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1 Einleitung

1.1 Immunbiologische Grundlagen

1.1.1 Angeborenes und erworbenes Immunsystem

Das Immunsystem der Sdugetiere lédsst sich formell in zwei Bereiche unterteilen: Makrophagen
und neutrophile Granulozyten bilden die so genannte angeborene, unspezifische Abwehr,
wihrend Lymphozyten Teil des erworbenen, spezifischen Abwehrsystems sind. Die Zellen des
angeborenen Immunsystems spielen eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung und der
Ausrichtung der Immunantwort sowie bei der anschlieBenden Beseitigung der Pathogene. Da
bis zur vollstindigen Aktivierung des erworbenen Immunsystems vier bis sieben Tage
verstreichen, kontrolliert das angeborene Immunsystem wihrend dieser Zeit die primire

Immunantwort.

Im Gegensatz zu den Zellen der unspezifischen Abwehr werden die Lymphozyten des
erworbenen Immunsystems im Laufe ihrer Reifung und Entwicklung zu spezialisierten Zellen,
die spezifisch gegen bestimmte Antigene gerichtet sind und deren Aufgabe es unter anderem ist,
den Korper gegen Reinfektionen mit einem Pathogen zu schiitzen. Allerdings kann es durch
fehlgeleitete oder iiberschieBende Immunreaktionen des erworbenen Immunsystems zu

Autoimmunkrankheiten und Allergien kommen.

Funktionell lassen sich jedoch die angeborene und die erworbene Immunitit nicht ohne weiteres
voneinander trennen. Durch eine Vielzahl komplexer Mechanismen interagieren sie
miteinander, auch aktivieren oder hemmen sie sich gegenseitig, um so die Immunreaktionen zu

regulieren.

1.1.2 Makrophagen als Teil des angeborenen Immunsystems

In einer kurzen Definition des amerikanischen Lehrbuchs von C. A. Janeway et al
,<Immunbiology”“ werden Makrophagen und ihre Aufgabe wie folgt charakterisiert:
Makrophagen sind mononukledre Zellen und besitzen die Fihigkeit zur Phagozytose. Sie
spielen eine bedeutende Rolle bei der angeborenen Immunitit und bei der unspezifischen
Abwehr von Krankheitserregern. Bei der erworbenen, spezifischen Immunitdt agieren
Makrophagen sowohl als Antigen-présentierende Zellen als auch als so genannte Effektorzellen.
Makrophagen entwickeln sich aus Vorlduferzellen im Knochenmark und verteilen sich dann in

den unterschiedlichen Geweben des Korpers (Janeway et al., 2001).
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Dringen Mikroorganismen wie Bakterien in den Korper ein, treffen sie zunichst auf Zellen des
angeborenen Immunsystems, wie beispielsweise Makrophagen; diese werden durch den
Kontakt mit dem Antigen aktiviert. Die aktivierten Makrophagen sezernieren dann Zytokine
und initiieren so den Entziindungsprozess. Unterschiedliche Leukozytenpopulationen werden
angelockt, adhdrieren am Endothel der BlutgefiBle und wandern durch die GefdBwinde
hindurch in das Gebiet des Entziindungsgeschehens ein. Bei diesen Prozessen handelt es sich
um gezielte Bewegungen von Leukozyten entlang eines Gradienten, der von den
ausgeschiitteten Zytokinen gebildet wird. Dieses Phidnomen wird als Chemotaxis bezeichnet.
Zudem besitzen Leukozyten die Fahigkeit, durch Gefiwénde hindurch zu wandern, was

Diapedese genannt wird.

1.2 Chemokine und ihre Rezeptoren

Chemokine sind acht bis vierzehn Kilodalton grofie, sezernierte Proteine, die zum Teil ein hohes
Mal an Homologie in ihren Aminosduresequenzen aufweisen. Der Name der Chemokine leitet
sich von ihrer Funktion ab: Sie bilden eine Gruppe chemotaktisch wirksamer Cytokine, also
kurz Chemokine, denen eine Schliisselrolle bei Prozessen wie Chemotaxis und Diapedese
zukommt (Luster, 1998). Dariiber hinaus konnen sie die Gentranskription in Zellen beeinflussen
oder Prozesse wie Zellteilung und Exozytose von Zellgranula initiieren. Chemokine werden
hauptsédchlich von leukozytidren Zellen sezerniert. Zusitzlich werden sie allerdings auch von
einer Vielzahl von Zellen nicht-himatopoetischen Ursprungs gebildet, so beispielsweise von
Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Bindegewebszellen, Neuronen und Epithelzellen (Gerard
und Rollins, 2001). Thre Wirkung wird durch die Bindung an spezifische Rezeptoren, die so
genannten Chemokinrezeptoren, vermittelt, welche sich an der Membranoberfliche der

Zielzellen befinden.

1.2.1 Einteilung der Chemokine

Im Jahr 1977 wurde von Walz et al. das erste menschliche Chemokin, native platelet factor 4
(PF4/CXCLA4), sequenziert (Walz et al., 1977). Seither konnten iiber 40 verschiedene
Chemokine beim Menschen identifiziert werden. Sie lassen sich anhand der Anzahl und des
Abstands der N-terminalen Cysteine in mehrere Gruppen unterteilen. Dabei unterscheidet man
mindestens vier Gruppen: Die Unterfamilien der CXC- und der CC-Chemokine besitzen jeweils
vier Cysteine; in der Gruppe der CXC-Chemokine sind die beiden N-terminalen Cysteine durch
eine weitere Aminosdure voneinander getrennt (Cystein—Aminosdure—Cystein, CXC),
wohingegen die N-terminalen Cysteine der CC-Chemokine direkt miteinander verbunden sind

(Cystein—Cystein, CC). Zwei Chemokine, die sich nicht in diese Gruppen einordnen lassen, sind
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die Chemokine Lymphotactin (XCL1) und Fraktalkin (CX3CL1). Lymphotactin besitzt
insgesamt nur zwei Cysteine (XC), bei Fraktalkin sind die ersten beiden Cysteine durch drei
Aminosduren voneinander getrennt (CXXXC) (Baggiolini et al., 1994; Baggiolini et al., 1997;
Luster, 1998).

Dariiber hinaus kann man Chemokine funktionell in zwei Klassen einteilen: Die konstitutiven
Chemokine werden unter physiologischen Bedingungen — vorwiegend in lymphatischem
Gewebe — produziert und steuern so die Migration der Leukozyten unter physiologischen
Bedingungen. Die induzierbaren Chemokine werden als Antwort auf entziindliche Prozesse
gebildet und vermitteln eine unter diesen Bedingungen gesteigerte Rekrutierung von

Leukozyten (Mantovani, 1999).

Bis vor Kurzem herrschte viel Unklarheit und Verwirrung hinsichtlich der Nomenklatur der
Chemokine. So wurden zum Beispiel manche Chemokine zur Gruppe der Interleukine gezihlt
(z.B. IL-8 bzw. CXCLS); andere wurden nach ihrer Funktion benannt, wie zum Beispiel MCP-1
(monocyte chemoattractant protein 1 bzw. CCL2). Daher ging man — analog zur damals bereits
verwendeten Nomenklatur der Chemokinrezeptoren — zu einer neuen und systematischen
Nomenklatur iiber: Dabei werden die Chemokine entsprechend der Reihenfolge ihrer Cysteine
(CC, CXC, XC und CX3C) einer Gruppe zugeordnet. Die Abkiirzungen CC, CXC, XC und
CX3C werden dann mit einem ,L*“ fiir ,Ligand*“ und einer Zahl kombiniert (Zlotnik und

Yoshie, 2000). So wird beispielsweise das CC-Chemokin MCP-1 nun CCL2 genannt.

1.2.2 Struktur und Funktion von Chemokinrezeptoren

Chemokine vermitteln ihre Wirkung durch die Bindung an spezielle, G-Protein gekoppelte
Rezeptoren, die iiber sieben Transmembrandoménen an der Oberfldache der Zielzellen verankert
sind. Bisher wurden sieben CXC-Chemokinrezeptoren (CXCR1-7), zehn CC-
Chemokinrezeptoren (CCR1-10) und jeweils ein CX3C- (CX3Cl) und ein XC-Rezeptor
(XCR1) identifiziert (Charo und Ransohoff, 2006). Die Nomenklatur der Chemokinrezeptoren
ist der Nomenklatur der Chemokine sehr dhnlich. In Abhingigkeit von ihren Liganden werden
die Rezeptoren in vier Gruppen unterteilt: CXC-, CC-, XC- und CX3C-Rezeptoren. Diese

Abkiirzungen werden mit einem ,,R* fiir ,,Rezeptor* und einer Zahl kombiniert.

Chemokinrezeptoren werden vorwiegend auf Leukozyten-Subpopulationen exprimiert, wobei
manche Rezeptoren nur von einer bestimmten, andere wiederum von verschiedenen
Leukozyten-Subpopulationen gebildet werden. Des weiteren konnen Chemokinrezeptoren auch

auf Zellen nicht-hdmatopoetischen Ursprungs exprimiert werden, wie zum Beispiel auf
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Neuronen, Astrozyten, Epithelzellen, Endothelzellen (Luster, 1998) und auf Mesangialzellen in
der Niere (Banas et al., 1999).

Das System der Chemokine und ihrer Rezeptoren bildet ein redundantes Netzwerk, ist hoch
komplex, und die Spezifitdten iiberlappen sich. So konnen einige Chemokine an verschiedene
Rezeptoren binden, umgekehrt kann ein Rezeptor mehrere verschiedene Chemokine binden
(Mantovani, 1999; Murphy et al., 2000). Abbildung 1.1 zeigt dies schematisch. Wie die
Chemokine kann man auch die Chemokinrezeptoren analog ihrer Funktion in konstitutive und
induzierbare Rezeptoren unterteilen: Konstitutive Chemokinrezeptoren werden unter
physiologischen Bedingungen exprimiert, wihrend induzierbare Chemokinrezeptoren vermehrt
bei Entziindungsreaktionen gebildet werden und so eine gesteigerte Rekrutierung von

Leukozyten bewirken.
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Abbildung 1.1 Redundantes Netzwerk aus humanen Chemokinen und ihren Rezeptoren

Die Abbildung gibt einen Uberblick Uber das hoch komplexe und redundante Netzwerk aus
Chemokinrezeptoren und Chemokinen. Die durchgezogenen Linen verbinden die Chemokinrezeptoren mit
ihren agonistisch wirkenden Liganden, wahrend sie mit ihren Antagonisten durch gestrichelte Linien
verbunden sind (Rot und von Andrian, 2004).
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1.2.3 Die Rolle von Chemokinrezeptoren bei verschiedenen
Erkrankungen

Seit dem Jahre 1996 stehen die Chemokinrezeptoren insofern ganz besonders im Mittelpunkt
des wissenschaftlichen Interesses, als entdeckt wurde, dass einige dieser Rezeptoren als
Corezeptoren bei Infektionen mit HI-Viren fungieren: CCRS5 bei der Infektion von
Makrophagen (Blanpain et al., 2002) und CXCR4 bei der Infektion von T-Zellen mit HIV-1
(Feng et al., 1996). In Europa sind etwa 1 % der Bevolkerung homozygote, 10 bis 15 % der
Bevolkerung heterozygote Triger (Martinson et al., 1997; Libert et al., 1998; Stephens et al.,
1998) einer Mutation im CCR5-Gen; dies entspricht einer sehr hohen Allelfrequenz. Die
Mutation wird durch eine Deletion von 32 Basenpaaren im kodierenden Bereich des humanen
CCR5-Gens charakterisiert (Dean et al., 1996; Doranz et al., 1996; Dragic et al., 1996; Liu et
al.,, 1996; Samson et al., 1996b). Der Name dieses Mutationsallels lautet CCR5A32.
Homozygote Triger zeigen eine starke Resistenz gegeniiber einer Infektion mit HIV-1 (Dean et
al., 1996; Liu et al., 1996; Samson et al., 1996b; Biti et al., 1997), haben ansonsten allerdings

einen unauffalligen Phinotyp und sind gesund.

Die Frage, warum die CCR5A32-Mutation in der weilen Bevolkerung kaukasischen Ursprungs
so iiberraschend hidufig ist, konnte bisher nicht klar beantwortet werden. Man nimmt unter
anderem an, dass diese Mutation des CCR5-Gens erst vor einigen tausend Jahren und nur ein
einziges Mal aufgetreten ist. Sie wurde an die Nachkommen weitergegeben und stellte fiir ihre
Triager hochst wahrscheinlich einen Selektionsvorteil bei einer der grofen Seuchen der
vergangenen zwei Jahrtausende, wie beispielsweise Pest oder Pocken, dar (Libert et al., 1998).
In ersten Experimenten an Miusen konnte allerdings gezeigt werden, dass bei einer Infektion
mit Yersinia pestis zwischen Ccr5-Wildtyp- und -,,Knockout“-Tieren keine Unterschiede in der
Uberlebenszeit bestehen (Elvin et al., 2004; Mecsas et al., 2004). Allerdings diirften die
Mechanismen komplexer sein: In in-vitro-Experimenten zeigten aus Peritoneallavage isolierte
Ccr5-defiziente Makrophagen eine signifikant geringere Fihigkeit zur Phagozytose von

Yersinia pestis als Makrophagen aus Wildtyp-Tieren (Elvin et al., 2004).

Dariiber hinaus scheinen Chemokinrezeptoren in die Pathogenese einer Vielzahl weiterer
Erkrankungen involviert zu sein. So wurden beispielsweise die Chemokinrezeptoren CCR2,
CCRS5, CXCR2 und CXCR3 auf infiltrierenden Leukozyten in Gelenken von Arthritispatienten
nachgewiesen (Mack et al., 1999; Briihl et al., 2001; Gerard und Rollins, 2001). In einer grof3
angelegten Studie lieB sich zeigen, dass bei Arthritispatienten die Allelfrequenz der CCR5A32-
Mutation unter dem Niveau der fiir die Normalbevolkerung typischen Allelfrequenz lag

(Gomez-Reino et al., 1999). In einer zweiten Studie zeigten Triager der CCR5A32-Mutation
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einen deutlich milderen Verlauf der Krankheit (Garred et al.,, 1998). Auch bei
AbstoBungsreaktionen von Organtransplantaten kommt dem Chemokinrezeptor CCRS und
seiner CCR5A32-Mutation eine besondere Bedeutung zu. In einer Studie zur Uberlebenszeit
von Nierentransplantaten zeigte sich ein signifikant ldngeres Transplantatiiberleben bei

Patienten, die homozygot hinsichtlich der CCR5SA32-Mutation waren (Fischereder et al., 2001).

Chemokine und Chemokinrezeptoren scheinen auch bei Krankheiten wie Multipler Sklerose,
Asthma, GefidBerkrankungen, u.a. der Arteriosklerose (Gerard und Rollins, 2001;
Braunersreuther et al., 2007) und bei einer Vielzahl von entziindlichen Erkrankungen der Niere
(Segerer et al., 2000) von Bedeutung zu sein. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
beispielsweise der Chemokinrezeptor CCR2 von Adipozyten exprimiert wird (Gerhardt et al.,
2001) und bei seiner Aktivierung durch CCL2 die Insulin-abhédngige Aufnahme von Glucose
vermindert wird. Auf diese Weise scheint CCR2 mitverantwortlich fiir die Entwicklung der
Insulinresistenz bei Diabetes mellitus Typ II zu sein (Charo und Ransohoff, 2006). Es gibt noch
viele offene Fragen in Bezug auf die Rolle von Chemokinen und ihren Rezeptoren in der

Pathogenese verschiedenster Erkrankungen, die es in Zukunft zu klédren gilt.

1.2.4 Die Rolle des Chemokinrezeptors 5 beim Menschen und in der
Maus

Der Chemokinrezeptor CCRS5 (human) zéhlt zu der Gruppe der CC-Chemokinrezeptoren. Die
Sequenz und die Liganden fiir den humanen CCR5-Rezeptor wurden erstmals im Jahre 1996
beschrieben (Samson et al., 1996a). CCRS5 wird beim Menschen hauptsichlich auf
Makrophagen, unreifen Dendritischen Zellen und T-Zellen, aber auch auf Neuronen, Mikroglia,
Endothelzellen, Epithelzellen und glatten Muskelzellen exprimiert. CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-
1B, CCL5/RANTES und CCL8/MCP-2 binden mit hoher Affinitit an CCR5 und wirken
agonistisch, wiahrend CCL7/MCP-3 als natiirlicher Antagonist am Rezeptor agiert (Murphy et
al., 2000).

Die Expression der Chemokinrezeptoren, so auch des Chemokinrezeptors Ccr5 (murin), sind
beim Menschen und in der Maus durchaus vergleichbar. Hinsichtlich der CCR5-Expression auf
Makrophagen und T-Zellen konnten keine Unterschiede zwischen Mensch und Maus
festgestellt werden. Lediglich die Expression von Ccr5 auf Natiirlichen Killerzellen in Méusen

ist deutlich hoher als die CCR5-Expression beim Menschen (Mack et al., 2001).
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1.2.5 Modelle zur Rolle von Ccr5 bei entziindlichen Erkrankungen in der
Maus

Da die Expressionsmuster von CCRS beim Menschen und bei der Maus stark miteinander
korrelieren, wurde zum besseren Verstidndnis der pathophysiologischen Zusammenhénge bei
entziindlichen Erkrankungen eine Vielzahl von Mausmodellen entwickelt. Insofern besteht die
Hoffnung, dass man iiber sie Riickschliisse auf die Rolle von CCR5 beim Menschen ziehen und
Optionen fiir mogliche therapeutische Interventionen aufzeigen kann. Bei vielen dieser
Mausmodelle kommen Ccr5-defiziente Miuse zum Einsatz. Im Folgenden sollen beispielhaft

einige dieser Modelle erldutert werden:

In Studien konnte einerseits gezeigt werden, dass Ccr5-defiziente Miuse im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren deutlich anfilliger fiir Infektionen mit FErregern wie beispielsweise
Cryptococcus neoformans (Huffnagle et al., 1999) und Toxoplasma gondii (Aliberti et al., 2000)
waren. Andererseits iiberlebten Ccr5-defiziente Méuse nach Injektion einer letalen Dosis

Lipopolysaccharid (LPS) signifikant linger als die Wildtyp-Tiere (Zhou et al., 1998).

Ein Beispiel fiir die Komplexitit der durch Ccr5 vermittelten Prozesse bilden die Studien von
Murai et al. sowie Wysocki et al. zur Untersuchung der Graft-versus-Host-Disease (GVHD)
nach Knochenmarktransplatationen in Mausen. So konnte zwar im Gegensatz zur Infiltration
durch Cer5-positive T-Zellen eine verringerte Infiltration durch Ccr5-negative T-Zellen in den
Zielorganen der GVHD gezeigt werden (Murai et al., 2003). Doch in einer zweiten Studie zu
diesem Thema wiesen Tiere, die zuvor bestrahlt worden waren, nach Transplantation von Ccr5-
negativen T-Zellen deutlich schwerere Verldufe der GVHD auf als Tiere, denen man Cecr5-

positive T-Zellen transplantiert hatte (Wysocki et al., 2004).

In einem Modell zur Untersuchung des fulminanten Leberversagens (fulminant liver failure,
FLF) zeigten Ccr5-defiziente Méiuse einen deutlich schwereren Verlauf und eine hohere
Mortalitét. Dies konnte man damit erklidren, dass nach Induktion des Leberversagens Natiirliche
Killer-T-Zellen (NKT-Zellen) der Ccr5-defizienten Mause deutlich weniger apoptotisch wurden
als bei den Ccr5-Wildtyp-Tieren (Ajuebor et al., 2005).

Auch zur Kldrung der Rolle von Cer5 in pathologischen Prozessen des Nervensystems wurden
Versuche an Ccr5-defizienten Méusen durchgefiihrt. In einem Modell zur Pathogenese der
zerebralen Malaria wiesen Ccr5-defiziente Miuse im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich
weniger neurologische Ausfille und eine verminderte Mortalitdt auf. In den Wildtyp-Méusen
lie sich eine signifikant erhohte Anzahl infiltrierender Ccr5-positiver T-Zellen sowie eine
gesteigerte Zytokinexpression nachweisen (Belnoue et al., 2003). Im Gegensatz dazu zeigten

sowohl Ccr5-defiziente als auch Ccr5-Wildtyp-Miduse bei Induktion einer experimentellen
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Autoimmunneuritis, die als Tiermodell fiir das Guillain-Barré-Syndrom beim Menschen
verwendet wird, einen dhnlichen klinischen Verlauf der Krankheit und eine dhnliche Anzahl
infiltrierender T-Zellen und Makrophagen im Riickenmark. Ursache fiir den ebenfalls schweren
Verlauf der Krankheit bei den Ccr5-defizienten Tieren scheint eine kompensatorisch erhohte

Produktion der Chemokine MIP-16/CCL4 und IP-10/CXCL10 zu sein (Duan et al., 2004).

Des Weiteren erschienen Arbeiten zum Einfluss von Ccr5 bei Nierenerkrankungen. In einem
Maus-Modell zur Lupus-Nephritis, dem so genannten MRL/Ipr-Modell, zeigten Wildtyp-Miuse
eine erhohte Expression von Chemokinrezeptoren, unter anderem von Ccr5 (Perez de Lema et
al., 2001). In einer anderen Publikation wurde versucht, die Rolle der Chemokinrezeptoren Ccrl
und Ccr5 bei der renalen Fibrose unter Anwendung des UUO-Modells zu kldren. UUO steht
dabei fiir unilaterale Ureterobstruktion, durch die im Tiermodell eine Nierenfibrose induziert
werden kann. Dabei fand man heraus, dal Ccrl und nicht Ccr5 fiir die Rekrutierung der
Leukozyten und folglich fiir die Entwicklung der Nierenfibrose verantwortlich sein diirfte (Eis
et al., 2004). Andererseits zeigten Méuse in einem Glomerulonephritis-Modell bei Behandlung
mit einem RANTES/CCLS5-Antagonisten eine reduzierte Zellproliferation in den Glomeruli und
eine verminderte Rekrutierung von Makrophagen. Uberraschenderweise verlief jedoch bei
diesen Mdéusen die Erkrankung deutlich schwerer als in den Kontrollgruppen. Eine mogliche
Erklarung dafiir bietet die Beobachtung, dafl in den mit dem CCL5-Antagonisten behandelten
Mausen die Anzahl apoptotischer Zellen in den Glomeruli erhdht war, diese aber offensichtlich
nicht ausreichend von Makrophagen beseitigt werden konnten. Zusitzlich zeigte sich eine

erhohte NO-Produktion in den glomeruldren Makrophagen (Anders et al., 2003).

Eine Vielzahl weiterer Modelle zur Kldrung der Rolle von Cer5 bei den verschiedensten
entziindlichen Erkrankungen in der Maus wurde bisher entwickelt. Allerdings ldsst sich schon
an dieser begrenzten Auswahl von Beispielen erkennen, wie komplex die Zusammenhénge sind

und wie schwierig sich die Interpretation der gewonnen Erkenntnisse gestaltet.

1.2.6 Chemokinrezeptoren und ihre Rolle in Makrophagen

Fiir die Migration von Makrophagen im Organismus ist die Interaktion zwischen den im
Gewebe produzierten Chemokinen und den auf den Makrophagen exprimierten
Chemokinrezeptoren von entscheidender Bedeutung. Makrophagen und ihre Vorldufer, die
Monozyten, gehdren zu den Zellen, die auf eine Vielzahl von Chemokinen &duflerst sensibel
reagieren (Mantovani, 1999). Die Wirkung der Chemokine auf Makrophagen wird durch ein
breites Spektrum an Chemokinrezeptoren vermittelt. So konnte in humanen, aus Blut isolierten
Monozyten die Expression der Chemokinrezeptoren CCR1, CCR2, CCRS5, CCR9, CCRI10,
CXCR1-4 und CX3CR1 nachgewiesen werden.; bei der Differenzierung der Monozyten zu
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Makrophagen #dnderte sich dann das Expressionsprofil der Zellen: die Expression der
Rezeptoren CCR1, CCR3, CCRS und CCR10 wurde verstidrkt, wohingegen sich die Expression
der Rezeptoren CCR2, CCR9, CXCR1, CXCR2 und CX3CR1 verminderte (Kaufmann et al.,
2001; Mack et al., 2001; Patel et al., 2001).

Bei vielen der oben genannten Prozesse sind Makrophagen in das Entziindungsgeschehen und
die pathophysologischen Vorgédnge involviert. In Studien wurde versucht, die genaue Funktion
der Chemokinrezeptoren in Makrophagen zu kldren. Beispielsweise wurden zahlreiche
Untersuchungen durchgefiihrt, um Erkenntnisse iiber die komplexen Zusammenhinge bei der

Infektion von Makrophagen mit HIV und die Rolle des HIV-Corezeptors CCRS zu erhalten.

In Untersuchungen zu Infektionen mit dem neurotropen Maus-Hepatitis-Virus (MHV) zeigte
sich in Ccr5-defizienten Miusen eine verminderte Infiltration von Makrophagen und folglich
eine verminderte Demyelinisierung im zentralen Nervensystem (Glass et al., 2001). In einer
Studie zur Induktion einer Kolitis durch Dextran-Natriumsufat (DSS-Kolitis) und gleichzeitiger
Blockade der Chemokinrezeptoren CCR2, CCR5 und CXCR3 zeigten Méuse eine fast
vollstindig fehlende Makrophagen-Infiltration im Kolon und eine verminderte Expression von

proinflammatorischen Zytokinen (Tokuyama et al., 2005).

Bei Blockade der Chemokinrezeptoren CCR1, CCR3 und CCRS in Ratten durch Met-RANTES,
einem Chemokinrezeptorantagonist, wiesen diese Tiere bei Induktion einer rheumatoiden
Arthritis eine verminderte Anzahl rekrutierter neutrophiler Granulozyten und Makrophagen auf.
Auch hier konnte eine verminderte Expression verschiedener Zytokine in den betroffenen

Gelenken festgestellt werden (Shahrara et al., 2005).

In einer Studie zu Herztransplantationen an Ccr5-defizienten Miusen wurde zum einen die
Uberlebenszeit der Transplantate, zum anderen die Expression bestimmter Matrix-
Metalloproteinasen  untersucht.  Matrix-Metalloproteinasen  sind  substratspezifische
Endopeptidasen, die unter anderem auch von Makrophagen gebildet werden und unter
physiologischen Bedingungen, Umbauvorginge in der extrazelluliren Matrix steuern. Des
Weiteren spielen Matrix-Metalloproteinasen eine entscheidende Rolle beispielsweise bei der
rheumatoiden Arthritis (Lindy et al., 1997) oder bei der Metastasierung von
Tumorerkrankungen (Visse und Nagase, 2003). In der Studie zu den Herztransplantationen war
bei den Ccr5-defizienten Tieren der Zeitraum bis zur AbstoBung des Transplantats verldngert.
Histologisch war eine reduzierte Infiltration der transplantierten Herzen mit T-Zellen und
Makrophagen festzustellen. Gleichzeitig war die Expression bestimmter Matrix-
Metalloproteinasen vermindert. Dabei fiel auf, dass die Expression dieser Gene in stirkerem

Mal vermindert war, als durch die reduzierte Infiltration mit Leukozyten erklért werden konnte.
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Daraus ergab sich nun die Frage, ob Ccr5 einen direkten Einfluss auf die Expression bestimmter

Gene besitzt (Luckow et al., 2004).

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Obwohl bisher in vielen Studien gezeigt werden konnte, dass der Chemokinrezeptor CCRS bei
Immunprozessen eine entscheidende Rolle spielt, herrscht jedoch nach wie vor Unklarheit {iber
die genauen Zusammenhinge insbesondere auf zelluldrer Ebene. Ein GroBteil der bisherigen
Erkenntnisse stammt aus Experimenten an Ccr5-defizienten Méiusen. Um die Aufgaben von
CCRS in physiologischen und pathophysiologischen Prozessen detailliert kldren zu konnen,
scheint es sinnvoll, bestimmte Fragestellungen an einer homogenen Zellpopulation, wie

beispielsweise einer Zelllinie, zu bearbeiten.

Die Verwendung von Zelllinien stellt eine sinnvolle Ergdnzung zur Verwendung von Ccr5-
defizienten Miusen dar: Ccr5-defiziente Méuse weisen in allen Zellen ihres Organismus eine
Cecr5-Defizienz auf. Bei Versuchen an diesen Tieren werden also stets kombinierte Effekte, die
durch die Ccr5-Defizienz in allen Ccr5-exprimierenden Geweben verursacht werden,
beobachtet. Aus diesen Uberlegungen heraus entstand die Idee, eine murine, Ccr5-defiziente
Makrophagen-Zelllinie herzustellen. Dabei scheint es sinnvoll, gleichzeitig eine Ccr5-positive
Makrophagen-Zelllinie zu generieren; sie dient sozusagen als ,,Kontroll-Zelllinie*. Die in-vitro-
Untersuchung von Ccr5-defizienten Makrophagen-Zelllinien und der Vergleich mit der Cer5-
positiven Kontroll-Zelllinie erlauben Riickschliisse auf die Funktion von Ccr5 in einem

wichtigen, Ccr5-exprimierenden Zelltyp.

Die Generierung der Zelllinien geschah jedoch auch aus praktischen Gesichtspunkten heraus:
Immortalisierte Zelllinien bilden eine homogene Zellpopulation. Daher lassen sich die bei
verschiedenen Experimenten auftretende Unterschiede reduzieren und die gewonnenen
Ergebnisse besser reproduzieren. Des Weiteren erlauben Zelllinien die Durchfithrung von

Experimenten ,,in groBem Stil“, da fast unbegrenzt viele Zellen verfiigbar sind.

Es gibt prinzipiell mehrere Ansétze, immortalisierte Zelllinien herzustellen. Am héufigsten
erfolgt die Immortalisierung von Zellen durch stabile Transfektion mit dem SV40-T-Antigen-
Expressionskostrukt. Diese Methode erweist sich fiir unsere Zwecke aber als ungeeignet, da das
SV40-T-Antigen an unterschiedlichen Stellen und in unterschiedlicher Anzahl in das Genom
intergriert wird. Die Herstellung einer Ccr5-positiven Kontroll-Zelllinie erscheint daher
unmoglich. Eine zweite Methode zur Immortalisierung leukozytirer Zelllinien basiert auf der

Hypothese, dass aus p53-defizienten Miusen gewonnene hidmatopoetische Zellen durch das
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Fehlen des Tumorsuppressorgens immortalisiert sind; dies konnte im Jahre 1995 von einer

australischen Arbeitsgruppe gezeigt werden (Metz et al., 1995).

Fiir die Herstellung der Ccr5-negativen Zelllinien sollen zunichst Cer5”/p53”-Miuse durch
Verpaarung von Ccr5”-Miusen mit p53”-Miusen gewonnen werden. Aus ihnen lassen sich
anschlieend die Makrophagen zur Herstellung der Cecr5-defizienten Zelllinie isolieren. Die
Makrophagen zur Generierung der Ccr5-positiven ,,Kontroll-Zelllinie* werden aus p53-

defizienten, Ccr5-Wildtyp-Miusen gewonnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, aus den isolierten Primédrzellen durch Langzeitkultivierung
homogene Zelllinien zu etablieren. Im Anschluss daran konnen die Zelllinien zunichst
biochemisch und funktionell charakterisiert werden, um dann fiir Stimulationsexperimente zur
Verfiigung zu stehen. So ldsst sich an den beiden Zelllinien méglicherweise der Einfluss von

Ccr5 auf die Genexpression und das Verhalten von Makrophagen genauer untersuchen.
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2.1 Chemikalien und Reagenzien

Lineares Acrylamid

Agarose (Electrophoresis Grade)

AmpliTaq (1 unit/ul)

B-Mercaptoethanol

dNTP

Desoxycholat
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
DTT (0,1 M)

EDTA-Na, Triplex III (0,5 M)
Ethanol (100 %)
Ethidiumbromid (10 mg/ml)
Formaldehyd (37 %)
Formamid

Gelatine

Gentamicin (Gencin ® 80 mg)

Hexanukleotide

KCI (2 M)

1 kb-Leiter
MgCl, (1 M)
Mineral6l
MOPS
Natriumacetat
Nonidet P40
PCR-Puffer

Proteinase K
RNasin (40 units/ul)
SS-Puffer

Ambion, Austin, Texas, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Applied Biosystems, Roche,
Foster City, California, USA

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Amersham Pharmacia, Bucks, UK
Sigma, Deisenhofen

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim

curasan, Kleinostheim

Applied Biosystems, Roche,
Foster City, California, USA

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Applied Biosystems, Roche,
Foster City, California, USA

Merck, Darmstadt
Promega, Madison, Wisconsin, USA

Invitrogen, Karlsruhe
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Tris-HCI (pH 8,3, 1 M) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Tween 20 Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

2.2 Puffer und Losungen

DEPC-Wasser 0,1 % 1 ml Diethylpyrocarbonat
1000 ml VE-Wasser

1,25 mM dNTP 15 pl 100 mM dATP
15 pl 100 mM dCTP
15 pl 100 mM dGTP
15 ul 100 mM dTTP
1140 ul DEPC-Wasser

25 mM dNTP 100 pl 100 mM dATP
100 pl 100 mM dCTP
100 pl 100 mM dGTP
100 pl 100 mM dTTP

Ladepuffer 500 ul 5 % BPB
500 ul 5 % XCB
3000 i 100 % Glycerol
6000 ul H,O

MACS-Puffer 500 ml PBS
26,5 ml 10 % BSA
6,7 ml 150 mM EDTA

10 x MOPS-Puffer 200 mM MOPS
50 mM Natriumacetat

10 mM EDTA



2.3 Mause 15

1 x PBND 50 mM KCl
10 mM Tris-HCl
2.5 mM MgCl,
0,01 % w/v Gelantine
0,45 % v/v Nonidet P40
0,45 % v/v Tween 20
H,0O

10 x TBE-Puffer 25 mM EDTA
900 mM TRIS-Base
889 mM Borsiure

2.3 Mause

Die zur Herstellung der Cecr5”/p53”- und der p53”-Makrophagen-Zelllinien verwendeten
p53’/'—C57BL/6—M'aiuse (Donehower et al., 1992) wurden von der Firma Taconic M&B A/S,
Dénemark, bezogen. Die Cer57-C57BL/6 Miuse waren im Labor von Dr. Bruno Luckow,
Arbeitsgruppe Klinische Biochemie, Medizinische Poliklinik, LMU Miinchen hergestellt
worden (Luckow et al., 2004).

2.4 Zelllinien

Die J774-Zellen, eine murine Makrophagen-Zelllinie, wurde iiber ATCC (American Type
Culture Collection), USA, die NIH 3T3-Zellen, eine murine Fibroblasten-Zelllinie, iiber ecacc

(European Collection of Cell Cultures), UK, bezogen.

2.5 Zellkulturmedien und Losungen

Aqua ad iniectabilia Braun B. Braun AG, Melsungen

DMEM-+Glutamax Gibco BRL Invitrogen, Karlsruhe

Dimethylsulfoxid Merck, Darmstadt

Foetal Bovine Serum (LOT: A01123-227) PAA Laboratories, Wien, Osterreich

L-Glutamin (200 mM) Biochrom AG, Berlin

Rekombinantes murines M-CSF Peprotech, Rocky Hill, New Jersey,
USA

Dulbecco’s PBS (1x), ohne Ca & Mg PAA Laboratories, Wien, Osterreich
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Penicillin/Streptomycin

(10 000 units/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin)

RPMI 1640+Glutamax

Trypsin-EDTA
(0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA in PBS)

2.6 Zellkultur

Einfrierrohrchen Cryovials

Konisches Rohrchen, Falcon, 15 ml, Polypropylen

Petrischalen, 94 x 16 mm, mit Nocken
(,,mikrobiologische Schalen")

PS-6-Well-Platten, Standard mit Abdeckplatte
(,,mikrobiologische Schalen")

Pipetus Pipettierhilfe

Qualifreeze Cryo-Einfriergerit

Serologische Pipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml und 25 ml

Zellkulturschalen, 100 x 20 mm, zellkulturbehandelt,

gammasterilisiert

6-Well-Zellkulturschalen

96-Well-Zellkulturschalen
Zellschaber, 24 cm

2.7 Mykoplasmentestung

PAA Laboratories, Wien, Osterreich

Gibco BRL, Invitrogen, Karlsruhe
PAA Laboratories, Wien, Osterreich

Simport, Beloeil, Québec, Kanada;
bezogen iiber J. Peske GmbH, Aindling

Becton Dickinson, Heidelberg

Greiner Bio-One, Kremsmiinster,
Osterreich

Greiner Bio-One, Kremsmiinster,
Osterreich

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt

Nalgene, NUNC™ International,
Wiesbaden

TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz

Nalgene, NUNC™ International,
Wiesbaden

Costar, Bodenheim

TPP, Trasadingen, Schweiz

Der Test der kultivierten Zellen auf eine mogliche Kontamination durch Mykoplasmen erfolgte

unter Verwendung des MycoAlert Mycoplasma Detection Assay von Cambrex Bio Science,

Rockland, USA.

2.8 Bakterien

Fir die Phagozytoseassays wurde der FE.coli-K12-Stamm DHSo verwendet; er wurde

freundlicherweise von Dr. Luckow zur Verfiigung gestellt
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2.9 Kulturmedien fiir Bakterien

LB-Medium

Agarplatten

2.10 Antikorper

1 % Pepton
0,5 % Hefeextrakt
0,5 % NaCl

LB-Medium mit 1,5 % Bacto-Agar

Die fiir die durchflusszytometrischen Analysen verwendeten Antikorper sind in Tabelle 2.1

aufgefiihrt.

Tabelle 2.1  Verwendete mono- und polyklonale Antikérper sowie Isotyp-Kontrollen

Antikorper Antigen Fiarbung Hersteller
Fluoreszenz-gefiirbte, primdre Antikorper
monoklonaler Ratte-anti-Maus-CD45-Ak CD45 FITC BD Pharmingen, Heidelberg
monoklonaler Ratte-anti-Maus-CD11b-Ak CDl11b FITC BD Pharmingen, Heidelberg
monoklonaler Ratte-anti-Maus-F4/80-Ak F4/80 FITC Serotec, Diisseldorf
monoklonaler Ratte-anti-Maus-CD3-Ak CD3 FITC Caltag, Burlingame, CA, USA
monoklonaler Ratte-anti-Maus-CD19-Ak CD19 R-PE BD Pharmingen, Heidelberg
monoklonaler Ratte-anti-Maus-CD4-Ak CDh4 APC BD Pharmingen, Heidelberg
monoklonaler Ratte-anti-Maus-CD8o-Ak CD8a PE-Cy5 BD Pharmingen, Heidelberg
monoklonaler Hamster-anti-Maus-CD11¢c-Ak CDll1c FITC Serotec, Diisseldorf
ungefirbte, primdiire Antikorper
monoklonaler Ratte-anti-Maus-CD11b-Ak CDl11b ungefirbt BD Pharmingen, Heidelberg
monoklonaler Ratte-anti-Maus-CD14-Ak CD14 ungefirbt BD Pharmingen, Heidelberg
Fluoreszenz-gefirbte, sekunddre Ak
Maus-anti-Ratte-IgG(H+L)-F(ab"),-Fragment 1egG Cy2 Jackson, Bar Habor, ME, USA
polyklonaler Kaninchen-anti-Ratte-Ig-Ak v.a. IgG FITC DakoCytomation, Hamburg
Isotyp-Kontrollen
Ratte-IgG2b, kappa unspezifisch FITC BD Pharmingen, Heidelberg
Ratte-IgG2b, kappa unspezifisch ungefirbt BD Pharmingen, Heidelberg
Fc-Rezeptor-Block
Monoklonaler Ratte-anti-Maus-CD16/CD32- . .
Antikorper (FeylII/II Rezeptor) CD16/32 ungefirbt BD Pharmingen, Heidelberg
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2.11 Material zur Anreicherung CD11b-positiver Zellen

Zur magnetischen Anreicherung der CD11b-positiven Zellen wurden zum einen Dynabeads-M-
450-Sheep-anti-Rat-IgG und ein Magnetical particle concentrator (MPC) von Dynal Biotech,
Norwegen, verwendet. Zum anderen wurden MACS-CD11b-MicroBeads von Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach, eingesetzt. Die MACS Pre-Separation Filters und die MACS MS Separation

Columns stammten ebenfalls von Miltenyi Biotech.

2.12 Reagenzien-Kits

Die Isolation von RNA aus den kultivierten Zellen erfolgte unter Verwendung des RNeasy Mini

Kit von Qiagen, Hilden.

2.13 Oligonukleotidprimer

Die Sequenzen der Primer fiir das Ccrl-Wildtyp- und -,,Knockout“-Gen wurden von
Phil Murphy, die Sequenzen fiir das p53-Wildtyp- und -, Knockout“-Gen von M. Yamamoto
(Yamamoto et al., 2000) entworfen. Im Labor von Dr. Bruno Luckow, Arbeitsgruppe Klinische
Biochemie entstanden die Seqenzen fiir die Primer der Ccr2- und Ccr5-Gene sowie fiir das
Lysozym-Gen. Alle Primer wurden von der Firma Invitrogen synthetisiert. Tabelle 2.2 gibt

Auskunft tiber die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotidprimer.
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Tabelle 2.2 Sequenzen der fiir PCR verwendeten Oligonukleotidprimer

amplifiziertes Allel

Name des Primers

Oligonukleotidsequenz

Ccrl-,,Knockout“-Allel

forward primer: mCcr1KO for

5-GCTGTCTCTGATCTGGTCTTCCTT-3"

5-TGGGTGGAGAGGCTTTTTGCTTCCTCTTGC-3"

reverse primer: mCcr1KO rev
Cerl-Wildtyp-Allel forward primer: mCcrlWT for

reverse primer: mCcrlWT rev

5"-GAGTTCACTCACCGTACCTGTAGC-3"

5-TGACCTTCTTCTCACTGGGTCTTC-3"

Ccer2-,,Knockout*“-Allel forward primer: Ccr2KO_neu forl
reverse primer: Ccr2KO_neu rev1
Cer2-Wildtyp-Allel forward primer: Ccr2WT_neu forl

reverse primer: Ccr2WT_neu revl

5"-AGAACGGCATCAAGGTGAAC-3"
5-GGTCTTTGCTCAGGGCG-3~
5-ATGCCGTGACTGAACCATATC-3"

5-TGCCCTCCTTTCTTAAATTCC-3"

Cecr5-,,Knockout“-Allel forward primer: CcrSKO_alt forl
reverse primer: CcrSKO_alt revl
Cer5-Wildtyp-Allel forward primer: CcrSWT_alt forl

reverse primer: CcrSWT_alt revl

5- TGGATTTTCAAGGGTCAGTTCC-3"

5-TGTGCTGCAAGGCGATTAAG-3"

5-CGCTTCTTGCTGTCTATGGATG-3"

5’-CGGTGTGGTAGGATTTAGGTCTG-3"

Lysozym-Allel forward primer: mLysozym forl

reverse primer: mLysozym rev1

5-TGACTCTGGGACTCCTCCTG-3"

5-CAGTGCTTTGGTCTCCACG-3"

p53-,,Knockout“-Allel forward primer: mp53KO for
reverse primer: mp53KO rev
p53-Wildtyp-Allel forward primer: mp53WT for

reverse primer: mp53WT rev

5'-GTGGGAGGGACAAAAGTTCG-3'
5'-GCCGTTATTAGTGGAGAGGCC-3'
5-TGTTTCATTAGTTCCCCACCTTG-3'

5'-AGAGCAAGAATAAGTCAGAAGCCG-3'

2.14 Gerate

FACSCalibur-Durchflusszytometer
Fliissigstickstoff-Lagerbehilter ,,Chronos Biosafe*
GeneAmp-PCR-System 9700

Mikroskop ,,Diavert

Mikroskop ,,Leica DMIL

Spektralphotometer ,,DU® Serie 530

Universal 16-Zentrifuge

Zentrifuge ,,Centrifuge 5417 R*

Zentrifuge ,,Megafuge 1.0 R

2.15 Sonstiges

Farb-Umkehrfilm, Fujichrome
Rundbodenrdhrchen Falcon, Polystyrol, 5 ml

Becton Dickinson, Heidelberg

Messer Griesheim

Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA

Leitz, Wetzlar

Leica, Solms
Beckman, Miinchen
Hettich, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Fuji Photo Film, Diisseldorf
Becton Dickinson, Heidelberg
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2.16 Verwendete Software
Die Auswertung der durchflusszytometrischen Daten erfogte unter Verwendung von FlowJo

— Data Analysis Software for Flow Cytometry —, Version 6.1.1, Ashland, Oregon, USA.

Alle Abbildungen wurden unter Zuhilfenahme von Adobe Photoshop, Version 7.0, Adobe

Systems, Inc., San Jose, Kalifornien, USA fiir den Druck aufbereitet.



3 Methoden
Vorarbeiten

3.1 Gewinnung von Peritoneal-Makrophagen aus CCR5"/p53™-
und p53”-Mausen

Um die Ccr5-negative Makrophagen-Zelllinie aus CCR5”/p53”-Miusen generieren zu konnen,
wurden die im Labor von Dr. Luckow hergestellten Cer5"-C57BL/6- (Luckow et al., 2004) mit
den kommerziell erworbenen p53”-C57BL/6-Miusen (Donehower et al., 1992) gekreuzt. Die
daraus entstandenen Cecr5"/p53* -heterozygoten Miuse wurden miteinander verpaart, um
Cer5”/p53"-Miuse zu erhalten. Abbildung 3.1 zeigt dies schematisch. Zur Herstellung der

Cer5-positiven Makrophagen-Zelllinie wurden Cer5-positive p53”-Miuse eingesetzt.

Um Primirzellen zu gewinnen, erhielten die Ccr5”/p53”- und die p53”-C57BL/6-Miuse eine
intraperitoneale Injektion von 1,5 ml einer vierprozentigen, sterilen Thioglykolat-Losung.
Dadurch entwickelten sie eine aseptische Peritonitis. Drei Tage spéter wurden die Miuse durch
Injektion einer Uberdosis Narkosemix narkotisiert und mit der Bauchseite nach oben an den vier
Extremititen auf einer Styroporplatte fixiert. Das Fell wurde mit Alkohol desinfiziert und, ohne
die Bauchdecke zu verletzen, abprépariert. Fiir die Peritoneallavage wurden 10 ml eiskalte,
sterile PBS-Losung in die Bauchhohle injiziert. AnschlieBend wurde der Bauch massiert oder
alternativ die fixierte Maus mit Hilfe eines Vortex-Mixers ein bis zwei Minuten lang
geschiittelt. Die Lavagefliissigkeit mit den durch die Peritonitis eingewanderten Leukozyten
— tiberwiegend Makrophagen — wurde mit Hilfe einer Spritze aus dem Bauchraum aufgezogen
und der Rest der Fliissigkeit nach Eroffnung der Bauchdecke abpipettiert. AnschlieBend wurde
die Fliissigkeit 10 Minuten lang bei 400 g und 4 °C zentrifugiert; die Zellen wurden in PBS-
Losung gewaschen, dann abermals 10 Minuten lang bei 400 g zentrifugiert und darauthin in
RPMI-Medium mit einem Zusatz von 20 % hitzeinaktiviertem fétalem Rinderserum (FBS) und
Penicillin/Streptomycin (100 units/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin) bei 37 °C und einer

CO,-Atmosphire von 5 % in Kultur genommen.

Die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Ccr5-negativen Zellen sind nach etwa dreiwdchiger
Kultur in der fiinften Passage, die verwendeten Ccr5-positiven Zellen nach etwa sechswochiger

Kultur in der ersten Passage kryokonserviert worden.
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Ccr5-- Ccrb5**
p53+l+ 1 p53./-

Ccrbs*- Ccrb5*-
p53+I- 1 p53+/-

Ccrb5--
p53--

Abbildung 3.1 Veremfachtes Kreuzungsschema zur Generierung von CCR5"/p53™-Mausen

Zur Generlerung von CCR5’ /p53 -Mausen durch Kreuzung muissen in einem ersten Schritt
CCR5"/p53"*- und CCRS”/pSS/ Mausen miteinander verpaart werden. Die daraus entstandenen
zweifach-heterozygoten CCR5" /p53 -Mausen werden dann unterelnander gekreuzt. Aus dieser
Verpaarung resultieren so die gewlinschten homozygot-negativen CCR5" /p53 ~-Tiere.
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Eigene Arbeiten

3.2 Nomenklatur

Die Ccr5-negativen Zellen erhielten die Bezeichnung MPLS, die Ccr5-positiven Zellen wurden
MPLO genannt. Dabei steht ,,M“ fiir Makrophagen, ,PL“ bildet die Abkiirzung fiir
Peritoneallavage. Die Ziffer ,,5“ in MPLS5 bezeichnet die Ccr5-Defizienz, wihrend ,,0° in MPLO
auf den Ccr5-Wildtyp der Zellen hinweist.

3.3 Zellkultur

3.3.1 Zelllinien

Fiir die Generierung und Charakterisierung der Ccr5-defizienten MPL5-Makrophagen-Zelllinie
und ihrer korrespondierenden Ccr5-positiven MPLO-Kontroll-Zelllinie wurden die aus
Peritoneallavage gewonnen und in frithen Stadien kryokonservierten Zellen zunéchst aufgetaut
und in Kultur genommen. Des Weiteren erfolgte die Kultivierung von J774-Zellen, einer
murinen Makrophagen-Zelllinie, und von NIH 3T3-Zellen, einer murinen Fibroblasten-

Zelllinie. Sie wurden in vielen Experimenten zur positiven bzw. negativen Kontrolle verwendet.

3.3.2 Kultivierung, Passagierung und Kryokonservierung

Als Standardmedium wurde zur Kultivierung der MPLO- und der MPL5-Makrophagen sowie
der J774-Zellen RPMI-Medium (Moore et al., 1967) mit einem Zusatz von 10 % fGtalem
Rinderserum verwendet. Die Kultivierung der NIH 3T3-Fibroblasten erfolgte in DMEM-
Medium ebenfalls mit einem Zusatz von 10 % fotalem Rinderserum. Das Medium wurde an
jedem zweiten bis dritten Tag durch frisches ausgetauscht. Die Kultivierung der Zellen erfolgte

bei 37 °C und in einer CO,-Atmosphire von 5 %.

Die eigenen MPLO- und MPL5-Makrophagen-Zelllinien wurden sowohl auf Zellkulturschalen
als auch auf mikrobiologischen Schalen kultiviert. Die Kultivierung der J774-Zellen erfolgte
vorwiegend auf mikrobiologischen, die Kultivierung der NIH 3T3-Zellen ausschlieflich auf
Zellkulturschalen. In der Regel wurden Schalen mit einem Durchmesser von 10 cm verwendet.

Alle im Folgenden aufgefiihrten Volumenangaben beziehen sich auf Schalen dieser Grof3e.

Sobald sich ein dichter Zellrasen gebildet hatte, wurden die Zellen passagiert. Hierzu saugte
man zundchst das Kulturmedium ab und wusch die Zellen mit 10 ml PBS-Losung. Das Abldsen

der Zellen erfolgte dann durch Zugabe von 2 ml Trypsin-EDTA. Alternativ wurden 2 ml einer
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1,5 mM EDTA-Losung eingesetzt. Durch Klopfen an die Kulturschale konnte man das Abldsen
der Zellen beschleunigen. Durch Zugabe von 5 ml Kulturmedium lie sich die Behandlung der
Zellen mit Trypsin-EDTA oder reiner EDTA-L&sung stoppen, und die Zellsuspension konnte in

ein 15 ml-Ro6hrchen iiberfiihrt werden.

Das Ablosen der Zellen von den Zellkulturschalen mit reinem EDTA erfolgte zum Teil mit
Hilfe eines Zellschabers. Bei einer Passagierung der Zellen auf mikrobiologischen Schalen
wurde sowohl das abgenommene Medium als auch die zum Waschen verwendete PBS-Losung
separat abzentrifugiert und die daraus gewonnen Zellen dem Hauptansatz zugefiigt, um Verluste
so gering wie moglich zu halten. Anschlieend wurden die Zellen bei 100 g fiinf Minuten lang
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 5 ml frischem
Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen wurden dann entsprechend der Zellart und der

Zelldichte in Verdiinnungen von 1:3 bis 1:10 auf einer neuen Kulturschale ausgesiit.

Um Zellen iiber einen lingeren Zeitraum stabil aufzubewahren, werden sie in der Regel in
fliissigem Stickstoff eingefroren. Fiir diese sogenannte Kryokonservierung (Leibo und Mazur,
1971; Pegg, 2002) musste zundchst das Finfriermedium vorbereitet werden: 10 ml
Kulturmedium wurden mit 0,7 ml Dimethylsulfoxid (Lovelock und Bishop, 1959) gemischt, so
dass sich eine DMSO-Konzentration von 7 % ergab. Die bei der Passagierung noch restlich
verbliebene Zellsuspension wurde abermals zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das
Zellpellet vorsichtig in einem entsprechenden Volumen Einfriermedium resuspendiert, wobei
eine Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml angestrebt wurde. Je ein Milliliter wurde anschlieBend
in ein Einfrierrdhrchen iuiberfithrt. Das Einfrieren erfolgte unter Verwendung eines mit
Isopropanol gefiillten Qualifreeze-Cryo-Einfriergerites, das iiber Nacht in einem -80 °C-
Gefrierschrank gelagert wurde. Dadurch erfolgte das Einfrieren der Zellen auf sehr schonende
Weise, da hierbei eine Abkiihlungsrate von nur 1 °C pro Minute erreicht wurde. Am darauf
folgenden Tag wurden die Zellen in einen Fliissigstickstoff-Lagerbehilter tiberfiihrt und dort bei

-135 °C in einer Stickstoffatmosphire iiber fliissigem Stickstoff aufbewahrt.

3.3.3 Variationen in den Kulturbedingungen

Bei der Kultivierung der MPLO- und der MPL5-Zelllinien wurden zunéchst verschiedene
Variationen vorgenommen. Dazu wurden die Kulturbedingungen in einzelnen Komponenten
verdndert und mit Standardbedingungen verglichen. Unter Standardbedingungen wurde hierbei
Kulturmedium bestehend aus RPMI-Medium, dem man 10 % hitzeinaktiviertes f6tales

Rinderserum (FBS) zugesetzt hatte, verwendet.



3.3 Zellkultur o5

Variationen hinsichtlich des verwendeten Mediums:

®  Zusatz von 5 % oder 20 % Serum zum RPMI-Medium
Dem Kulturmedium wurden entweder 5 % oder 20 % fotales Rinderserum (FBS) zugesetzt,

wohingegen das Standardmedium 10 % FBS enthielt.

o Vergleich von nicht hitzeinaktiviertem mit hitzeinaktiviertem Serum
Zur so genannten Hitzeinaktivierung wurde das Serum 30 Minuten lang im Wasserbad auf eine
Temperatur von 56 °C erhitzt. AnschlieBend wurde das hitzeinaktivierte Serum dem RPMI-

Medium in einer Endkonzentration von 10 % zugesetzt.

®  Zusatz von freiem Glutamin zum Medium
Einer Flasche mit 500 ml RPMI-Medium wurden 5 ml einer 200 mM Glutamin-Losung

zugesetzt, so dass sich eine Glutamin-Konzentration von 2 mmol/l ergab.

®  Zusatz von Penicillin/Streptomycin zum Serum
Da bei der Isolierung der Zellen durch Peritoneallavage eine Kontamination mit Bakterien nicht
ausgeschlossen werden konnte, wurden die Zellen zunéchst in Penicillin/Streptomycin-haltigem
Medium kultiviert. Dabei wurde Penicillin in einer Konzentration von 100 units/ml und
Streptomycin in einer Konzentration von 0,1 mg/ml eingesetzt. Spiter wurde auf Antibiotika-

freies Medium umgestellt.

®  Zusatz von M-CSF in verschiedenen Konzentrationen zum Medium

10 pg des in lyophilisierter Form vorliegenden murinen Macrophage Colony Stimulating Factor
(M-CSF) wurden zunéchst in 100 ul Wasser resuspendiert, und, um ein moglichst vollstdndiges
Losen des Proteins zu erreichen, iiber Nacht bei 4 °C gelagert. Dazu wurde das Wasser unter
einer sterilen Werkbank aus einer Infusionsflasche Aqua Braun mit einer Spritze entnommen.
Auch alle weiteren Schritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Am nichsten Tag
wurden 10 Aliquots a 10 pl hergestellt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Um dann das
Protein stabil aufzubewahren, wurden die Aliquots bei -80°C gelagert.

Nach den Angaben des Herstellers werden in M-NFS-60-Zellen, einer murinen Makrophagen-
Zelllinie, 50 % des maximalen Effekts bei einer M-CSF-Konzentration von 1,0 ng/ml erreicht.
Daher wurde zunéchst bei den MPLO- und MPL5-Zelllinien eine Konzentration von 2 ng/ml
M-CSF vorgegeben, die spiter allerdings auf eine Konzentration von 30 ng/ml erhoht wurde,

um die Zellen maximal zu stimulieren.
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Verwendung unterschiedlicher Kulturschalen:

o Vergleich von Zellkulturschalen mit mikrobiologischen Kulturschalen
Bei den verwendeten Zellkulturschalen handelte es sich um Petrischalen aus Polystyrol, deren
Schalenboden bei der Herstellung derart behandelt wurde, dass sie sich besonders zur
Kultivierung von adhirenten Zellen eignen. Im Gegensatz dazu handelte es sich bei den als

,mikrobiologisch* bezeichneten Schalen um unbehandelte Schalen aus reinem Polystyrol.
Variationen bei Passagierung der Zellen:

®  Dauer der Trypsin-EDTA-Behandlung beim Ernten der Zellen
Sowohl die MPLO- als auch die MPLS5-Zellen wurden in sechs Wells einer 6-Well-
Zellkulturschale ausgesit. Sobald die Zellen konfluent waren, erfolgte die unterschiedlich lang
dauernde Behandlung mit Trypsin-EDTA. Diese Behandlung wurde von Well zu Well in
5-Minuten-Intervallen gestoppt; im ersten Well nach fiinf Minuten, im sechsten Well nach 30
Minuten. Die Zellen wurden dann in getrennten Rohrchen abzentrifugiert, resuspendiert und in

einer Verdiinnung von 1:5 auf getrennte Wells einer 6-Well-Platte ausgesiit.

o Vergleich zwischen der Verwendung von Trypsin-EDTA- und reiner EDTA-Ldsung
Statt der Trypsin-EDTA-Losung wurde zum Ernten der Zellen hidufig eine reine
1,5 mM EDTA-L&sung eingesetzt.

®  Aussden der Zellen bei der Passagierung in unterschiedlichen Verdiinnungen
Die Zellen wurden nach der Passagierung in unterschiedlichen Verdiinnungen ausgesit und ihre

weitere Entwicklung lichtmikroskopisch beobachtet.

3.3.4 Serielle Verdiinnung zur Uberpriifung der Immortalisierung der
Zelllinien

Zur Durchfithrung der seriellen Verdiinnung pipettierte man zunichst in jedes einzelne Well
einer 96-Well-Zellkulturschale 90 pl Medium. Nachdem die zu testenden Zellen geerntet und
ausgezdhlt worden waren, wurde eine Zellsuspension mit einer Konzentration von etwa
10 000 Zellen pro Milliliter hergestellt. In das erste Well gab man 10 pl dieser Zellsuspension
zu, so dass sich dort nun eine geschitzte Zahl von etwa 100 Zellen befand. Hieran schloss sich
nun der Schritt der seriellen Verdiinnung an. Bei den Verdiinnungsreihen wurden von Well zu
Well 10 ul der Zellsuspension tiiberfiihrt und anschlieBend diejenigen Wells, in denen bei der
lichtmikroskopischen Kontrolle nur eine einzige Zelle sichtbar war, markiert und in den
nichsten Tagen beobachtet. Die seriellen Verdiinnungen wurden spiter mit den durch

Dynabeads angereicherten CD11b-positiven Zellen wiederholt.
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3.3.5 Langzeitkultivierung

Die MPLO- und die MPL5-Zellen lieen sich iiber mehrere Monate hinweg sowohl auf
Zellkulturschalen als auch auf mikrobiologischen Schalen kultivieren. Wihrend dieser Zeit
wurde die Expression Makrophagen-spezifischer Marker kontinuierlich mit Hilfe der
Durchflusszytometrie iiberpriift, um einen Hinweis auf den Differenzierungsgrad der Zellen zu

erhalten.

3.3.6 Etablierung von Subzelllinien

Durch Kultivierung der Zelllinien unter verschiedensten Kulturbedingungen entstanden sowohl
bei den Ccr5-positiven als auch den Ccr5-negativen Zelllinien so genannte Subzelllinien. Diese
wurden im weiteren Verlauf unter Standardbedingungen (RPMI -Medium mit 10 % FBS) auf
mikrobiologischen Schalen kultiviert. Alle Experimente zur Charakterisierung der Zelllinien

wurden parallel an verschiedenen Subzelllinien durchgefiihrt.

3.4 Morphologie der Zellen

Die Morphologie der eigenen Makrophagen-Zelllinien wurde mit Hilfe eines auf einem
Invertmikroskop installierten Fotoaufsatzes auf Diafilmen dokumentiert. Dabei konnten
Fotografien der MPLO- und der MPL5-Zellen sowohl im subkonfluenten als auch im
konfluenten Wachstumsstadium in unterschiedlichen VergroBerungen (100 x, 200 x, 320 x)
angefertigt werden. Des Weiteren wurden Zellen nach dem Versuch, CD11b-positive Zellen
mit Hilfe von Dynabeads anzureichern, fotografiert. Alle Dias wurden mit einem Kleinbild-

Diascanner bei einer Auflosung von 2000 dpi digitalisiert.

3.5 Mykoplasmentestung

Die MPLO- und die MPL5-Zelllinien, aber auch die J774- und die NIH 3T3-Zellen wurden auf
eine mogliche Kontamination durch Mykoplasmen mit Hilfe des sogenannten MycoAlert

Mycoplasma Detection Assays getestet.

Der MycoAlert-Test basiert auf einem biochemischen Aktivititsnachweis von Mykoplasmen-
spezifischen Enzymen. Die im Mediumiiberstand befindlichen Mykoplasmen werden lysiert;
die dadurch frei werdenden Enzyme reagieren mit dem Substrat des MycoAlert-Tests unter
Freisetzung von ATP. Dieses kann mit Hilfe einer weiteren katalytischen Reaktion
nachgewiesen werden, bei der durch die Umwandlung von Luciferin mittels des Enzyms

Luciferase Licht emittiert wird. Die Intensitit des emittierten Lichts ist linear zur ATP-
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Konzentration — somit auch linear zur méglichen Anzahl kontaminierender Mykoplasmen — und

lasst sich mit Hilfe eines Luminometers messen.

Es wurden Mediumiiberstinde von Zellen, die seit mindestens 24 Stunden in diesem Medium

kultivierten worden waren, eingesetzt.

3.6 Analyse von Zelllinien mit Hilfe der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur Identifikation von Zellen anhand ihrer
Zelloberflaichenmolekiile. Dabei markiert man die Zellen zunédchst mit einem
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikorper, der an die fiir einen Zelltyp spezifischen
Oberflichenmolekiile bindet: Bei der direkten Markierung werden direkt mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markierte Antikdrper verwendet. Bei der indirekten Markierung wird ein
fluoreszenzmarkierter, sekundirer Antikdrper eingesetzt, der gegen einen priméren Antikorper
gerichtet ist. Dieser primire Antikorper ist spezifisch gegen das Oberflichenmolekiil gerichtet.
Mit Hilfe eines Lasers und eines Photomultipliers werden die Lichtstreuung, die einen
Parameter fiir die Groe und die Granularitit der Zellen darstellt, und die Emissionen der
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe gemessen. Diese Daten werden von einem Computer

analysiert.

Die zu analysierenden Zellen wurden sowohl direkt als auch indirekt markiert. Fiir die
Féarbungen gegen die Oberflidchenproteine CD45, CD11b, F4/80, CD3, CD19, CD4, CD8« und
CD11c wurden direkt mit einem Fluorochrom markierte Antikorper verwendet. CD14 und zum
Teil auch CD11b sollten mittels indirekter Firbungen nachgewiesen werden. Als negative
Kontrolle wurden bei jeder einzelnen Probe zundchst ungefirbte Zellen analysiert, spiter
wurden Isotypkontrollen mit Ratten-IgG,, durchgefiihrt. Es erfolgten nur FEinzelfarbungen
gegen ein spezifisches Oberflichenmolekiill und keine Mehrfachfarbungen. Bei allen
durchflusszytometrischen Experimenten diente die Makrophagen-Zelllinie J774 zur positiven,

die Fibroblastenzellinie NIH 3T3 zur negativen Kontrolle.

Um Zellen fiir durchflusszytometrische Experimente zu gewinnen, wurden sie zunédchst — wie in
Absatz 3.3.2 beschrieben — mit EDTA-Losung geerntet. Die Auszahlung der Zellen erfolgte mit
Hilfe einer Neubauer-Zihlkammer. Fiir jede Probe wurden etwa 500 000 Zellen eingesetzt und
in 100 I PBS-Losung resuspendiert. Die Inkubation mit den Antikérpern erfolgte in einem
5 ml-Rundbodenrohrchen.  Die  geeigneten  AntikOrper-Verdiinnungen  wurden den
Empfehlungen der Hersteller entnommen. Tabelle 3.1 gibt Auskunft iiber die Konzentration der

Stammlosungen, die Verdiinnungen und die Endkonzentrationen der eingesetzten Antikorper.
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Tabelle 3.1 Angaben zu den Konzentrationen der Stammlésungen, den Verdiinnungen und den
Endkonzentrationen der verwendeten Antikérper

Antikorper Kosntz‘::::;?;;zzger Verdiinnung Endkonzentration
Ratte-anti-Maus-CD45-FITC-Antikorper 0.5 mg/ml 1:75 0.67 ng/100 pl
Ratte-anti-Maus-CD11b-FITC-Antikorper 0.5 mg/ml 1:100 0.5 png/100 pl
Ratte-anti-Maus-F4/80-FITC-Antikorper 0.1 mg/ml 1:10 1 pg/100 pl
Ratte-anti-Maus-CD3-FITC-Antikorper 0.1 mg/ml 1:80 0.25 ng/100 pl
Ratte-anti-Maus-CD19-R-PE-Antikorper 0.2 mg/ml 1:50 0.4 ng/100 pl
Ratte-anti-Maus-CD4-APC-Antikorper 0.2 mg/ml 1:50 0.4 ng/100 pl
Ratte-anti-Maus-CD8a-Cy5-Antikorper 0.2 mg/ml 1:100 0.2 ng/100 pl
Hamster-anti-Maus-CD11c-FITC-Antikorper 0.1 mg/ml 1:100 0.1 pg/100 pl
Ratte-anti-Maus-CD11b-Antikdrper 0.5 mg/ml 1:200 0.25 ng/100 pl
Ratte-anti-Maus-CD14-Antikorper 0.5 mg/ml 1:50 1 pg/100 pl
Kaninchen-anti-Ratte-Ig-FITC-Antikorper keine Angaben 1:100
Maus-anti-Ratte-IgG(H+L)-F(ab ")2-Fragment 1.0 mg/ml 1:100 1 pg/100 pl

Isotyp-Kontrollen
Ratte-IgG2b, kappa-FITC 0.5 mg/ml 1:100 0.5 png/100 pl
Ratte-IgG2b, kappa 1.0 mg/ml 1:200 0.5 png/100 pl
Fc-Rezeptor-Block
Ratte-anti-Maus-CD16/CD32-Antikorper 0.5 mg/ml 1:50 1 pg/100 pl

Die Inkubation der Proben mit den Fluoreszenz-markierten Antikorpern erfolgte bei den
direkten Firbungen 60 Minuten lang bei 4 °C im Dunkeln. Danach wurden die Zellen dreimal
mit 4 °C-kalter PBS-Losung gewaschen, wobei man das Réhrchen mit PBS auffiillte, die Probe
gut durchmischte und die Zellen anschlieBend abzentrifugierte (483 g, 4 min, 4 °C). Die
durchflusszytometrischen Analysen wurden noch am selben Tag durchgefiihrt und die Proben

bis zu diesem Zeitpunkt bei 4°C im Dunkeln gelagert.

Bei den indirekten Féarbungen erfolgte die Inkubation mit dem primidren Ratten-anti-Maus-
Antikorper ebenfalls 60 Minuten lang bei 4 °C. Nach dreimaligem Waschen mit PBS folgte die
Inkubation mit den sekundiren anti-Ratten-Immunglobulin-Antikérpern 45 Minuten lang bei
4 °C. In ersten Experimenten wurde ein Kaninchen-anti-Ratten-Immunglobulin-Antikorper
eingesetzt; spiater wurden F(ab”),-Fragmente eines Maus-anti-Ratten-Immunglobulin-
Antikorpers verwendet. Nach Inkubation mit den sekundiren Antikdrpern wurden die Proben
zweimal mit PBS gewaschen und bis zur Durchfithrung der Analysen bei 4 °C gelagert. Zur
durchflusszytometrischen Analyse der Zelllinien stand ein FACSCalibur-Durchflusszytometer

von Becton Dickinson zur Verfiigung. Die Auswertung erfolgte unter Zuhilfenahme einer
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speziellen Software fiir durchflusszytometrische Daten (FlowJo — Data Analysis Software for

Flow Cytometry, Version 6.1.1, USA).

In spiteren Experimenten wurde versucht, unspezifische Bindungen des sekundiren
Antikorpers an die Makrophagen zu verhindern. Zu diesem Zweck diente zum einen eine
Vorinkubation mit einem Uberschuss an Maus-Serum, anderseits der Einsatz eines kommerziell
erhiltlichen Fc-Rezeptor-Blocks. Bei Verwendung von Maus-Serum wurden die ungefirbten
Zellen eine halbe Stunde lang mit einem Volumenanteil von 10 % Serum in 100 ul PBS
priainkubiert. Bei Verwendung des Fc-Rezeptor-Blocks erfolgte eine fiinf Minuten lange
Vorinkubation der Zellen mit dem Ratten-anti-Maus-CD16/CD32-Antikorper. Ohne die Zellen

danach zu waschen, wurden alle weiteren Schritte wie oben beschrieben durchgefiihrt.

3.7 Anreicherung CD11b-positiver Zellen

Die Anreicherung CD11b-positiver Zellen wurde mit zwei verschiedenen Methoden getestet:
zum einen wurden gegen CD11b gerichtete, an magnetische Microbeads gekoppelte Antikorper
(MACS-CD11b-MicroBeads) verwendet, zum anderen erfolgte eine indirekte Anreicherung mit
Hilfe von Ratten-anti-Maus-CD11b-Antikdrpern und Dynabeads-M-450-Sheep-anti-Rat-IgG.
Alle Experimente wurden unter sterilen Bedingungen fiir beide Zelllinien parallel durchgefiihrt.
Um mogliche Kreuzkontaminationen zwischen den Zelllinien zu vermeiden, wurde getrenntes

Material verwendet.

3.7.1 Anreicherung CD11b-positiver Zellen durch MACS-MicroBeads

Das Prinzip einer Anreicherung CD11b-exprimierender Zellen durch Verwendung von MACS-
CD11b-MicroBeads (Ehlich et al., 1994) beruht auf einer Markierung CD11b-positiver Zellen
mit magnetischen Teilchen, an die ein gegen CD11b gerichteter Antikorper gekoppelt ist. Die so
markierten Zellen werden auf eine Sédule geladen, die in ein magnetisches Feld platziert wird.
Die CD11b-positiven Zellen verbleiben in der Sdule, wihrend die CD11b-negativen Zellen die
Saule passieren. Nach Entfernung des Magnetfeldes konnen die CD11b-positiven Zellen als

positiv selektionierte Fraktion von der Séule eluiert werden.

Zur Anreicherung CD11b-positiver Zellen wurden von beiden Zelllinien etwa 1 x 10° Zellen
eingesetzt. Da jedoch die mit EDTA geernteten Zellen nach dem Ablosen stark
zusammenklumpten und auch durch starkes Auf- und Abpipettieren nicht voneinander zu
trennen waren, wurde zunichst mit Hilfe eines MACS-Pre-Separation-Filters versucht, eine
Einzellzellsuspension herzustellen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit den Microbeads,

wobei die Zellen in einem Volumen von 80 ul resuspendiert und mit 20 ul der CDI11b-
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Microbeads 15 Minuten lang im Kiihlschrank inkubiert wurden. Nach drei Waschschritten mit
MACS-Puffer lieBen sich zunichst die CD11b-negativen Zellen, dann die CD11b-positiven
Zellen eluieren. Nihere Angaben zu einer derartigen Anreicherung mit Hilfe von CDI11b-

MicroBeads sind dem Protokoll des Herstellers zu entnehmen.

Anschlieend wurden die Zellen in RPMI-Medium resuspendiert und in einem Well einer 24-
Well-Zellkultur-Platte in Kultur genommen. Dem Kulturmedium wurde Penicillin/Streptomycin
zugesetzt, um eine mogliche Bakterienkontamination zu vermeiden. AnschlieBend wurden die
Zellen expandiert und konnten nach etwa zwei Wochen auf je eine mikrobiologische und eine

Zellkulturschale mit Durchmessern von jeweils 10 cm transferiert werden.

3.7.2 Anreicherung CD11b-positiver Zellen durch Dynal-Biotech-
Dynabeads

Die Anreicherung CD11b-positiver Zellen mit Hilfe von Dynabeads (Dybedal et al., 1995;
Gomm et al., 1995) erfolgte nach der so genannten direkten Methode. Dabei werden zunichst
die Dynabeads-M-450 Sheep-anti-Rat-IgG an monoklonale Ratte-Anti-Maus-CD11b-
Antikorper gekoppelt und danach die Zellen mit diesen indirekt magnetisch markierten
Antikdrpern inkubiert. Ahnlich wie bei der Anreicherung mit MACS-MicroBeads plaziert man

die magnetisch markierten Zellen zur Isolierung der positiven Fraktion in ein Magnetfeld.

Die Anreicherungen erfolgten entsprechend dem Protokoll des Herstellers. Pro Zelllinie wurden
25 ul der Dynabead-Suspension — das entspricht einer Menge von 1 x 10’ Beads — eingesetzt,
die Dynabeads nach dreimaligem Waschen in einem Volumen von 25 pl resuspendiert und mit
1,5 ug des Ratte-anti-Maus-Antikorpers unter stindigem Schiitteln 30 Minuten lang bei 4 °C
inkubiert. Danach folgten vier Waschschritte in 25 ul PBS. Bei diesem Versuch wurden pro
Zelllinie wiederum eine Million mit EDTA geerntete, in 500 ul PBS resuspendierte Zellen
eingesetzt und nun mit den in 25 ul PBS resuspendierten, an anti-CD11b gekoppelten Beads
20 Minuten lang bei 4 °C unter stdndigem Schiitteln inkubiert. Anschliefend liefen sich die
CD11b-positiven von den CDI1l1b-negativen Zellen durch FEinbringen in das Magnetfeld
trennen. Die CD11b-positiven Zellen wurden in 1 ml RPMI-Medium resuspendiert und in
einem Well einer 24-Well-Zellkulturschale unter Zusatz von Penicillin/Streptomycin in Kultur

genommen.
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3.8 Uberpriifung des Genotyps der Zelllinien durch
Polymerasekettenreaktion

Der Genotyp der MPLO- und der MPL5-Zellen fiir CerS5 und p53 wurde mittels
Polymerasekettenreaktion iiberpriift. Zu diesem Zweck wurden die MPLO- und die MPLS5-
Makrophagen geerntet und in 200 ul PBND-Puffer resuspendiert. Um die Zellen zu lysieren,
wurde zu den Proben jeweils 1l Proteinase-K-Losung (20 mg/ml in Millipore-Wasser)
gegeben und vier Stunden lang bei 56 °C geschiittelt. AnschlieBend konnten die Zellen bei
20 800 g abzentrifugiert werden. 150 pl des Uberstands wurden in ein neues Réhrchen iiberfiihrt
und die Proben bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C aufbewahrt. Die Durchfiihrung der

PCR ist in Abschnitt 3.9.6 niher beschrieben.

3.9 Analyse der Genexpression ausgewahlter Gene mit Hilfe
von RT-PCR

Zur Analyse der Genexpression durch Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-
PCR) wird zunichst RNA aus kultivierten Zellen extrahiert und durch reverse Transkription in
cDNA umgeschrieben. Die dabei synthetisierte cDNA enthilt eine Kopie der gesamten in den
kultivierten Zellen vorkommenden RNA. Mit ihrer Hilfe kann so die Genexpression in Zellen
bestimmen werden. Um herauszufinden, ob in der isolierten cDNA Sequenzen von bestimmten
Genen enthalten sind, werden Polymerasekettenreaktionen (PCR) durchgefiihrt. Dabei setzt man
fiir diese Gene spezifische Oligonukleotidprimer ein und kann so eine bestimmte
Nukleotidsequenz aus DNA selektiv und schnell in groen Mengen amplifizieren. Die
vervielfiltigten DNA-Sequenzen lassen sich gelelektrophoretisch auftrennen und durch einen an

die DNA bindenden Fluoreszenzfarbstoff sichtbar machen (Alberts, 2001).

3.9.1 RNA-Isolierung

Die Isolierung von RNA aus den kultivierten Zellen erfolgte unter Verwendung eines RNeasy
Mini Kit von Qiagen. Das Verfahren basiert auf dem Einsatz einer Silica-Gel-Membran, an die
die RNA bindet. Stoffe, die die RNA verunreinigen wiirden, konnen mit Hilfe verschiedener

Wasch- und Zentrifugationsschritte entfernt werden.

Zur Durchfiihrung der Experimente wurde RNA aus den MPLO- und MPL5-Makrophagen
sowie aus J774- und NIH 3T3-Zellen isoliert. Dabei wurden die Zellen, wie in Absatz 3.3.2
beschrieben, zunidchst mit EDTA geerntet, anschlieBend einmal in 5 ml PBS gewaschen und
nach vollstindigem Absaugen des PBS in 600 ul RLT-Puffer lysiert und homogenisiert. Dem

RLT-Puffer wurde vor der Verwendung B-Mercaptoethanol in einer Endkonzentration von 1 %
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zugesetzt. Durch das im Puffer enthaltene Guanidinthiocyanat wurden die in den Proben
enthaltenen RNasen sofort inaktiviert, so dass die Isolierung nicht degradierter RNA
sichergestellt war. Von den Zelllysaten wurden jeweils 350 ul aufgearbeitet. Die Isolierung der

RNA erfolgte genau anhand der Vorschrift des Herstellers.

Nachdem die RNA an die Silica-Membran gebunden hatte und durch verschiedene Wasch- und
Zentrifugationsschritte gereinigt worden war, konnte sie durch Zugabe von 50 ul RNase-freiem

Wasser eluiert werden.

3.9.2 Messung der RNA-Konzentration

Nach Isolierung der RNA wurde zunéchst die Extinktion der Proben bestimmt, um dann die
RNA-Konzentrationen ermitteln zu konnen. Zu diesem Zweck wurde zunichst eine 1:100-
Verdiinnung der RNA-Proben hergestellt und anschlieSend in einem Photometer die Extinktion
bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen. Mit Hilfe folgender Formel lésst sich die RNA-

Konzentration berechnen:
[RNA] = Extinktion x 40 ug RNA/ml x Verdiinnungsfaktor

Fiir eine Extinktion von 1,0 bei einer Wellenlédnge von 260 nm betrédgt die RNA-Konzentration
40 pg/ml. Durch Beriicksichtigung des Volumens lisst sich daraus die RNA-Menge errechnen:
So betrigt bei einer zuvor durchgefiihrten Verdiinnung der Proben um 1:100 der

Verdiinnungsfaktor 100.

3.9.3 Gelelektrophorese
Um sicherzustellen, dass die isolierte RNA intakt und nicht degradiert war, wurde zur
Qualitédtskontrolle von jeder RNA-Priparation 1 pg gelelektrophoretisch aufgetrennt. Zu diesem

Zweck musste fiir jede Probe folgender Ansatz vorbereitet werden:

Formamid 10 pul
37 % Formaldehyd 4 ul
10 x MOPS 2ul
Ethidiumbromid 1 mg/ml 1wl

Anschlieend wurde 1 pg RNA, gelost in 3 ul DEPC-Wasser, zugegeben und der Ansatz bei
65 °C 15 Minuten lang geschiittelt. Nach dem Erhitzen wurden die Proben etwa eine Minute
lang auf Eis gestellt und danach kurz zentrifugiert. Zur Herstellung des bei der
Gelelektrophorese verwendeten 1 %-MOPS-Agarosegels wurde 1g Agarose in 100 ml
1 x MOPS Puffer unter Erhitzen gelost und ein Anteil von etwa 50 ml in eine Mini-Kammer

(12 Spuren, GroBe ca. 10 x 10 cm, Dicke des Gels ca. 5 mm) gegossen. Als Laufpuffer dienten
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ca. 200 ml 1 x MOPS Puffer. Die RNA-Proben wurden auf das Gel aufgetragen und in eine
freie Spur am Rand des Gels 2 pl Ladepuffer gegeben. Die Auftrennung der RNA erfolgte dann
innerhalb einer Stunde bei 70 Volt. AnschlieBend konnten die RNA-Fragmente durch
Einlagerung des Ethidiumbromids als Banden auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht
werden. Zur Dokumentation wurde das Gel fotografiert. Um die RNA iiber einen lingeren

Zeitraum hinweg stabil aufzubewahren, wurden die Proben bei -20 °C eingefroren.

3.9.4 DNase-Verdau der RNA

Nach den ersten RT-PCR-Experimenten zeigte sich, dass die RNA durch genomische DNA
verunreinigt war. Deshalb musste nachtriglich ein DNase-Verdau der RNA-Proben
durchgefiihrt weden. Dazu wurde die in 100 ul RNase-freiem Wasser geloste RNA nochmals an
die Silica-Membran der Qiagen-RNeasy-Mini-Sdulen gebunden. AnschlieBend erfolgte der
DNase-Verdau unter Zugabe des Enzyms DNasel und nach mehreren Wasch- und
Zentrifugationsschritten die Eluation der RNA. Nihere Angaben zur Vorgehensweise sind den
Vorschriften des Herstellers zu entnehmen. Abermals wurde zur Ermittelung der RNA-
Konzentration die optische Dichte gemessen und die Qualitit der RNA gelelektrophoretisch
iiberpriift.

3.9.5 Reverse Transkription

Die Durchfithrung der RNA-Préparationen erfolgte parallel in jeweils zwei Ansidtzen, wobei
zum ersten Ansatz, der so genannten RTplus-Probe, Superscript zugegeben wurde. Superscript
enthilt das fiir die reverse Transkription notwendige Enzym, die so genannte reverse
Transkriptase. Beim zweiten Ansatz, der RTminus-Probe, wurde statt des Enzyms die
entsprechende Menge DEPC-Wasser zugegeben. Da sich in der RTminus-Probe keine reverse
Transkriptase befand und somit auch kein Umschreiben der mRNA in cDNA stattfand, sollten
die im Anschluss durchgefiihrten Polymerasekettenreaktionen in den RTminus-Proben negativ
ausfallen. Sollte wider Erwarten in den RTminus-Proben ein Signal auftreten, wiére dies als
Hinweis auf eine Verunreinigung der RNA durch genomische DNA zu werten. Tabelle 3.2 gibt
Auskunft iiber die beiden verschiedenen Ansitze, die Reagenzien und die eingesetzten
Volumina. Die Proben wurden fiir die reverse Transkription der RNA in cDNA 60 Minuten lang

bei 42 °C inkubiert und anschlieBend bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C eingefroren.
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Tabelle 3.2 Reverse Transkription: Ansatze fiir die RTplus- und die RTminus-Proben

Reagenzien Ansatz fiir die Ansa}tz fiir die
RTplus-Probe = RTminus-Probe

5 x SS-Puffer 8.00 wl 8.00 pul
25 mM dNTP 0.80 ul 0.80 ul
0.1 MDTT 2.00 ul 2.00 pl
RNasin 40 u/pl 1.00 wl 1.00 pl
Lineares Acrylamid (15 pg/ml) 0.50 ul 0.50 ul
Hexanukleotide (2 pg/ml) 0.43 ul 0.43 ul
2 ng RNA 10.00 wl 10.00 ul
Superscript (200 units/ul) 0.87 ul -

DEPC-Wasser 16.40 wl 17.27 wl
Gesamtvolumen 40.00 pl 40.00 pl

3.9.6 Polymerasekettenreaktionen (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine sehr empfindliche Methode zur Vermehrung von
nur in geringen Mengen vorliegenden DNA-Sequenzen. Sie beruht auf der Verwendung einer
hitzestabilen DNA-Polymerase, die eine DNA-Matrize in wiederholten Amplifikationsrunden
mehrfach kopiert. Dabei binden spezifische Oligonukleotidprimer an den Beginn und das Ende

der zu amplifizierenden DNA-Sequenz und bilden so die Startpunkte fiir die Amplifikation.

Polymerasekettenreaktionen wurden sowohl zur Analyse der Genexpression der Zellen mittels
RT-PCR als auch zur Uberpriifung des Genotyps der Zellen fiir Ccr5 und p53 durchgefiihrt
(sieche Abschnitt 3.8). Einzelheiten zu den vorbereiteten PCR-Ansidtzen finden sich in
Tabelle 3.3. Zum Teil wurde die Analyse der Chemokinrezeptoren ohne Zusatz der Primer fiir
das ,,Knockout“-Allel durchgefiihrt und dabei das fehlende Volumen durch DEPC-Wasser

ersetzt.

Um einen vorzeitigen Beginn der Enzymreaktion zu vermeiden, wurden die Ansétze bis zu
Beginn der Polymerisation auf Eis gelagert und um das Reaktionsvolumen wihrend der PCR-
Reaktion konstant zu halten, mit Mineralol iiberschichtet. Tabelle 3.4 fasst die PCR-
Bedingungen zusammen. Bis zur Durchfithrung der Gelelektrophorese wurden die Proben bei

4 °C aufbewahrt.
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Tabelle 3.3 Zusammensetzung der Ansatze zur

Lysozym- und p53-Polymerasekettenreaktionen

Durchfilhrung von Chemokinrezeptoren-,

Reagenzien PCR fiir PCR fiir PCR fiir
Cerl, -2, -5 Lysozym pS3

10 x PCR-Puffer 25u 2.5ul 25u
1,25 mM dNTP 4.0l 4.0l 4.0l
forward primer Wildtyp-Gen 1.0l 1.0l 1.0l
reverse primer Wildtyp-Gen 1.0l 1.0l 1.0l
forward primer “Knockout”-Gen 1.0 pl - 1.0 ul
reverse primer “Knockout”-Gen 1.0 pl - 1.0 ul
cDNA oder DNA-Lysat 1.0 pl 1.0 pl 1.0 ul
1 unit AmpliTaq 0.2 ul 0.2 ul 0.2 ul
DEPC-Wasser 13.3 ul 153 ul 13.3 ul
Gesamtvolumen 25.0ul 25.0 ul 25.0ul

Tabelle 3.4 Reaktionsbedingungen fiir die Durchfiihrung der verschiedenen Polymerase-
kettenreaktionen
Cerl/ Cer5
Temperatur 94 °C 94 °C 60 °C 72 °C 72 °C 6 °C
Zeit 3 min 30s 30s 30s 5 min o
Zyklenzahl 1x 30 x 1x 1x
pS3
Temperatur 94 °C 94 °C 60 °C 72 °C 72 °C 6°C
Zeit 3 min 45 s 45s 60 s 5 min o
Zyklenzahl 1x 30 x Ix 1x
Cer2
Temperatur 94 °C 94 °C 52°C 72 °C 72 °C 6 °C
Zeit 3 min 45s 45s 60 s 5 min o
Zyklenzahl 1x 30 x 1x 1x
Lysozym
Temperatur 94 °C 94 °C 52°C 72 °C 72 °C 6°C
Zeit 3 min 30s 30s 30s 5 min o
Zyklenzahl 1x 25x Ix 1x

Fir die Gelelektrophorese wurde ein 2-prozentiges TBE-Agarosegel verwendet.

Zur

Herstellung 16st man unter Erhitzen 4 g Agarose in 200 ml 0,5 x TBE-Puffer und gibt vor dem

Giefen des Gels 4 ul Ethidiumbromid (Konzentration 1 mg/ml) zu. Etwa 50 ml des Gels

wurden dann pro Mini-Kammer (12 Spuren) verwendet; als Laufpuffer dienten ca. 200 ml

0,5 x TBE-Puffer mit einem Zusatz von 4 ul Ethidiumbromid.



3.10 Phagozytoseassay 37

Vor dem Auftragen der Proben auf das Gel wurden je 10 ul des PCR-Produkts mit 2 pl
Ladepuffer gemischt. Um die Grofle der PCR-Fragmente abschédtzen zu konnen, musste als
Lingenstandard in einer Spur eine 1-kb-Leiter aufgetragen werden. Zuvor wurden dazu 3 pl
einer 100 ng/ml 1-kb-Leiter mit 7yl VE-Wasser und 2 pul Ladepuffer gemischt. Die
Auftrennung der Fragmente erfolgte in einem Zeitraum von ungefdahr 45 Minuten bei einer

angelegten Spannung von 200 Volt.

AnschlieBend konnten die DNA-Fragmente auf einem UV-Transilluminator bei einer
Wellenldange von 254 nm durch Einlagerung des Ethidiumbromids sichtbar gemacht werden.

Das Gel wurde dann mit Hilfe eines digitalen Video-Dokumentationssystems fotografiert.

3.10 Phagozytoseassay

Fiir die Phagozytoseassays wurden DHS5o-Bakterien, ein im Labor hiufig verwendeter E.coli-
K12-Stamm, verwendet. Neben den MPLO- und den MPL5-Zelllinien wurden J774- zur Positiv-
und NIH 3T3-Zellen zur Negativkontrolle eingesetzt.

Tag 1: Zunichst wurde eine bestimmte Anzahl der zu testenden Zellen auf je ein Well einer 6-
Well-Zellkulturplatte ausgesit; die Auszdhlung der Zellen erfolgte dabei in einer Neubauer-
Zidhlkammer. Im Laufe verschiedener Vorversuche hatte sich herausgestellt, dass die
Phagozytoseassays mit 1x 10° Zellen pro Well optimal durchzufiihren sind. Pro Zelllinie
wurden parallel jeweils drei Wells mit gleicher Zellzahl bearbeitet. Die Platten wurden iiber
Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert, so dass die Zellen am darauf folgenden Tag fest am
Schalenboden adhérierten. Da bekannt war, dass die verschiedenen Zelllinien unterschiedlich
schnell proliferierten, musste die genaue Zellzahl nochmals am Tag des Phagozytoseassays
bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurden auf eine zusitzliche 6-Well-Platte dieselbe Anzahl
Zellen der unterschiedlichen Zelllinien ausgesdt und ebenfalls iiber Nacht inkubiert. Diese
Zellen konnten am darauffolgenden Tag mit Trypsin-EDTA geerntet und ausgezihlt werden.
Falls sie sich iiber Nacht tatsichlich unterschiedlich stark vermehrt hitten, miisste man dies
spater bei der Auswertung beriicksichtigen. Zusitzlich wurde eine 2 ml LB-Kultur mit den

DH5o-Bakterien beimpft und iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt.

Tag 2: Bei der Herstellung einer geeigneten Bakterienverdiinnung konnte davon ausgegangen
werden, dass sich die iiber Nacht bebriitete Bakterienkultur in stationdrer Phase befand und
somit eine Konzentration von ca. 2 x 10° Bakterien/ml vorlag. Die Bakteriensuspension wurde
mit frischem LB-Medium so verdiinnt, dass ein geeignetes Verhiltnis zwischen der Anzahl
eingesetzter Bakterien und der Anzahl eingesetzter Zellen erreicht wurde. Die Bakterienkultur,

die sich nach Inkubation iiber Nacht in stationdrer Phase befand, wurde daher zunichst im
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Verhiltnis 1:10 mit PBS verdiinnt, so dass sich eine geschitzte Konzentration von 2 x 10°

Bakterien/ml ergab.

Im Folgenden soll der Versuch exemplarisch fiir ein Verhéltnis Bakterien zu Zellen von 50:1
erldutert werden: Das Nahrmedium wurde abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen. Zu jedem Well einer 6-Well-Platte wurden dann 3 ml RPMI-Medium mit der
entsprechenden Anzahl an Bakterien zugegeben. Daraus ergibt sich, dass zu 1 x 10° Zellen pro
Well 25 pl der mit 1:10 verdiinnten Bakteriensuspension hinzugefiigt wurden; dies entspricht
fiinf Millionen Bakterien pro Well. Um die Interaktion der Bakterien mit den Zellen zu erhdhen,
wurden die Platten bei 272 g und 37 °C fiinf Minuten lang zentrifugiert. Da zudem aus
Vorversuchen bekannt war, dass die Zellen sehr schnell austrocknen, wurden sie mit 3 ml
Bakteriensuspension pro Well eine Stunde lang bei 37 °C inkubiert; auf diese Weise waren sie
sicher vor Austrocknung geschiitzt. Wihrend dieser Zeit sollte die Phagozytose der Bakterien
durch die Makrophagen stattfinden. Nach vollstindigem Absaugen des Mediums wurden die
Zellen dreimal mit PBS gewaschen, um einen Grofiteil der im Medium verbliebenen Bakterien
zu entfernen und anschlieBend mit Gentamicin-haltigem Medium 30 Minuten lang inkubiert.
Ziel der Behandlung mit dem Antibiotikum war die Abtotung aller extrazelluldr verbliebenen
Bakterien. Die dazu erforderliche Gentamicinkonzentration betrug 20 pg/ml. Das extrazelluldr
wirksame Aminoglykosid-Antibiotikum Gentamicin ist fiir diesen Zweck besonders gut
geeignet, da es nur schlecht membrangingig ist; die phagozytierten intrazelluldr befindlichen

Bakterien sollten daher iiberleben (Drevets et al., 1994).

Das Medium wurde abgenommen und die Wirksamkeit der Gentamicin-Behandlung wie folgt
uberpriift: Pro Well wurden 100 ul des abgenommenen Mediums unverdiinnt auf einer
Agarplatte ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Falls auf diesen Platten entgegen der
Erwartung viele Bakterienkolonien gewachsen wiren, hitte das Ergebnis spiter korrigiert und

das eingesetzte Gentamicin auf seine Wirksamkeit hin iiberpriift werden miissen.

Anschlieend wurden die Zellen durch Zugabe von 1 ml 0,1-prozentiger Desoxycholatlosung
pro Well lysiert und so die phagozytierten Bakterien freigesetzt. Von den Lysaten wurden nun
geeignete Verdiinnungsstufen auf LB-Agarplatten ausplattiert. Vorversuche hatten gezeigt, dass
bei den hier eingesetzten Mengen an Zellen und Bakterien, die Lysate am besten in einer
Verdiinnung von 1:100 und 1:1000 auszuplattieren sind. Zu deren Herstellung wurden jeweils
100 ul der Lysate im Verhiltnis 1:10 bzw. 1:100 mit PBS verdiinnt und von diesen

Verdiinnungen 100 pl auf eine Agarplatte ausplattiert.
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Fiir jede Zelllinie wurden die Phagozytoseassays an jeweils drei Wells parallel mit gleicher

Zellzahl durchgefiihrt und demzufolge pro Zelllinie folgende Platten ausplattiert:

drei Platten mit Zelllysaten in Verdiinnungen von 1:100 (107),

drei Platten mit Zelllysaten in Verdiinnungen von 1: 1000 (107,

drei Platten mit Gentamicin-haltigen Mediumiiberstédnden in Verdiinnungen von 1:10,
mehrere  Platten mit  unterschiedlichen = Verdiinnungen der eingesetzten
Bakteriensuspension, um spiter das exakte Verhiltnis von Bakterien zu Zellen ermitteln

zu konnen.

Die Agarplatten wurden iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Tag 3: Nachdem die Bakterienkolonien ausgezédhlt worden waren, lieen sich anhand dessen das

Verhiltnis von eingesetzten Bakterien zu Zellen und die Anzahl der von 1 x 10° Makrophagen

phagozytierten Bakterien berechnen.






4 Ergebnisse

4.1 Zellkultur

4.1.1 Kultivierung
Bei der Kultivierung der MPLO- und MPL5-Makrophagen-Zelllinien machte sich schon von

Beginn an ein deutlich besseres und schnelleres Wachstum der MPLS5-Zellen bemerkbar. Nach
dem Auftauen dauerte es mehrere Wochen, bis die MPL5-Makrophagen zu proliferieren
begannen; die MPLO-Makrophagen hingegen entwickelten sich deutlich langsamer. Diese
Tendenz blieb auch im weiteren Verlauf der Kultivierung bestehen. Der Differenzierungsgrad
der Zellen wurde wihrend der Kultivierung in regelméfigen Abstidnden durchflusszytometrisch
analysiert und dabei in der Regel die Expression des u.a. fiir Makrophagen spezifischen Markers

CD11b uiberpriift. Auf Details wird in einem spéteren Kapitel eingegangen.

4.1.2 Variationen in den Kulturbedingungen

Da es sich bei den Ccr5”/p53™- und p537-Zelllinien um neu generierte Zelllinien handelte,
mussten hierfiir zundchst die optimalen Kulturbedingungen bestimmt werden. Um eine
moglichst gute Entwicklung der Zellen zu gewihrleisten, wurden deshalb einzelne Parameter
verdndert und mit den Standardbedingungen (RPMI-Medium mit einem Zusatz von 10 % FBS)
verglichen. Im Folgenden soll nidher erldutert werden, inwieweit sich Variationen in den

Kulturbedingungen auf das Verhalten der Zellen auswirkten.

®  Zusatz von 5 % oder 20 % Serum zum RPMI-Medium
Bei der Kultivierung von Zellen wird den Kulturmedien meist fotales Rinder- oder Kilberserum
zugesetzt. Es enthilt eine Vielzahl von Proteinen, Polypeptiden, Hormonen und Mineralstoffen,
die fiir die Versorgung und damit fiir das Wachstum der Zellen von entscheidender Bedeutung
sind. Zunichst sollte tiberpriift werden, bei welcher Serumkonzentration der Einfluss auf das
Wachstum und die Differenzierung der Zellen am grofiten ist. Bei Kultivierung der beiden
Zelllinien sowohl auf mikrobiologischen Schalen als auch auf Zellkulturschalen zeigte sich bei
einem Zusatz von 10 % und 20 % FBS zum RPMI-Medium gleich gutes Wachstum. Bei einem
Zusatz von nur 5% FBS war die Proliferationsgeschwindigkeit hingegen leicht reduziert.

In durchflusszytometrischen Experimenten konnte dann gezeigt werden, dass die Verwendung
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unterschiedlicher Serumkonzentrationen keinen Effekt auf den Differenzierungsgrad der Zellen

hatte.

e Vergleich von nicht hitzeinaktiviertem mit hitzeinaktiviertem Serum
Bei der so genannten Hitzeinaktivierung wird das Serum 30 Minuten lang auf eine Temperatur
von 56 °C erwédrmt und dann dem Medium zugesetzt. Dies hat eine Reduktion der Aktivitit von
Komplementfaktoren und eine Zerstorung von Viren und Mikroorganismen zur Folge (Ward,
1979). Da gezeigt werden konnte, dass die Hitzeinaktivierung des Serums Auswirkungen auf
die Proliferationsgeschwindigkeit und den Differenzierungsgrad von Zellen haben kann
(Bruinink et al., 2004), sollte das Verhalten der MPLO- und der MPL5-Zelllinien in
Abhingigkeit von der Hitzeinaktivierung des Serums getestet werden. Der Vergleich einer
Verwendung von hitzeinaktiviertem und von nicht hitzeinaktiviertem FBS ergab jedoch keinen

Unterschied im Wachstumsverhalten der Zellen.

®  Zusatz von freiem Glutamin zum Medium
Die Konzentration an verfiigbaren Aminosiduren im Medium ist meist der fiir das Wachstum
und das Uberleben von Zellen in einer Zellkultur limitierende Faktor. Glutamin ist eine dieser
Aminosduren und wird von den meisten kultivierten Zellen als Energiequelle benotigt (Reitzer
et al., 1979). Da diese Verbindung recht labil ist, wurde sie durch den Hersteller dem
verwendeten Medium bereits in stabiler Form als so genanntes Glutamax zugesetzt. Dabei
handelt es sich um ein Dipeptid, das Glutamin enthélt. Nicht alle Zellen kénnen Glutamin in
dieser Form verwerten, so dass iiberpriift werden musste, ob sich die Zellen bei Zugabe von
freiem Glutamin besser entwickeln. Eine derartige Zugabe hatte jedoch keinen Einfluss auf das

Wachstum der Zellen.

®  Zusatz von Penicillin/Streptomycin zum Serum
Der Zusatz von Antibiotika zum Kulturmedium iiber einen lingeren Zeitraum hinweg sollte
vermieden werden, da Bakterien durch bakteriostatisch wirksame Antibiotika wie
beispielsweise Penicillin nicht abgetdtet, sondern nur in ihrem Wachstum gehemmt werden.
Daher verbleiben sie lidngerfristig unentdeckt in der Zellkultur. Werden hingegen keine

Antibiotika zugesetzt, wird eine Kontamination meist sofort bemerkt.

Nachdem die Zellen durch Peritoneallavage isoliert worden waren, konnte eine Kontamination
mit Bakterien nicht sicher ausgeschlossen werden, so dass sie zundchst in
Penicillin/Streptomycin-haltigem Medium kultiviert wurden. Nach einigen Tagen wurde auf
Antibiotika-freies Medium umgestellt. Damit sollte zum einen {iiberpriift werden, ob die

Kulturen mit Bakterien kontaminiert waren, und zum anderen, ob sich die Zellen bei fehlendem
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Antibiotika-Zusatz anders verhalten. Nach Absetzen der Antibiotika zeigte sich keine

Kontamination mit Bakterien; auch beim Wachstum ergaben sich keine Unterschiede.

o Vergleich von Zellkulturschalen mit mikrobiologischen Kulturschalen
Nach dem Auftauen der Makrophagen-Zelllinien wurden die Zellen zunichst auf
Zellkulturschalen kultiviert. Beide Zelllinien zeichneten sich hier durch ein stark adhérentes
Wachstum aus. Wihrend die MPLS5-Zelllinien von Beginn an sehr stark proliferierten,

entwickelten sich die MPLO-Zellen deutlich langsamer.

Auf mikrobiologischen Schalen wuchsen die Zellen beider Zelllinien zum Teil adhidrent, zum
Teil in Suspension. Im Gegensatz zur Kultivierung auf Zellkulturschalen entwickelten sie sich
aber auf mikrobiologischen Schalen insgesamt deutlich langsamer. Zum Teil dauerte es drei bis
vier Monate bis sie zum ersten Mal passagiert werden konnten. Im Laufe ihrer Kultivierung
kam es dann zu einer allmihlich schnelleren Entwicklung, und die Passagezeiten verkiirzten
sich zunichst auf etwa drei bis vier, dann auf etwa ein bis zwei Wochen. Auch hier zeigte sich

wieder, dass die MPL5-Zellen deutlich stirker als die MPLO-Zellen proliferierten.

Durchflusszytometrische Untersuchungen ergaben, dass sich die Expression von Leukozyten-
spezifischen Markern bei den auf Zellkulturschalen kultivierten Zellen sehr bald verminderte.
Bereits nach einer Kultivierungszeit von etwa einer Woche reduzierte sie sich um bis zu 50 %;
dabei nahm sie bei den MPLO- schneller als bei den MPL5-Zellen ab. Wurden die Zellen
allerdings von Zellkulturschalen auf mikrobiologische Schalen iiberfiihrt, nahm der Anteil an
CD11b-exprimierenden Zellen wieder zu. Durch Kultivierung der Zellen auf mikrobiologischen
Schalen konnte dann die CD11b-Expression im Laufe mehrerer Monate auf iiber 80 %
gesteigert werden. Daher wurde im weiteren Verlauf auf die Verwendung von Zellkulturschalen
vollstindig verzichtet. In Absatz 4.6 sind diese Ergebnisse anhand von Histogrammen nochmals

ausfiihrlich dargestellt.

®  Zusatz von M-CSF in verschiedenen Konzentrationen zum Medium
Murines M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor) ist ein 36,4 kDa groBles Protein, das
von einer Vielzahl von Zellen wie beispielsweise von Monozyten, Fibroblasten, Endothelzellen
und anderen gebildet wird. Es spielt eine wesentliche Rolle bei der Proliferation und der
Differenzierung von Monozyten, Gewebsmakrophagen und deren Vorlduferzellen (Sunderkotter

et al., 2004).

Durch den Zusatz von M-CSF zum Kulturmedium sollte zum einen versucht werden, die
Proliferation der differenzierten Makrophagen auf mikrobiologischen Schalen zu verbessern;
zum anderen sollte ein differenzierter Status der Makrophagen auf Zellkulturschalen erzielt

werden. Da sich bei einem Zusatz von 2 ng/ml M-CSF zum Medium keine Unterschiede im
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Wachstum und Differenzierungsgrad der Zelllinien zeigten, wurde der M-CSF-Anteil auf eine
Konzentration  von  30ng/ml  deutlich  gesteigert. = Eine  Verbesserung  der
Wachstumsgeschwindigkeit bei Verwendung mikrobiologischer Schalen, auf denen — wie oben
erldutert — die Zellen ihren differenzierten Phiinotyp deutlich besser aufrecht erhalten konnen,
wire zwar erstrebenswert gewesen. Dieses Ziel konnte durch den Zusatz von M-CSF zum

Kulturmedium jedoch nicht erreicht werden.

Hinsichtlich der Differenzierung der MPL5-Zellen zeigte sich, dass der Anteil an CDI11b-
exprimierenden Zellen bei einer Konzentration von 30 ng/ml M-CSF im Medium und einer
Kultivierung auf Zellkulturschalen um etwa 10 % hoher lag als bei Zellen, die ohne den Zusatz
von M-CSF kultiviert worden waren. Dieser Effekt war bei den MPLO-Zellen nicht
nachzuweisen. Bei einer Kultivierung der Zellen auf mikrobiologischen Schalen konnte der

Anteil an CD11b-positiven Zellen durch den Zusatz von M-CSF nicht gesteigert werden.

®  Dauer der Trypsin-EDTA-Behandlung beim Ernten der Zellen
Die gegenseitige Adhision von Zellen oder gegeniiber dem Substrat wird durch eine Vielzahl an
interagierenden Glykopeptiden vermittelt. Einige von ihnen sind Calcium-abhédngig und daher
durch Chelatbildner wie EDTA zu beeinflussen. Trypsin ist eine Protease, die verschiedene, bei
der Zelladhision wirksame Glykoproteine spaltet. Um bei der Passagierung der Zellen die Zell-

Adhision zu vermindern, wurden sie zunédchst mit Trypsin-EDTA behandelt.

In den ersten Wochen nach dem Auftauen lieBen sich die Zellen nur sehr schwer vom Boden
der Zellkulturschalen ablésen und mussten daher iiber eine ldngere Zeit hinweg mit Trypsin-
EDTA behandelt werden. Aus diesem Grund sollte iiberpriift werden, ob eine derartige
Trypsinbehandlung den Zellen schaden wiirde. Nachdem jedoch die Zellen unterschiedlich lang
— zwischen fiinf und 30 Minuten — mit Trypsin-EDTA behandelt und danach getrennt auf sechs
Wells einer 6-Well-Platte ausgesidt worden waren, zeigten sich im Verlauf der weiteren
Kultivierung keine Unterschiede im Wachstumsverhalten. Es darf deshalb davon ausgegangen
werden, dass die Zellen auch bei lingeren Behandlungszeiten nicht geschiddigt werden. Je
langer sie auf Zellkulturschalen kultiviert und je hdufiger sie passagiert wurden, desto leichter

lieBen sie sich mit Hilfe von Trypsin-EDTA vom Schalenboden ablésen.

o Vergleich zwischen der Verwendung von Trypsin-EDTA- und reiner EDTA-LOsung
Bei der Kultivierung auf Zellkulturschalen wurde zur Passagierung in der Regel Trypsin-
EDTA-Losung verwendet. Sollten jedoch durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt
werden, musste man die Zellen mit reiner EDTA-LOsung ernten, da das Enzym Trypsin die fiir
diese Versuche wichtigen Oberfldchenproteine spaltet. Dabei erwies sich das Ablosen der

Zellen mit Hilfe einer reinen EDTA-Losung als extrem schwierig, so dass oftmals ein
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Zellschaber verwendet werden musste. Bei Kultivierung der Zellen auf mikrobiologischen
Schalen adhirierten die Zellen nur sehr locker am Schalenboden oder wuchsen sogar in
Suspension, so dass das Ablosen mit Hilfe einer reinen EDTA-Ldsung ebenso gut moglich war
wie mit Hilfe von Trypsin-EDTA. Um die Zellen auf eine mdoglichst schonende Art zu
passagieren, konnte man spiter, als die Zellen fast ausschlieBlich auf mikrobiologischen

Schalen kultiviert wurden, auf eine Behandlung mit Trypsin-EDTA vollstindig verzichten.

® Aussden der Zellen bei der Passagierung in unterschiedlichen Verdiinnungen
In Versuchen zur Kultivierung auf Zellkulturschalen zeigte sich, dass Verdiinnungen von bis zu
1:50 oder sogar 1:100 bei der Passagierung der Zellen méglich waren. Trotz dieser sehr starken
Verdiinnungen entwickelten sich die Zellen gut. In der Regel wurden die Zellen in einer
Verdiinnung von 1:10 auf eine neue Zellkulturschale ausgesit. Da bei Kultivierung auf
mikrobiologischen Schalen — wie bereits erwihnt — eine nur langsame Proliferation eintrat,
wurde auf eine zu starke Verdiinnung beim Passagieren verzichtet. Hier wurden die Zellen

zunichst in Verdiinnungen von 1:3, spéter in Verdiinnungen von 1:5 oder 1:10 ausgesiit.

4.1.3 Serielle Verdiinnung

Das Charakteristikum einer Zelllinie besteht in der Féihigkeit der zugehorigen Zellen, sich —im
Gegensatz zu primidren Zellen — unbegrenzt in Kultur zu vermehren. Um zu priifen, ob die
MPLO- und die MPL5-Zellen durch Ausschalten des Tumorsuppressorgens p53 tatsdchlich
immortalisiert wurden und es sich somit um Zelllinien handelt, wurde die Immortalisierung der
Zellen durch serielle Verdiinnung getestet. Dabei sollte versucht werden, aus einer einzigen
Zelle der Zelllinie einen Zellklon zu ziichten. Zu diesem Zweck wurden sowohl die MPLO- als
auch die MPL5-Zellen zuniéchst seriell verdiinnt; innerhalb von etwa vier Wochen gelang es
dann aus jeweils einer Zelle einen Zellklon zu ziichten. Diese Zellklone entwickelten sich sehr
gut und proliferierten stark. Die anschlieBende durchflusszytometrische Untersuchung ergab
allerdings, dass keine Expression von Leukozyten-spezifischen Markern an der Zelloberfldche
nachzuweisen war. Jedoch konnte mit diesem Versuch belegt werden, dass die Zellen durch das

Ausschalten des Tumorsuppressorgens p53 erfolgreich immortalisiert worden waren.

4.1.4 Langzeitkultivierung

Da primdre Zellen im Gegensatz zu Zelllinien nur iiber einen beschrinkten Zeitraum zu
kultivieren sind, gibt die Langzeitkultivierung ein weiterer Hinweis auf das Vorliegen einer
immortalisierten Zelllinie. Bei den hier beschriebenen Untersuchungen war eine Kultivierung
der Zellen sowohl auf mikrobiologischen Schalen als auch auf Zellkulturschalen iiber Monate

hinweg problemlos moglich. Bei der Kultivierung der MPLS5-Zellen auf Zellkulturschalen lief3



46 4 Ergebnisse

sich innerhalb von drei Monaten etwa die 35. Passage, bei der Kultivierung der MPLO-Zellen
die 25. Passage erreichen. Aufgrund der Dedifferenzierung der Zellen wurde dann die
Kultivierung auf Zellkulturschalen allerdings eingestellt und von diesem Zeitpunkt ab
ausschlieflich mit mikrobiologischen Schalen gearbeitet. Hier ergaben sich bei einer
Kultivierung der MPL5-Zellen iiber 15 Monate hinweg 35 Passagierungen, bei der Kultivierung
der MPLO-Zellen 25 Passagierungen. Die lange Kultivierungsdauer sowie die Anzahl der
erreichten Passagen erlauben die Schlussfolgerung, dass es sich tatsdchlich um immortalisierte

Zelllinien handelt.

4.1.5 Etablierung von Subzelllinien

Durch Kultivierung der Zelllinien unter verschiedenen Bedingungen entstanden
unterschiedliche Subpopulationen, die dann im weiteren Verlauf iiber mehrere Monate hinweg
unter Standardbedingungen (RPMI-Medium mit einem Zusatz von 10 % FBS, mikrobiologische
Schalen) kultiviert wurden. Der Differenzierungsgrad der Zellen konnte in regelmiBigen
Abstdnden mittels Durchflusszytometrie {iiberpriift werden. Alle weiteren Experimente zur
niheren Charakterisierung der Zelllinien wurden parallel an verschiedenen Subzelllinien
durchgefiihrt. Dabei wurden aber nur solche verwendet, die in hohem MaB3 CD11b an ihrer
Oberflidche exprimierten. Subzelllinien mit nur schwacher oder fehlender CD11b-Expression

blieben bei weiteren Experimenten unberiicksichtigt.

Die CDI11b-positiven Subzelllinien verhielten sich hinsichtlich der Morphologie und des
Wachstums sehr dhnlich. Auch bei den durchgefiihrten Versuchen wie beispielsweise den
Phagozytoseassays ergaben sich kaum Unterschiede. In einzelnen Abschnitten wird darauf noch

gesondert eingegangen.

4.2 Morphologie der Zellen

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen der Zellen dienten zum einen der Kontrolle der
Zelldichte, zum anderen der morphologischen Charakterisierung. Zu Dokumentationszwecken
wurden die Zellen in unterschiedlichen Wachstumsstadien und bei verschiedenen

VergroBerungen fotografiert.

Auf Zellkulturschalen wuchsen die Zellen stark adhirent, wobei sie sich auf dem Schalenboden
sehr flach ausbreiteten. Sie zeichneten sich durch eine polygonale Form sowie diinne
Zellausldufer aus und besaBen einen grofen, prominenten Kern (Abbildung 4.1). Im
konfluenten Stadium bildeten sie einen dichten, ,,pflastersteinartigen Zellrasen. Wurden die

Zellen auf mikrobiologischen Schalen kultiviert, wuchsen sie zum Teil nur schwach adhérent,
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zum Teil in Suspension. Die in Suspension wachsenden Zellen bildeten nach einigen Tagen
dicke Zellklumpen, die adhirent wachsenden hafteten nur sehr locker am Schalenboden und
losten sich leicht vom Untergrund ab. Insgesamt zeichneten sich die Zellen auf
mikrobiologischen Schalen durch eine eher runde Form aus und besalen prominente und sehr
lange Zellausldufer; zum Teil wuchsen sie in mehreren Schichten iibereinander. Auffillig war,
dass sich die Zellen am Schalenrand besonders gut entwickelten, wihrend in der Schalenmitte
kaum Zellwachstum zu beobachten war. Bei der Kultivierung sowohl auf Zellkulturschalen als
auch auf mikrobiologischen Schalen zeigten die MPLO- und die MPL5-Zellen keine
Unterschiede in der Morphologie (Abbildung 4.2 und Abbildung 4.3).
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B

Abbildung 4.1 Morphologie von MPLO- (A) und MPL5- (B) Makrophagen auf Zellkulturschalen

Die Abbildung zeigt die Morphologie der MPLO- (A) und MPL5- (B) Makrophagen auf Zellkulturschalen.
Die Aufnahmen wurden mit Phasenkontrast bei einer 200-fachen VergréBerung erstellt. Die Zellen
zeichnen sich durch eine polygonale Form und adharentes Wachstum aus. Die Aufnahmen der MPLO-
Zellen erfolgten in der 18., die Aufnahmen der MPL5-Zellen in der 17. Passage. Morphologisch lassen sich
keine Unterschiede zwischen den MPLO- und den MPL5-Zellen erkennen.



4.2 Morphologie der Zellen

49

Abbildung 4.2 Morphologie von MPLO-Zellen auf mikrobiologischen Schalen
Die auf mikrobiologischen Schalen wachsenden MPLO-Makrophagen wurden bei 100-facher (A), 200-
facher (B) und 320-facher (C) VergréBerung aufgenommen. Die Aufnahmen der Zellen erfolgten in der 15.

Passage. Zum Teil wuchsen die Zellen in Suspension, grdBtenteils adharierten sie jedoch am
Schalenboden.
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Abbildung 4.3 Morphologie von MPL5-Makrophagen auf mikrobiologischen Schalen

Die Abbildung zeigt auf mikrobiologischen Schalen wachsende MPL5-Makrophagen in 100-facher (A) und
200-facher (B) VergroBerung. Abbildung C zeigt eine AusschnittsvergréBerung von B. Die Aufnahmen der
Zellen erfolgten in der 25. Passage. Hinsichtlich der Morphologie lieBen sich keine Unterschiede zu den
MPLO-Makrophagen (Abbildung 4.2) erkennen.
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4.3 Mykoplasmentestung

Mykoplasmen sind kleine, vorwiegend intrazellulédr lebende Bakterien. Da sie keine Zellwand
besitzen (Uphoff et al., 2002), sind sie resisent gegen Antibiotika wie beispielsweise Penicillin
und kontaminieren hdufig unbemerkt Zelllinien. Eine Kontamination mit Mykoplasmen kann
die Proliferationsgeschwindigkeit und die Genexpression der Zellen verdndern. Aus diesem
Grund wurden alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien auf eine derartige
Kontamination getestet; mit dem MycoAlert Mycoplasma Detection Assay lassen sich

Mykoplasmen-spezifische Enzyme iiber biochemische Reaktionen nachweisen.

Durch Untersuchung der Mediumiiberstinde aller Zelllinien konnte eine mogliche
Kontamination der MPLO- und MPL5-Makrophagen sowie der J774- und der NIH 3T3-Zellen

mit Mykoplasmen ausgeschlossen werden.
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4.4 Uberpriifung des Genotyps der Zelllinien durch
Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Generierung der Cer3-positiven MPLO-Zelllinien wurden Makrophagen aus Cer5**/ p537-
Mdusen isoliert; die fiir die MPL5-Zelllinien bendtigten Makrophagen stammten hingegen aus
Cer57/p537-Miusen. Der Genotyp der Zellen fir p53 und Cer5 sollte mittels
Polymerasekettenreaktionen (PCR) iiberpriift werden. Zusétzlich lie sich auf diese Weise eine
Kontamination mit fremden Zellen ausschlieen. Bei der Durchfiihrung wurden jedem Ansatz

die Primer sowohl fiir das Wildtyp- als auch fiir das ,,Knockout“-Allel zugesetzt.

In Abbildung 4.4 A und B sind die Ergebnisse wiedergegeben. Beide Zelllinien zeigten sich
homozygot negativ fiir das p53-Gen. Aufgrund fehlender Information lédsst sich die genaue
GroBle der Bande fiir das p53-, Knockout“-Gen nicht exakt bestimmen; sie betrigt jedoch
ungefidhr 200 Basenpaare (Yamamoto et al., 2000). Bei der Genotypisierung zeigten sich die
MPL5-Zellen zusitzlich homozygot negativ fiir das Ccr5-Gen. Bei den MPL0O-Zellen wurde ein

homozygot positiver Genotyp fiir Ccr5 nachgewiesen.

A B
506,517 |- 506,517
369 369
289 589
220 277 bp
201 ~200bp 223 bp SE?

M1 2 3 1 2 3 M

Abbildung 4.4: Genotypisierung der Zelllinien durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Abbildung A zeigt das Ergebnis der PCR flr das p53-Gen. Spur 1: MPLO-Zellen, Spur 2: MPL5-Zellen,
Spur 3: Wasser-Kontrolle, M: 1 kb-Leiter als Marker fir die Fragmentgr6Ben. Die eingesetzten Primer
ergaben bei einem Genotyp von p53-/- ein PCR-Fragment von ungefdhr 200 Basenpaaren (Einzelheiten
siehe Text).

Abbildung B zeigt das Ergebnis der PCR fiir das Ccr5-Gen. Spur 1: Wasser-Kontrolle, Spur 2: MPLO-
Zellen, Spur 3: MPL5-Zellen, M: 1 kb-Leiter. Bei einem Genotyp von Ccr5+/+ ergaben die eingesetzten
Primer ein Fragment von 277 Basenpaaren, wahrend sich bei einem Genotyp von Ccr5-/- ein Fragment
von 223 Basenpaaren zeigte.
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4.5 Anreicherung CD11b-positiver Zellen

Um den Differenzierungsgrad der Zelllinien zu iiberpriifen, wurden in regelmifBigen Abstédnden
durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt. Dabei sollte die Expression von CD11b, einem
speziellen Marker fiir Leukozyten, der vor allem von Granulozyten, reifen Makrophagen
(Leenen et al., 1994), Dendritischen Zellen, Natiirlichen Killer-Zellen, Mikroglia und B-Zellen
exprimiert wird, auf den Zellen nachgewiesen werden. Nachdem beide Zelllinien zunichst auf
Zellkulturschalen kultiviert worden waren, zeigte sich in den durchflusszytometrischen
Analysen, dass es sich bei den MPLO- und MPL5-Zelllinien um eine Mischung aus CD11b-
positiven und -negativen Zellen handelte. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde versucht, die

CD11b-positiven Zellen anzureichern.

4.5.1 Anreicherung CD11b-positiver Zellen durch MACS-MicroBeads
Bei einer Anreicherung mit Hilfe von MACS-CD11b-MicroBeads werden die CD11b-positiven

Zellen magnetisch markiert. Dies erfolgt durch Inkubation mit einem gegen CD11b gerichteten,
an magnetische Teilchen gekoppelten Antikérper. Durch Einbringen der Proben in ein
magnetisches Feld lassen sich dann die CD11b-positiven und die CD11b-negativen Zellen

voneinander trennen.

Zunichst waren die Zellen zwei Tage vor ihrer Anreicherung durchflusszytometrisch iiberpriift
worden: dabei zeigten ungefihr 20 % der MPLO- und ungefihr 35 % der MPL5-Zellen eine
Expression von CD11b. Ein Versuch, unter Verwendung eines MACS-Pre-Separation-Filters
eine Einzelzellsuspension vor der Anreicherung herzustellen, blieb erfolglos, denn es befanden

sich immer noch kleinere Zellklumpen im Kulturmedium.

Nach der Anreicherung wurden die Zellen zunichst auf 24-Well-Zellkulturschalen kultiviert.
Dabei proliferierten sowohl die MPLO- als auch die MPL5-Zellen stark und wurden soweit
expandiert, dass sie nach etwa zwei Wochen auf jeweils eine mikrobiologische und eine
Zellkulturschale mit einem Durchmesser von 10cm transferiert werden konnten. Nach
dreiwdchiger Kultur auf Zellkulturschalen wurden die Zellen erstmals durchflusszytometrisch
analysiert: Leider zeigten nur 5 % der MPLS5-Zellen eine Expression der Leukozyten-Marker
CD45 und CD11b, bei den MPLO-Zellen waren CD45 und CD11b nicht an der Zelloberfldche

nachweisbar.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden nur die MPL5-Zellen weiter kultiviert. Nach zwei Wochen
auf Zellkulturschalen wiesen dann erstaunlicherweise etwa 20 % der Ccr5-negativen Zellen eine

Expression von CDI11b auf; nach einer Kultivierungszeit von etwa drei Monaten auf
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mikrobiologischen Schalen exprimierten 50 % der Ccr5-negativen Zellen CD11b an ihrer

Oberfliche.

4.5.2 Anreicherung CD11b-positivier Zellen durch Dynal-Biotech-
Dynabeads

Da die Anreicherung CD11b-positiver Zellen mit Hilfe der MACS-MicroBeads nicht den
gewiinschten Erfolg erbracht hatte, sollte noch ein zweites, methodisch dhnliches Verfahren
ausprobiert werden. Dazu wurden zunichst unmarkierte Ratten-anti-Maus-CD11b-Antikorper
an magnetisch markierte Dynabeads-M-450 Sheep-anti-Rat-IgG-Antikorper gekoppelt und die
Zellen anschlieend mit den indirekt magnetisch markierten CD11b-Antikorpern inkubiert.
Durch Einbringen in ein Magnetfeld konnten dann die CD11b-positiven Zellen isoliert werden.
Einige Tage vor der Anreicherung zeigten etwa 20 % der MPLO- und der MPL5-Zelllinien

durchflusszytometrisch eine Expression von CD11b.

Die zur Anreicherung verwendeten Dynabeads besitzen einen Durchmesser von 4,5 pum und
sind daher im Lichtmikroskop zu erkennen. Direkt nach der Anreicherung war zu beobachten,
dass sich die Dynabeads um die Zellen herum angesammelt hatten. Nach einigen Stunden lief3
sich bei lichtmikroskopischer Kontrolle feststellen, dass die Beads teilweise von den Zellen

phagozytiert worden waren und sich nun im Zytoplasma der Zellen befanden (Abbildung 4.5).

Auch dieser Versuch einer Anreicherung CD11b-positiver Zellen mit Hilfe von magnetischen
Beads, die an einen gegen CD11b gerichteten Antikdrper gekoppelt sind, brachte keinen Erfolg.
Die nach der Anreicherung auf mikrobiologischen Schalen kultivierten Zellen wiesen zwar im
Laufe ihrer Kultivierung durchflusszytometrisch eine zunehmende Expression Leukozyten-
spezifischer Marker auf; diese Entwicklung entsprach jedoch den Verdnderungen, die
iiblicherweise bei der Kultivierung von Zellen auf mikrobiologischen Schalen beobachtet

werden.

4.5.3 Serielle Verdiinnung von phagozytierenden Zellen

Zu den wesentlichen Merkmalen eines Makrophagen gehort die Eigenschaft, Fremdkorper zu
phagozytieren. Auf dem Weg zur Generierung der MPLO- und der MPL5-Makrophagen-
Zelllinien wurde deshalb versucht, eine Suspension von Zellen, die zum Teil einen oder mehrere
Dynabeads phagozytiert hatten, seriell zu verdiinnen. In mehreren Schritten wurde dabei die
Suspension so stark verdiinnt, dass nach dem Aussden pro Well einer 96-Well-Platte nur noch
eine Zelle enthalten war. Durch Expansion sollten daraus Zellklone entstehen, bei denen es sich

sicher um phagozytierende Makrophagen handelt.
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Es gelang sowohl die MPLO- als auch die MPL5-Zellen so zu verdiinnen, dass sich in jeweils
einem Well einer 96-Well-Platte eine einzige Dynabead-phagozytierende Zelle befand. Diese
Zellen wurden in den folgenden Tagen beobachtet und fotografiert (Abbildung 4.6). Die Ccr5-
positive MPLO-Zelle entwickelte sich nur schlecht und starb nach einigen Tagen ab. Auch die
Ccr5-negative MPL5-Zelle zeigte zunéchst eine nur sehr schlechte Entwicklung, begann aber
nach einigen Tagen zu proliferieren; dabei wurden die phagozytierten Beads auf die
Tochterzellen verteilt. Innerhalb von etwa zwei Wochen starb jedoch ein GroBteil der Zellen,
— unter anderem die Bead-phagozytierende Zelle — ab; etwa fiinf iiberlebten. Diese proliferierten
und konnten nach etwa drei Wochen auf eine mikrobiologische 10 cm-Schale ausgesét werden.
Durchflusszytometrische Analysen zeigten jedoch leider keine Expression Leukozyten-

spezifischer Marker.
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Abbildung 4.5 Phagozytose von Dynabeads durch Ccr5-negative Zellen nach versuchter
Anreicherung CD11b-positiver Zellen

Gezeigt werden MPL5-Zellen einen Tag nach dem Versuch, eine CD11b-positive Zellpopulation mit Hilfe
von Dynabeads anzureichern. Dynabeads besitzen einen Durchmesser von 4,5 um und sind daher im
Lichtmikroskop sichtbar. Gut zu erkennen sind MPL5-Zellen, die zum Teil mehrere Dynabeads
phagozytiert haben.

Abbildung 4.6 Durch serielle Verdiinnung gewonnener, phagozytierender Ccr5-negativer Zellklon
Abbildung A zeigt eine einzelne, durch serielle Verdiinnung gewonnene MPL5-Zelle, die drei Dynabeads
phagozytiert hatte. Abbildung B zeigt den sich aus dieser Zelle entwickelnden Zellklon nach vier Tagen.
Bei der Zellteilung wurden die Dynabeads auf die Tochterzellen verteilt.
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4.6 Analyse der Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie hat sich als geeignetes Verfahren zur genauen Charakterisierung von
Zellen anhand ihrer Oberflichenmolekiile sehr bewdhrt. Dabei werden die zu analysierenden
Zellen zundchst mit Hilfe eines direkt oder indirekt an ein Fluorochrom gekoppelten
Antikorpers markiert. Die eingesetzten monoklonalen Antikorper konnen sowohl gegen
bestimmte Proteine auf der Zelloberfldache als auch gegen intrazelluldre Antigene gerichtet sein.
Die so markierten Zellen werden nun einzeln durch eine Messkammer geschleust und dabei
durch einen Laserstrahl geleitet. Das Streulicht sowie die Lichtemissionen der verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe lassen sich mit Photomultipliern in elektronische Signale umwandeln, die

mit Hilfe eines Computers sichtbar gemacht werden konnen (Janeway et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich Antikorper eingesetzt, die gegen Proteine an
der Zelloberfldache gerichtet waren. Mittels Durchflusszytometrie sollte iiberpriift werden, ob es
sich bei den neu generierten Zelllinien tatséchlich um Makrophagen-Zelllinien handelte. Bei
allen Versuchen wurden J774-Makrophagen, als positive Kontrollen eingesetzt. Zum Teil

wurden auch negative Kontrollen mit NIH 3T3-Fibroblasten durchgefiihrt.

Zunichst wurden die Zellen auf die Expression des allgemeinen Leukozytenmarkers CD45 und
des fiir reife Makrophagen spezifischeren Markers CDI11b (Leenen et al., 1994) unter
Verwendung direkt markierter Antikdrper hin untersucht; dabei sollte gezeigt werden, dass es
sich bei den kultivierten Zellen tatsidchlich um Leukozyten handelte. Zur negativen Kontrolle
dienten anfinglich ungefirbte Zellen. Durch den Nachweis von CD45, auch LCA (leukocyte
common antigen) genannt, lassen sich Zellen hdamatopoetischen Ursprungs (Tchilian et al.,
2004) von allen anderen Zellen unterscheiden. CD11b wird in der Regel auf der Zelloberfldche
von Granulozyten (Lagasse und Weissman, 1996), Makrophagen (Leenen et al., 1994),
Natiirlichen Killer-Zellen, Dendritischen Zellen (Varga et al., 2006) und Mikroglia exprimiert.

Bereits zu Beginn der Versuche erwies sich die Expression dieser Marker als sehr variabel und
von den verwendeten Kulturschalen abhingig. Zunichst wurden die Zellen auf so genannten
Zellkulturschalen kultiviert. Bei deren Herstellung wird die Oberfliche derart behandelt, dass
sie sich insbesondere zur Kultivierung adhdrenter Zellen eignen. Bei Kultivierung auf
Zellkulturschalen verloren beide Zelllinien innerhalb weniger Wochen die Expression von
CD45 und CDI11b. Abbildung 4.7 zeigt dies exemplarisch fiir die Ccr5-negative MPLS5-
Zelllinie. Dieser Verlust ging sogar so weit, dass schlieflich keine Expression von Leukozyten-

spezifischen Markern mehr nachzuweisen war.
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Bei einer Kultivierung auf mikrobiologischen Schalen behielten die Zellen die Expression ihrer
Oberflichenmarker und konnten diese sogar noch steigern. In der Regel mussten die Zellen
kontinuierlich iiber Monate hinweg auf mikrobiologischen Schalen kultiviert werden, so dass
die Leukozytenmarker wieder in hoherem MaBe exprimiert wurden. Mikrobiologische Schalen
bestehen im Vergleich zu Zellkulturschalen aus unbehandeltem Polystyrol. In Abbildung 4.8 ist
dies beispielhaft fiir die MPL5-Zelllinie anhand der CD11b-Expression dargestellt. Zellen, die
zuvor keinerlei Expression Leukozyten-spezifischer Marker gezeigt hatten, blieben jedoch im
weiteren Verlauf, auch bei der Kultivierung auf mikrobiologischen Schalen, negativ fiir CD45

und CD11b.
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Abbildung 4.7 Entwicklung der Expression von CD45 auf Zellen der Ccr5-negativen MPL5-

Zelllinie bei Kultivierung auf Zellkulturschalen

Aufgetragen ist die Anzahl der analysierten Zellen (vertikal) gegen die Stérke der Fluoreszenz fiir CD45
(horizontal). Helle Kurven: mit FITC-markiertem CD45-Antikérper inkubierte Proben; dunkle Kurven:
ungeférbte Zellen zur negativen Kontrolle.

Abbildung A: 80 % der Ccr5-negativen MPL5-Zellen zeigen eine Expression von CD45 wenige Wochen
nach Isolierung durch Peritoneallavage. Abbildung B: Nur noch ungefahr 10 % der Zellen sind nach

vierwdchiger Kultur auf Zellkulturschalen positiv fiir CD45.
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Abbildung 4.8 Entwicklung der CD11b-Expression auf Zellen der MPL5-Zelllinie bei Kultivierung
auf mikrobiologischen Schalen

Aufgetragen ist die Anzahl der analysierten Zellen (vertikal) gegen die Starke der Fluoreszenz fir CD11b
(horizontal). Hellen Kurven: mit FITC-markiertem CD11b-Antikdrper inkubierte Proben; dunklen Kurven:

ungefarbte Zellen zur negative Kontrolle.
Abbildung A: 20% der Zellen exprimieren CD11b nach einer vierwdchigen Kultivierung auf

Zellkulturschalen. Abbildung B: Steigerung der CD11b-Expression auf MPL5-Zellen nach kontinuierlicher
Kultivierung Uber sechs Monate hinweg auf mikrobiologischen Schalen.
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Nachdem sich mehrere Subpopulationen der MPLO- und der MPL5-Zelllinien gebildet hatten
und diese relativ stabil die Marker CD45 und CDI11b exprimierten, sollte versucht werden,
weitere Makrophagen-spezifische Marker nachzuweisen. Zu diesem Zweck wurden nun
Antikorper gegen CD14 und F4/80 verwendet. In der Maus konnte eine Expression von CD14
auf kultivierten Makrophagen- und Monozyten-Zelllinien wie J774- und WEHI-265.1-Zellen,
sowie auf Peritoneal-Makrophagen (Ziegler-Heitbrock und Ulevitch, 1993) und Kupffer-Zellen
(Matsuura et al., 1994) nachgewiesen werden. Sie ist abhédngig von der Stimulation der Zellen
und unterscheidet sich vom CD14-Expressionsmuster beim Menschen, wo CD14 auf
zirkulierenden Monozyten und Neutrophilen exprimiert wird (Ziegler-Heitbrock und Ulevitch,
1993). Das Maus-F4/80-Antigen wird von den meisten murinen Makrophagen exprimiert und
ist ein Marker speziell fiir adulte Makrophagen (Leenen et al., 1994). Keine Expression dieses

Markers findet man auf Lymphozyten oder Neutrophilen Granulozyten.

Der Nachweis von CD14 erfolgte iiber indirekte Farbungen. Dazu wurden die Zellen zunéchst
mit einem ungefdrbten monoklonalen Ratte-anti-Maus-CD14-Antikorper inkubiert, bevor sich
die Inkubation mit dem sekundéren Antikorper anschloss. Hierbei handelte es sich um einen mit
einem Fluorochrom markierten Antikorper, der seinerseits gegen den Immunglobulin-Typ und
die Spezies des priméren Antikorpers gerichtet ist. Auch der Nachweis der CD11b-Expression
an der Zelloberfliche wurde durchflusszytometrisch zum Teil mittels indirekter Féarbungen
wiederholt. Fiir die F4/80-Farbungen wurde ein direkt markierter Antikérper und die dazu

passende Isotyp-Kontrolle verwendet

Im Laufe mehrerer Experimente zeigte sich allerdings, dass die Zellen durch den fiir die
indirekten = Fiarbungen verwendeten sekundidren Kaninchen-anti-Ratte-Immunglobulin-
Antikorper unspezifisch markiert wurden. Die Annahme lag nahe, dass diese Signale durch
unspezifische Bindung des sekundidren Antikorpers an die Fc-Rezeptoren der Makrophagen
vermittelt werden (Coligan, 2006). Mittels zwei verschiedener Methoden sollte nun versucht
werden, die unspezifischen Bindungen zu blockieren. Dazu wurden die Zellen zum einen mit
einem Uberschuss an Maus-Serum vorinkubiert. Dabei sollen die Fc-Rezeptoren durch die im
Serum enthaltenen Antikorper blockiert werden (Coligan, 2006). Zum anderen wurde ein
kommerziell erhiltlicher Fc-Rezeptor-Block eingesetzt. Dabei handelt es sich um einen
monoklonalen Ratte-anti-Maus-Antikorper, der gegen CD16/CD32 (Fcylll/II-Rezeptor)
gerichtet ist (Gessner et al., 1998) und so unspezifische Bindungen verhindert. Leider zeigten

beide Methoden nicht den gewiinschten Erfolg.

Eine weitere Moglichkeit zur Verhinderung unspezifischer Bindungen, besteht in der

Verwendung von F(ab”),-Antikorperfragmenten. Thnen fehlt der Fc-Teil des Antikorpers, so
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dass keine Bindung an Fc-Rezeptoren stattfinden kann. Insofern lag die Entscheidung nahe, ein
F(ab’),-Fragment eines Maus-anti-Ratte-Immunglobulin-Antikorpers einzusetzen. Wurden nun
die Zellen ausschlieBlich mit diesem sekundidren Antikorper inkubiert, so zeigten sich keine
unspezifischen Signale. Durch die Verwendung geeigneter Isotyp-Kontrollen konnten

unspezifische Bindungen des priméren Antikorpers tiberpriift werden.

Nachdem die beiden Zelllinien ldnger als ein Jahr kontinuierlich auf mikrobiologischen Schalen
kultiviert worden waren, zeigten sich in der Durchflusszytometrie folgende Ergebnisse: Bei den
MPLO-Zellen wurden die Makrophagenmarker CD45, CD11b und F4/80 kontinuierlich von
allen Zellen an ihrer Oberfldche exprimiert. Bei der MPL5-Zelllinie exprimierten hingegen nur
maximal 80 % der Zellen die fiir Makrophagen typischen Marker CD45, CD11b und F4/80.
Diese Ergebnisse sind in den Abbildung 4.9 bis Abbildung 4.11 wiedergegeben. Beziiglich der
Expression von CD14 waren die MPLO-Zellen negativ, wihrend die MPL5- Zellen und vor
allem die J774 Zellen CD14 schwach exprimierten.



62 4 Ergebnisse

A) MPLO B) MPL5 C) J774
100+ & 100 4 i 100 P ,
| 1l f : [/ | A 'I||
80 \ 80 1 ' 80 | [
| \ 1 | | .'I A ) [ .u
60 - | 60 - [ ] &0 , [
| 04.9 % : , 66.2 % _ I | 877%
40+ . 40 . 40 |
{ [ 'I | | 1 : |
! Y 20 .. [BO - 20{ | i\
L\ JASER. \ | | ...
To N 1 LU T T v SN NS T SN s LA ' - 11 T oo 1w 10 12 10 10d
- CD45 CD45

Abbildung 4.9 Expression des allgemeinen Leukozytenmarkers CD45 auf Zellen der MPLO- und
der MPL5-Zelllinie sowie auf J774-Makrophagen

Aufgetragen ist die Anzahl der analysierten Zellen (vertikal) gegen die Starke der Fluoreszenz fiir CD45
(horizontal). Helle Kurven: mit FITC-markiertem CD45-Antikoérper inkubierte Proben; dunkle Kurven: FITC-
markierte IgG2b-Isotypkontrolle.

Abbildung A zeigt im Vergleich zur Isotypkontrolle eine eindeutige Expression von CD45. Die Expression
von CD45 durch die MPL5-Zellen (B) ist weniger stark; trotzdem zeigt ein GroBteil der Zellen eine CD45-
Expression auf der Zelloberflache. Als positive Kontrolle (C) dienten J774-Zellen, die ebenfalls CD45

exprimierten.
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Abbildung 4.10 Expression des Leukozytenmarkers CD11b auf den MPLO- und MPL5-Zellen sowie
auf J774-Makrophagen

Aufgetragen ist die Anzahl der analysierten Zellen (vertikal) gegen die Starke der Fluoreszenz fir CD11b
(horizontal). Helle Kurven: mittels eines Ratten-anti-Maus-CD11b gefarbte Proben; als sekundarer
Antikdrper dient ein Cy2-markiertes F(ab’).-Fragment eines Maus-anti-Ratte-lmmunglobulins. Dunkle
Kurven: mittels eines Ratten anti-Maus-1gG2b-Antikérpers indirekt geférbte Isotypkontrollen. Sowohl die
MPLO-Zelllinien (A) als auch die zur positiven Kontrolle eingesetzten J774-Zellen (C) zeigen eine deutliche
Expression von CD11b. Auch ein GroBteil der MPL5-Makrophagen (B) exprimiert CD11b.
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Abbildung 4.11 Expression des fiir Maus-Makrophagen spezifischen Markers F4/80 auf den MPLO- (A)
und den MPL5- (B) Makrophagen sowie auf J774-Makrophagen (C) und NIH 3T3-Fibroblasten (D)

Aufgetragen ist die Anzahl der analysierten Zellen (vertikal) gegen die Starke der Fluoreszenz fir F4/80
(horizontal). Helle Kurven: mit FITC-markiertem F4/80-Antikdrper gefarbte Proben; dunkle Kurven: mit FITC-
markiertem 1gG2b-Antikérper gefarbte Isotypkontrollen. Sowohl von den MPLO- (A) als auch von den MPL5-

Zellen (B) wird F4/80 deutlich exprimiert. Die J774-Makrophagen (C) exprimierten ebenfalls F4/80, wéhrend
NIH 3T3-Fibroblasten (D) vollstdndig negativ flir F4/80 waren.
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Zusitzlich zu den durchflusszytometrischen Analysen auf Makrophagen-spezifische Marker
wurden direkte Firbungen gegen die Oberfliachenproteine CD3, CD4 und CD8a sowie gegen
CD19 und CDl1lc durchgefiihrt. Die Farbung gegen CD19 diente dem Ausschluss von B-
Zellen, die Farbung gegen CD3, CD4 und CD8o dem Ausschluss von T-Zellen.

Sowohl die eigenen Zelllinien als auch die J774-Zellen erwiesen sich im Vergleich zu
ungeférbten Zellen als vollstindig negativ gegeniiber CD19 und CD4. Bei der Firbung gegen
CD8w zeigten sich die J774-Zellen stark positiv, wihrend die eigenen MPLO- und MPLS5-
Zellinien nur zum Teil positiv waren. CD3, ein Marker fiir unreife T-Zellen, konnte auf etwa
70 % der J774-Zellen und auf den eigenen Zelllinien nachgewiesen werden. Auch die
Féarbungen gegen CD11c waren bei den eigenen Makrophagen-Zelllinien und den J774-Zellen,
aber auch bei den NIH 3T3-Zellen positiv. Allerdings konnte es sich bei den positiven Signalen
fir CD3, CD8o und CDIllc auch um unspezifische Signale zu handeln. Eine genauere

Interpretation dieser Daten findet sich in der Diskussion unter Absatz 5.6.2.

4.7 Analyse der Genexpression ausgewahlter Gene mit Hilfe
von RT-PCR

Um zusitzliche Hinweise zu erhalten, dass es sich bei den kultivierten Zellen auch tatsdchlich
um Makrophagen handelte, sollte mit Hilfe von Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR)
iiberpriift werden, ob die beiden Zelllinien Makrophagen-spezifische Gene exprimierten. Bei
diesem Verfahren wird zunichst die Gesamt-RNA aus den lysierten Zellen extrahiert und
anschlieend durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Diese enthilt eine Kopie
der gesamten, in den Zellen synthetisierten RNA. Durch Analyse der cDNA lassen sich
Riickschliisse auf die Genexpression der Zellen ziehen. Fiir die Versuche wurden verschiedene,
bereits durchflusszytometrisch analysierte, CD11b-positive Subpopulationen der MPLO- und
der MPLS5-Zelllinien eingesetzt. Alle Experimente wurden mehrfach an unterschiedlichen

CD11b-positiven Subzelllinien wiederholt.

4.7.1 Isolierung und gelelektrophoretische Auftrennung von RNA aus
den Zelllinien

Die Isolierung von RNA aus den Zellen der verschiedenen Zelllinien erfolgte unter
Verwendung eines RNeasy-Mini-Kits von Qiagen. Um sicher zu stellen, dass die aus den Zellen
isolierte RNA noch intakt und nicht bereits degradiert war und somit fiir weitere Analysen
verwendet werden konnte, wurde von jeder RNA-Priparation 1 pug auf einem MOPS-Agarose-
Minigel gelelektrophoretisch aufgetrennt. Durch Einlagerung von Ethidiumbromid in die RNA

lieBen sich die Banden auf einem Transilluminator sichtbar machen. Abbildung 4.12 zeigt
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exemplarisch anhand eine Fotografie das Ergebnis einer der durchgefiihrten

Gelelektrophoresen.

285

185

55

1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 4.12 Gelelektrophoretische Auftrennung der isolierten RNA

Spur 1: J774-Makrophagen, Spur 2: NIH 3T3-Fibroblasten, Spuren 3-5: Subzelllinien der MPLO-
Makrophagen, Spuren 6-8: Subzelllinien der MPL5-Makrophagen

Aliquots der aus verschiedenen Zelllinien isolierten Gesamt-RNAs wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennt, um die Qualitdt der praparierten Gesamt-RNAs zu beurteilen. Alle RNAs zeigten keinerlei
Spuren von Degradation. Die 28 S- und die 18 S-rRNA-Banden sind im typischen Verhéltnis von 2:1
sichtbar.

4.7.2 Expression der Chemokinrezeptoren Ccr1, Ccr2 und Ccr5

Nachdem die RNA durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben worden war, wurde
die Amplifikation spezifischer cDNA-Fragmente mittels PCR durchgefiihrt. Die Auftrennung
der Fragmente erfolgte dann durch Gelelektrophorese. Durch Einlagerung von Ethidiumbromid
in die DNA lieBen sich die PCR-Produkte als Banden auf dem Transilluminator sichtbar

machen.

Zunichst wurde die Expression von ausgewihlten Chemokinrezeptoren in den Zelllinien
untersucht. Die CC-Chemokine CCL2/MCP-1 (monocyte chemotactic protein 1), CCL3/MIP-
low (macrophage inflammatory protein 1) und CCLS/RANTES vermitteln ihre Wirkung auf
mononukledre Zellen iiber die Chemokinrezeptoren CCR1, CCR2 und CCRS5. Ein Anstieg der
Expression der Chemokinrezeptoren CCR1 und CCRS wurde wihrend der Differenzierung von
Monozyten in Makrophagen beobachtet. Parallel dazu nimmt die Expression von CCR2 ab
(Kaufmann et al., 2001; Mack et al., 2001). Somit ergibt ein Nachweis gerade dieser
Chemokinrezeptoren einen starken Hinweis darauf, dass es sich bei den MPLO- und den MPL5-

Zelllinien um Makrophagen handelt.

Die mRNAs fiir die Chemokinrezeptoren Ccrl und Ccr2 lieBen sich in den MPLO- und den

MPL5-Makrophagen sowie in den zur positiven Kontrolle eingesetzten J774-Zellen nachweisen
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(Abbildung 4.13). Der Chemokinrezeptor Ccr5 wurde in den MPLO- und den J774-Zellen
exprimiert. In den Cecr5-negativen MPL5-Zellen fand erwartungsgemal keine Expression von
Cer5 statt. Auch in den bei den Versuchen zur negativen Kontrolle eingesetzten murinen
NIH 3T3-Fibroblasten konnte wie erwartet keine Chemokinrezeptor-mRNA nachgewiesen

werden (Abbildung 4.14).

In einem zweiten Versuch zum Nachweis der Ccr5-Expression in den Zelllinien wurden den
Proben zusitzlich zu den Ccr5-Wildtyp-Primern die Primer fiir das Ccr5-,,Knockout*“-Allel
zugesetzt. Bei Herstellung der Ccr5-,,Knockout“-Méuse war das Ccr5-Gen durch ein lacZ-
Reportergen ersetzt worden, das folglich in den -,,Knockout“-Miusen unter der Kontrolle des
Ccr5-Promotors transkribiert wird (Luckow et al., 2004). Daher lie3 sich auch in den aus den
Ccr5-,,Knockout“-Miusen gewonnenen MPLS5-Zelllinien eine Bande mit der Fragmentgrofle
von 223 Basenpaaren und somit eine mRNA-Expression fiir das Ccr5-,,Knockout“-Allel

nachweisen (Abbildung 4.15).
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Abbildung 4.13 Nachweis einer Expression der Chemokinrezeptoren Ccr1 (A) und Ccr2 (B) mittels
RT-PCR in MPLO-, MPL5- und J774-Zellen

Spur 1: J774-Zellen (positive Kontrolle), Spur 3: NIH 3T3-Zellen (negative Kontrolle), Spur 5: Subzelllinie
der MPLO-Makrophagen, Spur 7: Subzelllinie der MPL5-Makrophagen; Spur 2, 4, 6, 8: RTminus-
Kontrollen, M: 1kb-Leiter als Marker fiir die FragmentgréBen

A: Die Banden mit einer FragmentgréBe von 180 Basenpaaren (bp) belegen eine Expression von Ccr1 in
den Ccr5-positiven MPLO- und den Ccr5-negativen MPL5-Makrophagen sowie in den J774-Zellen.

B: Eine Expression von Ccr2 konnte in den MPLO- und MPL5-Makrophagen sowie in den J774-Zellen
nachgewiesen werden. Das fiir das Ccr2-Gen diagnostische PCR-Fragment besitzt eine GroBe von 209
Basenpaaren; das Fragment mit einer GréBe von etwa 160 Basenpaaren ist als unspezifische Bande nicht
zuzordnen. In der NIH 3T3-Fibroblasten-Zelllinie konnte keine Ccri- und Ccr2-mRNA nachgewiesen
werden.
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Abbildung 4.14 Nachweis einer Expression des Chemokinrezeptors Ccr5 mittels RT-PCR

Spur 1: J774-Zellen (positive Kontrolle), Spur 3: NIH 3T3-Zellen (negative Kontrolle), Spur 5: Subzelllinie
der MPLO-Makrophagen, Spur 7: Subzelllinie der MPL5-Makrophagen; Spur 2, 4, 6, 8: RTminus-
Kontrollen, M: 1kb-Leiter als Marker fiir die FragmentgréBen

Zum Nachweis einer Expression des Chemokinrezeptors Ccr5 in den MPLO- und den J774-Zellen wurden
Polymerasekettenreaktionen unter Verwendung von Primern fir das Ccr5-Wildtyp-Gen durchgefiihrt. In
den Ccr5-positiven MPLO-Makrophagen und den J774-Zellen weisen die Banden mit einer FragmentgréBe
von 277 Basenpaaren auf die Expression von Ccr5 hin. In den Ccr5-negativen MPL5-Makrophagen wurde
der Erwartung entsprechend Ccr5 nicht exprimiert. In den NIH 3T3-Fibroblasten konnte ebenfalls keine
Expression des Chemokinrezeptors Ccr5 nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.15 Nachweis einer Expression des Ccr5-,,Knockout“-Allels in Ccr5-negativen MPL5-
Zellen

Spur 1: J774-Zellen (positive Kontrolle), Spur 3: NIH 3T3-Zellen (negative Kontrolle), Spur 5: Subzelllinie
der MPLO-Makrophagen, Spur 7: Subzelllinie der MPL5-Makrophagen; Spur 2, 4, 6, 8: RTminus-
Kontrollen, M: 1kb-Leiter als Marker fiir die FragmentgréBen

In einer zweiten, dem Nachweis der Ccr5-Expression dienenden Polymerasekettenreaktion wurden
zusatzlich zum Primerpaar flur das Ccr5-Wildtyp-Gen jedem Ansatz Primer fiir das Ccr5-,Knockout*-Allel
zugesetzt. Die Bande mit einer FragmentgréBe von 223 Basenpaaren in Spur 7 zeigt, dass in den MPL5-
Zellen das Ccr5-,Knockout“-Allel exprimiert wird. Die J774-Zellen (Spur 1) und die Ccr5-positiven MPLO-
Zellen (Spur 5) lassen erneut die Expression des Ccr5-Wildtypgens (277 Basenpaare) erkennen. In den
NIH 3T3-Zellen (Spur 3) ist erneut keine Ccr5-Expression nachzuweisen.
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4.7.3 Expression von Lysozym

Im Rahmen der Versuche zur Genexpression wurde iiberpriift, ob Lysozym von beiden
Zelllinien exprimiert wird. Lysozym ist ein antibakteriell wirksames Protein, das vor allem in
Hiihnereiweill, Speichel und Trénenfliissigkeit vorkommt. Es katalysiert die Spaltung von
Polysaccharidketten in den Zellwinden von Bakterien. Eine Expression dieses Proteins ist
spezifisch fiir myelomonozytire Zellen; sie tritt am stirksten in reifen Makrophagen auf (Cross
et al., 1988; Faust et al., 2000). Daher sollte sowohl in den MPLO- als auch in den MPL5-
Zelllinien die mRNA fiir das Lysozym-Gen mittels RT-PCR nachweisbar sein.

Eine deutliche Expression des Lysozym-Gens lie§ sich in den MPLO-, den MPL5- und den
J774-Zellen nachweisen. Wurde die Polymerasekettenreaktion (PCR) unter sehr sensitiven
Bedingungen bei einer Zyklenzahl von 30 durchgefiihrt, zeigte sich in den murinen NIH 3T3-
Fibroblasten Lysozym-mRNA als schwache Bande. Bei schrittweiser Reduktion der Zyklenzahl
auf 25 verschwand diese Bande allméhlich. Abbildung 4.16 stellt die Ergebnisse der Lysozym-

Expression in den Zelllinien bei einer Anzahl von 25 Amplifikationszyklen dar.
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Abbildung 4.16 Nachweis der Expression von Lysozym durh RT-PCR

Spur 1: J774-Zellen (positive Kontrolle), Spur 3: NIH 3T3-Zellen (negative Kontrolle), Spur 5: Subzelllinie
der MPL5-Makrophagen, Spur 7: Subzelllinie der MPLO-Makrophagen; Spur 2, 4, 6, 8: RTminus-
Kontrollen, Spur 9: Wasser-Kontrolle, M: 1kb-Leiter als Marker fiir die FragmentgréBen

Die Banden mit einer FragmentgréBe von 198 Basenpaaren belegen eine Expression von Lysozym in den
MPLO- und MPL5-Makrophagen sowie in den J774-Zellen (positive Kontrolle). In den NIH 3T3-Zellen zeigt
sich bei Durchfihrung der PCR bei einer Zyklenzahl von 25 eine schwache Bande.
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4.8 Phagozytoseassays

Zu den Hauptaufgaben von Makrophagen in vivo zdhlt die Beseitigung von Pathogenen wie
beispielsweise Bakterien durch Phagozytose. Um mit Hilfe eines funktionellen Tests zu
bestdtigen, dass es sich bei beiden Zelllinien um differenzierte Makrophagen handelt, wurden
Phagozytoseassays mit jeweils unterschiedlichen MPLO- und MPL5-Subzelllinien durchgefiihrt.
In beiden Versuchen wurden J774- zur positiven sowie NIH 3T3-Zellen zur negativen Kontrolle
eingesetzt. In den eigenen Makrophagen-Zelllinien war zuvor durchflusszytometrisch die
Expression von CD11b iiberpriift worden. Beim ersten Versuch wurden Zellen, die zu etwa
50 % und beim zweiten Versuch Zellen, die zu 90 % CD11b-positiv waren, eingesetzt. Zur
Phagozytose wurden die Zellen mit DHS5a-Bakterien, einem speziellen E.coli-K12-Stamm
inkubiert. Der erste Assay wurde mit einem Verhiltnis von eingesetzten Bakterien zu

eingesetzten Zellen von 20:1, der zweite bei einem Verhéltnis von 250:1 durchgefiihrt.

Nach Inkubation mit den DH50-Bakterien wurden die Zellen mehrmals gewaschen und alle
extrazelluldr verbliebenen Bakterien durch Zugabe eines Gentamicin-haltigen Mediums
abgetotet. Die anschlieBende Lyse der Zellen erfolgte mittels einer Desoxycholat-Losung. Der
Gentamicin-haltige Uberstand und die Lysate wurden dann in unterschiedlichen Verdiinnungen
auf Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néichsten Tag konnten die
Bakterienkolonien ausgezihlt werden. Aus diesen Werten lief3 sich fiir jede Zelllinie die Anzahl
der pro 100000 Zellen phagozytierten Bakterien berechnen. Exemplarisch sollen die
Berechnungen anhand von Werten, wie sie sich bei einem Verhiltnis von Bakterien zu Zellen
von 20:1 ergaben, erldutert werden. Tabelle 4.1 gibt Auskunft iiber die dabei erzielten

Ergebnisse.
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Tabelle 4.1 Anzahl ausgezahlter Bakterienkolonien des bei einem Verhéltnis von Bakterien zu
Zellen von 20:1 durchgefiihrten Phagozytoseassays

Zelllinie J774 NIH 3T3 MPLO MPLS5
Anzahl ausgezihlter Zellen 120 000 120 000 150 000 300 000
Bakterienkolonien aus Gentamicin-haltigem 2 0 5 3
Uberstand bei einer Verdiinnung von 1:10

0 0 14 8

4 0 3 14
Ausgezihlte Bakterienkolonien bei
Verdiinnung des Lysats von 1:100 22 L = ek

21 0 29 67

35 0 119 43
Ausgezihlte Bakterienkolonien bei 1 0 10 13
Verdiinnung des Lysats von 1:1000

1 0 0 16

0 0 10 8

Die Anzahl der in den Mediumiiberstdinden vorhandenen Bakterien blieb in den weiteren
Berechnungen unberiicksichtigt, da sie im Vergleich zur Anzahl phagozytierter Bakterien etwa
um den Faktor 10* geringer war. Nur die Werte aus der Auszihlung der 1:100 verdiinnten
Lysate wurden weiter verwendet (in Tabelle 4.1 grau unterlegt); die Zahl der Bakterienkolonien

aus den 1:1000 verdiinnten Lysaten war zu gering und daher zu ungenau.

Da bekannt war, dass die verschiedenen Zelllinien zwischen Tag 1l und Tag?2 des
Phagozytoseassays unterschiedlich schnell proliferierten, wurde die genaue Zellzahl am Tag 2
bestimmt, indem eine fiir diesen Zweck gesondert vorbereitete 6-Well-Platte mit der gleichen
Anzahl an Zellen wie sie pro Zelllinie fiir den Phagozytoseassay eingesetzt worden war,
ausgezdhlt wurde. Die unterschiedlichen Zellzahlen mussten dann bei den weiteren

Berechnungen beriicksichtigt werden.

Durch Multiplikation mit dem Verdiinnungsfaktor wurde die absolute Anzahl phagozytierter
Bakterien berechnet. Daraus ergab sich — unter Beriicksichtigung der Zellzahl — im néchsten

Schritt die Anzahl der von 10° Zellen phagozytierten Bakterien (Tabelle 4.2).
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Tabelle 4.2 Berechnungen der pro 10° Zellen einer Zelllinie phagozytierten Bakterien bei einem

Verhiltnis Bakterien zu Zellen von 20:1

Zelllinie J774 NIH 3T3 MPLO MPLS5
Anzahl eingesetzter Zellen 120 000 120 000 120 000 300 000
e B w0 W
21 0 29 67
35 0 119 43
Absolute Anzahl phagozytierter Bakterien 3000 0 9 800 13 400
2100 0 2900 6 700
3500 0 11 900 4300
Mittelwerte 2 867 0 8200 8133
;:1?:1}111 phagozytierter Bakterien pro 100 000 2500 0 3167 4467
1750 0 2417 2233
2917 0 9917 1433
Mittelwerte 2 389 0 6 833 2711

Die Berechnungen beim zweiten, bei einem Verhiltnis Bakterien zu Zellen von 250:1

durchgefiihrten Phagozytoseassay erfolgten analog der Vorgehensweise beim ersten Versuch.

Auch hier blieb die Anzahl der in den Mediumiiberstinden noch vorhandenen Bakterien

unberiicksichtigt, da sie verschwindend gering ausfiel. Bei der Auswertung wurden diesmal die

Werte aus der Auszdhlung der 1:1000 verdiinnten Lysate verwendet (in Tabelle 4.3 grau

unterlegt). Die Zahl der Bakterienkolonien aus den 1:100 verdiinnten Lysaten war zu groB.

Tabelle 4.4 zeigt die weiteren Berechnungen zur absoluten Zahl phagozytierter Bakterien und

zur Anzahl der von 10° Zellen phagozytierten Bakterien.
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Tabelle 4.3 Anzahl ausgezahlter Bakterienkolonien des bei einem Verhéltnis von Bakterien zu
Zellen von 250:1 durchgefiihrten Phagozytoseassays

Zelllinie J774 NIH 3T3 MPLO MPLS5
Anzahl ausgezihlter Zellen 75 000 250 000 75 000 75 000
Bakterienkolonien aus Gentamicin-haltigem
Uberstand bei einer Verdiinnung von 1:10 147 2 73 17
61 3 163 195
130 0 286 207
Ausgezihlte Bakterienkolonien bei
Verdiinnung des Lysats von 1:100 11300 18 2800 1000
750 26 2 600 1 000
1000 16 3000 1000
Ausgezihlte Bakterienkolonien bei
Verdiinnung des Lysats von 1:1000 e 2 224 1L
101 2 251 94
89 3 314 79

Tabelle 4.4 Berechnungen der pro 10° Zellen einer Zelllinie phagozytierten Bakterien bei eine

Verhiltnis Bakterien zu Zellen von 250:1

Zelllinie J774 NIH 3T3 MPLO MPLS
Anzahl eingesetzter Zellen 75 000 250 000 75 000 75 000
o 2 om
101 2 251 94
89 3 314 79
Absolute Anzahl phagozytierter Bakterien 169 000 2000 224 000 116 000
101 000 2000 251 000 94 000
89 000 3000 314 000 79 000
Mittelwerte 119 667 2333 263 000 96 333
;:1?:1}111 phagozytierter Bakterien pro 100 000 205333 800 298 667 154 667
134 667 800 334 667 125333
118 667 1200 418 667 105 333
Mittelwerte 159 556 933 350 667 128 444

In Abbildung 4.17 sind die Ergebnisse der Phagozytoseassays grafisch dargestellt. Die Versuche
zeigen eindeutig, dass Zellen der MPLO- und MPL5-Zelllinien im Vergleich zu den J774-Zellen
mindestens ebenso gute Phagozytose-Eigenschaften aufweisen. Damit ist ein weiteres Mal

bewiesen, dass es sich bei beiden Zelllinien mit groler Wahrscheinlichkeit um differenzierte

Makrophagen handelt.
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Abbildung 4.17 Ergebnisse der Phagozytoseassays bei einem Verhiltnis von Bakterien zu Zellen
von 20:1 (A) und von 250:1 (B) in graphischer Darstellung

Eingesetzt wurden die MPLO- und MPL5-Zelllinien; zur positiven Kontrolle dienten J774-Makrophagen, zur
negativen Kontrolle NIH 3T3-Fibroblasten. Die Versuche wurden fir jede einzelne Zelllinie parallel an drei
Schalen durchgefiihrt. Umzurechnen war auf die Anzahl der von 100000 Zellen einer Zelllinie
phagozytierten Bakterien. Diese Anzahlen sind als schwarze Punkte in der Abbildung wiedergegeben;
jeder Punkt stellt das Ergebnis einer Petrischale dar. Bei dem unteren Wert fiir die MPLO-Zellen in
Abbildung A dirfte es sich um einen AusreiBer handeln; dementsprechend dirfte der Mittelwert wenig
aussagekréftig sein.
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5.1 Der Einsatz von Zelllinien: Vor- und Nachteile

Um die Funktionen eines bestimmten Zelltyps niher zu charakterisieren, kommen bei in-vitro-
Experimenten heutzutage hiufig Zelllinien zum Finsatz. Im Folgenden sollen Vor- und

Nachteile einer Verwendung von Zelllinien niher aufgezeigt werden.

Seit vielen Jahren wird der Einsatz von Tierversuchen in der Forschung kontrovers diskutiert.
Durch die Verwendung von Zelllinien ldsst sich die Zahl an Tierversuchen jedoch stark
reduzieren, da zur Durchfithrung unterschiedlicher Experimente nicht immer wieder neue
Primirzellen aus Tieren isoliert werden miissen. Durch Expansion lassen sich vielmehr in
nahezu unbegrenzter Anzahl Zellen gewinnen und fiir Versuche einsetzen. Ein weiterer Vorteil
von Zellkulturen stellt die leichte Handhabung kultivierter Zellen dar. Durch
Kryokonservierung konnen Zellen stabil aufbewahrt werden und die Experimente lassen sich
auch nach Jahren wiederholen. Die Moglichkeit, Zellen unter weitgehend standardisierten
Bedingungen zu halten, gewihrleistet dariiber hinaus eine bessere Vergleichbarkeit der in
Experimenten gewonnenen Ergebnisse; auch lassen sich die Ergebnisse extrem gut
reproduzieren. Die Kulturbedingungen konnen sehr einfach und schnell variiert und die
Auswirkungen dieser Anderungen auf das Verhalten der Zellen leicht beobacht werden. Von
ganz entscheidendem Vorteil ist weiterhin, dass eine Zelllinie eine homogene Zellpopulation
darstellt und frei von Verunreinigungen durch andere Zellarten ist. Demgegeniiber ist bei
Verwendung von Primérzellkulturen zu beachten, dass diese immer aus Mischungen
verschiedener Zellarten bestehen. Aufgrund dieser Argumente entstand unter anderem die Idee,
eine Ccr5-defiziente Makrophagen-Zelllinie zu generieren und mit Hilfe dieser Zellen die

Funktion von Ccr5 in diesem wichtigen Zelltyp genauer untersuchen zu konnen.

Bei Verwendung von Zelllinien ist allerdings von erheblichem Nachteil, dass die
Kulturbedingungen nicht den in-vivo-Verhiltnissen entsprechen, so dass sich die gewonnenen
Ergebnisse nur bedingt auf die Situation im Gesamtorganismus iibertragen lassen. Ein grofes
Problem stellt auch die Dedifferenzierung von Zellen wihrend der Kultur dar. So verlieren sie
nach ldngerer in-vitro-Kultivierung einen Teil ihrer morphologischen, physiologischen und
biochemischen Charakteristika (Minuth et al., 1996). Auch Differenzierungen in eine andere
spezialisierte Zellart wurden beobachtet: So konnen sich Monozyten unter bestimmten

Bedingungen verhiltnismifBig schnell in Dendritische Zellen umwandeln (Santini et al., 2000;
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Obermaier et al., 2003). Durch Stimulation mit geeigneten Wachstumsfaktoren lassen sich diese

Prozesse gezielt beeinflussen.

5.2 Verschiedene Ansatze zur Generierung Ccr5-defizienter
Makrophagen-Zelllinien

Die Herstellung von Ccr5-defizienten Makrophagen-Zelllinien ist prinzipiell auf verschiedene
Weise moglich. Die am hiufigsten zur Immortalisierung von Zellen angewendete Methode
basiert auf der stabilen Transfektion von isolierten Primirzellen mit einem SV40-T-Antigen-
Expressionskonstrukt. Durch die Transfektion werden die Funktionen der Tumorsuppressorgene
pS53 und Rb in den Zellen zerstort, was zu deren Immortalisierung fiithrt (Strauss und Griffin,
1990; Manfredi und Prives, 1994). Um auf diese Weise Ccr5-defiziente Makrophagen-
Zelllinien herzustellen, muss man zundchst Primirzellen aus Peritoneallavage gewinnen; sie
werden anschlieBend stabil mit SV40-TAg transfiziert. In verschiedenen Studien wurde diese
Methode bereits erfolgreich zur Herstellung von Makrophagen-Zelllinien angewandt (Mauel
und Defendi, 1971; Schwarzbaum et al., 1984; Morgan et al., 1987). Eine weitere Moglichkeit
zur Herstellung immortaler Zelllinien aus Peritoneal-Makrophagen stellt die in-vivo-
Immortalisierung dieser Makrophagen mit dem J2-Retrovirus dar (Adami et al., 1993). Das
murine J2-Retrovirus ist Trdger der v-raf- und v-myc-Onkogene und wird bei diesem Verfahren
den Miusen in vivo injiziert. AnschlieBend konnen die so immortalisierten Peritoneal-
Makrophagen isoliert werden. In einer weiteren Studie aus dem Jahr 2001 konnten erstmals
immortalisierte Makrophagen-Zelllinien aus Knochenmark durch Ausschalten des Arf-
Tumorsuppressorgens (Randle et al., 2001) etabliert werden. Dabei kodiert der Ink4a-Arf-Lokus

6"™* und p19*", die in ihrer Funktion als Tumorsuppressoren in den

fiir die Proteine pl
Zellzyklus eingreifen und so zur Immortalisierung der Zellen fiihren. Ein weiterer wichtiger
Mechanismus zur Immortalisierung von Zellen stellt die Uberexpression des Enzyms
Telomerase dar (Kim et al., 1994). Die Telomerase verhindert durch Wiederherstellung der
Endstiicke nach der Zellteilung eine Verkiirzung der Chromosomen, was schlieSlich den Zelltod

zur Folge hitte (Alberts, 2001).

5.3 Immortalisierung von hamatopoetischen Zellen durch
Ausschalten von p53

Einer weiteren Methode zur Immortalisierung leukozytirer Zelllinien liegt die Annahme
zugrunde, dass aus p53-defizienten Méusen gewonnene hidmatopoetische Zellen durch das

Fehlen des Tumorsuppressorgens p53 immortalisiert werden. Dies konnte im Jahre 1995 von
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Metz et. al. an fotalen, blutbildenden Leberzellen von Miusen gezeigt werden (Metz et al.,

1995).

Ausgangspunkt der Himatopoese ist die pluripotente Stammzelle. Sie besitzt die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung, so dass die Zahl der moglichen Zellteilungen theoretisch unbegrenzt ist. Aus
ihr hervorgehende Zellen kénnen sich in spezialisierte himatopoetische Zellen differenzieren
und verlieren so die Fihigkeit der Selbsterneuerung (Strauss und Griffin, 1990; Keller, 1992).
Durch das Ausschalten des Tumorsuppressorgens pS53 gelingt es, Zellen hdmatopoetischen
Ursprungs zu immortalisieren; auf diese Weise gewinnen sie die Fihigkeit zur unbegrenzten

Vermehrung wieder zuriick.

Das Tumorsuppressorgen pS53 ist von grofler Bedeutung bei der Entstehung einer Vielzahl von
Tumoren beim Menschen, beispielsweise bei Tumoren des Darms, der Lunge, der Leber und
des blutbildenden Systems (Hollstein et al., 1991). Mutationen in diesem Gen sind
pradisponierend und verursachen hiufig die Entwicklung spontaner Tumore. Mehrfach konnte
gezeigt werden, dass Mutationen im p53-Gen sehr oft in chronisch entziindetem Gewebe
auftreten, beispielsweise bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (Lang et al., 1997)
oder bei chronischen Gastritiden nach Infektion mit Helicobacter pylori (Hibi et al., 1997).
Diese Befunde liefern eine mogliche Erkldrung, warum Tumore oft als Folge chronischer

Infektionen auftreten.

Die physiologische Rolle des Tumorsuppressorgens p53 besteht in der Regulation des
Zellzyklus. Treten Schiden im Genom einer Zelle auf, wird die Proliferation durch p53
gehemmt und die Apoptose der Zelle induziert. Um die genaue Rolle von p53 wihrend der
Embryo- und Tumorigenese zu klidren, wurden p53-defiziente Méuse hergestellt. Miuse mit
einer Deletion des p53-Gens entwickeln sich zunédchst normal, bei 75 % der Tiere bilden sich
aber innerhalb der ersten sechs Lebensmonate Tumore aus (Donehower et al., 1992). Am

hiufigsten werden dabei maligne Lymphome beobachtet.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Ccr5-negativen MPL5-Makrophagen-Zelllinien durch
Isolierung von Zellen aus Ccr5/p53-negativen Maiusen hergestellt. Dazu mussten zunichst
Cer57/p53"*-Miduse mit Cer5™*/p53”-Miusen gekreuzt werden. Die so erhaltenen
Cer5™/p53*"-Miuse konnten anschlieBend miteinander verpaart werden. Aus den daraus
gewonnen Ccr57/p53”-Miusen lieBen sich nach Induktion einer Peritonitis mittels
Thioglykolat-Injektion durch Peritoneallavage Primirzellen isolieren (siehe dazu auch
Abbildung 3.1). Die Cer5-positiven MPLO-Zellen konnten dementsprechend aus Cer5**/p537-
Miusen gewonnen werden. AnschlieBend wurden die Zellen in Kultur genommen und

permanente Zelllinien etabliert.
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Um die Immortalisierung der Zellen und damit das Vorliegen von Zelllinien nachzuweisen,
wurden aus einzelnen Zellen iiber eine serielle Verdiinnung Zellklone geziichtet. Ein weiterer
Hinweis auf das Vorliegen von Zelllinien stellt die Tatsache dar, dass beide Zelllinien iiber zwei

Jahre hinweg ununterbrochen in Kultur gehalten werden konnten.

Die hier angewandte Methode zur Immortalisierung von Zelllinien durch Ausschalten des
Tumorsuppressorgens p53 hat gegeniiber einer stabilen Transfektion von Primérzellen mit
einem SV40-TAg-Expressionskonstrukt entscheidende Vorteile: Bei einer Transfektion mit
SV40-TAg wird eine unterschiedliche Anzahl von Kopien des verwendeten viralen Onkogens
an verschiedenen Positionen in das Genom der Zellen integriert. Dabei ldsst sich nicht
vorhersagen, welche Auswirkungen diese unkontrollierte Integration auf das weitere Verhalten
der Zellen hat. Die Herstellung einer Ccr5-positiven Kontroll-Zelllinie, die sich von der Ccr5-
defizienten Zelllinie ausschlieBlich durch die Anwesenheit der Chemokinrezeptors Ccr5
unterscheidet, ist mit diesem Verfahren prinzipiell nicht moglich. Demgegeniiber haben alle von
pS53-defizienten Méusen abgeleitete Zelllinien dieselbe genau definierte Mutation im Genom;
somit lédsst sich eine Ccr5-negative zusammen mit der CcrS-positiven Zelllinie leicht herstellen.
Beide unterscheiden sich —wie gesagt— nur durch die An- bzw. Abwesenheit des

Chemokinrezeptors Cer5.

Dieser Ansatz, durch das Ausschalten des Tumorsuppressorgens p53 eine Ccr5-negative
Makrophagen-Zelllinie und eine dazu passende Ccr5-positive Kontroll-Zelllinie zu etablieren,
stellt eine bei Makrophagen bislang noch nicht eingesetzte Methode dar. Insofern war zu
Beginn der Arbeit nicht absehbar, ob die Etablierung der Zelllinien tatsichlich mdéglich sein

wiirde.

5.4 Auswirkungen der p53-Defizienz auf die Zelllinien

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass das Tumorsuppressorgen p53 bei der
Regulation von Entziindungsreaktionen moglicherweise eine wichtige Rolle spielt.
Beispielsweise  zeigte sich in Experimenten an p53-defizienten Maiusen, dass
Autoimmunerkrankungen wie etwa Arthritiden oder Encephalitiden deutlich schwerer verlaufen
als bei Wildtyp-Tieren (Yamanishi et al., 2002; Okuda et al., 2003). Auffillig ist auBerdem,
dass etwa 25 % der p53-defizienten Miduse an kompliziert verlaufenden Infektionen wie
Gastroenteritiden oder Myokarditiden verstarben, noch bevor sie Tumore entwickeln konnten
(Donehower et al., 1992). Dies konnte auf einen durch die p5S3-Defizienz verursachten Defekt

im angeborenen Immunsystem hinweisen. Hingegen bleibt das erworbene Immunsystem,
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reprisentiert durch die Anzahl an B- und T-Zellen sowie durch die Menge an Immunglobulinen

davon unbeeinflusst (Donehower et al., 1992).

Fir eine mogliche Erklarung dieser Befunde wiére eine Interaktion zwischen dem
Tumorsupressorgen p53 und dem proinflammatorisch wirksamen Transkriptionsfaktor NF-kB
denkbar (Gu et al., 2002; Gu et al., 2004). NF-xB beeinflult Entziindungsreaktionen auf
molekularer Ebene durch Aktivierung der Transkription von Zytokinen, Chemokinen,
Adhésionsmolekiilen und anderen (Karin et al., 2002; Komarova et al., 2005). In einer Studie
von Komarova et al. (Komarova et al., 2005) wurde der Einfluss des Tumorsuppressorgens p53
auf die Regulation des angeborenen Immunsystems gezielt untersucht. Zunichst konnten die
Autoren in vitro zeigen, dass p53 die durch NF-kB-vermittelte Transkription verschiedener
Gene hemmt. AnschlieBend lieBen sich iiber in-vivo-Experimente nach intraperitonealer
Injektion von bakteriellem Endotoxin (LPS) in den Thymusdriisen von p53-defizienten Méusen
bei vielen Zytokinen, Chemokinen und Chemokinrezeptoren wie zum Beispiel IL-1, IL-6, IL-
12, TNF, Ccr2, Ccr5 und IP-10/CXCL10 erhohte Spiegel feststellen. Ursache hierfiir scheint
eine erhohte Aktivitit des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-xB in p53-
defizienten Miusen zu sein. Bei intraperitonealer Injektion letaler Dosen von bakteriellem
Endotoxin (LPS) oder chirurgischer Perforation des Zokum zeigten p53-defiziente Miuse eine
signifikant erhohte Sterblichkeit. Auch war nach Induktion einer Peritonitis die Rekrutierung
von Makrophagen in die Bauchhohle bei den p53-defizienten Méusen deutlich gesteigert und
die Beseitigung von eingewanderten neutrophilen Granulozyten aus der Bauchhohle verzogert.
Mogliche Ursachen hierfiir konnten eine reduzierte Fahigkeit zur Phagozytose durch p53-
defiziente Makrophagen oder eine verminderte Apoptose der neutrophilen Granulozyten selbst
sein. Weiterhin lieB sich in vitro zeigen, dass p53-defiziente Makrophagen in der Tat deutlich
weniger phagozytieren als Makrophagen aus Wildtyp-Tieren. Zusitzlich wiesen p53-defiziente
Leukozyten eine erhdhte Produktion von MPO (Myeloperoxidase) und ROS (reactive oxygen
species; radikalische Sauerstoff-Verbindungen) auf. Zusammenfassend ldsst sich feststellen,
dass das Tumorsuppressorgen p53 die Funktionen des angeborenen Immunsystems und seiner
Zellen stark hemmt. Diese Hemmung erfolgt wohl hauptsédchlich durch Interaktionen mit dem

Transkriptionsfaktor NF-«B.

Wie bereits zuvor diskutiert, hat das Fehlen des p53-Gens ein verdndertes Verhalten der
Makrophagen zur Folge; dies betrifft insbesondere ihre Fahigkeiten zur Migration und
Phagozytose. Die in der vorliegenden Arbeit hergestellten Zelllinien wurden durch Ausschalten
des p53-Gens immortalisiert. In diesem Zusammenhang stellt sich nun die Frage, welche
Auswirkungen die p53-Defizienz auf das Verhalten der Zelllinien insgesamt hat und wie die

erzielten Ergebnisse zu interpretieren sind.
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Beide Zelllinien sind auf die gleiche Art und Weise durch das Ausschalten des
Tumorsuppressorgens p53 immortalisiert worden. Sie unterscheiden sich demnach lediglich
durch die An- beziehungsweise Abwesenheit des Chemokinrezeptors Ccr5. Unterschiede in den
an beiden Zelllinien durchgefiihrten Experimenten konnen folglich damit erklirt werden. Die in
den Phagozytoseassays beobachtete bessere Fihigkeit zur Phagozytose bei Ccr5-positiven
MPLO-Zelllinien lésst sich daher méglicherweise auf die Anwesenheit von Ccr5 zuriickfiihren.
Allerdings sollten alle mit Hilfe der Zelllinien gewonnenen Ergebnisse immer vor dem
Hintergrund, dass das Verhalten der Makrophagen auch durch das Fehlen des p53-Gens
beeinflusst sein kann, kritisch hinterfragt werden. Zum Zeitpunkt der Herstellung der MPLO-
und MPL5-Zelllinien war jedoch der Einfluss von p53 auf das angeborene Immunsystem und

somit auch auf die Funktion von Makrophagen noch nicht bekannt.

5.5 Dedifferenzierung der Zellen

Werden Zellen als Zelllinie iiber einen langeren Zeitraum in Kultur gehalten, dndert sich oft ihr
urspriinglicher Phédnotyp. Die zugrunde liegenden Mechanismen sind nicht genau bekannt, aber
sicherlich spielen Faktoren eine Rolle, die in vivo das Wachstum und die Funktion der Zellen
bestimmen und die unter in-vitro-Kulturbedingungen fehlen. Dieses Phdnomen wird
Dedifferenzierung genannt und tritt auf, wenn Zellen maligne entarten oder in Kultur gehalten
werden. Dabei kann es sich einerseits um einen adaptiven Prozess handeln, bei dem sich unter
den geeigneten Bedingungen der differenzierte Phidnotyp wieder herstellt. Andererseits kann
aber auch ein selektiver Prozess stattfinden, bei dem eine einzige undifferenzierte Zelle
aufgrund ihrer besseren Proliferationsgeschwindigkeit alle anderen {iberwéchst. Eine
vollstandige Wiederherstellung des differenzierten Phiinotyps ist dann auch unter optimalen
Kulturbedingungen nicht mehr moglich. Ein weiteres Problem der hier diskutierten
Dedifferenzierung stellt die Entwicklung von Zellen mit aneuploidem Chromosomensatz dar.
Unter Aneuploidie versteht man Anomalien im Genom einer Zelle; dabei konnen sowohl
chromosomale Fragmente als auch vollstindige Chromosomen zusitzlich vorhanden sein oder
aber vollstindig fehlen. Aufgrund dieser Verdnderungen im Genom liegen die Gene in
unterschiedlicher Anzahl vor; dadurch kann es zu Anderungen der Expressionsprofile in den
Zellen mit der Folge beispielsweise einer moglichen Uberexpression bestimmter Gene kommen.

(Woo und Poon, 2004).

Es gibt verschiedene Marker, die den Grad der Differenzierung von Zellen anzeigen konnen, so
beispielsweise die Expression verschiedener zellspezifischer Oberfldchenproteine oder Enzyme.

Die Bildung derartiger Marker kann jedoch reversibel ablaufen und ist hiufig von
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Wachstumsfaktoren oder den Kulturbedingungen abhingig. Das beste Kriterium fiir das
Vorliegen differenzierter Zellen bildet aber der Nachweis von funktionellen Eigenschaften des

entsprechenden Zelltyps (Freshney, 1994).

Zunichst wurden die Zelllinien iiber mehrere Monate auf Zellkulturschalen kultiviert. Dabei
verloren sowohl die MPLO- als auch die MPL5-Zelllinie —wie Kkontinuierlich
durchflusszytometrisch tiberpriift wurde — die Expression der Leukozyten-spezifischen Marker
CD45 und CDI11b. Hier stellte sich nun die Frage, ob kontaminierenden Zellen wie
beispielsweise Fibroblasten die Makrophagen iiberwachsen hatten oder ob es sich um eine

Dedifferenzierung handelte.

Parallel zur Kultivierung auf Zellkulturschalen wurde mit einer Kultivierung der Zelllinien auf
unbehandelten, mikrobiologischen Schalen begonnen. Dabei konnten sie insgesamt iiber mehr
als ein Jahr kontinuierlich auf diesen Schalen in Kultur gehalten werden. Wihrend dieser Zeit
wurden die Leukozytenmarker CD45 und CD11b relativ stabil an der Zelloberflidche exprimiert.
So zeigten beispielsweise Zellen, die nur 20 % positiv fiir CD11b waren, nach mehrwochiger
Kulturzeit auf mikrobiologischen Schalen eine CD11b-Expression von 80 %. Infolgedessen ist
eine unentdeckte Kontamination der Zellen durch Fibroblasten sehr unwahrscheinlich, denn in
der Zwischenzeit hitten die Fibroblasten die Makrophagen iiberwachsen. Wurden die Zellen
allerdings von mikrobiologischen Schalen auf Zellkulturschalen transferiert, verloren sie
innerhalb weniger Wochen die Expression von CD45 oder CD11b. Aber auch hier konnte das
Phinomen beobachtet werden, dass Zellen, die zundchst nur schwach CD45- oder CDI11b-
positiv waren, ohne duflere Ursache plotzlich wieder stirker Leukozyten-spezifische Marker
exprimierten. Insofern liegt die Annahme nahe, dass es sich bei Zellen, an denen
durchflusszytometrisch keine Expression Leukozyten-spezifischer Marker festgestellt werden

konnte, um dedifferenzierte und nicht um kontaminierende Zellen handelte.

Damit wurden zur weiteren Charakterisierung der Zellen zusitzliche Experimente wie
beispielsweise die Uberpriifung der Genexpression der Zellen, vor allem aber funktionelle

Charakterisierungen wie Phagozytoseassays notwendig.

5.6 Durchflusszytometrische Analysen

5.6.1 Vermeidung unspezifischer Signale
Ein grofes Problem bei durchflusszytometrischen Analysen von Leukozyten, insbesondere von
Makrophagen, stellen unspezifische Bindungen der Antikorper an die Fc-Rezeptoren an der

Zelloberflache dar. Die physiologische Aufgabe von Makrophagen besteht darin, Antigene zu
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erkennen und zu eliminieren. Bei der antikorperabhéngigen, zelluldren Immunitit erfolgt diese
Erkennung iiber die Bindung von Antikdrpern der Klasse IgG an die so genannten Fc-
Rezeptoren auf den Makrophagen (Swanson und Hoppe, 2004). Wie der Name bereits sagt,
erkennen diese Rezeptoren den Fc-Teil von Antikorpern. Bei durchflusszytometrischen
Analysen kann es nun zu dem Problem kommen, dass die Fc-Teile der eingesetzten Antikdrper
unspezifisch an die Fc-Rezeptoren der Makrophagen binden. Um die mit Hilfe der
Durchflusszytometrie gewonnen Daten richtig zu interpretieren, war demnach von
entscheidender Bedeutung, unspezifische Bindungen so weit wie mdoglich zu vermeiden und

geeignete Kontrollen einzusetzen.

Bei allen Versuchen wurden positive Kontrollen mit den J774-Zellen, einer etablierten
Makrophagen-Zelllinie, durchgefiihrt; sie sollten die Makrophagen-spezifischen Antikorper
sicher binden. Zur negativen Kontrolle dienten NIH 3T3-Zellen, eine etablierte murine
Fibroblastenzelllinie. Bei jeder einzelnen Probe wurden zusétzlich ungefirbte Zellen analysiert;
damit konnte das Ausmal} der Autofluoreszenz der Zellen festgestellt werden. Um bei den
direkten Féarbungen unspezifische Bindungen auszuschlieBen, wurde dabei zur negativen
Kontrolle ein ebenfalls direkt markierter, unspezifisch bindender Antikdrper vom gleichen
Isotyp eingesetzt. Bei Firbungen mit denen lediglich sicher gestellt werden sollte, dass es sich
bei den kultivierten Zellen nicht um andere Leukozytenpopulationen wie beispielsweise B- oder
T-Zellen sowie Dendritischen Zellen handelt, wurde aus Zeit- und Geldgriinden auf den Einsatz
von Isotyp-Kontrollen verzichtet und die gefirbten Proben jeweils nur mit ungefdrbten Zellen
verglichen (,,Wasserkontrollen). Um bei indirekten Firbungen unspezifische Bindungen
auszuschlieBen, wurden die Zellen zunédchst nur mit dem sekundédren Antikorper inkubiert und
analysiert. Zum Ausschluss unspezifischer Bindungen seitens der primiren, ungefirbten

Antikorper dienten ungefirbte Antikorper desselben Isotyps.

Nach einigen durchflusszytometrischen Untersuchungen hatte sich ergeben, dass bei den
indirekten Firbungen der sekundidre polyklonale Kaninchen-anti-Ratte-IgG-Antikorper die
Zellen unspezifisch anfirbte. Wurden die Zellen ausschlieBlich mit dem sekundédren Antikorper
inkubiert, erhielt man ein stark positives Signal. Daher stellte sich die Frage, wie sich diese
unspezifischen Bindungen vermeiden lassen. Nimmt man an, dass die unspezifischen Signale
durch Bindung des Antikorpers an Fc-Rezeptoren auf den Zielzellen kommen, so ergeben sich
unterschiedliche Ansitze zur Vermeidung dieser unspezifischen Signale. Die erste Moglichkeit
besteht darin, durch eine Primérinkubation der Zellen mit Maus-Serum die Fc-Rezeptoren zu
blockieren. Dabei binden die Immunglobuline des Serums an die Rezeptoren, so dass diese fiir
unspezifische Bindungen nicht mehr zur Verfiigung stehen. Der gefirbte Antikdrper bindet

dann mit héherer Affinitét an das fiir ihn spezifische Antigen. Bei der zweiten Moglichkeit wird
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ein kommerzielles Produkt, der so genannte ,,Fc-Rezeptor-Block®, verwendet; er besteht aus
spezifisch gegen ein Epitop der Fcylll- und Fcyll-Rezeptoren gerichteten Antikdrpern. Am
besten lassen sich unspezifische Bindungen jedoch durch Verwendung sekundérer Antikorper
vermeiden, die als F(ab”),-Fragmente hergestellt wurden. Thnen fehlt der Fc-Teil, so dass eine

Bindung an Fc-Rezeptoren nicht mehr méglich ist (John E. Coligan, 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde zunichst versucht, durch Blockade der Fc-Rezeptoren die
unspezifischen Bindungen zu reduzieren. Sowohl die Verwendung eines Uberschusses an
Maus-Serum als auch der Finsatz des ,Fc-Rezeptor-Blocks® brachten keinen Erfolg; bei
Inkubation mit dem ,,Fc-Rezeptor-Block® verstirkte sich das Fluoreszenz-Signal sogar. Dieser
Befund spricht fiir den Nachweis von Fc-Rezeptoren auf der Zelloberfldche und ist als weiterer
Hinweis auf das Vorliegen von Makrophagen zu werten. Die unspezifischen Bindungen
konnten schlieBlich erfolgreich durch Verwendung des Maus-anti-Ratte-IgG(H+L)-F(ab”),-

Fragments vermieden werden.

5.6.2 Analyse von Leukozyten- und Makrophagen-spezifischen Markern

Zunichst wurden die Zelllinien auf eine Expression allgemeiner Leukozyten-spezifischer
Marker wie CD45 und CD11b hin untersucht. Uber die Expression von CD45 lassen sich
Leukozyten von Zellen nicht-hdmatopoetischen Unrsprungs eindeutig unterscheiden (Thomas,
1989). Der Marker CDI11b wird unterschiedlich stark auf Granulozyten, Makrophagen,
Dendritischen Zellen, Natiirlichen Killer-Zellen, Mikroglia und B-Zellen exprimiert. Bei einer
Kultivierung der Zellen auf mikrobiologischen Schalen zeigten sowohl die MPLO- als auch die
MPLS5-Zelllinien eine relativ stabile Expression von CD45 und CD11b, so dass anschlieBend die

Analyse von spezifischeren Markern folgte.

Das Glykoprotein CD14 erfiillt in vivo die Aufgabe eines Rezeptors und geht dabei mit dem
Komplex aus Lipopolysaccharid (LPS) und dem LPS-bindenden Protein (LBP) eine Bindung
ein (Ziegler-Heitbrock und Ulevitch, 1993). Es spielt eine Schliisselrolle bei der Entwicklung
des Endotoxin-Schocks (Haziot et al., 1996). In der Maus wurde die Expression von CD14 auf
Zellen kultivierter Makrophagen- und Monozyten-Zellinien wie den J774- und WEHI-265.1-
Zellen sowie auf Peritoneal-Makrophagen und Kupffer-Zellen nachgewiesen. Dariiber hinaus
findet man eine CD14-Expression auch auf Makrophagen und Dendritischen Zellen aus
Knochenmark. Die Expression von CD14 ist abhingig von der Stimulation der Zellen, so dass
sich das Glykoprotein CD14 nicht auf unstimulierten Makrophagen der Milz, auf Dendritischen
Zellen, Neutrophilen oder Blutmonozyten nachweisen lidsst. Damit unterscheidet sich dieses
Expressionsmuster grundlegend von der CD14-Expression beim Menschen, wo CD14 einen

sehr spezifischen Marker fiir Monozyten und Neutrophile Granulozyten darstellt (Ziegler-
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Heitbrock und Ulevitch, 1993). Bei der Analyse auf CD14 zeigte die MPLO-Zelllinie keine und
die MPL5-Zelllinie eine nur geringe Expression dieses Markers. Wie oben erldutert spricht
dieser Befund allerdings nicht dagegen, dass es sich bei den Zelllinien um Makrophagen
handelt. In diesem Zusammenhang wére es interessant zu iiberpriifen, ob sich die Expression
von CD14 eventuell durch eine Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) induzieren lésst.
Zudem ist darauf hinzuweisen, dass die J774-Makrophagen CD14 ebenfalls nur schwach

exprimierten.

Das 120 bis 160 kDa groBle Glykoprotein F4/80 wird von den meisten murinen Makrophagen
und Monozyten, vor allem aber auf Peritonealmakrophagen exprimiert; auch hier ist die
Expression von der Stimulation der Zellen abhéingig (Austyn und Gordon, 1981). Da F4/80
nicht von Lymphozyten und polymorphnukleédren Zellen gebildet wird, stellt es daher einen sehr
spezifischen Marker fiir murine Makrophagen dar. Im Vergleich zu den J774-Zellen wurde
F4/80 auf den eigenen Zelllinien ebenfalls stark exprimiert; in den Fibroblasten fand
erwartungsgemif keine F4/80-Expression statt. Die starke Expression von F4/80 auf den Zellen
der neu generierten Zelllinien liefert somit einen weiteren deutlichen Hinweis darauf, dass es

sich hierbei tatsdchlich um Makrophagen handelt.

Da die MPLO- und MPL5-Zelllinien auf CD45 und CD11b positiv ansprachen, diese Marker
aber auch auf anderen Zellen leukozytiren Ursprungs und nicht ausschlieBlich von
Makrophagen exprimiert werden, musste mittels weiterer Farbungen das Vorliegen anderer
Leukozytensubpopulationen wie beispielsweise von B- oder T-Zellen ausgeschlossen werden.
Demzufolge wurden die Zellen auf die Expression von CD19, CD3, CD4 und CD8a hin
uiberpriift. Eine Expression von CD19, einem Marker fiir B-Lymphozyten (Krop et al., 1996),
lie} sich sowohl bei den J774-Zellen als auch bei den eigenen Zelllinien durch Vergleich mit
ungefédrbten Zellen nicht nachweisen. Der gleiche Befund ergab sich fiir die Expression von
CD4, einem Marker fiir T-Helferzellen. CD3, ein allgemeiner Marker fiir T-Zellen, war auf
etwa 70 % der J774-Zellen und bei den MPLO- und MPL5-Zelllinien nachzuweisen. Da die
Proben lediglich mit ungefiarbten Zellen der so genannten ,Wasserkontrolle® verglichen
wurden, konnte es sich auch um unspezifische Bindungen handelte. Allerdings konnte in einer
Studie aus dem Jahr 2004 gezeigt werden, dass beispielsweise auch Peritonealmakrophagen

CD4 exprimieren konnen (Hanna et al., 2001).

CD8a ist ein weiterer Marker fiir reife T-Zellen und wird meist als Heterodimer zusammen mit
CDS8p an der Zelloberfliche exprimiert. Dieser Marker ist allerdings nicht spezifisch fiir T-
Zellen, sondern kann auch von Dendritischen Zellen gebildet werden (Traver et al., 2000;

Vremec et al., 2000; Gordon et al., 2005). Bei der Analyse der Zelllinien zeigten sich die J774-
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Zellen stark positiv gegeniiber CD80.; auch die eigenen Zelllinien sprachen zum Teil positiv an.
Aus diesem Grund wurde die Expression von CD11c als weiteren Marker fiir Dendritische
Zellen iiberpriift; er wird zusitzlich zu CD11b und CD8a (Chirdo et al., 2005) von den meisten
murinen Dendritischen Zellen, nicht aber von Makrophagen exprimiert. Sowohl die J774-Zellen
als auch die eigenen Makrophagen-Zelllinien zeigten im Vergleich mit einer ungefirbten
Wasserkontrolle eine schwache Expression von CD1lc; allerdings waren auch die NIH 3T3-
Zellen in &dhnlichem MaBe positiv. Aufgrund dieser nicht eindeutigen Befunde ist davon

auszugehen, dass es sich erneut um unspezifische Bindungen an die Zellen handelt.

Werden Monozyten in Kultur genommen, kdnnen sie innerhalb weniger Stunden bis Tage in
Makrophagen oder Dendritische Zellen differenzieren (Obermaier et al., 2003; Leon et al.,
2004). Da die bei den hier geschilderten Experimenten eingesetzten Zellen iiber mehrere Jahre
in Kultur gehalten wurden, kann es dabei, wie zuvor ausfithrlich erldutert, durchaus zu
Anderungen im Phinotyp kommen. Insofern besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass die
Expression der Proteine ebenfalls sehr variabel ist und dass sich die Expressionsmuster der
Zellen nicht genau auf die Situation in vivo tibertragen lassen. Allerdings erlaubt die Expression
der fiir Makrophagen typischen Marker CD45, CD11b und F4/80 die Schlussfolgerung, dass es
sich bei den MPLO- und den MPL5-Zelllinien tatsdachlich um Makrophagen handelt. Dariiber
hinaus wurden alle Experimente auch parallel an der etablierten und anerkannten murinen
Makrophagen-Zelllinie J774 durchgefiihrt. Die an den eigenen Zelllinien gewonnen Ergebnisse

waren dabei den Befunden aus den Untersuchungen mit den J774-Zellen sehr dhnlich.

5.7 Charakterisierungen der Zelllinien mittels RT-PCR und
Phagozytoseassays

Wie bereits unter Punkt 5.5 ausfiihrlich dargestellt, neigen Zellen in Kultur dazu, bestimmte
biochemische und funktionelle Eigenschaften zu verlieren. Da die an den Zelllinien
durchflusszytometrisch nachgewiesene Expression Makrophagen-typischer Marker starken
Schwankungen unterlag, wurde mit Hilfe weiterer Methoden gezeigt, dass es sich bei den neu
etablierten Zelllinien um differenzierte Makrophagen handelt. Die Zellen sollten selbst nach
monatelanger Kultur noch besondere Charakteristika aufweisen, die auch Makrophagen in vivo

unter physiologischen Bedingungen besitzen.

In beiden Zelllinien konnte iiber Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)
mRNA der Chemokinrezeptoren Cerl und Ccr2 nachgewiesen werden. Zusitzlich exprimierten
die MPLO-Zellen den Chemokinrezeptor Ccr5. Zu einer gesteigerten Expression von CCR1 und

CCRS5 kommt es bei der Differenzierung von Monozyten in Makrophagen (Kaufmann et al.,
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2001), wihrend CCR2 vor allem von Monozyten exprimiert wird (Briihl et al., 2001; Kaufmann
et al., 2001). Weiterhin lieB sich in beiden Zelllinien die Expression von Lysozym nachweisen.
Lysozym wirkt antibakteriell und wird von myelomonozytiren Zellen exprimiert; die stéirkste
Expression findet man in reifen Makrophagen (Cross et al., 1988; Faust et al., 2000). Beide
Zelllinien zeigten ein fiir Makrophagen typisches Genexpressionsprofil; dieser Befund ist als

weiterer Hinweis zu werten, dass es sich bei den Zellen um Makrophagen handelt.

Zur Hauptaufgabe von Makrophagen in vivo zédhlt die Beseitigung von pathogenen Erregern wie
beispielsweise Bakterien. Die Phagozytose spielt dabei eine Schliisselrolle und stellt einen hoch
komplexen Vorgang dar (Aderem und Underhill, 1999). Kann gezeigt werden, dass in Kultur
gehaltene Zellen ihre funktionellen Eigenschaften wie zum Beispiel die Phagozytose von
Bakterien aufrechterhalten kénnen, so spricht dieser Befund in besonderem Malle fiir das
Vorliegen eines differenzierten Zelltyps. In zwei unabhingig voneinander durchgefiihrten
Phagozytoseassays zeigte sich, dass die Zellen beider Zelllinien Bakterien in dhnlichem, wenn
nicht sogar besserem Mal3 als die J774-Zellen phagozytierten. Dabei wiesen in beiden
Versuchen die MPLO- im  Vergleich zu den MPL5-Zellen die besseren

Phagozytoseeigenschaften auf.

Alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass es
sich bei beiden Zelllinien um Makrophagen handelt. Sie weisen Makrophagen-spezifische

biochemische und funktionelle Charakteristika auf.

5.8 Etablierung von Subzelllinien

Da die MPLO- und die MPL5-Zelllinien im Laufe ihrer Kultivierung in unterschiedliche
Richtungen dedifferenzieren konnen, muss bei Interpretation der Ergebnisse immer
beriicksichtigt werden, dass die Grundannahme, die beiden Zelllinien unterschieden sich nur
durch die An- bzw. Abwesenheit des Chemokinrezeptors Ccr5, unter Umstinden nicht mehr

gegeben ist.

Im Laufe ihrer Kultivierung hatten sich bei beiden Zelllinien aus den urspriinglich isolierten
Primirzellen mehrere unterschiedliche Subpopulationen gebildet. Unter anderem waren sie
dadurch entstanden, dass die Zellen unterschiedlich lang auf Zellkulturschalen gehalten und erst
spater auf mikrobiologische Schalen transferiert worden waren. Wieder andere Zellen wurden
beispielsweise fiir Anreicherungen mit Hilfe magnetischer Beads eingesetzt und sind danach in
Kultur belassen worden. Mittels durchflusszytometrischer Analysen lie} sich kontinuierlich der

Differenzierungsgrad dieser Subzelllinien bestimmen.
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Alle Subpopulationen, die nach ldngerer Zeit auf mikrobiologischen Schalen den Leukozyten-
spezifischen Marker CD11b in hohem MaBe an der Zelloberfliche exprimierten, verhielten sich
hinsichtlich der Expression Makrophagen-spezifischer, durch RT-PCR nachgewiesener Gene
sehr dhnlich. Auch bei der Durchfilhrung der beiden Phagozytoseassays wurden
unterschiedliche Makrophagen-Subpopulationen eingesetzt. Aus der Beobachtung, dass die
durchgefiihrten Experimente bei allen CD11b-positiven Subpopulationen dhnliche Ergebnisse
zeigten, ldsst sich schlieen, dass die beiden Zelllinien entgegen obiger Vorbehalte fiir weitere
Experimente eingesetzt und dabei eventuell festzustellende Unterschiede durch die An- bzw.
Abwesenheit von Cecr5 erklidrt werden kdnnen. Zur Bestidtigung dieser Ergebnisse sollten alle
Experimente im Vergleich an primédren Peritoneal-Makrophagen durchgefiihrt werden. Bei
Subzelllinien, die wéihrend der Kultur auf Zellkulturschalen die Expression von CD11b an der
Zelloberflache vollstindig verloren hatten, konnte eine CDI11b-Expression nicht reinduziert

werden. Diese Subpopulationen sollten bei weiteren Versuchen nicht mehr eingesetzt werden.

5.9 Ausblick

Nach der Etablierung und Charakterisierung der MPL5-Zelllinie sowie der entsprechenden
Ccr5-positiven MPLO-Kontrollzelllinie und dem Nachweis, dass es sich beide Male mit
hochster Wahrscheinlichkeit um Makrophagen handelt, gilt es nun die Zelllinien in Versuchen

einzusetzen.

In verschiedenen Studien hatten sich Hinweise ergeben, dass ein Fehlen des Chemokinrezeptors
Cer5S Auswirkungen auf das Genexpressionsprofil der Zellen haben konnte. So fiel
beispielsweise in einer Studie zu Herztransplantaten eine verminderte Expression verschiedener
Matrixmetalloproteinasen wie Mmp3, Mmp12 und Mmp13 auf. Diese verminderte Expression
verschiedener Gene konnte allerdings nicht ausschlieBlich durch die reduzierte Infiltration der

Transplantate mit T-Zellen und Makrophagen erklirt werden (Luckow et al., 2004).

Um verschiedene noch offene Fragen zu klédren, sollen weitere Experimente an den Zelllinien
durchgefithrt werden; so konnen sie beispielsweise fiir Stimulationsexperimente und
anschliefend zur Bestimmung von Genexpressionsmustern mittels Ribonuklease-Protection-
Assays (RPA) eingesetzt werden. Fiir diese Fragestellung und die geplanten Experimente
eignen sich die beiden in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien besonders gut, da sie sich
theoretisch nur durch die An- beziehungsweise Abwesenheit des Chemokinrezeptors Ccr5
unterscheiden. Alle bei diesen Versuchen auftretenden Unterschiede konnen somit als Effekt

von Ccr5 gewertet werden.
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Weiterhin lie sich vor einigen Jahren bei Stimulationsexperimenten an Makrophagen mit
Interferon-gamma (INFy) eine gesteigerte Expression von MCP1/CCL2, MCP2/CCL8 und
MCP3/CCL7 nachweisen (Mantovani, 1999). Aufgrund dieser Erkenntnisse ist es geplant, an
den eigenen MPL5- und den MPLO-Makrophagen-Zelllinien ebenfalls Stimulationsexperimente
durchzufithren. Dabei sind die Zelllinien zundchst mit RANTES/CclS, einem wichtigen
Liganden des Chemokinrezeptors Cecr5, zu stimulieren. In der Folge sollen zum einen
Unterschiede zwischen beiden Zelllinien aufgezeigt, zum anderen aber die Genexpression in
den stimulierten Zellen mit dem Genexpressionsmuster von unstimulierten Zellen verglichen
werden. Dariiber hinaus konnen die Zellen auch mit eher unspezifischen Stimuli wie LPS oder

INFy behandelt werden.

Die beiden Zelllinien konnten in Zukunft dazu dienen, genauere Erkenntnisse iiber die Rolle des
Chemokinrezeptors Ccr5 bei funktionellen Aufgaben von Makrophagen zu gewinnen. So wire
zum Beispiel eine sehr einfache Durchfiihrung von Chemotaxis-Assays mit unterschiedlichen
chemotaktisch wirksamen Cytokinen moglich. Auch eignen sich die Makrophagen-Zelllinien
zur Klédrung der Rolle von Cer5 bei der Phagozytose von Bakterien. Weitere Phagozytoseassays
mit anderen Bakterienspezies sind geplant; beispielsweise konnten die Zelllinien fiir Versuche
mit Yersinia pestis-Bakterien eingesetzt werden. In in-vifro-Experimenten an priméren
Makrophagen aus Peritoneallavage wiesen die CecrS-positiven Makrophagen deutlich bessere
Phagozytoseeigenschaften als Makrophagen aus Ccr5-negativen Tieren auf (Elvin et al., 2004).
Wie bereits in der Einleitung ausfiihrlich geschildert, stellt sich in obigem Zusammenhang
immer wieder die Frage, warum die CCR5A32-Mutation in der weilen Bevolkerung
kaukasischen Ursprungs so hidufig anzutreffen ist. Man spekuliert, dass moglicherweise bei
einer der grofen Seuchen der vergangenen Jahrhunderte wie beispielsweise Pest oder Pocken
diese Mutation fiir ihre Triger einen Selektionsvorteil darstellte. Somit konnte der Finsatz
beider Zelllinien bei Phagozytoseassays mit Yersinia pestis oder Pockenviren entscheidend zur

Klérung dieser Frage beitragen.

Mit der in der vorliegenden Arbeit angewandten Methode, immortale Zelllinien
himatopoetischen Ursprungs durch Ausschalten des Tumorsuppressorgen p53 zu generieren,
sollte es moglich sein, weitere Zelllinien zu etablieren. So wurden in unserem Labor bereits
Zellen aus Knochenmark und Leukozyten aus Blut (PBMC) Ccr5-negativer und Cer5-positiver
Mduse isoliert und iiber einige Wochen hinweg kultiviert. In ersten durchflusszytometrischen
Analysen zeigten sich die Zellen positiv fiir verschiedene Leukozytenmarker. Auf diesem Weg
wire es beispielsweise moglich Cer5-negative T-Zelllinien und dazu korrespondierende Ccr5-
positive Kontroll-Zelllinien zu etablieren. Des Weiteren wurde damit begonnen, Makrophagen

aus Ccrl/p53-negativen Mausen durch Peritoneallavage zu isolieren. Nun soll versucht werden,
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permanente Ccrl-negative Makrophagen-Zelllinien zu etablieren und ihr Verhalten mit MPLO-
und MPL5-Zellen zu vergleichen. Zusitzlich ist geplant, aus den in unserem Labor durch
Kreuzung  hergestellten  Ccrl/CerS-defizienten  Miausen  durch  Ausschalten  des

Tumorsuppressorgens pS3 Ccrl/Cer5-defiziente Makrophagen-Zelllinien zu generieren.






6 Zusammenfassung

Der Chemokinrezeptor CCRS spielt bei einer Vielzahl von entziindlichen Erkrankungen eine
entscheidende Rolle. Da die pathophysiologischen Mechanismen beim Menschen und der Maus
sehr dhnlich zu sein scheinen, wurde eine Vielzahl von Mausmodellen entwickelt, um diese
Mechanismen besser zu verstehen. Man hofft, dass in Zukunft die damit gewonnenen

Erkenntnisse gegebenenfalls auch therapeutisch eingesetzt werden konnen.

Makrophagen sind Zellen des angeborenen Immunsystems und somit Teil der priméren
Immunantwort. Des Weiteren stellen Makrophagen eine stark CCRS-exprimierende
Zellpopulation dar. Bei Versuchen an Ccr5-defizienten Miusen lassen sich immer nur
kombinierte, durch die Ccr5-Defizienz in allen Ccr5-exprimierenden Geweben verursachte
Effekte beobachten. Um die genaue Rolle des Chemokinrezeptors Ccr5 bei
Entziindungsprozessen zu klidren, erschien es sinnvoll, eine Ccr5-defiziente Makrophagen-
Zelllinie zu etablieren. Dabei handelt es sich um eine homogene Zellpopulation, an der sich die
genaue Funktion von Ccr5 besser studieren ldsst. Ein weiterer Vorteil einer Zelllinie besteht in
der leichten Handhabbarkeit der Zellen bei der Kultivierung. Zielsetzung der vorliegenden
Arbeit war es daher eine Ccr5-negative Makrophagen-Zelllinie und eine entsprechende Ccr5-

positive ,,Kontroll-Zelllinine* herzustellen.

Die Immortalisierung der neu etablierten Zelllinien erfolgte durch Ausschalten des
Tumorsuppressorgens p53. Da eine derartige Vorhergehensweise bei Makrophagen bisher nicht
angewandt worden war, blieb zunéchst unklar, ob sich die Makrophagen-Zelllinien auf diese

Art und Weise tatsichlich etablieren lief3en.

Zur Herstellung der Zelllinien mussten zuerst Cer5”- mit p53”-Miusen gekreuzt werden. Die
daraus resultierenden Ccr5*/p53*"-Miuse wurden dann abermals miteinander verpaart. Durch
Genotypisierung mittels Polymerasekettereaktion konnten dann die Ccr5”/p53”-Miuse
identifiziert werden. Nach intraperitonealer Injektion einer Thioglykolat-Losung entwickelten
die Tiere eine sterile Peritonitis. Durch Peritoneallavage konnten die eingewanderten
Leukozyten, bei denen es sich zum iiberwiegenden Teil um Makrophagen handelte, gewonnen
werden. Fine geeignete Ccr5-positive ,,Kontroll-Zelllinie* lie} sich auf dieselbe Art und Weise
aus p53”-Miusen isolieren. Die so gewonnen Primirzellen wurden anschlieBend in Kultur
genommen; durch Langzeitkultivierung und serielle Verdiinnung konnten in der Tat permanente

Zelllinien etabliert werden. Dabei entstanden sowohl aus der Ccr5-positiven als auch den Cer5-
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negativen Zelllinien mehrere Subzelllinien, die fiir die anschlieBende Charakterisierung der

Zellen verwendet wurden.

Da es sich bei den Ccr5-negativen MPLS5- und den Cecr5-positiven MPLO-Makrophagen-
Zelllinien um vollstindig neue Zelllinien handelte, mussten zundchst optimale
Kulturbedingungen etabliert werden. Dabei stellte sich heraus, dass sich die Zellen am besten
auf unbehandelten mikrobiologischen Schalen unter Verwendung von RPMI-Medium und
Zusatz von 10 % FCS entwickelten und einen differenzierten, fiir Makrophagen typischen

Phinotyp aufwiesen.

Erste Charakterisierungen der Zelllinien erfolgten iiber die Methode der Durchflusszytometrie.
Dabei zeigten sowohl die MPL5- als auch die MPLO-Zellen nach kontinuierlicher Kultivierung
auf mikrobiologischen Schalen eine starke Expression der bei murinen Makrophagen
iiblicherweise nachweisbaren Oberfldchenproteine CD45, CD11b und F4/80. In beiden
Zelllinien konnte die Expression von Lysozym, einem fiir Makrophagen typischen Enzym, auf
RNA-Ebene durch RT-PCR nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte die Expression der
Chemokinrezeptoren Ccrl und Ccr2 auf die gleiche Weise gezeigt werden. Die Ccr5-positiven
MPLO-Zellen exprimierten zusitzlich Ccr5. AbschlieBend wurde bei beiden Zelllinien iiber
einen funktionellen Test die Féahigkeit zur Phagozytose von Bakterien iiberpriift. Dabei wiesen

sowohl die MPLO- als auch die MPLS5-Zelllinien exzellente Phagozytose-Eigenschaften auf.

Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit besteht in der Tat die Moglichkeit, durch
Ausschalten des Tumorsuppressorgens p53, immortalisierte Makrophagen-Zelllinien zu
generieren. Aufgrund der Charakterisierung der neu etablierten MPLO- und MPLS5-Zelllinien
handelt es sich dabei mit groer Sicherheit um Makrophagen-Zelllinien. Diese Zelllinien stehen
nun fiir weitere Versuche bereit, um die genaue Funktion des Chemokinrezeptors CcrS in

Makrophagen und seine Rolle bei Entziindungsreaktionen zu kliren.
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Anhang

Abkirzungsverzeichnis

Ag Antigen
Ak Antikorper
APC Allophycocyanin
ATP Adenosintriphosphat
BSA bovine serum albumin, Rinderserum-Albumin
bp Basenpaar
BPB Bromphenolblau
°C Grad Celcius
CCL chemokine (C-C motif) ligand (human)
Ccl chemokine (C-C motif) ligand (murin)
CCR chemokine (C-C motif) receptor (human)
Cer chemokine (C-C motif) receptor (murin)
CD cluster of differentiation
cDNA komplementédre Desoxyribonukleinsdure
cm Zentimeter
CO, Kohlenstoffdioxid
Da Dalton
DEPC Diethylpyrocarbonat
DNA Desoxyribonukleinsédure
dNTP Desoxy-Nukleosidtriphosphat
dATP Desoxy-Adenosintriphosphat
dCTP Desoxy-Cytosintriphosphat
dGTP Desoxy-Guanintriphosphat
dTTP Desoxy-Tyrosintriphosphat
DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DTT Dithiothreitol
E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat
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FACS
FBS
FITC
Ig

IL

1P

HCI
HIV
H,O
KCl
kb
kDa

1
LB-Medium
LPS
MOPS
M
MCP
M-CSF
MgCl,
MIP
ml
mRNA
ul

um
NF-xB
Na
NaCl
NO
PBS

PS
PCR
RANTES

RNA

fluorescent associated cell sorter
fetal bovine serum, fotales Rinderserum
Fluorescein-Isothiocyanat
Immunglobulin

Interleukin
Interferon-induzierendes Protein
Salzsédure

Human Immunodeficiency Virus
Wasser

Kaliumchlorid

Kilobase

Kilodalton

Liter

lysogeny broth-Medium
Lipopolysaccharid
3-N-Morpholino-Propansulfonsiure
molar (mol/l)

monocyte chemoattractant protein
macrohage colony stimulating factor
Magnesiumchlorid

macrophage inflammatory protein
Milliliter

messenger RNA

Mikroliter

Mikrometer

nuclear factor- kB

Natrium

Natriumchlorid

Stickstoffmonoxyd

phosphate buffered saline, Phospahat-gepufferte
Salzlosung

Polystyrol
Polymerasekettenreaktion

regulated on activation normal T cell expressed and
secreted

Ribonukleinsidure
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R-PE
RPMI
SV40
TBE
u

VE-Wasser

R-Phycoerythrin

Rosewell Park Memorial Institute 1640-Medium
Simian Virus 40

Tris-Borat-EDTA

units

voll-entsalztes Wasser
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