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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Das Huhn ist ein klassisches Tiermodell in der imolagischen Forschung, das an der
Entstehung der modernen Immunologie mafgeblichligetear. Obwohl die Bursa fabricii
schon seit 1621 bekannt ist, wo sie in anatomiscBeschreibungen das erste Mal
Erwdhnung fand, war ihre Funktion bis 1956 unbekagrst als Glick und sein Student durch
Zufall versuchten, bursektomierte Hihner zu immieng und dabei die damals erstaunliche
Beobachtung machten, dass ein Teil der Tiere staudb die Uberlebenden Tiere keinen
Antikorpertiter aufwiesen, wurde die Rolle der Bursals zentrales Organ der B-
Zellentwicklung und der Antikérperproduktion erstmarsichtlich. Dies war der Grundstein
fur die heute gultige Unterteilung des adaptivermbmsystems, die zwischen B-Zellen
(,bursa derived cell§ als antikérpersezernierenden Zellen und T-Zellgihymus derived
cells’) als Teil der zellularen Immunantwort unterscletjddie beide in einem komplexen
Zusammenspiel die adaquate Immunantwort auf eirdzahl von Antigenen sichern. Fur
weitere Studien wurde die Maus das Tiermodell deahWund das Huhn geriet in
Vergessenheit.

Neuere Studien zeigten allerdings, dass etliche Higussaugetiere hinsichtlich der B-
Zellentwicklung dem Huhn naher stehen als der Maus: B-Zellentwicklung lauft ebenso
wie im Huhn in darmassoziiertem Lymphgewebe ab, remh bei Maus und Mensch die
Neubildung von B-Zellen im Knochenmark stattfindgtlche Bursa&quivalente sind z.B. das
Zakum des Kaninchens oder die ilealen PeyerschetteRIdes Schafs. Diese Tatsache fihrte
zu der Bezeichnung ,GALT-Spezies“gyt-associated-lymphoid tissue‘zu der neben dem
Huhn auch Schafe, Kaninchen, Schweine und Rindkorga. Bei Hund und Pferd wird
ebenfalls eine Zugehorigkeit vermutet. Sogar fin déenschen konnten mittlerweile B-
Zellpopulationen nachgewiesen werden, die Chariskitex der GALT-Spezies aufweisen.

Wie bereits angedeutet, stellt die grol3e Varigtilder antigenerkennenden Rezeptoren,
welche es ermdglichen, moglichst effektiv auf eintigen zu reagieren, eine essentielle
Eigenschaft des erworbenen Immunsystems dar. Digisersitat ist also bereits vor
Antigenkontakt vorhanden. Auch hier zeigen sichf3graJnterschiede in der Entwicklung:
sowohl Maus als auch Mensch erreichen diese Véti&ébdurch das Kombinieren einer
Vielzahl von Genen, die fir verschiedenen Abschnider Rezeptoren kodierengéne
rearrangementy. Die GALT-Spezies verfugen nur Uber wenige sald@ene, so dass durch



EINLEITUNG 2

das ,gene rearrangemehnur eine geringe Variabilitdt zustande kommt. Dieersitat wird
hier durch spatere Modifikationen der Rezeptorenetr

Ein weiterer Unterschied zwischen den GALT-Speried dem Maussystem ist die zeitlich
begrenzte B-Zellentwicklung, die sich erheblich \a@r kontinuierlichen Neubildung von B-
Zellen von Maus und Mensch unterscheidet. Wahreadvihus in der Lage ist, das ganze
Leben Uber B-Zellen nachzubilden, findet die Rakruhg des B-Zellpools bei den GALT-
Spezies nur einmalig statt, da die BursaaquivalemteErreichen der Geschlechtsreife in
Apoptose gehen, beziehungsweise zu sekundaren &tiepiien Organen werden.

Wahrend im Mausmodell die Regulation der B-Zelleoklung und Reifung nahezu
vollstandig geklart ist, ist bei den GALT-Speziest dlem Huhn als Modell sehr wenig
dartiber bekannt. Man nimmt an, dass auch hier #yokeine essentielle Rolle zukommt,
allerdings gab es bis vor kurzem kaum Méglichkedes nachzuweisen. Mithilfe von EST-
Datenbanken und des 2004 verdffentlichten HUhnemgen bot sich die Madglichkeit,
entsprechende Sequenzen zu suchen und zu expnmigoewurde neben IL-6 und BAFF
rekombinanter chCD40L generiert, da diesem ZytakilfMausmodell eine Schltisselfunktion
in der spaten B-Zellentwicklung zukommt. Zielsetgutieser Arbeit ist es, mithilfe voim
vitro Untersuchungerdie Funktion dieses Zytokins fur B-Zellen zu klarend damit
gleichzeitig  Einblick in die B-Zellentwicklung des Huhns zu erhalten.
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2 Literaturubersicht

2.1 Uberblick Uber das Immunsystem des Saugers

2.1.1 Entwicklung

Nahezu alle Immunzellen des Saugersystems entstalepluripotenten Stammzellen des
Knochenmarks und werden zeitlebens kontinuierliathgebildet. Dabei entstehen die Zellen
des angeborenen Immunsystems hauptsachlich ausmgeloiden Reihe (Monozyten,
Makrophagen, Granulozyten), wahrend die B- und Tledesich aus lymphoiden Vorlaufern
entwickeln. Im Gegensatz dazu stellen NK-Zellemayral-killer-cells’) wahrscheinlich eine
Subpopulation der lymphoiden Zellen dar, die fumkéll dem unspezifischen Immunsystem
zugerechnet werden. Sehr heterogen ist jedoch dr&udft der sogenannten dendritischen
Zellen, denen eine grofRe Rolle in der PrasentatbonAntigen zukommt.

Im Gegensatz zu den Zellen des unspezifischen Iraystems, welche vom Knochenmark
direkt ins Blut abgegeben werden, miussen T- undelB# (Lymphozyten) erst mehrere
weitere Reifungsschritte durchlaufen, um letztefdlzu immunkompetenten Zellen zu
werden, welche in der Lage sind, Antigen spezifigblr ihren Rezeptor zu erkennen. Diese
Reifung findet flr T-Zellen im Thymus, fur B-Zellem Knochenmark statt und umfasst
Selektionsprozesse, welche einerseits verhindass Korpereigene Antigene erkannt werden
und andererseits sicherstellen, dass jeder Rez&jji ist, Antigen zu binden. Jede Zelle
verflgt dabei Uber je eine Antigenspezifitéat. DeZ@Irezeptor stellt ein membranstandiges
Immunglobulin dar, welches nach Aktivierung auck Ahtikbrper sezerniert wird. Nach der
Reifung in den primaren lymphatischen Organen wandige naiven Lymphozyten in die
sekundaren lymphatischen Organe (Milz, Lymphknqtegah denen aus ein Grof3teil wieder

Uber den Blutstrom rezirkuliert.

2.1.2 Angeborenes Immunsystem

Funktionell lasst sich das Immunsystem in zwei Haguwppen einteilen: das angeborene
Immunsystem und das sogenannte erworbene Immunsystelches auch als adaptives

Immunsystem bezeichnet wird.
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Das angeborene Immunsystem ist bereits ab dem €agsdburt aktiv und stellt einen
zuverlassigen und schnellen Schutz gegen das Bgedri von Pathogenen dar. Dabei
reagieren die Komponenten des angeborenen Immensysin Gegensatz zum adaptiven
Immunsystem unspezifisch auf Krankheitserregersdiemmt durch die Generierung der
Rezeptoren zustande: ihre Struktur und damit ibibidkeit, Pathogene zu erkennen, ist
genetisch fixiert und wird auch im weiteren Verlaight verandert. Da das Genom aber nicht
grof3 genug ist, um fur jedes Pathogen einen speladn Rezeptor zu kodieren, erkennen
verschiedene Rezeptoren jeweils ganze Pathogeeklassn der Flle von Pathogenen zu
begegnen. So kann zum Beispiel der TLRq(l-like-receptot) 4 Lipopolysaccharide binden,
jedoch findet keine spezifische Erkennung einzefrézn von Bakterien statt [1, 2].

Das angeborene Immunsystem ist in der Lage, intietkirzester Zeit auf Pathogene zu
reagieren und stellt somit die erste Verteidigueg @rganismus dar. Auf zellularer Ebene
werden je nach Pathogen Makrophagen, NK-Zellenn@oayten und Mastzellen aktiviert,
welche die Pathogene entweder durch Phagozytoskrébltaagen) oder durch Freisetzung
chemischer Stoffe (NK-Zellen) bzw. SauerstoffratBkéGranulozyten) eliminieren. Dartber
hinaus sezernieren diese Zellen Botenstoffe, welebgere Entziindungszellen anlocken
(Chemokine, z.B. IL-8 [3]) oder die Aktivitat an@erZellen modulieren (Zytokine [4]). Eine
weiter Gruppe von Proteinen, das Komplementsyst@irg ebenfalls tber unspezifische
Rezeptoren aktiviert und tragt sowohl durch Opdenisg der Pathogene als auch mit der
Bildung von Membranangriffskomplexen auf der Patdraperflache zur Abwehr bei [5].
Zusammen mit der Aktivierung der Gerinnungskaskapiingt es dem angeborenen
Immunsystem so eine Infektion lokal begrenzt zutdmalund oft sogar ganzlich zu

eliminieren.

2.1.3 Erworbene Immunantwort

Eng verzahnt mit der angeborenen Immunantwort kiefterworbene Immunantwort ab. Sie
wird auch adaptive Immunantwort genannt, da deremn@rinzip die antigenspezifische

Entwicklung der Effektorzellen, namlich den B- umeZellen, ist. Daher ist dieser Teil der

Immunantwort zum Zeitpunkt der Geburt noch nicht aasgebildet, da die Entwicklung der

Effektorzellen auf exogenes Antigen angewiese[6]st

Die adaptive Immunantwort beginnt, indem dendiitess&ellen Pathogene aufnehmen und

den sogenannten CDA4T-Zellen prasentieren [7]. Kann ein Pathogen duddn T-
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Zellrezeptor spezifisch erkannt werden, wird die4CD-Zelle aktiviert und kann ihrerseits
Uber kostimulatorische Signale andere Zellen adtén. So kdnnen vor allem durch CD40L
neben Makrophagen [8] auch fir das Pathogen spelzdi B-Zellen, welche das Antigen
wiederum uber ihren B-Zellrezeptor erkennen, a&tiviverden [9]. Daraufhin kommt es zu
einer klonalen Expansion dieser B-Zellen, welchehnenehreren Selektionsschritten, der
sogenannten Affinitatsreifung, zu antikorperproduenden Plasmazellen differenzieren.
Darlber hinaus werden auch sogenannte B-Gedaotiteisgebildet, welche im Gegensatz
zu den Plasmazellen lebenslang erhalten bleiben Ausjangspunkt fir eine spezifische
Immunantwort nach einer erneuten Infektion mit destben Erreger darstellen. Pathogene,
welche (ber die Aktivierung von CD4T-Zellen zur B-Zellaktivierung fihren, sind
sogenannte Thymus-abhangige Pathogene (TD-Ag) Aligkdings gibt es auch eine Gruppe,
die direkt Uber eine spezifische Erkennung durch BeZellrezeptor ohne T-Zellhilfe B-
Zellen aktivieren kann (TI-Ag) [11]. Die Aktiviergnvon B-Zellen und damit die Bildung
von Antikorpern ist in erster Linie bei bakterigll&eschehnissen am effektivsten, wahrend
virale Infektionen in der Regel durch eine Kombioataus angeborenem und erworbenem
Immunsystem bekampft werden. Dies geschieht eitgrderch die Aktivierung spezifischer
CD8' T-Zellen, die in der Lage sind, nach spezifisdBgtennung von Antigenbruchstiicken
auf der Wirtszelloberflache durch den T-Zellrezegtowohl viral als auch mit intrazellularen
Bakterien infizierte Zellen mittels Ausschuttungiatpxischer Granula zu téten, um so die
Verbreitung des Virus beziehungsweise des Bakterimmverhindern [12]. Zum Anderen ist
die Generierung von neutralisierenden Antikorpesseatiell.

Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem ist far atkptive Immunsystem die
Spezifitat der Rezeptoren ausschlaggebend. Dabai @& fiur jede Zelle nur eine
Antigenspezifitdat. Um diese grol3e Diversitat dezé&doren zu erreichen, werden einzelne
Abschnitte des Rezeptors separat in mehreren ghieddichen Kopien kodiert und wéahrend
der Reifung in den primaren lymphatischen Organérinander kombiniert. Im Fall des B-
Zellrezeptors und damit auch der Antikorper, da Blefellerezeptor ein membranstandiges
Immunglobulin darstellt, sind dies die V-Gensegmeerfiir den variablen Teil, D-
Gensegmente flr den sogenanntehiversity-Abschnitt, J-Segmente jQining-segmeri},
welche fur den Verbindungsteil kodieren sowie den§&gmente fur den konstanten Teil (C-
Gensegmente), die den Isotyp definieren. Durch gkeetische Rekombination ggne
rearrangemert) der einzelnen Genabschnitte wird bereits eingsoNal an verschiedenen
Spezifitaten erreicht, welche durch die variablekviépfung der einzelnen Segmente noch

gesteigert wird. Dies gilt jedoch nur fur murineduhumane B-Zellen, da eine Vielzahl
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unserer Haussaugetiere einschliel3lich dem Huhn a&mndere Strategie zur Erzeugung der

Rezeptordiversitat verfolgen, welche unter 2.2.adher beschrieben wird.

V [1-65] D [1-27] J [1-6] C [1-7]
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Gene dschweren Kette des Menschen
(aus Janeway: “Immunobiology” [13])
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Generieng des B-Zellrezeptors

Gezeigt ist dasgene rearrangementfiir die leichte Kette (links) und die schwere Kditechts) des
Menschen

(aus Janeway: “Immunobiology” [13])

Nach Antigenkontakt in der Peripherie werden im ¢&ugler bereits erwéahnten
Affinitatsreifung in den sekundaren lymphatischerg@&en eine Reihe von Punktmutationen
in die V-Gensegmente eingefuhrt (somatische Hyptatan). Anschlieend werden die so
entstanden Rezeptoren nach der Affinitdt zum Antigglektiert. Ausschlief3lich B-Zellen mit
einem hochaffinen Rezeptor teilen sich im Zugek#wicklung weiter (klonale Expansion),
wahrend B-Zellen mit einem gering affinen RezeoApoptose gehen. Weiterhin erfolgt in
diesem Reifungsstadium der Klassenwechsel, bei dench die Neukombination der
variablen Anteile (VDJ) mit verschiedenen C-Genseigg neue Antikdrperisotypen
entstehen. So erfolgt ein Wechsel von IgM zu Igg® bder IgE [14]. Beide Schritte sind

neben der spezifischen Erkennung von Antigen abgawgn Zytokinen, in besonderem
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Maf3e von der Interaktion von CD40L mit seinem Réze D40 (siehe 2.3.5.3.3.). Die
klonale Expansion, die somatische HypermutationderdKlassenwechsel werden auch unter
dem Begriff ,germinale Zentrumsreaktion* zusammedagst, da das sogenannte germinale
Zentrum mit seiner speziellen Struktur der Ort eiegorgange ist [15].

Fur die T-Zellrezeptorreifung gilt Ahnliches wierfidie Generierung des B-Zellrezeptors.
Auch hier werden verschiedene Gensegmente miteem&mmbiniert, allerdings wird der T-
Zellrezeptor nicht durch somatische Hypermutatioodifiziert und es erfolgt keine weitere
Affinitatsreifung nach Antigenkontakt [16]. Da sidliese Arbeit vorrangig mit der B-
Zellentwicklung beschatftigt, soll die T-Zellentwlokg an dieser Stelle nicht weiter

ausgefuhrt werden.

2.2 Besonderheiten des Immunsystems des Huhns

Das Immunsystem des Huhns weist trotz der groRglogdnetischen Entfernung zwischen
der Klasse der Vogel und der Mammalier viele Geswainkeiten mit dem der Sauger auf.
Auch beim Huhn lassen sich zum Beispiel die lyntisbhen Organe in primare und
sekundare unterteilen.

Zu den primaren lymphatischen Organen des Huhnié adhlog zu den Saugetieren der fur
die T-Zellentwicklung essentielle Thymus [17, 1&wse die flr Vogel spezifische Bursa
Fabricii als Ort der B-Zellentwicklung [19]. Diesspezielle Organ befindet sich dorsal des
Proctodaeums als taschenformige Ausstilpung unst\weim Huhn ca. 11 Primarfalten auf,
die ihrerseits weiter in Sekundarfalten unterteiirden kénnen [20]. Diese Sekundéarfalten
enthalten ihrerseits die B-Zell-Follikel, in dendie Expansion der B-Zellen erfolgt.

Als prominentestes Merkmal der sekundaren Lymphwgaes Huhns ist das Fehlen von
Lymphknoten zu nennen. Allerdings verfigt das Hutmit dem sogenannten MALT
(-mucosa associated lymphoid tisguéber eine Reihe sekundarer lymphatischer Aggesga
die in dieser Form nur teilweise im Sauger existid1]. Je nach Lokalisation lassen sie sich
in das GALT (gut associated lymphoid tissSyie zu denen die Oesophageal- und
Zakaltonsillen zahlen [22, 23], und das BALTb(gpnchus associated lymphoid tis§ue
unterteilen [24]. Dem MALT kommt eine wichtige Relilm Rahmen der Vakzinierung von
Geflugelbestanden zu, da diese oftmals Uber einsdr(Avidre infektibse Bursitis, Avidre
Rhinotracheitis) oder oral (Salmonellen) immunisigerden. Dartber hinaus wurde mit den

am Tranenkanal lokalisierten Haderschen Drisen weiteres lymphatisches Organ
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identifiziert [25]. Wahrend das MALT hauptsachlichit lokal begrenzten Pathogenen
interagiert, werden Pathogene im Blutstrom analag Sauger auch beim Huhn in der Milz
gefiltert und leiten dort die adaptive Immunantwairt.

Auch die funktionelle Einteilung des Immunsystemas dHuhns ist in weiten Teilen
vergleichbar mit dem des Saugers und kann in eigel@orenes und ein adaptives
Immunsystem unterteilt werden.

Das angeborene Immunsystem ist zum Grof3teil mit demMaus vergleichbar, allerdings
unterscheiden sich die aviaren neutrophilen Graytém nicht nur histochemisch durch die
heterophile Farbung der Granula, sondern auch ddecén Inhalt von den vergleichbaren
Zellen der Sauger [26, 27]. Einen weiteren Untaestistellt die Zahl der NK-Zellen dar:
diese sind im Vergleich zum Sauger im Huhn unteésgntiert [28].

Auch die Unterteilung der Zellen des erworbenen imgystems erfolgt analog zum Sauger
in T- und B-Zellen [29]. So konnten sowohl CDdls auch CD8Zellen identifiziert werden
[28, 30]. Weiterhin konnte auch die Unterteilungrim-1 und Th-2 T-Zellen postuliert werden
[31].

Die Entwicklung und Funktion des B-Zellrezeptorsnibéduhn unterscheiden sich jedoch in

wesentlichen Merkmalen von denen bei Mensch undshbaschriebenen Mechanismen.

2.2.1 Die B-Zellentwicklung des Huhns

Da die B-Zellentwicklung des Huhns bis auf weniggsAahmen in darmassoziiertem
Gewebe stattfindet, zéhlt es zu den so genanntdlG3pezies, zu denen auch eine Reihe
unserer Haussaugetiere wie das Schaf und das Kemrgehoren. Fur das Huhn ist die Bursa
das zentrale Organ der B-Zellentwicklung [32, 3Blier werden die B-Zell-Vorlaufer
expandiert und es findet bereits die Generierumdlieersitat durch spezielle Mechanismen,
die sich grundlegend von denen der Maus untersehgistatt. Uber die Aufrechterhaltung
des peripheren B-Zellpools des Huhns ist bis héagé nichts bekannt, allerdings werden
auch hier, ausgehend vom Mausmodell, verschiedeggul&ionsmechanismen vermutet
[34], obwohl durch die Involution der Bursa und diader einmaligen Generierung des B-
Zellpools eine vollig andere Situation als im S&agstem vorliegt. Somit ergeben sich zwei
essentielle Unterschiede zwischen dem Maus/Mengste® und dem Huhn: wéhrend bei
Maus und Mensch das Knochenmark der Ort der B-@mlieklung ist, findet dies fur das

Huhn in der Bursa statt. Dartiber hinaus ist auahzedliche Ablauf verschieden, da das
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Knochenmark kontinuierlich B-Zellen generiert, wogegen dies fur die GALT-Spezies und
somit auch fur das Huhn ein zeitlich begrenztergéog ist, der mit Involution des priméren

lymphatischen Organs endet.
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Abbildung 2.3: Uberblick tiber die Entwicklung der B-Zellen von Maus und Mensch
(aus Flajnik: ,Comparative analyses of immunglobgéenes: surprises and portents” [35])
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Abbildung 2.4: Uberblick iiber die B-Zellentwicklung der GALT-Spezies
(aus Flajnik: ,Comparative analyses of immunglobgéenes: surprises and portents” [35])

2.2.1.1 Préabursale und bursale Entwicklung

Die ersten hamatopoetischen Vorlauferzellen kéralerEmbryonaltag 5 entlang der Aorta
und im Dottersack, spater auch in der Region unAdiga, sowie in Blut und Milz gefunden
werden. Interessanterweise findet in einem TeseliZellen bereits vor dem Einwandern in
die Bursa dasgene rearrangemehtles D und J Gens statt, was die bis dahin plteipen
Zellen als B-Zellvorlaufer definiert. Ab dem 9. Embnaltag beginnt dann die Besiedlung
der Bursa, dem einzigen Organ der B-Zellentwick]uwhgrch einige wenige B-Zellvorlaufer
im Zuge einer einphasigen Immigration in das Buessanchym [36, 37]. Der gesamte B-

Zellpool wird daraufhin aus diesen wenigen Vorlapéden mittels massiver Expansion der
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Zellen in den Bursafollikeln generiert [38]. Dalixesiedeln bis zu funf Zellen je ein Follikel:
es kommt also zu einer oligoklonalen Expansion .[38]eichzeitig wird das gene
rearrangemeritzu VDJ Sequenzen fortgesetzt.

Die Proliferation dieser Zellen ist abhéngig vorr deisbildung des B-Zellrezeptors (slg),
welcher letztendlich fur die spatere Antigenerkemnuzustandig ist, dem aber auch schon
wéahrend der bursalen Entwicklung wichtige Aufgalmrkommen [32, 40]. So sind die
prabursalen Vorlauferzellen noch slg negativ, &tz vor der Einwanderung in die Bursa
sind diese Zellen bereits SlgDie Expression von slg ist somit bursaunabhangid die
Vorraussetzung fur die Besiedlung des Organs [4tEellvorlaufer ohne slg gehen
folgerichtig in Apoptose [42]. Demzufolge sind ierdBursa proliferierende Zellen durchweg
slg positiv , es wird also in der Bursa auf slg-tegsion selektiert [43]. Dabei kommt dem B-
Zellrezeptor eine wichtige Aufgabe in der Vermitituvon positiven Signalen zu [44]. Diese
kommen jedoch nicht durch eine Bindung eines splemid.iganden zustande, vielmehr
beruht die Selektion auf der Expression bestimniteteile des B-Zellrezeptorkomplexes.
Dies konnte durch Pike und Ratcliffe mittels retral transformierten B-Zellvorlaufern
eindeutig bewiesen werden: so war die alleiniger&sgion von Ig (CD7%) ausreichend,
um die Proliferation dieser Zellen zu induziereB][4

Der B-Zellrezeptor ist allerdings zunachst auf jedelle gleich, da es im Huhn anstatt einer
Fulle von verschiedenen Genen, die jeweils firclgesiene Abschnitte des Rezeptors (V, D
und J) kodieren, nur je 1 Gen fur jeden Abschrilit gnd somit durch deren Kombination
keine Variabilitdt erreicht wird. Diese kommt beirHuhn durch einen speziellen
Mechanismus zustande, welcher wahrend und nach kiieralen Expansion der B-
Zellvorlaufer stattfindet. Die so genanntgepe conversionverandert nachtraglich die
kodierende Sequenz des Rezeptors, indem Teile upstream gelegenen Pseudogenen
eingefluigt werden [46-48]. Somit verfigen alle naiv@-Zellen, welche die Bursa spéater
verlassen, Uber einen einzigartigen B-Zellrezefdoese Methode der Diversifizierung ist fur
die GALT-Spezies und damit auch das Huhn einzigartid stellt eine vollkommen andere
Strategie der Generierung des B-Zellrezeptorrepesiadar. Innerhalb der GALT-Spezies
nimmt das Huhn wiederum eine Sonderstellung eimieaausschliel3lich die Genkonversion
fur die Diversifizierung verantwortlich ist, wahmenfir andere GALT-Spezies teilweise
mehrere V-Gene identifiziert werden konnten, wel@dusatzlich ein funktionellesgene
rearrangemerit zulassen [49]. Eine zusatzliche Diversifizieruingerhalb der Bursa erfolgt
weiterhin durch Einfihren von Punktmutationen inndegariablen Teil (somatische

Hypermutation) [35].
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Genkorersion des Huhns

Das linke Bild zeigt die Anordnung der Gene sowée Bseudogene. In der mittleren Abbildung hat
die VDJ-Rekombination bereits stattgefunden, wathreéas rechte Bild die Situation nach erfolgter
Genkonversion darstellt.

(aus Janeway: “Immunobiology” [13])

Wahren der postembryonalen Entwicklung nach demu$tkindert sich die Bedeutung des
B-Zellrezeptors. Nun spielt nicht nur die erfolgie@ Expression von slg eine Rolle, sondern
auch dessen Funktionalitat. Dies bedeutet, dags peisitiv auf Antigenbindung selektiert
wird [40]. So konnte schon frih gezeigt werden, sdae Bursa auf die externe
Antigenaufnahme als wesentlichen Stimulus fir dieiteve Entwicklung der B-Zellen

angewiesen ist: wurde die Aufnahme von exogenemg@mntdurch Ligation unterbunden,

kam es zu einer Abnahme der B-Zellen [50].

ET 0-9 ET 9-15 ET 15-21 ET 21-6. Monat p.h.
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Blut Bursa der Bursa
Gene Selektion auf
rearrangement von Antigenbindung
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Gene conversion
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von VJ und D,

Selektion auf Iga

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der frihem-Zellentwicklung des Huhns

2.2.1.2 Postbursale B-Zellentwicklung

Schon kurz vor dem Schlupf fangen die B-Zellenars der Bursa auszuwandern und uber
das Blut die peripheren Lymphorgane zu besiedekr. Anteil der Zellen, die dabei das
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Bursaparenchym verlassen, betragt jedoch nur 586 ddirin enthaltenen B-Zellvorlaufer, da
95% in situ in Apoptose gehen [51]. Innerhalb daigeierenden Zellen lassen sich im Blut
drei Gruppen von B-Zellen unterscheiden: mehr &sHklfte der B-Zellen setzt sich aus
kurzlebigen Zellen zusammen, die innerhalb von Pagen absterben und von denen man
annimmt, dass sie in der Bursa keinem Antigenkdraakgesetzt waren. Die zweite Gruppe
stellen B-Zellen dar, deren Lebensspanne mehrAls¢hen betragt und die im Gegensatz zu
der erstgenannten Gruppe eine antigenkontaktvetteitveitere Entwicklung durchgemacht
haben. Allerdings finden sich im Blut weiterhin Bien, die zwar ebenfalls kurzlebig sind,
aber als Produkte einer bursaunabhéngigen Zellekitwig angesehen werden. So steigt ihr
Anteil mit zunehmender Involution der Bursa immeglhman, bis sie den Grol3teil der B-Zell-
Population im Blut stellen. Eventuell handelt eshstdabei um postbursale Stammzellen,
welche an der Aufrechterhaltung des peripheren Ipdals beteiligt sind [52].

Die weitere Entwicklung der B-Zellen ist in Gegetzszur Maus vor allem durch das Fehlen
geeigneter Marker verschiedener Entwicklungsstaéiemnm verstanden, jedoch sind einige
wenige Fakten bekannt.

So kommt es auch beim Huhn nach Antigenkontakt em dekundaren lymphatischen
Organen vermehrt zur Ausbildung so genannter geerirZzentren [53], von denen in der
Maus bekannt ist, dass hier die klonale Expans@mnantigenspezifischen B-Zellen [54] und
deren Weiterentwicklung zu antikérpersezernierenBésmazellen stattfindet [55]. Auch
wenn die zugrunde liegenden Mechanismen beim Hwoh micht vollstandig geklart sind,
ist bekannt, dass auch hier die T-Zellhilfe fur Awesbildung einer adaquaten Immunantwort
essentiell ist [56] und das germinale Zentrum amaler Maus der Ort der weiteren B-
Zellreifung ist [57]. So konnte auch im Huhn sowaler Klassenwechsel, der zur Bildung
von unterschiedlichen Ig Subklassen, z.B. 1gG, eotlg ist [58], als auch eine weitere
Modifizierung des B-Zellrezeptors durch Genkonwvamsiind somatische Hypermutation [59,
60] nachgewiesen werden. Allerdings lassen siclh dirderschiede zwischen Maus/Mensch
und dem Huhn feststellen. Wahrend die Zellen desigalen Zentrums bei Maus und
Mensch keine weitere raumliche Abtrennung von destlichen Zellen des umgebenden
Lymphgewebes aufweisen, findet sich im Huhn einembranése Ummantelung des
germinalen Zentrums [61]. Dartber hinaus ist dabrHoicht in der Lage, IgE-Antikorper zu
bilden.
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2.2.2 Das Huhn als Modell

Warum ist das Hihnermodell Gegenstand dieser Atbeit

Einerseits ist das Huhn Modell fur die klassisamenunologie, da am Huhn die Dichotomie
des erworbenen Immunsystems entdeckt wurde. Dueltstdkte raumliche Trennung der
Entwicklung von B- und T-Zellen und dem leichtengdng zu embryonalen Stadien wurde
das Huhn zum Modell fir die Untersuchung der Erktimicg dieser Zellen. Auch die
moderne Immunologie bedient sich mit der Verwendudegr Zellinie DT40 des
Huhnermodells, da diese Zellinie eine bursale BuZiel darstellt. Demzufolge wurden viele
Studien zur Reparatur und Modifikation von DNA, d&enerierung des B-Zellrezeptors und
dessen Signaltransduktion mit DT40-Zellen durchigefiiDarliber hinaus war es auch
maoglich, in diesem Modell wertvolle Daten Uber déellzyklus zu sammeln [62]. Somit
liefert das Huhn wertvolle Informationen, welchd Blaus und Mensch tbertragbar sind.
Andererseits stellt das Huhn im Hinblick auf dieZBHentwicklung ein geeignetes Modell fur
viele unserer Hausséugetiere dar. Da bei diesenemiesbenfalls darmassoziiertes
Lymphgewebe den Ort der B-Zellreifung darstellg dintikdrperdiversitat grof3tenteils durch
Genkonversion erzielt wird und auch hier die B-getlerierung in einem zeitlich begrenzten
Rahmen stattfindet, ist das Mausmodell hier niciwendbar (lebenslange Generierung von
B-Zellen im Knochenmark,gene rearrangemef)t

Mitglieder der GALT-Spezies verfiigen Uber sogenarBursaaquivalente, dies sind z.B. die
Appendices bei Kaninchen [63] sowie die ilealend?Psghen Platten bei LAmmern, Kélbern
[64] und Ferkeln [65]. Fir diese Spezies konntdill@r hinaus in weiteren Studien auch die
Verwendung von Genkonversion zu Diversifizierung r déAntikGrperspezifitaten
nachgewiesen werden [66-69]. Auch fur das Pferddererdiese Mechanismen vermutet, da
es ebenfalls nur Uber eine geringe Anzahl von Géiaedie variablen Anteile verfugt und
damit die durch gene rearrangemehentstehende Variabilitat als gering einzuschatsen
[70]. Daruber hinaus werden die ilealen Peyersdébatten auch flr den Hund als Ort der B-
Zellreifung in Betracht gezogen [71].

Somit stellt das Huhn ein wertvolles Modell fiir digéaptive Immunitat vieler Nutztierrassen
dar, was im Rahmen von Vakzinierungen oder der r&ecfaung von Wirt-Pathogen-

Interkationen wertvolle Informationen liefern kann.
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2.3 Die TNF-Familie

Da die Affinitatsreifung des Huhns ahnlich abzutaukcheint wie im Saugersystem, wurde
versucht, die Rolle des CD40-CD40L-Systems, weldties maf3geblich fir diesen Prozess
ist, innerhalb der B-Zellentwicklung des Huhns Zérén. CD40 und CD40L gehéren zur
sogenannten TNF-Familie, welche im Weiteren mierhMitgliedern BAFF und CD40L

zusammen mit ihren jeweiligen Rezeptoren vorgesiait.
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Abbildung 2.7: Uberblick tiber die TNF-Familie

(aus Bodmer: “The molecular architecture of the Todper family’[72])

Die TNF-Familie vereint bislang 19 verschiedeneokyte und 30 zugehorige Rezeptoren
[73]. Sie verdankt ihren Namen dem 1975 entdecKiemor-Nekrose-Faktoa [74] (TNF-
a), welcher zusammen mit dem bereits 1968 beschregbeymphotoxina (LT-a) [75] den

Grundstein fur diese komplexe Superfamilie darstell
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2.3.1 Funktionen

Die generellen Aufgaben der Mitglieder der TNF-Stgmilie sind die Regulation von
Apoptose, Proliferation, Uberleben und Differenaieg der jeweiligen Zellen [76]. Da
ebenso wie das frih entdeckte LT und Téfein Grossteil der Zytokine und Rezeptoren
innerhalb der Zellen des Immunsystems exprimierdwiverden sie zu den essentiellen
Faktoren der Entwicklung des Immunsystems gezahlin einen sind sie sowohl an der
Generierung der Zellen des Immunsystems als auah pdendaren und sekundaren
lymphatischen Organe beteiligt. Zum anderen spislenauch im Rahmen der Homdostase
und Differenzierung eine Rolle [77]. Die Aufgabeer itglieder beschranken sich jedoch
nicht nur auf den Aufbau und den Erhalt eines itrgiakdkmmunsystems, sondern beinhalten
auch dessen dynamische Anpassung. So ist z.B.drbiRer der bedeutendsten Faktoren der
unspezifischen Entzindungsreaktion [78], wahrenterai anderen Familienmitglied, dem
Fas-L/Fas-System, die Aufgabe zukommt, Immunreaktio durch das Auslésen von
Apoptose bestimmter Lymphozyten zu beenden [79. Rinktionen der TNF-Familie sind
jedoch nicht nur auf das Immunsystem beschréankidesm spielen auch eine Rolle im
Knochenstoffwechsel [80] und der Ausbildung der dWldrise [81] sowie von
Schweil3drisen, primaren Haarfollikeln und den Zahf#&2]. Weiterhin konnten TNF-
Familienmitglieder in neuen Studien auch innerftldb Regulation der Angiogenese [83] und

der Entwicklung von Nervengewebe identifiziert wand84].

2.3.2 Strukturelle Charakteristika

2.3.2.1 Liganden

Der Familie der TNF-Liganden stehen die TNF-Rezeptogegeniber. Beide Gruppen
weisen dabei untereinander eine groRe Ahnlichksit a

Die TNF-Ligand-Familie beinhaltet 19 Typ Il Tranembranproteine (d.h. der N-Terminus
des Proteins befindet sich intrazellular), welcime @urchschnittliche Sequenzhomologie von
20-30% aufweisen. Diese wird zum groé3ten Teil dumihe aus 150 Aminoséauren

bestehende, konservierte Sequenz mit einem hoh&xil An aromatischen und hydrophoben
Aminosauren am C-terminalen Ende der ProteinesdgenanntenTNF-homology-domain
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(THD), bedingt, welche fir die charakteristische nitdrimer-Struktur der Liganden
verantwortlich ist. Die einzelnen Monomere selbestbhen aus je B-Faltblattern, welche
wiederum aus jeweils 5 antiparallele-Strangen bestehen und weisen eine sogenannte
»Jellyroll“-Konfiguration auf [72]. Trotz ihrer groRen Homgje besitzen die einzelnen
Liganden jedoch eine sehr unterschiedliche AS-Sequa Bereich der externen Oberflache
dieser Trimere, was sie fiur ihre jeweiligen Rezegicspezifisch macht [85]. Darlber hinaus
konnte flr viele Liganden zusatzlich SchnittstelfiénProteasen identifiziert werden, welche
die urspriinglich membranstandigen Proteine durchteBlyse zu I6slichen Liganden
umwandeln. Dies kann sowohl essentiell fur die mhggische Funktion sein, als auch deren
Wirkung effektiv abschwéachen. So kommt es zum Beidpei einer gestdrten Bildung von
l6slichem Ektodysplasin zu schweren Stdérungen demplogenese ektodermaler Strukturen,
der sogenannten hyperhidrotischen ektodermalenl&gisg86], wahrend im Gegensatz dazu
die I6sliche Form des Fas-Ligand im Vergleich zu ilembrangebundenen Form keinerlei
biologische Funktion aufweist und sogar durch diecBerung der Bindungsstellen des
Rezeptors Zellen vor dem Fas-Ligand-induzierteft@ekchitzen kann [87].

Neuere Studien belegen sogar die Fahigkeit der memstiindigen Liganden, nach der
Bindung durch den Rezeptor reverse Signale an dile Zu geben [88]. So lasst sich zum
Beispiel durch die Gabe von TNF-R ein kostimulachies Signal fur T-Zellen generieren,

welches Gber membrangebundenes TNF vermittelt \88H

2.3.2.2 Ligand-Rezeptor—Komplex

Die Ligand-Rezeptor-Komplexbildung geschieht grutdsch in Form eines asymmetrischen
Hexamers, bei dem je ein Ligand-Trimer an ein Rexépmer bindet. Typisches Merkmal

fur die TNF-Familie ist in diesem Zusammenhangsddie meisten Rezeptoren in der Lage
sind, mehrere Liganden zu binden und vice versaifaet beispielsweise nicht nur TNF an
den TNF-R1, sondern auch &T Die Bindung selber wird dabei meist durch polare
Wechselwirkungen vermittelt, wobei der Rezeptorngsétzlich Gber saure Ketten und der
Ligand folglich Uber basische Bindungsanteile wgtrfliZusatzlich bestehen weitere

hydrophobe, tyrosinvermittelte Wechselwirkungen, [@].
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2.3.2.3 Rezeptoren

Die Struktur der TNF-Rezeptoren entspricht in dereisten Fallen einem Typ |
transmembranen Protein (mit dem C-terminalen Enttazellular), allerdings kommen auch
Typ Il Transmembranproteine (z.B. BCMA oder TAQIL]) sowie l6sliche Rezeptoren (z.B.
OPG [92]) vor. Zusatzlich konnen auch primar membtandige Rezeptoren analog zu den
Liganden durch Proteolyse oder alternativeglicing’ zu lslichen Rezeptoren werden und
so die Funktion der Liganden z.B. als Decoy-Rezefteeinflussen [93]. Allen Rezeptoren
gemein sind die so genanntetystein-rich-domairf's(CRD) der extrazellularen Anteile: sie
bestehen aus ca. 40 AS lang&sgudorepeatsdie jeweils sechs hochkonservierte Cysteine
enthalten, welche in der Lage sind, je drei Dislliifiicken auszubilden und so letztlich fir die
typische Struktur der Rezeptoren und damit fir mlefghigkeit zur Ligandbindung
verantwortlich sind [94, 95]. Ebenso wie die Ligandiegen auch einige Rezeptoren schon
vor der Komplexbildung mit ihrem Liganden als Trim@r, verantwortlich daflr ist die N-
terminal gelegenepre-ligand-association-domdirfPLAD) [96].

Ausgehend von den an der Signaltransduktion bgtesdli intrazellularen Sequenzen lassen
sich die TNF-Rezeptoren in drei verschiedene Gmpp@teilen: einer 7 Rezeptoren
umfassenden Untergruppe eigen ist die sogenarsgath domaih (DD), welche Uber
weitere Signalkaskaden letztlich Caspase-3 aktivied damit zur Apoptose der Zelle fuhrt
[97]. Die zweite Gruppe wird durchTRAF interacting motifs (TIMsS) gekennzeichnet,
welche zur Rekrutierung von TNF-Rezeptor-assogieffaktoren, den sog. TRAFs flhren
Dies hat unter anderem die Aktivierung des Trapskmsfaktors NF«B zur Folge, welcher
generell die Transkription einer Reihe von antidpbgchen Faktoren induziert. Bislang
konnten sechs verschiedene TRAF's gefunden weign Jelche ebenfalls die der TNF-
Familie eigene Trimer-Struktur aufweisen [99]. Ddeitte Rezeptorengruppe besitzt im
Gegensatz zu den vorherigen Gruppen intrazelluléeineklei Domanen zur
Signaltransduktion. Ihre Vertreter agieren dahgscoyrezeptoren [100, 101].

Auch wenn bis jetzt vieles tUber die Signaltransiuigwege der TNF-Familie bekannt ist, so
bleibt das Zustandekommen vieler Effekte ungekléas nicht zuletzt durch eine Vielzahl an
Regulationsmechanismen innerhalb der Superfanaligefangen von Decoyrezeptoren bis
hin zu Modulationen durch reaktive Sauerstoffmelitdro [102, 103], zu erklaren ist.
Zusatzlich verstarkt die Fahigkeit des ,reversenaimg“ der Liganden die Komplexitat der
durch die Ligand-Rezeptor-Bindung induzierten Eiée88].
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2.3.3 TNF-Familienmitglieder in verschiedenen Speas

Aufgrund der Vielzahl von essentiellen Aufgaben di&t--Familie spielen ihre Mitglieder
eine entscheidende Rolle im Organismus. Kommt daunktionsverlusten, resultieren daraus
nicht selten letale Krankheitsbilder. Dartiber hsgibt die ausgepragte Homologie zwischen
den verschiedenen Spezies Grund zu der Annahme,adas eine Vielzahl der Funktionen
konserviert ist. Um weitere Informationen Uber deganisation, die Entstehung und die
Funktionen des TNF-Systems zu erlangen, wurde gbtsdNF-Homologe durch Nutzung
bestehender EST-Datenbanken in verschiedenen an8@ezies zu identifizieren und zu
charakterisieren.

So konnten z.B. bereits im Genom von Drosophilaamajaster und Caenorhabditis elegans
TRAF-ahnliche Molekiile gefunden werden [104, 1QA]satzlich konnte auch ein TNF-
Homolog, EIGER, in D. melanogaster identifiziert rden [105]. Dartber hinaus wurden
TNF-Analoga auch in einer Reihe von Fischarten maém [106-108] welche ahnlich dem
Huhn ein Bindeglied zwischen dem Saugersystem undogenetisch alteren Tierklassen
darstellt.

Innerhalb der Saugetiere sind neben TiNHomologen wie bei Schwein [109] und Delphin
[110] auch verschiedene andere Familienmitgliede@mbRind, so z.B. Fas oder CD40
bekannt [111, 112].

2.3.3.1 TNF-Familienmitglieder im Huhn

Das Huhn stellt das wichtigste Modell fur die Emddung des Immunsystems der GALT-
Spezies dar und bildet ein essentielles Bindegtieter Phylogenese der S&ugetiere. Seit der
Sequenzierung des Huhnergenoms steht der vergheieheAnalyse der TNF-Familie eine
vollig neue Mdglichkeit zur Verfliigung und so ist esn besonderem Interesse, ob und
welche Mitglieder der TNF-Familie in diesem Genoafupden werden kdnnen und welche
Aufgaben sie im Huhn erfullen. Bisher konnten Hooge fir DcR3, Osteoprotegerin [113],
DcR5 [114], DcR6 [115], LITAF (ljpopolysaccharide-induced TNF-alpha factpf116],
TNFR-Il, TRAF5 [117], TNFR-I, Fas [118], EDA, EDARL19], CD30L, TRAIL [120],
BAFF [121], CD40 und CD40L [122, 123] identifiziewerden. Die hohe Anzahl an
identifizierten TNF-Familienmitgliedern zeigt daal, wie hochkonserviert diese Familie
auch in phylogenetisch weit auseinander liegengezi8s ist und legt zudem die Vermutung
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nahe, dass die Funktionen einzelner Familienmdgliespeziell auch in dieser Spezies
konserviert sind.

Von besonderer Bedeutung ist, dass bisher keineaotbmma fir TNF und L& gefunden
wurden. Dies ist auch wenig erstaunlich, da beigmkine essentiell fir die Bildung von
Lymphknoten sind und das Huhn nicht Gber diese hatipchen Organe verfugt.

Im Hinblick auf die Entwicklung des Immunsystemsiwgpeziell der B-Zellen nehmen BAFF
und das CD40-CD40L-System im Mausmodell Schlissést ein. Fir das Huhn konnte
bislang nur die Funktion von BAFF charakterisiegrden, dem analog dem Saugermodell
eine essentielle Rolle in der B-Zellentwicklung aokmt, die im Gegensatz zum Sauger auch
die Entwicklung immaturer, bursale B-Zellen mitankel3t.

2.3.4 BAFF-BAFF-R

2.3.4.1 Struktur

BAFF, auch BLyS, THANK, TALL-1 oder TNFSF13 genanigt ein noch junges Mitglied
der TNF-Familie, welches eine zentrale Rolle inadshder B-Zellreifung einnimmt und
hauptsachlich auf myeloiden Zellen (vor allem Mailtragen und follikulare dendritische
Zellen) zu finden ist [124].

Strukturell gesehen stellt es wie alle Liganden dENF-Familie ein Typ I
Transmembranprotein dar, dass neben der obligeb@msTHD auch eine Furinschnittstelle
besitzt und daher sowohl in I6slicher als auch emhbrangebundener Form vorkommt [125].
Neben der bekannten Trimer-Struktur sind durch reei&udien sowohl eine biologisch
aktive 60-mer-Struktur [126, 127] als auch eineicamd-Variante ABAFF) bekannt, die als
dominant negativer Inhibitor fungiert [128].

BAFF kann an drei verschiedene Rezeptoren, nanaictBCMA, TACI und den BAFF-
Rezeptor binden, wobei die Affinitat gegentiber BCMA Vergleich zu TACI und dem
BAFF-R wesentlich geringer ist. Obwohl demnach dreigliche Rezeptoren existieren,
werden die fir BAFF wesentlichen Funktionen fastsatliel3lich Uber den BAFF-Rezeptor

vermittelt, welcher auch die grof3te Affinitat zu BRA aufweist [91].
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2.3.4.2 Funktionen

Die Hauptaufgabe des BAFF-BAFF-R-Systems ist inteerdinie die Generierung und
Erhaltung des physiologischen B-Zellpools. Dariineaus spielt dieses System im Rahmen
der adaptiven Immunantwort eine wichtige Rolle.

Die Hauptfunktion von BAFF wurde nachhaltig durcAB- und BAFF-R Knockout-Mause
geklart: beide Modelle zeigten eine erhebliche Rextung des maturen B-Zellpools [129,
130]. Somit kommt BAFF zunachst eine essentiellbéeRp der Entwicklung der B-Zellen zu,
welche allerdings auf bestimmte Stadien der B-2#ling beschrankt ist, da zwar die Zahl
der maturen B-Zellen in BAFE bzw. BAFF-R” Mausen um ca. 90% reduziert ist, jedoch
die Zahl immaturer B-Zellen und friher B-Zell-Reifysstadien im Vergleich zu den
Kontrolltieren unverandert ist [131]. Untermauertirdv diese Tatsache durch das
Expressionsmuster der BAFF-Rezeptoren, die siched&prechend nicht wahrend friher
Entwicklungsstadien nachweisen lassen [132]. Ime@sgtz zum Fehlen des BAFF-Signals
fuhrt eine gesteigerte Expression zu einer dewhcAunahme des peripheren B-Zellpools,
was deutlich zeigt, dass die physiologische Expwasson BAFF streng limitiert ist.
Weiterhin lassen diese Uberexpressionsmodelle Kadnen von Autoimmunerkrankungen
erkennen. Demnach kommt BAFF einerseits eine wkdseatRolle in der Elimination
autoraktiver B-Zellen wahrend der Entwicklung [1B35], andererseits auch in der Erhaltung
des reifen, naiven B-Zellpools zu [133, 135, 136].

Zusatzlich erfullt BAFF fur reife B-Zellen die Fumdn eines Wachstumsfaktors, da vor
kurzem ein verstarkter Metabolismus in vitro Kulturen auf BAFF-Stimulation hin
nachgewiesen werden konnte. Darlber hinaus waese dellen in der Lage, schneller und
effizienter auf Antigenstimulation zu reagierenT1.3

Ausgehend von den Effekten auf die B-Zellen kommAFB auch in der T-Zellabhangigen
Immunantwort eine wichtige Funktion zu. So konntehand von BAFF bzw. BAFF-R-
Knockout Mausen gezeigt werden, dass die Genegeran germinalen Zentren zwar BAFF
unabhangig ist, deren Erhalt jedoch ohne BAFF nichglich ist. Demzufolge ist auch die
Produktion spezifischer IgM und IgG Antikorper iresen Modellen signifikant niedriger als
in normalen Tieren, wohingegen der IgA Titer unh#éiasst bleibt und somit unabhangig von
BAFF ist. Verantwortlich fir diese Effekte scheineeniger direkte Auswirkungen auf die
Bildung germinaler Zentren als vielmehr das geteréehlen maturer, naiver B-Zellen
zusammen mit gesteigerter Apoptose und einer velenien Fahigkeit der

Antigenprasentation follikular dendritischer Zellea sein [138-140]. Auch im Rahmen der
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Immunantwort auf TI-Ag nimmt BAFF eine wichtige R®lein, indem es hier einen auf
bestimmte Isotypen beschrankten Klassenwechselitteitil 41].

2.3.4.3 BAFF im Huhn

Eines der in Huhn bekannten TNF-Familienmitgliedst chBAFF, welches in EST-
Datenbanken identifiziert werden konnte und zudeohdunktionell erforscht worden ist.
ChBAFF wurde als ein 271 Aminosauren umfassendedeifr charakterisiert, welches
sowohl die Transmembrandomane als auch die im &ggem bekannte Schnittstelle fur
Furin-Proteasen aufweist. Somit lasst sich analmg dugersystem eine membrangebundene
und eine l6sliche Form des Zytokins im Huhn findéadem konnte mit 76% eine erstaunlich
hohe Aminosduresequenzhomologie zwischen den hé&sliAnteilen von humanem BAFF
und chBAFF festgestellt werden [121].

Analog zum Saugersystem konnte der BAFF-R mittelsitu-Hybridisierung und FACS-
Doppelfarbungen ausschlief3lich auf B-Zellen gefunderden. Zusétzlich war es maéglich,
chBAFF mRNA mittelan situ-Hybridisierung auch in der Bursa nachzuweisen [142

Auch hinsichtlich der biologischen Funktion lassech Gemeinsamkeiten erkennen: so ist
chBAFF ein potenter Faktor fiir das Uberleben vo@elen, was sich sowohh vitro als
auchin vivo durch gesteigerte B-Zellfrequenzen nachweisen.|&sstitro konnte auch im
Huhn Proliferation als Ursache fur diesen Effeldgaschlossen werden.

Zusatzlich zeigte der funktionelle Knockdown eimardatischen Abnahme der B-Zellen, was
auch fur das Huhn eine bedeutend Rolle von BAFErimalb der Zellentwicklung zeigt.
Daruber hinaus besitzt chBAFF fur das Huhn einzigar~unktionen, die vor allem die frihe
B-Zellentwicklung betreffen. Im Gegensatz zu veidibaren frihen B-Zellstadien der
Sauger lassen sich schon auf bursalen B-Zellen b8 EBAFF-Rezeptoren nachweisen,
deren Expression bis hin zum Schlupf und daribeaids stetig zunimmt. Auch das Zytokin
selber lasst sich in der Bursa bereits um den 1Brizonaltag nachweisen, was letztlich eine
essentielle Rolle des BAFF-Systems auch innerhatlfrdhen B-Zellentwicklung nahe legt.
Eine von BAFF unabhangige Regulation kann ausgesséh werden, da die Bursa im
funktionellem BAFF-Knockdown signifikant gewichtsieziert ist. Dartber hinaus weisen
bursale B-Zellen inn vitro Kulturen ohne BAFF-Supplementation eine wesentljetingere
Uberlebensrate auf als BAFF-stimulierte B-Zellkudtu.

Ein weiterer grundlegender Unterschied zwischen Maus- und dem Hihnersystem besteht

in der Herkunft von BAFF. Wahrend im Saugersystemgtsachlich myeloide Zellen BAFF
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produzieren, konnte die Produktion des Zytokins Hkuhn eindeutig den B-Zellen
zugeschrieben werden. Ob dies auch in weiteren G3pdzies de Fall ist, wird weiter zu
untersuchen sein.

Somit konnte fur das BAFF-BAFF-R-System im Huhneeimeitgehende Ubereinstimmung
zum Saugersystem gezeigt werden, allerdings wuraech fur das Huhn spezifische
Funktionen herausgearbeitet, die weitere Arbedrddrn [121, 143].

2.3.5 CD40-CD40L

Die Entdeckung des CD40-CD40L-Systems fand im Zusanhang mit der Erforschung des
sogenannten X-linked hyper IgM syndromestatt, bei dem die Patienten durch einen
erhohten IgM-Titer bei gleichzeitigem Fehlen vorGlgind germinalen Zentren auffielen.
Durch weitere Forschung konnte ein Gendefekt im @B&en als Ursache der gestérten B-
Zellreifung verantwortlich gemacht werden und féhgo erstmals zur Beschreibung der
essentielle Rolle des CD40-CD40L-Systems fur diégeBentwicklung [144, 145].

Im Gegensatz zu dem BAFF-BAFF-R-System sind diek&anen fur das CD40-CD40L-
System allerdings nicht auf bestimmte Bereiche Idenunologie zu begrenzen, da es an
verschiedensten inflammatorischen Funktionen, amggein von der Aktivierung von B-
Zellen bis hin zur Blutgerinnung, beteiligt ist. @3e Vielfalt spiegelt sich auch in der
Verteilung des Rezeptors und des Liganden auf kiemdensten Zelltypen wieder.

Innerhalb des Saugersystems liegt folglich der Bader Forschung heute weniger in den
Bereichen der klassischen Immunologie, sondermall in der Erforschung des CD40-
CD40-L-Systems als Ziel mdglicher Therapien chromes, entzindlicher Erkrankungen
sowie in der Krebsforschung und der Transplantatimedizin. Im Hinblick auf das
Immunsystem des Huhns steht die Forschung noch afang und konzentriert sich daher

zunachst auf die Funktionen des Systems innerlaalB-&ellentwicklung.

2.3.5.1 Struktur

Als Mitglieder der TNF-Familie weisen sowohl CD4l3 auch CD40L die typische Trimer
Struktur auf. Bemerkenswert jedoch ist die Tatsadass die Bindung zwischen CD40L und
seinem Rezeptor streng spezifisch ist und somé @msnahme innerhalb der TNF-Familie

darstellt.
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2.3.5.1.1 CD40L

Der CD40L ist hauptsachlich auf aktivierten T-Zellexprimiert, auf denen der Ligand auch
erstmals entdeckt wurde. Dabei ist die Expressisn dusschlieRlich auf CDZellen (Thi
als auch Th2) beschrankt, jedoch konnte auch daieekSubpopulation von CD&ellen als
CD40L" identifiziert werden. Wichtigster Aktivator ist siesem Zusammenhang der Kontakt
mit MHCIl-prasentiertem Antigen, was schon deutliabf die biologische Funktion als
essentieller Faktor in der Initierung der adaptiMenmunantwort hinweist [146, 147]. T-
Zellen sind in der Lage CD40L 5 Minuten nach Stiation auf ihrer Zelloberflache zu
exprimieren [148]. Die maximale Expression wird maa. 6 Stunden erreicht, danach nimmt
die Anzahl der CD40L-Molekile wieder ab. Allerdingann die CD40L-Expression durch
anhaltende CD40-Ligation Uber einen langeren Aetraufrecht erhalten werden [149]. Dies
gilt nicht nur fur die membranassoziierte Form sandauch fur die Produktion der I6slichen
Form [150]. Die Expression von CD40L erfolgt zusaemmmit weiteren kostimulatorischen
Zytokinen gezielt an der Interaktionsstelle mitigempréasentierenden Zellen und tragt somit
zur Ausbildung immunologischer Synapsen bei [151].

Eine negative Regulation der CD40L Expression kadarch IFNy und hohe
Konzentrationen von TGB-erfolgen [146, 152, 153].

Neuere Studien konnten auch in naiven CO4Zellen hohe Mengen an CD40L mRNA
feststellen, was zusatzlich eine Funktion in derZdél-Homdostase durch eine
maoglicherweise konstitutive Expression nicht aubsgBih[154].

CD4" T-Zellen bilden demnach die Hauptquelle fiir CD4GIllerdings konnte CD40L
dariber hinaus auch auf Eosinophilen [155] und PBhen Granulozyten sowie auf
Mastzellen [156] und Thrombozyten [157] in jewed&tiviertem Zustand nachgewiesen
werden. Auch B-Zellen [158, 159] kdnnen CDA40L erpeéren und damit zur T-Zell-
abhangigen Immunantwort beitragen [160]. Zusatzliskheinen NK-Zellen [161],
dendritische Zellen [162], Monozyten/Makrophagerd indothelzellen [163] ebenfalls in
der Lage zu sein, in bestimmten Aktivierungszustain@D40L zu exprimieren. Meist handelt
es sich dabei um chronische Entzindungsprozesse iehbegsweise um
Autoimmunerkrankungen, seltener spielen immunregtitche Funktionen dabei eine Rolle.
Das codierende Gen fuir CD40L liegt sowohl bei daublals auch beim Mensch auf dem X-
Chromosom und weist 80% Homologie zwischen deni§pemf [164, 165]. Es besteht aus 5
Exons [166], welche fur ein 39kDa Transmembran tbt€in kodieren. Es existieren

allerdings wie bereits beschrieben auch verschedé&isliche Formen, von denen
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ausschlie3lich die 18kDA-Form, welcher der fur dislF-Familie typische cysteinreiche
zytoplasmatische Anteil sowie die Transmembrand@méand Teile der extrazellularen
Doméne des Vollangenproteins fehlen, biologischvaist [167]. Die Schnittstelle konnte
jedoch im Gegensatz zu anderen TNF-Mitgliedern mocht genau identifiziert werden [159,
168].

Strukturell weist das CD40L-Molekul generell sowatié typischep-Faltblatt ,Jellyroll*-
Struktur als auch die TNF-typische Homotrimer-Stowkauf. Abgesehen davon verfugt
jedoch sowohl die extrazellulare Domane als audah Bezeptorbindungsdoméane Uber
keinerlei Ahnlichkeit mit der TNF-Familie [169].

Die Bindung an den Rezeptor lasst sich ebenfalladgétzlich mit der Komplexbildung der
TNF-Familie vergleichen: auch sie wird hauptséat¢hlidurch polare Wechselwirkungen
stabilisiert, jedoch ist die Verteilung im CD40-Cl4Komplex dahingehend veréandert, als
dass CD40L basische und CD40 saure Ketten aufweidtsomit die Ladungsverteilung
genau umgekehrt ist. Zusatzlich wird die polare dpgar-Komplex-Bindung von

hydrophoben Doméanen umgeben [170].

2.3.5.1.2 CD40

Das Gen fur CDA40 ist bei verschiedenen Speziesersthiedenen Chromosomen zu finden.
Es codiert ein 277 Aminoséduren umfassendes ca. $0&Bes, membrangebundenes Protein
(Typ | Membranprotein), welches mit seinen vier ¢d& 6 Cysteine umfassenden
Subdomanen zumindest fur den extrazellularen Abgakinen typischen Vertreter der TNF-
Rezeptor-Superfamilie darstellt [171]. Im Gegensdézu weisen die zytoplasmatischen
Anteile jedoch kaum TNF-familientypische Charaldgkia auf, allerdings konnten fiir die
Signaltransduktion zwei unterschiedliche TRAF-Bingsstellen identifiziert werden [171],
deren genaue Struktur bislang ungeklart ist. De@eRindungsstellen fur Kinasen konnten
nicht identifiziert werden.

Auf der Zelloberflache kommt CD40 als Monomer odés Dimer vor [172], wobei diese
Formen jedoch nicht in der Lage sind, alle Effekte vermitteln. Vielmehr fuhrt deren
Ligation durch CD40L-Trimere zu einer Anreicherungd Multimerisierung von CD40-
Monomeren in sogenannterLipid rafts’, welche sich durch ihren hohen Anteil an
Cholesterol und Sphingolipiden von der restlichesllldembran unterscheiden und als
Plattformen  fur  Signaltransduktionsprozesse  dienefi73, 174]. Je nach

Multimerisierungsgrad konnten verschiedene Funkiiondes Rezeptors nachgewiesen
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werden. So fuhrt die Bindung von Monomeren ledigliu einer Adhasion von B-Zellen,
wahrend Dimere zuséatzlich die Expression von CD#6em potenten Kostimulator fur T-
Zellen, vermittelten [175].

Obwohl CD40 meist konstitutiv auf der Zelloberfléchxprimiert wird, lasst sich die CD40-
Expression auch durch verschiedene Zytokine wie #.B} oder gegen IgM gerichtete
Antikorper zusatzlich induzieren. Im Vergleich zunex bis zu 6 h anhaltenden
Expressionssteigerung von CD40L kann eine erhoidd0cExpression bis zu 72 h nach
Ende des Stimulus beobachtet werden [176, 177].

CD40 ist hauptsachlich auf B-Zellen exprimiert, eed den Rezeptor nahezu zu jedem
Zeitpunkt ihrer Entwicklung beginnend mit embryaral B-Zellen bis hin zu reifen
Plasmazellen auf der Zelloberflache tragen [178&)].1lhteressanterweise konnen B-Zellen
nicht nur die membrangebundene Form sondern agticHés CD40 bilden, welches sowohl
CD40L auf T-Zellen bindet und deren CD40L-Produktieemmt, als auch l6slichen CD40L
neutralisiert. Somit ergibt sich eine effektive Rkagion der CD40L-Stimulation durch B-
Zellen [180].

Neben den B-Zellen lasst sich CD40 auch auf kleifiefellsubpopulationen finden, wo er
eine noch nicht eingehend untersuchte Rolle inTeéell-Aktivierung inne hat [181, 182].

Im Gegensatz dazu ist die Funktion von CD40 auf d&gten/Makrophagen und
dendritischen Zellen genauer erforscht. Hier sgi#M0 sowohl in der Zellentwicklung als
auch innerhalb der Immunantwort, hier speziell én @-Zell-Aktivierung durch diese Zellen,
eine grofRe Rolle [183, 184]. Daruber hinaus korauteh auf Basophilen und Eosinophilen
ein funktioneller CD40-Rezeptor nachgewiesen we[d86, 186].

Neben den Zellen des Immunsystems verfligt auch Beie anderer Zelltypen wie
Endothel- und Epithelzellen oder Fibroblasten 06840. Hier ist der Rezeptor vor allem
nach Stimulation mit inflammatorischen Zytokinen faden [187] und spielt somit eine

wichtige Rolle in Entziindungsprozessen.

2.3.5.2 Signaltransduktion

Die Signaltransduktion von CD40 ist sehr komplexi dvéingt neben der jeweiligen Zellart
auch von deren Aktivierungszustand sowie der Deffiererung ab [188]. Darliber hinaus sind
die vermittelten Effekte nicht nur von der unter5.2. beschriebenen Qualitat der
Interaktionspartner, sondern zusatzlich auch vanQleantitat der Bindungen abhangig. So
hat die Anzahl der gebundenen CD40L-Molekiile z.Brekten Einfluss auf die
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Antikorperproduktion oder die Differenzierung vorZBllen [189]. Im Folgenden soll daher
die Signaltransduktion nur skizziert werden.

Wie schon unter 2.5.1. beschrieben, ist es fur miagimale Signaltransduktion notwendig,
dass sowohl CD40 als auch CD40L als Trimere vaelefl90]. Das Signal wird nahezu
ausschliel3lich durch die fur die TNF-Familie spieelien Adapterproteine, die TRAFs,
vermittelt. Da jedoch eine vollstandige Unterbindurder Signaltransduktion durch
Blockierung der TRAF-Bindungsstellen nicht moglish kann eine direkte Aktivierung von
Phosphatasen und Kinasen nicht ausgeschlossen wgtélg]. Ebenso wie Rezeptor und
Ligand mussen auch die TRAFs in einer Trimer-Struktorliegen, um die maximale
Affinitat zu ihren Bindungsstellen am zytoplasmelien Teil des CD40-Molekils zu
erlangen [192]. Ahnlich wie bei CD40 erfolgt audnesRekrutierung der TRAFs irLjpid
rafts’, wo sie zusammen mit CD40 einen potenten Sigmadtluktionskomplex bilden [193].
An CD40 binden drei verschiedene TRAFs: TRAF2, TRAld TRAF6. TRAF2 und
TRAF3 verfiugen dabei Uber Uberlappende, jedochtnidéntische Bindungsstellen. Die
Signaltransduktion durch TRAF2 und 3 ist allerdimgsht durch kompetitive Mechanismen
beeinflusst, da beide Proteine nicht um die Bindstalle konkurrieren und neuere Studien
eine zusatzliche Bindungsstelle fir TRAF2 zeigenriten [194]. Auch TRAF6 bindet direkt
Uber eine eigene Bindungsstelle wahrend fur TRA&#overse Publikationen existieren. Es
wird jedoch angenommen, dass es Uber TRAF3 an CGiddfet [195], ebenso ist TRAF1
Uber TRAF2 an den Rezeptorkomplex assoziiert. dliese Adapterproteine werden dann
durch die Aktivierung weiterer Signaltransduktiorege wie z.B. die Januskinasen (JNK) und
mitogenaktivierte  Proteinkinasen Mjtogen-activated protein  kinasges MAPK),
verschiedene Transkriptionsfaktoren (NF-AT, AP-1F-RB) induziert [196, 197]. Dabei
kommen den einzelnen TRAFs jeweils unterschiedlidinégaben zu: TRAF2 initiiert die
Translokalisation von NikB in den Zellkern sowohl Uber den klassischen aishaden
alternativen Weg und initiiert zudem AP-1, wahreldAF6 ausschliel3lich die alternative
NF-kB Aktivierung vermittelt [198]. Im Vergleich dazunsl TRAF1 und 3 hauptsachlich
regulatorisch an der Signaltransduktion beteili®7]. So induziert TRAF1 eine erhdhte
Degradation von TRAF2 und kann somit dessen Wirkuotistandig inhibieren [199],
wahrend TRAF3 sowohl als Monomer als auch durclduBi§y von Heterotrimeren mit
TRAF2 in der Lage ist, selektiv die TranslokatiaanWNF«B zu hemmen, wahrend die AP-1
Aktivierung intakt bleibt [198, 200].
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Abbildung 2.8: Skizze der Signaltransduktion durchCD40

Nachdem das CD40L-Trimer das CD40-Monomer geburitsn beginnt dessen Anreicherung in
Lipid rafts und die Multimerisierung des CD40-Retmep zu Trimeren. Gleichzeitig werden die
beteiligten TRAF-Trimere assoziiert und setzenwdieschiedenen Signalkaskaden in Gang, welche in
der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren mindé@&hese sind wiederum in der Lage, bestimmte
Gene zu regulieren und somit die Zellantwort zudginchen.

Neben den unterschiedlichen Signaltransduktionswdgssen sich dementsprechend auch
verschiedene Aufgaben der einzelnen TRAFs nachweiSe® spielt TRAF6 z.B. eine
essentielle Rolle in der Differenzierung und Afféisreifung von B-Zellen, wahrend TRAF2
und 3 vornehmlich fiir den Klassenwechsel verantigbrsind [201].

Neben den TRAF-abhéngigen Signaltransduktionsweggden auch andere Mdglichkeiten
der Induktion einer Genexpression durch CD40 diskiutSo konnte gezeigt werden, dass die
Ligation von CD40 zwar keine direkte Kinaseaktivitdach sich zieht, allerdings der
JAK3/STAT3-Weg aktiviert werden kann [202].

Zusammenfassend lasst sich die Signaltransduktesy @D40-Rezeptors als komplexes
Netzwerk verschiedenster Faktoren beschreiben, welusatzlich durch endogene und

exogene Regulation moduliert wird.
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2.3.5.3 Funktionen im Sauger

Die weite Verbreitung des CD40-Rezeptors innerhigd Organismus lasst schon vermuten,
dass die Funktionen dieses Systems verschiedenstgal®en beinhalten, welche sich
vornehmlich innerhalb des Immunsystems abspielehaftmals zwischen der angeborenen
und der adaptiven Immunantwort vermitteln. Da dilegs der Fokus dieser Arbeit auf der
adaptiven Immunantwort und damit dem engen Zusarspieinder T- und B-Lymphozyten
liegt, soll im Folgenden vor allem auf die Rollesd€D40-CD40L-Sytems fur diesen
Abschnitt des Immunsystems genauer eingegangerewerd

Das CD40-CD40L-System ist wie bereist erwahnt \Hena fir die T-zellabhangige adaptive
Immunantwort essentiell. Neben dem Antigenkontakint hier die Interaktion von CD40
mit seinem Liganden die wichtigste Rolle ein. Eonwder B-Zelle erkanntes und gebundenes
Antigen wird von der Zelle aufgenommen, prozessied an MHCIl gebunden der T-Zelle
prasentiert. Erkennt eine aktivierte T-Zelle nuritihren T-Zellrezeptor B-Zell-prasentiertes
Antigen, so exprimiert sie daraufhin verstarkt CD4Qvelches durch CD40 abhangige
Signaltransduktion die Expression von CD86 auf Befeinduziert. CD86 agiert als potenter
Kostimulator fur die T-Zelle, die nun die sekunddmemunantwort weiter einleiten und
verstarken kann [203]. CD40L fungiert hier zus&tzlneben dem Antigenkontakt Uber den
B-Zellrezeptor als zweites Signal fur die Aktiviagider B-Zelle. Dies fuhrt letztendlich zur
Ausbildung von germinalen Zentren, in denen diedllen proliferieren und zu Plasmazellen
sowie Memory-Zellen differenzieren [187]. Da aucbsg Prozesse mal3geblich durch CD40-
Stimulation bestimmt sind, sollen neben der Aktiviey der B-Zellen auch einzelne Aspekte

der germinalen Zentrumsreaktion genauer dargestettien.
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Abbildung 2.9: Schema der Aktivierung von B- und TZellen

Nach Antigenkontakt wandert die dendritische Zeheden nachstgelegenen Lymphknoten und
prasentiert dort das Antigen. Dieses wird von dé&elle spezifisch durch den T-Zellrezeptor erkannt
(1.Signal), zusatzlich erhélt die T-Zelle Kostintuda durch die dendritische Zelle (2.Signal) unddwi
somit aktiviert. Gleichzeitig erkennt auch die BHZedas Antigen durch den spezifischen B-
Zellrezeptor L.Signa) und prasentiert das Antigen Uber MHCII der aktitén T-Zelle. Diese
exprimiert daraufhin CD40L, welches als 2. Sigrnialdie B-Zelle fungiert und die B-Zelle aktiviert.
Diese kann nun proliferieren und sich zu Plasmd-@adachtnis-B-Zellen weiterdifferenzieren.

(nach Gordon:“ Fortifying B cells with CD154: angaing tale of many hues”[204])

2.3.5.3.1 Rolle des CD40-CD40L-Systems in der Akierung von B-Zellen

Das CD40-CD40L-System ist einer der potentestemB&toren in der Aktivierung von B-
Zellen. Um jedoch zu gewabhrleisten, dass keinewiieschten Immunreaktionen in Gang
gesetzt werden, ist es zwingend notwendig, dasB-dielle beide Signale erhalt, es also auch
zu einer Aktivierung durch den B-Zellrezeptor kommt

Kommt es zu einer CD40 Stimulation ohne vorherigetigenkontakt, wird verstarkt Fas,
ein Apoptose-induzierender Rezeptor, auf der Zeltitiche exprimiert und die B-Zelle geht
in Apoptose [205]In vivo sind nur die durch den B-Zellrezeptor vermittel&ignale in der
Lage, die Fas-induzierte Apoptose zu verhindern zushmmen mit der CD40-Stimulation
die B-Zelle vollstandig zu aktivieren [206, 207]ieB stellt einen wirksamen Schutz vor der
Weiterentwicklung unspezifischer B-Zellen dar. Auem alleiniges Signal tUber den B-
Zellrezeptor ohne T-Zellhilfe fihrt zum Untergangerd Zelle, wodurch eine
Weiterentwicklung autoreaktiver B-Zellen effektimterbunden wird [208].

Eines der ersten Anzeichen von Aktivierung stelé dunahme der Zellgro3e dar. Dies

konnte schon frih fur die Stimulation ruhender Blete mit anti-CD40-Antikérpern gezeigt
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werden [209]. Zusatzlich ist eine erhdhte Exprassiovon kostimulatorischen

Oberflachenmolektlen und Adh&asionsmolekilen zu aeloten. So kommt es durch CD40-
Ligation zu einer Zunahme von ICAM-1 [210] und LHA- welche beide als

Adhasionsmolekile an der Ausbildung einer engerbividung zwischen B- und T-Zellen
und damit der sogenannten immunologischen Synapsaligt sind. Diese Struktur sorgt
durch den engen Zell-Zellkontakt fur eine zielgetgte Stimulation der beiden Partner
sowohl durch l6sliche als auch durch membranst@&n#igfaktoren und verhindert durch
deren fokale Expression unspezifische Effekte [151FA-1 scheint in diesem

Zusammenhang von besonderer Bedeutung zu seingmdahiedene Publikationen einen
Zusammenhang zwischen der Expression von LFA-ldendnhibierung der B-Zellrezeptor-

vermittelten Apoptose sehen [211-213].

Mikrotubuli- :c LEA-1

organisierendens Zentrum

Zytoskelett
ocooocooo  ICAM-1

= CDb40

> CD40L
B-Zelle

=t T-Zellrezeptor

—@E> MHCII + Antigen

Golgi-
g B-Zellrezeptor  +
Apparat Antigen

Abbildung 2.10: Schema einer immunologischen Synaps

Die immunlogische Synapse stellt eine enge Verlrigdiwischen Zellen des Immunsystems, hier der
T-und der B-Zelle, dar und verhindert unspezifisteaktionen, indem sie die Interaktion zwischen
den Zellen rAumlich begrenzt. Die raumliche Nahedwir allem durch die Bindung von LFA-1 an
ICAM-1 vermittelt, aber auch innerhalb der Zelleomkmt die Struktur zum tragen: durch die
Anordnung des Golgi-Apparats und des Mikrotubugiaoisierenden Zentrums sowie der beteiligten
Rezeptoren in der Achse der Synapse kommt es eu Bielgerichteten Ausschittung von Zytokinen
und verstarkter Signaltransduktion durch die Rezept

(aus Janeway: “Immunobiology*)

Neben Adhéasionsmolekilen wird auch eine Reihe vastikhulatoren, vor allem CD80,
CD86, sowie MHCIlI auf der Zelloberflache induzieamit werden die B-Zellen zu
potenten, professionellen Antigen prasentierendetieZ, die im Zuge der adaptiven
Immunantwort naive T-Zellen aktivieren konnen, diererseits wiederum zu einer

Aktivierung der B-Zellen fuihren. Die Aktivierungdét sich dabei in zwei Phasen unterteilen:
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zunachst kommt es zu einer gesteigerten AggregatbonMHCII und CD80 innerhalb der
»Lipid rafts’, was sowohl die Signaltransduktion durch MHCIldre B-Zelle verstarkt als
auch die gesteigerte Antigenprasentation gegentHzailen induziert. Zusatzlich wird auch
eine direkte Wirkung auf die Antigenprozessierunghn ausgeschlossen [214]. Die
anschlieende spéte Phase ist durch die aus deiggeten Expression von CD80 Molekilen
resultierende kostimulatorische Wirkung auf T-Zeltgepragt [215].

Ein weiteres Phanomen der Aktivierung stellt dieodeiktion von kostimulatorischen
Zytokinen dar. In der Literatur gibt es viele tediwe kontrdre Publikationen, welche die
Komplexitat der Zytokinsekretion nach CD40-Stimidat widerspiegeln. Eine besonders
wichtige Rolle spielt dabei, welches Entwicklungsisim die stimulierten B-Zellen haben.
Ein fur die B-Zellentwicklung besonders wichtigegtakin ist IL-6, welches neben der
Induktion von B-Zellproliferation auch maRgeblichirf die Differenzierung und
Antikorperproduktion verantwortlich ist [216, 217].

Vor allem naive B-Zellen sezernieren dieses Zytakath CD40-Stimulation, wahrend B-
Zellen des germinalen Zentrums anscheinend nichbrme der Lage sind, IL-6 zu
produzieren, was einen Wechsel von einer autokrmeminer parakrinen IL-6 Stimulation
nach sich zieht [218]. Daruber hinaus ist auch dierStruktur des CD40L ausschlaggebend,
da gegen CD40 gerichtete Antikorper im Vergleichmeembrangebundenem CD40L nicht in
der Lage sind, IL-6 mRNA zu induzieren [219].

Ein weiteres CD40L-induziertes Zytokin ist IL-10elwhes ebenfalls wichtige Aufgaben in
der Regulierung der germinalen Zentrumsreaktiore ihat. Auf der einen Seite spielt es
zusammen mit IL-6 eine wichtige Rolle in der B-déferenzierung, auf der anderen Seite
scheint es allerdings auch in der Lage zu seimwiiteschte Immunreaktionen durch alleinige
CD40-Stimulation zu unterbinden [220, 221].

2.3.5.3.2 Bildung und Erhaltung von germinalen Zenen

Die Aktivierung von B-Zellen ist am ersten Schiittder Entstehung von germinalen Zentren
beteiligt. Ausschlaggebend ist dabei die Prasemtaton Antigen durch dendritische Zellen
und die daraus resultierende Aktivierung von T-&w®lldie wiederum die Stimulation und
Proliferation von antigenspezifischen B-Zellen Eotge hat. T- und B-Zellen bilden nun eine
Primarfollikel genannte Struktur aus. Die so alériten B-Zellen, nun Zentroblasten genannt,
fangen daraufhin an, sich in der sogenannten ,éumklone“ des germinalen Zentrums zu

teilen und ihren B-Zellrezeptor durch somatischepéfynutation zu modifizieren. Die so
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entstandenen Zentrozyten wandern dann in die ,h2bdee“, wo sie von follikularen

dendritischen Zellen prasentiertes Antigen Uber Befellrezeptor binden und zusétzlich
CD40L-Kostimulation erhalten. Da B-Zellen in diesestadium beide Signale bendétigen,
gehen Zellen ohne einen hochaffinen antigenspeb#is B-Zellrezeptor in Apoptose. Dies
sind entweder B-Zellen, deren B-Zellrezeptor dasigem Uberhaupt nicht mehr oder nur mit
einer geringen Affinitat bindet. Damit erfolgt eieffektive Affinitatssteigerung der B-Zellen
gegenlber dem Antigen. Solch gereifte B-Zellen leinauch Antigen aufnehmen und T-
Zellen prasentieren, um weitere CD40L Stimulatian erhalten. Dariber hinaus ist die
Kostimulation zusatzlich Gber CD40L exprimierendeZ@len moglich [222]. Nach diesen
Reifungsschritten kdnnen die B-Zellen dann abhéngig verschiedenen Zytokinen zu
Plasmazellen und Memory-B-Zellen weiterdiffereneref223-225]. Durch IL-10 wird zum

Beispiel die Proliferation gestoppt und die Plaseflantwicklung in Gang gesetzt [226].
CD40L ist demzufolge essentiell in der Erhaltungh wgerminalen Zentren, was deutlich
beweisen werden konnte, indem man durch anti-CD40utikorper die germinale

Zentrumsreaktion ganzlich unterbinden konnte [227].

@ T-Zelle

@ Zentrozyt

@ Zentroblast
;K Follikular
dendritische Zelle

Germinale Zentren lassen sich in eine dunkle Zoieruliferierenden Zentroblasten und eine helle
Zone von Zentrozyten unterteilen. Innerhalb dedemelZone lassen sich Follikuldre dendritische
Zellen finden, welche das Antigen prasentieren, resith die T-Zellen der sogenannten Mantelzone
vor allem fiir die Uberlebenssignale zustandig sind.

(nach Gordon:* Fortifying B cells with CD154: angaging tale of many hues” [204])

cB: -

CB

Abbildung 2.11: Aufbau eines germinalen Zentrums

Schlussendlich lassen sich die Hauptaufgaben detf0@D40L-Systems in der Ausbildung
und Erhaltung des germinalen Zentrums mit der féraliion der Zentroblasten, dem
Verhindern der Apoptose hochaffiner Zentrozyten ded Steuerung der Differenzierung der

Zentrozyten zusammenfassen [228].
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2.3.5.3.2.1 Proliferation

Erster Schritt in der Initiierung germinale Zentrsh die Proliferation aktivierter B-Zellen.
Dies geschieht im Allgemeinen durch die Stimulatiies CD40 Rezeptors durch CDA40L,
allerdings konnten neuere Studien zeigen, dasgesknktionen auch durch C4b, ein Protein
des Komplementsystems, induziert werden konnen][2Die durch CD40L induzierte
Proliferation alleine ist jedoch nicht ausreichend) die Zentrumsreaktion zu beginném.
vitro Experimente mit rekombinantem CD40L konnten in eilesZusammenhang zwar einen
proliferativen Effekt nachweisen [229] der allergnnur schwach und zeitlich eng begrenzt
war. Eine erhebliche Steigerung konnte durch digabe des T-Zell Zytokins IL-4 erreicht
werden, was die enge Zusammenarbeit von T- undIBfZan der adaptiven Immunantwort
widerspiegelt [230]. Dartber hinaus ist eine amme Stimulation notwendig, um das
Absterben der B-Zellen zu verhindern [231].

Weitere in vitro Experimente konnten zusatzlich nachweisen, dassha B-Zellen in einem
CD40L/IL-4 System bis zu 35 Tage lang kultiviertrden kdnnen. Dabei zeigte sich eine
typische Verlaufskurve: bis Tag 5 konnte keine Wi gezeigt werden. Daran anschliel3end
folgte eine Phase mit hoher Proliferationsrate,bdiginnend mit Tag 23 konsequent abnahm
[232]. Gleichzeitig konnte in diesem ExperimenteeiBrh6hung der Telomeraseaktivitat

festgestellt werden, welche die Zellalterung eriocbblerlangsamt.

2.3.5.3.2.2 Apoptotische und antiapoptotische Wirkung

Die Rolle des CD40-CD40L-Systems flur die Apoptagesehr ambivalent, was sich auch in
einer Fille von teilweise widersprichlichen Pubiitaen widerspiegelt. Ausschlaggebend
fur die Wirkung ist auch hier vor allem die Art deerwendeten Zellen sowie deren
Aktivierungs- und Entwicklungsstatus [233]. So ktszum Beispiel in vielen B-Zellinien
und einigen B-Zellymphomen eine ausgepragte apspta Wirkung der CD40 Aktivierung
nachgewiesen werden [234].

Auch innerhalb der B-Zellentwicklung unterscheideth die Wirkung von CD40L abhéngig
vom jeweiligen Entwicklungszustand der Zelle. Ruleerreife B-Zellen reagieren auf
alleinige CD40 Stimulation mit einer Sensibilisieguauf Fas-vermittelte Apoptose, welche
jedoch durch Signale des B-Zellrezeptors reversibiel Dies sichert, dass ausschlief3lich

antigenspezifische B-Zellen, die somit auch dagifipehe Antigen T-Zellen prasentieren
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konnen, T-Zellhilfe erhalten und proliferieren [23%ird im Gegensatz dazu nur der B-
Zellrezeptor aktiviert, kommt es zwar zu einer lam2roliferation, die ohne T-Zellhilfe und

damit CD40L Stimulierung jedoch mit der Apoptosesdir Zellen endet. Dadurch werden
autoreaktive B-Zellen eliminiert [236]. Wie bereiteschrieben, kénnen demnach nur B-
Zellen, die beide Signale erhalten haben, zu aten B-Zellen werden und die adaptive
Immunantwort einleiten.

Auch innerhalb des germinalen Zentrums kommen d&®40C verschiedene Aufgaben zu.

Auf der einen Seite sensibilisiert er Zentrozytén B-Zellrezeptor-mediierte Apoptose, um

auch in diesem Entwicklungsstadium die Entwicklagoreaktiver B-Zellen zu verhindern

(diese erhalten zwar Stimulation Uber den B-Zedipar, kbnnen mit diesem aber nicht das
von den dendritischen Zellen prasentierte Antigéernen und erhalten somit keine CD40L-
Kostimulation). Auf der anderen Seite stellt die 4DEStimulation ein potentes

Uberlebenssignal fiir die Zentrozyten dar [237].

2.3.5.3.3 Affinitatsreifung und Klassenwechsel

Fur B-Zellen als Teil des adaptiven Immunsysterhgssfir ihre Funktion entscheidend, den
B-Zellrezeptor und damit gleichzeitig auch die debdtien Antikorper moglichst optimal durch
die Affinitatsreifung an das Pathogen anzupasseas [geschieht wie zuvor erwahnt im
germinalen Zentrum, fir dessen Generierung und ltariga das CD40-CD40L-System
essentiell ist [42]. Daruber hinaus erflllt diesggstem auch Aufgaben im Rahmen der
Generierung hochaffiner Antikdrper verschiedener tilkmperklassen, was durch die
Charakterisierung einer nattrlich vorkommenden Motades CD40L-Gens, denX;linked-
Hyper-IgM-Syndrorfy erstmals deutlich wurde. Hier fuhrt ein nichtktionales CD40L-
Protein zu einem erh6htem Titer an unspezifischgi, lwahrend die 1gG- und IgA-Titer
erheblich erniedrigt sind. Darlber hinaus zeigesse&li Patienten keinerlei Ausbildung
germinaler Zentren [187].

Im Weiteren soll nun auf die Funktionen des CD404CD Systems fur die Affinitatsreifung

und den Isotypenwechsel eingegangen werden.
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2.3.5.3.3.1 Somatische Hypermutation

Die somatische Hypermutation ist zusammen mit dereru2.3.5.3.2 beschriebenen
Selektionsprozessen fur die Affinitatsreifung deZ@len verantwortlich. Dabei lasst sie sich
vornehmlich in Zentroblasten beobachten, wahreedSdilektionsprozesse auf der Stufe der
Zentrozyten stattfinden [238].

Die somatische Hypermutation ist hauptsachlich lutie Einfihrung von Punktmutationen
gekennzeichnet. Deletionen und Insertionen komnadeidin einem wesentlich geringerem
Umfang vor. Alle Mutationen finden jeweils innerbalder V-Gensegmente des
Immunglobulins statt. Dieses besteht aus einehterc Kette und einer schweren Kette,
welche mit dem fur den Isotyp ausschlaggebendesti&oten Teil verbunden ist. Sowohl die
leichte als auch die schwere Kette verfigen Uberukwd J-Segmente, wohingegen D-
Segmente ausschliellich fur die schwere Kette kedidnnerhalb der V-Segmente wiederum
lassen sich die Mutationen fast ausschliel3licltoigenannten ,Hotspots” finden, welche nach
erfolgter Faltung des Proteins dessen Bindungsshelitlen. Die somatische Hypermutation
lauft dabei in zwei Schritten ab: zunachst werdertld ein spezielles Enzym, der ,activation-
induced-cytidine-deaminase“ (AID), durch die Umwhamgd) von Thymidin in Uracil vor
allem ,U-G-Missmatchéseingefuhrt. AnschlieBend werden die so entstanilemationen
durch DNA-Reparaturproteine und Polymerasen irDdN& integriert [239].

Die Rolle des CD40-CD40L-Systems fur die somatis¢hgermutation besteht in der
positiven Regulation der AID Expression. So fihneeStimulation des CD40-Rezeptors zu
einer Zunahme der AID-mRNA in humanen priméaren Befe was durch eine gleichzeitige
IL-4-Gabe deutlich gesteigert werden konnte [201)weiteren Studien war es durghvitro
Experimente zuséatzlich mdglich, die Induktion desmatischen Hypermutation nach
Stimulation mit CD40L auch direkt nachzuweisen. iib@r hinaus konnte auch gezeigt
werden, dass die CD40L Stimulation zwar ein esskatiFaktor ist, dariiber hinaus jedoch
auch die Signale des B-Zellrezeptors und B-T-Zeitl&t fir die somatische Hypermutation

notwendig sind [240].

2.3.5.3.3.2 Klassenwechsdl

Neben der somatischen Hypermutation, welche dieeBitat der variablen Genanteile

betrifft, kommt es im Zuge der adaptiven Immunamtwauch zu einem Austausch des
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konstanten Teils des Immunglobulins, dem Klassehe&lc Dabei wird ein einzelnes fiir den
konstanten Teil kodierendes Gensegment an die W@eglon gekoppelt, wobei jedes C-
Gensegment jeweils fur einen Isotyp (IgA, IgM, Ig@E) steht. CD40-Stimulation spielt
auch bei dieser Genumordnung durch die Aktivierund damit der Induzierung von AID
eine bedeutende Rolle. Die AID besitzt zwei versdane Domanen, welche die
verschiedenen Funktionen in der somatischen Hypmation und dem Klassenwechsel
vermitteln [241]. Ihre Funktion fir den Klassenwsehbesteht hier ebenfalls wieder in der
Umwandlung von Thymidin in Uracil, wobei nun dur@in weiteres Enzym, der AP
Endonuklease, die Bricken zwischen den Basen ge#@isten (DNA nick). Durch DNA-
Reparaturproteine werden dann Doppelstrangbricloeiziert, welche letztendlich zur
Rekombination mit den jeweiligen C-Gensegmentenefiilfi242-244].

Die Stimulation durch CD40L ist also zumindest flan Klassenwechsel T-Zellabhéangiger
Antigene essentiell, fur T-Zell-unabhéngige Antigdseschreiben neuere Publikationen auch
einen durch BAFF induzierten Klassenwechsel, derdihgs nur bestimmte Isotypen (IgA)
betrifft [141]. Durch eine alleinige StimulationKI€D40-Rezeptors konnte sowohl in nativen
B-Zellen als auch in einer B-Zellinie ein geringsotypenwechsel zu IgA und IgG gezeigt
werden [245], wohingegen ein Wechsel zu IgE nurckiitugabe von IL-4 erreicht werden
konnte [246]. Generell ist die Kostimulation durarschiedene Zytokine, vor allem IL-4, IL-
10 und TGHs, fur einen optimalen Klassenwechsel noétig, deradvalle Isotypen als auch

eine hohe Rekombinationsrate beinhaltet.

2.3.5.4 CD40-CD40L im Huhn

Mit der Huhnerlinie UM-B19 bestand schon friih esuticher Hinweis auf ein funktionelles
CD40-CD40L-Sytem im Huhn. Diese Tiere wiesen eihelidhe Symptomatik auf, wie sie
spater auch fir das Hyper-IgM-Syndrom des Mensdbheschrieben wurde, welches auf
einem Gendefekt des CD40L-Gens beruht. Die Hihaiehneten sich durch stark erniedrigte
IgG-Titer (10-100x) aus, wohingegen die Titer fgMl (2-10x) und IgA zeitlebens erhoht
waren [247, 248]. Auch nach der Immunisierung rhitntusabhangigen Antigenen zeigten
sie keinen Anstieg von IgG Antikdrpern [249]. Desiteren waren keine Ig&ellen in den
lymphatischen Organen zu finden [250]. All dies&tEa weisen eine starke Ahnlichkeit mit
den Beobachtungen in Hyper-IgM-Patienten auf, welebenfalls nicht in der Lage sind, auf
TD-Antigene zu reagieren. Dies erhartet die Hypsghelass ein dem Sauger analoges CD40-
CD40L-System im Huhn existiert.
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2005 konnte von Tregaskes et al. in der EST-Datdabatsachlich eine Sequenz gefunden
werden, die fir ein sechs Exon beinhaltendes COH@mnolog im Huhn kodiert. Trotz einer
insgesamt nur ca. 45% bestehenden Homologie zu Migmmaliersequenzen sind die
Sequenzen fir die funktionellen Domanen relativihkanserviert.

Mit diesen Daten gelang es, rekombinantes chCD40keih sowie einen gegen chCD40L
gerichteten Antikdrper zu generieren, um die Funkiles CD40-CD40L-Systems im Huhn
zu untersuchen. Massenspektrometrische Untersuehutes chCD40L konnten die typische
Trimer-Struktur beweisen. Darliber hinaus konnteeeim Mammaliersystem nicht
vorkommende Disulfidbricke gefunden werden.

Erste Untersuchungen konnten zudem eine ExpressiothCD40L auf aktivierten T-Zellen
analog zum Saugersystem zeigen. Eine Unterscheigwisghen CD4 und CD8 T-Zellen
wurde dabei aufgrund der geringen Expression jedoicit vorgenommen. Auch die
Expression von CD40 ahnelt dem das Saugersysterdell&, Monozyten, Makrophagen
und Thrombozyten waren im Gegensatz zu T-Lymphozgtechweg in der Lage, chCD40L
zu binden.

Neben der Expression von chCD40L und chCD40 konrdexch einige biologische
Funktionen bewiesen werden. So ist chCD40L in dagel. die NO-Produktion in einer
Huhner—Makrophagen-Zelline (HD11) zu induzieren.sa&ulich konnte inin vitro
Experimenten mit chCD40L eine erhohte Uberlebeasvain Milzzellen nach 48 und 120
Stunden gezeigt werden. Interessanterweise konet id bursalen B-Zellkulturen nicht
beobachtet werden. Darlber hinaus ist dieser Eftlidisabhéngig. So scheinen hdhere
Konzentrationen negative Auswirkungen auf das (éhem der B-Zellen zu haben, wahrend
geringere Dosen den Effekt positiv beeinflussenctAdie im Saugersystem beschriebene
Induktion von Apoptose in B-Zellinien konnte fursdéluhn nachgewiesen werden: so war
chCD40L in der Lage, dosisabhéngig Apoptose in DZ&0en (einer bursalen B-Zellline)
auszuldsen [123].
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3 Zielsetzung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war eine Weiketing der bereits durch Tregaskes et al.
begonnen Untersuchung des CD40-CD40L-Systems imnHDiabei wurde einerseits der
beschriebene rekombinante chCD40L als auch einngefg€D40 gerichteter Antikdrper
verwendet, um die biologischen Funktionen im Hidblauf die B-Zellspezifischen Effekte
weiter zu charakterisieren.

Da das Huhn zusammen mit dem Fischen phylogenetis@dthen den Saugetieren und den
restlichen Tiermodellen (Drosophila, C. eleganshstsind die aus der Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse zunachst fur die Evolutionsbiologieriessant. Gerade die Mitglieder der TNF-
Familie scheinen ihre funktionellen Doménen in derschiedensten Spezies hochkonserviert
zu haben und stellen durch die Tatsache, dassesndelne Familienmitglieder bereits in
Drosophila finden lassen und die TNF-Familie fimeeVielzahl von Entwicklungsprozessen
essentiell sind, eine wichtige Zytokinfamilie dar.

Zudem kommt dem Huhn eine weitere Bedeutung alsriGdell fur die GALT-Spezies, der
eine Reihe von Haussaugetieren angehdren, zu. [Qissadhe, dass die primaren
Lymphorgane dieser Spezies um den Zeitpunkt decl@sshtsreife in Involution gehen und
somit die Generierung des B-Zellpools auf eine &urZeit limitieren, macht das
herkommliche Mausmodell fir die B-Zellentwicklungndi Homodostase weitgehend
unbrauchbar. Nachdem Kothlow et al. [143] beregsitich zeigen konnten, dass fur das
Zytokin BAFF teilweise erheblich funktionelle Unsehiede zwischen dem Maus- und dem
Huhnermodell bestehen, sollen die Regulationsmesimem der B-Zellen anhand der

Untersuchung des CD40-CD40L-Systems des Huhnesweiter charakterisiert werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Tiere und Haltung

4.1.1 Huhner

Die primaren Lymphozyten wurden aus Blut und Orgaven Hithnern der Linien M11 (8
—Haplotyp), Valo und LSL (Lohmann’s selected Leghgewonnen.

Bezugsquelle waren das Institut flr Tierzucht inrietasee fur die Eier der Linie M11 und die
Firma Lohmann Tierzucht, Cuxhaven, fir die LSL-€ieDie Eier wurden jeweils am Institut
unter Standardbedingungen ausgebritet und die &msehliel3end in Gruppen in Volieren
gehalten. Als Futter wurde handelsibliches Allditgfuverwendet; Wasser stand ad libitum

zur Verfligung.

4.2 Gewinnung von priméaren Huhnerlymphozyten

4.2.1 Material

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle genaR&agenzien bei 4°C gelagert.

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS), pH 7,2

8,00 g Natiumchlorid (NaCl)

1,45¢g Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat {NBO, x 2H,0)*
0,2g Kaliumchlorid (KCH

0,29 Kaliumhydrogenphosphat (KPOy) *

ad 1000 ml  Aqua dest.

Nach Anmischen wurde der Puffer jeweils mit H@lder NaOH unter Verwendung
eines pH-Meters, dass zuvor durch MaRlésurfggeeicht wurde (pH4 und pH7), auf

pH 7,2 eingestellt und anschliel3end autoklaviert.

" Hochzahlen beziehen sich auf die im Anhang aufgédin Bezugsquellen
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Ficoll-Paqué

Heparinlésung (500U/m)

1ml Heparin-Natrium 20.060
ad 40ml RPMI 1640 mit stabilem Glutamin (“Glutarhaxm Folgenden
RPMI)*

Trypanblau-Lésung

4.2.2 Gewinnung von peripheren Blutlymphozyten (PB)L

Abhangig von der benétigten Menge wurden eine odehrere 10 ml Spritzémit 0,2 ml
Heparinldsung beschichtet (verwendete Kaniilen:x3Z0mnt). Die Blutentnahme erfolgte
anschlieRend aus der linken Vena jugularis. Dasogaeene Vollblut wurde daraufhin in
15ml Rohrcheh tiberfithrt und bei 60xg fir 20 min bei Raumtemper&RT) zentrifugiert

(, Slow-Speed-Zentrifugati®n Danach wurden die nun den Erythrozyten auflretpn
Lymphozyten mit einer Pasteurpipétien Plasma aufsuspendiert, vorsichtig in ein weier
Rohrchen dberfihrt und zwei mal mit PBS durch #A&rmgation bei 4°C und 225xg flr
jeweils 10 min gewaschen.

Die Qualitative und quantitative Beurteilung ertolgnschlieend durch eine Lebend/Tot-
Farbung mittels Trypanblaulésung (20 ul Trypanklauhg ad 20 pl Zellsuspension) unter
Verwendung einer modifizierten Zahlkammer nach Negb.

4.2.3 Gewinnung von Lymphozyten aus Organen

Die fur die Organentnahme vorgesehenen Huhner wuldgdubt und durch Blutentzug
getdtet. AnschlieRend wurde das Abdomen mit Alkdt@netzt, die Haut abgezogen und die
Leibeshthle durch Umklappen des Sternums nach dtrabffnet. Die Organentnahme
erfolgte nun mit sterilen Instrumenten; die Organg&den sofort danach in Réhrchen mit
sterilem PBS Uberfiuihrt und auf Eis gestellt.

Um die Zakaltonsillen von dem enthaltenen Schleinbefreien, wurden die Darmstiicke der
Lange nach erdffnet und in RPMI mit AntibiotikaztsgPenicillin 100 U/ml und Strepto-
mycin 100 pg/mf) unter Mediumwechsel 15 min auf dem Schiittler gshan.
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Die jeweiligen Organe (Bursa, Milz und Zakaltoresillwurden anschlieBend mithilfe eines
Spritzenstempels durch ein in PBS stehendes Siasdivnweite 0,75x0,75 mm) gepresst
und die erhaltene Organsuspension in einem 50 rhidRén 10min auf Eis gestellt, um die

gréfReren Gewebestlcke Uber Sedimentation entfetnkénnen.

Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Suspension bisSaml abgenommen und bei 4°C und
225xg fiur 10 min zentrifugiert. Im Folgenden wurder Uberstand verworfen und das
Zellpellet in 10 ml RPMI resuspendiert und auf 10Racoll-Paque geschichtet. Nach erneuter
Zentrifugation bei RT und 600xg fur 12 min (Dicheatrifugation) wurde die dem Ficoll nun

aufliegende Lymphozytenfraktion vorsichtig abgenanmund in PBS erneut per

Zentrifugation gewaschen.

Die Beurteilung erfolgte ebenfalls tiber eine Tryman-Farbung (s.4.2.2).

4.3 Kultivierung von Zellen

4.3.1 Medien und Zuséatze

Standardmedium

445 ml RPMmt
50 ml fetales Rinderserdn,, fetal bovine seruf FBS)
5ml Penicillin/Streptomycin-Lésufig(Penicillin 100 1U/ml und Strepto-

mycin100 pg/ml in RPMI)
Lagerung: FBS und die Penicillin/Streptomycin-Logwvurden jeweils in Aliquots

bei -20°C gelagert.

Medium fir 7TD1-Zellen

445 ml RPMmt

50 ml inaktiviertes, fetales Rindersefl@®0min bei 57°C inaktiviert, FBSi)

5ml Penicillin/Streptomycin-Lésuflg  (Penicillin -~ 100  U/ml  und
Streptomycirl00 pg/ml in RPMI)

50 pl B-Mercaptoethanal (B-ME) 20 mM

500 ng rChiL-6’



MATERIAL UND METHODEN 42

LMH-Medium

445 ml DMEM'

50 ml FBS

5ml Penicillin/Streptomycin-Lésufig(Penicillin 100 1U/ml und Strepto-
mycin100 pg/ml inDMEM)

B-Zell-Medium

460 ml IMDM*

25 ml FBst

10 ml Hihnerserurh

5 ml Penicillin/Streptomycin-Lésuflg  (Penicillin 100  U/ml  und
Streptomycirl00 pg/ml in RPMI)

50 pl Selen/Insulin/Transferrin-Lostfhg

50 pl B-MercaptoethanolME)* 20 mM

PBS-EDTA (pH 7.2)

200 mg

ad 1000 ml

EDTA'(Ethylendiamintetraacetic Acid Tetra Natrium Hyglrat
(HOOC-CH)2N-CH-CH-N(CH,-COOHY),)
PBS (s. 1.2.1))

Einfriermedium

45 ml
5ml

FBS
DMSGJ (Dimethylsulfoxid, (CH).SO) )

Lagerung: das Einfriermedium wurde in Aliquots ¥°C gelagert.
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4.3.2 Kaultivierung von Zellen

4.3.2.1 Zellinien

Zellinie Zellart Spezies Transformation Medium
7TD1 B-Zellen Maus Hybridom 7TD1-Medium
DT40 B-Zellen, Bursa Huhn ALV Standard
855-21 T-Zellen Huhn REV Standard
MSB T-Zellen, Milz Huhn Marek Standard
LMH Leberkarzinom Huhn chemisch LMH-Medium
Ou-2 Fibroblasten, Embryo Huhn chemisch Standard

Tabelle 1: Verwendete Zellinien

4.3.2.2 Priméare Zellen

Die primaren Zellen wurden nach ihrer Praparatiohdie gewinschte Zellzahl eingestellt

und im jeweiligen Medium aufgenommen und bei 408@Gikert.

4.3.2.2.1 Kurzzeitkulturen (bis 72 h)

Fur die Kultivierung bis zu 72 h wurden die ZellenStandardmedium verbracht und bei
einer Dichte von 5x10Zellen / ml in je 1 ml pro Delle in einer 24-LoéHatté bei 40°C und
5% CQ inkubiert.

4.3.2.2.2 Langzeitkulturen

Zellen, die langer als 96 h in Kultur gehalten vwand erhielten B-Zell-Medium. Die
Kultivierung erfolgte in einer 48-Loch-Plattmit einer Zelldichte von 1xfzellen / ml und
je 500 pul pro Delle.

Diese Kulturen wurden alle 3-4 Tage wie folgt getei

Zunachst wurden 250 pl Medium aus jeder Delle enmen und bei Bedarf als Probe
weggefroren. Dann wurden jeder Kultur 250 pl frss¢iMedium zugegeben, die Zellen in
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Suspension verbracht und 250 pl der Zellsuspensioreine neue Delle pipettiert.

AnschlieRend erhielt jede Delle 250 ul frisches Medbzw. 250 pl frisches Medium mit

dem fur den Versuch notwendigem Zusatz.

War eine Expansion der Zellen nicht notig, wurden2b0 ul Zellsuspension verworfen und

die ursprungliche Delle wieder mit Medium aufgetfdill

4.3.2.3 Gewinnung und Kultur von Makrophagen aus Lynphozyten

Um Makrophagen zu kultivieren, wurde zunachst dijenphozytensuspension auf 2X10
Zellen/ml eingestellt und 10 ml in Standardmediutm #8 h in einer Petrisch8lém
Brutschrank inkubiert. Dann wurden die Petrischaeeimal mit 37°C warmen PBS kraftig
gespult und der Uberstand jeweils verworfen. Dem der Petrischale verblieben
Makrophagen-Monolayer wurde anschlieBend fir dieitenee Kultivierung 5 mi
Standardmedium zugegeben und die Schale wiede4d5€l inkubiert. Um die Zellen fur
Farbe- und Messchritte von ihrer Unterlage zu Ipsenden Zellschab&verwendet.

4.4 Gewinnung von polyklonalem Antiserum gegen KLH

Zur Gewinnung des Antiserums wurden zwei Huhner ldeie LSL verwendet. Zunachst
wurde den Tieren Blut zum Zweck der Gewinnung de&infmunserums abgenommen,
anschlieBend folgte die erste Immunisierung mit 1P KLH in 1ml einer 1:1 PBS-—
Freundsches komplettes Adjuvans (FCA) Emulsionein Bl.pectoralis profundus. 3 Wochen
spater wurde dann die Boosterimmunisierung vorgenem bei der FCA durch Freundsches
inkomplettes Adjuvans (FIA) ersetzt wurde.

Zwei Wochen nach der zweiten Immunisierung wunaeeet Blut (10 ml) ohne den Zusatz
von Heparin abgenommen und 2 h bei 37°C im Brugsdhgelagert. Anschliel3end wurde
nach Zentrifugation das Serum gewonnen und in Alisjbei -20°C gelagert.

Die Genehmigung der Immunisierung erfolgte durahRlegierung von Oberbayern unter der
Nummer 211-2531.6-1412001.
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4.5 Gewinnung von gereinigtem IgG aus Eidotter

45.1 Material

Zur Eigewinnung wurden dieselben Tiere wie untdr. &erwendet; diese wurden nach der

zweiten Serumgewinnung in Einzelkafige verbracht die Eier Giber eine Woche gesammelt.
LOsungen:

TBS-Puffer pH 7,3

6,05 g Tris ( INC(CH,OH)3) *
43,5 g Natriumchlorid (NaCl)
1,09 Natriumazid (Na§)l*

ad 5000 ml  A.bidest
mit 5N HCI auf pH 7,3 einstellen

10% Dextransulfatlosun

1M Calciumchloridlésung ( Cag)l*

Dialyse-Puffer pH 7.8

29,03 g Di-Natriumhydrogenphosphat (N®0,)*
45,00 g Natriumchlorid (NaCH)
1,659 Kaliumdihydrogenphosphat (KPD,)*

ad 5000 ml  A.bidest

Ammoniumsulfat (NH,),SOs)*

Dialyseschlauche(Cut-Off: 14kD)
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4.5.2 Durchflihrung

1.Tag:

Zunachst wurde das Dotter (durchschnittliches Gletnypeo Dotter ca.14 g) von 3 Tieren vom
Eiweil3 getrennt und anschlieBend die Dotterhaugemibchen. Der Inhalt wurde 1:10 mit
TBS verdunnt und 30min bei Raumtemperatur mit eifdagnetrihrer gertihrt. Danach
folgte ein Zentrifugationsschritt (15min, 5000 UC}. Der Uberstand wurde mit 0,4 ml 10%
Dextransulfatldsung pro Gramm Dotter versetzt umeder fir 15min bei RT gerihrt. Dann
wurde 1 ml 1 M CaCl-Lésung pro Gramm Dotter hinAtige und das Gemisch fur weiter
15min gerthrt. Im Anschluss erfolgte ein weiterem#ifugationsschritt (7000 U, 15min,
4°C). Der Uberstand wurde wiederum abgenommenglsiitines Faltenfilters filtriert und
Uber Nacht bei 4°C gegen TBS dialysiert.

2.Tag:

Der Inhalt des Dialyseschlauchs wurde enthommendasdGewicht bestimmt. Dann wurde
massenanteilig 26% Ammoniumsulfat unter Ruhren gelgen. Nach Zentrifugation (7000
U, 15min, 4°C) wurde das Sediment so lange mit VBSetzt, bis es sich vollstandig geldst
hat und die Loésung Uber Nacht bei 4°C gegen TBIygi@at.

3. und 4.Tag:

Die Lésung wurde noch 2x Uber Nacht gegen Dialyepdialysiert. Anschlie3end erfolgte
die photometrische Bestimmung des Proteingehatisdign Uberpriifung der Reinheit mittels
SDS-Page.

4.6 SDS-PAGE

4.6.1 Material

4x TrisCl/SDS-Puffer pH 8,8

91 g Tris
29 SDS (Sodiumdodecylsulfai £,:Na0,S) *
ad 500 ml A. dest. pH mit HCI auf 8,8 einstelleagerung bei 4°C
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4xTrisCl/SDS-Puffer pH 6,8

6,05 g Tris
0,49 SDS (Sodiumdodecylsulfat)
ad 500 ml A. dest., pH mit HCI auf 6,8 einste]leagerung bei 4°C

APS (Ammoniumpersulfat) 10%

054 APS ( (NE)>S08) *
ad 5ml A. bidest., Lagerung als 100ul-Aliquots 2€°C

Trenngel 12%

3,5ml A. bidest.

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

4 ml 30% Acrylamid (gHsNO) / 0,8% Bisacrylamidlosuny
50 pl APS 10%

20 pl TEMED (Tetramethylethylendiamingt@igN.)*

in der oben angegebenen Reihenfolge zugeben doid gerwenden

Sammelgel 4%

6,17 ml A. bidest.

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

1,33 ml 30% Acrylamid / 0,8% Bisacrylamidldsuhg
50 pl APS 10%

20 pl TEMED!

in der oben angegebenen Reihenfolge zugeben tod gerwenden

5x Elektrophorese-Puffer

15,1 g Tris*
72,0g Glycin (GHsNO,) *
5,09 sSDS

ad 1000 ml  A. bidest., als Gebrauchslosung 1t5Amilest verdiinnen
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6x Probenpuffer (LA&mmli-Puffer)

7 ml 4x TrisCl/SDS-Puffer pH 6,8
3ml Glycerol*

1g sps

1 mg Bromphenolblau ¢GH:1¢Brs0sS)*

ad 10 ml A. bidest., Lagerung als 100 ul-Aliquio¢s -20°C
B-Mercaptoethandl

Proteinmolekulargewichtsmarker, ~10-200'kD

4.6.2 Durchfihrung

Zunachst wurde das Trenngel in eine GieRkammeR@&iomini Protean 1) eingefiillt und
mit A. bidest Uberschichtet. Nach erfolgter Polyiseion wurde das Wasser unter
Zuhilfenahme von Filterpapier entfernt und das hggd mit dem Sammelgel Uberschichtet;
dabei wurde sofort nach dem Einflllen der Probehi@skamm eingesetzt. Nach Ablauf der
Polymerisationszeit wurde der Kamm entfernt und emstandenen Probentaschen mit
Elektrophoresepuffer Uberschichtet. Zwischenzéithairden zu je 50 pl Probe jeweils 10 pl
6x Probenpuffer und 5%-Mercaptoethanol zugegeben und das Gemisch zurziedng fir

5 Minuten auf 95°C erhitzt. AnschlieBend wurden2@ ul der Proben und 6 pl des
Molekulargewichtsmarkers in die Geltaschen pipsttiend das so praparierte Gel in die
Kammer eingespannt. Diese wurde nun mit Elektropbepuffer gefillt und die
Elektrophorese mit 25 mA gestartet. Nachdem didft@ut das Trenngel erreicht hat, wurde
Stromstarke bis zum Ende auf 40 mA erhdht.
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4.7 Coomassie-Farbung

4.7.1 Material

Coomassie-Féarbelésung

450 ml Methanol ( CEDH )*
100 ml Essigsaure 96% 6i640,) *
25¢g Coomassie-Brillant-Blau R-250

ad 1000 ml  A. bidest

Entfarbel6sung

250 ml Methanol
100 mi Essigsaure 96%
ad 1000 ml  A. bidest

4.7.2 Durchflihrung

Nach erfolgter Elektrophorese wurde das Gel aus Ki@mmer entnommen und das
Sammelgel abgetrennt. Anschliel3end wurde es furrltmdie Farbelésung verbracht und
danach in die Entfarbeldésung gelegt. Diese wurdehn&0 Minuten durch frische

Entfarbeldsung ausgetauscht und das Gel darinNeoent entfarbt.

4.8 ELISA

4.8.1 Material

Beschichtungspuffer pH 9,6

311¢g Natriumcarbonat (MaOs;)*
6,00 g Natriumhydrogencarbonat (NaHQO
ad 1000 ml  A. bidest, pH 9,6



MATERIAL UND METHODEN

50

PBS-T (0,5%)

0,5 ml Tween20®
ad 1000 ml  PBS (s. 1.2.1)

Magermilchlésung 5%

59 Magermilchpulvér
ad 100 ml PBS

TMB-Puffer
8,2¢g Natriumazetat (£3NaQ,)*
3,15¢g Zitronensaure-MonohydratstG0O; x H,0)*

ad 1000 ml  A. bidest.

TMB-Stammldsung

6 mg 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin (TMB;H20N>)*
ad 1 mi DMSO (Dimethylsulfoxid ,8s0S)

TMB-Gebrauchslésung

10 ml TMB-Puffer 37°C
332 ul TMB-Stammldsung
3 ul 30% Wasserstoffperoxyd {6h)*

kurz vor Gebrauch ansetzen und sofort verwenden

Schwefelsaure 1M

472 ml A. dest.
28 ml 96% Schwefelsaure {60,)*

zuerst Wasser vorlegen, dann die Saure langsaen Riihren zugeben
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Antikorper

Ch-Immunglobulin-ELISA

Antikorper Gebundenes Tierart Konzentration
Antigen
Al ChlgA Maus 5 pg/ml
M1 ChigM Maus 5 pg/ml
G2 ChlgG Maus 5 pug/ml
A3-POD ChigA Maus 1:5.000
M2-POD ChigMm Maus 1:2.000
G1-POD ChigG Maus 1:10.000

Tabelle 2: Verwendete Antikorper fur den Ch-Immunglobulin-ELISA

Standard:

Huhnerserum

Anti-KLH-ELISA

Beschichtung:

KLH 10 pg/mf*®

Sekundéarer Antikorper:

M2-POD oder G1-POD (s. Tab. 2)
Standard:

IgM:  Serum KLH-Immunisierter Tiere

IgG: Gereinigtes IgG KLH-immunisierter Tiere

Sofern keine anderen Angaben gemacht werden, leetrdig Inkubationszeiten der einzelnen
Schritte jeweils 1 h bei 37°C.

Zwischen jedem Schritt wurden die Platten jewensn3ithilfe eines ELISA-Washers mit
PBS-T gewaschen.
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Die Verdinnungen der primaren Antikorper (A1, MR)Gowie des KLH wurde jeweils mit
Beschichtungspuffer, die Verdinnungen der sekund&wmetikorper jeweils mit PBS-T
erstellt.

Auf jeder Platte wurde standardmaf(ig eine Positiiadle und eine Negativkontrolle
(, Blank’) mitgefuhrt.

4.8.2 Ch-Immunglobulin-ELISA

Am Vortag wurden NUNC-Maxisorp® 96-Loch-Platfemit je 100 pl/Delle der priméren
Antikdrperverdiinnung beschichtet und tber Nachéb€&iinkubiert.

Anschlie3end wurden die verbliebenen, freien Bimgdstellen durch Zugabe von

200 pl/Delle 5% Magermilchlésung blockiert.

Danach erfolgte der Probenauftrag als log-2 Taratnit 100 pl/Delle der folgenden Serum-

Verdinnungen:
IgA: 1:20
IgM: 1:20
IgG: 1:5000

Zu testende Zellkulturiberstande wurden unverdiager in einer 1:2 Anfangsverdinnung
aufgetragen.

AbschlieRend erfolgte die Inkubation mit 100 plMBedes entsprechenden sekundéren
Antikorpers in der in Tab.1 angegebenen Verdinnung.

Zur Entwicklung des ELISAs wurde nach Ablauf dazten Inkubationszeit die kurz zuvor
angesetzte TMB-Gebrauchslosung mit 100 ul/Dellgetsdgen und die Platte im Dunkeln
inkubiert; eine Blaufarbung zeigt ein positives &ygis an. Nach 10min wurde die Reaktion
mit je 50 pl/Delle Schwefelsdure gestoppt (Farburtagcnach Gelb) und die Platte sofort bei
450 nm photometrisch mit einem ELISA-Reader genresse

Als Positivkontrolle diente Serum unbehandelterrdien der in Tab. 1 angegebenen
Verdunnung, die Negativkontrolle wurde durch Auftreon 100 pl PBS-T anstatt der Probe

erstellt.
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4.8.3 Anti-KLH-ELISA

Um den Titer an KLH-spezifischen Antikérpern zu tsnen, erfolgte die Beschichtung am
Vortag mit 100 pl/Delle der KLH —Ldsung. Nach dentodkierungsschritt erfolgte der
Probenauftrag der Serumverdinnungen (IgM 1:20, 14300) oder unverdunnter
Zellkulturiberstande mit je 100 pl/Delle als logv2rdinnungsreihe. Daran anschlieRend
wurde die Platte mit dem jeweiligen Sekundaranpkdr(s.Tab.2) inkubiert und wie unter
4.8.2 beschreiben entwickelt und gemessen.

Als Positivkontrolle diente das Immunserum bzw. geseinigte IgG der KLH-immunisierten
Tiere (s. 4.4, 4.5), Negativkontrolle war wiederBBS-T.

4.9 IL-6 Nachweis (7TD1-Assay)

49.1 Material

XTT-L6sung (kurz vor Gebrauch ansetzten)

1mg XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfo-phénys-((phenylamino)carbonyl)-
2H-tetrazolium Hydroxid)}

1ml RPMI
Das Salz wird bei 37°C geldst.

PMS-L6sung (5mM)

1,53 mg Phenazin-Methosulfat (PMS) (N-methyldilmgyzazin Methylsulfat
Salz)*
1ml PBS

Lichtgeschutzt ist die Lagerung bei 4°C fur 3 M@atoglich.
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4.9.2 Durchflihrung

Dieser im Sauger etablierte, kolorimetrische Nadghktgst beruht auf der IL -6-Abhangigkeit
der murinen Hybridomzelllinie 7TD1. Das zugrundegknde Testprinzip ist die, durch IL-6
induzierbare, dosisabhangige Proliferation der 7TXellen, welche mittels des
Tetrazoliumsalzes XTT quantifiziert werden kann.réumitochondriale Succinat-Dehydro-
genasen kommt es zur Umwandlung des gelblichemZ@tumsalzes XTT in ein orangerotes
Formazan Produkt. Die Auswertung erfolgt durch Messung der Extinktion bei einer
Wellenlange von 450 nm. Somit lassen sich Gibegdiaessenen Extinktionen Rickschlisse
auf das Ausmal der induzierten Proliferation undhitaiber die Menge an IL-6 in den
Proben ziehen.

Die zu testenden Uberstande, wurden auf einetested6-Loch-Flachbodenplattaustitriert,
wobei das Endvolumen pro Delle 200 pl betrug (100 Rrobe + 100 ul 7TD1
Zellsuspension). Da es sich bei der Titration im Begel um log 2 Titrationen handelte,
wurden 100 pl 7TD1 Medium vorgelegt. Die Verdinnueg eingesetzten Probe hing von
der gewiinschten Endverdinnung bzw. —konzentratmnSas wurde als Positivkontrolle
rChiL-6 in einer Konzentration von 2 ng/ml verwehdsomit ergibt sich nach Zugabe der
Zellsuspension eine Endkonzentration von 1ng/mig.Megativkontrolle dienten Ansatze mit
IL-6-freiem 7TD1 Medium. Die Zellkulturiiberstandeurden in einer 1:4 Verdinnung
verwendet.

Nach Vorbereitung der Platten wurde die 7TD1-Zaljmnsion aus den Zellkulturflascfien
abgenommen und in ein 50 ml Roéhrchen Uberfuhrt.cAins3end wurde das Réhrchen mit
PBS aufgefiillt und 10 Minuten bei 400 x g zentriéuty Der Uberstand wurde verworfen,
und das Zellpellet wurde in 50 ml PBS resuspendigrl erneut zentrifugiert. Dieser
Waschschritt wurde insgesamt 3-mal wiederholt. AheBend wurde das Pellet in 7TD1
Medium resuspendiert, die Zellzahl bestimmt und eine Dichte von 2 x f0Zellen/ml
eingestellt. 100 pl dieser Zellsuspension wurderede Kavitat der vorbereiteten 96-Loch-
Flachbodenplatte pipettiert. AnschlieBend erfolgtee 96-stiindige Inkubation bei 37°C und
5 % CQ.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die 0,025 rAVIT-Gebrauchslésung angesetzt, dazu
wurden pro ml XTT-Losung 5 pl der PMS-Losung zugetisé0 pl dieser Gebrauchslésung
wurden in jede zu testende Delle der 96-Loch-Fladebplatte pipettiert.
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Diese wurde dann fur 4 h bei 37°C und 5 %,@tkubiert. Vor der Messung der Extinktion
im ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 450 nnrdeudie 96-Loch-Flachbodenplatte

fur eine Minute auf einen Schattler gestellt, ura gebildeten Formazan-Kristalle zu I6sen.

4.10 Durchflusszytometrie

Die Messungen wurden an einem Fluorescence Activ&iell Scanner (FACScan®)
durchgefihrt und mit Cell Quest Pro, WinMDI 2.9 Ufldwjo 7.8 ausgewertet.

4.10.1 Material

Fluo-Puffer
59 bovines Serumalbuniin
50 mg Natriumazit

ad 500 ml PBS
Lagerung bei 4°C

FACS-Puffer

100 mg Natriumazid
ad 1000 ml  PBS

10x PBS

Paraformaldehyd (PFA) 4%

20 ¢ Paraformaldehyd ( (G8),)*
ad 450 ml A. bidest

Im Wasserbad bei 60°C fur 1 Stunde ruhren und Wdahuf der Zeit das restliche
PFA durch tropfenweise Zugabe von NaOH in Losunggen. Anschlielend 50 ml
10xPBS zugeben.

Propidiumjodid

100 pg Propidiumjodfd
ad 1 ml PBS
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Normal-Mausseruff

FACS-Lysis-Buffel?

FACS-Perny
Klonname Gebundenes Antigen Isotyp| Tierart Konzentation
Primare Antikdrper
2G1 Leichte Kette IgG1l Maus Zellkulturiberstang
AV20 chB6 IgG1l Maus Zellkulturuberstand
M1 IgM lgG1 Maus Zellkulturuberstand
4D12 IgG lgG1l Maus Zellkulturuberstand
CT3 CD3 lgG1l Maus Zellkulturuberstand
2-6 CD4 IgG1 Maus Zellkulturiberstand
3-298 CD8 IgG2b Maus Zellkulturiberstand
Kul01 unbekannt lgG1l Maus Zellkulturiberstang
LD42 MHCII lgG2b Maus Zellkulturuberstand
AV79 chCD40 lgG2a Maus 0,1 pg/ml
Tabelle 3: Priméare Antikorper fir die FACS-Farbungen
sekundéare Antikorper (fluoreszenzmarkiert)
Anti-Maus-lgG-FITC* Maus-IgG polyklonal Ziege| 1:250
Anti-Maus-lgG1-FITC® Maus-lgG1 polyklonal Ziege 1:50
Anti-Maus-lgG2a-FITC> Maus-lgG2a polyklonal Ziege 1:50
Anti-Maus-lgG2b-FITC> Maus-lgG2b polyklonal Ziege 1:50
Anti-Maus-lgG1-PE> Maus-lgG1 polyklonal Ziege| 1:300
Anti-Maus-lgG2a-PE Maus-lgG2a polyklonal Ziege 1:30C
Anti-Maus-lgG2b-PE® Maus-1gG2b polyklonal Ziege 1:300

Tabelle 4: Sekundare Antikorper fur die FACS-Farbung
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4.10.2 Einfachfarbung

Die Farbungen wurden auf einer 96-Loch-Platte dyetihrt; alle Angaben beziehen sich auf
je eine Delle. Die Antikorperverdiinnungen wurdewgds mit Fluo-Puffer angefertigt. Alle
Inkubationsschritte fanden auf Eis im Dunkeln statt

Auf eine 96-Loch-Platte wurden je Delle ca. 5%bis 1x16 Zellen pipettiert und die Zellen
durch Zentrifugation (716 x g, 1min) pelletiert. gamlielRen wurden die Zellpellets in den
jeweiligen Antikorperlésungen resuspendiert und 30r Minuten inkubiert. Dann wurde je
Delle 150 pl Fluo-Puffer zugegeben und die Zellentafugiert (s.o., Waschschritt). Danach
wurden die Zellen mit je 40ul sekundarer Antikéipsung (anti-Maus-Ig-FITC) fur weitere
20 Minuten inkubiert. Nach einem weiteren Waschsichwurden die gefarbten Zellen in 150
ul Fluo-Puffer resuspendiert und zur Messung jesviil ein Probenréhrch&mit 150 pl
Fluo-Puffer Gberfuhrt. Die Lebend-Tot-Farbung egtel unter Zugabe von je 10 ul PI je
Roéhrchen.

4.10.3 Doppelfarbung

Fur Doppelfarbungen wurde jeweils eine Kombinafwimare Antikdrper unterschiedlicher

Isotypen verwendet und verschieden markierte Sekantikdrper verwendet.

Zu diesem Zweck wurden die Zellen zunachst mit 30emes Gemischs aus beiden
Primarantikérpern inkubiert und nach dem Waschtclei 40 ul eines Gemischs beider
sekundarer, isotypspezifischen Sekundarantikbrpegegeben. Die Messung erfolgte ohne

die Lebend-Tot-Farbung wie unter 4.10.2 beschrieben

4.10.4 Fixierung

Um die Proben zu fixieren, wurden zu je 300 pl rgweils 100 pl PFA 4% zugegeben und
die Probe dunkel im Kuhlschrank gelagert.
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4.10.5 Zytoplasmatische und Zelloberflachen-Doppkrbung

Zunachst wurde eine normale Einfachfarbung mit raine FITC-markierten

Sekundarantikérper durchgefihrt. Danach wurden Zdiken in je 200 pl FACS-Lysing-

solution aufgenommen und bei RT 10min inkubiertciN@inem Waschschritt wurden die
Zellen mit 50 pl einer Mausserumverdunnung (1:2@ubiert, um die freien Bindungsstellen
zu blockieren. Anschlieend wurden die Zellen erngewaschen, in 100 pl FACS-
Permeabilisation-solution resuspendiert und fur tevei 10min inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt mit Fluo-Puffer erfolgte daglie zytoplasmatische Farbung. Dazu
wurden die Zellen fir 30min mit dem Primé&rantikdrpeaf Eis inkubiert und nach Ablauf der
Zeit nach Zugabe von 150 pl Fluo-Puffer nochmaissfiain inkubiert. Im Anschluss erfolgte
ein Waschschritt und die Zugabe von 40 ul PE-madae Sekundarantikorper. Nach
erneuter Inkubation fir 20min wurde erneut Fluof@utugegeben und fur 5 weitere Minuten

inkubiert. Nach erneutem Waschen mit Fluo-Puffarken die Zellen gemessen werden.

4.11 B-Zellseparation mittels MACS®

Die vorliegende Arbeit enthélt einige Versuche, g reinen B-Zellkulturen durchgefiihrt
wurden. Zu diesem Zweck wurden die B-Zellen eingrfaehfarbung unterzogen und mit
anti-FITC-beschichteten magnetischen Beads inkukidittels eines Magneten war nun die

Separation der B-Zellen aus der Lymphozytensuspemaiglich.

4.11.1 Material

Standardmedium

Medium 5% FBS

25 ml FBS
5 mi Penicillin/Streptomycin
ad 500 m| RPMI
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Antikérper:

Anti-L-Kette
Anti-Maus-Ig-FITC

MACS anti-FITC-Microbead$

MACS-Separation-Column !

4.11.2 Durchfihrung

Zunachst wurde eine Milzlymphozytenpraparation, siee unter 4.2.3. beschrieben ist, eine
angefertigt. Dabei wurde darauf geachtet, dass tAesé&rwendet wurden, deren Viabilitat
tber 90% lag, da einerseits die erhaltene B-Zgllsusion zur Weiterkultivierung bestimmt
war und das unspezifische Binden toter Zellen alSdiule verhindert werden sollte.

5x10 Zellen wurden anschlieBend in einem 50 ml Rohrométtels Zentrifugation (4°C,
225xg, 10min) pelletiert in 500 pl / 1x1@ellen anti-L-Kette-Antikdrperlésung resuspendiert
und fur 25min auf Eis inkubiert. Danach wurde désiRhen mit 5% FBS-Medium aufgefullt
und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde nun n@it|d anti-Maus-Ig-FITC / 1x10Zellen fiir
weitere 20min auf Eis inkubiert und nach Ablauf deit erneut gewaschen. Danach wurden
die Zellen in je 90 pl Medium / 1xi@ellen aufgenommen und mit je 10 pl MACS-anti-
FITC-Microbeads fur 15min im Kuhlschrank inkubiert.

Wahrend dieser Zeit wurde die Saule in den Magnetegespannt und mit 3 ml Medium
vorbereitet.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zelleneait gewaschen und in 1 ml Medium /
1x10 Zellen aufgenommen. AnschlieRend wurden die Zsfisasion in 2 ml Fraktionen auf
die Séaule gegeben und je 25 pl der Zellsuspensioth des Durchlaufs als Probe
zurtickgestellt. Dann wurde die Saule 3x mit je 4Mieldium gewaschen und letztlich die B-
Zellen mit 5 ml Medium unter Verwendung eines Stelmgluiert; auch von der erhaltenen
B-Zellsuspension wurden 25 pl als Probe gewonneachNWaschen der erhaltenen
Zellsuspension konnten die B-Zellen fiirvitro Experimente verwendet werden.

Die Reinheit der gewonnen B-Zellfraktion konnte ehrweitere Farbung mittels
Durchflusszytometrie bestimmt werden; es fandenBidellsuspensionen mit einer Reinheit

>95% Verwendung.
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4.121n vitro Funktionstests

4.12.1 Bestimmung der Uberlebensrate

4.12.1.1 Material

rChCD401*3

Trypanblaulésung

Antikérper:
Anti-L-Kette

Anti-chB6 (AV20)
Anti-CD3
Anti-Maus-Ig-FITC

Propidiumjodid (P1)

4.12.1.2 Durchfiihrung

Um die biologische Funktion von rChCD40L zu ubefpnj wurden Lymphozyten-
suspensionen verschiedener Organe mit rChCD40lviarttund zu bestimmten Zeitpunkten
die Zahl lebender B- und T-Zellen bestimmit.

Zu diesem Zweck wurden je 5X%@ellen der Lymphozytensuspensionen in je eineeDell
einer 24-Loch-Platte gegeben und entweder mit Madader mit Medium und 0,5 pg/ml
rChCD40L bei 40°C und 5% CGCur 24 bis 72 h inkubiert. Zu bestimmten Zeitpierkt
wurden die Zellen in der Delle resuspendiert unéim15ml Réhrchen tberfuhrt. Die Delle
wurde daraufhin mit PBS nachgespilt und das Volumé&nden so erhaltenen restlichen
Zellen ebenfalls in das Rohrchen pipettiert. Didlefewurden nun zentrifugiert und in 1ml
Medium resuspendiert. Je 10 pl der Zellsuspensiamaen mit 10 pl Trypanblau versetzt und
die Anzahl lebender Zellen mithilfe einer Neubadéhlkammer bestimmt. Anschliel3end
wurde durch eine Einfachfarbung mit den entspredtemntikérpern und einer Lebend-Tot-

Farbung durch PI die Frequenz lebender B- bezigdweige T-Zellen bestimmt.
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Die absolute Zahl lebender B- und T-Zellen ergaih siurch die Multiplikation der Anzahl
lebender Zellen mit der jeweiligen Frequenz lebemideziehungsweise T-Zellen.

4.12.2 Bestimmung der Proliferation

4.12.2.1 Material

rChCD40L13

PMA (Phorbol-12-myristat -13-azetét)

[*H]-Thymidin®’

4.12.2.2 Durchfiihrung

Auf eine 96-Loch-Flachbodenplattevurden jeweils 100 pl/Delle einer Zellsuspensioit m
2x10 Zellen/ml eingesetzt und mit Standardmedium (Lyomytensuspension) oder B-
Zellmedium (gereinigte B-Zellen) mit und ohne 1 mb/rChCD40L inkubiert. Als
Positivkontrolle wurden den Zellen 20 ng/ml PMA eggben. Zellen aus der Bursa wurden
fir 24 h, Zellen aus der Milz fir 48 h kultiviernd anschlieBen pro Delle je 20 FH]-
Thymidin (0,5 uCi/ml per Delle) gepulst. Danach dem die Platten fir weitere 16 Stunden
inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Réatbei -20°C eingefroren.

Um die Platten auszuwerten, wurden sie zun&chs8T 30min inkubiert und die Zellen
mit einem Harvestéf auf eine Glasfaserplatfe tiberfiihrt. Diese wurde dann bei 80°C
getrocknet und anschlieRend in eine Multiscte@tatte eingespannt. Nun wurden in jede
Aussparung je 20 ul Microscifitpipettiert und die Platte mit einer Folie versiegBie
Messung des eingebauterfH[-Thymidin wurde mithilfe eines Szintillationsmess

(Topcount}® bestimmit.
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4.12.3 Generierung antigen-spezifischer Antikorper

4.12.3.1 KLH-immunisierte Huhner

Um die Produktion von spezifischen Antikérpern zZoefprifen, wurden Huhner vor der
Milzentnahme mit KLH'® (Keyhole limpet hemocyanin) immunisiert. Dazu wemddrei 6-8
Wochen alte Huhner der Linie M11 mit je 100 pg Kkglin PBS i.v. immunisiert und nach
6 Tagen zum Zweck der Milzgewinnung geschlach&Kaintrolle dienten drei Tiere, die nur
PBS injiziert bekamen.

Die Genehmigung der Immunisierung erfolgte durahRlegierung von Oberbayern unter der
Nummer 211-2531.6-1412001.

4.12.3.2 Durchfiihrung

Um spezifische Antikorpern vitro zu generieren, wurden 6-8 Wochen alte Huhner
immunisiert (s. 4.1.2.) und nach Milzentnahme di&lMmphozyten gewonnen. Als Negativ-
Kontrolle dienten Milzen von nichtimmunisierten Higin. AnschlieRend wurden je 1X10
Zellen pro Delle in einer 48-Loch-Platte nach foidem Schema kultiviert: die Zellen
wurden entweder mit 0,5 pg/ml rChCD40L oder nur M#&dium inkubiert. Die Kulturen
wurden alle 3 Tage nach dem unter 4.3.2.2.2. besdhmen Schema 1:2 geteilt und bis Tag 6
weiterkultiviert. Der gewonnen Uberstand wurde sob®i -20°C eingefroren und spater im
anti-KLH-ELISA (4.7.3.) auf KLH-spezifische Antikper untersucht.
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5 Ergebnisse

5.1 Expression von CD40

Bevor mit dem rekombinanten Zytokin verschiedenakfionsassays durchgefihrt wurden,
wurde zunachst die Verteilung des zugehorigen ReeepCD40, flr primare lymphatische
Zellen des Immunsystems sowie verschiedene Zeilinigersucht. Dadurch konnte ein erster
Eindruck Uber die durch das CD40-CD40L-System bkeisten Zellpopulationen gewonnen

werden.

5.1.1 Expressionsmuster von CD40 fur primare Lymphoyten

5.1.1.1 B-Zellen

Im Mausmodell sind B-Zellen die Haupteffektorzellees adaptiven Immunsystems fur das
CD40-CD40L-System. Daher wurde die Expression vdD4@ zunachst fur B-Zellen
verschiedener Organe bestimmt.

Bursa Milz Zakaltonsille Thymus PBL
2,76 87,97 1,43 40,01 2,61 | . .- 7,99 0,14 17,58
ﬁ{r a8

@ 755

anti-CD4C

anti-ChB6

1,49

Abbildung 5.1: CD40 Expression auf bursalen und pépheren B-Zellen

Lymphozyten der angegebenen Organe wurden jewdilslsnDichtezentrifugation prapariert, gegen
CD40 und chB6 geféarbt und im Durchflusszytometelysiert.

Die jeweils rechten Quadranten zeigen die CD2éllen, die oberen Quadranten geben die B-
Zellpopulation wieder. Doppelt positive Zellen, @aI€D40 B-Zellen, werden im jeweils rechten
oberen Quadranten angezeigt.
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Zu diesem Zweck wurden wie unter 4.2. beschriebgnghozytensuspensionen aus Bursa,
Milz, Z&kaltonsillen, Thymus und Blut gewonnen ugider Doppelfarbung mit spezifischen
Antikérpern gegen chCD40 und chB6, einem B-Zellnearkugefihrt.

Abb. 5.1 zeigt deutlich, dass nahezu alle chBéllen gleichzeitig positiv fiir CD40 waren
und damit jede B-Zellpopulation unabhingig von dentersuchten Organ CDZ#0st.
Daruber hinaus lassen diese Daten den Schlussaams, B-Zellen unabhangig von ihrer
Entwicklungsstufe CD40 exprimieren, da sowohl Bl&el der Bursa, einem primaren

lymphatischen Organ, als auch B-Zellen aus perggh&mphatischen Organen (Milz, Blut,
Zakaltonsille, Thymus) CD40 exprimieren.

5.1.1.2 T-Zellen

Zusammen mit den B-Zellen stellen T-Zellen die ¢eoZellpopulation der erworbenen
Immunantwort dar. Daher wurden auch die T-Zellersithtlich ihrer Expression des CD40-
Antigens untersucht.

Obwohl bislang keine CD40 Expression fur Huhner€élleh beschrieben wurde, lief3en sich
in den mit CD3 als spezifischen Pan-T-Zellmarkerrctigefuhrten Doppelfarbungen

interessanterweise jeweils Subpopulationen von CD4Rellen identifizieren (Abb. 5.2).

Milz Bursa
A CD4C+_ CD3"CDh40 A CcD3* CD3"CDh40

o

S a
Q Q

CD3" cb4ct
- > X
anti-CD3 anti-CD40

Abbildung 5.2: CD40" T-Zellen in einer CD3-Farbung

Lymphozyten aus Bursa und Milz wurden prapariedt nach einer Doppelfarbung gegen den Pan-T-
Zellmarker CD3 und CD40 im Durchflusszytometer sgigrt.

Um diese Zellen weitergehend zu untersuchen wurdeitere Doppelfarbungen mit
Lymphozytensuspensionen verschiedener lymphatiscbegane unter der Verwendung

spezifischer Antikérper fir CO4und CD8 T-Zellen durchgefiihrt, um festzustellen, ob



ERGEBNISSE 65

bezuglich der CD40-Expression ein Unterschied zwésc T-Helferzellen (CD3 und
zytotoxischen T-Zellen (CO$ besteht (Abb.5.3).

Dabei zeigte sich, dass sowohl CDs auch CD8T-Zellen in Thymus, Z&kaltonsillen und
Blut jeweils zu 3-12% CD40sind. Eine groRere CDA®ubpopulation lieR sich jeweils in
der Milz finden: hier exprimierten ca. 15% der zgtaschen und T-Helferzellen CD40.
Besondere Verhaltnisse liegen in der Bursa vor: @thwlie T-Zellen in diesem Organ mit 3-
5% eine sehr kleine Zellpopulation darstellen (gi€dfab.5), sind jedoch nahezu alle T-
Helferzellen (89,3%) und mehr als die Halfte der8CRellen (65,8%) CD40 positiv.

A ooz 4

. CD§' CD40" CcD8" : CDS8' CD40
i " o i
a g E
&) — 5 i
g 5 5
i
: i
cD4ct !
| S
anti-CD40 anti-CD40
B Bursa Milz Zakaltonsille Thymus PBL
A
87,5 14,3 9.6 14,1 21 |9
S I e ' e I A
% : =
2 anti-CD40 >
2
o
LU
0
50,0 13,6 9,2 18,6 1,9 v,
P —_— [ ] ——- @
anti-CD40 >

Abbildung 5.3: Frequenz CD40 T-Zellen in verschiedenen lymphatischen Organen

Abbildung B zeigt jeweils die CD4@Bubpopulation innerhalb der CD4- und CD8-positiFeZiellen
eines Tieres. Dazu wurden in den Doppelfarbungengdnannten T-Zellpopulationen ausgewahit
(hervorgehobene Quadranten) und deren CMbpopulation mittels eines Histogramms dargestell
(A).

Fur jedes Organ ist ein reprasentativer Datensetzrand. 3 Farbungen abgebildet (B).
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CD4" %CD40" CD§8’ %CD40"
3,0 89,3 4,7 65,8
Bursa (+/- 1,4) (+/-10,1) (+/- 2,3) (+/- 25,1)
Milz 23,6 16,1 36,7 15,3
(+-1,4) (+-3,2) (+-5,3) (+/- 3,4)
) . 22,3 9,7 15,0 12,4
Zakaltonsille (+/- 0.8) (+/- 2.3) (+-7,2) (+/- 3,6)
PBL 20,8 2,9 13,1 31
(+/- 3,0) (+/- 0,6) (+/- 4,3) (+/-1,6)
63,9 2,9 70,8 3,2
Thymus (+- 17,21) (+/-0,5) (+/- 16,5) (+/-1,0)

Tabelle 5: Prozentualer Anteil der CD40 Subpopulationen T-Zellpopulationen

Lymphozyten verschiedener Organe wurden in einggpgtbdrbung mit einem CD4 bzw. CD8 und

dem CD40 spezifischen Antikdrper gefarbt und im dhflusszytometer analysiert. Anschlie3end
wurden die prozentualen Anteile der CD4@ellen in den CD4- und CD8-positiven T-

Zellpopulationen ausgehend von der jeweiligen Feaglbestimmt.

Die Zahlen stellen Mittelwerte von je 3 Tieren ddarunter ist jeweils die Standardabweichung
angegeben.

5.1.1.3 Myeloide Zellen

Neben den B-Zellen sind die dem angeborenen Imnstgrslyzugehdrigen myeloiden Zellen
im Maussystem ebenfalls als CD4feschrieben worden.

Um zu Uberprifen, ob dies auch fir myeloide Zetles Huhns zutrifft, wurden im Folgenden
daher sowohl Monozyten als auch Makrophagen aus uBld Milz auf die Expression von
CD40 getestet. Dazu wurden wiederum Lymphozyterengpnen gewonnen und entweder
sofort einer Zweifachfarbung mit einem Marker fuoihbzyten und Makrophagen (Kul01)
unterzogen oder zur Makrophagengewinnung (s. 8.3.2n Kultur genommen. Die so

generierten Makrophagen wurden im Anschluss eblerdal Doppelfarbung zugefuhrt.

PBL M@(PBL) Milz M@ (Milz)
4 0,02 136 | ne67 93391 (002 482 | |[254 90,38

anti — Kulo1

S 2372 | bl 1,25 4.26

L 4

anti — CD40

Abbildung 5.4: Expression von CD40 auf Monozyten uth Makrophagen aus Blut und Milz

Gezeigt sind jeweils die Doppelfarbungen der priégp@n Lymphozyten aus jedem Organ (PBL,
Milz) sowie die daraus gewonnen Makrophagen. Dieselen durch 48 h Kultur mit anschlieRender
Entfernung der restlichen Lymphozyten durch SpiadtrlPBS gewonnen.
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Wie Abb.5.4 zu entnehmen ist, sind auch aus Blat Milz gewonnene Monozyten sowie
Makrophagen jeweils als CD4dellen anzusprechen.

Des Weiteren wurde auch die Induzierbarkeit von Cdf Milzmakrophagen untersucht.
Dazu wurden Milzmakrophagen von drei verschiedehienen prapariert und mit 1 pg/ml
LPS fir 48 h stimuliert. AnschlieBend wurden diellefe mit dem CD40 spezifischen
Antikorper gefarbt und im Durchflusszytometer asadyt. Mittels der Durchflusszytometrie
kann nicht nur die Frequenz von Zellpopulationemeggsen werden, sondern es kénnen auch
Aussagen uber die Haufigkeit von Antigenen aufgetoberflache gemacht werden, da das
Gerat neben der Zellfrequenz auch die IntensitatFiieoreszenz jeder Zelle detektiert. Da
diese umso grof3er ist, je mehr sekundarer Antikbgoel damit auch primarer Antikorper
gebunden hat, hangt somit die Fluoreszenzintendiitékt proportional von der Anzahl der
Antigene ab und ist somit als Parameter fur dier&sgion geeignet.

Abb. 5.5 zeigt deutlich, dass die Expression von4CDauf der Zelloberflache von
Milzmakrophagen durch Stimulation mit LPS noch eeigesteigert werden kann, da eine

signifikante Steigerung der Fluoreszenz zu beoleachar.

350 Abbildung 5.5: LPS-induzierte CD40-Expression

Kontrolle ==
300 Lps === Zur Bestimmung der CD40-Expression wurden
250 Milzmakrophagen 48 h mit 1 pg/ml LPS stimuliert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit einem
Antikérper gegen CD40 gefarbt und die mittlere
Fluoreszenzintensitat der Farbung im
Durchflusszytometer bestimmt.

Die Abbildung zeigt den Mittelwert und die
Standardabweichung von 3 Tieren.

*f**. diese Werte sind signifikant unterschiedlich

(* P<0,05 ** P<0,01; T-Test)

200

150

100

50

Mittlere Fluoreszenzintensitat

5.1.1.4 Zellinien

Da es fur die folgenden Funktionsstudien von groRemeil ware, statt auf primaren Zellen
auf standig verfigbare Zellen zurtickgreifen zu lgnmnd um ein moglichst vollstandiges
Bild Uber die Expression von CD40 im Huhn zu erlmgwurden zusatzlich verschiedene
Zellinien ebenfalls mit dem CD40 spezifischen Adtiyer gefarbt.

Wie aufgrund der Daten der primaren B-Zellen zuagten war, erwiesen sich die Zellen der
bursalen B-Zellinie DT40 als vollstandig CD40Dariiber hinaus wurden auch zwei T-

Zellinien auf ihre CD40-Expression hin untersudbie T-Zellinie MSB erwies sich analog
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zum Mausmodell als CD40wohingegen fur die Zellen der Linie 855-21 eingEession von
CD40 nachgewiesen werden konnte.

Neben lymphatischen Zellinien wurden auch zwei &veitZelltypen mit dem spezifischen
Antikorper gefarbt, da auch eine Expression desepezs innerhalb dieser Zellen fur Sauger
beschrieben ist. Dabei stellten sich Zellen der rgorialen Fibroblastenzellinie OU 2 als
CD40" dar, wahrend die Leberzelline LMH keinerlei Hingeiauf eine Expression von CD40

erkennen liel3.

Abbildung 5.6: Expression von
DT-40 ) CD40 in verschiedenen
B-Zellinie, ALV-transformiert Zellinien

Zellen verschiedener Zellinien
wurden in Kultur genommen,
einer Einfachfarbung mit dem
855-21 spezifischen  Antikorper  fur
T-Zellinie, REV-transformiert | CD40 (AV79) unterzogen und
} anschlieBend im Durchfluss-
zytometer analysiert.
Die Y-Achse gibt die Zellzahl,
die X-Achse die mittlere
MSB ; Fluoreszenzintensitat der CD40-
it Farbung wieder.
Gepunktete Linien zeigen die
Kontrollfarbung, durchgezogene
Linien stellen die CD40-Farbung
dar.

T-Zellinie, Marek-transformiert i

LMH

Hepatozyten-Zellinie, Karzinom

P
4 .,

Oou 2
Fibroblasten-Zellinie,

Chem. transformiert

5.2 Biologische Funktionen

Durch die Doppelfarbungen konnten neben den myefoidZellen und einer T-

Zellsubpopulation vor allem B-Zellen als CD40 exrpgrende Zellen identifiziert werden.
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Nun wurde die biologische Funktion der CD40-CD4@teraktion in einer Reihe von

Kurzzeitexperimentem vitro weiter untersucht.

5.2.1 Uberleben

Zunachst wurde der Effekt von rChCD40L auf die Uddsensrate untersucht. Dafiir wurden
Lymphozyten aus Bursa, Milz und Z&kaltonsille gem@m und auf einer 24-Loch-Platte in
Kultur genommen. Diese Ansatze wurden nun fur 78ith0,5 pg/ml rChCD40L stimuliert,

als Negativkontrolle dienten unstimulierte AnsaiiZeediumkontrolle). AnschlieBend wurden
zu den angegebenen Zeitpunkten die Zellen von ttePgenommen und die Zellzahl
lebender Zellen sowie die Frequenz verschiedendpofrilationen bestimmt. Die absolute
Zellzahl der einzelnen Populationen wurde dabei das absoluten Zellzahl und der

jeweiligen Frequenz berechnet.

5.2.1.1 B-Zellen

Das Hauptaugenmerk dieser Versuche lag auf denliBrZela CD40L in deren Entwicklung
eine essentielle Rolle zukommt und diese Populaon in frihen Entwicklungsstadien
CD40 exprimiert.

Aus Milz und Zé&kaltonsillen gewonnene, unstimubeB-Zellanséatze zeigten eine deutliche
Abnahme lebender B-Zellen (Abb. 5.7): ausgehend&di®® lebenden B-Zellen nach 24 h in
Kultur sank ihre Zahl konstant; nach 72 h warenmach 1x16 lebende B-Zellen zu finden.
Im Gegensatz dazu konnte in rChCD40L (0,5 ul/minglierten Ansatzen eine konstante
Zahl von 1x16 lebender B-Zellen nachgewiesen werden. Bei derpdPaiion der
Zakaltonsillen wurde fir die Beurteilung zusatzlahe prozentuale Darstellung der lebenden
B-Zellen angefertigt (Abb. 5.7 C). Durch diese Adr Darstellung wird deutlich, dass es
sowohl in unstimulierten als auch in stimuliertensé&tzen nach 24 h zu einem Verlust von
lebenden B-Zellen kommt. Allerdings kann durch di@arstellung auch fiir die Zakaltonsille
eine signifikante Steigerung der Uberlebensrate @eAellen durch rChCD40L gezeigt
werden, wobei nach 72 h in rChCD40L stimulierters@izen noch ca. 90% der eingesetzten
B-Zellen vital waren, wahrend die Kontrollansatae kontinuierliche Abnahme lebender B-
Zellen aufwiesen.
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Abbildung 5.7: Erhéhung der Zahl lebender B-Zellendurch rChCD40L

Aus Milz und Z#kaltonsillen wurden jeweils die Lyhgzyten prapariert und je 5x°lBellen mit

0,5 pg/ml rChCD40L oder ohne weitere Stimulatiomigkolle) in Kultur genommen (A, B). Zu den
angegebenen Zeitpunkten erfolgte die Bestimmungalieoluten Zahl lebender B-Zellen durch die
Kombination der Zahl lebender Zellen (Ausschlugert@ellen mittels Trypanblau) und der Frequenz
lebender B-Zellen (chB&PI) im Durchflusszytometer. Zusatzlich wurde fir dékaltonsille der
Prozentsatz der lebenden B-Zellen ausgehend voginigesetzten B-Zellzahl bestimmt (C).

Die Abbildungen zeigen jeweils Mittelwerte und Stardabweichung von 3 Tieren.

*f**. diese Werte sind signifikant unterschiedli¢hP<0,05 ** P<0,01; T-Test)

Neben den peripheren lymphatischen Organen wurdesh dymphozyten der Bursa
prapariert und in Gegenwart von rChCD40L kultivigkbb. 5.8). Die Zahl lebender B-Zellen
zeigt, dass die Zugabe von rChCD40L die Abnahmdeatenden B-Zellen in den Kulturen
nicht verhindern konnte, allerdings war in den sflierten Ansatzen eine deutliche
Steigerung der Zahl Uberlebender B-Zellen um dasf&ohe (48 h) erkennbar.

Bursa Abbildung 5.8: Lebende bursale B-Zellen in rChCD40L

14 stimulierten Kulturen

KontrolleC—1

124 CDAOL Primare Bursalymphozyten (580wurden mit 0,5 pg/r
rChCD40L oder ohne Stimulation (Kontrolle) in Kul
genommen und die absolute Zellzahl durch
Kombination der Anzahl lebender Rellen und de
Frequenz lebender B-Zellen (ch®8I) bestimmt (s. Abl
5.6).

Die Abbildungen zeigen jeweils Mittelwerte ul
24h g 72h Standardabweichung von 3 Tieren.

***: diese Werte sind signifikant unterschiedlicff P<0,0¢
** P<0,01; T-Test)

Lebende B-Zellen ( x10°)

5.2.1.2 T-Zellen

Da durch die Farbungen mit dem CD40-spezifischetikBrper AV79 auch einige T-Zellen
als CD40 exprimierende Zellen identifiziert werdé&onnten, wurde der Effekt von
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rChCD40L auf die Uberlebensrate von T-Zellen deizMius Frequenz lebender T-Zellen
(CD3'/PI') und der Zahl lebender Zellen (Trypanblau) bestimm

14 womole— | Abbildung 5.9: Lebende T-Zellen in rChCD40L-
cosrem | Stimulierten Milzlymphozytenkulturen

10| Primare Milzlymphozyten wurden mit 0,5ug/ml
rChCD40L oder ohne Stimulation (Kontrollg) Kultur
genommen und die absolute Zellzahl durch
Kombination der Anzahl lebender Zellen und
Frequenz der COZellen bestimmt (s. Abb. 5.8).

0,21 Die Abbildungen zeigen jeweils Mittelwerte
Standardabweichung von 3 Tieren.

0,64

Lebende T-Zellen ( x10°)

24h 48h 72h

Wie Abb. 5.9 zeigt, nimmt die Zahl lebender T-Zrlien Gegensatz zu der Anzahl lebender
B-Zellen sowohl in stimulierten Ansétzen als auch den Mediumkontrollen Uber den
Zeitraum von 72 h kontinuierlich ab. Somit ist keiffekt von rChCD40L auf T-Zellen
nachweisbar.

5.3 Proliferation

Der Effekt einer Erhohung der Zahl lebender Zelkamn sowohl auf einer verlangerten
Lebensdauer der einzelnen Zelle als auch auf diektion von Proliferation beruhen, daher
wurde die Fahigkeit von rChCD40L Proliferation maliizieren untersucht.

Um festzustellen, ob rChCD40L in der Lage ist, Pechtion in B-Zellen zu induzieren,
wurden Lymphozyten aus Milz und Bursa (je 3 Tiegejvonnen und fur 24 h (Bursa) bzw.
48 h (Milz) mit verschiedenen Konzentrationen rCHOD inkubiert. Zusatzlich fand in den
Kontrollansatzen dieses Experiments ein weiteresCEA0L Protein (Kontrollprotein),
welches durch die Deletion einer Aminoséaure Ubenedéei biologische Funktion verfugt,
Verwendung, um auszuschliel3en, dass der beobaétftete generell durch die Zugabe von
Fremdprotein induziert wird. Nach Ablauf der Inktibaszeit erfolgte die Zugabe vorH]-
Thymidin (0,5 pCi/ml per Delle), welches bei derudgnthese von DNA in diese eingebaut
wird und somit die Messung der Proliferationsraté minem Szintillatonsmessgeréats
ermoglicht.



ERGEBNISSE

72

i

Milz

N
L

CD40L —e—
Kontrollprotein e Oe

40

35 4
30 +

Bursa

CD40L —e—
Kontrollprotein e Oe

3
e'_(x1|9 )H
e

25 +
20 +
15 4
10 +

O-ooOo.OHO.._oOOOOQ_. .
T T T T T T T T
1,00 0,50 0,25 0,13 0,06 0,03 0,02 0,01

QeecDeeeD oo (e
T 1 T 1 T i
1,00 0,50 0,25 0,13 0,06 0,03 0,02 0,01

counts per minute (x103)

counts per minut
o N M (e} [e0)

(ng/ml) (Hg/ml)

Abbildung 5.10: Dosisabhangige Proliferation von Lynphozyten durch rChCD40L

Aus Milz und Bursa wurden priméare Lymphozyten gememund fir 24 h (Bursa) bzw. 48 h (Milz)
mit den angegebenen Konzentrationen rChCD40L o€er Idontrollprotein inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die Zugabe vortHi]-Thymidin und weitere 16 h Inkubation. Nach Atialieser Zeit wurde
die Proliferationsrate mittels eines Szintillatioressgerats bestimmt.

Gezeigt sind die Mittelwerte von drei unterschieléin Tieren sowie die Standardabweichungen.

Wie Abb. 5.10 zeigt, war sowohl in stimulierten Atmen von Milz als auch denen der Bursa
ein deutlicher proliferativer Effekt erkennbar, wletr bei einer Dosis von 1 pg/ml
rChCD40L mit einem Wert von 12xi@ounts fiir die Milz und 33x£0Counts fiir bursale
Lymphozyten am starksten ausgepragt war. Die Ansdlizx dem Kontrollprotein wiesen im
Gegensatz dazu keinerlei Proliferation auf.

Da diese Ansatze gemischte Lymphozytensuspensioeathielten, nicht

konnte
ausgeschlossen werden, dass auch andere Lymphoirgtspeziellen CD40T-Zellen, auf
rChCD40L reagieren. Um zu beweisen, dass es sichdée proliferierenden Zellen
ausschlieBlich um B-Zellen handelte, wurden MilZ&en unter Verwendung eines L-
Ketten-Antikdrpers Uber MACS-Saulen aufgereinigt.nsdhlieBend wurden die B-
Zellsuspension (>95% Reinheit) von drei Tieren ndem oben beschriebenen Schema in
Kultur genommen und mit 1pg/ml rChCD40L stimuliezusatzlich wurde eine Stimulation
mit 20 ng/ml PMA vorgenommen, welches als Posititkalle diente. Wie Abb. 5.11 zeigt,
konnte eine Steigerung des proliferativen Effeldsbdachtet werden, welcher im Vergleich zu
den gemischten Lymphozytensuspensionen mit 300€b0nts eine ca. zehnfach héhere Pro-
liferationsrate zur Folge hatte.

Die Stimulation mit rChCD40L wirkt demnach spezifisauf B-Zellen und induziert deren

Proliferation dosisabhangig.
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40 Abbildung 5.11: rChCD40L-induzierte Proliferation
*k in gereinigten B-Zellsuspensionen
30 Gereinigte B-Zellen wurden jeweils als Triplikat@ m
1 pg/ml rChCD40L, ohne Stimulation (Kontrolle) o
20 - mit 20 ng/mIPMA (Positivkontrolle ) fir 48 h in Kulti

genommen und anschlieRend mit 20 {H]{Thymidin
versehen. Danach erfolgte die Auswertung mittete:

counts per minute (x10%)

10 - Szintillationsmessgerats.
Die Abbildungen zeigen jeweils Mittelwerte
0 mim | Standardabweichung von 3 Tieren.

Med  CD40L PMA */**. diese Werte sind signifikant unterschiedli¢hP<0,05
** P<0,01; T-Test)

5.4 Aktivierung von B-Zellen

Aus dem Saugersystem ist bekannt, dass die Stiwlatit CD40L zu einer Aktivierung der
B-Zellen fiihrt. Die Folge ist neben einer GréRermune auch eine vermehrte Expression
kostimulatorischer Molekile sowie die Sekretion vawtokinen durch die betreffenden
Zellen.

Da die Stimulation mit rChCD40L analog zum Saugetelloin der Lage war, in den
Kurzzeitkulturen B-Zellproliferation zu induzierewurden mit der Expression von MHCII-
Molekulen und der Sekretion von IL-6 auch zwei PRaeter fir die Aktivierung von B-Zellen
bestimmit.

5.4.1 Expression von MHCII

Den ersten Schritt stellten Untersuchungen zur MHERpression dar. Diesem Molekul
kommt eine wichtige Rolle in der erworbenen Immunamt zu, da dessen Hauptaufgabe die
Prasentation von Antigen ist und es somit esséfiiietlie Initiierung der T-Zellhilfe ist.

Um den Einfluss von rChCD40L auf primare Huhner-@8l&n zu bestimmen, wurden
zunachst wieder Lymphozytensuspensionen aus Zakdlem prapariert und die
gewonnenen Zellen fir 72 h mit je 0,5 pg/ml rChCD4id Kultur genommen; als
Kontrollansatze dienten unstimulierte Zellkultur&o. verschiedenen Zeitpunkten wurden die
Zellen entnommen und mit LD42, einem MHCII-spezifisn Antikdrper, gefarbt sowie die

Frequenz sowie die Fluoreszenzintensitat der MHEZRIlen bestimmt.
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Abbildung 5.12: rChCD40L-induzierte MHCII-Expressio n von Lymphozyten
Lymphozytensuspensionen aus Zékaltonsillen wurdémmd ohne rChCD40L-Stimulation

(0,5 pg/ml) in Kultur genommen und zu den angegebeteitpunkten die Frequenz MHCHEellen
(A) und die mittlere Fluoreszenz (B) mittels Durciszytometrie bestimmt.

Die Abbildungen zeigen jeweils Mittelwerte und Stardabweichung von 3 Tieren.

***: diese Werte sind signifikant unterschiedli¢hP<0,05 ** P<0,01; T-Test)

Abbildung 5.12 A zeigt deutlich, dass durch die @og von rChCD40L eine Zunahme der
MHCII" Zellen beobachtet werden konnte. Dies spiegeltiyteitig die Steigerung der B-
Zellzahl in diesen Kulturen wieder, da B-Zellen MHCsind. Gleichzeitig war jedoch auch
eine signifikante Zunahme der Fluoreszenzintensitit CD40L-stimulierten Ansétze im
Vergleich zu den Kontrollansatzen festzustellenAh12 B).

Um nachzuweisen, dass in diesen gemischten Lympéesyspensionen tatsachlich die B-
Zellen diejenigen Zellen sind, welche die MHCII-Eagsion auf ihrer Zelloberflache auf
rChCD40L-Stimulation hin erh6hen, wurden Doppeltapen unter Verwendung eines
MHCIl-spezifischen Antikérpers und eines gegen chig@ichteten B-Zellmarker (AV20)
durchgefuhrt. AnschlieBend wurde die mittlere Fasazenzintensitat der MHCII-Farbung der
B-Zellen miteinander verglichen. Auch in diesen &tmhen zeigte sich eine deutliche
Steigerung der MHCII-Expression in den rChCD40lwstiierten Kulturen von Milz und
Zakaltonsille mit einem signifikantem Unterschiedch 48 h (Abb. 5.13). Somit konnte

gezeigt werden, dass rChCD40L eine Zunahme an MMGIekulen auf B-Zellen induziert.
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Abbildung 5.13: rChCD40L-induzierte Erhdhung der MH ClI-Expression von B-Zellen
Lymphozytensuspensionen aus Milz und Zakaltonsilerden mit und ohne CD40L-Stimulation
(0,5 pg/ml) in Kultur genommen und jeweils nachi24nd 48 h einer Doppelfarbung mit MHCII-
und B-Zellspezifischen (chB6) Antikdrpern unterzog@d). Die Balken zeigen jeweils die mittlere
Fluoreszenz der MHCII-positiven B-Zellen (B).

Die Abbildungen zeigen jeweils Mittelwerte und Stardabweichung von 3 Tieren.

*/**. diese Werte sind signifikant unterschiedli¢hP<0,05 ** P<0,01; T-Test)

5.4.2 Sekretion von IL-6

Einen weiteren Parameter fur die Aktivierung vorlete stellt die Sekretion von Zytokinen
dar. FiUr die B-Zellen ist hierbei vor allem die 8LSekretion zu erwahnen. Diese kann
mithilfe eines Bioassays zuverldssig nachgewieserden, welcher auf der Verwendung
einer strikt IL-6 abhé&ngigen murinen Zellinie beruimd selbst geringste Mengen biologisch
aktives IL-6 detektieren kann.

Zum Nachweis der IL-6 Sekretion wurden zun&chst plyazytensuspensionen aus der Milz
angefertigt und nach dem herkbmmlichen Schema @ItCD40L stimuliert. Nach der
Gewinnung aller Proben wurde der IL-6 Assay wieeudt9. beschrieben durchgefihrt. Wie
Abbildung 5.14 A zu entnehmen ist, enthielten Zdtilkriberstande der stimulierten
Lymphozyten signifikant mehr biologisch aktives@lals die unstimulierte Kontrolle.

Um zu klaren, welche Zellpopulation fir die IL-6kBetion verantwortlich ist, wurden zum
einen aus Milzlymphozyten Makrohagen gewonnen, zwanderen gereinigte B-
Zellsuspensionen mit dem MACS-System (s.4.11) prépaDie Zellkulturiiberstande dieser
definierten Zellpopulationen wurden im Anschluss 48 h Inkubation mit rChCD40L-
Stimulation ebenfalls im Bioassay auf IL-6 getestéir die Makrophagenkulturen wurde
dartiber hinaus eine Positivkontrolle mit LPS-Stiatiain (1 pg/ml) durchgefuhrt.

Die Auswertung der Bioassays flr die Makrophagenkeh (Abb. 5.14 B) zeigt die
erwartete, deutliche Erh6hung der IL-6 SekretiochnaPS-Stimulation, allerdings konnte die
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Stimulation mit rChCD40L ebenfalls eine signifikant-6 Sekretion im Vergleich zu den
Kontrollen induzieren.

Dass auch die B-Zellen in der Lage sind, nach denufation mit rChCD40L IL-6 zu

sezernieren, konnte eindeutig durch die Analyse Ztkulturiiberstande der reinen B-
Zellkulturen gezeigt werden: wie Abb. 5.14 C zeilgl3 sich in reinen B-Zellkulturen

ebenfalls eine signifikante IL-6 Sekretion nachwais

Milz B Makrophagen C B-Zellen
A Kontrolle e«oe Kontrolle eoe Kontrolle eoe
0.9 CD40L -o 1-2’ CD40L -o- 14 CD40L o
0.8 1‘4 LPS - 1.2
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D o5 12 1.0/ . S o8
8 0.4 8 0.8 x 8 0.6
03 0.6
: .. 0.4
02 04 %'.i..
0.1 S LA LLE T = 021 = & gf; e ) 02 T T EE S I o
TTEsssdEE TTRASZEE TR A S S8
Verdunnungsstufe Verdiinnungsstufe Verdiinnungsstufe

Abbildung 5.14: IL-6-Sekretion in rChCD40L-stimulierten Kulturen

Aus den Milzen 3 verschiedener Tiere wurden jeweiligndre Lymphozyten (A), gereinigte B-

Zellsuspensionen (C) und Makrophagen (B) gewonneh mit 0,5 pg/ml rChCD40L oder ohne

Stimulation (Kontrolle) fir 48 h in Kultur genommehtr die Makrophagenkultur wurde zusétzlich
eine Stimulation mit 1 pg/ml LPS fir 48 h durchdetii Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden
jeweils die Zellkulturiiberstdnde gewonnen und inteurd.9. beschriebenen 7TD1-Assay auf IL-6
getestet.

Die Abbildungen zeigen jeweils Mittelwerte und Stardabweichung von 3 Tieren.

*f**. diese Werte sind signifikant unterschiedli¢hP<0,05 ** P<0,01; T-Test)

5.5 Etablierung von Langzeitkulturen

Alle bisherigen Ergebnisse wurden unter VerwendewsmgKurzzeitkulturen bis maximal 72 h
gewonnen. Allerdings lassen sich dadurch die Fankt der B-Zellen nur bedingt studieren.
So kénnen z.B. nach 72 h keinerlei Aussagen UleeAdiikorpersekretion gemacht werden,
da die Entwicklung von Plasmazellen mehrere Tagenspruch nimmit.

Um jedoch Einblick in die Entwicklung und ReifungrdB-Zellen zu erhalten, bedurfte es der
Etablierung eines Modells, welches es ermégliciieh solche langfristigen Untersuchungen

anzustellen.
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5.5.1 Optimierung des Zellkulturmediums

Um eine Langzeitkultur von priméren Hihner-B-Zellanerméglichen wurde zunachst eine
Verbesserung des Zellkulturmediums vorgenommen.di&sem Zweck wurden mehrere
Medien hinsichtlich der besten Uberlebensrateningteler verglichen.

In einem ersten Versuch wurden das StandardmedrRiPM(+10% FBS), RPMI mit einem
Zusatz von 5% FBS und 2% Huhnerserum, IMDM mit 1B%S sowie ein spezielles B-
Zellmedium (IMDM + 8% FBS + 2% ChSerum + 50 jtME + Insulin/Selenit/Transferrin-
Komplex) miteinander verglichen. Dafir wurden Blysghozyten, welche fast
ausschlief3lich aus B-Zellen bestehen, prapariettmait je 0,5 pg/ml rChCD40L in Kultur
genommen. Nach 24 h und 48 h wurde jeweils derdptsatz der noch lebenden Zellen
ausgehend von der eingesetzten Zellzahl bestimini.5A15 A zeigt deutlich, dass in den
Ansatzen mit Standardmedium am wenigsten lebenllienZzau finden waren, wéhrend in den
Kulturen mit B-Zellmedium deren Zahl zwischen 2drid 48 h nahezu konstant blieb.

A
Abbildung 5.15: Einfluss verschiedener

Kulturmedien auf das Uberleben von B-Zellen

Bursale Lymphozytensuspensionen wurden nach
Praparation in unterschiedlichen Medien mit jeweils
0,5 pg/ml rChCDA40L kultiviert (A). Nach 24 h und 4
wurde die absolute Zahl lebender Zellen d
20 g Auszahlen in einer Neubauer Zahlkammer bestinial
: : Ausschluss toter Zellen wurde durch eine Trypanblau
farbung erzielt.
24h 48h n=2 .
Zusatzlich  wurden auch Milzlymphozyten
Standardmedium und Bellmedium mit (B) und ohr
rChCD40L (C) in Kultur genommen und zu
angegebenen Zeitpunkten die absolutezadll lebende
B-Zellen durch die Kombination der Zahl leber
Zellen (s.0.) und der Frequenz CliEgllen bestimmt.
n=3
Die Abbildungen zeigen jeweils die Mittelwerte udid
4 - Standardabweichung.
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Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die Kedtunit Hihnerserumhaltigem Medium
tendenziell mehr lebende Zellen enthielten, aldi¢ah ohne chSerum-Zusatz.

Um auch den Einfluss auf periphere B-Zellen zu nsuiehen, wurden Milzlymphozyten
gewonnen und jeweils mit Standardmedium oder BrRZedlium mit und ohne rChCD40L-
Stimulation kultiviert. Nach 48 h und 144 h wurddr®e Zellen entnommen und die Zahl
lebender B-Zellen bestimmt. Wie in Abb.5.15 B zheseist, ist die Zahl lebender B-Zellen in
stimulierten Kulturen fir 48 h gleich, jedoch féhtre Zahl in Standardmediumkulturen nach
144 h deutlich ab. Im Gegensatz dazu ist die Abreatien lebenden B-Zellen in den Ansatzen
mit B-Zellmedium weniger deutlich ausgepragt. Auctden unstimulierten Kulturen (C) ist
ein nach 48 h ein positiver Effekt des B-Zellmedsuanf B-Zellen erkennbar.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fur die nachfaligenLangzeitkulturen das beschriebene
B-Zellmedium (BCM) verwendet.

5.5.2 Proliferation

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden nun bereitKiurzzeitkulturen untersuchte Parameter
in Langzeitkulturen bestimmt. Zur weiteren Charakierung der B-Zellproliferation wurden
jeweils Lymphozytensuspensionen aus Milz und Zakaitle prapariert, wie unter 4.3.2.2.2.
beschrieben mit und ohne rChCDA40L-Stimulation inlttu genommen und die B-
Zellfrequenz zu verschiedenen Zeitpunkten bestimimbeiden Versuchen zeigte sich eine
signifikante Zunahme der B-Zellen Uber 9 Tage hmwPaten nicht gezeigt). Daraufhin
wurden Milzlymphozyten von drei unterschiedlicheierén prapariert und durch Praparation

mit MACS jeweils eine reine B-Zellsuspension gewamn

Abbildung 5.16: rChCD40L-induzierte B-
Zellproliferation in reinen Milz-B-Zellkulturen

Aus 3 verschiedenen Milzen wurden Lymphozyten
gewonnen und mittels MACS jeweils gereinigte B-
Zellsuspensionen gewonnen. Diese wurden nach
der unter 4.3.2.2.1. beschriebenen Methode mit und
ohne CD40L-Stimulation in Kultur genommen und

Kontrolle « O-»
CDA40| =@=

=
(61
!

=
=
I

Zahl lebender B-Zellen( x10°%)

7 zu den angegebenen Zeitpunkten gezahlt. Der
Ausschluss toter Zellen erfolgte  mittels
3 Trypanblaufarbung.
Die Abbildung zeigt jeweils Mittelwerte und
e T iDraae sar e o e O o Standardabweichung von 3 Tieren.

***  diese Werte sind signifikant unterschiedlich
(* P<0,05 ** P<0,01; T-Test)
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Diese wurden in Kultur genommen und mit 0,5 pg/@h€D40L stimuliert. Nun wurden alle
drei Tage samtliche B-Zellen eines Ansatzes vonRlatte entnommen und die absolute
Zellzahl lebender B-Zellen bestimmit.

Wie in Abb.5.16 zu sehen ist, nahm die B-Zellzamlden Kontrollansatzen bis Tag 6
kontinuierlich ab, danach waren keine lebenden Bedenehr zu finden. Im Gegensatz dazu
war eine nahezu exponentielle Zunahme der Zahintidre B-Zellen in den rChCD40L-
stimulierten Kulturen zu erkennen:; an Tag 9 konm#n12x16 ca. zehnmal so viele lebende
B-Zellen gefunden werden, als zu Beginn der Ku(flmg O: 1x16). Das Vorliegen eines
organspezifischen Effekts konnte ausgeschlossedengda eine signifikante Zunahme der
B-Zellzahl Uber neun Tage auch in gemischten Lymptemkulturen der Zakaltonsille
gezeigt werden konnte (Abb. 5.17).

Diese Daten konnten zeigen, dass rChCD40L bei pentar Zugabe die Proliferation von

B-Zellen bis zu neun Tagen induziert.

25 Abbildung 5.17: rChCD40L-induzierte B-
Kontrolle . Q.. Zellproliferation der Zékaltonsille

CD40L =@= Aus Zakaltonsillen wurden Lymphozyten
gewonnen und mit 0,5 pg/ml rChCD40L in
Kultur genommen. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde die Zahl lebender B-Zellen
aus der durchflusszytometrisch bestimmten
Frequenz lebender B-Zellen (ch®®8l) und
der Zahl lebender Zellen bestimmt.

Die Abbildung zeigt den reprasentativen
Verlauf eines von 2 Experimenten.
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5.5.3 Phanotypisierung der B-Zellen

Neben der Bestimmung der Proliferationsrate wuide €hanotypisierung der B-Zellen in
den Langzeitkulturen durchgefihrt. Dazu wurde dReshe von durchflusszytometrischen
Parametern wie die ZellgréRe und die Expression woembrangebundenen sowie
zytoplasmatischen Immunglobulinen untersucht, ungliolde Hinweise auf die rChCD40L

induzierte beginnende B-Zellreifung zu erhalten.
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5.5.3.1 GrolRenzunahme

Der erste untersuchte Parameter war die GrofRe déenZin den Langzeitkulturen. Die
GroRenzunahme der B-Zellen spiegelt dabei die Ektung von kleinen, ruhenden
Lymphozyten zu grol3en, aktivierten Lymphoblasteedst.

Dazu wurden gereinigte B-Zellen wie unter 4.3.2.2eBchrieben in Kultur genommen, mit
0,5 pg/ml rChCDA40L stimuliert und die Zellgré3eea Tage mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. Abb.5.18 zeigt den Verlauf der GréReneriiyng der B-Zellen: an Tag 0 bestand
die B-Zellpopulation zu ca. 75% aus kleinen Zellin,weiteren Verlauf zeigte sich jedoch
eine sprunghafte Grol3enzunahme des Grol3teils d&ll&a (90,06%) bis hin zu einer mit

97,66% nahezu ausschliel3lich aus Lymphoblasteelb@stien Zellpopulation an Tag 12.

Abbildung 5.18: Zunahme der ZellgréRe in

4 7415 Langzeitkulturen
Tag 0 Nach der Gewinnung von Milzlymphozyten
wurden diese nach der unter 4.3.2.2.2
E P 25,85 beschriebenen Methode mit 0,5 pg/ml rChCD40L

in Kultur genommen und zu den angegebenen

Zeitpunkten wurde die ZellgréRe mittels FACS
Tag 6 bestimmt.

Die Abbildung zeigt die Kinetik der Entwicklung

der Zellgroflie von Lymphozyten eines Tieres.

Granularitéat (SSC)

Tag 12

v

ZellgroBe (FSC)

5.5.3.2 Oberflachenmarker

Aus dem Maussystem ist bekannt, dass sich versamgeBntwicklungsstadien der B-Zellen
durch die Expression verschiedener Oberflachenmar&reeinander unterscheiden lassen.
Um festzustellen, ob sich durch die Stimulation r@hCD40L ebenfalls Unterschiede in den
Expressionsmustern der B-Zellen feststellen lasserden Milzlymphozyten fiir 18 Tage mit
0,5 pg/ml rChCDA40L kultiviert und zu den angegelmedeitpunkten im Durchflusszytometer
untersucht. Dafir wurde einerseits eine Einfachfidgomit dem B-Zellmarker AV20, welcher
chB6 erkennt, andererseits eine Doppelfarbung flembrangebundenes (sigM) und
zytoplasmatisches (clgM) IgM durchgefthrt (s. 45)0.
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Abbildung 5.19: Phanotypisierung von Milz-B-Zellenin Langzeitkulturen mit rChCD40L
Milzlymphozyten wurden wie unter 4.3.2.2.2 besdbeie mit jeweils 0,5 pg/ml rChCD40L in Kultur
genommen und zu den angegebenen Zeitpunkten auExgieession verschiedener B-Zellmarker
untersucht. Dazu wurden die Zellen mit den fir aigegebenen Oberflaichenmarkern spezifischen
Antikérpern einer Einfachfarbung (chB6) bzw. ei@ppelfarbung (slgM/clgM) unterzogen und die
Frequenzen im Histogramm dargestellt. Die unteffieaen Linien zeigen die Isotypenkontrolle der
Féarbung, die durchgezogenen Linien geben jeweis d#ir Beschriftung entsprechende Farbung

wieder.

Gezeigt ist ein reprasentativer Verlauf der Phgmstgrung fur ein Huhn.

chB6 sigM clgM
Kontrolle CD40L Kontrolle CD40L Kontrolle CD40L
31,8 31,8 31,7 31,7 8,9 8,9
Tag 0
(+/- 8,6) (+/- 8,6) (+/- 3,9) (+/- 3,9) (+/-0,9) (+/-0,9)
8,7 39,8 17,1 83,5 30,1 92,6
Tag 6
(+/- 5,6) (+/- 23,0) (+/- 12,0) (+/- 17,4) (+-7,3) (+/- 6,8)
Tagl2 ) 28,6 ) 50,8 ) 77,7
(+-17,9) (+/- 30,7) (+-9,2)
Tag 18 ) 25,5 ) 23,3 ) 84,4
(+/- 15,7) (+/- 13,3) (+/- 10,7)

Tabelle 6: Phanotypisierung der B-Zellen in Langzekulturen
Die B-Zellen von 3 Tieren wurden fur 18 Tage in mlgenommen und mit rChCD40L stimuliert

(s.0.), als Kontrolle dienten unstimulierte KultareZu den angegebenen Zeitpunkten wurden die
Frequenz der jeweils genannten Marker im Durchiyigsneter bestimmt.
Die Tabelle zeigt die Mittelwerte und Standardalmangen von 3 Tieren.
- . es konnten keine lebenden Zellen nachgewieszdem
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Abb. 5.19 zeigt, dass an Tag 0, ausgehend von #iiteden B-Zellfrequenz von ca. 20%,
alle frisch praparierten B-Zellen chB6 und IgM #ufer Zelloberflache (silgM) exprimierten,
wahrend die zytoplasmatische Farbung auf IgM (clgieativ war. Dieses Bild anderte sich
jedoch nach sechs Tagen: die B-Zellen lieRen sigchnoch zu einem Bruchteil mit dem
chB6-Antikorper anfarben, wéhrend sie alle weiterlmnembranstandiges IgM exprimierten.
Zusatzlich wiesen alle diese B-Zellen nun auch@gsmatisches IgM auf. Bis Tag 12 liel3en
sich aul3er einer weiteren Abnahme der chB6-Exmmeskeine weiteren Veranderungen
beobachten. An Tag 18 jedoch konnte auch eine Abhealles membranstédndigem IgM
beobachtet werden, wahrend die zytoplasmatischeHgptession weiterbestand.

Ausgehend von diesen Daten lasst sich eine deatMdranderung des Expressionsmusters
von B-Zellen durch rChCD40L darstellen. Dartiberabis konnte gezeigt werden, dass fur die
Detektion von B-Zellen in diesen Kulturen die Bestiung des zytoplasmatischen IgM der
einzige aussagekraftige Marker darstellt, da diasstschen B-Zellmarker chB6 und
membranstandiges IgM nach 12 bzw. 18 Tagen niclitr maf allen B-Zellen exprimiert

werden.

5.5.4 Stimulation der Antikorperproduktion

Die Hauptfunktion der B-Zellen ist die Produktiompegifischer Antikorper. Aus dem
Mausmodell war lange bekannt, dass eine Stimulatioh CD40L in der Lage ist, den
Klassenwechsel und die Produktion spezifischer kdnger in vitro zu induzieren.
Vergleichbare Experimente konnten fir das Huhndisticht durchgefihrt werden, da die
primaren Huhner-B-Zellen nur bis zu 72 h in Kulgehalten werden konnten und in dieser
Zeit keine sinnvollen Untersuchungen zu der Anfilgiproduktion mdglich waren.

Durch die Etablierung von Langzeitkulturen war as rmdglich, auch solch komplexe
Mechanismen zu untersuchen. Da das Medium fir dfedteiren jedoch Huhnerserum und
damit Antikdrper enthielt, konnte die Produktionspezifischer AntikOper nicht genauer
untersucht werden. Um dennoch Daten zur CD40L-idten Antikorperproduktion zu
erhalten, wurde ein System zur Detektion spezi@schntikorper gegen KLH (eyhole

limpet hemocyanin; ein in der Immunologie haufig verwendetes Antigaufgebaut.
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5.5.4.1 Generierung eines Standards fir den anti-KH-spezifischen ELISA

Um einen Standard fir das KLH-spezifische Testsyste generieren, wurden Hihner mit
KLH immunisiert und sowohl ein polyklonales Serueggn KLH fiir den IgM-Standard, als
auch gereinigtes Dotter-1gG fur die VerwendungSiendard in anti-lgG-ELISAs gewonnen.

5.5.4.1.1 Gewinnung des polyklonalen Serums gegeibiK

Nach der Entnahme des Praimmunserums wurden zuriaebisHuhner der Linie LSL nach
dem unter 4.4. beschriebenen Schema mit KLH imnemisZwei Wochen nach der letzen
Immunisierung wurde den beiden Tieren erneut Bhgtemommen und das Serum gewonnen.
AnschlieBend wurde das Serum im KLH-spezifischenSBL (s. 4.8.3.) getestet. Wie
Abb.5.20 zeigt, konnte im Praimmunserum nur einnger Titer an unspezifischem IgM
gefunden werden, wahrend das Immunserum bei einsgangsverdinnung von 1:20 einen
ca. dreifach hoéheren IgM-Titer aufwies. Somit wat dem Serum der immunisierten Tiere
ein geeigneter Standard etabliert, welcher ideasavmit einer 1:20 Ausgangsverdinnung

verwendet wurde.

Abbildung 5.20: KLH-spezifische IgM-Titer
in Immun- und Praimmunseren

Zwei Hihner wurden nach dem unter
beschriebenen  Schema mit K
immunisiert. Das vortre abgenommer
Praimmunserum sowie das 14 Tage |
der letzten Immunisierung gewonn:
Serum wurde anschlieBend im KLH-
spezifischen ELISA in ein
Ausgangsverdinnung von 1:20 auf |
getestet.

Dargestellt sind die Mittelwerte von
Huhnern.

OD 450nm

Verdiinnungsstufe

- Immunserum *Oe  Praimmunserum

5.5.4.1.2 Gewinnung von gereinigtem anti-KLH-1gG

Zwei Wochen nach der Booster-immunisierung wurdenHlihner einzeln aufgestallt und

ihre Eier Uber eine Woche gesammelt. Anschlie3emdieviiber eine Proteinfallung (s. 4.5.)
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das enthaltene Dotter-IlgG aufgereinigt und im SD&b &if seine Reinheit getestet. Danach
wurde die ideale Konzentration des gereinigten &dgG fur den Einsatz im anti-KLH-
ELISA ermittelt. Wie aus Abbildung 5.21 ersichtligt, wurde fir die ideale Konzentration

zur Verwendung im ELISA eine Ausgangsverdiinnung &9 bestimmt.

0,6
— B - anti-KLH-1gG 1:10
0,5
—&k— anti-KLH-1gG 1:50
0,4

03 - o @+ anti-KLH-IgG 1:500

OD 450nm

0,2

0,1

0,0 e e e L A B S
1 23 45 6 7 8 9101112

Verdiinnungsstufe

Abbildung 5.21: Titrationskurve des gereinigten, KLH-spezifischen Dotter-1gG

Die Eier der unter 4.4 beschriebenen Hihner wufdereine Woche gesammelt und das 1gG wie
unter 4.5. beschrieben aufgereinigt. AnschlieBenddes das gereinigte Dotter-IgG im KLH-
spezifischen ELISA auf KLH-spezifisches IgG geteste

Gezeigt sind die Titrationskurven verschiedenergamgiskonzentrationen.

5.5.4.1.3 Einfluss von rChCD40L auf die Antikorperpoduktion in vitro

Nach der Generierung des Standards fir den anti-ELKPA wurden drei weitere Hiuhner
der Linie M11 mit je 100 ng KLH/kg Kérpermasse iimmunisiert und sechs Tage nach der
Immunisierung geschlachtet. Die Milzen wurden entnen, die daraus préparierten
Lymphozyten in Kultur genommen und mit rChCD40Lnsiliert. Zusétzlich wurden auch
Kulturen ohne das Zytokin angesetzt. Als Negatitkale dienten Lymphozytenkulturen
eines nicht immunisierten Huhnes, welche ebenfaltsund ohne rChCD40L-Stimulation in
Kultur genommen wurden.

Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden je 250 pZelaulturiiberstandes enthommen und
sofort bei -20° C bis zur weiteren Verwendung efrggen. Um den Gehalt an KLH-
spezifischen Antikorpern in den Uberstanden zuiimesen, wurden diese im anti-KLH-
ELISA getestet. Zum Vergleich der Antikorpertiter unde jeweils die sechste
Verdunnungsstufe verwendet. Um die Interassayvarianszugleichen, wurde auf jeder
ELISA-Platte der jeweils der unter 5.5.4.1.1. urfel4.1.2. beschriebene Standard mitgefuhrt.
Im Anschluss an die Messung wurde die optische tBicler jeweils sechsten Verdinnung
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des Standards miteinander verglichen und ausgehed der niedrigsten OD der
Plattenfaktor fur jede Platte errechnet. Dieser dguanschlieRend dazu verwendet, die
optischen Dichten der Proben auf den Standard mualisieren.

Wie zu erwarten war, konnte in den Zellkultiberd&imdes nicht immunisierten Kontrolltiers

zu keinem Zeitpunkt ein KLH-spezifischer Antikorptar nachgewiesen werden (Daten nicht

gezeigt).
IgM 19G
18 [ - rChCD40L 25 . 1 -rChCD40L
© | + rCHCD40L sk I + (CHCDA40L
2,0 4 *%
e 14 - S
S S
2 10 - e 151
[a) [a)
O * o 1,0 .
0,6 -
0,5 +
0,2
0,0
Tag 4 Tag 6 Tag 12 Tag 4 Tag 6 Tag 12

Abbildung 5.22: Induktion KLH-spezifischen Antikorp ertiter KLH-immunisierter Hilhner

Nach der Gewinnung primarer Milzlymphozyten von BHimmunisierten Tieren wurden die Zellen
fur zwolf Tage mit und ohne rChCD40L in Kultur gemmen. Zu den angegebenen Zeitpunkten
wurde der Zellkulturiberstand abgenommen und im pidzifischen ELISA auf KLH-spezifische
Antikérper getestet. Die Diagramme zeigen jeweiésaptische Dichte der 6. Verdinnungsstufe; Um
die Interassayvarianz auszugleichen, wurden die @sils auf die niedrigste OD des gemessenen
Standards der gleichen Verdiinungsstufe korrigiert.

Die Abbildung zeigt die Mittelwerte und Standarda&iwhungen von 3 Tieren.

***: diese Werte sind signifikant unterschiedli¢hP<0,05 ** P<0,01; T-Test)

Abb. 5.22 zeigt, dass fir die immunisierten TiereTag 4 keinerlei Unterschied zwischen
den stimulierten und den unstimulierten Anséatzekemmbar war. Der Titer fur KLH-
spezifisches IgM blieb fur die unstimulierten Ars&bis Tag 12 konstant, wahrend der Titer
in den rChCD40L stimulierten Kulturen signifikamstieg. Fur IgG zeigte sich ein anderes
Bild: hier nahm der Titer der spezifischen Antikérpdurch die 1:2 Teilung der
Kontrollkulturen kontinuierlich ab, wohingegen dléter der stimulierten Ansatze konstant
blieben und an Tag 12 signifikant hoher lagendasder Mediumkontrolle.

Somit konnte eine signifikante Erhdhung der KLH&pschen Antikorpertiter sowohl fur
IgM als auch fir IgG durch die Zugabe von rChCD4QLden Zellkulturen immunisierter

Tiere gezeigt werden.
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5.5.4.1.4 Klassenwechsel

Neben der Produktion von Antikdrpern und den OBeHenmarkern wurde auch der Isotyp
der B-Zellen in Langzeitkulturen untersucht. Dazur@en Milzlymphozyten mit rChCD40L
in Kultur genommen und zu den angegebenen Zeitpunkt einer Doppelfarbung auf ihren
Isotyp hin getestet. Abb. 5.23 zeigt die Ergebnfssalie zytoplasmatische Farbung aus zwei
unterschiedlichen Ansatzen: wahrend der Anteil [g#sitiver Zellen unverandert bleibt, ist
eine deutliche Zunahme der 1§Gellen an Tag 9 zu beobachten. Die FrequenZz'Igbllen

bleibt im Vergleich dazu wahrend der gesamten gaitae konstant.

Abbildung 5.23: Frequenz der B-Zellisotypen

in Langzeitkulturen

Milzlymphozyten von 2 Tieren wurden fur 9
Tage mit 0,5 pg/ml rChCD40L kultiviert und zu
den gezeigten Zeitpunkten durch eine
Doppelfarbung auf membrangebundenes und
zytoplasmatisches IgA, IgM und 1gG im
Durchflusszytometer auf ihren Isotyp des
B-Zellrezeptors hin getestet.

Die Balken zeigen jeweils den Mittelwert von 2
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6 Diskussion

Lange Zeit wurde angenommen, dass bei Mensch ung iawonnene Erkenntnisse uber
die Entwicklung und Funktion von T-und B-Zellen amfisere Haussaugetiere Ubertragen
werden konnen, wahrend die beim Huhn beschriebdmeteutenden Unterschiede in
essentiellen Punkten der B-Zellentwicklung als Aalmene angesehen wurden. Arbeiten der
letzten Jahre konnten jedoch zeigen, dass diesse$d® bei Schaf, Rind und Schwein den
beim Huhn beschriebenen wesentlich &hnlicher s, denen der Maus und ebenso wie
beim Huhn in darmassoziierten lymphatischen Gew@&LT, ,gut associated lymphatic
tissue®) stattfinden. Hierauf basierend setzt siehMeinung durch, dass die Entwicklung des
B-Zellsystems beim Huhn vielmehr die Regel als Aisnahme darstellt und das Huhn das
am besten charakterisierte Modelltier fur die segeten GALT-Spezies bildet. Die bisher
gewonnen Einsichten in die Hihner B-Zellentwickluragieren vor allem auf drei Ansatzen:
Viele Daten konnten durch molekularbiologische Whren gewonnen werden, wofiur als
Grundlage seit langerem umfangreiche EST-Datenlamkenen. Seit im Jahr 2004 die
gesamte Sequenz des Huhnergenoms als erstes GamemHaustierspezies veroffentlicht
wurde, wurde diese Mdglichkeit um ein Vielfachew@itert [251]. Auch wenn noch wenig
Uber die einzelnen Gene bekannt ist werden sowashHiihnergenom als auch die bisherigen
EST-Datenbanken Ausgangspunkt fir weitere Untersugdn sein. So kann nun umfassend
nach verschiedenen Genen gesucht werden, um weiteoéicke in verschiedenste Aspekte
der Biologie des Huhns zu erlangen. Jedoch kdnirese dntersuchungen nur Vermutungen
Uber die biologischen Funktionen vivo liefern. Eine Bestatigung dieser Ergebnisse muss
weiterhin durchn vitro undin vivo Experimente erfolgen.

Zwei weitere Ansatze wurden verwendet, um spezel B-Zellbiologie des Huhns zu
studieren.

Zum einen wurden Chiméren aus Hihnern und Wackiinendet, die vor allem eine Reihe
wichtiger entwicklungsbiologischer Erkenntnisseradhten. So konnten in diesen Modellen
z.B. die Herkunft lymphatischer Stammzellen undedeMigration [39, 252] sowie die
Ontogenese lymphatischer Organe, allen voran desaBuintersucht werden [253]. Uber die
weitere Entwicklung der B-Zellen konnte dieses Mbgiloch ebenfalls keine zuséatzlichen
Erkenntnisse liefern.

Mit der Generierung der bursalen B-Zellinie DT40elehe auch fur die Forschung im

Rahmen des Mausmodells héaufig eingesetzt wird, ngelas, neue Einblicke in die
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Mechanismen der B-Zellreifung zu erlangen. Ein bdsoer Schwerpunkt lag hierbei bei der
Generierung der Diversitat und Antigenspezifitatotiu,DNA-Editing' [62]. Ein wichtiger
Vorteil dieses Modells ist neben der einfachen Malation der Erbinformation vor allem die
Moglichkeit, Hihner-B-Zellen Uber langere Zeit irulkur zu halten. Dies war bisher fur
primare Hiuhner-B-Zellen nicht mdglich, da dieseeirivalb kirzester Zeit nach der Entnahme
in Kultur in Apoptose gehen.

So geeignet das DT40-Modell fur viele molekularbg$che Fragestellungen war, so kritisch
sind die in dieser Zellinie gewonnen Ergebnissedi@ér B-Zellreifungin vivo zu betrachten,
da z.B. nicht bekannt ist, ob die Anzahl und dienlitédt der aktivierten Genen denen
primarer B-Zellen entspricht, oder ob zusatzlicren&artifiziell aktiviert sind und somit die
im DT40-Modell erzielten Ergebnisse Artefakte deltenh. Aus diesem Grund war es nétig,
ein Modell zu etablieren, mit dem man in der Lagg auch primare Huhner-B-Zellen fur
langere Zeit in Kultur halten zu kénnen, um dievidoklung tber einen langeren Zeitraum
studieren zu konnen, da auch durch eine optimalenug&tion mit rChBAFF die
Lebensspannia vitro nur unwesentlich verlangert werden konnte [121].

Durch die Verwendung von rChCD40L war es nun ermadglich, primare Huhner-B-

Zellen bis zu drei Wochen in Kultur zu halten uredeth Entwicklungn vitro zu studieren.

6.1 CD40 Expression

Um ein funktionell aktives System zu untersuchemssnzunéchst die Expression beider
Aktionspartner, in diesem Fall von chCD40 und chGD4ekannt sein. Durch Tregaskes et
al. konnte bereits gezeigt werden, dass chCD40logrmdem Saugersystem auf aktivierten
CD4" und CD8 T-Zellen exprimiert ist und somit als kostimulasshes Molekiil im Huhn
existiert. Bezuglich der Expressionsmuster von chiCkonnten erste Untersuchungen
zeigen, dass vornehmlich B-Zellen in verschiedega®en CD40 sind. Darliber hinaus
konnten Monozyten und Thrombozyten als chCD40L-bntke Zellen identifiziert werden
[123]. Wéhrend diese Daten mittels einer FarburgyateCD40L-mouseCD8 Fusionsproteins
erstellt wurden, wurde die Expression von chCD40Rahmen dieser Arbeit mithilfe der
Durchflusszytometrie unter Verwendung des anti-cACBntikdrpers AV79 fur Leukozyten
in allen relevanten Lymphorganen durchgefiihrt. Zier es, einen umfassenden Uberblick
Uber die chCD40-Expression sowohl innerhalb veestdmer Zellpopulationen als auch

verschiedener Entwicklungsstadien zu erlangen.
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6.1.1 B-Zellen

Tregaskes et al. zeigten, dass die B-Zellpopulatiorder Bursa, der Milz und im Blut
vollstandig CD40ist. Davon ausgehend konnte in der vorliegenderei\dezeigt werden,
dass dies auch fur B-Zellen der Zakaltonsillen ded Thymus zutrifft. Damit sind alle B-
Zellen ungeachtet des Organs und damit moglicheenvauch des Entwicklungsstadiums als
CD40" charakterisiert, was sich mit den Ergebnissen imusdystem deckt. Eingehende
Untersuchungen der CD40-Expression konnten dorgjierei dass der Rezeptor bereits
schwach ab dem Pre-B-Zellstadium im Knochenmarkriedert ist und wahrend der B-
Zellentwicklung die Molekuldichte konstant zunimf@54]. Dariiber hinaus lasst sich kein
Unterschied in der CD40-Expression zwischen B-zZelienger und alter Individuen
feststellen [255]. Durch die Arbeit von Hirano &tkonnte erstmals die CD40-Expression in
einer GALT-Spezies, in diesem Fall dem Rind, unteins werden: sowohl in ruhenden als
auch in aktivierten aus dem Blut gewonnene B-Zekennte CD40 als Transkript mittels
PCR nachgewiesen werden [112]. Eine genauere Wistaxag der CD40-Proteinexpression
auf B-Zellen in GALT-Spezies wurde beim Schwein tel# durchflusszytometrischer
Untersuchungen durchgefiihrt: auch hier waren alleZelBen aus verschiedenen
lymphatischen Organen durchweg CD4Der dort fehlende Nachweis CD40 exprimierender
B-Zellen im Thymus kann darauf zuriickgefiuihrt werdgsss im Vergleich zu den in dieser
Arbeit verwendeten Thymuspraparationen ein Altelesischied bestand und damit keinerlei
B-Zellen in diesem Organ zu finden waren [256].

Die bereits bekannten Daten Uber das CD40-CD40keBysin GALT-Spezies zeigen
deutliche Ahnlichkeiten mit den in dieser Arbeit fias Huhn gewonnen Ergebnissen. Somit
bestétigen diese Daten die Rolle des Huhns als Middelie GALT-Spezies.

6.1.2 T-Zellen

Erste Doppelfarbungen gegen CD40 mit dem Pan-Trigeker CD3 zeigten
uberraschenderweise, dass neben den B-Zellen &elkleine Subpopulation von CDJ-
Zellen CDA40 ist. Im Vergleich dazu waren alle bisher untersechT-Zellpopulationen im
Huhn negativ [123]. Genauere Untersuchungen ergalaem, dass sowohl fur CD4T-
Helferzellen als auch fir CD8zytotoxische T-Zellen CD40Subpopulationen gefunden

werden konnten, deren Anteil sich fiir Milz und Zésasillen zwischen 9,7% und 16,1% der
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T-Zellen bewegt. Im Vergleich dazu ist der AnteD@" T-Zellen im Blut und im Thymus
mit ca. 3% wesentlich geringer. Am deutlichstergisich diese Beobachtung in der Bursa:
hier stellen CD40T-Zellen den Hauptanteil der zahlenmaRig sehmkieiT-Zellpopulation
in diesem Organ dar, was zusammen mit der CD40dsspn der B-Zellen eine Rolle fur
das CD40-CD40L-Sytem in der Bursa bestatigt.

Generell ist wenig Uber die Expression und Funktion CD40 auf T-Zellen bekannt. Studien
im Maussystem konnten bisher nur eine kleine CDB@ellsubpopulation identifizieren.
Ausschlie3lich im Zusammenhang mit Autoimmunkrariémeund nach Antigenstimulierung
konnte eine erhohte Anzahl CD40 exprimierender Tede gefunden werden, deren
Expression jedoch deutlich geringer war, als diggkegchbarer B-Zellen [257, 258].
Bezuglich der Funktionen wurde schon frih posttylidass CD40L auch fir periphere T-
Zellen als Wachstumsfaktor und Differenzierungsfaldient, was in letzter Zeit bestétigt
werden konnte [181, 182] Neuere Studien stellenemudiie Hypothese auf, dass die
Generierung von CD8Memory-T-Zellen analog den B-Zellen durch CD4-Elitlirekt tiber
das CD40-Molekul vermittelt wird [258, 259]. Diesrdrdurch die Beobachtung untermauert,
dass eine DNA-Vakzine mit dem Gen fur CD40L zu eimeutliche Steigerung der
zytotoxischen Aktivitat der Zweitantwort fiihrte [@6 Eine mogliche Funktion des CD40-
CD40L-Systems fiir CD8T-Zellen konnte auch fiir das Rind bestehen, dawdeschiedene
CD8" T-Zellinien nach Stimulation CD40 cDNA exprimienteind daher potentielle CD40-
exprimierende Zellen darstellen. Neben der Genergrvon Memory-T-Zellen wére auch
eine Steigerung der Anzahl antigenspezifischeredetiurch eine homo- oder heterotype
Aggregation der Zellen durch einen CD40-CD40L vétgiten Zellkontakt denkbar [261].
Somit konnten sowohl fir das Maussystem als auchdi@ GALT-Spezies mdgliche
Funktionen der CD40-Expression auf T-Zellen aufggzeverden, welche durch die
Identifizierung von CD40 Subpopulation in CD4und CD8 T-Zellen des Huhns weiteren
Zuspruch erhalten.

Innerhalb der CD40T-Zellsubpopulationen des Huhns ist vor allem rié ca. 50% relativ
groRe CD40 CD4" T-Zellpopulation der Bursa bemerkenswert, da \@dhbares bisher
nicht beschrieben wurde. Die Entwicklung der B-Zellin der Bursa von zwei Dingen
abhangig: einerseits ist die Aufnahme externer geme in die Bursa essentiell, da eine
Ligation der Bursa und damit der Unterbindung detigenaufnahme zu einer erheblicher
Verzdgerung der B-Zellreifung und einer Immunsuppi@n fuhrt [50]. Zum anderen konnte
gezeigt werde, dass auch den T-Zellen eine weskatihufgabe in der B-Zellentwicklung

zukommt, da eine vollstandige Rekonstitution deaptigen Immunantwort in thym- und
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bursektomierten Hihnern durch ausschliel3liche BgZbe nicht erreicht werden konnte [56].
Demnach scheint auch in der Bursa eine B-T-Zellakigon fir die B-Zellreifung
mitverantwortlich zu sein und legt in diesem Zusanhang eine essentielle Funktion fur das
CD40-CD40L-System nahe. Bestarkt wird diese Thesehdverschiedene Beobachtungen in
den Bursaaquivalenten weiterer GALT-Spezies: Zumerekonnte fur immature B-Zellen der
Peyerschen Platten des Schafs, gezeigt werden,diadd/eiterentwicklung immaturer B-
Zellen tatsachlich abhéngig von CD40L ist, da sdwadrschiedene Rezeptoren reguliert
wurden, als auch antiapoptotische und proliferaiffekte zu beobachten waren [262]. Zum
anderen konnten erganzend dazu ausschlie3lichiexkéivl -Zellen die Apoptose immaturer
B-Zellen des Schweins verhindern. Dieser Effekt3liesich fir das Schwein
konsequenterweise auch mit I6slichem bzw. membiangienen CD40L wiederholen. Beide
Arbeiten zusammen zeigen deutlich, dass dem meméibamden CD40L der T-Zellen eine
essentielle Rolle in der Entwicklung der B-Zellatkammt. Weiterhin konnte fir eine bovine
CD4" T-Zellinie eine Induzierung der cDNA Synthese D40 nach Stimulation gezeigt
werden, was zumindest die Moglichkeit einer physigchen CD40-Expression auf CDB-
Zellen nahe legt und somit die im Huhn gewonnereDdtestétigt. Eine denkbare Funktion
der CD40-Expression auf T-Zellen kénnte somit inmidtick auf das CD40-CD40L-System
im Rahmen einer Autoregulation zu finden sein [268] allerdings kaum weitere Daten Uber
die CD40-Expression auf CD4T-Zellen existieren, konnen weitere Untersuchungem

Huhn als Modell fir die GALT-Spezies diese Hypothpsifen.

6.1.3 Myeloide Zellen

Um ein unfassendes Bild Uber die Verteilung von CDdnerhalb des Immunsystems zu
erlangen, wurden zusatzlich auch Zellen der myeloigeihe auf inre CD40-Expression hin
untersucht. Die Ergebnisse bestatigen bereits nddr@e Daten der Saugerliteratur, welche
Monozyten und Makrophagen als CD4®eschreiben [187]. Dies konnte im Huhn
unabhangig sowohl fir Monozyten/Makrophagen derzMihd des Blutes gezeigt werden.
Darlber hinaus war es analog dem Saugersystemahggine erhohte CD40-Expression in
Milz-Makrophagenkulturen durch LPS zu induziere64R Dies weist auf eine dem Sauger
vergleichbare Rolle des CD40-CD40L-Systems innértagdr angeborenen Immunantwort

beim Huhn hin.
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6.2 Biologische Funktionen

Nachdem gezeigt werden konnte, welche Zellen imrHGID40 exprimieren, wurde eine
Reihe von in vitro Versuchen mit primaren Huhnerlymphozyten durchgeflHierbei
wurden die Zellen gezielt mit rChCD40L stimuliewtn Einblicke in die Funktionsweise des
CD40-CD40L-Systems des Huhns zu erlangen.

6.2.1 Uberleben

Zunachst wurde in Kurzzeitkulturen getestet, ob GDHOL Auswirkungen auf die

Uberlebensrate von B-Zellen hat.

6.2.1.1 B-Zellen

Durch Tregaskes et al. konnte bereits ein dosisaiér, positiver Effekt auf das Uberleben
von Milz- Zellen durch Zugabe von rChCD40L nachgesein werden, daher wurden
Lymphozytensuspensionen verschiedener lymphatiscbeggane mit CD40L in Kultur
genommen und die B-Zellzahl bestimmt. Dabei koreitee signifikante Verlangerung der
Lebensspanne der B-Zellen beobachtet werden, dieKiilturen der Milz und der
Zakaltonsillen in einer konstanten B-Zellzahl réisule. Im Gegensatz dazu war in bursalen
Kulturen eine sukzessive Abnahme der Zahl lebeBdgellen zu beobachten. Im Vergleich
zu den Kontrollgruppen war jedoch auch hier eigmifkant hohere Zahl lebender B-Zellen
zu finden.

Die Tatsache, dass CD40L ein potenter B-Zelluberefaktor ist, wurde schon frih fur die
Maus beschrieben. Spater wurde das komplexe Zusasmiet verschiedenster Signale an B-
Zellen weiter erforscht und brachte zusatzlicheeBriknisse Uber pro- und antiapoptotische
Signalwege. So konnte z.B. eine erhohte Fas-Expresauf B-Zellen nach CD40L-
Stimulation beobachtet werden, welche aktiviertédlen empfanglich fur Fas-L-induzierte
Apoptose macht, die jedoch durch die Stimulatios BeZellrezeptors aufgehoben werden
kann [205, 265]. Dies stellt somit einen wirksant&ehutz gegen ,zufallig* durch CD40L
aktivierte B-Zellen dar, welche eine unerwinscimenuinreaktion auslésen kénnen. Bei den
vorliegendenin vitro Experimenten kommt dieser Effekt der Fas-abhangigeoptose
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anscheinend nicht zum tragen, da hier eine deetliSkeigerung der Uberlebensrate zu
beobachten war. Dies erklart sich dadurch, dassOC34lbst in der Lage ist, Fas-induzierte
Apoptose durch eine NkB-abhéngige Induktion von antiapoptotischen Molekidler BCL-
2-Familie (Bcl-x, Bfl-1) zu verhindern [266]. Zugidith existiert ein NReB-unabhangiger,
schneller Weg, der die Zeit bis zde novoSynthese der BCL-2 Proteine uberbrickt und tGber
eine TRAF6-abhéngige Signaltransduktion die Aktumeg der Caspase 3 verhindert [267].
Damit kann in dauerhaft mit CD40L stimulierten Kukn die Apoptose durch Fas verhindert
werden. Interessanterweise lasst sich in den rCIRCHA vitro-Kulturen in den ersten 24 h
ein Absterben der B-Zellen nicht géanzlich verhimjexas vermuten lasst, dass der TRAF6
abhangige Weg im Huhn mdglicherweise nicht existentEine weitere Erklarung fur dieses
Phanomen kodnnte in der Induzierung von Apoptosehddie Praparation der Lymphozyten
liegen. Eine Bestimmung der antiapoptotischen Faktmach chCD40L Stimulation ist hier
sicherlich der nachste Schritt in der Charaktensig der CD40-CD40L Systems im Huhn,
vor allem nachdem eine minimale konstitutive Expi@s von CD40L auf CD4T-Zellen
eine Rolle fur die B-Zellhomo6ostase nahe legt [154]

Dass dieser antiapoptotische Effekt stark vom jkegex Aktivierungsstatus und der
Differenzierung der B-Zelle abhangig ist, wurdedar Saugerliteratur bereits beschrieben
[233]. Die im Huhn gewonnen Erkenntnisse fur buedaimphozytenkulturen scheinen diese
These zu bestétigen, da in diesen Kulturen die Agsapdurch chCD40L nicht verhindert
werden konnte, allerdings gelang es, eine vierfaidhere Anzahl an lebenden B-Zellen zu
erhalten. Dies deckt sich mit Erkenntnissen Ubenature B-Zellen aus porzinen und ovinen
Peyerschen Platten: Stimulation vionvitro Kulturen dieser B-Zellen mit CD40L konnte die
Apoptose ebenfalls nicht vollstandig verhinderreraings konnte eine Uberlebensrate von
ca. 50% (Schaf) bzw. eine Erhéhung der Uberleb@msia den Faktor 2 beobachtet werden
[262]. Dartiber hinaus konnte fir das Schwein eimitere Steigerung der Uberlebensrate
durch membrangebundenen CD40L auf das Vierfacheudstimulierten Kontrollansatze
erzielt werden [268]. Zusétzlich konnten Griebelaktfur immature B-Zellen des Schafes
zeigen, dass eine CD40L-Stimulation alleine zwahniausreichend ist, um diese Zellen
langfristig in Kultur zu halten, aber die Stimutatimit CD40L essentiell notwendig ist, um
die B-Zellen fur die Effekte weiterer Zytokine erdpglich zu machen, welche zusammen mit
CDA40L fur die weitere Entwicklung zustandig sind$2 Somit scheint es wahrscheinlich,
dass auch bursale B-Zellen weitere Signale erhaftéssen, um deren Apoptose vollstandig

zu verhindern.
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6.2.1.2 T-Zellen

Neben dem Effekt auf B-Zellen wurden auch Milz-Ti&e auf CD40L vermittelte Effekte
untersucht, da sich in durchflusszytometrischen etsnichungen eine kleine CD40
Population finden lie3. Im Gegensatz zu der B-Adllzkonnte sowohl unter CD40L
Stimulation als auch in der unstimulierten Kon&okine kontinuierliche Abnahme der
Anzahl lebender T-Zellen beobachtet werden, wolesi Effekt in CD40L substituierten
Ansatzen starker ausgepréagt zu sein scheint.

Fir das Maussystem gibt es bisher wenige Daten @bd0” T-Zellen, jedoch konnten auch
hier CD40 exprimierende T-Zellen, vorwiegend incaummunreaktiven Mausen, gefunden
werden. Weitere Untersuchungen mit diesen Zellemesonit CD40-transfizierten T-Zellen
zeigten eine kostimulatorische Funktion fur CD4@o konnte sowohl eine gesteigerte
Expression von Oberflachenmolekilen wie ICAM-1 algh die Produktion verschiedener
Zytokine gezeigt werden [182]. Auch die von Armiagt al. beobachtete Proliferation nach
CD40L-Stimulation konnte nur in CD3- oder PHA-aliiten T-Zellen gezeigt werden [181].
Demzufolge scheint CD40L fir T-Zellen eine aussdbich kostimulatorische Funktion
zuzukommen, da CD40L-Stimulation alleine kaum Bffekeigte. Dies deckt sich somit den
im Huhn gewonnen Daten.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass TaZ&lle den in CD40L-stimulierten
Lymphozytenkulturen beobachtete Erhohung der Zelldabender Zellen den positiven
Uberlebenseffekt in der Lymphozytensuspension nahesgeschlossen werden konnten und
somit B-Zellen tatséchlich die auf rChCD40L-Stietidn reagierende Zellpopulation
darstellen.

6.2.2 Proliferation

FUr eine Zunahme der Zahl lebender Zellen gibtwesi zirsachliche Moglichkeiten: zum
einen kann eine Verlangerung der Lebensdauer &lditen in Vergleich zu einer
abnehmenden Zellzahl vorliegen oder es kommt zwereProliferation entweder einer
Subpopulation oder aller Zellen. Da die Ergebnissden Kurzzeitkulturen nicht nur einen
Erhalt der B-Zellzahl sondern auch eine leichte aume erkennen lieRen, wurden im
Anschluss verschiedene Experimente durchgefiihrt, zumklaren, ob eine proliferative
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Wirkung von CD40L, wie sie fur das Mausmodell besaben ist [229], auch fur B-Zellen
des Huhns nachweisbar ist.

Tregaskes et al. hatten bereits eine dosisabhangfgkung von CD40L auf Huhner-
Milzzellen, wie sie im Saugersystem schon eingehessgthreiben ist, nachweisen kénnen.
Dies konnte in eigenen Untersuchungen auch furabeilsymphozyten gezeigt werden. Die
optimale wurde rChCD40L-Konzentration wurde hiett titg/ml bestimmt. Da sich in den
Untersuchungen zur Uberlebensspanne der Lymphozyterauskristallisierte, dass
vornehmlich B-Zellen auf rChCD40L-Stimulation reagin, wurde auch die beobachtete
Proliferation den B-Zellen zugeschrieben. Um did$mse zu beweisen, wurden weitere
Proliferationsassays mit gereinigten B Lymphozytsr Milz durchgefiihrt, welche eine
enorme Proliferationsrate der B-Zellen nachweisennken. Bemerkenswert ist dabei die
Hohe Proliferationsrate durch ausschliel3liche rCAQD Stimulation, da im Saugersystem
nur ein geringer proliferativer Effekt fir CD40L ctegewiesen wurde, der allerdings durch
gleichzeitige Zugabe von IL-4 auf das Doppelte gjgsit werden konnte [270]. Ob auch im
Huhn ein solcher synergistischer Effekt fur IL-4chaeisbar ist, bleibt weiter abzuklaren.
Hinweise auf eine ahnliche Funktion von IL-4 fir GRASpezies lassen sich bei Estes et al.
und Takamatsu et al. finden: Versuche mit rekomiigra bovinen und porzinen IL-4 konnte
eine dem Mausmodell analoge Funktion fur B-Zelleimivitro Experimenten zuweisen, der
Effekt auf T-Zellen liel3 allerdings deutliche Urdehniede erkennen [256, 271]. Weiteren
Einblick in das Zusammenspiel verschiedener Faktoimn Hinblick auf die B-
Zellproliferation konnten die Arbeiten von Hiranba. und Haas et al. geben: beide konnten
unabhangig voneinander nach Stimulation mit bovin€D40L eine Steigerung der B-
Zellzahl auf das Vierfache beobachten, welche s@&itr durch die Zugabe von
rekombinantem bovinen IL-4 auf das Sechsfache,rangkdts durch die Aktivierung des B-
Zellrezeptors auf das Zehnfache gesteigert werdeamtke [112, 272]. Diese Ergebnisse
zeigen zum einen, dass auch in GALT-Spezies eimer§ie von CD40L mit IL-4 bzw. der
Stimulation des B-Zellrezeptors besteht. Auf dedeaan Seite lassen diese Daten jedoch
auch den Schluss zu, das dem Effekt von CD40L muBeZellproliferation des Huhns eine
wesentlich groRere Rolle zukommt, als in den mdstih Spezies, da hier durch alleinige
CD40L-Stimulation bereits eine Steigerung um da®nfache zu beobachten war. Da
mittlerweile rChiL-4 zur Verfiigung steht, kann ddeBrage in weiteren Arbeiten untersucht
werden.

Bei der Interpretation der Ergebnisse aus dem \arsuit gereinigter B-Zellen muss die

Tatsache bedacht werden, dass diese Zellen eiséivBelektion mittels einem gegen den B-
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Zellrezeptor gerichteten Antikdrper unterzogen veurd bei der Bindung an den B-
Zellrezeptor und einer anschlielenden Kreuzverngtzkann es durchaus zu einer
Stimulation der B-Zellen kommen, so ist bekannts dker verwendete Antikdrper Ca-
Signaling in B-Zellen induziert (personliche Mitteig von B. Viertlbdck). Da jedoch in den

ebenso generierten Negativkontrollen keine relev#&bliferation zu beobachten war, kann
davon ausgegangen werden, dass ausschliellichinhiel&@ion mit rChCD40L essentiell fur

die Proliferation der B-Zellen ist. Dartiber hindwnnte Takamatsu et al. in B-Zellkulturen,
die durch Entfernen der restlichen Zellpopulationgeneriert wurden, ebenfalls eine
dosisabhangige Proliferation erzielen [256].

Somit scheint im Gegensatz zu Maus und Mensch Chdden GALT-Spezies alleine in der
Lage zu sein, ohne weitere kostimulatorische Faktaine nennenswerte Proliferation zu

induzieren, wobei dieser Effekt fir das Huhn amtlitthsten ausgepragt ist.

6.2.3 Aktivierung von B-Zellen

CD40L spielt nicht nur durch die Induktion der Rfedation und die Vermittlung
antiapoptotischer Signale eine wichtige Rolle inr d&Zellentwicklung, sondern flhrt
zusatzlich zu einer Aktivierung der B-Zellen. Saba&ine naive, ruhende B-Zelle generiert
wird, ist es ihre Aufgabe, die Signale des B-Zelygtors und der kostimulatorischen
Rezeptoren zu integrieren und entsprechend daraufeagieren. Durch die Aktivierung
verschiedenster Transkriptionsfaktoren werden tmste Gene an oder abgeschaltet, was
letztlich zu einer Anderung der exprimierten Progefiihrt [273, 274]. Auch ein Eintritt in
den Zellzyklus kann als Folge der Aktivierung bediiat werden. Dartber hinaus sind
phanotypische Effekte wie eine GréRenzunahme, digeAuing des Expressionsmusters auf
der Zelloberflache und der Sekretion von Zytokizenerkennen. Funktionell entwickeln sie
sich zu potenten Antigen prasentierenden Zellea, TdiZellen aktivieren kdnnen um eine
adaptive Immunantwort einzuleiten [275]. Diese Bigghaft macht aktivierte B-Zellen daher
auch interessant fir die Tumorforschung und furAheendung in der Bekdmpfung viraler
Krankheiten [276-278].

Aufgrund der geringen Zahl von Antikérpern und Reagen zur Charakterisierung von B-
Zellen des Huhns konnten keine umfassenden Stuskeriglich der Aktivierung von B-
Zellen aufgrund rChCD40L-Stimulation vorgenommemndes, wie sie fur Maus und Mensch

gemacht wurden. Mit den Untersuchungen zur Expsasgon MHCII-Molektlen und der
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IL-6-Sekretion war es mdoglich, zwei Kennzeichen &eZellaktivierung fur das Huhn zu

untersuchen.

6.2.3.1 Expression von MHCII

Die Fahigkeit, Antigen zu prasentieren ist in hohda3e abhangig von der Expression von
MHCII-Molekilen, da die tUber den B-Zellrezeptor getiommenen Antigene nach ihrer
Prozessierung ausschlie3lich tber MHCII-Molekiuledeagn Zellen prasentiert werden
kénnen. Eine gesteigerte MHCII-Expression erholmisalie Fahigkeit der B-Zellen, andere
Zellen durch prasentiertes Antigen zu aktivierear Ben Menschen ist bekannt, dass die
Aktivierung durch CD40L zu einer Zunahme der MHEKpression fuhrt [279, 280]. Fur die
GALT-Spezies konnte dies ebenfalls fur das Schwewd das Rind, hier allerdings in
Kombination mit anti-lgM-Antikérpern, gezeigt wertdg256, 272] und wird durch die im
Huhn beobachtete signifikante Zunahme der MHCII+Egpion nach rChCD40L-Stimulation
bestatigt. Ob es fur das Huhn auch zu einer Aggiegder MHCII-Moleklle kommt, wie sie
fur humane B-Zellen beschreiben wurde [215], kommtéit weiter untersucht werden. Auch
die CD40L induzierte Expression von CD80 und CD&élche essentielle T-Zell-Kofaktoren
darstellen, bleibt fir das Huhn aufgrund fehlendettikdrper weiterhin zu klaren. Es
erscheint jedoch sehr wahrscheinlich, dass einogégetisch konservierte durch CD28 und
CD80/CD86 vermittelte T-Zellaktivierung existieda sowohl fir CD80, als auch fur CD28
ein Homolog fir das Huhn identifiziert werden kamrji281, 282]. Dartber hinaus legen
Untersuchungen mit einem ChCD28-spezifischen Anp&b in der Ente eine dem Sauger
vergleichbare Funktion des CD28-CD80/CD86-Systaimslés Huhn nahe [283]. Zusatzlich
konnte eine CD40L-induzierte Expression von CD86 das Schwein als GALT-Spezies
bereits bewiesen werden [256]. Um die Interakti@m \B- und T-Zellen im Rahmen der
CD40L-abhangigen Aktivierung weiter zu untersuchenhdie Entwicklung von Antikérpern
gegen CD80 und CD86 ein geeigneter Ansatz, um edEgpressionsmuster aktivierter B-
Zellen weiter studieren zu kénnen. Im Hinblick alié Ausbildung der immunologischen
Synapse ware es weiterhin sinnvoll, mit ICAM-1 umdrA-1 auch die Rolle von
Adhasionsmolekilen zu analysieren.

Die gesteigerte Expression von MHCII auf der Ze#idlsiche zeigt, dass auch im Huhn durch
verstarkte Antigenprasentation der B-Zellen und daraus resultierenden gesteigerten T-
Zellhilfe die adaptive Immunantwort in der Lage, isich selbst durch das CD40-CD40L-

System zu verstarken, was fur die Initiierung varnginalen Zentren von Bedeutung ist.
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Darlber hinaus lassen die im Huhn gewonnen DaterVdrmutung zu, dass auch hier B-
Zellen als professionelle antigenprasentierendéezedgieren kdnnen, die auch in der Lage
sind, naive T-Zellen zu aktivieren. Dies wurde fdas Maussystem schon eingehend
beschrieben [284], und ist abhangig von der Intesakvon CD40 mit CD40L [285]. Somit
kann CD4O0L als Initiator einer gesteigerten Immuwnant auch fir das Huhn eine Rolle in

der Entwicklung neuartiger Vakzinen spielen.

6.2.3.2 Induktion von IL-6

Neben der Expression von MHCII war auch die Zytpkaduktion als Zeichen der CD40L-
induzierten Aktivierung Gegenstand weiterer Untehsungen. IL-6 war dabei von besonderer
Bedeutung, da diesem Zytokin eine essentielle Rollder B-Zellentwicklung zukommt. So
ist IL-6 neben der Proliferation mafigeblich an dafferenzierung von B-Zellen zu
Antikorper-sezernierenden Plasmazellen beteiliga Rir humane CDA40-aktivierte B-
Zellkulturen neben IL-10 eine endogene IL-6-Produktbeschrieben wurde, die fur die
vitro beobachtete Differenzierung zu Plasmazellen vem@tiish gemacht wurde, war die
IL-6 Sekretion im Hinblick auf die Rolle des CD4@M@OL-Systems in der B-
Zellentwicklung des Huhns von besonderem Intergsk@ 220].

Ein IL-6 Homolog konnte fur das Huhn schon frihatudie Analyse von Aszites identifiziert
werden. Die Generierung eines rekombinanten chiiefng allerdings erst spater [286]
[287]. Erste Versuche mit diesem rekombinantem ¢hlteigten dem Sauger vergleichbare
Funktionen, wie z.B. die Induktion von erhdhten #asteronspiegeln. In diesem
Zusammenhang konnte gezeigt werde, dass sich sawovitro als auchin vivo durch
verschiedene TLR-Liganden wie z.B. LPS die IL-6 i®8kn induzieren lasst [288]. Im
Rahmen dieser Arbeit war es von Interesse, ob &in&tionelle Verbindung zwischen
CD40L und der Induktion von IL-6 Sekretion durchZBHen analog zum Saugersystem
besteht.

Erste Versuche mit Milzlymphozyten konnten einengigante IL-6 Produktion nach
Stimulation mit rChCD40L nachweisen. Da aber vonKRaas eindeutig gezeigt werden
konnte, dass auch Makrophagen in der Lage sin, 2L- bilden, und diese hier als CD40
Zellpopulation identifiziert wurden, waren weite¥&ersuche notwendig, um die zellulare
Herkunft des IL-6 zu Kklaren [288]. Zu diesem Zweokurden sowohl reine
Makrophagenkulturen als auch gereinigte B-Zellkeltumit rChCD40L stimuliert. Wie zu

erwarten war, konnte fur die Makrophagenkultureneesignifikante Erhdéhung der IL-6
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Sekretion gezeigt werden, welche auch in B-Zelikeibh beobachtet werden konnte. Dieser
Effekt wurde auch fur Sauger B-Zellen beschriel®46].

Die Regulation der IL-6 Produktion durch das CD4D40L-System scheint durchaus
komplex zu sein, da sowohl der Grad der Multimerisng des CD40L als auch die
vorliegende B-Zellpopulation die IL-6 Sekretion momhem Maf3e beeinflussen. Zum einen
konnte fir murine B-Zellen gezeigt werden, dass eeilL-6 Sekretion durch
membrangebundenen CD40L, jedoch nicht durch and{EPntikdrper induziert werden
kann [219]. Daruber hinaus scheinen B-Zellen demgelen Zentrum nicht in der Lage zu
sein, endogenes IL-6 zu bilden [218], was den udben B-Zellrezeptor vermittelten
Uberlebenssignalen einen hoheren Stellenwert zakgprund damit im Sinne der
Affinitatsreifung ist.

Hinsichtlich der Struktur scheint auch fir das Hudie Kreuzvernetzung des CDA40-
Rezeptors ausschlaggebend und damit das das Taimaktive Form des CD40L zu sein, da
die Stimulation mit dem I6slichem rChCD40L in eineignifikanten IL-6 Produktion
resultiert. Dies muss jedoch durch Stimulationsyelne mit monomerem CD40L oder anti-
CD40 Antikorper weiter bestatigt werden, da mogheteise auch das Monomer in der Lage
sein koénnte, die Produktion von IL-6 zu induziertwiefern eine Differenzierung der IL-6
Sekretion innerhalb verschiedener B-Zellsubpopoegn beim Huhn vorliegt, konnte
aufgrund mangelnder Marker nicht weiter unterswgbtden. Die Tatsache, dass eine IL-6
Sekretion nach 48 h zu beobachten war, sprichtnzorn mit der zu diesem Zeitpunkt
ebenfalls zu beobachtenden Proliferation und vérAasigbaren Antikorpertitern jedoch
daflr, dass es sich bei diesen Zellen nicht umgeriminalen Zentrumszellen vergleichbare
B-Zellen handelt. So scheinen diese B-Zellen vidimdem Stadium der beginnenden
Zentrumsreaktion zu entsprechen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die vodiegd=rgebnisse auch im Huhn eine dem
Sauger ahnliche Rolle vermuten lassen, die sowahkl ahgeborene als auch das adaptive

Immunsystem mit einschliel3en.

6.2.4 Langzeitkulturen

Da es bisher nicht moglich war, primare Huhner-Befelanger als 72 h in Kultur zu halten,
waren Untersuchungen hinsichtlich der Entwicklumgifung und Funktionen wie der

Antikérperproduktionin vitro nicht moglich. Da die Kurzzeitkulturen schon erkenriel3en,
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dass es mit rChCD40L madglich war, B-Zellen fur malg 72 h am Leben zu erhalten und
Proliferation zu messen, war daher der nachsteitSzhruberprifen, wie lange B-Zellen mit

rChCD40L in Kultur gehalten werden kdnnen.

Der erste Schritt bestand darin, das Medium detkdélr zu optimieren. Dazu wurden

Lymphozyten in verschiedenen Medien unter CD40m8lation kultiviert und die absolute

Zellzahl lebender Zellen bzw. B-Zellen bestimmt.

6.2.4.1 Einfluss des Mediums auf das Uberleben v@iZellenin vitro

Um das Kulturmedium zu optimieren, wurden zwei gbisden Grundmedien mit jeweils
verschiedenen Zusétzen mit aus Bursa und Milz geewnLymphozyten getestet.
Ausschlaggebend flr eine lange Lebensdauer darlBaZerwies sich dabei die Zugabe von
Huhnerserum. Dies hatte jedoch zur Folge, dass Miessung unspezifischer Antikdrper
nicht mehr moglich war und zur Klarung des Effekt®n rChCD40L auf die
Antikorperproduktion ein anderer Ansatz gewahltaesr musste.

6.2.4.2 Bestimmung der Proliferation in Langzeitkuluren

Da in den vorangegangenen Experimenten zwar digabélbestimmt wurde, die Kulturen
jedoch alle drei Tage jeweils 1:2 unter Verwerfaar dellen geteilt wurden, waren zwar
Aussagen Uber die generelle Viabilitat der Zelledgheh, jedoch konnten keine Aussagen
Uber die tatsachlich resultierende Zellzahl in eire&ulturen gemacht werden. Um dies zu
untersuchen, wurden die Kulturen im folgenden Vehsweiterhin nach diesem Schema
geteilt, jedoch wurden die abgenommenen Zellen ime eneue Delle verbracht und
weiterkultiviert. Somit war es maoglich, durch verigen aller so entstandenen Dellen die
absolute B-Zellzahl ausgehend von der eingeseZa#rahl zu bestimmen.

Das Ergebnis aus drei verschiedenen Ansatzen vimBwellen lasst Uber neun Tage eine
nahezu exponentielle Zunahme der B-Zellzahl vorDilalf ca. 12x19Zellen erkennen und
bestétigt damit die in Kurzzeitkulturen gewonnentdda Gleichzeitig konnte in diesen
Kulturen eine Zunahme an toten Zellen beobachtetieve was darauf hinweist, dass die
Zunahme der lebenden B-Zellen hauptsachlich aufPdaiferation und weniger auf eine
verlangerte Lebensdauer zurtickgeht. Das Vorliegeeseorganspezifischen Effekts konnte

ausgeschlossen werden, da eine signifikante ZunalemB-Zellzahlen tber neun Tage auch
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in gemischten Lymphozytenkulturen der Z&kaltonstjezeigt werden konnte. Weiterhin
bleibt jedoch zu klaren, ob die Zunahme der Zellgainch die Proliferation aller eingesetzten
Zellen verursacht wird, oder ob es sich dabei une eésubpopulation handelt. Dies wird
sowohl in CFSE-Experimenten, welche eine genauatifdgerung der proliferierenden
Zellen zulassen, als auch in Zellzyklusanalysenklzwen sein. Weiterhin kdnnen diese
Experimente Aufschluss dartiber geben, wie oft siighZellen nach rChD40L-Stimulation
teilen. Erste eigene Beobachtungen zeigten bewdiss sich alle B-Zellen teilen und auch
nach Entzug des CD40L noch 24-48 h proliferieren.

Neben dem Huhn konnte eine anhaltende CD40L-indezid’roliferation auch in
Langzeitkulturen von porzinen B-Zellen gezeigt vesrd allerdings war hier die
Proliferationsrate mit einer Verdopplung der Zdilzannerhalb einer Woche teilweise
geringer, was moglicherweise auf die Verwendung vekombinanten murinem CD40L
zurickzufihren ist [256].

Interessanterweise sind B-Zell-Langzeitkulturen urext B-Zellen fur Hihner und Schweine
ohne die Verwendung von IL-4 méglich; dies stehklsrem Gegensatz zu Langzeitkulturen
humaner B-Zellen, welche von der Zugabe von IL-Aaagig sind [289]. Wie schon bei der
Proliferation der Huhner-B-Zellen in den Kurzzeitkwen zu sehen war, scheint CD40L im
Huhn eine ausgepréagtere Wirkung zu haben, alsredldils und Mensch der Fall ist. Diese
Vermutung setzt sich auch in der Betrachtung dergkaitkulturen fort. Fir das Schwein
ware eine ahnliche Situation denkbar, da zwar digaBe von exogenem IL-4 Zn vitro
Kulturen synergistische Effekte erkennen Ilasst [258ber eine IL-4 Expression in
lymphatischen Organen verschiedener Rassen kaurbeabachten ist [290]. Weiterhin
konnte die Stimulation von porzinen T-Zellen duRA keine messbare IL-4 Sekretion
auslosen [291]. Dartiber hinaus wurde vor Kurzeneiggzdass IL-13 die Funktion von IL-4
fur die Differenzierung von plasmazytoiden denddtien Zellen aus Monozyten vollstandig
ersetzen kann [291]. Diese Daten lassen eine RolielL-4 in vivo fur das Schwein kritisch
sehen. Auch in anderen GALT-Spezies lassen sictvemgleich zur Maus vor allem im
Hinblick auf die T-Zellen Unterschiede in der Fupoktvon IL-4 feststellen: wahrend fur
murine T-Zellen IL-4 als Wachstums- und Differemamgsfaktor angesehen wird [292],
lassen sich fur das Schaf und das Rind keine HEfekif T-Zellen erkennen [271, 293].
Daruber hinaus tuben IL-4 und auch IL-10 im Gegengat Maus keinen selektiven Effekt
auf Th-1 Zellen aus und legt so nahe, dass dasriMdus entwickelte Modell einer strikten
Trennung von Th-1 und Th-2 Antworten fur das Rimthhanwendbar scheint [294].
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All diese Beobachtungen zeigen deutlich, dass \ieleler Maus erarbeitete Daten nicht
uneingeschrankt fur andere Spezies, speziell farGALT-Spezies, tbernommen werden
kénnen und somit durchaus Unterschiede in der kamlkinzelner Faktoren wie z.B. CD40L

bestehen kdénnen.

6.2.4.3 Phanotypisierung der B-Zellen

Um Einblick in die durch rChCD40L induzierte Entkiicng der B-Zellen zu erlangen,
wurden verschiedene Parameter zu verschiedengougkten bestimmit.

Wahrend der Kultivierung der B-Zellen mit rChCD40teigte sich eine deutliche
Entwicklung von kleinen Lymphozyten hin zu einesayof3en Lymphoblasten bestehenden
Kultur. Dies ist schon 1986 fur die Stimulation nmer B-Zellen mit Zellkulturiiberstanden
aktivierter T-Helferzellen beschrieben worden ungrde in Zusammenhang mit dem Eintritt
in den Zellzyklus und damit der Weiterentwicklungr d-Zellen gebracht [295, 296]. Diese
Beobachtung wurde vor der Entdeckung des CD40-CEBMdtems gemacht. Heute jedoch
wei3 man, dass dieser Effekt durch l6sliches, ven dktivierten T-Zellen sezernierten
CDA40L verursacht wurde. In einer spateren Studie @iNions et al. wurde in einer mit
CD40L und IL-4 stimulierten humanen B-Zellkulturegtfalls die Entwicklung von blastoiden
Zellen beobachtet [274].

Um die entstandenen Lymphoblasten weiter zu chengléren, wurde die Expression
verschiedener B-Zellmarker untersucht. Dabei zesgth, dass zu Beginn der Kultur alle B-
Zellen chB6 waren und zudem IgM auf ihrer Oberflache expriteier wohingegen nur ein
Teil der B-Zellen zellulares IgM aufwies. Dieser dAbtyp entspricht analog dem
Maussystem einer ruhenden, maturen B-Zelle. Im ensit Verlauf nahm jedoch die
Expression von chB6 ab und das Antigen war nur ragteinem Teil der B-Zellen zu finden.
Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass chB6 zwarfrihen Stadien der B-
Zellentwicklung und auch auf maturen B-Zellen ewpeirt ist, auf Plasmazellen jedoch fehlt
[297, 298]. Um diese B-Zellen weiter zu charakieren, wurde zusatzlich die Expression
von membranstandigen und zytoplasmatischen IgM reutat. Membranstandiges IgM
wurde auf allen B-Zellen bis Tag 12 gefunden, wiheest ab Tag 6 alle B-Zellen positiv fur
zytoplasmatisches IgM waren. Dariiber hinaus nataFdéquenz slgMB-Zellen ab Tag 12
ab, so dass an Tag 18 alle B-Zellen einen ClsBfVI clgM* Phanotyp aufwiesen, welcher
damit Plasmazellen @hnelt. Diese sind somit ausstildh mit clgM zu charakterisieren, da

alle restlichen Marker nicht mehr exprimiert werddnteressant ware es in diesem
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Zusammenhang, entwicklungsabhangige Transkrip@btsfen zu bestimmen, um das
Differenzierungsstadium eindeutig zu definieren.iSdir Maus und Mensch bekannt, dass
BLIMP-1 ausschlie3lich wahrend der Plasmazelleriluing zu finden ist [299], wahrend
PAX-5 in diesem B-Zellstadium nicht mehr exprimievird und dessen Fehlen daher als
Marker fur Plasmazellen gilt [300].

Die fur das Huhn beobachtete Abnahme des slgM dachkt mit den von Takamatsu et al.
gezeigten Daten porziner B-Zellen: auch hier lieggh 3gM zunachst auf nahezu allen B-
Zellen finden, wahrend die Expression im weiteranl&uf der Kultur kontinuierlich abnahm
[256].

Die Phanotypisierung der Hiuhner-B-Zellen zeigt et dass durch CD40L nicht nur eine
Proliferation der B-Zellen stattfindet, sondern laugine Weiterentwicklung der B-Zellen
induziert wird. Dies wird durch die Tatsache, deSBCD40L-stimulierte B-Zellen auch in
der Lage sind, IL-6 zu bilden, untermauert, da lkt6einer terminalen Differenzierung zu
Plasmazellen fuhrt.

Bestéatigt wird diese durch &hnliche Beobachtungiwmitro Kulturen humaner B-Zellen mit
CD40L und IL-4. Im Gegensatz zu EBV-infizierten B#&n, die ein kontinuierliches
Wachstum zeigten, war in Kulturen mit CD40L und4lein typischer Verlauf der Zellzahl
zu sehen: innerhalb der ersten sieben Tage kam emer exponentiellen Proliferation, der
eine einwdchige Plateauphase folgte. In der driéthe konnte dann eine kontinuierliche
Abnahme der B-Zellen beobachtet werden. Da diesacfenicht durch Seneszenz der Zellen
bedingt war [232], konnte ein Verlassen des Zellzykund die Differenzierung zu
Plasmazellen als Ursache identifiziert werden. Rieskt sich mit den Beobachtungen, dass
diese Zellen im Verlauf der Kultur zunehmend IL-®guzierten und die Expression aller
untersuchten B-Zellmarker herunterreguliert wurdBlas es sich hierbei um einen durch
CD40L induzierte Differenzierung handelt, konnteadtuden Vergleich mit EBV-infizierten
B-Zellen eindeutig geklart werden, da diese untaib8haltung des blastoiden Phanotyps und

des Expressionsmusters kontinuierlich proliferiefr4].

6.2.4.4 Generierung KLH-spezifischer Antikorper

Da die Hauptaufgabe der B-Zellen die Produktionzsiseher Antikorper ist und die
Phanotypisierung fur eine deutliche Plasmazelllmigdaprach, wurde als nachstes die Bildung
von Antikérpern durch rChCD40L-Stimulation vitro untersucht. Da die Kultur von B-

Zellen in hohem Mal3e von dem Zusatz von Hiuhnersetindngt (s. 5.5.1), konnte der Titer
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unspezifischer Antikorper in diesem System nichtibemt werden. Es war daher nétig, ein
System zur Generierung und Detektion spezifischetikArper zu etablieren. Zu diesem
Zweck wurde KLH als Antigen gewahlt und ein antiHdELISA flr die Detektion ein KLH-
spezifischer Antikorper-ELISA etabliert.

Fur KLH-spezifische Antikdrper vom IgM Isotyp zeggsich in stimulierten Anséatzen eine
signifikante Zunahme der Titer, wéhrend sich in Hemtrollen kaum Antikérper nachweisen
lieBen. Eine unterschiedlicher Verlauf konnte flurlHspezifische IgG Antikorper
beobachten: hier blieb der Titer fur stimuliertelisiten zu jedem Zeitpunkt gleich, wahrend
der Titer in Kontrollansétzen durch Teilen der elsukzessive abnahm.

Somit liegt in den rChCD40L-stimulierten Kultureatgachlich eine Neubildung von KLH-
spezifischem IgM und IgG vor. Ob dies durch ein@@me der IgMbzw. IgG™ Zellen oder
eine verlangerte Lebensdauer dieser Zellen bedsigtkonnte in diesem Versuch nicht
geklart werden. Weiterhin lasst sich keine Ausgsiger die Produktion der einzelnen Zellen
machen, daher wird es noétig sein, einen ELISPOTasHIr diese Fragestellung zu
etablieren. Mithilfe dieses Assays ist es im Vddjlezu einem herkdbmmlichen ELISA,
welcher nur die Gesamtmenge des produzierten Imlobins bestimmen kann, moglich,
Aussagen uber die Antikdrpersekretion einer eirereltelle zu machen.

Die im Huhn gezeigten spezifischen Antikorpertigrtsprechen mit einer ca. zweifachen
Erh6hung der IgG-Titer und einem ca. sechsfachestiég der IgM-Titer nicht den in der
Maus gewonnen Daten, da hier nur ein geringer d@@n Anstieg der unspezifischen
Antikorperproduktion durch alleinige CD40L-Stimutat zu beobachten war [216, 270].Um
auszuschliel3en, dass dieser Effekt ausschliefditdea rapiden Abnahme lebender B-Zellen
in den Kontrollkulturen beruht, miissen weitere Wsiiehung mittels des bereits erwahnten
ELISPOTs durchgefuhrt werden. Weiterhin bleibt d&&ren, ob eine weitere Steigerung der
Antikdrperproduktion durch die Zugabe anderer Zytekwie z.B. IL-4 oder IL-10 [301,
302], wie sie fur Maus und Mensch beschrieberaisth fur das Huhn mdglich ist.

Die erhohten antigenspezifischen Antikorpertitegele auch weitere Uberlegungen im
Rahmen der Vakzinierung nahe. CD40L wurde in neu&tudien als Adjuvans in DNA-
Vakzinen eingesetzt, um die Immunantwort zu steigem die langwierige Aufreinigung
und die dadurch resultierende mdgliche Verunreimigau umgehen, wird CD40L in diesen
Studien direkt als Plasmid administriert. Im Mausielb konnte eindeutig gezeigt werden,
dass eine Immunisierung mit einem Plasmid, dasFesionsprotein aus GFP und CD40L
enthielt, nach drei Wochen zu einem ca. 10.000-fdgbheren GFP-spezifischen

Antikorpertiter fuhrte, als die alleinige Immunisi@ag mit GFP. Darlber hinaus war dieser
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Effekt unabhangig von der GroRe des Immunogensausdchliel3lich Gber CD40 vermittelt.
Zudem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, ddss Bildung von spezifischen
Antikérpern in vivo abhangig von T-Zellen und damit von einer anhaken&timulation

durch CDA40L ist [303]. Ahnliche Ergebnisse konnienStudien von DNA-Vakzinen in

Schafen und Enten erzielt werden. Hier wurden jsmelasmide mit einem Fusionsprotein
von CD40L und Herpesviren (bovines Herpesvirus/ekstepatitisvirus) verwendet und
resultierten jeweils in einer Erhdhung der specifen Antikorpertiter [304, 305]. Da die
Daten fur das Huhn ebenfalls eine deutlich gesteigentikdrperproduktion zeigen, ist einer

Verwendung von rChCD40L als potentielles Adjuvamisis auch dieser Spezies denkbar.

6.2.4.5 Klassenwechsel

Der Klassenwechsel stellt bei Maus und Mensch eee Hauptfunktionen des CD40-
CD40L-Systems dar. Da in den stimulierten Langzditiken sowohl eine Entwicklung zu
Plasmazellen als auch eine Steigerung antigensgdmh Antikdrpertiter sowohl fur IgM als
auch fur IgG zu beobachten waren, wurden die Bedellauch hinsichtlich ihrer
Antikoérperklassen untersucht.

Wie schon bei der Phanotypisierung gezeigt, warehag 3 und darlber hinaus alle B-Zellen
IgM™, wahrend IgG-positive Zellen erstmals an Tag Signifikanten Frequenzen zu finden
waren. Ein Wechsel zu IgA war zu keinem Zeitpunktbeobachten. Auch fur porzine B-
Zellen zeigt sich ein ahnliches Bild: hier konnteGD40L stimulierten B-Zellkulturen nach
einer Woche ein Isotypenwechsel zu IgG in 30% deteben festgestellt werden, wahrend
auch hier kein Wechsel zu IgA erfolgte [256].

Ausgehend von der geringen Anzahl von zwei untéesiiibhen Tieren kobnnen die Daten fir
das Huhn nur als vorlaufige Ergebnisse gewertetdererund muissen durch weitere
Untersuchungen bestéatigt werden.

Sie weisen jedoch deutlich darauf hin, dass ein@DAduzierter Klassenwechsel, wie er fur
das Maussystem schon eingehend beschrieben wwrdke,im Huhn vorliegen kénnte. Von
besonderem Interesse ware in diesem Zusammenhamdfeinsichtliche Unabhangigkeit des
von CD40L induzierten Klassenwechsels zu IgG vortesen Zytokinen, vor allem IL-4.
Dies wurde schon fur das Schwein beschrieben ursfatié zusammen mit den IL-4
unabhangigen B-Zellkulturen fur Schwein und Huhe d@hese, dass dem CD40-CD40L-
System in diesen Spezies eine besondere Rolle zukor@ies schliel3t jedoch die

Moglichkeit, dass eine Zugabe von IL-4 und/oderl@.-zu einer weiteren signifikanten
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Steigerung des Klassenwechsels fuhren kann nighuad bleibt weiterhin zu untersuchen.
Da im Gegensatz zu IgG kein Klassenwechsel zu lgébhchtet werden konnte, liegt die
Uberlegung nahe, dass auch fir das Huhn eine mwwf Beeinflussung des
Isotypenwechsels durch bestimmte Zytokine vorli@gés ist fir die Maus bereits bewiesen:
hier fihrt beispielsweise die Zugabe von IL-4 zildéng von IgE [306] oder zusammen mit
TGF zu IgA” Zellen [307].

6.3 Ausblick

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit haben sich zwaiterfihrende Ansatze entwickelt:
einerseits konnte durch die Etablierung von Lartgméiuren ein System zur Erforschung der
B-Zellen des Huhns geschaffen werden. Dies ertffneh die Moglichkeit, die B-
Zellentwicklung des Huhns weiter zu studieren uadenErkenntnisse in der Differenzierung
der B-Zellen zu gewinnen. Auch kann nun geklart deer welche Rolle verschiedene
Zytokine in der Entwicklung dieser Zellen spiel®a IL-4, IL-10, IL-13, IL-17 und TGH
fur das Huhn bereist beschreiben sind und diesd¢okifyen im Maussystem verschiedene
Funktionen fur die B-Zellentwicklung zukommen, leietdie Langzeitkulturen von Hihner-B-
Zellen nun die Mdglichkeit, deren Effekt auch imhhé&rmodell zu testen. Zusétzlich ist es
jetzt moglich, auch die Wirt-Pathogen-Interaktioneerschiedener Erreger im Detail zu
studieren. Dies ist sowohl fiir die infektiose Btissiwelche zu einer volligen Depletion der
B-Zellen fuhrt [308], als auch fur Marek, da hier frihen Stadien der Infektion eine
Replikation in den B-Zellen stattfindet [309], v@edeutung. Diese Erkenntnisse fiihren
letztendlich zu einem besseren Verstandnis deroBattese und kénnen so Ausgangspunkt
fur effektivere Therapien und Vakzinen sein.

Der zweite weiterfihrende Ansatz liegt in der Vemdeng von rChCD40L als
Vakzineadjuvans. Da in der vorliegenden Arbeit soweine mogliche Steigerung der
Antigenprasentation durch die vermehrte Expressiom MHCII-Molekilen als auch eine
Erh6hung spezifischer Antikorpertiten vitro gezeigt werden konnte, kann rChCD40L
durchaus ein mégliches Adjuvans darstellen, widlieslie Ente bereits beschrieben wurde.
Da Huhner gegen eine Vielzahl von Krankheiten géimyerden, sind effektive Vakzinen ein
wichtiger Bestandteil in der Gefligelindustrie.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass das Hufohalis als Modell fir die GALT-
Spezies gelten kann, da viele Funktionen des CO280C-Systems fur das Huhn, das Rind
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und das Schwein konserviert sind. So kommt CD40allimdiesen Spezies eine Rolle in der
Proliferation, der Differenzierung und der Genemgy von Antikdrpern zu. Ausgehend von
der grundlegend verschiedenen frihen B-Zellentwiogl ist das Mausmodell in vielen
Punkten fur diese Spezies ungeeignet. Dies konmehdlie hier gezeigte IL-4 unabhangige
Induzierung von Proliferation und Klassenwechselg veie schon fir das Schwein

beschreiben wurde, nun auch fur die spate B-Zeliektung gezeigt werden.
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7 Zusammenfassung

Die B-Zellentwicklung der Vogel zeigt im Vergleidu Maus und Mensch grundsatzliche
Unterschiede. Davon ausgehend konnte in neueréradeh fir die meisten Haustierspezies
gezeigt werden, dass sie fur die Reifung ihrer Bededarmassoziiertes lymphatisches
Gewebe (GALT) verwenden. Da Huhner-B-Zellen in eineinzigartigen GALT-Organ, der
Bursa fabricii reifen, stellt das Huhn ein exzeleenModell dar, um die zugrunde liegenden
Mechanismen der B-Zellreifung zu studieren. Zahbhei Mausmodelle zeigen, dass TNF-
TNF-R- Familienmitglieder wichtige Regulatoren d&Zellreifung und —funktion darstellen.
Um die Struktur und die Funktion des CD40-CD40Li8yss im Huhn zu untersuchen,
wurde zuerst das CD40-Expressionsmuster auf hawmetisphen Zellen und verschiedenen
Zellinien mittels durchflusszytometrischer Untedsuegen unter Verwendung des
monoklonalen Antikérpers AV79 analysiert. Alle Biléa aus Blut, Milz, Zakaltonsillen und
der Bursa exprimierten das CD40-Antigen. Im Gegendazu konnte CD40 nur auf einer
Subpopulation der T-Zellen gefunden werden. BeiAtalyse von Zellinien konnten sowohl
eine B-Zellinie als auch eine T-Zellinie sowie egtale Fibroblasten als CD4@ellen
identifiziert werden.

Um die funktionelle Rolle von CD40 im B-Zellsystem studieren, wurden B-Zellen aus
Bursa, Milz und Zakaltonsillen mit einem rekombitem CD40L-Konstrukt stimuliert. Die
Zugabe von rChCD40L verlangerte die LebensspanneBvdellen signifikant und induzierte
sowohl eine Proliferation der B-Zellen als aucheeirkKlassenwechsel der Immunglobuline.
Die Aktivierung der B-Zellen durch rChCD40L fuhrt ziner verstarkten Expression von
MHCII-Molekulen sowie zur Sekretion von IL-6. Zuzlth konnten durch rChCD40L
erstmals Langzeitkulturen priméarer Huhner-B-Zellegtabliert werden. In diesen
Langzeitkulturen war rChCD40L in der Lage, die gatispezifischen Antikodrpertiter iim
vitro-Kulturen von Milz-B-Zellen immunisierter Tiere sifikant zu erhéhen.

Ausgehend von diesen Daten kann auf eine essenRellle des CD40-CD40L-Systems in
der Entwicklung und der Funktion der B-Zellen innean nicht zu den Saugetieren
gehdrenden Wirbeltier geschlossen werden. Somitt slas CD40-CD40L-System ein
phylogenetisch konserviertes System dar. DarUbeausi bietet die Etablierung von
Langzeitkulturen primérer HUhner-B-Zellen ein neué&f®rkzeug fur Studien zur Wirt-
Pathogen-Interaktion.
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8 Summary

Characterisation of the CD40-CD40L-system as ingrdrtegulator of chicken
B-cell function

B cell development in birds shows fundamental défices from that in mouse and man.
However, more recently it became apparent that ndostestic animal species with the
chicken as model organism use gut associated lyidpgissue (GALT) to mature their B cell
repertoire. In chickens, B cells develop in a ueidBALT organ, the bursa of Fabricius;
hence the chicken provides an excellent modeludysthe underlying mechanisms. Various
mouse models show that members of the TNF-TNF-Rlyaane important regulators of B
cell maturation and function. To investigate theiaure and function of the CD40-CD40L
system in the chicken, the CD40 expression patt@mrisaematopoietic cells and different cell
lines were first analyzed by means of flow cytometsing mab AV79. All B lymphocytes
obtained from blood, spleen, cecal tonsils and kihesa of Fabricii expressed the CD40
antigen. In contrast, CD40 expression was only dowm small subpopulations of T-
lymphocytes. Regarding cell lines, a B cell linevesl as a T cell line and an embryonic
fibroblast line were found to be CD40ro examine the functional role of CD40 in thedlc
system, bursal, cecal tonsil and spleen cell oedtuwere stimulated with a soluble
recombinant CD40L construct. rChCD40L treatmentigicantly prolonged the life span of
B cells and induced B cell proliferation in all Bliccultures as well as isotype switching.
Activation of B cells with rChCD40L up regulated Mlass Il expression and increased the
secretion of IL-6. Moreover, a long term culturetsyn for primary chicken B cells could be
established for the first time using rChCD40L. Usithis culture system, stimulation with
rChCD40L was able to significantly enhance antigpaeific antibody titers in splenic B cell
cultures from immunized birda vitro.

From these data it can be concluded that the CO2380C system has an essential role in B
cell development and function in non mammalian elmdtes and represents a
phylogenetically conserved regulatory system. Faurttore, the establishment of long term
cultures of primary chicken B cells provides a ntwel for studies on pathogen-host-

interaction.
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Anhang II: Gerateverzeichnis

Autoklav

Brutschrank

Durchflusszytometer
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Harvester

Mikroskop

Photometer

Photometer-Kivette

Platten-Photometer

Plattenschiittler

Power-supply

SDS-Gel-GieRkammer

Sterile Werkbank

Szintillationsmessgerat

Ultrazentrifuge

Wasserbad
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CQ@Auto-Zero

FACScan
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Omnifilter-96 Harvester

Leica DMR
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PerkinElmer,
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Sunrise-Remote

Titertek

Power Pac 300

BioRad mini Protean Il

Microflow

Deisenhofen
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Crailsheim
ICN Pharmaceuticals,
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Nunc,
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Beckman Coulter,
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Kdnigshofen
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Zahlkammer

Zentrifuge

Modifizierte Zahlkammer
nach Neubauer
Sigma 4K15C

Brand,
Wertheim
Sigma,

Deisenhofen
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