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1 VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN

1 VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN

Einheiten wurden mit dem international gebrduchlichen SI-System abgekiirzt. Fiir

Aminosduren und Nukleotide wurde der Einbuchstabenkode verwendet. Fiir die Abkiirzung

gebréduchlicher Worter wurde geméifl Duden verfahren.

Abb.
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APC
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BIO

BrdU
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Cdc42
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CLP

CMP

cpm
CRIB

Cy-5
DNA
dNTP
DC

ds
ELISA

ELP

Abbildung

Antigen

Antikorper

Antigenpriésentierende Zelle (antigen presenting cell)

oder Allophycocyanin

B-Zellrezeptor (B cell receptor)

Biotin

Basenpaare

Bromodeoxyuridin

Oberflidchenantigen (cluster of differentiation)

GTPase (cell division cycle 42)

komplettes Freund’sches Adjuvans (complete freund’s
adjuvant)

gemeinsamer Lymphozyten-Vorlaufer

(common lymphoid progenitor)

gemeinsamer myeloider Vorldufer (common myeloid
progenitor)

gezihlte Ereignisse pro Minute (counts per minute)
Cdc42/Rac bindende Domine (Cdc42/Rac interactive binding
domain)

Cyanin-5

Desoxyribonukleinsédure (desoxyribonucleic acid)
Desoxyribonukleotidtriphosphat

Dendritische Zelle (dendritic cell)

doppelstringig

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest

(enzyme linked immuno sorbent assay)

friihester lymphoider Vorlaufer (earliest lymphoid progenitor)
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1 VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN

ETP
FACS

FBS
FITC
GTPase
h
H,04eq
hi

HRP
HSC

Ig

IL

Lp., 1.v., 1.Z.
INF

int

kb
KLH

LCA
lo
LPS
mAb
MHC

MFI
min
MPP

NADPH
NF-xB
OD
OVA
PAGE

friihester T-Zell-Vorldufer (earliest T cell progenitor)
Fluoreszenzaktivierter Zellsorter

(fluorescence activated cell sorter)

Fotales Kilberserum (foetal bovine serum)
Fluoresceinisothiocyanat

Guanosin 5'-triphosphat spaltendes Enzym

Stunde (hour)

destilliertes Wasser

hoch (high)

Meerrettich-Peroxidase (horsreddish-peroxidase)
Hématopoietische Stammzelle (haematopoietic stem cell)
Immunglobulin

Interleukin

intraperitoneal, intravends, intrazellulér

Interferon

intermedidr

Kilobase

Hémocyanin der Schliissellochschnecke Megathura crenulata
(keyhole limpet hemocyanin)

leukocyte common antigen (CD45.1)

niedrig (low)

Escherichia coli-Lipopolysaccharid

monoklonaler Antikorper (monoclonal antibody)
Haupthistokompatibilitdtskomplex

(major histocompatibility complex)

mittlere Fluoreszenzintansitét

Minuten

multipotente Vorléduferzelle (multipotent progenitor)
Myc-Marker (humanes c-myc, Aminosiren: 409-419)
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat

nuclear factor of kB

Optische Dichte

Hiihner-Ovalbumin

Polyacrylamidgelelektrophorese
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1 VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN

pAPC professionelle antigenprésentierende Zelle (professional

antigen presenting cell)

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung
(phosphate buffered saline solution)
PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
PE Phycoerythrin
PerCP Peridinin-Chlorophyll-a Protein
PJ Propidiumjodid
Poly I:C Polyinosin-Polycytidyl-Siure
Rac GTPase (ras-related C3 botulinum toxin substrate)
Ras GTPase (rat sarcoma virus)
Rho GTPase (ras homolog)
RNA Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)
RT Raumtemperatur
SA Streptavidin
SD Standardabweichung (standard deviation)
SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
sek Sekunden
s.k. subkutan
Tab. Tabelle
TCR T-Zellrezeptor (T cell receptor)
tg" Myc/Rac1-N17 hochexprimierende Miuse
tg" Myc/Rac1-N17 niedrigexprimierende Méuse
Th T-Helferzelle
TNF Tumor-Nekrose-Faktor
TNP 2,4,6-Trinitrophenol
v/v Volumen pro Volumen
WAS Wiskott-Aldrich Syndrom
WASP Wiskott-Aldrich Syndrom Protein
w/v Masse pro Volumen
w/w Masse pro Masse
wt Wildtyp (C57BL/6, oder PCR-negative Vertreter beider
transgenen Zuchtlinien)
X mal
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2 ZUSAMMENFASSUNG

2 ZUSAMMENFASSUNG

Kleine GTPasen regulieren in allen eukaryotischen Zellen ein breites Spektrum zellulirer
Prozesse. Diese reichen von der Umstrukturierung des Zytoskeletts und der Zellbewegung
bis hin zur Gentranskription.

In einer Vielzahl von Untersuchungen konnten neben vielféltigen Steuerungsmechanismen
und den dabei beteiligten Molekiilen auch spezifische Zielmolekiile und Funktionsweisen
fiir einzelne GTPasen in diversen Organismen und verschiedenen Zelltypen detailliert
beschrieben werden.

Racl stellt eines der am besten untersuchten Mitglieder der Familie der Rho-GTPasen dar.
In Sédugern ist es bereits wihrend der Embryonalentwicklung unerlédBlich. Aufgrund dieser
besonderen Eigenschaft ist es nicht méglich, entsprechende Racl defiziente Versuchstiere
zu generieren, um die Funktion dieser GTPase in vivo studieren zu konnen. Ein anderer in
vivo Ansatz stiitzt sich auf die besondere Eigenschaft der dominant-negativen Racl-N17-
Mutante. Diese bindet mit hoher Affinitéit die fiir ihre Funktion notwendigen Kofaktoren
(GEF), ohne dabei selbst aktiviert zu werden. Wird Racl-N17 transgen exprimiert, so
unterdriickt es durch den verursachten Mangel an GEF die Funktion des Racl in der Zelle.
In der vorliegenden Arbeit wurde ein transgener Mausstamm verwendet, der Racl-N17
unter der Kontrolle des humanen CD19-Promotors exprimiert. Damit war es erstmals
moglich, die Rolle von Racl fiir die B-Zellentwicklung und Funktion in vivo detailliert zu
untersuchen.

Nachdem zuerst die Expression des transgenen Konstrukts untersucht wurde, befal3ten sich
die Analysen im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit mit der Rolle von Racl fiir die B-
Zellentwicklung. Es konnte gezeigt werden, dal Racl insbesondere fiir reife B-Zellen von
groler Bedeutung ist. Deren Populationsgrolen waren in CD19/Racl-N17 transgenen
Mausen verringert. Obwohl die durch verschiedene Stimuli induzierte in vitro Proliferation
von B-Zellen CD19/Rac1-N17 transgener Miuse durchweg vermindert war, lieferten weder
die Ergebnisse der in vivo Proliferationsversuche noch die jeweils dem nichttransgenen
Wildtyp entsprechende Apoptose und Nekrose eine Erkldrung hierfiir. Ebenso hatten die
verminderten B-Zellzahlen keine feststellbaren Auswirkungen auf die Struktur
lymphatischer Organe wie Milz und Lymphknoten.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde der Einflul von Racl auf verschiedene Aspekte der B-
Zellfunktion detailliert analysiert. Zunichst konnte festgestellt werden, dal Racl keinen

erkennbaren Einflu} auf Antikorpertiter im Serum, sowohl in nicht-immunisierten Méusen,
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2 ZUSAMMENFASSUNG

als auch im Verlauf von Thymus-unabhingigen und Thymus-abhingigen humoralen
Immunantworten hat. Als weitere wichtige funktionelle Eigenschaft wurde die
Migrationsfihigkeit von B-Zellen ausfiihrlich untersucht. Racl1-N17 transgene B-Zellen
zeigten sowohl in verschiedenen Chemokingradienten in vitro, als auch nach Zelltransfer in
vivo ein vermindertes Migrationsvermogen. Entsprechend war auch der Umfang einer
induzierten Lymphozytopenie im peripheren Blut weitaus geringer als beim
nichttransgenen Wildtyp. In weiteren Untersuchungen wurden neben der verminderten
Fihigkeit Racl-N17 transgener B-Zellen, filament6ses Aktin zu bilden, auch die
Einschrinkung der Aktivierbarkeit von Transkriptionsfaktoren am Beispiel von NF-xB
dokumentiert.

Damit liefern die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal detaillierte
Erkenntnisse hinsichtlich der Rolle der Rac1-GTPase fiir die Entwicklung und Funktion der
B-Lymphozyten in vivo.

18
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3 EINLEITUNG

3 EINLEITUNG

3.1 Das Immunsystem

Bei den Siugetieren ist das Immunsystem eine komplexe Funktionseinheit aus zelluldren
und molekularen Bestandteilen, deren Aufgabe es ist, den Korper unter anderem vor
Parasiten, Infektionen, pathogenen Substanzen und entarteten, korpereigenen Zellen zu
schiitzen. Die Immunantwort beinhaltet zwei grundsitzliche Ereignisbereiche: das
Erkennen und die Bindung von Strukturen, (Antigenen, Agl), die eine Reaktion erfordern
und zweitens die Reaktion selbst. Um eine geordnete Effektorfunktion zu gewéhrleisten,
miissen potenziell gefdhrliche Ag von korpereigenen Strukturen eindeutig unterscheidbar
sein. Normalweise fiihrt das Erkennen von Fremd-Ag zur Immunitét, wéihrend korpereigene
Ag immunologische Toleranz hervorrufen. Die grundsitzliche Bedeutung dieser
Unterscheidungsfahigkeit wird am deutlichsten beim Auftreten von Fehlfunktionen der
beiden Wirkungsweisen. Pathogene, die nicht erkannt werden, beziehungsweise keine
adidquate Immunantwort hervorrufen, konnen im Ko&rper persistieren oder sich ausbreiten,
vitale Funktionen storen und somit fatale Folgen haben. Umgekehrt konnen jedoch auch
korpereigene Strukturen vom Immunsystem félschlicherweise erkannt und angegriffen
werden. Dies fiihrt zu Autoimmunerkrankungen. Eine weitere bedeutende Art von
Fehlfunktionen des Immunsystems stellen Allergien dar. Hier werden korperfremde
Strukturen erkannt, die eigentlich harmlos sind. Die stattfindende Immunantwort ist hier
unnétig und fiir den Organismus vielfach schidlich.

Das Immunsystem 146t sich gleichzeitig sowohl phylogenetisch, ontogenetisch, als auch
funktionell grob in zwei Bereiche einteilen: das angeborene und das erworbene (adaptive)
Immunsystem.

Das angeborene Immunsystem ist in vielen seiner Bestandteile das phylogenetisch éltere.
Selbst die einfachsten rezenten Wirbeltiere verfiigen tiber Immunabwehrmechanismen, die
zu dieser Kategorie gehoren. Auch steht das angeborene Immunsystem jedem einzelnen
Individuum sofort zur Verfiigung; die Effektormechanismen miissen nicht erst erworben
werden. Der unmittelbaren Wirkung gegeniiber steht deren relative Unspezifitit. Diese ist

unter anderem im begrenzten Spektrum vorhandener Erkennungsmolekiile begriindet.

" Als Antigen wird jede Struktur bezeichnet, die von Rezeptoren des Immunsystems erkannt werden kann und
eine Immunantwort hervorrufen konnte.
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3 EINLEITUNG

Die erste Barriere gegen von auflen eindringende Pathogene bilden die Epithele der Haut
und der Schleimhiute. Neben physikalischen Faktoren, die der Anhaftung und dem
Eindringen von Mikroorganismen entgegenwirken, bilden antimikrobielle Substanzen,
welche die Epithele bedecken, einen zusitzlichen chemischen Schutzwall. Weitere
Reaktionsebenen des angeborenen Immunsystems umfassen diverse Plasmaproteine,
besonders die Proteine des Komplementsystems und nicht zuletzt den zelluliren Arm,
bestehend aus phagozytotisch aktiven Zellen wie Neutrophile und Makrophagen sowie den
natiirlichen Killer-Zellen.

Das adaptive Immunsystem unterscheidet sich vom angeborenen Immunsystem durch
mehrere Eigenschaften. Es verfiigt vor allem iiber die Fihigkeit der Anpassung und
Ausbildung einer hohen Affinitét und Spezifitit fiir ein Ag im Verlauf einer Immunantwort,
die mit jedem weiteren Aufeinandertreffen mit demselben Ag noch weiter erhdht werden
konnen. Zum anderen ist das adaptive Immunsystem durch die Bildung eines
immunologischen Gedichtnisses ausgezeichnet. Das heillt, bei einem spiteren erneuten
Zusammentreffen wird das Ag bereits spezifisch erkannt, die stattfindende Immunantwort
kann schneller und effizienter verlaufen. Ein weiteres Charakteristikum, das die adaptive
Immunreaktion auszeichnet, ist der zeitliche Verlauf. Da der Mechanismus im Falle eines
neuen Ag durch dieses sowie weitere zusitzliche Signale erst induziert werden muf, stehen
die Effektorfunktionen des adaptiven Immunsystems erst mit einigen Tagen Verzdégerung
zur Verfiigung.

Die Wirkungsweisen des adaptiven Immunsystems lassen sich unterteilen in die humorale
Immunitét, die durch von B-Zellen sezernierte Antikorper (Ak) vermittelt wird und die

zelluldre Immunitét, die auf Effektorfunktionen von T-Zellen beruht.

3.1.1 Die Entwicklung der T-Zellen

Thymusabhingige Lymphozyten (T-Zellen) entwickeln sich aus Vorlduferzellen des
Knochenmarks. Diese wandern in den Thymus, in dem sie weitere Entwicklungs- und
Differenzierungsschritte durchlaufen. Neben spezifischen, zeitlich-rdumlichen
Verteilungsmustern verschiedener Entwicklungsstadien der Thymozyten auf definierte
Kompartimente des Thymus, kann deren Reifung auch anhand der Oberfldchenexpression
sogenanter Korezeptormolekiile (CD4 und CD8) in mehrere Abschnitte unterteilt werden.

Die Oberflichenexpression von CD4 und CDS8 korreliert zeitlich mit Thymozyten-
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3 EINLEITUNG

spezifischen Genrearrangement-Ereignissen, deren Abschlufl die Expression der T-Zell-
Rezeptormolekiils (7 cell receptor, TCR) bildet.

Im ersten Stadium werden die Thymozyten als doppelt-negativ bezeichnet. Sie exprimieren
weder CD4 noch CDS. In diesem Stadium beginnen die Genrearrangements und die
anschliefende Expression der TCR-B-Kette. Nur wenn diese Ereignisse erfolgreich
ablaufen, eine funktionelle B-Kette und damit ein Prd-TCR exprimiert werden, kann die
Entwicklung der Thymozyten voranschreiten (von Boehmer, H. und Fehling, H. J. 1997).
Der darauffolgende Entwicklungschritt ist durch die Expression von sowohl CD4, als auch
CD8 gekennzeichnet. Man spricht von doppelt-positiven Thymozyten. Hier erfolgen
Genrearrangements der a-Kette des TCR. Sind diese erfolgreich, kann der vollstindige
TCR exprimiert werden. Die Aufgabe des TCR besteht darin, Peptide, die von Ag-
prasentierenden  Zellen (antigen presenting cell, APC) im Kontext von
Haupthistokompatibilitdtsmolekiilen (major histocompatibility molecule, MHC) présentiert
werden, spezifisch zu binden und dadurch eine Signalleitung zu ermdglichen. Im Prozef3
der positiven Selektion wird die Bindungsfihigkeit des TCR getestet. Ist der TCR
funktionell und damit der Thymozyt in der Lage ein Peptid-MHC-Komplex zu erkennen,
kann die zweite Stufe des Selektionsprozesses beginnen. Durch die Prozesse der
Genumlagerungen der o und B Kette, gekoppelt mit der kombinatorischen Vielfalt beider
Ketten, konnen theoretisch bis zu 10" - 10" verschiedene Spezifititen des TCR erzeugt
werden (Nikolich-Zugich, J. et al. 2004). Dadurch wird gewéhrleistet, dal der T-Zellpool in
der Peripherie in der Lage ist, ein sehr breites Spektrum von Ag wahrnehmen zu konnen.
Die ungerichtete Rekombination 146t allerdings auch TCR entstehen, die in der Lage sind
ein selbst-Ag zu erkennen. Diese Zellen konnten daher, korpereigene Zellen und Gewebe
angreifen. Dieser grundsétzlichen Gefahr beugt ein Prozef3 vor, der ,negative Selektion*
genannt wird. Hierbei werden Autoantigen erkennende Thymozyten durch Induktion von
Apoptose eliminiert (Sebzda, E. ef al. 1999). Die den beiden Selektionsprozessen zugrunde
liegenden Mechanismen sind bis heute nicht vollstidndig erforscht. Da sowohl die positive,
als auch die negative Selektion prinzipiell mit Hilfe desselben Selbstantigen-MHC
Verbundes erfolgen konnen, wird angenommen, da3 der Unterschied in der Signalleitung
bei den heranreifenden Thymozyten liegt. Auch konnten innerhalb der Entwicklungszeit
keine unterschiedlichen Signalleitungskaskaden, beziehungsweise daran beteiligte
Molekiile zwischen dem negativen und dem positiven Selektionsschritt gefunden werden.
Das derzeit wahrscheinlichste Modell geht davon aus, daf} die jeweilige Signalstirke eine

entscheidende Rolle spielt. Wird das vom TCR des Thymozyten erkannte Ag in hoher

22



3 EINLEITUNG

Konzentration présentiert, beziechungsweise hat der TCR eine hohe Affinitét, bekommt der
Thymozyt ein starkes Signal und wird eliminiert (Ashton-Rickardt, P. G. et al. 1994;
Sebzda, E. et al. 1994; Cook, J. R. et al. 1997; Fukui, Y. et al. 1997). Ist hingegen das
Signal schwach, oder wird das Ag nur in niedrigen Konzentrationen présentiert, wird der
Thymozyt positiv selektioniert (Sprent, J. et al. 1988; Ashton-Rickardt, P. G. und
Tonegawa, S. 1994; Williams, O. et al. 1997). Ein weiteres Indiz fiir dieses Modell ist die
mit der fortschreitenden Entwicklung des Thymozyten einhergehende Zunahme der
Expressionsstirke des TCR. Etwa 25% aller Prd-TCR exprimierenden Thymozyten, die
sowohl positive, wie negative Selektion tiberstanden haben, entwickeln sich zu einfach-
positiven, entweder CD4 oder CD8 exprimierenden Zellen. Dieser Entscheidungsprozel3
wird durch die Spezifitit des Thymozyten bestimmt. Thymozyten, die Peptide im Kontext
des MHC I Molekiils erkennen, exprimieren CDS8, wihrend Thymozyten, die Peptide im
Kontext von MHC II binden, CD4 auf ihrer Oberflidche tragen (Zinkernagel, R. M. und
Doherty, P. C. 1974). Diese reifen Thymozyten konnen den Thymus verlassen und den

naiven T-Zellpool in der Peripherie bilden.

3.1.2 Die zelluldre Immunantwort

Im Verlauf einer Inmunantwort werden in besonderen Regionen peripherer lymphatischer
Organe den T-Zellen Fremdantigene im Kontext der entsprechenden MHC Molekiile
priasentiert. Bei dem Ag handelt es sich um durch Proteolyse erzeugte Peptidfragmente.
Uber MHC 1 werden hauptsiichlich intrazellulire Ag prisentiert, wihrend MHC I
extrazellulire Ag binden. Hierbei spielen sogenannte professionelle Ag-prisentierende
Zellen (professional antigen presenting cells, pAPC) eine wichtige Rolle. Zu dieser Gruppe
zdhlen Makrophagen, B-Zellen sowie dendritische Zellen. Makrophagen gelangen im
Entwicklungsstadium der Monozyten iliber den Blutstrom in nahezu jedes Organ des
Korpers. Makrophagen sind in der Lage, infektiose Partikel zu phagozytieren und zu
vernichten. Desweiteren exprimieren sie, wie andere pAPC auch MHC II und kénnen damit
im Unterschied zu anderen Koérperzellen auch Ag extrazelluldren Ursprungs prisentieren
(Steinman, R. M. und Cohn, Z. A. 1973; Debrick, J. E. et al. 1991; Kovacsovics-
Bankowski, M. et al. 1993). Eine weitere wichtige Funktion der Makrophagen ist die
Zytokinproduktion, die sowohl der Regulation anderer Zellen des Immunsystems dient, als

auch die Immunantwort durch lokale aber auch generelle Beeinflussung der Gewebe
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beziehungseweise Organe moduliert. Mit ihren breitgeficherten Funktionsspektren sind
Makrophagen ein wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems und gleichzeitig
ein potentes und vielseitiges Bindeglied zum adaptiven Immunsystem. B-Zellen konnen
ebenfalls extrazellulidres Ag internalisieren und présentieren (Ke, Y. und Kapp, J. A. 1996).
Die Aufnahme erfolgt primér durch spezifische B-Zellrezeptor (B cell receptor, BCR)
vermittelte Endozytose. B-Zellen sind ebenfalls in der Lage, andere Lymphozyten zu
aktivieren. Ihre Hauptfunktion liegt jedoch in der Antikorperproduktion. Die Entwicklung
und die Funktion der B-Zellen werden in einem spiteren Abschnitt detailliert betrachtet.
Eine weitere Art der pAPC stellen dendritische Zellen (dendritic cells, DC) dar. Dabei
handelt es sich um eine heterogene Population, die jedoch iiber eine Palette gemeinsamer
Funktionen verfiigt. Ahnlich wie Makrophagen findet man DC in fast allen Geweben, mit
einer Hiufigkeit von etwa 1-2% aller Zellen (Banchereau, J. und Steinman, R. M. 1998). In
diesem unreifen Stadium internalisieren sie sehr effizient extrazelluldres Ag. Haben die DC
in der Peripherie pathogenes Ag aufgenommen, durchlaufen sie einen Entwicklungs- und
Differenzierungsprozess mit grundlegenden morphologischen und funktionellen
Veridnderungen (Mellman, I. und Steinman, R. M. 2001; Thery, C. und Amigorena, S.
2001). Die Internalisierung von extrazellulirem Material nimmt ab, die DC wandern von
den Orten der Antigenaufnahme in sekundire lymphatische Organe, exprimieren verstérkt
MHC I und MHC II sowie kostimulatorische Molekiile. Auch die Zellobeflachenstruktur
wird differenzierter. Es bilden sich die typischen Fortsédtze (Dendriten). Damit sind reife
DC besonders gut befdhigt, mit T-Zellen in Kontakt zu treten und diese gegebenenfalls
antigenspezifisch zu aktivieren (Hartgers, F. C. et al. 2000).

Mit ihren Eigenschaften konnen pAPC Ag sowohl extrazelluldren, als auch intrazelluldren
Ursprungs effizient prozessieren und prédsentieren. Daneben konnen sie T-Zellen
zusdtzliche Signale, die sogenannten Kostimulationssignale, iibermitteln, die zur
Differenzierung und Aktivierung naiver T-Zellen und deren Effektorfunktionen fiihren
(Schmidt, C. S. und Mescher, M. F. 1999; Hernandez, J. et al. 2002).

CD8 exprimierende T-Zellen sind nach ihrer Aktivierung in der Lage, in der Peripherie
infizierte Korperzellen anhand der MHC I-Fremdantigenexpression mit Hilfe der TCR
Bindung zu erkennen und deren Zerstorung einzuleiten. Die Effektorfunktion richtet sich
damit vor allem gegen intrazelluldr mit Viren oder anderen Pathogenen infizierte aber auch
entartete Korperzellen. Bei der antigenspezifischen MHC II restringierten Aktivierung von
CD4 exprimierenden T-Zellen wird deren Funktion und Phénotyp zusitzlich durch das

herrschende Zytokinmillieu beeinfluflt (Sallusto, F. et al. 1998). So entstehen in Gegenwart
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von IL-12 und INF-y vorzugsweise sogennante Th1, wohingegen die Anwesenheit von IL-4
zur Ausbildung des Th2-Phinotyps fiihrt. Der Phinotyp der CD4 Zellen hat einen
entscheidenden Einflufl auf den Verlauf der adaptiven Immunantwort. Wahrend Th1 Zellen
hauptsichlich Makrophagen aktivieren, sind vor allem Th2 Zellen in der Lage, B-Zellen
Signale zu iibermitteln, die neben der Ag-Erkennung fiir die vollstindige Aktivierung
notwendig sind. Da in dieser Arbeit die B-Zellen betrachtet werden, soll auf deren

Entwicklung und Rolle im Immunsystem im Folgenden niher eingegangen werden.

3.1.3 Die Entwicklung und Funktion der B-Zellen

In Analogie zu T-Zellen entwickeln sich B-Zellen aus hdmatopoietischen Vorlduferzellen
im Knochenmark. Der B-Zellrezeptror (B cell receptor, BCR) wird aus je zwei identischen
Polypetidketten zusammengesetzt, deren Sequenz durch Genumlagerungsvorgénge erzeugt
wurde (Tonegawa, S. 1983). Im Knochenmark durchlaufen sie Selektionsprozesse, die
sowohl die Funktionalitit als auch die Selbst-Toleranz gewihrleisten. B-Zellen verlassen
dann das Knochenmark und wandern in periphere lymphatische Organe. Begegnen sie Ag,
das durch ihren BCR erkannt wird, konnen sie aktiviert werden und anschlieBend Ak, die
sezernierte Form des BCR mit identischer Spezifitit, in groBen Mengen produzieren. Auch
sind B-Zellen in der Lage, sich zu langlebigen Gedéchtniszellen zu entwickeln, die im Falle
eines erneuten Auftretens des gleichen Ag sofort massiv spezifische Ak sezernieren

konnen.

3.1.3.1 Der B-Zellrezeptor

Die Vielfalt der potenziellen Ag und die daraus resultierende mégliche Anzahl an
verschiedenen Epitopen erfordern ein entsprechendes Spektrum an Bindungsspezifitéiten
seitens der B-Zellrezeptoren beziehungsweise der Ak. Daneben mull der BCR in der Lage
sein, bei Antigenerkennung und Bindung der Zelle entsprechende Signale zu liefern. In
seiner sezernierten Form, als Ak, miissen dieselben Molekiile andere Effektorfunktionen
tibernehmen. Die Erfiillung dieses Aufgabenkomplexes wird durch die besondere Art der

Kodierung auf DNA-Ebene und die Struktur des exprimierten Proteins erméglicht.
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Der BCR gehért zur Proteinfamilie der Immunglobuline. In seiner Membran-gebundenen
Form besteht er aus je zwei identischen sogenannten schweren und leichten Ketten. Die
schwere Kette (IgH) besteht in der Regel aus vier Immunglobulindoméinen, die leichte
(IgL) aus zwei. IgH wird in zwei splice-Varianten synthetisiert: die Expression der ldngeren
Variante fiihrt zu membranstindigen BCR, die der kiirzeren hingegen zu sezernierten Ak.
Igl ist iiber Disulfidbriicken an IgH gebunden. Auch die IgH-Ketten sind iiber
Disulfidbriicken miteinander verbunden. Durch diese Bindungen entsteht ein Molekiil, das

tiber zwei identische Antigenbindungsstellen verfiigt (sieche Abb. 3.1).

Abb. 3.1: 3D Darstellung der Struktur eines Antikérpers (IgG). Hell- und dunkelgriin: die variablen (V),
rot, blau und tiirkis: die konstanten (C) Regionen, der jeweiligen leichten (L) und schweren (H) Ketten.
(Quelle: http://imgt.cines.fr, veridndert).

In seiner Struktur kann der BCR in zwei funktionelle Bereiche unterteilt werden: den C-
terminalen konstanten und den N-terminalen variablen Anteil. Fiir die Vielfalt der
Antigenbindungsspezifititen sind die variablen Bereiche von IgH (V) und IgL (V))
verantwortlich. Dagegen ist die Effektorfunktion der sezernierten Ak durch den konstanten
C-terminalen Bereich der IgH-Kette definiert, der in fiinf unterschiedlichen Hauptvarianten,
Isotypen, vorkommt: IgM, IgD, IgG, IgE und IgA. So werden bespielsweise Fc-Teile von
IgG1 und IgG3 durch Fc-Rezeptoren unterschiedlicher Affinitdt und Isotyp-Spezifitit
erkannt, die auf Makrophagen und Neutrophilen exprimiert sind. So konnen diese
phagozytierenden Zellen das an die Ak gebundene Ag internalisieren (Daeron, M. 1997).

Die Fc-Teile von IgM und IgG konnen durch Proteine des Komplementsystems gebunden
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werden. Durch die Bindung wird die Komplement-Kaskade aktiviert, welche durch Lyse
und Aktivierung weiterer Effektorzellen potenzielle Pathogene zu beseitigen hilft (Cooper,
N. R. 1985). Eine dritte Funktion des Fc-Teils ist bei Ak des IgA-Isotyps prominent. Hier
dient der Fc-Teil dem Rezeptor-vermittelten Transport der IgA-Dimere durch Zellen
hindurch in ansonsten unerreichbare Bereiche, wie mucosale Fluide oder Trinenfliissigkeit
(Mostov, K. E. et al. 1984).

Eine funktionelle Besonderheit des BCR beziehungsweise Ak liegt in seiner Fihigkeit, ein
nahezu unbegrenztes Spektrum an Spezifititen bilden und damit potenzielle Ag
verschiedenster Herkunft erkennen zu konnen. Die Ausbildung dieser Vielfalt liegt in vier
verschiedenen Prozessen begriindet. Die fiir die V-Regionen kodierenden DNA-Bereiche
bestehen bei IgH aus V-, D- und J-Segmenten, bei Igl. aus V- und J-Segmenten. Jede dieser
Segquenzen kommt in vielen Kopien vor. Diese unterscheiden sich voneinander und
kodieren damit fiir unterschiedliche Aminosiduresequenzen. Im Prozel der sogenannten
somatischen Rekombination werden im Fall der schweren Kette die drei verschiedenen,
beziehungsweise im Fall der leichten Kette die zwei verschiedenen Segmente aus dem
jeweiligen Pool zufillig ausgewdéhlt und miteinander verbunden. Damit entstehen die fiir
den variablen Bereich der IgH beziehungsweise Igl. Kette kodierenden Sequenzen,
wihrend die dazwischen liegenden DNA-Bereiche verloren gehen. Dieser erste
Mechanismus erzeugt die sogenannte Rekombinationsvielfalt.

Da es wihrend der einzelnen Schritte des Rekombinationsprozesses zu
Doppelstrangbriichen der DNA kommt, kann ein zweiter Mechanismus zur
Rezeptorvariabilitit beitragen. Dabei werden an den Bruchstellen Nukleotide abgespalten,
was zur Bildung von Palindromen fiihren kann. Diese konnen dann eventuell an einer
anderen als der urspriingliche Stelle getffnet werden, was zum Transfer von Basen von
einem zum anderen DNA-Strang fiihrt. Dies hat wiederum eine Verdnderung der
resultierenden kodierenden Sequenz zur Folge. An die hierdurch entstandenen
Einzelstrangliberhdnge konnen weitere Basen matrixlos angehingt werden. Letztlich
werden beide DNA-Enden miteinander verbunden und die Einzelstrangbereiche aufgefiillt.
Bedingt durch die Zufilligkeit dieser Prozesse fiihrt nur etwa 1/3 aller Rekombinationen zu
einem im Leseraster liegenden Ergebnis. Daneben kénnen auch zufillig Stop-Codons
generiert werden, was ebenfalls zu einem unproduktiven Ergebnis und damit zum
induzierten Zelltod fiihrt.

Der dritte Rezeptorspezifititenvielfalt-erzeugende Mechanismus beruht auf dem

Vorhandensein zweier Igl. Loci im Genom: A und k. Jede schwere Kette ist prinzipiell frei
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mit entweder einer IgL, oder IgL, Kette kombinierbar. In der Kombination kénnen die drei

Prozesse insgesamt 10" verschiedene BCR-Spezifitiiten erzeugen, Tab. 3.1,

B-Zellrezeptor T-Zellrezeptor (o.:B)

IgH Igly Igly o B
V-Segmente 250 - 1000 250 200 100 25
D-Segmente 13 0 0 0 2
J-Segmente 6 5 4 50 12
D in allen . . .

selten nein nein nein oft

Rastern lesbar
N und P-Nukleotide V-D, D-J V-J V-J V-J V-D, D-J
mogliche 101l 1015
Kombinationen 10 10

Tab. 3.1: Die Entstehung der Sequenzdiversititen des B-Zellrezeptors und des (a:8) T-Zellrezeptors
bei der Maus.

Wihrend die bisher beschriebenen Prozesse im Laufe der B-Zellentwicklung im
Knochenmark stattfinden, erfolgt ein letzter aulerhalb des Knochenmarks, in peripheren
lymphatischen Organen im Verlauf einer Immunantwort und wird dort beschrieben.

Eine B-Zelle muf} in der Lage sein die Antigenerkennung und Bindung durch den BCR
tiber eine Signalleitung wahrzunehmen. Der zytoplasmatische Anteil der schweren Kette
des BCR besteht aus nur wenigen Aminosduren und ist nicht in der Lage intrazellulire
Signalleitung zu vermitteln. Fiir die Signalleitung sind die mit dem BCR assoziierten,
sogenannten invarianten Ketten Iga und IgB verantwortlich (Reichlin, A. et al. 2001;
Kraus, M. et al. 2004). Diese gehoren strukturell ebenfalls zur Proteinfamilie der
Immunglobuline. Thre zytoplasmatischen Anteile beinhalten jedoch Sequenzen, die
sogenannten Immunrezeptor Tyrosin-basierten Aktivierungs-Motive (immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif, ITAM), die phosphoryliert werden konnen und durch
Rekrutierung anderer intrazelluldrer Signaltransduktionsmolekiile, wie zum Beispiel
Kinasen, die Signalleitung erméglichen (Cambier, J. C. und Campbell, K. S. 1990; Turner,
M. 2002; Wang, L. D. und Clark, M. R. 2003). Ein weiteres Oberfldchenmolekiil, das an
der BCR-Signalleitung mitwirkt, ist B220/CD45. Diese Phosphatase kann
Signaltransduktionsmolekiile ~durch  Dephosphorylierung aktivieren. Neben dem
eigentlichen BCR spielt ein weiterer Rezeptorkomplex auf der Oberfliche der B-Zellen

eine wichtige Rolle. Der B-Zell-Korezeptor wird auf der Oberflidche reifer B-Zellen
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exprimiert. Dieser Komplex besteht aus CD19, CD21 und CD81. Bei CD21 handelt es sich
um einen Rezeptor fiir ein Protein des Komplementsystems, das in physiologisch
wirksamen Konzentrationen nur in Ag-gebundener Form im Blut vorkommt. Uber dieses
sogenannte C3d-Fragment kann der B-Zell-Korezeptorkomplex Ag binden. Geschieht dies
gleichzeitig mit Ag-Bindung an den BCR kann das intrazelluldre Signal 1000 — 10000-fach
verstarkt werden (Yankee, T. M. und Clark, E. A. 2000; Tsubata, T. und Wienands, J.
2001).

3.1.3.2 Die Entwicklung der B-Zellen

B-Zellen kommen in kieferlosen Wirbeltieren nicht vor. Erst ab der Entwicklungsstufe der
Kiefermiinder konnen B-Zellen entstehen. In der Ontogenese entwickeln sich die friihesten
B-Zellen in der Leber des Foétus. Im adulten Organismus ist das Knochenmark der
Bildungsort von B-Zellen (Ghia, P. ef al. 1998). Die Entwicklung geht von sich selbst
erneuernden pluripotenten hdmatopoietischen Stammzellen (haematopoietic stem cell,
HSC) aus, umfasst mehrere Stufen, die jeweils durch spezifische Muster in Expression von
Oberflichenmarkern voneinander phinotypisch abgegrenzt werden kénnen (Orkin, S. H.
und Zon, L. 1. 2002).

Auch wenn unter artifiziellen in vitro Bedingungen B-Zellentwicklung ohne Stroma
moglich ist (Brasel, K. ef al. 1996; Ray, R. J. et al. 1998), so verlauft sie in vivo Stroma-
abhingig (Dorshkind, K. 1990; Orkin, S. H. 1995). Neben notwendigen spezifischen
Adhisionskontakten zwischen B-Zellen und den Stromazellen, produziert das Stroma fiir
die Entwicklung und Reifung notwendige Faktoren. Dazu zédhlen unter anderem
Wachstumsfaktoren, Interleukine (IL), vor allem IL-7 und IL-11, Chemokine wie SDF-1a
(Marshall, A. J. et al. 1998) sowie Stammzellen-Faktor (stem cell factor, SCF) und FIt3L
(Ray, R. J. et al. 1996; McKenna, H. J. et al. 2000).
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erythroide Linie
myeloide Linie
T-Zelle

NK-Zelle
CMP DC

/
A

HSC —» MPP — ELP —# CLP —# CLP-2 —® frilhe —® spite — Pri-B-Zelle —# unreife

Pro-B-Zelle Pro-B-Zelle B-Zelle
B-Zell-
spezifische - - - - B220+ CD19+ BP1t CD25% IgM+
Marker
Flt3 - + + + + - - - -
IL-7Ro. - - - + + + + - -
Dy-Jy - - +) + + + + + +
Vyu-Dly - - - - - +) + + +
Vi-IL - - - - - - - + +

Tab. 3.2: Charakteristische Merkmale der B-Zellentwicklung im Knochenmark. HSC: himatopoietische
Stammzelle (haematopoietic stem cell), MPP: multipotente Vorldufertelle (multipotent progenitor), CMP:
gemeinsamer myeloider Vorldufer (common myeloid progenitor), ELP: frilhester lympoider Vorldufer
(earliest lymphoid progenitor), ETP: friihester T-Zell-Vorldufer (earliest T cell progenitor), CLP:
gemeinsamer Lymphozyten-Vorldufer (common Ilymphoid progenitor). (Quelle: (Busslinger, M. 2004),
verandert).

Aus friihen B-Zell-Vorstufen konnen neben B-Zellen auch andere Zelltypen entstehen (Wu,
L. et al. 1991; Montecino-Rodriguez, E. et al. 1996; Mori, S. et al. 1997). Diese
Pluripotenz geht mit fortschreitender Entwicklung immer mehr verloren (Akashi, K. et al.
2000) und ab dem spiten CLP-Stadium konnen sich aus den Vorldufern nur noch B-Zellen
entwickeln. Ebenso nimmt die Fahigkeit zu Selbsterneuerung stetig ab (Hardy, R. R. 2003).
Die B-Zellentwicklung im Knochenmark geht einher mit Genumlagerungsprozessen, die
zur Expression des BCR fiihren (Bassing, C. H. et al. 2002). Der Prozefl der somatischen
Rekombination beginnt mit der D,; zu J,; Umlagerung bereits im ELP Stadium. So werden
zum Beispiel auch T-Zellen mit derartigen Genumlagerungen gefunden (Nutt, S. L. et al.
1999; Rolink, A. G. et al. 1999; Romanow, W. J. er al. 2000). Charakteristisch ist dieser
Prozel jedoch fiir die friilhen pro B-Zellen. Gefolgt wird diese Umlagerung durch
Verkniipfung von V, mit DJ,; im spéten pro B-Zellstadium. Erst im Falle einer produktiven
Umlagerung, die zu Expression einer schweren Kette fiihrt, kann der sogenannte Pra-BCR
bestehend aus zwei identischen schweren Ketten, im Komplex mit zwei sogenannten
Ersatz-L-Ketten (surrogate light chain, SLC) sowie Igo und IgB exprimiert werden
(Sanchez, M. et al. 1993). Mit der Oberflidchenexpression des Pra-BCR erhilt die sich
entwickelnde B-Zelle Signale (Meffre, E. et al. 2000; Niiro, H. und Clark, E. A. 2002) die
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Umlagerungen im V-Segment der schweren Kette zu beenden und zu proliferieren
(Nussenzweig, M. C. et al. 1987; Decker, D. J. et al. 1991; Cancro, M. P. und Kearney, J.
F. 2004). Nach der Experession des Prda-BCR und Proliferation féhrt die Prd-B-Zelle mit
Umlagerungen im V-Segment der leichten Kette fort. Sind diese ebenfalls erfolgreich, kann
nun der vollstdndige BCR exprimiert werden. Gleichzeitig verldft die unreife B-Zelle das
Knochenmark.

Der Isotyp des exprimierten BCR ist dabei zum Grofteil IgM, jedoch exprimieren unreife
B-Zellen ebenfalls IgD. Dieser Zustand wird durch alternatives Spleien des
Primértranskripts erreicht, welches sowohl die Sequenz fiir die konstante Region des IgM
als auch des IgD-Isotyps enthélt (Liu, C. P. et al. 1980).

Ein wichtiges Kriterium fiir die Funktionalitidt des BCR ist neben seiner Expression auch
die Spezifitit (Cancro, M. P. und Kearney, J. F. 2004). Etwa 40-60% aller unreifen B-
Zellen tragen einen potenziell autoreaktiven BCR und kénnen noch im Knochenmark
eliminiert werden (Spanopoulou, E. et al. 1994; Andersson, J. et al. 1995; Xu, H. et al.
1998). Es besteht jedoch auch die Mdoglichkeit zur erneuten Aktivierung des
Rekombinationskomplexes und der Ausbildung einer neuen Spezifitit (Braun, U. et al.
2000). Etwa 25% aller peripheren B-Zellen vollfiihren sekundire Rearrangements der
leichten Kette (Casellas, R. ef al. 2001; Edry, E. und Melamed, D. 2004). Dennoch werden
auch in der Milz autoreaktive B-Zellen gefunden. Diese unreifen B-Zellen sind jedoch
empfindlich fiir BCR-induzierte Apoptose und koénnen somit im Fall einer starken
Antigenbindung beseitigt werden (Rolink, A. et al. 1987).

Auf diesem Wege entstehen in einer sechs bis acht Wochen alten Maus etwa 2x10’ unreife
B-Zellen pro Tag (Osmond, D. G. 1993). Die Lebensspanne dieser unreifen B-Zellen in der
Milz betriigt etwa 2-4 Tage (Forster, I. und Rajewsky, K. 1990; Chung, J. B. et al. 2003).
Nur etwa 5-10% der unreifen B-Zellen wird den langlebigen Pool reifer B-Zellen erreichen
(Allman, D. M. et al. 1993; Rolink, A. G. et al. 1998). Der Weg der Reifung wird von einer
erhohten Expression von antiapoptotischen Molekiilen, wie Bcl-2, Bcl-xl begleitet
(Woodland, R. T. et al. 1996; Grossmann, M. et al. 2000; Brunner, C. et al. 2003).
Daneben ist die Expression von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB wichtig (Shachar, I. und
Flavell, R. A. 1996; Matza, D. et al. 2003). Auch exogene Faktoren sind fiir die spite B-
Zellreifung von Bedeutung. Ein wichtiges Beispiel ist BAFF (B cell activator belonging to
the TNF family), ein Mitglied der Tumor-Nekrose-Faktoren-Familie, das fiir das Uberleben
von B-Zellen mitverantwortlich ist. Wihrend transgene Uberexpression von BAFF zu B-
Zell-Hyperplasie fiihrt, bewirkt eine BAFF- oder BAFF-Rezeptor-Deletion B-Zell-
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Hypoplasie (Mackay, F. ef al. 1999; Khare, S. D. et al. 2000; Schiemann, B. et al. 2001). In
lymphatische Organe gelangen B-Zellen tiber den Blutstrom. Als Signale auf diesem Weg
dienen in erster Linie Adhéisionsmolekiile, die den im Blutstrom flieBenden Zellen
ermoglichen, das Endothel der GefdBwand zu erkennen und daran anzudocken. Die hierbei
beteiligten Molekiile gehéren verschiedenen Proteinfamilien an. Zu den drei wichtigsten
zdhlen die Selektine, die tiiber ihre Lectin-artigen Doménen spezifisch bestimmte
Kohlenhydrat-Motive binden kénnen. Die Integrine, die zur Familie der Immunglobuline
gehoren, sind dimere Proteine, mit deren Hilfe Leukozyten an auf Endothel exprimierte
Adhisionsmolekiile binden koénnen. Die wichtigsten Vertreter hierbei sind die
intrazelluldaren Adhésionsmolekiile (intracellular adhesion molecule, ICAM, Butcher, E. C.
1991; Butcher, E. C. et al. 1999). Eine weitere Art von Signalen, die wichtig fiir eine
gerichtete Migration sind, bilden die sogenannten Chemoattraktanten. Die bekanntesten
Vertreter gehoren zur Familie der Interleukine. Fiir die Migration der B-Zellen in die
Follikel sind auBerdem auch Chemokine wichtig (Cyster, J. G. et al. 2000).

Der periphere Pool reifer B-Zellen besteht in der Maus aus etwa 2-3x10° Zellen (Rolink, A.
G. et al. 2004) und bleibt auBerhalb von Phasen einer adaptiven Immunantwort dank
verschiedener Mechanismen der Homdostase lebenslang stabil (Rathmell, J. C. 2004).
Dieser Pool umfaft reife follikuldre B-Zellen, B-Zellen der marginalen Zone und B-1 B-
Zellen. Diese Populationen unterscheiden sich sowohl in ihrer Entwicklung als auch in
ihrer Funktion sowie in ihrem Vorkommen in der Peripherie (Pillai, S. et al. 2004).
Follikulire B-Zellen (IgM"/IgD") sind mit einer Lebensspanne von 2-3 Monaten relativ
kurzlebig, wihrend sowohl B-1 als auch B-Zellen der marginalen Zone eine Lebensspanne
von mindestens einem Jahr aufweisen (Hao, Z. und Rajewsky, K. 2001). Im Gegensatz zu
follikuldren B-Zellen sind B-1 B-Zellen und die B-Zellen der marginalen Zone selbst-
erneuernd (Korner, H. et al. 2001). Die B-1 B-Zellpopulation stellt weiterhin einen
besonderen B-Zelltyp dar, da diese Zellen, obwohl sie unter bestimmten Umstéinden auch
aus adulten Vorldufern entstehen kénnen (Wortis, H. H. und Berland, R. 2001), ihren
Ursprung mehrheitlich nicht im Knochenmark, sondern in der fétalen Leber haben
(Hayakawa, K. und Hardy, R. R. 2000; Kruetzmann, S. et al. 2003). Die Population kann in
zweil Gruppen weiter unterteilt werden B-1a und B-1b. Die Funktion der B-1b B-Zellen
liegt hauptsdchlich in der Immunantwort gegen Ag an den Schleimhiuten des
Verdauungstraktes. B-la B-Zellen produzieren in gesunden Maéusen, auch ohne
Immunisierung, Ak des IgM-Isotyps, die in der Lage sind verschiedene Ag mit niedriger

Affinitdt zu binden (Forster, 1. et al. 1991). Diese sogenannten natiirlichen Ak tragen
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entscheidend dazu bei, in der friilhen Phase der Immunantwort ein unkontrolliertes
Ausbreiten von Pathogenen im Korper zu verhindern (Ochsenbein, A. F. ef al. 1999;
Ochsenbein, A. F. und Zinkernagel, R. M. 2000; Carsetti, R. et al. 2004). Desweiteren
konnen B-1a B-Zellen auch Ak gegen Thymus-unabhingige (thymus independent, TI) Ag
bilden (Mond, J. J. et al. 1995; Wardemann, H. et al. 2002). Sie sind die einzige
Population, die Ak gegen Polysaccharidkapsel-bildende Bakterien produzieren kénnen
(Kruetzmann, S. et al. 2003).

Die follikuldren B-Zellen und die B-Zellen der marginalen Zone haben hingegen beide
thren Ursprung im Knochenmark. Die Entscheidung zur Ausdifferenzierung zu einem der
Phénotypen héngt offenbar mit der Stirke des, durch physiologische Liganden in der
Peripherie vermittelten, BCR-Signals zusammen. Wéhrend relativ starke Signale die
Entwicklung von follikuldren B-Zellen begiinstigen, sind nur schwache BCR-Signale in der
Lage, die B-Zellentwicklung in Richtung der B-Zellen der marginalen Zone zu leiten
(Samardzic, T. et al. 2002). Auch funktionell erfiillen die beiden Populationen verschiedene
Aufgaben. Follikulidre B-Zellen tragen hauptsidchlich zu in Keimzentren von Milz und
Lymphknoten  stattfindenden = Thymus-abhédngigen  (thymus  dependent,  TD)
Immunantworten bei. B-Zellen der marginalen Zone hingegen sind fiir TI Immunantworten
gegen Ag, die durch die Makrophagen der marginalen Zone aus dem langsam flieBenden
Blut des marginalen Sinus aufgenommen wurden, verantwortlich (Gatto, D. et al. 2004).
Aufgrund einer starken Expression von kostimulatorischen Molekiilen wie B7.1 und B7.2
konnen sie jedoch auch zu TD Immunantworten gegen diese Ag beitragen (Oliver, A. M. et
al. 1999; Pillai, S. et al. 2004).

3.1.3.3 Die humorale Immunantwort

Adaptive Immunantworten finden zum einen direkt am Ort einer Infektion statt. So konnen
dort zum Beispiel infizierte Korperzellen von CD8* T-Zellen lysiert werden. Ein anderer
Bereich der adaptiven Immunantwort kann jedoch auch vom Infektionsort weit entfernt
stattfinden. Ag, die durch die Haut eindringen, werden iliber lymphatische Gefédle in
drainierende Lymphknoten transportiert. Ag aus dem Gastro-Intestinaltrakt werden durch
spezialisierte Epithelzellen in Tonsillen oder Peyerschen Plaques beftrdert. In der Milz
werden Ag aus dem Blut gefiltert und konzentriert. Kommen dort reife B-Zellen mit dem

passenden Ag iiber ihren BCR in Kontakt, so konnen sie dieses internalisieren. Die B-Zelle
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selbst wird dabei aktiviert. Je nach Art des Ag benétigt sie Hilfe von CD4" T-Zellen mit
Spezifitit fiir das gleiche Ag (TD-Ag) beziehungsweise kann auch ohne T-Zellhilfe (TI-
Ag) voll aktiviert werden und ihre Effektorfunktionen ausfiihren (Liu, Y. J. ef al. 1991;
Kelsoe, G. und Zheng, B. 1993). Aktivierte B-Zellen teilen sich rasch und formen in den
Follikeln sogennante Keimzentren. Ein jeder solcher Proliferationsorte entstammt einer
einzelnen B-Zelle. Wihrend der Proliferation entstehen Ak-sezernierende Plasmazellen
(Calame, K. 2001; Calame, K. L. 2001). Hierbei kommt es zu einem weiteren Prozef3, der
die Vielfalt der Antikorperspezifititen erhoht, der somatischen Hypermutation. Dabei
entstehen in den fiir die Ag-bindenden Regionen des Ak kodierenden DNA-Bereichen
gehduft Mutationen, die zu einer hoheren Affinitdt der Ak gegeniiber dem Ag fiihren
konnen. Dieser im Verlauf einer Immunantwort stattfindende ProzeB der Affinitétsreifung
fuihrt letztlich zu Produktion von Ak mit einer sehr hohen Spezifitit und Affinitét fiir ein
Ag, welches dadurch dann effektiv beseitigt werden kann. Da die Mutationen zufillig und
nicht gerichtet sind, entstehen auch Zellen mit niedriger affinen Ak-Spezifititen. Diese
werden jedoch im Laufe der Reaktion kompetitiv verdringt (Kosco-Vilbois, M. H. 2003).
Ein weiterer Prozel}, der in den Keimzentren stattfindet, ist der Klassenwechsel des Ig-
Isotyps (Chaudhuri, J. und Alt, F. W. 2004; Li, Z. et al. 2004). Vor allem je nach Art des
Pathogens und des herrschenden Zytokinmillieus werden unterschiedliche Isotypen
bevorzugt (Bengten, E. et al. 2000). Diese konnen dann entsprechend verschiedene
Funktionen erfiillen, wie Neutralisierung von zum Beispiel bakteriellen Toxinen,
Opsonisierung von Pathogenen, die damit einfacher von phagozytierenden Zellen
aufgenommen werden konnen, oder der Aktivierung des Komplementsystems.

Neben der notwendigen Proliferation, die einige Zeit in Anspruch nimmt, bedingt das
Erreichen der hohen Spezifitit und Affinitdt der im Laufe einer adaptiven Immunantwort
produzierten Ak die mehrtigige Verzégerung dieser Art der Immunantwort. Ein weiterer
Grund ist die Seltenheit von B-Zelle mit einer fiir ein bestimmtes Ag passenden BCR-
Spezifitit. In den meisten Fillen ist nur 1 von etwa 10° B-Zellen in der Lage, ein gegebenes
Ag zu binden (Carsetti, R. et al. 2004). Der Abschlufl einer erfolgreichen adaptiven
Immunantwort wird von zwei wichtigen Prozessen begleitet. Wihrend die Mehrheit der
nicht mehr benétigten Effektorzellen durch Apoptose eliminiert wird, liberleben einige
Zellen und formen den Gedichtniszellpool. Diese Zellen besitzen eine besonders lange
Lebensspanne und koénnen im Menschen auch noch nach mehreren Jahrzehnten
nachgewiesen werden (McHeyzer-Williams, M. G. et al. 2000). Damit ist der Organismus

im Fall einer erneuten Infektion mit dem gleichen Pathogen besser gegen dieses geschiitzt.
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Eine Immunantwort, bei der Gedéchtniszellen beteiligt sind, unterscheidet sich vielfach von
der Primérantwort. Sie wird wesentlich schneller ausgelGst, verliduft heftiger, zeichnet sich
aber auch durch qualitative Besonderheiten aus. So werden, im Unterschied zur
Primérantwort, die zumindest anfangs von IgM Sekretion dominiert wird, typischerweise
hauptsichlich Ak vom IgG-Isotyp sezerniert. Desweiteren verfiigen diese Ak iiber eine
hohe Ag-Spezifitit, die im ProzeB3 der somatischen Hypermutation der V-Gene erworben
wurde (Neuberger, M. S. et al. 2000; Sale, J. E. et al. 2001).

3.1.3.4 B-Zelldefekte

Die Komplexitit der wihrend der Entwicklung ablaufenden Prozesse und die Vielfalt der
Funktionen von B-Zellen macht dieses Kompartiment besonders fiir Defekte anféllig. Zwar
werden die Zellen permanent sowohl extern von anderen Zellen als auch endogen
kontrolliert, doch auch diese Mechanismen sind nicht immer in der Lage, eine einwandfreie
Funktion jeder B-Zelle zu gewdhrleisten. Neben auf den Einzelfall bezogenen zufélligen
Defekten, existieren jedoch auch natiirlich vorkommende genetische Faktoren, die direkt zu
Defekten fiihren oder Fehlfunktionen begiinstigen.

Ebenso wie alle anderen Korperzellen konnen B-Zellen aller Entwicklungsstadien entarten
und zu B-Zellymphomen fiihren. Die meisten im Menschen vorkommenden B-
Zellymphome haben ihren Ursprung in B-Zellen, die aus der Reaktion im Keimzentrum
hervorgingen. Die besondere Anfélligkeit fiir maligne Verdnderungen liegt einerseits an
den Genumlagerungen, die wihrend des Klassenwechsels Megabasenbereiche umfassen
und damit ein hohes Risikopotential fiir Translokationen von Onkogenen in V-Regionen in
sich bergen. Andererseits kann es im Zusammenhang mit dem ebenfalls einzig in B-Zellen
vorkommenden Prozefl der somatischen Hypermutation in Genen, die nicht fiir die V-
Bereiche der Ak kodieren auch zu Sequenzveridnderungen kommen, die neoblasisches
Wachstum begiinstigen (Korsmeyer, S. J. 1992; Bergsagel, P. L. und Kuehl, W. M. 2001;
Dunn-Walters, D. et al. 2001).

Wenn, wie im Fall von schwerer kombinierter Immundefizienz (severe combined
immunodeficiency, SCID), die Funktionsfihigkeit des Systems der somatischen
Rekombination gestort ist, kommt es zu Fehlentwicklungen beziehungsweise zum Fehlen
des Lymphozytenkompartiments. Beim Menschen kann diese Defizienz je nach der

genauen Art des zugrunde liegenden genetischen Defekts schon innerhalb des ersten
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Lebensjahres lethal sein (1995; 1997). Eine besondere Form stellt die X-chromosomal-
gekoppelte SCID (SCID-X1) dar. Durch einen Defekt in der kodierenden Sequenz fiir das
Gen der gemeinsamen y-Kette der IL-2-, IL-4-, IL-7-, IL-9- und IL-15-Rezeptoren kommt
es zu erheblichen Entwicklungsstorungen unter anderem der B-Zellen, T-Zellen und NK-
Zellen (Fischer, A. 1992). Da der Defekt auf Zellen hidmatopoietischen Ursprungs
beschrinkt ist, kann dieser durch Knochenmarkstransplantation behoben werden.

Bei der X-chromosomal-gekoppelten Agammaglobulindmie (X-linked
agammaglobulinemia, XLA) wird die B-Zellentwicklung im Stadium der Prid-B-Zellen
unterbrochen. Die  Erkrankung wird durch eine Mutation im Gen des
Siganaltransduktionsmolekiils Btk (Bruton’s tyrosine kinase) verursacht (Bruton, O. C.
1952; Desiderio, S. 1997).

Eine weitere Defizienz, die X-chromosomal vererbt wird, ist das X-gekoppelte Hyper-IgM-
Syndrom. Hier kann aufgrund von Mutationen kein Signal tiber CD40 empfangen werden,
das fiir den Ig-Klassenwechsel notwendig ist. Es werden dadurch kaum Ak anderer
Isotypen produziert (Di Santo, J. P. ef al. 1994).

Das Fehlen von Ak kann aber auch nur einzelne Isotypen betreffen. Wie zum Beispiel IgA
(Burrows, P. D. und Cooper, M. D. 1997). Hier sind Mutationen in DNA-Bereichen, die fiir
den konstanten Teil von IgA kodieren, fiir den Phinotyp verantwortlich.

Eine Auswahl der genetisch bedingten B-Zelldefizienzen ist in Tab. 3.3 dargestellt.

Krankheit verantwortliches Gen
schwere kombinierte Immundefizienz Adenosin-Deaminase
gemeinsame y-Kette
JAK-3
RAG 1/2
DNA-PKcs
X-chromosomal-gekoppelte Agammaglobulinimie Btk
Leukozyten Adhisionsdefizienz 32-Integrin
IgA-Defizienz (komplex)
X-chromosomal-gekoppeltes Hyper-IgM-Synrom CD40-Ligand
Wiskott-Aldrich-Syndrom WASP

Tab. 3.3: Ausgewihlte genetische Defekte, die, die B-Zellfunktion beeintrichtigen.

Wie die Mehrzahl der Leukozyten sind auch B-Zellen in der Lage selektiv in bestimmte

Organe zu migrieren (homing). Dabei werden gewebsspezifische Adhésionsmolekiile auf
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Endothelzellen erkannt (Gowans, J. L. und Knight, E. J. 1964; Butcher, E. C. et al. 1980;
Butcher, E. C. und Picker, L. J. 1996; Warnock, R. A. et al. 1998). Das Fehlen einzelner
Komponenten hat in der Regel schwere Organmif3bildungen und Immundefizienzen zur
Folge (Lau, Y. L. ef al. 1991; Tohma, S. et al. 1991; Springer, T. A. 1995; Wagner, N. et
al. 1996; Xu, B. et al. 2003). Wie ebenfalls bereits erwdhnt, sind Chemokingradienten
wichtige Wegweiser fiir die Lokalisation von B-Zellen im Organismus und in einzelnen
Kompartimenten lymphatischer Organe. So bedingt zum Beispiel eine Unterbrechung der
Wechselwirkungen zwischen dem Chemokin BLC (CXCL13) und dem Rezeptor CXCRS
Storungen in der Entwicklung von B-Zellfollikeln in der Milz und Peyerschen Plaques
(Forster, R. et al. 1994; Forster, R. et al. 1996).

Eine weitere Art einer genetisch bedingten Erkrankung, bei der auch die B-Zellen betroffen
und fiir den Phénotyp mitverantwortlich sind, stellt das X-chromosomal rezessiv vererbbare
Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS) dar (Wiskott, A. 1937; Aldrich, R. A. et al. 1954). Bei
den Patienten manifestiert sich die Erkrankung vor allem durch eine Thrombozytopenie,
sowie Ekzeme und verschieden starke Immundefizienzen, aber auch
Autoimmunerkrankungen, = wie  juvenile = rheumatische  Arthritis,  Vaskulitis,
Glomerulonephritis und Cooms-positive hidmolytische Andmie. Das Gen, dessen
Mutationen fiir den Phénotyp verantwortlich sind, konnte bei Menschen auf Xpl11.23
lokalisiert werden. Es besteht aus 12 Exons, die fiir ein Protein mit 502 Aminosiduren
kodieren (Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein, WASP, Kwan, S. P. ef al. 1991; Derry, J. M.
et al. 1994). Obwohl dieses Syndrom zunichst als eine T-Zelldefizienz beschrieben wurde,
zeigen auch B-Zellen von WAS-Patienten unter anderem verminderte Motilitit und eine
reduzierte Migrationsfihigkeit (Freitas, A. A. und Rocha, B. 2000; Westerberg, L. et al.
2004). Einen &dhnlichen Phénotyp zeigen WASP-defiziente Méause (Zhang, J. et al. 1999;
Westerberg, L. et al. 2001). Als direkte Funktion dieses Proteins konnte seine Rolle in der
Reorganisation des Zytoskeletts bestimmt werden (Higgs, H. N. und Pollard, T. D. 2001).
Wichtige Reaktionspartner des WASP wurden innerhalb der Familie der Rho-GTPasen

gefunden (Symons, M. ef al. 1996), auf die nun néher eingegangen werden soll.

3.2 Die Familie der Rho-Proteine

Vor allem die Entdeckung von onkogenen Mutationen in Genen der Ras-Familie (rat

sarcoma virus), die wiederholt in humanen Karzinomen vorkommen (Harvey, J. J. 1964;
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Ridley, A. 2000; Montaner, S. et al. 2004; Ridley, A. J. 2004), sowie die Identifizierung der
entsprechenden viralen Proto-Onkogene, v-Ras (Shih, T. Y. ef al. 1979; Barbacid, M. 1987;
Shields, J. M. et al. 2000), 16sten die Suche nach Ras verwandten Genen beziehungsweise
Proteinen aus. Rho (ras homolog) wurde hierbei als eines der ersten Genprodukte
identifiziert (Madaule, P. und Axel, R. 1985). Inzwischen wurden iiber 100 Ras-dhnliche
Proteine in Sdugetierzellen gefunden, die in fiinf Gruppen eingeteilt werden: Ras, Rab, Arf,
Ran und Rho (Ridley, A. J. 2001).

Die besonders gut untersuchte Familie der 20-30 kDa groen, monomeren, Guanosin-
Triphosphat- (GTP) bindenden und spaltenden Proteine der Rho-Familie (Rho-GTPasen)
umfaflt mindestens 22 Vertreter (Wherlock, M. und Mellor, H. 2002; Fransson, A. et al.
2003, Tab. 3.4), die als molekulare Schalter eine breite Palette von
Signaltransduktionswegen in allen eukaryotischen Zellen kontrollieren und damit wichtige
zelluldre Prozesse, wie Regulation des Aktin-Zytoskeletts, der Aktivitit von
Transkriptionsfaktoren und den Zellzyklus beeinflussen (Bishop, A. L. und Hall, A. 2000;
Etienne-Manneville, S. und Hall, A. 2002).

Rho-Unterklasse

TCL

TC10

CDC42 CDC42
Wrch-1

Chp

Rac2
Racl
__IE Rac3 Rac

Rhog
RhoBTBI1
| RhoBTB2 | RhoBTB
RhoH | RhoH
—1 RhoA
RhoC Rho
— RhoB
Rnd3/RhoE
_1: Rnd1 Rnd
L Rnd2
[ RhoD
' Rif | RhoD
— Miro-1 | Miro

- Miro-2

Tab. 3.4: Dendrogramm der Rho-GTPasen (Quelle: (Bishop, A. L. und Hall, A. 2000), verdndert).
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3.2.1 Funktionsweise und Regulation der Rho-GTPasen

Alle Rho-GTPasen wechseln zwischen der inaktiven, an Guanosin 5’-Diphosphat (GDP)
gebundenen, Form und der aktiven Form, in der sie an GTP gebunden sind (Boguski, M. S.
und McCormick, F. 1993; Takai, Y. et al. 2001). Zur Zeit sind drei Arten von Faktoren
bekannt, die diesen ProzeB, der auch einen strukturellen Konformationswechsel des
Proteins beinhaltet, regulieren (Vetter, . R. und Wittinghofer, A. 2001). Wihrend die zur
Zeit iiber 60 bekannten Guaninnucleotid-Austauschfaktoren (guanine nucleotide exchange
factor, GEF) als Co-Faktoren den Austausch von GDP zu GTP forcieren und dadurch die
Rho-GTPasen aktivieren (Van Aelst, L. und D'Souza-Schorey, C. 1997; Kjoller, L. und
Hall, A. 1999), beschleunigen GTPase-aktivierende Proteine (GAP), von denen iiber 70
identifiziert werden konnten, drastisch die ansonsten langsame, intrinsische Hydrolyse von
GTP zu GDP, was zu Inaktivierung der Rho-GTPase fiihrt (Lamarche, N. und Hall, A.
1994; Moon, S. Y. und Zheng, Y. 2003). Eine andere Art der Regulation fiihren die
Guaninnucleotid-Dissoziationsinhibitoren (GDI) aus. Sie binden an den inaktiven Rho-
GTPase/GDP Komplex und translozieren diesen von der Zellmembran weg ins Zytoplasma
(Johnson, D. I. 1999; Olofsson, B. 1999). Die Wechselwirkungen von Rho-GTPasen mit
GEF, GAP und GDI sind schematisch in Abb. 3.2 dargestellt.

Plasmamembran

Signal —» '/

D M-D

GTP GDP

i Rho-GDP

Abb. 3.2: Mechanismus und Kontrolle der Aktivitidt von Rho-GTPasen (Quelle: (Paduch, M. at al. 2001),
verandert).

Alle Rho-GEF besitzen eine katalytische Dbl-homologe Doméne (Dbl-homology domain,
DH, Hart, M. J. et al. 1994; Cherfils, J. und Chardin, P. 1999), sowie eine benachbarte
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Pleckstrin-homologe Doméne (pleckstrin homology domain, PH). Diese vermittelt
einerseits durch Bindung von Lipiden die Lokalisation an der Plasmamembran (Zheng, Y.
et al. 1996; Rameh, L. E. et al. 1997), sie verstirkt jedoch auch direkt die Aktivitit der DH-
Domiine. So weist der Wildtyp des Trio-GEF eine etwa 100-fach hohere GEF-Aktivitit auf
als eine kiinstlich erzeugte Mutante ohne die PH-Domine (Liu, X. ef al. 1998). Weitere
spezifische Doménen sorgen fiir Unterschiede in der intrazellulidren Lokalisation sowie dem
genauen Aktivierungsmechanismus (Cerione, R. A. und Zheng, Y. 1996).

Das Hauptmerkmal des Funktionsmechanismus der GAP ist eine 20°-Drehung zwischen
der GTPase gegeniiber dem GAP im Wechsel vom Grundzustand in den sogenannten
Ubergangszustand. Dabei dringt eine Domiine (Arginin-Finger) des GAP in das aktive
Zentrum der GTPase ein und stabilisiert den Ubergangszustand, in dem GTP effektiv
gespalten werden kann (Rittinger, K. et al. 1997 (a); Rittinger, K. et al. 1997 (b); Nassar, N.
et al. 1998).

Rho-GTPasen sind in der Lage, mit Hilfe ihres posttranslational modifizierten C-Terminus
mit der Plasmamembran zu interagieren. Diese Interaktion wird durch GDI inhibiert. Diese
sind in der Lage GTPasen, die GDP gebunden haben, im Zytoplasma zurilickzuhalten sowie
den spontanen Austausch von GDP gegen GTP zu inhibieren (Keep, N. H. et al. 1997).

Zur Familie der Rho-GTPasen gehdren neben den drei bekannten Rho Isoformen RhoA,
RhoB und RhoC unter anderem noch Cdc42 (cell division cycle 42) und Rac (ras-related
C3 botulinum toxin substrate), das in Sdugern in drei Isoformen vorkommt: Racl, Rac2
und Rac3. Diese werden von verschiedenen Genen kodiert, ihre Aminosiduresequenzen sind
jedoch zu 89-93% identisch (Haataja, L. et al. 1997; Wherlock, M. und Mellor, H. 2002).
Ungeachtet der Sequenz- und Strukturhomologie sind das Vorkommen und die Funktionen
der einzelnen Rac-Isoformen teilweise unterschiedlich. Wihrend Rac1 in allen untersuchten
Geweben vorkommt, ist Rac2 hauptsichlich in Zellen des hdmatopoietischen Systems,
Rac3 hingegen nur im Gehirn exprimiert (Bolis, A. ef al. 2003; Haeusler, L. C. et al. 2003).
In vitro Analysen zeigten vor allem Unterschiede in den Nukleotidbindungseigenschaften
sowie der Aktivierung durch die Rac spezifischen GEF: TIAMI, Trion und GEF H1 auf
(Gao, Y. et al. 2001; Karnoub, A. E. et al. 2001). Die genauen Unterschiede in den
zugrunde liegenden biochemischen Charakteristika konnten jedoch bisher nur sehr
unzureichend untersucht werden (Michiels, F. und Collard, J. G. 1999; Dinauer, M. C.
2003; Haeusler, L. C. er al. 2003; Prieto-Sanchez, R. M. und Bustelo, X. R. 2003).

Eine besondere Schwierigkeit in der Untersuchung der in vivo Racl Funktion in Sdugern

ergibt sich aus der Tatsache, daBl Racl defiziente Maéause am achten Tag ihrer
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Embryonalentwicklung sterben (Sugihara, K. et al. 1998). So ist auch der Vergleich von
Funktionen der beiden Rac-Isoformen Racl und Rac2 in Zellen des hdmatopoietischen
Systems schwierig. Eine Moglichkeit stellt die konditionelle Eliminierung des Rac1-Gens,
die je nach gewihltem Promotor gezielt in bestimmten Zelltypen erfolgen kann (Gu, Y. et
al. 2003). Eine weitere Moglichkeit stellt die transgene Expression von entweder
konstitutiv aktiven oder dominant-negativen mutanten Formen der entsprechenden GTPase,
die ebenfalls zelltypspezifisch oder ubiquitir erfolgen kann. In friiheren in vitro
Untersuchungen wurden diese Mutanten zum Teil auch in Form von Protein in die zu
untersuchenden Zellen mikroinjiziert (Olson, M. F. et al. 1995).

Die GTPasen der Rho-Familie agieren innerhalb der Zelle nicht unabhéngig voneinander.
In verschiedenen Systemen konnten vielfdltige Wechselwirkungen der Rho-GTPasen
untereinander, sowie mit anderen Ras-GTPasen gezeigt werden. Diese konnen entweder
direkt oder tiber Mediatoren erfolgen. Neben diesen ist auch die genaue Hierarchie der
GTPasen untereinander nicht niher bekannt (Ridley, A. J. ef al. 1992). Ein besonders
wichtiger Aspekt dieser Abhingigkeiten ist die Inaktivierung von Rho durch Rac iiber die
Rac-vermittelte Produktion von Sauerstoff-Radikalen (Ridley, A. J. und Hall, A. 1992;
Nimnual, A. S. et al. 2003; Burridge, K. und Wennerberg, K. 2004). Die Ausbalancierung
der Rac- und Rho-Aktivitidten ist fiir Zellmorphologie, Zellbewegung und Wachstum
besonders wichtig (Sander, E. E. et al. 1999; Caron, E. 2003).

3.2.2 Effektorproteine

Als Effektoren der Rho-GTPasen werden Proteine definiert, die mit hoher Affinitat
ausschlieBlich an den aktiven Rho-GTPase/GTP-Komplex binden. Vergleiche von
Kristallstrukturen aktiver und inaktiver Rho-GTPasen offenbarten
Konformationsunterschiede vor allem in zwei Regionen, den sogenannten Schalterregionen
I und II. Bis auf wenige Ausnahmen interagieren alle bekannten Effektoren iiber diese
Motive (Wei, Y. et al. 1997, Ihara, K. et al. 1998).

Um an Rho-GTPasen binden zu konnen, verfligen die Effektoren ihrerseits tiber
entsprechende Bindungssequenzen. Die am weitesten verbreitete stellt die CRIB-Doméne
(Cdc42/Rac-interactive binding) dar. Diese ist stark konserviert und kommt in
verschiedensten Proteinfamilien: Serin/Threonin-Kinasen (MEKK, (Fanger, G. R. et al.
1997), JNK, (Coso, O. A. et al. 1995; Crespo, P. et al. 1996)), Tyrosin-Kinasen (Ackl,
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(Yang, W. und Cerione, R. A. 1997)), Lipid-Kinasen (PI3K, (Tolias, K. F. et al. 1995;
Bokoch, G. M. et al. 1996)), Lipasen (PLC-2, (Illenberger, D. et al. 1998)), sowie Struktur
und Adapterproteinen (WASP, (Machesky, L. M. und Insall, R. H. 1998)) vor. Daneben
sind weitere Motive wie REM und RKH bekannt. Diese kommen jedoch viel seltener,

hauptsichlich in Adapterproteinen vor (Hotta, K. et al. 1996).

3.2.3 Die biologische Aktivitiit der Rho-GTPasen

Die breite Palette an Interaktionspartnern bedingt die Vielfalt zellulidrer Prozesse, an denen
Rho-GTPasen beteiligt sind. In folgenden Abschnitten soll das umfangreiche
Funktionsspektrum von Rho, Rac und Cdc42, als der am besten untersuchten Mitglieder der

Rho-Familie, ndher erldutert werden.

3.2.3.1 Zellmorphologie und Adhision

Studien zur Erforschung der Bedeutung von Rho-GTPasen sind selbst in einfachen
eukaryotischen Einzellern moglich. Untersuchungen zur Ausbildung vor Polaritét bei der
Zellteilung von Hefe (Saccharomyces cerevisiae) zeigten, daBl Cdc42 fiir die gezielte,
ortliche Fokussierung der Knospung notwendig ist (Pruyne, D. und Bretscher, A. 2000),
wihrend Rho in einem weiteren Schritt Signaltransduktionswege aktiviert, die fiir das
Wachstum der Knospe notwendig sind (Schmidt, A. und Hall, M. N. 1998). Diese
Beobachtungen erlauben Riickschliisse auf die Rolle von Rho-GTPasen bei der
Morphogenese hoherer Organismen. Dabei konnten Rho-GTPasen einerseits
Determinanten fiir korrekte Zellpolarisation in Abhéngigkeit von dufleren Einfliissen sein,
jedoch auch anderweitig kooperativ am Prozel3 der Morphogenese beteiligt sein.

Dies wurde zum Beispiel durch entsprechende Untersuchungen der Rolle von Cdc42 bei
der Ausbildung einer Anterior-Posterior-Asymmetrie bei der Zygotenteilung von
Caenorhabditis elegans (Lin, D. et al. 2000; Qiu, R. G. et al. 2000), sowie der
Oozytenreifung und Neuroblastenteilung in Drosophila melanogaster (Gotta, M. et al.
2001; Kay, A. J. und Hunter, C. P. 2001; Ohno, S. 2001) festgestellt. Auch Rac scheint fiir
Morphogenese bei D. melanogaster von groBer Bedeutung zu sein (Eaton, S. et al. 1995;
Murphy, A. M. und Montell, D. J. 1996).
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Eine fiir die Funktion von Epithelien notwendige Voraussetzung stellt die Ausbildung und
Aufrechterhaltung von basalen und lateralen Verbindungen zwischen Nachbarzellen dar.
Untersuchungen an Epiderimiszellen von C. elegans sowie an Maus-Keratinozyten zeigten,
daBl Cdc42 und Rac fiir die Ausbildung von lateralen Cadherin-vermittelten Zell-Zell-
Kontakten durch Penetration von Nachbarzellen mit Zellfortsdtzen (Filopodien und
Lamellopodien) notwendig sind (Raich, W. B. et al. 1999; Betson, M. et al. 2002; Malliri,
A. et al. 2004). Rho hingegen ist an der Ausbildung von Aktin-Filamenten beteiligt, die, die
Zellverbindungen stabilisieren (Braga, V. M. et al. 1997; Noren, N. K. et al. 2001; Fukata,
M. et al. 2002). Desweiteren leistet Rac durch seinen Einflu3 auf die Formation der
Laminin-vermittelten basolateralen Kontakte einen entscheidenden Beitrag fiir die
Ausbildung der apicalen Polaritit von Endothelien (O'Brien, L. E. et al. 2001).

Die Ausbildung von Asymmetrien stellt im Fall der meisten tierischen Zellen einen
wichtigen Schritt in der Morphogenese dar. Der dabei mégliche Grad an Ausprigung und
Komplexitit wird am Beispiel von Neuronen deutlich. Auch in diesem Fall werden die
beteiligten Prozesse durch Rho-GTPasen reguliert. Wéihrend Cdc42 und Racl das
Wachstum von Neuriten positiv regulieren, wird dieses durch Rho inhibiert (Luo, L. 2000).
Das Wachstum wird hier durch den kontrollierten Auf- und Abbau des Zytoskeletts
reguliert. Dabei fordern Cdc42 und Rac den Aufbau von Aktin-Filamenten in den
Membranausstiilpungen, Rho hingegen fordert die Membranretraktion durch Aufbau
kontraktiler Aktin- und Myosinfilamente (Lee, T. et al. 2000; Ozdinler, P. H. und
Erzurumlu, R. S. 2001). Ahnliches konnte bei Makrophagen beobachtet werden. Wihrend
die Aktivierung von Rac2 die Ausbildung von Lamellopodien forciert, bewirkt die
Aktivierung von Rho eine Abrundung der Zelle (Hall, A. 1994; Allen, W. E. et al. 1997).
Die durch Aktin- und Myosinfilamente vermittelte Kontraktion wird in vielen Zelltypen
auch fiir die Durchfiihrung schneller, reversibler Formverdnderungen genutzt. Auch die, auf
diese Art durch Zellen der glatten GefidBwandmuskulatur vermittelte Regulation der
Blutzirkulation wird ausgelost durch duBere Stimuli, durch Rho und die Rho-abhéngige
pl60Rho-Kinase tiiber Phosporylierung der leichten Kette des Myosins und die
darauffolgende Kontraktion der Aktin-Myosin-Filamente vollfiihrt (Uehata, M. et al. 1997,
Fukata, Y. er al. 2001; Sakurada, S. et al. 2001). So korreliert starke Rho-Aktivitit in
Zellen der glatten GefdBwandmuskulatur bei Menschen in vielen Féllen mit Bluthochdruck
und vaskulédren Erkrankungen (Puceat, M. et al. 2003; Seasholtz, T. M. und Brown, J. H.
2004).
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3.2.3.2 Zellbewegung

Die Fihigkeit zur Migration setzt eine asymmetrische Organisation zelluldrer Aktivitdten
voraus. Dabei wird an der Frontseite der Zelle eine vorwirts treibende Kraft generiert, die
tiblicherweise mit Ausbildung von Fortsidtzen (Lammellopodien) und Adhésionskontakten
zur extrazelluliren Umgebung einhergeht. Gleichzeitig ist die Kontraktion am
gegeniiberliegenden Ende der Zelle notwendig. Die Dynamik des Aktin-Zytoskeletts, die
beide Prozesse ermdglicht, fungiert somit als die treibende Kraft der Zellbewegung (Tapon,
N. und Hall, A. 1997; Ridley, A. J. 2001; Fukata, M. et al. 2003). Durch Aktivierung des
Arp2/3 Komplexes ist Rac in der Lage Aktin-Polymerisation zu induzieren (Condeelis, J.
2001). Die Untersuchungen in diversen Zelltypen zeigen, dal Rac in allen Fillen essentiell
fiir die Zellmigration ist (Chung, C. Y. et al. 2000; Small, J. V. et al. 2002; Swetman, C. A.
et al. 2002). Es existieren jedoch auch Ausnahmen. So zeigen Racl defiziente
Makrophagen in vitro zwar Defekte in Ausbildung der fiir diese Zellen typischen
Morphologie, jedoch ist die migratorische Fihigkeit selbst nicht negativ beeinfluf3t
(Chimini, G. und Chavrier, P. 2000; Wells, C. M. e al. 2004). Ahnliches wurde auch bei
DC beobachtet (Shurin, G. V. et al. 2005).

Die gerichtete Migration von Zellgruppen ist, neben ihrer Notwendigkeit fiir den Erhalt der
Gewebeintegritit, wie im Fall der Wanderung von Stammzellen in den Kolon, eine typische
Eigenschaft der Ontogenese von Metazoen. Eines der bestuntersuchten Beispiele ist die
SchlieBung des Dorsalspaltes wihrend der Embryonalentwicklung von D. melanogaster.
Rac und Cdc42 tragen zur Ausbildung von Zellfortsitzen in Form von Filopodien und
Lammellopodien durch Zellen beiderseits des Spaltes bei, die eine SchlieBung einleiten
(Jacinto, A. et al. 2001). Rac- und Cdc42-Aktivititen sind darliber hinaus ebenso
notwendig, um iiber die Mitogen-aktivierte Protein (MAP) Kinase Signalleitungskaskade
den Transkriptionsfaktor Dpp zu aktivieren, der fiir die Koordinierung und

Synchronisierung der Migration zwischen einzelnen Zellen notwendig ist (Knust, E. 1997).

3.2.3.3 Endozytose und Sekretion
Weitere Prozesse, fiir die der Auf- und Abbau von Aktinfilamenten essentiell ist, finden

sich im Bereich des Membrantransportes und der Verdnderungen der Membranstruktur, wie

zum Beispiel beim intrazellulirem Vesikeltransport, sowie der Bildung von
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Membraneinstiilpungen bei der Phagozytose (Nobes, C. D. und Hall, A. 1995 (a); Nobes,
C. D. und Hall, A. 1995 (b)).

In Makrophagen existieren parallel zwei verschiedene Phagozytosemechanismen. Diese
werden durch unterschiedliche Mitglieder der Familie der Rho-GTPasen gesteuert. So ist
bei der Komplementrezeptor-vermittelten Phagozytose Rho beteiligt, wihrend Rac und
Cdc42 nicht essentiell zu sein scheinen. Bei der Immunglobulinrezeptor-vermittelten
Phagozytose hingegen sind Rac und Cdc42 wichtig (Lamaze, C. ef al. 1996; O'Sullivan, A.
J. et al. 1996; Cox, D. et al. 1997; Caron, E. und Hall, A. 1998). Racl und Rac?2 regulieren
hier auch die Aktivierung des NADPH-Oxidase-Enzymkomplexes, was zur Bildung von
Sauerstoffradikalen fiihrt (Dorseuil, O. er al. 1996; Bokoch, G. M. 2000; Park, J. B. 2003;
Yamauchi, A. et al. 2004).

Ein mit der Phagozytose eng verwandter Endozytoseproze3 ist die Pinozytose. Sie wird
durch Rac- und Cdc42-Aktivitdten reguliert und ist primir fiir die Néhrstoffaufnahme
verantwortlich. Pinozytose spielt daneben jedoch auch eine wichtige Rolle fiir die
Antigenpriésentation durch pAPC. In DC ist das auf diese Weise aufgenommene Material
die Hauptquelle fiir auf MHC II Molekiilen prisentierten Peptide (Cox, D. et al. 1997,
Garrett, W. S. et al. 2000; Nobes, C. und Marsh, M. 2000; West, M. A. et al. 2000).
Sekretorische Aktivitdten von Zellen erfordern ebenfalls Umlagerungen im Netzwerk der
Aktinfilamnente. Die Kreuzvernetzung von IgE auf der Oberfliche zirkulierender
Mastzellen fiihrt zur Freisetzung von Histamin und Serotonin aus intrazelluldren Granulae.
Entsprechende Versuche haben gezeigt, da Rho, Rac und Cdc42 hierbei beteiligt sind.
Obwohl ihre genaue Funktion in diesem System nicht bekannt ist, scheint diese vom Aktin-
Zytoskelett unabhéngig zu sein (Pinxteren, J. A. et al. 2000).

Die zentrale Rolle, die Rho-GTPasen bei Endozytose-Vorgingen spielen, bietet auch eine
Erkldrung fiir die Tatsache, dafl diese oftmals Zielsubstrate bakterieller Toxine sind.
Clostridien-Toxin ist in der Lage, an Rho-GTPasen kovalent zu binden und diese zu
inaktivieren. Das YopE-Toxin aus Yersinia hingegen agiert als ein GAP. In beiden Féllen
wird die Endozytose dieser Pathogene damit inhibiert. Umgekehrt agiert das SopE aus
Salmonella typhimurium als ein GEF. Es aktiviert Rac und Cdc42, um die Aufnahme des
intrazelluldren Pathogens zu beschleunigen (Aktories, K. et al. 2000; Galan, J. E. 2001).
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3.2.3.4 Proliferation und Proteinexpression

Der Zellzyklus findet seinen Abschluf3 im Prozell der Zytokinese. Mechanisch erfolgt die
Bildung der Tochterzellen durch die Einschniirung des sogenannten kontraktilen Rings.
Dieser besteht aus Aktin und Myosinfilamenten. Sowohl die Inhibierung, als auch die
Expression konstitutiv aktivierten Rho oder Cdc42 verhindern die Bildung des kontraktilen
Rings. Somit ist offenbar der Wechsel der GTPasen vom inaktiven in den aktiven Zustand
fiir den ProzeB3 entscheidend (Glotzer, M. 2001).

Neben Zytoskelett-vermittelten Effekten beeinflussen Rho-GTPasen den Zellzyklus iiber
Signalleitung und Aktivierung anderer Proteine. Die Inhibierung von Rho, Rac oder Cdc42
in Fibroblasten und Epithelzellen verhindert einen Serum-induzierten Eintritt in den
Zellzyklus in vitro (Olson, M. F. et al. 1995). Detailliertere Studien fiihrten zu der
Erkenntnis, da3 Rho die Expression des D1-Zyklins fordert, wéihrend es die Expression von
Zyklin-Inhibitoren unterdriickt (Olson, M. F. et al. 1998; Philips, A. et al. 2000; Welsh, C.
F. et al. 2001). Ebenso ist Rac fiir die Expression von D1 verantwortlich, wobei es, im
Gegensatz zu Rho, nicht die Transkription, sondern die Translation der mRNA beeinfluf3t
(Joyce, D. et al. 2001; Mettouchi, A. et al. 2001; Vigorito, E. et al. 2003). In weiteren
biochemischen und molekularbiologischen Untersuchungen konnte an zahlreichen
Beispielen ein Zusammenhang zwischen Rho-, Rac- oder Cdc42-Aktivierung und DNA-
Transkription, beziehungsweise Proteinexpression gezeigt werden (Hill, C. S. et al. 1995;
Teramoto, H. er al. 2003).

3.2.3.5 Besondere Aspekte der Funktion der Rac-GTPasen in Zellen des

Immunsystems

Die GTPasen der Rho-Familie spielen auch fiir die Funktion von Lymphozyten eine
wichtige Rolle. In vitro Untersuchungen konnten die Bedeutung von Racl und Cdc4?2 fiir
die Regulation des Zytoskeletts in B-Zellen belegen (Westerberg, L. et al. 2001). Ahnliche
Befunde wurden bei anderen durch Zytoskelett und insbesondere Aktin-vermittelten
Prozessen gemacht. Rac defiziente DC zeigen neben einer stark inhibierten
Migrationsfihigkeit und Phagozytose auch Fehlfunktionen bei der Ausbildung von
Membranfortsidtzen, die fiir Interaktionen mit naiven T-Zellen und deren Aktivierung

notwendig sind (Benvenuti, F. ef al. 2004). In T-Zellen kontrolliert Racl neben der

46



3 EINLEITUNG

Regulation des Aktin-Zytoskeletts (Arrieumerlou, C. et al. 2000) die Aktivierung von
Kinasen-Signaltransduktion (Hashimoto, A. et al. 1998; Jacinto, E. et al. 1998; Genot, E.
M. et al. 2000) sowie NFAT-abhingige Transkription (Genot, E. et al. 1996; Holsinger, L.
J. et al. 1998) und Zytotoxizitit (Billadeau, D. D. et al. 1998). Weitere Studien in Méusen,
die eine konstitutiv aktive Form von Racl in Zellen der T-Zellinie exprimierten, fiihrten zu
der Erkenntnis, daB3 Racl fiir die Entwicklung der T-Zellen wichtig ist. So ist Racl-
Aktivitdt bei der Prd-TCR und TCR abhingigen Thymozyten Selektion im Thymus
notwendig (Gomez, M. et al. 2000; Gomez, M. et al. 2001). In vergleichbaren Studien
konnten &dhnliche Funktionen auch fiir Rac2 bestimmt werden (Lores, P. et al. 1997).
Wihrend einer Immunantwort sind Rac2 defiziente T-Zellen nicht in der Lage, den Thl-
Phénotyp zu entwickeln (Li, B. et al. 2000). Rac2 beeinflult die Funktion von B-Zellen auf
eine ebenso vielféltige Weise. So ist in Rac2 defizienten Méusen neben einer gestorten
Chemotaxis der B-Zellen, auch die PopulationsgréBe der B-1a und B-Zellen der marginalen
Zone deutlich reduziert. Zusitzlich ist die Ca* Freisetzung in Folge von BCR und CD19
Ligation vermindert (Croker, B. A. et al. 2002). Umgekehrt konnte in B-Zellen eine
Aktivierung von Racl, Rac2 und Cdc42 in Folge der BCR-Kreuzvernetzung mit F(ab’)2
sowie der Stimulierung mit Wachstumsfaktoren CSF-1, SLF und GM-CSF in vitro
beobachtet werden (Grill, B. und Schrader, J. W. 2002).

In einer neueren, umfassenden Studie konnten die Rollen von Racl und Rac2 in B-Zellen
in vivo direkt verglichen werden (Walmsley, M. J. et al. 2003). Die untersuchten Gruppen
umfassten eine CD19-spezifisch, konditionell Rac1 defiziente Maus (Rac1®), eine ubiquitéir
Rac2 defiziente Maus (Rac2”), sowie die aus einer Kreuzung beider Stimme
hervorgegangene Maus, deren B-Zellen Racl und Rac2 defizient waren. Die Gréen der B-
Zellpopulationen im Knochenmark unterschieden sich in den defizienten Mausen nicht von
denen in Wildtyp-Tieren. In der Milz waren die Rac2 defizienten B-Zellen der marginalen
Zone reduziert. Daneben waren alle untersuchten B-Zellpopulationen in der Milz in den
Rac1/2 defizienten Méiuse reduziert. Die iliber CD40 und BCR in vitro induzierte
Proliferation von Milz-B-Zellen war im Fall von Rac2 und Racl/2 defizienten B-Zellen
inhibiert. Die Zellen waren jedoch in der Lage, auf Stimulation mit Ionomycin und
Phorbolester mit Zellteilung zu reagieren, was darauf hindeutet, dal die Rolle der Rac-
GTPasen hier nicht in der Proliferationsfihigkeit per se, sondern in der Signalleitung liegt
(Arbibe, L. et al. 2000; Nosaka, Y. et al. 2001). Rho-GTPasen sind neben ihrer Rolle im
Zellzyklus auch fiir das Uberleben der Zelle wichtig (Etienne-Manneville, S. und Hall, A.

2002). In einer in vitro Kultur brachte der Vergleich von Apoptose in Abwesenheit
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exogener Stimuli keine Unterschiede zwischen Rac defizieten und Wildtyp-B-Zellen
hervor. Wurden die Zellen dagegen mit anti-IgM stimuliert, starben Racl und Racl/2
defiziente B-Zellen schneller. Fiir die Entwicklung und das Uberleben von B-Zellen ist
auch die Bindung von BAFF an den BAFF-Rezeptor von Bedeutung (Mackay, F. et al.
2003). Die Zugabe von BAFF zum Kulturmedium erhéhte die Uberlebensdauer von
unreifen Wildtyp-B-Zellen aus dem Knochenmark. Hier zeigt sich eine Redundanz in der
Rac Funktion. Wiahrend die Racl- und die Rac2-Defizienz alleine keinen negativen Effekt
hatte, tliberlebten Racl/2 defiziente B-Zellen signifikant schlechter. Die Féhigkeit zur
Expression des BAFF-Rezeptors sowie seiner mRNA nach BCR-Stimulation in vitro war
hingegen sowohl in Rac2, als auch in Racl/2 defizienten B-Zellen inhibiert. Diese
Ergebnisse zeigen die wichtige Rolle von Rac-GTPasen in einigen Aspekten der B-
Zellentwicklung und Funktion. Dabei agieren Racl und Rac2 meist kooperativ, in einigen

Fillen ist ihre Wirkung sogar weitgehend redundant.

3.3 Zielsetzung der Arbeit

Die grundsitzlichen Aspekte der Funktionsweise der Rac2- und Rac3-GTPasen konnten in
vielen in vitro und in vivo Systemen erforscht werden. Die besondere Situation bei Racl
ergab sich aus der Tatsache, dal die Herstellung von Racl-defizienten Mausen aufgrund
deren embryonalen Lethalitdt nicht moéglich war. Somit ist die Funktion von Racl bei
Séaugern hauptsichlich nur in vitro erforscht worden.

Bei Untersuchungen der Bedeutung von bestimmten Proteinen fiir ausgewdhlte
Zellpopulationen besteht der grundsitzliche Nachteil von in vitro Ansitzen in der
Abkoppelung der Zellen von ihrer natiirlichen Umgebung. Ergebnisse funktioneller Tests in
vitro korrelieren folglich nicht immer mit der Situation in vivo. Die Rolle der Proteine fiir
die Gesamtpopulation der untersuchten Zellen 146t sich ohnehin nur in einem
Modellorganismus bestimmen.

Mit Hilfe einer biochemischen Racl-Defizienz in CD19 positiven Zellen sollte in der
vorliegenden Arbeit die Rolle von Racl fiir B-Zellen untersucht werden. Die dabei
verwendeten Ansitze zielten auf die Erforschung der Rolle von Racl sowohl fiir die B-
Zellentwicklung als auch deren Funktion.

Nach der biochemischen und durflufzytometrischen Bestimmung der Spezifitit der

Expression des Transgens, sollten zundchst mogliche Einfliisse auf die Groen einzelner B-
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Zellpopulationen in lymphatischen Organen, im Knochenmark, Milz, Lymphknoten sowie
dem peripheren Blut untersucht werden. Dazu wurden neben FACS-Analysen, die
AufschluB iiber die PopulationsgroBen brachten, verschiedenartige Uberlebens- und
Proliferationstests durchgefiihrt. Zusétzlich sollten mogliche Auswirkungen auf die
Morphologie lymphatischer Organe am Beispiel der Milz und Lymphknoten histologisch
charakterisiert werden.

Die darauffolgenden Tests sollten iiber die Rolle von Racl fiir verschiedene Bereiche der
B-Zellfunktion Aufschlufl geben.

Das Hauptaufgabenfeld der B-Zellen liegt in der humoralen Immunantwort. So sollte neben
Antikorpertitern in nicht-immunisierten Méusen die Produktion von Ak im Verlauf von,
sowohl Thymus-abhingigen als auch Thymus-unabhingigen, Immunantworten bestimmt
werden.

Der Feststellung der Funktionsfdhigkeit von Signaltransduktionswegen, und der
notwendigen Aktin-Umlagerungen, sollte die umfassende Erforschung der Induzierbarkeit
einer Lymphozytopenie durch verschiedene Agenzien, sowie der Migrationsfihigkeit
sowohl in einem Chemokingradienten, als auch nach adoptiven Zelltransfer dienen. Zur
Verfeinerung und Abgrenzung der Effekte sollte dann in eigenstdndigen Versuchen
zusitzlich die durch exogene Stimuli induzierte Bildung von Aktin-Filamenten und die fiir
Genregulation notwendige Translokation von Transkriptionsfaktoren in den Zellkern
untersucht werden.

Die vielfdltigen Abhingigkeiten der B-Zellen von Racl sollten in vivo und in vitro

analysiert werden.

49



3 EINLEITUNG

50



4 MATERIAL UND METHODEN

4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien

Alle Losungen, Medien und Puffer wurden mit zweifach destilliertem Wasser angesetzt.
Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien von den Firmen Merck (Darmstadt)
und Roth (Karlsruhe) im jeweils hochsten Reinheitsgrad bezogen. Die Herkunft speziell

benétigter Reagenzien ist in der entsprechenden Methodenbeschreibung angegeben.

4.1.2 Geriite

Chemikalienwaage (Kern, Albstadt), Feinwaage (Adventurer, Ohaus Corp., Pine Brooks,
NJ, USA), pH-Meter (Inolab, Weilheim), Magnetriihrer (Ika Labortechnik, Staufen),
Pipetten (Gilson, Middleton, WI, USA), Pipettierhilfe (Integra Biosciences, Baar, CH),
Spannungsquelle (Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ, USA), Tischzentrifuge
(Centrifuge 5415 D, Eppendorf, Hamburg), Vakuumpumpe (KNF Neuberger, Munzingen),
Vortex-Genie2 (Scientific Industries, Bohemia, NY, USA), Wasserbad (Grant Instruments
Ltd., Barrington Cambridge, England), Zentrifuge (Rotixa RP, Hettich, Tuttlingen).

Alle anderen verwendeten Gerite sind in den jeweiligen Methodenbeschreibungen erwihnt.

4.1.3 Verbrauchsmaterialien

Einmal Injektionskaniilen 0,45 x 12 mm  Terumo Medical Corporation, Tokyo, Japan

Einmal Injektionskaniilen 0,70 x 30 mm  Braun, Melsungen

Einmalspritzen Braun, Melsungen
Plastik-Petrischalen Roth, Karlsruhe

Reaktionsgefifle 0,2 ml Nunc, Wiesbaden
Reaktionsgefifle 1,5 ml und 2 ml Eppendorf, Hamburg
Reaktionsrohrchen 5 ml (FACS) BD Falcon, Lincon Park, NJ, USA
ReaktionsgefiBle 15 ml und 50 ml Greiner, Frickenhausen
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Sterilfilter 0,22 ym Millex®-GP Millipore, Bedford, MA, USA

4.1.4 Proteine und Oligonukleotide

Hiihner-Ovalbumin (albumin, chicken egg, Grade V) wurde von der Firma Sigma (St.
Louis, MO, USA) bezogen.

Die folgenden Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech AG (Ebersberg)
hergestellt:

#28: 5’-TACTCCAAGGGGCTCACATCTT-3’

#19: 5’-CCATGGTGATACAAGGGAC-3".

4.1.5 Antikorper

Tabelle 4.1: Verwendete Antikorper fiir Durchfluzytometrie und ELISA

Spezifitit Konjugat | Klon Bezugsquelle
(Anti-Maus-)
BrdU FITC B44 BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
CD3 FITC BM10-37 | BD Pharmingen
PE
CD4 PerCP L3T4 BD Pharmingen
APC
CD5/Ly-1 BIO 53-7.3 BD Pharmingen
cDS8 PE Ly-2 Caltag, San Francisco, CA, USA
APC BD Pharmingen
CDl11b FITC M1/70 BD Pharmingen
CDllc PE HL3 BD Pharmingen
CD16/CD32 - 2.4G2 BD Pharmingen
FITC
CD19 °E 1D3 BD Pharmingen
PerCP
APC
CD21/CD35 FITC 7G6 BD Pharmingen
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CD23 BIO B3B4 BD Pharmingen
CD25 FITC D4 BD Pharmingen
CD40 - FGK-45.5 | freundlicherweise von T.Rolink zur
Verfligung gestellt
CD43/Leukosialin | BIO S7 BD Pharmingen
BIO
FITC
CD45R/B220 PE RA3-6B2 | BD Pharmingen
PerCP
APC
CD45.1/LCA FITC A20 BD Pharmingen
CD90.2/Thy-1.2 BIO 53-2.1 BD Pharmingen
CD138/Syndecan-1 | PE 281-2 BD Pharmingen
I-A° PE AF6-120.1 | BD Pharmingen
HRP polyklonal | Serotec, Oxford, England
IgM Jackson Immuno-Research Inc., West
- F(ab')2
Grove, PA, USA
IgG HRP polyklonal | Serotec
Southern Biotech Associates, Inc.,
IgG1 HRP polyklonal Birmingham, AL, USA
APC X56 BD Pharmingen
IgG2a HRP polyklonal | Southern Biotech
IgG2b HRP polyklonal | Southern Biotech
IgG3 HRP polyklonal | Southern Biotech
MOMA-1 BIO BMA Biomedicals AG, Augst, CH
Myc - 9E10 Covance, Richmond, CA, USA

APC-konjugiertes Streptavidin wurde von der Firma Caltag (San Francisco, CA, USA)

bezogen.

PerCP-konjugiertes Streptavidin wurde von der Firma BD Pharmingen (San Diego, CA,

USA) bezogen.

Alexa-568-konjugiertes Phalloidin wurde von der Firma Molecular Probes (Leiden, NL)

bezogen.
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FITC-konjugiertes Annexin V wurde von der Firma Bender Med Systems (Wien, A)

bezogen.

4.1.6 Versuchstiere

Die hier verwendeten CD19/Rac1-N17 transgenen Miuse wurden vor Beginn dieser Arbeit
kreiert. Dazu wurde die aus einer Cosmid-DNA stammende, 4200 Basenpaare (bp) lange,
5'-Region des humanen CD19 Gens (Kleindienst, P. et al. 2000) isoliert (zur Verfligung
gestellt von M.Bussinger, Wien, A). Parallel dazu wurde die Sequenz fiir Rac1-N17, sowie
den Myc-Marker (humanes c-myc, Aminoséren: 409-419) durch Restriktionsenzymverdau
mit EcoRI und Hindlll aus dem Plasmid pGEM1-Myc-Rac1-N17#6 (Guillemot, J. C. et al.
1997) isoliert. Die splice-donor und acceptor sowie die poly-A-Sequenz des Kaninchen-3-
Globingens wurden durch Restriktionsenzymverdau mit XAol und BamHI aus dem Plasmid
pDOI5 (Kouskoff, V. et al. 1993) isoliert. Beide Fragmente wurden anschlieBend ligiert
und die Orientierung durch Restriktionsenzymverdau und DNA-Sequenzanalyse iiberpriift.
Das linearisierte transgene Konstrukt (Abb. 4.1) wurde in fertilisierte C57BL/6 Maus-
Oozyten injiziert (Hogan B, C. F., Lacy E, 1986). Zwei transgene Nachkommen wurden
mittels Southern-Analyse und PCR identifiziert.

Bei der Analyse auf RNA Ebene (Southern-Analyse) wurde festgestellt, da3 die beiden
transgenen Tiere deutliche Unterschiede in der Expressionsstirke aufweisen. Um die somit
erhaltene Moglichkeit einer dosisabhiingige Untersuchung der Effekte des Transgens zu
nutzen, wurden beide Tiere in die Zucht genommen. Im folgenden wurden die, das
Transgen tragenden, Nachkommen der beiden Zuchtlinien entsprechend der
Expressionsstiirke, sinngeméB als tg" fiir die niedrigexprimierenden transgenen Miuse und
tg" fiir die hochexprimierenden Miuse bezeichnet.

Die Tiere wurden in den C57BL/6 Hintergrund gekreuzt. Fiir die in dieser Arbeit
priasentierten Experimente fanden Tiere der Generationen F5 bis F14 im Alter von 8-16
Wochen Verwendung. Als Kontrollgruppen (Wildtyp, wt) dienten jeweils PCR-negative
Nachkommen gleicher Generation und gleichen Alters, beider transgener Zuchtlinien. Es
wurden insgesamt {iber 2400 Tiere bendtigt.

Alle Miuse wurden in den Tierstéllen des Instituts fiir Immunologie in Miinchen gehalten.
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1000 bp
—

NS (Bs,B)(E.H) (H,E) X

- -

CD19 fRaCI-N17 Am)

Myc

Abb. 4.1: Schematische Darstellung des transgenen Konstrukts. Grau: CD19 5’-Region (human), weif3:
Splice-Donor-, Splice-Acceptor- und Poly-A-Sequenz (Kaninchen), schraffiert: Myc-Marker,. schwarz: Racl-
N17; B, BamHI; Bs, BsrGI; E, EcoRIl; H, Hindlll; N, Notl; P, Pstl; S, Sall und X, Xhol. Die Schnittstellen in
Klammern wurden beim blunt end-Verdau entfernt.

4.1.7 Pufferlosungen und Medien

ACK-Puffer 8,29 g Ammoniumchlorid
1 g Kaliumhydrogencarbonat
37,2 mg Na,EDTA
H,0ad 11
pH 7,2-7,4 mit 1 N HCI einstellen und durch

0,2 pm Filter sterilfiltrieren

PBS 150 mM NaCl
10 mM Dinatriumhydrogenphosphat
2 mM Kaliumdihydrogenphosphat
pH 7,4 mit 5 N NaOH einstellen

FACS-Puffer’ 0,01% Natriumazid (v/v)
2% FBS (v/v)
PBS

MACS-Puffer 0,1% BSA (w/v)
PBS

% Natriumazid (NaN,) wirkt toxisch, daher wurde bei funktionellen Tests, in denen die Vitalitdt der Zellen
essentiell ist, FACS-Puffer ohne NaN, verwendet.
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50x TAE-Puffer

BSU-Auftragspuffer

Anésthetikum

B-Zellinkubatiosmedium

Migrationsmedium

Medium fiir Gewebeverdau

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

21 g Harnstoff

25 g Saccharose

0,1 MEDTA

1 Spatelspitze Bromphenolblau
H,0,. ad 50 ml

0,25 ml 2% Rompun®

(BayerVital, Leverkusen)

0,5 ml 100 mg/ml Ketavet®

(Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen)
PBS ad 5 ml

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
(IMDM, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
10% FBS (inaktiviert, v/v)

500 mM B-Mercaptoethanol

1% Penizillin/Streptavidin (v/v)

Roswell Park Memorial Institute 1640
(RPMI 1640, Aidenbach)

0,5% BSA (v/v)

10 mM HEPES

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
5% FBS (inaktiviert, v/v)

0,5 mg/ml Collagenase A

40 pg/ml DNase I
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ELISA-Puffer

10x Waschpuffer

1x Waschpuffer

Blockierungslosung

Antikorperfirbelosung

Kaliumzitratpuffer

TMB-Losung

1010 g NaCl

10 g KCl1

10 g Kaliumhydrogenphosphat
57,5 g Dinatriumhydrogenphosphat
H,O,4cad 51

11 10x Waschpuffer
5 ml Tween 20
H,O,.ad 101

0,05% Natriumazid (w/v)

0,5% Milchpulver  (w/v,  Applichem,
Darmstadt)

PBS

0,05% Tween20 (v/v)
0,5% Milchpulver (w/v)

42 g Zitronensdure-Monohydrat
950 ml H,Oy.

pH 3,95 mit KOH einstellen
275 ul 30%ige H,0,

H,O,cad 11

bei 4°C im Dunkeln lagern

240 mg TMB

(3, 37,5, 5° Tetramethylbenzidin)
5 ml Aceton

45 ml Methanol

bei RT im Dunkeln lagern
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Substratlosung

SDS-PAGE und Western-Blot Puffer

Lysispuffer

1xLadepuffer (Lidmmli)

Sx Ladepuffer (Lammli)

Trenngelpuffer

Sammelgelpuffer

5% TMB-Losung (v/v)

Kaliumzitratpuffer

8 g NaCl

6 g TRIS/HCI (pH 7,8)

0,6 g EDTA

0,174 g Phenylmethylsulfonylfluorid
10 ml Igepal CA-630

H,Oyqad 11

0,6 g TRIS/HCI (pH 6,8)
10 ml Glycerol

5 ml B-Mercaptoethanol
2 ¢ SDS

H,0,., ad 100 ml

3 ¢ TRIS/HCI (pH 6,8)
50 ml Glycerol

25 ml B-Mercaptoethanol
10 g SDS

H,0,., ad 100 ml

100 ¢ SDS
181,7 g TRIS (pH 6,8)

H,Oyqad 11

100 g SDS
121,1 ¢ TRIS/HCI (pH 8.8)
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Laufpuffer 19 g Glycin
3 g TRIS/HCI(pH 8,8)
1 g SDS
H,O4ad 11

Transferpuffer 14,4 g Glycin
3 ¢ TRIS/HCI (pH 8,8)
200 ml Methanol
H,Oyqad 11

Blockierungslosung 0,05% Natriumazid(w/v)
0,5% Milchpulver  (w/v,  Applichem,
Darmstadt)
PBS
Antikorperfirbelosung 0,05% Natriumazid (w/v)
PBS
4.2 Methoden

4.2.1 Molekularbiologische Methoden

4.2.1.1 Isolierung genomischer DNA aus Gewebebiopsien

Die Gewebeproben, hier Schwanzspitzen, werden mit einem sterilen Skalpell in 1-2 mm
grole Stiicke geschnitten. Das blutige Anfangsstiick wird dabei verworfen, um
Kontaminationen mit Blut anderer Méuse zu vermeiden. Die Gewebeprobe wird zusammen
mit 100 pul sterilem H,O, in ein Reaktionsgefdll gegeben. Der Ansatz wird fiir 10 min bei
95°C inkubiert, um endogene Peptidasen zu inaktivieren und anschlieBend kurz
zentrifugiert. Dann werden 2 pul Proteinase K (2 mg/ml) zugegeben und mit dem Ansatz
vermischt. Wihrend einer etwa zwdlfstiindigen Inkubation bei 54°C wird das

Schwanzstiick verdaut. Bevor die freigesetzte genomische DNA verwendet werden kann,
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mul} die Proteinase K durch eine zehnmintitige Inkubation bei 95°C inaktiviert werden.

AnschlieBend kann ein Aliquot der DNA direkt in einem PCR-Ansatz verwendet werden.

4.2.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR, Saiki, R. K. et al. 1985;
Mullis, K. et al. 1986) dient zur in vitro Amplifikation eines DNA-Segments, das zwischen
zwel bekannten Sequenzen liegt. Als Primer werden zwei Oligonukleotide verwendet, die
spezifisch an die 5’-und 3’-flankierenden Bereiche der zu amplifizierenden Sequenz
hybridisieren. Die DNA-Strange werden erst durch Hitze denaturiert, dann auf eine
Temperatur abgekiihlt, die erstens den Primern erlaubt, an ihre Zielsequenzen zu
hybridisieren und zweitens der DNA-Polymerase erméglicht, den komplementéren Strang
zu synthetisieren. Die Reaktion findet unter einem hohen molaren Uberschul an
Oligonukleotid-Primern und den vier dNTP statt. Alle Schritte werden mehrmals
wiederholt, was zu einer exponentiellen Vermehrung der Ziel-DNA fiihrt, da die Produkte
einer Amplifikationsrunde wieder fiir die nichste zur Verfiigung stehen. Die DNA-
Polymerisation erfolgt durch eine hitzestabile DNA-Polymerase aus dem Bakterium

Thermus aquaticus (Chien, A. et al. 1976).

PCR-Reaktionsbedingungen

2,5 pl Primer #19 (10 pmol/ul)

2,5 pl Primer #28 (10 pmol/ul)

2 ul MgCl, (12,5 mM)"

2,5 ul 10x NH,-Puffer

2 ul ANTP-Mix (5 mM)’

0,25 ul Panscript DNA-Polymerase (5 U/ul)’
1 ul DNA (aus 4.2.1.1)

H,O,. ad 25 pul

* Pan Biotech GmbH, Aidenbach

* Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ, USA
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Die Amplifikation des DNA-Fragments erfolgte im T3-Thermocycler (Biometra,

Gottingen) mit Hilfe des folgenden Programms:

96°C 5 min.

30 Zyklen: 96°C 30 s., 53°C 30 s., 72°C 45 s.
1 Zyklus 72°C 10 min.

kiihlen

Sequenzen der Primer:

#28: 5’-TACTCCAAGGGGCTCACATCTT-3" (hCD19 Position 38-59 in der 5°-
untranslatierten Sequenz tiber dem ATG-Kodon = Sense-Primer)

#19: 5’-CCATGGTGATACAAGGGAC-3’ (B-Globin Position 691-673 der kodierenden
Sequenz = Antisense-Primer)

Mit diesen Primern wird ein DNA-Stiick von 420 bp amplifiziert (siche Abb. 4.2).

4.2.1.3 DNA Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook, J. F., E.F. und Maniatis, T. 1989) diente der
Auftrennung und Identifizierung von DNA-Fragmenten. Es wurden Horizontalgele
verwendet, die 1% (w/v) Agarose in TAE-Puffer enthielten. Der fliissigen Agaroselésung
wurden zur spiteren Analyse der DNA-Banden mit UV-Licht (312 nm, Intas, Géttingen) 7
pul pro 150 ml Gelvolumen einer 0,1%igen (w/v) Ethidiumbromidlosung zugesetzt. Vor
dem Auftragen wurden die Proben mit BSU-Auftragspuffer im Verhiltnis 1:5 (v/v)
vermischt. Als Léngenstandard wurde die 1 kb DNA-Leiter (Invitrogen, Carlsbad, CA
USA) auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei einer
konstanten Spannung von 70 V in einer Elektrophoresekammer (Werkstatt, Institut fiir
Immunologie, Miinchen) mit 1xTAE als Laufpuffer. Nach der Elektrophorese wurden die
Gele mit einem Geldokumentationssystem (Intas, Gottingen) fotografiert. Abb. 4.2 zeigt ein
reprisentatives Ergebnis einer PCR, wie sie routineméBig zur Genotypisierung der Méuse

des Stammes CD19/Rac1-N17 eingesetzt wurde.
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- 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
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Abb. 4.2: Reprisentatives Beispiel einer DNA-Agarose-Gelelektrophorese von PCR-Amplifikaten zur
Maus-Genotypisierung. Amplifiziert wurde ein DNA Stiick von 420 bp. Die Méause, deren DNA in den
Reihen 02, 03, 05, 07, 08, 09, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 19 und 20 aufgetragen wurde, sind positiv fiir das
Transgen Racl-N17, die Méuse deren DNA in den Reihen 01, 04, 06, 10, 11, 16 und 21 zu sehen ist, sind
negativ fiir das Transgen. - = Negativkontrolle; M= Marker; hierfiir wurde die 1 kb Leiter verwendet.

4.2.2 Zell- und immunbiologische Methoden

4.2.2.1 Lymphozytenanreicherung aus peripherem Blut

Fiir die Blutabnahme wurde die Maus unter einer Infrarotlampe erwérmt. Dies fiihrte zur
Weitung der Blutgefidfe (Vasodilatation) und somit zur Férderung der Durchblutung. Durch
einen Schnitt in die untere Schwanzvene wurden der Maus einige Tropfen (ca. 150 bis 200
pul) Blut entnommen, davon wurden 100 ul sofort mit ca. 50 ul Heparin-Natrium (25000
ILE./5 ml, Ratiopharm, Ulm) vermischt, um die Blutgerinnung zu verhindern.

Um die Erythrozyten aus einer Blutsuspension zu entfernen, wurde diese in 2 ml ACK-
Puffer suspendiert und bei Raumtemperatur 5 min unter gelegentlichem Schiitteln
inkubiert. Da Erythrozyten eine Natrium-Kalium-Pumpe fehlt, konnen diese die
einstromenden lonen nicht mehr aus der Zelle befordern. Um den osmotischen Druck
auszugleichen, stromt Wasser in die Zellen und bringt diese dadurch zum Platzen. Nach
Ablauf der Inkubation erscheint die zunéchst sehr triibe Suspension klar, da die zahlreichen
Erythrozyten lysiert sind und sich nun nur noch wenige Zellen in Losung befinden. Die
Zellsuspension wurde dann mit 10 ml FACS Puffer verdiinnt, bei 1200 UpM und 4°C fiir 5
min zentrifugiert und anschlieBend deren Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde in Puffer

oder Medium resuspendiert und auf Eis gelagert.
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4.2.2.2 Serumgewinnung aus peripherem Blut

Zur Serumgewinnung wurde das Blut nicht mit Heparin vermischt, sondern 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 15 min bei 3000 UpM in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert. Der klare Uberstand (Serum) wurde in ein neues Gefif transferiert und bis

zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

4.2.2.3 Organentnahme und Herstellung einer Einzelzellsuspension

Zur Organentnahme wurde die Maus mittels zervikaler Dislokation getétet, dulerlich mit
70%igem Ethanol desinfiziert und auf einem Sezierbrett fixiert.

Die Lage von Thymus, Milz und Lymphknoten kann Abb. 4.3 entnommen werden. Die
Lymphknoten wurden mit feinen Pinzetten entnommen und bis zur weiteren Verwendung
in FACS-Puffer auf Eis gelagert.

Die Milz befindet sich in der linken mittleren Bauchhilfte und ist ein lidngliches,
dunkelrotes Organ. Sie kann mit einer feinen Schere herausgelost und in FACS-Puffer auf
Eis gelagert werden.

Um den Thymus zu entnehmen, wurde der Brustkorb geoffnet. Dabei galt es darauf zu
achten, daff die mit direkt darunter liegenden blutfiihrenden Gefidfle und das Herz nicht
verletzt werden. Der Thymus besteht aus zwei teilweise tibereinander liegenden, weifllichen
Lappen. Nach Entnahme wird der Thymus im FACS-Puffer auf Eis aufbewahrt.

Bei allen Organentnahmen sollte darauf geachtet werden, das Fett zu entfernen, da dies bei
der spiteren Verarbeitung zu viele Zellen bindet und bei Analysen stérend wirken kann.
Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension wurden die Organe in einer Petrischale (@ 5cm)
in etwas FACS-Puffer zwischen zwei Gazestlickchen (Franz Eckert GmbH, Waldkirch,
PorengréBe 100 ym) mit dem Stempel einer Injektionsspritze zerrieben. Die Zellsuspension
wurde in ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt und bei 1200 UpM und 4°C fiir 5 min
zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen je nach weiterer
Verwendung im gewiinschten Puffer oder Medium suspendiert. Die aus der Milz

gewonnene Zellsuspension wurde anschlieend einer Erythrozytenlyse unterzogen.
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Abb. 4.3: Lage der wichtigsten Organe der Maus (Quelle: (Reeves, J. P. R., P. A. 2001), verindert).

4.2.2.4 Herstellung einer Einzelzellsuspension mit Stromazellen

Bei der unter 4.2.2.2 beschriebenen Vorgehensweise werden Stromazellen der Organe nicht
mit in die Suspension iiberfiihrt. Ist es notwendig bei den Untersuchungen Stromazellen mit
einzubeziehen, kann das Organ diesem Zweck entsprechend jedoch auch anders verarbeitet
werden.

Das herauspriparierte Organ wurde in 5 ml Medium (Medium fiir Gewebeverdau) mit Hilfe
zweier Skalpellklingen (Aesculap, Tuttlingen) in kleine Stiicke zerschnitten und fiir 20 min
bei 37°C in einem Schiittler (Infors, Bottmingen, CH) inkubiert, dabei wurden Zell-Zell-
Verbindungen enzymatisch gel6st. Um die Aktivitit der im Medium enthaltenen Enzyme
zu inhibieren, wurde zu den Proben je 25 pl 0,5 M EDTA zugegeben und fiir weitere 10
min bei RT inkubiert. Die Zellsuspension wurde anschlieBend bei 1200 UpM und 4°C fiir 5
min zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in FACS-Puffer
suspendiert, beziechungsweise im Fall der Milz zuniéchst einer Erythrozytenlyse unterzogen.
Wie in Abb. 4.4 am Beispiel des Thymus gezeigt, enthielt die so gewonnene Suspension
neben Thymozyten (LCA™) auch Stromazellen (LCA")
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LCA
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Abb. 4.4: Vergleich des Stromazellenanteils in unterschiedlich priparierten Zellsuspensionen. Thymus
einer Wildtyp-Maus wurde entweder enzymatisch verdaut (linkes dot plot, Methode 4.2.2.3) oder zerrieben
(rechtes dot plot, Methode: 4.2.2.2). Die Préaparationen enthielten jeweils unterschiedlich viele Stromazellen
(LCA).

4.2.2.5 Erythrozytenlyse in der Milzzellsuspension

Um die Erythrozyten aus einer Milzzellsuspension zu entfernen, wurde diese in 1 ml ACK
Puffer suspendiert und 4 min bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Schiitteln
inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Zellsuspension mit 4 ml FACS Puffer verdiinnt
und bei 1200 UpM und 4°C fiir 5 min zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand

abgesaugt. Das Pellet wurde in Puffer oder Medium resuspendiert und auf Eis gelagert.

4.2.2.6 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe eines Zellzihlgerites Coulter Z2 (Beckman Coulter, Inc.,
Fullerton, CA, USA) bestimmt. Die Arbeitsmethode dieses Gerites basiert auf der
meBbaren Verdnderung des elektrischen Widerstandes, die von einer Zelle ausgelost wird,
die in einem Elektrolyt suspendiert ist und eine Kapillar6ffnung zwischen zwei Elektroden
passiert. Die Hohe des ausgelGsten elektrischen Impuls ist dabei proportional zu dem
Volumen der Zellen, wohingegen die Anzahl der Impulse die Zahl der aufgenommenen
Zellen wiedergibt. Durch Zugabe von Zap-O-Globin (Beckman Coulter, Inc., Fullerton,
CA, USA) werden nur lebende Zellen gezihlt.

4.2.2.7 Oberflichenfirbung von Zellen mit fluorochrommarkierten Antikorpern

Um unerwiinschte, nicht-antigenspezifische Bindungen von Antikérpern an Fcy-Rezeptoren

zu unterbinden, wurden zu 100 ul Zellsuspension 5 1l CD16/CD32 Antikorper (0,5 mg/ml)

65



4 MATERIAL UND METHODEN

zugegeben und fiir 10 min auf Eis inkubiert, anschlieBend wurden 100 ul in eiskaltem
FACS Puffer entsprechend vorverdiinnter Antikrper zugegeben, gut gemischt und fiir 20
min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen, um
ungebundene Antikorper zu entfernen. Falls notwendig, wurde nun eine Féirbung mit einem
sekundiren Antikorper oder Reagens wie z.B. Streptavidin durchgefiihrt. Nach dem letzten

Waschschritt verblieben ca. 200 pl in dem Reaktionsgefal.

4.2.2.8 Intrazelluliire Farbung von Zellen mit fluorochrommarkierten Antikoérpern

Um intrazelluldr exprimierte Proteine nachweisen zu konnen, wurden aufgereinigte
beziehungsweise oberflichenmarkierte Zellen fixiert und permeabilisiert, um den
fluororchrommarkierten AntikGrpern Zugang zum stabilisierten Zellinneren zu verschaffen.
Dazu wurde die Zellsuspension bei 1200 UpM und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. Nach
Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in 200 ul Cytofix/Cytoperm-Puffer (BD
Pharmingen, San Diego, CA, USA) aufgenommen und fiir 20 min auf Eis inkubiert.
Danach wurden die Zellen mit Perm/Wash-Puffer (BD Pharmingen) gewaschen. Die
intrazelluldre Férbung erfolgte mit einem in Perm/Wash-Puffer entsprechend
vorverdiinnten Antikorper fiir 20 min auf Eis. Nach Entfernung ungebundener Antikérper
in einem weiteren Waschschritt wurde, falls notwendig, eine Firbung mit einem
sekundiren Antikorper oder Reagens durchgefiihrt. Nach dem letzten Waschschritt wurden
die Zellen in 250 ul FACS-Puffer aufgenommen.

4.2.2.9 DurchfluBzytometrie (FACS Analyse)

Mit einem FACS-Gerit (fluorescence activated cell sorter, FACS) konnen die relative
GroBe, Granularitdt oder interne Komplexitit und die relative Fluoreszensintensitiit einer
Zelle gemessen werden. Zellen werden dazu in einem Flissigkeitsstrom durch einen
fokussierten Laserstrahl geleitet, wobei beim einzelnen Passieren einer Zelle Licht gestreut
wird. Das Vorwirtsstreulicht (forward angle light scatter, FSC) ist das Mal} fiir die
ZellgroBe und das Seitwértsstreulicht (side scatter, SSC) das MaB fiir die Granularitit einer
Zelle. Granulozyten und Makrophagen enthalten mehr Granula als Lymphozyten und
weisen daher ein hoheres SSC-Signal auf. Tote Zellen haben normalerweise mehr Granula

als lebende Lymphozyten, sind aber deutlich kleiner. Die Fluorochrome, mit denen die
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Zellen gegebenenfalls markiert wurden, absorbieren Licht einer spezifischen Wellenlinge
und emittieren Licht einer hoheren Wellenlidnge. Das emittierte Licht wird durch
sogenannte Photomultiplier in elektronische Signale konvertiert und gibt somit Auskunft
tiber die Anzahl fluoreszierender Zellen sowie deren Fluoreszenzintensitét. Bei der Analyse
der aufgenommenen Zellen kann die interessierende Zellpopulation durch Eingrenzen der
entsprechenden Region genau betrachtet werden. Géngige Darstellungsweisen sind das
Histogramm, bei dem nur eine StreugroBe oder Fluoreszenz dargestellt wird oder das
Punktwolkendiagramm (dot plot), bei dem zwei StreugroBen beziehungsweise
Fluoreszenzen gegeneinander dargestellt werden.

Die Messungen erfolgten mit einem FACSCalibur™-DurchfluBzytometer (Becton,
Dickinson & Co., Franklin Lakes, NJ, USA) mit zwei Lasern, die Licht unterschiedlicher
Wellenlédnge emittieren (488 und 633 nm). Die Datenaufnahme und -analyse erfolgte mit
CellQuest Software, Version 3.4 (Becton, Dickinson & Co., Franklin Lakes, NJ, USA).

4.2.2.10 Generierung von Knochenmarkschimiren

Mindestens zehn Wochen alte Méuse wurden an Tag -2 und O mit je 550 rad einer Cisium-
137-Quelle (Model G.C. 40; Type B (4); Atomic Energy of Canada Limited, Kanata,
Ontario, CDN) bestrahlt. Sechs Stunden nach der letzten Bestrahlung wurden pro Maus
4x10° Knochenmarkszellen i.v. injiziert. Um eine mégliche bakterielle Infektion wihrend
der ersten drei Wochen der Rekonstitution des hematopoetischen Systems zu vermeiden,

wurde dem Trinkwasser Neomycin zugegeben (1,17g/1 Trinkwasser).

4.2.2.11 Magnetische Zellseparation (MACS)

Die magnetische Zellseparation (magnetic cell seperation, MACS, Miltenyi Biotech,
Bergisch-Gladbach) beruht auf der Separation von Zellen mit Antikorpern, die mit
paramagnetischen Partikeln (MACS Microbeads) gekoppelt sind. Die Separation erfolgt
mit Hilfe einer Sidule, die in ein starkes Magnetfeld plaziert wird. Die magnetisch
markierten Zellen werden dadurch in der Siule zuriickgehalten, wéihrend die nicht
markierten Zellen durchflieBen. Sobald die Sédule aus dem Magnetfeld herausgenommen

wird, konnen die magnetisch markierten Zellen eluiert werden. In dieser Arbeit fand die
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positive Selektion, fiir eine geringfiigig h6here Reinheit, bei biochemischen Analysen und
die negative Selektion, zwecks Vermeidung einer moglichen Stimulierung der B-Zellen,
tiber B220-Anwendung. B-Zellen wurden bei der positiven Selektion mit biotingekoppleten
B220-Antikorpern markiert, bei der negativen Selektion wurden nicht-B-Zellen aus der
Milz mit biotingekoppleten CD43-Antikorpern markiert. Zur Isolation dienten dann
streptavidingekoppelte Microbeads. Es wurden nur entgaste Puffer verwendet. Die
Suspensionen wurden mit 10 1 Microbeads und 90 ul MACS-Puffer pro 10x10° Zellen fiir
20 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden mit dem 20-fachen Volumen MACS-Puffer
gewaschen. Um Zellaggregate zu entfernen, wurden die Zellen durch ein Nylonnetz
(Porengrofle 51 pm, Reichelt Chemie Technik, Heidelberg) filtriert, bevor sie auf die
gemiB den Angaben des Herstellers fquilibrierte Sdule gegeben wurden. Maximal 2x10®
Zellen pro 500 ul wurden auf die Siule aufgetragen, welche in einem Magneten befestigt
war. Fiir die positive Selektion von bis zu 10x10° beziehungsweise 100x10° Zellen wurde
eine MS* beziehungsweise LS'-Sdule verwendet. Die Zellen wurden mit 3x500 ul
beziehungsweise 3x3 ml MACS-Puffer fiir MS* beziehungsweise LS*-Sadulen gewaschen.
Die durchgeflossenen Zellen wurden als negative Fraktion gesammelt. Anschliefend wurde
die Sdule aus dem Magnetfeld entfernt und die Zellen als positive Fraktion mit 2x500 ul
beziehungsweise 2x3 ml MACS-Puffer eluiert.

4.2.2.12 Nachweis von Apoptose und Nekrose

Der Zelltod kann auf zwei Arten erfolgen, durch Apoptose oder Nekrose. Im Gegensatz zur
Nekrose, bei der die Zellinhalte frei werden und im Gewebe eine inflammatorische Antwort
induzieren, wird dies durch den Vorgang der Apoptose vermieden. Eines der ersten
Anzeichen von Apoptose ist die, im Zuge der Veridnderung der Plasmamembran
erfolgende, Translokation von Phosphatidylserin von der inneren auf die duflere Seite.
Phosphatidylserin wird so fiir eine extrazelluldre Detektion mit Annexin V zuginglich
(siche Abb. 4.5). Annexin V ist ein Ca’ abhiingiges Phospholipid-Bindeprotein mit hoher
Affinitdt fiir Phosphatidylserin und bindet an Zellen mit exponiertem Phosphatidylserin.
Propidiumjodid (PJ) ist ein fluoreszierender Farbstoff, der in die DNA-Doppelhelix
interkaliert. Er kann die Plasmamembran von lebendigen Zellen oder solchen, die sich in
Anfangsstadien der Apoptose befinden nicht durchdringen. Zellen, die sich jedoch in

spateren Phasen der Apoptose befinden beziehungsweise tot sind, haben die Integritét ihrer
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Plasmamembran verloren und sind durchléssig fiir PJ. Mit Hilfe einer Farbung mit Annexin
V und PJ konnen also lebendige Zellen (Annexin V-, PJ) von apoptotischen Zellen
(AnnexinV*, PJ) und toten (nekrotischen) oder Zellen im Endstadium der Apoptose

unterschieden werden (Annexin V*, PJ).

Annexin V-Fluorochrom-
konjugat I
Apoptose

—_—
xternalization von

hosphatidylserin

Plasma-
membran

Zytoplasma Zytoplasma

Abb. 4.5: Graphische Darstellung der Bindung von Annexin V an in der Plasmamembran exponiertes
Phosphatidylserin. (Quelle: Produktbeschreibung, BD Pharmingen (San Diego, CA, USA), veridndert).

Annexin V wird im Ca®* FACS-Puffer (FACS-Puffer + 2 mM CaCl,) vorverdiinnt. Die
Fiarbung erfolgt analog =zu der weiter oben beschriebenen Farbung mit
fluorochrommarkierten Antikorpern. Im Gegensatz dazu ist fiir PJ keine gesonderte

Fiarbung notwendig, es wird kurz vor Analyse zur Probe hinzugegeben (Endkonzentration
0,8 Og/ml).

4.2.2.13 Adoptiver Transfer von CFSE markierten B-Zellen

Der adoptive Transfer von mit einem Fluorochrom markierten Zellen in syngene Maéuse
erlaubt die Untersuchung des Migrationsverhaltens dieser Zellen in vivo (Pape, K. A. et al.
1997).

Dazu wurden Einzelzellsuspensionen aus Milzen von CD19/Racl-N17 transgenen und
Wildtyp-Maéusen hergestellt. Die Erythrozyten in der Suspension wurden lysiert und B-
Zellen mittels MACS-Separation angereichert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen und auf eine Konzentration von 1-50x10° Zellen/ml eingestellt. Die
Féirbung mit Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidylester (CFSE, 1 yM) wurde fiir 10
min bei 37°C im Wasserbad durchgefiihrt und durch Zugabe eines Volumens FBS gestoppt.

Vor der Injektion wurden die Zellen erneut zweimal mit PBS gewaschen. Jeder Maus
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wurden je nach Versuch zwischen 5-20x10° B-Zellen in 500 ul PBS in die laterale
Schwanzvene injiziert.
Die Analyse des Migrationsverhaltens erfolgte nach 4 Stunden entweder histologisch oder

durchfluBBzytometrisch.

4.2.2.14 Histologie

Direkt nach Entnahme wurden die Organe in Tissue Tek (Sakura, Zoeterwoude, NL)
eingebettet und durch Eintauchen in fliissigen Stickstoff schockgefroren. An einem
Kryotom (Leica Microsystems, Wetzlar) wurden 5 ym dicke Schnitte angefertigt. Diese
wurden bei —20°C fiir 20 min in Azeton fixiert, anschlieBend tiber Nacht im Dunkeln
getrocknet und bei —20°C aufbewahrt. Vor der Firbung miissen die Objekttriger auf
Raumtemperatur aufgewidrmt und die Schnitte fiir 15 min in PBS, 0,25% BSA, 0,01% NaN,
rehydriert werden. Unspezifische Fiarbungen konnen durch vorherige Inkubation mit PBS
0,25% BSA, 0,01% NaN, und 10% normalem Mausserum fiir 15 min minimiert werden.
Hierbei werden die Fc-Rezeptoren auf Zellen im Schnitt, die spiter mit den
Firbeantikorpern reagieren koénnten, durch Immunglobuline aus dem Mausserum
abgesittigt. Gefédrbt wurde bei Raumtemperatur fiir 30 min im Dunkeln. Zwischen den
Farbeschritten und nach dem letzten Férbeschritt wurden die Schnitte mit PBS, 0,25 %
BSA, 0,01% NaN, gewaschen, anschlieend in Fluoromount G (Southern Biotechnology
Associates, Birmingham, AL, USA) eingebettet.

Die Préparate wurden in einem Fluoreszenzmikroskop (DMXA-RFS, Leica Microsystems)
betrachtet, mittels einer Kamera (Sensys CCD, Photometrics, Tucson, AZ, USA) digital
photographiert und mit dem Programm Q-Fish (Leica Microsystems) analysiert. Zwecks
Anpassung, insbesondere der Helligkeit und des Kontrasts an das Druckmedium, wurden
die Aufnahmen mit Photoshop, Version 5.5 (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA)

bearbeitet.

4.2.2.15 In vitro Proliferationsnachweis mittels [’H] Thymidin-Einbau in die DNA

Der Prozef} der Teilung mononukledrer somatischer Zellen ist strikt an die Replikation der

Zellkern-DNA gebunden. Zur DNA-Synthese werden Nukleotide benétigt, die in diesem
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Versuchsaufbau von den Zellen aus dem Medium aufgenommen werden. Setzt man nun
dem Medium radioaktiv markiertes Thymidin zu, so wird auch dieses zur DNA-Synthese
mitverwendet und entsprechend proportional zu dieser eingebaut. Zellen deren DNA fiir
eine Messung ausreichend radioaktiv markiert sind, konnen dann geerntet werden. Deren
isolierte und vom freien ["H]-Thymidin gereinigte DNA kann nun analysiert werden.

Aufgereinigte B-Lymphozyten (CD43") aus der Milz wurden in Inkubationsmedium in
einer Konzentration von 1x10” Zellen/ml aufgenommen. 100 1 der Zellsuspension wurden
je Kavitdt einer Flachboden-96-Lochplatte (BD Falcon, Lincon Park, NJ, USA)
aufgetragen. Danach wurden weitere 200 pl Inkubationsmedium mit dem entsprechenden
Stimulanzien beziehungsweise ohne (Kontrolle) zugegeben. Die Endkonzentrationen
betrugen: anti-CD40 10 pg/ml, IL-4 10 ng/ml, F(ab")2 10 pg/ml, LPS 2 pg/ml. Nach 36
Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO,, wurden 5 pl [’H]-Thymidin pro Kavitit
zugegeben (entspricht 1 xCi) und die Ansétze fiir weitere 8 Stunden inkubiert. Die Proben
wurden nun entweder direkt weiterverwendet, oder bis zur Analyse bei -20°C aufbewabhrt.
Fiir die Analyse wurden die Zellen mit einem Zellerntegerit (Scatron Instruments, Oslo, N)
geerntet. Die  Weiterverarbeitung und Messung erfolgte entsprechend der
Herstellerangaben. Hierbei wurde die in jeder Probe freigewordene DNA auf ein Feld einer
Filtermembran gebracht, gewaschen und fixiert. Die Membran wurde dann mit einem
Szintillationscocktail (Wallac, Perkin Elmer, Turku, FIN) versetzt und die Lichtquantitit in
einem Szintillationszidhler (Wallac) gemessen. Die Teilungsrate der Zellen verhilt sich

hierbei proportional zur gemessenen Radioaktivitt.

4.2.2.16 In vivo Proliferationsnachweis mittels BrdU-Einbau in die DNA

Bromodesoxyuridin (BrdU, Sigma) ist ein Analogon des DNA-Bausteines Thymidin und
kann von Zellen, die die S-Phase des Zellzyklus durchlaufen, in die neu synthetisierte DNA
eingebaut werden. Eingebaute BrdU-Molekiile konnen nach Aufschluf3 der Zelle und des
Zellkerns sowie einem partiellen DNA-Verdau mit Hilfe eines spezifischen anti-BrdU-
Antikorpers nachgewiesen werden. Der Prozentsatz der Zellen, die fiir BrdU féirben, wird
anschlieBend durchflulzytometrisch bestimmt. Den Versuchstieren wurde 1 mg BrdU i.p.
injiziert, anschlieBend bekamen die Tiere bis zum Zeitpunkt der Analyse Trinkwasser, das
mit 1 mg/ml BrdU versetzt war. Die aus Knochenmark, Milz und inguinalen Lymphknoten

gewonnenen Zellen wurden mit entsprechenden fluoreszenzmarkierten Antikorpern geférbt.
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Nach dem Waschschritt im FACS-Puffer erfolgte die Weiterbehandlung mit BrdU Flow Kit
(BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) entsprechend dem Herstellerprotokoll. Alle
folgenden Schritte wurden, mit Ausnahme des DNA-Verdaus, bei 4°C beziehungsweise auf
Eis durchgefiihrt. Zur Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden jeweils 100 ul
der Zellsuspension mit 200 ul Cytofix/Cytoperm-Puffer fiir 20 min inkubiert. Vor jedem der
nachfolgenden Schritte wurden die Proben mit jeweils 1 ml Perm/Wash-Puffer gewaschen.
Die Fixierung und Permeabilisierung des Zellkerns erfolgte in einer weiteren Inkubation
mit 10008yl Cytoperm-Plus-Puffer fiir 30 min. Anschlieend wurden die Zellen mit 100 pl
Cytofix/Cytoperm-Puffer fiir 5 min re-fixiert. Um die DNA fiir die Antikérperbindung
aufzuschlieBen, wurde diese in einer Inkubation mit 100 1 DNAse, 300 pg/ml fiir 1 Stunde
bei 37°C partiell verdaut. Fiir die intranukldere Fiarbung wurden die Zellen mit dem in 100
ul Perm/Wash-Puffer vorverdiinnten BrdU Antikorper fiir 30 min inkubiert. Vor der
Analyse am FACS-Gerit wurden die Zellen in 250 yl FACS-Puffer aufgenommen.

4.2.2.17 In vitro Migration entlang eines Chemokingradienten

Fir die in vitro Migrationsversuche wurden -erythrozytendepletierte Milzzellen im
Migrationsmedium fiir 60 min bei 37°C und 5% CO, vorinkubiert. Diese Vorbereitung
sowie die Vermeidung von Isolationsschritten diente dem Ausgleich, beziehungsweise der
Vorbeugung moglicher Verdnderungen der Zellen die, die Migrationsfihigkeit beeinflussen
konnten.

In 24-Lochplatten (Nunc, Wiesbaden) wurden 600 xl Migrationsmedium ohne
beziehungsweise mit Chemokin aufgetragen. Die zuvor austitrierten, optimalen
Konzentrationen der Chemokine betrugen: SDF-1a 200 ng/ml, 6Ckine 1 pg/ml, MIP-38 1
pug/ml, BLC 7 ug/ml. Als Migrationsbarriere ~wurden entsprechend der
Herstellerempfehlung Transwell-Einsdtze mit einem Porendurchmesser von 5 pm
verwendet (Corning Costar, Cambridge, MA, USA). Die Porengrole war damit so
bemessen, dal die Lymphozyten einerseits nicht widerstandslos durchfallen konnten,
andererseits eine aktive Uberwindung der Barriere problemlos méglich war.

Fir die Bestimmung des prozentuellen Anteils der B-Zellen in der urspriinglichen
Suspension wurde ein Aliquot mit B220 angeférbt und am FACS-Geriit analysiert.

Die Transwell-Einsitze wurden vorsichtig in die Kavititen der Platten tiberfiihrt, und pro

Einsatz wurden 100 1 der auf 7,5x10° Zellen/ml eingestellten Suspension zugegeben. Die
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anschlieBende Inkubation erfolgte fiir 3 Stunden bei 37°C und 5% CO,. In dieser Zeit
migrierten Zellen entsprechend dem Chemokingradienten von der oberen Kammer
(Transwell-Einsatz) in die untere Kammer (Kavitit der Platte). Nach Ablauf der
Versuchszeit wurden die Transwell-Einsdtze vorsichtig entfernt. Die migrierten Zellen
wurden mit Hilfe eines Zellzéhlgeréts quantifiziert und der prozentuelle Anteil der B-Zellen
erneut am FACS-Gerit bestimmt. Der prozentuelle Anteil der migrierten B-Zellen wurde

entsprechend der untenstehenden Formel bestimmt:

% migrierter B-Zellen = [n, * %B, 1/ [7,5%10° * %B,] * 100

7,5%x10°: Zellzahl in der oberen Kammer, vor Migration

n,: Zellzahl in der unteren Kammer, nach Migration

9B, Prozentsatz der B-Zellen in der oberen Kammer, vor Migration
9B, Prozentsatz der B-Zellen in der unteren Kammer, nach Migration

Der Versuchsaufbau ist in Abb. 4.6 schematisch dargestellt.

- Transwell-Einsatz
~<+——F+——F——— Medium
~¢——— Medium mit Chemokin
o S & -«—}——— migrierte Zellen

Abb. 4.6: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur in vifro Migration entlang eines
Chemokingradienten. Zellen aus der oberen Kammer (Medium ohne Chemokin) migrieren aktiv tiber die
Membran des Transwell-Einsatzes mit Poren von 5 ym Durchmesser in die untere Kammer (Medium mit
Chemokin).

4.2.2.18 Nachweis induzierter Aktin-Polymerisation

Der Nachweis der induzierten Neubildung von Aktin-Filamenten (F-Aktin) erfolgte mittels
Anfiarbung mit fluorochrommarkierten Phalloidin. Phalloidin bindet selektiv an F-Aktin,
nicht jedoch an Aktin-Monomere (G-Aktin, Wieland, T. 1987).

Fiir den Versuch wurden aufgereinigte B-Zellen (CD43") aus der Milz verwendet. Pro
Ansatz wurden 1x10° dieser Zellen in 100 ul B-Zellinkubationsmedium fiir 1 Stunde bei

37°C und 5% CO, vorinkubiert. Danach wurden jeweils 100 ul, das entsprechende
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Stimulanz enthaltenden, B-Zellinkubationsmedium zugegeben. Die zuvor austitrierten,
optimalen Inkubationszeiten und Konzentrationen betrugen jeweils fiir: SDF-1a 400 ng/ml,
1 min; F(ab")2 10 ug/ml, 5 min; LPS 10 ug/ml, 15 min; anti-CD40 10 pg/ml, 30 min. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde zu den Ansitzen je 1 ml eiskaltes Cytofix/Cytoperm-
Puffer zugegeben (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) und sofort gevortext. Die
Fixierung und Permeabilisierung erfolgte fiir 20 min auf Eis. Die weitere Vorgehensweise
entsprach sinngemédll dem unter 4.2.2.8 (Intrazellulire Férbung von Zellen mit
fluorochrommarkierten Antikorpern) beschriebenen Protokoll. Anstatt des Antikorpers
wurde Phalloidin verwendet. Am FACS-Gerit wurde die mittlere Fluoreszenzintensitét
(MFI) der Proben gemessen.

Die Quantifizierung der induzierten Aktin-Polymerisation erfolgte anhand der folgenden

Formel:

% Induktion = MFI, / MFI , * 100

MFI,,: mittlere Fluoreszenzintensitit der Phalloidin-Féarbung der stimulierten Zellen
MFI, mittlere Fluoreszenzintensitit der Phalloidin-Firbung der nicht-stimulierten
Zellen

4.2.2.19 Nukleare Translokation des Transkriptionsfaktors NF-x B

Fiir die Untersuchung der induzierten Translokation des Transkriptionsfaktors NF-kB in
den Zellkern wurden aufgereinigte B-Zellen (CD43") aus der Milz verwendet. Pro Ansatz
wurden 1x10° dieser Zellen in 100 ] B-Zellinkubationsmedium fiir 1 Stunde bei 37°C und
5% CO, vorinkubiert. Danach wurden jeweils 100 ul, das entsprechende Stimulanz
enthaltenden, B-Zellinkubationsmedium zugegeben. Die zuvor austitrierten, optimalen
Inkubationszeiten und Konzentrationen betrugen jeweils fiir: F(ab')2 10 pug/ml, 30 min;
LPS 10 pg/ml, 30 min.

Fiir den Nachweis von NF-kB in den Nuclei wurden zunichst mit Hilfe des Nuclear
Extract Kit (Active Motif, Rixensart, B) entsprechend den Herstellerangaben Zellkernlysate
hergestellt.

Dazu wurden nach Ablauf der Inkubationszeit zu jedem Ansatz PBS mit phospatase
inhibitors zugegeben und sofort zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das

Pellet in Hypotonic-Puffer aufgenommen, um die Zellen zu lysieren. Nach einer weiteren

74



4 MATERIAL UND METHODEN

Zentrifugation wurde der, die zytoplasmatische Fraktion enthaltende, Uberstand verworfen
und das, die Zellkerne enthaltende, Pellet in complete lysis-Puffer inkubiert, was zur
Kernlyse fiihrte. Die Suspension wurde erneut zentrifugiert und der verbleibende Uberstand
(Zellkernlysat) bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Der NF-kB-Nachweis erfolgte nun in einem speziellen ELISA mit Hilfe des TransAM NF-
kB Kit (Active Motif, Rixensart, B) entsprechend den Herstellerangaben. Dabei wurde
zunidchst eine spezielle, mit NF-kB-spezifischen Oligonukleotiden beschichtete 96-
Lochplatte mit den Zellkernlysaten inkubiert. Nach einem Waschschritt wurden die Ansitze
mit einem NF-xB-spezifischen Antikorper inkubiert und anschlieBend erneut gewaschen.
Danach erfolgte die Inkubation mit einem enzymgekoppelten Sekundirantikérper: Nach
dem letzten Waschschritt wurde Substratlosung zugegeben. Die Férbereaktion wurde je
nach Geschwindigkeit des Farbumschlags abgestoppt. Der Ablauf ist in Abb. 4.7
schematisch dargestellt. Die optische Dichte (OD,,) war dabei direkt proportional zum NF-
KkB-Gehalt in den Zellkernen.

NF-kB enthaltendes

Zellkernlysat
Zugabe des
NF-xB-spezifischen
Zugabe des Antikorpers
Zellkernlysats e
s RS e O

e
96-Lochplatte ™
beschichtet mit NF-kB-spezifischen

Oligonukleotiden i e ” e /
> — & 1 Stunde

L ,e' fo ‘ =
\\\ ‘.g,?; ; <
N o
\9" : 1 Stunde Zugabe des
Substratzugabe Sekundirantikorpers

Abb. 4.7: Bestimmung des NF-k B-Gehalts mit Hilfe des TransAM NF-xB Kit (Quelle: activemotif.com,
Produktbeschreibung, verindert).
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4.2.2.20 Immunisierung mit Hiihner-Ovalbumin (OVA) im kompletten Freund’schen

Adjuvans

Komplettes Freund’sches Adjuvans (complete Freund’s adjuvant, CFA; Sigma, St. Louis,
MO, USA) ist ein 6liges Adjuvans, das im Tierexperiment als Zusatz zum Antigen dessen
Immunisierungseffekt steigert. Es enthilt abgetotete Mykobakterien oder deren
Zellwandbestandteile (meist Mycobakterium butyricum).

Das Antigen (OVA) wurde in PBS gelost (2 mg/ml) und mit einem Volumen CFA
griindlich vermischt, so da} sich eine konsistente Emulsion bildete. Pro Immunisierung
wurden jeweils 100 ul der Emulsion an drei Stellen am Riicken der Maus subkutan injiziert.
Dies entspricht einer Menge von 300 yg Antigen pro Maus und Immunisierung. Die Miuse
wurden vor der Injektion mit einem Inhalationsanisthetikum (Isofluran-Baxter, Baxter,

Lessines, Belgien) betéubt.

4.2.2.21 Intraperitoneale Immunisierung mit TNP-Ficoll und TNP-KLH

Das Antigen (TNP-Ficoll beziehungsweise TNP-KLH, Biosearch Technologies, Novato,
CA, USA) wurde in PBS gelost (0,5 mg/ml). Pro Immunisierung wurden jeweils 200 ul der
Losung in das Peritoneum injiziert. Dies entspricht einer Menge von 100 pg Antigen pro

Maus und Immunisierung. Fiir die Injektion war keine Betdubung notwendig.

4.2.2.22 Enzymgekoppelter Inmunabsorptionstest (ELISA)

Mit Hilfe einer enzymvermittelten Reaktion konnen mit einem ELISA (Enzyme linked
immuno sorbent assay) die gegen ein bestimmtes Antigen gebildeten Antikorper detektiert
werden. In der vorliegenden Arbeit wurden ELISA zur Detektion von Serumantikorpern in
nicht-immunisierten Méusen, sowie gegen Ficoll und KLH durchgefiihrt. Der Nachweis
von intranukleidrem NF-xB mit Hilfe des ELISA wurde im Abschnitt 4.2.2.19 beschrieben.

Das fiir die Immunisierungen verwendete Ficoll sowie KLH wurde jeweils in Form von
TNP-Konjugaten verwendet. Im Verlauf der Immunantwort werden Antikdrper sowohl
gegen das eigentliche Antigen, als auch gegen des TNP-Hapten produziert. TNP kann

anschliefend im ELISA problemlos nachgewiesen werden.
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Fir den Nachweis der TNP-Antikorper wurden Mikrotiterplatten (Maxisorp, Nunc,
Wiesbaden) mit TNP-OVA (Biosearch Technologies, 10 pg/ml) beschichtet. Es wurden
jeweils 50 pul pro Kavitdt der Antigen/PBSN-Losung in die Platten pipettiert, die
anschlieBend tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Vor Gebrauch wurden die
Platten fiinfmal mit PBS gewaschen und dann mit 50 ul/Kavitit Blockierungspuffer eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach fiinf Waschschritten mit Waschpuffer erfolgte
die Zugabe der zu testenden Seren (50 pl/Kavitit), die entsprechend in Blockierungspuffer
bei einer Anfangsverdiinnung von 1:50 in einer 1:3 Verdiinnungsreihe verdiinnt waren.
Nach zwei Stunden wurde wieder fiinfmal gewaschen. Die enzymgekoppelten anti-Maus
Antikorper wurden in Antikorperlésung verdiinnt, in die Kavitéiten verteilt (50 pl/Kavitit)
und fiir weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten wieder fiinf
Waschschritte und anschliefend die Zugabe von 100 ul Substratlosung pro Napf. Die
Firbereaktion wurde je nach Geschwindigkeit des Farbumschlags nach fiinf bis 20 Minuten
durch Zugabe von 50 ul H,SO,/Kavitit abgestoppt. Die Farbung der einzelnen Ansitze
wurde mit Hilfe eines ELISA-Readers (Vmax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)
als optische Dichte (OD) bei einer Wellenlédnge von 405 nm gemessen. Die Waschschritte
erfolgten mit einem automatischen Waschgerit (96 PW, SLT Labinstruments, Groding,
Osterreich).

Fir den Nachweis der Antikorper in Serum nicht-immnunisierter Méause wurden
Mikrotiterplatten (Maxisorp, Nunc, Wiesbaden) mit den zu testenden Seren (50 pl/Kavitit),
die entsprechend in Waschspuffer bei einer Anfangsverdiinnung von 1:50 in einer 1:3
Verdiinnungsreihe verdiinnt waren, tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Vor
weiterem Gebrauch wurden die Platten fiinfmal mit PBS gewaschen und dann mit 50
pl/Kavitit Blockierungspuffer eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach fiinf
Waschschritten mit Waschpuffer erfolgte die Zugabe der entsprechend vorverdiinnten
isotypspezifischen, enzymgekoppelten anti-Maus Antikorper in die Kavititen (50
pl/Kavitit). Die anschlieBende Inkubation betrug zwei Stunden bei Raumtemperatur. Es
folgten wieder fiinf Waschschritte und anschlieBend die Zugabe von 100 ul Substratlésung
pro Napf. Die Firbereaktion wurde wie weiter oben beschrieben durchgefiihrt.

Fir die graphische Darstellung der Ergebnisse wurden MeBwerte (OD,y) fiir

Serumverdiinnungen verwendet, die im linearen Bereich der Titrationskurve lagen.
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4.2.3 Biochemische Methoden

4.2.3.1 Herstellung von Zellysaten

Die zu lysierenden Zellen wurden bei 1200 UpM und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. Nach
Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in 500 pl eiskalten Lysispuffer pro 1x10’
Zellen suspendiert und sofort gevortext. Die Inkubation erfolgte auf Eis fiir 15 min unter
gelegentlichem Vortexen. Die Suspension wurde anschliefend in 1,5 ml Reaktionsgefife
tiberfiihrt und bei 14000 UpM und 4°C fiir 10 min in der Tischzentrifuge pelletiert. Der

Uberstand wurde entnommen und bis zur weiteren Analyse bei -80°C aufbewahrt.

4.2.3.2 SDS-PAGE (Polyacrylamidgelelektrophorese)

Diese Art der Gelelektrophorese erméglicht eine Auftrennung von Proteinen anhand ihres
Migrationsverhaltens in der Gelmatrix. Dabei wandern kleine Proteine schneller als grofe.
Die Migrationsgeschwindigkeit verhdlt sich proportional zum Logarithmus des
molekularen Radius eines Proteins. Der molekulare Radius korreliert seinerseits mit der
Lénge der Polypeptidkette gemessen in Aminoséuren.

Es wurde eine SDS-PAGE Apparatur von BIO-RAD Hercules, CA, USA verwendet. Diese
wurde entsprechend den Angaben des Herstellers zusammengebaut. Fiir ein 12%iges
Trenngel wurden 5 ml Trenngelpuffer, 8 ml Acrylamid/Bisacrylamidlosung (Rotiphorese
Gel-30, Roth) und 6,6 ml H,O,., gemischt und unter Vakuum entgast. Nach Zugabe von
200 ul 10% Ammoniumpersulfat (w/v) und 8 ul TEMED (N,N,N'N'-
Tetramethylethylendiamin) wurden zwei Gele gegossen und in der Kammer mit H,O,
tiberschichtet. Nach Abschluf3 der Polymerisation wird das Wasser durch Dekantieren
entfernt. Fir das 5%ige Sammelgel wurden 1,35 ml Sammelgelpuffer, 1,7 ml
Acrylamid/Bisacrylamidlésung und 6,8 ml H,0,,., gemischt und unter Vakuum entgast.
Nach Zugabe von 100 ul 10% Ammoniumpersulfat (w/v) und 10 1l TEMED wurde das
Trenngel mit dem Sammelgel tiberschichtet und der Probenkamm eingesteckt. 20 ul Lysat
wurden mit 5 ul 5xLadepuffer (Ldammli) vermischt, bei 95°C fiir 3 min denaturiert und in
einen vom Probenkamm ausgeformten Auftragsschlitz gegeben. Als Grolenmarker diente
FullRangeRainbow Protein-Molekulargewichtsmarker von Amersham, Little Chalfont, UK.

Eventuell iibriggebliebene, leere Auftragsschlitze im Gel wurden mit 1xLadepuffer
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aufgefiillt, um die GleichmiBigkeit der Probenmigration zu gewdhrleisten. Die
Elekrophorese wurde bei 100 Volt Spannung und bei Raumtemperatur im Laufpuffer
durchgefiihrt. Die Dauer richtete sich nach der Laufstrecke der Groflenmarker,
entsprechend der zu erwartenden Grofle der zu detektierenden Proteins und betrug in etwa
1,5 - 2 Stunden.

4.2.3.3 Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran, Western-Blot

Um ein Protein mit Hilfe einer spezifischen Antikérperbindung detektieren zu kénnen, muf3
es zundchst aus dem Gel auf eine Membran transferiert werden.

Dazu wurde die Transferapparatur (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) entsprechend den
Angaben des Herstellers zusammengebaut. Im einzelnen wurde ein Sandwich aus im
Transferpuffer  getrinkten Schwamm, zwei  Lagen saugfdhigem  Papier
(Schleicher&Schuell, Dasel), Nirozellulosemembran (Amersham Pharmacia, Piscataway,
NJ, USA), Gel, erneut zwei Lagen saugfidhigem Papier und Schwamm so in die
Transferapparatur eingespannt, daf} sich die mit der Nirozellulosemembran belegte Seite
des Gels auf der Pluspolseite befand. Der Transfer wurde bei 70 Volt Spannung, fiir 1,5 h
auf Eis im Transferpuffer durchgefiihrt. Die Banden der Markerproteine auf der Membran

wurden anschlieend mit einem Kugelschreiber markiert.

4.2.3.4 Proteindetektion auf der Nitrozellulosemembran

Die Nitrozellulosemembran wurde aus der Apparatur entnommen und fiir 5 min in
Blockierungslosung gespiilt. Danach erfolgte die Séttigung der Proteinbindungsfihigkeit
der Membran in Blockierungslosung tiber Nacht bei 4°C unter milder Agitation auf einem
Schiittler (Heidolph, Schwabach). Die Membran wurde dann dreimal fiir je 5 min in 10 ml
Antikorperfiarbelosung  gespiilt. Die Inkubation mit dem, das gewiinschte Protein
detektierenden und in der Antikorperfirbelosung entsprechend vorverdiinnten, Antikérper
erfolgte fiir 1,5 h bei 4°C unter milder Agitation. Die Membran wurde dann erneut dreimal
fiir je 5 min in 10 ml Antikorperféarbeldsung gespiilt und mit dem, an Merretichperoxidase
gekoppelten, entsprechenden sekunddrem Antikorper fiir 1,5 h bei 4°C unter milder

Agitation inkubiert. Anschlieend wurde die Membran weitere dreimal fiir je 5 min in 10
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ml Antikorperfirbelosung gespiilt, mit einem Lumineszenz-erzeugenden Substrat der
Peroxidase (Amersham Pharmacia) bedeckt und fiir 60 sek ruhend inkubiert. Nach
Abtropfen und vorsichtigem Abschiitteln der tiberschiissigen Substratfliissigkeit, wurde die
Membran in Lebensmittel-Frischhaltefolie (Roth, Karlsruhe) eingepackt und bei
entsprechender Sicherheitsbeleuchtung (rot) zusammen mit einem Film (Typcon Medical
Systems, Burgdorf, CH) in eine Kassette eingelegt. Die Expositionszeit wurde jeweils
empirisch ermittelt und betrug zwischen 5 sek bis 30 min. Der exponierte Film wurde in

einem Automaten (Protec, Oberstenfeld) entwickelt.

4.3 Statistik

Mittelwerte, Standardabweichungen und p-Werte (Student’scher #-Test) wurden mit dem
Programm Microsoft® Excel 2001 berechnet. Dabei bedeuten: * (signifikant): p < 0,05, **
(hoch signifikant): p < 0,01, *** (extrem signifikant): p < 0,001.
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5 ERGEBNISSE

S ERGEBNISE

5.1 Expression des Transgens Myc/Rac1-N17

Die im folgenden dargestellten Expressionstests dienten dem Funktionalitdtsnachweis des
Transgens innerhalb des hier verwendeten Maussystems. Dabei sollte die Expression der
dominant-negativen Form der Racl GTPase, Racl-N17, in B-Zellen von PCR positiven
Vertretern der beiden transgenen Zuchtlinien tiberpriift werden.

Bisher gibt es jedoch nur sehr eingeschrinkte Moglichkeiten, um zwischen der Wildtyp-
Racl und der Rac1-N17-Mutante auf Proteinebene zu differenzieren. Insbesondere existiert
kein Antikorper, der ausschlieBlich an die Racl-N17 Isoform bindet. Um eine
Unterscheidung zwischen dem endogenen und dem transgenen Racl Protein zu
ermoglichen, wurde innerhalb des verwendeten Konstrukts, an die Racl-N17 cDNA, die
Sequenz fiir den Myc-Marker (humanes c-myc, Aminosdren: 409-419) angefiigt. Diese
Modifikation erméglichte den eindeutigen Nachweis des exprimierten Myc/Racl-N17

Transgens mit Hilfe des anti-Myc-Antikorpers (Klon 9E10).

5.1.1 Western-Analyse

Die Western-Analyse stellt eine Moglichkeit dar Proteine aus Losungen, beziehungsweise
Zellysaten ihrer Grofe nach aufzutrennen und nachzuweisen. Fiir den Nachweis mit dieser
empfindlichen Methode wurden Zellysate von mittels MACS-Separation aufgereinigten B-
Zellen (B220%) und nicht-B-Zellen (B220°) aus Milzen von Wildtyp (C57BL/6, PCR-
negative Tiere) und transgenen Mdiusen verwendet. Bei der MACS-Separation lag die
Reinheit der positiven Fraktion bei etwa 90%, die der negativen Fraktion = 95%. Das
transgene Protein (22,5 kDa) konnte mit Hilfe der Myc-Antikorper-Bindung in B-Zellen
von PCR-positiven Tieren nachgewiesen werden. Analog zu der unterschiedlichen Anzahl
von Kopien des transgenen Konstrukts in den beiden transgenen Zuchtlinien (tg": 2, tg":
10-12), konnten in den entsprechenden B-Zellysaten deutlich unterschiedliche Mengen des
Myc/Rac1-N17 Proteins detektiert werden. So sind in tg" B-Zellen etwa 5x mehr des

transgenen Proteins vorhanden, als in tg° B-Zellen. Im Fall der hochexprimierenden
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Zuchtlinie, wurde tiberraschenderweise auch in der Kontrolle (B220") eine deutliche

Expression des Transgens nachgewiesen (Abb. 5.1).

B 220+ B 220-

wt tglo tghi wt tglo tghi
MG

kDa at" ﬁ Bow o .
W o

25> ”. M‘* <Myc

Abb. 5.1: Expression des Myc/Racl-N17 Transgens in Milzleukozyten. Nachweis mittels Western-
Analyse. Pro Spur wurden je 20 ul Lysat aufgetragen, dies entspricht 4x10° Zellen. Die Detektion erfolgte in
B-Lymphozyten (B220%), Spur 1-3 und nicht-B-Zellen (B220°), Spur 4-6, aus der Milz von jeweils Wildtyp
(C57BL/6, PCR-negative Tiere, wt) und transgenen Miusen (tg°, tg"), mit Hilfe des Myc-Antikorpers (Maus
IgG1), als Sekundirantikorper diente ein HRP-gekoppelter anti-Maus IgG1-Antikorper.

35

\%

5.1.2 DurchfluBzytometrische Analysen

Der Einsatz der Durchflulzytometrie erméglicht im Gegensatz zum zuvor dargestellten
biochemischen Verfahren (Western-Analyse) eine Expressionsbestimmung auf
Einzelzellniveau. Die Vorteile dieser Methode kamen in Untersuchungen zur Geltung, in
denen die Information iliber das Expressionsmuster des transgenen Proteins in Vertretern
der beiden transgenen Zuchtlinien vervollstdndigt und verfeinert werden sollte. Fiir diese
Untersuchungen wurden Einzelzellsuspensionen aus lymphatischen Organen, wie
Knochenmark, Milz, inguinalen und axialen Lymphknoten, sowie dem Thymus gewonnen.
Nach erfolgter Markierung mittels populationsspezifischer Zelloberflichenmarker wurden
die Zellen fixiert und permeabilisiert. Zum Expressionsnachweis des Transgens wurde hier,
wie zuvor auch, der Myc-Antikorper verwendet. Bei allen durchflulzytometrischen
Analysen fand ein APC-gekopplter Sekundérantikérper (anti-Maus 1gG1) Anwendung. Mit
diesem Verfahren wurde, analog zum vorhergehenden Experiment, die Expression des
Transgens sowie deren Stirke zundchst in B-Lymphozyten (B220%) und nicht-B-
Lymphozyten (B220°) aus der Milz untersucht (Abb. 5.2). Die dabei gewonnenen Daten
stimmen mit denen der biochemischen Western-Analyse tiberein. In den B-Lymphozyten

der beiden transgenen Zuchtlinien konnten erneut deutlich unterschiedliche Mengen an
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Myc/Rac1-N17 detektiert werden. Im Fall der hochexprimierenden Zuchtlinie tg" wurde
auch hier in nicht-B-Zellen (B220) eine deutliche Expression des Transgens nachgewiesen,
wihrend in nicht-B-Zellen der niedrigexprimierenden Zuchtlinie tg® kein transgenes

Protein nachweisbar war.
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Abb. 5.2: Expression des Myc/Racl-N17 Transgens in Milzleukozyten. DurchfluBzytometrische
Analyse. Einzelzellsuspensionen aus Milzen von Wildtyp (C57BL/6, PCR-negative Tiere) und das
Myc/Racl-N17  Transgen hochexprimierenden ~ Miusen  (tg") wurden, nach entsprechender
Oberfliachenfarbung, fixiert, permeabilisiert und in einer intrazelluldren Farbung mit Hilfe des Myc-
Antikorpers auf die Expression des Myc/Racl-N17 Transgens hin untersucht. Dot plot (a, links) und
Histogramm (a, rechts) zeigen die Auswahl der analysierten Populationen: B-Zellen (B220", b, links) und
nicht-B-Zellen (B220", b, rechts). Die schwarze, dicke Linie (offene Histogramme: O) entspricht jeweils der
Hintergrundfarbung in der zugehérigen Wildtyp-Kontrolle (C57BL/6, PCR-negative Tiere). Die grau
ausgefiillten Histogramme: O zeigen die Farbeintensitét in den jeweiligen transgenen Zellen.

Auffallend ist hierbei der Kurvenverlauf im Fall der B-Lymphozyten (B220%) der
hochexprimierenden Tiere (tg", Abb. 5.2b unteres, linkes Histogramm). In einer weiteren
Analyse wurden Milzellen mit Antikorpern gegen IgM und IgD angefirbt. Diese Farbung
erlaubt die Unterscheidung zweier Subpopulationen der B-Zellen in der Milz: IgM*/IgD
und IgM*/IgD* (Abb. 5.3a). Die Expressionsanalyse des transgenen Proteins machte in
diesem Fall deutlich, dal die Spitzen der Expressionskurve weitgehend jeweils einer

bestimmten Population zugeordnet werden kénnen (Abb. 5.3b). So exprimiert die Mehrzahl
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der IgM*/IgD" B-Zellen aus der Milz das Myc/Rac1-N17 Transgen etwa 5x stdrker, als die
meisten IgM*/IgD" Zellen gleichen Ursprungs.

a
Milz
a
c
IgM
b _ IgM*/IgD* _ IgM¥/IgD-
1A )

Y-

intrazelluldres Myc

Abb. 5.3: Expression des Myc/Racl1-N17 Transgens in Milz-B-Zellen. Durchflulzytometrische Analyse.
Einzelzellsuspensionen aus Milzen von Wildtyp (C57BL/6, PCR-negative Tiere) und das Myc/Racl-N17
Transgen hochexprimierenden Miusen (tg") wurden, nach entsprechender Oberflichenfirbung, fixiert,
permeabilisiert und in einer intrazelluldren Fiarbung mit Hilfe des Myc-Antikorpers auf die Expression des
Myc/Racl-N17 Transgens hin untersucht. Dot plot (a) zeigt die Auswahl der analysierten B-Zellen:
IgM*/IgD"* (b, links) und IgM*/IgD’ (b, rechts). Die schwarze, dicke Linie (offene Histogramme: [0) entspricht
jeweils der Hintergrundfirbung in der zugehdrigen Wildtyp-Kontrolle (C57BL/6, PCR-negative Tiere). Die
grau ausgefiillten Histogramme: O zeigen die Firbeintensitit in den jeweiligen transgenen Zellen (tg").

In weiteren Untersuchungen wurde gezeigt, daB das transgene Protein im Fall der tg" Linie
in allen untersuchten Subpopulationen der B-Lymphozyten, im Knochenmark (Abb. 5.4a):
pro und Pri-B-Zellen (B220™/IgM/IgD’), unreife B-Zellen (B220™/IgM"/IgD"),
transitionale B-Zellen (B220*/IgM"/IgD*), reife und rezirkulierende B-Zellen
(B220"/IgM"/IgD"), im Peritoneum (Abb. 5.4b): B-1a-Zellen (B220*/IgM*/CD5), B-1b-
Zellen (B2207/IgM/CD5%) und Lymphknoten (Abb. 5.4c), exprimiert wird. Die
Expressionsstiarke ist in allen Fillen etwa gleich und vergleichbar mit der, der B-
Zellpopulation (B220%) in der Milz.

Im Fall der hochexprimierenden transgenen Tiere (tg") wurde das transgene Protein neben
B-Lymphozyten auch in allen anderen untersuchten Zellen hdmatopoietischen Ursprungs
gefunden. Thymozyten (Abb. 5.5a): doppelt-negative (CD4/CDS8’), doppelt-positive
(CD4%/CD8"), einzel-positive (CD4" und CDS8Y), periphere T-Lymphozyten: CD4* und
CD8" (Abb. 5.5b), dendritische Zellen (CD11c") und Makrohpagen (CD11b"/CD11c’, Abb.

5.5c). Auffallend ist vor allem das hohe Niveau der Expression in den Thymozyten.
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Dagegen exprimieren periphere T-Zellen,

dendritische Zellen und Makrophagen

vergleichsweise nur geringe Mengen des Transgens.
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Abb. 5.4: Expression des Myc/Rac1-N17 Transgens in B-Zellen (tg"). DurchfluBzytometrische Analyse.
Einzelzellsuspensionen aus den entsprechenden Organen wurden fixiert und permeabilisiert. Dot plots zeigen
jeweils die Auswahl der in den Histogrammen dargestellten B-Zell-Populationen. Es wurden B-Zellen aus
dem Knochenmark (a), dem Peritoneum (b), sowie inguinalen und axialen Lymphknoten (¢) von transgenen
Miusen (tg") in einer intrazelluldren Firbung mit Hilfe des Myc-Antikorpers auf die Expression des Racl-
Myc/N17 Transgens hin untersucht. Die schwarze, dicke Linie (offene Histogramme: O0) entspricht jeweils der
Hintergrundfarbung in der entsprechenden Wildtyp-Kontrolle (C57BL/6, PCR-negative Tiere). Die grau
ausgefiillten Histogramme: O zeigen die Farbeintensitét in den jeweiligen transgenen Zellen.
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Abb. 5.5: Expression des Myc/Racl-N17 Transgens Zellen himatopoietischen Ursprungs.

DurfluBzytometrische Analyse. Einzelzellsuspensionen aus Milzen (a, b) und Thymi (¢) von Wildtyp
(C57BL/6, PCR-negative Tiere) und das Myc/Rac1-N17 Transgen hochexprimierenden Méusen (tg") wurden,
nach entsprechender Oberfldchenfarbung, fixiert, permeabilisiert und in einer intrazelluldren Firbung mit
Hilfe des Myc-Antikorpers auf die Expression des Myc/Rac1-N17 Transgens hin untersucht. Dot plot (links)
zeigen die Auswahl der analysierten Zellen. Die schwarze, dicke Linie (offene Histogramme: O) entspricht
jeweils der Hintergrundfirbung in der zugehdrigen Wildtyp-Kontrolle (C57BL/6, PCR-negative Tiere). Die
grau ausgefiillten Histogramme: O zeigen die Firbeintensitiit in den jeweiligen transgenen Zellen (tg").

im Fall der

hochexprimierenden Tiere (tghi), die sich, wie bisher gezeigt, auf alle untersuchten Zellen

Aufgrund der fehlenden Spezifitit der Expression des Transgens

hdmatopoietischen Ursprungs erstreckt, sollte in diesen Tieren, in Zellen nicht-
hdmatopoietischen Ursprungs die Expression des Myc/Racl-N17 Transgens untersucht
werden. Fiir diesen Zweck wurden Thymusepithelzellen ausgewihlt. Dabei erwies sich die
Tatsache als hilfreich, daf} alle Zellen hidmatopoietischen Ursprungs (auler Erythrozyten)

im Thymus das leukocyte-common-antigen (LCA, CD45.1) exclusiv exprimieren,
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wohingegen Epithelzellen LCA-negativ sind (Thomas, M. L. 1989; Lagasse, E. et al.
2000). Nach entsprechendem Gewebeverdau enthielt die Einzelzellsuspension neben
Thymozyten (LCA”), auch Epithelzellen nicht-hdmatopoietischen Ursprugs (LCA", Abb.
5.6a). Die Expression des Myc/Rac1-N17 Transgens konnte fiir nicht-Thymozyten aus der
hochexprimierenden (tg") Maus nachgewiesen werden. Dagegen exprimieren dieselben
Zellen in der niedirgexprimierenden (tg") Maus das Transgen nicht (Abb. 5.6b, links). In
Thymi von Tieren beider transgenen Zuchtlinien exprimieren B-Zellen, wie erwartet, das

Myc/Rac1-N17 Transgen (Abb. 5.6b, rechts).
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Abb. 5.6: Expression des Myc/Racl-N17 Transgens in Zellen des Thymus. DurchfluBzytometrische
Analyse. Thymuszellen wurden fixiert und permeabilisiert. In vorausgewihlten nicht-Thymozyten (LCA")
und B-Lymphozyten (CD19*, a) von transgenen Miusen (tg'°, tg™) wurde mittels einer intrazelluliren Firbung
mit dem Myc-Antikorper die Expression des Myc/Racl-N17 Transgens untersucht (b). Die schwarze, dicke
Linie (offene Histogramme: O) entspricht jeweils der Hintergrundfiarbung in der entsprechenden Wildtyp-
Kontrolle. Die grau ausgefiillten Histogramme: O zeigen die Firbeintensitit in den jeweiligen transgenen
Zellen.

Neben Gedichtniszellen konnen B-Zellen als terminale Ausdifferenzierungsform auch
Antikorper-sezernierende Plasmazellen bilden (Ahmed, R. und Gray, D. 1996). Auf der
Oberfldache der B-Zellen in diesem Entwicklungsstadium kann CD19 jedoch nicht mehr
nachgewiesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einflufl der transgenen Racl-
N17 Expression in B-Zellen auch auf die humorale Immunantwort untersucht, hierfiir
mullte zunichst bestimmt werden, ob das transgene Racl-N17 in den Plasmazellen
vorhanden ist.

Plasmazellen sind neben der Abwesenheit des CD19-Molekiils auf ihrer Oberflidche, durch
die massive Immunglobulin-Synthese charakterisiert, welche anhand einer intrazellulidren

Férbung bestimmt werden kann. Daneben exprimieren Plasmazellen CD138 (Syndecan-1).
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Bei diesem Adhisionsmolekiil handelt es sich um einen weiteren Marker, der in der
Peripherie nur auf Plasmazellen, nicht jedoch auf anderen B-Zellen exprimiert wird
(Sanderson, R. D. et al. 1989; Lalor, P. A. et al. 1992; Driver, D. J. et al. 2001). Mit Hilfe
dieser Markerkombination konnen Plasmazellen in der Milz eindeutig von anderen B-
Zellpopulationen abgegrenzt werden.

Fiir die Expressionsanalyse des transgenen Myc/Rac1-N17 Proteins wurden CD19/Racl-
N17 transgene und Wildtyp-Méiuse mit einem Antigen (Hiihner-Ovalbumin, OVA) in CFA
immunisiert. Am Tag 7 nach Immunisierung fanden sich in der Milz zahlreiche IgM-
sezernierende Plasmazellen (Abb. 5.7a, unten). Die Einzelzellsuspensionen aus den Milzen
wurden zunéchst auf der Zelloberfldche mit CD19 und CD138 angefirbt, danach fixiert und
intrazellular fiir IgM und Myc markiert. In Plasmazellen (CD19/CD138"/intrazellular
IgM*, Abb. 5.7a) aus Milzen immunisierter Mduse der CD19/Racl-N17 transgenen
Zuchtlinien konnte Myc/Rac1-N17 detektiert werden, obwohl CD19 auf der Zelloberfliche
nicht mehr nachweisbar war (Abb. 5.7b).

a b

Plasmazellen (CD197/CD138%/i.z. [gM*)

=
e

CD19

Rac1-N17 transgen,
niedrig-exprimierend
(tglo)

Racl-N17 transgen,
hoch-exprimierend
(tgh)

CD138

T
10°

\J

intrazellulédres IgM intrazelluldres Myc

Abb. 5.7: Expression des Myc/Rac1-N17 Transgens in Plasmazellen der Milz, DurchfluBzytometrische
Analyse. Milzzellen aus OVA/CFA-immunisierten Méiusen wurden fixiert und permeabilisiert. In
vorausgewihlten Plasmazellen (CD19/CD138*/intrazellulir IgM*, a) von transgenen Miusen (tg°, tg™) wurde
mittels einer intrazelluldren Féirbung mit Hilfe des Myc-Antikorpers die Expression des Myc/Racl-N17
Transgens untersucht (b). Die schwarze, dicke Linie (offene Histogramme: O) entspricht jeweils der
Hintergrundfarbung in der entsprechenden Wildtyp-Kontrolle (C57BL/6, PCR-negative Tiere). Die grau
ausgefiillten Histogramme: O zeigen die Farbeintensitét in den jeweiligen transgenen Zellen.
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5.2 EinfluB der Racl-GTPase auf die Entwicklung der B-Lymphozyten

Ergebnisse von in vitro und in vivo Untersuchungen haben gezeigt, da3l Rho-GTPasen,
darunter auch Racl, eine entscheidende Rolle in der Entwicklung verschiedener Saduger-
Zelltypen spielen, wie Neuronen (Redmond, L. und Ghosh, A. 2001), Skelettmuskellzellen
(Myogenese, Charrasse, S. et al. 2003), Cardiomyozyten (Puceat, M. et al. 2003),
Epithelzellen (Rogers, K. K. et al. 2003) aber auch hidmatopoietische Zellen (Gomez, M. et
al. 2000; Gu, Y. et al. 2003).

Aufgrund der bereits in der Einleitung zu dieser Arbeit erwéhnten methodischen
Einschrinkungen, existieren jedoch nur sehr wenige Daten zur speziellen Rolle von Racl in
der Entwicklung der B-Lymphozyten (Gu, Y. et al. 2003). In dem nun folgenden Teil
dieser Arbeit wurden verschiedene Aspekte der B-Lymphozyten-Entwicklung der
CD19/Rac1-N17 transgenen Méuse auf mogliche Abweichungen vom Wildtyp in vitro und

in vivo eingehend untersucht.

5.2.1 GroBen der B Lymphozyten-Populationen in lymphatischen Organen und
peripherem Blut

Zu den wichtigsten Organen der Maus, in denen zahlenméBig bedeutende B-Lymphozyten-
Populationen vorhanden sind, gehéren: das Knochenmark, die Milz und Lymphknoten.
Auch im peripheren Blut konnen B-Lymphozyten nachgewiesen werden, die diesen
Kreislauf als Transportweg unter anderem vom Knochenmark, dem Ort ihrer Entstehung,
zur Milz nutzen.

In den folgenden Experimenten wurden zunichst relative (prozentuale) und absolute
(Zahlen) Populationsgroflen der B-Lymphozyten bestimmt.

Die auffilligsten Unterschiede sind bereits in den dot plots sichtbar. So sind im
Knochenmark IgD*/B220" B-Lymphozyten sowohl prozentual, als auch in ihrer
Gesamtzahl in den Racl-N17 transgenen Méusen deutlich reduziert. Demgegeniiber sind
IgD/B220" Zellen kaum betroffen (Abb. 5.8a). In der Milz ist vor allem die IgM*/IgD*
Population reduziert, wohingegen die Zahl der IgM*/IgD" Zellen auf Wildtyp-Niveau liegt
(Abb. 5.8b). Diese Sachverhalte weisen jedoch nur im Fall der hochexprimierenden Mause
(tg") eine statistische Signifikanz. In den untersuchten Lymphknoten hingegen, von denen

hier beispielhaft die inguinalen présentiert werden, ist, was die totalen Zellzahlen angeht,
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5 ERGEBNISSE

die Abnahme der B220* Zellen bereits in den tg" Miusen signifikant. Hier hiingt der Grad
der Reduktion direkt mit der jeweiligen Expressionsstirke des Transgens in den beiden
transgenen Zuchtlinien zusammen. Auffillig ist jedoch auch die prozentuale Zunahme der
B-Lymphozyten im Fall der tg" Miuse, die im Kontrast zu der nicht signifikanten, dennoch
tendenziell vorhandenen Abnahme in den tg° Miusen steht. Dieser Effekt hingt mit der
nicht B-Zell-spezifischen, ubiquitiren Expression des Racl-N17 Transgens in den tg"
Maiusen zusammen. So wurden in der PopulationsgréBenanalyse dieser Tiere neben
reduzierten B-Zellzahlen auch sehr deutliche Reduktionen bei den Thymozyten, T-
Lymphozyten, dendritischen Zellen und Makrophagen festgestellt (Daten nicht gezeigt). Im
Fall der Lymphknoten waren die T-Lymphozyten sogar bedeutend stdrker betroffen als die
B-Lymphozyten. Diese Situation fiihrt zu der tendenziellen, prozentualen Zunahme der B-

Lymphozyten in den Lymphknoten der tg" Maus (Abb. 5.8c, linkes Histogramm).

Knochenmark
'E‘ZS ok 3 Kk
Q
220
= £ =_2
| als S
SE B
3 210 e
N ':_:] N —1
£ s
IS
=0 0
Igh* IgD- IgD* IgD-
B220+  B220* B220* B220*
b
Milz
wt tglo tghi = 60 — 50 7 —
Q
z 40 1
=240 -
5% F2]
S| il 3 Zo ]
L N = 20 N =20
S
z 104
IS
10 0° + 0-
> IgM*  IgM* IgM*  IgM*
IgD- IgD* IgD- IgD*
c d
inguinale Lymphknoten peripheres Blut
= 40 1,5 (| 100 ok
g M
% —_
= 2 = 1 —_ S g
SE ) £ 3
= 5 20 = = S = 50 =g
g2 g X g2 8=
= N 05 N < N x
o S
IS =
S

0l ol 0d
B220* B220* B220*

Abb. 5.8: Vergleich von PopulationsgrofSen ausgewihlter B-Lymphozyten in lymphatischen Organen
und peripheren Blut von Wildtyp und Racl-N17 transgenen Miusen. Dot plots zeigen aufgrund von
Grofle und Granularitit vorausgewéhlte Lymphozyten aus dem Knochenmark (a) und Milz (b) von Wildtyp
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(wt) und Racl-N17 transgenen Miusen (tg"°, tg"), angefirbt mit in der Abbildung genannten
fluoreszenzmarkierten Antikérpern. In den Balkendiagrammen sind jeweils Durchschnittswerte (+ SD)
relativer und absoluter B-Zellzahlen im Knochenmark (a), Milz (b), inguinalen Lymphknoten (¢) und
peripherem Blut (d), von Wildtyp (C57BL/6, PCR-negative Tiere, O0) und Racl-N17 transgenen Miusen
(niedrig-exprimierend: O, hoch-exprimierend: M) dargestellt (n=5 Mause/Gruppe; *, p < 0,05; **, p < 0,01;
**% p <0,001, Student’scher #-Test).

Im Gegensatz zu den in den soliden lymphatischen Organen beobachteten mehr oder
minder ausgeprigten Reduktionen in den PopulationsgroBBen der B-Lymphozyten,
préisentiert sich die Situation im peripheren Blut. In den Racl-N17 transgenen Méusen
wurden deutlich mehr B-Lymphozyten im Blutkreislauf gefunden (Abb. 5.8d). Auch hier
ist der Unterschied nur im Fall der hochexprimierenden Miuse (tg") statistisch signifikant.
Mogliche Ursachen fiir dieses beobachtete Phinomen wurden im dritten Teil dieser Arbeit
naher untersucht (5.3.3 - 5.3.5).

Einzelne GTPasen der Rho-Familie konnen einen auffallend spezifischen Einflufl auf eine
bestimmte Subpopulation von B-Lymphozyten ausiiben. So hat Cdc42 eine selektive und
gleichzeitig drastische Wirkung auf die phénotypisch und funktionell abgegrenzte
Subpopulation der B-Zellen der marginalen Zone (B220"/CD21%/CD23) in der Milz. Diese
Zellen sind in der, der CD19/Rac1-N17 analogen, CD19/Cdc42-N17 transgenen Maus zu
95% reduziert, wihrend andere B-Lymphozyten in Bezug auf ihre Populationsgroflen
nahezu unverindert bleiben (Brocker, T. unverdffentlichte Daten). Ahnliches gilt fiir Rac2,
welches fiir B-1a und B-Zellen der marginalen Zone von entscheidender Bedeutung ist
(Croker, B. A. et al. 2002). Vor diesem Hintergrund wurden weitere, detaillierte
PopulationsgroBen-Analysen durchgefiihrt. Dabei wurde deutlich, daB3 in den CD19/Racl-
N17 transgenen Méusen B-Lymphozyten der marginalen Zone zwar reduziert sind, der
Grad dieser Reduktion selbst unterscheidet sich jedoch nicht wesentlich von dem, der in
anderen Populationen in Knochenmark, Milz und Lymphknoten beobachtet wurde (Abb.
5.9a). Ebenso sind im Peritoneum sowohl IgM*/CD5  B-Zellen, als auch die B-1b-Zellen
(IgM*/CD5") im vergleichbaren Ausmal reduziert (Abb. 5.9b).

Aufgrund der erhaltenen Daten kann somit zusammenfassend festgestellt werden, dafl Racl
einen starken Einfluf auf die GréB8e aller Subpopulationen der B-Lymphozyten ausiibt.
Dabei geht die Expression des dominant-negativen Racl-N17, mit Ausnahme des
peripheren Bluts, mit einer generellen Reduktion der Zellzahlen einher. Desweiteren,
vorbehaltlich eventueller Einfliisse anderer, das Rac1-N17 exprimierender Zelltypen auf die
B-Lymphozyten in der tg" Maus (sogenannte bystander-effects), korrelieren diese Effekte

im Grad ihrer Ausprigung direkt mit der Menge des exprimierten Transgens.

92



5 ERGEBNISSE

Milz-B-Lymphozyten (B220+)

wt tglo tghi 5 x .
= = = x 6 257y
=)
g 2
— — E 4l -
5 53 55151
O o TR
N § 2 N 1
m 0,51
=
5]
> ol 0
& CD21+ CD21+
CD23- CD23-
B220+* B220*
b
*% ET3
= 60y (o |
k3 [
>
3
" g5
A N i
O )
N 'é 204
9]
>
S
= ol
IgM* IgM*
CD5+ CD5-

Abb. 5.9: Vergleich von PopulationsgroBen ausgewéihlter B-Lymphozyten in Milz und Peritoneum von
Wildtyp und Racl-N17 transgenen Miusen. Dot plots zeigen aufgrund von GroBfe und Granularitit
vorausgewihlte B220* Lymphozyten aus der Milz (a), beziehungsweise die Gesamtlymphozyten des
Peritoneums (b) von Wildtyp (wt) und Racl-N17 transgenen Miusen (tg"°, tg"), angefirbt mit in der
Abbildung genannten fluoreszenzmarkierten Antikérpern. In den Balkendiagrammen sind jeweils
Durchschnittswerte (= SD) relativer beziehungsweise absoluter Zahlen von B-Zellen der marginalen Zone der
Milz (CD21%/CD23/B220*, a), sowie von B-1b-Zellen (IgM*/CD5*) und B-la (IgM*/CD5") Zellen des
Peritoneums (b), von Wildtyp (C57BL/6, PCR-negative Tiere, O0) und Rac1-N17 transgenen Méusen (niedrig-
exprimierend: O, hoch-exprimierend: M) dargestellt (n=4-5 Maiuse/Gruppe; *, p < 0,05; **, p < 0,01;
Student’scher ¢-Test).

5.2.2 Einfluf} der Racl-N17 exprimierenden, nicht-hiimatopoietischen Zellen auf die

B-Zellentwicklung

Wechselwirkungen mit anderen Zelltypen beeinflussen das Schicksal der B-Lymphozyten
in entscheidender Weise. Dabei sind neben anderen Zellen des himatopoietischen Systems
auch Kontakte zur epithelialen Matrix von grundsitzlicher Bedeutung.

Eine Besonderheit der das Transgen hochexprimierenden Miuse (tg") besteht, wie bereits
unter 5.1.2 erwihnt, in der ubiquitdren, nicht auf das hdmatopoietische System
beschrinkten, Racl1-N17 transgenen Expression. Somit kann nicht ausgeschlossen werden,

daB die gesamte Entwicklung und Funktionalitit der B-Lymphozyten in den tg" Méusen
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von der Racl defizienten nicht-hdmatopoietischen zelluldren Umgebung zusétzlich negativ
beeinflu3t wird.

Um diesen moglichen Einflul auf die B-Zellentwicklung gegen den Beitrag
himatopoietischer Zellen abzugrenzen, wurden Knochenmarkschiméren generiert.

Als Rezipienten dienten dabei Wildtyp (C57BL/6, Thy-1.1) Méause. Diese wurden lethal
bestrahlt. Diese Behandlung diente der Eliminierung sich teilender Zellen, wozu auch die
hdmatopoietischen Vorldufer im Knochenmark zéhlen. Die so préparierten Tiere wurden
anschlieBend mit Zellen syngenen Knochenmarks (B57BL/6, Thy-1.2) von entweder
Wildtyp oder tg" Donoren rekonstituiert. Die Thy-1-Isotypen dienten bei den
anschliefenden Analysen als Herkunftsmarker fiir vom Donor beziehungsweise Empfanger
abstammende Zellen.

Der Fortschritt der Rekonstitution des Lymphozytenpools wurde anhand einer
regelmifBigen Blutanalyse der chimidren Méuse im Bezug auf absolute B- und T-Zellzahlen
im peripheren Blut bestimmt (Daten nicht gezeigt).

Am Tag 100 nach Knochenmarkstransfer wurden die Populationsgrolen der B-
Lymphozyten in lymphatischen Organen der Chiméren analysiert (Abb. 5.10). Es wurden
deutliche Unterschiede sowohl in den relativen (prozentual), als auch absoluten (Zahlen)
GroBen der B-Zellpopulationen in Milz und Lymphknoten zum Nachteil der mit
CD19/Racl1-N17 Knochenmark rekonstituierten Chiméren gefunden, &hnlich der
Unterschiede zwischen unbehandelten Wildtyp und CD19/Rac1-N17 tg" Kontrollméiusen.
So sind bei den mit CD19/Rac1-N17 Knochenmark rekonstituierten Chiméren in der Milz
hauptsédchlich IgM*/IgD* B-Zellzahlen reduziert, wihrend im Fall von IgM*/IgD™ B-Zellen
die Unterschiede wesentlich geringer ausfallen. In den Lymphknoten sind &hnlich wie bei
den nicht-Chiméren CD19/Rac1-N17 transgenen Méusen in den entsprechenden Chiméren
die B-Zellzahlen verhiltnisméBig vergleichbar reduziert.

Obwohl die Rekonstitution aller Chiméren, zum Beispiel im Fall der IgM*/IgD” B-Zellen
der Milz nicht vollstindig war, hat diese Tatsache keinen Einfluf} auf die verhéltnisméBigen
Unterschiede in den einzelnen B-Zell-PopulationsgroBen zwischen den Wildtyp und tg"
Mausen innerhalb der Chiméren im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen.

Diese Ergebnisse lassen den Schluf} zu, da3 die Expression des Transgens in Zellen nicht-
hdmatopoietischen Ursprungs keinen erkennbaren Einflufl auf die B-Zellentwicklung und

deren PopulationsgroBen in den tg" Méusen hat.
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Abb. 5.10: Vergleich der Populationsgréfien von B-Lymphozyten in lymphatischen Organen zwischen
jeweils nicht-chimédren Wildtyp und Racl-N17 transgenen Méusen gegen Chiméren aus Wildtyp und
Racl-N17 transgenen Knochenmarkzellen in Wildtyp-Rezipienten. In den Balkendiagrammen sind
jeweils Durchschnittswerte (= SD) relativer und absoluter B-Zellzahlen in der Milz (a), und inguinalen
Lymphknoten (b), von Wildtyp (O) und hochexprimierenden Racl-N17 transgenen Maiusen (H),
beziehungsweise der jeweils entsprechend rekostituierten Knochenmarkschimiren dargestellt (n=4-5
Mause/Gruppe, Die Daten stammen aus einem von zwei dhnlichen Experimenten mit vergleichbaren
Ergebnissen).

5.2.3 Zelltod

Mogliche Ursachen fiir die in den CDI19/Racl-N17 transgenen Maiusen verdnderten
Populationsgr6Ben der B-Lymphozyten konnen unter anderen im Bereich der
Zellentwicklung beziehungsweise der Uberlebensfihigkeit angesiedelt sein. In dem
folgenden Versuch sollten aus lymphatischen Organen gewonnene Lymphozyten auf ihre
Vitalitidt hin untersucht werden. Dabei kann anhand des Annexin V/PJ Firbemusters
zwischen lebendigen (Annexin V7/PJ), toten (Annexin V*/PJ") und sich im Prozel3 der
Apoptose befindenden Zellen (Annexin V*/PJ) unterschieden werden (Abb. 5.11a). Im

Verlauf entsprechender Vorversuche zeigte sich dabei, daBl bereits nach erfolgter
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Herstellung der Einzelzellsuspensionen apoptotische und nekrotische Lymphozyten in
ausreichend hoher Konzentration vorlagen, so dal hier keine weitere Behandlung zwecks

Induktion der entsprechenden Prozesse notwendig war.
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Abb. 5.11: Vergleich der Vitalitit von B-Lymphozyten in lymphatischen Organen zwischen Wildtyp
und Racl-N17 transgenen Miusen. Dot plot (a) zeigt am Beispiel der B220" Zellen im inguinalen
Lymphknoten einer Wildtyp-Maus die Auswahl der lebenden (Annexin V/PJ; unterer, linker Quadrant),
apoptotischen (Annexin V*/PJ; unterer, rechter Quadrant) und toten (Annexin V*/PJ*; oberer, rechter
Quadrant) Zellen. In den Balkendiagrammen (b) sind jeweils Durchschnittswerte (= SD) der Prozentsitze
lebender, apoptotischer und toter B-Zellen in Knochenmark, Milz und inguinalen Lymphknoten von Wildtyp
(C57BL/6, PCR-negative Tiere, ) und Racl-N17 transgenen Maiusen (niedrig-exprimierend: O, hoch-
exprimierend: M) dargestellt (n=3-5 Miuse/Gruppe).

Die Lymphozyten wurden somit wie in 4.2.2.3 beschrieben isoliert, angefdrbt und
anschlieBend durchfluBzytometrisch analysiert. Das Ergebnis der Analysen in

Knochenmark, Milz und Lymphknoten ist in Abb. 5.11b dargestellt. Es wurde deutlich, da$3
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in den untersuchten Organen unterschiedlich viele B-Zellen lebendig, apoptotisch
beziehungsweise tot sind. So sind beispielsweise in der Lymphknotensuspension, im
Vergleich zu anderen Organen, die wenigsten B-Zellen lebendig. Ungeachtet dieser
Unterschiede konnte in keinem der Fille eine Auswirkung des Rac1-N17 Transgens auf die

Vitalitét der B-Zellen in den transgenen Méusen festgestellt werden.

5.2.4 In vitro Proliferation von B-Lymphozyten

Um weitere mogliche Ursachen fiir die beobachtete Reduktion der B-Zell-
PopulationsgréBen zu untersuchen, wurden aufgereinigte (negative Selektion, Leukosialin’)
B-Lymphozyten aus der Milz einem in vitro Proliferationstest unterzogen. Zum einen ist
die sogenannte homdostatische Proliferation in Abwesenheit einer Immunantwort fiir die
Aufrechterhaltung des B-Zell-Pools in der Peripherie wichtig (Lam, K. P. et al. 1997;
Agenes, F. et al. 2000), doch vor allem stellt die antigenspezifische B-Zellproliferation eine
essentielle Voraussetzung einer effektiven humoralen Immunantwort dar. Die Ausléser fiir
eine induzierte Zellteilung in vifro konnen jedoch verschiedenster Natur sein und tiber
verschiedene Zelloberflichenrezeptoren und anschlieBende intrazelluldre Signalwege
wirken. CD40 gehort zur Familie der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren (TNF-R) und
spielt eine entscheidende Rolle bei der T-Zell abhédngigen B-Zell-Aktivierung (van Kooten,
C. und Banchereau, J. 2000; Bishop, G. A. und Hostager, B. S. 2001). IL-4 wird von T-
Lymphozyten sezerniert und beeinflufit ebenfalls die Differenzierung und Teilung von B-
Lymphozyten (Banchereau, J. und Rousset, F. 1991; Fecteau, J. F. und Neron, S. 2003).
Die Stimulierung mit F(ab’)2 wirkt iliber Kreuzvernetzung der membranstindigen B-
Zellrezeptoren. Das E. Coli Lipopolysaccharid (LPS) gehort zu den Thymus-unabhéngigen
Antigenen. B-Lymphozyten binden LPS mit Hilfe des Toll-like-receptor-4 (TLR-4, Fenton,
M. J. und Golenbock, D. T. 1998).

Die B-Lymphozyten wurden jeweils im Dreifachansatz mit verschiedenen Agenzien
stimuliert, dann mit [’H]-Thymidin gefiittert und anschlieBend die Einbaurate der
Radioaktivitdt gemessen. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.12 dargestellt.

Beim Vergleich mit dem Wildtyp zeigen die das Racl1-N17 Transgen hochexprimierenden
B-Lymphozyten (tg") bei allen verwendeten Stimuli eine verminderte Proliferation. B-
Lymphozyten von niedrigexprimierenden (tg°) Miusen hingegen unterscheiden sich

signifikant vom Wildtyp nur bei einer Stimulation mit anti-CD40 und F(ab')2 und zwar
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jeweils nur bei gleichzeitiger Anwesenheit von IL-4 im Medium. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, da die Expression von Racl-N17 in B-Lymphozyten eine dosisabhingige
Proliferationsdefizienz zur Folge hat. Hierbei wird die Stimulation durch anti-CD40 + IL-4
und F(ab")2 + IL-4 bereits durch kleine Mengen von Rac1-N17 negativ beeinfluft.

Neben der Verminderung der antigeninduzierten Proliferation zeigten Racl1-N17 transgene
B-Lymphozyten (tg") eine im Vergleich zum Wildtyp verminderte Proliferation auch in
Abwesenheit spezifischer Stimuli in vitro. Diese Eigenschaft kann mitverantwortlich sein

fir die Reduktion der B-Zell-Populationsgrolen in vivo in den Racl-N17 transgenen

Mdiusen.
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Abb. 5.12: Analyse der in vitro Proliferationsfihigkeit von B-Lymphozyten aus der Milz von Wildtyp
und Racl-N17 transgenen Méusen. B-Zellen aus der Milz wurden mit folgenden Agenzien stimuliert: anti-
CD40 10 pg/ml, IL-4 10 ng/ml, F(ab"2 10 ug/ml, LPS 2 pg/ml. Nach 36h Kultur wurden 5 xl [*H]-Thymidin
pro Kavitit zugegeben (entspricht 1 pCi), die Ansitze fiir weitere 8 Stunden inkubiert und anschlieend die
Einbaurate der Radioaktivitit bestimmt. In den Balkendiagrammen sind fiir die angegebenen Stimuli jeweils
Durchschnittswerte (= SD) der gemessenen Radioaktivitit in cpm dargestellt. Wildtyp (C57BL/6, PCR-
negative Tiere): O, Racl1-N17 transgen, tg" O, tg" M (n=3 Miuse/Gruppe, Triplikate; *, p < 0,05; **, p < 0,01;
**% p<0,001, Student’scher #-Test).

5.2.5 In vivo Proliferation von B-Lymphozyten

Erginzend zu den in vitro Daten, die eine verminderte Proliferation von Racl-N17
transgenen B-Lymphozyten aus der Milz in Abwesenheit spezifischer Stimuli zeigten,
wurde hier die homdostatische in vivo Proliferation untersucht.

Hierzu eignet sich besonders die Analyse mittels BrdU-Einbau in die DNA. Wird den
Versuchstieren BrdU zugefiihrt, so kann dieses in neusynthetisierte DNA eingebaut und der
Einbau durchfluzytometrisch nachgewiesen werden (Abb. 5.13a). Der jeweilige Zeitpunkt
der Analyse wurde anhand von Vorversuchen bestimmt. Einerseits galt es zu beachten, dafl
BrdU langfristig toxisch wirkt, andererseits sollte sich der BrdU-Einbau zum Zeitpunkt der

Analyse gerade in der Log-Phase befinden. In diesen Versuch wurde den Tieren zu Beginn
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1 mg BrdU i.p. injiziert, anschlieBend bekamen sie BrdU im Trinkwasser in einer

Konzentration von 1 mg/ml fiir die in der Abb. 5.13b jeweils genannte Zeit.
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Abb. 5.13: BrdU-Einbau in B-Lymphozyten irn vivo. (a) Dot plot (links) zeigt am Beispiel von
Lymphozyten aus der Milz einer Wildtyp-Maus, die Auswahl der Populationen fiir die Analyse des BrdU-
Einbaus. Die entsprechenden Ergebnisse der intranukledren Farbung fiir BrdU zeigen die Histogramme
(rechts). In den Balkendiagrammen (b) sind jeweils Durchschnittswerte (+ SD) der Prozentsdtze BrdU
positiver B-Zellen im Knochenmark, der Milz und inguinalen Lymphknoten von Wildtyp (C57BL/6, PCR-
negative Tiere, O0) und Racl-N17 transgenen Miusen (niedrig-exprimierend: O, hoch-exprimierend: H)
dargestellt. Der Analysezeitpunkt ist jeweils fiir das untersuchte Organ in der Abbildung genannt (n=3-5
Maiuse/Gruppe; *, p < 0,05; *** p <0,001, Student’scher 7-Test).

Im Vergleich zum Wildtyp zeigten B-Lymphozyten im Knochenmark der tg" Muse einen
beschleunigten BrdU-Einbau in die DNA, was auf eine hohere Teilungsrate dieser Zellen
hinweist. Dieser Effekt konnte jedoch nicht in den tg" Tieren beobachtet werden. In den
Lymphknoten, in denen die B-Zellzahlen transgener Tiere signifikant reduziert sind, konnte
kein beschleunigter BrdU-Einbau festgestellt werden. Ebenso verhielt es sich im Fall der
reifen (IgM*/IgD*) B-Zellpopulation in der Milz. Interessanterweise wiesen unreife

(IgM*/1gD") B-Lymphozyten in der Milz der transgenen Tiere eine reduzierte BrdU-
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Einbaurate auf (Abb. 5.13b). Da die Proliferation innerhalb dieser Population jedoch
grundsitzlich deutlich geringer ist als es die BrdU-Einbaurate hier suggerieren kénnte
(Agenes, F. 2003), hingt der hier beobachtete Effekt eventuell nicht primér mit einer
Proliferationsdefizienz zusammen, vielmehr konnte der hier detektierte hohe Prozentsatz
BrdU" Zellen mit den innerhalb der Versuchsdauer im Knochenmark neusynthetisierten
und tiber den Blutstrom hinzugekommenen B-Lymphozyten innerhalb dieser Population
zusammenhdngen. Somit konnten die hier festgestellten Unterschiede zwischen Wildtyp
und Rac1-N17 transgenen IgM*/IgD™ B-Lymphozyten in der Milz ihre Ursachen auch in

eventuellen Storungen des Migrationsverhaltens haben.

5.2.6 Histologische Untersuchungen der Struktur lymphatischer Organe

Defekte in der Entwicklung von Lymphozyten, die mit entsprechend verdnderten
Zellzahlen in der Peripherie einhergehen, konnen einen starken EinfluBl auf die von
lymphatischen Organen haben, in denen sie normalerweise vorkommen. Da die Reduktion
der B-Zellzahlen in den transgenen Méusen zum Teil sehr betrichtlich ist, wurden hier
eventuelle Veridnderungen der Feinstruktur peripherer lymphatischer Organe histologisch
untersucht.

Dazu wurden Mikrotomschnitte von Milzen und inguinalen Lymphknoten von Wildtyp und
transgenen Méusen angefertigt. Diese wurden dann mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern
angefirbt (B220 fiir B-Lymphozyten, I-A® fiir MHC 1I exprimierende Zellen und Thy1.2
fiir T-Lymphozyten) und schlieBlich unter einem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Es wurde dabei sowohl die Gesamtstruktur der Organe im Querschnitt, als auch die
Feinstruktur des Follikels betrachtet. Abb. 5.14 zeigt beispielhaft Follikel in der Milz. Die
typische Struktur besteht dabei aus einer zentralen T-Zell-Zone und der diese umgebenden
B-Zell-Zone. Anhand der Analysen lieBen sich keine Unterschiede in der Struktur der
Milzen, Lymphknoten (Daten nicht gezeigt) und Follikel feststellen.
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Milz

Abb. 5.14: Histologische Untersuchung der Follikelstruktur in der Milz. Mikrotom-Schnitte aus Milzen
von Wildtyp (wt) und CD19/Rac1-N17 transgenen Miusen (tg° und tg") wurden mit fluoreszenzmarkierten
Antikorpern  angefarbt:  Thyl.2-Cy-5  (blau), B220-FITC (griin), und I-A°>-PE  (rot). Die
Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen (VergroBerung: 200-fach) zeigen jeweils die typische Struktur eines
Follikels eingebettet in die rote Pulpa (nicht angefirbt, schwarz).

5.3 EinfluB3 der Racl-GTPase auf die Funktion der B-Lymphozyten

Auf die Bedeutung von GTPasen der Rho-Familie sowie insbesondere von Racl fiir die
Funktionalitit verschiedener Siduger-Zelltypen, beziehungsweise davon abgeleiteter
Zellinien, wurde bereits in der Einleitung (3.2.3) hingewiesen.

Das hier verwendete CD19/Rac1-N17 transgene Maussystem erlaubt eine direkte in vivo

Evaluation des Einflusses von Rac1 auf die B-Zellfunktion.

5.3.1 Antikorper im Normalserum

Antikorper dienen der Abwehr von Pathogenen und der Neutralisierung von Toxinen. Sie
werden im Verlauf einer Immunantwort von ausdifferenzierten Plasmazellen sezerniert. Im
Serum sind vor allem die IgG- und IgM- Isotypen vertreten. Diese werden je nach Art des
Antigens in unterschiedlichen Verhiltnissen produziert. Im Serum einer nicht-
immunisierten Maus (Normalserum) finden sich, neben den sogenannten natiirlichen
Antikorpern, auch die im Verlauf diverser Immunantworten entstandenen Antikérper.

In der hier dargestellten Analyse wurde die Fiahigkeit von B-Lymphozyten Racl-N17

transgener  Méiuse zum  Aufbau  und  Aufrechterhaltung  physiologischer
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Immunglobulinkonzentrationen im Serum, in Abwesenheit einer induzierten Immunantwort
untersucht.

Dazu wurden Sera aus 6-7 Wochen alten, nicht-immunisierten Miusen gesammelt und in
enzymgekoppelten Absorptionstests (ELISA) auf den Titer verschiedener Immunglobulin-
Subtypen hin untersucht (Abb. 5.15).
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Abb. 5.15: Vergleich der Antikorper-Isotypen im Normalserum. Sera von 6-7 Wochen alten Wildtyp
(C57BL/6, PCR-negative Tiere, O) und hochexprimierenden Rac1-N17 transgenen Méusen (tg", @) wurden
gesammelt und in ELISA der Titer einzelner Antikorper-Isotypen bestimmt. Dargestellt sind jeweils die
MeBwerte fiir einzelne Tiere und der Mittelwert. (n=10-11 Mause/Gruppe).

Der direkte Vergleich der Mefwerte fiir die untersuchten Isotypen zwischen Racl-N17
transgenen (tg") und Wildtyp-Miusen ldBt keine Unterschiede erkennen. Das Ergebnis
deutet darauf hin, daf} selbst eine sehr starke und ubiquitidre Rac1-N17 Expression keinen
nachweisbaren Einfluf} auf die Antikorper-Titer im Normalserum adulter Méause hat.
Aufgrund der Verwendung verschiedener, Isotyp-spezifischer Nachweis-Antikdrper mit
jeweils unterschiedlicher Affinitét erlauben die in den einzelnen ELISA gemessenen Werte
jedoch keine Aussage iiber die relativen Verhéltnisse der einzelnen Antikorper-Isotypen
zueinander. So sind im Normalserum von nichttransgenen Wildtyp-Mé&usen (gehalten unter
normalen, nicht-pathogenfreien Bedingungen) etwa 10% IgM und fast 90% IgG vorhanden,
wihrend die in der Abbildung fiir [gM und IgG dargestellten Werte nahezu gleich sind.

5.3.2 Humorale Immunantwort
Eine streng regulierte, schnelle und massive Antikorper-Antwort durch B-Lymphozyten ist
entscheidend fiir die Abwehr beziehungsweise Kontrolle einer Infektion. IThre Bedeutung

wird am deutlichsten sichtbar in Féllen in denen eine Antikorper-Antwort durch genetische

Defekte nicht oder nur partiell méglich ist.
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Um die Rolle von Racl fiir humorale Immunantworten zu untersuchen, wurden
CD19/Rac1-N17 transgene und Wildtyp-M&use mit verschiedenen Antigenen immunisiert

und anschlieBend die AntikGrpertiter im Serum gemessen.

5.3.2.1 Thymus-unabhéngige Immunantwort vom Typ 2

Die Antikorper-vermittelte Immunantwort 146t sich hinsichtlich der notwendig beteiligten
Zellarten grundsitzlich in zwei verschiede Typen einteilen, die Thymus-unabhéngige (TI)
und die Thymus-abhéngige (TD) Immunantwort. Bei der TI-Antwort unterscheidet man
wiederum zwei Unterarten. Fiir den Typ 1 (TI-1) ist charakteristisch, dal das Antigen
ausreichende Signale liefert, um sowohl reife als auch unreife B-Lymphozyten zu
aktivieren. Diese Antwort ist speziell gegen bakterielle Polysaccharide, wie LPS gerichtet
(Andersson, J. et al. 1977). Eine TI-2 Antwort kann auch in thymektomierten
Versuchstieren ausgeldst werden, sie setzt dennoch die Anwesenheit zumindest einiger T-
Lymphozyten voraus (Lane, P. J. et al. 1986; Mond, J. J. et al. 1995).

Um die Fihigkeit von CD19/Rac1-N17 transgenen Miusen zu einer AntikOrperantwort
gegen TI-2 Antigene zu untersuchen, wurden die Tiere mit TNP-Ficoll i.p. immunisiert.

24 Stunden vor und an Tag 7, 14, 21 und 28 nach der Immunisierung wurde den M&usen
Blut entnommen und die Titer einzelner Immunglobulin-Isotypen im Serum in einem
ELISA bestimmt (Abb. 5.16).

Beim Vergleich der Antikorper-Titer zwischen CD19/Racl-N17 transgenen (tg) und
Wildtyp-Méusen wihrend der Immunantwort gegen das TI-2 Antigen, konnten bei keinem

der Isotypen signifikante Unterschiede festgestellt werden.
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Abb. 5.16: Thymus-unabhéingige Immunantwort vom Typ 2. 6-7 Wochen Miuse wurden mit TNP-Ficoll
immunisiert. Der Verlauf der humoralen TI-2 Immunantwort wurde anhand der Serum-Titer einzelner
Antikorper-Isotypen an Tag -1 (vor Immunsierung), Tag 7, 14, 21 und 28 in einem ELISA bestimmt. Die
Graphiken zeigen Mittelwerte (= SD) von Wildtyp (C57BL/6, PCR-negative Tiere) und
niedrigexprimierenden, Rac1-N17 transgenen (tg", ©) Miusen (n=4-6 Miuse/Gruppe).

5.3.2.2 Thymus-abhingige Immunantwort

Antikorperantworten gegen Proteinantigene erfordern die Mithilfe antigenspezifischer Th-
Zellen. Im Gegensatz zu TI-Antworten liefert hier das, an den membranstindigen
spezifischen Rezeptor bindende, Antigen ein notwendiges, jedoch kein ausreichendes
Signal, um die B-Zelle vollstindig zu aktivieren. Weitere notwendige Signale werden tiber
sogenannte kostimulatorische Molekiile geliefert. Daneben sezernieren Th-Zellen Zytokine,
die auch die Aktivierung von B-Zellen positiv beeinflussen kénnen. Die fiir die T-Zellhilfe
erforderliche Antigenerkennung setzt eine Antigenprésentation seitens der B-Zellen voraus.
Um die Fihigkeit von CD19/Rac1-N17 transgenen Miusen zu einer AntikOrperantwort

gegen TD-Antigene zu untersuchen, wurden die Tiere mit TNP-KLH i.p. immunisiert.
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24 Stunden vor und an Tag 7, 14, 21 und 28 nach der Immunisierung wurde den M&usen
Blut entnommen und die Titer einzelner Immunglobulin-Isotypen im Serum in einem
ELISA bestimmt (Abb. 5.17).

Beim Vergleich der Antikorper-Titer zwischen CD19/Racl-N17 transgenen (tg) und
Wildtyp-Méusen im Verlauf der Immunantwort gegen das TD-Antigen, konnten bei
keinem der Isotypen signifikante Unterschiede festgestellt werden.

Damit wurde deutlich, da3 neben der Antikdrper-Synthese und Sekretion auch die, fiir die
TD-Immunantwort notwendigen Wechselwirkungen zwischen B- und T-Zellen durch die

transgene Racl-N17 Expression in den B-Zellen nicht signifikant negativ beeinfluf3t

werden.
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Abb. 5.17: Thymus-abhingige Immunantwort. 6-7 Wochen alte Miuse wurden mit TNP-KLH
immunisiert. Der Verlauf der humoralen TD-Immunantwort wurde anhand der Serum-Titer einzelner
Antikorper-Isotypen an Tag -1 (vor Immunsierung), Tag 7, 14, 21 und 28 in einem ELISA bestimmt. Die
Graphiken zeigen Mittelwerte (= SD) von Wildtyp (C57BL/6, PCR-negative Tiere) und
niedrigexprimierenden, Rac1-N17 transgenen (tg", ©) Miusen (n=5-7 Miuse/Gruppe).
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5.3.3 In vivo Migrationsverhalten

Die Analyse der Zellzahlen zeigte, verglichen mit Wildtyp-Kontrollen, eine generelle
Verminderung der B-Zellpopulationen in den peripheren lymphatischen Organen in
CD19/Rac1-N17 transgenen Maéusen. Anders stellt sich die Situation im peripheren Blut
dar, die B-Zellzahlen CD19/Racl-N17 transgener Maéause sind hier tendenziell erhoht
(Abschnitt 5.2.1).

Um einen moglichen Einfluf} transgener Rac1-N17 Expression auf das Migrationsverhalten
von B-Lymphozyten in vivo zu bestimmen, wurde das folgende Experiment durchgefiihrt.
Es wurden zunichst B-Lymphozyten aus Milzen von CD19/Racl-N17 transgenen und
Wildtyp-Maéusen isoliert. Diese wurden anschlieBend mit einem griin-fluoreszierenden
Lebendfarbstoff (CFSE) markiert. Die Behandlung ermdéglichte spédter eine eindeutige
Identifizierung der Zellen. 5x10° dieser so vorbehandelten Zellen wurden dann mittels i.v.

Injektion jeweils in Wildtyp-Empfinger transferiert.

a b
Milz: 4 Stunden Milz inguinale periphires
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Abb. 5.18: Migration transferierter B-Zellen in vivo. (a) Dot plot (links) zeigt am Beispiel der Milz die
Auswahl der Population fiir die Analyse des Migrationsverhaltens in vivo. In den Balkendiagrammen (b) sind
jeweils Durchschnittswerte (= SD) der absoluten Zahlen der transferierten B-Zellen (Wildtyp: O; Racl-N17
transgen: niedrig-exprimierend: O, hoch-exprimierend: M) in den bezeichneten Organen der Empfinger, 4h
nach Transfer dargestellt (n=3 Méause/Gruppe; *, p <0,05; **, p<0,01; *** p <0,001, Student’scher 7-Test).

Die transferierten Zellen konnten vom peripheren Blut aus in verschiedene Organe
migrieren. Nach 4 Stunden wurde im Blut sowie peripheren lymphatischen Organen der
Empfinger die Anzahl der transferierten B-Lymphozyten bestimmt. Dot plot in Abb. 5.18a
zeigt die Auswahl der analysierten Population (B220"/CFSE"). Die jeweiligen Anzahlen
der, in Milz, inguinalen Lymphknoten und peripherem Blut der Empfinger gefundenen,
transferierten Zellen sind in Balkendiagrammen in Abb. 5.18b dargestellt. Wihrend die
Migration in die Milz, im Vergleich zu Wildtyp, nur im Fall der hochexprimierenden Racl-

N17 transgenen B-Zellen signifikant vermindert war, waren die Unterschiede bei der
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Migration in die Lymphknoten bedeutend stidrker. Sowohl hochexprimierende, als auch
niedrigexprimierende Racl-N17 transgene B-Zellen konnten im Vergleich zu Wildtyp
signifikant weniger in inguinale Lymphknoten migrieren. Entgegengsetzt verhielt sich die
Situation im peripheren Blut. Hier wurden Vergleich zu Wildtyp statistisch signifikant
mehr transferierte, sowohl hochexprimierende, als auch niedrigexprimierende Racl-N17
transgene B-Zellen, gefunden. Die festgestellte Migrationsdefizienz zeigte jeweils eine
direkte Abhingigkeit von der Expressionsstirke des transgenen Racl1-N17.

Die anhand der durchfluBzytometrischen Analyse festgestellte Migrationsdefizienz der
Rac1-N17 transgenen B-Lymphozyten wurde nun histologisch eingehender untersucht.

Wie zuvor, wurden Racl-N17 transgene und Wildtyp-B-Lymphozyten aus Milzen isoliert
und 20x10° der mit CFSE markierten Zellen in Wildtyp-Rezipienten transferiert. Nach 4
Stunden wurden periphere lymphatische Organe isoliert und daraus hergestellte Mikrotom-
Schnitte mit B220 (rot) und Thyl (blau) angefirbt, um die B-Zellzone und die T-Zellzone
der Follikel unterscheiden zu kénnen. In Abb. 5.19a sind einzelne Follikel der Milz der
entsprechenden Empfinger dargestellt, jeweils eingebettet in die rote Pulpa (nicht markiert,
schwarz).

Transferierte Racl-N17 transgene und Wildtyp-B-Lymphozyten (griin markiert) konnten
sowohl in den Follikeln, als auch in der umgebenden roten Pulpa gefunden werden. Die
Verteilung der Racl-N17 transgenen B-Lymphozyten auf die Kompartimente weicht
jedoch vom Wildtyp deutlich ab. So fanden sich, verglichen mit Wildtyp, die meisten Racl-
N17 transgenen B-Lymphozyten in den Bereichen der roten Pulpa, auBBerhalb der Follikel,
wihrend nur wenige die T- und B-Zellzone erreichen konnten.

Das Vorkommen der transferierten Zellen in den unterschiedlichen Bereichen der
Empfénger-Milzen ist in Abb. 5.19b quantitativ dargestellt.

Bei der Analyse zeigte sich, da3 die weitaus meisten von den in der Préiparation gefundenen
Rac1-N17 transgenen B-Lymphozyten in der roten Pulpa (nicht angeférbt, schwarz), jedoch
nur wenige in den Follikeln zu finden waren (B-Zellzone: rot, T-Zellzone: blau).
Transferierte Wildtyp-B-Lymphozyten hingegen fanden sich mehrheitlich in Follikeln und
nur wenige verblieben in der roten Pulpa. Entsprechend dhnliche Verhéltnisse wurden auch
in inguinalen Lymphknoten festgestellt, jedoch war die Anzahl der dort gefundenen

transferierten B-Lymphozyten insgesamt deutlich geringer (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 5.19: Migration transferierter B-Zellen in vivo, histologische Analyse. (a) Mikrotom-Schnitte aus
Milzen von Wildtyp-Empfingern, in die 20x10° Wildtyp (wt > wt, linke Abbildung) oder Racl-N17
transgene B-Lymphozyten (tg' > wt, mittlere Abbildung, tg" > wt, rechte Abbildung) transferiert wurden. Die
Schnitte wurden mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern angefarbt: B220-PE und Thy1.2-Cy-5. Transferierte
B-Zellen wurden zuvor mit CFSE markiert und erscheinen in der Abbildung griin. Vergr6Berung: 200-fach.
(b) Quantitative Analyse der relativen Verteilung der transferierten B-Lymphozyten auf die Kompartimente in
der Milz. Fiir die Analyse wurden pro Gruppe 7-12 Querschnittspriparate der Milz aus je zwei Empfiangern
CFSE*-Zellen manuell ausgezihlt. Prozentsatz CFSE*-Zellen in der B-Zellzone: W, in der T-Zellzone: W,

in der roten Pulpa: I

Die Migrationsdefizienz zeigte sich insgesamt am deutlichsten bei den das Racl-N17
Transgen hochexprimierenden B-Lymphozyten (tg"), wihrend die niedrigexprimierenden
B-Lymphozyten (tg'°) weniger stark betroffen waren. Deutlich wurde hier erneut die direkte
Abhingigkeit des Grades der festgestellten Defizienz von der Expressionsstérke des Racl-
N17 Trangens in den transferierten B-Lymphozyten. Damit unterstiitzen auch die in der
quantitativen Analyse gewonnen Daten (Abb. 5.19b) den optischen Eindruck aus der Abb.
5.19a.

108



5 ERGEBNISSE

5.3.4 Induktion einer Lymphozytopenie im peripheren Blut

Im vorhergehenden Versuch konnte gezeigt werden, daBl die Migrationsfdhigkeit
transferierter Racl-N17 transgener B-Zellen unter homgostatischen Bedingungen in vivo
beeintrichtigt ist. Um die Erfiillung ihrer Funktionen wiéhrend einer adaptiven
Immunantwort zu gewéhrleisten miissen B-Zellen in der Lage sein, im Fall einer Infektion,
unmittelbar auf entsprechende Signale reagieren zu konnen. Dazu gehort auch induzierte,
gerichtete Migration.

Eines der ersten Ereignisse im Fall einer Entziindungsreaktion ist die Bindung Pathogen-
assoziierter molekularer Muster (pathogen associated molecular pattern, PAMP) an TLR.
Die PAMP konnen dabei verschiedenster Natur sein und sind meist bakteriellen oder auch
viralen Ursprungs. Durch die Bindung werden unter anderem Chemokine ausgeschiittet und
Adhisionsmolekiile aktiviert, die es den Zellen erlauben an ihren jeweiligen Einsatzort zu
migrieren (Laudanna, C. et al. 2002; Iwasaki, A. und Medzhitov, R. 2004; Takeuchi, O. et
al. 2004). Dabei kommt es im Fall einer massiven Infektion voriibergehend zu einem
starken Abfall der Lymphozytenfrequenzen im peripheren Blut (Lymphozytopenie). Nach
der Identifizierung der Liganden einzelner TLR, kann diese Reaktion auch durch Injektion
kiinstlicher Liganden hervorgerufen werden (Buckler, C. E. et al. 1971). Einige Viren
benutzen als Erbsubstanz doppelstringige Ribonukleinsdure (ribonucleic acid, RNA).
Diese wird durch TLR3 spezifisch erkannt. Ein kiinstlicher TLR3 Ligand ist in Form von
Poly I:C bekannt (Akira, S. und Hemmi, H. 2003; Takeda, K. et al. 2003).

In dem folgenden Versuch sollte die Migrationsfidhigkeit von Racl1-N17 transgenen B-
Zellen unter Bedingungen einer akuten viralen Infektion untersucht werden. Dafiir wurde
den Versuchstieren 200 pg Poly I:C i.p. injiziert. Die Bestimmung der GréB8en der B-
Zellpopulationen gab Aufschluf} iiber die Kinetik der induzierten Lymphozytopenie im
peripheren Blut. Dabei wurde festgestellt, dal 12 Stunden nach Poly I:C-Injektion nur ein
Bruchteil der urspriinglichen B-Zellen im peripheren Blut nachweisbar war (Abb. 5.20a).
Die genaue Analyse der Kinetik einzelner Wildtyp und Rac1-N17 transgener Méuse ist in
Abb. 5.20b dargestellt. Hier wurden sowohl die relativen (prozentualen), als auch absoluten
(Zahlen) Grofen der B-Zellpopulationen im peripheren Blut vor Poly I:C-Injektion gleich
100% gesetzt. Die Wildtyp-B-Zellen erreichten nach circa 12 Stunden ihre niedrigste
Frequenz beziehungsweise Zahl im peripheren Blut um danach wieder anzusteigen. Das
Verschwinden der B-Zellen aus dem peripheren Blut ist im Fall der Rac1-N17 transgenen

Mause weit weniger stark ausgeprégt. Die Inhibition der Migration ist direkt zur Stirke der
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Expression des transgenen Rac1-N17 proportional. So waren was die relative (prozentuale)
GroBe der B-Zellpopulation betrifft beim nichttransgenen Wildtyp nach 12 Stunden nur
noch 4,76 + 3,62% der urspriinglichen B-Zellen im peripheren Blut. In das Racl-N17
Transgen niedrigegxprimierenden (tg°) Miusen waren es 12,40 = 4,11%, in
hochexprimierenden (tg"™) 48,33 = 25,72%. Ahnliche Unterschiede wurden auch bei den
absoluten (Zahlen) GréBen der B-Zellpopulationen beobachtet (Abb. 5.20c¢).
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Abb. 5.20: Induktion einer Lymphozytopenie in vitro. Miuse wurden mit 200 ug Poly I:C i.p. injiziert.
Direkt vor und 12, 24 und 48 Stunden nach Injektion wurde den Tieren peripheres Blut entnommen und darin
sowohl die absolute Anzahl, als auch der Prozentsatz B220" Zellen bestimmt. Auswirkung der Injektion und
Auswahl der B220" Zellen (a). Vergleich der Kinetik der induzierten Lymphozytopenie im peripheren Blut, in
einzelnen Maiusen der drei untersuchten Gruppen: Wildtyp (O) und Racl-N17 transgene (niedrig-
exprimierend: O, hoch-exprimierend: @, b). Vergleich der Groflen der B-Zellpopulationen am Hohepunkt der
Lymphozytopenie, 12 Stunden nach Poly I:C-Injektion (¢). Die AusgangsmeBwerte, vor Poly I:C-Injektion
wurden jeweils gleich 100% gesetzt (n=4-5 Méuse/Gruppe).
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Die soeben gezeigte verminderte Migrationsféhigkeit der Rac1-N17 transgenen B-Zellen
kann durch defekte in der Funktionsfdhigkeit der B-Zellen selbst ihre Ursache haben.
Daneben besteht bei den tg" Miusen die Moglichkeit, daB eventuell das Racl-N17
Transgen unspezifisch exprimierende nicht-B-Zellen ihren Beitrag zu dem beobachteten
Phénotyp leisten. Dabei konnte vor allem eine verminderte Botenstoff-Sekretion durch
Epithelzellen von Bedeutung sein (Taniguchi, T. und Takaoka, A. 2002).

Um derartige Einfliisse auszuschlieBen, wurde die Induktion der Lymphozytopenie in
einem  Zelltransfersytem  durchgefiihrt. Dazu  wurden  Erythrozyten-depletierte
Einzelzellsuspensionen  aus  Milzen  von  nichtransgenen  (Wildtyp)  sowie
hochexprimierenden, Rac1-N17 transgenen Miusen (tg") in nichttransgene Empfinger 36
Stunden vor Poly [:C- beziechungsweise = LPS-Injektion transferiert.  Als
Unterscheidungsmerkmal zwischen den transferierten Zellen und den Zellen der Empféanger
diente der Ly5-Isotyp (Abb. 5.21a). Die transferierten Zellen exprimieren Ly5.2, wihrend
der Empfénger Ly5.1 exprimiert. Um gleichzeitig die Liganden-Spezifitit der beobachteten
Effekte zu untersuchen, wurde neben Poly I:C bei einer anderen Gruppe LPS verwendet.
Wihrend wie bereits erwihnt Poly I:C durch TLR3 gebunden wird, bindet TLR4 spezifisch
an das verwendete E. coli LPS (Akashi, S. ef al. 2003; Miyake, K. 2004).

Den Versuchstieren wurde 200 pg Poly I:C oder 10 ug LPS i.p. injiziert. Die Bestimmung
der GroBen der transferierten (Ly5.2%) B-Zellpopulationen gab Aufschluf} iiber die Kinetik
der induzierten Lymphozytopenie im peripheren Blut. Zwolf Stunden nach Stimulation
geht wie erwartet in allen Fillen die Zahl der B-Zellen der Empfinger im peripheren Blut
zuriick (Empf. wt). Ahnlich verhalten sich die transferierten Wildtyp-B-Zellen (transf. wt),
wohingegen die Zahl der tg" B-Zellen (transf. tg") nicht abnimmt. Die Veriinderung der
Populationsgroflen ist fiir die Stimulation mit Poly I:C in Abb. 5.21a dargestellt. Ein
dhnliches Bild ergab die Stimulation mit LPS (Daten nicht gezeigt). Die genaue Analyse
der Kinetik in einzelnen Miusen ist in Abb. 5.21b dargestellt. Hier wurden sowohl die
relativen (prozentualen), als auch absoluten (Zahlen) Gr6Ben der transferierten (Ly5.2%) B-
Zellpopulationen im peripheren Blut vor Poly I:C Injektion gleich 100% gesetzt. Die
transferierten Wildtyp-B-Zellen erreichten hier etwa zwischen 12 und 24 Stunden nach
Injektion ihre niedrigste Frequenz beziehungsweise Zahl im peripheren Blut um danach
wieder anzusteigen. Wihrend die transferierten hochexprimierenden Rac1-N17 transgenen
B-Zellen kaum einen Abfall, beziehungsweise sogar einen deutlichen Anstieg ihrer Anzahl
erfuhren. Die Gesamtsituation 12 Stunden nach Poly I:C- beziehungsweise LPS-Injektion
ist in Abb. 5.21c dargestellt.
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Abb. 5.21: Induktion einer Lymphozytopenie in vitro. In nichttransgene Wildtyp-Miuse wurden 45x10°
Milzleukozyten von entweder Wildtyp (O) oder hochexprimierenden Racl-N17 transgenen (@) Mdiusen
transferiert. Die Empfianger wurden 36 Stunden spéter entweder mit 200 pg Poly I:C oder 10 ug LPS (jeweils
in 200 pl PBS) ip. injiziert. Direkt vor und 12, 24 und 48 Stunden nach Injektion wurde den Tieren
peripheres Blut entnommen und darin sowohl die absolute Anzahl, als auch der Prozentsatz Ly5.2*/B220*
Zellen bestimmt. Auswahl der analysierten B-Zellpopulationen (transferierte Zellen: Ly5.2*, Zellen des
Empfingers: Ly5.2") und beispielhafte Darstellung des abweichenden Verhaltens der transferierten, Rac1-N17
transgenen B-Zellen (transf. tg") im Vergleich zum nichttransgenen Wildtyp (transf. wt und Empf. wt, a)
Vergleich der Kinetik der Lymphozytopenie im peripheren Blut, in einzelnen Méiusen der untersuchten
Gruppen: (b). Vergleich der Groflen der transferierten B-Zellpopulationen am Hohepunkt der
Lymphozytopenie, 12 Stunden nach Poly I:C-Injektion (c). Die Ausgangsmeflwerte, vor Poly I:C-
beziehungsweise LPS-Injektion wurden jeweils gleich 100% gesetzt (n=2 Méuse/Gruppe).
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5.3.5 Migrationsverhalten von B-Lymphozyten entlang eines Chemokingradienten in

vitro

Die Lokalisation der B-Lymphozyten im Gewebe setzt eine Vielzahl aktiver Prozesse
voraus. So ist unter anderen einerseits das Vorhandensein entsprechender
Chemokingradienten fiir eine gerichtete Migration unabdingbar. Andererseits miissen die
B-Lymphozyten in der Lage sein, diese Chemokingradienten iiber spezifische Rezeptoren
wahrzunehmen und auf diese Signale zu reagieren. Zirkulierende Lymphozyten
exprimieren verschiedene Chemokinrezeptoren, wie CCR7 (Rezeptor fiir MIP-38 und
6Ckine), CXCR4 (Rezeptor fiir SDF-1a). B-Lymphozyten exprimieren zusétzlich CXCRS,
den Rezeptor fiir BLC. Sowohl MIP-38, als auch 6Ckine sind auf Zellen des hohen
Endothels in Venolen stark exprimiert (Gunn, M. D. et al. 1998; Baekkevold, E. S. et al.
2001). Beide spielen eine entscheidende Rolle fiir die Induktion der Adhésion der an den
Venolen-Winden rollenden Lymphozyten (Campbell, J. J. et al. 1998; Tangemann, K. et
al. 1998) und fiir Migration der Lymphozyten in Lymphknoten (Ma, Q. et al. 1998). BLC
hingegen wird hauptsidchlich in Follikeln lymphatischer Organe gebildet. Es liefert
entscheidende Signale fiir eine gerichtete Migration von naiven B-Zellen dorthin (Forster,
R. et al. 1996, Ansel, K. M. et al. 2000).

Die Fihigkeit Racl-N17 transgener B-Zellen, entlang eines Chemokingradienten zu
migrieren, wurde im folgenden Versuch in vitro bestimmt. Dazu wurden B-Zellen aus
Milzen von CDI19/Racl-N17 transgenen und Wildtyp-Miusen isoliert, und in einem
Transwell-Migrationsassay (4.2.2.17, (Boyden, S. 1962)) wurde der Prozentsatz der entlang

des Chemokingradienten migrierten B-Zellen bestimmit.
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Abb. 5.22: Migration von B-Zellen entlang eines Chemokingradienten in vitro. In den Balkendiagrammen
ist der Prozentsatz im jeweiligen Gradienten migrierter Wildtyp (O) und Racl-N17 transgener (niedrig-
exprimierend: 0O, hoch-exprimierend: M) B-Zellen dargestellt. Die Ergebnisse stammen aus zwei
unabhingigen Versuchen (n=5 Mause/Gruppe; **, p < 0,01; *** p < 0,001, Student’scher 7-Test).
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Bei der Analyse zeigte sich, dal Racl-N17 transgene B-Zellen bei allen eingesetzten
Chemokinen eine verminderte Migrationsfihigkeit aufwiesen. Desweiteren war die
ungerichtete Migration, in Abwesenheit eines Chemokingradienten (Kontrolle), ebenfalls
reduziert.

Auch in diesem Experiment war die beobachtete Defizienz direkt von der

Expressionsstirke des transgenen Rac1-N17 abhéngig.

5.3.6 Aktinpolymerisation

Die zuvor festgestellte in vitro Migrationsdefizienz bezog sich nicht nur auf die Migration
im Chemokingradienten. Vielmehr war auch die ungerichtete random-Migration der Racl-
N17 transgenen B-Zellen in vitro inhibiert. Da hier Signaltransduktion nicht involviert war,
multe die Ursache anderweitig lokalisiert sein. Das Aktin-Zytoskelett ist fiir die Bewegung
(Motilitdt) von eukaryotischen Zellen mitverantwortlich. Dabei werden polymere Aktin-
Filamente (F-Aktin) stindig neu auf- und abgebaut. Viele exogene Stimuli haben eine
Zunahme der Aktin-Polymerisation zufolge. Im Fall von Defekten in der Funktion
verschiedener GTPasen der Rho-Familie konnte ein negativer Effekt auf die Aktin-
Polymeristion in verschiedenen Zelltypen beobachtet werden (Hall, A. 1994; Machesky, L.
M. und Hall, A. 1996; Allen, W. E. et al. 1997).

Fir die Messung der induzierten Aktin-Polymerisation wurden B-Zellen jeweils im
Zweifachansatz mit verschiedenen Agenzien stimuliert, danach wurde in den fixierten
Zellen die Menge des F-Aktins mittels intrazelluldrer Firbung mit Phalloidin bestimmt
(Abb. 5.23).

Die, fiir eine maximale Induktion der Aktin-Polymerisation, optimalen Konzentrationen der
Stimuli sowie die jeweiligen Inkubationszeitn wurden in entsprechenden Vorversuchen
ermittelt.

Unabhingig von dem verwendeten Stimulus, konnte jeweils eine Induktion der Aktin-
Polymerisation beobachtet werden. Dabei hatte das Chemokin SDF-1a und das gegen IgM
gerichtete F(ab')2-Fragment den stirksten Effekt, wihrend LPS und anti-CD40 nur eine
geringe Zunahme des F-Aktins im Vergleich zu unstimulierten Zellen zufolge hatten. Die
Verminderung der Féhigkeit zu Aktin-Polymerisation in Rac1-N17 transgenen B-Zellen

war am deutlichsten feststellbar im Fall von SDF-1a- und F(ab')2-Stimulation, wihrend die
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Stimulierung mit LPS beziehungsweise anti-CD40 keine Unterschiede zwischen Rac1-N17

transgenen und Wildtyp-B-Zellen hervorbrachte.
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Abb. 5.23: Induktion der Aktin-Polymerisation in vitro. Isolierte B-Zellen wurden mit: SDF-1a 400 ng/ml
fiir 1 min, F(ab)2 10 pg/ml fiir 5 min, LPS 10 pg/ml fiir 15 min, oder anti-CD40 10 ug/ml fiir 30 min
stimuliert und die Bildung von F-Aktin mit Hilfe intrazelluldrer Phalloidin-Bindung nachgewiesen. Die
Stimulation fiihrt zur Zunahme der Phalloidin-Férbeintensitét (a). In Graphen dargestellt ist die Zunahme der
mittleren Fluoreszenzintensitit der Phalloidin-Firbung in stimulierten Zellen, gegeniiber nicht-stimulierten
Kontrollen, jeweils fiir einzelne Wildtyp (O) und Racl-N17 transgene (niedrig-exprimierend: O, hoch-
exprimierend: @) Mause, mit dem dazugehorigen Mittelwert (b), (n=4-8 Mause/Gruppe; *, p < 0,05; ***, p <
0,001, Student’scher ¢-Test).

5.3.7 Aktivierung und Translokation des Transkriptionsfaktors NF-kB in den
Zellkern

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und dessen Translokation in den
Zellkern spielt eine zentrale Rolle fiir die Regulation der Transkription und somit fiir die
Steuerung wichtiger zelluldrer Prozesse. Dazu zidhlen unter anderem Proliferation,
Differenzierung, Apoptose sowie verschiedene Aspekte der Entziindung und
Immunantwort. In Sédugetierzellen setzt sich das NF-xB aus zwei Untereinheiten
zusammen, die einer strengen Kontrolle durch eine Familie von Inhibitoren (IkB)
unterliegen. IkB verhindern dabei die Translokation des NF-kB in den Zellkern und
dadurch dessen Bindung an die DNA. NF-xB kann in vivo auf verschiedene Weise aktiviert
werden. Unter anderem durch Chemokine, wie SDF-1a, LPS (Mordmuller, B. er al. 2003)
oder tiber die membranstindigen B-Zellrezeptoren (Rooney, J. W. et al. 1991). Die
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verschiedenen intrazelluldren Signaltransduktionskaskaden konvergieren hier in der
Aktivierung des NF-kB (Hatada, E. N. et al. 2000; Ghosh, S. und Karin, M. 2002; Li, Q.
und Verma, I. M. 2002).

In Racl-N17 transgenen HeLa-Zellen wurde eine verminderte NF-kB-Aktivitit beobachtet
(Sulciner, D. J. et al. 1996; Joyce, D. et al. 2001). Daher wurden in diesem Versuch Racl-
N17 transgene und Wildtyp-B-Zellen in Bezug auf ihre Fahigkeit, als Antwort auf exogene
Stimuli NF-xB in den Kern zu translozieren, verglichen. Dazu wurden B-Zellen jeweils im
Zweifachansatz mit verschiedenen Agenzien stimuliert, danach wurden die Zellen lysiert
und Zellkernextrakte hergestellt. Die Menge des NF-xB in den Lysaten wurde in einem

ELISA bestimmt (Abb. 5.24).
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Abb. 5.24: Translokation des Transkriptionsfaktors NF-kB in den Zellkern in vitro. Isolierte B-Zellen
wurden mit: F(ab')2 10 pg/ml fiir 30 min, oder LPS 10 pg/ml fiir 30 min stimuliert und die Translokation von
NF-kB in den Zellkern in einem ELISA gemessen. Dargestellt ist die Zunahme der optischen Dichte aus
Proben von stimulierten Zellen, verglichen mit nicht-stimulierten Kontrollen, jeweils fiir einzelne Wildtyp (O)
und Rac1-N17 transgene (niedrig-exprimierend: O, hoch-exprimierend: @) Miuse, mit dem dazugehdrigen
Mittelwert (n=4-12 Mdiuse/Gruppe; *, p < 0,05; **, p 0,01, Student’scher 7-Test).

Es zeigte sich, daB} verglichen mit Zellkernlysaten unstimulierter Zellen, sowohl die F(ab')2
als auch die LPS-Stimulation eine Zunahme des NF-kB-Gehaltes der Zellkernlysate
zufolge hatte. Verglichen mit Wildtyp, waren Rac1-N17 transgene B-Zellen (tg") in diesem
Versuch weitaus weniger in der Lage NF-xB zu aktivieren und in den Zellkern zu
translozieren. Die Dosisabhingigkeit der Defizienz vom Expressionsniveau des Racl-N17
Transgens wurde in der Beobachtung deutlich, dafl die niedrigexprimierenden Racl-N17
transgenen B-Zellen (tg") keinen statistisch signifikanten Unterschied zum Wildtyp

aufwiesen.
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Die Erforschung der kleinen GTPasen begann mit der Entdeckung ihrer Funktion in der
Krebsentstehung (Harvey, J. J. 1964; Shih, T. Y. et al. 1980). Andererseits stiel man bei
der Suche nach Interaktionspartnern des fiir das Wiskott-Aldrich Syndrom verantwortlichen
Proteins (WASP) ebenfalls auf verschiedene Mitglieder der Familie der kleinen GTPasen
(Aspenstrom, P. et al. 1996). In einer Vielzahl darauffolgender Untersuchungen konnte
deren Beteiligung an einem breiten Spektrum zelluldrer Funktionen festgestellt werden.
Dazu zdhlen unter anderem die Regulation der Aktin-Dynamik, Proliferation, Adhésion und
Migration (Aspenstrom, P. 1999; Etienne-Manneville, S. und Hall, A. 2002). Dabei
konnten sowohl exogene Aktivierungs- und Steuerungsmechanismen, als auch
intrazelluldre Interaktionspartner (Aspenstrom, P. 1999; Puls, A. et al. 1999; Burridge, K.
und Wennerberg, K. 2004) sowie funktionelle Effekte (Fukata, M. et al. 1999; Ridley, A. J.
2001; Takai, Y. et al. 2001) der Aktivitidt der GTPasen detailliert charakterisiert werden.
Wihrend friihe Untersuchungen hauptséichlich in Zellinien durchgefiihrt wurden (Ridley,
A.J. und Hall, A. 1992; Olson, M. F. et al. 1995; Allen, W. E. et al. 1997), basieren neuere
Studien auch auf der Verwendung von Versuchstiermodellen (Glogauer, M. et al. 2003;
Benvenuti, F. ef al. 2004). Diesen liegt die Uberlegung zu Grunde, daB im Gegensatz zu in
vitro Tests, in vivo Modelle den Vorteil eines natiirlichen Systems beziehungsweise einer
natiirlichen Versuchsumgebung bieten, womit eventuelle Zellkulturartefakte vermieden
werden konnen.

Die besondere Schwierigkeit der Erforschung von Racl in vivo liegt in der embryonalen
Lethalitiit Racl defizienter Miuse (Sugihara, K. et al. 1998). In der vorliegenden Arbeit
wurde diese Barriere durch die Verwendung des dominant-negativen Racl-N17, das die
Funktion des endogenen Racl unterdriickt, umgangen. Damit war es mdoglich, die Rolle

von Racl in der Entwicklung und Funktion der B-Zellen in vivo zu untersuchen.

6.1 EinfluB der Racl-GTPase auf die Entwicklung der B-Lymphozyten

In der Studie von Walmsley et al. (Walmsley, M. J. et al. 2003) wurde die Rolle von Racl
und Rac2 fiir die B-Zellentwicklung und Signalleitung untersucht. Dort wurden Rac2
defiziente Miuse (Rac2™), sowie Miuse mit einer induzierten Rac1-Defizienz in CD19* B-

Zellen (Rac1®) verwendet. Wihrend in den Rac2” Miusen der Proteinverlust 100% betrug,
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lag die Reduktion der Rac1 Proteinmenge in B-Zellen (CD19") in den Rac1® Miusen in der
Regel bei 80-90% (Walmsley, M. J. et al. 2003, Daten nicht gezeigt).

Wie bereits friiher gezeigt (Croker, B. A. et al. 2002), ist Rac2 fiir die Entwicklung von B-
Zellen der marginalen Zone (MZB) und B-1 B-Zellen wichtig. MZB und B-1 B-Zellen sind
in der Rac2” Maus deutlich reduziert. Bei der B-zellspezifisch Racl defizienten Maus
(Rac1®) sind von den untersuchten B-Zellpopulationen nur die B-1 B-Zellen um 20%
gegeniiber Racl-kompetentem Wildtyp reduziert. Alle anderen B-Zellzahlen unterscheiden
sich nicht signifikant vom Wildtyp-Niveau.

In den CD19/Rac1-N17 transgenen Méiusen sind neben den B-1 B-Zellen auch weitere B-
Zellpopulationen reduziert: die reifen B-Zellen in der Milz (IgM*/IgD"), den Lymphknoten
(B220%) und im Knochenmark (rezirkulierend, IgD*/B220%), wihrend unreife B-Zellen in
der Milz (IgM*/IgD’) und im Knochenmark (IgD/B220%) weder in den das Racl-N17
Transgen niedrigexprimierenden (tg*°) noch den hochexprimierenden (tg") Tieren in ihrer
PopulationsgréBe abweichen (Abb. 5.8). Damit korrelieren die in unserer Studie
vorgelegten Daten diesbeziiglich weniger mit dem Rac1®-Phiinotyp, sie entsprechen eher
der Daten von Rac1®xRac2” Miusen (Walmsley, M. J. et al. 2003), in denen alle reifen B-
Zellpopulationen in ihrer Zahl reduziert waren, wihrend unreife B-Zellen nicht tangiert
wurden.

Hierbei wird ein grundsitzlicher Nachteil von in vivo und in vitro Studien unter
Verwendung von dominant-negativen Mutanten der Rho-GTPasen deutlich. Es besteht in
der noch wenig erforschten Fihigkeit der N17-Mutanten, verschiedene GEF zu binden
(Hart, M. J. et al. 1994; Feig, L. A. 1999; Debreceni, B. et al. 2004). Mehrere mit
unterschiedlicher Affinitdt und Spezifitidt an Racl bindende GEF sind ebenso fiir andere
Rho und Ras-GTPasen spezifisch, wie zum Beispiel Alsin, mSosl, Ras GRF1 und 2
(Innocenti, M. et al. 1999; Wasiak, S. et al. 2001; Kim, C. et al. 2003; Topp, J. D. et al.
2004). Der durch Bindung von Rac1-N17 hervorgerufene Mangel an entsprechenden GEF
kann somit eventuell auch die Aktivititen anderer Rho und Ras-GTPasen negativ
beeinflussen (Grill, B. und Schrader, J. W. 2002). Diese Zusammenhinge konnten damit
eine mogliche Erkldrung der Diskrepanz zwischen unseren Daten und denen von Walmsley
at al. darstellen.

Gegen diese Annahme spricht jedoch vor allem die Beobachtung, daB3 die transgene
Expression der N17-Mutanten von Racl und Cdc42 in B-Zellen in einem vdollig
unterschiedlichen Phénotyp resultieren (Brocker, T. unveréffentlichte Daten). Andererseits

gilt es bei den Rac2” beziehungsweise Rac1®xRac2” Miusen zu beachten, daB durch das
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Fehlen des Rac2 in allen Zellen des Organismus deutliche Einfliisse seitens anderer Rac2”-
Zellen auf den Phénotyp der B-Zellen auch beziiglich ihrer Entwicklung moglich sind.

Die Daten von Walmsley et al. (Walmsley, M. J. et al. 2003) lassen zusitzlich auch auf
eine starke funktionelle Redundanz zwischen Racl und Rac2 schlieBen, da nur das
gleichzeitige Fehlen beider GTPasen die Reduktion reifer B-Zellen bewirkt, wihrend die
isolierten Racl- und Rac2-Defizienzen nur die MZB beziechungsweise die B-1 B-
Zellpopulation storen.

Ungeachtet der Differenzen lassen die Beobachtungen in beiden Systemen den Schluf} zu,
daB Racl fiir die reifen B-Zellen in allen untersuchten Organen von groBer Bedeutung ist,
wihrend es fiir die unreifen B-Zellen eher eine untergeordnete Rolle spielt. Unterschiede in
der B-Zellzahl im Vergleich zum nichttransgenen Wildtyp waren in vielen Fillen,
besonders bei den tg" Miusen deutlich. Fiir eine normale Entwicklung der B-Zellen, ist
neben intrinsischer Funktion der B-Zellen selbst, auch das Vorhandensein und die korrekte
Funktion anderer Zelltypen mit entscheidend. Da in den tg" Miusen neben B-Zellen auch
alle anderen untersuchten Zellen sowohl hédmatopoietischen als auch nicht-
hdmatopoietischen Ursprungs das Racl-N17 Transgen exprimieren (5.1), bestand die
Moglichkeit zusitzlicher negativer Einfliisse durch Racl-N17 exprimierende nicht-B-
Zellen. Diese Art von Beeinflussung konnte jedoch aufgrund der Ergebnisse von
Untersuchungen entsprechender Knochenmarkschiméren (5.2.2) ausgeschlossen werden.
Der Grund fiir die verminderte Grofe der reifen B-Zellpopulationen konnte entweder in
einer verlangsamten Entwicklung oder im schnelleren Absterben der B-Zellen vermutet
werden.

Die Untersuchung des Zelltodes (Apoptose und Nekrose) in frisch isolierten B-Zellen aus
Knochenmark, Milz und Lymphknoten brachte jedoch keine Unterschiede zwischen
CD19/Racl1-N17 und nichttransgenen Wildtyp-Miusen zu Tage (Abb.5.9). Diese
Beobachtung korreliert im Fall der unreifen B-Zellen mit ihrer normalen Populationsgréf3e,
erkldrt jedoch nicht die Reduktion der Zellzahl reifer B-Zellen in den CD19/Racl-N17
transgenen Méusen.

Die Untersuchung der Proliferationsdynamik in vivo wurde mittels der Messung des BrdU-
Einbaus in die DNA durchgefiihrt (Abb. 5.13). Besonders unreife B-Zellen im
Knochenmark (IgM*/B220°) und der Milz (IgM*/IgD") wiesen eine hohe BrdU-Einbaurate
auf. Dies deutet auf eine rege Proliferationsaktivitdt hin. Der BrdU-Einbau in der unreifen
B-Zellpopulation im Knochenmark war in den CD19/Racl-N17 transgenen Miusen im

Vergleich zum nichttransgenen Wildtyp deutlich, bei tg" signifikant beschleunigt, bei der
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unreifen B-Zellpopulation in der Milz jedoch entsprechend verlangsamt. Der hohe
Prozentsatz BrdU", IgM*/IgD™ B-Zellen in der Milz der nichttransgenen Wildtyp-Méuse
suggeriert, da} innerhalb der Versuchsdauer von 72 Stunden etwa 70% dieser Zellen die S-
Phase des Zellzyklus durchlaufen haben. Dieser Wert ist jedoch im Vergleich zu
Literaturdaten ungewdohnlich hoch (Agenes, F. e al. 2000; Agenes, F. 2003). Auffillig ist
weiterhin der signifikant niedrigere Prozentsatz BrdU* Zellen innerhalb dieser Population
bei den CD19/Rac1-N17 transgenen Méusen. Damit ist es der einzige B-Zelltyp in dem
Rac1-N17 Expression zu einem verlangsamten BrdU-Einbau fiihrt. Bei diesen Ergebnissen
gilt es jedoch zu beachten, dal die IgM*/IgD" B-Zellpopulation der Milz zum grofien Teil
aus kiirzlich aus dem Knochenmark iiber den Blutkreislauf hinzugekommenen Zellen,
besteht. Zieht man Daten aus den in vitro und in vivo Migrationsversuchen, die spéter
diskutiert werden hinzu (Abb. 5.22 und 5.18), so scheint die Annahme vertretbar, daf3 es
sich hier hauptsichlich um eine Migrationsdefizienz handeln kénnte. Diese Uberlegung
wird zusitzlich durch die Beobachtung gestiitzt, dal im Knochenmark der CD19/Rac1-N17
transgenen Miuse (tg") mehr rezirkulierende BrdU* Zellen vorgefunden werden, als in
nichttransgenen Wildtyp-Méusen (Abb. 5.8a). Auch hier konnten diese Effekte eventuell
mit einem Migrationsdefekt zusammenhéngen. Ebenfalls gilt es in diesem Zusammenhang,
die kurze Versuchsdauer von 48-72 Stunden zu beachten. Bei bestimmten B-Zellen, die
eine relativ geringe Teilungsrate aufweisen und zusitzlich nur langsam durch neu
hinzugekommene Zellen ersetzt werden, wie das der Fall bei reifen B-Zellen in der Milz
und den Lymphknoten ist, 1468t sich hier kein Unterschied zwischen CD19/Racl-N17
transgenen und nichttransgenen Wildtyp-Méusen feststellen.

Die Gesamtheit der Daten 146t keine eindeutige Schluf3folgerung zur Rolle von Racl fiir die
B-Zellproliferation zu, da die Effekte nicht in allen Fillen gegen Migrationseinfliisse
abgegrenzt werden konnen. Auch wire es denkbar, daf Proliferationsdefekte, die zu
unterschiedlichen Zellzahlen fiihren, erst iiber einen ldngeren Zeitraum deutlich werden und
sich somit innerhalb der Versuchsdauer der BrdU-Markierung von 48-72 Stunden nicht
feststellen lassen, jedoch in 6-8 Wochen alten Versuchstieren, die auf die GréBe ihrer B-
Zellpopulationen untersucht wurden, manifest werden. Diese Uberlegung konnte jedoch
nicht experimentell iiberpriift werden, da einerseits BrdU langfristig toxisch wirkt,
andererseits hitten auch innerhalb der sich langsam teilenden B-Zellpopulationen die
meisten Zellen einen Zellzyklus bereits durchlaufen. Damit befédnden sich die Populationen
nicht mehr in der /og-Phase des BrdU-Einbaus, was die Auswertung der Daten unmdoglich

machen wiirde.
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Neben der homdgostatischen Proliferation in vivo wurde im Rahmen dieser Studie auch der
EinfluB von Racl auf die induzierte Proliferationsfihigkeit von B-Zellen in vitro
untersucht. Die Ergebnisse brachten sowohl bei allen verwendeten Stimuli, als auch ohne
Stimulus einen deutlichen, teilweise auch bei den tg" B-Zellen signifikanten Nachteil der
Rac1-N17 transgenen B-Zellen gegeniiber nichttransgenen Wildtyp zum Vorschein (Abb.
5.10). Die in diesem Versuch verwendeten Stimuli wirken {iber Rezeptoren, die
Signaltransduktion auslosen, an denen auch Racl beteiligt ist. F(ab’)2 bindet
membranstindiges IgM, was zur BCR-Signalleitung fiihrt. Die Beteiligung von Racl an der
Signalleitung des BCR konnte bei Untersuchungen der Vav-GEF festgestellt werden
(Turner, M. und Billadeau, D. D. 2002). Ahnlich verhilt es sich bei CD40, das mit dem
anti-CD40-Antikorper aktiviert wurde. CD40 gehort zu der TNF-R-Familie, an deren
Signalleitung die Beteiligung von Racl in T Zellen nachgewiesen werden konnte (Gulbins,
E. et al. 1996; Brenner, B. et al. 1997; Cantrell, D. A. 2003). LPS wirkt {iber TLR4 und
tibermittelt Signale tliber die PI3-Kinase, was wiederum zu Racl abhidngiger MAPK-
Aktivierung fiihrt (Woo, C. H. und Kim, J. H. 2002; Equils, O. et al. 2004). Auch die
Signalleitung tiber IL-Rezeptoren involviert Racl (Wery-Zennaro, S. et al. 2000; Debidda,
M. et al. 2005).

Auffillig ist weiterhin auch die bereits bei den B-Zellen aus der Milz von tg“ Tieren
beobachtete signifikante Verminderung der Proliferationsfigkeit bei der Stimulation mit
anti-CD40 + IL-4 und F(ab’)2 + IL-4. Da diese Differenzen bei der Verwendung von anti-
CD40 und F(ab’)2 ohne IL-4 nicht beobachtet werden konnten, kann eine besondere Rolle
von Racl fiir die IL-4 induzierte Antwort vermutet werden. Es konnten jedoch auch
synergetisch wirkende negative Effekte der Beteiligung von Racl an jeweils beiden
Signaltransduktionswegen in diesen zwei Ansitzen fiir die beobachteten Phidnomene
mitverantwortlich sein.

Da dieser Versuch mit der, sowohl reife (IgM*/IgD"), als auch unreife (IgM*/IgD)
Zellentwicklungststadien enthaltenden, Gesamtpopulation der B-Zellen der Milz
durchgefiihrt wurde, korreliert die hier beobachtete verminderte Proliferation fiir den
Ansatz ohne zusitzlichen Stimulus zumindest teilweise mit der in vivo beobachteten
Situation des BrdU-Versuchs, in dem die Proliferation von unreifen B-Zellen (IgM*/IgD’)
eventuell vermindert war (Abb. 5.13).

Insgesamt unterstiitzen die dargestellten Ergebnisse die in anderen Systemen und Zelltypen

gewonnenen Erkenntnisse, wonach Racl, mit Ausnahme der Makrophagen (Wells, C. M. et
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al. 2004), wichtig fiir die Zellteilung ist (Joyce, D. et al. 2001; Mettouchi, A. et al. 2001;
Vigorito, E. et al. 2003).

Die verminderte GroBe der Zellpopulation, beziehungsweise das Fehlen eine Zelltyps oder
auch eine Migrationsdefizienz konnen zu Fehlbildungen in Organstrukturen fiihren
(Shinkai, Y. et al. 1992; Forster, R. et al. 1994; Forster, R. et al. 1996). Die Verminderung
der MZB in Rac2” beziehungsweise CD19/Cdc42-N17 Miusen betrifft nur einen kleinen
Bereich der Organe und verindert die Struktur der Follikel nur in den entsprechenden
Bereichen (Walmsley, M. J. et al. 2003, Brocker, T. unveroffentlichte Daten). In
Ubereinstimmung mit Daten von Rac1® Miusen (Walmsley, M. J. et al. 2003, Daten nicht
gezeigt) konnte jedoch weder in tg° noch in tg" CD19/Rac1-N17 transgenen Miusen eine
Verinderung der Organstruktur der Milz (Abb. 5.12) oder der untersuchten Lymphknoten
(Daten nicht gezeigt) festgestellt werden, obwohl bei den tg" Miusen aufgrund der
unspezifischen Expression des Transgens neben einer deutlichen Reduktion der
Gesamtpopulation der B-Zellen (Abb. 5.6 b und c) unter anderem auch die T-Zellen in ihrer
Anzahl mindestens ebenso stark reduziert sind (Daten nicht gezeigt). Aus diesen Daten 148t
sich kein Einfluf der Racl Funktion in B-Zellen auf die Struktur lymphatischer Organe

beziehungsweise Follikel in Milz und Lymphknoten erkennen.

6.2 EinfluB3 der Racl-GTPase auf die Funktion der B-Lymphozyten

Neben der Feststellung der Bedeutung der Racl Funktion bei der Entwicklung und
Homdéostase der B-Zellen konnte als weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit der
Einfluf3 von Racl auf eine breite Palette funktioneller Eigenschaften von B-Zellen bestimmt

werden.

6.2.1 Antikorperproduktion

Die bedeutendste Effektorfunktion der B-Zellen liegt im Bereich der humoralen
Immunantwort. Die Sekretion von Antikorpern ist dabei unter anderem direkt abhédngig von
einer  Vielzahl von  Signalleitungs-,  Gentranskriptions- und intrazellulidren
Transportvorgingen. Die Beteiligung von Racl an derartigen Vorgingen wurde in

verschiedenen untersuchten Systemen nachgewiesen (Takai, Y. et al. 2001; Etienne-
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Manneville, S. und Hall, A. 2002; Burridge, K. und Wennerberg, K. 2004). In CD19/Racl-
N17 transgenen Méusen scheint eine eventuelle Funktionsbeeintrichtigung dieser Prozesse
in B-Zellen keinen negativen Einflul auf die Antikorper-Titer im Serum nicht-
immunisierter Méuse (Normalserum) zu haben. Es lieBen sich keine Unterschiede
beziiglich der Titer einzelner Antikorper-Isotypen im Normalserum zwischen CD19/Racl-
N17 transgenen (tg") und nichttransgenen Wildtyp-Miusen feststellen. Bei der
Untersuchung (5.3.1) wurden 6-7 Wochen alte Versuchstiere verwendet. So war offenbar
die auch zahlenmiBig teilweise beeintridchtigte B-Zellpopulation in den CD19/Racl1-N17
transgenen Tieren in der Lage, einen normalen Antikorpertiter liber diesen Zeitraum
aufzubauen. Die Antikérperproduktion erfolgt normalerweise mit einem sehr starken
UberschuB, so daB auch in Miusen mit nur wenigen B-Zellen normale Antikdrpertiter
aufgebaut werden konnen (Schultz, M. et al. 2001; Shulga-Morskaya, S. et al. 2004).
Eventuelle Defekte in Racl-N17 transgenen B-Zellen hinsichtlich der Signalleitung,
Genregualtion und Transkription, intrazelluldren Transports und weiterer Prozesse, welche
fir die Antikorpersekretion notwendig sind, haben somit zumindest langfristig keinen
melbaren Effekt in Bezug auf die Antikorpertiter im Normalserum.

Vergleichbare Schlulfolgerungen erlaubt ebenfalls die Analyse der Verldufe von
humoralen = Thymus-unabhéngigen (5.3.2.1) und Thymus-abhingigen (5.3.2.2)
Immunantworten. Obwohl Racl eine wichtige Rolle fiir die BCR vermittelte
Signaltransduktion spielt (Turner, M. 2002) konnte auch hier bei keiner der beiden
Immunisierungen, fiir keinen der Antikérper-Isotypen zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied
zwischen CD19/Racl-N17 transgenen (tg°) und nichttransgenen Wildtyp-Miusen
festgestellt werden (Abb. 5.16 und 5.17).

Wihrend Racl damit keinen messbaren Einflufl auf die Antikorperproduktion hat, konnte
fiir Rac2 eine Beteiligung an diesem ProzeB festgestellt werden. So sind in Rac2” Méusen
IgG Titer im Serum teilweise reduziert (Croker, B. A. et al. 2002).

Anhand des Vergleichs der Ergebnisse wird deutlich, dal Racl und Rac2 unterschiedliche,
nicht Uberlappende Funktionen bei der durch B-Zellen vermittelten humoralen
Immunantwort ausiiben. Das Fehlen von der bei Rac2” beschriebenen Defekte bei der
CD19/Rac1-N17 transgenen Maus stiitzt zusitzlich auch die Uberlegung, daB die
biochemische Unterdriickung der Racl Funktion durch die transgene Rac1-N17 Expression

die normale Rac2 Funktion nicht stort.
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6.2.2 Zellbewegung

Der bekannteste und besonders gut untersuchte Wirkungsbereich der Rho-GTPasen und
damit auch von Racl ist die Zellbewegung (Sander, E. E. et al. 1999; Ridley, A. J. 2001;
Etienne-Manneville, S. und Hall, A. 2002). Fiir ihre Funktion als professionelle
antigenprasentierende Zellen, sowie fiir die Antikorperproduktion ist eine korrekte
Lokalisation der B-Zellen in lymphatischen Organen unerldBlich (Steeber, D. A. et al.
1996). Als eine mogliche Ursache fiir die verminderten B-Zellzahlen in lymphatischen
Organen, beziehungsweise erhdhten B-Zellzahlen im peripheren Blut CD19/Racl-N17
transgener Miuse, konnte die dort beobachtete in vivo Migrationsdefizienz der B-Zellen
bestimmt werden (5.3.3). So konnten Racl-N17 exprimierende B-Zellen nach einem
adoptiven Zelltransfer im Vergleich zu nichttransgenen Wildtyp-B-Zellen schlechter aus
peripherem Blut in die Milz und in einem noch stirkeren Maf3 in die Lymphknoten
migrieren. Die histologische Untersuchung der Milz brachte weiterhin die Erkenntnis, daf3
von den wenigen Racl-N17 transgenen B-Zellen erneut, im Gegensatz zum
nichttransgenen Wildtyp, nur eine Minderheit innerhalb der Versuchsdauer in die B-
Zellzone der Follikel migriert ist, wihrend die Mehrheit in der T-Zellzone beziehungsweise
vor allem in der roten Pulpa verblieb. Diese Beobachtungen machen deutlich, dafl Racl-
N17 die homdostatische in vivo Migration (homing) von B-Zellen stark negativ beeinfluft.
Ahnliche Beobachtungen konnten zuvor auch fiir Rac1-N17 exprimierende Fibroblasten
(Khosravi-Far, R. et al. 1995; Michiels, F. et al. 1995; Anand-Apte, B. et al. 1997) und
Kolon-Karzinom-Zellen (Keely, P. J. et al. 1997; Shaw, L. M. et al. 1997; Yoshioka, K. et
al. 1998; Itoh, K. et al. 1999) gemacht werden. Demgegeniiber stehen diametral
gegensitzliche Ergebnisse von Studien, wonach Racl-N17 keine Inhibierung des in vivo
Migrationsverhaltens in Fibroblasten und Kolon-Karzinom-Zellen verursacht (Ahram, M.
et al. 2000; O'Connor, K. L. et al. 2000). Ahnlich verhilt es sich mit Ergebnissen von
Untersuchungen der Migrationsfihigkeit von Racl defizienten Makrophagen,
beziehungsweise davon abgeleiteter Zellinien. Wihrend in mehreren Studien Racl”
Makrophagen in ihrer in vivo Migrationsfihigkeit inhibiert waren (Allen, W. E. ef al. 1997,
Cox, D. et al. 1997), konnte in einer einzelnen Studie keine solche Defizienz von Racl™
Makrophagen festgestellt werden (Wells, C. M. et al. 2004). Derartige Ergebnisse bilden
jedoch insgesamt eher seltene Ausnahmen und liegen moglicherweise in besonderen
experimentellen Ansitzen begriindet. In einer neueren Untersuchung konnte auch in DC, im

Gegensatz zu anderen Rho-GTPasen, kein negativer EinfluB von Racl-N17 auf die
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Migrationsfihigkeit in vitro festgestellt werden (Shurin, G. V. et al. 2005). Diese
widerspriichlichen Berichte zur Rolle von Racl sowie anderer Rho-GTPasen fiir die in vivo
und in vitro Migrationsfihigkeit konnten eventuell auch auf deren verschiedene Rollen in
einzelnen Zelltypen zurtickzufiihren sein.

Ungeachtet der ungeklérten Differenzen in anderen Zelltypen, konnte in der vorliegenden
Arbeit die Evidenz der Bedeutung von Racl fiir die Migrationsfahigkeit von B-Zellen
durch weitere in vivo und in vitro Tests zusitzlich ausgebaut werden.

Die in CD19/Racl-N17 transgenen Méiusen und in Rezipienten, nach einem adoptiven
Transfer Rac1-N17 transgener B-Zellen, wiederholt beobachtete erh6hte Zahl von B-Zellen
im peripheren Blut gab Anlal3, die Rolle von Racl fiir das Verhalten von B-Zellen im Fall
einer kiinstlich erzeugten Sepsis zu untersuchen. Im Gegensatz zu dem vergleichsweise
langsam ablaufenden Prozel des homing, sind hier aufgrund der plétzlichen, massiven
Ausschiittung von Botenstoffen, die Migrationsaktivitdten der B-Zellen besonders schnell
und umfangreich.

Der i.p. Injektion von TLR3 und TLR4 Liganden (Poly I:C und LPS) folgte wie erwartet,
eine rasche und massive Lymphozytopenie im peripheren Blut (Taniguchi, T. und Takaoka,
A. 2002; Stovall, S. H. et al. 2004). Der Hohepunkt dieser Reaktion lag bei 12 Stunden
nach Induktion. Hier waren nahezu alle nichttransgen Wildtyp-B-Zellen aus dem
Blutkreislauf verschwunden. Die Situation normalisierte sich weitgehend wieder nach
weiteren 36 Stunden. Demgegeniiber stand die Situation in CD19/Racl-N17 transgenen
Miusen. Wiihrend bei den tg" Méusen die Inhibierung kaum deutlich wurde, war sie bei tg"
Mausen sehr stark ausgeprédgt. Auch in einem weiteren Zelltransferexperiment, in dem ein
eventueller negativer Einflul Racl-N17 exprimierender nicht-B-Zellen ausgeschlossen
werden konnte, wurde eine vergleichbare Inhibierung der Extravasation Racl-N17
transgener (tg") B-Zellen aus dem Blut beobachtet (5.3.4).

Mit diesen Versuchen konnte erneut die Bedeutung von Racl fiir Migrationsprozesse in B-
Zellen bestimmt werden. Daneben wurde auch deutlich, dal in der das Rac1-N17 Transgen
hochexprimierenden Maus (tg") die unspezifische Expression des Transgens in Zellen
nicht-hdmatopoietischen Ursprungs keinen erkennbaren zusédtzlichen EinfluB auf die
Inhibierung der Extravasation von B-Zellen ausiibt.

Obwohl in diesen Versuchen die verminderte Reaktionsfihigkeit von Racl-N17 transgenen
B-Zellen auf die, eine Infektion signalisierende Situation beobachtet wurde, scheinen

derartige Einfliisse in keinem Zusammenhang mit der Effektivitdt einer humoralen
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Immunantwort zu stehen, die in CD19/Racl-N17 transgenen Méiusen normal verlduft
(5.3.2).

Die Fihigkeit Racl-N17 transgener B-Zellen, entlang von Botenstoff-Gradienten zu
migrieren, wurde in einem in vitro Ansatz untersucht. Die Tatsache der Chemokin-
abhéngigen Aktivierung kleiner GTPasen in B-Zellen (McLeod, S. J. et al. 2004)
unterstiitzt die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit (5.3.5), wonach im Vergleich zum
nichttransgenen Wildtyp, Rac1-N17 exprimierende B-Zellen nur in einem geringeren Maf}
auf CC (6Ckine, MIP-38) und CXC (SDF-1a, BLC) Chemokine reagieren konnten. Diese
Ergebnisse stimmen mit Berichten iiberein, in welchen die Rolle von Racl fiir die durch
Chemokine ausgeloste, gerichtete Migration untersucht wurde. Demnach wiesen sowohl
Racl” HSC als auch Racl™ Neutrophile entsprechende chemotaktische Defekte auf
(Glogauer, M. et al. 2003; Gu, Y. et al. 2003). Ahnliches konnte auch fiir Rac2™”
Neutrophile beobachtet werden (Roberts, A. W. et al. 1999).

Die Prozesse der homdostatischen in vivo Migration (homing), der durch
Chemokingradienten induzierten in vitro Migration sowie der durch verschiedene TLR
Liganden induzierte in vivo Lymphozytopenie im peripheren Blut setzen die einwandfreie
Funktion verschiedener Prozesse innerhalb der B-Zelle voraus. Dazu zdhlen die
Signaltransduktion von Oberflidchenrezeptoren zu Effektormolekiilen, die unter anderem
die Genregulation aber auch die Reorganisation des Zytoskeletts beeinflussen.

In CD19/Rac1-N17 transgenen Méiusen ist die Reaktion auf Signale von BCR, CD40 (5.2.4
und 5.3.7), Interleukin- und Chemokinrezptoren (5.3.5 und 5.3.6) TLR (5.3.4 und 5.4.7)
inhibiert. Bei von diesen Rezeptoren ausgehenden Signaltransduktionskaskaden konnte in
allen Fillen die Beteiligung von Racl in verschiedenen Zelltypen nachgewiesen werden
(Ridley, A. J. 1994; Narumiya, S. 1996). Somit kénnen auch die in der vorliegenden Arbeit
beobachteten Defekte der Migrationsfihigkeit von Racl-N17 transgenen B-Zellen

zumindest teilweise in einer fehlerhaften Signaltransduktion begriindet sein.

6.2.3 Aktin-Polymerisation und Genregulation

Ahnlich der Beteiligung von Racl bei der, tiber verschiedene Oberflichenrezeptoren und
intrazelluldre Signalleitungswege vermittelten, Migration von B-Zellen, konnte die Rolle

von Racl bei der induzierten Aktin-Polymerisation in vitro festgestellt werden (5.3.6). So

war die, durch das Chemokin SDF-1a und die Kreuzvernetzung der Oberflichen IgM
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durch F(ab’)2 induzierte, F-Aktin-Formation in Racl-N17 transgenen B-Zellen inhibiert.
Ahnliche Defekte in der durch Chemokine iniziierten Ausbildung von Aktin-Filamenten
konnten unter anderem in Racl™ Neutrophilen (Guillemot, J. C. et al. 1997; Glogauer, M.
et al. 2003), in Rac2” Neutrophilen (Roberts, A. W. et al. 1999), Rac2” Pri-T-Zellen
(Corre, 1. et al. 2001) und Rac2” T-Zellen (Yu, H. et al. 2001; Croker, B. A. et al. 2002)
beobachtet werden.

Die Stimulierung mit LPS und anti-CD40 enthiillte keine Unterschiede in der Bildung von
F-Aktin zwischen Rac1-N17 transgenen und nichttransgenen Wildtyp-B-Zellen. Somit 148t
sich zusammenfassend feststellen, dal Racl bei einigen, jedoch nicht allen Stimuli fiir die
Bildung von F-Aktin mitverantwortlich ist.

Diese Ergebnisse konnten ebenfalls ein Hinweis sein, auf eine moglicherweise
unterschiedliche Rolle von Racl bei der durch LPS beziehungsweise anti-CD40 induzierten
Bildung von F-Aktin einerseits und der durch LPS induzierten Lymphozytopenie im
peripheren Blut, sowie LPS und anti-CD40 induzierten Proliferation von B-Zellen in vitro

andererseits.

6.2.4 Transkriptionskontrolle

Mit der Untersuchung der Kapazitidt von B-Zellen, den Transkriptionsfaktor NF-kB nach
einer Stimulierung in vitro in den Zellkern zu translozieren, wurde beispielhaft der Einfluf}
von Racl auf die Regulation der Genaktivitit bestimmt (5.3.7).

Die subzellulidre Lokalisation eines Proteins kann fiir seine Funktion von entscheidender
Bedeutung sein. Ein Beispiel hierfiir sind DNA bindende Transkriptionsregulatoren.

Racl spielt eine entscheidende Rolle fiir die intrazelluldre Lokalisation verschiedener
Molekiile. Contractin, ein Aktin-bindendes Substrat der Src-Kinase, wird durch von
Wachstumsfaktorrezeptoren induzierte Racl-Aktivitdit vom Zytoplasma an besondere
Zellmembranbereiche (membrane ruffles) transloziert. Dieser Vorgang wird durch Racl-
N17 inhibiert (Weed, S. A. et al. 1998).

Die durch Racl und andere Rho-GTPasen iliber Phosphorylierung von IkB vermittelte,
Redox-abhiingige NF-kB-Aktivierung wurde in mehreren Systemen demonstriert (Sulciner,
D. J. et al. 1996; Perona, R. et al. 1997; Montaner, S. et al. 1998; Joyce, D. et al. 1999;
Reyes-Reyes, M. et al. 2001; Huang, W. et al. 2005). Auch wird die TLR2 und IL-Rezeptor
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vermittelte NF-kB-Aktivierung durch Racl1-N17 Expression inhibiert (Arbibe, L. et al.
2000; Joyce, D. et al. 2001).

Diese Daten decken sich mit den in der vorgelegten Arbeit prisentierten Ergebnissen,
wonach die transgene Racl-N17 Expression die BCR und TLR4 vermittelte NF-xB
Translokation in den Zellkern in B-Zellen inhibiert. Damit wird deutlich, dafl Racl neben

vielen anderen Zelltypen auch in B-Zellen fiir die Genregulation mitverantwortkich ist.
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In der vorliegenden Arbeit konnte in einem in vivo Modell die Rolle von Racl fiir die
Entwicklung und Funktion von B-Zellen detailliert untersucht werden.

Vorlédufige Daten iliber andere Rho-GTPasen deuten darauf hin, dal neben vielen
Gemeinsamkeiten auch deutliche Unterschiede im Bezug auf den Phénotyp einer Defizienz
beobachtet werden konnen. So fiihrt im Gegensatz zu Racl-N17, zum Beispiel die
Expression des nahe verwandten, dominant-negativen Cdc42-N17 in B-Zellen zu einem
selektiven, fast vollstindigen Verlust der B-Zellen der marginalen Zone in der Milz,
wihrend andere B-Zellpopulationen nicht betroffen sind (Brocker, T. unverdffentlichte
Daten). Gleichzeitig sind auch Unterschiede beziiglich der Rolle ein und derselben GTPase
in verschieden Zelltypen feststellbar. So inhibiert Rac1-N17 bei B-Zellen die Migration,
wihrend es auf DC in dieser Hinsicht keinen Einfluf3 hat (Shurin, G. V. et al. 2005).

Die weitere Erforschung der Funktion einzelner Rho-GTPasen in verschieden Zelltypen des
hdmatopoietischen Systems konnte neue Erkenntnisse tUber die Bedeutung GTPase
abhingiger Prozesse fiir die Funktionsfihigkeit und Wirkungsweise bestimmter Zellen
sowie der Gesamtheit des Immunsystems liefern. Ebenso wiirde das Verstindnis von
Mechanismen, die fiir den Phinotyp von bestimmten Immundefizienzen verantwortlich
sind, erweitert und verfeinert werden. Das fiir das Wiskott-Aldrich-Syndrom
verantwortliche Protein ist beispielsweise als Interaktionspartner verschiedener GTPasen
bekannt (Aspenstrom, P. et al. 1996; Westerberg, L. et al. 2001).

Einen anderen Aspekt solcher Untersuchungen stellen die Systemvoraussetzungen dar. In
vitro und in vivo Tests waren bisher oft mit dem Einsatz dominant-negativer oder
dominant-aktiver Mutanten der entsprechenden GTPasen verkniipft. Hier kénnten durch
den auftretenden Mangel von mehrfach spezifischen GEF eventuell auch andere GTPasen
unspezifisch inhibiert werden und damit die Ergebnisse méglicherweise verfilschen (Hart,
M. J. et al. 1994; Feig, L. A. 1999; Debreceni, B. et al. 2004).

Eine andere Losung fiir in vivo Untersuchungen der Rho-GTPasen bietet der Einsatz von
Versuchstieren, die fiir einzelne GTPasen defizient sind. Diese Moglichkeit wird
eingeschrinkt aufgrund der Tatsache, dal das Fehlen von bestimmten GTPasen, wie
beispielsweise Racl, bereits in der Embryonalentwicklung zum Tod fiihrt. Desweiteren,
bedingt durch das Fehlen des Molekiils in allen Zellen des Organismus, lassen sich die
Beitrdge einzelner Zelltypen fiir den resultierenden Phédnotyp nicht immer eindeutig

definieren beziehungsweise voneinander abgrenzen.
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Eine weitere Moglichkeit bietet die Verwendung eines sogenannten konditionellen
knockout. Hierbei wird die Defizienz durch eine Deletion in der fiir das Protein kodierenden
DNA-Sequenz, in einzelnen Tieren induziert. Dieser Eingriff kann auch Zellart-spezifisch
erfolgen, was den Vorteil der Aufrechterhaltung der vollen Funktionsfahigkeit aller tibrigen
Zellen des Organismus bietet.

Die besondere Stellung der Rho-GTPasen hinsichtlich ihrer speziellen Féhigkeit der
Biindelung extrazelluldrer Signale, der Mannigfaltigkeit moglicher Effektoren sowie der
vielschichtigen Wechselwirkungen untereinander, jeweils in zusitzlicher Abhingigkeit
vom Zelltyp, verleihen entsprechenden Untersuchungen eine besondere Bedeutung.

Diese tragen auch zum Verstindnis der Bedeutung verscheidener, von einzelnen Rho
GTPasen abhingiger Prozesse fiir die Funktionsfihigkeit und Wirkungsweise einzelner

Zelltypen und der Gesamtheit des Immunsystems bei.
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