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1 Einleitung

Das Wissen um die biologischen und biochemischen Grundlagen der kjepereiAbwehr
von Krankheitserregern ist essentieller Bestandteil einer jewehzinischen Diagnostik, sei
sie nun human- oder veterinarmedizinischer Natur. Der Forschunglesmf Gebiet der
Immunologie kommt somit eine Relevanz zu, die sich bereits in déerfrimpfversuchen
Edward Jenners und Louis Pasteurs abzeichnete [1, 2]. War marteau d&i Begriinder der
immunologischen Wissenschaft noch auf ethisch héchst bedenkliche Vessandienschen
angewiesen, konnte durch die Etablierung von Maus und Ratte als Modellire die
medizinische Wissenschaft eine Forschungsgrundlage geschafi@genwedie moralisch eher
vertretbar war und nach dem Wissensstand der damaligen ZeitalegiBides Menschen
annahernd glich. Obschon die moderne medizinische Forschung deutlgfrep@nzen in
der Ubertragbarkeit von zu beobachtenden Phanomenen im Nagermodell\4orfgdiege im
menschlichen Koérper nachzuweisen vermochte [3-5], bleibt dieses Mdielldie
Generierung neuer Erkenntnisse auf dem Gebiet der Humanmedizin bestehen.

Auch in der Veterinarmedizin bedient man sich fast ausschie@8&c Modelltiere Maus und
Ratte, obwohl grundlegende Erkenntnisse wie die Entdeckung und die Erforsdesing
Wesens der B-Zellen als Trager der humoralen Immunantworti@ms Modelltier Huhn
stammen. So bekam auch die Bezeichnung B-Zelle, nach ihrem Pragungstuhn, der
Bursa Fabricii benannt (,bursa derived’), erst spater und durch Fehlen einer &mlich
Struktur im Menschen ihr heutiges Synonym (,bone marrow derizegjgwiesen [6]. Trotz
dieser wegweisenden Forschungserfolge im Modelltier Huhn ging e&h in der
veterindrmedizinischen Forschung zu einer Verwendung von Nagetisréreahodell tber.
Dies lasst sowohl durch die gro3ere phylogenetische Néhe derndiagds Mammalier zu
unseren Haussaugetieren als auch durch ein Fehlen an VogeisspenifTestmethoden und
kreuzreagierenden Agenzien erklaren.

Warum sich aber gerade das Huhn als Modelltier fiir die Erforgcties Immunsystems aus
veterindrmedizinischer Sicht anbietet, lasst sich wie folgtUmetgn. Zum einen bietet das
Huhn gerade in Bezug auf Fragestellungen bezlglich der Entwickesgmmunsystems
wahrend der Embryogenese den Vorteil, dass sich diese im Eioumt Isicht zuganglich
vollzieht. Auch erlaubt das Vorliegen eines isolierten B-Zell&dsywie der Bursa fabricii
einen guten Zugang zu frihen B-Zell-Entwicklungsstadien. AbschliefSiemait das Huhn

durch die Lokalisation der B-Zellreifung in einem Darmanhangsorjae Sonderstellung
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gegeniber Mensch und Maus ein, die es allerdings mit der B-Zell Lympepoeerer
Haussaugetiere teilt. Im Englischen werden diese Tierarttar dem Sammelbegriff GALT
Spezies, welches flir ,gut associated lymphoid tissue’ steht, gjeflihdiesen zéhlen neben
dem Kaninchen (B-Zellreifung in Appendix und Sacculus rotundus) [7] und den
Wiederkauern wie Rind und Schaf [8-10] auch das Schwein (Peyer’&ttenRals Ort der B-
Zellentwicklung) [11]. Somit stellt das Huhn ein ideales Modelltigrdie Erforschung des
B-Zell-Systems unserer Haussaugetiere dar.

Wie bereits Erwéhnung fand, stellt das Fehlen von Vogel-spezifiséfenkzeugen und
Methoden und das vergleichsweise geringe Interesse an diesechupgsgebiet ein
Hindernis dar, welchem es mittels Etablierung neuer und spezifistg¢tboden fir das Huhn

zu begegnen gilt. So konnte zwar bereits die Bedeutung des ZyiBk#tedl aktivierender
Faktor der Tumornekrosefaktorfamilie’ (BAFR)r die Entwicklung und das Uberleben von
B-Zellen beim Huhn beschrieben werden [12-14], die zugrundeliegenden
molekularbiologischen Vorgange blieben allerdings noch weitgehend é@ngéksbesondere

die anti-apoptotischen Ablaufe der BAFF-Wirkung sind beim Huhn kaum erforscht.

Ziel dieser Arbeit war es somit zum einen, neue Werkzelge dfe Analyse der
Auswirkungen einer BAFF-Stimulation auf B-Zellen beim Huhn zu etadsiieZum anderen
sollten mit Hilfe dieser Werkzeuge qualitative und quantitativene@pressionsanalysen
durchgefuhrt werden, um die anti-apoptotischen Ablaufe bei der BAIRkuWg zu
charakterisieren. Dieses sollte fur B-Zellarvivo wie auchin vitro geschehen.
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2 Literaturubersicht

Die Besonderheiten des Immunsystems der Huhner mit ihremrtenliB-Zell-Organ, der
Bursa fabricii, regen Immunologen seit bereits mehr als sedi@aden zu intensiver
Forschungsarbeit an [6, 15-19]. An den ersten Versuchen der Arbpjiegum Bruce Glick,
welcher sich der Erforschung der Bursa fabricii widmete, wbeteits die Bedeutung dieser
avidren Enddarmausstilpung fir das Immunsystem des Huhns deutlickell®oTstnothy
Chang, ein Student aus Glicks Labor, durch Zufall fest, dass bursek®dighner nicht
mehr in der Lage waren, Antikdrper zu produzieren. Glick hatte €ngppe von Hiuhnern
kurz nach dem Schlupf die Bursa entfernt und Chang hatte diese HuhWdtemvon 6
Monaten zur Produktion von Antikérpern verwenden wollen. Fast alle Hihnbestand
keines wies einen Antikdrperspiegel gegen das injizierte Antigeh Glick schloss
Validierungsversuche an, und der Grundstein fir das bessere Verstdadii-Zellfunktion

nicht nur der Hihner war gelegt [19, 20].

2.1 Die Entwicklung von Bursa fabricii und B-Zellen beim Huhn

Seit der Erstbeschreibung durch Anatom und Namensgeber GirokmiciKF1533-1619) in
seinem WerlDe Formatione Ovi et Pullaus dem Jahr 1621 (posthum verdéffentlicht) hat sich
das Verstandnis der aviaren Bursa vom ,Doppelsack im BereiclceesRes’ zum Ort der
ersten Beschreibung der B-Zellen stark gewandelt.

So weild man heute, dass sich die Bursa um den Embryonaltagetnausiorso-kaudalen
Ausstllpung nahe der Kloake entwickelt [21, 22] und aus einem zentralem lheseeht, in
welches sich die durch Proliferation des umgebenden Mesodermsnéetsa Plicae
projizieren [23]. Die Wandfalten der Bursa enthalten bis zu 10000 LympHhiergteolliculi
lymphatici(s. Abb. 2.1), in welchen sich die Prdgung und ProliferatiorBdeymphozyten
vollzieht [24].
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Folliculi __ Plicae
lymphatici

Abb. 2.1 Lage und Struktur der
Bursa fabricii

Bursa

fabricii Abbildung tiberarbeitet,

entnommen aus:
http://homepage?2.nifty.com/cryomedic
ine/wdA_C.htm
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Kloake ---

2.1.1 Prabursale B-Zell-Entwicklung

Wahrend sich bei Mensch und Maus lebenslang B-Zellen aus ihren féozkdien
entwickeln konnen, findet diese Differenzierung bei Vdgeln nuhrer@ eines kurzen
Zeitraums, vom Schlupf bis zur Involution der Bursa zu Beginn der Gebtéreife, statt
[25, 26]. In diesem Zeitraum mussen B-Zellen mit einer gro3efialtiah B-Zell-Rezeptoren
generiert werden, um auf die Vielzahl der existierenden Amtigeagieren zu kénnen. Diese
B-Zell-Rezeptoren bestehen, wie beim Menschen, aus schwerer umerldette, welche
wiederum aus verschiedenen Segmenten aufgebaut sind. Bei demld{ette sind dies ein
variables (V) und ein Verbindungssegment (englning’ = J). Das Verbindungssegment
verbindet den variablen mit dem konstanten Anteil (C) des B-ZekjRewrs. Die schwere

Kette verflgt zudem noch Uber ethversity (D) Segment (s. Abb. 2.2).
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joining Segment Abb. 2.2 Aufbau des B-Zell-Rezeptors
Jeder B-ZellRezeptor setzt sich aus ei
diversity Segment schweren (schwarz) und einer leichten (g

Kette zusammen. Diese Ketten beste
\ wiederum aus konstanten (C) Regionen, di
der leichten Kette von eineund bei de
schweren Kette aus 3 Ig-Doméaneny1€3)
gebildet wird, und einem variablen (V) Anteil.
. Fir die Antigenerkennung zustandig ist

LI G variable Teil der schweren bzw. leichten Ke
welcher jeweils Uber ein Verbindungselen
joining (J) und beider schweren Kette au

Uber eindiversity(D) Segment verfugt.

/
vV WH

CL

C, 2

Al

Der erste Schritt der B-Zell-Entwicklung, die Rekombination demunglobulin Gene,

schwere Kette

(V = variabel, C = konstant, L = leichte Kette,
H = heavy/schwere Kette)

vollzieht sich beim Huhn ab dem Embryonaltag 5-6 in Dottersack, Blut urd [®Ir].
Verfiigen Mensch und Maus Uber eine grofl3e Anzahl an verschiedenenf@esesvariable
(V) und joining (J) Segment der leichten Kette bzw. auch diaersity (D) Segment der
schweren Kette des B-Zell-Rezeptors, so findet sich im Hihnerggvegiis nur ein Gen fur
jedes Segment [28, 29], lediglich fur ddisersity Segment der schweren Ketten verflgt das
Erbgut des Huhns Uber mehrere, jedoch hdchst strukturgleiche Gene I[8@]ings finden
sich im Erbgut des Huhnes eine Reihe sogenannter ,Pseud¢@8heiuf deren Bedeutung

spater im Text noch eingegangen wird (s. Abb. 2.3).

Immunglobulin Locus beim Huhn
Abb. 2.3 Rekombination des

[ VPseudogene v b 4 ¢ Immunglobulin Locus beim Huhn
et —{III == — - in Dottersack, Miz und Blut
YV Pseudogene
v J Cc .
e o varabe
D= diversity,
J =joining;
nach Rearrangment : g
C=constant

¥ Pseudogene Vv DJ c
1

Segmente des B-Zell-Rezeptors

V Pseudogene
] voJ c

eicntekette I ———
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Um den Embryonaltag 15 ist diese Genrekombination komplett abgssehl[31, 32] und
jede Huhner B-Zelle verflugt tiber einen nahezu identischen Immungidimdus. B-Zellen,
die Uber einen rekombinierten Immunglobulin Locus verfigen, wandern rdie Bursa ein.
Sie exprimieren zudem das Kohlenhydrat-Epitop sialyl Leai$ ihrer Oberflache, welches
sich ab Embryonaltag 10 in der Bursa nachweisen lasst [33]. Eeregeab Embryonaltag
10 in der Bursa nachweisbares Antigen ist der B-Zellmarker B4l mithilfe dessen sich
B-Zellvorlaufer (Bu-1) von frihen T-Lymphozyten (Bujlbereits ab dem Embryonaltag 6
unterscheiden lassen.

Trotz B-Zell spezifischer Marker erinnern diese grol3en edelzu diesem Zeitpunkt
lichtmikroskopisch allerdings eher an mature Makrophagen als Zell& und formieren

sich nun zu den bereits beschriebeRehiculi lymphaticiin der Bursawand.

2.1.2 B-Zell Reifung in der Bursa

Ab Embryonaltag 10 erreichen die ersten B-Zellvorlaufer die Bursa, ein Vorgangddeh
chemotaktische Faktoren ausgelost wird [35] und sich durch die intravéméktion von
Fremd-Lymphozyten zu diesem Zeitpunkt negativ beeinflussen lassH@édlurch wird die
Bedeutung von Alloantigenen auf der B-Lymphozyten Oberflache [¢aming’ zur Bursa
hin deutlich. Diese kérpereigenen Antigene werden durch UberschieRendefiakuf die
Fremdlymphozyten ebenfalls angegriffen, und die B-Lymphozyten koneéh mehr in die
Bursa einwandern. Interessanterweise lasst sich zu diesgoarde¢inoch keine bei anderen
,Graft vs Host’-Reaktionen beobachtete Splenomegalie induzieren. finege sich erst bei
nach Embryonaltag 10 injizierten Tieren.

Nach Ankunft in der Bursa formieren sich die B-Zellvorlaufer zn segenanntefolliculi
lymphatici deren Bedeutung auch durch die nun immer starker werdende Vaskulizag
dieses Gewebes deutlich wird [37].

Einen weiteren wichtigen Zeitpunkt in der bursalen B-Zell-Reifuett fler Embryonaltag
14 dar. Ab diesem Augenblick lassen sich die ersten B-Zellenmmitunglobulin auf der
Oberflache (surface Ig=slg) nachweisen [38, 39]. Nur Zellenumitionellem slg beginnen
zu proliferieren [40] und der Immunglobulin-Locus wird durch ,gene comnwers
diversifiziert [28, 41, 42], wodurch das Antikérper-Repertoire des Hamsteht (s.Abb.
2.4).
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Immunglebulin Locus beim Huhn

Abb. 2.4 ,gene conversion’ im
A : . nach Rearrangment
Immunglobulin Locus beim Huhn in 9

der Bursa
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Mit ,gene conversion’ wird der zuerst beim Vogel beschriebémgang zur Erzeugung einer
der Fille an Antigenen angepassten Antikorper-Vielfalt bezeichWigt. bereits erwahnt,
finden sich im Huhnergenom, anders als bei Maus und Mensch, nicht metnsrkiedene
Gene fur die einzelnen Segmente des B-Zell-Rezeptors bzw. dé&brser. Es findet sich
jeweils nur ein Gen pro Segment, welches durch Genrekombination verbunden @itdl{s.
Somit mussten alle B-Zellen des Huhns den gleichen Rezeptor tiages.dies nicht der
Situtationin vivo entspricht, konnte durch Analyse von Milz-Lymphozyten-cDNA adulter
Huhner gezeigt werden [29]. Es wurde zudem dargestellt, dassndi€ergleich zum
ursprunglichen V-Segment aufgetretenen Nukleotidsubstitutionen Sequenzedenin
sogenannten ,Pseudogenen’, also 5 von dem V-Segment gelegene und honiaooge
Bereiche, entsprachen. Pseudogene zeichnen sich durch das FehlenesogroRlomoter-
Region als auch eines fiur die Oberflachenexpression notwendigeeriE&eons aus [43].
Basierend auf diesen Beobachtungen wurde die ,gene conversion’, dedefiemen von
Pseudogenen in die rearrangierten V-Gene von leichter und schdetie{44], als Methode
der Immunglobulin-Diversifizierung beim Vogel postuliert. Spater korgeeeigt werden,
dass die Auswahl der Pseudogene nicht willkirlich, sondern aufgrund dger Homologie
und Orientierung zum rearrangierten V-Gen erfolgt [45].

Anzumerken ist, dass nicht nur Vogel den Mechanismus der ,gene donvVensitzen,
sondern auch Schaf, Rind, Schwein und Kaninchen ihre Antikdrperviedfileise oder
vollstandig auf diese Art erzeugen [46]. Dabei dient in all dieserzi&pelas sog. ,gut
associated lymphoid tissue” (GALT) als primares B-Zell @rddeben der Bursa beim Huhn
sind das bei Schaf, Rind [8, 10] und Schwein [47] die Peyer schearPl48, 49] und beim
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Kaninchen der Blinddarm [50, 51], wobei diese Spezies im GegensatzHonhn mehrere
funktionelle V-Gene fur die schwere und leichte Kette besitzen oimat sgene conversion®
nicht als alleiniger Mechanismus zur Diversifizierung dient.

Der Embryonaltag 18 markiert den Beginn der Emigration von B-Zellen aus der Bursa ins
Blut und darauf in die peripheren lymphatischen Organe. Dabei igatieder peripheren B-
Zellen zum Zeitpunkt des Schlupfes noch sehr gering. Bis zum\AlteB Wochen steigt die
Emigrationsrate aus der Bursa jedoch auf 1% der peripheren &ilefiro Stunde an [52].
Zudem lassen sich ab diesem Zeitpunkt die ersten SE- (shélemeyies) Antikorper in der
Bursa nachweisen [53], welche auch ohne Stimulation durch dieseedmingstehen, und
somit die These, dass sich spezifische Antigen-Erkennungsmuster iButa in einer
festgelegten Reihenfolge entwickeln, unterstreichen.

Der Embryonaltag 21 entspricht dem Zeitpunkt des Schluffag, 1, und kennzeichnet
neben dem Ende der Embryogenese auch den Beginn der Aufnahme vom Alutige
reverse peristaltische Reflexe in die Bursa [54, 55], ein Btasmus, der malRgeblich an der
Stimulation des aviaren Immunsystems durch Antigen beteiligtigtert man vor diesem
Zeitpunkt den Verbindungsgang zwischen Bursa und Enddarm (bursalghiiini= BDL)
[56], so wird nach dem Schlupf kein Fremdantigen mehr von der Bursa aufgemound
diese Huhner verfligen tber geringere Mengen an natirlichen Serum-Aggiufbithe

Auch steigt nach dem Schlupf die Zahl apoptotischer Zellen in desaRlramatisch an [58].
So emigrieren lediglich etwa 5% der gebildeten B-Zellen inRkepherie, die restlichen
Zellen sterben in der Bursa [59]. Hierzu gehdren alle Zellenydihrend ihrer Entwicklung
die Fahigkeit verloren haben, Immunglobuline auf ihrer Oberflache @ingeren [60]. Wie
durch retroviralen Gentransfer gezeigt werden konnte, ist die &ipreeines trunkierten slg
ohne variablen Anteil ausreichend, um in der Embryonalzeit die Ratide der Zellen zu
induzieren. Zur Emigration aus der Bursa ist allerdings ein @allisges Immunglobulin-
molekdl notwendig. Zellen mit trunkiertem slg wandern nicht in digpRerie, sie werden in
der Bursa durch Apoptose eliminiert [61].

Welches Signal die Apoptose in der Bursa verursacht, weif3 mandpisicht. Da in 98% der
.gene conversion“-Ereignisse der Leserahmen des Exons fir demlearigeil erhalten
bleibt [62], kann ein nicht produktives ,gene conversion®- Ereignis alsiptdasache
allerdings ausgeschlossen werden. Interessanterweise scheifietbeben der Zellen in der
Bursa mit der Expression von chL12, einem Alloantigen von 38 — 40 kD, verkniipéinz,
wobei sowohlin vivo als auchin vitro die Apoptose-resistenten Zellen unter den Zellen mit
sehr hoher Expression von chlL12 (chi‘_iﬁ';t zu finden sind. Ob die Abnahme der chL12-
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Expression (chLl'?"’/chLlZ) jedoch Ursache oder Folge der Apoptose darstellt, ist nicht
bekannt [63].

Bursale B-Zellen sterben nach Entnahme aus dem Gewebeverbardlinven kurzer Zeit,

so dass nach 16 Stunden dervitro Kultivierung von Lymphozyten aus der Bursa die
Viabilitdt der Zellen unter 10% liegt [64]. Durch Bestimmung dé$ABGehalts der Zellen
l&sst sich zeigen, dass bereits nach 8 Stunden mehr als 50%elld#r Znzeichen von
Apoptose aufweisen [60]. Die Uberlebensrate der Zellen kanntedoh Zugabe des
Phorbolester®horbol-Myristat-Acetat (PMA) um ein Vielfaches gesteigert werden [65].

Da beiin vitro Organkulturen von embryonalen Bursa-Anteilen das Uberleben deutlich héher
ist und sogar Proliferation und Differenzierung der B-Zellen naclegew werden konnten
[66, 67], scheinen Zell-Zell-Interaktionen bei der Vermittlung von (hemssignalen eine
wichtige Rolle zu spielen.

2.1.3 Involution der Bursa

Bereits im Alter von 10-16 Wochen kommt es zu einer Reduktion desc@@swier Bursa,
die Mitoserate in diesem Organ nimmt deutlich ab, und es bilden sikbide Zysten [68].
Nach 6 Monaten lasst sich nur noch ein fibrotischer Rest ohne lymphelegde Struktur
nachweisen [69]. Auffallig ist, dass sich die Involution der Bursarannlichen Tieren
schneller vollzieht [69, 70]. Eine Beobachtung, die sich auf die Expressbn

Sexualhormon-spezifischen Rezeptoren in der Bursa zurtickfihren4ésst2] und somit
auch in direkter Relation zur Legereife der Huhner steht. So konm&gggeverden, dass
Huhner, die verspatet mit der Eiablage beginnen, lber eine imeidrglu altersgleichen,

bereits Eier legenden Hihnern noch juvenile Bursa verfugen [73].

2.1.4 Postbursale B-Zell-Entwicklung

Aus der Bursa emigrierende Lymphozyten erreichen tber den Blutdteoperipheren bzw.
sekundaren lymphatischen Organe, in denen sich weitere Entwicldbngss wie der
Immunglobulin-Klassenwechsel vollziehen. Dieser Wechsel vom urdmfirgei allen B-
Zellen gleichen IgM-Isotyp liefert beim Menschen schlielidhf und beim Huhn drei

unterschiedlichen Klassen (s. Abb. 2.5).
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Beim Huhn findet sich ein IgG-Molekiil, dass uber keine flexible, duigge’, Region und
eine langere schwere Kette als sein humanes Aquivalent veufigjtaufgrund seiner
Andersartigkeit auch als IgY bezeichnet wird [74, 75]. Auch das Igéhret sich durch eine
langere schwere Kette aus [76-78]. Huhner IgM wird, wie IgM beim btesrg von naiven

B-Zellen [79, 80] exprimiert. IgE und IgD wurden beim Huhn noch nicht nachgewiesen

1gG IgM IgD
\‘ ,, “ ” “ ” Abb. 2.5 Immunglobulin-Klassen des Menschen

Ea = =‘ schwarz = schwere Kette
li ([
] |

'. grau = leichte Kette
Die auf3er dem priméaren IgM (gel6st als Pentamer

A\ N lgA 2 N\ IoE Y /4 vorliegend) beim Menschen vorhandenen Ig-
Klassen: Im Serum am haufigsten vorkommend das
V “( IgG, das meist mukosal anzutreffende IgA, das im
.. Zusammenhang mit allergischem Geschehen zu

[

'. nennende IgE und das nur membrangebundene IgD.
1gG/ IgM

\% 0y /4 \ V /4
.i :

Bekannte Immunglobulin-Klassen des Huhns

Die bisher beim Huhn charakterisierten

Immunglobulinklassen: das IgG, welches uber IgA

eine langere schwere Kette als beim Mensch “ ’,
verfugt, ebenfalls langer das IgA und das IgM

der naiven B-Zellen.

Dieser die unterschiedlichen Immunglobulin-Klassen hervorbringenddhd¥kfindet in den
sogenannten germinalen Zentren statt [81]. Germinale Zentrerelents durch die
Proliferation von B-Lymphozyten nach Antigen-Kontakt und beim Mensch ztimeldilz

oder Lymphknoten [82, 83]. Huhner verfugen uber keine Lymphknoten, die germinale
Zentrums-Reaktion lasst sich allerdings in den peripher lymphatisOrganen Milz [84],
Peyer'sche Platten [85], Caecaltonsille [86], dem Bronchus &sderi lymphatischen
Gewebe (engl.: BALT) [87] und der Harder'schen Druse [88] nachweisen (s. Abb. 2.6).
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Abb. 2.6 Huhnersitus zur Verdeutlichung der Lage pripher lymphatischer Organe
Abbildung Uberarbeitet, entnommen aus: http://wwsstate.edu/dept/poultry/pub1276.htm

Die Milz des Huhns ist wie beim Saugetier aus roter und weil3er Pulpamesgesetzt und
bildet sich, nach erster Besiedelung durch Lymphozyten-Vorlaufer dem zehnten
Embryonaltag, erst nach Schlupf und erstem Antigenkontakt zum lymphordaen @us. Da
immunogene Substanzen die Milz Uber die Blutzirkulation erreichemericsich die hier
gebildeten Antikdrper meist gegen Antigene aus dem Blut [89].

Peyer’'sche Plattenfinden sich ab dem 10. Tag nach dem Schlupf [85], und es konnte gezeigt
werden, dass auch Zellen, die in der Milz mit Antigen in Kontakt kemmn den
Peyer’'schen Platten eine germinale Zentrums-Reaktion auslésen kénnen [90].

Die Caecaltonsillen (CT)sind den zwei Zaka des Huhns im proximalen Bereich fir 4-10 mm
anliegende lymphatische Strukturen [91], welche Uber zwei Arten von rggdemi Zentren
verfigen [86]. Zum einen finden sich hier in der Tiefe liegende, ohapeséd, und zum
anderen in Epithelndhe liegende und durch eine Kapsel vom umgebenden tgnphoi
Gewebe abgetrennte Zentren. Die Entwicklung der Caecaltonkileeliert mit der ersten
Aufnahme von Fremdantigen um den Zeitpunkt des Schlupfes [92].

Im Bronchus assoziierten lymphatischen Gew@b&LT) kdnnen ab einem Alter von zwei
Wochen die ersten germinalen Zentren nachgewiesen werden [&§mZbilden sich ab
diesem Zeitpunkt auch die fur die Luftwege typischen Zilien auf @lerner squamodsen
BALT-Epithel aus [87].
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Die Harder’'sche Druse schlie3lich ist eine zu den akzessorischen Tranendrusen zahlende,
auf der Nickhaut gelegene Drise, die in ihrem Stroma eine AnsagmiumPlasmazellen
aufweist [93]. Diese gereiften B-Zellen geben Antikorper in dign&nflissigkeit ab [91],
deren Konzentration sich durch die chirurgische Entfernung der Hangen'sDruse stark

erniedrigen lasst [94, 95].

Eine wichtige Rolle spielen neben der Lokalisation der B-Zelwitktung fur diese auch das
Vorhandensein von l6slichen Faktoren [18]. So konnte, wie bereits fur dim&ellen des
Knochenmarks der Sauger [96, 97], auch fUr jene der Bursa die Wichtigkeit von Zytokinen als
Mediatoren von Wachstums- und Differenzierungssignalen gezeigtemeBesonders zu
nennen sei hier das Tripeptid Bursin [98], welches bereits beDargenese ddfolliculi
lymphaticiin der Bursa eine grol3e Rolle spielt [99]. Ebenfalls von entscheidBedeutung
sind die Mitglieder der Tumornekrosefaktor Familie, eine nach demoifinekrosefaktoi
benannte Gruppe von Zytokinen. Hierzu gehdren unter anderem der beim fSduden
Isotyp-Klassenwechsel essentielle CD40-Ligand und der ,B-Zdiierender Faktor der
Tumornekrosefaktorfamilie’ (BAFF). Beide Zytokine sind auch beiahn beschrieben [14,
100].
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2.2 Der B-Zell aktivierende Faktor der Tumornekrosefaktor
Familie (BAFF)

Um die in jedem Lebewesen ablaufenden mannigfaltigen WachsturdDifferenzierungs-
vorgange der Korperzellen unter Kontrolle zu halten und zu regulieréienbsich die Natur
unter anderem der Zytokine. Diese von Zellen gebildeten Proteinelbssanf das Verhalten
anderer Zellen Uber spezifische Rezeptoren, welche sich a@deflache ihrer Zielzellen
befinden. Es lassen sich im Wesentlichen vier Hauptgruppen von Zytokirensalveiden:

Die Interferone (IFN), deren Namen sich von ihrer beobachteten Wirkung, dem
JInterferieren’ bei viralen Infekten, ableitet [101], die von Leukoamytgebildeten
Interleukine (IL) , welche in der Reihenfolge ihrer Erstbeschreibung bezifferden [102-
104], die Koloniestimulierenden Faktoren (CSF) von Erythrozyten und weil3en
Blutkorperchen gebildete = Wachstumsfaktoren [105], und schlief3lich die

Tumornekrosefaktoren (TNF).

2.2.1 Die Tumornekrosefaktor-/Tumornekrosefaktor-Rezeptor Familie

Bereits kurz nach seiner Erstbeschreibung wurde evident, dasBun@rnekrosefakton

[106], friher aufgrund seiner Wirkung als ,Kachektin’ bezeichnet [107,, 10®] das bereits
zuvor charakterisierte Lymphotoxin [109] prototypisch fur die Mitigie einer Familie an
Proteinen sind. Mit dem Fortschreiten der Entwicklung auf dem Gebidalekularbiologie
konnten immer mehr Mitglieder dieser Proteinfamilie nachgeamiesnd ihre essentielle
biologische Bedeutung gezeigt werden [110, 111]. Auch wurde neben den dem
Tumornekrosefaktor ahnlichen Proteinen eine Gruppe von Oberflachenmolekulen
nachgewiesen, die dem Rezeptor des Tumornekrosefaktors &hnlich sinsomitdzur
,Tumornekrosefaktor-Rezeptor Familie’ zusammengefasst wurden (s. AblZ@nT)etzigen
Zeitpunkt zahlt man 19 Mitglieder der Tumornekrosefaktor- und 29 Milgtieder
Tumornekrosefaktor-Rezeptor Familie [112], die eine Vielzahl an Furddiinnehaben. So
sind Mitglieder der TNF-/TNF-Rezeptor Familie an der Reguhater Apoptose [113], der
Initiation von Wachstums- und Differenzierungssignalen [114, 115], dem Aldauf

Immunantwort [116], der Organogenese [117] und dem Knochenstoffwechsel [118] beteiligt



Literaturtbersicht 14

cD27L CD30L CD4aoL 4-1BBL Ox40L GITRL RANKL BAFF APRIL TWEAK 2 2
® ® ® 9 @9 @ ® ® @ ®
PV =T A

i
|
B 0 0 00 O
0 0 0 0 0 0 gpg 0o 0
EREERERRILE ]
TCDZT 'CD30 TCD40 T4-1BB I 0X40 TGITR DPG TRANKTBAFFR TTACI TECMA TFnM I TROY | RELT
e e e ©@ e evevovre
/ \".‘ f.""/i \\ /_//
00 % 1N 0 0 () ()
I O 0 o 0 A 0 A O B 6 A O R O O
L) | U U g | U 00 u w U U 8 L
] 0 ] 0 O sls 0 0 O o0 0 0
cDgs DcR3 Tnm DR4 | DRS  DeR1 TDcRZ F—opg | EDAR TlXED RT NFR1 TTNFRZ TIHVEM TLTBR DeR3
E BN O [
Abb. 2.7 Die Vertreter dd NF-/TNF-Rezeptor Familie

Die dem TNF verwandten Liganden sind schwarz, digaeellularen Doméanen ihrer Rezeptoren mit der
genauen Menge an CRDs (cystein-rich domains) waiBeastellt. Graue Vierecke entsprechen zytoplasotati
gelegenen Death Domains.

Allen Mitgliedern der TNF-Familie gleich ist das Vorkommes @yp 2 Transmembran-
Protein, wobei die meisten auch in geléster Form, als typischekidgt auftreten. Typ 2
Transmembran-Proteine zeichnen sich durch eine carboxyternertkezytoplasmatische
und eine aminoterminale intrazytoplasmatische Doméne, die durch eamsniembran-
Doméne verbunden sind, aus. C-terminal tritt bei allen Liganden ameTNF homologe
Domaéane (THD- TNF homology domain) auf, die fir die charakterlsigs-Faltblattstruktur
verantwortlich ist [119]. Weiterhin gleich ist ihnen die HomotrirB¢muktur [120-122]. Far
die Mitglieder der TNF-Rezeptor-Familie ist das Vorhandenseinewrbis sechs ,cystein
rich domains’ (CRDs) in ihrem extrazellularen Anteil typis€@RDs sind aus bis zu 40
Aminosauren zusammengesetzt und werden uber drei Cystein-Brichkiisista[123]. Die

sich distal der Membran befindenden CRDs fungieren als eine Aetligand binding

assembly domain’ (PLAD) [111, 124], welche das sich Ausrichten dganden vor der
Bindung an proximal der Membran gelegene CRDs ermdglicht. Desesiverfligen einige

TNF-Rezeptoren lUber sogenannte ,death domains’ und erlauben somEimi@éung der
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Rezeptoren in Apoptose vermittelnde ,Death Receptors’ und solche ohtiedienain, die
Uberlebenssignale vermitteln [125].

Zu den Mitgliedern der TNF-Familie wird, wie bereits emvgi auch das Lymphotoxin
gezahlt. Bei seiner Entdeckung noch als einzelner Faktor belsehr{126] und aufgrund
seiner Strukturanalogie zum Tumornekrosefaktor (TdyFauch als Tumornekrosefaktor 3
bezeichnet [127, 128], stellte sich schnell heraus, dass sich zweischigdliche
Lymphotoxine, nach ihrem Trennverhalten bei der Chromatographie alphed beta ()
genannt, nachweisen lassen [129, 130]. Die Lymphotoxine spielen einkesitscie Rolle
bei chronischen Entzindungsreaktionen [131], der Synthese weiterer ZyfbBRleund
stimulieren das Wachstum und die Proteinsynthese in Fibroblasten Z1@@&m konnte die
entscheidende Bedeutung der Lymphotoxine fur die Entwicklung der GAg@r@rgezeigt
werden [134]. Mit der Tatsache, dass Lymphotoxine auch fir die BildungydgpHknoten
entscheidend sind [135], lasst sich vielleicht das Fehlen von Lymphkietien Huhn
erklaren, da auch das das Lymphotoxin kodierende Gen beim Huhn noclgefichtien
werden konnte [136]. Obwohl auch das Gen fur den Tumornekrosetakiim Huhn noch
nicht nachgewiesen wurde, liel3 sich TMRAKktivitat zeigen [137-140], und auch ein TNF-
Rezeptor-Locus wurde bereits fir das Huhn beschrieben [136]. Gemomie auch
funktionell wurde allerdings ein weiteres Mitglied der TNF Hamibeim Huhn
nachgewiesen: der CD40-Ligand.

CD40 weckte das Interesse der Immunologen, da eine Stimulation diekd®-Zellen,
Makrophagen, dendritischen und Endothelzellen vorkommenden Oberflachenmarkers zu
einer deutlichen Proliferation dieser Zellen fuhrt [141]. Ferner lkoanth gezeigt werden,
dass CD40 im Zusammenhang mit dem Immunglobulin-Klassenwechsel geafte
Bedeutung zukommt [142]. So weisen Patienten mit dem sogenanntenlglyp8yndrom
hohe Titer an IgM und extrem niedrige IgG Titer auf, was auaf &usbleiben des
Immunglobulin-Klassenwechsels hindeutet [143]. Bei diesen Patientenekeimat Mutation
im CD40-Gen aufgezeigt und somit die Bedeutung der CD40-CD40-Liganaitcer fur
den Immunglobulin-Klassenwechsel bewiesen werden [144, 145]. Mit dem CDd0dlen
fand man schlie3lich auch den sich auf aktivierten T-Zellen befindéBiddangspartner und
Aktivator von CD40. Dieser wurde, wie fir den Menschen [146], auch fuHdas erst
einige Jahre nach CD40 beschrieben [147]. Ebenfalls parallelsstéiltiie durch die CD40-
CD40-Ligand-Interaktion induzierte Proliferation nativer B-Zellen Mensch und Huhn dar
[100]. Dies erlaubt zudem die ersten Langzeitkulturen nativer B-Zellen beim.H
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2.2.2 Die Struktur von BAFF

Der B-Zell aktivierende Faktor der Tumornekrosefaktor-Fanm{lB&FF) wurde zeitgleich
von unterschiedlichen Forschergruppen beschrieben und ist daher auch unteardem N
BLyS (B Lymphocyte Stimulator) [148], TALL-1 (TNF- and ApolL lated Leukocyte-
expressed Ligand 1) [149], THANK (TNF Homolog that activates Apoptdsiclear factor-
kB and c-Jun Nktterminal Kinase) [150], TNFSF13b (TNF-Superfamily Member 13b) und
ZTNF4 [151, 152] bekannt. BAFF kommt, wie die meisten TNF-Familiggimdler, sowohl
membrangebunden als auch in einer durch eine Protease vom Furin-3pyalteyeen,
l6slichen Form vor [153]. Auch das BAFF sehr ahnliche APRIL (A prdifion inducing
ligand) wird von einer Protease vom Furin-Typ gespalten, allerdiegsits intrazellular
[154]. APRIL bindet ebenfalls an die beiden BAFF-Rezeptoren BCMATURNGI, scheint
allerdings fur die Entwicklung des Immunsystems eine BAFF urdedgete Rolle zu spielen
[155].

Neben der Furinschnittstelle verfigt BAFF auch Uber die TNRHEn typische
Homotrimere Form [156, 157], eine Grol3e von 55 kD (Trimer) bzw. 18 kD (Mondrs],
und eine alternative Splice-Form\BAFF [159]. ABAFF fehlt eine 57 Basenpaar lange
Sequenz, die eine der Rezeptorbindenden Domanen kodiert. Es mulérhemnisiBAFF und
kann somit die Rezeptor-Bindung und proteolytische Spaltung von BAFF ivnegat
beeinflussen [160]. Zudem konnte im Transgenen Maus-Modell gezeidgnyaetasa\BAFF
die durch BAFF-Uberexpression auftretenden, negativen Auswirkungen iabeglekann
[161].

Strukturell humanem BAFF hoéchst homolog ist Hilhner BAFF (engl. A€ [14], dessen
Aminosaurenstruktur zu 76% mit dem von humanem BAFF Ubereinstimmt. iBies
besonders bemerkenswert, da die strukturelle Ahnlichkeit der Mekigreavidren Zytokine
zu ihren humanen Analogen unter 30% liegt [162]. Auch bei Schweinen [k&8ken [164]
und Enten [165] weist BAFF eine im Vergleich zu anderen Zytokinamerex hohe

Homologie mit humanem und murinem BAFF auf.

2.2.3 Die BAFF-Rezeptoren

BAFF kann an drei Rezeptoren aus der TNF-Rezeptor-Familie rhirBEMA (B cell
maturation antigen, TNFRSE?7) [151, 166], TACI (transmembrane activator and CAML
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interacting protein, TNFRSF 13B) [156, 167], an die auch APRIL binden kexhden nur
von BAFF gebundenen BAFF-Rezeptor (BAFF-R) [168]. Eine BesonderheB@MA und
dem BAFF-R stellt dar, dass sie jeweils nur Uber eine Cé&Btdin rich domain) in ihrem

extrazellularen Anteil verfugen (s. Abb. 2.8).

BAFF Abb. 2.8 BAFF und die BAFF-Rezeptoren
.. BAFF in seiner Homotrimeren Struktur ist
. schwarz, die extrazellularen Doméanen seiner

Rezeptoren mit der genauen Menge an CRDs
(cystein-rich domains) weil3 dargestellt.

(BAFF = B-Zell aktivierender Faktor der TNF-
Familie, R = Rezeptor, TACI = transmembrane
activator and CAML interactor/ TNFRSF 13B,

BCMA = B cell maturation antigen/TNFRSF17)
BCMA TACI BAFF-R
I

Das Gen fuBCMA wurde als erstes bei einem Patienten mit T-Zell Lymphorohoeben
und aufgrund der Auffindbarkeit in maturen B-Zell-Linien als ,B-celtaration antigen’
bezeichnet [169]. Eine spétere Charakterisierung wies es alsl Membranprotein (die
aminoterminale Domane liegt extrazytoplasmatisch) aus, welottgrektional transkribiert
werden kann [170, 171]. Es konnte gezeigt werden, dass BCMA esskmtitdls Uberleben
der Plasmazellen im Knochenmark ist [172]. So findet sich gegendibenden B-Zellen in
den fur die Langzeit-Immunitdt verantwortlichen, aktivierten Ptastien eine
Hochregulation von BCMA bei gleichzeitiger Runterregulation der Reren TACI und
BAFF-R. Auch konnte die Bedeutung von BCMA fir die Induktion der Antigertiiktion
gezeigt werden [173]. Wie bereits erwahnt, kann neben BAFF auch APRIL an BCGidénbi
dies sogar mit einer 1000mal héheren Affinitat [174]. Diese geriifyaitat fir BAFF wird
auch fur die erhéhte Apoptose der B-Zellen von mit dem HI-Virus ierfen Patienten
verantwortlich gemacht [175], da in diesen Zellen BCMA hochreguked und somit den
hoher affinen BAFF-Rezeptor (BAFF-R) konsekutiv verdréangt. Allgenkeinnte allerdings
gezeigt werden, dass die Bedeutung der anderen BAFF-Rezepta€h BAFF-R) fur die
BAFF-Wirkung auf B-Zellen den Einfluss von BCMA Uberwiegt [176].

TACI (transmembrane activator and CAML interacting protein) wuadégrund seiner

Affinitdt zum Protein CAML (calcium-modulator and cyclophilin Irg§ entdeckt, welches
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fir die Aktivierung des Transkriptionsfaktors ,Nuklear Faktor deivakten T-Zellen’ (NF-
AT) und somit auch fur die Lymphozytenaktivierung mitverantwortlgth177]. Kurz nach
seiner Erstbeschreibung konnte gezeigt werden, dass TACI eept@efir BAFF ist und
therapeutisch bei durch BAFF-Uberexpression verursachten Erkramkusgstemischer
Lupus erythemtosus/SLE) als l6sliches Protein zur Neutralisattoon BAFF eingesetzt
werden kann [151, 178]. So konnte gezeigt werden, dass die adenoviral algmitt
Expression eines TACI-Ig-Fusionsproteins bei einem SLE-Mausmod&B/flNW F;) zu
einem verzogerten Einsetzen von klinisch manifestem Lupus fuhrte [179].b&ichemisch
induzierter Autoimmunitat (subtoxische Quecksilber-Gabe) [180] und durcib@min-
induziertem bronchialem Asthma [181] konnte die inhibitorische Wirkung vAg€I-Ig
gezeigt werden. Allerdings wirkt diese sich nicht nur auf pathetbg Vorgédnge, sondern
auch auf die Antikdrper-Produktion allgemein aus. Dementsprechend kazatigtgverden,
dass TACI die durch CD40 und den BAFF-Rezeptor costimulierte Antikinguiuktion
hemmt [182]. Die gegentber den anderen BAFF-Rezeptoren (BCMA, BAHfeutlich
inhibitorische Wirkung von TACI konnte auch in TACI-knock-out Mausen gezeegtien
[183]. So entwickeln diese Mause einen Phanotyp, der durch schwere raut@m
Reaktionen gekennzeichnet ist.

Der nur fur die BAFF-Bindung spezifiscBAFF-Rezeptor (BAFF-R, auch BR3) schlief3lich
wurde als letzter der drei BAFF-Rezeptoren beschrieben [168, ur@fijaufgrund seines
Fehlens bei A/IWySnJ Mausen (Locus unterbrochen), welche phanotypisah-IB®ck-out
Mausen gleichen, als Hauptfaktor der BAFF-vermittelten B-Zelfd®g charakterisiert.
Strukturell fallt auf, dass der BAFF-R nur Uber eine CRD (aysteh domain) in seiner
extrazellularen Domain verfugt [185], womit er, wie BCMA, eiren@erstellung unter den
regular Uber mindestens zwei CRDs verfigenden TNF-Rezeptoremmmt. Eine
Sonderstellung unter den BAFF-Rezeptoren nimmt der BAFF-R defdedurch sein
Vorkommen auf aktivierten/memory T-Zellen ein [186], da weder BOMah TACI auf der
Oberflache von diesen Zellen exprimiert werden. Somit kommt BABE; Bindung an den
BAFF-R, auch eine Bedeutung bei der T-Zell-Aktivierung zu, wekibk zum Beispiel im
verlangerten Uberleben von kardialen Allograften auf MausenBiFF-R Mutation bzw.
BAFF Deletion manifestiert [187]. Zu seinen B-Zell-spezhise Funktionen zahlt die
Vermittlung des Ig-Klassenwechsels, welcher auch durch Teheigefihrt werden kann
[188], eine Rolle in der Proliferation von B-Zell-Lymphomen [189] undwsét, BCMA und
TACI, an der Abwehrreaktion von T-Zell-unabhangigen (TI) Antigenen liggteDiese bei
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Neugeborenen reduziert ablaufende Reaktion auf ‘gBakterien kann mit der reduzierten
Expression von BAFF-Rezeptoren bei Neonaten in Verbindung gebracht werden [190].
Obwonhl fur Maus und Mensch bereits Besonderheiten der Wirkung eines gededrei
BAFF-Rezeptoren gezeigt werden konnten, konnte fiir das Huhn bis vankurar der
BAFF-R beschrieben werden [136]. Neueste Ergebnisse deuten nunngBeddirauf hin,
dass auch TACI beim Huhn vorkommt (personliche Mitteilung von Dr. John Y ¢nstgute
for Animal Health, Compton, UK). Fir das Vorhandensein von BCMA und deshscam
BCMA wie auch an TACI bindenden Proteins APRIL beim Huhn gibt skebihingegen

keinen Hinweis.

2.2.4 Expression von BAFF

Neben der Struktur von BAFF und seinen Rezeptoren beeinflusst auch ihre geniébsispe
Expression die durch die Rezeptor-Ligand Interaktion induzierten Funktionen.

BAFF wird bei Mensch und Maus hauptsachlich in peripheren, lymphatisceken des
Blutes (PBLs), der Milz und den Lymphknoten exprimiert, obwohl sicmgerMengen auch
in diversen anderen Geweben finden lassen [148-150, 158]. Zu den Zelltypd\Ffe
bilden, zahlen Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen und T-Zellen [19%leree
produzieren geringe Mengen an BAFF nach Aktivierung [192]. Normalsemwvird BAFF
nicht von B-Zellen exprimiert, es wurde allerdings in einer Blide aus der chronischen B-
Zell Leukamie (B-CLL) detektiert [193]. Uberraschenderweissstlasich auch bei
neutrophilen Granulozyten durch Stimulation mit {#FNind besonders durch G-CSF-
Stimulation eine hohe Expression und Abgabe von BAFF feststellen Hi&¢]|Besonderheit
stellt hierbei dar, dass BAFF nie membrangebunden, sondern nur hateizellular
gespalten vorkommt. Auch bei einigen nicht lymphoiden Zellen konnegt®eie Produktion
von BAFF gezeigt werden, hierzu zéahlen neben Epithelien der Luft\dg und der
Speicheldriisen [196] auch Fibroblasten-dhnliche Synoviozyten [197], Astiofi/es],
VCAM (vascular cell adhesion molecule)-1 positive Stromazelien dem Knochenmark
[199] und Osteoklasten, welche auch das BAFF-ahnliche APRIL exprimieren [200].

Da BAFF-knock-out Mause bzw. Mé&use, die mit einem BAFF-Antagonistéranoelt
wurden, Uber keine maturen B-Zellen in der Peripherie verfugest sich postulieren, dass
basale BAFF-Niveaus fiir das Uberleben bzw. die Entwicklung vdareraB-Zellen in der
Peripherie benotigt werden [167, 176, 201]. Es konnte gezeigt werdenjiddsspression
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von BAFF als Antwort auf andere Zytokine reguliert wird [153]. Dixgeau an BAFF auf
der Oberflache von ruhenden Monozyten ist gering, es kann aber durch Belanut
Interferon (IFN)a, IFNR, LPS oder Interleukin (IL) 10, welches normalerweise irdmisith
auf Monozyten wirkt, hoher exprimiert werden [148, 153, 202]. Ebenfalls posiguliert
wird die Menge an BAFF auf Makrophagen und dendritischen Zellen dukthufd IFN
(nur dendritische Zellen). Auch andere Mitglieder der TNF-Fantikben Einfluss auf die
Expression von BAFF, so konnen Lymphotoxin 3 [203] oder der CD40-Ligand [202] die
Expression von BAFF mRNA in Milzzellen und dendritischen Zellen vonudda
stimulieren. Ob sich membrangebundenes und l6sliches BAFF in Windungsweise
unterscheiden, wurde noch nicht gezeigt. Allerdings konnte ein Untetschder Funktion
von membrangebundenem und l6slichem TNF und CD40-Ligand gezeigt werden [204].
Die drei BAFF-Rezeptoren werden auf maturen B-Zellen exprirf265], wobei sich
BCMA hauptsachlich auf Plasmazellen [206] und Plasmablasten [20dénfilasst. Auf
frihen B-Zellentwicklungsstadien im Knochenmark lasst sich keoher drei BAFF-
Rezeptoren nachweisen. Intrazellulares TACI lasst sich zudehummanen Makrophagen
zeigen [208], wo es nach Aktivierung an die Zelloberflache transgontiet. Der dritte und
nur BAFF-bindende BAFF-Rezeptor schliel3lich wird auch von aktivierfeZellen
exprimiert [191]. Auf B-Zellen ist er, wie TACI und BCMA, nur zbestimmten
Entwicklungsstadien prasent. Zu diesen zahlen das ReifungsstadiunABR. (8.9) und die
maturen B-Zellen in der Marginalzone der Milz und im Knochenmark [209].
Wie bereits erwéhnt, wird BAFF unter physiologischen UmstandemMbasch und Maus
nicht von B-Zellen exprimiert. Wendet man sich nun allerdings dem Huhso konnte hier
mit Hilfe von in situ Hybridisierung gezeigt werden, dass hauptsachlich die B-ZelldAFBA
produzieren [13]. Dies steht somit in deutlichem Kontrast zur BAkprdssion bei Mensch
und Maus. Ob es sich bei diesem Phanomen um eine aviar-spezifisdrel@&heit handelt
oder ob B-Zellen bei allen Mitgliedern der GALT-Spezies BAéxprimieren, konnte noch

nicht gezeigt werden.

2.2.5 Physiologische BAFF-Wirkung

Bereits kurz nach seiner Erstbeschreibung 1999 konnte die Bedeutung vonf@BAEE
Entstehung und chronische Natur von Autoimmunkrankheiten gezeigt werden [178, 210,
211]. Besonders ein Ausbruch von systemischem Lupus erythematodes [21#mndit
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der autoimmunen Zerstérung der Trdnen- und Speicheldriisen einhergel&idems
Syndrom [213] konnten mit erhéhten BAFF-Spiegeln im Serum in Zusammeugleanacht
werden. Einige Zeit spater konnte auch die physiologische BedeutunAfeR gezeigt
werden.

So konnte inin vitro Anséatzen dargelegt werden, dass BAFF das Uberleben von reifenden
Jtransitional type 2’ (T2) (s. Abb. 2.9) B-Zellen aus der Milz vegért und ihm somit eine
Rolle als Uberlebensfaktor bei der B-Zell-Reifung in der Milz zukommt [205].

Abb. 2.9 Stadien der B-Zellentwicklung
bei Mensch und Maus

S —Prv—— , (nach Mackay et al. [205])
. Pertoneur Lympmﬁoten Die B-Zell-Lymphopoese findet beim
|- B-Zellen der | MALT Sauger ausschlief3lich im Knochenmark
| ?\ Marginalzone | statt. Immature B-Zellen wandern aus dem
: /\ . : Knochenmark Gber das Blut zur weiteren
! ! Reifung in die Milz. Hierbei bilden
|
|
|

? ; ;
\;\' follikulare (mature), Germinale Zentrums-
: und Plasmazellen die B2 Linie. Eine zweite
A | o im Peritoneum auftretende Linie wird mit
_ _:> O _ O ! Gedachtnis- B1 bezeichnet. Vermutlich stammen diese
";'_r;;tlg;eu T T2fT3\ | Zellen entweder von transitional (T1-3) oder
! : Marginalzonen-B-Zellen der Milz ab. Zur

| Germinale . . e
. _|_). Zentrums Bildung germinaler Zentren mit Differen-

|
: | B-Zelle zierung der B-Zellen zu Gedachtnis- und
Knocher-| arotre \\ Plasmazellen kann es in Milz, Lymphknoten
mark |, . und Mucosa assoziiertem lymphatischem
. GewebgMALT) kommen. Plasmazellen

kdnnen sich anschlieRend im Korper
zellen verteilen und sind in Knochenmark,
peripheren Geweben und der Milz zu finden.

Hierfur spricht zudem, dass Tiere mit BAFF-Mangel zwar GldeBZellen, aber nicht tber
T2-B-Zellen verfugen [201]. Somit konnte gezeigt werden, dass uniBeiellen neben
einem funktionierenden B-Zell-Rezeptor auch BAFF fur ihre Reifung ggiti

Ob B-Zellen der Marginalzone BAFF fir ihre Differenzierung beysit oder der Verlust
dieser Zellpopulation bei Fehlen von BAFF mit dem Fehlen von T2&Zellsammenhangt,
ist bislang ungeklart. Die Beobachtungen sprechen jedoch daftir, dastir2 dde Vorlaufer
fur B-Zellen der Marginalzone sind [205]. SowoMl vitro als auchin vivo konnte
nachgewiesen werden, dass die Zunahme von T2-Zellen unter BARftkeing nicht durch
Proliferation der Zellen, sondern durch Verhinderung der Apoptosendestommt [214,
215].

Weitere Hinweise auf die physiologische Wirkung von BAFF konntein awi¢ Hilfe von

BAFF-tUberexprimierenden Mausmodellen gewonnen werden [151, 211, 216]. Phanotypisch
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zeichnen sich die BAFF-transgenen Mause durch erhdhte B-ZellzahldariPeripherie,
vergrolerte peripher lymphatische Organe und Hypergammaglobulinémiketztere weist,
wie bereits erwahnt, Zeichen von Autoimmunitat (anti-DNA Antikorerf) Dass sich keine
Anderungen im Knochenmark der BAFF-transgenen Mause nachwe®en li spricht
wiederum daflr, dass BAFF seine Wirkung nur auf B-Zellen in der Peripherie austbt
Anders stellt sich die Situation beim Huhn dar, hier konnte gezeigtewedass chBAFF
sowohl gereifte wie auch immature B-Zellen stimuliert und in holal3e im priméren B-
Zellorgan des Huhns, der Bursa fabricii, exprimiert wird [12-14]. Dastellen sich die
Vorgange im priméren B-Zellorgan des Huhns als aufféllig undadddgegrenzt zu denen im
Knochenmark von Maus und Mensch dar. Besonders deutlich wird dies bei EhBAF
Neutralisationsversuchen. Mithilfe eines Ioslichen Konstrukts aws demanen BCMA
Rezeptor war es moglich, chBAFF bereits ab Embryonaltag %o zu neutralisieren. Aus
dieser Neutralisation resultierte bereits ab Embryonaltag i@ @eutliche Reduktion des

Bursagewichtes und der B-Zellfollikelzahl in der Bursa [13].

2.2.6 BAFF-abhangige Signaltransduktion

Es konnte gezeigt werden, dass BAFF seine anti-apoptotische WirkiinB-2Zellen in
groBem Malle Uber den sogenannten ,alternativenkBNW®/eqg’ ausubt [217, 218].
Aktivierend wirkt BAFF auf diesen Signalweg, indem es die Promegermittelte
Degradierung der Serin/Threonin Kinase NIK (MB-inducing kinase) verhindert. Diese
Degradierung kann nur stattfinden, wenn NIK an TRAF3 (TNF recgssociated factor 3)
gebunden vorliegt [219], ein Zustand, der durch die Bindung von TRAF3 anktigieden
BAFF-Rezeptor und anschlielenden Abbau von TRAF3 verhindert wird (s. Abb. Rt0).
die inhibitorische Wirkung von TRAF3 spricht auch, dass TRAF3 knock-cuisk! hohe
Konzentrationen an NIK und N&B-Aktivierung aufweisen [220].
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Uberleben

(2.B.durch hcl-2
Transkription)

Abb. 2.10 Der BAFF-Wirkmechanismus:
Die Aktiverung von NF-xB Uber den
alternativen Weg

Nach Bindung von BAFF an den BAFF-R
kommt es zur Abspaltung von TRAF3 von
der Kinase NIK. TRAF3 degradiert und die
durch NIK aktivierte IKK1 fihrt zur
Phosphorilierung von pl100. Aus dem
phosphorilierten p100 wird dann durch
Ubiquitin p52 abgespalten, welches mit
RelB dimerisiert. Dieses Dimer wandert in
den Zellkern und fuhrt dort u.a. zur
Transkription von bcl-2.

(TRAF3 = TNF receptor associated factor 3;
NIK = NFkB inducing kinase; IKK1 =«B-
Kinase 1; NFeB = Nuklear Faktokappa B)

Nach ihrer Aktivierung bindet NIK an p100 und aktiviert dadurch IKK1, le¢-Kinase 1
(auch IKKalpha), welche anschlieBend p100 phosphoriliert [221, 222]. Das phaspieoril
pl00 wird dann von Ubiquitin zum aktiven p52 prozessiert [223]. Die Dimermsgievon

aktiviertem p52 an RelB [218] fuhrt zu einer Translokation in den Kern oachéeRender

Transkription von fur die Apoptose bedeutenden Proteinen,

Familienmitgliedern.

den sogenannten bcl-2
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2.3 Die bcl-2 Familie

Die Apoptose, der programmierte Zelltod, ist ein fur jedes melgedlebewesen essentieller
Mechanismus. Nur durch ihn sind die genetische Regulation der Orgastdumtg und das
gezielte Abtoten von erkrankten Zellen durch das Immunsystem mo@herade fir das
Immunsystem spielt die Apoptose eine grofRe Rolle, da durch sie untsiblpbischen
Umstanden das UberschieRen der Immunantwort und die Entstehung von
Autoimmunkrankheiten verhindert werden.

Es gibt zwei Arten der Initiation der Apoptose, den extrinsisehehintrinsischen Weg, die
beide am Ende die Effektorphase, auch Caspase-Kaskade, auslosen koneatriri3esche
Weg kann durch die Bindung des Fas-Liganden oder den Entzug von Ubeitgaiass der
intrinsische durch DNA-Schaden veranlasst werden. Beide Wege habemgdass sie zur
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien fuhren, welches(3ufli die
Caspase-Kaskade initilert. Caspasen sind Cystein Proteaserm dieige der Apoptose
Proteine wie das zellstabilisierende Lamin abbauen. Betraoiet nun die Rolle der
Mitochondrien genauer, so fallt hier besonders die Bedeutung dér Fexilienmitglieder
auf. Mitglieder dieser Proteinfamilie beeinflussen positiv wiecha negativ die
Mitochondrienmembran-Permeabilitdt und damit die Freisetzung von [@gtacC (s. Abb.
2.11).

Bindung von
FasL Entzug von

Uberlebenssignalen

-4 hemmende/

Abb. 2.11 Schematische Darstellung der Rolle der|-> aktivierende
Mitochondrien und ausgesuchter bcl-2 Familien- —
mitglieder beim Auslésen der Apoptose

Nach der Bindung von FasL/dem Entzug von
Uberlebenssignalen (extrinsisch) bzw. der Schadjgun
der DNA (intrinsischer Weg) kommt es zur

Aktivierung der Caspase-Kaskade. Die dafir
essentielle Freisetzung von Cytochrom C aus den
Mitochondrien wird durch die Interaktion von pro-

(schwarz) und anti-apoptotischen (weiR) bcl-2
Familienmitgliedern (Ovale) miteinander und mit der
Mitochondrienmembran (grau) reguliert.

DNA Schéden

(FasL = Fas-Ligand)

Caspase-Kaskade

N
Apoptose
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In dem Modelltier Caenorhabditis elegans konnten als Erstes &@wdeckt werden, die fur
den Ablauf des programmierten Zelltodes essentiell sind. Ced-3 drdl kennten als pro-
[224], das Gen ced-9 als anti-apoptotisch wirkend charakterisiedewdP25]. Als erstes
Homolog dieser Gene bei Mammaliern wurde 1988 bcl-2 beschriét#§]. [Es konnte
gezeigt werden, dass bcl-2 transfizierte Zellen resistegengder der durch Entzug von
Wachstumsfaktoren, in diesem Falle IL-3, induzierten Apoptose sinch Na@8 konnten

auch weitere dem bcl-2 in der Struktur &hnliche Proteine beschrieben werden.

2.3.1 Die Struktur der bcl-2 Familienmitglieder

Mitglieder der bcl-2 Familie verfligen Gber mindestens eine wendem bcl-2 homologe
Regionen (bcl-2 homology domains/BH1-4). Basierend auf ihrer biologisehektion und
homologen Sequenz lassen sie sich in drei Hauptkategorien eintail@@paeptotische
Proteine wie bcl-2, pro-apoptotische Proteine wie bak und bok und die sogengBHB-
only“ Proteine, welche dem bcl-2 nur in einer homologen Sequenz ghetcid zu denen bim
und bid z&hlen (s. Abb. 2.12).

bcl-2
- | i H il H Clat |_- Abb. 2.12 Struktur ausgesuchter Gene der
bcl-x, bcl-2 Familie

sH3 H sr1 - erz
Nr13 —{ Ha | BH3 | BH1 | BH2 |_- Die Mitglieder der bcl-2 Familie lassen sich

nach ihrer Wirkung in anti- (bcl-2, bcl-x
Nrl3) und pro-apoptotische unterteilen. Die
pro-apoptotischen gliedern sich wiederum in

bak . . .

[ zwei Gruppen, eine mit mehreren dem bcl-2

BH3 BH1 BH2 '

' H H I_- homologen Doméanen (bak, bok) und eine mit
bok nur der BH3-Domane (bid, bim). Zudem

| BH3 H BH1 [—{ BH2 |—- verfiigen alle (mit Ausnahme von bid) Uber eine

transmembrane Doméne (schwarzer Kasten).

bid —

(BH1-4 = bcl-2 homology domain 1-4)

bim Mens | -
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Trotz ihrer gegensatzlichen biologischen Wirkung und der groRerer&nit in ihrer
Aminosauresequenz sind sich bcl-2, bglHsak und bid strukturell sehr &hnlich [227]. Diese
hohe strukturelle Homologie spielt auch eine wichtige Rolle beilmteraktion der bcl-2
Familienmitglieder, die ihre Wirkung meist als Homo- oder Hetenere entfalten. Durch
Heterodimerisierung anti- und pro-apoptotischer Proteine neutrafis&ch entgegensetzt
wirkende Proteine. Somit hangt das Zustandekommen der Apoptose vomtnferbér
verschiedenen Proteine und ihrer Kombinationen ab [228-230]. Einen Hinweidiesef
Dimerisierung gibt die dreidimensionale Struktur von hdiax Komplex mit dem Peptid aus
der BH3-Domane von bak [231]. Es konnte gezeigt werden, dass bbkek eine hydrophobe
Tasche auf seiner Oberflache verfugt, welche von den Doméanen BeldHdet wird und die
BH3 Doméane von bak bindet. Da sich die BH3 Domane bei einigen pro-apoptotsiiien
Familienmitgliedern im Innern des Proteins befindet, missere dies Aktivierung erst
dephosphoyliert bzw. proteolytisch durch Caspasen gespalten werden [232-234].

Neben ihrer Wirkung Uber Heterodimerisierung kénnen die bcl-2 Familiglieder ihre
Wirkung auch einzeln entfalten [235]. AuRerdem konnte gezeigt werden, eilsige
Mitglieder der bcl-2 Familie, namentlich bcl-2, bgl-xund bid, lonenkanale in

Lipiddoppelmembranem vitro formen kénnen [236-239].

2.3.2 Anti-apoptotische bcl-2 Familienmitglieder

Aufgrund ihrer  Wirkung, speziell der Verringerung der Permeabilitder
Mitochondrienmembran, lasst sich eine Gruppe von anti-apoptotischen bcl-2
Familienmitgliedern definieren. Da bei geringer Permeabiltgiochrom C nicht aus dem
Mitochondrium ins Zytoplasma abgegeben wird, kann es nicht zur Apdpiosaen und die

dies bewirkenden Proteine werden als anti-apoptotische Mitgliederbcde2 Familie
zusammengefasst. Nachfolgend werden drei dieser Proteine geoegestellt und in Bezug

auf ihre Regulation in Zusammenhang mit BAFF und ihre Bedeutung Ibéiim

charakterisiert.

2.3.2.1 Bcl-2 (B-cell CLL/ lymphoma 2)

Der Namensgeber der bcl-2 Familie wurde als Erstes bei dallB-eukdmie des Typs 2

beschrieben und daher féalschlicherweise als Onkogen klassifi2éd]. Das bcl-2 Gen
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kodiert ein unglykosyliertes Protein mit einer Gro3e von 26 kD [241,, 2d&Fhes in der
Mitochondrienmembran lokalisiert ist [243]. Die anti-apoptotische Wirkuog bcl-2 liel3
sich bei bcl-2-Ig transgenen Mausen zeigen, welche nicht nur Ubwmerphystische
Lymphknoten verfiigen, sondern deren B-Zelienvitro auch eine hohere Uberlebensrate
aufweisen als Kontrollzellen [244]. AulRerdem konnte gezeigt werdenhdassNiveaus an
bcl-2 das Uberleben myeloider Zellen auch in Abwesenheit von WacHakiaren steigern
[245].

Es konnte gezeigt werden, dass die antiapoptotische BAFF-WirkuregmaitSteigerung der
Menge an bcl-2 Protein einhergeht [246-248]. So weisen Kreuzungen zwisahsgenen
Mausen, die den decoy Rezeptor TACI-Ig exprimieren, was einaktidnalen BAFF-
knock-out gleichkommt, und bcl-2 transgenen Mausen eine physiologische Menge
peripheren B-Zellen auf [249]. Allerdings sind die B-Zellen diddé&use unreif und nicht in
der Lage, germinale Zentren zu bilden [250].

1992 wurde das bcl-2 Homolog des Huhns beschrieben [251, 252], ein ebenfalls 26 kD grol3es
Protein, welches Uber zwei Regionen verfligt, die dem bcl-2 Rretei Mensch und Maus
hochst homolog sind. Auffallig war, dass sich bcl-2 Transkript in grof3engll in der
embryonalen Bursa, allerdings nur wenig in der adulten Bursa findBn Zudem konnte
gezeigt werden, dass durch einen viralen Vektor Uberexprimiertegniesnbcl-2 die Rate an

apoptotischen Zellen in der Bursa deutlich vermindert [64].

2.3.2.2 Bcl-x. (Apoptosis regulator bcl-x, long isoform)

Dieses Mitglied der bcl-2 Familie stellt eine Splicesate des bcl-x Gens dar und wurde
1993 das erste Mal beschrieben [253]. Die lange Variante des bahs; Gcl-x, zeigt anti-
apoptotische, wohingegen die kurze Variante, lgcl-gro-apoptotische Eigenschaften
aufweist. Durch den alternativen Splicevorgang fehlen pdie bcl-2 homologen Doménen
BH1 und BH2 [254]. Eine bclixUberexpression verhindert die durch Immunsuppressoren
verursachte Apoptose von B-Zellen [255] und es konnte gezeigt werdenbalagseine
groRe Bedeutung bei der Embryogenese zukommt, wohingegen bcl-2 hiereiabker
untergeordnete Rolle spielt [256].

Auch ist eine gesteigerte Expression von hclxder Lage, die bei BAFF-Rezeptor knock-
out Mausen reduzierte B-Zellzahl zu erhéhen [257], und in BAFF-stirrerdieZellen ist die
Menge an bcl-x Protein erhdht [246].
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Bcl-x. wurde beim Huhn im Zusammenhang mit der Spermatogenese blesnl{&8], und
seine Expression konnte in mit dem Marek Virus infizierten Tugllliraen nachgewiesen
werden [259]. Aul3erdem lief3 sich in der bursalen B-Zelllinie DT40ereidass es im Zuge
der durch Stdérung des mitochondrialen Proteins Thioredoxin 2 verursachtenogeapt

einer Verminderung der Menge an belfrotein kommt [260].

2.3.2.3 Nrl13

Das anti-apoptotische Nrl3 Protein wurde in neuronalen und muskulareeb&e von
Wachtelembryonen entdeckt [261]. Allerdings konnte gezeigt werdes,edaisn Gegensatz
zu bcl-x [262] bei der Entwicklung der Huhnerovarien keine entscheidende Rollg spie
[263]. Andererseits erwies sich Nrl3 als das in der EntwicklundgBdesa am deutlichsten
regulierte Gen. So finden sich anfanglich hohe Niveaus an Nrl3 mRigihe allerdings
nach dem Schlupf signifikant erniedrigt sind und somit mit den apoptetis¢organgen in
der Bursa korrelieren [264]. Als direkter Interaktionspartner von Nrl13 koamwitro das pro-
apoptotische Protein bax beschrieben werden [265]. FlUr das Huhn wurdéeldings noch
nicht charakterisiert.

Beim Mensch konnten mit dem Protein Boo/Diva, welches bei Uberesipnespro-
apoptotisch wirkt [266], und dem anti-apoptotischen NrH [267] zwei Nr13 héchsilbgen
Gene beschrieben werden. Eine Regulation von Nrl3 in Zusammenhanginait

veranderten Zytokinexposition konnte bisher nicht gezeigt werden.

2.3.3 Pro-apoptotische bcl-2 Familienmitglieder

Unter dieser Kategorie werden jene Mitglieder der bcl-2 kFamiisammengefasst, die durch
eine Steigerung der Permeabilitdt der Mitochondrienmembran &hegsidon von Cytochrom
C ins Zytoplasma ermdglichen und zudem Utber mehr als eine bcl-dléfgi;m Domane
verfiigen. Folgend sollen zwei Vertreter dieser Kategorieheten und entsprechend den

anti-apoptotischen Familienmitgliedern charakterisiert werden.
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2.3.3.1 Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer)

Das Protein bak konnte durch die Suche nach konservierten bcl-2 Homutgen in
verschiedenen Geweben nachgewiesen [268, 269] und aufgrund seiner W\Arkupigp-
apoptotisch charakterisiert werden [270]. Diese Wirkung entfalteebeerseits durch seine
Bindung und konsekutive Inhibition von bgl-kber eine konservierte Doméane (BH3), die es
mit anderen pro-apoptotischen Proteinen gemein hat [271]. Andererseits konntenatati-ei
X_L-unabhangige, destabilisierende Wirkung von bak auf die Mitochondrienmempézaigt
werden [272].

Unter BAFF Stimulation exprimieren Milzzellen, die durch Imnsigiung oder Stimulation
mit CD40L aktiviert wurden, weniger bak als unstimulierte Zellen. Allemslidgst sich dieser
Effekt bei ruhenden B-Zellen nicht beobachten [246].

Durch Sequenzierung einer cDNA-Bank aus Huhner B-Lymphozyten konntdeeibak
Sequenz ahnlicher cDNA Klon gefunden werden [273]. Mit Hilfe di€sguenz konnte
bisher gezeigt werden, dass Unterschiede in der Hihnerrasse &lifirdi der Expression von
bak keinen Einfluss haben [274].

2.3.3.2 Bok (BCL2-related ovarian killer)

Bok wurde zuerst in einer Rattenovar cDNA Bibliothek entdeckt [275] ungrund des
Vorliegens von drei bcl-2 Homologiedoménen (BH1-3) der bcl-2 Fanzligeordnet.
Ebenfalls um bok handelt es sich bei dem ein Jahr spéater ledsoien Protein Matador
(Mtd), welchem zu diesem Zeitpunkt noch eine BH4 Doméne zugesehriwurde [276].
Allerdings erwies sich dies als falsch, da bok pro-apoptotischieungrzeigt [277-279] und
die BH4 Domane nur bei anti-apoptotischen bcl-2 Proteinen zu finden ist.

Nach der Charakterisierung der Sequenz von bok beim Huhn [280] konnte gezeigh,
dass die Menge an bok mRNA im Zuge der embryonalen Entwicklungdendor der

Geschlechtsreife einsetzenden Involution der Bursa stark ansteigt [281].
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2.3.4 “BH3-only” bcl-2 Familienmitglieder

Neben ihrer pro-apoptotischen Wirkung charakterisiert die Mdgtiedieser bcl-2 Familien
Untergruppe vor allem ihre Struktur. Phylogenetischer Vorlaufer istrddsifegl-1 aus dem
Modelltier Caenorhabditis elegans, welches bereits das Chastikteri, die BH3 Domane,
aufweist [282]. Wie der Name der Gruppe nahe legt, ist dies @diackinzige dem bcl-2

homologe Doméane. Nachstehend sollen zwei Mitglieder dieser Gruppe beschreetien.w

2.3.4.1 Bid (BH3 interacting domain death agonist)

Bei seiner Erstbeschreibung konnte nicht nur gezeigt werden, dasgbér eine BH3-
Domane verfiigt, sondern auch, dass ihm die transmembrane Doméndiéeahdere bcl-2
Familienmitglieder in der Mitochondrienmembran verankert [283]. Eigiéeve Besonderheit
ist, dass bid erst durch die Caspase 8 gespalten werden mussjnenpr®-apoptotische
Wirkung zu entfalten [233, 284]. Das gespaltene bid (tBid) diffundiertMitmchondrien-

membran, hemmt hier die anti-apoptotische Wirkung von pc|285] und fihrt zur

Dimerisierung und folgenden Aktivierung des pro-apoptotischen Proteins bak [286].

Die Sequenz des bid Homologs beim Huhn liegt seit 2006 vor [287], atisrdiurden aul3er
einer Untersuchung zur bid Expression in der Embryonalentwicklung dbsekherzens

[288] noch keine weiteren Erkenntnisse tber dieses Protein beim Huhn gewonnen.

2.3.4.2 Bim (Bcl-2 interacting mediator of cell death)

Bim wurde ebenfalls anhand seiner BH3 Domane charakter|8@9]. Kurz nach seiner
Entdeckung konnte bereits gezeigt werden, dass ihm eine zentlideirRder Leukozyten
Homoostase zukommt [290]. So konnte dargestellt werden, dass bim knocliose Nicht
in der Lage sind, sich autoreaktiver B-Zellen, die im Zuge der iglogsschen B-
Zellentwicklung entstehen, durch Apoptose zu entledigen [291]. Bim kommit some

zentrale Rolle bei der Elimination autoreaktiver B-Zellen und derhiMderung von
Autoimmunitat zu [292].

Da die Bedeutung erhéhter BAFF Spiegel fur das Entstehen euteinmmunitat bereits

bekannt war [293], erwies es sich von Interesse, die BAFF-bedmgteRegulation zu
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betrachten [294]. Es konnte ein direkter Zusammenhang zwischen BARHsRion und
verringerter Menge an bim Protein nachgewiesen werden [295]. Soekgeneigt werden,
dass BAFF-stimulierte B-Lymphozyten auf apoptotische Stimuliganngere Mengen an
bim expremieren als ihre unstimulierten Aquivalente. Dies filmt erhohten Uberleben der
B-Zellen unter BAFF-Stimulation.

Beim Huhn wurde bim noch nicht beschrieben.
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3 Zielsetzung

Fir Mensch und Maus konnte gezeigt werden, dass die Uberlebensskeiyi¢irkung des
Zytokins BAFF auf B-Lymphozyten auf ein Verhindern der Apoptose ediezellen
zuruckgefuhrt werden kann. Eine zentrale Rolle im apoptotischen Gescketment dabei
den Mitgliedern der bcl-2 Familie zu. Uber diese Proteinfanislieoeim Huhn nur wenig
bekannt. Die genauen Mechanismen hinter der auch bei dieser SyEiks beschriebenen
Wirkung des Zytokins BAFF auf B-Zellen sind ebenfalls bisher uaerkledoch liegt die
Vermutung nahe, dass auch bei dieser Spezies die BAFF WirkunginkbeBeeinflussung
der bcl-2 Familie vermittelt wird. Ziel dieser Arbeit war @aher, qualitative und quantitative
Nachweismethoden fir die bcl-2 Familienmitglieder beim Huhn zuffechand mit deren
Hilfe die molekularen Vorgange des BAFF-induzierten Uberlebens vaellBrin vitro wie
auchin vivo zu analysieren. Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag dabei aufrdrgin in der

Expression der Gene der bcl-2 Familie.
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4 Material und Methoden

4.1 Tiere und Haltung
Huhner

Die priméaren Lymphozyten wurden aus Blut und Organen von Hihnerrirden M11 (Bz’2
—Haplotyp) und LSL (Lohmann’s selected Leghorn) gewonnen.

Bezugsquelle waren das Institut fur Tierzucht in Mariensedi@r der M11 Linie und die
Firma Lohmann Tierzucht GmbH fur die LSL-Eier. Die Eier wurden Institut jeweils unter
Standardbedingungen ausgebritet und die Tiere anschlielend in GruppeiieirenV
gehalten. Als Futter wurde handelsubliches Alleinfutter verweMlagser stand ad libitum
zur Verfugung.

Die in vivo Versuche wurden von der Regierung von Oberbayern unter der Tierversuchs-
Nummer 209.1/211-2531-46/03 genehmigt.

4.2 Gewinnung von primaren Hidhnerlymphozyten und

embryonalen Organen

4.2.1 Material

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle genannten Reagenzien bei 4°C gelagert.

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS), pH 7,2

8,009 Natriumchlorid (NaCl)

1,45¢g Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat §NBO, x 2H,0)*
0,29 Kaliumchlorid (KCH

0,29 Kaliumhydrogenphosphat (KPIO)*

ad 1000ml Aqua dest.

* Hochzahlen beziehen sich auf die Bezugsquellen, die im Anhang aufgefuhrt sind
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Nach Anmischen wurde der Puffer jeweils mit H6ter NaOH unter Verwendung
eines pH-Meters, das zuvor durch MaRlésuhgezeicht wurde (pH4 und pH7), auf
pH 7,2 eingestellt und anschliel3end autoklaviert.

Ficoll-Paqué?

Heparinlésung (500 U/ml)

1ml Heparin-Natrium 20.000fU
ad 40m| RPMI 1640 with Glutaméx

Trypanblau-Lésung?

4.2.2 Gewinnung von peripheren Blutlymphozyten (PBL)

Abhangig von der bendtigten Menge wurden eine oder mehrere 10n¢e8mnit 0,2ml
Heparinldsung beschichtet (verwendete Kantlen: 0,70x32mm). Die Blatene erfolgte
anschlie3end aus der linken Vena jugularis. Das gewonnene Vollblut daragfhin in ein
15ml Réhrchen Uberfihrt und bei 60xg fir 20 min bei Raumtemperatur @iijifagiert
(Slow-Speed-Zentrifugation). Danach wurden die nun den Erythrozytesogenannten
,Buffy coat’ aufliegenden Lymphozyten vorsichtig durch Rihrenemier Pasteurpipette im
Plasma aufsuspendiert, vorsichtig in ein weiteres Rohrchen Ulkeufithzweimal mit PBS
durch Zentrifugation bei 4°C und 225xg fur jeweils 10 min gewaschen (s. Abb. 4.1).

RE

Plasma

£ 'Buffy coat’ -
ﬁ Erythrozyten-Fraktion

Abb. 4.1 Gewinnung der Blutlymphozyten mittels

Slow Speed Verfahren
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Die qualitative und quantitative Beurteilung erfolgt anschlieendhdemce Lebend/Tot-
Farbung mittels Trypanblauldsung (20ul Trypanblaulsg. ad 20ul Zellsuspgnsnter

Verwendung einer modifizierten Z&dhlkammer nach Neubauer.

4.2.3 Gewinnung von Lymphozyten aus Organen

Die fur die Organentnahme vorgesehenen Hihner wurden betdubt und duraitzBéute
getotet. AnschlieRend wurde das Abdomen mit Alkohol benetzt, die Hawtcaggeund die
Leibeshdhle durch Umklappen des Sternums nach kranial erdffnet. Dandédtgahme
erfolgte nun mit sterilen Instrumenten; die Organe wurden tsofamach in Falcons mit
sterilem PBS uberfiihrt und auf Eis gestellt.

Die jeweiligen Organe (Bursa und Milz) wurden anschlieRend Hiilfe eines
Spritzenstempels durch ein in PBS stehendes Sieb (Maschenweix®,05rbm) gepresst
und die erhaltene Organsuspension in einem 50 ml Réhrchen 10min aubteit,gam die
grolReren Gewebestlcke Gber Sedimentation entfernen zu kénnen.

Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Suspension bis auf 5 ml abgeaprmanmd bei 4°C und
225xg fur 10 min zentrifugiert. Im Folgenden wurde der Uberstand oréew und das
Zellpellet in 20 ml RPMI resuspendiert und auf 10 ml Ficoll-Paque geschichtdt.ddaeuter
Zentrifugation bei RT und 600xg fur 12 min (Dichtezentrifugation) wulidedem Ficoll nun
aufliegende Lymphozytenfraktion vorsichtig abgenommen und in PBS erneut

Zentrifugation gewaschen.

4.2.4 Gewinnung embryonaler Organe

Zur Organentnahme bestimmte Embryonen wurden zu definierten ZdgpueT10, 14 und
18) durch Aufschlagen der Kalkschale aus ihren Eiern in Petrisciilemihrt und durch
Dekapitation getotet. Nach Eroffnung der Leibeshohle mittels Sclodwattsn der Medianen
und Erweiterung des Zugangs durch einen halbmondférmigen Schnitt die

Beckensymphyse zu konnten embryonale Bursa und Milz unter der 8peresibmpf von
dem sie umgebenden Bindegewebe befreit und mit Hilfe einelest&inzette in ein Gefrier-
gefal3 Uberfuhrt und sofort in flussigen Stickstoff verbracht werdend®tit embryonalen

Herzen wurde nach Eroéffnung des Brustkorbs durch Verlagerung elesi®s nach kranial

per
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und Durchtrennung der Geféal3e an der Herzbasis gleichsam verf&hee Lagerung der

embryonalen Organe erfolgte bis zur weiteren Prozessierung bei -80°C.

4.3 Kultivierung von Zellen

4.3.1 Medien und Zusatze

Standardmedium

445 mlI RPMI 1640 with Glutamax
50 ml fetales Kalberseruhfetal bovine serum/FBS)
5ml  Penicillin/Streptomycin-Losurig (Penicillin  1001U/ml und Strepto-

mycin 100pg/ml in RPMI)

Lagerung: FBS und die Penicillin/Streptomycin-Lésung wurden jeweils in Aguot
bei -20°C gelagert.

DT40 - Medium

445 ml RPMI 1640 with Glutamax

40 m| fetales Kalberserum (fetal bovine serum/FBS)

10 ml Hihnerserufn
5ml Penicillin/Streptomycin-Losung (Penicillin  100IU/ml und Strepto
mycin 100pug/ml in RPMI)

Lagerung: FBS und die Penicillin/Streptomycin-Losung wurden jeweils in Akgquot
bei -20°C gelagert.

B-Zell-Medium

460ml IMDM®

25ml FBS

10ml Huhnerserum

5ml  Penicillin/Streptomycin-Lésung (Penicillin 200U/ml und Streptomyci
100pg/ml in RPMI)

50ul  Selen/Insulin/Transferrin-Lésuhg

50l B-MercaptoethanolftME)® 20mM
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PBS-EDTA
200mg EDTA (Ethylendiamintetraacetic Acid Tetra Natrium Hydrat)
ad 1000ml PBS (s. 1.2.1.)

G418-Stammldsung 50mg/mli
250 mg G418

ad 5 ml PBS

Einfriermedium

45ml FBS
5ml DMSJ (Dimethylsulfoxid)

Lagerung: Das Einfriermedium wurde in Aliquots bei -20°C gelagert.

Staurosporin-Stammldsung (100mmol/ml)
100pg Staurosporin

ad 214 pyl DMSO

PMA (Phorbol-Myristat-Azetat)-Stammlésung 10pg/mi

100pg PMA (Phorbol-Myristat-Azetat)

ad 10ml DMSO
Lagerung: Das PMA wurde in Aliquots bei -20°C gelagert.

4.3.2 Kultivierung von Zellen

4.3.2.1 Zelllinien

Verwendung flurin vitro Fragestellungen fand die aus bursalen B-Lymphozyten mittels
aviarem Leukose-Virus transformierte Zelllinie DT40, welche ir4dD-Medium bei 40°C

kultiviert wurde.
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Zur Erzeugung von flagChBAFF wurde die humane embryonale NierenzellltKe293 mit
einem flagChBAFF-Plasmid mittels Elektroporation transiemtstiaiert, in Standardmedium
bei 37°C kultiviert und die Zellkulturiberstande gewonnen. Aufgrund des adirdrent
Wachstums dieser Zelllinie wurde zur Teilung das Medium vollstéaioiignommen und der
Zell-Monolayer zur Entfernung von FBS-Resten einmal kurz mit 37°nesn PBS gespiilt.
Dann wurden die Zellen mit PBS-EDTA (37°C) bedeckt und ca. 10 min lan§7€
inkubiert. Die abgel6sten Zellen wurden mit PBS gewaschen und megdinschten Dichte

erneut in Standardmedium aufgenommen.

4.3.2.1.1 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen abzentrifugiert und das Zellpellet i 8iidate von ca.

5x1¢ Zellen/ml in kaltem Einfriermedium aufgenommen. Die Zejmmsion wurde in
Aliquots von 1 bis 1,8 ml in entsprechende Gefrierrdhrchen Uberfuhrt und Gber Nacht in einer
Isopropanol haltigen Einfrierbox (Abkiihlung 1°C/min) bei —80°C eingefroren. Zur Lagerung
bis zu einem Jahr verblieben die Zellen bei —80°C, fiir eine langeyering wurden sie in

flussigen Stickstoff Gberfihrt.

4.3.2.1.2 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurde die gefrorene Zellsuspension mdglichst nasélasserbad

bei 37°C aufgetaut und zugig in ein 50 ml Réhrchen Uberfihrt. Dann wurden S8lted k
PBS zugegeben, die ersten 10 ml tropfenweise, um das zellsch&liD&EO langsam
auszuverdunnemie Zellen wurden abzentrifugiert (225xg, 10 min, 4°C) und nochmals mit
PBS gewaschen. Anschliel3end wurde das Zellpellet in ca. 10 norikeldium resuspendiert

und in eine 25 caZellkulturflasche gegeben.

4.3.2.2 Priméare Zellen

Die primaren Zellen wurden nach ihrer Praparation auf die gewinZelizahl eingestellt,
im jeweiligen Medium aufgenommen und ebenfalls bei 40°C kultivierthNaer Entnahme
zu definierten Zeitpunkten wurde unter Verwendung eines Teils denzgie Zahl lebender
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B-Lymphozyten mittels fluoreszenzassoziierter Zellsortierggig4.12) bestimmt und der

andere Teil bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.

4.3.2.2.1 Stimulation der Zellen

Fur die Kultivierung wurden die Zellen in Standardmedium verbracht undimer Dichte
von 5x1G Zellen/ml in je 1 ml pro Delle in einer 24-Loch-Platte unters&@z von 5%
flagChBAFF enthaltendem 293-Zellkulturiiberstand inkubiert.

Als Kontrollen der flagChBAFF-Wirkung fanden sowohl Zellen ohnemS8lkation, mit
Staurosporin (ImM/ml) zur Apoptose-Induktion bzw. PMA (20 ng/ml) zur Induktien
Proliferation inkubierte Lymphozyten, wie auch Zellen, die unter @D&0mulation (0,5

png/ml) standen, Verwendung.

4.4 RNA-Praparation

Alle Arbeiten wurden mit RNAse-freiem Einwegmaterial und Handschuhen ddithge
Wiederverwendbare Geréate und Gegenstande wurden nach Benutzung fir mindestens eine
Stunde mit 3% kDzinkubiert und anschlie3end mit RNAse-freiem Wasser (DEPC-Wasser)

gespult oder nach Eintauchen in 96% Ethanol abgeflammt.

4.4.1 Material

Wenn nicht anders vermerkt, erfolgte die Lagerung der Reagenzien bei RT.

Trizol® ReagenZ
Lagerung: 4°C

Chloroform ad analysi<®
Isopropanol®
70% Ethanol

70 ml Ethanol absolfit
30 ml Wasser fiir die Molekularbiologie
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4.4.2 Durchfuhrung

Zur RNA-Isolierung aus primaren Zellen wurden die jeweiligen Organe.(je nach Gréle

nur Teile davon) nach Entnahme sofort oder nach Verbringung und Lagartitigsigem
Stickstoff bei -80°C in einem Homogenisatorter Zugabe von 1 ml Trizol homogenisiert
und in 2 ml Eppendorfcups Uberfuhrt.

Bei Zelllinien wurden 5x1bbis 1x16 Zellen gewonnen, zentrifugiert (10 min, 225xg , 4°C)
und das trockene Zellpellet in 1 ml Trizol resuspendiert.

Nach 5 min Inkubation bei RT wurden 2@I0Chloroform hinzugefiigt, kurz geschiittelt, 2

min bei RT inkubiert und 15 min bei 4°C und 12.000xg zentrifugiert, wodurch die organische
von der RNA-haltigen wassrigen Phase getrennt wurde. Die wés$limse wurde
abgenommen, in ein neues Probengefal} transferiert und mit E@propanol versetzt, nach
kurzem Schutteln, zunachst 10 min bei RT und anschlieend 30 min bei —20°C rinkubie
Hierdurch kommt es zur Ausféllung der RNA. Nach einer weitefentrifugation (10 min,
4°C, 12.000xg) wurde der Uberstand verworfen, das Pellet in 1 ml 76&hdtgewaschen
und nochmals 5 min bei 4°C mit 7500xg zentrifugiert. Das RNA-Pelletle getrocknet, in
10Qul RNAse-freiem Wasser aufgenommen und nach erfolgter @tskidgntrolle bei —80°C

gelagert.

4.4.3 Kontrolle der RNA-Qualitat mittels Agilent 2100 Bioanalyzer™

Nach erfolgter RNA-Isolierung wurde die gewonnene RNA auf Qualitat und daraus
resultierende Verwendbarkeit fur die konventionelle und quantitative PCRnllysiert. Zur
Anwendung kam hierbei das Bioanalyzer System von Agilent, als Auss&riterium fur die
Verwendung der RNA in der gPCR wurde eine RRINA integrity numbenyon 7 festgelegt.
Die zu analysierenden RNA-Proben wurden nach Angaben desltgssaufgetragen und

mittels ,Agilent 2100 Expert’ Software entsprechend ausgewertet.

4.4.4 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch Uber die Absotpd

260 nm. Die zusétzliche Messung der Absorption bei 280 nm ermdglichte die Bestimmung
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des Quotienten 260/280, welcher zusatzlich zur erfolgten Qualitatshkerdndischluss tber

die Reinheit der Probe zu geben vermochte.

4.5 cDNA Synthese

Die in der Gesamt-RNA enthaltene messenger-RWRNA)wurde durch eine rekombinante
aviare reverse Transkriptase in komplementére PADNA)umgeschrieben, die dann als
Matrize sowohl in der konventionellen als auch in der quantitativen [Rohga
Kettenreaktion diente.

Fur die konventionelle Polymerase Kettenreaktion wurdeRdartAid™ H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kif verwendet, wohingegen zur Gewinnung von Matrizen fiir die
quantitative Polymerase Kettenreaktion nach erfolgtem DNAselaveiDNAsel9) das
Superscriptlll © System Einsatz fand. Die Durchfilhrung erfolgte nach Angaben der

Hersteller.

4.6 Erstellung von Primern

4.6.1 Primer fur die konventionelle Polymerase Kettenreakion

Die verwendeten PCR-Primer wurden mit d&rmer Express 2.0 Software von Applied
Biosystems erstellt. Dabei wurde auf einen Anteil an G/C-Muiklen von ca. 50%, die
gleiche Annealing Temperatur zwischen Primer-Paaren und die (mdglichst ,intron

spanning’) geachtet. Als ,intron spanning’ Primer bezeichnet manesadioh nur auf bereits
gesplicter cDNA binden kénnen, da sie zum Ende des einen und zu Begiremderen

Exons liegen. Somit kénnen sie keine genomische DNA amplifizieren.

4.6.2 Primer fur die quantitative Polymerase Kettenreaktion

Auch fir die qPCR-Primer fand die Primer Express Software vpplidd Biosystems

Verwendung. Allerdings wurde hier besonders auf die Gré3e des amgpl(maximal 150
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bp) und eine einheitliche Annealing Temperatur (59°C) aller P+iPa@re geachtet. Spezifitat
der Primerpaare wurde mittels Sequenzierung bestatigt und dieodre@rbarkeit der

Ergebnisse anhand einer linearen Standardkurve gewahrleistet.

4.7 Konventionelle Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Bei der PCR wird durch eine hitzeresistente DNA Polymerase mit Hilfepaxifischen
Primern eine bestimmte cDNA Sequenz amplifiziert. Dabei wird das P@RtiBes-

gemisch mit Hilfe eines Thermocyclers fir 5 sec auf 96fRAita, um die cDNA zu
denaturieren und anschlielRend 30 sec bei der Primer-spezifischen Temperaturtjnkubier
damit die Primer an der passenden Sequenz der cDNA binden kénnen. Dann folgt eine
2-mindtige Inkubation mit einer Polymerase-spezifischen Tempe(aaiC), bei der der
komplementére DNA-Strang synthetisiert wird.

Diese drei Schritte werden 35-mal wiederholt. Am Ende wird die Reaktion nochleinm

10 min bei der Polymerase-spezifischen Temperatur inkubiert und anschliel3end auf 4°C

heruntergekunhlt.

4.7.1 Material

Alle Reagenzien wurden bei -20°C aufbewahrt.
HotFirePol-DNA Polymerasé™
10x Polymerase Puffer B'
Solution S*
dNTP 2mM°
MgCl, Lésung 25mM
Wasser fur die Molekularbiologie

Primer 1 pmol/pl
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4.7.2 Durchfuhrung

Ansatz fur eine PCR-Reaktion:
1,3ul Wasser
1,2 ul MgCp
1,5ul 10 x Puffer B
1,5ul dNTP
1,5ul Solution S
3,0ul Primer sense (fw), Endkonzentration: 20 mM
3,0ul Primer antisense (rv), Endkonzentration: 20 mM
0,2l DNA Polymerase (Endkonzentration 1U)
Aus diesen Reagenzien wurde ein Mastermix angesetzt, welghdreaeinzelnen Ansatze

verteilt wurde, und anschlieBend |8 der gewilnschten cDNA oder @l Wasser als

Negativkontrolle dazu pipettiert.

Die verschiedenen Ansatze wurden im Thermocycler auf die obechrimbenen
Temperaturen automatisch aufgeheizt bzw. abgekuhlt und anschlieRend auf einem

Agarosegel analysiert.

4.8 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese kann die GroRe von DNAkStidestimmt
werden, wie sie z.B. bei der PCR entstehen. Durch Anlegen emmstakiten Spannung
werden die Stlicke der LAnge nach im Gel aufgetrennt und nach Ethidiumbromidfénbemg
UV-Licht sichtbar gemacht. Als Referenzgrol3e dient ein ebengetaafener und gefarbter
Marker.
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4.8.1 Material

EDTA-L6sung (0,5M, pH 8,0)

186,19 Ethylen-Diamin-Tetra-Essigsaus®D{ A)-Dinatrium-Dihydrat
(C10H14N208Naz x 2H20)
20 g Natriumhydroxid (NaOH)

ad 700 ml Aqua dest., pH 8,0 mit NaOH einstellen, bei RT lagern

0,5xTBE Puffer

549 Tris(hydroxymethyl)aminomethian
2759 Borsaufe
20 ml EDTA-L6sung (0,5M, pH 8,0)

ad 1 | Aqua dest., bei RT lagern
1% Agarose

0,5 g Agaros¥
50 ml 0,5xTBE Puffer

vor Gebrauch ansetzen

6x Loading Dye Solution (Ladepuffery
GeneRuler™50bp DNA Ladder plus

Ethidiumbromid-Stammlésung
10 mgEthidiumbromid

ad 1 ml Aqua dest., bei 4°C lagern
vor Gebrauch wurde die Lésung 1:1000 in Aqua dest. verdinnt

4.8.2 Durchfuhrung

Die 1 %-ige Agarose wurde in einem Mikrowellenherd so lange erhitzt,goi®Bkommen
geschmolzen und die Losung klar war. AnschlieRend wurde sie auf ca. 50°C abgekihlt und in
eine Elektrophoresekammer mit Probentaschenkamm gegossen. Nachdem dast&waligolls
abgekihlt war, konnte der Probenkamm entfernt und das Gel mit 0,5xTBE-Puffe
uberschichtet werden. Die Proben wurden nun mit dem Ladepuffersaftn({bpul PCR-
Produkt + 1ul 6x Loading Dye) und in die Probentaschen pipettiert. Als Refenairde eine
Probentasche mit Marker beftllt. Danach wurde so lange eine konSgzameung von 120 V

an der Kammer angelegt, bis die Proben ausreichend weit imu@gt@nnt wurden. Die
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beiden Farbstoffe Bromphenolblau und Xylen-Cyanol-FF im Ladepuffer und arkdvl
wurden dabei als Orientierung verwendet. Zur Sichtbarmachung &etrannten DNA-
Fragmente wurde das Gel 30 min lang in einer Ethidiumbromid-Gelsiésanhg geschwenkt

und anschliel3end unter UV-Licht photographiert.

4.9 Quantitative Polymerase Kettenreaktion (QPCR)

Die quantitative Polymerase KettenreaktiogPCR auch Real Time RT-PCRIist eine

Vervielfaltigungsmethode fiir Nukleinsauren, die auf dem Prinzip ldeventionellen

Polymerase Kettenreaktion (PCR) beruht, und zusatzlich die MoglicddeQuantifizierung

bietet. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Blasgen am Ende bzw.
wahrend eines PCR-Zyklus (daher der Name "Real Time"). Bi®reszenz nimmt
proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu, was eine Quaeartifig moglich macht.
Eine gelelektrophoretische Auftrennung der Fragmente ist nicht nii#ig)aten sind sofort
verflgbar.

Als Fluoreszenzfarbstoff fand der interkalierende DNA-FarbS¥BR GreenVerwendung,

dessen Fluoreszenspektrum sich durch Einlagerung in doppelstrangigeindékien

verandert (s. Abb. 4.2). Allerdings mul3 bei der Verwendung von interkadien

Farbstoffen, um unspezifische Signale auszuschlie3en, eine Schmelzkatys@adurch-
gefuhrt werden, anhand derer die Fragmentlange(n) und dadurch diét&pasageschatzt

werden kann.

5 9 SYBR Green
Primer {S) S 15
rTTT {s)
IR EENE AN EENEEENEERE]
{S) =l
Polymerase _ S
ATCD>
/I\I‘llllllllllIlllllllllllllll
{S)
:,@l II II II::@l II II II::@l II II II::@l II DII II—)II L1111

Abb. 4.2 Wirkung eines interkalierenden Farbstoffs an Beispiel
von SYBR Green
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Bei einer Schmelzkurvenanalyse wird die DNA aufgeschmolzen, indemle&mperatur
langsam kontinuierlich erhéht wird (57°C -> 95°C). Bei einer fur tagment spezifischen
Schmelztemperatur wird der Doppelstrang wieder ein eindetftges Molekul, wobei der
Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt und eine Fluoreszenzabnahmiieegigird. Die Schmelz-
temperatur eines Fragmentes kann einfach visualisiert werden, id@erarste negative
Ableitung dieser Schmelzkurve (-dF/dT) berechnet wird. In einem Graphstigigeesultiert
der Wendepunkt der Schmelzkurve dann in einem Peak, dessen Maximum d&mm der
entspricht. Da die doppelstrangige DNA von spezifischen PCR-Produkten kBoheren
Schmelzpunkt hat als unspezifisch entstehende Primerdimere, istUaiteescheidung
maoglich (s. Abb. 4.3).

Abb. 4.3 Stilisierte gPCR-

Ree Sches Schmelzkurve zur Darstellung

Produkt

der Unterscheidbarkeit von
spezifischem Produkt und
Primer Dimeren

Primer
Dimere

l

ansteigende Temperatur

4.9.1 Material

SYBR Green'®
Wasser fur die Molekularbiologie

gPCR Primer (5pmol/ul)
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4.9.2 Durchfuhrung

Ansatz einer gPCR-Reaktion:
12,5ul SYBR Green
8,5ul Wasser
1,5ul Primer forward (fw), Endkonzentration: 30 mM
1,5ul Primer reverse (rv), Endkonzentration: 30 mM

Aus diesen Reagenzien wurde ein Mastermix angesetzt und anschlig el 1

gewinschten cDNA (Template) odepllWasser als Negativkontrolle dazu pipettiert.

Die verschiedenen Ansatze wurden im gPCR-Cycler nach folgendem Protokatt erhit

Initiationserhitzungsphase 1x 95°C 10min

Amplifikationsphase 40x 95°C 15sec
59°C 1min

Dissoziationsphase 1x 95°C 15sec

57°C 30sec

95°C 15sec

4.9.3 Auswertung

In der ersten Phase der Amplifikation einer gPCR ist die Arkptifienge derart begrenzt,
dass ihre Fluoreszenz kaum detektierbar ist, wahrend in der drhieese der Amplifikation
die Menge der Produkte (DNA, Pyrophosphat, Monophosphatnucleotide) scassaekgt,
dass es zur Hemmung durch diese kommt, haufiger Produktfragmente mai&zina
hybridisieren und die Substrate langsam verbraucht werden. Ronentieller und daher
guantifizierbarer Anstieg findet sich nur in der Phase dazwiscdimenyelcher sich die
Templatemenge bei jedem Zyklus verdoppelt. Um eine Vergleikbibaverschiedener
Proben zu schaffen, wird der CT-Wert (Threshold Cycle = "Scbwabrt-Zyklus")

verwendet, welcher im Bereich der exponentiellen Phase ermittdl{sviAbb. 4.4).
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Zu beachten ist, dass ein hoher Ct-Wert flr eine geringe Mengenaplate spricht, welche

erst spat ein Erreichen des Schwellenwertes ermdglicht.

Probe
('}
c
o
™~
»
2
= Threshold
[
negativ Kontrolle
__f____/—\
| | I I | | | I
5 10 15 20 25 30 35 40
NA Zyklen
Abb. 4.4 Bedeutung des CT-Wertes

4.10 RCAS Vektor-System

Die RCAS Vektoren sind eine Gruppe von retroviralen Vektoren, welokedam SR-A
Stamm des Rous-Sarkom-Virus (RSV), einem Mitglied der der Grdppavidren Sarkom-
Leukose-Viren (ASLV), entwickelt wurden. Die Bezeichnung RCAStshiér “Replication-
Competent_/ALV long terminal repeat (LTR) with apice acceptor”. Diese Vektoren
kénnen verwendet werden, um Huhnerembryofibroblasten (CEFs) zu traresfizind, unter
Ausnutzung der Replikationskompetenz des Vektors, nach Injektion dieser iCE®en
Dottersack von befruchteten HUhnereiern auch die Zellen des Hihiogos mit zu
infizieren. Somit ist es mit Hilfe der RCAS Vektoren mollicbereits zu frihen

Embryonalstadien ein Protein im Hihnerembryo zu exprimieren.
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4.10.1Klonierung von chBAFF/huBCMA in das RCAS Plasmid

Im RCAS Plasmid liegt die virale Information in Form eirf@®virus arrangiert vor. Die
bakterielle Plasmid-Sequenz befindet sich zwischen zwei lemgirtal repeats (LTRs) und

beinhaltet eine Ampicillin-Resistenz-Sequenz (s. Abb. 4.5).

Insert Plasmid
Clal
POL
Abb. 4.5 Aufbau des RCAS Plasmid

Die fur die Vermehrung eines Retrovirus notwendig@alen Gene sind

gag, pol und env. Gag tragt die Sequenz fir dateidrder Viruskapsel,

pol fur das Enzym reverse Transkriptase und eneifiiGlykoprotein, das

in die das Virus umgebende Membranhdille eingebanat w
Sequenzen fir das Zytokin- (flagChBAFF) und das Decoy-Rezeptorkkin@iuBCMA-Fc)
wurden enzymatisch aus den urspringlichen Plasmiden herausgeschnitten dad
Adaptorplasmid Clal2 ligiert. Dadurch erhielten die Konstrukteidielie Insertion in RCAS
notwendigen Schnittstellen fir das Enzy@lal und konnten in die spezifisch€lal
Restriktionsstelle von RCAS ligiert werden. Hierfir wurde von denschiedenen zur
Verfiigung stehenden RCAS-Vektoren RCAS-BP(A) gewahlt, da diegriette Brian-
Polymerase (BP) eine hohe Replikationsrate gewadhrleistet und SAbuipe geringsten
zytotoxischen Eigenschaften aufweist.
Die Uberpriifung der erfolgreichen Ligation und anschlieBenden Tramastion kompetenter
Bakterienstamme erfolgte mittels PCR und RestriktionsenzydaveDie Konstrukte wurden
sequenziert und die fir anschlielende Experimente bendtigte Oriegtiden Konstrukte
sichergestellt. Verwendung fand der RCAS Vektor mit insemnefiagChBAFF Konstrukt in
forward wie auch inreverse Orientierung. Dageverseorientierte Konstrukt diente zum

Ausschluss einer moglichen Beeinflussung der Ergebnisse durchVdktor selbst.
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AuBBerdem wurde der RCAS Vektor mit inseriertem huBCMA-Fc nglutierung eines
BAFF-Mangels verwendet (s. Abb. 4.6).

Plasmid

FOL

3 5 fe-Teil 3
chBAFF
chBAFF huBCMA
flag-tag
5 Cla1 3 5°
flagChBAFF forward flagChBAFF reverse huBCMA-Fc Konstrukt
Konstrukt Konstrukt
Abb. 4.6 verwendete RS-Konstrukte

Orientierung der zur Uberexpression von flagChBA®®. zur Induktion eines Mangels durch
den DecoyRezeptor huBCMA-Fc konstruierte und verwendete R@&&8strukte. Um eine

Vektor-bedingte Beeinflussung auszuschlielen, wualeh ein das biologisch inaktive
flagChBAFF reverse kodierender Vektor verwendet.

4.10.2Transfektion von Hihnerembryofibroblasten

4.10.2.1Material

CEF Medium

460ml Basal-ISCOVE Mediufn

25ml FBS

10ml Huhnerserum

5ml  Penicillin/Streptomycin-L6sung
CEF Medium mit 15% Glycerol

8,5 ml CEF Medium

1,5 ml Glycerdl (steril)
0,1xTE

1,21 g Tris(hydroxymethyl)aminometh@ériis)
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200 pl EDTA 0,5 M (s. 4.8.1)

ad 1000 ml Aua dest., pH-Wert mit HCL auf 7,5 einstellen; Lagerung bei RT

2x HBS Puffer (HEPES buffered saline)

1,6 g NaCl

74 mg KClI

27 mg Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat {NBRO, x 2H,O)
0,2g Glucosk

ad 80 ml Aqua dest. und 5 ml 1M HEPESO mM), pH 7,05 mit NaOH
einstellen, auf 100 ml aufftillen, steril filtrieren und aliquotiert bei -20°C tager

2 M Kalziumchlorid-Lésung
2,94 g Kalziumchlorid (CaG)*

ad 10 ml Aqua dest.
steril filtrieren und aliquotiert bei -20°C lagern

4.10.2.2Durchftihrung

Einen Tag vor Transfektion wurden die CEFs der Linie ,0% einer von emogRetroviren
freien Fibroblastenlinie, in einer Dichte von 1-2%Z&llen/Petrischale ausgesét.

Nach dem Einstellen des fiur die Transfektion bestimmten Riasauf eine Konzentration
von 40 pg/ml in sterilem 0,1XxTE wurde die Plasmid-L6sung bei 16.000xg fur 1® mi
zentrifugiert, um eventuelle Verunreinigungen zu entfernen.M@rawurden in einem 5ml
Reaktionsgefal? 220l der Plasmid-L6ésung mit in einem 5 ml Reaktionsgefald vorgelegten
25Qul HBS Puffer vermischt. AnschlieRend wurden langsamu3Kalziumchlorid-L6sung
hinzugetropft und durch Luftzufuhr mittels 1 ml Pipette gemischt.ol(gef eine Inkubation
von 25 min bei Raumtemperatur. Nach einmaliger Resuspension wurdghd€0Plasmid-
Losung tropfenweise Uber die CEFs, die gewaschen und mit 10 mlumedersorgt
vorlagen, verteilt. Es schloss sich ein Inkubationsschritt von 4 Sturede8vt#C an. Danach
wurden die CEFs in warmem PBS gewaschen, 2 min bei 37°C mit 15&erdGll
enthaltendem CEF-Medium inkubiert und nach einem letzten Waschsohr®BS wieder
mit Medium versetzt. 24 h nach erfolgter Transfektion konnten dierzét¥ geteilt werden,
nach 48-72h waren die Kulturen zu annahernd 100% infiziert. Die Expressidmasesgens

konnte Uberprift werden.
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4.10.3Nachweis der chBAFF und huBCMA Sekretion in CEF-Ulerstanden

Da fur die angestrebia vivo Applikation des Systems die extrazellulare Verfugbarkeit von
Zytokin und l6slichem Rezeptor essentiell ist, wurde die SekretionPdateine in den
Zellkulturiberstand mittels ELISA Verfahren (s. 4.11) Uberpruft.

4.10.41njektion der transfizierten CEFs in Hihnerembryonen

Um die Bedeutung von chBAFF bzw. dessen Neutralisation durch eineedSipr des
Decoy-Rezeptors huBCMA fiur die Embryonalentwicklung der Bursarsathen zu kbnnen,
wurden befruchteten Hihnereiern an Embryonaltag 3 die transfizi€BE€s injiziert. Hierflr
wurde die Kalkschale am stumpfen Eipol mittels eines Schldizeeiges bis zur Eihaut hin
erdffnet und 0,1ul der transfizierten CEFs in einer Konzentration von IX&len/ml
vorsichtig in den Dottersack injiziert.

Die Injektionsstelle wurde anschlieRend unter Verwendung von erhitZBamaffin

verschlossen und die Eier bis zum Embryonaltag 18 wieder in den Briter Uberflhrt.

4.10.5Erfolgskontrolle der Transfektion der Hihnerembryonen

Zur Erfolgskontrolle der Transfektion wurde bei der Organentnahnterdoryonaltag 18 (s.
4.2.4) auch die Chorioallantoisflissigkeit zum Test im ELISA nach 4.11 gewonnen.

4.11 ELISA

4.11.1 Material

Beschichtungspuffer pH 9,6

3,11g Natriumcarbonat (Naos)*
6,00g Natriumhydrogencarbonat (NaHQ©

ad 1000ml A.bidest, pH 9,6
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PBS-T 0,05%

0,5ml Tween20®

ad 1000ml PBS (s. 1.2.1)
Magermilchlésung 5%

59  Magermilchpulvér

ad 100ml PBS
TMB-Puffer

8,29 Natriumazetat (GJEOONa}
3,159 Zitronensaure-MonohydratgfGO; - HO)*

ad 1000ml A.Bidest.
TMB-Stammldsung

6mg 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin (TMB1g820N2)*

ad 1mlI DMSO (Dimethylsulfoxid, ££1s0S)
TMB-Gebrauchslosung

10ml TMB-Puffer 37°C

332ul TMB-Stammlésung

3ul  30% Wasserstoffperoxyd £6h)*

kurz vor Gebrauch ansetzen und sofort verwenden

Schwefelsaure 1M

472ml A. dest.
28ml 96% Schwefelsaure £810,)*

zuerst Wasser vorlegen, dann die Saure langsam unter Rihren zugeben

Antikorper
] Gebundenes _ Konzentration/
Antikorper _ Tierart
Antigen Verdinnung
M2° Flag-Epitop Maus 1pg/ml
IgG-Fraktion eines polyklonalen _
) ] chBAFF Kaninchen S5ug/ml
Kaninchen Antiserums (S120
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Ziege-anti-Kaninchen POD | Kaninchen IgG Ziege 1:20.000
Ziege-anti-human POD Humanes IgG Ziege 1:5000
Tab. 4.1 Im ELISA verwendete Antikorper

Negativkontrolle:
PBS-T
flagChBAFF-ELISA (s. Abb. 4.7)
Beschichtung:
M2 (anti-flag) 1pug/mi
Primé&rer Antikorper:
IgG-Fraktion eines polyklonalen Kaninchen Antiserums (S120) 5ug/ml
Sekundarer Antikorper:

Ziege-anti-Kaninchen POD 1:20.000

Ziege-anti-Kainchen

Abb. 4.7 flagChBAFF-ELISA POD

Eine mit dem M2 anti-flag Antikdrper beschichtetatt ]
wird mit flagChBAFF-haltigem Zellkulturiiberstand voz ?&-_gﬁgg
Chorioallantoisfliissigkeit 60min inkubiert. Im né&tén Kaninchenserum

Schritt  wird die IgG-Fraktion aus anti-chBAFF ..
Kaninchenserum aufgetragen und nach weiteren 60 flagChBAFF
eine erfolgte Bindung mittels eines Ziege-anti-Kehien- El
POD Konjugats nachgewiesen.

M2 (anti-flag) Y

huBCMA-ELISA (s. Abb. 4.8)
Beschichtung:

M2 (anti-flag) 1pg/ml
Zellkulturiberstand stabil mit flagChBAFF transfizierter 293-Zellen (11:10

Sekundarer Antikorper:

Ziege-anti-human POD 1:10.000
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Ziege-anti-human

j\PoD Abb. 4.8 huBCMA-ELISA
Eine mit dem M2 anti-flag Antikérper beschichtetiatte
huBCMA-Fc wird mit flagChBAFF-haltigem  Zellkulturiberstand

inkubiert. Im nachsten Schritt wird huBCMA-Fc-hghr
CEF-Zellkulturiiberstand bzw. Chorioallantoisflidgs

flagChBAFF aufgetragen. Eine erfolgte Bindung an chBAFF wird
mittels eines Ziege-anti-human-POD Konjugat

nachgewiesen.
M2 (anti-flag) Y

Sofern keine anderen Angaben vorhanden, betrugen die Inkubationszeitemzidmneeai
Schritte jeweils 1h bei 37°C.

Zwischen jedem Schritt wurden die Platten jeweils dreimahili@ eines ELISA-Washers
mit PBS-T gewaschen.

Die Verdinnungen der primaren Antikorper erfolgten jeweils mitcBiebtungspuffer, die
Verdinnungen der sekundaren Antikdrper sowie der Chorioallantoisflliggigie jeweils
mit PBS-T.

Um die Aussagekraft der ELISAs zu prifen, wurden auf jedereP&#indardmafiig eine
Positivkontrolle (chBAFF-ELISA: 293-Zellkulturiberstand (s. 4.3.2.1), huBCMASA:
CEF Zellkulturiberstand (s. 4.10.2)) und eine Negativkontrolle (Blank) mitgefthrt.

4.11.2chBAFF-ELISA

NUNC-Maxisorp® 96-Loch-Plattéi wurden mit je 100ul/Delle der priméaren
Antikorperverdinnung beschichtet und Gber Nacht bei 4°C inkubiert.

Anschlie3end wurden die verbliebenen, freien Bindungsstellen durch Zugabe vaiD208u
5% Magermilchlésung blockiert. Danach erfolgte der Probenaufteafp@2 Titration mit
100ul/Delle des Zellkulturiberstandes der mit dem RCAS-chBAFF-Kdish forward und
reverse Orientierung transfizierten CEFs (unverdinnt) bzw. dendalantoisfliissigkeiten
(Ausgangsverdinnung 1:5) der entsprechend transfizierten Embryonen.

Abschlie3end erfolgte die Inkubation mit 50ul/Delle des entsprechersg&undaren
Antikorpers in der in Tab.1 angegebenen Verdiinnung.

Zur Entwicklung des ELISAs wurde nach Ablauf des letzten Inkubatobmstes die kurz
zuvor angesetzte TMB-Gebrauchslosung mit 100ul/Delle aufgetragdndie Platte im

Dunkeln inkubiert. Nach 10min wurde die Reaktion mit je 50ul/Delle Stehs@ire gestoppt
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(Farbumschlag von Blau nach Gelb) und die Platte sofort bei 450nm phiescinetit einem
ELISA-Reader gemessen.

Als Positivkontrolle diente flagChBAFF-haltiger 293-Zellkulturibanst (Verdiinnung 1:10),
die Negativkontrolle wurde durch Auftrag von 100ul PBS-T anstatt der Probeterstell

4.11.3huBCMA-ELISA

Um den Titer an huBCMA in Zellkulturiiberstand bzw. Chorioallantoisftileit zu
bestimmen, erfolgte die Beschichtung tUber Nacht ebenfalls mitl/Dedie M2 anti-flag.
Nach dem Blockierungsschritt erfolgte der Auftrag von flagCRBA1:10) enthaltendem 293
Zellkulturibertand von je 100ul/Delle. Nach Inkubation von einer Stunde bei 37 der
CEF Zellkulturiiberstand der mit dem huBCMA-RCAS-Konstrukt trarestien Zellen bzw.
die Chorioallantoisflissigkeit der entsprechend transfizierten ¥onbn als log-2
Verdunnungsreihe aufgetragen. Daran anschlieRend wurde die miattkem sekundaren
Antikorper (Ziege-anti-human-POD) inkubiert und wie unter 4.11.2 beschriefsvickelt
und gemessen.

Als Positivkontrolle diente Zellkulturiiberstand mit huBCMA trangiiter CEFs, als

Negativkontrolle fungierte wiederum PBS-T.

4.12 Durchflusszytometrie

Die Messungen wurden an einem Fluorescence Activated Cell $cédRAEScan®)

durchgefuhrt und mit Cell Quest Pro und Flowjo 7.8 ausgewertet.

4.12.1Material

Fluo-Puffer

59  bovines Serumalbuntin
50mg Natriumazid (Nag)*

ad 500ml PBS
Lagerung bei 4°C
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FACS-Puffer
100 mg Nan

ad 1000 ml PBS

10x PBS
40,009 Natriumchlorid (NaCl)
7,259 Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat {NBO, x 2H,0)
19 Kaliumchlorid (KCI)
19 Kaliumhydrogenphosphat (KPOy)

ad 500ml Aqua dest

Paraformaldehyd (PFA) 4%

20g Paraformaldeh§d

ad 450ml A. bidest und 50ml 10x PBS
Im Wasserbad bei 60°C fir 1 Stunde ruhren und nach Ablauf der Zeiestlshe
PFA durch tropfenweise Zugabe von NaOH in Losung bringen. Anschlieitent
10xPBS zugeben.
7-Amino-Actinomycin-D* (7-AAD) 100pg/ml
1mg 7-AAD
ad 1ml Methandlzur Lésung und 9ml A. bidest, aliquotiert bei -20°C lagern
CALTAG Counting Beads™®

Antikorper

Maus-anti-Bul-RPE

4.12.2Lebend-Zellzahlbestimmung mittels beads

Zellen wurden wie unter 4.3.2.2 nachzulesen behandelt, enthommen und mittels
Zentrifugation (716xg) pelletiert. Nach Entfernung des Uberstarsibédoss sich eine
Resuspension des Zellpellets in 500ul Fluo-Puffer an. Somit konnten ichegl

Flussigkeitsverluste wéahrend der Zeit in Kultur ausgeglichen umd eenheitlicher
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Verdiunnungsgrad fur die sich anschlieRende Auswertung zugrunde gededgn. 50ul
dieser Zellsuspension wurden nun entnommen und mit 10ul des Bul-RPE Ansikarpgér
verdinnt in Fluo-Puffer) und 10ul der CALTAG Counting Beads 20min aufrikisbiert.
Nach Zugabe von 200ul Fluo-Puffer und 20ul 7-AAD (7-Amino-ActinomycinZDy
Anfarbung toter Zellen durch Bindung an die DNA wurde die Zglsasion im

Durchflul3zytometer gemessen.

4.12.3Auswertung

Mittels FlowJo 7.8 (TreStar, Oregon, USA) nach Angaben der Bead-Hersteller
ausgewertete FACS-Daten ergaben Zellzahlen, welche nadigtgeich gemessener Zahl an
Beads nach folgender Formel zur Berechnung der Zahl lebenderléB-Zeb Milliliter

verwendet werden konnten:

Bul'7-AAD-Zellen/Zahl an beads x 10.000 x Resuspensionsvolumen/50ul
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5 Ergebnisse

5.1 Etablierung von PCR-Primern flr bcl-2 Familienmitglieder

des Huhns

Mit Hilfe von bekannten Gen-Sequenzen der bcl-2 FamilienmitgliéeeiHuhns konnte eine
Zusammenstellung an Primern fir die konventionelle PCR erstetllen. Diese Auswahl
setzt sich aus anti-apoptotischen (bcl-2, h¢lrl3) und pro-apoptotischen Proteinen mit

hoher (bak, bok) und geringerer Homologie zum bcl-2 (bid, bim) zusammen (s. Tab. 5.1).

Acc.-Nummer + )
Genname Gensymbo Primer-Sequenz
Referenz
Bcl-2 homologous bak NP_001026091 CCGCTACCAACAGGAGAGAG (fw)
a
antagonist/killer [273] CAGCACCACCAGCATGTACT (rv)
NM_205339 TGCTGCTAGTGAGGTG (fw
B-cell CLL/ lymphoma 2 bcl-2 GGCTGCTGCTAGTGAGGTG ()
[251, 252] GTCCAAGATAAGCGCCAAGA (1v)
NM_
Apoptosis regulator bcl-x,
pop .g bel-x, 001025304 AGATGGACAGCGTCCTCAAT (fw)
long isoform GCAGCAGCGTTGTTCCCATA (rv)
[258]
BH3 interacting domain bid NM_204552 GAGTCCTCTGGCTGTGAGTTC (fw)
[
death agonist [287] TGTGGAAGTGTTGGCTGATG (rv)
Bcl-2 interacting mediator b BU448347 CCTCCAGCGGGTACTTCTC (fw)
im
of cell death [296] GATGAGGCGGATGATGTAATG (rv)
BCL2-related ovarian bok NM_204706 | ATCGCCCGCCAGCTGAACATCTC (fw)
0]
killer [280] ACAGGGCGGTGGGGCTCATCTCT (rv)
NM 204522 CCTCCAGCGGGTACTTCTC (fw)
anti-apoptotic NR13 Nrl13 B
[264] GATGAGGCGGATGATGTAATG (rv)

Tab. 5.1 Etabliertes PCR Primer Set fiir bcl-2 Fanlienmitglieder des Huhns
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5.2 Transkriptionsdnderungen von bcl-2 Familienmitgliecern
unter flagChBAFF Stimulation

Um die Anwendbarkeit der neuetablierten Primer auf die dieseeitAzugrunde liegende
Fragestellung nach den von chBAFF induzierten Anderungen im Transkspiveau der

bcl-2 Familienmitglieder zu prufen, wurde die aviare B-ZellliDiB40 verwendet. Diese aus
bursalen B-Zellen entwickelte Zelllinie bot sich aufgrund ihresptmgs fir ersten vitro
Versuche an.

DT40-Zellen wurden zum einen mit dem Zytokin chBAFF und zur ValidiedergMethode

auch mit dem Kinase-Inhibitor Staurosporin zur Apoptose-Induktion inkubiech Nater-
schiedlichen Zeitpunkten (2, 4, 6, 8, 12, 24 und 48 h) wurden die Zellen entnommen, die
MRNA wie in 4.4 beschrieben isoliert und fur die konventionelle PCakien zu cDNA

umgeschrieben (s. 4.5).
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Abb. 5.1 Analyse der mRNA Abundanz von bcl-2 Farlienmitgliedern
in DT40 Zellen nach Stimulation mit BAFF und Staurcsporin

DT40 Zellen wurden mit 5% BAFF-haltigem 293 Zellkuliberstand (B),
1mmol Staurosporin (S) oder Medium (K) kultivieftie mRNA Expression
wurde mittels konventioneller PCR fir die angegemeiisene analysiert.
(Staurosporin-Werte fiir 24+48 h fehlen, da zu dieZeitpunkten keine
lebenden Zellen mehr vorhanden waren)

Wie aus Abb. 5.1 ersichtlicht wird, konnte die PCR-Reaktion erfolgrdiafthgefihrt
werden ([3-Actin als Positivkontrolle). AuRerdem konnte gezeigt wemss sowohl die
MRNA anti- (bcl-2) wie auch pro-apoptotitscher (bok, bim) Proteirghg@wiesen werden
konnte. Auffallig ist zudem die nach 8 Stunden deutlich werdende Wirkursgy de
Staurosporins. Dieses inhibiert die Proteinkinase C, was nach 24 Stimkdéation zum

Verlust samtlicher vitaler Zellen fuhrt.
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5.3 Transkriptionsanderungen von bcl-2 Familienmitgliedern

wahrend der physiologischen Bursa-Entwicklung

Da sich die Analyse der Stimulation von DT40 Zellen in der ldabgin PCR als wenig
aussagekréaftig erwies, stellte sich die Frage, ob dieskddie eventuell fir die Darstellung
der Vorgangein vivo besser geeignet wéare. Hierfir wurden embryonale Organe zu
Zeitpunkten, welche fur die Bursaentwicklung von Bedeutung sind, ET10nd418 (s.
2.1.2), entnommen, die RNA isoliert und zu cDNA umgeschrieben. Zudemmsallth die
Vorgange in der Milz, einem Organ welches die peripheren lynguoh&in Organe
reprasentiert, dargestellt werden. Als Vergleichswerte wurdien Anderungen in der
Transkription der bcl-2 Familienmitglieder in einem fir die Immweraese nicht relevanten
Organ, dem Herzen, herangezogen. Auch sollte die weitere Orgarcidahg nach dem
Schlupf (Tag 1) betrachtet werden. Zu diesem Zweck wurden Oxgang&uiken nach dem
Schlupf bzw. drei Wochen danach von zu diesem Zeitpunkt juvenilen Hihnern gewonnen
und entsprechend aufbereitet.

Wie die Kontrollreaktion fur 3-Actin zeigt, wurde in allen ProlmBe gleiche Menge cDNA
eingesetzt (s. Abb. 5.2). Auch die pro- und anti-apoptotischen bcl-2 Famtbdieoer
konnten zu allen untersuchten Zeitpunkten nachgewiesen werden. Aussagem{lce
Unterschiede im Transkriptionsniveau der entsprechenden Gene wésatings nicht
moglich.

sa ET 10
sa ET 14
sa ET 18
sa Tagl
z ET 14

z ET 18
ZET 14
z ET 18
z Tagl

Zz Adult

Abb. 5.2 Analyse der mRNA Abundanz von bcR o § 5 5 5 § NNNSNNT S 5SS
Familienmitgliedern in der Organogenese vo -
Bursa, Milz und Herz bal-2
Untersuchung der Transkriptionsniveaus der Zcl-
Familienmitglieder wurdenwahrend ausgewahl b

. . cl-xL
Zeitpunkte der Embryogenese sowie der
Entwicklung nach dem Schlupfvurden mittel Nr13
konventioneller PCR wie unter 4.Beschriebe
durchgefiihrt. bak
(ntc= non template control/Negativkontrolle, bid
ET= Embryonaltag)

bok
BActin
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5.4 Etablierung einer quantitativen Nachweismethode flirbcl-2

Familienmitglieder des Huhns

Wie aus den Abschnitten 5.2 und 5.3 ersichtlich, war es notwendig eiredéezum
guantitativen Nachweis von Unterschieden in der Abundanz der mRNA de2 bcl-
Familienmitglieder zur verwenden. Hierfur bot sich das Verfaloler quantitativen PCR an.
Fir dieses Verfahren wurden neue Primer generiert (s. Tab. 5.2)deamspeziellen
Anspruchen an gPCR Primer Rechnung zu tragen.

Acc.-
Genname Gensymbol Nummer + Primer-Sequenz
Referenz
B-cell-activating | NP_989658 TTCAGGCACCACGGGACTTT (fw)
factor [158] GCCCGGACCCTGTAGATCAG (rv)
Bcl-2 NP_
CTTGTTCGACAGCGGCATTA (f
homologous bak 001026091 ()
GGTTGCGCAGCATGAATTC (rv)
antagonist/killer [273]
B-cell CLL/ bol.2 NM_205339 GGATCGTCGCCTTCTTCGAG (fw)
lymphoma 2 [251, 252] GCATCCCATCCTCCGTTGTC (rv)
apoptosis NM_
CTTTGTGCGTGGAGAGCGTG (fw
regulator bcl-x, bcl-x. 001025304 (w)
GCAGCAGCGTTGTTCCCATA (1v)
long isoform [258]
BH3 interacting
. . NM_204552 GCGCATGCTTCTCTTTGCTT (fw)
domain death bid
_ [287] CGGTCTGAAGTTCCCCATCA (rv)
agonist
Bcl-2 interacting
, . BU448347 CCAGCACGGTTATCCAAGAAA (fw)
mediator of bim
[296] CTTGCAAAAGAAATACAACCAGAAAT (rv)
cell death
BCL2-related bok NM_204706 TGCTGCGAGGATGGAAGTG (fw)
ovarian Killer [280] GACGCCTGCACGGATCAG (rv)
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NM_205182 TGTGGACTAGGCCCATTGTG (fw)
B6.1 chB6
[297] TCATGCAGCAACAGATGAGTGA (rv)
anti-apoptotic N3 NM_204522 CGGATGGGACGGCTTCT (fw)
NR13 [264] TGCCGCTGCCATGATG (rv)
Tab. 5.2 Etablierte qPCR Primer fur bcl-2 Familiermitglieder des Huhns

Neben den Primern flr die pro- und anti-apoptotischen Proteine derHachZie wurden
auch Primer fir chBAFF und chB6, einen spezifischen B-Zellmarker beim, ldatworfen.
Besonderes Augenmerk wurde auf ein geringes Mal3 an méglicheriBignung und
auf eine hohe Spezifitéat der Primer gelegt. Letzteres wurdd dBgquenzierung eines jeden
PCR-Produktes nachgewiesen. Fiur jedes neue Primerpaar wurdsdemmld eine
Standardkurve (7 log1l0 Verdunnungsschritte) erstellt, welche es echtéglAussagen tber
die Effizienz und die Linearitdt der gPCR-Reaktion im relevantereiBh zu machen. So
wurde als Norm fiur die Linearitat ein Korrelationskoeffizient Ubdie sieben
Verdinnungsstufen von mindestens 98% definiert. Zudem mussten die Bbereeine
Effizienz von mindestens 80% verflgen.
Die Auswertung der mittels qPCR generierten Daten edalgth folgendem Schema. Dabei
zu beachten ist, dass hohere Ct-Werte geringere Mengen anaietmgtieuten, da bei einer
geringeren Menge an Template der Schwellenwert (thresholdr sgpéticht wird und somit
der Ct-Wert hoher ist (s. Abb. 4.4):

1. Normalisierung:
Um die Vergleichbarkeit der ermittelten Werte zu gewéastdei und maogliche
Unterschiede in der eingesetzten cDNA-Menge auszugleichenemwdrd Ct-
Werte von jedem Gen auf den Ct-Wert der 18s rRNA normalisierselhatte
sich gegentber anderen Housekeeping-Genen (GAPDH, [RActin) als am
konstanteten und am wenigsten reguliert erwiesen:
(Ct gen— Ctigs rna= ACH).

2.a.) Standardisierung:
Anderungen im Transkriptionsniveau wurden durch Berechnung der Differenz
zwischen demACt-Wert der Probe und des verwendeten Kalibrators
(unbehandelte Kontrollen/ Transkriptionsniveau an ET10) darstellbar gemacht:
(ACt gen— ACt gen Kalibrator= AACT).
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2.b)  Transkriptionsniveauunterschiede pro B-Zelle:
Um Aussagen uber die aufgetretenen Veranderungen in Bezug auf die Zahl der
B-Zellen machen zu konnen, wurde deCt-Wert des B-Zellmarkers chB6
verwendet. Mit Hilfe dieses Markers war es moglich, die vorbaed
Unterschiede in der B-Zellzahl zu bertcksichtigen:
(ACt gen—ACt chge = AACt Gen/-zelld

3. Expressionsniveau
Zur Verdeutlichung der relativen Unterschiede in der Abundanz der mRNA
der verschiedenen pro- und anti-apoptotitschen Gene wurdeA@¥Wert in

das Expressionsniveau umgerechnet:

2' AACt bzw.™ AACt /B-Zelle

(Fur diese Berechnung wurde eine Effizienz von 100% zugrunde gelgit, w

einer Verdopplung pro gPCR-Zyklus (Basis 2) entspricht)

5.5 Quantitative  Bestimmung des  Transkriptionsniveaus
ausgesuchter Gene wahrend der physiologischen Bursa

Entwicklung

Mit dem nun zur Verflgung stehenden quantitativen Nachweisverfaiwande die
physiologische Entwicklung der Bursa erneut zur Generierung &eé&renzwertes fur die
Bewertung mdglicher durch chBAFF induzierter Anderungen herangezogen.

Im Zuge der Bursa-Entwicklung von der ersten Anlage Uber dieidmtion und
Proliferation der B-Zellen bis hin zur beginnenden RuUckbildung dersaBwor der
Geschlechtsreife kommt es zu einem steten Anstieg der Trhatn@Rripro-apoptotischer
Proteine in diesem Organ (s. Tab. 5.3 und Abb. 5.3 A). Besonders deutiiCldies am
Transkriptionsniveau von bok, welches beim adulten Tier 26 mal dem Werhlryonaltag
10 entspricht. Auch das Niveau an transkribiertem bim (ca. 5fach ebedit Adulten)
spricht flr den Anstieg der Transkription pro-apoptotischer bcl-2 Familigheder im Zuge
der Organogense der Bursa.

Die Transkriptionsniveaus anti-apoptotischer Proteine zeigen wéahrei@genogenese der

Bursa einen leichten Anstieg im Transkriptionsniveau von p¢ta. 6fach) und Nrl3 (2fach
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beim adulten Tier) im Vergleich zum Niveau an Embryonaltag 10 une @éeutliche
Verminderung des Transkriptionsniveaus von bcl-2, welches besonderslayoBaltag 18
(um ein 8-faches vermindert bzw. nur 12,5% des Wertes an Embryonaltag 10) auifdllig w
(s. Tab. 5.3 und Abb. 5.3 B).

A
ET14 | ET18 | t-test [ Tagl |t-test | Adult e s
2L 30
0,84 2,84 2,08 =
bak | -1,02 0,16 S o |
+1,27 +0,34 @
s 20 i
. -2 >
bid | 1,05 96 S 15 |
+0,69 2
1,62 S 10
bim | 1,03 | 5.
£0,11 wJ
o 0+
11,31 5
bok | 1,30 142 £ ETi4  ETI8 Tagl  Adul

Tab. 5.3 und Abb. 5.3 Expressionsniveaus der bclfzamilienmitglieder wahrend der Bursa Entwicklung

Embryonale Bursen wurden zu den angegebenen Z&tgruenthommen, ihre mRNA isoliert und der cDNA-
Synthese zugefiihrt. Dargestellt werden die Ergskrier durchgefuhrten gPCR-Reaktion, welche auf das
Houskeeping-Gen 18s rRNA normalisiert und auf A@t-Wert an ET10 standardisiert wurdénpro-, B anti-
apoptotische bcl-2 Familienmitglieder. Der t-testrde jeweils zwischen ET18 und Tagl bzw. Tagl und 3
Wochen alt (Adult) durchgefuhrt. ET10/ET14: Burseg@npools von 25/20 Tieren, ET18: 5, Tagl: 3, Adult
Tiere. (ET= Embryonaltag, Ct= Cycle Threshold)

8,
B Rl
.E 6
ET14 |ET18 | t-test | Tagl |t-test | Adult | | & ¢
[}
-8,14 7,2 -5,2 S 27
bcl-2 1,20 8, 0,62 20 0,39 5,23 2
+2,11 + 2,66 +0,03 o
a2t
belxl | -1,10 | 18 475 1915 | 270 |5 4
+1,42 +0,67 000 || & |
1,2 1,51 2,1 2
Nrl13 1,18 29 0,44 S 0,16 15 S 8
+0,32 +0,45 +0,10 % 10

Es konnte bereits gezeigt werden, dass dem Zytokin chBAFF iErdetcklung der Bursa
eine wichtige Rolle zukommt [13]. Daher bot es sich an auch diesHmation dieser
Zytokins zu wichtigen Zeitpunkten der Organogenese zu untersuchen (&.4aind Abb.
5.4 A). Zur Verdeutlichung von Entwicklung und Bedeutung der Bursa al<gam der B-
Zellreifung beim Huhn erschien zudem die Entwicklung der B-Zbllavahrend dieser Zeit
von Interesse und die H6he der Transkription des Hiuhner B-ZellmarkB6 wurde als
Reprasentant der B-Zellzahl herangezogen (s. Tab. 5.4 und Abb. 5.4 B). Deurtlickin
starker Anstieg von chBAFF in der Bursa nach dem Embryonaltag 10.stSani

Embryonaltag 14 bereits 23mal mehr chBAFF Transkript in der BuasAzuweisen, an
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ET18 die 9fache Menge und am Tag des Schlupfes 20fach mehr bzwadbelten Tier
38fach mehr als an ET10. Die Abundanz der mRNA von chB6 steigtifiaar von der
50fachen Menge an ET14, dem 800fachen an ET18, dem 1100fachen am Talgluig#fesSc
bis hin zum 2200fachen der Menge an ET10 beim adulten Tier.

ET14 | ET18 |t-test | Tagl |[t-test | Adult

BAFF | 2351 | %2 [ 008 | 2071 38,37
+8,17 + 3,97 +2,88
ches | 5111 | 89970 | g6 | 117782 | g | 222216

+ 205,29 + 465,82 + 357,86

Tab. 5.4 und Abb. 5.4 Expressionsniveaus der bclfzamilienmitglieder wahrend der Bursa Entwicklung

Embryonale Bursen wurden zu den angegebenen Z&tgruentnommen, ihre mRNA isoliert und der cDNA-
Synthese zugefiihrt. Dargestellt werden die Ergebrigr durchgefiihrten gPCR-Reaktion, welche auf das
Houskeeping-Gen 18s rRNA normalisiert und auf A@t-Wert an ET10 standardisiert wurden. Zur
Verdeutlichung als Diagramm dargestellte Anderurigeder Konzentration voA chBAFF undB dem Hiihner
B-Zell Marker chB6 mRNA. Der t-test wurde jeweilsischen ET18 und Tagl bzw. Tagl und 3 Wochen alt
(Adult) durchgefuhrt. ET10/ET14: Bursa-Organpoai®\25/20 Tieren, ET18: 5, Tagl: 3, Adult: 2 Tiere.
(ET= Embryonaltag, Ct= Cycle Threshold)

A B

3]
o

e et 300 ———--——--—-- - - -

2500 4
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2000 -

w
[S)
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1000
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o
L
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S

o

o

x-facher Expressionsunterschied
8
x-facher Expressionsunterschied

ET14 ET18 Tagl Adult ET14 ET18 Tagl Adult

Wie aus Tab. 5.4 Tab. 5.4 und Abb. 5.4 B hervorgeht, steigt die KonzentraticmBén
MRNA und somit an B-Zellen in der Bursa wéahrend der Entwicklungundr nach dem
Schlupf stark an. Somit kénnten die in Tab. 5.3 und Abb. 5.3 dargestellten Andeiange
den mRNA-Konzentrationen der bcl-2 Familienmitglieder ledigliafgaund des Anstiegs
der B-Zellzahl zustande kommen. Um diesem Umstand Rechnung zn, temgehien auch
eine Betrachtung des mRNA-Gehaltes an bcl-2 Familienmitgin pro B-Zelle von
Interesse (s. Tab. 5.5 und Abb. 5.5). Da an ET10 noch keine B-Zellen Buida zu finden
sind wurde dieser Wert nicht in die Darstellung miteinbezogen.
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A
ET14 | ET18 |ttest | Tagl |ttest | Adult 50,00 1
-56,08 -51,58 -143,52 @
bak | -6,57 0,71 0,09 = o - m——
+13,13 +19.93 +64,51 ® ET14 Tagl Adult
B ety ST G
. -12,7 -10,4 -7,4 s
bid 3,36 70 0,44 0.45 45 @
+4,55 +0,56 +1,24 o e il e e Sl
. -107,81 -149,08 -110,99 | | &
bim |-11,49 0,28 0,50 L e v i SRRl Sy
+ 25,73 +62,31 +31,31 ) — B bid
520000 — | —p=bimf--------]------$---
0,75 1,35 -1,09 =
bok | 2,01 0,41 . = —bok
+1,12 +0,40 +0,07 DO

Tab. 5.5 und Abb. 5.5 Expressionsniveaus der bclf2zamilienmitglieder bezogen auf die chB6 Expression
wahrend der Bursa Entwicklung

Embryonale Bursen wurden zu den genannten Zeitpardttnommen, ihre mRNA isoliert und der cDNA-
Synthese zugefiihrt. Dargestellt werden die Ergskrier durchgefuhrten gPCR-Reaktion, welche auf das
Houskeeping-Gen 18s rRNA normalisiert und auf A@t-Wert des Hihner B-Zell Markers chB6 standardisie
wurden.A pro-,B anti-apoptotische bcl-2 Familienmitglieder. Deest wurde jeweils zwischen ET18 und
Tagl bzw. Tagl und 3 Wochen alt (Adult) durchgetfilaif 10/ET14: Bursa-Organpools von 25/20 Tieren,
ET18: 5, Tagl: 3, 3 Wochen: 2 Tiere.

(ET= Embryonaltag, Ct= Cycle Threshold) 50,00
B -;c‘_: 0,00 el
ET14 [ET18 [ttest | Tagl [ttest | Adult 2 ET14 Adult
N e ot Sl
-80,98 -124,57 -157,43 | | =
bcl-2 | 1,75 0,35 0,64 P
+22,15 +82,52 £26,37 | |.2 1000
-2,32 -1,98 320 ||¢
bcl-xI | 2,19 0,47 0,10 S 15000 1~ ~| =#=bek2 |- - oo oo o g o
£0,55 £0,60 +0,52 w el il
N _ _ = i Il ik i S
Nrl3 | -4,44 6549 0,41 83,13 0,53 105,52 8
+16,34 + 41,67 +12,04 > 250,00 4

Fur die mRNA Abundanz pro bursaler B-Zellen lasst sich demnach feststellen:

Unter den pro-apoptotisch wirkenden bcl-2 Familienmitgliedern wiré dnRNA
Konzentration von bak und bim im Laufe der Bursaentwicklung auf die FreqlenB-
Zellen bezogen weniger, auch bid wird im Vergleich zu dawedl an ET14 an ET18 nur
ungeféahr ein Flnftel mal so oft transkribiert. Das in Bezug asfgesamt Organ in seiner
Abundanz stark zunehmende bok erweist sich in seiner auf die B-gdedfiz bezogene
Konzentration als hochst konstant. Auch bei den anti-apoptotischen bcl-2
Familienmitgliedern relativiert sich der auf die gesamtesB bezogen beobachtete Effekt
des Anstiegs in der Menge an bgl-kranskript. Dessen mRNA Konzentration bleibt auf die
B-Zellfrequenz bezogen unverédnderlich. Aus der im gesamt Organ bedbadtdastanten

Menge an Nrl3 mRNA wird nun im Hinblick auf die B-Zellfrequenz eirutkiher
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Ruckgang. Wie bereits global fir die Bursa festgestellt, nieunch die Konzentration an

bcl-2 mRNA auf die B-Zellfrequnz bezogen deutlich im Laufe der Organogenese ab.

5.6 Transkriptionsniveau der bcl-2 Familienmitglieder in

stimulierten Milzlymphozyten

Um die molekularen Vorgange der bereits beschriebenen Wirkung vBR B& B-Zellenin
vitro, namentlich eine grolRere Zahl an lebenden B-Zellen als in udrehandelten
Kontrollen, zu untersuchen und somit auch die Grundlage flur weitere Utgngen zu
schaffen, wurden isolierte Milzzellen von drei 6 Wochen alten HuhnetnchBAFF
stimuliert. Als Kontroll- und Vergleichsstimulantien fanden zudem dilein das Zytokin
CD40L, der Apoptose-Induktor Staurosporin und das unselektive Mitogen PMA (Phorbol
12-Myristat-13-Azetat) Verwendung.
Wie aus Abb. 5.6 hervorgeht, kam es auch in diesem Versuch zu eineerh@ad an
lebenden B-Zellen nach 24 und 48 h Kultur mit chBAFF (etwa doppelt stebmhde Zellen
nach 24 h Kultur gegenuber den Kontrollen). Ebenfalls mehr lebende Lymehacaigt in
den unbehandelten Kontrollen fanden sich in den mit PMA behandelten Ang&timardie
doppelte Zahl an lebenden Zellen im Vergleich zur Kontrolle ritt). Ein deutlicher
Abfall in der Zahl an lebenden B-Zellen ergab sich unter Staurospehandlung (nur 50%
der lebenden Zellen der Kontrolle nach 24 h bzw. ein Zehntel nach 48uilcDevird der
Effekt der Inkubation mit CD40-Ligand besonders nach 48 h, zu diesepuikithat sich
die Zahl stimulierter Zellen im Vergleich zur eingesetzten ZahMeastreifacht.
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Abb. 5.6 Relative Zahl lebender B-Zellen nach 24 «h48 h in Kultur
Die Milzen von drei 6 Wochen alten Tieren wurdertnemmen und die Lymphozyten wie unter 4.2.3
beschrieben isoliert. Die Inkubation erfolgte inZBH Medium bzw. unter Zugabe von 5% chBAR&Higen
Zellkulturuberstand, Staurosporin (ImMol/ml), 20/mg PMA und 0,5 pg/ml CD40LDie Kontrollansatz
wurden nur in Medium kultiviert. Um vergleichbar&aen fiur den 244) und 48h B) Wert verwenden :z
kénnen, wurde die Stimulation mit CD40L gesondeatgéstellt C). * = signifikant unterschieldich z
Kontrolle (P < 0,05; student’s t-test ). (PMA =dphbol-12-Myristat-13-Azetat)
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5.6.1 Stimulation mit chBAFF

Betrachtet man nun die zugrundeliegenden Vorgange auf Transkriomemittels
quantitativer PCR, so fallt auf, dass das Niveau an pro-apoptatisdie-2
Familienmitgliedern in mit chBAFF stimulierten B-Zellen ha24 h im Vergleich zur
Kontrolle stark reduziert ist (s. Tab. 5.6 und Abb. 5.7). So ist die MangEranskript fur

bak, bid und bok nach chBAFF Stimulation signifikant erniedrigt gegentbekal@nollen.

Bak wird 12, bid 7 und bok 8mal weniger transkribiert als in den unbehamdelte
Kontrollzellen nach 24 h. Auch die mRNA Abundanz des pro-apoptotisch wirkenden
Proteins bim ist, wenn auch nicht signifikant, so doch deutlich ergteds$ wird nach 24 h
chBAFF Inkubation fast 20mal seltener transkribiert als in den Kontrollen.

Bei den anti-apoptotischen bcl-2 Familienmitgliedern fallt edenfsine generelle
Verringerung des Transkriptionsniveaus im Vergleich zur Kontiliie Bcl-2 wird circa 8,
Nrl13 9 und bcl-x sogar 13mal seltener transkribiert als in den Kontrollzellen.

Transkript fur endogenes BAFF ist unter chBAFF Stimulation ebsrgfeltener zu finden als
bei den unbehandelten Kontrollen, es wird nach 24 h 3mal seltener gebilohét. der

Huhner B-Zellmarker chB6 wird nach 24 h 3mal weniger transkribisrin den Kontrollen,
allerdings ist sein Niveau nach 8 h signifikant erhoht. Es ist aenieZeitpunkt etwa 3mal

so hoch wie in den Kontrollen.

8h |ttest [24h | t-test 5
-0,79 1,75 2
BAFF 0,10 033 | |2 o
+0,48 £2,35 @ BAFF bcl2 belxl Nri3  bak bok chB6
]
-1,03 S S
bcl-2 5
+0,43 c
o1w0+---------M--—----"@- -~~~ -~ -~~~
-1,12 ?
bel-xl | ™ 4
+1,18 g By
L
-0,87 = | osh | A
Nr13 2 B 24h
+1,02 3
T 25
-0,87 <
bak
+0,66 ) )
Tab. 5.6 und Abb. 5.7AACt-Werte und Expressionsniveau
bid -1,23 ausgewdhlter Gene in Milzlymphozyten nach 8 und 24
+£1,23 Inkubation mit chBAFF
072 Milzlymphozyten wurden zu den angegebenene Zeitur
bim ' entnommen, mRNA isoliert und zu cDNA umgeschrieble
+0,86 der Tabelle dargestellt sind die auf denVzast der 18s rRN.
044 normalisierten und auf denACt-Wert der Kontrolle
bok standardisierten AACt-Werte der durchgefiihrten qPCR-
£0,85 Reaktion.  Zur  Verdeutlichung  wurden  diese
-1,45 Expressionsniveaus in der Abbildung rechts dartiesier t-
chB6 £037 test wurde auACt-Ebene zwischen Kontrollen und stimuliet
- Zellen durchgefiihrt (n=3).
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5.6.2 Stimulation mit chCD40-Ligand

CD40-Ligand ist wie BAFF ein Zytokin aus der Tumornekrosefaktor famitd zeichnet
sich ebenfalls dadurch aus, dass eine Stimulation mit CD40L zugmbBehlen an lebenden
B-Zellen in Kultur fahrt. Anders als BAFF bewirkt die Zugabe von CIDi#fand allerdings
eine Proliferation der B-Zellen. Da auch chCD40L zur Verfugstand, sollte untersucht
werden, in wie weit sich die Stimulation mit CD40L auf di@fskriptionsniveaus von pro-
und anti-apoptotischen Proteinen der bcl-2 Familie, auf das NivesB#E sowie auf die
Transkription des B-Zellmarkers chB6 auswirken wirde.

Auf die Transkription der pro-apoptotischen bcl-2 Familienmitgliederktwsich die
Stimulation mit CD40L unterschiedlich aus (s. Tab. 5.7 und Abb. 5.8). So kemmut einer
im Vergleich zur Kontrolle 3mal hoheren Transkription von bak bereith & h. Eine
Wirkung, dich sich nach 24 h (2fach niedrigere mMRNA Abundanz) umkehrt. Aash
Transkriptionsniveau von bid ist gegentber der Kontrolle nach 8 h (13rhéahteund fallt
auch nach 24 h (2mal mehr) nicht unter das Niveau der Kontrolle abe Dendenz zeigen
allerdings die Transkriptmengen von bim und bok, die nach 8 h erst steigen.(2fach zur
Kontrolle) und dann nach 24 h unter dem Wert der Kontrollen sinken (1,5 bzw 2mal
weniger).

Bei den anti-apoptotischen bcl-2 Familienmitgliedern fallt besendierim Vergleich
zu dem Wert in den Kontrollen 10mal hohere Menge an bdwanskript nach 8 h auf.
Allerdings ist bereits nach 24 h das Niveau zwischen Kontrollen unullstiten Zellen
wieder gleich. Bcl-2 mRNA hingegen liegt auch noch nach 24 h margihéht gegentber
den Kontrollen vor. Allerdings erreicht sie nicht den Mengenunterschied ¥3) Welches
nach 8 h 5mal ofter in stimulierten Zellen transkribiert wird als in den Kontrollen.

BAFF wird erst vermehrt (2fach) und nach 24 h seltener (um Fakt@n®er) transkribiert
als in den unbehandelten Zellen. Die mRNA des B-Zell Markers d¢ie§6 unter CD40L
Stimulation immer in einer gréf3eren Menge vor, als in den kKbtetr. So wird er nach 8 h

10mal und nach 24 h noch doppelt so oft transkribiert.
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8h |[ttest |24 h | t-test 16
- QC14a+408h |- -
BaFF | % 047 || 008 | 2] o [
+2,66 +0,89 3
121 0,28 £
- - c
bel-2 | ™" 063 | | o084 | 2 et
+3,74 +2,08 S ol Il
@
-3,39 0,37 7S AR b N I I
bel-x| 0,21 068 | ¢ °
+3,20 +1,34 X 21
5 = 0
Nr13 | 2°8 0,31 0,60 0,68 £, |BAFF bol2 bchxl Nri3  bak
+3,10 +2,15 8
v
x
-1,77 1,05
bak 0,41 0,25
+£2,95 £1,12

Tab. 5.7 und Abb. 5.8AACt-Werte und Expressionsniveau

bid -3,78 0.13 -1,10 0,56 ausgewahlter Gene in Milzlymphozyten nach 8 und 24

+2,58 +2,74 Inkubation mit CD40L
Milzlymphozyten wurden zu den angegebenene Zeitgur

bim 2,11 0,31 042 0,82 entnommen, mMRNA isoliert und zu cDNA umgeschriebie

+2,70 +2,81 der Tabelle dargestellt sind die auf denVzast der 18s rRN.

141 122 normalisierten und auf denACt-Wert der Kontrolle
bok ' 0,51 ' 0,49 standardisierten AACt-Werte der durchgefihrten gPCR-

3,07 +2,54 Reaktion.  Zur  Verdeutlichung wurden diese

-333 -0.89 Expressionsniveaus in der Abbildung rechts dartiesier t-
chB6 +2:26 013 | 1 »” 0,35 | test wurde auACt-Ebene zwischen Kontrollen und stimulésrt

Zellen durchgefihrt (n=3).

5.6.3 Vergleich der Wirkung von chBAFF und chCD40-Ligand

Aufgrund der beobachteten deutlichen Unterschiede in der StimulationhBRFF bzw.
chCD40L erschien auch ein direkter Vergleich dieser beiden Fathilienmitglieder von
Interesse (s. Tab. 5.8 und Abb. 5.9). Das anti-apoptotisch wirkende chBAdFder
proliferativ wirkende CD40L unterscheiden sich im Expressionsnivel@n bcl-2
Familienmitglieder deutlich. Bereits nach 8 h wird sichtbar, dater CD40L Stimulation
allgemein eine groRere Menge an Transkripten der ausgewahltenv@éiagt. Besonders
deutlich wird dies nach 24 h, zu diesem Zeitpunkt transkribieren Lymponyiter CD40L-
EinfluR 10mal mehr von dem anti-apoptotisch wirkenden pcBmal mehr bcl-2 und 6mal
mehr Nr13 als mit BAFF stimulierte Zellen.

An pro-apoptotisch wirkenden bcl-2 Familienmitgliedern werden besondersnbidbim
(beide 15mal) nach 24 h haufiger transkribiert als unter chBAFFutiion. Hierbei ist zu
beachten, dass bim bereits im Vergleich CD40L zur Kontrolkersed transkribiert wurde.
Somit wird die durch BAFF-Stimulation verursachte starke RedukfiorNiveau an bim
MRNA (15mal weniger als unter CD40L-Stimulation) deutlich. Abs@dre fallt im
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Vergleich chBAFF und chCD40L auf, dass unter CD40L Stimulation idauthehr chB6
(nach 8 h 3, nach 24 h 6mal mehr) gebildet wird als in BAFF stimulierten Zellen.

8h | ttest |24 h | t-test

BAFF | 0% 0,73 0,10 0,96
+0,73 +0,96

bcl-2 0,18 0,94 -3,04 0,17
+0,94 +0,17

belxl | 227 0,20 3,32 0,06
+0,20 + 0,06

nras | 1ot 0,57 2,60 0,11
+0,57 +0,11

bak | 089 - -2,54-
+0,60 +0,03

bid 2,55 0,34 -3,96 0,08
+0,34 +0,08

pim | 237 0,35 3,88 0,13
+0,35 +0,13

bok 0,97 0,69 -L.78 0,20
+0,69 +0,20

chee | 188 0,28 2,58 0,11
+0,28 +0,11

+/08 |-

x-facher Expressionsunterschied

BAFF bcl-2 bclxl Nrl3 bak bid bim bok chB6

Tab. 5.8 und Abb. 5.9AACt-Werte und Expressionsniveau
ausgewahlter Gene im Vergleich CD40L- und BAFF-
Stimulation

Milzlymphozyten wurden zu den angegebenene Zeitgur
entnommen, MRNA isoliert und zu cDNA umgeschriebla
der Tabelle dargestellt sind die auf den Ct-WertIks rRN/
normalisierten und auf deACt-Wert der BAFF-stimuliedr
Zellen standardisierteAACt-Werte der durchgefiuhrten qPCR-
Reaktion. Zur Verdeutlichung wurden diese als Esgimns-
niveaus in der Abbildung rechts dargestellem Wert
entspricht hierbi die mRNA Abundanz in mit BAF
stimulierten Zellen. Der t-test wurde anfCt-Ebene zwische
Kontrollen und stimulierten Zellen durchgefiihrt @)=
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5.7 Auswirkungen des Alters auf das Uberleben von B-Zkin aus

der Milz in Kultur

Wahrend bei Hihnern im Alter von sechs Wochen die Bursa noch funktions@biglihier
kontinuierlich B-Zellen reifen, ist sie bei Tieren im Alter vorM®naten bereits involuiert.
Es konnen sich keine weiteren B-Zellen entwickeln und Huhner mussennddhrers
adulten Lebens auf den B-Zellpool zurlickgereifen, den sie vor der @esisnkife in der
Bursa generiert haben. Bereits in friiheren Versuchen war all#gefdass sich B-Zellen aus
der Milz juveniler Tiere mit aktiver Bursa in ihrer Ubdrtmsrate in Kultur deutlich von
denen adulter Tiere unterschieden. Auch bei der vorliegenden Arbeit kozetgtgeerden,
dass jene von adulten Tieren (6 Monate) deutlich langer als die vornrgingeren (6
Wochen) Uberlebten (s. Abb. 5.10).
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Kontrolle BAFF Staurosporin PMA CD40L

Abb. 5.10 Vergleich der Zahl lebender B-Zellen augden Milzen juveniler und adulter Tiere nach 24 h
und 48 h Inkubation mit verschiedenen Stimulantien

Milz-Lymphozyten von drei 6 Wochefjufg) und vier 6 Monate alten Tiereal() wurden mit 5% chBAFF-
haltigem 293 Zellkulturiiberstand, 20 ng/ml PMA, @.&/ml CD40L oder 1mMol/ml Staurosporin inkubiert
und die noch lebenden B-Zellen nach 24 h und 48ittelsn Durchflusszytometrie (s. 4.12) bestimrAt.
lebende B-Zellen in Prozent des Ausgangswertes BddhB undC nach 48 h (zwei Diagramme aufgrund
unterschiedlicher Skalen). * diese Werte sind digant unterschiedlich zwischen den B-Zellen aus de
Milzen juveniler und adulter Tiere (*P < 0,05; stunifs t-test ).
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Unabhéangig von der Stimulation ergab sich ein signifikanter Unteséhi Uberleben der
B-Zellen von juvenilen und adulten Tieren. So lebten nach 24 h noch 45% delieB-Z
adulter Tiere im Vergleich zu 25% der Zellen juveniler Tiene den unbehandelten
Kontrollen. Auch unter chBAFF Stimulation lebten nach 24 h mehr BiZelthilter (67%)
als juveniler (42%) Tiere. Ein Unterschied, der nach 48 h signifikamtiev(80% bei den
adulten, 43% bei den juvenilen).

Unter Staurosporin-Einwirkung waren nach 24 h bereits 91% der Zuaiteniler, aber nur
80% der Zellen adulter Tiere in Apoptose gegangen nach 48 h bei juver@ladwliten mehr
als 95%. Auch mit PMA stimulierte B-Zellen verhielten sich &mlsowohl nach 24 wie
auch nach 48 h waren noch mehr B-Zellen aus den Milzen adulter Tiere vital.

Lediglich durch die Stimulation mit CD40L wurde dieser Untersclaetgewogen und
Zellen von adulten und juvenilen Tieren waren nach 24 h im Vergleichm
Entnahmezeitpunkt noch zu etwa 45% vital. Ebenfalls augenscheinlich wdiede
Besonderheit der CD40L Stimulation auch nach 48 h. Zu diesem Zeitpunddnfaich in
etwa gleich viele vitale Zellen in Anséatzen aus Milzen adulter wie jierehiere.

Im Anschlufd sollten nun zum einen die Ursachen fiir den altersbedidgterschied und
zum anderen die Besonderheit der Stimulation mit CD40L in diessmanZmenhang mittels

gPCR analysiert werden.

5.7.1 Vergleich der Transkription ausgesuchter Gene in $mulierten

Milzlymphozyten juveniler und adulter Tiere

Bei der Betrachtung der Unterschiede zwischen stimuliertézlyiiphozyten juveniler und
adulter Tiere auf Transkriptomebene fallt auf, dass sich dieaNssder Transkripte der bcl-2
Familienmitglieder bzw. von BAFF und dem Huhner B-Zellmarker&hiirk unterscheiden
(s. Abb. 5.11 und Tab. 5.9). So findet sich bei den adulten Tieren nach 8 h vondedem
analysierten Gene eine geringere Menge an Transkript in dierchBAFF stimulierten
Zellen als in den unbehandelten Kontrollen. Bei den juvenilen Tieren himdegien sich
nach 8 h noch kaum deutliche Unterschiede zwischen stimulierten und unstimulieren Zell
Auch nach 24 h finden sich deutliche Unterschiede zwischen adulten undguvé&ten.
So zeigt sich zwar auch bei ihnen eine ahnliche Tendenz wiehdB-Zellen der juvenilen

Tiere, namentlich eine geringere Transkription als in den KontrollErdiags fallt diese
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nicht so deutlich aus (bim bei juvenilen Tieren um den Faktor 20, bei mdulteum den

Faktor 6 reduziert).
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Abb. 5.11 Darstelling der Expressionsniveaus ausgewahlter Gene in MiyImphozyten junger und

adulter Tiere nach Inkubation mit chBAFF

Drei 6 Wochen A) und vier 6 MonateR) alten Tieren wurde jeweils die Milz entnommen niphozyte:
gewonnen und mit B-Zell-Medium bzw. 5% chBAFF-hgdtin Zellkulturiiberstand inkubiert. Nach 8 und .
wurden die Zellen entnommen, ihre mRN#Boliert und zu cDNA umgeschrieben. Dargestellteri¢
entsprechen den auf das Housekeeping-Gen 18s mRKAatisierten und auf de~aCt-Wert der Kontrolle
standardisierten Expressionsniveaus der durchgefillgPCR.

8h | ttest |24 h | t-test

BAFF | 2% 0,20 0.25 0,73
+ 3,04 +1,32

bel-2 | 220 0,25 0,62 0,41
+ 3,08 +1,31

belxt | 301 0,17 1,51 0,21
+ 3,36 +1,88

Nri3 3,08 0,22 0,20 0,80
+ 3,96 +1,43

bak | >7° 0,21 1,20 0,24
+3,48 +1,64

bid | 307 0,17 0,52 0,63
+ 3,39 +1,91

bim | 29° | 027 2'53-
+3,39 +0,68

bok | 2% 0,26 147 0,19
+ 3,48 +1,76

chee | 170 0,29 011 0,83
+2,79 +0,99

Tab. 5.9 AACt-Werte ausgewahlter Gene i
Milzlymphozyten adulter Tiere unter chBAFF Stimulation
Milzlymphozyten wurden zu den angegebenene Zeitigwr
entnommen, mMRNA isoliert und zu cDNA umgeschriela
der Tabelle dargestellt sind die auf derV@art der 18s rRN.,
normalisierten und auf deACt-Wert der BAFFstimulierer
Zellen standardisiertenAACt-Werte der durchgefihrt
gPCR-Reaktion.

Der t-test wurde aufACt-Ebene zwischen Kontrollen u
stimulierten Zellen durchgefihrt.

Nach Analyse der Unterschiede im Expressionsniveau der bcliRefimtglieder, von
BAFF und dem B-Zellmarker chB6 bei mit chCD40L stimulierteizimphozyten adulter

und juveniler Tiere, so fallt auch hier auf, dass die Menge an Tignhskiden stimulierten
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Milzlymphozyten adulter Tiere nach 8 h deutlich unter dem Niveau in den Kontneigr{d.
Abb. 5.12 und Tab. 5.10). Auffallig nach 24 h ist die sich auch schon bdtr Biaulierten
Milzlymphozyten adulter Hihner abzeichnende Tendenz einer Erh6hung anabskipt
gegenuber den Kontrollen. Dies lasst sich zwar auch in Milzlymphozyteeniler Tiere
beobachten, allerdings nicht in diesem Ausmald (adulte: 3,5fach, juveralh 2fhoht

gegeniber den Kontrollen).
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Abb. 5.12 Darstellung der Expressionsniveaus ausgewdahlter Ge in Milzlymphozyten juveniler und
adulter Tiere nach Inkubation mit CD40L

Drei 6 Wochen &) und vier 6 MonateR) alten Tieren wurde jeweils die Milz entnommen,miphozytel
gewonnen und mit B-ZeMedium bzw. CD40L inkubert. Nach 8 und 24h wurdénZellen entnommen, ih
mMRNA isoliert und zu cDNA umgeschrieben. DargetgeWerte entsprechen den auf das Housekedpérg-
18s mRNA normalisierten und auf de¥Ct-Wert der Kontrollen standardisierten Expressionsais de
durchgefiihrten qPCR.

8h |[ttest |24 h | t-test
BAFF | % | 018 | %% | o6 _
+£2,31 +1,60 Tab. 5.10 AACt-Werte ausgewahlter Gene i
129 035 Milzlymphozyten adulter Tiere unter CD40L Stimulation
bcl-2 ' 0,35 ' 0,74 | Milzlymphozyten wurden zu den angegebenene Zakfer
+2,35 +1,90 entnommen, mRNA isoliert und zu cDNA umgeschriela
2.79 0,22 der Tabelle dargestellt sind die auf denV@rt der 18s rRN.
bcl-xI 0,08 0,81 | normalisierten und auf de~Ct-Wert der CD40Lstimulierer
+212 +174 Zellen standardisiertenAACt-Werte der durchgefihrt
2,45 -0,48 gPCR-Reaktion.
Nri3 +272 CAy +161 0.59 | Der t-test wurde au\Ct-Ebene zwischen Kontrollen u
_ _ stimulierten Zellen durchgefiihrt.
2 1
bak 96 0,21 09 0,57
+3,19 +3,40
. 1,36 -1,85
bid 0,28 0,16
+2,04 +2,02
. 1,14 1
bim ' 0,42 /05 0,20
+2,45 +1,27
2,24 0,52
bok 0,14 0,67
+2,27 +2,22
-1,51
chB6 0.60 0,57 & 0,14
+1,87 +1,52
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5.8 Wirkung einer RCAS-induzierten Uberexpression und aier
funktionellen Inhibition von BAFF auf die Expression aus-

gewahlter Gene in der Bursa fabricii

Die bisher durchgefuhrten Versuche lieferten bereits Aufschluld dieerAbundanz der
MRNA ausgesuchter bcl-2 Familienmitglieder, von dem B-ZekerarchB6 und von
chBAFF wahrend der physiologischen Bursaentwicklung und unter Zytoikm#d&tion
(chBAFF, chCD40-Ligandin vitro. Eine Betrachtung der Vorgange auf Transkriptomebene
in vivo stand allerdings noch aus. Fir diese Fragestellung bot sich des R&ktor-System

(s. 4.10) an, welches ein Einbringen des chBAFF Konstruktes in den Embmwjts @
Embryonaltag 3 ermdglicht. Neben einem eine BAFF-Uberespresgerursachenden
Konstrukt wurde zudem ein Vektor verwandt, der die biologisch inaktive Seqummnz
chBAFF in der umgekehrten Orientierung (ChBAFF reverse) entimeltsomit als Kontrolle

fur die durch den Vektor verursachten Anderungen verwendet weaiemte. Folglich
wurde zur Validierung der Ergebnisse nicht nur eine génzlich unbehandelttrolle,
sondern auch eine mit dem Kontroll-Virus infizierte Gruppe hinzugezogen.

Als drittes Vektorkonstrukt fand die Sequenz fir ein Fusionsprotein aus-ddrail des B-
Zellrezeptors und dem humanem BCMA-Rezeptor Verwendung. BCM&iner der drei bei
Mensch und Maus beschriebenen BAFF-Rezeptoren, dessen Vorkommen beim Huhn
allerdings noch nicht beschrieben wurde. Gleichwohl erlaubt die hohe Bigimawischen
humanem und Huhner BAFF die Vewendung des humanen Rezeptors beim HuhiifeMit H
dieses Fusionsproteins sollte ein funktioneller ,knock down’ von chBAFdicat und somit

die Auswirkung eines Fehlens der BAFF-Wirkung auf Transkriptomebenelmetraverden.

5.8.1 Organspezifische Verteilung der RCAS-Konstrukte

Zur weiteren Validierung der Anwendbarkeit des RCAS-Vekt@st&ys beim Huhn und als
Grundlage fur weitere Arbeiten sollte zuerst die Verteilaieg RCAS-Konstrukte in den
einzelnen Organen untersucht werden. Von besonderem Interesse thal hieh eine

Unterscheidbarkeit von natirlich vorkommendem und durch RCAS Uberexpeimier
chBAFF.
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Zu diesem Zweck wurde ein spezielles Primerpaar entworfealches lediglich
Uberexprimiertes flagChBAFF und nicht das physiologisch vorhandgtokid erkennt (s.
Abb. 5.13).

Interne o Abb. 5.13 Darstellung von Sequenz un
Sequenz und Orientierung . . .
Primernummer Spezifitat des Primerpaares fur RCAS-
1235 CAAAGACGATGACGATAAAGGA (fw) ChBAFF
Aufgrund der Lage des forward Primers
1236 TCAGAAGCCAAGGGACAATG (rv) dem artifiziellen flagag ist ein

Amplifizierung von endogenem chBA

durch dieses Primerpaar nicht méglich.
ChBAFF-Sequenz erlaubt somit die Unterscheidung zwisc
5 - endogenem und Uber RCAS exprirtéen
“flag-markiertem” chBAFF.
RCAS-flagChBAFF Neben dem das biologisch aktive chB/
5,—@ - kodierenden ,RCASlagChBAFF’ erkenr
— — das entworfene Primerpaar auch das
forward roverse Kontrolle verwendete ,RCAS-flagChBAFF-
RCASHagChRARETeverse reverse’ und ermdglicht so auch
e @_ Betrachtung der Verteilung desanskript:
e Sorvand fur dieses Konstrukt.
(fw= forward, rv=reverse)

Mit Hilfe dieses Primerpaares war es nun mdglich, die orgarigmdE Verteilung des
RCAS-flagChBAFF-Konstruktes nachzuweisen. Die Verteilung wuwdeachst qualitativ
mittels konventioneller PCR betrachtet (s. Abb. 5.14). In jedem von demertdn Tieren
gewonnenen Organ konnte das RCAS-chBAFF-Konstrukt bzw. das RCAS-chBi&ise-
Konstrukt nachgewiesen werden. Auch konnte die Spezifitat des Primerpaatas RCAS-
chBAFF-Konstrukt bzw. fur das RCAS-chBAFF-reverse-Konstrukt gézaeeyden, da in
den Organen (Bursa, Milz und Herz) aus unbehandelten KontrolltierenTkamskript

nachgewiesen wurde. S _ o e § ° ©
O N N E 8 o ¢ = § $ 5 92 ~ N
L 5= 0k 29 32 0SS 3 8 3= Q
cm=I OF Jd3J3JZ 0~ ¥¥2Z3>=I m=T-TIT
RCAS-chBAFF 4 i . . v . . 4 . 4 v w—

infiziertes Tier

RCAS-chBAFF-reverse unbehandelte
niziertes Ter T ———————— et 1070l

Abb. 5.14 Organspezifische Transkription von flagCBAFF und flagChBAFF reverse in mit
RCAS infizierten Tieren

Organe eines mit dem RCAS-chBAFF- bzw. eines miin d@CAS-chBAFF-reverse-inifzierten
Tieres wurden am Tag des Schlupfes gewonnen, di& iRdliert und zu cDNA umgeschrieben. Es
schlo3 sich eine PCR-Reaktion mit den fur Uberexigntes BAFF spezifischen Primern an. Als
Kontrollen fand cDNA aus Organen von unbehandelf&ren Anwendung. Zum Abgleich der
eingesetzten cDNA Menge wurde 3-Actin verwandt<mon template control/Negativkontrolle)
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Um madgliche Unterschiede in den Transkriptionsniveaus zwischen denhiegisnen
Organen der mit RCAS infizierten Tiere darstellbar zu mach&urde neben der
konventionellen auch eine quantitative PCR Reaktion durchgefiihrt (s5Tdbund Abb.
5.15).

BAFF reverse
Tab.5.11 AACT-Werte der mRNA Abundanz
des mittels RCAS exprimierten chBAFF- bzw. Herz -5,70 -5,52
chBAFF-reverse-Konstruktes bei je einem Kilken Lunge 450 297
am Tag des Schlupfes
Die Ct-Werte wurden auf das Housekeeping-Gen (18s Haut -4,36 -2,59
rRNA) normalisiert und auf deACt-Wertdes Organs Niore 324 307

mit der geringsten RCAS-chBAFF-mRNA Menge
(Gehirn) standardisiert, um Transkriptions- Thymus -3,09 -1,31
unterschiede zu veranschaulichen.

Milz -2,47 -1,89
_(r_e\{ersez r_nit dem RCAS-chBAFF-reverse-Konstrykt v1skel 2.41 3,55
infiziertes Tier, KM= Knochenmark, CT=Caecal-
tonsille) Bursa -2,13 -0,54
KM -2,08 -2,34
CT -1,34 -2,96
Leber -1,10 -1,05
Jejunum 0,22 -0,58
Herz

Lunge
Haut
Niere
Muskel
KM
Thymus
Milz
CT
Bursa
Leber

Jejunum

Gehirn

0 10 20 30 40 50
x-facher Anstieg zum Niveau im Gehirn

Abb. 5.15 Organspezifische Unterschiede im NiveaunaflagChBAFF-
Transkript

Mittelwerte derAACT-Werte des mit flagChBAFF bzw. des mit flagChBAFF
reverse infizierten Tieres wurden hier zur Verdehting als Expressionswerte
dargestellt. Aufgrund der Standardisierung entspridas Niveau im Gehirn
dem Wert 1. (KM= Knochenmark, CT=Caecaltonsille)
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Im Vergleich mit dem interenen Standard (Transkriptmenge imr@efindet sich im Herz
somit etwa 48mal mehr mRNA des durch RCAS-Infektion UberexpriemettBAFFs. Auch
in der Lunge (13mal) und in der Haut (11mal héher) liegt die Traptsikiéenge deutlich Uber
der im Gehirn. In den immunologisch besonders relevanten Organenu$hwlilz und

Caecaltonsille ist 4mal mehr mRNA des durch RCAS-Infektion imdten chBAFFs

nachweisbar, in der Bursa 2,5mal mehr.

5.8.2 Wirkung der chBAFF-Uberexpression im 18 Tage alten BEbryo
(ET18)

Die zuvor beschriebenen Versuche haben gezeigt, dass eine Infektid® Vage alten

Embryonen zu einer deutlichen Uberexpression von flagChBAFF im alféersuchten

Organen und somit auch in der Bursa fuhrt. Der Nachweis von Trateskrerlaubt

allerdings keinen Rickschlul auf die Synthese des biologisch aktiwenBr Um diese zu
prufen, wurde in weiteren Versuchen daher der Nachweis der erfdign Proteinsynthese
vorausgeschickt. Dieser wurde mittels ELISA-Verfahren erbrachd wiesen die

Chorioallantoisflissigkeiten aller funf mit dem flagChBAFF-Koukt infizierten Tiere

einen flagChBAFF —Titer auf (s. Abb. 5.16).

LB T

= hlank
—8— BAFF1
—+— BAFF2

——BAFF3

OD (450 nm)

——BAFF4

—e—BAFF5

pos

) Q Q Q
RN AN NG

N N
® 2 ®

MR TR

Titration der Chorioallantoisflissigkeit

Abb. 5.16 Nachweis der RCAS induzierten flagChBAFFEXpression mittels
ELISA

Finf Embryonen wurden an ET3 mit dem RCAS-flagChBAgonstrukt
infiziert. Die Chorioallantoisflissigkeit wurde &BT18 gewonnen und mittels
ELISA-Verfahren wie in 4.11.2 beschrieben analysi@ls Ausgangsverdiinnung
diente eine 1:5 Verdinnung in PBS. (blank= neg&tontrolle, pos= positiv
Kontrolle/chBAFF-haltiger Zellkultur-Uberstand iriner 1:10 Verdinnung mit
PBS)
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Auch die Chorioallantoisflissigkeit der funf Kontrolltiere bzw. damff mit dem
flagChBAFF-reverse-Konstrukt infizierten Tiere wurden nisttELISA-Verfahren getestet.
In diesen Chorioallantoisflissigkeiten lie3 sich kein chBAFF naclewefs. Abb. 5.17).
Somit konnten sowohl die Organe der funf flagChBAFF-infizierten &EEinbryonen wie
auch jene der funf mit dem reverse-Konstrukt infizierten bzwudbehandelten Embryonen

verwendet werden.

L —&— blank
T N —a—K1
—k— K2
(O T e N
— —>—K3
B04T--—---
< ) —¥—K4
Q03 F--------N----------------------------- ——K>5
o ot e VErsel
(O i il
vvvvvvv “reverse2
0l T -mg-" "2 T - s [QVEISE3
0.0 ks [QVEISE4
ol reverses
e S © & o O
v S . .'\> N . N _,\>'\' . \55. N e 1
Titration der Chorioallantoisflissigkeit

Abb. 5.17 Nachweis der Verwendbarkeit der Kontroll® mittels ELISA

Funf Embryonen wurden an ET3 mit dem RCAS-flagChBAEBverse-Konstrukt

infiziert. An ET18 wurde die Chorioallantoisfliskijt dieser wie auch jene von
funf unbehandelten Kontrolltieren gewonnen und efstELISA-Verfahren wie in

4.11.2 beschrieben analysiert. Als Ausgangsverdignuliente eine 1.5
Verdinnung in PBS. (blank= negativ Kontrolle, K=rmlle, reverse= mit dem
RCAS-flagChBAFF-reverse-Konstrukt infizierte Tierpps= positiv Kontrolle/

chBAFF-haltiger Zellkultur-Uberstand in einer 1:¥8rdiinnung mit PBS)

Nachdem der Erfolgsnachweis der RCAS-Infektion erbracht wekdsmte, sollte die
Wirkung der chBAFF-Uberexpression auf Transkriptomebene analysieen. Somit
schloss sich die Auswertung der Transkriptionsniveaus von pro- und antoégcpEn bcl-2
Familienmitgliedern sowie der von chBAFF und dem B-Zellmarker chB@lnigiPCR an.

Fur die Transkriptionsniveaus der pro-apoptotischen bcl-2 Familienediggl(s. Tab.
5.12 und Abb. 5.18) konnte unter chBAFF-Uberexpression ein Anstieg von bid (1,6fach
erhoht gegentber den Kontrollen) gezeigt werden. Zudem lie3 sich eiifikaigter
Trankriptions-unterschied im Niveau von bim zwischen den Kontrollen und den

flagChBAFF-reverse infizierten Bursen darstellen (1,22mal mehin alen Kontrollen).
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reverse |t-test | ChBAFF |t-test 2
bak | 205 |ogs | 29 | o076
bid | 2% | o047 | 270
bim | %33 o | 060
bok :0 6,2335 UL f 6?8?:1 s

Tab. 5.12 und Abb. 5.18 AACT-Werte und
Expressionsniveaus der pro-apoptotischen bcl-2
Familienmitglieder in Bursen von mit dem RCAS-
chBAFF-Konstrukt bzw. dem reverse-Konstrukt
transfizierten Tieren

Ct-Werte wurden auf das Housekeeping-Gen (1
rRNA) normalisiert und auf denACt-Wert der
Kontrollen standardisiert, um Transkriptionsuntaiede zur Kontrolle zu veranschaulicheRACT-Werte
wurden zudem zur Verdeutlichung als Expressionsnigsedargestellt. Der t-test driickt Signifikanzen im
Vergleich zur Abundanz der mRNA in den Kontrollbemsaus. Die gezeigten Werte stellen Mittelwerte von
funf Tieren je Gruppe dar. (reverse= mit dem RCABAFF-reverse-Konstrukt infizierte Tiere)

B reverse

chBAFF

[e0]
Y-facher Expressionsunterschied

Auch bei der Betrachtung der mRNA Abundanz anti-apoptotischer bat#i€amitglieder

fallt auf, dass signifikante Unterschiede zwischen der mit eREDAS-reverse-Konstrukt
infizierten Gruppe und der Kontrollgruppe auftreten (s. Tab. 5.13 und Abb. 5.19). Se konnt
ein signifikanter Anstieg des Transkriptionsniveaus von bcl-2 zum eindarimit RCAS-
flagChBAFF (2fach) und zum anderen in der mit dem reverse-Kiktshfizierten Gruppe

(1,5fach erhoht zur Kontrolle) gezeigt werden.

reverse |t-test | chBAFF |[t-test
-0,64 -1,03
bel-2 | 458

* B reverse
0,03 0,39 2 -+ -~~~ -|BchBAFF [~~~ ~~~~~~—~
bcl-xI £021 0,84 £ 043 0,13 )
0,16 -0,20
Nrl13 +0.27 0,44 +£0.60 0,44

Tab. 5.13 und Abb. 5.19 AACT-Werte und
Expressionsniveaus der anti-apoptotischen bcl-2
Familienmitglieder in Bursen von mit dem RCAS-
chBAFF-Konstrukt bzw. dem reverse-Konstrukt
transfizierten Tieren

Ct-Werte wurden auf das Housekeeping-Gen (18
rRNA) normalisiert und auf demACt-Wert der
Kontrollen  standardisiert, um  Transkriptions-

unterschiede zur Kontrolle zu veranschaulich&a\CT-Werte wurden zudem zur Verdeutlichung als
Expressionsniveaus dargestellt. Der t-test driudgmiftkanzen im Vergleich zur Abundanz der mRNAden
Kontrollbursen aus. Die gezeigten Werte stellenté@iterte von funf Tieren je Gruppe dar. (reversdtdam
RCAS-chBAFF-reverse-Konstrukt infizierte Tiere)

-facher Expressionsunterschied

o
|

n X

bcl-2 bcl-xI Nr13

Zudem war wiederum das Transkriptionsniveau von endogenem chBAFF und dem B-
Zellmarker chB6 von Interesse (s. Tab. 5.14 und Abb. 5.20). Hier zesgtbnkeine

signifikanten Unterschiede zwischen infizierten und Kontrolltieren.
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reverse |t-test | chBAFF |t-test

0,14 -0,23 2
BAFF +0,51 0,72 + 0,46 0,56 B reverse
chee | %27 o028 | 240 1042 S chBAFF

Tab. 5.14 und Abb. 5.20AACT-Werte und Expressions-
niveaus der anti-apoptotischen bcl-2 Familienmitgider in
Bursen von mit dem RCAS-chBAFF-Konstrukt bzw. dem
reverse-Konstrukt transfizierten Tieren

Ct-Werte wurden auf das Housekeeping-Gen (18s rRN
normalisiert und auf denACt-Wert der Kontrollen
standardisiert, um Transkriptionsunterschiede zantkolle zu
veranschaulichen. AACT-Werte  wurden zudem  zun
Verdeutlichung als Expressionsniveaus dargesteii t-test 2
drlckt Signifikanzen im Vergleich zur Abundanz deRNA in
den Kontrollbursen aus. Die gezeigten Werte stélidtelwerte von funf Tieren je Gruppe dar. (revests
mit dem RCAS-chBAFF-reverse-Konstrukt infizierteetie)

x-facherEExpressionsunterschied

5.8.3 Auswirkung einer Hemmung von chBAFF auf Embryonen & Tag 18
(ET18)

Wie unter 5.8 ausgefuhrt, sollte der RCAS-Vektor fur zwei untersetiedFragestellungen
verwendet werden. Zum einen wurden die Auswirkungen einer chBAFFekjivession auf
Transkriptomebene analysiert, die Ergebnisse finden sich unter 5.8.2. nflerera sollte
auch die durch einen chBAFF-Mangel induzierten Anderungen betragrigén. Zu diesem
Zweck wurden funf Hiuhnerembryonen an Embryonaltag 3 mit einem Vektordds
Fusionsprotein aus dem Fc-Teil des humanen IgGs und dem BAFF-&eBpMA
infiziert. Da BCMA beim Huhn noch nicht beschrieben werden konnte, wurdawaane
Protein verwendet. Dieses ist aufgrund der hohen Homologie zwischeanéomund
Huhner BAFF moglich. Mittels der Expression dieses l6slichen BREzeptors war es nun
moglich, endogenes chBAFF zu binden und somit eine Hemmung der BFRfitelten
Wirkung zu erreichen.

Um die biologische Aktivitat und erfolgreiche Synthese des BCMA-Esionsproteins
nachweisen zu konnen, wurde auch fir diese Gruppe der funf RCA®B+eiz Tiere ein
spezieller ELISA durchgefiihrt (s. Abb. 5.21). Neben dem Nachweisbiéogischen
Aktivitat lieferte dieses ELISA-Verfahren zudem auch denw@ie der Bindung des
huBCMA-Fusionsproteins an chBAFF, da das Fusionsprotein Uber seine Bindung a
flagChBAFF auf der ELISA-Platte detektiert wurde (s. 4.11.3).
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Abb. 5.21 Nachweis der RCAS vermittelten huBCMA-Fc Expression
mittels ELISA

Funf Embryonen wurden an ET3 mit dem RCAS-huBCMAKEmstrukt infiziert.
Die Chorioallantoisflissigkeit wurde an ET18 gewennund mittels ELISA-
Verfahren wie in 4.11.3 beschrieben analysiert. Alsgangsverdinnung diente
eine 1:5 Verdinnung in PBS. (blank= negativ Kool pos= positiv
Kontrolle/huBCMA-haltiger CEF Zellkultur-Uberstand)

Auch fiur die Bewertung der Transkriptionsniveaudnderungen durch gesdsSton von
huBCMA wurden sowohl funf unbehandelte Kontrolltiere als auch funf mi &CAS-
reverse-chBAFF-Konstrukt infizierte Tiere herangezogenAfsh. 5.17). Somit war es
maoglich, neben Unterschieden zu den unbehandelten Tieren auch die eventireliaturc
Vektor verursachten Anderungen zu analysieren.

Die pro-apoptotisch wirkenden Proteine der bcl-2 Familie zeigen umi&CMA-Fc
Einwirkung eine deutliche Reduktion ihrer mRNA Niveaus (s. Tab. 5.15 und Abb. 5.22).
Besonders auffallig war die signifikante Erniedrigung der mRINfange des pro-

apoptotischen Proteins bok (8mal weniger als in den Kontrollbursen).
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reverse |t-test [ huUBCMA | t-test

*%

bak | 0,03 1,80 T N [
+0,34 0,85 +1,82 0,06 o1
bid | -0,17 0,48 |
+o30 | 047 £0,50 0,17 1 ®bak bid bim bok
bim [ -0,29 073 | o8 2 N =

+0,11 + 0,69

bok | 0,23 3,06
+0,33 0,21 +1,71 & reverse
S . huBCMA | -

Tab. 5.15 und Abb. 5.22 AACT-Werte und
Expressionsniveaus der pro-apoptotischen bcl-2
Familienmitglieder in Bursen von mit dem
RCAS-huBCMA-Konstrukt bzw. dem reverse-
Konstrukt transfizierten Tieren -9
Ct-Werte wurden auf das Housekeeping-Gen (18s
rRNA) normalisiert und auf deACt-Wert der Kontrollen standardisiert, um Transkapsunterschiede zur
Kontrolle zu veranschaulichem®AACT-Werte wurden zudem zur Verdeutlichung als Exgiogsniveaus
dargestellt. Der t-test driickt Signifikanzen im §leich zur Abundanz der mRNA in den Kontrollbursars.
Gezeigte Werte stellen Mittelwerte von finf TiejenGruppe dar. (reverse= mit dem RCAS-chBAFF-rexers
Konstrukt infizierte Tiere)

x-facher Expressionsunterschied
A

. N\

**%

Auffallig ist, dass sich die generelle Reduktion der Transkriptionaos/éler bcl-2 Familien-
mitglieder bei den anti-apoptotischen Mitgliedern nur bei bc{2mal weniger als in den
unbehandelten Kontrollen) finden lasst. Niveaus an Nrl13 (1,3fach) wwd(BSfach mehr)
sind gegenuber Kontrollen und mit dem RCAS-reverse-Konstrukt ingni@rieren zum Tell
hochst signifikant erhoht (s. Tab. 5.16 und Abb. 5.23).

reverse huBCMA
-0,64
o2 2063?? -~ ~|Breverse |T- """~~~ ~——1
bcl-xI A 6,21 huBCMA
vis | Ol |
Tab. 5.16 und Abb. 5.23 AACT-Werte und

Expressionsniveaus der anti-apoptotischen bcl-2
Familienmitglieder in Bursen von mit dem RCAS-
huBCMA-Konstrukt bzw. dem reverse-Konstrukt
transfizierten Tieren

Ct-Werte wurden auf das Housekeeping-Gen (1
rRNA) normalisiert und auf dermACt-Wert der
Kontrollen  standardisiert, um  Transkriptions-
unterschiede zur Kontrolle zu veranschaulichen-
AACT-Werte wurden zudem zur Verdeutlichung als BExgimesniveaus dargestellt. Der t-test drickt
Signifikanzen im Vergleich zur Abundanz der mRNA dien Kontrollbursen aus. Gezeigte Werte stellen
Mittelwerte von funf Tieren je Gruppe dar. (reversmit dem RCAS-chBAFF-reverse-Konstrukt infizierte
Tiere)

x-fadher Expressionsunterschied

-3

Betrachtet man nun erneut das Niveau an transkribierter BAFF mBAallt auf, dass es
scheinbar zu keiner Erhohung unter BAFF-Mangel (Niveau nur um QA@t-Werte
unterschiedlich zu den Kontrollen) kommt (s. Tab. 5.17 und Abb. 5.24). Allertiitigdie
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signifikante Differenz an chB6 mRNA in Bursen von mit RCAS-huBCM#fzierten Tieren
auf. In diesen Bursen ist die Menge an chB6 Transkript um das l4fagbhalger den

Kontrollen erniedrigt.

reverse | t-test | huBCMA | t-test

0114 0,14 _]_7
BAFF | [oer | 072 o, | 082 BAFF chB6

0,27 3,85
chBE | ,oa1 | 928 | S3so -

Tab. 5.17 und Abb. 5.24AACT-Werte der mRNA Abundanz von
BAFF und chB6 in Bursen der mit dem RCAS-huBCMA-Korstrukt

bzw. dem reverse-Konstrukt transfizierten Tieren

Ct-Werte wurden auf das Housekeeping-Gen (18s rRibAnalisiert und
auf den ACt-Wert der Kontrollen standardisiert, um Transkriptions-
unterschiede zur Kontrolle zu veranschaulichen. Deest drickt
Signifikanzen im Vergleich zur Abundanz der mRNA iden
Kontrollbursenaus. Gezeigte Werte stellen Mittelwerte von furdrén je
Gruppe dar. -15
(reverse= mit dem RCAS-chBAFF-reverse-Konstrukiziefte Tiere)

9 L l|@reverse | - -
= huBCMA
. I SO -

T A -

N

x-facher Expressionsunterschied

Aufgrund der signifikanten Reduktion an dem Huhner B-Zellmarker chB6 to@CMA
Einwirkung (Uber 14fach reduziert gegentiber den Kontrollen) erschianadgslingbar, die
bereits global fur die Bursa erhobenen mRNA Abundanzen der baehRi¢ramitglieder und
von chBAFF zur besseren Vergleichbarkeit auch auf die chB6 Eigmess beziehen. Zu
diesem Zweck wurde d&vyAACt-Wert herangezogen.
Nach Normalisierung auf den Ct-Wert der 18s rRNA wurden die resultieraieWert auf
die ACt-Werte der Kontrollen standardisiert und schliel3lich aufAdi€t-Werte des B-Zell
Markers chB6 bezogen. Mit diesem Wert lie3 sich ein Transkmnigiveau errechnen, dass
Aufschluf3 Gber die Vorgange bezogen auf die B-Zellzahl gibt (s. Tab. 5.18 und Abb. 5.26).
Unter Verwendung des chB6-Wertes ergibt sich eine Erhéhung deg Branskripts
bei unter huBCMA-Einflu3 stehenden Zellen gegentber den Kontrollen umadkéor A3.
Auch die Niveaus an bcl-xL (6fach) und Nr13 (19fach) sind stark erhdhprdminentesten
unter den anti-apoptotisch wirkenden bcl-2 Familienmitgliedern drgchierdings bcl-2,
welches um den Faktor 36 gegentber unbehandelten Kontrollen erhdht rsbé\uten pro-
apoptotisch wirkenden bcl-2 Familienmitgliedern fallt eine deutliErh6hung der
Transkriptionsniveaus gegenuber den Kontrollen und den mit flagChBAFF-reverse-
Konstrukt infizierten Bursen auf. Allerdings fallt diese Erhdéhgag deutlichsten bid mit
einer 10fachen Erhohung) nicht so deutlich aus, wie bei den anti-apopotidcl-2

Familienmitgliedern.
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x-facher Expressionsunterschied

35 ¢
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15 ¢
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B reverse

8 huBCMA

bcl-2

bel-xI Nri3

BAFF

x-facher Expressionsunterschied

12

10 ¢

& reverse
huBCMA

bak

bid

Tab. 5.18 und Abb. 5.25AAACt-Wert e der auf die Expression an chB6 bezogenen Transgtionsniveaus
der auf die Kontrollen standardisierten pro- und arti-apoptotischen Gene unter huBCMA-Einfluf3
Die Bursen von fiinf mit RCAS-huBCMA-Ffizierten Tieren wurden an ET18 enthommen und dig
Verwendung in der qPCR zu cDNA verarbeitet. Zur déetlichung drgestellt sind Expressionsnive
errechnet aus demAACt-Wert (s. Text). Der test driickt Signifikanzen im Vergleich zur Abundaae
MRNA in den Kontrollbursen aus. Gezeigte WertdesteMittelwerte von funf Tieren je Gruppe dar.
(reverse= mit dem RC/-chBAFF-revers-Konstrukt infizierte Tiere

t-test

0,12

reverse | t-test [huBCMA

-0,91 -5,2
b2 | 0% | oos | 20

+0,56 +3,18

-0,25 -2,74
bcl-xl 0,53

+0,28 +£2,60
Nri3 011 0,57 427

+0,18 +3,13
Barp | 013 0,94 371

+0,66 £2,42

-0,24 -2
bak | 0,39 /05

+0,40 +3,52
. -0,44 -3,37
bid 0,14

+0,28 +£2,73
) -0,57
bim 0.5

+0,19

-0,04 -0,79
bok 0,83

+0,23 +£1,92

0,44
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6 Diskussion

Die Kenntnisse Uber die Funktionsweise des Immunsystems beimINwddlihn erweisen
sich trotz grofRer wissenschaftlicher Fortschritte auf dieGafiet immer noch als héchst
unzulénglich. Lange ist bereits bekannt, dass sich beim Huhn dield&Zgne fur die
humorale Abwehr verantwortlichen Lymphozyten, in einem speziellemrQrder Bursa
fabricii, entwickeln. Eine Besonderheit stellt dar, dass diesgmrOnicht wahrend des
gesamten Lebenszyklus des Huhns aktiv ist, sondern bereits imvaite3-4 Monaten erste
Anzeichen der Ruckbildung zeigt und schlie3lich mit 6 Monaten kompledtuiert [69,
298]. Dies steht in deutlichem Gegensatz zu den Vorgangen bei Maus emsthV Hier
findet die Reifung der B-Zellen lebenslang in dem bei diegezi8s fur die B-Zellgenese
verantwortlichen Knochenmark statt [299, 300]. Im Gegensatz zu Maus und Mensch muss das
Huhn somit lebenslang auf den in den ersten 6 Monaten generiertedlp8sZe
zurlickgreifen. Infolgedessen kommt der Regulation der B-Zell Hong®sieim Huhn eine
andere Bedeutung zu, als dies im murinen oder humanen Organismus vonndten ware.
Als wichtiger Regulator der Homdostase des B-Zellpools konnte lexiséh und Maus
bereits das Zytokin BAFF (B-Zell aktivierender Faktor der Tumekrosefaktor-Familie)
charakterisiert werden [148, 149, 158]. Dieses Mitglied der TNF-kgmielche sich aus
Liganden, die Uber spezielle TNF-Rezeptoren auf der Zellobegflfiote mannigfaltige
Wirkung erzielen, zusammensetzt, zeichnet sich durch seinen rstariteapoptotischen
Effekt auf B-Zellen ausln vitro Uberleben B-Zellen unter BAFF Stimulation langer umd
vivo fuhren erhohte BAFF-Spiegel sogar zur Entstehung von Autoimmunerkranki#iden
212, 301]. Krankheiten wie der systemische Lupus erythematodes odgbagns Syndrom
werden normalerweise durch die Apoptose der sie ausldsenden autoredkiAadien
verhindert. Bei Maus und Mensch konnte man diesen anti-apoptotischen \Efife BAFF
bereits mit einer Anderung im Verhaltnis der pro- und anti-apophais bcl-2
Familienmitglieder in Verbindung bringen [295, 302, 303]. Die bcl-2 Rkanbesteht aus
Proteinen, die das mitochondriale Membranpotential regulieren und s@audiApoptose
fuhrende Caspase-Kaskade ausldsen oder verhindern kénnen.

Die anti-apoptotische BAFF-Wirkung konnte auch beim Huhn nach der Chasigkterg
von Huhner BAFF (chBAFF) bereits beschrieben werden [13, 14, 304], dier ddirkung
zugrunde liegenden molekularen Mechanismen wurden aber noch nicht emalygiar

wurden bereits einige Vertreter der bcl-2 Familie fur das Hilamadkterisiert [251, 287], ein
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regulatorischer Zusammenhang mit einer Zytokin-Wirkung konnte aber molh gezeigt

werden.

6.1 Etablierung einer Auswahl an PCR-Primern

Um die anti-apoptotische BAFF-Wirkung auch beim Huhn besser chasaten zu kbénnen,
mussten flr diese Arbeit entsprechende Nachweisverfahrertaskere werden. Wie bereits
erwahnt, stellt die Regulation der bcl-2 Familienmitgliederrewihtigen Schritt im BAFF-
vermittelten Uberleben von murinen und humanen B-Zellen dar. Somit laghes die
Anderungen der Transkription dieser Gene unter BAFF-Stimulation hQdithn zu
betrachten. Hierzu wurde als Erstes die klassische PCR durbhgetfia Aufschluss tber die
Verteilung und eventuelle Regulation der bcl-2 Familienmidgiiezu liefern. Es wurden
Primer fur anti-apoptotische Molekule (bcl-2, bel-¥rl13), pro-apoptotische Molekiile (bak,
bok) und Vertreter der ,BH3-only’ Subgruppe, welche ebenfalls anti-apsgi wirken,
generiert. Fur jedes dieser Primerpaare wurden mittels Tatopgradienten die geeignetsten
PCR-Protokolle generiert und die Spezifitdt durch PCR-Produkt Sequeny&chergestellt.
Somit steht nun eine Auswahl an spezifischen PCR-Primern floct2 Familienmitglieder

des Huhns zur Verfligung.

6.2 Nachweis der Transkription der bcl-2 Familienmitglieder

beim Huhn in vitro und in vivo

Um etwaige chBAFF-induzierte Anderungen in der Transkription def2 bElmilien-
mitglieder beim Huhnin vivo zeigen zu konnen, sollten diese zuerst in einem gut
charakterisiertemn vitro System betrachtet werden. Hierfiir bot sich die bursale BHrzel
DT40 an. Diese durch das aviare Leukose Virus transformietienigewurde schon haufig

fur Fragestellungen die Immunologie des Huhns betreffend verwendet [305-307].

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl pro- wie auch anti-apoptotisiieenéin DT40
Zellen transkribiert werden. Diese Transkription findet sowohl in habéelten wie auch in
mit chBAFF inkubierten Zellen statt. Somit entspricht das Vorhasela von Transkript fur
die bcl-2 Familienmitglieder beim Huhn den publizierten ErgebnibseMensch und Maus.

Auch vor humanem bzw. murinem Hintergrund konnten Transkripte fir bcl-2
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Familienmitgliederin vitro sowohl in unbehandelten wie auch in BAFF stimulierten Zellen
gezeigt werden [257, 295, 308].
Das zur Apoptoseinduktion verwendete Staurosporin fihrte nach 8 h ziRenhektion des
Transkripts der bcl-2 Familienmitglieder. Staurosporin wirkt Uber Hemmung der
Proteinkinase C, welche uber einen Zytokin-vermittelten Signalmey Uberleben der
Zellen durch Hemmung des pro-apoptotischen Proteins bax beitragt [309¢ E
Herunterregulation von bcl-2 Protein unter Staurosporin-Einwirkung konnteitdiir
humane Leberzelllinien beschrieben werden [310]. Allerdings gabbisser keine
entsprechenden Daten fir die DT40-Zelllinie bzw. das Transkriptionsnigdea bcl-2
Familienmitglieder unter Staurosporin-Inkubation. Der hier beobachigtekt einer
eventuellen Reduktion an Transkript der pro-apoptotischen bcl-2 Famiighieaher bok und
bim nach 8 h wurde so noch nicht beschrieben. Bisher konnte nach Staurospuulat®n
einer Zelllinie lediglich eine Steigerung in der Menge an haekh, ein fir das Huhn noch
nicht charakterisiertes, pro-apoptotisches Mitglied der bcl-2 Famdigigt werden [311].
Fur eine Betrachtung der Vorganigevivo musste zuerst untersucht werden, wie sich
das Verhdltnis pro- und anti-apoptotischer bcl-2 Familienmitglidaesm Huhn unter
physiologischen Bedingungen darstellt. Zu diesem Zweck und zurEngieines geeigneten
Zeitpunktes fur spéatere Versuche wurde die Transkription dieseeiforu definierten
Zeitpunkten der Organogenese von Bursa, Milz und Herz betrachtetirAlgefEntwicklung
der immunologischen Organe relevante Zeitpunkte wurden der Embrgprdélfazu dem
erste B-Zellvorlaufer die Bursa erreichen [35-37], der Embryagdl4, welcher durch ein
hohes Mal3 an proliferativer Tatigkeit der B-Zellen und den Vorgangyeee conversion’ in
der Bursa charakterisiert wird [38-42], der Embryonaltag 18, anedsi® B-Zellen die Bursa
verlassen und in periphere lymphatische Organe wie die Milz imereg [53], sowie der
Tag des Schlupfes, Tag 1, erachtet. Zudem sollten mogliche Anderun@Wbehen alten,
juvenilen Tieren betrachtet werden. Neben den immunologisch-bedeut®&nganen Bursa
und Milz wurde zum Vergleich auch das immunologisch weniger neleviderz betrachtet.
Hierdurch sollten global entwicklungsbedingte Anderungen in der Trgtiskr der bcl-2
Familienmitglieder von rein die zentralen bzw. peripheren immunologs©rgane (Bursa,
Milz) betreffenden unterscheidbar gemacht werden.
Wahrend der Organogenese von Bursa und Milz konnten sowohl die ant®2, (tackx,
Nr13) wie auch die pro-apoptotischen (bak, bid, bim, bok) bcl-2 Familienedéglzu jedem
der als relevant erachteten Zeitpunkte nachgewiesen werdeser Befund stimmt mit

bereits publizierten Ergebnissen Uberein. So wurden bcl-2 [251], 63} sowie Nrl3
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Transkript [264] bereits in der Bursa beschrieben. Von den pro-apoptatisditgliedern der
bcl-2 Familie wurde bisher nur bok Transkript in der Bursa charaleri281]. Somit
gelang es in dieser Arbeit zum ersten Mal, bak und bim Tratskn der Bursa
nachzuweisen. Bid Transkript wurde bereits in Herz und Leber von Himhinem@nen [287],

allerdings ebenfalls noch nicht in der Bursa dargestellt.

6.3 Etablierung einer Auswahl an Primern flr die quantitative
PCR

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sowohl Vertreter der pk&; {xd-x , Nr13) und der
anti-apoptotischen (bak, bok) wie auch Mitglieder der ,BH3-only’ Sutygeeu(bid, bim) der
bcl-2 Familie wahrend einer Stimulation mit chBAFF wie auéhrend der physiologischen
Bursaentwicklung vorhanden sind, stellte sich die Frage nach den Anderumge
Transkriptionsniveau dieser Gene. Dem bcl-2 ahnliche Proteine werdemukemith
transkribiert und es ist eher ihr Verhdltnis zueinander bzw. Abweggmnvom
physiologischen Niveau als das komplette Fehlen einer Transkripisnschlussendlich zur
Apoptose bzw. deren Ausbleiben fiihrt. Somit erschien es hochst sindeoil,initialen
gualitativen Nachweis dieser Gene auch einen quantitativen anzuschliel3en.

Um quantitative Aussagen Uber bcl-2 Familienmitglieder machendénmek, wurde das
Verfahren der quantitativen PCR gewahlt. Auch fur dieses Nasveréahren wurden fir
ausgewahlte Vertreter der bcl-2 Familie Primer erstellibei besonderer Wert auf eine
einheitliche Annealing Temperatur (59°C) und eine hohe SpezifitatraeePgelegt wurde.
Gleiche Anspriiche wurden auch an die Primer fir endogenes chBAFF ufidgebkilit.
ChB6 ist ein Huhner spezifischer B-Zellmarker [297, 312], der Aufsehlilber den Anteil an
B-Zellen in den untersuchten Proben liefern sollte. Nach der Ersgellon Standardkurven
zur Verifizierung von Effizienz und Linearitdt der qPCR-Reaktionrelevanten Bereich
schloss sich die Sequenzierung jedes PCR-Produktes an.

Dem Wesen der quantitativen PCR entsprechend muss ein Housekeepingr@endet
werden, um eine Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Proben ggstéhrzu konnen.
In der Literatur finden sich verschiedenste Gene, die sich aufgrured #tabilen
Transkription zur Normalisierung eignen [313-315]. Aufgrund der intendiektevendung
fur Zytokin stimulierte Zellen bzw. Organe wurde aus drei getest Genen (RBActin,
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GAPDH, 18s rRNA) das Gen fir die 18s rRNA als am bestenggeeibefunden. Die

Eignung fur viral-infizierte Gewebe entspricht bereits publizierteyeBEnissen [316].

6.4 Transkriptionsniveaus ausgesuchter Gene wahrend de

physiologischen Bursaentwicklung

Das Organ, welches beim Huhn fir die Reifung der B-Zellen verafittoist, die Bursa
fabricii, unterliegt wahrend der Embryonalentwicklung grof3en strekémr Veranderungen.
Von der ersten Anlage der Bursa, welche sich um den Embryonaltas ®iner dorso-
kaudalen Ausstllpung der Kloake entwickelt [22], bis hin zur Involutiondert Erreichen
der Geschlechtsreife [298] lassen sich nicht nur morphologischesdimiegle erkennen. So
andert sich auch die Zusammensetzung des bursalen Gewebes starku BEginn
vorherrschende Bild einer epithelialen Struktur wird um den Embryonallagurch die
Immigration erster B-Zellvorlaufer aus Dottersack und Leber @%fanzt. Diese Zellen
beginnen nach erfolgreicher ,gene conversion’ [8, 48, 50, 317] ab dem Embagohdlmit
ihrer Proliferation [318, 319]. Zeitgleich kommt es in hohem Malie zur Apepener B-
Zellen, deren B-Zellrezeptor nicht funktionell ist [58, 66]. Apoptoseltspiesh flr die Bursa
als Gesamtorgan im Zuge ihrer Entwicklung eine immer gréRede Riadl fuhrt schlief3lich
zu ihrer Involution.

In wie weit sich diese Vorgange auf Transkriptomebene verfalgdrerklaren lassen, wurde
nun unter Verwendung der neu etablierten qPCR-Primer adressiertbé&kkits unter 6.2
ausgefuhrt, lassen sich sowohl die Transkripte pro- wie auch diepaptiedisch wirkender
bcl-2 Familienmitglieder wahrend der Bursaentwicklung nachweisamtersthiede im
Niveau der Transkription lassen sich mit der konventionellen PCR allerdingzeigan.
Anders stellt sich dies bei der gPCR dar. So konnte ein deutlictstied des Transkriptions-
niveaus des pro-apoptotischen Proteins bok wéhrend der Embryogenese séeuriRlider
Entwicklung nach dem Schlupf gezeigt werden (26fache ErhdhunghemideT10 und 3
Wochen altem Tier) (s. Tab. 5.3). Eine Beobachtung, die bereits publizirde [281]. Noch
nicht in der Literatur dokumentiert ist allerdings der Anstdsy Transkription des pro-
apoptotischen Proteins bim, welches in 3 Wochen alten Tieren Smaltraftskribiert wird
als zum Embryonaltag 10.

Bei der Analyse der Transkriptionsniveaus anti-apoptotischer Prdtelnguch in der hier
durchgefuhrten Analyse der Abfall an bcl-2 auf. Dieser konnte beraighrfach im
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Zusammenhang mit der Entwicklung der Bursa beschrieben wd@in 251, 320].
Interessanterweise konnte ein Anstieg der Transkription des@opitotischen Proteins bcl-
XL beobachtet werden (s. Tab. 5.3). Auch von anderen Gruppen wurde dies ezt g
[264]. Dieser Befund scheint dem in der Bursa beobachteten Anstiedpidgtose zu
widersprechen. Allerdings betrachtet man bei dieser Art der Aadigichst unterschiedliche
Zellpopulationen. So setzt sich die Bursa zu Beginn dieser BefundUd@)Eum groldten
Teil aus Epithelzellen, zum Ende allerdings hauptsachlich azsliBa (ET18, Tag 1 und
Adult) zusammen. Dies wird auch evident, wenn man den Verlauf deskription des B-
Zellmarkers chB6 betrachtet (s. Tab. 5.4). Im Vergleich zuhOE&n dem nur vereinzelt B-
Zellvorlaufer in der Bursa zu finden sind, kommt es zu einer deutli¢hreliferation im
Laufe der Entwicklung des Embryos. Diese bereits mittels Imnwomeszenz und
Durchflusszytometrie belegte Entwicklung [39, 43, 321] lie3 sich nun aach
Transkriptomebene zeigen.

Bereits in friheren Arbeiten wurde die These aufgestellt, dass BAFF beim HuhrZalleB
gebildet wird [13, 304]. Dies scheint der Verlauf der Menge an ¢#BAranskript zu
bestétigen, da er zur Entwicklung der mRNA Abundanz des B-Zellmah&6 fast parallel
verlauft (s. Tab. 5.4). Einzig an Embryonaltag 14 erscheint glig¢sehaltnis verandert. Es
konnte darauf hindeuten, dass verschiedene B-Zellentwicklungsstufen chiatéiishe
Mengen an chBAFF transkribieren. So konnten jene B-Zellvorlaufer, die dem
Embryonaltag 10 die Bursa erreichen, hohere Mengen an chBaR$ktibieren als jene, die
bereits eine andere Entwicklungsstufe erreicht haben. Es muinmen System bekannt, dass
sich das auf der B-Zelloberflache exprimierte BAFF-Rezeptdvkuster im Laufe der
Entwicklung verandert [176, 183, 186, 322]. Dies konnte fiir das Huhn noch nicht gezeigt
werden. Es l&sst sich vermuten, dass hier eventuell die Vanater chBAFF Transkription
zu Unterschieden zwischen den verschiedenen Entwicklungsstadien fuhrt.

Aufgrund der grof3en Unterschiede in den dieser Analyse zugrunde liegesthdizdhlen
war es von Interesse, eine Darstellungsform zu finden, die dssstion gerecht wurde.
Wie bereits ausgefihrt, ergibt sich eine positive Korrelation cheis B-Zellzahl und der
MRNA Abundanz des B-Zellmarkers chB6. Somit erschien es sinnvoll, die
Expressionsniveaus der bcl-2 Familienmitglieder auf das mRNyeadi an chB6 zu
beziehen. Die sich nun ergebenden, auf chB6 bezogenen Niveaus stellerd&lvYedie den
unterschiedlichen zugrunde liegenden B-Zellzahlen Rechnung tragen.

Auf die Menge an chB6 Transkript bezogen, fallt auf, dass sicNidasu an bok-Transkript

konstant verhalt. Stieg es auf die Gesamtbursa bezogen an (s. Tabo39&3st sich dieser
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Befund nun relativieren (s. Tab. 5.5). Daftr wird nun der Abfall von bak undabfrdie B-
Zellzahl bezogen deutlich. Dies scheint dem in der Bursa beobachieteAuge der
Embryonalentwicklung zunehmendem Mal3 an Apoptose nicht zu entsprecleedings ist
bei den Mitgliedern der bcl-2 Familie besonders die Interaktiorschen pro- und anti-
apoptotischen Mitgliedern von Bedeutung. Bezieht man die mRNA-AbundandeauB-
Zellmarker chB6 so findet sich bei den anti-apoptotischen Mitglredieser Familie,
namentlich bcl-2 und Nrl3, ein starker Abfall. Dies allein kann saemGrund fir die
Apoptose in der Bursa sein. Desweiteren gibt es bereits Heaafsein anderes Mitglied der
pro-apoptotischen, bcl-2 @hnlichen Subgruppe, bak? associated X protéinwelches eine
Rolle im apoptotischen Geschehen in der Bursa zu spielen scheint2égtkonnte jedoch
bisher nur Uber kreuzreagierende, humane Reagentien nachgewieden, wardie Sequenz
fur Huhner bax noch nicht bekannt ist und dieses Protein beim Huhn noch nicht
charakterisiert werden konnte.

Abschlie3end lasst sich sagen, dass die im Rahmen dieser dubshgeflhrte quantitative
Betrachtung wahrend der physiologischen Bursaentwicklung auf Kriptosnebene eine
Erganzung zu bereits erhobenen Befunden darstellt. Bezogen auf diEditznmitglieder
l&sst sich sagen, dass es anscheinend im grof3en Mal3e die Runteregntaapoptotischer
bcl-2 Familienmitglieder (bcl-2, Nrl3) ist, welche mit der Zunahdes apoptotischen
Geschehens in der Bursa einhergeht. Von besonderer Wichtigkegingei Analyse der
MRNA Abundanzen wahrend der Bursaentwicklung erwies sich zudem eine
Darstellungsform, welche einen Bezug zur zugrunde liegenden BaRkllzulasst.
Ausblickend wiuirde sich zur Validierung und Erganzung der erhobenen RBefeine
Betrachtung der Regulation der Proteinabundanzen der bcl-2 Fanblieten. Einer Analyse
auf Proteomebene musste allerdings aufgrund des Mangels an HuhnesedmezMethodik

wieder die Etablierung selbiger vorangestellt werden.

6.5 Auswirkungen einer Stimulation auf die Zahl lebende B-

Zellen aus der Milzin vitro

Bei der Inkubation von Huhner B-Zellen mit chBAFF fallt auf, dassh unter dieser
Stimulation bereits nach 24 Stunden Kultur mehr lebende B-Zellennfifaksen als in
unbehandelten Kontrollen. Dies konnte auch im Zuge dieser Arbeit gezsiden (s. Abb.
5.6). Zwar war der beobachtete Unterschied nach 24 h bzw. 48 h nochigndikamnt, aber
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auch in bereits publizierten Versuchen lie3 sich ein signifikddteerschied erst nach 72h
zeigen [13, 14]. Da Anderungen, die zu einer signifikanten Erhéhung im Uberleben dar Zell
nach 48 h fuhren, auf Transkriptomebene bereits vor diesem Zeitpunkfeabltag das
Hauptaugenmerk dieser Arbeit auf den Veranderungen nach 8 h bzw. 24 h Kultur.

Neben der chBAFF-Wirkung wurde auch die Wirkung des Apoptose-InduBtatsosporin
betrachtet. Wie erwartet und bereits in der Literatur bedwmig323-325], fuhrt eine
Inkubation mit diesem Proteinkinase-Inhibitor zu einem deutlichen Abfatler Zahl der
lebenden B-Zellen (nur noch 10% der eingesetzten B-Zellen sind nach 48 h vital).

Eine PMA- (Phorbol-Myristat-Acetat) Behandlung fihrt im Gegggn dazu zu einer
Steigerung der Zahl lebender B-Zellen im Vergleich zur KomrdDies erfolgt, wie bei
chBAFF Inkubation, durch eine Verhinderung der Apoptose. Auch dieser EStelxereits
aus der Literatur bekannt [326, 327].

Die Stimulation mit dem chCD40L wiederum flhrte zu einer delih Proliferation der B-
Zellen. Dieser nach 48 h signifikant werdende Effekt des CD40-Ligakdente auch in
bereits publizierten Versuchen bei Sduger [100, 328-330] und Huhn [100] gezeigt werden.

6.5.1 Stimulation mit chBAFF in vitro — Veranderungen auf Transkriptom-

ebene

Wie aus dem vorangehenden Unterpunkt deutlich geworden, zeigten sicinBid¢-F-
stimulierten B-Zellen aus der Milz vitaler als jene aus unbediéen Kontrollen. Es stellte
sich die Frage, welche Anderungen der Transkription der bcl-2 Eamiliglieder zu diesem
Bild fuhrten. Auffallig war hierbei, dass fur alle untersuchtenéeach 8 h eine gesteigerte
und nach 24 h eine geringere Transkription als in den unbehandelten Kontrollen zu
beobachten war (s. Tab. 5.6).

So wurden die anti-apoptotischen bcl-2 Familienmitglieder bcl-2xbahd Nrl13 nach 24 h
Kultur mit chBAFF seltener transkribiert als ohne Stimulatioonifte nach 8 h Kultur mit
chBAFF noch eine Verdopplung von bcl-2 und beldxanskript nachgewiesen werden, so
war nach 24 h eine signifikante Reduktion von bcl-2 (8fach), Nrl3 (9fach)bahx_
(13fach) gegentber den Kontrollen zu verzeichnen. In der Literatur fsidemur Hinweise
auf eine Steigerung der Menge an Proteinen der anti-apoptotischghedét der bcl-2
Familie beim Sauger [247, 249, 257], wobei dieser Anstieg auch noch naahad8veisbar

ist. Eine mogliche Erklarung ware, dass Anderungen auf Transkepteme, die sich bereits
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nach 8 h darstellen (Steigerung der Transkription anti-apogitetifroteine), jene, welche
wir noch nach 48 h auf Proteom- und Zellebene feststellen kdnnen, nach sich ziehen.
Bei den pro-apoptotisch wirkenden bcl-2 Familienmitgliedern zeigte ein ahnliches Bild.
Einem initialen Anstieg in der Transkription nach 8 h folgt ein laghgr Abfall nach 24 h.
Der initiale Anstieg wurde so noch nicht beschrieben, es findeh aber bereits
Beschreibungen der BAFF-induzierten Verringerung von bak [246] undPlotein [295] im
murinen System. Zwar war die beobachtete Reduktion von bim in diesesacWenicht
signifikant, ihre Hohe (19fach weniger als in den Kontrollen) jedochideuSomit konnte
die fehlende Signifikanz in der Tierzahl (n=3) begriundet liegaa.signifikante Reduktion
von bok (8fach) und bid (7fach) wurde bisher noch nicht im ZusammenhangARE B
beschrieben.

Auch diese Befunde sollten nach Etablierung entsprechender Aveffiggeen fir das Huhn
auf Proteomebene verifiziert werden. Weitere Einsicht in diEBAduzierte bim Reduktion
konnte die Verwendung von bim spezifisctsnall interfering RNA(SIRNA) liefern. So
konnte bereits in humanen Zelllinien eine Verminderung der Apoptoskgk#dldurch bim
SiRNA erreicht werden [331, 332]. SIRNA wurde bereits auf Hihnerzelhgewandt [333,
334] und koénnte verwendet werden, um Huhnerzellen unter BAFF-Inkubation mitRiNA s
behandelten zu vergleichen. Ein deutlich &hnliches Verhalten den4elbeiden Ansétzen
wirde die Vermutung untermauern, dass der antiapoptotische BA&¥-Eber eine bim
Reduktion zustande kommit.

6.5.2 Stimulation mit chCD40-Ligand in vitro — Veranderungen auf

Transkriptomebene

Auch das zweite in diesem Versuch verwendete Zytokin, der CD4@wlides Huhns, fihrt
zu einer Erh6éhung der Zahl lebender B-Zellen in Kultur gegeniibeKdetnollen. Wie aus
bereits publizierten Versuchen bekannt, wird dies allerdings im GegensatzdiuaeBAFF
induzierten Veréanderung auch beim Huhn durch eine Proliferation derl@&iZeireicht
[100].

Allerdings konnten bei der fir diesen Versuch zugrunde liegenden TigiizaB) keine
signifikanten Veranderungen in den Expressionsniveaus der bcl-2 éamilglieder
beobachtet werden (s. Tab. 5.7). Allerdings ist zu beachten, dasishebei der diesen

Versuchen zugrunde liegenden Huhnerlinie um eine Auszuchtslinie haindekr es zu
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deutlichen individuellen Unterschieden kommt. Zudem lag das Hauptaudentes
vorliegenden Arbeit auf der Erstellung einer globalen Referenlcheeein spezifischeres,
spateres Vorgehen ermdglichen sollte. Trotzdem entspricht @assKFiptionsmuster dem
bereits fur humane B-Zellen unter CD40L Stimulation publizier@356]. So werden auch
beim Huhn unter CD40L Stimulation vermehrt anti-apoptotische Protéidex( Nrl3)
transkribiert. Interessanterweise lasst sich auch das kontrogarsutende, hohe
Transkriptionsniveau des pro-apoptotischen bid (14fach erhoht) bei Huhn und Meresch unt
CD40-Ligand Stimulation zeigen. Als Erklarungsversuch fir die hohesKkrgtion von bid
kbnnte herangezogen werden, dass das Protein bid erst durch Proags&@altung) zum
aktivierten tBid (truncated bi) umgewandelt werden mul3. Erst gespalten entfaltet es seine
pro-apoptotische Wirkung [336]. Somit ist der Aussagewert einer hoharsKription von

bid gegeniuber dem wirklich vorliegenden apoptotischen Geschehen gering.

Betrachtet man die Transkription des B-Zellmarkers chB6, sandddieh hier wiederum die
B-Zellzahl widerzuspiegeln. So ist dieser nach 8 h 10fach und nach 24Mh#fd mit einem
Signifikanzniveau von 8% erhoht. Dies scheint den nach 48 h signifikademagn Anstieg

in der Zahl lebender B-Zellen zu antizipieren.

Weitere Versuche zur Validierung der erhobenen Befunde desKii@imssverhaltens der
bcl-2 Familienmitglieder unter chCD40-Ligand Einfluss sollten naEkablierung
entsprechender Verfahren auf Proteomebene angeschlossen werden.

6.5.3 Vergleich der Wirkung von chBAFF und chCD40-Ligandin vitro —

Veranderungen auf Transkriptomebene

Nun bot sich die Mdoglichkeit, die Veranderungen auf Transkriptomebene diiech
Stimulation mit einem proliferativ wirkenden Zytokin (CD40L) zumesn und die mit einem
anti-apoptotisch wirkenden Zytokin (BAFF) zum anderen zu vergleichen (s. Tab. 5.8).

Bei diesem Vergleich wurde deutlich, dass eine Stimulatiorch@D40L im Vergleich zur
Stimulation mit chBAFF eine Steigerung im Niveau der Trapskin anti-apoptotischer
Proteine (hier besonders bgl-xmit einer Erhdhung um den Faktor 10 und einem
Signifikanzniveau von 6%) induziert. Dieser Effekt des CD40-Ligandenleviereits in der
Literatur beschrieben [335, 337, 338].

Desweiteren zeigt dieser Vergleich, dass eine StimulatianchnBAFF im Gegensatz zur
Stimulation mit chCD40L das Niveau der Transkripte der pro-apogpatisProteine deutlich
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senkt. So erscheinen besonders die Proteine bak, bid und bim in mit dh€@0lierten
Zellen gegenuber den chBAFF stimulierten erhdht. Dieser Effakimt aber nur durch den
gewahlten Vergleichswert (chBAFF) zustande. Vergleicht mahizD40L stimulierten mit
unbehandelten Zellen (s. Tab. 5.7), so reduziert die chCD40L Stimulatiar seg
Transkriptionsniveau der pro-apoptotischen Proteine. Allerdings féallt dedekRon nicht so
deutlich wie in chBAFF-stimulierten Zellen aus (s. Tab. 5.6). Estlgich vermuten, ob dies
vielleicht mit der CD40-Ligand induzierten Aktivierung des altduest wie auch des
klassischen NRkB-Weg zusammenhangt [339]. So kénnte vermutet werden, dass die
Aktivierung des klassischen N&-Wegs eher Uber eine Erh6hung der anti-apoptotischen
Mitglieder wirkt, wohingegen der alternative NB-Weg eher Uber eine Erniedrigung der
pro-apoptotischen bcl-2 Familienmitglieder seine Wirkung entfaltet.

Die mRNA Abundanz des B-Zellmarkers chB6, welche unter chCD4hug&ttion hoher ist

als bei chBAFF Stimulation, scheint den proliferativen CharakteC@elOL-Stimulation zu

unterstreichen.

6.6 Altersbedingte Unterschiede im Uberleben von B-Z&n in

vitro

Die bisher besprochenen Befunde wurden mittels B-Zellen aus deenNuveniler Tiere (6
Wochen alt) gewonnen. Diese Tiere verfigen noch tber eine funktioresf@tirga, und es
kbnnen standig neue B-Zellen in diesem Organ reifen. Mit demickere der
Geschlechtsreife und der zeitgleichen Involution der Bursa kdnnen im Hule Weiteren
B-Zellen mehr gepragt werden. Das Tier muss mit den bis zemdi&eitpunkt gereiften
Zellen eine humorale Immunantwort ausfihren konnen, die ein Uberleben trot
Pathogenkontakt erméglicht. Ob sich dies auch auf das VerhalteB-dellen auswirkt,
wurdein vitro analysiert.

Zu diesem Zweck wurde die Uberlebensrate von B-Zellen aus dennMilzeniler (6
Wochen) und adulter (6 Monate) Tiere in Kultur verglichen (s. Abb. 5.10h Réd wurde
bereits ein gesteigertes Uberleben der B-Zellen adultes @@utlich. Auch unter Stimulation
blieb dieser Unterschied zwischen adulten und juvenilen Tieren bestebédiglidh die
Stimulation mit CD40-Ligand fuhrte zu einem geringeren Unteesthder nach 48 h
komplett aufgehoben war. Dieser Unterschied im Uberleben konntésbeeeiden B-Zellen

junger und alter Mause gezeigt werden [340]. Es finden sich ablerCaten, die fur eine
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Erh6hung der Apoptose in den B-Zellen adulter Mause sprechen [341]. @h bsisdlem im

Zuge dieser Arbeit beobachteten Effekt um eine Besonderheitial@ss handelt oder ob
adulte B-Zellen des Huhns wie jene der Maus geringere apapitigorgange als ihre
jungen Aquivalente zeigen, lasst sich somit noch nicht sagen. Allsrditedjen die hier

erhobenen Ergebnisse die ersten dieser Art flr das Huhn dar.

6.6.1 Stimulationsbedingte Vorgdnge in adulten und juverden Milz-

lymphozyten - Unterschiede auf Transkriptomebene

Betrachtet man nun die diesen Unterschieden in der Zahl lebendelteB-¥orangehenden
Anderungen in der Transkription der bcl-2 Familienmitglieder inziihphozyten von
adulten und juvenilen Tieren, so bietet sich ein hochgradig unterschisdBdde Demnach
scheint es in den Milzzellen adulter Tiere im Gegensatz zurtie§nsei juvenilen Tieren zu
einem Abfall in der Expression der bcl-2 Familienmitglieder uoteBAFF Stimulation zu
kommen (s. Abb. 5.11). Signifikant wird dies nach 24 h fur das Transkriptionardesapro-
apoptotischen Proteins bim. Dieser Zusammenhang zwischen BAFFRul&im und
negativer bim Regulation wurde bereits in der Maus beschrieben [28&1diAgs finden sich
keine Angaben Uber das Alter der fir diesen Versuch verwenddtaise. Dass eine
Altersangabe allerdings essentiell wére, unterstreicherndikgesem Versuch gewonnenen
Daten. Es konnten hier sowohl Hinweise auf die Bedeutung des AltedagiVerhalten der
Milzlymphozyten gewonnen werden wie auch darauf, dass BAFF auchHhéhn Uber eine
negative Regulation des pro-apoptotischen Proteins bim seine anti-apbjetofisrkung
entfaltet. Eine Validierung dieser Befunde auf Proteomebeneuste die bereits diskutierte
Verwendung von bim siRNA kodnnten weiteren Aufschluss Uber die BAFF-giedinim
Reduktion geben.

Da der Effekt des gesteigerten Uberlebens adulter Zellennglege juvenilen bei allen
Stimulationen (chBAFF, PMA, Staurosporine) aul3er bei einer Stionlenit dem chCD40-
Liganden gegeben war, sollten nun auch jene Verédnderungen, die digs&in in den
Milzlymphozyten induziert, betrachtet werden. Durch eine Stimulatiindem chCD40L
konnte das Uberleben der juvenilen Milzlymphozyten insoweit verandestewedass es dem
der adulten Zellen fast entsprach (s. Abb. 5.10). Auf Transkriptomebengidwrdiese
Beobachtung mit einer im Vergleich zu den Kontrollen vorliegenden geringes@sKFiption

des anti-apoptotischen Proteins bgcl-xn adulten Milzlymphozyten (7fach seltener



Diskussion 100

transkribiert, Signifikanzniveau 8%). Diese aus Abb. 5.12 hervorgehendeaRegusteht
dem in juvenilen Milzlymphozyten beobachteten und in der Literatwhibebenen CD40L-
Effekt, namentlich der positiven Regulation von bc[337, 338, 342-344], entgegen. In der
Maus konnte bereits gezeigt werden, dass B-Zellen alter M&ygéksint geringere Mengen
an bcl-xL in Reaktion auf CD40L Stimualtion exprimieren als jemger Mause [345]. Dies
konnte nun auch beim Huhn das erste Mal dargestellt werden.

Eine veranderte Reaktion auf chCD40L Stimulation zwischen juvenileadulten Hihnern
konnte im Zuge dieser Arbeit zum ersten Mal beschrieben werdesemDiUnterschied
konnte, wie bereits in der Maus beschrieben, auch beim Huhn auf bimeichung in der
Transkription des anti-apoptotischen bcl-2 Familienmitgliedes bakixiickgeftihrt werden.
Um diese These zu untermauern, konnte eine bclikerexpression in adulten B-
Lymphozyten induziert werden und ihr Verhalten mit dem juvenileltedeverglichen

werden.

6.7 Anwendung des RCAS Vektors zur Uberexpression und

funktionellen Inhibition von chBAFF

Mit RCAS (Replication Competent ASLV long terminal repeat (LTR) with a Splieptmc
steht ein System zur Verfigung, dass sich den reversen Tipdiaslamechanismus des
aviaren Rous Sarkom Viruses zunutze macht. Dieser durch Deleti@rcd®skogens und
Insertion einelClal Schnittstelle modifizierte Vektor hat sich bereits als méhels Werkzeug
fur die Analyse der Embryonalentwicklung des Huhns erwiesen [346-34@h fur die
dieser Arbeit zugrunde liegende Fragestellung nach den mit der bhéstbac chBAFF
Wirkung einhergehenden molekularen Vorgangen erwies er sich titd Ner Wahl. So ist
die Untersuchung der Auswirkung einer Uberexpression von Zytokinen uhm Hbhne
retrovirales Vektorsystem fast unmaoglich. Der Produktion transdeiiener stehen durch die
Besonderheit der avidren Reproduktion Unwéagbarkeiten entgegen, und das Zuféhren
bendtigten Zytokinmengen zu einem spéteren Zeitpunkt in der Entwickludeytee einen
extremen Zeit- und Materialaufwand. Zudem erwies sich das R@Xk®rsystem bereits in
frlheren Versuchen als zuverlassig.

Einer konkreten Anwendung dieses Vektorsystem musste allerdingsires genauere
Charakterisierung vorangestellt werden. So liegen keine Daten diberorgan- und
gewebespezifische Transkription des RCAS-Vektors vor. Mittelesespeziell auf die
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Verwendung von RCAS als Vektor fir chBAFF abgestimmten Primerpagar es erstmals
maoglich, die Transkription von endogenem chBAFF von jener durch Ri@&&ierten zu
unterscheiden und Daten Uber die Transkription in verschiedenen Gewebewianege
Auch die gegensatzlich orientierte, Sequenz-homologe Kontrolle (Rfa§ShBAFF-
reverse) liel3 sich mithilfe des Primerpaares nachweisen.

Der qualitative Nachweis bewies sowohl fir flagChBAFF wiehatiic flagChBAFF-reverse
eine Transkription in jedem der untersuchten Gewebe (s. Abb. 5.14)IsMjttantitativer
PCR war es nachfolgend auch mdglich, das Niveau der Transkriptiden verschiedenen
Organen und Geweben zu vergleichen (s. Abb. 5.15). So zeigte sicho@ie gnRNA
Abundanz fur vektoriell induziertes flagChBAFF bzw. flagChBAFF-regeunter allen
untersuchten Geweben im Herz. Von den Organen, welche zu den primasdknmdar
lymphatischen zahlen, findet sich das hochste Mald an Transkription detruktmsn
Thymus und Caecaltonsille. Dass es aber auch in der Bursaezwdeutlichen Transkription
kommt, zeigte bereits der qualitative Nachweis.

In der Literatur finden sich Versuche, in denen das RCAS-Veldiasyfir organspezifische
Fragestellungen verwendet wurde. So konnte es bereits in Herz [348][338], Muskel
[351] und Leber [352] erfolgreich zur Uberexpression diverser Proténgesetzt werden.
Ein Vergleich der organspezifischen Transkription findet sich in derdtur allerdings nicht.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass RCAS in allen suateien Organen und
Geweben exprimiert wird. Da zu diesen auch immunologisch besontante Organe wie
Bursa und Milz zahlen, lasst sich das RCAS-Vektorsystem flr umoiogische
Fragestellungen verwenden.

Nach erfolgter Charakterisierung der spezifischen TranskriptisrR@AS-Vektors konnte er
nunmehr fur eine Uberexpression bzw. funktionelle Inhibition von chBAFF eitzgese

werden.

6.7.1 chBAFF-Uberexpression im 18 Tage alten Embryo — Wkung auf

Transkriptomebene

Nach Infektion mit einem RCAS-flagChBAFF-Konstrukt an EmbryomgBavurden jeweils
funf Embryonen an Embryonaltag 18 die Bursen entnommen und mittels qP GiRatjua
ausgewertet. Desgleichen wurde mit 5 weiteren Embryonen verfaheenur Kontrolle der

vektorinduzierten Veranderungen mit dem biologisch inaktiven RCAEthBAFF-reverse
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Konstrukt infiziert wurden. Als weitere Kontrolle fanden die Bursen Bounbehandelten
Embryonen Verwendung.

Die Verwendung zweier Kontrollen stellte sich als essentiefaus, da der Vektor allein
signifikante Veranderungen im Niveau der Transkription der bclidilfeamitglieder zu
induzieren vermochte. So kam es auch unter den mit dem inaktiven R&yCHBAFF-
reverse infizierten Tieren zu einem Anstieg im Niveau von bid, lmh bcl-2. Letzteres
konnte bereits im Zusammenhang mit RCAS beobachtet werden [288idiAds sind diese
Unterschiede zwischen Kontrollen und Vektor sowohl in der Literate avich in der
vorliegenden Arbeit extrem gering und im Vergleich zu den durch das MABC
Vektorkonstrukt induzierten zu vernachlassigen.

In den Bursen der mit dem aktiven RCAS-chBAFF infizierten Tifarelen sich neben dem
signifikanten Anstieg im Transkriptionsniveau von bcl-2, welcher auf\giktorwirkung
zuriickzufiihren ist, keine weiteren deutlichen Anderungen. Wie aus bptditzierten
Versuchen ersichtlich, wird chBAFF wahrend der physiologischesd@uatwicklung bereits
in hohem MalRRe exprimiert [13, 14, 304]. Auch im Zuge dieser Arbeit katagehohe Mald
der chBAFF Transkription in der Bursa gezeigt werden (s. Tab. D#4)it Scheint wahrend
der physiologischen Bursaentwicklung bereits eine gewisseig@B#gt an chBAFF

vorzuherrschen, welche eine weitere Uberexpression unbedeutend erschstnen las

6.7.2 Funktionelle Inhibition von chBAFF im 18 Tage alten Embryo —

Wirkung auf Transkriptomebene

ChBAFF, das wie gezeigt werden konnte in hohem Mal3e wahrend der EntwidkluBgrsa
exprimiert wird, kann von dem humanen Rezeptor BCMA gebunden werden. BSTAHA
einen der drei BAFF-Rezeptoren dar, welche zur Familie dé-Rbkzeptoren zahlen, konnte
aber noch nicht fir das Huhn beschrieben werden. Allerdings erlaubbkde Homologie
zwischen humanem und chBAFF (76%) [14] die Verwendung von humanem BQMA z
funktionellen Inhibition von chBAFF. Mittels des RCAS-Vektorsystems asmoglich, 5
Huhnerembryonen am Embryonaltag 3 mit einem huBMCA-Fc Konstrukifzieren und
somit schon zu einem frihen Stadium in der Embryonalentwicklung chBWFch Bindung

an huBCMA biologisch zu inaktivieren. Bereits in friheren Versuchen kogeizeigt
werden, dass eine Behandlung mit huBCMA zu einer deutlichen Reduktasr ifiahl der

peripheren B-Zellen und der B-Zellfollikel in der Bursa fuhrt [18liswirkungen auf das
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Transkriptionsniveau der bcl-2 Familienmitglieder wurden bisher wbdeHuhnern noch
vor murinem oder humanem Hintergrund analysiert.

Zu den durch die funktionelle Inhibition von chBAFF verursachten Verédnderuagen
Transkriptomebene z&hlt ein hoch signifikanter Abfall in der mRNdumdanz des pro-
apoptotischen Proteins bok (s. Tab. 5.15). Ein Zusammenhang zwischenadeim Bk und
BAFF wurde bisher noch nicht dargestellt. Allerdings wurde teen Anstieg von bok im
Zuge der physiologischen Bursaentwicklung beschrieben [281]. \Meiteerursachte die
chBAFF Inhibition einen Abfall im Transkriptionsniveau des anti-apogtbgn Proteins bcl-
X.. Dies scheint die geringe Zahl an B-Zellen unter dem Einwirken von huBCM&lAnen.
Kontrar hierzu mutet die in den huBCMA behandelten Bursen beobackeeer8ng in der
Transkription von bcl-2 an. Uberaus deutlich und dem histologischen B#grechend stellt
sich die Reduktion der Transkription des B-Zellmarkers chB6 dar. émgl®ich zu den
unbehandelten Kontrollen wird er knapp 15mal seltener transkribient @ unbehandelten
Kontrollen.

Es stellte sich nunmehr ein Problem, welches bereits bei deriolgyyschen
Bursaentwicklung evident wurde: die Vergleichbarkeit der Transénganalysen bei stark
unterschiedlichen zugrunde liegenden Zellpopulationen. In diesem FaNedjkeichbarkeit
der Kontrollbursen mit einer hohen Zahl an B-Zellen und den Bursen ddmuBEMA-
behandelten Tiere, welche eine stark reduzierte Zahl an BaZalléveisen. Um diesem
Problem zu begegnen, wurde wiederum die mRNA Abundanz des B-Zellsatk®6 zur
Standardisierung der gPCR Ergebnisse herangezogen.

Das sich nun prasentierende, auf die Zahl der B-Zellen bezogene ripaoskmuster der
bcl-2 Familienmitglieder ist hauptsachlich durch den starken égstn den mRNA
Abundanzen von bcl-2 (35mal) und Nr13 (19mal so oft transkribiert wie in demdfen)
gekennzeichnet (s. Tab. 5.18). Anscheinend handelt es sich bei dehuB@A Wirkung
vorhandenen B-Zellen um eine Subgruppe, die mittels hoher Transkriptiorander
apoptotischen Proteine bcl-2 und Nrl3 das Fehlen der chBAFF Stimulatiopeksiert.
Auch kommt es in diesen Zellen zu einer erh6hten Produktion von chBAFF {18 fa@ht).
Dies koénnte ebenfalls auf einen kompensatorischen Effekt zurickzufllmeMsgeoid wird
auch ein pro-apoptotisch wirkendes Protein in diesen B-Zellen stéakeaktibiert als in den
Kontrollen. Allerdings liegt diese Transkription mit einer knapp liéacErh6hung deutlich
unter den bei den anti-apoptotischen bcl-2 Familienmitgliedern beobachtetetefffe

Eine Validierung der aufgestellten These des Uberlebens eiZall®ibpopulation unter

huBCMA-Einfluld aufgrund einer gesteigerten Transkription anti-apoptotisdicd-2
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Familienmitglieder liel3e sich ebenfalls unter Verwendung deASREystems erreichen. So
ware es von Interesse, ob eine RCAS-induzierte Uberexpression vanoder Nr13 einer

BCMA-bedingten B-Zellreduktion entgegenwirken kénnte.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass es im Zuge dieser Arbglich war, neue Huhner-
spezifische Methodik zur Apoptose- und B-Zellanalyse zu etablierem {orausgehend
konnte die Notwendigkeit der Verwendung jener Verfahren dar@iestetden. Mithilfe
dieser Techniken war es nun mdglich, Ansatzpunkte fiir sich anschlieBebdien zu
schaffen. So konnten erstmals Anderungen in den Transkriptionsniveaus d2r bcl
Familienmitglieder wahrend der Organogenese der Bursa auf drenzegliegende B-
Zellzahl bezogen werden. Es konnten im Zuge dessen Kandidatengerktecisiee werden,
deren weitere Betrachtung auf Proteomebene notwendig ist.

Zudem konnte, wie bereits in der Maus beschrieben, auch fir das Huldewlither
Zusammenhang zwischen BAFF-Stimulation und bim Reduktiomitro gezeigt werden.
Hierbei zeigten sich altersbedingte Unterschiede im VerhaléenB-Lymphozyten, die so
beim Huhn noch nicht beschrieben wurden. Auch unter chCD40-Ligand Stondlef3 sich
dies beobachten und mit dem Transkriptionsniveau von bot-Zusammenhang bringen.
Auch in vivo konnte die Bedeutung des Zytokins chBAFF fir das Uberleben der B-
Lymphozyten durch einen funktionelldmock-downgezeigt werden. Eine Validierung der
erhobenen Befunde muss nach Etablierung entsprechender Nachweisméiha@dsnHuhn

auf Proteomebene folgen.
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7 Zusammenfassung

Das Zytokin BAFF B-Zell aktivierender Faktor der Tumornekrosefaktorfamilieirde als
wichtiger Regulator der B-Zell-Homoostase beim Huhn beschriebdrerNeer Regulation
der peripheren B-Zellen in den sekundar-lymphatischen Organen sekdiatm Huhn auch
die Entwicklung unreifer B-Zellen in der Bursa fabricii we$eht zu beeinflussen.
Vorausgegangene Arbeiten haben gezeigt, dass BAFF das Ubediesen Lymphozyten
sowohlin vitro als auchin vivo beeinflusst. Die molekularen Mechanismen dieses Effekts
sind aber bisher beim Huhn ungeklart. Fur B-Zellen von Mensch und Maus kogetgeda
bereits gezeigt werden, dass bestimmte Mitglieder der Berilie den anti-apoptotischen
Effekt von BAFF vermitteln. In dieser Arbeit sollten daher-BdFamilienmitglieder des
Huhns identifiziert und deren Regulation durch BAFF auf der Ebene dersKription
untersucht werden.

Mit Hilfe der RT-PCR wurde die Expression der nachfolgend genai@gee in Bursa, Milz
und Herz untersucht. Sowohl die anti-apoptotischen Mitglieder der bah#llie wie bcl-2,
bcl-x. und Nrl3, als auch die pro-apoptotischen wie bak, bid, bim und bok lieRen sich zu
allen untersuchten Zeitpunkten in den genannten Organen nachweisen.

Fur die weiterfihrenden Arbeiten wurden daher quantitative RT-P§ay& zum Nachweis
unterschiedlicher Transkriptabundanzen sowohl fiir die anti-apoptotischegieiigr der bcl-
2 Familie wie bcl-2, bcl-x und Nrl13, und die pro-apoptotischen wie bak, bid, bim und bok,
als auch fir den B-Zellmarker chB6 und chBAFF etabliert. WahdamdEntwicklung der
Bursa fabricii kommt es zu einem deutlichen Anstieg in der Krgpton des pro-
apoptotischen bok, einem leichten Anstieg in der Menge an Trandksminti-apoptotischen
bcl-x. und einem Abfall an bcl-2 mRNA. Da es im Verlauf der Buegang zu einer starken
Vermehrung der B-Zellen kommt, wurde eine Methode etabliert, sliermdglicht, die
beobachteten Expressionsunterschiede auf die B-Zellzahl zu bezieteenu Kdiente als
Parameter das Expressionsniveau des B-zellspezifischen Gefisiiei zeigte sich, dass
sowohl pro-apoptotische Proteine wie bak und bim, als auch anti-apoptatigcbel-2 und
Nrl3 eine deutliche Reduktion ihrer mRNA Abundanz im Bezug auf dieelBahl
aufweisen. Die Konzentration an bok mRNA scheint hingegen in den BaZkdinstant zu
bleiben.

Erste Analysen der BAFF-Wirkung wurdem vitro an isolierten Milzlymphoyzten
durchgefuhrt. Der anti-apoptotische Effekt einer BAFF-Stimoatkonnte auch in diesen
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Versuchen bestatigt werden. Auf Transkriptomebene korrelierteerdmait einer Reduktion
in der Transkription des pro-apoptotisch wirkenden Gens bim.

Vergleichend wurde in diesen Untersuchungen auch die Wirkung dé8-OBanden, eines
weiteren B-zellspezifischen Zytokins, verwand. Eine StimulationM#zzellen fuhrte zu
einer bereits beschriebenen Proliferation der B-Zellen. Besoadéidlig war hierbei ein
Unterschied im Verhalten der B-Lmphozyten adulter und juvenileneTi®o reagierten die
Zellen letzterer mit einer hoheren Steigerung der Transbnipltes anti-apoptotischen Gens
bcl-x_ als die adulter Tiere.

Abschlief3end sollte die Wirkung des Zytokins BAFF in der Bursaentuwigkluch in einem
in vivo Versuch analysiert werden. Mithilfe eines retroviralen Vekstems, des RCAS-
Vektors, wurde sowohl eine BAFF-Uberexpression als auch eine daeké Inhibition
durch Uberexpression eines spezifischen l6slichen Rezeptors (BCéfwicht. Die
Uberexpression von BAFF filhrte nur zu geringen Anderungen in den B{dlelizan den
Bursen. Wahrscheinlich fiihren die schon unter physiologischen Bedimgbogen BAFF-
Spiegel zu einer maximalen Wirkung, die durch die Uberexpressidm signifikant
gesteigert werden kann. Dagegen bewirkte die Neutralisatiofytigens eine Reduktion der
B-Zellzahlen, die sich auch in deutlichen Veranderungen der Trptehuindanzen der bcl-2
Familienmitglieder widerspiegelte. Auch in diesen Versuchenesngich ein Bezug der
Messergebnisse auf die B-Zellzahlen als notwendig. Somit svardglich, Kandidatengene
fur ein BAFF-unabhangiges Uberleben von B-Lymphozyten zu chara&terisEs konnte in
den unter BCMA-Einwirkung stehenden B-Zellen eine im Vergleich Kontrollzellen
signifikant erhohte Menge an Transkript der anti-apoptotischen Probeir2 und Nrl3
gezeigt werden. Fur Nrl3 wurde somit zum ersten Mal einekingbhangige Regulation
aufgezeigt.
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8 Summary

Effect of B-cell activating factor of the tumor necrosis faair family (BAFF) on the

expression of pro- and anti-apoptotic bcl-2 family members in chickeB cells

The recently discovered chicken cytokine BAFF (B-cell actidptfactor of the tumor
necrosis factor family) was characterised as an importagulatr of chicken B-cell
homeostasis. Besides regulating B-cells in secondary lympirgans BAFF seems to have a
significant impact on chicken B-cell development in the Bursa ofi¢tab, too. Past studies
already showed that chicken BAFF plays a vital role in the wiraf B-cells bothin vitro
andin vivo. Yet molecular correlation for this effect has still to belelsshed in the chicken.
In mouse and man, the antiapoptotic effect of BAFF was linked tgudateon of certain bcl-
2 family members. Thus this study focused on the identificatidstle?2 family members in
the chicken and their regulation by BAFF at transcriptional level.

By means of RT-PCR the expression of both anti-apoptotic (e.@, ldl-x and Nrl3) as
well as pro-apoptotic (e.g. bak, bid, bim and bok) transcripts was simolaursa, spleen and
heart muscle at various developmental stages.

To enable further studies quantitative RT-PCR assays wetdisked for both anti-apoptotic
(e.g. bcl-2, bcl-x and Nrl3) and pro-apoptotic (e.g. bak, bid, bim and bok) bcl-2 family
members as well as for the B-cell specific marker chBd ahBAFF. During bursal
development, transcripts for pro-apoptotic bok and anti-apoptotic, betexincreased while
the level of bcl-2 mMRNA is decreased. Considering the vastimBecell number within the
developing bursa, a means of correlating this with characterisagges in transcription
levels had to be established. This was done based on expressioroidhelB-cell marker
chB6. Thus it could be shown that transcription of both anti-apoptoticsdieebcl-2 and
Nr1l3 and pro-apoptotic genes such as bak and bim were decreased bagseanoouint of B-
cell. In contrast, levels of bok transcript remained unchanged inI8-daling bursal
development.

Isolated lymphocytes taken from the spleen were used for ititdies on the impact of
BAFF in vitro. In agreement with published data, the anti-apoptotic effect of Bkl be
demonstrated in this study, too. At transcriptional level, this imited to a decrease in the
transcription of pro-apoptotic bim. In contrast, incubation of spleenwéhschicken CD40-

ligand resulted in the vast proliferation of B-cells from both jueemhd mature birds.
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However, age-related differences in the survival of lymphoayte observed in this study,
which correlated with a lower increase of anti-apoptotic beémature cells than in juvenile
in response to CD40-ligand stimulation.

To further analyse the effect of BAFF on bursal B-cell developrrerivo a previously
published retroviral vector system (RCAS) was utilized. Botheffext of overexpression of
BAFF as well as its neutralization using a soluble decoytecéBCMA) were characterised
at transcriptional level. Overexpressing BAFF led to insigaificchanges during the
development of the bursa. Since BAFF is expressed at high levelg dilrstages of bursal
development, gene overexpression may not exert additional effectsalivation of BAFF
on the other hand caused distinct changes among bcl-2 family meatleestranscriptional
level. It again proofed necessary to correlate these chantie8well numbers represented
by the level of chB6 transcription. By this method genes highly egpde within the
remaining B-cell population were characterised. Anti-apoptotibaleng with Nrl3 was

shown to be significantly increased in comparison to control cells.
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Anhang

A) Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Die Bezugsquellen wurden als Hochzahlen entsprechend nachfolgender TeKalpée! 4,

Material und Methoden integriert.

1 AppliChem, Darmstadt

2 Amersham Pharmacia, Freiburg

3 Ratiopharm, Ulm

4 Biochrom, Berlin

5 Sigma, Deisenhofen

6 Fluka, Buchs, Schweiz

7 Invitrogen, Karlsruhe

8 Merck, Darmstadt

9 Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

10 Roche Diagnostics, Mannheim

11 Solis BioDyne, Tartur, Estland

12 Cambrex, Nottingham, Grol3britannien

13 Qiagen, Hilden

14 Jackson, Newmarket-Suffolk, Grol3britannien
15 SBA, Birmingham, Alabama, USA

16 NUNC, Roskilde, Danemark

17 Fluka, Buchs, Schweiz

18 Caltag Laboratories, Inc., Burlingame, Kalifornien, USA
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B) Geréate in alphabetischer Reihenfolge

Gerat Bezeichnung Herstellerfirma
Agilent 2100 Bioanalyzer  Agilent Technologies Sales
Bioanalyzer Software: Bioanalyzer 2100 & Services GmbH & Co.
Expert KG, Waldbronn
H I
Brutschrank C@Auto-Zero eraeus Instruments,

Minchen

Durchflusszytometer

FACScan
Software: CellQuest,
FlowJo 7.8

Becton Dickinson,
Heidelberg

ELISA-Washer

Tecan M8/4R Columbus plus

SLT Labinstruments,
Crailsheim

Gel Dokumentation

Gel Doc 2000

Software: Quantity One 4.1.1

BioRad, Miinchen

Hybridisierungsschrank

BFD

WTB Binder, Tuttlingen

Mikroskop

Leica DMR

Leica, Bensheim

Mikrozentrifuge

Centrifuge 5415R

Eppendorf, KdIn

Photometer

Biophotometer

Eppendorf, KoéIn

Photometer Kivette

Spectrophotometer Quartz-

Klvette

Sigma, Deisenhofen

Platten-Photometer

Sunrise-Remote

Tecan, Crailsheim

gPCR Cycler

gPCR 7300 RealTime PCR Applied Biosystems, Foster

System City, Kalifornien, USA

. . Dremel Deutschland,
Schleifwerkzeug Dremel MultiPro Leinfelden-Echterdingen

Schuttler Kombischiittler KL-2 Johanna-Gtto GmbH,

Hechingen
: OlvmpusSZ61 Olympus Deutschland
Stereomikroskop ymp GmbH, Hamburg
Sterile Werkbank Microflow Nunc, Wiesbaden

Thermocycler

Biometra, TRIO Heated Lid

Biotron, Gottingen

Zahlkammer

Modifizierte Zahlkammer
nach Neubauer

Brand, Wertheim

Zentrifuge

Sigma 4K15C

Sigma, Deisenhofen
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