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1 Einleitung

Das Huhn stellt ein wichtiges Modelltier fur zahttee Gebiete der
Grundlagenforschung, insbesondere fur die Infektioedizin, die Immunologie,
die Embryologie, die vergleichende Genomforschumgj wie auch die Tierzucht
dar. Darlberhinaus ist diese Spezies jedoch auchischaftlich von

aul3erordentlicher Bedeutung. Es gilt in vielen Begn der Welt als wichtigste
Proteinquelle fir den Menschen und wird im Hinbliakf die Zunahme der

Weltbevdlkerung noch an Bedeutung gewinnen.

Da medikamenttse Interventionen beim Huhn als lebétellieferndes Tier nur
sehr eingeschrénkt in Frage kommen, wird vornelimdiarch Resistenzzucht und
Vakzinierung Einfluss auf den GesundheitsstatusTidere genommen. Sowohl
fur die Zlchtung resistenter Huhnerlinien als aticghdie Entwicklung potenter
Vaccinen ist eine umfassende Kenntnis der Vorgamgenmunsystem der Tiere

essentiell, zumahl sich dieses erheblich von dentdager unterscheidet.

Weitreichende neue Moglichkeiten ergaben sich n@t 8equenzierung des
Huhnergenoms, welches als erstes Haustiergenomaim 2004 vollstéandig
sequenziert wurde [1]. Diese Informationen ermdgiit nun unter Einsatz von
Transkriptom- und Proteomanalysen die rasche uacklge Identifizierung von
Kandidatengenen, die eine Rolle in der Regulatimm \Mechanismen des

Immunsystems spielen.

Die Relevanz identifizierter potentieller Kandidateann jedoch nur durch eine

detaillierte funktionale Analyse geklart werden.

Nach Klonierung eines Kandidatengens konnen vitro-Versuche mit
rekombinant hergestellten Proteinen erste wert\ileveise fir die Funktion des
Gens liefern. Fur die vollstandige Klarung musodin letzter Konsequenz die
Uberpriifung ihrer Wirkung im lebenden Organismu®lgen. Im Mausmodell
erfolgt dieser Schritt mittels Erstellung transgebew. knockout-Linien. Hierbei
soll am transgenen Tier ein Funktionsgewifgain of function) untersucht
werden, ein  knockout soll Aufschluss Uber Auswigen eines

Funktionsverlustefoss of functionyermitteln.
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Die Generierung Keimbahn-transgener Huhner ist zWareits mehrfach

gelungen [2, 3], deren Erstellung ist jedoch nacimer relativ ineffizient und

Uberaus langwierig. Eine Alternative hierfiur stediér somatische Gentransfer
mittels viraler Vektoren dar. Im ersten Teil diegebeit ist die Etablierung und

Charakterisierung des retroviralen GentransfersgystRCAS beschrieben. Im
zweiten Teil wurden mit Hilfe des nun etabliertepst®éms Untersuchungen an
einem ersten Kandidatengenpaar, dem CD40/CD40leBysies Haushuhns,
durchgefuhrt.
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2 Literaturtbersicht

2.1 Funktionell-genomische Studien beim Haushuhn

Nachdem das Genom des Huhnes als eines der erstesti¢dgenome sequenziert
wurde, stellt die funktionale Genomanalyse nun deithsten Schritt zur
Erforschung der Funktion und der Regulation einzelGene dar [4]. Auf
Transkriptomebene lieferten  Arrayexperimente  zatihee fir  das
Huhnerimmunsystem potentiell bedeutsame Kandidatend5-8]. Eine weitere
Spezifizierung der Kandidaten stellen proteomiddheersuchungen dar [9]. Hier
wurden Studien an immunrelevanten Organen wie desaBfabricii [10] oder der
Harder’schen Drlse [11] durchgefuhrt. Bei der weiteAnalyse kdnnem vitro-
Versuche wertvolle Anhaltspunkte zur Funktion einee Gene geben. Die
genaue Fuktion eines Gens kann jedoch nur in deai@theit des lebenden

Organismus untersucht werden.

In einigen friheren Studien zur Funktion von Hulagekinen wurde das Protein
von Interesse im Sinne des Prinzips des Funktionsges @ain of functiof nach

Klonierung und rekombinanter Herstellung den Tiergiziert [12-14]. Diesen

vivo-Versuche sind jedoch auf die ersten Lebenstagelidee begrenzt, da die
Herstellung rekombinanten Proteins aufwandig ungbrtest. Technologien zum
Gentransfer sowie zur Erstellung transgener Hiuhmelche eine weiterreichende
Erforschung des Immunsystems auch von adulten Mierendglichen wirden,

sind zwar grundsatzlich verfiugbar, jedoch immermliangwierig und ineffektiv.

Grundsatzlich muss zwischen somatischem und Keimks@ntransfer

unterschieden werden. Beim Keimbahn-Transfer wimdTeansgen in Keimzellen
eines Organismus eingeschleust. Damit wird das shem an Tiere der
nachfolgenden Generation weitervererbt, welche Histellung transgener
Zuchtlinien verwendet werden kénnen. Im Gegensatzi dvird bei somatischem
Gentransfer ein Transgen in Koérperzellen eines @sgaus Ubertragen, jedoch
gelangt dieses nicht in die Keimbahn. Eine Erstgltransgener Tierlinien ist

somit nicht moglich [15].
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2.1.1 Das retrovirale Vektorsystem RCAS

In dieser Arbeit soll das retrovirale VektorsysttRCAS als Werkzeug fir
somatischen Gentransfer in funktionell-genomisci8taodien beim Haushuhn

etabliert und bewertet werden.
2.1.1.1 Kurze Einfuhrung in die Biologie der Retrov  iren

Die ersten Retroviren wurden vor ca. 100 Jahredesht. Annahernd zeitgleich
entdeckten die danische Arbeitsgruppe von Vilheltartban und Oluf Bang [16]
sowie der amerikanische Wissenschaftler Peyton Haud dass bestimmte
Tumoren des Huhns durch ein zellfreies Agens tdgetn werden kénnen. Das
von Rous entdeckte Virus rief Spindelzellsarkomevtne[18] und wurde nach
ihm Rous Sarkoma-Virus benannt. Fir seine Entdeglarhielt er im Jahr 1966
den Nobelpreis fiir Medizin [19]. Genauere Aspekier dJbertragung wie
Informationen Uber das RNA-Genom [20], die revérsanskription [21, 22] und
den Einbau von Provirus in die Wirts-DNA [23] wurdgedoch erst ca. 50 Jahre

spater beschrieben.

Die Familie der Retroviridae ist in mehrere Gruppeifigeteilt [24, 25], denen die
Organisation des RNA-Genoms gemeinsam ist (sieh@ldhlng 1). Das in die
Wirts-DNA integrierte Provirus enthalt die Gegag pol und env. Gag (group
specific_antigen) codiert fur das initiale Stukturprotein desugpartikels, welches
durch Modifikationen vielfaltige Aufgaben erflllerkann. Pol steht fur
Polymerase und codiert fur virale Enzyme, wobei dialei Protease in einigen
Typen von Retroviren auf anderen Genen codiefRit Das Gerenv(enwelope)
codiert fur die Proteine der Hille. Die namensgeeerBesonderheit der
Retroviren, ist die Umschreibung des einstrangighA-Genoms mittels des
Enzyms Reverse Transkriptase in DNA und der Eirdiaser in das Genom des

Wirtsorganismus [25].

Das Genom des Provirus wird beiderseits von koyg terminal repeat$L TR)
flankiert. Diese Regionen werden in drei Elementtedeilt: U3, R und U5,
welche wéhrend des Prozesses der reversen Traiwkmmtstehen. Die Funktion
der LTRs besteht in der Regulation der Transknptmoittels Promotor- und

Enhancer-Elementen [24].
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gag pol env

Abbildung 1: Prototyp des retroviralen Genoms

Das retrovirale Genom umfasst die Geagy pol undenv

Gag codiert fir virale Strukturproteind2ol ist das Gen fir die viralen Enzyme. Das Gawv
codiert fir Proteine der Virushiille. Flankiert wend diese Gene beidseits von repetitiven
Gensequenzen, sdgng terminal repeatéL TR).

) N N | N

Abbildung 2: Genom des Rous Sarkoma-Virus

Die viralen Gene sind 5'und 3" vdang terminal repeatLTR) flankiert, welche wichtige
Funktionen bei der viralen Transkription UbernehmBie Geneenv und src werden durch
Splicing transkribiert, hierfur notwendig sind eiSequenz, die als Splice-Donor agiert (SD) und
jeweils eine als Splice-Akzeptor (SA) wirkende Sempi Das Gersrc ist von repetitiven
Sequenzen, sodirect repeat{DR) umrahmt.

Das RCAS-Gentransfersystem basiert auf dem Rouko®arVirus (RSV).
Dieses Retrovirus gehort zur Gruppe der avidren CyRetroviren, auch aviare
Sarkom/Leukose-Viren (ASLV) genannt [24]. Das RS\hélt im Gegensatz zu
vielen anderen Retroviren dieser Gruppe, ein \@idiges retrovirales Genom
mit den Genengag pol und env (siehe Abbildung 2) und ist damit
replikationskompetent. Im Jahr 1963 wurde jedoch d@m Bryan Hochtiter
Stamm des RSV (RSV B¢yan) ein replikationsdefizientes Retrovirus
beschrieben [25, 26]. Da in diesem das Gamv fehlt, bendtigt es zur
Komplettierung der Viruspartikel ein Helferviruselehes das fehlende Gen tragt.
In den darauffolgenden Jahren machten Vogt und SdBesBeobachtung, dass es
in bestimmten Zellen auch ohne ein Helfervirus nabglvar, infektiose Partkikel
des RSV Bryan) zu erhalten [27, 28]. Dieselbe Beobachtung machtanafusa

et al. und schlossen daraus, dass hier ein zelgieimer Faktor involviert sein
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musste [29]. Dies wurde durch den Nachweis vonlamrdNA-Sequenzen im
Huhnergenom bestétigt [30-32] und fihrte zur erBgea Annahme, dass
Retroviren endogen im Hihnergenom vorkommen untl saugtervererbt werden
[32]. Replikationskompetentes RSV hat zusétzliclden essentiellen Gengag

pol und env das Gensrc, welches fur die Entstehung der fur die Infektion
typischen Tumoren verantwortlich ist. Dies ist eiBesonderheit, da Onkogen
tragende (sog. akut transfomierende ASLV) in degdReeplikationsdefizient
sind. Sie weisen einen Defekt in einem der esdirtiestroviralen Gene auf [18,
33]. Das src Onkogen codiert fur eine Tyrosinkinase, die diggalremmte
Proliferation der Wirtszelle fordert und somit eiaetscheidende Rolle bei der
Transformation der Wirtszelle spielt [34, 35]. BBianskription des Provirus
entstehen zum einen ungesplicte RNA-Strédnge, wdloh&ern als mRNA zur
Translation der vongag und pol kodierten Proteine sowie als Genom in
Viruspartikel verpackt werden. Zum anderen entseaith RNA, aus welcher
durch Splicing die mRNA furenv und src entsteht [33, 36]. Nach dem
Zusammenfigen des Nukleokapsids erhalt das Virusn béerlassen der
Wirtszelle seine Lipidhille. Wie in Abbildung 3 zsehen ist, erfolgt die
Aufnahme des behillten Retrovirus in die Zelle ptaesermittelt. Hierbei bindet
das Virus mittels eines Hullglykoproteins an eirRezeptor der Wirtszelle, was

zur Verschmelzung der viralen Lipidhille mit dedlZembran fuhrt.

In der Gruppe der ASLV unterscheidet man sechschiedene Untergruppen an
Hullproteinen (A bis E, J) [34, 37]. Die zugehotmgeellmembranstandigen
Rezeptormolekiile werden auf drei autosomalen Lwea,(tv-b undtv-c) kodiert.
Hierbei isttv-a Rezeptor fur Hillproteine der Gruppe ;b flr die Huillproteine
B, D und E undtv-c Rezeptor fiir Proteine der Gruppe C [34, 38]. Uther
physiologischen Funktionen dieser Molekile im Orgamus des Wirtstieres ist
wenig bekannt. Das votv-a kodierte Membranprotein beispielsweise ahnelt
LDL-Rezeptoren [24, 39]. Abweichungen in der Amidosesequenz kdnnen
bewirken, dass eine eventuelle physiologische Romktles Proteins erhalten
bleibt, jedoch keine Bindung an retrovirales Hidlgin mehr maoglich ist [24].
Dies erklart auch das Vorliegen von Resistenzeneimgen Huhnerlinien
gegenuber verschiedenen ASLV [40]. Eine weiterebdebtung war, dass Tiere

gegeniber Infektionen desselben Subtyps resisteareny wenn sie zuvor
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experimentell mit einem aviaren Sarkom/Leukose-¥infiziert wurden [41, 42].
Dieser Mechanismus wird Rezeptor-Interferenz genhdswurde vorgeschlagen,
dass beim Prozess der Fusion des Viruspartikels dait Zellmembran ein
inhibitorisches Peptid entsteht, welches ein eewBinden eines viralen Partikels
verhindert [43, 44].

" Reifung

Abbildung 3: Retroviraler Lebenszyklus
Modifiziert ibernommen aus Hughes, 2004 [38].
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2.1.1.2 Entwicklung des RCAS-Vektorsystems

Das retrovirale Gentransfersystem RCAS wurde Mige 1980er Jahre im Labor
des Retrovirologen Stephen Hughes entwickelt [3B$ basiert auf dem
replikationskompetenten Schmidt-Ruppin-Stamm degsR&arkoma-Virus (siehe
2.1.2). Teilsequenzen dieses Virus waren bereita @rernilofsky et al.
veroffentlicht [45-47]. Untersuchungen, in denensdsrc Onkogen mit
Restriktionsenzymen aus dem Virus herausgeschnittenstattdessen eir@al
Schnittstelle eingefuigt worden war, hatten gezalgss dasrc Onkogen vom
Virus nicht zur Replikation bendtigt wird. Jedodtelke sich eine 9 bis 29 bp
umfassende Sequenz, welche 5'an die U3-Region ddiR3angrenzt [48] als
essentiell fur die Virusvermehrung heraus. In weite Studien wurde
herausgefunden, dass zwei relativ homologe 115 gmuéhzen sich
wiederholender Nukleotidedifect repeaty beidseits dessrc Onkogens eine
wichtige Rolle bei der Verpackung von transkrileerVirus-RNA spielen [49].
Da diese Sequenzen jedoch wéahrend der reversersKfigtion haufig der
Rekombination unterworfen sind, wére der Verlustesi an Stelle vorenv
eingefligten Transgens relativ wahrscheinlich gewe&#aher veranderte die
Gruppe um Stephen Hughes das Virus so, dass eikentbaation an dieser
Stelle verhindert wird [50]. Das Slirect repeatwurde hierzu entfernt. Da hierbei
auch der fur die Expression des Gamss benétigte Splice-Akzeptor verloren
ging, wurde eine Sequenz, welche diese Aufgabdlterfiusatzlich eingeflgt.
Auch in diesem Konstrukt war an der Stelle vent eine Clal Schnittstelle
eingeflgt, die zur Insertion von Transgenen diegelite. Diese Schnittstelle
wurde gewahlt, weil das Enzym den Vektor nur eins@ineidet. Eine zweite
vorhandeneClal Schnittstelle in der 5°'LTR unterliegt der Methyliag und kann
somit bei in E. coli vermehrtem Plasmid nicht gestten werden [49]. Wie auch
in anderen retroviralen Systemen ist die Gro3dmeyts im Vektor limitiert [24,
51]. Die maximale Grol3e von Inserts im RCAS-Sytegtibei einer Lange von
ca. 2,5 kb [38, 52-54]. In weiteren Arbeiten wurdie Effizienz des Vektors
durch Mutagenese weiter verbessert [55]. AulRerdemrdev die virale
Vektorsequenz in ein Derivat des bakteriellen PldgpBR322 mit defekte€lal

Schnittstelle inseriert [54]. Dies sollte einersedie Effizienz einer initialen
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Transfektion von avidren Zellen verbessern und iseneschnelleren Start der
Virusinfektion gewahrleisten. Andererseits war rauch durch die im Plasmid
codierte Ampicillinresistenz eine einfache Vermelgudes Vektors mdglich.
Zusatzlich zum bisherigen Vektor, welcher ein Gamv der Untergruppe A
enthielt, wurde nun auch eine Variante mit einemlipidtein der Gruppe B
entwickelt. Dies ermoglichte eine Infektion von [Bel mit dem Rezeptotv-b
bzw. Doppelinfektionen von Zellen mit beiden Repepih. In spateren Arbeiten
von Fekete et al. wurden dartiber hinaus VektorerSdétypen D und E erstellt
[56]. Um die Anwendung des Systems zu erleichtentyvickelten Hughes et al.
eine Reihe von Adaptorplasmiden, welche neben derKionierung in den
Vektor bengtigterClal Schnittstelle auch zahlreiche andere Enzymschelita
enthalten [54].

Clal

gag pol env

SD SA SA

1 UL |

Abbildung 4: Genom des RCAS-Vektors

Das Gersrc des RSV wurde durch ei@@al Schnittstelle ersetzt, in welche Transgene bisizar
Grol3e von 2,5 kb eingefugt werden kénnen. Da dass@ekeine essentiellen Funktionen bei der
Virusvermehrung Ubernimmt, ist der resultierendektdge replikationskompetent. Das virale
Genom wurde zur effizienteren initialen Transfektioon Zellen in ein Plasmid mit Ampicillin-
Resistenz (amp) eingefigt.

Nach den oben beschriebenen Entwicklungen wurde\Wéttor nun RCAS
(replication _ompetent_ASLV — LTR with a_glice acceptor) genannt. Dieser
erfuhr im Lauf der Zeit einige Modifikationen. Zusemen mit RCAS wurde ein
weiterer Vektor entwickelt, in welchem der fir dixpression des inserierten
Transgens essentielle Splice-Akzeptor 3 des @endehlt. Dieses mit RCAN
(replication_ompetent ALV — LTR 1o splice acceptor) bezeichnete Konstrukt,

ermoglicht die Transkription des Transgens von demder LTR Sequenz
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liegenden Promotor des Vektors zu entkoppeln. St$sen besteht die
Moglichkeit, die Transkription unter die Kontrollnes endogenen, zusammen
mit dem Transgen inserierten Promotors zu stell@8]. [ Dies ermoglicht
beispielsweise die Verwendung gewebsspezifischemBtoren [57, 58] oder
induzierbarer Promotoren [59]. Eine zweite AnwergBmdglichkeit stellt die

Verwendung als Kontrollvektor ohne Transgenexpoesdar.

In einem weiteren Schritt ersetzten Greenhouse letdia aus dem RSV
stammenden LTRs des Vektors durch LTRs eines eméogaviaren Leukose
Virus, des Rous-assoziierten Virus (RAV), Typ O][93a in diesen Sequenzen
bestimmte Enhancer Elemente fehlen, kann damitremderatere Genexpression
erreicht werden. Dieses Konstrukt erhielt den NanRRGOS (eplication
competent ASLV — RAV-O- LTR with a_plice acceptor). Analog zu RCAS und
RCAN wurde auch ein Vektor ohne 3"Splice-Akzeptongtruiert und mit RCON
(replication_.ompetent ASLV — RAV-G- LTR 1o splice acceptor) benannt. Diese
Vektoren wurden vor allem im Hinblick auf einen &tz zur Generierung
transgener Tiere entwickelt. Im Vergleich zu RCASBdie Transgenexpression in
RCAN niedriger. Sowohl mit RCAS als auch mit RCO&rves mdglich, das
Transgen in Huhnerembryofibroblasten (HEF) zu fiemeren und in diesen zu
exprimieren [53, 54]. Um die Transgenexpressiorruhen, wurde das Geol
der Vektoren durch jenes aus dem Hochtiter Stamivi @8yan) ersetzt [35, 52].
Die hieraus resultierenden Vektoren erhielten desaZz BP (Byan Folymerase).
Eine Zusammenfassung der wichtigsten Vektoren deASRSystems findet sich
in Tabelle 1.
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Vektor Subtypen LTR Anwendung Anmerkung

Sehr hohe Expression Replikationskompetent,

RCAS(BP) AB.DE ALV (enh+) viaLTR Bryan Polymerase
RCAS A B,D,E ALV (enh+) Hohe Exli)_lr%ssmn via Replikationskompetent
Expression tber Replikationskompetent,

RCAN(BP) ABD ALV (enh+) internen Promotor Bryan Polymerase
RCAN A, B,D ALV (enh+) irﬁé?:lzisl?rgr%%?cl;r Replikationskompetent
Moderate Expression Replikationskompetent,

RCOS(BP) ABD RAV-O (enh-) via LTR Bryan Polymerase
RCOS A, B, D RAV-O (enh-) Niedrige EL>EIE)|£eSS|on via Replikationskompetent
; } Moderate Expression Replikationskompetent,

RCON(BP) ABD RAV-O (enh-) Uiber internen Promotor Bryan Polymerase
RCON A, B, D RAV-O (enh-) Utl)\le"f(ijr?tg?ni)riplir’?szg?or Replikationskompetent

Tabelle 1: Zusammenfassung der wichtigsten VektdeenRCAS-Gentransfersystems

Eine weitere Innovation bedeutete eine von Loftus aé durchgefihrte
Modifikation des RCAS(BP) Vektors zum Einsatz imesi sog. Gateway-
Klonierung [60]. Diese hocheffiziente Klonierungdteologie basiert auf der
sequenzspezifischen Rekombination des Phagerelcher die Fahigkeit besitzt,
innerhalb bestimmter repetitiver Sequenzen enzymitit in das Genom von E.
coli zu integrieren [61, 62]. Loftus et al. flgtdre hierflir benétigten Sequenzen
in den Vektor ein und entwickelten zusatzlich Koulste zur Klonierung der

Sequenz eines Hamagglutinin-Tags am 3" bzw. 5 Heddnserts [60].
2.1.1.3 Einsatz des RCAS-Systems

Mit der Erstellung von RCAS war es gelungen, eifizeintes System zu
entwickeln, welches fir eine Vielzahl von Fragdateden anwendbar ist. RCAS
ermoglicht einen effizienten Transfer von GenerHiihnerzellen. Hierbei wird
der Vorteil der Replikationskompetenz augenféalllg, sich teilende, Retrovirus
freie HEF [63] oder Fibroblasten der Linie DF1 [6Ahch der Transfektion
infektiose Viruspartikel bilden und so innerhalonwwenigen Tagen die gesamte
Kultur infiziert wird [65, 66]. In spéateren Publitanen wurde auch von einer
Infektion nicht replizierender Zellen berichtet [688]. Um den Erfolg der
Infektion zu Gberprufen, kbnnen AntikGrper gegen giag-Proteinpl9 eingesetzt
werden [69].
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Einsatz in Zellbiologie und Virologie

Das RCAS-System wurde zunachst fur Untersuchungerranktion bestimmter
Gene eingesetzt. In anfanglichen Studien wurde iddibeWirkung von aviaren
Onkogenen wie z. B. dem aviaren zellularen oderovealen Onkogenjun
untersucht [70-72]. Auch wurde die Funktion spdresder Gene in
Huhnerfibroblasten studiert. So untersuchten Gieblal. die Funktion des
humanenbcl-2 Gens, das antiapoptotische Wirkung besitzt [73¢rd wurden
HEF mit einem Konstrukt aus RCAS(BP) und humariei2 transduziert. Die
Lokalisation des RCAS-basierten Proteins in der leZekonnte mittels
Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. Auch koregtgéstellt werden, dass

transduzierte Zellen gegentiber Apoptoseinduktiatigétzt waren.

Garber et al. publizierten im Jahr 1991 erstmadssdnit dem murinervix-Gen
transduzierte HEF vor Influenzavirusinfektionen aggzt sind [74]. Auch hier
wurde zur Transfektion ein RCAS(BP)-basiertes Karktverwendet. Gerade im
Hinblick auf die aktuelle Influenza Problematik gemen diese Ergebnisse an
neuer Bedeutung [75].

Einsatz fur embryologische Fragestellungen

Das RCAS-System ermoglicht auch UntersuchungenMdkung ontogenetisch
relevanter Gene. Von Fekete et al. wurde ein Paltakur Generierung von
Embryochiméaren entwickelt, deren Zellen untersditbd Empfanglichkeiten fur
die verschiedenen Hillproteine des RSV aufwiesd. [Bierfir wurde neben
RCAS(BP)A auch der von der Gruppe eigens klonidfektor RCAS(BP)E
eingesetzt. Als Transgen wurde die humane plazeralitalische Phosphatase
gewahlt, da deren Produkt immunhistochemisch detdler ist [76].In vitro wie
auchin ovoVersuche zeigten, dass alle Zellen, welche sidhemem Antikdrper
gegen Virusprotein p19 [69] anfarben lieRen, auasitiy flr die Farbung gegen
die Alkalische Phosphatase waren [77]. Das hed&s @lle transduzierten Zellen
auch das Transgen bildeten. Zudem konnten keinereEgionsunterschiede
zwischen beiden eingesetzten Vektoren festgestaditden. Die Gruppe um
Fekete legte ein besonderes Augenmerk auf die Jemexpression in der
Embryonalentwicklung des Zentralen Nervensystenisridi konnte sie einen
Einfluss von Zeitpunkt und Lokalisation der Virugktion auf die
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Transgenexpression feststellen [77]. Wurde dassVirudie Otocyste injiziert,
eine Struktur aus welcher im Verlauf der Embryonalécklung Innenohr und N.
vestibulocochlearis entstehen, war die Transgemessmn weitestgehend auf
diese Strukturen beschrankt. Aufl3erdem wurden dieswiklkiungen von
Virusinjektion ins Neuralrohr in verschiedenen Eyaalstadien (nach
Hamburger und Hamilton [78]) getestet. Eine Injektin Embryonen vor dem
Entwicklungsstadium VII resultierte in einer Embmgdsterblichkeit von 100%.
Als madgliche Ursache konnte jedoch die Manipulati@m sich nicht
ausgeschlossen werden. Injektionen vor dem Stadiinerwiesen sich am
effektivsten, um eine Transgenexpression im Neoinalund entlang der ventralen
Mittellinie zu erhalten. Im Gegensatz dazu erzreltejektionen in den Stadien

XIV-XVI dort keine Transgenexpression, jedoch initee Teilen des Gehirns.

In Versuchen von Riddle, Johnson et al. wurde digkitdig des Gensonic
hedgehoghaher untersucht. Dessen Homolog ist bei Drosophé&anogaster in
der Entwicklung fur eine korrekte Segmentierung ufRtligelausbildung
verantwortlich [79]. Mit Hilfe des von Fekete et. antwickelten Vektors
RCAS(BP)E wurden Zellen mgonic hedgehogransduziert, welche dann in die
GliedmalRenanlage eines fir diesen Subtyp resisteBtabryo transplantiert
wurden [80]. Damit wurde das Transgen in den treaméierten Zellen exprimiert,
jedoch war eine Infektion des restlichen Embryashihimdglich. Hierbei konnte
die wichtige Rolle des Gens fir die anterior-pasteiusbildung der Gliedmal3en
entdeckt werden. Mit Hilfe der RCAS-Technologie kten zudem festgestellt
werden, dassonic hegdehoguch bei der Determinierung der Dorsoventralachse

des frihen Hihnerembryos wichtig ist.

Untersuchungen an geschlipften Kiken

Ratcliffe et al. wandten das RCAS-System erstmalsuan Untersuchungen an
Bursae fabricii geschlupfter Kiiken durchzufihren. Mittelpunkt des Interesses
stand die Besiedelung der Bursa fabricii mit B-Aédrlaufern, welche ab dem 9.
Tag der Embryonalentwicklung einsetzt. Es konnteegg werden, dass zur B-
Zell-Besiedelung kein funktionelles IgM auf der Bimembran vorhanden sein
muss [81]. Mittels RCAS-vermittelten Gentransfergrae eine trunkierte Form

des IgM-Rezeptors (Tu) in B-Zellen exprimiert, inelahem der komplette
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variable Teil sowie eine Doméne des konstanten sTdehlten. Eine
Antigenbindung konnte somit nicht stattfinden. Na&m Schlupf konnten in der
Bursa fabricii Tp-positive B-Zellen in grol3er Zamhchgewiesen werden. Dies
zeigte, dass diese Zellen die Bursa nicht nur debiekbénnen, sondern wahrend
der dort stattfindenden Reifung auch genauso pradiften wie Zellen mit
funktionellem IgM-Rezeptor. Phanotypisch konntenkeinterschied zu Wildtyp
B-Zellen festgestellt werden. In weiteren Untersuaden konnte auch gezeigt
werden, dass Tu-exprimierende B-Zellen wahrenddesalen Reifungsphase bis
zum Schlupf auch dem Mechanismus der Genkonversiterlagen, welcher der
Generierung eines variablen B-Zell-Rezeptorrepestidient [82]. Nach dem
Schlupf unterlagen B-Zellen, welche Ty auf der @&ehe trugen, jedoch
selektiv der Apoptose [83]. In weiteren Untersuaiem konnte gezeigt werden,
dass nicht das trunkierte IgM-Molekil die normale-Z&I-Entwicklung
ermoglichte, sondern der zytoplasmatische Teil désdem B-Zell-Rezeptoren
assoziierten Korezeptor dgdaftr verantwortlich war. Hierfir wurden mittels
RCAS(BP)-Fusionsproteine exprimiert, die entwedextrazellularen und
transmembranen Anteil von CBR8und die zytoplasmatisch Domane des
Korezeptors I umfassten oder aus extrazellularem und transmermabrdeil
von CD8§ und zytoplasmatischen Teil vonaldestanden. Es zeigte sich, dass
Zellen, welche kein IgM auf der Oberflache truggedoch das CD@&Igo-
Molekul exprimierten, die Fahigkeit zur Besiedeluhgr Bursa fabricii besal3en
[84]. Nach dem Schlupf gingen diese jedoch in Apeet[85]. Dies legt die
Vermutung eines antigenabhangigen Mechanismus dreiSdlektion nach dem
Schlupf nahe.

RNA Interferenz Experimente

In den letzten Jahren wurde das RCAS-System zunwthifiie RNA Interferenz

(RNAI) Studien genutzt. Gegenuber der in friherebeten am Hihnermodell
eingesetzten Methode der Elektroporation von siRN&tsder Einsatz des RCAS-
Systems den Vorteil, dass die gewiinschte siRNA dem transduzierten Zellen
anhaltend produziert wird [86]. Erstmals publizertBromberg-White et al. den
Einsatz eines RCAN(BP)A-Vektors, in welchem die $&w fiur eine short
hairpin-RNA gegen das Transkript der GlycerinaldkByPhosphat-

Dehydrogenase (GAPDH) unter der Kontrolle eines RIRAlymerase |li
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spezifischen Promotors (H1) kloniert worden war][8Fierflir war eine humane

Zellinie transient mit dem Rezepttr-a transfiziert worden und war somit fur
eine Infektion mit RCAN(BP)-H1-GAPDH empfanglicinfizierte Zellen zeigten
eine drastische Reduktion von GAPDH mRNA. Gegenigneleren retroviralen

Vektoren erzielte der hier eingesetzte eine cadedfach héhere Effizienz [87,

88]. Harpavat und Cepko entwickelten einen RCASt¥ekum Einsatz von

RNAI in der Retina von Huhnerembryonen vitro und in vivo [86]. Zur

Etablierung des Systems wahlten sie als Ziel da¥ifinin codierende Gen, weil

fur dieses retinale Protein eine Reihe von Antikednp verfigbar ist.

Die

Ergebnisse zeigten eine selektive Infektion derirfdetund einen daraus

resultierenden knockdown von Visinin.

Vektor Transgen Spezies Anwendung Referenz
. Wachtel, Wirkung des Onkogens jun
RCAS jun Fibroblasten in Fibroblasten [70, 71]
. Huhn, Wirkung des Onkogens jun
RCAS jun Fibroblasten in Fibroblasten [72]
RCAS(BP)A Huhn, Antiapoptotische Wirkung
RCAS(BP)B humanes bcl-2 Fibroblasten des Transgens in HEF [73]
RCAS murines Mx Huhn, Schutzwirkung von mMx [74]
Vorlaufer (mMx) Fibroblasten gegen Influenza in HEF
RCAS(BP)A humane plazentére Alkalische Huhn, RCAS Expression wahrend
RCAS(BP)E Phosphatase Embryonen der embryonalen [56, 77]
Entwicklung des ZNS
Huhn Sonic hedgehog Expression
RCAS(BP)E sonic hedgehog Embr or’1en bei der anterior-posterior [80]
Y Ausbildung der GliedmaRRen
RCAN A bakterielle Chloramphenicol Untersuchung der
RCON A Acetyltransferase unter agy- Huhn, Gewebsspezifitat der 57, 58]
RCAN(BP)A Aktin-Promotor oder (3-Aktin- Embryonen Promotoren im ’
RCON(BP)A Promotor Huhnerembryo
B-Catenin, . .
RCAS(BP)A LEF-1/DKK (Knockdown von . Huhn, Einfluss von B-Catenin auf 189]
; mbryonen die Ontogenese der Leber
B-Catenin)
Huhn, Untersuchungen zur B-Zell-
RCAS(BP)B trunkiertes IgM T geschliipfte Entwicklung in der Bursa [81-83]
Kiken Fabricii beim Huhn
tv-a Etablierung des RCAS-
RCAN(BP)A shRNA gegenGAPDH exprimierende Sytems fiir RNAI- [87]
humane Zellen Experimente
Huhn Etablierung des RCAS-
RCAS shRNA gegen Visinin E ' Systems flir RNAI [86]
mbryonen d . .
Experimente in der Retina

Tabelle 2: Ausgewahlte Anwendungsbeispiele des RSp8ems
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2.1.1.4 Anwendung des RCAS-Systems im Mausmodell

Das RCAS-System wurde nicht nur beim Huhn, son@erch am Mausmodell
eingesetzt [90]. Der Vorteil des RCAS-Systems gében anderen
replikationskompetenten retroviralen Vektorsystepteasierend auf dem Maus-
Leukamie-Virus (MLV), war die Mdglichkeit vergleislveise grél3ere Inserts in
den Vektor zu klonieren [91, 92]. Saugerzellen gedbch in der Regel nicht mit
den RSV-basierten RCAS-Vektoren infizierbar, dankeassender Rezeptor auf
der Zellmembran exprimiert wird [24]. Dieses Prablewurde einerseits
umgangen, indem das aus dem RSV stammende@ates Vektors RCAS(BP)
durch jenes eines ekotropischen (keine Tumorerdoseistien aber in Mauszellen
replizierenden) Stamms des MLV ersetzt wurde [Jr Vermehrung des
RCAS(BP)eco benannten Vektors wurde die Huhnethlasienzelllinie DF-1
stabil mit dem passenden Rezeptor transfiziere Eweite Strategie war, das Gen
env des RCAS-Virus durch jenes eines amphotropisclagich( in anderen als
Mauszellen replizierenden) MLV-Stamms zu ersetz&1].[ Eine weitere
Moglichkeit zum Einsatz des RCAS-Systems bietensigane Mause. Es konnte
gezeigt werden, dasdv-a exprimierende Mauszellen mit RCAS(BP)A-
transduziert werden konnen [93, 94]. Auf Grund dassvurden transgene
Mauslinien generiert, welchév-a exprimieren. Hierfir wurden verschiedene
Promotoren verwendet, um eine zell- oder gewebstgdre Expression des
Transgens zu erreichen. So wahlten Federspiel &eainitialen Versuchen den
ask-Aktin-Promotor, um Transgene im Muskel zu exprirare [58, 95]. Zur
Uberprifung der Gewebsspezifitit wurde einerseiés don Fekete et al.
entwickelte Vektor zur Expression der AlkalischehoBphatase [77] benutzt.
Andererseits wurde ein RCAS(BP)-Vektor eingeseteeélcher das Gen der
bakteriellen Chloramphenicol-Acetyltransferase alth[57], womit mittels
Enzymaktivitat die Expressionshdhe in verschiedegenerierten Mauslinien

genauer bestimmt werden konnte.

Mit dem RCAS-System wurden inbesondere Mausmodefle die
Tumorforschung erstellt. So wurde zur Erforschuong Gliomen eine transgene
Mauselinie erstellt, digv-a unter der Kontrolle eines astrozytenspezifischen

Promotors exprimiert [96]. In anschlielRenden Vensumcwurde der Einfluss von
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basischem Fibroblastenwachstumsfaktor auf die Bddwon Tumoren naher
untersucht [96, 97]. In Versuchen von Lewis et\walrde der Einfluss von
verschiedenen Onkogenen auf die Entwicklung vonkfastumoren naher
erforscht [98]. In einem &hnlichen Ansatz untersechDu et al. den Einfluss
verschiedener Onkogene auf die Entstehung von Maomaaen [99, 100]. In
diesen Versuchen wurden zusatzlich zu transgenarséié welchav-a unter der

Kontrolle eines mammaspezifischen Promotors exprt@n, auch wnt-1

transgene Tiere verwendet. Aus beiden Linien weide doppelt transgene Linie
erstellt, mit Hilfe derer nun das Zusammenwirkers de@nkogenswnt-1 mit

anderen, mittels RCAS(BP) in die Tiere eingeschiBzu®nkogene untersucht

werden konnte.

Eine neue Entwicklung zum Einsatz von RCAS im Maodell machten Seidler
et al. im Jahr 2008. Sie erstellten eine transdéaaslinie, in welcher das Gen
des Rezeptordv-a mit einer sog.loxP-Sequenz flankiert ist [101]. Diese
Sequenzen werden von der soge-Rekombinase, welche urspriinglich aus dem
Phagen P1 stammt, erkannt und selektiv rekombiniest besteht nun die
Molichkeit die generiertév-a transgene Mauslinie mit einer cre-transgenen Linie
zu verpaaren und eine doppelt transgene Linie stellan. Das zwischen den
loxP Sequenzen liegende Gen wird durch die nun auchrinegpte cre-
Rekombinase je nach Orientierung deloxP Sequenzen entweder
herausgeschnitten oder aktiviert. Da eine Reihe arertransgenen Mauslinien
existiert, welche das Transgen gewebs- und zeifsgiz bzw. induzierbar
exprimieren, besteht nun die Mdglichkeit diea -Expression in gleicher Weise
zu beeinflussen. Seidler et al. konnten mit diesgystem erfolgreich den
gewebsspezifischen RCAS-Gentransfer des Onkog@as®?® im Pankreas
zeigen. Zusatzlich gelang ihnen auch der TransfershRNA gegen das Tumor
Suppessor Gen TP53, was eine massive Tumorbildumigatge hatte [101].

2.1.1.5 Umgang mit RCAS

Obwohl bei der Verwendung des RCAS-Systems repdikatdhiges Virus
gebildet wird, gibt es flir den Umgang mit dieserkideen nur sehr begrenzte
Sicherheitsanforderungen. Da die Infektion von ASieZeptorvermittelt erfolgt

[24], kdénnen nur Zellen, welche den entsprechenBeaeptor exprimierten,
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infiziert werden. Die Rezeptoren fur die verschiesle Subtypen von ASLM\-a,

tv-b undtv-c) werden nur auf avidren Zellen exprimiert. Datsreine Infektion

von Saugern ausgeschlossen. Bei Uberwindung diefktionsbarriere (z. B. in
transgenen Zelllinien) koénnen RCAS-infizierte Sdugen zwar Transgen
exprimieren, jedoch kann praktisch kein infekti@msfies Virus produziert
werden [93, 95]. Die Verwendung von ASLV-kontamnte® Vakzinen in der
Vergangenheit lieferte keinerlei Hinweise auf Humpathogenitat [102]. Die
Ubertragung von ASLV findet einerseits gametogen kongenital Uber das
Eiklar, andererseits auch horizontal tUber Korpedigkeiten statt [34]. Die
Tenazitat der Viruspartikel ist jedoch sehr niedfi§3]. Die Viren sind ubiquitar
bei Hihnern vorhanden, eine Erkrankung erfolgt ¢gbdour bei ca. 2% der Tiere.

Die Viren verursachen damit keine KrankheitsepidamjB4].

In einer Stellungnahme d@&entralen Kommission fur die biologische Sicherheit
des Robert-Koch-Instituts wurden langsam transferemde ASLV daher in die
Risikogruppe 1 eingestuft [104]. Da durch die gehiésche Ubertragung von
Zytokin- oder Zytokinrezeptorgenen auf RCAS-Virenichh mit einer
Veradnderung der oben genannten Eigenschaften hnercist, sind auch die
entstehenden RCAS-Vektoren der Risikogruppe 1 zunem. Arbeiten mit dem
RCAS

System sind daher in allen Forschungslaboren undrhditungen der
Sicherheitsstufe 1 (S1) moglich.

2.1.2 Weitere Mdoglichkeiten fur die Durchfihrung fu  nktionell-

genomischer Studien beim Huhn

Erste Experimente mit virusvermitteltem Gentransfaren bei der Maus bereits
um 1975 erfolgreich [105, 106]. In den 1980er Jahweurden durch die
Entwicklung der Vorkerninjektion neben Mausen auehdere transgene
Nutztierspezies geschaffen [107, 108]. Solche WVetaionen sind am
Vogelembryo nicht moéglich, da sich die ersten Eokhingsstadien des
Vogelembryos bereits im Muttertier vollziehen urahdr schwer zuganglich sind
[109] Nach der Eiablage umfasst der Hihnerembryitseca. 60.000 Zellen
[110]. Daher wurde erst ca. 20 Jahre spater erstumal Gentransfer im avidren

Organismus berichtet [111]. Grundsatzlich kann ghesm virusvermitteltem
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Gentransfer, DNA-Mikroinjektion und zellbasierteneMahren unterschieden
werden. Mittels virusbasierten Methoden kann, abgltirnvom verwendeten
Vektor, somatischer aber auch Keimbahn-Gentramesfeicht werden.

2.1.2.1 Viraler Gentransfer

Gentransfer mit Vektoren der aviaren Leukose/Sarkom  -Viren

Erstmals publizerten Salter et al. die Erstellungnggener Huhner mittels
replikationskompetenter Retikuloendotheliose undrav Leukoseviren [112].
Hier wurde das Virus in den Dotter frisch gelegtbefruchteter Eier der
retrovirusfreien Huhnerlinie ,,0%, nahe dem Embynpiziert. Bei dieser Methode
ist eine Infektion von Keimzellen grundsatzlich riéig. Da in diesen Versuchen
vermehrungsfahiges Virus verwendet wurde, ist staadige Infektion der Zellen
des Wirtstiers gewabhrleistet. Viramische mannlichere wurden fur die
Weiterzucht zur Erstellung transgener Linien benuEanen grof3en Nachteil
dieses Verfahens stellte die Ineffizienz der Keimbafektion dar. Eine
Weiterentwicklung dieser Vektoren ist das in die8ébeit verwendete RCAS-

Gentransfersystem.

Um die Nachteile der Virusausscheidung zu umgehEhl][ wurden auch
replikationsdefiziente Retroviren fur Gentransfesuehe verwendet [113-115].
Bei diesem Verfahren fehlen dem Virus eines oddmrere der Strukturgergag,
pol und eny, welche fur essentielle Proteine zur Virusvermabruund —
partikelbildung kodieren [24]. Damit komplette Vapartikel produziert werden
kénnen, wird ein sog. Verpackungskonstrukt kotrarest, welches die fehlenden
Gene enthalt [116]. Auch in diesen Versuchen wutde Virus ins befruchtete,
noch unbebritete Ei injiziert. Auf Grund hoher \titer konnte die Infektion
vieler embryonaler Zellen gewéahrleistet werden.dgret al. entwickelten zum
Screening der Tiere ein Hochdurchsatzverfahren,deei DNA aus Blutzellen
isoliert und auf Transgenintegration Uberprift vaufdil5]. Das Verfahren erwies
sich jedoch als relativ ineffizient, da aus nur T der injizierten Embryonen in
der Weiterzucht zu verwendende, Keimbahn-transgen&nnliche Tiere
entstanden [117]. Obwohl mit diesen Techniken nue Mdglichkeit der
Erstellung Keimbahn-transgener Tiere mdglich waa wie Transgenexpression
in diesen instabil und variabel, was auf transkoiplles Silencing zurtickgefuhrt
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wurde [117]. Dieses Problem war bereits in tranegeMausen beschrieben
worden, welche mit Hilfe eines auf dem Maus-Leul&irus basierenden
Vektors hergestellt worden waren [118].

Diese Studien zeigten, dass die Erstellung Keimttedimsgener Huhner mittels
retroviraler Vektoren zwar grundsatzlich moglichl$l 117], jedoch relativ
ineffizient ist. Daher wurden retrovirale Systemer \allem flr somatischen

Gentransfer verwendet (siehe 2.1.1.3).

Erstellung transgener Hihner mittels lentiviralem G entransfer

Einen Fortschritt bei der Generierung Keimbahndgemer Hihner brachte der
Einsatz von lentiviralen Vektoren, mit welchen berschiedenen S&ugetierarten
bereits relativ effizient transgene Tiere erzeugtden konnten [119, 120]. Diese
sind in der Lage, neben sich teilenden Zellen aucht proliferierende Zellen zu
transduzieren [119]. Diese wurden im Jahr 2004 MaGrew et al. auch fur den
Einsatz beim Haushuhn etabliert [2]. Hierbei dieder Erreger der equinen
infektiosen Anamie (EIAV) als Basis zur Vektorkamsttion. Dieses System
basiert auf einem replikationsdefizienten Virus,lokes nur mit Hilfe eines
Helfervirus infektiose Partikel bilden und somitrz@iransduktion verwendet
werden kann [2, 121]. Hierzu wurden beide Konse&ukeichzeitig in die humane
Nierenzelllinie 293-T transfiziert und Uberstandr zGonzentration von Virus
gewonnen. Dieses wurde in die Keimscheibe frisclegger, befruchteter Eier
injiziert. Mannliche Tiere der ersten Generatio®)@ererbten das Gen mit einer
Haufigkeit zwischen 4% und 45% an die Nachkommerl)(GAuch die
Weitervererbung des Transgens von der G1 zur G2/@#an blieb stabil. Da die
Transgenexpression jedoch in verschiedenen Gewaligarund des eingesetzten
Promotors aus dem Cytomegalievirus (CMV) sehr wsateedlich war,
generierten Chapman et al. transgene Huhner midgles HIV-1-basierten
lentiviralen Vektors mit Phosphoglycerol-Kinase-Ragor. Sie erzielten damit
eine gleichmaliige Transgenexpression im gesamtgan@mus [122]. Eine
weitere Verfeinerung des lentiviralen Systems #@mrcott et al. ein, indem sie
mittels eines neuronenspezifischen Promotors elstngewebsspezifische
Transgenexpression erreichten [123].

Neben dem Einsatz in der funktionalen Genomanalyaeen transgene Tiere
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schon lange als potentielle Produzenten fir biaphaeutische Wirkstoffe
gehandelt worden [124]. Das Huhn kdnnte hierbeg dsasondere Rolle spielen,
da im Ovidukt Proteine ins Eiklar sezerniert werdeitlico et al. erstellten 2007
mit Hilfe eines EIAV-basierten Vektors erstmalsnggene Huhner, welche
humanes InterferonBl(IFN-15) unter dem Ovalbumin-Promotor exprimierten
[125]. Sie erreichten damit eine oviduktspezifis&éhgression vonFN-14 und
somit eine Sekretion des Proteins ins Eiklar. Eont¥fil des Huhns als Bioreaktor
im Gegensatz zu Saugetieren, liegt im geringerefwand bei der Haltung und
der leichten Zuganglichkeit zu den Eiern. Gleictigeiist das Huhn
phylogenetisch weiter vom Menschen entfernt, sosddge Gefahr der
Kreuzreaktivitat der produzierten Molektle mit Retogen im Hluhnerorganismus

geringer ist [126].

Somatischer Gentransfer mittels adenoviraler Vektor en

Eine andere Moglichkeit zum somatischen Gentrarstédien Adenoviren da. Im
Gegensatz zu Retroviren haben diese ein DNA-Genothsind unbehiillt. Sie
sind in der Lage, im Kern der Wirtszelle zu re@rgn und hierfir zellulare
Enzyme zu benutzen [127]. Im Gegensatz zu Retnoviregrieren sie ihr Genom
jedoch nicht ins Wirtsgenom. Die Infektion der Wmtlle erfolgt Uber

rezeptorvermittelte Endozytose.

Adenoviren wurden beim Gefligel bisher vornehmids Vehikel fur Vakzinen
und andere immunmodulierende Molekile eingesetz&tnials publizierten
Sheppard et al. den Einsatz eines adenoviraleno¥&ekeim Huhn zur Produktion
eines Impfantigens gegen Infektiose Bursitis [1Zdkses konnte in SPF-Tieren
eine schitzende Immunantwort auslésen. Johnson letnw@zten einen
adenoviralen Vektor zur Uberexpression von H=NBbwohl keinein vivo-Tests
zur Bestimmung der Transgenexpression erfolgtennieogezeigt werden, dass
behandelte Broiler schneller an Gewicht zunahmeviesbei einer Infektion mit
dem Parasiteitimeria tenellaweniger Gewicht verloren [129]. In jingster Zeit
wurden adenovirale Vektoren vor allem in Studiem mfluenzavakzinierung
eingesetzt. So berichteten Gao et al. von Erfolggm Einsatz eines Adenovirus
-basierten Influenzaimpfstoff mit dem HamagglutifiA) eines hochpathogenen

H5N1-Stammes [130]. Toro et al. entwickelten einfsleren, in dem adenovirale
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Vektoren mit dem HA eines H5N9 Stammiesovo verabreicht wurden [131,
132]. Auch hier konnte ein Schutz vor Influenzaktienen erreicht werden.
Beide Gruppen wiesen die Transgenexpression nigtgktd nach, sondern
bestimmten Antikdrpertiter gegen das verwendete HAd zeigten in

Infektionsversuchen die Wirksamkeit der Adenovibssierten Vakzinen.

Da Adenoviren nicht ins Genom der Wirtszelle iniexgn, ist bei dieser Methode
Gentransfer nur zeitlich begrenzt maéglich und nicbterbbar. Es liegen keine
detaillierten Expressionsstudien vor, daher konrdéa Mdoglichkeiten des
Einsatzes adenoviraler Vektoren in funktionell-gamschen Studien beim Huhn
nicht abschlieBend beurteilt werden. Fir die Histgl temporar
proteinexprimierender Tiere wie auch zur Vakzinmgyuder Tiere stellen

adenovirale Systeme jedoch eine erfolgversprechitedieode dar.
2.1.2.2 DNA Mikroinjektion

Die Injektion von DNA-Konstrukten in Vorkerne voryg@oten war eine der ersten
etablierten Techniken zur Erstellung Keimbahn-tgemer Tiere [107, 108] und
wird immer noch routinemanig eingesetzt [133].

Auch fur das Haushuhn wurden Methoden zur Mikrditigen entwickelt. Im Jahr
1994 publizierten Love et al. die Erstellung Keimbdransgener Hihner durch
Injektion von Plasmid in die Keimscheibe von Zygo{é34]. Die Effizienz des
Systems war jedoch auferordentlich niedrig, von rmalls 120 injizierten
Embryonen schlipften nur sieben. Von diesen wiedevaererbte nur ein Hahn
das Transgen weiter. Auch Sherman et al. erstedlie@ transgene Huhnerlinie,
welche das Transgemariner aus Drosophila melanogastetrug [135]. Die
Schlupfrate der GO Tiere lag auch in diesen Versaaklativ niedrig. Es konnte
die Ubertragung des Transgens bis zur G2 Genergtaaigt werden. In beiden
Arbeiten wurden befruchtete Eizellen aus dem Ouiduknommen und zuné&chst
in synthetische Eileiterflissigkeit Uberfihrt. Dahawurden die Embryonen in
Surrogat-Eierschalen bis zum Schlupf kultivierte§® Prozeduren erforden ein
hohes Mal3 an technischen Fertigkeiten und Erfahmag eine Schwierigkeit bei
der Etablierung dieser Methode und ein Grund fissde Ineffizienz darstellt
[136].
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2.1.2.3 Zellbasierte Techniken

Eine weitere Mdglichkeit zur Erstellung transgeriéere ist der Einsatz von
Zellen, welche Potential zur Keimbahnbesiedelungitben. Diese werden
isoliert, kultiviert und mit dem Gen von Interesseansfiziert. Transgen-
exprimierende Zellen werden in einen Embryo venztaund mit dem daraus
resultierenden Mosaik wird eine transgene Linieedtd137]. Ein Vorteil dieser
Methode ist, dass hier auch die Mdglichkeit des. gmme targetingesteht.
Hierbei werden bekannte Genomabschnitte durch hmgeoRekombination mit
dem Transgen ausgetauscht. Es besteht also diadikiglt, das Transgen gezielt
an eine Stelle im Wirtsgenom zu integrieren. DianBgensequenz kann sowohl
zu einer Inaktivierung des Zielgenknpckouy benutzt werden, als auch eine
definierte Modifikation enthalten kfocki [138]. Lange Zeit waren diese
Methoden nur fir die Maus verfugbar, wurden jedmeh_aufe der Zeit auch fur
weitere Spezies wie Schweine oder Rinder etabli#89, 140]. Transgene

Mausmodelle werden standardmallig Uber diesen Weggt

Beim Huhn wurde seit 1990 mehrfach die Isolierungbeonaler Zellen
publiziert, welche sich bei der Transplantation eimen anderen Embryo als
keimbahngangig herausstellten [141-144]. In diesebeiten erfolgte jedoch
weder eine Charakterisierung noch eine Kultivieruhgser Zellen. Erst 1996
berichteten Pain et al. von der Kultivierung emimgler Stammzellen, welche aus
Embryonen der Stadien IX-XI (nach Hamburger und Ham [78]) prapariert
worden waren. Diese Zellen wiesen in Kultur &ahrdiciMerkamale wie
embryonale Stammzellen der Maus auf, wie beispessvdie Abhangigkeit von
bestimmten Wachstumsfaktoren, hohe TelomerasetttivMorphologie und
Expression von Oberflachenmolekilen [145]. Im Folign gelang die Erstellung
embryonaler Stammzelllinien, die jedoch mit zunehds Kultivierungsdauer
dazu tendierten ihre Pluripotenz zu verlieren [13486]. Im Jahr 2005 konnten
van de Lavoir et al. erfolgreich embryonale Stanlitizien erstellen, welche
auch nach Kultivierung und genetischer Modifikatibre Pluripotenz behielten,

jedoch nicht die die Fahigkeit zur Keimbahnbesiedglzeigten [147].

Ein weiterer zellularer Ansatz zur Erstellung vorihdern mit genetischen

Modifikationen sind primordiale Keimzellen. Diesndidie Vorlauferzellen von
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Spermien und Eizellen. In der Embryonalentwickludes Huhns konzentrieren
sie sich in der Keimscheibe und besiedeln von d@o ab dem 3. Tag der
Embryonalentwicklung tber das vaskulare SystenGdieadenanlagen [109, 148,
149]. Dies ermdglicht ihre Gewinnung aus dem Bluid unachfolgende
Kultivierung [3]. Auch primordiale Keimzellen habdsei Ubertragung in einen
Empfangerembryo die Fahigkeit zur Keimbahnbesiedgl$o wurden auch diese
Zellen zur Erstellung von Chiméren verwendet [1BR1]. Da es jedoch zuné&chst
nicht gelang die Zellen erfolgreich zu kultiviereiehlte die Mdglichkeit ihrer
genetischen Modifikation. Eine Erstellung transged@hner mittels primordialer
Keimzellen wurde von van de Lavoir et al. [3] eraligp 2006 publiziert. Hierbei
wurden aus primordialen Keimzellen Zelllinien défimen Geschlechts erstellt,
welche mittels Transfektion genetisch verandertdeer konnten [152]. GFP
transfizierte Zellen wurden in Empfangertiere Ulzyén. Mittels Histologie
konnte gezeigt werden, dass die primordialen Kellezeim Empfanger
ausschliel3lich die Keimbahn besiedelten. Die Efiziin diesem ersten Schritt
lag vergleichsweise hoher, als bei anderen Methodé&n den injizierten
Embryonen tberlebten mehr als 20% bis zum 14. Eonadjag.

Ein Nachteil zellbasierter Verfahren ist die ralalange Zeit, welche bis zum
Erhalt proteinexprimierender Tiere bendtigt wird, die GO Generation erst nach
6 bis 8 Monaten zuchtreif ist. Andererseits erwgesh die Erstellung von

Keimbahn-transgenen Huhnern mittels zellbasierteerfahren bisher am

effizientesten. Obwohl beim Einsatz lentiviraler Kik@en auch von einer

Transgenvererbung (Generation GO zu G1) von bid526 berichtet wurde [2],

lagen die Zahlen meist aber bei weniger als 1% ,[1P2]. Im Gegensatz dazu
reichen die Vererbungsrate bei der Verwendung eomater Stammzellen bzw.

primordialer Keimzellen von durchschnittlich 309 la2u mehr als 90% [3, 136].
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2.2 Die Rolle von Zytokinen in der Entwicklung von B-Zellen

Bei Mensch und Maus vollzieht sich die initiale witklung der B-Zellen im
Knochenmark. Hier findet in mehreren Schritten dfausbildung und
Diversifizierung des B-Zell-Rezeptors durch Gen4Raagement statt [153]. Von
dort aus wandern die B-Zellen in sekundare lymglkht Organe aus, wo sich die
weitere Entwicklung zu naiven B-Zellen vollziehtath Antigenkontakt beginnen
diese zu proliferieren und unterliegen in germinal&@entren weiteren
Reifungsprozessen, wodurch sie sich schlieRlichaatikbrperproduzierenden

Plasmazellen sowie B-Ged&achtniszellen differenni¢seehe Abbildung 5).

Das Haushuhn hingegen zahlt zu den sog. GALT-Speziedenen viele unserer
Hausséaugetiere, wie beispielsweise Schweine [Eetjafe und Rinder [155] oder
Kaninchen [156, 157] zahlen. Bei dieser Gruppe Vaeren vollzieht sich die
Entwicklung der B-Zellen im Darm assozierten lymigehen Gewebeg(t
associated lymphoid tissue GALT). Anders als bei den Saugetieren in dieser
Gruppe, besitzen Vogel hierfur ein spezialisie@rgan, die Bursa fabricii. Sie
stellt eine Ausstllpung des Enddarms dar, welctlecfe mit dem Erreichen der
Geschlechtsreife zurtickgebildet wird. Die erstertwktklungsschritte der B-
Zellen finden beim Huhn bereits ab dem 5. Tag dabizonalentwicklung in
Dottersack, Knochenmark, Milz und Leber statt. iasdm Stadium werden die
verschiedenen Gensegmente des B-Zell-Rezeptors ramgagrt ¥DJ-
rearrangement [158]. Ab dem 9. Embryonaltag besiedeln B-Zellaafer die
Bursa fabricii [159, 160], wo in den folgenen Tagmien der weiteren Rezeptor-
Diversifizierung gene conversign[158, 161] eine massive Expansion der B-
Zellen beginnt [159, 162]. Diese Proliferationsghasdet um den Zeitpunkt des
Schlupfes, gleichzeitig beginnt die Emigration v@dZellen aus der Bursa
fabricii. Jedoch wandert nur ein geringer Teil @Zellen aus, die restlichen
Zellen gehen in Apoptose [163-165]. Die mit einemnktionsfahigen Rezeptor
ausgestatteten B-Zellen siedeln sich grof3tenteitsen peripheren lymphatischen
Organen an. Dort bilden sie nach der B-Zell-Aktiuigg sog. germinale Zentren
aus. In diesen Strukturen vollziehen sich weiterg@witklungsschritte wie
Immunglobulin-Klassenwechsel [166] und erneute Rexeiversifizeriungen

durch gene conversiound somatische Hypermutation [167, 168]. Die B-Zell
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Reifung bei Mensch und Maus sowie beim Huhn isalaildung 5 vergleichend

dargestellt.

Bei Mensch und Maus spielen Zytokine in der B-Z&#ifung eine grof3e Rolle.
Eine besondere Bedeutung kommt hier den Zytokirgnrdmor-Nekrose-Faktor
Familie (TNF-Familie) zu. Ein wichtiger, bereitsrfddlas Haushuhn beschriebener
Vertreter ist der_EZell-aktivierende _aktor der TNF-Bmilie (BAFF) [12, 13,
169-172], welcher in dieser Arbeit zur Etablierungd Charakterisierung der
RCAS-Gentransfertechnologie eingesetzt wurde. HEiteres Zytokinsystem, das
bei Mensch und Maus die B-Zell-Entwicklung beeirflt) ist das CD40/CD40L-
System [173]. Dieses wurde nun auch fur das HulsthHyeeben undn vitro-
Studien weisen darauf hin, dass es auch in dieperi& eine Rolle bei der

Entwicklung und Differenzierung von B-Zellen spifl74, 175].
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Abbildung 5: Vergleich der B-Zell-Reifung bei MemgMaus und Huhn

2.2.1 Das Zytokin BAFF

Das humane Zytokin BAFF _(Bell-aktivierender_aktor der TNF-Bmilie) wurde
im Jahr 1999 zeitgleich von mehreren Gruppen dubettenbankrecherchen
identifiziert und kloniert. Daher wurde es nebenFBA[176] zun&chst auch mit
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THANK (TNF homologue that activatespaptosis, NkB and c-Jun NH2-
terminal knase) [177], BLyS (Blymphocyte_smulator) [178], TALL-1 (TNF-
and _ApolL-related éukocyte-expressedighnd 1) [179] sowie zTNF4 und
TNFSF13b (TNFsuperfamily member 13b) [180] benannt. Mittlerweile hehts
in Europa der Terminus BAFF, im amerikanischen R@aonch die Bezeichnung
BlyS vor. Zur gleichen Zeit wie humanes BAFF wuech das Maushomolog
(muBAFF) identifiziert [176]. Mittlerweile wurdenugh homologe Proteine bei
Huhn [13], Ente [181], Gans [182], Schwein [183]duaninchen [184, 185]
beschrieben. BAFF ist Mitglied der Tumor-Nekrosédba (TNF) Familie. Diese
Zytokinfamilie wurde nach dem zuerst entdecktengvitd TNFo benannt [186]
und besitzt mittlerweile 19 Liganden [187]. Die eugrige Familie der TNF-
Rezeptoren enthalt bislang 29 Mitglieder.

2.2.1.1 BAFF bei Mensch und Maus

Struktur

BAFF ist als Vertreter der TNF-Superfamilie ein TygMembranprotein. Es hat
eine Lange von 285 Aminosauren und wird als Hommrian der Zelloberflache
exprimiert [188]. Neben dieser membrangebundenamBAmmmt es auch als
l6sliches Protein vor, da es von Proteasen vomnFyp abgespalten werden
kann [189].

Rezeptoren

BAFF kann an drei Rezeptoren der TNF-Rezeptor-Fanbinden. Zum einen
bindet es an die Molekile BCMAB( cell maturation antige und TACI
(transmembrane_divator and @AML interacto), welche auch das TNF-
Familienmitglied APRIL & proliferation inducing llgand [176] als Ligand
besitzen. Zusatzlich bindet BAFF an den humanen BREzeptor (BAFF-R)
[170] (siehe Abbildung 6). Bei allen drei Rezeptoteandelt es sich um Typ lli
Membranproteine, das heil3t der Aminoterminus ist i Membranproteinen
des Typs | in der Membran verankert, jedoch fehit &ignalpeptid [170]. Der
Rezeptor BCMA erhielt seinen Namen, weil er fadsatliel3lich bei maturen B-
Zellen vorkommt. Namensgebend fir TACI war seinédBckung bei der Suche

nach Proteinen, welche mit dem Protein CAM¢tal¢ium modulator _ad
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cyclophilin ligand) interagieren [190]. TACI ist auf der Membran vBaund T-
Zellen lokalisiert. Der BAFF-Rbindet als dritter Vertreter der Gruppe
ausschliel3lich an den Liganden BAFF. Bemerkensisertdass das Molekiil ein
relativ untypischer Vertreter der TNF-Rezeptorery é& er nur eine trunkierte
Variente der fir TNF-Rezeptoren typischen Doméanth&n [191, 192]. Das
Protein wird vorwiegend von B-Zellen exprimiert,fkmt jedoch auch bei einigen
T-Zell-Populationen vor [193]. BAFF bindet mit hohe&ffinitat an die
Rezeptoren BAFF-R und TACI, wahrend die Afiinitést BCMA weitaus geringer
ist [194]. Das in der Maus beschriebene Rezeptgaihd-System ist mit jenem im
Menschen identisch [194].

Funktionen

BAFF ist bei Mensch und Maus ein wichtiger Uberletfaktor fiir periphere B-
Zellen nach dem Verlassen den Knochenmarks [169-Wibei diese Funktion
hauptsachlich durch den BAFF-R vermittelt ist [19596]. Des Weiteren
vermitteln  Signale dieses Zytokin/Ligand-Systems s d&Jberleben von
Plasmazellen. Hierbei dirfte neben dem BAFF/BAFFSRynalling auch die
APRIL/BCMA-Interaktion eine wichtige Rolle spiele197, 198]. Eine
zusatzliche Rolle scheint BAFF bei der Bildung vgerminalen Zentren zu
spielen. Es konnte gezeigt werden, dass BAFF- BddtF-R-defiziente Mause
keine funktionellen germinalen Zentren ausbildef6[1199]. Bei Mensch und
Maus beeinflusst BAFF nach Antigenkontakt den kéasgechsel zu 1gG und
IgA, in Anwesenheit von IL-4 auch den Wechsel z4 [g00, 201].

Neben diesen physiologisch im Korper ablaufendeazédsen spielt BAFF
jedoch auch in einer Reihe von autoimmunmediieBgtrankungen eine Rolle.
Erste Hinweise darauf wurden an BAFF Uberexprinmdem Mausmodellen
gewonnen. Die Tiere zeigten eine massive ErhohwrgBdZellen in Blut und

Milz und wiesen Symptome von Autoimmunerkrankungeii [202-204]. Auch

bei Patienten mit autoimmunmediierten Erkrankungés systemischem Lupus
erythematodes, dem Sjérgen Syndrom oder rheumatdidthritis konnten

erhohte BAFF-Spiegel beobachtet werden [205-207].
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Expression

Die Produktion des Zytokins BAFF erfolgt in zweirnv@inander unabhangigen
Pools von Zellen. Einerseits gibt es noch nicht enabspezifizierte,
strahlungsresistente Zellen (wahrscheinlich Straihez), welche das Zytokin
kontinuierlich produzieren und die Hauptquelle fBAFF in der B-Zell
Homoostase darstellen [208, 209]. Zusatzlich daesteht die Mdoglichkeit
Zytokin-induzierter BAFF Produktion durch myeloidellen, was der Anhaufung
zusatzlicher B-Zellen beispielsweise im Rahmen \Emtziindungsgeschehen
dient [189, 208, 210, 211]. So werden B-Zell-mat@eAutoimmunreaktionen in
Zusammenhang mit erhdhter BAFF Produktion aus dieBeol von Zellen in
Zusammenhang gebracht [209]. Mittlerweile konnteeggt werden, dass auch
aktivierte B-Zellen in der Lage sind BAFF zu proguen [212]. Dies bedeutet
einerseits, dass B-Zellen ihre Uberlebensdauekentbeeinflussen, andererseits

kénnen dadurch jedoch auch chronische Entziindusaigieechterhalten werden.

2.2.1.2 Das Zytokin chBAFF beim Huhn

Struktur

Beim Haushuhn wurde das Zytokin BAFF (im FolgendeBAFF) 2003 in einer
EST Expressed sequence tag3atenbank identifiziert und daraufhin kloniert
[13]. Es besitzt mit 76% eine vergleichsweise hét@nologie zum humanen
Protein. Die Sequenz umfasst 271 Aminosauren, zudsnme mdgliche
Schnittstelle fur Proteasen vom Furin-Typ. Das \éonknen eines APRIL-
Homologes wurde fiur das Haushuhn bisher nicht bedsn, es kann jedoch

nicht ausgeschlossen werden.

Rezeptoren

Zunachst war der Rezeptor fur chBAFF nicht nahearakierisiert. In

durchflusszytometrischen Analysen mit rekombinamrghstelltem chBAFF

konnte jedoch festgestellt werden, dass diesesanuB-Zellen bindet [13]. Im

Jahr 2008 schlie3lich konnten die Rezeptoren chBRRind chTACI gefunden

werden. Das Gen fiur chBAFF-R konnte Uber seine &shwmologie zum

humanen BAFF-R in EST Datenbanken identifiziertdegr. Die Lage des Gens
fur chTACI konnte Uber bekannte benachbarte Honmeolgrausgesagt werden,
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woraufhin die Intron-Exon-Stuktur des Gens vorheagg und die zugehoérige
cDNA aus einer cDNA-Bibliothek gewonnen werden kiennFiur chBCMA

konnte kein funktionelles Gen entdeckt werden. Aar dvorhergesagten
Lokalisation wurde stattdessen eine homologe Seqgefunden, welche jedoch
durch ein Stoppkodon unterbrochen ist [213]. Dalseheint es relativ
unwahrscheinlich, dass an anderer Stelle des Geeromdomolog dieses Gens
vorhanden ist. Bei der Charakterisierung der RexeptchBAFF-R und chTACI
konnten beide in der Bursa fabricii, aber auch #&kaktonsillen, Milz und der
Harder schen Drise nachgewiesen werden. Die Expnss®he in den einzelnen
Geweben korrelierte dabei mit dem jeweiligen B-AZ&#lhalt [213], was darauf

schliel3en lasst, dass die Molekile Uberwiegendi@sen Zellen zu finden sind.

Mensch/Maus Huhn

® ®© ©®© ©
13 o

BAFF-R TACI BCMA BAFF-R TACI

Abbildung 6: BAFF und APRIL mit den zugehdrigen Bptoren bei Mensch/Maus und Huhn

Bei Mensch und Maus existieren fiir BAFF und APR¥Lez gemeinsame Rezeptoren, BCMA und
TACI. An den BAFF-R bindet ausschliellich das ZytoIBAFF. Fur das Huhn konnte die
Existenz eines APRIL-Homologs bisher nicht nachgsen werden. ChBAFF bindet an die
Rezeptoren chBAFF-R und chTACI. Das Vorkommen v@M&\ beim Huhn ist auszuschliel3en.

Funktionen

In in vitro-Versuchen konnte gezeigt werden, dass chBAFF-ResoiTACI an
chBAFF binden. Zudem konnte ein losliches chBAFF&ionsproteirnn vivo
die Wirkung von chBAFF auf B-Zellen inhibieren [313
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Auch fur das Haushuhn konnte ein wichtiger Einfluea chBAFF auf B-Zellen
gezeigt werden [13, 172]. Obwohl zwar die Zahl feter B-Zellen in

Milzzellkulturen mit chBAFF-Zusatz gegenuber Koriga signifikant erhoht

war, nahm die Zellzahl innerhalb von 72 Stunderoghdtrotzdem rapide ab.
Diese chBAFF induzierte Erh6éhung der B-Zell-Zahlear nicht auf eine
Proliferation, sondern auf eine verlangerte Lebaned der Zellen
zurtckzufiihren [13]. Kiken, denen rekombinant hetejtes chBAFF-Flag
verabreicht worden war, wiesen im Vergleich zu @ierwelche Kontrollprotein
erhalten hatten, doppelt so hohe B-Zell-ZahlenenMilz und den Z&kaltonsillen
auf [13]. Auch in B-Zell-Kulturen aus Bursae falirigberlebten nach chBAFF-
Flag-Zugabe langer. Interessanterweise wwavivo kein Einfluss auf die Grolie
und das Gewicht der Bursa fabricii festzustellezy fii3].

Wie bereits erwahnt, besteht eine auf3erordentidte Homologie zwischen den
BAFF-Proteinen von Mensch und Huhn. Es konnte ggzeerden, dass eine
Kreuzreaktivitat zwischen chBAFF und den humanemeR®ren BAFF-R und
BCMA besteht. Daher konnte ein rekombinantes Fisgimtein aus humanem
BCMA und einem humanen Fc-Teil (im Folgenden huBGM& als chBAFF

neutralisierender, l6slicher Decoy-Rezeptor im vivo-Versuchen eingesetzt
werden. Kiken, welche dieses Protein verabreickaiben, wiesen signifikant
erniedrigte B-Zell-Zahlen in der Milz auf [12].

Da sowohl chBAFF als auch ein zugehoriger Rezegtdron wahrend der
Embryonalentwicklung exprimiert werden [13], lage &Wermutung nahe, dass,
anders als bei Mensch und Maus, chBAFF Einfluss faitie B-Zell-Stadien

haben konnte. Am Embrynaltag 18 entnommene Budargchi von Embryonen,

welchen drei Tage zuvor huBCMA-Fc injiziert wurdesigten in der Histologie
eine dramatische Verringerung von B-Zell-FollikgR14]. Mangels geeigneten
Systems konnten bislang jedoch keine Untersuchureyendlteren Hihnern

durchgefuhrt werden.

Expression
Das Zytokin chBAFF ist vorrangig in der Bursa falirilokalisiert [13]. In
Nothern Blot Analysen wurde in diesem Organ bemgitsden 14. Embryonaltag

chBAFF-Expression festgestellt, welche im weitereVerlauf der
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Embryonalentwicklung weiter anstieg. Mittela situ Hybridisierung konnte
gezeigt werden, dass das Zytokin in Mark und Rind@& Bursafollikeln
exprimiert ist. Zudem konnte um den Schlupf auchder Milz chBAFF-
Expression nachgewiesen werden. In zusatzlichenhbior Blot Analysen von
bursektomierten, also B-Zell depletierten Tierend uB-Zell depletierten
Milzzellsuspensionen konnte keine chBAFF mRNA gefm werden. Dies
zeigte, dass das Zytokin, im Gegensatz zum huméatoenolog, ausschliel3lich

von B-Zellen exprimiert sein muss [12].

2.2.2 Das CD40/CD40L-System

Ein weiteres Zytokinsystem der TNF-Familie, welches Mensch und Maus die
Entwicklung und Differenzierung von B-Zellen mafkeb beeinflusst, ist das
CD40/CD40L-System.

Im Jahr 1992 konnte erstmals gezeigt werden, daski@raktion zwischen dem
humanen Oberflachenmolekil CD40 auf B-Zellen undemi zugehdrigen
Liganden auf T-Zellen zur Aktivierung von B-Zelldihrt [215]. Das Protein
wurde neben CD40L zunachst auch unter den Bezeig@muTRAP TNF related
activtion grotein) [216] und gp39 [217] beschrieben. Auch der TeusiCD154
wird weitlaufig verwendet. Zur gleichen Zeit wiesdaumane Protein wurde auch

in der Maus ein homologes Molekil beschrieben [218]

Im Folgenden konnte das schon lange bekannte Xyatsomal rezessiv vererbte
Hyper-IgM-Syndrom des Menschen mit einem Defekt Gan fir CD40L in
Zusammenhang gebracht werden [219, 220].

2.2.2.1 Das CD40/CD40L-System in der B-Zell-Entwick lung bei
Mensch und Maus

Struktur

Wie auch huBAFF ist CD40L ein Typ Il Transmembranpm. Auch dieses
Molekil kommt als Homotrimer vor und existiert nabe der
membrangebundenden, auch in einer l6slichen For2i][2m Gegensatz zu
anderen Rezeptor-Ligand-Systemen innerhalb der FaiRiHie, bindet CD40L
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ausschlieBlich den Rezeptor CD40. Dieses Typ | Mambolekll ist ein
typischer Vertreter der TNF-Rezeptor-Familie [2223]. Es konnte gezeigt
werden, dass die Bindung des Liganden, die als kh@ncoder Dimer auf der
Zellmembran vorkommenden CD40-Molekile dazu vesstssich inlipid rafts
zu Multimeren zusammenlagern, deren Grol3e Auswg&nrauf die Ubermittelte
Signalstarke hat [224, 225].

Expression

CDA40L ist fast ausschlielich auf der Zellmembré&tiveerter CD4-positiver T-
Zellen zu finden [226, 227]. Daneben existierenhalsteine Subpopulationen
anderer Zelltypen, welche dieses Oberflachenmolekiater bestimmten
Bedingungen exprimieren. So konnte es auf CD8-pesit T-Zellen [226],
Granulozyten und Mastzellen [228, 229], Thrombozyf@30] und auch B-Zellen
[231] nachgewiesen werden. Auf CD4-positiven T-&ellist CD40L transient
exprimiert [232]. Bereits Minuten nach Aktivierurter T-Helferzellen, welche
beispielsweise durch Bindung eines MHC:Peptid-Karets ausgeldst werden
kann, beginnt eine erste Welle der CD40L-Expresstiumch préaformiertes
Protein. Eine zweite Welle tritt ein bis zwei Stend spater durch neu

synthetisiertes Protein ein [233].

Der zugehorige Rezeptor CD40, ist meist konstitwdivf der Zelloberflache
exprimiert. B-Zellen tragen dieses Molekil in saohéén Entwicklungstufen auf
ihrer Membran. [234-236]. So sind bereits in densteer Tagen der
Embryonalentwicklung CD40-positive Zellen in dertalen Leber und dem
Knochenmark nachweisbar [234]. Im weiteren Verldaf Entwicklung ist der
Rezeptor auf naiven sowie reifen B-Zellen wie auabf Plasmazellen

nachweisbar [235].

Auch auf Monozyten [237], Makrophagen [235] und di#ischen Zellen [236]
konnte CD40 nachgewiesen werden, hierbei spieltMialekil eine Rolle in der
T-Zell-Aktivierung [238, 239]. Dariliberhinaus expreren auch verschiedene
andere Gewebszellen im Zuge von Entzindungsprazessde Tumorzellen das
CD40 Molekul [240, 241].
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Funktionen

Wie bereits erwahnt, erfullt das CD40/CD40L-System menschlichen
Organismus vielfaltige Rollen. Physiologisch ist egorwiegend als
kostimulatorisches System bei der Aktivierung vatleh des Immunsystems von
Bedeutung. Im Folgenden soll ndher auf die AufgabeshCD40/CD40L-Systems

bei der Differenzierung von B-Zellen eingegangemdea.

Mit der Entdeckung von CD40L-Defekten als Ursaches d&X-chromosomal
rezessiv vererbten Hyper-IgM-Syndrom des Menscher Wwlar, dass das
Zytokin-Ligand-System wichtige Einflisse auf die t&icklung und

Differenzierung von B-Zellen haben musste [219}idP#en zeigen erhdhte IgM-
Spiegel, jedoch ausgesprochen niedrige Spiegelgé@n IgA und IgE. In den
Lymphknoten konnten keinerlei germinale Zentrerugdén werden. Die Anzahl
zirkulierender B- und T-Zellen erwies sich jedoth mormal [242]. Im Gegensatz
dazu wiesen CD40L-knockout Mause keine Verandemngger IgM-

Plasmaspiegel auf. Die IgA-Spiegel waren jedochmuedert und IgE war
Uberhaupt nicht nachweisbar. Analog zur DefizieammbMenschen konnten auch
in diesen Tieren Kkeinerlei germinale Zentren ge&imdwerden. Die

Immunantwort auf T-Zell abhangige Antigene warls&ingeschrankt [243, 244].

Die Symptome dieser Immundefizienzen lieferten wakt Hinweise auf die
physiologischen Funktionen des CD40/CD40L-Systenms der B-Zell-
Entwicklung. So stellt dieses System einen der tigsken kostimulatorischen
Faktoren in der Aktivierung naiver B-Zellen dar. Dmitiale Signal fur eine
Aktivierung ist ein Antigenkontakt und daraus résuendes B-Zell-Rezeptor-
Signalling. Nach zusétzlichen Signalen Uber kostanische Molekile, zu
denen auch CD40L zahlt, beginnt die B-Zelle Adhésmolekile [245, 246],
zusatzliche kostimulatorische Faktoren wie CD80 @86 sowie vermehrt
MHCII Molekule auf der Zelloberflache zu exprimiar¢247]. Somit wird die
naive

B-Zelle zur professionell antigenprasentierendetleZ®iese Zellen sind nun in
der Lage kostimulatorische Zytokine zu sezernieBmist berichtet, dass CD40L
stimulierte B-Zellen in der Lage sind IL-6 und II0-Zu bilden, welche beide eine

wichtige Rolle in der weiteren Differenzierung vBrZellen haben [248, 249].
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Ein weiterer Aspekt der CD40L Wirkung in der B-ZBlifferenzierung ist die
Ausbildung und Aufrechterhaltung von germinalen @em in sekudaren
lymphatischen Organen. Eine T-Helferzelle muss bier auf eine
antigenprasentierende Zelle treffen, um von diesgiviert werden zu kénnen.
Die nun aktivierte T-Zelle ist wiederum in der LageZellen zur Proliferation zu
stimulieren (siehe Abbildung 7). Es konnte gezeigerden, dass eine
CD40/CD40L-Interaktion sowohl initiales Proliferatissignal als auch spéater
Uberlebenssignal fiir B-Zellen zur Aufrechterhaltudgr daraufhin gebildeten

Strukturen, den germinalen Zentren ist [173, 250].

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Aktiviggwon B-Zellen

Im germinalen Zentrum, vollzieht sich nun die Affaisreifung des B-Zell-
Rezeptors sowie der Immunglobulinklassenwechsed Bifinitatsreifung von
Antikérpern wird durch den Mechanismus der somh#@sc Hypermutation
vermittelt, wobei hauptsachlich Punktmutationen iesitsprechende Gen
eingefuhrt werden. CD40L Stimulation fhrt vitro zusammen mit IL-4 zur
Zunahme des fir diesen Mechanismus wichtigen Enzykk$ivierungs-
induzierte-Deaminase (AID) [251, 252]. Ebenso eSsknist die Stimulation
durch CD40L fur den Immunglobulinklassenwechsel Berell abhangigen
Immunantworten. Auch in diesem Mechanismus spiels €nzym AID eine

wichtige Rolle [253].In vitro konnte gezeigt werden, dass CD40-Stimulation
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einen Klassenwechsel zu IgG und IgA bewirken k&2B%], die Induktion eines

Klassenwechsels zu IgE war zusammen mit IL-4 mAd&5]. Patienten mit X-

chromosomal rezessiv vererbtem Hyper-IgM-Syndroniseve einen Defekt im

CD40L Gen auf. Ihnen fehlt die Fahigkeit zum Klasgechsel. Es konnte aber
gezeigt werden, dass B-Zellen dieser PatientenuhuK durch die Zugabe von
CD40L und weiteren Zytokinen zum Klassenwechsetigigtn werden konnten
[256].

2.2.2.2 Das CD40/CD40L-System in der B-Zell-Entwick Ilung des

Huhns

Struktur

Beim Haushuhn wurde das chCD40L-Molekil erstmala Vdoegaskes et al.
beschrieben [175]. Hierfir wurde eine Datenbankeedte nach homologen
Sequenzen fur den humanen CD40L durchgefihrt. iére daraufhin klonierten
chCD40L-Fusionsprotein, welches die mit einem M@i8-Tag versehene
extrazellulare Doméane von chCD40L umfasst, wurde €igandensuche in einer
in HD11-Zellen exprimierten cDNA-Bibliothek durchigdart. Hierbei konnte

auch die Sequenz fur chCD40 identifiziert werdeii4]1 Mittlerweile konnte

auch bei der Ente ein homologes Gen identifizied kioniert werden [257].

Expression

Gegen das chCD40L-Fusionsprotein wurde ein monakdon Antikorper

entwickelt, welcher dann zur Detektion von membi@amdigem chCD40L
verwendet wurde. ChCD40L konnte auf der Oberflasba PMA (Phorbol

Myristat Acetat) stimuliterten CD4 und CD8-positiveT-Zellen gefunden
werden. Frisch isolierte, unstimulierte T-Zellerigten keine Expression [175].
Der zugehoérige Rezeptor wurde auf B-Zellen aus 8dabricii, Milz und Blut

gefunden, also unreifen und reifen B-Zellen. Darlilbaus konnte das Molekdl
auch auf Monozyten und Makrophagen sowie in gergmge Malle auf
Thrombozyten gefunden [174, 175].

Funktionen
Bisher wurden beim Huhn nim vitro-Versuche zur Funktion des CD40/CD40L-

Systems durchgefuhrt. Diese erfolgten mit Hilfe demn Tregaskes et al.
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rekombinant hergestellten chCD40L-Fusionsprotedieses Molekil erhéhte in
Kultur die Rate der lebenden B-Zellen nach 48 b0 Stunden ca. auf das
vierfache [174, 175]. IA[H]-Thymidin-Assays konnte gezeigt werden, dass die
nicht auf eine Verringerung der Apoptoserate, sam@elf eine Zellproliferation
zurtckzufihren war. Dieses System ermdglichte nstmals die Kultur von
Huhner-B-Zellen tber einen Zeitraum von bis zu dveichen. Eine Zunahme der
MHCII Oberflachenexpression weist auf eine Aktivieg der B-Zellen hin.
Darlberhinaus konnte gezeigt werden, dass mit cloCBdltivierte B-Zellen im
Laufe von 12 Tagen an Grof3e und Granularitat zueahomd somit eher dem
Phanotyp von Lymphoblasten entsprachen. Weitere eishen fur eine
phanotypische Veradnderung in Richtung Plasmazellaren sowohl die binnen
zwei Tagen herunter regulierte Expression des Bsfazifischen
Oberflachenmarkers Bul als auch eine Zunahme deluRtion von IgM und 1gG
[174]. Wie auch bei humanen B-Zellen im Rahmen dggrminalen
Zentrumsreaktion berichtet [248, 249], produziertehCD40L stimulierte
Hihner-B-Zellen IL-6, was ein weiterers Charaktéisn der fortschreitenden

Differenzierung darstellt.

Interessanterweise wurde um 1980 mehrfach von eitigmerlinie berichtet,
deren Tiere erhthte IgM-Spiegel, jedoch kaum Ig@weasen, also ahnliche
Symptome wie Menschen mit X-chromosomal rezessreréem Hyper-IgM-
Syndrom zeigten [258, 259]. Da damals kaum Kensénisber den Einfluss von
Zytokinen auf die B-Zell-Entwicklung vorlagen, kdendas Syndrom in dieser
Hinsicht nicht ndher charakterisiert werden. Vonutlgen Standpunkt aus, lage
aber sicherlich die Vermutung nahe, dass dieseeTieinen Defekt im
CD40/CD40L-System aufweisen und dass somit immuneete Tiere auch in

kommerziellen Linien vorkommen kdénnen.
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3 Zielsetzung der Arbeit

Um Aufschluss uber die Funktion von Zytokinen bdiaushuhn zu erhalten,
missenin vitro-Ergebnisse in letzter Konsequenz immiar vivo Uberpruft
werden. Bisher wurden hier vorwiegend Untersuchardygchgefihrt, bei denen
Tieren rekombinant hergestelltes Protein verabtemlrde. Da die Herstellung
rekombinanten Proteins jedoch teuer und aufwéarsdjgsind diese Studien nur

ovooder bei Kiuken in den ersten Lebenstagen durchéihr

Als weiterer Ansatz sind Transgen- bzw. Knockoutfirelogien denkbar. Die
Erstellung Keimbahn-transgener Huhner ist mittlelsvendglich, wie jedoch die
Literatur zeigt, immer noch relativ ineffizient. i Generierung
proteinexprimierender Tiere dauert verhaltnismad&nge. Knockouts sind bisher

nur effizient im Mausmodell generierbar.

Ziel dieser Arbeit war es, eine Technologie zu ktaén, die eine schnelle und
zuverlassige Generierung proteinexprimierender eTiermoglicht und so die
Durchfuihrung funktionell-genomischer Studien am Ruwereinfacht. Bisherige
Arbeiten mit dem RCAS-System beschrankten sicheatvicklungsbiologische
Fragestellungen am Huhnerembryo und Kiken in deterrLebenstagen. Nun
sollte die RCAS-Gentransfertechnologie erstmals fden Einsatz zur
Untersuchung von Zytokinfunktionen nach dem Schhipfhin zum jung adulten

Alter der Tiere etabliert und charakterisiert werde

Nach erfolgreicher Etablierung der Technik solltebschlieRend das
CD40/CD40L-System beim Haushuhn naher untersuchtleme Uber dieses
Rezeptor-Ligand-System liegen beraitsvitro-Arbeiten vor, die eine Rolle des
Systems in der B-Zell-Differenzierung nahe legenit Mer Etablierung der
Vektoren sollte eine Grundlage fur weitere, dattiérein vivo-Untersuchungen

geschaffen werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Tiere und Tierhaltung

Fur in vitro-Versuche wurden Blut und Organe von Huhnern derehirM11
(B?’~Haplotyp, LSL (Lohmann’s selected Leghdrand Linie ,0“ (Compton
subling gewonnen. Die Eier der Linie M11 stammten vontifasfur Tierzucht
in Mariensee, LSL-Eier sowie -Tiere wurden von Begma Lohmann Tierzucht
in Cuxhaven zur Verfugung gestellt. Linie ,0“ Eigrurden vom Institute for
Animal Health in Compton, UK geliefert. Dia vivo-Versuche mit Hihnern der
Linien LSL und ,0" wurden von der Regierung von @ieeyern unter der
Nummer 209.1/211-2531-46/03 genehmigt. Eier wurdem Institut fur
Tierphysiologie unter Standardbedingungen ausgebriind die Tiere
anschlieBend in Gruppen in Gitterrostkafigen undiéren gehalten. Es wurde
handelsibliches Alleinfutter gefluttert, Wasser dtad libitum zur Verfigung.
RCAS(BP)A-transduzierte Tiere und unbehandelte Kdlen wurden in

separaten Kafigen gehalten.

4.2 Zellen und Zellkultur
4.2.1 Gewinnung von primaren Hiuhnerzellen

4.2.1.1 Material

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle im Folgegeénannten Medien und
Zusatze bei 4°C gelagert. Die Hochzahlen bezieheim auf die im Anhang

aufgefuhrten Bezugsquellen.

Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS) pH 7,2
8,0g  Natriumchlorid (NaC})
1,459 Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat (Na2HRZHRO)
0,29 Kaliumhydrogenphosphat (KH2P®4)
0,2g  Kaliumchlorid (KCH
ad 1000 ml Aqua dest.
Einstellung des pH-Werts mit HCI bzw. NaOH auf 7Ry die
Verwendung in der Zellkultur autoklaviert

Ficoll-Paqué’
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Heparinldsung (500 U/ml)
1ml  Heparin-Natrium 20.060
ad 40 ml RPMI 164nit 0,532 g/l stabilem Glutamin
(im Folgenden RPMI)

Trypanblau-Losung?

1x Trypsin-EDTA
10 ml  10x Trypsin-EDTA Losurfg
ad 100 ml Aqua bidest.

4.2.1.2 Gewinnung von Blutleukozyten

Den Tieren wurde zur Gewinnung von mononukledrantl®&ikozyten mit einer
heparinisierten Spritze Blut aus der rechten Vegalpris entnommen. Volumina
bis zu 2 ml wurden 1:2 mit PBS verdinnt, groRerendydm wurden unverdinnt
gelassen. Danach wurde das Blut bzw. Blutgemisar dbas gleiche Volumen
Ficoll-Paque-L6sung geschichtet. Nach 12-minitigddichtegradienten-
Zentrifugation bei Raumtemperatur mit 600xg wurdg. gunachst das Plasma
und danach die in der Interphase befindlichen Leylem mit einer Pipette
abgenommen und zweimal mit gekihltem PBS gewasdbienZellzahl wurde
nach einer Trypanblau-Farbung mikroskopisch bestimm

4.2.1.3 Gewinnung von Leukozyten aus Organen

Zur Organentnahme wurden die Hihner betdubt undhdBtutentzug getotet.
Die Milz wurde sofort nach der Entnahme in 4°C dsilsteriles PBS Uberfihrt
und auf Eis gestellt. Zur weiteren Praparation wardlie Organe mechanisch
zerkleinert. GroRere Milzen wurden mit Hilfe eirfsritzenstempels durch ein in
PBS stehendes Metallsieb (Maschenweite 0,75 x @Ab) gedrickt, kleine
Milzen und Thymi wurden mit Hilfe einer 1 ml Spitzdurch mehrmaliges
aufziehen und ausdrticken zerkleinert. Die erhattefedlsuspensionen wurden in
entsprechende Ro6hrchen dberfihrt, mit kaltem PBSge#illt und zur
Sedimentation von grof3eren Gewebesticken fur cdihQten auf Eis gestellt.
Danach wurde der Uberstand abgenommen, bei 4°C2RBgg fir 10 Minuten
zentrifugiert, das Zellpellet in 10 ml PBS resugtiert und auf 10 ml einer Ficoll-
Paque-L6sung geschichtet. Nach 12-minttiger Dichtignten-Zentrifugation

konnten die Leukozyten aus der Interphase abgenomeglen.
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Knochenmark wurde durch Spllung von Femura mit RESvonnen. Die
gewonnene Zellsuspension wurde fur 10 Minuten zedirSentation auf Eis
gestellt. AnschlieBend wurde der Uberstand abgeramivei 4°C und 225xg fur
10 Minuten zentrifugiert und die Zellen wurden iB3 resuspendiert. Die so
erhaltene Suspension wurde ohne Dichtegradientatifiggation fir

durchflusszytometrische Messungen verwendet.

4.2.1.4 Gewinnung von primaren Hihnerembryofibrobla  sten (HEF)

HEF wurden aus Linie ,0 sowie LSL-Embryonen gewenn Firin vitro-
Versuche zur Infizierbarkeit verschiedener Huhneéh stellte die Firma
Lohmann Tierzucht spezielle Eier der Linie LSL zWMerfigung, deren
genetischer Hintergrund auf verschiedene Grol3éikeenzurickverfolgt werden
kann. Diese werden in dieser Arbeit mit LSL A urfsiLLC bezeichnet.

Huhnerembryonen wurden am 10. Tag der BebrttunghdDekapitation getotet.
Die Torsi wurden nach Abtrennen der Gliedmal3ennrBecherglas mit ca. 2 mi
PBS gegeben und mechanisch zerkleinert. Bei destélemg grél3erer Chargen
von Zellen wurden mehrere Embryonen zusammen mil2Ix Trypsinlésung in
einem groRerem Kolben in einem Wasserbad bei 3#t@ruthren far 20
Minuten inkubiert. Der Uberstand wurde in 50 ml Riten Gberfihrt, die
restlichen Gewebeteile weiter bei 37°C mit Trypgerdaut. Der abgenommene
Uberstand wurde zur erneuten Sedimentation fir iutdn auf Eis gestellt. Der
hieraus resultierende Uberstand wurde nun abzegigitt (225xg, 10 Minuten,
4°C). Die pelletierten Zellen wurden mit Medium adie gewilnschte Dichte

eingestellt und in Kultur genommen.
4.2.2 Zellkultur

4.2.2.1 Zellkulturmedien und Zusatze

Standardmedium (10% FCS)
445 ml RPMI 1646
50 ml fetales Kalberserum (fetal calf serum (FG®)Minuten bei 5°C
inaktivierty’
5 ml Penicillin-Streptomycin-Lésufg
(100 IE/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin)
FCS und Penicillin-Streptomycin wurden in Aliqubs —20°C gelagert.
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HD11-Medium

445 ml RPMf

40ml FCS

10 ml  Huhnerserufn

5 ml Penicillin-Streptomycin-Losufg
HEF-Medium

445 ml Basal ISCOVE

25ml FCS$

10 ml  Huhnerserufh

5ml Penicillin-Streptomycin-Losufg

PBS-EDTA-LGsung
200 mg Ethylendiamintetraacetic Acid Tetra-Natribiydrat (EDTAY
ad 1000 ml PBS

G418-Stammlésung 50mg/ml
250 mg G418
ad 5 ml PBS

Standard-Einfriermedium
45ml  FCS
5ml  Dimethylsulfoxid (DMSO)

HEF-Einfriermedium

35m  RPMf
10ml  FC$
5ml DMSCO

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

4.2.2.2 Verwendete Zelllinien

Zelllinie Zellart Spezies Medium Referenz
293-T Nierenfibroblasten Mensch Standardmedium | [260]
HD11 Myeloide Zellen Huhn HD11-Medium [261]

Tabelle 3: Verwendete Zelllinien

4.2.2.3 Kultivierung von Zellen

Bei adharent wachsenden 293-T und HD11 Zellen wandd eilung das Medium

vollstdndig abgenommen und der Zell-Monolayer zoifétnung von FCS Resten

einmal kurz mit 37°C warmem PBS gespult. Dann warde Zellen mit PBS-
EDTA-LOsung (37°C) bedeckt und ca. 10 Minuten ldreg 37°C inkubiert. Die
abgelosten Zellen wurden mit PBS gewaschen, ingaeriinschten Dichte in

entsprechendem Medium aufgenommen und bei 37°C4QC weiterkultiviert.
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Adhéarent wachsende Huhnerembryofibroblasten wurzién Teilung ebenfalls
kurz mit warmem PBS gespult und bei 40°C mit 1xpBig-Losung inkubiert.
Nach ca. 4 Minuten wurde das Trypsin mit HEF-Medineutralisiert, die Zellen

wurden in der gewuinschten Dichte eingestellt undld&C weiterkultiviert.
4.2.2.4 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen pelletiert und émer Dichte von ca. 5x20
Zellen/ml in kaltem Einfriermedium eingestellt. d¢8 ml der Zellsuspension
wurden in entsprechende Gefrierrdhrchen Uberfihd Gber Nacht in einer
Isopropanol haltigen Einfrierbox (Abkihlung 1°C/Nie) bei —80°C eingefroren.
FUr eine voriibergehende Lagerung von einigen Monaeblieben die Zellen bei

—80°C, fur eine langere Lagerung wurden sie insfljen Stickstoff Gberflhrt.
4.2.2.5 Auftauen von Zellen

Die gefrorene Zellsuspension wurde mdoglichst rasehWasserbad bei 37°C
aufgetaut und zugig in ein 50 ml Roéhrchen UberfiDenn wurde 50 ml kaltes
RPMI moglichst langsam zugegeben, um zellschadlici®SO langsam
auszuwaschen. Die Zellen wurden abzentrifugier6Xg2 10 Minuten, 4°C) und
nochmals mit PBS gewaschen. Anschlie3end wurdein sitedium resuspendiert

und in Kultur genommen.
4.2.2.6 Proliferations-Inhibitions-Assay

Zum in vitro-Nachweis der spezifischen Bindung von chCD40-hukseinen
Liganden, wurde versucht die Proliferation von M#ZZellen nach Stimulation
mit chCD40L-Fusionsprotein zu inhibieren. Hierzu rd@ das chCD40L-
Fusionsprotein mit chCD40-huFc-haltigen Zellkultoedstand fiir eine Stunde bei
37°C inkubiert.

Material
3H]-Thymidin °
chCD40L-Fusionsprotein[175]
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Durchfiihrung

Auf eine sterile 96-Loch-Flachbodenplatte wurdeo pravitat jeweils 100 ul
einer Milzzellsuspension pipettiert, welche zuvait BrZell-Medium auf 5x16
Zellen/ml eingestellt wurde. Zu den Zellen wurden rahCD40L-Fusionsprotein
gegeben, welches in einer Konzentration von 1 pginchCD40-huFc-haltigem
293-T Zellkulturiberstand gelost war. Als Positivkolle diente in RPMI
gelostes chCD40L-Fusionsprotein, als Negativkolgrolwurde Medium
eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 48 Stanadurden die Zellen mit 20
ul einer’[H]-Thymidinlésung (entspricht 0,5 pCi/ml) gepul$tach weiteren 16
Stunden wurden die Zellkulturplatten bis zum Austedei -20°C gelagert. Die
Radioaktivitat der Zellen auf Grund des eingebadfeifr Thymidins wurde mit

Hilfe eines Szintilationsmessers (TopCount, FirreegkinElmer) gemessen.

4.3 Vektoren und Klonierung

4.3.1 Verwendete Konstrukte

liz?)kr)g:ir:ﬁree-Nr. Insert Vektor EL(;r;/ir(Te]r:ngs- Resistenz
K023 RCAS (BP) A Amp
K017 pEGFP-N1 Kan/Neo
K051 eGFP RCAS (BP)A | Cla | (beidseits) Amp
K031 GFP RCAS (BP) A | Cla | (beidseits) Amp
K029 chCD40 pcineo Amp
K048 Fas pCR-3-huFc Amp/Neo
K063 chCD40 pCR-3-huFc Hindlll / BamHI Amp/Neo
K065 chCD40-huFc | RCAS (BP)A | Cla | (beidseits) Amp
K025 chBAFF-Flag RCAS (BP)A | Cla | (beidseits) Amp
K026 chBAFF-Flag rv | RCAS (BP) A | Cla | (beidseits) Amp
K027 huBCMA-huFc RCAS (BP) A | Cla | (beidseits) Amp

Tabelle 4: Verwendete Konstrukte
Die Konstrukte K025, K026, K027 und K031 wurden vénau Dr. Sonja

Kothlow kloniert und fiir diese Arbeit freudlicherise zur Verfiigung gestellt.

Die Konstrukte K051, KO63 und K065 wurden im Rahndegser Arbeit erstellt.
Der Ablauf der einzelnen Klonierungen ist im Folden kurz dargestellt, die

genauen Methoden folgen in den nachsten Punkteesikeapitels.
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Klonierung von eGFP in RCAS(BP)A

Das Ausgangsplasmid fur die Klonierung von eGFPRIBAS(BP)A war der
Vektor pEGFP-N1. Die Zielsequenz wurde mittels P@R einerproof reading
Polymerase amplifiziert, was die Genauigkeit deRR&hoht. Es wurden hierbei
spezifische Primer verwendet, welche an das Inbeitlerseits eineClal
Schnittstelle anfiigten (siehe 4.3.2). Die Lange etbaltenen Amplifikats wurde
mittels einer Agarose-Gelelektrophorese UberprDeis Amplifikat wurde mit
dem RestriktionsenzynClal verdaut und anschlieRend aufgereinigt. Ebenso
wurde der RCAS(BP)A-Vektor miClal verdaut und tber ein praparatives Gel
aufgereinigt. Der gereinigte Vektor wurde mit einglkalischen Phosphatase

dephosphoryliert.

Vektor und Insert wurden mit einer T4-Ligase zusangeflgt. Das so erhaltene
Plasmid wurde in den E. coli Stamm JM 109 transémiDiese Bakterien
wurden auf einer Agarplatte ausgestrichen. Am rt@ch§ag wurden einzelne
Kolonien von der Platte gepickt und nach kurzerrBeing in LB-Medium (siehe
4.3.9) per PCR mit Primern getestet, welche am RBRJA-Vektor kurz vor
bzw. nach der Insertionsstelle binden. Als Postntkolle wurde das Konstrukt
RCAS(BP)A-BAFF-Flag eingesetzt.

Klonierung von chCD40-huFc in pRC3

Um die Sequenz von loslichem chCD40 an die Seqdeszhumanen Fc-Teils
anfigen zu konnen, wurde aus einem Konstrukt (impré&ssionsvektor pCR3),
das fur ein humanes Fas-Fc-Fusionsprotein kodiket,Sequenz fir Fas durch
jene fir das losliche chCD40-Protein ersetzt. Hievaurden zunéchst 16 ug
Plasmid in vier Ansatzen mit den EnzymBamHI und Hindlll wie angegeben
verdaut und Uber ein praparatives Agarosegel agifygt. Die Banden der
einzelnen Ansatze wurden mit Hilfe eines Skalpaills dem Gel ausgeschnitten
und mit dem Kit NucleoSpin® Extract’ laufgereinigt. Die erhaltene DNA wurde
dephosphoryliert. Die Sequenz fir I6sliches chCiidde per PCR amplifiziert.
Hierzu wurden Primer entworfen, welche die gewltettschnittstellen fur die
Restriktionsenzym®&amHI und Hindlll anfligen (siehe Tabelle 5). Das erhaltene
PCR-Produkt wurde aufgereinigt und anschlielRendd&it genannten Enzymen

verdaut.
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Im néachsten Schritt erfolgte die Ligation von pCR#c und dem ldslichen
chCD40 mittels einer T4-Ligase in den Verhaltnisden 1:5 und 1:3 (Vektor zu
Insert). Das Produkt der Ligationsreaktion wurdeEincoli des Stamms JM109
transformiert, diese wurden auf ampicillinhaltig&garplatten ausgestrichen und
Uber Nacht bebritet. Am n&chsten Tag wurden erfelinzelkolonien von der
Platte gepickt, in LB-Medium (mit Ampicillin) fur Btunden bebritet und per
PCR getestet. Die erhaltenen positiven Klone wuikger Nacht in 6 ml Medium

bebritet. Am nachsten Morgen wurde, nach Einfrieeares Bakterienstocks,
Plasmid prapariert. Um sicherzugehen, dass dast Iimdegriert wurde, schloss
sich an dieser Stelle ein diagnostischer Verdau 808 ng des préaparierten
Plasmids an. Dieser wurde mit den Enzyrftamdlll und Pvull durchgefuhrt. An

Hand der Fragmentlangen konnte der die Integratemninserts bestatigt werden.

Klonierung von chCD40-huFc in RCAS(BP)A
Das Konstrukt pCR3-chCD40-huFC diente nunmehr asBfur eine Klonierung
von chCD40-huFc in RCAS(BP)A (siehe Abbildung 44).

Hierfur wurde die Sequenz von chCD40-huFc in eiR@R amplifiziert. Die
Primer wurden so entworfen, dass die fir die Lagatin RCAS(BP)A
notwendigenClal Schnittstellen mit angefiigt wurden (siehe Tabelle As

passende Temperatur fur das Annealing wurden 60%@ittelt, die

Elongationszeit fur das 1290 bp gro3e Amplifikat reva 75 Sekunden.
Anschlieend wurde der Erfolg der PCR-Reaktion imer Agarose-
Gelelektrophorese uberprift und das Amplifikat rhilfe des NucleoSpin®
Extract Il Kits’ aufgereinigt.

Parallel dazu wurde auch der RCAS(BP)A-Vektor Gldl verdaut und tber ein
praparatives Agarosegel aufgereinigt. Der aufgegnvektor wurde wiederum

mit einer Alkalischen Phosphatase dephosphoryliert.

Vektor und Insert wurden nun in den Verhdltnissém Und 1:8 ligiert. Diese
Verhéltnisse stellten sich fur den RCAS(BP)A-Vektls optimal heraus. Das
Produkt der Ligation wurde wiederum in Bakteriens d8tamms JM109
transformiert, welche auf ampicillinhaltigen LB-Agéatten Gber Nacht bebritet
wurden. Am Tag darauf wurden Einzelkolonien gepiekheut bebritet und per
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PCR auf Integration des Vektors Uberprift. Aus fpasn Klonen wurde, nach
Einfrieren eines Stocks, mit dem Wizard® Plus MiejpKit® Plasmid prapariert.
Da das Insert Uber nur eine Schnittstelle in derARBP)A-Vektor eingefiigt
worden war, musste nun eine Uberpriifung der Ogemig des Inserts erfolgen.
Hierfir wurde ein Verdau mit den Restriktionsenzgm8gll und Stul
durchgefuhrt, bei welchem vier Fragmente entstebiea.Bgll-Schnittstelle im
Insert liegt jedoch so, dass sich die Lange degrireats bei richtiger und falscher

Orientierung um ca. 1000 Basenpaare unterscheiden.
4.3.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion ermoglicht die Ampikrung von DNA-Stlicken
an Hand einer DNA-Matrize. Als Matrize diente hitas Ausgangsplasmid. Uber
spezifische Primer wurden die gewlnschten Enzynigstellen an das
Amplifikat angefugt, so dass die Stiicke nach Enamlau in andere Vektoren
ligiert werden konnten. Zur Klonierung wurde einelyherase mit sogproof
reading Aktivitat (Pfu-Polymerase) verwendet, was die Edmiufigkeit bei der

Amplifizierung der DNA-Stiicke vermindert.

Material
10x Puffer mit MgSO,®
Pfu Polymerasé
dNTPS’
Aqua bidest. (nucleasefrei)

Primer
Die Primer wurden an Hand des Programierl Primer erstellt.
Die Synthese erfolgte durch die Firma MWG, Ebergber

Ziel-sequenz Primer-Nr. Sequenz (5 2 3) Verwendung
07013 GCTGAatcgatATGGTGAGCAAGG Anfiigen einer  Clal-Schnittstelle
sense Klonierung in RCAS(BP)A
07014 CTCGACATGTCATTtagctaGATCG Anfigen einer  Clal-Schnittstelle
antisense Klonierung in RCAS(BP)A
07031 ATaagtATGGGGCGGCTCGGGCTGCTGGGA Anfugen einer Hindlll-Schnittstelle
sense Klonierung in pCR-3-huFc
1027 TCGGCCGCGAGTAGCGACcctaggTA Anfligen einer BamHI-Schnittstelle
antisense Klonierung in pCR-3-huFc
07015 Anfligen einer Clal-Schnittstelle
chCD40-huFc sonse GAATGatcgatATGGGGCGGCTCG Klonigerung in RCAS(BP)A
07016 Anfigen einer Clal-Schnittstelle
chCD40-huFe antisense CAGAGGCCCATTIACTIagetaGATCG Klonierung in RCAS(BP)A

Tabelle 5: In der Klonierung verwendete Primer
Die Sequenzen der Enzymschnittstellen sind in Kiedhstaben dargestellt.
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Durchfiihrung

Ansatz fur eine PCR-Reaktion
10x Puffer mit MgS@ 5 ul
dNTPs (jeweils 200 uM) 5 pl
Primer sense (10 pM) 10 pl
Primer antisense (10 pM) 10 pl
H>O (nucleasefrei) variabel
DNA-Template (1 ng) variabel
Pfu-Polymerase
(1,25 Units) 0,5 ul
gesamt 50 pl

Fur die PCR wurden die in Tabelle 6 aufgefihrterdiBgungen gewahlt.

Es wurden 35 Zyklen durchgefiihrt.

Schritt Temperatur Zeit 7yklus
Initiale Denaturierung 95T 3 min 1
Denaturierung 95¢C 30 sec 1 bis 35
Annealing primerspezifisch 30 sec 1 bis 35
Elongation 70-75<T f;}ge”éigé Agﬁp“ﬁrl‘f}og‘ 1-35
Finale Elongation 70 - 75 5 min 35

Tabelle 6: Reaktionsbedingungen fiir die PCR

4.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektorphorese ermdglicht eine Awitung von DNA-

Fragmenten nach ihrer Lange. Auf Grund einer kariséengelegten Spannung

wandern die geladenen Sticke durch das Gel und ekbntanach mit

Ethidiumbromid angefarbt und unter UV-Licht sichtiggmacht werden.

Material
5x TBE-Puffer
54g TRIS

27,59 Borsaurd
20ml  0,5M EDTA, pH8
ad 1000 ml Aqua dest.

0,5x TBE-Puffer
1:10 Verdinnung des 5x Stocks mit Aqua dest.

6x Loading Dye (Ladepuffer)
DNA-Ladder-Mix (Marker) °
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Ethidiumbromid Stammldsung

10 mg Ethidiumbromid

ad 1 ml Aqua dest., Lagerung bei 4°C

Vor Gebrauch wurde die Lésung 1: 1000 mit Aqua.desdinnt.
Durchfiihrung
Die in 0,5x TBE-Puffer in einer Konzentration voto langesetzte Agarose wurde
im Mikrowellenherd erhitzt, bis eine klare Lésunggstand. Nachdem die Lsung
auf ca. 50°C abgekihlt war, wurde sie in die Giefiolotung mit eingesetztem
Probenkamm gegossen. Nach ca. 30 Minuten konnt&dhs die Gelkammer
uberfuhrt werden und dort mit dem Laufpuffer (O;BRE) Uberschichtet werden.
Die Proben wurden mit dem Ladepuffer gemischt (BeTlerobe + 1 Teil Puffer)
und in die Taschen des Gels pipettiert. Als Referguarde in eine Tasche Marker
(DNA-Ladder-Mix) gegeben, der verschiedene DNA-Fnagte definierter
Langen enthalt. Auf das Anlegen einer konstanteanS8png von 100 bis 120 V
wanderten die negativ geladenen DNA-Fragmente inh iGeRichtung der
Kathode. Nach einer Zeit von 25 bis 30 Minuten veurdas Gel in
Ethidiumbromidlésung tberfuhrt. Die aufgetrennteagimente wurden unter UV-
Licht sichtbar gemacht und photographiert. Bei einpraparativen Gel zur
Aufreinigung von DNA wurden die entsprechenden Banmduf einem UV-
Schirm mit einem Skalpell aus dem Gel ausgescimitte

4.3.4 Aufreinigung von DNA

Die Aufreinigung von DNA nach Restriktionsenzymvaugd aus ausgeschnittenen
Banden sowie die Aufreinigung von PCR-Produktemlgté mit Hilfe des Kits

NucleoSpin® Extract {Inach Herstellerangaben.
4.3.5 Restriktionsenzymverdau von Vektor und Insert

Nachdem die Inserts in der PCR amplifiziert und deih passenden Schnittstellen
versehen worden waren, wurden sie ebenso wie diktok&n mit
Restriktionsenzymen verdaut. Um die optimalen Reakbedingungen fur die
verschiedenen Enzyme zu gewdahrleisten, wurde dem tersteller fir das
gewahlte Enzym oder die gewlnschte Enzymkombinatiowpfohlene Puffer

verwendet.
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Material
Restriktionsenzymé
Puffer zu Restriktionsenzymeri
Aqua dest., nucleasefrei

Die angegebenen Reagenzien wurden bei -20°C gelager

Durchfiihrung
Ansatz fur eine Reaktion
Plasmid (4uq) variabel
Puffer (10x) 2 ul
Enzym 1 0,5 ul
Evtl. Enzym 2 0,5 ul

ad 20 ml Aqua dest. (nucleasefrei)
Soweit nicht anders vermerkt, wurden die AnsatzeStBnden in einem
Thermoschiittler bei 37°C und 600 rpm inkubiert drel Enzyme danach bei der
vom Hersteller angegebenen Temperatur inaktivief@R amplifizierte Inserts
wurden nach dem Verdau mit Hilfe des oben genannkdts nach
Herstellerangaben aufgereinigt. Vektoren wurdenGuind ihrer GroRRe tber ein

praparatives Agarosegel aufgereinigt.
4.3.6 Dephosphorylierung des Vektors

Um freie DNA-Enden flUr eine Ligation zu erhaltenyrde der verdaute Vektor

mit einer Alkalischen Phosphatase dephosphoryliert.

Material
Calf intestinal alkaline phosphatase (CIAPY
CIAP Puffer®
Aqua dest., nucleasefrei

Die angegebenen Reagenzien wurden bei -20°C gelager

Durchflhrung
Ansatz
Vektor 10-40 pl
(verdaut und aufgereinigt)
10x CIAP Puffer 5 ul

ad 49 pl Aqua dest., nucleasefrei
CIAP 1ul
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Zunéchst wurden Vektor-DNA, Puffer und Wasser veaohi und danach die
Phosphatase zugegeben. Nach einer Inkubation 15€1 8Ad 600 rpm fur 30
Minuten auf einem Thermoblock wurde das Enzym fbrMinuten bei 85°C

inaktiviert.
4.3.7 Ligation von Insert und Vektor

Bei der Ligationsreaktion werden Vektor und Insexhtsprechend ihres
Molekulargewichts und in einem bestimmten Verh&ltmeinander (siehe unten)
mit der Ligase inkubiert. Diese verbindet die deggtwrylierten DNA-Enden des

Vektors mit dem Insert.

Material
T4 Ligas€
10x T4 Ligasepuffer
Aqua dest., nucleasefrei

Alle aufgefiihrten Reagenzien wurden bei -20°C gaiag

Durchfiihrung
Die Ligationsreaktion wurde mittels einer vereirifim Gleichung wie folgt
berechnet:

Eingesetzte Menge
an Vektor X

bp Vektor bp Insert

Hierbei entspricht x der einfachen eingesetzten ddeman Insert. Bei der
Klonierung in pCR-3 wurden Vektor und Insert im Walktnis 1:3 (Menge an
Insert = 3x) und 1:5 (Menge an Insert = 5x) einggsdm Gegensatz dazu
wurden bei der Klonierung in RCAS(BP)A dieVerhase 1:5 und 1:8 (Menge

an Insert = 8x) verwendet.

Ansatz
Vektor (100 ng) variabel
Insert variabel
10x Ligasepuffer 2 ul

ad 20 pl Aqua dest.
T4 Ligase 1l
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Zuséatzlich zur eigentlichen Ligationsreaktion wurdein Kontrollansatz
durchgefuhrt, in den nur Vektor-DNA gegeben wurdgei erfolgreicher
Dephosphorylierung verbinden sich beide Endeneseatn Fall nicht miteinander.
Die Reaktionsgemische wurden bei Ligation in pCRiB eine Stunde, bei
Ligation in RCAS(BP)A fur 8 Stunden bei Raumtemparainkubiert. Zur
Inaktivierung der Ligase wurde das Reaktionsgemisdschlie3end fir 20
Minuten bei 65°C inkubiert.

4.3.8 Transformation von Bakterien

Die neu erstellten Plasmide wurden in chemisch leiemie Bakterien des
E. coli-Stamms JM109 transformiert.

Material

Chemisch kompetente Bakterien des Stamms JM 109
Lagerung bei -80°C

SOC Medium
51g  SOB Pulvermedium
150 ml  Aqua bidest.
2ml  KCI* zugeben (250mM)
Einstellen auf pH 7,0
ad 200 ml Aqua bisdest., Autoklavieren der Losung
1ml  MgCL*-Losung (2M, steril filtriert)
4ml  GlucoséLésung (1M, steril filtriert)

LB-Agar-Platten

Soweit nicht anders vermerkt, wurde dem noch fGiessi Agar

(Temperatur < 60°C) Ampicillin in einer Konzentati von 100 pg/ml

zugesetzt.
Durchfuhrung der Transformation
Die Bakterien wurden fir 5 Minuten auf Eis aufgétafinschlieRend wurden
10 ul der Ligationsreaktion zugegeben. Da die Zatidvder Bakterien auf Grund
chemischer Behandlung aul3erst instabil ist, wurdesdspension nicht durch auf
und ab Pipettieren, sondern durch vorsichtiges &iulwvermischt. Nach einer
Inkubationszeit von 10 Minuten (auf Eis) wurden Bakterien in einem auf 42°C
erwarmtem Wasserbad fir 50 Sekunden hitzegeschiocksofort danach wieder
auf Eis gestellt. Zur Bakteriensuspension wurdem 800 pl SOC-Medium
gegeben. Es erfolgte eine einstindige InkubatiorBakterienschuttler bei 37°C
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und 200 rpm. Danach wurden die Bakterien bei 100@kxg 10 Minuten
abzentrifugiert und in 200 pl SOC Medium resusperdi Die
Bakteriensuspension wurde nun vollstdndig auf eidBrAgar-Platte verteilt,

welche Uber Nacht bei 37°C bebrtitet wurde.
4.3.9 Testung von Bakterienkolonien

4.3.9.1 Bakterien PCR

Material
Puffer B!
MgCl ™
dNTPS’
Aqua bidest. (nucleasefrei)
Hot Start Taq Polymerasé*

Primer
Die Primer wurden an Hand des Programies| Primer erstellt. Die
Synthese erfolgte durch die Firma MWG, Ebersberg.

Zielsequenz |Primer.-Nr.  [Sequenz Verwendung
chCD40 07031 ATaagctATGGGGCGGCTCGGGCTGCTGGGA | Erfolgskontrolle der
sense A
Klonierung von chCD40
chCD40 1027 TCGGCCGCGAGTAGCGACcctaggTA in pCR-3-huFc
antisense
rRcas@P)a | 07019 GAGCAAGGCAGGAAAGACAG Erfolgskontrolle der
sense Klonierung von chCD40-
07020 huFc und eGFP in
RCAS(BP)A | _ioonse | CTAACCGCGTACAACCGAAG RCAS(BP)A

Tabelle 7: Primer zur Erfolgskontrolle der Ligation
Die Sequenzen der Enzymschnittstellen in Kleinbtadyen dargestellt.

Durchflhrung

Ansatz fir eine PCR-Reaktion
10x Puffer mit MgS®@ 5 pl
dNTPs (jeweils 200 uM) 5 pl
Primer sense (10 pM) 10 pl
Primer antisense (10 pM) 10 pl

H,0 (nucleasefrei) variabel
Bakteriensuspension 1l
HotStart Taq Polymerase 0,5 pl
Gesamt 50 pl

Zur Erfolgskontrolle der Ligation wurden von denbhbi#eten Agarplatten mit
einer Pipettenspitze Einzelkolonien gepickt und 200 pl LB-Medium mit
Ampicillin (100 pg/ml) fir zwei Stunden bei 37°C i&chuittelinkubator inkubiert.
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1 pl dieser Suspension wurde als PCR-Template s@trfe Es wurden hier
Primer verwendet, welche an den Enden des Insexis kurz davor binden.
Klone, die das Plasmid aufgenommen hatten, zeigtender Agarose-
Gelelektrophorese eine Bande entsprechend der Bamzemzahl des Inserts.
Diese Klone wurden tber Nacht in 6 ml LB-Medium rAinpicillin vermehrt.
Nach Herstellung eines Bakterienstocks (850 ul &admsuspension + 150 pl
Glycerol, Lagerung bei -80°C) wurde das Plasmid o@m Wizard® Plus

Miniprep Kit der Firma Promega nach Herstelleramgaprapariert.
4.3.9.2 Aufreinigung von Plasmid

Das Plasmid wurde mittels Wizard® Plus Miniprep Kéach Herstellerangaben
aufgereinigt und zur Uberprifung der Sequenz von Fe GATC, Konstanz
sequenziert. Bei korrekter Sequenz wurde nochmimle grol3ere Menge an

Plasmid prapariert.

Material

LB-Medium
25g  Lysogeny Broth (LB) Medium
ad 1000 ml Aqua dest.
Einstellung auf pH 7,2, sofort nach Herstellungoalavieren
Lagerung bei 4°C

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

Wizard® Plus Miniprep Kit ®
PureYield™ Plasmid Midiprep Systenf

Durchfiihrung

Es wurden mit einer Plastik-Ose Kristalle des emisipenden Bakterienstocks
abgekratzt und damit 5 ml LB Medium (mit 100 pg/mpicillin) beimpft. Die
Reagenzréhrchen wurden fur ca. 5 Stunden bei 37 200 rpm in einem
Schittelinkubator inkubiert. Danach wurde die Kulibber Nacht in ein gréf3eres
Volumen LB-Ampicillin-Medium umgesetzt. Finigh copy Plasmide, die in
groBerer Anzahl in den Bakterien vorkommen, wurs@ml kultiviert. Bakterien
welche dadow copyPlasmid RCAS(BP)A tragen, wurden in 150 ml inkubie

Am nachsten Morgen wurde das Plasmid mit dem Petd¥ Plasmid Midiprep
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System nach Herstellerangaben prapariert und diezédration mit Hilfe des
NanoDrop™ 1000 Spektrophotometers bestimmt. Dieelayg erfolgte bei -
20°C.

4.3.9.3 Uberprufung der Orientierung

Da die Ligation in den RCAS(BP)A-Vektor Uber ei@éal Schnittstelle erfolgt,

schloss sich an dieser Stelle die Uberprifung diam@erung des Inserts an. Dies
erfolgte entweder mittels diagnostischem Restniigemzymverdau oder mittels
PCR. Bei der Uberprifung mittels Enzymverdau wurdsvei Schnittstellen

ausgewahlt, die das Plasmid in nur wenige Fragmssiieeiden. Eine der beiden
Schnittstellen musste im Insert liegen, durfte esegedoch nicht in der Mitte
schneiden. So konnte in einer Agarose-Gelelektngd® an Hand der
Fragmentlangen die Orientierung der in den Vekigieiten Sequenz ermittelt

werden.

Eine Uberprifung mittels PCR konnte nur angewendetden, wenn ein
passendes Primerpaar mit nah zusammenliegendenallmgiemperaturen zur
Verfligung stand. Einer davon musste 5 der Insessimtie am Vektor binden, der
andere am 3’Ende des Inserts. Bei richtiger Ogemtig des Inserts, entstand ein
Amplifikat, dessen Lange in etwa der des Insertsspgitht. Bei falscher
Orientierung hingegen wies das Amplifikat nur eibhénge von wenigen

Basenpaaren auf.

4.4 Transfektion von Zellen

4.4.1 Transfektion von 293-T Zellen

Material
RPMI 1640
Metafectene®?

Durchflhrung

Am Tag vor der Transfektion wurden zu 90% konfl@eB93-T Zellen in einer
Dichte von 4,4 x 19 Zellen in einer Zellkulturschale ausgesaht. Die
Transfektionslosung wurde hergestellt, indem zust&tb pl Plasmid und 500 pl
RPMI 1640 sowie 70 pl Metafektene und 430 pl RPMI getrennten



4 Material und Methoden 56

Polypropylenréhrchen vermischt wurden. Diese beidésungen wurden dann
zusammen pipettiert und fir 15 Minuten bei Raumteraur inkubiert, wodurch
es zur Bildung eines DNA-Lipid-Komlexes kommt. SeBlich wurde die
Transfektionslosung tropfenweise auf die Zellen epeg. Nach 48 Stunden
Inkubation wurden Zellen oder Zellkulturiberstandhalgsiert. Fur eine

Transfektion in 24-Loch-Platten wurden die Volumardsprechend angepasst.
4.4.2 Transfektion von primaren Hihnerembryofibrobl asten

Fur die Transfektion von Hihnerembryofibroblastemrden die auf RCAS(BP)A

basierenden Plasmide verwendet.

Material

0,1x Tris EDTA-Puffer (TE)
1,21g Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
200 plI  0,5M EDTA-dinatriumhydrat (pH 8.0)
ad 1000 ml Aqua dest., Einstellung auf pH8

2x HEPES buffered saline (HBS)
1,6g NaCi
74mg Kct
27 mg Di-Natriumhydrogenphosphat
0,2g Glucose
ad 80 ml Aqua dest.
5ml HEPES (M)
Einstellung auf pH 7,05

2M Calciumchlorid-L6ésung
2,94 ml CaGix2H,O"
ad 10 ml Aqua dest.

Die oben genannten Lésungen wurden nach dem Amssteel filtriert und zu

500 pul aliquotiert bei -20°C gelagert.

HEF-Medium + 15% Glycerol
1,5 ml Glycerol (sterig
ad. 15 ml HEF Medium, Herstellung steril, Lagerineg 4°C
Durchfihrung
Primare Huhnerembryofibroblasten (HEF) der Liniéf pder LSL wurden in
einer Dichte von 1,5 x f@ellen pro Schale ausgeséht und iiber Nacht b& 40°
und 5% CQ inkubiert. Am nachsten Morgen wurde zundchst dasrfid fur die

Transfektion vorbereitet. Es wurde mit sterilem x0,TE-Puffer auf ein
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Gesamtvolumen von 230 pl pro Zellkulturschale ineeiKonzentration von 40
pag/ml eingestellt und anschlie3end fir 10 Minuten1$000xg zentrifugiert. Dies
erfolgte, um eventuelle Verunreinigungen abzuzemieren. 220 pl des
Uberstands wurden in ein 5 ml Réhrchen mit 250 BSHpipettiert und damit
gemischt. Fur die Transfektion ist die Bildung aiomplexes aus Plasmid und
Calciumchlorid notwendig. Da diese Komplexbilduregbinstigt unter Luftzufuhr
stattfindet, wurden mit einer automatischen Pipgtilfe Luft in das R6hrchen
geblasen und gleichzeitig 31 pl der Calciumchldidung tropfenweise
dazupipettiert. Das so hergestellte Plasmidgemigtitde 25 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und dann tropfenweisedaitags zuvor ausgesahten
Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von vier @&mnbei 40°C wurde das
Medium abgenommen, die Zellen mit warmem PBS (s#Bel.1) gespilt und
mit 2 ml eines auf 37°C erwarmten Gemisches von -NEBium mit 15%
Glycerol bedeckt. Da der hohe Glycerolgehalt eifembranschock verursacht,
wird die Zellmembran fir den Komplex aus Calciunocid und Plasmid
durchlassig. Nach einer Inkubation von 2 Minuterrdeudie Medium-Glycerol-
Mischung abgenommen, die Schale grindlich mit PB§oglt und mit frischem
HEF-Medium gefullt. Nach weiteren 48 Stunden intkiukonnte der Erfolg der
Transfektion Uberpruft werden.

Nachweis von RCAS(BP)A-basiertem Protein in HEF-Kul  turen

Nach 48 Stunden in Kultur (40°C und 5% #£Ckonnte der Erfolg der
Transfektion dberpruft werden. Wie bereits erwahentsteht bei einer
Transfektion mit RCAS(BP)A vermehrungsfahiges Vjragher wurden auch
nicht transfizierte Zellen innerhalb dieser Zeit Mirus infiziert und produzierten
somit auch das entsprechende Protein. RCAS(BP)kibes eGFP wurde,
ebenso wie virales Protein pl19, fluoreszenmikrosatp oder
durchflusszytometrisch  nachgewiesen.  Ldsliches eHrot wurde in
Zellkulturiberstand mittels ELISA nachgewiesen.

4.5 Infektion von Hihnerembryonen
4.5.1 Vorbereitung der Zellen

Transfizierte Zellen wurden tber mehrere Passagewvely vermehrt, bis fur eine
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Injektion geniigend Zellen zur Verfiigung standen.Efebryo werden 1xX0
Zellen bendtigt. In einer zu ca. 90% konfluentemnge (Durchmesser 10 cm)
befinden sich 7,5xT0bis 1x13 Zellen. Von diesen Zahlen ausgehend wurde
damit gerechnet, dass mit einer Schale mindestenk Eier injiziert werden
kénnen, wobei Verluste durch Totraume in Spritzed &anilen bertucksichtigt
wurden. Zur Injektion wurden die Zellen in sterleml Spritzen aufgezogen,

wobei hier zum Schutz der Zellen keine Kanile vedet wurde.
4.5.2 Injektion in embryonierte Eier

Die infizierten Zellen wurden nun in drei Tage hébte Eier injiziert. Hierzu
wurde die Kalkschale am stumpfen Pol mit 70% Ethatesinfiziert und mit
einem Schleifwerkzeug angeschliffen, wobei darae&adiptet wurde, dass die
Eihaut nicht verletzt wurde. Nun wurden die Zellen der Spritze durch
vorsichtiges Schwenken nochmals suspendiert und [1DGer Suspension
(entspricht 1x10 Zellen) in die Eier injiziert. Fir die Injektionuwden Kanilen
der Grolie
0,7 x 30mm verwendet, welche bei der Injektion au owei Dritteln in das Ei
eingefuhrt wurden. AnschlieBend wurde die Kalksehait erwarmtem Paraffin
versiegelt und der Embryo weiter bebritet. Furzigjite Eier und unbehandelte

Kontrollen wurden getrennte Briter verwendet.

/1

- =

Transfektion von

|ns|:£.te:|ic;]n£gsAS Huhnerembryofibroblasten = Iniiiktio (g Expressichsanalyse
Bildung von vermehrungsfahigem njektion infizierter des Kandidatengens
Virus CEFs

Abbildung 8: Arbeitsablauf zur Erstellung Transgexprimierender Hihner mit dem RCAS-
System

4.6 Immunisierung
Um die Bildung von antigenspezifischen AntikOrpdsastimmen zu kdnnen

wurden Tiere in der ersten Versuchsphase mit deateidr Keyhole Limpet

Hemocyanif® (KLH) immunisiert. Die Gewinnung von Kontrollserumgegen
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KLH wurde detalliert in der Arbeit von Morgenrotledchrieben [262].

Zur Charakterisierung der RCAS-Gentransfertechnelegurden chBAFF-Flag-
transduzierte und Kontrolltiere der Linie LSL amgT26 mit jeweils 50 ug KLH
ohne Adjuvans intraperitoneal immunisiert. Nach @ivechen erfolgte in gleicher
Weise ein Boost. Fir Untersuchungen zur Funktios @B40/CD40L-Systems
wurden chCD40-huFc-transduzierte Tiere und die aéiggen Kontrollen am Tag
24 mit 50 pg Dinitrophenol konjugiertem KEH (DNP-KLH) wie oben

beschrieben immunisiert. Auch hier erfolgte ein &awach drei Wochen.

4.7 ELISA
4.7.1 Material

NUNC-Maxisorp® Polystyren 96-Lochplattert®

Beschichtungspuffer pH 9,6
3,11g Natriumcarbonat (N&Os)*
69 Natriumhydrogencarbonat (NaH§®
ad 1000 ml Aqua bidest., Einstellung auf pH 9,63draing bei 4°C

Magermilchlésung 4%
4g Magermilchpulver
ad 100 ml PBS (siehe 4.2.1.1), kurz vor Gebrauceten

Caseinlésung 1%
1g Caseilt
ad 100 ml PBS (siehe 4.2.1.1) pH 7,4, kurz vor @etin ansetzen

PBS-T (0,05% Tween20)
0,5ml  Tween2®*
ad 1000 ml PBS

TBS-T
5,844 g NaCi
12,114 g TRI$
ad 1000 ml Aqua dest.

TMB-Puffer
8,2g Na-Acetat (CKCOONa}
3,159 Zitronens&ure-Monohydratgf@&O;xH,0)*
ad 1000 ml Aqua bidest., Lagerung bei 4°C

TMB Stammldsung
6mg  3,3",5,5 Tetramethylbenzidin (TMB)
ad 1 ml DMSO
Lagerung bei Raumtemperatur, lichtgeschutzt

TMB Gebrauchslosung
10 ml  TMB-Puffer, auf 37°C erwarmt
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332 ul  TMB Stammldsung
3ul 30% HO,*
L6sung kurz vor Gebrauch ansetzen und sofort vetteren

esTMB™*

Substratpuffer fir esTMB
7,099 NaHPO! (100 mM)
ad 500 ml Aqua dest.
10,507 g Zitronensaur&L00 mM)
ad 500 ml Aqua dest.
Vor Gebrauch 60% 100 mM MNdPO, mit 40% 100 mM Zitronensaure
mischen.

Schwefelsaure 1M
472 ml  Aqua dest.
28 ml 96% HSO;
Die Saure vorsichtig unter Ruhren tber einen Gldissts Wasser laufen
lassen.

chCD40L-Fusionsprotein [175]
Keyhole Limpet Hemocyanin®®

Antikorper
Antikdrper gebur!denes Isotyp Spezies Konzentration/ Referenz
Antigen Verdiinnung
Nachweis von CD40-huFc
anti-hu-Fc humanes Fc Ziege 1 ug/ml "
AV79 chCD40 IgG2a Maus 5 pg/mi [174]
YTS 169 murines CD8 IgG Ratte 5 pg/mi [175]
anti-hu-Fc-POD | humanes Fc Ziege 1:4000 “’
Nachweis von chBAFF
anti-Flag-M2 Flag 1gG1 Maus 1 pg/ml >
anti-rab-l1gG- Kaninchen IgG . . 17
PODg 19G (poly?(IonaI) Zlege 1:10000
Nachweis von Hithnerimmunglobulin
Al chicken IgA IgG1 Maus 2 oder 5 pg/ml
M1 chicken IgM 1gG1 Maus 2 oder 5 pg/ml
G2 chicken IgG 1gG1 Maus 5 pg/mi
4D12 chicken-lgG IgG1 Maus 2 ug/ml [263]
A3-POD chicken IgA 1gG1 Maus 1:10000
M2-POD chicken IgM IgG2a Maus 1:1000
G1-POD chicken IgG 1gG1 Maus 1:25000

Tabelle 8: Im ELISA verwendete Antikbrper

4.7.2 Durchfiihrung

Wenn nicht anders aufgefihrt, wurden NUNC-MaxisorgPolystyren 96-
Lochplatten tUber Nacht bei 4°C mit dem gewlnschAeikdrper, geldst in
Beschichtungspuffer (siehe 4.7.1), beschichtetFblgenden wurden die Platten
zwischen allen Schritten mit Hilfe eines ELISA-Wash je dreimal mit PBS-T
gewaschen und in jedem Schritt fir 60 Minuten b&PC3 inkubiert, die

Verdunnung der Antikdrper erfolgte, sofern nichtlers aufgefuhrt, in PBS-T.



4 Material und Methoden 61

Volumenangaben beziehen sich jeweils auf eine Eadiér 96-Lochplatte.
4.7.2.1 huFc-ELISA

Die Beschichtung der ELISA-Platten erfolgte mit 1Q0 eines anti-huFc
Antikorpers. Nach Abwaschen des nicht gebundeneschBehtungsantikérpers
erfolgte die Blockierung der freien Bindungsstellder Platte mit 200 pl
Magermilchlésung, um unspezifische Bindungen zuhiwmelern. AnschlieRend
wurde die Platte mit 100 ul der zu testenden Zélikilberstdnde oder Plasmen
inkubiert, wobei die Uberstande in einer log2-Vemiing (1:2 bis 1:2048 in
PBS-T) aufgetragen wurden. Daran schloss sich mkeblation mit 50 ul des
POD-konjugierten sekundaren anti-hu-Fc-Antikorpans Der Aufbau des Tests
ist in Abbildung 9A dargestellt. Zur Entwicklung I&€LISAs wurden 100 pl
TMB Gebrauchslésung zugegeben und fur 10 Minuten Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert, wobei eine Bindung voi€lBA0-huFc durch eine
Blaufarbung der Probe angezeigt wurde. Ohne Wasehete die Reaktion dann
durch Zugabe von 50 pul 1M Schwefelsdure gestopptiumeh ein Farbumschlag
von blau nach gelb erzielt wurde. Zur Quantifizregyuwurde der ELISA im
Plattenphotometer bei 450 nm gemessen. Zum Velglearschiedener Tests
wurden diese auf den mitgefihrten Kontrollzellkuliperstand normalisiert.
Dieser wurde in einer Verdinnung von 1:10 eingésefmr Normalisierung

wurde bei dessen Verdiinnung von 1:160 der Wertlyleigesetzt.
4.7.2.2 chCD40-ELISA

Hier erfolgte die Beschichtung der Platte mit 1d0epnes monoklonalen anti-
chCD40 Antikérper (AV79), um eine spezifische Bindudieses Antikérpers an
das chCD40-Fc Protein nachzuweisen (siehe Abbild@BYy Die restlichen
Schritte sind zu denen im hu-Fc-ELISA (siehe 4IRRidentisch.

4.7.2.3 chCD40L-ELISA

Mit dem in Abbildung 9C dargestellten ELISA solése Bindung von chCD40-
Fc an chCD40L nachgewiesen werden. Hierflir wurde Beschichtung der
Rattenantikorper YTS 169 verwendet, welcher an MaD8 bindet. Nach

Blockierung der freien Bindungsstellen mit 200 padérmilchlésung wurde die
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Platte mit 100ul einer Lésung mit 1 pg/ml chCD4Qks®nsprotein, welches mit
einem Maus-CD8-Tag versehen ist, inkubiert. Angffénd wurden 100ul des zu
testenden Zellkulturiberstands in einer log2 Tidratauf die Platte pipettiert.
SchlieBlich wurde der sekundare Antikoérper auf Biatte gegeben und der

ELISA nach einstindiger Inkubation wie oben erw&mttvickelt.

anti-huFc-
POD
anti-huFc-
POD

anti-huFc-
POD
chCD40-huFc aus

chCD40-huFc aus € 9 293.T Uberstand

.\ 293-T Uberstand

\ / msCD8-Tag

anti-chCD40 ‘ anti-ms-CD8

chCD40-huFc aus
293-T Uberstand

Abbildung 9: ELISAs zum Nachweis von chCD40-huFc
A: huFc-ELISA

B: chCD40-ELISA

C: chCD40L-ELISA

4.7.2.4 chBAFF-Flag-ELISA

Fur den Nachweis von chBAFF-Flag im Zellkulturibensl oder Plasma wurden
NUNC-Maxisorpg®-Platten mit 100 ul anti-Flag-M2 in Beschichtungeutber
Nacht bei 4°C beschichtet. Wiederum wurden freledBngsstellen auf der Platte
mit 200 ul Magermilchlésung blockiert und anschéie®@ mit 100 pl
Zellkulturiberstand oder Plasma inkubiert (in log2rdinnung aufgetragen).
Daran schloss sich die Inkubation mit 100 pl de®igegten polyklonalen anti-
chBAFF-1gG [214] an. Als letztes wurden 50 pl anatipbit-IgG-POD aufgetragen
und der ELISA wurde mit TMB entwickelt. Zum Vergtéi verschiedener Tests
wurden die Werte auf einen mitgefiihrten Standadtkdéuriberstand bezogen.
Beim Test von Plasmaproben von Huhnern der Linie &rde dieser in einer
Ausgangsverdinnung von 1:50 eingesetzt. Zur Nosmaling wurde der Wert
bei einer Verdinnung von 1:200 gleich 1 gesetztmBEest von Plasmaproben

von Hihnern der Linie ,,0“ wurde ein anderer Staddaellkulturiiberstand in
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einer Ausgangsverdinnung von 1:2 eingesetzt. Hierdev der Wert bei 1:32

gleich 1 gesetzt.

i/ anti-rabbit-
« 1gG-POD

rabbit-anti-chBAFF,
. polyklonal

chBAFF-
Flag '

anti-Flag-M2

Abbildung 10: Aufbau des chBAFF-Flag-ELISAs

4.7.2.5 Huhner-Immunglobulin-ELISA

Immunglobulin-Bestimmung im Plasma chBAFF-Flag-tran sduzierter
Huhner

Zur Bestimmung der Plasma-Immunglobulintiter deBA&RF-Flag-transduzierten
Tiere wurden NUNC-Maxisof® Polystyren 96-Lochplatten mit je 100 pl der
primaren Antikorper (A1, M1, G2) in Beschichtungffpuin einer Konzentration
von 5 pg/ml Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach Biecung der Platte mit 200 pl
Magermilchpulver, wurden 100 ul des zu testendesrRas als log2 Titration
aufgetragen. Dabei lagen den Titrationsreihen fudgeAusgangsverdiinnungen in
PBS-T zugrunde:

= |gA-Bestimmung: 1: 10 - 1:20 (je junger die Tiedesto niedriger die
Verdinnung)

= IgM-Bestimmung: 1:20 — 1:50 (je junger die Tierestb niedriger die
Verdinnung)

»= 1gG-Bestimmung: 1:20000

AnschlieBend folgte die Inkubation mit 50 pl des tsprechenden
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Sekundarantikorpers:

= A3-POD: 1:10000
= M2-POD: 1:1000
= G1-POD: 1:25000

Die Entwicklung mit TMB erfolgte analog zur berelt@schriebenen Methode.
Zur Normalisierung wurde das mitgefiihrte Standandieiiserum in der ersten
Verdinnungsstufe gleich 100 Einheiten gesetzt.

Immunglobulin-Bestimmung im Plasma chCD40-huFc-tran sduzierter
Huhner

Zur Bestimmung von Gesamtimmunglobulin im Plasman \ahCD40-huFc-

transduzierten Tieren wurde ein gedndertes Venfabimegesetzt. Hierfir wurden
NUNC-Maxisorpg® Polystyren 96-Lochplatten mit 100 pl
Beschichtungsantikérper (A1, M1, 4D12) in einer Kentration von 2 pg/ml

Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Alle folgenden Inktibasschritte erfolgten bei
Raumtemperatur. Nach Blockierung mit einer 1% QGd8sung (pH 7,4) erfolgte
die Verdinnung der Plasmaproben in einer log5 flamaHierbei richtete sich die
initiale Verdiinnung teilweise nach dem Alter deer€t

= |gA-Bestimmung: 1: 20 - 1:100 (je junger die Tied®sto niedriger die
Verdinnung)

= IgM-Bestimmung: 1:20

» 1gG-Bestimmung: 1:20000

Anschlie3end wurden 50 ul des entsprechenden Sakamttkorpers aufgetragen:

= A3-POD: 1:3500
= M2-POD: 1:500
= G1-POD: 1:5000

Plasmaproben und Sekundarantikdrper wurden fuBdsimmung von IgA und
IgG in PBS-T mit 1% Casein (pH 7,4) verdiunnt. ZgMiBestimmung wurde
stattdessen TBS-T mit 1% Casein (pH 7,4) verwerldiet.Entwicklung erfolgte
in diesen Tests mienhanced solubl@MB (esTMB), welches zuvor 1:3 mit
Substratpuffer verdinnt wurde. Zur Normalisierungraen fur das mitgefuhrte
Standardserumg folgende Konzentrationen angenommen:

= IgM: 1000 U / ml
= IgG: 100.000 U /ml
= IgA: 1000 U /ml
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4.7.2.6 ELISA zum Nachweis von KLH-spezifischem Imm  unglobulin

Zur Bestimmung antigenspezifischer Antikorpertiten Plasma von KLH

immunisierten RCAS(BP)A-chBAFF-Flag-transduziertefieren (siehe 4.6)
wurden ELISA-Platten mit KLH (in einer Konzentratiovon 10 pg/ml in

Beschichtungspuffer gelost) tber Nacht im Kuhlsokrankubiert. Als néchster
Schritt erfolgte die Blockierung der Platten mit02@ul Magermilchlésung.
Anschlie3end wurden die zu testenden Plasmen ihWegdinnung auf die Platte
aufgetragen. Fur die Bestimmung von KLH-spezifisasHgM wurde das Plasma
in einer Ausgangsverdinnung von 1:20 eingesetzt,dié@ 1gG-Bestimmung

wurde dieses initial 1:50 verdunnt. Daraufhin egfel die Inkubation mit dem
entsprechenden sekundaren Antikorper (siehe 4uhil) die Entwicklung des
ELISAs mit TMB. Zur Normalisierung der einzelnenst®wurde das mitgefihrte
Standardhihnerserum in der ersten Verdunnungsgilegieh 100 Einheiten
gesetzt.

4.8 Durchflusszytometrie

In verschiedenen Versuchen wurden Zellen mit Ampkdn fluoreszenzmarkiert
und duchflusszytometrisch gemessen. Die Auswertdeg generierten Daten
erfolgte mit der Software FlowJo 7.1.1.

4.8.1 Material

Fluo-Puffer
50 bovines Serum Albumin (BSA)
50 mg Natrium-Azid (Nah)*
ad 500 ml PBS; Lagerung bei 4°C

FACS-Puffer
100 mg NaN
ad 1000 ml PBS, Lagerung bei Raumtemperatur

Paraformaldehyd (PFA) 4%
20g  Paraformaldehyd
ad 450 ml Aqua bidest., im Wasserbad bei 60°C &tufde rihren, dann
einige Tropfen NaOHM zugeben um das restliche PFA in Lésung zu
bringen, 50 ml 10xPBS zugeben, Lagerung bei 4°C

Permeabilisierungslosung
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250 pl  Triton X 106
ad 50 ml Fluo-Puffer, Lagerung bei 4°C
chCD40L-Fusionsprotein[175]
7 Aminoactinomycin (7AAD)’
TruCount®Tubes™®
Antikorper
Klonname geb_undenes Zellpolulation sotyp Tlierart Kpnzentration Referen
Antigen z
16-6 CD45 Alle L lgG2a |[Maus | Zellkulturiberstand |[264]
hamatopoietischen Zellen
LT40 CD45 Alle o IgG1 | Maus | Zellkulturberstand | [265]
. hamatopoietischen Zellen
anti-L-Kette | l6ichte ~ Kette | g 500 lgG1 |Maus | Zellkulturiiberstand | [266]
des lg-Molekiils
AV20 chB6 B-Zellen IgG1 |Maus |0,5pg/ml [267]
M1 IgM B-Zellen IgG1 |Maus |5 pg/ml [263]
CcT3 CcD3 T-Zellen lgG1 |Maus | Zellkulturiiberstand | [268]
2-6 CD4 CD4-positive T-Zellen lgG1 |Maus | Zellkulturiiberstand | [269]
3-298 CcD8 CD8-positive T-Zellen lgG2b [Maus | Zellkulturiberstand |[270]
TCR-1 TCR yd vd -T-Zellen IgG1 |Maus | Zellkulturiiberstand | [271]
TCR-2 TCRa/vB1 aB-T-Zellen lgG1 |Maus | Zellkulturiiberstand |[272]
TCR-3 TCRa/VB2 aB-T-Zellen lgG1 [Maus | Zellkulturiberstand |[273]
B-Zellen, [174]
AV79 chCD40 Monozvten/Makrophagen IgG2a | Maus 2 pg/ml
YTS169 Maus-CD8 Maus-CD8 - Ratte | 1,25 mg/ml [175]
AMV-3co+ | Retrovirales Retrovirus infizierte Zellen |1gG1 |Maus | 1:500 [69]
Protein p19

Tabelle 9: In der Durchflusszytometrie eingeseBrienarantikérper
*Das Hybridom fir den monoklonalen Antikérper AM\G3 (Potts et al. [69]) wurde von der
Developmental Studies Hybridoma Bank zur Verfliggegtellt, unter der Schirmherrschaft des
NICHD entwickelt und wird in der University of low®epartment of Biological Sciences, lowa
City, 1A 52242, unterhalten.

Antikorper Verdiinnung
anti-Maus-IgG-FITC"® 1:250
anti-Maus-1gG-PE™ 1:300

anti-Maus-1gG1-FITC'®> | 1:50

anti-Maus-1gG2a-FITC™ | 1:50

anti-Maus-lgG1-PE™ 1:300

anti-Maus-lgG2a-PE™ 1:300

anti-Ratten-lgG-FITC™ 1:200

Tabelle 10: In der Durchflusszytometrie eingese®gkundarantikorper
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4.8.2 Durchfiihrung

Die im Folgenden genannten Volumenangaben bezisiedm jeweils auf eine
Kavitat der zum Farben benutzten 96-Loch-Rundbdeatten. Zur Verdlinnung
von Antikérpern wurde Fluo-Puffer eingesetzt. Allkubationsschritte fanden
auf Eis und im Dunkeln statt. Zwischen den einzelnekubationsschritten
wurden die Zellen, soweit nicht anders beschriebait, 150 pl Fluo-Puffer
gewaschen.

4.8.2.1 Doppelfarbung

Ca. 1x16 Zellen/Kavitat wurden auf eine 96-Loch-Platte sfamiert und durch
einminutige Zentrifugation bei 716xg pelletiert. eDZellpellets wurden in je
100 pl einer beide priméaren Antikorper enthaltendésung resuspendiert und
fur 25 Minuten inkubiert. Hierbei wurde darauf geeat, dass beide
Primarantikorper unterschiedliche Isotypen aufwied¢ach dem Waschen durch
Zugabe von 150 pl Fluo-Puffer und erneuter Zergation, wurden die Zellen flr
20 Minuten in 50 pl der Lésung mit den entspreclkeensekundaren Antikérpern
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt (Zugaba 150 pl Fluo-Puffer,
Zentrifugation) wurden die Zellen zur Messung in04@l Fluo-Puffer
aufgenommen und in geeignete Probenréhrchen dberfilmd am

Durchflusszytometer gemessen.
4.8.2.2 Dreifachfarbung

Bei FACS-Dreifachfarbungen wurde &hnlich wie bei4i8.2.1 beschriebenen
indirekten Doppelfarbungen vorgegangen. Zunachstdewu die ausplattierten
Zellen mit der zwei Primarantikorper enthaltendedsung inkubiert. Der die
zughoérigen FITC- und PE-konjugierten Sekundarampi&t enthaltenden Lésung
wurde jedoch zusatzlich ein anti-CD45-AntikorpefTd0) zugegeben, welcher
mit Spektralrot (SPRD) konjugiert ist (LT40-SPEP Dieser Farbstoff kann in
der Fluoreszenz 3 des Durchflusszytometers detektierden. Da dieses
Direktkonjugat ein IgM-Antikorper ist, wurde es voen zuséatzlich eingesetzten
Sekundarantikérpern nicht gebunden. Somit war eglioidin dieser Fluoreszenz
alle Leukozyten zu differenzieren, welche dann @ém dFluoreszenzen 1 und 2

weiter analysiert wurden.
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4.8.2.3 chCD40-Fc Inhibition

Zum Nachweis der Bindung des chCD40-huFc-Proteimss@inen Liganden
wurde eine FACS-Farbung auf der Hihnermakophagdhre HD11 etabliert.
Diese Zellen exprimieren in hohem MaRRe chCD40 auf@berflache.

HD11 Zellen wurden mit PBS-EDTA abgelOst, gewaschad in einer Dichte
von 1x1G Zellen pro Delle auf eine 96-Loch-Rundbodenplatisgesaht. Diese
wurden nach Zentrifugation fir eine Minute bei 7d6xahlweise mit chCD40L
alleine oder mit chCD40L, welcher mit chCD40-huFathaltendem
Zellkulturiberstand fir eine Stunde bei 37°C prébikrt wurde, fur 30 Minuten
auf Eis inkubiert. Nach einem Waschschritt wurdeRiattenantikdrper YTS 169,
welcher an das Maus-CD8-Tag des CD40L-Fusionsprdbéidet, zugegeben.
Dieser wurde nach nochmaligem Waschen mit einenCHdnjugierten anti-
Ratten-lgG-Antikorper detektiert. Der Aufbau dies@rbung ist in Abbildung 11
graphisch dargestellt. Als Positivkontrolle wurdegC®40L mit dem Antikorper
AV79 angefarbt, welcher den extrazellularen Antdd#és chCD40-Molekils
erkennt. Dieser wurde mit einem anti-Maus-FITC-Kmgt detektiert. Vor der
Messung wurde den Proben 7AAD zugegeben, um lebgndetoten Zellen

differenzieren zu konnen.

Ziege-anti- "~
Ratte-lgG-FITC

Ratte-anti-\) "

Maus-CD8 | [~

U

chCD40L mit
Maus-CD8-Tag

chCD40 &

Abbildung 11: Farbung von chCD40 auf HD11 Zellen
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4.8.2.4 Zytoplasmatische Farbung zum Nachweis von V  irusprotein

Fur den Nachweis von Virusprotein wurden transfiei¢lEF in einer Dichte von
5x10 Zellen pro Kavitat auf eine 96-Loch-Platte gegebed abzentrifugiert. Zur
Fixierung wurden die Zellen mit 4% PFA fur 20 Mieatauf Eis inkubiert. Es
folgte die Inkubation mit Permeabilisierungslosuiig 20 Minuten auf Eis. Um
sicherzustellen, dass die dabei gebildeten Poredeim Membran verbleiben,
wurden im Folgenden alle weiteren Antikdrper in séie LOsung verdunnt.
Anschlie3end wurden die Zellen weitere 20 Minutah adem Antikorper AMV-

3C2 inkubiert. Um nicht gebundenen Antikoérper awszschen, wurden die
Zellen fur 5 Minuten bei Raumtemperatur mit Pernileabrungslésung
inkubiert. Schlie3lich wurde der sekundare anti-Mi&yG1-PE Antikorper
zugebeben. Nach einer Inkubationzeit von weite@Mihuten wurden die Zellen
abzentrifugiert, in 400 pl Fluo-Puffer aufgenommend in FACS-R6hrchen

uberfuhrt.

4.8.2.5 Durchflusszytometrische Bestimmung der abso luten Zellzahl
in Vollblut

Die Bestimmung der Zellzahl in Vollblut wurde miilté von Beads (TruCount-
Tubes, Becton Dickinson) mittels einer sogo,lyse — no washTechnik

durchgefuhrt. Hierbei wurden direkt konjugierte iidtper verwendet. Die
Durchfuihrung erfolgte nach der von Seliger et atwickelten Methode und ist in

der zugehérigen Arbeit detailliert beschrieben [274

4.9 Histologie
4.9.1 Material
PBS

Tissue Tec® Compound®
SuperFrost®Plus Objekttrager®

Aceton'®
auf 4°C gekunhlt

4’6’ Diamidino-2-phenylindol (DAPI)*°

DAPI-Stammlésung
5mg DAPI
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ad 1 ml Aqua dest.
Lagerung lichtgeschutzt bei -20°C
30% H,0,"
Methanol® 40%
Bovines Serumalbumin (BSA)
Pferdeserum
Primare Antikorper
Anti- . Verdinnung Verdunnung
Korper gebundenes Antigen Zelltyp / Struktur Milz Bursa Referenz
Bul chB6.1 und chB6.2 B-Zellen 1:100 1:200 [275]
G1 19G B-Zellen 0,05 pg/ml 0,05 pg/ml
M1 IgM B-Zellen 1:1500 1:1500 [263]
K3 IgA B-Zellen 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml
Kul 01 unbekannt myeloide Zellen 1:50 1.2 [276]
Kortikomedulléare
BB3 unbekannt Grenzschicht in der Bursa | - 1:10 [277]
fabricii
AMV-3C2* | retrovirales Protein p19 | RCAS(BP)A-infizierte Zellen | 1:1000 1:1000 [69]

Tabelle 11: In der Immunhistologie eingesetzte Brantikdrper
Die optimale Verdiinnung der Antikérper ist orgarsfisch unterschiedlich und wurde fiir jedes

Organ zuvor austitriert.

*Das Hybridom fir den monoklonalen Antikérper AM\G3 (Potts et al. [69]) wurde von der
Developmental Studies Hybridoma Bank zur Verfliggegtellt, unter der Schirmherrschaft des
NICHD entwickelt und wird in der University of low®epartment of Biological Sciences, lowa

City, 1A 52242, unterhalten.

Vectastain ABC-Kit PK-4002**

enthalt biotinylierten anti-Maus-IgG-Sekundarantper

Lagerung bei 4°C
Peroxidase Substrat Kit*

Lagerung 4°C
Aqua dest.

Mayer’s Hematoxilin Solution®
Lagerung bei RT

Aufsteigende Alkoholreihe

Ethanol 70%
Ethanol 96%
Isopropandl 1
Isopropandi 2
Xylol’ 1
Xylol” 2

Lagerung bei Raumtemperatur im Abzug

Eukitt® Eindeckelmedium?®
Lagerung bei Raumtemperatur
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4.9.2 Gewinnung von Organen und Vorbereitung fir di e Histologie

Huhner der Linien LSL und ,0* wurden betdubt undatuBlutentzug getotet.
Nach Eroffung des Abdomens wurden Herz, Milz, Zékadillen und Bursa

fabricii entnommen. Sie wurden je nach Anzahl desahlachteten Tiere sofort in
geeigneten Behaltnissen in Tissue Tec® Conpourgkbgttet oder fur kurze Zeit
in auf Eis stehende Rohrchen mit PBS gegeben. Nackinbettung wurden die
Einbettschélchen bis zum vollstdndigen Durchfrieiian fliissigen Stickstoff

gehalten. Dabei wurde darauf geachtet, dass kaiks8iff auf die Oberflache des
Tissue Tecs® flie3t, da es sonst zur Blasenbildkmmgmt. Die Lagerung der

Organblocke erfolgte bei -80°C.
4.9.3 Fluoreszenz von Eihduten

Um RCAS(BP)A-basiertes eGFP in Eihauten transdtezierEmbryonen

nachzuweisen, wurde Allantochorion prapariert undiner Plastikpetrischale mit
Hilfe von Kanilen gespannt. Zur Farbung der Zelkewurden die Eihdute fur
30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln mit DARIlainer Konzentration

von

0,1 pg/ml inkubiert. Es folgte eine fluoreszenzragkopische Untersuchung.
4.9.4 Herstellung von Gewebeschnitten

Die bei -80°C gelagerten Organblocke wurden ein 2vg&i Tage vor dem
Schneiden auf -20°C gelegt. Mit Hilfe des Mikrotadnyostant HM500 OM der
Firma Microm wurden Gefrierschnitte in einer Diocken 6-8 um angefertigt. Die
Temperatur im Inneren des Gerats sowie jene degk@isches wurden dem
Fettgehalt des zu schneidenden Organs angepasse [igen bei -14°C bis -
17°C. Die Schnitte wurden auf spezielle Objekttr@riperFrost®Plus) gezogen
und nach einstindigem Trocknen bei Raumtemperaiur 2f Minuten in
gekuhltem Aceton fixiert. Nun wurden die Prapamtéveder sofort gefarbt oder

bis zur Verwendung fur wenige Tage bei -20°C geatage
4.9.5 Immunhistologische Farbung von Gefrierschnitt en

Soweit nicht anders erwéahnt erfolgten alle Inkutvaschritte in einer feuchten
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Kammer. Die Praparate wurden zwischen allen Inkabsaschritten dreimal fir

funf Minuten mit PBS gewaschen.

Immunhistologische Farbung

Frische Gefrierschnitte wurden fur 15 Minuten inSPEhydriert, Schnitte welche
bei -20°C aufbewahrt worden waren, wurden zuvor Mmuten lang bei
Raumtemperatur aufgetaut. Soweit nicht anders eriv&urde zur Blockierung
endogener Peroxidase eine Lésung von 0,3%,Hn 40% Methanol auf die
Schnitte getropft. Die Inkubation erfolgte in einfruchten Kammer fir 20
Minuten bei Raumtemperatur. Um die Reaktion zu gopwurden die Schnitte
anschlieBend in einer Kuvette fur 5 Minuten uniex3endem Leitungswasser
gewassert und danach mit PBS gewaschen. An diésiée Surden die Préaparate
auf dem Objekttrager mit einem hydrophoben Markignsmkreist, um einerseits
ein Austrocknen zu verhindern, jedoch anderersdii's Reagenzien mdglichst
sparsam einsetzen zu kénnen. Um unspezifische i@rbw vermindern, wurden
die Schnitte nun eine Stunde lang mit einer Blatéseing inkubiert. Zur
Herstellung dieser wurden 0,1 g BSA in 10 ml PB&sgje Darin wurde Serum
der Spezies, in welcher der Sekundarantikdrper rgggheworden ist (hier
Pferdeserum), 1:40 verdiinnt. Nach diesem Inkubsgiciritt wurden die Schnitte
nicht mit PBS gewaschen, sondern das Serum wunggciaig von den Schnitten
abgekippt. Danach wurde der Primarantikdrper in algstitrierten Verdinnung
auf die Schnitte gegeben. Als Negativkontrolle veujelweils ein Schnitt anstatt
mit Primarantikdrper mit PBS inkubiert. Die Inkulmat erfolgte Gber Nacht bei
4°C in einer feuchten Kammer. Am nachsten Morgerrden die Praparate
zundchst mit PBS gewaschen und sogleich mit biligirgm anti-Maus-1gG-
Antikorper fur eine Stunde bei Raumtemperatur ingéxib15 Minuten vor Ablauf
der Inkubationszeit ~wurde das  Avidin-Peroxidaseggea  nach
Herstellerangaben hergestellt und 30 Minuten (bism z Abschluss der
Waschschritte) bei Raumtemperatur gelagert. Dasgdétea wurde auf die
Praparate gegeben und die Schnitte wurden wei@ngli6uten in der feuchten
Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRerfdigie das Entwickeln
der Schnitte mit dem Diaminobenzidin (DAB) enthatten Peroxidase-Substrat-
Kit nach Angaben des Herstellers. Die Schnitte waor® Minuten mit der

hergestellten Lésung inkubiert und diese wurdeigbtig in ein speziell fir DAB
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haltigen Flussigabfall bereitgestelltes Behaltnigekippt. Danach wurde die
Reaktion unter flieBendem Leitungswasser (5 Minutgestoppt und in Aqua
dest. Gberfuhrt.

Gegenfarbung der Zellkerne mit Hamalaun

Um das Gewebe besser darstellen zu koénnen, folgtektd auf die
immunhistologische Farbung eine Gegenfarbung ddélketae mit Hamalaun.
Die Schnitte wurden hierfur aus dem destillierteaséér fir 30 bis 40 Sekunden
in  Hamalaun Uberfiihrt. Uberschussiges Hamalaun evudlrch kurzes
Eintauchen der Schnitte in Aqua dest. abgewasdheAnschluss daran erfolgte
das sog. Blauen der Praparate fur 10 Minuten dh&f8endem Leitungswasser.
Hierbei bildet das Hamalaun einen Komplex mit QGalgonen aus dem
Leitungswasser, welcher eine blaue Farbung bewirkt.

Entwéssern und Eindeckeln der Schnitte

Um die Schnitte dauerhaft haltbar zu machen, wursienzunachst in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert. Sie wurdgarieinem Abzug fir jeweils
funf Minuten in die entsprechende Alkohollésungtghis Als letztes wurde je ein
bis zwei Tropfen Eukitt® Eindeckelmedium auf eirspendes Deckglas gegeben
und dieses vorsichtig mit Hilfe eines spitzen Getmmdes auf das Préparat

gelegt.
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5 Ergebnisse

5.1 Charakterisierung des retroviralen Gentransfers  ystems RCAS
5.1.1 Erstellung der Vektoren und Klonierung

Zur naheren Charakterisierung des in Abbildung &2gestellten retroviralen
Vektorsystems RCAS wurden beim Einsetovoundin vivo einerseits ein GFP-
sowie ein eGFP-Konstrukt, andererseits auch Kokignit den Inserts chBAFF-
Flag, chBAFF-Flag rv und huBCMA-Fc verwendet. Letetwurden ausgewahlt,
weil die Wirkung des Zytokins chBAFF sowie seinescby-Rezeptors
huBCMA-Fcin vivo an jungen Kuken bereits untersucht wurden [12,ul®] so
Vergleiche zu Studien mit rekombinantem Protein stigsind. Die Konstrukte
RCAS(BP)A-chBAFF-Flag, RCAS(BP)A-chBAFF-Flag rv, RGS(BP)A-
huBCMA-Fc und RCAS(BP)A-GFP wurden von Dr. Sonjatidow kloniert und
freundlicherweise zur Verfiugung gestellt. Das Kangt RCAS(BP)A-eGFP
wurde im Rahmen dieser Arbeit erstellt. Alle verdeten Konstrukte sind in
Abbildung 13 dargestellt.

Da der Vektor RCAS(BP)A ausschliel3lich ei@il Schnittstelle enthélt, besteht
die Mdoglichkeit, dass das Insert in zwei Orientregen eingebaut wird. Das
Konstrukt RCAS(BP)A-BAFF-Flag rv enthalt die Seqmetes Inserts in falscher
Orientierung. Nach einer Transfektion kommt es mmieht zur Produktion von
funktionsfahigem Protein. Um jedoch virusspezifsschEffekte und
Wechselwirkungen ausschlieBen zu kénnen, wurdeeslidsonstrukt neben
RCAS(BP)A-Vektor ohne Insert als Negativkontrolerwendet.

gag pol




5 Ergebnisse 75

Abbildung 12: Schematische Darstellung des VekRZAS(BP)A

Abbildung 13: Darstellung der zur Charakterisierdeg RCAS-Systems verwendeten Konstrukte

A: RCAS(BP)A, ohne Insert B: RCAS(BP)A-huBCMA-Fc
C: RCAS(BP)A-chBAFF-Flag D: RCAS(BP)A-chBAFF-Flag rv
E: RCAS(BP)A-GFP F: RCAS(BP)A-eGFP

Das Ausgangsplasmid fur die Klonierung von eGFPRIBAS(BP)A war der
Vektor pEGFP-N1. Die Zielsequenz fur eGFP wurdetetstPCR amplifiziert,
wobei hierbei spezifische Primer verwendet wurdemlche an das Insert
beiderseits je eineClal Schnittstelle anfligten (siehe 4.3.2). Das erhaltene
Amplifikat wies eine Lange von 725 bp auf (siehebAdung 14). Ebenso wurde
der RCAS(BP)A-Vektor mitClal verdaut und Uber ein praparatives Gel
aufgereinigt. Der gereinigte Vektor wurde mit ein&lkalischen Phosphatase
dephosphoryliert. Danach wurden Vektor und Inseit miner T4-Ligase
zusammengefligt. Das so erhaltene Plasmid wurde éolEdes Stamms JM 109
transfomiert und auf einer Agarplatte ausgesticHeime Bakterien-PCR von
Einzelkolonien, bei der Primer verwendet wurden|chve am RCAS(BP)A-
Vektor kurz vor bzw. nach der Insertionsstelle leimdbestatigte den Erfolg der
Ligation (siehe Abbildung 15). Als Positivkontrollevurde das Konstrukt
RCAS(BP)A-chBAFF-Flag eingesetzt.



5 Ergebnisse

/6

eGFP

bp
1000

900

800

700
600

500

o imn
1

f..&.
. 2 o

Abbildung 14: Agarosegel nach dem Verdau
von pEGFP-N1

Das eGFP-Fragment wurde mittels PCR auf
dem Ausgangsplasmid pEGFP-N1

amplifiziert. 5 pl des PCR-Produkts wurden
zur Uberprifung der Lange auf ein

Agarosegel aufgetragen.

Positivkontrolle

eGFP

Abbildung 15: Agarosegel nach erfolgter
Bakterien-PCR

Mit einer Bakterien-PCR auf transformierten
E. coli des Stamms JM 109 wurde der Erfolg
der Ligation von eGFP in RCAS(BP)A
Uberprift. PCR-Produkte von Template
(links),  Positivkontrolle  RCAS(BP)A-
chBAFF-Flag (Mitte) und Negativkontrolle
wurden auf ein Agarosegel aufgetragen

Da die fur die Klonierung verwendeten Primer besdéds eineClal Schnittstelle

anfugten, erfolgte zur Orientierungskontrolle d&F@-Sequenz eine zusatzliche

PCR, bei welcher nun ein Primer kurz vor dem Insed einer am Ende des

Inserts binden sollten. Bei falscher Orientierungrae ein Amplifikat von nur

wenigen Basenpaaren entstehen. Bei richtiger Qeremig jedoch entsteht eines

mit einer Lange von mehr als 800 Basenpaaren (shdbi@ldung 16). Als

Positivkontrolle wurde ein Primerpaar eingesetatdsm sowohl sense als auch

antisense Primer auf3erhalb des Inserts binden.rDagist dieses Amplifikat eine

geringfligig langere Basenpaarsequenz auf.
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Lu-l Abbildung 16: Orientierungskontrolle des
o ligierten Inserts
' * Jeweils 5 pl der PCR-Produkte der Ligation
bp (links), Negativkontrolle (Mitte) und
1900wt - @mad Positivkontrolle  (rechts) wurden  zur
12— Kontrolle der Orientierung des ligierten
600 Inserts auf ein Agarosegel aufgetragen.
O —

5.1.2 Expression von RCAS(BP)A-basiertem Protein in Fibroblasten

Zur Uberprufung ihrer Funktionalitat wurden nungewn 4.4.2 beschrieben, die
RCAS(BP)A-Vektoren fur chBAFF-Flag, chBAFF-Flag snd huBCMA-Fc in

primare Hiuhnerembryofibroblasten (HEF) transfiziétierbei wurden einerseits
Fibroblasten der Huhnerlinie ,0“ verwendet. Zudetallte die Firma Lohmann
Tierzucht befruchtete Eier der Linie LSL zur Venfing, aus welchen HEF

prapariert wurden.
5.1.2.1 Expression von eGFP und GFP

Da HEF nach einer Transfektion mit RCAS(BP)A vernuelgsfahiges Virus
bilden, erfolgt innerhalb der Kultur auch eine Tsduktion der nicht transfizierten
Zellen. In einem Versuch wurden HEF der Linie , 0t iRCAS(BP)A-eGFP
transfiziert. Binnen 3 Tagen erreichte die Kultuinee Infektionsrate von
anndhernd 100% (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Fluoreszenz eGFP transfizierter/tdanserter HEF
HEF der Linie ,0“ wurden mit RCAS(BP)A-eGFP trargéirt und nach 24, 48 und 72 Stunden
fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

In einem weiteren Versuch wurde die Fluoreszenz BEGR)A-GFP-
transduzierter Zellen gemessen. Hier wurde die &gion von GFP gewahlt, da
die Fluoreszenz von eGFP sehr hoch ist und ein@ziche Fluoreszenzfarbung
im Durchflusszytometer kaum noch gemessen werdem.kddier erfolgte
zusatzlich eine indirekte Farbung mit dem AntikargeVV-3C2, welcher das
virale zytoplasmatische Protein pl19 erkennt. Diekennte mit einem PE-
konjugierten Sekundarantikérper detektiert werddierflir wurden die Zellen in
der in 4.8.2.4 beschriebenen Weise fixiert und paifiisiert. Dieses Verfahren
fuhrt zu einer Verminderung der Fluoreszenz von GQk&s die relativ niedrige
GFP-Fluoreszenz der Zellen erklart. An Hand deemgen Doppelfarbung wird
jedoch deutlich, dass die gesamte griin fluoreszier&ellpopulation auch fur die
Farbung gegen pl9-positiv ist (siehe Abbildung I8 Farbung lasst darauf
schlieBen, dass alle virusinfizierten Zellen, welaas Protein p19 produzieren,

auch das Transgen GFP exprimieren.
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Abbildung 18: FACS Analyse GFP-transfizierter Lin@ Fibroblasten

HEF der Linie ,0° wurden mit RCAS(BP)A-GFP transét und 72 Stunden spéater
zytoplasmatisch mit einem Antikdrper gegen viralesotein pl9 (AMV-3C2) und einem
sekundaren PE-konjugierten Antikdrper gefarbt.

Dargestellt sind untransfizierte Zellen (A), RCA®RB-GFP transfizierte Zellen ohne
Primérantikorper (B) und deren Farbung mit dem Karpper AMV-3C2 (C).

Zuséatzlich wurden HEF (Linie ,0% LSL A und LSL Cinit dem zuvor

hergestellten RCAS(BP)A-eGFP Konstrukt transduzfsihe 5.1.1). An Hand
von Abbildung 19 wird deutlich, dass sich die Iidibarkeit von Fibroblasten
verschiedener genetischer Hintergriinde erheblitbrsicheidet. Zellen der Linien
,0“ und LSL A konnten 72 Stunden nach Transfektmmnfast 100% als eGFP-
positiv detektiert werden, wohingegen in HEF demi&iLSL C zu weniger als

40% eine Expression von RCAS-basiertem eGFP nasbaeivar.
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Abbildung 19: eGFP -Expression in HEF der Liniefy, JOSL A und LSL C

Fibroblasten der Linien ,0“ (A), LSL A (B) und LSIC (C) wurden mit RCAS(BP)A-eGFP
transfiziert. Nach 72 Stunden erfolgte eine durggkytometrische Messung der Fluoreszenz.
Dargestellt ist jeweils ein Vergleich zwischen amsfizierten (graue Linie) und transfizierten
Zellen (schwarze Linie).
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5.1.2.2 Expression von chBAFF-Flag und huBCMA-Fc

Um eine Aussage Uber die biologische Aktivitat deusbasierten Proteine zu
erhalten, mussten Versuche mit einem Zytokinsystenfolgen, dessen
biologische Wirkung schon weitgehend bekannt iserfidr wurden das Protein
chBAFF-Flag und der zugehoérige l6sliche Decoy-RemxephuBCMA-Fc)
gewahlt [12]. Um unspezifische Wirkungen des Viauszuschlieen, wurden fur
diese Versuche HEF mit RCAS(BP)A Vektor ohne Insdst Negativkontrolle

transfiziert.

Zum Nachweis der Sekretion der I6slichen Proteh@Ad-F-Flag und huBCMA-
Fc wurde Zellkulturiberstand von drei bis vier Tageor transfizierten Linie ,,0"
Fibroblasten gewonnen und dieser als Probe im Eld&#@etragen.

Das Protein chBAFF war bei der Klonierung mit einéilag-Tag versehen
worden [13], welches nun im ELISA mit einem antaglAntikGrper detektiert
werden konnte (siehe 4.7.2.4). Hierbei konnte @utlccher Gehalt an chBAFF-
Flag im Uberstand transfizierter HEF detektiert aeer. Als Negativkontrolle
wurde Uberstand von RCAS(BP)A-transduzierter anfggn.

Da das Protein huBCMA-Fc mit einem humanen Fc-Feagnversehen ist,
konnte dieses mittels anti-Fc Antikorpern in ein&andwich-ELISA (Aufbau
siche 4.7.2.1) detektiert werden. Uberstand RCAMBRIBCMA-Fc-

transduzierter Zellen wurde in einer Ausgangsvendiag von 1:10 (in PBS-T)
aufgetragen. Uberstand RCAS(BP)A trasduzierterefelliente wiederum als
Negativkontrolle. Es konnte auch bei dem RCAS(BRUBCMA-Fc Konstrukt

eine deutliche Expression in Linie ,,0* Fibroblasfestgestellt werden.
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Abbildung 20: Nachweis der Expression von RCAS(BBgsiertem chBAFF-Flag und
huBCMA-Fc im ELISA

Zellkulturiberstand von RCAS(BP)A-chBAFF-Flag (Anhdi —huBCMA-Fc (B)-transduzierten
Zellen wurde drei bzw. vier Tage nach TransfekatsmProbe im ELISA aufgetragen

5.1.3 In vivo-Expression von RCAS(BP)A-basiertem Protein

Nachdem die Expression RCAS(BP)A-basierter Protairteansduzierten Zellen
nachgewiesen werden konnte, schlossen sich numudfegszuiin vivo-Expression

an.
5.1.3.1 Histologische Untersuchungen zur Virusexpre  ssion

Hierbei wurden zunachst die Lokalisation des Vimms Tierkdrper sowie die
Menge des loslichen Proteins im Plasma untersu¢htBerdem wurden
Untersuchungen am B-Zell-System der Hiuhner durdéhgefum Informationen
Uber die biologische Aktivitat des RCAS(BP)A-bateerProteins zu gewinnen.

eGFP in Eihauten

In ersten Schritten wurde die Lokalisation des R(B¥SA Virus in Eihauten zu
verschiedenen Entwicklungszeitpunkten transduziertélihnerembryonen
analysiert. Mit RCAS(BP)A-eGFP transfizierte Zellemurden in Tag 3
embryonierte Huhnereier der Linien ,0° und LSL mgrt (siehe 4.5).
Anschliel3end wurden diese weiter bebritet. An derbrfgonaltagen 10 und 14
wurden Eier enthommen, die Eihaute prapariert wachreiner Kernfarbung mit
DAPI (siehe 4.9.3) fluoreszenzmikroskopisch untelnsuWie in Abbildung 21
dargestellt, konnte hierbei eindeutig Fluoreszemz den Eihautgefal3en

transduzierter Feten nachgewiesen werden. Beiml&iehgvon Allantochorion
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aus LSL und Linie ,0“ Eiern waren in den LSL Eihéntdeutlich weniger griin
fluoreszierende Gefalle zu finden. Auch fiel aufssdalie Gesamtzahl der
fluoreszierenden Zellen bei Eihduten von EmbryosenLinie LSL geringer war

als bei Linie ,0“ Embryonen.

Immunhistologische Farbung von Virusprotein

Fur die angestrebte Verwendung des RCAS-Systems fiivo-Studien ist es von
entscheidender Bedeutung, in welchen Zellen dassvim Organsimus lokalisiert
ist. ' Um Aufschluss darlber zu erhalten, wurden L&mbryonen mit

RCAS(BP)A-chBAFF-Flag und RCAS(BP)A-chBAFF-Flag transduzierten

Zellen infiziert.

Zunachst wurden Organproben von Milz, Herz, Thyrmand Bursa fabricii von
Versuchstieren am 14. Lebenstag gewonnen, dieggelattet, geschnitten und
schlie3lich mit dem gegen das Virusprotein p19 aieiten Antikorper AMV-
3C2 gefarbt (siehe 4.9). Die schon in den Eihadteabachtete Praferenz des
Virus fur GeféalRe, konnte, wie Abbildung 22 zeigt,diesen Versuchen bestatigt
werden. In den gefarbten Milzen konnte eine dehtlidnfarbung der Gefal3e
festgestellt werden. Arterien, welche an einer ldghdgn Auspragung der Tunica
muscularis erkennbar sind und besonders auch kl€e&Re (Arteriolen,
Venolen, Kapillaren) konnten mit dem genannten Korpper angefarbt werden
(siehe Abbildung 22A, B). Wahrscheinlich handelt sssh bei den positiven
Zellen um das Gefaliendothel. Das gleiche Bild warhabei der Farbung des
Thymus zu beobachten (siehe Abbildung 22F). AuctieinBursa fabricii konnte
virales Protein pl9 angefarbt werden. Wie Abbildify (C, D) zeigt, waren
neben dem Gefallendothel Zellen im Follikelmark,radech interfollikulare
Zonen positiv. Eine sehr hohe Expression konntehauo Herzmuskel
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 22E). In deersdh mitgefuhrte
Kontrollschnitte von untranduzierten Tieren zeigtaxine Farbung (Abbildung
22G und H).

Nachdem nun die genauere Lokalisation des RCAS(BR)és in verschiedenen
Organen gezeigt worden war, sollte in einer weiteMersuchsreihe die
Virusexpression auch zu anderen Entwicklungszekigm histologisch

dargestellt werden. Es wurden Proben der Bursacfaam Embryonaltag 18 und
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am 63. Lebenstag gewonnen. Auch in den darausllEnsté&sefrierschnitten
wurde mit dem Antikdrper AMV-3C2 das virale Proteta9 angefarbt. Bereits
am Embryonaltag 18 konnten in den sich entwickeinBarsafollikeln eindeutig
positive Zellen nachgewiesen werden. Zudem wardlerZeles Follikelepithels
angefarbt (siehe Abbildung 23A, B). Auch in den i8ttbn von Bursae fabricii
jung adulter Tiere am 63. Lebenstag konnte Virusganoim Follikelmark und
zwischen den Follikeln nachgewiesen werden (siehigildung 23C, D). Auch in
der Milz war am Tag 63 noch pl9-Expression nachieme Hier zeigte sich
wieder die typische Farbung der GefaRendotheliegh€sAbbildung 23E, F).
Auch in diesem Versuch waren Schnitte untransteieKontrolltiere negativ

(nicht gezeigt).
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Abbildung 21: Allantochorion RCAS(BP)A-eGFP-trangthiter Hihnerembryonen an den
Embryonaltagen 10 und 14

An den Embryonaltagen 10 (A-D) und 14 (E-H) wurdis & CAS(BP)A-eGFP infizierten Eiern
der Linien LSL (links) und ,,0" (rechts) Allantochion prapariert.

Die Eihaute wurden vor der fluoreszenzmikroskopschintersuchung fiir 30 Minuten mit DAPI
(0,2ug/ml) inkubiert. Gezeigt sind Aufnahmen inexi200fachen VergréRerung.
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Abbildung 22: Expression von viralem Protein pl¥émschiedenen Organen

Am 14. Lebenstag wurden von RCAS(BP)A-chBAFF-Flagl +-chBAFF-Flag rv-transduzierten
Tieren Organe zur Herstellung von Gefrierschnitesitnommen. Die Schnitte wurden nach
Blockieren endogener Peroxidase mit dem gegen dasprotein pl9 gerichteten Antikorper
AMV-3C2 immunhistochemisch gefarbt. Dargestelltdsieprasentative Schnitte von Milz (A, B),
Bursa fabricii (C, D), Herzmuskel (E) und Thymus).(An dem Versuch mitgefihrte

Kontrollschnitte untransfizierter Schnitte zeigtesine Farbung: Milz (G), Bursa fabricii (H).
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Abbildung 23: Expression von viralem Protein am Eyobaltag 18 und Tag 63

Zur Untersuchung der RCAS(BP)A-Expression an weiteZeitpunkten wurden Bursae fabricii
am Embryonaltag 18 (A, B) und Tag 63 (C, D) sowidzbkh am Tag 63 (E, F) entnommen.
Daraus hergestellte Gefrierschnitte wurden mit dettikbérper AMV-3C2 gefarbt, welcher gegen
das virale Protein p19 gerichtet ist. Auch in dieséersuch waren Proben von untransduzierten
Tieren negativ.
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5.1.3.2 Untersuchungen zur Expression von chBAFF-FI  ag im Plasma

ChBAFF ist ein losliches Zytokinln vitro-Versuche haben gezeigt, dass
RCAS(BP)A-basiertes chBAFF-Flag von transduziertddEF in den

Zellkulturiberstand sezerniert wird. Da in vorangggenen Untersuchungen eine
hohe Expression von viralem Protein in Gefal3ergéssellt werden konnte (siehe
5.1.2.2), wurde nun Plasma transduzierter Tiereogaen und auf den Gehalt an

chBAFF-Flag analysiert.

Untersuchungen an Huhnern der Linie LSL

In einem ersten Versuch wurden LSL Embryonen miABMBP)A-chBAFF-Flag
und dem zugehorigen reversen Konstrukt transduath dem Schlupf wurde
Uber 63 Tage hinweg in regelmafRigen Abstdnden &hihommen und daraus
Plasma gewonnen. Die Menge an chBAFF-Flag im Plasmade im
beschriebenen ELISA (siehe 4.7.2.4) bestimmt. Alsntkolle diente hierbei
Plasma von den RCAS(BP)A-BAFF-Flag rv-transduziertdieren. Die
Tierzahlen der RCAS(BP)A-chBAFF-Flag-transduzienewl der Kontrollgruppe
waren elf bzw. sieben Tiere. Am Anfang der Versptiase gelang teilweise
nicht, von allen Kiken jede Woche Blut zu entnehpalether waren an den Tagen
4 und 19 nur 6 Tiere in der Kontrollgruppe. Da irauk des Versuchs Tiere
verstarben, umfassten die Versuchsgruppen an dderean Versuchstagen elf
bzw. sechs Tiere (Tag 40), zehn bzw. funf Tiereg(b4) sowie neun und flunf
Tiere (Tag 62). Die Tiere verstarben auf Grund Yechnopathien, welche nicht

mit dem Tierversuch an sich im Zusammenhang stehen.

Es konnte ein deutlicher chBAFF-Flag Spiegel bé&ratransduzierten Tieren
beobachtet werden, doch zeigte sich, dass die 8pmgschen den einzelnen
Tieren erheblich divergierten (siehe Abbildung 24gdoch konnte Uber die
gesamte Versuchsdauer von 62 Tagen das RCAS(BRjarte Protein
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 25). Der enétSpiegel nahmen bis zum
elften Testtag zu, danach fiel er jedoch auf einskant bleibendes Niveau, das
auch noch am 62. Tag erhalten war.
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Abbildung 24: chBAFF-Flag-Expression in Hihnern Hivie LSL

RCAS(BP)A-chBAFF-Flag und RCAS(BP)A-chBAFF-Flag transduzierte Tieren wurde an den
Tagen 4 (A), 33 (B) und 62 (C) Blut entnommen. [ageils daraus gewonnene Plasma wurde im
ELISA auf chBAFF-Flag getestet. Die Spiegel wurdeauaf den mitgefiihrten chBAFF-Flag
haltigen Standard-Zellkulturiiberstand normalisiert.
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Abbildung 25: Verlauf der mittleren Expression \@BAFF-Flag in Hihnern der Linie LSL

Die Plasmaspiegel von RCAS(BP)A-chBAFF-Flag und m(BP)A-chBAFF-Flag rv-
transduzierten Tieren wurden auf den mitgefuhri¢an&ard-Zellkulturiberstand normalisiert.
Angegeben sind die Mittelwerte beider Gruppen @aadabweichung. Mit ** gekennzeichnete
Werte weisen einen signifikanten Unterschied zuntikallgruppe auf (p<0,01).
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Untersuchungen an Huhnern der Linie ,,0"

Da die Plasmaspiegel des RCAS(BP)A-basierten chBRIBE Proteins in LSL
Tieren aufallend divergierten, wurden in einem w@h Versuch Huhner der
Linie ,0“ mit RCAS(BP)A-chBAFF-Flag und RCAS(BP)A-@4ktor ohne Insert
transduziert. Am dritten und elften Lebenstag warBé&asmaproben gewonnen, in
welchen mittels des beschriebenen ELISAs (siehe24)7 die Spiegel von
chBAFF-Flag bestimmt wurden. Im Plasma aller RCA%S/chBAFF-Flag-
transduzierten Tiere konnte das Protein nachgewiegerden, wahrend die
Plasmen der Kontrolltiere negativ waren. Wie in Adilng 26 gezeigt wird,
divergierten die Spiegel der einzelnen Tiere weaitaweniger als im

vorangegangenen Versuch mit LSL-Tieren.
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808 LAY 5 06 :\\\‘\\\L\
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Verdlinnung Verdinnung

—4— RCAS(BP)A-chBAFF-Flag
---0- -~ RCAS(BP)A

Abbildung 26: chBAFF-Flag-Expression in Hihnern devie ,0"

Am dritten (A) und elften (B) Lebenstag wurde Plaswon RCAS(BP)A-chBAFF-Flag und

RCAS(BP)A-transduzierten Huhnern der Linie ,0“ gewen im ELISA auf chBAFF-Flag-

Spiegel getestet. Die Plasmaspiegel wurden aufmdiggefiihrten Standard-Zellkulturiiberstand
normalisiert.

5.1.4 Untersuchungen zur biologischen Aktivitdt des RCAS(BP)A-

basierten Proteins

Da fur funktionell-genomische Studien von Zytokinemt Hilfe der RCAS-
Gentransfertechnologie die Funktionalitdt des geltdn Proteins essentiell ist,
schlossen sich nun Versuche an, welche die biabgisAktivitdt des

RCAS(BP)A-basierten Proteins chBAFF-Flag und degehirigen Decoy-
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Faktors huBCMA-Fc zeigen sollten. Dieses Systemdeugewahlt, weil die

Wirkung dieser Molekile mit Hilfe rekombinanter Rrme in Kiken schon
untersucht worden war. ChBAFF ist ein wichtiger t6akiir das Uberleben von
Huhner-B-Zellen [13]. Injektion von rekombinantenmnBAFF-Flag fihrte zu

signifikant gesteigerten B-Zell-Frequenzen, wohgeye der |6sliche Rezeptor
huBCMA-Fc zu einer signifikanten Verminderung vorZBllen fiihrte. Erwahnte
Untersuchungen beschrankten sich jedoch auf dieretebenstage der Kuken. In
der vorliegenden Arbeit bestand nun erstmals digylMidkeit eine eventuelle

Wirkung von chBAFF-Flag an élteren Tieren zu anahgn.

Hierfir wurden verschieden& vivoVersuche mit Hihnern der Linie LSL
durchgefuhrt. Embryonen wurden mit RCAS(BP)A-chBAHBg, RCAS(BP)A-
huBCMA-Fc sowie RCAS(BP)A-chBAFF-Flag rv als Korlteo transduziert.
Nach dem Schlupf wurden an verschiedenen Zeitpankteur
durchflusszytometrischen Analyse von Leukozyten isorur Gewinnung von
Plasma Blut entnommen. Zu den jeweiligen Versuatsenwurden die Tiere
betaubt und durch Blutentzug getodtet und ihre Milzar Leukozytenpraparation
gewonnen. Fur immunhistologische Untersuchungende&mrzu verschiedenen
Entwicklungszeitpunkten Organe von RCAS(BP)A-chBAHRg, RCAS(BP)A-
chBAFF-Flag rv  und RCAS(BP)A-huBCMA-Fc-transduzesrt Tieren

enthommen.

5.1.4.1 Auswirkungen der RCAS(BP)A-basierten chBAFF -Flag-
Expression

Zunachst wurde die Wirkung von RCAS(BP)A-basiertenBAFF-Flag-
Expression untersucht. Dieser Ansatz sollte als éHlsgstem fur eine
RCAS(BP)A-vermittelte Uberexpression eines Zytokétienen. Hierfir wurden
Huhner der Linie LSL mit RCAS(BP)A-chBAFF-Flag umtdm Kontrollvektor
RCAS(BP)A-chBAFF-Flag rv-transduziert. In einem baeitversuch wurde den
Tieren in regelmaliigen Abstanden Blut zur Prapamation Leukozyten und zur

Plasmagewinnung entnommen.

RCAS(BP)A-chBAFF-Flag-transduzierte wie auch Kolitiere zeigten keine
klinischen Auffalligkeiten. Die Tierzahlen in derCRAS(BP)A-chBAFF-Flag-
transduzierten und der Kontrollgruppe waren elf bzigben Tiere. Da es jedoch
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am Anfang der Versuchsphase teilweise nicht gelaog, allen Kiken jede
Woche Blut zu entnehmen, waren an den Tagen 4 @ndut 6 Tiere in der
Kontrollgruppe. Im Lauf des Versuchs verstarbenrdlielaher umfassten an den
anderen Versuchstagen die Gruppen elf bzw. se@te Tiag 40), zehn bzw. funf
Tiere (Tag 54) sowie neun und funf Tiere (Tag &g Tiere verstarben aus auf
Grund von Technopathien, welche nicht mit dem 7eesuch an sich im

Zusammenhang stehen.

Auswirkungen von chBAFF-Flag auf PBL

RCAS(BP)A-chBAFF-Flag sowie RCAS(BP)A-chBAFF-Flagstisduzierten
Tieren wurde an den in Tabelle 12 genannten ZekfigenBlut entnommen. Nach
Préaparation der Leukozyten durch DichtegradiententiZfugation (siehe 4.2.1.2)
schloss sich eine indirekte Doppelfarbung der Zedle (4.8.2.1). Hier diente der
Primarantikérper 16-6, welcher das Antigen CD45 eark, als
Panleukozytenmarker. Als zweite Primarantikorperdea AV20 und L-Kette
zur Erkennung von B-Zellen und die Antikdrper ge@dd3 und TCR-1, TCR-2
und TCR-3 zur Erkennung von T-Zellen eingesetzt.billung 27 zeigt
exemplarisch an einer
16-6/AV20-Farbung die Gating-Strategie zur Bestimmuer Frequenzen der
verschiedenen Zellpopulationen.

ChBAFF-Flag-transduzierte Huhner zeigten im Vexiezu den Kontollen an
den Tagen 11 und 26 signifikant erhoht B-Zell-Fremgen im Blut, in den
folgenden Untersuchungen war der Unterschied nmsbhr signifikant (siehe
Tabelle 12). Den Unterschied an Tag 26 verdeutligiibildung 28 mit

reprasentativen B-Zell-Farbungen mit den Antikonpd6-6 und AV20 eines
RCAS(BP)A-chBAFF-Flag und eines RCAS(BP)A-chBAFRg!| rv-

transduzierten Tieres. Die T-Zell-Frequenzen bei@euppen wiesen an den
Tagen 11, 26 und 54 keine signifikanten Untersah@af. Am 40. Lebenstag der
Tiere waren im Vergleich zu den Kontrolltieren ierdsruppe der chBAFF-Flag-
transduzierten Tiere die CD3-positiven Zellen digant vermindert. In der
parallel dazu durchgefihren Farbung mit Antikdrpegegen die T-Zell-

Rezeptoren 1, 2 und 3 konnte jedoch keine sigmfi&k&Reduktion der T-Zellen

beobachtet werden.
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Abbildung 27: Exemplarische Darstellung der GatBigategie einer Doppelfarbung von
Blutleukozyten

Zunachst wurde die Lymphozytenpopulation an HandG@®Re und der Granularitat der Zellen
im DotPlot separiert. Dann wurden CDA45-positive Iphazyten im Histogramm der ersten
Fluoreszenz gegatet. Aus dieser Population wurdidiegtich in der zweiten Fluoreszenz die
Population an AV20-positiven B-Zellen bestimmt.

TCR-1
Gruppe AV20 L-Kette CD3 TCR-2
TCR-3
chBAFF-Flag 7,32 + 4,32* 9,68 + 5,84* 28,89 + 6,01 29,31 + 5,80
Tag 11
chBAFF-Flag-rv 3,41+ 1,13 451 + 1,34 29,41 + 1242 36,97 £ 12,03
chBAFF-Flag 8,65 * 2,67** 11,44 + 3,06** 21,76 + 7,16 31,19 £ 1160
Tag 26
chBAFF-Flag-rv 5,26 + 2,27 6,72 + 207 18,07 + 3,08 29,51 + 4,63
chBAFF-Flag 8,26 + 3,56 15,98 + 5,15 22,30 + 6,66 31,27 + 8,06
Tag 40
chBAFF-Flag-rv 7,00 + 3,36 10,30 + 5,53 35,83+ 10,40** 39,23 + 11,09
chBAFF-Flag 7,20 £ 2,01 10,57 + 3,95 28,27 + 374 29,75 + 4,46
Tag 54
chBAFF-Flag-rv 5,71 + 318 9,07 + 4,18 27,32 + 4,67 28,01 £ 2,78
Tabelle 12: Auswirkungen der RCAS(BP)A-basierten BARF-Flag-Expression auf

Lymphozytenfrequenzen im Blut
Es erfolgte ein Vergleich zwischen RCAS(BP)A-chBAFlag und RCAS(BP)A-chBAFF-Flag

rv-transduzierten Hihnern. Mittels DichtegradierEamtrifugation wurden an den angebenen
Tagen PBL prapariert und in einer indirekten Dofipblung gefarbt. CD45 wurde als
Panleukozytenmarker eingesetzt. Angegeben sind Fteguenzen der fur die jeweiligen
Antikdrper-positiven Zellen an CD45-positiven Zealle

Dargestellt sind die Mittelwerte der ZellfreuquenzeStandardabweichung.

Mit * gekennzeichnete Werte weisen einen signifteanUnterschied zur Kontrollgruppe auf (fur
* p<0,05, fur **p<0,01).
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Abbildung 28: Exemplarische B-Zell Farbung einesAS(BP)A-chBAFF-Flag rv-transduzierten
und eines RCAS(BP)A-chBAFF-Flag-transduzierten 8$eam Tag 26

Mittels Dichtegradienten-Zentrifugation praparieBtutleukozyten eines RCAS(BP)A-chBAFF-
Flag rv (A) und RCAS(BP)A-chBAFF-Flag (B) transdetan Tieres wurden nach einer indirekten
Doppelfarbung mit den Antikérpern AV20 (aufgetragerf der y-Achse) und CD45 (aufgetragen
auf der x-Achse) durchflusszytometrisch analysiBppelt positive Zellen im rechten oberen
Quadranten stellen die B-Zell-Population dar.

Auswirkungen der RCAS(BP)A-basierten chBAFF-Flag-Ex  pression
auf Milzleukozyten

Im nachsten Versuch wurde die Auswirkung von RCAS@& basierter chBAFF-

Flag-Expression auf die Leukozytenzusammensetzuaig Milz untersucht.

Hierfir wurden Leukozyten aus Milzen von RCAS(BR)WBAFF-Flag sowie

RCAS(BP)A-chBAFF-Flag rv-transduzierten Tieren amgTl4 und am Tag 63
prapariert. Diese wurden der, auch bei den Blutieyten durchgefihrten,
indirekten Doppelfarbung unterzogen. Bei den Milden RCAS(BP)A-chBAFF-

Flag-transduzierten Gruppe vom Tag 14 konnte festfje werden, dass sie,
verglichen mit den Organen der Kontrollgruppe, imtt® eine signifikant

erhohte B-Zell-Frequenz aufwiesen (siehe Abbildaag). Wie in Abbildung 30

dargestellt spiegelte sich dieser Effekt auch inemi signifikant erhdhten
Verhéltnis von Milz- zu Gesamtkorpergewicht wiedeém 63. Lebenstag konnte
kein Unterschied der B-Zell-Frequenzen in den Milzker beiden Tiergruppen
beobachtet werden (siehe Abbildung 29B).
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Abbildung 29: Auswirkungen der RCAS-basierten chiBAHag-Expression auf Milzleukozyten
Milzen von RCAS(BP)A-chBAFF-Flag und RCAS(BP)A-chBR-Flag rv-transduzierten Tieren
wurden an den Tagen 14 (A, 4 bzw. 6 Tiere pro Gelipmd 63 (B, 9 bzw. 5 Tiere pro Gruppe)
zur Praparation von Leukozyten mittels Dichtegrattia-Zentrifugation entnommen.

Es wurde eine indirekte Doppelfarbung und anschheleine durchflusszytometrische Messung
der Leukozytenfrequenzen durchgefihrt. Dargesteltl Mittelwerte (x Standardabweichung) der
Frequenzen der fiir die jeweiligen Antikbrper-pasiti Zellen an CD45-positiven Zellen.

Mit ** gekennzeichnete Werte weisen einen signifiten Unterschied zur Kontrollgruppe auf
(p<0,01).

| *

Gewichtsverhdltnis (mg/g)

Milz/Kdrpergewicht

RCAS(BP)A-chBAFF-Flag [ RCAS(BP)A-chBAFF-Flag rv

Abbildung 30: Auswirkung der RCAS-basierten chBAFIag-Expression auf das Milzgewicht
Das Gewicht von Milzen RCAS(BP)A-chBAFF-Flag und R&BP)A-chBAFF-Flag rv-
transduzierter Tiere wurde am 14. Lebenstag bedtimias wurde ins Verhaltnis zum
Korpergewicht gesetzt. Dargestellt sind die Mittette der Gewichtsverhdltnisse beider
Tiergruppen.

Der signifikante Unterschied ist mit * gekennzeieh(p<0,05).
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Auswirkungen von RCAS(BP)A-basierter chBAFF-Flag-Ex  pression
auf die Plasmaimmunglobulinspiegel

In einem zweimonatigen Versuch wurde RCAS(BP)A-chBA-lag sowie
RCAS(BP)A-BAFF-Flag rv-transduzierten Tieren woctieh Blut entnommen,
daraus Plasma gewonnen und die Plasmaimmunglabedibestimmt. Die Tiere
wurden am 26. Lebenstag mit jeweils 50 pg KLH immient und am 40.
Lebenstag mit ebenfalls 50 ug KLH geboostert (skl®@. Danach wurde auch
KLH-spezifisches IgM und IgG im Plasma gemessen. e Di
Plasmaimmunglobulinspiegel der Tiere wurden mitieldSA bestimmt (siehe
4.7.2.5). Bislang konnte die Wirkung von chBAFFd-lauf die peripheren
Antikorpertiter nur an Tieren im Alter bis zu 10dem bestimmt werden [214].
Da Tiere dieser Altergruppe jedoch noch kaum Ig@ igA bilden und noch
hohe Spiegel an maternalem IgG aufweisen, konntelieuvAuswirkung auf IgM-

Spiegel untersucht werden.

Plasmaspiegel von Gesamtimmunglobulinen

Rekombinant hergestelltes chBAFF-Flag fiihrte irméni@én Versuchen [214] zu
einer Erhéhung von Plasma-IgM. Auch bei transdtererHuhnern fihrte

RCAS(BP)A-basiertes chBAFF-Flag, verglichen mit de€ontrollgruppe, zu

signifikant erhdhten IgM-Spiegeln (siehe AbbilduBfA). Dieser Effekt konnte

bis zum 47. Tag des zweimonatigen Versuchs beoltacerden. Wie

Abbildung 31B zeigt, konnte zudem festgestellt veerddass die chBAFF-Flag
Gruppe Uber fast den gesamten Versuchszeitraunfilsggm hohere IgA-Spiegel

im Plasma aufwies als die Kontrollgruppe. Ein His# von RCAS(BP)A-

basiertem chBAFF-Flag auf die IgG-Spiegel der Tievante nur an den Tagen
26, 33 und 47 beobachtet werden (siehe Abbildurig).31



O

Standardeinheiten

5 Ergebnisse 96

=R

W

>
"]

-
(e
L'l

Standardeinheiten
= 5
[ B
_
HER:
2
HE—
—Lh
ll—-i*
Fﬂ—i
'—D]i
'——ED*

Standardeinheiten

*

_.
a,
=
(=)
N

_“H

d4 d11 d19 d26 d33 d40 d47 d54 d62 " g4 d11 d19 d26 d33 d40 d47 ds4 de2

oy
(=]
e
o

3,5x107
3,0x107
2,5x107

010 B RCAS(BP)A-chBAFF-Flag

1,5x107 T
J [0 RCAS(BP)A-chBAFF-Flag rv
1

5:0:10E . lé %@ i% é% I

0

d4 d11 d19 d26 d33 d40 d47 d54 d62

Abbildung  31:  Auswirkungen  von RCAS(BP)A-basiertemchBAFF-Flag  auf
Plasmaimmunglobulinspiegel

RCAS(BP)A-chBAFF-Flag und RCAS(BP)A-chBAFF-Flag trensduzierten Tieren wurde an
den angegebenen Zeitpunkten Blut zur Plasmagewinmumnommen, welches als Probe im
ELISA eingesetzt wurde. Es wurde jeweils ein SactivELISA zum Nachweis von IgM (A), IgA
(B) und 1gG (C) durchgefuihrt. Die Werte beider Grap zu den einzelnen Zeitpunkten sind im
Box-Whisker-Plot dargestellt.

KLH-spezifisches Plasmaimmunglobulin

Wie oben bereits erwahnt, wurden die Tiere im besbbnenn vivo-Versuch an
den Tagen 26 und 40 mit dem Antigen KLH immunisiddie Spiegel des
daraufhin gebildeten antigenspezifischen IgM und Igvurden im ELISA
bestimmt (siehe 4.7.2.6). Hierbei konnten, wie ifbAdung 32A gezeigt,
zeitweise signifikant erhohte Spiegel von KLH-sfiszhem IgM beobachtet
werden. Antigenspezifisches IgG differierte nichtvischen RCAS(BP)A-
chBAFF-Flag-transduzierten und Kontrolltieren (gekbbildung 32B).
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Standard Units

d7 p.i. d14p.i. d21 p.i. d28 p.i. d35 p.i. d7pi  d14pi d21pi d28pi d35pi

B RCAS(BP)A-chBAFF-Flag O RCAS(BP)A-chBAFF-Flag rv

Abbildung 32: Spiegel von KLH-spezifischem Plasmaiamglobulin

RCAS(BP)A-chBAFF-Flag und RCAS(BP)A-chBAFF-Flagtransduzierte Tiere wurden am 26.
und 40. Lebenstag mit jeweils 50 pg KLH intraperéal immunisiert. Die Darstellung der
Plasmaspiegel von KLH-spezifischem IgM (A) und Ig&) erfolgt im Box-Whisker-Plot.

Immunhistologische Untersuchungen

Anschlie3end erfolgte eine histologische Untersaghder Auswirkungen der
RCAS(BP)A-basierten chBAFF-Flag-Expression auf Bufabricii und Milz.
Hierfir wurden Organe von 14 sowie 63 Tage alterABBP)A-chFAFF-Flag
und RCAS(BP)A-chBAFF-Flag rv-transduzierten Tieregewonnen. Diese
wurden mit dem Antikérper Bul gefarbt, welcher geglas Antigen chB6 auf
Huhner B-Zellen gerichtet ist. Hierbei konnten wedeMilzen noch in Bursae
fabricii histologisch erkennbare Unterschiede zitwst den beiden Gruppen

festgestellt werden (siehe Abbildung 35).

5.1.4.2 Auswirkungen der RCAS(BP)A-basierten huBCMA  -Fc-

Expression

Um auch die Méglichkeit eines funktionellen knockais mit Hilfe der RCAS-
Technologie untersuchen zu kdénnen, wurden Tieredenih chBAFF-bindenden

huBCMA-Fc-transduziert.

Auswirkungen von huBCMA-Fc auf PBL

In einem dazu durchgefihrtém vivo-Versuch wurden am 8. und 16. Lebenstag
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Blutproben von RCAS(BP)A-huBCMA-Fc-transduzierten iefén  und
unbehandelten Kontrollen gewonnen und daraus Le&ozprapariert (siehe
4.2.1.2). Diese wurden nach einer indirekten Anpledfarbung
durchflusszytometrisch analysiert. Ein gegen CDdBcbteter Antikdrper wurde
zur Erkennung der Gesamtleukozyten eingesetzt. tZigd wurden die
Antikorper AV20, L-Kette und M1 zur Erkennung von-Zgllen sowie die
Antikorper gegen CD3 und TCR-1, TCR-2 und TCR-3 Eukennung von T-
Zellen eingesetzt. Das Gating erfolgte analog zumb5il.4.1 beschriebenen
Versuch (siehe Abbildung 27). In Abbildung 33 sexemplarisch je eine B-Zell-
Farbung (16-6/AV20) von einem RCAS(BP)A-huBCMA-Kartsduzierten und

einem Kontrolltier dargestellt.

Die Gruppe der RCAS(BP)A-huBCMA-Fc-transduzierteier@ wies zu beiden
Zeitpunkten signifikant erniedrigte Frequenzen ari B -Kette und M1-positiven
Zellen auf (siehe Tabelle 13). Dieser Effekt war o erwarten, da auch in
Versuchen mit rekombinant hergestelltem huBCMA-kte eReduktion der B-
Zell-Zahlen im Blut zu beobachten war. Somit kondie Funktionalitat von
RCAS(BP)A-basiertem huBCMA-Fc nachgewiesen werden.

A B
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100 1000 1 10
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Abbildung 33: B-Zell-Farbung eines eines
Kontrolltieres (exemplarisch)

Mittels Dichtegradienten-Zentrifugation wurden Béutkozyten von RCAS(BP)A-huBCMA
sowie unbehandelten Kontrolltieren préapariert undcm einer indirekten Doppelfarbung
durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt jetveils eine reprasentative Farbung eines
Kontrolltieres (A) und eines RCAS(BP)A-huBCMA-Fairsduzierten Tieres (B). Auf der x-
Achse ist die Fluoreszenz CD45-positiver Zellenult@zyten) zu sehen. Auf der y-Achse ist die
Fluoreszenz AV20-positiver Zellen aufgetragen. lechten oberen Quadranten sind doppelt

positive B-Zellen zu erkennen.

RCAS(BP)A-huBCMwmansduzierten und

TCR-1

Gruppe AV20 L-Kette M1 CD3 TCR-2

TCR-3
Taq 8 huBCMA-FC | 053 +042** | 1,16 +034** | 0,53 +039** | 23,09%571 | 22,65+ 440

ag
Kontrolle 2,87 + 0,53 3,94 + 0,31 3,19 + 0,76 19,09 + 3,95 18,09 + 2,92
huBCMA-FC | 051 + 0u2** | 1,28+ 037** | 0,56 + 039" | 23,74 %576 | 22,70 + 446
Tag 16
Kontrolle 2,86 * 0,52 4,12 + 032 3,22 + 0,75 19,74 * 4,07 17,91 + 3,06
Tabelle  13:  Auswirkungen der RCAS-basierten  huBCMAEXxpression  auf

Lymphozytenfrequenzen im Blut

Jeweils sechs RCAS(BP)A-huBCMA-Fc-transduzierted unbehandelten Tieren wurde zu den
angegebenen Zeitpunkten Blut entnommen, worauglmiRichtegradienten-Zentrifugation PBL

prapariert wurden. Diese wurden nach einer indimekboppelfarbung im Durchflusszytometer
gemessen. Ein Antikdrper gegen CD45 wurde als Bkolgtenmarker eingesetzt. Angegeben
sind die Frequenzen der fur die jeweiligen Antilgrpositiven Zellen an CDA45-positiven

Leukozyten.

Dargestellt sind die Mittelwerte der ZellfreuquenzeStandardabweichung.

Mit * gekennzeichnete Werte weisen einen signifteanUnterschied zur Kontrollgruppe auf (fur
* p<0,05, fur **p<0,01).

Auswirkungen der RCAS(BP)A-basierten huBCMA-Fc-Expr  ession auf

Milzleukozyten

Zusétzlich zu den Untersuchungen der PBL wurde aliehAuswirkung der
RCAS(BP)A-basierten Zytokin-Hemmung auf die Zusamse¢zung der
Milzleukozyten untersucht. Hierfir wurden in einemeiteren Versuch am 16.
RCAS(BP)A-huBCMA-Fc-transdutga  und

untransduzierten Kontrolltieren gewonnen (siehel432. Nach Praparation der

Lebenstag  Milzen  von
Leukozyten erfolgte wiederum eine indirekte FACS3b#@g, bei der der anti-
CDA45-Antikorper

16-6 als Leukozytenmarker benutzt wurde. Als zwdaitgikorper wurden Bul,
anti-L-Kette, anti-CD3 oder ein Gemisch aus antiRFC, anti-TCR-2 und anti-
TCR-3 benutzt.
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Auch hier konnte eine Auswirkung des knockdonwnsn vVOhBAFF im

Huhnerorganismus beobachtet werden. Wie in Abbddus¥ gezeigt ist,
enthielten Milzen von RCAS(BP)A-huBCMA-Fc trasduzem Huhnern einen
signifikant erniedrigten Anteil von B-Zellen an dgesamten Milzleukozyten. Die
T-Zell-Frequenzen in dieser Gruppe waren signifikarnoht (siehe Abbildung
34). Abbildung 34B zeigt, dass der Anteil der Lexygen (CD45-positiv) in der
RCAS(BP)A-huBCMA-Fc-transduzierten Gruppe nichindiiggant erniedrigt war.

>
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B huBCMA-Fc 0O Unbhehandelte Kontrollen

Abbildung 34: Auswirkungen der RCAS(BP)A-basiertehuBCMA-Fc-Expression auf
Milzleukozyten

Im Alter von 16 Tagen wurden von RCAS(BP)A-huBCMA-ffansduzierten Tieren sowie einer
unbehandelten Kontrollgruppe Milzen fir die Pratiaravon Leukozyten enthnommen. Nach einer
indirekten Doppelfarbung der Zellen wurden diesédunchflusszytometer analysiert.

A: Dargestellt sind Mittelwerte (+ Standardabweioglu der Frequenzen der fir die jeweiligen
Antikorper-positiven Zellen an CD45-positiven Zelle

Mit ** gekennzeichnete Werte weisen einen signifiten Unterschied zur Kontrollgruppe auf
(p<0,01)

B: Anteil der CD45-positiven Zellen an den Milzzeil Gezeigt sind die Mittelwerte beider
Gruppen (x Standardabweichung).

Histologische Untersuchungen

Zum histologischen Nachweis der Auswirkungen derABBP)A-basierten
huBCMA-Fc-Expression wurden in weiterem vivo-Versuchen Tiere mit
RCAS(BP)A-huBCMA-Fc und dem Kontrollkonstrukt RCAS{)A-chBAFF-

Flag rv-transduziert.

Es wurde untersucht, ob die Expression von RCASfBR)siertem huBCMA-Fc
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histologische Veranderungen in Bursa fabricii undizNdbewirkt. Hierzu wurden
einerseits die Bursae fabricii von Huhnerembryoreen Embryonaltag 18
gewonnen. Andererseits wurden Milzen sowie Bursdeidii am 16 Lebenstag
entnommen. Die daraus angefertigten Gefriersch(itethode siehe 4.9.2 und
4.9.4) wurden nach Blockieren endogener Peroxidaisedem Antikdrper Bul

gefarbt, welcher an das B-Zell-Antigen chB6 bindet.

In Abbildung 36 sind jeweils reprasentative Sclendieser Farbungen abgebildet.
Die Bursae fabricii RCAS(BP)A-huBCMA-Fc-transduzer Tiere wiesen im
Vergleich zu denen RCAS(BP)A-chBAFF-Flag rv-tranaduer Kontrolltiere
sowohl vor dem Schlupf (A-D) als auch im Alter va® Tagen (E, F) eine
dramatische Reduktion von B-Zellen auf. Wie in d&pbildungen A und C
deutlich wird, werden zwar Follikelstrukturen aregt, welche aber teilweise
keine B-Zellen enthalten. Auch in der Milz fuhrteCRS(BP)A-basiertes
huBCMA-Fc zu einer deutlichen Reduktion Bul-postiZellen (Abbildung 36
G, H). Die typische Anordnung der B-Zell um T-Z&bnen herum war in den
RCAS(BP)A-huBCMA-Fc-transduzierten Tieren weitgethenncht erkennbar.
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Abbildung 35: Auswirkungen der RCAS(BP)A-basiertehBAFF-Flag-Expression, Histologie
von Bursa fabricii und Milz

Bursae fabricii (A-C) und Milzen (E-F) RCAS(BP)ABAFF-Flag- rv (links) und RCAS(BP)A-
chBAFF-Flag-transduzierter Tiere (rechts) wurderdan Tagen 14 (A, B sowie E, F) und 63 (C,
D sowie G, H) entnommen. Daraus hergestellte Qsfrimitte wurden mit dem gegen chB6
gerichteten Antikdrper Bul histologisch gefarbt. Bnschluss erfolgte eine Kernfarbung mit
Hamalaun. Aus beiden Gruppen sind reprasentatiteuRgen abgebildet.
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Abbildung 36: Auswirkungen der RCAS(BP)A-basiertarBCMA-Fc-Expression, Histologie von
Bursa fabricii und Milz

Bursae fabricii und Milzen RCAS(BP)A-huBCMA und RGMBP)A-chBAFF-Flag rv-
transduzierter Tiere wurden zu verschiedenen Zekfgm entnommen und zur Herstellung von
Gefrierschnitten verwendet. Alle Schnitte wurden d&im Antikorper Bul gefarbt, welcher gegen
das B-Zell Antigen chB6 gerichtet ist. AnschlieRendirden die Zellkerne mit Hamalaun
gegengefarbt. Links sind jeweils reprasentativel@ilRCAS(BP)A-huBCMA-transduzierter Tiere
abgebildet, rechts Bilder der RCAS(BP)A-chBAFF-Ftagransduzierten Kontrollgruppe.

Die Bilder A-D zeigen Aufnahmen von Bursae fabrain Embryonaltag 18. In den Bildern E und
F sind am Tag 16 entnommen Bursae fabricii abgebildie Abbildungen G und H zeigen am
Tag 16 entnommene Milzen.
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5.1.5 Auswirkungen der RCAS(BP)A-Expression auf

Leukozytenfrequenzen in Blut und verschiedenen Orga nen

Die biologische Aktivitat von RCAS(BP)A-basiertenrokein konnte in den
vorangegangenen Versuchen aufgezeigt werden. DaldreVerwendung der
RCAS-Gentransfertechnologie jedoch replikationsketeptes Virus eingesetzt
wird, sollte nun untersucht werden, wie sich dasu¥iauf den Organismus der
Tiere auswirkt. Hierfur wurden Huhner der Linie L$tit leerem RCAS(BP)A-

Vektor transduziert und mit einer untransduzieKentrollgruppe verglichen.

Auswirkungen auf Leukozytenfrequenzen im Blut

Wie in den vorangegangenen Versuchen wurde deeTi@oer langere Zeit Blut
zur Leukozytenisolierung (siehe 4.2.1.2) und aneBleinden

durchflusszytometrischen Analyse (Farbung siehe .24.8 und 4.8.2.2)

enthommen.

Tabelle 14 zeigt die entsprechenden Leukozyten&eren beider
Versuchsgruppen. Es fiel auf, dass RCAS(BP)A-transdte Tiere gegenuber
unbehandelten Kontrollen an den Tagen 24, 31, #6es@3 signifikant erhohte
B-Zell-Frequenzen im Blut aufwiesen. Am Tag 24 meiglie Gruppe der
untransduzierten Tiere eine signifikante Erh6hueg Kd1-positiven Leukozyten
(Thrombozyten).
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TCR-1
ruppe -Keltte - u
G AV20 | L-Kett cD3 TCR-2 K1 Kulol
TCR-3
RCAS 223+ | 282+ | 19,03+ | 1854+ | 6327+ | 322+
Tag 1,40 1,77 6,30 6,89 8,63 1,55
10 g | 178 | 196+ | 1810+ | 1847+ | 6129% | 299%
0,89 0,95 7,65 7,60 16,39 0,74
RCAS 440+ | 648+ | 3314+ | 3476+ | 4224+ | 213+
Tag 1,42* 2,19 12,47 12,63 17,34* 1,52
24 transdugion | 350% 804+ | 3721+ | 3819+ | 2163+ | 257+
0,75 1,94 7,74 8,18 7,27 0,74
RCAS 687+ | 791+ | 2629+ | 2735+ | 5498+ | 112+
Tag 1,39* 0,49** 4,69 4,98 3,93 0,42
31 transdugion | 4582 550+ | 2343+ | 2475+ | 5475+ | 1,55+
1,28 1,06 3,87 3,92 7,10 1,10
RCAS 564+ | 781+ | 2483+ | 2824+ | 5715+ | 1,95+
Tag 1’03** 0’59** 2,96 2,35 1,66 0,30
46 ntransdugert | 333% | 467% | 2304% | 2614% | 59.33% | 2252
0,67 0,82 3,47 3,52 4,29 1,35
RCAS 658+ | 1000+ | 3050+ | 3331+ | 5043+ | 1,89+
Tag 0,09%* 3,98 7,06 7,69 12,63 0,56
73 ntransdugert | 399% | 712% | 2597+ | 2878+ | 5685+ | 1702
0,97 1,58 3,08 3,49 5,90 1,05

Tabelle 14: Leukozytenfrequenzen im Blut von RCA&sduzierten und untransduzierten
Hihnern der Linie LSL

An den angegebenen Tagen wurden Leukozyten prépanie nach einer indirekten Doppel- bzw.
Dreifachfarbung im Durchflusszytometer analysigkhtikrper gegen CD45 (16-6 und LT40)

wurden hierbei als Panleukozytenmarker eingesétzgiegeben sind die Frequenzen der fur die

jeweiligen Antikorper-positiven Zellen an CD45-pogn Leukozyten.
Dargestellt sind die Mittelwerte der ZellfreuquenzeStandardabweichung.
Mit * gekennzeichnete Werte weisen einen signifteanUnterschied zur Kontrollgruppe auf
(far * p<0,05, fur **p<0,01).
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Analyse von absoluten Zellzahlen in Vollblut
Am Tag 73 wurde mit Hilfe der von Seliger et altwickelten Methode die

absolute Zellzahl einzelner LeukozytenpopulatiomevVollblut bestimmt [274].

Hierbei ergab sich, dass die RCAS(BP)A-transduzi€Gtuppe eine signifikant
erhohte absolute B-Zellzahl aufwies. Fur T-Zell&€Dg), Thrombozyten (K1)
und myeloide Zellen (Kul01) konnten keine Untersda nachgewiesen werden.
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5000 1 10004 - 5007
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Abbildung 37: Absolute Quantifizierung von Leukozgpopulationen RCAS(BP)A-transduzierter
und unbehandelter Hihner am Tag 73

Aus dem Vollblut von vier RCAS(BP)A-transduziertefieren und sieben unbehandelten
Kontrolltieren wurden mit Hilfe einer direkten Aktirperfarbung in Beads enthaltenden
TruCount®Tubes die absoluten Zellzahlen pro pl Blestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte
der einzelnen Gruppen * Standardabweichung.

Mit ** gekennzeichnete Werte weisen signifikantetéhschiede auf (p<0,01).

Auswirkungen auf Leukozytenfrequenzen in verschiede nen Organen
Am 74. Lebenstag wurden die Tiere betaubt, durchteBtzug getodtet und
Organproben von Milz, Thymus und Knochenmark gewonnAuch hieraus
wurden Leukozyten gewonnen (siehe 4.2.1.3) und eawdr indirekten Doppel-
und Dreifachfarbung (siehe 4.8.2.1 und 4.8.2.2) Durchflusszytometer
analysiert. Die verwendeten Antikorper sind in Abdbng 38, Abbildung 39 und
Abbildung 40 aufgefuhrt.

Bei der durchflusszytometrischen Analyse der Mikiezyten zeigte sich, dass
RCAS(BP)A-transduzierte Tiere erhthte Frequenzempasitiven Zellen in den
Farbungen mit den Antikorpgern gegen die leichte ttke des

Huhnerimmunglobulinmolekiils hatten (B-Zellen). Biégrbung gegen das B-Zell-

Antigen chB6 mit dem Antikérper AV20 zeigte jedo&einen signifikanten

Thromhozyten T-Lymphozyten B-Lymphozyten Mononozyten
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Unterschied. Zudem zeigten die Tiere der RCAS(BRghasduzierten Gruppe im
Mittel mehr myeloide Zellen (Kul01) (siehe AbbilduB8).

Bei der Farbung von Knochenmarksleukozyten waremekesignifikanten
Unterschiede zwischen beiden Guppen zu beobacsitdme(Abbildung 39). Auch
eine Farbung von T-Zellen aus dem Thymus gegeAdigene CD4 und CDS8
wies keine signifikanten Unterschiede zwischen déaruppen auf
(siehe Abbildung 40).
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BRCAS(BP)A  UOKontrolle

Abbildung 38: Auswirkungen des Vektors RCAS(BP)A Blilzleukozyten

Die Milzen von vier RCAS(BP)A-transduzierten sowieben untransduzierten Tieren wurden am
74. Lebenstag zur Préparation von Leukozyten mitt@®ichtegradienten-Zentrifugation
entnommen. Nach einer indirekten Doppel- bzw. [Raifarbung wurden die Zellen
durchflusszytometrisch analysiert. Es sind Mittet@e(+ Standardabweichung) der Frequenzen
der fur die jeweiligen Antikérper-positiven Zellam CD45-positiven Zellen angegeben.

Mit * gekennzeichnete Werte weisen einen signifteanUnterschied zur Kontrollgruppe auf (fir
* p<0,05, fur **p<0,01).
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Abbildung 39: Auswirkungen des Vektors RCAS(BP)A haukozyten des Knochenmarks

Von vier RCAS(BP)A-transduzierten und sieben urddazierten Tieren wurden am 74,
Lebenstag Knochenmarkszellen gewonnen. Nach emdénekten Doppel- bzw. Dreifachfarbung
der Zellen wurden diese durchflusszytometrisch ymiait. Es sind Mittelwerte (x

Standardabweichung) der Frequenzen der fur dieiljgee Antikdrper-positiven Zellen an CD45-
positiven Zellen angegeben.

% positive Thymuszellen

CD4+ CD4+ CD8+ CD8+
ERCAS(EBP)A  UKontrolle

Abbildung 40: Auswirkungen von RCAS(BP)A auf Thyraalen

Von vier RCAS(BP)A-transduzierten Tieren und siebebehandelten Kontrollen wurden am 74.
Lebenstag mittels Dichtegradienten-Zentrifugatiohyfiuszellen gewonnen und nach einer
indirekten Farbung mit Antikdrpern gegen CD4 und 8CIln Durchflusszytometer analysiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte der untersuchtenfgpen + Standardabweichung.
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5.2 In vivo-Untersuchungen zum CD40/CD40L-System beim
Haushuhn

In den vorangegangenen Versuchen war das RCAS-#&efersystem flin
vivo-Untersuchungen beim Haushuhn etabliert worden.nZee sich auf Grund
der Ergebnisse besonders fir I6sliche Proteingedgnet. Nun sollte im zweiten
Teil dieser Arbeit ein weiteres Zytokinsystem desuBhuhnsn vivo untersucht
werden. Zu diesem Zweck wurde das CD40/CD40-Ligapstem ausgewahlt.
Einerseits sollte so die Anwendbarkeit der RCASKhetogie in einem zweiten
System gezeigt werden. Andererseits sollten die eitser vorhandenen
Informationen zur Funktion des CD40/CD40L-Systemsia vitro-Studien [174]

durchin vivo-Untersuchungen ergénzt werden.

Um mehr tber die Funktion des CD40/CD40-Ligand-&yst beim Huhmn vivo

zu erfahren wurde der Weg eines funktionellen kdowkn des chCD40L
gewahlt. Da in den vorangegangenen Versuchen bemdr knockdown
endogenen chBAFFs mittels des loslichen RezeptaBCMA-Fc erfolgreich
war, sollte nun ein l6ésliches chCD40-huFc-Fusioaspn exprimiert werden.
Dieses sollte an den chCD40L binden und somit dierdktion von B- und T-
Zelle Giber chCD40 und seinen Rezeptor zu verhin(gehe Abbildung 41).

\ T-Zelle CD40-huFc

Abbildung 41: Schema der Inhibition des CD40/CD4&)stems

Das chCD40-Molekul ist unter anderem auf der Okehié von B-Zellen exprimiert. Sein Ligand
(chCD40L, auch CD154 genannt) wird auf aktiviertdnZellen exprimiert (A). In der
vorliegenden Arbeit sollte die Interaktion beiderolekile durch ein RCAS(BP)A-basiertes
I6sliches chCD40-huFc Molekil verhindert werden.(B)
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5.2.1 Klonierung verschiedener chCD40 Konstrukte

Als Basis der Klonierungsarbeiten diente ein Karldfrwelches die Sequenzen
fur das Signalpeptid sowie den extrazellularen uethem Teil des

transmembranen Anteils von chCD40 im ExpressiortsvebCineo enthalt. Es
wird im Folgenden als l6sliches chCD40 bezeichikh das chCD40-Protein
detektieren zu kdnnen, sollte Gber eine Umklonigrder Fc-Teil des humanen

Immunglobulins angefligt werden.
5.2.1.1 Klonierung von chCD40 in pCR3

Fur die Erstellung des chCD40-huFc Konstruktes wui@ Sequenz fir I6sliches
chCD40 aus dem Vektor pClneo mittels PCR ampliftzidierbei wurden Primer

verwendet, welche die zur Umklonierung bendtigtechrittstellen anfligten

(siehe 4.3.1). Das Fragment wurde in einen Vektpert, welcher die Sequenz
fur humanes Fc enthalt (pCR3-huFc) (siehe Abbildd2y Der Erfolg dieser

Ligation wurde in einem diagnostischen Restriktersmverdau tberpriift. Die
Lange der erhaltenen DNA-Fragmente wurde in eirgarése-Gelelektrophorese
bestimmt (siehe Abbildung 43). Die erhaltenen Bandeigten Fragmente einer
GrofRe von 3121, 2189, 609 und 341 bp, was auf eifudgreiche Ligation des

|6slichen chCDA40 in Vektor pCR3-huFc schliel3en.liel3

1027 + BamH|

07031 + Hind Il

Hindili
5 1”

Abbildung 42: Klonierung von chCD40 in pCR3-huFc

Die Sequenz fir lésliches chCD40 wurde per PCRlaui Ausgangsplasmid amplifiziert. Hierbei
wurden Primer verwendet, welche die fir die Klonigy bendtigten Schnittstelle®amHI und
Hindlll anfligten. Nach Restriktionsenzymverdau wurde dagrient in, mit denselben Enzymen
geschnittenen Vektor ligiert, welcher am 3’Ende ldeertionsstelle die Sequenz fur humanes Fc
enthalt.
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Verdautes
Ligationprodukt
Negativkontrolle

Abbildung 43: Diagnostischer Verdau bei

ggggg e Klonierung von chCD40 in pCR3-huFc
3288 : Um den Erfolg der Ligationsreaktiop zu
el - Uberprifen, wurden 300 ng des Plasmids mit
1000 . den Restriktionsenzymeindlll und Pvull
299 - verdaut. 5 pl des Reaktionsprodukts wurden
&88 - auf ein Agarosegel aufgetragen.
500 ———sumll

b o

R

5.2.1.2 Klonierung von chCD40-huFc in RCAS(BP)A

Das in 5.2.1.1 erstellte Konstrukt diente nunmdbrBasis fir eine Klonierung
von chCD40-huFc in RCAS(BP)A. Die Sequenz fur chGidiFc wurde hierfar
per PCR mit Primern amplifiziert, welche am sowbhlals auch am 3"Ende des
InsertsClal Schnittstellen anfuigten. NacPlal-Verdau wurde das Fragment mit
ebenfalls Clal verdautem und dephosphoryliertem RCAS(BP)A ligigiehe
4.3.7 und Abbildung 44).

Das Plasmid wurde in den E. coli Stamm JM 109 faansert. Hiervon wurden
nach zwolfstindiger Inkubation auf Agarplatten Eilkmlonien auf Integration
des Plasmids per PCR getestet (siehe 4.3.8 un@).48us mehreren positiv
getesten Bakterienklonen wurde Plasmid prapaiienyelchen die Orientierung
des ligierten Inserts Uberprift wurde. Dafur wurden Verdau mit den
RestriktionsenzymeBgll und Stul durchgefthrt (siehe 4.3.5). Schliel3lich wurde
ein Klon ausgewahlt, welcher das Plasmid mit Insertichtiger Orientierung
enthielt. Die korrekte Sequenz von chCD40-huFc wuddirch Sequenzierung
(Firma GATC, Konstanz) bestatigt. Hiervon wurde &akterienstock angelegt
und Plasmid fiir die weiteren Arbeiten prapariert.
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07016 + Clal

C——
5 3
chCD40 . |
—_
07015 + Cla
gag ’ pol env
EY

Abbildung 44: Klonierung von chCD40-huFc in RCAS(BP

Die in pCR3 enthaltene Sequenz fir chCD40-huFc evpet PCR amplifiziert. Es wurden hierfr
Primer entworfen, welche die fur die KlonierungRCAS(BP)A bendétigterClal Schnittstellen
anfigten. Das Amplifikat sowie RCAS(BP)A wurdeBlal verdaut, der Vektor zusatzlich
dephosphoryliert. Es folgte eine Ligationsreakiionen Verhaltnissen von 1:5 und 1:8.

5.2.2 In vitro-Untersuchungen zur Funktionalitat von chCD40-huFc

Um Hinweise auf eine biologische Aktivitdt des ch@EhuFc Proteins zu
erhalten, wurden zeitgleich zur RCAS(BP)A-Kloniegupereitsn vitro-Versuche
mit dem zuvor hergestellten Konstrukt von chCD4G¢im Expressionsvektor
pPCR3 durchgefuhrt. Hierfir wurde die Zelllinie 293-mit dem Konstrukt
transfiziert (siehe 4.4.1) und Zellkulturiberstafit die weiteren Versuche
gewonnen. Nach Fertigstellung des RCAS(BP)A-chCbdBe-Konstuktes
wurden damit Linie ,0“ Huhnerembryofibroblasten (HE transfiziert (siehe
4.4.2). Auch hier wurde Uberstand gewonnen, welcfiar in vitro-Tests

eingesetzt wurde.
5.2.2.1 Nachweis von chCD40-huFc in Zellkulturibers tand

Zum Nachweis von chCD40-huFc im Uberstand der fiziegten Zellen wurden

die in 4.7.2.1 und 4.7.2.2 beschriebenen ELISAS emttwickelt. Einerseits
wurde ein Sandwich-ELISA zur Detektion des humahkerlags durchgefihrt.
Im zweiten Test wurde der Antikdrper AV79 zur Bdsblung eingesetzt,

welcher an den extrazellularen Teil des chCD40-Mdlke bindet. In beiden Tests
konnte ein deutlicher Gehalt von chCD40-huFc im fStaed festgestellt werden
(siehe Abbildung 45). Zudem konnte bestétigt werddass das chCD40-huFc
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Protein vom Antikérper AV79 gebunden wird (Abbildus5B und D). Die
unterschiedlichen Mengen an chCD40-huFc sind aufdierschiedlichen Zeiten
zwischen Transfektion oder Teilung der Zellen undr dsewinnung des

Uberstandes zuriickzufiihren.
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Abbildung 45: Nachweis von chCD40-huFc in Zellkultberstanden

Nunc®Maxisorp Platten wurden mit anti-human-Fc (A+&ler dem gegen chCD40 gerichteten
Antikorper AV79 (B+D) beschichtet. Darauf wurderr @& testende Zellkulturiiberstand und der
sekundére anti-human-Fc-POD-Antikorper gegeben.ildibbgen A und B zeigen den Nachweis
von chCD40-huFc in 293-T Zellkulturiiberstand. Imd&bbildungen C und D wurde Uberstand
RCAS(BP)A-chCD40-huFc-transduzierter Zellen getestds Kontrolle diente eGFP haltiger

Zellkulturiberstand.

5.2.2.2 Nachweis der Bindung von chCD40-huFc an chC D40L-

Fusionsprotein

Zur Vermittlung einer biologischen Wirkung muss d&€CD40-huFc Protein an
den chCD40-Liganden binden. Um diesimvitro-Untersuchungen zu prufen,
wurde ein Maus-CD8-chCD40L-Fusionsprotein benutzelches bereits flr

Arbeiten an diesem System getestet und eingesatdief174, 175].
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Nachweis der Bindung im ELISA

Mittels ELISA wurde getestet, ob eine Bindung dB€B40-huFc-Molekiils an
das chCD40L-Fusionsprotein stattfindet (Aufbau sieh7.2.3 und Abbildung
9C). Wie in Abbildung 46 dargestellt, konnte einexding zwischen beiden
Molekulen im ELISA gezeigt werden.

Verdiinnung

---0--- Kontrolle =~ —&— 293-T chCD40-huFc

Abbildung 46: Bindung von chCD40-huFc an chCD40LEiniSA

chCDA40L-Fusionsprotein wurde mit Hilfe eines plagebundenen anti-Maus-CD8-Antikérpers
(YTS 169) immobilisiert. Als Probe wurde chCD40-keukaltiger 293-T Zellkulturiiberstand
aufgetragen. Ein sekundarer anti-human-Fc-Antikégiente zur Detektion von chCD40-huFc.
Als Negativkontrolle wurde eGFP-haltiger Zellkulfbberstand eingesetzt.

Inhibition der Bindung von chCD40L-Fusionsprotein a n chCD40 auf
HD11-Zellen

Um die Bindung zwischen dem chCD40-huFc Molekil widCD40L besser
nachweisen zu konnen, wurde eine Antikoérperfarbung chCD40 auf der
Oberflache von HD11 Zellen mit nachfolgender dukgtgzytometrischer
Analyse durchgefuhrt. Diese Hiuhnermakrophagendigdmllexprimiert chCD40-

Molekule in hoher Anzahl auf der Zelloberflache.

Nach Etablierung der in Abbildung 47 dargestell&mbung wurde versucht, die
Bindung von chCD40L an membranstandiges chCD40HI2t1-Zellen durch

Prainkubation mit chCD40-huFc haltigem Zellkultueigtand zu inhibieren
(siehe 4.8.2.3). Im Overlay mit der Farbung ohné@rfkubation des chCD40L-
Fusionsproteins  (siehe Abbildung 48) st eine deutl sichtbare

Linksverschiebung der Kurve erkennbar. Dies lasst konzentrationsabhangige
Inhibition der Bindung von chCD40L an seinen Reaeptuf der Zelloberflache

erkennen.
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MFI: 16,68 ,
4 Abbildung 47: Farbung von chCD40 auf der

s Oberflache von HD11-Zellen
- HD11-Zellen wurden nacheinander mit

il chCD40L-Fusionsprotein, anti-Maus-CD8-
150 3 ‘ und anti-Ratte-IgG-Antikdrper inkubiert und

‘ im Durchflusszytometer analysiert (graue

100 _ Linie). Als Negativkontrolle wurde statt
: chCD40L-Fusionsprotein PBS eingesetzt
(schwarze Linie). Oberhalb ist die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) angegeben.
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Abbildung 48: Inhibition der Bindung von chCD40L<4tansprotein an membranstandiges
chCD40 von HD11-Zellen

chCD40L-Fusionsprotein wurde in z. T. verdiinntenefsband chCD40-huFc-transduzierter HEF
der Linie ,0* prainkubiert. Der Uberstand wurde engiinnt (A), sowie 1:2 (B) und 1:4 (C)

verdinnt eingesetzt (schwarze Linie). In der Pdsititrolle wurde chCD40L-Fusionsprotein
ohne Préinkubation eingesetzt (graue Linie). OHdbrider Kurven ist jeweils die mittlere

Fluoreszenzintensitat (MFI) angegeben.

Inhibition der chCD40L induzierten B-Zell-Prolifera tion im
3[H]-Thymidin-Assay

Das bereits in den vorangegangenen Versuchen vdetenchCDA40L-
Fusionsprotein bewirkt eine Proliferation von B42al in Kultur [174]. Im
folgenden Experiment wurde versucht, diese Pralifen durch Prainkubation
des chCD40L-Fustionsproteins mit chCD40-huFc haftigZellkulturiiberstand zu
hemmen (siehe 4.2.2.6). Analog zu der oben bedmmen Antikdrperfarbung,
sollte chCD40-huFc auch hier chCD40L-Fusionsprobéimden und somit dessen
Bindung an membranstandigen chCD40 Rezeptor veshind
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Hierfir wurden aus der Milz eines Huhns der Lini@MLeukozyten prapariert
(siehe 4.2.1.3) und ausplattiert. Dazu wurde nurtiweter chCD40L-
Fusionsprotein oder mit chCD40-huFc haltigem 2984erstand prainkubiertes
chCD40L-Fusionsprotein in einer log2 Titration gege. Nach 48 Stunden wurde
radioaktives[H]-Thymidin zu den Zellen pipettiert und diese fiueitere 16
Stunden inkubiert.

Wie Abbildung 49 zeigt, konnte die proliferative NMing des chCD40L-
Fusionsproteins durch Prainkubation mit chCD40-hhé&itigen
Zellkulturiberstand gehemmt werden. Im Vergleichr Rositivkontrolle, bei
welcher das
Protein in einer Konzentration von 1 pg/ml zu ¢a0.800 Counts fuhrte, war die
Reaktion bei prainkubiertem Zytokin in dieser Komization mit ca. 100.000
Counts deutlich geringer (siehe Abbildung 49). Ddegyt, dass chCD40-huFc an
chCD40L bindet und so die Aktivierung von B-Zellaurch Bindung an

membransttédndiges chCD40 verhindert.

350000
300000 \

250000 \

200000 \\ . —&— chCD40L-Fusionsprotein
£ \ _ - : .
2 150000 —&— chCD40L-Fusionsprotein prainkubiert

R _o_ F29 %
— \l\‘\ Medium

50000

0
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a {’5 6;?5 “?7
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Abbildung 49: Inhibition der chCD40L vermitteltemdfferation von B-Zellen

Die Milzleukozyten eines Huhns der Linie M11 wurdmittels Dichtegradienten-Zentrifugation
prapariert und auf eine 96-Loch-Zellkulturplatteetfiihrt. Sie wurden mit einer Titrationsreihe
von chCD40L-Fusionsprotein oder mit chCD40-huFctihain prainkubiertem Fusionsprotein
kultiviert. Als Negativkontrolle diente Medium. Nac48 Stunden wurden die Zellen mit
radioaktivem *[H]-Thymidin fiir weitere 16 Stunden inkubiert. Adfer y-Achse sind die im

Szintillationsmesser gemessenen Ereignisse prot®dlifopm) dargestellt.
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5.2.3 In  vivo-Untersuchungen an  RCAS(BP)A-chCD40-huFc-

transduzierten Hilhnern

Nachdem die Ergebnisse daer vitro-Experimente ergaben, dass das l6sliche
chCD40-huFc Protein als Decoy-Faktor fur chCD40hsetzbar ist, sollten nun
Huhner mit dem erstellten Konstrukt transduzierrdea. Hierfur sollten Tiere
der Linie LSL verwendet werden, da sich der Impam Linie ,0“ Eiern in der
Vergangenheit als kompliziert erwiesen hatte urdeiHihnerlinie zudem relativ
schlechte Schlupfraten erzielt. Zudem konnten inn d&ersuchen zur
Charakterisierung des RCAS-Systems mit Tieren darelLLSL ausreichende

Expressionsraten erzielt werden.

Far in vivoVersuche wurden in Eier der Huhnerlinie LSL amtdntTag der
Bebrutung HEF der Linie ,0" injiziert, welche zuvanit dem RCAS(BP)A-
chCD40-huFc oder RCAS(BP)A-Vektor ohne Insert tdarzgert worden waren.

In einem Langzeitversuch wurde den Tieren nach 8emupf in regelméaRigen
Abstdnden Blut fur Untersuchungen des Plasmas wmdhfiusszytometrische
Analysen entnommen. Im Alter von 24 Tagen wurdea ldiikken mit 50 pg
DNP-KLH intraperitoneal (ohne Adjuvans) immunisiets folgte ein Boost am
Tag 45 in gleicher Weise. Die Tierzahlen der RCAS®-chCD40-huFc-
transduzierten und der RCAS(BP)A-transduziertentkdigruppe waren sieben
bzw. sechs Tiere. Da Tiere im Verlauf des Versuehstarben, umfasste die
Kontrollgruppe an den Versuchstagen 46 bis 73 Tiere. Am Tag 73 waren in
der RCAS(BP)A-chCD40-huFc-transduzierten Gruppenmagh sechs Tiere. Die
Tiere verstarben auf Grund von Technopathien, veetebht mit dem Tierversuch
an sich im Zusammenhang stehen. Die Tiere wurden/amlLebenstag nach
Betaubung durch Blutentzug getotet. Es wurden MilzeThymi und
Knochenmark zur Préparation von Leukozyten sowies& fabricii fur die

Histologie entnommen.
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5.2.3.1 In vivo-Expression von chCD40-huFc

Zunachst wurde versucht, das l6sliche chCD40-hufated im Plasma der
transduzierten Huhner nachzuweisen. Hierfir wuré@ssmaproben in einem
huFc-Sandwich-ELISA getestet (Aufbau siehe 4.7.2.1)

Zu allen untersuchten Zeitpunkten konnte bei aR&»AS(BP)A-chCD40-huFc-
transduzierten Tieren ein deutlicher Plasmaspielgsl Proteins nachgewiesen
werden. In Abbildung 50 sind Analysen der Tage3Dund 73 dargestellt. Wie
bereits in den Versuchen mit RCAS(BP)A-chBAFF-Heagisduzierten Hihnern
der Linie LSL beobachtet, divergierten auch hiex 8piegel des RCAS(BP)A-
basierten Proteins zwischen den einzelnen Tierém.9piegel an RCAS(BP)A-

basiertem chCD40-huFc wurden auf den mitgefihrteontklliberstand

normalisiert.
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Abbildung 50: Expression des chCD40-huFc Prot&insvo

Plasma RCAS(BP)A-chCD40-huFc und RCAS(BP)A-trangeiter Tiere wurde als Probe in
einem Sandwich-ELISAs gegen das humane Fc-Tag @mafgn. Jede Titrationskurve entspricht
der Plasmaprobe eines Einzeltieres an den VeragastlO (A), 31 (B) und 73 (C). Es erfolgte
eine Standardisierung der Titer auf den mitgefithkentrolliiberstand.
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5.2.3.2 In vivo-Wirkung von RCAS(BP)A-basierter chCD40-huFc-

Expression auf Blutleukozyten

Zur Untersuchung der Wirkung von chCD40-huFc wurd@irere mit
RCAS(BP)A-chCD40-huFc und RCAS(BP)A-Vektor ohneelgransduziert. Im
erwéahnten Langzeitversuch erfolgten regelméaRigéeBtnahmen zur Gewinnung

von Leukozyten und Plasma.

Durchflusszytometrische Analyse der PBL
Aus dem entnommenen Blut wurden mittels Dichtegnatgin-Zentrifugation tber
Ficoll-Paque-Losung Leukozyten prapariert, welchechn einer Farbung mit

verschiedenen Leukozytenmarkern im Durchflusszytenmenalysiert wurden.

Fiur diese Analysen wurden Doppelfarbungen (sieBe24.) sowie die in 4.8.2.2
beschriebene Dreifachfarbung angewendet. Fir tetztarde ein mit Spektralrot
konjugierter anti-CD45-Antikorper (LT40-SPRD) als eukozytenmarker
eingesetzt. Zusatzlich erfolgten indirekte Farbungmit FITC- und PE-
konjugierten Sekundarantikdrpern. Die Uber LT40-BPRis Leukozyten
markierten Zellen konnten in den anderen beidenrEkzenzen weiter analysiert
werden. Die Gating-Strategie der Doppelfarbung wupdreits in Abbildung 27
dargestellt, das Gating der Dreifachfarbung iskliildung 51 gezeigt.

Wie Abbildung 52 verdeutlicht, zeigten die RCAS(BR)hCD40-huFc-
transduzierten Tiere, verglichen mit den RCAS(Bmgksduzierten Kontrollen,
zu allen untersuchten Zeitpunkten verminderte Feagan von AVZ20-positiven
B-Zellen. AuRer an den Tagen 10 und 24 war diestuR®n signifikant. Auch
bei der Farbung gegen die leichte Kette (L-Kette$ dimmunglobulinmolekuls
(B-Zellen) konnte eine deutliche Reduktion der LttKepositiven Zellen

festgestellt werden, diese war jedoch nur an dgeifd6 und 59 signifikant.

Die durchschnittlichen Frequenzen von T-Zellen (CD8R-1, -2 und -3) und
Thrombozyten (K1) beider Gruppen zeigten zu keineler analysierten
Zeitpunkte signifikante Unterschiede. Monozyten baviakrophagen (Kul01)
waren am 59. Lebenstag der Versuchstiere in deppg&ruder RCAS(BP)A-
chCD40-huFc-transduzierten Gruppe signifikant vedert.
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Fur B-Zellen (AV20-positiv) wurde die mittlere Fliegszenzintesitat des an
chCD40 bindenden Antikorpers AV79 bestimmt (siehgbifdung 53). An den
Tagen 10, 24 und 59 war diese in der RCAS(BP)A-ch@buFc-transduzierten

Gruppe gegenuber der Kontrollgruppe erhéht. AnBagen 10 und 59 war diese
Erh6hung signifikant.
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Abbildung 51: Exemplarische Darstellung der GatBigategie in der Dreifachfarbung von
Blutleukozyten

Zunachst wurde die Lymphozytenpopulation an HandG@®Re und der Granularitat der Zellen
im DotPlot separiert. Dann wurden die CD45-positiveeukozyten im Histogramm der dritten
Fluoreszenz gegatet. Aus dieser Population wurddiieglich in der ersten bzw. zweiten

Fluoreszenz die Populationen an AV79-positiven (@AC exprimierende Zellen) und AV20-
positiven

B-Zellen bestimmt.
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TCR-1
Gruppe AV20 | L-Kette CD3 TCR-2 K1 Kulo1
TCR-3
chcD40-huFc | 128+% 1,56 + 1852+ | 17,87+ | 52,12+ 3,52+
Tag 0,67 0,69 5,70 5,32 13,44 1,02
10
Kontrolle 2,23 + 2,82 + 19,03 + 18,54 + 63,27 + 3,22 +
1,40 1,77 6,30 6,89 8,63 1,55
chCD40-huFc 3,97+ 5,80 + 39,34 + 39,37 + 31,97 + 2,97 +
Tag 1,64 2,53 11,19 11,98 14,11 1,21
24
Kontrolle 4,40+ 6,48 + 33,14+ | 34,76+ | 4224+ 2,13+
1,42 2,19 12,47 12,63 17,34 1,52
chCD40-huFc 3,50 = 4,49 + 23,06 * 23,73 % 57,72 1,58 +
Tag 0.86%* 1,09%* 3,86 4,15 9,02 048
46
Kontrolle 6,87 = 7,91 + 26,29 + 27,35+ 54,98 + 1,12 +
1,39 0,49 4,69 4,98 3,93 0,42
chcD40-hure | 291% 4,50 + 2325+ | 2354+ | 6354+ 1,24 +
Tag 1o7% 151%* 7,85 7,70 775 027*
59
Kontrolle 5,64 + 7,81+ 24,83 + 28,24 + 57,15 + 1,95+
1,03 0,59 2,96 2,35 1,66 0,30
chCD40-huFc 3,99 + 6,74 + 28,17 + 31,45+ 53,08 + 2,01+
Tag 1’40* 2,68 7,77 7,54 14,48 1,61
73
Kontrolle 6,58 + 10,00+ | 3050+ | 3331+ | 5043+ 1,89 +
0,99 3,98 7,06 7,69 12,63 0,56

Tabelle 15: Auswirkungen der RCAS(BP)A-basiertenpiession
Lymphozytenfrequenzen im Blut

von chCD40hu-Fc

auf

Es erfolgte ein Vergleich zwischen RCAS(BP)A-chCBEMOFc und als Kontrolle dienenden
RCAS(BP)A-transduzierten Tieren. An den angegebdragen wurden mittels Dichtegradienten-
Zentrifuagtion gewonnene PBL einer indirekten Ddfdsbung bzw. Dreifachfarbung unterzogen.
Antikdrper gegen CD45 (16-6 und LT40) wurden hiérbkls Panleukozytenmarker eingesetzt.
Angegeben sind die Anteile der fur die jeweiligentikdrper-positiven Zellen an CD45-positiven
Leukozyten.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweitu
Mit * gekennzeichnete Werte weisen einen signiftkanUnterschied zur Kontrollgruppe auf
(far * p<0,05,fir **p<0,01).
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Abbildung 52: Verlauf der Frequenzen AV20-positiBZellen von RCAS(BP)A-chCD40-huFc
und RCAS(BP)A-transduzierten Tieren

Dargestellt sind Mittelwerte der auf CD45 bezogefeaquenzen AV20-positiver B-Zellen der
beiden Versuchsgruppen im Verlauf desivo-Versuches.

mittlere Fluoreszenzintensitat

d10 d24 d46 db9 d73

RCAS(BP)A-chCD40-huFc  [1RCAS(BP)A

Abbildung 53: Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFpn AV79 auf B-Zellen RCAS(BP)A-
chCD40-huFc und RCAS(BP)A-transduzierter Tiere
Dargestellt sind Mittelwerte der MFI von AV79 auf&Rllen der beiden Versuchsgruppen
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Analyse von absoluten Zellzahlen in Vollblut
Zum Ende des erwdhnten Langzeitversuches wurdeBkitiild mit der von
Seliger et al. entwickelten und etablierten Methedgellt [274]. Dabei wurden

die absoluten Zellzahlen einzelner Leukozytenpdmnan in Vollblut bestimmt.

Hierbei ergab sich, dass die RCAS(BP)A-chCD40-hw&isduzierte Gruppe,
neben einem relativ erniedrigten Anteil an AV20ipwen B-Zellen (siehe
Tabelle 15), auch eine signifikant erniedrigte &ltsoB-Zellzahl aufwies. Fur
T-Zellen (CD3), Thrombozyten (K1) und myeloide 2ell(Kul01) konnten keine

Unterschiede nachgewiesen werden.
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Abbildung 54: Absolute Quantifizierung von Leukoeggpopulationen RCAS(BP)A-chCD40-huFc
und RCAS(BP)A-transduzierter Tiere am Tag 73

Aus dem Vollblut von sechs RCAS(BP)A-chCD40-huFevigovier RCAS(BP)A-transduzierten
Tieren wurden mit Hilfe einer direkten Antikorpeffing in Beads enthaltenden
TruCount®Tubes die absoluten Zellzahlen pro pl Blestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte
der einzelnen Gruppen * Standardabweichung.

Mit ** gekennzeichnete Werte weisen einen signifiten Unterschied auf (p<0,01).

5.2.3.3 Auswirkungen auf das Organgewicht am Tag 74

Der in 5.2.3 beschriebene Langzeitversuch endete7dmlLebenstag. Nach
Betdubung und anschlielender Totung durch Blutgntzurden verschiedene
Organe entnommen. Sofort nach der Entnahme wursl&davicht der einzelnen
Milzen und Bursae fabricii auf einer Analysenwadggstimmt. Da in diesem
Alter mannliche Tiere schon deutlich mehr Gewichbén als weibliche Tiere
sowie um Effekte einer unterschiedlich starken Auwtsing zu vermeiden, wurde
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das Organgewicht ins Verhaltnis zum Korpergewicles deweiligen Tieres
gesetzt. Die Verhaltnisse von Milz- zu Korpergewiskaren in den beiden
Gruppen unverandert. Jedoch war zu beobachten, RI@#sS(BP)A-chCD40-
huFc-transduzierte Tiere ein signifikant verminderierhaltnis von Bursa- zu

Kdrpergewicht hatten (siehe Abbildung 55).

Abbildung  55:  Auswirkungen  von
RCAS(BP)A-chCD40-huFc auf
Organgewichte
T Milz und Bursa von sechs RCAS(BP)A-
. chCD40-huFc und vier RCAS(BP)A-
* . transduzierten Tieren wurden am Tag 74
: enthnommen und auf einer Analysenwaage
gewogen. Das Organgewicht wurde ins
Verhdltnis zum  Korpergewicht  des
jeweiligen Tieres gesetzt. Gezeigt sind die
Mittelwerte der beiden Gruppen
+Standardabweichung.
Der mit * gekennzeichnete Wert weist einen
Milz/Korpergewicht mglg Bursa/Kérpergewicht mg/g signifikanten Unterschied zur

Kontrollgruppe auf (p<0,05).

DRCAS(BP)A-chCD40-huFe  [1RCAS(BP)A

5.2.3.4 Auswirkungen auf Leukozytenfrequenzen in ly  mphatischen

Organen am Tag 74

Zum Versuchsende am 74. Lebenstag der Tiere, wulMin und Thymus
entnommen. EinTeil hiervon wurde fir die Praparatison Leukozyten
verwendet (siehe 4.2.1.3). Zur Gewinnung von Knoomerk wurden Femura

entnommen und Zellen mit PBS ausgespdlt.

Milz

Nach Praparation mittels Ficoll-Paque-Loésung (sieh@.1.3) wurden die
Milzleukozyten einer Doppel- bzw. Dreifachfarbungnterzogen, wie fur
Blutleukozyten in 4.8.2.1 und 4.8.2.2 beschrieb&anr Differenzierung der
Leukozytenpopulation wurden wiederum Antikdrper g@gCD45 eingesetzt.
Zusatzlich wurden die Zellen mit den in Abbildung &ufgefliihrten Antikérpern
gefarbt. Bei keiner der Farbungen konnte ein siggmiter Unterschied zwischen

den beiden Gruppen festgestellt werden.
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Der relative Anteil an AV20- sowie L-Kette-positiveB-Zellen, CD3- und
TCR-1-, TCR-2- und TCR-3-positiven T-Zellen, K1-gogen Thrombozyten und
KulO1-positiven myeloiden Zellen war zwischen deZAS(BP)A-chCD40-huFc
und der RCAS(BP)A-transduzierten Gruppe nicht $ikgunt verandert.

Knochenmark

Knochenmarkszellen wurden in gleicher Weise wiezMilkozyten geféarbt. Auch
im Knochenmark beider untersuchten Gruppen konrkeime signifikanten
Unterschiede der Anteile von B-Zellen (AV20, L-Katt T-Zellen (CD3, TCR-1,
TCR-2 und TCR-3), Thrombozyten (K1) und myeloidezileh (Kul01) an CD45-
positiven Leukozyten festgestellt werden.

Thymus

Leukozyten aus dem Thymus wurden in einer Farbuibd\ntikbrpern gegen die
T-Zell-Antigene CD4 und CD8 naher analysiert. Inbdung 58 wird deutlich,
dass die Zahl an CD4/CD8 doppelt positiven T-Zelienden RCAS(BP)A-
chCD40-huFc-transduzierten Hiihnern signifikant vadart war.

90

% positive Leukozyten

AV20 L-Kette M2 CcD3 TCR1+2+3 Kul01
BRCAS(BP)A-chCD40-huFc ORCAS(BP)A

Abbildung 56: Auswirkungen der RCAS(BP)A-basiert&xpression von chCD40-huFc auf
Milzleukozyten

Am Tag 74 wurden Leukozyten aus Milzen sechs RCAIBchCD40-huFc und vier

RCAS(BP)A-transduzierter Tiere mittels Dichtegraden-Zentrifugation gewonnen und mittels
indirekter Doppel- bzw. Dreifachfarbung durchfluggmmetrisch analysiert.

Es sind Mittelwerte (+Standardabweichung) der Fesgen der fir die jeweiligen Antikorper-
positiven Zellen an CD45-positiven Leukozyten areem.
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Abbildung 57: Auswirkungen der RCAS(BP)A-basiertechCD40-huFc-Expression auf
Leukozytenfrequenzen im Knochenmark

Knochenmarkszellen von sechs RCAS(BP)A-chCD40-huet vier RCAS(BP)A-transduzierten
Tieren wurden am 74. Lebenstag durch AusspulenRemnura der einzelnen Tiere gewonnen und
einer indirekten Doppel- bzw. Dreifachfarbung zuurahflusszytometrischen Analyse der
Leukozytenfrequenzen unterzogen. Angegeben sindeMirte (+ Standardabweichung) der
Frequenzen der fir die jeweiligen Antikbrper-pagiti Zellen an CD45-positiven Leukozyten.
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B RCAS(BP)A-chCD40-huFc  [JRCAS(BP)A

Abbildung 58: Auswirkungen der RCAS(BP)A-basiert&xpression von chCD40-huFc auf
Thymuszellen

Thymuszellen von sechs RCAS(BP)A-chCD40-huFc umd RCAS(BP)A-transduzierten Tieren
am 74. Lebenstag wurden mittels Dichtegradientemt¥#agation gewonnen und nach einer in
einer indirekten Farbung mit Antikbrpern gegen Gl CD8 im Durchflusszytometer analysiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte der untersuchtenfgpen (+ Standardabweichung).

Mit * gekennzeichnete Werte weisen einen signifteanUnterschied zur Kontrollgruppe auf
(p<0,05).
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5.2.3.5 Auswirkungen von RCAS(BP)A-basierter chCD40 -huFc-

Expression auf Plasmaimmunglobulinspiegel

Uber den gesamten Zeitraum des in 5.2.3 bescheebamangzeitversuches
wurden in regelmafRigen Abstanden Plasmaproben e Tgewonnen. Die
Gesamtspiegel von IgM, 1gG und IgA im Plasma wuradeibh dem in 4.7.2.5
beschriebenen ELISA getestet. Die RCAS(BP)A-chChdbBe-transduzierte
Gruppe wies an den Tagen 46 und 73 signifikantedrigte IgM-Spiegel auf.
Auch die IgA-Spiegel der RCAS(BP)A-chCD40-huFc-sdunzierten Gruppe
waren zeitweise niedriger als jene der Kontrollgreiphier war der Unterschied
am Tag 31 signifikant. Ebenso wiesen diese Tiesslimgere 1gG-Spiegel im
Plasma auf, jedoch war diese Differenz nicht sigaift. Die

Immunglobulinmengen wurden auf das mitgefuhrte &eatiserum normalisiert.
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Abbildung 59: Auswirkungen der RCAS(BP)A-basiertehCD40-huFc-Expression auf die
Gesamtimmunglobulinspiegel im Plasma

RCAS(BP)A-chCD40-huFc und RCAS(BP)A-transduzieriédaren wurde an den angegebenen
Zeitpunkten Blut zur Plasmagewinnung enthommens&ievurde als Probe im ELISA eingesetzt.
Es wurde jeweils ein Sandwich-ELISA zur Bestimmuwan IgM (A), IgA (B) und IgG (C)
durchgefuhrt.
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5.2.3.6 Immunbhistologische Untersuchungen

Bursae fabricii wurden am Versuchsende zur Anfartggvon Gefrierschnitten
far immunhistochemische Untersuchungen entnommehdg$t.9.2). Die Schnitte
wurden nach dem in 4.9.5 angegebenen Protokoll dart Antikdrpern Bul
(B-Zellen), M1 (IgM), G1 (IgG), K3 (IgA), Kul01 (msloide Zellen) sowie BB3
(kortikomedullare Grenzschicht) gefarbt (siehe Tiab®l). In Abbildung 60 sind
reprasentative Schnitte von RCAS(BP)A-chCD40-huFed uRCAS(BP)A-

transduzierten Tieren gezeigt.

Der Antikdper Bul erkennt das B-Zell-Antigen chBfie in dieser Farbung
deutlich zu sehen ist (Abbildung 60A, B), sind diellen der Bursafollikel Bul-
positiv, kdnnen also als B-Zellen identifiziert wWen. Bursazellen aul3erhalb der
Follikel, wie beispielsweise Epithelzellen, warenlBnegativ. In einer anderen
Farbung wurde der Antikdrper BB3 eingesetzt, walckdas Kollagen der
Membran zwischen Rinde und Mark der Bursafollikeifaabt, um einen
Aufschluss Uber die Struktur der Bursa fabriciiemhalten (Abbildung 60C, D).
Der Antikoérper KulO1 erkennt ein nicht ndher bekasnOberflachenantigen auf
myeloiden Zellen (Abbildung 60E, F). Diese befandeich in den
interfollikul&aren R&aumen. In Abbildung 61 sind Fanigen mit Antikdpern gegen
Huhnerimmunglobulin gezeigt. IgM-positive Zellemégen sich sowohl im Mark
als auch in der Rinde der Bursafollikel. Im Markremadie Zellen sehr stark IgM-
positv (Abbildung 61A, B). Dies kdnnte evtl. darafriick zu fuhren sein, dass
hier nicht nur membranstandiges IgM auf B-Zellebwgelen wird, sondern auch
|6sliches IgM, welches auf der Oberflache von kallar dendritischen Zellen
immobilisiert ist. Ein kleiner Anteil der Zellen kate im Mark mit einem
Antikérper gegen IgG und auch gegen IgA angefaraten (Abbildung 61C, D
und E, F). In den interfollikularen Bereichen deur& fabricii konnten positive
Zellen aller drei Immunglobulinklassen gesehen werdIn keiner der
durchgefuhrten  Antikorperfarbungen konnte jedochn emikroskopisch
erkennbarer Unterschied zwischen Tieren der RCABRIRCD40-huFc und der
RCAS(BP)A-transduzierten Gruppe festgestellt werden
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Abbildung 60: Immunhistochemische Farbung der Biiagaicii RCAS(BP)A-chCD40-huFc und
RCAS(BP)A-transduzierten Tieren am Tag 74 (Bildtaje

Von Bursae fabricii RCAS(BP)A-chCD40-huFc (linkshdi RCAS(BP)A (rechts)-transduzierter
Huhner wurden Gefrierschnitte angefertigt und reib d\ntikérpern Bul (A, B), BB3 (C, D) und
Kulol (E, F) immunhistochemisch gefarbt. Anschlie®eerfolgte eine Kernfarbung mit
Hamalaun. Abgebildet sind jeweils reprasentativienBte beider Tiergruppen.
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Abbildung 61: Immunhistochemische Farbung von dersB fabricii RCAS(BP)A-chCD40-huFc
und RCAS(BP)A-transduzierten Tieren am Tag 74 (Bfiel 2)

Bursae fabricii von RCAS(BP)A-chCD40-huFc (linkshdi RCAS(BP)A (rechts)-transduzierter
Tiere wurden Gefrierschnitte angefertigt. Es wurdemikérper gegen IgM (A, B), 1gG (C; D)
sowie IgA (E, F) eingesetzt. Anschlieend erfolgitee Kernfarbung mit Hamalaun. Abgebildet
sind jeweils reprasentative Schnitte beider Tigugan.
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6 Diskussion

6.1 Einsatz der RCAS-Gentransfertechnologie fur fun  ktionell
genomische Studien beim Huhn

Die vollstandige Sequenzierung des Huhnergenomsrfhpglicht nun mit Hilfe
transkrikptomischer und proteomischer Untersuchongje Identifizierung von
Genen, welche Einfluss auf die Regulierung des Insystems haben kdnnten
[5-8, 10]. Aus dieser Fulle von Informationen muie Bedeutung einzelner
Kandidatengene in nachfolgenden funktionellen Studivaluiert werden. Hierfur
bieten in vitro-Studien mit rekombinant hergestellten Proteinenhesich
wertvolle Ansatze. So weisen Versuche mit einenomdknanten chCD40L-
Fusionsprotein darauf hin, dass chCD40L eventuredireEinfluss auf die B-Zell-
Differenzierung beim Huhn haben konnte. Der Einsdizses rekombinanten
Zytokins ermoglichte erstmals die Kultur von HihBeZellen tGber den Zeitraum
von mehreren Wochen hinweg [174]. Um jedoch eirfeni’e Aussage Uber die
Funktion eines potentiellen Kandiaten treffen zunr&n, sind in letzter
Konsequenzin vivo-Studien unumganglich. Dabei sind zwei unterschibeli
Ansatze moglich. Einerseits konnen vivo-Studiennach dem Prinzip des
Funktionsgewinns gain of functioj durchgefliihrt werden. Das heil3t die
Uberexpression des Kandidatengens soll Aufschlbss dessen physiologische
Funktion liefern. Im Gegensatz dazu soll beim Rprdes Funktiosverlustdoss
of functior) ein teilweiser oder vollstandiger Ausfall der ktian eines Gens

Hinweise auf dessen Aufgaben im Organismus geben.

Diese Prinzipien der funktionellen Genomanalyse niedn mit verschiedenen
Technologien umgesetzt werden. Umfassende Mdoglitthkebieten transgene
oder knockout Tiere. In diesen Tierlinien wird dienmodifikation stabil von
einer Generation auf die nachste weitervererbt. Bgtellung transgener Hihner
wurde zwar bereits mehrfach publiziert [2, 3, 141 Gegensatz zum
Mausmodell sind diese Techniken jedoch noch niciwtest etabliert, dass sie
routinemaRig und effizient eingesetzt werden kéonnrdem ist die Erstellung
transgener Linien relativ langwierig, weil die Gelechtsreife beim Huhn erst in

einem Alter von sechs bis acht Monaten eintritt Bh knockout ist beim Huhn
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mit der Verflugbarkeit von embryonalen Stammzedimi147] und primordialen
Keimzelllinien zwar nun theoretisch mdglich [3, 152n deren Erstellung wurde
bisher jedoch nocht nicht berichtet. Eine Alteatizu transgenen und auch
knockout Tieren stellt der somatische Gentranséer dier gelangt das Transgen
nicht in die Keimbahn der Tiere sondern nur in gkisdene Korperzellen. Somit
wird es nicht weitervererbt. Dies kann beispielsg&eimit retroviralen
Vektorsystemen erreicht werden. Retroviren integneihr Genom in die DNA
der Wirtszelle, wo dieses mit Hilfe von Wirtsenzymdranskribiert und
translatiert wird, was schlie3lich zur Bildung neurdektioser Viruspartikel fuhrt
[24]. Da jedoch kaum alle Korperzellen infiziertnten, kann die Expression des

Transgens nicht im gesamten Organismus erzielteverd

Die auf dem Rous Sarkoma-Virus basierende RCAS+&esfertechnologie
wurde bereits in den 1980er Jahren entwickelt undielfaltigen Studien fir
zellbiologische und embryologische Fragestellungeim Huhn eingesetzt (siehe
2.1.1.3). Auch wurden damit bereits Untersuchungen B-Zellentwicklung an
jungen Kuken in den ersten Lebenstagen durchgefio®yi81-84]. Hierbei konnte
die Expression von membranstandigen Molekilen aufeBen in der Bursa
fabricii erreicht werden. Ob das RCAS-System jedacich an &lteren Tieren
einsetzbar ist, wurde bisher nicht untersucht. Beiagestellungen zu
Regulationsmechanismen des Immunsystems sind Wotersgen an jung
adulten Tieren aber unverzichtbar, da Kuken in elesten Lebenswochen noch
kein vollstandig ausgebildetes Immunsystem habedidser Arbeit erfolgten die
Etablierung sowie eine umfangreiche Charakterigigru des RCAS-
Gentransfersystems fur die Durchfihung von funkiibgenomischen Studien
bei Hihnern bis hin zum jung adulten Alter. Ab derten Lebenswoche besitzen
Huhner die Fahigkeit zur Bildung von IgM, IgA und@ und die Struktur der

Bursafollikel ist mit Rinde und Mark ist vollstamgausgebildet.

6.2 Etablierung der RCAS-Gentransfertechnologie

Um die Mdglichkeit eines Einsatzes der RCAS-Gerdfiettechnologie flr die
Durchfiihrung von funktionell-genomischen Studiennbédluhn zu Gberprifen,
musste zunachst die Expression von Proteinen nmgitbebekannter Wirkung

untersucht werden. Einerseits wurden hier GFP u@&Pe gewahlt, um die
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Expression floureszenzmikroskopisch und durchflyssmetrisch erfassen zu
kénnen. Andererseits wurden die Proteine chBAFFland huBCMA-Fc
exprimiert, deren Wirkungenn vivo schon mittels rekombinanter Proteine
untersucht worden waren [12, 13, 214]. Als Negatntkolle wurde ein Konstukt
verwendet, in dem die Sequenz fur chBAFF-Flag Iacfeer Orientierung in den
Vektor ligiert wurde (chBAFF-Flag rv) und mit denorsit kein funktionelles
Protein exprimiert werden kann. Als Vektor wurde A8L{BP)A gewahlt. Dieser
enthalt das Gepol des Hochtiterstamms RSBiryan) und ermdglicht somit eine

hohe Transgenexpression.

Zur Untersuchung dein vivo-Expression von RCAS-basiertem Protein wurden
RCAS(BP)A infizierte HEF in drei Tage bebritete Hahembryonen injiziert.
Diese von Petropoulous et al. erstmals publizistéthode [57] hat den Vorteil,
dass das Virus nicht prépariert und konzentriertdee muss. Sie ermdglicht
somit eine Kkirzere Zeitspanne von der Transfektios zum Schlupf
RCAS(BP)A-transduzierter Tiere.

6.2.1 In vitro-Expression von RCAS(BP)A-basiertem Protein in HEF

verschiedener Huhnerlinien

An die Klonierung der entsprechenden DNA-Sequenzenden Vektor
RCAS(BP)A (siehe 5.1.1) schlossen sich zunéacmstvitro-Versuche zur
Expression von RCAS(BP)A-basiertem Protein an.eEfgsts erfolgten mit den
Konstrukten RCAS(BP)A-GFP und RCAS(BP)A-eGFP. D& diesen Vektoren
transfizierte Zellen fluoreszierten, konnte von egirerfolgreichen Klonierung
ausgegangen werden, aus der die Produktion furdtteonProteins resultierte. Es
konnte gezeigt werden, dass die Zahl fluoreszierertbroblasten der Linie ,0°,
welche mit RCAS(BP)A-eGFP transfiziert worden waréber drei Tage hin
kontinuierlich bis auf anndhernd 100% der Kultumalm. Dies ist auf die
Bildung von vermehrungsfahigem Virus zurtckzufihrerelches untransfizierte
Zellen in der Kultur infiziert. Wie bereits erwahmgt die Replikationskompetenz
des Rous Sarkoma-Virus auch im daraus entstandR@S-System erhalten
[48, 49]. Probleme bei der Vermehrung des Virusewmabei den verwendeten
Inserts GFP und eGFP nicht zu erwarten, da derage_init weniger als 800 bp
weit unter der fir RCAS kritischen Grol3e von 20@diegt [38].
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Zur Detektion RCAS-infizierter Zellen kann der métanale Antikorper AMV-
3C2 eingesetzt werden, der gegen das retroviraieiRrpl9 gerichtet ist [69]. In
einer durchflusszytometrischen Messung konnte gererden, dass alle Zellen,
welche p19 exprimieren auch das Transgen GFP eigpem Daher kann dieser
Antikérper zuverlassig zur Detektion Transgen-exyerender Zellen eingesetzt
werden. Diese Ergebnisse passen zu jenen von Feltetd.,, die ebenfalls
festgestellt hatten, dass alle virusinfiziertenl&telauch das Transgen produzieren
[77].

Von Hughes et al. werden fuin vitro-Arbeiten mit RCAS-Vektoren

retrovirusfreie HEF empfohlen [38]. Eigens dafurrdaidie Fibroblastenlinie DF-
1

etabliert [64]. Grund hierflr ist einerseits, dasseits infizierte Zellen nicht mehr
erneut infiziert werden kénnen (Rezeptor-Interfejejdl, 42], andererseits soll
eine Rekombination des Vektors mit ahnlichen endegeViren verhindert

werden. Fur die vorliegende Arbeit standen zwarnwatusfreie HEF der Linie

,0“ zur Verfugung, jedoch war die Verfugbarkeit vbefruchteten Eiern dieser
Huhnerlinie limitiert. Deshalb wurde initial die Bression von RCAS(BP)A-
eGFP in HEF der Linie ,0“ und in HEF der kommerkmrfligbaren Linie LSL

verglichen. Hierbei konnte gezeigt werden, dasskEkpressionshéhe innerhalb
der Linie LSL je nach genetischem Hintergrund asf3eariabel sein kann. Es
wurden HEF aus zwei verschiedenen LSL Sublinienemsntht, die auf

verschiedene Grol3elterntiere zuriickgehen. EineirBaeldonnte, wie auch HEF
der Linie ,0% vollstandig, die andere nur zu 40%t rRCAS(BP)A infiziert

werden.

Dies ist wahrscheinlich auf die jeweiligen im Genmwrhandenen endogenen
Retroviren zurtickzufihren. Diese Viren sind staisl Wirtsgenom integriert und
werden auch Uber die Keimbahn weitervererbt [34{.€ine Zelle bereits mit
einem bestimmten ASLV-Subtyp infiziert, so ist eieeneute Infektion mit

demselben Subtyp erschwert [43, 44]. Im diesem dRaifte in der nur zu 40%

infizierbaren Linie ein Virus des Subtyps A bereitsrhanden gewesen sein,
wodurch die Infektion mit RCAS(BP)A stark erschwerirde.
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6.2.2 In vivo-Expression von RCAS(BP)A-basiertem Protein

Das eigentliche Ziel dieser Studie war die Etabher des RCAS-Vektorsystems
fur funktionell-genomische Studien an Hihnern. Daar nach dein vitro-

Expression der nachste Schritt die Infektion vomsudehstieren.
6.2.2.1 Expression von Virusprotein in verschiedene  n Huhnerlinien

Da bereits in Zellkulturexperimenten ein Einflussr derwendeten Hihnerlinie
auf die Infizierbarkeit mit RCAS(BP)A sichtbar genslen war, wurde dieser auch
in vivo Uberprift. Hierfir wurden Hihnerembryonen der @mLSL und ,,0* mit

RCAS(BP)A-eGFP infiziert. Bei fluoreszenzmikroskegher Untersuchung der
Eihdute konnte in beiden Gruppen eine deutlicherészenz der EihautgefalRe
festgestellt werden. Allerdings fluoreszierten ®efdn den Eihauten von LSL
Embryonen weniger stark und es waren deutlich vegnigositive Areale

auffindbar als in Eihauten der Linie ,0“.

Um die Auswirkungen der verwendeten Huhnerlinie dief Transgenexpression
weiter zu untersuchen, wurden in vivoVersuchen die Plasmaspiegel von
RCAS(BP)A-basiertem chBAFF-Flag mittels ELISA besnt. Hierbei zeigte
sich, dass die Plasmaspiegel der Einzeltiere beielL}0* Hihnern deutlich
weniger differierten als bei LSL Tieren. In Zellkuiversuchen war bereits ein
deutlicher Einfluss des genetischen Hintergrundeerhalb der Linie LSL auf die
Infizierbarkeit mit RCAS(BP)A gezeigt worden. Eimegformation zur genauen
Abstammung der imn vivoVersuch verwendeten Tiere war bei deren Erwerb
nicht moglich. Es liegt jedoch die Vermutung natiass innerhalb einiger LSL-
Familien endogene Retroviren des Subtyps A vorharsied, in anderen aber
nicht. Der bereits erwahnte Mechanismus der Rerdpterferenz fuhrt dazu,
dass ASLV desselben Subtyps die Zelle nicht mdimi@énen kbnnen [43, 44]. Da

in den in vitro-Vorversuchen ein eindeutiger Zusammenhang zwischen
Produktion von viralem Protein und Transgenproduktifestgestellt werden
konnte, kann gefolgert werden dass Tiere, welch&eshter infizierbar sind, auch
weniger RCAS(BP)A-basiertes Protein produzieren.

Um noch genauere Informationen zur Expression RBRBA-basierter Proteine
in Linie ,0“ und LSL Huhnern zu erhalten, sind Urgechungen mittels
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quantitativer RT-PCR geplant. Damit sollen die EEgsionsniveaus in
verschiedenen Organen beider Linien vergleichersliraent werden. Im Zuge
dieser Versuche wird es auch mdglich sein, genalrdogmationen bzgl. der
Hohe der Transgenexpression in den einzelnen Omngamesrhalten. Zudem soll
eine histologische Untersuchung verschiedener @rgneits mehrerer Wochen
alter Linie ,0* HUhner zur Expression von viralenmokein erfolgen. In diesen
Experimenten soll untersucht werden, ob in derowatusfreien Hiuhnerlinie ,,0

hohere Expressionsniveaus zu erzielen sind und heeltelltypen in dieser

Huhnerlinie infiziert werden kdnnen.

Die Plasmaspiegel von RCAS(BP)A-basiertem chBAFkgFIdifferierten
zwischen einzelnen Tieren der Linie LSL. Fur eindtiale funktionelle
Untersuchung eines Kandidatengens waren jedoch ich8gl homogene
Plasmaspiegel des RCAS-basierten |6slichen Proteinserhalb einer
Versuchsgruppe winschenswert. Die unterschiedlichesansgenexpressionen
von Einzeltieren innerhalb der Line LSL kdnntendel auch in bestimmten
Experimenten zur Untersuchung von Dosis-WirkungeE#n genutzt werden.
Mit einer hohen Anzahl an infizierten Zellen sinecherlich auch hohere
Plasmaspiegel zu erreichen. Dies konnte mit der w@edung einer
retrovirusfreien Huhnerlinie erzielt werden. DaliBL Hihnern nur bestimmte
Zelltypen infiziert werden, ist die Expression aellularer Proteine auf diese
beschréankt. Sollte sich in den geplanten histottgia Untersuchungen an
Organen von Linie ,0“ Huhnern ergeben, dass hiehma&elltypen infiziert
werden koénnen, bote dies zusatzliche Optionen zumerduchung von

intrazellularen Proteinen.

Des Weiteren konnte eventuell auch die Modifikatiles Protokolls zur Infektion
von Hiuhnerembryonen in einer Zunahme der infizieiZellen resultieren. So
ware beispielsweise die gezielte Injektion in deirdscheibe eine Option. Jedoch
ist es wahrscheinlich, dass sich bei solch eineekten Manipulation die
Embryosterblichkeit deutlich erh6ht. Zudem besteldte Mdglichkeit,
konzentriertes Virus direkt in die Region von lei®se zu injizieren [77]. Jedoch
sind auch hier umfangreiche Manipulationen am emntigrten Ei notig. Bei der

in der vorliegenden Arbeit angewandten Methode wled Eingriff hingegen auf
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ein Minimum reduziert.

In den folgenden Experimenten zur Charakterisierumgr RCAS-

Gentransfertechnologie standen Tiere der Linienj@ht zur Verfligung. Da auch
in der Linie LSL zufriedenstellende Plasmaspiegah \RCAS(BP)A-basiertem
chBAFF-Flag erreicht werden konnten, wurden Tiereser Huhnerlinie dafur
eingesetzt.

6.2.2.2 Expression von Virusprotein in Gefal3en

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung Edrauten RCAS(BP)A-
eGFP infizierter Embryonen konnte eine deutlicheuoFészenz in den
Eihautgefal3en festgestellt werden. Auch bei Tierach dem Schlupf konnte mit
Hilfe einer immunhistologischen Farbung gegen daales Protein pl9 eine
deutliche  Expression im  Gefal3endothel dargestellterden. Die

gewebespezifische Expression von RCAS(BP)A-basier®rotein in Gefalien
wurde hier erstmalig beschrieben, da bisher nurzebie Organe oder
Organsysteme im Fokus der Untersuchungen stand&n7[f 80-82]. Weitere
Zelltypen, in denen Virus nachgewiesen werden kanntaren Zellen im
Follikelmark und interfollikulare Zellen der Bursafabricii sowie

Herzmuskelzellen.

Diese spezifische Infektion einzelner Zelltypen hignan der Expression des
Rezeptors liegenwelcher fur den Eintritt des Virus in die Wirtszail bendtigt
wird. FOr den in dieser Arbeit verwendeten VektoCAS(BP)A ist der
zugehorige Rezeptdr-a Bisher wurde zwar die Bindung zwischen Retrovirus
und diesem Rezeptor genau untersucht [278-280] aunch dessen Struktur
aufgeklart [281, 282], jedoch ist nichts Uber segegvebsspezifische Expression
bekannt. Eine vorwiegende Expression o auf den oben genannten Zelltypen
ware daher durchaus denkbar. Weiteren Aufschlusentkd die geplante
histologische Untersuchung an Organen von Tierer_oie ,0“ bieten. Sollten
hier dieselben Zelltypen wie bei LSL Tieren Virusi@in nachweisbar sein, ware

dies ein Hinweis auf eine gewebsspezifische Expessontv-a

Die Expression von viralem Protein in Endothelzekann als grol3er Vorteil fur

die Untersuchung von l6slichen Proteinen gesehademe So kann eine direkte
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Abgabe des Proteins ins Blut stattfinden. Damit asth die Verteilung im
gesamten Korper gewahrleistet. Dies ermdglicht einfaches und sicheres
Erreichen der Zielstrukturen in allen durchblutet@eweben. Das RCAS-
Gentransfersystem eignet sich daher besonders @utdén Einsatz zur
Untersuchung von Zytokinfunktionen, da diese in Begel sezerniert werden
und endo-, para- oder autokrin wirken [153]. Esemd@dglich, dass in Tieren der
Linie ,0“ noch héhere Expressionsraten erzielt veer&onnen. Dies soll mit Hilfe
einer quantitativen RT-PCR geklart werden. Zudemnién in einem ELISA die

Plasmaspiegel RCAS-basierter Proteine parallelrbegtwerden.

Weniger geeignet scheint die RCAS-Technologie farkEkpression der meisten
membrangebundenen oder intrazellularen Molekile gein. In  den
durchgefuhrten Versuchen konnten nur spezifischgp&tiellen infiziert werden,
zudem kann keine gewebsspezifische Expressionchtraverden. Letzteres
konnte in infizierbaren Zellen (z. B. B-Zellen) gah mit dem Einsatz von RCAN
bzw. RCON erreicht werden, da hier ein gewebssigehiér Promotor mit dem
Insert zusammen in den Vektor kloniert werden kgh 58]. Sollte sich jedoch
herausstellen, dass in Huhnern der Linie ,0“ aucddeae Zelltypen infiziert
werden kénnen, wirde dies zusatzliche Mdglichkehieten.

6.2.2.3 Anhaltende Expression von RCAS(BP)A-basiert em Protein

Gerade fur funktionell-genomische Studien an Kaat#idgenen, welche eine
potentielle Rolle im Hihnerimmunsystem spielengestwichtig auch jung adulte
Tiere untersuchen zu kdnnen, da viele Parameterdrderinsystems erst nach
einigen Wochen voll funktionsfahig sind. Beispietsge sind bei Studien von
Zytokinen, welche die Entwicklung und Differenziagy von B-Zellen

beeinflussen konnten, die Plasmaimmunglobulinspiege wichtiger Parameter
zur Beurteilung der B-Zell-Funktion. In bisherig&tudien zur Fuktion von
Huhnerzytokinen wurde rekombinant hergestelltegdirorerwendet [12-14]. Da
dessen Herstellung jedoch einen grofRen zeitlichei® auch finanziellen

Aufwand erfordert, ist die Verabreichung rekombitegnZytokins nur bei kleinen
Kiken in den ersten Lebenstagen eine Option. Biegan groRem Nachteil, da
Tiere in dieser Altersklasse erst Uber eine begidaelmmunglobulinsynthese
verfigen [283]. Erst im Verlauf der ersten Lebenslhwosetzt die IgM-Produktion
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ein, im Verlauf der zweiten Woche ist dann auch igPlasma nachweisbar. Die
Plasmaspiegel maternalen IgGs sinken in den eesten\Wochen kontinuierlich,

daher kann erst ab diesem Zeitpunkt eigenes IlgGgeadesen werden [284-
286].

Um zu untersuchen, ob die RCAS-Gentransfertechimmlogquch flr
Untersuchungen an jung adulten Tieren mit ausgetaifd Immunsystem geeignet
ist, wurden Embryonen mit RCAS(BP)A-chBAFF-Flag s®8wRCAS(BP)A-
chBAFF-Flag rv-transduziert. Uber einen Zeitraunnv®2 Tagen wurden in
regelmafiigen Abstdnden die chBAFF-Flag PlasmadpiegeELISA getestet.
Hierbei fiel auf, dass die kurz nach dem Schlupfngesenen Mengen an
chBAFF-Flag zunachst abnahmen, sich jedoch aufreikenstanten Niveau
stabilisierten, welches auch noch an Tag 62 erreigbrde. Retroviraler
Gentransfer birgt haufig das Problem, dass dass@ie@nnach einiger Zeit, meist
auf Grund von Veranderungen der Chromatinstrukticht mehr transkribiert
wird (transcriptional gene silcencing[118, 287]. Ein solcher Mechanismus
scheint jedoch in RCAS(BP)A-transduzierten HUhnénn den ersten zwei
Lebensmonaten nicht in grél3erem Umfang statt ziefinda chBAFF-Flag auch
nach dieser Zeit noch deutlich im Plasma zu detedti war. Auch bei der
immunhistologischen Farbung von Gewebeschnitten i zMonate alter,
RCAS(BP)A-transduzierter Tiere konnte mit dem Adtper AMV-3C2 virales

Protein in gleichem Mal3e wie bei jungeren Tierechgawiesen werden.

Der deutlich messbare chBAFF-Flag Spiegel am 62iehstag sowie die
Nachweisbarkeit von Virusprotein in der Immunhistemie zeigen, dass die
RCAS-Gentransfertechnologie auch fir Untersuchuregenung adulten Tieren

einsetzbar ist.
6.2.3 Expression von biologisch aktivem chBAFF-Flag

Voraussetzung fur den Einsatz der RCAS-Gentrargfieniologie in funktionellen
in vivo-Studien ist, dass das in den Tieren exprimierte B®Asierte Protein
biologisch aktiv ist. Um dies zu untersuchen, mussie Charakterisierung des
RCAS-Systems an Hand eines Zytokins erfolgen, dlessen Funktiom vivo

schon Daten vorlagen.
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Die Auswirkungen einer chBAFF Uberexpression sosites knockdowns waren
an Kuken bereits mit Hilfe von rekombinanten Pno¢gi untersucht worden [12,
13]. Hierbei wurde den Tieren in den ersten Lelsgest chBAFF-Flag injiziert.

Die tagliche Injektion bewirkte eine Erhéhung deZ@8ll-Frequenzen in der Milz
um bis zu 100% [13]. Um die Effekte dieses Systemisjenen der RCAS-

Technologie zu vergleichen, wurde die Sequenzh&Ad-F-Flag in RCAS(BP)A

kloniert. Zunachst wurden HEF der Linie ,0“ mit demergestellten Konstrukt
transfiziert. Nachdem die Expression des chBAFRrFRroteins im ELISA

gezeigt wurde, erfolgte die Infektion von Embryorken Linie LSL.

Es konnte bei zwei Wochen alten Tieren durch RCASMBbasiertes chBAFF-
Flag ein Effekt hervorgerufen werden, welcher n@tndvon injiziertem Protein
vergleichbar war. Auch hier fuhrte chBAFF-Flag Zzoee Erh6hung der B-Zell-
Frequenz um bis zu 100%. Diese Zunahme spiegettie auch in einem
signifikant erhdhten Verhaltnis von Milzgewicht zKibrpergewicht wieder.
Jedoch war bei Milzen von RCAS(BP)A-chBAFF-Flagasduzierten Tieren am
Tag 63 keine erhohte B-Zell-Zahl mehr zu beobacHeemahnlicher Effekt zeigte
sich auch bei peripheren Blutleukozyten. Hier wadén B-Zell-Frequenzen am
Tag 11 und 26 gegentber der Kontrollgruppe nochifgignt erhoht, jedoch ging

der Effekt mit zunehmendem Alter der Tiere zuriick.

Ein Grund fir die Reduktion der chBAFF-Wirkung kdmnreine verminderte
Expression des RCAS(BP)A-basierten Zytokins ddestellm ELISA konnte
tatsachlich am Tag 11 noch ein deutlich héhererAdFiBFlag Plasma-Spiegel
gemessen werden, als am Tag 26. Jedoch pendditdesichBAFF-Flag Spiegel
danach auf einem konstanten Niveau ein. Eine Imeaktion gegen das Virus
hingegen ist relativ unwahrscheinlich, da eine khéen am Embryonaltag 3 zur
Toleranzbildung gegen das Virus fihren muisste [B#je weitere Moglichkeit
ware, dass im Rahmen eines Feedback Mechanisnau®raduktion endogenen
chBAFFs verringert wird. Dies wurde erklaren, warurbei einem
gleichbleibenden Plasmaspiegel an chBAFF-Flag fflekEreduziert istln vitro
wie in vivo konnte eine Wirkung von rekombinantem chBAFF-Fad reife B-
Zellen in der Milz und den Zékaltonsillen gezeigerden [12, 13]. Als weitere

Funktion dieses Zytokins beim Huhn ist, andersbaisn Sauger, die Steigerung
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der Uberlebensdauer naiver B-Zellen in der Burgaida beschrieben [12]. Um
den Schlupf beginnt die Emigration von B-Zellen adg&sem priméren
lymphatischen Organ in die Peripherie. Diese hiéltzor Involution der Bursa
fabricii an [288]. Das Organ beginnt bereits abeginLebensalter von 8 bis 10
Wochen an Gewicht zu verlieren, bis es schliel3lcit dem Einsetzen der
Geschlechtsreife im Alter von 20 bis 28 Wochenstélhdig atrophiert [289]. Den
Hauptanteil (ca. 60%) der emigrierenden B-Lymphemymacht eine Population
aus dem Follikelkortex aus, wo auch nach dem S&hioegph Zellproliferation
stattfindet. Diese Zellen sind in der Peripheriet meiner mittleren
Uberlebensdauer von ca. 30 Stunden relativ kurglg288]. Eine Abnahme der
chBAFF-Flag Wirkung mit zunehmendem Alter der Tid@&nnte auch damit
erklart werden, dass das Zytokin besonders daséliser jener bursalen B-Zellen
beeinflusst, aus denen diese kurzlebigen periptiZellen hervorgehen. Nahere
Informationen hierzu kdnnte eine von Paramithi@isal. beschriebenm situ
Markierung von Bursazellen mit anschlieBender Bdmuie ergeben [288].
Hierbei konnte man an Hand der Uberlebensdauemdekierten, also frisch aus
der Bursa ausgewanderten B-Zellen im Blut RCAS(BEHRBAFF-Flag-
transduzierter und Kontrolltiere die GrofRe der genmen B-Zell-Population

bestimmen.

Als weiterer Aspekt der B-Zell-Funktion wurden audle Auswirkungen der
chBAFF-Flag-Expression auf die Antikorperspiegel itasma transduzierter
Tiere untersucht. In bisherigen Studien mit rekamabtem Protein konnten nur
Aussagen bzgl. der Produktion von IgM getroffen deer, da in diesen Studien
junge Kiuken verwendet wurden, welche noch hohedgepian maternalem IgG
aufwiesen und kaum eigenes IgG und IgA produziefgtd]. ChBAFF-Flag

Injektionen fuhrten zu signifikant erhdhten IgM-8ia@aspiegeln bei Tieren in
einem Alter von 10 Tagen. Der Einsatz des RCAS&ystermdglichte nun auch
die Untersuchung der Plasmaimmunglobulinspiegel ébveen langeren Zeitraum
hinweg bis zu einem Lebensalter von 62 Tagen. RBRIA-chBAFF-Flag-

transduzierte Tiere zeigten im Mittel hohere IgMdulyA-Spiegel im Plasma,
wobei auch diese Effekte zum Versuchsende hin musltr signifikant waren.
Das Plasma-IgG war zeitweise erhoht. Hier bestetd Parallele zum Sauger,

denn auch BAFF transgene Mause weisen signifikaBtbohungen aller
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Plasmaimmunglobuline auf [203].

Mit Hilfe der RCAS-Technologie bestand erstmals didglichkeit, die
Auswirkungen einer chBAFF-Uberexpression auf die Idiig von
antigenspezifischen Antikdrpern zu untersuchen,| wein Tiere untersucht
werden konnten, welche bereits ein ausgebildetesuimsystem mit der Fahigkeit
zu einer humoralen Immunantwort besitzen. Es kogateigt werden, dass nach
Immunisierung mit dem T-Zell-abhangigen Antigen Klawar die Menge an
antigenspezifischem IgM, nicht aber antigenspechifesn IgG erhoht war. Diese
Beobachtung steht im Gegensatz zu jenen an BAFiSgemen M&ausen, welche
keine erhdhten antigenspezifischen IgM-Titer, wohdber erhdhtes
antigenspezifisches 1gG aufwiesen [204]. Bei deudavurde ein Einfluss des
Zytokins auf den Klassenwechsel zu {g@d IgA festgestellt [201]. Es ware

madglich, dass auch chBAFF den Immunglobulinklassshsel beinflusst.

In histologischen Farbungen von Milzen und Bursatari€ii von RCAS(BP)A-
chBAFF-Flag-transduzierten und Kontrolltieren am add 63. Lebenstag konnte
kein mikroskopisch sichtbarer Unterschied festdiésteerden. B-Zellen der
Bursa fabricii zeigten jedoch in Kultur unter chBRflag Einfluss eine
signifikant erhdhte Lebensdauer [12]. Auch wurdé laursalen B-Zellen eine
hohe Expression von chBAFF-R gezeigt [213]. Beidesst darauf hin, dass B-
Zellen der Brusa fabricii grundsatzlich sensitiv tihBAFF sind. Da in diesem
Organ jedoch auch eine hohe Expression von endogemBAFF festgestellt
werden konnte [12], liegt die Vermutung nahe, deisg weitere Erhéhung des
chBAFF-Spiegels keine zusatzliche Wirkung mehretezi kann, da die Zahl der

Rezeptoren begrenzt und eventuell bereits geséstigt

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit derASRC
Gentransfertechnologie die Expression von bioldgesktivem Protein tGber einen
Zeitraum von zwei Monaten erzielt werden kann. Digersuchung ermdglichte
neue Erkenntnisse zum Einfluss von chBAFF auf dik®rperspiegel im

Plasma.
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6.2.4 Knockdown von endogenem chBAFF mit dem I6slic hen
Rezeptor huBCMA-Fc

Fur funktionell-genomische Studien sind neben eidberexpression auch der
teilweise oder totale Ausfall der Kandidatengentiok relevante
Fragestellungen. Dies kann einerseits erreicht eerthdem Transkription oder
Translation mittels Gen knockout oder RNA-Interfege@interbunden werden. Die
knockout Technologie ist fur das Huhn seit der Etalbng von embryonalen
Stammzell- [147] und primordialen Keimzelllinien, [B52] zwar nun theoretisch
maoglich, jedoch noch nicht etabliert und daher vdar routinemafiigen
Anwendung noch weit entfernt. Mittlerweile am Huhorganismus etabliert ist
die RNA-Interferenz RNA) Technologie. Hierbei fihren kurze doppelstrangige
RNA Molekile, sog. short interfering RNAs(siRNA zur Degradierung von
komplementarer mMRNA und verhindern somit die Train@h des entsprechenden
Proteins. Auch hierfir wurde in den letzten Jahmmrmehrt die RCAS-

Gentransfertechnologie eingesetzt (siehe 2.1.1.3).

Ein anderer Ansatz fur Studien nach dem Prinzip FEl@sktionsverlusts ist die
Expression von l6slichen Faktoren, welche das Rroteon Interesse
neutralisieren. Hierfur eignen sich einerseits g@ehe monoklonale Antikorper.
Cihak et al. setzten erfolgreich Antikérper gegem d-Zell-Rezeptor des Huhns
fur eine Depletion dieser Zellpopulation ein [29@ndererseits werden zur
Neutralisierung von Proteinen auch l0sliche Rezepbtekile verwendet. In
frGheren Versuchen zur Funktion des Zytokins chBA#krde ein knockdown
mittels Injektion des chBAFF bindenden, I6slicheezBptormolekils huBMCA-
Fc erreicht [12]. Die so behandelten Kiken zeigterminderte B-Zell-Zahlen in
der Milz. Histologisch konnte gezeigt werden, ddiesAnzahl der B-Zell-Follikel
in der Bursa fabricii behandelter Hilhnerembryontanksvermindert war. Da die
Tiere jedoch nur Uber den Zeitraum von einer Wochié rekombinantem
huBCMA-Fc behandelt wurden, konnten keine Aussaijeer den Einfluss bei

alteren Tieren getroffen werden.

Um zu untersuchen, ob auch mit dem GentransfersyRE€AS eine funktionelle
Inhibition eines Molekils herbeigefihrt werden kamwurde die Sequenz von
huBCMA-huFc in RCAS(BP)A kloniert. Die mit diesenoKstrukt transduzierten
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Kiken zeigten ebenso, wie die mit rekombinantemtdirtobehandelten Tiere,
verminderte B-Zell-Zahlen in der Milz. Da die huB@MFc exprimierenden Tiere
bis zu einem Alter von 16 Tagen untersucht wurdesr, es nun auch mdglich,
genugend Blut fur durchflusszytometrische AnalydenlLeukozytenpopulationen
zu gewinnen. Auch im Blut zeigten die RCAS(BP)A-I@MA-Fc-transduzierten
Tiere um ca. 50% verminderte B-Zell-Zahlen. Zudeamnrken nun neben den
Bursae fabricii auch die Milzen der Tiere histokai untersucht werden, um
eventuelle Auswirkungen auf die Struktur diesesa@sgzeigen zu kdnnen. In den
Milzen RCAS(BP)A-huBCMA-Fc-transduzierter Kiikken warkaum B-Zellen zu
finden. In der Huhnermilz sind die B-Zell-Areale tgpischer Weise um die
T-Zell-Zonen herum angeordnet [283]. Diese Strukiar in den Milzen von
RCAS(BP)A-huBCMA-Fc-transduzierten Hilhnern weitgath@icht ausgebildet.

In  diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass ®EAS-
Gentransfertechnologie nicht nur die Moglichkeinezi Uberexpression von
Kandidatengenen bietet, sondern auch mittels Egmes/on neutralisierenden

Faktoren funktionelle knockdowns herbeigefuhrt veeré&énnen.

6.3 Auswirkungen einer Infektion mit RCAS(BP)A

Da bei der Transduktion mit RCAS-Vektoren vermelgafahiges Virus
Ubertragen wird, musste geklart werden, ob dieovetile Infektion an sich

Veranderungen im Immunsystem der Versuchstiereonert.

Tumor auslésende Retroviren kdnnen auf Grund iBrgenschaften in akut und
langsam transformierende Vertreter unterteilt werdékut transfomierende
Viren besitzen neben den retroviralen Gergag pol und env zusatzlich

Onkogene (z. B.src). Diese kodieren fur Proteine, die durch Eingriffe

Zellwachstum und

-differenzierung Tumore hervorrufen koénnen. Langsamansformierende
Retroviren hingegen enthalten kein virales Onkodéne Transformation der
Wirtszellen wird durch die Integration viraler DNANns Wirtsgenom
hervorgerufen und Tumore treten erst lange Zeihriar Virusinfektion auf [24,
34]. Langsam transfomierende Vertreter der ASL\énubei Hilhnern vorwiegend

lymphoide Leukosen hervor, welche sich Ublicherevegsst in einem Alter von
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mehreren Monaten klinisch manifestieren [34]. Ungadlir die Transformation
der Wirtszellen ist hierbei die Integration desviugs in der Nahe des zellularen
Onkogenamyc [24, 291]. Dies geschieht jedoch nur in wenigefielid Obwohl
ASLV in Geflugelbestanden weit verbreitet sind, riérh Infektionen nur in 1-2%
der Falle zur Erkrankung [34]. Zusatzlich bestdigoretisch die Mdglichkeit,
dass das Transgen in den Lokus eines Gens insevaddhes wichtige Aufgaben
in der Regulation des Zellzyklus Ubernimmt und das<erstérung eine

neoplastische Entartung der Wirtszelle begunstigt.

Wie bereits erwahnt, wurde bei der Entwicklung BREAS-Systems das Onkogen
src aus dem ursprunglichen Rous Sarkoma-Virus entfd®t 49]. Daher fehlt
RCAS die Fahigkeit zur akuten Transformation dentS¥ellen. Je nach der
Insertionsstelle im Wirtsgenom ware jedoch einegéame Transfomation
durchaus denkbar. Die in den Versuchen verwendetdmer sind aber mit zwei
Monaten noch zu jung, um eine klinisch manifesteiddenie auszubilden. In
erkrankten Tieren vermehren sich transformierte plyozyten in den Follikeln
der Bursa fabricii [291]. Obwohl bei histologischeimtersuchungen von Bursae
fabricii RCAS(BP)A-transduzierter Hihner keine nkespischen Veranderungen
einzelner Follikel festgestellt werden konnten, rkadiese nicht ganzlich
ausgeschlossen werden. Nahere Informationen korbgispielsweise die
Verwendung eines Antikdrpers gegen das Proteirzeidgaren Onkogensiycin
Histologie oder Durchflusszytometrie liefern. Aufem konnten langfristige
Versuche bis zu einem Alter von 10 Monaten durchigefwerden.

Bei einem Vergleich der Leukozytenpopulationen REDAS(BP)A (ohne Insert)-
transduzierten Tieren mit denen einer unbehand&lterroligruppe wiesen diese
in Milz, Knochenmark und Thymus keine biologisclevanten Unterschiede auf.
Jedoch fiel auf, dass die B-Zell-Frequenzen im Btldér RCAS(BP)A-

transduzierten Tiere Uber den gesamten Versuchszeiterhoht waren. Auch
eine Messung der absoluten Leukozytenzahlen imblWallanTag 73 ergab eine
signifikante Erhdhung der B-Zell-Zahl. Eine Immuak&on gegen das
produzierte Virus ist dabei jedoch relativ unwahesnolich, da eine Infektion am

3. Embryonaltag eine Toleranz hervorrufen misstg [3
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Die Erhohung der B-Lymphozyten Frequenz in RCAS@Bansduzierten
Huhnern kann mit den bisher durchgefiihrten Untdérsngen nicht ausreichend
geklart werden. In weiteren Untersuchungen solliebesonderes Augenmerk auf
eine eventuelle beginnende Transformation von BeBAegelegt werden. Neben
weiteren histologischen Untersuchungen koénnten,zeiteram Institut far
Tierphysiologie durchgefiihrte, Transkriptom- undtBomanalysen der Bursa
fabricii weitere Hinweise hierzu liefern. In diesestudien entdeckte
Kandidatengene konnten bei RCAS-transduzierten uKantrolltieren

vergleichend untersucht werden.

Auf Grund dieser Ergebnisse wurden, um eine Vesfilag der Ergebnisse zu
vermeiden, im Folgenden mit RCAS(BP)A-Vektor (ohmsert)-transduzierte
Tiere als Kontrollgruppe eingesetzt, da ein Zytskstem mit potentiellem

Einfluss auf die B-Zell-Differenzierung untersuetegrden sollte.
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6.4 Funktionelle in vivo-Studien am CD40/CD40L-System des
Haushuhns

Die Verwendung der RCAS-Gentransfertechnologie ifiir vivo-Studien zur
Funktion des Zytokins chBAFF zeigte, dass damitagakraftige Ergebnisse
erzielt werden konnen. Die etablierte Technik sohun fur Studien an einem
weiteren Zytokin/Ligand-System eingesetzt werdenierfidr wurde das
CD40/CD40L-System des Haushuhns gewahlt. Dies gbseimerseits um die
Anwendbarkeit der RCAS-Technologie an einem weitégstem zu Uberprifen.
Andererseits sollte jedoch auch die Funktion degf@DD40L-Systemsn vivo
untersucht werden, da an diesem System beim Hanshisher nurin vitro-

Untersuchungen durchgefuhrt worden waren.

Die Sequenzen fiur das Zytokin und den zugehoriggiariden waren bereits
publiziert [174, 175]. Mit Hilfe eines rekombinantehCD40L-Fusionsproteins
waren bereits umfangreiche vitro-Untersuchungen zur Wirkung von chCD40L
auf Huhner-B-Zellen durchgefuhrt worden, in denén Einfluss von chCD40L
auf kultivierte B-Zellen festgestellt wurde. Lo$les chCD40L-Fusionsprotein
bewirkte eine massive Proliferation. So gelang é@sdrsem Zytokin erstamlig,
B-Zellen Uber mehrere Wochen hinweg zu kultivief@i@4]. Der zugehérige
Rezeptor wurde unter anderem auf B-Zellen der Bimbacii gefunden [174,
175]. Zur Untersuchung van vivofunktionen des CD40/CD40L-Systems beim
Huhn wurde der Ansatz eines funktionellen knockdewewahlt. Dieser sollte,
ahnlich dem Ansatz des chBAFF knockdowns mit huBCRBA mit einem
l6slichen  Rezeptormolekil durchgefuhrt werden. fidier wurde ein
Fusionsprotein aus dem extrazellularen Teil desDetiEMolekils und einem
humanen Fc-Teil erstellt und in RCAS(BP)A kloniert.

Das menschliche X-chromosomal reszessiv vererbtpeHgM-Syndrom des
Menschen gab schon in der Anfangsphase der Eriamgches CD40/CD40L-
Systems wertvolle Hinweise auf dessen physiologigeimktionen [219]. Fur die
weitere Erforschung wurden auch Maus knockout kinerstellt [243, 244].
Ahnliche Hinweise auf physiologische Funktionen d2840/CD40L-Systems
beim Huhn sollte auch der mit RCAS(BP)A erstelltektionelle chCD40L-
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knockdown liefern.

Um die Funktionalitat des gewéhlten Ansatzes zupifiéen, musste zunachst die
Bindung des hergestellten chCD40-huFc Molekils dCAO0L in vitro
sichergestellt werden. Fur die Tests wurde chCD4Peh haltiger
Zellkulturiberstand eingesetzt. Die Interaktion vamCD40-huFc mit seinem
Liganden wurde im ELISA nachgewiesen. AufRerdem wuilce Bindung von
chCD40L-Fusionsprotein an chCD40 auf der Oberflastre HD11-Zellen durch
chCD40-huFc haltigen Zellkulturiberstand inhibigthlie3lich wurde noch die
chCD40L induzierte proliferation von Milz-B-Zellerdurch chCD40-huFc
gehemmt.

6.4.1 Auswirkung von chCD40-huFc auf B-Zell-Frequen  zen

Im ELISA wurde nachgewiesen, dass RCAS(BP)A-chCbhdbBe-transduzierte
Tiere das gewulnschte Protein produzierten. Sonhingeein RCAS-vermittelter,

somatischer Gentransfer mit einem weiteren I|oshiclirotein. Im weiteren

Verlauf des Versuchs wurden die verschiedenen Rtpoen an Blutleukozyten
der RCAS(BP)A-chCD40-huFc-transduzierten Tiere uzider RCAS(BP)A-

transduzierten Vergleichsgruppe tber mehrere Wotlaneg in regelmafiigen
Abstanden analysiert. Hierbei zeigten Tiere der RACGhuFc Gruppe

verminderte

B-Zell-Frequenzen. Diese Reduktion wurde jedoch a&bsdem 46. Versuchstag
signifikant. Bei einer Messung von absoluten Zdilea im Vollblut am Tag 73

konnte die Reduktion der B-Lymphozyten bestatigtdea. Bei der Analyse der
Leukozytenfrequenzen von Milz und Knochenmark ang ¥4 konnten keine
Unterschiede zwischen beiden Gruppen gefunden werdedoch war das
Gewicht der Bursa fabricii im Verhaltnis zum Kdrgewicht der Tiere signifikant
vermindert. Dies legt die Vermutung nahe, dass dkduzierten B-Zell-

Frequenzen im Blut der RCAS(BP)A-chCD40-huFc-trazseiten Tiere damit

im Zusammenhang stehen.

Mit dem Schlupf beginnt die Auswanderung bursalefdien in die Peripherie,
welche bis zur Involution dieses Organs anhaltribéiegibt es zwei Populationen

an B-Zellen. Einerseits gibt es kurzlebige B-Zellalche beim juvenilen Tier
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ca. 60% der B-Zellen im Blut ausmachen. Diese Aelammen aus der
Follikelrinde [288]. Andererseits gibt es eine Plagion an B-Zellen, welche im
Blut eine Lebensdauer bis zu 12 Tagen aufweist Hdisvicklung dieser, aus dem
Follikelmark stammenden B-Zellen, scheint in Abhgkgit von Antigen aus
dem Darm und dem Blut zu erfolgen [292]. Das Fellkark Gibernimmt bei jung
adulten Tieren auch die Aufgabe eines sekundanaphatischen Organs [293,
294].

Die in vitro-Untersuchungen am CD40/CD40L-System des Huhneseweauf
eine Funktion bei der Aktivierung und auch bei deiteren Differenzierung von
B-Zellen hin [174]. Vereint man diese Ergebnissat den oben erwdhnten
Erkenntnissen zur Entwicklung bursaler B-Zellenmdem Schlupf, so liegt die
Vermutung nahe, dass ein funktioneller Block der4GI@D40L Interaktion
primar die medullaren B-Zellen beeinflusst. Aucks#i wandern ab dem Schlupf
in die Peripherie aus. Eine Reduktion dieser Zetlarch chCD40-huFc kdnnte

einen Grund fir die verminderten B-Zell-FrequenmeBlut der Tiere darstellen.

Daher wurde in immunhistochemischen Farbungen diguk®r und
Zellzusammensetzung der Organe verglichen. Die ésgoon von chCD40-huFc
schien keine Auswirkungen auf die mikroskopischeil@ur der Bursae fabricii
zu haben, da im Vergleich zur Kontrollgruppe weeer Unterschied in der
Organisation des Organs noch eine augenfallige éin#sanderung entdeckt
werden konnten. Auch eine Farbung mit dem AntikbfB3, mit welchem die
kortikomedullare Grenzschicht dargestellt werdemrkg277], zeigte keine
strukturellen Unterschiede. Eine Farbung mit dentikdmper Bul gegen das B-
Zell-Antigen chB6 zeigte keine sichtlichen Verédndegen bei chCD40-huFc-
transduzierten Tieren. Zusatzlich wurde die Exposssder verschiedenen
Immunglobulinmolekile

histologisch untersucht. IgM-positive Zellen warewnje zu erwarten, in
Follikelcortex und —medulla zu finden. In der Bursdricii ist IgM auf der
Zelloberflache fir das Uberleben von B-Zellen ndeim Schlupf essentiell [85,
295]. lgG-und IgA-positive Zellen konnten vornehechli in der Medulla
nachgewiesen werden. Dies entspricht weitgehendAagaben in der Literatur

[292]. Hierbei kdnnte es sich aber nicht nur um @léh handeln, sondern auch
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um bursale dendritische Zellen, welche die Antilkir@uf ihrer Oberflache
gebunden haben. Es konnte auch in der Farbung mikdkpern gegen die
verschiedenen Immunglobuline kein mikroskopisch htkiarer Unterschied

zwischen den Organen der beiden verglichenen Grufgsegestellt werden.

An dieser Stelle kbnnte eine n&here Untersuchundexpression von chCD40 in
der Bursa fabricii weitere Informationen uber diertdéilung dieses Rezeptors in
Mark und Rinde liefern. Der Antikbrper BB3 ermodgiic eine genaue
Unterscheidung zwischen Kortex und Medulla der Bimiikel. Dies kbnnte man
in der Laser-Dissektions-Mikroskopie nutzen. Sorkén hier Rinde und Mark
isoliert werden und die so erhaltenen Zellen nsttglantitativer RT-PCR auf die
Expression von chCD40 untersucht werden. Zudem tedanch hier die bereits
erwahnte Technik dem situ Markierung bursaler B-Zellen zur Anwendung
kommen [288]. So kdnnte untersucht werden, welckig&eBPopulation im Blut
durch RCAS(BP)A-basiertes chCD40-huFc beeinflusdst i

6.4.2 Auswirkungen von chCD40-huFc auf Immunglobuli nspiegel

Um den Einfluss von chCD40-huFc auf Hihner B-ZeNesiter zu beurteilen,
wurde von RCAS(BP)A-chCD40-huFc-transduzierten d&mner und einer
RCAS(BP)A-transduzierten Kontrollgruppe in regelig&® Abstdnden Plasma
zur Bestimmung der Gesamtimmunglobulinspiegel gewan Dabei konnte
beobachtet werden, dass die Tiere der RCAS(BP)AdichuFc-transduzierten
Gruppe in der zweiten Halfte des Versuchszeitraums Mittel geringere
Antikorperspiegel aufwiesen. Diese Unterschiedeewgedoch fur IgM nur an
den Tagen 46 und 73 sowie fir IgA am Tag 31 sigaift. Dies korreliert mit der

geringeren B-Zell-Frequenz dieser Tiere im selbeirZum.

Auffallig ist, dass die RCAS(BP)A-chCD40-huFc-trdogierten Tiere keine
erhohten IgM-Spiegel aufwiesen, so wie dies bei $¢b8Bn mit X-chromosomal
rezessiv vererbtem Hyper-IgM-Syndrom der Fall Btd]. Jedoch ist dies auch
bei CD40L knockout Mausen nicht zu beobachten [243]. Weitere Symptome
des Verlusts der CD40L Funktion sind bei Mensch Muals erniedrigte IgG-,
IgA- und IgE-Plasmaspiegel. Grund dafir ist diecasiglle Aufgabe von CD40L

beim Immunglobulinklassenwechsel [173, 256]. Auohvitro-Versuche beim
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Huhn weisen eigentlich auf einen Einfluss von ch@D#4eim Klassenwechsel
hin. Mit chCD40L kultivierte B-Zellen aus KLH-immisgierten Hihnern zeigten
eine gesteigerte Produktion an antigenspezifischigid und IgG [174].

Interessanterweise wurde um 1980 mehrfach von eitigmerlinie berichtet,
deren Tiere erhthte IgM-Spiegel, jedoch kaum Ig@weasen, also ahnliche
Symptome wie Menschen mit X-chromosomal rezessrerséem Hyper-IgM-

Syndrom zeigten [258, 259]. Da damals kaum Kensénisber den Einfluss von
Zytokinen auf die B-Zell-Entwicklung und Technikem derern Untersuchung
vorlagen, konnte das Syndrom in dieser Hinsichthtnigéher charakterisiert
werden. Vom heutigen Standpunkt aus aber lage rfidhelie Vermutung nahe,
dass diese Tiere einen Defekt im CD40/CD40L-Systafweisen konnten.

Ein mit Mensch und Maus vergleichbarer Effekt g lund IgA im Plasma, war
bei der RCAS(BP)A-chCD40-huFc-transduzierten Gruppéer zweiten Halfte
der Versuchsphase durchaus zu beobachten. DertetevBifekt mit Symptomen,
ahnlich denen in Mensch und Maus sowie der obenhbebenen Huhnerlinie,
blieb hierbei jedoch aus. Als Grund daflr ware demkdass die Plasmaspiegel
an chCD40-huFc zu gering sind, um die Symptomesenodistandigen knockouts
hervorzurufen. Sollte sich die Vermutung bestatiggass sich in Hihnern der
Linie ,0“ hohere Expressionsraten erzielen lasseére eine Wiederholung des
Versuchs mit diesen Tieren sicherlich sinnvoll. Awbollten die Plasmaspiegel
KLH spezifischer Antikdrper noch n&her untersucherden, um weitere
Informationen  tUber den  Einfluss von chCD40-huFc auflen

Immunglobulinklassenwechsel zu erhalten.

6.4.3 Mdgliche weitere  Schritte zur Charakterisieru ng des
CD40/CD40L-Systems beim Haushuhn

Mit den vorliegenden Ergebnissen der durchgefihnienvo-Versuche kann die
Vermutung untermauert werden, dass das CD40/CD4RBLeS des Huhns die
Differenzierung von B-Zellen beeinflusst. Ein Eudbk des funktionellen
chCD40L knockdowns auf periphere Organe konntedgeducht gezeigt werden.
Mdoglich wére, dass die Plasmaspiegel an RCAS(BR#iditem chCD40-huFc
Zzu gering waren, um eine Wirkung in peripheren @Qega zu erzielen, die

Konzentration in bursalen B-Zellen jedoch genigie hier einen Effekt zu
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erzielen. Hier wirde eine Untersuchung der HoheTdensgenexpression mittels
quantitativer RT-PCR weitere Informationen liefeine zusatzliche Option, um
den Verlust der chCD40L-Funktion zu studieren, wadR&A-Interferenz Studien.

Ein sicherer vollstéandiger Funktiosverlust ist jeldonur mittels eines Gen

knockouts herbeizufiuhren.

In weiteren in vivo-Untersuchungen zu den Auswirkunen eines chCD40L
knockdowns konnte dessen Einfluss auf die Bilduegminaler Zentren in der
Milz des Huhns genauer untersucht werden. AuchMmmnsch und Maus liegt
eine Hauptaufgabe dieses Systems in der Induktiod Aufrechterhaltung
germinaler Zentren [173, 250]. Ein nachster Sclautt genaueren Untersuchung
der in vivo+unktion des CD40/CD40L-Systems beim Huhn ware die
Uberexpression eines l6slichen chCD40L-Fusionsimstenittels der RCAS-

Gentransfertechnologie.

CD40L wird fir mehrere Spezies als potentiellesu&dns gehandelt. So wurden
beispielsweise beim Schaf und bei der Ente schoRziWirungsversuche
durchgefuhrt [296, 297]. Sollte sich in Immunisieggversuchen eine
Auswirkung von chCD40L auf die B-Zell-mediierte lmmantwortin vivo

bestéatigen, kénnte auch hier chCD40L als moglicAgijuvans in Betracht

gezogen werden.

6.5 Zukinftiger Einsatz der RCAS-Gentransfertechnol ogie in

funktionell-genomischen Studien beim Haushuhn

In der vorliegenden Arbeit wurde die Etablierung r deRCAS-

Gentransfertechnologie fur funktionell-genomisch&di&n an jung adulten
Huhnern gezeigt. Es konnten innerhalb kurzer Zean3gen-exprimierende Tiere
generiert werden, die biologisch aktives Proteirerlleinen Zeitraum von
mindestens zwei Monaten produzieren. Dabei belsigft die minimale Dauer
von der ersten Transfektion von HEF bis zum Schidgf Tiere auf ca. funf
Wochen. Die Erstellung von Keimbahn-transgenen ldimmmittels lentiviraler

oder zellbasierter Verfahren Ubersteigt diese paitee bei weitem, da die
transgenen Linien erst nach der Zuchtreife deraingrstellten Mosaike generiert

werden konnen. Des Weiteren scheint der somati€ehmgransfer mittels RCAS
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relativ effizient zu sein, da in allen Versuchen0%) der geschlipften
RCAS(BP)A-transduzierten Tiere das Transgen exprt@n. Die vorwiegende
Expression von viralem Protein im Gefal3endothelhhdeses System besonders
fur l6sliche Proteine geeignet. Moglich ware derndaitz der RCAS-
Gentransfertechnologie nicht nur fur Zytokine otiisliche Rezeptoren, wie in
dieser Arbeit gezeigt, auch ein Einsatz zur Expoesson Wachstumsfaktoren,
Hormonen oder Antikérpern ware durchaus denkbar.

Die Versuche zeigten jedoch, dass die ProduktioARBP)A-basierten Proteins
stark von der verwendeten Huhnerlinie abhangt. Sar wie HOhe der
Plasmaspiegel von RCAS(BP)A-basiertem Protein @xel der Linie LSL relativ
unterschiedlich. Im Gegensatz dazu wiesen Tierereteovirusfreien Linie ,0"

homogene Plasmaspiegel an RCAS(BP)A-basiertem Kytalf. Um einheitliche

Expressionsraten zu erreichen, sollte daher maghebise fur die Zukunft die
routinemaldige Verwendung von retrovirusfreien Hiitwmen (z. B. Linie ,0%) in

Erwadgung gezogen werden. In Hihnern der Linie LSt die Expression von
viralem Protein auf bestimmte Zellen beschrankthddaist der Einsatz des
RCAS-Systems zur Untersuchung membranstandigeriotiaeellularer Proteine
in dieser Huhnerlinie relativ begrenzt. Die zellwfische Expression in Hihnern
der retrovirusfreien Linie ,,0“ wurde bisher jedoolch nicht untersucht. Es ist
durchaus mdglich, dass in diesen Tieren eine umégcttere Infektion stattfindet.
Zusatzliche Versuche bzgl. der Transgenexpression wverschiedenen
Huhnerlinien, aber auch bzgl. der Expressionhtheeinzelnen Organen,
beispielsweise mittels Immunhistologie und quatitiem RT-PCR, sind daher
geplant. Umfassende Madglichkeiten wirde eine transgHuhnerlinie bieten,
welche einen der Rezeptoren fur ASLV (z. t8-a) Uberexprimiert. In diesen
Tieren konnte man mit RCAS-Vektoren in allen Kogsden hohe

Expressionsraten von Proteinen verschiedenstegrfgichen.

Auf Grund der vorliegenden Ergebnisse kann die RGEStransfertechnologie
als exzellentes Werkzeug fur funktionell-genomisghadien beim Huhn bestatigt
werden. Deren Vorteile liegen vor allem in der agifen Anwendung und der
kurzen Dauer bis zum Erhalt Transgen expimierefie. Daher ist sie fur erste

in vivo-Untersuchungen zur Funktion bestimmer Gene bessmggignet.
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Im Rahmen von Datenbankrecherchen wie auch in Krggdesm- und

Proteomanalysen wird eine Fille von Kandidatengerdgamtifiziert, deren

Funktion in nachfolgenen funktionellen Studien nabestimmt werden muss. Ein
maogliches Ablaufschema zur Durchfihrung funktiommglhomischer Studien
beim Huhn ist in Abbildung 62 dargestellt.

Das Gen fur das Zytokin chBAFF wurde beispielswesiels Homologiesuche
in einer EST Datenbank identifiziert (Abbildung 62ANach dessen Klonierung
und Expression (Abbildung 62B) folgten vitro-Untersuchungen (Abbildung
62C), an Hand derer sich eine eventuelle Relevaieses Gens fur das
Huhnerimmunsystem bereits abzeichnete. Auf Grumedeati Ergebnisse erfolgte
eine weitere Charakterisierung der Zytokinfunktionvivo (Abbildung 62D).
Hierbei wurden zunadchst Untersuchungen mit Hilfe n vaekombinant
hergestelltem chBAFF-Flag und dem chBAFF neuteésiden, |6slichen
Rezeptor huBCMA-Fc durchgefuihrt. Im Rahmen diesdyeft konnten mit Hilfe
der RCAS-Technologie weitere Erkenntnisse iruwivo-Funktion von chBAFF

gewonnen werden.

Da jedoch weitere Fortschritte bei der Etablieraog Techniken zur Erstellung
Keimbahn-transgener und knockout-Huhner absehbad, siverden diese flr
detaillierte funktionell-genomische Studien in Zoku mehr an Bedeutung
gewinnen (Abbildung 62E). Auf Grund seiner einfach@eind schnellen
Anwendbarkeit, konnte das RCAS-System hier als \&rg flr ein Screening

zur Erstellung transgener Tiere dienen.
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Homologiesuche,

Hypothesen Transkriptomik Proteomik
getriebener Ansatz l
A
Identifizierung von
Kandidatengenen
B Klonierung,
Expression
C Funktionelle in vitro
Charakterisierung
D Funktionelle in vivo
Charakterisierung
Injektion RCAS basierte
rekombinanter Ansatze:
Proteine bzw. Uberexpression bzw.
Hemmung durch Inhibition durch
*Antikérper *Antikérper
*|6sliche Rezeptoren *Lésliche Rezeptoren
*siRNA *siRNA
Ggf. Erstellung
Keimbahn
E transgener oder

knockout Tiere

Abbildung 62: Schema fur die Durchfihrung funktibiieenomischer Studien beim Haushuhn
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7 Zusammenfassung

Die Sequenzierung des Huhnergenoms hat zur Idaatifing zahlreicher bisher
unbekannter Gene gefuhrt, darunter auch solcher, nddglicherweise eine
wichtige Rolle in der Regulation des Immunsystempelen. Ziel zukinftiger
Arbeiten ist es, die Funktion dieser Gene zu aielgs, wobei zunachst
sicherlichin vitro-Systeme genutzt werden. Letztlich gilt es aber, idieivo-

Funktion der Gene zu beschreiben, woflr Technikabliert werden mussen, die
eine schnelle und

effiziente Uberexpression oder Hemmung der Kandiuggne ermoglichen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das bereitden 1980er Jahren entwickelte
retrovirale Vektorsystem RCAS auf seine Anwendbiariiér funktionell-
genomischein vivo-Studien beim Huhn zu Uberprifen. Dieses Vektorsyste
basiert auf einem replikationskompetenten Rous@aakVirus und zeichnet sich
durch eine hohe Effizienz aus. Die RCAS-Technologiarde bereits fir
zellbiologische und embryologische Fragestellundem Huhn eingesetzt.
Untersuchungen zu seiner Anwendung bei Tieren rdaain Schlupf gibt es
dagegen bisher praktisch nicht. FUr Fragen zur famkund Regulation des
Immunsystems ist aber gerade dies von besonderdevd®e, da das
Immunsystem zum Zeitpunkt des Schlupfes noch inendBereichen unreif ist.

Im ersten Teil der Arbeit wurde eingreen fluorescent protein“ (GFP)
exprimierender RCAS-Vektor konstruiert. An Hand von
durchflusszytometrischen Messungen RCAS(BP)A-GERstluzierter
Huhnerembryofibroblasten konnte ein Einfluss demwemdeten Hihnerlinie auf
die Infizierbarkeit mit RCAS(BP)A Vektoren festgekt werden. Als Grund
hierfir kann das Vorkommen von endogenen Retro\gesehen werden welches
zu einer Rezeptor-Interferenz fuhrt. Auth vivo konnte gezeigt werden, dass
Huhner der retrovirusfreien Linie ,,0° homogenereasthaspiegel an RCAS-
basiertem Protein aufwiesen als Tiere einer komigéer Hihnerlinie. GFP-
Expression fand sich dabei vorwiegend in GefaRdmwdien, was die RCAS-
Technologie insbesondere fir die funktionelle Usiiehung von l6slichen

Proteinen (z. B. Zytokine) als geeignet erscheifégst. Dariber hinaus war
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virales Protein auch in Zellen der Bursa fabriciiduin Herzmuskelzellen

nachweisbar.

Zur weiteren Charakterisierung des Systems wurdeA3RVektoren verwendet,
die das B-Zell-Zytokin chBAFF oder ein loslicheszRptorkonstrukt (huBCMA-
Fc) zur Neutralisation von chBAFF exprimieren. Bigisch aktives Zytokin
konnte Uber den gesamten UntersuchungszeitraunzwenMonaten im Plasma
nachgewiesen werden. RCAS(BP)A-chBAFF-Flag-transdltez Tiere wiesen
signifikant hohere B-Zellfrequenzen in der Milz undhere Antikérperspiegel im
Plasma auf, als die Kontrolltiere. Dagegen zeigléere, die den |0slichen
Rezeptor huBCMA-Fc exprimierten eine signifikantedgktion der B-Zellzahlen
in der Milz und einen hochgradige Hemmung der Ecitiwing der B-Zellfollikel

in der Bursa fabricii. Dies entspricht den durchpAkation von rekombinantem

Protein gewonnenen Daten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Erfahrungeiit der RCAS-Technologie
genutzt, um die Funktion eines weiteren Zytokinsys, des CD40/CDA40L-
Systems zu untersuchen. Hierzu wurde ein 16slich€D40-huFc-Fusionsprotein
konstruiert, welches als Inhibitor des chCD40L mee funktionellen Hemmung
des CD40/CD40L-Systems fuhren sollte. In einemeer§chritt konnten vitro
gezeigt werden, dass chCD40-huFc an ein rekomlasachCD40L-Protein
bindet.In vivo fihrte die RCAS(BP)A-basierte chCD40-huFc-Expr@ssu einer
Reduktion der B-Zell-Frequenz im Blut und des Géwscder Bursa fabricii.
Maoglicherweise fuhrt die funktionelle Inhibition sl&Systems zu einer Reduktion
der Zellzahlen, die aus der Medulla der Bursafellikn die Peripherie
auswandern. Anders als bei Menschen mit Defekte@P40L-Gen konnte bei
Huhnern kein erhdhter IgM-Plasmaspiegel festgestedlden. Jedoch waren die
Plasmaspiegel an IgG und IgA erniedrigt, was bens&dben und Mausen mit
CD40L-Defekten ebenfalls beobachtet wurde.

Die RCAS-Technologie hat sich damit in zwei Modgemen als
hervorragendes System zur Analyse von Zytokinfumdn beim Huhn erwiesen.
Neben der Untersuchung von Zytokinfunktionen ersth#as System aber auch

fur die funktionelle Analyse von Wachstumsfaktoterd Hormonen als geeignet.
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8 Summary

Introduction of the RCAS retroviral gene transfer t  echnology for
functional genomic studies in the chicken

The recently sequenced chicken genome now alloesdintification of so far
unknown genes. Some of them may play a potentialimthe regulation of the
immune system. In future studies roles of thesegdave to be analyzed. At this
in vitro studies will be used firstly. Bum vivo functions of those genes will have
to be described in the end. Therefore techniquesaftast and efficient over
expression and knock down of candidate genes loalve éstablished.

Goal of this work was to prove the applicability te RCAS retroviral vector
system, which has been developed in the 1980s. Higidy efficient system is
based on a replication competent Rous Sarkoma-\indshas already been used
in cell and developmental biology studies in theckén. However studies on its
application after hatch haven’t been performed @g despite its particular
relevance for studies on the chicken immune systent is widely immature at

the time of hatch.

In the first part of this work, a green fluorescenttein (GFP) expressing vector
was constructed. An influence of the chicken limetloe susceptibility of chicken
embryo fibroblasts was detected in flow cytomearalyses. A possible reason
could be the presence of endogenous retroviruskessnsusceptible chicken lines
leading to receptor interference. In accordancé whis observation imn vivo
tests retrovirus free chickens showed more homagemptasma titers of RCAS
based protein than a commercial chicken line. AsP G&xpression was
predominantly seen in endothelial cells, the RCA&hology can be considered
as particularly eligible for the expression of $méiproteins. Additionally viral

protein was demonstrated to be expressed in beefialand heart muscle.

For further characterization of the RCAS systemaescfor the expression of the
cytokine chBAFF or a soluble chBAFF receptor candt(huBCMA-Fc) were

used. Plasma expression of biologically active kiyi® was detectable throughout
the entire experiment (two months). RCAS(BP)A-chBAHag transduced birds

showed in comparison to controls significantly eased B cell frequencies in the
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spleen as well as enhanced plasma antibody ti@msthe other hand animals
expressing the soluble receptor huBCMA-Fc showegigaificant reduction of

splenic B cell frequency and an inhibited developted the bursa of fabricius.
These findings correspond to the data obtainedtunies with recombinant

proteins.

In the second part of this work the experience$ wie RCAS technology were
used to evaluate the function of the CD40/CD40liesysas a second cytokine
system. A soluble chCD40-huFc fusion protein wasstmicted as a functional
inhibitor for CD40/CD40L interactionln vitro tests showed that chCD40-huFc
was able to bind a soluble chCD40L fusion protém.yvivo the RCAS based
expression of chCD40-huFc caused a reduction oblied B cell frequency and
the bursa weight. Possibly the functional inhibitiof the CD40/CD40L system
decreases the number of B cells emigrating frombilnsal medulla. Unlike in
humans with a defect in the CD40L gene in chickexgressing chCD40-huFc
the plasma IgM titer was not increased. Howevesmlka titers of IgA and IgG

were decreased, comparably with humans and mite@@4O0L defects.

The RCAS gene transfer technology was proved indifferent model systems
as an excellent system for analyses of cytokinectfons in the chicken.
Furthermore this system could also be used fortioimal analyses of growth

factors and hormones.
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10 Anhang

A Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Die Bezugsquellen wurden als Hochzahlen entsprechaohfolgender Tabelle in

Kapitel 4, Material und Methoden integriert.

1 Applichem, Darmstadt

2 Biochrom, Berlin

3 Ratiopharm, Ulm

4 Invitrogen, Karlsruhe

5 Sigma, Deisenhofen

6 GE Healthcare, Minchen

7 Macherey-Nagel, Diren

8 Promega, Mannheim

9 Fermentas, St. Leon-Rot

10 Roth, Karlsruhe

11 Solis BioDyne, Tartur/Estland

12 Biontex, Minchen

13 Merck, Darmstadt

14 Stereospecific Detection Technologies, Baesweiler
15 Southern Biotechnology Associates, Inc., BirmingHasA
16 Nunc, Wiesbaden

17 Dianova, Hamburg

18 Becton Dickinson, Heidelberg

19 Becman Coulter, Krefeld

20 Hartenstein Laborbedarf, Wirzburg
21 Linaris, Wertheim-Bettingen
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B Gerate in alphabetischer Reihenfolge

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Brutschran CQO,-Auto-Zerc Heraeus Instruments, Minct
Brutschran MCO-5AC Sanyo, Miinche
Durchflusszytometer FACS Calibur Becton Dickinson, Heidelberg

Software: CellQuest, FlowJo

ELISA Washe

Atlantis 2

Asys, Dornstac

Gelkamme

Sub Cell G

BioRad, Miinche

Gel Dokumentation

Image Quant 300

Software: Image Quant Capture 300

GE Healthcare, Garching

Kryotom HM500 OM Microm/Thermo Scielific, Walldorf
Mikroskop Leica DMIL Leica, Bensheim

Kamera: DFC340FX
Mikroskop Axiovision Zeiss, Jena

Kamera: Axiocam MRc5

Mikrozentiifuge

Centrifuge 5415

Eppendorf, Kol

Photomete

Biophotomete

Eppendorf, Kol

Photometer Kivet

Spectrophotometer Qua-Kiivette

Sigma, Deisenhoft

Plattenphotomet

Sunris«Remott

Tecan, Crailsheil

Powe-Supply

Power Pac 3(

BioRad, Miinche

Schlefwerkzeu

Dremel MultiPrc

Dremel, Leinfelde-Echterdinge

Schittelinkubator

Schittler KS15A
mit Inkubatorhaube TH15

Edmund Bihler GmbH,

Hechingen

Sicherheitswerkbar

Hera Safe HS]

Haraeus Instruments, Minct

Spectrophotomet

NanoDrop NI-10C

Peglak Erlangel

Szintillationsmessget

TopCount, -Detector,

PerkinElmer, Monza, ltalie

Thermocycle

MJ Mini

BioRad, Miinche

Thermoschiittle

TS 1 Thermoshak

Biometra, Géttinge

Zahlkammer

Modifizierte Zahlkammer nach

Neubauer

Brand, Wertheim

Zentrifuge

Centrifuge 5810

Eppendorf, Kl
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