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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Akute Phase Proteine (APPs) sind Serumproteine, mit deren Hilfe man die systemische
Antwort des angeborenen Immunsystems auf Infektionen, Entziindungen oder Traumata
beurteilen kann. Diese Proteine verandern ihre Serumkonzentration um mehr als 25% als
Antwort auf proinflammatorische Zytokine, die wahrend einem Krankheitsprozess induziert
werden [1-3].

Pentraxine, wichtige Vertreter der APPs, sind eine Familie phylogenetisch konservierter
Mustererkennungsproteine und ein Teil des angeborenen Immunsystems [4-8]. Basierend auf
der L&nge ihrer Primdrstruktur werden Pentraxine in kurze und lange Pentraxine unterteilt.
Kurze Pentraxine inkludieren das C-reaktive Protein (CRP) und Serum Amyloid P (SAP).
Pentraxin 3 (PTX3) ist dagegen der Prototyp der langen Pentraxine. Pentraxine haben eine
zyklische, multimere Struktur und sind durch eine 200 Aminoséuren lange Pentraxin-Doméne
im C-Terminus charakterisiert, die eine 8 Aminosauren lange konservierte Pentraxin-Signatur
beinhaltet (HXCxS/TWxS, dabei ist x eine beliebige Aminosdure) [4, 9]. Die langen
Pentraxine haben zusatzlich zur Pentraxin-Doméane noch eine charakteristische, lange N-

terminale Domane, die den kurzen Pentraxinen fehlt [4].

CRP, das charakteristischste Akute Phase Protein des Menschen, wurde 1929 entdeckt [10].
Seine Plasmakonzentration erhéht sich sowohl bei chronischen als auch akuten entziindlichen
Vorgéangen [10, 11].

Uber den Prototypen der langen Pentraxine - PTX3 - ist bei Mensch und Maus schon Vieles
bekannt. Es interagiert mit verschiedenen Liganden, wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren,
Komponenten der extrazellularen Matrix und bestimmten Pathogenen. Des Weiteren spielt
PTX3 auch eine Rolle bei der Komplement-Aktivierung, bei der Opsonierung von
Pathogenen und bei der weiblichen Fruchtbarkeit [12].

Beim Huhn ist PTX3 unbeschrieben. Frihere, unverdffentlichte Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe lassen aber darauf schlieRen, dass es auch beim Huhn ein bedeutendes APP ist,
da es bei Infektionen hochreguliert wird. In dieser Arbeit soll daher das lange Pentraxin PTX3
des Huhns ndher untersucht und charakterisiert werden um einen Hinweis auf seine
funktionelle Rolle in der Immunantwort auf Infektionen zu erhalten. Dieses Wissen kann
zukinftig von Nutzen sein und beispielsweise den Grundstein flir diagnostische Tests im Feld,

aber auch fir weitere Forschung am angeborenen Immunsystem des Huhns legen.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Pattern Recognition Molecules (PRMs)

Das angeborene Immunsystem ist evolutionar &lter als das adaptive Immunsystem und steht
beim Widerstand des Kérpers gegen Pathogene an erster Stelle [13]. Ein wichtiges Werkzeug
des angeborenen Immunsystems sind sogenannte Pattern Recognition Molecules (PRMs), die
gleichbleibende, charakteristischne Muster von Mikroorganismen erkennen konnen [14].
Basierend auf ihrer Lokalisation und Funktion kdnnen diese in zwei groRe Gruppen eingeteilt
werden: (i) zellassoziierte Rezeptoren, die sich in verschiedenen zelluldaren Kompartimenten
befinden und endozytische Rezeptoren beinhalten, wie z.B. Scavenger-Rezeptoren [15],
Signal-Rezeptoren, wie z.B. Toll-like Rezeptoren (TLR) [16], und NOD-like Rezeptoren
[17] und (ii) Flissige-Phase- oder humorale PRMs [18]. Diese stellen funktionell die
Vorfahren der Antikdrper dar und sind an der Opsonierung von Pathogenen und der

Aktivierung des Komplement-Systems beteiligt [18].

Flussige-Phase-PRMs bilden eine heterogene Molekilgruppe, die Kollektine, Ficoline und
Pentraxine einschlieBt [19]. Diese Molekiile sind in der Granula von neutrophilen
Granulozyten gespeichert und kénnen nach Stimulation innerhalb von Minuten sezerniert
werden. Des Weiteren exprimieren Phagozyten als Antwort auf extrazellulare Signale
Flussige-Phase-PRMs. Epithelzellen und die Leber konnen die systemische Produktion dieser

Molekule dann letztendlich aufrechterhalten [19].

2.2 Die Pentraxin-Superfamilie

221 Mitglieder

Pentraxine sind eine Superfamilie evolutionédr konservierter Proteine, die charakterisiert sind
durch eine zyklische, multimere Struktur. lhr C-Terminus besteht aus einer circa 200
Aminosduren langen Pentraxin-Domane mit einer acht Aminosduren langen konservierten
Pentraxin-Signatur (HXCxS/TWXS, x ist eine beliebige Aminosaure) [4, 9]. Sie werden in
kurze und lange Pentraxine eingeteilt [20]. Prototypen flr kurze Pentraxine sind hierbei das

C-reaktive Protein und Serum Amyloid P; Pentraxin 3 und andere nachtréglich identifizierte
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Proteine représentieren die langen Pentraxine [4].

Das erste beschriebene Pentraxin war das CRP, das im menschlichen Serum in den 1930er
Jahren als Akute-Phase-Protein identifiziert wurde [10]. Es hat seinen Namen aufgrund der
Eigenschaft mit dem C-Polysaccharid der Zellwand von Streptococcus pneumoniae zu
reagieren [10, 21] und wird in der Leber unter entziindlichen oder infektidsen Bedingungen
produziert. Menschliches SAP wurde nachfolgend als ein verwandtes Molekil von CRP
identifiziert, da beide eine Aminosauren-Homologie von 51% aufweisen und sie unter dem
Elektronenmikroskop ein &hnliches Erscheinungsbild haben (ringférmiges Pentamer) [9, 22,
23].

Beide kurzen Pentraxine haben ein Molekulargewicht von 25 kDa mit fUnf oder zehn
Untereinheiten, die zu einem ringférmigen Pentamer angeordnet sind [24, 25]. CRP und SAP
sind die wichtigsten Akute-Phase-Proteine bei Mensch und Maus. C-reaktives Protein ist
kaum messbar im Plasma eines gesunden Erwachsenen (< 3 mg/L), aber seine Konzentration
schnellt bei pathologischen Veranderungen um das 1000-fache in die Hohe, mit einem
scharfen Anstieg innerhalb von sechs Stunden und einem Maximum bei ungeféhr 48 Stunden.
Im Gegensatz dazu ist die Konzentration des menschlichen (nicht des murinen) SAP eher
unverandert bei 30-50 mg/L, auch bei einer friihen Akute-Phase-Reaktion [26]. Menschliches
CRP und SAP werden von Hepatozyten synthetisiert und als Stimulus wirkt das

proinflammatorische Zytokin IL-6 zusammen mit IL-1 [9].

PTX3 wurde in den frihen 1990-er Jahren in Endothelzellen nach Stimulation mit IL-1 und in
Fibroblasten als TNF-stimulated-gene (TSG-14) entdeckt [27, 28]. Lange Pentraxine weisen
eine 174 Aminosduren lange aminoterminale Domadne auf, die an die carboxyterminale
Pentraxin-Domane gekoppelt ist und sich von kurzen Pentraxinen in der Genorganisation, der
chromosomalen Lokation, dem Synthesesort, den Stimuli und Liganden unterscheidet [4,
13]. Neben PTX3 wurden auch andere Mitglieder der langen Pentraxine entdeckt, wie z.B.
das Guinea Pig Apexin [29], neuronales Pentraxin 1 (NP1) [30], neuronales Pentraxin 2
(NP2) [31] und das transmembrane Protein neuronaler Pentraxin Rezeptor (NPTXR) [32]. In
2010 wurde ein weiteres Pentraxin, das PTX4, entdeckt. Wie auch bei den anderen
Mitgliedern der Familie ist das Gen, das PTX4 codiert, hochkonserviert. Allerdings hat PTX4
ein einzigartiges Muster der mRNA-Expression, das sich von dem anderer langer Pentraxine
unterscheidet. Anders als bei den NPTXs, ist die PTX4-Expression im Gehirn zum Beispiel
gering. Seine hohe Expression im Thymusstroma und der Milz ist einzigartig unter den

Pentraxinen [33].
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2.2.2 Die Stammesgeschichte der Pentraxin-Familie

Die Pentraxin-Domane ist bei Sdugern, niederen Wirbeltieren (Xenopus laevis, Danio rerio
und Takifugu rubripes) und bei Arthropoden (Limulus polyphemus, Tachypleus tridentatus,
Limulidae und Drosophila melanogaster) hoch konserviert. Ein phylogenetischer Baum hat

die Identifikation von funf Molekul-Hauptgruppen moglich gemacht [33].

Die erste Molekilgruppe bilden die kurzen Pentraxine, CRP und SAP, die von den
gemeinsamen Vorfahren aller Pentraxine abweichen. Sie wurden bei Chordata und auch bei
Arthropoden beobachtet, was andeutet, dass die Genduplikation, die diese hoch homologen
Proteine entstehen lieR, sich sehr frih wahrend der Evolution ereignete. Da die kurzen
Limulus-Pentraxine sich friher als die kurzen Pentraxine der Sduger in der Pentraxin-
Evolution entwickelt haben, erscheinen sie als Ast vor den kurzen Pentraxinen der Sduger und
bilden eine separate Klade (geschlossene Abstammungsgemeinschaft). Zur ersten
Molekilgruppe gehort auch Xenopus laevis XL-PXNL1, ein langes Pentraxin. Dieses lange
Pentraxin gruppiert sich vermutlich wegen der niedrigen Homologie zwischen seiner N-
terminalen Doméne und der N-terminalen Doméne der anderen langen Pentraxine zu den

kurzen Pentraxinen [33].

Die zweite Gruppe beinhaltet alle NPTXs, die eine Subklasse der langen Pentraxine sowohl in
Sdugern als auch in niederen Wirbeltieren sind. Ausgehend von der Lange des Astes kann
man schlussfolgern, dass NPR unter den NPTXs am Altesten ist. Es folgt dann spater NP2
und schlielich NP1. Mensch-, Maus- und Ratten-Orthologe von Apexin wurden bis jetzt
nicht gefunden [33]. Man vermutet, dass NP2 aufgrund der Sequenzgleichheit ein Apexin-
Ortholog ist [31]. Dementsprechend bildet Apexin in dieser Publikation eine Gruppe mit den
NPTXs, im Besonderen mit NP2  [33]. Apexin ist im Akromsom eines adulten
Meerschweinchens lokalisiert und ist das erste Pentraxin, bei dem eine intrazellulére
Lokalisation beobachtet wurde [29].

Die dritte Molekiilgruppe beinhaltet nur PTX3, dessen Sequenz bei Sdugern, bei Huhnern (G.
gallus) und beim Pufferfisch (T. rubripes) gefunden wurde. PTX3 entstand sehr friih wahrend

der Evolution der Pentraxine direkt vom gemeinsamen Vorfahr [33].

Beim Versuch humane und murine Orthologe zum Apexin zu finden, wurde mit PTX4 ein
weiteres, langes Pentraxin entdeckt. Dieses bildet mit dessen Orthologen in S&ugern, Xenopus
und D. rerio (Zebrafisch) die vierte Molekulgruppe. Auch PTX4 entstand sehr frih wéhrend

der Evolution der Pentraxine direkt vom gemeinsamen Vorfahr der Pentraxine [33].
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Die letzte Gruppe wird vom D. melanogaster B6 (oder CG3100-RA) -Protein und A.gambiae
AGAPO005038-PA reprasentiert. Das D. melanogaster B6-Protein ist ein 558 Aminosduren
langes Protein mit einer Pentraxin-Doméne, dessen biologische Funktion aber nicht bekannt

ist. Es stammt auch vom gemeinsamen Vorfahr der Pentraxine ab [33].

Der in der Publikation erstellte NJ-Baum zeigt den Mangel an Beziehungen zwischen den vier
Gruppen der langen Pentraxine und suggeriert, dass diese Subfamilien unabhangig durch
Fusionen des Gens, das fur die Ur-Pentraxin-Doméne codiert, mit anderen unverwandten

Sequenzen entstanden sind [33].

2.23 Die Stammesgeschichte der C- und der N-terminalen Domdane der langen
Pentraxine
Die Aminosaurengleichheit bei den Mitgliedern der langen Pentraxine ist in der C-terminalen
Doméne relativ hoch und liegt bei 28% zwischen humanem PTX3 und NP1 und bei 68%
zwischen humanem NP1 und NP2. Die Sequenzgleichheit ist niedriger in der N-terminalen
Doméne der Mitglieder der langen Pentraxine. So zeigt z.B. die N-terminale Doméane von
PTX3 nur 10% Homologie zur N-terminalen Doméane von NP1. Im Gegensatz dazu ist die
Gleichheit der N-terminalen Domane zwischen den NPTXs hoher und bewegt sich zwischen
28% und 38%, was auf die Existenz einer Subklasse der langen Pentraxine schliellen l&sst.
Die Sequenzéhnlichkeit im N-Terminus bei NP1, aber auch NP2 und PTX3 ist auf den
aulleren N-Terminus begrenzt [33]. Diese charakteristische Eigenschaft und auch die gréRere
Lange von NP1 und NP2 suggerieren die Présenz einer dritten Domane zwischen der N-

Terminalen und der Pentraxin-Doméne [34].

Bei einer weiteren phylogenetischen Analyse der Pentraxin- und der N-terminalen Domanen
der kurzen und langen Pentraxine der Spezies Mensch, Maus und Ratte fiel auf, dass die
Pentraxin- und die N-terminalen Domanen aller Orthologe zwei separate Gruppen bilden. Im
Gegensatz dazu bildet die N-terminale Domane von PTX3 einer jeden Spezies eine Gruppe
mit dem ganzen Molekil PTX3, was an der geringen Sequenzgleichheit zwischen den N-
terminalen Doménen der Orthologe liegt. Demgegeniber bilden die Pentraxindoménen der
verschiedenen Spezies zusammen eine Gruppe. Das gleiche Phanomen l&sst sich auch bei
PTX4 beobachten. Wie erwartet bilden die kurzen Pentraxine eine Gruppe. Diese Ergebnisse
bekréftigen die Hypothese, dass die N-terminale Doméne bei langen Pentraxinen sich

unabh&ngig von der Pentraxin-Doméne entwickelt hat [33].
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2.3 Das lange Pentraxin PTX3

2.3.1 Genorganisation und Expression

Das menschliche und das murine PTX3-Gen befindet sich auf Chromosom 3925 und ist in
drei Exons organisiert. Die ersten zwei Exons codieren fiir das Signalpeptid und die N-
terminale Doméne und das dritte Exon codiert fur die Pentraxin-Doméane [27]. Mdgliche
Bindungsstellen fur verschiedene Transkriptionsfaktoren wie z.B. Pul, AP-1, NF-«xB, SP1
und NF-IL-6 sind am Promotor sowohl beim menschlichen als auch beim murinen Gen
prasent [35]. Studien zur humanen und murinen Promotorregion zeigten, dass NF- B bei der
Reaktion auf die proinflammatorischen Zytokine TNF-alpha und IL-1R involviert ist, wahrend
AP-1 die basale Transkription von PTX3 fordert [35, 36].

PTX3 wurde urspringlich als ein Zytokin-induzierbares Gen in vaskuldren Endothelzellen
und Fibroblasten identifiziert [27, 28]. IL-1R stimuliert die PTX3-Expression in
Endothelzellen [37] und TNF-a induziert die PTX3-Expression in Fibroblasten [28]. Die
Expression von PTX3 wird schnell bei einer Vielzahl von Zelltypen ausgeldst. Stimuli hierfir
sind neben den eben genannten Zytokinen IL-1p und TNF-alpha auch TLR-Agonisten,
mikrobielle Bestandteile (z.B. LPS, OmpA, lipoarabinomannans) oder intakte
Mikroorganismen [26]. Myeloide dendritische Zellen sind neben Monozyten, Makrophagen,
glatten Muskelzellen, Nierenepithelzellen, Synovialzellen, Chondrozyten, Adipozyten,
alveolaren Epithelzellen, Gliazellen, Fibroblasten und Epithelzellen eine wesentliche Quelle
fir PTX3 [27, 38-45]. Im Gegensatz zu diesen Zelltypen, die PTX3 nur nach Stimulation
exprimieren, exprimieren sowohl humane als auch murine lymphatische Endothelzellen PTX3
konstitutiv [46-48].

Ruhende T- und B-Lymphozyten und NK-Zellen exprimieren PTX3-RNA nicht [49].
Neutrophile Granulozyten dagegen speichern PTX3 in ihren Granula, welches als Antwort auf
TLR- Agonisten freigegeben wird [50, 51]. Zudem hat man PTX3 bei Biopsien der
Dickdarm-Mucosa von Patienten, die an Inflammatory Bowel Disease erkrankt waren und in

neutrophilen Granulozyten in einem atherosklerotischen Plaque beobachtet [51, 52].

Das inflammatorische Zytokin IL-1f8 induziert groe Mengen an PTX3 in mononukledren
Zellen des peripheren Blutes wie z.B. Monozyten und Lymphozyten, wahrend IL-6 (als
Hauptstimulus von CRP und SAP) und auch typische Aktivatoren von Monozyten, wie das
CCL2, M-CSF, GM-CSF und IFN-y keine Stimuli fur PTX3 sind [49]. Beim Morbus
Castleman wurde dennoch eine PTX3-Expression nach Stimulation mit IL-6 beobachtet und
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auch beim Kaposi-Sarkom kommt es zu einer PTX3-Expression nach IL-6-Stimulation [53,
54]. IFN-y und IL-10 haben verschiedene Effekte auf die PTX3-Expression. Wahrend IFN-y
die PTX3-Produktion durch dendritische Zellen, Monozyten und Makrophagen hemmt,
stimuliert IL-10 die LPS-induzierte PTX3-Expression [51, 55]. IL-4, Dexamethason,
Calcitriol und Prostaglandin E2 hemmen ebenfalls die LPS-induzierte PTX3-Expression in

myeloiden dendritischen Zellen [55].

Verschiedene Signalketten kdnnen die PTX3-Produktion abhéngig vom Zelltyp und Stimulus
beeinflussen. Bei einem Herzinfarkt wird die PTX3-Expression beispielsweise durch den NF-
kB Pathway kontrolliert [56], wéhrend die Induktion von PTX3 durch TNF-o in
Lungenepithelzellen durch den JNK-Pathway positiv beeinflusst wird [42]. Des Weiteren
fordern high-density Lipoproteine (HDLs) die Produktion von PTX3 in Endothelzellen indem
sie den PI3K-Akt-Signalweg aktivieren [57].

Glucocorticoide regulieren ebenfalls die Expression von PTX3, indem sie die PTX3-
Produktion in nicht-hdmatopoetischen Zellen wie z.B. Fibroblasten oder Endothelzellen
auslosen oder unter inflammatorischen Bedingungen verstarken. Im Gegensatz dazu hemmen
Glucocorticoide die PTX3-Produktion in hamatopoetischen Zellen, beispielsweise in
dendritischen Zellen und Makrophagen [58]. Entsprechend dieser Beobachtungen erhéht sich
der PTX3-Blutgehalt nach Applikation von Glucocorticoiden. Zudem zeigen Patienten mit
Morbus Cushing erhéhte Werte an zirkulierendem PTX3 und solche mit einem iatrogenen

Hypocortisolismus dementsprechend niedrige Werte [58].

Des Weiteren wurde gezeigt, dass auch uroepitheliale Zellen PTX3 exprimieren [59].
Abhéngig von TLR4 und MyD88 erhoht sich die Expression schnell nach einer Stimulation
durch uropathogene Escherichia coli (UPEC) [59].

Man fand heraus, dass Neugeborene mit einem noch unreifen Immunsystem eine verminderte
Expression von PTX3 zeigen [60]. Demgegentber wird PTX3 von Brustepithelzellen und
CD11b*-Leukozyten exprimiert, wodurch hohe Konzentrationen von PTX3 in humaner und
muriner Milch entstehen. Dies fiihrt zu einem Infektionsschutz bei neugeborenen Mausen.
Darlber hinaus verstarkt humanes Kolostrum die Expression von PTX3 durch neonatale
Monozyten als Reaktion auf LPS. Interessanterweise konnte in Milchpulver fir Neugeborene,

das aus Kuhmilch hergestellt wurde, kein PTX3 nachgewiesen werden [60].

2.3.2 Struktur und N-Glykosylierung

Das humane und murine PTX3 ist ein multimeres Glycoprotein aus 381 Aminosauren und hat
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ein Signalpeptid mit einer Lange von 17 Aminosduren [27]. PTX3 beinhaltet eine N-
terminale Region und eine 203 Aminosduren lange C-terminale Region, die homolog ist zu
den kurzen Pentraxinen CRP und SAP [61]. Die N-terminale Region (Aminosauren 18-178)
ist beziehungslos zu jeglicher bekannten Proteinstruktur. Dennoch deuten Vorhersagen tber
die Sekundérstruktur an, dass dieser Teil des Proteins vier alpha-Helices bildet, von denen
drei (Aminosauren 78-97, 109-135 und 104-170) an der Bildung von Superhelices beteiligt
sind [62, 63]. Von diesen Superhelices wird angenommen, dass sie entweder eine verlangerte
oder eine verdichtete Form annehmen, was dann zu der Gestalt eines asymmetrischen
Oktamer fiihrt [63]. Die C-terminale Doméne von PTX3 (Aminosauren 179-381) ist bis zu
57 % homolog zu der der kurzen Pentraxine CRP und SAP [61, 64]. Die Aminosdurenreste,
die die Calcium-bindende-Tasche beim CRP und auch beim SAP formen, fehlen in der
Pentraxin-Domane des PTX3, was mdoglicherweise sein Bindungsverhalten erklart (z.B.
bindet PTX3 C1qg Calcium-unabhdngig) [34]. Studien mit rekombinanten Praparationen der
N- und der C-terminalen Doméne von PTX3 haben gezeigt, dass die Liganden FGF2, Inter-a-
Inhibitor und die Konidien von Aspergillus fumigatus an die N-terminale-Region binden [65-
67]. C1lg und P-Selectin binden an die Pentraxin-Domane [37, 61, 68], wohingegen beide

Domaénen mit dem Komplement-Faktor H interagieren [69].

Eine einzige N-Glykosylierung findet man in der C-terminalen Doméne bei Asparagin220
(Asn220). Sie besteht aus fucosylierten und sialylierten Zuckerresten mit einem geringen
Anteil mehrfach verzweigter Glykane [70]. Untersuchungen der Sequenz des humanen PTX3
deuten darauf hin, dass die N-Glykosylierung bei Asn220 der Grund flr ein hoheres
Molekulargewicht ist, das bei einer SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen beobachtet
wurde (45 kDa gegeniber den berechneten 40 kDa) [61].

Das humane PTX3-Protein weist eine komplexe Quartarstruktur mit Protomeren auf, die sich
zu einem Oktamer zusammenlagern (high order Oligomerization), stabilisiert durch
Disulfidbriicken [61]. Massenspektrometrie und gezielte Mutagenese des rekombinanten
Proteins zeigen, dass PTX3 aus kovalent verknipften Oktameren mit einem
Molekulargewicht von 340 kDa besteht. Cysteinreste an den Positionen 47, 49 und 103 in der
N-terminalen-Region formen dabei drei Disulfidbindungen zwischen den Ketten, die vier
Proteinuntereinheiten zu einem Tetramer zusammenhalten. Zwei Tetramere sind durch
zusétzliche Zwischenkettenbriicken (interchain bridges) zu einem Oktamer verbunden, an
denen die Cysteine der C-terminalen Doméne Cys317 und Cys318 beteiligt sind [71].
Insgesamt hat das humane PTX3 neun Cysteinreste: drei in der N-terminalen Region (Cys*’,

103

Cys* und Cys'™) und sechs in der C-terminalen Region (Cys'’”®, Cys*?®, Cys*"*, Cys*"/,
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Cys*® und Cys®"). Cys-Reste an den Positionen 210 und 271 sind hoch konserviert bei den
Pentraxinen und basierend auf der Homologie zu CRP und SAP sind sie wahrscheinlich an
Disulfidbrickenbindungen innerhalb einer Kette beteiligt [34, 61].

233 PTX3 und das Komplementsystem

Der Komplementfaktor C1q ist der zuerst entdeckte Ligand von PTX3 und Hauptaktivator des
klassischen Wegs [37, 61]. Die Wechselwirkung zwischen der Pentraxin-Domane des PTX3
[61] und dem runden Kopf von C1q tritt Calcium-abh&ngig auf und fuhrt entweder zur
Aktivierung oder zur Hemmung der Komplementkaskade, abhéngig von der Art und Weise
wie es préasentiert wird. Die Wechselwirkung zwischen Clq und PTX3, das an einer
mikrobiellen Oberflache gebunden und somit nicht beweglich ist, fuhrt zur Aktivierung der
klassischen Komplementkaskade. Andererseits hemmt die Wechselwirkung zwischen Clq
und ,,beweglichem® PTX3 in der fliissigen Phase die Aktivierung des klassischen Wegs der
Komplementkaskade [37].

Inforzato et al. sind in ihrem Paper ,,The ,,sweet* side of long pentraxin: how glycosylation
affects PTX3 functions in innate immunity and inflammation® allerdings der Meinung, dass
PTX3 Calcium-unabhangig an C1q bindet [72]. Unglykosyliertes PTX3 zeigt dementgegen
eine effizientere Bindung an C1q, was zu einer gesteigerten Komplementaktivierung fuhrt
[70]. PTX3 interagiert ebenfalls mit Faktor H, dem Hauptregulator des alternativen Weges,
indem er an PTX3-beschichtete Flachen bindet und so eine Uberschielende Aktivierung der
Komplementkaskade limitiert [69]. In &hnlicher Weise interagiert PTX3 mit C4BP, das die
Komplementaktivierung hemmt, da es als Cofaktor von Faktor | auftritt und C4b inaktiviert
[73]. Diese Wechselwirkung fordert die Rekrutierung von C4BP auf apoptotischen Zellen
und in der extrazellularen Matrix, sodass eine exzessive, lokale Komplementaktivierung
verhindert wird, die andernfalls zu einer Entziindung oder Gewebeschaden fiihren wirde
[73].

PTX3 interagiert auch mit den drei Mitgliedern des Lektin-Wegs: Ficolin-1, Ficolin-2 und
Mannose-bindendes Lektin (MBL) [74-76]. Es erhoht die Ablagerung von Ficolin-2 und
MBL auf der Oberflache von Aspergillus fumigatus und Candida albicans und fordert die
Komplement-vermittelte, angeborene Immunantwort [75, 76]. Zum Beispiel bindet der MBL-
PTX3-Komplex C1q und verstéarkt so die Ablage von C3 und C4 auf C. albicans und férdert
die Phagozytose des Erregers [77]. In &hnlicher Weise ist bewegungsunfahiges PTX3 in der
Lage eine Ficolin-1-abhdngige Aktivierung des Lektin-Wegs auszulésen [74]. Jingste

Studien zeigten eine Ablage eines Ficolin-1-PTX3-Komplexes auf der Oberflache von
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apoptotischen Zellen [78]. Dieser Komplex ermdglicht die Beseitigung von apoptotischen

Zellen und reguliert das Freisetzen von IL-8 durch Makrophagen herunter [78].

234 Die Rolle von PTX3 bei der Wirtsabwehr und bei Entziindungen

PTX3 bindet an ein breites Spektrum von Mikroorganismen wie z.B. ausgewahlte Pilze, Viren
und Bakterien. Spezifische Bindungen wurden zu Zymosan und Paracoccidioides brasiliensis
[79], Pseudomonas aeruginosa [80], Konidien von Aspergillus fumigatus [81], Klebsiella
pneumoniae [82], UPEC [59], Salmonella typhimurium [81], humanes und murines
Cytomegalovirus (MCMV) [83] und ausgewahlten Stdmme des Influenza Virus [84]
beobachtet. PTX3"-Mause zeigen eine erhdhte Anfalligkeit fiir eine pulmonare Aspergillose
und haben demnach auch eine héhere Sterblichkeit als Wildtyp-Méause [81]. Bei der Lunge
einer PTX3"-Maus sind die IFN-y- und IL-12-Werte vermindert und die IL-4-Werte sind
erhoht. Dieses Ergebnis suggeriert, dass bei einer PTX3-defizienten Maus das Nicht-
Erkennen von Konidien von Aspergillus fumigatus mit einer fehlenden Entwicklung einer
Typl-T-Helferzellen-Antwort einhergeht und es im Gegensatz dazu aber zu einem
Zytokinprofil in Richtung einer Typ2-T-Helferzellen-Antwort kommt [81]. Eine Behandlung
mit rekombinantem PTX3 &ndert den Phanotyp auf eine protektive Thl-Antwort um, was
zeigt, dass PTX3 an einer Steuerung der Immunantwort beteiligt ist [81, 85]. Ahnlich ist es
bei einer chronisch granulomatésen Erkrankung (p47°""- M@use). Die pathogene
Entzindung und eine Th17-Antwort, die durch eine Aspergillus fumigatus-Infektion ausgeldst
wird, kann durch PTX3 vermindert werden [86]. PTX3 stellt die Fahigkeit des Korpers sich
gegen Pilzerkrankungen zu schiitzen wieder her, schrankt eine Th2/ Th17-Antwort ein und
verstarkt eine Thl/ Tg-Antwort [86].

Phagozyten mit einer PTX3-Defizienz kdnnen Aspergillus fumigatus nicht oder nur schlecht
erkennen und beseitigen. Die Gabe von PTX3 &ndert diesen Zustand allerdings, sodass nahe
liegt, dass PTX3 eine opsonisierende Eigenschaft besitzt [50, 67, 81]. Dementsprechend
verstarkt PTX3 die Erkennung und Phagozytose von Konidien von Aspergillus fumigatus
durch neutrophile Granulozyten durch einen FcyR-, CD11b- und Komplement-abhangigen
Mechanismus [67]. Pentraxine binden an Fcy-Rezeptoren und aktivieren eine Leukozyten-
mediierte Phagozytose, weshalb Fcy-Rs als Pentraxin-Rezeptoren vorgeschlagen wurden [77].
Diese Wechselwirkung fihrt zu einer Aktivierung von CR3 (CD11b/CD18) und dabei kommt
es zu einer Phagozytose von C3-opsonisierten Pathogenen [67]. Dementsprechend ist die
Rekrutierung von CDI11b in den ,,phagocytic cup®“ bei PTX3- und FcyR-defizienten
neutrophilen Granulozyten mangelhaft und rekombinantes PTX3 hebt diesen mangelhaften
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Phénotyp bei PTX3-defizienten Neutrophilen, aber nicht bei FcyR-defizienten neutrophilen
Granulozyten auf [67]. Gegen Pseudomonas aeruginosa wirkt PTX3 auch als ein Opsonin
und dadurch kann das Bakterium von neutrophilen Granulozyten erkannt werden [13]. Dieser
prophagozytotische Effekt wird bei Clg-defizienten Méausen, aber nicht bei C3- und FcyR-
defizienten Mausen beibehalten, sodass nahe liegt, dass die verstarkte Phagozytose von
PTX3-opsonierten  Pseudomonas aeruginosa durch das Wechselspiel zwischen
Komplementsystem und Fcy-Rezeptoren auftritt [13]. Bei einer chronischen Pseudomonas
aeruginosa- Lungeninfektion, die zu Morbiditit und Mortalitit bei Patienten mit
Mukoviszidose flhrt, hat PTX3 eine grolRe therapeutische Aktivitdt [13]. Eine Behandlung
mit rekombinantem PTX3 reduziert den Befall der Lunge mit den Bakterien und die
Lungenentziindung [13]. Zusatzlich zu dieser therapeutischen Aktivitat bei ausgewachsenen
Maéusen konnte gezeigt werden, dass PTX3 neugeborene Mause schitzt [60]. Oral
verabreichtes PTX3 verbreitet sich schnell im Gewebe und schitzt daher vor einer

Pseudomonas aeruginosa-Lungeninfektion [60].

In 2014 wurde PTX3 als das erste PRM identifiziert, das den Korper bei einer Infektion des
Harntrakts (UTI) durch uropathogene E.colis (UPEC) schutzt [59]. Bei einer
Harnwegsinfektion kann man PTX3 vergesellschaftet mit Entziindungszellen finden, die den
Harntrakt infiltrieren. UPEC fuhrt, TLR4- und MyD88 abhéngig, zu einer schnellen
Expression von PTX3 in uroepthithelialen Zellen. Sezerniertes PTX3 verstarkt dann die
Aufnahme von UPEC in neutrophilen Granulozyten. Dementsprechend kdénnen PTX3-
defiziente M&use UPEC nur mangelhaft erkennen und beseitigen, was zu einer verscharften
Entziindung und einer Schadigung des befallenen Gewebes flhrt. Dies zeigt, dass PTX3 auch
eine fundamentale Rolle im Kampf gegen eine Harnwegsinfektion spielt [59]. Bei Menschen,
die an einer Harnwegsinfektion erkrankt waren, wurde PTX3 in Blasenschnitten gefunden.
Lokale und systemische Konzentrationen von PTX3 korrelierten hierbei mit dem Ausmal der
Krankheit. Schlussendlich war noch auffallig, dass in Kohorten mit Patienten, die fur
Harnwegsinfektionen empféanglich waren, PTX3-Genpolymorphismen mit der Anfélligkeit

flr akute Nierenbeckenentziindung und Blasenentziindung assoziiert waren [59].

PTX3 hat des Weiteren die F&higkeit, Entzindungsantworten zu verstirken, was bei einer
Wechselwirkung zwischen PTX3 und dem OmpA von Klebsiella pneumoniae (KpOmpA)
beobachtet wurde [82]. Es optimiert in vivo die lokale Entziindung, die durch KpOmpA
hervorgerufen ~ wurde,  beziglich  Zellrekrutierung und  der  Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen [82]. Diese verstarkte Entzindung ist abhdngig vom

Komplementsystem und sie klingt ab, sobald der Patient mit Komplement-Inhibitoren



Literaturtibersicht 12

behandelt wird [87]. Bei Méusen, die PTX3 Uberexprimieren, wurde beobachtet, dass eine
Infektion mit Klebsiella pneumoniae mit einer verstarkten Fahigkeit proinflammatorische
Mediatoren, wie z.B. NO und TNF-alpha, zu produzieren, einher geht. Abhangig von der
Dosis des Pathogens flhrt das entweder zum Schutz oder zu einem schnelleren Tod [88].
Aber es ist wichtig zu wissen, dass dieser Mechanismus nicht auf alle Mikroorganismen
abgeleitet werden kann, denn PTX3 modifiziert die Entzindungsantwort nicht, wenn sie
durch LPS ausgeldst wurde. LPS ist ein Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien, den
PTX3 nicht erkennen kann [87].

PTX3 interagiert ebenfalls mit Zymosan und tritt hierbei als Opsonin auf. In Abwesenheit von
PTX3 internalisieren Makrophagen Zymosan oder Zymosan-positive Pathogene, wie z.B.
Paracoccidioides brasiliensis, abhéngig von Dectin-1.Wenn PTX3 anwesend ist, binden die
acht Untereinheiten des Proteins acht Zymosan-Partikel und diese kdénnen dann Dectin-1-
abhangig in einen Makrophagen aufgenommen werden. PTX3-abhangig kénnen also in einem
Schritt mehrere Zymosanpartikel aufgenommen werden als ohne PTX3. Diese zuletzt
beschriebene Aktivitat von PTX3 lasst auch mehr Dectin-1 exprimieren, sodass noch mehr

Zymosan aufgenommen werden kann [79].

Bei viralen Infektionen spielt PTX3 ebenso eine grolRe Rolle. Beispielsweise bindet es an das
murine und humane Cytomegalovirus und reduziert damit den viralen Eintritt und die
Infektositat in vitro [83]. PTX3-defiziente Méuse haben eine héhere Anfélligkeit fir
Cytomegaloviren als Wildtyp-Méause und PTX3 schitzt Mé&use vor einer MCMV-
Erstinfektion und einer Reaktivierung in vivo ebenso wie bei einer Aspergillus Superinfektion
[83]. Durch eine Interaktion des Sialinsdurerests der N-Glykosylierung und dem viralen
Hamagglutinin bindet humanes und murines PTX3 auch an das Influenzavirus (H3N2) [84].
Es inhibiert die Hdmagglutination und auch die Aktivitat der viralen Neuraminidase und
neutralisiert die Virusinfektiositdt [84]. Neueste Arbeiten haben gezeigt, dass PTX3-
defiziente M&use anfalliger sind flr Influenza- Infektionen (H3N2) als Wildtypmause und
dass eine Behandlung mit rekombinantem PTX3 die Mortalitdt und die virale Belastung
reduzieren kann [84]. Im Gegensatz dazu scheint PTX3 bei der Abwehr von H1IN1-
Influenzaviren ineffektiv zu sein [89]. Die Spezifitat des viralen Hamagglutinin und der
Neuraminidase fur einen bestimmten Typ Sialinsdure bestimmt die Empfindlichkeit von
unterschiedlichen Influenza-Virusstammen flr die antivirale Aktivitdt von PTX3  [90].
Deshalb bewirkt ein Austausch einer einzigen Aminosdaure im H&magglutinin des H3N2-

Virus die Resistenz gegen PTX3 und verstérkt die Virulenz bei der Maus [90].
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Polymorphismen im PTX3-Gen korrelieren mit einer erhohten Anfélligkeit flr eine
pulmonare Tuberkulose, einer schweren Infektion des Harntrakts und dem Risiko eines
Mukoviszidose-Patienten sich mit Pseudomonas aeruginosa zu infizieren [59, 91, 92].
Ergédnzend dazu wurden PTX3-Polymorphismen mit der Anfélligkeit fur eine Aspergillus
fumigatus-Infektion bei zwei Patientenkohorten, denen gerade Knochenmark transplantiert
wurde, assoziiert [93]. Kurzlich hat eine Studie angedeutet, dass PTX3-Polymorphismen die
Stabilitdt der mRNA veréndern kénnen, was zu einer verringerten Expression von PTXS3,
beeintrachtigter Phagozytose und der Freigabe von Aspergillus fumigatus aus neutrophilen
Granulozyten fuhrt [93].

2.3.5 PTX3 bei sterilen Entziindungen

Verschiedene Studien untersuchen die Rolle von PTX3 bei der Modulation der
Entzindungsantwort. So bindet PTX3 uber seine N-Glykosylierung selektiv an P-Selectin und
die Gabe von PTX3 oder endogen sezerniertes PTX3 durch hdmatopoetische Zellen fiihrt zu
einer negativen Feedbackschleife, die ein exzessives, P-Selectin-abhangiges Rekrutieren von
neutrophilen Granulozyten verhindert [20, 94]. Deshalb dampft von hamatopoetischen Zellen
sezerniertes PTX3 die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten und reguliert somit die
Entziindung [20]. Demzufolge spielt PTX3 auch eine schutzende Rolle bei akuter
Lungeninsuffizienz und eine PTX3-Defizienz verstarkt die Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten, die Aktivierung der Gerinnungskaskade, den Zelltod und die

Entzindungsantwort [95].

Eine neuere Studie vermutet, dass PTX3 eine interstitielle Fibrose hemmt, die durch akutes
Nierenversagen induziert ist [96]. Bei einem Modell einer Reperfusion einer renalen
Ischdmie verstarkt eine Behandlung mit PTX3 die Rekonvaleszenz, unterdriickt die

Glomerulosklerose und hemmt die interstitielle Fibrose [96].

PTX3 ist auch bei der Entziindungsmodulation eines Myocardinfarkts und einer
Arteriosklerose beteiligt [97]. Es wurde hierbei beobachtet, dass PTX3 bei einem
Myocardinfarkt schnell ausgeschittet wird und der Myocard-Schaden bei PTX3-defizienten
Mausen erhoht ist, sodass angenommen werden kann, dass PTX3 eine cardioprotektive Rolle
spielt [56]. In Bezug auf das Komplementsystem wurde bei PTX3-defizienten Mausen eine
grollere Ablagerung vom Faktor C3 beobachtet, ahnlich einer fehlenden Interaktion von

PTX3 mit dem Fakor H, was eine verschérfte Komplementaktivierung verhindert [56, 69].

In einem Arteriosklerosis-Mausmodell zeigt eine PTX3- und Apolipoprotein-E-defiziente
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Maus groRe Aortenlésionen, ein grofer ausgepragtes Entziindungsprofil in der GefaBwand
und eine erhohte Akkumulation von Makrophagen in Plaques [98]. Als Kontrast zu diesem
protektiven Effekt ist das Fehlen von PTX3 bei einem Mausmodell zur interstinalen Ischamie
und Reperfusion begleitet von einer verringerten Gewebsentziindung und einer verringerten
Letalitat [99]. Interessanterweise macht die intravendse Gabe von PTX3 vor der Reperfusion
den Schutz rickgangig, was in PTX3-defizienten M&usen beobachtet wurde. Die Gabe von
PTX3 an Wildtyp-Mdusen verschlechtert die Gewebeschadigung und Letalitat
dementsprechend [99]. Im Grundsatz zeigen diese Daten, dass PTX3 eine protektive Rolle
bei Reperfusionsschéden in Herz und Niere spielt und bei Reperfusionsschaden des Darms

schadlich ist.

PTX3 interagiert mit dem Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (FGF-2), der Chemotaxis,
Endothelzellproliferation und in vivo Neovaskularisation férdert. Sowohl FGF-2 als auch
PTX3 werden wahrend einer Entzundung durch Elemente der GefédBwand wie z.B.
Endothelzellen oder glatte Muskelzellen produziert. PTX3 bindet FGF-2 mit seiner N-
terminalen Doméne (97-110) [65]. Es bindet mit hoher Affinitat an FGF-2, aber nicht an
FGF-1, FGF-4 oder FGF-8 [100]. Die Interaktion zwischen PTX3 und FGF-2 hemmt die
Bindung von FGF-2 an Endothelzellrezeptoren, was eine FGF-2-abhangige
Endothelzellproliferation in vitro und eine Angiogenese in vivo hemmt [100]. Neueste Daten
zeigen anhand der Zellen von Myelompatienten, dass PTX3 FGF-2-abhéngige Aktivitaten
von Endothelzellen und Fibroblasten hemmt, wie z.B. die Lebensfahigkeit, Chemotaxis,
Angiogenese und Zytokinsekretion. Des Weiteren hemmt PTX3 die Adhé&sion von
Knochenmarks-Plasmazellen [101]. Deshalb kénnte PTX3 einen apoptotischen Effekt auf
Endothelzellen und Fibroblasten, aber auch auf Knochenmarks-Plasmazellen haben, da es die
Aktivitaten dieser Zellen hemmt [101]. Zusatzlich hemmt PTX3 auch die Proliferation von
glatten Muskelzellen und die Chemotaxis, die durch endogenes FGF-2 bzw. durch exogenes,
rekombinantes FGF-2 angetrieben ist [102]. Des Weiteren vermindert PTX3 das Verdicken
der Intima nach einer Verletzung der Arteria carotis durch einen Ballonkatheter und
verhindert somit eine Stenose der Arterie [102]. PTX3 antagonisiert auch FGF-8b und hemmt
somit FGF-8b-abhéngige Vaskularisation und das Wachstum von Tumoren, die durch
Steroidhormone reguliert werden [103]. Wie schon bei FGF-2 beobachtet wurde, verhindert
PTX3, dass FGF-8b an seinen Rezeptor bindet. Es hemmt die Proliferation von
Endothelzellen und die Chemotaxis und unterdrickt die FGF-8b-induzierte
Neovaskularisation in vivo [103]. Des Weiteren kann es die Proliferation von TRAMP-C2-
Zellen inhibieren, nachdem sie mit FGF-2 oder FGF-8b stimuliert wurden. TRAMP-C2-
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Zellen sind Zellen, die aus einem Mausmodell zu Prostatakrebs isoliert wurden [104]. Somit
verhindert eine PTX3-Uberexpression in TRAMP-C2-Zellen die Bildung neuer Gefake und
Tumore zu bilden, wenn diese in genidentische oder immungeschwéchte ménnliche Mduse
ohne Thymus transplantiert werden [104]. PTX3 hat ebenfalls die Funktion die FGF-2-
angetriebene Proliferation und nachgeschaltete FGF-2-Rezeptor-Signale in murinen
Melanomzellen zu hemmen [105]. Eine PTX3-Uberexpression hemmt in diesen Zellen ihre
Umwandlung von einem epithel&dhnlichen zu einem mesenchymalen Erscheinungsbild und ihr
Wachstum. Des Weiteren reduziert eine PTX3-Uberexpression ihre Motilitait  [105].
Dementsprechend ist die Fahigkeit Tumore und Metastasen zu bilden bei PTX3-

Uberexpression von murinen Melanomzellen reduziert [105].

PTX3 wurde auch in der viscoelastischen, hyaluronreichen Matrix im Kumulus-Oozyten-
Komplex gefunden. Diese Matrix bildet sich um die Eizelle herum aus [106]. Hier interagiert
PTX3 mit TSG-6 und dem Inter-a-Trypsin-Inhibitor. Diese zwei Molekule sind erforderlich
fur den Einbau des neu synthetisierten Hyalurons in die Matrix, was ein wichtiger Schritt ist
um die Matrix zu organisieren und zu stabilisieren [66, 106]. Als Konsequenz zeigt eine
PTX3-defiziente weibliche Maus Fertilitatsstérungen, da ihre Cumulus-Oophorus-Matrix
instabil st [106]. Studien zeigten, dass PTX3 grundsatzlich von humanen
Amnionmembranzellen (Eihaut) exprimiert wird [107].

2.3.6 PTX3 und Autoimmunitat

Sterbende Zellen geben ihren proinflammatorischen Inhalt frei, nachdem sie ihre zellulére
Integritat verloren haben, und aktivieren damit benachbarte Zellen. Deshalb ist eine schnelle
und effiziente Beseitigung von apoptotischen Zellen erforderlich [108]. Pentraxine sind an
solch einer Eliminierung von apoptotischen Zellen beteiligt [108]. Wé&hrend die kurzen
Pentraxine CRP und SAP apoptotische Zellen opsonieren und so ihre Beseitigung foérdern,
hemmt das Binden von PTX3 an sterbende Zellen ihre Eliminierung durch Phagozyten [109-
111]. Wenn PTX3 mit C1lg zusammen in der flissigen Phase vorhanden ist, ist das Binden
von Clg an apoptotische Zellen signifikant verringert, was bedeutet, dass C1q nicht als
Opsonin wirken kann. Des Weiteren hemmt PTX3 die Clg-induzierte Ablage von C3b auf
apoptotischen Zellen und somit auch deren Phagozytose, da C3b ebenfalls ein Opsonin ist
[112]. Im Gegensatz dazu ist die Ablage von C1q und C3 auf apoptotischen Zellen erhoht,
wenn sie vorher mit PTX3 inkubiert wurden [37]. Opsonierung von apoptotischen Zellen
durch Faktor H limitiert die Komplement-mediierte Lyse dieser Zellen [113]. Die

Opsonierung von apoptotischen Zellen durch PTX3 verstérkt interessanterweise aber die
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Ablage von Faktor H auf ihrer Oberflache, was die Aktivierung des alternativen Wegs bei

Gewebeschéden reguliert [69].

Bei neutrophilen Granulozyten akkumuliert endogenes PTX3 in Blaschen auf der Oberflache
von spéten apoptotischen Zellen, da sie aktiv durch Kaspase-Aktivierung und durch die Rho-
Kinase 1 aus der Granula verlagert werden [114]. Membranassoziiertes PTX3 wurde
ebenfalls bei spaten apoptotischen Makrophagen beobachtet [115]. Bei beiden Arten spater
apoptotischer Zellen wirkt membranassoziiertes PTX3 als ,,Iss-mich*“-Molekil, was ihre
Phagozytose durch andere Phagozyten beglnstigt [114]. In Einklang mit der
prophagozytischen Aktivitdt des membranassoziierten PTX3, fordert PTX3 die schnelle
Elimination von apoptotischen T-Zellen in vivo im Mausmodell zum systemischen Lupus
erythematosus (SLE) [116]. Eine PTX3-Defizienz bei einem genetischen Lupus-Hintergrund
(C57BL/6 lpr) ist mit einer verscharften Autoimmun-Lungen-Erkrankung und mit einer
selektiven Expansion CD4/CD8-doppelt-negativer, autoreaktiver T-Zellen vergesellschaftet
[116].

2.3.7 Klinische Bedeutung

CRP wird seit Ober 75 Jahre umfangreich als unspezifischer Marker fir Infektionen,
Entziindungen und Gewebeschaden genutzt. Basierend auf den Ahnlichkeiten zu CRP und der
schnellen Produktion bei einer Entzlindung ist man bestrebt, den Nutzen von PTX3 auch als
Marker und als therapeutischen Wirkstoff festzulegen. PTX3 verhélt sich wie ein Akute-
Phase-Protein und seine Blut-Konzentration, die unter normalen Bedingungen gering ist (25
ng/ml bei der Maus und <2ng/ml beim Menschen), erhéht sich schnell (die Spitze wird nach
6-8 Stunden erreicht) und dramatisch (200-800 ng/ml) bei einer Entziindung, zum Beispiel bei
einer Infektion, granulomatdser Polyangiitis, akutem progressivem Lungenversagen,
mikrospkopischer Polyangiitis und Sepsis oder septischem Schock [97, 117-119]. Wichtig
ist, dass die Plasmakonzentrationen von PTX3 bei Patienten mit Pilzinfektionen in der Lunge,
Meningokokken-Infektionen, Denguefieber, Tuberkulose und Leptospirose signifikant erhéht
sind. Des Weiteren korreliert der Plasmaspiegel von PTX3 mit der Schwere der Krankheit
und der Mortalitdt [120-124]. Praklinisch hat man die therapeutische Funktion von PTX3
gegen Pathogene bewiesen und dadurch den Weg fir fortlaufende Studien Uber den
maoglichen Nutzen von PTX3 als einen antimykotischen Wirkstoff bei immungeschwéchten
Patienten geebnet. Interessanterweise kommt es in den Luftwegen von Mukoviszidose-
Patienten zu einer proteolytische Spaltung von PTX3 durch Proteasen von Aspergillus

fumigatus. Das kdnnte zumindest partiell die wiederkehrende Lungenaspergillose, die bei
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diesen Patienten beobachtet wurde, erklaren [125].

Patienten mit einer schweren Sepsis, einem systemischen inflammatorischen Response-
Syndrom oder Infektionsverdacht wiesen einen hohen Spiegel von zirkulierendem PTX3 auf
[126-128]. Es ist umstritten, ob PTX3-Plasmaspiegel mit Stoffwechselkrankheiten oder
Adipositas in Beziehung stehen [129].

PTX3-Konzentrationsspiegel wurden auch mit cardiovaskuldren Risikofaktoren und der
Schwere der Erkrankung in Zusammenhang gebracht und haben einen prognostischen Wert
bei einer ischdmischen Herzerkrankung [130, 131]. Bei Patienten mit einem Herzinfarkt
erhdhen sich die PTX3-Plasmakonzentrationen rasch mit einer Spitze nach sechs bis acht
Stunden nach dem Einsetzen der Symptome. Zwischen den anderen géngigen Markern wie
z.B. CRP, NT-proBNP, troponinT ragt der PTX3-Plasmaspiegel als einziger unabhéngiger
Mortalitdtsanzeiger innerhalb von drei Monaten heraus [130, 132]. Andere Studien
bestdtigten, dass PTX3-Blutspiegel mit cardiovaskularen Erkrankungen und der
Gesamtsterblichkeit assoziiert sind [133]. Bei zwei groRen Herzinsuffizienz-Studien fand
man heraus, dass ein erhohter PTX3-Spiegel mit einem hoheren Risiko an Gesamtmortalitat
zusammenhéngt und eine 3-Monats-Verédnderung des PTX3-Spiegels mit Todesféllen
assoziiert wurde [132]. In einer prospektiven Multi-Center-Studie mit 223 Patienten nach
einer Herz-OP zeigten PTX3-Blutspiegel pradiktive Werte einer kurzzeitigen, funktionellen
Erholung und die basale Konzentration von PTX3 war die einzige Grof3e assoziiert mit der 1-
Jahres-Inzidenz eines grof3en, unerwiinschten, cardiovaskularen Vorfalls [134]. Bei Patienten
mit einer instabilen Angina pectoris [135, 136] und mit einer nichtrheumatischen
Aortenklappenstenose [137] waren die Spiegel an zirkulierendem PTX3 ebenfalls erhoht.
Solche erhohten Spiegel sind auch verbunden mit einer Entzlindungsreaktion und einer

Verdickung der Neointima nach einem Geféal3schaden [138].

Bei Schwangerschaftskomplikationen, wie z.B. einer Prdeklampsie oder intrauteriner
Wachstumsretardierung [139-141] oder einer spontanen Friihgeburt und im Speziellen bei
einer Vaskulopathie der Plazenta [142], sind erhohte maternale PTX3-Spiegel auffallig.
AuBerdem ist PTX3 Bestandteil der Amnionflussigkeit und dessen Konzentration ist bei einer
intraamniotischen Entziindung/ Infektion und bei Friihwehen erhéht [143-145]. Im Gegensatz
dazu wurden erhdhte maternale PTX3-Spiegel wahrend der Wehen beobachtet, die aber nicht

auf eine intraamniotische Entzlindung oder Infektion bezogen sind [146].

Erhohte ~ PTX3-Expressionsniveaus  wurden  auch  bei  einer  Reihe  von

Autoimmunerkrankungen beobachtet, wie z.B. im Blut von Patienten mit einer Vaskulitis der
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kleinen Gefél3e und in der Synovia von Patienten mit rheumatoider Arthritis, aber nicht beim
SLE [118, 147]. Diese Diskrepanz konnte, zumindest in Teilen, damit erklart werden, dass
Lupus-Patienten anti-PTX3-Autoantikérper bilden, Patienten anderer Rheuma-Autoimmun-
Erkrankungen (wie z.B. Polydermatomyositits, systemische Sklerose, Sjérgen-Syndrom und
Psoriasis Arthritis) aber nicht [148, 149].

PTX3 wurde als eine essentielle Komponente der angeborenen Resistenz gegen Harninfekte
identifiziert [59]. Bei Patienten mit einer akuten Pyelonephritis verringert sich der PTX3-
Spiegel im Urin wahrend einer Behandlung mit Antibiotika und er korreliert mit einer
Hé&maturie. Zusatzlich korreliert der PTX3-Serumspiegel mit klinischen Parametern wie z.B.
Harnstoff- und Kreatiningehalt [59].

Bei Lungenkrebs wurde eine PTX3-Expression ebenfalls beobachtet [150], aber auch bei
myeloproliferativer Neoplasie [151], Gliomen [152], Ovarialtumoren [153], myxoidem
Liposarkom [154], Prostatakarzinom [155] und beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus
[156]. Die Expression von PTX3 kann in Tumorgewebe, wie z.B. bei Prostatakrebs [155],
hochreguliert sein und ist mit einer schlechten Prognose bei Eierstockkrebs [153] und
fortgeschrittenem Stadium eines Gliom [152] verbunden. In Ubereinstimmung mit der
Antitumor-Wirkung von PTX3 bei experimentellem Prostatakrebs zeigt eine
immunhistochemische Analyse von Prostatabiopsien, dass die PTX3-Expression bei
hochgradiger prostatischer intraepithelialer Neoplasie und in invasiven Tumorarealen
gesunken ist, da parallel die nicht-neoplastischen Parenchymzellen, die PTX3 exprimieren,

wéhrend der Krebsprogression weichen [104].

2.4 Akute Phase Proteine bei Haus-und Nutztieren

Akute Phase Proteine sind Blutproteine, die dazu genutzt werden koénnen, die systemische
Antwort auf eine Infektion, Entziindung oder Trauma zu beurteilen [1-3]. Diese Proteine
verandern ihre Serumkonzentration um mehr als 25% als eine Antwort auf
proinflammatorische zytokine. Als guantitative Biomarker kdnnen Akute Phase Proteine bei
der Diagnose und der Prognose einer Erkrankung und beim Monitoring der Therapie wie auch

beim generellen Gesundheitsscreening genutzt werden.

Je nach Hohe des Anstiegs einzelner Akute Phase Proteine werden diese in major Akute
Phase Proteine, in moderate und in minor Akute Phase Proteine eingeteilt. Dabei haben bei

gesunden Tieren major APP eine geringe Serumkonzentration (<lupg/L) und steigen
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dramatisch auf das 100 bis 1000-fache nach Stimulation an, erreichen ein Maximum nach 24-
48 Stunden und nehmen wéhrend der Erholungsphase schnell wieder ab. Moderate APP
erhohen sich um das flinf- bis zehnfache nach Aktivierung, haben ihr Maximum nach zwei bis
drei Tagen und verringern sich langsamer als die major APPs. Ein minor APP erhéht sich
ausgehend von seinem Ruhezustand allmahlich um 50 bis 100 %. Negative APP-Biomarker,
bei denen die Konzentration wahrend der Entziindungsantwort sinkt, sind auch bekannt, aber
aufer bei Albumin ist ihr Nutzen in der Veterindrmedizin nicht gebrauchlich [157].

Proinflammatorische Zytokine, die eine Akute Phase Antwort induzieren, haben vielfaltige
Quellen, Ziele und Funktionen [158]. Zu ihnen gehdren IL-1, IL-6 und TNF- a, die in erster
Linie von Monozyten ins Blut sezerniert werden, die durch bakterielle Toxine oder als

Antwort auf lokale Gewebeschaden aktiviert wurden [159-161].

Die von Hepatozyten produzierten APPs konnen anhand des Ausmafes ihrer Erh6hung in
positive APPs eingeteilt werden, wie z.B. Haptoglobin, Serum Amyloid A und C-reaktives
Protein. Sie werden als negative APPs Klassifiziert, wenn sich ihre Serumkonzentration
verringert, wie z.B. bei Albumin [162-164].

24.1 Alpha-1-Acid-Glykoprotein

Alpha-1-Acid-Glycoprotein (AGP) ist ein Sialoglykoprotein, das hauptsachlich von
Hepatozyten synthetisiert und sezerniert wird. Es wird aber auch extrahepatisch produziert
[165]. Lokales AGP kann bei der Erhaltung der Homdostase mitwirken, indem es
Gewebeschaden reduziert, die mit einem entzindlichen Prozess assoziiert sind. Systemisches
AGP bindet Medikamente und eine weitere Funktion ist die Immunomodulation. Wie
Albumin bindet und transportiert AGP endogene oder exogene Substanzen wie Heparin,
Histamin, Serotonin und Steroide [165]. AGP hemmt auch die Aktivierung neutrophiler
Granulozyten und erhoht die Sekretion von IL-1-Rezeptor-Antagonisten durch Makrophagen
[165]. AGP bindet direkt an LPS und neutralisiert so dessen Toxizitdt [166]. Des Weiteren
hemmt AGP mitogeninduzierte Lymphozytenproliferation [167] und die Aktivitdt von NK-
Zellen [168].

AGP ist ein Kklinisch wichtiges Akute Phase Protein bei Rindern und wird zur Uberwachung
eines entzundlichen Prozesses genutzt [169-179]. Erhohte AGP-Werte im Serum wurden bei
Schweinen mit infektiosen Erkrankungen wie z.B. Pneumonie oder Meningitis beobachtet
[180]. Bei Hunden ist AGP ein moderates APP. Hunde mit Hepatitis oder nach einer
Behandlung mit Terpentin haben erhbhte AGP-Konzentrationen im Serum [181, 182]. Bei
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Katzen hilft das AGP, die Diagnose einer felinen infektiosen Peritonitis zu verbessern [183].

2.4.2 Caeruloplasmin

Caeruloplasmin (Cp) ist eine Kupfer-enthaltende Ferroxidase, die toxisches Eisen in eine
nichttoxische Form oxidiert [184]. Es schiitzt Gewebe vor Eisen-mediierten freien Radikalen
und ist in verschiedenen antioxidativen und zytoprotektiven Aktivitaten involviert [185].
Caeruloplasmin wird primér in der Leber synthetisiert, aber auch extrahepatisch gebildet
[186, 187]. Das Atemwegsepithel ist die groRte Quelle von Cp in der Lunge [188]. Es kann
als antientziindliches Agens wirken, indem es die Zahl der neutrophilen Granulozyten
reduziert, die mit dem Endothel verbunden sind und indem es als extrazellulérer Fanger von
Peroxiden fungiert [189, 190].

Studien zeigen, dass Cp ein Infektionsindikator bei Rindern [169, 170, 178, 191, 192], bei
Pferden [193-195] und bei Hunden [196] ist. Equines Cp wird als APP einer intermediéren
oder spaten Phase einer akuten Infektion betrachtet [197]. Bei Hunden kann Cp als ein

Parameter fir eine frihe Trachtigkeitsdiagnose genutzt werden [198].

243 C-reaktives Protein

Das C-reaktive Protein spielt eine wichtige Rolle beim Schutz gegen Infektionen, der
Beseitigung von beschadigtem Gewebe, Pravention von Autoimmunisierung und der
Regulation der inflammatorischen Antwort [199]. Es bindet an eine Vielzahl von pathogenen
Bakterien oder intrazellularen Antigenen beschadigter Zellen. Das Protein aktiviert auch das
Komplementsystem, interagiert mit spezifischen Rezeptoren auf phagozytischen Zellen um
Phagozytose zu mediieren oder es induziert die Produktion von antiinflammatorischen
Zytokinen, wodurch es die nicht-spezifische angeborene Immunitdt mit der spezifischen
adaptiven Immunitét vernetzt [200]. CRP hemmt dagegen Chemotaxis und den respiratory

burst von neutrophilen Granulozyten [201].

CRP wurde in Wiederkdauern [202, 203], Pferden [204], Schweinen [205], Hunden [206]
und Katzen [207] nachgewiesen. Bei Wiederkduern hat es jedoch weitestgehend keine
Anwendung, da es nicht klar ist, ob das Wiederk&uer-CRP ein APP ist. Bovines CRP kdnnte
laktationsassoziiert sein und wird nicht in der Leber synthetisiert [208]. CRP ist ein
moderates APP bei Pferden und die Serumwerte sind nach einer Entziindung hoher als sein
Basiswert [204, 209]. Erhohte CRP-Werte kdnnen auch bei Stuten nach der Geburt eines
Fohlens beobachtet werden [209]. Bei Schweinen ist CRP einer der besten Marker zur

Identifizierung inflammatorischer Ldasionen  [210]. Es kann als Parameter fir die
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Beobachtung  des  Gesundheitszustands von  Schweinen, einschlieBlich  einer
Stresseinschatzung, genutzt werden [211]. Bei Hunden ist CRP ein sensitives APP und
bekommt die groBte Aufmerksamkeit in der caninen Medizin [212]. CRP-Werte sind bei
Hunden bei verschiedenen Stérungen erhéht und korrelieren generell mit der Schwere der
Erkrankung [196, 206, 213-216].

244 Haptoglobin

Haptoglobin (Hp), ein Alpha-Globulin-Bestandteil, bindet freies H&moglobin (Hb), das im
Plasma toxisch und proinflammatorisch ist [217] und reduziert oxidativen Schaden, der mit
Héamolyse assoziiert ist [218]. Der Komplex aus Haptoglobin und Hamoglobin wird via
CD163 erkannt, einem spezifischen Oberflachenrezeptor auf Makrophagen und wird dann
von diesen Zellen beseitigt [219]. Eine Immunomodulation wird teilweise durch die Bindung
von Hp an den CD11/CD18-Rezeptor von Effektorzellen vermittelt [220]. Hp hemmt des
Weiteren die Chemotaxis von Granulozyten, die Phagozytose von E.coli und die
intrazellulare, bakterizide Aktivitat von Granulozyten gegen E.coli [221]. Es kann sowohl die
Mastzellproliferation [222] als auch die spontane Reifung von epidermalen Langerhans
Zellen [223] hemmen oder aber die T-Zell-Proliferation unterdriicken [224-226].

Hp ist ein major APP bei vielen Spezies der Haus- und Nutztiere. Bei Wiederkauern ist der
Basalwert bei gesunden Tieren vernachlassigbar, aber er ist Uber das 100-fache nach
Immunstimulation erhdht [169, 170]. Viele Studien haben die Signifikanz von Hp als klinisch
nitzlichen Parameter gezeigt, um das Auftreten und die Schwere von entzindlichen
Reaktionen bei Rindern mit Mastitis, Pneumonie, Enteritis, Peritonitis, Endocarditis,
Abzessen, Endometritis und anderen infektiésen Bedingungen zu messen [175-177, 191,
227-241]. Hp wird bei Rindern mit toxischer pueperaler Mastitis zur Beobachtung der
Wirksamkeit von Antibiotika eingesetzt [242]. Ebenso kann man mit Hp nach einer
Bullenkastration den Effekt von antiinflammatorischen Medikamenten bestimmen [243].
Zudem wird es genutzt um die relativen Effekte einer bakteriellen Kontamination und einer
Involution des Uterus bei Milchkihen nach dem Kalben [178] oder die Effekte einer
Behandlung bei durch einen Transport gestresste Mastrinder [179], die Effekte von Schwanz

beillen [244] oder einer chirurgischer Kastration [245] zu bestimmen.

Erhohte Hp-Konzentrationen treten nicht nur bei Entziindungen auf, sondern auch bei Kiihen
mit einem Fettlebersyndrom [246-249], bei Hunger, der Behandlung mit Dexamethason
[250] und nach der Geburt [251], sowie bei Kéalbern, die aufgrund von Transport gestresst
sind [225].
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Hp wird sowohl bei der Diagnose von Gewebeschéden und infektiosen Erkrankungen [252,
253], als auch bei der Prognose einer Dystokie [254] bei Schafen, genutzt. Es dient ebenso
bei Mutterschafen zur Bestimmung der Beziehung zwischen Uterusinvolution und der

Présenz von intrauterinen Bakterien [255].

Bei Schweinen wird Hp fir das Monitoring von entzindlichen Erkrankungen nach
Infektionen oder Terpentinbehandlung genutzt [210, 256-263]. Um zwischen normalen
Schweinen und Schweinen mit niedriger Gewichtszunahme infolge subklinischer Infektionen

zu differenzieren, kénnen Messungen von Hp-Konzentrationen vorgenommen werden [264].

Bei Pferden wird Hp zur Beobachtung von systemischen, inflammatorischen Antworten
verwendet [265-268]. An Equine Grass Sickness erkrankte Tiere und Ponies mit alimentérer
Hufrehe weisen eine erhéhte Hp-Konzentration im Serum auf [195, 269, 270]. Ebenfalls
kdnnen erhohte Konzentrationen bei tragenden Stuten und nach der Geburt beobachtet werden
[266].

Bei Hunden ist Hp ein moderates APP [196].

245 Fibrinogen

Fibrinogen (Fb) wirkt bei der Hom@ostase, indem es ein Substrat fur die Fibrinformation
bereitstellt. Es wirkt ebenso bei der Gewebereparatur mit, indem es eine Matrix flr
einwandernde Entzlindungszellen bereitstellt [271]. Fb bindet speziell an CD11/CD18-
Integrine auf der Zelloberflache von migrierten Phagozyten und triggert damit eine Kaskade
intrazellularer Signale, die zu einer verstarkten Degranulierung, Phagozytose, Antikorper-
abhéngige zellulére Zytotoxizitat und verspétete Apoptose fuhrt [272, 273].

Fibrinogen wird bei Rind und Schaf als zuverlassiger Marker flr eine Entziindung, bakterielle
Infektion oder einem chirurgischen Trauma genutzt [235, 238, 252, 274]. Bei Pferden wird
Fb ebenfalls zur Diagnose von Infektionen genutzt [275-278]. Zu einer Hyperfibrinogenamie
kommt es nach einer intramuskuléren Injektion von Freund’s complete Adjuvans [279]. Bei
trachtigen Hunden wurden erhohte Fb-Werte drei Wochen nach der Einnistung der
befruchteten Eizelle beobachtet. Aus diesem Grund konnte Fb fir eine frihzeitige

Tréachtigkeitsdiagnose beim Hund nitzlich sein [280].

2.4.6 Protease-Inhibitoren
Alpha-1-Antitrypsin  (AT), Alpha-1-Antichymotrypsin und Alpha-2-Makroglobulin sind
APPs mit einer groRen Proteaseinhibitor-Aktivitdt. Wé&hrend einer Entziindung werden sie



Literaturtibersicht 23

hauptséchlich in der Leber synthetisiert um Proteasen zu entfernen, die bei einer Schadigung
des Korpers freigesetzt werden. Besonders AT st der groBte zirkulierende
Serinproteaseninhibitor, der Gewebe vor einem Angriff von neutrophilen Granulozyten
schutzt [281]. AT kann auch die Aktivitdit von NK-Zellen hemmen [168]. Alpha-2-
Makroglobulin spielt dagegen eine Rolle als Carrierprotein fur IL-6, womit es das Zytokin vor

abbauenden Proteasen im Plasma schiitzt [282].

Die Verwendung von Proteaseinhibitoren ist in der Veterindrmedizin nicht weit verbreitet.
Somit ist der diagnostische Wert dieser APP bisher noch nicht ermittelt. Obwohl bei Rindern
mit einer Entziindung erhohte Werte dieser Inhibitoren im Serum beobachtet wurden [169,
170, 191], konnte die Klinische Signifikanz von AT bei der Entwicklung einer
experimentellen Mastitis in einer Studie nicht bestédtigt werden [235]. Die
Serumkonzentration von AT bei stationdr aufgenommenen Hunden unterscheidet sich nicht
von der bei gesunden Hunden [283]. Bei Nagern ist Alpha-2-Makroglobulin ein wichtiges
APP [284].

24.7 Serum Amyloid A

Serum Amyloid A (SAA) ist ein Akute Phase Apolipoprotein der High-density Lipoprotein-
Fraktion im Plasma. Seine physiologische Rolle bei der Wirtsabwehr wahrend einer
Entzlindung ist nicht gut verstanden, aber verschiedene Effekte wurden beobachtet. Dazu
gehort die Entgiftung von Endotoxin, die Hemmung der Lymphozyten- und
Endothelzellproliferation, die Hemmung einer Thrombozytenaggregation und die Hemmung
einer Anheftung von T-Lymphozyten an Proteine der extrazellularen Matrix [285]. SAA ist
ebenfalls involviert in die Chemotaxis von Entziindungszellen zum Entzindungsort [286]. Es
konnte ebenfalls eine Rolle bei der Runterregulierung des inflammatorischen Prozesses
spielen, indem es die Freisetzung der Myeloperoxidase und die gezielte Migration von
Phagozyten hemmt [287]. Des Weiteren ist bekannt, dass intestinale Epithelzellen SAA nach
Stimulation mit TNF-alpha, IL-6 und IL-1-beta freisetzen kdnnen [288]. Das Protein kdnnte
auch bei lokalen Verteidigungsmechanismen des Darms gegen Endotoxin involviert sein. Die
Sekretion von SAA wurde auch bei physiologischem bovinen, equinen und ovinen Kolostrum
beobachtet [289].

Die Verwendung von SAA-Assays in der veterindrmedizinischen Diagnose ist weniger
verbreitet wie Hp-Assays, was vermutlich an der Schwierigkeit der Messung von SAA im
Serum liegt [212].
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SAA ist bei der Diagnose von Entziindungen beim Rind ein natzliches APP  [176, 241, 290-
295]. Eine Erhthung von SAA-Werten in der Milch wurde ebenso bei Kihen und
Mutterschafen mit Mastitis gefunden [176, 296]. Erhohte SAA-Werte wurden ebenfalls bei
Kihen wahrend der Geburt [291] oder bei gestressten Rindern gemessen [297], was zeigt,
dass die Akute Phase Antwort auch unabhéngig einer Entziindung aktiviert wird. Bei Pferden
ist eine Messung von Serum-SAA-Werten nitzlich, um virale Infektionen oder ein
chirurgisches Trauma [298], Septikdmie und Fohleninfektionen bei neugeborenen Fohlen
[299] und Influenzainfektionen [300] zu diagnostizieren. Ebenso fiel auf, dass bei Pferden
mit einer experimentell hervorgerufenen Entziindung die SAA-Konzentration schnell bis auf
das 40-fache steigt und auch fir einige Tage so hoch bleiben kann [301]. SAA ist aber auch
bei Schweinen wichtig [302]. Ein Sandwich-ELISA, der fiir canines SAA etabliert wurde,

konnte ebenfalls dazu genutzt werden um felines SAA zu messen [303].

2.4.8 Transferrin

Im Allgemeinen ist Transferrin (Tf) bei Sdugern ein negatives APP, das Eisen bindet [304].

Bei Rindern mit einer akuten Infektion ist der Tf-Wert [305, 306], wie auch bei Schweinen

mit einer akuten experimentellen Salmonellose [307], verringert.

2.5 Akute Phase Proteine beim Gefliigel

2.5.1 Alpha-1-Acid-Glycoprotein

Bei Hihnern ist AGP ein APP von klinischer Signifikanz. Erhthte AGP-Level wurden bei
Huhnern beobachtet, die mit verschiedenen bakteriellen oder viralen Pathogenen infiziert
waren [308-311]. AGP ist ein vielversprechender Serumparameter um Infektionsprobleme
bei Hennen zu diagnostizieren, besonders wenn die Schwere der Infektion durch Stress

verschlimmert wird [312].

2.5.2 Caeruloplasmin
Diese Ferroxidase ist auch ein Infektionsindikator bei Hiihnern [313]. Es ist ein moderates
APP, das auf das 10-bis 100-fache nach Stimulation ansteigt. Moderate bis hohe Werte

wurden bei Infektionen mit Eimeria tenella und E.coli beobachtet [314, 315].

2.5.3 C-reaktives Protein

Bei Huhnern induzieren Infektionen mit Parasiten wie Eimeria spp. und Histomonas hohe
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Werte an CRP [314].

254 Haptoglobin

Das Plasma von S&ugern und Fischen beinhaltet Haptoglobin, jedoch fehlt dieses APP
géanzlich bei Frosch und Huhn. Jedoch gibt es ein anderes Hamoglobin-bindendes Protein,
PIT54, das die Funktion von Haptoglobin wahrend der Evolution der Vdgel ibernommen und
das Haptoglobin beim Huhn vollstandig ersetzt hat [316]. PIT54 ist ein Mitglied der
Scavenger Rezeptoren, das nur bei Hihnern existiert. Es ist ein major APP bei Hihnern und
erhdhte Werte wurden als Antwort auf eine E.coli-Infektion beobachtet [315].

2.5.5 Fibrinogen
Fb ist ein major APP beim Huhn, das um das drei- bis vierfache ansteigt, sein Maximum nach
drei Tagen und nach sieben Tagen dann wieder seinen Basalwert erreicht hat [317]. Nach

einer Infektion mit E. tenella und E.coli wurden moderate bis hohe Werte beobachtet [315].

2.5.6 Serum Amyloid A

SAA ist beim Huhn ein moderates APP, das um das 10-bis 100-fache nach Stimulation mit
E.coli oder Staphylococcus aureus ansteigt. Hihner-SAA st ein Vorlaufer des Amyloid-A-
Proteins. Tiere mit chronisch erhohtem SAA kdnnen eine Amyloidose entwickeln. Seitdem
Amyloidosen ein groBes Problem bei Legehennenhaltungen sind, ist das Interesse der

Geflugelindustrie an diesem Protein erhoht [314].

2.5.7 Transferrin-Ovotransferrin

Gegenteilig zum S&auger-Transferrin ist Ovotransferrin beim Huhn ein positives, moderates
APP [304], das um das 10-bis 100-fache nach einem Entziindungsstimulus ansteigt. Erhéhte
IL-6-Konzentrationen und eine erhéhte Anzahl an heterophilen Granulozyten flihren zu einer
Erhéhung von Ovotransferrin  [318]. Nach drei Tagen kommt es zu einem Maximum des
Wertes und dieser bleibt flr finf Tage so hoch. Nach weiteren zehn Tagen wird wieder der
Basalwert erreicht. Infektionen mit E.coli, Pocken, dem Reovirus, infektioser Bursitis,
infektioser Bronchitis und infektitser Laryngotracheitis haben zu einem erhéhten Wert von
Ovotransferrin  im Serum gefuhrt [319, 320]. Ovotransferrin erscheint als ein
multifunktionelles Protein mit Eisen bindenden, Eisen liefernden, bakteriostatischen,

bakteriziden, antiviralen und immunomodulierenden Eigenschaften [304].

2.5.8 Mannose bindendes Lektin

Das Mannose bindende Lektin gehort neben Surfactant und Conglutinin zur Familie der
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Kollektine. Hihner-MBL wird in erster Linie in der Leber produziert und wird ins Blut
sezerniert. Es wurden aber auch schon eine schwache Expression im Trachea-Larynx-Bereich,
im abdominalen Luftsack, Infundibulum und Thymus beobachtet [321-323]. Das Huhner-
MBL ist, wie das Sduger-MBL, ein schwaches APP, das nach einer Infektion nur um das ein-
bis zweifache im Serum erhéht ist [324]. Messungen der Werte und der Verteilung von
Hihner-MBL in verschiedenen Geweben wahrend der Embryogenese und des juvenilen und
adulten Lebens [322, 323] haben gezeigt, dass das Serum-MBL von Tag 11 vor dem Schlupf
bis zu einem Alter von einem Jahr erhoht ist. Allerdings variieren die Werte zwischen
verschiedenen Vogelspezies. Der Wert im Eigelb war vergleichbar zu dem im Serum, aber im
Eiweil} wurde kein MBL gefunden. Es wird als wahrscheinlich angesehen, dass maternales
Hihner-MBL, wie auch maternales 1gY, vom Dottersack zum Embryo transportiert wird.
Nach dem Schlupf wird dieses Huhner-MBL abgebaut, wéhrend neues, endogenes MBL im
Huhn synthetisiert wird [322].

Nielsen et al. erforschten die Verteilung und die Funktion von Hiihner-MBL in verschiedenen
Geweben nach einer Infektion mit infektidser Laryngotracheitis und infektioser Bursitis. Beli
nicht infizierten Hiihnern wurde MBL im Cytoplasma einiger Leberzellen gefunden, aber die
Werte stiegen bei infizierten Hiihnern an. Des Weiteren wurden MBL-positive Zellen in den
germinalen Zentren der Caecaltonsillen bei nicht infizierten Zellen, auf der Oberfl&dche und in
mit Infektiose Laryngotracheitis infizierten Trachealzellen und im Cytoplasma Makrophagen-
ahnliche Zellen in der Milz von IBD-infizierten Vdgeln beobachtet [323].
Komplementaktivierung ist direkt assoziiert mit der Konzentration von MBL im Serum, was
die Hypothese unterstiitzt, dass der Wert von MBL im Serum das Ausmal der
Virusneutralisation  bestimmt, bevor die Antwort des adaptiven Immunsystems
tberhandnimmt [324].

Studien zeigten, dass Huhner mit einer niedrigen Konzentration an zirkulierendem MBL vor
einer Infektion starker an einer infektiosen Bronchitis erkranken [325] und nach einer E.coli-
Infektion eine reduzierte Wachstumsrate aufweisen [326]. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass
nach einer Infektion eine geringe MBL-Konzentration mit einer erhéhten Anzahl von

Pasteurella multocida in der Milz assoziiert ist [327].
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3 ZIELSETZUNG

Das Akute Phase Protein PTX3 ist bei den Spezies Mensch und Maus bereits gut untersucht
und seine Funktionen im angeborenen Immunsystem sind zu weiten Teilen aufgeklart. Bei
friheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe ist dieses Protein auch beim Huhn des Ofteren
aufgefallen, da es bei Infektionen mit verschiedenen Erregern oder durch Immunstimuli
hochreguliert wird. Daher ist es wahrscheinlich, dass es ebenfalls eine wichtige Rolle im

avidren Immunsystem spielt.

Ziel dieser Arbeit war es daher, das lange Pentraxin PTX3 des Huhns strukturell und
funktionell ndher zu untersuchen und zu charakterisieren um Hinweise U(ber seine

immunologische Rolle in der Abwehr von Infektionen zu erhalten.

Hierzu sollten Sequenz-Alignments gemacht werden um eine Aussage zur Struktur des PTX3
beim Huhn machen zu kénnen. Um noch mehr (ber die Struktur von chPTX3 sagen zu
konnen, sollte das Protein kloniert und als FLAG-getaggtes Protein in HEK-293-Zellen
exprimiert werden. Dartiber hinaus sollten PCRs und gRT-PCRs Hinweise zum
Expressionsmuster in verschiedenen Organen und Zellen liefern. Um einen direkten Nachweis
von nativem PTX3 des Huhnes und damit weitere spezifische Forschung zu ermdglichen,

sollten monoklonale Antikorper gegen das Protein generiert werden.
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4 MATERIAL UND METHODEN

Die Hochzahlen beziehen sich auf die im Anhang alphabetisch aufgefuhrten Bezugsquellen.

4.1 Tiere und Tierhaltung

411 Hiihner
Von Huihnern der Linie M11 wurde die RNA fiir die Genexpressionsanalysen mittels PCR

prapariert und hieraus cDNA synthetisiert.

Huhnereier der Linie M11 wurden vom Institut fir Tierzucht in Mariensee bezogen und am
Institut fir Tierphysiologie der LMU Miinchen unter Standardbedingungen bebritet. Nach
dem Schlipfen wurden die Hiihner in Kleingruppen (4 bis 8 Tiere) in Volieren gehalten. An
die Hihner wurde handelsibliches Alleinfuttermittel fir die jeweilige Aufzuchtphase?

verfuttert und die Tiere wurden ad libitum mit Wasser versorgt.

Fir den in vivo Tierversuch zur Bestimmung der Lipopolysaccharid (LPS)-Wirkung auf die
Genexpression in Milz und Leber wurden Huhner der Linie LSL im Alter von 6 Wochen von
Gut Heinrichsruh, Berglern geliefert und fiir 5 Tage bis zum Versuchsbeginn am Lehrstuhl fur
Tierphysiologie in Minchen aufgestallt. Den Tieren wurde am Versuchstag LPS in die Vena
jugularis injiziert. Nach drei Stunden wurden die Tiere getdtet und Milz und Leber
entnommen. Die in vivo Tierversuche wurden von der Regierung von Oberbayern unter der
Tierversuchsnummer 55.2-1-54-2531-121-09 genehmigt. Das Probenmaterial war aus dem

genannten Versuch bereits vorhanden.

Die LSL-Huhner wurden in Kleingruppen in Volieren aufgestallt und bekamen ebenfalls
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handelsubliches Alleinfuttermittel®. Die Wasserversorgung erfolgte ad libitum.

4.1.2 Mause

Balb/c-Mé&use wurden von der Firma Charles River, Wilmington/USA erworben um mit ihnen
monoklonale Antikorper zu erzeugen. Sie wurden ab einem Lebensalter von 26 Tagen in
Gruppen von 4 bis 5 Tieren in offener Kéfighaltung gehalten, wobei die Kéfige artgerecht mit
Beschaftigungsmaterial und mit roten Plastik-M&usehdusern ausgestattet waren. Den Méausen
wurde Alleinfuttermittel und auch frisches Wasser ad libitum zur Verfligung gestellt.
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Die Mause wurden mehrfach immunisiert. Dies geschah mit Genehmigung der Regierung von
Oberbayern unter der Anzeigennummer 55.2-1-54-2532.0-60-2015.

4.2 Gewinnung von Organproben

Material:

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS), pH 7,2

40g Natriumchlorid®

5,759 Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat*
1,09 Kaliumchlorid*

1,09 Kaliumhydrogenphosphat

ad 5L Aqua dest.

Einstellen des pH mit HCI und NaOH auf 7,2

Fur die Arbeiten mit sterilem PBS wurde die LOsung autoklaviert
RNAlater®™
Skalpellklingen*

Steriles Besteck

Durchfuhrung:

Nach einer Betdubung wurden die Hihner unter Blutentzug getotet. Anschlielend wurden die
Organe mit sterilem Besteck entnommen und in geeignete Medien aufgenommen. Fir die
nachfolgende Isolation der RNA wurden die entnommenen Organe in eiskaltem RNAlater
uberfiihrt, bei 4°C fur 12 Stunden gekhlt und bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

4.3 Isolierung primarer Leukozyten

Material:
PBS, pH7,2
Biocoll Separating Solution?
Dichte 1,077g/ml, isotonisch
Trypanblau-L&sung?
Zahlkammer, modifiziert nach Neubauer®
Heparinldsung (500 U/ ml)
5 ml Heparin-Natrium (25.0001U/5ml)%
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45ml RPMI 1640 with Glutamax®

Die Loésung wurde aliquotiert und bei 4°C gelagert

4.3.1 Gewinnung von Blut und Organen
Das Blut wurde aus der Vena jugularis dextra oder Vena cutanea ulnaris superficialis
gewonnen. Die Spritzen wurden hierzu mit 0,2 ml Heparinlésung (500U/ml) beschichtet und

es wurden Kanlen der Grolie 0,7 x 40 mm gewéhit.

Nach der Betdaubung der Hihner folgte die Tétung mittels Blutentzug. Die Organe wurden
anschlieBend mit sterilem Besteck entnommen und in 4°C sterilem PBS pH7,2 bis zur

Weiterverarbeitung auf Eis gelagert.

4.3.2 Gewinnung peripherer mononuklearer Blutzellen

Nachdem die heparinisierten Vollblutproben im Verhéltnis 1:2 mit PBS pH 7,2 verdinnt
wurden, wurden die Proben uUber die Biocoll Separating Solution in einem 50ml-
Falconréhrchen geschichtet. Mit einem bremsfreien, langsam beschleunigenden Programm
wurde bei Raumtemperatur und 650xg die Dichtegradienten-Zentrifugation fir 12 Minuten
durchgefuhrt. Mittels einer Pipette wurden die Leukozyten danach aus der Interphase
entnommen und zwei Mal fiir 10 Minuten mit PBS pH 7,2 bei 225xg und 4°C gewaschen.

4.3.3 Gewinnung von Zellen aus Milz und Thymus

Die Offnung der Milzkapsel erfolgte mit sterilem Besteck. Beide Organe wurden ohne weitere
Vorbereitung mittels eines Spritzenstempels durch ein Zellsieb in 4°C kaltem PBS pH 7,2
dissoziiert. Die daraus erhaltene Zellsuspension wurde anschlieBend fur 10 Minuten zur
Sedimentation in einem 50ml-Falconréhrchen auf Eis gestellt. Der somit gewonnene
Uberstand wurde ohne Sediment abpipettiert und im Anschluss fiur 10 Minuten in einem
neuen Falconrohrchen bei 225xg und 4°C abzentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
wieder abpipettiert und das erhaltene Zellpellet in PBS pH 7,2 resuspendiert. Wie in 4.3.2
wurde eine Dichtegradienten-Zentrifugation durchgefiihrt.

4.3.4 Mikrospkopische Beurteilung der Zellen

Mittels Trypanblau-Lésung wurden die gewonnenen Leukozyten gefdrbt, wodurch eine
Differenzierung nach Lebend/Tot mdéglich wurde. Nachdem 10ul der Einzelzellsuspension
mit 10ul Trypanblau gemischt wurden, wurden die Zellen in eine Zahlkammer (modifiziert
nach Neubauer) pipettiert. Danach wurde die Zellzahl mikroskopisch bestimmt und

abschlieend der Lebendzellanteil beurteilt. Bei allen verwendeten Proben lag dieser Wert
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Uber 95%.
4.4 Zellkultur

4.4.1 Medien und Zusatze

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Medien und Zusétze bei 4°C gelagert.

Medium zum Kultivieren von HEK-293-Zellen (HEK-Medium)

445ml DMEM, high glucose, pyruvate, no glutamine®

50ml fetales Rinderserum (fetal bovine serum, FBS)?

5ml GlutaMAX™ Supplement®

Lagerung des FBS als Aliquots bei -20°C
Selektionsmedium bei der Erstellung stabil transfizierter Zelllinien

445ml DMEM, high glucose, pyruvate, no glutamine®

50 ml fetales Rinderserum (fetal bovine serum, FBS)?

5ml GlutaMAX™ Supplement®

2,5ml G418 (50mg/ml-Stammlésung)®
0,25% Trypsin-EDTA (1X)?
1x Trypsin-EDTA, pH 7,2

5ml 10x Trypsin-EDTA-Losung’

45ml Aqua bidest., steril

Lagerung der 1x Trypsin-EDTA-L6sung als Aliquot bei -20°C
Fusionsmedium

425ml Iscove Basal Medium?

50ml Ultra low IgG Serum?’

10ml HAT-Supplement (50x)°

5ml Penicillin/Streptomycin-Losung?

10ml murines 1L-6 (Uberstand der Zelllinie X-63)*
Erhaltungsmedium

425ml Iscove Basal Medium?

50ml Ultra low IgG Serum?®’

10ml HT-Supplement (50x)°

5ml Penicillin/Streptomycin-Losung®

10ml murines 1L-6 (Uberstand der Zelllinie X-63)*
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Hybridoma-Medium
445ml Iscove Basal Medium?
50ml Fetal Bovine Serum, ultra-low IgG?
5ml Penicillin/Streptomycin-Losung®
Einfriermedium
oml fetales Rinderserum (fetal bovine serum, FBS)?
1ml DMSO (Dimethylsulfoxid, (CH3),SO)*
RPMI 1640 with Glutamax®

4.4.2 Verwendete Zelllinien

Nachfolgende Tabelle zeigt die bei dieser Doktorarbeit eingesetzten Zelllinien.

Zelllinie Zellart Spezies Medium Referenz
HEK-293 Embryonale Nierenzellen Mensch HEK-Medium [328]
HEK-293-T Embryonale Nierenzellen Mensch HEK-Medium [329]
X63-Ag8.653 Myleomazellen Maus Hybridoma-Medium [330]

Tabelle 1: Verwendete Zelllinien

443 Kultivierung von Zelllinien

Fir das Ausdunnen der adhédrent wachsenden HEK-293 und HEK-293-T wurde das alte
Medium abgenommen und die Zellen zwei Mal mit sterilem PBS gewaschen. Danach wurden
die Zellen mit 0,25% Trypsin-EDTA (1x) versetzt, um sie abzuldsen. Nach 5 Minuten wurde
das Trypsin-EDTA mit der doppelten Menge an Medium inaktiviert und die Zellen zusammen
mit dem Trypsin-EDTA-Medium-Gemisch in ein Falconréhrchen Uberfihrt. Das
Falconréhrchen wurde daraufhin 10 Minuten bei 1200U/min. bzw. 258xg zentrifugiert, sodass
ein Zellpellet am Boden entstand. Der Uberstand wurde abgeschittet, das Pellet in frischem
Medium resuspendiert und ein Finftel davon erneut bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Bei

jeder dritten Passage wurde den Zellen zur Selektion 250ug/ml G418 zugegeben.

Die Myelomazellen X63-Ag8.653 und auch die Hybridomazellen wurden zum Ausdiinnen
mit einem Zellschaber abgeltst. Im Anschluss daran wurden die Zellen im Verhaltnis 1:5
geteilt und das entnommene Volumen mit frischem Medium ersetzt. Danach wurden die
Zellen wieder bei 37°C und 5% CO; kultiviert.

444 Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden in einer Einzelzellsuspension abzentrifugiert und anschlieBend wurde die
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Dichte auf 5x10° Zellen/ml in kaltem Einfriermedium eingestellt. Zum Einfrieren wurde die
Zellsuspension dann in  Gefrierréhrchen  in  Aliquots von 1,8 ml pipettiert. Die
Gefrierrohrchen wurden fir mindestens 12 Stunden in einen CoolCell®-Gefrierbehalter von
Bio Cision mit einer Kuhlrate von 1°C/min bei -80°C eingefroren. Nach spatestens drei

Monaten wurden die Zellen fiir die Langzeit-Lagerung in einen Stickstofftank tberfuhrt.

4.4.5 Auftauen von Zellen

Das Auftauen erfolgte unter Schwenken im Wasserbad bei 37°C. Die nun aufgetauten Zellen
wurden danach zigig in ein 50ml-Falconréhrchen Gberflihrt. Unter Schwenken wurde
tropfenweise kaltes RPMI-Medium zur Ausdiinnung des zytotoxischen DMSO zugegeben, bis
eine Fillmenge von circa 20ml erreicht war. Das Falconréhrchen wurde anschlielend ziigig
mit RPMI aufgefullt und fir 10 Minuten bei 225xg und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet

wurde zur Kultivierung in Medium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche pipettiert.

4.5 RNA-Praparation

4.5.1 Durchfiihrung einer RNA-Praparation
Material:
TpeqGold Trifast’
Lagerung bei 4°C
Chloroform pro analysis*
Lagerung bei RT unter dem Abzug
Aqua bidest. (nukleasefrei)
Lagerung bei -20°C
Isopropanol*
Lagerung bei RT unter dem Abzug
75% Ethanol
75ml Ethanol absolut*
Lagerung bei RT unter dem Abzug
25ml Aqua bidest. (nukleasefrei)

Aus Organen

Fur s&mtliche Arbeiten wurde RNase freies Einwegmaterial und Handschuhe verwendet.

100mg Organgewebe wurden in 1ml gekiihltem Trizol aufgenommen, mit 1g Keramik-Beads®
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versetzt und mittels eines PreCellys Homogenisators® aufgeschlossen. Dafiir wurden diese
Proben in einem ersten Durchgang fur 30 Sekunden bei 6800rpm und danach in einem
zweiten Durchgang 15 Sekunden bei 6000rpm homogenisiert. Zur Extraktion der RNA wurde
den homogenisierten Organproben je 200ul Chloroform zugegeben und die Mischung 15
Sekunden stark geschuttelt. Danach wurden die Proben 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dem darauffolgenden Zentrifugationsschritt (12.000xg fur 15 Minuten bei
6°C) hatte sich die Suspension in drei Phasen aufgetrennt: am Boden eine rosa Protein-Phase,
eine mittlere weiBe DNA-Phase und eine obere wéssrige RNA-Phase. VVon der oberen
wassrigen Phase wurden vorsichtig 500 pl abgenommen und in ein 2ml-Cup, das 500ul
Isopropanol enthalt, tberfihrt und durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Die Probe wurde
danach fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe 10
Minuten bei 12.000xg und 6°C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand tiber dem RNA-
Pellet vorsichtig abgegossen, das Cup ein paar Sekunden umgedreht auf einem sauberen Tuch
stehen gelassen und 1ml 75%-iges Ethanol zugegeben. Das Cup wurde erneut fir 5 Minuten
bei 7500xg und 6°C zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Cup ein paar Sekunden
umgedreht auf einem sauberen Tuch stehen gelassen. Nach dem folgenden
Zentrifugationsschritt (fir 1 Minute bei 7.500xg und 6°C) wurde das restliche Ethanol
vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und das RNA-Pellet unter der PCR-Arbeitsstation®
10 bis 30 Minuten getrocknet. Nach der Trocknungszeit wurde das RNA-Pellet mit 100pl
RNase-freiem Wasser gelost und 10 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen.
AnschlieBend wurde das Cup fur 10 Minuten im Thermoblock bei 58°C und 300rpm
geschuttelt und danach direkt auf Eis gelagert. Die RNA-Konzentration und Reinheit wurde
dann mit einem NanoDrop® bestimmt und die Konzentration der RNA auf 500ng/ml bis
800ng/ml mit nukleasefreiem Aqua bidest. eingestellt. Die RNA wurde kurzfristig auf -20°C
und langfristig auf -80°C gelagert.

Aus Blutzellen

Zellen aus 4.3.2 und 4.3.3 wurden zu je 1x10’ Zellen aliquotiert und in 1ml Trizol lysiert bis
keine Schlieren mehr zu sehen waren. Die RNA-Préparation wurde wie fur die Organe

beschrieben weiter durchgefiihrt.

4.5.2 Konzentrationsbestimmung der RNA im NanoDrop
Zur Bestimmung der Konzentration und Reinheit wurde die Absorption der RNA bei 230nm
bis 280nm mit einem NanoDrop? gemessen. Bei einer Verunreinigung der RNA mit

Guanidinisothiocyanat absorbiert die RNA bei 230nm, wohingegen mit Phenol verunreinigte
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RNA bei 270nm absorbiert. Reine RNA absorbiert maximal bei 260nm. Der NanoDrop
bestimmt Absorptionsverhaltnisse von 260nm zu 230nm (260/230) und von 260nm zu 280nm
(260/280). Fir die RNA lag der Grenzwert zur Weiterverarbeitung im 260/280 Verhéltnis bei
mindestens 1,9. Fir das 260/230 Verhéltnis wurde der Grenzwert bei mindestens 2,0

festgelegt.

4.5.3 Bestimmung der RNA Integritat im Agilent 2100 Bioanalyzer™
Material:
RNA 6000 Nano-Kit

Durchfihrung:

Die isolierte RNA wurde zur Qualitatskontrolle im Agilent 2100 Bioanalyzer® analysiert.
Durch eine chip-basierte Technologie kann dieser die Intaktheit der RNA ermitteln und
eventuell geschadigte RNA erkennen. Hierfur werden die RNA-Molekiile ihrer GrélRe nach
aufgetrennt und in einem Elektropherogramm dargestellt. Die Integritat der RNA (RIN) wird
anschlieBend u.a. aus dem Verhaltnis des 18s zum 28s rRNA Peak ermittelt. Der Wert 1
entspricht einer vollstandig degradierten RNA, wohingehen der Wert 10 auf eine vollstandig
intakte RNA hindeutet.

Fir eine Weiterverarbeitung wurde ausschlieBlich RNA mit einer RIN groRer 8,2

vorausgesetzt.

4.6 cDNA-Synthese

Um Verunreinigungen mit genomischer DNA zu entfernen wurde vor der cDNA-Synthese ein
DNase-Verdau durchgefilhrt. 400ng der reinen RNA wurde mittels GoScript™Reverse

Transcription System in cDNA umgeschrieben.

4.6.1 DNase Verdau
Material:
RNA Proben
Lagerung bei -80°C
25mM EDTA Lésung®
Lagerung bei -20°C
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10x Reaktionspuffer mit MgClI,*
Lagerung bei -20°C

DNase |, RNase free®* (1U/ul)
Lagerung bei -20°C

Aqua bidest. (nukleasefrei)
Lagerung bei -20°C

Durchfuhrung:

Ansatz fur einen DNAse Verdau:
RNA 1ug
DNase Tl (2U/ul)
10x Reaktionspuffer mit MgCl, 1ul
Aqua bidest. (nukleasefrei) ad 9ul

30 Minuten Inkubation bei 37°C im PCR Cycler

25mM EDTA 1ul

10 Minuten Inkubation bei 65°C im PCR Cycler

4.6.2 cDNA Synthese
Material:
DNase verdaute RNA
GoScript™ Reverse Transcription System’
Lagerung bei -20°C
Agua bidest. (nukleasefrei)
Lagerung bei -20°C

Durchfuhrung:
DNase verdaute RNA 4,4ul
Oligo(dt)15 Primer ul
Agqua bidest. (nukleasefrei) 4.6ul

5 Minuten Inkubation im PCR Cycler bei 70°C
5 Minuten Inkubation auf Eis
GOScript 5x Reaktionspuffer 4pul
MgCl, (25mM) 2ul
GOScript Reverse Transkriptase 1ul
PCR Nukleotid Mix (0,5mM) ul

RNasin Ribonuklease Hemmer 0,5ul
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Agqua bidest. (nukleasefrei)

1,5ul

5 Minuten Inkubation im PCR Cycler bei 25°C, 60 Minuten Inkubation im PCR
Cycler bei 42°C und 15 Minuten Inkubation im PCR Cycler bei 70°C

AnschlieRende Lagerung der Proben bis zur VVerwendung bei -20°C

4.7

Erstellen von Primern

Fur die konventionelle PCR wurden die Primer mithilfe des NEB Builder Assembly Tools

erstellt, wobei die Synthese durch die Firma Eurofins Genomics aus Ebersberg erfolgte.

4.7.1

Primer fiir die konventionelle PCR

Folgende Primer wurden in den konventionellen PCRs, die wéhrend dieser Doktorarbeit

angesetzt wurden, verwendet.

Zielsequenz Sequenz (5‘—3") Verwendung

chPTX3 ATGCTGCCTGGAGGAGTGCTTTC (s) Kapitel 4.11.1

chPTX3 TTAAGAAACATACTGAGCTCCTCC (as) Kapitel 4.11.1

chPTX3 TTACAAGGATGACGATGACAAGCTTTCCGTGCTG Kapitel 4.11.2

ohne SP GATGAAGGC (s)

chPTX3 CTGAGATGAGTTTTTGTTCTCTAGATTAAGAAACA Kapitel 4.11.2

ohne SP TACTGAGCTCCTCCATATAG (as)

chGAPDH CACGGACACTTCAAGGGCACTG (s) Kapitel 4.8.2
(chGAPDH-Nachweis)

chGAPDH CTCCACAATGCCAAAGTTGTC (as) Kapitel 4.8.2
(chGAPDH-Nachweis)

chPTX3 ACCAACCTGAGGATGCTG (s) Kapitel 4.8.2
(chPTX3-Nachweis)

chPTX3 CCGTAGGAGAAGATGATGGTT (as) Kapitel 4.8.2

(chPTX3-Nachweis)

Tabelle 2: Primer fur die konventionelle PCR

4.7.2

Primer fiir die quantitative PCR

Die verwendeten GAPDH-Primer wurden von der Firma MWG aus Ebersberg synthetisiert
und hatten eine Annealing-Temperatur von 59°C. Die Spezifitat dieses Primerpaars wurde
durch Sequenzierung der amplifizierten DNA durch die Firma GATC aus Konstanz Uberprift.
Die Primer mit der PTX3-Sequenz wurden dagegen von der Firma QIAGEN QuantiTect*
nach firmeneigenen Kriterien designt und synthetisiert. Hier empfiehlt der Hersteller eine

Annealing-Temperatur von 56°C.
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Primer Primersequenz sense Primersequenz antisense

GAPDH AGGGTGGTGCTAAGCGTGTT AAGGGTGCCAGGCAGTTG

Tabelle 3: Verwendete Primer fur die gRT-PCR

4.8 Polymerase Kettenreaktion

Mittels Polymerase Kettenreaktion kann eine spezifische DNA-Sequenz millionenfach
vervielfacht werden, indem zu einer Losung mit der Zielsequenz ein Primerpaar, dNTPs und
eine hitzestabile DNA-Polymerase zugegeben wird. Ein Amplifikationszyklus lauft in drei

Phasen ab:
1) Die zwei Strange der urspringlichen DNA werden bei 95°C getrennt
2) Hybridisieren der Primer mit jeweils einem Strang bei spezifischen Temperaturen
3) DNA-Synthese (Elongation) bei 72°C

Um die in den Klonierungen eingesetzten Inserts herzustellen, wurden PCR-Reaktionen
mittels Phusion DNA Polymerase® angesetzt. Zum Nachweis von PTX3 in verschiedenen
Geweben wurden mit einer PCR-Reaktion mittels Tag-Polymerase FIREpol®' das
gewiinschte DNA-Fragment amplifiziert. Zur Bestimmung des mMRNA-Gehaltes von PTX3 in
verschiedenen Gewebeproben, wurden gRT-PCR-Analysen durchgefiihrt.

4.8.1 Polymerase Kettenreaktion mittels Phusion DNA Polymerase

Die Phusion DNA Polymerase® hat wegen ihrer Korrekturfunktion (engl. proof reading) eine
besonders niedrige Fehlerrate beim Einbau neuer Nucleotide wahrend der Amplifikation der
DNA und eignet sich deshalb gut fir Klonierungen und andere Anwendungen, bei denen eine
hohe Genauigkeit ausschlaggebend ist. Den Amplifikationszyklen wurde eine initiale
Denaturierung bei 98 °C fur 30 Sekunden vorgeschaltet sowie eine finale Elongation bei 72

°C flr 10 Minuten nachgeschaltet.

Reaktionsansatz:

5x Phusion HF Buffer® 10ul
Primer sense (10pm) 10ul
Primer antisense (10pm) 10ul

dNTPs® 5ul
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Phusion DNA Polymerase® 0,5ul
Template variabel
Nukleasefreies Wasser variabel
Gesamt 50pl

4.8.2 Polymerase Kettenreaktion mittels 5x FIREpol® Master Mix

Der FIREpol® Master Mix enthalt eine Tag-Polymerase ohne proof reading-Funktion, die bei
hohen Temperaturen nicht zerstort wird. Den 34 Amplifikationszyklen wurde eine initiale
Denaturierung bei 95°C flr vier Sekunden vorgeschaltet sowie eine finale Elongation bei
72°C fir 10 Minuten nachgeschaltet. Das Anlagern der Primer erfolgt bei 50°C und die
Verlangerung des DNA-Strangs dauert 45 Sekunden.

Reaktionsansatz:

5x FIREpol® Master Mix™ 4ul
Primer sense (1pmol/ul) 4ul
Primer antisense (1pmol/ul) 4ul
Template (cDNA) 2ul
Nukleasefreies Wasser 6l
Gesamt 20pl

Um nachzuweisen, dass die in der PCR verwendete cDNA noch intakt ist, wurde eine PCR
mit Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) im gleichen Ansatz unter
gleichen Bedingungen pipettiert.

4.8.3 Quantitative RT-Polymerase Kettenreaktion (qRT-PCR)
Material:
GoTaq g-PCR Master Mix’
Lagerung bei -20°C
gPCR Primer (5pmol/ul)
Lagerung bei -20°C
Aqua bidest (nukleasefrei)
Lagerung bei -20°C

Durchfihrung gRT-PCR:
Ein Mastermix wurde mit folgenden Komponenten angesetzt:
GoTaq Mastermix 12,5ul

Primer sense 1,5ul
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Primer antisense 1,5ul
100xCXR Reference Dye 0,25l
Agua bidest (nukleasefrei) 4,25ul

20ul von diesem Mastermix wurden in eine 96-Loch-qPCR-Platte®® gegeben und jeweils 5pl
cDNA (entsprechen 10ng) zupipettiert und gemischt. Die Platte wurde dann mit einer Folie
abgedichtet. Hierbei wurde darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen bilden und die Platte

luftdicht verschlossen ist.

Die Durchfiihrung der gRT-PCR erfolgte nach folgendem Temperaturprotokoll:

Phase Temperatur Zeit Wiederholungen Funktion
Initiale Aktivierungsphase 95°C 2 min. 1 mal
95°C 15 sek. Denaturierung
Amplifikationsphase 59°C 30 sek. 40 mal Annealing
72°C 30 sek. Extension
95°C 15 sek.
Schmelzkurve 57°C 30 sek. 1 mal
95°C 15 sek.
Auswertung:

Fur eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde der CT-Wert der exponentiellen
Phase bestimmt. Da alle Reaktionen in Duplikaten angesetzt wurden, werden fortlaufend
Mittelwerte der CT-Werte verwendet. Der CT-Wert der Probe wurde vom CT-Wert des
Housekeeping-Gens (GAPDH) subtrahiert und die daraus erhaltene Differenz (ACT) von der
maximalen Anzahl (40) der Amplifikationszyklen abgezogen. Somit ist eine direkte
Proportionalitdt zur Expression gegeben. Um zwei verschiedene Gruppen vergleichbar zu
machen, wurde die Differenz der ACT-Werte der Gruppen gebildet - der AACT-Wert. Somit
erhielt man die relative Expressionsanderung zwischen den beiden Gruppen. Die Ermittlung

- AACT
2

der n-fachen Expression E eines Gens wurde die Formel E= vorgenommen.
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4.9 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Stiicke koénnen durch die Agarose-Gelelektrophorese ihrer Lénge nach aufgetrennt
werden. Die geladenen Fragmente wandern dank einer konstanten Spannung durch das Gel
und werden somit nach einer Farbung mit GelRED unter UV-Licht sichtbar.

Material:
Agarose’
5x Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer)
54g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)*
27,59 Borsaure'
20ml 0,5M EDTA?, pH 8,0
ad 1000ml Aqua dest.
1x Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer)
1:5 Verdiinnung des 5x Stocks mit Aqua dest.
Orange G Loading Dye Buffer
60ml Glycerol*
12ml 0,5M EDTA!
100mg Orange G*
ad 100ml Aqua bidest.
6x Orange G Loading Dye mit GelRed (Ladepuffer)
990l 6x Orange G Loading Dye
10ul GelRed™ Nucleid Acid Stain (10000X in water)*
1kb Plus DNA-Ladder mit GelRed (Marker)
4,5ul 1 kb Plus DNA Ladder?
25ul 6x Orange G Loading Dye mit GelRed

120,5ul nukleasefreies Wasser

Durchfuhrung:

Zur Herstellung von 1%-Agarosegel wurde die bendtigte Menge Agarose abgewogen und
einer entsprechenden Menge 1x TBE-Puffer zugegeben. AnschlieBend wurde die Losung bis
zum Klarwerden bei hochster Stufe in einer Mikrowelle erhitzt um sie dann abgekihlt und
ohne Blasen in einen Geltrdger mit eingespanntem Probenkamm zu gielRen. Das Gel hértete
nach circa 30 Minuten bei Raumtemperatur aus, wurde anschlieBend in eine
Gelelektrophoresekammer uberfuhrt und diese mit 1x TBE aufgefillt. Nach dem Versetzen
der Proben mit 6x Orange G Loading Dye mit GelRed (5 Teile Probe + 1 Teil Loading Dye)
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wurde die Mischung in die Geltaschen pipettiert. Als Referenz diente eine Tasche mit DNA-
Marker. Nach Anlegen einer konstanten Spannung von 150V durch das Power Pack
wanderten die negativ geladenen DNA-Fragmente im Gel in Richtung der Kathode. Die
dadurch entstandenen Banden wurden mittels Gel Doc-System ImageQuant TL 7.0 %

fotograpisch festgehalten.

Die Herstellung der 1%-igen Agarosegele erfolgte stets kurz vor der Verwendung.

4.10 DNA-Aufreinigung

Material:
Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System’
DNA-haltige Probe

Um DNA sowohl aus Agarosegelen als auch aus PCR-Reaktionen aufzureinigen wurde das
Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte zum
grokten Teil gemaR Angaben des Herstellers. Einzige Anderung war die Zugabe von 32l
statt 50ul nukleasefreiem Wasser im Elutionsschritt.

4.11 Klonierung

4.11.1 Klonierung von PTX3 in den pGEM®-T Easy Vector

Um sicherzustellen, dass die cDNA die richtige chPTX3-Sequenz enthélt, wurde das Protein
zunachst in den kommerziellen pGEM®-T Easy Klonierungsvektor’ von Promega kloniert
und anschlieBend wurde zur Kontrolle das Plasmid zur Sequenzierung zu GATC, Konstanz

geschickt.

Der pGEM®-T Easy Klonierungsvektor ist 3 kb groB3, linearisiert durch Restriktionsverdau
mit EcoRV und besitzt einen 3’-terminalen Thymidintberhang. Er verfugt auBerdem uber ein
lacZ-Gen mit integrierter multipler Klonierungsstelle und ein Ampicillin-Resistenzgen. Die

multiple Klonierungsstelle wird von T7 und SP6 RNA-Polymerase-Promotoren flankiert.

Amplifikation der Gensequenz von PT X3 mittels PCR

Fiir diese PCR wurde die Phusion DNA Polymerase® genutzt und als Template die cDNA des
Stimulationsversuchs mit LPS aus der Milz (s. 4.1.1) verwendet.
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Reaktionsansatz:

5x Phusion HF Buffer® 10ul
dNTPs® 5ul
Primer sense (10pm) 10ul
Primer antisense (10pm) 10ul
Nukleasefreies Wasser 12,5ul
cDNA-Template 2ul
Phusion DNA Polymerase® 0,5ul
Gesamt 50ul

PCR-Bedingungen:
Annealing-Temperatur 63°C

Extensionszeit 20 sek.

Anhéngen von 3’-A-Uberhdngen an PCR-Produkte

PCR-Produkte der Phusion DNA Polymerase besitzen am 3 Ende keinen Adenosin-Uberhang
(A-Uberhang). Dieser ist fur die erfolgreiche Klonierung in den pGEM-Vektor aber
notwendig, da er einen 3"-terminalen Thymidiniberhang besitzt. Fir eine TA-Klonierung in
den pGEM®-T Easy Vector mussten diesen DNA-Fragmenten also zuerst 3°-A-Uberhinge
mittels einer GoTaq®G2 DNA Polymerase angefligt werden. Nach dem Pipettieren des
Reaktionsansatzes wurde dieser im PCR Cycler 2 Minuten bei 95°C und 10 Minuten bei 72°C

inkubiert.

Material:
PCR-Produkt
GoTag-Reaktionspuffer’
10mM dNTPs'
GoTagq®G2 DNA Polymerase’ (5u/pl)

Reaktionsansatz:

PCR-Produkt 19ul
1x-Reaktionspuffer 5ul

10mM dNTPs 0,5ul
GoTag®G2 DNA Polymerase (5u/ul) 0,5ul

Gesamt 25ul
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Ligation von PCR-Produkten mit dem pGEM®-T Easy Vector

Die Ligation des PCR-Produkts mit dem pGEM®-T Easy Vector erfolgte mit der im
Klonierungskit vorhandenen T4 DNA-Ligase. AnschlieBend erfolgte die Transformation von
50ul des Ligationsansatzes in kompetente E.coli JM109 nach Herstellerangaben und eine
Plasmidpraparation (s. 4.12). Die Lagerung der transformierten Bakterien erfolgte bei -80°C.

Material:
2x Rapid Ligation Buffer’
pGEM®-T Easy Vector’
PCR-Produkt
T4 DNA-Ligase’
Super optimal broth with catabolite repression Medium (SOC-Medium)

5,19 SOC-Pulvermedium*
150ml Agua bidest.
2ml 250mM KCI* zugeben

Mit 1M HCI* auf pH 7,0 einstellen
Ad 200ml Aqua bidest., Autoklavieren der Losung
iml MgCl, — Lésung® (2M, steril)
4ml Glucose-Lasung® (1M, steril)
Lysogeny broth (LB)-Agar-Platte
Dem noch flussigen Agar wurde bei einer Temperatur von unter 60°C
Ampicilin in einer Konzentration von 100ug/ml zugesetzt
E.coli IM109’

Nukleasefreies Wasser

4.11.2 Klonierung von PTX3 in p3xFLAG-myc-CMV-25

Folgende Konstrukte wurden wahrend dieser Arbeit verwendet bzw. erstellt:

Interne Kontrukte-Nr. Insert Vektor Klonierungsenzyme Resistenz

p3XFLAG-myc-CMV-

K 108 chiL7 25 HindlIlI/Xbal Amp/Neo
K 225 PTX3 p3XFLAG-myc-CMV- Amp/Neo
25

Tabelle 4: Verwendete Konstrukte bei der Klonierung von chPTX3

Das Konstrukt K108 wurde in vorangegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe Univ.-Prof. Dr.
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Bernd Kaspers erstellt und fiir diese Arbeit freundlicherweise zur Verfuigung gestellt.

Das Konstrukt K225 wurde im Rahmen dieser Arbeit erstellt.

Verdau des Vektors K108 durch die Restriktionsenzyme Hindl11/Xbal

Nachdem in der Gensequenz mit Hilfe des Programmes Lasergene SeqgMan, Madison, USA
geeignete Schnittstellen identifiziert wurden, konnte der Vektor des K108 durch die
Restriktionsenzyme Hindlll/Xbal verdaut und flr eine spatere Klonierungsreaktion
linearisiert werden. Um die optimalen Reaktionsbedingungen flr die verschiedenen Enzyme
zu gewdhrleisten, wurde der vom Hersteller empfohlene Puffer verwendet. Nach dem

Pipettieren des Reaktionsansatzes wurde dieser fir drei Stunden bei 37°C inkubiert.

Material:
DNA-Plasmid von K108 (1ug)
Restriktions-Endonukleasen Hindl11/Xbal

Enzym-spezifische Reaktions-Puffer

Reaktionsansatz:

HindlIlI 1ul
Xbal 0,5ul
10x-Tango Reaktions-Puffer Sul
DNA-Plasmid K108 2,1ul
Aqua bidest. (nukleasefrei) 41,4ul
Gesamt 50pl

Amplifikation der Gensequenz von PT X3 mittels PCR

Abermals wurde fiir die PCR die Phusion DNA Polymerase® genutzt. Zur Herstellung des
PTX3-Inserts wurde als Template fiir die PCR der vierte Klon obiger Plasmidpréparation
ausgewahlt (4.11.1).Wichtig war hierbei, dass das PTX3 ohne Signalpeptid amplifiziert
wurde, da der Vektor bereits tber ein Signalpeptid verfiigt. Die hierfur verwendeten Primer
sind in Tabelle 2 (s. 4.7.1) aufgefihrt.

Reaktionsansatz:
5x Phusion HF Buffer® 10ul
dNTPs® 5ul
Primer sense (10pm) 10ul
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Primer antisense (10pm) 10ul
DNA aus Klon 4 (1ug) 0,73ul
Phusion DNA Polymerase® 0,5ul
Nukleasefreies Wasser 13,77l
Gesamt 50ul

PCR-Bedingungen:
Annealing-Temperatur 64°C

Extensionszeit 20 sek.

Ligation von chPT X3 mit dem Vektor p3xFLAG-myc-CMV-25 mittels Gibson Assembly

Um das chPTX3 mit dem Vektor zu verbinden, wurden die aufgereinigten DNA-Sticke in
einer Konzentration von 0,02-0,05pmol/pl zusammen mit dem Gibson Assembly Kloning Kit
bei 50°C fir eine Stunde inkubiert. Anschlieend wurden 2ul dieses Reaktionsansatzes nach
Herstellerangaben in NEB 5-alpha kompetente E.coli transformiert. Diese transformierten
Bakterien wurden dann bei -80°C gelagert.

Material:
Gibson Assembly Kloning Kit*®
Vektor, linearisiert®®
PCR-Insert
Super optimal broth with catabolite repression Medium (SOC-Medium)
Lysogeny broth (LB) -Amp-Agar-Platte
LB-Amp-Medium*

4.12 Plasmidpraparation aus Bakterien

4.12.1 Isolation des vervielfaltigten Materials aus Bakterien

Um die Bakteriensuspensionen aus 4.11.1 und 4.11.2 langfristig lagern zu kénnen wurden
850pl der Bakteriensuspensionen mit 150l Glycerol gemischt. Diese Glycerolstocks wurden
bei -80°C gelagert. Mittels des PureYield™ Plasmid Miniprep Systems wurde dann die
Plasmid-DNA der Ubrigen Bakteriensuspensionen aufgereinigt und im NanoDrop ihre
Konzentration spektrophotometrisch bestimmt. Das PureYield™ Plasmid Midiprep System
wurde nach  Herstelleranweisungen  zur  Aufreinigung  grORere  Mengen an

Bakteriensuspensionen genutzt.
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Material:
PureYield™ Plasmid Miniprep System’
PureYield™ Plasmid Midiprep System’
Glycerol

4.12.2 Ligationskontrolle

Die durch einen Restriktionsenzymverdau erhaltenen Banden (Vektor und Insert) kénnen
anhand ihrer GroRe per Agarose-Gelelektrophorese beurteilt werden. Die Plasmide wurden
dann im Anschluss zur Sequenzierung an die Firma GATC nach Konstanz geschickt. Unter
der Verwendung des Programms Lasergene® von DNASTAR, Madison, USA wurden die
zuriickerhaltenen Gensequenzen mit den angefertigten Konstruktkarten verglichen und die
Plasmid-DNA wurde bei einem positiven Resultat nummeriert. Die Langzeitlagerung des
Konstrukts erfolgte bei -20°C.

4.13 Eukaryotische Expression von rekombinantem PTX3

Material:
Medium zum Kultivieren von HEK-293-T-Zellen und HEK-293-Zellen (s. 4.3.1.)
RPMI 1640 mit Glutamax®
XTreme-Gene®
Opti-MEMT™ 3
Plasmid-DNA
G418
Trypsin®

4.13.1 Transiente Transfektion von HEK-293-T-Zellen

Die Zellzahl der sich im Wachstum befindenden Zellen wurde auf 1x10° Zellen pro Delle
eingestellt und anschlieBend wurden die Zellen auf eine 24-Loch-Platte ausgesat. Am
néchsten Tag wurde die Zelldichte mikroskopisch kontrolliert, wobei die Konfluenz bei circa
80% liegen sollte. Die verwendeten Reagenzien hatten Raumtemperatur. Fur die Herstellung
des Transfektionsansatzes wurde 1ug DNA des Konstruktes K225, 6ul der
Transfektionsreagenz  XTreme-Gene und 94pl serumfreiem Medium Opti-MEM™
verwendet. Nach einer 15- minutigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden 25l
Transfektionsansatz pro 24-Loch-Delle zu den mit neuem Medium versorgten Zellen
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pipettiert. Der Zellkulturliberstand wurde nach 48 Stunden abgenommen und konnte flr

weitere Tests verwendet werden.

4.13.2  Stabile Transfektion von HEK-293—-Zellen

Die stabile Transfektion erfolgte nach dem Schema der transienten Transfektion. Der
Unterschied zwischen beiden besteht jedoch darin, dass die Zellen nach der stabilen
Transfektion mit dem Antibiotikum Geneticin (G418) inkubiert werden und so einem
Selektionsdruck ausgesetzt werden. 24 Stunden nach der Transfektion wurde das Medium
uber den Zellen abgenommen, die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen und mit Trypsin vom
Boden geldst. Anschliefend wurde das Trypsin mit der doppelten Menge an Medium
inaktiviert, 10ul der Zellsuspension entnommen und in  20ml G418-haltiges
Selektionsmedium gegeben. Im Anschluss wurden 200! dieser Zellsuspension pro 96-Loch-
Delle pipettiert und bei 37°C fur 7 bis 10 Tage inkubiert. Die gewachsenen Klone wurden auf
der Platte aufsuspendiert und die gesamte Zellsuspension bis auf wenige Mikroliter
abgenommen und verworfen. Danach wurde pro Delle 200ul frisches Selektionsmedium
zugegeben und die Platte bei 37° firr weitere 7 bis 10 Tage inkubiert. Daraufhin konnten die
Klone erstmalig per Immunoblot (s. 4.15.2) getestet werden und positiv getestete Klone
wurden weiter in einer 24-Loch-Platte kultiviert. Nach weiteren Tests blieb am Ende ein
einziger Klon zur Kultivierung in einer Zellkulturflasche Ubrig, wobei der produzierte
Uberstand gesammelt werden konnte. Die erhaltene stabile Zelllinie wurde wie in 4.4.4

beschrieben eingefroren und fiir die Langzeitlagerung in einen Stickstofftank uberfihrt.

4.14 Aufreinigung des rekombinanten chPTX3 iiber eine M2-Gelmatrix

Das in eukaryotischen Zellen exprimierte rekombinante chPTX3 wurde durch die Klonierung
in den p3XFLAG-myc-CMV-25-Vektor mit einem Flag-Epitop markiert. Das Protein konnte
dadurch mittels Affinitatschromatographie aus dem Zellkulturiiberstand mithilfe der M2 Flag

Gelmatrix aufgereinigt werden.

Material:
Anti-Flag® M2 Agarose®
Lagerung bei -20°C
Autoklavierung und Filtrierung der nachfolgend aufgefiihrten Puffer;
anschlieRende Lagerung bei 4°C

PBS, pH 7,2
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TBS, pH 7,4
299 Natriumchlorid*
60,59 Tris!
ad 5L Aqua bidest.
2,5ml Tween20"
Elutionspuffer: (Glycin-HCI 0,1M, pH 3,5)
7,51g Glycin®

ad 1L Aqua dest.
mit HCI auf pH 3,5 eingestellt
Neutralisationspuffer: (Tris-HCI 1M, pH 8,0)
12,11g Tris, reinst*
ad 100ml  Aqua dest.
Mit HCI auf pH 8,0 eingestellt
PBS mit 0,02% NaN3
0,29 NaN;"
ad 1L PBS, pH 7,2
PBS mit 0,02% NaN3 und 50% Glycerol
0,29 NaN;*
50ml Glycerol fiir die Molekularbiologie*
ad 100ml  PBS, pH 7,2
Dialyse-Puffer, pH 7,8

23g Na,HPO,!
45g NaCl*
1,65¢ KH,PO,*
ad 5L Agua dest.

Amicon Ultra Centrifugal Filter Devices, 14 kDa Cut-off

Durchfuhrung:

Um Zellen und Zellabfall aus den Zellkulturiiberstanden zu entfernen, wurde der Uberstand
der stabil transfizierten HEK-293-Zellen (s. 4.13.2) bei 225xg 10 Minuten bei 4°C
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der pH-Wert mittels Indikatorpapier kontrolliert und bei
Bedarf mit HCI oder NaOH neutralisiert. Danach wurde der Uberstand mit einem 0,45um
Spritzenfilter® filtriert. Die nachfolgenden Schritte wurden bei einer Temperatur von 4°C
durchgefuhrt.  Der  Auftrag des  Zellkulturliberstands  erfolgte, nach  der

Gleichgewichtseinstellung der Sdule mit PBS, mittels einer peristaltischen Pumpe mit einer
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FlieRgeschwindigkeit von 1ml pro Minute. Nachdem die Sdule eine Stunde mit TBS
gewaschen wurde, erfolgte das Eluieren des an die Gelmatrix gebundenen Proteins. Dies
geschah durch das Auftragen des Elutionspuffers auf die Saule. Das eluierte Protein wurde in
Fraktionen aufgefangen und sofort mit Tris-Lésung neutralisiert. Um die Sdule zu re-
aquilibrieren wurde diese nach dem Elutionsvorgang fir mindestens 30 Minuten mit PBS
gespult. Zur  kurzzeitigen Aufbewahrung der Sdule bei 4°C wurde PBS-NaNs, zur
Langzeitlagerung bei -20°C PBS-NaN3 mit 50% Glycerol, aufgetragen. Die Fraktionen mit
dem eluierten Protein wurden zusammen in einen gewasserten Dialyseschlauch (Cut-Off 14
kDa) pipettiert und Uber Nacht unter Ruhren in 5 Litern Dialysepuffer bei einer Temperatur
von 4°C umgepuffert. Nach spektralphotometrischer Messung mit dem NanoDrop® wurden

3

groRere Volumina mittels Amicon™ Ultra® Zentrifugenréhrchen aufkonzentriert. Am

Schluss wurde der Proteingehalt ein weiteres Mal im Spektralphotometer gemessen.
4.15  Western Blot

4.15.1 SDS-PAGE

Material:
4x TrisHCI/SDS Puffer pH 8,8
91g Tris*
29 spst

ad 500ml  Aqua dest.

pH mit HCI auf 8,8 eingestellt, Lagerung bei 4°C
4x TrisHCI/SDS Puffer pH 6,8

6,059 Tris!

0,49 SDs!

ad 100ml  Aqua dest.

pH mit HCI auf 6,8 eingestellt, Lagerung bei 4°C

APS 10%
0,59 Ammoniumpersulfat (APS)*
ad 5ml Agua bidest

Lagerung bei -20°C in Aliquots
TEMED (N',N",N",N'-Tetramethylethylendiamin)*
Trenngel 8%

4,83ml Agua bidest

2,5ml 4x TrisCI/SDS Puffer pH 8,8
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2,66ml
50ul
10pl
Sammelgel 4%
3,05ml
1,25ml
0,65ml
25pl
7,5ul

Acrylamid - Lésung (30 %) - Mix 37,5:1*
APS 10%
TEMED'

Aqua bidest

4x TrisHCI/SDS Puffer pH 6,8
Acrylamid - Lésung (30 %) - Mix 37,5:1°
APS 10%

TEMED'

4-15% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels, 15-well, 15 pl*®

5x Elektrophoresepuffer pH 8,3

15¢
729
59

ad 1L

Tris*
Glycin*
sbs*
Aqua dest

Zum Gebrauch 1:5 mit Aqua dest. verdiinnen

Lagerung bei Raumtemperatur

6x Probenpuffer (
ml
3ml
19
Img

Lammli)

4x TrisCIl/SDS- Puffer pH 6,8
Glycerin, wasserfrei'

sbs*

Bromphenolblau®

Lagerung bei -20°C in Aliquots von 500pl

HiMark™ Pre-Stained Proteinstandard, 30-460kDa®

PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10-180 kDa®

DTT 1M?®
Aqua bidest

Durchfuhrung:

Fur die SDS-PAGE wurden sowohl SDS-Gele selbst gegossen als auch gekaufte Gele

verwendet.

Herstellung SDS-Gel:

Zuerst wurden 4,83ml Aqua bidest. mit 2,5ml 4xTris-HCL/SDS Puffer pH 8,8 und 2,66ml
Acrylamid in ein 15ml Falconréhrchen pipettiert. Nach der Zugabe von 50ul APS und 10ul
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TEMED wurde die Lésung bis circa 1cm unter den Rand der Gelkassette geflllt und mit
Aqua bidest. Uberschichtet. Dies verhinderte, dass das Gel, wahrend es polymerisierte,
austrocknete. Nach einer halben Stunde wurde das Aqua bidest. abgegossen und die restliche

Feuchte vorsichtig mit einem Filterpapier aufgesaugt.

Die Bestandteile des Sammelgels wurden nacheinander, wie unten aufgefihrt, in ein 15ml-
Falconréhrchen pipettiert und anschliefend dreimal geschwenkt. Die hier aufgeflhrten

Mengenangaben ergeben zwei Gele.

3,05ml Agua bidest

1,25ml 4x TrisHCI/SDS Puffer pH 6,8

0,65ml Acrylamid - Lésung (30 %) - Mix 37,5:1*
25pl APS 10%

7,5ul TEMED!

Dieses flissige, noch nicht auspolymerisierte Sammelgel wurde nun bis zum Rand der
Gelkassette auf das Trenngel gegeben. Danach wurde ein Probentaschenkamm eingefuigt und
das Gel zur Polymerisation fiir eine gute halbe Stunde bei Raumtemperatur stehen gelassen.

Nach der Polymerisation wurde der Probentaschenkamm vorsichtig entfernt und das SDS-Gel
in die Elektrophoresekammer eingespannt. Diese wurde zuvor mit 1x Elektrophoresepuffer
beschickt.

Probenauftrag:

Zu 20l des aufgereinigten, umdialysierten und aufkonzentrierten Zellkulturiiberstandes (s.
4.14) wurden 4ul 6x Probenpuffer (Ld&mmli) gegeben. Unter reduzierenden Bedingungen

wurden zusétzlich noch 0,5ul DTT dazupipettiert.

Danach wurde die Probe bei 95° und 300rpm fur 5 Minuten im Thermomixer erhitzt. Im
Anschluss wurden 20ul der Proben bzw. 8ul des Markers in die Geltaschen pipettiert und die
Elektrophorese mit 80V gestartet. Nachdem die Lauffront das Trenngel erreicht hatte, wurde
die Stromstarke auf 200V erhoht. Die Elektrophorese wurde gestoppt, wenn ersichtlich war,

dass die Lauffront des Probenpuffers aus dem Gel herauszulaufen drohte.

4.15.2 Immunoblot

Der Immunoblot diente zum Nachweis des rekombinanten Proteins chPTX3-Flag.

Material:
SDS-PAG (5. 4.17)
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Towbin-Puffer mit 10% Methanol
3,03g Tris*
14,49 Glycin®
ad 900ml Aqua dest.
100ml Methanol reinst*
Ldsung zum Blockieren
4q Magermilchpulver*
ad 100ml  PBS, pH 7,2
Waschlosung PBS-T (0,05% Tween20)
500l Tween20!
ad 1L PBS,pH 7,2
Nitrocellulosemembran Amersham Protran®, PorengroRe 0,2um?®
Filterpapier™
Entwicklerreagenz (ECL-Ldsung, selbst gefertigt)
ECL-L0Osung pro Membran:

4ml Losung A
400ul Losung B
1,2ul H,0; (30%)
LGsung A

200ml0,1M Tris-HCI (pH 8,6)
50mg Luminol®
Lagerung bei 4°C
Lésung B
11mg para-Hydroxycoumarinsaure®
in 10ml DMSO™® Igsen
Lagerung im Dunkeln bei Raumtemperatur
Antikorper
Monoclonal ANTI-FLAG® M2 antibody produced in mouse™ (1:10.000)

Durchfuhrung:

Nach abgeschlossener SDS-PAGE wurde dem Gel eine Nitrocellulosemembran aufgelegt.
Das Gel und die Membran wurden anschliefend von jeweils zwei Filterpapieren und
Faserpads eingeschlossen, so in die Blotkasette gelegt und diese in die Blottingkammer
eingesetzt. Das Blotten der mittels SDS-PAGE nach ihrer GroRe aufgetrennten Proteine auf

eine Nitrocellulosemembran erfolgte in der Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell*®
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Der Blot-Vorgang wurde unter Einsatz eines -20°C kalten Kihlakkus und eines 4°C kalten
Towbin-Puffers mit dem Bio-Rad Power-Pac Basic bei 100V fir 1 Stunde durchgefihrt.

Um freie Bindungsstellen fir Antikorper auf der Membran zu blockieren, wurde die
Nitrocellulosemembran danach fir eine Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nacht auf
einem Schttler bei 4°C mit Magermilchldsung inkubiert.

Um die aufgetrennten Proteine zu detektieren wurde der ANTI-FLAG® M2-Antikorper in
PBS-T verdinnt. Die Membran wurde nach dreimaligem Waschen (jeweils funf Minuten mit
PBS-T) fur 60 Minuten bei Raumtemperatur in ein 50ml-Falconréhrchen gegeben um
sicherzustellen, dass diese wahrend der Inkubation mit dem Antikorper immer vollstédndig
benetzt war. Durch finfmaliges Waschen mit PBS-T fiur jeweils finf Minuten wurde

ungebundener Antikorper entfernt.

Zur Detektion des immunologisch spezifisch markierten FLAG-Tags am chPTX3 wurden die
Membranen in Kkleine Schalen gelegt und mit der ECL-Lésung fir 1 Minute benetzt.
Anschlieend wurden die Proteinbanden mittels des MicroChemi von DNR Bio Imaging
systems ltd. sichtbar gemacht.

Abschatzung des Molekulargewichts von PTX3 im Immunoblot

Nach der Entwicklung des Immunoblots mittels ECL erfolgte die Abschatzung der
Molekulargewichte der chPTX3-Banden anhand der Markerbanden. Hierzu wurde zuerst die
Laufstrecke jeder dieser Banden ausgemessen und der Quotient dieses Wertes und der
Gesamtlaufstrecke, also der Distanz zwischen der oberen Grenze des Laufgels und der
Lauffront, gebildet. Der Logarithmus des Molekulargewichtes jeder Markerbande wurde nun
jeweils als Funktion dieses Quotienten dargestellt. Das Bestimmtheitsmal R? der so
entstandenen Gerade wurde ermittelt und beurteilt. In die Funktionsgleichung konnte
anschlieBend der Quotient der individuellen PTX3-Laufstrecke und der Gesamtlaufstrecke
eingesetzt und daraus das Molekulargewicht ermittelt werden.

4.15.3 Enzymatische Deglykosylierung von chPTX3-FLAG
Die Peptid-N-Glykosidase F spaltet spezifisch N-Glykane vom Asparaginrest von chPTX3-
FLAG.

Material:
Aufgereinigtes chPTX3-FLAG

Denaturation Buffer (10x)"
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GlycoBuffer 2%
NP-40 10%"
PNGase F*
Agua bidest.

Durchfihrung:

Ansatz flr eine enzymatische Deglykosylierung

chPTX3-FLAG oul
Denaturation Buffer (10x) 1l
10 Minuten Inkubation bei 100°C im Thermomixer, danach auf Eis und 10

Sekunden bei 5000xg zentrifugieren

GlycoBuffer 2 2ul
NP-40 10% 2ul
Agua bidest. 6l
PNGase F 1ul

1 Stunde Inkubation bei 37°C im Thermomixer

4.16 Herstellung von monoklonalen Antikdrpern

4.16.1 Immunisierung von Balb/c-Mausen
Zur Immunisierung der Mdause wurde 200ul aufgereinigtes Protein von stabil transfizierten
HEK-293-chPTX3-FLAG (siehe 4.13.2 und 4.14) verwendet.

Fur die Herstellung eines Hybridoms wurde eine Maus im Abstand von 4 Wochen dreimal
durch eine intraperitoneale Injektion von aufgereinigtem Zellkulturiiberstand in Kombination
mit Freunds Incomplete Adjuvans immunisiert. Die M&use wurden drei Tage nach der letzten
Immunisierung getotet und die Milzen mit sterilem Besteck entnommen. Die Tétung geschah

durch zervikale Dislokation.

4.16.2  Zellfusion

Material:
Iscove Basal Medium?
Polyethylene Glycole 1500 (PEG)®
X63-Ag8.653-Zellen

Fusionsmedium (s. 4.4.1.)
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Erhaltungsmedium (s. 4.4.1.)
Hybridoma-Medium (s. 4.4.1.)

Durchfihrung:

Die Maéusemilz wurde in kaltes Iscove Basal Medium uberfihrt und mit einem
Spritzenstempel durch ein Zellsieb homogenisiert. Die erhaltene Zellsuspension wurde in ein
50ml-Falconréhrchen gegeben und mit kaltem Iscove Basal Medium aufgefillt. AnschlieRend
folgte eine 5 bis 10 minitige Sedimentation auf Eis. Danach wurde der Uberstand in ein neues
50ml-Falconréhrchen tberfihrt und 10 Minuten bei 300xg und Raumtemperatur zentrifugiert.
Das entstandene Zellpellet wurde mit 10ml raumtemperiertem Iscove Basal Medium
aufgenommen und danach die Milzzellen nach Trypanblaufarbung unter dem Mikroskop

gezahlt.

Die schon etwa 10 Tage vor der Fusion in Kultur gebrachten X63-Ag8.653-Zellen wurden in
mehrere 50ml-Falconréhrchen tberfiihrt und fir 10 Minuten bei 300xg und Raumtemperatur
zentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen, die Zellpellets vereint und in 20ml
raumtemperiertem Iscove Basal Medium aufgenommen. Nach der Trypanblaufarbung wurden

diese Zellen qualitativ und quantitativ beurteilt.

Fir die Fusion wurden 1,4x10® Milzzellen und 2,8x10® X63-Ag8.653-Zellen in ein 50ml-
Falconréhrchen gegeben und bei Raumtemperatur fur 5 Minuten und 300xg zentrifugiert.
Nachdem der Uberstand abgenommen wurde, wurde das verbliebene Zellpellet gelockert und
tropfenweise innerhalb einer Minute unter leichtem Schwenken 1,5ml 37°C warmes
Polyethylenglykol dazugegeben. Diese Mischung wurde fir eine Minute im 37°C warmen
Wasserbad inkubiert. Die Zugabe von 37°C warmem Iscove Basal Medium erfolgte

tropfenweise und schwenkend nach folgendem Vorgehensweise:

1. 1mlin 30 Sekunden
2. 3ml in 30 Sekunden
3. 16ml in 60 Sekunden

Im direkten Anschluss wurde die Zellsuspension bei Raumtemperatur und 300xg fir 5
Minuten zentrifugiert und bei 37°C fir weitere 5 Minuten inkubiert. Wiederum wurde der
Uberstand abgenommen und das Zellpellet in 420ml Fusionsmedium aufgenommen.
AbschlieBend wurde die Zellsuspension auf zwanzig 96-Loch-Platten pipettiert. Dabei wurde
in jede Delle 200ul gegeben. Die Platten wurden fiir 10 Tage bei 37°C und 5% CO; inkubiert
und alle 3 Tage mikroskopisch gepriift.
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4.16.3 Screening mittels ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)
Material:
NUNC-Maxisorp Polystyren 96-Lochplatten®
Beschichtungspuffer pH 9,6
3,119 Na,CO;
69 NaHCO;
ad 1L Aqua dest.
pH auf pH 9,6 eingestellt, Lagerung bei 4°C
Magermilchlésung 4%
4g Magermilchpulver!
ad 100ml  PBS
kurz vor Gebrauch ansetzen
SuperBlock™ (PBS) Blocking Buffer’
PBS-T (0,05% Tween20)

0,5ml Tween20*
ad 1L PBS
TMB-Puffer pH 5,0
4,99 Na-Acetat (60mM)*
3,15g Citronensaure®
ad 1L Agua bidest.

pH auf pH 5,0 eingestellt, Lagerung bei 4°C
TMB-Stammlésung
6mg 3,3",5,5 Tetramethylbenzidin (TMB)*
ad 1ml DMSO®
Lagerung lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur, eine Woche haltbar nach
Herstellung

TMB-Gebrauchslésung

10ml TMB-Puffer, 37°C
332yl TMB-Stamml@sung
3ul H,0, (30%)*

kurz vor Gebrauch anmischen und sofort verwenden
Schwefelsaure 1M*
Lagerung bei Raumtemperatur

Antikorper
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Antikdrper Gebundenes Antigen Isotyp  Tierart Konzentration
anti Flag™ Flag-Epitop IgG Kaninchen 1:4000

anti Maus IgG POD? mu-1gG (H+L) IgG Ziege 1:10.000
anti-Maus 1gG* mu-1gG (H+L) IgG Ziege 1:10.000
anti-Maus 19G,* mulgG1 poly Ziege 1:10.000
anti-Maus 19G,,>° mulgG2a poly Ziege 1:10.000
anti-Maus 19G,>° mulgG2b poly Ziege 1:10.000
anti-Maus 1gG,* mulgG3b poly Ziege 1:10.000
anti-Maus 1gM?® mulgM poly Ziege 1:250

Tabelle 5: Im ELISA eingesetzte Antikorper

Allgemeine Durchfiihrung eines EL ISAs:

Die Volumina beziehen sich, sofern nicht anders beschrieben, auf eine Delle einer Nunc
Maxisorb 96-Lochplatte. Vor jedem weiteren Arbeitsschritt wurden die Platten mit PBS-T im
ELISA Washer dreimal gewaschen. Jegliche Verdiinnungen wurden mit PBS-T angesetzt. Die

Inkubation zwischen den einzelnen Arbeitsschritten erfolgte bei 37°C fur jeweils eine Stunde.

Die Platten wurden jeweils am Vortag mit 100ul des in Beschichtungspuffer verdiinnten
Antikdrpers beschichtet und bei 4°C inkubiert.

Nicht gebundener Beschichtungs-Antikorper wurde tags darauf mit PBS-T von der Platte
gewaschen. Freie Bindungsstellen wurden mit 200ul Blockierungslosung blockiert. Im
néchsten Schritt wurden 100ul des zu detektierenden Proteins aufgetragen. In zwei weiteren
Arbeitsschritten erfolgt eine Inkubation fur jeweils 60 Minuten mit 50ul eines geeigneten
Antikorpers bzw. mit 50ul des passenden sekundéren Antikorpers. Durch das Auftragen von
100yl einer 37°C warmen TMB-Gebrauchslosung und einer Inkubation fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur in Dunkelheit wurde der ELISA entwickelt. Bei einer positiven Reaktion
farbte sich die entsprechende Delle blau. Ohne einen weiteren Waschschritt wurde zum
Abbruch der Peroxidasereaktion 50ul Schwefelsdurelésung zugegeben. Daraufhin &nderte
sich die Farbe der Delle von blau nach gelb. Die Quantifizierung wurde mittels Messung im
ELISA-Reader Tecan mit dem Programm X-Read Plus bei einer Wellenldnge von 450nm

sichergestellt.
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Spezielles zur Durchfiihrung des Screening-EL ISAs:

Beschichtung Probe Priméarer Antikorper Detektions-Antikérper
rb-anti-Flag (1:4000) HEK-293-chPTX3- Fusions-AK (ZKU) Goat-anti-mouse-1gG-POD
FLAG (ZKU) (1:10.000)

Tabelle 6: Aufbau des Screening-ELISAs

Zehn Tage nach der Fusion wurden je Delle der zwanzig 96-Loch-Platten 80pl
Zellkulturuberstand entnommen. Direkt danach wurden die Dellen wieder mit frischem
Medium versorgt und die zwanzig Platten zuriick in den Zellkultur-Brutschrank verbracht.
Beim ersten Screening wurde der Uberstand mittels ELISA getestet. Positiv getestete Klone
wurden nach der Entwicklung des ELISAs direkt in 24-Loch-Platten umgesetzt. Ein weiteres
ELISA Screening wurde nach Dichtwachsen der Klone durchgefiihrt. Ubrig blieben einige

wenige Klone, die subkloniert wurden.

4.16.4 Subklonierung, Isotyp-Bestimmung und Gewinnung von Hybridoma-
Uberstinden

Um mit Sicherheit monoklonale Antikorper zu erhalten, wurden die positiven Klone

nochmals subkloniert. Hierbei wurde jeder Klon mit einer Dichte von 0,4 Zellen pro Delle in

zwei 96-Loch-Platten ausgesat. Nach dem Dichtwachsen dieser Klone folgte, analog zum

Screening-ELISA der initialen Fusion, ein erneutes Screening.
Der ELISA zur Bestimmung der Isotypen ist wie folgt aufgebaut:

1. Beschichtung der ELISA-Platte am Vortag mit rb-anti-Flag (1:4000)
2. Inkubation mit HEK-293-chPTX3-FLAG (ZKU)

3. Auftrag des Fusions-AK (ZKU, 1:10)

4. Auftrag der isotypspezifischen, biotinylierten Antikorper (s. Tabelle 6)
5. Detektion mit Streptavidin-POD (1:4500)

Die Isotypbestimmung erfolgte ebenso wie das Screening mittels ELISA unter Verwendung
von isotypspezifischen biotinylierten Antikorpern (anti-Maus 19G*°, anti-Maus 19G;*, anti-
Maus 1G>, anti-Maus 19G,,>°, anti-Maus 19gGs> und anti-Maus 1gM?®) und anschlieBender
Detektion mit Streptavidin-POD. Dies ist der einzige Unterschied zwischen dem Screening-
ELISA und dem Isotyp-ELISA: nach dem Auftrag der biotinylierten, isotypspezifischen
Antikdrper inkubierten diese fir eine Stunde bei 37°C. Danach wurde die ELISA-Platte mit
PBS-T drei Mal gewaschen und 50ul der Streptavidin-Verdinnung (1:4500) wurden pro
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Delle aufgetragen und die Platte fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die ELISA-Platte wurde

dreimal mit PBS-T gewaschen und danach erfolgte analog dem Screening-ELISA die

Entwicklung mittels der TMB-Gebrauchslésung.

Die Hybridome wurden nach dem letzten Screening fur zwei Wochen in Fusionsmedium
kultiviert. AnschlieRend wurden diese weitere zwei Wochen mit Erhaltungsmedium versorgt,
bevor eine sukzessive Umstellung auf Hybridoma-Medium stattfand. Die Langzeitlagerung

der Zellkulturiberstdnde, die flr weitere Tests und Aufreinigungen gesammelt wurden,

erfolgte bei 4°C.

4.17

Aufreinigung des monoklonalen IgG2a-Antikérperkion

Material:

Startpuffer (20mmol Phosphatpuffer, pH 7,0)
1,424g Na,HPO, x 2H,0" in 400ml Aqua dest. 16sen
0,936¢ NaH,PO, x 1H,0" in 300ml Aqua dest. 18sen
NaH,PO,- zur Na,HPO,- Losung geben bis pH 7,0 erreicht ist
Elutionspuffer (0,1mol Glycinpuffer pH 2,5)
3,759 Glycin® in 500ml Aqua dest. l6sen
mit HCI den pH-Wert auf pH 2,5 einstellen

Dialysepuffer pH 7,8

1,65¢ KH,PO,*
29,03g Na,HPO, x 2H,0*
45g NacCl*

in 5L Aqua dest. 16sen

Trislésung 1M

1,211g Tris' in 10ml Aqua dest. lésen
Guanidinhydrochlorid 6M*
57,329 CHsN3-HCI in 100ml Aqua dest. 16sen

Dialyse-Schlauchmembran (MWCO 14000)*

in Aqua dest. vor Gebrauch mindestens 30 Minuten einweichen
Unvergallter Ethanol (20%)*
Protein G Sepharose 4 Fast Flow®

0,45 Nalgene® Filter®
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Antikorperhaltiger Zellkulturiberstand

Durchfihrung:

Um Zellen und Zellabfall aus den Zellkulturiiberstanden zu entfernen, wurde der Uberstand
bei 225xg 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand noch durch einem
Nalgene® Filter mit einer PorengroRe von 0,45um filtriert. Die nachfolgenden Schritte
wurden bei einer Temperatur von 4°C durchgefiihrt. Die Protein G Sepharose 4 Fast Flow
wurde in eine Séule gegeben, die an eine Chromatographie-Anlage des Typs BiolLogic LP®
in Kombination mit einem Model 2110 Fraction Collector*® angeschlossen wurde. Vor der
Aufreinigung eines neuen Antikorpers wurde die Sdule mit mindestens 20ml 6M
Guanidinhydrochlorid gewaschen. Nach der Aquilibrierung der Saule mit mindestens 30ml
Startpuffer wurde der antikorperhaltige Zellkulturiiberstand mit einer Flielgeschwindigkeit
von 1ml/min. aufgetragen. Nach einem halbstiindigen Waschen der S&ule mit Startpuffer
folgte die Elution des gebundenen Proteins. Hierfur wurde der Elutionspuffer auf die Séule
aufgebracht, das Eluat in Fraktionen von 1ml aufgefangen und sofort mit Tris-Losung
neutralisiert. Zum Re-Aquilibrieren der Saule wurde diese nach der Elution mindestens 30
Minuten mit Startpuffer gespiilt. Die Protein-Konzentrationen im Eluat wurden mittels
NanoDrop® bestimmt. Danach wurden die Fraktionen mit hohen Antikorper-Konzentrationen
gepoolt und mittels Dialyse-Schlauchmembran tber Nacht in Dialysepuffer umdialysiert. Die
Konzentration der Antikorper-Losung wurde zum Schluss ein weiteres Mal
spektralphotometrisch gemessen. Die Lésung wurde in aliquotierter Form bei -20°C gelagert.

4.18 Computerprogramme zum Auswerten von Sequenzen

Um das Alignment zu erstellen wurden die Programme Clustal X 2.1 und GeneDoc genutzt.
Die jeweilige Software ist im Internet frei verfligbar unter http://www.clustal.org und

http://www.nrbsc.org.

Molekulargewichte, Signalpeptide und N-Glykosylierungsstellen wurden unter Zuhilfenahme

von speziellen Tools, die unter https://www.expasy.org zu finden sind, bestimmt.
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5 ERGEBNISSE
5.1 Alignment PTX3

Um die Unterschiede in den Aminoséuresequenzen von PTX3 bei den Spezies Mensch, Maus,

Rind, Schwein, Huhn, Frosch und Zebrafisch herauszufinden, wurden diese mit Hilfe der

Programme

ClustalX 2.1 und GeneDoc (s.

4.18) miteinander

verglichen.

Die

Aminosauresequenzen der verschiedenen Spezies sind frei zuganglich tber das National

Center for Biotechnology Information (NCBI).
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Abbildung 1: Aminosauren-Alignment von chPTX3 mit den Orthologen anderer Spezies

Schattierte Bereiche zeigen konservierte Aminoséduren, wobei dunklere Schattierungen auf eine héhere
Konservierung unter den Spezies hinweisen. Punkte zwischen den Aminoséuren stehen fur Licken im
Alignment. Sterne deuten auf theoretisch berechnete N-Glykosylierungen hin. Zwei Sterne (**)
kennzeichnen die N-Glykosylierungsgstellen beim Huhn, ein Stern (*) eine N-Glykosylierungsstelle
bei einer anderen Spezies. Dreiecke (A) unter den Sequenzen reprisentieren Cysteinreste, die
Bestandteil einer Disulfidbriicke beim Menschen sind. Das Huhn hat an diesen Stellen auch
Cysteinreste. Das umgedrehte Dreieck (V) zeigt demgegenuber einen Disulfidbriicken-bildenden
Cysteinrest beim Menschen, wobei das Huhn an dieser Stelle keinen Cysteinrest hat. Weitere
hochkonservierte Cysteinreste sind als Kreise (o) markiert. Die Aminosdurensequenz fiir die
Pentraxinsignatur (HXCxT/SWxS) ist mit einer gepunkteten Linie (ssss+ssss) unterstrichen und der

Kasten beinhaltet die Signalpeptidsequenz. Die gestrichelte mit einem N Uber der Sequenz beschriftete
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Linie weist auf die N-terminale Domane und die durchgehende mit einem P beschriftete Linie weist

auf die Pentraxin-Domane hin.

Das Alignment ergibt eine hohe Sequenzhomologie sowohl in der N-terminalen Doméne als
auch, in noch starkerem Ausmal3, in der Pentraxin-Doméne. Auffallig ist auch, dass die
Pentraxin-Signatur bei allen Spezies, bis auf den Frosch, homolog ist. Des Weiteren zeigt das
Alignment, dass Cysteinreste bei vielen Spezies konserviert sind. Die theoretisch berechneten
N-Glykosylierungsstellen sind bei den Spezies Mensch und Maus gleich, das Schwein hat gar
keine N-Glykosylierunggstellen und die Spezies Zebrafisch, Frosch und Huhn haben zwei

theoretisch berechnete Glykosylierungsstellen.

5.2 Alignment C-reaktives Protein und PTX3 des Huhnes

Um beim Huhn die Unterschiede oder Ubereinstimmungen bei CRP als Prototyp der kurzen
Pentraxine und PTX3 darzustellen, wurden auch diese Volllangen-Aminosauresequenzen
mithilfe der Programme ClustalX 2.1 und GeneDoc verglichen (s. 4.18). Auch diese sind tber

NCBI frei zuganglich.
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Abbildung 2: Alignment C-reaktives Protein und PTX3 vom Huhn

Schattierte Bereiche zeigen konservierte Aminoséuren, wobei dunklere Schattierungen auf eine héhere
Konservierung hinweisen. Punkte zwischen den Aminosduren stehen fiir Liicken im Alignment. Der
Stern (*) deutet auf theoretisch berechnete N-Glykosylierungsstellen beim chPTX3 hin. Das Kreuz (+)
steht flr theoretisch berechnete N-Glykosylierungsstellen bei chCRP. Hochkonservierte Cysteinreste
sind mit Kreisen (0) markiert. Die Aminosdurensequenz fir die Pentraxinsignatur (HXCXT/SWxS) ist
mit einer gestrichelten Linie (cccomo——e—-- ) unterstrichen und der Kasten beinhaltet die
Signalpeptidsequenzen der beiden APPs. Die gestrichelte mit einem N (iber der Sequenz beschriftete
Linie weist auf die N-terminale Domdne beim chPTX3 hin, wohingegen die durchgehende mit einem
P beschriftete Linie auf die Pentraxin-Doméne bei chPTX3 und chCRP hinweist.

Das Alignment zeigt, dass das C-reaktive Protein im Gegensatz zum langen Pentraxin
chPTX3 keine N-terminale Doméne besitzt. Es besteht lediglich aus der Pentraxin-Doméne
mit der charakteristischen Pentraxin-Signatur. Aufféallig sind zwei Stellen mit
hochkonservierten Cysteinresten bei beiden Molekulen. Des Weiteren zeigt das Alignment,
dass PTX3 zwei theoretisch berechnete N-Glykosylierungsstellen hat, von denen eine in der

N-terminalen Domane liegt. Diese fehlt beim C-reaktiven Protein entsprechend.

5.3 Klonierung von chPTX3 in den Vektor p3xFLAG-Myc-CMV™-25

Zur weiteren Charakterisierung wurde das Protein chPTX3 in den Vektor p3XxFLAG-Myc-
CMVT™-25 (s, Abb. 3) kloniert und eukaryotisch exprimiert. Hierftir wurde aus der cDNA der
LPS-stimulierten Milz mittels PCR die Sequenz von chPTX3 amplifiziert, der Vektor aus dem
bereits vorhandenen Konstrukt K108 per Doppelverdau herausgeschnitten und die Sequenz
von chPTX3 anschlielend in den Vektor kloniert. Mit dem erhaltenen Konstrukt konnten
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dann humane embryonale Nierenfibroblasten (HEK-293) transfiziert werden. In der Zelle
kommt es in Folge dessen zur Produktion und Sekretion des Proteins in das
Kultivierungsmedium. Der Vektor p3xFLAG-Myc-CMV™-25 wurde gewéhlt um ein FLAG-
getaggtes Protein zu exprimieren, das dann per ANTI-FLAG M2-Antikdrper im Immunoblot
oder ELISA detektiert werden kann.

Laut Herstellerangaben dient der Vektor als Derivat von pCMV5 dazu [331] eine transiente
oder stabile Expression von Proteinen in Saugerzellen zu etablieren, die N-terminal mit einem
3XFLAG und C-terminal mit einem c-Myc markiert sind. Der Vektor codiert drei
aufeinanderfolgende FLAG-Epitope und ein c-Myc-Epitop ober- und unterhalb der multiple
cloning site, die verschiedene Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen direkt

hintereinander enthalt.

Die Promotor-Region des humanen Cytomegalovirus [332, 333] fordert die Transkription
von Konstrukten, die mit einem FLAG oder c-Myc markiert sind. Das Aminoglykosid
Phosphotransferase 11-Gen [334] (Neo) verleiht dem Konstrukt eine Resistenz gegeniber

Aminoglykosiden wie G418 [335], was eine Selektion ermdglicht.

p3XFLAG-Myc-CMV™-25 st laut Hersteller ein Pendelvektor fir E.coli und Sdugerzellen.

f1 ori

CMV pro;no(ev Preprotrypsin

Amp

PTX3
pBR322 or
p3xFLAG-Myc-CMV-25 + chPTX3
7649 bp

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Vektors p3xFLAG-Myc-CMV-25
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Die Abbildung wurde mithilfe der Programme Lasergene SeqBuilder und Microsoft Power Point
erstellt und zeigt den Vektor p3XxFLAG-Myc-CMV-25 mit seinen Merkmalen und dem Insert
chPTXa3.

Das in das Kultivierungsmedium abgegebene Protein chPTX3-FLAG wurde anschlieRend
mithilfe einer M2-Gelmatrix gereinigt. Abbildung 4 zeigt die Fraktionen 11-19, die
gereinigtes chPTX3-FLAG enthalten, im Immunoblot.

~170kDa
~130kDa

~ 100 kDa

~70kDa

o G (U0 o e -

~ 55kDa

~ 40 kDa —

~35kDa

Fraktionen 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Abbildung 4: Immunoblot der eluierten, reduzierten Fraktionen von der M2-Gelmatrix

5.4 Untersuchung der Struktur von chPTX3

Um eine Aussage zur Struktur des PTX3 beim Huhn machen zu konnen, wurde das
rekombinante chPTX3-FLAG unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen

sowie glykosyliert und deglykosyliert im Immunoblot analysiert.

Wie in Abbildung 5 zu sehen lag das Molekulargewicht von chPTX3-FLAG unter nicht
reduzierenden Bedingungen bei circa 300kDa, unter reduzierenden Bedingungen bei 65 kDa

sowie nach Deglykosylierung bei 61kDa.
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Abbildung 5: Immunoblot-Analyse der chPTX3-SDS PAGE

Teil A der Abbildung zeigt chPTX3 vor (Spalte 1) und nach (Spalte 2) der Reduzierung der
Disulfidbricken. Das kalkulierte Molekulargewicht betrdgt unter nicht reduzierenden Bedingungen
313 kDa (vermutete Bande von chPTX3 ist mit einem Pfeil gekennzeichnet) und unter reduzierenden
Bedingungen 65 kDa. Das BestimmtheitsmaR betragt R?=0,98.

Teil B zeigt chPTX3 vor (Spalte 3; kalkuliertes Molekulargewicht: 67 kDa) und nach (Spalte 4;
kalkuliertes Molekulargewicht: 61 kDa) der Deglykosylierung. Das BestimmtheitsmaR betragt
R*=0,98.

5.5 Analyse der Expression von chPTX3 in verschiedenen Organen

Fur die Untersuchung, ob chPTX3 in verschiedenen Organen des Huhns exprimiert wird,
wurden einem M11-Huhn Haut, Muskel, Muskelmagen, Driisenmagen, Dunndarm,
Dickdarm, Leber, Gehirn, Niere, Herz, Lunge, Trachea, Harder’sche Drise, Milz, Thymus,
Bursa und Caecaltonsille entnommen. Anschlieend wurde die mRNA dieser Organe in
cDNA umgeschrieben und diese cDNA wurde dann mittels PCR auf die Expression von
chPTX3 untersucht.
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Abbildung 6: Expression von chPTX3 in verschiedenen Organen des Huhns

Die oberen Banden stellen die Expression von chPTX3 in den jeweiligen Organen dar. Darunter
wurde GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) als Ladungskontrolle aufgetragen.
NTC: Kontrolle ohne PCR-Matrize (engl.: non-template control)

Wie in Abbildung 6 zu sehen, konnte eine Expression von chPTX3 in Driisenmagen,
Dunndarm, Dickdarm, Leber, Gehirn, Lunge, Trachea, Harder scher Driise, Thymus, Bursa
und Caecaltonsille nachgewiesen werden, wéhrend in Haut, Muskel, Muskelmagen, Niere,

Herz und Milz keine Expression zu beobachten war.

Des Weiteren wurde untersucht, ob chPTX3 in LPS-stimulierter Leber und Milz exprimiert
wird. Dazu wurde Hihnern der Linie LSL intravends pro Kilogramm Gewicht 10ug LPS
injiziert. Nach drei Stunden wurde den Tieren Milz und Leber entnommen und die mRNA
dieser Organe in cDNA umgeschrieben. Diese cDNA wurde dann mittels PCR auf die

Expression von chPTX3 untersucht.



~

Ergebnisse 0

Kontrollen 1-6 LPS 1-6

a) Leber

~1000 bp
~ 850bp

~ 650 bp
~ 500 bp
~ 400bp

~ 300bp

b} Milz
~1000 bp
~ 850 bp
~ 650 bp
~ 500 bp
~ 400 bp
300 bp
200 bp

2

2

Abbildung 7: Untersuchung der Expression von chPTX3 in mit LPS stimulierten Organen
a) Die oberen Banden stellen die Expression von chPTX3 in Lebern von unstimulierten
(Kontrollen 1-6) und mit LPS stimulierten (LPS 1-6) Hihnern dar. Darunter wurde
GAPDH als Ladungskontrolle aufgetragen. NTC: Kontrolle ohne PCR-Matrize
b) Die oberen Banden stellen die Expression von chPTX3 in Milzen von unstimulierten
(Kontrollen 1-6) und mit LPS stimulierten (LPS 1-6) Hihnern dar.

Wie aus Abbildung 7 ersichtlich, l&sst sich mit LPS die Expression von chPTX3 in Milz und
Leber bei allen sechs Tieren stimulieren. Interessanterweise war in keiner Milz vor der
Stimulation mit LPS chPTX3 messbar, wohingegen die Leber eines einzelnen Tieres auch

ohne Stimulation bereits chPTX3 exprimiert (s. auch Abbildung 6).

Um noch genauer auf die Expression von chPTX3 nach einer Injektion von 10ug/kg LPS

einzugehen, wurde das Protein mittels gRT-PCR quantifiziert.
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Abbildung 8: gRT-PCR-Analyse von Milz und Leber (n=6)
Die Abbildung zeigt eine qRT-PCR-Analyse von Milz und Leber drei Stunden nach einer LPS-
Injektion. Die Milzen zeigen das 81-fache der Expression in Gewebeproben unbehandelter Tiere und

die Lebern weisen das 22-fache der Expression in Gewebeproben unbehandelter Tiere auf.

Die gRT-PCR-Analyse zeigt, dass chPTX3-mRNA drei Stunden nach der Gabe von LPS in

den Milzen um das 81-fache und in den Lebern um das 22-fache erhéht war.

5.6 Analyse der Expression von chPTX3 in verschiedenen Zellen

Fur eine Untersuchung, ob chPTX3 in B- und T-Zellen exprimiert wird, wurden heparinisierte
Vollblutproben von M11-Hihnern entnommen. Danach wurden B- und T-Zellen mittels
Dichtegradientenzentrifugation gewonnen (s. 4.3.2). AnschlieBend wurde die mRNA in

cDNA umgeschrieben und diese mittels PCR auf die Expression von chPTX3 untersucht.
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Abbildung 9: Untersuchung der Expression von chPTX3 in B- und T-Zellen
Die oberen Banden stellen die Expression von chPTX3 in B- und T-Zellen dar. Darunter wurde
GAPDH als Ladungskontrolle aufgetragen. NTC: Kontrolle ohne PCR-Matrize

Wie in Abbildung 9 zu sehen, konnte eine Expression von chPTX3 in T-Zellen nachgewiesen
werden, wahrend in B-Zellen keine Expression zu beobachten ist.

5.7 Generierung von monoklonalen Antikorpern gegen chPTX3 und deren

Charakterisierung

Fur die Herstellung monoklonaler Antikorper gegen chPTX3 wurden zwei Balb/c-M&use mit
aufgereinigtem Protein im Abstand von 4 Wochen dreimalig immunisiert. Nach Fusion der
Milzzellen dieser Balb/c-Méause mit X63-Ag8.653-Zellen wurden die von den Hybridomen
produzierten Antikdérper per ELISA mehrfach gescreent und spezifische Hybridome selektiert.
Am Ende der Selektion lagen zwei Klone vor, die 6F9 und 6H8 bezeichnet wurden. Diese
beiden Klone binden spezifisch an chPTX-FLAG.

Der Klon 6F9 wurde subkloniert (s. 4.16.4). Die darauf folgende Isotyp-Bestimmung ergab
lgG2a fur 6F9-1G6 und IgM fiir 6H8.

Anhand der Abbildungen 10 bis 12 l&sst sich erkennen, dass sowohl der monoklonale anti-
chPTX3-FLAG-Antikorper 6F9-1G6 als auch der polyklonale anti-chPTX3-FLAG-
Antikdrper 6H8 spezifisch an chPTX3-FLAG binden, was die Negativkontrollen bestatigen.
Als Negativkontrollen wurde der Beschichtungsantikérper rb-anti-Flag bzw. das Antigen
chPTX3-FLAG im Screening-ELISA weggelassen und durch PBS-T ersetzt (s. 4.16.3).
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Abbildung 10: Titration des monoklonalen Antikdrpers 6F9-1G6 (aufgereinigt)
Die Titration des Antikdrpers wurde mittels ELISA durchgefiihrt.
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Abbildung 11: Titration des monoklonalen Antikérpers 6F9-1G6 (Zellkulturtberstand)
Die Titration des Antikorpers wurde mittels ELISA durchgefiihrt.
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Abbildung 12: Titration des polyklonalen Antikdrpers 6H8 (Zellkulturtberstand)

Die Titration des Antikorpers wurde mittels ELISA durchgefuhrt.
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6 DISKUSSION

Akute Phase Proteine sind Proteine, die ihre Serumkonzentration als eine Antwort auf
proinflammatorische Zytokine um mehr als 25% verdndern. Sie koénnen als quantitative
Biomarker bei der Diagnose und Prognose einer Erkrankung und beim Monitoring der

Therapie, wie auch beim generellen Gesundheitsscreening, genutzt werden [157].

Die von HepatoZyten produzierten APPs kénnen anhand des Ausmalies ihrer Erhéhung in
positive APPs, wie z.B. Haptoglobin, Serum Amyloid A und C-reaktives Protein, eingeteilt
werden oder sie werden als negative APPs klassifiziert, falls sich ihre Serumkonzentration
verringert, wie das z.B. bei Albumin der Fall ist [162-164].

Zahlreiche Studien berichten auch beim Huhn Uber Veranderungen des Serumspiegels von
Akute Phase Proteinen im Zuge verschiedener Infektionskrankheiten [308, 311, 313, 315,
324]. So zeigte sich beispielsweise, dass nach parasitarem Befall das kurze Pentraxin CRP
stark uberexprimiert wird [336].

Uber das lange Pentraxin PTX3, welches ebenfalls zur Gruppe der APPs gehort, ist bei
Mensch und Maus schon Vieles bekannt [18, 19, 337]. Zum Beispiel aktiviert es das
Komplementsystem, interagiert mit verschiedenen Pathogenen und reguliert Entziindungen

[13]. Beim Huhn ist es in der Literatur aber unbeschrieben.

Arbeiten unserer Arbeitsgruppe zum Thema avidre pathogene E.coli (unveroffentlicht von Dr.
Susanne Rehfeld) und aviére Influenza (unveroffentlicht von Dr. Carsten Krohmann) lassen
jedoch darauf schliel3en, dass PTX3 auch beim Huhn ein bedeutendes Akute Phase Protein ist,
da es bei Infektionen hochreguliert wird. Auch die Studie von Rdll et al. (BMC Genomics,
angenommen) aus unserem Haus zeigt, dass nach einer Injektion von rekombinantem
Interferon-o. ¢chPTX3 hochgradig exprimiert wird, was auch verdeutlicht, dass PTX3

offensichtlich ein wichtiges APP beim Gefligel ist.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, dieses Protein im Huhn zu charakterisieren und
monoklonale Antikérper zu entwickeln, die fir die Etablierung eines quantitativen

Nachweises des PTX3-Proteins verwendet werden kénnen.
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6.1 Analyse des PTX3-Gens beim Huhn

6.1.1 Alignment der PTX3-Volllangensequenz des Huhns mit PTX3-Sequenzen anderer
Spezies
Als erster Schritt erfolgte die Untersuchung der Struktur von PTX3 des Huhns in silico mit
Hilfe frei zuganglicher Software. Die Aminosauren-Sequenz von chPTX3 wurde hierbei
zunachst mit der des gleichen Proteins anderer Tierarten verglichen, wobei neben den vier
Saugetierspezies Homo sapiens, Mus musculus, Bos taurus und Sus scrofa auch die Sequenz
des Krallenfrosches (Xenopus tropicalis) und des Zebrafisches (Danio rerio) mit der
Hihnersequenz abgeglichen wurde (Abb. 1). Der strukturelle Aufbau von chPTX3 mit einer
N-terminalen Domadne, einer Pentraxin-Doméne und der charakteristischen Pentraxin-
Signatur entspricht grundsatzlich auch dem Aufbau des PTX3 der anderen Spezies.
Interessanterweise weist die N-terminale Domane und das Signalpeptid bei Huhn, Frosch und
Zebrafisch deutlich mehr Aminosduren als bei den Spezies Mensch, Maus, Rind und Schwein
auf. Dies fallt vor allem in zwei Bereichen auf, in denen die Sequenzen der Nicht-Saugetiere
Abschnitte von 27 bzw. 18 Aminosauren enthalten, welche in den Sequenzen der Saugetiere
fehlen. Auch auBerhalb dieser, exklusiv in den Nicht-Mammalia vorkommenden, Bereiche
weist die N-terminale Doméne zwischen den Spezies eine geringere Homologie als die
Pentraxin-Doméne auf. Ahnliches wurde bereits bei der Erforschung der Stammesgeschichte
der C- und der N-terminalen Doméne der langen Pentraxine entdeckt (s. 2.2.3.). So ist die
Sequenzhomologie zwischen den N-terminalen Doménen der Mitglieder der langen
Pentraxine sehr viel niedriger als in der Pentraxin-Domdne, woraus sich auch die
Namensgebung ableitet. Beispielsweise zeigt die N-terminale Doméne des humanen PTX3
nur 10% Ubereinstimmung zur N-terminalen Doméne des langen Pentraxins NP1 [33]. Die
hier festgestellte grofRere Lange von PTX3 bei den Spezies Huhn, Frosch und Zebrafisch
konnte maoglicherweise ein erster Hinweis auf andere oder erweiterte Funktionen bei den
Nicht-Saugern sein. So konnten sich in den zusétzlichen Abschnitten Bindungsstellen fiir
Liganden befinden, welche im Lauf der weiteren Evolution in diesem Protein verloren
gegangen sind. Ahnliche strukturelle Veranderungen sind auch fiir andere Proteine, wie zum
Beispiel das Rax-Protein beschrieben worden und haben unterschiedliche funktionelle
Konsequenzen. Vor 525 Mio. Jahren sind aus dem Rax-Gen des Wirbeltier-Ahns die zwei
Subgruppen Raxl und Rax2 entstanden [338]. Das Rax-Protein hat drei konservierte
Regionen: ein N-terminales Octapeptid-Motiv, eine C-terminale OAR-Doméne und eine
DNA bindende zentrale Homeodomane (HD). Die OAR-Domane ist auch bei den
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Transkriptionsfaktoren Otp, Aristaless und Rax zu finden ist, woraus sich ihr Name ableitet
[339]. Alle Rax-Proteine haben das Octapeptid-Motiv, die HD- und die OAR-Domé&ne. Nur
die Rax2-Proteine der Tetrapoden sind kirzer und weisen das Octapeptid-Motiv nicht auf.
Dieses ging wahrend der Evolution verloren. Die Wirbeltier-Rax-Gene scheinen zwei
Funktionen von einem Chordata-Vorfahren geerbt zu haben. Zum einen spielen sie eine Rolle
im Vorderhirn und bei der Entwicklung des Hypothalamus und zum anderen eine Rolle bei
der Entwicklung des Auges und der Photorezeptoren. Die Rax1- und Rax2-Paraloge sind vor
525 Mio. Jahren, bevor sich die Abstammungslinien von Knorpel-und Knochenfischen geteilt
haben, aus dem primitiven Rax-Gen neu aufgetaucht und haben verschiedene Subfunktionen
des Rax-Gens bernommen. So ist das Rax1-Gen als das Hauptgen bei der frihen
Entwicklung der Augenstrukturen und des Hypothalamus involviert. Die Funktion des Rax2-
Gens ist spezialisierter, indem es die Proliferation und die Differenzierung der Retina
kontrolliert [340]. Insgesamt deutet dies darauf hin, dass die Entstehung der Rax-Paraloge ein
starker differenziertes Sehen ermdglicht und somit einen evolutiondren Vorteil mit sich
gebracht hat. Hier lasst sich eine Parallele zum PTX3 ziehen. Auch bei diesem ist im Laufe
der Evolution zwar keine ganze Domane, aber ein Teil einer Doméne, verloren gegangen und
das fihrt moglicherweise zu einer spezifischeren Funktion beim Sauger-PTX3. Die
Untersuchung eines solchen mdglichen evolutiondren Vorteils bei den Sdugetieren im
Vergleich zu den phylogenetisch &lteren Spezies aufgrund der verkirzten N-terminalen

Sequenz des Pentraxins kdnnte deshalb kinftig ein interessantes Forschungsfeld begriinden.

Des Weiteren ist auffallig, dass PTX3 bei den drei Spezies Huhn, Frosch und Zebrafisch zwei
errechnete N-Glykosylierungsstellen hat, wéhrend das Schwein keine und die Spezies
Mensch, Maus und Rind nur eine errechnete N-Glykosylierungsstelle aufweisen. Durch eine
Interaktion des Sialinsaurerests der N-Glykosylierung mit dem viralen Hadmagglutinin bindet
humanes und murines PTX3 an das Influenzavirus (H3N2). Es inhibiert die Hdmagglutination
und auch die Aktivitat der viralen Neuraminidase und neutralisiert somit die Virusinfektiositat
[84]. Moglicherweise l&sst sich  damit auch erklaren, dass das Schwein bei
Influenzainfektionen als Mischgefdl (,,mixing vessel”) gilt, was bedeutet, dass es sowohl
Rezeptoren flr avidre als auch fiir humane Influenzastdmme hat, also fiir avidre und humane
Influenzastimme  gleichermalRen empfanglich ist. Aufgrund der fehlenden N-
Glykosylierungsstellen kann das porcine PTX3 die Hamagglutination und auch die virale
Neuraminidase nicht inhibieren. Somit wdare das Schwein weniger vor Influenzaviren
geschutzt und folglich anfalliger flr derartige Infektionen. Dass die Spezies Huhn, Frosch und

Zebrafisch sogar zwei N-Glykosylierungsstellen aufweisen, kénnte bedeuten, dass sie eine
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Influenzainfektion effizienter abwehren kdnnen als die Spezies Mensch, Maus und Rind mit
nur einer N-Glykosylierungsstelle. Voraussetzung fiir diese Uberlegung ist allerdings, dass
die N-Glykosylierungsstellen beim PTX3 der Spezies Huhn, Frosch und Zebrafisch einen

Sialinsaurerest enthalten. In der Literatur gibt es dazu jedoch keinen Hinweis.

Ein weiterer Unterschied fallt bei der Betrachtung der PTX3-Sequenzen beziglich des
Auftretens von Cysteinresten auf. Das humane PTX3 hat insgesamt neun Cysteinreste: drei in
der N-terminalen Doméane (Cys*’, Cys* und Cys*®
(Cys'™, Cys?l? Cys?™, Cys®', Cys®™® und Cys®’). Die Cys-Reste an den Positionen 210 und

271 sind in der Familie der Pentraxine hoch konserviert und, basierend auf der Homologie zu

) und sechs in der Pentraxin-Domane

CRP und SAP, wahrscheinlich an Disulfidbriickenbindungen innerhalb einer Kette beteiligt
[34, 61]. Die Cysteinreste an den Positionen 47 und 49 formen Disulfidbindungen zwischen
zwei Ketten. Der Cysteinrest an Position 103 halt vier Proteinuntereinheiten zu einem
Tetramer zusammen, wohingegen die Cysteine an den Positionen 317 und 318 der Pentraxin-
Doméne zwei Tetramere zu einem Oktamer verbinden [71]. Bis auf die Cysteine an den
Positionen 103 und 179 hat das PTX3 beim Huhn alle Cysteinreste, die auch das humane
PTX3 aufweist. Es fehlt demnach der Cysteinrest, der vier Proteinuntereinheiten zu einem

Tetramer zusammenzufasst (Cys'®

), sowie ein hochkonservierter Cysteinrest an Position 179,
der an einer Disulfidbriickenbindung innerhalb einer Kette beteiligt ist. Das konnte fir
chPTX3 strukturell bedeuten, dass die vier Einzelketten nicht als Tetramer zusammengefigt
sind und die Cysteinreste an Position 317 und 318 acht lose Ketten zu einem Oktamer
zusammenfligen und das Protein dadurch weniger stabil ist. Moglicherweise ergeben sich fiir
das Huhn aufgrund dieser weniger stabilen Struktur funktionelle Unterschiede. Durch die eher
lockere Struktur kénnten beispielsweise Bindungsstellen freigelegt werden, die bei anderen
Spezies im Inneren der Tertidrstruktur des Pentraxin 3-Polymers verborgen sind und die es
dem Protein ermdglichen konnten noch mehr oder andere Molekile bzw. Pathogene zu

binden.

Ausgehend vom kalkulierten Molekulargewicht unter nicht reduzierenden Bedingungen von
circa 300kDa bis 325kDa und einem kalkulierten Molekulargewicht unter reduzierenden
Bedingungen von circa 65kDa konnte man allerdings eher von einem Pentamer und nicht von
einem Oktamer ausgehen. Durch die geringere Zahl an miteinander verbundenen PTX3-
Ketten wirden so auch weniger Cysteinreste bzw. Disulfidbriicken ausreichen, um dem
Molekdl eine stabile Struktur zu geben. Die Untersuchung der Kristallstruktur von chPTX3

konnte in Zukunft zur Aufklarung des Polymerisierungsverhaltens dieses Proteins beitragen.
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6.1.2 Alignment der Sequenz vom CRP des Huhns mit der chPTX3-Sequenz

Um die Unterschiede zwischen kurzen und langen Pentraxinen beim Huhn herauszuarbeiten,
wurde nach dem Alignment der PTX3-Sequenzen verschiedener Spezies als nachstes die
Aminosauresequenz des C-reaktiven Protein des Huhns als Vertreter der kurzen Pentraxine

mit der von chPTX3 verglichen.

Wie bei Mensch und Maus bekannt, unterscheiden sich die kurzen von den langen
Pentraxinen darin, dass sie nur aus der Pentraxin-Domdane mit der Pentraxin-Signatur
bestehen und ihnen die N-terminale Doméne fehlt [341]. Dieser Unterschied ist auch
zwischen chCRP und chPTX3 vorhanden. Das C-reaktive Protein des Huhns besteht, wie bei
Mensch und Maus auch, nur aus der Pentraxin-Doméane mit der Pentraxin-Signatur. Das
PTX3 des Huhns hat noch zusétzlich eine N-terminale Doméne. Diese strukturellen
Unterschiede zwischen CRP und PTX3 fihren bei Mensch und Maus dazu, dass beide
Molekiile bestimmte Bakterien, Pilze und Viren erkennen und binden, das Erkennen von
Hefen und Parasiten (Plasmodium, Leishmania) aber nur CRP vorbehalten ist [342]. CRP
und PTX3 erkennen beide apoptotische Zellen, wobei aber eine zusatzliche Funktion von
CRP auch das Erkennen von beschédigten Zellen ist [9]. Ein weiterer deutlicher Unterschied
bei den Funktionen von CRP und PTX3 ist die Bindung von CRP an Low Density
Lipoprotein (LDL, deutsch: Lipoprotein niederer Dichte) tiber Phosphorylcholin [343]. PTX3
bindet mit seiner N-terminalen Domane an eine Komponente der extrazellularen Matrix (Ial),
an einen Faktor der Angionese (FGF-2) und auch an Konidien von Aspergillus fumigatus. Des
Weiteren kann es als ganzes Molekil mit TSG-6, ebenfalls eine Komponente der
extrazellularen Matrix, interagieren [65, 66, 81]. Da sich die kurzen und langen Pentraxine
beim Huhn vermutlich &hnlich zueinander in Bezug setzen lassen wie die von Mensch und
Maus, vermutet man eine Unterscheidung der Funktionen auf d&hnliche Weise.

Untersuchungen dazu liegen jedoch bisher nicht vor.

Das CRP des Huhns hat eine errechnete N-Glykosylierungsstelle bei Asparagin51. Wie in 5.1
bereits erwéhnt hat das PTX3 des Huhns zwei Glykosylierungsstellen und wie gezeigt wurde,
kann das humane CRP den Menschen nicht vor Influenza schitzen [341]. Beim Huhn liegen
hierzu keine Untersuchungen vor, doch l&sst das mogliche Vorhandensein einer N-
Glykosylierung die Vermutung zu, dass in dieser Spezies CRP zur Bindung von
Héamagglutinin befahigt sein konnte, falls die N-Glykosylierung einen Sialinséurerest
beinhaltet. Dennoch diirfte es aber nicht an die antivirale Wirkung von PTX3 heranreichen,
welches, wie im letzten Punkt bereits diskutiert, sogar Gber zwei Glykosylierungsstellen (bei
Asparagin159 und bei Asparagin330) verfiigt [84]. Auch bei dieser Uberlegung ist es eine
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Voraussetzung, dass die N-Glykosylierung einen Sialinsaurerest enthdlt um eine
Influenzainfektion zu hemmen. Die genaue Struktur einer N-Glykosylierung ist jedoch nur bei
den Spezies Mensch und Maus bekannt [72] und muss bei der Spezies Huhn noch geklart

werden.

Ansonsten ist es aufféllig, dass bei den beiden Molekilen nur zwei Cysteinreste homolog
sind. Diese bilden beim humanen PTX3 Disulfidbriicken innerhalb einer Kette. Die geringe
Homologie lasst sich mit der unterschiedlichen Struktur der beiden Molekdle erkléren. Das
humane CRP st ein ringférmiges Pentamer [25], wéhrend das humane PTX3 ein
asymmetrisches Oktamer ist [63] und dementsprechend mehr Disulfidbriicken bendtigt um

stabil zu sein.

Eine weitere Erklarung, warum kurze und lange Pentraxine einige Unterschiede aufweisen
(wie z.B. die zusatzliche N-terminale Domane und zusétzliche N-Glykosylierungsstellen bei
PTX3), konnte die stammesgeschichtliche Entwicklungsanalyse geben [33]. Laut dieser
weichen die kurzen Pentraxine CRP und SAP der Sdauger und des Pfeilschwanzkrebses von
den gemeinsamen Vorfahren aller Pentraxine ab. Die Erwdhnung des Pfeilschwanzkrebses
weist darauf hin, dass sich die Genduplikation, die diese hoch homologen Proteine entstehen
lie, sehr frih wahrend der Evolution ereignete. Bei dieser stammesgeschichtlichen
Entwicklungsanalyse erscheint PTX3 in einer eigenen Gruppe weit weg von den kurzen
Pentraxinen. PTX3 entstand ebenfalls sehr frih wéhrend der Evolution der Pentraxine,
allerdings stammt es nicht von den kurzen Pentraxinen, sondern direkt von den gemeinsamen
Vorfahren ab [33]. Diese Tatsachen konnten die Unterschiede der kurzen und langen
Pentraxine CRP und PTX3 erklaren.

6.2 Klonierung von chPTX3 und Expression als FLAG markiertes Protein

Um das PTX3 des Huhns weiter charakterisieren zu konnen, wurde chPTX3 zuerst in den
kommerziellen Klonierungsvektor pPGEM®-T Easy kloniert. AnschlieRend wurde dann das
Plasmid zur Sequenzierung geschickt. Die zurlickerhaltene Sequenz wurde mit der Sequenz
von chPTX3, die in der Datenbank des NCBI frei verflgbar ist, verglichen. Damit wurde
sichergestellt, dass sich in der synthetisierten cDNA die korrekte Sequenz von chPTX3
befindet.

Danach wurde das Protein in den zweiten Vektor ,,p3XxFLAG-myc-CMV-25 kloniert. Da zu

diesem Zeitpunkt noch kein spezifischer Antikorper zum Detektieren von chPTX3 zur



Diskussion 81

Verflgung stand, konnte durch die so erzielte Anheftung des 3xFLAG-Tags an das
exprimierte Protein der Nachweis mittels immunbiochemischer Methoden erfolgen. Die
Detektion des Proteins im Immunoblot oder im ELISA erfolgte anschlielend also mit einem
Anti-FLAG-Antikorper. Wichtig war bei dieser Klonierung, dass das chPTX3 ohne sein
Signalpeptid in den Vektor kloniert wurde, da dieser bereits Uber das Signalpeptid
Préprotrypsin verfugt und ein zweites Signalpeptid moglicherweise die Fusion des 3XxFLAG-
Tags mit chPTX3 stéren wirde.

6.3 Struktur von chPTX3

Das humane PTX3 weist eine komplexe Quartarstruktur mit Protomeren auf, die sich zu
einem Oktamer zusammenlagern (high order oligomerization), das durch Disulfidbriicken
stabilisiert ist [61]. Massenspektrometrie und gezielte Mutagenese des rekombinanten
Proteins zeigen, dass huPTX3 kovalent verknupfte Oktamere mit einem Molekulargewicht
von 340 kDa bildet. Da die PTX3-Sequenzen der verschiedenen Spezies laut dem Alignment
in 5.1 sehr homolog sind, war die Arbeitshypothese, dass auch chPTX3 ein multimeres
Protein ist. Bei der Analyse der Struktur im Immunoblot unter nicht reduzierenden
Bedingungen wurde bei chPTX3 ein Molekulargewicht von circa 300kDa bis 325kDa
beobachtet (s. Abbildung 5). Da dieses Molekulargewicht geringer als das des humanen PTX3
ist, kénnte man davon ausgehen, dass chPTX3 aus weniger Protomeren aufgebaut ist und
beispielsweise nur ein Hexamer oder ein Heptamer bildet. Das oben genannte kalkulierte
Molekulargewicht unter nicht reduzierenden Bedingungen sowie das kalkulierte
Molekulargewicht unter reduzierenden Bedingungen von circa 65kDa spricht allerdings eher

fur ein Pentamer.

Humanes PTX3 hat eine einzige N-Glykosylierung in der Pentraxin-Doméne bei
Asparagin220 [70]. Bei einer SDS-PAGE wurde unter reduzierenden Bedingungen ein
hoheres Molekulargewicht beobachtet als man rechnerisch fur diese Aminosauresequenz
annehmen wiirde (45 kDa gegentiber den berechneten 40 kDa). Untersuchungen der Sequenz
des humanen PTX3 deuten darauf hin, dass die N-Glykosylierung bei Asparagin220 flr das
hohere Molekulargewicht verantwortlich ist [61]. Bei der Analyse der Struktur von chPTX3
im Immunoblot unter reduzierenden und deglykosylierten Bedingungen konnte gezeigt
werden, dass das Molekulargewicht 61kDa betragt (s. Abbildung 5). Glykosyliert und

reduzierend weist chPTX3 ein Molekulargewicht von 65kDa auf. Daraus kann man schlief3en,
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dass die zwei berechneten N-Glykosylierungsstellen fur eine Erhéhung des
Molekulargewichts um 4kDa verantwortlich sind. Mdoglicherweise hat also jede N-
Glykosylierung ein  Molekulargewicht von 2kDa, eine andere Verteilung des
Molekulargewichts auf die einzelnen N-Glykosylierungsstellen ware aber auch mdglich.
Auch darf die Option, dass eine der theoretisch moglichen N-Glykosylierungen im nativen
Protein nicht vorhanden ist, nicht auBer Acht gelassen werden, was wiederum von
funktioneller Bedeutung, z. B. fir die Kompetenz des Proteins Influenzaviren zu binden, sein
konnte. Eine wichtige Information fur zukinftige Studien ist das Vorliegen mindestens einer
N-Glykosylierung am PTX3 des Huhns, was durch das verdnderte Molekulargewicht nach der

Deglykosylierung eindeutig nachgewiesen werden konnte.

6.4 Expressionsanalysen von chPTX3 in verschiedenen Zellen und

Organen

Wie aus Abbildung 6 ersichtlich, exprimieren die unstimulierten Organe Haut, Muskel,
Muskelmagen, Niere und Herz wenig bzw. kein chPTX3. Beim Menschen wird die Présenz
von PTX3 im Herzen kontrovers diskutiert. In einigen Studien wurde PTX3 in gesundem,
intaktem Myocard nachgewiesen [130], wahrend die Prasenz von PTX3 in anderen Studien
nur bei Infarkten im Herzen beobachtet wurde [344]. Des Weiteren ist beim Menschen
bekannt, dass Nierenepithelzellen nach einem Entziindungsstimulus PTX3 exprimieren [26].
Es gibt in der Literatur jedoch bis dato auch beim Menschen keine Hinweise auf eine PTX3-
Expression in unstimulierten Nierenzellen (PubMed-Recherche Stand 26.01.2017), was mit

unseren Untersuchungen am Huhn konform geht.

Dartiber hinaus fallt auf, dass eine Vielzahl von lymphatischen Organen des Huhns wie die
Caecealtonsille, die Bursa, der Thymus, die Harder’sche Driise und auch Organe, in denen
mucosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe (BALT/GALT) induziert werden kann, wie z.B.
Dinndarm, Dickdarm, Trachea und Lunge, chPTX3 maRig bis stark ohne vorangegangene
Stimuli exprimieren. Die Expression in diesen lymphatischen Organen des Huhns ist wenig
erstaunlich, da PTX3 ein Akute Phase Protein und somit Bestandteil der Immunabwehr ist
[345]. Auch die unstimulierte Leber zeigt beim Huhn eine méRige PTX3-Expression (s. Abb.
6). Wie aus der Literatur bekannt, exprimieren humane Hepatozyten, stimuliert durch die
Zytokine IL6 und IL1p, die kurzen Pentraxine CRP und SAP wahrend einer Infektion oder

einem Gewebeschaden [9]. Daher stellt die Leber ein besonders interessantes Organ zur
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Untersuchung der Expression von PTX3 beim Huhn dar und wurde deshalb im weiteren
Verlauf mit in die qRT-PCR-Analyse nach LPS-Stimulation (s. Abbildung 8) einbezogen.

Interessanterweise ist PTX3 in der unstimulierten Milz des Huhns mittels PCR-Analyse nicht
messbar (s. Abbildung 6). Die Milz ist beim Huhn ein peripher lymphatisches Organ und
besteht wie beim S&uger aus roter und weiller Milzpulpa. Nachdem die H&matopoese mit
Abschluss der Fotalperiode in der roten Pulpa eingestellt wird, wechselt diese die Funktion,
sodass sie nun fur das Ausfiltern zirkulierender, alter Erythrozyten zusténdig ist. Die weiRe
Pulpa stellt das eigentliche lymphoide Organ dar [346]. Sie wird beim Huhn, wie auch beim
Sauger [347], bereits sehr friih in der Ontogenese von lymphoiden Zellen besiedelt. Die
endgultige Entwicklung der lymphoiden Struktur und die Differenzierung der enthaltenen
Lymphozyten zu Effektorzellen findet beim Huhn jedoch erst nach dem Schlupf mit Beginn
des Antigenkontaktes statt [348]. Antigene erreichen die Milz Uber die Blutzirkulation,
weshalb die hier gebildeten Antikorper auch hauptséchlich gegen Antigene aus dem Blut
gerichtet sind [349]. Mit dieser Beschreibung der Struktur l&sst sich méglicherweise erklaren,
warum die Milz des ersten mit LPS stimulierten Tieres in Abbildung 7 eine deutlich geringere
Expression von PTX3 aufweist. Eventuell enthielt die Milzprobe dieses Tieres nicht die
weile Milzpulpa als immunologisch aktiven Teil des Organs, sondern zum grof3ten Teil die
rote Milzpulpa, sodass in diesem Fall eine deutlich geringere Expression von PTX3 sichtbar

wurde.

Zur weiteren Untersuchung von Milz und Leber wurde Hiihnern LPS injiziert und 3 Stunden
spater die Organe entnommen. Die daraus isolierte mRNA wurde mittels gRT-PCR
untersucht. Die Verdnderung der PTX3-Expression in den beiden Organen im Zuge der
Stimulation ist in den Abbildungen 7 und 8 dargestellt. Hierbei bestatigen die unstimulierten
Kontrolltiere in der PCR den Befund aus Abbildung 6: Milzen von unstimulierten Tieren
exprimieren kein messbares PTX3, Lebern dieser Tiere zeigten eine geringe PTX3-
Expression. Die Organe der mit LPS stimulierten Tiere weisen bis auf eine Milz hingegen
eine extrem hohe Expression von PTX3 auf. Die qRT-PCR-Analyse (Abbildung 8) bestatigt
die PCR (Abbildung 7) und liefert genaue Zahlen zum Expressionsunterschied. So war die
Expression von chPTX3 in der Milz nach LPS-Injektion um das circa 81-fache erhoht, bei der
Leber um das circa 22-fache. Die Tatsache, dass die Leber unstimuliert schon in messbarem
Ausmal PTX3 exprimiert, l1&sst den geringeren Expressionsunterschied in diesem Organ im
Vergleich zum starken Unterschied zwischen stimulierten und unstimulierten Milzen erklaren.
Maoglicherweise wird in der unstimulierten Leber starker PTX3 exprimiert, weil sie als

Entgiftungsorgan stdndig ein Ort geringgradiger Akute-Phase-Reaktion und der
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Hauptsyntheseort fir Akute Phase Proteine ist. Bei jeglicher Akute Phase Reaktion im Kdrper
exprimiert die Leber daher APP, wie beispielsweise PTX3.

Beim Menschen exprimieren ruhende T- und B-Zellen keine PTX3-RNA [40]. Bei der
Untersuchung dieser Zellen beim Huhn war jedoch aufféllig, dass T-Zellen PTX3 sogar in
hohem Mal} exprimierten (Abbildung 9). Da T-Zellen sich im Thymus entwickeln und PTX3
auch stark im Thymus exprimiert wird (Abbildung 6), ist die Expression in diesen nicht
verwunderlich. Des Weiteren verhielten sich B-Lymphozyten entsprechend ihren humanen
Pendants. Allerdings ist aus Abbildung 6 ersichtlich, dass in der Bursa fabricii, als Ort der
primaren B-Zellentwicklung [350], viel PTX3-mRNA detektierbar ist. Die Reifung von B-
Zellen ist beim Huhn in der Bursa auf eine friihe Lebensphase begrenzt. Der Grund hierfur ist
die Involution der Bursa mit Eintritt der sexuellen Reife [351]. Danach wird der periphere B-
Zellpool durch eine kleine Population sich selbst erneuernder B-Zellen, den sogenannten post-
bursalen Stammzellen, aufrechterhalten [352]. Mdglicherweise ist dies ein Hinweis darauf,
dass sich die PTX3-Expression in B-Zellen im Verlauf der Zeit verandert. Scheinbar
exprimieren B-Zellen in der friihen Lebensphase in der Bursa PTX3, im Blut zirkulierende B-

Zellen stellen diese Expression aber ein.

Bei zirkulierenden B-Zellen konnte aber, wie schon in der Milz (Abb. 6,7 und 8), nach
Stimulation mdoglicherweise ebenfalls eine Expression beobachtet werden, was einen

interessanten Ansatzpunkt fur weitere Forschungsarbeit darstellt.

6.5 Generierung von Antikorpern gegen chPTX3

Da chPTX3 ein Akute Phase Protein ist und deshalb ein Marker fur Infektionen,
Entzindungen und Gewebeschdden sein konnte, haben wir zwei Antikdrper generiert, die
chPTX3 spezifisch binden und mdglicherweise in der Zukunft diagnostisch genutzt werden
koénnen, wie z.B. in einem Sandwich-ELISA zur Beurteilung von PTX3-Konzentrationen im

Serum.

Der erste generierte Antikérper 6F9-1G6 ist ein monoklonaler 1gG2a-Antikorper, wohingegen
der zweite Antikorper 6H8 polyklonal ist und den Isotyp IgM hat. Wie aus den Abbildungen
10 bis 12 ersichtlich, binden beide Antikorper spezifisch an chPTX3. Sie ermoglichen damit
neben einem CRP-ELISA die direkte Detektion eines wichtigen Akute Phase Proteins und
potentiellen Entziindungsmarkers beim Huhn mittels immunochemischer Methoden. Da das

CRP und das PTX3 des Huhns eine groRe Sequenzhomologie aufweisen (s. 4.2), wére es
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maoglich, dass der CRP-Antikorper auch ein im PTX3 konserviertes Epitop detektieren kann.

Dies sollte in zukiinftigen Studien untersucht werden.

Der Prozess, in dessen Ergebnis die beiden anti-chPTX3-Antikdrper entstanden, war auch von
Herausforderungen geprégt. Viele Klone produzierten Antikorper, die unspezifisch an die
Blockierungslosung Magermilch (der Kuh) oder den Beschichtungsantikorper des ELISAS
gebunden haben und somit fir weitere Untersuchungen unbrauchbar waren. Eine Erklarung
fiir das Binden an die Blockierungslosung kdnnte sein, dass PTX3 von Brustepithelzellen und
CD11b*-Leukozyten exprimiert wird, was zu hohen Konzentrationen von PTX3 in humaner
und muriner Milch fuhrt. Milch-PTX3 fuhrt zu einem Infektionsschutz bei neugeborenen
Mausen [60]. Bei einer weiterfiihrenden Studie wurde aber auch gezeigt, dass in Milchpulver
fiir Neugeborene, das aus Kuhmilch hergestellt wurde, kein PTX3 nachgewiesen wurde [60].
Dennoch kann es sein, dass in der Magermilch-Blockierungslosung Proteine enthalten sind,
die dem chPTX3-FLAG é&hnliche Epitope aufweisen, an die die generierten Antikorper
gebunden haben und somit fiir ein falsch positives Ergebnis gesorgt haben. Ahnlich lasst sich
die unspezifische Bindung einiger Antikdrper an den Beschichtungsantikdrper erklaren: dieser
konnte dem chPTX3 é&hnliche Epitope aufweisen, die von einigen der neu generierten
Antikdrper erkannt wurden, wodurch es zu einem falsch positiven Ergebnis kam. Eine andere
Erklarung fir das falsch positive Ergebnis wére die Bindung der Antikorper an strukturell
ahnliche Zuckerreste. Darliber hinaus kann ein Kontakt der Maus mit einem dem

Beschichtungsantikdrper ahnlichen Antigen-Epitops eine unspezifische Reaktion ausldsen.

Eine weitere Herausforderung sind verschiedene Isotypen der generierten murinen anti-
chPTX3-Antikdrper. Fir eine leichtere Detektion ist es bei einem Sandwich-ELISA, vor
allem in der frihen Phase der Etablierung, von Vorteil, wenn beide Antigen-bindende
Antikorper verschiedenen Isotypen angehdren. Ungelabelte Antikdrper mit verschiedenen
Isotypen kdnnen so spezifisch detektiert werden. Neben dieser Variante mit zwei Antikdrpern
unterschiedlicher Isotypen ware es beim Polymer PTX3 auch mdoglich, den ELISA mit nur
einem Antikorper zu etablieren. Dieser Antikorper wird dann einmal ungelabelt als

Beschichtungsantikdrper genutzt und konnte gelabelt auch als Detektionsantikorper fungieren.

Der 1gG2a-Antikorper wurde mittels einer Protein G-Sepharose aufgereinigt. Das Protein G
ist ein Bestandteil der Zellwand des Bakteriums Streptococcus. Rekombinant hergestellt weist
es keine Bindungsstellen fur Albumin auf, wodurch sich die Spezifitat bei einer Aufreinigung
erhoht. Der zu reinigende Zellkulturiiberstand der Hybridoma-Kultur wurde mittels Druck

durch eine S&ule mit einer Protein G-Sepharose gefuhrt. Der 1gG2a-Antikdrper band
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daraufhin mit seinem Fc-Fragment an das Protein G und wurde so, im Gegensatz zum Rest
der Losung, zurlickgehalten. Anschliefend konnte das gebundene Immunglobulin mithilfe
eines Puffers mit saurem pH-Wert von der Protein G-Sepharose gelost und aufgefangen
werden. Anhand der Abbildungen 10 und 11 erkennt man, dass der aufgereinigte lgG2a-
Antikdrper bis zu 1:2000 verdunnt werden kann und immer noch hoch affin an chPTX3
bindet.

Der zweite generierte Antikorper besitzt den Isotyp IgM. Da Protein G nicht an das Pentamer
IgM bindet [353], ist die Aufreinigung eines IgM-Antikdérpers mittels Protein G-Sepharose
nicht moglich. Solch ein multimerer Antikorper kann entweder Uber lonen-Austausch-
Chromatographie, Uber GroRen-Ausschlusschromatographie oder Uber Protein L von
Peptostreptococcus magnus aufgereinigt werden, da Protein L an die freiliegende variable
Region der leichten Kette bindet. Diese Methoden sind im Vergleich zur 1gG-Aufreinigung
kompliziert und teuer und ergeben vor allem keinen ausreichenden Reinheitsgrad des
Antikorpers. Dies stellt bei der Anwendung fir diagnostische Tests ein Problem dar, da jede
Verunreinigung der Antikorperlosung die Testgenauigkeit potenziell senkt. Die Aufreinigung
mittels einer Protein G-Sepharose stellt somit fur die Durchfiihrung von diagnostischen Tests
mit groBtmoglicher Spezifitat und Sensitivitat das deutlich bessere Verfahren dar. Obwohl der
hier generierte IgM-AK 6H8 bereits als unbearbeiteter ZKU eine gute Spezifitit fir chPTX3
aufweist (Abb.12), sollte daher, sofern ein zweiter Antikdrper fur die Etablierung eines
diagnostischen Tests erforderlich sein sollte, ein weiterer 1gG-Antikdrper gegen chPTX3

generiert werden, der mittels einer Protein G-Sepharose aufgereinigt werden kann.

6.6 Ausblick

In Zukunft kénnten, auf die bereits erfolgte Strukturerklarung aufbauend, weitere Studien zu
Liganden, Bindungsstellen, Bindungskapazitditen und biologischen Funktionen im
Zellkulturmodell durchgefiihrt werden. Ein interessanter Studienschwerpunkt ware z.B. die
Untersuchung des Bindungsverhaltens an verschiedene Pathogen-assoziierte molekulare
Muster (engl. Pathogen-associated molecular patterns, PAMPS), zu denen unter anderem
aviére pathogene E.coli gehdren. Nach einer Infektion mit uropathogenen E.coli tritt im Urin
und Serum von Wildtyp-Mdausen eine deutlich hthere Konzentration von PTX3 auf und auch
die bakterielle Besiedlung der Blase bei PTX3-Knockout-Mé&usen ist im Gegensatz zu

Wildtyp-Méusen erhéht [50]. Daher ware es interessant herauszufinden, ob chPTX3 bei einer
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Infektion mit APEC ahnlich reguliert. Jaillon et al. zeigten, dass PTX3 als Opsonin auftritt
und direkt an uropathogene E.coli bindet. Dadurch wird eine Aufnahme der Bakterien durch
neutrophile Granulozyten gefordert und somit der Koérper von der bakteriellen Infektion
befreit [50].

Es wére, um die schitzende Funktion von chPTX3 im avidren Immunsystem besser zu
verstehen, ein interessanter Ansatz mithilfe des retroviralen Vektorsystems RCAS (replication
competent ASLV— LTR with a splice acceptor) eine Uberexpression von chPTX3 im Huhn
herbeizufiihren und anhand von Infektionsversuchen beispielsweise die Wirkung von chPTX3
bei einer Infektion mit APEC zu beurteilen. Das RCAS-Gentransfersystem basiert auf dem
Rous Sarkoma-Virus (RSV). Dieses Retrovirus gehort zur Gruppe der avidaren Typ C
Retroviren, welche auch avidare Sarkom/Leukose-Viren (ASLV) genannt werden [354].
RCAS ist replikationskompetent und (ber die eingefiigte Clal-Schnittstelle [355] kdnnen
Transgene bis zu einer GroRe von 2,5kb eingefugt werden [356-359], was chPTX3 mit
einschliet. Mit diesem RCAS-Konstrukt transfizierte Fibroblasten werden im néchsten
Schritt in Huhnerembryonen injiziert, woraufhin diese Huhnerembryonen chPTX3
iiberexprimieren sollten und zu beobachten wére, ob diese Uberexpression von chPTX3 eine
experimentelle Infektion des Wirts abmildert oder mdglicherweise ganz verhindert. Solche
Infektionsversuche, beispielsweise mit APEC, erdffnen die Mdglichkeit, die Rolle von

chPTX3 bei der Bekdmpfung einer Infektion zu beurteilen.

Mithilfe der beiden wahrend dieser Arbeit generierten Antikorper ist bereits heute ein direkter
Nachweis von chPTX3 mdglich. Fur die Wissenschaft und die Industrie ware dies eine gute
Grundlage um einen Sandwich-ELISA zur Felddiagnostik zu entwickeln. Dieser Sandwich-
ELISA konnte dazu genutzt werden um beispielsweise Influenzainfektionen oder Infektionen
mit APEC friihzeitig zu erkennen, eine schnelle Reaktion darauf zu ermdglichen und
gegebenenfalls tierseuchenrechtliche MaRnahmen zu ergreifen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Das lange Pentraxin PTX3 ist ein inflammatorisches Akute Phase Protein. APPs sind
Proteine, deren Plasmakonzentrationen sich nach einem inflammatorischen Stimulus um 25 %
oder mehr verandern. Uber das lange Pentraxin PTX3 ist bei Mensch und Maus schon Vieles
bekannt [18, 19, 337]. Zu seinen Funktionen gehort beispielsweise die Aktivierung des
Komplementsystems, die Bindung an verschiedene Pathogene und die Regulierung von
Entziindungen [13]. Beim Huhn ist es in der Literatur aber unbeschrieben. Frihere
Genexpressionsstudien unserer Arbeitsgruppe bei Hihnern, die mit rekombinantem IFN-a
behandelt wurden, fuhrten allerdings zur Identifizierung eines stark induzierten Gens, das zur
Pentraxin-Superfamilie gehort. Detailliertere genomische Analysen zeigten eine hohe

Homologie zum langen Pentraxin PTX3 des Menschen.

Um dieses bislang im Huhn unbeschriebene Protein naher zu charakterisieren, wurde die
Struktur von chPTX3 in silico mithilfe frei zugédnglicher Software untersucht. Die
Aminosaure-Sequenz von chPTX3 wurde hierbei zundchst mit der des gleichen Proteins
anderer Tierarten verglichen, wobei neben den vier Saugetierspezies Homo sapiens, Mus
musculus, Bos taurus und Sus scrofa auch die Sequenz des Krallenfrosches (Xenopus
tropicalis) und des Zebrafisches (Danio rerio) herangezogen wurde. Der strukturelle Aufbau
von chPTX3 mit einer N-terminalen Domadne, einer Pentraxin-Doméne und der
charakteristischen Pentraxin-Signatur entspricht grundsétzlich auch dem Aufbau des PTX3
der anderen Spezies. Um die Unterschiede zwischen kurzen und langen Pentraxinen beim
Huhn herauszuarbeiten, wurde nach dem Alignment der PTX3-Sequenzen verschiedener
Spezies als néchstes die Aminoséuresequenz des C-reaktiven Protein des Huhns als Vertreter
der kurzen Pentraxine mit der von chPTX3 verglichen. Wie bei Mensch und Maus
beschrieben, unterscheiden sich die kurzen von den langen Pentraxinen darin, dass sie nur aus
der Pentraxin-Domane mit der Pentraxin-Signatur bestehen und ihnen die N-terminale
Domane fehlt [331]. Dieser Unterschied ist auch zwischen chCRP und chPTX3 vorhanden.

Um weitere Informationen zur Struktur und Funktion des chPTX3 zu gewinnen, wurde das
APP Kkloniert und als ein Flag-getaggtes Protein in HEK-293-Zellen exprimiert.
Rekombinantes chPTX3 ist ein Protein aus 433 Aminosduren, welches unter nativen
Bedingungen ein Multimer mit einem Molekulargewicht von circa. 300 kDa bildet. Unter
reduzierenden Bedingungen hat es ein Molekulargewicht von 65kDa. Das Protein hat zwei
theoretische  N-Glykosylierungsstellen bei Asn159 und bei Asn330. Ohne diese
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Glykosylierungen hat es ein Molekulargewicht von 61kDa.

Quantitative RT-PCR-Analysen zeigten, dass sich nach einer in vivo LPS-Gabe die
Expression von chPTX3 in der Milz um das 81-fache und in der Leber um das 22-fache
erhoht. Bei weiteren Expressionsanalysen von Organen des Huhns konnte gezeigt werden,
dass eine Vielzahl von lymphatischen Organen auch unstimuliert chPTX3 exprimieren. Nur
die Milz zeigt als einziges lymphatisches Organ keine messbare Expression in unstimuliertem
Zustand. Auf Zellebene konnte gezeigt werden, dass ruhende T-Zellen chPTX3 exprimieren,

ruhende B-Zellen aber nicht.

Um einen direkten Nachweis von PTX3 des Huhnes zu ermdglichen, wurden erstmals zwei
Antikorper generiert, die spezifisch an chPTX3 binden. Der erste generierte monoklonale
Antikorper 6F9-1G6 ist ein Maus-1gG2a-Antikorper und der zweite polyklonale Antikorper
6H8 hat den Isotyp Maus-IgM. Mithilfe dieser ersten spezifischen anti-chPTX3-Antikorper
konnte der Grundstein fir weitergehende Untersuchungen dieses Akute-Phase-Proteins im
Kontext von Infektionserkrankungen und nicht infektiésen Entziindungen beim Huhn gelegt

werden.
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8 SUMMARY

The long pentraxin PTX3 is an inflammatory acute phase protein. Acute phase proteins are
proteins with plasma concentration changes of 25% or more following an inflammatory
stimulus. In contrast to human and mouse, the acute phase response in birds is poorly
understood. The functions of PTX3 are: activation of the complement system, binding to and
neutralization of different pathogens and regulation of inflammation. Micro-array based gene
expression studies in chickens treated with recombinant IFN-a led to the identification of a
strongly induced gene belonging to the pentraxin family. More detailed genomic analysis
revealed high homology to the human long pentraxin PTX3, a thus far undescribed protein in
birds.

To characterize this protein in more detail, we aligned and compared the amino acid
sequences of chPTX3 with the sequences of the protein in other species (Homo sapiens, Mus
musculus, Bos Taurus, Sus scrofa, Xenopus tropicalis and Danio rerio) and found that the
structure of chPTX3 with a long N-terminal domain and a pentraxin-like C-terminal domain,
which is characterized by a conserved pentraxin signature, is homologous to the structure of
PTX3 in other species. Furthermore, we aligned and compared the amino acid sequence of
chPTX3 with the sequence of C-reactive protein from chicken to analyze the differences

between short and long pentraxins, which resemble those found in mammals.

To understand the structure of chPTX3, we cloned chicken PTX3 and expressed it as a Flag-
tagged protein in HEK-293 cells. Recombinant chicken PTX3 is a 433 amino acid protein
which forms approximately 300 kDa multimers under native conditions and runs as a 65 kDa
protein under reducing conditions. The protein has two predicted N-glycosylation sites at
Asn159 and Asn330. Without these N-glycosylations, the protein has a molecular weight of
61 kDa.

PCR assays showed that PTX3 is expressed in not stimulated lymphoid tissues (except for
spleen) and in some non-lymphoid organs as well. In spleen and liver PTX3 is strongly up-
regulated in response to LPS-treatment, as was revealed by gRT-PCR. To further investigate
PTX3 production during acute phase responses we generated specific antibodies, which
render detection of the recombinant protein possible. Two clones, a monoclonal 1gG2a and a
polyclonal IgM clone, were identified, which strongly bound to PTX3.
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10 ANHANG

A Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Die Bezugsquellen wurden als Hochzahlen entsprechend nachfolgender Tabelle in Kapitel 4
(Material und Methoden) integriert:

1. Applichem, Darmstadt

2.Biochrom, Berlin

3. Thermo Scientific, Waltham, USA

4. Institut fur Tierphysiologie, Miinchen

5. Invitrogen GmbH, Karlsruhe

6.Roche, Mannheim

7.Promega Corp, Mannheim

8. Applied Bioscience, Darmstadt

9.Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

10. Solis Biodyne, Tartu, Estland

11. Qiagen GmbH, Hilden

12. Biotrend Chemikalien GmbH, Kéln

13. New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA

14. PRO LAB, Ontario

15. Sigma Aldrich, Saint Louis/USA

16. Invivogen, Toulouse, Frankreich

17. Carl Roth, Karlsruhe

18. BioRad, Miinchen

19. VWR International GmbH, Darmstadt

20. Nunc, Wiesbaden

21. GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

22. Brand, Wertheim

23. Rotexmedica, Trittau

24. Bayha GmbH, Tuttlingen
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25. Sarstedt, Nirnbrecht

26. BayWa AG, Minchen

27. Bio&SELL GmbH, Feucht bei Nirnberg

28. Jackson ImmunoResearch Europe Ltd., New Market, UK
29. Vector Laboratories, Burlingame, California, USA

30. Southern Biotech, Birmingham, Alabama, USA
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B. Laborgerate in alphabetischer Reihenfolge

Gerat

Bezeichnung

Herstellerfirma

Analysewaage

Mettler PJ400

Mettler-Toledo GmbH, GieRRen

Bakterienbrutschrank

Mini Inkubator

Labnet International. Inc.,
Woodbridge, USA

Applied Biosciences,

Bioanalyzer Agilent 2100 Bioanalyzer Darmstadt

Briter BSS 200/8203 Grumbach Brutgerate GmbH,
Asslar

Brutschrank fur die Zellkultur ~ MCO-20AIC Sanyo, Minchen

Brutschrank fur die Zellkultur ~ Galaxy R Nunc, Wiesbaden

Chemilumineszenz-System

MicroChemi 4.2

Biostep GmbH, Jahnsdorf

Chromatographie-Anlage

Bio-Rad BiolLogic LP mit
Model2100 Fraction Collector

Bio-Rad, Miinchen

Dampfsterilisator Varioklav Typ 500E Thermo Scientific, Miinchen
. . Scotsman Ice Systems,

Flockeneisbereiter Scotsman AF100 Mailand, ltalien

Gel Dokumentation Software: .

Image Quant Capture 300 Image Quant 300 GE Healthcare, Garching

Gelkammer Mini-Sub®-cell GT Bio-Rad, Miinchen

Handzentrifuge

Rotilabo®-Mini-Zentrifuge

Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe

Horizontalschittler KL-2 Edmund Biihler GmbH
Homogenisator Precellys24 Peglab, Erlangen
Magnetrihrer IKAMAG®RCT 'S'f;ﬁngerke GmbH + Co.KG,
Mikroskop Axioskop Zeiss, Jena

Mikroskop Leica DMIL Kamera DF340XF Leica, Bensheim

Mikrowelle S2 MS1987U LG Electronics, Ratingen

Mikrozentrifuge

5415R

Eppendorf AG, Hamburg

PCR-Workstation

Ultraviolet Sterilizing PCR
Workstation

Peglab, Erlangen

pH-Meter

Sartorius PB-11 mit Glaselektorde
PY-P10

Sartorius AG, Gottingen

Platten-Photometer

Sunrise-Remote

Tecan, Crailsheim

Power Supply

Power Pac 300

Bio-Rad, Miinchen

gPCR System

7300 Real-Time PCR System

Applied Biosciences,

Darmstadt
s Schittler KS15A mit Inkubatorhaube Edmund Bihler GmbH,
Schittelinkubator .
TH15 Hechingen
SDS-Gel-GieBkammer Mini Potean Il1 Bio-Rad, Miinchen
Sicherheitswerkbank Mikroflow Nunc, Wiesbaden

Spectrophotometer

NanoDrop ND-100

Peglab, Erlangen

Stickstofftank

Locator 6 Plus

Barnstead Thermolyne,
Dubuque/USA

Tank-Blotter

Criterion Blotter

Bio-Rad, Miinchen
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Taumel-Rollenmischer

RM5

neoLab, Heidelberg

Thermocycler

MJ Mini

Bio-Rad, Miinchen

Thermocycler

T100TM Thermal Cycler

BioRad, Miinchen

Thermoschittler

TS 1 Thermoshaker

Biometra, Gottingen

Ultrazentrifuge Avanti J-25 Beckmann Coulter, Krefeld
UV-B.!Idsch_wm zur TFP-20.L Spicker Kadie, Schwandorf
Gelpréparation

Vortex-Mixer GVLab® Gilson Inc., Middleton, USA

neoLab Universal Warmeschrank

neoLab Migge Laborbedarf-

Warmeschrank Basic 391 Vertriebs GmbH, Heidelberg
GFL Gesellschaft fir
Wasserbad GFL1004 Labortechnik, Burgwedel
Zahlkammer Modifizerte Zahlkammer nach Brand, Wertheim
Neubauer

. Sigma Laborzentrifugen,
Zentrifuge 4K15 Osterode am Harz
Zentrifuge Centrifuge 5810 Eppendorf, Kéln
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