-T-
Zellen, die jeweils mit anti-B220, anti-CD4 und anti-CD8 angeférbt worden sind (Abbildung
3.28.).
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Abbildung 3.28. Analyse einiger Parameter des adaptiven Immunsystems. Einzelzellsuspensionen wurden
aus Milz und Thymus von WT-Méusen und heterozygoten (+/-) IL10-IRESBla-Reporterméiusen prapariert, mit
FITC- oder PE-gekoppelten Antikdrpern gegen spezifische Oberflichenmarker angefirbt und im FACS
analysiert. Die Prozentanteile der verschiedenen Zellpopulationen sind in ihren jeweiligen Quadraten angegeben.
Die FACS-Analyse ist reprisentativ fiir Mausgruppen (N = 4). Die heterozygoten IL10-IRESBla-Reportermiuse
zeigen normale Anzahl der CD4-T-Zellen, CD8-T-Zellen und B-Zellen in der Milz und Thymus.

Die Stimulierung von BMDC (aus Knochenmark differenzierte DCs) aus WT-Mausen und

heterozygoten IL10-IRESBla-Méusen mit 300 ng/ml LPS (TLR4-Agonist) oder 9 pg/ml LerV
(TLR2-Agonist) fiir 14 Stunden resultierte in vergleichbaren Produktionsmengen von IL-10,

KC, IL-6 und TNFa (Abbildung 3.29.).
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Abbildung 3.29. Vergleich der Cytokinproduktion in DCs von WT- und IL10-IRESBla-Méusen. BMDCs
aus WT-Maiusen und heterozygote IL10-IRESBla-Mé&usen wurden nicht (-), mit 300 ng/ml LPS oder 9 pg/ml
LerV stimuliert. Nach 14 h wurden die Uberstinde abgenommen und IL-10, IL-6, TNF-o. und KC mittels CBA-
Assay gemessen. BMDCs aus der heterozygoten IL10-IRESBla-Reportermaus zeigen normale
Zytokinproduktion.

Auch infektionsbiologisch zeigten WT-Méuse und heterozygote I1L10-IRESBla-Mause keinen
Unterschied, wie sich am Beispiel der Infektion mit Yersinia enterocolitica zeigte (Abbildung

3.30.).
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Zwei Vierergruppen aus WT- und heterozygoten IL10-IRESBla-Miusen wurden durch
intraperitoneale Injektion von 4x10 Yersinia enterocolitica (WAC-pYV) infiziert. Milz und
Leber wurden 5 Tage spéter entnommen, in PBS homogenisiert und Verdiinnungsreihen
davon auf Yersinia-selektivem CIN-Agar (BD Biosciences) ausplattiert. Nach ca. 36 h
Inkubation bei 27 °C wurde die CFU ermittelt. Die Keimzahlen in Milz und Leber infizierter
WT-Miuse und IL10-IRESBla-Reporterméduse waren vergleichbar (Abbildung 3.30.).
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Abbildung 3.30. Keimzahlen in Milz und Leber von Y. enterocolitica (WAC-pYYV) infizierten WT-Méusen
und heterozygoten 1L10-IRESBla-Reportermiusen. Zwei Vierergruppen aus WT- und heterozygoten IL10-
IRESBla-Miusen wurden durch intraperitoneale Injektion von 4x10* WAC-pYV infiziert. Milz und Leber
wurden 5 Tage spéter isoliert, in PBS homogenisiert und Verdiinnungsreihen davon auf Yersinia-selektivem
CIN- Agar ausplattiert. Nach ca. 36 h Inkubation bei 27 °C wurde die CFU ermittelt. Die Mittelwerte aus den
Mausgruppen sind dargestellt. IL10-IRESBla-Mause zeigen gleiche Anfélligkeit fiir Yersinia-Infektion wie WT-
Mause.

3.4.4.1. Bla-Reporteraktivitit ist in DCs und Makrophagen detektierbar

Um zu testen, ob die IL10-IRESBla-Reportermaus fiir den Nachweis der IL-10-Induktion auf
zellulare Ebene verwendbar ist, wurden Knochenmarkzellen aus WT- und IL10-IRESBIla-
Mause isoliert und in vitro zu Makrophagen differenziert. Diese BMDM wurden mit LPS,
LerV oder Zymosan fiir 12 Stunden stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen mit dem Bla-
Substrat CCF4-AM behandelt und unter dem Fluoreszenz-Mikroskop durch Anregung bei
409 nm, untersucht. WT-Makrophagen zeigten erwartungsgemil griine Fluoreszenz, da sie
keine Bla exprimieren und infolgedessen das Substrat nicht umsetzen konnen. Dariiber hinaus
zeigt dieses Ergebnis, dass kaum bzw. sehr schwache spontane Spaltung des Substrats
stattgefunden hat. BMDM aus IL10-IRESBla-Reportermiusen zeigten dagegen mit LPS oder

LerV Stimulation blaue Fluoreszenz (Abbildung 3.31.), was die Expression und Aktivitdt von
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Bla demonstriert. Die LPS-Stimulierung fiihrte im Vergleich zu den anderen Stimuli zu mehr
blauen Zellen, mit stiarkerer Fluoreszenz.

Die Tatsache, dass die Reporteraktivitit sogar visuell mit dem Fluoreszenz-Mikroskop
detektierbar ist, spricht fiir die hohe Sensitivitit der IL10-IRESBla-Reportermaus. Zum
Vergleich konnte keine bzw. erst nach zusitzlicher Immunfiarbung von EGFP eine sehr
schwache Fluoreszenz in Makrophagen von IL10-IRESEGFP-Reporteméusen detektiert
werden (Abbildung 3.13.E).

BMDM: IL10-IRES2Bla+/-

Nicht stimuliert 12 h; 120 ng/ml LPS

3

BMDM:WT

12h; LPS 120 ng/ml

12 h; 9 pg/ml LerV

Abbildung 3.31. Bla-Reporteraktivitiit ist hocheffizient in Makrophagen detektierbar. BMDM aus WT-
Mausen und heterozygoter IL10-IRESBla-Mausen (Bla+/-) wurden mit 120 ng/ml LPS, 9 ug/ml LcrV, oder
Zymosan (5 Partikel/Zelle) fiir 12h stimuliert. AnschlieBend wurden die Zelliiberstinde abgenommen, die Zellen
mit PBS gewaschen und mit dem Bla-Substrat CCF4-AM fiir zwei Stunden inkubiert. Die Zellen wurden mit
PBS gewaschen, mit 3,7% Formaldehyd fixiert und erneut gewaschen. Die blau-griine Floureszenz wurde mittels
Fluoreszenz-Mikrophotographie durch Anregung bei 409 nm dokumentiert (Vergroerung 40x).

Als néchstes wurde untersucht, ob die IL-10-Reporteraktivitit auch in DCs detektiert werden
kann. BMDCs von WT- und IL10-IRESBla-Méusen wurden mit 100 ng/ml LPS, 6 pg/ml
LerV oder Zymosan (5 Partikel/Zelle) fiir 12 Stunden stimuliert. Die Zellen wurden
anschlieBend mit dem Bla-Substrat CCF4-AM beladen (siche Methodenteil), gewaschen,
fixiert und anschlieBend im FACS (CyanADP-LX) untersucht (Abbildung 3.32.A). Bla-
Reporteraktivitit konnte im FACS detektiert werden. Vergleichbar mit den
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Fluoreszenzmikroskop-Ergebnissen von Makrophagen (Abbildung 3.31.), zeigte LPS auch

bei DCs den starksten IL-10-Bla- stimulierenden Effekt.
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Abbildung 3.32. Bla-Reporteraktivitiit ist hocheffizient in DCs detektierbar. BMDCs aus WT-Maus und
heterozygoter IL10-IRESBla-Maus (Bla+/-) wurden mit LPS, LerV oder Zymosan flir 12h stimuliert. (A) Die
Zelliberstdnde wurden fiir IL-10 Bestimmungen aufgehoben und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschlie3end
wurden sie mit CCF4-AM fiir zwei Stunden inkubiert. Nach dem Waschen und Fixieren wurden die Zellen im
FACS durch Anregung bei 409 nm analysiert. (B) Die IL-10-Konzentration wurde in den Zelliiberstinden
mittels CBA-Assay bestimmt.

Um zu iberpriifen, ob die gemessene Bla-Reporteraktivitdt mit der Expression von IL-10
korreliert, wurde die IL-10-Konzentration in den Kultur-Uberstinden der stimulierten DCs
mittels CBA-Assay (Abschnitt 2.2.4.6.) bestimmt. Im Einklang mit der Bla-Aktivitit zeigen
LPS-stimulierte Zellen die hochste IL10-Konzentration (Abbildung 3.32.B). Die Bla-
Reporteraktivitit korreliert mit der IL10-Sekretion.

Auch in DCs zeigt sich die effizientere Bla-Reporteraktivitit. Bei BMDCs aus IL10-
IRESEGFP-Reporterméusen, die gleichermalen mit 100 ng/ml LPS stimmuliert wurden,
konnte keine EGFP-Reporteraktivitit mittels FACS detektiert werden (Abbildung 3.13.C).
Nichtstimulierte BMDM und BMDCs aus IL10-IRESBla-Miusen emittierten nur griine
Fluoreszenz (Abbildungen 3.31. und 3.32.A). Dies zeigt, dass trotz ihrer hohen Sensitivitit,
die IL10-IRESBla-Reportermaus keine unspezifische Reporteraktivitit aufzeigt.
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3.4.4.2. Die IL10-IRESBIla-Reportermaus erméglicht kinetische I1L-10-
Expressionsanalysen

Wie im Abschnitt 3.3.2. beschrieben wurde, hat 3-Lactamase eine Halbwertszeit von ca. 206
Minuten und dhnelt damit der von IL-10 (ca. 60-180 min) (Le et al. 1997; Brewer et al. 2003).
Diese Eigenschaft zusammen mit der hoch sensitiven Bla-Reporteraktivitit sind optimale
Voraussetzungen, welche kinetische und Echtzeitexpressionsanalysen mit dem IL10-
IRESBla-Reportersystem erlauben. Um dies zu iiberpriifen, wurden BMDCs aus IL10-
IRESBla-Reportermaus mit LPS fiir unterschiedliche Zeiten stimuliert und die Bla-Aktivitét
im FACS analysiert.
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Abbildung 3.33. IL10-IRESBla-Reportermaus ermdoglicht Kinetische IL-10-Expressionsanalysen. (A)

BMDCs aus heterozygoter IL10-IRESBla-Maus (Bla+/-) wurden mit 50 ng/ml LPS fiir die angegebene Dauer

stimuliert. Die Zellen wurden dann mit CCF4-AM fiir 2 h beladen und anschlieBend im FACS analysiert. (B)

Die IL-10-Konzentration wurde in den abgenommenen Zelliiberstinden mittels CBA-Assay bestimmt.

(=]

Abbildung 3.33.A zeigt, dass mit zunehmender LPS-Stimulationsdauer die Intensitit Bla-
exprimierender Zellen zunimmt. Nach 38 Stunden stieg die Bla-Expression bzw. Aktivitét
wieder ab. Die gemessenen IL-10-Konzentrationen in den Kulturiiberstinden der stimulierten

DCs korrelieren mit der Bla-Aktivitit (FACS-Ergebnisse) (Abbildung 3.33.B).
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3.4.4.3. Identifizierung von IL10-produzierenden Zellen ex vivo

Um zu tiberpriifen, ob die Bla-Aktivitit nach Infektionen von Miusen nachweisbar ist, und
die Identifizierung von IL-10-produzierenden Zellen ex vivo moglich wire, wurden zwei WT-
Miuse und drei heterozygote IL10-IRESBla-Reportermduse mit Yersinia enterocolitica
(WAC-pYV) infiziert. Drei Tage nach der intraperitonealen Inokulation der Mause mit 6x10*
Y. enterocolitica, wurde die Milz entnommen und daraus Zellsuspension, wie im
Methodenteil (Abschnitt 2.2.4.2.) beschrieben prépariert. Die Zellen wurden umgehend mit
CCF4-AM fiir zwei Stunden beladen (siehe Abschnitt 2.2.4.7.). AnschlieBend erfolgte die
Immunfarbung der Zelloberflichenmarker (Abschnitt 2.2.4.8.) von CD4-T-Zellen (Anti-CD4-
AK), CDS8-T-Zellen (Anti-CD8-AK), NK-Zellen (Anti-NK1.1-AK), DCs (Anti-CD11c-AK),
B-Zellen (Anti-CD45R-AK), Granulozyten (Anti-Ly6G)-AK) und Makrophagen (Anti-F4/80-
AK). Die Zellen wurden dann fixiert und im FACS analysiert. Als Kontrolle dienten

Milzzellsuspensionen aus zwei nicht infizierten IL10-IRESBla-Reportermausen.
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Abbildung 3.34. (1. Teil; sieche 2. Teil auf der néichsten Seite). Identifizierung von IL-10-produzierenden
Zellen ex vivo. WT-Miuse und IL10-IRESBla-Miuse wurden intraperitoneal mit 6x10* Y. enterocolitica (WAC-
pYV) infiziert. Drei Tage spiter wurden Milzen entnommen und Einzelzellsuspensionen daraus prépariert. Die
Zellen wurden mit CCF4-AM fiir 2 h beladen, anschlieBend mit FITC-, TexasRed- oder PE-gekoppelten
Antikorpern gegen spezifische Oberflaichenmarker angefarbt und im FACS analysiert. Die Prozentanteile der
verschiedenen Bla-positiven Zellpopulationen sind in ihren jeweiligen Quadranten angegeben. Die FACS-
Analyse ist reprasentativ fiir drei IL10-Bla-Reporterméuse und zwei WT-Mause.
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Abbildung 3.34. (2. Teil). Siche Legende auf der vorherigen Seite (Teil 1 der Abbildung).

Die FACS-Analysen zeigen eindeutige B-Lactamase-Aktivitit in den Milzzellen aus
infizierten IL10-IRESBIla-Reportermédusen ohne Re-Stimulation in vitro (Abbildung 3.34.).
Weder in den Milzzellen aus den nicht-infizierten IL10-IRESBIla-Reporteméusen, noch in
denen aus den infizierten WT-Méusen konnten relevante B-Lactamse-Aktivitdten detektiert
werden (Abbildung 3.34.). Die gemessenen Bla-Aktivititen sind damit auf infektionsbedingte
Induktion der IL-10-Expression zuriickzufiihren.

Interessanterweise stellte sich heraus, dass alle untersuchten Immunzellen der Milz Bla-
Aktivitdt, und damit IL-10-Expression, aufweisen. Die mittleren Prozentsitze der Bla-
positiven Zelltypen aus drei IL10-IRESBla-Reportermédusen, drei Tage nach ihrer
intraperitonealen Infektion mit 6x10* Y. enterocolitica (WAC-pYV), sind in der Tabelle 3.1.
aufgelistet.
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Prozentsatz aus allen Bla-posifiven Prozentsatz innerhalb der eigenen Gesamt
Milzzellen Zelltyppopulation
CD8* T-Zellen 18 % =4 5,6 %=1 4 (aller CD8™* T-Zellen)
CD4* T-Zelen 5%=2 2.4% =04 (aller CD4* T-Zellen)
B220"B-Zellen 41 % =5 4 % =1 (aller B2207B-Zellen)
F4/80" Makrophagen 6 %=05 10 %% = 2 (aller F4/§* Makrophagen)
Ly6G* PMNs 17% =25 § %= 1.5 (aller Ly6G PMNE)
CD11c¢" Zellen (DCs) 0% =23 5% =21 (aller CD11c™ Zellen)
NE 1.1* NE-Zellen 5%=2 3 % =08 (aller NK1.17 NE-Zellen)

Tabelle 3.1. WT-Miuse (2 Méuse) und IL10-IRESBla-Miuse (3 Miuse) wurden intraperitoneal mit 6x10° Y.
enterocolitica (WAC-pYV) infiziert. Drei Tage spiter wurden die Milzen entnommen und
Einzelzellsuspensionen daraus prépariert. Die Zellen wurden mit CCF4-AM fiir 2 h beladen, anschliefend mit
FITC-, TexasRed- oder PE-gekoppelten Antikorpern gegen spezifische Oberflichenmarker angeférbt und im
FACS analysiert (siche Abbildung 3.34.). Die mittleren Prozentanteile der verschiedenen Bla-positiven
Zellpopulationen aus 3 infizierten IL10-IRESBla-Miusen sind angegeben.

ca. 3,4 bis 3,8 % aller Milzzellen sind Bla-Positiv. Dabei machen B220'B-Zellen ca. 40%
dieser Bla-positiven Zellen aus. Die CD8-T-Zellen und Granulozyten sind mit Anteilen von
jeweils ca. 18% und 17% vertreten. Betrachtet man die Anzahl der positiven Zellen innerhalb
einer Zelltyp-Population, so sind ca. 10% aller Makrophagen Bla-positiv und stellen damit
den grofiten Anteil aktivierter Zellen innerhalb einer Zelltyppopulation dar. Dann folgen
Granulozyten mit 8% und CD8-T-Zellen mit ca. 5,6%. Interessanterweise sind nur ca. 4%

aller B-Zellen (B220") Bla-positiv.
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3.5. IL10-3xIRESEGFP-Reportermausmodell

Im Abschnitt 3.3.1. wurde das IRES-vermittelte polycistronische Reportersystem mit EGFP
als Reportergen erfolgreich in vitro getestet. Um die Effizienz und Anwendungsmoglichkeit
dieses Systems in Vvivo zu tiberpriifen, sollte eine Reportermaus mit einem polycistronischen
IRESEGFP-Targeting-Konstrukt generiert werden. Mit dieser Reportermaus konnte erstmalig
eine detaillierte Analyse 1iiber das Expressionskinetik eines IRES-vermittelten
polycistronischen Reportersystems in vivo durchgefiihrt und die in Kapitel 3.3.1. gestellten
Fragen unter in vivo Bedingungen beantwortet werden: 1) kann die Ausbeute der Fluoreszenz
durch multiple hintereinander fusionierte IRESEGFP-Sequenzen wesentlich erhoht werden?
2) Wird die Cap-abhdngige Translation durch dahinter geschaltete multiple IRESEGFP-
Sequenzen beeinflusst? 3) Wird die posttranskriptionale Regulation der Genexpression durch

multiple IRESEGFP-Sequenzen beeintriachtigt?

3.5.1. Generierung des IL10-3xIRESEGFP-Targeting-Konstrukts

Als Basis fiir die Generierung des IL10-3xIRESEGFP-Targeting-Konstrukts diente das
Konstrukt pBS-7,1kb5’IL10-IRES2EGFP-Neo-2,2kb3°IL10 (Abschnitt 3.2.1.).

Eine IRESEGFP-IRESEGFP-Sequenz (2xIRESEGFP) wurde aus dem Vektor pLuc-
3xIRESEGFP-Konstrukt (sieche Abbildung 3.16.) durch Endonuklease-Verdau mit Notl
isoliert und in pBS-7,1kb5’IL10-IRES2EGFP-Neo-2,2kb3’IL10 {iber NotI-Schnittstelle
umkloniert. Das generierte Konstrukt wurde als pBS-7,1kb5’IL10-3xIRES2EGFP-Neo-
2,2kb3’IL10 bezeichnet.

Um den Anteil homolog rekombinanter ES-Klone zu erhohen, wurde die Cre-vermittelte
negative Selektion verwendet (autoselektiver Targeting-Vektor). Die Cre-Kassette wurde aus
pBS-Cre mit den Primern pBSupMCS-XholI-Ascl und pBSdownMCS-Xhol amplifiziert, mit
Xhol verdaut und in pBS-7,1kb5’IL10-3XxIRES2EGFP-Neo-2,2kb3’IL10 {iber Xhol kloniert.
Mit diesem Klonierungsschritt wurde eine Ascl-Schnittstelle im Anschlufl der Cre-Kassette
integriert. Ascl erlaubt die Linearisierung dieses Targeting-Konstrukts fiir die Elektroporation.
Das ca. 21 kb grofle IL10-3xIRESEGFP ,autoselektive“-Targeting-Konstrukt war damit fertig
gestellt (siche Abbildung 3.35.).

Die Integritdt der Sequenz wurde durch Sequenzierung iiberpriift. Die homologe Integration
des Targeting-Konstrukts kann durch ECORI-Verdau und Hybridisierung mit der externen 3’-

Probe iiberpriift werden. Homolog rekombinante ES-Klone sollten ein ECORI-Fragment der
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GroBBe 7,6 kb, welches um 0,8 kb groBer als das Wildtyp-Fragment (6,8 kb) ist, aufweisen
(Abbildung 3.35.).

EcoRI _ 6,8 kb _EcoRI
IL-10-Lokus: l N -
— [T F [ sow [ R
IL10-3xIRESEGFP-selbstsd ktfives Targetin g-Konstrulkt: Ascl
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EGFPHIRESE|EGFPW 3UTR HPH‘_,n__--Cre>l—

H P | sUIR]

IRES2|EGFPHIRES?
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Abbildung 3.35. Gen-Targeting-Strategie zur Herstellung der IL10-3xIRESEGFP-Reportermaus.
Dargestellt sind die Organisation des IL-10-Mausgens, mit Angabe der Lokalisierung der Restriktionsstellen, die
fiir Southernblot-Analyse verwendet werden. Der IL10-3XxIRESEGFP-Targeting-Vektor besteht aus einem 7,1
kb IL10-5-IL10-Arm gefolgt von drei IRES-EGFP-Sequenzen, die unmittelbar nach dem Stopcodon von IL-10
eingebaut sind, einer LoxP-flankierten Neo-Kassette als positiver Selektionsmarker, einem 2,2 kb IL10-3’-
homologen Arm und einer Cre-Kassette als negativen Selektionsmarker. Homolog rekombinierter IL-10-Lokus
mit Darstellung der fiir die Charakterisierung der ES-Klone verwendeten Hybridisierungsproben (externe
3’Probe und interne Neo-Probe), sowie der verwendeten EcoRI-Restriktionsstellen und der erwarteten
Fragmentgrofen (7,6 kb EcoRI-Fragment fiir das modifizierte Allel) nach Southernblot-Analyse.

3.5.2. Generierung homolog rekombinanter IL10-3xIRESEGFP-ES-Klone

Das IL10-3xIRESEGFP ,autoselektive-Targeting-Konstrukt wurde mit Ascl verdaut,
gereinigt und in den ES-Zellen mittels Eletroporation transfiziert. 240 G418-resistente ES-
Klone wurden isoliert, deren DNA gereinigt und mit ECORI verdaut (siche Methodenteil,
Abschnitt 2.2.1.13.). AnschlieBend wurden mittels Southernblot-Hybridisierungen und der
externen 3’Probe 6 positive ES-Klone identifiziert.

In der Abbildung 3.36. sind Southernblot-Analysen einiger ES-Klone gezeigt.

Eine weitere genomische Integration des IL10-2xIRESBIla-Targeting-Konstrukts, auerhalb
im IL-10-Lokus konnte durch Analyse mit der internen Neo-Probe ausgeschlossen werden

(Abbildung 3.36.).
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Abbildung 3.36. Darstellung der Southernblot-Ergebnisse einiger ES-Zellklone. DNA wurde mit EcoRI
verdaut und in der Southernblot-Analyse mit der externen 3’Probe (oberer Blot) oder mit der internen Neo-Probe
(unterer Blot) hybridisiert. Die positiven Klone zeigen zwei Banden. Die nach oben verschobene Bande (bei 7,6
kb) entstand durch homolog-rekombinante Integration des IL-10-3xIRESEGFP-Allels im IL10-Lokus.

3.5.3. Generierung von IL10-3IRESEGFP chimiire Miuse

Zwei positive ES-Klone wurden in C57Bl/6J-Blastozysten injiziert. Die Blastozysten wurden
dann in den Uterus scheinschwangerer CD-1-Méause (Albinos) implantiert. Kiirzlich wurden
chimire Mause geboren. Diese werden demnéichst direkt mit C57BI1/6J-Cre-Deleter-Mausen
verpaart, um bei gleichzeitiger Deletion der Neo-Kassette die Keimbahniibertragung der

Reportergens feststellen zu konnen.
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4. Diskussion

Der Schutz gegen Krankheitserreger erfordert die Aktivierung von Entziindungsreaktionen
und die Mobilisierung verschiedener Immunzellen, welche einer Ausbreitung der Erreger im
Korper entgegenwirken und ihre Eliminierung herbeifiihren.

Das komplexe Immunsystem stellt aber eine gro3e Herausforderung fiir den eigenen Korper
dar. Einerseits soll es stark genug aktiviert werden, um eine effektive Abwehr zu erzielen,
andererseits darf die Immunantwort nicht {iberreagieren und dem eigenen Korper Schaden
zufiigen. Die toxischen Aktivitdten der Zellen und ihre freigesetzten Entziindungsmediatoren
(Radikale, Proteasen, Cytokine etc.) wirken auch destruktiv auf das Gewebe. Unkontrollierte
Entziindungen koénnen die Entwicklung diverser Krankheiten, wie Krebs, Arteriosklerose,
Asthma, Arthritis und Psoriasis initiieren (Krishnamoorthy et al. 2006; Asquith et al. 2007).
Um {iberschieBende Immunreaktionen zu verhindern, muss eine Immunregulation aktiv
werden, die einerseits die Entziindungsreaktion gegen Erreger zeitlich und ortlich eingrenzt,
und andererseits eine Immunreaktion gegen korpereigene oder harmlose Antigene verhindert.
Zu den molekularen Regulatoren, {iber die das Immunsystem dies bewerkstelligt, gehdren die
anti-inflammatorischen Cytokine.

Das Cytokin Interleukin-10 (IL-10) ist eines der wichtigsten Immunsuppressoren, das die
Inflammation limitiert und fiir eine ausgewogene nichtpathologische Immunantwort sorgt.
IL-10 inhibiert u.a. die Produktion von starken proinflammatorischen Cytokinen wie TNF-a,
IL-1, IL-6, IL-8 und MIP (Moore et al. 2001). Dariiber hinaus inhibiert IL-10 die Aktivierung
von Makrophagen und inhibiert die Expression von MHC-II und costimulierenden Molekiilen
(Moore et al. 2001, Redpath et al.2001).

Es ist zwar bekannt, dass verschiedene Zelltypen IL-10 produzieren konnen (Moore et al.
2001), allerdings ist noch weitgehend unklar, welche dieser diversen Zellen wihrend einer
Immunantwort in vivo die wichtigsten IL-10-Produzenten sind. Die Identifizierung der IL-10-
produzierenden Zellen in Abhingigkeit vom Gewebetyp und der Art des infizierenden
Erregers bzw. Art des Stresses ist eine wichtige Voraussetzung, um an ein besseres
Verstdndnis der zelluldren Regulationsmechanismen der Immunantwort zu gelangen. Dieses
Verstindnis ist wiederum eine Voraussetzung, um therapeutische Mittel zur Modulation der
IL-10-Expression und Einddmmung pathologischer Immunantworten entwickeln zu kénnen.
Wegen der schnellen Sekretion von IL-10 und seiner kurzen Halbwertszeit ist es jedoch

schwierig die IL-10-produzierenden Zellen in vivo zu bestimmen. Das Ziel dieser Arbeit war
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daher eine IL10-Reportermaus zu etablieren, in welcher die IL-10-produzierenden Zellen

detektiert werden.

4.1. Die IL10-EGFP-Mauslinie

Bei der IL10-EGFP-Mauslinie wurde eine EGFP-kodierende Sequenz unmittelbar nach der
5’UTR und vor dem Start-Codon des Exons 1 im IL-10-Lokus eingebaut (Abschnitt 3.1.). Ein
Stop-Codon am Ende der EGFP-kodierenden Sequenz sollte dafiir sorgen, dass die
Translation von EGFP hier endet und kein EGFP-IL-10-Fusionsprotein entsteht. Zusétzlich
wurde ein Polyadenylierungssignal (pA) aus dem Simianvirus (SV) 40 zwischen der EGFP-
Sequenz und dem Exonl von IL-10 eingebaut, um einerseits die Transkription hier zu
beenden und andererseits die Expression von EGFP zu stabilisieren (Abbildung 3.1.). Da
hiermit die IL-10-Expression unterbunden wird, sollte nur mit heterozygoten IL10-EGFP-
Maiusen gearbeitet werden, um die IL-10-Expression durch ein intaktes Allel weiterzusichern.

Die IL10-EGFP-Mauslinie wurde generiert und analysiert.

4.1.1. Fehlen der EGFP-Expression aufgrund anormales Spleillens

Keine EGFP-Expression konnte nach Stimulation in vivo oder in vitro, weder im Westernblot,
noch in der Fluoreszenzmikroskopie oder im FACS nachgewiesen werden (siche Abschnitt
3.1.4.1.). RT-PCR-Analysen lieferten schlieflich den Grund fiir das Fehlen der EGFP-
Expression (siche Abbildung 3.6.). Durch einen unerwarteten, anormalen Spleilvorgang
wurde die EGFP-Sequenz entfernt. IL-10 konnte erstaunlicherweise, wenn auch schwach,
doch deutlich auf RNA-Ebene detektiert werden. Die IL-10-codierende Sequenz liegt hinter
einem Polyadenylierungssignal des Simianvirus 40 (SV40pA) am 3’-Ende der EGFP-Sequenz
(siche Abbildung 3.1.). Die Transkription sollte an diesem PolyA-Signal abgebrochen
werden. Dass dennoch IL-10-mRNA synthetisiert wurde, deutet darauf hin, dass EGFP samt
dem Polyadenylierungssignal durch Spleien aus der prai-mRNA entfernt wurde.

Die generierte IL10-mRNA kodiert aber nicht fiir ein funktionelles Protein, da kein IL-10 in
aktivierten Zellen aus homozygoten IL10-EGFP-Midusen gemessen werden konnte. Dariiber
hinaus entwickelten die homozygoten Méuse, dhnlich den IL-10-defizienten Méusen (Kiihn et
al. 1993), spontan eine chronisch entziindliche Darmerkrankung, die sich vom Duodenum bis
zum Rektum erstreckte und wiesen ein reduziertes Gewicht (altersabhédngig bis zu 35%) und

eine kiirzere Lebensdauer im Vergleich zu WT-Maiusen auf.
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Essentielle Signale zum Splei3en eines Introns aus einer pra-mRNA beinhalten Cis-Elemente
an der 5’Spleifistelle, an der 3’SpleiBistelle und eine Verzweigungsstelle im Intron (Lewin
1998; Knippers 2001).

Die Analyse der moglichen (IL10-5’UTR-EGFP-SV40pA-IL10)-pra-mRNA-Sequenz mittels
Bioinformatik (wie http://cbs.dtu.dk/services/NetGene2) zeigen in der Tat mindestens eine
sehr wharscheinliche 5’Spleif3-Stelle in der klonierungsbedingt integrierten Sequenz zwischen
der 5’UTR von IL-10 und der codierenden Sequenz von EGFP (Abbildung 4.1.). Dieser
potentielle Spleifl-Donor entspricht der idealen Konsensus-Sequenz AG:GURAGU fiir
Siuger-SpleiB-Donor (R: Purinnukleotid; (:) bedeutet Ubergang von Exon zu Intron) (Lewin
1998; Knippers 2001).

IL10-5°UTR

[ ]

AT AGRGACTUGCICUOGCACTTACCARR GCCACA B GECAGCCTUGCAGR R AR CAGR GCTCCATCCCGCGEEANGGAG
5*8pleil-Stelle EGFP

COCOCOOOOCTG AEUEGUGECGEGGEGGUEGEEAEEAUGGﬁEEGCAAEGGCGEGGAGC

UEIOCACCEEEEIGEIGCCCADCCUGGUCGAGCUEGACGECGRCGUAR A GECCACAREITUCAGCGUGUCCGEIGRAGE
GrEAGEECEATGCCACCTACGECARGCTGACCCUGARGUIC ATCUGCACCACCGEEARGCUGCCCGUGCCCUGECCCA

T

Verzweimmesstelle

CCCUOCEIGRACCR T ORI GECGUEC ST GO U AGC C GO A C O A CACAUGALGCAGCAC GACTUCTUCA
AGUCCECCADGCCCERAGECTIACGUC CAEEAGCECACCATCUICUUC AAGGAC GACGECARCTACA AGRCCCECECCE
LEEIGAAGUICFGEFCEACACCCUEEUEAACCECAUCGAGCTUGEA AGGECATC GRCTUUC A AGGAGGACGECARCRTICC
UEEEECACARGCEEAGUACARR CTACA ACAGCCACH MCGUCTATATCATGEFCC GRCH MECAGR AR ACGECATCH AEGE
UERACTICAAGRATCCECCACARRCANC GAEEACGECAGCGUECAFCUCGCCGRACCACTACCAGCAGRACRCCCCCATCE
GOERRCEECCCCFEIGCUECOGCCCEACARC CACTACCUGARGCACCCAGTCCGCCCUGAGCA AR GRCCCCAAC GRGH BT

EGEFP-Ende
GCRAUCACATGEFICCOGCUGEAGTUCGUGACCGCCGCCEEEATCACTCTICGECATGEAC GAGCTIETACH BETT e

GCCGCEACTCTRGATC AT AN CAGCCATAC CAC AT GUAGAG GUTTUAC T GCUUUALRA A ACCUC CCACACCTCCE

3°5pleiB-Stele SV40pA

COUGAACCUGAAACATAL A AT GARTGCA TG GUT U ARCTUG U AUD GCAG U AT AAT SETUACA AR TR G
SV40pA 3*5pleib-Stelle

CARTAGCAUCACARATUUCACA R ATARA GC AT UU DU CAC T GC AU CUAGTUGUGGEAAGUUCCUATUCTCTURGRAAR

3°5pleiB-Stele
GUATAGGARCTICANGOC UG AT A GITADGCUGCCUGC . .

. .8
IL-10 codierende Sequenz  V orwiirtsprimer fir RT-PCE

Abbildung 4.1. Putative Spleiistellen in der IL10-EGFP-pri-mRNA aus der IL10-EGFP-Mauslinie. Eine
klonierungsbedingt integrierte Sequenz (fett markiert) zwischen der 5’UTR von IL-10 und der codierenden
Sequenz von EGFP enthédlt mindestens eine hoch potentielle 5’-Spleifstelle (hellblau markiert und
unterstrichen). Eine potente Verzweigungsstelle ist rosa markiert. Die 3’Spleif3stellen sind griin markiert. Der fiir
die RT-PCR von IL-10 verwendete Vorwiartsprimer ist dunkelrot markiert. Er iiberlappt teilweise mit der
putativen 3’SpleiBistelle. Anfang und Ende der EGFP-codierenden Sequenz ist angegeben. IL10-5’UTR: 5°-
nichttranslatierbare Region von IL-10. N: Nukleotid konnte mittels Sequenzierung nicht eindeutig ermittelt
werden. SV40pA: Polyadenylierungssignale des Simianvirus 40.

Als Splei3-Akzeptor konnte eine der drei identifizierten putativen 3’Spleil-Stellen, zwei im
langen PolyA-Schwanz und eine direkt hinter dem IL10-Startcodon, dienen. Diese Stellen

weisen groBe  Homologie zur Konsensus-Sequenz  der  Sduger-3’Spleilistelle
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Y>;NYAG:G/A (Y: Pyrimidinnukleotid; N: beliebiges Nukleotid; (:) bedeutet Ubergang
von Intron zu Exon; / steht fiir ,,oder) auf (Lewin 1998; Knippers 2001). Eine weitere im
IL10-Sequenzbereich liegende 3’Spleillstelle, welche fiir diesen Spleilvorgang verwendet
werden konnte, kann ausgeschlossen werden, da das RT-PCR-Produkt von IL10 mit einem
5’Primer (Vorwértsprimer), der im Anfang vom Exon 1 hybridisiert (Abbildung 4.1.),
generiert wurde. Eine putative fiir das Spleilen notige Verzweigungsstelle konnte auch
identifiziert werden (Abbildung 4.1.). Sie entspricht der idealen Konsensus-Sequenz
YNYURAC (Y: Pyrimidinnukleotid; N: beliebiger Nukleotid; R: Purinnukleotid). Damit
wiren alle ndtigen Sequenzmerkmale fiir einen Spleilvorgang erfiillt.

Diese potentiellen Spleif3stellen wiirden auch erkldren, warum keine RT-PCR-Produkte mit
allen moglichen Kombinationen von Primern, die an diversen Stellen im gesamten EGFP und
PolyA-Schwanzbereich hybridisieren, generiert werden konnten. Das gesamte EGFP-
SV40pA-Fragment wurde aus der prai-mRNA durch Spleiflen entfernt.

In weiterfithrenden Studien konnte durch die Klonierung und Sequenzierung der gespleifiten
IL10-(EGFP)-cDNA gepriift werden, ob sie der Sequenz entspriche, der den Spleilvorgang
hervorruft. Weiterhin konnten Genexpressionsvektoren, die ein mit den putativen
Spleifistellen flankiertes Reportergen enthalten, in Zelllinien exprimiert werden, um so die
SpleiBkompetenz der mutmallichen Splei3-Donor und -Akzeptor herauszufinden.

Die IL-10-codierende Sequenz liegt hinter einem Polyadenylierungssignal (SV40pA) (siehe
Abbildung 3.1. und 4.1.). Die Transkription sollte in der Regel an diesem PolyA-Signal
abgebrochen und infolgedessen kein IL-10-mRNA synthetisiert werden.

Die Generierung von IL-10-mRNA deutet aber darauf hin, dass das SV40polyA ignoriert und
alternativ das IL10-PolyA-Signal verwendet wurde. Solche Phidnomene sind bekannt fiir
zahlreiche Gene, welche fiir mehrere mRNA-Varianten codieren. Dabei werden die RNA-
Varianten nicht nur durch alternatives Spleilen, sondern auch durch alternative
Polyadenylierung generiert (Edwalds-Gilbert et al. 1997). Spleilen und Polyadenylierung
sind gekoppelte Prozesse, die schon wihrend der Transkription ablaufen und einander
beeinflussen (Proudfoot et al. 2002). Verdnderungen im Spleien beeinflussen oft die
Polyadenylierung und umgekehrt (Niwa and Berget 1991; Nesic and Maquat 1994; Cooke et
al. 1999). Beispielsweise enthédlt das Gen fiir die schwere Kette des Immunglobulins M (IgM)
eine PolyA-Stelle in einem Intron, welche in unterschiedlichen Stadien der B-Zell-
Entwicklung benutzt werden kann, und somit zur Expression alternativer mRNA-Varianten

fiihrt (Edwalds- Gilbert and Milcarek 1995; Takagaki et al. 1996; Bruce et al. 2003).
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Das unerwartet auftretende Spleiflen in der IL10-EGFP-Mauslinie macht deutlich, dass beim
Entwurf bzw. vor dem Einsatz der Targeting-Konstrukte, diese auf mogliche restriktive
Strukturen, wie neue Spleifistellen, Spleif-Enhancer (etc.), zum Beispiel mittels

entsprechender bioinformatischer DNA-Programme zu analysieren.

4.2. Die IL10-IRESEGFP-Mauslinie

Um Probleme mit Spleilen zu umgehen, wurde eine zweite Reportermaus generiert, in der
eine IRES-EGFP-Sequenz unmittelbar hinter dem Stopcodon von IL-10 und vor der 3’-UTR
integriert wurde. Mit dieser genomischen Konstellation sind die kritische 5°-UTR, alle Exons
und Introns, und damit auch die SpleiBdonor- und —akzeptorstellen von IL-10 unveréndert
geblieben. IRES erlaubt Cap-unabhéngige Initiierung der Translation (siche Abbildung 3.7.
und 3.8.).

4.2.1. EGFP kann nicht in allen Zelltypen detektiert werden

Die RT-PCR-Analyse zeigt eine eindeutige Expression von EGFP bzw. IL10-EGFP-Hybrid-
Transkripte (siche Abbildung 3.12.).

Die EGFP-Fluoreszenz konnte nur in T-Zellen nach in vitro Stimulation mit dem
Superagonisten D665, detektiert werden (siehe Abbildung 3.13.). Mehrere Versuche zur
Detektion der Expression von EGFP in anderen Zellen, wie DCs, Makrophagen (Abbildung
3.13.) oder B-Zellen (Daten nicht gezeigt) nach Stimulation in vivo (durch Yersinia-Infektion)
und/oder in vitro (LPS-Stimulation) schlugen fehl. Da bei den stimulierten Zellen IL-10
gemessen werden konnte, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die EGFP-Detektion in
diesem Reportermausmodell nicht ausreicht, um als Indikator fiir die IL-10-Expression zu
dienen. Damit konnen in diesem Reportermausmodel nicht alle IL-10-exprimierenden
Zelltypen durch EGFP-Fluoreszenz detektiert werden.

In einem analogen IL10-Reportermausmodell, genannt tiger (interleukin-ten ires gfp-
enhanced reporter), welches kiirzlich publiziert wurde, konnte auch keine EGFP-Fluoreszenz
in DCs, Makrophagen oder B-Zellen, sogar nicht einmal nach drei Stimulationsrunden mit je
100 ng LPS ex vivo, gemessen werden (Kamanaka et al. 2006). Nach in vitro Stimulation
konnte eine sehr schwache EGFP-Fluoreszenz in kleinen Populationen von BMDCs und
BMDM der tiger-Maus im FACS detektiert werden. Wobei die Autoren die BMDCs mit 50
png/ml Zymosan und 2 ng/ml TGF-8, und die BMDM mit 500 ng/ml LPS und 2500 U/ml

IL-4, also unter nichtphysiologischen starken Induktionsbedingungen, stimulieren mussten.

128



Diskussion

In einem weiteren IL10-EYFP-Reportermausmodell, welches analog zu der in dieser Arbeit
hergestellten nicht funktionellen ersten IL10-EGFP-Reportermauslinie ist, sind die Autoren
nicht auf die Expression von EYFP in irgend einem anderen Zelltyp als in T-Zellen
eingegangen (Calado et al. 2006), was darauf hindeutet, dass sie ebenfalls nur in den T-Zellen
EYFP-Expression detektieren konnten.

Diese ,Ineffizienz*“ der IL10-EGFP/EYFP-Reportermduse hat mehrere Griinde, die im
Folgenden diskutiert werden:

(1) Schitzungsweise 0,1 pM EGFP-Konzentration, entspricht 1x10° gefaltete reife EGFP-
Molekiile pro Zelle, die notwendig sind, um gegen die Autofluoreszenz der Zellen spezifisch
detektiert zu werden (Patterson et al. 1997; Niswender et al. 1995). Diese GroBBenordnung
kann bei starker Granularitit und groBerem Zellvolumen noch héher liegen. Als nicht-
enzymatisches Reportergen kann jedes EGFP-Molekiil nur ein Fluorophor bilden. Hierin liegt
der limitierende Faktor von EGFP als Reportergen. Die ndtige Mindestanzahl der EGFP-
Molekiile, um Fluoreszenz zu detektieren, ist damit stark von der Beschaffenheit der Zellen,
wie ihrer GroBle und Granularitit, und von der Stirke des Promoters, unter dem EGFP
exprimiert werden soll, abhédngig.

(2) IL-10 wird unter einem sehr schwachen Promoter exprimiert (Tone et al. 2000) und die
mRNA von IL-10 ist sehr instabil (Powell et al. 2000). Dariiber hinaus wird IL-10 nicht in

allen Zelltypen gleich hoch induziert. Beispielsweise DCs und Makrophagen zeigen im
Allgemeinen schwichere IL-10-Expression als T-Zellen (Abbildungen 3.13. und 3.15.; sowie
Siewe et al. 2006; Kamanaka et al. 2006; Samarasinghe et al. 2006). Dies konnte an
unterschiedlichen zelltypspezifischen Regulationsmechanismen der IL-10-Expression, welche
u.a. Chromatin-Umorganisation beinhaltet, liegen (Jones et al. 2005; Saraiva et al. 2005;
Zhang et al. 2006; Im et al. 2004). Ferner weisen myeloide Zellen wegen ihrer ausgepragten
Granularitdt sehr starke Autofluoreszenz auf. Die Kombination einer schwachen IL-10-
Induktion und einer starken Autofluoreszenz stellen eine groe Herausforderung fiir
nichtenzymatische Reportergene wie EGFP dar. Aus diesem Grund entgehen schwach
exprimierende oder granulire Zellen der Erfassung mittels der IL10-EGFP-
Reportermausmodelle.

(3) Eine weitere Einschrankung der IL10-IRES-EGFP-Reportermaus liegt in der Translation
von EGFP iiber die IRES-Sequenz. Die IRES-abhéngige Translation ist um 20-50 % weniger
effizient als die Cap-abhédngige Translation (Abbildung 3.14. und Kaufman et al. 1991; Dirks
et al. 1993; Houdebine et al. 1999; Mizuguchi et al. 2000).
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(4) Im Unterschied zu transgenen Méusen, in deren Genome mehrere Kopien eines Transgens
mittels Retroviren oder Mikroinjektion integriert werden, sind im Genom von Knock-in-
Maiusen, die mittels Gen-Targeting generiert werden, nur eine oder zwei Kopien integriert.
Die IRES- bzw. Promoterabhingig reduzierte Expression kann damit nicht durch hohe
Kopienzahl des Transgens kompensiert werden.

Die ersten beiden Punkte erkldren, warum in den IL10-EGFP-Méusen Reporteraktivitit nur in
T-Zellen detektiert werden kann. Mittels der in Abbildung 4.2. dargestellten allgemein
bekannten Gleichung kann die Anzahl der IL-10-Molekiile, nach Stimulation der Zellen
abgeschitzt werden. Stark aktivierte T-Zellen produzieren bis zur 10-fachen Menge an IL-10
im Vergleich zu Makrophagen oder DCs. Ausgehend von einer 5000 pg/ml IL-10-
Konzentration im Kulturiiberstand von 1x10° T-Zellen, werden durchschnittlich ca. 1,6x10°
IL-10-Molekiile pro T-Zelle exprimiert. Bei einer IL-10-Konzentration von 500 pg/ml im
Uberstand von 1x10° Makrophagen oder DCs, lige die durchschnittlich IL-10-Molekiilanzahl
in jeder Zelle bei ca. 1,6x10". Bedenkt man, dass EGFP IRES-abhingig exprimiert wird und
moglicherweise nicht alle EGFP-Molekiile ihren reifen Zustand erreichen, so muf3 davon
ausgegangen werden, dass die Anzahl der EGFP-Molekiile in einer Zelle um ca. 20-50%
niedriger liegt als die von IL-10.

Gemessene [L-10-Mhenge
im Zellitberstand (g) " hbleliile
x Awvogadro-Fahl (Wblekdile Do) = — = Ivinleldile 2
Molekulargewicht von IL-10 (g Mol) Zollzah L1 0-Molekile/Zell
500 x 102 . L6x 100
DCs oder Makrophagen: ———— 5z 6023x10%= —2% 0 _ 1 65 10* IL10-Molekile/ Zelle
18750.5 g/ Mol 106
= 12 ) ]
TZellew 20102, goy3550n- 20210 g6y 10°0 10 MblekterZette
18730, g’ Ml 106

Abbildung 4.2. Abschiitzung der Anzahl der IL-10-Molekiilanzahlen in aktivierten T-Zellen, DCs und
Makrophagen. Molekulargewicht (MG) von Maus-IL-10 betrdgt 18750,5 Dalton. Ausgehend von der
gemessenen IL-10-Menge im Uberstand von jeweils 1x10° Zellen (500 pg/ml fiir DCs und Marophagen bzw.
5000 pg/ml fir T-Zellen) wurde die Molekiilanzahl in einem ml bestimmt und der Einfachheit halber durch die
Zellzahl geteilt. Es wurde nicht beriicksichtigt, dass nicht alle Zellen gleich oder iiberhaupt IL-10 produzieren.

An diesem Beispiel zeigt sich, dass die Anzahl der EGFP-Molekiile in aktivierten
Makrophagen oder DCs mit ca. 1x10* deutlich unter der nétigen Grenze von 1x10° liegen
wiirde, und infolgedessen kaum Fluoreszenz detektiert werden konnte.

Bei den T-Zellen lige die Anzahl bei ca. 1x10° EGFP-Molekiilen (Abbildung 4.2.) und damit

innerhalb der GroBenordnung des Fluoreszenznachweises. Da die T-Zellen klein sind, {liber
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einen sehr geringes Cytoplasma verfiigen und kaum Autofluoreszenz aufweisen, konnten
auch weniger als 10° EGFP-Molekiile fiir detektierbare Fluoreszenz ausreichen.

Wenn abschlieend zu den oben dargelegten Griinden noch die Tatsache hinzugefiigt wird,
dass in vivo die Zellen oft einer viel schwécheren Stimulation unterzogen werden, als das in
vitro der Fall ist, so diirfte die IL10-IRESEGFP-Reportermaus kein brauchbares Modell zur

Identifizierung der IL-10-exprimierenden Zellen in vivo/ex vivo sein.

4.3. Verbesserung der Reporteraktivitit

Aufgrund der ineffizienten Reporteraktivitit der IL10-IRESEGFP-Reportermaus, der einer
unzureichende Expressionsmenge von EGFP-Molekiilen zugrunde liegt, wurde zunéchst in
vitro getestet, inwieweit virale interne Ribosomen-Eintrittsstellen (IRESs) genutzt werden
konnen, z.B. um mittels eines IRES-vermittelten polycistronischen Reporter-Systems (siehe
Abbildung 3.15) die Expression von EGFP zu vervielfachen und damit die Reporteraktivitét

zu erhohen, ohne dabei die Expressionsregulation zu beeinflussen.

4.3.1. IRES-vermitteltes polycistronisches Reporter System

In der vorliegenden Arbeit wurde ein IRES-vermitteltes polycistronisches Reporter-System
etabliert, das eine signifikante Erhohung der Reporteraktivitdt von EGFP herbeifiihren kann.
Di, tri- und tetracistronische Vektoren wurden generiert, die ein Luciferase (Luc)-Gen Cap-
abhingig und jeweils ein, zwei oder drei EGFP-Gene IRES-abhingig exprimieren (siche
Abbildung 3.16.). Die Westernblot- und FACS-Analysen zeigten eine Erhdhung der
Expression bzw. der Fluoreszenz von EGFP, welche proportional zu der Anzahl der IRES-
EGFP-Sequenzen war. Auf diese Weise kann die IRES-bedingt schwichere Expression durch
den Einbau von mehreren IRES-EGFP-Sequenzen kompensiert werden. Ferner deutet die
proportionale Erh6hung der EGFP-Fluoreszenz daraufhin, dass alle drei Cistrons, die hinter
IRES-Sequenzen kloniert sind, gleichméBig translatiert werden und keine gegenseitige
signifikante Beeinflussung der IRES-vermittelten Translationsprozesse stattfindet. Ein
dhnliches Ergebnis wurde bei der Expression von di- und tricistronischen Vektoren
festgestellt (Zhu et al. 1999; Li J. et al. 2007). Deshalb kann angenommen werden, dass die
Translationsprozesse an den verschiedenen IRES-Elementen auf einer polycistronischen
mRNA unabhiéngig voneinander erfolgen.

Die Cap-abhingige Translation wird durch die Rekrutierung der Ribosomen zum 5’-Ende der
mRNA mittels der eukaryotischen Translation-Initiationsfaktoren (eIF)4E, elF4A und elF4G
initiiert. Die Translationsinitiation der meisten IRES-enthaltenden RNAs, wie ECMV-mRNA,

131



Diskussion

bendtigt, abgesehen von elF4E, dieselben kanonischen elFs wie bei der Cap-mRNA (Pestova
et al. 1996). Es wird vermutet, dass EMCV-mRNAs mit den zelluldren Cap-mRNAs um die
Rekrutierung von elF4G konkurrieren (Svitkin et al. 2005). Dies lédsst die Frage autkommen,
ob multiple Tandem-IRES in einer multicistronischen RNA die Cap-abhidngige Translation
beeintrachtigen konnen. Dariiber hinaus ist die Effizienz der Cap-abhéngigen Translation von
der Interaktion zwischen dem PolyA-Bindeprotein (PABP) und dem elF4G abhéngig. PABP
lagert sich auf dem PolyA der mRNA an. Bei der Interaktion von PABP mit elF4G wird die
mRNA zirkuliert (Tarun et al. 1996; Le H. et al. 1997; Imataka et al. 1998; Wells et al. 1998).
Die Integration mehrerer IRES-EGFP-Sequenzen konnte eine sterische Hinderung fiir die
Interaktion zwischen PABP und elF4G und infolgedessen eine verminderte Effizienz der
Cap-abhingigen Translation herbeifiihren.

In einem Reportermausmodell, in dem eine IRES-Luc-IRES-EGFP-Kassette in der 3’-UTR
vom endogenen Transkriptionsfaktor Forkhead Box P3 (Foxp3)-Gen integriert wurde, wurde
eine verminderte Expression des Cap-abhingig translatierten Foxp3-Gens festgestellt (Wan et
al. 2007). Die Autoren vermuteten, dass vier Adenin/Uridin (AU)-reiche Elemente (ARE), die
im Gegenstrang vom Luc-Gen verteilt sind, eine Destabilisierung der mRNA und damit
verminderte Foxp3-Expression herbeifiihrten. Dagegen, macht es unter den experimentellen
Bedingungen in dieser Arbeit keinen Unterschied ob eine, zwei oder drei IRES-EGFP-
Kassetten stromabwiérts vom Luc-Gen integriert wurden, die Cap-abhédngige Expression von
Luciferase blieb konstant. Demzufolge kann man folgern, dass multiple Tandem-IRES nicht
die Cap-abhiingige Translation beeintrichtigen. Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen
berichteten Hennecke et al.,, dass Cap-abhidngige Translation aus bicistronischer mRNA
vergleichbar zu monocistronischer Expression war (Hennecke et al. 2001).
Nichtsdestoweniger bleibt zu priifen, ob dies auch fiir alle Zelltypen und vor allem fiir Zellen
unter Stressbedingungen gilt, welche die Verfiigbarkeit von el4E fiir die Cap-abhingige
Translation beeintrachtigen (Richter et al. 2005; Svitkin et al. 2005).

Posttranskriptionale Prozesse spielen eine zentrale Rolle bei der Regulation der
Genexpression (Hazelrigg T. 1998; Moore MJ.2005). Sie beeinfluBen die Stabilitit und/oder
die Translationseffizienz der mRNA durch die Bindung von heterogenen nuklearen
Ribonucleoproteinen (hnRNPs) an spezifische RNA-Sequenzen, welche meist in der 3’-UTR
lokalisiert sind (Blaxall et al. 2002; Bevilacqua et al. 2003; Chen et al. 2004). Die
Adenin/Uridin (AU)-reichen Elemente (ARE) sind die am besten charakterisierten RNA-
Sequenzen in der 3’-UTR (Chen et al. 1995). Sie binden diverse Proteine, die zur

Stabilisierung der mRNA, wie HuR, oder zu deren schnellen Degradation, wie AUFI1 und
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Tristetraprolin, fithren (Malter et al. 1989; Wilusz et al. 2001; Brennan et al. 2001). Durch die
Integration mehrerer IRES-Sequenzen im 3’-UTR-Bereich konnte diese posttranskriptionale
Regulation durch 3’UTR beeintrachtigt werden, besonders deshalb weil IRESs einerseits
Ribosomen und diverse Proteine binden, und andererseits mit dem PolyA teilweise
gemeinsame Bindungsproteine rekrutieren kann wie das Polypyridin tract-Bindungsprotein
(PTB) (Martinez-Salas 1999; Martinez-Salas et al. 2001; Stoneley et al. 2004). Aus diesem
Grund wurde der FEinfluB von multiplen IRES-Sequenzen auf die 3’UTR-vermittelte
posttranskriptionale Regulation untersucht. Hierfiir wurden die Reporteraktivititen von
polycistronischen Konstrukten pLuc-nx(IRES2-EGFP), welche als PolyA eine RNA-
stabilisierende (SV-40polyA) oder -destabilisierende Sequenz von IL-10 (IL10-3’UTR)
enthielten, miteinander verglichen. Unabhéngig davon, ob eine, zwei oder drei IRES-EGFP-
Kassetten stromaufwérts integriert waren, behielt die IL10-3’UTR ihre Fiahigkeit, die
Expression von EGFP und Luciferase zu reduzieren. Die posttranskriptionale Regulation
mittels 3’UTR wird damit nicht durch multiple Tandem-IRES beeintréchtigt.

Das IRES-vermittelte polycistronische Reporter-System kann damit helfen, die
Reporteraktivitit zu erhohen, ohne signifikante Beeintrichtigung der Cap-abhidngigen
Translation oder der allgemeinen Expressionsregulation zu verursachen. Es erfiillt damit
wichtige Voraussetzungen, um im Mausmodell eingesetzt werden zu kdnnen.

Um die Reproduzierbarkeit der erzielten Ergebnisse in vivo zu testen, wurde ein IRES-
vermittelter polycistronischer Reporter-Vektor fiir IL-10 (IL10-3xIRESEGFP) generiert und
mittels homologer Rekombination ins Genom von ES-Zellen integriert (siche Abschnitt 3.5.).
Chimére Maiuse aus diesen rekombinanten ES-Zellen sind kiirzlich geboren worden. Die
IL10-3xIRESEGFP-Reportermiuse, die aus den chimiren Miusen etabliert werden, sollen in
weiterfilhrenden Studien umfassend untersucht werden. Dabei soll gekldrt werden, ob mit
einem IRES-vermittelten polycistronischen Reportersystem die EGFP-Fluoreszenz sich auch
in vivo erhohen lieBe, ohne dabei die Cap-abhédngige Translation oder die posttranskriptionale
Regulation signifikant zu beeinflussen. Ferner konnen dann mithilfe der IL10-3xIRESEGFP-
Reportermaus in vivo Vergleichstudien zur Cap- und IRES-abhéngigen Expression in
unterschiedlichen Zelltypen und unter verschiedenen Stress- und Stimulationsbedingungen

durchgefiihrt werden.

4.4. Die IL10-2xIRES-Bla-Reportermaus

Wihrend jedes EGFP-Molekiil nur einen Fluorophor bildet, kann jedes Enzymmolekiil viele

fluorogene Substrat-Molekiile umsetzen und damit Fluorophore in groem Malstab erzeugen.
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Es wurde hier das Enzym B-Lactamase (Bla) als Reporter ausgewédhlt. Die Reporteraktivitit
kann schon bei 50 B-Lactamase-Molekiilen detektiert werden (Zlokarnik et al. 1998; Qureshi
SA 2007). Dartiber hinaus kann die Bla-Reporteraktivitit in intakten Zellen, sowohl mittels
FACS, im Fluoreszenzmikroskop als auch im Fluoreszenz-Platten-Reader gemessen werden.
Im Kapitel 3.3.2. wurden die B-Lactamase und ihr CCF4-Substrat eingehend beschrieben.

Um bei dem sehr schwachen IL-10-Promoter eine hochstmogliche Reportersensitivitdt in vivo
erreichen zu kénnen, wurden das polycistronische Reportersystem mit der B-Lactamase als
Reportergen kombiniert und eine IL10-2xIRES-Bla-Reportermaus generiert (siche Targeting-
Konstrukt in Abbildungen 3.26. und 3.27.).

4.4.1. Die IL10-2xIRES-Bla-Maus: Ein hoch sensitives Reportersystem

Die hohe Sensitivitidt der IL10-Bla-Maus konnte durch die sensitive Detektion der Bla-
Reporteraktivitét in stark granuldren Zellen, wie DCs und Makrophagen, unter Beweis gestellt
werden. Die blaue Fluoreszenz, welche durch die von B-Lactamase katalysierte Spaltung des
CCF4-Substrats entsteht, konnte sowohl im FACS als auch im Fluoreszenzmikroskop
detektiert werden (sieche Abb. 3.31. und 3.32.). Dariiber hinaus konnte die Bla-
Reporteraktivitit in weiteren Immunzellen, wie B-Zellen, T-Zellen, NK-Zellen, PMNs, und
nach in vivo Stimulation, detektiert werden (siche Abb. 3.34). Dabei waren keine mehrfachen
Stimulationsrunden oder Restimulation in vitro notig. Die Bla-Reporteraktivitdt war stets
proportional zu der im Zelliiberstand gemessenen IL-10-Menge. Dagegen konnte in BMDM
und BMDCs aus der IL10-IRESEGFP-Reportermdusen (die in dieser Arbeit etabliert wurde
und die aus Kamanaka et al. 2006) keine Fluoreszenz unter den gleichen
Stimulationsbedingungen detektiert werden. In der Tabelle 4.1. ist die zelltypabhédngige
Reportersensitivitdt der im Rahmen dieser Arbeit generierten sowie der publizierten IL-10-

Reportermiuse zusammengefasst.
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IL10-2xIRESB la- IL 10-IRESEGFP-Maus | IL10-IRESEGEP-Maus IL10-EYFP-Maus
Maus (diese Arbeit) (diese Arbeif) (Kamanaka et al. 2006 ) (Calado et al. 2006)
Stimulation In vitro Invivo Invitro Invive In vitro In vive In vitro Invivo
T-Zellen +HH HH+ + + + + ++ Keine
Angaben
B -Zellen Nicht H - - - - Keine Eeine
oetestat Angaben | Angaben
Makrophagen +HH +HH - - +/- - Keine Eeine
Angaben | Angaben
PMN= Nicht H - - - - Keine Eeine
getestat Angaben | Angaben
DCs +HH +HH - - +/- - Keine Eeine
Angaben | Angaben
NE-Zellen Nicht H - - Keine - Keine KEeine
getestat Angaben Angaben | Angaben

Tabelle 4.1. Die zelltypabhéngige Reporteraktivitit in verschiedenen IL10-Reporterméusen. Mit (+) soll
nur semiquantitativ die Hohe der Reporteraktivitdt nach in vitro oder in vivo Stimulation der aufgefiihrten
Zelltypen dargestellt werden. (+/-): schwaches Signal. (-): konnte keine Reporteraktivitét detektiert werden. Die
angegebene Reporteraktivitét richtet sich nach der Art der Stimulation. Je stirker und ldnger sie sein musste, um
Signale zu bekommen, desto schwicher wurde die Reportersensitivitét eingestuft.

Ferner konnte die Bla-Reporteraktivitit unter physiologisch-dhnlichen
Stimulationsbedingungen und in Echtzeit gemessen werden. Beispielsweise liegt die LPS-
Konzentration im Serum von Patienten mit septischem Schock zwischen 30 und 150 ng/ml
(Zweigner et al. 2001) und in weniger dramatischen Fillen sogar deutlich darunter (Huhtinen
et al. 2002; Pussinen et al. 2004). Dariiber hinaus beginnt die Synthese von IL-10 schon in der
frithen Phase der Zellstimulation und ist im Zelliiberstand schon ab 3-4 Stunden messbar
(eigene Versuche; und Nemeth et al. 2005; Du Z. et al. 2006). Seine Halbwertszeit liegt bei
ca. 60-180 min (Le T. et al. 1997; Kishore et al. 1999; Brewer et al. 2003). Analog zu diesen
IL-10-Eigenschaften verfiigt die B-Lactamase iiber eine Halbwertszeit von ca. 206 Minuten
(Zlokarnik et al. 1998; Qureshi SA 2007) und ist direkt nach ihrer Synthese aktiv. Sie stellt
damit ein optimales Reportersystem flir kinetische und Echtzeit-Studien dar.
Dementsprechend konnte die Bla-Reporteraktivitit in Makrophagen und DCs schon ab vier
Stunden nach Stimulation mit 50-100 ng/ml LPS gemessen werden (kleinere LPS-
Konzentrationen wurden noch nicht getestet) und erreichte ithr Maximum nach 24 h, um
danach wieder abzufallen (Abbildung 3.33.). Dagegen mussten Kamanaka et al. BMDM aus
der tiger-Maus (IL10-IRESEGFP-Reportermaus) mit 500 ng/ml und 2500 U IL-4/ml fiir 24
Stunden induzieren, um ein schwaches Signal im FACS messen zu konnen. Dies unterstreicht
die schwache Sensitivitit der IL10-EGFP-Reporterméduse. AuBerdem weist EGFP eine
Halbwertszeit von ca. 26 Stunden auf (Li X. et al. 1998) und fluoresziert erst wenn die

Bildung der Fluorophore abgeschlossen ist und sich ausreichend Molekiile akkumuliert
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haben. Nach der Synthese von EGFP dauert die Entstehung der Fluorophore weitere 1,5 bis 4
Stunden (Nishiuchi et al. 1998; Zimmer M. 2002). Dementsprechend konnte bei den IL10-
IRESEGFP-Méusen die Reporteraktivitit frithestens 24 h nach der Stimulation detektiert
werden. Damit ist die IL10-EGFP-Reportermaus wenig geeignet fiir kinetische oder

Echtzeitstudien.

4.4.2. Folgerungen der IL10-Bla-Maus fiir andere Reporterméuse

EGFP wurde zur Herstellung mehrerer Reportermiuse eingesetzt (Maggi et al. 2004).
Aufgrund seiner Autofluoreszenz und der Moglichkeit, seine Expression in intakten und
lebenden Zellen zu detektieren, ist EGFP ein attraktives Reportergen.

Wegen der dargelegten Vergleichsstudien zwischen der IL10-EGFP- und der IL10-Bla-
Reportermaus, wo die Ineffizienz der ersteren Reportermaus gezeigt wurde, stellt sich eine
wesentliche Frage: Wie sind die experimentellen Ergebnisse aus den EGFP-Reportermédusen
zu bewerten?

Bei Reportermdusen, in denen ein schwach exprimiertes Gen analysiert werden soll, ist davon
auszugehen, dass nicht alle aktivierten Zellen durch EGFP-Fluoreszenz markiert und
identifiziert werden konnen. Die EGFP-Reportermaus wird kein vollstindiges zelluldres
Expressionsprofil produzieren. Dies muss bei den Interpretationen der erzielten Ergebnisse
aus solchen Reportermdusen beriicksichtigt werden. Im Gegensatz zu den IL10-Bla-
Reportermdusen, die nach der Infektion mit Yersinia enterocolitica IL-10-Expression in
unterschiedlichen Immunzellen zeigen (sieche Abbildung 3.34.), wurden beispielsweise
mithilfe von IL4- und IL10-EGFP-Reportermdusen nur T-Zell-Populationen als
entsprechende Cytokinproduzenten wihrend diverser Infektionen identifiziert (Naramura et
al. 1998; Im W et al. 2005; Mohrs K et al. 2005; Kamanaka et al. 2006). Allerdings wird 1L-4
auch von anderen Zellen, wie Basophilen, Eosinophilen und Mastzellen, produziert (Brown et
al. 1997). In diesen granuldren Zellen kann jedoch keine EGFP-Reporteraktivitit detektiert
werden. Eine mogliche physiologische Relevanz dieser Zellen als Quellen fiir IL-4 bei
Immunantworten kann damit mithilfe der IL4-EGFP-Reporterméuse nicht erkannt werden.
Das gleiche gilt fiir IL10-EGFP-Reportermiuse. IL-10 wird von diversen Zelltypen,
einschlieBlich Makrophagen, DCs, B-Zellen, T-Zellen, PMNs, Mastzellen etc., produziert
(Moore et al. 2001). Infektionsversuche an IL10-IRESEGFP-Reportermiusen haben dagegen
wieder nur T-Zell-Subpopulationen als IL10-Produzenten wiahrend der Infektion mit
Toxoplasma gondii, Leishmania major oder Salmonella typhimurium detektiert (Kamanaka et

al. 2006; Jankovic et al. 2007). Der Beitrag auch anderer IL-10-produzierenden Zellen bei
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Infektionen konnte jedoch in verschiedenen Arbeiten dargelegt werden. Beispielsweise
spielen IL-10-produzierenden Makrophagen oder B-Zellen wichtige Rollen bei den
Immunantworten u.a. gegen Salmonellen- und Listerien-Infektionen (Song et al. 1994; Tripp
et al. 1995; Fleming et al. 1996; Uchiya et al. 2004; Lingnau et al. 2007). Ferner resultiert die
spezifische Inaktivierung des IL-10-Gens in Makrophagen und Neutrophilen in eine erhohte
Anfilligkeit der Mause fiir systemische LPS-Gabe (Siewe et al. 20006).

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wird vorgeschlagen bei der Generierung von
Reportermiusen B-Lactamase als Reportergen fiir schwach exprimierte Gene einzusetzen.

Ein weiterer Aspekt, welcher mittels EGFP-Reportermause nicht eindeutig aufgeklart werden
kann, ist das allelische Expressionsverhalten des angesteuerten Gens. Mithilfe der IL10- und
IL4-Reportermduse wurde eine monoallelische Expression des entsprechenden Cytokins in
bestimmten CD4-T-Zell-Subpopulationen gezeigt (Hu-Li et al. 2001; Calado et al. 2006).
Dagegen stellten Kamanaka et al. (2006) fest, dass IL-10 gleichmiBig von beiden Allelen in
den T-Zellen exprimiert wird. Zur Charakterisierung der Aktivitdt beider Allele des Cytokins
wurden heterozygote Reportermiuse eingesetzt. Nach einer zusitzlichen intrazelluldren
Immunfarbung gegen das Cytokin, konnte anhand der detektierten Fluoreszenz in den
einzelnen Zellen bestimmt werden, welches Allel aktiv war. Allerdings wegen ihrer stark
voneinander abweichenden Halbwertszeit und Stabilitit kann es keine gute =zeitliche
Uberlappung zwischen der Expression von EGFP und IL-10 bzw. IL-4 geben. Wenn man
dazu beriicksichtigt, dass EGFP nur bei starker Expression detektierbar ist, so sind die
Aussagen tiiber die allelische Expression, die ohnehin diskrepant sind, sehr fragwiirdig. Die
EGFP-Reportermiuse sind fiir solche Fragestellung nicht geeignet. Dagegen stellt die IL10-
Bla-Reportermaus, da sie Expressionsstudien in Echtzeit erlaubt, ein besseres Modell fiir
solche Fragestellungen dar. In weiterfilhrenden Studien soll mithilfe der IL10-Bla-

Reportermaus das allelische Expressionsverhalten von IL-10 analysiert werden.

4.4.3. Hypothese: Autokrine IL10-abhangige Regulation

Infektionsversuche mit Yersinia enterocolitica an IL10-Bla-Reportermédusen wurden in dieser
Arbeit durchgefiihrt. Drei Tage nach einer intraperitonealen Infektion konnte
tiberraschenderweise in allen untersuchten Immunzellen der Milz (CD4-T-Zellen, CDS8-T-
Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, Makrophagen, dendritischen Zellen und PMNs) eindeutige Bla-
Reporteraktivitit gemessen werden. Weitere detaillierte Versuche sind nétig, um die
physiologische Relevanz jeder dieser IL-10-produzierenden Zellen interpretieren zu konnen.

Nichtsdestoweniger wird hier ein Modell vorgeschlagen, um eine Erklirung fiir die
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Infektions-bedingt ubiquitdre Expression von IL-10 zu finden. Diese Hypothese soll in
weiterfilhrenden Studien gepriift werden.

Da in nicht-infizierten Miusen keine Bla-Aktivitdit gemessen werden konnte, ist davon
auszugehen, dass die IL-10-Expression erst nach der Stimulation der Zellen einsetzte. Dabei
konnte die Aktivierung der Zellen iiber direkten oder indirekten (z.B. mittels PAMPs)
Kontakt mit den Yersinien stattgefunden haben. Dies deutet darauf hin, dass die IL-10-
Synthese ein Bestandteil der Immunantwort aller aktivierten Zellen ist, und dass diese Zellen
selbst ihre inflammatorische Aktivitit regulieren konnen. IL-10 miilte damit autokrin wirken.
Dementsprechend wird ein Regulationsprozess, bezeichnet als autokrine 1L10-abh&angige

Regulation vorgeschlagen (Abbildung 4.3.).

Autokrine IL.10-abhiingige Regulation

B B S, e @
] @ ..

G

Parakrine T1.-10-Wirkung

Abbildung 4.3. Autokrine IL10-abhiingige Regulation. Die Aktivierung der Immunzellen beinhaltet stets die
Expression von IL-10, welches autokrin wirkt, um die Immunantwort zu kontrollieren. Auf die parakrine
Wirkung von IL-10 wird hier nicht eingegangen.

Auf der Basis dieser Hypothese ldsst sich, soweit die Regulation IL-10-restriktiv ist und nicht
iiber einen anderen Suppressor ablduft, folgendes folgern: (1) In der Regel wiirden die
aktivsten Effektorzellen am stirksten IL-10 produzieren. (2) Pathologische Immunantworten
wiirden dann durch die Effektorzellen initiiert, wenn diese nicht geniigend oder gar kein IL-10
exprimieren. (3) Eine effektive Immunantwort fillt aus, wenn die Effektorzellen iiberméBiges
IL-10 exprimieren.

Diese Hypothese kann am besten anhand der IL-10-produzierenden T-Helfer-CD4-Zellen des

Typus 1 (Tyl), welche als starke Effektorzellen gelten, unterstiitzt werden. Es wurde lange
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vermutet, dass Tyl-Zellen selbst kein IL-10 exprimieren. lhre Suppression erfolge
hauptsdchlich durch parakrine IL-10-Wirkung, welches u.a. von Ty2-Zellen produziert wird
(Fiorentino et al. 1989; Janeway et al. 2002). Kiirzlich wurde berichtet, dass Ty1-Zellen, die
eine wichtige Rolle bei Infektionen mit den parasitidren Protozoen, Leishmania major und
Toxoplasma gondii, und bei der Initiierung pathologischer Immunantworten spielen, sich
selbst durch die Produktion von IL-10 kontrollieren (Jankovic et al. 2007; Anderson et al.
2007; Nylen et al. 2007). Unausgewogene IL-10-Produktion durch die Tyl-Effektorzellen
filhrt zu einer Immunsuppression, die in chronische L. major-Infektion resultiert. Bei T.
gondii-Infektion ist das IL-10 von Tyl-Zellen notwendig, um letale Entziindungsreaktionen
zu inhibieren. Es scheint, dass es einen generellen Mechanismus gibt, nachdem IFN-y-
produzierende protektive T-Zellen gleichzeitig auch IL-10 produzieren (Trinchieri G. 2001).
Ein weiteres Beispiel der Autoregulation aktivierter Immunzellen stellen die Mastzellen dar.
Mastzellen spielen eine entscheidende Rolle bei pathologischen Immunantworten, welche zu
Allergien fiihren. Vor kurzem wurde jedoch berichtet, dass ausgerechnet die IL-10-
produzierenden Mastzellen den pathologischen Immunantworten entgegenwirken konnen
(Grimbaldeston et al. 2007).

Ein weiterer Beleg fiir eine autokrine Wirkung von IL-10 liefern die Versuche an Miusen mit
spezifischer Inaktivierung von IL-10 in T-Zellen oder Makrophagen und Neutrophilen.
Obwohl die umgebenden Zellen weiterhin IL-10 produzierten, welches parakrin hétte wirken
konnen, wiesen die IL-10-defizienten Zelltypen eine pathologisch wirkende Hyperaktivitat
auf (Roers et al. 2004; Siewe et al. 2006). Die autokrine IL-10-Wirkung wiirde wiederum die
Phinotypen bei diesen IL10-zellspezifisch defizienten Méusen erkldren. Eine 1996 publizierte
Arbeit von Fleming et al. konnte sogar einen mdglichen Mechanismus fiir autokrine IL-10-
Wirkung aufgedeckt haben. Sie berichteten, dass Makrophagen Zelloberflichegebundenes
IL-10 exprimiren, welches ihre bakterizide Wirkung reguliert (Fleming et al. 1996).

Ferner wiirde eine autokrine Wirkungsweise von IL-10 erkldren, weshalb im Gegensatz zu
diversen anderen Cytokinen, deren Expression auf wenige Zelltypen beschrinkt ist und IL-10
von allen Immunzellen produziert wird (Moore et al. 2001).

Das Modell der ,autokrine IL10-abhingigen Regulation hitte eine richtungweisende
Konsequenz fiir die Erforschung der pathologischen Immunantworten und der daraus
resultierenden Krankheiten, sowie flir die Art der IL-10-Therapien. So konnte versucht
werden, die pathologisch wirkenden Effektorzellen zur IL-10-Expression anzuregen. Die
bloBe Anhebung der IL-10-Konzentration bei Patienten z.B. durch die Verabreichung

rekombinant hergestelltem IL-10 oder genetisch verdnderter Bakterien, die IL-10 produzieren
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und absondern, konnte aus diesem Grund zu keinem nennenswerten Erfolg fiihren (Madsen

K. 2002; Asadullah et al. 2003; Zhou X, et al. 2005).

140



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Das Cytokin Interleukin-10 (IL-10) ist eines der wichtigsten Immunsuppressoren, das die
Inflammation limitiert und fiir eine ausgewogene nichtpathologische Immunantwort sorgt.
Um die IL-10-produzierenden Zellen in vivo bzw. ex vivo zu identifizieren und IL-10-
Genregulation zu analysieren, wurde eine IL-10-IRESEGFP-Reportermaus etabliert. Mit
diesem Reportermausmodell konnte EGFP-Expression nur in T-Zellen detektiert werden. Um
eine hohere Reportersensitivitit zu erreichen, wurden mehrere Reporterkonstrukte generiert
und im  Zellkultursystem  getestet. Mittels IRES-vermittelter  polycistronischer
Reportervektoren wurde festgestellt, dass die Reporteraktivitét proportional zu der Anzahl der
IRES-EGFP-Sequenzen ansteigt. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass die Cap-abhidngige
Translation und die posttranskriptionale Regulation mittels der 3’-nichttranslatierten Region
(3’-UTR) nicht durch multiple IRES-EGFP-Sequenzen beeintrachtigt werden. Um die
Reproduzierbarkeit der erzielten Ergebnisse in einem transgenen Mausmodell zu testen,
wurde ein polycistronischer Reporter-Targeting-vektor, IL10-3xIRESEGFP, generiert und
mittels homologer Rekombination ins Genom von Maus-ES-Zellen integriert. Die IL10-
3xIRESEGFP-Reportermaus, die aus den bereits geborenen chiméren Méusen etabliert wird,
sollen in weiterfiihrenden Studien umfassend untersucht werden.

Um bei dem sehr schwachen IL-10-Promoter eine nachweisbare Reporteraktivitét in vivo/ex
Vivo zu erzielen, wurde in einem zweitem Ansatz das polycistronische Reportersystem mit
dem B-Lactamase-Gen verwendet und eine IL10-2xIRES-Bla-Reportermaus (IL10-Bla-Maus)
generiert. Mit dieser Reportermaus konnte die Reporteraktivitit wesentlich verbessert werden.
Es konnte unter physiologischen Bedingungen die Bla-Reporteraktivitit in DCs,
Makrophagen, B-Zellen, T-Zellen, NK-Zellen und PMNs, in vitro und ex vivo detektiert
werden. Auferdem ermoglicht die IL10-Bla-Reportermaus kinetische
Echtzeitexpressionsstudien.

Im Unterschied zu IL10-EGFP-Reportermaus, konnte bei im Yersinia-Ifektionsmodell mit der
IL10-Bla-Maus Reporteraktivitit in verschiedenen Zelltypen ex vivo detektiert werden. Auf
der Basis dieser Ergebnisse wurde ein Modell zum zelluldren Expressionsprofil von IL-10,
bezeichnet als autokrine [L10-abhdangige Regulation, vorgeschlagen und die IL-10-

Expressionsdaten in diesem Kontext diskutiert.
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6. Abstract

The cytokine Interleukin-10 (IL-10) is one of the most important immune suppressors which
limits inflammation and enables a balanced nonpathogenic immune response. In order to
identify IL-10-producing cells in vivo and ex vivo, respectively, an IL10-IRESEGFP-Reporter
mouse was established. In this reporter mouse model EGFP-flourescence was only detectable
in T cells. In order to achieve higher reporter sensitivity, several reporter constructs were
generated and tested in cell culture system. Using IRES-mediated polycistronic reporter
vectors it was shown, that reporter activity increases proportional to the number of IRES-
EGFP-repeats. In addition it was shown that multiple IRES-EGFP-sequences did neither
influence Cap-dependent translation nor posttranscriptional regulation by 3’-untranslated
region (3’-UTR). To test the functionality of this IRES-mediated polycistronic reporter
system in a transgenic mouse model, a targeting polycistronic reporter vector, IL10-
3xIRESEGFP, was generated. This vector was integrated into the genome of the mouse
embryonic stem cells (ES) by homologous recombination. The IL10-3XxIRESEGFP-reporter
mouse which will be established from already born chimeras will be investigated in further
studies.

To overcome the limits of reporter detection by the weak IL-10 promoter in a second
approach we established a polycistronic reporter targeting vector by using B-lactamase as
reporter gene to generate an IL10-2xIRESBIla-reporter mouse (IL10-Bla-mouse). This IL10-
Bla-reporter mouse showed a strongly improved reporter activity. Under physiological
conditions Bla-reporter activity could be detected in DCs, macrophages, B cells, T cells, NK
cells and PMN:ss, in vitro and ex vivo. In addition the IL10-Bla-reporter mouse enables kinetic
and real time expression studies.

In contrast to the IL10-EGFP-reporter mice, Bla-reporter activity could be detected by in vivo
infection studies in various cell types of the IL10-Bla-reporter mouse.

On the basis of these results a model for the cellular expression profile of IL-10, called
autocrine IL-10-dependent Regulation, was suggested and the obtained IL-10-Reporter results

were discussed in this context.
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APC
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DNA
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Bone marrow derived dendritic cells
Bone marrow derived Macropages
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caspase recruitment domain
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colony forming units
Cytomegalovirus
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Dendritische Zelle

Dulbecco Modified Eagles Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonuklease

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsdure
encephalomyocarditis virus
enzyme-linked immunosorbent assay
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extracellular signal-regulated kinase
Embryonale Stammzellen
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mitogen-activated protein kinase
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RNA
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SDS-PAGE
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STAT
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Muramyldipeptid
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mouse mammary tumour virus
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myeloid differentiation factor-88
nuclear factor B
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pathogen-associated molecular pattern
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TNF
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transforming growth factor-3
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Wild-Typ
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