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1. Einleitung

1.1. Ein kurzer Einstieg in die Immunologie

Das Immunsystem wird funktionell in zwei Teile geteilt. Auf
der einen Seite das angeborene Immunsystem, welches eine
sofortige Immunreaktion auf eine Vielzahl pathogentypischer
Merkmale vermittelt. Auf der anderen Seite das adaptive Im-
munsystem, welches zeitverzogert reagiert, dafiir aber eine sehr
spezifische Immunantwort auslost und iiber die Bildung von
Gedachtniszellen einen immunologischen Lernprozess ermog-
licht.

Beide Teilsysteme kann man zusatzlich in eine humorale
und eine zelluldre Abwehr einteilen. Beispiele fiir humorale
Abwehr - also eine Abwehr durch l6sliche Stoffe - sind das
Komplementsystem (als Teil des angeborenen Immunsystems)
und Antikorper (als Teil des adaptiven Immunsystems). Eine
zelluldre Abwehr wird z.B. durch Makrophagen (angeborenes
Immunsystem) oder durch CD8% zytotoxische T-Zellen (ad-
aptives Immunsystem) vermittelt. Dabei richtet sich die hu-
morale Abwehr vor allem gegen extrazellulidre Pathogene und
Toxine, wihrend die zellulire Abwehr gegen intrazellular resi-
dierende Pathogene gerichtet ist [64].

Zum angeborenen Immunsystem gehoren demnach unter an-
derem Makrophagen, dendritische Zellen und das Komplement-
system. Zum adaptiven Immunsystem gehoren beispielsweise
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T-Zellen, B-Zellen und Antikorper.

Diese Einteilung ist aber kiinstlicher Natur und so gibt es
viele Schnittstellen zwischen angeborenem und adaptiven Im-
munsystem. Das Immunsystem in seiner ganzen Komplexitat
muss somit als Einheit verstanden werden.

1.1.1. Kommunikation im Immunsystem - Die
Zytokine

Im Immunsystem sind es bestimmte Botenstoffe, die Zytoki-
ne, die eine Kommunikation von Zellen untereinander ermog-
lichen.

Zytokine sind kleine Proteine mit einem Molekulargewicht
von ca. 25 Kilo Dalton (kD). So kénnen Zytokine, u.a. von
Zellen des Immunsystems, als Antwort auf einen Stimulus wie
Pathogene oder zellschadigende Substanzen sezerniert werden.
Sie bewirken eine unmittelbare Zellantwort tiber spezifische
Rezeptoren. Uber die dadurch induzierte Signalkaskade und
die damit verbundene Anderung in der Genexpression beein-
flussen sie so das Zellverhalten und fiihren beispielsweise zu
Wachstum, funktioneller Differenzierung und der Aktivierung
von Lymphozyten. Zytokine konnen auf die sezernierende Zel-
le selbst (autokrin), benachbarte Zellen (parakrin) oder iiber
Ausschiittung in die Blutbahn auch auf entfernte Zellen (endo-
krin) wirken. Dabei sind die Wirkungen pleiotrop, d.h. ein Zy-
tokin kann diverse biologische Effekte haben oder auch redun-
dant, unterschiedliche Zytokine konnen also in ahnlicher Wei-
se wirken (z.B. Interleukin-1 (IL-1) und Tumornekrosefaktor-
a (TNFa)).

Zu den Zytokinen gehoren u.a. die Interleukine. Dieser Name
wurde gepragt, da viele Zytokine auf Leukozyten wirken und
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von ihnen sezerniert werden. Sie sind eine heterogene Klasse
mit unterschiedlichen Strukturen und Wirkungen. Ein Beispiel
fiir ein bedeutsames Interleukin ist Interleukin-6 (IL-6).

Auch die Klasse der Interferone gehort zu den Zytokinen.
Stoffe dieser Klasse zeichnen sich durch eine antivirale, anti-
proliferative und immunmodulatorische Funktion aus. Interfe-
rone gliedern sich in Interferone vom Typ I und Typ II. Ein
Beispiel fiir Interferone ist Interferon-v (IFN~), das Typ II
Interferon. [64, 1, 76]

Interleukin-6

Interleukin-6 ist ein vielseitiges Zytokin, dass im Korper unter-
schiedliche biologische Funktionen hat. Zu diesen gehort unter
anderem die Forderung der Immunantwort. So bewirkt 1L-6
beispielsweise, zusammen mit anderen Faktoren (Interleukin-
15 (IL-158), TNF«), die Produktion akuter Phase Proteine
in der Leber, fordert die Ausschiittung von Neutrophilen aus
dem Knochenmark, wirkt als endogenes Pyrogen zur Erho-
hung der Korpertemperatur und fithrt zur Ausschiittung pro-
inflammatorischer Zytokine. In der adaptiven Immunantwort
fordert IL-6 das Wachstum antigenproduzierender B-Zellen
und hemmt die Generierung und Aktivitat regulatorischer T-
Zellen. Produziert wird IL-6 vor allem durch mononukleare
Phagozyten (z.B. Makrophagen), Endothelzellen, Fibroblas-
ten und T-Zellen. Jedoch sind auch andere Zellen in der Lage

IL-6, wenn auch in geringeren Mengen, auszuschiitten (z.B.
B-Zellen). [64, 1, 84, 45]
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Interferon-v

Interferon-+ wird von Natiirlichen Killerzellen, CD4 Ty 1-Zel-
len und CD8"T-Zellen gebildet und fordert die Ausbildung
einer makrophagenreichen entziindlichen Reaktion, die beson-
ders gegen intrazellulare Mikroben wirksam ist. Diese Reakti-
on wird durch gehemmte Differenzierung von Ty2-Zellen, ei-
ner verbesserten Expression von MHCI und II auf Zielzellen
und die Forderung in der Produktion von bestimmten Anti-
korperunterklassen (z.B. Immunglobulin (Ig)G2a in Méausen)
unterstiitzt [1]. IFN~ spielt auch eine Rolle im sog. ,,Priming“
des Toll-Like Rezeptor (TLR) Signalweges. Durch unterschied-
liche Mechanismen ist es so in der Lage, die TLR-~vermittelte
Immunantwort zu verstirken [35].

1.1.2. Antigen prasentierende Zellen

Zu den Antigen présentierenden Zellen (APCs) gehéren die
Zellarten Makrophagen, dendritische Zellen, B-Zellen und En-
dothelzellen. Alle diese Zellen sind befdhigt, Antigene in Form
von Mikroorganismen (wie zum Beispiel (z.B.) Bakterien) oder
andere Stoffe aus der Umgebung aufzunehmen und zu verstoft-
wechseln. Dies geschieht iiber die Bindung an Phagozytosere-
zeptoren wie Dectinl, Mannoserezeptor (MR), Komplementre-
zeptoren, Scavenger Rezeptoren und Lipidrezeptor, gefolgt von
Aufnahme in Phagosomen und gezieltem Abbau in so genann-
ten (sog.) Phagolysosmen [63, S.78]. Bruchstiicke dieser Anti-
gene werden dann auf dem Major Histocompatibility Complex
IT (MHCII) Molekiil priasentiert. Zusammen mit kostimulato-
rischen Signalen dient die Antigenprisentation so der eigenen
Aktivierung (s. Abschnitt ,Makrophagen*) oder der anderer
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Zellen (s. Abschnitt ,Dendritische Zellen*).

Makrophagen, dendritsche Zellen und B-Zellen unterschei-
den sich in ihren Aufgabenfeldern: Wie im Folgenden einge-
hender dargestellt, bilden Makrophagen durch Phagozytose
von Pathogenen die erste Linie der Verteidigung und schaffen
so ein inflammatorisches Umfeld. Dendritsche Zellen stellen
das Bindeglied zum angeborenen Immunsystem dar und sind
entscheidend bei der Aktivierung naiver T-Lymphozyten. B-
Zellen konnen, unter Beihilfe von T-Helferzellen einen Ig-Klas-
senwechsel vornehmen und zu Plasmazellen differenzieren [64].

Makrophagen

Den ersten Kontakt zu Pathogenen haben zumeist gewebs-
standige Makrophagen. Makrophagen finden sich in beson-
ders grofler Zahl an Stellen mit haufigem Kontakt zu Patho-
genen: Im Bindegewebe, in der Submukosa des Gastrointes-
tinaltraktes, in Alveolen und Interstitium der Lunge, in Leber
und Milz. Hier besteht ihre Aufgabe darin, Pathogene und
apoptotische Zellen aufzunehmen und zu zerlegen, durch die
Ausschiittung von Zytokinen und anderen aktiven Substanzen
(z.B. NO oder H203) ein inflammatorisches Milieu zu schaffen
und weitere Immunzellen anzulocken (z.B. Neutrophile Gra-
nulozyten). Tyl Zellen unterstiitzen die Aktivierung ruhender
Makrophagen tiiber IFN+v in Kombination mit weiteren Signa-
len (z.B. CD40-Ligand). Auch durch andere Stoffe, z.B. LPS
oder membranassoziiertes TNFa kann dieses zweite notwen-
dige Signal geliefert werden. Aktivierte Makrophagen expri-
mieren vermehrt CD40, TNF-Rezeptoren, B7 und Haupthisto-
kompatibilitdtskomplex (MHC)II und férdern dadurch wieder-
um ihre eigene Aktivierung. Sie sind damit besser in der Lage,
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aufgenommene Mikroorganismen abzutoten, z.B. durch eine
vermehrte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies. [64, S.48-
48,339-340,368-372].

Dendritische Zellen

Dendritische Zellen sind das entscheidende Bindeglied zwi-
schen angeborenem und adaptivem Immunsystem. Im peri-
pheren Blut kommen myeloid dendritische Zellen (mDCs) und
plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs) vor!. Sie exprimie-
ren unterschiedliche Chemokinrezeptoren und TLRs und un-
terscheiden sich damit auch in ihrer Funktion.

pDCs beteiligen sich weniger an der Antigenprasentation,
als dass sie die Immunantwort gegen Viren tiber die Ausschiit-
tung grofler Mengen an Typ I Interferonen anfithren und diri-
gieren. Daneben konnen sie mDCs in der Antigenpréisentation
unterstutzen.

Myeloide dendritische Zellen sind ,,professionelle“ Antigen
priasentierende Zellen (APCs). Ihre Aufgabe besteht in der
Antigenaufnahme, -prozessierung und -prasentation. Als un-
reife Zellen in peripheren Geweben nehmen sie Antigene von
Pilzen, Bakterien, Viren und Parasiten ebenso wie Umweltan-
tigene und Alloantigene (nach Transplantationen) auf. Sie bin-
den diese auf MHC-Molekiilen, um sie in Lymphknoten oder
anderen lymphatischen Organen naiven T-Zellen zu prasentie-
ren und diese zu aktivieren. Auf dem Weg aus dem Gewebe zu
den Lymphknoten reifen mDCs und exprimieren groflere Level

!Neben pDCs und mDCs werden weitere Arten von dendritischen Zel-
len unterschieden. Dazu gehort beispielsweise die Einteilung myeloider
dendritischer Zellen in Zellen vom Langerhanstyp und und unreife in-
terstitielle bzw. reife interdigitierende dendritische Zellen.
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MHCIT und II sowie kostimulatorische Molekiile (CD80, CD86,
DC-SIGN, usw.) [2, S.115].

Einzelne Zellpopulationen dendritischer Zellen werden iiber
unterschiedliche Oberflachenstrukturen definiert.
Eine klare Einteilung ist jedoch schwierig, da je nach Differen-
zierungsgrad unterschiedliche Rezeptoren exprimiert werden
[1, 39]. Tabelle 1.1 zeigt einen Uberblick iiber Oberflichen-
marker und Toll-like Rezeptoren von myeloiden und plasma-
zytoiden dendritischen Zellen.

Da dendritische Zellen eine Vielzahl unterschiedlicher Anti-
gene prasentieren konnen, darunter auch Selbstantigene und
harmlose Umweltantigene, gibt es Kontrollmechanismen, die
eine Immunreaktion auf solche Antigene verhindern sollen:
Autoreaktive T-Zellen werden in der Regel bereits im Thy-
mus deplettiert, womit nur eine geringe Gefahr besteht, dass
Prasentation von Selbstantigen zur Entstehung autoreaktiver
T-Effektorzellen fiihrt. Ein anderer Schutz besteht im Fehlen
kostimulatorischer Signale, wie sie z.B. durch pathogen spezi-
fische Muster (z.B.: Lipopolysaccarid (LPS), CpG-DNA) iiber
TLRs ausgelost werden. Beim Fehlen solcher Signale werden
dendritische Zellen nicht aktiv, sondern verbleiben in einem
anergen Zustand, die T-Zellantwort wird unterdriickt.

Um tberschieflende Reaktionen, bzw. Reaktion auf harm-
lose Umweltantigene einzuschrianken, ist auch eine Kontrol-
le kostimulatorischer Signale essentiell, also beispielsweise die
Kontrolle der iiber Toll-like Rezeptor 9 vermittelten Signalkas-
kade [64, 41]. Diese Kontrollmechanismen sind im Abschnitt
,Regulation der Toll-like Rezeptoren“ (unter 1.1.3) erlautert.



) 1. Einleitung
CDS8~ pDCs CDS8™
mDCs mDCs

Ober- CD11cM9"  CDI1lcl*w  CD8a™
flachen-
marker
CD11bM9"  CD11b~ CD11clow/high
B220hgh CD11b~
Wachs- GM- Flt3-Ligand Flt3-
tums- CSF,F1t3- Ligand?
faktor Ligand
Toll-like TLR- TLR-7,9 TLR-3
Rezepto- 1,2,4,5,6,8,(9%)
ren
Zytokin- TNF, IL-6 Typ 1 IL-12
produkte Interferone
Haupt- Induktion angeborene  Aktivierung
funktion der Immunitit, von CD8T
T-Zellantwort antivirale T-Zellen

T-Zellantwort (,,cross-

priming*)

Tab. 1.1.: Dendritische Zellen im Vergleich. *=murine mDCs auch
TLR-9 [97]. Tabelle modifiziert nach Abbas Cellular and Mole-
kular Immunity 2007 [1, S. 119].
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B-Lymphozyten

B-Lymphozyten, im Folgenden auch als B-Zellen bezeichnet,
werden dem adaptiven Immunsystem zugerechnet.

Dabei unterscheidet man unterschiedliche Arten von B-Zel-
len: B1-Zellen entstehen frith aus Stammezellen der fetalen Le-
ber. B2-Zellen entstehen aus Stammzellen des Knochenmarks.
Sie gliedern sich in follikuldre und Marginalzonen B-Zellen.

Follikuldre B2-Zellen sind B-Zellen im ,klassischen“ Sin-
ne. Sie sind IgD, IgM und CD23 positiv und rezirkulieren
zwischen Blut und B-Zellregionen der Lymphknoten. In ih-
rer Funktion als Antigen présentierende Zellen (APCs) kon-
nen B-Zellen l6sliche Antigene aufnehmen, prozessieren und
fiir CD4™ T-Helferzellen (Ty) auf MHCII présentieren. Dabei
wird jenes Antigen aufgenommen und présentiert fiir welches
der B-Zellrezeptor spezifisch ist, d.h. fiir welches diese Zelle
spezifische Antikorper produzieren kann. Eine Bindung eines
Proteinantigens an den B-Zell Rezeptor (BCR) allein ist im
Allgemeinen nicht ausreichend, um einen Ig-Switch zur Plas-
mazelle zu verursachen. Erst das Erkennen von Antigen auf
MHCII durch CD4% T-Helferzellen (Ty) in Zusammenhang
mit kostimulatorischen Signalen (z.B. durch Assoziation von
CD40 mit CD40Ligand, durch Aktivierung von Toll-like Re-
zeptoren (TLR-4,-5,-9), bzw. CD86, CD80) liefert die notwen-
digen Signale, um eine klonale Expansion und Reifung zur
Plasmazelle zu bewirken. Priméar werden dabei vor allem we-
niger spezifische IgM Antikorper produziert, aber durch ei-
ne Vielzahl von Reifungsprozessen und Klassenwechsel entste-
hen hochspezifische Antikorper fiir (theoretisch) jedes denkba-
re Antigen (s.a. Abschnitt ,Antikérper*).
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humane naive humane B-Ge- murine
B-Zelle dachtniszelle B-Zellen
keine signifikante TLR-2, 6, 7,9, 10 TLR-2, 3,4,
TLR-Expression 7,9
(konstitutiv)

Tab. 1.2.: Toll-like Rezeptoren in B-Zellen. TLR Expression huma-
ner und muriner B-Zellarten im Vergleich. Humane B-Zellen
exprimieren TLRs nach Aktivierung des B-Zellrezeptors. Mu-
rine B-Zellen exprimieren prinzipiell TLRs auch ohne vor-
herige Stimulation (konstitutiv), selbiges gilt fiir humane B-

Gedachtniszellen. [60]

Antikorper

Antikérper (AK) sind Produkte von Plasmazellen (verglei-
che (vgl.) Abschnitt ,,B-Lymphozyten“). Antikérper haben in
der Immunreaktion an vielen Stelle eine grole Bedeutung. Sie
konnen durch Bindung an Gefahrenstoffe, wie Toxinen, deren
Wirkung neutralisieren (= Neutralisation). Sie markieren Pa-
thogene und ermoglichen oder verstarken so die Phagozytose-
rate (= Opsonierung) und kénnen eine Aktivierung des Kom-
plementsystems einleiten (= Komplementaktivierung) [64].

Jeder Antikorper besteht aus vier Ketten, zwei jeweils iden-
tischen schweren (H) und leichten Ketten (L), die tiber Disul-
fidbriicken miteinander verbunden sind. Jede Kette wiederum
besteht aus einem variablen (V) und einem konstanten Teil
(C) (vgl. Abbildung (Abb.) 1.1)

Der konstante Teil (der schweren Ketten) determiniert die
Klasse des Antikorpers. Die Antikorperklassen sind IgM, IgD,
IgG, IgA und IgE, die in weitere Subklassen unterteilt wer-
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Antilkdrper-
Bindungsstelle

Leichte Ketten

7\

Gelenk-
region

Fc

Schwere Ketten

Abb. 1.1.: Struktur eines IgG-Antikorpers. CH;_3= Konstante Re-
gionen der schweren Ketten; C;,= Konstante Region der leich-
ten Ketten; V= Variable Region der schweren Ketten; V=
Variable Region der leichten Ketten. Abbildung adaptiert von
ThermoScientific: Protein Methods Library-,,Antibody Frag-
mentation* [33].
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den konnen. Die variablen Teile je einer leichten und einer
schweren Kette bilden miteinander die Antigenbindungsstel-
le, sodass jeder Antikorper zwei Antigenbindungsstellen mit
identischer Konfiguration besitzt.

Die Antikorpervielfalt griindet sich auf Mechanismen der ge-
netischen Rekombination wahrend der Entwicklung zu naiven
B-Zellen im Knochenmark: Die variable Region der leichten
Kette wird aus der Kombination von 2 Gensegmenten (V, J),
die der schweren Kette aus 3 Gensegmenten (V, D, J) kodiert.
Jedes dieser Gensegment liegt dabei in multiplen Kopien im
Genom vor. Der Zufall entscheidet, welche der multiplen (und
leicht unterschiedlichen) Kopien miteinander in der Keimbahn
rearrangiert werden (= Somatische Rekombination). Dieser
Prozess ist nicht absolut punktgenau und angrenzende DNA-
Sequenzen konnen mit in den Prozess eingebunden werden (=
Junktionale Diversitét).

Desweiteren liegen unterschiedliche Sequenzen fiir leichte (k,
A) und schwere Ketten (i, 9,7, a, €) im Genom vor. Wahrend
unterschiedliche schwere Ketten die Antikorperklasse determi-
nieren (s.0.), tragt die Verwendung unterschiedlicher leichter
Ketten zur Antikorpervielfalt bei.

Aus den genannten Moglichkeiten ergibt sich ein geschéatztes
(BCR- bzw. Antikorper-) Repertoire fiir naive B-Zellen von ca.
101

B-Zellen, welche sich in dieser Entwicklung als nicht funk-
tionell herausstellen, oder aber im Gegenteil Eigenantigene er-
kennen, werden eliminiert. Andere verlassen als naive B-Zellen
das Knochenmark, besiedeln die B-Zellregionen der Lymph-
knoten und lymphoider Organe und rezirkulieren im Blut, um
schlieflich aktiviert zu werden. Aktivierte B-Zellen (in ihrer
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Differenzierung zu Plasmazellen) kénnen in der Affinitatsrei-
fung eine weitere Diversifikation ihrer Antikorper erreichen.
Dies geschieht durch Somatische Hypermutation (Induktion
von Mutation in den variablen Regionen) Genkonversion und
Klassenwechsel (zu IgG, IgE, etc.).

In der klonalen Expansion und Differenzierung entstehen
neben Plasmazellen auch Gedéchtniszellen. Gedachtniszellen
konnen schneller aktiviert werden und sind der Grund, weshalb
eine zweite Immunreaktion auf ein Antigen schneller und hef-
tiger verliuft (Boosterung) 2. Kostimulatorische Signale sind
ein wichtiger Mechanismus, um eine unkontrollierte Immunre-
aktion zu vermeiden (,,fremd aber nicht gefihrlich® vs. ,fremd
und gefdahrlich“). In einer Impfung (bzw. Immunisierung, vgl.
auch 2.3.5) kann diese Kostimulation durch die Zugabe von
Adjuvanzien (als ,,Gefahrenzeichen“ fiir das Immunsystem),
oft handelt es sich hierbei um TLR-Liganden, angestoflen wer-
den.

1.1.3. Mustererkennung: Toll-like Rezeptoren (TLRs)

Mustererkennung ist eine wichtige Fahigkeit des angeborenen
Immunsystems: Bestimmte Rezeptoren, sogenannte pathogen
recognition receptors (PRRs) erméglichen es dem Organis-
mus gezielt und differenziert auf diese zu reagieren, indem
bestimmte Muster, sog. pathogen associated molecular pat-
terns (PAMPs), erkannt werden.

Dies leitet Signalkaskaden ein, die zu einer Antwort des

Organismus fithren. PRRs kommen membrangebunden (z.B.
TLRs, C-Typ Lektine), intrazellulér (z.B. NLR-Familie, CARD-

?Diesen Vorgang macht man sich auch bei der Immunisierung zunutze.
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KK+
Ub({K63 type)  TBKI

144
komplex

AR / \NFwB
S
WZANVZA\ZA\ A\V/ANV/AN

Proinflammatorische IFNE und IFN-

Zytokine induzierbare Gene

Abb. 1.2.: Gemeinsamkeiten zwischen TLR4 und IL1R Signal-
weg. Abbildung adaptiert von Akira et al. 2006 [3].
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Familie) und auch in 16slicher Form (z.B. Pentraxine) vor. Die
Konformation dieser Rezeptoren ist in der Keimbahn festge-
legt. Sie wird nicht, wie im adaptiven Immunsystem (vgl. 1.1.2
»~Antikorper®), verdndert und fiihrt auch nicht zur Ausbildung
eines immunologischen Gedachtnisses.

Wichtige PRRs sind die Toll-Like Rezeptoren (TLRs). TLRs
sind Typ I Membranglykoproteine und bestehen aus einer ex-
trazelluldren Leuzin-reichen (Leucin-Rich Repeat (LRR)) Do-
mane, einer Transmembrandoméne und einer zytoplasmati-
schen Toll/IL-1R (TIR) Doméne [48]. Besonders werden sie
von APCs exprimiert. TLRs sind in Wirbeltieren hoch kon-
serviert und erkennen ein breites Spektrum mikrobieller Li-
ganden. Die Assoziation von TLR mit Liganden 16st, oft {iber
Bildung von TLR Hetero-oder Homodimeren (vgl. Tab. 1.3
und Abb. 1.2) und die Bindung von Adapterproteinen (wie
z.B. MyDS88 3) eine Signalkaskade aus, die unter anderem iiber
NFxB zur Expression proinflammatorischer Zytokine fiihrt [5].
Im adaptiven Immunsystem spielen TLRs eine Rolle in der
Kostimulation und férdern im Allgemeinen eine Ty1 gerichte-
te Immunantwort [87]. Zehn Mitglieder der TLR Familie sind
im Menschen, elf in der Maus beschrieben [59]. Sie werden
dementsprechend als TLR-1 bis -13 bezeichnet. Menschen ex-
primieren TLR-1 bis -10, Mause exprimieren nicht TLR-10
und TLR-8, dafiir aber TLR-11, -12 und -13 [17]. TLR-1, -2,
-4, -5, -6 werden an der Zelloberfliche exprimiert, TLR-3, -7,
-8, -9 finden sich in intrazelluliren Kompartimenten wie En-
dosomen, bzw. Lysosomen. Abbildung 1.2 zeigt exemplarisch

3 Alle TLRs rekrutieren MyDS88 als Adapterprotein, ausgenommen TLR-
3 welcher TRIF als Adapterprotein nutzt. TLR-4 kann sowohl MyD88
als auch TRIF rekrutieren.
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Toll-like Rezeptor Ligand

TLR-1:TLR-2 Heterodimer Peptidoglykan,

TLR-1:TLR-6 Heterodimer Lipoproteine,
Lipoarabinomannan

TLR-3 dsRNA

TLR~4 Dimer (mit LPS, Lipoteichonsduren

MD-2, CD14)

TLR-5 Flagellin

TLR-7 ssRNA

TLR-8 G-reiche Oligonukleotide

TLR-9 Unmethylierte CpG DNA

TLR-10 ?

TLR-11 Profilin

TLR-12 ?

TLR-13 Bakterielle 23S rRNA [71]

Tab. 1.3.: Toll-like Rezeptoren und Liganden. Abbildung modifiziert
nach Janeway‘s immunobiology 2008 [64] und Immunology- Un-
derstanding the Immune System 2009 [17]. dsDNA= doppel-
strangige DNA, ssRNA= einstriangige RNA, rRNA= riboso-

male RNA ¢= unbekannt.
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die Signalkaskade fiir TLR-4 und Gemeinsamkeiten mit dem
Interleukin-1-Rezeptor (IL-1R) Signalweg.

Regulation der Toll-like Rezeptoren

Toll-Like Rezeptoren (TLRs) spielen eine entscheidende Rolle
in der Induktion einer Immunantwort im angeborenen wie im
adaptiven Immunsystem. Eine Regulation der TLR-vermittel-
ten Signalkaskade ist daher entscheidend, um eine unkontrol-
lierte Aktivierung dieses Systems zu verhindern. Regulation
findet dabei durch unterschiedlichste Mechanismen und auf
diversen Ebenen statt:

Durch den Aufbau der Zelle mit ihrer Unterteilung in ver-
schiedene Kompartimente kénnen die entsprechenden TLRs
nur an bestimmten Orten Kontakt mit ihrem Liganden her-
stellen (z.B. an der Zelloberfliche oder in Lysosomen) [5], un-
terschiedliche Zellarten exprimieren jeweils andere TLRs und
die Expression kann herabreguliert werden.

Auf molekularer Ebene findet eine intensive Kommunikation
zwischen pro- und antiinflammatorischen Signalwegen statt,
die gezielt zur Inaktivierung einzelner fiir die Signalkaskade
wichtiger Elemente fithren kann, beispielsweise durch Inhibi-
tion von Phosphorylierung oder Ubiquitinierung [73]. Auch
kénnen wichtige Adapterproteine durch andere Proteine oh-
ne Effektorfunktion blockiert werden. Ein Beispiel ist MyDS&8s,
ein verkiirztes MyD88 Molekiil, welches MyD88 blockiert (und
damit alle TLR vermittelten Signalwege mit Ausnahme von
TLR-3 und TLR~4) [40]. Ein &hnlicher Mechanismus wird auch
fir single-immunglobulin IL-1R related molecule (SIGIRR)
vermutet. Weitere endogene Inhibitoren sind unter anderem
(u.a.) IRAK-M [46], IRAK-2 [29], SOCS-1 [44] und SOCS-3
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72, 78].

SIGIRR (IL-1R8, TIRS)

Zum ersten Mal beschrieben wurde single-immunglobulin IL-
1R related molecule (SIGIRR) 1999 von Thomassen et al. [95].
Andere Namen fiir SIGIRR sind IL-1R8 oder TIR8 [69].

SIGIRR gehort zur TLR/IL-1R Su-
perfamilie. Es besteht aus einer
extrazellularen einfachen Ig &hnli-
chen Domane, einer Transmembran-
domane, sowie einer intrazellularen
TIR-Doméne an die sich ein spezi-
fischer, 95 Aminosduren langer Rest
anschlieft [77]. Unterschiede zu an-
deren Mitgliedern der IL-1R Familie
besteht v.a. in der einfachen (statt
dreifachen) Ig-Doméne und einem
Austausch von zwei Aminosduren
in der ansonsten hochkonservierten
TIR Doméne [81], wobei in huma-
nem SIGIRR Cystein (Cys)222 ein
Serin (Ser) und Leucin (Leu)305 ein
Tyrosin (Tyr) in der korrespondie-

lg-Doméane

cazeg-

L305-

Abb. 1.3.: SIGIRR. Abbil-
dung adaptiert
aus Garlanda et
al. 2009 [19].

renden Region des humanen IL-1R1 ersetzt (vgl. Abb. 1.3)
(95, 98], wobei dieses Serin und Tyrosin als entscheidend fiir
die Signalgebung iiber IL-1R1 beschrieben wurden [55].

Fiir humanes SIGIRR existieren vier mogliche N-Glykosy-
lierungsstellen, fiir murines SIGIRR sind es fiinf [95], wobei
auch O-Glykosylierungen moglich sind. Starke und Art der
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Glykosylierung sind vom Zelltyp abhéngig [49].

Im menschlichen Genom liegt SIGIRR auf Chromosom 11,
bei der Maus auf Chromosom 7 [19]. Weitere Details zu Aufbau
und Unterschieden zwischen humanem SIGIRR (hSIGIRR)
und murinem SIGIRR (mSIGIRR) sind Tabelle 1.4 zu ent-
nehmen.

Wiéhrend die meisten Rezeptoren der TLR/IL-1R Familie
proinflammatorisch wirken, wird fiir SIGIRR eine regulatori-
sche Funktion im Immunsystem postuliert: Einfliisse von SI-
GIRR sind auf die Signalwege iiber IL-1RI, IL18R, TLR1/2,
TLR3, TLR~4, TLR-7 und TLR-9 beschrieben [49, 21, 98, 78,
52, 15, 23, 50, 7]. Ein Eingreifen von SIGIRR in weitere Signal-
wege wird diskutiert. Keinen Einfluss besitzt SIGIRR auf die
TNFa vermittelte NFxkB Aktivierung [98]. Funktionell wird
dies u.a. iiber eine Bindung SIGIRRs an MyDS88, einem wich-
tigen Adaptorprotein in der IL1R/TLR-Signalkaskade, ver-
mittelt (verdnderte Konformation der MyD88-Bindungsstelle,
Verhinderung der MyD-88 Dimerisierung durch Bindung der
Monomere) [14, 23]. In Ty17-Zellen moduliert SIGIRR die IL-
1 induzierte Phosphorylierung von JNK und mTOR-Kinase
26, 82]. Weiter bindet SIGIRR vermutlich als membranstéin-
diger Rezeptor Molekiile wie IRAK-1 oder TRAF-6 und ver-
hindert damit deren Verwendung in Signalwegen, die zur Akti-
vierung des proinflammatorischen Transkriptionsfaktor NFxB
fithren [98].

Die diskutierte immunmodulatorische Funktion von SIGIRR
macht es zu einem interessanten Ansatzpunkt bei der Suche
nach Ursachen von Autoimmunerkrankungen, wie chronisch
entziindliche Darmerkrankungen (Morbus Crohn, Colitis ulce-
rosa), Rheuma und Lupus erythematodes [52], oder Uberemp-
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hSIGIRR mSIGIRR
Chromosom 11 (11.p15.5) Chromosom 7 (7.F4)
10 Exons 9 Exons

cDNA: 1695 bp cDNA: 1540 bp
Protein: 410 aa Protein: 409 aa

Tab. 1.4.: humanes SIGIRR versus murines SIGIRR. Tabelle mo-
difiziert nach Garlanda et al. 2009 [19].
Nach Riva et al. 2009: hSIGIRR 8 Exons, mSIGIRR auf Chro-
mosom 7.F5 [81].
aa= Aminosiduren, bp= Basenpaare, cDNA= komplementéare
DNS.

findlichkeitsreaktionen wie dem allergischen Asthma [65] (s.a.
21, 99, 11, 15, 50]). Die Assoziation von SIGIRR mit PRRs
deutet darauf hin, dass SIGIRR gerade bei der Toleranz ge-
geniiber Kommensalen, beispielsweise in der Darmflora, eine
besondere Bedeutung besitzt [99]. SIGIRR ist besonders hoch
in Geweben exprimiert, die haufig Kontakt zu korperfremden
Stoffen haben, wie beispielsweise in der Milz (,,Blutmonito-
ring“), Lunge und Darm. Neben Epithelzellen unterschiedli-
cher Gewebe exprimieren auch aus dem Knochenmark stam-
mende dendritische Zellen (DCs) [21] in groBerem Mafle SI-
GIRR. Im Vergleich exprimieren B-Zellen geringere Mengen
SIGIRR mRNA [77]. Sehr wenig SIGIRR exprimieren Gewebe
wie Muskel oder Gehirn und Zellarten wie Makrophagen und
Fibroblasten [98, 21].

SIGIRR Knockout-Mause zeigen gegeniiber Wildtypméausen
nur wenig Einschrankungen. Beschrieben werden jedoch ei-
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ne héhere Empfindlichkeit auf Endotoxine (Endotoxinschock)
und eine vermehrte Anfalligkeit gegeniiber chronisch entziind-
lichen Darmerkrankungen [98, 11].

SIGIRR gehorte lange zu den Rezeptoren, fiir die keine Li-
gand bekannt ist (Orphan-Rezeptor) [82]. In 2015 beschrieben
Nold-Petry et al. SIGIRR als Co-Rezeptor von IL-18Ra (Al-
pha Kette des IL18-Rezeptors): Zusammen binden sie I1.-37
und sind damit Teil der durch dieses Interleukin vermittel-
ten immunsuppressiven Signalkaskade [69]. Zu den intrazel-
luldren Signalwegen SIGIRRs ist zum jetzigen Zeitpunkt we-
nig bekannt, jedoch scheint SIGIRR als ,,Decoy“-Rezeptor zu
funktionieren, also kompetitiv Signale proinflammatorischer
Signalwege innerhalb der Zelle abzufangen [78]. Wenig Daten
existieren auch dazu, wie sich Glykosylierungen auf die Funk-
tion von SIGIRR auswirken (vgl. auch [95, 49]).

1.2. Hypothese und Zielsetzung

Fir SIGIRR wird ein inhibitorischen Effekt auf pro-inflam-
matorische TLR vermittelte Signale postuliert (vgl. Einlei-
tung 1.1.3). Als Surrogatparameter fiir die Funktion SIGIRRs
wurde in vielen Studien die Expression von SIGIRR RNA
oder nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells (NFxB) gemessen [98, 78, 14]. Weniger Daten existieren
hingegen zur Zytokinantwort einzelner Zellarten, wie beispiels-
weise bei Garlanda et al. 2004 [21] oder Lech et al. 2009 fiir
CD11b™ APCs [51]. Daten der Diplomarbeit von H. Schreiner
[88] von 2008 zeigen im Vergleich zum Wildtyp eine vermehr-
te 1L-6 Antwort SIGIRR defizienter B-Zellen auf Stimulati-
on nach Vorinkubation mit Bakterien. Ziel dieser Arbeit soll
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es daher sein, aufbauend auf den Ergebnissen von H. Schrei-
ner, diesen Sachverhalt genauer zu untersuchen. Dazu sollen
in der ex-vivo Stimulation Zellen SIGIRR defizienter Mau-
se (SIGIRR™/7) im Vergleich zu Zellen aus Wildtypméusen
(SIGIRR*/*) untersucht werden. Es ist zu erwarten, dass die
Ausschiittung des Zytokin Interleukin (IL)-6 in SIGIRR defi-
zienten Mé&usen, als Reaktion auf einen TLR-Liganden (z.B.
1668PTO), gegeniiber Wildtyp-Zellen erhoht ist, da die Ne-
gativregulation des TLR Signalweges durch SIGIRR ausfallt.
In den Stimulationsexperimenten sollen Milzzellen untersucht
werden. Da neben B-Zellen in der Milz auch T-Zellen, Makro-
phagen und dendritische Zellen vorkommen [17, S.53][1], ist
die Untersuchung gemischter Milzzellen naher am in-vivo Zu-
stand, die Aussagekraft zu einzelnen Populationen nimmt aber
ab. Daher sollen desweiteren murine B-Zellen und mDCs in
Stimulationsexperimenten untersucht werden, um mehr {iber
die Bedeutung von SIGIRR in diesen Zellartarten herausfin-
den. Zusammenfassend sollen die Stimulationsexperimente den
Einfluss SIGIRRs auf die inflammatorische Erregbarkeit der
verschiedenen Zellpopulationen klaren. Unterschiedliche Sti-
muli sollen im Vergleich zu Kontrollen zeigen, welche der Toll-
like-Rezeptoren durch SIGIRR inhibiert werden.

Zusétzlich sollen im zweiten Teil dieser Arbeit monoklonale
Antikoérper gegen humanes SIGIRR hergestellt und in Enzy-
me Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (s. 2.2.7), Western
Blot und fluorescence-activated cell sorting (FACS) (s. 2.2.8)
nach ihren Eigenschaften charakterisiert werden (a-h-SIGIRR
Antikorper).
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2.1. Material

Gerate Modell Firma, Fir-
mensitz

Agarosegelkammer OWL, Weilheim

Analysenwaage R160P-D1 Sartorius
GmbH, Got-
tingen

Blot Modul Xcell IT mini Novex, San Die-

Cell(EI9001) go, USA

Durchflusszyto- Calibur BD, Basel,

meter Schweiz

Entwicklerma- Optimax 2010 PROTEC,

schine Oberstenfeld

FPLC FPLC System Pharmacia LKB

Gel Imaging

Frobel Labor

System Technik, Lindau
Inkubator- TS-100 Ther- Peqlab, Erlan-
Schiittler moshaker gen
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Inkubator HERA cell 240 Heraeus, Hanau
MACS-Sténder MidiMACS Se- MiltenyBiotec,
parator Gladbach
QuadroMACS MiltenyBiotec,
Separator Gladbach
Mikroplatten Skan Washer Molecular Devi-
Waschgerat 400 ces, Ismaning
Mikroskop Wilovert Will, Wetzlar
Neubauer Zahl- W.Schreck, Hof-
kammer heim
pH-Meter pHH23 WTW, Weil-
heim

Plattenphotometer Emax

Molecular Devi-
ces, Ismaning

Prazisionswaage  P100 Mettler Toledo,
Gieflen

Schwenkplatte Duomax 1030 Heidolph,
Schwabach

SDS Gelelektro-

phoresekammer

Standard Power-
Pack P25

Peqlab, Erlan-
gen

Spannungsquelle

Power Ease 500

Novex, San Die-
go, USA

Power Pac 300

BioRad, Hercu-
les, USA
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Spektrophotometer NanoDrop-1000

Thermo Scienti-
fic, Wilmington,
USA

Western Blot

TE70X Semy-

Hoefer, San

semidry dry Blotter Franzisko, USA
Sterilbank LaminAir HB Heraeus, Hanau
2448
Master cycler Eppendort,
gradient Hamburg
Thermocycler Elite Helena, Sunder-
land, UK
iCycler Thermo-  Biorad, Hercu-
cycler les, USA
Thermo- TS-100 Peqlab, Erlan-
Schiittler gen
Tischzentrifuge Mikro 200R Hettich, Tuttlin-
gen
Vortexer Mikro 200R Peqlab, Erlan-
gen
Wasserbad LAUDA M20 LAUDA, Lauda-
Ko6nigshofen
Zell-Counter Casy- 1TT Scharfe System,
Reutlingen
Zentrifuge BIOHIT Heraeus, Hanau

Biofuge fresco

Heraeus, Hanau
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Multifuge 1 L-R Heraeus, Hanau

Rotanta RP Hettich, Tuttlin-
gen

Reagenzien

Firma, Firmensitz

ECL-Reagenz

Merck Millipore, Billerica(MA),
USA

EDTA

Roth, Karlsruhe

Glycin
75,67 g/mol

Roth, Karlsruhe

Murines IL-6
(Standard)

R+D, Minneapolis, USA

OPD (o-
Phenylen-
diamin-
dihydrochlorid)
(ELISA)

SigmaAldrich, St.Louis, USA

Protein A Se-
pharose 4 Fast
Flow

Amersham Bioscience, Uppsala,
Schweden

Stopplosung
(2M H2S50y)
(ELISA)

Streptavidin-
POD Konjugat

Roche, Basel, Schweiz
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N,N,N,N-
Tetramethyl-

ethylendiamin
(TEMED)

Thrombin
[1U/nl]

GE Healthcare, Chalfont St. Gi-
les, UK

Tris-OH (Tris-
Base) 121,14

Roth, Karlsruhe

g/mol

Zellkulturme-  Firma, Firmensitz
dien

2- Life Technologies, Carlsbad(CA),
Mercaptoethanol USA

50 mM [1000x]

Dulbecco’s PAA, Colbe

PBSYf (1x)

Dulbecco’s PAA, Colbe
PBS*T(1x)

DMEM (high PAA, Colbe

glucose 4,5 g/1)
without L-Glu

FCS

Merck Millipore, Billerica(MA),
USA

L-Glutamine
200 mM (100x)

PAA, Colbe
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Opti-MEM® Life Technologies, Carlsbad(CA),
(Gibco®) USA
Penicillin/ PAA, Colbe
Streptomycin
(P/S) (100x)

RPMI1640 PAA, Colbe

Medium Zusammensetzung

DMEM¢emP DMEM (high glucose 4,5g/1)+
1% L-Glu, 1% P/S, 0,1 % 5-ME

Einfriermedium 90 % FCS, 10 % DMSO

Opti-MEM®- Opti-MEM® + 10 % FCS, 0,1 %

HAT B-ME, 1% P/S

Opti-MEM®comp

Opti-MEM® + 5% FCS, 1%
P/S, 0,1 % p-ME

RPMIce™P

RPMI + 10% FCS, 1% L-Glu,
0,1% B-ME, 1% P/S

RPMI/GM-CSF

RPMI®™P + 15% GM-CSF ent-
haltender Zellkulturiberstand

Zelllinien

Eigenschaften, Ursprung

Ag8P3X

Tumorzellinie zur Hybridiserung
mit B-Plasmazellen
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HEK?293 human embryonale Nierenzellen,
TU Miinchen (Prof. Dr. Bauer)

Sonstiges Zusammensetzung

1x Trypsin aus 10x Trypsin EDTA in PBSdef

Puffer (Wes- Pufferkapazitiat/ Zusammen-

tern Blot) setzung

Blockpuffer 5% Milchpulver in Waschpuffer

(vor Gebrauch 1h bei Raumtem-
peratur quellen lassen)

Blotting Puffer

6 g Tris, 28,67 g Glycine ad
1600 ml ddH2O, vor Gebrauch
20 % Methanol zugeben

Waschpuffer 1x PBS, 0,1 % Tween20, pH 7,2-
7,6

Puffer (SDS- Pufferkapazitiat/ Zusammen-

Gel) setzung

Laufpuffer 3,04 ¢ TRIS-OH; 14,42 g Glycin;

10ml 10-%iges SDS ad 11 ddH,0O
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2x Probenpuffer

1,25ml 1M Tris-HCI (pH 6,8),
2ml Glycerol, 4,6 ml 10 %-iges
SDS; 500 pl geséttigte wassrige
Bromphenolblaulosung ad 10 ml
ddH5O; vor Gebrauch auf 10 ml
2x PP 1 Tbl. Proteinaseinhibitor
und 800l B-Mercaptoethanol

Sammelgel-
Puffer

8,06 ¢ Tris-HCI pH 6,8; 4ml 10-
Y%iges SDS ad 100 mL ddH20

Trenngel-Puffer

18,16 g Tris-HCI pH 8,8; 4ml 10-
Y%iges SDS ad 100 mL ddH20

Puffer (Sonsti-

Pufferkapazitiat/ Zusammen-

ge) setzung

Blockpuffer 1xPBS, 0,1 % Tween20, 1% BSA
(ELISA)

FACS Puffer PBS9t: 2% FCS; 0,01 % Na-Azid
Glycinl6sung 100 mM Glycin; auf pH 3 einge-
(FPLC) stellt; sterilfiltriert

Lysepuffer (Zel-
len)

50mM Tris (pH 7,8), 150 mM
NaCl, 1% Nonidet P-40; 1 Thbl.
Proteinaseinhibitor auf 10 ml

MACS Puffer

PBSdet 0.5% FCS, 2mM EDTA

pPBSdef ?

8,00g NaCl, 0,20g KCI, 2,85 ¢
NaoHPO4x6HO, KHsPOy4 ad 51
ddH5O
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Saponin- Puffer

PBSf. 0,5% BSA; 0,5% Sapo-
nin; 0,01 % Na-Azid

Substratpuffer 7,.3g CgHgO7 x H20O, 11,87 ¢

(ELISA) NaQHPOQ X 2 HQO ad 11 ddHQO

TRIS pH 7,2-9,0

(Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan)

Trislosung 50 mM Tris-OH, 150 mM NaCl,;

(FPLC) eingestellt auf pH 8,5; sterilfilts-
riert

Waschpuffer 500 ml 10xPBS, 2,5 mL Tween20

(ELISA) ad 51 ddH,O

Kits Firma, Firmensitz

BCA Protein Pierce, Rockford, USA

Assay Kit

Mausstamme Quelle, Referenz

TIR27BC, Garlanda et al. 2004 [21]

C57B1/6;

Hintergrund

(,SIGIRR-

Knockoutmause*)

C57B1/6

Animal Facility BMFZ Marburg
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Verbrauchs- Firma, Firmensitz
materialien
Reagiergefafle Sarstedt, Nimbrecht

(0,5ml/ 1,5ml/
2ml)

ELISA-Platten
Nunc, Maxisorp

ThermoFisherScientific, Wal-
tham(MA), USA

FACS-Rohrchen
grof3

BD, Heidelberg

FACS-Rohrchen
klein

Greiner bio-one, Frickenhausen

Falcon-
Rohrchen(15ml/
50 ml)

Greiner bio-one, Frickenhausen

FILCON syringe
fitting 30 pm

Keul, Steinfurt

Immobilon-P
Transfer Mem-

Millipore, Billerica(MA), USA

bran (PVDF

Membran)

Kryorohrchen Greiner bio-one, Frickenhausen
MACS LS Co- Milteny Biotech, Gladenbach

lumn
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Mikrotiterplatte,
steril (96-Well,
Flachboden)

Mikrotiterplatte, Greiner bio-one, Frickenhausen
steril (96-Well,
Rundboden)

Mikrotiterplatte  Greiner bio-one, Frickenhausen
Mikrolon, uns-

teril (96-Well,

Rundboden)

Nylon-Sieb BD, Heidelberg
(70 pm) Cell

Strainer

Petrischale mit ThermoFisherScientific, Wal-
Nunclon Ober- tham(MA), USA
flache; 12,5 ml

Plastikpipetten Greiner bio-one, Frickenhausen
(5ml, 10 ml,
25 ml)

Pipettenspitzen = Greiner bio-one, Frickenhausen
(gelb, blau)

Protein-A Sdule  GE Healthcare, Chalfont St. Gi-
1ml les, GB
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Slide-A-

Lyzer mini Dia-
lysis Devices
2K MWCO; 10-
100 pul

Pierce, Rockford, USA

Slide-A-Lyzer
Dialysis Casset-
tes 2 K MWCO;
3ml

Pierce, Rockford, USA

Slide-A-Lyzer
Dialysis Casset-
tes 3,0 K MW-
CO; 3ml

Pierce, Rockford, USA

Tube-Streifen
(weil 0,2ml)+
Deckel (transpa-
rent) fiir Real-

Biorad, Herkules, USA

time PCR
Zellkulturflaschen Greiner bio-one, Frickenhausen
Zellkulturschale = BD, Heidelberg

(6 cm, 10 cm)
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Software, Ver-

Firma, Firmensitz

sion
CellQuestPro BD, Heidelberg
SigmaPlot Systat Software GmbH, Erkrath

SoftMaxPro vH

Molecular Devices, Sunnyvale,
USA

FlowJo &8.10

Tree Star Inc, Ashland, USA

Flowing Softwa-
re 2.5.1

Turku Center for Biotechnology,
Finnland

Stimuli Rezeptor Firma, Fir-
mensitz
LPS (Lipopo- TLR-4 InvivoGen, San-

lysaccharid)[1
mg,/ml|

Diego(CA), USA

Pam3Cys (syn-
thetisches Li-
popeptid)[1

TLR-2 InvivoGen, San-
Diego(CA), USA

me/m]]
1668PTO TLR-9 TIB Molbiol,
(20mer) [500 Berlin

nM]
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TNFa [10 TNFR

ng/ml|

IFN~ [100 IFNGR

ng/ml]

ATP [507,18 ATPR

g/mol|

Antikorper Markierung; Firma, Fir-

(FACS) Ursprung mensitz

a-CDl11c PE; Hamster, BD, Heidelberg
IgGy

a-CDl11c FITC; Hamster, BD, Heidelberg
IgG1

a-CD43 PE; Ratte, BD, Heidelberg
IgGQa

a-CD45R/B220  FITC; Ratte, BD, Heidelberg
IgGap

a-CD45R/B220  PE; Ratte, BD, Heidelberg
IgGap

a-CD45R/B220  APC; Ratte, BD, Heidelberg
IgGQa

Fe-Block — Maus IgG BD, Heidelberg

a-MHCII FITC; Ratte, BD, Heidelberg

IgG
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TO-PRO®-3
(Totfarbstoff)

Life Techno-
logies, Carls-
bad(CA), USA

a-mouse-IgG
(Fe-Fragment

ALEXA; Ratte,
IgG1

BD Heidelberg

spezifisch)

Antikorper Markierung; Firma, Fir-
(MACS) Ursprung mensitz

a- FITC Micro-  magnetisch; Milteny Biotec,
Beads Maus, IgGy Gladbach
aCD43(Ly-48)-  magnetisch; Rat- Milteny Biotec,
MicroBeads te, IgGo, Gladbach
Antikorper Markierung; Firma, Fir-
(ELISA) Ursprung mensitz
a-mouse IL- - R-+D, Minneapolis,
6 (capture- USA

antibody)

Biotin a-mouse
[L-6 (detection-
antibody)

Biotin; Ratte

R~+D, Minneapolis,
USA
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Antikorper Markierung; Firma, Fir-
(Western Ursprung mensitz
Blot)
a-mouse-POX POX; Ziege Jackson-
(Detektion) ImmunoResearch,

WestGrove(PA),
USA
a-goat-POX POX; Rind Jackson-
(Detektion) ImmunoResearch,
WestGrove(PA),
USA
a-HA-POX (De- POX; Ratte Roche, Basel,
tektion) CH
Antikorper Markierung; Firma, Fir-
(Sonstige) Ursprung mensitz
a-goat-IgG FITC; Esel ThermoFisherScientific,
Waltham(MA),
USA
a-mouse-IgM —; Ziege; huma-  Jackson-
ne IgG, whole ImmunoResearch,
molecule WestGrove(PA),

USA
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a-mouse-IgG —; Ziege Jackson-
ImmunoResearch,
WestGrove(PA),
USA

a-humane-IgG — ; Ziege Jackson-
ImmunoResearch,
WestGrove(PA),
USA

Biotin SP- Biotin; Ziege Jackson-

conjugated a- ImmunoResearch,

humane IgGFc WestGrove(PA),

USA
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2.2. Methoden Teil 1:
Stimulationsexperimente

Bei den Stimulationsexperimenten wurden murine Zellen aus
Milz (Milzzellen, aufgereinigte B-Zellen) und Knochenmark
(differenzierte mDCs) stimuliert und deren IL-6 Antwort im
ELISA gemessen.

2.2.1. Der Mausstamm TIR27BC

TIR7BC Mause sind SIGIRR-Knockoutméuse mit Black6 (C57
BL/6j) Hintergrund. Der Knockout wurde iiber eine Insertion
in Exon 2 generiert (DNA Fragment (8,3 kb) 4+ TRES-lacZ
Kassette + PGK-Neomycin Resistenzgen) (vgl. auch [21]).
Die Typisierung der Mause erfolgte mittels PCR. Das PCR-
Produkt fiir Wildtyp (WT) (SIGIRR*/*) lag dabei bei 146
Basenpaare (bp), das PCR-Produkt fiir Knockout (ko) (SI-
GIRR~/~) bei 400-500 bp im Agarosegel (vgl. auch Abb.2.1).

2.2.2. Mause-Praparation

Wildtyp, bzw. SIGIRR-Knockout Méause wurden im Rahmen
der Stimulationsexperimente zur Gewinnung von Milzzellen
und B-Zellen (aus der Milz) und mDCs (aus dem Knochen-
mark), sowie zur Generierung von Hybridomazellen (B-Zellen
aus Milz und Lymphknoten) fiir die Herstellung von Antikor-
pern gegen humanes SIGIRR (a-h-SIGIRR), verwendet.
Nach zervikaler Dislokation wurden die Méause auf einem
Praparationsbrett fixiert und mit 70 % Ethanol desinfiziert.
Das Préparierbesteck wurde in 70 % Ethanol bereitgestellt. Al-
le Medien und Proben wurden auf Eis aufbewahrt und steril
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WT gl
Exon 2 r* Primer B
[ r—— E— |
4-' Primer A
ko : —
Exon 2 I-* Primer C Exon =
| -- iE i o '-"w'-'“.""'iE:-':':'.- E.- . :I |

"l Primer A

Primer A ("25/1L0N"): 5'-ATC TTT CAG CCA CTG CAC TGA
Primer B ("SmAcp"): 5'- GTC TGT GAC ATG GCC CCT AAT
Primer C ("PGK"): 3'-CTG CTC TTT ACT GAA GGC TC

Abb. 2.1.: Prinzip der Genotypisierung mit PCR und Lage der
Primer. Abbildung adaptiert von H. Schreiner [8§]

behandelt. Gewebeproben der Ohren wurden bei -20°C fir
eine Kontrolltypisierung aufbewahrt.

Praparation der Milz

Die Bauchdecke wurde eroffnet, die Milz entnommen, das an-
hingende Pankreasgewebe entfernt und diese in ein vorbereite-
tes 50 ml Bluecap mit 10 ml RPMI inkl. aller Zellkulturzusat-
ze (RPMI®™P) iiberfithrt. Das Milzgewebe wurde mit dem St6-
el einer 1 ml Spritze durch ein Metallsieb in einer Petrischale
homogenisiert und die Einzelzellsuspension in ein 50 ml Blue-
caps gegeben. Die Zentrifugation erfolgte bei 1300 rpm (350 g),
7min und 4°C. Anschliefend wurde das Zellpellet zur Ery-
throzytenlyse in 5 ml RBL-Puffer resuspendiert und fiir 10 min
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bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Zum Abstoppen der Ly-
se wurden 5 ml RPMI®°™P zugefiigt und erneut bei 1300 rpm,
7 min, 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml RPMI“°™P
resuspendiert und die Zellzahl mit einem Zell-Counter (Casy-
1TT, Schéarfe System, Reutlingen) bestimmt.

Praparation der Lymphknoten

Zur Praparation der Lymphknoten wurden Haut und Fell der
fixierten Méause y-formig eroffnet. Im Unterhautfettgewebe
konnten nun die inguinalen Lymphknoten beidseits darge-
stellt und freiprapariert werden. Anschlieffend wurden die in-
guinalen Lymphknoten je einer Maus in 50 ml Bluecaps mit
10 ml RPMI®°™P {iberfiihrt und bis zur Weiterverwendung auf
Eis gestellt. Die Lymphknoten wurden wie bei den Milzzel-
len (s.0.) beschrieben homogenisiert. Eine Erythrozytenlyse
war nicht notwendig. Nach Bestimmung der Zellzahl mit Zell-
Counter wurden die Zellen wie im Abschnitt ,,Generierung von
Hybridoma-Zellen“ beschrieben verwendet.

Praparation des Knochenmarks

Femur und Tibia wurden freiprapariert und in eine Petrischale
iiberfiihrt. AnschlieBend wurde der Knochenschaft unter der
Sterilbank eroffnet und das Knochenmark mit 10 ml RPMI®°™P
herausgespiilt (10 ml Spritze, 24 G Kantile).

Die Einzelzellsuspension wurde mit einer 10 ml Pipette und
Pipettierhilfe hergestellt und in ein 50 ml Bluecap tiberfiihrt.
Die Zentrifugation erfolgte bei 1300 rpm (350 g), 7 min bei 4 °C.
Das erhaltene Zellpellet wurde in 5 ml RPMI“°™P Medium re-
suspendiert. Das weitere Vorgehen entsprach dem unter ,,Pra-
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paration der Milz“ beschriebenen. Die Knochenmarkszellen
wurden mit Casy-Counter oder Neubauer-Zahlkammer gezahlt.
Sie wurden zur mDC Differenzierung (s. Abschnitt 2.2.4) wei-
terverwendet. Eine Analyse der Zellen erfolgte im FACS (s.
2.2.8) .

2.2.3. Auswahl und Gegeniiberstellung der
Versuchstiere

In den Stimulationsexperimenten wurden Tiere der Mauslinie
TIR27BC verwendet (vgl. auch 2.2.1). Alle Tiere dieses Maus-
stammes wurden nach Wildtyp (SIGIRR*/*) und Knockout
(SIGIRR/") differenziert. Um eine gute Vergleichbarkeit her-
zustellen wurden nach Moglichkeit Tiere des gleichen Wur-
fes und gleichgeschlechtliche Tiere miteinander verglichen. Die
Tiere waren durchschnittlich 12 Wochen alt, das alteste war
22 Wochen, das jiingste 7 Wochen alt 1.

2.2.4. Differenzierung myeloider dendritischer Zellen

Myeloide dendritische Zellen, im Weiteren als mDCs bezeich-
net, wurden aus Knochenmarkszellen mit Hilfe von granulocy-
te macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) differen-
ziert.

Zur Differenzierung der Knochenmarkszellen wurden be-
schichtete Petrischalen (NUNC) mit einem Durchmesser von
10 cm verwendet. Fir RPMI/GM-CSF wurde RPMI®™P mit
15% eines konditionierten GM-CSF-haltigen Zellkulturiiber-
standes versetzt (z.B. 425 ml RPMI®™P + 75 ml GM-CSF Zell-

'In einem Fall wurde ein Tier mit 82 Wochen verwendet, im Durchschnitt
nicht beriicksichtigt.
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kulturiiberstand, Vorrat). Diese Zellkulturiiberstinde ent-
stammten der Zelllinie X6310, die rekombinantes GM-CSF
konstitutiv exprimiert. GM-CSF-haltige Zellkulturiiberstande
dieser Linie waren sterilfiltriert bei 4°C im Labor verfiigbar.

In jeder Schale wurden fiir die mDC Differenzierung 6%10°
Knochenmarkszellen in 10 ml RPMI/GM-CSF vorgelegt. Die
Petrischalen wurden nach dem Ausséden fiir 7 Tage bei 37°C
und 5 % COs3 im Brutschrank inkubiert. An Tag drei und sechs
wurden den Zellkulturen noch einmal je 10 ml des hergestellten
RPMI/GM-CSF zugegeben und ihr Wachstum im Mikroskop
beurteilt. Allgemein musste auf eine moglichst erschiitterungs-
freie Behandlung der Zellen geachtet werden, da mechanische
Beanspruchung der Zellen zu ihrer Aktivierung und damit zu
einer Entwicklung zu Makrophagen fiihrt. Differenzierte mDCs
ordneten sich im Uberstand zu schwimmenden Zellhaufen an.
So konnten die mDCs durch vorsichtiges Abnehmen des Uber-
standes geernet werden. Makrophagen setzten sich am Platten-
boden fest [37] und wurden verworfen. Die Uberstéinde wurden
zentrifugiert (300 x g, 7min, 4°C) und in 5 ml RPMI®™P resus-
pendiert. Die Zellzahl wurde mit Casy-Counter oder Neubau-
er Zahlkammer bestimmt. Proben fiir FACS-Analysen wurden
entnommen und die Zellen anschlieflend auf Eis zur Stimula-
tion bereitgestellt.

2.2.5. Immunomagnetische Separation/ Magnetic
Activated Cell Sorting (MACS)

Die Immunomagnetische Separation (MACS) ist eine Metho-
de zur Aufreinigung von Zellen bei der Oberflachenstrukturen
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mit Magnetbeads 2 markiert und durch Anlage eines Magnet-
feldes von unmarkierten Zellen separiert werden kénnen. Die
Zellen werden dabei nach Inkubation mit den entsprechenden
Magnetbeads iiber eine sogenannte ferromagnetische Matrix,
eine mit Eisenkiigelchen oder Eisenwolle gefiillte Saule, gelei-
tet, die in einem starken Magnetfeld eingespannt ist. Die Sepa-
ration kann prinzipiell als Positiv- oder Negativselektion und
mit direkter oder indirekter Markierung erfolgen. Reinheit und
Ausbeute in der immunmagnetischen Separation sind abhéan-
gig von der Grofle der Zellpopulation und dem Expressionsgrad
des Antigens. [56, S.73ff]

Gewinnung muriner B-Zellen im MACS

Primére B-Zellen wurden aus der Milz von Mausen isoliert.
Dazu wurden die Méause wie im Abschnitt 2.2.2 beschrieben
prapariert und die Milzzellen entsprechend gewonnen. Diese
Zellen konnten nun einer Aufreinigung mit MACS unterzogen
werden.

Dabei wurden CD43 positive Zellen mit CD43(Ly48)Micro-
beads (Milteny Biotec) magnetisch markiert, um dann beim
Durchlaufen der Séule (LD-Séule, Milteny Biotec) im magne-
tischen Feld zuriickgehalten zu werden. CD43 wird auf beinahe
allen Lymphozyten mit Ausnahme ruhender, naiver B2-Zellen
exprimiert. Das angewendete Verfahren entsprach also einer
Negativselektion, bei der sich im Durchlauf die nicht markier-
ten ruhenden, naiven B-Zellen fanden. Zur Qualitatssicherung

wurden je 10° Zellen des Durchlaufs und der in der Séule zu-
riickgehaltenen Zellen auf B220, CD43 und TOPRO gefarbt

kolloidal suspendierte, von einer Polystyrol-, Polysaccharid- oder Silan-
hiille umhiillte, superparamagnetische Partikel



46 2. Material und Methoden

und der FACS-Analyse zugefiihrt (s. 2.2.8). Die zuriickgehal-
tenen Zellen wurden schliellich verworfen und die gewonnen B-
Zellen wurden bis zur Stimulation auf Eis aufbewahrt. Micro-
beads und Saule wurden den Herstellerangaben entsprechend
verwendet.

Gewinnung von CD11c*t Zellen im MACS

Zur Gewinnung reiner CD11c¢ positiver (CD11c¢™) mDCs wur-
de ein Teil der in der Differenzierung gewonnenen Zellen einer
Positivselektion mit MACS unterzogen. Da die Zellen nach
der Separation auch im FACS auf ihre CD11c Expression be-
urteilt werden sollten, wurden die Zellen indirekt magnetisch
markiert und durch Positivselektion separiert: In einem ers-
ten Schritt wurden die Zellen mit a-CD11cFITC (markerspezi-
fischer, fluorochromgelabelter Primarantikorper, Verdiinnung
1:100 in MACS-Puffer) mit 100 pl pro Ansatz fiir 15 min bei 4-
8°C gefarbt und anschlieflend durch Zugabe von 2 ml MACS-
Puffer und Zentrifugation bei 350 % g) fiir 7 min bei 4°C ge-
waschen. Als Zweiter Schritt erfolgte die Markierung mit a-
FITC-Microbeads (meagnetbeadgekoppelter Sekundarantikor-
per gegen das verwendete Fluorochrom) entsprechend den Her-
stellerangaben. Die Trennung der Zellen erfolgte im Magnet-
feld bei Durchlaufen der mit MACS-Puffer equilibrierten LS-
Saule. Nach Auftragen der Zellen wurde die Saulen noch drei
mal mit 3 ml MACS-Puffer nachgespiilt und der Durchlauf mit
der CD11c™ Population gesammelt. Nach Entfernen der Saule
aus dem Magnetfeld wurde diese abschlieflend mit 5 ml MACS-
Puffer gewaschen, um die CD11c™ Population zu gewinnen.
Alle Zellen wurden zentrifugiert und in je 1 ml RPMI®™P re-
suspendiert. Anschlielend erfolgte die Stimulation der Zellen,
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wie unter 2.2.6 beschrieben.

2.2.6. Stimulation (primdrer) Mauszellen

4 5 7 8 9 10 1" 12

1 2 3
A vlj—/ ” J Medlum ! ”q>
| I\
B </JL LPS [1 pg/ml] JN>
——
¢ = 1668PTO [o 08 ],Lg/ml] ‘L\>
\I]I\T } I| \ -
D |E— 1668PTO [o 25 ug/ml] ‘[\>
I\ \
E _(/JL 1668PTO [1 pg/ml | L
| | T—T1
F </~JL 1668PTO 3 ug/ml] JLEL PR —
G ‘ Maus 2: WT m.
Maus 3: ko m.
H Maus 4: ko m.

Abb. 2.2.: Stimulation muriner Milzzellen. Beispiel fiir die Anord-
nung der Proben bei Stimulation. Angegebene Konzentration
der Stimuli als Endkonzentration im Well. Je 0,25 % 10° Zellen
pro Well.

Mit der Stimulation von Mauszellen sollte die Reaktion die-
ser Zellen auf unterschiedliche TLR-Liganden gezeigt werden.
Die Zellantwort wurde als IL-6 Antwort, die in den Zellkultu-
ritberstdnden mit ELISA-Technik gemessen wurde, bestimmt.
Alle Arbeiten mit Zellen/Zellkulturen wurden unter der Ste-
rilbank ausgefiihrt. Die Zellen wurden entsprechend der ge-
wiinschten Zellzahl pro Well eingestellt und mit 100 pl in ste-
rilen 96-Well Rundbodenplatten ausplattiert. Anschlieend er-
folgte die Stimulation mit je 100 pl der auf das Doppelte der
Endkonzentration eingestellten Stimuli (vgl. Abb. 2.2). Eine



48 2. Material und Methoden

Auflistung der verwendeten Stimuli und Ausgangskonzentra-
tionen findet sich im Materialteil (S. 36). Nach Zugabe der
Stimuli wurden die Platten fir 17h bei 37°Cund 5% CO5 in-
kubiert. Die Uberstinde wurden abgenommen und bei -20°C
eingefroren. Zur Beurteilung der Stimulation wurden die Uber-
stande im Interleukin-6 ELISA, wie im Abschnitt 2.2.7 be-
schrieben, getestet.

Stimulationen mit Vorinkubation

In einigen Versuchen wurden Vorinkubationen verwendet. Eine
Ubersicht iiber die Stimuli bei Vorinkubation und ihre Verwen-
dung im Versuch gibt Tabelle 2.4.

Stimuli Vorgehensweise

IFN~ [100 pg/ml] - Ausplattieren der Zellsus-
pensionen auf 96-Well Platte
- Zugabe von IFN~y entspre-
chend einer Endkonzentration
von 20 ng/ml im Well
- Inkubation fiir 3h bei 37°C,

5% COq
- Stimulation
LPS [1mg/ml] + ATP - Zugabe von 1pg/ml LPS
[1M] (Endkonzentration) zur Zell-
suspension

- Ausplattieren auf 6-well
Platte, Inkubation 4h bei
7°C, 5% COq
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- Zellen ernten, zentrifugie-
ren, Uberstand (US) verwer-
fen, Zellpellet resuspendieren
in RPMIc™P

- Zugabe von 1mM ATP
(Endkonzentration), Inkuba-
tion 10 min bei RT

- zentrifugieren, US verwer-
fen, Zellpellet resuspendieren
in RPMIc™P

- Ausplattieren auf 96-Well
Platte, Stimulation

IFN~ 4+ ATP

- Zugabe von 20ng/ml IFN~y
(Endkonzentration) zur Zell-
suspension

- Inkubation 3h bei 37°C
(Wasserbad)

- zentrifugieren, US verwer-
fen, Zellpellet resuspendieren
in Opti-MEM®comp

- Zugabe von 5 pM ATP (End-
konzentration),  Inkubation
30 min bei 37°C (Wasserbad)
- zentrifugieren, US verwer-
fen, Zellpellet resuspendieren
in RPMIc™P

- Ausplattieren auf 96-Well
Platte, Stimulation
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ATP - Zellsuspension zentrifugie-
ren, US verwerfen, Zellpel-
let resuspendieren in Opti-

MEM@comp
- Zugabe von 5 pM ATP (End-
konzentration),  Inkubation

30 min bei 37°C (Wasserbad)
- zentrifugieren, US verwer-
fen, Zellpellet resuspendieren
in RPMIc™P

- Ausplattieren auf 96-Well
Platte, Stimulation

Tab. 2.4.: Vorgehensweise bei Stimulationen mit Vorinkubation.

2.2.7. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Mit Hilfe der ELISA-Technik kann ein Antigen (z.B. ein Zyto-
kin wie IL-6 ) iiber eine Antigen-Antikérper-Wechselwirkung
mit anschlieBender enzymatischer Farbreaktion nachgewiesen
und quantitativ bestimmt werden. Bei dem hier verwendeten
Sandwich-ELISA wurde ein Antigen spezifischer Antikorper
(Coating-AK) in einer 96-Well Flachbodenplatte (Maxisorp)
immobilisiert (Coating) und mit Proben des zu bestimmen-
den Stoffes inkubiert. Durch eine Standardreihe mit bekannten
Konzentrationen konnte eine Kalibrationskurve zur spéteren
Quantifizierung des Stoffes erstellt werden.

Die gebundenen Antigene wurden tiber einen weiteren AK
(Detektions-AK) erfasst, welcher spezifisch an ein anderes Epi-
top des Stoffes band. Dieser Detektionsantikorper war, in der
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Regel, biotinmarkiert. Sichtbar gemacht wurde diese Bindung
iiber den Umsatz eines Substrats durch das Enzym Peroxi-
dase (Meerrettichperoxidase (HRP)), welche an Streptavidin
gebunden vorlag und an den biotinmarkierten Detektionsanti-
korper band. Der POD-abhangige Substratumsatz von einem
l6slichen farblosen Chromogen zu einem l6slichen Farbstoff
war proportional zur Menge des gebundenen Antigens und
konnte aufgrund dieser Farbentwicklung photometrisch erfasst
und quantifiziert werden. Zwischen allen Schritten mussten
Waschschritte vorgenommen werden, um tiberschiissiges Mate-
rial zu entfernen. ELISA-Platten wurden im Plattenphotome-
ter (Emax, Moleculare Devices) bei A= 490 nm (Referenzwel-
lenlénge: 690 nm) ausgelesen und mit SoftMaxPro ausgewer-
tet. Die Standardkurve galt als auswertbar bei sigmoidalem
Verlauf, wobei der anndhernd linear verlaufende Teil zwei Log-
stufen betragen sollte. Grafiken wurden mit dem Programm
SigmaPlot erstellt.

Muriner 1I-6 ELISA

Muriner IL6-capture-AK (Stocklésung: 0,5 mg/ml) wurde in
PBS9ef 1:500 verdiinnt. Anschlieend wurden 96-Well Platten
mit 50l pro Vertiefung iiber Nacht inkubiert. Am néchsten
Morgen wurde die ausgeschlagenen Platten mit 250 ]l Block-
puffer fiir eine Stunde geblockt. Die Platten wurden hier, wie
nach jeder weiteren Inkubation, mit Mikroplattenwaschgerat
(Skan Washer 400) gewaschen und vor dem jeweils néchsten
Schritt ausgeschlagen.
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Die Platten wurden nun mit 50 pl
IL-6 haltigen Uberstinden aus der

<—~__— 7~  Substrat

Stimulation bedeckt und eine dazu ".St(:mt:ts;o:
passende Standardreihe mit muri-

nem IL-6 Standard in 1:2 Verdiin- sl
nung pipettiert. Der erste Standard i

wurde hierbei auf eine Konzentrati-

on von 10 ng/ml eingestellt (Stock- Ay, 93.11-6  ELISA
16sung: 10 png/ml). Die Platten wur- (Sandwich-
den 1,5 Stunden inkubiert. Im Wei- ELISA).

teren wurde je Vertiefung 50 pul

Biotin- gekoppelter Detektionsantikorper (Biotin a-mouse IL-
6, Stocklosung: 50 pg/ml) in 1:500 Verdiinnung und nach 1,5h
Inkubationszeit je 50pl Enzymkonjugat (Streptavidin-POD
Konjugat; Stocklésung: 500 U/ml) in 1:5000 Verdiinnung 0,5
Stunden hinzugegeben. Der ELISA wurde abschlielend noch
einmal gewaschen und mit O-Phenylenediamin Dihydrochlo-
rid (OPD) (20 mg Tablette in 20 ml Substratpuffer mit 20 ul
30 %-igem H2O5) entwickelt. Das Abstoppen der Farbreaktion
erfolgte mit 2-molarer HoSO4 Losung.

Fc-ELISA zur Antikorper Austestung (96-Well-Platte)

Mit dieser abgewandelten Form eines Fc-ELISA konnten die in
den Zellkulturiiberstanden der Hybridomazellen befindlichen
Antikorper (s. 2.3.6) auf ihre Bindungsfahigkeit von hSIGIRR
und mSIGIRR (Kreuzreaktivitidt) getestet werden. Das Be-
schichten der Platten (,,Coating”) erfolgte mit a-IgG1l-Fc in
PBSf 1:1300 Verdiinnung (z.B. 4 pl AK auf 5200 1 PBS9ef)
mit 50 ul pro Well. Inkubiert wurde iiber Nacht bei 4°C. Die
Losung wurde ausgeschlagen. Fiir den Block wurde anschlie-
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Bend je Vertiefung 250 1l Blockpuffer fiir 1h bei RT zugege-
ben. Die Platten wurden mit dem Mikroplattenwaschgerat ge-
waschen. Nun konnten Zellkulturiiberstdnde mit m-TLR9-Fc
(diese Wells sollten bei spezifisch gegen SIGIRR. gerichteten
Antikérpern negativ bleiben) bzw. h-SIGIRR-Fc (diese Wells
sollten bei spezifisch gegen humanen SIGIRR gerichteten An-
tikorpern aus Hybridoma Uberstéinden positiv werden) pipet-
tiert werden.
Um die Antikorper auf Kreuzreak-
tivitat zu testen, wurde zusatzlich
m-SIGIRR-Fc, ebenfalls aus Zell- .
kulturtiberstanden, eingesetzt. Al- .'fa_m_lmoﬁn
le genannten Zellkulturiiberstinde

mit Fc-Proteinen wurden unver-

dinnt mit 50pnl/Well verwendet. s
Die Platten wurden fur eine Stun- Y e

de bei RT inkubiert. Anschliefend .
wurden die Platten gewaschen und
die Uberstinde aus den Hybridoma-
Zellkulturen (auszutestende Anti-
korper) unverdiinnt, sowie in den Verdiinnungen 1:5 und 1:25,
zugegeben und zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Auch nach diesem Schritt wurden die Platten gewaschen. Zur
Detektion wurde ein Biotin gekoppelter, gegen den Fc-Teil von
Maus IgG gerichteter Antikorper (pure goat a-mouse IgQ)
in 1:10000 Verdinnung zugegeben (Inkubation 1h bei RT).
Die folgenden Schritte entsprachen dem Vorgehen beim IL-6
ELISA (s.o.).

S<=~_= " Substrat

AK aus Hybridoma- US

Abb. 2.4.: Fc-ELISA.
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Bestimmung von Antikorperklassen

SIGIRR-spezifische Antikorper wurden mit einem Subtyp-spe-
zifischen ELISA weiter charakterisiert. Dabei wurde zwischen
den AK-Klassen IgG1, IgG2a, IgG2b und IgG3 unterschieden.

Der Fc-ELISA wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt,
wobei auf m-SIGIRR-Fc und eine Kontrolle mit m-TLR9-Fc
verzichtet wurde. Entscheidender Unterschied bestand im Ein-
satz Subtyp-spezifischen a-mouse-Fc¢ Antikérpern (a-m-IgGl,
a-m-IgG2a, a-m-IgG2b, a-m-IgG3). Sie wurden 1:500 verdiinnt
und mit 50 nl/Well verwendet. Gekoppelt waren diese Detekti-
onsantikorper mit Alkalischer Phosphatase (AP). Desweiteren
war hier die Verwendung einer Standardreihe nicht moglich,
sondern es erfolgte allein eine qualitative Beurteilung mit der
Einteilung in positive Reaktion versus negative Reaktion. Als
Substrat diente 4-Nitrophenylphoshat (1 Tablette auf 20 ml
Diethanolamin). Die Farbreaktion wurde mit 3-molarer NaOH
Losung abgestoppt.

2.2.8. Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

Bei der Phéanotypisierung im fluorescence-activated cell sor-
ting (FACS) koénnen Zellen mithilfe von Lasern und Photo-
detektoren auf ihre Grofle und Granularitdt und durch Zu-
hilfenahme von Fluoreszenzmarkierten Antikorpern auch auf
spezielle (Oberflachen-) Merkmale hin untersucht werden.
Alle FACS Farbungen wurden nach laborinternem FACS-
Protokoll gehandhabt. Details sind bei den einzelnen Farbun-
gen aufgefithrt. Zum Einstellen der Kanéle wurden Einzelfar-
bungen und ungefirbte Kontrollen mitgefiihrt. Um den Hinter-
grund zu detektieren wurde bei Farbung mit Zweitantikorper



2.2. Methoden Teil 1 5%5)

dieser auch als Einzelfirbung mitgefiihrt.

FACS-Oberflachenfarbung

Fiir die Oberflichenfirbung wurden je 5 % 10° Zellen in FACS-
Rohrchen vorgelegt. Im Waschschritt wurde das Volumen mit
FACS-Puffer auf 1 ml ergéinzt und zentrifugiert. Der Uberstand
wurde mit Vakuumpumpe abgesaugt (verworfen) und die Zel-
len mit Fc-Rezeptorblock fiir 15 min auf Eis inkubiert. Erneut
wurde das Volumen auf 1ml erganzt, die Rohrchen anschlie-
Bend zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Nun konnte die Farbung durchgefiihrt werden. Abhéngig
von der Fragestellung kamen fluoreszenzmarkierte Antikorper
fiir unterschiedliche Oberflichenstrukturen zum Einsatz: Im
Mausexperiment wurde die FACS-Analyse verwendet, um ei-
ne Ubersicht iiber die Zellpopulation und den Anteil an to-
ten Zellen in der Zellpopulation zu erhalten und auch, um die
Reinheit aufgereinigter Zellen zu testen. Bei der Herstellung
monoklonaler Antikorper wurde die FACS-Analyse verwendet,
um das Bindungsverhalten der hergestellten Antikorper zu un-
tersuchen. Da diese Antikorper nicht selbst fluoreszierend wa-
ren, mussten sie, nach ihrer Bindung an SIGIRR, ihrerseits
mit a-mouse-Fc Fluoreszenzantikorpern detektiert werden. Es
handelte sich hier also um eine zweistufige Farbung. Ein Fc-
Rezeptorblock wurde in diesem Fall nicht verwendet.

Die Messung erfolgte mit dem FACS Calibur Durchflusszy-
tometer unter Verwendung der Software CellQuest (BD). Zur
Auswertung der Daten wurde FlowJo 8.11 (Tree Star Inc., As-
hland, USA) und Flowing Software 2.5.1 (Turku Center for
Biotechnology, Finnland) verwendet.
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2.3. Methoden Teil 2: Hybridomazellen und
die Herstellung von o-h-SIGIRR
Antikorpern

Zur Herstellung von a-h-SIGIRR Antikoérpern wurden Méau-
se der Mauslinie TIR27BC (s. 2.2.1) mit humanem SIGIRR
immunisiert (2.3.5). Das hierfiir verwendete humane SIGIRR
wurde zuvor aus SIGIRR-Fc durch Abspaltung des Fc Teils
im Thrombinverdau (2.3.4) gewonnen. Das Fusionsprotein SI-
GIRR-Fc wurde aus anderen Arbeiten fiir diese Arbeit zur
Verfiigung gestellt, musste aber noch aus Zellkulturiiberstan-
den mittels FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography s.
2.3.1) aufgereinigt werden.

Nach der Immunisierung wurden B-Plasmazellen aus ho-
mogenisierten Zellsuspensionen von Lymphknoten oder Milz
der Mause verwendet und mit einer Tumorzelllinie hybridi-
siert. Die so immortalisierten Zellen produzierten Antikorper
wurden auf ihre Spezifitdt gegeniiber SIGIRR getestet (s. Fe-
ELISA S. 2.2.7 ). Zur Aufreinigung der Antikérper aus den
Zellkulturiiberstdnden kam erneut die FPLC zum Einsatz.

2.3.1. Proteinaufreinigung mit Fast Protein Liquid
Chromatography (FPLC)

Die fast protein liquid chromatography (FPLC) wurde genutzt
um SIGIRR-Fc Fusionsprotein (dieses wurden nicht im Rah-
men dieser Arbeit hergestellt, sondern aus anderen Arbeiten
zur Verfiigung gestellt) oder Antikérper gegen humanes SI-
GIRR aus Zellkulturiiberstanden aufzureinigen.

Die Proteinaufreinigung mit FPLC beruht auf der Bindung
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des Fc-Teils von Antikorpern oder des SIGIRR-Fc Fusionspro-
teins an eine mit Protein A beschichtete Matrix (Protein-A
Séule). Die Bindungseigenschaften der Proteine an der Sau-
le werden durch den pH-Wert der Umgebung beeinflusst. So
begiinstigt ein pH-Wert im physiologischen Bereich die Bin-
dung an Protein A, ein saurer pH-Wert wird zum Lésen von
der Matrix genutzt. Bindungs- und Elutions-pH-Werte fiir ver-
schiedene humane und murine AK-Klassen sind Tabelle 2.5 zu
entnehmen.

Bei der FPLC fiihrt eine Pumpe den aufzureinigenden Kul-
turiiberstand tiber ein Schlauchsystem in fester Geschwindig-
keit iiber die Sdule. Uber ein an das System angeschlossenes
Spektrometer werden Anderungen in der Absorption gemes-
sen. So kann der Proteingehalt des Mediums bestimmt und
entsprechende Fraktionen gezielt aufgefangen werden.

Vor Beginn der Aufreinigung wurde das System mit an-
geschlossener 1ml Siule mit 10ml PBSY! gespiilt. Anschlie-
end wurden der Kulturiiberstand mit einer Geschwindigkeit
von 0,5ml/min iiber die Sdule geleitet. Es war darauf zu ach-
ten, dass der pH-Wert des Kulturiiberstandes im Bereich des
Bindungs-pH lag. Es folgte ein Waschschritt mit 15 ml PBSdef
(fir murine Antikérper gegen humanes SIGIRR) oder 10 ml
Trislosung (fiir humanes SIGIRR-Fc Fusionsprotein): Uner-
wiinschtes, nur schwach an der Saule haftendes Material wurde
so entfernt.

Im Anschluss wurde die Elution der Proteine (Antikorper
oder humanes SIGIRR-Fc Fusionsprotein) von der Sdule mit
auf den Elutions pH-Wert (vgl. 2.5) eingestellter 100 mM Gly-
cinlésung durchgefiihrt. Ein Ausschlag des Spektrometers bei
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Antikorper Bindungs- Bindungs- Elutions

starke pH pH
Human
IgG1 sehr hoch 6,0-7,0 3,5-4.5
I[gG2 sehr hoch 6,0-7,0 3,5-4.5
IgG3 niedrig- 8,0-9,0 3,0-6,0
keine
IgG4 niedrig- 7,0-8,0 3,0-6,0
hoch
Maus
IgG1 niedrig 8,0-9,0 4,5-6,0
IgG2a mittel 7,0-8,0 3,5-5,5
IgG2b hoch ca. 7,0 3,0-4,0
IgG3 niedrig- ca. 7,0 3,5-5,5
hoch

Tab. 2.5.: pH-Werte fiir Antikorperbindung an eine Pro-
tein A-Saule. Tabelle adaptiert von: Instructions
71-7002-00 AP, GE Healthcare [34].
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A= 280 nm zeigte den Beginn der eluierten Proteinfraktion an.
Ab diesem Zeitpunkt wurden je 200 nl pro Eppendorftube auf-
gefangen und der saure pH-Wert durch in die Eppendorftubes
vorgelegtes Tris-OH (1,5 M, pH 8,5) neutralisiert. Die notwen-
dige Verhéltnis von Tris-OH (ca. 3pl) zu Glycinlésung war
jeweils vor Beginn der Elution bestimmt worden, um einen
neutralen pH-Wert zu gewahrleisten.

Abschlieend wurde die Saule mit 5ml Glycinlésung, 5 ml
PBS“! und 4 ml Ethanol (20 %) gespiilt und bis zur erneuten
Verwendung aufbewahrt.

Danach wurde im Nanodrop die Proteinkonzentration in den
einzelnen aufgefangenen Fraktionen (s.o.) gemessen: Proben
mit hohen Proteinkonzentrationen wurden vereinigt und gegen
21 PBSY! dialysiert (Dialysekassetten: Slide-A-Lyzer; PIER-
CE, Rockford, USA 3). Zur Aquilibrierung wurden die Pro-
ben iiber Nacht (bei 4°C) in PBS belassen, am Morgen wurde
PBSYf gewechselt und erneut fiir 3h dialysiert. Alle Proben
wurden steril filtriert und bei 4°C gelagert.

2.3.2. Bestimmung von Proteinkonzentrationen im
NanoDrop

Zur schnellen Konzentrationsbestimmung von Antikérpern oder
SIGIRR-Fc im Eluat wurde der NanoDrop-1000 (Thermo Scien-
tific, Wilmington, USA) verwendet. Dieses Gerdt nutzt ein
photometrisches Messverfahren, dessen Vorteil in dem gerin-
gen benotigten Probenvolumen von 0,5 - 2 pl besteht. Die Ver-
wendung erfolgte entsprechend den Herstellerangaben. Die Be-
stimmung der Proteinkonzentration erfolgte bei einer Wellen-

3Verwendung entsprechend Herstellerangaben
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lange von A= 280 nm.

2.3.3. Bestimmung von Proteinkonzentrationen im
BCA-Test

Proteine bilden mit Cu?*t-Ionen in alkalischen Losungen Kom-
plexe. Diese Ionen bilden mit Bicinchoninsdure (BCA) einen
violetten Farbkomplex, der im BCA- Test zur Konzentrations-
bestimmung von Proteinen genutzt werden kann [80].

Die Testausfiihrung erfolgte geméafl den Herstellerangaben
(BCA Protein Assay Kit; Pierce, Rockford, USA). Die Far-
breaktion wurde gegen die Referenzwellenlange von A= 490-
650 nm im ELISA-Reader ausgelesen und die Konzentration
der Probe anhand einer BSA- Standardreihe (erster Standard:
1 mg/ml BSA) bestimmt (Programm: SoftMaxPro).

2.3.4. Thrombinverdau von humanem SIGIRR-Fc

Fiir die Immunisierung von SIGIRR ko M&ausen wurde huma-
nes SIGIRR aus zuvor aufgereinigtem hSIGIRR-Fc Fusions-
protein verwendet (vgl. 2.3.1). Dieses Fusionsprotein beinhal-
tet eine klonierte Schnittstelle fiir den Thrombinverdau und
ermoglicht damit eine Trennung von hSIGIRR vom Fec-Teil.
Fir den Thrombinverdau wurden 520 pg hSIGIRR-Fc mit
10 ul Thrombin (Konzentration: 1 U/ul) {iber Nacht ({i.N.) bei
RT inkubiert. Die Aufreinigung dieses Gemisches nach dem
Verdau erfolgte von Hand iiber eine Protein A-Sdule (GE
Healthcare): Alle Proben und Puffer wurden sterilfiltriert. Die
Sdule wurde mit 5 ml PBS9f gespiilt. Anschliefend wurde die
Probe (= hSIGIRR mit Fc, nach Verdau) in die senkrecht ge-
haltene Saule eingespritzt und je drei Tropfen (ca. 100 pl) in
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Eppendorftubes aufgefangen (= Durchlauf mit hSGIRR). Die
Saule wurde nun mit 2 ml PBS9¢! gespiilt. AnschlieBend wurde
die Saule mit 3 ml Glycinlosung eluiert und je ca. 200 nl in Ep-
pendorftubes mit vorgelegter Tris-OH (je 3ul; 1,5M, pH 8,5)
gesammelt (= Eluat mit Fc-Teil). Zum Schluss wurde die Séu-
le nacheinander mit 5ml Glycinlésung, 4 ml PBS9f und 4 ml
Ethanol (20 %) gespiilt.

Proteinkonzentrationen wurden im NanoDrop (2.3.2) gemes-
sen. Proben mit hoher Proteinkonzentration an hSIGIRR wur-
den vereinigt, dialysiert und bei 4 °C aufbewahrt.

Eine Kontrolle des Verdaus erfolgte im SDS-Gel (s. 2.3.10)
mit Coomassie-Farbung (s. Abb. 2.5) und eine Kontrolle der
Schnittstelle zusatzlich mit N-terminaler Edman-Sequenzie-
rung (Biochemisches Institut, Justus Liebig Universitiat Gie-

Ben).

2.3.5. Immunisierung von SIGIRR-ko Mausen

Bei der Immunisierung wird ein dem Organismus fremdes An-
tigen eingebracht, welches zu einer Immunreaktion des Orga-
nismus und zur Produktion von Antikoérpern fiihrt.

Die verwendeten M&use waren 72 Tage alte SIGIRR ™/~ Tie-
re der Linie TIR27BC (vgl. auch Abschnitt 2.2.1). Sie wurden
nach zwei Methoden immunisiert: subkutan (foot pad) oder
intraperitoneal. Das subkutane Immunisierungsschema sah In-
jektionen am Tag 0, Tag 4 und Tag 7 vor mit Entnahme der
inguinalen Lymphknoten am Tag 8. Nach dem intraperitonea-
len Immunisierungsschema wurden die Mause am Tag 0 und
Tag 21 immunisiert, die Entnahme der Milz erfolgte an Tag
24. Fir die Immunisierung wurde die vorbereitete Injektions-
16sung (s.u.) in Pfoten (subkutan) oder Bauchraum (intraperi-
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Marker in SIGIRR/Thrombin
kD ' 5|GIRR-Fc nach Verdau

140
130

95
55

72

unverdaut
43

34

SIGIRR
- Fc

26

17

10

Abb. 2.5.: Darstellung

von SIGIRR-Fc
Coomassie-Farbung. Test von SIGIRR-Fc nach Auf-
reinigung und Thrombinverdau zur Abspaltung des Fc-Teils.

im SDS-Gel mit
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toneal) injiziert. Das Antigen war humanes SIGIRR, wie unter
2.3.4 beschrieben. Fiir das subkutane Immunisierungsschema
wurden je 165 nl hSIGIRR mit 20 pl CpG-DNA (1668PTO) als
Adjuvanz eingesetzt, fiir das intraperitoneale Immunisierungs-

schema je 250 pul hSIGIRR und 20 ul CpG-DNA (1668PTO).

2.3.6. Generierung von Hybridoma-Zellen

Zur Generierung von Hybridoma-Zellen wurden B-Plasmazellen
aus homogenisierten Zellsuspensionen von Lymphknoten oder
Milz immunisierter Mause (s. Abschnitt 2.3.5) mit der Tumor-
zelllinie Ag8P3X (Myelomazellen) hybridisiert.

Ziel der Hybridiserung war die Immortalisierung der B-Zellen
bei erhaltener Antikorperproduktion. Im Hybridisierungsvor-
gang destabilisiert das Detergenz Polyethylenglycol (PEG) die
Zellmembranen der Zellen, was eine Fusion ermoglicht. Durch
die langsame erneute Zugabe von Zellkulturmedium wird PEG
verdiinnt und die Zellmembranen stabilisieren sich wieder.
Nicht fusionierte B-Zellen iiberleben in Kultur nicht. Unfu-
sionierte Zellen der Tumorzelllinie, oder Myeloma-Myeloma-
Hybride werden durch die Nutzung eines Selektionsmediums
(= H(-ypoxanthin)-A (-minopterin-T (-hymidin)-Medium, hier
Opti-MEM®-HAT), aussortiert. Dabei inhibiert Aminopterin
die de novo Synthese von Guanosintriphosphat (GTP) und
Thymidintriphosphat (TTP). B-Zellen kénnen {iber einen al-
ternativen Syntheseweg (iiber das Enzym HGPRT) GTP aus
Hypoxanthin synthetisieren. Myelomazellen fehlt durch eine
Mutation dieses Enzym, damit konnen sie das Nukleotid GTP
bei Verwendung von HAT-Medium nicht produzieren und ge-
hen zugrunde. Damit alle Zellen auch weiterhin T'TP herstellen
kéonnten wird Thymidin dem Medium zugesetzt. [56, 91]
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Als Zellkulturmedium wurde hier, wenn nicht anders be-

schrieben, Opti-MEM® verwendet. Opti-MEM® ist ein modifi-
ziertes Minimalmedium (,,Fagle’s minimal Essential Medium*
(MEM)), das es erlaubt, den Anteil von FCS im Kulturmedi-
um zu reduzieren. Weiterhin wurde der Anteil an CaCly im
Medium auf 99,9 mg/L reduziert, um die Arbeit mit Hybrido-
mazellen zu vereinfachen [10].
Ag8P3X-Zellen (Myelomazellen) wurden drei mal mit RPMI
(ohne Zuséitze) gewaschen. Dann wurden Myelomazellen und
B-Zellen im Glasrohrchen im Verhéaltnis 2:1 gemischt. Danach
erfolgte eine Zentrifugation mit 1300 rpm (350 g) tiber fiinf Mi-
nuten. Anschliefend wurde das Medium (RPMI) abgesaugt
und die Zellen resuspendiert. Nun konnte 1ml PEG (37°C)
tropfenweise innerhalb einer Minute zugegeben werden. In die-
sem und allen folgenden Schritten wurde das Rohrchen vor-
sichtig gedreht. Nach 60 Sekunden wurde innerhalb der néchs-
ten Minute zunédchst 2 ml Opti-MEM®™P (37°C) zugegeben,
danach 4 ml und 8 ml ebenfalls je innerhalb einer Minute. Der
Vorgang wurde durch eine Zentrifugation bei 1400 rpm (406 g)
iiber 10 min bei Raumtemperatur beendet. Der Uberstand wur-
de abgesaugt und das Pellet resuspendiert. SchliefSlich wur-
den die Zellen in Hybridoma Selektionsmedium (Opti-MEM®-
HAT, Zusammensetzung: s. Seite 28) aufgenommen und auf
96-Well Flachbodenplatten mit 200l je Vertiefung ausplat-
tiert.

Die Platten wurden regelméflig makroskopisch und mikro-
skopisch kontrolliert. Stellten sich Zellkolonien fiir das blofle
Auge sichtbar dar, so wurde eine Probe des Zellkulturiiber-

standes abgenommen und auf Antikorper gegen humanes SI-
GIRR (a-h-SIGIRR) getestet (s. 2.2.7). Positiv getestete Zell-
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populationen wurden subkloniert und expandiert (siehe un-
ten (s.u.)). Antikorperhaltige Zellkulturiiberstdnde wurden bei
4°C aufbewahrt.

2.3.7. Zellkultur und Subklonierung

Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen und entspre-
chend den Anforderungen der Zelllinien gehandhabt.

Die Subklonierung diente in den Zellkulturen dazu, eine
Uberwucherung der Hybridoma-Zellkultur mit Klonen, die kei-
ne oder nur noch unspezifische Antikérper herstellen, zu ver-
hindern. Weiterhin dienten Subklonierungen auch dazu, Mo-
noklonalitat zu erreichen.

Zur Subklonierung wurden zunéchst Hybridoma-Zellen aus
den angelegten Zellkulturen entnommen, in einer Neubauer-
Zahlkammer gezahlt und die Zellzahl mit Hilfe der folgenden
Formel bestimmt:

Zellzahl /ml = Mittelwert * Verdiinnungsfaktor * 10*

Die Zellen wurden vereinzelt, so dass sich beim Ausplattie-
ren auf 96-Well Platten eine statistische Verteilung von einer
Zelle mit je 200 pl pro Vertiefung ergab. Die Zellkulturen wur-
den bei 37°C und 5% CO5 inkubiert. Nach etwa zwei Wo-
chen wurden in einzelnen Vertiefungen Zellkolonien sichtbar.
Ausgewahlte Klone wurden nun erneut auf SIGIRR spezifische
Antikorperproduktion getestet. War diese gegeben, wurden die
entsprechenden Kolonien expandiert und in regelméfigen Ab-
standen erneut getestet. Zur Sicherung der Zellklone wurden
diese eingefroren (s. 2.3.8).
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2.3.8. Einfrieren und Auftauen von Zellklonen

Alle Schritte bis zum Einfrieren der Hybridoma-Zellen wur-
den unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt und die Zellen
zwischen den Arbeitsschritten auf Eis gelagert. Das Einfrier-
medium (Zusammensetzung: s. Abschnitt 2.2, S. 28) wurde
vorbereitet und die Zellen 7min bei 1300 rpm und 4°C zen-
trifugiert. Das Kulturmedium der Zellen wurde abgenommen
und bei 4°C zur Austestung der darin enthaltener Antikorper
aufbewahrt. Das Zellpellet wurde in 1 ml Einfriermedium sus-
pendiert und moglichst rasch 0,8 ml davon in die auf Eis vor-
gekiihlten Kryoréhrchen iiberfiihrt. Die Kryorohrchen wurden
nun in einen bei 4 °C vorgekiihlten Isopropanolstéinder gestellt.
Fiir das Herunterkiihlen der Proben wurde der Behalter iiber
Nacht im -80°C Kiihlschrank aufbewahrt. Anschlielend wur-
den die Proben trockeneisgekiihlt transportiert und zur lang-
fristigen Lagerung in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.

Zum Auftauen der Zellen wurde Zellkulturmedium in 50 ml
Bluecaps vorgelegt und auf Eis bereitgestellt. Die eingefrore-
nen Zellen wurden nun vorsichtig im Wasserbad bei 37 °C unter
leichtem Schiitteln aufgetaut. Unter der Sterilbank wurden die
Zellen schliellich in das vorgelegte Medium iiberfithrt. Nach
Zentrifugation (1300 rpm, 350 g, 7 min, 4°C) wurde der Uber-
stand verworfen, die Zellen resuspendiert, nach einer Wieder-
holung dieses Vorgangs in eine Kulturflasche gegeben und den
Anforderungen der Zellen entsprechend inkubiert.

2.3.9. HEK-Zellen- Humane embryonale Nierenzellen

Zellen der Zelllinie HEK293 waren mit Sp-hSIGIRR-HA oder
Sp-mSIGIRR-HA (murines oder humanes SIGIRR mit Signal-
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peptid und HA-Markierung) transfiziert und wurden zur Aus-
testung der a-hSIGIRR Antikorper in Kultur gehalten.

HEK Zellen wurden mit DMEM®™P auf Kulturschalen (Fal-
con, blau) oder in Kulturflaschen (Greinert) gehalten. Zur Zel-
lernte und zum Umsetzen der Zellen wurde der US abgeschiit-
tet und die Flasche oder Schale vorsichtig mit PBS9f ausge-
schwenkt. PBS9f wurde ebenfalls abgeschiittet und stattdes-
sen ca. 1 ml 1x Trypsin (vgl. Materialteil) auf den in der Schale
anhaftenden Zellrasen gegeben. Die aufschwimmenden Zellen
wurden durch Beklopfen der Schale ganzlich gelost. Schlieflich
wurde, zur Neutralisation des Trypsins, ca. 10 ml DMEM®™P
zugegeben. Aufschwimmende Zellen und Medium wurden in
ein 50 ml Falcon gegeben und bei 1300 rpm (ca. 350 g) zentri-
fugiert. Das Pellet wurde in 10 ml Medium aufgenommen und
die Zellzahl ermittelt. Die Zellen standen nun zur Verwendung
bereit, z.B. wurden Lysate dieser Zellen im Western-Blot und
intakte Zellen in FACS-Analysen verwendet.

2.3.10. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Mit der Polyacrylamid-Gelelektophorese (PAGE) kénnen Pro-
teine durch Anlegen eines elektrischen Feldes nach ihrer Gro-
e aufgetrennt werden. Diese Technik wurde verwendet, um
die Reinheit der Proteinaufreinigungen (h-SIGIRR-Fc und a-
h-SIGIRR Antikorper, vgl. 2.3.1) zu iiberpriifen indem Prote-
inlosungen aus unterschiedlichen Aufreinigungsschritten auf-
getragen wurden. Der SDS-PAGE ist auch der erste Schritt
beim Western-Blot, der zur Austestung der Antikorper aus
den Immunisierungen verwendet wurde.

Durch die Verwendung von Natriumdodecylsulfat (SDS), ei-
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nem anionischen Detergens, werden Proteine denaturiert und
SDS-Molekiile lagern sich proportional zur Groflie des Prote-
ins durch nicht-kovalente Wechselwirkungen an hydrophoben
Bereichen von Aminosauren an. Durch diesen Besatz und die
komplette Entfaltung werden Ladungsunterschiede ausgegli-
chen. Die nun negativ geladenen Proteine wandern im elektri-
schen Feld zur Anode. 8-Mercaptoethanol reduziert zuséatzlich
Disulfidbriicken zu Thiolgruppen und trennt auf diese Weise
Proteinuntereinheiten voneinander. Dies unterbindet den Ein-
fluss von Sekundéarstrukturen auf die Laufweite. In diesem Fall
wurde die diskontinuierliche Elektrophorese nach Laemmli an-
gewandt. Dabei wird dem Trenngel (T'G) ein sogenanntes Sam-
melgel (SG) mit weiten Poren vorangestellt, dessen pH-Wert
um zwei Einheiten niedriger liegt als der des Trenngels. Die
Banden werden so verschérft und sauberer getrennt.

Fiir die Herstellung zweier Gele wurden die Reagenzien ent-
sprechend laborinternen Vorgaben (vgl. Tab.: 2.6) verwendet.
Ammoniumpersulfat und TEMED wurden erst unmittelbar
vor dem Gieflen zugegeben, da sie die Polymerisation einlei-
ten. Die Glasplatten wurden griundlich mit HoO und 70 %
Ethanol gereinigt und in der Apparatur zusammengebaut. Zu-
néichst wurde das TG bis zur gewiinschten Hohe eingegossen
und mit HsO iiberschichtet, die Polymerisation des TG dau-
erte ca. 30 Minuten. HoO wurde abgegossen, das TG mit dem
SG iiberschichtet und der Kamm eingesteckt, das Gel polyme-
risierte i.N. bei 4°C aus. Die Gelkammer wurde mit Laufpuffer
befiillt, der Kamm entfernt und die Taschen mit Laufpuffer ge-
spiilt. 12 - 20 pl der jeweiligen Probe wurden aufgetragen und
als Proteingroflenmarker 5 nl des Page Ruler Prestained Prote-
in Ladder verwendet. Die Proben wurden vor dem Auftragen
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Trenngel (TG) Sammelgel (SG)

H>O 3248l H-O 2700 nl
TG-Puffer 2346 1l SG-Puffer 1580 pl
Acrylamid 3836l Acrylamid 652 nl
APS (20 %) 16,8nl  APS (20%) 11,2pl
TEMED 6,6nl  TEMED 4,51l

Tab. 2.6.: SDS-Gel. Angaben fiir je 2 Gele (12-%ig)

mit 2 x Probenpuffer (PP) versetzt und 5 min bei 95°C erhitzt.
Bis zum Eintritt ins TG wurde an das Gel eine Spannung von
80V angelegt, fiir die Auftrennung im TG eine Spannung von
120 V. Die fertigen Gele konnten direkt mit Coomassie gefarbt
oder fiir einen Western Blot verwendet werden.

2.3.11. Western Blot

An die SDS-Gelelektrophorese konnte ein Western Blot ange-
schlossen werden. Der Western Blot wurde genutzt, um die in
der Immunisierung hergestellten Antikorper auf ihr Bindungs-
verhalten (gegeniiber mSIGIRR-Fc, hSIGIRR-Fc, hSIGIRR-
HA, hSpSIGIRR-HA) zu testen.

Fiir den Western Blot wurden die zuvor aufgetrennten Pro-
teinbanden aus dem Gel auf PVDF Membran (Immobilon Trans-
fer Membran; Millipore) tibertragen. An die mit Blot-Puffer
gefiillte Kammer wurde ein Strom von 25V fiir 90 Minuten an-
gelegt. Die Membranen wurden zuvor zur Aktivierung der Pro-
teinbindungsstellen kurz in Methanol gelegt. Nach Abschluss
des Verfahrens wurden die Membranen getrocknet. [27, 80]
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Western Blot im Semi-Dry Verfahren

Membranen, Schwamme und Gel wurden in Blot-Puffer ein-
gelegt und feucht auf dem Gerédt (TE70X Semy-dry Blotter,
Hoefer) verwendet. Die notwendige Amperezahl wurde den
Herstellerangaben entsprechend nach Membranfliche berech-
net mit 0,8 mA pro Quadratzentimeter: Bei einer Flache von
7.3%4,45 cm? ergab dies entsprechend ca. 25 mA. Die bendtig-
te Zeit ist abhangig von der Grofle des Proteins, in vorliegen-
dem Fall waren dies 75 min. Das Verfahren besitzt den Vorteil
schneller als die feuchte Kammer zu sein und liefert schar-
fe Banden. Der Nachteil besteht in einer erschwerten Kiih-
lung und damit einer moglicherweise grofieren Hitzeentwick-
lung [31].

Test der Antikorperiiberstande im Western Blot

Nach dem Blotten wurden die getrockneten Membranen mit
5% Trockenmilchpulver in PBS9f fiir 1h geblockt und an-
schlieflend 3+10 min mit Western Blot Waschpuffer gewaschen.
Das Blocken der Membran dient neben der Reduktion unspe-
zifischer Bindungsstellen auch der Stabilisation der Proteine
[56, 32]. Glasplatten wurden sorgfiltig mit Ethanol gesdubert
und in einer feuchten Kammer ausgelegt. 500 pl der antikoérper-
haltigen Uberstinde der Hybridomazellen wurden unverdiinnt
oder in 1:2 Verdiinnung auf die Glasplatten pipettiert. Die
Membranen wurden mit der Proteinseite auf diesen Uberstéin-
den inkubiert. Die Membranen wurden nun unter zweimaligem
Wechsel des Waschpuffers gewaschen und in einem zweiten
Schritt mit einem Peroxidase gekoppeltem a-mouse IgG De-
tektionsantikorper (= a-mouse-POX) inkubiert. Es folgte ein
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weiterer Waschschritt, wie oben beschrieben, dann wurden die
Membranen mit ECL-Reagenz bespriiht. ECL zeigt durch die
Aktivitdt der an den Detektionsantikorper gekoppelten HRP
eine Lichtreaktion (Chemolumineszenz).

2 H,O2 + Luminol HEP 3‘-Aminophosphat + N9 + Licht
(Ref.: Calbiochem, DataSheet345818, Rev 19.Nov2009 RFH)

Nach finfminitiger Inkubation konnte die iiberschiissige Lo-
sung ausgestrichen und die Membranen in einer Kassette in der
Dunkelkammer auf lichtempfindlichem Film aufgelegt werden.
Anschlieflend erfolgte die Entwicklung mit der Entwicklerma-
schine (Optimax2010, PROTEC, Oberstenfeld).
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3. Ex-vivo Stimulation von

Milzzellen, B-Zellen und
mDCs

3.1. Ergebnisse

3.1.1. Stimulation muriner Milzzellen

Stimulationsexperimente mit Milzzellen wurden durchgefiihrt,
um einen Uberblick iiber die Stimulierbarkeit unselektionier-
ter Zellen, dhnlich den Bedingungen in-vivo, zu erhalten. Auch
sollte ein Einfluss von Geschlecht und Alter auf das Stimula-
tionsergebnis untersucht werden.

Bei den verwendeten Milzzellen handelte es sich um eine, in
Einzelzellsuspension gebrachte, gemischte Zellpopulation. Die
Kontrolle der Zellen erfolgte im FACS (vgl. 2.2.8) mit Fér-
bung auf CD43, B220 und TOPRO. Ruhende B-Zellen zeigten
sich B220 positiv und CD43 negativ (vgl. Abb. 3.1). Tote Zel-
len waren positiv fiir TOPRO (,, Totfarbstoff*). Wenn nicht
anders beschrieben, wurden die Stimulationen mit 0,25 % 109
Zellen /Well entsprechend dem unter 2.2.6 beschriebenen Sti-
mulationsschema durchgefiihrt.

Fiir den gezeigten Stimulationsversuch (s. Abb. 3.2) wur-
den Milzzellen vier mannlicher Méause, zwei Wildtyp und zwei
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Abb. 3.1.: Milzzellen im FACS. Gegeniiberstellung von Milzzellen aus
Wildtyp- versus Milzzellen aus SIGIRR Knockoutméusen im
FACS. A Forward Sideward Scatter aller Zellen; Darstellung
der als B-Zellen definierten Zellen (CD43~B2207) in gelb, TO-
PRO positive Zellen in rot. B Definition des Maingates unter
Ausschluss des Zelldetritus. C TOPRO positive Zellen nach
Definition des Maingates. D B-Zellen (CD437B220") gegen-
iiber z.B. T-Zellen, Natiirliche Killerzellen, Makrophagen bzw.
Monozyten und Granulozyten (CD43%).
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SIGIRR Knockoutmé&use, im Alter von ca. 19 Wochen, gewon-
nen und zur Stimulation in sterilen 96-Well Rundbodenplat-
ten ausplattiert. Zur Stimulation wurden die TLR-Liganden
1668PTO (Konzentration im Well: 3 pM, 1M, 0,25 pM und
0,08 puM) und LPS (Konzentration im Well: 1pg/ml) einge-
setzt. Medium diente als Negativkontrolle. Nach der Stimula-
tion wurden die Zellen fiir 17h bei 37°C und 5% CO4 inku-
biert. Die IL-6 Produktion der Milzzellen wurde im Anschluss
im ELISA (vgl. 2.2.7) bestimmt.

In der Auswertung (Abb. 3.2) des IL-6 ELISA fallt auf,
dass die Milzzellen einer SIGIRR-Knockoutmaus (griiner Bal-
ken) so gut wie keine IL-6 Produktion zeigen. Ebenso kei-
ne Reaktion zeigen WT Milzzellen (roter Balken) mit 3 pM
1668PTO. Davon abgesehen zeigt sich fiir alle anderen Zellen
eine schwache Abhéngigkeit von der eingesetzten Konzentrati-
on an 1668PTO (TLR-9 Ligand), wobei die hichste IL-6 Pro-
duktion jene Zellen zeigen, die mit 0,25 ptM 1668PTO stimu-
liert wurden. Mehr beziehungsweise (bzw.) weniger 1668PTO
fithrt zu geringerer I1L-6 Produktion. Im Vergleich zur Medi-
umkontrolle und unter Beriicksichtigung der Standardabwei-
chung fallt die Reaktion der gemischte Milzzelpopulation auf
LPS (TLR-4 Ligand) gering aus. Die insgesamt hochste IL-
6 Menge von ca. 2,5ng/ml zeigen WT Milzzellen (schwarzer
Balken) mit 0,25 pM 1668PTO. Auffallend ist vor allem, dass
die IL-6 Produktion der Milzzellen einer mannlichen Wildtyp-
maus (schwarzer Balken) im Mittel bis zu ca. 30 % hoher ist,
als die IL-6 Produktion aus Zellen der anderen beiden Tiere.
Die vergleichsweise geringere IL-6 Produktion SIGIRR defizi-
enter Zellen spricht gegen eine Negativregulation der TLR-9
Signalkaskade durch SIGIRR. Die Regulation der TLR-4 Si-
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Abb. 3.2.: Stimulation nicht selektionierter
ELISA. Doppelbestimmung 4+ Standardabweichung. Milzzellen
(mit 0,25%10° Zellen/Well) vier ménnlicher Miuse (2 ko: griin,
gelb; 2 WT: schwarz, rot) im Alter von 19 Wochen (ko) und 20
Wochen (WT) wurden mit 1668PTO (3 uM, 1 nM, 0,25 pM und
0,08 utM) und LPS (1 pg/l) stimuliert. nd= nicht detektierbar
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gnalkaskade durch SIGIRR ist, bei nur schwach ausgepragter
IL-6 Antwort, schwer zu beurteilen. Fir die Zellen einer Maus
war in keinem der Anséitze eine Reaktion nachzuweisen, die
starker gewesen ware als der Hintergrund des ELISA. Zu ver-
muten ist daher, dass ein prinzipieller Fehler vorlag, z.B. ein
hoher Anteil toter Zellen oder, wahrscheinlicher, ein Fehler
beim pipettieren der Zellen in die Vertiefungen der ELISA-
Platte. Das Ergebnis dieser Maus ist damit nicht zu werten.

Fir alle weiteren Experimente entsprach die Vorgehensweise
der oben beschriebenen. Es wurden aber Mause unterschied-
lichen Alters und/oder Geschlechts verwendet. Abb. 3.3 zeigt
das Stimulationsergebnis unselektionierter Milzzellen von Mau-
sen im Alter von 12 (WT), bzw. 15 Wochen (ko).

Erneut fallt die Reaktion auf LPS schwach aus und die Reak-
tion auf 1668PTO ist abhéngig von der eingesetzten Konzen-
tration. Entgegen den Ergebnissen aus dem vorherig beschrie-
benem Experiment, findet sich hier jedoch die stéirkste IL-6
Antwort auf 1668PTO bei einer eingesetzten Konzentration
von 0,08 nM fiir alle Zellen. Mit ca. 20 ng/ml IL-6 ist auch die
maximale Produktion an IL-6 um das fast 10-fache hoher. Die
Stimulationsergebnisse beider Wildtypmé&use (roter, schwar-
zer Balken) und der zweiten Knockoutmaus (griiner Balken)
fallen vergleichbar stark aus. Dagegen zeigen Milzzellen einer
Knockoutmaus (gelber Balken) eine wesentlich stérkere 11-6
Produktion als die der anderen Tiere.

Im in Abb. 3.4 gezeigten Versuch wurden Milzzellen weibli-
cher Tiere im Alter von 11 Wochen (ko), bzw. 8 Wochen (WT)

zur Stimulation verwendet.

In der Auswertung der Stimulation zeigt sich eine minimal
hohere I1-6 Produktion SIGIRR defizienter Milzzellen (gelber
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Abb. 3.3.: Stimulation nicht selektionierter Milzzellen. IL-6 im
ELISA. Doppelbestimmung 4+ Standardabweichung. Milzzellen
(mit 0,25%10° Zellen/Well) vier ménnlicher Miuse (2 ko: griin,
gelb; 2 WT: schwarz, rot) im Alter von 15 Wochen (ko) und
12 Wochen (WT) wurden mit 1668PTO (3 uM, 1uM, 0,25 nM
und 0,08 pM) und LPS(1ng/l) stimuliert.
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Abb. 3.4.: Stimulation nicht selektionierter Milzzellen. IL-6 im
ELISA. Doppelbestimmung + Standardabweichung. Milzzellen
(mit 0,25 % 10° Zellen/Well) vier weiblicher Miuse (2 ko: griin,
gelb; 2 WT: schwarz, rot) im Alter von 11 Wochen (ko) und
8 Wochen (WT) wurden mit 1668PTO (3 puM, 1uM, 0,25 pM
und 0,08 pM) und LPS(1 ng/l) stimuliert.
nd= nicht detektierbar.
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und griiner Balken) gegeniiber Wildtypzellen in allen 1668PTO-
Anséatzen. Zu beachten ist dabei, dass der Unterschied zwi-

schen beiden Wildtypméusen (schwarzer und roter Balken)

grofler ausfillt, als zwischen ko und WT. In der Auswertung er-

gaben sich weiterhin sehr hohe Einzelwerte in der LPS Stimu-

lation, hier handelt es sich um, wie der Fehlerbalken zeigt, ein-

zelne Fehlbestimmungen im ELISA. Sie kamen in einer Wie-

derholung des IL-6 ELISA nicht zur Darstellung, eine Reaktion

auf LPS ist daher hier nicht anzunehmen.

Die maximal produzierte IL-6 Menge liegt bei ca. 2,1 ng/ml
fiir SIGIRR ™/~ Zellen (griiner Balken) bei Stimulation mit
0,25 1M 1668PTO.

Im letzten Experiment (vgl. Abb. 3.5) der Reihe wurden Zel-
len von zwei ménnlichen (WT: schwarzer Balken, ko: griiner
Balken) mit Zellen von zwei weiblichen Mausen (WT: roter
Balken, ko: gelber Balken) verglichen. Die Tiere waren zu die-
sem Zeitpunkt ca. 11 Wochen alt. Stimuliert wurden je 0, 2x10°
Zellen/Well. Es zeigt sich eine dhnliche Verteilung beziiglich
der Reaktion auf 1668PTO (stirkste Reaktionen bei 0,08 M
bzw. 0,25 pM 1668PTO) wie bisher. Auffillig ist in dieser Sti-
mulation die knapp doppelt so hohe IL-6 Produktion der Milz-
zellen einer weiblichen Wildtypmaus (roter Balken), die sich
damit deutlich von den anderen stimulierten Zellen abhebt.

Es zeigen sich tiber alle Versuche hinweg, von der Stérke
der IL-6 Antwort abgesehen, nur geringe Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Milzzellansitzen. In der IL-6 Produktion
besteht kein reproduzierbarer Unterschied zwischen Knockout
und Wildtypméausen. Selbst wenn Unterschiede zwischen ko
und WT zu sehen sind, ist festzustellen, dass die interindivi-
duellen Unterschiede, z.B. zwischen zwei Wildtypmé&usen, oft



80 3. Ex-vivo Stim. v. Milzzellen, B-Zellen und mDCs

— |
1668 PTO [1 uM] ’#ﬂ

—

1668 PTO [0.5 1| . ———

1668 PTO [0,25 pM] :*—{

._|

1668 PTO [0,08 pM] ’#—1

nd
LPS [1 pg/ml]

nd

. nd Hl Maus 1:WT m.
Medium nd I Maus 2: WT w.
nd

nd [ Maus 3: ko m.
[ Maus 4: ko w.

o 1 2 3 4 5
IL-6 [ng/ml]

Abb. 3.5.: Stimulation nicht selektionierter Milzzellen. Milzzellen
(mit 0, 2+10° Zellen/Well) 2 weiblicher Méuse und 2 ménnlicher
Mause (ko: griin, gelb; WT: schwarz, rot) im Alter von ca.
11 Wochen wurden mit 1668PTO (1 pM, 0,51uM, 0,25 ptM und
0,08 pM) und LPS(1ng/l) stimuliert.
nd= nicht detektierbar.
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grofler sind. Diese Beobachtung spricht gegen eine Regulation
der TLR-9 vermittelten Signalweg durch SIGIRR. Wie bereits
fiir den ersten hier gezeigten Versuch beschrieben, bleibt die
TLR-4 vermittelte Kaskade schwer zu beurteilen.

3.1.2. Stimulation muriner B-Zellen aus der Milz

Zur Untersuchung der Funktion von SIGIRR in B-Zellen wur-
den murine Zellen aus der Milz, wie im Abschnitt 2.2.2 be-
schrieben, gewonnen und mit magnetisch aktivierter Zell Se-
paration (vgl. 2.2.5) CD43 negative B-Zellen (naive, rezirku-
lierende B-Zellen) isoliert. Reinheit und Identitit der aufgerei-
nigten B-Zellen wurden im FACS iiberpriift (vgl. 2.2.8).

In Abb. 3.6 werden Aufreinigungen SIGIRR*/* und SI-
GIRR~/~ B-Zellen gegeniibergestellt. Hier wird die gute Rein-
heit der MACS-aufgereinigten Zellen ersichtlich. Ebenso zeigen
sich nur geringe Unterschiede im Anteil toter Zellen an der
Gesamtpopulation zwischen Wildtyp und SIGIRR-Knockout.
Auffallend sind im gezeigten Ansatz ein sehr hoher Anteil
TOPRO-positiver Zellen, in anderen Ansitzen (Ergebnisse
nicht gezeigt) war der Prozentsatz toter Zellen zum Teil nied-
riger, stets aber fir SIGIRR1/* und SIGIRR~/~ in einem ver-
gleichbaren Rahmen. Auf die Bedeutung der im FACS TOPRO
positiven Zellen soll in der Diskussion naher eingegangen wer-
den.

Die Stimulationen der Zellen erfolgte nach dem oben (2.2.6)

beschriebenen Stimulationsschema. Abweichungen davon wer-
den bei den einzelnen Experimenten erlautert.

Im ersten Experiment der Reihe wurden isolierte B-Zellen
aus WT- bzw. ko-Mausen in drei Ansatzen stimuliert und ver-
glichen (s. Abb. 3.7,3.8, 3.9). Im ersten Ansatz (Ansatz 1 ,,so-
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Abb. 3.6.: B-Zellen nach M ACS-Separation. Darstellung im FACS.
A Forward Sideward Scatter aller Zellen; Darstellung der als B-
Zellen definierten Zellen (CD43%7B2207) in gelb. B Definition
des Maingates unter Ausschluss des Zelldetritus. C TOPRO
positive Zellen nach Definition des Maingates. D B-Zellen.
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Abb. 3.7.:

Stimulation muriner B-Zellen: Sofortansatz ohne Vor-
stimulation (= Ansatz 1). IL-6 ELISA. Doppelbestimmung
+ Standardabweichung. 0,3 * 10°, 0,15 * 10° oder 0, 085 * 10°
Zellen mit den Stimuli LPS (1 pg/ml), 1668PTO (5uM, 3 nM,
1puM und 0,04 pM) und Pam3Cys (5 ng/ml). Kontrollen mit
Medium und TNF« (10 ng/ml). Zellen zwei mannlicher Méuse
(WT/ko) im Alter von 8 Wochen.

nd= nicht detektierbar
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Abb. 3.8.: Stimulation muriner B-Zellen: Ansatz mit Vorinkuba-
tion iiber 3 Stunden (= Ansatz 2). IL-6 ELISA. Doppel-
bestimmung + Standardabweichung. 0,3 % 10%, 0,15 % 10° oder
0,085 * 10° Zellen mit den Stimuli LPS (1pg/ml), 1668PTO
(5 uM, 3uM, 1 uM und 0,04 pM) und Pam3Cys (5 pg/ml). Kon-
trollen mit Medium und TNF« (10ng/ml). Zellen zwei mann-
licher Méuse (WT /ko) im Alter von 8 Wochen.
nd= nicht detektierbar



3.1. Ergebnisse 85
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Abb. 3.9.: Stimulation muriner B-Zellen: Ansatz mit Vorinkuba-
tion mit IFN~ (20 ng/ml) iiber 3 Stunden (= Ansatz
3). IL-6 ELISA. Doppelbestimmung + Standardabweichung.
0,3 % 10°, 0,15 % 10° oder 0,085 % 10° Zellen mit den Stimuli
LPS (1 pg/ml) und 1668PTO (5puM, 3 uM, 1 pM und 0,04 pM),
sowie Kontrolle mit Medium. Zellen zwei mannlicher M&use
(WT/ko) im Alter von 8 Wochen.
nd= nicht detektierbar
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fort*) wurden je 0,3 * 10, 0,15 % 10% oder 0,085 * 10° Zellen
mit den TLR-~Stimuli LPS (TLR-4), 1668PTO (TLR-9) und
Pam3Cys (TLR-2) gegen Kontrollen mit Medium und TNF«
(als TLR-unabhéngigen NFxB Aktivator) stimuliert. Fiir An-
satz 2 (,3h“) wurden die Zellen wie fiir Ansatz 1 ausplattiert
und erst nach einer Ruhephase von 3 Stunden (bei 37°C, 5%
CO2) wie Ansatz 1 stimuliert.

Fiir Ansatz 3 (,3h + IFN~“) wurden die Zellen unter Zu-
gabe von 20 ng/ml IFN~y (vgl. 2.2.6) ausplattiert und nach 3 h
(bei 37°C, 5% CO2) mit 1668PTO und LPS gegen eine Me-
diumkontrolle stimuliert. IFN~ sollte hier die TLR-Antwort
verstarken und dadurch Unterschiede zwischen ko und W'T
deutlicher hervorheben (vgl. ,JFN~“ 1.1.1). Durch einen Ver-
gleich mit den Ergebnissen aus Ansatz 2 kann der Effekt von
IFN~ auf diese Stimulation bewertet werden.

Die Menge an produziertem IL-6 zeigt sich in allen Ansét-
zen abhangig von der eingesetzten Zellzahl. Weiter ist in den
Auswertungen (Abb. 3.7, 3.8, 3.9) zu erkennen, dass sowohl
SIGIRR defiziente Zellen (ko) , als auch Wildtypzellen (W'T)
keine nennenswerte IL-6 Antwort auf Medium und TNF« zei-
gen. Auf Pam3Cys reagieren die Zellen nur schwach in Ansatz
1, nicht in Ansatz 2. Ebenfalls kaum messbar bleibt auch die
Antwort auf LPS in allen Ansétzen.

Die Zytokinantwort auf 1668PTO zeigt sich abhangig von
der eingesetzten Konzentration (5pM , 3puM, 1uM, 0,04 uM),
wobei die starkste Gesamtreaktion in Ansatz 1 und Ansatz 2
bei 1 pM, in Ansatz 3 bei 5 uM zu sehen ist.

In Ansatz 1 bestehen keine signifikanten Unterschiede in der
Zytokinproduktion von Wildtyp und SIGIRR-Knockout: Bei
3uM und 1pM 1668PTO zeigen SIGIRR ko Zellen im Mittel



3.1. Ergebnisse 87

eine leicht hohere IL-6 Produktion, die aber nicht wesentlich
hoher als die Standardabweichung ausfallt.

Ansatz 2 zeigt, wie Ansatz 1, nur geringe Unterschiede zwi-
schen WT und ko !. Fiir 0,3 % 10° Zellen in den Stimulationen
mit 1 pM und 0,4 pnM zeigen sich hier die starksten Unterschie-
de zwischen ko und WT mit einer vermehrten IL-6 Produk-
tion SIGIRR defizienter Zellen (héher als die Standardabwei-
chung). Bei weniger hoher Zellzahl und héherer Konzentrati-
on an 1668PTO (z.B. 0,15 x 10° und 0,085 * 10% mit 5pM
1668PTO, 0,15 * 10% mit 3pM 1668PTO) sind keine Unter-
schiede, z.T. auch eine starkere Zytokinproduktion der WT-
Zellen zu sehen.

Dies wiederholt sich nicht in Ansatz 3. In allen Stimulatio-
nen mit 0, 3 10° Zellen pro Well (mit 5 uM, 1 1M und 0,04 pM
1668PTO) zeigen Wildtyp B-Zellen eine hohere 1L-6 Produk-
tion als SIGIRR defiziente B-Zellen. Die Stimulation mit 3 pM
1668PTO ist durch die hohe Standardabweichung schwierig zu
beurteilen. In Stimulationen mit geringerer Zellzahl pro Well
zeigen sich, unter Berticksichtigung der Standardabweichung,
keine oder nur sehr geringe, also nicht signifikante, Unterschie-
de zwischen W'T und ko.

Zusammenfassend unterscheidet sich die IL-6 Antwort SI-
GIRR defizienter B-Zellen in diesem Versuch nicht von der
Zytokinantwort der Wildtypzellen. Dieses Ergebnis deutet, be-
sonders in Hinsicht auf das Ergebnis aus Ansatz 3, darauf hin,
dass SIGIRR auf die Induktion der TLR-9 vermittelten Im-
munantwort in B-Zellen keinen regulatorischen Einfluss hat.

'Mit der Ausnahme der Stimulation von 0,3 x 10° Zellen pro Well mit
51uM 1668PTO: Hier ist die IL-6 Produktion des SIGRR ™/~ Ansatzes
kaum messbar. Die starke Abweichung ist vereinbar mit einem Fehler
in der Versuchsausfithrung und daher nicht zu beurteilen.
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Stimulation muriner B-Zellen mit Vorinkubation

Weitere Versuche sollten dieses Ergebnis mit veranderten Ver-
suchsansitzen iiberpriifen. Eine Ubersicht der hier verwende-
ten Anséatze gibt auch Tabelle 2.4 des Materialteils.

In diesem Experiment (vgl. Abb. 3.10) wurden B-Zellen in
fiinf unterschiedlichen Ansétzen stimuliert. Als Stimuli wurden
1668PTO (3 1M und 5 uM), LPS und Pam3Cys verwendet. Als
Kontrollen dienten Medium und TNF«. Nicht alle Stimuli oder
Kontrollen wurden in allen Ansédtzen verwendet (s.u.).

Die Ansétze 1 (,,sofort) und 2 (,,3h IFN~*) entsprechen den
im ersten Experiment beschriebenen Ansatz 1 und Ansatz 3.
Im Ansatz 1 wurde die Kontrolle mit TNF« nicht mitgefiihrt.

Da die Zytokinantwort nach dreistiindiger Vorinkubation im
letzten Experiment insgesamt hoher ausgefallen war, wurden
hier zwei Ansétze, ohne und mit IFN~ (Ansatz 3: ;iN* und
Ansatz 4: ,,iiN+IFN~“), nach Ubernachtinkubation bei 37°C
durchgefiihrt. Die Stimulation erfolgte entsprechend am néchs-
ten Morgen, nach weiteren 17h wurden die Uberstinde abge-
nommen und die IL-6 Produktion bestimmt. Der dritte An-
satz wurde nur mit 1668PTO (5 M) gegen Mediumkontrolle
durchgefiihrt.

Im fiinften Ansatz (Ansatz 5: ,LPS+ATP“) wurden die Zel-
len zundchst mit LPS inkubiert. Schlielich wurden die Zel-
len in neuem Medium resuspendiert und mit ATP bei Raum-
temperatur inkubiert. ATP wurde durch erneuten Wechsel des
Zellkulturmediums entfernt und die Zellen zur Stimulation in
der 96-Well Platte ausplattiert (vgl. auch 2.2.6).

Wie Abb. 3.10 entnommen werden kann, zeigen die Ansétze
nach Inkubation iiber Nacht und anschlieender Stimulation
(Ansatz 3 und 4) eine geminderte IL-6 Antwort im Vergleich
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Abb. 3.10.:

Stimulation muriner B-Zellen. Sofortansatz ohne
Vorstimulation (Ansatz 1: ,sofort*“), Vorinkubati-
on mit IFN~v [20ng/ml] (Ansatz 2: ,,3 h4+IFN~“)
oder LPS [1 pg/ml] und ATP [1 mM] (Ansatz 5:
»LPS+ATP*) und Stimulation am nichsten Tag oh-
ne Zusitze (Ansatz 3: ,,UN“) oder mit IFN~y (An-
satz 4: ,,UN+IFN~%). IL-6 ELISA. Doppelbestimmung =+
Standardabweichung. 0,065 % 10° Zellen pro Well. Zellen zwei
mannlicher Méuse (WT/ko) im Alter von 9 Wochen.
nd= nicht detektierbar
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zum ersten Ansatz. Die insgesamt stéirkste IL-6 Produktion
zeigen Zellen des zweiten Ansatzes. Der fiinfte Ansatz dhnelt
in der Reaktionsstirke dem ersten Ansatz.

Keiner der Reaktionsansatze zeigt einen relevanten Unter-
schied zwischen B-Zellen mit SIGIRR-Knockout und B-Zellen
vom Wildtyp. LPS und Adenosintriphosphat (ATP) zeigen kei-
nen Einfluss auf die Reagibilitat der B-Zellen, wie im Vergleich
zum ersten Ansatz deutlich wird. Die Zugabe von IFN~ erhcht
dagegen, wie auch im ersten Experiment, jeweils die Gesam-
treaktion der Zellen. Die Zytokinantwort auf die Stimuli syn-
thetisches Lipopeptid (Pam3Cys), LPS und TNF« ist wie im
Vorexperiment gering, bzw. nicht nachweisbar. Eine Ausnah-
me davon zeigt Ansatz 4: Hier ist die Zytokinantwort auf LPS
sowie Pam3Cys, gegeniiber der vergleichsweise schwachen Re-
aktion der Zellen auf 1668PTO, etwas deutlicher.

Das Experiment wurde mit dhnlichen Ansdtzen wie bisher
wiederholt (s. Abb. 3.11). Zur Stimulation wurde in drei ver-
schiedenen Ansétzen der TLR-9 Stimulus 1668PTO (1M,
0,25 pM und 0,08 pM) verwendet. Da die B-Zellen auf LPS
und TNFa bisher nur eine schwache Antwort gezeigt hatten,
kam hier a-mouse IgM zur Anwendung, ein iiber die Querver-
netzung von B-Zellrezeptoren wirkenden, TLR unabhéingigen
Aktivator von B-Zellen. In den zwei Ansatzen mit Vorstimula-
tion wurde nur ATP (Ansatz 2: ,ATP*) oder IFN~ mit ATP
(Ansatz 3: ,3h IFNy+ATP“) verwendet.

In der Auswertung (vgl. Abb. 3.11) zeigt sich, dass das Ant-
wortsignal auf a-mouse IgM entgegen der erwarteten Reaktion
nicht messbar ausfallt.

SIGIRR Wildtyp wie auch SIGIRR defiziente Zellen rea-
gieren in allen drei Ansatzen am stérksten auf 1668PTO bei
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Abb. 3.11.: Stimulation muriner B-Zellen. Sofortansatz ohne
Vorstimulation (Ansatz 1: ,ssofort*“), Vorstimulati-
on mit ATP (5mM) (Ansatz 2: , ATP%) oder
IFNvy (20ng/ml) und ATP (5mM) (Ansatz 3: ,,3h
IFN~+ATP*). 1L-6 ELISA. Doppelbestimmung + Stan-
dardabweichung. 0, 13 % 10° Zellen pro Well. Zellen zwei weib-
licher Méuse (WT /ko) im Alter von 7 Wochen.
nd= nicht detektierbar
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0,25 nM, die insgesamt hochste IL-6 Produktion zeigt sich fiir
SIGIRR ko Zellen in Ansatz 3 mit 1668PTO (0,25 M) mit ca.
1,1 ng/ml IL-6.

Auffallend ist Ansatz 3 auch durch eine durchweg erhoéhte
IL-6 Produktion SIGIRR defizienter B-Zellen unter der Stimu-
lation mit dem TLR-9 Liganden 1668PTO nach Vorinkubation
mit IFNv und ATP. Die IL-6 Produktion SIGIRR defizienter
B-Zellen ist dabei unter Beriicksichtigung der Standardabwei-
chung um min. 13,8 % hoher als die IL-6 Produktion der Wild-
typzellen.

Allerdings konnten in zwei weiteren unabhangigen Versu-
chen mit Vorinkubation dieses Ergebnis nicht bestatigt wer-
den: Der einmalig sichtbare Unterschied in der IL-6 Freiset-
zung zwischen Wildtyp und Knockout kam nicht mehr zur
Darstellung.

In den Versuchen konnten damit insgesamt keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen Wildtyp und SIGIRR-Knockout in
der IL-6 Freisetzung aus isolierten ruhenden B-Zellen nach Sti-
mulation mit TLR-Liganden gezeigt werden.

3.1.3. Stimulation muriner myeloider dendritischer
Zellen

Myeloide dendritische Zellen (mDCs) spielen eine wichtige Rol-
le in der Initialisierung und Aufrechterhaltung der adaptiven
Immunantwort. Weiterhin ist bekannt, dass sie grofiere Men-
gen an SIGIRR mRNA exprimieren [19]. Daher bilden sie ein
geeignetes Ziel, die IL-6 Antwort SIGIRR defizienter Zellen zu
untersuchen.

Myeloide dendritische Zellen wurden aus dem Knochenmark
SIGIRR defizienter und Wildtypméause mit dem Wachstums-
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faktor GM-CSF (vgl. 2.2.4) differenziert.

Die Differenzierung wurde anhand der MHCII-Expression
und dem Marker CD11c in FACS-Analysen iiberpriift. Der
Anteil toter Zellen wurde im FACS mit TOPRO (, Totfarb-
stoff“) bestimmt. Es zeigt sich dabei, soweit durchgefiihrt, ein
Anteil toter Zellen zwischen 7-18 % der Gesamtzellzahl, ab-
hangig von der Versuchsreihe. Innerhalb einer Versuchsreihe
fielen diese Differenzen geringer aus, es zeigte sich keine Ab-
hangigkeit von Wildtyp oder Knockout.

In den FACS-Analysen aus murinem Knochenmark gewon-
nener mDCs zeigten sich keine Unterschiede zwischen SIGIRR
Knockout oder Wildtypzellen beziiglich der Expression des
Oberflaichenmarkers CD11lc und MHCII. Der Anteil an
MHCIIM8M-Population war unterschiedlich in jeder Differenzie-
rung, unterschied sich aber jeweils nicht wesentlich zwischen

SIGIRR-~Knockoutzellen und Wildtypzellen.

Differenzierte myeloide dendritische Zellen wurden in glei-
cher Weise wie B- und Milzzellen stimuliert (vgl. 2.2.6) und
die IL-6 Antwort dieser Zellen mit ELISA gemessen.

Abb. 3.13 und Abb. 3.14 zeigen exemplarisch zwei von vier
unabhangigen Experimenten.

Zu Abb. 3.13: Im Versuch wurden differenzierte mDCs aus
dem Knochenmark vier ménnlicher Méause im Alter von 21 Wo-
chen verglichen (WT: schwarzer und roter Balken, ko: gelber
und griiner Balken). Im Vergleich zu den Stimulationen uns-
elektionierter Milzzellen und B-Zellen fallt auf, dass die 1L-6
Antwort auf den TLR-4 Liganden LPS mit iiber 100ng/ml
IL-6 (Reichweite des Standards im I1.-6 ELISA) deutlich stéar-
ker ausféllt. Die Reaktion auf 1668PTO ist ebenfalls hoher als
bei Milz- und B-Zellen und fiir alle Anséatze abhangig von der
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Abb. 3.12.: SIGIRR Wildtyp und Knockoutzellen nach Differen-
zierung mit GM-CSF. FACS-Farbung auf CD11c-FITC,
MHCII-PE und TOPRO. A Forward Sideward Scatter aller
Zellen: Darstellung aller TOPRO positiven Zellen in rot und
Darstellung der MHCIT™&"_Population in gelb. B TOPRO po-
sitive Zellen als Anteil an der Gesamtzellzahl. C Definition
des Maingates. D Myeloide dendritische Zellen werden defi-
niert als CD11c™MHCIIT, wobei die entstehende MHCII"*#"-
Population so gering wie moglich gehalten wurde.

Wie in der Abbildung deutlich wird zeigten sich im FACS
vergleichbare Ergebnisse fiir SIGIRR'/* und SIGIRR ™/~
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Abb. 3.13.: Stimulation muriner myeloider dendritischer Zellen
vom Wildtyp versus SIGIRR Knockout. IL-6 Produkti-
on (ng/ml) nach Stimulation muriner myeloider dendritischer
Zellen mit 1668PTO (3 uM, 1 pM, 0,25 pM und 0,08 pM) und
LPS (1pg/ml) und einer Kontrolle mit Medium. Zellen vier
mannlicher Mause (2 WT, 2 ko) im Alter von 21 Wochen.
0,2%10° Zellen /Well. Daten aus 1:10 Verdiinnung. Doppelbe-
stimmung 4+ Standardabweichung.

*= Auflerhalb der Standardreichweite (100ng/ml), nd= nicht
detektierbar.
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Abb. 3.14.: Stimulation muriner myeloider dendritischer Zellen
vom Wildtyp versus SIGIRR Knockout. IL-6 Produkti-
on (ng/ml) nach Stimulation muriner myeloider dendritischer
Zellen mit 1668PTO (3uM, 1M, 0,25 pM und 0,08 pM) und
LPS (1 pg/ml) und einer Kontrolle mit Medium. Zellen zwei
méannlicher Wildtyp Méause (12 und 13 Wochen) und zwei
ménnlicher SIGIRR Knockout Méuse (15 Wochen). 0,2 * 10°
Zellen/Well. Daten aus 1:50 Verdiinnung. Doppelbestimmung
+ Standardabweichung.
*= Auferhalb der Standardreichweite (500ng/ml), nd= nicht

detektierbar.
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Konzentration des TLR-9 Stimulus, wobei sich die starksten
IL-6 Antworten hier bei 0,25 pM und 1 pM 1668PTO finden.
Dabei fallen die Reaktionen fiir die stimulierten Zellen unter-
schiedlich aus, jedoch erscheint die Hohe der IL-6 Antwort hier
nicht abhéangig von einer SIGIRR Defizienz. Fiir die Ansétze
mit LPS sowie teilweise fiir die Ansédtze mit 1 pM 1668 PTO
und 0,25 pM und 1668 PTO (gelber und schwarzer Balken)
gilt, dass Werte oberhalb der Standardreichweite des ELISA

erreicht werden.

Fiir das in Abbildung 3.14 dargestellte Experiment wurden
myeloide dendritische Zellen aus dem Knochenmark jiingerer
Tiere im Alter von ca. 14 Wochen gewonnen. Wie in der Gra-
fik erkennbar, ist die Interleukin-6 Antwort fiir Wildtyp und
SIGIRR defiziente Zellen in allen Ansédtzen miteinander ver-
gleichbar. Dabei liegt die IL-6 Produktion aller ,LPS“-Ansétze
iiber 500 ng/ml und damit iiber der Reichweite des Standards
im IL-6 ELISA, die Reaktion auf 1668PTO bei ca. 200 ng/ml
IL-6.

Von allen mDC Versuchen zeigt sich in diesem Versuch, bei
gleicher eingesetzter Zellzahl, die starkste IL-6 Produktion.
Dagegen werden in einem weiteren Versuch mit weiblichen Tie-
ren vergleichbaren Alters wesentlich geringere Konzentratio-
nen an IL-6 gemessen. Die Hohe der IL-6 Antwort fallt damit
in allen vier Versuchen sehr unterschiedlich aus. Gleichzeitig
ist die Reaktion der SIGIRR defizienten und Wildtyp-Zellen
auf die unterschiedlichen Stimuli in allen Versuchen vergleich-
bar.

Die Stimulationsversuche ergaben, entgegen der These, kei-
ne deutlichen Unterschiede zwischen Wildtyp und SIGIRR-
Knockoutméusen (vgl. Abb. 3.13 und Abb. 3.14). In keiner
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Stimulation zeigt sich eine deutlich erhohte IL-6 Reaktion SI-
GIRR defizienter muriner Zellen auf den TLR-9 Liganden
1668PTO und den TLR-4 Liganden LPS. Da die im ELISA
ermittelten IL-6 Werte fiir alle Ansédtze mit LPS meist iiber
der Standardreichweite liegen, konnen mogliche Unterschiede
zwischen SIGIRR1/* und SIGIRR ™/~ Zellen in diesem Fall
nicht sicher beurteilt werden.

Dieses Ergebnis steht damit im Kontrast zu der Erwartung an
das Experiment, nach der SIGIRR defiziente mDCs nach Sti-
mulation mit TLR-Liganden eine erhohte Produktion an IL-6
zeigen sollten.

Stimulation MACS-separierter CD11c™ myeloider
dendritischer Zellen

Die in den Experimenten mit dendritischen Zellen auftretende
Diskrepanz zwischen den Erwartungen an das Experiment und
den Ergebnissen, fithrte zu der Uberlegung, mit einem zusétz-
liche Aufreinigungsschritt die Reinheit der getesteten Zellen
zu verbessern.

Daher wurden im Folgenden die durch Differenzierung ge-
wonnenen myeloiden dendritischen Zellen in einem zweiten
Schritt mit Hilfe von MACS aufgereinigt (vgl. auch ,,Gewin-
nung von CD11ct Zellen im MACS* 2.2.5).

In zwei unabhingigen Versuchen wurden aufgereinigte
CD11lct mDCs von SIGIRR defizienten Miusen mit CD11c™
mDCs von Wildtypméusen verglichen. Je 0,065 * 10% Zellen/
Well wurden dabei mit 1668PTO (0,25 uM und 0,08 pM) und
LPS (1pg/ml) gegeniiber einer Kontrolle mit Medium stimu-
liert. Die Aufreinigung wurde im FACS durch Farbung auf
MHCII und CD11c iiberpriift.
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Abb. 3.15.:

Stimulation MACS-separierter CD11lc™ mDCs. IL-
6 Produktion (ng/ml) nach Stimulation muriner MACS-
separierter CD11ct mDCs mit 1668PTO (0,08 pM, 0,25 pM),
LPS (1 pg/ml) und Mediumkontrolle. Zellen einer weiblichen
WT Maus (7 Wochen) und einer weiblichen und ménnlichen
SIGIRR-ko Maus (7 und 8 Wochen). 0,065 * 10° Zellen/Well.

Doppelbestimmung + Standardabweichung.

*= Auferhalb der Standardreichweite (10ng/ml).
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Im gezeigten Versuch (s. Abb. 3.15) wurde neben der CD11c™
Fraktion auch die CD11c™ Fraktion zum Vergleich stimuliert.
Bei der Stimulation CD11c positiver Zellen wurden SIGIRR
Knockoutmause mit den Zellen nur einer Wildtypmaus (schwar-
zer Balken) verglichen, da nach Aufreinigung CD11c positiver
Zellen aus der mDC-Differenzierung der zweiten Wildtypmaus
nicht ausreichend Zellen fiir eine Stimulation verfiighar waren.
Allgemein zeigt sich sowohl in der Stimulation CD11c positi-
ver, wie auch CD11c negativer mDCs eine starke IL-6 Antwort
auf LPS. Die Reaktion auf 1668PTO fillt wesentlich schwécher
aus, ist aber fiir die meisten Ansétze von der Kontrolle (Me-
dium) abzugrenzen.

Die CD11c¢™ Fraktion stellt sich dhnlich wie die unter Abb.
3.13 gezeigte Stimulation unsortierter myeloider dendritischer
Zellen dar: Die IL-6 Antwort der Zellen einer ménnlichen SI-
GIRR Knockoutmaus liegt in der Stimulation mit 1668PTO
etwas hoher, wiahrend die anderen Zellen vergleichbare IL-6
Mengen zeigen. Unter Beriicksichtigung der Standardabwei-
chung ist dieser Unterschied aber weniger stark ausgepragt.
Dies wird besonders deutlich im Vergleich zur CD11c™ Frakti-
on: Hier ist die IL-6 Antwort auf 1668PTO (mit 0,25 pM und
0,08 uM) fiir beide Knockoutméuse etwa gleich stark, wéhrend
die IL-6 Antwort fiir den Wildtyp kaum nachzuweisen ist. Be-
sonders deutlich werden die Unterschiede fiir LPS. Wahrend
die IL-6 Antwort auf LPS fiir beide Knockoutanséatze bis ca.
5ng/ml bzw. tiber die Reichweite des eingesetzten Standards
reicht, liegt die IL-6 Antwort fiir Wildtypzellen auf LPS bei
gerade 0,4 ng/ml.

Dieses Verhéltnis zeigt auch ein zweites in dieser Weise durch-
gefiihrtes Experiment mit CD11c™ Zellen (2 SIGIRR-WT, 1
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SIGIRR-ko, Daten nicht gezeigt)

Im Ganzen wurden 16 Stimulationsexperimente ausgewer-
tet, davon 5 B-Zell Stimulationen, 5 Milzzellstimulationen, 4
mDC-Stimulationen und 2 Stimulationen mit aufgereinigten
CD11c™ bzw. CD11lc™ mDCs. Da ein Teil der Stimulationen
parallel durchgefiihrt und von den Méausen sowohl Knochen-
mark als auch Milz verwendet wurde, beziehen sich diese Sti-
mulationsexperimente auf insgesamt 24 Mause: 12 Wildtyp-
mause und 12 SIGIRR-Knockoutmause, die in Zweier- oder
Vierergruppen miteinander verglichen wurden. Es wurden 11
Weibchen und 13 Méannchen verwendet.

3.2. Diskussion

3.2.1. Diskussion zum Aufbau der Experimente
IL-6

IL-6 wird von einer Vielzahl von Zellen als Antwort auf eine
Stimulation ausgeschiittet und wird im Allgemeinen als ein Im-
munsystem aktivierendes Zytokin verstanden. IL-6 ist wichtig
in der spaten Entwicklung von B-Zellen, fiir B-Zell Prolifera-
tion und AK-Sekretion [17]. B-Zellen sezernieren aber auf Sti-
mulation hin geringere Mengen an IL-6, als dies beispielsweise
fiir T-Zellen oder Makrophagen beschrieben ist. In den durch-
gefiihrten Experimenten wurde IL-6 als Aktivierungsmarker
verwendet, da die Ausschiittung von IL-6, verglichen mit un-
stimulierten Kontrollen fiir 1668PTO stets deutlich messbar
ist. Im gleichen Sinne gilt dies fiir heterogene Milzzellenpopu-
lationen.

In vielen Publikationen zu SIGIRR wurde ebenso IL-6 als



102 3. Ex-vivo Stim. v. Milzzellen, B-Zellen und mDCs

Marker der Zellaktivierung verwendet [21, 51]. Ein weiterer
Vorteil der Verwendung von IL-6 ist somit die mogliche Ver-
gleichbarkeit mit den Ergebnissen anderer Arbeiten.

Knockout und Typisierung

In dem Grofiteil der von mir durchgefithrten Experimente zeig-
ten sich keine Unterschiede in der Zytokinantwort zwischen
SIGIRR ko und SIGIRR WT nach Stimulation mit TLR-Ago-
nisten. Man kann also erstens tiberlegen, ob der Knockout voll-
standig war, und zweitens, ob die Typisierung der Mause rich-
tig durchgefiihrt wurde.

Die Typisierung wurde fiir jede Maus nach der Geburt stan-
dardisiert durchgefiihrt und erfolgte iiber einen, durch einen
Insert im SIGIRR~ Gen entstandenen Langenpolymorphismus,
der sich nach PCR im Agarosegel nachweisen lief} (vgl. 2.2.1).
Nur eindeutige Typisierungsergebnisse wurden als giiltig ange-
sehen und durch stichprobenhafte Kontrolle der Typisierung
konnte ein Fehler an dieser Stelle mit grofler Sicherheit ausge-
schlossen werden.

Die SIGIRR-Knockoutmause entstammen dem Mausstamm
TIR27BC (mit C57Bl1/6j Hintergrund). Ein entsprechendes
Brutpaar wurde von der Arbeitsgruppe um C. Garlanda dem
Institut fiir Immunologie Marburg zur Verfiigung gestellt. Der
Knockout ist in einem Paper der Arbeitsgruppe beschrieben
[21].

Der eingefiigte Knockout kann anhand der Messung von SI-
GIRR mRNA mithilfe Polymerase-Kettenreaktion (PCR) be-
statigt werden. Dieses Experiment wurde fiir den Mausstamm
TIR27BC von H. Schreiner durchgefiithrt und in ihrer Arbeit
[88] veroffentlicht.
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Ob der Knockout damit vollstdndig ist, lasst sich daraus
nicht eruieren. Die veroffentlichten Ergebnisse von Garlanda
et al. zur Stimulation von SIGIRR defizienten M&ausen geben
aber keinen Hinweis darauf, dass ein unvollstandiger Knockout
vorliegen konnte.

3.2.2. Diskussion der Milzzellstimulation

Im Rahmen dieser Arbeit wurden das Verhalten von Milzzel-
len SIGIRR defizienter Mause unter Stimulation mit Milzzellen
vom Wildtyp verglichen. Die Versuche zeigen keine Abhangig-
keit der IL-6 Antwort von der Expression SIGIRRs in Milzzel-
len bei Stimulation mit dem TLR-9 Liganden 1668PTO (vgl.
3.1.1).

Dies widerspricht der Arbeitshypothese, nach der mit Weg-
fall der immun-regulativen Wirkung SIGIRRs eine deutlich
starkere IL-6 Antwort der SIGIRR defizienten Zellen zu er-
warten war. Da die Hypothese nicht bestéitigt werden kann
werden im Folgenden mogliche Ursachen dafiir diskutiert.

Bei der Untersuchung einer gemischten Zellpopulation, wie
Milzzellen, besteht eine Nahe zur Situation in vivo, bei der
unterschiedliche Zellarten in bestandiger Kommunikation und
Kontakt zueinander stehen und sich dabei gegenseitig beein-
flussen. So finden sich in der Literatur Angaben von bis zu
50 % B-Zellen, daneben kommen in relevanter Zahl T-Zellen
(30-40 %, 2/3 CD4%,1/3 CD8™), Antigen présentierenden Ma-
krophagen und dendritischen Zellen vor [17, S.53]|[1].

In den durchgefiihrten Experimenten lassen sich keine SI-
GIRR-spezifischen Unterschiede nachweisen. Damit stellt sich
die Frage, ob das Ergebnis durch eine bestimmte Subpopulati-
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on mit von Natur aus geringer SIGIRR Expression beeinflusst
ist:

Zu diskutieren ist an dieser Stelle ein Einfluss der Makropha-
gen auf das Stimulationsergebnis. Denn Makrophagen zeigen
keine, oder nur eine sehr geringe SIGIRR Expression [98, 21].
So kann in Stimulationsexperimenten ein SIGIRR-spezifischer
Effekt verdeckt werden. Die Sekretion von IL-6 als Reaktion
auf eine Stimulation ist dariiber hinaus bei Makrophagen we-
sentlich stérker ausgeprigt als bei B-Zellen. [64, S.83].

In FACS-Analysen zeigten sich in den Experimenten 40 %
der Milzzellen B220 positiv (B-Zellen), mit etwa 20 % ruhen-
den B-Zellen (B220 und CD43 positiv) (vgl. Abbildung 3.1).
Diese Zahlen waren fiir Wildtyp und SIGIRR Knockoutzel-
len vergleichbar. Der B-Zellanteil ist damit etwas geringer als
nach Literaturangaben (s.o.) zu erwarten. Eine Farbung auf
Makrophagen erfolgte nicht.

Fir dendritische Zellen und T-Zellen ist, wie auch fiir B-
Zellen eine Expression von SIGIRR beschrieben [26]. Damit
ist, selbst wenn man einen moglichen Einfluss von Makropha-
gen auf das Stimulationsergebnis berticksichtigt, das Fehlen
eines jeglichen SIGIRR-spezifischen Effektes tiberraschend.

Wald et al. beschrieben 2003 in der ex-vivo Stimulation SI-
GIRR defizienter Milzzellen eine erhohte NFxB und JNK Ak-
tivierung bei Stimulation mit LPS und IL-1, nicht dagegen mit
TNF«, und zeigten damit die negativ regulative Funktion SI-
GIRRs fiir den IL1 und LPS Signalweg. Weiter bestand eine
erhohte Proliferation SIGIRR defizienter Milzzellen bei Stimu-
lation mit CpG-DNA. [9§]

Im Vergleich dazu ist in dieser Arbeit ein Einfluss von SI-
GIRR auf die Aktivierung von TLR-4 durch LPS in den Milz-
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zellexperimenten nicht sicher beurteilbar, da die Zellen nur
eine schwache IL-6 Antwort auf LPS Stimulation zeigen und
intrazelluldre Aktivitdtsmarker (wie NFxB) nicht erfasst wur-
den. Fir 1668PTO (CpG-DNA) zeigen sich keine reprodu-
zierbaren Unterschiede zwischen SIGIRR ™/~ und SIGIRR*/+
Milzzellen beziiglich ihrer IL.-6 Produktion.

Eine erhohte Aktivierung von NFxB bedeutet nicht zwangs-
laufig eine hohere Produktion des proinflammatorischen Zyto-
kins IL-6. So ist eine Regulation der IL-6 Produktion auf an-
derer Ebene moglich, zum Beispiel bei der mRNA-Stabilitat
[74], die in den hier gezeigten Ergebnissen den regulatorischen
Einfluss SIGIRRs verdecken.

Anders verhélt es sich fiir die von Wald et al. beschriebene
Proliferation nach TLR-9 Stimulation mit CpG-DNA.

Die Proliferation der Zellen in Kultur wurde in meinen Ex-
perimenten nicht untersucht. Jedoch ist zu erwarten, dass mit
vermehrter Proliferation SIGIRR defizienter Zellen auch eine
erhohte IL-6 Menge in den Zellkulturiiberstdnden SIGIRR de-
fizienter Zellen nachzuweisen sei. Dies war im Vergleich zum
Wildtyp nicht der Fall.

Garlanda et al. vergleichen 2004 SIGIRR~/~ und SIGIRR/+
Mause beziiglich ihrer IL-6 Serumspiegel nach intraperitonea-
ler Injektion von LPS. In diesem Experiment zeigen sich keine
Unterschiede zwischen Wildtyp und Knockout. Die bestehen-
den Unterschiede zu den Ergebnissen von Wald et al. werden

hier durch einen unterschiedlichen genetischen Hintergrund
der Mause erklért. [21]

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Méuse besitzen
den gleichen genetischen Hintergrund, wie die von Garlanda
et al. verwendeten (s. S. 3.2.1). Ein Einfluss des genetischen
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Hintergrundes auf das Stimulationsergebnis bei dem Vergleich
zu den Ergebnissen von Wald et al. ist also nicht auszuschlie-
Ben.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Stimulation von
Milzzellen durch den hohen Anteil an SIGIRR exprimieren-
der Zellen (vor allem B-Zellen) geeignet ist, einen Uberblick
iiber einen moglichen immun-regulatorischen Einfluss von SI-
GIRR in Wildtypzellen gegeniiber SIGIRR-defizienter Zellen
zu erhalten. Riickschliisse auf einzelne Zellpopulationen sind
dabei aber schwer moglich. In den aufgefithrten Experimenten
zeigte SIGIRR keinen regulatorischen Einfluss auf die Stimu-
lierbarkeit der getesteten Zellen durch den TLR-9 Liganden
1668PTO (CpG-DNA).

Ein Zusammenhang zwischen dem Alter der Tiere und einem
Einfluss von SIGIRR auf die Stimulierbarkeit der Zellen stellt
sich nicht dar. Auch zeigt sich kein Einfluss des Geschlechts
auf das Stimulationsergebnis.

Um Riickschliisse auf spezifische Zellpopulationen ziehen zu
konnen, wurden aufgereinigte B-Zellen (SIGIRR-WT vs. SI-
GIRR-ko) sowie aus Knochenmark differenzierte mDCs (SI-
GIRR-WT vs. SIGIRR-ko) beziiglich ihrer Stimulierbarkeit im
ex-vivo Modell untersucht.

3.2.3. Diskussion der B-Zell Stimulation

Bei den von uns aus der Milz, nach Depletion CD43 positi-
ver Zellen, separierten B-Zellen (s. 2.2.5) fiir die B-Zell Sti-
mulation handelte es sich in der Mehrheit um ruhende, naive
B220" /CD43~ B-Zellen.

Die Reinheit der aufgereinigten Zellen wurde im FACS 1iber-
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priift (vgl. auch Abbildung 3.1). Durchschnittlich 85 % der Zel-
len waren B2207/CD43~. CD43" Zellen waren nach MACS
Aufreinigung im FACS nicht mehr in relevanter Menge nachzu-
weisen. Das bedeutet insbesondere, dass T-Zellen, Natiirliche
Killerzellen, Makrophagen bzw. Monozyten und Granulozy-
ten aus der Zellsuspension eliminiert werden konnten [6]. Die
verbleibenden 15% der Zellen zeigten sich CD43 und B220
negativ. Diese Zellen konnen ungefarbt geblieben sein, wenn
nicht ausreichend fluoreszenzmarkierte Antikorper hinzugege-
ben wurden, oder aber es handelt sich um Zellen die weder

B220 noch CD43 exprimieren, wie beispielsweise Epithel- oder
Endothelzellen [6].

Neben konventionellen B2-Zellen kommen in der Milz zwei
weitere Typen von B-Zellen vor: B1 und Marginalzonen (MZ)
B-Zellen. Letztere machen im Vergleich zu B2-Zellen nur einen
geringen Anteil von maximal (max.) 10 % der Gesamtpopula-
tion aus. Ihre immunologische Funktion, soweit bekannt, un-
terscheidet sich von der konventioneller B2-Zellen durch ihre

schnelle AK-Produktion bei einem eingeschrankten Repertoire
von V Genen [1, S.175].

Bei den im MACS aufgereinigten Zellen sollte es sich fiir
die verwendeten Praparationstechnik, den Herstellerangaben
entsprechend, jedoch um reine B2-Zellen handeln [22].

Das bedeutet, dass auch MZ B-Zellen und B1-Zellen in den
B-Zellstimulationen nicht miterfasst sind. In den Milzzellsti-
mulationen wiederum sind sie Teil des Zellgemisches, mogliche
Auswirkungen dieser kleinen Zellpopulation sind aber eher zu
schwach um sichtbar zu werden. Anzumerken ist, dass z.B.
MZ B-Zellen beim Erstkontakt mit Antigenen mit schneller
Antikorperproduktion in der Milz eine besondere Rolle spielen
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[58]. Da sie dem angeborenen Immunsystem damit néher ste-
hen als konventionelle B-Zellen ware es interessant herauszu-
finden, welche Bedeutung der immun-modulatorischen Funk-
tion SIGIRRs in diesem Kontext zukommt.

Der Prozentsatz TOPRO-positiver Zellen im FACS vor und
nach Aufreinigung liegt zwischen kaum nachweisbar bis zu
30 % der Zellen (vgl. dazu beispielsweise Abb. 3.1 und Abb.
3.6, andere FACS-Analysen wurden durchgefiihrt, sind aber
nicht gezeigt). Jeweils relevante Unterschiede zwischen SIGIRR-
ko und Wildtyp kommen nicht zur Darstellung. Diese unter-
schiedlichen, z.T. sehr hohen Zahlen kénnen der Zeit geschul-
det sein, die es brauchte, die Stimulationen anzusetzen und an-
schlieend die beiseite gestellten Proben fiir die FACS-Farbung
vorzubereiten. Fiir die Stimulation, die direkt im Anschluss an
die Isolation angesetzt wurde ist demgegeniiber ein geringerer
Anteil toter Zellen zu vermuten, beweisen lasst sich dies auf-
grund fehlender Daten nicht. Aufgrund dem jeweils gleichen
Anteil toter Zellen ist eine Vergleichbarkeit zwischen SIGIRR-
ko und Wildtyp gegeben.

Da der Einfluss von Makrophagen auf das Stimulations-
ergebnis in einer gemischten Milzzellpopulation nicht auszu-
schlieen war, wurden in einem parallelen Ansatz Milzzellen
und aus diesen Milzzellen isolierte B-Zellen verglichen. Es zeigt
sich, von der bei gleicher Zellzahl starkeren IL-6 Produktion
der Milzzellen abgesehen, in beiden Ansatzen kein Unterschied
zwischen SIGIRR-ko und WT.

Weitere Experimente mit im MACS-sortierten B-Zellen, wie
im Ergebnisteil beschrieben, validieren das Ergebnis: Die ex-

vivo Stimulationen aus der Milz von SIGIRR-WT und SIGIRR-
ko gewonnen B-Zellen zeigten keine Unterschiede in der IL-6
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Antwort zwischen SIGIRR Wildtyp und Knockout. Dies gilt
fiir die Stimuli 1668PTO in den getesteten Konzentrationen,
LPS, TNFa und Pam3Cys.

2008 beschrieben Lech et al. bei SIGIRR defizienten B6'P/1Pr
Maéusen eine Vermehrung von B-Zellregionen und eine erhohte
Anzahl an B-Zellen im FACS. Bei Stimulation mit LPS und
CpG-DNA zeigten diese Zellen im Vergleich mit dem Wildtyp
ohne SIGIRR-Defizienz eine vermehrte Proliferation [52].

Die Proliferation der untersuchten Zellen wurde in meinen
Experimenten nicht untersucht, jedoch wére zu erwarten, dass
eine vermehrte Proliferation auch zu grofieren Mengen produ-
zierten IL-6 fithrt. Dies war iiber den Grofiteil der B-Zellsti-
mulationen fiir SIGIRR Knockout im Vergleich zum Wildtyp
nicht festzustellen. Es ist moglich, dass SIGIRR eben nur im
beschriebenen Lupus Hintergrund einen nachweisbaren Effekt
auf die B-Zellzahlen nach Stimulation zeigt.

Zwei Jahre spéter (2010) publizierten Lech et al., auflerhalb
des Lupusmodells, eine vermehrte Anzahl an Milzzellen in Pri-
stane behandelten SIGIRR~/~ M&usen, die vor allem durch
eine Vergroflerung der B220 positiven B-Zellregionen entstand
[50]. Dies deutet auf eine Rolle von SIGIRR bei der Expansion
von B-Zellen der Milz hin. In Bezug zu meinen Ergebnissen ist
festzustellen, dass dieser Einfluss SIGIRRs sich aber auch auf
die Regulation bei der Entstehung solcher Lymphfollikel bezie-
hen kann. Ein Einfluss auf die eigentliche Zellfunktion bei Sti-
mulierung, wie hier untersucht, muss deswegen nicht bestehen.
Die Experimente sind auch durch den Einsatz von Pristane nur
bedingt vergleichbar.

Als mogliche Erklarung fiir diese Differenz der Ergebnisse
kann des weiteren gelten, dass SIGIRR in B-Zellen unter den
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meisten Umstanden eine eher untergeordnete Rolle in der Re-
gulation von B-Zellen einnimmt.

So konnten Polentarutti et al. 2003 nur geringe Mengen si-
girr mRNA in humanen wie murinen B-Zellen nachweisen [77].

Neben Toll-like Rezeptoren sind vor allem zwei weitere Si-
gnale fiir die Entwicklung naiver B-Zellen zu Plasmazellen ent-
scheidend: Die Aktivierung des B-Zell Rezeptors (BZR) und
die Unterstiitzung durch Ty-Zellen [18]. Die Verfiigbarkeit die-
ser beiden effektiven Regulationswege lasst die Bedeutung von
SIGIRR in den Hintergrund riicken. Moglicherweise ist die Re-
gulation von TLR iiber SIGIRR in B-Zellen ein redundanter
regulatorischer Weg, der nur unter bestimmten experimentel-
len Bedingungen, etwa bei starker Aktivierung des Immunsys-
tems, wie z.B. im Lupusmodell [52] oder nach Vorinkubation
mit Bakterien [88], an Bedeutung gewinnt.

Da es sich bei den ausgetesteten B-Zellen um B2-Zellen han-
delte (vgl. 3.2.1), bedeutet dies gleichzeitig, dass SIGIRR in
den B-Zellspezies der B1 oder MZ B-Zellen, die ein etwas ande-
res Aktivierungsprofil als herkémmliche B2-Zellen aufweisen,
eine groflere Bedeutung zukommen kann.

Zuletzt kann SIGIRR auch bei B2-Zellen, aber an anderer
Stelle, wie z.B. in der Regulation von B-Vorlauferzellen, eine
Rolle spielen. Dies ware in den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Tests nicht erfasst worden, konnte aber in vivo zu veranderten
Bedingungen im Immunsystem fithren. Da SIGIRR einerseits
in die TLR Kaskade eingreift und TLRs auf der anderen Seite
an mehreren Stellen der B-Zell Reifung und Aktivierung als
drittes Signal eine Rolle spielen [75, 83] ist ein solches Szenario
moglich.
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B-Zellstimulation mit Vorinkubation

Die Verwendung von Vorinkubationen, insbesondere mit LPS
und ATP, sollte einen SIGIRR spezifischer Effekt verstéirken.
In diesem Zusammenhang bestand die Uberlegung, dass SI-
GIRR, bei Fehlen eines typischen Signalpeptids, wie 1999 von
Thomassen et al. fiir IL-1 vorgeschlagen [95], nicht {iber Golgi-
Apparat und Endoplasmatische Retikulum, sondern beispiels-
weise iiber Caspase-1 an der Zelloberfliche exprimiert wird
(= unkonventionelle Proteinsekretion) [13, 43, 66]. Entspre-
chend wiirde durch bestimmte, vielleicht proinflammatorische
Signale, dieser Expressionsweg erst induziert und die immun-
inhibitorische Wirkung SIGIRRs im Sinne eines negativen Feed-
backmechanismus induziert.

Wie im Ergebnisteil aufgefiihrt, zeigten die durchgefiihr-
ten Experimente mit B-Zellen keinen Hinweis darauf, dass die
Funktion SIGIRRs sich durch die gewahlten Vorinkubationen
beeinflussen lasst.

Als Nebenbefund zeigte diese Arbeit eine geringe Stimulier-
barkeit muriner B-Zellen auf die initial mitgefithrten Stimu-
li TNFa und Pam3Cys. TNFa bindet an den TNFR Rezep-
tor, Pam3Cys ist ein synthetisches Lipopeptid und ein TLR-2
Ligand. Die schwache Antwort der B-Zellen auf diese Ligan-
den zeigte: Beide Rezeptoren haben in dem verwendeten B-
Zell Modell (und der gemischten Population der Milzzellen)
kaum Einfluss auf die Rezeptorvermittelte IL-6 Antwort. Diese
schwachen IL-6 Signale lassen eine Aussage iiber einen SIGIRR
spezifischer Effekt in dem durch TLR-2 genutzten Signalweg
nur eingeschriankt zu. Anders als humane B-Zellen exprimieren
murine B-Zellen neben TLR-9 auch TLR-4 [83]. Daher wére ei-
ne stiarkere LPS Antwort zu erwarten gewesen. Sie blieb aber
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iiber alle Experimente hinweg gleich schwach. Ein moglicher
Grund dafiir ist, dass eine Zytokinantwort naiver B-Zellen,
anders als eine Reifung zur Plasmazelle, nur wenig durch den
TLR4-Liganden LPS beeinflusst wird.

3.2.4. Diskussion der mDC Stimulation

Myeloide dendritische Zellen spielen, als ,klassische® dendri-
tische Zellen eine entscheidende Rolle in der Induktion der
T-Zellantwort [1, S. 119].

In dieser Arbeit wurden myeloide dendritische Zellen aus
Knochenmark von SIGIRR defizienten Mausen und Wildtyp-
méusen unter Verwendung von GM-CSF gewonnen (vgl. 2.2.4)
und im FACS untersucht (Farbung auf MHCII, CD11c, TO-
PRO).

Hier zeigten sich keine Unterschiede in der Entwicklung SI-
GIRR defizienter mDCs und WT mDCs: Sowohl der Anteil ge-
wonnener mDCs an der gemessenen Gesamtzellzahl, als auch
die GroBe der MHCII™" Population in Kultur waren jeweils
vergleichbar grof} fiir WT und SIGIRR-ko (vgl. S. 3.1.3).

So verlief die Entwicklung zu dendritischen Zellen (definiert
als CD11ct, MHCIIT Population) bei gleichen Kulturbedin-
gungen sowohl fiir SIGIRR Knockout wie auch fiir WT in glei-
cher Groflenordnung: In Abhéngigkeit der Versuchsreihe waren
dies etwa 60-80 % aller Zellen. Auch die Anzahl in den Kul-
turschalen anhaftender (und verworfener) Makrophagen zeig-
te bei mikroskopischer Begutachtung (Dichte des Zellrasens)
keine wesentlichen Unterschiede.

Nach diesen Ergebnissen gibt es keinen Anhaltspunkt fiir
einen Einfluss SIGIRRs auf Reifung und Entwicklung mye-
loider dendritischer Zellen im Vergleich von SIGIRR-ko und
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Wildtyp.

Der jeweils vergleichbare Anteil an MHCII?*9" Population
(s.u.) deutet weiter darauf hin, dass SIGIRR defiziente Zel-
len nicht leichter als Wildtypzellen durch unspezifische Reize,
wie das Handhaben der Kulturschalen oder die Zugabe von
Kulturmedium (vgl. Methoden: 2.2.4), aktiviert wurden.

Diese Feststellung ist in Zusammenhang zu sehen mit der
von Liew et al. 2005 formulierten Vermutung tiber die Rolle
SIGIRRs in der Reifung dendritischer Zellen, nach der SIGIRR
in dendritischen Zellen, aber nicht in Makrophagen, hochgra-
dig exprimiert sei und damit eine grofle Rolle in der Regulation
der Reifung dendritischer Zellen zu spielen habe [53].

In mehreren Arbeiten zu SIGIRR und dendritischen Zel-
len wurden neben der Stimulierbarkeit dendritischer Zellen auf
verschiedene Reize auch auf Verhéltnisse in der Zellzahl und
Marker des Reifungsprozesses (wie MHCII) Bezug genommen:

So zeigten Garlanda et al. 2007 bei der Untersuchung zel-
lularer Infiltrate in den Lungen von M. tuberculosis infizier-
ten Mé&usen, dass sich die Zahl dendritischer Zellen (F4/80~
CD11ct) im Infiltrat zwischen SIGIRR*/* und SIGIRR/~
Tieren 2-4 Wochen nach Infektion nicht unterschied.|[20)]

Noris et al. beschrieben 2009, dass sich nach Nierenzell-
transplantation bei Mé&usen die Anzahl CD11b™ bzw.
CD11bTCD11ct Zellen, wie auch die MHCII Expression so-
wohl in SIGIRR*1/* als auch in SIGIRR~/~ bis zu 6 Tagen
nach Transplantaten stieg, jedoch jeweils starker in SIGIRR ~/—
Transplantaten, wobei die meisten Zellen MHCII des Spenders
zeigten. Der SIGIRR Knockout war somit assoziiert mit ver-
starkter Reifung und Expansion ortsstandiger myeloider Vor-
lauferzellen [70].
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Im Unterschied zu Noris und Garlanda stammten die in die-
ser Arbeit untersuchten dendritischen Zellen aus der Zellkul-
tur. Diese aus Knochenmark differenzierten Zellen waren zum
Zeitpunkt der FACS Untersuchung noch unstimuliert und al-
lenfalls unvermeidbaren unspezifischen Reizen in der Handha-
bung, wie beschrieben, ausgesetzt.

Die Auswertung der FACS Analysen zeigt tiber alle Experi-
mente hinweg Populationen mit unterschiedlich starker MHCII
Expression. Alle myeloiden dendritischen Zellen exprimieren
MHCII (vgl. [2, S.114]), aber die Héhe der MHCII Expres-
sion unterscheidet den Reifungsgrad der Zellen (vgl. 1.1.2).
In den Auswertungen der FACS Ergebnisse wurde deutlich,
dass der MHCII™9" Anteil, sich zwar nicht zwischen SIGIRR-
Knockout oder Wildtyp, wohl aber zwischen einzelnen Ver-
suchsreihen zum Teil deutlich unterschied (zwischen 5% und
12%). Als Einflussfaktor ist am ehesten Erschiitterungen in
der Handhabe der Proben zu nennen. Eine Verunreinigung,
z.B. mit LPS in der Kultivierungsphase ist bei Arbeit unter
sterilen Bedingungen unwahrscheinlich. Auf den Einfluss ho-
her MHCII-Expression auf die Stimulationsexperimente wird
im néchsten Abschnitt eingegangen.

Problematisch in der Auswertung der Ergebnisse ist, dass
die Reifung der Zellen nur nach ihrer Expression von MHCII
beurteilt wurde (vgl. unten). Andere Reifungsmarker myeloi-
der Zellen, wie beispielsweise CD86 oder CD80 [28] wurden
nicht untersucht.

Die am Boden der Kulturschalen anhaftenden Zellen wur-
den verworfen und entsprechend in FACS-Analysen nicht mit-
erfasst. Die Dichte des Zellrasens wurde unter dem Mikroskop
begutachtet, die Anzahl dieser Zellen und deren Anteil an
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der Gesamtpopulation der geernteten Zellen wurde dabei aber
nicht evaluiert. Es ist davon auszugehen, dass es sich bei den
anhaftenden Zellen um Makrophagen handelte, da diese die
Eigenschaft besitzen, an Plastikoberflichen anzuhaften (vgl.
auch [37]), in diesem Fall verstiarkt durch die Verwendung von
speziellen Kulturschalen mit sogenannter nunclon-Oberflache
(ThermoFisherScientific, Waltham(MA), USA)[94]. Diese Ne-
gativselektion von Makrophagen war wegen der Stimulations-
experimente erwiinscht (s.u.), aber eine separate Untersuchung
dieser Zellpopulation wurde nicht durchgefiihrt. Damit kann
nicht abschlieend beurteilt werden, ob sich bei SIGIRR Knock-
out die Entwicklung myeloider Vorlduferzellen zu Makropha-
gen oder myeloiden dendritischen Zellen vom Wildtyp quan-
titativ unterscheidet, wie in der Arbeit von Liew et al. (s.o.)
vorgeschlagen.

Beziiglich der von Liew et al. 2005 vermuteten regulatori-
schen Rolle SIGIRRs in der Reifung myeloider dendritischer
Zellen gibt es also unterschiedliche Ergebnisse: Als Beispiele
wurden hier die Ergebnisse von Garlanda 2007 den Daten von
Noris 2009 gegeniibergestellt.

Meinen Ergebnissen zufolge gibt es bei in vivo differenzier-
ten mDCs keinen Hinweis auf einen Einfluss SIGIRRs in der
Differenzierung der Zellen.

Zusammenfassend ist aus den FACS-Ergebnissen dieser Ar-
beit zu schlieffen, dass sich die Entwicklung SIGIRR defizien-
ter myeloider dendritischer Zellen bei der Differenzierung mit
GM-CSF nicht von der Entwicklung der Wildtypzellen in Be-
zug auf Anzahl der Zellen und dem Anteil an MHCII positiven
Zellen unterscheidet.
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Die Umgebung der dendritischen Zellen hat aber sicher starken
Einfluss darauf, wie dendritische Zellen aktiviert werden und
reifen. Entsprechend kann sich das Eingreifen inhibitorischer
Faktoren wie SIGIRR in den Reifungsprozess, je nach Umfeld,
stark unterscheiden.

In murinen, wie auch in humanen, dendritischen Zellen wird
SIGIRR stark exprimiert, wie es zu ihrem Vorkommen an Stel-
len des Korpers mit besonderem Kontakt zu Fremdantigenen,
wie dem Darm, und ihre Funktion bei der Prasentation von
Anitgenen passt [26, 15, 14].

In der Stimulation aus Knochenmark differenzierter muri-
ner myeloider dendritischer Zellen mit TLR-Agonisten war
diesen Eigenschaften entsprechend eine erhohte IL-6 Produk-
tion SIGIRR defizienter mDCs zu erwarten (vgl. 3.1.3). Es
zeigten sich hier aber keine Unterschiede zwischen myeloiden
dendritischen Zellen vom Wildtyp gegeniiber solchen mit SI-
GIRR Knockout bei der Stimulation mit dem TLR-9 Liganden
1668PTO (CpG-DNA). Auch in der Stimulation mit LPS zeig-
ten sich keine reproduzierbaren Unterschiede zwischen Wild-
typ und SIGIRR-Knockout in Bezug auf die IL-6 Reaktion.
Die Ergebnisse aus der Stimulation mit LPS sind jedoch nur
eingeschrankt verwertbar, wie spater im Detail erklart werden
soll.

Insbesondere iiberraschte das Ergebnis der Stimulation in
Bezug auf bisher veroffentlichte Arbeiten. Im Folgenden seien
Arbeiten zu dendritischen Zellen und SIGIRR, insbesondere
im Hinblick auf Stimulationen, und deren Ergebnisse im Ver-
gleich zur vorliegenden Arbeit kurz dargestellt. Wenn nicht
anders benannt, handelt es sich bei den beschriebenen Studi-
en um Arbeiten am Mausmodell.
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Im Jahr 2004 beschrieben Garlanda et al. eine erhéhte 1L-6
Produktion unreifer knochenmarksstammiger DC bei SIGIRR
Knockoutmausen, wenn sie in Beisein von LPS oder CpG-
DNA kultiviert wurden. Weiter zeigte sich in unreifen, aus
dem Knochenmark gereiften dendritischen Zellen die Expres-
sion von SIGIRR, wahrend reife dendritische Zellen, die iiber
die Exposition zu LPS gewonnen wurden, geringere Mengen
an SIGIRR-Transkripten enthielten. Die Differenzierung er-
folgte aus CD34" Knochenmarkzellen mit GM-CSF und F1t3-
Ligand.[21]

Eine Arbeit von Lech et al. 2007 zeigte, dass SIGIRR de-
fiziente CD11b* myeloide Zellen, im Gegensatz zu tubuldren
Epithelzellen eine erhohte Chemokin (CCL2) Antwort auf LPS
Stimulation zeigten. In der getesteten CD11b™ Population wa-
ren 45 % der Zellen auch CD11c™. Weiter wurde in der Arbeit
von Lech et al. auch CpG-DNA (1668PTO) zur Stimulation
verwendet, eine dort dargestellte Grafik zeigt unter Bertick-
sichtigung der Standardabweichung aber nur geringe Unter-
schiede zwischen WT und ko der CD11b* Monozyten, anders
als eine Regulation von TLR-9 durch SIGIRR erwarten lief3e.
49)

Auch in einer Arbeit von 2009 beschrieben Lech et al. Unter-
schiede SIGIRR-defizienter myeloider Zellen (CD11b* APC)
der Niere gegeniiber SIGIRR-defizienten tubularen Epithelzel-
len der Niere in dem Sinne, dass SIGIRR die Zytokin- und
Chemokinfreisetzung in CD11b™ APCs nach Nierenzellscha-
den supprimiert. [51]

2010 beschriecben Lech et al. in einem Modell fiir
(Erd)olwasserstoff induzierten Lupus Erythematodes in Mau-
sen fiir SIGIRR-defiziente CD11cT dendritische Zellen der Milz
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eine erhohte Expression des Kofaktor CD40 im Vergleich zum
Wildtyp (ohne vorherige Stimulation) in vivo, sowie erhdhte
TLR-7 mRNA Level SIGIRR-defizienter dendritischer Zellen
in vitro. In der Stimulation mit Imiquimod unterdriickte SI-
GIRR die Aktivierung dendritischer Zellen iiber TLR-7. [50]

Noris et al. zeigten 2009 hohere 11.-6 mRNA Expression
in SIGIRR-defizienten Nierentransplantaten und fiir SIGIRR-
defiziente CD11b* DC Vorlauferzellen in Nierentransplantaten
eine hohere IL-6 Produktion bei Stimulation mit einem TLR-4
Liganden (HA) und TNF« im Vergleich zum Wildtyp. [70]

Drexler et al. beschrieben 2010 die Bedeutung von SIGIRR
in einem Uberexpressionsmodell mit humanen unreifen dendri-
tischen Zellen [15]. Dabei beschreiben sie, dass die Expression
von SIGIRR in mit GM-CSF und IL-4 differenzierten (huma-
nen) DC abnahm, wie dhnlich bereits von Garlanda et al. 2004
im Mausmodell beschrieben (s.0.).

Davies et al. berichteten 2010 tiber eine Hochregulation
von sigirr-RNA in dendritischen Zellen aus Peyer-Plaques,
nicht dagegen in dendritischen Zellen der Milz bei Exposition
zu LPS: Dendritische Zellen (CD11ct, MHCII™) aus Peyer-
Plaques reagierten bei in vitro LPS Exposition iiber 18 Stun-
den mit einer verminderten Bandbreite von Zytokinen im Ver-
gleich zu dendritischen Zellen der Milz (CD11lct, MHCIIT).
Dies lief3 sich nicht auf einen signifikanten Unterschied in der
Expression von Toll-like-Rezeptoren, sondern auf eine Hoch-
regulation von sigirr, tollip und tmedl (m-RNA) in
LPS-stimulierten Peyer-Plaques zuriickfithren.[12]

Bisherige Veroffentlichungen zu dendritischen Zellen zeigen
damit, dass SIGIRR eine wichtige Rolle in der Regulation der
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TLR-Antwort spielt. Sie zeigen aber auch, dass der regulatori-
sche Einfluss SIGIRRs variiert, beispielsweise zwischen unter-
schiedlichen DC-Populationen oder in verschiedenen Reifesta-
dien. Unterschiede ergeben sich auch durch die eingesetzten
Stimuli, wie z.B. CpG-DNA oder LPS oder durch unterschied-
liche Glykosilierung SIGIRRs.

Entsprechend ist es relevant, zu betrachten, welche Einfluss-
faktoren in den hier dargestellten Experimenten existieren und
wie sie die unerwarteten fehlenden Unterschiede zwischen SI-
GIRR Knockout und Wildtyp in den Stimulationsexperimen-
ten erklaren konnen:

In den oben zitierten Publikationen zeigen sich unterschied-
liche Ergebnisse in Abhéngigkeit davon, welche dendritischen
Zellen stimuliert wurden, vgl. z.B. Davies et al. 2010 [12]. Un-
terschiedliche Populationen dendritischer Zellen besitzen eine
unterschiedliche Ausstattung an Toll-like Rezeptoren und wer-

den durch unterschiedliche Kulturfaktoren in ihrem Wachstum
beeinflusst [39, 28].

Fiir die Herstellung myeloider dendritischer Zellen wurde in
dieser Arbeit GM-CSF als Zellkulturzusatz verwendet. Die Zu-
gabe weiterer Faktoren, wie Flt3-Ligand zum Kulturmedium,
ist zur Generation dendritischer Zellen nicht notwendig [37,
85]. Neuere Studien haben aber gezeigt, dass die hier entste-
henden dendritischen Zellen sogenannten inflammatorischen
dendritischen Zellen entsprechen, wie sie in vivo beispielsweise
bei Infektionen entstehen [90]. Die Zugabe von Flt3-Ligand ist
dagegen entscheidend fiir das Entstehen sogenannter ,steady
state“ mDCs [90]. Aufgrund der Differenzierungsmodalitédten
ist also zunéchst davon auszugehen, dass es sich bei den in die-
ser Arbeit untersuchten dendritischen Zellen um inflammatori-
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sche dendritische Zellen handelte [67]. Eine Charakterisierung
der gewonnenen Zellen fand in dieser Arbeit aber nur iiber
die Oberflachenmarker CD11c (Reinheit) und MHCII (Reife)
statt.

Inflammatorische dendritische Zellen sind charakterisiert
{iber eine mittlere CD11c Expression (CD11c™4), eine hohe
Expression von CD11b (CD11b"9")  die Expression von ma-
crophage differentiation antigen 3 (MAC3) und die fehlende
Expression von CD4 und CD8 [90]. Zur Beurteilung des Rei-
fegrades der Zellen konnen neben MHCII beispielsweise auch
CD80 oder CD86 herangezogen werden [89].

Da in dieser Arbeit nur MHCII und CD11c beurteilt wurden
und dariiber hinaus eine Einteilung in CD11c™9" CD11c™
und CD11c¢!? durch einen fehlenden Vergleichsrahmen schwer
moglich ist, kann eine endgiiltige Einordnung letztlich nicht
erfolgen.

Durch die Verwendung von GM-CSF im Kulturmedium sind
die gewonnen dendritischen Zellen am ehesten der myeloiden
Zelllinie zuzuordnen, da die Zugabe von GM-CSF zum Kul-
turmedium préferentiell zur Entwicklung myeloider dendriti-
scher Zellen fiihrt [4, 1]. Es wird aber auch diskutiert, ob in-
flammatorische dendritische Zellen statt durch GM-CSF eher
durch den Einfluss von Monozytenkolonien-stimulierender
Faktor (M-CSF) entstehen und die bisherige Annahme, dass
GM-CSF zur Generation dendritischer Zellen der myeloiden
Zellreihe tiberhaupt notwendig sei, wird infrage gestellt [28,
24].

Fine genauere Charakterisierung ware hier fiir eine bessere
Interpretation der Ergebnisse in Hinsicht auf die verwendete
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DC-Spezies (da unterschiedliche Spezies dendritischer Zellen
unterschiedliche Eigenschaften, z.B. auch in Hinsicht auf ihre
Ausstattung mit TRL-Rezeptoren aufweisen), als auch fiir die
Vergleichbarkeit mit anderen Autoren daher hilfreich gewesen.
In vielen Studien wird zwar ebenfalls keine weitere Zuordnung
der dendritische Zellen getroffen, jedoch ist vermerkt, unter
welchen Kulturbedingungen in vitro, oder welche Organe in
vivo zur Gewinnung der Zellen verwendet wurden. Daneben
wird meist die Expression von CD11b, oft aber nicht explizit
die Expression von CD11c beschrieben.

Handelt es sich bei den in dieser Arbeit verwendeten den-
dritischen Zellen tatsachlich um sogenannte inflammatorische
dendritische Zellen, so ist, angesichts der Ergebnisse dieser Ar-
beit, die keine Unterschiede in der Zytokinausschiittung zwi-
schen WT und SIGIRR-ko zeigen konnte, obgleich solche zu
erwarten waren (s.o.), zu diskutieren, ob inflammatorische den-
dritische Zellen die richtige Zellspezies waren, um solche Un-
terschiede darzustellen.

Nach Differenzierung humaner dendritischer Zellen mit GM-
CSF und IL-4 zeigten Drexler et al. 2010 eine verminderte SI-
GIRR Expression [15] dieser Zellen. Dem gegeniiber steht eine
Arbeit von Garlanda et al. von 2004, in der zur Kultivierung
GM-CSF und Flt3-Ligand (CD34% Knochenmarkzellen mit
GM-CSF und Flt3-Ligand) eingesetzt wurden und in denen
unreife dendritische Zellen SIGIRR deutlich exprimierten [21].
Ein entscheidender Unterschied beider Arbeiten ist die Art, in
der die Differenzierung zu dendritischen Zellen durchgefiihrt
wurde: Die Differenzierung mit GM-CSF und IL-4 fiihrt im
humanen System, wie die Verwendung von reinem GM-CSF
in der Maus, zur Entwicklung inflammatorischer dendritischer
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Zellen [90].

Auch wenn beide Arbeiten nicht direkt vergleichbar sind,
deutet dies darauf hin, dass inflammatorische dendritische Zel-
len weniger SIGIRR exprimieren, als sogenannte ,,steady state*
dendritische Zellen. Da inflammatorische dendritische Zellen
die dominante DC-Spezies in einer systemischen Entziindungs-
reaktion darstellen, ergibt es Sinn, dass hier regulatorisch Pro-
teine, wie beispielsweise SIGIRR, herunter geregelt sind, bezie-
hungsweise eine solche starke Entziindungsreaktion erst durch
verminderte Expression regulatorischer Proteine zustande kom-
men kann.

Da die hier dargestellten Stimulationsexperimente am ehes-
ten, wie dargestellt, bei inflammatorischen dendritischen Zel-
len durchgefiithrt wurden, ist dies eine gute Erklarung, warum
keine Unterschiede zwischen SIGIRR-Knockout und Wildtyp
deutlich wurden, wenn auch die Wildtypzellen nur geringe
Mengen SIGIRR exprimieren.

Neben bisher Genanntem kommen weitere Einflussfaktoren
infrage, die das Experiment beeinflussen. Diese stehen sich da-
bei nicht als Gegensétze gegeniiber, sondern kénnen im Gegen-
teil auch gemeinsam das Ergebnis beeinflussen:

Wie bereits dargestellt ist SIGIRR nicht in allen Zellarten
gleich stark exprimiert (vgl. 1.1.3 ,SIGIRR®). Insofern kann
die fehlende Nachweisbarkeit einer immun-regulatorischen Wir-
kung SIGIRRs im iibermé&fligen Vorliegen einer Zellpopulation
mit nur geringer SIGIRR Expression der Wildtypzellen liegen.

Bei der Differenzierung myeloider dendritischer Zellen aus
murinem Knochenmark unter der Verwendung von GM-CSF
entstehen so beispielsweise auch Makrophagen und Granulo-
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zyten [37].

Makrophagen hafteten am Boden der Kulturschalen an und
wurden mit diesen verworfen (s.o.). Granulozyten sind dagegen
nur leicht adhirent und konnten auf diese Weise nicht von
dendritischen Zellen getrennt werden. Dies bedeutet, dass bei
Stimulation der isolierten Zellen vermutlich auch Granulozyten
miterfasst wurden.

Myeloide Zellen, die unter Zugabe von GM-CSF zum Kul-
turmedium entstehen, wie Makrophagen und Granulozyten ex-
primieren CD11c als Oberflichenmarker [2]. Granulozyten ex-

primieren im Vergleich zu dendritischen Zellen jedoch geringe-
re Mengen CD11c (CD11c'%) [1, S. 339][64, S. 333].

Myeloide dendritische Zellen lassen sich im FACS also (theo-
retisch) durch die hohe Expression von CD1lc (CD11c"9h)
(vgl. auch Einleitung 1.1.2) und die Expression von MHCII
auf der Zelloberfliche [2, S. 115] von Granulozyten oder Ma-
krophagen unterscheiden. Einschrankend ist anzumerken, dass
fiir die hier vermutlich vorliegenden inflammatorischen den-
dritischen Zellen eher eine durchschnittliche Expression von
CD1lc (sog. CD11c™“beschrieben ist (s.0.). Die Granulozy-
tenpopulation wurde in den FACS Farbungen nicht gesondert
berticksichtigt. Eventuell wurden also neben dendritischen Zel-
len auch Granulozyten stimuliert. Dies kann den Ausgang der
Experimente beeinflusst haben.

Eine mogliche Methode, die entstehenden Granulozyten aus
der Kultur zu entfernen, ist bei Inaba et al. 1992 beschrie-
ben. Hier wurden Dendritische Zellen aus einer murinen Kno-
chenmarkskultur unter GM-CSF Einfluss kultiviert. Die zuerst
entstehenden, leicht-adherenten Zellen wurden als Granulozy-
ten (hauptsédchlich Neutrophile) identifiziert und durch leichte
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Drehung der Platten gelost und durch Abpipettieren aus der
Kultur entfernt [37].

Bei einem solchen Schritt wire aber zu befiirchten gewe-
sen, dass die sich entwickelnden dendritischen Zellen durch
die Bewegung zu reifen dendritischen Zellen (mit hoher Ex-
pression von MHCII, s.u.) heranwachsen. Daher wurde jede
nicht-notwendige Bewegung der Platten vermieden und neues
Zellkulturmedium direkt zugegeben, ohne vorher Medium zu
entfernen.

Fine andere Losung, die zur Vermeidung der Entstehung an-
derer Zellen der myeloiden Zellreihe zum sogenannten ,,steady
state® dendritischer Zeller fiihrt, ist die Verwendung von Flt3-
Ligand ohne Zugabe von GM-CSF als Kulturmedium, wie von
Hammer et al. 2013 im Rahmen eines Reviews vorgeschlagen
28]. Zum Durchfiihrungszeitpunkt der hier dargestellten Ex-
perimente war dieses Review noch nicht erschienen, fiir zu-
kiinftige Experimente ist dieser Ansatz aber in Erwagung zu
ziehen, da er zwei Probleme 16st: Das Vorkommen von Ma-
krophagen und v.a. Granulozyten in der Zellkultur und die
vermutlich geringe SIGIRR Expression inflammatorischer den-
dritischer Zellen.

Die hohe Expression von MHCII an der Oberfliche dendri-
tischer Zellen ist eine Eigenschaft reifer dendritischer Zellen
[1, S.121] und vollzieht sich in vivo nach Aktivierung unreifer
dendritischer Zellen in der Peripherie [97]. Trotz vorsichtiger
Handhabe und erschiitterungsfreier Kultivierung war der An-
teil der als MHCII™9" definierten Population nur bis auf 5%
bis 12 % zu reduzieren (vgl. Abb.3.12).

Dies ist relevant, da sich nach Ergebnissen von Drexler et
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al. 2010 (s.o.) die Expression von sigirr mRNA, und damit
vermutlich auch das Vorkommen von SIGIRR in der Zellmem-
bran, bei der Reifung dendritischer Zellen verringert [15]. Wie
fiir die Granulozyten bereits beschrieben, kann eine schwa-
che Expression SIGIRRs wiederum Ursache dafiir sein, dass
sich keine Unterschiede in der Stimulierbarkeit des SIGIRR-
Knockout gegeniiber dem Wildtyp myeloider dendritischer Zel-
len zeigen.

Nach Ergebnissen von Dayvies et al. ist es auch denkbar, dass
die Verwendung bestimmter konditionierender Faktoren, wie
z.B. LPS in vivo oder in vitro, notwendig ist, um einen Unter-
schied zwischen SIGIRR Knockout und Wildtyp in der Reifung
zu zeigen. Als Mechanismus wéare denkbar, dass Exposition
gegeniiber LPS zum Zeitpunkt der Zelldifferenzierung zu ei-
ner erhohten Expression von SIGIRR auf dendritischen Zellen
fithrt und damit die Unterschiede im Phanotyp zwischen WT
und ko, wo eine solche Hochregulation nicht moglich ist, er-
hoht. Andererseits konnte auch die vermehrte Expression von
Toll-like Rezeptoren an der Zelloberfliche (ausgelost durch un-
terschiedliche Reize, wie z.B. unter ischamischen Bedingungen
wie beispielsweise bei Lech et al. 2009) eine vermehrte regula-
torischer Aktivitat SIGIRRs, sofern vorhanden, bedingen, oh-
ne dass SIGIRR an sich in erhohtem Mafle exprimiert wird.
Wahrend in den B-Zellexperimenten eine solche Vorinkuba-
tion versucht wurde (vgl. S.3.2.3) und sich hier keine Unter-
schiede zeigten, moglicherweise weil eben eine Differenzierung
aus Vorlauferzellen zu diesem Zeitpunkt bereits abgeschlossen
war, wurden in den Experimenten mit dendritischen Zellen kei-
ne Versuche in dieser Richtung unternommen. Auch sprechen
gegen einen solchen Mechanismus Ergebnisse von Garlanda et
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al. 2004, wonach dendritische Zellen, die unter Exposition zu
LPS gewonnen wurden, im Vergleich zu unreifen dendritischen
Zellen geringere Mengen an SIGIRR exprimierten [21].

In den hier dargestellten Stimulationsexperimenten myeloi-
der dendritischer Zellen wurden als Stimuli der TLR-9 Ligand
1668PTO und der TLR-4 Ligand LPS gewahlt. Die Regulation
des TLR-9 Signalweges iiber SIGIRR ist in der Literatur gut
belegt [98, 21, 78] und wird tiber eine Bindung an das Signal-
peptid MyD88 gesteuert [78, 14]. Damit war der Einsatz von
CpG-DNA (1668PTO) als Stimulanz naheliegend.

MyDS8S8 spielt auch in der Signalkaskade tiber TLR-4 eine
wichtige Rolle. Auch hier ist eine Regulation iiber SIGIRR
beschrieben. Fiir TLR-4 ist daneben aber noch ein anderer Si-
gnalweg, iiber TIR domain—containing adaptor-inducing IFN-
8 (TRIF), beschrieben, der nicht iber MyD88 vermittelt wird
[3] (vgl. auch 1.1.3). Damit diente der Einsatz von LPS in
den dendritischen Zellexperimenten zunéchst als Positivkon-
trolle. Die IL-6 Antwort fiel dabei jeweils starker aus als in
B-Zellexperimenten. Dies ist konsistent mit der Hauptfunkti-
on von mDCs, die in der Induktion einer T-Zellantwort tiber
die Ausschiittung von IL-6 liegt [1, S.119][25].

Dennoch wird in vielen Studien zu SIGIRR in B-Zellen, wie
auch in dendritischen Zellen, LPS als Stimulanz eingesetzt und
es ist, trotz dem Vorhandensein eines MyD88 unabhangigen
Signalweges, eine Regulation iiber SIGIRR beschrieben. Das
fiihrt zu zwei moglichen Schliissen: Entweder nimmt SIGIRR
auch im TRIF-Signalweg eine regulatorische Position ein, oder
der MyDS88 vermittelte, SIGIRR-kontrollierte Signalweg wird
bevorzugt.

In den hier dargestellten Experimenten zu myeloiden den-
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dritischen Zellen (ohne MACS-Sorting) lag die IL-6 Antwort
bei Stimulation mit LPS haufig iiber Reichweite des eingesetz-
ten Standards. Die ermittelten Werte fiir die IL-6 Antwort auf
LPS sind entsprechend Hochrechnungen aus der mit der Stan-
dardreihe bestimmten Konzentrationskurve und werden umso
mehr vom realen Wert abweichen, je weiter sie von dem von der
Standardreihe abgedeckten Bereich entfernt liegen. Dies wie-
derum bedeutet eine gewaltige Schwankungsbreite, sodass die
erhaltenen Werte kaum genutzt werden konnen, kleine Abwei-
chungen zwischen WT und SIGIRR-ko zu detektieren. Soweit
lasst sich nur feststellen, dass keine ausgepriagten Unterschie-
de bestanden. Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf einer
Beurteilung der Regulierung der TLR-9 Regulation durch SI-
GIRR, aber es ist ein wichtiges Versaumnis, dass nicht in al-
len Experimenten Anstrengungen unternommen wurden, die
Standardreichweite anzupassen.

Fiir die Experimente in denen das geschehen ist, lassen sich
keine Unterschiede zwischen SIGIRR-ko und WT in der Stimu-
lation myeloider dendritischer Zellen mit dem TLR-4 Liganden
LPS nachweisen.

Die IL-6 Antwort dendritischer Zellen wurde allein auf Sti-
muli des TLR-4 und TLR-9 Rezeptoren getestet. Da in mu-
rinen myeloiden dendritischen Zellen aber ein weites Spek-
trum an TLR-Rezeptoren exprimiert wird (vgl. 1.1), kommen
als Stimuli weitere Faktoren wie beispielsweise Pamp3Cys als
TLR-2 Stimulus, in Betracht (vgl. B-Zellstimulation 3.1.2). In
vielen Studien wurde des weiteren TNFa als Stimulus einge-
setzt, wie auch Unterschiede zwischen Zellen aus SIGIRR-WT
gegeniiber Zellen SIGIRR-ko Mausen beschrieben. TNF« akti-
viert unter anderem NFxB tiber Tumornekrosefaktor-Rezeptor
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(TNFR), eigentlich ein MyD88 unabhéngiger Signalweg [8].
Nach aktuellem Kenntnisstand spielt die Regulation tiber SI-
GIRR aber vor allem in MyD88 abhdngigen Signalkaskaden
eine Rolle. Demnach sollte sich TNF« nicht zur Untersuchung
SIGIRR abhéngiger Regulationswege eignen, es sei denn, als
Einsatz im Sinne einer Negativkontrolle.

Bei den vorgestellten Ergebnissen wird in dieser Arbeit eine
hohe SIGIRR Expression dendritischer Zellen entsprechend
der publizierten Daten zu dieser Zellreihe unterstellt. Damit
bleibt aber die Frage offen, wie hoch die Expression von SI-
GIRR in den Zellen zum Zeitpunkt der Stimulationsexperi-
mente war. Damit hétte beispielsweise sigirr mRNA via PCR
gemessen werden kénnen, oder, sofern SIGIRR an der Oberfla-
che der Zellen exprimiert wird, auch Farbung mit SIGIRR spe-
zifischen Antikorpern im FACS. Dies wére insbesondere auch
interessant gewesen bei Betrachtung der MHCII™9" Subspezi-
es. Die Expression von sigirr mRNA bedeutet ohnehin nicht
unbedingt eine erhohte Produktion von funktionsfahigem SI-
GIRR und ist als Methode daher ungenauer.

Auch andere regulatorische Proteine wie beispielsweise toll
interacting protein (tollip), IRAK-M oder SOCS-1 kénnen einen
Einfluss auf das Stimulationsergebnis haben [12, 28]: Wie auch
bei B-Zellen (s. 3.2.3), so besteht auch bei dendritischen Zel-
len die Moglichkeit, dass ein Ausfall SIGIRRs durch andere
regulatorisch wirksame Proteine kompensiert wird. Eine Un-
tersuchung anderer regulatorischer Faktoren kann hier mogli-
cherweise Hinweise liefern.

Als Ursache fiir Unterschiede im Verhalten gegentiber Stimu-
lation bei verschiedenen dendritischen Zellen nennen Lech et
al. 2007 unterschiedliche Glykosilierungen an SIGIRR [49]. Ei-
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ne Untersuchung von Glykosylierungsmustern bei WT mDCs
wére vor allem dann sinnvoll, wenn sich eine starke SIGIRR
Expression, trotz fehlender Unterschiede in der Stimulation
nachweisen liefe. Auf die mogliche Bedeutung von Glykosi-
lierungen bei SIGIRR wird im zweiten Teil dieser Arbeit zur
Herstellung und Charakterisierung von Antikérpern (s. S. 134
ff) eingegangen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in vielen Studien Un-
terschiede zwischen WT und SIGIRR-ko in der Stimulation
gezeigt werden konnten, wahrend sich in dieser Versuchsrei-
he mit aus dem Knochenmark unter Zugabe von GM-CSF
differenzierten CD11c™ myeloiden dendritischen Zellen keine
solchen Unterschiede darstellten.

Diese Ergebnisse stehen sich dabei aber nicht widerspriich-
lich gegeniiber. Denn dendritische Zellen zeigen, wie erlau-
tert, ein unterschiedliches Verhalten, je nach Ausstattung mit
Toll-like Rezeptoren und anderen Oberflachenproteinen (CD8,
CD11b, CD11c¢, MHCII, CD80, usw.), wiederum beeinflusst
von Kulturfaktoren wie LPS oder Flt3-Ligand und der Wahl
der eingesetzten Stimuli. Nicht zuletzt spielt natiirlich auch
eine Rolle, auf welche Weise die Reaktion der Zellen gemessen
wurde (IL-6, mRNA, usw.) und ob es weitere Regulations-
mechanismen (Glykosilierung, andere regulatorische Proteine)
gibt, die hier Einfluss nehmen.

Die Problematik besteht darin, den- oder die- entscheiden-
den Einflussfaktoren zu isolieren. Eine Elimination dieses Fak-
tors sollte dann entsprechend zu nachweisbaren Unterschieden
zwischen SIGIRR-Knockout und Wildtyp myeloider dendriti-
scher Zellen in der Stimulation fithren. Durch den Vergleich
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mit anderen Arbeiten zum Thema wurde erklirt, welche Me-
thoden als Losung dieser Problematik in Frage kommen.

Stimulation MACS separierte CD11c™ mDCs

Da fiir mDCs wie dargestellt keine Unterschiede in der IL-
6 Produktion zwischen Wildtyp und SIGIRR-Knockout bei
Stimulation nachzuweisen waren, wurde an die Differenzierung
von mDCs aus Knochenmark eine Positivselektion CD11lc™
Zellen im MACS angeschlossen (vgl. 2.2.5, 3.1.3).

Dies geschah vor dem Hintergrund, eine hohere Reinheit an
dendritischen Zellen (CD11lct) zu gewinnen und solche Zel-
len, die eine andere Differenzierung aufwiesen (Zelldetritus,
Makrophagen, Granulozyten (CD11c/®)), aus der Kultur zu
entfernen.

Auffallig ist in beiden Experimenten, dass sich ein SIGIRR
spezifischer Effekt vor allem im Bezug auf den TLR-4 Ligan-
den LPS zeigt. Wahrend fiir SIGIRR-ko bei den aufgereinigten
CD11ct-dendritischen Zellen die IL-6 Produktion in der Sti-
mulation mit LPS, wie in den bisherigen Experimenten mit
dendritischen Zellen, wieder sehr hoch ist, zeigen Wildtyp-
Zellen im Vergleich nur eine schwache Reaktion. Unterschie-
de zeigen sich zwar auch fiir den TLR-9 Liganden 1668PTO,
jedoch ist die Reaktion insgesamt schwécher und die Unter-
schiede stellen sich im Vergleich zu LPS geringer dar (s. S.
98). Dies iiberrascht, denn auf TLR-4 war, wie bereits im vor-
herigen Abschnitt diskutiert, nicht das Augenmerk gerichtet.
Ein Vergleich zu anderen mDC Experimenten ohne Aufreini-
gung fallt daher schwer, weil dort die Standardreichweite aus
erklarten Griinden nicht immer angepasst wurde. Ein solches
Ergebnis ist aber konsistent mit Ergebnissen anderer Arbeits-
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gruppen die ebenfalls eine regulatorische Aktivitat SIGIRRs
im TLR-4 Signalweg dendritischer Zellen nachweisen konnten
21, 49, 15].

Als problematisch ist bei den Experimenten mit aufgerei-
nigten CD11c™ dendritischen Zellen die geringe Zellzahl in
den Anséitzen anzusehen. In der Stimulation betrug die Anzahl
der stimulierten Zellen pro Well hier nur 0,065 * 10°, gegen-
tiber 0,2 * 109 bei den Versuchen ohne Aufreinigung. Durch
die Verwendung einer geringen Zellzahl ist die IL-6 Produk-
tion insgesamt geringer als in den bisherigen Versuchen. Sie
kann jedoch gegeniiber der Mediumkontrolle gut abgegrenzt
werden.

Dennoch erschweren geringe Zellzahlen die Handhabung und
die Moglichkeiten, die gewonnenen Zellen ausfiihrlich zu unter-
suchen. So konnten beispielsweise nicht alle geplanten Ansétze
durchgefiihrt werden, da nach MACS-Aufreinigung nicht ge-
nug Zellen verfiighar waren.

Eine Moglichkeit, die verfiighare Zellzahl zu erhohen be-
steht darin, die Zellen mehrerer genetisch identischer Mause zu
»poolen‘. Ein solches ,,Pooling* wurde auch in anderen Studien
zu SIGIRR und dendritischen Zellen verwendet, wie beispiels-
weise bei Garlanda et al. 2004 und 2007 beschrieben [21, 20].
Ein Nachteil gepoolter Zellen ist, dass trotz genetisch gleichen
Hintergrundes der Tiere individuelle Unterschiede bestehen,
wie sie auch in den Stimulationsexperimenten zur Darstellung
kamen. Auch waren zum Zeitpunkt der Durchfithrung nicht
ausreichend Mause verfiighar, die fiir ein Zusammenlegen in
Frage gekommen waren.

Die MACS-Separation CD11c positiver Zellen wurde als Po-
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sitivselektion durchgefiihrt: Diese fiihrt in der Regel zu einem
sehr hohen Reinheitsgrad der sortierten Zellen, hat aber den
Nachteil, dass die eingesetzten Antikorper an den Oberflachen-
strukturen verbleiben. Dies kann sich storend auswirken, da es
unter anderem so zu einer Aktivierung der markierten Zellen
kommen kann [56].

Die Analyse der FACS-Daten nach MACS-Separation ergab,
dass auch nach Positivselektion mit CD11c-FITC/a-FITC-
MACS-Beads noch CD11c positive Zellen im Durchlauf wa-
ren. Diese waren CD11¢c-FITC gefarbt, waren im magnetischen
Feld aber nicht zuriickgeblieben. Dies lasst schlieflen, dass die
MACS-Antikorper unter Umstédnden nicht ausreichend gebun-
den, oder nicht in ausreichender Menge verfiighar waren. Eine
Verbesserung dieses Schrittes in der Aufreinigung kann eben-
falls zu besseren Zellzahlen im Ergebnis fiihren.

Eine Separation mit FACS, wie z.B. durch Noris et al. 2009
zur Separation dendritischer Zellen aus der Milzzellsuspension
verwendet (CD11c/CD11b) [70], war zum Zeitpunkt der Ex-
perimente nicht verfiigbar. Gegeniiber der MACS-Separation
hat sie den Vorteil, dass die Zellen in weniger Arbeitsschritten
gefarbt, untersucht und separiert werden konnen.

Neben CD11c existieren andere Oberflichenmarker, die fiir
myeloide dendritische Zellen typisch sind, wie beispielsweise
CD11b. So wurden in einer Arbeit von Lech et al. 2007 eine
MACS Separation fiir den Oberflachenmarker CD11b durch-
gefithrt, wihrend Davies et al. 2010 Zellen nach dem Ober-
flachenmarker CD11c separierten. Beide Marker sind typische
Oberflachenmarker dendritischer Zellen, in beiden Arbeiten
wurden, anders als in dieser Arbeit, durch diese Marker den-
dritische Zellen aus einer gemischten Zellsuspension (aus Niere
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oder Milz) gewonnen [12, 49]. Dagegen war in dieser Arbeit
durch die Differenzierung aus murinem Knochenmark bereits
eine grofle Menge dendritischer Zellen in der Kultur anzuneh-
men. Die gezeigten Unterschiede zwischen SIGIRR Knockout
und Wildtyp nach CD11c Separation lassen darauf schlief3en,
dass der Differenzierungsgrad der Zellen in diesem Zusammen-
hang eine Rolle spielt. Die Tatsache, dass nach dem in dieser
Arbeit genutzten Stimulationsschema vor allem Inflammatori-
sche Zellen mit nur geringer beschriebener CD11c Expression
zu erwarten sind, kann damit Ursache sein fiir die fehlende
Darstellbarkeit relevanter Unterschiede zwischen SIGIRR ko
und WT in den eingangs gezeigten Experimenten.

Da entsprechende Experimente nur in zwei unabhéngigen
Ansatzen durchgefiihrt wurden und die Anzahl der stimulier-
ten Zellen gering war, sind weitere Experimente zur Bestati-
gung dieser These notwendig.

Die zuletzt beschriebenen Experimente mit Stimulation von
CD11ct Zellen nach MACS-Separation sind durch die gege-
benen Bedingungen als Vorexperimente anzusehen. Da hier
Unterschiede zwischen W'T und SIGIRR-Knockout zu beob-
achten waren, erscheint eine Durchfithrung in einem grofie-
ren Ansatz, unter Beachtung der oben genannter Vorschlage
und Hintergriinde sinnvoll. Neben CD11c und MHCII kénn-
ten beispielsweise weitere Marker, wie z.B. CD40 oder CD11b
im FACS untersucht und zur besseren Auswertung herangezo-
gen werden. Auch sinnvoll ware eine MACS Aufreinigung nach
CD11b positiven Zellen in gleicher Manier (s.a. 3.2.4).
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4. Herstellung und
Charakterisierung
monoklonaler Antikorper
gegen humanes SIGIRR

4.1. Ergebnisse

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden Antikorper gegen huma-
nes SIGIRR (hSIGIRR) in Hybridomazellkulturen hergestellt
und charakterisiert: a-hSIGIRR-AK wurden im ELISA (vgl.
2.2.7), Westernblot (vgl. 2.3.11) und FACS (vgl. 2.2.8) getes-
tet und konnten mit Hilfe von FPLC (vgl. 2.3.1) aufgereinigt
werden.

4.1.1. Herstellung monoklonaler Antikorper gegen
humanes SIGIRR

Die Herstellung monoklonaler Antikorper gegen humanes SI-
GIRR erfolgte wie im Methodenteil unter 2.3.6 ,,Generierung
von Hybridoma-Zellen“ beschrieben. Ausplattiert wurde auf
insgesamt sechs 96-well Flachbodenplatten. Die Namensgebung
der Antikorper erfolgte nach dem Namen der Platte (1-4, 9,
10) und der Position auf der 96-well Platte (A-H, 1-12). Die
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Ubersténde wurden im ELISA, wie unten beschrieben, auf An-
tikorper gegen humanes SIGIRR getestet. War dieses deutlich
gegeben und war makroskopisch nur eine Zellkolonie in der
Vertiefung der Flachbodenplatte zu erkennen wurde der ent-
sprechende Klon expandiert.

4.1.2. Antikorper im ELISA: Antikorperauswahl,
Antikorperklassen und Kreuzreaktivitat

Im ELISA wurde die Bindung der Antikorper an hSIGIRR-
Fc mit der Bindung an Kontrollprotein und Negativkontrollen
(Kontrolle 1: hSIGIRR-Fc mit Medium; Kontrolle 2: Medium
mit a-hSIGIRR Antikorper) verglichen.

Aus 576 Klonen zeigten 45 im ELISA eine deutlich nach-
weisbare Antikorperspezifitiat gegen humanes SIGIRR. Davon
wurden 29 expandiert und ausgetestet, da sie jeweils in der
Flachbodenplatte nur eine makroskopisch erkennbare Kolonie
zeigten. In Abb. 4.1 sind exemplarisch Ergebnisse aus drei An-
tikorperaustestungen gezeigt.

Die Zellklone wurden, bei regelméfligem Austausch von Zell-
kulturmedium sowie Einfrieren von Klonen, weiter in Kultur
gehalten und expandiert. In regelmafligen Abstdnden wurden
ihre Zellkulturiiberstinde erneut getestet, wobei die Uberstén-
de auch in 1:5 und 1:25 Verdiinnung getestet wurden. Fir alle
in Abbildung 4.1 gezeigten antikérperhaltigen Zellkulturiiber-
stande gilt, dass die gemessene Antikorperbindung an humanes
SIGIRR im Zeitverlauf (y-Achse) abféllt, bis sie nicht starker
nachzuweisen ist als die Bindung an das Kontrollprotein (V-
), bzw. an Proteine des Zellkulturmediums (Kontrolle 2) und
damit dem Hintergrund des ELISA entspricht. Zu Beginn der
Messreihe gilt fiir 2-G11 und 4-A10, dass auch bei Verdiinnung
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Abb. 4.1.: Fc-ELISA ausgewiahlter a-hSIGIRR Antikorper. Dar-
gestellt ist die Bindung an humanes SIGIRR-Fc (hSIGIRR-Fc)
gegeniiber einem humanem Kontrollprotein mit Fe-Teil (h7-Fc)
im Zeitverlauf. x-Achse: Datum der Austestung; y-Achse: Ab-
sorption (A) bei 490 nm.
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um 1:5 und 1:25 die gemessene Absorption nicht geringer wird.
Dies entspricht einer hohen Konzentration an Antikérpern im
getesteten Uberstand zu diesen Zeitpunkten.

Fiir gezeigte Antikorper und weitere Antikorper mit spezifi-
scher Bindung an SIGIRR wurden Subklonierungen durchge-
fithrt. Diese Subklonierungen fiihrten zu drei Klonen mit spezi-
fischen Antikorpern: 4-A10(5)A3, 4-A10(5)B4 und 4-A10(5)C2.

Antikorperklassen

Vielversprechende SIGIRR-spezifische Antikorper wurden auf
ihre Antikorperklassen hin, wie auf Seite 2.2.7 beschrieben,
getestet. Das Ergebnis zeigt Tabelle 4.1.

Antikorper Antikorperklasse

9-D7 IgG1

4-A10 IgG2b
2-A4 IgG2b
2-G11 IeG2b
4-H7 IgG2b

4-A10(5)B4  IgG3

Tab. 4.1.: Antikorperklassen.

Kreuzreaktivitat

Da die Myelomazellen mit B-Zellen SIGIRR defizienter Mau-
se fusioniert wurden, bestand die Mo6glichkeit einer Kreuzre-
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aktivitdt mit murinem SIGIRR der resultierenden Antikor-
per. Darauf wurde unter Verwendung eines murinen SIGIRR-
Fusionsproteins (mSIGIRR-Fc) mithilfe eines Fe-ELISA getes-
tet. Die Vorgehensweise beim Fc-ELISA ist im Methodenteil
auf Seite 2.2.7 beschrieben.

Abbildung 4.2 zeigt exemplarisch das Ergebnis fiir den An-
tikorper 4-A10. Im ELISA zeigt sich eine gute Bindung des
Antikorpers an humanes SIGIRR. Dagegen ist keine spezifi-
sche Bindung an murines SIGIRR nachzuweisen: Die gemes-
sene Absorption unterscheidet sich nicht wesentlich vom Hin-
tergrund, also einer unspezifischen Reaktion im ELISA, wie
gegeniiber den Kontrollen ersichtlich.

Wie 4-A10 zeigte auch keiner der anderen ausgetesteten An-
tikorper dieser Immunisierung eine Kreuzreaktivitat mit mu-

rinem SIGIRR. Eine Ubersicht der hierzu durchgefiihrten Ex-
perimente zeigt Tabelle 4.3.

4.1.3. Antikorper im Western Blot

a-hSIGIRR-Antikorper, die im ELISA ein gutes Bindungsver-
halten gezeigt hatten, wurden im Western Blot getestet (vgl.
2.3.11 ,Test der Antikérper®). Diese Versuche zeigen, ob ein
Antikorper im Western Blot verwendet werden kann. Dies ist
der Fall, wenn er Regionen erkennt, die durch Denaturierung
nicht verandert werden.

Die Versuche wurden mit humanem SIGIRR (nach Throm-
binverdau von hSIGIRR-Fc) und mit Fusionsproteinen mit Fc
Markierung (humanes SIGIRR-Fc, murines SIGIRR-Fc) oder
mit HA Markierung (humanes SIGIRR-HA mit Signalpeptid,
humanes SIGIRR-HA ohne Signalpeptid) durchgefiihrt.



4.1. Ergebnisse 139

4-A10
Kreuzreaktivitat
25
L_RTA"A
2 m 15
1:25
1.5
A
1
0,5
0 |- -— — |
hSIGIRR-Fe mSIGIRR-F¢ V- Kontrolle 1 Kontrolle 2

Abb. 4.2.: Test auf Kreuzreaktivitiat gegeniiber murinem SIGIRR
am Beispiel von 4-A10. Fc-ELISA. hSIGIRR-Fc: huma-
nes SIGIRR-Fusionsprotein mit Fc-Teil und Antikérper 4-A10;
mSIGIRR-Fc: Murines SIGIRR-Fusionsprotein mit Fe-Teil und
Antikorper 4-A10; V-: humanes Kontrollprotein mit Fc-Teil
(,h7-Fc*) und 4-A10; Kontrolle 1: hSIGIRR-Fc¢ mit Medium;
Kontrolle 2: Medium mit Antikoérper 4-A10; A: Absorption bei
490 nm.
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SIGIRR-Fc im Western Blot

Abb. 4.3 zeigt als Beispiel das Ergebnis aus der Austestung der
Antikorper 10-B5 und 9-D7 mit hSIGIRR-Fc und mSIGIRR-
Fc und im Vergleich zu einer Positivkontrolle (goat a-hlgG, Fc
Fragment spezifisch). Fiir 10-B5 ist eine Doppelbande auf der
Ho6he von 55 kD bei hSIGIRR-Fc zu erkennen. Auch 9-D7 zeigt
eine Doppelbande bei 55 kD mit hSIGIRR-Fc. Es zeigt sich je-
weils kein Signal mit mSIGIRR-Fc. Die Positivkontrolle weist
sowohl fiir hSIGIRR-Fc, als auch mSIGIRR-Fc ein deutliches
Signal auf Hohe von ca. 55 kD auf, daneben auch weitere Ban-
den bei geringerem Molekulargewicht bei beiden Proteinen.

Ebenso wurden weitere Antikorper ausgetestet. Die Ergeb-
nisse einer Auswahl dieser Versuche sind in Tabelle 4.3 zusam-
mengefasst.

SIGIRR-HA im Western Blot

Abb. 4.4 zeigt das Ergebnis eines Western Blots von Lysa-
ten aus HEK-Zellen die nicht transfiziert (Negativkontrolle)
oder mit hSpSIGIRR-HA (humanes SIGIRR mit Signalpep-
tid und HA-Markierung) und hSIGIRR-HA (humanes SIGIRR
mit HA-Markierung) transfiziert waren. Die Expressionskon-
trolle des transfizierten Vektors erfolgte zuvor im Western Blot
durch Nachweis der HA-Markierung (HA-Tag) mit a-HA-Pox
(s. Abb. 4.4 (A)).

SIGIRR-HA wurde mit HA-Sepharose Beads aus den Zell-
lysaten isoliert und anschlieflend fiir SDS-Page mit konsekuti-
vem Western Blot vorbereitet. Nach dem Blotten wurden die
PVDF-Membranen mit Antikérpern inkubiert und mit Per-
oxidase gekoppeltem Zweitantikorper detektiert wie im Me-
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1 mSIGIRR-Fe¢
2 hSIGIRR-Fc

3 Medium

1 mSIGIRR-Fc
2 hSIGIRR-F¢

3 Medium

1 mSIGIRR-Fe
2 hSIGIRR-Fc

3 Medium

1 mSIGIRR-Fc
2 hSIGIRR-Fc
3 Medium

kD kD

10-B5 8-D7 + Kontrolle - Kontrolle

Abb. 4.3.: Test von a-hSIGIRR Antikorpern im Western Blot.
Murines oder humanes SIGIRR-Fc mit den Antikérpern 10-B5
und 9-D7 und Detektion mit a-mouse-POX .
+ Kontrolle: Positivkontrolle mit goat a-hlgG (Fc Fragment
spezifisch) und Detektion mit a-goat-POX; - Kontrolle: Nega-
tivkontrolle ohne Erstantikorper, nur a-goat-POX;
kD: MolekulargroBen Marker (in kD).
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thodenteil auf S. 70 (,,Test der Antikérper im Western Blot*)
beschrieben. Ausgetestet wurden die Antikorper 9-D7 und 10-
B5.

hSIGIRR-HA
3 HEK
SphSIGIRR-HA
hSIGIRR-HA

SphSIGIRR-HA
2 HEK

Marker (kD)
1 HEK
2 HEK
hSIGIRR-HA
3 HEK
1 HEK
| 2 HEK

A B 10-85 " 907

Abb. 4.4.: (A) Nachweis von HA-Tag in transfizierten HEK-
Zellen. Nicht transfizierte HEK-Zellen (= HEK), mit huma-
nem SIGIRR mit HA-Tag transfizierte HEK-Zellen (= HEK
hSIGIRR-HA) und mit humanem SIGIRR, Signalpeptid und
HA-Tag transfizierte HEK Zellen (= HEK SphSIGIRR-HA).
Nachweis mit a-HA-Pox. (B) Test von a-hSIGIRR Anti-
korpern im Western Blot. Humanes SIGIRR-HA mit oder
ohne Signalpeptid (aus HEK- Zellen) und Negativkontrolle aus
nicht transfizierten HEK-Zellen mit den Antikérpern 10-B5 und
9-D7.
kD: Molekulargréfien Marker (in kD).

10-B5 zeigt in der Spur ohne Signalpeptid (Sp) bei ca. 87 kD
und bei etwa 40kD je eine Einfachbande. In der Spur mit Si-
gnalpeptid zeigt sich fleckformig ein Signal bei ca. 87 kD, sowie
Einfachbanden auf Hoéhe von 72 kD, 40 kD und 34 kD. Fiir 9-D7
zeigt sich entsprechend in der Spur mit Signalpeptid eine Dop-
pelbande bei etwas 87 kD, eine Einfachbande bei 72kD sowie
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eine kraftige Bande bei ca. 40 kD. In der Spur ohne Signalpep-
tid ist auf Hohe 95kD und 72kD keine Bande auszumachen,
sondern nur ein strichformiges Signal. Eine deutliche Bande
ergibt sich bei ca. 40 kD.

Die vorhergesagte Grofle fiir SIGIRR liegt bei 39kD. Fir
SIGIRR-Fc im WesternBlot (z.B. im Rahmen der Proteinauf-
reinigung) laborintern regelhaft beobachtet wird eine Doppel-
bande bei etwa 55 kD.

Im Western Blot mit SIGIRR-HA ist auffallig, dass sich die
charakteristische Doppelbande bei einem hohen Molekularge-
wicht von ca. 95 kD findet und zusétzlich weitere Banden (ins-
besondere bei 34-44 kD) zu erkennen sind. Auf diesen Sachver-
halt wird in der Diskussion weiter eingegangen.

4.1.4. Antikorper im FACS

a-hSIGIRR-Antikoérper waren nicht fluoreszenzmarkiert, konn-
ten aber mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten Zweitantikor-
pers in FACS-Farbungen verwendet werden. Untersucht wur-
den mit humanem SIGIRR-HA mit HA-Markierung (hSIGIRR-
HA) und humanem SIGIRR mit Signalpeptid und HA-Mar-
kierung (hSpSIGIRR-HA) transfizierte HEK-Zellen gegeniiber
unveranderten HEK-Zellen als Negativkontrolle in der Ober-
flachenfarbung (vgl. auch 2.2.8). Fiir das gezeigte Experiment
wurden der Antikérper 10-B5 aus Hybridomazellkulturiiber-
standen verwendet (vgl. auch Abb. 4.5).

Die HEK-Zellen wurden entsprechend dem laborinternen
FACS-Protokoll fiir Oberflichenfarbungen gefirbt (vgl. 2.2.8)
und im FACS (Calibur, BD) analysiert. Die Auswertung er-
folgte mit der Software Flowjo (8.10, Tree Star Inc.).

Abb. 4.5 zeigt den Ansatz fir den Antikérper 10-B5 (C)
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Abb. 4.5.: Oberflaichenfiarbung fiir FACS. Farbung von HEK-Zellen, hSpSIGIRR-

HA HEK-Zellen und hSIGIRR-HA HEK-Zellen mit 10-B5 und fluoreszenz-
markiertem Zweitantikorper (C). Kontrollen: ungeférbt (A) oder nur Zweitan-
tikorper (B). Verwendeter Zweitantikorper: a-mouse-ALEXA (Fc-Fragment
spezifisch).
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sowie zwei Kontrollen, eine nur mit Zweitantikorper gefarbt
(B), die andere ungefarbt (A). Die griine Kurve zeigt jeweils
das Ergebnis fiir nicht transfizierte HEK-Zellen, die rote Kur-
ve stellt den Ansatz mit hSIGIRR-HA dar. Der Ansatz mit
hSpSIGIRR-HA ist mit der blauen Kurve beschrieben. Auf-
getragen sind auf der y-Achse die gezahlten Zellen, auf der
x-Achse jeweils die Bindung des Fluoreszenzgekoppelten Zwei-
tantikorpers entsprechend der ermittelten Signalstarke. Es zeigt
sich fir die Kontrollfarbungen (A, B) ein paralleler Verlauf al-
ler Kurven, wohingegen in C eine Verschiebung der blauen
Kurve gegeniiber rot und griin deutlich wird.

Der Antikoérper 10-B5 zeigt damit eine deutliche Bindung an
HEK Zellen die mit humanem SIGIRR und Signalpeptid trans-
fiziert waren, zu sehen an der Rechtsverschiebung der Kurve,
aber keine Bindung an nicht transfizierte oder mit humanem
SIGIRR ohne Signalpeptid transfizierten Zellen.

4.1.5. Endstand der Antikorperherstellung

Wie im Abschnitt ,,Antikérper im ELISA“ beschrieben, pro-
duzierten die meisten Zellklone nicht ldnger als circa (ca.) zwei
Monate SIGIRR spezifische Antikorper. Fiir viele Hybridoma-
zellklone war diese Zeit kiirzer. Nach Ablauf dieser Zeit konn-
ten keine SIGIRR spezifischen Antikorper mehr aus den Zell-
kulturiiberstanden gewonnen werden.

Im Verlauf der Antikoérperherstellung mussten viele Klone
aufgegeben werden. Dies geschah, wenn kein Zellwachstum
mehr stattfand, keine oder nur unspezifische Antikérper nach-
zuweisen waren oder in seltenen Fallen, weil die Zellkultur
verunreinigt war. Wenn es in flissigem Stickstoff eingefrore-
ne Zellen dieses Klons gab, so wurde diese nun aufgetaut. Die
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Rekultivierung gelang dabei héufig nicht, z.B. da die Zellen
nicht anwuchsen (z.B. 2-G11). In einigen Féllen proliferierten
die Zellen zwar, produzierten aber keine Antikérper mehr (z.B.
4-A10(5)B4) (vgl. auch Tab. 4.2).

Dies fiihrte dazu, dass die Zahl verfiigharer Hybridomazell-
klone mit zufriedenstellender a-h-SIGIRR Produktion bestéan-
dig abnahm.

Tabelle 4.3 gibt eine Ubersicht iiber zum Abschluss des prak-
tischen Teils dieser Arbeit vorhandene (bei 4 °C) gelagerte Zell-
kulturiiberstdnde, aufgereinigte bei -80 °C lagernde Antikorper
und in fliisssigem Stickstoff konservierte Zellklone.

Als stabil und mit einer guten Antikorperproduktion stellte
sich der Klon 9-D7 heraus. Die Antikorper zeigten gute Ergeb-
nisse in ELISA und Western Blot. Zellkulturiiberstdnde von
9-D7 wurden daher gesammelt und mithilfe FPLC wurden die
Antikorper aus diesen Uberstéinden isoliert (vgl. auch 2.3.1).
Der Proteingehalt aufgefangener Fraktionen wurde mit Nan-
odrop ermittelt, gepoolt, ankonzentriert, zu 5 Portionen a 200
nl (c= 0,66 mg/ml) aliquotiert und bei -80 °C gelagert, er steht
fiir weitere Tests zur Verfiigung. Auf gleiche Weise wurde mit
den antikorperhaltigen Zellkulturiiberstdnden der Zellreihe 10-
B5 verfahren.

4.2. Diskussion

4.2.1. Problematiken bei der Herstellung
monoklonaler Antikorper gegen humanes
SIGIRR

Die im Methodenteil beschriebene Methode zur Herstellung
monoklonaler Antikérper beruht auf der von Koéhler und Mil-
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Zellklon Bemerkung

1-G1
3-G1
4-B1
2-D5
2-E3
2-E3
4-H7
4-A10(5)B3  Subklon von 4-A10
4-A10(5)B4  Subklon von 4-A10
4-A10(5)C2  Subklon von 4-A10

Tab. 4.2.: Kryokonservierte Hybridoma-Zellklone mit Spezifitat
gegen hSIGIRR. Von nicht aufgefiihrten Zellklone (z.B. 9-
D7, 10-B5) sind keine Zellen kryokonserviert.

stein 1975 veroffentlichten Arbeit [47]. Unter Beriicksichtigung
neuerer Veroffentlichungen wurde die Methode, wie unter 2.3.6
beschrieben, durchgefithrt [91, 96].

Wie ebenfalls im Methodenteil dieser Arbeit beschrieben,
kamen zwei unterschiedliche Methoden der Immunisierung
(,footpad® vs. ,intraperitoneal®) zum Einsatz (vgl. 2.3.5). Bei-
de Methoden zeigten sich dhnlich erfolgreich. Da die Methode
der intraperitonealen Immunisierung aber mit geringerem zeit-
lichem Aufwand (zwei statt drei Injektionen) verbunden und
auch leicht durchfithrbar ist, empfiehlt sie sich fiir zukiinftige
Experimente, soweit nach diesem einmaligen Vergleich beur-
teilbar.

Die hergestellten Hybridomazellen wuchsen im Selektions-
medium gut an, was fiir einen guten Erfolg der Hybridisierung
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ID 9-D7 10-B5 4-A10 2-A4 2-G11 4-H7 4-A10(5)B4
IgG IgG1 X IgG2b IgG2b IgG2b IgG2b IgG3
ELISA mSIGIRR-Fc - - - - - - X
hSIGIRR-Fc + + + + + + +
WB mSIGIRR-Fc - - ® ® ® (29 02y
hSIGIRR-Fc +++ +++ ® (29 (29 (29 02y
hSIGIRR-HA + + ® ® & (29 02y
hSpSIGIRR-HA ++ ++ X (29 (29 (29 X
FACS mit Sp - + & ® ® - ®
ohne Sp - - ® ® ® - ®
Bemerkung aufgereinigt aufgereinigt Zellklone Zellklone
aliquotiert aliquotiert kryo- kryo-
-80 °C -80 °C konserviert konserviert

Tab. 4.3.: Eigenschaften ausgewéahlter a-hSIGIRR-Antikorper. ®= nicht untersucht, Reaktion:
- = negativ, + bis ++4 = schwach bis sehr stark positiv; ID: a-hSIGIRR-Antikérper aus an-
tikorperhaltigen Hybridoma-Zellkulturiiberstanden; ELISA: Humanes oder murines SIGIRR-
Fc wurde im ELISA mit a-SIGIRR-~Antikérpern detektiert (vgl. 4.1.2). Western Blot (WB):
Humanes oder murines SIGIRR-FC wurde geblottet und mit a-SIGIRR-Antikérpern de-
tektiert; humanes SIGIRR mit HA-Tag wurde via Immunprézipitation aus lysierten HEK-
Zellen isoliert, geblottet und mit a-SIGIRR-Antikérpern detektiert (vgl. 4.1.3). FACS: FACS-
Oberflachenfarbung von hSIGIRR-HA oder hSpSIGIRR-HA transfizierten HEK-Zellen mit
a-hSIGIRR-Antikérpern plus a-mouse-Fc Fluoreszenzantikorpern (vgl. 4.1.4).
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spricht. So konnte im initialen Screening eine Auswahl der Zell-
klone getroffen werden, deren Antikorper im ELISA eine be-
sonders gute Bindung an SIGIRR zeigten. Die Verwendung
von ELISA zum Screening spezifischer Antikérper gehort zu
den Standardmethoden in der Herstellung monoklonaler An-
tikérper [9].

Antikorper produzierende Hybridomaklone wurden also un-
ter der Bedingung weiter kultiviert, dass sie im Screening deut-
lich positiv waren. Die so ausgewahlten Hybridomaklone wur-
den so vereinzelt, dass statistisch betrachtet nur 1 Zelle pro
Well ausplattiert wurde. Entsprechend wurden sie weiter kul-
tiviert, wenn sich danach makroskopisch in der Mikrotiter-
platte nur eine Zellkolonie fand und die Produktion SIGIRR-
spezifischer Antikorper gegeben war. Damit sollte sicherge-
stellt werden, dass die hergestellten Antikorper monoklonalen
Ursprunges waren.

Nach anfanglich guten Ergebnissen zeigte sich iiber die Zeit
eine deutlich abschwéachende Produktion h-SIGIRR spezifischer
Antikorper der in Kultur befindlichen Zellklone (vgl. 4.1). Ver-
suche, diese Entwicklung durch wiederholte Subklonierungen
zur Identifikation stabiler h-SIGIRR AK produzierender Zell-
klone, zu unterbinden, waren nicht erfolgreich: In den Sub-
klonierungen wuchsen entweder keine Klone an oder die an-
wachsenden Klone zeigten keine nennenswerte Antikorperpro-
duktion. Einzig Subklone des Klons 4-A10 konnten erfolgreich
in Kultur genommen werden (= 4-A10(5)A3, 4-A10(5)B4, 4-
A10(5)C2), sie produzierten SIGIRR-spezifische Antikorper,
bis sich die Problematik bereits nach kurzer Zeit wiederholte.

Ein Problem der kontinuierlichen Zellkultur ist die Gefahr
von Uberwachsen einer Kultur mit Mykoplasmen, bzw. Bak-
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terien. Insbesondere ein hoher Verbrauch frischen Mediums
(Substrat) kann Hinweis darauf sein. Um dies zu verhindern
wurden die Zellkulturen steril gehandhabt und dem Medium
Antibiotikum zugesetzt.

Der wahrscheinlichste Grund der sich insgesamt vermindern-
den Antikorperproduktion ist die Vermehrung von Zellen, die
keine bzw. nicht spezifische Antikorper produzierten.

Damit liegt die Vermutung nahe, dass die vorher durchge-
fiihrten Vereinzelungen der Zellen nicht ausreichend waren. So
wird empfohlen, nach Isolierung der Hybridomazellklone zwei
Subklonierungen (,Reklonierungen“) der Zellklone durchzu-
fithren, um eine Monoklonalitidt zu gewéhrleisten [56, S.21].
Dies wurde in dieser Phase der Herstellung der Antikorper da-
mit einmal zu wenig durchgefiihrt.

Auf der anderen Seite ist denkbar, dass die Subklonierung
zwar ausreichend war, die Zellen ihre gewonnen Eigenschaften,
(Immortalitdt und Antikérperproduktion) aber wieder verlo-
ren:

So ist eine weitere Beobachtung der Zellkultur, dass je schnel-
ler die Zellen in Kultur wuchsen, gemessen an dem Bedarf fri-
schen Mediums und der Zeit bis zum néchsten Umsetzen der
Zellklone, desto geringer wurde die Konzentration an Anti-
korpern in den Zellkulturiiberstanden, trotz einem etwa gleich
bleibenden Verhéltnis von Zellen zu Medium. Statistische Da-
ten wurden in diesen Experimenten zu diesem Sachverhalt
nicht erhoben, jedoch deckt sich die Beobachtung mit Verof-
fentlichungen von Miller et al. 1988 [61] und Suzuki et al. 1990
[92] in denen ein negativer Zusammenhang zwischen der Rate
des Zellwachstums und Antikorperproduktion beschrieben ist:

Hybridoma-Zellklone, die im Laufe der Zeit keine Antikor-
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per mehr herstellen, haben einen Selektionsvorteil gegeniiber
solchen mit Antikérperproduktion, da sie, ohne Energie in die
Produktion von Antikérpern zu verlieren, zu einer erhohten
Wachstums- und Teilungsrate befahigt sind.

FEine weitere Beobachtung war, dass das Wachstum der Zell-
klone, wenn sie in sehr kurzen Abstidnden expandiert wurden,
also in groflere Platten oder Falkons mit neuem Kulturmedium
gegeben wurden, stagnierte. Die vorhandenen Zellen starben
ab und die Zelllinie musste als Quelle fir Antikorper aufgege-
ben werden. Als Grund fiir dieses Problem ist am ehesten die
Vereinzelung der Zellen zu sehen, da zellkulturspezifische Stoft-
wechselprodukte der Zellen wichtig fiir ein gutes Anwachsen
der Zellen sind [86, S.98]. Bei starker Verdiinnung und Verein-
zelung der Zellen ist dies nicht ausreichend gegeben, was das
Absterben dieser Klone erklart.

Wahrend die Hybridoma-Zellklone in kontinuierlicher Kul-
tur fortgefiihrt wurden, wurden auch Zellklone fiir eine spé-
tere Verwendung in fliissigem Stickstoff gelagert (Kryokonser-
vierung). Da, wie beschrieben, die in Zellkultur befindlichen
Zellklone nach anfangs guter AK-Produktion zuletzt nur noch
wenige Antikorper produzierten, wurde versucht, diese aus den
zuriickgelegten Zellen erneut in Kultur zu nehmen. Dies gelang
selten. Grund dafiir kann sein, dass die Hybridomazellklone
beim Einfrieren oder aber beim Auftauen geschidigt wurden.
In anderen Fallen lieflen sich die Zellen zwar wieder in Kultur
nehmen, produzierten aber keine Antikorper. Zu vermuten ist,
dass die eingefrorenen Klone bereits die Fahigkeit zur Antikor-
perproduktion verloren hatten oder eben nur solche Zellen die
Prozedur des Einfrieren und Auftauens iiberstanden. Von den
urspriinglich kryokonservierten Hybridomazellklonen mit An-
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tikorperspezifitat gegen humanes SIGIRR stehen die in Tab.
4.2 aufgefithrten Zellklone noch zur Verfiigung, ob diese beim
erneuten Kultivieren wieder Antikorper produzieren, kann nur
der Versuch der Rekultivierung zeigen.

Mogliche Kulturmediumzusétze, die zur Erhohung der Anti-
korperproduktion in verschiedenen Publikationen vorgeschla-
gen werden, wie beispielsweise LPS [57] oder DMSO [54], wur-
den in dieser Arbeit nicht verwendet.

Obwohl viele Klone nicht stabil blieben, konnten die antikor-
perhaltigen Uberstinde gesammelt und zur Charakterisierung
dieser Antikorper und damit auch zur Untersuchung SIGIRRs
herangezogen werden. Eine Aufreinigung der Antikorper aus
den Zellkulturiiberstdnden mit FPLC (vgl. 2.3.1) konnte nur
fiir 9-D7 und 10-B5 durchgefiihrt werden, da hier groflere Men-
gen an antikorperhaltigem Uberstand verfiighar waren.

Die Charakterisierung der hergestellten Antikorper erfolgte
auch dann, wenn Antikorperiiberstdnde nicht in den Mengen
verfiigbar waren, um eine Aufreinigung durchzufiithren, wie im
Ergebnisteil dargestellt. Im folgenden Abschnitt soll diese Cha-
rakterisierung und die daraus zu ziehenden Schliisse diskutiert
werden.

4.2.2. Diskussion zur Charakterisierung von
Antikorpern gegen humanes SIGIRR

Antikorper im ELISA: Antikorperauswahl,
Antikorperklassen und Kreuzreaktivitat

Wie bereits dargestellt ist der ELISA im Screening der An-
tikorperspezifitit eine bewdhrte Methode [9]. Im Ergebnisteil
sind dazu exemplarisch die Bindung der a-h-SIGIRR an SI-
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GIRR und Kontrollprotein im Zeitverlauf aufgefiihrt (vgl. 4.1).
Die Tatsache, dass zu Beginn der Messreihen bei 2-G11 und
4-A10 eine ahnliche Absorption gemessen wurde spricht, auch
im Gegensatz zur Messreihe bei 4-H7, fiir eine hohe Konzen-
tration der Antikorper im Uberstand, die zu einer vollen Sét-
tigung der Antikorperbindungsstellen fiihrt. Beobachten lasst
sich hier ein Verdiinnungseffekt, bei dem die Konzentration
der Antikorper im Uberstand sinkt und so bei hoherer Verdiin-
nung keine volle Sattigung der Antikorperbindungsstellen im
ELISA mehr erreicht wird. Im Zeitverlauf verstarkt sich die-
ser Verdiinnungseffekt. Das zeigt, dass die Konzentration an
Antikérpern im gewonnenen Uberstand abnimmt. Zwei Me-
chanismen kommen fiir diesen Effekt in Frage: Eine geringere
Zelldichte im Medium (z.B. durch Expandieren in neuem Me-
dium) oder ein Uberwachsen der in Kultur befindlichen Zel-
len mit nicht AK-produzierenden Zellen. Da die Konzentration
der Zellen im Medium nicht konstant war (z.B. fir 4-A10 am
21.05.10 ca. 265000 Zellen/ml, am 14.06.10 10000 Zellen/ml,
am 30.7.10 ca. 140000 Zellen/ml), sondern schwankte und zum
Zeitpunkt der AK-Austestung nicht erhoben wurde -sondern
nur fiir die Subklonierungen- lasst sich die Ursache dieses Ef-
fekt nicht genau eruieren.

Wie im Ergebnisteil dargestellt, wurden fiir ausgewahlte Klo-
ne die Antikorperklassen mit ELISA bestimmt, s. Tab. 4.1.
Hier zeigt sich eine Haufung der Antikorperklasse IgG2b, wéh-
rend in keinem Fall IgM Antikorper nachgewiesen wurden.
Dies kann mit dem Zeitpunkt der Fusionierung zusammenhan-
gen: Die resultierende Antikorperklasse ist zufallig und wird
vermutlich bedingt durch das zur Immunisierung eingesetzten
Protein und die Immunreaktion der Maus, insbesondere aber
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davon, welche B-Zellen zufillig eine erfolgreiche und stabile
Fusion eingehen. Daneben ist auch fiir Hybridomas die, sehr
geringe, Moglichkeit eines Isotypenwechsels beschrieben (mit
einer Frequenz von ca. 107> — 107, Ausnahmen bilden sog.
wfast-switch“ Varianten) [93, 79, 36]. Nur in diesem seltenen
Fall ist der Zeitpunkt der Austestung ebenfalls von Bedeutung.

Eine solcher Isotypenwechsel von Hybridomazellen zeigte
sich scheinbar fir 4-A10(5)B4 (IgG3) gegeniiber seinem pa-
rentalen Klon 4-A10 (IgG2b). Da ein solcher Isotypenwechsel
aber nur in einer Richtung und in der Reihenfolge der Konstan-
ten Regionen der Schweren Ketten ( u, d, v3, 71, Y2, Y24, €, &)
erfolgt [30, S.238], ist dies nicht schliissig. Wahrscheinlicher ist
somit, dass eine Monoklonalitét fiir die 4-A10 Kultur nicht ge-
geben war und damit die Antikérper der Uberstinde von 4-A10
bzw. 4-A10(5)B4 nicht nur unterschiedliche Isotypen, sondern
auch eine andere Spezifitat der variablen Regionen aufweisen.
Dies wurde nicht weiter untersucht, da wie eingangs beschrie-
ben, beide Zellkulturen aufgegeben werden mussten und keine
Ubersténde aus den Kulturen mehr verfiighar sind.

Auffallig ist in den hier gezeigten Ergebnissen auch die Ten-
denz zu IgG2b. Dies kann eine zufallige Haufung sein, da nur
sechs Antikorper produzierende Zellklone auf ihre Antikorper-
klasse getestet wurden, oder durch oben beschriebene, nicht
genau zu identifizierende Einflussfaktoren bedingt sein.

IgG Antikorper besitzen gegeniiber IgM Antikorpern den
Vorteil, dass sie sich besser einsetzten lassen, z.B. im Western
Blot. Weiterhin gelten fiir die Verwendung in vitro solche An-
tikorper als erwiinscht, die eine starkere Bindung zum haufig
eingesetzten Reagenz Protein A aufweisen, also beispielswei-
se IgG2a anstelle von IgG1 [30, S.231]. In vivo unterscheiden
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sich die Untergruppen der IgG Antikorper beispielsweise in ih-
rer zytotoxischen Aktivitat [42]. [gG2a und IgG2b sind in der
Maus die Antikorper mit den grofiten protektiven aber auch
krankheitsaktivitdtsfordernden Eigenschaften [68].

Insofern weisen die getesteten Antikorper ein insgesamt giins-
tiges Profil auf. Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Expe-
rimente spielt die Untergruppe der Antikorper, aufler bei der
Aufreinigung mit FPLC beziiglich der Bindungsstarke an die
Protein A-Saule (s. 2.5), keine weitergehende Rolle.

Die Kreuzreaktivitat auf murines SIGIRR wurde ebenfalls
im ELISA untersucht (vgl. 4.1.2). Kreuzreaktivitét ist fiir An-
tikorper eine erwiinschte Eigenschaft, da sie die Einsatzmog-
lichkeiten der Antikorper erweitert. Durch die Nutzung von
SIGIRR-Knockoutméusen in der Immunisierung war diese Ei-
genschaft fiir die hergestellten Antikorper denkbar.

Es zeigten sich im ELISA fiir die getesteten AK (9-D7, 10-
B5, 4-A10, 2-A4, 2-G11, 4-H7 und 4A10(5)B4 jedoch keine
Kreuzreaktivitat gegeniiber murinem SIGIRR.

Kreuzreaktivitat wurde fiir die Antikérper 9-D7 und 10-B5
auch im Western Blot getestet, wie im folgenden Abschnitt
beschrieben. Sinnvoll ist dies, da im Western Blot durch den
Einsatz von SDS in ihrer tertidren Struktur aufgespaltene Pro-
teine getestet werden und sich das Bindungsverhalten der An-
tikorper entsprechend unterscheiden kann (siehe auch 2.3.10)

Antikorper im Western Blot

Der Test der Antikérper im Western Blot diente verschiedenen
Zielen: Zum einen sollte die prinzipielle Verwendungsmoglich-
keit der hergestellten Antikorper fiir Western Blot tiberpriift
werden. Zum anderen sollten spezifische Eigenschaften der An-
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tikorper getestet werden, darunter die Kreuzreaktivitat gegen-
iiber murinem SIGIRR sowie der Ausschluss einer Bindung an
Fc-Teil oder an Signalpeptid der getesteten SIGIRR-Proteine.
Letzteres ist auch in Zusammenhang mit den FACS-Farbungen
zu sehen und wird dort erlautert.

Im Western Blot wurden vornehmlich 10-B5 und 9-D7 getes-
tet (vgl. 4.1.3). Andere getestete Antikérper waren Subklone
von 4-A10 und 2-G11, die hier aber nur schwache oder keine
Ergebnisse zeigten und sich aufgrund nur geringer Mengen an-
tikorperhaltigen Uberstandes nicht zur Aufreinigung eigneten.
Sie werden nicht separat diskutiert.

Fiir 10-B5 und 9-D7 zeigte sich im Western Blot mit huma-
nem SIGIRR-Fc eine charakteristische Doppelbande auf Ho6-
he von ca. 55 kD. Daraus wird erkenntlich, dass sowohl 9-D7
als auch 10-B5 im Western Blot humanes SIGIRR (mit Fc-
Markierung) erkennen. Die Hohe der Doppelbande des SIGIRR-
Fc Fusionsproteins bei 55 kD, obwohl laborintern regelméafig
so beobachtet, ist dabei ungewohnlich: Nach Thomassen et al.
findet sich das SIGIRR-Glykoprotein in einer Hohe von 50-
80kD, in der reduzierten Form bei 48 kD, wobei eine Bande
von 38 kD eine teilweise abgebaute Form von SIGIRR repra-
sentieren kann [95]. Bei Lech et al. 2007 werden zwei SIGIRR
spezifische Banden mit je einem Molekulargewicht von 75 und
90 kD beschrieben [49]. Fc-Fragment besitzt eine vorhergesagte
Grofle von ca. 25kD. Damit wére fiir das Fusionsprotein (SI-
GIRR mit Fc-Teil) eine wesentlich hoheres theoretisches Ge-
wicht zu erwarten, als tatsdchlich beobachtet. In Abbildung
2.5 im Abschnitt Methoden ist beispielhaft aufgefithrt, wie
sich SIGIRR-Fc gegeniiber SIGIRR im fiir diese Arbeit durch-
gefithrten Thrombinverdau verhalt. Hier liegt SIGIRR nach
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Verdau mit ca. 34 kD auf der selben Hohe wie Thrombin (=
36 kD). Wahrend Doppelbanden fiir SIGIRR beschrieben sind
(s.0.) zeigt sich das molekulare Gewicht von SIGIRR-Fc im
Western Blot mit Antikérpern gegen humanes SIGIRR, wie
auch zuvor in unspezifischen Coomassie-Farbungen gleich blei-
bend, aber deutlich geringer als theoretisch zu erwarten.

So zeigt sich im Western Blot mit Lysaten SIGIRR exprimie-
render HEK293 Zellen (transfiziert mit humanem SIGIRR-HA
mit oder ohne Signalpeptid, aufgereinigt mit Immunpréazipita-
tion an HA-Beads) fiir SphSIGIRR-HA ein anderes als das
zuvor beschriebene Bandenmuster (vgl. Abb. 4.4. Die Position
der typischen Doppelbande stimmt hier eher mit der von Tho-
massen et al. und Lech et al. vorhergesagten Position iiberein
(s.0.). Dies kann auf eine unterschiedliche Glykosylierung des
Zellproduktes zuriickzufithren sein, wobei sich in der Arbeit
von Lech et al. das molekulare Gewicht von SIGIRR (isoliert
aus Nierenzellen) mit PNGase u.a. von 66 kD auf 45kD redu-
zieren liefl und sich sowohl Art (O- vs. N-Glykosylierung) wie
auch die Groflenordnung der Glykosylierung als vom unter-
suchten Zelltyp (myeloide renale Zellen versus tubuldre Epi-
thelzellen) abhédngig herausstellten [49]. In den hier dargestell-
ten Experimenten wurde SIGIRR-Fc aus Zellkulturiiberstan-
den (als sezerniertes Protein) isoliert, wohingegen SIGIRR-HA
aus Zelllysaten stammte. Neben einer unterschiedlichen Glyko-
silierung dieser Zellprodukte, die durch einen unterschiedlichen
Expressionsweg in der Zelle zustande kommen kann, konnen
auch unterschiedliche Splice-Varianten oder andere Modifika-
tionen des eukaryontischen Proteinexpressionssystems fiir die
genannten Unterschiede in Frage kommen.

Zusétzliche Banden, wie hier durch die eingesetzten Antikor-
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per detektiert, konnen degradierte Formen eines Proteins dar-
stellen oder aber Ausdruck einer unspezifischen Bindung der
Antikorper oder Zweitantikorpers (= a-m-IgG-POX) sein: Zur
Vermeidung einer Degradierung des SIGIRR Proteins nach Ly-
se der Zellen durch unspezifische Proteasen wurde unter Ver-
wendung von Proteinaseinhibitor gearbeitet (vgl. Material S.
29), ein Proteinabbau ist aber dennoch nicht ausgeschlossen.
Aus Griinden der Praktikabilitdt wurden des weiteren die a-
HA gecoateten Granulate (a-HA-Beads) nicht vor Auftragen
auf die Gele aus den Proben entfernt. Durch die Denaturierung
in Probenpuffer wurde das HA-markierte Fusionsprotein von
der Antikorperbindungsstelle gelost, die gecoateten Antikor-
per (schwere und leichte Kette des murinen a-HA Antikorpers,
25kD und 50kD) kénnen sich aber ebenfalls gelost und damit
vom eingesetzten Zweitantikorper (= a- m-IgG-POX) erkannt
worden sein [38]. Gegen Letzteres spricht, dass generell keine
Banden im Lysat nicht transfizierter HEK Zellen und speziell
keine Banden bei 25 oder 50 kD nachzuweisen sind.

Die Ergebnisse fiir hSIGIRR-HA ohne Signalpeptid sind ins-
gesamt nicht eindeutig, da insbesondere bei Detektion mit
10-B5 keine Doppelbande auszumachen ist. Fiir 9-B7 ist ver-
mutlich eine Luftblase im Gel Grund fiir die verzogene Struk-
tur der Bande bei 95kD. Moglicherweise war die Menge an
isoliertem Fusionsprotein aus HEK-Zellen Lysat insgesamt zu
gering, um durch die Antikorper deutlicher detektiert zu wer-
den.

Der Test der Antikorper 9-D7 und 10-B5 im Westernblot,
wie hier gezeigt, macht keine Aussage dariiber, ob die Anti-
korper statt an SIGIRR evtl. auch, oder ausschliellich, an den
Fc-Teil des Fusionsproteins binden. Die Experimente zur Anti-
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genspezifitit im ELISA (keine Bindung an das Kontrollprotein
h7-Fc) und die Méglichkeit des Einsatzes der Antikérper in der
Immunprézipitation bei Fusionsproteinen mit HA-Markierung
(s.u.) spricht aber fiir eine SIGIRR-Spezifitat der Antikorper.

Weiter ergibt sich aus den Experimenten im Western Blot
kein Anhalt auf eine Kreuzreaktivitat der Antikérper 9-D7 und
10-B5. Vermutungen zu einer Kreuzreaktivitat des Antikorper
10-B5 mit murinem SIGIRR im Westernblot bestatigten sich
nicht, entsprechend den ELISA-Ergebnissen.

Antikorper im FACS

In den FACS Experimenten wurden HEK-293 Zellen mit Hilfe
von zuvor hergestellten Antikorpern gegen humanes SIGIRR
und Fluoreszenzgekoppeltem Zweitantikorper gefarbt. Unter-
sucht wurden HEK-Zellen (Negativkontrolle) im Vergleich mit
hSpSIGIRR-HA (humanes SIGIRR mit Signalpeptid und HA-
Markierung) oder hSIGIRR-HA (humanes SIGIRR mit HA-
Markierung) transfizierten HEK-Zellen. Dabei zeigte sich nur
fiir mit Signalpeptid transfizierten Zellen eine Bindung des
Antikorpers an der Oberfliche und damit ein Vorkommen SI-
GIRRs an der Zelloberfliche (vgl. 4.1.4).

Wird SIGIRR mit einem Sp zellintern produziert, wie es
im natirlichen Zustand nicht vorkommt, so wird dieses tiber
das Endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat an
der Oberflache von Zellen exprimiert und ist so fiir SIGIRR-
spezifische Antikérper zuganglich. Insofern ist hier interessant,
dass der a-h-SIGIRR AK 10-B5 nicht an mit hSIGIRR-HA
transfizierte Zellen bindet (vgl. Abb. 4.5). Dies konnte darauf
hindeuten, dass SIGIRR ohne Signalpeptid nicht an der Ober-
fliche von Zellen exprimiert wird. Fir diesen Fall ist es denk-
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bar, dass SIGIRR als intrazelluléres Protein TLR regulatorisch
wirksam wird, z.B. als Membranprotein von Endosomen, wie
z.B. TLR-9 [63, S.85].

Entsprechend miisste eine Intrazellularfarbung auch bei SI-
GIRR ohne Signalpeptid ein Signal zeigen, dhnlich wie in der
Arbeit von Lydia Dyck fir mit murinem SIGIRR transfizierten
HEK-Zellen gezeigt [16]. Diese Ansdtze wurden durchgefiihrt,
fithrten aber nicht zu aussagekréftigen Ergebnissen (Ergebnis-
se nicht gezeigt). Wahrscheinlich wurden zum Zeitpunkt die-
ser Experimente die eingefiigten Vektoren in der transfizierten
HEK-Zelllinien nach langer Kulturzeit nicht mehr exprimiert
62, S. 212]. Weitere Transfektionen konnten im Rahmen dieser
Arbeit nicht erneut angesetzt werden.

Gegen dieses Szenario spricht, zumindest im murinen Sys-
tem, das Ergebnis einer Arbeit von Lech et al. 2007 in der
durch Immunfluoreszenzfarbungen muriner Nierenzellen mit
polyklonalem Antikorper gegen murines SIGIRR eine deut-
liches Signal an der Zelloberfliche gezeigt werden konnte.

Denkbar ist bei diesen unterschiedlichen Ergebnissen, dass
SIGIRR ohne artifiziell eingefiigtes Signalpeptid nur unter be-
stimmten Bedingungen, wie z.B. bei Stimulation mit TLR-
Liganden, oder nur in bestimmten Zelllinien vom Intrazellu-
larraum an die Zelloberflache verlagert wird.

Als Membranprotein mit Transmembrandomaéne, jedoch oh-
ne Signalpeptid [95], ist fiir SIGIRR auch ein alternativer Ex-
pressionsweg denkbar. Beispielsweise durch eine Aktivierung
tiber Caspase 1, wie fiir IL1/ beschrieben [43].
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4.2.3. Diskussion zum Endstand der
Antikorperherstellung

Zellkulturiiberstdande der Hybridoma-Zellklone 9-D7 und 10-
B5 wurden wie beschrieben aufgereinigt und stehen aliquo-
tiert fiir Versuche zur Verfiigung. Problematisch ist jedoch,
dass keine Zellklone mehr kryokonserviert sind, sodass ein er-
neutes Herstellen von Antikorpern dieser Zelllinien nicht mog-
lich ist. Sollten weitere Antikorper gegen humanes SIGIRR
benotigt werden bleibt damit die Option, die unter Tab. 4.2
aufgefithrten Zellklone zu rekultivieren. Zu beachten ist dabei,
dass moglichst schnell, sobald die Zellen stabil angewachsen
sind, Subklonierungen unternommen werden, da, wie disku-
tiert, zu erwarten ist, dass besonders solche Klone das Einfrie-
ren iiberstehen, die keine Antikoérper produzieren. Die hochs-
ten Erfolgsaussichten versprechen dabei die Klone 4-H7 und 4-
A10(5)B4. Alle kryokonservierten Klone waren zum Zeitpunkt
der Kryokonservierung im ELISA spezifisch fiir humanes SI-
GIRR. Gelingt fiir keine der Hybridomazellklone eine Rekulti-
vierung mit Produktion spezifischer Antikorper gegen huma-
nes SIGIRR bleibt nur der umstandliche Weg einer erneuten
Hybridisierung oder aber der Kauf kommerziell hergestellter
Antikorper mit entsprechender Spezifitét.

Zu Beginn dieser Arbeit waren Antikorper gegen humanes
SIGIRR nur als IgM-Antikorper oder als polyklonale Antikor-
per erhéltlich. Die Herstellung monoklonaler Antikérper mit
guter Spezifitat gegen humanes SIGIRR und mit der Chance
fiir [gG Antikorper war damit ein wichtiges Anliegen, um ge-
plante Experimente wie Immunfluoreszenzfarbungen laborin-
tern durchfithren zu konnen. Unter den aktuellen Bedingungen
ist durch die Sicherheit und grofle Bandbreite der kommerziell
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angebotenen Antikorper eine entsprechende Entscheidung in
Bezug auf Zeitersparnis und Kosten abzuwagen.
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5. Zusammenfassung /
Abstract

Zusammenfassung

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden immuninhibi-
torische Eigenschaften SIGIRRs in der Stimulation primarer
muriner Zellen untersucht. Der zweite Teil dieser Arbeit be-
schéftigte sich mit der Herstellung monoklonaler Antikorper

gegen humanes SIGIRR.

Fragestellung der Arbeit war es, eine Beteiligung SIGIRRs
an der Immunregulation muriner Milzzellen, B-Zellen und mye-
loiden dendritischen Zellen in Bezug auf unterschiedliche Toll-
like Rezeptoren aufzuzeigen und zu charakterisieren, wann und
gef. durch welche Mechanismen eine solche zustande kommt.
Hergestellte und auf ihre Eigenschaften hin untersuchte mo-
noklonale Antikorper gegen humanes SIGIRR sollten genutzt
werden um die Expression SIGIRRs mithilfe Immunfluores-
zenz zu untersuchen.

Dazu wurden zum Einen aus der Maus isolierte Zellen von
Wildtypmausen im Vergleich zu SIGIRR-Knockoutmausen sti-
muliert und in ihrem Reaktionsmuster verglichen. Zum Ande-
ren wurden, nach Immunisierung von SIGIRR-Knockoutmau-
sen mit SIGIRR, Hybridoma-Zellen generiert. Diese wurden
auf die Produktion brauchbarer Antikorper getestet und die
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resultierenden Antikérper auf ihre Anwendbarkeit in ELISA,
Westernblot und FACS untersucht.

In den Stimulationsexperimenten zeigt sich entgegen der Hy-
pothese keine Unterschiede zwischen WT-Mausen und SIGIRR-
Knockoutméausen bei der Stimulation mit unterschiedlichen
LPS Liganden fiir Milzzellen, B-Zellen und myeloide dendriti-
sche Zellen. Eine Einfluss SIGIRRs auf die Immunregulation
dieser Zellen konnte damit, entgegen der Aussage einschlagi-
ger Literatur, unter den hier angewandten Bedingungen nicht
nachgewiesen werden. Lediglich Vorexperimente mit MACS se-
parierten CD11c™ konnten Hinweise auf einen solchen Sach-
verhalt liefern. Die Antikorperherstellung lieferte spezifische
Antikorper gegen humanes SIGIRR mit guten Bindungseigen-
schaften in ELISA und Westernblot. Im FACS konnte in der
Oberflichenfarbung SIGIRR an der Oberfliche von mit SI-
GIRR und Signalpeptid transfizierten HEK-Zellen nachgewie-
sen werden.

Damit ist in den Stimulationsexperimenten insbesondere die
Abweichung von der gestellten Hypothese und den meisten bis-
herigen Publikationen bemerkenswert, wodurch die Diskussion
moglicher Ursachen, wie sie in der vorliegenden Arbeit unter-
nommen wird, entscheidend fiir moégliche zukiinftige Ansétze
ist. Problematisch in der Antikorperherstellung zeigte sich die
in fortlaufender Kultur bestandig nachlassende Antikérperpro-
duktion, bzw. eine verminderte Spezifitdt der produzierten An-
tikorper. Es konnten mit den bereits gewonnenen Antikorpern
jedoch einige Aufschliisse zu SIGIRR erzielt werden.

In zukiinftigen Experimenten bietet sich die Verwendung
von MACS separierten CD11c positiver dendritischer Zellen in
Stimulationsexperimenten mit SIGIRR-Knockoutméausen an.
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Die laborinterne Herstellung SIGIRR-spezifischer Antikorper
ist eine zeitintensive aber erfolgversprechende Methode, wenn
ausreichend frith Subklonierungen durchgefiihrt werden, muss
aber gegen die Moglichkeit eines kauflichen Erwerbs abgewo-
gen werden. Mit SIGIRR-spezifischen Antikérpern konnte ins-
besondere, z.B. mit fluroeszenzmarkierten Antikorpern, das
Expressionsmuster von SIGIRR in Zellen untersucht werden.

Abstract

The first part of this thesis focuses on the immuninhitory pro-
perties of SIGIRR in the stimulation of primary murine cells.
The second part describes the production of monoclonal anti-
bodies against human SIGIRR.

The central question of this theses was to distinguish the role
of SIGIRR regarding the immunregulation of murine spleen
cells, B-cells and myeloid Dendritic Cells via toll-like recep-
tors and the circumstances under which those would come to
pass. Monoclonal antibodies against human SIGIRR were to
be raised, characterised and used in immunfluorescence-aided
expression studies on SIGIRR.

For this purpose, for one, different stimuli were used on
wildtype versus SIGIRR-knockout mouce cells comparing the
resulting IL-6 reaction. Secondly, SIGIRR-knockout mice we-
re inoculated with SIGIRR and hybridoma cells producing
SIGIRR-specific antibodies were generated. Antibodies were
then tested for usage in ELISA, Western Blot and FACS.

In violation of the original hypotheses, the stimulation ex-
periments with different TLG-ligands showed not differences
in the IL-6 production between wildtype or SIGIRR-knockout
in spleen cells, B-cells or myeloid Dendritic Cells.
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Hence no immunregulative influence of SIGIRR on TLR-
signaling was evident in this experimental environment, though
most current studies would suggest otherwise. Solely prelimi-
nary tests with MACS-separated CD11ct mDCs were in fa-
vour of the stated theses.

The raising of antibodies resulted in SIGIRR-specific an-
tibodies with good binding-properties in ELISA and Western
blot. FACS results showed SIGIRR on the surface of HEK cells
transfected with SIGIRR and signalpeptide.

The results obtained in the stimulation experiments devia-
ted remarkably from the stated thesis and current publicati-
ons. Therefore the reflection of probable causes as discussed
here might be essential for future endeavour. Though some re-
sults could be achieved from SIGIRR-specific antibodies, rai-
sing SIGIRR-specific antibodies was limited by the ability of
hybridoma cells to produce antibodies in continous culture and
stable hybridoma cell clones could not be obtained.

In future stimulation experiments with SIGIRR-knockout
mice the use of MACS-separated CD11c positive myeloid Den-
dritic Cells seems to be most promising. The raising of SIGIRR-
specific antibodies in the laboratory is a time-consuming but
promising method, if early subcloning is respected, but purcha-
sing antibodies on the market should also be taken in con-
sideration. SIGIRR-specific antibodies could be used e.g. via
fluorescence-marking in studies on the expressionpattern of SI-
GIRR in different cell lines.
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