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Einleitung 1

1 Einleitung

B- und T-Lymphozyten stellen, eingebunden in ein komplexes regulatorisches Netzwerk, die
Effektorzellen der spezifischen Abwehr dar. Diese Dichotomie von Antikorper bildenden B-
Zellen und zytotoxischen T-Zellen bzw. T-Helferzellen wurde zuerst bei den Vogeln be-
schrieben, findet sich aber ebenso bei den Sdugetieren. Wahrend die Reifungsvorgénge der T-
Zellen bei Vertretern beider Klassen identisch sind, weist der Ablauf der B-Zellentwicklung
grundlegende Unterschiede auf. So erfolgt die B-Zellreifung bei den Sdugern im Knochen-
mark, bei den Vogeln stellt dagegen die Bursa Fabricii das charakteristische primér-
lymphatische Differenzierungsorgan der B-Zellen dar. Pribursale Stammzellen besiedeln die
Bursaanlage um den zehnten Embryonaltag und verlassen diese zum Zeitpunkt des Schlupfes
als reife postbursale B-Zellen. Sie wandern darauthin in die peripheren lymphatischen Orga-
ne, in denen der Speicher reifer, aber naiver B-Zellen auch nach Involution der Bursa lebens-
lang aufrechterhalten wird. Aus diesen Zellen rekrutieren sich schlieBlich auch jene Antikdor-
per bildenden Zellen, die in Folge einer Infektion oder Vakzinierung aktiviert werden und
einen entscheidenden EinfluB auf den Gesundheitsstatus der Tiere haben.

Die Antigenerkennung durch B-Zellen erfolgt iiber membranstindiges Immunglobulin, das
auch als B-Zellrezeptor bezeichnet wird. Um eine effektive Immunantwort gegen die grof3e
Bandbreite an Antigenen zu gewéhrleisten, exprimiert jede B-Zelle einen individuellen Re-
zeptor, sodass das von naiven B-Zellen exprimierte Rezeptor-Repertoire annshernd 10'" ver-
schiedene Molekiile umfasst. Die molekularen Vorginge der Diversifizierung des B-
Zellrepertoires in der Bursa Fabricii sind heute gut verstanden. Weit weniger gut untersucht
sind dagegen jene regulatorischen Komponenten, die die Besiedelung der Bursa, die bursale
B-Zellreifung und die Aufrechterhaltung des peripheren B-Zellpools sowie die Bildung
antigenspezifischer Antikorper regulieren.

Ein Grund hierfiir ist die grofe phylogenetische Distanz zwischen Sdugern und Vogeln, die
eine Ubertragung von Erkenntnissen aus dem Maussystem oftmals unméglich macht. Klassi-
sche Homologieansétze zur Klonierung wichtiger regulatorischer Komponenten waren daher
auch meist erfolglos. Neue Erkenntnisse ermoglichte in den letzten Jahren die Etablierung
sogenannter EST-Datenbanken von T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen, die sich als reiche
Quelle wichtiger Sequenzinformationen erwiesen haben. Einen weiteren entscheidenden Fort-
schritt flir alle Grundlagenarbeiten und die anwendungsorientierte Forschung wird sicherlich
die Veroffentlichung der ersten vorldufigen Sequenz des Hithnergenoms vom Mirz 2004

bringen.
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Bis heute konnte beim Huhn lediglich Interleukin-6 als moglicher B-Zell-Wachstumsfaktor
kloniert werden. Altere Arbeiten zeigten zudem, dass in der Bursa ein als Bursin bezeichnetes
Zytokin gebildet wird, dem eine regulatorische Funktion zugesprochen wird. Bei der Durch-
sicht von Hithner-EST-Datenbanken fanden sich zahlreiche Sequenzen fiir Zytokine, darunter
auch solche, die grole Homologie mit einem als ,,B cell activating factor belonging to the
TNF family* (BAFF) bezeichneten Zytokin aufwiesen. BAFF wurde im Sdugersystem erst-
mals 1998 als B-Zell spezifisches Zytokin beschrieben und gilt als essentieller Uberlebensfak-
tor fiir periphere B-Zellen. Gegenstand dieser Arbeit sollte es sein, das avidre BAFF-Homolog

zu klonieren und funktionell zu charakterisieren.
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2 Literaturubersicht

Entwicklungsimmunologen haben sich seit langem sehr intensiv mit dem Huhn beschéftigt.
Denn anders als andere Vertebraten besitzen Vogel zwei separate und leicht zu manipulieren-
de primdre lymphatische Organe: den Thymus, in dem sich die T-Zellen entwickeln und die
Bursa Fabricii, die der Differenzierung der B-Zellen dient. So wurde auch die Funktion der B-
Zellen nicht beim Sduger, sondern beim Huhn entdeckt. 1954 gab Bruce Glick einem Kolle-
gen, der fiir einen Kurs Hithner zur Demonstration der Antikdrperproduktion nach einer Sa-
lomonellenimpfung bendtigte, einige seiner Versuchstiere. Bei einigen der Tiere unterblieb
jedoch die Antikorperbildung vollstindig. Bei genauerer Untersuchung stellten Glick und sein
Kollege fest, dass es sich hierbei um bursektomierte Hithner handelte [1]. Dies war der erste
stichhaltige Hinweis darauf, dass die Bursa eine wichtige Rolle fiir die Funktion der B-Zellen
und damit der Antikdrperproduktion spielt [2]. Aufgrund dieser Entdeckung erhielten die B-
Zellen schlieBlich ihren Namen — ,,B* fiir ,,Bursa-derived*. Aber auch das Konzept der Dicho-
tomie des erworbenen Immunsystems, d.h. fiir die zelluldre Immunantwort verantwortliche T-
Zellen und die humorale Immunantwort vermittelnde B-Zellen, wurde hieraus entwickelt [3]
und konnte letztendlich nach Zuordnung des Knochenmarks als ,,.Bursa-Equivalent* vom Vo-

gel auf den Séuger iibertragen werden [4, 5].

2.1 Das B-Zellsystem des Haushuhns

Wie bei allen Vertebraten besteht das Immunsystem des Huhnes aus einem angeborenen und
einem erworbenen Anteil, von denen jeder sowohl zellulédre als auch humorale Komponenten
besitzt, die in ihrer Funktion eng miteinander verzahnt sind. Die Struktur und Verteilung der
lymphatischen Gewebe der Vogel unterscheiden sich jedoch deutlich von denen der Sauger.
So besitzen Hiithner wie die meisten Vogel keine Lymphknoten. Andererseits hat sich bei den
Aves ein spezialisiertes Organ zur B-Zelldifferenzierung entwickelt, die Bursa Fabricii. Trotz
der strukturellen Unterschiede ist die Funktion der Lymphozyten und der peripheren lympha-
tischen Organe jedoch sehr dhnlich [6].

Im ausgereiften Immunsystem bilden die B-Zellen Antikorper (= Immunglobuline), die gegen
eine Vielzahl verschiedener Pathogene gerichtet sind. Dazu miissen sie eine Fiille verschiede-
ner Antigene von Viren, Bakterien und anderen krankheitserregenden Organismen erkennen
und von korpereigenen Molekiilen unterscheiden konnen. Zur Erkennung der Antigene dient
den B-Zellen membrangebundenes Immunglobulin, das auch als B-Zell-Rezeptor (BCR) be-

zeichnet wird. Jede B-Zelle exprimiert in ihrer Zellmembran einen anderen BCR und erkennt
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damit nur ein bestimmtes, spezifisches Antigen. Nach Bindung dieses spezifischen Antigens
in einem peripheren lymphatischen Organ und zusitzlicher Interaktion mit T-Helferzellen
kann sich diese B-Zelle zur Plasmazelle differenzieren und das spezifische Immunglobulin in
16slicher Form als Antikdrper sezernieren [7]. Wéahrend beim Sauger die B-Zellen lebenslang
aus Progenitorzellen im Knochenmark gebildet werden und von dort in die Peripherie aus-
wandern, lassen sich beim Huhn aufgrund der speziellen Anatomie eine priabursale, eine bur-

sale und eine postbursale Phase der B-Zellentwicklung unterscheiden [8].

2.1.1 Prabursale B-Zellentwicklung

Am Tag 5 der Embryonalentwicklung finden sich beim Hiithnerembryo pluripotente hdmato-
poetische Vorlduferzellen in den paraaortischen Foci [9]. Diese Progenitorzellen verteilen sich
in den Blutinseln von Dottersack, Leber, Knochenmark und Milz. Identifiziert werden konn-
ten sie erst durch den Nachweis der fiir die B-Lymphozyten charakteristischen molekularen
Vorgéinge der Immunglobulinbildung [10]. Immunglobuline bestehen stets aus einem variab-
len (V), fiir die Antigenerkennung verantwortlichen und einem konstanten (C), Rezeptorinter-
aktion oder Signalfunktion vermittelnden Anteil. Diese Teile sind im Genom in Form von
Gen-Segmenten codiert. Sie werden in sich entwickelnden Lymphozyten durch einen ,,gene
rearrangement® genannten Prozess zu einer funktionellen DNA-Sequenz verbunden. Dabei
werden vor der Verbindung von variablem und konstantem Teil die V-Segmente noch mit
einem Joining (J)-Segment und fiir die schwere (H) Kette zusitzlich noch einem Diversity
(D)-Segment verkniipft [7]. Da in T-Zellen kein Rearrangement des Immunglobulin (Ig)-
Locus stattfindet, kann der Nachweis dieses Rearrangements in Zellen als Marker fiir die Zu-
gehorigkeit zur B-Zell-Entwicklungslinie verwendet werden. Erste DJy-Rearrangements fin-
den sich zwischen dem fiinften und sechsten Embryonaltag im Dottersack, das Rearrangement
fiir die Gene des variablen Anteils (,,V gene rearrangement*) 2-3 Tage spéter v.a. in der Milz
[11]. Neben diesen molekularen Merkmalen, kann auch die Expression von Zelllinien spezifi-
schen Oberflichenmolekiilen wie ChB6 (= Bul) genutzt werden, um bereits zu diesem Zeit-
punkt friihe B-Zellen (ChB6") von T-Zellen (ChB6") zu unterscheiden [12]. Zwischen Emb-
ryonaltag 10 und 15 ist es dann auch mdglich, Ig auf der Oberfliche der Zellen (surface Ig,
slg) nachzuweisen [13]. Diese Studien zeigten, dass die Bursa zur Festlegung der Vorldufer-
zellen auf die B-Zelllinie, zur Induktion des Ig-Rearrangements und zur sIg-Expression nicht
erforderlich ist. Im Gegensatz zu Mensch und Maus, bei denen das Ig-Rearrangement zeitle-

bens im Knochenmark stattfindet, existiert beim Huhn dafiir nur ein enges Zeitfenster von ca.



Literaturibersicht 5

10 Tagen wahrend der embryonalen Entwicklung. Damit stammen alle B-Zellen des adulten
Huhnes von Zellen ab, die schon wihrend der Embryonalzeit slg exprimiert haben [11]. Vom
zehnten bis zum fiinfzehnten Embryonaltag wandern die priabursalen Stammzellen mit einem
Maximum am zwdlften Tag aus der Peripherie in die Bursa ein, wo sie weiteren Reifungspro-

zessen unterliegen [14].

2.1.2 Bursale B-Zellentwicklung

Die Bursa Fabricii tibernimmt in der Entwicklung der B-Zellen zwei unterschiedliche Aufga-
ben. In ihr finden sowohl die selektive Expansion von Zellen mit funktionellem Ig-
Rearrangement als auch die somatische Diversifizierung der Ig-Gene durch ,,gene conver-

sion‘ statt.

2.1.2.1 Struktur der Bursa

Die Anlage der Bursa Fabricii entsteht am 4. Embryonaltag als endodermale, von mesenchy-
malem Gewebe umgebene Ausstiilpung am dorsalen Ende der Kloake. Wihrend der Embryo-
genese wichst das Bursastroma zu einer sackartigen Struktur mit charakteristischen Gewebe-
falten heran, die einen, mit dem hinteren Enddarm iiber einen Gang in Verbindung stehenden,
Hohlraum umgeben [15]. Die Gewebefalten werden von Sdulenepithel bedeckt, welches pro-
liferiert und mit kleinen epithelialen Knospen in die darunter liegende Lamina propria vor-
dringt, wodurch die Ausbildung von sog. Bursafollikeln induziert wird. In diesen Follikeln
findet die selektive Vermehrung der B-Zellen statt. In jedem Follikel bildet sich eine Medulla
mit lymphoiden Zellen, Makrophagen, einem Netz aus bursalen sekretorischen Dendritischen
Zellen und einer geringen Zahl an T-Zellen. Die Medulla wird von einer Lage epithelialer
Zellen umgeben, um die ein Netzwerk aus Kapillaren liegt [16].

Kurz vor dem Schlupf [17] bildet sich auBBerhalb dieser Epithellage ein Cortex aus einer dich-
ten Lymphozytenpopulation, welche die Bursa iiber das Kapillarnetzwerk verlassen [18]. Das
Epithel iiber den Follikeln differenziert sich zum sog. Follikel assoziierten Epithel (FAE), das
auf die Absorption von Partikeln aus dem Bursalumen spezialisiert ist.

Die Bursa wichst bis zu einer Plateauphase im Alter von 2 bis 4 Wochen kontinuierlich und
bleibt ein funktionelles lymphatisches Organ bis zur Bursainvolution mit Beginn der sexuel-
len Reife der Hiithner im Alter von 4 bis 6 Monaten [18]. Diesen Zusammenhang zwischen
Testosteronkonzentration und Bursainvolution macht man sich bei der hormonellen Bursek-

tomie durch Tauchen der Eier in eine Testosteronpropionat-Losung zunutze [19].
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Abb. 2.1 Aufbau eines Bursafollikels (nach Nagy et al. [20])

Studien mit bursektomierten Tieren haben gezeigt, dass zur normalen B-Zellentwicklung so-
wohl die lymphoiden als auch die epithelialen Anteile der Bursa notig sind. Wird die Bursa
bereits 60 Stunden nach Beginn der Embryogenese chirurgisch entfernt [21, 22] oder die Dif-
ferenzierung der Epithelkomponente durch eine Testosteronbehandlung zwischen dem 6. und
8. Embryonaltag verhindert [23], erhdlt man hochgradig immundefiziente Tiere. Diese weisen
zwar anndhernd normale Zahlen an B-Zellen und Ig-Serumwerte auf, sind jedoch zu keiner
primdren oder sekundidren Immunantwort in der Lage. Wird nur der lymphoide Anteil der
Bursafollikel zwischen 15. und 17. Embryonaltag durch Behandlung mit Cyclophosphamid
zerstort, zeigen die Tiere neben einer starken Immundefizienz zusétzlich noch eine extrem
niedrige B-Zellzahl [24]. Der verbleibende epitheliale Anteil der Bursa kann durch Transplan-
tation von Ig'-Zellen aus embryonalen Bursen wiederbesiedelt werden, was zur vollstindigen
Rekonstituierung des B-Zellsystems fiihrt. Zellen, die in der Lage sind, das Bursaepithel zu
besiedeln und das B-Zellsystem zu rekonstituieren nennt man bursale Stammzellen. Sie fin-
den sich zwischen Embryonaltag 15 und dem Schlupf und verschwinden in den ersten Le-

benswochen vollstiandig [25].

2.1.2.2 Einwanderung und Expansion der B-Zellen

Ab dem 10. Embryonaltag beginnt die Besiedlung der Bursafollikel mit prabursalen Stamm-
zellen, wobei in jeden der 8.000 — 12.000 Follikel nur zwei bis fiinf Zellen einwandern [26].
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Der Zeitraum fiir die Besiedelung ist auf wenige Tage begrenzt und findet nicht wie im Thy-
mus in mehreren Phasen statt.

Ein bekannter Faktor, der die Migration der Stammzellen in die Bursa beeinflusst, ist der Se-
lektinligand Sialyl-Lewis-X. Selektine und ihre Liganden vermitteln die Adhision der Leuko-
zyten an Endothelzellen vor ihrem Austritt aus Blutgefd3en. Es konnte gezeigt werden, dass
alle Selektine das Lactosamin Sialyl-Lewis-X binden kdnnen [27]. Dieses wird im Hiihner-
embryo ausschlieflich auf prabursalen und bursalen Stammzellen exprimiert und ermoglicht
den Zellen die Anheftung an GefdBwénde der Bursa. Zwischen dem 15. und 17. Embryonal-
tag beginnt sich das Expressionsmuster auf der Zelloberfliche der B-Zellen in der Bursa zu
andern. Wahrend die Anzahl der Sialyl-Lewis-X-Molekiile stetig abnimmt, beginnen die Zel-
len mit Lewis-X eine verwandte, aber anders glykosilierte Kohlenwasserstoffstruktur in ihre
Membran einzubauen. Diese Verdnderung der Glykosilierung findet ausschlieflich in der
Bursa statt und korreliert eng mit dem Zeitpunkt, an dem bursale B-Zellen die Fahigkeit ver-
lieren, die Bursa nach Cyclophosphamid-Behandlung wieder zu besiedeln [16, 28].

Zwischen dem 13. und 15. Embryonaltag beginnen die eingewanderten Zellen zu proliferieren
[29], bis im Alter von 3 bis 5 Wochen jeder Follikel ca. 10° Zellen enthilt [30]. Dabei teilen
sich nur Vorlduferzellen, die ein funktionsfdhiges Ig-Rearrangement vollzogen haben und
damit IgM in ihrer Zellmembran exprimieren kénnen [31]. Da beim ,,gene rearrangement*
zwei codierende Genomsegmente zufdllig miteinander verbunden werden, sind zwei Drittel
dieser Verkniipfungen ,,out of frame®, d.h., diese DNA-Sequenz kann nicht in ein Protein
transkribiert werden, was fiir die Mehrheit der in die Bursa einwandernden B-Zellen zutrifft
[32]. Da zum Zeitpunkt des Schlupfes aber 90 -95 % der Bursalymphozyten slg exprimieren,
kann davon ausgegangen werden, dass eine Selektion auf die sIg"-Zellen erfolgt ist [16].
Lange Zeit wurde vermutet, dass der BCR einen spezifischen Liganden auf dem Bursastroma
erkennt und diese Interaktion zur klonalen Expansion der sIg'-Zellen fiihrt. Dafiir sprach auch
die Tatsache, dass die Quervernetzung des BCR auf Bursalymphozyten zur Generierung einer
»second messenger“-Antwort fiihrt, das slg folglich zur Signaltransduktion in der Lage ist
[33]. Werden jedoch in Embryonen {iber retroviralen Gentransfer B-Zellen mit einem trun-
kierten BCR erzeugt, so entwickeln sich diese Zellen dennoch weiter und sind zum Zeitpunkt
des Schlupfes noch nachweisbar. Da sie ein Ig exprimieren, das nur aus dem konstanten Teil
der schweren Kette besteht, konnen diese Zellen nicht spezifisch an Antigene binden. Dem-
entsprechend ist die Erkennung eines bursalen Liganden durch den variablen Teil des BCR

fiir die Proliferation doch nicht notwendig [34].
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Vermutet wird, dass die durch produktives Ig-Rearrangement gebildeten slg-Molekiile, wie
bei der Maus gezeigt, zur Assoziierung des BCR-Komplexes notwendig sind. Hierbei werden
die fiir die Signaltransduktion des BCR verantwortlichen Molekiile, CD79a und CD79f (Iga
und Igf), in der Zelle mit dem Immunglobulinmolekiil verbunden. Eine Translokation der
einzelnen Komponenten in die Zellmembran ohne diese Verbindung ist nicht mdglich. Da die
strukturelle und funktionelle Homologie von CD79a und CD79f des Huhnes zu Mensch und
Maus sehr grof} ist, und ein CD79B-Knockout bei der Maus zu schweren Storungen der B-
Zellentwicklung fiihrt, ist anzunehmen, dass die Oberfldchenexpression dieser Molekiile auch
beim Huhn notwendig ist. Daher konnte die Expression des Komplexes auf der Zelloberflache
zu einer basalen Signaliibermittlung ohne extrazelluldre Rezeptor-Ligand-Interaktion fiihren,

die zur Vermittlung der Zellproliferation ausreicht [11].

2.1.2.3 Generierung des Antikorper-Repertoires durch ,,gene conversion“

Die zentrale Anforderung an das erworbene Immunsystem besteht darin, spezifisch eine gro3e
Vielzahl an Antigenen mit Hilfe des variablen Teils des Antigenrezeptors zu erkennen und
darauf zu reagieren. Dazu miissen schitzungsweise zwischen 10°und 10° verschiedene Rezep-
tormolekiile gebildet werden. Wire jede dieser Varianten vollstindig im Genom codiert,
brauchte man hierfiir mehr Gene, als im Gesamtgenom {iiberhaupt vorhanden sind. Darum
haben sich bei den Vertebraten verschiedene andere Mechanismen zur Generierung dieses
Antikdrperrepertoires entwickelt. Wie bereits ausgefiihrt, ist die genetische Information fiir
den variablen Teil eines Immunglobulinmolekiils in verschiedenen Teilen, sog. Genseg-
menten (V, J, D, s.2.1.1) codiert. Um beispielsweise ein vollstindiges Exon fiir den variablen
Teil der leichten Kette zu bilden, miissen ein V(Variabel) und ein J (Joining)-Gensegment
miteinander verbunden werden. Bei der schweren Kette kommt es zunédchst zur Verkniipfung
von D (Diversity)- und J-Segment, bevor die Bindung an das V-Segment erfolgt. Der kon-
stante Teil wird von einem separaten Exon codiert und durch Splicing der RNA mit dem vari-
ablen Teil verbunden.

Bei Mensch und Maus sind nun nicht nur jeweils ein V-, D- und J-Segment vorhanden, son-
dern auf drei Genloci — einem fiir die schwere Kette, und jeweils einem fiir die beiden Varian-
ten der leichten Kette x und A — ca. 65 V-Segmente fiir die schwere Kette, ungeféhr ebenso
viele filir die beiden Varianten der leichten Kette, ca. 30 D Varianten und 4 bis 6 J-Segmente
pro Locus. Bei der somatischen Rekombination der DNA werden nun zuféllig V-und J-(und
D) Segmente miteinander kombiniert, wodurch sich die Anzahl verschiedener Molekiile po-
tenziert (= combinatorial diversity). Weitere Variabilitit wird durch das Einfligen einer zufil-

ligen Anzahl zusétzlicher Nukleotide oder der variablen Deletion einzelner Nukleotide bei der
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Verbindung der einzelnen Segmente erzeugt (= junctional diversity). SchlieSlich verdoppelt
die Assoziation von unterschiedlichen schweren und leichten Ketten zum variablen Teil des
Gesamt-Immunglobulinmolekiils die Diversitét ein weiteres Mal [35, 36].

Nachdem erste Proteinanalysen bereits gezeigt hatten, dass beim Huhn fiir die leichte Kette
statt einer k und A nur eine A dhnliche Variante existiert [37], fanden sich im Genom des Huh-
nes im Locus fiir die leichte Kette nur ein einzelnes funktionelles Vi-und ein J;-Gensegment.
Ebenso findet sich im Locus fiir die schwere Kette neben 15 D-Segmenten mit sehr geringer
Sequenzvariation jeweils nur ein einziges funktionelles Vy- und Jy-Segment, sodass die Er-
zeugung eines vielfdltigen Antikorper-Repertoires iiber den gleichen Mechanismus wie bei
Mensch und Maus nicht moglich ist [38, 39].

Interessanterweise fand man aber 5" des funktionellen V-Segments der leichten Kette 25 zum
V-Segment homologe Gensegmente. Im Locus der schweren Kette konnten sogar 80 dieser
Segmente nachgewiesen werden. Diese ,,Pseudogene® genannten Segmente sind am 5’-Ende
verkiirzt und besitzen weder ein fiir die Oberflichenexpression notwendiges Leader-Exon
noch eine Promotor-Region. Da ihnen auBlerdem funktionsfdhige ,,recombination signal se-
quences®, also kurze flankierende DNA-Stiicke, die zur Verbindung der einzelnen Segmente
essentiell sind, fehlen, konnen sie fiir ein V-J-Rearrangement nicht verwendet werden [32,
40].

Hieraus ergibt sich, dass Ig" bursale Stammzellen nach dem Ig-Rearrangement nur ein duBerst
limitiertes Ig-Repertoire aufweisen und am Embryonaltag 15 praktisch alle den gleichen BCR
in ithrer Membran tragen [41]. Analysen von L-Ketten cDNA-Sequenzen aus Milzen ausge-
wachsener Hiihner zeigten jedoch die Existenz einer enormen Vielzahl unterschiedlicher
BCRs. Diese wiesen aber, verglichen mit der Sequenz des urspriinglichen V-Segments, eine
Vielzahl von Nukleotidsubstitutionen auf, welche Nukleotidsequenzen in den Pseudogenen
des L-Ketten Locus entsprachen [38]. Aus dieser Entdeckung konnte der Mechanismus der
»gene conversion® als Weg der Immunglobulin-Diversifizierung beim Vogel abgeleitet wer-
den. Hierbei werden sowohl fiir die schwere als auch fiir die leichte Kette Sequenzblocke aus
den Pseudogenen in die rearrangierten V-Gene transferiert [10, 40], wobei die Auswahl der
Pseudogene nicht vollig zufdllig erfolgt, sondern bestimmten Kriterien unterliegt. So werden
ndher liegende Sequenzen und Sequenzen héherer Homologie ebenso hdufiger verwendet wie
Pseudogene in antisense-Orientierung. Auch kann der Austausch durch vorhergehende Substi-
tutionen beeinflusst werden [42].

Wihrend der klonalen Expansion der slg'-Zellen in der Bursa findet, wie man heute weil3,

alle 10 bis 15 Zellzyklen ein ,,gene conversion Ereignis statt, sodass in einem einzelnen V-
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Gen zwischen 4 und 10 Substitutionen auftreten konnen, bevor die Zelle die bursale Entwick-
lungsphase abschlieBt [40]. Damit kénnen durch diesen Mechanismus theoretisch bis zu 10"
verschiedene Antikdrpermolekiile generiert werden.

Anzumerken ist, dass nicht nur Hithner den Mechanismus der ,,gene conversion nutzen, son-
dern auch Schafe, Rinder und Kaninchen ihre Antikorpervielfalt teilweise oder vollstindig auf
diese Art erzeugen [43]. Dabei dient in allen Spezies das sog. ,,gut associated lymphoid tis-
sue” (GALT) als primdres B-Zell Organ. Neben der Bursa beim Huhn sind das bei Schaf,
Rind [44, 45] und Schwein [46] die Peyer’schen Platten [47, 48] und beim Kaninchen der
Blinddarm [49, 50], wobei diese Spezies im Gegensatz zum Huhn mehrere funktionelle V-
Gene fiir die schwere und leichte Kette besitzen und somit ,,gene conversion nicht als allei-
niger Mechanismus zur Diversifizierung dient.

Die Ausbildung der verschiedenen Varianten des T-Zellrezeptors lduft dagegen beim Huhn

nach dem von Mensch und Maus bekannten Mechanismus ab [51, 52].

2.1.2.4 Perinatale Veranderungen in der Bursa

Kurz vor dem Schlupf beginnt sich die Struktur der Bursafollikel zu dndern. Zum einen
kommt es zur Ausbildung des Follikel assoziierten Epithels (FAE s. 2.1.2.1), zum anderen
migrieren einige der Lymphozyten durch die Basalmembran und bilden den Follikelcortex.
Dieser vergrofert sich durch massive Proliferation der Zellen nach dem Schlupf sehr rasch,
wogegen sich die Lymphozyten in der Medulla nach dem Schlupf groftenteils nicht mehr
teilen [53, 54].

Zu diesem Zeitpunkt beginnt auch die Aufnahme von exogenem Antigen in die Bursa durch
das FAE. Dabei wird auf die Anallippen aufgebrachtes Material aufgrund reverser peristalti-
scher Reflexe ebenso aktiv vom FAE phagozytiert und an die antigenprisentierenden Zellen
der Medulla weitergegeben, wie oral verabreichte Substanzen. Diese exogenen Antigene ver-
teilen sich wie aus dem Serum stammende Proteine ausschlieBlich in der Medulla [55, 56].
Eine Ligation der Verbindung zwischen Bursa und Darm und damit die Isolation des Organs
von Umwelteinfliissen fiihrt zu einer deutlichen Reduktion der Zellteilungen in der Medulla
[57, 58] und wihrend man bei der Einpflanzung von Bursarudimenten in die Bauchwand eine
normale Zellbesiedelung in der Embryogenese findet, verschwinden diese Lymphozyten nach
dem Schlupf [29]. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass der Kontakt der B-Zellen in
der Bursa mit aus dem Darm stammendem exogenen Antigen fiir die normale B-Zell-
entwicklung notwendig ist [11]. Mdglicherweise wird dies durch die Ausbildung von Immun-
komplexen zwischen IgM" B-Zellen, Antigen und sIgG" Follikuliren dendritischen Zellen der

Medulla vermittelt. Bei diesem IgG handelt es sich nicht um endogen synthetisiertes Im-
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munglobulin, sondern um maternale Antikorper aus dem Dotter, die an Fc-Rezeptoren auf der
Oberfliache der Follikuldr Dendritischen Zellen gebunden sind und dort Antigen ,,prdsen-
tieren* [54, 59].

Auch in den Expressionsmustern von Zellmembranmolekiilen finden sich perinatale Verande-
rungen. Denn wihrend prabursale Stammzellen vor ihrer Migration in die Bursa Sialyl-Lewis-
X exprimieren, sind Zellen, in denen ,,gene conversion® stattfindet durch die Expression von
Lewis-X gekennzeichnet. Kurz vor der Emigration der B-Zellen in die Peripherie, erfahren
die B-Zellen jedoch durch die Abnahme der Lewis-X Expression eine erneute phanotypische

Verinderung von Lewis-X"¢" Zellen zu Lewis-X"" Zellen [28].

2.1.2.5 Apoptose in der Bursa

Wiéhrend in der Embryonalentwicklung die Anzahl der apoptotischen Zellen in der Bursa sehr
gering ist, steigen die Apoptoseraten kurz nach dem Schlupf dramatisch an [60]. So emig-
rieren lediglich etwa 5% der gebildeten B-Zellen in die Peripherie, die restlichen Zellen ster-
ben in der Bursa [61]. Hierzu gehdren alle Zellen, die wihrend ihrer Entwicklung die Fahig-
keit verloren haben, Immunglobuline auf ihrer Oberfliche zu exprimieren [62]. Wie durch
retroviralen Gentransfer gezeigt werden konnte, ist die Expression eines trunkierten slg ohne
variablen Anteil ausreichend, um in der Embryonalzeit die Proliferation der Zellen zu induzie-
ren. Zur Emigration aus der Bursa ist aber offensichtlich ein vollstindiges Immunglobulin-
molekiil notwendig, da Zellen mit trunkiertem slg nicht in die Peripherie wandern, sondern in
der Bursa durch Apoptose eliminiert werden [63]. Welches Signal den ,,programmierten Zell-
tod” in der Bursa verursacht, weill man bislang nicht. Da in 98% der ,,gene conversion®-
Ereignisse der Leserahmen des Exons fiir den variablen Teil erhalten bleibt [64], kann ein
nicht produktives ,,gene conversion“-Ereignis als Hauptursache allerdings ausgeschlossen
werden. Interessanterweise scheinen Viabilitit und Uberleben der Zellen in der Bursa mit der
Expression von chL12, einem Alloantigen mit 38 — 40 kD verkniipft zu sein, wobei sowohl in
vivo als auch in vitro die Apoptose-resistenten Zellen unter den Zellen mit sehr hoher Expres-
sion von chL12 (chL12"€") zu finden sind. Ob die Abnahme der chL12-Expression (chL12'Y/
chLL12") jedoch Ursache oder Folge der Apoptose darstellt, ist nicht bekannt [65].

Bursale B-Zellen sterben nach Entnahme aus dem Gewebeverband innerhalb von kurzer Zeit,
so dass nach 16 Stunden der in vitro Kultivierung von Lymphozyten aus der Bursa die Viabi-
litdt der Zellen unter 10% liegt [66]. Durch Bestimmung des DNA-Gehalts der Zellen lésst
sich zeigen, dass bereits nach 8 Stunden mehr als 50% der Zellen Anzeichen von Apoptose

aufweisen [62]. Die Uberlebensrate der Zellen kann jedoch durch Zugabe des Phorbolesters
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Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) wahrscheinlich mittels Aktivierung der Protein Kinase C, um
ein vielfaches gesteigert werden [67].

Da bei in vitro Organkulturen von embryonalen Bursa-Anteilen die Viabillitdt deutlich héher
ist und sogar Proliferation und Differenzierung der B-Zellen nachgewiesen werden konnten
[68, 69], scheinen Zell-Zell-Interaktionen bei der Vermittlung von Uberlebenssignalen eine
wichtige Rolle zu spielen.

Bcl-2 ist beim Séduger als anti-apoptotisches Protein bekannt [70]. Das beim Huhn gefundene
Homolog wird in allen lymphoiden Geweben exprimiert, am stdrksten im Thymus und nur
relativ schwach in der Bursa [71]. Dabei scheinen weder sich entwickelnde noch emigrierende
Zellen der Bursa hohe Werte an bcl-2 zu exprimieren [65], wéhrend das Protein in frithen
germinalen Zentren in groBerer Menge nachgewiesen werden kann. [72]. Von Mensch und
Maus ist bekannt, dass in germinalen Zentren die bcl-2-Expression von Antigen selektierten
Zellen hochreguliert wird und die Zellen so vor Apoptose geschiitzt sind [73]. Fiir eine mog-
liche Rolle von bcl-2 bei der Regulation der B-Zellentwicklung spricht auch die Tatsache,
dass durch Uberexpression von humanem bcl-2 in der Bursa die Zahl der apoptotischen Zel-
len sowohl in vivo als auch in vitro deutlich reduziert werden konnte [66]. Zusétzlich verstarkt
wird der Verlust lebender Bursazellen in Kultur durch Inkubation der Zellen mit einem Anti-
korper gegen chB6, einem Glycoprotein, das, mit Ausnahme der Plasmazellen der Har-
der’schen Driise, auf allen B-Zellstufen des Huhnes exprimiert wird. Die Ligation von chB6
fiihrt zum schnellen Sterben der Zellen, die dabei jedoch nur wenige Charakteristika apopto-
tischer Zellen aufweisen. Deshalb wird vermutet, chB6 konnte eine neue Familie von Mole-

kiilen repréisentieren, die auf eine bislang unbekannte Weise Zelltod vermitteln [74-76].

2.1.2.6 Emigration von B-Zellen aus der Bursa

Bereits kurz vor dem Schlupf beginnen B-Zellen aus der Bursa in die Peripherie zu emigrie-
ren, wobei die Zahl der peripheren B-Zellen zum Zeitpunkt des Schlupfes noch sehr gering
ist. Bis zum Alter von 3 Wochen steigt die Emigrationsrate aus der Bursa jedoch auf 1% der
peripheren B-Zellzahl pro Stunde an [77].

Dabei lassen sich aufgrund ihrer Lebensspanne in der Peripherie zwei Subpopulationen an
emigrierenden Zellen unterscheiden. Population 1 stellt ca. 60 - 70 % der peripheren B-Zellen
und ist mit einer Halbwertszeit von 30 Stunden extrem kurzlebig. Diese Zellen stammen aus
dem Follikelcortex und verlassen die Bursa, ohne durch die Medulla zu wandern, entweder
iiber die extrafollikuldren Lymphgefif3e [78] oder das dichte Kapillarnetz am cortico-medullé-
ren Ubergang. Vermutlich handelt es sich hierbei um naive B-Zellen, die noch keinen spezifi-

schen Kontakt mit Antigen hatten. Population 2 beinhaltet deutlich langlebigere Zellen mit
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einer Halbwertszeit von ungefdhr 12 Tagen und umfasst ca. 35% der peripheren B-Zellen.
Man nimmt an, dass diese Subpopulation aus der Follikelmedulla stammt und von Zellen ge-
bildet wird, die dort nach Kontakt mit antigenprisentierenden Zellen zu langlebigeren Zellen
gereift sind. Die Produktion von Zellen der Population 1 ist dabei 25 mal hdher, als die der
Population 2, so dass nur ca. 4%, der aus der Bursa emigrierenden Zellen Population-2-Zellen
darstellen [77, 79, 80].

Im Blut findet sich zusétzlich noch eine weitere Population von B-Zellen. Diese Population 3
stellt im Alter von 2-3 Wochen lediglich etwa 5% der peripheren B-Zellen, nimmt jedoch mit
dem Alter der Tiere an Zahl zu und ist mit einer Uberlebenszeit von iiber 100 Tagen extrem
langlebig. Versuche mit bursektomierten Tieren haben auBBerdem gezeigt, dass diese Zellen
sich auch auBerhalb der Bursa teilen.

Nach Involution der Bursa, wird der periphere B-Zellpool durch eine sich selbst erhaltende
Population sIg", urspriinglich aus der Bursa stammender Zellen aufrechterhalten, die aufgrund
threr Funktion postbursale Stammzellen genannt werden. Da jedoch unter experimentellen
Bedingungen zu einem geringen Grad auch eine von der Bursa unabhingige B-Zellentwick-
lung beobachtet werden kann, ist nicht klar, ob Zellen der Population 3 eine Bursa unabhén-

gige B-Zelllinie oder Vorldufer der postbursalen Stammzellen darstellen [77, 81].

Schlupf
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Abb. 2.2 Zeitliches Schema der B-Zellentwicklung beim Huhn

Zwischen dem fiinften und sechsten Embryonaltag (£7) finden erste DJy-Rearrangements im Dottersack
statt, einige Tage spéter beginnt das V-Rearrangement in der Milz. Ungefahr zwischen dem zehnten und
flinfzehnten Embryonaltag wandern die pribursalen Stammzellen in die Bursa ein. Hier kommt es zur
massiven Proliferation der Zellen und der Diversifizierung ihres Antikorper-Repertoires durch ,,gene
conversion“. Kurz vor dem Schlupf beginnen erste B-Zellen aus der Bursa zu emigrieren. Bis zum Be-
ginn der sexuellen Reife im Alter von vier bis sechs Monaten bleibt die Bursa funktionell aktiv, danach
kommt es zur Involution des Organs.
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2.1.3 Postbursale B-Zellentwicklung

Liegen fiir die Entwicklung der B-Zellen beim Huhn bis zu ihrer Emigration aus der Bursa
sehr ausfiihrliche Untersuchungen vor, so ist iiber die genauen Reifungs- und Differenzie-
rungsprozesse der Zellen in den sekundiren lymphatischen Organen weniger bekannt. Auch
ist eine Unterteilung in verschiedene Reifungs- und Funktionsstadien (unreif, T1, T2, naiv,
aktiviert, Marginalzonen-, Plasma- und Gedéchtniszelle) aufgrund fehlender Oberfldchenmar-
ker derzeit nicht moglich. Die vorliegenden Daten zur Aktivierung und Differenzierung der
B-Zellen weisen jedoch auf eine weitgehende Ubereinstimmung mit den Vorgiingen bei Siu-

getieren, insbesondere bei Mensch und Maus, hin.

2.1.3.1 Periphere lymphatische Organe

Nach der Emigration aus der Bursa besiedeln die B-Zellen die peripheren lymphatischen Or-
gane. Wihrend die priméren - oder auch zentralen - lymphatischen Organe, also Thymus und
Bursa, der Entwicklung der Lymphozyten dienen, ist die Umgebung der sekundiren bzw.
peripheren lymphatischen Organe essentiell fiir die regulierte Aktivierung der B-Zellen und
T-Zellen durch Antigen. Bei Mensch und Maus entstehen nach der antigenen Stimulation, in
T-Zell abhéngigen Immunantworten, aus Primérfollikeln, also Aggregaten nicht aktivierter B-
Zellen, nach dem Einwandern aktivierter B-Zellen sog. Sekundérfollikel. In diesen bilden sich
germinale Zentren, in denen unter massiver Proliferation der B-Zellen die Affinitétsreifung
der Antikdrper und die Bildung von Gedéchtniszellen stattfindet [82, 83].

Im Gegensatz zum Séuger findet man beim Huhn in den sekundéren lymphatischen Organen
keine Primérfollikel. Statt dessen entstehen germinale Zentren nach antigener Stimulation an
pradisponierten Stellen gleich als Sekundirfollikel. Sie sind von einer Bindegewebskapsel
umgeben und frei von Blutgefifien [84].

Lymphknoten fehlen, es finden sich jedoch Ansammlungen von Lymphgewebe um die Or-
gane [85]. Zu den rein peripher lymphatischen Organen werden Milz, Caecaltonsillen (C7),
die Peyer’schen Platten, das paranasale lymphatische Gewebe und dabei v.a. die Harder sche
Driise sowie das Bronchus assoziierte lymphatische Gewebe in der Lunge (BALT) gezihlt.
Die Milz besteht wie beim Sduger aus roter und weiler Milzpulpa. Sie wird beim Huhn, wie
auch beim Sauger [86], bereits sehr friih in der Ontogenese von lymphoiden Zellen besiedelt,
ndmlich zwischen zehntem und elftem Embryonaltag. Die endgiiltige Entwicklung der
lymphoiden Struktur findet jedoch erst nach dem Schlupf mit Beginn des Antigenkontaktes
statt [85]. Antigene erreichen die Milz iiber die Blutzirkulation, weshalb die hier gebildeten
Antikdrper auch hauptsédchlich gegen Antigene aus dem Blut gerichtet sind [87].
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Die Caecaltonsillen liegen, als grofite Lymphozytenansammlung im Darm, am Ausgang der
Blindddrme in der Darmwand. Sie entwickeln sich in den ersten Lebenstagen nach Kontakt
mit intestinalem Antigen [85], wobei erste germinale Zentren bereits nach kurzer Zeit zu fin-
den sind.

Die Peyer’schen Platten finden sich beim Huhn im distalen Jejunum, sind jedoch in ihrer
Auspriagung deutlich kleiner als beim Sduger. Sie bestehen aus germinalen Zentren und diffu-
sem Lymphgewebe [88]. Das Meckel sche Divertikel, ein Rudiment des Dottersacks, wird ab
einem Alter von 2 Wochen von Lymphozyten infiltriert und bleibt bis zu einem Alter von 20
Wochen funktionell aktiv. Nach einigen Wochen finden sich hier germinale Zentren und eine
groBe Zahl von Plasmazellen [89]. Erst vor kurzem wurde am Ubergang zwischen Osophagus
und Proventrikulus die Osophagealtonsille beschrieben [90]. Die sechs bis acht von Lympho-
epithel bedeckten Lymphozytenaggregate, sind der einzige kranial des Magens gelegene
GALT-Anteil und somit unverdauten Nahrungsantigenen ausgesetzt.

Eine weitere Besonderheit beim Huhn stellt die Harder sche Driise dar. Diese exokrine Driise
liegt in der Orbita mit einem zentralen Ausfiihrungsgang in den medialen Winkel der Nick-
haut. In threm Interstitium finden sich massive Ansammlungen lymphoider Zellen, bei einem
Grofiteil davon handelt es sich um Plasmazellen, die Antikorper in die Tranenfliissigkeit ab-
geben. Uber den Ausfiihrungsgang gelangt retrograd Antigen in die Driise, wodurch sie an der
lokalen Immunantwort der Konjunktiven und des oberen Respirationstrakts beteiligt ist. In der
Harder schen Driise kommt es zur Ausdifferenzierung der B-Zellen und zum Immunglobulin-

Klassenwechsel, sodass neben IgM auch IgG und v.a. IgA produziert werden [91-93].

2.1.3.2 Postbursale Diversifizierung

Die Affinitatsreifung der B-Zellen ist ein Prozess, bei dem im Verlauf der Immunantwort
immer besser an das Antigen bindende Antikorper generiert werden. Dies erfolgt bei Mensch
und Maus durch die sog. somatische Hypermutation. Hierbei werden in einer hohen Rate
Punktmutationen in die rearrangierten Gene der leichten und schweren Kette eingefiihrt. Eini-
ge der entstehenden Zellen tragen daraufhin einen Rezeptor, der besser an das Antigen bindet
und werden vorzugsweise zu reifen, Antikorper produzierenden Plasmazellen selektiert [94].

Auch beim Huhn kommt es, wie beim Menschen postuliert, zur polyklonalen Einwanderung
von aktivierten B-Zellen in germinale Zentren und daraufhin zur oligoklonalen Expansion der
aktivierten Zellen. Neben der somatischen Hypermutation unterliegen diese Zellen jedoch
gleichzeitig der ,,gene conversion®. Im Unterschied zum Vorgang in der Bursa, spielen die
Néhe des Donor-Pseudogens zum funktionellen V-Segment und seine Orientierung bei der

postbursalen Diversifizierung jedoch keine Rolle [95].
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2.1.4 Immunglobulinklassen

Das Antikdrpermolekiil dient der B-Zelle nicht nur in membrangebundener Form als Rezep-
tor, sondern wird von ihr als Effektormolekiil sezerniert. Immunglobuline sind Glycoproteine
und kommen bei allen Gnathostomata vor. Sie sind in ihrer Grundstruktur (zwei schwere und
zwei leichte Ketten) hochkonserviert, unterscheiden sich aber in Details. Beim Huhn findet
man drei Antikdrperklassen: IgM, IgG und IgA. Diese unterscheiden sich durch die fiir die
Funktion entscheidende Struktur der schweren Ketten, welche beim Huhn auf einem einzel-
nen Genlocus in drei verschiedenen Genen lokalisiert sind [96].

IgM tritt in 16slicher Form auch beim Huhn fast ausschlieBlich als Pentamer auf und bildet als
membrangebundenes Monomer den Rezeptor aller naiven B-Zellen [97, 98]. Das IgG-
Molekiil des Huhnes hat eine ldngere schwere Kette, einen niedrigeren isoelektrischen Punkt,
ist starker negativ geladen und aufgrund der fehlenden ,,Hinge* Region weniger flexibel als
das Aquivalent des Siugers. Aufgrund der Unterschiede wird es daher hiufig statt mit IgG
auch mit IgY bezeichnet [99, 100]. Mit seinen vier Doméinen im konstanten Teil der schweren
Kette und in der Verteilung der Cysteinreste weist es zusitzlich Ahnlichkeiten mit dem IgE
der Sduger auf, weshalb angenommen wird, dass sich IgG und IgE eventuell aus einem IgG
dhnlichen Vorldufermolekiil entwickelt haben [101-103]. Im Gegensatz zum Sduger existieren
beim Huhn keine IgG-Subklassen, da nur ein einziges Gen fiir den konstanten Teil vorhanden
ist. I[gA kommt beim Huhn meist als Dimer und seltener als Monomer vor und wird im Darm
mit einer sekretorischen Komponente gekoppelt. Der einzige Unterschied zum Séuger besteht
darin, dass der konstante Teil mit vier Doménen eine Doméane mehr aufweist [103-105]. Bis-
lang wurden beim Huhn weder IgD noch IgE gefunden und genetische Analysen schlie3en
deren Vorkommen auch weitgehend aus. Bei den besonderen B-Zell assoziierten Immun-
globulinen des Huhnes handelt es sich vermutlich nicht um IgD, sondern um Isoformen von
IgM [96, 106].

Zur Ubertragung maternaler Antikdrper iiber das Ei wird IgG im Ovar aktiv aus dem Serum
in den Dotter transportiert und spédter vom Embryo aus dem Dottersack in das Blut des Em-
bryos aufgenommen. IgA und IgM werden dagegen vom Eileiter in das Eiklar sezerniert und

vom Embryo mit der Amnionfliissigkeit abgeschluckt [107].

2.1.5 Zytokine

Schon sehr frith wurde vermutet, dass auch 16sliche Faktoren eine Rolle in der Regulation der

B-Zellentwicklung spielen und der Bursa eine zusitzliche sekretorische Funktion zukommt
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[108]. Heute ist bekannt, dass die bursalen Stromazellen ein Bursin genanntes Tripeptid (Lys-
His-Gly-NH;) produzieren [109]. Dieses wird wihrend der Ontogenese der Bursafollikel bei
der Differenzierung der B-Zellen benotigt [17].

Wihrend beim Sduger ein komplexes Netzwerk von Zytokinen zur Regulation der B-Zell-
funktion beschrieben ist, fehlen beim Huhn entsprechende Kenntnisse iiber diese wichtigen
zelluldren Botenstoffe. Die Existenz einiger dieser Faktoren konnte aber auch im Huhn ge-
zeigt werden. So ist der beim Sduger flir den Immunglobulinklassenwechsel zu IgA notwen-
dige Transforming growth factor-B (7GF-f) [110-112] beim Huhn zwar in seiner Sequenz seit
lingerem bekannt, funktionelle Daten liegen aber so gut wie nicht vor. Ahnliches gilt fiir das
erst kiirzlich beschriebene avidre IL-6 Homolog, das auch beim Huhn die Akute-Phase-Reak-
tion zu regulieren scheint [113, 114], dessen Rolle als B-Zellwachstumsfaktor aber noch nicht
untersucht wurde. Kenntnisse iiber die, fiir die humorale Immunantwort so bedeutenden Th2-
Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 fehlen bisher vollig. Thre Existenz konnte inzwischen aller-
dings gezeigt werden (personliche Mitteilung von Dr. Pete Kaiser, Institute for Animal
Health, Compton, UK), sodass in absehbarerer Zeit detaillierte Studien moglich werden.

Eine besondere Bedeutung als Regulatoren der B-Zellentwicklung kommt Mitgliedern der
Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) Familie zu. Zu nennen sind hier das CD40 Molekiil und das
erst vor kurzem entdeckte Zytokin BAFF.
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2.2 BAFF - B cell activating factor belonging to the TNF family

Zellen, die keine entsprechenden Uberlebens- und Wachstumssignale erhalten, sterben. Diese
Strategie dient dem Organismus zum Schutz vor ungewollten Ereignissen, wie Autoimmun-
reaktionen und Zelltransformationen. Im Immunsystem wird das Gleichgewicht zwischen
Uberleben und Tod durch die differenzierte Kontrolle der Zellproliferation bei der Abwehr
von Pathogenen, durch die Toleranz gegeniiber korpereigenen Molekiilen und durch die Ho-
moostase zwischen den einzelnen Teilbereichen aufrechterhalten [115]. Stoffe, die fiir das
Weiterleben der Zellen notwendig sind, sog. Uberlebensfaktoren stehen oftmals in einem en-
gen Kontext zu Zellaktivierung und Proliferation. Vor wenigen Jahren wurde mit dem ,,B cell
activating factor belonging to the TNF family” (BAFF) ein neues Mitglied der TNF-
Superfamilie entdeckt, dass offensichtlich einen wichtigen Uberlebensfaktor fiir B-Zellen
darstellt [116]. Da BAFF zeitgleich von mehreren Gruppen beschrieben wurde, ist es in der
Literatur auch unter den Bezeichnungen BlyS (B Lymphocyte Stimulator) [117], TALL-1
(TNF- and ApoL related leukocyte-expressed ligand 1) [118], THANK (TNF Homolog that
activates apoptosis, nuclear factor-kB and c-Jun NHj-terminal kinase) [119], TNFSF13b
(TNF-Superfamily Member 13b) und zZTNF4 [120] zu finden.

2.2.1 Die TNF-Familie

Arbeiten der letzten 20 Jahre haben zur Charakterisierung einer Proteinsuperfamilie gefiihrt,
die nach ihrem zuerst entdeckten Mitglied, dem ,, Tumor Nekrose Faktor”, benannt wurde
[121-124]. Heute besteht diese Zytokinfamilie aus 19 Liganden, denen eine Familie von 29
TNF-Rezeptoren gegeniibersteht. Wahrend TNF wegen seiner zytotoxischen Wirkung auf
Tumorzellen und der Induktion der Tumorregression in Méiusen beschrieben wurde [121],
weill man heute, dass diese Zytokine eine wichtige Rolle in der Regulation von Entziindungs-
reaktionen, bei der Immunantwort auf Infektionen und der Aufrechterhaltung der Gewebe-
homoostase spielen [125]. Sie entfalten ihre Wirkung autokrin, parakrin, aber auch endokrin
und kénnen dabei sowohl Proliferation, Uberleben und Differenzierung als auch Apoptose
induzieren [126].

Wihrend TNF selbst als inflammatorisches Zytokin in der Regulation der Infektionsabwehr
wirkt [127], ist das Lymphotoxin (L7)-System entscheidend an der Entwicklung der periphe-
ren lymphoiden Organe und der Ausbildung der Milzarchitektur beteiligt [128, 129]. Fas-
Ligand (FasL, CD95L), TNF, und CD30L sind fiir die TCR vermittelte Apoptose von T-Zel-
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len und unreifen Thymozyten verantwortlich [130-133], wobei einige Familienmitglieder un-
ter Stimulation des TCR die T-Zell Proliferation durch einen autokrinen kostimulatorischen
Mechanismus auch verstirken konnen. Die Interaktion von CD40L auf aktivierten T-Zellen
mit dem Rezeptor CD40 auf B-Zellen und Dendritischen Zellen ist entscheidend fiir Uber-
leben, Proliferation, Ig-Isotyp-Wechsel und Differenzierung der B-Zellen [134] und die Bin-
dung von OX40 an OX40L ist fiir die Differenzierung von aktivierten B-Zellen zu Ig produ-
zierenden Zellen notig [135].

TNF Familienmitglieder sind Typ II Membranproteine, d.h., sie bestehen aus einer carboxy-
terminalen extrazytoplasmatischen und einer aminoterminalen intrazytoplasmatischen Do-
maéne, die durch eine einzelne Transmembran-Doméne verbunden sind. Die stets als Homo-
trimere auftretenden Proteine, kommen sowohl in membrangebundener als nach proteolyti-
scher Prozessierung auch in 16slicher Form vor. Sie sind durch eine C-terminale ,,TNF homo-
logy domain®“ (THD) genannte Doméne charakterisiert, welche eine fiir die Ausbildung der
Beta-Faltblattstruktur und die Trimerisierung der Liganden entscheidende Consensus-Se-
quenz enthélt [136].

Die Superfamilie der TNF-Rezeptoren ist durch die Prisenz von ein bis vier ,,Cystein rich
domains* (CRD) im extrazelluldren Teil gekennzeichnet. Diese etwa 40 Aminoséduren langen
Anteile besitzen eine charakteristische Struktur mit typischerweise drei intramolekularen Di-
sulfidbriicken und sechs hochkonservierten Cysteinen. Sie werden von jeweils zweli, iiber in-
termolekulare Disulfidbriicken stabilisierten Modulen gebildet und stellen die ligandbindende
Grundeinheit dieser Rezeptorklasse dar [136]. Anhand des Vorhandenseins oder Fehlens der
sog. ,,death domain*“ werden innerhalb der Rezeptorfamilie zwei grole Gruppen unterschie-
den. Hierbei sind die Rezeptoren mit ,,death domain® als ,,Death-Rezeptoren bekannt und
vermitteln Apoptose. Wahrend die meisten Liganden nur an einen spezifischen Rezeptor bin-
den, gibt es mehrere TNF-Familienmitglieder, die mit verschiedenen Rezeptoren interagieren

konnen [126].

2.2.2 BAFF-Struktur

Humanes BAFF (huBAFF) wurde durch Datenbank-Screening nach TNF homologen DNA -
Sequenzen identifiziert. Das 285 Aminosduren lange Typ II Membranprotein setzt sich aus
einer 46 AS grof3en zytoplasmatischen, einer hydrophoben transmembranen und einer 218 AS
langen extrazelluliren Doméne zusammen und bildet eine typische ,,jelly roll* Struktur aus
neun B-Faltbldttern. Das murine BAFF (muBAFF) ist aufgrund einer Insertion etwas grofer

(309AS). Beide Zytokine kommen als Homotrimer vor [116]. Wie alle anderen TNF-
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Familienmitglieder besitzt auch BAFF eine THD, innerhalb der das Zytokin ca. 20 —30%
Ahnlichkeit zu den meisten anderen Familienmitgliedern und 50% Homologie zu APRIL (A
proliferation inducing ligand) aufweist [136]. APRIL ist ein TNF-Ligand, der wie BAFF an
die TNF-Rezeptoren BCMA und TACI bindet, aber offensichtlich keine Funktion in der B-
Zellentwicklung hat [137]. Man weill zwar, dass APRIL in der Lage ist, das Wachstum von
Tumorzellen zu verstirken [138], seine physiologische Funktion ist bislang jedoch noch un-
klar. Obwohl bei BAFF alternatives Splicing fiir Exon 3 nachgewiesen wurde, findet man
diese Splice-Varianten weder auf der Zelloberfliche, noch in sezernierter Form [139]. Das
Auftreten eines Introns in der THD ist ebenso als Besonderheit der chromosomalen Organisa-
tion von BAFF zu nennen wie die Prdsenz eines kurzen Exons, das eine fiir Furin-Typ-
Proteasen spezifische Consensus-Sequenz von vier Aminoséduren enthdlt (Arg-Xxx-Arg/Lys-
Arg). Bei anderen Mitgliedern dieser Zytokinfamilie fehlt dagegen die Furinschnittstelle und
der grofite Teil der C-terminalen Doméne ist auf einem Exon codiert [140]. AuBBer BAFF wei-
sen diese enzymatische Schnittstelle auch APRIL, EDA und TWEAK auf. Sie ist an der N-
terminalen Seite der THD lokalisiert und ermdglicht die Freisetzung der 16slichen Form dieser
Zytokine [141]. Obwohl man weil3, dass die Zytokine in 16slicher Form biologisch aktiv sind,
ist nicht bekannt, ob die Prozessierung eine Vorraussetzung ist, oder ob auch die membrange-
bundene Form ausreichende biologische Aktivitit aufweist. Eine weitere strukturelle Gemein-
samkeit von BAFF, APRIL, EDA und TWEAK stellt die charakteristische intramolekulare
Disulfidbriicke zwischen den B-Strdngen E und F in der THD dar. Da diese Disulfidbriicke
auch in ,,Eiger, dem TNF-Homolog von Drosophila vorkommt, konnten BAFF, APRIL,
EDA und TWEAK von einem primordialen ,,Ur-TNF* abstammen [142, 143].

Die Kristallstruktur von BAFF zeigt ein Trimer, dhnlich dem anderer TNF-Familienmitglie-
der, nur etwas flacher und weiter [144-146]. Eine Besonderheit bilden die beiden innerhalb
des Trimers gebundenen Magnesiumionen und die durch den Einschub von fiinf Aminosduren
verursachte besonders tiefe Grube zwischen den B-Stringen D und E. Diese Region ist stark
sauer, wihrend die Oberfliche des BAFF-Rezeptors eher basisch ist. Durch pH-abhingige
Interaktionen zwischen den BAFF-Trimeren kann es zur Ausbildung eines geordneten und
symmetrischen Oligomers aus bis zu 20 BAFF-Trimeren kommen, wenn das Zytokin in 16sli-
cher Form vorliegt. Wie fiir einige andere TNF-Zytokine gezeigt, konnte hierdurch die Sig-
nallibermittlung am Rezeptor gesteigert werden [147]. Neuere Daten weisen jedoch darauf
hin, dass die Ausbildung dieser ,,Virus-like Cluster* nur bei Expression mit einem Histidin-

Tag stattfindet [ 148, 149].
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Vor kurzem wurde eine alternative Splice-Form von BAFF entdeckt, die sowohl bei Méusen
als auch beim Menschen vorkommt und aufgrund des Fehlens eines 57-bp groBBen Exons als
ABAFF bezeichnet wird. ABAFF ist in der Lage, Komplexe mit sich selbst, aber auch mit
dem Vollldngen-BAFF zu bilden und durch diese Hetero-Multimerisierung mit BAFF dessen

Aktivitédt negativ zu regulieren [150].

2.2.3 BAFF-Rezeptoren

Sowohl BAFF als auch APRIL binden an zwei BCMA (B cell maturation antigen, TNFRSF
17) und TACI (transmembran activator and CAML interactor, TNFRSF 13B) genannte Re-
zeptoren. BCMA wurde zwar als Translokations-Ereignis in einem humanen T-Zell-
Lymphom entdeckt, wird jedoch beinahe ausschlieBlich auf reifen B-Zellen exprimiert [151,
152]. TACI wurde bei der Suche nach Proteinen, die mit CAML (,,Calcium modulator and
cyclophilin ligand®) interagieren, kloniert und findet sich auf einigen B und T-Zellen [153].
Die Interaktion von BCMA und TACI mit BAFF und APRIL wurde durch kreuzweises Tes-
ten aller bekannten TNF-Liganden mit den vorhandenen Rezeptoren nachgewiesen. Da die
Zelllinie BJAB zwar BAFF binden kann, bei ihr jedoch keine Expression von BCMA und
TACI gezeigt werden konnte und Knockout-Modelle dieser Rezeptoren duBBerst unklare Phé-
notypen aufweisen, wurde bald deutlich, dass noch ein weiterer Rezeptor fiir BAFF existieren
musste [139]. So wurde durch Expressions-Klonierung BAFF-R (TNFRSF 13C) als dritter
Rezeptor fiir BAFF gefunden und damit ein Rezeptor, der selektiv nur BAFF und nicht
APRIL bindet [154, 155] (Abb. 2.3). In nachfolgenden Untersuchungen konnte gezeigt wer-
den, dass zur Vermittlung der BAFF-Funktion als B-Zell-Uberlebensfaktor alleine die Inter-
aktion zwischen BAFF und BAFF-R verantwortlich ist [139].

Die extrazelluldire Doméne von TACI besitzt mit zwei CRDs eine typische TNFR-Struktur
[153]. Bei BCMA handelt es sich um einen ungewo6hnlich kleinen Rezeptor mit nur einer
CRD [151]. Der BAFF-R enthélt nur eine partielle CDR mit einer vollig atypischen Vertei-
lung der konservierten Cysteinreste und wurde vermutlich deshalb erst so spat entdeckt [155].
Bei allen 3 Rezeptoren handelt es sich um Typ III Membranproteine. Diese zuerst im Viren-
genom entdeckten Proteine weisen die selbe Orientierung wie Typ I Membranproteine auf, es
fehlt ihnen jedoch eine Leadersequenz [156]. Wihrend es sich bei BAFF-R und TACI um
konventionelle Membranproteine handelt, ist BCMA grofiteils im Golgi-Apparat lokalisiert
[157]. Intrazelluldres Rezeptor-Signaling wurde beispielsweise fiir einen Fibroblasten-Wachs-
tumsfaktor beschrieben [139]. Der extrazelluldre Anteil von TACI ist so gestaltet, dass eine

proteolytische Spaltung an verschiedenen Stellen und somit die Freisetzung eines loslichen
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Rezeptors moglich wire [158]. Wihrend bei konventionellen Mitgliedern der TNFR-Familie
zwei CDRs in die Vertiefungen zwischen den Untereinheiten des trimeren Liganden binden,
wurde fiir den BAFF-R gezeigt, dass die BAFF/BAFF-R-Interaktion von einigen wenigen AS
in einem 26 AS groBen Kernbereich mit B-Haarnadelstruktur vermittelt wird [159]. Die Mau-
selinie A/WySnlJ trigt eine natiirliche Mutation im C-terminalen Teil des BAFF-R. Die Inser-
tion von 21 AS, statt der 8 iiblicherweise vorhandenen AS, fiihrt dabei zu einem annidhernd
vollstindigen Verlust der Rezeptorfunktion und einem mit BAFF-Knockout-Méusen ver-

gleichbaren Phénotyp [160].

/ TRAF 2, 5,6
//

TRAF 1,2,3,5,6 \ \

Abb. 2.3 Die Interaktion zwischen BAFF und seinen verschiedenen Rezeptoren (nach
Mackay et al. [161])

Die Liganden BAFF und APRIL sind als Typ II homotrimere Transmembranproteine dar-
gestellt. Die Schere kennzeichnet die Schnittstelle fiir eine Furin-Typ-Protease. TACI,
BCMA und BAFF-R sind Typ III Transmembranprotein Rezeptoren. Die Dicke der Pfeile
steht fiir die relative Bindungsstdrke der Liganden an die Rezeptoren. CRD = Cystein rich
domain; TRAF = TNF-receptor-associated factor

2.2.4 BAFF-R Signaltransduktion

Die Signaltransduktion der TNFR-Familie basiert auf der Interaktion mit ,,Death Domain*
enthaltenden Proteinen, TNF-Rezeptor assoziierten Faktoren (7RAF's) und einigen Rezeptor
spezifischen assoziierten Molekiilen [162]. Die bislang sechs bekannten TRAFs binden in-
direkt an spezifische Motive im zytoplasmatischen Teil der TNF-Rezeptoren, wobei TRAF 2,
5 und 6 dabei als Adaptormolekiile zwischen Rezeptoren auf der Zelloberfliche und Kinase-

Kaskaden im Zellinneren wirken. Daraus resultiert u.a. die Aktivierung von NFxB [126], ei-
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nem Transkriptionsfaktor, der neben vielen regulatorischen Funktionen im Immunsystem {iber
die Produktion von Bcl-2 auch anti-apoptotische Mechanismen initiiert [163], eine Eigen-
schaft, die der biologischen Funktion von BAFF sehr gut entspricht. Dies wird besonders
deutlich in NFxB-Knockout-M#usen, deren Phinotyp groBe Ahnlichkeit mit BAFF defi-
zienten Tieren aufweist [164, 165]. Wihrend jedoch BCMA bis auf TRAF 4 mit allen bislang
bekannten TRAFs interagieren kann und TACI-Consensussequenzen fiir TRAF 2, 5 und 6
besitzt, findet sich im intrazytoplasmatischen Teil des BAFF-R nur eine Bindungsstelle fiir
TRAF 3, einem Faktor, der selbst keine Kinaseaktivierung vermittelt [166-168]. So lag der
Schluss nahe, dass iiber den BAFF-R zwar NF«kB aktiviert wird, dies aber nicht iiber den klas-

sischen, sondern einen alternativen Weg erfolgt.

BAFF

Abb. 2.4 BAFF-Signaltransduktion iiber den alternativen Weg der NFkB-Aktivierung

Nach Bindung von BAFF an den BAFF-R kommt es in der Zelle zur Aktivierung von NIK. Dies
fiihrt zur Phosphorilierung von p100 durch IKKa. Aus dem phosphorilierten p100 wird dann
durch Ubiquitin p52 abgespalten, welches mit RelB dimerisiert. Dieses Dimer wandert in den
Zellkern und fiihrt dort u.a. zur Transkription von Bcl-2. NIK = NF«B inducing kinase; IKKa =
IxB-Kinase a;

NF«B-Transkriptionsfaktoren kommen tiblicherweise als Dimere vor, die aus den Mitgliedern
der Rel- NFkB-Familie gebildet werden. Dazu gehdren p65, c-Rel, p50, und p52. P50 und
p52 werden dabei aus den aminoterminalen Enden von p105 bzw. p100 gebildet. Fehlen sti-
mulatorische Signale, sind die NFkB-Komplexe iiblicherweise mit den inhibitorischen Protei-
nen IkBa , IkBfB oder IkBe assoziiert und werden so im Zytoplasma zuriickgehalten [169].
Erhilt die Zelle die entsprechenden Signale, kommt es beim klassischen Aktivierungsweg zur
raschen Phosphorilierung von IkB durch den IkB-Kinase (/KK)-Komplex, worauthin die in-
hibitorischen Molekiile Ubiquitin-abhédngig degradiert werden. Der Zerstérung von IkB fol-
gen die Translokation von NFkB in den Zellkern und die Transkription der Zielgene. IKK
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besteht aus zwei katalytischen (/KKa und IKKf) und einer obligatorischen regulatorischen
Untereinheit (/KKy oder auch NEMO).

Bei der Signaltransduktion iiber den BAFF-R kommt es jedoch zunéchst zur Aktivierung der
,»INFkB inducing kinase“ (N/K). NIK bindet an p100 und aktiviert dadurch vermutlich IKKa,
die anschlieend p100 phosphoriliert [170]. Das phosphorilierte p100 wird dann von Ubiqui-
tin zum aktiven p52 prozessiert und dimerisiert mit RelB zu NFkB2 [163], welches daraufhin
in den Kern wandern und die Transkription von z.B. bcl-2 und bcl-x initiieren kann [126]
(Abb. 2.4). Die Induktion einer BAFF vermittelten erhdhten Bcl-2 Expression konnte ebenso
gezeigt werden [70, 163, 171] wie erhohte Bcl-2 Werte in BAFF transgenen Mausen [141].
Fiir die p100 Prozessierung ist eine fortlaufende Protein-Neusynthese notwendig, wobei es
sich wahrscheinlich um die kontinuierliche oder induzierte Synthese von NIK und/oder p100
handelt. NEMO wird hingegen fiir diesen Aktivierungsweg nicht bendtigt [163].

TRAF 3 scheint dagegen nicht an der Aktivierung von NF«B beteiligt zu sein, sondern inhi-
biert die BAFF vermittelte NFkB-Kaskade und wirkt damit als negativer Regulator dieser
Signalkette [172].

Neben der verstirkten Expression von Bcel-2 gibt es Hinweise, dass die vermehrte Expression
des anti-apoptotischen Bcl-x und die Reduktion der Expression pro-apoptotischer Gene wie
Bak und evtl. Blk (Bik-like killer) ebenfalls an der Vermittlung der BAFF-Wirkung beteiligt
sind [171, 173, 174].

2.2.5 BAFF als B-Zell Uberlebensfaktor

Die ersten Hinweise, dass BAFF einen Uberlebensfaktor fiir B-Zellen darstellen kdnnte, ga-
ben die stark vergroferten B-Zellareale, die bei BAFF transgenen Miusen gefunden wurde.
Bei Mensch und Maus lassen sich in der B-Zellreifung mehrere Stadien unterscheiden. Es
wurde schnell deutlich, dass BAFF nicht generalisiert auf alle B-Zellen, sondern selektiv auf

bestimmte Reifungsstadien wirkt.

2.2.5.1 Stadien der B-Zellreifung bei Mensch und Maus

Die B-Zell-Lymphopoese findet bei Mensch und Maus ausschlieBlich im Knochenmark statt.
Dort werden unreife, sog. ,,immature B-Zellen generiert, die dann iiber das Blut zur weiteren
Reifung in die Milz wandern, wo sie in den B-Zellfollikeln zwei oder drei intermedidre Sta-
dien (T1,T2, T3) durchlaufen, bevor sie zu naiven follikuldren B-Zellen reifen [175, 176]. Die
immaturen B-Zellen sind mit einer Lebenszeit von zwei bis vier Tagen sehr kurzlebig [177,

178], wohingegen reife B-Zellen mit durchschnittlich sechs Wochen deutlich ldnger leben.
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Aus den naiven B-Zellen reifen in Milz, Lymphknoten, Mucosa assoziiertem Lymphgewebe
(MALT) und Knochenmark Germinal-Zenter B-Zellen, die sich zu Plasma- und Memory-
Zellen differenzieren konnen (Abb. 2.5). Eine besondere Subpopulation der reifen B-Zellen
stellen die Marginalzonen (MZ) B-Zellen dar. Sie entstehen entweder aus dem reifen oder
intermediédren B-Zellpool und sind in der Lage, rasch auf antigene Stimuli zu reagieren [179].
Durch ihre Lokalisation in der Marginalzone haben sie Kontakt zu spezialisierten Antigen
prasentierenden Zellen (4PC) und Zugang zu Antigen aus dem Blut. Wéhrend Follikuldre B-
Zellen, Plasma- und Memory-Zellen als B2 Linie zusammengefasst werden, findet man im
Peritoneum noch eine spezialisierte Subpopulation von B-Zellen, die mit B1 bezeichnet wird.
Ob diese Zellen von einer fetalen Linie abstammen und sich selbst erneuern oder aus den

konventionellen B2-Zellen entstehen, ist bislang nicht klar [180].

Knochen Peritoneum Milz,

-mark Lymphknoten,

MALT,
_ Knochenmark

Marginal- ”
Zone 9 IIIIIIIIIIIII> Gedachtms-
/ . / zelle
/ @ Germinal-

Zenter B Zelle

@ — - ‘ \
Unreif \
_ﬁ Plasma.
zelle

)

9)

©)
®©)

| Milz

Abb. 2.5 Stadien der B-Zellentwicklung bei Mensch und Maus (nach Mackay et al. [139])

Die B-Zell-Lymphopoese findet beim Séduger ausschlieflich im Knochenmark statt. Unreife B-
Zellen wandern aus dem Knochenmark iiber das Blut zur weiteren Reifung in die Milz. Hierbei bil-
den follikulére (reife), Germinalzenter- und Plasmazellen die B2 Linie. Eine zweite im Peritoneum
auftretende Linie wird mit B1 bezeichnet. Vermutlich stammen diese Zellen entweder von T1- oder
Marginalzonen-B-Zellen der Milz ab. Zur Bildung germinaler Zentren mit Differenzierung der B-
Zellen zu Gedéchtnis- und Plasmazellen kann es in Milz, Lymphknoten und Mucosa assoziiertem
lymphatischem Gewebe (MALT) kommen. Plasmazellen kénnen sich anschliefend im Korper ver-
teilen und sind in Knochenmark, peripheren Geweben und der Milz zu finden.
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2.2.5.2 BAFF in der B-Zellentwicklung

Alle bisherigen Untersuchungen weisen darauf hin, dass BAFF weder auf die Bildung unrei-
fer B-Zellen im Knochenmark noch auf das T1-Stadium dieser Zellen einen Einfluss hat [137,
158, 181]. Die Entwicklung der nachfolgenden Differenzierungsstadien, v.a. der T2-und MZ-
B-Zellen, ist jedoch zum groflen Teil von diesem Zytokin abhdngig. Bei BAFF transgenen
Tieren findet sich eine massive Zunahme der peripheren B-Zellzahl, einhergehend mit einer
deutlichen Vergroferung von Milz, Lymphknoten und Peyer’schen Platten. Genauere Analy-
sen der B-Zellen ergaben, dass die gravierenden Verdnderungen v.a. durch die Zunahme von
T2- und MZ-Zellen bedingt sind [141, 171, 182]. Dagegen fiihrt eine Behandlung von Miu-
sen mit BCMA-Fc oder TACI-Ig [158], also einem loslichen, die BAFF/BAFF-R-Interaktion
blockierenden Rezeptor, zu einer signifikanten Abnahme der peripheren B-Zellfrequenz
[183]. Auch in diesen Experimenten blieb die Anzahl von immaturen und T1 Zellen unbeein-
trachtigt, wihrend nur noch wenige Follikulire und MZ-B-Zellen gefunden wurden. Da bei
Behandlungen mit 16slichem BCMA und TACI neben BAFF auch APRIL inhibiert wird,
konnte erst durch Generierung von BAFF-Knockout-Stimmen bestimmt werden, ob die beo-
bachteten Effekte von BAFF alleine oder zusammen mit APRIL vermittelt werden. Es zeigte
sich, dass auch bei BAFF”-Tieren schwere Verluste der peripheren B-Zellpopulationen auf-
traten. Histologisch konnten diese der Marginalzone und den B-Zellfollikeln zugeordnet wer-
den, wihrend die B-Zellareale in Kontakt mit T-zellreichen Zonen, also den periarteriellen
Scheiden der Milz und den parakortikalen Bereichen der Lymphknoten, annédhernd denen von
Kontrolltieren glichen [137, 181]. Anhand dieser Daten wurde die Hypothese aufgestellt, dass
bei Fehlen von BAFF die B-Zellentwicklung im Stadium T1 blockiert wird [184].

Bei der in vitro Kultur von B-Zellen aus primdren und sekundéren lymphatischen Organen
konnte mit BAFF die Uberlebenszeit von T2-Zellen selektiv verlingert werden [171]. Werden
die Zellen mittels Antikorpern gegen IgM zusitzlich noch tiber den BCR stimuliert, kommt es
bei einigen Zellen sogar zur Differenzierung zu reifen B-Zellen [171], was fiir eine zusétz-
liche Funktion von BAFF als Reifungsfaktor spricht. Ob MZ-B-Zellen BAFF fiir ihre Diffe-
renzierung benotigen, oder der Verlust dieser Zellpopulation bei Fehlen von BAFF mit dem
Fehlen von T2-Zellen zusammenhéngt, ist bislang ungeklédrt. Die Beobachtungen sprechen
jedoch dafiir, dass T2-Zellen die Vorldufer fiir MZ-B-Zellen sind [139]. Sowohl in vitro als
auch in vivo konnte nachgewiesen werden, dass die Zunahme von T2-Zellen unter BAFF-

Einwirkung nicht durch Proliferation der Zellen zustande kommt [182, 185].
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2.2.5.3 BAFF in der Immunantwort

Friihe in vitro Experimente haben einen kostimulatorischen Effekt von BAFF in B-Zell-Akti-
vierungs-Assays mit anti-IgM-Antikérpern gezeigt. In diesen Ansdtzen entspricht die Wir-
kung von BAFF ungefdhr den Ergebnissen, die durch Aktivierung der Zellen mit CD40L oder
IL-4 erzielt werden. Die Resultate verschiedener Versuche weisen zwar in Abhéngigkeit vom
verwendeten Medium und Stimulans einige Unterschiede auf, alle zeigen jedoch, dass BAFF
alleine nicht in der Lage ist, B-Zellproliferation zu induzieren [116]. Daher stellt das, von
BAFF iibermittelte, proliferative Signal vermutlich eher eine Konsequenz der héheren Zahl
lebender, in den Zellzyklus eintretender Zellen, als eine echte Kostimulation dar.

Die Injektion von BAFF fiihrt bei Mausen, wahrscheinlich ebenso durch die hohere B-Zell-
zahl bedingt, zu einer Verstirkung der T-Zell abhingigen und T-Zell unabhidngigen Immun-
antwort. Hierbei kommt es neben einer Zunahme der Plasmazellen auch zur Erhéhung der Ig-
Serumkonzentrationen, v.a. von IgM und IgA [117, 186], wobei andere Arbeiten auch einen
Anstieg von IgG zeigen konnten [141]. Dem entsprechend fiihrt die Inhibition von BAFF in
vivo mit BCMA-Ig und TACI-Ig neben der Reduktion der B-Zellzahl auch zu einer Reduktion
der T-Zell abhingigen und der T-Zell unabhidngigen Antikorperproduktion [154, 187]. Von-
einander unabhingig konnte bei diesen Tieren jedoch die Bildung einer geringen Menge affi-
nitdtsgereifter Antikorper und das Stattfinden somatischer Hypermutation gezeigt werden
[154, 188]. Dies spricht ebenso fiir das Vorhandensein einiger reifen B-Zellen in BAFF defi-
zienten Tieren, wie die Tatsache, dass BAFF "-Tiere geringe Mengen antigenspezifischer

IgG- und IgA-Antikorper produzieren [137].

Zur Aktivierung einer humoralen Immunantwort kommt es erst, wenn reife B-Zellen durch
Kontakt mit dem fiir sie spezifischen Antigen aktiviert wurden und darauthin beginnen, sich
in germinalen Zentren (GC) zu teilen. Zur Klirung der Frage, ob BAFF auch fiir das Uber-
leben dieser proliferierenden reifen B-Zellen eine Rolle spielt, trugen Untersuchungen an
A/WySnJ- und BAFF "-Miusen bei. Sie zeigten, dass BAFF zur Aufrechterhaltung aktiver
germinaler Zentren notwendig ist. Sowohl bei den BAFF-R defekten A/WySnJ-Tieren als
auch bei den BAFF-Knockouts kommt es nach antigener Stimulation zur offensichtlich BAFF
unabhéngigen Formierung von GCs, die in ihrer Anzahl anndhernd der von Wildtyp-Tieren
entsprechen. Nach relativ kurzer Zeit verschwinden bei den BAFF defizienten Tieren jedoch
die groBeren GCs, bis nach bereits 12 Tagen keine mehr zu finden sind. Auffillig dabei ist,
dass den induzierten germinalen Zentren das charakteristische Netzwerk reifer follikuldrer

Dendritischer Zellen (FDC) fehlt [189]. Da diesen Zellen eine zentrale Funktion bei der GC
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Formierung nachgesagt wird [190, 191] und zur Lymphfollikel-Ausbildung von B-Zellen
produziertes Lymphotoxin (LT) essentiell ist [192-194], konnte die mangelnde LT-Produktion
als sekundire Folge der BAFF-Defizienz fiir den primdren Defekt in der Ausbildung germi-
naler Zentren verantwortlich sein [189].

Die Generierung von Ig-sezernierenden Zellen (ISC) aus Gedéchtniszellen erfordert die Inter-
aktion zwischen antigenspezifischen B-Zellen, T-Zellen und Dendritischen Zellen (DC). Bei
der Kultivierung von humanen Gedichtniszellen stellte sich heraus, dass auch die Uberlebens-
rate dieses Differenzierungsstadiums durch BAFF erhoht wird. Der Effekt wurde besonders
deutlich in Kulturen, in denen es durch Praaktivierung mit CD40L und IL-2/IL-10 schon zur
Differenzierung von ISCs gekommen war [195]. Auch hier wurde die erhohte Viabilitdt durch
Hemmung der Apoptose erzielt, allerdings offensichtlich nicht iiber die vermehrte Expression
von Bcl-2, sondern durch die Modulierung der Expression von anderen pro- und anti-apop-
totischen Genen wie Bcl-x, Al [173] oder Blk [174]. Wéhrend der Differenzierung von Ge-
déchtniszellen zu Plasmablasten und schlieBlich der terminalen Form der Plasmazellen verén-
dert sich die Expression einiger Oberflichenrezeptoren. Uberraschenderweise kommt es dabei
neben der verminderten Expression von CD40 [196] und dem BAFF-R zeitgleich zur Induk-
tion der BCMA-Expression. Diese signifikant hoheren Werte der BCMA-Expression auf
Plasmazellen im Vergleich zu immaturen und ruhenden maturen B-Zellen [195, 197] und die
Tatsache, dass durch Zusatz von APRIL die Uberlebensrate der Plasmazellen ebenfalls ge-
steigert werden konnte [195], legen den Schluss nahe, dass BCMA zwar nicht fiir die Regula-
tion der B-Zell Reifung nétig ist, die Wirkung von BAFF auf Plasmazellen dagegen eher iiber
BCMA als den BAFF-R vermittelt wird.

Der Immunglobulin-Klassenwechsel ist ein essentieller Bestandteil jeder protektiven humo-
ralen Immunantwort. Denn wihrend reife B-Zellen nach dem ersten Antigenkontakt zunéchst
IgM sezernieren, kommt es im folgenden zur Substitution der Konstanten Region von IgM
durch diejenige von IgG, IgA oder IgE [198, 199]. Mediiert wird der Wechsel des Immunglo-
bulin-Isotyps durch die sog. ,,class switch DNA rekombination* (CSR). Dieser Vorgang wird
tiblicherweise in den germinalen Zentren T-Zell abhédngig durch die Interaktion von CD40L
auf CD4" T-Zellen mit dem CD40-Molekiil auf B-Zellen eingeleitet. Durch Kontakt mit vira-
len Glycoproteinen und bakteriellen Polysacchariden ist jedoch auch ein T-Zell unabhédngiger
Wechsel zu IgA und IgG moglich. Dieser findet durch Interaktion zwischen APCs und B-
Zellen in der Marginalzone der Milz oder der Lamina propria des Darmes statt und vermittelt
einen besonders raschen Schutz vor eindringenden Pathogenen [200]. In vitro Versuche haben

ergeben, dass APCs nach Stimulation mit Interferon (/FN) a, IFNy oder LPS die Expression
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von BAFF und APRIL verstiarken und dadurch einen CD40 unabhéngigen Klassenwechsel
bewirken konnen. Wihrend beim T-Zell abhdngigen Klassenwechsel die Aktivierung der B-
Zelle durch Quervernetzung des BCR zur Einleitung der CSR essentiell ist, ist dies in BAFF
und APRIL aktivierten B-Zellen nicht notwendig. Zu welchem Isotyp der Wechsel stattfindet
hiangt dabei, wie bei der T-Zell abhéngigen Form, vom umgebenden Zytokinmilieu ab [201].
Zur Differenzierung in Antikorper sezernierende plasmazytoide Zellen bendtigen aber auch
BAFF aktivierte Zellen ein zusdtzliches Signal liber den BCR. Ebenso erfordert die Antikor-
persekretion dieser Zellen die Anwesenheit von IL-15, einem Zytokin, das von DCs und
Makrophagen produziert wird und auch in CD40 aktivierten B-Zellen die Antikorper-
Produktion anregt [202, 203].

2.2.6 BAFF und BAFF-R-Expression

Um die Funktion eines Zytokins verstehen zu kdnnen, ist es essentiell zu wissen, von welchen
Zellen es exprimiert wird, ob es in auto-, para- oder endokriner Form wirkt und welche Zellen
Rezeptoren fiir das Zytokin tragen.

Die ersten Untersuchungen auf RNA-Ebene zeigten, dass BAFF-mRNA in Milz, Lymph-
knoten und PBLs in groBerer Menge vorhanden ist. Eine schwache Expression ist zudem in
Thymus, Herz, Plazenta, Diinndarm und Lunge zu finden [116, 117]. Dies wies bereits darauf
hin, dass Zellen aus lymphoiden Geweben die Hauptquelle fiir BAFF darstellen. Analysen der
Oberfliachenexpression ergaben darauthin, dass BAFF von Zellen myeloiden Ursprungs
exprimiert wird, also Monozyten, Makrophagen und aus Monozyten generierten Dendriti-
schen Zellen, nicht jedoch von naiven oder aktivierten B und T-Zellen [117]. Die Regulation
des Immunsystems erfolgt durch ein vielschichtiges Zytokin-Netzwerk und so wird auch die
Produktion von BAFF durch verschiedene andere Zytokine beeinflusst. In der Membran von
Dendritischen Zellen ist nach Stimulation der Zellen mit IFNa, [FNy oder CD40L deutlich
mehr BAFF nachzuweisen [201]. Zusitzlich konnte auch ein Einfluss von IL-10 und IL-4 auf
die Expression von Idslichem und membrangebundenen BAFF in Monozyten und DCs ge-
zeigt werden. Beide Zytokine haben eine aktivierende Wirkung auf B-Zellen, gelten jedoch
als inhibitorische Zytokine fiir Monozyten. Dennoch konnte fiir IL-10 eine dhnliche Verstér-
kung der BAFF-Expression nachgewiesen werden, wie fiir IFNy. Wéhrend aber durch IFNy
die Transkription vom BAFF angeregt wird, d.h. vermehrt BAFF-mRNA gebildet wird, ist
dies fiir IL-10 nicht der Fall. Die Zunahme der BAFF-Proteinmenge durch IL-10 scheint eher
durch einen translationalen oder posttranslationalen Mechanismus zustande zu kommen und

kann durch IL-4 komplett blockiert werden [204].



Literaturibersicht 30

Uberraschenderweise wird BAFF auch von humanen neutrophilen Granulozyten exprimiert.
So findet man bereits bei unstimulierten Granulozyten eine basale Menge an sezerniertem
BAFF. Zur Steigerung der BAFF-Sekretion kommt es nach Stimulation der Zellen mit IFNy,
die hochste Expressionsrate wird jedoch durch G-CSF erzielt. Im Gegensatz zu Monozyten
und Dendritischen Zellen wird BAFF von neutrophilen Granulozyten aber nicht in die Mem-
bran eingebaut und dann proteolytisch gespalten, sondern bereits intrazellulédr prozessiert und
sofort sezerniert [205].

Die Feststellung, dass DCs, Makrophagen und neutrophile Granulozyen BAFF v.a. nach
proinflammatorischen Stimuli produzieren, diese Zellen in der Milz aber in der Peripherie der
B-Zellfollikel und nicht in direkter Ndhe zu den meisten B-Zellen lokalisiert sind, warf die
Frage auf, ob unter nicht entziindlichen Bedingungen nicht noch eine weitere Quelle fiir das
Zytokin existiert. Versuche mit Knochenmarks-Chiméren aus bestrahlten Tieren und BAFF -
Maiusen zeigten, dass aus dem Knochenmark stammende Zellen alleine nicht ausreichend
BAFF zur Aufrechterhaltung einer physiologischen Zahl peripherer B-Zellen produzieren
konnen. Dafiir ist eine Population strahlungsresistenter Stromazellen verantwortlich. Mogli-
cherweise konnten dies die spezialisierten Stromazellen der Milz, die follikuldren Dendriti-
schen Zellen sein [206]. Diese Zellen sind strahlungsresistent, finden sich in der Ndhe von
sich entwickelnden B-Zellen und spielen eine wichtige Rolle bei der Ausbildung der Milz-
architektur [207]. Es scheint daher moglich, dass die Interaktion zwischen Follikuldr Dendriti-
schen Zellen nicht nur fiir die Lokalisierung der B-Zellen in sekunddren lymphatischen Orga-
nen, sondern auch fiir die von BAFF abhiingige Reifung und das Uberleben der B-Zellen ver-
antwortlich ist.

Wie bereits ausgefiihrt, findet sich der Hauptrezeptor fiir BAFF, der BAFF-R abgesehen von
einer schwachen Expression auf ruhenden T-Zellen [160] ausschlieBlich auf B-Zellen. Sein
Expressionsmuster spricht fiir die Theorie, dass nur bestimmte B-Zell-Reifungsstadien durch
BAFF beeinflusst werden [139, 182]. So zeigen neueste Daten, dass der BAFF-R in der Mem-
bran der B-Zell-Vorlduferstadien im Knochenmark vollstindig fehlt. Auf unreifen und T1-
Zellen zeigt sich bereits eine duferst niedrige Expression des Rezeptors, weshalb vermutet
werden kann, dass die Expression des BAFF-R mit der Expression von IgM in der Zellmem-
bran (s/gM) korreliert. Die hochste Expression des Rezeptors lésst sich bei T2-Zellen, B-Zel-
len der Marginalzone und reifen B-Zellen im Knochenmark nachweisen [208]. Folglich besta-
tigt der Beginn der BAFF-R-Expression bei unreifen B-Zellen und die Erhéhung der Rezep-
tordichte mit fortschreitender Differenzierung die bisherige Einteilung in BAFF sensitive und

BAFF unabhingige B-Zell-Entwicklungsstufen.
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2.2.7 BAFF und periphere Toleranz

Immuntoleranz stellt sicher, dass das Immunsystem nicht gegen kdrpereigene Antigene rea-
giert, den Organismus aber dennoch gegen Pathogene verteidigen kann. Mittlerweile wurden
viele Mechanismen identifiziert, die die Generierung von autoreaktiven Lymphozyten verhin-
dern kénnen [209]. Besonders wichtig sind dabei Faktoren, die das Uberleben von Zellen re-
gulieren. Abweichungen hierin kdnnen zum Entstehen von Autoimmunerkrankungen fiihren.
Daher ist es nicht liberraschend, dass BAFF transgene Tiere neben den oben aufgefiihrten
Merkmalen auch Immunglobulin mediierte Autoimmunerkrankungen entwickeln [120, 141,
186]. Alle Linien BAFF transgener Miuse zeigen eine B-Zell Hyperplasie und eine Hyper-
gammaglobulindmie. Die Tiere weisen erhohte Serumspiegel fiir IgG, IgM, IgE und IgA auf
und haben vergroBerte Milzen, Lymphknoten und Peyer'sche Platten. Weiterhin finden sich
neben zirkulierenden Immunkomplexen auch Antikorper gegen Einzel- und Doppelstringige
DNA und Histone. Ebenfalls betroffen sind die Nieren. Hier zeigen sich Anzeichen einer
Vaskulitis und deutlich vergroBerte Glomeruli [120, 141, 186]. Diese Merkmale entsprechen
exakt denen, einer bei Mensch und Tier bekannten Autoimmunerkrankung, dem Syste-
mischen Lupus Erythematosus (SLE). Werden BAFF transgene Tiere dlter, entwickeln sie ein
weiteres Krankheitsbild, dass dem beim Menschen vorkommenden Sjorgen’s Syndrom stark
dhnelt. Kennzeichnend fiir diese Krankheit sind durch Entziindungsprozesse und Leukozy-
teninfiltrate vergroflerte Speicheldriisen, die aufgrund der Zerstérung der Driisenzellen nur
noch geringe Mengen an Speichel produzieren [210]. Bezeichnenderweise wurden bei Patien-
ten mit SLE, Sjorgens-Syndrom und Rheumatoider Arthritis erhohte Mengen BAFF im Se-
rum gefunden, wobei die Hohe der BAFF-Spiegel mit der Schwere der Krankheit assoziiert
ist [211].

Die Immuntoleranz wird an kritischen Punkten der B-Zellentwicklung sowohl zentral im
Knochenmark als auch in der Peripherie kontrolliert. Aufgrund der vorhandenen Daten
scheint eine Rolle von BAFF in der zentralen Immuntoleranz sehr unwahrscheinlich, woge-
gen die periphere Toleranz offensichtlich durch vermehrte Expression des Zytokins beein-
trachtigt wird. Im Knochenmark werden die unreifen B-Zellen anhand der Expression eines
funktionellen BCR auf ihrer Oberfliche selektiert (positive Selektion). Nur sIg” Zellen wan-
dern aus dem Knochenmark aus, weshalb in der Peripherie keine slg” B-Zellen gefunden wer-
den [212, 213]. Zwischen dem Austritt aus dem Knochenmark und dem Einwandern in die
Milz verschwinden ca. 80% der kurzlebigen unreifen B-Zellen, hochstwahrscheinlich durch
negative Selektion an Autoantigenen. Das bedeutet, dass Zellen, deren BCR korpereigene

Antigene erkennt, in Apoptose getrieben werden [214]. Generell lassen sich bei der Reaktion



Literaturibersicht 32

von B-Zellen auf Stimulation durch den BCR verschiedene Phasen unterscheiden. So fiihrt
eine Quervernetzung des BCR in vitro bei unreifen B-Zellen zur Apoptose [214], wihrend
reife B-Zellen auf den gleichen Reiz zu proliferieren beginnen [177]. In vivo werden Aktivie-
rung und Selektion der B-Zellen durch eine Vielzahl weiterer Signale reguliert, u.a. durch
BAFF. Da BAFF iiber die gesteigerte Expression anti-apoptotischer Faktoren, wie bcl-2, B-
Zellen vor der Apoptose bewahren kann und im Falle einer Uberproduktion zum Entstehen
von B-Zell getriebenen Autoimmunerkrankungen fiihrt, erkldrt man sich den Einfluss von

BAFF auf die periphere Toleranz folgendermaf3en (Abb. 2.6):

Physiologische
BAFF
Konzentration

Physiologische
BAFF
Konzentration

Pathologische
BAFF
Konzentration

Negative Auto-

Reifung Selektion Immunitat

Abb. 2.6 Die Rolle von BAFF in der peripheren Toleranz und bei der Entstehung von Auto-
immunerkrankungen

Schwache Signale iiber den BCR und die Wirkung einer physiologischen BAFF-Konzentration iiber
den BAFF-R fiihren zur Reifung der B-Zelle (A). In Gegenwart physiologischer BAFF-Konzen-
trationen fiihrt die starke Stimulation des BCR {iber ein Autoantigen zur Apoptose der B-Zelle (B).
Pathologisch hohe BAFF-Konzentrationen kdnnen die Apoptose der B-Zelle nach Erkennung eines
Autoantigens verhindern und damit zum Uberleben autoimmuner Zellen fiihren (C).

Erhalten B-Zellen schwache Apoptose-Signale, entweder durch niedrig affine Bindung an ein
Antigen oder basales Signaling iiber die Signaltransduktionsmolekiile des BCR-Komplexes
(Iga und IgP) [215], so kdnnen physiologische BAFF Konzentrationen die Zellen vor Apop-
tose retten und ihre Reifung ermoglichen. Bei der Bindung einer B-Zelle an ein Autoantigen
erhilt diese starke ,,Todes-Signale®, die durch die anti-apoptotische Wirkung physiologischer
BAFF-Konzentrationen nicht ausgeglichen werden konnen. Diese Zellen werden negativ se-
lektiert und sterben. Bei einer Uberproduktion von BAFF kann es jedoch dazu kommen, dass
selbst starke, durch ein Autoantigen vermittelte, Apoptose-Signale unterdriickt werden, was
zum Uberleben und zur Reifung von autoreaktiven B-Zellen und somit zur Ausbildung einer

Autoimmunerkrankung fiihrt [161].
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Da die BAFF-Expression in entziindeten Geweben erhoht ist, konnte BAFF auch bei der Ent-
stehung von Autoimmunerkrankungen als Folge chronischer Entziindungen eine Rolle zu-
kommen. Hierfiir sprechen die massiv erhohten BAFF-Spiegel in Serum und Synovialfliissig-
keit von Patienten mit Rheumatoider Arthritis [216].

Die bisherigen Erkenntnisse machen BAFF zu einem vielversprechenden Ziel fiir therapeu-
tische Ansitze bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen. Behandlungen mit TACI-
Ig konnten in SLE-Tiermodellen die Schwere der Krankheit reduzieren oder sogar ihren Aus-
bruch verhindern [120, 181], weshalb gro3e Hoffnungen in die Verwendung von BAFF-Anta-
gonisten in der SLE-Behandlung gesetzt und erste Antikorper gegen BAFF bereits in klini-

schen Studien eingesetzt werden [161].

2.2.8 TACI als inhibitorischer BAFF-Rezeptor

Alle bisherigen Daten sprechen dafiir, dass die Wirkung von BAFF als B-Zell-Uberlebens-
faktor alleine BAFF-R vermittelt ist. Die Funktion von TACI, neben BAFF-R und BCMA der
dritte Rezeptor fiir BAFF, wird dagegen kontrovers diskutiert. TACI wird nicht nur auf B-
Zellen sondern auch auf ruhenden und aktivierten CD4" T-Zellen gefunden [160]. Interessan-
terweise stellte man fest, dass BAFF zwar nicht in der Lage ist, die Viabilitét von unstimulier-
ten T-Zellen zu erhohen, jedoch zusammen mit einer Stimulation des T-Zell Rezeptors einen
kostimulatorischen Effekt ausiiben kann [217]. Da die Expression von TACI bei der Aktivie-
rung von T-Zellen verstirkt wird, die schwache Expression von BAFF-R dagegen aber vollig
verschwindet, scheint TACI fiir die Kostimulation verantwortlich zu sein. Im Gegensatz zur
aktivierenden Wirkung auf T-Zellen steht die eindeutige Hemmung der B-Zellproliferation in
vitro, wenn TACI auf diesen mittels agonistischer Antikorper aktiviert wird [218]. Und wéh-
rend ruhende B-Zellen vergleichsweise mehr BAFF-R als TACI exprimieren, kommt es nach
Aktivierung der Zellen mit anti-IgM und BAFF zur selektiven Zunahme von TACI in der
Zellmembran. TACI-Knockout-Miuse (TACI ) zeigen eine deutliche Zunahme der B-
Zellfrequenz in den lymphatischen Organen, massive Lymphozyten-Infiltrationen in Leber
und Niere, vermehrte Lymphombildung und schwere autoimmune Nephritiden, die grof3teils
zum Tod fithren. Dies entspricht einer Verstidrkung des Phanotyps von BAFF transgenen Tie-
ren. Bisherige Erkenntnisse lassen folglich darauf schlieen, dass es sich bei TACI um einen
inhibitorischen BAFF-Rezeptor handelt, der fiir die Regulation der B-Zellfunktion in vivo
notwendig ist und nach Aktivierung der B-Zellen zur Terminierung der B-Zellantwort beitragt

[218].
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3 Zielsetzung

Nachdem in einer EST-Datenbank eine cDNA-Sequenz identifiziert werden konnte, die eine
sehr hohe Homologie zu Sduger BAFF aufweist, war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, zu
untersuchen, ob diese Sequenz fiir ein funktionelles Zytokin kodiert und gegebenenfalls, des-
sen Funktion ndher zu charakterisieren. Hierzu sollte das Zytokin in verschiedenen Expres-
sionsystemen rekombinant hergestellt werden, um eine biochemische Analyse des Proteins
und seiner Interaktion mit potentiellen Rezeptoren zu ermdglichen. Die anschlieBende Unter-
suchung der biologischen Aktivitit sollte in einem ersten Schritt nach Etablierung geeigneter
Testsysteme in vitro erfolgen. Da die B-Zellreifung beim Huhn bedeutende Unterschiede zu
der des Sdugers aufweist, sollte in einem zweiten Schritt mittels geeigneter in vivo Substitu-
tions- und Inhibitionsexperimente die Funktion des Zytokins weitergehend charakterisiert

werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Tiere und Tierhaltung

4.1.1 Huhner

Fiir die Versuche mit priméren Zellen wurden Blut und Organe von H.B19-Hiithnern (MHC I
Haplotyp B"'") und M11-Hithner (B**-Haplotyp) verwendet. Die B19-Tiere stammen aus
der institutseigenen Zucht, die M11-Tiere wurden vom Institut fiir Tierzucht in Mariensee
bezogen. Die Eier wurden unter Standardbedingungen ausgebriitet und die Tiere in kleinen
Gruppen in Gitterrostkdfigen gehalten. Sie erhielten handelsiibliches Alleinfutter und Wasser
ad libitum.

Die in vivo Versuche wurden von der Regierung von Oberbayern unter der Tierversuchs-

Nummer 209.1/211-2531-46/03 genehmigt.

4.1.2 Kaninchen

Zur Gewinnung des polyklonalen Antiserums wurden Kaninchen immunisiert, die freundli-
cherweise vom Institut fiir Pharmakologie zur Verfiigung gestellt wurden. Die Tiere wurden
einzeln in Kédfigen gehalten und mit handelsiiblichem Alleinfutter und Wasser ad libitum ver-
sorgt. Die Genehmigung der Immunisierungen erfolgte unter der Nummer 211-2531.6-

1412001 durch die Regierung von Oberbayern.

4.2 Gewinnung von primaren Hiihnerleukozyten

4.2.1 Material

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle im Folgenden genannten Medien und Zusétze bei

4°C gelagert.

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) pH 7,2

80¢g Natriumchlorid (NaCl)"*

1,45 ¢ Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat (Na,HPO4x2H,0)'
02¢g Kaliumhydrogenphosphat (KH2P04)1

02¢g Kaliumchlorid (KCI)'

ad 1000 ml Aqua dest.

* Hochzahlen beziehen sich auf die im Anhang alphabetisch aufgefiihrten Bezugsquellen
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pH-Wert mit HCI bzw. NaOH auf 7,2 eingestellt, fiir die Verwendung in der Zell-
kultur autoklaviert.

Ficoll-Paque’

Heparinlosung (500 U/ml)
1 ml Heparin-Natrium 20.000°

ad40ml  RPMI 1640*

Trypanblau-Liisung2

4.2.2 Gewinnung von peripheren Blutleukozyten (PBL)

Je nach Bedarf wurden 10 oder 20 ml Spritzen mit 0,1 bis 0,2 ml Heparinlosung beschichtet.
Die Blutentnahme erfolgte aus der rechtsseitigen V. jugularis. PBL wurden anschliefend
durch Slow Speed-Zentrifugation gewonnen [219]. Dabei wurde das heparinisierte Vollblut
bei Raumtemperatur (R7) 20 min bei 60xg zentrifugiert. AnschlieBend wurden die auf den
Erythrozyten liegenden Leukozyten durch vorsichtiges Riithren mit einer Pasteurpipette im
Plasma aufsuspendiert, mit diesem abgenommen und zweimal mit PBS durch Zentrifugation
bei 4°C und 225xg fiir 10 min gewaschen. Nach einer Lebend/Tot Féarbung durch Zusatz von
50% Trypanblau wurden die Zellen mit Hilfe einer modifizierten Zdhlkammer nach Neu-

bauer beurteilt und gezéhlt.

4.2.3 Gewinnung von Leukozyten aus Organen

Zur Organentnahme wurden die Hiithner nach Betdubung durch Blutentzug getétet. Die Or-
gane wurden sofort nach Entnahme in 4°C kaltes PBS iiberfiihrt und auf Eis gestellt.

Zur Isolierung der CT wurden die Darmstiicke mit einer Schere der Lidnge nach aufgeschnit-
ten und unter mehrfachem Mediumwechsel zur Entfernung von Inhalt und Schleim fiir ca. 15
min auf einem Schiittler gewaschen. Zur weiteren Priparation wurden die Organe mit Hilfe
eines Spritzenstempels durch ein in PBS stehendes Metallsieb (Maschenweite 0,75 x 0,75
mm) gedriickt und die erhaltene Zellsuspension in einem 50 ml R6hrchen zur Sedimentation
von groBeren Gewebestiicken fiir ca. 10 min auf Eis gestellt. Danach wurde der Uberstand
abgenommen, bei 4°C und 225xg fiir 10 min zentrifugiert, das Zellpellet in 10 ml PBS re-
suspendiert und auf 10 ml einer Ficoll-Paque-Losung geschichtet. Nach 12-mintitiger Dichte-
zentrifugation bei RT mit 600xg, konnten die an der Interphase befindlichen Leukozyten mit
einer Pipette abgenommen und zweimal mit kaltem PBS gewaschen werden. Auch hier wurde

die Zellzahl nach einer Trypanblau-Féarbung (s. 4.2.2) bestimmt.
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Zur Gewinnung von embryonalen Zellen wurden die Organe nach Entnahme zwischen zwei
Objekttragern zerkleinert. Die weitere Priparation erfolgte analog zu der oben beschriebenen
Technik, jedoch wurden die Zellpellets in 3 bis 5 ml PBS resuspendiert und die Dichtezentri-
fugation in 15 ml Rohrchen auf lediglich 3 ml Ficoll-Paque-Losung durchgefiihrt.

4.3 Kultivierung von Zellen

4.3.1 Zellkulturmedien und Zusatze

Standardmedium (10% FCS)

445 ml RPMI 1640 mit 0,532 g/l stabilem Glutamin® (im Folgenden RPMI)

50 ml fetales Kilberserum® (fetal calf serum (FCS) , 30 min bei 57°C inakti-
viert)

5ml Penicillin-Streptomycin-Losung® (100 IE/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin)

Lagerung: FCS und Penicillin-Streptomycin wurden in Aliquots bei —20°C gelagert.

293T- Medium
445 ml DMEM mit 0,532 g/ stabilem Glutamin, 4% Glucose®

10 ml FCS’
5ml Penicillin-Streptomycin-Losung’
PBS-EDTA

200 mg Ethylendiamintetraacetic Acid Tetra-Natrium Hydrat (EDTA)’)
ad 11 PBS (sieche 4.2.1)

G418-Stammlosung S0mg/ml
250 mg G418’

ad 5 ml PBS
Einfriermedium
45 ml FCS®
5ml Dimethylsulfoxid (DMSO)"

Lagerung: DMSO wurde bei RT gelagert, das Einfriermedium bei —20°C

ConA-Stammlosung
15 mg Concanavalin A (ConAd)’

ad 10ml RPMI 1640°

Lagerung: in Aliquots von 500 pl bei —20°C, Reste nach dem Auftauen verworfen.
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ConA-Medium (0,5% FCS)

0,25ml  FCS’
0,5 ml Penicillin-Steptomycin Losung
ad 50 ml RPMI

4.3.2 Verwendete Zelllinien

Zelllinie Zellart Spezies Medium Referenz
293T Nierenfibroblasten Mensch 293T [220, 221]
DT40 B-Zellen Huhn Standard [222]

RP9 B-Zellen Huhn Standard [223]
2D8 B-Zellen Huhn Standard [224]

4.3.3 Kultivierung von Zellen

In Suspension wachsende Hiithner-Zelllinien bzw. primére Zellen wurden in der gewiinschten
Dichte in Standardmedium aufgenommen und bei 40°C kultiviert. Die Teilung dieser Zell-
kulturen erfolgte entweder durch Zentrifugation und erneutes Einstellen der Zelldichte oder
durch Verdiinnen der Zellsuspension mit frischem Medium.

Von den adhirent wachsenden 293T- Zellen wurde zur Teilung das Medium vollsténdig ab-
genommen und der Zell-Monolayer zur Entfernung von FCS Resten einmal kurz mit 37°C
warmem PBS gespiilt. Dann wurden die Zellen mit PBS-EDTA (37°C) bedeckt und ca. 10
min lang bei 37°C inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden mit PBS gewaschen und erneut in

der gewiinschten Dichte in 293T-Medium aufgenommen und bei 37°C kultiviert.

4.3.4 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen abzentrifugiert und das Zellpellet in einer Dichte von ca.
5x10° Zellen/ml in kaltem Einfriermedium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in Ali-
quots von 1 bis 1,8 ml in entsprechende Gefrierrohrchen tiberfiihrt und {iber Nacht in einer
Isopropanol haltigen Einfrierbox (Abkiihlung 1°C/min) bei —80°C eingefroren. Zur Lagerung
bis zu 1 Jahr verblieben die Zellen bei —80°C, fiir eine ldngere Lagerung wurden sie in fliis-

sigen Stickstoff iiberfiihrt.

4.3.5 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurde die gefrorene Zellsuspension mdglichst rasch im Wasserbad

bei 37°C aufgetaut und ziigig in ein 50 ml Rohrchen iiberfithrt. Dann wurden 50 ml kaltes
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PBS zugegeben, die ersten 10 ml tropfenweise, um das zellschddigende DMSO langsam aus-
zuverdiinnen. Die Zellen wurden abzentrifugiert (225xg, 10 min, 4°C) und nochmals mit PBS
gewaschen. Anschlieend wurde das Zellpellet in ca. 10 ml Kulturmedium resuspendiert und

in eine 25 cm” Zellkulturflasche gegeben.

4.3.6 Herstellung von ConA stimulierten Leukozyten (ConA-Blasten)

Zur Stimulierung von Leukozyten mit Concanavalin A wurden die Zellen in ConA-Medium
aufgenommen; auf eine Dichte von 1x10” Zellen/ml eingestellt mit 10 pg ConA/ml Medium
bei 40°C kultiviert. Nach 24 Stunden wurde das ConA-Medium von den semiadhédrenten
Blasten vorsichtig abgenommen und durch frisches Standardmedium ersetzt. Waren die Zel-
len nicht adhdrent, wurden sie aus den Zellkulturflaschen entnommen, abzentrifugiert (10
min, 225xg) und fiir die weitere Kultivierung in Standardmedium resuspendiert. Die Analyse

der Blasten erfolgte nach 48 Stunden.

4.4 Klonierung von chBAFF cDNA

Die Klonierung des Zytokins ist ausfiihrlich in der Arbeit von Schneider, Kothlow et al.
,,Chicken BAFF — a highly conserved cytokine that mediates B cell survival” beschrieben
[221] und wurde im Labor von Prof. Dr. Peter Staeheli, Universitit Freiburg, durchgefiihrt.

4.5 RNA-Praparation

Alle Arbeiten wurden mit RNAse freiem Einwegmaterial und Handschuhen durchgefiihrt.
Wiederverwendbare Gerdte und Gegenstinde wurden nach Benutzung flir mindestens eine
Stunde mit 3% H»0, inkubiert und anschlieBend mit RNAse-freiem Wasser (DEPC-Wasser)
gespiilt oder nach Eintauchen in 96% Ethanol abgeflammt.

4.5.1 Material

Wenn nicht anders vermerkt, erfolgte die Lagerung der Reagenzien bei RT.

Trizol® Reagenz7

Lagerung: 4°C

Chloroform ad analysis8
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DEPC-Wasser
1 ml Diethylpyrocarbonat (DEPC)’

ad 1000 ml Aqua dest.
Inkubation fiir 1 Stunde bei 37°C, autoklavieren;

Isopropanol8

70% Ethanol

70 ml Ethanol absolut®
30 ml DEPC-Wasser

4.5.2 Durchfihrung

Zur RNA-Isolierung aus priméren Zellen wurden die jeweiligen Organe (bzw. je nach Grof3e
nur Teile davon) nach Entnahme sofort in einem Handhomogenisator™ unter Zugabe von 1-
3 ml Trizol homogenisiert und in 1 ml Fraktionen in 2 ml Eppendorfcups tiberfiihrt.

Bei Zelllinien wurden 5x10” bis 1x10® Zellen gewonnen, zentrifugiert (10 min, 225xg , 4°C)
und das trockene Zellpellet mittels einer Spritze mit aufgesetzter 20G Kaniile in 1 ml Trizol
resuspendiert.

Nach 5 min Inkubation bei RT wurden 200 ul Chloroform hinzugefiigt, kurz geschiittelt, 2
min bei RT inkubiert und 15 min bei 4°C und 12.000xg zentrifugiert, wodurch die organische
von der RNA-haltigen wéssrigen Phase getrennt wurde. Die wissrige Phase wurde abge-
nommen, in ein neues Probengefal transferiert und mit 500 pl Isopropanol versetzt, nach kur-
zem Schiitteln, zunidchst 10 min bei RT und anschlieend 30 min bei —20°C inkubiert. Hier-
durch kommt es zur Ausfillung der RNA. Nach einer weiteren Zentrifugation (10 min, 4°C,
12.000xg) wurde der Uberstand verworden, das Pellet in 1 ml 70% Ethanol gewaschen und
nochmals 5 min bei 4°C mit 7500xg zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde getrocknet, in 100
ul DEPC-Wasser aufgenommen und nach photometrischer Bestimmung der RNA-Konzentra-

tion (OD,¢0) bei —80°C gelagert.
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4.6 Northern Blot
4.6.1 Herstellung radioaktiv markierter Sonden mittels ,,Random-Priming“

4.6.1.1 Material

Prime it II® Random primer labeling Kit >
a[**P|dCTP?
Klenow-Enzym 5U/ul %

EDTA 0,5 M
186, g  EDTA

ad 700 ml Aqua bidet.

Sephadex-G50 Siule’

4.6.1.2 Durchfiihrung

Zur radioaktiven Markierung von DNA—Fragmenten wurde das ,,Prime it [I® Random pri-
mer labeling Kit*“ nach Herstellervorschrift verwendet. Fiir die Markierung wurden 100 ng
DNA denaturiert und anschlieBend mit 50 uCi a[**P]dCTP (3000Ci/mmol) und 1 ul Klenow-
Enzym in 50 pl 1x Reaktionspuffer gemischt und 10 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 2 ul 0,5 M EDTA gestoppt. Nicht eingebaute ANTP-Molekiile wur-
den durch Gelfiltration {iber eine Sephadex-G50-Saule abgetrennt. Die radioaktiv markierten
DNA-Fragmente wurden vor ihrem Einsatz fiir den Northern Blot fiir 10 min bei 98°C dena-

turiert.

4.6.2 Elektrophorese und Transfer der RNA

4.6.2.1 Material

DEPC-Wasser (s. 4.5.1)

10x MOPS Puffer

25,12 g Morpholinopropansulfonsiure (MOPS)’
2,46 ¢ Natrium Acetat (C,H30,Na)’
222 ¢ EDTA Di-Natrium Dihydrat (C;oH;4N,OgNa; x 2H,0)

ad 600 ml DEPC-Wasser; Einstellen des pH auf 7,0
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1,2 % RNA-Agarosegel
160 ml DEPC-Wasser
24¢ Agarose'
20 ml 10x MOPS-Puffer
20 ml Formaldehyd 37%’

Die Agarose wurde durch Erhitzen in der Microwelle im DEPC-Wasser geldst und
dann auf 50°C abgkiihlt. Unter dem Abzug wurden MOPS-Puffer und Formaldehyd
zugegeben und das Gel in eine Elekrophoresekammer gegossen.

Elektrophorese-Laufpuffer

1300 ml DEPC-Wasser
160 ml 10x MOPS-Puffer
140 ml Formaldehyd 37%’

20x Probenpuffer

32 mg Bromphenolblau®

32 mg Xylencyanol’

2 ml Glycerol RNase frei’
2 ml DEPC-Wasser

Lagerung: -20°C, in Aliquots von 50 pl

deionisiertes Formamid
10 ml Formamid'
0,5¢g AG®-501-X8 Granulat (Kationenaustauscher)’

1 Stunde zusammen rotieren, Granulat absetzen lassen;
Lagerung: -20°C, in Aliquots von 500 pl

RNA-Ladepuffer

500 pl deionisiertes Formamid
250 pul DEPC-Wasser

100 pul 10x MOPS-Puffer
100yl Formaldehyd 37%’

50 ul 20x Probenpuffer

kurz vor Gebrauch ansetzen,;

20x SSC (Transferpuffer)

175 g NaCl'
88,23 g Natriumcitrat'

ad 1000 ml DEPC-Wasser

auf pH 7 einstellen, 10x SSC-Puffer wurde durch Verdiinnung des 20x-Ansatzes mit
DEPC-Wasser hergestellt.
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4.6.2.2 Durchfiihrung

Von jeder Gewebe-/Zellprobe wurden 15 pg RNA (hergestellt nach 4.5) in einer Vakuum-
zentrifuge getrocknet und in 20 pl RNA-Ladepuffer aufgenommen. Zur Denaturierung von
RNA-Sekundirstrukturen wurden die Proben dann fiir 5 min bei 65°C erhitzt und auf Eis
wieder abgekiihlt, bevor sie auf das RNA-Agarosegel aufgetragen wurden. Die Elektrophore-
se erfolgte flir 5-6 Stunden unter Zirkulation des Laufpuffers bei 180A.

Anschliefend wurde die aufgetrennte RNA iiber Kapillarkréfte iiber Nacht aus dem Gel auf

eine Nylonmembran iibertragen. Dazu wurde von unten nach oben folgender Aufbau gewéhlt:

ein Stapel Papiertiicher
- 2 Lagen trockenes Filterpapier, in Gelgrofe
- 1 Lage Filterpapier, kurz in 10x SSC-Lo6sung eingelegt, in Gelgrofe
- die Nylonmembran, kurz in 10x SSC-L&sung eingelegt, in Gelgrofie
- Agarosegel, kurz in 10x SSC-L&sung eingelegt
- 2 weitere Lagen Filterpapier, kurz in 10x SSC-Losung eingelegt, 4x so lange wie das
Gel zugeschnitten, an beiden Seiten in 10x SSC-Losung getaucht;
Um die RNA auf der Membran zu fixieren, wurde diese fiir 2 Stunden bei 80°C gebacken und

konnte bis zum weiteren Gebrauch in Plastikfolie gehiillt bei —20°C gelagert werden.
4.6.3 Hybridisierung

4.6.3.1 Material

20% SDS-Stammlésung

20g Natriumduodecylsulfat (SDS)’
ad 100 ml Aqua bidest.

Lagerung: RT

Waschlosung 1 (0,2x SSC/0,5% SDS)

10 ml 20x SSC-Losung
25 ml 20% SDS-Stammldsung

ad 1000 ml DEPC Wasser

Waschlosung 2 (2x SSC/0,5% SDS)

100 ml 20x SSC-Losung
25 ml 20% SDS-Stammldsung

ad 1000 ml DEPC Wasser
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PIPES ph 6,8
30g 1,4 Piperazindiethansulfonsiure’ (PIPES)

ad 100 ml DEPC-Wasser
16st sich nach Zugabe von einigen Tropfen NaOH, pH mit NaOH auf 6,8 einstellen

20x PIPES-Mix

10 ml PIPES ph 6,8 1 M
174 ¢ NaCl'
20 ml EDTA 0,5 M (s.4.6.1.1)

ad 100 ml DEPC-Wasser

50x Denhardt’s-Losung

1 ml Ficoll-Paque’
lg Poloyvinylpyrrolidon’
lg BSA'

ad 100 ml DEPC Wasser
steril filtrieren; Lagerung: in Aliquots bei -20°C

Filterpapier Nr.3"
HybondTMN, Nylon Membran®

Hybridisierungslosung
2,5 ml 20x PIPES-Mix
200 pl 50x Denhardt’s-Losung
250 pl 20% SDS-Stammldsung
5ml Formamid
2g ss-Heringsspermien-DNA’

ad 10 ml DEPC Wasser

4.6.3.2 Durchfiihrung

Nach einer 10-miniitigen Vorbehandlung bei 68°C in Waschlésung 1, folgte eine dreistiindige
Inkubation mit 10 ml Hybridisierungslosung bei 42°C. Nach der Priahybridisierung wurde die
*?P-markierte cDNA-Sonde hinzugegeben worauf bei 42°C iiber Nacht die Hybridierung er-
folgte. Prahybridisierung und Hybridisierung wurden in Glasréhren durchgefiihrt, die in ei-
nem Hybridisierungsofen konstant rotierten. Am néchsten Tag wurde die Membran noch fiir 1
Stunde bei 68°C in Waschlosung 2 gewaschen und fiir 24 Stunden bei —80°C gegen einen

Rontgenfilm exponiert.
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4.7 In situ Hybridisierung
4.7.1 Synthese der **P markierten RNA-Sonde

4.7.1.1 Material

chBAFF-cDNA
o[>*P]dUTP?

ACG Mix 2,5 mM?*

5x Transkriptionspuffer22
T7-Polymerase22
SP6-Polymerase22
DNase"

RNasin**

Tris-Cl 1M
6,055g  Tris®
ad 50 ml  Aqua dest.
mit HCI pH auf 8,0 einstellen; Lagerung: RT

TE-Puffer (Tris-EDTA)
12,1¢g Tris(hydroxymethyl)aminomethan (77is)
2 ml EDTA 0,5 M (s. 4.6.1)

ad 1000 ml DEPC-Wasser

8

Prizipitationslosung

48 ml Ethanol
4,8 ml Na-Acetat (4 M)
1,6mg  tRNA*

Lagerung: -20°C

70% Ethanol
30 ml Ethanol

ad 100 ml DEPC-Wasser

4.7.1.2 Durchfiihrung

Nach dem Auftauen von a[>*P]dUTP wurden zwei 6,25 pl Aliquots — entsprechend 250 pCi -
zu jeweils 0,5 ng DNA gegeben. Beide Proben wurden darauthin in der Vakuumzentrifuge

getrocknet. Anschlieend erfolgte die Transkriptions-Reaktion durch Zugabe von je 1,25 pl
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5x Transkriptionspuffer, 0,33 pul RNAsin, 0,62 ul ACG mix, 0,33 pl Polymerase (T7 fiir die
antisense-, SP6 fiir die sense-Probe) und 3,73 pl Wasser. Nach einer 90-miniitigen Inkubation
bei 37°C wurden 0,33 ul DNase zugegeben und die Proben fiir 15 bis 30 min erneut bei 37°C
inkubiert. Nun wurden die Nucleinsduren durch hinzufiigen von 100 ul Prizipitationslosung
fiir 30min bei —70°C ausgefillt, woraufhin die Proben fiir 30 min bei 4°C und 16.000xg
zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 200 ul 70% Ethanol ge-
waschen (Zentrifugation: 10 min, 4°C, 12.000xg) und schlielich nochmals in der Vakuum-
Zentrifuge getrocknet. Nach resuspendieren des Pellets in 63 pl TE-Puffer und 1 pl RNasin,
wurde nach Verdiinnen von 1 pl der Sonde mit 5 ml Szintillationsfliissigkeit die Aktivitdt im

B-Counter bestimmt und die Konzentration der aktiven Probe in ng/ul berechnet.

4.7.2 Hybridisierung und Entwicklung

4.7.2.1 Material

Pronase K'!

mit 3,47 ml DEPC-Wasser versetzen und zur Eliminierung der RNAsen fiir 4 Stun-
den bei 37°C inkubieren, Verdiinnung zur Verwendung in 37°C warmem TE-Puffer
pH 7,5

Lagerung: in Aliquots bei -20°C;

Gefrierschnitte der entsprechenden Organe (10 pm)

5x TE-Puffer (s.4.7.1.1)

10x PBS Losung
80 g NaCl'
l4 g Na,HPO,x2H,0'
24¢ KH,PO,'
2g KCI'

ad 1000 ml DEPC-Wasser (bei Bedarf mit DEPC-Wasser auf 1x PBS verdiinnen)

PBS
10x PBS mit DEPC-Wasser verdiinnt

Glycerin-Puffer
2g Glycerin’
100 ml 10x PBS

ad 1000 ml DEPC-Wasser
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Essigsdure-Anhydrid-Losung
625 ul Essigsdure-Anhydrid®
ad 250 ml PBS

gepuffertes Formaldehyd
25 ml Formaldehyd 37%’

225 ml PBS
Alkoholreihe
2x 70% Ethanol
2x 90 % Ethanol
2x 100% Ethanol
2x Xylol® (nur fiir die Dehydrierung vor dem Eindeckeln)

Verdiinnungen erfolgten in DEPC-Wasser, fiir den ersten Dehydrierungsschritt wur-
den jeweils 0,33 M Ammonium-Acetat' hinzugefiigt;

20x SSPE™

Losung A
25 ml deionisiertes Formamid (s. 4.6.3.1)
10 ml 50% Dextran Sulfat”
4 ml 20x SSC (s. 4.6.2.1)
1 ml 50x Denhardt’s-Losung (s. 4.6.3.1)
1 ml 0,5 M EDTA (4.6.1.1)

Lagerung: in 0,8 ul Aliquots, bei -20°C;

Losung B
100 pl Yeast tRNA (10 mg/ml) **
10 pl DTT IM'
35 ul 20 x SSPE

250ng  ’P-Probe
ad 200 pI  DEPC-Wasser

vor Gebrauch frisch ansetzen;
Hybri-well press seal-hybridization chambers’
RNase A’

RNase-Puffer

50 ml NaCl 5 M (5.4.9.1)
5ml Tris 1 M (s.4.7.1.1)
1 ml EDTA 0,5 M (s.4.6.1.1)

ad 500 ml Aqua bidest.
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RNase A-Losung

0,5 ml RNase’ (10 mg/ml)
250 ml RNase Puffer

Puffer auf 37°C vorwédrmen und RNase direkt vor Verwendung zugeben;

Waschlosungen aus 20x SSC (s.4.6.3.1)

2x  SSC
Ix SSC
0,5x SSC
0,1x SSC

die Verdiinnung erfolgte in Aqua dest, ab hier kein RNase freies Arbeiten mehr
notig;

NTB-2 Emulsion, Kodak 2

NTB-2 Gebrauchslosung

10 ml NTB-2 Emulsion
10 ml 0,6 M Ammonium-Acetat

vor Gebrauch ca. 40 min bei 45 °C schmelzen, Lagerung: 4°C, vollig dunkel,
D-19 Developer, Kodak®
Fixer, Kodak?*

Mayer’s Hematoxylin®

4.7.2.2 Durchfiihrung

Die Gefrierschnitte wurden zunéchst fiir 5 min in gepuffertem Formaldehyd fixiert und 2 x 5
min in PBS gewaschen. Danach folgte zur Deproteinierung des Gewebes fiir 7 min bei RT die
Behandlung mit 24 U/ml Pronase K und 2 x 5 min Waschen in PBS. Die durch den Protease-
verdau entstandenen positiven Ladungen wurden anschlieend durch die 10-miniitige Acety-
lierung mit Essigsdure-Anhydrid-Losung neutralisiert. An 2 x 2 min Waschen in PBS schlos-
sen sich eine weitere Fixierung in gepuffertem Formaldehyd (RT, 5 min), nochmaliges Wa-
schen (2 x 2 min in PBS) und die Dehydrierung der Proben in einer aufsteigender Alkohol-
reihe an. Dabei wurden die Schnitte in jeder Alkoholstufe jeweils 5 min entwéssert und an-
schlieBend luftgetrocknet.

Fiir die Hybridisierung wurden 4 Teile Losung A mit 1 Teil Losung B gemischt, gevortext,
kurz abzentrifugiert und 75 pl pro Objektrager aufgetragen. Die Schnitte wurden mit Hybri-

well press seal-hybridization chambers versiegelt, in eine feuchte Kammer gelegt und iiber
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Nacht bei 52-55°C hybridisiert. Nach der Entfernung der Hybridisierungskammer wurden die
Objekttrager 2 x 5 min in 2x SSC gewaschen, bevor durch eine 30-40-miniitige Behandlung
mit RNase A-Losung nicht gebundene RNA vedaut wurde. Da RNaseA nur einzelstringige
RNA zerstort, blieb die gebundene Sonde davon unberiihrt. Nun wurden die Schnitte in
Waschlosungen absteigender Salzkonzentration gewaschen und zwar 2 x 5 min in 2x SSC, 5
min in 1x SSC, 10 min in 0,5x SSC und 30 min bei 60°C in 0,1x SSC. Nach einer erneuten
Dehydrierung in der aufsteigenden Alkoholreihe (je 5 min) wurden sie schlieBlich noch 5 min
bei 37°C getrocknet.

Zum Entwickeln wurden die Objekttrager fiir 30 min im Dunkelraum in NTB-Gebrauchs-
16sung gestellt, dann in eine mit Folie versiegelte Aufbewahrungsbox mit Dessikatorgranulat
gelegt, so nochmals 2—4 Stunden bei RT und anschlieBend 4-5 Wochen bei 4°C gelagert.
Hierauf folgten eine 2—5-miniitige Inkubation in Kodak D-19 Developer, 1 min Waschen mit
Wasser und ein 5-miniitiger Fixierschritt in Kodak Fixer. Nach Inkubation in der Fixierlosung
wurden die Schnitte zundchst fiir 5 min unter flieBendem Leitungswasser und anschlieBend
mit Aqua dest. gewaschen.

Zum Gegenfirben wurden die Schnitte fiir 25 Sekunden in Mayer’s Hematoxylin getaucht
und anschlieBend flir 10 min unter flieBendem Leitungswasser gewaschen. Nach kurzem Wa-
schen in Aqua dest. wurden die Schnitte nochmals in einer Alkoholreihe (70%, 90%, 100%,
Xylol — 2 x 5 min) dehydriert und anschlieend feucht eingedeckelt und unter dem Mikroskop

ausgewertet.

4.8 Immunhistologie

4.8.1 Material

Gefrierschnitte der entsprechenden Organe (10 pm)

Aceton'
10x PBS Losung
80 g NaCl'
l4g Na,HPO4x2H,0'
24¢ KH,PO,'
2¢g KCI'

ad 1000 ml Aqua dest.
bei Bedarf mit Aqua dest. auf 1x PBS verdiinnt;
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Blockierlosung
500 pl Ziegenserum

ad 5 ml PBS

Antikorper (s.4.16.1)

Anti-Bul (1 pg/ml in PBS)
F71D7 (Zellkulturiiberstand 1:2 in PBS)

anti-Maus-Ig-Biotin'® (10 pg/ml in PBS)
StreptABComplec/HRP?!
DAB-Losung

1 DAB-Tablette®
100 pl H,0, 3%

ad 10 ml  Aqua dest.

ca. 15 min vor Verwendung ansetzen

Mayer’s Hematoxylin®

Alkoholreihe
1x Alkohol 70%
1x Alkohol 96%'
2x Isopropanol’
2x Xylol'

4.8.2 Durchfuhrung

Die Gefrierschnitte wurden zunéchst bei RT getrocknet, dann fiir 10 min in Aceton fixiert und
anschliefend fiir 3 x 5 min in PBS rehydriert. Daran schloss sich eine 20-miniitige Inkubation
bei RT in Blockierlosung an. Die Blockierlosung wurde abgekippt — kein Waschen — und der
primidre Antikorper fiir eine Stunde bei RT oder liber Nacht bei 4°C auf die Schnitte gegeben.
Dann folgte, nach 3 x 5 min Waschen mit PBS die Inkubation mit dem biotinilierten sekunda-
ren Antikorper (anti-Maus-Ig-biotin) in einer Verdiinnung von 1:100 fiir 30 min bei RT. Nach
3 weiteren 5-miniitigen Waschschritten folgte die Verwendung der ABC-Ldsung nach Her-
stellerangaben (30 min, RT). Nach erneutem Waschen wurden die Schnitte in DAB-L&sung
gefdrbt, bis eine leichte Braunfiarbung erkennbar war und die Reaktion durch 5-miniitiges
Waschen unter flieBendem Leitungswasser gestoppt wurde. AbschlieBend erfolgten vor dem
Eindeckeln der Schnitte eine Kernfarbung mit Hematoxylin und die Entwésserung in einer

Alkoholreihe (Alkohol und Isopropanol je 5 min, Xylol je 10 min).
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4.9 Aufreinigung von His-chBAFF uber Affinitatschromatographie

4.9.1 Material

E.coli M15 pQE9 chBAFF Gycerol Stock

Die Methode zur Herstellung der mit chBAFF transfizierten E.coli ist detailliert be-
schrieben in Schneider, Kothlow et al. ,,Chicken BAFF — a highly conserved cytokine
that mediates B cell survival” [221] und wurde im Labor von Prof. Dr. Peter Stacheli
in Freiburg durchgefiihrt.

LB-Medium
25¢g Luria Broth Base (LB)-Medium'

ad 1000 ml Aqua dest.

pH 7,2 einstellen, sofort nach Herstellung autoklavieren; Lagerung: 4°C

Ampicillin 50 mg/ml
500 mg  Ampicillin’
ad 10 ml  Aqua bidest.
Lagerung: in 500 ul Aliquots bei —20°C

Kanamycin 25 mg/ml
250 mg Kanamycin®

ad 10 ml  Aqua bidest.
Lagerung: in 500 ul Aliquots bei —20°C

Kulturmedium
100 pg Ampicillin’
25 ug Kanamycin’

ad 1 ml LB-Medium

IPTG Stammlosung 1M
2,38 ¢ Isopropylthiogalactose (IPTG)

ad 10 ml  Aqua bidest.

1

Ni—NTA-Agarose19

NaCl 5M
2922 g  NaCl'

ad 100 ml Aqua bidest.
Lagerung: RT
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Tris-Cl 1M (s. 4.7.1.1)

Imidazol 1 M
6,80 g Imidazol (C3H4N,)°

ad 100 ml Aqua bidest.

MgCl 1 M
2033 g MgCl'

ad 100 ml  Aqua bidest.

KCI1M

7,46 g KCI'

ad 100ml  Aqua bidest.
Lagerung: RT

Ultraschall-Puffer-Stammlosung

100 ml NaCl5 M
50 ml Tris-HCI pH 8,0

5ml MgCl, 1 M
100 ml Glycerin’
1 ml NP-40°

ad 1000 ml Aqua bidet.
autoklavieren oder frisch autoklavierte Losungen (auBler NP-40) verwenden,
Lagerung: RT
B-Mercaptoethanol (3-ME) 14,2 M’

25x Complete (Proteaseinhibitor)
1 Tablette Complete''

ad 2 ml Aqua bidest.
Lagerung: -20°C

Ultraschallpuffer
2 ml 25x Complete
20 ul 3-ME’

100 pl Imidazol
ad 50 ml  Ultraschall-Puffer Stammldsung

vor Gebrauch frisch ansetzen

Waschpuffer 2-Stammlésung

100 ml KCI1 M
20 ml Tris-Cl ph 8,0
5 ml MgCl, 1 M
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200 ml Glycerin
1 ml NP-40°
10 ml Imidazol
ad 1000 ml Aqua bidet.
autoklavieren oder frisch autoklavierte Losungen (auBler NP-40) verwenden;
Lagerung: RT

Waschpuffer 1

2 ml Complete
20 pl B-ME’
1 ml Imidazol®

ad 50 ml Ultraschall-Puffer-Stammlosung

vor Gebrauch frisch ansetzen

Waschpuffer 2
2 ml Complete
20 ul B-ME’

ad 50 ml Waschpuffer-Stammldsung

vor Gebrauch frisch ansetzen

Equilibrierungspuffer
20 ul Imidazol
ad 10 ml  Ultraschall-Puffer-Stammlosung

vor Gebrauch frisch ansetzen

Elutionspuffer-Stammlésung

100 ml KCl 1M
20 ml Tris-Cl pH 8,0

5 ml MgCl, 1M
200ml  Glycerin’
1 ml NP-40°

17,02¢  Imidazol (=250mM)°
ad 1000 ml Aqua bidet.

autoklavieren oder frisch autoklavierte Losungen (auBler NP-40) verwenden;
Lagerung: RT

Elutionspuffer
20 pl 3-ME’

ad 50 ml  Elutionspuffer-Stammldsung

vor Gebrauch frisch ansetzen

Poly-Prep®-Chromatograhie-Siule’
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Econo-Pac 10DG Siiule (BioRad)’

4.9.2 Reinigung

Zunichst wurde vom Glycerinstock des mit pQE9-chBAFF transfizierten E.coli Stammes
eine Vorkultur in 2,5 ml Kulturmedium angeimpft und fiir zwei Stunden bei 28°C geschiittelt.
20 pl dieser Vorkultur wurden in 11 Kulturmedium iiberfiihrt und fiir 14 bis 16 Stunden erneut
bei 28°C geschiittelt, bis eine ODgpp von 0,5 erreicht wurde. Durch die Zugabe von 1,5 mmol
IPTG wurde dann fiir 1 Stunde die Proteinexpression induziert. Nach der Induktion wurden
die Bakterien in 11-GeféBen bei 4°C fiir 30 min bei 4000xg abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde sofort nach der Zentrifugation verworfen und das Bakterienpellet in 10 ml kaltem Ul-
traschallpuffer resuspendiert und, wenn nétig, bis zur weiteren Aufarbeitung in 10 ml Fraktio-
nen bei —70°C gelagert werden oder sie wurden fiir die sofortige Weiterverarbeitung in 50 ml
Rohrchen transferiert. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis.

Zum Aufbrechen der Zellen mittels Ultraschall wurden die Fraktionen 7 x 30 sec mit je 30 sec
Pause zwischen den einzelnen Schritten beschallt (Cycle 90, Power MS 72). Anschlieend
wurde die Bakterienlosung fiir 25 min bei 4°C und 12.000xg zentrifugiert. Wahrenddessen
erfolgte die Equilibrierung der Ni-Agarose. Dazu wurden pro Liter Bakterienkultur jeweils 1
ml Ni-Agarose in einem 50 ml Falcon-Réhrchen nacheinander mit 10 ml Aqua bidest, 10 ml
Elutionspuffer und 10 ml Equilibrierungspuffer gewaschen, d.h. vorsichtig aufsuspendiert und
kurz abzentrifugiert. Der Bakterieniiberstand wurde auf die equilibrierte Ni-Agarose gegeben
und fiir zwei Stunden bei 4°C rotierend inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Ni-Agarose
Suspension in eine Poly-Prep®-Chromatograhie-Siule iiberfiihrt und der Uberstand abgelas-
sen. Die Sdule wurde dann mit je 15 ml Waschpuffer 1 und Waschpuffer 2 gewaschen. Zur
Elution wurden 1,5 ml Elutionspuffer auf die Sdule gegeben und das Eluat in 6 Fraktionen mit
je 250 pl aufgefangen. Nach Uberpriifung der Reinigung in der SDS-PAGE wurden die pro-
teinreichen Fraktionen gepoolt, mittels einer Econo-Pac 10DG Séule nach Herstellerangaben
in PBS umgepuffert und nach photometrischer Proteinbestimmung bei —20°C gelagert.

Da die Ni-Agarose zwei- bis viermal verwendbar ist, wurde sie zur Regeneration mit weiteren
5 ml Elutionspuffer gespiilt, in 30% Ethanol aufgenommen, mit einer Pasteurpipette in ein 50

ml Rohrchen transferiert und bei 4°C gelagert.

4.10 Herstellung von Flag-chBAFF

Die Methode der eukaryotischen Expression von chBAFF als Protein mit Flag-Tag ist detail-
liert beschrieben in Schneider, Kothlow et al. ,,Chicken BAFF — a highly conserved cytokine

that mediates B cell survival” [221] und wurde im Labor von Prof. Dr. Peter Stacheli in Frei-
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burg durchgefiihrt. Fiir alle Versuche mit Flag-chBAFF wurden Zellkulturiiberstinde von
PCR-3-chBAFF transfizierten 293T-Zellen verwendet.

411 Gewinnung und Reinigung eines polyklonalen Antiserums
gegen chBAFF

4.11.1 Material

Serumgewinnung

His-chBAFF (E.coli) in PBS
Freund sches komplettes Adjuvans (FCA)’
Freund’sches inkomplettes Adjuvans (FI4)’

Startpuffer
1,424 ¢ Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat (Na,HPO,x2H,0)'
in 400ml Aqua dest.
0,936 g  Natrium-di-hydrogenphosphat-monohydrat (NaH,PO,x1H,0)'
in 300 ml  Aqua dest.

unter pH-Kontrolle solange NaH,PO4x1H,0-Losung in die Na,HPO4x2H,0-Lo-
sung geben, bis pH 7,0 erreicht ist; Lagerung: bei 4°C

Elutionspuffer
3,75 ¢ Glycin'
ad 500 ml Aqua dest.
mit HCI pH 2,5 einstellen; Lagerung: 4°C

Tris-Cl 1M (s. 4.9.1)

Guanidinhydrochlorid 6M
57,32 ¢ Guanidinhydrochlorid'

ad 100 ml Aqua dest.
Lagerung: RT

Dialysepuffer pH 7,8
450 g NaCl'
29.03g  Na,HPO,x2H,0'
1,65 g KH,PO,'

ad 51 Aqua dest.

kurz vor Gebrauch ansetzen



Material und Methoden 56

Ethanol 20%
20 ml Ethanol®

ad 100 ml Aqua dest.
Dialysierschlauch, Visking, (14kDA cut off)'?

ProSep®-rA High Capacity 2

4.11.2 Herstellung eines polyklonalen Antiserums

Zur Gewinnung eines polyklonalen Antiserums gegen chBAFF wurde ein Kaninchen nach
Blutentnahme zur Gewinnung eines Prdimmunserums (=Kontrollserum) mit His-chBAFF
immunisiert. Dazu wurden bei der Erstimmunisierung 500 pl His-chBAFF (c = 0,36 mg/ml)
mit 500 ul FCA emulgiert und i.m. injiziert. Bei den Boosterimmunisierungen nach 4 und 8
Wochen wurde FIA statt FCA verwendet.

Drei Wochen nach der zweiten Immunisierung wurde begonnen, im Abstand von zwei bis
drei Wochen ca. 20-40 ml Blut aus der mittleren Ohrarterie zur Serumgewinnung zu entneh-
men. Das Vollblut wurde zur Gerinnung fiir ca. zwei Stunden bei 37°C aufbewahrt. Nach
Zentrifugation wurde das Serum abgenommen, nochmals fiir 10 min bei 4°C und 800xg ab-

zentrifugiert und bei —20°C gelagert.

4.11.3 Affinitatschromatographie zur Reinigung des Antiserums

Zur Konzentration der im Serum enthaltenen Antikorper gegen chBAFF wurde das polyklo-
nale Kaninchenserum iiber eine IgG bindende ProteinA-Sepharose-Sdule aufgereinigt. Hierzu
wurde das Serum mit einem 0,45 um Filter filtriert und 1:2 mit Startpuffer verdiinnt. Die
Durchlaufgeschwindigkeit der Sdaule wurde mittels einer peristaltischen Pumpe auf 1 ml/min
eingestellt und die Sdule zunichst mit mindestens 30 ml Startpuffer dquilibriert. AnschlieSend
wurden 5 ml des Serums auf die Sdule aufgetragen. Das darauf folgende Waschen der Séule
mit Startpuffer wurde iiber einen Monitor kontrolliert und solange fortgesetzt, bis die Extink-
tion bei 280 nm zur Basislinie zuriickgekehrt war. Zur Elution des gebundenen IgG wurde
Elutionspuffer auf die Sdule aufgebracht. Das Eluat wurde in einem Rohrchen aufgefangen
und sofort mit Tris-Losung neutralisiert. Zur Regeneration der Sdule wurde diese nach der
Elution zunéchst erneut mit ca. 30 ml Startpuffer gespiilt, dann mit 20 ml Guanidinhydro-
chlorid regeneriert, nochmals mit 30 ml Startpuffer gewaschen und zuletzt zur Aufbewahrung

bei 4°C mit einer 20% Ethanol-Losung versetzt.
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Das Eluat wurde in einen Dialyseschlauch tiberfiihrt und iiber Nacht unter Riihren bei 4°C in

5 1 Dialysepuffer umgepuffert. Der I[gG-Gehalt wurde anschliefend photometrisch bestimmt.

412 SDS-PAGE

4.12.1 Material

4x TrisCl/SDS Puffer pH 8,8
O91¢g Tris®
2g SDS’

ad 500ml  Aqua dest.,
pH mit HCI auf 8,8 einstellen, Lagerung: 4°C

4x TrisCl/SDS Puffer pH 6,8
6,05g Tris®
04 ¢ SDS’

ad 100 ml Aqua dest.
pH mit HCI auf 6,8 einstellen, Lagerung: 4°C

APS 10%
0,5¢g Ammoniumpersulfat (4PS)°

ad 5 ml Aqua bidest.,
Lagerung: -20°C in Aliquots von 110 pl

Trenngel 12%

3,5ml Aqua bidest.
2,5ml 4x TrisCl/SDS Puffer pH 8,8

4 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid-Losung'
50 ul APS 10%
20 ul N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamin (7 EMED)I

in der aufgefiihrten Reihenfolge mischen, sofort verwenden

Sammelgel

6,17ml  Aqua bidest.

2,5ml 4x TrisCl/SDS Puffer pH 8,8

1,33ml  30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid-Lésung'
50 ul APS 10%

20 pl TEMED'

in der aufgefiihrten Reihenfolge mischen, sofort verwenden
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5x Elektrophoresepuffer

15,1 ¢ Tris®
720g Glycin'
50¢ SDS’

ad 1000 ml Aqua dest.

zum Gebrauch 1:5 mit Aqua dest. vrdiinnen; Lagerung: 4°C

6x Probenpuffer
7 ml 4x TrisCl/SDS-Puffer pH 6,8
3ml Glycerol'
lg SDS’
1 mg Bromphenolblau’

ad 10 ml  Aqua bidest.
Lagerung: -20°C in 1ml Aliquots

B-Mercaptoethanol9
Prestained Protein Molekulargewichtsmarker, ~10-180 kD"

Protein Molekulargewichtsmarker, ~10-200 kD"

4.12.2 Durchfiuhrung

In eine BioRad mini Protean II GieBkammer wurde zunichst das Trenngel eingefiillt und mit
ca. Iml Aqua bidest. iiberschichtet. Nach einer Polymerisationszeit von ca. 20 min wurde das
Wasser mit Filterpapier entfernt, das Trenngel mit Sammelgel {iberschichtet und der entspre-
chende Probentaschenkamm sofort eingesetzt. Nach Polymerisation des Sammelgels wurden
die Kdmme entfernt und die Geltaschen mit Elektrophoresepuffer aufgefiillt. Zu 50 pl der
Proben wurden 10 pl 6x Probenpuffer gegeben. Zur Uberpriifung der Aufreinigung von His-
chBAFF wurden zu 15 pl der Eluatproben 15 pl vorverdiinnter 2x Probenpuffer gegeben. Bei
den Arbeiten unter reduzierenden Bedingungen wurden auflerdem noch 5% B-ME dazupipet-
tiert. Die Probe wurde fiir 5 min auf 95°C erhitzt. AnschlieBend wurden 20 ul der Proben
bzw. 6 ul der Marker in die Geltaschen eingebracht und das Gel in die Kammer eingespannt.
Die Kammer wurde mit Elektorphoresepuffer gefiillt und die Elektrophorese mit einer Strom-
starke von 25 mA gestartet. Nachdem die Lauffront das Trenngel erreicht hatte, wurde die

Stromstéirke bis zum Ende auf 40 mA erhoht.
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413 Coomassie-Farbung

4.13.1 Material

Coomassie-Fiarbelosung

450 ml Ethanol®
100 ml Essigsiure 96%"
25¢g Coomassie-Brilliant-Blau R-250"

ad 1000 ml Aqua bidest.

die Farbelosung ist wiederverwendbar

Entfarbelosung

250 ml Ethanol®
100 ml Essigsiure 96%’

ad 1000 ml Aqua bidest.

die Entfarbelosung wurde nach Gebrauch zur Wiederverwendung mit Aktivkohle

entfarbt;

4.13.2 Durchfiuhrung

Nach Entnahme des Gels aus der Elektrophoresekammer wurde es fiir 15 min in Coomassie-

Féarbelosung eingelegt. Anschliefend wurde die Farbelosung gegen Entfiarbelosung ausge-

tauscht. Diese wurde nach 10 min nochmals gewechselt und das Gel iiber Nacht entfarbt.

4.14 Western Blot

4.14.1 Material

Anodenpuffer 1
36,33 g Tris®
200 ml Methanol®

ad 1000 ml Aqua bidest.
Lagerung: RT

Anodenpuffer 2
3,03g Tris®
200 ml Methanol®

ad 1000 ml Aqua bidest.
Lagerung: RT
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Kathodenpuffer
3,03 g Tris®
200 ml Methanol®
525¢g s-Aminocapronséiure5

ad 1000 ml Aqua bidest.
Lagerung: RT

Magermilchlosung 5%
5¢g Magermilchpulver'

ad 100ml PBS

kurz vor Gebrauch ansetzen

PBS-T (0,05% Tween20)
0,5 ml Tween20®'

ad 1000m! PBS (s. 4.2.1)

Nitrocellulosemembran BA83 Porengrofie 0,2 pm'

Filterpapier Nr. 31

Antikorper

Kaninchen-anti-chBAFF (5 pg/ml in PBS-T)
anti-Kaninchen-IgG-POD" (1:10.000 in PBS-T)
anti-His-tag (X-X-Gly-Ser-His-His-His)*’
anti-Maus-IgG-POD” (1:10.000 in PBS-T)

ECL™ Western Blotting Detection Reagents®

Kodak BioMax MR (Riintgenﬁlm)2

4.14.2 Durchfiihrung

Zum Blotten der Proteine im Semi-dry-Elektroblotter [225] wurden zwischen die mit Aqua

dest. benetzten Plattenelektroden von unten nach oben geschichtet:

4 Lagen in Anodenpuffer 1 getrinktes Filterpapier,
2 Lagen in Anodenpuffer 2 getrianktes Filterpapier

die mit Aqua bidest. getridnkte Nitrocellulosemembran

das SDS-Gel und

4 Lagen in Kathodenpuffer getranktes Filterpapier

Alle Komponenten wurden auf die Grofe des Gels zugeschnitten und ohne Luftblasen auf-

einandergelegt. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Stromstiirke von 0,8 mA / cm® Gel, ent-

sprechend 45 mA / Gel fiir 75 min. Nach dem Blotten wurde die Membran fiir 60 min bei RT
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mit 5% Magermilchlosung blockiert. Dieser Schritt erfolgte wie alle weiteren auf einem Plat-
tenschiittler. Nach einem 15-miniitigen Waschschritt mit PBS-T erfolgte die Inkubation mit
Kaninchen-anti-chBAFF {iber Nacht bei 4°C. Danach wurde die Membran 3x10 min mit
PBS-T gewaschen und fiir eine weitere Stunde mit anti-Kaninchen-IgG-POD geféarbt. Nach
griindlichem Waschen (6x10 min) mit PBS-T, konnte die Membran nun nach Herstelleran-

gaben mit dem ECL™ Western Blotting Detection Reagents inkubiert und entwickelt werden.

415 ELISA

4.15.1 Material

Beschichtungspuffer pH 9,6

3,11 ¢g Natriumcarbonat (Na,CO;)'
6,00 g Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;)'

ad 1000 ml Aqua bidest.; pH auf 9,6 einstellen
Lagerung: 4°C

PBS-T (0,05% Tween20) (s. 4.14.1)
Magermilchlosung 5% (s. 4.14.1)

TMB-Puffer

82 ¢ Na-Azetat (CH;COONa)®
3,15¢g Zitronensidure-Monohydrat (C6HgO7tzO)8

ad 1000 ml Aqua bidest.
Lagerung: 4°C

TMB Stammlosung
6 mg 3,3",5,5 Tetramethylbenzidin (TMB®)
ad lml  DMSO'

Lagerung: RT, lichtgeschiitzt

TMB Gebrauchslosung

10 ml TMB-Puffer 37°C
332 ul TMB Stammlosung
3,0 ul 30% H,0,'

kurz vor Gebrauch ansetzen und sofort verwenden
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Schwefelsiure 1M

472 ml Aqua dest.
28 ml H,S0, 96%°

Saure vorsichtig unter Riihren iiber einen Glasstab ins Wasser laufen lassen;

Antikorper
Antikorper gebundenes Isotyp Tierart Konzentration | Referenz
Antigen
Flag-chBAFF ELISA
Anti-Flag M2 Flag-Epitop IgGl Maus 1 pg/ml >
Anti-chBAFF chBAFF IgG (polyklonal) | Kaninchen s.4.11.2
Anti-rabbit- Kaninchen IgG | IgG (polyklonal) Ziege 1:10.000 >
19G-POD g gL (poly g
ch-Immunglobulin ELISA
Al chigA IgGl Maus 5 pg/ml
M1 chlgM IgGl1 Maus 5 pg/ml
G2 chlgG IgG1 Maus 5 ng/ml
[226]
A3-POD chlgA IgG1 Maus 1:20.000
M2-POD chlgM IgG2a Maus 1:2000
GI1-POD chlgG IgG1 Maus 1: 400.000

Tab. 4.1 Im ELISA verwendete Antikorper

Wenn nicht anders aufgefiihrt wurden die ELISA-Platten im Folgenden zwischen allen Schrit-
ten mit Hilfe eines ELISA-Washers je dreimal mit PBS-T gewaschen und in jedem Schritt fiir
60 min bei 37°C inkubiert, die Verdiinnung der Antikorper erfolgte in PBS-T.

Volumenangaben beziehen sich jeweils auf eine Kavitit der 96-Lochplatte.

4.15.2 Flag-chBAFF ELISA

NUNC-Maxisorp® Polystyren 96-Lochplatten wurden mit 100 pl anti-Flag-M2 in Beschich-
tungspuffer (Konzentration s. Tab. 4.1) {iber Nacht bei 4°C beschichtet.

Nach Abwaschen des nicht gebundenen Beschichtungsantikérpers erfolgte die Blockierung
der freien Bindungsstellen auf der Platte mit 200 pul Magermilchlosung, um unspezifische
Bindungen zu verhindern. AnschlieBend wurde die Platte mit 100 pl der zu testenden 293T-
BAFF Uberstinde inkubiert, wobei die Uberstiinde in einer log2-Verdiinnung (1:2 bis 1:2048
in PBS-T) aufgetragen wurden. Daran schloss sich die Inkubation mit 100 pl des gereinigten
polyklonalen anti-chBAFF-IgG an. Als letztes wurden 50 pl anti-rabbit-IgG-POD aufgetra-
gen. Zur Entwicklung des ELISA wurden 100 ul TMB Gebrauchslosung zugegeben und fiir
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10 min im Dunkeln bei RT inkubiert, wobei eine Bindung von Flag-chBAFF durch eine Blau-
farbung der Probe angezeigt wird. Ohne Waschen wurde die Reaktion dann durch Zugabe von
50 pl 1M Schwefelsdure gestoppt, wodurch ein Farbumschlag von blau nach gelb erzielt

wird. Zur Quantifizierung wurde der ELISA im Plattenphotometer bei 450 nm gemessen.

4.15.3 Hihner-Immunglobulin ELISA

Zur Bestimmung des Immunglobulingehalts im Serum der behandelten Tiere wurden NUNC-
Maxisorp® Polystyren 96-Lochplatten mit je 100 pl der primdren Antikorper (Al, M1, G2) in
Beschichtungspuffer iiber Nacht bei 4°C inkubiert.
Nach Blockierung der Platte mit 200 pl Magermilchpulver, wurden 100 pl der zu testenden
Seren als log2 Titration aufgetragen. Dabei lagen den Titrationsreihen folgende Ausgangs-
verdiinnungen in PBS-T zugrunde:

- IgA-Bestimmung: 1: 10 - 1:20 (je jiinger die Tiere, desto niedriger die Verdiinnung)

- IgM-Bestimmung: 1:20 — 1:50 (je jiinger die Tiere, desto niedriger die Verdiinnung)

- IgG-Bestimmung 1:5000
AnschlieBend folgte die Inkubation mit 50 pl des POD-konjugierten sekundidren Antikorpers.
Die Entwicklung mittels TMB erfolgte analog zu der unter 4.15.2 beschriebenen Methode.

4.16 Durchflusszytometrie

Die Messungen fiir diese Arbeit wurden an einem Fluoresence Activated Cell Scanner

(FACScan®) durchgefiihrt und mit Cell Quest Pro und WinMDI 2.8 ausgewertet.

4.16.1 Material

Fluo-Puffer

5¢g Bovines Serum Albumin (BSA4)"
50 mg Natrium-Azid (NaN;)®

ad 500 ml PBS
Lagerung: 4°C

FACS-Puffer
100mg  NaN;®

ad 1000 ml PBS
Lagerung: RT

10x PBS (s.4.8.1)
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Paraformaldehyd (PFA) 4%
20g Paraformaldehyd®

ad 450 ml Aqua bidest.

im Wasserbad bei 60°C ca. 1h rithren, dann einige Tropfen NaOH zugeben um das
restliche PFA in Losung zu bringen, 50 ml 10xPBS zugeben, Lagerung: 4°C

Substanz Funktion Konzentration
Streptavidin-PE' Bindung an biotinilierte Antikorper 1:300
Propidium lodid (PI) Anfarbung toter Zellen durch Bindung 2,5 ug/ml
7-Actinomycin-D’ (7-AAD) an die DNA ’

Flag-chBAFF

. Bindung an BAFF-Rezeptoren 1:5
(293T-BAFF Zellkulturiiberstand)

Blockierung freier Bindungsstellen bei

Doppelfarbungen 1:20

Normal-Mausserum

Tab. 4.2 Reagenzien fiir die Durchflusszytometrie

4.16.2 Einfachfarbung

Die im Folgenden genannten Volumenangaben beziehen sich jeweils auf eine Kavitédt der zum
Férben benutzten 96-Loch-Rundboden-Platten. Zur Verdiinnung von Antikdrpern wurde
Fluo-Puffer eingesetzt. Alle Inkubationsschritte fanden auf Eis und im Dunkeln statt.
Ungefihr 5x10° bis 1x10° Zellen/Kavitit wurden auf eine 96-Loch-Platte transferiert und
durch kurze Zentrifugation bei 716xg pelletiert. Die Zellpellets wurden in je 50 pl des pri-
méren Antikdrpers resuspendiert und fiir 25 min inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen
durch Zugabe von 150 pl Fluo-Puffer und erneuter Zentrifugation, wurden die Proben fiir 20
min in 35 pl des sekundiren Antikorpers — anti-Maus-IgG-FITC oder anti-Maus-PE - inku-
biert. Nach einem weiteren Waschschritt (Zugabe von 150 pl Fluo-Puffer, Zentrifugation)
wurden die Zellen zur Messung in 300 pl Fluo-Puffer aufgenommen und in geeignete Proben-
rohrchen tiberfiihrt.

Fiir den Nachweis der Bindung von chBAFF an Oberflachenrezeptoren wurden die Zellen
zundchst fiir 25 min in 50 pl Flag-chBAFF-Zellkulturiiberstand resuspendiert. Nach einem
Waschschritt erfolgte fiir 20 min die Inkubation mit anti-Flag-M2, an die sich nach erneutem
Waschen die Féarbung mit anti-Maus-IgG-FITC anschloss. Die Farbung mit dem freund-
licherweise von Dr. Pascal Schneider (Institut fiir Biochemie, Universitdt Lausanne, Schweiz)
zur Verfliigung gestellten humanem und murinem BAFF wurde nach derselben Methode

durchgefiihrt.
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Antikorper

Klonname

anti-L-Kette'®

L22
11G2
AV20'°
M1
M2
16-6
CT3
2-6
3-298
TCR-1
TCR-2
TCR-3
a-Flag-M2°

a-Flag-M2-

Biotin®

anti-Maus-IgG-
FITC
anti-Maus-IgG-
PEI6

anti-Maus-IgG1-

FITC'®
anti-Maus-

IgG2a-FITC'®

anti-Maus-IgG1-

PE16
anti-Maus-

IgG2a-PE'

gebundenes

Antigen Isotyp Tierart
Primire Antikorper (unmarkiert)
leichte Kette IgGl Maus
Bu-1la (chB6.1) IgGl Maus
Bu-1b (chB6.2) IgGl Maus
Bul IgGl Maus
IgM IgGl Maus
IgM IgG2a Maus
CD45 IgG2a Maus
CD3 IgG1 Maus
CDh4 IgGl Maus
CDS8 IgG2b Maus
TCR yd IgGl Maus
TCRo/vB1 IgGl Maus
TCRo/vB2 IgGl Maus
Flag-Epitop IgGl Maus
Flag-Epitop IgGl1 Maus

Sekundiire Antikorper (fluoreszenzmarkiert)

Maiuse-I1gG Polyklonal Ziege
Maiuse-1gG Polyklonal Ziege
Mause-IgGl Polyklonal Ziege
Maiuse-IgG2a Polyklonal Ziege
Mause-IgGl Polyklonal Ziege
Mause-1gG2a Polyklonal Ziege

Tab. 4.3 Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Konzentration

Zellkulturiiberstand

Zellkulturiiberstand
Zellkulturiiberstand
2,5 pg/ml
5 pg/ml
5 pg/ml
Zellkulturiiberstand
Zellkulturiiberstand
Zellkulturiiberstand
Zellkulturiiberstand
Zellkulturiiberstand
Zellkulturiiberstand
Zellkulturiiberstand

5 pg/ml

5 pg/ml

1:250

1:300

1:50

1:50

1:300

1:300

Referenz

[106]

[227]

[75]

[226]

[228]
[229]
[230]
[231]
[232]

[233]
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4.16.3 Doppelfarbung

Fiir Doppelfarbungen, bei denen die betreffenden primiren Antikorper unterschiedliche Iso-
typen aufweisen, wurde die Farbung mit isotypspezifischen Sekundirantikérpern durchge-
fiihrt (z.B. AV20 (IgGl) vs. M2 (IgG2a)). Hierzu wurden die Zellen zundchst fiir 25 min
gleichzeitig mit je 35 pl beider Primérantikorper inkubiert. Nach dem Waschen erfolgte die
Féarbung mit 35 pl einer Mischung der entsprechenden isotypspezifischen Sekundirantikorper

in den angegebenen Verdiinnungen (z.B. anti-Maus-IgG1-FITC und anti-Maus-IgG2a-PE).

Fiir die 2-Farben Immunfluoreszenz mit chBAFF wurden die Zellen zunéchst in einer Ein-
fachfiarbung mit den entsprechenden primiren Antikorpern (anti-Bul, anti-CD3 usw.) und
anti-Maus-IgG-FITC als Sekundérantikorper gefarbt (s. 4.16.2). Im ndchsten Schritt wurden
gleichzeitig die freien Bindungsstellen des sekunddren Antikérpers durch Zugabe von NMS
blockiert und chBAFF-Flag an die Rezeptoren gebunden. Dazu wurden die Zellen fiir 20 min
in 40 pl einer Mischung aus Fluo-Puffer, Normal-Mausserum und chBAFF-Flag inkubiert.
Anschlieend wurden die Proben nacheinander fiir 20 min mit 35 ul anti-Flag-M2-Biotin und

zuletzt mit 35 pl Streptavidin-PE geférbt.

4.16.4 BCMA-Inhibition

Um die spezifische Bindung von chBAFF an humanes BCMA nachzuweisen, wurde Flag-
chBAFF mit verschiedenen Konzentrationen an huBC MA-Fc vorinkubiert. Dieses wurde uns
ebenfalls von Dr. Pascal Schneider (s. 4.16.2) zur Verfiigung gestellt. Dabei wurden zu 50 pl
einer log2-Titration von hBCMA-Fc 50 pl der konstant gehaltenen Flag-chBAFF-
Verdiinnung gegeben und 30 min auf Eis inkubiert.

40 pl dieser Ansitze wurden dann analog zu 4.16.2 zur Farbung der Zellen verwendet, so dass
bei erfolgter Bindung von chBAFF an hBCMA kein freies chBAFF mehr in den Proben war

und somit im Durchflusszytometer keine Fluoreszenz mehr sichtbar war.

4.16.5 Lebend/Tot-Farbung

Zur Diskriminierung zwischen lebenden und toten Zellen wurde bei Einfachfarbung kurz vor
der Messung PI (s. Tab. 4.2) zu den fertig gefarbten und in den Messrohrchen befindlichen
Proben gegeben.

Bei Doppelfarbungen erfolgte die Lebend/Tot-Unterscheidung durch Zugabe von 7-AAD, da

dies zwar etwas schwicher farbt aber mit der zweiten Fluoreszenzfarbe deutlich weniger in-
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terferiert als PI. Nach Zugabe von 7-AAD wurden die Proben zur besseren Bindung des Farb-

stoffs an die DNA vor der Messung nochmals 10 min im Dunkeln bei RT belassen.

4.16.6 Fixierung

Konnten die Zellen nicht sofort gemessen werden und war eine Lebend/Tot Fiarbung nicht
ndtig, wurden sie in 1% PFA fixiert. Dazu wurden 100 pl PFA 4% in die Probenrdhrchen
vorgelegt und die in 300 pl Fluo-Puffer aufgenommene Probe dazugegeben. Die Lagerung

der Proben bis zur Messung erfolgte im Dunkeln bei 4°C.

4.17 B-Zell-Separation mittels MACS®

Werden zur Klarung gewisser Fragestellungen statt gemischten Zellpopulationen, wie sie
nach der Priparation von Leukozyten aus Organen vorliegen, reine Populationen, wie z.B. B-
Zellen oder CD4"-T-Zellen benétigt, ist es moglich, die gewiinschte Zellpopulation iiber eine
MACS (= Magnetic Cell Sorting) Separation aufzureinigen. Nach Markierung des betreffen-
den Antigens mit FITC, wird dieses von anti-FITC-Antikdrpern gebunden, die an kleine pa-
ramagnetische Beads gekoppelt sind. Dies macht es nun mdglich, die markierten Zellen beim
Durchlauf durch eine, in einen Magneten eingespannte Sidule, selektiv zuriickzuhalten und

separat von der Sdule zu waschen, nachdem diese aus dem Magneten entfernt wurde.

4.17.1 Material

Standardmedium (s. 4.3.1)

Medium 5% FCS
25 ml FCS?

Sml Penicillin-Streptomycin’
ad 500 ml RPMI’
anti-L-Kette (s.Tab. 4.3 )
anti-Maus-Ig-FITC® (Verdiinnung 1:50 in Medium)

MACS anti-FITC-Microbeads'’

MACS Separation Column LS"
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4.17.2 Durchfiuhrung

Milzleukozyten wurden entsprechend 4.2.3 pripariert und gezéhlt. Da es sich hierbei um eine
Positiv-Separation handelt, d.h. die an die Sdule gebundenen Zellen werden spdter weiter
verwendet, und tote Zellen unspezifisch an die Matrix der MACS-Siule binden, wurden fiir
das MACS-Sorten nur Zellpraparationen mit einer Viabilitidt > 90% verwendet.

5x10® Zellen wurden in einem 50 ml RShrchen abzentrifugiert (4°C, 225xg, 10 min), in 500ul
/ 1x107 Zellen anti-L-Kette ZKU resuspendiert und fiir 25 min auf Eis gestellt. Nach dem Wa-
schen der Zellen mit 5% FCS-Medium (Auffiillen des Rohrchens und abzentrifugieren bei
4°C, 225xg, 10 min) erfolgte fiir 20 min die Inkubation mit 50 pl anti-Maus-Ig-FITC / 1x10’
Zellen auf Eis. Nach erneutem Waschen wurde der Uberstand vollstindig abgenommen und
das Zellpellet in 90 pl Medium / 1x10” Zellen aufgenommen. Nach Zugabe von 10 ul MACS
anti-FITC-Microbeads wurde die Zellsuspension nochmals fiir 15 min im Dunkeln bei 6—
12°C im Kiihlschrank inkubiert.

Wihrend der letzten Inkubationszeit wurde die Sdule durch Einspannen in den Magneten und
Waschen mit 3 ml Medium vorbereitet. Dann wurde die vorsichtig gewaschene und in 1 ml
Medium / 1x10® Zellen aufgenommene Probe in 2 ml Fraktionen auf die Siule gegeben (25 pl
der Zellsuspension wurden als Probe 1 — ,,Vor Separation® - und 25 pl des Durchlaufs als
Probe 2 ,,Negativ Fraktion* abgenommen und auf Eis gestellt). Uber eine LS Separationsiule
konnen aus einer Zellsuspension von 1x10° Zellen, maximal 1x10® Zellen positiv gesortet
werden. Nachdem die Sdule dreimal mit 4 ml Medium gewaschen wurde, wurde sie aus dem
Magneten genommen und mit Hilfe eines Stempels mit weiteren 5 ml Standardmedium
eluiert. Das in einem Rohrchen aufgefangene Eluat wurde nochmals gewaschen und in fri-
schem Standardmedium aufgenommen. 25 ul des Eluats wurden zur Uberpriifung der Separa-
tion im FACS als Probe 3 ,,Positiv-Fraktion* abgenommen und ebenfalls auf Eis gestellt.

Die Reinheit der Separation konnte nun ohne weitere Firbeschritte nach Uberfiihren der Pro-
ben 1 bis 3 in FACS®-Messrohrchen und Zugabe von 300 pl Fluo-Puffer durchfluss-

zytometrisch bestimmt werden.
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4.18 In vitro Funktionstest: Bestimmung der Uberlebensrate

4.18.1 Material

Flag-chBAFF Zellkulturiiberstand
Flag-Kontrolliiberstand
Trypanblau-Liisung]

Antikorper (s. Tab. 4.3)

Anti-L-Kette
Anti-Maus-Ig-FITC’

Propidium Iodid® (s.Tab. 4.2)

4.18.2 Durchfiuhrung

Zur in vitro Uberpriifung der biologischen Funktion von chBAFF wurden primire Leukozy-
ten mit Flag-chBAFF Zellkulturiiberstand kultiviert. AnschlieBend wurde die Uberlebensrate
der B-Zellen bestimmt. Die nach den unter 4.2.2 (PBL), 4.2.3 (gemischte Leukozyten aus
verschiedenen Organen), und 4.17 (gesortete B-Zellen) gewonnenen und in Standardmedium
aufgenommenen Zellen, wurden in einer Dichte von 5x10° Zellen/Kavitit in eine 24-Loch-
Platte eingesédt. Die Zellsuspension wurde daraufthin mit der zu den jeweiligen Versuchen an-
gegebenen Konzentration an Flag-chBAFF-Zellkulturiiberstand versetzt. Als Kontrolle diente
Uberstand von Zellen, die mit dem leeren Vektor transfiziert wurden. AnschlieBend wurden
die Zellen bei 40°C und 5% CO, fiir 24 bis 72 Stunden kultiviert.

Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die Zellsuspension in 5 ml Réhrchen tiberfiihrt. Um
einen vollstindigen Transfer zu erreichen, wurden die einzelnen Kavititen jeweils zweimal
mit PBS nachgespiilt. Nach Zentrifugation der Zellen wurden diese in exakt 1 ml Medium
resuspendiert, worauf die absolute Zahl der lebenden Zellen in den Proben mittels Trypan-
blau-Fiarbung (s. 4.2.2) bestimmt wurde. Die Frequenz der lebenden B-Zellen wurde Durch-
flusszytometrisch gemessen, indem die Zellen durch Féarbung mit dem L-Ketten-Antikorper
markiert (s. 4.16.2) und zusitzlich mit PI gefirbt wurden. Die Frequenz der lebenden B-

Zellen entspricht dabei der Frequenz der L-Ketten positiven und PI negativen Zellen.
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Die absolute Zahl lebender B-Zellen in den Kulturen konnte durch Multiplikation der absolu-

ten Zahl lebender Zellen mit der Frequenz lebender B-Zellen berechnet werden.

4.19 In vitro Funktionstest: Bestimmung der Proliferation

Um die Proliferation von Zellen z.B. nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren, nachweisen
zu konnen, hat sich die Markierung der Zellen mit Carboxy-Fluorescein-Diacetat-Succini-
midyl-Ester (CFSE) in letzter Zeit zu einer anerkannten Alternative zur [3H]Thymidin— oder
BrdU-Inkorporation entwickelt. Bei CFDA-SE handelt es sich um ein nicht polares Molekiil,
das die Zellmembran spontan penetriert und im Zellinneren von intrazelluldren Esterasen zum
anionischen CFSE hydrolysiert wird. CFSE bindet daraufhin irreversibel an freie Amingrup-
pen des Zytoskeletts. Nach einer initialen Phase der Equilibrierung (ca. 24 Stunden) ist die
Fluoreszenz von ruhenden CFSE markierten Zellen {iber Monate stabil und kann im Durch-
flusszytometer nach Anregung bei 488 nm im FL1-Detektionskanal nachgewiesen werden.
Wenn sich Zellen teilen, wird das gebundene CFSE gleichméBig auf die Tochterzellen ver-
teilt, was zu einer Halbierung der Fluoreszenzintensitit der Zelle fithrt. Dadurch kénnen im
Durchflusszytometer 8 bis 10 Zellteilungen unterschieden werden. Der groBe Vorteil der
CFSE-Markierung gegeniiber der ["H]Thymidin-Inkorporation besteht darin, dass mittels ei-
ner durchflusszytometrischen Phinotypisierung der Zellen im Anschluss an die Kultivierung,

genau bestimmt werden kann, welche Zellpopulationen sich geteilt haben.

4.19.1 Material

CFSE-Stammlosung 10mM
25 mg CFSE'®

ad 4,5ml DMSO’ (wasserfrei, da stark hygroskopisch, Aufbewahrung im Exsik-
kator)

Lagerung: -20°C, in 50 pl Aliquots, Reste nach dem Auftauen verwerfen
RPMI 1640°
Standardmedium (s. 4.2.1)

PBS 2% CHS
1 ml Hiihner Serum (CHS)’

ad 50 ml  PBS
Lagerung: 4°C
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CFSE-Arbeitslosung 2,5 pM
2,5 ul CFSE-Stammlosung

ad 10 ml  PBS 2% CHS

kurz vor Gebrauch frisch ansetzen
Flag-chBAFF
Fluo-Puffer (s. 4.16.1)

Antikorper (s. Tab. 4.3)

AV20, 16-6, CT3
anti-Maus-Ig-PE'®

4.19.2 Durchfiuhrung

Die benétigte Zahl an Milzleukozyten wurde abzentrifugiert, in 1 ml/ 1x10” Zellen 37°C war-
mer CFSE-Arbeitslosung resuspendiert und fiir 30 min bei 37°C in einem schiittelnden Was-
serbad inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen sofort zweimal mit warmem RPMI
gewaschen (10 min, 225xg), wobei bei erfolgreicher Farbung eine Gelbfiarbung des Zellpel-
lets zu erkennen war.

Nach dem zweiten Waschschritt wurden die Zellen in Standardmedium resuspendiert, auf
eine Zelldichte von 1x10’ Zellen / ml eingestellt und auf einer 24 Lochplatte mit 1 ml Zell-
suspension / Kavitdt unter Zugabe von 5% Flag-chBAFF-Zellkulturiiberstand fiir 48 Stunden
bei 40°C kultiviert.

100 pul der Zellsuspension wurden nach Zugabe von 200 ul Fluo-Puffer zur Uberpriifung der
Féarbung im Durchflusszytometer benutzt. Dabei wurde ohne weitere Firbeschritte die Fluo-
reszenz der Zellen im FL1-Kanal gemessen. Um spéter die einzelnen Zellteilungen gut von-
einander unterscheiden zu kénnen, muss die Fluoreszenz bei ca. 400 Volt zwischen 10° und
10* liegen.

Zur Kontrolle der Proliferationsfahigkeit der Zellen nach der Farbung wurden ein Aliquot der
CFSE-gefirbten Milzzellen nach der unter 4.3.6 beschriebenen Methode mit 10 pg/ml ConA
stimuliert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen von der Platte genommen, abzentrifugiert und
fiir die durchflusszytometrische Phédnotypisierung der proliferierenden/nicht proliferierenden
Zellen einer Einfachfiarbung nach 4.16.2 unterzogen. Als Sekundérantikdrper wurde dabei
anti-Maus-Ig-PE verwendet. Zur Markierung der toten Zellen wurden diese mit 7-AAD ange-

firbt (s. 4.16.5)
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4.20 Nachweis der in vivo Aktivitat von chBAFF

4.20.1 Material

His-chBAFF (hergestellt nach 4.9)

His-MxA

ein exakt wie His-chBAFF hergestelltes und aufgereinigtes Kontrollprotein
hBCMA-Fc (s. 4.16.4)

PBS (s. 4.2.1)

4.20.2 chBAFF-Substitution

3 Tage alten Kiiken wurde iiber einen Zeitraum von 7 Tagen zweimal téglich entweder His-
chBAFF oder His-MxA (2 mg/kg KG ) i.p. injiziert. Nach Bestimmung des Korpergewichts
und Entnahme von Blut zur Serumgewinnung wurden die Tiere an Tag 8 getdtet. Zur Gewin-
nung von Leukozyten nach 4.2.3 wurden Milz, Bursa und Caecaltonsillen entnommen. Die
Priparationen von Milz und Bursa erfolgten einzeln, die Caecaltonsillen beider Gruppen wur-
den, um ausreichende Zellzahlen zu erhalten, jeweils vereinigt. Zur Berechnung des Milz/KG-
Index wurde zusétzlich das Milzgewicht bestimmt. Wéhrend die verschiedenen Leukozyten-
praparationen anschlieBend im Durchflusszytometer analysiert wurden (Farbung s. 4.16.2),

wurde in den Seren der Immunglobulingehalt mittels ELISA (s. 4.15.3) bestimmt.

4.20.3 chBAFF-Neutralisation

Im ersten Versuch erhielten Kiiken am 2., 5. und 8. Lebenstag je 300 ug hBCMA-Fc oder das
entsprechende Volumen an PBS i.p.. An Tag 10 wurden die Tiere gewogen und heparinisier-
tes Vollblut gewonnen. Nach Tétung der Tiere wurden Milz, Bursa und Caecaltonsillen ent-
nommen und von Milz und Bursa das Gewicht bestimmt. Je 1 ml Blut / Tier wurde zur Plas-
magewinnung genutzt, aus dem restlichen Blut wurden PBL nach 4.2.2 gewonnen. Aus den
Milzen und den vereinigten Caecaltonsillen wurden nach 4.2.3 die Leukozyten isoliert und im
Durchflusszytometer analysiert. Der Immunglobulingehalt der Plasmen wurde im ELISA (s.
4.15.3) ermittelt.

Im zweiten Versuch wurde das Behandlungsschema variiert. So wurden Eintagskiiken {iber
einen Zeitraum von 5 Tagen einmal taglich 300 pg huBCMA-Fc oder ein entsprechendes Vo-
lumen PBS i.p. injiziert. An Tag 6 wurden die Tiere getotet und Gewicht, Zellfrequenzen und

Immunglobulinspiegel nach dem gleichen Schema wie in Versuch 1 analysiert.
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4.21 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung der SPSS Software fiir Windows. Die

Daten wurden mit dem Student t-Test ausgewertet.
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5 Ergebnisse

5.1 Identifizierung und Klonierung von chBAFF

Bei der Analyse einer auf Hiihner-Bursazellen basierenden EST-Datenbank, fanden sich mit
dkfz426 2f7r1 und riken1-33al8rl zwei iiberlappende Klone, die Sequenzinformationen fiir
ein Polypeptid mit hoher Ahnlichkeit zu humanem (huBAFF) und murinem BAFF (muBAFF)
enthielten. Durch Kombination der Sequenzen dieser beiden tiberlappenden EST-Klone konn-
te eine fiir das komplette Protein — chicken BAFF (chBAFF) - kodierende cDNA abgeleitet
werden (Abb. 5.1). Die GenBank-Zugangsnummer fiir diese Sequenz lautet AF506010.
ChBAFF ist ein 271 Aminosduren langes Protein mit einer Transmembrandoméne (TMD). Es
enthilt, wie murines und humanes BAFF, eine mogliche Schnittstelle fiir eine Furin-Typ-
Protease. Somit scheint neben einer membranstindigen Form auch fiir chBAFF, eine 16sliche
Variante zu existieren, welche mit einem Serin-Rest auf Position 136 beginnt. Der Vergleich
der Proteinsequenzen des 16slichen Anteils von chBAFF, muBAFF und huBAFF ergab Se-

quenzhomologien von 76% und 70% zwischen chBAFF und dem humanen bzw. murinen

Zytokin.

TMD
MuBAFF MDESAKTLPPPCLCFCSEKGEDMKVGYDP ITPQKEEGAWFGICRDGR ———————— LLAATLLLALLSSSFTAMSLYQLAALQADLMNLRMELQSYRGSA T 92
chBAFF MKSVDCVHVIQQKDTA SSPSGPPGAASGTTGLFSVTFLWLAMLLSSCLAAVSLYHAITLKTELEALRSEL IYRVRARS 78

huBAFF 91

muBAFF
chBAFF
huBAFF

169
148
145

MuBAFF 271

CchBAFF 250

huBAFF CLQLIADSETPTIQKGSYTFVPWLLSFKRGSALEEKENKILVKETGYFFIYGQVLYTDKTYAMGHLIQRKKVHVFGDELSLVTLFRCIQNMPETLPNNSCYS 247

MUBAFF  AGIARLEEGDE IQLATPRENAQISRNGDDTFFGALKLL 309

chBAFF AGIAKLEEGDELQLTIPRRRAKISLDGDGTFFGAVRLL 288

huBAFF AGIAKLEEGDELQLAIPRENAQISLDGDVTFFGALKLL 285

Abb. 5.1 Vergleich der BAFF-Proteinsequenzen von Huhn, Mensch und Maus.

Das Alignment der Sequenzen von chBAFF (GenBank Zugangs-Nr. AF506010), huBAFF (GenBank Zugangs-
Nr. AF116456) und murinem BAFF (GenBank-Zugangs-Nr: AF119383) wurde unter Verwendung der
CLUSTAL-Methode durchgefiihrt. Die Aminosduren sind durch den Ein-Buchstaben-Code dargestellt, wobei
die Verbindung durch zwei Punkte identische Aminosduren anzeigt. Die mit einem Punkt gekennzeichneten
dhnlichen Aminoséuren gehoren entweder beide zur Gruppe der sauren (D oder E), basischen (H, K oder R),
hydrophoben (A, F, I, L, M, P, oder W) oder polaren (C, G, N, Q, S, T, oder Y) Aminosduren. Die TMD ist
schattiert, die Furinschnittstelle durch einen Kasten markiert.
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Zur Gewinnung eines Vollangenklons der 16slichen Form von chBAFF wurde das PCR-
Primerpaar 5'-AGCAACGAGTAACATGGATTGCAC-3" und 5-GCTTCAGAGGAGTC-
TAACTGCAC-3" konstruiert. Unter Verwendung dieser Primer konnte aus einer cDNA-Bib-
liothek der Hiihner-T-Zelllinie 855-23 [234] der komplette offene Leserahmen von chBAFF
amplifiziert werden. Das PCR-Produkt wurde daraufhin in den Vektor pcDNA3.17 kloniert.

5.2 Untersuchung der chBAFF-Expression in verschiedenen

Organen

Um eine Ubersicht zu erhalten, in welchen Geweben chBAFF exprimiert wird, wurde wie
unter 4.6 beschrieben, ein Northern Blot durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 15 pg RNA aus
verschiedenen Hithner Gewebeproben in einem Agarose-Gel mit 4% Formaldehyd der GroBe
nach aufgetrennt, auf eine Nylonmembran iibertragen und mit **P radioaktiv markierten PCR-
Fragmenten aus der chBAFF-Sequenz hybridisiert. Als Positivkontrolle wurde RNA der Hiih-
ner-T-Zelllinie 855-23 verwendet, da in dieser mittels PCR bereits chBAFF-mRNA nachge-
wiesen werden konnte. Zur Uberpriifung der aufgetragenen RNA-Menge wurde die Membran
anschlieBend noch mit radioaktiv markierter cDNA von chicken GAPDH, einem sog. “house-
keeping Gen, beprobt. Neben dem Transkript der Positivkontrolle aus 855-23-Zellen, fand
sich ein deutliches Signal in der Bursa. Ein sehr schwaches Signal konnte zudem in der Milz-
préparation nachgewiesen werden. Alle {librigen untersuchten Gewebe zeigten keine Expres-
sion des Zytokins. Nach der Hohe der Banden zu urteilen, ist die fiir chBAFF kodierende
RNA ungefdhr 3 kB gro3 (Abb. 5.2)

é\\\@o
IS
o @ q}\o é&& .
(9) S
o N\ )
Al & ST TS

Abb. 5.2 chBAFF-Genexpressions-Profil
(A) Eine Northern Blot Membran mit RNA-
-~ . Proben aus verschiedenen Geweben des Huhnes
- und der Hiihner-T-Zelllinie 855-23 wurde mit 2P
: radioaktiv markierter chBAFF-cDNA beprobt.
(B) Zur Abschitzung der relativen Menge der
aufgetragenen RNA wurde die Membran an-
schliefend nochmals mit einer Hithner-GAPDH-
c¢DNA hybridisiert. Die Positionen der als Mar-
ker verwendeten 28S und 18S rRNA sind ange-
zeigt.
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Der Northern Blot hatte gezeigt, dass Transkripte fiir chBAFF vorrangig in der Bursa zu fin-
den sind. Da fiir die RNA-Priparation jedoch die gesamte Bursa verwendet wurde, blieb of-
fen, welche Zellpopulation der Bursa — B-Zellen oder Stromazellen — das Zytokin produzie-
ren.

Um dieser Frage nachzugehen, wurde eine in situ Hybridisierung der Bursa durchgefiihrt.
Dabei konnte mit der zur chBAFF-mRNA komplementiren und mit **P markierten antisense
cDNA-Probe im gesamten Organ chBAFF-mRNA nachgewiesen werden (Abb. 5.3), wobei
die Follikelmedulla geringfiigig stirker angeférbt wurde als der Cortex. Die zum Vergleich
durchgefiihrte immunhistologische Farbung der B-Zellen in der Bursa mit einem Antikorper
gegen Bul zeigte die dicht gepackten B-Zellen im Follikelcortex und die etwas lockerere Ver-
teilung der B-Zellen in der Medulla. Anzumerken ist, dass Antikorper gegen Bul, neben den
B-Zellen, auch eine kleine Makrophagenpopulation in der Medulla erkennen. Insgesamt
konnte das Verteilungsmuster der chBAFF-Expression durch die in sizu Hybridisierung keiner

bestimmten Zellpopulation in der Bursa zugeordnet werden.

A) B)
*
T
5 e
*

Abb. 5.3 in situ Hybridisierung

Kryoschnitte der Bursa wurden mit **P markierten BAFF-cDNA Proben hybridisiert und einer Kernfirbung
mit Hdmalaun unterzogen. A) Antisense cDNA, 20fache VegroBerung. B) Antisense cDNA, 40fache Ver-
groflerung. C) Sense cDNA, 20fache Vegroflerung. D) Kryoschnitt der Bursa mit einer immunhistologische
Farbung der B-Zellen durch einen Antikorper gegen Bul (siche 4.8). Pfeile weisen auf den Cortex, Sterne
kennzeichnen die Medulla eines Bursafollikels.



Ergebnisse 77

5.3 Herstellung und Nachweis von rekombinantem chBAFF

Fiir die im weiteren geplanten Versuche zur Funktion dieses Zytokins wurde rekombinantes
Protein benétigt. Hierzu sollte rekombinantes chBAFF sowohl in einem prokaryotischen als

auch in einem eukaryotischen Expressionssytem hergestellt werden.

5.3.1 Prokaryotische Expression in E.coli

Zur prokaryotischen Expression von chBAFF in Escherichia coli wurde zunichst mit den
Primern 5'-CGCGGATCCTCTATTGTCAACGCAGAAGAAACA-3" und 5-CCCAAGC-
TTTCAGAGGAGTCTAACTGCACC-3’ eine PCR-Reaktion auf der 855-23 cDNA-Biblio-
thek durchgefiihrt, iiber die eine einzelne Schnittstelle fiir BamHI und HindIII in das PCR-
Produkt eingefiihrt wurde. AnschlieBend wurde das entstandene cDNA-Produkt zwischen die
BamHI und HindIII Schnittstellen des prokaryotischen Expressionsvektors pQE9' kloniert
und der Vektor in den E.coli Stamm M15 transfiziert. Nach Induktion der Expression dieses
Konstrukts erhielt man ein im folgenden als His-chBAFF bezeichnetes Produkt, das am N-ter-
minalen Ende um das Peptid Met-Arg-Gly-Ser-(His)s-Gly-Ser erweitert ist. Zur Aufreinigung
von His-chBAFF wurden Bakterienkulturen bei einer ODgyo =0,5 fiir eine Stunde mit 1,5 mM
Isopropylthiogalactose induziert. Dann wurden die Bakterien mittels Ultraschall lysiert, bevor

die Affinitdtschromatographie liber eine Nickel-Chelat-Agarose-Saule erfolgte (s. 4.9).
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200 Abb. 5.4 SDS-Gel zur Uberpriifung der
100 — His-chBAFF Aufreinigung
70 —— : Nach Elution der Ni-Agarose-Siule wur-
—— den eine beim Durchlauf des Bakterienly-
50— e sates entnommene Probe sowie die sechs
40— Elutions-Fraktionen in einem 12% SDS-
30 — Gel aufgetrennt und mit Coomassie-Blau
gefarbt. Eine Bande flir chBAFF ist in den
25— Eluaten 3, 4, 5 und — sehr schwach — in
20— Eluat 6 zu erkennen. Bis auf das Eluat 3
sind die Fraktionen anndhernd frei von
15— - Verunreinigungen.

10 —
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Die Kontrolle der erhaltenen Elutionsfraktionen erfolgte im SDS-Gel. Wie in Abb. 5.4 ge-
zeigt, enthélt das SDS-Gel eine deutliche Bande fiir ein ca. 15 kDa groBles Protein, welches
sich iiberwiegend in den Eluaten 3, 4 und 5 fand. Sehr schwach war diese Bande auch in Eluat
6 zu erkennen. Die Vielzahl weiterer Banden in den Eluaten 1 und 2 waren auf Verunreini-
gungen zuriickzufiihren, die sich in geringem Mal} auch noch in Eluat 3 fanden. Die Eluate
mit den groBten Proteinmengen (3-5) wurden anschlieend vereinigt und der Proteingehalt
nach dem Umpuffern in PBS photometrisch bestimmt. Diese Priparationen enthielten zu
>95% rekombinantes chBAFF mit einem geringen Anteil an Verunreinigungen. Im Mittel
konnten aus einem Liter Bakterienkultur 0,2-0,4 mg His-chBAFF gewonnen werden. Dies
war im Vergleich zur Aufreinigung anderer Proteine wie z.B. chIFNy [234] eine relativ ge-

ringe Ausbeute.

5.3.2 Gewinnung eines Kaninchenserums gegen chBAFF

Nachdem prokaryotisch exprimiertes His-chBAFF in gereinigter Form vorlag, wurde ein Ka-
ninchen mehrmals mit 0,2 mg His-chBAFF in FCA bzw. FIA immunisiert (s. 4.11.2). Die
erste Blutentnahme zur Serumgewinnung erfolgte drei Wochen nach der zweiten Boosterung.
Das gewonnene Antiserum wurde zundchst im Dot Blot getestet und zeigte eine deutlich po-
sitive Reaktion mit His-chBAFF, wihrend das als Kontrolle dienende Praiimmunserum ne-
gativ blieb. Hierauf wurden die Seren aus mehreren Blutentnahmen vereinigt und die 1gG-
Fraktion, wie in 4.11.3 beschrieben, {iber eine ProteinA-Sepharose aufgereinigt. Das gerei-
nigte Kaninchen-anti-chBAFF-IgG wurde nach 4.14 im Western Blot auf seine spezifische
Bindung an chBAFF iiberpriift. Hierzu wurde iiber Ni-Agarose aufgereinigtes His-chBAFF
verwendet und die Membran zur Kontrolle mit einem Antikorper gegen das Histidin-Tag ge-

farbt, wobei eine knapp 16 kDa schwere Bande sichtbar wurde (Abb. 5.5).
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Dies entspricht den, bei der Kontrolle der Aufreinigung, im SDS-Gel erhaltenen Banden (vgl.
Abb. 5.4). Eine identische Bande wird auch bei der Farbung mit anti-chBAFF-IgG abgebildet,
wihrend die Kontrollfarbung mit dem Prdimmunserum negativ blieb. Das gereinigte Serum
enthdlt folglich spezifische Antikdrper gegen das prokaryotisch exprimierte Zytokin. Die in
der Farbung mit anti-chBAFF-IgG zusitzlich entstandenen Banden, diirften auf Verunreini-
gungen in den zur Immunisierung benutzten Priparationen zuriickzufiihren sein, gegen die

das Kaninchen ebenfalls Antikorper gebildet hat.

5.3.3 Eukaryotische Expression in 293T-Zellen

Zur Expression von chBAFF in eukaryotischen Zellen wurde zunichst eine PCR mit 855-23
cDNA und den Primern 5-CAAATGCATTCTATTGTCAACGCAGAAGAA-3" und 5'-
CCGGAATTC TCAGAGGAGTCTAACTGCAC-3" durchgefiihrt. Hierdurch wurden in der
Néhe der Fragmentenden einzelne Schnittstellen fiir Nsil und EcoRI integriert, sodass das
PCR-Produkt anschliefend mit Nsil und EcoRI verdaut werden konnte. Das entstandene
Fragment entspricht der 16slichen Form von chBAFF und enthilt alle 152 Aminosduren die
stromabwiérts der moglichen Furinschnittstelle liegen. Um eine sezernierbare Form von
chBAFF zu erhalten, wurde das verdaute PCR-Produkt stromabwérts des Himagglutinin-Sig-
nal-Peptids und der Flag-Sequenz in eine Modifikation des PCR-3-Vektors kloniert, da dieser
Vektor eine effiziente Expression von ¢cDNA in eukaryotischen Zellen vermittelt [235]. Mit
diesem Konstrukt wurden unter Verwendung von Metafectene®® 293T-Zellen transfiziert und
die Uberstéinde nach 72 Stunden geerntet. Da das von den Zellen in den Uberstand abgege-
bene Protein ein Flag-Tag trdgt, wird es im Folgenden als Flag-chBAFF bezeichnet.
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—_ Western Blot
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24 — - als sekunddrer Antikérper anti-Kaninchen-
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OD (450 nm)

Auf dem im Anschluss mit den Uberstéinden durchgefiihrten Western Blot waren bei Firbung
der Membran mit anti-Flag-M2-POD Banden mit dem geschéitzten Molekulargewicht von 18,
24, 35 und 50 kDa erkennbar. Dabei handelt es sich bei den Banden von 35 und 50 kDa ver-
mutlich um Dimere der beiden leichteren Banden. Als Ursache fiir die zwei verschiedenen
Monomere mit 18 und 24 kDa kommen sowohl unterschiedliche Prozessierung als auch Gly-
kosilierung in Frage. Die Firbung der Membran mit dem gereinigten Kaninchen-anti-
chBAFF-IgG wies die selben Banden auf, enthielt jedoch noch weitere Banden, die wie in
5.3.2 angesprochen, durch Antikdrper gegen Verunreinigungen in der zur Immunisierung des
Kaninchens benutzten Probe verursacht werden. Das zur Kontrolle benutzte Praimmunserum
war auch in diesem Fall negativ, sodass sich feststellen ldsst, dass das polyklonale Kaninchen-
anti-chBAFF IgG nicht nur an His-chBAFF sondern auch an das eukaryotisch exprimierte
Flag-chBAFF bindet.

Zum quantitativen Nachweis von Flag-chBAFF in 293T-Uberstinden, wurde unter Verwen-
dung des anti-Flag-M2-Antikorpers und des gereinigten anti-chBAFF-Kaninchenserums ein
ELISA etabliert (4.15.2). So konnte der relative Flag-chBAFF-Gehalt in den verschiedenen
Chargen von 293T-Uberstinden bestimmt werden. Abb. 5.7 zeigt eine typische Titra-

tionskurve des Zellkulturiberstandes.
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5.4 Selektive Bindung von chBAFF an B-Zellen

Beim Siduger finden sich die drei bekannten Rezeptoren fiir BAFF, BAFF-R, BCMA und
TACI hauptséchlich auf B-Zellen. Wahrend BAFF-R dabei exklusiv von B-Zellen exprimiert
wird, sind TACI und BCMA zum geringen Teil auch auf anderen Zellen vorhanden (s. 2.2.3).
Um zu untersuchen, an welche Zellen das Zytokin beim Huhn bindet, wurde versucht, die
Bindung von Flag-chBAFF an einen Rezeptor iiber die Farbung mit einem anti-Flag-Anti-
korper nachzuweisen. Nachdem sich die Durchfiihrbarkeit dieser Methode in ersten Versu-
chen erwiesen hatte, folgten durchflusszytometrische Untersuchungen verschiedenster Zell-
praparationen. Hierzu wurden zunédchst nach 4.2.2 und 4.2.3 hergestellte Lymphozyten-
préparationen aus Blut, Milz, Bursa, Caecaltonsillen und Thymus in einer Einfachfdrbung (s.
4.16.2.) im FACS analysiert. Abb. 5.8 zeigt, dass sich sowohl in den PBL, als auch in der
Milz und den Caecaltonsillen eine deutlich abgrenzbare Zellpopulation fand, an die Flag-
chBAFF gebunden hatte. In der Bursa exprimierten praktisch alle Zellen Rezeptoren fiir das
Zytokin, wihrend eine Bindung von Flag-chBAFF an Thymozyten nicht nachzuweisen war.
Diese Daten und die Tatsache, dass die Frequenz der positiven Zellen exakt der durch Fér-
bung mit einem anti-L-Ketten-Antikorper bestimmten Frequenz der B-Zellen in den Prépara-
tionen entsprach, wies stark darauthin, dass BAFF-Rezeptoren auch beim Huhn hauptsichlich

auf B-Zellen zu finden sind.
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Abb. 5.8 Bindung von chBAFF an Lymphozyten

Durchflusszytometrische Analyse der Bindung von Flag-chBAFF an Lymphozyten aus Blut, Milz,
Caecaltonsillen, Bursa und Thymus (A), bzw. der B-Zellfrequenz durch Farbung mit einem Anti-
korper gegen die L-Kette (B). Die gestrichelten Histogramme im Hintergrund geben die Fluoreszenz
der Kontrolle, d.h. des leeren Vektors fiir Flag-chBAFF bzw. eines isotypischen Kontrollantikorpers
an.
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Um diese Hypothese weiter zu untermauern, wurden Lymphozyten aus Blut, Milz und Cae-
caltonsillen wie in 4.16.3 beschrieben, einer Doppelfarbung mit Flag-chBAFF und spezifi-
schen Antikorpern gegen B-Zellen (Bulb) bzw. T-Zellen (CD3) unterzogen. Abb. 5.9 ist zu
entnehmen, dass sowohl im Blut als auch in Milz und Caecaltonsillen alle Bulb" Zellen, so-
mit alle B-Zellen, auch in der zweiten Fluoreszenz positiv waren, sich daher mit Flag-
chBAFF anfirben lieBen. Umgekehrt betrachtet, waren alle Flag-chBAFF™ Zellen auch
Bulb'". Die Firbung mit anti-CD3 dagegen zeigte, dass Flag-chBAFF nicht an CD3" Zellen,
also T-Zellen gebunden hat und alle Flag-chBAFF" Zellen CD3 ~sind. Weitere Firbungen mit
spezifischen Antikdrpern gegen Monozyten, Makrophagen und Thrombozyten ergaben, dass
auch diese Zellen Flag-chBAFF nicht binden konnen (Daten nicht gezeigt). Hieraus lésst sich

schlussfolgern, dass Rezeptoren fiir chBAFF ausschlieBlich auf B-Zellen exprimiert werden.
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Abb. 5.9 Bindung von chBAFF an B-Zellen

Lymphozyten aus Blut, Milz und Caecaltonsillen von 7 Wochen alten Tieren wurden nach 4.16.3 in Fluo-
reszenz 1 mit spezifischen Markern fiir B-Zellen (Bulb) und T-Zellen (CD3) und in Fluoreszenz 2 mit
Flag-chBAFF geféarbt und im Durchflusszytometer analysiert.
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Flag-chBAFF

Flag-chBAFF

Aufgrund der hohen Homologie zwischen chBAFF und humanem bzw. murinem BAFF, stell-
te sich die Frage, ob humanes und murines BAFF auch in der Lage sind, mit BAFF-
Rezeptoren des Huhnes zu interagieren. Vergleichend durchgefiihrte Doppelfdrbungen mit
PBL, Milz, Caecaltonsillen, Bursa und Thymus ergaben in allen Fillen, dass muBAFF und
huBAFF ebenso wie chBAFF selektiv an Hiihner-B-Zellen bindet. Dabei war neben dem Fér-
bemuster auch die Intensitédt der Farbung mit derjenigen von chBAFF vergleichbar.

Abb. 5.10 zeigt den durchflusszytometrischen Vergleich der Bindung der drei Zytokine am
Beispiel der Milz.
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Abb. 5.10 Vergleich der Bindung von huBAFF, muBAFF und chBAFF an Milzlymphozyten
Milzlymphozyten wurden in einer Doppelfirbung (s. 4.16.3) vergleichend mit huBAFF, muBAFF und
chBAFF gefirbt. In der oberen Reihe wurde mit dem anti-L-Ketten-Antikorper eine spezifische Farbung ge-
gen B-Zellen, in der unteren Reihe mit anti-CD3 eine spezifische Farbung gegen T-Zellen durchgefiihrt.

Interessanterweise bindet chBAFF auch an B-Zellen von Ente und Pferd (Daten nicht gezeigt).
Da fiir diese beiden Spezies bislang nur unzureichende Marker fiir B-Zellen vorhanden sind,

konnte Flag-chBAFF zukiinftig als solcher eingesetzt werden.
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5.5 Inhibition der chBAFF-Bindung durch humanes BCMA

Wie Abb. 5.10 zeigt, binden sowohl humanes als auch murines BAFF an B-Zellen des Huh-
nes. Zusitzlich konnte in Kooperation mit Dr. Pascal Schneider (Institut fiir Biochemie, Uni-
versitdt Lausanne, Schweiz) sowohl mittels Rezeptor-Ligand-Interaktions-ELISA als auch
durch eine Ko-Immunoprézipitation nachgewiesen werden, dass chBAFF an alle BAFF-Re-
zeptoren von Mensch und Maus, also BAFF-R, BCMA und TACI bindet [221]. Da humanes
BCMA als BCMA-Fc-Konstrukt in 16slicher Form zur Verfiigung stand, konnte im weiteren
tiberpriift werden, ob es auch in der Lage ist, die Rezeptorbindungsstellen von chBAFF zu
blockieren und damit die Bindung von chBAFF an Hiihner-B-Zellen zu inhibieren. Hierzu
wurde Flag-chBAFF mit verschiedenen Konzentrationen von huBCMA-Fc vorinkubiert und
anschlieBend zur Firbung von Bursalymphozyten verwendet (s. 4.16.4). Ublicherweise konn-
te der 293T-Uberstand fiir die Durchflusszytometrie bis 1:50 verdiinnt werden, wurde fiir die-
sen Versuch aber in einer Verdiinnung von 1:2 eingesetzt. Es zeigte sich, dass durch Pri-
inkubation des Flag-chBAFF haltigen Zellkulturiiberstandes mit huBCMA-Fc in einer Kon-
zentration von 2,5 pg/ml, die Fluoreszenzintensitit der Zellen auf die der Negativkontrolle
reduziert und die Bindung von Flag-chBAFF an die Zellen folglich vollstindig inhibiert wer-
den konnte. Wahrend 1,25 pg/ml huBCMA noch zu einer Reduktion der Flag-chBAFF-Bin-
dung fiihrte, war mit 0,65 pg/ml keine Hemmung mehr nachzuweisen, da die Fluoreszenzin-
tensitdt der Zellen bei dieser Konzentration derjenigen von nur mit Flag-chBAFF geférbten
Zellen entsprach (Abb. 5.11). Folglich bindet huBCMA-Fc¢ nicht nur an chBAFF sondern
kann auch die Interaktion des Zytokins mit seinem membranstindigen Rezeptor vollstindig

inhibieren.

64

Abb. 5.11 Inhibition der Flag-chBAFF-
Bindung durch huBCMA-Fe¢

Flag-chBAFF Zellkulturiiberstinde, wurden
1:2 verdiinnt und fiir 30 Minuten mit den an-
gegebenen Konzentrationen (0,65 pg — 2,5 pg)
an huBCMA-Fc vorinkubiert. Im Anschluss
daran wurden Bursalymphozyten eines sechs
Wochen alten Tieres mit diesen Proben geférbt
und im FACS gemessen.
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5.6 chBAFF-Rezeptoren auf Hiihner-Zelllinien

Fiir die oben beschriebenen durchflusszytometrischen Analysen wurden ausschlieBlich pri-
mire Zellen verwendet. Da fiir weiterfiihrende Untersuchungen der Rezeptor-Ligand-Inter-
aktion die Verfiigbarkeit einer Zelllinie mit Expression der entsprechenden Rezeptoren von
groBem Nutzen wire, wurden verschiedene im Labor vorhandene Hiithner-B-Zelllinien im
Durchflusszytometer auf ihre BAFF-Rezeptoren Expression getestet (siche Abb. 5.12). Hier-
bei zeigte sich, dass DT40-Zellen, eine aus Hiithner-Bursazellen generierte und in der Mole-
kularbiologie vielfach verwandte Zelllinie, in der Farbung mit Flag-chBAFF deutlich positiv
war, also einen oder mehrere Rezeptoren fiir chBAFF in der Zellmembran tragt. Die Fluores-
zenzintensitdt mit der ein Molekiil im Durchflusszytometer angefarbt werden kann ist ein
Mal fiir seine Expressionsdichte auf der Zelloberfldche. Der Vergleich der mittleren Fluores-
zenzintensititen von DT40-Zellen und primiren B-Zellen (s. Abb. 5.8), deutet auf eine an-
ndhernd gleich hohe Rezeptordichte hin. Bei 2D8-Zellen handelt es sich um eine, in unserem
Labor durch REV-Transformation etablierte B-Zelllinie, die eine geringgradige Bindung von
Flag-chBAFF zeigte. Dagegen sind die durch Transformation mit avidrem Leukose Virus
entstandenen RP9-Zellen eindeutig Flag-chBAFF negativ und exprimieren somit keinen

BAFF-Rezeptor auf der Zelloberflache.
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Abb. 5.12 chBAFF-Bindung an Hiihner-B-Zelllinien

Die Hiihner-B-Zelllinien DT40, 2D8 und RP9 wurden wie in 4.16.2 beschrieben mit Flag-chBAFF ge-
farbt und im Durchflusszytometer auf ihre BAFF-Rezeptorexpression hin analysiert. Als Kontrolle dien-
te Uberstand von 293T-Zellen, die mit dem leeren Vektor transfiziert wurden (gestrichelte Histogram-
me).

5.7 Ontogenese der chBAFF-Rezeptor(en)-Expression

Die B-Zellentwicklung ldsst sich beim Huhn in eine prébursale, eine bursale und eine postbur-
sale Phase einteilen. Dabei vermehren sich die Vorldufer-B-Zellen zunachst aullerhalb der

Bursa in Milz, Dottersack und Knochenmark, bevor sie in die Bursa einwandern und die
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Variabilitdt des BCR mittels ,,gene conversion generieren. Das Rearrangement des Immun-
globulinmolekiils erfolgt unabhéngig vom an die Bursa gebundenen Mechanismus der ,,gene
conversion", sodass z.T. schon in pribursalen Zellen Immunglobulin in der Zellmembran
(slg) exprimiert wird. All dies findet beim Huhn wihrend der embryonalen Entwicklung statt.
Erst ab dem Tag des Schlupfes wandern die naiven B-Zellen aus der Bursa wieder in die Peri-
pherie.

Dass alle B-Zellen von mehreren Wochen alten Tieren BAFF-Rezeptoren exprimieren, konn-
te durch die bisherigen Versuche klar belegt werden. Im Weiteren stellte sich die Frage, ob
dies auch fiir B-Zellen und B-Zellvorldufer in Hithnerembryonen und frisch geschliipften Tie-
ren zutrifft. Hierzu wurde die Milz von 10, 14 und 18 Tage alten Hithnerembryonen und Kii-
ken am ersten Lebenstag entnommen. Ab Embryonaltag (ET) 14 war auch die Entwicklung
der Bursa so weit fortgeschritten, dass sie entnommen werden konnte. Aus den Organen wur-
den die Lymphozyten isoliert und nach einer Doppelfirbung mit Flag-chBAFF und Anti-
korpern gegen Bul und IgM im Durchflusszytometer analysiert. Das vom Antikdrper AV20
erkannte Antigen Bul (chB6) wird bereits von frithen Vorldufer-B-Zellen exprimiert, weshalb
die B-Zellfrequenz in den Organen durch Fiarbung mit AV20 bestimmt wurde. Zwar wird
chB6 auch von einer kleinen Subpopulation der Bursa-Stromazellen exprimiert, diese wurden
jedoch durch die vorhergehende Dichtezentrifugation entfernt. Zum Nachweis der sIg-Ex-
pression diente die Farbung mit einem Antikorper gegen IgM, die BAFF-R-Expression wurde
wieder iiber die Bindung von Flag-chBAFF ermittelt.

Fiir die verschiedenen Zeitpunkte ergab sich dabei das in Abb. 5.13 dargestellte Bild.

Am Embryonaltag 10 waren in der Milz bereits 15% AV20" Zellen nachweisbar. Diese B-
Zellvorldufer waren IgM™ und konnten kein Flag-chBAFF binden. Bis zum Embryonaltag 14
stieg die Frequenz der AV20" Zellen in der Milz weiter an (21,4%), wobei ein geringer Teil
dieser Zellen auch IgM" war. Flag-chBAFF scheint zu diesem Entwicklungs-Zeitpunkt sehr
schwach an die B-Zellen der Milz zu binden. Zur selben Zeit waren in der Bursa bereits 30%
der Zellen AV20". Hierbei handelt es sich um aus der Peripherie in die Bursa eingewanderte
B-Zellen, die ebenfalls alle eine schwache BAFF-Rezeptor(en)-Expression zeigten. Ein Teil
dieser Zellen war IgM " und diese Population zeigte bereits eine deutliche Bindung von Flag-
chBAFF. Wihrend die Frequenz der AV20" Zellen bis zum 18. Embryonaltag in der Milz auf
10% abnahm und diese Zellen weder den BCR noch einen BAFF-Rezeptor exprimierten, wa-
ren die aus der Bursa gewonnenen Lymphozyten beinahe vollstindig AV20" und zeigten
erstmals alle eine deutliche Flag-chBAFF-Bindung. Der Einbau von Ig in die Zellmembran

war dabei schon bei gut einem Drittel der Zellen nachweisbar.
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Abb. 5.13 Ontogenese der chBAFF-Rezeptor-Expression

Lymphozyten aus Milz (A) bzw. Bursa (B) (s. nédchste Seite) wurden zu den angegebenen Zeit-
punkten (ET= Embryonaltag) aus den jeweiligen Organen von Hiihnern der Linie M11 gewonnen
und im Durchflusszytometer auf B-Zellfrequenz (AV20"), slg-Expression (IgM') und Flag-
chBAFF-Bindung analysiert. Wéahrend in der linken und mittleren Spalte alle Zellen dargestellt sind,
zeigen die Histogramme in der rechten Spalte lediglich die Bindung von Flag-chBAFF an AV20"
Zellen, im Vergleich zur Farbung mit Kontrolliibestdnden (gestrichelte Histogramme). Um die ein-
zelnen Férbungen vergleichen zu konnen, wurden zu jedem Zeitpunkt PBL eines adulten Tieres als
Kontrolle mitgeférbt (nicht abgebildet).
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Diese Entwicklung setzte sich bis zum Schlupf fort, sodass bei Eintagskiiken annéhernd alle

Lymphozyten der Bursa AV20" und IgM" waren und nochmals eine Zunahme der BAFF-Re-

zeptor(en)-Expression aufwiesen. Auch in der Milz fanden sich an Tag 1 nur noch AV20"

Zellen, die gleichzeitig IgM"™ waren, alle eine deutlich Firbung mit Flag-chBAFF erkennen

lieBen und B-Zellen repréisentieren, die bereits aus der Bursa in die peripheren lymphatischen

Organe ausgewandert sind. Im Alter von sechs Wochen lag die Frequenz der B-Zellen

(AV20"/IgM") in der Milz bei verschiedenen Tieren zwischen 12 und 35%. Im Unterschied

zu Tag 1 ist jedoch nochmals eine Zunahme der BAFF-Rezeptor(en) Expression erkennbar.
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5.8 Biologische Aktivitat von chBAFF: in vitro Studien

Nachdem die zuvor beschriebenen Versuche gezeigt hatten, dass chBAFF ausschlieBlich an
B-Lymphozyten bindet, sollte nachfolgend die biologische Funktion des Zytokins charakteri-

siert werden. Die Untersuchungen hierzu erfolgten zunichst in vitro.

5.8.1 Wirkung von chBAFF auf B-Zellen der Milz

Dazu wurden Lymphozyten aus der Milz isoliert und fiir 72 Stunden mit rekombinantem
Flag-chBAFF oder Kontrolliiberstand inkubiert. AnschlieBend wurde mittels einer kombi-
nierten Farbung mit einem B-Zell spezifischen Antikorper (Bulb) und Propidium lodid (PI),
einem Fluoreszenzfarbstoff der tote Zellen anfirbt, die Frequenz lebender B-Zellen in den
Kulturen durchflusszytometrisch bestimmt (s. 4.16.5). Hierbei zeigte sich (s. Abb. 5.14), dass
die Frequenz lebender B-Zellen (Bulb'/PI') in Kulturen mit chBAFF dreimal hoher war als in
Kontrollkulturen (12,1% vs. 4%). Auf die Frequenz lebender CD3" T-Zellen hatte die Inkuba-
tion mit chBAFF dagegen keinen Einfluss (38,4% vs. 38,4%).

chBAFF Kantrolle

Abb. 5.14 chBAFF erhoht in Milz-
Lymphozyten-Kulturen die Frequenz
lebender B-Zellen
3 Milzlymphozyten wurden fiir 72 Stun-
12 1% 0% den mit 5% Flag-chBAFF haltigem
: - Medium oder Kontrollmedium inkubiert
und zur Bestimmung der Frequenz
lebender B-Zellen im Durchflusszyto-
meter analysiert. Hierzu wurden die
Zellen mit Antikorpern gegen spezifi-
5 5. sche Marker fiir B-Zellen (Bulb) und T-
i ; : Zellen (CD3) gefarbt. Die Diskriminie-
i ' o rung zwischen toten und lebenden Zel-
len erfolgte iiber eine Farbung mit PI.
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Zur genaueren Charakterisierung dieses Effekts, wurden 5x10° Milzlymphozyten mit unter-
schiedlichen Konzentrationen von 10 bis 0,0001% Flag-chBAFF kultiviert. Nach 48 Stunden
wurde die Zahl lebender B-Zellen in den Kulturen bestimmt. Hierzu wurde zunichst nach
einer Farbung mit Trypanblau die Gesamtzahl lebender Zellen im Mikroskop gezdhlt. An-

schlieBend erfolgte, wie beschrieben, die durchflusszytometrische Bestimmung der Frequenz
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lebender B-Zellen in den Proben. Aus diesen beiden Werten konnte daraufhin die absolute
Zahl lebender B-Zellen in den Kulturen berechnet werden. Wie Abb. 5.15 zeigt, wurde durch
den Zusatz von chBAFF nicht nur die Frequenz, sondern auch die Gesamtzahl lebender B-
Zellen erhoht, d.h. der chBAFF-Effekt wurde nicht durch den schnelleren Tod anderer Zell-
populationen vermittelt. Dieser Effekt war eindeutig dosisabhidngig, wobei die maximale
Wirkung, mit einer Erhohung der B-Zellzahl um das 3—4fache, ab einer Zugabe von 1%
chBAFF erreicht wurde. Identische Ergebnisse wurden bei Einsatz von humanem und muri-

nem BAFF in einer Konzentration von 2 mg/ml erzielt.

35 . Abb. 5.15 Dosis-Abhiingigkeit der chBAFF-
4o e BAFF Wirléung
' —o— Kontrolle 5x10° Milzlymphozyten wurden mit unter-
schiedlichen Konzentrationen (10-0,0001%)
227 von Flag-chBAFF haltigem Zellkulturiiber-
stand inkubiert. Der Kontrollansatz enthielt
207 10% Uberstand von mit leerem Plasmid
transfizierten Zellen. Nach 48 Stunden wurde
die Zahl der lebenden Zellen in den Proben
iiber eine Trypanblau Farbung ermittelt und
die Frequenz lebender B-Zellen (Bulb' / PI')
im FACS bestimmt. Dargestellt sind Mittel-
wert (MW) und Standardabweichung (SD)
aus drei unabhéngigen Versuchen.
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5.8.2 Wirkung von chBAFF auf periphere B-Zellen

Da alle peripheren B-Zellen-Rezeptoren fiir chBAFF exprimieren, wurde im néchsten Schritt
untersucht, ob chBAFF die bisher gezeigte Wirkung auf B-Zellen aus der Milz auch auf an-
dere periphere B-Zellpopulationen ausiibt. Hierzu wurden neben Milzlymphozyten zusétzlich
Lymphozyten aus Blut und Caecaltonsillen isoliert und mit 5% Flag-chBAFF-Uberstand bzw.
Kontrolliiberstand kultiviert. Um den Effekt von chBAFF in den einzelnen Proben besser ver-
gleichen zu konnen, wurde noch vor Kultivierung der Zellen die B-Zellfrequenz im Durch-
flusszytometer ermittelt. Nach 24-, 48- und 72-stiindiger Kultur der Zellen unter den oben (s.
5.8.1) beschriebenen Bedingungen, wurde die Zahl lebender B-Zellen in den Kulturen be-
stimmt. Abb. 5.16 stellt den Anteil der zu den jeweiligen Zeitpunkten noch lebenden B-Zellen
an der Gesamtzahl der urspriinglich in den Kulturen enthaltenen B-Zellen dar. Zu erkennen
ist, dass auf Milzlymphozyten bereits nach 24 Stunden ein schwacher Effekt feststellbar, der
nach 48 Stunden voll ausgeprigt zu einer beinahe 4-fachen Erh6hung der lebenden B-Zellen

fiihrte (15% vs. 4%) und auch nach 72 Stunden noch nachzuweisen war. Eine Steigerung der
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Zahl lebender B-Zellen zeigte sich auch in den Caecaltonsillen. Dabei wiesen die B-Zellen
aus diesen speziellen sekundédren lymphatischen Organen insgesamt eine deutlich hohere Via-
bilitdt auf, als diejenigen aus Milz und PBL. So waren mit 45% (chBAFF) bzw. 44% (Kon-
trolle) nach 24 Stunden in beiden Gruppen noch fast die Hélfte der B-Zellen am Leben, wih-
rend dieser Prozentsatz in Milz und PBL deutlich niedriger lag. Die Wirkung von chBAFF
auf Lymphozyten aus Caecaltonsillen trat erst nach 48 Stunden deutlich zutage (44% vs.
22%), war aber mit einer anndhernd 3-fachen Erh6hung des B-Zellanteils (29% vs. 11%) nach
72 Stunden, der Wirkung auf B-Zellen aus der Milz vergleichbar.

Auf die im Blut zirkulierenden B-Zellen war, wenn iiberhaupt, nur ein duflerst schwacher Ein-
fluss von chBAFF erkennbar. Lediglich nach 48 Stunden konnte in dieser rasch sterbenden B-
Zellpopulation eine geringe Steigerung der B-Zellzahl (8% vs. 4%) gefunden werden.
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Abb. 5.16 chBAFF-Wirkung auf periphere B-Zellpopulationen

Aus Milz, Caecaltonsillen und Blut wurden Lymphozyten isoliert und mit 5% Flag-chBAFF bzw. Kontroll-
tiberstand fiir die angegebene Zeitdauer kultiviert. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde dann mittels Trypan-
blau-Farbung die Gesamtzahl lebender Zellen ermittelt, die Frequenz lebender B-Zellen durchflusszyto-
metrisch bestimmt und aus den beiden Werten die absolute Zahl lebender B-Zellen berechnet. Um die ver-
schiedenen Organe miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde diese Gesamtzahl mit dem vor Kultivierung
der Zellen bestimmten Ausgangswert verglichen, sodass in den Abbildungen fiir die einzelnen Organe der
relative Anteil (%) der lebenden B-Zellen am Ausgangswert dargestellt ist.

5.8.3 Wirkung von chBAFF auf Bursalymphozyten

Das durch BAFF vermittelte Uberleben von Apoptosesignalen konnte beim Siuger erst fiir B-
Zellen in spiteren Differenzierungsstadien gezeigt werden. Da neben den peripheren B-Zellen
beim Huhn aber auch die Lymphozyten der Bursa Rezeptoren fiir chBAFF exprimieren, stell-
te sich die Frage nach dem Effekt des Zytokins auf die Zellen dieses zentralen lymphatischen
Organs. Um dies in vitro zu untersuchen, wurden von mehreren Tieren Bursalymphozyten
isoliert und mit chBAFF oder Kontrolliiberstand kultiviert. Bei der Ermittlung des Anteils
lebender Zellen in den Kulturen war festzustellen, dass dieser durch Zugabe von chBAFF

nach 24 Stunden bei allen Tieren eine deutliche Steigerung erfuhr. Hierbei variierte die Aus-
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pragung des Effektes zwischen einer Erhohung um das 1,5-fache (Tier 1) bis zu einer Steige-
rung um das 4-fache (Tier 3). Auch nach 48 und 72 Stunden waren in den meisten BAFF ent-
haltenden Kulturen noch mehr lebende Zellen zu finden als in den Kontrollanséitzen, der, auch
aus der Literatur bekannte, rasche Tod von Bursalymphozyten in Kultur, konnte jedoch auch

durch Zugabe von chBAFF nicht verhindert werden (Abb. 5.17).
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Abb. 5.17 Wirkung von chBAFF auf Lymphozyten der Bursa

Von 3 verschiedenen Tieren wurden aus der Bursa isolierte Lymphozyten in einer Dichte von 1x10’ Zellen/ml
mit 5% Flag-chBAFF haltigem Zellkulturiiberstand oder Kontrolliiberstand kultiviert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde durch eine Trypanblau-Féarbung die Frequenz lebender Zellen in den Proben bestimmt.

5.8.4 Wirkung von chBAFF auf reine B-Zellpraparationen

Die bisherigen Versuche hatten zwar klar gezeigt, dass durch chBAFF die Zahl lebender B-
Zellen in Kulturen gesteigert werden konnte, da es sich dabei jedoch immer um gemischte
Lymphozytenpréaparationen gehandelt hatte, war nicht mit Sicherheit zu sagen, ob dieser Ef-
fekt durch eine direkte Wirkung auf B-Zellen oder {iber die Stimulation einer weiteren Zell-
population vermittelt wird. Um ausschlieBen zu konnen, dass die Versuchsergebnisse von
solchen Sekundéreffekten beeinflusst werden, wurden B-Zellen aus Milzlymphozyten bis zu
einer Reinheit von 95% angereichert.

Dazu wurden die B-Zellen mittels MACS (Magnetic Cell Sorting) nach dem in 4.17 beschrie-
benen Protokoll mit einem Antikérper gegen die leichte Kette und paramagnetischen Parti-
keln markiert und mit Hilfe eines Magneten aus der gemischten Zellsuspension separiert. Die
Frequenz der B-Zellen vor der Reinigung, wurde ebenso wie die Reinheit von Positivfraktion
(Eluat) und Negativfraktion (Durchlauf) im Durchflusszytometer getestet. Ein Beispiel hierfiir
zeigt Abb. 5.18. Wihrend die Lymphozytenprédparation vor der Aufreinigung nur 25,4% B-
Zellen enthielt, konnten diese im Eluat auf beinahe 95% angereichert werden. Die 3,5% B-
Zellen im Durchlauf zeigen, dass auch der Verlust von B-Zellen wihrend der Waschschritte

relativ gering gehalten werden konnte.
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Abb. 5.18 Durchflusszytometrische Uberpriifung einer MACS-Priiparation

Milzlymphozyten wurden, wie in 4.17 beschrieben, mit einem anti-L-Ketten Antikdrper gefarbt
und MACS gesortet. Die B-Zellfrequenz der Ausgangsprobe und die Sauberkeit der Aufreinigung
konnten anschlieBend ohne weitere Farbeschritte im Durchflusszytometer iiberpriift werden.

Diese reinen B-Zellpraparationen wurden nun wieder mit Flag-chBAFF haltigem Zellkultur-
tiberstand kultiviert und die Frequenz lebender B-Zellen in den Kulturen zu verschiedenen
Zeitpunkten bestimmt. Hierbei zeigte sich derselbe Effekt, wie in Ansédtzen mit gemischten
Lymphozytenpopulationen. Obwohl die Zellen in allen Kulturen sehr schnell starben, war
bereits nach 24 Stunden eine geringgradig hohere Zahl (11,7x10° vs. 8,6x10°) lebender B-
Zellen in den chBAFF haltigen Kulturen zu finden, als in Kontrollen, die mit dem Uberstand
von mit leerem Plasmid transfizierten Zellen versetzt wurden. Nach 48 Stunden war die Wir-
kung von chBAFF mit einer 2- bis 3-fachen Erh6hung der Zahl lebender B-Zellen von durch-
schnittlich 6,6x10° gegeniiber 2,5x10° Zellen bereits deutlich erkennbar und erreichte mit
einem 4- bis 5-fach héheren Wert (2,8x10° vs. 0,6x10° Zellen) ihre stirkste Ausprigung nach
72 Stunden (s. Abb. 5.19). Die Wirkung von chBAFF bedingt folglich keine Vermittlung iiber
andere Zellpopulationen, sondern resultiert aus einer direkten Interaktion des Zytokins mit

den B-Zellen.

16
Abb. 5.19 Kinetik der Wirkung von
147 B chBAFF chBAFF auf positiv sortierte B-Zellen
[ Kontrolle Gereinigte B-Zell-Priparationen aus der
127 Milz (5x10° Zellen, Reinheit > 93%) wurden
10 - mit 5% Flag-chBAFF haltigem Medium
oder Kontrolliiberstand kultiviert. Zu den
ﬂ} angegebenen Zeitpunkten wurde die Zahl
lebender B-Zellen durch eine Kombination
6 aus Trypanblau-Farbung und durchfluss-
zytometrischer Bestimmung der Frequenz
47 lebender B-Zellen (L-Ketten/PI ) bestimmt.
. ﬁ Die Daten reprasentieren MW und SD aus

Anzahl lebender B Zellen (x10°)

drei unabhéngigen Experimenten.
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5.8.5 ChBAFF induziert keine B-Zellproliferation

Die relative VergroB3erung einer Zellpopulation in vitro kann zum einen dadurch bedingt sein,
dass diese Zellen in Kultur ldnger iiberleben oder dadurch, dass ein Teil der Zellen begonnen
hat zu proliferieren. Da unter dem Einfluss von chBAFF die Zahl lebender B-Zellen erhoht
ist, stellte sich auch hier die Frage, ob das Zytokin das Uberleben der B-Zellen verlingert
oder die Proliferation einiger weniger B-Zellen induziert. Um dies beantworten zu kénnen,
wurde eine Technik gewahlt, bei der die Lymphozyten vor der Kultur mit chBAFF mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Carboxy-Fluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester, kurz CFSE, markiert
werden. CFSE wird innerhalb von 24 Stunden in das Zytoskelett der Zelle eingebaut und bei
einer Teilung der Zelle zur Hélfte an die Tochterzelle abgegeben. Die Halbierung der Fluo-
reszenz pro erfolgter Zellteilung kann dann durchflusszytometrisch nachgewiesen werden.

Da diese Technik beim Huhn bislang noch nicht etabliert war, wurden erste Vorversuche mit
der Hiithner-B-Zelllinie 2D8 durchgefiihrt. Wie Abb. 5.20 zeigt, konnte die Zelllinie, wie in
4.19 beschrieben, mit CFSE angefarbt werden, wobei sich die Fluoreszenz der Zellen alle 24
Stunden halbierte. Diese Abnahme der Fluoreszenz der Gesamtpopulation ist auf eine Teilung

aller Zellen dieser schnell wachsenden Zelllinie zuriickzufithren.
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Abb. 5.20 CFSE-Féirbung von 2D8-
Zellen

2D8-Zellen wurden fiir 15 min bei 37°C
mit 10 pM CFSE geférbt und anschlies-
send weiter kultiviert. Zu den angege-
benen Zeitpunkten wurde durchfluss-
zytometrisch die verbliebene Fluores-
zenz der Zellen bestimmt.
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Zur Ubertragung der Technik auf primire Hiihnerzellen wurden als nichstes Milzlymphozy-
ten nach den Angaben in 4.19 mit CFSE gefarbt und kultiviert. Zur Induktion der Zellprolife-
ration wurden die Kulturen mit Concanavalin A versetzt (s. 4.3.6) und nach 48 Stunden im
Durchflusszytometer analysiert. Der groBBe Vorteil der CFSE-Fiarbung gegeniiber anderen
Proliferations-Assays besteht darin, dass sich in einer gemischten Zellpopulation nicht nur
tiber die CFSE-Fluoreszenz die Frequenz proliferierender Zellen bestimmen ldsst, sondern
iber die Farbung mit spezifischen Antikérpern in einer zweiten Fluoreszenz auch, um welche

Zellen es sich dabei handelt. So wurden die ConA stimulierten Zellen zusétzlich noch mit
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Antikorpern gegen CD4, CD8 und die L-Kette gefarbt. Das Histogramm in Abb. 5.21 zeigt,
dass sich in 48 Stunden 43,5% der Zellen in Kultur geteilt hatten, wobei sich neben der Popu-
lation ungeteilter Zellen (4) drei Populationen mit ein (1) bis drei (3) erfolgten Zellteilungen
unterscheiden lassen. Aus den Punktverteilungs-Diagrammen ist ersichtlich, dass es sich bei
den auf ConA-Stimulation proliferierenden Zellen sowohl um CD4" als auch um CD8" T-
Zellen handelt, wihrend die B-Zellen (L-Ketten') noch keine Abnahme der CFSE-

Fluoreszenz zeigten, sich also nicht geteilt haben.
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Abb. 5.21 ConA-Stimulation von CFSE gefiirbten Milzlympho-
zyten

Milzlymphozyten wurden fiir 30 min mit 2,5 pmol CFSE gefarbt und
mit 10 pg/ml ConA stimuliert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen
mit Antikdrpern gegen CD4, CD8 und die L-Kette und Ziege-anti-
Maus-Ig-PE gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. Das
Histogramm zeigt T-Zellpopulationen, die sich in dieser Zeit einmal
(1), zweimal (2), dreimal (3) oder nicht geteilt haben (4).

Ereignisse

CFSE

Nach Etablierung des CFSE-Markierungsverfahrens fiir Hithnerlymphozyten, konnte nun
iiberpriift werden, ob CFSE markierte B-Zellen aus der Milz unter Zusatz von chBAFF proli-
ferieren. Dazu wurden Milzlymphozyten mit CFSE geféarbt und mit 5% Flag-chBAFF halti-
gem Medium oder Kontrolliiberstand fiir 48 Stunden kultiviert. Als Proliferationskontrolle
wurde ein Ansatz mit ConA stimuliert. Darauthin wurden die B-Zellen aus den Kulturen mit
AV20 und Ziege-anti-Maus-PE angefarbt und die Proben im FACS analysiert. Zur Unter-
scheidung zwischen lebenden und toten Zellen wurde zusdtzlich 7-AAD verwendet (Abb.
5.22). Wihrend in den ConA stimulierten Proben AV20-negativen Zellen zu sehen waren, die
sich in dieser Zeit bereits zwei bis dreimal geteilt haben, waren weder in der Kultur mit
chBAFF noch in der Kontrolle Anzeichen fiir Zellproliferation der B-Zellen (AV20") oder
,Nicht-B-Zellen“ (AV20) zu finden, obwohl die Frequenz lebender B-Zellen (AV20'/7-
AAD) durch chBAFF erhoht wurde. Dass diese Erhdhung mit 26,5% gegentiber 13,5% in der



Ergebnisse 96

Kontrolle nur 2-fach war und der Effekt von chBAFF damit vergleichsweise gering ausfiel,
konnte damit zusammenhingen, dass gerade die sehr empfindlichen B-Zellen durch die Far-
bung mit CFSE geschidigt werden. Die im Vergleich zur Kontrolle erniedrigte B-Zell-
frequenz in der ConA stimulierten Kultur (4,9% vs. 13,5%), kann durch die Proliferation der
T-Zellen erkldrt werden. Somit zeigt dieser Versuch deutlich, dass chBAFF keine Prolifera-

tion der B-Zellen induziert, sondern vielmehr deren Uberleben in Kultur verlingert.
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Abb. 5.22 Wirkung von chBAFF auf CFSE gefirbte Milzlymphozyten

CFSE gefarbte Milzlymphozyten wurden, wie in 4.18 beschrieben, mit und ohne chBAFF, bzw. als Positiv-
kontrolle mit 10pg/ml ConA kultiviert. Nach 48 Stunden wurden die B-Zellen mit AV20 und Ziege-anti-
Maus-PE angefarbt. Zusétzlich erfolgte eine Diskriminierung der toten Zellen mit 7-AAD, sodass die folgende
FACS-Analyse nur die lebenden Zellen (7-AAD") erfasste.

5.9 Biologische Wirkung von chBAFF: in vivo Studien

Wirklich giiltige Aussagen iiber die biologische Funktion eines Zytokins lassen sich eigent-
lich nur durch in vivo Versuche treffen, da nur in diesen die Wirkung auf den Gesamtorga-
nismus iberpriift werden kann. Als Methode stehen hierfiir beim Huhn zum einen die

Supplementierung des Zytokins und zum anderen seine Neutralisation zur Verfiigung.

5.9.1 Erhohung der B-Zellzahl in chBAFF behandelten Hihnern

Zur Bestimmung des Effekts einer Supplementierung von chBAFF wurde 3 Tage alten Kiiken
fiir 7 Tage zweimal tiglich i.p. 2 mg/kg Korpergewicht His-chBAFF oder die gleiche Menge
an Kontrollprotein (His-MxA) injiziert. Diese Dosierung entspricht der bei der Maus als wirk-
sam bekannten Menge [173]. Pro Gruppe wurden sieben Tiere behandelt, die Herstellung und
Aufreinigung des Proteins erfolgte, wie in 4.9 beschrieben. Am achten Tag nach Beginn der
Behandlung wurden die Tiere getdtet und Milz und Caecaltonsillen entnommen. Wie in Tab.

5.1 dargestellt, war das durchschnittliche Milzgewicht der chBAFF behandelten Tiere mit
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76,8 mg hoher, als das der mit MxA behandelten Kontrollgruppe (55,3 mg). Da beim durch-
schnittlichen Korpergewicht beider Gruppen kein Unterschied festzustellen war, ist davon
auszugehen, dass die Verabreichung von chBAFF keinen Einfluss auf das Wachstum der Tie-
re hatte. Um die Unterschiede im Milzgewicht unabhingig vom Korpergewicht beurteilen zu
konnen, wurde aus Korpergewicht (KG) und Milzgewicht der Tiere der Milz/KG-Index
(mg/g) berechnet. Dieser war mit 1,2 in der chBAFF behandelten Gruppe gegeniiber 0,8 in
der Kontrollgruppe signifikant erhéht (P < 0,05 im Student’s T-Test), woraus auf eine Erho-

hung der Gesamtlymphozytenzahl in der Milz geschlossen werden kann.

Milzgewicht | Korpergewicht | Milz/K6rpergewichts-Index
(mg) (9) (mg/g) ’
chBAFF 76,8 £24,0 64,2 £2,1 1,2+03
Kontrolle 55,3228 66,5 +11,9 0,8+0,2

Tab. 5.1 chBAFF abhéngige Erhohung des Milzgewichts

Sieben Tiere pro Gruppe wurden fiir sicben Tage entweder mit chBAFF oder
Kontrollprotein (2mg/kg, 2x tiglich) behandelt. Milz und K&pergewicht wurden
bestimmt und der Milz/KG-Index berechnet. Fiir jede Gruppe sind Mittelwerte
+ SD angegeben.

* diese Werte weisen einen signifikanten Unterschied auf (P < 0,05, T-Test)

Frequenz positiver Zellen (%)

L Kette Bu1b IgM CD3 CD4 CD8 TCRyd | TCRa/VB1

Milz

chBAFF 420 +75*| 415+50~ | 43,0+6,6*| 51,9+65% | 29,0+23 | 228+52 | 12,1+11,8 | 33,9 +34*

Kontrolle 20,8+7,0 22,6 +6,0 21,4+66 64,9 +6,0 32,1+18 30,6 £5,7 12,3+33 41,6 +48

Caecaltonsillen®

chBAFF 37,9 38,5 37,2 54,9 34,8 26,2 6,0 35,7

Kontrolle 14,0 23,5 22,6 67,7 45,9 24,1 7,3 48,9

Tab. 5.2 Selektive Expansion der B-Zellpopulation von chBAFF behandelten Tieren.

Fiinf Tiere pro Gruppe wurden fiir sieben Tage entweder mit chBAFF oder Kontrollprotein (2 mg/kg, 2x tdglich)
behandelt. Gezeigt sind die durchschnittlichen Prozentsitze = SD der Zellen, die die angegebenen Oberfléchen-
marker exprimieren. Die Caecaltonsillen jeder Gruppe wurden zur Isolation der Lymphozyten vereinigt.

*/** diese Werte weisen einen signifikanten Unterschied auf (*P < 0,05; T-Test / ** P <0,01; T-Test)

Zur durchflusszytometrischen Analyse wurden aus Milz und Caecaltonsillen die Lymphozy-
ten isoliert, wobei die Caecaltonsillen jeder Gruppe zur Erlangung einer ausreichenden Zell-
zahl vereinigt wurden. Die Fiarbungen ergaben dabei fiir die verschiedenen Antikorper die in

Tab. 5.1 aufgefiihrten Frequenzen. In der Milz waren die Frequenzen aller B-Zell spezifischen
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Oberflichenmarker (L-Kette, Bulb und IgM) signifikant erhoht und zeigten eine zweifache
Zunahme der B-Zellen bei den chBAFF behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe
an, wihrend die Frequenz der CD3" T-Zellen in dieser Gruppe signifikant niedriger war. Auch
in den Caecaltonsillen fiihrte die Verabreichung von chBAFF je nach verwendetem Antikor-

per zu einer 1,5 bis 2,7fachen Erhohung der B-Zellfrequenz.
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Abb. 5.23 Erhohung der B-Zellfrequenz in chBAFF behandelten Tieren

Effekt der i.p. Verabreichung von chBAFF oder Kontrollprotein auf die Frequenz der B-Zellen in Milz und
Caecaltonsillen von 10 Tage alten Tieren nach 7-tdgiger Behandlung (2mg/kg, 2x tiglich). A) Gezeigt ist das
durchflusszytometrische Farbemuster fiir die L-Kette eines repriasentativen Datenpaares fiir die Milz und die
vereinigten Caecaltonsillen. B) Mittelwert = SD der durchflusszytometrisch ermittelten Frequenzen der B-
Zellen (IgM") und T-Zellen (CD3") in den Milzen und die Werte fiir die vereinigten Caecaltonsillen der mit
chBAFF oder Kontrollprotein behandelten Tiere.

*/%* diese Werte sind signifikant unterschiedlich (*P <0,05; T-Test/ ** P <0,01; T-Test)

Abb. 5.23 (A) zeigt das durchflusszytometrische Farbemuster fiir einen Antikorper gegen die
L-Kette in Milz und Caecaltonsillen eines repriasentativen Tierpaares (Milz) bzw. der verei-

nigten Organe beider Gruppen (Caecaltonsillen). Hierbei wird ersichtlich, dass sich die durch
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die BAFF-Supplementierung hervorgerufenen Anderungen nur auf die B-Zellfrequenz bezo-
gen, die Firbeintensitit zwischen beiden Gruppen aber keine Unterschiede aufwies. Die
durchschnittlichen Frequenzen von T-Zellen und B-Zellen in Milzen und Caecaltonsillen der
mit chBAFF oder Kontrollprotein behandelten Gruppen sind Abb. 5.23 (B) vergleichend dar-
gestellt.

Da in den Milzen der chBAFF behandelten Tiere sowohl die Lymphozytenzahl, als auch die
Frequenz der B-Zellen erhoht war, kann daraus geschlossen werden, dass chBAFF entweder
das Uberleben der B-Zellen in Milz und Caecaltonsillen der mit dem Zytokin behandelten

Tiere verlidngert oder eine selektive Proliferation von B-Zellen in diesen Organen induziert.

5.9.2 Erhohung der IgM-Serumspiegel durch chBAFF

Die Hauptfunktion der B-Zellen ist die Produktion von Immunglobulinen. Da die Behandlung
von Hithnern mit chBAFF einen deutlichen Effekt auf die Zahl der B-Zellen in den Tieren
zeigte, wurde zusétzlich der Einfluss des Zytokins auf die Serumspiegel der 3 Immunglobu-
linklassen IgG, IgM und IgA untersucht. Hierzu wurde den 10 Tage alten Tieren im unter
5.9.1 beschriebenen in vivo Experiment nach siebentidgiger Behandlung mit chBAFF oder

Kontrollprotein (2 mg/kg; 2 x tiglich; i.p) Blut entnommen und aus diesem Serum gewonnen.
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Die Analyse der Seren (siche Abb. 5.24) im ELISA auf ihren Gehalt an IgM, IgA und IgG
(zur Durchfithrung s. 4.15.3) ergab eine signifikante Erh6hung des IgM-Serumspiegels der
chBAFF behandelten Tiere um zwei Titerstufen. IgA ist im Serum dieser jungen Tiere nur in
sehr geringen Mengen vorhanden, aber auch hier konnte eine leichte Erh6hung des Serum-
spiegels gegeniiber der Kontrolle nachgewiesen werden, die Werte der mit chBAFF behan-
delten Tiere variierten jedoch sehr stark. Beim Gehalt des Serums an IgG waren dagegen so
gut wie keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen festzustellen, nach 10 Lebenstagen
handelt es sich jedoch beim weitaus groB3ten Teil des IgG im Serum ohnehin um aus dem Dot-

ter aufgenommenes, maternales und nicht um endogen produziertes IgG.

5.10 in vivo Neutralisation von chBAFF durch huBCMA-Fc

Die in vivo Supplementierung von chBAFF fiihrte zur Erhdhung der B-Zellzahl und des IgM-
Serumspiegels der behandelten Tiere. In Zusammenhang damit stellte sich die Frage nach
dem Effekt einer Reduktion der endogen vorhandenen BAFF-Menge. Da in den voraus-
gegangenen in vitro Versuchen bereits gezeigt werden konnte, dass humanes BCMA-Fc
chBAFF bindet und dosisabhéngig in der Lage ist, dessen Interaktion mit einem Rezeptor auf
der Zelloberfliche zu verhindern (s. 5.5), wurden Kiiken mit huBCMA-Fc behandelt und die

Auswirkungen dieser BAFF-Neutralisation auf das B-Zellsystem analysiert.

. . . . . Milz/ Bursa/
Korpe;’g;awwht Mllz(glg:u;lcht Burs?ng:e\)mcht Kérpergewichts- Kérpergewichts-
9 9 9 Index (mg/g) Index (mg/g)
BCMA 65,6 +7,1 66,0 +55,7 249,3 +138,4 1,8+15 6,9+39
Kontrolle 70,7 £1,9 110,0 +87,8 | 323,0 +158,0 3,025 8,6 +45

Tab. 5.3 Einfluss der BCMA-Behandlung auf das Gewicht von Milz und Bursa

5 Tiere pro Gruppe erhielten am zweiten, fiinften und achten Lebenstag 300 pg humanes huBCMA-Fc oder
PBS i.p.. Am zehnten Lebenstag wurden Kdrpergewicht, Milzgewicht und Bursagewicht bestimmt und die
Indices fiir Milz-/Korpergewicht und Bursa-/Korpergewicht berechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SD.

Weil fiir das Huhn bislang keine Daten iiber die Neutralisation von Zytokinen mit 1slichen
Rezeptoren vorliegen, wurde zunichst ein bei der Maus bewihrtes Behandlungsschema ge-
wihlt [149]. Diesem entsprechend wurde Eintagskiiken entweder 300 pg huBCMA-Fc in
300 pul PBS oder das entsprechende Volumen an PBS i.p. injiziert. Diese Behandlung wurde
am fiinften und achten Lebenstag wiederholt. Zwei Tage spéter wurden die Tiere nach Be-

stimmung des Kdrpergewichts getdtet und Blut, Milz, Bursa und Caecaltonsillen gewonnen.
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Tab. 5.3 zeigt, dass die BCMA-Behandlung keinen Einfluss auf das Korpergewicht der Tiere
hatte, wogegen das durchschnittliche Milzgewicht in der BCMA behandelten Gruppe mit 66,0
mg gegeniiber 110,0 mg bei den Kontrolltieren deutlich reduziert war. Auch das durch-
schnittliche Bursagewicht lag mit 249,3 mg unter dem der Kontrollgruppe mit 323,0 mg. So-
wohl die Werte fiir die Milz als auch diejenigen fiir die Bursa wiesen jedoch sehr starke
Schwankungen auf. Die Gewichtsreduktion in Milz und Bursa spiegeln auch die vom Korper-
gewicht unabhédngigen Milz-/Koérpergewichts- und Bursa-/Kopergewichts-Indices wieder.
Beide variieren sehr stark, fallen aber mit 1,8 vs. 3,0 fiir die Milz bzw. 6,9 vs. 8,6 fir die Bur-
sa bei den BCMA behandelten Tieren niedriger aus, so dass sich auf eine durch die Neutrali-

sation von BAFF bedingte Abnahme der Lymphozytenzahl in Milz und Bursa schlieBBen ldsst.

Frequenz positiver Zellen (%)

L Kette Bu1 IigM CD3 K1
Milz
BCMA 12,1 +7,3* | 14,2+81* | 16,2 +59* | 61,7 +7,0* 50+34

Kontrolle 31,3+65 | 34,7+81 | 32,3z7,7 | 40,8+102 | 3,3+13

Caecaltonsillen

BCMA 32,5 34,5 31 51,8 1

Kontrolle 45,4 47,1 46,6 42 0,8

Tab. 5.4 Einfluss der BCMA-Behandlung auf die Frequenz von B- und T-Zellen in Milz und
Caecaltonsillen

Je funf Tieren pro Gruppe wurden am zweiten, fiinften und achten Lebenstag 300ug huBCMA-Fc
i.p. oder ein entsprechendes Volumen PBS injiziert. Am zehnten Lebenstag wurden Milz und Cae-
caltonsillen entnommen, die daraus isolierten Lymphozyten mit Antikorpern gegen die angefiihrten
Oberflachenantigene gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. Zum Erhalt einer ausreichen-
den Zellzahl wurden die Caecaltonsillen jeder Gruppe vereinigt. Dargestellt sind die Frequenzen der
positiven Zellen, fiir die Milzen Mittelwerte £ SD.

* diese Werte weisen einen signifikanten Unterschied auf (*P < 0,05; T-Test)

Die durchflusszytometrische Analyse der Lymphozyten aus Milz und Caecaltonsillen zeigte
fiir die Milzen der BCMA-Gruppe eine signifikant niedrigere B-Zellfrequenz. So enthielten
Milzen dieser Tiere durchschnittlich nur 12,1% L-Ketten" Zellen, wihrend in den Organen der
Kontrollgruppe durchschnittlich 31,3% B-Zellen enthalten waren. Im Gegenzug war die Fre-
quenz der CD3" T-Zellen mit 61,7% gegeniiber 40,8% bei den BCMA behandelten Tieren
hoher als die der Kontrollen. Die Injektion von huBCMA-Fc fiihrte folglich zu einer Halbie-
rung der B-Zellfrequenz in der Milz (s. Tab. 5.4). Der Effekt in den Caecaltonsillen fiel weni-

ger deutlich aus, aber mit 32,5% gegeniiber 45,4 % L-Ketten™ Zellen war auch hier eine Re-
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duktion der B-Zellfrequenz erkennbar. Die Frequenz K1* Zellen, einem Marker fiir Thrombo-
zyten, Monozyten und Makrophagen des Huhnes, stellte hier ein MaB} fiir den Blutgehalt der
Milzen dar, da diese je nach Ausblutungsgrad mehr oder weniger Thrombozyten enthalten.
Nachdem die Unterschiede im Thrombozytengehalt zwischen den beiden Gruppen und den
einzelnen Tieren jeder Gruppe duBlerst gering ausfielen, war beim Vergleich der Organ-
gewichte eine Beeinflussung durch den Ausblutungsgrad auszuschlieen.

Das direkt vor der Totung der Tiere entnommene Blut wurde zur Gewinnung von Plasma
verwendet. In diesem wurden anschliefend mittels ELISA (s. 4.15.3) die Immunglobulin-
spiegel bestimmt. Wie Abb. 5.25 zeigt, wies das Plasma der huBCMA-Fc¢ behandelten Tiere
geringere Mengen an IgM, IgA und IgG auf, als das der Kontrolltiere. In beiden Gruppen tra-
ten bei den einzelnen Tieren jedoch sehr groBBe Unterschiede im Gehalt des Plasmas an IgM
und IgA auf. Daher lédsst sich anhand dieser Daten noch keine endgiiltige Aussage zu den
Auswirkungen der Neutralisation von endogenem chBAFF mit huBCMA auf die Menge der
einzelnen Immunglobuline treffen, tendenziell scheint sie jedoch zu einer Reduktion der Im-

munglobulinspiegel zu fithren.
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Um zu iiberpriifen, ob durch Variation des Behandlungsschemas eine noch stiarkere Reduktion
der B-Zellfrequenz erzielt werden kann, erhielten im folgenden Versuch vier Eintagskiiken an
fiinf aufeinander folgenden Tagen jeweils 300 pg huBCMA-Fc in 300 ul PBS i.p.. Als Kon-
trolle dienten vier Tiere, denen ein entsprechendes Volumen PBS injiziert wurde. Am sechs-

ten Tag erfolgte die Analyse der verschiedenen Parameter.

Auch in diesem Versuch war das Korpergewicht in beiden Gruppen anndhernd gleich. Das
durchschnittliche Milzgewicht der BCMA-Gruppe war mit 18,8 mg gegeniiber 22,0 mg bei
den Kontrollen geringfiigig niedriger, das Bursagewicht mit 63,4 mg im Vergleich zu 83,4 mg
stiarker reduziert. Dieses Verhiltnis spiegeln auch die Indices fiir Milz-/K6rpergewicht und
Bursa-/Korpergewicht wider. Wihrend durch die BCMA-Behandlung bei diesen jungen Tie-
ren der Milz-/Korpergewichts-Index (mg/g) kaum beeinflusst wurde, war der Bursa-
/Korpergewichts-Index mit 1,8 gegeniiber 2,4 klar erniedrigt (Tab. 5.5). Da die Tiere bei Ver-
suchsende deutlich jlinger waren, lagen die Werte insgesamt um ein Vielfaches unter denje-

nigen des ersten Versuches (vgl. Tab. 5.3).

.. . . . . Milz/ Bursa/
Korpe{g;awwht Mllz(?:m;lcht Burs(ange\)mcht Kérpergewichts- | Kdrpergewichts-
9 g 9 Index (mg/g) Index (mg/g)
huBCMA-Fc 42922 18,8 +2,1 63,4 £9,8 0,5+01 1,8+0;3
Kontrolle 455 +45 22,0+6,3 83,4 +29,9 0,6 +0,2 2,4+08

Tab. 5.5 Einfluss der huBCMA-Fc-Behandlung auf das Gewicht von Milz und Bursa

Vier Tiere pro Gruppe wurden ab dem ersten Lebenstag iiber fiinf Tage 1x téglich i.p. mit 300 pg huBCMA-Fc
oder einem entsprechenden Volumen PBS behandelt. Am sechsten Lebenstag wurden Korpergewicht, Milzge-
wicht und Bursagewicht bestimmt und die Indices fiir Milz-/Kdrpergewicht und Bursa-/Korpergewicht berech-
net. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD.

Die im Durchflusszytometer ermittelten Frequenzen der Lymphozytenpopulationen in den aus
Milz und Caecaltonsillen gewonnenen Zellen sind in Tab. 5.6 aufgefiihrt. Hierbei zeigten in
der Milz alle drei Antikorper gegen B-Zell-Oberflichenmarker - L-Kette, Bul und IgM - eine
massive Reduktion der B-Zellfrequenzen in der Gruppe der mit BCMA behandelten Tiere auf
ein Viertel der Kontrollgruppe. Die Frequenzen der T-Zellmarker CD3 und TCR waren dage-
gen mit 70,6% bzw. 77,2 % signifikant erhoht. Zur Bestimmung der Frequenz T-Zellrezeptor
(TCR) exprimierender Zellen wurde eine Kombination aus Antikorpern gegen TCR-1
(TCRyd), TCR-2 (TCRa/VBI) und TCR-3 (TCRa/VB2) verwendet. In den vereinigten Cae-
caltonsillen der beiden Gruppen war die B-Zellfrequenz nach der Behandlung mit BCMA um
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mehr als die Hélfte reduziert. Die T-Zellfrequenz dieser Gruppe war auch in den Caecalton-
sillen deutlich erhdht. Die geringen Unterschiede in der Thrombozytenfrequenz (K1") spre-
chen erneut fiir eine homogene Ausblutung und damit fiir eine gute Vergleichbarkeit der Or-

gangewichte (sieche Tab. 5.5).

Frequenz positiver Zellen (%)

L Kette Bu1 igM CD3 TCR K1

Milz

huBCMA-Fc 57+13* | 59+14*| 45+13*| 70,6+68* | 77,2+6,7*| 1,7+0,9

Kontrolle 20,3+37 | 26,2+44 | 21,7+34 | 486+134 | 59,7 6,9 3,017

Caecaltonsillen

huBCMA-Fc 14,8 17,0 14,9 74,7 69,4 6,2

Kontrolle 34,5 36,4 32,1 56,2 56,7 3,6

Tab. 5.6 Einfluss der BCMA-Behandlung auf die Frequenz von B- und T-Zellen in Milz und
Caecaltonsillen

Vier Tiere pro Gruppe wurden ab dem ersten Lebenstag iiber flinf Tage 1x tdglich i.p. mit 300 pg
huBCMA-Fc oder einem entsprechenden Volumen PBS behandelt. Am sechsten Lebenstag wurden
aus Milz und Caecaltonsillen die Lymphozyten isoliert und im Durchflusszytometer auf die Expressi-
on der angegebenen Oberflichenmarker untersucht. Zur Bestimmung der Frequenz TCR" Zellen wur-
de mit einer Kombination aus Antikdrpern gegen TCR-1 (TCRyd), TCR-2 (TCRa/VfB1) und TCR-3
gearbeitet. Angegeben sind Mittelwerte + SD.

*/** diese Werte sind signifikant unterschiedlich (*P < 0,05; T-Test / ** P < 0,01; T-Test)

Abb. 5.26(A) zeigt die durchflusszytometrischen Farbemuster fiir die Farbung gegen IgM
aller Tiere des Versuches. Wie zu sehen ist, lagen die Frequenzen der IgM" B-Zellen bei allen
Tieren, die huBCMA-Fc erhielten um ein vielfaches unter denen der Kontrolltiere. Bei Tier
755 konnte sogar eine Abnahme der B-Zellfrequenz auf lediglich 3,1% erzielt werden, wéh-
rend die Werte fiir die Kontrollen zwischen 18,6% und 26,5% lagen. Die Fluoreszenzintensi-

tit und damit die IgM-Oberflachenexpression der einzelnen Zellen blieb jedoch unveréndert.

Die in diesem Versuch durch die Injektion von BCMA erzielte vier- bis flinffache Reduktion
der B-Zellfrequenz in der Milz bzw. die Halbierung der B-Zellfrequenz in den Caecaltonsillen
(Abb. 5.26(B)), weisen zusammen mit den gezeigten Gewichtsverdnderungen in der Milz
(Tab. 5.3, Tab. 5.5) auf eine Abnahme der peripheren B-Zellzahl als Folge der Neutralisation
von endogenem chBAFF hin.
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Abb. 5.26 Reduktion der B-Zellfrequenz durch huBCMA-Fc

Vier Tiere pro Gruppe wurden ab dem ersten Lebenstag iiber fiinf Tage 1x tdglich i.p. mit 300 pg
huBCMA-Fc in 300 pl PBS oder einem entsprechenden Volumen PBS behandelt. Am sechsten Le-
benstag erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der B- und T-Zellfrequenz in Milz und Cae-
caltonsillen. (A) Vergleich der anti-IgM Farbung aller Tiere. Die Zahlen entsprechen den Tiernum-
mern. (B) Vergleich der mit Antikdrpern gegen Bul und TCR bestimmten B- und T-Zellfrequenzen in
den Milzen und Caecaltonsillen beider Gruppen. Zur Ermittlung der Gesamtzahl TCR" Zellen wurde
eine Kombination aus den Antikérpern gegen TCR-1 (TCRy3), TCR-2 (TCRo/VP1) und TCR-3
(TCRo/VB2) verwendet. Die Caecaltonsillen jeder Gruppe wurden vor Isolation der Lymphozyten

vereinigt.
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*/**% diese Werte sind signifikant unterschiedlich (¥*P <0,05; T-Test/ ** P <0,01; T-Test)
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Da auch bei diesem Versuch die Auswirkungen der BCMA-Gabe auf die Antikérper-Produk-
tion der B-Zellen bestimmt werden sollte, wurde den Tieren im Anschluss an die fiinftigige
BCMA-Behandlung am sechsten Lebenstag Blut zur Plasmagewinnung abgenommen. Im
ELISA wurden dann die im Plasma enthaltenen Mengen an IgM, IgA und IgG bestimmt
(Abb. 5.27). Im Gegensatz zum vorhergehenden Experiment (siche Abb. 5.25) konnte bei den
in diesem Fall um einiges jlingeren Tieren fiir keines der Immunglobuline ein deutlicher Un-

terschied im Plasmaspiegel nachgewiesen werden.
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6 Diskussion

Arbeiten am B-Zellsystem des Huhnes haben zur Entdeckung einiger grundlegender Mecha-
nismen in der Entwicklung und Funktionsweise des Immunsystems gefiihrt. So wurde die
Dichotomie des Immunsystems zundchst im Huhn beschrieben [3, 5, 236]. Viele der Untersu-
chungen wurden durch die Tatsache ermdglicht, dass die Reifung von B- und T-Zellen beim
Vogel, im Gegensatz zum Sdugetier, in zwei separaten und gut zugénglichen Organen, der
Bursa Fabricii und dem Thymus, stattfindet und durch die embryonale Entwicklung im Ei
auch die gesamte Ontogenese wesentlich leichter erforscht werden konnte [41, 237]. Spéter
verlagerte sich das Interesse auf die Untersuchungen der molekularen Vorginge bei der Bil-
dung des Antikdrperrepertoires. Dieser als ,,gene conversion bezeichnete Mechanismus wur-
de zunichst beim Huhn beschrieben und erst viel spiter bei mehreren Sdugerspezies nachge-
wiesen [43, 238]. Auf der anderen Seite stand von jeher die diagnostisch orientierte Arbeit im
Mittelpunkt des Interesses, in welcher beim Huhn wie bei vielen anderen Spezies Antikorper-
spiegel als Reaktion des Immunsystems auf antigene Stimuli, wie Infektionen oder Impfun-
gen, bestimmt wurden [239, 240].

Zur Differenzierung eines Organs sind zum einen Zell-Zell-Interaktionen iiber membranstin-
dige Rezeptoren und Liganden ndtig, andererseits kommt auch 16slichen Faktoren wie den
Zytokinen eine essentielle Funktion zu. Da die Bursa Fabricii ein nur beim Vogel vorkom-
mendes einzigartiges B-Zellreifungsorgan ist, erhalten neue Erkenntnisse zu ihrer Ontogenese
einen besonderen Stellenwert [32, 236]. Bislang war jedoch iiber beteiligte Zell-Zell-
Interaktionen oder Zytokine duBlerst wenig bekannt. Mit dem Tripeptid Bursin wurde zwar ein
fiir die Differenzierung der B-Zellen in der Bursa notwendiges Zytokin beschrieben, aller-
dings fehlen bis heute genauere Analysen zu seiner Funktion [17]. Von den beim Sduger be-
kannten B-Zell-Zytokinen wurde beim Huhn bisher nur IL-6 kloniert und einige wenige sei-
ner biologischen Aktivitdten charakterisiert [114]. Daten zur Wirkung von IL-6 auf Hiihner-
B-Zellen liegen dagegen nicht vor. Ein Grund fiir das geringe Wissen in diesem Bereich ist si-
cher das Fehlen von ,,Werkzeugen®, wie sie bei Studien in Mensch und Maus seit langem
vorhanden sind. Die Etablierung frei verfiigbarer EST-Datenbanken eréffnete jedoch auch im
Hiihnersystem neue experimentelle Mdglichkeiten [241, 242]. Da die Zytokinforschung seit
einiger Zeit einen Schwerpunkt dieses Labors bildet [114, 243-245], werden die Datenbanken
routineméfig nach Sequenzen mit Homologie zu Séugerzytokinen durchsucht. Dies geschah
auch nachdem mit BAFF ein neues Mitglied der TNF-Familien von Mensch und Maus publi-

ziert wurde [116, 117] und fiihrte zur Identifizierung einer hoch homologen Sequenz beim



Diskussion 108

Huhn. Hieraus erwuchs die Fragestellung, ob diese Sequenz fiir ein funktionelles Zytokin

kodiert, und wenn ja, welche Rolle ihm beim Huhn zukommt.

6.1 Charakterisierung von chBAFF

6.1.1 Identifzierung und Analyse der chBAFF-Sequenz

Die Grundlage dieser Arbeit bildete die Identifikation eines Hiihnerhomologs zu murinem
und humanem BAFF, die durch die Analyse der BLAST-Suchergebnisse von zwei Hiihner-
EST-Datenbanken erfolgte. Hierbei konnten schlieBlich zwei {iberlappende cDNA-Klone ge-
funden werden, die fiir den kompletten offenen Leserahmen von chBAFF kodieren. Wie bei
seinen Gegenstlicken von Mensch und Maus ist die Proteinstruktur von chBAFF als Typ-II-
Membranprotein organisiert. Beim Sauger ist bekannt, dass BAFF nach einem charakteristi-
schen Sequenzmotiv von einer Furin-Typ-Protease prozessiert wird und dies zur Freisetzung
der biologisch aktiven, 16slichen Form fiihrt [116]. Da auch in der Sequenz von chBAFF das
Motiv fiir diese mogliche Furin-Schnittstelle an entsprechender Position gefunden wurde, ist
eine dhnliche Prozessierung zu vermuten. Erstaunlich sind die hohen Sequenzéhnlichkeiten
zwischen den 16slichen Formen des Zytokins von Huhn und Sduger. So ist 16sliches chBAFF
auf der Aminosiuren-Ebene zu 70% bzw. 76% mit murinem bzw. humanem BAFF identisch,
wogegen die meisten anderen Zytokine des Huhnes weniger als 30% Identitét zeigen [244].
Eine Ausnahme hiervon bildet chIL-6, das, unter Beriicksichtigung konservativer Amino-
siuren-Substitutionen, eine Ahnlichkeit von mehr als 50% zu humanem IL-6 zeigt. Interes-
santerweise fiihrt diese Ahnlichkeit auch zur funktionellen Austauschbarkeit der Zytokine in

einigen Bioassays, wie dem Proliferationstest mit 7TD1-Zellen [114, 246].

6.1.2 Herstellung von rekombinantem chBAFF

Zur Herstellung von rekombinantem Protein wurden sowohl ein prokaryotisches als auch ein
eukaryotisches Expressionssystem genutzt. Fiir die prokaryotische Expression wurde die
chBAFF-Sequenz in den Expressionsvektor pQE9 kloniert. Durch Expression dieses Kon-
struktes in E.coli konnte ein Protein gewonnen werden, welches am aminoterminalen Ende
mit sechs Histidinen versehen ist. Mittels dieses ,,His-Tags* war es mdglich, das Protein iiber
eine Nickel-Agarose-Sdule aufzureinigen. Dies flihrte zu Zytokinpréparationen von mehr als
95% Reinheit. Fiir die eukaryotische Expression in 293T-Zellen wurde die Sequenz des 10sli-
chen Teiles von chBAFF so in einen modifizierten PCR-3-Vektor [235] kloniert, dass das
Produkt neben einem Himagglutinin-Signalpeptid zusétzlich ein Flag-Tag trigt. Der Vorteil

der prokaryotischen Expression ist die Mdglichkeit, rasch groflere Mengen an rekombinantem
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Protein herstellen zu konnen. Nachteilig kann sich dabei jedoch die im Vergleich zur eukaryo-
tischen Zelle unterschiedliche Prozessierung der Proteine auswirken.

Um neben Antikorpern gegen Histidin bzw. das Flag-Epitop eine weitere Nachweismdglich-
keit fiir BAFF zu erhalten, wurde ein Kaninchenserum gegen His-chBAFF generiert und auf-
gereinigt. Wie im Western Blot gezeigt werden konnte, ermoglicht die aus dem Serum gerei-
nigte IgG-Fraktion die Detektion von prokaryotisch und eukaryotisch exprimiertem Protein,
wodurch die anschlieBende Etablierung eines ELISA-Testsystems zur Quantifizierung des

Flag-chBAFF-Gehalts in 293T-Uberstinden médglich wurde.

6.1.3 Rezeptoren fiir chBAFF finden sich exklusiv auf B-Zellen

Die Erkenntnisse der letzten Jahre iiber Mitglieder der verschiedenen Zytokin- und Zytokin-
rezeptoren-Familien haben immer wieder deutlich gemacht, dass die Funktion eines Zytokins
nur verstanden werden kann, wenn auch sein Rezeptor bekannt ist [247]. Fiir BAFF fanden
sich bei Mensch und Maus mit BAFF-R, BCMA und TACI bislang drei Rezeptoren [151,
155], wobei die Funktion von BAFF als B-Zell-Uberlebensfaktor offensichtlich ausschlieBlich
iiber den BAFF-R vermittelt wird [139]. Aufgrund der hohen Homologie zwischen chBAFF
und den Siuger-Analogen bot sich als erste Versuchsreihe die Uberpriifung einer mdglichen
Bindung des Hiihnerzytokins an die bekannten humanen und murinen Rezeptoren an. Die
hierzu von Schneider et al. durchgefiihrte Ko-Immunoprézipitation und der Rezeptor-Ligand-
Interaktions-ELISA konnten tatsdchlich demonstrieren, dass chBAFF spezifisch an BAFF-R,
TACI und BCMA von Mensch und Maus bindet [221]. Beim Séuger finden sich die Rezepto-
ren fiir BAFF vorrangig auf B-Zellen und in geringem Maf3 auf einigen T-Zellen [151, 153,
155]. Aufgrund der Tatsache, dass die meisten Mitglieder der TNF-Familie Trimere mit hoher
Affinitdt zu ihren Rezeptoren bilden [136], ist es hdufig moglich, ihre Bindung an membran-
staindige Rezeptoren iiber entsprechende AntikOper nachzuweisen, eine Technik, die in dieser
Weise fiir andere Zytokinfamilien aufgrund ihrer niedrigeren Affinitdt nicht durchfiihrbar ist.
Nachdem die Interaktion von chBAFF mit den Sidugerrezeptoren belegt werden konnte, wur-
den in dieser Arbeit umfangreiche durchflusszytometrische Untersuchungen zur Bindung von
Flag-chBAFF an Hiihnerlymphozyten durchgefiihrt. Diese zeigten zundchst, dass Flag-
chBAFF an eine in Milz, Caecaltonsillen, Blut und Bursa vorhandene Zellpopulation band,
die in der Bursa anndhernd 100% der isolierten Lymphozyten beinhaltete, im Thymus dage-
gen so gut wie nicht nachweisbar war. Da es sich bei ungefiahr 98% der Zellen aus der Bursa
um B-Zellen handelt, legten diese Daten die Vermutung nahe, dass es sich bei den von Flag-

chBAFF gebundenen Zellen vorrangig oder ausschlieBlich um B-Zellen handelt. In nachfol-
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genden Zwei-Farben-Immunfluoreszenz-Analysen konnte eindeutig gezeigt werden, dass
chBAFF in Blut, Milz, Caecaltonsillen und Bursa nur an B-Zellen bindet, Rezeptoren fiir das
Zytokin beim Huhn folglich ausschlieBlich auf B-Zellen exprimiert werden.

Hierbei konnte die Bindung von BAFF nicht nur an die differenzierten B-Zellen in der Peri-
pherie, sondern auch an die B-Zellen der Bursa nachgewiesen werden. Interessant dabei ist,
dass damit beim Huhn auch unreife B-Zellen Rezeptoren fiir BAFF exprimieren, wogegen
beim Sauger ein Einfluss von BAFF bislang immer nur auf den peripheren Pool reifer B-Zel-
len beschrieben und eine Wirkung auf sich entwickelnde B-Zellen stets negiert wurde [117,
158]. Die Feststellung, dass murines und humanes BAFF in der selben Intensitdt wie chBAFF
an Hiihner-B-Zellen binden, war aufgrund der hohen Homologie und der bereits beschriebe-
nen Bindung von chBAFF an die Rezeptoren des Séugers beinahe zu erwarten. Von grofBer
Bedeutung fiir die spdteren funktionellen Untersuchungen war jedoch die ebenfalls durch-
flusszytometrisch verifizierte Moglichkeit, dass die Interaktion von chBAFF mit seinen Re-

zeptoren auf B-Zellen durch Zugabe von 16slichem humanem BCMA-Fc inhibierbar ist.

Fiir zukiinftige Arbeiten duBerst hilfreich konnte die nachgewiesene Expression der BAFF-
Rezeptoren auf DT40-Zellen werden. Diese bursale Hiithner-B-Zelllinie wird weltweit flir
zahllose molekularbiologische Untersuchungen zur Signaltransduktion verwendet [248, 249]
und stellt damit sicherlich die am besten charakterisierte Hithner-Zelllinie iiberhaupt dar. Da
aus diesem Grund auch eine groB3e Palette molekularbiologischer Werkzeuge fiir DT40-Zellen
etabliert wurde, werden Untersuchungen zum Wirkmechanismus von chBAFF dadurch deut-

lich vereinfacht.

6.1.4 chBAFF-Rezeptor-Ontogenese

Wie die Durchflusszytometrie gezeigt hatte, werden Rezeptoren fiir BAFF beim Huhn auch
von den unreifen B-Zellen der Bursa exprimiert. In Zusammenhang mit der zusétzlich ge-
zeigten chBAFF-Expression in diesem B-Zellreifungsorgan ergab sich daraus die Frage, ab
welchem Zeitpunkt der B-Zellentwicklung die Zellen diese Rezeptoren tragen. Hierzu wurden
Analysen zur Expression von BAFF-Rezeptoren und membranstindigem Immunglobulin auf
B-Zellen aus Milz und Bursa zu verschiedenen Zeitpunkten der embryonalen Entwicklung
und nach dem Schlupf durchgefiihrt. Interessanterweise lieBen sich dabei die im Literaturteil
(s. auch Abb. 2.2) ausfiihrlich beschriebenen einzelnen Phasen der B-Zellreifung beim Huhn
sehr gut nachvollziehen. So waren bereits an Embryonaltag 10 Bul™ Zellen in der Milz zu
finden, die jedoch weder eine Expression von BAFF-Rezeptoren noch von Immunglobulin-

molekiilen in ihrer Zellmembran zeigten [12]. An Embryonaltag 14 war eine deutliche Zu-
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nahme dieser Vorldufer-B-Zellen in der Milz zu beobachten. Wie erwartet, exprimierten eini-
ge wenige dieser Zellen IgM [13], eine klare BAFF-Rezeptoren-Expression lies sich dagegen
nicht feststellen. Die zum selben Zeitpunkt schon aus der Peripherie in die Bursa einge-
wanderten B-Zellen [26] wiesen insgesamt eine schwache Bindung von BAFF auf, die Zellen,
die bereits den BCR in ihrer Zellmembran trugen [31], zeigten dagegen eine stidrkere BAFF-
Rezeptoren-Expression. Am Embryonaltag 18 waren in der Milz nur noch wenige B-Zellvor-
laufer zu finden [29], widhrend in der Bursa zu diesem Zeitpunkt, an dem ,,gene conversion
und Zellproliferation ihre volle Ausprigung finden [41], fast alle isolierten Zellen Bul” wa-
ren, zu einem groflen Teil IgM exprimierten und in ihrer Gesamtheit eine deutliche Bindung
von chBAFF zeigten. Diese Rezeptordichte nimmt auf den B-Zellen in der Bursa bis zum
ersten Lebenstag noch einmal zu und scheint sogar hdher zu sein als diejenige auf B-Zellen
aus der Milz von Eintagskiiken. Bei den am ersten Lebenstag in der Milz gefundenen B-Zel-
len handelt es sich um Zellen, die um den Zeitpunkt des Schlupfes beginnen, aus der Bursa in
die Peripherie auszuwandern [32, 79]. Zusammenfassend lédsst sich somit feststellen, dass die
Expression von Rezeptoren fiir chBAFF eng mit dem Einbau von Immunglobulin in die
Zellmembran korreliert und folglich schon zu einem sehr frithen Stadium der B-Zellentwick-
lung nachzuweisen ist. Im Einklang hiermit stehen neueste, bei der Maus gewonnene Daten,
die ebenfalls eine Korrelation zwischen BAFF-R und slg-Expression beschreiben und damit
die BAFF-Wirkung auf ausschlielich reife B-Zellen beim Sduger erstmals in Frage stellen
[208].

6.1.5 ChBAFF-Expression

Wihrend die Expression des Rezeptors mit Hilfe des 16slichen Zytokins untersucht werden
konnte, stehen bisher entsprechende Werkzeuge fiir Expressionsstudien des Zytokins nicht
zur Verfiigung. Daher wurden Northern Blot-Analysen durchgefiihrt, die zeigten, dass BAFF
beim Huhn hauptsichlich in der Bursa Fabricii exprimiert wird. Zur Klarung der Frage, wel-
che Zellen in diesem fiir die Klasse der Vogel charakteristischen B-Zellreifungsorgan BAFF
produzieren, wurde zusétzlich eine in situ Hybridisierung durchgefiihrt. Die Bursa enthélt
neben B-Zellen verschiedener Reifungsstadien in Cortex und Medulla der Bursafollikel noch
einige andere Zellpopulationen, {iber deren Funktion bis heute wenig bekannt ist [20]. So fin-
den sich in der Follikelmedulla neben unreifen und reifen B-Zellen auch Makrophagen, einige
wenige T-Zellen und ein Netzwerk von sog. bursalen sekretorischen Dendritischen Zellen
(BSDC) [250]. Die durch die Hybridisierung mit 33p markierter antisense-BAFF-cDNA sicht-
bar gemachte BAFF-RNA wies ein Verteilungsmuster auf, das keiner distinkten Zellpopula-
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tion in Cortex oder Medulla zuzuordnen war, sondern sich gleichmaBig iiber das gesamte Or-
gan verteilte. Dies konnte sowohl fiir eine Expression des Zytokins durch die B-Zellen selbst
als auch durch im gesamten Organ vorhandene Stromazellen sprechen. Gegen eine Expres-
sion von chBAFF durch reife B-Zellen spricht die Tatsache, dass im Northern Blot in periphe-
ren lymphatischen Organen keine chBAFF-RNA oder wenn nur dullerst geringe Mengen in
der Milz nachgewiesen werden konnten. Untersuchungen zum Genexpressionsprofil ver-
schiedener B-Zell-Entwicklungsstadien beim Vogel zeigten aber eine vierfach erhohte Ex-
pression von BAFF in bursalen B-Zellen im Vergleich zu TCR-2" T-Zellen. [251]. Da die
Anreicherung der B-Zellen aus der Bursa hierflir jedoch mit einem Antikdrper gegen das
Bul-Antigen durchgefiihrt wurde und dieses Antigen in der Bursa neben den B-Zellen auch
auf einem kleinen Prozentsatz medulldrer Makrophagen zu finden ist [252], konnte die nach-
gewiesene chBAFF-mRNA durchaus auch von diesen Zellen stammen. Neueste bei der Maus
gewonnene Daten zeigen, dass BAFF zwar unter anderem von Makrophagen und dendriti-
schen Zellen produziert wird, der Hauptteil jedoch von bestrahlungsresistenten Stromazellen
stammt [206]. Dies wiirde bei einer Ubertragung auf die Bursa bedeuten, dass sowohl medul-
lire Bul ™ Makrophagen als auch Stromazellen das Zytokin exprimieren konnten. Einen Bei-
trag zur Beantwortung dieser Frage konnte die Behandlung von Hiithnerembryonen mit Cyc-
lophosphamid bieten. Hierdurch wird der lymphoide Anteil der Bursa vollstindig zerstort
[24], womit die B-Zellen als Quelle fiir nach der Gabe von Cyclophosphamid gegebenenfalls
noch vorhandenes BAFF ausgeschlossen wiren.

Bislang steht aber lediglich fest, dass chBAFF vorrangig in der Bursa exprimiert wird. Ob
dies in autokriner Weise von den B-Zellen des Organs geschieht oder Bursa-Stromazellen und
Makrophagen dafiir verantwortlich sind, bedarf weiterer Klarung.

In Zusammenhang mit den vorliegenden Daten zur Ontogenese der BAFF-Rezeptor-Expres-
sion bietet es sich an, auch die Ontogenese der Expression des Zytokins selbst genauer zu
analysieren. Hiermit konnte der fritheste Zeitpunkt bestimmt werden, an dem Rezeptor-Li-
gand-Interaktionen mdglich sind, woraus wiederum Riickschliisse auf die hiervon beeinfluss-

ten B-Zell-Reifungsstadien gezogen werden konnten.

6.2 Untersuchungen zur Funktion von chBAFF

Wie die vorausgegangenen Versuche gezeigt hatten, kodiert die gefundene, zu humanem und
murinem BAFF hoch homologe Sequenz in der Tat fiir ein funktionelles Zytokin, dessen Re-

zeptoren beim Huhn ausschlieBlich von B-Zellen exprimiert werden. Nachdem es mdglich
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war, rekombinantes Protein sowohl pro- als auch eukaryotisch herzustellen, stellte sich selbst-
redend die Frage nach der eigentlichen Funktion des Zytokins. Erste Erkenntnisse hierzu lie-
ferten Untersuchungen zur Wirkung von chBAFF auf kultivierte primére Zellen, welche an-

schlieflend durch in vivo Versuche erweitert werden konnten.

6.2.1 ChBAFF als Uberlebensfaktor fiir kultivierte B-Zellen

Bei Mensch und Maus wurde die Hauptfunktion von BAFF als Uberlebensfaktor fiir reife B-
Zellen beschrieben [161]. In verschiedenen Publikationen wird auch eine proliferative Wir-
kung des Zytokins auf B-Zellen postuliert, allerdings nicht alleine, sondern lediglich als Ko-
faktor zusammen mit weiteren Stimuli, wie der Quervernetzung des BCR oder der Zugabe
von CD40L [116, 117].

In einer ersten Versuchsreihe konnten, nach mehrtdagiger Kultivierung von Milzlymphozyten
in Anwesenheit von Flag-chBAFF, im Durchflusszytometer gegeniiber den Kontrollansétzen
mehrfach erhohte Frequenzen lebender B-Zellen gemessen werden. Da hierfiir neben einer
vergroBerten B-Zellpopulation auch eine Abnahme der tibrigen Zellpopulationen (T-Zellen)
in Frage gekommen wére, wurde im folgenden die Gesamtzahl lebender B-Zellen in den Kul-
turen bestimmt. Diese zeigte eine eindeutige Abhéingigkeit der Erhdhung der B-Zellzahl von
der zugesetzten Menge an Flag-chBAFF. Bei Einsatz der optimalen Dosierung konnte eine
drei- bis vierfache Zunahme der Gesamtzahl lebender B-Zellen beobachtet werden. Bei den
B-Zellen der Milz handelt es sich um spezielle Formen peripherer B-Lymphozyten, die funk-
tionell nicht in jeder Hinsicht den B-Lymphozyten aus anderen Organen gleichzusetzen sind
[253, 254]. Auf die B-Zellen aus den Caecaltonsillen konnte jedoch derselbe Effekt von
chBAFF nachgewiesen werden, wohingegen diese Wirkung auf die B-Zellen aus dem peri-
pheren Blut, wenn iiberhaupt, nur in deutlich abgeschwichter Form zu finden war. Auffillig
war daneben die Beobachtung, dass die Uberlebensdauer der verschiedenen B-Zellen in Kul-
tur stark differiert. Wahrend von den aus Caecaltonsillen isolierten B-Zellen nach 24-
stiindiger Kultur noch knapp die Hélfte der Zellen lebten, standen diesem Wert in der Milz
30% und in den PBL-Kulturen nur noch 15% gegeniiber. Der rasche Tod der aus dem Blut
gewonnenen B-Zellen passt zu Angaben in der Literatur [77, 79]. Danach konnen im Blut drei
verschiedene B-Zellpopulationen unterschieden werden, von denen die GroBte nach ihrer E-
migration aus der Bursa mit einer Halbwertszeit von nur 30 Stunden bereits in vivo extrem
kurzlebig ist, eine zweite, ungefiahr 35% der B-Zellen einnehmende Population mit 12 Tagen
Halbwertszeit etwas lidnger lebt und nur ein kleiner Anteil von 5%, mit einer Halbwertszeit
von 100 Tagen wirklich als langlebig zu bezeichnen ist. Diese langlebigen B-Zellen sind ver-

mutlich in der Lage, sich auerhalb der Bursa selbst zu erneuern. Abgesehen von diesen, also
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auch unter in vivo Bedingungen sehr schnell sterbenden B-Zellen aus dem Blut, bewirkt
chBAFF folglich in Kulturen peripherer Lymphozyten eine Zunahme der Gesamtzahl leben-
der B-Zellen.

Da die gezeigten Effekte bis zu diesem Zeitpunkt mit gemischten Zellpraparationen nachge-
wiesen wurden, war eine Beeinflussung der Ergebnisse durch sekundédre Nebeneffekte von
chBAFF auf ,Nicht-B-Zellen“ nicht auszuschlieBen. Fiir weitere Versuche erfolgte daher eine
Anreicherung der B-Zellen aus Milzlymphozyten iiber eine MACS-Sdule. Um Verdnderungen
des Aktivierungszustandes der B-Zellen durch die Anreicherung moglichst gering zu halten,
wurde zur Markierung der B-Zellen ein Antikorper gegen die leichte Kette verwendet, dessen
Bindung nicht zur Quervernetzung und damit Aktivierung des BCR fiihrt. In den wenigen
bislang in der Literatur beschriebenen Experimenten mit sortierten B-Zellen des Huhnes wur-
den mehrfach Antikorper gegen Bu-1 eingesetzt [251]. Hierbei ist jedoch zu beriicksichtigen,
dass die Aktivierung dieses Antigens zur signifikanten Steigerung der Apoptoserate der B-
Zellen fiihrt [74], weshalb anti-Bu-1-Antikorper fiir Untersuchungen zur Viabilitét von B-Zel-
len génzlich ungeeignet sind. Ansétze mit mittels L-Ketten-Antikorper auf eine Reinheit von
mehr als 93% angereicherten B-Zellen bestitigten die bisher erhobenen Daten mit einer fiinf-
fachen Erh6hung der Zahl lebender B-Zellen durch chBAFF und belegten damit eine, von
anderen Zellpopulationen unbeeinflusste, direkte Wirkung des Zytokins auf B-Zellen.

Die Verwendung von humanem oder murinem BAFF fiihrte zu Effekten, die mit denen von
chBAFF identisch waren. Damit konnte eine funktionelle Kreuzreaktivitat zwischen Sduger-
und Vogelzytokin belegt werden, wie sie in dieser Form bislang lediglich fiir IL-6 gezeigt
wurde [114]. Beim Sduger ist bereits bekannt, dass BAFF nicht proliferativ wirkt, sondern die
Apoptose der B-Zellen hemmt [173, 255]. Aufgrund der vorhandenen Kreuzreaktivitit war es
daher wahrscheinlich, dass auch chBAFF eher das Uberleben der B-Zellen in den Kulturen
verldngert, als durch Induktion der Proliferation von wenigen Zellen die Gesamtzahl der B-
Zellen erhoht. Zur Absicherung dieser Vermutung wurde die Technik der CFSE-Férbung bei
Hiihnerzellen etabliert. Wie bereits ausgefiihrt (s. 4.19), kann bei CFSE markierten Zellen die
Proliferation durch Reduktion der Fluoreszenz nachgewiesen und gleichzeitig durch zusétzli-
che Fiarbung der Zellen mit spezifischen Antikdrpern bestimmten Zellpopulationen zugeord-
net werden. CFSE markierte Milzlymphozyten konnten zwar durch Stimulation mit ConA zur
Proliferation angeregt werden, nicht jedoch durch die Zugabe von chBAFF. Unter dem Ein-
fluss des Zytokins kam es auch bei den markierten Zellen zur Erh6hung der B-Zellfrequenz,

obwohl diese niedriger ausfiel als bei unmarkierten Zellen. Ursache hierfiir konnte eine mog-
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liche Schéddigung der - beim Huhn besonders empfindlichen - B-Zellen durch den Fluores-
zenzfarbstoff sein, da es beim Einbau von CFSE in das Zytoskelett zur Bildung von Formal-
dehyd und Essigsdure kommen kann [256]. Insgesamt zeigten die Versuche mit CFSE gefarb-
ten Zellen aber klar, dass chBAFF, ebenso wie das murine und humane Zytokin, nicht zur
Proliferation der B-Zellen in Kultur fiihrt, sondern vielmehr das Uberleben peripherer B-
Zellen in Kultur zu verldngern scheint. Ob dies wie beim Sduger iiber die vermehrte Expres-
sion von anti-apoptotisch wirkenden Mitgliedern der Bcl-2 Familie vermittelt wird [70, 171,
174], ist aufgrund der hohen Homologie und Kreuzreaktivitit zu vermuten, muss jedoch noch
bestdtigt werden.

Neben diesen Ubereinstimmungen deuteten sich bereits durch die Expression von chBAFF in
der Bursa und den Nachweis von chBAFF-Rezeptoren auf sehr friihen B-Zellstadien mogli-
che weitere Funktionen des Zytokins beim Vogel an, die im Unterschied zur bislang giiltigen
Interpretation seiner Wirkungsweise beim Sauger stehen. Hierfiir sprechen auch die vorlie-
genden funktionellen Daten. So konnte der auch in der Literatur beschriebene [257] rasche
Tod von Bursalymphozyten in Kultur durch Zugabe von chBAFF zwar nicht vollstdndig ver-
hindert, aber doch stark verlangsamt werden. Hierzu passt die vor wenigen Monaten erfolgte
Beschreibung einer nicht ndher erlduterten Stimulation von Bursalymphozyten durch huma-
nes BAFF [251]. Bislang war eine Steigerung der Viabilitit von bursalen B-Zellen nur durch
Zugabe von Phorbolestern zu erzielen [67]. Mit chBAFF als Zytokin ist nun erstmals ein phy-
siologisch relevanter Faktor bekannt, der zu deutlich lingerem Uberleben dieser unreifen B-
Zellen in Kultur fiihrt.

Aus den bislang in vitro gewonnenen Erkenntnissen ldsst sich allerdings nur ein sehr grund-
satzliches Bild tliber die Wirkung von chBAFF ableiten, schlielich erfolgt die Regulation des
Immunsystems nicht durch die gesonderte Wirkung einzelner Zytokine, sondern durch die
integrierte Informationsiibermittlung eines ganzen Zytokin-Netzwerkes und zahlreicher Zell-
Zell-Interaktionen. Fiir kiinftige in vitro Arbeiten wird daher, neben der Untersuchung der
chBAFF-Signaltransduktion, sicherlich ein besonderes Augenmerk auf die Gewinnung von
Kenntnissen zum mdglichen Zusammenspiel von chBAFF mit anderen beim Huhn bekannten

Faktoren wie IL-6, CD40L oder der Stimulation {iber den BCR gelegt werden.

6.2.2 Beeinflussung der B-Zell-Homoostase durch chBAFF

Eine letztgiiltige Aussage iliber die Wirksamkeit eines Zytokins ist nur durch in vivo Versuche
zu erhalten, in welchen heute iiblicherweise entweder mit der Uberexpression oder dem

Knockout des entsprechenden Zytokingens gearbeitet wird. Doch wéhrend hierfiir bei der
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Maus vom transgenen Tier bis zum klassischen Gen-Knockout das gesamte Spektrum der
funktionellen Genomanalyse zur Verfiigung steht, ist dies bereits bei den meisten Haussduge-
tieren nicht mehr der Fall und aus naheliegenden Griinden beim Menschen iiberhaupt nicht
moglich. Die Herstellung transgener Tiere stellt einen hochaktuellen Forschungsbereich dar
und ist mittlerweile neben der Maus auch fiir Schwein, Schaf und einige andere Spezies etab-
liert [258, 259], beim Huhn jedoch noch nicht moglich. Aus diesem Grund muss, um eine
funktionelle Uberexpression zu erzielen, immer noch das Protein selbst durch Injektion zuge-
fiihrt werden. In Zukunft konnte allerdings unter Umstédnden der Einsatz entsprechender Vek-
toren eine Moglichkeit bieten, die aufwendige Herstellung der groen Mengen an Protein fiir
in vivo Studien zu ersetzen. Ein viel versprechendes Beispiel flir einen erfolgreich durch-
geflihrten Gentransfer beim Huhn stellt die durch einen retroviralen Vektor bewirkte Expres-
sion trunkierter Immunglobulinmolekiile in B-Zellen von Hithnerembryonen dar [34]. Um im
Gegenzug zur Uberexpression die Wirkung eines Zytokins vollstindig zu eliminieren, ist die
effektivste Technik sicherlich der Gen-Knockout. Doch wihrend dies wiederum fiir die Maus
eine Standardmethode darstellt und eine Vielzahl von Knockout-Modellen dieser Tierart kduf-
lich zu erwerben ist, ist die Durchfithrung eines Gen-Knockouts beim Vogel bislang nicht
moglich. Somit bleibt beim Huhn fiir diesen Zweck nur der Weg der Neutralisierung endogen
gebildeten Zytokins, also eines funktionellen Knockouts oder besser Knockdowns, da diese
Technik nicht zur vollstdndigen Eliminierung der Zielproteine fiihrt. Hierfiir bieten sich ver-
schiedene experimentelle Moglichkeiten. Klassischerweise wurden den Tieren neutralisie-
rende Antikorper gegen die zu untersuchende Substanz injiziert. Diese Methode wurde nicht
zuletzt zur Elimination ganzer Zellpopulationen angewandt [260], hat jedoch den Nachteil,
dass die Gewinnung eines geeigneten neutralisierenden Antikorpers sich extrem aufwendig
gestalten kann. Die Weiterentwicklung molekularbiologischer Techniken erdffnete die Mog-
lichkeit, statt monoklonaler Antikorper zur Neutralisation von Zytokinen deren natiirliche
Rezeptoren zu verwenden. Losliche Zytokinrezeptoren wurden als hochaffine Bindungspart-
ner in der Evolution selektiert, zeichnen sich durch eine ideale Spezifitit aus und konnen als
rekombinantes Protein in groer Menge hergestellt werden [261, 262]. Mit diesem Ansatz
konnten gerade in der TNF-Familie sehr gute Ergebnisse erzielt werden, die mittlerweile in
der Humanmedizen mit Enbrel® bereits zur Zulassung eines loslichen TNF-Rezeptors als
Therapeutikum gegen die rheumatoide Arthritis fithrten [247]. Eine ganz neue Chance konnte
die RNA-Interferenz Technologie bieten. Hierbei wird iiber den Einsatz von kurzen (21-23nt)
doppelstringigen RNA Fragmenten, sog. ,,short interfering RNAs“ (siRNA) die Spaltung

komplementirer zelluldirer mRNA initiiert und dadurch die Translation des jeweiligen Pro-
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teins verhindert. Da doppelstringige RNA eigentlich nur bei der Replikation bestimmter Vi-
ren auftritt, dient dieser Mechanismus der Zelle zum Schutz vor viralen Infektionen [263].
Nach Endeckung der siRNAs in Pflanzen und Helminthen [264], konnten kiinstlich herge-
stellte siRNAs inzwischen auch zum Gen-Knockdown in Mammalierzellen benutzt werden.
Mittels neuer Applikationsformen, wie der Verwendung viraler Vektoren zur Bildung der
siRNA direkt in der Zielzelle, konnte bei Mausen und Ratten bereits eine zielgerichtete Re-
duktion der Genexpression in vivo erzielt werden [265, 266]. Vor einem routineméfigen Ein-
satz dieser neuen Technik miissen sicherlich noch eine ganze Reihe von Schwierigkeiten
tiberwunden werden, sie stellt jedoch in jedem Fall eine potente Alternative zum Gen-Knock-

out dar, die insbesondere in der Tiermedizin grof3e Bedeutung erlangen konnte.

6.2.3 Einfluss von chBAFF auf die B-Zellzahl

Die zur funktionellen Uberexpression von chBAFF durchgefiihrte siebentiigige Injektion von
prokaryotisch exprimiertem Protein fiihrte bei Kiiken neben einer signifikanten Zunahme des
Milzgewichts zur Erhdhung der B-Zellfrequenz in Milz und Caecaltonsillen. Da die GroB3en-
zunahme der Milzen auf eine Erhdhung der Gesamtleukozytenzahl schlieen ldsst, folgt dar-
aus in Zusammenhang mit der gesteigerten B-Zellfrequenz, dass die Supplementierung von
chBAFF zur spezifischen Expansion der B-Zellpopulation in der Milz und hochstwahrschein-
lich auch der Caecaltonsillen fiihrte. Um zu bestimmen, ob die Expansion der B-Zellen in vivo
aus einer gesteigerten Uberlebensrate oder der Induktion von Zellproliferation resultiert, be-
darf es noch weiterer Untersuchungen. Als mdgliches Verfahren zum Nachweis oder Aus-
schluss der Zellproliferation im Tier bote sich hierfiir die Nutzung des Thymidinanalogs
Bromodeoxy-Uridin (BrdU) an [267, 268], da der Nachweis des BrdU-Einbaus in die DNA
proliferierender Zellen im Verlauf dieser Arbeit bereits etabliert werden konnte.

Im Gegensatz zu den B-Zellen aus Milz und Caecaltonsillen konnte auf die B-Zellen der Bur-
sa durch die Applikation von chBAFF kein Einfluss gezeigt werden, da weder die Zellzahl
zunahm, noch Verdnderungen im Organgewicht festzustellen waren. Dies konnte dafiir spre-
chen, dass die ersten Stadien der B-Zellreifung beim Huhn, wie beim Séduger postuliert, unab-
hingig von BAFF erfolgen. Da chBAFF in der Bursa jedoch hoch exprimiert wird, konnte
aber auch die endogen bereitgestellte Menge an BAFF so groB3 sein, dass die BAFF-Rezepto-
ren auf den Zellen bereits mit Liganden gesittigt sind und aus diesem Grund durch zusitzli-
ches, exogen zugefiihrtes Zytokin keine additiven Effekte mehr erzielt werden konnten. Daher
scheint der Weg des funktionellen Knockouts eher geeignet, um die Frage nach dem Einfluss

von chBAFF auf die Zellen der Bursa zu kliren.
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Wie ausgefiihrt, ist die Generierung von Gen-Knockouts beim Huhn bislang nicht moglich
und auch Antikorper gegen chBAFF stehen noch nicht zur Verfiigung. Jedoch konnte gezeigt
werden, dass chBAFF an alle drei bekannten BAFF-Rezeptoren von Mensch und Maus bindet
und in vitro mit 16slichem humanen BCMA eine Inhibition der Bindung von chBAFF an B-
Zellen erzielt werden kann. Damit bot sich fiir die in vivo Neutralisation des Zytokins der Ein-
satz des kreuzreagierenden 16slichen Sduger-Rezeptors an. Fiir die Durchfiihrung dieser Ver-
suche wurde 16sliches huBCMA-Fc verwendet, welches freundlicherweise von Dr. Pascal
Schneider (Institut fiir Biochemie, Universitit Lausanne, Schweiz) zur Verfligung gestellt
wurde. In einem ersten Versuch fiihrte die Blockade von endogenem chBAFF in den Milzen
der Tiere zur Abnahme der B-Zellfrequenz auf die Hélfte. Da dies auch mit einem niedrigeren
Milzgewicht einherging, kam es durch das Fehlen von BAFF offensichtlich zur Reduktion der
Zahl peripherer B-Zellen. Bestitigt wurde diese Interpretation auch durch die erniedrigten B-
Zellfrequenzen in den Caecaltonsillen der BCMA-behandelten Tiere. Im Gegensatz zur
Supplementierung von chBAFF konnte durch den funktionellen Knockdown des Zytokins
auch ein Effekt auf die Bursa gezeigt werden, da es zur eindeutigen Verkleinerung der Organe
kam. In einem Folgeversuch konnten durch eine Modifikation des Behandlungsschemas die
Auswirkungen auf Milz und Caecaltonsillen nochmals verstirkt werden und fiihrten schliel3-
lich zur Reduktion der B-Zellfrequenz auf etwa ein Viertel der in der Kontrollgruppe beo-
bachteten Frequenzen. Verdnderungen in den Organgewichten waren allerdings bei diesen mit
sechs Tagen deutlich jlingeren Tieren nur bedingt zu finden.

So fiihrte die Neutralisation von BAFF nur bei den zehn Tage alten Tieren zur Verkleinerung
der Bursa, wihrend weder die Blockade bei flinftagigen Kiiken, noch die Supplementierung
von chBAFF messbare Verdnderungen des Organs bewirkte. Anhand dieser in vivo Experi-
mente ist daher keine endgiiltige Aussage iiber die Wirkung von chBAFF auf die unreifen B-
Zellen der Bursa zu treffen. Berlicksichtigt man jedoch, dass chBAFF hauptsichlich in der
Bursa exprimiert wird, die B-Zellen der Bursa bereits ab dem Zeitpunkt der sIg-Expression
Rezeptoren fiir das Zytokin tragen, die Zugabe von chBAFF zu Kulturen aus Bursalympho-
zyten deren Uberleben verlingerte und die Hemmung des Zytokins in einem geeigneten ex-
perimentellen Ansatz zur Reduktion der OrgangroBe fiihrte, scheint eine Wirkung von
chBAFF auf die frithen B-Zellstadien der Bursa sehr wahrscheinlich. Da beim Huhn nach
Expression des BCR in der Zellmembran zur Unterscheidung unterschiedlicher Stadien der B-
Zellreifung keine adidquaten Oberflichenmarker vorhanden sind, werden kiinftige Knock-
down-Studien sicherlich schwerpunktméfig immunhistologische Untersuchungen der Bursa

beinhalten, um eventuelle Verdnderungen in der Organstruktur und Zellverteilung darstellen
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zu konnen. Gerade zum funktionellen Knockdown von chBAFF in der Bursa wiirde sich die
Etablierung der oben erwdhnten siRNA-Technologie anbieten. Aufgrund des vorhandenen re-
versen peristaltischen Reflexes werden auf die Anallippen aufgebrachte Substanzen sehr rasch
und anndhernd vollstdndig iiber den Verbindungsgang vom Enddarm in die Bursa transpor-
tiert und iiber das Follikel assoziierte Epithel an die Follikelmedulla weitergegeben [56]. So-
mit konnten entsprechend modifizierte Vektoren iiber diesen Weg direkt an den Ort der
BAFF-Expression gelangen. womit eine hochgradige Verdiinnung durch eine intravendse
Applikation vermieden wiirde. Hinzu kommt, dass wenigstens fiir groBere Molekiile, wie
DNP konjugiertes bovines Serum Albumin, ein Verbleib des aufgenommenen Stoffes in der
Bursa gezeigt werden konnte [11] und die Wirkung der gebildeten siRNA somit lokal be-

grenzt werden konnte.

6.2.4 Einfluss von chBAFF auf die Antikorperspiegel

Welche Auswirkungen die Uberexpression oder Neutralisation von chBAFF auf die Differen-
zierung und den Aktivierungszustand peripherer B-Zellen haben, ist beim Huhn im Gegensatz
zur Maus kaum zu analysieren, da weder Marker zur Unterscheidung der Differenzierungs-
stadien peripherer B-Zellen noch standardisierte Assays zur Uberpriifung ihres Funktions-
zustandes zur Verfiigung stehen. Dass das Vorhandensein entsprechender Oberflichenmarker
aber nicht nur zu Informationsgewinn fiihren, sondern auch zu mdéglichen Fehlinterpretatio-
nen von Ergebnissen verleiten kann, beweist eine wenige Monate alte Verdffentlichung aus
dem Saugersytem. Hier wurden die verschiedenen B-Zellstadien (T1, T2, MZ usw.) bislang
hauptsédchlich anhand ihrer Expression der CD21/35 und CD23-Antigene unterschieden. In
BAFF-Knockout-Tieren konnten nun kaum B-Zellen mit Expression dieser Molekiile nach-
gewiesen werden. Da von T1-Zellen weder CD21/CD35 noch CD23 exprimiert werden, son-
dern B-Zellen diese Molekiile in unterschiedlicher Ausprigung erst ab dem T2-Stadium tra-
gen, lautete die Theorie, dass ohne BAFF die B-Zellentwicklung im T1-Stadium blockiert
wird [184]. Neueste Daten zeigen nun jedoch, dass BAFF die Expression von CD21/35 und
CD23 unabhéngig von der B-Zelldifferenzierung steigert. Dies bedeutet, dass die stark redu-
zierte Expression in BAFF-Knockout-Tieren nicht unbedingt auf eine Blockade der B-Zell-
entwicklung zuriickzufiihren ist und die postulierte Funktion von BAFF mit anderen Metho-
den nochmals iiberpriift werden sollte [208].

Fiir Untersuchungen zur Antikorperproduktion als Hauptfunktion der B-Zellen stehen aber
auch beim Huhn die nétigen Reagenzien zur Verfligung. So konnte nach der Behandlung mit

chBAFF neben einer Erhohung der Zahl der B-Zellen auch ein signifikanter Anstieg der im
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Serum vorhandenen Menge an IgM nachgewiesen werden. Bei den IgA-Spiegeln im Serum
fiihrt das vermehrte Angebot von chBAFF aber nur zu einem geringgradigen Anstieg. Aller-
dings waren die Tiere bei Versuchsende erst zehn Tage alt. Wie frithere Arbeiten gezeigt ha-
ben, beginnt die IgA-Synthese der Tiere erst zu diesem Zeitpunkt [269], weshalb ein deutli-
cher Effekt der chBAFF-Applikation auf die I[gA-Werte im Serum auch nicht zu erwarten
war. Keine Verdnderungen fanden sich bei den im Serum nachgewiesenen Mengen an IgG.
Da bei Tieren dieses Alters noch groBe Mengen an maternalem, aus dem Dotter stammendem
IgG im Serum zu finden sind, war mit deutlichen Differenzen ebenfalls nicht zu rechnen.
Nach der Neutralisation von chBAFF durch huBCMA-Fc wiesen die Immunglobulinspiegel
der 10 Tage alten Tiere in der BCMA-Gruppe grofle Unterschiede auf, tendenziell wurde je-
doch eine Erniedrigung der IgM- und IgA-Werte durch die Blockade von BAFF erkennbar.
Untersuchungen zur vorhandenen IgG Menge wurden auch hier vom noch vorhandenen ma-
ternalen IgG behindert. Die Verdnderung des Behandlungsschemas zu einer téglichen
BCMA-Injektion fiihrte zwar zu einer noch stirkeren Reduktion der B-Zellzahl, bei den Im-
munglobulinspiegeln im Plasma waren dagegen keine Unterschiede zwischen der huBCMA-
Fc behandelten und der Kontrollgruppe messbar. Da die Auswirkungen der BCMA-Gabe in
den durchgefiihrten Versuchen offensichtlich stark vom Alter der Tiere und dem Behand-
lungsschema beeinflusst wurden, deuten die bisher vorliegenden Daten lediglich an, dass die
Neutralisation von chBAFF zu einer Reduktion der I[gM- und IgA-Menge im Plasma fiihrt.
Zur Verifizierung der BAFF-Wirkung auf die Antikorperproduktion miissten daher sowohl
fiir die Supplementierung als auch fiir die Neutralisation von BAFF iltere Tiere verwendet
werden, bei denen die Produktion aller Immunglobuline bereits voll ausgebildet ist und die
Analysen nicht mehr durch das zirkulieren maternalen IgGs gestdrt werden. Problematisch
hierbei ist der stark erhohte Bedarf an rekombinantem Zytokin bzw. 16slichem Rezeptor bei
alteren und somit schwereren Tieren. Fiir die BAFF-Expression muss daher in Zukunft sicher-
lich nach einem ergiebigeren Expressionssystem gesucht werden, da bereits zur Gewinnung
der, fiir diese Arbeit bendtigten BAFF-Menge 36 Liter Bakterienkultur hergestellt werden
mussten. Bei der Frage der Inhibition konnte unter Umstdnden die Verwendung eines 16sli-
chen BAFF-R-Fc-Konstruktes eine Losung bieten, da gezeigt werden konnte, dass dieser in
der Neutralisation von endogenem BAFF bei der Maus zehnmal potenter wirkt als BCMA-Fc.
Zuriickgefiihrt wird dies auf die Tatsache, dass an das BAFF-Trimer mehrere Molekiile
BAFF-R-Fc, aber nur ecin Molekiill BCMA-Fc binden konnen und zudem monovalentes
BAFF-R-Fc im Gegensatz zu monovalentem BCMA-Fc in der Lage ist, mit BAFF stabile
Komplexe auszubilden [149].
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Zusammenfassend zeigen die Versuche, dass die funktionelle Uberexpression von chBAFF zu
einer Zunahme der peripheren B-Zellzahl fiihrte, wihrend die Neutralisation diese drastisch
reduzierte. Fiir einen Einfluss von chBAFF auf die Antikorperproduktion spricht die signifi-
kante Erhohung der IgM-Menge nach Gabe von chBAFF. Um genauere Aussagen iiber die
Auswirkungen des Zytokins auf die Immunglobulinspiegel und seine sich abzeichnende
Funktion in der Bursa treffen zu konnen, bedarf es dagegen weiterer Untersuchungen. In ihrer
Gesamtheit konnten die in vivo Studien jedoch einen eindeutigen biologischen Effekt von

chBAFF auf den peripheren B-Zellpool zeigen.

6.2.5 ChBAFF als mogliches Adjuvans

Die kommende Umstellung von der Kéfig- auf die Bodenhaltung wird die Gefliigelhaltung
kiinftig mit einer Vielzahl neuer gesundheitlicher Probleme konfrontieren, die durch das zu-
nehmend enger werdende Spektrum beim Huhn einsetzbarer Therapeutika zusétzlich kompli-
ziert werden diirften. Das Beispiel der Gefliigelpest fiihrt drastisch vor Augen, dass der Aus-
bruch von Krankheiten, abgesehen von der moralischen Fragwiirdigkeit der Tétung von Mil-
lionen von Hiithnern zur Verhinderung der Erregeriibertragung, zu riesigen finanziellen Ver-
lusten fiihren kann. Der Bedarf an effizienten Impfstoffen zum Schutz der Bestdnde wird da-
her stetig wachsen. Um eine ausreichende Immunantwort des Organismus auf moglichst ge-
ringe Mengen des verabreichten Antigens in einem Impfstoff zu erhalten, werden diesen seit
langem sog. Adjuvantien zugesetzt [270, 271]. Da Zytokine physiologische Modulatoren der
Immunantwort sind, stellte sich die Frage nach ihrer Verwendbarkeit als Adjuvans. Nachdem
nun auch beim Huhn eine Vielzahl von Zytokinen charakterisiert wurde, aber trotz intensiver
Suche potente und gut vertrdgliche Adjuvantien bislang kaum bekannt sind, wurden IFN-y
und einige weitere Zytokine bereits auf ihren mdglichen Einsatz hin getestet [272, 273], wo-
bei in mehreren Fillen eine Erhohung der spezifischen Antikorperantwort gezeigt werden
konnte. Keines der eingesetzten Zytokine fiihrt allerdings zur direkten Stimulation der Anti-
korperproduktion. Der durch die zusitzliche Gabe von chBAFF erzielte signifikante Anstieg
der IgM-Spiegel im Serum er6ffnet jedoch die Aussicht, mit diesem spezifisch auf B-Zellen
wirkenden Zytokin ein wirklich potentes Adjuvans fiir das Huhn zur Verfiigung zu haben. Fiir
einen moglichen Einsatz in diesem Bereich spricht auch die bei der Maus nachgewiesene Er-
hohung spezifischer Antikorpertiter nach Immunisierung und gleichzeitiger Gabe von BAFF.
Betroffen waren hierbei sowohl die T-Zell abhidngige als auch die T-Zell unabhéngige Anti-
korperantwort [173]. Untersuchungen dieser Art miissen fiir das Huhn erst noch durchgefiihrt

werden. Als Testsystem wiirde sich dafiir die Impfung gegen Newcastle disease anbieten, da
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ihre Effektivitit u.a. durch den sehr gut etablierten Nachweis von Antikérpern gegen Neura-
minidase mittels Himagglutinations-Hemmungstest oder im ELISA {iberpriift werden kann
[274] und die Erkrankung ein relevantes Problem im Feld darstellt. Zunéchst wiirde eine Stei-
gerung der spezifischen Antikorpertiter sicherlich durch gleichzeitige Gabe von Impfstoff und
rekombinantem chBAFF untersucht werden. Da die Verwendung rekombinanten Proteins
zwar fiir wissenschaftliche Fragestellungen moglich, fiir die praktische Anwendung aufgrund
des enormen Aufwandes jedoch nicht anwendbar ist, miisste fiir einen erfolgreichen Einsatz
als Adjuvans in weiteren Schritten die Suche nach einem passenden Vektor zur DNA-Vakzi-

nierung erfolgen.

Abschlieflend bleibt festzuhalten, dass im Rahmen dieser Arbeit verstindlicherweise nicht die
gesamte Biologie des Zytokins geklirt werden konnte und damit einige Fragen zunichst un-
beantwortet bleiben miissen. Mit der vorliegenden funktionellen und biochemischen Analyse
von chBAFF konnte jedoch der Weg fiir eine Vielzahl weiterer Experimente zum besseren
Verstindnis der B-Zellentwicklung beim Huhn geebnet und eine Basis sowohl fiir die weitere
wissenschaftliche Forschung als auch deren praktische Anwendung geschaffen werden. Von
besonderem phylogenetischem Interesse wird in néchster Zeit sicher die genauere Charakteri-
sierung des Einflusses von chBAFF auf die Bursa sein, da sich hier mdglicherweise ein
grundlegender Unterschied in der Funktion dieses hoch homologen Zytokins bei Sdugern und
Vogeln abzeichnet. Auf Seite der praktischen Anwendbarkeit werden Untersuchungen zu ei-
nem denkbaren Einsatz von chBAFF als Adjuvans folgen. Somit stellen die Arbeiten an
chBAFF nicht nur die erste funktionelle Charakterisierung eines TNF-Familienmitglieds beim
Huhn dar, sondern bilden ein Bindeglied zwischen molekularbiologischer Forschung und

tiermedizinischer Anwendung.
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7 Zusammenfassung

Die Grundlage der vorliegenden Arbeit bildete die Identifizierung der cDNA-Sequenz eines
avidren Homologes zum ,.B cell activating factor belonging to the TNF family* (BAFF) des
Séugers in einer Hithner EST-Datenbank. Diese cDNA-Sequenz kodiert fiir den kompletten
offenen Leserahmen von chBAFF und enthilt neben einer Transmembrandoméne auch eine
mogliche Furin-Schnittstelle. Mit einer Aminosduren-Identitdt von 76% zwischen chBAFF
und dem humanen BAFF weist es eine bedeutend hohere Homologie auf als andere bekannte
Hiihner-Zytokine. Zur biochemischen und funktionellen Charakterisierung des Zytokins wur-
de dieses in rekombinanter Form sowohl prokaryotisch in E.coli als auch eukaryotisch in
293T Zellen exprimiert. Das prokaryotisch exprimierte His-chBAFF wurde zur Gewinnung
eines polyklonalen Kaninchen-Antiserums verwendet. Die daraus gereinigte [IgG-Fraktion
ermOglicht den Nachweis von pro- und eukaryotisch exprimiertem Zytokin und wurde zur
Quantifizierung von chBAFF im ELISA herangezogen. Northern Blot Studien zeigten eine
schwache chBAFF-Expression in der Milz und ein starkes Expressionssignal in der Bursa
Fabricii, wéhrend alle weiteren getesteten Gewebe, wie Thymus und Darm, negativ waren. In
der in situ Hybridisierung wies die mRNA fiir chBAFF ein breites Verteilungsmuster iiber das
gesamte Organ auf, wobei in der Follikelmedulla eine verstirkte Expression detektiert werden
konnte. Aufgrund der vorliegenden Daten sind daher als Quelle fiir das Zytokin sowohl bursa-
le B-Zellen als auch Stromazellen in Betracht zu ziehen. Zur Identifikation der Zielzellen des
Zytokins wurde die Expression der chBAFF-Rezeptor(en) in durchflusszytometrischen Bin-
dungsstudien mit Flag-chBAFF analysiert. Hierbei konnten Rezeptoren fiir chBAFF aus-
schlieBlich auf B-Zellen nachgewiesen werden und zwar sowohl auf reifen B-Zellen aus peri-
pheren lymphatischen Organen als auch auf den unreifen B-Zellen der Bursa. Nachfolgende
Studien zur Rezeptorontogenese ergaben eine deutliche positive Korrelation zwischen der
Expression des Zytokinrezeptors und derjenigen des B-Zellrezeptors in der embryonalen Bur-
sa. Im Rezeptor-Ligand-Interaktions-ELISA konnte ebenso wie durch Ko-Immuno-
prazipitation eine Bindung von chBAFF an alle drei bislang bekannten BAFF-Rezeptoren des
Sdugers gezeigt werden. Von besonderer Bedeutung war hierbei, dass die chBAFF-Bindung
an die Hithner-B-Zelllinie DT40 durch eine 16sliche Variante des humanen BAFF-Rezeptors
BCMA (huBCMA-Fc) blockiert werden konnte.

Der Zusatz von eukaryotisch exprimiertem chBAFF zu Kulturen aus Milzlymphozyten fiihrte
zu einem signifikanten Anstieg der Zahl lebender B-Zellen. Dieser dosisabhidngige Effekt war

auch in Lymphozytenkulturen aus Caecaltonsillen und in Kulturen gereinigter (>95%) B-
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Zellpraparationen aus der Milz zu beobachten. Die rasche Apoptose bursaler Lymphozyten in
Kultur konnte zwar nicht génzlich verhindert werden, die Supplementierung von chBAFF
fiihrte aber auch in Kulturen dieser unreifen B-Zellen zu einer deutlichen Zunahme der Viabi-
litdt. AnschlieBende Experimente mit CFSE markierten Zellen ergaben, dass chBAFF nicht
zur Proliferation der B-Zellen fiihrt. Die nachgewiesenen Effekte werden folglich mit groB3er
Wahrscheinlichkeit durch die potente Inhibition der Apoptose der B-Zellen verursacht.

Die Zellkulturarbeiten konnten durch in vivo Studien mit gereinigtem prokaryotischem
chBAFF bestitigt werden. Die tdgliche Injektion des rekombinanten Zytokins iiber sieben
Tage hinweg induzierte dabei eine signifikante Zunahme von Milzgewicht und B-
Zellfrequenz in Milz und Caecaltonsillen. Zusitzlich kam es durch die funktionelle chBAFF-
Uberexpression zu einem signifikanten (4-fachen) Anstieg der IgM-Serumspiegel. Somit
scheint chBAFF nicht nur die Zahl der B-Zellen zu beeinflussen, sondern auch deren Diffe-
renzierung zu Antikorper sekretierenden Zellen. Da durch die Supplementierung des Zytokins
keine Effekte auf die Bursa erzielt werden konnten, wurde nachfolgend der umgekehrte expe-
rimentelle Ansatz gewidhlt und endogenes chBAFF bei frisch geschliipften Kiiken fiinf Tage
lang durch die tdgliche i.p. Injektion von huBCMA-Fc neutralisiert. Dieser funktionelle
Knockdown fiihrte zur Abnahme des Milzgewichts und einer drastischen Reduktion der B-
Zellfrequenz in Milz und Caecaltonsillen. Zudem konnte eine Verringerung der Bursagewich-
te beobachtet werden. Dieser Befund, sowie die vorrangige chBAFF-mRNA-Expression in
der Bursa und die Expression seiner Rezeptoren auf bursalen B-Zellen, deuten zusammenge-

nommen auf eine bislang unbekannte Rolle von BAFF in der frithen B-Zellentwicklung hin.
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8 Summary

Charakterization of chBAFF as an important regulator of B-cell function in the chicken.

This investigation is based on the identification of cDNA sequence information for a putative
chicken homologue of the mammalian cytokine “B cell activating factor belonging to the
TNF family” (BAFF) in a chicken EST-database. The cDNAs encoded for the complete open
reading frame of chicken BAFF (chBAFF) including a transmembrane domain and a potential
furine cleavage side. ChBAFF shows an uncommon high amino-acid sequence identity with
76% identity to human BAFF in comparison with other chicken cytokines. To investigate its
biochemical and functional properties, recombinant prokaryotic chBAFF was generated in E.
coli and eukaryotic chBAFF was obtained from transfected 293T cells. A polyclonal rabbit
antiserum raised against His-chBAFF reacted with both, the prokaryotic and the eukaryotic
cytokine and was used to quantify 293T cell derived chBAFF in an ELISA system.

Studies by northern blot analysis revealed a strong expression signal in the Bursa of Fabricius
and a weak signal in the spleen, while all other tissues including thymus and gut tissue were
negative. In situ hybridisation detected a wide distribution pattern for chBAFF-mRNA in all
areas of the bursa of Fabricius. However, the strongest expression was seen in the medulla
from bursal follikels. These studies indicate that both the bursal stroma and bursal B-cells
must be considered as potential sources for chBAFF. To identify target cells for this cytokine,
chBAFF receptor(s) expression was investigated in binding studies with Flag tagged chBAFF
(Flag-chBAFF) and binding was analysed by flow cytometry. Receptor expression was clear-
ly restricted to B-cells including mature B-cells from peripheral lymphoid organs as well as
immature bursal B-cells. Subsequent studies on the ontogeny of chBAFF receptor expression
showed a positive correlation between the cytokine receptor expression and the expression of
the B-cell antigen receptor in the developing embryonic bursa.

Receptor-ligand-interaction ELISA and co-immunoprecipitation experiments demonstrated
that chBAFF binds to all three mammalian BAFF receptors identified thus far. Importantly,
studies of chBAFF binding to the chicken B-cell line DT40 showed that an engineered soluble
form of the human BAFF-receptor BCMA (huBCMA-Fc) inhibited chBAFF binding.

The addition of 293T cell derived chBAFF to splenic lymphocyte cultures led to a significant
increase in B-cell viability. This dose-dependent effect was also observed in lymphocyte cul-

tures from ceacal tonsils and in cultures of purified (>95%) splenic B-cell preparations. While



Literaturverzeichnis 126

the rapid apoptosis in cultures of bursal lymphocytes could not be completely prevented,
chBAFF clearly increased the survival of these immature B-cells. CFSE labelling experiments
further showed that chBAFF did not induce B-cell proliferation. Therefore, it is highly prob-
able that chBAFF, as its mammalian counterpart, is a potent inhibitor of B-cell apoptosis.

These in vitro studies were complemented by in vivo experiments with purified prokaryotic
chBAFF. Daily injection of recombinant cytokine for 7 days induced a significant increase in
spleen weight and B-cell frequency in spleen and caecal tonsils. Besides, the functional over-
expression of chBAFF induced significantly (4-fold) increased serum IgM levels. Therefore,
chBAFF does not only increase B cell numbers, it also influences their differentiation to anti-
body secreting cells. However, no effect was observed on the bursa of Fabricius prompting
the reverse experimental approach. With the availability of a soluble cytokine specific recep-
tor (huBCMA-Fc) in vivo knockdown studies could be performed. Daily i.p. application of
huBCMA-Fc to newly hatched birds for 5 days led to decreased spleen weights and drasti-
cally reduced the B-cell frequency in spleens and caecal tonsils. In addition, bursal weights in
treated birds were lower than in untreated controls. This experiment in combination with the
observation of high expression levels of chBAFF-mRNA in the bursa and functional BAFF-
receptor(s) on bursal B-cells strongly indicated a thus far unknown role for BAFF in early B-

cell development.
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Anhang

A) Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Die Bezugsquellen wurden als Hochzahlen entsprechend nachfolgender Tabelle in Kapitel 4,

Material und Methoden integriert.

1 AppliChem, Darmstadt

2 Amersham Pharmacia, Freiburg

3 Ratiopharm, Ulm

4 Biochrom, Berlin

5 Sigma, Deisenhofen

6 Fluka, Buchs, Ch

7 Invitrogen, Karlsruhe

8 Merck, Darmstadt

9 Bio-Rad, Miinchen

10 Whatman, Maidstone, GB

11 Roche Diagnostics, Mannheim

12 Roth, Karlsruhe

13 Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
14 Serva, Heidelberg

15 Schleicher und Schuell, Dasseln
16 Southern Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, USA
17 Miltenyi, Bergisch Gladbach

18 Molecular Probes, Inc., Oregon, USA
19 Qiagen, Hilden

20 Braun, Melsungen

21 DakoCyomation GmbH,Hamburg
22 Stratagene, Heidelberg

23 Kodak, Stuttgart

24 Invitrogen, Karlsruhe

25 Bioprocessing Ltd, Consett, UK

[\
(o)}

Biontex, Miinchen
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B) Gerate in alphabetischer Reihenfolge

Gerit Bezeichnung Herstellerfirma
H Inst t
Brutschrank CO,-Auto-Zero e:raeus nstruments,
Miinchen
FACScan o '
Durchflusszytometer Software: CellQuest, WinM- E ecton Dickinson, Heidel-
erg
DI2.8
Elektroblotter Multiphor II LKB Pharmacia
SLT Labinst t
ELISA-Washer Tecan M8/4R Columbus plus . a .ms Tuments,
Crailsheim

Gel Dokumentation

Gel Doc 2000
Software: Quantity One 4.1.1

BioRad, Miinchen

Hybridisierungsschrank BFD WTB Binder, Tuttlingen
. Reichert-Jung, Wien,

Kryostat 2800 Frigocut E Osterreich

Mikroskop Leica DMR Leica, Bensheim

Mikrozentrifuge Centrifuge 5415R Eppendorf, Kdln

Photometer Biophotometer Eppendorf, Kdln

Photometer Kiivette

Spectrophotometer Quartz-
Kiivette

Sigma, Deisenhofen

Platten-Photometer

Sunrise-Remote

Tecan, Crailsheim

Power-Supply

Power Pac 300

BioRad, Miinchen

Schiittler

Kombischiittler KL-2

Johanna-Otto GmbH, He-
chingen

SDS-Gel-Giefl]kammer

BioRad mini Protean II

BioRad, Miinchen

Sterile Werkbank Microflow Nunc, Wiesbaden
Ultraschallgerit Sonoplus GM 200 Bandelin, Berlin
Vakuumzentrifuge Speed Vac Concentrator Bachofer, Reutlingen
Zihlkammer ngigiﬁg eugréihlkammer Brand, Wertheim
Zentrifuge Sigma 4K15C Sigma, Deisenhofen
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