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Zusammenfassung

Fcy-Rezeptoren (FcyR) spielen eine bedeutende Rolle fir das Immunsystem, indem
sie das strukturelle und funktionelle Bindeglied zwischen Immunglobluin G (IgG) und
der Effektorzelle darstellen und damit zwischen humoralen und zellularen Reaktionen
vermitteln. Den Fcy-Rezeptoren gehodren verschiedene Isoformen an, die durch
homologe extrazellulare Domanen ahnliche Ligandenbindungseigenschaften
aufweisen, aber durch heterologe zytoplasmatische Domanen unterschiedliche
Effektorfunktionen vermitteln. So transduzieren der FcyRIll und der FcyRI (beides
multimere Proteine) Uber die gemeinsame FcRy-Kette ein aktivatorisches, der
monomere FcyRIl aber ein inhibitorisches Signal in die Zelle. Die Bedeutung der
einzelnen Isoformen IaRt sich vor allem anhand verschiedener knock out-
Mausmodelle aufklaren, die in den letzten Jahren generiert worden sind. Hier wurde
unter anderem die inhibitorische Funktion des FcyRII bei der Glomerulonephritis, der
Arthus Reaktion sowie der Passiven Anaphylaxie gezeigt. Interessanterweise spielt
der FcyRIl aber scheinbar bei der Autoimmunen Hamolytischen Anamie (AIHA) keine
regulative Rolle. Sowohl der Hamatokritabfall als auch die Erythrophagozytose durch
Kupfferzellen der Leber ist in FcyRII"'—Méusen im Vergleich zu Wildtypmausen
unverandert. Die Moglichkeit, dald der FcyRIl in der Leber nicht exprimiert wird,
konnte durch immunhistochemische Analysen ausgeschlossen werden. Auch eine
Expressionsregulation des FcyRIl oder auch des FcyRIll findet in der Leber nicht
statt, wie es hingegen in der Niere zu beobachten ist: wahrend der FcyRIIl in der
Niere konstitutiv exprimiert wird, kann die FcyRIII-Expression erst durch LPS in vivo
induziert werden. In Primarkulturen muriner Mesangialzellen (MCs) der Niere, die
potentiell an der Entwicklung einer Glomerulonephritis beteiligt sind, konnte eine
gegensatzliche Regulation der FcyRIl/FcyRIII-Expression sowohl auf RNA- als auch
auf Proteinebene nach IFN-y-Stimulation beobachtet werden. Daruber hinaus
reagieren MCs aus Wildtypmausen im Vergleich zu MCs aus FcRy"-Mausen mit
einer erhohten Sekretion der Chemokine KC und MCP-5 auf die Stimulation mit IgG-
Immunkomplexen nach Vorinkubation mit IFNy/LPS, was die mogliche Bedeutung
der Fcy-Rezeptor-Expression  auf residenten  Mesangialzellen  fur die
Glomerulonephritis unterstutzt. Die differente Rolle des FcyRIl fur verschiedene
Entzindungsreaktionen konnte in der zelltypspezifischen Expression von zwei
alternativ.  gespeildten Isoformen (FcyRIIb1 und FcyRIIb2) liegen, deren
Funktionsunterschiede bislang noch ungenugend geklart sind. Zur Beantwortung
dieser Fragestellung wurde schlieBlich in dieser Arbeit mit der Herstellung einer
FcyRIIb1-spezifischen knock-out-Maus begonnen, die derzeit als gezielt mutierte
Embryonale Stammzelle vorliegt.

Fcy-Rezeptor, Glomerulonephritis, Autoimmune Hamolytische Anamie



Summary

Fcy receptors play an essential role in immune regulation as they serve to link
immunoglobulin G- (IgG-)mediated responses to cellular effector functions. The
members of the Fcyreceptor family are composed of homologeous extracellular
domains but differ in their cytoplasmic regions, which results in different
consequences for the immune reaction. FcyRI and FcyRIIl are multimeric complexes
and transduce an activatory signal via the common Fc receptor y-chain. On the other
hand, FcyRIl is known to play a regulatory role on B cells and mast cells. Several Fcy
receptor deficient mice were generated to provide further insights into the in vivo-
functions of different Fcy receptor isoforms. FcyRIl-deficient mice show augmented
inflammatory reactions concerning glomerulonephritis, arthus reaction und passive
anaphylaxis. Interestingly, the FcyRIl seems not to play a regulatory role in
autoimmune hemolytic anemia (AIHA). Neither the values of hematocrit nor the
erythrophagocytosis of Kupffer cells in the liver differ in FcyRII'/' mice in comparison
with wildtype mice after inducing an experimental AIHA by the application of anti
erythrocyte antibodies. The possibility, that FcyRIl is not expressed in the liver could
be excluded by immunohistochemical analysis. Furthermore, there is no regulation of
FcyRIl or FcyRIII expression in the liver as observed in the kidney: while FcyRIl is
constitutively expressed in the kidney, FcyRIll is only expressed after LPS induction
in vivo. In primary cultures of glomerular murine mesangial cells (MCs), potentially
involved in glomerulonephritis, IFNy stimulation leads to opposing effects of FcyRII
and FcyRIIl expression, analysed by RT-PCR and immunocytochemistry.
Furthermore MCs from wildtype mice secrete KC and MCP-5 after stimulation with
IFNY/LPS and IgG immune complexes, which is significantly reduced in MCs from
FcRy"' mice, indicating the relevance of Fcy receptor expression of mesangial cells
for the induction of glomerulonephritis. The reason for the different significance of
FcyRII for AIHA and glomerulonephritis could be explained by the cell type specific
alternatively spliced isoforms of FcyRII (FcyRIIb1/b1* and FcyRIIb2). Since the in vivo
functions of FcyRIIb1 and FcyRIIb2 can not be determined by experiments with
FcyRII"'-deficient mice in detail, Embryonic Stem cells (ES-cells) were altered by
homologous recombination of the alternatively spliced C1 Exon of FcyRIl. This is
thought to lead to the production of a FcyRIIb1/b1‘-specific knock out mouse. In this
work one ES cell clone (C2D6) was obtained with the desired mutation. In
cooperation with J. Verbeek, Netherlands, C2D6 cell clones will be transplanted in
the near future to generate FcyRIIb1/b1‘-deficient mice.

Fcy receptor, glomerulonephritis, autoimmune hemolytic anemia
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Fc-Rezeptoren

Rezeptoren fur den Fc-Teil von Immunglobulinen (Fc-Rezeptoren) sind auf allen
Zellen des Immunsystems exprimiert und stellen das funktionelle und strukturelle
Bindeglied zwischen Antikdrper-vermittelter, humoraler Immunantwort und zellularen
Effektorfunktionen dar. Antikérper (Immunglobuline; Ig) erkennen durch ihren Fab-
Teil (fragment antigen binding) ein spezifisches Epitop eines Antigens und kdénnen
Uber ihren Fc-Teil (fragment crystallizable) von Fc-Rezeptoren gebunden werden. Es
existieren verschiedene Antikdrperklassen, die durch unterschiedliche Strukturen
ihrer schweren Ketten im Fc-Teil eigene Charakteristika aufweisen. Diese werden
von spezifischen Fc-Rezeptorklassen gebunden, welche nach der schweren Kette
ihres jeweiligen Liganden bestimmt werden (FcoR fir IgA, FcoR fir IgD, FcuR fur
IgM, FcyR fur IgG und FceR fur IgE) (Ravetch, J.V. und Kinet, J.P., 1991; van de
Winkel, J.G. und Capel, P.J., 1993; Hulett, M.D. und Hogarth, P.M., 1994).

Die Fc-Rezeptoren sind Glykoproteine und gehdren der Immunglobulin Superfamilie
an, die durch Ig ahnliche extrazellulare Domanen gekennzeichnet sind. Ausnahmen
stellen der niedrigaffine FceRIl dar, der eine lektinahnliche Struktur aufweist (lkuta, K.
et al., 1987) und der neonatale intestinale Transport-Rezeptor (FcRn) der strukturelle
Ahnlichkeiten mit MHC Klasse I-Molekiilen aufweist (Simister, N.E. und Mostov, K.E.,
1989). Wahrend die Struktur und Funktionen von Fcy-, Fco- und Fce-Rezeptoren
bereits eingehend untersucht werden, sind fur die anderen Fc-Rezeptorklassen

(FcdR und FcuR) noch keine genomischen Sequenzen beschrieben worden.

Der FceRI ist ein multimerer Komplex aus einer ligandenbindenden o-Kette, einer
B-Kette und einem y-Ketten-Dimer. Er wird auf Basophilen und Mastzellen exprimiert
und ist an IgE-vermittelten allergischen Reaktionen beteiligt, indem seine Aktivierung
Uber die Bindung von monomerem IgE und die nachfolgende Kreuzvernetzung durch
das Antigen unter anderem die Ausschittung von Histamin und Serotonin bewirkt
(Parker, C.W., 1987; Burd, P.R. et al., 1989; Ravetch, J.V., 1994).
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Der FcoR ist auf den meisten phagozytierenden Zellen im Blut und in
Schleimhautgeweben gefunden worden und seine Aktivierung fuhrt zur Phagozytose,
Degranulation, Ausschuttung von Sauerstoffradikalen (oxidative burst) und
inflammatorischen Mediatoren sowie zur antibody dependent cellular cytotoxicity
(ADCC) (Kerr, M.A. et al., 1990). Es ist wie der FceRlI, der FcyRI und der FcyRIIl mit
der signaltransduzierenden y-Kette assoziiert (Morton, H.C. et al., 1995; van Vugt,
M.J. et al., 1996).

Die neben dem FceR am besten untersuchten Fc-Rezeptoren sind die Fcy-
Rezeptoren. Sie bestehen aus homologen extrazellularen Domanen und weisen
unterschiedliche zytoplasmatische Regionen auf, so dal} sie bei ahnlicher Bindung
mit ihrem Liganden (IgG) unterschiedliche Effektorfunktionen vermitteln (Abb. 1 und
Abb. 2). Hierzu gehort die erleichterte Phagozytose Antikorper-opsonierter Partikel,
die Ausschuttung entzundlicher Mediatoren, die Vermittlung der ADCC. Ein
Sonderfall stellt der FcyRIIb dar, der eine immunmodulatorische Funktion Gbernimmt
(Ravetch, J.V. und Kinet, J.P., 1991; van de Winkel, J.G. und Capel, P.J., 1993;
Hulett, M.D. und Hogarth, P.M., 1994; Gessner, J.E. et al., 1998).

Fcy-Rezeptoren werden in drei Klassen eingeteilt, den hochaffinen FcyRl und die
niedrigaffinen FcyRIl und FcyRIIl. Durch die unterschiedlichen Affinitdten binden die
niedrigaffinen Fcy-Rezeptoren ausschliellich Immunkomplexe, wohingegen der
FcyRI auch monomeres IgG binden kann. Des weiteren sind fur die drei
Rezeptorklassen verschiedene Isoformen charakterisiert worden, die einzelne 1gG-
Subklassen mit einer unterschiedlichen Affinitdt binden kdénnen. Diese
unterschiedlichen Affinitaten, aber auch der variable Aufbau der zytoplasmatischen
Domanen, sowie die zelltypspezifische Expression einzelner Isoformen bieten ein
breites Spektrum zellularer Antworten auf die Bindung von IgG. Die
Funktionsunterschiede zwischen den Rezeptorklassen beruhen auf verschiedenen
Signaltransduktionswegen, die durch bestimmte zytoplasmatische Motive aktiviert
werden. Dabei handelt es sich um ein inhibitorisch wirksames Motiv, das sogenannte
ITIM (immunoreceptor tyrosin-based inhibitory motif) im FcyRllb und ein
aktivatorisches Motiv, das ITAM (immunoreceptor tyrosin-based activatory motif) in
der FcyRI- und FcyRIll-assoziierten y-Kette sowie in der cytoplasmatischen Doméne

des monomeren hFcyRlla (Bonnerot, C. et al.,, 1992; Muta, T. et al., 1994). Diese
2
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uberlappenden Eigenschaften bezuglich Struktur, Funktion und zellularer Verteilung
erschweren die Analyse und Charakterisierung der einzelnen Fcy-Rezeptor-
Isoformen. Durch geeignete Transfektionsversuche, aber auch durch die in den
letzten Jahren erfolgte Generierung von Fcy-Rezeptor-knock out-Mausen haben zu
einer weiteren Aufklarung der Bedeutung der Fcy-Rezeptor-lsoformen fur das
Immunsystem gefuhrt (Ravetch, J.V. und Kinet, J.P., 1991; Ravetch, J.V., 1994;
Ravetch, J.V., 1997; Gessner, J.E. et al.,, 1998). Die Charakteristika der drei Fcy-

Rezeptorklassen werden im folgenden einzeln aufgefihrt.

i 1?1 i .L ISR
Iff B

Abb. 1: Proteinstruktur der humanen Fcy-Rezeptoren (hFcyR). Die verschiedenen Untereinheiten
sind mit griechischen Buchstaben, divergente Gene mit Gro3buchstaben und unterschiedliche
Spleiprodukte mit Kleinbuchstaben bezeichnet. (ITAM: immunoreceptor tyrosin activation motif, ITIM:
immunoreceptor inhibitory motif, C1: zytoplasmatische Domane 1).
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Abb. 2: Proteinstruktur der murinen Fcy-Rezeptoren (mFcyR). Die verschiedenen Untereinheiten
sind mit griechischen Buchstaben und die unterschiedlichen SpleiRprodukte des FcyRIl mit
Kleinbuchstaben bezeichnet. (ITAM: immunoreceptor tyrosin activation motif, ITIM: immunoreceptor
inhibitory motif, C1: zytoplasmatische Doméane 1).

1.1.1 Der hochaffine FcyRI

Der FcyRI besteht aus verschiedenen Untereinheiten: der ligandenbindenden o-Kette
und einem signaltransduzierenden +y-Ketten-Dimer, das durch Disulfidbricken
miteinander verbunden und identisch mit der zunachst fur den FceRI beschriebenen
v-Kette ist (Ra, C. et al., 1989) (Abb. 1 und Abb. 2).
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Die FcyRlo-Kette besteht in ihrem extrazellularen Bereich aus drei Ig-ahnlichen
Domanen, wobei die beiden membrandistalen Domanen eine starke Homologie zu
den beiden extrazellularen Domanen der niedrigaffinen FcyRIl und FcyRIIl aufweisen.
Die dritte, membranproximale Domane wird fur die hohe Affinitdt und die Eigenschaft
monomeres IgG binden zu kénnen, verantwortlich gemacht (Allen, J.M. und Seed,
B., 1989; Hulett, M.D. et al., 1991). Im Vergleich zum humanen FcyRlI, fur den drei
Genloci beschrieben sind (Ernst, L.K. et al., 1992), ist fur den murinen FcyRI bislang
nur ein Genort gefunden worden (Sears, D.W. et al.,, 1990). Allerdings ist flr den
humanen FcyRI nur eine membranstandige Isoform nachgewiesen worden, die vom
hFcyRIA-Gen exprimiert wird. Die Expression der beiden anderen Genloci, hFcyRIB
und hFcyRIC, fuhrt durch die Existenz eines Stopcodons in der extrazellularen
Domane 3 (EC3) zu ldéslichen Formen des Rezeptors. Eine beschriebene,
membranstandige Spleilvariante des B-Gens konnte bislang lediglich in in vitro-

Transfektionssystemen nachgewiesen werden (Porges, A.J. et al., 1992).

Durch die Verfugbarkeit monoklonaler Antikdrper (mAbs) gegen den humanen FcyRI
ist seine Protein-Expression weitaus besser untersucht als die des murinen FcyRlI,
gegen den bislang keine Antikorper generiert werden konnten. Der hFcyRI wird auf
Monozyten/Makrophagen konstitutiv exprimiert und kann in Neutrophilen,
Eosinophilen und Mesangialzellen durch Interferon-y (IFNvy) induziert werden (van de
Winkel, J.G. und Capel, P.J., 1993; Uciechowski, P. et al., 1998). Des weiteren sind
IL-10 und GM-CSF als induzierende Faktoren fur die hFcyRI-Expression beschrieben
(te Velde, AA. et al, 1992; Kerst, J.M. et al.,, 1993), wahrend IL-4 einen
inhibitorischen Einfluld auf seine Expression hat (te Velde, A.A. et al., 1990).

Sowohl der hFcyRI als auch der mFcyRI binden mit einer hohen Affinitat monomeres
IgG2a, wahrend 1gG1 vom mFcyRI nicht gebunden wird und eine IgG1-vermittelte
Phagozytose Uber den FcyRI somit auch nicht beobachtet werden kann (Meyer, D. et
al., 1998).
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1.1.2 Der niedrigaffine FcyRII

Der FcyRIl besteht im Gegensatz zu den beiden anderen Fcy-Rezeptorklassen aus
einer einzelnen a-Kette, die sowohl die ligandenbindenden Domanen, als auch die
signaltransduzierenden zytoplasmatischen Bereiche umfalit. Er ist der am weitesten
verbreitete Fcy-Rezeptor und ist auf Neutrophilen, Basophilen und Eosinophilen
Granulozyten, auf Monozyten, Makrophagen, Thrombozyten, Langerhans Zellen,
Dendritischen Zellen sowie auf B-Zellen und einigen Subpopulationen von T-Zellen
zu finden (Unkeless, J.C. et al., 1988; Hulett, M.D. und Hogarth, P.M., 1994; Thomas,
R. und Lipsky, P.E., 1994; Fanger, N.A. et al., 1996). Es sind sechs verschiedene
Transkriptklassen des humanen FcyRIl bekannt (a1, a2, b1, b2, b3 und c), die von
drei verschiedenen Genen exprimiert werden: hFcyRIIA, hFcyRIIB und hFcyRIIC
(Qiu, W.Q. et al, 1990). Diese unterscheiden sich hauptsachlich in ihren
zytoplasmatischen Domanen, die im Falle des hFcyRIIA und hFcyRIIC ein ITAM und
im hFcyRIIB ein ITIM enthalten (Van Den Herik-Oudijk, I.E. et al., 1994). hFcyRlla2
und hFcyRIIb3 sind lI6sliche SpleiRvarianten, wahrend es sich bei den Ubrigen
Isoformen um membranstandige Rezeptoren handelt (Brooks, D.G. et al., 1989;
Rappaport, E.F. et al., 1993).

In der Maus existiert nur ein Gen, das zu dem hFcyRIIB homolog ist, der mFcyRIIB.
Durch alternatives Spleif’en werden vom hFcyRIIB-Gen zwei und vom mFcyRIIB-Gen
mindestens drei Proteine exprimiert, die sich durch die Existenz des C1-Exons
unterscheiden. Dabei entsteht eine um 19 Aminosauren deletierte hFcyRIIb2-Isoform
und eine um 47 Aminosauren verkurzte murine FcyRlIb2-Isoform. Eine weitere
SpleilRvariante, der mFcyRIIb1* wird mit einer verkurzten C1-Domane exprimiert und
ist zu dem humanen FcyRIlIb1 homolog. Er hat ahnliche Eigenschaften wie der

mFcyRIIb1 und wird mit ihm koexprimiert (Latour, S. et al., 1996).

Das alternative SpleiRen des mFcyRII erfolgt teilweise zelltypspezifisch: wahrend
man auf Mastzellen, Basophilen und Eosinophilen beide b1/b1‘-Varianten und die b2-
Isoform findet, kann auf reifen B-Zellen nur die b1/b1'-Isoformen und auf
Makrophagen nur die b2-Isoform nachgewiesen werden (Ravetch, J.V. et al., 1986;
Latour, S. et al., 1996). Auch funktionell unterscheiden sich die mFcyRIlIb1/b1‘-

6
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Varianten von der b2-Isoform. Wahrend der mFcyRIIb2 die Endozytose von
Immunkomplexen vermittelt (Amigorena, S. et al., 1998), wird diese Funktion durch
die Insertion der C1-kodierten Sequenzen in der b1/b1'-Isoformen blockiert
(Amigorena, S. et al., 1992). Diese Insertion verhindert die Assoziation zu clathrin-

coated pits wahrend der Rezeptorgekoppelten Endozytose (Miettinen, H.M. et al.,
1989).

; B T B
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Abb. 3: Alternative SpleiBprodukte des murinen FcyRIl. Dargestellt ist der Genlocus (A) sowie die
RNA- (B) und Proteinstruktur (C) der Spleilvarianten.
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In allen Isoformen des mFcyRIl ist im C3-Exon ein inhibitorisches Motiv (ITIM)
lokalisiert, das potentiell ein negativ regulierendes Signal transduziert. In
verschiedenen Transfektionsstudien wurde fur FcyRIIb2, aber auch fur den FcyRIIb1
eine inhibitorische Funktion gezeigt (Amigorena, S. et al., 1992). Dabei inhibiert der
FcyRIl vor allem die aktivatorischen Signale, die Uber ein ITAM transduziert werden.
Ein solches ITAM ist in der Fc-Rezeptor y-Kette, aber auch in den zytoplasmatischen
Domanen des T- und B-Zellrezeptors lokalisiert. So fuhrt z.B. die Kreuzvernetzung
des mFcyRIIb1 mit dem B-Zellrezeptor durch Antikdrper oder Immunkomplexe zu
einer Inhibierung des Kalzium-Influxes und somit zu einer Modulierung der B-

Zellaktivierung (Amigorena, S. et al., 1992).

Der im murinen System vorwiegend verwendete Antikdrper 2.4G2 (Unkeless, J.C.,
1979) bindet in der Nahe der Ligandenbindungsstelle des mFcyRIl, so dal} er die
Bindung von IgG an den Rezeptor blockiert. Er erkennt aber gleichermalien den
mFcyRIIl, so daf’ eine Diskriminierung nicht moglich ist. Zwei monoklonale Antikorper
(K9.361 und K75.325), die einen Polymorphismus im Ly17-Locus (FcyRII/FcyRIIl der
Maus) beschreiben (Holmes, K.L. et al., 1985), sind in unserer Arbeitsgruppe als
FcyRII-spezifisch charakterisiert worden. Diese binden in ahnlicher Weise wie der
2.4G2 in der Nahe der Ligandenbindungsstelle und kompetitieren sowohl fur die
Bindung von IgG als auch mit dem 2.4G2 an FcyRIIl, nicht aber an FcyRIII (Schiller,
C. et al., 2000).

1.1.3 Der niedrigaffine FcyRIII

Wie der FcyRIl ist auch der FcyRIll ein multimerer Rezeptor und mit der
signaltransduzierenden Fc-Rezeptor y-Kette assoziiert, die essentiell fur die
Expression des Rezeptors ist. In T-Zellen und NK-Zellen kann im humanen System
das y-Ketten-Dimer aber auch durch ein Homodimer aus der {-Kette des TCR/CD3
Komplexes oder aus y-{-Heterodimeren ersetzt sein (Lanier, L.L. et al., 1989; Ra, C.
et al., 1989). Der murine FcyRIIl kann in Mastzellen, Basophilen und Eosinophilen als
Tetramer mit einer B-Kette exprimiert werden. Die B-Kette besitzt ein ITAM in der

zytoplasmatischen Domane, welches jedoch kein unabhangiges Signal vermittelt.
8
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Die B-Kette hat vielmehr verstarkende Funktion auf die Signalwirkung der y-Kette
(Lin, S. et al., 1996).

Der humane FcyRIll wird von zwei Genen exprimiert, die zwar auf genetischer Ebene
starke Homologien aufweisen, aber in unterschiedlichen Proteinen zelltypspezifisch
exprimiert werden. Das hFcyRIIIA-Gen kodiert fur ein Transmembranprotein, das in
Assoziation mit der y-Kette auf NK-Zellen, T-Zellen, aktivierten
Monozyten/Makrophagen und Mesangialzellen exprimiert wird (Werfel, T. et al.,
1989; Uciechowski, P. et al., 1992; Gessner, J.E. et al., 1995). Das hFcyRIIIB-Gen
wird als Glycosylphosphatidylinositol-(GPI-)verankerter Rezeptor exprimiert, der
ausschlief3lich auf Neutrophilen und Eosinophilen gefunden wird (Ravetch, J.V. und
Perussia, B., 1989; Hartnell, A. et al., 1992).

Fir den mFcyRIIl existiert, wie fur die anderen murinen Fcy-Rezeptoren auch,
lediglich ein Gen, das zu dem humanen FcyRIIIA homolog ist und von dem nur eine
Isoform exprimiert wird. Seine extrazellularen Domanen weisen eine hohe Homologie
zu denen der mFcyRIIb-Isoformen auf und mFcyRIIl wird wie mFcyRIl von dem
monoklonalen Ratten-Antikorper 2.4G2 erkannt. Des weiteren gibt es keinen
monoklonalen Antikorper, der den FcyRIIl spezifisch erkennt. Die Expression des
mFcyRIIl ist auf NK-Zellen, Neutrophile, Makrophagen/Monozyten, Mastzellen und
Mesangialzellen restringiert, wo seine Expression teilweise erst durch IFNy induziert
wird. Der FcyRIIl spielt eine wichtige Rolle bei der Bindung und Phagozytose von
IgG1, 1gG2a und 1gG2b opsonierten Partikeln durch Makrophagen. Dies ist durch

Experimente in FcyRIII"'-Méusen bestatigt worden (Fossati-Jimack, L. et al., 2000).

In FceRI-knock out-Mausen fuhrte die Deletion der o-Kette des FceRI zu einer
Hochregulierung und einer erhohten Aktivitat des FcyRIIl auf Mastzellen
(Dombrowicz, D. et al., 1997). Dies deutet darauf hin, da® auf Einzelzellebene die
jeweiligen o-Ketten der Rezeptoren um die gemeinsame y-Kette konkurrieren und die
Deletion des FceRla in einer kompensatorischen Hochregulierung des verbleibenden

FcyRIll resultiert.
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1.2 Fcy-Rezeptor-abhangige Signaltransduktionswege

Charakteristisch fur alle Fcy-Rezeptoren ist die Existenz eines inhibitorischen Motivs
(ITIM) oder eines aktivatorischen Motivs (ITAM) im zytoplasmatischen Bereich der
signaltransduzierenden Untereinheit. Bei dem ITAM handelt es sich um zwei YXXL-
Motive, die von einer variierenden Anzahl an Aminosauren unterbrochen wird, so

dall SH2-Domanen enthaltene Proteinkinasen hieran binden konnen.

Nach Kreuzvernetzung der Rezeptoren durch Immunkomplexe wird dabei das ITIM
oder ITAM phosphoryliert, was dann zu einer Aktivierung weiterer
signaltransduzierender Proteine fuhrt (Reth, M., 1989; Muta, T. et al., 1994; Weiss,
A. und Littman, D.R., 1994). Das ITAM in der Fc-Rezeptor y-Kette bewirkt so eine
aktivatorische Signaltransduktion des FcyRI, des FcyRIIl und des FceRI. Ein solches
ITAM ist auch in der hFcyRlla-Kette und in den signaltransduzierenden Ketten des
BCRs und des TCRs identifiziert worden (Cambier, J.C. et al., 1994). Die
Phoshorylierung des ITAMs erfolgt durch Tyrosinkinasen der src-Familie, wonach
das phosphorylierte ITAM weitere Tyrosinkinasen der syk-Familie rekrutiert und
aktiviert (Cambier, J.C., 1995), die wiederum verschiedene Signaltransduktionswege,
wie z.B. den RAS-Weg aktivieren. Ferner wird durch aktiviertes syk die
Phospholipase Cy1 (PLCy1) aktiviert, die Uber die Bildung von Inositoltrisphosphat
(IP3) und Diacylglycerin (DG) aus Phosphoinositolbisphosphat (PIP2) an der
Ausschuttung intrazellular gespeicherten Kalziums beteiligt ist (Agarwal, A. et al,,
1993; Benhamou, M. et al., 1993; Kiener, P.A. et al., 1993; Kurosaki, T. et al., 1994;
Takata, M. et al., 1994).

Ein inhibitorisches Motiv, das ITIM, konnte im FcyRIIB identifiziert werden, ist aber
auch im auf B-Zellen exprimierten CD22 und in Kkiller inhibitory receptors (KIRs)
enthalten (Doody, G.M. et al., 1995; Fry, AM. et al, 1996). Uber die
Kreuzvernetzung mit Molekllen, die ihrerseits ein ITAM enthalten, wird das ITIM
phosphoryliert, gefolgt von der Rekrutierung der Inositol-Phosphatase SHIP zur
Zellmembran (Ono, M. et al., 1996). Dabei inhibiert SHIP u.a. auch den uber die
Tyrosinkinase Btk aktivierten extrazellularen Kalziuminflux in Mastzellen und B-Zellen
(Bolland, S. et al., 1998; Kawakami, Y. et al., 1999). Es katalysiert die Umsetzung
des Membran Phospholipides PI1(3,4,5)P3 zu PI(3,4)P2 (Damen, J.E. et al., 1996)
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und inaktiviert somit das fur die Btk-Aktivierung notige PIP3. In der B-Zelle flhrt dies
zu einer Regulation der durch die Uber den B-Zellrezeptor aktivierten
Antikdrperproduktion. Dies stellt einen negativen Ruckkopplungsmechanismus dar,
da die entstehenden Immunkomplexe den mFcyRIl mit dem B-Zellrezeptor
kreuzvernetzen. In der Mastzelle fuhrt die Aktivierung des mFcyRIl durch
Kreuzvernetzung mit dem FceRI (Daéron, M. et al., 1995) und dem FcyRIIl (Takai, T.
et al., 1996) zu einer Regulation der Serotoninsekretion. Eine weitere Phosphatase,
die Phosphotyrosinphosphatase 1c (PTP1c) wird durch das ITIM der verschiedenen
KIRs und des CD22 aktiviert. Zunachst glaubte man, dal} sie auch durch die Bindung
an das ITIM des FcyRIl phosphoryliert werden kann (Pani, G. et al., 1995), spater
wurde jedoch gezeigt, dalR es sich hierbei aber um separate
Signaltransduktionswege durch verschiedene ITIMs handelt (Gupta, N. et al., 1997;
Ono, M. et al., 1997).

1.3 Fcy-Rezeptor knock out-Mausmodelle

In den letzten Jahren sind verschiedene Fcy-Rezeptor-defiziente Mause generiert
worden, die zu einer weiteren Aufklarung der in vivo-Funktionen einzelner Isoformen
gefuhrt haben. Insbesondere die Deletion der Fc-Rezeptor y-Kette, die zu Defekten in
allen mit der y-Kette assoziierten Molekulen fuhrt (FceRI, FcyRI und FcyRIlIl), resultiert
in  erheblichen Konsequenzen fur das Immunsystem, speziell bei
Entzindungsreaktionen (Takai, T. et al., 1994). Die ADCC von NK-Zellen ist in
diesen Mausen vollstandig unterdrickt, Mastzellen zeigen keine IgE-abhangige
Serotoninausschuttung mehr und Makrophagen sind nicht mehr in der Lage, 1gG-
opsonierte  Partikel zu phagozytieren. Experimente in  verschiedenen
Entzindungsmodellen belegen die Beteiligung dieser Rezeptoren bei Typ I-, II- und
IlI-Hypersensitivitaten. Sowohl die aktive systemische Anaphylaxie als auch die IgG-
und IgE-abhangige passive Anaphylaxie als Beispiel fur Typ |-Reaktionen kdnnen in
dem FcRy"'-MausmodeII nicht mehr induziert werden (Miyajima, I. et al., 1997). Des
weiteren sind diese Tiere gegen eine lgG2a-induzierte Autoimmune Hamolytische
Anamie (AIHA) sowie eine Thrombozytopenie (ITP) resistent (Clynes, R. und
Ravetch, J.V., 1995). Schliel3lich sind sie auch vor Typ llI-Reaktionen, wie der
passiven reversen Arthus Reaktion oder der Autoimmunen Glomerulonephritis
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geschutzt (Sylvestre, D.L. und Ravetch, J.V., 1994; Clynes, R. et al., 1998; Park, S.Y.
et al., 1998).

Bei der FcyRIIl knock out-Maus ist die ligandenbindende o-Kette des Rezeptors
deletiert worden. Die anderen Fcy-Rezeptoren sind in dieser Maus nicht
beeintrachtigt, so dal® hier die in vivo-Funktion des FcyRIll isoliert betrachtet werden
kann. Wie auch in der FcRy"-Maus ist keine ADCC in NK-Zellen mehr zu
beobachten, da hier der FcyRIII als einziger Fcy-Rezeptor exprimiert wird (Hazenbos,
W.L. et al., 1996). Bei Experimenten mit der AIHA zeigt sich, dal® diese Mause vor
einer 1gG1-abhangigen AIHA geschitzt sind, wahrend die IgG2a-abhangige AIHA
nur zum Teil reduziert ist (Meyer, D. et al., 1998). Mittlerweile ist es in anderen
experimentellen Studien eindeutig gezeigt, dall IgG1-vermittelte Immunreaktionen
auf den FcyRIIIl restringiert sind (Hazenbos, W.L. et al.,, 1998; Schiller, C. et al.,
2000). Ferner zeigt sich anhand dieser Maus, dal} neben dem FceRI der FcyRIII auf
Mastzellen eine Rolle bei Entzindungsreaktionen spielt. So zeigt sich, dal} eine 1gG-
vermittelte Degranulation von Mastzellen dieser Tiere inhibiert ist, und auch in vivo ist
in diesen Mausen die passive Kutane Arthus Reaktion, bei der Mastzellreaktionen
eine Rolle spielen, eingeschrankt (Hazenbos, W.L. et al., 1996; Baumann, U. et al.,
2000).

In der FcyRIl-defizienten Maus sind alle membranstandigen Isoformen dieser
Rezeptorklasse deletiert, da sie alle von einem Gen durch alternatives Spleil3en
exprimiert werden. Alle Isoformen besitzen das ITIM im zytoplasmatischen Bereich
und haben somit potentiell eine inhibitorische Funktion. Tatsachlich ist in Mausen,
denen der FcyRIIl fehlt, eine erhdhte Antikdrperproduktion in vitro und in vivo zu
beobachten, was die Bedeutung des FcyRIl fur die Regulation der uber den BCR
vermittelten Aktivierung von B-Zellen bestatigt. Allerdings kommt es nicht zu einer
vollig unkontrollierten Antikdrperproduktion, so dal3 offensichtlich alternative
inhibitorische Mechanismen zum Tragen kommen. Hierbei kdnnte z.B. CD22, das auf
B-Zellen exprimiert wird und ebenfalls Uber ein ITIM verflgt, eine inhibitorische Rolle
spielen (Doody, G.M. et al., 1995). CD22-defiziente Mause zeigen ebenfalls eine
erhohte Antikorpersekretion, was diese These unterstutzt (O'Keefe, T.L. et al., 1996;
Nitschke, L. et al., 1997). Sowohl eine IgG- als auch eine IgE-abhangige

Serotoninsekretion aus Mastzellen der FcyRII"'-Méuse ist im Vergleich zu Zellen aus
12
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Wildtypmausen stark erhoht (Takai, T. et al., 1996). Diese Beobachtungen werden
durch in vivo-Untersuchungen der Mastzell-Funktion mittels der passiven
Anaphylaxie mit IgE- und IgG-Antikdpern unterstutzt (Takai, T. et al., 1996; Ujike, A.
et al., 1999). Ferner ist eine verstarkte Phagozytose durch Peritoneal-Makrophagen
(Clynes, R. et al., 1999) zu beobachten, aber interessanterweise scheint der FcyRII
keine inhibitorische Rolle bei der AIHA zu spielen (s.1.4.1) (Schiller, C. et al., 2000).

1.4 Fcy-Rezeptor-abhangige Autoimmunreaktionen

141 Autoimmune Hamolytische Anamie (AIHA)

Die AIHA ist durch die Existenz anti-erythrozytarer Antikorper gekennzeichnet, die zu
einer Zerstorung der Erythrozyten und damit zur Hamolyse mit einem deutlichen
Hamatokritabfall fihren. Die Pathogenese beim Menschen ist nur unzureichend
verstanden, kann aber durch die Verfugbarkeit eines Mausmodells, der NZB- (new
zealand black-) Maus, die neben anderen Autoimmundefekten auch antierythrozytare
Autoantikorper produziert, besser untersucht werden. Durch die Herstellung
monoklonaler Antikorper aus Myelomfusionen mit B-Zellen dieser Mause konnten
neben nicht-pathogenen Antikdrpern auch pathogene Antikdrper isoliert werden, die
in anderen Mausspezies eine AIHA induzieren (Shibata, T. et al., 1990). Neben ihrer
Spezifitat ist vor allem auch die schwere Kette, also der Isotyp, der Immunglobuline

entscheidend fur die Pathogenitat der einzelnen mAbs.

So konnten neben agglutinierenden mAks, wie dem 31-9D (IgM) auch mAbs isoliert
werden, die eine Fcy-Rezeptor-abhangige Anamie induzieren. Diese sind vom IgG1-
Subtyp (105-2H) oder vom IgG2a-Subtyp (34-3C) und weisen identische
Antigenspezifitaten auf. In Wildtypmausen induzieren diese Antikorper eine AIHA, die
durch einen Hamatokritabfall und eine Erythrophagozytose durch Kupfferzellen in der
Leber gekennzeichnet ist. In FcyRIlI-defizienten Mausen kann mit dem 105-2H keine
AIHA mehr induziert werden und eine durch den 34-3C-induzierte AIHA nimmt in
diesen Mausen einen abgeschwachten Verlauf (Meyer, D. et al., 1998). FcRy-Ketten-
defiziente Mause sind sowohl vor einer IgG1- als auch vor einer IgG2a-induzierten
AIHA geschutzt und auch NOD-Mause, die einen naturlichen Defekt im FcyRI tragen,

und in die der defekte FcyRIIl Genlocus eingekreuzt wurde, zeigen mit beiden
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Antikorpern einen abgeschwachten Verlauf, was sich durch den Einsatz von Cobra-
Venom-Faktor (Komplement-Inhibitor) noch steigern 1alt (Schiller, C. et al., 2000).
Interessanterweise unterscheidet sich die Intensitat der AIHA mit den beiden
Antikorpen in FcyRIl-defizienten Mausen nicht von der in Wildtypmausen, so dal} der
FcyRII hierbei offensichtlich keine inhibitorische Funktion hat, da man bei Wegfall des
inhibitorischen Rezeptors mit einem gesteigerten Verlauf gerechnet hatte (Schiller, C.
et al.,, 2000). Eine mogliche Begrindung fur diese Beobachtungen konnte in der
Expression des FcyRIl liegen, der mdglicherweise entweder gar nicht in den

Kupfferzellen exprimiert wird, oder nach Aktivierung herunterreguliert ist.

1.4.2 Glomerulonephritis (GN)

Bei der Autoimmunen Glomerulonephritis handelt es sich um eine entzindliche
Reaktion in der Niere, die in den Glomeruli lokalisiert ist. Sie ist durch die Ablagerung
von Immunkomplexen, eine Einwanderung von Granulozyten, Makrophagen und T-
Zellen, eine Zerstoérung der zellularen Struktur und der Basalmembran sowie durch
die Proliferation und Aktivierung von Mesangialzellen gekennzeichnet. Die
Ablagerung von Immunkomplexen konnte fur die Induktion und Aufrechterhaltung
einer Glomerulonephritis von Bedeutung sein, da durch sie zahlreiche
Immunreaktionen Uber das Komplementsystem und Fc-Rezeptoren aktiviert und
reguliert werden. Ein Beispiel fur eine Antikorper-induzierte Glomerulonephritis ist
das humane Goodpasture’s syndrome, das durch Autoantikérper gegen die
glomerulare Basalmembran gekennzeichnet ist. Die abgelagerten Immunkomplexe
konnen aber auch aulerhalb des Glomerulums praformiert sein, wie es beim
Systemischen Lupus Erythematodes (SLE) durch das Auftreten von Autoantikdrpern
unterschiedlichster Spezifitat der Fall ist (Radeke, H.H. und Resch, K., 1992). Eine
Bindung der Immunkomplexe kdnnte hierbei entweder unspezifischer Natur sein oder
Uber die spezifische Bindung an Fc-Rezeptoren zustande kommen (Couser, W.G.,
1985).

Die Mesangialzelle ist die potentielle Zelle im Glomerulum, die an der Entwicklung
der Immunkomplex-induzierten Glomerulonephritis beteiligt zu sein scheint, da sie in
der Lage ist, uber ihre Fc-Rezeptoren Immunkomplexe zu binden. Mesangialzellen

sind Knochenmark-unabhangige, mesenchymale Zellen, die muskelzellahnliche
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Strukturen aufweisen (Mené, P. et al., 1989). Fur humane Mesangialzellen ist die
durch IFN-y und LPS stimulierte Induktion von FcyRla, FcyRlllo und der assoziierten
v-Kette gezeigt worden (Radeke, H.H. et al., 1994; Gessner, J.E. et al., 1995;
Uciechowski, P. et al., 1998). In murinen Mesangialzellen wurde bislang die
Expression des FcyRIIl beschrieben (Hora, K. et al., 1992). Mesangialzellen werden
durch eine Reihe von Faktoren stimuliert, wie auch durch proinflammatorische
Zytokine wie IFNyund TNFo oder bakterielle Komponenten wie z.B. LPS. Nach ihrer
Aktivierung reagieren Mesangialzellen mit der Ausschittung entzindlicher
Mediatoren wie z.B. Sauerstoffradikale, Stickoxide und verschiedene Zytokine und
durch ein Ungleichgewicht in der Sezernierung von Matrix-Proteinen und Matrix-
degradierenden Enzymen konnten sie letztendlich zu der glomerularen Sklerose
beitragen (Radeke, H.H. und Resch, K., 1992). lhre Immunkompetenz zeigen die
Mesangialzellen zudem in der Fahigkeit, auf bestimmte Stimuli wie z.B. LPS oder

IFNY mit der Sekretion von Chemokinen zu reagieren.

Chemokine sind chemotaktische Proteine, die flr die Einwanderung von Leukozyten
in die Glomeruli verantwortlich gemacht werden. Es sind 7-14 kDa kleine, Heparin-
bindende Proteine, die durch bestimmte Konsensussequenzen im N-Terminus ihrer
Aminosaurestruktur charakterisiert und eingeteilt werden (Oppenheim, J.J. et al.,
1991). Diese Einteilung erfolgt nach der Anordnung von konservierten
Cysteinmotiven und man unterscheidet vier Klassen, CXC, CC, C (Kelner, G.S. et al.,
1994) und CX;C (Bazan, J.F. et al.,, 1997). CC-Chemokine, wie z.B. JE/MCP-1
(monocyte chemoattractant protein), MCP-5, MIP-1o (monocyte inflammatory
protein), MIP-13 und RANTES (regulated upon activation, normal T expressed and
secreted) wirken in erster Linie chemotaktisch auf Monozyten/Makrophagen. CXC-
Chemokine werden anhand der Existenz eines Glutamat-Leucin-Arginin (ELR)-
Motivs in zwei Subklassen eingeteilt. Wahrend ELR enthaltende CXC-Chemokine
(MIP-2 und KC im murinen und IL-8 im humanen System) die Aktivierung von
Neutrophilen und ihre direktionale Migration induzieren (Oquendo, P. et al., 1989;
Bozic, C.R. et al., 1995), rekrutiert das nicht-ELR enthaltende Chemokin IP-10 (IFNy-
inducible protein) Monozyten, T-Zellen und NK-Zellen (Taub, D.D. et al., 1993; Taub,
D.D. et al., 1995).
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Sowohl IFNy und TNFaq, als auch IgG-Immunkomplexe induzieren die Sekretion von
MCP-1 in Primarkulturen von murinen Mesangialzellen (Hora, K. et al., 1992,
Satriano, J.A. et al., 1993). In humanen Mesangialzellen konnte eine IFNy-, TNFo-
und IL1R-abhangige Induktion von MCP-1 beobachtet werden (Grandaliano, G. et al.,
1994), wahrend nach der Vorstimulation mit IFNy/LPS die Inkubation mit IgG-
Komplexen zu einer erhdhten IL-6-Produktion fuhrte (Radeke, H.H. et al., 1994). Fir
weitere Chemokine, wie RANTES und IP-10 wurde sowohl in murinen (Gomez-
Chiarri, M. et al., 1993; Wolf, G. et al., 1993) als auch humanen (Schwarz, M. et al.,
1997) MCs eine aktivierungsabhangige Induktion beobachtet.

Die primare Bedeutung von Fcy-Rezeptoren belegen Untersuchungen in
FcRy-Ketten-defizienten Mausen. Die Einkreuzung des defekten Genlocus fur die
FcRy-Kette in NZB/W F1-Mause, die spontan eine schwere Glomerulonephritis
entwickeln, fuhrt zu einem kompletten Schutz gegen die Erkrankung (Clynes, R. et
al., 1998). Auch die Induktion einer Glomerulonephritis durch anti-Basalmembran-
Antikorper ist im Gegensatz zu Wildtypmausen in FcRy-KO-Mausen nicht moglich
(Park, S.Y. et al., 1998). In der FcRy"-Maus sind die beiden aktivatorischen Fcy-
Rezeptoren FcyRI und FcyRIll deletiert, wahrend in einem weiteren Mausmodel, der
FcyRII"'-Maus, der eher inhibitorisch wirkende FcyRIl fehlt. Induziert man in diesen
Mausen eine Nephritis durch die Applikation von anti-Basalmembran-Antikorpern,
entwickeln sie eine verstarkte glomerulare Entzindungsreaktion im Vergleich zu
Wildtyptieren (Suzuki, Y. et al., 1998). In weiteren Experimenten konnte in FcyRII"'—
Mausen eine Glomerulonephritis durch die Immunsierung mit Typ IV-Kollagen, das
einen Bestandteil der Basalmembran darstellt, induziert werden, was bei
Wildtypmausen nicht beobachtet werden kann. Bei dem humanen Goodpasture’s
Syndrom (GPS) sind Autoantikdrper gegen die a3-Domane des C-IV charakterisiert
worden, so dal} insbesondere in diesem Modell eine Beteiligung des inhibitorischen

FcyRIlI beim GPS vermutet werden kann (Nakamura, A. et al., 2000).
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1.5 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle des FcyRIl bei Entzindungs- und

Autoimmunreaktionen naher untersucht werden. Diese Aufgabenstellung beinhaltete:

1. die Etablierung verschiedener Methoden zur Unterscheidung der

unterschiedlichen Fcy-Rezeptor-Isoformen,

2. die Analyse des Expressionsmusters des FcyRIl sowie der weiteren Fcy-

Rezeptor-Isoformen in Leber und Niere,

3. die Aufklarung der Rolle von Fcy-Rezeptoren bei der Glomerulonephritis sowie

4. die Herstellung einer FcyRIIb1-defizienten knock out-Maus, die als Isoform-
spezifische Defekt-Mutante die bislang zur Verfugung stehenden Fcy-Rezeptor-

knock out-Mausmodelle vervollstandigen sollte.

Zur Bearbeitung dieser Fragestellungen standen verschiedene Fcy-Rezeptor-
defiziente Mausstamme und zwei unlangst als FcyRII-spezifisch charakterisierte
Antikérper (Ly-17.1/2) zur Verfligung. Des weiteren sollten molekularbiologische
Methoden etabliert werden, die eine Unterscheidung der einzelnen Isoformen
ermoglichen. Um uber die Funktion des FcyRIl genauere Aussagen treffen zu
konnen, sollte eine Analyse der weiteren Fcy-Rezeptor-Isoformen mit einbezogen
werden, da der FcyRIl potentiell inhibitorisch auf die aktivatorischen Fcy-Rezeptoren
(FcyRI/RIN) wirkt. Die Rolle des FcyRII bei der AIHA ist derzeit noch ungenigend
aufgeklart. Die eingehende Analyse seiner Expression in der Leber sollte daher zur
weiteren Aufklarung beitragen. SchlieBlich standen Primarkulturen muriner
Mesangialzellen zur Verfugung, deren Bedeutung fur die Glomerulonephritis naher
betrachtet werden sollte.

17



2 Material und Methoden

2.1 Material

21.1 Bakterienstamme

Material und Methoden

Alle Klonierungen und Praparationen rekombinanter Plasmide wurden in dem E.coli

K12 Bakterienstamm XL1 blue (Stratagene) durchgefihrt.

21.2 Chemikalien

Nachfolgend sind die verwendeten Chemikalien und ihre Bezugsquellen aufgelistet:

Acrylamid

Agarose DNA Grade

Agarose

Ammoniumpersulfat

Bromphenolblau

Dithiothreitol
Harnstoff
Harnstoff
LB-Agar
LB-Medium

N, N, N', N'-Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED)

Phenol
RNAZzol

Sephadex G50
Tris Enzyme Grade

Tris Ultra Pure

Roth
Biomol
Serva
Sigma
Serva
Gibco BRL
Sigma
Biomol
Gibco BRL
Gibco BRL

BioRad

Roth
Wak-Chemie
Pharmacia
Biomol

Biomol

Alle nicht aufgelisteten Chemikalien stammten in p.A. Qualitat von der Firma Merck,

Darmstadt.
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2.1.3 Feinchemikalien

6-(Biotinamido)hexanoyl-
N-hydroxysuccinimid Ester
Ampicillin

Bromphenolblau
Desoxynucleosidtriphosphate
Diaminobenzidin (DAB)
Fast Red-Substratsystem
Glycergel

Hamatoxillin

IPTG

L-Glutamin
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumpyruvat
Nucleosidtriphosphate
Penicillin / Streptomycin
Rinderserumalbumin
Salmon Sperm DNA
Sigmacote
Streptavidin-HRP
Tetracyclin

Trypsin

XGal

Zellkulturmedium DMEM

v-Methacryloxypropyltrimethoxysilan

Radioaktiv markierte Substanzen

[0*?P]dCTP, [y*?P]JUTP und [{*’P]JATP stammten von Amersham

Sigma
Serva
Serva
Promega
Sigma
DAKO
DAKO
Sigma
Boehringer
Gibco
Serva
Gibco
Promega
Gibco
Serva
Serva
Sigma
DAKO
Boehringer
Gibco
Boehringer
Gibco
Sigma

Material und Methoden
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214 Enzyme

Alkalische Phosphatase Boehringer

AMV Reverse Transkriptase Promega

T4 DNA-Ligase MBI Fermentas

T4 DNA-Polymerase MBI Fermentas

E.coli DNA-Polymerase

(Klenow-Fragment) Promega

RNase-Inhibitor (RNasin) Promega

Restriktionsenzyme Gibco, Sigma, Biolabs, MBI Fermentas
Tag-Polymerase Promega

21.5 Antikorper

FcyRII/RIIIN (2.4G2) Pharmingen
Mac-1 (M1/70) Pharmingen
I-AP (M5/115.15.2) Pharmingen
BM8 Dianova
F4/80 Dianova
anti-Ly-17.1 Medac
anti-Ly-17.2 Medac
Kaninchen-anti-Ratten-Ig DAKO
APAAP DAKO

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

0,5mL und 1,5 mL Reaktionsgefalie Sarstedt
15 mL und 50 mL Reaktionsrohrchen Falcon
3MM Filterpapier Whatman
90 mm Petrischalen Greiner
Chamber Slides Nunc
Dialyseschlauche Roth
EinfriergefalRe Nunc
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Kantlen
Multiwell-Platten

Nitrozellulose Membranen

Material und Methoden

B. Braun
Geiner, Nunc
Schleicher & Schuell

Nylon Membranen Amersham
Pipetten Greiner
Pipettenspitzen Sarstedt
Rontgenfilme BioMax MR Kodak
Spritzen B. Braun
Thioglykollat Sigma
Zellkulturflaschen (10 mL 250 mL) Greiner
Zellkulturpetrischalen Falcon

2.1.7 Nukleinsauren

Oligonukleotide:

Bei allen hier aufgelisteten Oligonukleotiden handelt es sich um Maus-spezifische

Primer, mit Ausnahme der Tubulin Primer, die speziesubergreifend hybridisieren. Die

mit den Primern generierten PCR-Produkte wurden teilweise zur Sondengenerierung

in einen T-Vektor kloniert (0GEM-T, Promega)

Rls FcyRI-spezifischer sense-Primer zur mRNA-Detektion in der RT-PCR
5-TGC CAG GCC TCC CGC AGA GTC-3

Rl as

RIl TME

Pos. 348 (Sears, D.W. et al., 1990)

FcyRI-spezifischer antisense-Primer zur mRNA-Detektion in der RT-PCR
5-CAC TTC TAA CTT GCT GAA AGG AA-3'

Pos. 1061 (Sears, D.W. et al., 1990)

FcyRIl-spezifischer  sense-Primer  zur MRNA-Detektion aller
membranstandigen Isoformen in der RT-PCR mit integrierter EcoRI-
Restriktionsschnittstelle.

5-GAA TTC CAA GTC CAG CAG GTC TTT ACC-3

Pos. 12896 (Hogarth, P.M. et al., 1991)
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RII C3 EX

Rlll s

RIll as

v-chain s

y-chain as

KC 5

KC 3°

MIP-2 5°

MIP-2 3¢

Material und Methoden

FcyRll-spezifischer  antisense-Primer zur mRNA-Detektion aller
membranstandigen Isoformen in der RT-PCR

5“CAG TTC CCA CGT TGC TGC AGT C-3'

Pos. 16855 (Hogarth, P.M. et al., 1991)

FcyRIlI-spezifischer sense-Primer zur mRNA-Detektion in der RT-PCR
5-ATGTTTCAGAATGCACACTCTGG-3’

Pos. 64 (Ravetch, J.V. et al., 1986)

FcyRIll-spezifischer antisense-Primer zur mRNA-Detektion in der RT-
PCR

5-TCACTTGTCTTGAGGAGCCTGG-3

Pos. 828 (Ravetch, J.V. et al., 1986)

sense-Primer zur mRNA-Detektion der Fc-Rezeptor y-chain in der RT-
PCR

5-CCA GGA TGA TCT CAG CCG-3

Pos. 38 (Ra, C. et al., 1989)

antisense-Primer zur mRNA-Detektion der Fc-Rezeptor y-chain in der
RT-PCR

5“TTA ACG GAG ATG GGG ACC TGC C-3'

Pos. 451 (Ra, C. et al., 1989)

KC-spezifischer sense-Primer zur mMRNA-Detektion in der RT-PCR
5-GAG CTT GAA GGT GTT GCC-3'

Pos. 145 (Oquendo, P. et al., 1989)

KC-spezifischer antisense-Primer zur mMRNA-Detektion in der RT-PCR
5-TTG AAC GTC TCT GTC CCG-3

Pos. 843 (Oquendo, P. et al., 1989)

MIP-2-spezifischer sense-Primer zur mRNA-Detektion in der RT-PCR
5-TCA ATG CCT GAA GAC CCT GC-3¢

Pos. 154 (Tekamp-Olson, P. et al., 1990)

MIP-2-spezifischer antisense-Primer zur mRNA-Detektion in der RT-PCR
5-CAT GAA AGC CAT CCG ACT GC-3'

Pos. 807 (Tekamp-Olson, P. et al., 1990)
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MCP1 5

MCP1 3¢
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EC2ints

Tm INT as

Material und Methoden

MCP-5-spezifischer sense-Primer mit integrierter Kpn-
Restriktionsschnittstelle zur mRNA-Detektion in der RT-PCR

5-“CGC GGT ACC ATG AAG ATT TCC ACA CT-3'

Pos. 33 (Sarafi, M.N. et al., 1997)

MCP-5-spezifischer antisense-Primer mit integrierter Kpn-
Restriktionsschnittstelle zur mRNA-Detektion in der RT-PCR

5“GCC GGA TCC TCA GCC TAG ACATGAAGG TT- &

Pos. 347 (Sarafi, M.N. et al., 1997)

MCP-1-spezifischer sense-Primer mit integrierter Kpn-
Restriktionsschnittstelle zur mRNA-Detektion in der RT-PCR

5-“CGC GGT ACC ATG CAG GTC CCT GTC AT-3'

Pos. 89 (Kawahara, R.S. und Deuel, T.F., 1989)

MCP-1-spezifischer  antisense-Primer  mit  integrierter  EcoRI-
Restriktionsschnittstelle zur mRNA-Detektion in der RT-PCR

5-GAG AAT TCC TAG TTC ACT GTC ACA-3'

Pos. 536 (Kawahara, R.S. und Deuel, T.F., 1989)

speziesubergreifender sense-Primer zur Amplifikation [R-Tubulin-
spezifischer Sequenzen zur mRNA-Detektion in der RT-PCR
5“TTCCCTGCCCAGCTSAANGCNGACCTNCGCAAG-3

Pos. 802 (Wang, D. et al., 1986)

speziesubergreifender antisense-Primer zur Amplifikation [R-Tubulin-
spezifischer Sequenzen zur mRNA-Detektion in der RT-PCR
5“CATGCCCTCGCCNGTGTACCAGTGNANGAAGGC-3'

Pos. 1287 (Wang, D. et al., 1986)

sense-Primer zur PCR-Amplifikation eines 1,67 kb groRen FcyRII-
spezifischen DNA-Fragmentes aus genomischer DNA

5-GGA ATC GCA TCC CCA TCT CAG-3'

Pos. 11727 (Hogarth, P.M. et al., 1991)

antisense-Primer zur PCR-Amplifikation eines 1,67 kb grofien FcyRII-
spezifischen DNA-Fragmentes aus genomischer DNA mit eingefugter
Hindlll-Restriktionsschnittstelle

5-AAG CTT GTG CGG TAC ACA CCA TAG CCC-3

Pos. 13396 (Hogarth, P.M. et al., 1991)
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Sonstige:

pGEM-T (baktierieller Klonierungsvektor) Promega

pKS+ (bakterieller Klonierungsvektor) Stratagene
1 kb Leiter (DNA-Molekulargewichtsstandard) Gibco
100 bp Leiter Gibco

21.8 Mausstamme

Die Mausstamme C57BI/6 und Balb/c wurden von Charles River/Deutschland
erworben. Die Mausstamme 129 und MRL stammen von Jackson Laboratories/USA.
FcyRIlI-knock out-Mause sowie deren Kontrollen wurden im Zentralen Tierlabor der
Medizinischen Hochschule Hannover gezlchtet und in den C57BI/6 Stamm
zurickgekreuzt. FcyRIl-knock out-Mause wurden von Toshiyuki Takai, Tohuko
Universitat, Japan, zur Verfigung gestellt. FcRy-Ketten und FcyRIl/FcRy-Ketten

doppel-knock out-Mause wurden von Taconics, Germantown, New York, erhalten.

Alle Tiere hatten einen 12 Stunden Hell-Dunkelrhythmus und erhielten eine

Standarddiat fir Mause (Altromin) und Leitungswasser ad libitum.

2.2 Methoden

2.21 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Bakterienkultur

2.2.1.1.1 Medien

Alle mikrobiologischen Medien wurden autoklaviert. Ampicillin bzw. Tetracyclin

wurden nach einer Abkuhlung auf 50°C zugesetzt. Da alle in dieser Arbeit
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verwendeten Plasmide das [-Lactamase Gen fur die Ampicillinresistenz enthalten,
erfolgte die Positivselektion transformierter Bakterien ausnahmslos mit 50 ug/mL

Ampicillin.

LB-Medium (pH 7,5):  1,0% Trypton
0,5% Hefeextrakt
1,0% NacCl

LB-Agar: 1,0% Trypton
0,5% Hefeextrakt
1,0% NacCl
1,5% Agar

SOC-Medium: 2,0% Trypton
1,0% Hefeextrakt
0,1% NaCl
20 mM Glucose

2.2.1.1.2 Ubernachtkulturen transformierter Bakterien

5 mL LBaue-Medium wurden entweder mit einer Bakterienkolonie einer Agarplatte
oder mit 10 pyL einer Stammkultur angeimpft und bei 37°C und 250 rpm UN
geschuttelt. Diese Kultur wurde entweder fur die Minipraparation von Plasmid-DNA
oder zum Animpfen groRerer Kulturen (250 mL-Kulturen fur die praparative

Plasmidpraparation) verwendet.

2.2.1.1.3 Anlegen einer Stammkultur

810 L einer Ubernachtkultur wurden mit 190 yL 80%igem Glycerin vermischt und
bei -80°C eingefroren.
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2.2.1.2 lIsolierung von Nukleinsauren

2.2.1.2.1 Praparation und Reinigung von Plasmid-DNA

Die Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte im allgemeinen durch eine
Lyse der Bakterien mit NaOH, einer anschlielRenden Prazipitation der Zelltrimmer
mit Kaliumazetat, einer Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion und einer

abschlieBenden Ethanolfallung.

2.2.1.2.1.1 Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-(PCI-)Extraktion

Durch die PCI-Extraktion werden die Proteine aus einer DNA-Proteinlosung entfernt.
Hierzu wurde die Losung nach Zugabe von einem gleichen Volumen an
Phenol/Chloroform/Isoamylakohol (25:24:1) kraftig gemischt. Zur Phasentrennung
wurde 5 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation enthalt die Interphase die Proteine
und die obere, wassrige Phase die DNA, die mit einer Pipette abgenommen werden

kann.

2.2.1.2.1.2 Ethanolfallung

Die DNA wurde mit einem 2,5fachen Volumen an Ethanol und gegebenenfalls mit
einem 0,1fachen Volumen 3 M Natriumazetat (pH5) bei -20°C fur 0,5 - 1 h prazipitiert
und 10 min in der Eppendorfzentrifuge bei 14.000 rpm abzentrifugiert.

2.2.1.2.1.3 Analytische Plasmidpraparation

Fir die Praparation von ca. 10 pg Plasmid-DNA wurde eine Bakterienkolonie in 5 mL
LBawvp inokuliert und UN auf einem Schuttler bei 37°C kultiviert. 1,5 mL der
Bakteriensuspension wurden 1 min bei 14.000 rpm in der Eppendorfzentrifuge
pelletiert, in 100 pL Lysispuffer (25 mM Tris pH 8,0; 10 mM EDTA; 50 mM Glucose)
resuspendiert und bei RT 5 min inkubiert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch 5-

minatige Inkubation im Eisbad mit 200 yL 0,2 M NaOH + 1% SDS. Schliel3lich
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wurden die Zelltrimmer mit 150 yL 3 M Kaliumazetat pH 5,5 im Eisbad fir 5 min
prazipitiert und in der Eppendorfzentrifuge bei 14.000 rpm 7 - 10 min abzentrifugiert.
Durch anschlieBende PCI-Extraktion wurden die Proteine entfernt. Die DNA wurde
durch Ethanolfallung prazipitiert und in 20 - 50 pL TE-Puffer (10 mM Tris/HCI, 0,1
mM EDTA, pH 8,0) aufgenommen.

2.2.1.2.1.4 Maxipraparation von Plasmid-DNA Uber Anionenaustauschsaulen

Die Maxipraparation erfolgt mit dem Plasmid-Kit von QIAgen und wurde nach dem

Anwendungsprotokoll durchgefuhrt.

Puffer P1 (pH 8,0): 50 mM Tris/HCI
10 mM EDTA
100g/mL RNase A

Puffer P2: 200 mM NaOH
1 % SDS

Puffer P3 (pH 4,8): 2,55 M KAc

Puffer QBT (pH 7,0): 750 mM NaCl
50 mM MOPS
15 % Ethanol
0,195 %  Triton X-100

Puffer QC (pH 7,0): 1,0 M NaCl
50 mM MOPS
15 % Ethanol

Puffer QF (pH 8,0): 1,2 M NaCl
50 mM MOPS
15 % Ethanol
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250 mL LBawp-Medium wurden mit einer Ubernachtkultur angeimpft und N bei 37°C
und 200 rpm geschdittelt. Die E. coli Zellen wurden bei 4000 rpm bei 4°C 15 min
abzentrifugiert (Beckmann Zentrifuge, JA14-Rotor) und in 10 mL Puffer P1
resuspendiert. Nach Inkubation mit 10 mL Puffer P2 bei RT wurden Proteine und
Zelltriummer durch Zugabe von 10 mL Puffer P3 auf Eis 20 min prazipitiert. Wahrend
der nachfolgenden Zentrifugation (13.000 rpm, 30 min, 4°C, JA14-Rotor) wurde eine
QIAgen Gravity Flow-Saule mit 10 mL Puffer QBT equilibriert. Der Uberstand wurde
auf die equilibrierte Saule gegeben und 2x mit 30 mL QC gewaschen. Die DNA
wurde dann mit 15 mL QF eluiert und mit 35 mL Ethanol in einem 50 mL Falcon-
Roéhrchen fur mind. 1 h bei -20°C prazipitiert. Die DNA wurde schlieBlich durch
Zentrifugation (Beckman-Zentrifuge, 4°C, 2000 rpm, 30 min) pelletiert, mit 70%igem
Ethanol gewaschen, ca 10 min luftgetrocknet und in 300 yL TE-Puffer gelost. Nach
der quantitativen DNA-Bestimmung (2.2.1.3) wurde die Konzentration mit TE-Puffer

auf 1 pg/uL eingestellt.

2.2.1.2.2 Isolierung genomischer DNA aus Mauseschwanzen

Fur die Isolierung genomischer DNA wurde ein ca.1 cm grosses Stuck vom Schwanz
einer mit Ather narkotisierten Maus abgeschnitten und in einem 1,5 mL
Reaktionsgefal} bei 56°C in 0,5 mL Proteinase K-Puffer (50 mM Tris pH 8, 12,5 mM
EDTA und 0,5% SDS) mit 0,5 mg/mL Proteinase K UN inkubiert, am nachsten Tag
mit 0,5 mL Phenol versetzt und langsam vermengt. Zur Phasentrennung wurde 5 min
bei 14000 rpm in der Eppendorfzentrifuge zentrifugiert und 100 yL der oberen Phase
abgenommen. Diese wurden mit 250 yL Ethanol und 10uL 3M Natriumazetat bei 4°C
prazipitiert und mit 300 pL 70%igem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde
schlief3lich in 300 uL TE-Puffer geldst.

2.2.1.2.3 Isolierung von Gesamt-RNA

Adharente Zellen (MCs, J774, RAW, 80/1) wurden direkt in der Kulturflasche,
Suspensionszellen (A20) in einem 50 mL Falcon-Rdhrchen mit PBS gewaschen. Auf
bis zu 5 x 10° Zellen wurde 1 mL RNazol (Wak-Chemie) zugegeben und die Zellen

mit einer Kanule homogenisiert. Die stark adharierenden MCs wurden zuvor mit
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einem cellscraper vom Boden der Kulturflasche gelost. Fur die Isolation von RNA aus
Gewebe wurde das Gewebestlck in einem Glashomogenisator homogenisiert und
dabei auf je 100 mg Gewebe 1 mL RNAzol zugegeben. Die homogenisierten Zellen
wurden in ein 1,5 mL Gefal® uberfuhrt, mit dem 0,1fachen Volumen an Chloroform
versetzt, geschittelt und fir 15 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgenommen, mit dem gleichen Volumen an Isopropanol versetzt
und die RNA flir 15 min bei 4°C prazipitiert. Das Prazipitat wurde fur 15 min bei 4°C
und 14000 rpm pelletiert, das Pellet mit 80% Ethanol gewaschen und in 20-40 pL
RNase-freiem ddH,O aufgenommen.

2.2.1.3 Quantitative DNA- und RNA-Analyse

Die DNA-Konzentration wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm
bestimmt. Die delokalisierten n-Elektronensysteme der konjugierten, aromatischen
Purin- und Pyrimidinbestandteile der Nukleinsduren absorbieren UV-Licht im
Wellenlangenbereich zwischen 250 und 270 nm. Fir die photometrische Messung
wurde die Nukleinsaure-Losung 1:200 bis 1:1000 verdunnt und die Extinktion bei
260 nm in einer Quarzkuvette bestimmt. Ausgehend von einem gleichen
prozentualen Anteil der betreffenden Basen in Nukleinsauren ergeben sich fur eine

Eogp = 1 folgende Nukleinsdurekonzentrationen:

dsDNA : 50 ug / mL
RNA: 40 g/ mL

Die Konzentration kann somit nach folgender Gleichung bestimmt werden:

c = Egeo X f x n [ug/mL]

C: Konzentration

E2go: Extinktion bei 260 nm

f: Verdinnungsfaktor

n: Nukleinsaurekonzentration bei einer Extinktion von 1 (s.0.)
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Alternativ hierzu kann die Menge eines DNA-Fragmentes auch durch eine
Agarosegelelektrophorese (s. 2.2.1.5.1) visuell bestimmt werden. Hierzu wurde eine
bekannte Menge an linearer Plasmid-DNA bekannter GroRe in einer
Verduinnungsreihe als Referenzgrole eingesetzt und die DNA-Menge durch
quantitative Auswertung mit der AIDA-Software bestimmt.

2.2.1.4 Restriktionsverdau von DNA

Der sequenzspezifische Verdau von DNA durch Restriktionsendonukleasen wurde
fur analytische und praparative Zwecke durchgefuhrt. Die Reaktion erfolgte je nach
Enzym in dem vom Hersteller empfohlenen und mitgelieferten Puffer mit 1-2 U
Enzym/ug DNA. 1 U ist die Menge Enzym, die 1 yg DNA bei der angegebenen
Reaktionstemperatur (in der Regel 37°C) in 1 h spaltet.

2.2.1.5 Gelelektrophoresen

2.2.1.5.1 Agarosegelelektrophorese

LB-Puffer (6x): 0,25% Bromphenolblau
30% Glycerin
in TAE-Puffer

TAE-Puffer (1x): 40 mM  Tris/Acetat
1mM EDTA

FUr Restriktionsanalysen und die Isolierung spezifischer DNA-Fragmente wurden
0,7-3%ige Agarosegele verwendet. Das Prinzip der Methode beruht auf den
Trenneigenschaften der Agarose und der negativen Gesamtladung der DNA.
Abhangig von der Beschaffenheit des DNA-Gemisches (z.B. geschnittene und
ungeschnittene, lineare oder zirkulare DNA, sowie supercoiled Plasmide) stellt sich

ein Auftrennungseffekt Uber die zurlickgelegte Laufstrecke ein.

Je nach Fragmentgrofie der zu trennenden DNA kann die Trenneigenschaft des Gels

Uber die Agarosekonzentration variiert werden:
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12-0,8 kbp: 0,7 %
10-0.5kbp: 1 %
3-0.2 kbp: 1.5%
2-0,1kbp: 2 %

Fir die Gele wurde die Agarose in 1x TAE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle
gel6st und mit einer Endkonzentration von 0,5 pg/mL Ethidiumbromid versetzt. Diese
wurden in den Schlitten der Elektrophoreseapparatur (BioRad) auspolymerisiert. Zur
elektrophoretischen  Auftrennung wurde der Restriktionsansatz mit der
entsprechenden Menge 6x LB-Puffer versetzt und in die Taschen pipettiert. Der Lauf
erfolgte bei einer Spannung von 1 - 20 V pro cm Gel-Lange. Als Grolienstandard
diente die 1kb Leiter bzw. 100 bp-Leiter von Gibco BRL. Durch das interkalierte
Ethidiumbromid lassen sich die Banden unter UV-Licht detektieren und

gegebenenfalls abfotografieren bzw. mit einer Digitalkamera digitalisieren.

Fragmentgrofden der 1kb Leiter in kbp:
12.216/11.198/10.180/9.162 /8.144 / 7.126 / 6.108 / 5.090 / 4.072 / 3.054 / 2.036
/1.636/1.018/0.506 /0.396 / 0.344 / 0.298 / 0.201/0.154 / 0.134 / 0.075

Fragmentgrof3en der 100 bp Leiter in bp:
2072 / 1500 / 1400 / 1300 / 1200 / 1100 / 1000 / 900 / 800 / 700 / 600 / 500 / 400 /
300/200/100

2.2.1.5.2 Polyacrylamidgelelektrophorese

Fur das 8%ige Gel wurden 31 g Harnstoff in 31 mL ddH,O und 7,5 mL 10x TBE
gelost, mit 11 mL einer Acrylamid/Bisacrylamid-Stammlosung (38%/2%) sowie
450 pyL 10% Ammoniumpersulfat versetzt und unter Vakuum entgast. Nach Zugabe
von 75 uyL TEMED wurde das Gel zwischen zwei wie folgt vorbehandelten
Glasplatten auspolymerisiert: Beide Platten wurden grundlich mit Ethanol gesaubert.
Die groRere Platte wurde mit 300 pyL y-Methacryloxypropyltrimethoxysilan und die
kleinere mit 300 yL Sigmacote eingerieben, um das Anhaften des Gels an der

grol3en Platte und die Trennung der kleinen Platte nach dem elektrophoretischen
31



Material und Methoden

Lauf zu gewahrleisten. Beide Platten wurden getrocknet und mit Ethanol
abschlieBend erneut grundlich gesaubert. Unter Verwendung von spacern wurden
die Platten Ubereinandergelegt und mit Klammern fixiert. Nach dem Einflllen der
Acrylamidlosung wurden zwei Probenkamme mit ihrer stumpfen Seite voran so
zwischen den Platten plaziert, dal} sie etwa 5 mm in die FlUssigkeit tauchten und mit
Klammern fixiert. Die Polymerisation erfolgte in horizontaler Lage Uber 60 min bei
RT. Vor dem Gel-Lauf wurden die Kdmme entfernt, der Auftragsbereich mit ddH,O
gespult und die Gelplatte in die Elektrophoreseapparatur (BRL, Mod. S2) gespannt.
Als Oberpuffer wurde 0,5x TBE und als Unterpuffer 1x TBE (0,09 M Tris/Borat
pH8,0; 1 mM EDTA) verwendet. Die Kdmme wurden mit den Spitzen ins Gel
zeigend ca. 2 mm tief eingesetzt. Vor dem Auftragen wurden die Proben fur 5 min bei
95°C hitzedenaturiert und anschlielend auf Eis gestellt. Um ein Renaturieren der
Proben nach dem Auftrag zu verhindern, wurde das Gel in einem Vorlauf fur 60 min
bei 1,8 kV und maximal 80 W erwarmt. Der Lauf erfolgte ebenfalls bei 1,8 kV und
80 W bis das Bromphenolblau der neu aufgetragenen Proben bis zum unteren Gel-
Ende gewandert war (kurzer Lauf). Durch Zugabe von 100 mL 3 M Natriumazetat in
die untere Pufferkammer ca. 30 min vor Laufende wurde im unteren Bereich des
Gels die Laufgeschwindigkeit verlangsamt. Hierdurch konnte eine gleichmaRigere
Auftrennung der Banden erzielt werden. Nach dem Lauf wurde das Gel von der
kleineren Glasplatte getrennt, fir 20 min in Fixierungslosung (5% Methanol, 5%
Essigsaure) fixiert und anschlieliend gewassert. Nach dem Trocknen des Gels wurde
bei -70°C unter Verwendung von Verstarkerfolien mit einem Kodak BioMax MR-Film
exponiert oder nach Exposition auf Phosphoimager-Platten mit dem Phosphoimager

(Raytest) ausgewertet.

2.2.1.6 Elution von DNA aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des QIAquick-
DNA-Extraktions-Kit von QIAgen. Hierzu wurde das zu eluierende Fragment unter
UV-Licht ausgeschnitten und gewogen. Durch Zugabe einer dreifachen Menge an
QX1-Puffer wurde die Agarose bei 50°C fur mindestens 5 min solubilisiert. Diese
Lésung wurde nachfolgend auf die mitgelieferte Saule gegeben und in der
Eppendorf-Zentrifuge 1 min bei 14.000 rpm abzentrifugiert. Das Eluat wurde
verworfen. Die auf der Saule immobilisierte DNA wurde 2 - 3 x mit 750 yL PE-Puffer
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gewaschen. In einem nachfolgenden Zentrifugationsschritt (3 min bei 14.000 rpm)
wurde der restliche PE-Puffer abzentrifugiert, um das darin enthaltene Ethanol zu
entfernen. Schliel3lich wurde die DNA durch Zugabe von 50 pyL TE-Puffer bzw.
ddH»0 in einem letzten Zentrifugationsschritt eluiert.

2.2.1.7 Qualitative DNA-Analyse

Neben dem Restriktionsverdau und der Agarosegelelektrophorese erfolgte die

qualitative Analyse von DNA durch Hybridisierungen und Sequenzierungen.

2.2.1.7.1 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Herstellung von Sephadex G50-Saulen:

Sephadex G50-Saulen dienten zur Aufreinigung radioaktiv markierter DNA-Sonden
von nicht eingebauter Radioaktivitat. Die AusfluRoffnung einer 1 mL Einwegspritze
wurde mit steriler Glaswolle verstopft und die Spritze anschlielfend mit in STE (0,1 M
NaCl; 10 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA) suspendiertem G50-Saulenmaterial geflllt. In
der Heraeus Zentrifuge wurde die Saule 10 min bei 1700 rpm trocken zentrifugiert.

Die Saule wurde schlieBlich mehrfach mit STE gewaschen.

Die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit dem ready-to-go-kit
von Pharmacia. Hierbei handelt es sich um ein Lyophyllisat aus Enzym (Klenow-
Polymerase), dNTPs, random-Primern und Reaktionspuffer. Fiur die Markierung
wurden 40 ng template-DNA in einem Volumen von 25 pL ddH,O zunachst
denaturiert und das Lyophyllisat fir 5 — 60 min mit 20 yL ddH,O rekonstituiert.
Dieses wurde der denaturierten DNA beigemischt und nach Zugabe von 5 pL
(50 uCi) [0**P]dCTP wurde der Reaktionsansatz fiir 5 — 10 min bei 37°C inkubiert.
Zur Abtrennung nicht eingebauter Mononukleotide wurde der Reaktionsansatz mit
80 uL STE-Puffer versetzt und auf eine Sephadex G50-Saule gegeben. Diese wurde
in der Heraeus Zentrifuge 5 min bei 1700 rpm abzentrifugiert, wonach die nicht
eingebauten Mononukleotide in der Saule verbleiben und sich markierte Sonden-

Fragmente im Eluat befinden. Die Aktivitaten von Eluat und Saule wurden zur
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Bestimmung des Einbaus gemessen. Das Eluat wurde schlieRlich nochmals

denaturiert und in die Hybridisierungslésung gegeben.

2.2.1.7.2 Immobilisierung von elektrophoretisch aufgetrennten Nukleinsduren auf

Nylonmembranen.

Der Transfer der DNA, cDNA (Southernblot) oder RNA (Northernblot) erfolgte mittels
Kapillarkraft auf Hybond-N+-Nylonmembranen. Hierzu wurde in einem Gefal} ein
Podest aus einer Glasplatte aufgebaut und mit 2 Lagen 3MM-Filterpapier so bedeckt,
dald sie die Glasplatten Uberragen und mit 2 Kanten in den Transferpuffer (0,4 M
NaOH) tauchen. Das Gel wurde invertiert auf die Glasplatte gelegt und durch
Abschneiden einer Ecke markiert. Die Nylonmembran wurde paligenau
zurechtgeschnitten, ebenfalls markiert und auf das Gel aufgelegt. Hierlber wurden
4 Lagen dunnes Papier geschichtet. Das Gel wurde so mit Parafilm umklebt, dafl} der
Transferpuffer das Gel und die Nylonmembran passieren mufdte. Zuletzt folgten
mehrere Lagen saugfahige Zellulose, die mit einer Glasplatte und ca. 500 g Gewicht
beschwert wurden. Nach dem Transfer GN wurde die Nylonmembran getrocknet und
anschliefend wurde die DNA zusatzlich durch 1-minutige UV-Bestrahlung (312 nm)
kovalent mit der Membran verknupft.

2.2.1.7.3 Hybridisierungen

Fur Hybridisierungen der auf Nylonmembranen fixierten Nukleinsduren (2.2.1.7.2) mit
Klenow-markierten Sonden (s. 2.2.1.7.1) wurden die Membranen fur 30 min bei 65°C
in Express-Hybridisierungslosung (Clontech) inkubiert. Dieser LOsung wurde
anschlie®end die radioaktiv markierte DNA-Sonde zugesetzt und die Membranen fur
1 - 3 h in einem Hybridisierungsofen bei 65°C hybridisiert. Nach der Hybridisierung
wurden die Membranen zweimal in 2x SSC + 0,1% SDS gewaschen und
nacheinander in Waschlosungen steigender Stringenz (zweimal 1x SSC + 0,1%
SDS; einmal 0,5x SSC + 0,1% SDS) bei 68°C gewaschen. Zwischen den
Waschschritten wurde die Aktivitat der Membranen mit dem Geiger-Zahler

kontrolliert.
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Die Membranen wurden im feuchten Zustand in Folie eingelegt und bei -70°C unter
Verwendung von Verstarkerfolien mit Kodak Biomax MR-Filmen exponiert oder

alternativ mit dem Phosphoimager (Raytest) ausgewertet.

2.2.1.7.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR ist es mdoglich, aus einem komplexen DNA-Gemisch eine
individuelle Sequenz zu amplifizieren, wobei die entsprechende Matrize (template)
theoretisch nur in einigen wenigen Kopien vorliegen muf} (Mullis, K.B. und Faloona,
F.A., 1987). Die Spezifitat der Synthese ist einerseits von der Auswahl der Primer
und zum anderen von der Stringenz der Reaktionsbedingungen abhangig. Die
wichtigsten Parameter sind dabei die Hybridisierungstemperatur (annealing) und die
Mg2+-Konzentration. Die PCR, die im automatisierten Verfahren im PCR-
Thermocycler durchgefuhrt wird, erfolgt durch Denaturierung, Hybridisierung der
Primer (annaeling) und Synthese des zweiten Stranges (extension). Durch zyklische
Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte kommt es zur exponentiellen
Amplifikation des gewtlinschten DNA-Fragments. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
PCR fur analytische Untersuchungen sowie fur die Amplifikation von

Hybridisierungsproben und FcyRII-spezifischen Fragmenten eingesetzt.

Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die PCR nach folgendem Standardprotokoll:
Zu 50 pL 10 mM Tris/HCI pH 8,3; 50 mM KCI; 1,5 mM MgClp; 0,01% Gelatine;

200 yM dNTP; je 20 pmol Primer und 1 - 2 U Tag-Polymerase wurden 1 ug
genomische DNA, 1 - 5 ng Plasmid-DNA bzw. 2 — 5 yL cDNA-L&sung aus einem RT-
Ansatz pipettiert und die Proben mit 60 pL Paraffindl Uberschichtet. Durch
35 aufeinanderfolgende Denaturierungs-, Hybridisierungs- und Elongationsschritte
(30 s bei 95°C; 45 s bei 55°C; 60 s bei 72°C) und einem terminalen
Elongationsschritt von 5 min wurden die gewtinschten DNA-Fragmente synthetisiert
und amplifiziert. Im Anschlul3 wurden Spezifitdt der PCR-Reaktion und korrekte
Grolle des amplifizierten Produktes gelelektrophoretisch Uberprift. Fur praparative
Zwecke wurde das PCR-Produkt entweder durch PCIl-Extraktion und Ethanol-Fallung

gereinigt oder wie unter 2.2.1.6 beschrieben, aus dem Agarosegel eluiert.

35



Material und Methoden

2.2.1.8 Qualitative und Quantitative RNA-Analysen

2.2.1.8.1 RT-PCR

Die RT-PCR diente zur Analyse von mRNA-Transkripten aus gesamtzellularer RNA
und zur Herstellung von cDNA-Hybridisierungssonden. Bei dieser Methode wird die
RNA zunachst durch das Enzym Reverse Transkriptase in cONA umgeschrieben und
anschlieBend mit Hilfe der PCR (s. 2.2.1.7.4) unter Verwendung spezifischer Primer
die entsprechenden Sequenzen amplifiziert.

6 — 12 pg Gesamt-RNA wurden mit RNase-freiem ddH,O in 0,5 pL
ReaktionsgefalRen auf ein Volumen von 10 uL gebracht und fir 3 min bei 80°C
erhitzt. Pro RT-Ansatz wurde ein Reaktionsgemisch aus 6 yL 5x Puffer, 6 yL 25mM
MgCl,, 100 pMol Oligo-dT-Primer, 3 uL 10mM dNTPs, 10 U RNAse-Inhibitor
(RNAsin) und 8 U AMV Reverse Transkriptase in einem Volumen von 20 pL/RT-
Ansatz in einem 1,5 yL Reaktionsgefald angesetzt und je 20 uL mit der abgekuhlten
RNA vermischt. Die Synthese der cDNA erfolgte fur 1,5 h bei 42°C mit einer
abschlieBenden Hitzedenaturierung der Reversen Transkriptase bei 80°C fur 10 min
Je 2 — 5 yL des cDNA-Gemisches wurden in einer nachfolgenden PCR-Reaktion wie
unter 2.2.1.7.4 beschrieben, eingesetzt und anschliel3end fur analytische Zwecke auf
einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Je nach Intensitat und Spezifitat der
Banden wurde das Signal durch nachfolgende Southernblothybridisierung weiter
verstarkt (2.2.1.7.1 - 2.2.1.7.3). Fur praparative Zwecke wurde die spezifische Bande
aus dem Agarosegel eluiert und in einen T-Vektor (0 GEM-T, Promega) kloniert.

2.2.1.8.2 Northernblot

Elektrophoresepuffer (10fach) 200 mM MOPS
50 mM Natriumazetat
10 mM EDTA
ad 1L H0, pH 7,0
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Samplepuffer (1,33fach) 500 pyL Formamid (deionisiert)
169 pL Formaldehyd
100 uL Elektrophoresepuffer (10fach)

Stoppuffer (5fach) 5 mL Elektrophoresepuffer (10fach)
3 mL HO
1,5 g Ficoll 400
0,25% Bromphenolblau
1h 37°C

1%iges Gel (125 mL) 105 mL H0
1,25 g Agarose
12,5 mL Elektrophoresepuffer (10fach)
12,5 pL Ethidiumbromid (10 g/uL)
8 mL Formaldehyd

Fur die Auftrennung der RNA wurden 4,6 yL RNA in einer Konzentration von 3 —
4 pg/uL mit 15,4 pL Samplepuffer versetzt und fir 5 min bei 65°C inkubiert.
Anschlielend wurden die Proben mit 5 uL Stoppuffer versetzt und auf Eis gestellt.
Die Auftrennung erfolgte im 1%igen Agarose/Formaldehydgel bei 4°C fur ca. 3h bei
6V/cm Elektrodenabstand. Nach dem gelelektrophoretischen Lauf wurde das Gel wie
unter 2.2.1.7.2 beschrieben auf einer Nylonmembran immobilisiert wobei anstelle von
NaOH 10x SSC verwendet wurde. Die Membranen wurden anschlieBend mit
Klenow-markierten DNA-Sonden (2.2.1.7.1) wie unter 2.2.1.7.3 aufgeflhrt
hybridisiert.

2.2.1.8.3 RNase Protection Assay (RPA)

Der RPA wurde mit dem "RiboQuant Multi-Probe RNase Protection Assay System"
der Firma Pharmingen durchgefuhrt. Dieses beinhaltet einen in vitro-Transkriptions-
Kit und einen RPA-Kit. Die Firma bietet verschiedene Template-Sets zur Detektion
muriner und humaner Zytokine an. In dieser Arbeit wurden Sonden aus einem Set fur

murine Chemokine (mCK-5) synthetisiert und als GroRenstandard genutzt.

37



Material und Methoden

2.2.1.8.3.1 Synthese der Riboproben

Die Synthese der Riboproben erfolgte mittels einer in vitro-Transkription in
Gegenwart von *P-markiertem UTP. Verwendet wurde [o—**P]JUTP (3000 Ci/mol,
20 pCi/uL) der Firma Amersham.

In einem 1,5 mL Gefal® wurden 1 pyL RNasin (40 U/uL), 1 yL GACU-Pool (2,75 mM
GTP/ATP/CTP; 61 uM UTP), 2 uL DTT (100 uM), 4 pyL 5x Transkriptionspuffer, 1 uL
DNA-template (mCK-5, Pharmacia, 0,5 pg/uL) und 5 yL RNase-freies H,O vermischt
und nach Zugabe von 5 pL [0—**P]JUTP (100 uCi) und 1 yL T7-RNA-Polymerase
(20 U/uL) far 1 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 pL
RNase-freier DNase (1 U/uL) gestoppt und flr weitere 30 min bei 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von 26 yL EDTA (20 mM) und 2 pL Hefe-tRNA (2 pg/pL) als Fallhilfe
wurde 1 pL Aliquot zur Messung der Aktivitat entnommen. Die Proteine wurden durch
PCI-Extraktion entfernt und die radioaktiv markierte Riboprobe durch Zugabe von
50 L 4 M Ammoniumazetat und 250 pyL Ethanol fir 30 min bei -80°C prazipitiert, um
nicht eingebaute Nukleotide zu entfernen. Das Prazipitat wurde 15 min bei 4°C und
14000 rpom  zentrifugiert, mit 90% Ethanol gewaschen und in 50 pL
Hybridisierungspuffer aufgenommen. Die Aktivitat wurde erneut bestimmt und mit der
Gesamtaktivitat verglichen. Die Aktivitat der Riboproben wurde, soweit nicht anders
angegeben, auf 3 x 10° cpm eingestellt. Die Aktivitat wurde mit dem Geiger-Zahler in
der Einheit [ips] gemessen und auf cpm umgerechnet, wobei die eingesetzte
Gesamtaktivitat von 100 puCi 2200 x 10° cpm entsprechen. Durch das Verhaltnis der
Messungen kurz nach Zugabe der Aktivitdt und nach Aufnahme der RNA im
Hybridisierungspuffer lafkt sich die Restaktivitat in der synthetisierten antisense-RNA

bestimmen.

2.2.1.8.3.2 Praparation der RNA

Je 30 yg Gesamt-RNA aus Mesangialzellen, 10 ug Gesamt-RNA aus J774-Zellen
und 20 pg Hefe-tRNA wurden in ein 0,5 mL Reaktionsgefal® gegeben, im speed-vac
getrocknet und schlielich in 8 uL Hybridisierungspuffer gelost.
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2.2.1.8.3.3 Hybridisierung und RNase-Verdau

Zur Proben-RNA wurden jeweils 2 uL (6 x 10° cpm bei 3 x 10° cpm/uL) Riboprobe
gegeben und mit einem Tropfen Mineraldl Uberschichtet. Die Proben wurden flr
3 min bei 90°C denaturiert und anschlieRend langsam im Thermocycler auf eine

Endtemperatur von 45°C gebracht und UN hybridisiert.

Nach Abkuhlung auf 37°C wurden 100 yL RNase-Puffer mit RNase A (180 ng/mL)
und RNase T1 (600 U/mL) zugegeben und fir 45 min bei 30°C inkubiert. Die Proben
wurden in 1,5 mL GefalRe pipettiert, in die 18 yL eines Gemischs aus 390 pL
Proteinase K-Puffer, 30 yL Proteinase K (10 pg/uL) und 30 pyL tRNA (2 ug/uL)
vorgelegt wurden. Nach einer Inkubation von 15 min bei 37°C wurden die Proteine
mittels PCI-Extraktion entfernt, die RNA mit 120 yL Ammoniumazetat und 650 uL
Ethanol gefallt und mit 90% Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde in 5 pL loading
buffer aufgenommen und nach 3 min Denaturierung bei 90°C mittels PAGE
(2.2.1.5.2) aufgetrennt.

2.2.1.9 Biochemische DNA-Rekombination (DNA-Klonierung)

Die DNA-Klonierung beinhaltet im Allgemeinen die Restriktion von Vektor und
Fremd-DNA, die Ligation der Fremd-DNA in den Vektor und die Transformation,
Transfektion oder Infektion einer Wirtszelle mit der so entstandenen rekombinanten
DNA. Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Klonierungen erfolgten durch
Transformation rekombinanter Plasmide in den mittels der CaClo-Methode

kompetent gemachten E. coli-Stamm XL1 blue.

2.2.1.9.1 Herstellung kompetenter E. coli (CaCla-Methode)

10 pL Zellen (E. coli XL1 blue) wurden fiur eine Vorkultur mit 2 mL LB-Medium UN bei
37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden 1 mL hiervon in 250 mL LB Uberfuhrt und

bei 37°C inkubiert, bis die Bakteriensuspension eine ODggg von 0,3 erreicht hatte

(ca. 2,5 h). Die Zellen wurden 10 min auf Eis abgekuhlt, 15 min bei 4000 rpm und
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4°C zentrifugiert, dekantiert, mit 125 mL 0,1 M CacCly versetzt und erneut 10 min

auf Eis gestellt. Die Zellen wurden nochmals bei 4000 rpm und 4°C 10 min
abzentrifugiert, dekantiert und in 10 mL 0,1 M CaCly-L6sung aufgenommen. Diese

sollte mindestens 4 h auf Eis stehen, bis sie mit 3 mL kaltem sterilem Glycerin (87%)
versetzt wird. Die Suspension wurde in 200 pyL Aliquots in 1,5 mL Reaktionsgefalie
abgeflllt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert. 100 uL
dieser Bakteriensuspension wurde zur Ermittlung der Kompetenz mit 10, 50 und
100 pg supercoiled Plasmid wie unten beschrieben transformiert und jeweils 1/5 des

Transformationsansatzes auf LB-Agar mit 50 pg/mL Ampicillin ausplattiert. Die

Kompetenz betrug im Regelfall 1x 106 - 1x 107 CFU (colony forming units: Anzahl

Kolonien/ug supercoiled Plasmid).

2.2.1.9.2 Ligation

Bei der Ligationsreaktion wird durch die DNA-Ligase zwischen dem 3'-OH und dem
5'-Phosphat zweier Nukleotide eine Phosphodiesterbindung ausgebildet. Wahrend
die E. coli-Ligase nur die Verknupfung von Nukleotiden an kohasiven
komplementaren Enden katalysieren kann, ist die aus dem Bakteriophagen T4

isolierte Ligase zusatzlich in der Lage, zwei stumpfe Enden zu ligieren.

Je nach Strategie und GrofRe der Insert-DNA wurden unterschiedliche Mengen an
Vektor- und Insert-DNA eingesetzt. Bei direktionalen und bidirektionalen Ligationen
wurden standardmafig 100 ng Vektor und 200 ng Insert eingesetzt. Die Reaktion
erfolgte durch Zugabe von 0,5 U T4-DNA-Ligase UN bei 15°C in Ligationspuffer
(40 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 mM MgClp; 10 mM DTE; 0,5 mM ATP; 50 pg/mL BSA).

2.2.1.9.3 Dephosphorylierung linearisierter Vektor-DNA mittels "calf intestinal
alkaline phosphatase" (CIP) Phosphatasereaktion

Nach der Restriktion von 10 uyg Vektor wurde die DNA mit Ethanol gefallt, in 85 pL
ddH>0O und 10 pL 10x CIP-Puffer (10 mM ZnClp; 10 mM MgClp; 100 mM Tris/HCI

(pH 8,3)) aufgenommen und mit 5 yL Enzym (1U/uL) far 30 min bei 37°C inkubiert.
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Ein zweiter Inkubationsschritt erfolgte durch Zugabe von weiteren 5 yL Enzym, 4 L
ddH,O und 1 yL 10x CIP-Puffer bei 56°C. Anschliel3end erfolgte eine Inaktivierung
der Phosphatase durch 45-minutige Inkubation mit Proteinase K bei 56°C gefolgt von

einer PCI-Extraktion und Ethanol-Fallung.

2.2.1.9.4 Transformation

Maximal 5 pL des Ligationsansatzes wurden mit 100 pL kompetenten E. coli
(XL1 blue) 30 min auf Eis, 45 s bei 42°C und schliellich 2 min auf Eis inkubiert. Fur
die Ausbildung der Antibiotikaresistenz (Expression der R-Lactamase bezuglich der
Ampicillinresistenz) wurden die Bakterien mit 900 yL LB-Medium versetzt und 45 —
60 min bei 37°C auf einem Schuttler inkubiert. 200 pL der Bakteriensuspension
wurden schlieBlich auf LB-Agar mit 50 pg/mL Ampicillin zur Selektion erfolgreich
transformierter Zellen ausplattiert.

2.2.1.9.5 Visualisierung erfolgreicher Klonierungen mittels a-Komplementation der 13-

Galaktosidase

Das bakterielle Enzym R-Galaktosidase wird von der lacZ-Region des lac-Operons
codiert und ist durch R-Galaktosid-Analoga, wie das nicht metabolisierbare IPTG,
induzierbar. Viele Wirtsbakterien, wie auch XL1 blue, enthalten eine Mutation im
R-Galaktosidase Gen (LacZAM15), so dal} ein funktionsloses Fragment des Enzyms
exprimiert wird. Dieses kann aber mittels einer a-Komplementation durch das von
vielen Plasmiden codierte N-terminale Fragment der R-Galaktosidase rekonstituiert
werden, wenn das Leseraster nicht durch eine Insertion in der multi cloning site
(MCS) unterbrochen ist. Nur solche Klone, bei denen eine o-Komplementation
vorliegt, denen also ein Insert fehlt, sind in der Lage, das chromogene Substrat
5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl-R-D-Galactosid (Xgal) in Galactose sowie blau gefarbtes
5-Bromo-3-Chloro-Indigo zu spalten, und die entsprechenden Kolonien farben sich
blau an. Die Klone von Interesse synthetisieren aufgrund der Insertion kein aktives

Enzym und ihre Kolonien bleiben weil3.
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2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Kultur muriner Zellinien

FCS-haltiges Standardkulturmedium

10% FCS (PAA, Standard Fetales Kalberserum)

1% Penicillin/Streptomycin  (Biochrom, 10000 U/mL Penicillin, 10000 pg/mL
Streptomycin)

1% L-Glutamin (Biochrom, 200 mM)

3,5 pL B-Mercaptoethanol
in 500 mL RPMI 1640 (Biochrom)
pH 7,4

Das Standardkulturmedium wurde fur die Kultur der B-Zellinie A20, der
Makrophagenlinien J774 und RAW sowie Mesangialzellen verwendet. Das FCS
wurde vor der Zugabe fir 30 min bei 56°C hitzeinaktiviert und mit den weiteren
Zusatzen sterilfiltriert. FUr die Kultur der Dendritischen Zellinie 80/1 wurde dieses
Medium mit 25 mM HEPES-Puffer pH 7,3; 10 U/mL murinem IL-2 (Boehringer) und
2 pyg/mL ConA (Pharmacia) versetzt.

2.2.2.1.1 Expansion von Zellinien

Die Zellen wurden bei 37° C, 5% CO, und gesattigter Wasserdampfatmosphare
kultiviert. Suspensionszellen wie die B-Zellinie A20 wurden zu Beginn mit einer
Dichte von 0,2 — 0,5 x 10° Zellen kultiviert. Sie wurden nach ca. 2 — 3 Tagen, wenn
die Kultur eine Dichte von maximal 2 x 10° Zellen/mL erreicht hatte, auf das 4 —
5fache Volumen expandiert. Adharente Zellen wurden in 10 mL Kulturmedium bei
einer Zellzahl von 3 Mio. Zellen/250mL Zellkulturflasche kultiviert und bei
vollstandiger Konfluenz auf 4 — 5 Zellkulturflaschen expandiert. Das Ablosen der
Zellen erfolgte entweder mit einem cellscraper oder durch eine Trypsinisierung der
Zellen. Die Dentritische Zellinie 80/1 wurde in einem Volumen von 50 mL kultiviert

und bereits vor dem Erreichen einer vollstandigen Konfluenz weiter expandiert.
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2.2.2.1.2 Trypsinisierung adharenter Zellen

Zum Ablosen adharenter Zellen wurde das Kulturmedium abgesaugt und durch PBS
ersetzt. Nach kurzem Waschen wurde das PBS durch 15 mL (250 mL
Zellkulturflaschen) Trypsin/EDTA (0,125% / 0,01%) ersetzt und nach ca. 5 min mit

dem 10fachen Volumen an Zellkulturmedium inaktiviert.

2.2.2.1.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Fir die Zahlung wurden die Zellen mit dem gleichen Volumen einer 1:10 verdinnten
Trypanblau-Lésung versetzt und in einer Neubauer-Zahlkammer die Lebendzellzahl
von mindestens 100 Zellen ausgezahlt. Fur die Ermittlung der Zellzahl (in Zellen/mL)
wurden die diagonal gegenuberliegenen (2x16) Kleinquadrate ausgezahlt und mit

dem Faktor 10° multipliziert.

2.2.2.1.4 Auftauen von Zellen

In flissigem Stickstoff gelagerte Zellen wurden zlgig bei 37°C aufgetaut und in
10 mL warmes Kulturmedium uberfuhrt. Nach 5-minutigem Abzentrifugieren bei
1000 rpm wurden die Zellen noch einmal in 14 mL Kulturmedium gewaschen, um
das toxische DMSO zu entfernen. Suspensionszellen wurden in einer Dichte von
5x 10° Zellen/mL in Kultur gebracht und adharente Zellen in einer Zellzahl von
3 - 5x 10° in 250 mL Zellkulturflaschen ausgesét.

2.2.2.1.5 Einfrieren von Zellen

Adharente Zellen wurden wie unter 2.2.2.1.2 beschriecben mit Trypsin/EDTA
abgeldst, mit Medium suspendiert, die Zellzahl bestimmt und bei 1000 rpm
abzentrifugiert. Suspensionszellen wurden direkt nach der Zellzahlbestimmung durch
Zentrifugation pelletiert. Hiernach wurde das Zellpellet in einer Zelldichte von 10 Mio
Zellen/mL in sterilem FCS resuspendiert. Jeweils 0,5 mL der Zellsuspension wurden

auf Cryotubes verteilt in die jeweils 0,5 mL 20%iges DMSO in FCS vorgelegt wurde.
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Die tubes wurden zugig verschlossen, geschuttelt und zunachst bei —-80°C
eingefroren. Zur Langzeitkonservierung wurden sie am nachsten Tag in flissigen
Stickstoff Uberfuhrt.

2.2.2.2 Praparation und Kultur primarer muriner Zellen

2.2.2.2.1 Praparation und Kultur muriner Embryonaler Fibroblasten (MEF)

Kulturmedium (MEF-Medium):

10% FCS

1% Penicillin/Streptomycin  (Biochrom, 10000 U/mL Penicillin, 10000 pg/mL
Streptomycin)

1% L-Glutamin (Biochrom, 200 mM)

5 uL B-Mercaptoethanol

in 500 mL DMEM (Gibco)

Murine Embryonale Fibroblasten werden als sogenannte Feeder-Zellen zur Kultur
Embryonaler Stammzellen bendtigt. Neomycin-resistente Mause (freundlicherweise
von der Arbeitsgruppe Ruter, Institut fur Molekularbiologie, MHH zur Verfligung
gestellt) wurden verpaart und am Tag 12-13 der Schwangerschaft wurden von
trachtigen Weibchen die Embryonen enthommen. Hierzu wurden beide Uteri entfernt
und in eine mit sterilem PBS geflllte Petrischale tberflihrt. Die Embryonen wurden
aus den Uteri prapariert und in eine zweite Petrischale uUberfihrt. In dieser
Petrischale wurden Kopf und Leber der Embryonen entfernt, die restlichen hellen
Teile der Embryonen in eine dritte Petrischale mit ca. 2mL PBS und 2 mL
Trypsin/EDTA Uberfihrt und in kleine Sticke geschnitten. Mit einem kleinen sterilen
EK als ,Morserersatz wurden die Embryonenstlckchen nun weiter zerkleinert und in
ein 50 mL Reaktionsrohrchen uberfuhrt. Die Zellen wurden 3x mit PBS gewaschen,
wonach ein letzter Waschschritt mit MEF-Medium erfolgte. Schlie3lich wurden die
Zellen in einem Volumen von 5mL Medium in einer kleinen Zellkulturflasche (10 mL)
ausgesat. Am nachsten Morgen wurden die Zellen sofort Uberprift und je nach

Dichte gewaschen oder in 2 groRe Zellkulturflaschen (250 mL) expandiert (Tab. 1).
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Zur Expansion der Fibroblasten wurde das Medium restlos abgesaugt und die Zellen
einmal mit PBS gewaschen. Durch Zugabe von 0,5 mL (10 mL) bzw. 1,5 mL
(250 mL) Trypsin/EDTA wurden die Zellen abgelost (ca. 5 min), wobei dies im
Mikroskop uberpruft werden kann. Vor jeder Expansion wurde Zellkulturiberstand fur

einen Mycoplasmentest entnommen.

Passage |Expansion Anzahl Flaschen

0 1(2) 10 mL ZF

1 1:6 (ca.) 2 (4) 250 mL ZF

2 1:5 10 (20) 250 mL ZF

3 1:4 40 (80) 250 mL ZF

4 1:3-1:4 120-160 (240-320) 250 mL ZF

Tab. 1: Expansionsschema muriner Fibroblasten. Alternativ werden zu Anfang die Zellen in eine
oder zwei (in Klammern) Zellkulturflaschen ausgesat (ZF= Zellkulturflasche).

2.2.2.2.1.1 Einfrieren Embryonaler Fibroblasten:

Einfriermedium:
10% DMSO

45% FCS

45% MEF-Medium

Die Zellen wurden wie unter 2.2.2.1.2 beschrieben mit Trypsin/EDTA abgel6st und
mit Medium in ein 50 mL Reaktionsréhrchen Uberflihrt. Dabei konnten jeweils
5 Flaschen gepoolt werden. Aus diesen wurde jeweils ein Tropfen fur die
Zellzahlbestimmung entnommen, bevor die Zellen bei nicht mehr als 200 x g
abzentrifugiert wurden. In dieser Zeit wurden jeweils 0,5 mL 20%DMSO/FCS in
Cryotubes vorgelegt. Das Zellpellet wurde in soviel MEF-Medium resuspendiert, daf}
eine Zelldichte von 10 Mio Zellen/mL erreicht wurde. Jeweils 0,5 mL der

Zellsuspension wurde nun in die Cryotubes verteilt, die zugig verschlossen,
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geschuttelt und fur einen Tag bei —80°C und danach in flissigem Stickstoff

eingefroren wurden.

2.2.2.2.1.2 Auftauen Embryonaler Fibroblasten

Das Auftauen der Fibroblasten erfolgte wie unter 2.2.2.1.4 beschrieben, die
jeweiligen Zentrifugationen wurden jedoch bei max. 200 x g durchgefuhrt.

2.2.2.2.1.3 Vorbereitung der Embryonalen Fibroblasten fir die Embryonale
Stammzellkultur (ES-Zellkultur)

Ansetzen des Mitomycinmediums:

Der Inhalt eines Vials (2mg) wurde mit einer Spritze (Durchstechen des
Plastikstopfens) mit 5 mL MEF-Medium geldst und in die Spritze aufgezogen. Diese
Lésung wurde in 200 mL (Endkonzentration: 10 pg/mL) MEF-Medium gegeben und
in Aliquots zu 10 und 5 mL eingefroren.

Jeweils ein Cryotube (ca. 5 Mio. Fibroblasten) wurde wie unter 2.2.2.2.1.2
beschrieben aufgetaut und auf eine 250 mL Zellkulturflasche ausplattiert. Am
nachsten Morgen wurden die Zellen gewaschen und fur einen weiteren Tag kultiviert.
Die Mitomycinbehandlung zur Wachstumsarretierung erfolgte am dritten Tag. Hierzu
wurde das Medium abgesaugt und durch 5 mL Mitomycinmedium (s.0.) ersetzt. Die
Inkubation erfolgte flr genau 2,5 h im Brutschrank. Das Mitomycinmedium wurde mit
der Pipette abgenommen, separat entsorgt und die Zellen wurden 3x mit PBS
gewaschen. Es folgte das Ablosen der Zellen mit Trypsin/EDTA wie unter 2.2.2.1.2
beschrieben. Die Fibroblasten wurden gezahlt (2.2.2.1.3) und nach folgendem

Schema ausplattiert:

250er Zellkulturflasche 6 Mio Zellen
10er Zellkulturflasche 2,5 Mio Zellen
24-Well-Platte 5 Mio Zellen
98-Well-Platte 2 Mio Zellen
9 cm? Zellkulturschale 5 Mio Zellen
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2.2.2.2.2 Kultur Embryonaler Stammzellen (ES-Zellen)

Kulturmedium (ES-Medium):

15% FCS

1% Penicillin/Streptomycin  (Biochrom, 10000 U/mL Penicillin, 10000 pg/mL
Streptomycin)

1% L-Glutamin (Biochrom, 200 mM)

5 pL B-Mercaptoethanol

500 U/mL Leukemia Inhibitory Factor (LIF (ESGRO), Gibco)

in 500 mL DMEM (Gibco)

Embryonale Stammzellen aus 129/ola-Mausen (E14.1) wurden freundlicherweise
von der Arbeitsgruppe Ruter, Institut fir Molekularbiologie, Medizinische Hochschule
Hannover zur Verfligung gestellt. Um die Pluripotenz der Zellen zu erhalten, wurden
sie auf einem Monolayer von wachstumsarretierten, murinen Embryonalen
Fibroblasten als Feeder-Zellen und in Gegenwart von 500 U/mL Leukemia Inhibitory
Factor (LIF), kultiviert. Zur Expansion wurden die in Kolonien wachsenden ES-Zellen
maximal fur 3 Tage auf den Feeder-Zellen gehalten und anschliefend auf frische
Feeder-Zellen 1:4 bis 1:5 expandiert. Hierbei wurden die Kolonien mindestens einmal
taglich unter dem Mikroskop begutachtet, um die unerwinschte Differenzierung der
Zellen zu kontrollieren. Pluripotente, undifferenzierte ES-Zellen weisen keine
sichtbaren Zellgrenzen auf, wahrend sich differenzierende Kolonien in Einzelzellen
abgrenzen. Das Ablésen der Zellen erfolgte durch Trypsinisieren wie unter 2.2.2.1.2
beschrieben, zur Konservierung wurden sie in einem Medium aus 50% ES-
Zellmedium, 40% FCS und 10% DMSO resuspendiert und wie unter 2.2.2.1.5

beschrieben eingefroren.

2.2.2.2.3 Transfektion, Selektion und genomische Analyse Neomycin-resistenter

Embryonaler Stammzellen

Zur Generierung homolog rekombinierter ES-Zellklone wurden zunachst 2 x 10’
Zellen mit 30 pg Sall-linearisiertem FcyRIl C1-Exon-targeting-Konstrukt in 500 uL
PBS resuspendiert und bei 220V/cm und 400 uyF im Elektroporator (Eurogentec)
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elektroporiert. AnschlieRend wurden sie zur Rekonstitution mit antibiotikafreiem ES-
Zell-Medium auf 10 vorbereiteten Zellkulturschalen (9 cm?) mit wachstumsarretierten,
Neomycin-resistenten Feeder-Zellen (2.2.2.2) ausgesat. Die Zellen wurden am
nachsten Tag gewaschen und das Medium nach 48 h nach Elektroporation durch
Negativselektionsmedium (ES-Zell-Medium + 350 pg/mL G418) ersetzt. Nach
weiteren 48 h wurden die Zellen in Negativ-Positiv-Selektionsmedium (ES-Zell-
Medium + 350ug/mL G418 + 2,5 yM Gancyclovir (Cymevene, LaRoche) inkubiert. 10
bis 11 Tage nach der Elektroporation wurden Neomycin/Gancyclovir-resistente
Kolonien gepickt und nach Separation in Einzelzellen mit Trypsin/EDTA in jeweils
zwei Sets 24-Well Zellkulturplatten mit vorplattierten, wachstumsarrettierten Feeder-
Zellen expandiert. Nach Konfluenz der ES-Zellen wurde eine Platte ohne Abldsen
der Zellen direkt in 500 yL Einfriermedium (40% FCS; 50% ES-Zell-Medium; 10%
DMSOQO) bei —80°C bis zur Auswertung der DNA-Analyse aufbewahrt. Die Isolierung
genomischer DNA aus ES-Zellen erfolgte direkt in dem zweiten Set der 24-Well
Zellkulturschalen. Hierzu wurden sie UN bei 37°C in jeweils 500 uL Proteinase K-
Puffer inkubiert und am nachsten Tag wurde die DNA durch Zugabe von 500 pL
Isopropanol bei RT auf einem Schuttler gefallt. Die genomischen DNA-Faden wurden
mit einer Eppendorfpipette vorsichtig gefischt und in jeweils 500 uL 70%igem Ethanol
gewaschen. Schliellich wurden die DNA-Faden in 1,5 mL Reaktionsgefalie
uberfuhrt, zur Beseitigung der Ethanolreste fur 10 - 20 min bei 50 °C getrocknet und
in 50 pL ddH,O aufgenommen. Die genomische DNA wurde schliel3lich mittels
Southernblot-Hybridisierung (2.2.1.7.1 bis 2.2.1.7.3) analysiert.

2.2.2.2.4 Praparation und Kultur muriner Mesangialzellen (MMC)

Kulturmedium (MMC-Medium)

10% FCS

1% L-Glutamin (Biochrom, 200 mM)

1% Natrium-Pyruvat (Biochrom, 200 mM)

1% Penicillin/Streptomycin (Biochrom, 10000U/mL / 10000pg/mL
3 uL B-Mercaptoethanol

5 pug/mL bovines Insulin

in 500 mL RPMI 1640
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Murine Mesangialzellen wurden aus isolierten Nierenglomeruli durch partiellen
Kollagenaseverdau prapariert. Hierzu wurden die entnommenen Nieren von der
Nierenkapsel befreit und die Nierenrinde vom Nierenmark getrennt. Das
Nierenrindengewebe wurde homogenisiert und durch Siebe mit absteigender
PorengrofRe (180, 106 und 63 pym) passagiert. Die Glomeruli wurden nach der letzten
Passage aufgefangen, gewaschen und mit einer Kollagenaseldésung (50 mg
Kollagenase Typ IV, Fa. Worthington, 184 U/mL, in PBS geldst) bei 37°C im
Wasserbad fur 20-25 min bis zur Bildung fadiger Kollagenstrukturen angedaut. Nach
zwei Waschzentrifugationsschritten (4°C, 1000 rpm) mit Kulturmedium (MMC-
Medium mit 20% FCS), wurden die angedauten Glomeruli in 10 mL Zellkulturflaschen
ausgesat und in MMC-Medium bei 37°C, 5% CO, und gesattigter Wasseratmosphare
bis zum Erscheinen primarer Zellkolonien inkubiert. Durch optische Kontrolle mit dem
Phasenkontrastmikroskop wurden unerwinschte Zellpopulationen (Knochenmarks-
Makrophagen, Endothel- und Epithelzellen) mit einem Zellschaber vorsichtig entfernt
und die Mesangialzellen bis zur Konfluenz mit 50% konditioniertem Medium aus

gewonnenem Zelluberstand von MMC und 50% frischem MMC-Medium kultiviert.

2.2.2.2.5 Praparation muriner Peritoneal-Makrophagen

Fir die Anreicherung von Makrophagen im Peritoneum wurde den Mausen vier Tage
vor der lIsolation 0,5 mL steriles Thioglykollatmedium (3%) i.p. injiziert. Bei
Versuchsbeginn wurden die Peritonealzellen nach dem Toten der Mause durch
Spulen des Peritoneums mit 20 mL sterilem PBS gewonnen, gezahlt und nach
dreimaligem Waschen im Standardkulturmedium (2.2.2.1) in einer Zelldichte von
1 x 10® Zellen/mL aufgenommen. Die Peritoneal-Makrophagen wurden anschlieRend

zur Adhasion in Chamber Slides ausplattiert (300 yL/Kammer).

2.2.3 Proteinchemische Methoden

2.2.3.1 Biotinylierung von Antikorpern

10 pL einer 6-(Biotinamido)hexanoyl-N-hydroxysuccinimid-Ester-Losung wurden zu

1 mL Antikorper-Losung (2 mg/mL) gegeben, gemixt und bei RT fur 50 min inkubiert.
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Die Reaktion wurde dann mit 0,5 mL 1 M Tris, pH 8,0 gestoppt und innerhalb 24-48 h
3x gegen PBS bei 4°C dialysiert.

224 Tierversuche

2.2.4.1 Induktion einer experimentellen autoimmunen hamolytischen Andmie (AIHA)

Die Anamie wurden durch intraperitoneale Injektion des aufgereinigten
antierythrozytare Antikérpers 105-2H in einem Volumen von 500 uyL pro Maus
induziert. Zur Bestimmung der Dosis wurden die Mause zunachst gewogen und dann
mit der entsprechenden Menge der Antikorper bezogen auf das Korpergewicht
(15 pg/g Korpergewicht (KG) zur Induktion einer transienten AIHA) behandelt. Vor
der Injektion und nach 2 Tagen wurde den Mausen etwa 50 bis 75 uL Blut aus dem
Retroorbitalplexus entnommen und der Hamatokrit in Standardhamatokritrohrchen
(Brand) nach Zentrifugation (Haereaus Biofuge 2) entsprechend den Angaben des

Herstellers gemessen.

2.2.5 Immunhistochemische und —zytochemische Methoden

2.2.5.1 Kryostatschnitte

Fir die Immunhistologie wurden die Organe in einem Methylbutanbad in flissigem
Stickstoff tiefgefroren und im Mikrotom bei —20°C Kammertemperatur und -12°C
Objekttemperatur in einer Dicke von 5 ym auf die Objekttrager gebracht. Nachdem
sie fur 20 — 25 h luftgetrocknet waren, wurden sie entweder in Aluminiumfolie
verpackt und bei -80° gelagert oder direkt fir die Farbungen eingesetzt. Vor der
Farbung wurden die Organschnitte mit dem PAP-Pen (DAKO) eingekreist, die
Objekttrager 10 min bei -20°C in Methanol-Aceton (1/1) fixiert und anschlie3end
dreimal in TBS oder PBS gewaschen.

2.2.5.2 Zytopraparate

Adharente Zellen wurden mit einer Zellzahl von 1 x 10° Zellen/Kammer in chamber-
slides (Nunc) ausplattiert und uber Nacht im Brutschrank kultiviert. Danach wurden
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die Kammeraufsatze entfernt, die Objekttrager mit PBS gewaschen und fur 10 min
bei -20°C in Aceton/Methanol (1:1) fixiert. Nach 3maligem Waschen im PBS- oder

TBS-Bad wurden sie fur die entsprechenden Farbungen eingesetzt.

2.2.5.3 Immunfarbungen

TBS:
0,05 M Tris/CI
0,88% NaCl

2.2.5.3.1 Immunfarbung mit der APAAP-(Alkalische Phosphatase-anti-Alkalische
Phosphatase-) Methode

Diese Methode wurde zur spezifischen Farbung von Oberflachenantigenen in
Gefrierschnitten und Zytopraparaten mit Rattenantikdrpern als Primarantikdrper
eingesetzt. Der primare AntikOrper wurde hierzu entsprechend Tab. 2 verdunnt und
gegebenenfalls mit 1% Mausserum zur Blockade von Fc-Rezeptoren versetzt.

Antikorper Verdiinnung
2.4G2 1:50
BM8 1:50
F4/80 1:100
MHCII 1:50
Mac-1 1:250
Gr-1 1:50

Tab. 2: Verdiinnung der einzelnen monoklonalen Ratten-Antikorper fiir die APAAP-Farbung

Dem Antikorper 2.4G2 (anti-FcyRIl/FcyRIll) wurde stattdessen BSA in einer
Endkonzentration von 1% zugegeben. Die Antikdrperldsung (ca. 100 pL) wurde auf

die Gefrierschnitte bzw. Zytopraparate aufgetragen und in der feuchten Kammer fur
30 min bei RT inkubiert.
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Nach dem Abspulen des Primarantikorpers mit TBS wurden die Objekttrager fur
mind. 1 min in ein TBS-Bad gestellt. Hiernach erfolgte die Inkubation mit dem
Sekundarantikdrper (Kaninchen-anti-Ratten-lg, DAKO, Z494, 1:100 verdinnt in TBS
+ 1% BSA) fur 30 min und anschlieBend mit dem tertidren Antikorperkomplex
(APAAP, Ratte, DAKO, D488, 1:100 verdunnt in TBS) fur ebenfalls 30 min. Die
letzten beiden Schritte wurden noch einmal mit einer Inkubationszeit von 15 min
wiederholt. Zwischen jedem dieser Schritte wurden die Objekttrager zunachst mit
TBS gespult und dann fur mind. 1 min in ein TBS-Bad gestellt. Um die in
besonderem MalRe in der Niere und Leber existente endogene Alkalische
Phosphatase zu inhibieren, wurden die Schnitte vor der Zugabe des Substrates (Fast
Red + 1 Tropfen Levamisol/mL Substrat, DAKO) mit Levamisol fur 5 min inkubiert.
Dabei inhibiert Levamisol spezifisch die endogene, nicht aber die fur die Detektion
verwendete Alkalische Phosphatase. Je nach Intensitdt der makroskopisch
erkennbaren Rotfarbung der Praparate wurde das Substrat nach 10 — 20 min mit
ddH,0 abgespdult und fir 2 — 5 min mit Hamatoxillin gegengefarbt. Hiernach wurden
die Objekttrager mit ddH,O gespult und 10x in ein 0,2%iges Ammoniakwasserbad
getaucht. Nach 5-minutigem Spulen mit Leitungswasser wurden die Praparate mit
Glycergel (DAKO) eingebettet.

2.25.3.11 Darstellung der Erythrozyten in Lebergefrierschnitten mit DAB
(Diaminobenzidin) als Substrat

Erythrozyten konnen durch die Existenz endogener Peroxydase mit DAB dargestellt
werden. Fur eine Doppelfarbung mit der APAAP-Methode wurde die Substrat-Losung
vor der Zugabe von Levamisol/Fast Red auf den Praparaten fur 10 min in das braune
Prazipitat entwickelt. Hierzu wurden kurz vor der Verwendung 4mL TBS mit 160 pL
Diaminobenzidinlosung und 80 pL 3%iges H,O, vermischt, nach der Inkubation mit
TBS abgewaschen und 2x fur 1 min in ein TBS-Bad gestellt.

2.2.5.3.2 Immunfarbungen mit dem EnVision-System

FUr Immunfarbungen von Zytopraparaten mit dem murinen mAk anti-Ly-17.2 und
dem Ratten mAk 2.4G2 wurde das EnVision-System (DAKO) verwendet. Hierbei
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handelt es sich um ein Polymer, das kovalent mit Alkalische Phosphatase Molekulen
und Sekundarantikérpern gegen Maus-/Ratten-Ig verknUpft ist. Dadurch Iasst sich
eine sensitivere Farbung erzielen, als mit dem herkémmlichen APAAP-System. Die
Zytopraparate wurden nach der Fixierung (s.0.) zunachst mit dem verdinnten
Antikorper (anti-Ly-17.2: 1:5, 2.4G2: 1:50) fur 30 min inkubiert, danach gut mit TBS
gewaschen und 2x flr mind. 1 min in ein TBS-Bad gestellt. Anschliessend erfolgte
eine 30mindtige Inkubation mit zwei bis drei Tropfen der EnVision-Gebrauchslésung.
Diese wurde wiederum gut mit TBS abgespult und die Objekttrager 2x fur
mindestens 1 min im TBS-Bad gewaschen. Schlie8lich wurden die Praparate mit
dem Substrat (Fast Red) fur 10 — 20 min entwickelt, mit Hamatoxyllin (2.2.5.3.1)
gegengefarbt und mit Glycergel eingedeckt. Hierzu wurde das Glycergel zunachst
bei 50°C im Wasserbad geschmolzen, auf die Praparate gegeben und anschlie3end
luftblasenfrei mit einem Deckglas bedeckt.

2.2.5.3.3 Immunhistochemische Farbungen mit biotinylierten Primarantikdrpern

Zur Blockade endogenen Biotins in Leber und Niere wurden die Kryostatschnitte
zunachst mit dem Biotin-Block von DAKO behandelt. Dieses beinhaltet eine
Biotinlosung, mit der fur 10 min inkubiert wird und eine Streptavidinlosung, die bei
einer weiteren 10 mindtigen Inkubation das endogene Biotin absattigt. Die folgenden
Schritte erfolgten mit Reagenzien aus dem ARK-Kit von DAKO. Auf eine
Biotinylierung der Primarantikbrper mit dem mitgelieferten anti-Maus-Antikorper
mufte jedoch verzichtet werden, da zur Blockade nicht gebundener Immunglobuline
Mausserum verwendet wird, das die zu detektierenden Fc-Rezeptoren im Gewebe
unspezifsch absattigen wirde. Aus diesem Grund wurden die Primarantikdrper direkt
biotinyliert. Diese wurden 1:500 in PBS verdunnt und fir 15 min auf das Praparat
gegeben. Nach einem grundlich Waschschritt mit TBS + 500 yL Tween 20 wurde
sekundar mit Streptavidin kunjugierter Peroxydase fur 15 min inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt wurde das Substrat (DAB) fir 5 min aufgetragen und die

Praparate wurden gegebenenfalls mit Hamatoxillin gegengefarbt.
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3 Ergebnisse

3.1 Entwicklung verschiedener Methoden zur differenziellen Analyse der
Fc-Rezeptor-Expression in Zellen und im Gewebe der Maus

In dieser Arbeit wurden verschiedenen Ansatze etabliert, in denen die Expression
des FcyRIl vergleichend zu den anderen Mitgliedern der FcyR-Familie untersucht
werden konnten. Dazu zahlten auf mRNA-Ebene die RT-PCR, der Northernblot und
der RNase Protection Assay (RPA) und auf Proteinebene vornehmlich die
Immunzyto- und Immunhistochemie. Im folgenden werden die Vorversuche fir die

Etablierung der einzelnen Methoden aufgezeigt.

3.1.1 RT-PCR

Die RT-PCR stellt eine besonders sensitive Methode zur Analyse von RNA-
Transkripten dar. Zur Amplifikation von Fc-Rezeptor-spezifischen cDNA-Sequenzen
wurden die eingesetzten Primer so gewahlt, dal} sie nicht in den homologen

Bereichen der Fc-Rezeptor-Untereinheiten hybridisieren.

PCR-Bedingungen
sense-Primer antisense-Primer Fragment- | (abweichend vom
lange [bp] | Standardprotokoll)

FeyRI Rl's, Pos. 348 Rl as, Pos. 1061 714 -
FcyRIIb1 |RII TME, Pos. 12896 | RIl C3 EX, Pos. 16855* | 659 -
FceyRIlb1' |, » 575 -
FeyRIIb2 |, " 518 -
FeyRIN Rlll's, Pos. 64 Rl as, Pos. 828 765 59°C

Hybridisierungstemperatur

FcRy v-chain s, Pos. 38 y-chain as, Pos. 451 414

Tubulin | Typ s, Pos. 802 Tub as, Pos. 1287 485 25 Zyklen

Tab. 3: Verwendete RT-PCR-Primer und PCR-Bedingungen zur Detektion der verschiedenen
Fcy-Rezeptor-cDNAs sowie des Tubulin-Standards. Sequenz, sowie Literaturquellen der

*

verwendeten Primer sind unter 2.1.7 angegeben. *= Die Positionen entsprechen den angegebenen

Positionen der genomischen DNA-Sequenz (Hogarth, P.M. et al., 1991).
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Zur Detektion der drei verschiedenen Isoformen des FcyRIl wurden Primer
verwendet, die die gespleildten Bereiche flankieren. Sie lassen sich daher in einem
Ansatz nachweisen und sind anhand ihrer Fragmentlange unterscheidbar. Flr
quantitative Analysen wurde ein Primerpaar zur Amplifikation von B-Tubulin als
Standardgrosse eingesetzt. In Tab. 3 sind die einzelnen Fragmentlangen der PCR-
Produkte, die Positionen der Primer und die vom Standardprotokoll abweichenden

Amplifikationsbedingungen angegeben.

A B  FeyRIl

SPGM

o
(Y
<

FcyRla FeyRIl FeyRllle FcRy  Tub

80/1
J774
80/1
J774
80/1
J774
80/1
J774
80/1
J774

(bp)

b1
Z b1’
—b2

Abb. 4: RT-PCR-Analyse. Die verwendeten Primer, die erwarteten Fragmentlangen sowie die PCR-
Bedingungen sind in Tab. 3 aufgefiihrt. A: Analyse aus gesamtzellularer RNA der Zellinien J774
und 80/1. Als GroRenstandard diente die 100 bp-Leiter von Gibco, verwendet wurde ein 1,5 %iges
Agarosegel. Die RT-Reaktion (2.2.1.8.1) erfolgte aus jeweils 0,5 pg (J774) bzw. 1 pg (80/1)
gesamtzellularer RNA pro PCR-Ansatz. B: RT-PCR mit FcyRll-spezifischen Primern aus
gesamtzellularer RNA der Zellinien A20 und SPGM1. Als GroRRenstandard diente die 1 kbp-Leiter
von Gibco. Die RT-Reaktion (2.2.1.8.1) erfolgte aus jeweils 1 ug gesamtzelluldrer RNA pro PCR-
Ansatz.

Das optimierte Ergebnis der RT-PCR-Analyse fur die Detektion der verschiedenen
Fcy-Rezeptor-mRNA-Transkripte ist in Abb. 4A mit Gesamt-RNA der Dendritischen
Zellinie 80/1 und der Makrophagenzellinie J774 dargestellt. Von der J774-
Makrophagenzellinie ist bekannt, dafd sie den FcyRIIb2 (Ravetch, J.V. et al., 1986), in
geringen Mengen auch den FcyRIIb1 (Latour, S. et al., 1996), den FcyRI (Quilliam,
A.L. et al., 1993), den FcyRIll (Ravetch, J.V. und Kinet, J.P., 1991; Hulett, M.D. und
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Hogarth, P.M., 1994) und somit auch die FcRy-Kette exprimiert. Pro Analyse wurden
0,5 pg gesamtzellularer RNA aus der J774-Zellinie und 1 pg aus 80/1 Zellen
eingesetzt. Wahrend die J774 Zellinie alle untersuchten Fc-Rezeptor-Transkripte bis
auf die FcyRIIb1‘-Isoform exprimiert, sind in den 80/1 Zellen keine Transkripte der
drei FcyRIl-Isoformen, aber alle weiteren cDNAs der Fcy-Rezeptor Familie
nachweisbar. Die B-Zellinie A20 (Abb. 4B) exprimiert die FcyRIIb1/b1* Varianten und
die frhe B-Zellinie SPGM1 zusatzlich die b2-Isoform.

3.1.2 Herstellung von Fcy-Rezeptor-spezifischen Sonden-templates fur die
Generierung radioaktiver Sonden

Fcy-Rezeptor-spezifische Sonden-templates wurden fur die Hybridisierung von auf
Nylonmembranen immobilisierter cONA und RNA hergestellt. FcyRIl- und FcyRlllo-
spezifische Sonden wurden aus FcyRIIb1- und FcyRIII-cDNA generiert. Diese lagen
kloniert in pUC9- bzw. pUC12-Vektoren vor und wurden freundlicherweise von J.
Ravetch zur Verfugung gestellt. Um eine Kreuzhybridisierung zwischen FcyRIl und
FcyRIllo in den homologen extrazellularen Bereichen zu vermeiden, wurde fur die
Sondenmarkierung ein 905 bp groRes Fragment der FcyRIIb1-cDNA mittels
Bglll/Pstl-Verdau aufgereinigt, das mit einem kurzen Bereich der EC2, dem TM-Exon
und den zytoplasmatischen Domanen hybridisiert. Fur FcyRIll-spezifische
Sequenzen wurde ein 612 bp langes 3'-Fragment der cDNA mittels Kpnl/Pstl -
Verdau generiert, das ebenfalls in den nicht homologen Bereichen des TM/C-Exons
hybridisiert (Abb. 5A).

Zur Analyse von FcyRlo- und FcRy-RNA bzw. cDNA wurden die unter 3.1.1
amplifizierten RT-PCR-Produkte aus J774 RNA verwendet, die in den T-Vektor
pGEM-T kloniert, zur Sondenmarkierung mit Aflll/Sall (FcyRlo) bzw. Sacll/Pstl (FCcRY)
wieder aus dem Vektor geschnitten und Uber ein Agarosegel aufgereinigt wurden.
Zur Detektion eines R-Tubulin-Standards diente ein RT-PCR-Produkt, das mit
gesamtzellularer RNA aus der Makrophagenzellinie J774 als template generiert und
nach Aufreinigung Uber ein Agarosegel direkt fur die Sondenmarkierung eingesetzt
wurde (Abb. 5B).
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A Bglll
51 st s2 | s3 [saflTECH [ EczI | ™ ¢t 2] e |3 TR
Kpnl
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Abb. 5: Ausrichtung und Struktur der Fcy-Rezeptor-spezifischen Sonden-templates in den
angegebenen Klonierungsvektoren. Dargestellt sind die relevanten Restriktionsschnittstellen der
multi cloning sites und der Inserts. A: Struktur der FcyRII/RIII-cDNAs, ihre Ausrichtung in den
angegebenen Vektoren sowie die Auswahl der hybridisierenden Bereiche. Um eine
Kreuzhybridisierung zwischen FcYRIl und FcyRIIl zu vermeiden, wurden moglichst gro3e Bereiche der
nicht homologen transmembranen und zytoplasmatischen Regionen gewahlt. Die homologen
Bereiche (EC1 und EC2) sind grau dargestellt. B: Ausrichtung und Struktur der cDNA-templates,
kloniert in pGEM-T. Die Herstellung der cDNAs ist unter 3.1.1 beschrieben. Fur FcYRIl wurde ein
Teilbereich amplifiziert (von EC2 bis TM/C) und die cDNA der FcRy-Kette liegt vollstandig vor.

3.1.3 Northernblot

Die Northernblot-Analyse ist fur die Quantifizierung von mRNA besonders geeignet,
durch die geringere Sensitivitdt im Vergleich zur RT-PCR aber hauptsachlich zur
Detektion von Transkripten mit ausreichender Expressionsrate verwendbar. Der in
Abb. 6 gezeigte Northernblot wurde mit jeweils 10 ug gesamtzellularer RNA aus den
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Zellinien J774 und A20 durchgefuhrt. Als Negativkontrolle dienten 10 pg Hefe-tRNA.
Die Herstellung der jeweiligen FcyR-spezifischen DNA-Sonden ist in Kapitel 3.1.2
beschrieben und die radioaktive Markierung mit [0*?P]dCTP erfolgte wie unter

2.2.1.7.1 beschrieben mit dem ready-to-go-kit (Promega) durch die Klenow-

Polymerase.
< < < < < < < <«
= < = S zZ =] =z o
5 g z 5 g g 5 g z 5 g
» 5
FceyRla ‘ FeyRIlle
-~ “Foribl WS —
FcyRIIb2 i
. ’

FcRy

Abb. 6: Northernblot-Analyse einzelner Fcy-Rezeptor-Untereinheiten aus gesamtzelluldrer RNA
der Zellinien J774 und A20. Gezeigt sind die Autoradiogramme mit den angegebenen FcyR-
spezifischen cDNA-Sonden.

Alle untersuchten Fcy-Rezeptor-Klassen lassen sich in der J774 Zellinie nachweisen.
Eine Unterscheidung der einzelnen FcyRIl-Isoformen ist aufgrund ihrer geringflgigen
GroRenunterschiede nicht moglich. Die B-Zellinie A20 exprimiert den FcyRIIb1/b1
(Latour, S. et al., 1996), seine Expressionsdichte ist aber deutlich geringer als in
J774 Zellen. Die zusatzliche Bande, die mit der FcyRlo-Sonde hybridisiert, ist in einer
von Sears et al. veroffentlichten Northernblot-Analyse von J774-Zellen ebenfalls

beschrieben, aber nicht weiter charakterisiert worden (Sears, D.W. et al., 1990).
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Aufgrund ihrer GrolRe kann es sich aber nicht um eine SpleiRvariante des FcyRI
handeln. Auch die zusatzliche Bande, die mit der FcRy-Sonde hybridisiert, kann

keiner moglichen SpleilRvariante zugeordnet werden.

3.1.4 RNase Protection Assay (RPA)

Zum Nachweis von FcyR-Transkripten aus Gesamt-RNA mittels des RPAs wurden
Sonden-templates generiert, die alle Fcy-Rezeptor-Isoformen in einem Ansatz
detektieren. Um dies zu gewahrleisten, wurden cDNA-templates zur Herstellung der
antisense-RNAs so kloniert, dal® sich alle RNA-Sonden mit derselben RNA
Polymerase (T7) transkribieren lassen und die entstehenden radioaktiv markierten
RNA-Fragmente (ungeschuitzte Sonden sowie geschitze Produkte nach RNase-
Verdau) eine unterschiedliche GroRe aufweisen. In Tab. 40 sind die GroRen der

einzelnen RNA-Fragmente aufgefihrt.

Sonde [Nt] geschiitzt [Nt]
Sonde FcRy (Pos. 37-454) (Ra, C. et al., 464
1989)
geschutzt FcRy 418
Sonde FcyRIll (Pos. 750-1068) (Ravetch, 369
J.V. et al, 1986)
geschutzt FeyRII 320
Sonde FcyRIl (Pos. 946-1136) (Ravetch, J.V. 239
et al., 1986)
geschutzt FcyRlIb1 192
geschutzt FcyRIIb1' 178
Sonde FcyRI (Pos. 660-772) (Sears, D.W. et 161
al., 1990)
Sonde B-Tubulin (Pos. 1006-1095) (Wang, D. 140
et al., 1986)
geschutzt FcyRIIb2 121
geschutzt FcyRI 113
geschutzt 3-Tubulin 90

Tab. 4: BandengroBen der FcyR-spezifischen antisense-RNA-Sonden, ihrer gewdhlten cDNA-
Bereiche sowie der geschiitzten RNA-Fragmente nach RNase Verdau.
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Die Bereiche der cDNA-templates wurden so gewahlt, dall sie nicht in den
homologen Bereichen der verschiedenen Fcy-Rezeptor-Isoformen hybridisieren. Sie
wurden hierzu mittels PCR generiert, deren sense-Primer eine BamHI| und deren
antisense-Primer eine Bglll-Schnittstelle angefugt wurden. BamHI und Bglll erzeugen
kompartible Uberhange, lassen sich aber nach Ligation nicht wieder mit BamHI
schneiden, so dal} nach Klonierung der PCR-Produkte in die BamHI-Schnittstelle des
pKS+-Vektors die BamHI-Schnittstelle flr eine Linearisierung des Plasmides
geeignet ist (Abb. 7). Nach Klonierung wurden die Ausrichtungen der Inserts mittels
BamHlI/Xbal Verdaus uberpruft und diejenigen Plasmide, deren Inserts in antisense-
Ausrichtung zum T7-Promoter lagen, expandiert und mittels Sequenzierungen
uberpruft (Loescher, F., 1999).

BamHI
\ Insey Bgll/
BamHI
-~
@\ Xba
pKS® T7 Promoter

Abb. 7: Klonierung der cDNA-templates zur Herstellung von FcyR-spezifischen antisense-RNA-
Sonden in den pKS+-Vektor. Die Inserts wurden in antisense-Ausrichtung vor den T7-Vektor kloniert
und die Plasmide wurden zur Sonden-Generierung mit BamHI linearisiert.

Der in Abb. 8 gezeigte RPA wurde mit jeweils 10 pg Gesamt-RNA aus der
Makrophagenzellinie J774 durchgefuhrt (J774, A, B, C). Zur Qualitatskontrolle
wurden die durch in vitro-Transkription generierten Sonden (Sonden, A, B, C)

aufgetragen und als Negativkontrolle dienten 10 ug Hefe-tRNA (tRNA, C).
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Abb. 8: RNase Protection Assay (RPA) mit J774 Gesamt-RNA als target und FcyR-spezifischen
antisense-RNA-Sonden. Als Sonden wurde die FcyRIl- (A) und die FcyRIII- (B) spezifische Sonde
einzeln sowie ein Pool zur Detektion aller FcyR-Transkripte (C) eingesetzt. Als Negativkontrolle diente

tRNA aus Hefe.

Neben spezifischen Signalen fur FcyRI (113 Nt), FcyRIIb2 (121 Nt), FcyRIII (320 Nt)

und die FcRy-Kette (418 Nt), sind unspezifische Signale zu erkennen, die aufgrund

ihrer GroRe jedoch von spezifischen Signalen unterscheidbar sind. Wegen der

geringen Fragmentlange der FcyRI-Sonde ist das geschutzte Hybridisierungssignal

nur schwach ausgepragt.
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3.1.5 Immunzytochemie

Der mAk anti-Ly-17.2 konnte in durchflulRzytometrischen Analysen von Zellen mit
bekanntem Fcy-Rezeptor-Expressionsmuster als FcyRIl-spezifisch charakterisiert
werden (Schiller, C. et al., 2000). Abb. 9 zeigt immunzytochemische Analysen
verschiedener muriner Primarzellen und Zellinien mit dem mAk anti-Ly-17.2 als
Primarantikérper. Zur Positivkontrolle wurde der mAk 2.4G2 eingesetzt, der beide
niedrigaffinen Fcy-Rezeptoren erkennt. Die Detektion erfolgte mit dem EnVision-
System von DAKO, das Primarantikérper aus Ratte und Maus sekundar anfarbt
(2.2.5.3.2). Der 2.4G2 wurde hierzu 1:50 in TBS verdinnt und mit 1% BSA versetzt.
Der anti-Ly-17.2 wurde als Hybridomuberstand des Klons K9.361 1:5 in TBS und 1%
BSA eingesetzt.

anti-Ly17.2

PM®

Abb. 9: Immunzytochemische Farbungen (EnVision, DAKO). Dargestellt sind Farbungen der
Makrophagenzellinie J774, der Dendritischen Zellinie 80/1 und Peritoneal-Makrophagen (PM®) aus
C57BI/6-Mausen mit den mAks 2.4G2 und anti-Ly-17.2 (rot). Die Hintergrund (Kern-)Farbung erfolgte
mit Hdmatoxillin (400x).
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Die murine Makrophagenzellinie J774 exprimiert sowohl FcyRIl als auch FcyRIll,
wahrend die Dendritische Zellinie 80/1 in der RT-PCR Analyse fur den FcyRIl negativ
ist (s. 3.1.1). Dieses Expressionsmuster lalt sich auf Proteinebene in der
Immunzytochemie mit den mAks 2.4G2 und anti-Ly-17.2 bestatigen. Die Farbung der
80/1 Dendritischen Zellinie ist deutlich schwacher als die der J774-Zellen. Dies
korreliert mit der im RNase Protection Assay beobachteten, geringeren RNA-
Expression (Loescher, F., 1999). Peritoneal-Makrophagen aus C57BIl6-Mausen (anti-
Ly-17.2) zeigen mit 2.4G2 eine deutliche Farbung der FcyRIIl/FcyRII-Rezeptoren und
sind zu einem geringeren MalRe mit dem anti-Ly-17.2 anfarbbar, was den Anteil der
FcyRII-Expression reprasentiert. Der  anti-Ly-17.2 ist demnach far

immunzytochemische Methoden geeignet.

3.1.6 Immunhistochemie

FUr immunhistochemische Analysen der FcyR-Expression wurde grofdtenteils das
APAAP-System verwendet. Durch die wiederholte Inkubation mit dem
Bruckenantikorper und dem APAAP-Komplex wird mit diesem System eine
Verstarkung des Signals erreicht. Die Verwendung des fur die Immunzytochemie
bewahrten EnVision-System (3.1.5) erwies sich fur histologische Untersuchungen als
nicht geeignet, da durch die polymere Struktur eine zu hohe unspezifische
Hintergrundfarbung auftrat. Fur Antikorper, die nicht Fc-Rezeptor-spezifisch sind,
wurden die Fc-Rezeptoren mit Mausserum blockiert, um die Bindung der Fc-Teile
sowohl der monoklonalen Antikdrper als auch des APAAP-Komplexes an die Fc-
Rezeptoren zu inhibieren. Der FcyRII/RIlI-spezifische 2.4G2 (Ratte, IlgG2b) wurde mit
1% BSA versetzt und die Effizienz der Blockade mittels eines Ratten-lgG2b
Kontrollantikorpers uberpruft. Durch entsprechende Negativkontrollen (Inkubation
ohne Primarantikorper oder Verwendung Fc-defizienter Mause) wurde sichergestellt,
dall keine unspezifischen Bindungen Uber den Fc-Teil des APAAP-Komplexes
auftraten. Der Zusatz von 1% BSA zum Brlckenantikdrper blockierte die
unspezifische Bindung der Ratten-Fc-Teile aus dem APAAP-Komplex an murine Fcy-
Rezeptoren komplett. Die Verwendung des murinen APAAP-Systems fur
Primarantikorper aus der Maus fuhrt jedoch zu unspezifischen Bindungen an

endogene Immunkomplexe, so dal® murine Primarantikdrper, wie etwa die anti-Ly-17
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FcyRII-Antikdrper fur immunhistochemische Analysen mit dem APAAP-System nicht
geeignet sind. In der Leber und speziell auch in der Niere muly zusatzlich mit einer
Hintergrundfarbung durch die Existenz endogener Alkalischer Phosphatase
gerechnet werden. Diese lafdt sich in der Leber komplett durch die Vorinkubation mit
Levamisol (DAKO) inhibieren, in der Niere jedoch nur reduzieren. Durch die
Verteilung vor allem innerhalb der Tubuli, 1aRt sich diese jedoch optisch von der
spezifischen Farbung unterscheiden. Zur Kontrolle der Aktivitdt endogener

Alkalischer Phosphatase wurden die Praparate allein mit dem Substrat inkubiert.

8 Wo.

10 Wo.

12 Wo.

Abb. 10: Immunhistochemische Analyse der altersabhangigen FcyRII/RIlI-Expression in der
Leber von C57BIl/6-Mausen. Der Primarantikérper (2.4G2) wurde mit dem APAAP-System (rot) und
die Kernfarbung durch Hamatoxillin (blau) dargestellt (400x).
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Fur die in dieser Arbeit durchgefuhrten Analysen wurden mannliche Mause
verwendet, die mindestens 12 Wochen alt waren, da zumindest in der Leber die Fcy-
Rezeptor-Expression altersabhangig ist (Ahmed, S.S. et al., 1995). Da Ahmed et al.
Mause im Alter von 1, 5 und 9 Monaten untersucht haben, war es nétig, das
Zeitfenster fur jungere Mause weiter einzugrenzen. Abb. 10 zeigt die altersabhangige
2.4G2-Farbung in der Leber von mannlichen Tieren im Alter von 8, 10 und 12

Wochen.

Die Fcy-Rezeptor-Expression in der murinen Leber ist auf Kupfferzellen und
Sinusoidalen Endothelzellen lokalisiert (Ahmed, S.S. et al., 1995). Wahrend in 8
Wochen alten Mausen lediglich eine sehr schwache 2.4G2-Farbung zu beobachten
ist, sind nach 10 Wochen etwa 35% der Leberzellen Fcy-Rezeptor-positiv. Nach 12

Wochen weisen uber 50% der Zellen eine Farbung auf (Abb. 10).

FUr die in dieser Arbeit durchgefuhrten immunhistochemischen Analysen wurden

daher generell Mause verwendet, die mindestens 12 Wochen alt waren.

3.2 Die Rolle des FcyRIl bei der Autoimmunen Hamolytischen Anamie
(AIHA)

Die in vivo-Funktion des FcyRIl bei verschiedenen Entzindungsreaktionen wurde vor
allem durch Experimente in der FcyRII"-Maus aufgeklart. Seine inhibitorische Rolle
konnte bei der Glomerulonephritis, der passiven reversen Arthus Reaktion sowie bei
der passiven Anaphylaxie nachgewiesen werden (Takai, T. et al., 1994; Suzuki, Y. et
al., 1998; Ujike, A. et al., 1999). Interessanterweise scheint er hingegen bei der AIHA
keine regulatorische Funktion zu haben (Schiller, C. et al., 2000). Eine AIHA konnten
wir experimentell durch die intraperitoneale Injektion anti-erythrozytarer Antikorper
induzieren, die im Labor von Dr. S. Izui aus NZB-Mausen hergestellt wurden und von
Dr. D. Meyer uUber Protein-A-Saulen kontaminationsfrei aufgereinigt wurden. Dabei
kommt es zu einer Opsonierung der Erythrozyten, die dann vor allem durch
Kupfferzellen in der Leber phagozytiert und damit aus dem Blutkreislauf entfernt
werden. Diese Anamie lakt sich sowohl durch die Senkung des Hamatokritwertes als
auch durch die histologische Untersuchung der Erythrophagozytose in der Leber

qualitativ und quantitativ erfassen. Nach Induktion der experimentellen AIHA mit den
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beiden anti-erythrozytaren Antikdrpern 105-2H (IgG1) und 34-3C (IgG2a) zeigt sich
ein ahnlicher Hamatokritverlauf in FcyRII™- und WT-M&usen. Auch nach Blockade
des FcyRIl mit dem anti-Ly-17.2-Antikorper in C57BI/6-Mausen lassen sich in diesem
Modell keine signifikanten Unterschiede zu nicht blockierten Tieren beobachten. Mit
denselben Antikorpern lassen sich aber die beschriebenen protektiven Effekte der
FcyRIII-Defizienz in knock out-Mausen zeigen (Meyer, D. et al., 1998; Schiller, C. et
al., 2000).

3.21 Nachweis der FcyRIl-Expression in der murinen Leber mittels
Immunhistochemie

Eine mogliche Begrindung daflr, dafld der FcyRIl bei der AIHA offensichtlich keine
inhibitorische Funktion hat, konnte darin liegen, dall er entweder nicht auf
Kupfferzellen exprimiert wird, oder nach Aktivierung der Kupfferzellen durch die
Induktion der AIHA herunterreguliert wird. Zunachst wurde daher anhand
immunhistochemischer Analysen von Kryostatschnitten untersucht, ob beide
niedrigaffinen Fcy-Rezeptoren (FcyRIl und FcyRIll) in der murinen Leber exprimiert

werden.

Da fur eine optimale Immunfarbung von Kryostatschnitten lediglich der
Rattenantikdrper 2.4G2 zur Verfugung steht, der beide niedrigaffinen Fcy-Rezeptoren
gleichermalRen erkennt (FcyRIl und FcyRIIl), wurden zur Analyse FcyRII'/'- und
FcyRIII"-Mause verwendet. Als Negativkontrolle dienten FcyRII”/FcRy"-Méause, die
keine Fcy-Rezeptoren mehr exprimieren. Die Mause wurden im Alter von 12 — 14
Wochen getotet und fur die Immunhistochemie wurden die Organe in einem
Methylbutanbad in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Im Mikrotom wurden sie bei
-20°C Kammertemperatur und -12°C Objekttemperatur in einer Dicke von 5 pym auf
die Objekttrager gebracht. Die Immunfarbungen zur Detektion des 2.4G2 (1:50)
erfolgten wie unter 2.2.5.3.1 beschrieben mit dem APAAP-System von DAKO (rot)
und flr die Kernfarbung wurde mit Hamatoxyllin (blau) gegengefarbt (Abb. 11).
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C57BI/6 FcyRII-/-

FeyRINl-/- FcyRIl-/-/ FcRy-/-

L -

Abb. 11: Inmunhistochemie von Leber-Kryostatschnitten mit dem mAk 2.4G2. (400x). Der mAk
2.4G2 wurde mit der APAAP-Farbung visualisiert (rot), die Kernfarbung erfolgte mit Hamatoxillin
(blau).

Da sowohl in der Leber von FcyRIII"‘ als auch von FcyRII"'-Méusen eine positive
Farbung mit anndhernd gleicher Intensitat zu beobachten ist, kann daraus
geschlossen werden, dal} die beiden niedrigaffinen Rezeptoren in etwa gleicher
Menge in der murinen Leber exprimiert werden. Wie bereits beschrieben, handelt es
sich bei den 2.4G2-positiven Zellen in der Leber um Kupfferzellen und Sinusoidale
Endothelzellen (Ahmed, S.S. et al., 1995). Da sich in allen hier gezeigten Schnitten
mit Ausnahme der Negativkontrolle eine vergleichbare Anzahl und Verteilung
positiver Zellen zeigt, kann man davon ausgehen, dal3 sowohl auf den
phagozytierenden Kupfferzellen als auch auf Sinusoidalen Endothelzellen FcyRIlI und

FcyRIll koexprimiert werden.
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3.2.2 Darstellung und Quantifizierung der Erythrophagozytose in der Leber von
FcyRII"-Mausen nach Induktion einer AIHA mit dem 105-2H

Am Tag zwei nach Induktion der AIHA laf3t sich die Erythrophagozytose in der Leber
immunhistochemisch visualisieren und quantifizieren. Hierzu wurden jeweils funf
FcyRII-defiziente und Wildtypmause mit dem mAk 105-2H in einer subletalen
Dosierung von 15 pg/g Korpergewicht (KG) behandelt und parallel der
Hamatokritwert bestimmt. Dieser betrug anfanglich bei Wildtyptieren durchschnittlich
50% und sank am Tag zwei auf 41,2% ab. FcyRII-defiziente Tiere zeigten anfanglich
einen Hamatokritwert von 49%, der dann auf 39% fiel (Abb. 12B).

Die immunhistochemische Analyse der Erythrophagozytose erfolgte mit
verschiedenen Makrophagen-spezifischen Antikdrpern und einer Darstellung der
Phagozytoseaktivitat ~mit  Diaminobenzidin, das durch die endogene
Peroxydaseaktivitat von Erythrozyten zu einem braunen Farbstoff umgesetzt wird.
Verwendet wurden hierzu der mAk BM8 und der mAk F4/80, die ausgereifte
Gewebsmakrophagen und damit auch Kupfferzellen spezifisch erkennen, sowie
Mac-1, das erst nach Aktivierung auf Kupfferzellen exprimiert wird (Hashimoto, S. et
al., 1996). In Abb. 12A ist exemplarisch die Erythrophagozytose mit dem mAk F4/80
dargestellt. Die rot gefarbten Kupfferzellen, in deren Zytoplasma sich braun gefarbte
Erythrozyten befinden, sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Unterschiede zu
Leberschnitten von induzierten Mausen, die mit dem BM8 oder dem Mac-1 gefarbt
wurden, lielen sich hierbei nicht feststellen. In Immunhistologien von nicht
behandelten Mausen zeigten sich wie erwartet durchschnittlich nur basale Werte von

ca. 20 Mac-1-positiven Kupfferzellen/mm? Lebergewebe (nicht gezeigt).

Die Quantifizierung der Erythrophagozytose in der Leber erfolgte durch Auszahlen
von Mac-1/Benzidin doppelt-positiven Zellen (Abb. 12C). Hierzu wurden mindestens
100 Mac-1-positive Zellen von jeweils flunf verschiedenen Schnitten und jeweils funf

verschiedenen Mausen gezahlt.
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Abb. 12: Induktion der AIHA mit dem 105-2H (lgG1). Zur Induktion wurden 15 pg/g KG
intraperitoneal injiziert. A: Erythrophagozytose am Tag zwei nach Applikation des 105-2H in der
Leber von WT- (C57BI/6) und FcyRII"'-Méiusen. Als Primarantikérper diente der mAk F4/80, der als
Makrophagen-spezifischer Antikdrper Kupfferzellen farbt und sekundar mit der APAAP-Methode
visualisiert wurde (rot). Die Erythrozyten wurden mit Diaminobenzidin (DAB) dargestellt (braun) und
als Kernfarbung diente Hamatoxillin (blau) (1000x). B: Hamatokritwerte am Tag null und Tag zwei
nach Induktion. Dargestellt sind jeweils unbehandelte (schwarz) und behandelte Mause (weiss). WT-
Mause sind durch Quadrate, FcyRII"'-Méuse durch Dreiecke gekennzeichnet. C: Quantifizierung der
Erythrophagozytose in der murinen Leber. Hierzu wurden die Leberschnitte mit Mac-1/Benzidin wie
angegeben gefarbt und doppelt-positive Zellen ausgezahilt.
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Unbehandelte Tiere zeigten lediglich eine geringe Phagozytose (2,9 Zellen/mm? bei
WT-Mausen und 4,1 Zellen/mm? bei FcyRII"-M&usen), wihrend behandelte Mause
eine Phagozytose von 69,3 Zellen'mm? (WT) bzw. 65,9 Zellen/mm? (FcyRll)
aufwiesen. Es lieen sich also keine signifikanten Unterschiede in der
Erythrophagozytose durch Kupfferzellen von WT- und FcyRII"'-Méusen beobachten.
Damit korrelieren die durchschnittlichen Phagozytosewerte mit den Hamatokritwerten
der verschiedenen Tiere und geben keine weiteren Aufschlisse Uber die Rolle des
FcyRIl bei der experimentellen AIHA.

3.2.3 Analyse einer moglichen Regulation des FcyRIll auf Kupfferzellen bei der
experimentellen AIHA

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit dafur, dal® der FcyRIl keine inhibitorische
Funktion bei der experimentellen AIHA Ubernimmt, ware die mogliche Regulation der
FcyRII/FcyRIII-Expression auf aktivierten Kupfferzellen. Um dies zu untersuchen
wurden zunachst Leberschnitte von FcyRII"-Mausen am Tag null und Tag zwei nach
Induktion der AIHA mit dem mAk 105-2H analysiert. Dabei handelte es sich um
dieselben Mause, die auch fur die unter 3.2.2 beschriebenen Experimente analysiert
wurden. Die Kryostatschnitte wurden mit dem 2.4G2 gefarbt, der in den FcyRII-
defizienten Mausen den verbleibenden FcyRIIl farbt. In Abb. 13 sind die
immunhistochemischen Analysen von behandelten und unbehandelten Tieren
dargestellt. Obwohl hier zwar scheinbar eine intensivere Farbung bei anamischen
Tieren zu beobachten ist, 1alRt sich bezlglich der Anzahl positiver Zellen kein
signifikanter Unterschied ermitteln. Wahrend in Kontrolltieren 53,9% der Hepatozyten

FcyRIlI-positiv sind, sind es in induzierten Tieren 54,3%.
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Abb. 13: Expression des FcyRIll in FcyRII"'-Méiusen nach Induktion einer AIHA mit dem 105-2H.
Dargestellt sind Kryostatschnitte der Leber von behandelten (105-2H) sowie unbehandelten (Kont.)
Mausen am Tag zwei nach Induktion einer IgG1-abhangigen AIHA. Verwendet wurde der 2.4G2, der
den verbleibenden FcyRIIl erkennt. Zur Darstellung des Antikdrpers wurde das APAAP-System (rot)
und zur Kernfarbung Hamatoxillin verwendet (blau) (400x).

3.24 Analyse einer moglichen Regulation der FcyRII-Expression auf Kupfferzellen bei
der experimentellen AIHA

Um eine mogliche Expressionsregulation des FcyRIl nach der Induktion einer AIHA
mit Hilfe immunhistochemischer Methoden mit dem 2.4G2 als Primarantikorper
analysieren zu koénnen, wurden Leberschnitte von FcyRIII"'-Méusen untersucht, die
zur Anamieinduktion den 34-3C erhalten haben. Da FcyRIll-defiziente Mause vor der
IgG1-induzierten Anamie komplett geschutzt sind, ist der 105-2H (IgG1) fur diese
Fragestellung nicht geeignet. Eine AIHA lal3t sich aber (wenn auch im Vergleich zu
WT-Tieren reduziert) mit dem IgG2a-Antikorper 34-3C induzieren, so dal} sich hier
die Expressionsregulation des FcyRIl durch eine Immunfarbung mit dem 2.4G2
analysieren laldt. Fur diese Analyse wurden kryokonservierte Organe von
vorangegangenen Versuchen freundlicherweise von Dr. D. Meyer zur Verfugung
gestellt. Diese Mause erhielten zur Anamieinduktion den 34-3C in einer subletalen
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Dosierung von 5 pg/g KG und wurden am Tag zwei zur Organentnahme getotet
(Meyer, D. et al., 1998).
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Abb. 14: Expression des FcyRIl in FcyRIII"'-Méusen nach Induktion einer AIHA mit dem 34-3C.
Dargestellt sind Kryostatschnitte der Leber von behandelten (34-3C) sowie unbehandelten (Kont.)
Mausen am Tag zwei nach Anamieinduktion. Verwendet wurde der 2.4G2, der den verbleibenden
FcyRIl erkennt. Zur Darstellung des Antikdrpers wurde das APAAP-System (rot) und zur Kernfarbung
Hamatoxillin verwendet (blau) (400x).

Die in Abb. 14 dargestellte immunhistochemische Analyse der Leber von
anamischen FcyRIII"'-Méusen zeigt eine geringfligige Reduktion des verbleibenden
FcyRII (53,1% im Vergleich zu 55,2% bei unbehandelten Mausen). Die Farbung mit
dem 2.4G2 ist zudem in den behandelten Mausen etwas schwacher als in den

Kontrolltieren, aber immer noch deutlich ausgepragt.

3.2.5 Darstellung der FcyRII-Expression mit dem anti-Ly-17.2 bei der experimentellen
AIHA

Der anti-Ly-17.2 eignet sich in FACS-Analysen und immunzytochemischen
Farbungen zur spezifischen Detektion des FcyRIl. In der Immunhistochemie ist die
Verwendung des anti-Ly-17.2 ungunstig, da es sich um einen Mausantikorper
handelt. Mit einem murinen APAAP-System wirden bereits vorhandene, endogene
Immunglobuline in den Geweben parallel mit angefarbt. Um diese Schwierigkeiten zu
umgehen, wurde der anti-Ly-17.2 direkt biotinyliert, in einer Konzentration von 1:500
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auf die Praparate gegeben, mit Streptavidin gekoppelter Peroxydase (DAKO)
inkubiert und mit Diaminobenzidin gefarbt. Dies bietet zusatzlich die Moglichkeit, mit
dem APAAP-System und einem Rattenantikdrper eine Immundoppelfarbung
durchzufuhren. Hierzu wurde zunachst endogenes Biotin mit dem Biotin-Blocking-
System (DAKO) blockiert und endogene Peroxydase mit dem Peroxydase-Inhibitor
(DAKO) inhibiert. Die Schnitte wurden danach mit einem anti-MHC-Klasse || mAk
(anti--A®; M5/115.15.2; Ratte; 1:50) inkubiert, da zumindest fiir den F4/80 bekannt
ist, dal® er das 2.4G2-Epitop maskiert (Ahmed, S.S. et al., 1995). Es folgten die
einzelnen Schritte der APAAP-Farbung wie unter 2.2.5.3.1 beschrieben bis auf die
Zugabe des Substrates (Fast Red) und danach die Inkubation mit dem biotinylierten
Antikoérper gegen Fcy-Rezeptoren (Ly-17.2 oder 2.4G2), der mit dem Streptavidin-
Peroxidase-Konjugat sekundar wie unter 2.2.5.3.3 angegeben gefarbt wurde. Nach
der Inkubation mit Levamisol zur Blockade endogener Alkalischer Phosphatase
wurde zunadchst das Fast Red und nach einem Waschschritt mit TBS die
Biotinlosung aufgetragen. Schliel3lich erfolgte die Kernfarbung mit Hamatoxillin.
Durch geeignete Negativkontrollen (Inkubationen ohne ersten Primarantikérper, ohne
biotinylierten Primarantikérper, ohne APAAP und ohne Streptavidin-Peroxydase-
Konjugat) wurde das Auftreten von Hintergrundfarbungen kontrolliert (nicht gezeigt).
Far die in Abb. 15 dargestellten Doppelfarbungen wurden WT-Mause (C57BI/6)
sowie FcyRIl-defiziente Mause verwendet. Zusatzlich wurden WT-Mause verwendet,
die mit 15 uyg 105-2H/g KG zur Anamieinduktion behandelt wurden und eine
deutliche Erythrophagozytose zeigten. Alle Schnitte wurden mit einem Anti-I-AP
Antikorper gefarbt (rot) und entweder mit biotinyliertem 2.4G2 oder Ly-17.2 inkubiert
(braun). Die Spezifitat des biotinylierten anti-Ly-17.2 ist anhand des Leberschnittes
der FcyRII"'-Maus gezeigt, der sich zwar mit dem 2.4G2 anfarben laf3t, da dieser den
verbleibenden FcyRIII erkennt, aber nicht mit dem anti-Ly-17.2. Hier ist lediglich die

MHC Klasse II-Expression (anti—I-Ab) an dem roten Prazipitat zu erkennen.

Obwohl sich eine Reduktion des FcyRIl nach Anamieinduktion in WT-Mausen
erkennen lalt, ist aber auch die 2.4G2- (FcyRII/RII-)Farbung etwas schwacher in
den behandelten Mausen ausgepragt als in nicht behandelten Mausen. Allerdings ist
in den Kontrollmausen eine intensivere Ly-17.2-Expression als FcyRII/RIII-
Expression zu beobachten, was sich in anamischen Mausen eher umgekehrt
darstellt, so daf3 sich hier eine - wenn auch undeutliche - Reduktion des FcyRIl zeigt.
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Abb. 15: Immunhistochemische Doppelfarbungen von Leberschnitten zur Analyse des FcyRIl
bei der AIHA. Alle Schnitte wurden mit einem anti-l-A° Antikérper (rot) und wie angegeben mit
biotinyliertem 2.4G2 oder anti-Ly-17.2 (braun) gefarbt.

3.2.6 Immunhistochemische Analyse des Zusammenhanges zwischen
Rezeptordichte und Phagozytoserate

Der Einfluy der Rezeptordichte auf die Phagozytoseleistung der Kupfferzellen wurde
anhand von Wildtypmausen unterschiedlichen Alters ermittelt, da bei Mausen
zwischen 8 und 12 Wochen eine zunehmende Fcy-Rezeptor-Expression beobachtet
werden kann (Abb. 10). Aus zuvor erhobenen Daten, die freundlicherweise von Dr.

D. Meyer zur Verfigung gestellt wurden, konnten auch bei Mausen im Alter von
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6 Wochen ahnliche Phagozytoseraten am Tag zwei nach Anamieinduktion (ermittelt
in Mac-1/Benzidin doppelt-positiven Hepatozyten, s. 3.2.2) wie bei alteren Mausen

beobachtet werden.
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Abb. 16: Erythrophagozytose in der Leber von 8 Wochen alten, andmischen C57BIl/6-M&ausen.
Zur Anadmieinduktion wurden die Mause mit dem 105-2H wie beschrieben behandelt (Meyer, D. et al.,
1998). Kryostatschnitte der Leber wurden mit Mac-1 oder 2.4G2 inkubiert und mit dem APAAP-
System sekundar gefarbt (rot). Zusatzlich wurden die Erythrozyten mit Diaminobenzidin dargestellt
(braun) und die Kernfarbung erfolgte mit Hamatoxillin (blau) (400x).

Abb. 16 zeigt die Erythrophagozytose von 6 Wochen alten Wildtypmausen, die zuvor
zur Anamieinduktion 15 pg/g KG 105-2H intraperitoneal injiziert bekamen. Es handelt
sich hierbei um einen sequenziellen Kryostatschnitt derselben Leber, die auf
demselben Objekttrager mit den beiden mAks gefarbt wurden. Eine deutliche
Erythrophagozytose ist durch die Darstellung der Kupfferzellen mit dem anti-Mac-1
mAk und der Erythrozytenfarbung mittels Diaminobenzidin zu erkennen, obwohl die
FcyRII/RII-Expression unterhalb der APAAP-Nachweisgrenze liegt (Farbung mit dem
2.4G2).

3.2.7 RT-PCR Analyse der FcyRIl-Expression in der Leber und in
Peritonealmakrophagen

Eine weitere Begrindung dafir, dald der FcyRIl in Kupfferzellen keine inhibitorische
Funktion auf die Phagozytoserate zeigt, wohl aber inhibitorisch auf die Phagozytose
von Peritoneal-Makrophagen wirkt, ware eine unterschiedliche Expression der

verschiedenen SpleiRvarianten des FcyRIl. Dies wiurde vorraussetzen, dald die
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FcyRIIb2-Isoform allgemein keine inhibitorische Funktion Ubernimmt (was jedoch
bislang nicht ausreichend geklart ist) und in der Leber ausschliel3lich die b2-Isoform,
in Peritoneal-Makrophagen aber zusatzlich die b1-Isoform exprimiert wird. Mogliche
Expressionsunterschiede der verschiedenen Isoformen wurden daher mittels RT-
PCR untersucht. Hierzu wurde Gesamt-RNA aus homogenisiertem Lebergewebe
und Peritoneal-Makrophagen einer C57BI/6-Maus isoliert und mit FcyRII-spezifischen

Primern analysiert, die gleichzeitig alle membranstandigen Isoformen detektieren.

P L - M

Abb. 17: RT-PCR Analyse von Gesamt-RNA aus Peritonealmakrophagen und homogenisiertem
Lebergewebe einer C57BIl/6-Maus. Verwendet wurden FcyRIll-spezifische Primer, die alle
membranstandigen Isoformen des FcyRIl amplifizieren. P = Peritoneal-Makrophagen, L = Leber,
- = Negativkontrolle, M = Marker (1kb Leiter).

Die in Abb. 17 dargestellte RT-PCR Analyse zeigt sowohl in Peritoneal-Makrophagen
als auch in der Leber die ausschlieRliche Expression der Makrophagen-spezifischen
FcyRIIb2-Isoform. Die beobachteten Unterschiede bezuglich der inhibitorischen
Funktion des FcyRIl auf die Phagozytoseleistung von Peritoneal-Makrophagen und
Kupfferzellen der Leber lassen sich also anhand dieser Analyse nicht mit einer

Expression unterschiedlicher FcyRII-Isoformen erklaren.
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3.3 Glomerulonephritis

Bei der Glomerulonephritis handelt es sich um eine Entzindungsreaktion in der
Niere, die durch Immunkomplexablagerungen im Glomerulum gekennzeichnet ist.
Durch die Ablagerung von Immunkomplexen konnten lokale Effektorzellen aktiviert
werden, welche ihrerseits durch die Ausschiattung von chemotaktischen Mediatoren
eine Entzindung initiieren. Hierbei ware es sowohl denkbar, dal} die Ablagerung
unspezifischer Natur ware als auch, dal} sie durch die spezifische Bindung an Fc-
Rezeptoren zustandekommt (Couser, W.G., 1985). In vivo-Analysen mit Fc-
Rezeptor-defizienten Mausstammen haben gezeigt, dal die aktivatorischen FcR
(FcyRI und FcyRIIl) essentiell an der Entwicklung einer spontanen, in NZB/W F1-
Mausen beobachteten Glomerulonephritis (Clynes, R. et al., 1998) bzw. an einer
anti-GBM-Ak-induzierten Glomerulonephritis beteiligt sind (Park, S.Y. et al., 1998).
Der FcyRII spielt im Gegensatz dazu eine inhibitorische Rolle, da in der FcyRII-
defizienten Maus nach einer mit anti-GBM-Ak-induzierten GN verstarkte
Entzindungreaktionen in der Niere zu beobachten sind (Suzuki, Y. et al., 1998;
Nakamura, A. et al., 2000).

3.3.1 Analyse der Immunkomplexablagerung in der Niere verschiedener Fcy-
Rezeptor-defizienter Mause

Um die Lokalisation der Immunglobulinablagerungen in der Niere verschiedener Fcy-
Rezeptor-defizienter Mausstamme zu untersuchen, wurden Kryostatschnitte von
Nieren mit Cy-3-markierten anti-Maus-lg-Antikorpern  inkubiert und im
Fluoreszenzmikroskop  analysiert.  Parallel hierzu wurden  Nierenschnitte
immunhistochemisch untersucht. Sowohl in Wildtypmausen (Abb. 18A) als auch in
allen zur Verfiigung stehenden Fcy-Rezeptor-defizienten Mausstammen (FcyRII™,
FeyRIIT, FcRy"™ und FcRy"/FcyRII™) (nicht gezeigt), lassen sich Immunglobuline in
der Niere mittels Immunfluoreszenz detektieren. Teilweise ist in den verschiedenen
FcyR-defizienten Nieren eine intensivere Fluoreszenz zu beobachten, insbesondere
bei FcyRIl-defizienten und FcyRII/FcRy-doppeltdefizienten Mausen (nicht gezeigt).
Positive Signale sind vorrangig im Glomerulum lokalisiert und insbesondere entlang

der Basalmembran zu finden.
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50 ng LPS 500 ng LPS

C57Bl/6 &

FeyRII- |

Abb. 18: Darstellung der Immunglobuline in der murinen Niere nach LPS-Induktion.
A: Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Glomerulums. Die Darstellung der
Immunglobuline erfolgte durch einen Cy-3-markierten anti-Maus-Ig-Ak (Dianova) (1000x). B: PAP-
Farbungen. Endogenes Immunglobulin wurde mit einem Peroxydase-gekoppelten anti-Maus-Ig-Ak
und DAB als Substrat visualisiert (braun). Hintergrundfarbung: Hamatoxillin (blau) (400x).
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Abb. 18B zeigt Nierenschnitte verschiedener Mause, die mit 50 bzw. 500 ng LPS (ip)
behandelt wurden. Die Schnitte wurden mit biotinylierten o-Maus-Ig-Antikérpern
inkubiert. Als Sekundarreagenz diente Streptavidin- gekoppelte horse raddish
peroxydase aus dem ARK®-Kit von DAKO und als Substrat Diaminobenzidin.
Positive Signale sind an einem braunen Praziptat zu erkennen und die blaue
Kernfarbung wurde durch Inkubation mit Hamatoxillin erzielt. In LPS-stimulierten
Mausen zeigt sich 12 Stunden nach der Injektion von 500 ng LPS eine leicht erhdhte
Immunglobulinablagerung im Vergleich zu Mausen, die mit 50 ng LPS behandelt
wurden. In der Niere von FcyRII"- und FeyRIII"-Mausen lassen sich zudem héhere
Immunglobulinmengen detektieren als in Wildtypmausen (C57BI/6). Sie sind hier

auch ausserhalb der Glomeruli entlang der Tubuli lokalisiert (Abb. 18B).

3.3.2 Immunhistochemische Analyse der Fcy-Rezeptor-Expression in der murinen
Niere

Im folgenden wurden zunachst immunhistochemische Untersuchungen an
Kryostatschnitten der Niere durchgefuhrt, um die Lokalisation der Fc-Rezeptor-
Expression zu untersuchen. Da der fur immunzytochemische Untersuchungen (3.1.5)
verwendete anti-Ly-17.2 Antikorper (FcyRII-spezifisch) ein Mausantikorper ist, eignet
er sich nur bedingt fur immunhistochemische Analysen von Mausgewebe. Fur die
folgenden Untersuchungen konnte daher lediglich der 2.4G2 eingesetzt werden, der
die beiden niedrigaffinen FcyR (FcyRIl und FcyRIIl) erkennt. Durch die Verfugbarkeit
einzelner Fcy-Rezeptor-defizienter Mause lafdt sich jedoch auch mit dem 2.4G2 der
jeweils verbleibende niedrigaffine FcyR anfarben (FcyRlIl in der FeyRIII"-Maus und
vice versa). Fur die immunhistochemische Analyse des FcyRl steht kein
monoklonaler Antikérper zur Verfugung. Fur die in Abb. 19 dargestellte Analyse
wurden Kryostatschnitte von Wildtypmausen (C57BI/6), FcyRIl- und FcyRIlI-
defizienten Mausen sowie von Mausen, die keinen Fcy-Rezeptor exprimieren
(FcyRII"IFcRy"), verwendet.
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A C57BlI6 FcyRII--

I-Ab
(M5/115.15.2)

Abb. 19: Immunhistochemische Analyse der FcyRIl/RIll-Expression in der murinen Niere.

Weitere Erklarungen im Text. (A: 400x; B: 1000x)
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Abb. 19A =zeigt die Fcy-Rezeptor-Expression in den verschiedenen Tieren.
Spezifische Antikorperbindungen sind durch ein rotes Prazipitat visualisiert und hier
durch Pfeile gekennzeichnet. Im Vergleich zur unspezifischen Farbung z.B. innerhalb
der Tubuli, die durch die Existenz endogener Alkalischer Phosphatase hervorgerufen
wird, sind spezifische Farbungen direkt um die Zellkerne (blau) lokalisiert. Sie weisen
zudem eine dunklere Farbung auf. Wildtyptiere und FcyRIII-defiziente Mause zeigen
eine positive Reaktion sowohl innerhalb als auch auf3erhalb der Glomeruli, wahrend
FcyRII™- und FeyRII"/FcRy"-Mause keine spezifische 2.4G2-Farbung in der Niere
aufweisen. Aus diesen Daten kann geschlossen werden, dal} lediglich der FcyRlIl in
der murinen Niere konstitutiv exprimiert wird. Behandelt man FcyRII-defiziente Mause
mit 500 ng LPS (i.p), zeigen sich nach 24 h in einigen Glomeruli 2.4G2-positive
Zellen (Abb. 19B), was fur eine Induktion des FcyRIIl spricht.

Um die Fcy-Rezeptor-exprimierenden Zellen innerhalb der Glomeruli ndher zu
charakterisieren wurde in einem nachsten, sequenziellen Schnitt gegen MHC
Klasse Il-Molekiile gefarbt (I-AP), da es sich hierbei sowohl um eingewanderte, aus
dem Knochenmark stammende Makrophagen, als auch um residente,
muskelzellahnliche Mesangialzellen handeln konnte. Mesangialzellen sind im
ruhenden Zustand MHC Klasse Il-negativ, konnen diese Molekule aber nach
Aktivierung exprimieren, so dal} die in der Abb. 19B gezeigte MHC-II-Farbung keinen
naheren Aufschluld Uber die Identitat dieser Zellen gibt. Auch bei der beobachteten
erhohten MHC Il-Expression kann es sich entweder um eingewanderte,
antigenprasentierende Zellen (APCs) oder um eine Expressionsinduktion residenter
Zellen handeln. Durch die Moglichkeit, primare Mesangialzellen zu praparieren und
in Kultur zu bringen, wurden im folgenden RNA- und Protein-Analysen an

Primarkulturen muriner Mesangialzellen durchgefuhrt.

3.3.3 Analyse der Fcy-Rezeptor-Expression in murinen Mesangialzellen

Mesangialzellen sind mesenchymalen Ursprungs und in der extrazellularen Matrix
des Glomerulums der Niere lokalisiert. Verschiedene Hinweise sprechen dafur, dal}
sie eine zentrale Rolle bei der Entwicklung verschiedener Formen der
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Glomerulonephritis spielen. Sowohl humorale Immunreaktionen, wie die Ablagerung
von Immunkomplexen und die Aktivierung von Komplement, als auch zellulare
Reaktionen wie die Einwanderung von Granulozyten, Monozyten und T-Zellen sowie
die Proliferation von Mesangialzellen kdnnen bei dieser Form der Nierenentziindung
beobachtet werden (Radeke, H.H. und Resch, K. 1992). Fir humane
Mesangialzellen (HMC) ist die Expression von FcyRI, FcyRIll und der assoziierten
FcRy-Kette nachgewiesen worden (Radeke, H.H. et al., 1994; Uciechowski, P. et al.,
1998). Daruber hinaus wurde eine Aktivierbarkeit der Zellen durch Immunkomplexe
gezeigt, die sich nach Vorstimulation durch IFNY/LPS in der induzierten Sekretion
von IL-6 aullert (Radeke, H.H. et al., 1994). Fir murine Mesangialzellen konnte
bislang nur die Expression von FcyRIll gezeigt werden (Hora, K. et al., 1992). Die
Mesangialzelle als lokale, immunkompetente Zelle sollte in den folgenden Analysen
bezuglich ihrer Fc-Rezeptor-Expression und Chemokinsekretion naher charakterisiert
werden, um die Entzindungsmechanismen, die bei einer Glomerulonephritis beteiligt
sind, besser verstehen zu konnen. Die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen
erfolgten in Kooperation mit dem Institut fur Molekularpharmakologie, Hannover. Hier
wurde von H.H. Radeke und Mitarbeitern u. a. auch die Praparation und Kultur von
murinen Mesangialzellen durchgefuhrt. Selektive Kulturbedingungen gewahrleisten
die Eliminierung von Endothel- und Epithelzellen sowie von Makrophagen.

3.3.3.1 Analyse der Fcy-Rezeptor-Expression in murinen Mesangialzellen nach
IFNY/LPS und TNFo/IL1B-Stimulation sowie in unstimulierten Zellen.

In humanen Mesangialzellen kann die Expression von FcyRI und FcyRIIl durch IFNy
und LPS induziert werden (Radeke, H.H. et al., 1994; Uciechowski, P. et al., 1998).
Abb. 20 zeigt das Autoradiogramm einer RT-PCR-Analyse und immunzytochemische
Analysen proliferierender muriner Mesangialzellen nach unterschiedlichen
Stimulationsbedingungen. Die Zellen wurden aus Mausen mit einem
Mischhintergrund aus 129sv und C57BI6 isoliert und in der achten Kulturpassage fur
die Gewinnung von Gesamt-RNA und fir die Proteinanalysen mittels

Immunzytochemie verwendet.

82



Ergebnisse
Med. TNFo/ IFNy/  _ J774
A IL1B  LPS
FcyRlo, |
FcyRIIb2

FeyRllla

FcRy

B-Tubulin

B
Vg o7,
A%
FeyRIVFeyRIN &R &L
(2.4G2) 5 S
i@
= Qs
g
FoyRIl Baes, 5
(Ly17.2) 4 = =
5-‘3‘1
f,‘A’.Bﬁ.
B E
' % % y 4 «® Be. ;
FeRl 5, b B B LS
(1gG2a) Qesfys, « "1« ®N & v .
0.““ i & . '.-,' : -
8 ¢ ® a0 “»“"" E

Abb. 20: Fcy-Rezeptor-Expression in murinen Mesangialzellen (Praparation Sept. '97). Die
Stimulation erfolgte mit 1000U/mL IFNy und 10ug LPS sowie mit jeweils 500U/mL TNFo und IL1J fir
48h. A: Autoradiogramm einer RT-PCR von gesamtzelluldrer RNA. Als Sonden dienten die unter
3.1.2 beschriebenen Fcy-Rezeptor-spezifischen cDNA-Fragmente. Die Nylonmembranen wurden
nach der Hybridisierung fir 18 h auf Phosphoimagerplatten exponiert und mit dem Phosphoimager
ausgewertet. B: Immunzytochemie von Mesangialzellen derselben Passage. Die Immunféarbung
der angegebenen Primarantikdrper erfolgte wie unter 2.2.5.3.2 beschrieben mit dem EnVision-System
von DAKO.
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In Analogie zu friheren Untersuchungen mit HMC (Radeke, H.H. et al., 1994;
Uciechowski, P. et al., 1998) erwies sich die Expressionsrate der einzelnen Fcy-
Rezeptor-Transkripte als so gering, dafl® ein Nachweis mittels Northernblot aufgrund
der geringen Sensitivitat mit den in dieser Arbeit analysierten Primarkulturen muriner
Mesangialzellen nicht moglich war (nicht gezeigt). Die Agarosegele verschiedener
RT-PCR-Analysen zeigten abhangig von der Praparation und der Passage der
MMCs nur schwache oder keine Banden, folglich muf3te eine Verstarkung der
Signale mittels Immobilisation auf Nylonmembranen und einer anschlieenden
Hybridisierung mit Fc-Rezeptor-spezifischen Sonden (s. 3.1.2) erreicht werden. Als
Positivkontrolle fur die RT-PCR wurde jeweils 1ug gesamtzellularer RNA aus der
Makrophagenzellinie J774 verwendet. Die jeweiligen PCR-Analysen der
Mesangialzellen erfolgte mit cDNA, die aus jeweils 2 ug gesamtzellularer RNA
generiert wurde. Immunzytochemische Nachweise erfolgten mit dem EnVision-
System von DAKO (s. 2.2.5.3.2).

Neben der bereits beschriebenen Expression der FcyRlllo-Kette zeigt die RT-PCR-
Analyse mRNA-Transkripte fur alle Fcy-Rezeptorklassen nach unterschiedlichen
Stimulationsbedingungen. Der FcyRII wird in diesen Zellen in der fur Makrophagen-
spezifischen b2-Isoform exprimiert. Aufgrund von Voruntersuchungen an MMCs mit
verschiedenen Zytokinen zur Induktion von Fcy-Rezeptoren wurde hier eine
48stlindige Stimulation mit IFNy/LPS (1000U/mL und 10ug/mL) sowie mit TNFo/IL13
(e 500U/mL) gewahlt. Die Voruntersuchungen zeigten, wie auch in der hier
dargestellten Analyse, neben der Induzierbarkeit der aktivitorischen FcyR durch
IFNY/LPS, die starkste Induktion der FcyRlllo-Kette nach kombinierter Stimulation mit
TNFo/IL1B. Eine Induktion der fir die Protein-Expression des FcyRIlI-Komplexes
essentiellen FcRy-RNA (Ra, C. et al., 1989) ist jedoch nur nach Stimulation mit
IFNY/LPS zu beobachten, so daflt nach TNFo/IL1B3-Stimulation keine erhdhte Protein-
Expression des FcyRIll zu erwarten ware. Die in Abb. 20B dargestellte
immunzytochemische Analyse bestatigt, dal® eine induzierte Protein-Expression der
aktivatorischen Fcy-Rezeptoren (FcyRl und FcyRIIl) nur nach IFNy/LPS-Stimulation
erreicht werden kann. Die Expression des inhibitorischen FcyRIl wird hier

gegensatzlich zu den aktivatorischen Rezeptoren reguliert. Durch die kombinierte
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Gabe von IFNY/LPS kann sowohl auf RNA-Ebene als auch auf Proteinebene eine

vollstandige Reduktion der FcyRII-Expression beobachtet werden.

Dieselben Zellen wurden zusatzlich nach separater IFNy- sowie LPS-Stimulation
immunzytochemisch untersucht (Abb. 21). Aufgrund der nur in begrenzter Menge
vorhandenen Zellen dieser Passage mufite auf eine RT-PCR-Analyse verzichtet
werden. Die Behandlung mit LPS induziert FcyRI und FcyRIll, aber auch FcyRll,
wahrend IFNy komplett inhibierend auf die FcyRII-Expression wirkt. Da sich mit dem
FcyRIl-spezifischen anti-Ly-17.2-mAk keine Farbung der Zellen nach [FNy-
Stimulation detektieren 1aRt, muss die 2.4G2-Farbung auf mit IFNy behandelten
Zellen FcyRIlI-spezifisch sein. Die aktivatorischen FcyR lassen sich also sowohl mit

IFNy als auch LPS induzieren.

FeyRIVFeyRIN
(2.4G2) °

FcyRIl
(Ly17.2)

FcyRIl |
(lgG2a) | ¢

Abb. 21: Immunzytochemische Analyse muriner Mesangialzellen nach IFNy- sowie LPS-
Stimulation. Die Immunfarbung der angegebenen Primarantikorper erfolgte wie unter 2.2.5.3.2
beschrieben mit dem EnVision-System von DAKO.
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3.3.3.2 Fcy-Rezeptor-Expression nach separater IFNy- und LPS-Stimulation

Um die separate Wirkung von IFNy und LPS weiter zu untersuchen, wurden frisch
aufgetaute Mesangialzellen der in 3.3.3.1 untersuchten Praparation (September
1997) bis zur 10. Passage expandiert und mittels RT-PCR analysiert. Abb. 21 zeigt
das Ergebnis nach separater und kombinierter IFNy- und LPS-Stimulation unter

proliferierenden Bedingungen (10% FCS).

IFNy/
Med. IFNy LPS LPS - J774

FeyRlo

FcyRlIlb1
FcyRIIb2

FcyRlllo

FcRy

B-Tubulin

Abb. 22: Fcy-Rezeptor-Expression nach separater und kombinierter IFNy- und LPS-Stimulation.
Gezeigt ist das Autoradiogramm einer RT-PCR-Analyse mit den angegebenen Fcy-Rezeptor-
spezifischen Primern. Fir die B-Tubulin-Expression ist das 2%ige Agarosegel gezeigt. Die Stimulation
erfolgte fir 48h mit 1000U IFNy und 10 yg/mL LPS.

Auch in der 10. Passage der Primarkultur muriner Mesangialzellen sind mittels RT-
PCR alle Fcy-Rezeptorklassen nachweisbar. Zusatzlich zur FcyRIIb2-Isoform ist hier

auch die in B-Zellen zelltypspezifisch exprimierte FcyRIIb1-Isoform detektierbar. Ein
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solches Expressionsmuster wird unter bestimmten Bedingungen auch in unreifen
Makrophagen, in Mastzellen, in den Makrophagenlinien J774 und Raw sowie in
Vorlaufer-B-Zellen beobachtet (Latour, S. et al., 1996, eigene Analysen, nicht
gezeigt). Die Inhibition des FcyRIl und die Induktion der FcRy-Kette durch IFNY/LPS
sind in dieser Praparation nicht so deutlich ausgepragt wie in der in Abb. 20A
gezeigten RT-PCR-Analyse. Durch die separate IFNy-Stimulation ist diesbezlglich
ein vergleichbares Expressionsmuster zu beobachten. Die separate LPS-Stimulation
erhoht hingegen die FcyRII-Expression im Vergleich zur basalen Expression in nicht-
stimulierten Zellen. Die FcRy-Kette zeigt bei allen Stimulationsbedingungen eine
vergleichbare Induktion, wahrend fur die FcyRlllo-Kette nach separater LPS-
Stimulation und nach kombinierter IFNY/LPS-Stimulation das intensivste Signal zu
beobachten ist. Die FcyRI-Expression ist in dieser Analyse so gering, dal} eine

quantitative Aussage nicht getroffen werden kann.

3.3.3.3 Dosisabhangigkeit der Fcy-Rezeptor-Expression bezlglich der [FNy-
Stimulation

Um die Reproduzierbarkeit der oben dargestellten Ergebnisse und gleichzeitig die
dosisabhangige IFNy-Wirkung zu untersuchen, wurde fir den folgenden Versuch
eine alternativ praparierte Kultur muriner Mesangialzellen verwendet (Feb. '98). Bei
diesen Zellen handelte es sich ebenfalls um Wildtypzellen, die aus Mausen mit
einem 129sv/C57BI6-Mischhintergrund prapariert wurden. Fir die in Abb. 23
gezeigte RT-PCR-Analyse wurde gesamtzellulare RNA aus proliferierenden Zellen
der 10. Passage nach 48-stundiger Stimulation isoliert.

Die FcyRlllo-Kette zeigt eine dosisabhangige Induktion durch IFNy. Diese Induktion
kann durch die kombinierte Gabe mit LPS noch weiter gesteigert werden. Fir die
Reduktion der FcyRII-Transkripte kann keine Dosisabhangigkeit beobachtet werden,
da bereits bei 500U/mL IFNy die maximale Inhibition erreicht ist. Die basale
Expressionsrate der FcyRII-Transkripte kann durch kombinierte Gabe von IFNY/LPS
in dieser RT-PCR zwar reduziert werden. Sie ist aber nicht vollstandig inhibiert, wie
es z.B. die RT-PCR-Analyse in Abb. 20B zeigt. Die Expression der FcyRIIb1-Isoform

ist in dieser Praparation deutlich héher als die der unter 3.3.3.1 und 3.3.3.2
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analysierten Praparation. Die FcRy-Kette ist hier so gering exprimiert, dal3 auf eine
quantitative Beurteilung verzichtet werden sollte. Ein Transkript fir die FcyRlo-Kette

ist nur nach kombinierter Stimulation mit IFNY/LPS detektierbar.

IFNy
IFNy IFNy IFNy 1000U _
Med 5oou 1000U 2000U LPS J774

FeyRla

FcyRIIb1

FcyRIlb2

FcyRllla

Tubulin

Abb. 23: Fcy-Rezeptor-Expression nach Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen an
IFNy sowie nach kombinierter Stimulation mit IFNyY/LPS fiir 48 Stunden. Gezeigt ist das
Autoradiogramm einer RT-PCR-Analyse mit spezifischen Primern fur die angegebenen Fcy-Rezeptor
Untereinheiten sowie Primern fur 3-Tubulin als Standard.
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3.3.4 Analyse der Chemokin-Expression in murinen Mesangialzellen

Funktionelle Analysen primarer Kulturen muriner und humaner MCs haben gezeigt,
dall sowohl durch die Stimulation mit IFNy oder LPS als auch mit IgG-
Immunkomplexen die Expression verschiedener Chemokine und Zytokine induziert
wird. Die Chemokin-Sekretion von Mesangialzellen konnte einen initialen Schritt von
Entzindungsreaktionen in der Niere darstellen, da hierdurch Monozyten,
Granulozyten und T-Lymphozyten an den Ort der Entzindung gelockt werden. Zur
Untersuchung der Chemokin-Expression in murinen Mesangialzellen wurde die RT-
PCR (s. 2.2.1.8.1) sowie der RNase Protection Assay (s. 2.2.1.8.3) verwendet.

3.3.4.1 Klonierung der Sonden-templates fur die Detektion muriner Chemokine

Xmn | 1994 MCP-1 MCP-5 KC MIP-2
Scal 1875 2Néas;35I
f ori\ T3] s 843 154

Apal 14
Aatll 20

r Neol | 57

C
Amp PGEM®-T lacz Sacll | a6 gr%rlll 89
Vector. — G —— Kpn —§ 347
] 85 Bglll Drall
pal | % EcoRI453% Kkpn - 33
S
i L p 145 807
Nde | 82
Sac| 94
) BstxX | [103 pos 89 - 535 pos. 145 - 843
ofl Nsil 1;2 (447bp +9bp Kpn +9 bp EcoRl) (699 bp)
T sre
pos. 33 - 347 pos. 154 - 807
(315bp (654 bp)
+9bp Kpn +9bp Kpn)

Abb. 24: Klonierung muriner Chemokine in den pGEM-T-Vektor. A: Design des T-Vektors. Der
Vektor enthalt das lacZ-Gen fiir das blau/weiss-screening erfolgreich klonierter Bakterienkolonien
sowie das Ampicillin-Resistenzgen fiir die Selektion erfolgreich transformierter Bakterien. Die multi
cloning region ist von den Primersequenzen T7 und SP6 flankiert, die fir die Sequenzierungen
verwendet wurden. Der Thymidin-Uberhang erlaubt das direkte Klonieren von PCR-Produkten, da
durch die Tag-Polymerase ein Adenin-Uberhang generiert wird. B: Orientierung und Linge der
einzelnen Chemokin-spezifischen Inserts. Dargestellt sind zusatzlich die Positionen der fir die RT-
PCR verwendeten Primer sowie die relevanten Restriktionsschnittstellen.
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Die Sonden-templates fur die in dieser Arbeit untersuchten Chemokine JE (MCP-1).
MCP-5, KC und MIP-2 wurden aus RT-PCR-Produkten generiert. Hierzu wurden die
amplifizerten DNA-Fragmente aus dem Agarosegel eluiert und in den T-Vektor
pGEM-T (Promega) kloniert. Als target-cDNA diente in der RT-Reaktion
umgeschriebene gesamtzellulare RNA aus J774-Zellen (JE/MCP-1, MCP-5 und MIP-

2) bzw. aus murinen Mesangialzellen (KC).

Die in Abb. 24 dargestellten Sonden-templates wurden durch Restriktionsanalysen
sowie durch Sequenzierungen Uuberprift. Die angegebenen Positionsnummern
entsprechen den verdffentlichten cDNA Sequenzen (Kawahara, R.S. und Deuel,
T.F., 1989; Oquendo, P. et al., 1989; Tekamp-Olson, P. et al., 1990; Sarafi, M.N. et
al., 1997). Fur die radioaktive Markierung mit der Klenow-Polymerase wurden sie aus
dem Vektor geschnitten und Uber ein Agarosegel aufgereinigt. Hierzu wurde die
Sonde fur MCP-1 mit EcoRI/Kpnl, die fur MCP-5 mit Kpnl und die Sonden fur KC und
MIP-2 mit Pstl/Sacll verdaut.

3.3.4.2 RNA-Analysen der Chemokin-Expression von stimulierten Mesangialzellen
aus Wildtyp- und FcRy-Mzusen

Um die Fcy-Rezeptorabhangigkeit der Chemokin-Expression zu untersuchen, wurden
Mesangialzellen aus Wildtypmausen und FcRy"-Mausen mit IFNY/LPS stimuliert.
Sowohl unstimulierte als auch stimulierte Zellen wurden danach fur 12 h mit
hitzeaggregiertem 1gG inkubiert. Die kombinierte Gabe von IFNY/LPS wurde fir eine
Vorstimulation gewahlt, da die vorangegangenen Analysen muriner MCs die starkste
Induktion der FcRy-Kette und somit auch der aktivatorischen Fc-Rezeptoren (FcyRI
und FcyRIIl) nach dieser Stimulation gezeigt haben. Abb. 25 zeigt einen RNase
Protection Assay (RPA) dieser Zellen, der mit einem Sonden-Mix far murine
Chemokine durchgefiihrt wurde (mCK-5, Pharmingen). Dieser enthalt Sonden-
templates fur die Chemokine Ltn, RANTES, Eotaxin, MIP-13, MIP-1a, MIP-2, IP-10,
MCP-1 und TCA-3, die durch die unterschiedliche Grosse sowohl der unverdauten
Sonden als auch der geschutzten RNA-Hybride voneinander unterscheidbar sind und
in einem einzelnen Ansatz eingesetzt werden koénnen (Tab. 5). Die Sonden-

templates fur die house keeping genes L32 und GAPDH ermdglichen die relative
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Quantifizierung der einzelnen Chemokin RNAs. Hierzu wurden die PAGE Gele nach
dem elektrophoretischen Lauf auf dem Phosphoimager digitalisiert und mit der AIDA-

Software ausgewertet.

Template Sonde [Nt] geschiitzt [Nt]
Ltn 389 360
RANTES 350 321
Eotaxin 315 286
MIP-13 284 255
MIP-10. 256 227
MIP-2 231 202
IP-10 209 180
MCP-1 190 161
TCA-3 170 141
L32 141 112
GAPDH 125 96

Tab. 5: BandengroBen der Sonden und geschiitzen RNA-Hybride des mCK-5 Template-Sets

In den Mesangialzellen der Wildtyp- (WT-)Mause lassen sich, wie bereits
beschrieben (Gomez-Chiarri, M. et al., 1993; Satriano, J.A. et al., 1993; Wolf, G. et
al., 1993), die Chemokine RANTES, IP-10 und MCP-1 durch Stimulation mit IFNy
und/oder LPS induzieren (Abb. 25A). Die Expressionsinduktion dieser Chemokine
durch IFNY/LPS scheint unabhangig von der FcR-y-Kette zu sein, da sie sich in MCs
von FcRy"-Mausen ebenso induzieren lassen. Eine weitere Induktion von RANTES
ist in WT-Mausen, aber nicht in FcRy-defizienten Mausen nach zusatzlicher
Stimulation mit hitzeaggregiertem IgG zu beobachten. Die IP-10-Expression ist in
den MCs der FcRy-defizienten Mausen insgesamt hoher als in denen der WT-Mause
und lafdt sich hier noch weiter durch die Zugabe von IgG-Immunkomplexen steigern.
Auch die MCP-1-Produktion ist in MCs von FcRy"'—Méusen hoher als in den hier

untersuchten Mesangialzellen von WT-Mausen.
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Abb. 25: RNase Protection Assay von MCs aus Wildtypmausen (WT) und FcRy-defizienten
Mausen (FcRy"'). A: Autoradiogramm des RPAs. Proliferierende Mesangialzellen von
Wildtypmausen (C57BIl/6 / 129) wurden in der 8. Passage und MCs aus FcRy”'-Méusen in der 7.
Passage nach Praparation fir 48h mit IFNY/LPS stimuliert und jeweils unstimulierte (Med) und
stimulierte (I/L) Zellen wurden danach fir 12 h mit 100 yg hitzeaggregiertem IgG/mL Kulturmedium
inkubiert. Pro Ansatz wurde jeweils 20 ug Gesamt-RNA der verschiedenen MC-Praparationen und
J774-Zellen eingesetzt. Die Halfte des RPA-Ansatzes wurde nach Hybridisierung, RNase-Verdau und
Fallung auf ein 8%iges PAGE-Gel aufgetragen. Als GréRenmarker diente der unverdaute Sonden-Mix

92



Ergebnisse

fur murine Chemokine (mCK-5). B: Quantifizierung des RPAs. Emittelt wurde die prozentuale
Intensitat der Banden fir RANTES, IP-10 und MCP-1 bezogen auf die jeweilige GAPDH-Bande. Die
Auswertung erfolgte mit der AIDA-Software von Raytest, berlicksichtigt wurden jeweils die Werte nach
IFNY/LPS- Stimulation.

Eine RT-PCR-Analyse mit MCP-1-spezifischen Primern zeigte ebenfalls keine
weitere Expressionsinduktion dieses Chemokins durch IgG-Immunkomplexe. Fir
MIP-2, dessen mRNA Menge fur Mesangialzellen, nicht aber flr J774, unterhalb der
Nachweisgrenze des RPAs liegt, war ebenfalls in einer RT-PCR-Analyse die
Expression in MCs der FcRy-defizienten Mause hoher als in Wildtypmausen. Eine
erhohte MIP-2 Produktion nach Inkubation mit 1gG-Komplexen war nicht zu
beobachten (nicht gezeigt).

Um weitere Chemokine zu untersuchen, die nicht im mCK-5 template-Set enthalten
sind, wurden mit KC- und MCP-5-spezifischen Primern RT-PCR-Analysen
durchgefuhrt. Diese wurden mit jeweils 2 pg Gesamt-RNA der oben beschriebenen
Mesangialzellpraparationen angesetzt. KC ist ein CXC-Chemokin, das chemotaktisch
auf Neutrophile wirkt und dem humanen Gro-a homolog ist (Oquendo, P. et al., 1989;
Moser, B. et al., 1990). Beide sind funktionell dem Prototypen der CXC-Chemokine,
dem humanen IL-8, ahnlich. MCP-5, ein CC-Chemokin, ist ein Homolog des
JE/MCP-1. Es wurde bislang nur in der Maus identifiziert und zeigt chemotaktische
Wirkung auf Monozyten, Eosinophile und T-Lymphozyten (Sarafi, M.N. et al., 1997).

Abb. 26 zeigt das Ergebnis der RT-PCR-Analyse dieser Chemokine. Beide lassen
sich in Mesangialzellen aus Wildtypmausen mit IFNY/LPS stimulieren und zeigen
eine weitere Induktion durch die zusatzliche Stimulation mit hitzeaggregiertem 1gG. In
den MCs aus FcRy"-Mausen laRt sich diese Induktion mit IFNYLPS zu einem

deutlich geringeren Mal3e erreichen und mit IgG-Komplexen nicht weiter steigern.

Wahrend sich KC in den WT-Zellen mit hitzeaggregiertem IgG ohne vorherige
IFNY/LPS Stimulation induzieren laf}t, ist im Vergleich dazu kein Signal in Zellen der
FcRy"-Mause detektierbar. MCP-5 wird nur nach Vorstimulation mit IFNy/LPS durch
IgG-Komplexe induziert. Dieses Ergebnis deutet auf eine Fcy-Rezeptor-abhangige

Expression der Chemokine KC und MCP-5 in murinen Mesangialzellen hin, die
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FcyRI- und/oder FcyRlll-spezifisch ist, da in der FcRy"-Maus diese beiden

Rezeptoren fehlen.

KC MCP-5
WT FcRy- WT FcRy--
L+ L+ L+ L+
Med. I/L 19G IgG Med. IIL 19G |gG Med. IL 19G |gG Med. I/L 19G 1gG
- - e w T =
140000 100000
2120000 | 3
2 @ 80000 -
£ 100000 - 8
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Abb. 26: Expression der Chemokine KC und MCP-5 in murinen Mesangialzellen. Die Analyse
erfolgte mittels RT-PCR mit derselben RNA-Praparation, die fur den RPA (Abb. 25) verwendet wurde.
Zur Signalverstarkung wurden die PCR-Fragmente auf Nylonmembranen immobilisiert und mit den in
Kapitel 3.3.4.1 beschriebenen Sonden hybridisiert. Die quantitative Auswertung wurde mit der AIDA-
Software durchgefihrt und in das prozentuale Verhaltnis zur jeweiligen Intensitédt der Tubulinbande
auf dem Agarosegel umgerechnet.

3.4 Gezielte Mutagenese Embryonaler Stammzellen (ES-Zellen) mittels
homologer Rekombination zur Herstellung von FcyRllb1-knock out-
Mausen

Um die in vivo-Funktion des FcyRIlIb1 analysieren zu konnen, wurde in dieser Arbeit
ein Embryonaler Stammzellklon generiert, der eine spezifische Defizienz dieser
Isoform aufweisen soll. Da die FcyRIIb2-Isoform des Rezeptors durch alternatives
SpleiRen des C1-Exons entsteht, besteht die Strategie in der gezielten Deletion

dieses Exons auf genomischer Ebene. Dadurch wirde nur noch die b2-lsoform
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exprimiert werden, wenn das alternative SpleiRen wie in der Wildtypmaus
gewahrleistet bleibt. Die Generierung einer knock out-Maus mittels gene targeting
beinhaltet die genetische Veranderung durch homologe Rekombination zwischen
einem exogenen, mutierten und dem endogenen Genabschnitt einer murinen ES-
Zelle. Diese wird mit einer Blastozyste fusioniert, die dann in den Uterus einer
pseudotrachtigen Maus transplantiert wird. Bei den Nachkommen handelt es sich um
chimare Tiere, die zwei voneinander getrennte Genome tragen. Da die ES-Zelle
pluripotent ist, kann sie in jede Zellpopulation und somit auch zu Keimzellen
differenzieren, die dann die Mutation an die Nachkommen weitergeben (Thomas,
K.R. und Capecchi, M.R., 1987; Capecchi, M.R., 1989; Thompson, S. et al., 1989).
Der exogene Genabschnitt, das targeting-Konstrukt, wurde bereits in der
vorangegangenen Diplomarbeit kloniert (Abb. 27C und D) (Janssen-Graalfs, |.R.,
1995) und in dieser Arbeit weiter optimiert (Abb. 27E und F). Die homologen DNA-
Abschnitte wurden hierzu aus genomischer DNA einer 129/ola-Maus mittels PCR-
Amplifikation gewonnen, da fur eine erfolgreiche homologe Rekombination eine
grolRtmogliche Homologie zwischen endogenem und exogenem Genabschnitt
erforderlich ist (te Riele, H. et al., 1992) und die ES-Zellen einen 129/ola Hintergrund
haben. PCR-Mutationen wurden durch Sequenzierungen ausgeschlossen und die flr
das SpleiRen nétigen Sequenzen (Donor-, Akzeptor- und Verzweigungsstelle des
C1-Exons) wurden deletiert, so dal’} keine zusatzlichen Sequenzen im entstehenden
FcyRIIb2-Transkript integriert werden. Die fur die Selektion erfolgreich integrierter
Konstrukte erforderliche Neomycin-Resistenzkassette ist von zwei loxP-Sequenzen
flankiert, die ein nachtragliches Herausschneiden der Neomycin-Resistenzkassette
ermdglichen. Hierbei handelt es sich um Erkennungssequenzen der Bakteriophagen
Rekombinase Cre, die Abschnitte, die zwischen den loxP-Sequenzen lokalisiert sind,
durch Rekombination deletiert. Dieses System lalt sich ebenfalls in ES-Zellen
anwenden (Gu, H. et al., 1993). Hierfur kann entweder die mutierte ES-Zelle mit dem
Cre-Gen transfiziert oder die generierte Maus mit einer Cre-transgenen Maus

gekreuzt werden.
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Abb. 27: Klonierungsstrategie des FcyRIlb1 targeting-Konstruktes. A: Restriktionskarte des
FcyRIl-Gens. B-E Klonierungsstrategie. B = BamHI, H = HindlIl, E = EcoRlI, P = Pstl, C = Clal, A =
Apal, N = Notl, Sal = Sall Sp = Spel, EV = EcoRV, K = Kpnl X = Xbal, Sm = Smal. Weitere
Erklarungen im Text.
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Das targeting-Konstrukt wurde in dieser Arbeit noch um Sequenzen, die das EC2-
Exon umfassen, erweitert (Abb. 27D). Diese wurden mittels PCR-Amplifikation mit
den Primern ,EC2 int s und ,TM int as“ (2.1.7) aus 1ug genomischer 129/ola DNA
generiert und in den T-Vektor pGEM-T kloniert. Die PCR wurde wie unter 2.2.1.7.4
beschrieben mit einer Elongationszeit von 200s und unter Zugabe von 5U Tag-
Extender (Stratagene) im beigefugten Tag-Externder-Puffer durchgefuhrt. Durch
anschlieBende Sequenzierungen konnten Mutationen durch die Tag-Polymerase
ausgeschlossen werden. Die direktionale Klonierung erfolgte dann uber die interne
BamHI-Schnittstelle und die Sacll-Schnittstellen der multi cloning sites. Da der
Grolteil der transfizierten targeting-Konstrukte an irgendeiner Stelle im Genom
integriert, aber nicht durch homologe Rekombination die gewlnschte Mutation
inseriert und eine Selektion durch die Neomycin-Restistenkassette und die Zugabe
von Geneticin (G418) auch die unerwunschten Klone erfalt, wurde schlieRlich das
Konstrukt noch durch eine HSV-TK-Kassette erweitert. Diese dient der
Positivselektion erfolgreich rekombinierter ES-Zellklone. Bei Integration des
linearisierten Konstruktes wird das komplette Konstrukt inseriert, inklusive der HSV-
TK-Kassette. Findet jedoch eine Rekombination Uber die homologen Flanken des
Konstruktes statt, wird die HSV-TK-Kassette deletiert. Durch Zugabe von
Gancyclovir, das durch das TK-Gen in ein toxisches Produkt umgewandelt wird,
werden solche Klone angereichert, die erfolgreich rekombiniert sind (Mansour, S.L.
et al., 1988). Eine solche Anreicherung findet in der Regel um den Faktor 10 statt.
Das TK-Gen wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Ruter, Medizinische
Hochschule Hannover, zur Verfigung gestellt. Es lag kloniert im plC19R-Vektor vor,
der identisch zu den pUC-Vektoren ist, aber Uber eine alternative poly linker-
Sequenz verfugt. Dem TK-Gen ist ein duplizierter Polyoma Virus Enhancer
vorgeschaltet (PYF441), der fur eine hohe Transkriptionsrate des TK-Gens sorgt.
Das TK-Gen wurde inklusive des Enhancers Uber Clal und Sall direktional in das
targeting-Konstukt kloniert (Abb. 27E).

Die Integritat des targeting-Konstruktes wurde mittels Restriktionsanalyse Uberprift
(Abb. 28). Zusammen mit vorangegangenen Restriktionsanalysen des in Abb. 27C
dargestellten Konstruktes, die zusatzlich durch Southernblot-Hybridisierungen

erganzt wurden (Janssen-Graalfs, |.R., 1995) und Sequenzierungen der FcyRII-
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spezifischen Flanken konnte die korrekte Klonierung des Konstruktes bestatigt

werden.
A 1 kbp

—

Sacl B EH E E CEE Sacl H Sall
\ i I| HLH an
EC2 ™ C2 C3
3 kbp pKS+
B

Abb. 28: Restriktionsanalyse des FcyRllb1-targeting-Konstruktes. A: Restriktionskarte mit den
relevanten Schnittstellen. E = EcoRIl, H = Hindlll, B = BamHI, C = Clal, Neo = Neomycin-
Resistenzgen, HSV-TK = Herpes Simplex Virus—Thymidinkinase, L = LoxP, En = Enhancer. B:
Restriktionsanalyse. M = Marker (1 kb Leiter), 1 = Hindlll, 2 = EcoRI, 3 = Sacl, 4 = BamHl/Sall, 5 =
Sall/Clal

Zunachst wurden Embryonale Stammzellen wie unter 2.2.2.2.3 beschrieben mit dem
in Abb. 27D dargestellten Konstrukt (ohne HSV-TK-Gen) mittels Elektroporation
transfiziert. Hierzu wurde das Konstrukt mit Sall linearisiert und in PBS
aufgenommen. Nach der Selektion wurden insgesamt ca. 450 ES-Zellkolonien
gepickt und mittels Southernblot-Hybridisierung analysiert. Dazu wurde die

genomische DNA mit Hindlll geschnitten und mit der in Abb. 29A dargestellten
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Sonde, die aulderhalb der Sequenzen des targeting-Konstruktes liegt, hybridisiert.
Nach erfolgreicher homologer Rekombination sollte zusatzlich zu der 9 kbp grof3en
Hindlll-Bande des Wildtyps eine zweite Bande von 4 kbp mit dieser Sonde
hybridisieren, da die Rekombination auf nur einem Allel stattfindet. In keinem der 450
untersuchten ES-Zellklone konnte eine erfolgreiche homologe Rekombination
festgestellt werden, so daly zur Anreicherung erfolgreich homolog rekombinierter
Klone das targeting-Konstrukt um die HSV-TK-Kassette wie oben beschrieben
erweitert wurde. Nach zwei weiteren Transfektionen mit diesem Konstrukt wurden
jeweils ca. 150 Klone untersucht, von denen sich einer als homolog rekombiniert
erwies (Klon C2D6). In Abb. 29 B und C sind Southernblot-Analysen des Klons
dargestellt. Ein shift der 9 kbp groRen Hindlll-Wildtyp-Bande zu 4 kbp zeigt die
erfolgreiche Rekombination eines Allels. Der shift der BamHI-Bande von nur 0,1 kpb
ist durch die ungentgende Auftrennung nur schlecht zu erkennen. Aulierdem wurde
mit einer Neomycin-spezifischen Sonde Uberprift, ob zusatzlich zum homolog
rekombinerten Allel weitere Integrationen des targeting-Konstruktes im Genom
stattgefunden haben (Abb. 29C). Die schwache 9 kbp grof3e Hindlll-Bande wurde
ebenfalls in allen nicht homolog rekombinierten Klonen beobachtet. Hierbei handelt
es sich wahrscheinlich um genomische Sequenzen aus den fur die ES-Zellkultur
notwendigen Feeder-Zellen, die fur diese Analysen zu einem geringen Anteil die
genomische ES-Zell-DNA kontaminieren. Der ES-Zellklon C2D6 wurde nochmals
rekloniert und der Klon C2D6.6 wurde schlielllich expandiert und fur die
Langzeitlagerung in flissigem Stickstoff kryokonserviert. Derzeit wird von unserer
Kooperationsgruppe (J. Verbeek, Leiden) die Blastozystenfusion und -transplantation
durchgefuhrt.
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Abb. 29: Deletion des FcyRII-C1-Exons mittels Homologer Rekombination in ES-Zellen.
A: Genlocus des FcyRII-Gens, targeting-Konstrukt und Allel nach Einfiihrung der Mutation.
B: Southernblot-Analyse des rekombinierten Klons C2D6 (+/-) und eines Klons mit zwei
Wildtypallelen (+/+). Genomische DNA wurde mit Hindlll (H) und BamHI (B) verdaut und mit der in A
dargestellten Sonde hybridisiert. Die eingeflihrte Mutation ist durch einen shift der Hindlll Bande von
9 kbp zu 4 kbp detektierbar. Ein shift der BamHI-Bande um nur 0,1 kbp ist nur undeutlich zu erkennen.
C: Southernblot-Hybridisierung des Klons C2D6 mit einer Neomycin-spezifischen Sonde.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Rolle des FcyRIl bei Entzindung und Autoimmunitat
untersucht. Hierfur wurde einerseits die experimentelle Autoimmune Hamolytische
Anamie (AIHA) und andererseits die Glomerulonephritis als Beispiel einer Fcy-
Rezeptor-abhangigen Autoimmun- bzw. Entzindungsreaktion zur Analyse der
Beteiligung von Fcy-Rezeptoren bei Immunreaktionen naher betrachtet. Schliel3lich
wurde mit der Generierung einer FcyRIIb1-defizienten Maus begonnen, die zum
Zeitpunkt des Abschlusses der Arbeit als homolog rekombinierte Embryonale
Stammzelle vorlag. Da zumindest der FcyRIIb1 regulatorisch auf die aktivatorischen
Funktionen des FcyRI und FcyRIIl wirkt (Daeron, M. et al., 1995), war es notig, die

Analyse dieser Isoformen mit einzubeziehen.

4.1 Methodische Ansatze zur Unterscheidung einzelner Fcy Rezeptoren

In Teilen dieser Arbeit wurde die Expression der verschiedenen Fcy-Rezeptor-
Isoformen in Gewebe und Zellen der Maus auf RNA- und Proteinebene untersucht.
Durch die hohe Homologie insbesondere der beiden niedrigaffinen Fcy-
Rezeptorklassen FcyRIl und FcyRIIl war es bislang schwierig, exakte Aussagen Uber
die Funktion und das Expressionsverhalten einzelner Isoformen zu treffen. Eine
Diskriminierung dieser beiden Klassen ist aber von besonderer Bedeutung, da diese
zwar die verschiedenen IgG-Subklassen teilweise in ahnlicher Weise binden, aber
durch unterschiedliche zytoplasmatische Doméanen und damit anderen
Signaltransduktionswegen divergente Effektorfunktionen vermitteln. Durch die
Verflugbarkeit von FcyR-defizienten Mausstdmmen lassen sich heute aber die
einzelnen Isoformen separat betrachten und ihre in vivo-Funktionen genauer
bestimmen. Zellen und Gewebeschnitte dieser Mausstamme dienten in dieser Arbeit
hauptsachlich zur Analyse der Expression verschiedener Isoformen. Bislang stand
lediglich ein monoklonaler Antikorper (2.4G2) zur Proteinanalyse von Fcy-Rezeptoren
der Maus zur Verfugung, der beide niedrigaffinen FcyRs in gleichem Male erkennt.
In jungsten Untersuchungen konnten jedoch die anti-Ly-17 Antikdrper, anti-Ly-17.1

und anti-Ly-17.2, als FcyRII-spezifisch charakterisiert werden und stehen somit fur
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die Analyse der membranstandigen FcyRIl-Isoformen (b1/b1 und b2) zur Verfugung
(Schiller, C. et al., 2000). SchlieBlich ist durch RNA-Analysen ein Ruckschluss auf die
Protein-Expression der Rezeptorklassen moglich. Hierbei muss allerdings
bertcksichtigt werden, dal® zumindest die Oberflachen-Expression des FcyRIll von
der Existenz der y-Ketten-mRNA abhangig ist (Ra, C. et al., 1989; Takai, T. et al.,
1994).

RNA-Analysen erfolgten in dieser Arbeit mit Hilfe der RT-PCR. Diese Methode ist
besonders sensitiv, aber fur quantitative Aussagen umstritten. Abb. 4A zeigt eine RT-
PCR-Analyse aus der Makrophagenzellinie J774 und der Dendritischen Zellinie 80/1.
Die Analyse zeigt, wie bereits beschrieben, spezifische Signale fur den FcyRIIb2
(Ravetch, J.V. et al., 1986) in geringen Mengen auch den FcyRIIb1 (Latour, S. et al.,
1996), den FcyRI (Quilliam, A.L. et al., 1993), den FcyRIIl (Ravetch, J.V. und Kinet,
J.P., 1991; Hulett, M.D. und Hogarth, P.M., 1994) und die FcRy-Kette. Die FcyRII-
spezifischen Primer sind so gewahlt, dal sich die drei membranstandigen Isoformen
anhand der FragmentgrofRen unterscheiden lassen (Abb. 4B). Wahrend J774-Zellen
sowohl die FcyRIIb2-Isoform, als auch in geringerem Malle die b1-Isoform
exprimieren, kann keine FcyRIll-Isoform auf 80/1 Zellen detektiert werden.
Immunzytochemische Analysen mit dem anti-Ly-17.2-mAk bestatigen die FcyRII-
Defizienz dieser Zellinie auf Proteinebene (Abb. 9). Die quantitativen Unterschiede in
der Expression der FcyRIllo-mRNA lassen sich mit dem RNase Protection Assay
bestatigen (nicht gezeigt). Dieser wurde fir die Analyse der FcyR-Expression in
unserer Arbeitsgruppe entwickelt und enthalt ein Template-Set zur Detektion der
verschiedenen FcyR-Untereinheiten (Abb. 8), zeigte sich aber fur die im folgenden
gezeigten Analysen der Fcy-Rezeptor-Expression in Mesangialzellen durch eine
ungenugende Sensitivitat als nicht geeignet (Loescher, F., 1999). Ferner wurden fur
die Signalverstarkung von RT-PCR-Produkten cDNA-Sequenzen als Sonden-
templates eingesetzt, die entweder bereits vorlagen (FcyRIIb1 und FcyRIII, J.
Ravetch), oder mittels RT-PCR und Klonierung in T-Vektoren generiert wurden. Bei
der Aufreinigung dieser Sonden wurde darauf geachtet, dal} sie nicht in homologen
Bereichen der Zielsequenzen hybridisieren und somit auch fur die Northernblot-
Analyse geeignet sind. Abb. 6 zeigt eine Northernblot-Analyse mit den verwendeten
cDNA-Sonden von Gesamt-RNA der J774-und A20-Zellinien. Unspezifische Banden,
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die mit der FcyRI- und der FcRy-Sonde bei J774-RNA auftreten, kénnen aufgrund
ihrer GroRe keiner moglichen Spleillvariante zugeordnet werden. Obwohl fur den
humanen FcyRI drei Genloci (FcyRIA, FcyRIB und FcyRIC) bekannt sind, von denen
aber zwei Loci zu einer l6slichen Form exprimiert werden und auch noch kein Protein
nachgewiesen werden konnte (Ernst, L.K. et al., 1992; Hulett, M.D. und Hogarth,
P.M., 1994), kdénnen hier keine verklrzten Transkripte detektiert werden, die auf
homologe murine Gene schliel3en lassen konnten. Ferner ist fur die humane FcyRIA-
Isoform eine Spleildvariante beschrieben worden, die ebenfalls zu einem verkurzten
Transkript fuhrt (Ernst, L.K. et al., 1992). Auch hier ist in der murinen J774-Zellinie

kein mdgliches Homolog vorhanden.

Fir die Immunhistochemische und -zytochemische Analyse muriner Fcy-Rezeptoren
wurden in dieser Arbeit verschiedene Antikbrper mit unterschiedlichen
Farbemethoden getestet. Der 2.4G2 (FcyRII/RIll-spezifisch) laldt sich sowohl in der
Zytochemie als auch in der Histochemie verwenden (Abb. 9 und Abb. 10). Er kann
sowohl mit dem EnVision-System (DAKO) als auch mit der APAAP-Farbung
spezifisch detektiert werden. Als biotinylierter Antikorper laf3t er sich mit dem Biotin-
Streptavidin-System nachweisen, wobei HRP als Enzym und Diaminobenzidin als
Substrat diente (Abb. 15). Als Kontrollen dienten hierbei entweder Zellen mit
bekanntem Expressionsmuster oder Kryostatschnitte von verschiedenen FcyR-
defizienten Mausen. Durch die Verwendung der FcyRII/FcRy-defizienten Maus stand
eine geeignete Negativkontrolle fur Farbungen mit dem 2.4G2 zur Verfligung.
Immunhistochemische Analysen an verschiedenen Organen dieser Mause deuten
ferner darauf hin, dal® keine weiteren homologen Isoformen der bereits bekannten
FcyRIl und FcyRIll Klassen existieren, die sich mit dem 2.4G2 nachweisen lie3en
(nicht gezeigt). Der FcyRIl 1aRt sich mit dem Ly-17.2-mAk auf Zytopraparaten mit
dem EnVision-System spezifisch nachweisen (Abb. 9): die FcyRlIl-defiziente Zellinie
80/1 1aRt sich mit dem 2.4G2, aber nicht mit dem anti-Ly-17.2 anfarben. J774-Zellen
und Peritoneal-Makrophagen aus C57BIl/6-Mausen sind hier erwartungsgemaf
positiv in der anti-Ly-17.2-Farbung. Zur Detektion des FcyRI steht bislang kein
monoklonaler Antikérper zur Verfigung. Es ist jedoch bekannt, da® monomeres
IgG2a praferenziell vom FcyRI gebunden wird (Ravetch, J.V. und Kinet, J.P., 1991),
so dall der Nachweis mit einem Kontrollantikdrper dieser Subklasse mdglich ware.

Der in Abb. 20B erfolgte Nachweis des FcyRI mit einem IgG2a-Antikoper ist aufgrund
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fehlender Kontrollen als nicht gesichert anzusehen. Diese Farbungen korrelieren
aber mit der in Abb. 20A gezeigten RT-PCR-Analyse. Als mdgliche Negativkontrolle
hatten sich Mastzellen angeboten, die neben dem FceRI ausschliellich die
niedrigaffinen Fcy-Rezeptoren exprimieren. Auf die kontaminationsfreie Isolation von

Mastzellen aus dem Knochenmark wurde jedoch in dieser Arbeit verzichtet.

In dieser Arbeit ist es erstmalig gelungen, den FcyRIl spezifisch in Wildtypmausen
immunhistochemisch zu detektieren. Wahrend die FcyRll-spezifischen anti-Ly-17-
Antikérper zwar fur die Detektion in der FACS-Analyse (Schiller, C. et al., 2000) und
in der Immunzytochemie (Abb. 9) geeignet sind, konnen diese Antikorper in der
Immunhistochemie nicht mit Nachweisverfahren verwendet werden, die durch
Sekundarantikdrper den Primarantikorper detektieren, da es sich bei den anti-Ly-17-
Antikorpern um Mausantikérper handelt. Diese Sekundarantikorper, wie sie z.B. im
APAAP-, PAP- oder EnVision-System verwendet werden, wirden endogene
Immunglobuline ebenso detektieren und damit zu einer starken Hintergrundfarbung
fuhren. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit der Ly-17.2 biotinyliert und mit
Streptavidin-gekoppelter Peroxidase sekundar inkubiert. Die Schwierigkeit bei dem
Biotin-Streptavidin Detektionsverfahren besteht aber in der Existenz endogenen
Biotins vor allem in Leber und Niere, so dal hier eine Biotin-Blockierung notig war.
Mit den unter 3.2.5 beschriebenen Blockierungs- und Farbeschritten konnten zudem
Doppelfarbungen mit dem APAAP-System und einem Primarantikérper aus der Ratte

erfolgreich durchgefihrt werden.

Die Expression von FcyRII/RIIl in der murinen Leber ist altersabhangig und erreicht
das Maximum bei 5 Monaten (Ahmed, S.S. et al., 1995). Um ein exakteres Bild bei
jungeren Mausen zu erhalten, wurden 8, 10 und 12 Wochen alte Mause hinsichtlich
der 2.4G2-Farbung in der Leber untersucht (Abb. 10). Erst nach 12 Wochen ist die
maximale Expressionsrate der niedrigaffinen FcyR auf ca. 50% der Leberzellen
erreicht, die sich auf Sinusoidale Endothel- und Kupferzellen erstreckt. Dabei
scheinen FcyRIl und FcyRIIll in ahnlicher Weise altersabhangig exprimiert zu werden,
wie Farbungen mit dem 2.4G2 an Leberschnitten von FcyRIl- und FcyRIlI-defizienten
Mausen demonstrierten (nicht gezeigt). Ferner tritt die 2.4G2-Farbung zunachst auf
Kupfferzellen auf und weitet sich spater auf Sinusoidale Endothelzellen aus. Dabei ist
die rein morphologische Unterscheidung dieser beiden Zellpopulationen schwierig.
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Durch die zusatzliche Darstellung von phagozytierten Erythrozyten in Kupfferzellen
mittels Diaminobenzidin in jungen Mausen kann die anfangliche Expression von
FcyRII/RIIl jedoch den zur Phagozytose fahigen Kupfferzellen zugeordnet werden.
Sinusoidale Endothelzellen kdnnen zwar endozytieren, sind aber nicht in der Lage zu

phagozytieren (van der Laan-Klamer, S.M. et al., 1985).

4.2 Die Rolle des FcyRIl bei der Autoimmunen Hamolytischen
Anamie (AIHA)

In dieser Arbeit sollte die Frage geklart werden, warum der FcyRIl zwar in
verschiedenen Entziingsreaktionen wie z.B. der Glomerulonephritis, der Arthus
Reaktion sowie der PCA eine inhibitorische Funktion Ubernimmt (Takai, T. et al.,
1996; Suzuki, Y. et al., 1998; Ujike, A. et al., 1999), aber bei der AIHA scheinbar
keine regulatorische Rolle spielt. Peritoneal-Makrophagen aus FcyRII-defizienten
Mausen zeigen eine erhohte Phagozytoserate im Vergleich zu Wildtypmausen
(Schiller, C. et al.,, 2000), Mastzellen aus FcyRII"'-Méusen reagieren mit einer
erhohten Degranulation auf die IgG- und IgE-vermittelte Aktivierung (Takai, T. et al.,
1996). Andererseits scheinen Kupfferzellen der Leber, die durch die
Erythrophagozytose maligeblich an der AIHA beteiligt sind, keine gesteigerte
Phagozytosefahigkeit durch die Deletion eines inhibitorischen FcyRIl aufzuweisen.
Dies konnte in dieser Arbeit durch immunhistochemische Analysen bestatigt werden
(Abb. 12). Kupfferzellen unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht von anderen
Makrophagen. So sind z.B. murine Kupfferzellen nicht in der Lage, Sauerstoffradikale
zu produzieren (Lepay, D.A. et al., 1985) und stellen, nachdem sie aus
Knochenmarkzellen zu Kupfferzellen differenziert sind, ihre Mac-1-Expression ein
(Takezawa, R. et al., 1995). Innerhalb der Population von Kupfferzellen kdnnen
verschiedene Subpopulationen charakterisiert werden, die sich z.B. in der Fahigkeit
unterscheiden, TNFo und Stickoxyde zu produzieren (ten Hagen, T.L. et al., 1996).
Des weiteren sind sie durch colony stimulating Factors (CSFs) stimulierbar, was
unter anderem in einer induzierten Mac-1-Expression resultiert (Hashimoto, S. et al.,
1996). Unterschiede in der Fcy-Rezeptor-Expression zwischen Kupfferzellen und
anderen Makrophagenpopulationen wie den Peritoneal-Makrophagen oder eine

differenzielle Regulation der Fcy-Rezeptor-Expression waren daher eine
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naheliegende Begrundung fur die fehlende inhibitorische Funktion des FcyRIl bei der
AlHA.

Zunachst wurde daher in dieser Arbeit die Fcy-Rezeptor-Expression in der murinen
Leber immunhistochemisch untersucht (Abb. 11). Durch die Verwendung von FcyRII-
und FcyRIll-defizienten Mausen konnten unter Einsatz des mAk 2.4G2 (anti
FcyRII/RIIl) die beiden niedrigaffinen FcyR, wie auch schon unter 3.3.2 gezeigt,
isoliert betrachtet werden. Da in FcyRIII"-Mausen eine deutliche Farbung mit dem
2.4G2 zu erkennen ist, mul3 man davon ausgehen, dal} der verbleibende FcyRIl in
der murinen Leber exprimiert wird. Im Gegensatz zum Expressionsmuster der Niere,
in der im naiven Tier keine FcyRIII-Expression detektierbar ist (Abb. 19), wird dieser
Rezeptor in der Leber exprimiert. Des weiteren kann anhand der Verteilung und
Anzahl 2.4G2-positiver Hepatozyten geschlossen werden, da® FcyRIlI und FcyRIIl auf
Kupfferzellen und Sinusoidalen Endothelzellen (SECs) koexprimiert werden. Die
Population der Kupfferzellen stellen etwa 10% der Hepatozyten dar, hier sind aber
sowohl in FcyRII™- als auch in FcyRIII"-Mausen ca. 50% der Zellen 2.4G2-positiv.
Diese Differenz wird am wahrscheinlichsten durch Sinusoidale Endothelzellen
reprasentiert, da diese Zellpopulation in der Leber als ebenfalls 2.4G2-positiv
beschrieben wurde. (Ahmed, S.S. et al., 1995).

Auch eine gegensatzliche Regulation der FcyRIl/FcyRIlI-Expression, wie sie fur
Mesangialzellen in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist in der murinen Leber
nicht deutlich erkennbar. In FcyRII-defizienten Mausen wurde flur die Fragestellung
einer moglichen FcyRIII-Expressionsregulation eine experimentelle AIHA mit dem
105-2H (IgG1) induziert. Wie bereits zuvor gezeigt (Schiller, C. et al., 2000), laf3t sich
kein signifikanter Unterschied im Hamatokritwert am Tag zwei nach Anamieinduktion
beobachten (Abb. 12B). Auch die Erythrophagozytose in der Leber ist bei FcyRII-
defizienten Mausen nicht erhdéht (Abb. 12C), so dall diese Werte mit den
beobachteten Hamatokritwerten korrelieren. Wahrend in anamischen Mausen die
2.4G2-Farbung etwas intensiver erscheint als in nicht behandelten Tieren, bleibt
jedoch die Anzahl FcyRIll-positiver Zellen in etwa gleich (von 53,9% auf 54,3%, Abb.
13). Eine mégliche Inhibition der FcyRII-Expression wurde anhand von FcyRIII™T-

Mausen analysiert, die zur Anamieinduktion mit dem mAk 34-3C (IgG2a) behandelt
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wurden (Abb. 14). Auch hier laldt sich keine deutliche Abnahme des Anteils 2.4G2-
positiver Zellen registrieren (von 55,2% auf 53,1%), man kann jedoch eine
geringfugige Intensitatsabnahme der Farbung beobachten. Dieses Ergebnis konnte
durch die spezifische FcyRIlI-Farbung mit dem anti-Ly-17.2 in Wildtypmausen
bestatigt werden (Abb. 15). Die Rezeptordichte des FcyRIl nimmt hier etwas
deutlicher ab, als in Abb. 14 zu beobachten ist. Es lal3t sich zwar eine Reduktion der
2.4G2-Farbung nach Anamieinduktion beobachten, allerdings ist die anti-Ly-17.2-
Farbung in unbehandelten Tieren starker als die 2.4G2-Farbung. Erst wahrend der
Anamie wird die Ly-17-2-Farbung etwas schwacher als die 2.4G2-Farbung. Durch
die Doppelfarbung mit einem anti-MHC Klasse |l Antikérper lassen sich hier
zusatzlich die Kupfferzellen darstellen, die nach Anamieinduktion keine komplette
Expressionsreduktion des FcyRIl aufweisen. Hier muf3te die Doppelfarbung mit dem
anti-MHC Klasse II-Antikorper durchgefuhrt werden, da alle fur die Detektion der
Kupfferzellen zur Verfugung stehenden Antikorper mit dem 2.4G2- oder Ly-17.2-
Epitop Uberlappen. Insgesamt ist in allen durchgefuihrten immunhistochemischen
Analysen nach Induktion einer AIHA eine leichte Expressionsinduktion des FcyRlll
und eine Expressionsreduktion des FcyRIl zu beobachten. Der Anteil der FcyRIll oder
FcyRII exprimierenden Zellen bleibt jedoch annahernd gleich und die Rezeptordichte
scheint keinen Einflu® auf die Phagozytoseleistung der Kupfferzellen zu haben. Auch
bei einer Rezeptordichte, die unterhalb der APAAP-Nachweisgrenze liegt, findet
immer noch eine Phagozytose durch die Kupfferzellen statt, die in etwa der von
Kupfferzellen mit einer hdheren Rezeptordichte entspricht (Abb. 16).

Sowohl in Kupfferzellen als auch in Peritoneal-Makrophagen wird ausschlie3lich die
FcyRIIb2-Isoform exprimiert (Abb. 17). Die beobachteten Unterschiede zwischen
diesen beiden Makrophagenpopulationen sind also nicht darauf zurtickzuflhren, daf
Peritoneal-Makrophagen zusatzlich die FcyRlIb1-Isoform exprimieren, die eine
nachweislich inhibitorische Funktion Ubernimmt. Ob der FcyRIIb2 tatsachlich
inhibitorisch ~ wirkt, ist derzeit noch umstritten. Einerseits fuhrten
Transfektionsuntersuchungen sowohl mit der b1- als auch mit der b2-Isoform in der
FcyRII-defizienten B-Zellinie 11A1.6 zu einer Regulation der B-Zellaktivierung
(Amigorena, S. et al.,, 1992). Die strukturellen Unterschiede der beiden Isoformen
sprechen allerdings eher fur die Annahme, dal} es sich bei der b2-Isoform um einen

inerten Rezeptor handelt. Der FcyRIIb2 verbleibt nicht wie der FcyRllIb1 an der
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Zelloberflache, sondern wird nach Kreuzvernetzung endozytiert. Bindungsstudien mit
Peptiden der cytoplasmatischen Bereiche zeigten, dall b1-spezifische Sequenzen an
Bestandteile der Zellmembran binden kénnen (Phosphatidylserin, Phosphatidylcholin
und PIP2), wahrend die b2-spezifischen Sequenzen keine Bindung zeigen (Chen, L.
et al., 1999). Der initiale Schritt der inhibitorischen Funktion des FcyRII liegt darin, die
Inositolphosphatase SHIP an die Zellmembran zu rekrutieren. SHIP inhibiert dort die
fur den Kalzium-Influx nétige Btk. Dies wirde implizieren, dal} eine Assoziation mit
der Zellmembran fur die regulatorische Funktion des FcyRIl essentiell ist und der
FcyRIIb2 nach erfolgter Endozytose diese Funktion nicht mehr Ubernehmen kann.
Mastzellen, die an der Entwicklung der PCA malgeblich beteiligt sind, exprimieren
neben der b2- auch die b1-Isoform. Hier konnte sowohl fur die Mastzelle in vitro als
auch fur die PCA in vivo die inhibitorische Funktion des FcyRIl nachgewiesen
werden. Das gleiche gilt fur die B-Zelle, die ausschliel3lich die b1/b1‘-Isoformen
exprimiert. Auch hier konnte sowohl in vitro als auch in vivo die regulatorische Rolle
des FcyRII bestatigt werden (Takai, T. et al., 1996). Es bleibt daher zu klaren, warum
in Peritoneal-Makrophagen trotz ausschlieRlicher Expression der b2-Isoform eine
Inhibition durch den FcyRIl beobachtet werden kann. Eine mdgliche Erklarung hierfir
ware einerseits die vorhandene Expression der FcyRllIb1-Isoform in Peritoneal-
Makrophagen, die unterhalb der Nachweisgrenze der RT-PCR liegt und trotz der
geringen Expressionsdichte funktionell wirksam ist. Andererseits ware der
Unterschied zwischen Kupfferzellen und Peritoneal-Makrophagen auch mit einer
divergenten Ausstattung der signaltransduzierenden Moleklle oder mit der extrem
hohen Phagozytosekapazitat von Kupfferzellen zu erklaren. Schliel3lich ware es aber
auch denkbar, dal® der FcyRIl den Schwellenwert der Aktivierung einer Zelle
reguliert, wie es auch fur CD22 gezeigt wurde. Dieser Schwellenwert kdonnte bei
beiden Zellpopulationen durch weitere, bislang unbekannte Mechanismen

unterschiedlich beeinflusst werden.

4.3 Glomerulonephritis

Die autoimmune Glomerulonephritis ist durch Immunkomplexablagerungen in den
Nierenglomeruli gekennzeichnet. Uber die Immunkomplexe kénnten verschiedene

Entzindungskaskaden aktiviert werden, wie etwa das Komplementsystem oder die
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zellulare Ausschuttung von proinflammatorischen Mediatoren Uber die Bindung von
IgG an Effektorzellen durch ihre Fcy-Rezeptoren. Bislang wurde das
Komplementsystem praferentiell fir die Enzindungsreaktionen verantwortlich
gemacht, da in verschiedenen Modellen die Komplementdepletion zu einer
Abschwachung der Zerstorung glomerularer Strukturen fuhrte (Couser, W.G., 1985).
Durch die Generierung verschiedener Fcy-Rezeptor-defizienter Mausmodelle wurde
jedoch die Signifikanz des Komplementsystems fur die Glomerulonephritis, aber
auch fur andere Entzindungsmodelle, wie etwa die Arthus-Reaktion oder die
Autoimmune hamolytische Anamie, relativiert (Sylvestre, D.L. und Ravetch, J.V.,
1994; Takai, T. et al.,, 1994; Hazenbos, W.L. et al., 1996; Clynes, R. et al., 1998;
Meyer, D. et al, 1998; Park, S.Y. et al, 1998). Trotz der Prasenz von
Komplementfaktoren in den Glomeruli ist in FcRy-defizienten Mausen die spontane,
in NZB/W F1-Mausen entstehende, oder anti-GBM-induzierte Glomerulonephritis
nicht zu beobachten.

4.3.1 Immunkomplexablagerungen und Fcy-Rezeptor-Expression in der murinen
Niere

Immunkomplexablagerungen konnen entlang der Basalmembran und im
Mesenterium beobachtet werden (Abb. 18A). Diese Ablagerungen kdnnen aber auch
in FcyRII"'- und FcyRIII"'-Méusen beobachtet werden, hier sogar in einem hdheren
Malde als in WT-Mausen (Abb. 18B). FcyRII"'-Méuse weisen einen erhohten
Serumspiegel an Immunglobulinen auf, der die beobachtete verstarkte Ablagerung
von Immunkomplexen erklaren konnte (Takai, T. et al., 1996). Als Grund hierfir kann
die fehlende regulatorische Wirkung des FcyRIIb1 auf die Antikdrperproduktion von
B-Zellen angenommen werden, da der FcyRIIb1 inhibierend auf die aktivierende
Signaltransduktion Uber den BCR wirkt (Amigorena, S. et al., 1992). Die erhdhte
Immunkomplexablagerung in FcyRIll-defizienten Mausen korreliert ebenfalls mit einer
beobachteten erhdhten Serumkonzentration an IgG (Dr. D. Meyer, muindliche
Mitteilung), welche mit einer veranderten IgG-Homdostase in diesen Mausen erklart
werden kénnte. Da in FcyRIII"- und FeyRII"-Mausen keine erhdhte Suszeptibilitat fiir
eine spontane Glomerulonephritis oder auch andere Autoimmunreaktionen

beobachtet wird, scheint das Ausmal von Immunkomplexablagerungen oder der
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Serumspiegel von IgG nicht in einem direkten Zusammenhang mit der Induktion
einer Glomerulonephritis zu stehen. Vermutlich fuhrt erst die Aktivierung der
Effektorzellen Uber ihre Fcy-Rezeptoren zur Initialisierung einer Entzindung. Diese
Ergebnisse und die in Abb. 18A gezeigte Lokalisation von Immunkomplexen
sprechen eher fur eine unspezifische Bindung von Immunkomplexen im Glomerulum,
die Uber elektrostatische Wechselwirkungen mit der Basalmembran zustande
kommen konnte. Zudem zeigte die Immunfluoreszenzmikroskopie mit Cy-3
markiertem anti-Maus-IG von FcyRIlI/FcRy-doppelt-defizienten Mausen ebenfalls eine

héhere IC-Ablagerung als Wildtyptiere (nicht gezeigt).

Immunhistochemische Analysen an Kryostatschnitten von Nieren verschiedener
Mause zeigen, dal lediglich der FcyRIl im Glomerulum exprimiert wird (Abb. 19A).
Hier wurden Mause verwendet, die mindestens 12 Wochen alt waren, da zumindest
in der Leber erst zu diesem Zeitpunkt eine fur die APAAP-Farbung ausreichende
Expression von Fc-Rezeptoren wird (s. 3.1.6). Die Farbungen erfolgten mit dem
Ratten-Antikdrper 2.4G2, der beide niedrigaffinen Fc-Rezeptoren erkennt, an
Schnitten von WT-Mausen, FcyRII™-, FcyRIII™- und FcyRIIT/FcRy"-Méusen. Die
beiden niedrigaffinen FcyR konnten so diskriminiert werden und mit der doppelt-
defizienten Maus stand eine geeignete Negativkontrolle zur Verfligung. Eine Farbung
ist lediglich in WT-Mausen und FcyRIll-defizienten Mausen zu beobachten, was auf
eine konstitutive Expression des FcyRIl schliessen ladt. Der FcyRIIl wird nicht
exprimiert, da in den Schnitten der FcyRII"-Mé&use keine Farbung zu beobachten ist.
Durch die intraperitoneale Injektion von 500 ng LPS ist jedoch der FcyRIII in FcyRII-
defizienten Mausen induzierbar (Abb. 19B). Um welche Zellpopulation es sich bei
den Fcy-Rezeptor-exprimierenden Zellen im Glomerulum handelt ist nur schwer zu
beurteilen, da es sich sowohl um residente Mesangialzellen als auch um
eingewanderte Makrophagen handeln konnte, die sich morphologisch nicht klar
unterscheiden lassen. Ruhende Mesangialzellen sind zwar MHC Klasse l|l-negativ
(Radeke, H.H. und Resch, K., 1992), exprimieren diese Molekule aber nach ihrer
Aktivierung, so daR aus der Farbung mit einem anti-I-AP-Antikdrper (M5/115.15.2)
kein Ruckschluf® auf die Identitat der Fcy-Rezeptor exprimierenden Zellpopulation
getroffen werden kann. In jungsten Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden,
dall Fcy-Rezeptor exprimierende, eingewanderte Makrophagen essentiell an der

Entwicklung einer Glomerulonephritis beteiligt sind. Wahrend bestrahlte NZB/W F1-
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Mause nach Knochenmarktransplantation aus Wildtyp-Spendertieren eine spontane
Glomerulonephritis entwickeln, sind Mause, die Knochenmark aus FcRy’-Mausen

erhalten haben, komplett geschutzt (J. V. Ravetch, unveroffentlichte Daten).

4.3.2 Fcy-Rezeptor-Expression in Primarkulturen muriner Mesangialzellen

Anhand von Primarkulturen muriner Mesangialzellen sollte geklart werden, welche
Rolle sie bei der Glomerulonephritis spielen. Durch ihre immunkompetenten
Eigenschaften (vergl. 1.4.2) kdnnten sie potentiell an der Glomerulonephritis beteiligt
sein und uUber die Expression von Fcy-Rezeptoren als Effektorzellen nach Aktivierung
durch Immunkomplexe und Ausschittung von Entzindungsmediatoren die
Einwanderung von Monozyten, Granulozyten und T-Zellen bewirken. Da sie diese
Eigenschaften erst nach ihrer Aktivierung erlangen und die induzierte Fcy-Rezeptor
Expression fur humane Mesangialzellen gezeigt werden konnte (Radeke, H.H. et al.,
1994; Uciechowski, P. et al., 1998), wurde zunachst die Fcy-Rezeptor-Expression
nach Stimulation durch verschiedene Zytokine mittels RT-PCR analysiert. Insgesamt
war die Expressionsdichte der einzelnen FcyR-mRNAs zu gering, um sie mit Hilfe
des Northernblots nachweisen zu kdénnen. Unter den verschiedenen getesteten
Zytokinen und Mediatoren erwiesen sich vor allem IFNy und LPS, aber auch IL1R
und TNFa als kompetente Stimuli fur die Induktion der FcyRlo- und FcyRIllo-mRNA.
Die Induktion der FcyRIllo-Kette durch IL1B/TNFa fuhrt wie erwartet nicht zu einer
induzierten Protein-Expression des FcyRIlI-Komplexes (Abb. 20B), da die essentielle
FcRy-Kette nicht induziert wird. Die deutlichste Stimulation der FcRy-Kette, die fur die
Expression des FcyRIll und zumindest fur die aktivatorische Funktion des FcyRI
essentiell ist, kann durch die kombinierte Gabe von IFNy und LPS beobachtet
werden. Diese Mediatoren kdnnen daher zu einer effektiven Protein-Expression der
aktivatorischen Fcy-Rezeptoren (FcyRl und FcyRIIl) fuhren und wurden fur die
weiteren Experimente eingesetzt. Der FcyRIl wird hierzu gegensatzlich reguliert.
Sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene ist eine Reduktion des
Rezeptors zu beobachten (Abb. 20). Mit dem murinen anti-Ly-17.2-mAk (FcyRIl) ist in
den unstimulierten Mesangialzellen eine intensivere Farbung zu beobachten, als mit
dem 2.4G2 (FcyRIl/FcyRIl). Dies liegt vermutlich daran, dall das zur Detektion
verwendete EnVision-System den Maus-mAk besser bindet als den Ratten-mAk.
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Die separate Stimulation mit LPS induziert alle Fcy-Rezeptor-Untereinheiten. Dies
lakt sich sowohl mit Hilfe der RT-PCR (Abb. 22), als auch durch die
Immunzytochemie (Abb. 21) zeigen. Des weiteren laldt sich der LPS-Effekt in vivo
anhand von immunhistochemischen Analysen zeigen (3.3.2, Abb. 19B). Die alleinige
Gabe von IFNy ist fur die Inhibition des FcyRIl verantwortlich. Dieser Effekt uberlagert
die durch LPS vermittelte Induktion des FcyRIl. Dies kann dadurch gezeigt werden,
dald es bei einer kombinierten Gabe ebenfalls zu einer Reduktion der FcyRII-mRNA
kommt (Abb. 22). LPS zeigte in einigen Analysen einen synergistischen Effekt auf die
durch IFNy vermittelte Induktion von FcyRla, FcyRllloe und die FcRy-Kette. Des
weiteren konnte eine Dosisabhangigkeit der FcyRllla-Expression bezuglich der
IFNy-Stimulation beobachtet werden (Abb. 23). Die modulatorische Wirkung von
IFNyauf die hier beobachtete expressionsinduzierende Wirkung von LPS deutet
ferner darauf hin, da® beide Mediatoren unterschiedliche Signaltransduktionswege
aktivieren mussen, die in einer unterschiedlichen Rekrutierung verschiedener

Transkriptionsfaktoren resultieren.

IFNy und LPS induzieren in Makrophagen eine Reihe von Genen, darunter auch
MHC Klasse |I-Molekile und verschiedene sekretorische Proteine (Adams, D.O. und
Hamilton, T.A., 1984). Nach der Bindung von IFNy an seinen Rezeptor werden
verschiedene Tyrosinkinasen aktiviert, die den zytoplasmatischen
Transkriptionsfaktor STAT1 phosphorylieren. Dadurch wird STAT1 aktiviert und
gelangt in den Nucleus, wo er als aktivierender Transkriptionsfaktor an eine IFNy-
activated consensus sequenz (GAS) im Promoter verschiedener Gene binden kann
(Schindler, C., 1995). Eine ahnliche Region, die IFNy response region (GRR), ist z.B.
auch im Promoterbereich des humanen FcyRI charakterisiert worden (Pearse, R.N.
et al., 1991; Pearse, R.N. et al.,, 1993). LPS und IFNy kdonnen aber auch die
Expression DNA bindender Proteine wie IRF-1 und IRF-2 (IFNy responsive factor)
induzieren (Hayes, M.P. und Zoon, K.C., 1993; Barber, S.A. et al., 1995). Wahrend
IRF-1 in erster Linie ein aktivierender Transkriptionsfaktor ist (Pine, R. et al., 1990)
wirkt IRF-2 generell als inhibierender Transkriptionsfaktor (Nelson, N. et al., 1993),
was einen moglichen Mechanismus fur die durch IFNy-vermittelte Inhibition der

FcyRII-Expression darstellen konnte. Die Mechanismen, die zur LPS-vermittelten
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Expressionsinduktion verschiedener Gene fluhren, sind weitaus unklarer und

teilweise widerspruchlich (Gao, J. et al., 1997; Yamaoka, K. et al., 1998).

Verschiedene Passagen und Praparationen muriner Mesangialzellen weisen ein
variables Expressionsmuster der einzelnen Fcy-Rezeptor-Untereinheiten auf. Je
nach Kulturdauer konnten Unterschiede in der allgemeinen Expressionsdichte der
Fcy-Rezeptoren beobachtet werden. Insgesamt nimmt die Transkriptionsrate der Fcy-
Rezeptor-mRNAs mit zunehmender Passagenhohe ab. In einer hier nicht gezeigten
RT-PCR-Analyse und einem RNase Protection Assay von Mesangialzellen der 18.
Passage sind keine Transkripte mehr nachweisbar. Diese Zellen zeigten jedoch eine
extrem hohe Wachstumsgeschwindigkeit, was die Inhibition der Transkription von
Genen, die nicht an der Zellteilung beteiligt sind, erklaren konnte.

Die FcyRIlIb1-Isoform ist in der 10. Passage der Praparation vom September "97
schwach exprimiert (Abb. 22), in der 10. Passage der Praparation vom Februar "98
ist eine deutliche Bande zu erkennen (Abb. 23), aber in der 8. Passage der

Praparation vom September "97 fehlt sie wiederum vollstandig (Abb. 20).

Wahrend die basale Fcy-Rezeptor-Expression variiert, kann in allen in dieser Arbeit
durchgefuhrten RT-PCR-Analysen Ubereinstimmend eine Reduktion des
inhibitorischen FcyRIl durch die Inkubation mit IFNy beobachtet werden. Die
aktivatorischen Fcy-Rezeptoren und ihre assoziierte y-Kette werden im allgemeinen
diesbezlglich gegensatzlich zur FcyRII-Expression reguliert. Insbesondere aber der
in vivo beobachtete Induktionseffekt von LPS auf die FcyRIlI-Expression, als auch die
konstitutive Expression des FcyRII (3.3.2, Abb. 19), lal3t sich anhand der in vitro-
Analysen von kultivierten Mesangialzellen bestatigen, was die Bedeutung der Fcy-

Rezeptor-Expression auf Mesangialzellen fur die Glomerulonephritis unterstutzt.

Die in ausgereiften Makrophagen zelltypspezifisch exprimierte b2-Isoform des FcyRII
ist in allen Passagen und Praparationen muriner Mesangialzellen basal vorhanden,
wahrend die b1-Isoform sehr viel schwacher, bzw. nicht detektierbar ist. Besonders
stark ist sie jedoch in der Mesangialzellpraparation vom Februar 1998 exprimiert.
Eine mogliche Begrundung hierfur ware der Altersunterschied der verwendeten

Mause, da bei nicht vollstandig ausdifferenzierten Makrophagen, wie z.B. der
113



Diskussion

Zellinien J774 und RAW 264,7, neben der b2-Isoform auch die b1-Isoform exprimiert
wird (Latour, S. et al., 1996). Auch in der Vorlaufer B-Zell-dhnlichen Zellinie SPGM1,
die durch die Inkubation mit IL-3 zu Makrophagen differenzieren kann (Martin, M. et
al., 1993), kann eine Koexpression der beiden Isoformen b1 und b2 beobachtet
werden (Abb. 4B). Tatsachlich handelte es sich bei den Mesangialzellen, die eine
deutliche FcyRIIb1-mRNA exprimierten, um eine Praparation aus jingeren Mausen
(4 — 6 Wochen). Dies wurde aber voraussetzen, dal® die Zellen der Primarkultur in
ihrem Differenzierungs- oder Entwicklungsstadium arretiert waren. Schlie3lich ware
auch das artifizielle System der Zellkultur eine mogliche Erklarung fur das
unterschiedliche Expressionsmuster der b1-Isoform, wie es auch fur die anderen Fcy-

Rezeptor-Isoformen beobachtet werden kann.

4.3.3 Chemokin-Expression in Primarkulturen muriner Mesangialzellen

Aktivierte Mesangialzellen sind in der Lage verschiedene Chemokine zu sezernieren
und konnten hierdurch die Einwanderung und Aktivierung von Monozyten,
Granulozyten und T-Zellen in das Glomerulum initiieren. In dieser Arbeit wurde daher
die Chemokin-Expression von Primarkulturen muriner Mesangialzellen nach
Aktivierung durch verschiedene Mediatoren untersucht. Da die kombinierte
Stimulation mit IFNY/LPS zur deutlichsten Expressionsinduktion der beiden
aktivatorischen FcyRs (FcyRI und FcyRIIl) auf Mesangialzellen fuhrte, wurden diese
Mediatoren fur funktionelle Analysen eingesetzt. Eine weitere Stimulation der Zellen
erfolgte mit hitzeaggregiertem 1gG, um die Fcy-Rezeptorabhangigkeit zu
untersuchen. Hierzu wurden Mesangialzellen aus Wildtypmausen (C57Bl/6) und
FcRy-Kette-defizienten Mausen, die auf einen C57BI/6-Hintergrund zuruckgekreuzt
wurden (Takai, T. et al., 1994), verglichen. Wie bereits bekannt, wird die Expression
von RANTES, IP-10 und MCP-1 in Mesangialzellen durch IFNy und/oder LPS
induziert (Gomez-Chiarri, M. et al., 1993; Satriano, J.A. et al., 1993; Wolf, G. et al.,
1993). Dies lafdt sich auch im RNase Protection Assay reproduzieren (Abb. 25). Far
MCP-1 ist eine weitere Expressionssteigerung durch die Stimulation mit 1gG-
Komplexen beschrieben worden (Hora, K. et al., 1992; Satriano, J.A. et al., 1993),
die sich in dieser Arbeit nicht reproduzieren lie. Dies lat sich jedoch mit den

unterschiedlichen Kultur- und Stimulationsbedingungen erklaren. Wahrend in der

114



Diskussion

Arbeit von Hora et al. nicht-proliferierende Mesangialzellen fur die Stimulation
verwendet, die IgG-Aggregate fur eine vierstindige Inkubation eingesetzt und
Mesangialzellen der 3. — 6. Passage analysiert wurden, sind die Mesangialzellen in
dieser Arbeit unter proliferierenden Bedingungen (+ 10% FCS), in spateren
Passagen und nach 12-stundiger Inkubation mit IgG-Aggregaten untersucht worden.
Die Vorstimulation der MCs durch die Gegenwart von FCS im Kulturmedium fuhrt
nicht zu einer im RNase Protection Assay nachweisbaren MCP-1-mRNA-Expression,
diese ist aber in der weit sensitiveren RT-PCR-Analyse detektierbar (nicht gezeigt).
Die durch IFNY/LPS induzierte Expression von RANTES, ein CC-Chemokin, das
vorrangig chemotaktisch auf Monozyten/Makrophagen wirkt, 1alt sich durch die
Stimulation mit hitzeaggregiertem 1gG in Mesangialzellen von WT-Mausen, nicht aber
in MCs von FcRy"'-Méusen induzieren. Ein umgekehrtes Bild ergibt die Analyse von
IP-10, das nicht nur eine héhere Expression in mit IFNy/LPS stimulierten FcRy’-
Mausen als in WT-M&usen aufweist, sondern sich auch nur in den FcRy"-Mausen
durch IgG-Aggregate weiter induzieren lat. Um die induzierte Expression weiterer
Chemokine zu untersuchen, die entweder in dem template-Set flr die Analyse im
RPA nicht vorhanden sind oder unterhalb der Nachweisgrenze des RPAs liegen,
wurden RT-PCR-Analysen mit spezifischen Primern fur KC und MCP-5 durchgefluhrt
(Abb. 26). Fur beide Chemokine ist eine deutliche Fcy-Rezeptor-abhangige
Expressionsinduktion durch die Inkubation mit IgG-Aggregaten zu verzeichnen, die
fur MCP-5 nur nach Vorstimulation mit IFNY/LPS, fur KC aber auch ohne
Vorstimulation zu beobachten ist. Wahrend KC chemotaktisch auf Neutrophile wirkt
und MCP-5, RANTES sowie MCP-1 auf Monozyten, rekrutiert IP-10 vorrangig
Monozyten, aber auch NK-Zellen und T-Zellen. Die Beobachtung, dall KC Fc-
Rezeptor-abhangig, IP-10 aber Fc-Rezeptor-unabhangig exprimiert wird, konnte
einen Zusammenhang mit der Tatsache darstellen, dal® Neutrophile zuerst am
Entzindungsort einwandern und T-Zellen erst in einer spateren Phase zu finden
sind. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal} durch eine Uber Fcy-Rezeptoren
vermittelte Aktivierung von Mesangialzellen der Maus die Chemokine RANTES, KC
und MCP-5 sezerniert werden. Damit wurden die Mesangialzellen eine zentrale Rolle
bei der Initiierung einer Glomerulonephritis spielen, indem sie an der Einwanderung

von Leukozyten in das Glomerulum beteiligt sein konnten.
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4.4 Gezielte Mutagenese Embryonaler Stammzellen zur Herstellung von
FcyRIIb1-defizienten Mausen

In der vorhandenen FcyRIl knock out-Maus sind alle alternativ gespleiften,
membranstandigen Isoformen des Rezeptors (FcyRIIb1, FcyRIIb1* und FcyRIIb2)
deletiert (Takai, T. et al., 1996), so daf® sich die in vivo-Funktion dieser
Rezeptorklasse bei verschiedenen Entztiindungsreaktionen aufklaren lie® (vergl. 1.3).
Die in vivo-Funktion der einzelnen FcyRIl-Isoformen laf3t sich in diesem System
jedoch nur ungenugend klaren. Eine eindeutige inhibitorische Funktion wurde fir den
FcyRIIb1/b1* auf B-Zellen nachgewiesen, wo er als einzige Fc-Rezeptor-Isoform
exprimiert wird (Takai, T. et al., 1996). Unklar ist jedoch, wie schon unter 4.2
diskutiert, die Rolle des FcyRIIb2 auf Kupfferzellen und Peritoneal-Makrophagen.
Verschiedene in vitro-Studien zeigten fir FcyRIIb1/b1° und FcyRIIb2 eine
inhibitorische Funktion und bei diesen Transfektionsexperimenten wurde dem
FcyRIIb2 zusatzlich eine Rolle bei der Endozytose zugeschrieben, die letztlich in der
Prasentation von Antigen resultierte. FcyRII-defiziente B-Zellen, die mit der FcyRIIb2-
Isoform transfiziert wurden, waren in der Lage Antigen-spezifische T-Zellklone zur
IL-2 Sekretion zu aktivieren (Amigorena, S. et al., 1992). Weiterfuhrende Studien
zeigten, dal} hierbei nur ein Teil der Epitope, die nach Internalisation durch den
FcyRIII prasentiert wurden, auch Uber die Endozytose uber den FcyRIIb2 prasentiert
werden konnten (Amigorena, S. et al.,, 1998). Durch den in dieser Arbeit gezielt
mutierten ES-Zellklon ist es nunmehr moglich, eine knock out-Maus zu generieren,
der spezifisch die FcyRIIb1/b1‘-Isoformen fehlen und nur noch die FcyRIlIb2-Isoform
exprimiert. Dartber hinaus ware es denkbar, dal} die B-Zellen dieser Mause durch
die genomische Deletion des C1-Exons anstatt der FcyRIIb1/b1'-Isoformen die
FcyRIIb2-Isoform exprimieren, wenn der SpleiRvorgang in der B-Zelle vom TM- zum
C2-Exon nicht aus unbekannten Grunden inhibiert ist. Hier ware zu untersuchen ob,
wie in vitro beobachtet, Uber diesen Fcy-Rezeptor IgG-gebundenes Antigen
unspezifisch internalisiert und prasentiert wird. Hierdurch ware eine unkontrollierte B-
Zellaktivierung, die nicht wie im Normalfall Uber die spezifische Antigenerkennung
durch den BCR stattfindet, denkbar. Des weiteren konnten die in
Transfektionsstudien beobachteten Unterschiede zwischen FcyRIIl und FcyRII
vermittelter Endozytose und Antigenprasentation an B-Zellen der FcyRIIb1/b1*-

defizienten Mause unter physiologischen Bedingungen weiter analysiert werden. Um
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die unter 4.2 diskutierte Rolle des FcyRIIb2 auf Kupfferzellen und Peritoneal-
Makrophagen zu klaren, konnte man FcyRIl-defiziente Mause mit FcyRlIb1/b1'-
defizienten Mausen vergleichen, um Unterschiede zwischen diesen beiden
Zellpopulationen zu analysieren. Die Moglichkeit, dal® die FcyRIIb1-Isoform unterhalb
der Nachweisgrenze der RT-PCR in Peritoneal-Makrophagen exprimiert wird, aber
trotz der geringen Rezeptordichte seine inhibitorische Funktion ausliben kann,
konnte hier untersucht werden. Schliel3lich kénnte die Bedeutung der FcyRIIb1-
Expression in unreifen Makrophagen aufgeklart werden. Die FcyRIIb1/b1‘-knock out-
Maus wurde somit zu einem weiteren Verstandnis der in vivo-Funktionen einzelner

Fcy-Rezeptor-Isoformen beitragen.
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Abkiirzungsverzeichnis

6 Abkurzungsverzeichnis

ADCC antikorperabhangige zellulare Zytotoxizitat

AIHA Autoimmune Hamolytische Anamie

APAAP  Alkalische Phosphatase-anti-Alkalische Phosphatase
AMP Ampicillin

ATP Adenosintriphosphat

BCR B-Zellrezeptor

bFGF basic fibroblast growth factor
bp Basenpaare

Btk Bruton’s Tyrosinkinase

C zytoplasmatische Domane
cDNA copy DNA

CFU colony forming units

Ci Curie

CIP calf intestine phosphatase
DAB Diaminobenzidin

cpm Zerfalle pro Minute

ddH,0 doppelt destilliert
ddNTP Didesoxynucleosidtriphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat

DG Diacylglycerin

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure
dNTP Desoxynucleosidtriphosphat
DTT Dithiothreitol

EC extrazellulare Domane

EK Erlenmeyerkolben

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
Fab fragment antigen binding

Fc fragment cristallizable

FcyR Fcy-Rezeptor

FcRy Fc-Rezeptor y-Kette

FCS fotales Kalberserum

g Gramm

G-CSF granulocyte stimulation factor

GM-CSF granulocyte macrophage stimulation factor

GN Glomerulonephritis

GPI Glycosylphosphatidylinositol
h Stunde(n)

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IP interferony inducable protein
ip intraperitoneal

IP3 Inositoltrisphosphat

ips Zerfalle pro Sekunde

IPTG Isopropylthiogalactosid
ITAM immunoreceptor tyrosin-based activatory motif
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ITIM
ITP

k

KIR
KO

L

lpr
LPS

m

M
mAKk
MC
MCP
MCS
M-CSF
MEF
MHC
min
MIP
mRNA
n

NOD
NTP
NZB/W
oD

p
PAGE
PBS
PCI
PCR
PDGF
PLC
PNK
Pos
RANTES
RNA
RNase
RPA
rpm
RT

S

SDS
SHIP
TAE
B
TBE
TBS
TE
TEMED
TENS
™

immunoreceptor tyrosin-based inhibitory motif
Idiotypische Thombozytopenie
kilo

killer cell inhibitory receptor
knock out

Liter

lupus prone

Lipopolysaccharid

milli

molar

monoklonaler Antikorper
Mesangialzellen

monocyte chemoattractant protein
multi cloning site

macophage stimulation factor
murine embryonale Fibroblasten
major histocompatibility complex
Minute(n)

monocyte inflammatory protein
messenger RNA

nano

non obese diabetic
Nukleosidtriphosphat

new zealand black/white
Optische Dichte

pico
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phosphate buffered saline
Phenol/Chlorophorm/Isoamylalkohol
Polymerase-Kettenreaktion
platelet derived growth factor
Phospholipase C
T4-Polynukleotidkinase

Position

Abkiirzungsverzeichnis

regulated upon activation, normal T expressed and secreted

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

RNase Protection Assay
Umdrehungen pro Minute

Reverse Transkriptase

Sekunde(n)

Natrium Dodezylsulfat

SH domain containing inositol phosphatase
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Transkriptionspuffer
Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tris buffered saline

Tris-EDTA-Puffer

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin
Tris-EDTA-NaOH-SDS-Puffer
transmembrane Domane
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TNF
TRIS
tRNA

uN
uUtP

WT
Xgal

Tumornekrosefaktor

Tris (hydroxy-methyl) Methylamin
Transfer-RNA

units

uber Nacht

Uridintriphosphat

Volt

Watt

Wildtyp
5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl-R-D-Galactosid
Mikro

MFarad
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