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Zusammenfassung

Rezeptoren fur den Fc-Teil von Immunglobulin G Antikérpern (FcyR) stellen eine
Verbindung zwischen dem humoralen und zelluldren Immunsystem dar. Eine
Kreuzvernetzung der FcyR mit IgG-Immunkomplexen fuhrt zu einer Vielzahl von
Effektorfunktionen wie der Vermittlung der Antikdrper-abhéangigen zellularen
Zytotoxizitat (ADCC), der Phagozytose und der Bildung und Freisetzung
inflammatorischer Mediatoren. In der Mehrzahl sind entziindliche Erkrankungen der
Niere, die Glomerulonephritiden (GN), durch Immunkomplex-Ablagerungen in den
Glomeruli gekennzeichnet. In dieser Arbeit wurden Priméarkulturen muriner,
glomerularer Mesangiumzellen (MMC) aus Wildtyp- und FcyRllla-/- defizienten
Mausen verwendet, um die Expression und Regulation der niedrig- und hochaffinen
FcyR detailliert zu untersuchen. In RT-PCR mit nachfolgenden Southern Blot-
Analysen wird gezeigt, dal3 nicht-proliferierende, ruhende MMC konstitutiv nur die
MRNA des niedrigaffinen FcyRIIb2 transkribierten, wahrend proliferierende MMC die
MRNA aller drei FcyR-Klassen sowie der assoziierten FcRy-Ketten schon basal
exprimierten. Das Tul-Lymphokin Interferon-y (IFN-y) verursachte eine gegenlaufige
Regulation der mRNA-Expression in dem Sinne, dall es die inflammatorisch
wirksamen FcyRI, FcyRIll und die FcRy-Ketten deutlich induzierte und die Expression
des inhibitorischen FcyRIlb hemmte. FiUr die niedrigaffinen FcyRllb und FcyRlll
konnte diese gegenlaufige Regulation auch fur die Oberflachenexpression gezeigt
werden, die mit Zytofarbungen auf Objekttragern und FACScan-Analysen
durchgefuihrt wurde. Alle drei Fcy-Rezeptoren wurden in unterschiedlichem Ausmal}
auch durch die monozytaren Faktoren Interleukin-13 und Tumornekrosefaktor-a,
sowie durch Lipopolysaccharide allein und in Kombination induziert. Die funktionelle
Aktivierbarkeit der FcyR wurde mit hitzeaggregierten I1gG  untersucht.
Immunkomplexe erhéhten die in proliferierenden MMC schon basal auftretende
Prostaglandin E> (PGE->) Freisetzung und die mRNA-Expression der CC-Chemokine
MCP-1 (Monozyten-Chemotaktisches Protein-1), RANTES (,Reguliert durch
Aktivierung Normaler T-Zellen Exprimiert und Sezerniert*) und des CXC-Chemokins
IP-10 (Interferon-Induzierbares Protein-10). Eine Vorstimulation der MMC mit IFN-y
verstarkte die Wirkung der Immunkomplexe auf die Transkription der Chemokin-
Gene noch weiter. Um die Bedeutung der Fcy-Rezeptorregulation auf Gewebezellen
einordnen zu kénnen, wurden zum Vergleich dendritische Zellen im Hinblick auf
FcyR-vermittelte Effekte bei der IL-12- und Chemokin-Synthese, sowie ihre
Aktivierbarkeit durch MMC untersucht. Es zeigte sich, dal? Produkte von stimulierten
Mesangiumzellen ebenso wie IgG-Immunkomplexe dendritische Zellen zu einer
verstarkten IL-12 Sekretion stimulierten. Jedoch reduzierte eine Behandlung mit IFN-
y in diesen Zellen die mRNA Mengen der Chemokine Makrophagen-
Inflammatorisches Protein-1la (MIP-1a), MIP-13 und MIP-2, allerdings nicht von
MCP-1. Zusammenfassend lassen diese Untersuchungen erkennen, daR die
Expression von aktivierenden und hemmenden Fcy-Rezeptoren auf glomerularen
Gewebezellen ein fein abgestimmter Prozess ist. Diese Zellen zeigen einerseits
unabhéangig aber andererseits im Zusammenspiel mit professionellen Immunzellen
eine eigene regulative Rolle bei Entziindungsprozessen.
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Chemokine



Abstract

Receptors for the Fc domain of Immunoglobulin G antibodies (FcyR) form a
molecular link between the humoral and cellular branches of the immune system.
Cross-linking of FcyR by IgG immune complexes leads to a wide variety of effector
functions such as antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC), phagocytosis and
the production and secretion of inflammatory mediators.

Most cases of Glomerulonephritis are characterized by immune-complex deposition.
In this study primary cultures of murine glomerular mesangial cells (MMC) from
wildtype- and FcyRllla-/- deficient mice were used to analyse the expression and
regulation of the low- and high-affinity FcyRs. Using RT-PCR with subsequent
southern blot experiments, it was demonstrated that non-proliferating MMC express
only the mRNA of the low-affinity FcyRllb constitutively, whereas proliferating MMC
exhibit basal mMRNA expression of all three FcyR subtypes, as well as the associated
FcRy-chain. It was shown that Tul-derived IFN-y up-regulates the expression of the
inflammation-mediating FcyRI, FcyRIll, and FcRy-chain, while the synthesis of the
inhibitory FcyRIl is suppressed by this lymphokine. This counter regulatory pattern
could also be demonstrated at the level of surface protein expression of the low-
affinity FcyRIlb and FcyRIll by using cell staining techniques and FACScan analysis.
Functional activity of Fcy receptors is shown in experiments with stimulating, heat-
aggregated 1gG. These immunoglobulin complexes enhance basal release of PGE;
and synthesis of CC chemokine mRNA, such as MCP-1, RANTES, and IP-10 in
proliferating MMC, which can be stimulated by pre-treatment with IFN-y.

In order to compare the presented data in tissue cells with professional immune cells,
FcyR-mediated effects on dendritic cell IL-12 and chemokine synthesis, as well as
the impact of MMC on these activities was investigated. Immunoglobulin complexes
and secreted products of activated mesangial cells were shown to increase dendritic
cell IL-12 synthesis. However expression of the chemokines MIP-1a, MIP-1f3, and
MIP-2, but not of MCP-1, was inhibited by IFN-y.

In conclusion, these studies revealed that expression of activating and inhibitory Fcy
receptors is delicately regulated in glomerular tissue cells, which is both pointing to
their independent role albeit intimate interaction with professional immune cells and
possibly helps to understand the contribution of glomerular cells to renal
inflammation.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Entzindung und Mesangiumzellen

Entzindliche Reaktionen des Organismus sind fir eine Reihe von Prozessen
verantwortlich, die dafiir sorgen sollen, dal3 der Entziindungsreiz, ausgel6st durch
verschiedenste Pathogene wie z.B. bakterielle Mikroorganismen und deren Stoff-
wechselprodukte, Fremdkorper oder Immunkomplexe, beseitigt oder inaktiviert und
die reizbedingte Gewebsschadigung repariert wird. Doch nicht nur die in der
klassischen Immunologie als ,Entziindungszellen” bekannten Leukozyten, die in das
betroffene Gewebe migrieren, sind involviert. Auch lokale Gewebezellen sind in der
Lage, verschiedenste inflammatorische Mediatoren zu bilden und sezernieren und
durch Antigenprasentation zu einer Aktivierung von T-Zellen zu fithren [HIROSE et al.,
1988; NICKOLOFF & TURKA, 1994; MATYSZAK et al., 1999].

So ubernehmen glomerulare Mesangiumzellen aus der Niere im Kontext renaler
Entziindungen eine zentrale Rolle. In Zellkulturen konnte gezeigt werden, dal’ diese
Zellen nach Aktivierung eine Reihe von Zytokinen und andere Mediatoren wie
Wachstumsfaktoren, Eicosanoide und reaktive Sauerstoffradikale produzieren
konnen, die fur die Inititiation und Perpetuation einer Glomerulonephritis (GN) von
groBer Relevanz sind [SATRIANO et al., 1993; MARTIN et al., 1987; STERZEL et al.,
1993; SCHWARZ et al., 1997; RADEKE et al., 1994a]. Diese intrinsischen Mesangium-
zellen bilden, umgeben von der glomeruléren Kapillarschlinge und Basalmembran,
im Glomerulum der Niere ein spezialisiertes Gewebe, zu dem die gelésten Be-
standteile des Blutes, das das arterielle Kapillarnetzwerk durchstromt, freien Zugang
haben. Dadurch werden Interaktionen mit Zytokinen und Makromolekilen wie
Immunkomplexen mdglich. Neben der Stutzfunktion, die diese, den glatten Muskel-
zellen a&hnlichen Mesangiumzellen im physiologischen Zustand der gesunden Niere
mit der Bildung von extrazellularer Matrix (Fibronectin, Kollagen IV usw.) tUberneh-
men, besitzen sie die Fahigkeit zur Endozytose und zur Kontraktion, mit der die
glomerulare Filtrationsrate beeinflul3t werden kann [KASHGARIAN & STERZEL, 1992;
RADEKE & RESCH, 1992; STERZEL & RUPPRECHT, 1997]. Durch die Produkte des
humoralen und zellularen Immunsystems kénnen sie in einen aktivierten Zustand
tbergehen, wobei sie mit der Produktion autokrin und parakrin wirksamer Faktoren,
sowie mit der Expression von Oberflachenmolekiilen wie ICAM-1 oder MHC Klasse
ll, Eigenschaften professioneller Entziindungszellen annehmen kdnnen [STERZEL &
RUPPRECHT, 1997; MARTIN et al., 1987; UCIECHOWSKI et al., 1998].



1 Einleitung 2

1.2 Struktur und Funktion von Fc-Rezeptoren

1.2.1 Strukturelle Merkmale der Fc-Rezeptoren

Fc-Rezeptoren, die den Fc-Teil von Antikorpern binden, wurden bereits fir alle
Immunglobulin-Klassen beschrieben, am besten untersucht sind aber die fur IgE
(FceR), 1gG (FcyR) und IgA (FcaR). Die Gene und cDNAs fur den IgM-Rezeptor
(FcuR) und den FcdR fur IgD sind zur Zeit noch nicht bekannt, ihre Existenz ist aber
zweifellos nachgewiesen worden.

Die Einteilung der Fc -Rezeptoren in Klassen erfolgt durch ihre Liganden-Spezifitat
fur die schwere Kette der verschiedenen Immunglobulin-Isotypen. Weiterhin
beriicksichtigt die Nomenklatur strukturelle Differenzen und genetischen Ursprung
[RAVETCH & KINET, 1992].

Bei den Fc-Rezeptoren handelt es sich um Glykoproteine, die der Immunglobulin-
Supergenfamilie angehdren. Sie besitzen eine hochkonservierte ligandenbindende a-
Kette, die im extrazellularen Bereich zwei bzw. drei Immunglobulin-&hnliche
Domanen besitzt. Diese Doménen sind strukturell aus sieben sog. B-Strangen auf-
gebaut, die fur die spezifische Erkennung der Antikorper-Isotypen zustandig sind.
Einen ganz anderen Aufbau besitzen der niedrigaffine FceRIl, der eine lektinahnliche
Struktur aufweist [CONRAD, 1990] und der neonatale FcyRn, der in seiner Struktur
dem MHC Klasse | Molekiul ahnelt. In neugeborenen Mausen, Ratten und beim
Menschen, wo dieser Rezeptor auch auf der Plazenta zu finden ist, vermittelt er die
Aufnahme maternaler IgGs aus der Milch [BURMEISTER et al., 1994; ISRAEL et al.,
1997; SIMISTER & STORY, 1997].

Bei einigen der FcR, wie dem IgA-Rezeptor FcaR, dem hochaffinen IgE-Rezeptor
FceRIl und den hoch- und niedrigaffinen 1gG-Rezeptoren FcyRI und FcyRIll handelt
es sich um hetero-oligomere Komplexe, die neben der ligandenbindenden a-Kette
noch zusatzliche Untereineiten (y-, {- und [-Ketten) bendétigen, die die fir die
Zellaktivierung des Rezeptorkomplexes notwendigen Signaltransduktionsmotive
enthalten und auch fur die Oberflachenexpression essentiell sind [WIRTHMUELLER et
al., 1992; KUROSAKI et al., 1991; ERNST et al., 1993; VAN VUGT et al., 1996].

Der intrazellulare Teil dieser Ketten enthalt hochkonservierte zytoplasmatische
Signaltransduktionsmotive, die Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs
(ITAM), die ebenfalls in den Ketten des T- und B-Zell-Antigenrezeptors vorkommen.
Diese ITAMs bestehen aus zwei Paaren von Tyrosin-X-X-Leucin-Phosphoakzeptor-
Stellen (YXXL-Sequenzen), die je nach Rezeptor von 7 bis 12 Aminosauren
unterbrochen werden. Durch die simultane Phosphorylierung durch Tyrosin-Kinasen
der Src-Familie werden Syk-Kinasen aktiviert und so eine Signalkaskade in der Zelle
angeregt, die mehrere Reaktionswege umfaldt. Resultierend kommt es zu einer
Aktivierung verschiedener intrazellularer Substrate. Das spezifische Substrat, das
dabei aktiviert wird, hangt vom Zelltyp, der angeregten zellularen Funktion und dem
stimulierten Rezeptor ab.
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Die Mitglieder der FcyRII-Klasse dagegen sind monomere Rezeptoren, die entweder
Uber ein aktivatorisches ITAM zur Signalibertragung verfigen wie der humane
FcyRlla oder ein inhibitorisches ITIM Motiv (Immunoreceptor Tyrosine-based
Inhibition Motif), das nur in den humanen und murinen FcyRIlb-Isoformen zu finden
ist. Dieses ITIM besteht aus einer 13 Aminosauren langen Konsensussequenz mit
einem hochkonservierten I/L-X-Y-X-X-L Motiv im zytoplasmatischen Teil (C3 Exon)
des FcyRIIB Rezeptors [MUTA et al., 1994; AMIGORENA et al., 1992]. Durch
Kreuzvernetzung mit dem B-Zell-Antigenrezeptor (BCR), dem T-Zell-Antigenrezeptor
(TCR) und mit dem FcyRlla, werden deren aktivatorische Signhale negativ moduliert
[DAERON et al., 1995a]. Entscheidend fir die inhibitorische Wirkung des Rezeptors ist
der initiale Schritt der Tyrosin-Phosphorylierung im ITIM durch Mitglieder der Src-
Kinasen-Familie. Dadurch werden Tyrosin-Phosphatasen mit SH2-Domé&nen wie
SHP-1 und SHIP aktiviert, die mit verschiedenen phosphorylierten Substraten, die fur
die aktivatorischen Signale der ITAMs zustandig sind, interagieren und so zu einer
Inhibition fihren.

1.2.2 Fcy-Rezeptoren

Humane und murine Fcy-Rezeptoren werden in drei Klassen eingeteilt: FcyRI, FcyRll
und FcyRIll. Wahrend fur die humanen FcyR acht Gene identifiziert wurden, die auf
dem langen Arm von Chromosom 1 kartiert sind [RAVETCH, 1994; VAN DE WINKEL &
CAPEL, 1993], werden die murinen FcyR-Klassen von jeweils einem Gen codiert, das
auf Chromosom 3 (FcyRI) oder 1 (FcyRIl und FcyRIII) kartiert ist [OSMAN et al., 1992].
Zu jeder dieser Klasse gehoren verschiedene individuelle Rezeptor-Isoformen, die
durch Genduplikation und alternatives Spleil3en entstanden sind. Bis auf eine
Ausnahme (hFcyRIlIb) handelt es sich bei den FcyR um integrale
Membranglykoproteine [RAVETCH & KINET, 1992].

1221 FcyRI

Der murine FcyRI ist ein ca. 70 kDa grol3es, Trypsin-sensitives Glykoprotein, das
mlgG2a mit hoher Affinitat (Ka = 108M'1) bindet und als oligomerer Komplex der a-
Kette mit einem Homodimer aus y-Ketten assoziiert ist. Der FcyRlI besitzt, im Gegen-
satz zu den FcyR der Klassen Il und lll, drei Immunglobulin-ahnliche extrazellulare
Doménen. Die zwei zur Zellmembran distal gelegenen Domanen zeigen hohe
Homologien zu den anderen FcyR-Klassen, binden IgG aber nur mit niedriger
Affinitat. Verantwortlich fur die hochaffine IgG-Bindung des FcyRlI ist die Anwesenheit
der dritten Doméane [HULETT et al., 1991]. Die wichtigsten Eigenschaften der murinen
Fcy-Rezeptoren sind in Tab. 1.1 aufgefihrt.



1 Einleitung 4

Der 72 kDa gro3e humane FcyRI (CD64) wird dagegen durch drei homologe Gene
vertreten (IA, IB und IC), bei denen nur FcyRIA fir ein intaktes transmembranéres
Protein kodiert. Die hFcyRIB- und hFcyRIC-Gene verwenden ein Translations-
Terminationskodon im dritten extrazellularen (EC3) Exon und kodieren nur for
l6sliche hFcyRIB und hFcyRIC Rezeptoren. Ein durch alternatives Splei3en
entstandenes FcyRIb2 Transkript, dem die dritte extrazellulare Doméane fehlt und das
IgG mit niedriger Affinitat bindet, wurde bisher nur in vitro beschrieben [VAN VUGT et
al., 1999; PORGES et al., 1992]. Durch die Assoziation des FcyRI mit dem y-Ketten
Dimer wird die hochaffine Bindung (Ka = 10%-10° M) an monomere IgG noch

verbessert [MILLER et al., 1996].

mFcyRI mFcyRlI mFEcyRIll
Molekile 67-70 kDa 40-60 kDa 40-60 kDa
Gene 1 1 1
Allele 0 2 (Ly17.1/Ly17.2)
Assoziierte FcR y-Kette O FcRy-Kette, FCRpB-Kette,
Untereinheiten TCRI/CD3 { -Kette
Monoklonale O 2.4G2 2.4G2
Antikorper K9.361 (anti-Ly17.1)
K75.325 (anti-Ly17.2)
Affinitat fiir IgG (Ka) 10°M™ <10’ M* <10’ M*
Spezifitat fir migG 2a>>>1,2b, 3 1=2a=2b >>>3 1=2a=2b >>>3
Expression Makrophagen bl: B-Zellen, T-Zell- Makrophagen, Mast-
Mesangialzellen Subtypen, friihe Zellen,
fetale Thymozyten Neutrophile,
b2: Makrophagen, Eosinophile,
Mesangialzellen Mesangialzellen,
b1/b2: Mast-Zellen, NK-Zellen,
Basophile, yo-T-Zellen,
Eosinophile friihe fetale Thymozyten
b3: Makrophagen
Funktion ADCC, bl: Capping, Apoptose, ADCC,
Phagozytose neg. Regulation von Antigen-Présentation,
B-Zell und Mast-Zell Phagozytose,

Aktivierung Degranulation,
b2: Endozytose, Freisetzung von
Phagozytose, Mediatoren

Antigen-Présentation

Tab. 1.1: Eigenschaften muriner Fcy-Rezeptoren

1.2.2.2 FcyRIl

Von den drei Genen des humanen FcyRIl (CD32) (A, B und C) werden sechs
verschiedene mRNAs (al, a2, bl, b2, b3 und c) transkribiert. Der hFcyRIlIbl
Rezeptor enthalt alle drei intrazytoplasmatischen Exons (C1-C3). Dem hFcyRIIb2
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fehlen 19 Aminosauren des ersten Exons C1, da die Exon-kodierende RNA durch
alternatives Spleil3en nicht zum Protein translatiert wird. Das dritte Transkript,
hFcyRIIb3, unterscheidet sich vom hFcyRIIb2 durch ein zuséatzlich fehlendes S2
Exon, das fur das Signalpeptid kodiert. Es liegt in I8slicher Form vor. Die humanen
FcyRIl Isoformen vermitteln Uber ihren zytoplasmatischen Teil unterschiedliche
Funktionen. Der hFcyRIIA wird Uberwiegend auf phagozytierenden Zellen
(Monozyten, Makrophagen und Neutrophilen) exprimiert und initiiert dort durch sein
ITAM Phagozytose, ADCC und Zell-Aktivierung. Die humanen und die
hochhomologen murinen FcyRIIB-Transkripte besitzen dagegen ein inhibitorisches
ITIM, das Uber die Fahigkeit zur Kontrolle der ITAM-induzierten Signaltransduktionen
verfligt und deren aktivatorischen Signale negativ moduliert. So wird durch Co-
Ligation des FcyRIIB mit dem B-Zellrezeptor die B-Zell-Aktivierung, Proliferation und
auch die Antikdrperproduktion inhibiert [AMIGORENA et al., 1992].

Bei dem murinen FcyRIl handelt es sich um ein 40-60 kDa grof3es Glykoprotein,
dessen Gene hochhomolog zum humanen FcyRIIB sind. Der mFcyRIl vermag IgG
nur mit niedriger Affinitat zu binden, d.h., daf es unter physiologischen Bedingungen
nur zu einer selektiven Interaktion mit multivalenten Immunkomplexen (IC) kommt. In
der Maus gibt es im Gegensatz zum Menschen keine aktivatorischen FcyRlla
Rezeptoren, sondern nur vier Isoformen, die durch Zelltyp-spezifisches alternatives
SpleiRen der TM- und/oder Cl-kodierenden Exons des FcyRIIB Transkripts
entstehen. FcyRIIb1l und b2 unterscheiden sich durch eine 47 Aminosauren lange
Insertion im zytoplasmatischen C1 Exon, die dem FcyRIIb2 fehlt. Ein weiteres
Transkript kodiert fir die Isoform FcyRIIb1’, die eine 19 Aminoséure lange Insertion
besitzt, die fur das 5-Ende des ersten C1 Exons kodiert. Dies weist darauf hin, daf3
diese Form homolog zu humanen FcyRIIbl ist [LATOUR et al., 1996]. Dem FcyRIIb3-
Rezeptor fehlen die Sequenzen des transmembranen (TM) und des ersten C1 Exons
und er wird von Makrophagen als l6slicher Rezeptor freigesetzt. FcyRIlb1 wird vor
allem von Zellen der lymphoiden Linie exprimiert. Durch die Insertion des C1 Exons
besitzt dieser Rezeptor die Fahigkeit zum ,capping® [AMIGORENA et al., 1992],
wodurch er durch unmittelbare Nahe zum BCR Aktivierungsprozesse regulieren
kann. Mit dieser Insertion verfligt er aber vermutlich nicht Gber die Fahigkeit, IC Uber
,clathrin-coated pits“ zu endozytieren und Antigene zu prasentieren, wozu aber der
FcyRIIb2, der vor allem von myeloiden Zellen exprimimiert wird, befahigt ist
[AMIGORENA et al., 1992].

1.2.2.3 FeyRIIl

Der humane FcyRIll (CD16) ist ein stark glykosyliertes und heterogenes Protein mit
einem Molekulargewicht von 50-80 kDa. Dieser niedrigaffine Rezeptor wurde bisher
in zwei Isoformen gefunden: hFcyRIIIA und hFcyRIIIB. Das hFcyRINA-Gen kodiert fir
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ein membrandurchspannendes Molekll, wahrend FcyRIIIB durch einen Glykosyl-
phosphatidylinositol-(GPI)-Anker an der Membran befestigt ist. Der hFcyRIIIA
bendtigt fur seine Oberflachenexpression sowie fur die Signaltransduktion
zusétzliche Untereinheiten wie die y-Ketten des FceRI und/oder die CD3 ¢-Kette, eine
Untereinheit des TCR [ERNST et al., 1993; WIRTHMUELLER et al., 1992; KUROSAKI et
al., 1991]. Durch die nichtkovalente Assoziation der y- und {-Kette mit der a-Kette,
die im ER stattfindet, wird der FcR-Komplex vor Degradation geschuitzt [KUROSAKI et
al., 1991]. AuRerdem soll durch die Assozation des hFcyRllla mit den y-Ketten die
intermediare Bindungsaffinitat des Rezeptors, die hoher ist als bei der hFcyRlllb-
Isoform und dem hFcyRIl, aber niedriger als beim hFcyRI, zustande kommen [MILLER
et al., 1996].

Der murine FcyRlll, der ein Molekulargewicht von 40-60 kDa besitzt, wird von einem
einzigen Gen kodiert, das hochhomolog zum humanen FcyRIIl ist [RAVETCH & KINET,
1991]. Die beiden Rezeptoren sind daher in ihrer Struktur, der Funktion und auch der
zellularen Expression sehr ahnlich. Der mFcyRIll wurde zuerst als ein FcyRII-
Rezeptormolekuil identifiziert, da er mit demselben monoklonalen anti-FcyRIlI/FcyRIlI
Antikorper 2.4G2 reagiert [RAVETCH et al., 1986; WEINSHANK et al., 1988]. Diese
Bindung kommt zustande, weil der mFcyRIll in seiner extrazellularen Doméne 95%
Sequenzhomologie zum  mFcyRIl  aufweist, die transmembranen und
zytoplasmatischen Doménen aber sind unterschiedlich aufgebaut [RAVETCH &
KINET, 1991]. Auch die Bindungseigenschaften des mFcyRIll sind identisch mit
denen des mFcyRIl [WEINSHANK et al., 1988; GESSNER et al., 1998]. Die mFcyRllla-
Kette wird entweder in Assoziation mit einem y-Ketten Dimer oder mit By.- und y¢-
Ketten exprimiert [KUROSAKI et al., 1992]. Aul3erdem ist der mFcyRIll, wie im
humanen System, der einzige FcyR auf NK-Zellen, wo er zur ADCC fuhrt. Einen tGber
GPI-Anker mit der Zellmembran verbunden mFcyRIlIb wie auf humanen Neutrophilen
ist in der Maus nicht zu finden.

1.2.3 Klinische und biologische Bedeutung von Fc-Rezeptoren

FcR, die auf allen Zellen des Immunsystems exprimiert werden, bernehmen bei der
Regulation der Immunantwort wichtige Rollen, indem sie eine Verbindung zwischen
den humoralen Antikoérper-Antigen-Interaktionen mit den zellularen
Effektorfunktionen herstellen.

Durch eine Kreuzvernetzung von mindestens zwei FcR-Molekilen wird eine Vielzahl
von Effektor-Funktionen wie die Vermittlung der Antikdrper-abhangigen zellularen
Zytotoxizitat (ADCC), die Clearance von Immunkomplexen, die Phagozytose
pathogener Erreger und die Freisetzung entzundlicher Mediatoren und Zytokine
eingeleitet [RAVETCH & KINET, 1991; VAN DE WINKEL & CAPEL, 1993] Der FcyRIIB
ubernimmt mit der Regulation der lymphozytaren Proliferation und der



1 Einleitung 7

Antikérperproduktion eine Sonderstellung (s.0.) Diese vielfaltigen biologischen
Aktivitaten erklaren sich durch die strukturelle Heterogenitat und differentiellen
Expressionsmuster der FcyR auf verschiedenen Zellen des hamatopoetischen
Systems [VAN DE WINKEL & CAPEL, 1993]

Obwohl verschiedene biologische Funktionen bekannt sind, die von den Fc-
Rezeptoren ausgeldst werden, ist ihre spezifische Rolle in vivo nur eingeschrankt
bekannt. Das liegt zum einen daran, dal3 durch die Uberlappenden
Expressionsmuster der FcR auf den Effektorzellen die Aktivierungswege einzelner
Rezeptorklassen schwer definierbar sind, zum anderen kénnen weitere biologische
Mechanismen zur Interaktion mit IC, wie den Komponenten des Komplement-
systems, nicht von den FcR-Funktionen differenziert werden. Mit Hilfe von kirzlich
etablierten knock-out (KO) Maus-Modellen, bei denen einzelne oder mehrere Ketten
der FcyR durch gene targeting deletiert wurden, ist es moglich geworden, die
Beteiligung der FcR an mehreren pathogenetischen Reaktionen zu klaren.

Durch die Entwicklung der y-Ketten defizienten Maus konnte die in vivo Rolle des
FceRI bei der Entwicklung von allergischen Reaktionen geklart werden. Diese Mause
zeigen ebenso wie die fir die a-Kette des FceRI deletierten Mause keine IgE-
vermittelte systemische oder kutane Anaphylaxie (PCA) [TAKAI et al., 1994,
DOMBROVICZ et al., 1993]. Doch auch Mause, die defizient fur IgE sind, zeigen
anaphylaktische Reaktionen [OETTGEN et al., 1994], was auf eine Mitwirkung von
lgG-IC und den kooperierenden FcyR hinweisen konnte. In FcyRIll-defizienten
Mausen konnte diese Beteiligung des niedrigaffinen FcyRIIl bestéatigt werden, da
keine 1gG-vermittelte Mastzell-Degranulation und PCA erfolgt, wohl aber eine IgE-
abhéngige PCA [HAZENBOS et al., 1996]. FcyRII-defiziente Mause zeigen dagegen
verstarkte humorale und anaphylaktische Reaktionen [TAKAI et al., 1996].

Auch bei der Untersuchung der Hypersensibilitatsreaktionen vom Typ Il zeigen die y-
Ketten defizienten Mause reduzierte Reaktionen. Diese Tiere sind nicht fahig, eine
experimentelle idiopathische  thrombozytopenische  Purpura (ITP) oder
autoimmunhamolytische Anamie (AIHA) zu entwickeln [CLYNES & RAVETCH, 1995].

Ursache flir die Etablierung der Hypersensibilitdtsreaktion vom Typ Ill ist die
Deposition von 1gG-IC an bestimmten Stellen im Gewebe, wie es bei verschiedenen
Autoimmunerkrankungen (Vaskulitiden, Glomerulonephritiden, Systemischem Lupus
erythematodes (SLE) und rheumatoider Arthritis) beobachtet wird. Die Arthus
Reaktion, das experimentelle Modell der IgG-IC vermittelten Entziindungsreaktion,
auBert sich durch Odeme, Hamorrhagien und Neutrophileninfiltration. In y-Ketten-
KO-Mausen konnte keine Arthus Reaktion in der Haut ausgeldst werden [SYLVESTRE
& RAVETCH, 1994]. Die Abwesenheit von infiltrierten Neutrophilen indiziert dabei die
relevante Rolle, die FcyR bei der Initiierung der inflammatorischen Kaskade, die zur
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chemotaktischen Anlockung dieser Zellen fihrt, einnimmt [RAVETCH, 1994]. Auch in
FcyRllla-defizienten Mausen zeigt sich eine eingeschrankte Uberempfindlichkeits-
reaktion vom Typ Il [HAZENBOS et al., 1996].

Wurde das bisherige Modell der Arthus Reaktion mit einer Aktivierung der
Komplement-Kaskade [COCHRANE et al., 1970] und nachfolgender Gewebe-
schadigung durch aktivierte Neutrophile erklart, so zeigte der Einsatz der y-Ketten-
und FcyRIlI-defizienten Mause die primare Bedeutung, Uber die vor allem der FcyRlll
bei der Auslésung von Entzindungsreaktionen des Typs Il verfugt. Diese
Ergebnisse werden durch die Untersuchungen an Mausen mit genetischen
Defizienzen der Komplementfaktoren C3, C4 und C5 unterstrichen, die in der Arthus
Reaktion keine Unterschiede im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollméausen zeigen
[SYLVESTRE et al., 1996].

1.2.4 Fcy-Rezeptoren in der Glomerulonephritis

Die meisten Glomerulonephritiden (GN) treten sekundéar als Komplikationen von
aulRerhalb der Niere lokalisierten Systemerkrankungen und Infektionen auf, aber
auch nach Medikamenten, Giften u.a.. Es gibt verschiedene Mechanismen, die fur
die Ablagerung von Antikdrper-Antigen-IC verantwortlich sein kdnnten. Zum einen
kann eine ladungsabhangige Bindung an die durch Heparinsulfat-Proteoglycane
anionisch geladene glomerulare Basalmembran (GBM) oder die Matrix erfolgen, zum
anderen konnen auch spezifische Bindungen der Antikdrperkomponente im IC an
niedrig-affine Fc-Rezeptoren eine Rolle spielen.

Nahezu alle Formen der humanen GN werden durch immunologische Mechanismen
mediiert [ABRASS, 1997]. In verschiedenen Tier-Modellen von immunologisch-
induzierten experimentellen GN wurden die involvierten immunpathogenetische
Mechanismen untersucht. In der murinen Anti-GBM-Nephritis oder auch
nephrotoxischen Serum GN (NTGN), wurde nach der Bindung der Anti-GBM-
Antikorper an die GBM eine renale Schadigung ausgeltst [HEBERT et al., 1997].
Transgene Mause mit einer Defizienz der y-Ketten, die fir die Oberflachenexpression
und Signaltransduktion der hoch- und niedrigaffinen FceRIl, FcyRl und FcyRllil
Rezeptorkomplexe verantwortlich sind [TAKAI et al., 1994], zeigten in dem Modell der
NTGN trotz Deposition der Anti-GBM-Antikdrper und des Komplement-Faktors C3,
eine deutlich abgeschwachte akute Phase der NTGN mit der Abwesenheit von
infiltierten Zellen (Neutrophilen) im Glomerulum [SUZUKI et al., 1998; PARK et al.,
1998], wahrend in Mausen, die defizient fir den inhibitorisch wirkenden FcyRIl sind,
eine leicht verstarkte Reaktion zu beobachten war [SUZUKI et al., 1998]. Auch in
einem weiteren Maus-Modell zur Autoimmun-GN, bei dem y-Ketten-defiziente Mause
in Mause mit NZB/NZW-Hintergrund, die spontan Lupus nephritis etablieren,
rickgekreuzt wurden, wurde ebenfalls trotz Ablagerung von IC und C3 in der Niere
keine inflammatorische Kaskade initiiert [CLYNES et al., 1998].
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In diesen Tierversuchen von IC-assoziierten Glomerulonephritiden mit Fcy-Rezeptor-
knock-out (KO)-Mausen konnte also eindeutig eine Beteiligung von FcyRI und FcyRlll
tragenden Zellen bei der Initiation der inflammatorischen Kaskade, der Infiltration von
Entzindungszellen des peripheren Blutes und der Gewebeschadigung zugeordnet
werden. Der inhibitorische FcyRIl besitzt dagegen eher protektive Eigenschaften bei
der Entwicklung einer GN [SUZUKI et al., 1998].

Dabei konnten die intrinsischen Mesangiumzellen wichtige Funktionen tibernehmen.
In mehreren Studien wurde gezeigt, dald diese Zellen Rezeptoren fur den Fc-Teil von
IgG exprimieren [GOMEZ-GUERRERO et al., 1994; RADEKE et al., 1994a; SANTIAGO et
al., 1991a; UCIECHOWSKI et al., 1998]. Bei einer Stimulation von Mesangiumzellen
mit IgG-IC wurden verschiedene inflammatorische Faktoren wie IL-6, IL-8, CSF-1
und MCP-1 exprimiert [GOMEZ-GUERRERO et al., 1994; RADEKE et al., 1994a ; HORA
et al., 1992; SATRIANO et al., 1993; UCIECHOWSKI et al., 1998]. Die Mesangiumzellen
besitzen also die Fahigkeit nach Fc-Rezeptor-Vernetzung chemotaktisch wirkenden
Substanzen zu sezernieren und sind so in der Lage, bei der Migration und
Aktivierung von Leukozyten im pathogenen renalen Entziindungsgeschehen einen
aktiven Prozel3 einzunehmen.

1.3 Ziele der Arbeit

Die Rolle von Fcy-Rezeptoren in verschiedenen pathogenetischen Reaktionen ist
eindeutig bewiesen worden, wobei besonders FcyRIIl durch die Bindung von IgG-
Immunkomplexen eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von Leukozyten spielt. In
GN konnen dabei lokale Gewebezellen wie die intrinsischen glomeruléren
Mesangiumzellen relevante Funktionen Gbernehmen. In mehreren Studien konnte
gezeigt werden, dal3 sie nach Fcy-Rezeptor-Kreuzvernetzung verschiedenste
inflammatorisch wirksame Mediatoren einschlieRlich Chemokinen freisetzen [GOMEZ-
GUERRERO et al., 1994; RADEKE et al., 1994a ; HORA et al., 1992; SATRIANO et al.,
1993; UCIECHOWSKI et al., 1998].

Allerdings wurden die meisten dieser Arbeiten mit Mesangiumzellen aus Ratten und
Menschen durchgefiihrt, so dal3 trotz vieler neuer in vivo Befunde in FcyR-KO-
Mausen zur GN Uber die verschiedenen Induktionsbedingungen der Fcy-Rezeptoren
in diesen Mauszellen noch keine Informationen vorliegen. Daher sollten in der
vorliegenden Arbeit erstmalig die differentiellen Expressions- und Regulations-
bedingungen der einzelnen Fcy-Rezeptor-Klassen in Maus-Mesangiumzellen
detailliert untersucht werden. In Primarkulturen muriner Mesangiumzellen (MMC) aus
WT- und FcyRIIl-/- (KO)-Mausen sollte dabei die Synthese der FcyR-mRNA unter
differierenden  Kultivierungsbedingungen von ruhenden im Vergleich zu
proliferierenden MMC untersucht werden. Hierbei wurden vorrangig die Effekte des
Tul-Lymphokins IFN-y und der monozytaren Zytokine IL-13 und TNF-a getestet, die
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auf viele andere Mesangiumzell-Funktionen relevante Wirkungen ausiiben [RADEKE
& RESCH, 1992; MARTIN et al., 1987]. Durch die Verwendung von MMC aus FcyRIII-/-
(KO)-Méausen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollm&usen sollte neben der Induktion
der Fcy-Rezeptoren auch die funktionelle Aktivierbarkeit besonders des
niedrigaffinen FcyRIll durch IgG-IC geklart werden, dem bei der Auslésung von IC-
vermittelten Entziindungsreaktionen eine relevante Rolle zugeordnet wird [RADEKE et
al., 1994a; CLYNES et al., 1998].

Die Verfugbarkeit von FcyRIIl defizienten MMC erlaubt mdoglicherweise auch, die
Rolle des in der Maus inhibitorischen FcyRIl zu verstehen.

Neben diesen Analysen sollte eine dendritische Zellinie, XS52, im Hinblick auf FcyR-
vermittelte Effekte auf die IL-12- und Chemokin-Synthese, sowie ansatzweise ihre
Aktivierbarkeit durch MMC, im Hinblick auf die Produktion von IL-12, untersucht
werden.
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2 Material

2.1 Verbrauchsmaterial

Becton-Dickinson, BD, Heidelberg

Dunn, Asbach

Eppendorf, Hamburg

Greiner, Nurtingen
ICN Biomedicals, Mese, USA

Nunc, Wiesbaden

Pharmacia Biotech, Freiburg

Pierce, Rockford, USA

Polyfiltronics, Massachusetts, USA

FACS-5 mL-Rohrchen

Falcon Bottle Top Filter (0,2 pum)
Falcon 5 mL Rohrchen

Falcon Cell Strainer (70 um Nylon)

8-Well-Objekttrager

Reaktionsgefal3e 2mi
Crystal Tips

Einmalpipetten 10 mL
Micro-Ouchterlony Kit

Zellkulturflaschen:

50 mL/25 cm?, 260 mL/80 cm?
Einmalpipetten 2 mL
Zentrifugenréhrchen: 15 mL, 50 mL
Kryogefal3e 1,8 mL

Zellschaber

96 Well Mikrotiterplatten
Immuno-Plate MaxiSorb
Eimalpetrischalen

Chamber Slides

PD-10-S&aulen

Slide-A-Lyzer Dialysekammern
(MWCO 10.000 kDa,

MWCO 3.500 kDa)

Centricon Konzentrator
(MWCO 10.000 kDa)

T-Spot ELISPOT-Platten
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Sarstedt, NiUmbrecht

Schleicher und Schuell, Dassel

Whatman, Maidstone, England

2.2 Gerate

AeELeVIS, Hannover

Bachhofer, Reutlingen

Becton Dickinson, BD, Heidelberg

Bethesda Research Laboratory,
Bethesda, USA

Bio-Rad, Minchen

Dynatech, Denkendorf

DuPont de Nemours GmbH , Bad
Homburg

Heraeus, Hanau

Jurgens, Hannover

Landgraf, Hannover

neolLab, Heidelberg

Pipettenspitzen
Reaktionsgefal3e: 0,5 mL; 1,5 mL
Einmalpetrischalen
Einmal-Filterhalter

Filterpapier

0,2um Sterilfilter

0,45 mm Sterilfilter

3MM Papier

Automated ELISA-Spot Assay Video
Analysis System

UV-Leuchttisch 312 nm
FACScan
CellFit-Software

LYSIS-Software

Horizontal-Mini-Gelelektrophorese-
Kammer

Elektrophoresekammer
Mini-Protean ll-slab-cell-System

MR 5000 ELISA-Reader

Sorvall RT6000B Kuhlzentrifuge

Brutschrank, CO»-Auto-Zero

Biometra Hybaid Mini-
Hybridisierungsofen

Thermocycler

Schittelgerat Reax 2000
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Olympus, Tokyo, Japan

Phase, Libeck
Sebia, Paris, Frankreich
Shimadzu, Duisburg

Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode/Harz

SLT Labinstruments, Osterreich

Stovall, Greensboro, USA

2.3 Chemikalien und Enzyme
AGS GmbH, Heidelberg

Amersham, Braunschweig

Amresco, USA

Baker, Deventer, Holland

Biochrom KG, Berlin

Biomol, Hamburg

Phasenkontrast-Fluoreszenz-
Mikroskop

Fotoapparatur ULWCD

Semi Dry Blot Apparatur

Spannungsgerat
Spektralphotometer UV 160A

Laborfuge 2K15
Laborfuge 112

Multistepper 50/100/150/200

Bellydancer Schuttelgerat

RNA-Clean

Hybond N Nylonmembran

ECL- Western blotting detection
reagent

Methyl-3H-Thymidin

Rainbow Proteinmarker
Restriktionsenzyme

Ethidiumbromid

Chloroform
Ethanol
Methanol

Zellkulturmedium
Basal Iscove Medium

Agarose DNA Grade
Harnstoff

Tris Enzyme Grade
Tris Ultra Pure
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Biorad, Minchen

Biowhittaker, Verviers, Belgien

Boehringer, Mannheim

Braun, Melsungen

Dako, Hamburg

Fluka, Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Gibco, Eggenstein

ICN Biomedicals, Mese, USA
Immuno GmbH, Heidelberg

Kodak, Rochester, USA

Bradford Reagenz
Kaleidoskop Standard

FCS
Zellkulturmedium RPMI 1640

Heringssperma-DNA
Phosphatase-Komplex
Random Hexamers
Streptavidin-POD
RNase A

0,9% NaCl

Fast Red Substratsystem
Fast Blue

Glycergel

Hamalaun
Streptavidin-HRP

DMSO (Dimethylsulfoxid)

M-MLV Reverse Transkriptase
Taq DNA-Polymerase

10x PCR-Puffer
Magnesiumchlorid
Zellkulturmedium RPMI 1640
Nicht-essentielle Aminosauren
Natriumpyruvat

Penicillin / Streptomycin
L-Glutamin

Trypsin
Desoxynukleosidtriphosphate
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Micro-Ouchterlony Kit
Endobolin
Rontgenfilm X-Omat AR

BioMax MR
ECL-Film
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Merck, Darmstadt

Millipore, Bedrock, USA
MWG-Biotech, Ebersberg

NEN, Boston, MA, USA

New England Biolabs, Schwalbach

PharMingen, BD, Heidelberg

Pharmacia, Uppsala, Schweden

Pierce, Rockford, USA

Quiagen, Hilden

Riedel-de Haén, Seelze

Seromed, Berlin

Serva, Heidelberg

EDTA (Titriplex)
Essigsaure

Formaldehyd

Formamid

Isobutanol

Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumhydrogenphosphat

Blotmembran Immobilon-P 0,45um
Oligonukleotid-Primer

(@32-P)-dCTP (3000 Ci/mmol)
(@%2-P)-dUTP (3000 Ci/mmol)

DNA-Molekulargewichtsstandard
@X-174/Hae llI

RiboQuant, Multi-Probe RNase
Protection Assay System

Sephadex G50
Protein G Sepharose (4 fast flow)

AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol)
Biotin
FITC

Gel Extraction-Kit

Hamatoxillin
Natriumcitrat
Natriumazid
Phenol

PBS

Glycerol
Bromphenolblau
SDS (Dodecylsulfat)
Polyvinylpyrrol
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Sigma, Deisenhofen

Stratagene, Heidelberg

Worthington Biochemical Corp.,
Freehold, USA

2.4 Rekombinante Zytokine,

Stimulantien

Boehringer, Mannheim

Hoffmann LaRoche, Basel, Schweiz

Phillips, Bissendorf

Dimethylformamid
Digitonin

Aminocapronsaure
[3-Mercaptoethanol

Biotin

Bovines Insulin

Bromphenol-Blau

BSA (bovines Albumin, Fraktion V)
DABCO (Diazobicyclooktan)
DMSO (Dimethylsulfoxid)
Humanes Transferrin

Isopropanol

Inkomplettes Freund’sches Adjuvans
Lithiumchlorid

MCDB 302B-Medium

Mineralol

MOPS

Ovalbumin (chicken egg, grade VI)
Proteinase-Inhibitoren
Propidiumiodid

RNase A

TAE-Puffer

TMB (Tetramethylbenzidin)

Tween 20

Wasserstoffperoxid

RNase Inhibitor

Kollagenase Typ IV

Wachstumsfaktoren und andere

murines IFN-y
humanes IL-2

humanes IL-1f3

humanes TNF-a
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R&D Systems, Wiesbaden
Sigma, Deisenhofen
Strathmann Biotech, Hannover

TEBU, Frankfurt/Main

murines MCP-1
LPS (e coli)
murines GM-CSF

murines IL-4
murines IL-10

2.5 Antik6rper, cDNAs und Oligonukleotid-Primer

Antikdrper

Caltag, Burlingane, USA

Dako, Hamburg

Dianova, Hamburg

mouse monoclonal antibody to
mouse CD32/16 (Lyl17.1) FcyRII/INI
(Maus-anti-Maus-FcyRII/II)
mouse monoclonal antibody to
mouse CD32/16 (Ly17.2) FcyRINIII
(Maus-anti-Maus-FcyRII/IIT)

EnVision TM

Anti-mouse and anti-rabbit labeled polymer
alkaline phosphatase

(Anti-Maus und -Kaninchen mit alkalischer
Phosphatase markierter Polymer)
Rabbit-anti-rat (Z494)
(Kaninchen-Anti-Ratte, APAAP-
Brickenantikdrper)

Rat-APAAP-mAD (D488)

(monoklonaler Ratten-Antikérper, APAAP-
markiert)

Affini Pure F(ab’). Fragment Goat
Anti-Mouse IgG, FITC labeled

(F(ab’)2 Ziege-Anti-Maus-lgG+IgM-(H+L)-
FITC-markiert)

Affini Pure F(ab’). Fragment Goat
Anti-Rat 19G, FITC labeled

(F(ab’)2 Ziege-Anti-Ratte-1gG-(H+L)-
FITC-markiert)
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PharMingen, BD, Heidelberg

R&D Systems, Wiesbaden

The binding site,
Birmingham, UK

ICN, Lisle

Freundlicherweise durch Herrn
Prof. Dr. V. Kaever

(Institut fur Pharmakologie, MHH,
Hannover) zur Verfligung gestellt

Freundlicherweise durch Herrn
Prof. Dr. A.M. Deelder,

(Rijks Universitat Leiden,
Niederlande) zur Verfigung gestellt

cDNAS

Freundlicherweise von Herrn

Dr. M. Wahl,

(Inst. f. Pharmakologie, MHH,
Hannover) zur Verfligung gestellt.

CD16/32 FcyRIll/II receptor Fcblock (2.4G2)
(Ratte-anti-Maus-FcyRII/Il)

purified rat-anti-mouse IL-12 (p40/p70)
(Ratte-anti-Maus-IL12 (p40/p70))

Biotin rat-anti-mouse IL-12 (p40/p70)
(Ratte-anti-Maus-IL12 (p40/p70)-Biotin-
markiert)

purified rat-anti-mouse IFNy
(Ratte-anti-Maus-IFNy)

Biotin rat-anti-mouse IFNy
(Ratte-anti-Maus-IFNy-Biotin-markiert)
purified rat-anti-mouse I-A?
(Ratte-anti-Maus-MHC II)

goat-anti-murine JE/MCP-1
(Ziege-anti-Maus-MCP-1)

murine IgG, polyklonal
anti-Fibronectin
anti-Vimentin
anti-Kollagen IV

anti-Desmin

anti-PGE-2
PGE-2-Biocytin

anti-FITC 1gG2b (256-4A1-A)
anti-FITC IgG1 (256-2F10-A)

MCP-1-cDNA
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Freundlicherweise von Herrn FcyRla-cDNA
Dr. J.E. Gessner,

(Inst. f. Immunologie, MHH,

Hannover) zur Verfigung gestellt.

Freundlicherweise von Herrn FcyRIl-cDNA
Dr. J.E. Gessner,

(Inst. f. Immunologie, MHH,

Hannover) zur Verfigung gestellt.

Freundlicherweise von Herrn FcyRllla-cDNA
Dr. J.E. Gessner,

(Inst. f. Immunologie, MHH,

Hannover) zur Verfigung gestellt.

Freundlicherweise von Herrn FcRy-cDNA
Dr. J.E. Gessner,

(Inst. f. Immunologie, MHH,

Hannover) zur Verfigung gestellt.

Oligonukleotid-Primer

3-Tubulin Sequenz von Dr. H. J. Magert, Institut fur Peptidforschung,
Hannover

Sense:

5-TTCCCTGGCCAGCT(GC)AA(AGCT)GC(AGCT)GACCT(AGCT)CGCAAG-3

Antisense:

5-CATGCCCTCGCC(AGCT)GTGTACCAGTG(AGCT)A(AGCT)GAAGGC-3'

mFcyRla Sequenz von Dr. J.E. Gessner, Institut fur Immunologie, MHH,
Hannover

Sense:

5-CTCCAGGCCTCCCGCAGAGTC-3'

Antisense:

5-CGCTTCTAACTTGCTGAAAGGAA-3

mFcyRlIl Sequenz von Dr. J.E. Gessner, Institut flir Immunologie, MHH,
Hannover

Sense:

5-GCCCAAGTCCAGCAGGTCTTTACCA-3

Antisense:

5-CAGTTCCCACGTTGCTGCAGTC -3
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mFcyRIlla Sequenz von Dr. J.E. Gessner, Institut fur Immunologie, MHH,
Hannover

Sense:

5-ATGTTTCAGAATGCACACTCTGG-3’

Antisense:

S-TCACTTGTCTTGAGGAGCCTGG-3

mFcR-y Sequenz von Dr. J.E. Gessner, Institut fur Immunologie, MHH,
Hannover

Sense:

5-CCAGGATGATCTCAGCCG-3

Antisense:

5-TTAACGGAGATGGGGACCTGCC-3

Primer fur Mycoplasmennachweis

(Ref.: M. Wirth, E. Berthold, M. Grashoff, H. Pfitzner, U. Schubert, H. Hauser
Cytotechnology, Vol. 16, pp.67-77, 1994; Sequenzen durch die AG Radeke leicht
modifiziert)

5"-aul3ere Primer (Myco 9)
5-CGCCTGAGTAGTACGTTCGC-3
5-CGCCTGAGTAGTACGTACGC-3
5 -TGCCTGAGTAGTACATTCGC-3
5-CGCCTGGGTAGTACATTCGC-3
5-CGCCTGAGTAGTATGCTCGC-3
5-TGCCTGGGTAGTACATTCGC-3
5’-innere Primer (Myco 8)
5-TGGTGCATGGTTGTCGTCAG-3
5-TGGTGCACGGTTGTCGTCAG-3
3’-innere Primer (Myco 5)
5-GAACGTATTCACCGCAGCATA-3
5 -GAACGTATTCACCGCGACATA-3
5-GAACGTATTCACCGTAGCGTA-3
5-GAACGTATTCACCGCAGCGTA-3
5 -GAACGTATTCACCGCAGTATA-3
5 -GAACGTATTCACCGCAACATG-3
5-GAACGTATTCACCGCGACATG-3
3"-aulRere Primer (Myco 3)
5-GCGGTGTGTACAAGACCCGA-3
5 -GCGGTGTGTACAAAACCCGA-3
5-GCGGTGTGTACAAACCCCGA-3
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2.6 Verwendete Zellen

BALB/c-MMC

C57BL/6-MMC (WT-MMC)

FcyRIIl -/- (KO)-MMC

FcR-y-chain -/- (KO)-MMC

J774A.1

XS52

IF12

glomerulare Mesangiumzellen prépariert aus
BALB/c -Mausen, die den MHC-II-Hintergrund
I-AY aufweisen.

glomerulare Mesangiumzellen prépariert aus
C57BL/6-Mausen, die den MHC-II Hintergrund
I-A°® aufweisen. Freundlicherweise durch Herrn
Dr. J.E. Gessner, Inst. far
Immunologie, MHH, zur Verfigung gestellt.

glomerulare Mesangiumzellen prapariert aus
C57BL/6-/129-Méausen, die den MHC-II
Hintergrund I-A? aufweisen.
Freundlicherweise durch Herrn Dr. J.E.
Gessner, Inst. fur Immunologie, MHH, zur
Verfligung gestellt.

glomerulare Mesangiumzellen prapariert aus
C57BL/6-/1129-Méausen, die den MHC-II
Hintergrund l-A aufweisen.
Freundlicherweise durch Herrn Dr. J.E.
Gessner, Inst. fur Immunologie, MHH, zur
Verfligung gestellt.

murine Monozyten-Zellinie

murine, von Langerhans-Zellen
abstammende dendritische Zellinie aus
BALB/c-Mausen, (MHC-II-Hintergrund I-Ad),
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Dr. Gabriele Muller, Inst. fur Immunologie,
Mainz

muriner Ovalbumin-spezifischer Th1-Klon
aus BALB/c-Mausen, (MHC-lI-Hintergrund
I-AY), generiert und zur Verfiigung gestellt
von Prof. Dr. med. H.H. Radeke
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2.7 Zellkulturmedien

MMC-Medium:

MMC-Medium (ruhende Bedingungen):

T-Zell-Medium:

XS52:

J774A.1:

RPMI 1640 (GIBCO life technologies)

10% FCS

2 mM L-Glutamat

2 mM Natrium-Pyruvat

1% Nicht-essentielle Aminosauren (final)
100U/mL / 100pg/mL Penicillin/Streptomycin
45umol B-Mercaptoethanol (final)

5 pg/mL bovines Insulin

MCDB 302B (Sigma, Deisenhofen)

2 mM L-Glutamat

2 mM Natrium-Pyruvat

1% Nicht-essentielle Aminoséauren (final)
100U/mL / 100ug/mL Penicillin/Streptomycin
45umol B-Mercaptoethanol (final)

5 pg/mL bovines Insulin

RPMI 1640-Medium (BioWhitaker)

10% FCS

2 mM L-Glutamat

1% Nicht-essentielle Aminoséauren (final)
100U/mL / 100ug/mL Penicillin/Streptomycin

Basal Iscove Medium (Biochrom KG)

2,5% FCS

2 mM L-Glutamat

2 mM Natrium-Pyruvat

1% Nicht-essentielle Aminoséauren (final)
100U/mL / 100pg/mL Penicillin/Streptomycin
5 ng/mL rekombinantes murines GM-CSF

RPMI 1640 (GIBCO life technologies)

2 mM L-Glutamat

2 mM Natrium-Pyruvat

1% Nicht-essentielle Aminosauren (final)
100U/mL / 100pg/mL Penicillin/Streptomycin
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3 Methoden

3.1 Zellkultur
3.1.1 Maus-Mesangiumzellen

3.1.1.1 Préparation von murinen Mesangiumzellen

Diese Methode beruht auf dem Prinzip der partiellen Kollagenaseverdauung von
isolierten Nierenglomeruli (RADEKE & RESCH, 1992). Von homozygoten FcyRIIl-/- und
FcRy-Ketten-/- defizienten Mausen sowie von C57BL/6-Kontrollmdusen wurde
Rindengewebe frisch entnommener Nieren prapariert und sofort in eiskalte sterile
PBS-LOsung uberfuhrt. Alle folgenden Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefuhrt.
Nach Entfernung der Nierenkapsel und des Nierenmarks wurde das Rindengewebe
homogenisiert und durch Stahlsiebe mit absteigender Porengrof3e (180, 106)
passiert, wobei die Mausglomeruli auf dem letzten Sieb (63 um) gesammelt und von
kontaminierendem Material befreit wurden. Das Gewebe, das zu 90% aus
entkapselten Glomeruli besteht, wurde aufgefangen, gewaschen und mit einer
Kollagenaseldsung (2 mg/mL Kollagenase Typ IV, Fa. Worthington, Freehold, USA;
184 U/mg, in PBS geldst) bei 37°C im Wasserbad fur 20-25 min bis zur Bildung
fadiger  Kollagenstrukturen, unter  Schwenken inkubiert.  Nach  zwei
Waschzentrifugationsschritten (4°C, 1000 U/min) mit Kulturmedium, das 20% FCS
enthéalt, wurden die angedauten Glomeruli in kleine Kulturflaschen (25 cm?) ausgesat
und in dem supplementierten Kulturmedium bei 37°C, 5% CO. und gesattigter
Wasseratmosphére bis zum Erscheinen primarer Zellkolonien 4-8 Tage inkubiert.
Durch optische Kontrolle mit dem Phasenkontrastmikroskop wurden unerwinschte
Zellpopulationen (KM-Makrophagen, Endothel- und Epithelzellen) mit einem
Zellschaber vorsichtig entfernt und die Mesangiumzellen bis zur Konfluenz mit 50%
konditioniertem Medium (= gewonnener Zelliberstand von MMC) kultiviert. Die
Identitat der MMC wurde durch Objekttragerfarbungen nachgewiesen (s. 3.3.6).
Anders als aus dem Knochenmark (KM) abstammende Makrophagen sind
unstimulierte MMC negativ fuir MHC Klasse II-Antigene und im Unterschied zu
anderen glomerularen Zellen deutlich positiv fir Myosin und a-Aktin.

Die Passage erfolgte wie unter 3.1.1.2 beschrieben.

Nach der dritten Passage wurde der FCS-Gehalt des Mediums auf 10% reduziert.
Die in dieser Arbeit verwendeten MMC wurden zwischen den Passagen 6 und 12 fur
Experimente benutzt.

3.1.1.2 Kultivierung der MMC

Die Kultivierung der in dieser Arbeit benutzten MMC erfolgte, wenn nicht anders
erwahnt, mit supplementiertem Zellkulturmedium RPMI 1640 (Gibco, Eggenstein)
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unter Zugabe von 10% FCS hitzeinaktiviertem FCS (30 min bei 57°C), bei 37°C, 5%
CO2-Begasung und gesattigter Wasseratmosphéare. Die Zellen zeigten adharentes
Wachstum.

Mediumzusatze (Supplementiertes Medium):

L-Glutamat final 2 mM
Natriumpyruvat final 2 mM

nicht essentielle AS (NEA) final 1%
Penicillin/Streptomycin final 200 U/mL / 100 pg/ml
[3-Mercaptoethanol final 43-45 pmol

Insulin (bovin) final 5 pg/ml

Das Medium wurde nach 3-5 Tagen zu 50% gewechselt. Nach dem Erreichen der
Konfluenz wurden die Zellen passagiert.

Durchfuhrung der Passage:

Der konditionierte MMC-Uberstand aus einer Kulturflasche wurde in ein
Zentrifugenroéhrchen tberfihrt und 5 min bei 1200 rpm (250 x g) zentrifugiert. Die
Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 1 mL
Trypsin/EDTA-LOsung (final = 0,125% / 0,01%) abgeldst. Nach ca. 2 min Einwirkzeit
wurde nach mikroskopischer Kontrolle die Reaktion durch Zugabe von ca. 7 mL
Medium mit 10% FCS-Gehalt beendet. Die Zellen wurden in ein Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt und ebenfalls 5 min bei 1200 rpm (250 x g) zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation erfolgten das Dekantieren des Mediumiberstandes und die
Resuspension der Zellen in konditioniertem Medium. Die gewonnene Zellsuspension
wurde in neue Kulturflaschen mit 50% frischem supplementiertem Medium und 50%
konditioniertem Medium tUberfiihrt. Nach einer initialen 1:1 Passage wurden die MMC
in der Folge je nach Wachstumsgeschwindigkeit 1:2 oder 1:3 passagiert.

Zur Stimulation wurden die Zellen bis zur Subkonfluenz kultiviert. Um die
proliferierenden MMC auf Ruhebedingungen umzustellen, wurden sie zweimal mit
PBS gewaschen und anschlieend auf supplementiertes serumfreies Medium
(MCDB 302B, Sigma, Deisenhofen) umgesetzt. Nach 72 Stunden Inkubation erfolgte
der Zusatz der unterschiedlichen stimulierenden Faktoren fir definierte Zeitrdume
(genaue Stimulationsbedingungen unter “Ergebnisse” in Kapitel 4). Bei
Experimenten, die unter proliferativen Bedingungen stattfanden, wurden die Stimuli
nach einem Wechsel des 10% FCS-haltigen Mediums zugesetzt.
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3.1.2 T-Zellen
3.1.2.1 IF-12-TH1-Zellen

Bei IF-12-Zellen handelt es sich um einen Klon Ovalbumin-spezifischer, I-A%-
restringierter muriner T-Helferzellen. Sowohl auf Antigen-spezifische Stimulation mit
dem kompletten Ovalbumin als auch nach Stimulation mit dem immundominanten
OVA-Peptid 323-339 weisen diese Zellen das typische Thl1-Profil mit der Sekretion
von IFN-y und IL-2 auf, IL-4 und IL-5 sezernieren sie dagegen nicht. Generiert
wurden diese Zellen in BALB/c-Mausen durch H.H. Radeke mittels Ovalbumin-
Immunisierung. Die Zellen wurden in RPMI 1640-Medium (Fa. BioWhitaker, Verviers,
Belgien) unter Zusatz von FCS (10%), Penicillin/Streptomycin (100 U/mL / 100
png/ml), L-Glutamin (2 mM), und einem Mix aus nicht-essentiellen Aminoséauren (NEA,
1%) kultiviert (,T-Zell-Medium®). Dazu wurden sie in einem Brutschrank (Heraeus) bei
37°C, 5% CO2-Begasung und gesattigter Wasserdampfathmosphéare inkubiert.
Verwendet wurden 260 mL-Zellkulturflaschen, die mit jeweils 20 mL Medium beftillt
wurden, wobei initial die Konzentration der T-Zellen auf 3,5 x 10° /mL eingestellt
wurde. Alle 3-4 Tage wurden die Zellen auf diese Zellzahl eingestellt, indem sie
zunachst in sterilen 50 mL-Zentrifugenrohrchen bei 250 x g abzentrifugiert wurden.
Das Medium wurde verworfen, die Zellen in der erwinschten Zellzahl in neuem
Medium durch leichtes Schwenken resuspendiert. Es wurden final 5 ng/mL
rekombinantes humanes IL-2 (Boehringer, Mannheim) zugegeben, um die
Proliferation der Zellen aufrecht zu erhalten. Im Abstand von 4 Wochen erfolgte
jeweils eine Restimulation mit Ovalbumin. Dazu mufdten entsprechende syngene
Stimulatorzellen vorhanden sein, die aus der Milz einer frisch gettteten Maus
entnommen wurden (siehe 3.1.2.2.). Zu 3,5 x 10° T-Zellen wurden 2 x 10° bestrahlte
Feeder-Zellen gegeben. Nach Zugabe von Ovalbumin (finale Konzentration = 13,5
png/ml) wurden die Zellen unter normalen Kulturbedingungen ohne die Zugabe von IL-
2 fur 6 Tage inkubiert.

3.1.2.2 Milzzellpraparation

Fur die Restimulation der T-Zellen wurden Feeder-Zellen benétigt. Dazu wurde eine
BALB/c-Maus getotet und kurz in ein Gefald mit 70% Ethanol gelegt, um anhaftende
Mycoplasmen und andere Bakterien abzutdten. AnschlieBend wurde die Milz der
Maus unter sterilen Bedingungen entfernt und in eine Petrischale mit ,T-Zell-Medium*
gelegt. Mit dem Stempel einer sterilen Spritze erfolgte die Zerstérung der Kapsel, so
dall man eine Zellsuspension erhielt. Um nicht-zellulare gréRere Bestandteile zu
separieren, wurde die Suspension Uber einen Cell Strainer-Einmalfilter gegeben.
Anschliel3end erfolgte eine Zentrifugation bei 300 x g. Zur Hemmung der Proliferation
wahrend der weiteren Kultivierung wurden die Zellen im Gammacell-
Bestrahlungsgerat einer y-Strahlung von 30 Gray ausgesetzt. Zwei weitere
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Zentrifugationen bei 200 x g dienten dazu, stérende Thrombozyten zu eliminieren.
Die Zellen wurden jeweils in T-Zell-Medium resuspendiert. Anschlie3end konnten die
so praparierten Milzzellen zur Restimulation eingesetzt werden.

3.1.3 J774A.1-Zellen

Bei diesen Zellen handelt es sich um eine murine Monozyten-Tumorzellinie. Sie
wurde kultiviert, um sie als Kontrollzellen fir RT-PCRs, RPA, FACS-Analysen und
Objekttragerfarbungen einzusetzen. Das Kultivierungsmedium besteht aus RPMI
1640 (GIBCO, Eggenstein) unter Zusatz von Penicillin/Streptomycin (100 U/mL / 100
pug/ml), L-Glutamin (2 mM) und FCS (10%). Die Zellen wurden in 260 mL-
Zellkulturflaschen bei 37°C (5% CO2, ges. Wasserdampf) kultiviert und wachsen
adharent am Flaschenboden, von dem sie mit einem Gummischaber leicht abgeldst
werden konnen. Alle zwei Tage erfolgte eine Passage, bei der die Zellen nach dem
Ablésen vom Boden neu auf eine Dichte von 5 x 10 6 Zellen / mL eingestellt und mit
neuem Medium versehen wurden.

3.1.4 XS52-Zellen

Zellen dieser murinen, von Langerhans-Zellen abstammenden, dendritischen Zellinie
aus BALB/c-Mausen, (MHC-II-Hintergrund I-Ad), wurden zum einen als Kontrollzellen
fur FACS-Analysen und Objekttragerfarbungen eingesetzt, zum anderen auch in
Immunprazipitationen, RPAs, ELISA- und ELISPOT-Assays im Hinblick auf die
Stimulierbarkeit durch Immunkomplexe untersucht. Bei diesen Zellen handelt es sich
um teilweise in Suspension und teilweise adharent wachsende Zellen, die durch
starkeres Klopfen an der Zellkulturflasche oder durch einen Gummischaber leicht
vom Flaschenboden abgeldst werden kénnen. Alle zwei bis drei Tage erfolgte eine
Passage, bei der die Zellen in einer Zelldichte von 3 x 10> Zellen/mL in einem
Kultivierungsmedium aus Basal Iscove Medium (Biochrom KG, Berlin), FCS (2,5%),
Penicillin/Streptomycin (100 U/mL / 100 pg/ml), L-Glutamin (2 mM), NEA (1%) und
Natriumpyruvat kultiviert werden, dem final 5 ng/mL rekombinantes murines GM-CSF
als Wachstumsfaktor frisch zugesetzt wurden.

3.1.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden die adhérenten Zellen (MMC), wie unter 3.1.1.2 beschrieben,
abtrypsiniert und zentrifugiert. Bei den teilweise oder ganz in Suspension
wachsenden Zellen (T-Zellen, XS52, J774A.1) wurde das Medium aus dem
Uberstand aufgefangen, die adharenten Zellen mit einem Zellschaber abgeldst und
zentrifugiert. Die anschlie3ende Resuspension erfolgte in eiskaltem FCS (0,9 mL pro



3 Methoden 27

Kryoréhrchen) unter Zugabe von DMSO (0,1 mL pro Kryoréhrchen, Fa. Sigma,
Deisenhofen). Je 1 mL Zellsuspension wurde auf Eis in ein Kryoréhrchen tberfihrt
und Uber Nacht langsam bei -80°C eingefroren. Am nachsten Tag wurden die
Kryogefal3e in fliissigem Stickstoff eingelagert.

Zum Auftauen wurden die Kryoréhrchen in der Hand erwarmt, bis die Zellklumpen
sich 16sten und in ein 15 mL Zentrifugenrdhrchen Uberfuhrt werden konnten.
Tropfenweise wurde FCS dazugegeben, worauf eine zehnminutige Zentrifugation bei
1200 rpm (250 x g) bei 4°C folgte.

Die Zellen wurden im entsprechenden FCS-haltigem Medium resuspendiert und in
eine kleine (50 mL) oder grof3e (260 mL) Kulturflasche Uberfihrt. Nach zwei Tagen
wurde das Medium vollstéandig gewechselt und die Zellen wie beschrieben inkubiert.

3.1.6 Stimulationsbedingungen von MMC

Die Zellen wurden, wie unter 3.1.1.2 beschrieben, bis zur Subkonfluenz kultiviert. Bei
Experimenten, die unter proliferativen Bedingungen stattfanden, wurden die Stimuli
nach einem Wechsel des 10% FCS-haltigen Mediums zugesetzt. Um die
proliferierenden MMC auf Ruhebedingungen umzustellen, wurden sie zweimal mit
PBS gewaschen und anschlieRend auf serumfreies Medium mit Zusatzen (MCDB
302B, Sigma, Deisenhofen) umgesetzt. Nach 72 Stunden Inkubation erfolgte die
Stimulation mit murinem IFN-y (500-1000 U/ml; Fa. Boehringer, Mannheim), TNF-a
(500 U/ml; Fa. Phillips, Bissendorf), rhiL-13 (10 ng/ml, Hoffmann-La Roche, Basel),
murinem IL-10, murinem IL-4 (je10 ng/mL, Fa. TEBU, Frankfurt/Main), murinem GM-
CSF (5 ng/mL), LPSEcoiy (10 pg/mL, Fa. Sigma, Deisenhofen) fur definierte
Zeitraume von 24 bis 48 Stunden.

3.1.7 Zellzahlbestimmung nach Trypanblaufarbung

Aus einer Zellsuspension wurde ein Aliquot von 20 pL entnommen und in einem
Eppendorfgefald mit Trypanblau 1:2 verdinnt. Die Zellanzahlbestimmung erfolgte in
einer Neubauer-Zahlkammer. Diese besteht aus 9 GroRquadraten, von denen jedes
ein Zahlvolumen von 0,1 pL besitzt. Nachdem die Zellsuspension aufgebracht war,
wurden 4 GroRquadrate ausgezéhlt und die Zellanzahl folgendermal3en bestimmt:

Zellanzahl aus 4 Quadraten

Zellanzahl / mL = x 2 (=Verdunnungsfaktor) x 10*
4

Gesamtzellanzahl = Zellanzahl / mL x Volumen der Zellsuspension
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3.2 Préaparation und Analyse von Nukleinsduren
3.2.1 RNA-Isolierung

Die Extraktion von RNA aus in Suspension vorliegenden und adhéarenten Zellen
erfolgte unter Anwendung des RNA-Clean™ Systems (AGS, Heidelberg; nach
CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987) Dabei handelt es sich um eine Kombination aus
Guanidinthiocyanat und Phenol, die eine saubere und effiziente Praparation
zytosolischer Gesamt-RNA ermdglicht. Zum Schutz vor Ribonukleasen wurden fir
die RNA-Isolierung nur autoklavierte Materialien verwendet. Nach entsprechender
Stimulation wurden die MMC nach dem Abnehmen des Mediumiberstandes in der
Kulturflasche zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Anschlieend wurden die
adhérenten Zellen mit 1 mL RNA-Clean versetzt und mit Hilfe eines Zellschabers
vom Boden der Kulturflasche abgel6st. Bei Suspensionszellen wurden die Zellen vor
der Zugabe des RNA-Clean bei 1200 rpm (250 x g) fur 10 min abzentrifugiert und
noch zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Das Zellysat wurde in einem 2 mL
EppendorfgefalR mit 0,1 Volumen Chloroform griindlich gemischt und 15 min auf Eis
inkubiert. Danach folgte eine Zentrifugation bei 12.000 x g, 4°C fur 30 min. Im
nachsten Schritt wurde der RNA-haltige wassrige Uberstand in ein neues
Eppendorfgefald tberfihrt, mit dem gleichen Volumen Isopropanol versetzt, und die
RNA bei -20°C Uber Nacht (oder fur 20 min bei 4°C) gefallt. Nach der Fallung wurde
die RNA 30 min bei 12.000 x g, 4°C zentrifugiert, das RNA-Pellet in 1 mL 4M LiCl
aufgenommen, griindlich geschittelt und mit 1 mL eiskaltem Isopropanol versetzt. Es
folgte eine zweite Fallung bei -20°C uber Nacht. Der LiCl-Fallungsschritt diente zur
Erhéhung der Reinheit der RNA durch Entfernung von Polysacchariden. Im Anschluf
daran wurde die RNA ein weiteres Mal flir 30 min bei 12.000 x g, 4°C zentrifugiert,
danach mit 80%igem eiskaltem Ethanol gewaschen, 15 min zentrifugiert, nach
Abnehmen des Uberstandes 5-10 min luftgetrocknet und in 50 pL sterilem Wasser
aufgenommen. Zur Bestimmung der RNA-Menge wurde die geloste RNA 1:150
verdinnt und anschlie3end die Extinktion bei 260 und 280 nm im Spektralphotometer
gemessen. Dabei entsprach eine Extinktionseinheit bei 260 nm einer RNA-
Konzentration von 40 pg/ml. Der Quotient der Extinktionswerte bei 260 und 280 nm
diente als Mal3 fur die Reinheit der RNA und lag im Idealfall bei 2. Zur Lagerung
wurde die RNA-L6ésung mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5
Volumen 100%igem Ethanol versetzt und bei -20°C gelagert, um Degradation durch
Ribonukleasen zu verhindern.

3.2.2 Agarosegelelektrophorese und Northern Blotting von RNA

Fur die Elektrophorese und den Northern Transfer von RNA (nach MANIATIS et al.
1989) wurden autoklavierte, RNase-freie Materialien verwendet. In einem 1%igen
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Agarose-Gel mit 6% Formaldehyd wurden gleiche Mengen RNA elektrophoretisch
aufgetrennt. Dazu wurde eine spezielle RNA-Flachbett-Elektrophoresekammer (Fa.
BIORAD, Miunchen) verwendet, die mit 1x MOPS gefillt wurde.

Vor dem Auftrag wurde die RNA je nach Menge mit steriilem Wasser auf eine
Konzentration von 1ug/pL eingestellt. Je 20 ug RNA pro Ansatz wurden eingesetzt
und mit 12,5 pL RNA-Probenpuffer versetzt. Es folgte eine Inkubation bei 56°C fur 17
min, worauf die RNA-Probe kurz zentrifugiert und mit 6 uL RNA-Stoppuffer versetzt
wurde (Zusammensetzung der Puffer siehe unten).

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel auf einem UV-Tisch
kontrolliert, um die Integritat der RNA sicherzustellen, sowie um die Auftragsmengen
anhand der Anfarbungsintensitat der 18S und 28S rRNA zu tberprifen.

Losungen fur die RNA-Gelelektrophorese:

10 x MOPS:
200 mM 3-[N-Morpholino]propansulfonsaure
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
mit NaOH auf pH 7 eingestellt

RNA-Stoppuffer:
50% Glycerol
1 mM EDTA pH 8
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol FF

RNA-Probenpuffer (fir einen Ansatz):
7,5 pL Formaldehyd
3 pL 10 x MOPS
2 puL Ethidiumbromid (200 ng/ml)

RNA-Gel, grol3e Kammer (360 mL):
3,6 g Agarose
36 mL 5 x MOPS
67,5 mL Formaldehyd
260 mL Aqua bidest

Zur Vorbereitung auf den Northern-Transfer wurde das Gel zweimal fir je 30 min in
sterilem Wasser und anschlieBend einmal in 10 x SSC fur 20 min leicht geschittelt.
Anschliel3end wurde das Gel mit der Oberseite nach unten auf eine mit Blotpuffer (10
x SSC) gesattigte Whatman-(3MM)-Filterpapierbriicke gelegt. Dabei ragte das
Filterpapier an beiden Enden in eine mit Blotpuffer gefillte Plastikwanne. Auf das Gel
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wurde die Nylonmembran gelegt (Hybond N, Fa. Amersham, Braunschweig), darauf
eine doppelte Lage auf Gelgrol3e geschnittenes 3MM-Filterpapier, das zuvor in
Blotpuffer getrankt wurde. Vor dem Auflegen wurde die Membran kurz in steriles
Aqua bidest. getaucht und fir 5 Minuten in Blotpuffer getrankt (Aquilibrierung). Das
Gel wurde mit einem Rahmen aus Parafilm umgeben und danach eine Einmal-
Strampelpeter-Windel aufgelegt. Diese wurde mit einem etwa 1 kg schweren
Stahlblock beschwert. Der Parafilm-Rahmen sollte einen direkten Pufferstrom zur
Windel verhindern. Luftblasen wurden verhindert, indem einige Male vorsichtig mit
einer 10-ml-Pipette Uber die Filterpapiere gerollt wurde. Der Transfer wurde Uber
Nacht durchgefihrt und nach ca. 18 Stunden beendet. Die Membran wurde kurz in 2
x SSC gewaschen, fir 10 min bei 95°C getrocknet und anschlieRend fiur 90
Sekunden auf dem UV-Leuchttisch bestrahlt, um eine Kreuzvernetzung der RNA mit
der Membran zu erreichen. Die Membran wurde anschliel3end lose in Klarsichtfolie
eingepackt und bei 4°C gelagert.

3.2.3 Radioaktive Markierung von cDNA-Fragmenten

Bei der radioaktiven Markierung von cDNA-Fragmenten (MegaprimeTM DNA
Labelling Kit, Fa. Amersham, Braunschweig) hybridisierten zundchst Primer aus
einem Gemisch von Hexanukleotiden aller mdglichen Basensequenzen (Random
Hexamer Gemisch) an die einzelstrangige Matrizen-DNA. Der komplementéare Strang
wurde anschlieend durch das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | an die 3'-
OH-Gruppen der Primer in 5°-3"-Richtung synthetisiert. Dabei wurde a-*2p-
markiertes dCTP (3000 Ci / mmol, Fa. NEN, Boston, USA) in den neu gebildeten
DNA-Strang eingebaut.

Markierungsansatz It. Herstellerprotokoll:

25-50 ng DNA in Tris-EDTA-Puffer (mit Aqua bidest. auf 30,5 pL auffullen)
5uL Random-Hexamere

Dies wurde 5 min. bei 95°C im Heizblock denaturiert

2,5uL AGT-Mix (dATP, dGTP, dTTP, je 1 mM)
5uL 10 x Klenow Reaktionspuffer

5 uL a-?P-dCTP (10 pCi/pL)

2 UL Klenow-Fragment (= 2 U)

Der Ansatz wurde gemixt, kurz anzentrifugiert und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Um
eine unspezifische Bindung radioaktiver Nukleotide an die Blotmembran zu
minimieren, wurde Uberschissiges a-*?P-dCTP vor dem Gebrauch der Sonde
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abgetrennt. Dazu wurden mit TE-Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 7,6, 1 mM EDTA, pH 8)
gefullte MicroSpinTM S-200 HR-Gelfiltrationssaulen (Fa. Pharmacia) verwendet. Das
die markierte DNA enthaltende Eluat wurde 5 min. bei 95°C denaturiert und
anschlieRend 5 min. auf Eis abgekuhlt. Es folgte die Messung des radioaktiven
Einbaus im Szintillationszéahler (2 puL Probenvolumen) und die Berechnung des
Einbaus nach Cerenkov [MANIATIS et al., 1989].

cpm x Eluatvolumen / Probevolumen = Gesamteinbau
Gesamteinbau / Zielkonzentration = Volumen der Hybridisierungslésung

3.24 Hybridisierung von Northern und Southern Blot-Membranen mit
radioaktiv-markierten cDNA-Sonden

Die Hybridisierungen wurden nach Maniatis et al. [MANIATIS et al.,, 1989]
vorgenommen. Dabei wurden die Membranen zunéchst mit 5 x SSPE gewaschen
und anschlieBend fur 2 Stunden bei 42°C mit einer Prahybridisierungslosung
inkubiert, um unspezifische Bindungen der Sonde an die Membran zu minimieren.
Nach Zugabe der radioaktiv markierten cDNA-Sonde folgte die Hybridisierung fur 20-
22 h im Hybridisierungsofen bei 42°C. Anschlieend wurden die Membranen
zweimal mit 2 x SSC, 15 min mit Waschlésung | (1 x SSC, 0,1% SDS) bei
Raumtemperatur und schlief3lich 15 min mit Waschlosung 11 (0,2 x SSC, 0,1% SDS)
bei 62°C im Schuttelwasserbad gewaschen, um unspezifische Bindungen zu lésen
(Stringenzwasche). Zwischen den Waschschritten wurde jeweils die Aktivitat der
Membranen Uberpriuft. Die noch feuchten Membranen werden in Klarsichtfolie
eingeschlagen und in einer Autoradiografiekammer mit Verstarkerfolie mit einem X-
Omat AR-RdOntgenfilm (Kodak, Rochester, USA) exponiert.

Prahybridisierungslésung:
50% Formamid (entionisiert)
5 x SSPE
5 x Denhardt’s Losung
400 pg/mL gescherte denaturierte Lachssperma-DNA
0,5% SDS
5% Dextransulfat

20 X SSPE:
3 M NaCl
200 mM NaH2PO4 x H20
20 mM EDTA
pH 7,4
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50 x Denhardt’s Losung:
5g Ficoll
5g Polyvinylpyrrolidon
59 BSA
Agua bidest. ad 500 mL

3.25 Ribonuklease Protection Assay

Mit dem RiboQuant® Multi-Probe RNase Protection Assay System von PharMingen,
BD, Heidelberg, stand eine hochsensitive und spezifische Methode fir die Detektion
und Quantifizierung von mRNA Spezies zur Verfigung. Mit dem Multi-Probe
Template Set mCK-5, ist es mdglich, verschiedene Maus-Chemokin mRNA-Spezies
und die konstitutiv exprimierten Gene GAPDH und L32 simultan aus einer Probe
Gesamt-RNA zu quantifizieren. Die Methode basiert auf einer in vitro Transkription,
bei der durch die eingesetzte DNA-abhangige Bakteriophagen-Polymerase T7 aus
einem Plasmid mit Bakteriophagen Promotor, das als template fungiert, eine mit [32P-
UTP]-radioaktiv markierte antisense RNA-Sonde entsteht, die mit der eingesetzten
Gesamt-RNA hybridisiert. Einzelstrang-RNA und Uberschissige freie Sonde werden
durch Zugabe von RNase verdaut. Die zurlickgebliebenen "RNase-geschutzten”
Proben werden aufgereinigt, auf einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und durch
Autoradiografie oder Phosphoimaging quantifiziert. Durch die vergleichende Analyse
der Chemokin-mRNA-Menge mit den konstitutiv exprimierten housekeeping Gen-
Transkripten L32 und GAPDH, kann die Menge der individuellen mRNA zwischen
den Proben bestimmt und verglichen werden. Da die "ungeschutzte” Sonde noch die
flankierenden Sequenzen aus der multiple cloning site des Plasmids besitzt, ist die
Lange der "geschiitzten” Probe 29 Nukleotide kiirzer und kann daher schneller durch
das Gel wandern, als die "ungeschitzte” Probe.

Die Technik wurde angewandt, um die Expression bestimmter Chemokine nach
Behandlung mit verschiedenen Stimuli und mit Immunglobulin-Immunkomplexen zu
analysieren.

3.25.1 Sondensynthese (In vitro-Transkription)

Fur die in vitro-Transkription wurde nach Anleitung des In Vitro Transcription Kit von
PharMingen zunachst ein Mix aus folgenden Reagenzien in einem RNase-freien
Eppendorf-Reaktionsgefald angesetzt:

1L Rnasin (RNase Inhibitor) (40 U/uL)
1L GACU Mix (GTP/ATP/CTP: 2,75 mM; UTP: 61uM)
2 uL DTT (100mM)

4 uL 5 x Transkriptions-Puffer
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1L RPA Template Set

5 pL [a-**P] UTP (10 uCi/pL)

5 puL Aqua bidest.

1uL T7 RNA-Polymerase (20 U/pL)

Gesamtvolumen: 20 pL

Dieser Ansatz wurde fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 2 pL
RNase-freier DNase (1 U/pL) und Inkubation fir 30 min bei 37°C wurde die in vitro
Transkription beendet. Um die Sonde von vorhandenen Proteinen und
Glycerolbestandteilen zu reinigen, wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion der
Probe durchgefihrt.

Dafiir wurden folgende Reagenzien in das Eppendorf-Reaktionsgefal} pipettiert:

26 pL 20 mM EDTA

25 pL Tris-gesattigtes Phenol

25 uL Chloroform:lsoamyl-Alkohol (50:1)
2 uL Hefe tRNA (2 mg/mL)

Nach Zugabe von 26 uL EDTA wurde 1 pL von der Flussigkeit abgenommen und die
Radioaktivitat in ips gemessen (Probenvolumen 1 pL). Die Flussigkeiten wurden auf
einem Vortex-Ruttler bis zur Herstellung einer Emulsion gemischt und bei 14.000 x g
fir 5 min bei 4°C zentrifugiert. Es bilden sich zwei Phasen, von denen die obere,
wassrige Phase vorsichtig abgenommen und in ein neues 1,5 mL Eppendorf-
Reaktionsgefald Uberfuhrt wurde. Zu dieser wassrigen Phase wurden 50 pL
Chloroform:lsoamyl-Alkohol (50:1) gegeben und der Vorgang wiederholt. Wieder
wurde nach der Zentrifugation die wassrige Phase abgenommen und zur
Préazipitation mit 50 pL 4 M Ammonium-Acetat und 250 pL eiskaltem Ethanol abs.
versetzt und bei -70°C fur 30 min inkubiert. Anschliel3end erfolgte eine Zentrifugation
bei 4°C fuir 30 min bei 14.000 x g. Der Uberstand wurde verworfen und das Pelett 1 x
mit 100 L eiskaltem Ethanol (90%) gewaschen und unter den gleichen Bedingungen
fir 5 min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das
Pelett fur 5-10 min getrocknet. Die Resuspendierung erfolgte in 50 pL 1 x
Hybridisierungs-Puffer. Anschlie3end erfolgte die Messung des radioaktiven Einbaus
(Probenvolumen 1 pL), die Berechnung des Einbaus nach Cherenkov und die
Verdiunnung der Sonde auf die gewiinschte Zielkonzentration mit Hybridisierungs-
Puffer.

Berechnung des radioaktiven Einbaus nach Cherenkov:

cpm x (Einbau vorher/nachher) / Probenvolumen = Gesamteinbau
Gesamteinbau/Zielkonzentration = Verdinnungsfaktor
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3.25.2 RNA Praparation und Hybridisierung

Pro Probenansatz wurden 5 pg in Wasser geloste Gesamt-RNA in 0,5 pL
Reaktionsgefalle vorgelegt und in der Vakuum-Zentrifuge getrocknet. Jede Probe
wurde in 8 puL Hybridisierungs-Puffer resuspendiert. Zu diesem Ansatz wurden 2 pL
der auf die entsprechende Konzentration (mCK-5 = 3,0 x 10° cpm/pL) verdiinnten
radioaktiven Sonde gegeben. Um Verdunstung und Ruckflu3 zu vermeiden, wurde
jeder Ansatz mit 50 pL Mineral6l tGberschichtet und im Thermocycler fir 12-16
Stunden wie folgt inkubiert:

Segment 1: 90 °C, 2 min; 88°C, 1 min; 86°C, 1 min; 84°C, 1 min; 82°C, 1 min; 80°C,
1 min; 78°C, 1 min; 76°C, 1 min; 74°C, 1 min; 72°C, 1 min; 70°C, 1 min;
68°C, 1 min; 66°C, 1 min

Segment 2: 56°C, 12-16 Stunden

Segment 3: 37°C, 15 min

3.2.5.3 RNase Behandlung

Nach Beendigung des Programms wurden die Proben aus dem Thermocycler
herausgenommen und 100 pL eines aus 2,5 mL 1 x RNase Puffer und 6 pL RNase A
+ T1 Mix (A: 800 ng/uL; T1: 250 U/uL) hergestellten RNase-Cocktails (fir 20 Proben)
unter das Mineral6l in die wassrige Phase pipettiert. Es folgte eine Inkubation im
Thermocycler fir 45 min bei 30°C. In der Zwischenzeit wurde ein Proteinase K-Mix
(far 20 Proben) hergestellt:

390 uL 1 x Proteinase K Puffer
30 uL  Proteinase K (10 mg/mL)
30 uL  Hefe tRNA (2 mg/mL)

Von diesem Proteinase K-Mix wurden je 18 uL in neue Eppendorf-Reaktionsgefalie
vorgelegt und die mit RNase verdauten Proben (ohne Mineraldl) in diese Proteinase
K Loésung uberfuhrt. Es folgte eine Inkubation fur 15 min bei 37°C. AnschlieRend
wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion mit 65 pL Tris-gesattigtem Phenol und 65
uL Chloroform-lsoamylakohol durchgefiihrt. Die Flussigkeiten wurden gut gemischt
und fir 5 min bei 14.000 x g zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde
vorsichtig abgenommen, in neue Eppendorf-Reaktionsgefale gegeben, mit 120 uL 4
M Ammonium-Acetat und 650 pL eiskaltem Ethanol abs. versetzt und fur 30 min bei -
70°C inkubiert. Anschliel3end erfolgte eine Zentrifugation bei 4°C fir 5 min bei 14000
x g. Der Uberstand wurde verworfen, das Pelett mit 100 pL eiskaltem Ethanol (90%)
gewaschen und anschlie3end unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Danach
wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Pelett komplett getrocknet,
bevor es in 5 pL 1 x Probenpuffer resuspendiert wurde. Vor dem Probenauftrag auf
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das Polyacrylamid-Gel wurden die Proben fir 5 min bei 90°C denaturiert und
anschliel3end auf Eis aufbewahrt.

3.25.4 Polyacrylamid-Gel

Ein Satz Gel-Platten (>40 cm lang) wurde grundlich mit Aqua bidest und Ethanol
gereinigt. Anschlieend wurde die grof3e Platte mit 300 pL y-Methacryoxypropyltri-
methoxylisan und die kleine Platte mit 300 puL Sigmacote eingerieben, um das
Anhaften des Gels an der grof3en Platte und die Trennung von der kleinen Platte
nach dem elektrophoreitschen Lauf zu gewahrleisten. Beide Platten wurden
getrocknet, wieder gereinigt, mit einem 0,4 mm "spacer” getrennt Gibereinandergelegt
und mit Klammern fixiert. Zur Analyse der RNA wurde ein 8%iges Polyacrylamid-Gel
verwendet: 31 g Harnstoff wurden in 31 mL Aqua bidest und 7,5 mL 10 x TBE gelost,
mit 11 mL einer Acrylamid/Bisacrylamid-Stammlosung (38% / 2%), sowie 450 pL
10% APS (Ammonium-Persulfat) versetzt und unter Vakuum entgast. Nach Zugabe
von 75 pL TEMED wurde das Gel rasch zwischen die zwei vorbereiteten Glasplatten
gegossen. Nach dem einfiullen der Acrylamid-Losung wurden beide Probenkamme
mit der stumpfen Seite voran so zwischen den Platten plaziert, dal3 sie etwa 5 mm in
die Flussigkeit tauchten und mit Klammern fixiert.Nach ca. 1 Stunde bei RT war das
Gel in horizontaler Lage auspolymerisiert. Vor dem Gellauf wurden die Kadmme
entfernt, der Auftragsbereich mit Aqua bidest gespult und die Gelplatte in die
Elektrophoreseapparatur (BRL, Mod. S2) gespannt. Als Oberpuffer wurde 0,5 x TBE
und als Unterpuffer 1 x TBE (0,09 M Tris/Borat pH 8,0; 1 mM EDTA) verwendet. Die
Kamme wurden mit den Spitzen ins Gel zeigend ca. 2 cm tief eingesetzt. Vor dem
Auftragen wurden die Proben fir 5 min bei 90°C hitzedenaturiert und anschliel3end
auf Eis gestellt. Um ein Renaturieren der Proben nach dem Auftrag zu verhindern,
wurde das Gel in einem Vorlauf fir 60 min bei 1,8 kV und maximal 80 W erwérmt, bis
die Geltemperatur 50°C betrug. Nun konnten die Proben und auch eine Verdiinnung
der Sonde als GrofRenmarker in die Probentaschen aufgetragen und bei einer
konstanten Stromstarke von 80 Watt aufgetrennt werden. Durch Zugabe von 100 mL
3 M Natriumacetat in die untere Pufferkammer ca. 1 Stunde vor Laufende wurde im
unteren Bereich des Gels die Laufgeschwindigkeit verlangsamt, so dal3 eine
gleichmaRigere Auftrennung der Banden erzielt werden konnte. Der Lauf wurde
beendet, wenn die Bromphenolblau-Bande das Ende des Gels erreicht hatte.
Danach wurde die kleine Platte entfernt, das Gel zuerst fir 20 min in
Fixierungslosung (5% Methanol, 5% Essigsaure) gelegt, in Aqua dest. gewassert und
anschlieRend im Heizofen bei 50°C getrocknet. Die Radioaktivitdt wurde in einem
Phosphoimager quantifiziert oder bei —70°C unter Verwendung von Verstarkerfolien
mit einem Kodak BioMax MR Film exponiert.
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3.2.6 PCR

Der PCR-Prozel} ist eine sehr effektive Methode zur in-vitro-Amplifikation von DNA-
Segmenten durch mehrere Inkubationsschritte bei unterschiedlichen Temperaturen.
Diese Technik macht sich die Eigenschaften der aus Archaebakterien isolierten
DNA-Polymerasen zunutze, die in mehreren aufeinanderfolgenden Zyklen auch nach
Hitzedenaturierung der DNA bei 95°C noch biologische Aktivitat aufweisen und DNA
vervielfaltigen konnen.

In unserer Arbeitsgruppe ist eine Methode etabliert, mit der sich die Bedingungen der
PCR-Methodik so gestalten lassen, dal3 eine Semi-Quantifizierung der PCR-
Ergebnisse mdoglich ist. Zur Kontrolle einer gleichmaRigen Ausgangsmenge RNA
wurden in Parallelansatzen Primer fur 3-Tubulin und die jeweilige gesuchte cDNA
verwendet. Bei B-Tubulin handelt es sich um ein konstitutiv exprimiertes Genprodukt,
das auch nach unterschiedlichen Stimulationsbedingungen keine Veranderungen in
der cDNA-Ausbeute zeigt. Diese Methode erlaubt es, durch einen Vergleich der
Ethidiumbromid-gefarbten [(-Tubulin-cDNA-Banden Aussagen Uuber die RNA-
Ausgangsmengen zu treffen.

Um die semi-quantitative Technik zu verbessern und DNA-Mengen vergleichen zu
konnen, wurde dann das Verfahren einer "Batch”-PCR benutzt, das heil3t, die
reverse Transkription wurde in einem mindestens doppelten Ansatz durchgefihrt und
das Produkt im Anschlu3 auf mehrere Amplifikationsansatze aufgeteilt. Von diesen
wurde einer als Kontrollansatz mit Primern fur B-Tubulin versehen. Den weiteren
Ansatzen wurden die entsprechenden anderen Primer (FcyRIl, FcyRIl etc.)
beigegeben. Fir die B-Tubulin-Kontrollansatze wurden die Zykluszahlen so
ausgetestet, dal} die auf das Gel aufgetragene cDNA-Menge nicht im Plateau,
sondern im ansteigenden Teil der Farbeintensitat lag. Dazu wurden bei gleichen
RNA-Mengen unterschiedliche Zykluszahlen (28 - 40 Zyklen) in der PCR eingesetzt
und die synthetisierten cDNA-Mengen in einem analytischen DNA-Gel verglichen.
Die optimale Zykluszahl fir 3-Tubulin lag bei 28 Zyklen, wahrend sie fur z.B. den Fcy-
Rezeptor | bei 40 Zyklen lag.

Die Polymerase-Ketten-Reaktion mit einer vorgeschalteten reversen Transkription
(RT-PCR) wurde in einem Thermocycler der Firma Landgraf, Hannover,
durchgefihrt. Dazu wurde im ersten Schritt die aus den entsprechenden Zellen
gewonnene RNA (pro Ansatz wurde 1,5 pg RNA aus MMC und 0,5 pg RNA aus
J774A.1 eingesetzt) durch eine reverse Transkription in komplementéare DNA (cDNA)
umgeschrieben, welche dann im zweiten Schritt mit Hilfe von Tag-DNA-Polymerase
amplifiziert wurde. Die so gewonnene DNA konnte anschlieBend in
Agarosegelelektrophoresen analysiert werden.
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A) Reverse Transkription

5 x RT-PCR-Puffer (1 x) 4 uL
dNTP-Mix je 10 mM

(ATP, GTP, CTP, TTP) 4 uL
DTT (1mM) 2 uL
Oligo d(T)1e (2,5uM) 1L
RNase Inhibitor (1 U/uL) 1L
steriles Aqua bidest. 6,5 UL
RNA (0,5-1,5 ug) 1L
Reverse Transkriptase (1 U/uL) 0,5 uL

Gesamtvolumen: 20 pL

Um Verdunstung und Ruckflu3 zu vermeiden, wurde der Ansatz mit 50 pl Mineraldl

(Sigma) Uberschichtet und wie folgt im Thermocycler inkubiert:

Segment 1: 23°C, 10 min
Segment 2: 37°C, 60 min
Segment 3: 95°C, 5 min
Segment 4.  4°C, 5 min

B) DNA-Amplifikation

Fur den zweiten Reaktionsschritt wurde in einem weiteren Mikroreaktionsgefal3 ein
zweiter Master-Mix angesetzt, der je nach Primerpaar optimierte Mengen von MgCl>

enthalt:

Reaktionsansatz fur 3-Tubulin (2,1 mM MgCl»):

10 x PCR-Puffer (1 x) 10 pL
50 mM MgCl2-Lésung (2,1 mM) 3 puL
dNTP-Mix je 10 mM

(ATP, GTP, CTP, TTP) 8 uL
steriles Aqua bidest. 56,5 pL
Primer-Mix sense+antisense (je 0,2 pM) 3 uL
RT-Template 19 puL
Taqg-DNA-Polymerase 0,5 uL

Gesamtvolumen: 100 pL
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Reaktionsansatz fur FcyRI, FcyRIl, FcyRIIl, FcRy-Kette (1,5 mM MgCly):

10 x PCR-Puffer (1 x) 10 pL
50 mM MgCl2-Lésung (0,9 mM) 1,8 uL
dNTP-Mix je 10 mM

(ATP, GTP, CTP, TTP) 8 uL
steriles Aqua bidest. 57,7 UL
Primer-Mix sense+antisense (je 0,2 uM) 3 uL
RT-Template 19 pL
Taqg-DNA-Polymerase 0,5 uL

Gesamtvolumen: 100 pL
Nach der erneuten Uberschichtung mit 50 uL Mineraldl folgte eine Inkubation im
Thermocycler unter folgenden Bedingungen, die fur jedes Primerpaar optimiert

worden sind. ("Hot Start” PCR nach Hosta u. Flick, U.S. Biochemical Corporation):

Temperaturprofil flir FcyRI, FcyRIl, y-Kette (,cool-down-PCR*):

Segment 1: 95°C, 5 min, 1 Zyklus

Segment 2: 85°C, 5 min, 1 Zyklus; hier Zugabe von 0,5 puL Tag-DNA-
Polymerase (2,5 U)

Segment 3: 95°C, 1 sec, 1 min; 60°C (Annealing-Temperatur), 1 sec, 1 min;
72°C, 2 min; 2 Zyklen

Segment 4: 95°C, 1 sec, 1 min; 59°C (Annealing-Temperatur), 1 sec, 1 min;
72°C, 2 min; 2 Zyklen

Segment 5: 95°C, 1 sec, 1 min; 58°C (Annealing-Temperatur), 1 sec, 1 min;
72°C, 2 min; 2 Zyklen

Segment 6: 95°C, 1 sec, 1 min; 57°C (Annealing-Temperatur), 1 sec, 1 min;
72°C, 2 min; 2 Zyklen

Segment 7: 95°C, 1 sec, 1 min; 56°C (Annealing-Temperatur), 1 sec, 1 min;
72°C, 2 min; 2 Zyklen

Segment 8: 95°C, 1 sec, 1 min; 55°C (Annealing-Temperatur), 1 sec, 1 min;
72°C, 2 min; 30 Zyklen

Segment 9: 60°C, 7 min, 1 Zyklus

Segment 10: Abkuhlung auf 4°C

Temperaturprofil fur FcyRlll:

Segment 1: 95°C, 5 min, 1 Zyklus

Segment 2: 85°C, 5 min, 1 Zyklus; hier Zugabe von 0,5 puL Tag-DNA-
Polymerase (2,5 U)

Segment 3: 95°C, 1 sec, 1 min; 60°C (Annealing-Temperatur), 1 sec, 1 min;

72°C, 2 min; 2 Zyklen
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Segment 4: 95°C, 1 sec, 1 min; 59°C (Annealing-Temperatur), 1 sec, 1 min;
72°C, 2 min; 38 Zyklen

Segment 5: 60°C, 7 min, 1 Zyklus

Segment 6: Abkthlung auf 4°C

Temperaturprofil fur B-Tubulin:

Segment 1: 95°C, 5 min, 1 Zyklus

Segment 2: 85°C, 5 min, 1 Zyklus; hier Zugabe von 0,5 puL Tag-DNA-
Polymerase (2,5 U)

Segment 3: 95°C, 1 min; 55°C (Annealing-Temperatur), 1 min;
72°C, 2 min; 28 Zyklen

Segment 4: 60°C, 7 min, 1 Zyklus

Segment 5: Abkihlung auf 4°C

Untersuchung der Zellkultur auf Mykoplasmenkontamination mittels PCR

Mykoplasmen sind Prokaryonten, deren Syntheseféhigkeit aufgrund ihres kleinen
Genoms sehr beschrankt ist, weswegen sie ausschlie3lich eine parasitare
Lebensweise haben. Sie gehdren zu den haufigsten Kontaminanten in der
Gewebekultur, wobei die Kontamination durch den Menschen oder durch
Substanzen, die der Zellkultivierung dienen, erfolgen kann. Um zu verhindern, daf3
die benutzten MMC durch Mykoplasmen kontaminiert und so voraktiviert, bzw. in
ihren biochemischen Eigenschaften veradndert sind, wurde in regelméRigen
Abstanden ein Mycoplasmen-Screening auf der Basis des Nachweises spezifischer
Mycoplasmen-DNA durchgefuhrt. Hierzu wurde zum Amplifizieren der DNA die PCR
benutzt, die gegeniuber anderer Verfahren den Vorteil hat, daf3 schon im picomolaren
Bereich Mycoplasmen-DNA detektiert werden kann, was etwa dem Genom von 10 -
50 Mycoplasmen pro Probe entspricht. Um moglichst viele Spezies abzudecken, wird
das Verfahren einer ,nested PCR" angewendet (Ref.: Prof. Dr. Hauser, GBF
Braunschweig).

Der Nachweis beruht auf der Amplifikation der DNA, die fir die 16S-rRNA kodiert.
Dabei sind die Primer so gewahlt, da® nur Mykoplasmen, Acholeplasmen und ein
Ureaplasma-Stamm erfal3t werden. Das Amplifikationsprodukt wird dann
gelelektrophoretisch nachgewiesen. Mit dieser Methode werden mindestens 25
verschiedene Mykoplasmen-Spezies erfal3t. Unter diesen befinden sich 5 Vertreter,
die man haufig in Zellkulturen findet.

Fur diesem Test wurden die Uberstande von in Kultur befindlichen Zellen verwendet.
Dazu wurden 1,5 mL Uberstand unter sterilen Bedingungen aus der Kulturflasche
abgenommen, in 1,5 mL Eppendorf-GefalRe tberfihrt und bei 12.000 x g fur 5 min.
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 100 puL sterilem Aqua
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bidest. resuspendiert und far 3 min bei 95°C im Heizblock inkubiert. Nach dieser
Inkubation erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 12.000 x g. Vom Uberstand
wurden 10 pL in der PCR eingesetzt.

(Methode Prof. Dr. Hauser, GBF Braunschweig )
Reaktionsansatz:
dNTP-Mix: 1puL

(bestehend aus dATP, dGTP, dCTP
und dTTP, jeweils 2 mM)

5 x RT-Puffer 4,5 L
MPM-Primer (AuRRere Primer 500-520 bp) 2 UL
Agua bidest. 27,5 pL
Probe (Uberstand) 10 pL
Tag-Polymerase-Gemisch

(1 Teil RT-Puffer 5x, 2,5 Teilen 5 uL

Taqg-DNA-Polymerase und
6,5 Teilen Aqua bidest.)

Gesamtvolumen: 50 pL

Dieser Ansatz wird mit 50 pL Mineral6l Uberschichtet und unter folgenden
Bedingungen im Thermocycler durchgefuhrt:

Temperaturprofil:

Segment 1: 90°C, 10 min; 1 Zyklus

Segment 2: 94°C, 30 sec; 67°C, 30 sec; 72°C, 1 min; 30 Zyklen
Segment 3: 72°C, 10 min; 1 Zyklus

Fur den zweiten Lauf wurden 10 pL des PCR-Produktes des ersten Laufes
eingesetzt, die anderen Substanzen blieben gleich; es wurden statt der MPM-Primer
MIP-Primer (innere Primer) zugegeben und unter folgenden Bedingungen im
Thermocycler inkubiert.

Temperaturprofil:

Segment 1: 90°C, 10 min; 1 Zyklus

Segment 2: 94°C, 30 sec; 67°C, 30 sec; 63°C, 30 sec; 72°C, 1 min; 30 Zyklen
Segment 3: 72°C, 10 min; 1 Zyklus
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3.2.7 Agarosegelektrophorese und Southern Blotting von DNA
3.2.7.1 Agarosegel

Die gleichen Mengen DNA wurden mit DNA-Probenpuffer versetzt und in einem 1,5-
2%igen Agarosegel, dem 0,5 pg/mL Ethidiumbromid hinzugefligt waren, in einer mit
TAE-Laufpuffer gefillten Elektrophoresekammer aufgetrennt. Parallel zu den Proben
wurden Molekulargewichtsstandards aufgetragen. Nach Beendigung des Laufs
wurde das Gel unter ultraviolettem Licht fotografiert, bzw. tUber ein Video-Imaging-
System digitalisiert und im Programm Molecular Analyst bearbeitet.

Losungen fur das DNA-Gel:

DNA-Probenpuffer:
30% Glycerol
20% Sucrose
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol FF

TAE-Laufpuffer:
40 mM Tris
20 mM Eisessig
1 mM EDTA, pH 8

3.2.7.2 Southern Blotting

Zur Vorbereitung auf den Southern-Transfer wurde das Gel mit einem Skalpell
zurechtgeschnitten und fur 45 min in einer Lésung aus 1,5 M NaCl / 0,5 M NaOH bei
RT unter leichtem Schiitteln denaturiert. AnschlieRend wurde das Gel kurz in Aqua
dest. gewassert und 2 x in einer Losung aus 1,5 M NaCl / 1 M Tris-HCI, pH 8,0 fur je
20 min bei RT neutralisiert.

Mit der Oberseite nach unten wurde das Gel nun auf eine mit Blotpuffer (10 x SSC)
gesattigte Whatman-(3MM)-Filterpapierbriicke gelegt. Dabei ragte das Filterpapier an
beiden Enden in eine mit Blotpuffer gefillte Plastikwanne. Auf das Gel wurde die
zurechtgeschnittene Nylonmembran gelegt (Hybond N, Fa. Amersham), die zuerst in
Agua bidest. und dann in 10 x SSC aquilibriert wurde. Darauf folgte eine doppelte
Lage auf Gelgrol3e geschnittenes, in Blotpuffer getranktes 3MM-Filterpapier. Das Gel
wurde mit einem Rahmen aus zurechtgeschnittenen Rontgenfilmstreifen umgeben
und danach eine Einmal-Strampelpeter-Windel aufgelegt. Diese wurde mit einem
etwa 1 kg schweren Stahlblock beschwert. Der Réntgenfiim-Rahmen sollte einen
direkten Pufferstrom zur Windel verhindern. Luftblasen wurden verhindert, indem
einige Male vorsichtig mit einer 10-ml-Pipette Uber die Filterpapiere gerollt wurde.
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Der Transfer wurde Uber Nacht durchgefiihrt und nach ca. 18 Stunden beendet. Die
Membran wurde kurz in 2 x SSC gewaschen, fir 10 min bei 95°C getrocknet und
anschlielend fiur 90 Sekunden auf dem UV-Leuchttisch bestrahlt, um eine
Kreuzvernetzung der RNA mit der Membran zu erreichen. Die Membran wurde
anschlie3end lose in Klarsichtfolie eingepackt und bei 4°C gelagert.

3.2.8 Gelextraktion und Aufreinigung von cDNA-Fragmenten

PCR-Produkte oder cDNA-Fragmente, die aus Plasmiden herausgeschnitten wurden
und die als cDNA-Sonden fiur nachfolgende Hybridisierungsexperimente verwendet
werden sollten, wurden unter Verwendung des Quiquick” Gel Extraction Kit (Fa.
Quiagen, Hilden) aus Agarosegelen extrahiert. Dazu wurden die entsprechenden
Ethidiumbromid-gefarbten cDNA-Banden mit einem Skalpell aus dem Gel
herausgeschnitten, die DNA-haltigen Gelstlicke in eine Pufferlosung Uberfihrt und
unter Erwarmung auf 50°C geschmolzen. Anschlieend wurde die Losung auf
spezielle Saulen gegeben und zentrifugiert, wobei die DNA am Saulenmaterial
adsorbierte. Nach einmaligem Waschen mit 70% Ethanol wurde die Nukleinsaure
mittels eines TE-Elutionspuffers von der Saule geldst und konnte nach Bestimmung
des DNA-Gehaltes fur Markierungen verwendet werden.

3.2.9 cDNA-Analyse mit Restriktionsendonukleasen

Zum Herausschneiden von cDNA-Fragmenten aus Plasmiden sowie zum Verifizieren
der Identitdt von PCR-Produkten wurden Restriktionsendonukleasen eingesetzt, die
an bestimmten, fur jedes Restriktionsenzym spezifischen Nukleotidsequenzen den
DNA-Doppelstrang spalten. Um aus den Plasmiden die cDNA-Fragmente
herauszuschneiden, die in den Hybridisierungsexperimenten als radioaktiv-markierte,
spezifische Sondentemplates fir MCP-1, FcyRIl, FcyRIl, FcyRIll und die y-Kette
eingesetzt werden sollten, wurden je 10 pg Plasmid-DNA mit je 20 U des
entsprechenden Restriktionsenzyms und einem Restriktionspuffer versetzt und zwei
Stunden lang bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz im Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt, die spezifischen Banden ausgeschnitten und
aufgereinigt (s. 3.2.8). Fur die Analyse von FcyRla- und FcRy-cDNA wurden RT-
PCR-Produkte der murinen Monozytenzellinie J774A.1 verwendet, die in den T-
Vektor pGEM-T kloniert und mit Pst | / Sac Il (FcRy-Kette) bzw. Afl 1l/ Sal | (FcyRlIa)
wieder aus dem Vektor herausgeschnitten wurden. Sonden fur FcyRIl und FcyRllla
wurden aus FcyRIIb1- und FcyRIlI-cDNA generiert, die in den pUC9-Vektor kloniert
vorlagen und von J. Ravetch zur Verfigung gestellt wurden. Das Sondentemplate
der FcyRIIb1-cDNA wurde mittels Bgl 1l/ Pst | Verdau generiert. Das entstandene
Fragment hybridisiert mit den transmembranen und zytoplasmatischen Domanen, die
nicht-nomolog mit den extrazelluldren Bereichen des FcyRIll sind. Die FcyRIII-cDNA
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wurde mit Kpn I/ Pst | verdaut, das 600 bp grofRe 3‘-Fragment hybridisiert ebenfalls
mit den nicht-homologen transmembranen und cytolasmatischen Doméanen. Fur die
Analyse von MCP-1-mRNA wurden RT-PCR-Produkte der monozytaren Zellinie
J774A.1 in den Vektor pGEX-2T kloniert, die mittels Bam HI und Eco Rl aus dem
Vektor herausgeschnitten wurden.

3.3 Proteinbiochemische Techniken

3.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt der Lysate, der hitzeaggregierten Antikdrper und des verwendeten
anti-MCP-1-Antikorpers wurde nach der Methode von M. Bradford bestimmt. Es
handelt sich dabei um ein fir 96-Well-Platten modifiziertes Verfahren. Die Methode
beruht auf der Bindung von Coomassie Blue an Proteine. Bei der Bindung dieses
Farbstoffes an Protein kommt es zu einer Farb&nderung und somit zu einer
Verschiebung des Absorptionsmaximums. Die Farbelosung ist aus den
Komponenten Coomassie Brillant Blue GT-250, Phosphorséaure (55% v/v) und 15%
Methanol zusammengesetzt. Um eine Eichgerade zu erstellen, wurde eine
Stammldsung aus bovinem Serumalbumin (BSA) in PBS hergestellt (1 mg/ml), aus
der Verdinnungen mit den Konzentrationen 5, 10, 15, 20, 25, 30 und 35 pg/mL
hergestellt worden sind. Um die Proteinkonzentration der unbekannten Proben zu
ermitteln, wurden jeweils 100 pL unverdiinnte, 1:10, bzw. 1:100 mit PBS verdinnte
Proben als Doppelwert aufgetragen und mit je 100 uL Farbelésung versetzt. Nach
einer 10-15 minutigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Platte bei 590 nm
im EIA-Reader MR 5000 (Dynatech, Denkendorf) abgelesen.

3.3.2 Immunprazipitation

Bei den teilweise oder ganz in Suspension wachsenden Zellen (XS52, J774) wurde
das Medium aus dem Uberstand aufgefangen, die adharenten Zellen mit einem
Zellschaber abgelost und zentrifugiert. Das Pelett wurde resuspendiert und zweimal
mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Zellen wurden fir 10 min bei 250 x g, 4°C
zentrifugiert und das Zellpelett in 1 mL Immunprazipitationspuffer aufgenommen und
in ein autoklaviertes 2 mL Reaktionsgefal3 tberfihrt. Nach einer Inkubation fir 45
min bei 4°C wurde fir 30 min bei 10.000 x g, 4°C zentrifugiert und anschlieRend der
Uberstand abgenommen. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Lysat
1:100 bis 1:500 verdinnt und ein Bradford-Test durchgefiihrt. AnschlielRend wurden
0,5 bis 1 mg/mL Aliquots dieses Lysat mit dem entsprechenden Antikorper, der die
murinen FcyRIl und FcyRIll erkennt (2.4G2), in der Konzentration von 10 ug
Antikérper/mL versetzt und Uber Nacht im “head over head” Schittler bei 4°C
inkubiert. Im Anschlul® daran wurden pro Ansatz 20 pL Protein G Sepharose “4 fast
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flow”, die kurz vorher mit PBS/ 0,1% BSA/ 0,05% Natrium-Azid gewaschen wurde, zu
den Proben gegeben und fiir 4 Stunden bei 4°C im “head over head” Schiuttler
inkubiert, damit die Sepharose-beads an die Fc-Teile der Antikdrper binden kdnnen.
Es folgten vier Waschschritte mit frisch angesetztem Waschpuffer, wobei der
Uberstand jeweils vorsichtig abgenommen und verworfen wurde. Das Pelett wurde
mit 30 uL Proben-Puffer nach Laemmli (ohne B-Mercaptoethanol) versetzt und fir 10
min bei 95°C aufgekocht, wodurch sich die Sepharose-beads mit dem Antikdrper von
den Rezeptor-Proteinen trennen. Die Proben wurden bis zum Gel-Auftrag bei
—80°C gelagert.

Losungen fur die Immunprazipitation:

Lysepuffer:
200 mL 0,5 M EDTA (125 mM)
1,21g TRIS (10 mM)
8,779 NacCl (150 mM)
auf pH 7,8 einstellen

Immunprazipitationspuffer fir 1 mL/Ansatz:
959 uL 1% Digitonin (100 mg/10 mL Lysepuffer; frisch eingewogen!)
20 uL  PMSF (2 mM)
1L Leupeptin (1 mM)
10 uyL  lodoacetamid (1 mM)
10 uL  Benzamidin (1 mM)

Waschpuffer:
10 mg Digitonin/10 mL Lysepuffer (frisch angesetzt)
200 uL PMSF

Proben-Puffer nach Laemmli, 3-fach (B -ME (Mercaptoethanol))
SDS 6% (v / V)
Glycerol 30% (v/ V)
Tris-Puffer, pH 6,8 0,0625 M
Bromphenolblau  0,003% (w / v)
Aqua bidest.

3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die verschiedenen Komponenten eines Gemisches aus Proteinen kdnnen durch die
Elektrophorese aufgetrennt und naher charakterisiert werden. Um zu vermeiden, dal3
die unterschiedlichen Ladungsverhéltnisse der Proteinkomponenten zu
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unterschiedlichem Wanderungsverhalten fiihren, werden die Proteine auf einem Gel
mit dem Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) aufgetrennt. Es dient zum einen zur
Denaturierung und somit zur Entfaltung der Proteine, zum anderen lagert es sich an
die hydrophoben Bereiche der Aminoséureketten an und maskiert mit seiner starken
negativen Ladung die Eigenladung der Proteine. Durch diese Effekte kann aus dem
Wanderungsverhalten eines Proteins im Polyacrylamidgel auf dessen Grol3e, bzw.
auf die GrofRe seiner Untereinheiten geschlossen werden (apperentes
Molekulargewicht). Um dieses zu optimieren, kdnnen die Eigenschaften eines Gels
(PorengrofRe) variiert werden. Zur Analyse der Fcy-Rezeptor-Proteine war ein
10%iges Gel optimal. Vor der eigentlichen Auftrennung im Trenngel erfolgte eine
Fokussierung der Proteine im Sammelgel.

Durchfihrung:

Trenngel:
Acrylamid / Bisacrylamid (29% / 1%) 3,75 mL
1,5 M Tris-Puffer, pH 8,8 1,875 mL
Agua dest. 1,125 mL
SDS (1%) 0,75 mL

APS (Ammoniumperoxidsulfat, 10% w / v) 40 pL
TEMED (Tetramethylendiamin, 10% v / v) 40 pL

Nach der Zugabe von TEMED und APS wurde die Trenngel-L6sung rasch zwischen
zwei in der Giel3vorrichtung angebrachte Glasplatten gegeben. APS bildet in Wasser
freie Radikale, die auf die Acrylamidmolekile Ubergehen und eine Kettenreaktion
auslésen. Bisacrylamid dient zur Vernetzung der Ketten, die Reaktion wird durch
TEMED katalysiert. Nach etwa 15 Minuten war das Gel soweit auspolymerisiert, daf3
das Sammelgel darauf gegossen werden konnte.

Sammelgel:
Acrylamid / Bisacrylamid (29% / 1%) 0,75 mL
0,5 M Tris Puffer, pH 6,8 0,562 mL
SDS (1%) 0,45 mL
Agua dest. 2,737 mL
APS 48 pL
TEMED 20 pL

In das Sammelgel wurde sofort nach dem GieRen der Kamm fir die Probentaschen
gesteckt. Nach etwa einer Stunde war das Gel auspolymerisiert, das Gel konnte in
die Laufkammer gehangt, der Kamm entfernt werden. Die Laufkammer wurde mit
Laufpuffer beflllt, der folgende Zusammensetzung hatte:
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Laufpuffer:
Glycin (2 M) 460 mL
Tris2 M 60 mL
SDS (10%, w / V) 48 mL
Agua dest. 4232 mL

der Puffer wurde auf einen pH = 8,8 eingestellt.

Die in Proben-Puffer nach Laemmli aufgenommenen Immunprazipitations-Proben
(siehe oben) wurden fir 10 min. im Heizblock bei 95°C erhitzt. Parallel zu den
Proben wurden Molekulargewichtsstandards aufgetragen. Beides wurde wie die
Proben vorbehandelt. Zum Fokussieren des Proteins im Sammelgel wurde initial eine
Stromstérke von 20 mA angelegt, die nach Eintritt der Proben ins Trenngel auf 40
mA erhoht wurde. Nach etwa 1,5 Stunden wurde der Lauf beendet, wenn die
Bromphenolblaubande das Ende des Gels erreicht hatte.

3.34 Western Blot

Um zu Uberprifen, ob ein bestimmtes Protein in den in der SDS-PAGE
aufgetrennten Proteinfraktionen enthalten ist, transferiert man die Proteine aus dem
Gel auf eine Polycarbonatmembran und inkubiert sie anschliel3end mit spezifischen,
gegen das nachzuweisende Protein gerichtete Antikdrper. Hierbei stellt die
Kombination aus der Immunprazipitationstechnik (s.0.) und dem Western-Blot eine
Moglichkeit zur weiteren Erhéhung der Nachweisspezifitat fir gering konzentrierte
Proteinspezies dar. Mittels verschiedener Techniken kdnnen dann die gebundenen
Antikorper detektiert werden (Fast-Red-Farbung, Elektrochemoluminiszenz).

Um die Fcy-Rezeptoren nachzuweisen, wurde zunachst eine SDS-Gelelektrophorese
durchgefihrt (siehe oben). AnschlieBend wurde das Gel aus der Kammer entfernt
und geblottet. Dazu wurde zunachst die Blotapparatur aufgebaut. Es wurden
insgesamt 18 Filterpapiere (Whatman-Filter, 3MM) in der Gro3e des Gels
zurechtgeschnitten. Von diesen wurden fur 15 Minuten 6 in Puffer A gelegt, 3 in
Puffer B und 9 in Puffer C getrankt.

Puffer A (konzentrierter Anodenpuffer): 20% Methanol
0,3 M Tris/HCI pH 10,4
Puffer B (schwacher Anodenpuffer): 20% Methanol

0,025 M Tris/[HCI  pH 10,4

Puffer C (Kathodenpuffer): 20% Methanol
0,04 M Aminocapronsaure
0,025 M Tris/HClI  pH 9,4
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Eine Immobilonmembran wurde in der GroBe des Gels zurechtgeschnitten, 30
Sekunden lang in Methanol aktiviert, fir 5 Minuten in Aqua dest. inkubiert und fir 5
Minuten im Puffer B quilibriert. Es wurde eine SemiDry-Blotapparatur verwendet; die
Filterpapiere aus Puffer A wurden auf die Anode gelegt, darauf folgten die in Puffer B
getrankten, darauf das Gel und die Immobilonmembran. Auf diese wiederum wurden
die 9 in Puffer C getrankten Filterpapiere gelegt. Es war darauf zu achten, dal3 sich
keine Luftblasen zwischen den einzelnen Komponenten des Blots befinden.Das
Blotten erfolgte mit einer Stromstarke von 0,8 mA / cm2 fur 1,5 Stunden.
Anschlieend wurde die Membran einer Coomassiefarbung unterzogen, analysiert
und mit Entfarber (50% Methanol in Aqua dest.) entfarbt. Nach kurzem Waschen der
Membran in PBS / Tween-20 (0,05%) wurde die Membran fir eine Stunde bei
Raumtemperatur in Blocking-Puffer (PBS mit 0,05% Tween-20 und 1% BSA)
inkubiert, um das unspezifische Binden der Antikérper zu vermeiden. Anschlie3end
wurde der Blocking-Puffer abgegossen und der primére, Anti-FcyRII-Antikorper (Ly-
17.2 aus der Maus) in Blockingpuffer 1: 1000 verdunnt (finale Konzentration 1 pg/mL)
zugegeben. Es erfolgte eine Inkubation Uber Nacht bei 4°C. Am folgenden Tag
wurde der Antikdrper abgegossen, die Membran viermal fur 15 Minuten unter
Schwenken mit Waschpuffer (PBS mit 0,05% Tween-20) gewaschen und fir eine
Stunde bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken mit einem Meerrettich-
Peroxidase (POD) gekoppelten rabbit-anti-mouse (Kaninchen-anti-Maus)-Antikorper
(1:1000 verdunnt in PBS / 0,05% Tween-20, 0,1% BSA, entspricht 1 pg/mL)
inkubiert. AnschlieRend erfolgte wieder viermaliges Waschen in Waschpuffer.

Zur Detektion wurde anschlieRend die ECL-Reaktion durchgefuhrt. ECL
(Elektrochemoluminiszenz) ist definiert als eine Lichtemission, die durch
Energieabgabe einer Substanz zustandekommt, die aus einem angeregten Zustand
in den Grundzustand zurtickkehrt. Im angewandten System wird diese
Energieabgabe durch eine chemische Reaktion verursacht, in der Luminol durch
Peroxidase unter Zugabe von Wasserstoffperoxid unter alkalischen Bedingungen
oxidiert wird. Dabei wird das Luminol in einen angeregten Zustand versetzt. Zum
Erreichen des Grundzustandes wird Licht mit einer Wellenlange von 428 nm
emittiert, das einen Rontgenfilm belichtet.

Verwendet wurde das ECL-System der Firma Amersham. Es besteht aus zwei
Komponenten, der Losung 1 und der Losung 2. Nach der Inkubation mit dem
sekundaren Antikorper und den erforderlichen Waschschritten wurde die Membran
mit 2 mL Lésung 2 bedeckt. Sofort danach wurden 2 mL Lésung 1 zugegeben und
die Membran fiir eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Die Flussigkeit wurde
abgegossen, die Membran mit der Proteinseite nach oben auf einem Filterpapier
getrocknet. AnschlieRend wurde sie in der Dunkelkammer in eine Filmkasette gelegt
und mit eine Overheadfolie bedeckt, um ein Befeuchten des Films zu vermeiden. Der
Film (verwendet wurde ein Kodak BioMax MR-Autoradiografie-Film) wurde mit der
glatten, emulsionsbeschichteten Seite auf die Folie gelegt, fir 5 Minuten exponiert
und entwickelt. Je nach Bandenintensitdt wurden anschlielend unterschiedliche
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Expositionszeiten gewahlt. Dabei war darauf zu achten, dal die maximale
Lichtemission nach etwa 5-10 Minuten, die Halbwertszeit bei etwa 60 Minuten liegt.

3.35 DurchfluRzytometrische Analysen zur Immunfluoreszenz

Phanotypische Analysen wurden mittels indirekter Immunfluoreszenz mit FITC-
konjugierten Antikorpern, bzw. (F(ab’)2-Fragmenten (Fa. Sigma, Deisenhofen) als
zweitem Antikorper durchgefuhrt. Pro Ansatz wurden 1 - 2 gro3e Zellkulturflaschen
(80 cm?®) mit MMC (ca. 10° Zellen), bzw. 1-2 kleine Zellkulturflaschen (25 cm?) mit
J774 eingesetzt. Die MMC wurden zweimal mit PBS gewaschen, sanft trypsiniert, mit
10%igem Medium 5 min bei 1500 rpm (300 x g), 4°C zentrifugiert, in 50 mL Medium
resuspendiert und anschlieRend fir 60 min mit leicht gedffnetem Deckel unter
Schwenken im Brutschrank bei 37°C unter CO2-Begasung inkubiert. Durch diese
Methode kénnten von den MMC neue Rezeptoren (z.B. FcyR) an die Zelloberflache
transportiert werden, die vorher durch die Trypsinierung abgelost wurden. Nach
einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in 1:6 verdiinntem Endobolin (100
HL/Ansatz) zum Blockieren unspezifischer Bindungen aufgenommen und auf eine
96-Rundboden-Mikrotiterplatte verteilt. Es folgten die Zugabe der monoklonalen
Antikorper gegen Fcy-Rezeptoren (2.4G2, Fa. PharMingen, Heidelberg (1|Jg/1x106
Zellen; final 1:500), Lyl17.2, Fa. Caltag (1pg/1x106 Zellen; final 1:500), Ly17.1, Fa.
Caltag (1ug/1x106 Zellen; final 1:500) und den entsprechenden Isotypkontrollen von
irrelevanter Spezifitat, die mit PBS/0,1% BSA verdiunnt wurden und eine 30minutige
Inkubation bei 4°C. Im Anschluf3 wurde dreimal mit PBS/0,1% BSA bei 1800 rpm
(300 x g) fur je 3 min gewaschen. Zu jedem Ansatz wurden dann FITC-konjugierte
Antikérper gegeben (F(ab’)2 Ziege-Anti-Maus-IgG-(H+L)-FITC 1:200, Ziege-Anti-
Ratte-lgG+IgM-(H+L)-FITC 1:200, Fa. Dianova). Es erfolgte eine erneute Inkubation
fur 30 min bei 4°C. Nach drei weiteren Waschzentrifugationen wurden die Zellen auf
Eis in je 500 pl PBS/0,1% BSA aufgenommen, in 5 mL Réhrchen tberflhrt.

Die Ansatze der indirekten Immunfluoreszenz wurden in einem DurchfluRzytometer
FACScan (Fa. Becton-Dickinson, BD, Heidelberg) analysiert. Die Zellen wurden in
einem sogenannten ,Gate” eingegrenzt. Es wurden 10.000 Zellen pro Ansatz
ausgewertet, wozu die LYSIS 2.1.-Software der Firma Becton-Dickenson verwendet
wurde. Zur Kontrolle der Hintergrund- bzw. Autofluoreszenz wurden
Mediumkontrollen, Kontrollen ganz ohne Antikdrper, Kontrollen ohne 1. Antikorper
und Kontrollen mit Antikdrpern desselben Isotyps wie des 1. Antikorpers, aber von
irrelevanter Spezifitdt, gemessen und analysiert. Einfarbenhistogramme stellten die
Anzahl der gemessenen Zellen auf der Ordinate und die Fluoreszenzintensitat auf
der Abszisse einer logarithmischen Skala gegenuber. Die Fluoreszenzintensitat ist
der Anzahl der vorhandenen Bindungsstellen direkt proportional.
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3.3.6 Objekttragerfarbungen

Um die Fcy-Rezeptoren und MHC Il Molekile auf den MMC und XS52 untersuchen
zu konnen, wurden als Detektionssystem die APAAP- und die EnVision™-AP-
Farbung (Fa. Dako, Hamburg) verwendet.

Die APAAP-Methode, die zu den empfindlichsten immunohistochemischen
Techniken gehort, ist ein Enzym-Anti-Enzymkomplex-Verfahren, bei dem ein
Komplex aus zwei Molekilen alkalischer Phosphatase (AP) und einem dagegen
gerichteten Antikorper aufgebaut wird. Der Primarantikorper sowie der Antikdrper des
Enzym-Immunkomplexes stammen aus derselben Spezies, so daf} der sekundare,
auch Briuckenantikdper genannte, Antikorper diese beiden miteinander vernetzen
kann. Das EnVision™-AP-Farbesystem basiert auf einer neuen Technologie, bei der
viele alkalische Phosphatase-Molekiile mit spezifischen Antikorpern an ein Dextran-
Ruckgrat gekoppelt sind und eine erhéhte Nachweisempfindlichkeit bei gleichzeitig
reduzierten Arbeitsschritten erreicht wird.

Als positive Kontrolle fur die Farbung wurden XS52 oder J774A.1-Zellen eingesetzt.
Zunéachst wurden die MMC wie oben beschrieben, mild abtrypsiniert und
anschlieend auf 8-Well ,Chamber Slides* Objekttragern (Fa. Nunc, Wiesbaden) in
einer Zellzahl von 8000 Zellen/Well in einem Volumen von 200 puL ausgesat. XS52
und J774A.1-Zellen wurden durch einen Gummischaber vom Kulturflaschenboden
abgel6st und ebenfalls in der Zelldichte von 8000 Zellen/Well in einem Volumen von
200 pL als Kontrolle auf denselben Objekttrager ausgesat. Durch den Einsatz von
.Chamber Slides* stehen pro Objekttrdger 8 separate Kammern zur Verfligung,
wodurch  verschiedene Zellen und Stimulationen unter den gleichen
Inkubationsbedingungen optimal verglichen werden konnen. Es erfolgte eine
Inkubation bei 37°C im Brutschrank (5% COz2, gesattigte Wasserdampfatmosphare)
tber Nacht. Am darauffolgenden Tag waren die MMC und Kontrollzellen adharent
und konnten mit den jeweiligen Faktoren fur 48 Stunden unter gleichen Bedingungen
inkubiert werden (je 400 pL/Well). Nach dieser Inkubationszeit wurden die Kammern
der ,Chamber Slide* Objekttrager vorsichtig entfernt und die Objekttrager dreimal mit
TBS/Tween (0,05%) durch vorsichtiges Eintauchen in Farbekilvetten gewaschen. Es
erfolgte eine flinfmindtige Fixierung in  Methanol/Aceton (50/50 v/v) bei
Raumtemperatur, nach der erneut dreimal mit TBS/Tween gewaschen wurde, wobei
der Einsatz von TBS/Tween als Puffer zu einer effektiven Reduzierung
unspezifischer Hintergrundfarbungen flhren soll. Im Anschluf daran wurde der erste
Antikorper zugegeben (etwa 40 uL/Well) und die Objekttrager fir eine halbe Stunde
bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert. Von jedem spezifischen
Antikorper wurde auch eine entsprechende Isotypkontrolle von irrelevanter Spezifitat
eingesetzt. Die Verdinnungen der Antikdrper wurden folgendermal3en durchgefuhrt
und erfolgten in PBS/1% BSA/0,05% Azid.
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AnschlieBend erfolgte wieder ein dreimaliger Waschschritt in TBS/Tween. Direkt
anschlieRend erfolgte die Inkubation mit der EnVision-Gebrauchslosung oder die
Inkubation mit dem Sekundéarantikbrper der APAAP-Methode (Kaninchen-anti-
Ratten-lg, Z494, Dako, 1:100 verdinnt in TBS + 5% Mausserum) fur 30 Minuten. Die
nachfolgende Inkubation mit dem tertiaren Antikorperkomplex der APAAP-Methode
(APAAP, Ratte, Dako, D488, 1:100 verdiinnt in TBS/Tween) erfolgte ebenfalls fur 30
Minuten. Bei der APAAP-Methode wurden die letzten beiden Schritte mit einer
Inkubationszeit von je 15 min. wiederholt. Zwischen diesen Schritten wurden die
Objekttrager grindlich mit TBS/Tween gesplilt. Schliel3lich wurden die Praparate mit
dem Substrat Fast Red oder Fast Blue (Dako, Hamburg) fur 10-20 min entwickelt, mit
Hamatoxillin gegengefarbt und mit Glycergel eingedeckt.

Antikorper | Verdinnung

2.4G2 1:1000
Ly-17.2 1:10
MHC I 1:50

Verwendete Pufferldsung:

TBS (Tris-gepufferte Kochsalzlésung), 0,05 M Tris-HCI, 0,15 M NaCl, pH 7,6:
6,1 g Tris-Base in 50 mL Aqua dest. l6sen.
37 mL 1N HCI zufugen,
8,8 g NaCl Iésen, mit Aqua dest. ad 1L, pH 7,6

3.3.7 Untersuchung von Kulturtiberstanden im ELISA

3.3.7.1 Biotinylierung des anti-MCP-1- Antikorpers

Um ein Detektionssystem zu etablieren, mit dessen Hilfe es moglich ist, MCP-1 in
Mediumuberstanden zu quantifizieren (anti-mMCP-1-ELISA, siehe unten), wurde ein
biotinylierter sekundarer anti-MCP-1-Antikdrper benétigt. Dazu wurden zunachst 200
uL einer anti-MCP-1-Stammlésung (Img/mL, in PBS) mit 400 uL NaHCOs-L6sung,
pH 9,0 (Natriumhydrogencarbonat) versetzt. Es erfolgte eine Dialyse tGber Nacht in
einer Dialysekammer (MWCO 10000 kDa, Fa. Pierce, Rockford, USA) tiber Nacht bei
4°C gegen Natriumhydrogencarbonatpuffer (200 mM NaHCO3, pH 9,0). Am
nachsten Tag wurden diese 600 pL entnommen und in einer Proteinbestimmung
nach Bradford (siehe dort) auf ihre Antikbrperkonzentration untersucht. 500 pL des
Dialyseproduktes (Antikorper-Konzentration circa 30pg/ml) wurden dann in die
Biotinylierungsreaktion eingebracht. Dazu wurde dieser Ansatz mit 8 pL Biotin (Fa.
Pierce, NHS-LC) 4 mg/mL in DMSO) versetzt. Es erfolgte eine zweistindige
Inkubation bei Raumtemperatur. Danach wurde eine Aufkonzentration in einem
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Centricon-Konzentrator (MWCO 10000 kDa) vorgenommen. Dieses GefalR wurde
zunachst mit sterilem PBS mit 0,1 % BSA bei 6500 rpm in der Sorvall-Zentrifuge (ca.
5000 x g) fur 15 Minuten bei 4°C vorzentrifugiert. Dieser Schritt wurde nach Zugabe
von neuem PBS / BSA wiederholt. Anschlie3end wurde das Centricon-R6hrchen mit
dem gesamten Biotinylierungsansatz befullt, der vorher mit PBS / BSA (0,1%) / Azid
(0,1%) auf 2 mL aufgefillt worden ist. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 5000 x g fur
45 Minuten bei 4°C. Eine Ruckzentrifugation unter gleichen Bedingungen fur 3
Minuten erbrachte 600 - 700 pL einer Loésung mit biotinyliertem Antikorper erhalten.

3.3.7.2 Anti-mMCP-1-ELISA

Um die Expression von MCP-1 von MMC nach funktioneller Aktivierung mit HAIgG zu
untersuchen, wurde ein ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
durchgefiihrt. Das Prinzip dieses Tests ist, das von den MMC in den Kulturiiberstand
sezernierte MCP-1 mittels polyklonaler Antikdrper nachzuweisen. Dazu wird eine
Mikrotiterplatte mit anti-MCP-1-Antikdrper beschichtet, an die das nachzuweisende
MCP-1 bindet. Durch einen sekundéaren biotinylierten Antikérper wird das gebundene
MCP-1 dann detektiert. Durch Zugabe von Streptavidin-Biotin-Meerrettich-
Peroxidase (SBP) bildet sich ein stabiler Komplex zwischen dem Biotin des 2.
Antikorpers und dem Streptavidin. Nach einer oxidativen Reaktion des Substrates
TMB (Tetramethylbenzidin, Fa. Sigma, Deisenhofen) durch die Peroxidase entsteht
ein wasserloslicher blauer Farbkomplex, der nach Zugabe von Schwefelsaure in eine
gelbe Farbe umgesetzt wird. Dabei ist die Gelbfarbung um so intensiver, je mehr
MCP-1 gebunden wurde. Die Detektion erfolgt dann im ELISA-Reader bei 450 nm.
Zunachst wurde der anti-MCP-1 Antikorper in einer Konzentration von 1 pg/mL in
Coating-Puffer (=100 mmolarer Bicarbonat- Puffer, pH 9,6) verdinnt. Anschliel3end
wurde eine 96-well-Mikrotiterplatte (Nunc-Immuno-Plate MaxiSorb, Fa. Nunc,
Wiesbaden) mit 100 pL/well beschichtet. Es erfolgte eine Inkubation Gber Nacht bei
4°C. Am né&chsten Tag wurde die Platte dreimal mit je 200 uL Waschpuffer (PBS, pH
7,0 mit 0,05% Tween 20) gewaschen und gut ausgeschlagen. Es erfolgte die Zugabe
von jeweils 200 pL Blocking Puffer (PBS mit 1% BSA), um unspezifische Bindungen
zu vermeiden. Zum Blocken wurde die Platte dann 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlie3end erfolgte abermals ein dreimaliges Waschen mit Waschpuffer.
Zur Erstellung der Eichreihe wurde eine MCP-1-Stammldsung (10 pg/mL in PBS)
verwendet, die zunachst mit Medium (bzw. PBS / 1% BSA) 1:1000 vorverdunnt
wurde. Durch eine 1:2-Verdinung erhielt man 5000 pg/mL; serielle Verdinnungen
wurden durchgefuhrt, um 2500, 1000, 500, 250, 100, 25 und 5 pg/mL zu erhalten.
Jeweils 100 puL wurden in jedes Well pipettiert, fir den Leerwert wurden 100 pL
Zellmedium (bzw. PBS / 1% BSA) eingesetzt. Die Kulturiiberstande der MMC wurden
1:50 bis 1:300 in Medium verdinnt und auch jeweils 100 puL aufgetragen. Die Platte
wurde uUber Nacht bei 4°C inkubiert.
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Am nachsten Tag wurde zunachst wieder dreimal mit Waschpuffer gewaschen.
Anschliel3end erfolgte die Inkubation mit dem sekundéaren biotinyliertem Antikorper.
Dazu wurden 100 pL/Well des Antikorpers in einer Konzentration von 0,5 pg/mL
zugegeben und vier Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem dreimaligen
Waschschritt wurden 150 pL/Well des Detektionspuffers (2 uL Streptavidin-POD in
10 mL PBS / 1% BSA) zugegeben; es erfolgte eine Inkubation fur 1-2 h bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurde wieder ein dreimaliger Waschschritt
durchgefuhrt. Danach erfolgte die TMB-Farbung (Tetramethylbenzidin, Sigma). Dazu
wurden 2 mg TMB in 2 mL DMSO geldst und in 20 mL Substratpuffer gegeben. Nach
Zugabe von 2 pL H202 (30%) wurden je 150 uL in jedes Well gegeben. Nach einer
10- bis 30minutigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Farbereaktion durch
Zugabe von je 50 pL/Well 1M Schwefelséure gestoppt. Es erfolgte dann die Messung
der ODasso im ELISA-Reader (Dynatech, Denkendorf).

3.3.7.3 Anti-PGE2-ELISA

Um zu Uberprifen, ob die MMC nach funktioneller Aktivierung mit HAIgG vermehrt
Prostaglandin E2 exprimieren, wurden Anti-PGE>-ELISAs durchgefuhrt. Das Prinzip
des Tests ist, das von Zellen in den Uberstand sezernierte Prostaglandin E2 mittels
monoklonaler Antikdrper nachzuweisen. Er beruht auf der Kompetition einer auf der
Mikrotiterplatte gebundenen definierten Menge BSA-PGE2 durch das im
Zelliberstand befindliche PGE2. Je mehr PGE2 im Uberstand vorhanden ist, desto
weniger Antikdrper kdnnen an das gebundene BSA-PGE: binden. Der Fc-Teil dieses
monoklonalen primaren Antikorpers wird dann durch einen sekundaren biotinylierten
Antikorper detektiert. Durch Zugabe von Streptavidin-Biotin-Meerrettich-Peroxidase
(SBP) bildet sich ein stabiler Komplex zwischen dem Biotin des 2. Antikdrpers und
dem Streptavidin. Nach der oxidativen Umsetzung des Substrates TMB
Tetramethylbenzidin (Fa. Sigma, Deisenhofen) durch die Peroxidase entsteht ein
wasserloslicher Farbkomplex, der im ELISA-Reader bei 450 nm detektiert werden
kann. Dabei ist eine hohe optische Dichte ein Maf} fur eine geringe PGE:=-
Konzentration im Uberstand.

Durchfihrung:

Zunachst wurden die 96-well-Mikrotiterplatten (Nunc-lImmuno-Plate MaxiSorb, Fa.
Nunc, Wiesbaden) mit 150 pL/well Anti-Maus 1gG (1:2000 in Coating-Puffer
verdiunnt) beschichtet. Es erfolgte eine Inkubation fir eine Stunde bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurde die Platte dreimal gewaschen und gut
ausgeschlagen. Es erfolgte die Zugabe von 50 pL/Well monoklonalem PGEz2-
Antikorper (1:200 in PBS / BSA 0,1% verdinnt), 50 pL/Well Probe, bzw.
Eichreihenstandarts und 50 pL/Well PGE2-Biocytin (1:200 in PBS / BSA 0,1%
verdinnt).
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Zur Erstellung der Eichreihe wurde eine PGE2-Stammldsung (2 pg/mL in Ethanol
abs.) verwendet, die zunachst mit Probenmedium 1:80 (entspr. = 1250 pg/Well)
verdunnt wurde. Durch weitere 1:2-Verdinungen erhielt man 625; 313; 156; 78; 39;
19,5; 9,6; 4,8; 2,4; 1,2 pg/Ansatz. Fur den Leerwert wurden 50 puL PBS / BSA 0,1%,
50 puL Medium und 50 pL PGE2-Biocytin (1:200) eingesetzt, fur den Maximalwert
(totale Bindung) wurden 50 pL anti-PGEz2-Antikdrper (1:200 in PBS / BSA 0,1%
verdinnt), 50 uL Medium und 50 pL PGEz2-Biocytin (1:200 in PBS / BSA 0,1%
verdinnt) verwendet. Diese Ansatze wurden dreimal gewaschen und Uber Nacht bei
4°C inkubiert.

Am néachsten Tag erfolgte die Inkubation mit dem Detektionssystem. Dazu wurden
150 pL/Well Streptavidin POD-Konjugat (1:50000 in PBS/BSA 0,1%) zugegeben und
eine Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem dreimaligen
Waschschritt wurden 150 pL/Well Substratpuffer (Tetramethylbenzidin, Sigma) und
H202 zugegeben. Nach einer Inkubation fir 30 Minuten bei Raumtemperatur wurde
die Farbereaktion durch Zugabe von je 50 pL/Well 2M Schwefelsaure gestoppt. Dann
folgte die Messung der ODaso im ELISA-Reader (Dynatech, Denkendorf).

3.3.8 Hitzeaggregation von IgG-Antikorpern (HAIgG)

Um die Fcy-Rezeptoren auf den untersuchten Zellen fur die funktionellen Tests
stimulieren zu konnen, wurden IgG-Antikdrper hitzeaggregiert. Die daflr
verwendeten polyklonalen gemischten IgG (Fa. The binding site, Birmingham, UK)
wurden zunéchst Uber Nacht in einer Dialysekammer (MWCO 10.000 kDa, Fa.
Pierce, Rockford, USA) bei 4°C gegen PBS dialysiert, wodurch das toxische Natrium-
Azid aus der Antikorper-Losung entfernt wurde. Am nachsten Tag wurden die
Antikorper fur 30 min bei 63°C inkubiert, 5 min bei 12.000 x g, 4°C, zentrifugiert, um
die  partikularen  Aggregate zu entfernen und  anschlieBend die
Antikérperkonzentration in einer Protein-Bestimmung nach Bradford untersucht. Die
Antikérper wurden aliquotiert und bis zur Verwendung bei —20°C gelagert.

3.3.9 Ouchterlony Test

Um die optimale Konzentration von mit FITC-Partikeln vernetztem Ovalbumin (OVA-
XL-FITC) im Verhéltnis zu den entsprechenden Anti-FITC-Antikbrpern bei der
Bildung von Antikdrper-Antigen-Immunkomplexen zu bestimmen, die zur Stimulation
von Fcy-Rezeptoren verwendet werden kénnen, wurde ein Micro-Ouchterlony Test
durchgefiuhrt. Dafir wurde das Antigen (OVA-XL-FITC) in verschiedenen
Verdinnungen in das jeweils zentrale Well der Platte und die unterschiedlichen
Verdunnungen der murinen Anti-FITC-Antikdrper der Subklassen IgG1 und IgG2b in
die umgebenden wells in einem Volumen von 10 uL befillt. Das beladene Gel wurde
flr 48 Stunden in einer feuchten Kammer und absoluter Ebene bei Raumtemperatur,
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unter Kontrolle der Préazipitationslinien, inkubiert. Nach Ende der Inkubation wurde
das Gel mit mit Aqua dest. angefeuchtetem Filterpapier bedeckt, mit saugfahigem
Papier und abschliel3end einer Glasplatte bedeckt und mit einem Gewicht von ca. 10
g/cm2 Gel fir 5 min beschwert. Dieser Vorgang wurde mit 10 min Dauer wiederholt
Nachdem das Gel (mit Kammer) fir 15 min in PBS gewassert wurde, gefolgt von
zwei Prel3schritten fir jeweils 10 min, erfolgten nach einem Waschschritt fiir 15 min
in Aqua dest., wieder zwei Pref3schritten fur jeweils 10 min. Das bei 50°C fur 15 min
getrocknete Gel wurde fir ca. 10 min in einer 0,25%igen Coomassie-Blue Ldsung
gefarbt, um die Prazipitationslinien sichtbar zu machen. Durch eine anschlieBende
Entfarbung mit 45% Ethanol, 45% Aqua dest. und 10% Essigsdure wurde der
Hintergrund des Gels entfarbt und die Proteinlinien optimal sichtbar gemacht.

3.3.10 IL-12-ELISPOT-Assay

Um die Interaktionen von T-Zellen, dendritischen Zellen oder anderen
professionellen antigenprasentierenden Zellen aus der Milz und auch MMC in vitro in
verschiedenen Fragestellungen genau untersuchen zu kdnnen, bietet sich der in
unserer Arbeitsgruppe etablierte ELISPOT-Test (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Spot-Assay) an. Bei diesem Assay werden die eingesetzten Zellen fur bestimmte
Zeitraume in einer sterilen 96-Well-Mikrotiterplatte mit speziellen Polycarbonat-
membraneinsatzen unter Zellkulturbedingungen kultiviert. Die von den agierenden T-
Zellen bzw. dendritischen Zellen nach Stimulation sezernierten Zytokine bleiben auf
der vor der Kultur mit spezifischen Antikdrpern steril beschichteten Platte als
Einzelzell-,Spots“ haften und werden nach dem Abwaschen der Zellen und
Inkubation mit einem sekundaren biotinyliertem Antikorper detektiert. Durch die
Zugabe von Streptavidin-HRP (Meerrettichperoxidase), bildet sich ein stabiler
Komplex zwischen dem Biotin des 2. Antikérpers und dem Streptavidin. Das Substrat
AEC wird durch die Peroxidase oxidiert und es bildet sich ein roétlich-brauner
Farbkomplex. Die Auswertung der Platten erfolgte mit der von Prof. Dr. med. H.H.
Radeke entwickelten automatischen Auswertesoftware AsELeVIS.

Durchfuhrung:

Zuerst wurde der jeweilige 1. Antikoérper in der entprechenden Konzentration in
sterilem PBS verdinnt und eine sterile T-Spot ELISPOT-Platte (Fa. Polyfiltronics,
Massachusetts, USA) mit 100 puL/Well beschichtet. Nach einer Inkubation bei 4°C
tber Nacht wurde die Platte dreimal mit je 200 uL sterilem PBS gewaschen. Es folgte
die Zugabe von jeweils 200 pL Blocking Puffer (steriles PBS mit 1% BSA), um
unspezifische Bindungen zu vermeiden. Zum Blocken wurde die Platte fir 1 Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgte abermals ein dreimaliges
Waschen mit steriilem PBS. Nun wurden die Zellen z.T. fuar 72 Stunden
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vorstimulierten MMC oder XS52 in der erforderlichen Konzentration sowie die
verschiedenen Stimuli, bzw. Zellkultivierungstberstande in die Platte pipettiert und je
nach Versuchsansatz fir 24 oder 48 Stunden in der Platte kultiviert.

Nach diesen Inkubationszeiten wurde die Platte dreimal mit PBS und anschlie3end
dreimal mit PBS/ 0,05%Tween gewaschen, worauf die Platte mit dem in PBS/ 0,05%
Tween/1%BSA verdinnten sekundaren biotinylierten Antikérper in den ermittelten
Konzentrationen beschichtet wurde. Nach einer Inkubation bei 4°C tber Nacht wurde
die Platte dreimal mit PBS/ 0,05%Tween gewaschen.

AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit dem Detektionspuffer. Dazu wurden 100
uL/Well Streptavidin-HRP, 1:2000 in PBS/ 0,05% Tween/1%BSA verdinnt, fur zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem dreimaligen Waschen mit PBS
erfolgte die Farbung mit AEC (3-Amino-9-ethylcarbazol). Dazu wurde das AEC 1:30
in 0,1 M Acetatpuffer verdinnt und durch einen Einmalfilter mit der Porengrél3e von
0,45 pM filtriert. Nach Zugabe von H>O2 (30%) in einer Verdinnung von 1:2000
wurden 200 pL der Substratlosung in jedes Well gegeben. Nach einer 15- bis 60-
minutigen Inkubation wurde das AEC abgeschlagen und die Platte grtindlich mit
Aqua dest. gewaschen. Vor der Auswertung mit A*ELeVIS wurden die Platten
grundlich getrocknet und lichtgeschitzt aufbewahrt. Leider kann bei AEC der
Oxidationsprozeld weiter fortschreiten, so dal es bei starker Lichteinwirkung zum
Ausbleichen des Reaktionsproduktes kommt. Die gefarbten ELISPOT-Platten
mussen daher unbedingt im Dunkeln gelagert werden.

AEC-Substratlésung:
4 mg 3-Amino-9-ethylcarbazol in ImL N,N-Dimethylformamid lI6sen

Acetat-Puffer, 0,1 M, pH 5,2:
210 mL 0,1 N Essigsaure (5,75 mL Eisessig in 1L Aqua dest.)
790 mL 0,1 M Na-Acetat (13,61 g Natriumacetattrinydrat in 1 L Aqua dest.), p
pH 5,2

Antikorper fur den IL-12-ELISPOT:

1. Antikorper:
purified rat-anti-mouse IL-12 (p40/p70) (Fa. PharMingen, BD, Heidelberg),
finale Konzentration: 6 pug/mL

2. Antikorper:
Biotin rat-anti-mouse IL-12 (p40/p70) (Fa. PharMingen, BD; Heidelberg),
finale Konzentration: 2 ug/mL
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3.3.11 Versuchsauswertung

3.3.11.1 Semi-quantitative Auswertung von Autoradiografien

Zur densitometrischen Bestimmung der relativen Intansitaten der spezifischen RNA-
oder DNA-Banden wurden die Autoradiografien mit Hilfe des Videosystems GelDoc
1000 und der Software Molecular Analyst der Fa. BIO-RAD, Muinchen, semi-
guantitativ ausgewertet. Dazu wurden die Autoradiografien auf einem Leuchttisch mit
Weildlicht transilluminiert, Uber das Videosystem aufgezeichnet und gespeichert.
Unter Verwendung der Analysesoftware wurden die Intensitaten der spezifischen
Banden als Schwarzung pro Flacheneinheit gemessen, mit den Kontroll-
Autoradiografien (B-Tubulin bzw. GAPDH) abgeglichen und als Units (Einheiten)
grafisch dargestellt. Wenn schon konstitutive Expressionen bei den Untersuchungen
aufgetreten waren, wurde teilweise der basal vorhandene Mediumwerten mit 1
gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitatsanstiege auf diesen Mediumwert
bezogen.

3.3.11.2 Berechnung der Standardabweichung und des Mittelwertes

Bei den meisten MeRBpunkten wurden mindestens 3 Ansétze gleichzeitig, aber
getrennt aufgearbeitet und ausgewertet, sowie mehrere unabhangige Versuche
durchgefihrt.

Der Mittelwert, das arithmetische Mittel der Mel3werte, berechnet sich nach folgender
Formel:

mit

— 10 Xi = i-ter MeRwert
X= H Z X X = arithmetischer Mittelwert
1=
n = Zahl der MeRwerte

Die Standardabweichung, das lineare Mal3 fiir die mittlere Streuung der Mel3werte,
berechnet sich folgendermafien:

mit

Xi =i-ter MeRwert
X = arithmetischer Mittelwert
n = Zahl der MeRwerte

Die Standardabweichung sind als Fehlerbalken in den Graphiken eingetragen, bzw.
in den Tabellen und Diagrammen vermerkt.
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4 Ergebnisse

4.1 Bedingungen zur Induktion der Fcy-Rezeptoren in
Mesangiumzellen

41.1 Differentielle Induktion von FcyR-mRNA

Da uber die Expression der unterschiedlichen Fcy-Rezeptor-Klassen in murinen
glomerularen Mesangiumzellen (MMC) und auch Uber ihre differentielle Induktion
noch nicht viel bekannt ist, wurde zunachst die Anwesenheit von mRNA der Fcy-
Rezeptor-Klassen in den MMC von Wildtyp- und im Vergleich auch FcyRIII-/-
defizienten Mausen unter verschiedenen Induktionsbedingungen untersucht.

Um der in vivo Situation nicht-proliferierender Mesangiumzellen moéglichst nahe zu
kommen, wurden fur diese Experimente z.T. serumfrei kultivierte, wachstumsarre-
tierte Zellen verwendet, die keinen Zellzyklus durchlaufen. Die Zellen wurden daftr
nach einer 72-stindigen Ruhephase unter definierten Mediumbedingungen (s.
3.1.1.2) mit verschiedenen Zytokinen wie IL-13, TNF-a, IFN-y und den
Kombinationen dieser Faktoren, sowie teilweise auch IL-4, IL-10 und LPSeca
stimuliert. Weiterhin wurden die Untersuchungen auch mit proliferierenden
Mesangiumzellen (10% FCS) durchgefluhrt, die ebenfalls mit den o0.g. Zytokinen und
ihren Kombinationen, sowie mit dem Endotoxin LPSeci Stimuliert wurden.
Anschlielend wurde eine Gesamt-RNA-Isolation durchgefihrt (s. 3.2.1) und zu-
nachst versucht, die FcyR-mRNA mittels der Northern Blot-Methode (s. 3.2.2 - 3.2.4)
nachzuweisen. Auch die Praparation von Poly-A-mRNA aus diesen Zellen erwies
sich als schwierig und FcyR-mRNA konnte mit Northern Blot-Hybridisierungen
ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Da sich diese Methoden aufgrund der
niedrigen Expressionsrate der FcyR-mRNA als nicht sensitiv genug erwiesen haben,
wurden die mRNAs der FcyR-Klassen durch die Anwendung von ,batch“-RT-PCRs
(s. 3.2.6), die dafur mit unterschiedlichen MgCl>- und Primer-Konzentrationen, sowie
mit verschiedenen Annealing-Temperaturen optimiert werden muf3ten, untersucht.
Um die Expression der FcyR-mRNA in den Mesangiumzellen zu ermitteln, wurde
dafur der RT-Ansatz von jedem Stimulationspunkt vor dem PCR-Amplifikationsschritt
aufgeteilt und diese mit 28 Zyklen fir B-Tubulin und je 40 Zyklen fur die
unterschiedlichen FcyR-Klassen eingesetzt. AnschlieRend wurden von allen
Ansatzen die gleichen Mengen des PCR-Amplifikationsproduktes im 2%igen
Agarose-Ethidiumbromidgel aufgetrennt. Als positive Kontrolle wurde jeweils die
MRNA von J774-Zellen in der RT-PCR mitamplifiziert.

In verschiedenen Vorversuchen wurde gezeigt, daf3 diese murine Monozytenzellinie
die mRNAs der verschiedenen FcyR-Klassen schon basal ohne zusatzliche
Stimulation in grof3eren Mengen exprimieren kann und auch im Northern Blot
detektierbar ist. Da besonders ruhende MMC auch nach 40 PCR-Durchlaufen keine
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bis eine sehr geringe Expression der FcyR-mRNA aufwiesen, wurden zur Erhéhung
der Detektierbarkeit der RT-PCR-Banden Southern Blots und Hybridisierungen mit
den FcyR-spezifischen **P-markierten cDNA-Sonden (s. 3.2.7, 3.2.4) durchgefiihrt.
Gleichzeitig dienten diese Southern Blots als weitere Kontrolle, dal3 die in der RT-
PCR hochamplifizierten Produkte tatsachlich den spezifischen Fc-Rezeptor-mRNAs
entsprechen.

Ein Problem bei den Auswertungen stellt sicherlich die angewendete RT-PCR-
Technik dar, mit der Quantifizierungen im Gegensatz zu Northern Blots nur bedingt
gualitativ durchzufihren sind. Die in mehreren unabhé&ngigen Experimenten
auftretenden Schwankungen sind Ausdruck interexperimenteller Variabilitaten. Einen
besseren Uberblick als die exemplarisch gezeigten Autoradiograpien geben daher
die Tabellen und Ubersichtsdiagramme, in denen alle einzelnen RT-PCR-
Experimente ausgewertet (wenn sinnvoll, mit Standardabweichungen) zusammen-
fassend dargestellt wurden.

4111 Induktion von FcyRla-mRNA

41111 Induktion  von  FcyRlo-mRNA  unter  nicht-proliferierenden
Bedingungen in Wildtyp-Mesangiumzellen

Wahrend fir MMC die Expression des hochaffinen IgG-Rezeptors in der Literatur
bisher noch nicht gezeigt worden ist, konnte kirzlich erstmalig eine IFN-y-induzierte
FcyRI-mRNA Transkription in nicht-zyklisierenden humanen MC nachgewiesen
werden [UCIECHOWSKI et al., 1998]. Um die Expression der FcyRla-Ketten-mRNA
unter nicht-proliferierenden Bedingungen in Mesangiumzellen aus Wildtyp-Mausen
zu untersuchen, wurden von der RNA aus WT-MMC, die mit verschiedenen Faktoren
fur 48 Stunden stimuliert worden waren, RT-PCR-Experimente mit spezifischen
FcyRla- und B-Tubulin-Oligonukleotidprimern durchgefthrt. Die anschlieR3enden
Southern Blot-Analysen mehrerer RT-PCR-Untersuchungen zeigten, da? die mRNA
flr diesen Fcy-Rezeptor basal nicht exprimiert wurde. Auch durch die Stimulation mit
den Zytokinen IFN-y, TNF-a und der Kombination IFN-y mit LPS sowie durch IL-1[3,
konnte der FcyRla nur in einem der durchgefihrten Versuche induziert werden.
Daher fehlt hier eine exemplarische Abbildung, die méglichen Tendenzen sind aber
in Tab. 4.1 und Diagr. 4.1 aufgezeigt.
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Stimulation Med IFN-y IL-13 TNFa IL-13/ TNFa IFN-y/ LPS IL-4 IL-10 | GM-CSF
Versuchszahl: n 5 4 3 2 3 2 1 2 1
Trend @ () (O (O @ (O @ @ @
Mittelwerte + SD 0 05+1,0]03+£0,5 - -

(keine FcyRla
MRNA
amplifizierbar)

Tabelle 4.1: Regulation der FcyRla-mRNA-Expression in ruhenden Wildtyp-MMC. Dargestellt sind die
gemittelten Werte und Tendenzen der relativen Intensitatsanstiege, die aus den Ergebnissen der
densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcyRla-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. In Diagr.
4.1 wurden die Einzelwerte dieser Versuchsergebnisse grafisch dargestellt. Die Daten stammen aus
verschiedenen RNA-Préaparationen der ruhenden WT-MMC nach 48-stiindiger Stimulation mit IFN-y (500 U/mL),
IL-1B (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), LPS (10 pg/mL), IL-10 (10 ng/mL) und Kombinationen dieser Faktoren mit
anschlieRender RT-PCR-Analyse und Southern Blot-Hybridisierung.
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n=3 n=2

Diagr. 4.1: Regulation der FcyRla-mRNA-Expression in ruhenden WT-MMC. Grafische Darstellung der
einzelnen Versuchsergebnisse aus Tab. 4.1.

Induktion von FcyRla-mRNA unter proliferierenden Bedingungen in
Wildtyp-Mesangiumzellen

41.1.1.2

Da Untersuchungen in humanen Mesangiumzellen eine Induktion der FcyRIa-mRNA
Transkription nach Stimulation mit den T-Helfer-Lymphokinen IL-10 und IFNy zeigten
[UCIECHOWSKI et al., 1998], wurden in den murinen MC neben anderen Faktoren wie
IL-13, TNF-a und LPS diese Zytokine ebenfalls zur Untersuchung der differentiellen
Regulation der FcyRIa-mRNA Transkription eingesetzt. Fur die Untersuchung der
Expression unter proliferierenden Bedingungen wurden Mesangiumzellen aus
Wildtyp-Méausen fur 24 Stunden und 48 Stunden mit verschiedenen Faktoren
stimuliert.

Wie in der Abb. 4.1 sowie den Auswertungen in der Tab. 4.2 und in dem Diagr.4.2

dargestellt, ergaben die Untersuchungen, dal’ die FcyRIa-mRNA bei WT-MC unter
proliferierenden Bedingungen basal schon vorhanden war und durch eine Reihe von
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Faktoren wie das Thl-Zytokin IFN-y und ebenfalls durch die Monokine IL-1[3, sowie
durch TNF-a, LPS und IL-10 induzierbar war. Ein synergistischer Effekt von
Kombinationen dieser Faktoren war nicht nachweisbar. Bei einem Vergleich der WT-
zu FcyRIII-KO-MMC FcyRI-mRNA-Expression war auffallend, dal3 FcyRIII-KO-MMC
grof3tenteils hohere basale mRNA-Werte aufwiesen, was experimentell durch kirzere
Expositionszeiten der Southern Blot-Autoradiografien im Vergleich zu WT-MMC
ausgeglichen wurde. Ein Problem bei diesen Auswertungen stellt sicherlich die
angewendete der RT-PCR-Technik dar, die kleinste Schwankungen amplifiziert.
Einen besseren Uberblick gibt daher die Tab. 4.2, in der die einzelnen RT-PCR-
Experimente ausgewertet als durchschnittliche Ergebnisse (teilweise mit
Standardabweichungen) aufgefiihrt sind und auch das Diagr. 4.2, in dem die
Streuungen der Einzelwerte dargestellt sind. Demnach war das Zytokin IL-13 in drei
Versuchen ein deutlicher Induktor fur die FcyRla-mRNA, zeigte aber deutliche
Schwankungen bei der Induktionshéhe verglichen mit dem Mediumwert. IFN-y flhrte
dagegen konsistent zu einer Induktion der FcyRIa-mRNA. Auch fir TNF-a zeigte sich
ein hoher Durchschnittswert, der aber durch einen extremen Einzelwert zustande
gekommen war. Daher ist der relative Intensitatsanstieg der ausgewerteten Banden
bei TNF-a in der Tabelle auch in Klammern dargestellt. Eine Kombination von TNF-a
mit IL-13 zeigte ebenfalls keine deutlichen Erh6hungen der FcyRla-mRNA
Expression. In den untersuchten Zeitpunkten 24 oder 48 Stunden waren keine
signifikanten Unterschiede in der FcyRla-mRNA Induktion feststellbar.

a 148 8,3 2007 152 248 28

0,3

: B-Tubulin
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Abb. 4.1: Regulation der FcyRIa-mRNA-Expression durch verschiedene Faktoren. Aus proliferierenden WT-
MMC wurde nach Stimulation mit IFN-y (50 und 500 U/mL), IL-18 (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), LPS (10
pug/mL), bzw. den angegebenen Kombinationen die Gesamt-RNA prapariert, die in RT-PCR-Experimenten mit
spezifischen FcyRla-Primern eingesetzt wurde. Als interner Standard wurde eine Amplifikation mit B-Tubulin-
Primern durchgefihrt. Als positive Kontrolle wurde J774A.1-mRNA mitamplifiziert. Pro Probe wurde 1,5 pg
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isolierte Gesamt-RNA revers transkribiert, in der PCR amplifiziert, je 15 uL der PCR-Amplifikationsprodukte auf
einem 2%igen Agarose-Gel aufgetrennt und anschlieBend eine Southern Blot-Hybridisierung mit spezifischen 3*P-
markierten cDNA-Sonden fir FcyRla und B-Tubulin  durchgefiihrt. Dargestellt sind die relativen
Intensitatsanstiege, die aus den Ergebnissen der densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcyRla-
Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. Der Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die entsprechenden
Intensitatsanstiege auf diesen Mediumwert bezogen.

Stimulation Med IFN-y IL-1B8 TNFa IFN-y/IL-13 | IL-1B/TNFa | IFN-y/LPS | LPS | IL-10
Versuchszahl: n 6 6 3 3 2 2 2 2 1
Trend il [ il il 0 0 il ()
Mittelwerte + SD 0,82+1,22 43+42 11,2 75+ 1,8 1,8 2,8 1,65
+13,57 11,8
FcyRla-mRNA
nicht immer
exprimiert

Tab. 4.2: Regulation der FcyRIa-mRNA-Expression in proliferierenden Wildtyp-MMC. Dargestellt sind die
gemittelten Werte und Tendenzen der relativen Intensitatsanstiege, die aus den Ergebnissen der
densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcyRla-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. In Diagr.
4.2 wurden die Einzelwerte dieser Versuchsergebnisse grafisch dargestellt. Die Daten stammen aus
verschiedenen RNA-Préparationen der proliferierenden WT-MMC nach 24- oder 48-stindiger Stimulation mit IFN-
y (500 U/mL), IL-1B (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), LPS (10 pg/mL), IL-10 (10 ng/mL) und Kombinationen dieser
Faktoren mit anschlieRender RT-PCR-Analyse und Southern Blot-Hybridisierung.
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Diagr. 4.2: Regulation der FcyRla-mRNA-Expression in proliferierenden WT-MMC. Grafische Darstellung der
einzelnen Versuchsergebnisse aus Tab. 4.2.

41.1.1.3 Induktion  von  FcyRlo-mRNA  unter  nicht-proliferierenden
Bedingungen in FcyRIIl -/- (KO)-Mesangiumzellen

Die Southern Blot-Analyse der RT-PCR-Experimente und Vergleiche mehrerer
Untersuchungen zeigten, dafd die mRNA fur diesen Fcy-Rezeptor basal nicht
exprimiert und durch das Thl-Zytokin IFN-y ebenfalls nicht sicher, d.h. nur in zwei
von funf der durchgefiuhrten Experimente induziert wurde. Die Zytokine IL-13, TNF-a,
IL-10 und LPS und die Kombinationen IL-1B3/TNF-a und IFN-y/LPS zeigten keine
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Induktion des FcyRI-mRNA-Transkripts. Daher kénnen hier nur die Trends der
Ergebnisse in Tab. 4.3 und Diagr. 4.3 dargestellt werden.

Stimulation Med IFN-y IL-1B TNFa | IFN-y/TNFa | IL-1B/TNFa | IFN-y/LPS | LPS | IL-10
Versuchszahl: n 5 5 3 3 1 3 2 2 1
Trend ) (m) @ ) @ @ @ g | o
Mittelwerte + SD 0 0,71 - -

(keine FcyRla-
mRNA
amplifizierbar)

Tab. 4.3: Regulation der FcyRla-mRNA-Expression in ruhenden FcyRIlI-/-(KO)-MMC durch verschiedene
Faktoren. Dargestellt sind die gemittelten Werte und Tendenzen der relativen Intensitatsanstiege, die aus den
Ergebnissen der densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcyRla-Banden/B-Tubulin-Banden
entstanden sind. In Diagr. 4.3 wurden die Einzelwerte dieser Versuchsergebnisse grafisch dargestellt. Die Daten
stammen aus verschiedenen RNA-Praparationen der ruhenden FcyRIIl-/-(KO)-MMC nach Stimulation mit IFN-y
(500 U/mL), IL-1B (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), LPS (10 pg/mL), IL-10 (10 ng/mL) und Kombinationen dieser
Faktoren und RT-PCR-Analysen mit anschlieBender Southern Blot-Hybridisierung.
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Diagr. 4.3: Regulation der FcyRla-mRNA-Synthese in nicht-proliferierenden FcyRIlI-/-(KO)-MMC. Grafische
Darstellung der einzelnen Versuchsergebnisse aus Tab. 4.3.

41.1.1.4 Induktion von FcyRla-mRNA unter proliferierenden Bedingungen in
FcyRIIl -/- (KO)-Mesangiumzellen

Anders als die Untersuchungen der ruhenden FcyRIll -/- (KO)- und WT-MC, bei
denen basal noch keine FcyRI-mRNA nachweisbar war, wurde unter proliferierenden
Bedingungen die FcyRI-mRNA schon unter Mediumbedingungen exprimiert (Abb.
4.2, Tab. 4.4 und Diagr. 4.4). Ebenso wie bei den WT-MMC wurde die FcyRI-mRNA-
Expression mit den Faktoren IFN-y, IL-13 und IL-10 induziert. Eine Kombination der
beiden stimulierenden Zytokine IFN-y und IL-13 zeigte keine synergistische
Steigerung der a-Ketten-mRNA Transkription des FcyRI. FcyRIIl-/- (KO)- und WT-
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MMC weisen also keine Unterschiede bei der Regulation der FcyRI-mRNA
Expression unter zyklisierenden Bedingungen auf.
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Abb. 4.2: Regulation der FcyRla-mRNA-Synthese durch verschiedene Faktoren. Aus proliferierenden
FcyRII-KKO-MMC wurde nach Stimulation mit IFN-y (500 U/mL), IL-1p (10 ng/mL), und der Kombination IFN-y/IL-
1B die Gesamt-RNA prépariert, die in RT-PCR-Experimenten mit spezifischen FcyRla-Primern eingesetzt wurde.
Als interner Standard wurde eine Amplifikation mit 3-Tubulin-Primern durchgefihrt. Als positive Kontrolle wurde
J774A.1-mRNA mitamplifiziert. Die auf einem 2%igen Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennten PCR-
Produkte wurden einer Southern Blot-Hybridisierung mit radioaktiv markierten cDNA-Sonden fir FcyRla und B-
Tubulin unterzogen. Dargestellt sind die relativen Intensitatsanstiege, die aus den Ergebnissen der
densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcyRla-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. Der
Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitétsanstiege auf diesen Mediumwert
bezogen.

Stimulation Med IFN-y IL-1B TNFa IFN-y/IL-13 IL-13/TNFa IL-10
Versuchszahl: n 3 3 3 1 2 1 1
Trend = [ (] (D) [ (|I|:| ) (|I||I| )
Mittelwerte + SD 1+0 16+1,1 15+05 11

(FcyRla-mRNA
immer
amplifizierbar)

Tab. 4.4: Regulation der FcyRla-mRNA-Expression in proliferierenden FcyRIlI-/-(KO)- MMC. Dargestellt sind
die gemittelten Werte und Tendenzen der relativen Intensitatsanstiege, die aus den Ergebnissen der
densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcyRla-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. Der
Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitdtsanstiege auf diesen Mediumwert
bezogen. In Diagr. 4.4 wurden die Einzelwerte dieser Versuchsergebnisse grafisch dargestellt. Die Daten
stammen aus verschiedenen RNA-Préaparationen der proliferierenden FcyRIll-/- (KO)-MMC nach Stimulation mit
IFN-y (500 U/mL), IL-1B (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), IL-10 (10 ng/mL) und Kombinationen dieser Faktoren mit
anschlieRender RT-PCR-Analyse und Southern Blot-Hybridisierung.
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Diagr. 4.4: Regulation der FcyRIa-mRNA-Synthese in proliferierenden FcyRIIl-/-(KO)-MMC. Grafische
Darstellung der einzelnen Versuchsergebnisse aus Tab. 4.4.

4.1.1.2 Induktion von FcyRII-mRNA

41121 Induktion von FcyRII-mRNA  unter nicht-proliferierenden
Bedingungen in Wildtyp-Mesangiumzellen

Um die FcyRII-mRNA Expression unter wachstumsarretierten Bedingungen zu unter-
suchen, wurden Mesangiumzellen aus Wildtyp-Mausen mit verschiedenen Faktoren
stimuliert. Nach der Gesamt-RNA-Extraktion wurden ebenfalls RT-PCR-Experimente
mit spezifischen FcyRIl- und B-Tubulin-Oligonukleotidprimern durchgefiihrt. Eine
anschlieRende Uberprifungen der RT-PCR-Banden erfolgte in Southern Blot
Analysen mit der spezifischen-cDNA fur FcyRIIb1. Die FcyRIIb1-cDNA besitzt die 141
bp lange Insertion im cytoplasmatischen Exon, die dem FcyRIIb2 fehlt und kodiert fur
47 Aminosauren. Die FcyRIIb1-cDNA kann daher beide SpleiRvarianten (FcyRIlbl
und FcyRIIb2) erkennen. MMC exprimierten die FcyRIIb2-Form des Rezeptors, die
ein 500 bp grofRes RT-PCR-Produkt bildete.

Humane MC zeigten unter serumfreien Wachstumsbedingungen sowohl basal als
auch nach Stimulation mit IL-13 und IFNY/LPS keine Expression von hFcyRII-mRNA.
[RADEKE et al., 1994a]. Es war daher interessant herauszufinden, ob sich die mRNA-
Induktionsbedingungen flr den inhibitorischen FcyRIlb in der Maus von denen im
humanen System unterscheiden. In friiheren Untersuchungen in Ratten- und Maus-
MC konnte in Northern Blot Analysen der FcyRIl ebenfalls noch nicht nachgewiesen
werden [HORA et al., 1992; SANTIAGO et al., 1991b]. In der Abb. 4.3 war eine
differentielle Induktion der FcyRI-mRNA in WT-MMC zu erkennen, die durch die
Auswertungen verschiedener RNA-Praparationen und RT-PCR-Analysen mit an-
schlieRender Southern Blot Hybridisierung (Tab. 4.5 und Diagr. 4.5) noch bestéatigt
wurde. Die FcyRII-mRNA wurde in WT-MMC unter ruhenden Bedingungen schon
basal exprimiert. Eine Stimulation mit IL-1p induzierte die Transkription der FcyRII-
MRNA deutlich. Auch das Zytokin TNFa alleine und die gleichzeitige Inkubation von
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TNFa mit IL-1B, sowie das Th2-Zytokin IL-4 flhrten zu einer Transkriptions-
erhdhung. Faktoren wie IFNy, IL-10 und GM-CSF regulierten dagegen die
Transkription im Vergleich zum Mediumwert gar nicht bzw. fohrten zu einer
Herunterregulation der FcyRII-mRNA. Die Kombination von IFN-y mit LPS jedoch
fuhrte zu einer Stimulation der Rezeptor-mRNA, LPS scheint also die negativ
regulierenden IFN-y-Effekte aufzuheben.

'. * . FoyRIb2
(300 b

- [-Tubulin
| (464 bp)

Abb. 4.3: Regulation der FcyRII-mRNA-Expression durch verschiedene Faktoren. Aus nicht-proliferierenden
WT-MMC wurde nach Stimulation mit IFN-y (500 U/mL), IL-13 (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), IL-4 (10 ng/mL), IL-
10 (10 ng/mL), GM-CSF (5 ng/mL), bzw. den angegebenen Kombinationen IL-13/TNF-a und IFN-y/LPS (LPS
(10pg/mL), die Gesamt-RNA prépariert, die in RT-PCR-Experimenten mit spezifischen FcyRIl-Primern (RT-PCR-
Produkt: 500 bp) eingesetzt wurde. Als interner Standard wurde eine Amplifikation mit B-Tubulin-Primern
durchgefiihrt. Als positive Kontrolle wurde J774A.1-mRNA mitamplifiziert. Gezeigt werden die positiven Banden
der Southern Blot-Hybridisierung mit den spezifischen cDNAs fir FcyRIlbl und (-Tubulin nach der
elektrophoretischen Auftrennung von 15 pL des entsprechenden PCR-Produktes im 2%igen Agarosegel.
Dargestellt sind die relativen Intensitatsanstiege, die aus den Ergebnissen der densitometrischen Quantifizierung
der hybridisierten FcyRIIb2-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. Der Mediumwert wurde mit 1
gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitatsanstiege auf diesen Mediumwert bezogen.

Stimulation Med IFN-y IL-13 TNFa IL-13/ TNFa IFN-y/ IL-4 IL-10 GM-
LPS CSF

Versuchszahl: n 3 3 3 1 2 1 1 2 1

Trend - e |m |@@)| m@O | @) |@)| O

Mittelwerte + SD 1+0 13+ 10,1 + 4 0,8

0,59 2,1
(FcyRIImRNA
immer
vorhanden)

Tab. 4.5: Regulation der FcyRII-mRNA-Expression in nicht-proliferierenden WT-MMC. Dargestellt sind die
gemittelten Werte und Tendenzen der relativen Intensitdtsanstiege, die aus den Ergebnissen der
densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcyRIlb-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. Der
Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitétsanstiege auf diesen Mediumwert
bezogen. In Diagr. 4.5 wurden die Einzelwerte dieser Versuchsergebnisse grafisch dargestellt. Die Daten
stammen aus verschiedenen RNA-Praparationen der ruhenden WT-MMC nach Stimulation mit IFN-y (500 U/mL),
IL-13 (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), IL-10 (10 ng/mL), IL-4 (10 ng/mL), GM-CSF (5 ng/mL) und den
Kombinationen IL-1B/TNF-a und IFN-y/LPS mit anschlieRender RT-PCR-Analyse und Southern Blot-
Hybridisierung mit der FcyRIIb1- und B-Tubulin-spezifischen cDNA.
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Diagr. 4.5: Regulation der FcyRII-mRNA-Expression in ruhenden WT-MMC. Grafische Darstellung der
einzelnen Versuchsergebnisse aus Tab. 4.5.

41.1.2.2 Induktion von FcyRII-mRNA unter proliferierenden Bedingungen in
Wildtyp-Mesangiumzellen

Unter proliferierenden Bedingungen zeigte sich fur die WT-MMC, wie schon unter
ruhenden Kultivierungsbedingungen, eine eindeutig differentielle Induktion der
FcyRI-mRNA Expression (Abb. 4.4, Diagr. 4.6 und Tab. 4.6). Die schon unter
basalen Bedingungen gefundene FcyRII-mRNA-Synthese wurde durch IL-1 und
Kombinationen dieses Faktors mit TNF-a und teilweise auch mit IFN-y eindeutig
erhoht. Ebenfalls induzierend auf die FcyRII-mRNA-Menge wirkte die Inkubation mit
LPS, wogegen TNF-a und IFN-y als Einzelfaktoren eher keine bis
herunterregulierende Effekte auf die Transkription dieses Fcy-Rezeptors ausibten.
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Abb. 4.4: Regulation der FcyRII-mRNA-Synthese durch verschiedene Faktoren. Aus wachsenden WT-MMC
wurde nach Stimulation mit IFN-y (500 U/mL), IL-1B (10 ng/mL), LPS (10 pg/mL), bzw. den angegebenen
Kombinationen IFN-y/LPS und IL-1/TNF-a (TNF-a: 500 U/mL), die Gesamt-RNA prépariert, die in RT-PCR-
Experimenten mit spezifischen FcyRII-Primern (RT-PCR-Produkt: 500 bp) eingesetzt wurde. Als interner Standard
wurde eine Amplifikation mit B-Tubulin-Primern durchgefuhrt. Als positive Kontrolle wurde J774A.1-mRNA
mitamplifiziert. Dargestellt sind die positiven Banden der Southern Blot-Hybridisierung mit den spezifischen
cDNAs fur FeyRIIbl und B-Tubulin nach der elektrophoretischen Auftrennung von 15 pL des entsprechenden
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PCR-Produktes im 2%igen Agarosegel. Dargestellt sind die relativen Intensitatsanstiege, die aus den
Ergebnissen der densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcyRIIb2-Banden/B-Tubulin-Banden
entstanden sind. Der Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitatsanstiege auf
diesen Mediumwert bezogen.

Stimulation Med IFN-y IL-1B TNFa IL-1B/IFN-y IL-13/TNFa IFN-y/LPS LPS
Versuchszahl: n 5 5 3 2 2 3 3 3
Trend = i} [m = Il [m 1l 1l
Mittelwerte + SD 1,0+0 1,0+0,63 |2,9+1,68 0,7 15 22+0,9 1,7+31 1,96 +
0,5
(FcyRIFMRNA
immer
amplifizierbar)

Tab. 4.6: Regulation der FcyRII-mRNA-Expression in proliferierenden WT-MMC. Dargestellt sind die
gemittelten Werte und Tendenzen der relativen Intensititsanstiege, die aus den Ergebnissen der
densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcyRIlb2-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. Der
Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitédtsanstiege auf diesen Mediumwert
bezogen. In Diagr. 4.6 wurden die Einzelwerte dieser Versuchsergebnisse grafisch dargestellt. Die Daten
stammen aus verschiedenen RNA-Préaparationen der proliferierenden WT-MMC nach Stimulation mit mIFN-y (500
U/mL), IL-18 (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), LPS (10 pg/mL) und den angegebenen Kombinationen. Nach der
RT-PCR-Analyse und Southern Blot-Hybridisierung mit den FcyRIIb1- und 3-Tubulin-spezifischen cDNA, wurde
der Mittelwert aus den densitometrischen Quantifizierungen der hybridisierten FcyRIIb2-Banden/B-Tubulin-
Banden berechnet und teilweise die Standardabweichung mit abgebildet.
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Diagr. 4.6: Regulation der FcyRII-mRNA-Synthese in proliferierenden WT-MMC. Grafische Darstellung der
einzelnen Versuchsergebnisse aus Tab. 4.6.

41.1.2.3 Induktion von FcyRI-mMRNA  unter  nicht-proliferierenden
Bedingungen in FcyRIIl -/- (KO)-Mesangiumzellen

In FcyRIl-/- KO-MMC war die FcyRIIb2-mRNA wie bei den WT-MMC unter ruhenden
Bedingungen basal in zwei von drei Experimenten schon vorhanden. Eine
Stimulation dieser Rezeptor-mRNA, von nicht-zyklisierenden Zellen ausgehend,
erfolgte nur mit IL-13 und Kombinationen von IL-13 mit TNF-a. IFN-y zeigten noch
deutlicher als bei den WT-MMC eine Herunterregulation des FcyRlIb-Transkriptes
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(Tab. 4.7, Diagr. 4.7). In der Abb. 4.5 konnte auch nach Inkubation mit IL-13 keine
Stimulation beobachtet werden, was eine interexperimentelle Schwankung darstellt,
da IL-1p auch als Einzelfaktor in anderen Versuchen immer stimulierend wirkte.

- — FeyRIIb2
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Abb. 4.5: Regulation der FcyRII-mRNA-Synthese durch verschiedene Faktoren. Aus nicht-proliferierenden
FcyRII-KO-MMC wurde nach Stimulation mit IFN-y (500 U/mL), IL-13 (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), IL-10 (10
ng/mL), LPS (10 pg/mL) bzw. der Kombination IL-1B/TNF-a die Gesamt-RNA prapariert, die in RT-PCR-
Experimenten mit spezifischen FcyRII-Primern (RT-PCR-Produkt: 500 bp) eingesetzt wurde. Als interner Standard
wurde eine Amplifikation mit B-Tubulin-Primern durchgefiihrt (RT-PCR-Produkt: 486 bp). Als positive Kontrolle
wurde J774A.1-mRNA mitamplifiziert. Abgebildet sind die positiven Banden der Southern Blot-Hybridisierung mit
den sperzifischen cDNAs fir FcyRIIbl und B-Tubulin nach der elektrophoretischen Auftrennung von 15 pL des
entsprechenden PCR-Produktes im 2%igen Agarosegel. Dargestellt sind die relativen Intensitatsanstiege, die aus
den Ergebnissen der densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcyRIIb2-Banden/B-Tubulin-Banden
entstanden sind. Der Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitatsanstiege auf
diesen Mediumwert bezogen.

Stimulation Med IFN-y IL-1B TNFa IL-1B/IFN-y | IL-1B/TNFa | IFN-y/LPS | LPS | IL-10
Versuchszahl: n 3 3 3 2 1 3 1 2 1
Trend [ O (1] = ) (1] %] 0 0
Mittelwerte + SD 0,67 £0,58 0,46 £ 2,1+ 0,6 15+0,6 0,2 0,4
0,8
(FcyRI-FmRNA
nicht immer
amplifizierbar)

Tab. 4.7: Regulation der FcyRII-mRNA-Expression in ruhenden FcyRIII-KO-MMC. Dargestellt sind die
gemittelten Werte und Tendenzen der relativen Intensititsanstiege, die aus den Ergebnissen der
densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcyRIIb2-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. In
Diagr. 4.7 wurden die Einzelwerte dieser Versuchsergebnisse grafisch dargestellt. Die Daten stammen aus
verschiedenen RNA-Préaparationen der nicht-proliferierenden FcyRII-KKO-MMC nach Stimulation mit mIFN-y (500
U/mL), IL-18 (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), LPS (10 pg/mL), IL-10 (10 ng/mL) und den angegebenen
Kombinationen mit anschlielender RT-PCR-Analyse und Southern Blot-Hybridisierung.
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Diagr. 4.7: Regulation der FcyRII-mRNA-Synthese in ruhenden FcyRIII-KO MMC. Grafische Darstellung der
einzelnen Versuchsergebnisse aus Tab. 4.7.

41.1.2.4 Induktion von FcyRII-mRNA unter proliferierenden Bedingungen in
FcyRIIl -/- (KO)-Mesangiumzellen

Auch unter proliferierenden Kultivierungsbedingungen fiihrte die Inkubation mit IFN-y
zu einer Herunterregulation der FcyRIIb2-mRNA, wahrend IL-1[3 als Einzelfaktor und
in Kombination mit TNF-a, nicht aber in Kombination mit IFN-y, deutlich stimulierend
wirkte (Tab. 4.8, Diagr. 4.8 und Abb. 4.6). Die leicht stimulierende Wirkung von IL-10
auf die mRNA-Expression des FcyRIlIb2 wurde nur in einem Versuch gezeigt, unter
ruhenden Bedingungen fuhrte der Faktor weder bei den WT- noch bei den FcyRIlI-
KO-MMC zu einer verstarkten Transkription.
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Abb. 4.6: Regulation der FcyRII-mRNA-Synthese durch verschiedene Faktoren. Aus proliferierenden FeyRII-
KO-MMC wurde nach Stimulation mit IFN-y (500 U/mL), IL-10 (10 ng/mL) und der Kombination IL-1( (10 ng/mL)
mit TNF-a (500 U/mL) die Gesamt-RNA prapariert, die in RT-PCR-Experimenten mit spezifischen FcyRllb-
Primern (RT-PCR-Produkt: 500 bp) eingesetzt wurde. Als interner Standard wurde eine Amplifikation mit (-
Tubulin-Primern durchgefuhrt. Als positive Kontrolle wurde J774A.1-mRNA mitamplifiziert. Dargestellt sind die
positiven Banden der Southern Blot-Hybridisierung mit den spezifischen cDNAs fir FcyRIIb1 und B-Tubulin nach
der elektrophoretischen Auftrennung von 15 pL des entsprechenden PCR-Produktes im 2%igen Agarosegel.
Dargestellt sind die relativen Intensitatsanstiege, die aus den Ergebnissen der densitometrischen Quantifizierung
der hybridisierten FcyRIIb2-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. Der Mediumwert wurde mit 1
gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitatsanstiege auf diesen Mediumwert bezogen.
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Stimulation Med IFN-y IL-1B IFN-y/IL-13 IL-1B/TNFa IL-10
Versuchszahl: n 3 3 2 2 1 1
Trend = O 1l O (|I|[|:| ) (D)
Mittelwerte + SD 1,0+0 0,7+£0,2 1.2 0,8 15+0,6
(FcyRIFmRNA
immer
amplifizierbar)

Tab. 4.8: Regulation der FcyRII-mRNA-Expression in proliferierenden FcyRIII-KO-MMC. Dargestellt sind die
gemittelten Werte und Tendenzen der relativen Intensitatsanstiege, die aus den Ergebnissen der
densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcyRIIb2-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. Der
Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitétsanstiege auf diesen Mediumwert
bezogen. In Diagr. 4.8 wurden die Einzelwerte dieser Versuchsergebnisse grafisch dargestellt. Die Daten
stammen aus verschiedenen RNA-Praparationen der proliferierenden FcyRIII-KKO-MMC nach Stimulation mit
mIFN-y (500 U/mL), IL-1B (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), IL-10 (10 ng/mL) und den angegebenen Kombinationen
mit anschlieRender RT-PCR-Analyse und Southern Blot-Hybridisierung.
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Diagr. 4.8: Regulation der FcyRII-mRNA-Synthese in proliferierenden FcyRII-KO MMC. Grafische
Darstellung der einzelnen Versuchsergebnisse aus Tab. 4.8.

41.1.2.5 Zusammenwirken von IL-13 und IFN-y bei der FcyRI-mRNA-

Induktion in proliferierenden FcyRIlI-/- (KO)-Mesangiumzellen

Bei der FcyRII-mRNA-Expression war durch Inkubation mit IL-13 und IFN-y ein
gegenlaufiger Effekt bei der Induktion dieses Rezeptors zu erkennen. Um den
Mechanismus der Regulation zu untersuchen, wurden die FcyRIll-/-(KO)-MMC mit
den einzelnen Faktoren und ihren Kombinationen fur definierte ZeitrAume inkubiert
und anschlieBend die FcyRII-mRNA-Expression analysiert (Abb. 4.7). Die mit IL-13
vorstimulierten und anschlieend mit IFN-y behandelten Zellen wiesen dabei die
gleiche FcyRII-mRNA-Menge auf wie die nur mit IL-1p inkubierten Zellen. IFN-y war
also nicht in der Lage, die durch IL-13 induzierten Effekte bei der mRNA-
Transkription zu modulieren. Ein ebensolches Ergebnis zeigte sich nach
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Vorstimulation mit IFN-y, wo IL-13 die herunterregulierenden Effekte des Thl-
Zytokins nicht aufheben konnte. Eine Inkubation der FcyRIll-/- (KO)-MMC mit
Kombination der Einzelfaktoren fir die untersuchten Zeitraume wies hohere
Expressionswerte als IFN-y alleine und niedrigere Werte als IL-13 auf, was eine
gegenseitige Beeinflussung der zur gleichen Zeit gegeben Faktoren andeuten
konnte.
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Abb. 4.7: Zusammenwirken von IFN-y (500 U/mL), IL-1B (10 ng/mL) bei der Regulation der FcyRII-mRNA-
Synthese. Proliferierende FcyRIl-/-(KO)-MMC wurden fiir 24 oder fir 48 Stunden mit den o.g. Faktoren sowie
deren Kombinationen stimuliert. Die Gesamt-RNA wurde in RT-PCR-Experimenten mit spezifischen

Oligonukleotid-Primern fiir FcyRIlb und B-Tubulin als interner Standard eingesetzt. Als positive Kontrolle wurde
J774A.1-mRNA mitamplifiziert. Dargestellt sind die positiven Banden der Southern Blot-Hybridisierung mit den

¥p_markierten spezifischen cDNAs fiir FcyRIIb2 und B-Tubulin nach der elektrophoretischen Auftrennung von 15
ML des entsprechenden PCR-Produktes im 2%igen Agarosegel. Die Zahlen reprasentieren die Resultate der
densitometrischen Quantifizierung der Autoradiografien. Der Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die
entsprechenden Intensitatsanstiege auf diesen Mediumwert bezogen.

41.1.3 Induktion von FcyRIlla-mRNA

41.1.3.1 Induktion  von  FcyRIlla-mRNA  unter  nicht-proliferierenden
Bedingungen in Wildtyp-Mesangiumzellen

Ebenso wie der murine FcyRI besteht der FcyRIll aus mehreren Untereinheiten und
ist als oligomerer Rezeptorkomplex mit signalibertragenden y-und ( - Ketten
assoziiert. In Daten zu humanen MC konnte unter wachstumsarretierten
Bedingungen eine Induzierbarkeit der FcyRllla-Ketten-mRNA mit IFN-y/LPS gezeigt
werden [RADEKE et al., 1994a].

In Ratten- und Maus-MC wurde dieser niedrig-affine FcyRIIl unter proliferierenden
Voraussetzungen ebenfalls schon nachgewiesen, wo er durch CSF-1, IFN-y und db-
CAMP stimuliert wurde [HORA et al., 1992; SANTIAGO et al., 1991b].

Im Gegensatz zur FcyRIIb-mRNA wurde die Transkription der FcyRIlla-mRNA unter
nicht-zyklisierenden Bedingungen nur in vier von sieben RNA-Préaparationen schon
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basal exprimiert, konnte aber durch IFNy und Kombinationen von IFN-y mit LPS oder
TNF-a deutlich stimuliert werden (Abb. 4.8, Diagr. 4.9 und Tab. 4.9). IL-1[3 zeigte in
mehreren Versuchen keine stimulierenden Effekte auf diese ruhenden Zellen.
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Abb. 4.8: Regulation der FcyRIlla-mRNA-Synthese durch verschiedene Faktoren. Aus nicht-proliferierenden
WT-MMC wurde nach Stimulation mit IFN-y (500 U/mL), IL-13 (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), IL-4 (10 ng/mL), IL-
10 (10 ng/mL), GM-CSF (5 ng/mL), bzw. den angegebenen Kombinationen IL-13/TNF-a und IFN-y/LPS (LPS: 10
pg/mL), die Gesamt-RNA préapariert, die in RT-PCR-Experimenten mit spezifischen FcyRllla-Primern (RT-PCR-
Produkt: 785 bp) eingesetzt wurde. Als interner Standard wurde eine Amplifikation mit 3-Tubulin-Primern
durchgefiihrt (RT-PCR-Produkt: 486 bp). Als positive Kontrolle wurde J774A.1-mRNA mitamplifiziert. Dargestellt
sind die positiven Banden der Southern Blot-Hybridisierung mit den spezifischen cDNAs fur FcyRllla und -
Tubulin nach der elektrophoretischen Auftrennung von 15 pL des entsprechenden PCR-Produktes im 2%igen
Agarosegel. Weiterhin abgebildet sind die relativen Intensitdtsanstiege, die aus den Ergebnissen der
densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcyRllla-Banden/3-Tubulin-Banden entstanden sind.

Stimulation Med IFN-y | IL-1B8 | TNFa | IFN-y/ IL-1B/ IFN-y/ LPS | IL-4 | IL-10 | GM-
TNFa TNFa LPS CSF

Versuchszahl: 7 7 4 3 2 4 3 1 1 2 1
n
Trend M | |O|0| | O |0 |O|@|@)| (@
Mittelwerte + 0,4+0,53* 21+ 03+ | 09z 3,4 09+ 28+ 2,6
SD 18 0,5 0,29 0,7 0,61

FcyRlllo-mRNA

nicht immer

amplifizierbar

Tab. 4.9: Regulation der FcyRIlla-mRNA-Expression in nicht-proliferierenden WT-MMC. Dargestellt sind die
gemittelten Werte und Tendenzen der relativen Intensititsanstiege, die aus den Ergebnissen der

densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcyRIlla-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. Der
Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitdtsanstiege auf diesen Mediumwert
bezogen. In Diagr. 4.9 wurden die Einzelwerte dieser Versuchsergebnisse grafisch dargestellt. Die Daten
stammen aus verschiedenen RNA-Praparationen der ruhenden WT-MMC nach Stimulation mit mIFN-y (500
U/mL), IL-1B (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), LPS (10 pg/mL), IL-10 (10 ng/mL), IL-4 (10 ng/mL), GM-CSF (5
ng/mL) und den angegebenen Kombinationen mit anschlieRender RT-PCR-Analyse und Southern Blot-
Hybridisierung mit den spezifischen cDNAs fur FcyRllla und 3-Tubulin.
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Diagr. 4.9: Regulation der FcyRIlla-mRNA-Synthese in nicht-proliferierenden WT-MMC. Grafische
Darstellung der einzelnen Versuchsergebnisse aus Tab. 4.9.

41.1.32 Induktion von FcyRIlla-mRNA unter proliferierenden Bedingungen in
Wildtyp-Mesangiumzellen

Eine Untersuchung der FcyRIlla-mRNA-Expression bei wachsenden WT-MMC zeigte
sich ein leicht veréandertes Induktionsmuster zu den WT-MMC unter nicht-
zyklisierenden Bedingungen. Wahrend bei ruhenden MMC die Transkription der
Rezeptor-mRNA durch IL-1B-Inkubation nicht moduliert wurde, zeigten die
proliferierenden Zellen eine Hochregulation mit diesem Monokin alleine und in
Kombinationen mit TNF-a und IFN-y (Abb. 4.9, Diagr. 4.10 und Tab. 4.10). Auch die
Einzelfaktoren IFN-y, TNF-a, LPS und IL-10 haben deutliche Induktionseffekte auf
die Transkription der FcyRIllao-mRNA, die aber bei verschiedenen RNA-
Praparationen in ihrer Stimulationsstarke schwanken.
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Abb. 4.9: Regulation der FcyRIlla-mRNA-Synthese durch verschiedene Faktoren. Aus proliferierenden WT-
MMC wurde nach Stimulation mit IFN-y (500 U/mL), IL-1B (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), LPS (10 pg/mL) und
der angegebenen Kombinationen IL-1B/TNF-a die Gesamt-RNA prapariert, die in RT-PCR-Experimenten mit
spezifischen FcyRllla-Primern (RT-PCR-Produkt: 785 bp) eingesetzt wurde. Als interner Standard wurde eine
Amplifikation mit B-Tubulin-Primern durchgefiihrt (RT-PCR-Produkt: 486 bp). Dargestellt sind die positiven
Banden der Southern Blot-Hybridisierung mit den spezifischen cDNAs fir FcyRlIlla und B-Tubulin nach der
elektrophoretischen Auftrennung von 15 pL des entsprechenden PCR-Produktes im 2%igen Agarosegel.
Weiterhin abgebildet sind die relativen Intensitatsanstiege, die aus den Ergebnissen der densitometrischen
Quantifizierung der hybridisierten FcyRllla-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. Der Mediumwert wurde
mit 1 gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitatsanstiege auf diesen Mediumwert bezogen.

Stimulation Med IFN-y IL-18 TNFa IFN-y/IL-18 | IL-1B /TNFa IFN-y/LPS LPS IL-10
Versuchszahl: 6 6 4 3 3 3 2 3 1
n
Trend - M | 0o 0 (I (I O m | (m )
Mittelwerte + 1,0+0 12+ 3+3,1 13+ 3+27 58+4,6 14 1,87
SD 1,25 0,2 +1,2
FeyRllla -
mRNA immer
amplifizierbar

Tab. 4.10: Regulation der FcyRIlla-mRNA-Expression in proliferierenden WT-MMC. Dargestellt sind die
gemittelten Werte und Tendenzen der relativen Intensititsanstiege, die aus den Ergebnissen der
densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcyRllla-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. Der
Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitétsanstiege auf diesen Mediumwert
bezogen. In Diagr. 4.10 wurden die Einzelwerte dieser Versuchsergebnisse grafisch dargestellt. Die Daten
stammen aus verschiedenen RNA-Praparationen der proliferierenden WT-MMC nach Stimulation mit IFN-y (500
u/mL), IL-18 (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), LPS (10 pg/mL), IL-10 (10 ng/mL) und den angegebenen
Kombinationen mit anschlieBender RT-PCR-Analyse und Southern Blot-Hybridisierung mit den spezifischen

cDNAs fur FeyRllla und B-Tubulin.
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Diagr. 4.10: Regulation der FcyRIlla-mRNA-Synthese in proliferierenden WT-MMC. Grafische Darstellung der
einzelnen Versuchsergebnisse aus Tab. 4.10.

4114 Induktion von FcRy-Ketten-mRNA

41141 Induktion von FcRy-mRNA unter nicht-proliferierenden Bedingungen
in Wildtyp-Mesangiumzellen

Fur die Expression auf der Zelloberflache und fur die Signaltransduktion in die Zelle
bendétigen der FcyRlI und der FcyRIll die Assozation von y-Ketten zu den
ligandenbindenden a-Ketten [WIRTHMUELLER et al., 1992; KUROSAKI et al., 1991;
ERNST et al., 1993]. Die y-Ketten-mRNA war zwar basal vorhanden, wurde aber in
ruhenden WT-MMC nicht sicher induziert. Eine Transkriptionserhéhung der mRNA
erfolgte nur nach Stimulation mit IFN-y und IL-13, sowie der Kombination von IL-1[3
mit TNF-a (Abb. 4.10, Diagr. 4.11 und Tab. 4.11).
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Abb. 4.10: Regulation der FcRyKetten-mRNA-Synthese durch verschiedene Faktoren. Aus nicht-
proliferierenden WT-MMC wurde nach Stimulation mit IFN-y (500 U/mL), IL-1p (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), IL-
4 (10 ng/mL), IL-10 (10 ng/mL), GM-CSF (5 ng/mL), bzw. den angegebenen Kombinationen IL-1B/TNF-a und
IFN-y/LPS (LPS: 10 pg/mL), die Gesamt-RNA prépariert, die in RT-PCR-Experimenten mit spezifischen FcRy-
Primern (RT-PCR-Produkt: 420 bp) eingesetzt wurde. Als interner Standard wurde eine Amplifikation mit -
Tubulin-Primern durchgefiihrt (RT-PCR-Produkt: 486 bp). Als positive Kontrolle wurde J774A.1-mRNA
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mitamplifiziert. Dargestellt sind die positiven Banden der Southern Blot-Hybridisierung mit den spezifischen
cDNAs fur FcRy-chain- und B-Tubulin nach der elektrophoretischen Auftrennung von 15 pL des entsprechenden
PCR-Produktes im 2%igen Agarosegel. Weiterhin abgebildet sind die relativen Intensitéatsanstiege, die aus den
Ergebnissen der densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcRy-chain-Banden/B-Tubulin-Banden
entstanden sind. Der Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitatsanstiege auf
diesen Mediumwert bezogen.

Stimulation Med IFN-y IL-1B8 TNFa IL-13/ TNFa | IFN-y/LPS IL-4 IL-10 | GM-CSF
Versuchszahl: n 3 3 2 1 2 1 1 2 1
Trend [ Il [m (m U (@) (@) O (@)
Mittelwerte + SD 0,67+ 0,57 12+1,0 2,4 1 0,3
(FCRy-mRNA
nicht immer
amplifizierbar)

Tab. 4.11: Regulation der FcRymRNA-Expression in ruhenden WT-MMC. Dargestellt sind die gemittelten
Werte und Tendenzen der relativen Intensititsanstiege, die aus den Ergebnissen der densitometrischen
Quantifizierung der hybridisierten FcRy-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. Der Mediumwert wurde mit 1
gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitatsanstiege auf diesen Mediumwert bezogen. In Diagr. 4.11
wurden die Einzelwerte dieser Versuchsergebnisse grafisch dargestellt. Die Daten stammen aus verschiedenen
RNA-Praparationen der WT-MMC nach Stimulation mit mIFN-y (500 U/mL), IL-13 (10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL),
IL-10 (10 ng/mL), IL-4 (10 ng/mL), GM-CSF (5 ng/mL) und Kombinationen dieser Faktoren (LPS: 10 pg/mL) und
RT-PCR-Analysen mit anschlieBender Southern Blot-Hybridisierungen mit den spezifischen cDNAs fir FcRy-
chain und B-Tubulin.
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Diagr. 4.11: Regulation der FcRymRNA-Synthese in ruhenden WT-MMC. Grafische Darstellung der
einzelnen Versuchsergebnisse aus Tab. 4.11.

41.1.4.2 Induktion von FcRy-mRNA unter proliferierenden Bedingungen in

Wildtyp-Mesangiumzellen

Unter Wachstumsbedingungen mit 10% FCS im Kulturmedium zeigte sich bei der
Expression der y-Ketten-mRNA ein &hnliches Expressionsmuster wie bei nicht-
zyklisierenden MMC. Die y-Kette wurde weitestgehend konstitutiv exprimiert und
zeigte nur geringe Regulationen. Auch hier waren nur die Zytokine IL-1(3, IFN-y, die
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Kombination dieser Faktoren, sowie die Kombination von IFN-y mit LPS, aber nicht
LPS alleine stimulierend (Abb. 4.11, Diagr. 4.12 und Tab. 4.12).
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Abb. 4.11: Regulation der FcRy-Ketten-mRNA-Synthese durch verschiedene Faktoren. Aus proliferierenden
WT-MMC wurde nach Stimulation mit IFN-y (500 U/mL), IL-13 (10ng/mL) und der Kombination IL-1p/IFN-y die
Gesamt-RNA préapariert, die in RT-PCR-Experimenten mit spezifischen FcyRllla-Primern (RT-PCR-Produkt: 420
bp) eingesetzt wurde. Als interner Standard wurde eine Amplifikation mit B-Tubulin-Primern durchgefuhrt (RT-
PCR-Produkt: 486 bp). Als positive Kontrolle wurde J774A.1-mRNA mitamplifiziert. Dargestellt sind die positiven
Banden der Southern Blot-Hybridisierung mit den spezifischen cDNAs fiir FcRy-chain- und B-Tubulin nach der
elektrophoretischen Auftrennung von 15 pL des entsprechenden PCR-Produktes im 2%igen Agarosegel.
Weiterhin abgebildet sind die relativen Intensitatsanstiege, die aus den Ergebnissen der densitometrischen
Quantifizierung der hybridisierten FCRy-chain-Banden/B3-Tubulin-Banden entstanden sind. Der Mediumwert wurde
mit 1 gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitétsanstiege auf diesen Mediumwert bezogen.

Stimulation Med IFN-y IL-18 TNFa IFN-y/L-18 | IL-1B /TNFa IFN-y/LPS LPS IL-10
Versuchszahl: 4 4 2 1 2 1 1 1 1
n
Trend il ([ il (m 1l ([D )
Mittelwerte + 0,75+05 16+ 19 0,2 2,6 0,42 1,8 0,67 0,33
SD 0,3

FcRy-mRNA

nicht immer

amplifizierbar

Tab. 4.12: Regulation der FcRymRNA-Expression in proliferierenden WT-MMC. Dargestellt sind die
gemittelten Werte und Tendenzen der relativen Intensititsanstiege, die aus den Ergebnissen der
densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcRy-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. Der
Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die entsprechenden Intensitédtsanstiege auf diesen Mediumwert
bezogen. In Diagr. 4.12 wurden die Einzelwerte dieser Versuchsergebnisse grafisch dargestellt. Die Daten
stammen aus verschiedenen RNA-Préparationen der WT-MMC nach Stimulation mit mIFN-y (500 U/mL), IL-13
(10 ng/mL), TNF-a (500 U/mL), LPS (10 pg/mL), IL-10 (10 ng/mL) und den angegebenen Kombinationen mit
anschlieRender RT-PCR-Analyse und Southern Blot-Hybridisierung mit den spezfischen cDNAs fiir FcRy und B-
Tubulin.



4 Ergebnisse 78

qamimia-chain
mBEMA [rel Units]

*

Med IFN IL-1 TNF IL-1/IFN IL-1/TNF IFN/LPS LPS IL-10
n=4 n=4 n=2 n=1 n=2 n=1 n=1 n=1 n=1

ol
>o
*—
* ——
L 4

L a4
| 4
*
L

Diagr. 4.12: Regulation der FcCRymRNA-Synthese in proliferierenden WT-MMC. Grafische Darstellung der
einzelnen Versuchsergebnisse aus Tab. 4.12.

41.1.4.3 Induktion von FcRy-mRNA unter nicht-proliferierenden Bedingungen
in FcyRIIl-/- (KO)-Mesangiumzellen

FcyRIII-KO-MMC zeigten bei mehreren durchgefiihrten Untersuchungen der FcRy -
Ketten-mRNA unter wachstumsarretierten Zustanden keine basale Expression dieser
signaltransduzierenden Kette wie in Diagr. 4.13, Tab. 4.13 und Abb. 4.12 zu sehen
ist. Nach Inkubation mit den Faktoren IFN-y, IL-13, TNF-a, IL10 und LPS erfolgte
eine Induktion der FcRy-Ketten-mRNA, wobei IFN-y am eindeutigsten stimulierend
war.
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Abb. 4.12: Regulation der FcRyKetten-mRNA-Synthese durch verschiedene Faktoren. Aus nicht-
proliferierenden FcyRIII-KO-MMC wurde nach Stimulation mit IFN-y (500 U/mL), IL-1B (10 ng/mL), TNF-a (500
U/mL), IL-10 (10 ng/mL) und LPS (10 pg/mL) die Gesamt-RNA préapariert, die in RT-PCR-Experimenten mit
spezifischen FcyRllla-Primern (RT-PCR-Produkt: 420 bp) eingesetzt wurde. Als interner Standard wurde eine
Amplifikation mit B-Tubulin-Primern durchgefuhrt. Als positive Kontrolle wurde J774A.1-mRNA mitamplifiziert.
Dargestellt sind die positiven Banden der Southern Blot-Hybridisierung mit den spezifischen cDNAs fiir FCRy-
chain- und B-Tubulin nach der elektrophoretischen Auftrennung von 15 pL des entsprechenden PCR-Produktes
im 2%igen Agarosegel. Weiterhin abgebildet sind die Ergebnisse der densitometrischen Quantifizierung der
hybridisierten FcRy-chain-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind.
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Stimulation Med IFN-y IL-1B TNFa IL-13/TNFa LPS IL-10
Versuchszahl: n 2 2 1 1 2 1 2
Trend (/] [m (DID ) (|I||I| ) 0 (D:D ) (I
Mittelwerte + SD 0 1,6 0,8 0,75
(keine FcRy-
MRNA
amplifizierbar)

Tab. 4.13: Regulation der FcRymRNA-Expression in nicht-proliferierenden FcyRIII-KO-MMC. Dargestellt
sind die gemittelten Werte und Tendenzen der relativen Intensitédtsanstiege, die aus den Ergebnissen der
densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten FcRy-Banden/3-Tubulin-Banden entstanden sind. In Diagr.
4.13 wurden die Einzelwerte dieser Versuchsergebnisse grafisch dargestellt. Die Daten stammen aus
verschiedenen RNA-Préparationen der FcyRII-KKO-MMC nach Stimulation mit mIFN-y (500 U/mL), IL-1p (10
ng/mL), TNF-a (500 U/mL), LPS (10 pg/mL), IL-10 (10 ng/mL), den angegebenen Kombinationen. Nach der RT-
PCR-Analyse wurden Southern Blot-Hybridisierungen mit den FcRy und B-Tubulin-spezifischen cDNAs
durchgefihrt.

gamma-chain
MRNA (Units)
=

0 * f f f f * f f
Med n=2 IFN n=2 IL-1n=1 TNFn=1 IL-1/TNF LPSn=1 IL-10n=2
n=2

Diagr. 4.13: Regulation der FcRymRNA-Synthese in nicht-proliferierenden FcyRIII-KO-MMC. Grafische
Darstellung der einzelnen Versuchsergebnisse aus Tab. 4.13.

4.1.1.4.4 Induktion von FcRy-mRNA unter proliferierenden Bedingungen in
FcyRIlI-/- (KO)-Mesangiumzellen

Unter proliferierenden Bedingungen exprimierten FcyRIIl-/-(KO)-MMC schon
konstitutiv groRe Mengen der y-Ketten mRNA, die durch die eingesetzten Faktoren
wie IFN-y, IL-1(, IL-10 und den Kombinationen IFN-y/IL-13 und IL-1B/TNF-a nur
gering reguliert wurde (Abb. 4.13, Tab. 4.14 und Diagr. 4.14). Dabei ist IFN-y der
einzige Faktor, der die hohe basale mMRNA-Expression noch verstarken konnte.
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Abb. 4.13: Regulation der FcRy-Ketten-mRNA-Synthese durch verschiedene Faktoren. Aus proliferierenden
FcyRII-KO-MMC wurde nach Stimulation mit IFN-y (500 U/mL), IL-1B (10 ng/mL) und der Kombination IL-1(3/IFN-
y die Gesamt-RNA préapariert, die in RT-PCR-Experimenten mit spezifischen FcRy-Primern (RT-PCR-Produkt:
420 bp) eingesetzt wurde. Als interner Standard wurde eine Amplifikation mit B-Tubulin-Primern. Als positive
Kontrolle wurde J774A.1-mRNA mitamplifiziert. Dargestellt sind die positiven Banden der Southern Blot-
Hybridisierung mit den spezifischen cDNAs fir FcRy-chain und B-Tubulin nach der elektrophoretischen
Auftrennung von 15 pL des entsprechenden PCR-Produktes im 2%igen Agarosegel. Weiterhin abgebildet sind die
relativen Intensitatsanstiege, die aus den Ergebnissen der densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten
FcRy-chain-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. Der Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die
entsprechenden Intensitatsanstiege auf diesen Mediumwert bezogen.

Stimulation Med IFN-y IL-1B IL-1B/ IFN-y IL-1B/TNFa IL-10
Versuchszahl: n 3 3 2 2 1 1
Trend = {m 0 U ( = ) ( hnd )
Mittelwerte + SD 1+0 0,92+0,33 0,5 0,7
(FCRy-mRNA
immer
amplifizierbar)

Tab. 4.14: Regulation der FcCRymRNA-Expression in proliferierenden FcyRIII-KO-MMC. Dargestellt sind die
relativen Intensitatsanstiege, die aus den Ergebnissen der densitometrischen Quantifizierung der hybridisierten

FcRy-Banden/B-Tubulin-Banden entstanden sind. Der Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die
entsprechenden Intensitatsanstiege auf diesen Mediumwert bezogen. Die Daten stammen aus verschiedenen
RNA-Praparationen der FcyRIIIFKO-MMC nach Stimulation mit mIFN-y (500 U/mL), IL-138 (10 ng/mL), IL-10 (10
ng/mL) und den angegebenen Kombinationen (TNF-qa: 500 U/mL) Kombinationen mit anschlieRender RT-PCR-
Analyse und Southern Blot-Hybridisierung mit den spezifischen cDNAs fur FcRy und 3-Tubulin.
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Diagr. 4.14: Regulation der FcRymRNA-Expression in proliferierenden FcyRII-KO-MMC. Grafische
Darstellung der einzelnen Versuchsergebnisse aus Tab. 4.14.

4.1.2 Differentielle Induktion von FcyR-Proteinen

Neben der mRNA-Expression der Fcy-Rezeptoren wurde versucht, die Existenz der
Fcy-Rezeptor-Molekile auf der Zelloberflache mittels verschiedener Protein-
Nachweismethoden zu zeigen. Ein Problem flr den Nachweis der Rezeptorproteine
stellt das Fehlen spezifischer Antikorper dar. So gibt es im Maussystem nur einen
FcyRIl und FcyRIll gleichzeitig erkennenden Antikérper, mAb 2.4G2 und zwei anti-Ly-
17 mAb, die die allelen Formen des FcyRIl erkennen, die auf verschiedenen
Mausstammen vertreten sind [HOLMES et al., 1985]. In der Literatur sind die beiden
Ly-17.1/2 Antikorper bisher immer als anti-FcyRIl/IIl Antikdrper beschrieben worden,
Versuche von Schiller et al. [SCHILLER et al., 1998] haben aber eine Spezifitdt der
Antikorper fur die polymorphen Formen des FcyRIl ohne Kreuzreaktivitat fir andere
FcyR gezeigt. Fur den FcyRI sind noch keine spezifischen Antikérper beschrieben,
weshalb dieser Rezeptor auf Proteinebene nicht nachweisbar ist.

Da in proliferierenden MMC eine hohere FcyRIl- und FcyRII-mRNA-Expression
detektiert wurde als in ruhenden Zellen, wurden diese Protein-Expressionsunter-
suchungen mit wachsenden MMC und Stimulationen tber 48 Stunden durchgefihrt.

4121 Oberflachenexpression von Fcy-Rezeptoren in
Objekttragerfarbungen

Eine Methode zum Nachweis der Fcy-Rezeptor-Molekile auf der Zelloberflache stellt
die Objekttragerfarbung dar. Dafir wurden zunachst Versuche zur
Oberflachenfarbung der Fcy-Rezeptor-Proteine mit der monozytaren Maus-Zellinie
J774A.1 durchgefuhrt, die mit dem anti-FcyRII/lll Antikorper, mAb 2.4G2 oder mit
dem anti-FcyRIl Antikorper, Ly17.2, unter Verwendung des APAAP-Methode (Dako,
Hamburg) positiv angefarbt werden konnten (s. 3.3.6.). Diese Enzym-Anti-
Enzykomplex-Techniken mufite fur die MMC aber optimiert werden, da die
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gewlnschten Farbeergebnisse zunéchst ausblieben. Eine Optimierung erfolgte durch
Einsatz verschiedener Antikdrperverdinnungen, Fixierungsmethoden, Puffersysteme
und Chromogene. Unter den optimierten Bedingungen wurde auch die EnVision™-
AP-Methode zum Nachweis der FcyR-Proteine angewendet, die eine hohe
Nachweisempfindlichkeit besitzt. Das EnVision™-AP-Farbesystem basiert auf einer
neuen Technologie, bei der viele alkalische Phosphatase-Molektile mit spezifischen
Antikérpern an ein Dextran-Rickgrat gekoppelt sind.

Eine Anfarbung mit dem anti-Ly17.1 Antikorper auf den FcyRIlI-/- KO-MMC, bei dem
es sich um einen Maus-Antikorper der IgM Subklasse handelt, konnten keine
positiven Ergebnisse erzielt werden, da keines der sekundaren Detektionssysteme
diese Subklasse gebunden hat.

41211 Immunfarbung von FcyRII

Um die Oberflachenexpression von FcyRIl Molekilen auf den WT-MMC zu
untersuchen, wurden die WT-MMC in einer definierten Zelldichte auf ,Chamber
Slide“-Objekttrager ausgesat, die adharierten MMC fir 48 Stunden stimuliert, mit
dem FcyRIl-spezifischen Antikérper Ly-17.2 und der EnVision™-AP-Technik
angefarbt. Die Zellen zeigten je nach Passage unterschiedliches
Proliferationsverhalten, so dal3 die Zelldichte in manchen Farbungen zu dicht war, so
daf eine Quantifizierung sich als extrem schwierig erwies. Durch eine Verringerung
der Zellzahl konnte ein besseres Ergebnis erzielt werden.

Die Abb. 4.14 zeigt die auf mMRNA-Ebene gefundenen herunterregulierenden Effekte
von IFN-y im Vergleich zum Mediumwert auf die Expression von FcyRIl auch auf
Proteinebene. Die Stimulationen mit TNF-a und TNF-a/IL-13 fuhrten zu einer
erhohten Rezeptordichte auf der Zelloberflache im Vergleich zum unstimulierten
Mediumwert unter FCS-Bedingungen. Die gemittelten Ergebnisse der Auszéhlungen
positiv angefarbter MMC aus mehreren Objekttragerfarbungen sind in der Tab. 4.15
dargestellt.

Stimulation Med IFN-y TNFa IL-1B/TNFa
Versuchszahl: n 6 6 6 3
Trend [] O 0 [
Mittelwerte in % 13,2 9,6 15,8 18

Tab. 4.15: FcyRII-Proteinexpression auf proliferierenden WT-MMC. Dargestellt sind die gemittelten
Ergebnisse der prozentualen Anfarbungen mehrerer unabhéngiger Immunfarbungen mit dem Anti-FcyRIl-
Antikorper Ly-17.2. Die MMC wurden in definierter Zelldichte auf Chamber slide-Objekttrager ausgesat und nach
Erreichen der Adharenz fir 48 Stunden mit IFN-y (500 U/mL), TNF-a (500 U/mL) oder der Kombination TNFa/IL-
1B (IL-1B: 10 ng/mL) stimuliert.
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a) FeyRIl, Medium

c) FoyRIl, TNF-o d) FeyRIl, TNF-/IL-1B

Abb. 4.14: Membranexpression von FcyRIIl-Protein
auf proliferierenden WT-MMC. MMC wurden auf
Chamber  Slide-Objekttragern in  FCS-haltigem

Kulturmedium (a) bzw. mit IFN-y (b) (500 U/mL), TNF-
a (c) (500 U/mL) oder der Kombination TNFa/IL-1(
(d) (IL-1B: 10 ng/mL) fiir 48 Stunden inkubiert. Nach
Fixierung in Methanol/Aceton, wurden die MMC mit

dem Anti-FcyRIl-Antikorper  Ly-17.2  oder einem
irrelevanten Kontrollantikérper (e) inkubiert. Nach
einer Inkubation mit der EnVision-AP Gebrachslésung
erfolgte eine Farbung mit dem Substrat Fast Red und
anschlielend eine Gegenfarbung mit Hamatoxillin.

" NG
e) Isotypkontrolle, TNF (VergrofSerung X 200)

41.2.1.2 Immunféarbung von FcyRII/I

Die auf ,Chamber Slide“-Objekttrager ausgesaten und adhéarierten MMC wurden fir
48 Stunden stimuliert und mit dem FcyRIl/FcyRIll-spezifischen 2.4G2 und der
EnVision™-AP-Technik angefarbt. Die Immunfarbung zeigte schon unter
Mediumbedingungen durch die angefarbten Zellen auf WT-MMC eine Expression der
Rezeptoren, die durch 48-stindige Stimulation mit IFN-y, TNF-a und TNF-a/IL-1(3
verstarkt wurde (Abb. 4.15 und Tab. 4.16). Ausgehend von diesen Beobachtungen
und den Farbungen der FcyRII-Oberflachenrezeptoren mit Ly-17.2, kénnte man
Ruckschlisse auf die Proteinexpression von FcyRIll ziehen. Demnach war IFN-y der
beste Induktor fur FcyRIIl, gefolgt von TNF-a/IL-13 und TNF-a.
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a) FeyRIVFeyRIIl, Medium

c) FeyRIFeyRIIl, TNF-a

e) Isotypkontrolle, TNF

b) FeyRIVFeyRIII, IFN-y

d) FeyRIVFcyRIIL, TNF-a/IL-1B

Abb. 4.15: Membranexpression von FcyRII/FcyRIII-
Protein auf proliferierenden WT-MMC. MMC wurden
auf Chamber Slide-Objekttragern in FCS-haltigem
Kulturmedium (a) bzw. mit IFN-y (b) (500 U/mL), TNF-
a (c) (500 U/mL) oder der Kombination TNFa/IL-1p (d)
(IL-18: 10 ng/mL) far 48 Stunden inkubiert. Nach
Fixierung in Methanol/Aceton, wurden die MMC mit
dem Anti-FeyRIIVFeyRIIl-Antikorper 2.4G2 oder einem
irrelevanten Kontrollantikdrper (e) inkubiert. Nach einer
Inkubation mit der EnVision-AP Gebrachslésung
erfolgte eine Farbung mit dem Substrat Fast Red und
anschlieBend eine Gegenfarbung mit Hamatoxillin.
(VergréRerung X 200)

Stimulation Med IFN-y TNFa IL-1B/TNFa
Versuchszahl: n 7 7 7 3
Trend UJ (0 [0 {m
Mittelwerte in % 10 17,9 18,6 23

Tab. 4.16: FcyRIl/FcyRIlI-Proteinexpression auf proliferierenden WT-MMC. Dargestellt sind die gemittelten
Ergebnisse der prozentualen Anfarbungen mehrerer unabhangiger Immunfarbungen mit dem Anti-FcyRIl/FcyRIIl-
Antikdrper 2.4G2. Die MMC wurden in definierter Zelldichte auf Chamber slide-Objekttrager ausgesat und nach

Erreichen der Adhérenz fur 48 Stunden mit IFN-y (500 U/mL), TNF-a (500 U/mL) oder der Kombination TNFa/IL-

1B (IL-1B: 10 ng/mL) stimuliert.
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4.1.2.2 Oberflachenexpression von Fcy-Rezeptoren in FACScan-Analysen

Neben Objekttragerfarbungen wurde mit Hilfe der FACScan-Methode versucht,
FcyR-Molekule auf der Zelloberflache der MMC nachzuweisen. Aufgrund der durch
eine PCR-Amplifikation von 40 Zyklen nachweisbaren mRNA-Synthese fur FcyRll
und FcyRIIl war eine relativ geringe Rezeptorenexpression zu erwarten. Ein weiteres
Problem bei der Nachweisbarkeit der FcyR-Proteine auf der MMC-Zelloberflache
stellt neben dem Fehlen klassenspezifischer Antikorper die Trypsinsensitivitat der
Fcy-Rezeptoren dar. Fur FcyR auf Ratten-MC ist ebenso wie flr murine FcyRI und
FcyRIll eine Trypsinempfindlichkeit beschrieben worden [GESSNER et al., 1996;
RADEKE & RESCH, 1992]. Da es sich bei MMC aber um stark adhéarente Zellen
handelt, muf3ten diese fur die Versuche erst mit Trypsin vom Zellkulturflaschenboden
abgelost werden. Eine hier neu angewandte Methode, bei der die sanft
abtrypsinierten Zellen fur 1 Stunde im Kulturmedium unter Schwenken im
Brutschrank bei 37°C unter CO2-Begasung inkubiert wurden, kénnte aber zu einer
Erhdhung der Anzahl der Oberflachenmolekile fihren (s. 3.3.5.).

41221 Oberflachenexpression von FcyRIl mit der FACScan-Methode

Da beim FcyRIl auf verschiedenen Mausstammen zwei allele Formen auftreten, die
sich durch ihre Bindungsspezifitat fur die monoklonalen Antikdrper Ly-17.1/2
unterscheiden, wurden zum Nachweis der FcyRII-Oberflachenmolekile auf FcyRIlI-
KO-MMC Ly-17.1 Antikorper der Immunglobulinklasse IgM und fiur C57BL/6-WT-
MMC Ly-17.2 Antikoérper der Immunglobulinklasse 19G verwendet.

Bei den FcyRIII-KO-MMC zeigte sich bei der FACScan-Analyse mit Ly-17.1 im
Vergleich zur Mediumkontrolle, die schon einige Rezeptormolekile aufweist, ein
leichter Rickgang der Fluoreszenzintensitat nach 48-stiindiger Inkubation mit IFNy
und ein Anstieg der Intensitat nach Stimulation mit TNFa und der Kombination IL-
1B/TNFa. Diese Daten zur Proteinsynthese des FcyRIl auf MMC bestatigen somit die
auf mMRNA-Ebene gefundene differentielle Induktion der FcyRII-Expression durch
TNFa und der Kombination IL-13/TNFa sowie die hemmenden Wirkungen von IFNy
auf die Induktion dieses Fcy-Rezeptors (Abb.4.16).

Auch bei den WT-MMC Untersuchungen konnte ein herabregulierender Effekt vom
Mediumwert mit IFNy und ein Anstieg der Fluoreszenzintensitat nach TNFa-
Stimulation gezeigt werden (Abb. 4.17).
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Abb. 4.16: FACScan-Analyse der FcyRII-Expression auf FcyRIll-/-(KO)-MMC-Oberflachen. Verwendet
wurden Zellen, die fiir 48 Stunden ohne bzw. mit IFN-y (500 U/mL), TNF-a (500 U/mL) oder der Kombination
TNFa/IL-13 (IL-1B: 10 ng/mL) inkubiert worden waren. Die Messung der FcyRIl-Oberflachenmolekile erfolgte
mittels eines monoklonalen Anti-FcyRIl-Antikdrpers (mouse-anti-mouse) Ly-17.1. Zur Detektion wurde ein FITC-
gekoppelter sekundarer Antikdrper (gaot-anti-mouse) eingesetzt. Die Fluoreszenzintensitat von 10.000 Zellen
wurde im FACScan untersucht. Die ungefiillten Linien reprasentieren die Histogramme der Zellen, die mit dem

Kontrollantikdrper inkubiert wurden. Dargestellt sind die Fluoreszenzintensitatswerte der im Markerbereich
befindlichen Zellen.
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Abb. 4.17: FACScan-Analyse der FcyRII-Expression auf WT-MMC-Oberflachen. Verwendet wurden Zellen,
die fur 48 Stunden ohne bzw. mit IFN-y (500 U/mL), TNF-a (500 U/mL) oder der Kombination TNFa/IL-13 (IL-1(:
10 ng/mL) inkubiert worden waren. Die Messung der FcyRIl-Oberflachenmolekile erfolgte mittels eines
monoklonalen Anti-FcyRIl-Antikbrpers (mouse-anti-mouse) Ly-17.2. Zur Detektion wurde ein FIT C-gekoppelter
sekundarer Antikorper (goat-anti-mouse) eingesetzt. Die Fluoreszenzintensitdt von 10.000 Zellen wurde im
FACScan untersucht. Die ungefillten Linien reprasentieren die Histogramme der Zellen, die mit dem

Kontrollantikérper inkubiert wurden. Dargestellt sind die Fluoreszenzintensitatswerte der im Markerbereich
befindlichen Zellen.

4.1.2.2.2 Oberflachenexpression von FcyRIl / FcyRIIl mit der FACScan
Methode

Bei den WT-MMC ist mit dem monoklonalen 2.4G2 im Vergleich zur Mediumkontrolle
ein geringer Anstieg der Fluoreszenzintensitdt nach Stimulation mit IFN-y zu
erkennen (Abb. 4.18).

Wenn man davon ausgeht, daf3 2.4G2 FcyRIl und FcyRIIl gleichzeitig binden kann,
konnte zur Ermittlung der tatsédchlichen FcyRIll-Expression die Subtraktion der
FcyRII-Expression, die mit Ly-17.2 detektiert wurde, einen tendenziellen Aufschluf?
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geben. IFN-y ist demnach ein deutlicher Induktor des FcyRIIl auf der Zelloberflache
von MMC.
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Abb. 4.18: FACScan-Analyse der FcyRIl/FcyRII-Expression auf WT-MMC-Oberflachen. Verwendet wurden
Zellen, die fur 48 Stunden ohne bzw. mit IFN-y (500 U/mL) inkubiert worden waren. Die Messung der FcyRII-
Oberflachenmolekiile erfolgte mittels eines monoklonalen Anti-FcyRII/FcyRIIl-Antikorpers (rat-anti-mouse) 2.4G2.
Zur Detektion wurde ein FITC-gekoppelter sekundarer Antikérper (goat-anti-rat) eingesetzt. Die
Fluoreszenzintensitat von 10.000 Zellen wurde im FACScan untersucht. Die ungefillten Linien représentieren die
Histogramme der Zellen, die mit dem Kontrollantikérper inkubiert wurden. Dargestellt sind die
Fluoreszenzintensitétswerte der im Markerbereich befindlichen Zellen.

4.2 Uberprifung der Funktionalitat der Fcy-Rezeptoren auf
Mesangiumzellen

Zellen des Immunsystems und lokale Gewebezellen in der Niere kdnnen Uber die
spezifischen Rezeptoren fir den Fc-Teil der Immunglobuline mit Immunkomplexen
interagieren. Wie in Abschnitt 4.1.1 und 4.1.2 gezeigt werden konnte, sind die MMC
zu einer mRNA- und Oberflachenexpression der Fcy-Rezeptoren fur IgG befahigt. In
humanen und Nager-MC konnte gezeigt werden, dafl} eine Aktivierung tber FcyRlIll
bzw. FcyRl zu einer Synthese von Zytokinen fuhrt [RADEKE et al.,, 1994,
UCIECHOWSKI et al., 1998; HORA et al., 1992].

Ausgehend von diesen Beobachtungen wurden MMC nach der Induktion der
Rezeptorexpression mit IgG-Immunkomplexen stimuliert und auf die daraus
resultierenden Effekte untersucht. Da in wachsenden MMC nach Stimulation héhere
FcyR-mRNA-Expressionen detektiert wurden und unter diesen Bedingungen auch
der Nachweis von Oberflachenproteinen méglich war, wurden diese Studien von
proliferierenden MMC ausgehend durchgefuhrt.
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4.2.1 Induktion der Chemokinexpression
42.1.1 Expression der MCP-1-mRNA

Studien mit Maus-, Ratten- und humanen MC zeigten eine FcyR-vermittelte Induktion
des CC-Chemokins MCP-1 [HORA et al., 1992; SATRIANO et al., 1993; UCIECHOWSKI
et al., 1998]. Um eine FcyRIll-abhangige Induktion dieses CC-Chemokins auf MMC
zu ermitteln, wurden MMC aus WT- im Vergleich zu MMC aus FcyRlll-/- (KO)-
Mausen untersucht. Da unter proliferierenden Bedingungen auch ohne Stimulation
sowohl FcyRlll-, FcyRII- als auch FcyRI-mRNA exprimiert wurde (s. 4.1.1 und 4.1.2),
wurden die Versuche von diesen Basalbedingungen ausgehend durchgefihrt. Die
unter Mediumbedingungen kultivierten MMC wurden fir 6 Stunden mit Antigen-freien
Immunkomplexen (hitzeaggregierte murine anti-FITC-IgG-Antikérper der Subklassen
lgG1 und IgG2b) und mit in vitro praformierten Antigen-Antikdrper-Komplexen,
bestehend aus anti-FITC-Antikérpern und kreuzvernetztem Ovalbumin, das mit FITC
markiert (OVA-XL-FITC) wurde, inkubiert (s. 3.3.9). Die beiden eingesetzten
Antikorper-Subklassen IgG1l und IgG2b sollen dabei eine hohere Affinitat zu den
beiden niedrigaffinen Fcy-Rezeptoren besitzen als zum hochaffinen FcyRI [GESSNER
et al., 1998]. Die anschlieBende Northern Blot-Analyse ergab bei beiden
untersuchten MMC schon unter den basalen Kultivierungsbedingungen in FCS-
haltigem  Medium einen Anstieg der MCP-1-mRNA-Expression nach
Kreuzvernetzung und Aktivierung mit den IgG (Abb. 4.19). Dabei zeigten die WT-
MMC eine starkere MCP-1-mRNA Induktion als die FcyRIII-KO-MMC, was bei den
WT-MMC auf Aktivierungseffekte, die tber FcyRI und FcyRIll laufen, bei den FcyRlll-
KO-MMC nur auf eine Aktivierung nach FcyRI-Kreuzvernetzung hindeuten koénnte.
FcyRlI sind also in der Lage, auch Immunkomplexe aus den IgG-Subklassen 1gG1
und IgG2b zu binden und dartber hinaus aktiviert zu werden.

Um die optimalen Verhéltnisse der Antigen-Antikérper-Bindung fur den Einsatz zur
FcyR-vermittelten MCP-1-Induktion zu bestimmen, wurde zunachst ein Ouchterlony-
Test mit den OVA-XL-FITC-Antigenen und anti-FITC-IgG1/2b-Antikdrpern
durchgefihrt. Wie in Abb. 4.20 zu erkennen, waren die effektivsten
Verdunnungverhéltnisse in der Geldiffusion, erkennbar an den deutlichsten
Prazipitationslinien, fir den anti-FITC-IgG1 (c= 400 pg/mL) und OVA-XL-FITC (c=
125 pg/mL) in dem Verhéltnis 3,2:1 und fur den anti-FITC-IgG2b (c= 500 pg/mL) und
OVA-XL-FITC (c= 250 pg/mL) in dem Verhaltnis 2:1.
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Abb. 4.19: Induktion von MCP-1 mRNA-Expression durch Kreuzvernetzung von FcyR. Proliferierende MMC
aus WT- und FcyRIIl-/- (KO)-Méausen wurden fiir 6 Stunden mit hitzeaggregierten murinen anti-FIT C-lgG-
Antikérpern der Subklassen IgG1l und IgG2b und mit in vitro praformierten Antigen-Antikérper-Komplexen
bestehend aus anti-FITC-Antikdrpern und kreuzvernetztem, mit FITC markiertem Ovalbumin (OVA-XL-FITC)
inkubiert. Nach Isolierung der Gesamt-RNA wurde diese elektrophoretisch aufgetrennt (20 ug je Spur), geblottet
und einer Northern Blot-Hybridisierung mit einer spezifischen cDNA fir murines MCP-1 unterzogen. Dargestellt
sind die relativen Intensitatsanstiege, die aus den Ergebnissen der densitometrischen Quantifizierung der MCP-1-
Banden gegen die 28S-rRNA entstanden sind. Der Mediumwert wurde mit 1 gleichgesetzt und die
entsprechenden Intensitétsanstiege auf diesen Mediumwert bezogen.
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Abb. 4.20: Ouchterlony-Geldiffusionstest mit FITC-Partikeln vernetztem Ovalbumin (OVA-XL-FITC) und
spezifischen anti-FITC-Antikdrpern aus der Maus. Ein Ouchterlony-Agarosegel (ICN Biomedicals, Mese, USA)
wurde in den zentralen Lochern mit je 10 pL in absteigenden Konzentrationen des Antigens OVA-XL-FITC
(500/mL bis 125 pg/mL) und in den umgebenden Wells mit den Verdiinnungen der Anti-FITC-Antikorper IgG1
und IgG2b (500ug/mL bis 30ug/mL) befillt. Nach 48-stiindiger Diffusion bei Raumtemperatur wurden die
Prazipitationslinien mit Coomassie-Blue Lésung sichtbar gemacht.
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4.2.1.2 Expression verschiedener Chemokin-mRNA-Spezies

Um die FcyR-vermittelte Induktion von weiteren Chemokin-mRNA-Spezies zu
untersuchen, wurden die Zellen zunachst flr 48 Stunden mit den Zytokinen IFN-y
und TNF-a stimuliert, um FcyR zu induzieren. Fir die Versuche standen MMC aus
WT-, FcyRIIl-/-(KO)- und y-chain-/-(KO)-Mausen mit unterschiedlichen FcyR-
Oberflachenexpressionen zur Verfigung. Es folgte eine Inkubation der Zellen mit
hitzeaggregierten 1gG-IC (HAIgG) fur weitere 12 Stunden. Nach der RNA-Praparation
wurde ein RNase Protection Assay (Fa. PharMingen, BD, Heidelberg) mit dem mCK-
5 Multi-Probe Template Set zur Detektion neun verschiedener Maus C-, CC- und
CXC-Chemokin-mRNA-Spezies (Lymphotactin, RANTES, Eotaxin, MIP-1a, MIP-1[3,
MIP-2, IP-10, MCP-1 und TCA-3) und der konstitutiv exprimierten mRNA von
GAPDH und L32 durchgefuhrt (s. 3.2.5).

MMC konnten von den neun untersuchten Chemokin-mRNA-Spezies RANTES-, IP-
10- und MCP-1-mRNA exprimieren, die durch die unterschiedlichen Vorinkubationen
und auch durch die eingesetzten Immunkomplexe unterschiedlich stimuliert wurden
(Abb. 4.21).

So wurde die MCP-1-mRNA von MMC schon basal exprimiert und durch IFN-y und
mehr noch nach TNF-a Vorstimulation deutlich stimuliert (Diagr. 4.15). Dabei
exprimierten die WT-MMC eine grol3ere Menge mRNA dieses CC-Chemokins als die
KO-MMC. Eine Stimulation mit HAIgG fur 12 Stunden fuhrte nur bei WT-MMC unter
allen Vorstimulations-Bedingungen zu einer erhdhten MCP-1-mRNA, die nach TNF-a
Inkubation weniger deutlich als nach Stimulation mit IFN-y oder unter
Mediumbedingungen ausfiel. FcyRIIl-/-(KO)- MMC zeigten dagegen nach 48-
stundiger Vorstimulation mit TNF-a keine Verstarkung der mRNA-Synthese nach
IgG-Inkubation wie es unter den anderen beiden Grundbedingungen zu beobachten
war. Die Menge der exprimierten MCP-1-mRNA bei y-chain-/-(KO)-MMC fiel noch
niedriger aus als bei den FcyRIll-/-(KO)-MMC, war aber durch HAIgG jeweils leicht
stimulierbar.

Die Expression der IP-10 mRNA wurde bei allen MMC durch die Vorinkubation mit
IFN-y fir 48 Stunden am starksten stimuliert, bei WT-MMC, fur die auch die 48-
stindige TNF-a Behandlung einen stimulierenden Effekt hatte, dabei aber deutlich
mehr als bei den beiden KO-MMC. Weiterhin ist bei allen untersuchten MMC nach
HAIgG-Inkubation fir 12 Stunden eine Erhdhung der IP-10-mRNA-Menge nach IFN-y
Stimulation zu erkennen (Diagr. 4.16).

RANTES-mRNA wurde bei allen untersuchten proliferierenden MMC schon basal
synthetisiert und durch die Vorinkubation mit IFN-y dabei deutlicher stimuliert als mit
TNF-a. Die zusatzliche Inkubation mit HAIgG zur FcyR-Aktivierung fuhrte besonders
nach IFN-y Vorinkubation zu einer starken Erhohung der RANTES-mRNA-
Expression, die unter den anderen Vorinkubationsbedingungen nur minimal ausfiel.
Auch diese CC-Chemokin-mRNA, die u.a. chemotaktisch auf T-Zellen einwirken
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kann, wurde bei WT-MMC in gréReren Mengen synthetisiert als bei den KO-MMC
(Diagr. 4.17).

WT-MMC FeyRIII-KO-MMC y-chain-KO-MMC J774
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Abb. 4.21: Induktion von Chemokin-mRNA in MMC durch verschiedene Zytokine und HAIgG.
Proliferierende MMC wurden in FCS-haltigem Medium inkubiert, bzw. zur FcyR-Induktion mit IFN-y oder TNF-a (je
500 U/mL) fur 48 Stunden vorstimuliert. Es folgte eine 12-stiindige Stimulation mit HAIgG (50 pg/mL). Nach
Isolierung der Gesamt-RNA wurde mit 5 pg RNA pro Probe ein RNase Protection Assay (RPA) mit dem mCK-5
Multi-Probe Template Set durchgefuhrt. RNA aus der monozytaren Maus-Zellinie J774A.1 wurde als positive und
t-RNA als negative Kontrolle eingesetzt. Es folgte ein Auftrag der Proben auf einem 8%igen Polyacrylamid-Gel
und eine Quantifizierung im Phosphoimager. In den nachfolgenden Diagr. 4.15 - 4.17 sind die Ergebnisse der
densitometrischen Quantifizierungen der Chemokin-Banden gegen die GAPDH-Banden grafisch dargestellt.
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Diagr. 4.15: Induktion von MCP-1-mRNA in MMC durch verschiedene Zytokine und HAIgG. Die Ergebnisse
der densitometrischen Quantifizierung der MCP-1-Banden gegen die GAPDH-Banden sind grafisch dargestellt.
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Diagr. 4.16: Induktion von IP-10-mRNA in MMC durch verschiedene Zytokine und HAIgG. Die Ergebnisse
der densitometrischen Quantifizierung der IP-10-Banden gegen die GAPDH-Banden sind grafisch dargestellt.
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Diagr. 4.17: Induktion von RANTES-mRNA in MMC durch verschiedene Zytokine und HAIgG. Die
Ergebnisse der densitometrischen Quantifizierung der RANTES-Banden gegen die GAPDH-Banden sind grafisch
dargestellt.

4.2.1.3 Expression des CC-Chemokins MCP-1 im Kulturiberstand

Nach den Beobachtungen der MCP-1-mRNA-Induktionen durch FcyR-
Kreuzvernetzung mit HAIgG, wurden Uberstande von fiir 48 Stunden vorstimulierten
und fur 12 Stunden mit HAIgG inkubierten MMC im ELISA-Verfahren auf den Gehalt
an MCP-1-Protein untersucht (s. 3.3.7.2). Auch hier konnte beobachtet werden, dal3
WT-MMC deutlich mehr MCP-1 sezernierten als FcyR-KO-MMC (Diagr. 4.18). So
fihrte, bezogen auf eine standardisierte Zellzahl, die TNF-a-Vorstimulation bei den
WT-MMC schon zu einer Konzentration von 20 ng/mL, bei den FcyRIII-KO-MMC
dagegen nur zu einem Wert von 5 ng/mL und bei den y-chain-KO-MMC zu einer
Konzentration von 4,3 ng/mL. Die nachfolgende Stimulation mit HAIgG zeigte nach
Vorstimulation mit TNF-a nur bei WT-MMC eine Erhéhung der Proteinmenge, bei
den FcyRIIl-/-(KO)-MMC sank die Konzentration leicht ab. Von Grundbedingungen
mit FCS-haltigem Medium oder nach Stimulation mit IFN-yausgehend, wurde
besonders bei WT-MMC und auch bei den FcyRIll-/-(KO)-Zellen eine deutliche
Induktion der Protein-Synthese nach Stimulation mit HAIgG beobachtet.
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Diagr. 4.18: Sezernierung von MCP-1 in MMC-Kulturiiberstanden nach Vorstimulation mit IFN-yund TNF-a
und Inkubation mit HAIgG. Uberstande proliferierender WT- und FcyRIIl-/- (KO)-MMC, die in FCS-haltigem
Medium bzw. mit IFN-y und TNF-a (je 500 U/mL) fiir 48 Stunden vorstimuliert und anschliefend fiir 12 Stunden
mit HAIgG inkubiert worden waren, wurden im MCP-1-spezifischen ELISA untersucht.

4.2.2 Expression von Prostaglandin E2 im Kulturiberstand

Neben der Expression und Freisetzung von Chemokinen nach FcyR-
Kreuzvernetzung mit HAIgG wurden Uberstande von MMC im ELISA-Verfahren auf
den Gehalt des Entzindungsmediators PGE> untersucht (s. 3.3.7.3). Dabei konnte
beobachtet werden, dal’? WT- und noch starker FcyRIlI-/-(KO)- und y-chain-KO-MMC,
bezogen auf eine standardisierte Zellzahl, schon unter FCS-Bedingungen PGE:
sezernierten. Eine 48-stindige Vorstimulation mit IFN-y und noch starker mit TNF-a
fihrte zu einer weiteren Induktion dieses Cyclooxygenase-Produkts (Diagr. 4.19).
Die anschlieBende 12-stiindige Inkubation mit HAIgG erzeugte unter allen
Vorstimulationsbedingungen bei WT- eine stark erhdhte und bei FcyRIlI-/-(KO)- und
y-chain-KO-MMC eine maliig erhéhte PGE2-Freisetzung.
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Diagr. 4.19: Sezernierung von PGEzin MMC-Kulturiiberstanden nach Vorstimulation mit IFN-yund TNF-a
und Inkubation mit HAIgG. Uberstande proliferierender WT-, FeyRIIl-/- und y-chain-KO-MMC, die in FCS-
haltigem Medium bzw. mit IFN-y und TNF-a (je 500 U/mL) fir 48 Stunden vorstimuliert und anschlieBend fur 12
Stunden mit HAIgG inkubiert worden waren, wurden im PGE;-spezifischen ELISA untersucht.

4.2.3 Oberflachenexpression von MHC Klasse II-Molekulen auf MMC

MMC konnen durch Produkte zellularer Immunreaktionen in einen aktivierten
Zustand versetzt werden, in dem sie viele Eigenschaften professioneller Immunzellen
annehmen konnen. Der Einflul3 verschiedener Zytokine fuhrte auf normalerweise
MHC Klasse Il negativen Mesangiumzellen zu einer Expression dieses
Oberflachenmolekiils [MARTIN et al., 1987]. Objektragerfarbungen zum Nachweis von
MHC Klasse II-Molekiilen wurden zum einen durchgefiihrt, um Kontaminationen der
MMC-Primarkulturen mit I-A-positiven Makrophagen auszuschliel3en, zum anderen,
um die Induktion dieses Oberflachenmoleklls, das fur die Antigenpréasentation
notwendig ist, mit IFN-y zu zeigen. Dafir wurde ein Anti-MHC IlI-Antikérper
eingesetzt, der unter Verwendung der APAAP-Methode (s. 3.3.6) (Dako, Hamburg)
BALB/c-MMC nach 48-stindiger Vorstimulation mit IFN-y positiv anfarben konnte,
wahrend die Mediumkontrolle negativ ausfiel. Das eingesetzte Farbesubstrat war
Fast Blue, als Gegenfarbung wurde Hamalaun benutzt (Abb. 4.22).
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Abb. 4.22: Oberflachenexpression von MHC Klasse Il Protein auf MMC. MMC wurden auf Chamber Slide-
Objekttragern ausgeséat und am néchsten Tag fur 48 Stunden in Kulturmedium (a) oder mit IFN-y (b) (500 U/mL)
inkubiert. Nach Fixierung in Methanol/Aceton, wurden die MMC mit dem Anti-MHC Il Antikdrper inkubiert. Nach
einer Immunfarbung mit der APPAP-Methode und dem Substrat Fast Blue, erfolgte eine Gegenfarbung mit
Hamalaun. (VergrofRerung X 200)

4.3 Untersuchungen in der dendritischen Zellinie XS52

Die dendritische Zellinie XS52 wurde als Vergleich zu den MMC untersucht, um die
Reaktivitat einer ,professionellen® antigenprasentierenden Zelle, die im
inflammatorischen Geschehen einer Nierenentzindung von Relevanz sein kdnnte,
zu testen.

43.1 Oberflachenexpression von Fcy-Rezeptoren

Dendritische Zellen sind eine Gruppe professioneller Antigen-prasentierender Zellen,
die konstitutiv bestimmte Oberflachenmolekiile exprimieren kdnnen, die fur den
Mechansimus der Antigenprasentation wichtig sind.

43.1.1 Oberflachenexpression von FcyRIl und FcyRI/FeyRINl  in
Objekttragerfarbungen

Bei einer Untersuchung der Fcy-Rezeptor-Expression durch Objekttragerfarbungen
mit dem Anti-FcyRII-Antikdrper Ly-17.2 und dem Anti-FcyRII/FcyRIlI-Antikorper 2.4G2
konnte beobachtet werden, daf3 die murine dendritische Zellinie XS52 schon
konstitutiv positive Farbungen fur die FcyRIl- und FcyRIll-Rezeptorproteine aufweist
(Abb. 4.23).
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a) FeyRIl, Medium b) FeyRII/FeyRIll, Medium

Abb. 4.23: Oberflachenexpression von FcyRlII- und
FcyRIll-Proteinen auf XS52. XS52-DCs wurden auf
Chamber Slide-Objekttragern ausgesat und flur 48
Stunden in Kulturmedium inkubiert. Nach Fixierung in
Methanol/Aceton wurden die XS52 mit dem Anti-
FcyRI-Antikérper  Ly-17.2  (a), dem  Anti-
FeyRIVFeyRII-Antikdrper  2.4G2  (b) oder einem
irrelevanten Kontrollantikdrper (c) inkubiert. Nach
einer Inkubation mit der EnVision-AP Gebrauchs-
I6sung erfolgte eine Farbung mit dem Substrat Fast
Red und anschlieRend eine Gegenfarbung mit
Hamatoxillin. (VergroRerung X 200).

c) Isotypkontrolle

4.3.1.2 Proteinexpression von FcyRIl in Immunprazipitation und
Western-Blot

Um zu untersuchen, ob sich die Proteinexpression des FcyRIl, wie in der Literatur bei
dendritischen Zellen beschrieben [BANCHEREAU & STEINMAN, 1998], auch bei den
XS52-DCs durch die Inkubation mit Zytokinen andert, wurde eine Immunprézipitation
mit dem Anti-FcyRIlI/FcyRIl-Antikdrper 2.4G2 und ein anschlieRender Western-Blot
mit dem Anti-FyRII-Antikdrper Ly-17.2 durchgefihrt (s. 3.3.2 — 3.3.4). Wie in der Abb.
4.24 zu erkennen, waren nach der ECL-Reaktion drei Banden zu erkennen, die
apparente Molekulargewichte von ca. 50, 80 und 220 kDa aufwiesen. Bei der 45 bis
60 kDa grof3en Bande, die durch die Glykosylierung entsteht, handelt es vermutlich
um das FcyRIl-Protein, fir das in der Literatur Molekulargewichte von 40-60 kDa
angegeben werden [GESSNER et al., 1998; RAVETCH & KINET, 1991]. Diese FcyRII-
Bande wurde durch die Inkubation mit IFN-y schwacher, wahrend TNF-a und die
Kombination IFN-y/LPS die Proteinexpression verstéarkten.
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Abb. 4.24: Western-Blot-Analyse der Immunpréazipitation von FcyRII-Protein auf XS52. XS52-DCs wurden
fr 48 Stunden in Kulturmedium inkubiert bzw. mit IFN-y (500 U/mL), TNF-a (500 U/mL) und der Kombination
IFN-y mit LPS (10 ng/mL) stimuliert. Es folgte eine Immunpré&zipitation der Zellysate mit dem Anti-FcyRI/FcyRIIl-
mAk 2.4G2. Die Uberstande der Anti-FcyRI/FeyRII-mAk-gekoppelten beads wurden auf ein 10%iges SDS-

Polyacrylamid-Gel aufgetragen, auf eine Immobilon-P-Membran transferiert (Elektroblot) und mit dem Anti-FyRII-
mAk Ly-17.2 angefarbt. Der Nachweis erfolgte mittels eines POD-markierten sekundéaren Antikdrpers in einer
ECL-Reaktion.

4.3.2 Oberflachenexpression von MHC Klasse Il Molekilen
4321 Objekttragerfarbung

Dendritische Zellen werden durch eine typische Zellmorphologie und neben anderen
typischen Markern (NLDC-145, CD11c) durch ihre konstitutive Oberflachen-
expression von MHC Klasse Il Molekllen charakterisiert. Eine Objekttragerfarbung
von XS52-DCs zeigte, daf diese Zellen ebenfalls eine basale Expression der MHC
Klasse Il Moleklle aufweisen, die durch Stimulation mit IFN-y noch verstarkt wurde
(Abb. 4.25).
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Abb. 4.25: Oberflachenexpression von MHC Klasse Il Protein auf XS52. XS52-DCs wurden auf Chamber
Slide-Objekttragern ausgesét und am néchsten Tag fir 48 Stunden in Kulturmedium (a) oder mit IFN-y (b) (500
U/mL) inkubiert. Nach Fixierung in Methanol/Aceton wurden die XS52 mit dem Anti-MHC Il Antikérper inkubiert.
Nach einer Immunfarbung mit Hilfe der APPAP-Methode mit dem Substrat Fast Blue, erfolgte eine Gegenfarbung
mit Hamalaun. (VergréRerung X 200)

4.3.2.2 FACScan-Analyse

Neben Objekttragerfarbungen wurden die MHC Klasse Il Molekile auf der
Zelloberflache der XS52-DCs mit Hilfe der FACScan-Methode nachgewiesen. Im
Vergleich zur Mediumkontrolle konnte nach 48-stindiger Inkubation mit IFN-y ein
deutlicher Anstieg der Fluoreszenzintensitat beobachtet werden (Abb. 4.26).

- Medium IFN

Zellanzahl

S —

Fluoreszenz-Intensitat

Abb. 4.26: FACScan-Analyse der MHC Klasse Il Expression auf XS52-Oberflaichen. Verwendet wurden
Zellen, die fir 48 Stunden ohne bzw. mit IFN-y (500 U/mL) inkubiert worden waren. Die Messung der MHC II-
Oberflachenmolekule erfolgte mittels eines monoklonalen Anti-MHC II-Antikrpers (rat-anti-mouse). Zur Detektion
wurde ein FITC-gekoppelter sekundarer Antikorper (goat-anti-rat) eingesetzt. Die Fluoreszenzintensitat von
10.000 Zellen wurde im FACScan untersucht. In dem dargestellten Histogramm zeigt die Kurve der IFN-y
stimulierten Zellen (ausgefilite Linie) im Vergleich mit der Kontrollkurve (Medium) eine deutliche Verschiebung
nach rechts.
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4.3.3 Effekte von Mesangiumzellen auf die IL-12-Produktion

Um zu Uberprufen, ob MMC induktive Effekte auf die IL-12-Sekretion von XS52-DCs
ausuben konnen, wurden IL-12-ELISPOT-Assays durchgefuhrt (s. 3.3.10). Daflr
wurden zum einen vorstimulierte MMC ohne Zellkulturmedium der Vorinkubation
zusammen mit XS52, sowie nur die Zellmedium-Uberstande der vorstimulierten MMC
mit den XS52 auf einer ELISPOT-Platte inkubiert. Als Kontrolle der Ansatze wurden
jeweils MMC und XS52 alleine mit den entsprechenden Stimuli inkubiert.

Die Auswertung der produzierten IL-12-Spots zeigte, dall MMC alleine, im
Gegensatz zu den XS52, nur kleinste Mengen IL-12 produzieren kénnen (Diagr.
4.20). Auch in der Kokultur von MMC mit XS52 konnte keine Verstarkung der IL-12-
Sekretion im Vergleich zu den XS52 beobachtet werden. Nur die Inkubation mit den
Zellkulturiberstanden der vorstimulierten MMC (ohne MMC), fuhrte bei den XS52 zu
einer deutlichen Induktion der IL-12-Produktion. Aktivierte MMC scheinen also
Faktoren zu produzieren, die XS52-DCs zur verstarkten IL-12-Bildung und Sekretion
anregen zu koénnen.
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Diagr. 4.20: Effekte von MMC auf die Sekretion von IL-12 durch XS52. MMC wurden fur 48 Stunden unter
Mediumbedingungen kultiviert oder mit IFN-y (500 U/mL), IFN-y/TNF-a (je 500 U/mL) und LPS (10 pg/mL)
stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellkulturibersténde der MMC aufgefangen, die MMC von der
Zellkulturflasche abgeldst und die MMC, sowie XS52 in auf eine mit einem IL-12-Antikérper gecoateten ELISPOT-
Platte Uberfuhrt und dort fur 24 Stunden inkubiert. Auf der Platte wurden dafur XS52 und MMC alleine oder die
gewaschenen MMC mit den XS52 in Kokultur mit frischen Stimuli und die XS52 mit den Zellkulturiberstédnden der
vorstimulierten MMC inkubiert. Nach der Farbung der IL-12-Zell-Spots wurde die Platte mit dem A-EL-VIS-System
ausgewertet.
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43.4 Fcy-Rezeptor vermittelte Effekte

4.3.4.1 Synthese des proinflammatorischen Zytokins IL-12

Nachdem gezeigt wurde, dald das Th1-Zytokin IFN-y deutliche Effekte auf die FcyRllI-
und auch die MHCII-Expression der dendritischen Zellinie XS52 ausiubt, wurde die
funktionelle Aktivierbarkeit der FcyR-Kreuzvernetzung durch Untersuchung der IL-12-
Produktion durch 12-stindige Inkubation mit HAIgG untersucht. Im IL-12-ELISPOT-
Assay konnte eine deutliche Steigerung der IL-12-Sekretion nach Stimulation mit
HAIgG beobachtet werden, die durch die Vorinkubation mit IFN-y verstarkt, durch die
von TNF-a abgeschwacht wurde (Diagr. 4.21).
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Diagr. 4.21: Sekretion von IL-12 durch XS52. XS52-DCs wurden fur 48 Stunden unter Mediumbedingungen

kultiviert oder mit IFN-y und TNF-a (je 500 U/mL) stimuliert. AnschlieRend wurden die Zellen auf eine mit einem
IL-12-Antikorper gecoateten ELISPOT-Platte uberfuhrt und fur 24 Stunden mit HAIgQG inkubiert. Nach der
Farbung der IL-12-Zell-Spots wurde die Platte mit dem A-EL-VIS-System ausgewertet.

4.3.4.2 Expression verschiedener Chemokin-mRNA-Spezies

Neben einer verstarkten IL-12-Produktion in XS52 nach Stimulation mit HAIQG,
wurde die Chemokin-Expression dieser Zellinie im Ribonuklease Protection Assay
(Fa. PharMingen, BD, Heidelberg) mit dem mCK-5 Multi-Probe Template Set zur
Detektion neun verschiedener Maus C-, CC- und CXC-Chemokin-mRNA-Spezies
(Lymphotactin, RANTES, Eotaxin, MIP-1a, MIP-13, MIP-2, IP-10, MCP-1 und TCA-3)
und der konstitutiv exprimierten mRNA von GAPDH und L32 durchgefihrt.

Wie die Darstellung der Autoradiografie in Abb. 4.27 erkennen [aRt, wurde von den
XS52 schon unter Mediumbedingungen basal die mRNA der Chemokine MCP-1,
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MIP-2, MIP-1a und MIP-1(3 exprimiert, die durch die 48stiindige Inkubation mit TNF-a
und IFN-y, sowie mit den HAIgG unterschiedlich beeinflul3t wurden.

Die schon unter Medium-Bedingungen exprimierte MCP-1-mRNA wurde durch die
Zytokine IFN-y und TNF-a um das 1,4- bzw. 1,2-fache erhdht und stieg durch die
Inkubation mit den IC jeweils noch einmal an (Diagr. 4.22). Die MIP-1la-Expression
zeigte durch die Inkubation mit IFN-y und TNF-a kaum Modulationen vom
Mediumwert. Durch die zuséatzliche 12-stindige Stimulation mit HAIgG stieg aber die
MRNA-Menge dieses CC-Chemokins nur unter Mediumbedingungen und nach
Vorinkubation mit TNF-a an, nach Vorstimulierung mit IFN-y zeigte sich keine
nennenswerte Anderung der MIP-1a-Expression (Diagr. 4.23). Bei der Analyse der
MIP-1(3-Expression in dendritischen Zellen konnte beobachtet werden, dal3 unter
Mediumbedingungen mehr MIP-13-mRNA vorlag als nach den zugesetzten Faktoren.
Die Behandlung der Zellen mit IFN-y senkte die mRNA-Menge deutlich um fast die
Halfte, mit TNF-a um ca. 1/10-tel im Vergleich zum Mediumwert. Eine zusatzliche
Inkubation mit HAIgG fuhrte ebenfalls zu einer Reduktion der MIP-1[3-Expression
(Diagr. 4.24). Die Resultate der MIP-2 Untersuchung zeigten mit IFN-y-Inkubation
ebenfalls eine Herunterregulation der mRNA, TNF-a stimulierte die Expression im
Vergleich zu den basalen Verhaltnissen. Eine nachfolgende Behandlung mit den
lgG-IC fuhrte unter allen Bedingungen zu einer vermehrten MIP-2-mRNA-Synthese,
die besonders deutlich auf Mediumbedingungen basierend, ausfiel (Diagr. 4.25).
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Abb. 4.27 (S. 103): Induktion von Chemokin-mRNA durch Stimulation mit IFN-y und TNF-a und
Kreuzvernetzung von FcyR bei XS52. Die dendritische Zellinie XS52 wurde fur 48 Stunden in FCS-haltigem
Medium bzw. mit IFN-y und TNF-a (je 500 U/mL) vorstimuliert. Es folgte eine Aktivierung mit hitzeaggregierten
IgG (50pg/mL) fur 12 Stunden. Nach Isolierung der Gesamt-RNA wurde mit 5 pg RNA pro Probe ein
Ribonuklease Protection Assay mit dem mCK-5 Multi-Probe Template Set mit nachfolgender Gelelektrophorese
durchgefiihrt. RNA aus der murinen Monozytenzellinie J774A.1 wurde als positive und t-RNA als negative
Kontrolle eingesetzt. In den Diagr. 4.22-4.25 sind die Ergebnisse der densitometrischen Quantifizierung der
Chemokin-Banden gegen die GAPDH-Banden grafisch dargestellt.
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Diagr. 4.22: Expression von MCP-1-mRNA in XS52 durch verschiedene Zytokine und HAIgG. Die
Ergebnisse der densitometrischen Quantifizierung der MCP-1-Banden gegen die GAPDH-Banden sind grafisch
dargestellt.
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Diagr. 4.23: Expression von MIP-1la-mRNA in XS52 durch verschiedene Zytokine und HAIgG. Die
Ergebnisse der densitometrischen Quantifizierung der MIP-1a-Banden gegen die GAPDH-Banden sind grafisch
dargestellt.
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Diagr. 4.24: Expression von MIP-1B-mRNA in XS52 durch verschiedene Zytokine und HAIgG. Die
Ergebnisse der densitometrischen Quantifizierung der MIP-13-Banden gegen die GAPDH-Banden sind grafisch
dargestellt.
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Diagr. 4.25: Expression von MIP-2-mRNA in XS52 durch verschiedene Zytokine und HAIgG. Die Ergebnisse
der densitometrischen Quantifizierung der MIP-2-Banden gegen die GAPDH-Banden sind grafisch dargestellt.
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4.3.4.3 Expression des CC-Chemokins MCP-1 im Kulturtberstand

Neben der Untersuchung der MCP-1-mRNA-Expression im Ribonuklease Protection
Assay wurden die Kulturiberstande der XS52 im ELISA im Bezug auf eine
standardisierte Zellzahl untersucht. Die Sekretion von MCP-1 wurde durch die 48-
stindige Vorstimulation mit TNF-a am starksten erhoht. Eine anschlielende
Inkubation mit HAIgG fuhrte von Mediumbedingungen ausgehend zu einer deutlichen
Steigerung der MCP-1-Konzentration, gefolgt von mit IFN-y vorstimulierten Zellen.
Die Vorinkubation mit TNF-a wies die schwéchste Proteininduktion nach HAIgG-
Gabe auf (Diagr. 4.26).
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Diagr. 4.26: Sezernierung einer erhéhten Menge MCP-1 in XS52-Kulturiberstdnden nach Vorstimulation
mit IFN-y und TNF-a und Inkubation mit HAIgG. Uberstande von XS52-Zellen, die in FCS-haltigem Medium
bzw. mit IFN-y und TNF-a (je 500 U/mL) fur 48 Stunden vorstimuliert und anschlieBend fiir 12 Stunden mit HAIgG
(50 pg/mL) inkubiert worden waren, wurden im MCP-1-spezifischen ELISA untersucht.
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5 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem etablierten in vitro Zellkultursystem
muriner Mesangiumzellen (MMC) aus Wildtyp- und FcyRIlla-/- defizienten Mausen
die Expression und Regulation der niedrig- und hochaffinen Fcy-Rezeptoren (FcyR)
detailliert analysiert. Dabei wurden vor allem die Einflisse von IFN-y, IL-13 und TNF-
a auf ruhende und proliferierende MMC ermittelt. Au3erdem wurden die durch Fcy-
Rezeptor-Stimulation im Vergleich von Wildtyp- und FcyRIlI-/-(KO)-MMC
freigesetzten inflammatorischen Substanzen, die u.a. eine chemotaktische Wirkung
auf verschiedene Leukozyten ausiben kdnnen, untersucht. Weiterhin von Interesse
waren die Auswirkungen von FcyR-Kreuzvernetzungen auf die Chemokin- und IL-12-
Synthese einer dendritischen Zellinie, XS52, die als Modell einer professionellen
antigenprasentierenden Zelle eingesetzt wurde, sowie ihre Reaktivitat in
Kokulturexperimenten mit MMC.

Die grundsatzlich wichtigen Befunde dieser Arbeit zeigen, dalR murine
Mesangiumzellen in der Lage sind, mRNA aller drei Fcy-Rezeptor-Klassen zu
exprimieren. Dabei zeigten sich gegenlaufige Regulationen der inflammatorisch
wirksamen FcyRI und FcyRIll und des inhibitorischen ITIM-Rezeptors FcyRIl. So
wurde unter nicht-proliferierenden Bedingungen in Abwesenheit von Zytokinen
konstitutiv nur FcyRII-mRNA exprimiert. Das proinflammatorische Tnl1-Lymphokin
IFN-y bewirkte eine Induktion der mRNA von FcyRla, FcyRIlla und FcRy-Ketten,
wahrend gleichzeitig die Transkription und Translation von FcyRIl herunterreguliert
wurde. Eine Stimulation mit dem Monokin IL-13 und auch teilweise mit TNF-a oder
LPS hatte dagegen auf alle Fcy-Rezeptor-Klassen-mRNAs eine induzierende
Wirkung. FUr die in vivo-Situation kénnte dieser gegenlaufige Einflul3 von IFN-y
wichtige Konsequenzen besitzen. Durch Rezeptorkreuzvernetzung von FcyRI und
FcyRII  mit  IgG-Immunkomplexen (IC) waren MMC in der Lage, die
inflammatorischen Chemokine MCP-1, RANTES und IP-10 sowie Prostaglandin E2
verstarkt zu exprimieren bzw. sezernieren. Zusatzlich zeigten Produkte von MMC
auch bei der Aktivierung von einer dendritischen Zellinie, XS52, die als Modell einer
professionellen antigenprasentierenden Zelle eingesetzt wurde, stimulierende Effekte
auf die IL-12-Produktion. Die XS52-DCs exprimierten im Gegensatz zu den MMC
nach Stimulation mit IgG-IC neben MCP-1 die mRNA der Chemokine MIP-1a, MIP-
1B und MIP-2, die nach Vorstimulation mit IFN-y herunterreguliert wurden, was mit
den besonderen Eigenschaften von dendritischen Zellen zu erklaren ist.



5 Diskussion 108

5.1 Bedingungen zur Induktion von Fcy-Rezeptoren in murinen
Mesangiumzellen

Aufgrund der niedrigen Expressionsrate der verschiedenen FcyR-mRNA auf den
MMC hat sich die Durchfiihrung von Northern Blot-Analysen als nicht empfindich
genug erwiesen. Daher wurde hier die hoch-sensitive RT-PCR-Methode mit
spezifischen Oligonukleotid-Primern fur die einzelnen Transkripte der murinen Fcy-
Rezeptoren, FcyRla, FcyRIl, FcyRIlla und der mit den FcyRla- und FcyRllla-Ketten
assoziierten y-Ketten angewandt. Zur Verifizierung der RT-PCR-Banden und
teilweise zur Erhohung der Detektierbarkeit, wurden Southern Blot-Hybridisierungen
mit FcyR-spezifischen ¥p_markierten cDNA-Sonden durchgefihrt. Der Einsatz der
RT-Technik birgt durch die hohe Nachweisempfindlichkeit gleichzeitig das Problem in
sich, auf kleinste Unterschiede der mRNA stark zu reagieren. So kann die prinzipielle
Problematik, die bei der Arbeit mit Primarzellkulturen auftritt, wie unterschiedliches
Proliferationsverhalten oder Reaktivitdt auf Stimuli im Laufe von Zellkulturpassagen,
durch die Anwendung der RT-PCR-Technik leicht ,amplifiziert* werden. Infolge der so
entstehenden interexperimentellen Variabilitdten sind Quantifizierungen der RNA-
Expressionen deutlich schwieriger zu validieren als mit Northern Blot-Analysen. Eine
weitere Quelle moglicher Schwankungen, die einen quantitativen Vergleich der
unterschiedlichen Primarkulturen von MMC erschweren, ergibt sich durch den
verschiedenartigen genetischen Hintergrund von WT- und FcyRIII-KO-MMC. In den
FcyRIII-KO-MMC wurde das Gen-targeting Konstrukt in embryonalen Stammzellen
des 129Sv-Mausstamms homolog rekombiniert und in C57BL/6-Blastozysten
eingesetzt. Hier liegt also ein genetisches Mosaik aus den 129- und C57BL/6-
Stammen vor, wahrend die WT-MMC nur aus Mausen der C57BL/6-Linie stammen.

In Untersuchungen von serumfrei kultivierten WT- und FcyRII-KO-MMC-
Primarkulturen, die dem in vivo Status dieser Zellen im Glomerulum am né&chsten
kommen, konnte keine konstitutive FcyRIa-mRNA-Synthese detektiert werden. Eine
Stimulation mit IFN-yfuhrte nur in einigen der durchgefiihrten Versuche zu einer
Induktion der FcyRla-mRNA-Transkription und wurde daher nicht sicher
nachgewiesen (Diagr. 4.1, Tab. 4.1 und Diagr. 4.3, Tab. 4.3). Diese Befunde
stimmen mit denen Uuberein, die bereits in ruhenden humanen Mesangiumzellen
gezeigt werden konnten [UCIECHOWSKI et al., 1998]. Weil in der in vivo-Situation im
Glomerulum vermutlich die gleichzeitige Anwesenheit mehrerer Zytokine eine Rolle
spielt und MMC mdglicherweise anders reagieren als menschliche Mesangialzellen,
wurden neben IFN-ynoch die Einflusse der Monokine IL-13 und TNF-a, der Th2-
Zytokine IL-4 und IL-10 sowie LPS untersucht. Dabei zeigten sich nur bei den WT-
MMC in einem von drei der durchgeflhrten Versuche leichte Induktionen der FcyRIla-
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MRNA-Expression nach Stimulation mit IL-13, TNF-a und IFNy in Kombination mit
LPS.

In proliferierenden MMC, die in Medium mit Supplementierung von 10% FCS
kultiviert wurden, konnte dagegen eine konstitutive FcyRla-mRNA-Transkription
beobachtet werden, die sowohl bei WT- als auch bei FcyRIII-KO-MMC deutlich durch
IFN-y und Kombinationen von IFN-y mit LPS oder IL-1p verstarkt wurde (Abb. 4.1,
Diagr. 4.2, Tab. 4.2, und Abb. 4.2, Diagr. 4.4, Tab., 4.4). Die konstitutive Expression
des hochaffinen Fc-Rezeptors fir monomere IgG auf wachsenden MMC wurde auf
humanen Mesangiumzellen unter denselben Bedingungen noch nicht beobachtet
[UCIECHOWSKI et al., 1998], klassische Entzundungszellen wie Monozyten und
Makrophagen dagegen exprimieren den FcyRI schon konstitutiv [RAVETCH & KINET,
1991]. Neben dem proinflammatorischen IFN-y und dem als anti-inflammatorisch
beschriebenen Tn2-Zytokin IL-10, die bei humanen Mesangiumzellen und
Makrophagen ebenfalls zu einer Erhéhung der Expression fihren [UCIECHOWSKI et
al., 1998; RAVETCH & KINET, 1991; VAN DE WINKEL & CAPEL, 1993; SIVO et al., 1993],
zeigten bei den untersuchten MMC auch alle anderen eingesetzten Faktoren wie IL-
1B, LPS und Kombinationen von IL-13 mit TNF-a induktive Wirkungen auf die
FcyRla-mRNA Transkription. Die stimulierenden Wirkungen von IFN-y auf die
Expression des FcyRI in humanen Zellen wurden durch die Identifizierung einer IFN-
y-responsiven Region (GRR) im hFcyRI-A Gen-Promotor erklart, an die auch durch
IL-10 induzierte Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie binden [PEARSE et al. 1991;
FINBLOOM & WINNESTOCK, 1995]. Fur den murinen FcyRI ist ein solches cis-DNA-
Fragment bisher noch nicht beschrieben worden, aber die starke Induzierbarkeit von
Maus-Makrophagen [SIVO et al., 1993] und den MMC durch IFN-y, la@t auf ahnliche
Mechanismen schlie3en.

Die durch IL-1 induzierten Resultate, die Uber andere Signaltransduktionskaskaden
als bei IFN-y vermittelt werden, konnten auf anderen murinen Zellen, den
Makrophagen, ebenfalls beobachtet werden [SANTIAGO et al, 1993]. Der Vergleich
der FcyRla-mRNA-Expression von WT- und FcyRIII-KO-MMC zeigte, dal3 FcyRlll-
KO-MMC groéR3tenteils hohere basale mRNA-Werte exprimierten, die aber nicht so
starke Induktionen durch die eingesetzten Stimuli aufwiesen wie die WT-MMC, was
durch verkirzte Expositionszeiten der Southern Blot-Autoradiografien im Vergleich
zu WT-MMC ausgeglichen wurde. Diese Unterschiede kénnten durch den
verschiedenen genetischen Hintergrund entstanden sein, prinzipiell reagierten die
beiden MMC auf die eingesetzten Stimuli aber sehr &hnlich.

Nachdem mehrere Arbeitsgruppen keinen FcyRIl auf humanen und Nager-
Mesangiumzellen detektieren konnten [RADEKE et al, 1994a; HORA et al, 1992],
wurde erstmalig gezeigt, dal3 bereits in ruhenden und noch starker in proliferierenden
MMC aus WT- und aus FcyRIII-KO-Mausen eindeutig die mRNA des als
inhibitorischen Rezeptor beschriebenen FcyRIIb schon wunter den basalen
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Bedingungen ohne zusatzliche inflammatorische Stimuli exprimiert wurde (Abb. 4.3 -
4.6, Diagr. 4.5 - 4.8 und Tab. 4.5 — 4.8). Dabei handelt es sich bei der exprimierten
FcyRIIb-Rezeptor-Isoform um die SpleiRvariante FcyRIIb2, die auch auf
Makrophagen wund anderen Zellen der myeloiden Linie gefunden wird.
Interessanterweise wurde die FcyRIIb-mRNA-Transkription nach Inkubation mit I[FN-y
und IL-10 herunterreguliert. Ein ahnliches Ergebnis, bei dem die konstitutive FcyRII-
MRNA-Expression hoch war und eine Inkubation mit [IFN-y keine
Transkriptionsverstarkung hervorrief, konnte in murinen Makrophagen gezeigt
werden [SANTIAGO et al., 1993]. Wirkte der Einsatz von IFN-y alleine inhibierend auf
die Transkription der FcyRIIb2-mRNA, so war durch die kombinierte Stimulation mit
LPS, IL-13 oder TNF-a eine Erh6hung der mRNA-Expression erkennbar. Besonders
deutlich waren die IL-1p3-Effekte bei den WT-MMC, die unter wachstumsarretierten
Verhaltnissen bis zum 10-fachen und unter proliferierenden Bedingungen, bei denen
die konstitutive Transkription des FcyRIIb2 hoher war, bis zum 3-fachen der basalen
Expression anstiegen.

Da das Tul-Lymphokin IFN-y und das Monokin IL-13 gegenléufige Effekte bei der
Induktion der FcyRI-mRNA Synthese aufwiesen, wurden die Wirkungen dieser
Faktoren aufeinander genauer untersucht. Eine Vorstimulation mit I[L-13 und
anschlielende Inkubation mit IFN-y zeigte bei den FcyRIlI-KO-MMC keine
Herunterregulation der mRNA im Vergleich zum IL-18 Einzelstimulus (Abb. 4.7).
Auch eine umgekehrte Vorinkubation mit IFN-y und nachfolgende Stimulation mit IL-
13 konnte die IFN-y-induzierte Repression nicht aufheben. Eine Kostimulation mit
beiden Faktoren zeigte mittlere Induktions-Werte, die wahrscheinlich auf eine
gegenseitige Beeinflussung bei gleichzeitiger Inkubation zurtckzuftuhren sind.

Da auch die Inkubation von IL-10 herunterregulierende Effekte auf die Expression
der FcyRIIb2-mRNA ausitbt und IL-10 und IFN-y die Expression von Genen Uber die
Aktivierung des Jak/STAT-Signaltransduktionsweges regulieren, konnte diese
hemmende Wirkung auf die Existenz von Repressorelementen im FcyRlib-
Promotorbereich hinweisen, die von den involvierten Transkriptionsfaktoren besetzt
werden konnten. Diese Mdoglichkeit koénnte das Ergebnis, dal3 die der IFN-y
Vorinkubation folgende Stimulation mit IL-13 keine induzierende Wirkung mehr
besitzt, ebenso versuchsweise erklaren, wie eine Verhinderung der Translokation
von Transkriptionsfaktoren der IL-1B-Signaltransduktion in den Nukleus. Ahnlich dem
Effekt, den IL-10 auf die LPS-induzierte II-1p3-, IL-6-, IL-8- und TNF-a-Synthese in
humanen Monozyten durch die Blockierung der Freisetzung der inhibitorischen IkB-
Untereinheit aus dem NF-kB-Komplex bewirkt [WANG et al., 1995]

Die hier gefundenen unterschiedlichen Wirkungen von Zytokinen zeigten deutlich
differenzierte Regulationsmechanismen der FcyRIIb-mRNA-Synthese in MMC.
Aufgrund dieser Befunde und zur Untersuchung der Anwesenheit funktioneller
FcyRIl-Proteine, wurden Objekttragerfarbungen und FACScan-Analysen zur
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Detektion der FcyRIl-Oberflachenexpression durchgefihrt. Daflir standen zwei anti-
Ly-17.1/2 Antikorper zur Verfigung, die die beiden polymorphen Formen des FcyRll
ohne Kreuzreaktivitat fir andere FcyR nachweisen [SCHILLER et al, 1998]. Da wegen
der relativ geringen mRNA-Expression, die erst nach 40-PCR-Zyklen sichtbar
gemacht werden konnte, eine geringe Anzahl an Rezeptormolekilen zu erwarten
war, die durch die Zelltrypsinierung noch zusatzlich beeintrachtigt wurde, konnte in
FACScan-Analysen nur eine geringe Regulation der FcyRIl-Oberflachenexpression
bei WT-MMC mit dem Anti-Ly-17.2- und bei FcyRIII-KO-MMC mit dem Anti-Ly-17.1-
Antikoérper detektiert werden (Abb. 4.16 - 4.17). Dennoch stimmte die tendenziell
beobachtete Expression des FcyRIl mit der auf mRNA-Ebene gefundenen
konstitutiven Expression und der durch IFN-y herunter- und durch TNF-a und TNF-
o/IL-1p heraufregulierten Transkription tberein. Da die Trypsinierung zur Abldsung
der stark adharenten MMC von den Plastikoberflachen der Zellkulturgefaf3e noch
eine weitere Abspaltung von Oberflachenmolekilen zur Folge hat, was den
Nachweis der  schwach exprimierten Moleklle  erschwert,  wurden
Objekttragerfarbungen durchgefiihrt. Diese Immunfarbungen konnten nur mit WT-
MMC und dem Maus-Anti-Maus-Ly-17.2-IgG-Antikorper durchgefuhrt werden, weil fur
den Ly-17.1-Antikorper, bei dem es sich um ein Immunglobulin der IgM-Klasse
handelt, kein nachweisendes Farbesystem erhaltlich ist. Ly-17.1 erkennt nur die
polymorphe FcyRII-Form im 129-Mausstamm auf den FcyRIII-KO-MMC, wahrend Ly-
17.2 die polymorphe FcyRIl-Form aus dem C57BL/6-Stamm nachweisen kann. Auch
die Zytofarbungen der auf Objekttragern angewachsenen und stimulierten WT-MMC
zeigten eine konstitutive Expression des FcyRIl unter proliferierenden
Kultivierungsbedingungen, die nach 48-stindiger Stimulation mit IFN-y abnahm
(0,73-fach) und mit TNF-a (1,2-fach) oder TNF-a / IL-1( (1,36-fach) zunahm (Abb.
4.14 und Tab. 4.15).

Die Expression des niedrigaffinen FcyRIIl fir IgG-Immunkomplexe wurde bereits in
mehreren Studien untersucht. So konnte auf proliferierenden humanen und Nager-
Mesangiumzellen eine basale Expression dieses Rezeptors nachgewiesen werden,
[RADEKE et al., 1994a; SANTIAGO et al.,, 1991a; HORA et al., 1992], die durch
Inkubation mit IFN-y und CSF-1 auf Ratten-Mesangiumzellen [SANTIAGO et al.,
1991b], bzw. IFN-y in Kombination mit LPS auf humanen Mesangiumzellen [RADEKE
et al., 1994a] reguliert wurde. Ahnlich den FcyRIlla-mRNA-Expressionsdaten in
humanen Mesangiumzellen, die unter nicht-proliferierenden Bedingungen keine
konstitutive Transkription des niedrigaffinen FcyRIlla nachweisen konnten [RADEKE
et al., 1994a], zeigten ruhende MMC basal nur in einigen RNA-Praparationen eine
Expression der FcyRIlla-mRNA (Abb. 4.8, Diagr. 4.9 und Tab. 4.9). Eine Stimulation
mit IFN-y alleine und noch starker in Kombination mit LPS oder TNF-a fuhrte zu einer
deutlichen Induktion der FcyRIlla-mRNA-Menge. Wahrend in humanen
Mesangialzellen IFN-y den essentiellen Faktor bei der Transkriptionsverstarkung der



5 Diskussion 112

FcyRllla-mRNA darstellt [RADEKE et al., 19944a], fihrten auch die als Einzelfaktoren
eingesetzten Zytokine LPS und TNF-a in MMC zu einer Stimulation. Eine
kombinierte Inkubation von IL13 mit TNF-a erhthte die Expression der FcyRllla-
MRNA in ruhenden MMC im Durchschnitt etwas, wahrend IL-1 selbst, konform zu
den Daten in humanen Mesangiumzellen [RADEKE et al., 1994a], keine induktiven
Effekte auslibte, sondern leicht inhibierend wirkte. Diese Unterschiede lassen sich
dadurch erklaren, dafl3, obwohl IL-13 und TNF-a Effekte auf Mesangiumzellen im
allgemeinen sehr ahnlich sind und beide Zytokine in die gleichen
Signaltransduktionskaskaden involviert sind [FLOEGE & REES, 1997], es doch
Unterschiede in ihren biologischen Wirkungen gibt. So z.B. fuhrt TNF-a, aber nicht
IL-1[3, zur Apoptose oder Nekrose von Zellen [TRACY & CERAMI, 1994].

Unter proliferierenden Bedingungen wurde die FcyRIlla-mRNA in MMC, wie schon in
anderen Spezies gezeigt, konstitutiv exprimiert (Abb. 4.9, Diagr. 4.10 und Tab.
4.10). Auch bei wachsenden MMC wirkte IFN-y als Einzelfaktor und in
Kombinationen mit IL-13 und LPS stimulierend. Doch anders, als bei den ruhenden
MMC und bei humanen Mesangiumzellen [RADEKE et al., 1994a], fuhrte IL-1p3 alleine
und in Kombination mit TNF-a, sowie auch TNF-a als Einzelfaktor zu einem Anstieg
der FcyRIlla-mRNA-Mengen.

Fur die Expression auf der Zelloberflache und fur die Weiterleitung von Signalen
nach Rezeptorkreuzvernetzung, bendétigen die ligandenbindenden a-Ketten von
FcyRI und FcyRIIl die Assoziation von ITAM-tragenden y-Ketten [WIRTHMUELLER et
al., 1992; ERNST et al., 1993; VAN VUGT et al., 1996]. Serumfrei kultivierte FcyRIII-
KO-MMC zeigten konstitutiv noch keine, WT-MMC teilweise eine Expression der vy-
Ketten-mRNA (Abb. 4.10, Diagr. 4.11, Tab. 4.11 und Abb. 4.12, Diagr. 4.13, Tab.
4.13). Da die a-Ketten-mRNA von FcyRI und FcyRIIl unter diesen Bedingungen
ebenfalls gréRtenteils noch nicht konstitutiv nachgewiesen wurden, wurden die
Rezeptorkomplexe der beiden ITAM-Rezeptoren unter diesen Bedingungen
wahrscheinlich auch nicht auf der Zelloberflache exprimiert. Erst die Stimulation mit
IFN-y, aber auch mit IL-13, TNF-a, LPS, IL-10 und Kombinationen dieser Faktoren
fuhrte, &hnlich der Expression von FcyRla und FcyRllla, zu erhéhten y-Ketten-
MRNA-Mengen in den wachstumsarretierten MMC.

Proliferierende MMC konnten die y-Ketten-mRNA, wie bereits in humanen
Mesangialzellen gezeigt [RADEKE et al., 1994a], schon konstitutiv exprimieren (Abb.
4.11, Diagr. 4.12, Tab. 4.12 und Abb. 4.13, Diagr. 4.14, Tab. 4.14). Die Stimulation
mit Zytokinen wie IFN-y und IL-13 fuhrte bei WT-MMC zu einer leichten Verstarkung
der mRNA-Transkription, wahrend bei FcyRIII-KO-MMC fast keine Regulation der
basal schon hohen y-Ketten-mRNA-Expression zu erkennen war.

Das Fehlen von FcyR-klassenspezifischen Antikdrpern im murinen System stellt ein
groRes Problem beim Nachweis von FcyR-Oberflachenproteinen dar. Um die
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Oberflachenexpression der stimulatorischen Fcy-Rezeptoren zu untersuchen, stand
als spezifischer Antikorper neben den Anti-Ly-17.1/2-Antikdrpern nur ein FcyRIl und
FcyRIIl gleichzeitig erkennende Antikérper, 2.4G2, zur Verfigung. Die tatséchliche
FcyRIlI-Proteinexpression konnte dabei nur versuchsweise durch Vergleiche von
2.4G2 und Ly-17.2-Farbungen der proliferierenden WT-MMC bestimmt werden. Die
Untersuchung von auf Objekttragern adharierten und stimulierten MMC mit 2.4G2
zeigte unter Mediumbedingungen eine leichte konstitutive Anfarbung, die mit den
Zytokinen IFN-y, TNF-a und der Kombination TNF-a/IL-1 deutlich verstarkt werden
konnte (Abb. 4.15 und Tab. 4.16). Geht man nun von den Observationen aus, die
bei der Untersuchung der FcyRII-Oberflachenexpression beobachtet wurden, war bei
der Inkubation mit IFN-y der grof3te Anstieg der FcyRIlI-Expression zu erkennen,
gefolgt von der Stimulation mit der Kombination TNF-a/IL-13 und TNF-a.

Bei der Durchfihrung von FACScan-Analysen konnten aufgrund der oben bereits
beschriebenen methodischen Einschrankungen (niedrige Expressionsdichte und
Abldésung der FcyR von der Zelloberflache durch die Abtrypsinierung der Zellen)
geringflgige Anstiege der FcyRIl/FcyRIlI-Oberflachenexpression nach Stimulation mit
IFN-y gezeigt werden (Abb. 4.18).

Die Oberflachenexpression von FcyRI kann aufgrund des fehlenden spezifischen
Antikoérpers nur anhand der mRNA-Expressionen von FcyRla- und y-Kette postuliert
werden. Wahrscheinlich ist auch hier IFN-y der deutlichste Induktor, wahrend TNF-a
kaum Wirkungen haben sollte.

Die in den dargestellten Experimenten gezeigten Daten zur FcyR-Expression in
MMC, sowie die von anderen beschriebenen Resultate in humanen und Ratten MC
legen die Vermutung nahe, dal3 die Transkription von FcyR-Genen Spezies-
spezifisch reguliert wird, da hier verschiedene Muster in der basalen Expression
vorliegen, sowie teilweise unterschiedliche Stimuli Effekte ausiiben. Damit stellt sich
die Frage der Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf andere Arten. So gibt es Belege
dafir, daf3 Immunkomplex-vermittelte inflammatorische Vorgange in der Maus eher
Fc-Rezeptor abhangig zu sein scheinen als in anderen Tieren, wie z.B. Kaninchen
und Meerschweinchen [VEGGEBERG, 1998].

Bestand friher die Hypothese, dal3 Mesangiumzellen Uber ihre FcR nur fir die
Clearance Funktionen von Immunkomplexen im Mesangium mitverantwortlich sind,
so wird durch die gezeigten Induktionen bzw. Hochregulationen der einzelnen FcyR
durch inflammatorische Faktoren ihre Rolle als aktive Mitglieder einer glomeruléren
Entzindung immer deutlicher. Dabei ist von Bedeutung, dafl3 in der Abwesenheit
inflammatorischer Zytokine, intrinsische MC unter ruhenden Bedingungen nur den
als inhibitorisch beschriebenen FcyRIl, nicht aber die aktivatorischen ITAM-
Rezeptoren FcyRl und FcyRIll exprimieren kénnen. Da der murine FcyRIIb2 in
Endozytose- und wohl auch Phagozytose-Mechanismen involviert ist [GESSNER et
al., 1998], kénnte dieser Rezeptor auf den MMC der gesunden Niere Clearance-
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Funktionen Ubernehmen und so die mesangialen Strukturen vor der entztndlich-
aktiven Deposition von Makromolektilen schiitzen. So konnte in Ratten-MC eine Fc-
Rezeptor-mediierte Aufnahme von IC-gecoateten Gold-Partikeln gezeigt werden
[NEUWIRTH et al., 1988]. In der Literatur gibt es zahlreiche in vivo Untersuchungen
mit FcyRII-KO-Mausen, die die schitzende Rolle des Rezeptors in verschiedenen IC-
vermittelten Entziindungsreaktionen belegen [TAKAI et al., 1996; SUZUKI et al., 1998;
PARK et al., 1998]. So konnten in Tierversuchen zur Anti-GBM-GN in FcyRII-KO-
Mausen leicht verstarkte glomerulare Schadigungen beobachtet werden [SUZUKI et
al., 1998]. Und auch im Modell der IC-Alveolitis fuhrten niedrigste 1gG-IC-
Konzentrationen in FcyRII-KO-Mausen zu einer starken inflammatorischen Antwort,
wahrend die Wildtyp-Kontrolimause keine Entziindungen etablierten [CLYNES et al.,
1999]. Die Defizienz des inhibitorischen FcyRIl auf residenten Zellen scheint also den
Grenzwert zu erniedrigen, von dem an IC zu einer Stimulation fihren, was seine
Rolle in Clearance-Funktionen unterstreichen kdnnte.

Kultivierungsbedingungen mit Supplementierung von 10% FCS flihrten bei den MMC
zur Proliferationsinduktion, die, wie oben beschrieben, alleine schon eine basale
Induktion von FcyRl und FcyRIll und eine verstarkte Expression des FcyRlIlb
bewirkte. FUr die in vivo Situation in den Glomeruli kénnte die Anwesenheit
verschiedener Proliferations-induzierender Serumfaktoren wie bFGF und PDGF, die
bei einigen renalen Erkrankungen vermehrt exprimiert werden, wichtige Auswirkung
haben. So kdnnten diese mitogenen Faktoren, die autokrin von Mesangiumzellen
selber [FRANCKI et al., 1995; FLOEGE et al., 1994a] oder parakrin durch andere
intrinsische renale Zellen [FLOEGE et al., 1994b; FRANK et al., 1993] produziert
werden, dazu fuhren, da3 MMC auch ohne weitere entzindliche Zytokine die
inflammatorische Kaskade nach Fcy-Rezeptor-Kreuzvernetzung initiieren kdnnten.
Die Inkubation der MMC mit verschiedenen Faktoren von professionellen
Immunzellen zeigte aber, dal3 diese das Expressionspotential der einzelnen FcyR
entscheidend zu modulieren vermdgen. Eine Stimulation mit dem Tul
Lymphozytenprodukt IFN-y fuhrte bei den untersuchten ruhenden und auch
proliferierenden MMC zu deutlich gegenregulatorischen Mechanismen der
Expressionen der aktivatorischen FcyRIll und FcyRl im Vergleich zum sog.
inhibitorischen FcyRIIb. T-Zell-Produkte kdnnten also fir den Verlauf einer GN
relevante Funktionen Ubernehmen. So konnte in verschiedenen GN-Formen, wie
auch der IC-assoziierten GN, ein initialer T-Zell-vermittelter Mechanismus, der zu
einer Infiltration von Entzindungszellen wie Makrophagen fuhrt, fir den Verlauf
glomerularer Entziindungen verantwortlich gemacht werden [KITCHING et al., 1999a;
HUANG et al., 1997; MERKEL et al., 1996]. Es wurde postuliert, dal3 sensitivierte
Gedéchtnis-T-Zellen vor anderen Immunzellen in die Glomeruli einwandern, mit lokal
deponierten Antigenen reagieren konnten, die von dendritischen Zellen (DC) oder
Makrophagen prasentiert und durch eine DTH-Reaktion zu einer Sekretion von
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Zytokinen wie IFN-y aktiviert werden [RADEKE & RESCH, 1992; UCIECHOWSKI et al.,
1998].

Fur die Verhaltnisse in der Niere in vivo kdnnte dies bedeuten, dal? das sezernierte
IFN-y auf den MMC zu einer Herunterregulation der basalen FcyRIl-Expression und
gleichzeitigen Induktion der Fcy-Rezeptoren FcyRl und FcyRIll, sowie der
akzessorischen Oberflachenmolekile MHC Klasse Il (Abb. 4.22) und ICAM-1
[MARTIN et al., 1987; UCIECHOWSKI et al., 1998] fuhren kann. Durch diese Regulation
von aktivatorischen und inhibitorischen FcyR kdnnte es nun zu einer Reaktion mit
kleinsten Mengen kontinuierlich deponierter 1gG-IC kommen, die Uber die
Signaltransduktionskaskade der ITAM-Rezeptoren die Bildung und Freisetzung
verschiedener inflammatorischer Faktoren wie z.B. IL-6, IL-8, CSF-1 und MCP-1
[RADEKE et al., 1994a; UCIECHOWSKI et al., 1998; HORA et al., 1992] bewirkt, die zu
einer Anlockung von Neutrophilen, Makrophagen und weiteren T-Zellen fuhrt. Dal3
bei diesen Vorgangen FcyRI und FcyRIIl mit ihren aktivatorischen ITAM-Motiven in
den assoziierten y-Ketten beteiligt sind, wurde in zahlreichen Veroéffentlichungen mit
y-chain-KO-Mausen eindeutig bewiesen [SUZUKI et al., 1998; PARK et al., 1998;
CLYNES et al., 1998]

Die Infiltration von Makrophagen und auch Neutrophilen, die durch IFN-y zu einer
massiven Produktion und Synthese von IL-1 und TNF-a angeregt werden, koénnte
weitere induktive Effekte auf die Expression der aktivierenden FcyR ausiben,
wahrend gleichzeitig FcyRIl nicht mit einer Verstarkung der Expression reagieren
wirde. Diese Monokine und weitere entztindlich wirksame Produkte dieser Zellen
stellen eine permanente Aktivierung der Mesangiumzellen dar, die weiterhin mit der
Sekretion autokrin und parakrin wirksamer Mediatoren, sowie verstarkter Produktion
extrazellularer Matrix [FLOEGE et al., 1994b] reagieren kdnnen. Dadurch kann es zu
einer fortlaufend kaskadenartigen Verstarkung der Reaktionen kommen, die im
positiven Fall (nach Entfernung der pathogenen IC) mit einer Ausheilung beendet
werden kann und im schlimmsten Fall zu einer Chronifizierung bis hin zu einem
Funktionsverlust der renalen Strukturen fuhrt. Unterstitzt wird die Interaktion mit
Immunzellen durch die erwdhnte Expressionsinduktion von Oberflachenmolekilen
wie ICAM-1 und MHC Klasse Il auf den MMC [UCIECHOWSKI et al., 1998; LEFKOWITH,
1997]. In Tierversuchen mit chiméaren MHC Klasse ll-defizienten Mausen, die nur in
der Niere keine MHC-Klasse Il Molektile exprimierten, wurde kirzlich die Bedeutung
dieses Oberflachenmoleklls auf glomeruldren Zellen fir die Initiation renaler
Entziindungen nachgewiesen [LI et al., 1998].
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5.2 Funktionelle Aktivierbarkeit von Fcy-Rezeptoren auf murinen
Mesangiumzellen

Um die funktionelle Aktivierbarkeit der beobachteten Expression von FcyR-mRNA
und Oberflachenmolekilen im Hinblick auf die oben beschriebenen Resultate zu
uberprifen, wurden die Wirkungen hitzeaggregierter IgG-IC (HAIgG) auf WT- im
Vergleich zu FcyRII-KO-MMC untersucht. Diese Versuche wurden mit wachsenden
Zellen durchgefuhrt, da in proliferierenden MMC grdf3ere Mengen FcyR-mRNA und
Oberflachenproteine als in wachstumsarretierten MMC detektiert wurden.

In mehreren Studien konnte in Mesangiumzellen nach einer Stimulation mit 19G-IC
die Expression des CC-Chemokins MCP-1 gezeigt werden [HORA et al., 1992;
SATRIANO et al., 1993; UCIECHOWSKI et al., 1998]. CC-Chemokine, zu denen neben
MCP-1 u.a. auch RANTES, MIP-1a und MIP-1f3 gehdren, tbernehmen in vielen GN-
Formen durch die chemotaktische Rekrutierung von Monozyten / Makrophagen und
Lymphozyten in das Glomerulum essentielle Rollen bei der Entwicklung und
Fortschreitung von entziindlichen Glomerulonephritiden [BANAS et al., 1996].

Vor allem MCP-1, das von lokalen gewebestandigen und auch bereits infiltrierten
Zellen exprimiert werden kann, spielt in diesem Zusammenhang eine relevante Rolle.
So konnten im Vergleich zu gesunden Individuen in an Glomerulopathien
laborierenden Patienten deutlich erh6hte MCP-1-Konzentration in der Niere und im
Urin nachgewiesen werden [ROVIN et al., 1996; NORIS et al., 1995; PRODJOSUDJADI
et al., 1996]. Weiterhin konnte in murinen Modellen zur IC-vermittelten GN durch den
Einsatz von neutralisierenden Antikorpern gegen MCP-1 ein Ruckgang von
sklerotisierenden Vorgadngen im Glomerulum erreicht werden, die mit einer
reduzierten Infiltration von Makrophagen und Leukozyten einher ging [WADA et al.,
1996; LLOYD et al., 1997]. Eine Stimulation der WT- und FcyRII-KO-MMC mit
hitzeaggregierten murinen Antikérpern der Subklassen IgG1 und IgG2Db, fur die in der
Literatur eine praferentielle Bindungsspezifitdt fir die beiden niedrigaffinen FcyR
angegeben wird [RAVETCH & KINET, 1991; HAZENBOS et al., 1998], fuhrte unter
proliferierenden Bedingungen bei WT-MMC zu einer starkeren Induktion der MCP-1-
MRNA-Expression als bei den FcyRII-KO-MMC (Abb. 4.19). Diese Unterschiede in
der Expressionshéhe lassen sich durch das Fehlen des FcyRIll auf der
Zelloberflache der FcyRIII-KO-MMC erklaren. Fur die Transkriptionsverstarkung der
MCP-1-mRNA auf den FcyRIII-KO-MMC durch die HAIgG scheint die
Kreuzvernetzung des hochaffinen FcyRIl verantwortlich zu sein, denn auf
proliferierenden FcyRIII-KO-MMC wurde schon basal eine starke Expression der
FcyRla- und der assoziierenden y-Ketten-mRNA detektiert. FcyRI auf MMC sind also
in der Lage, IC aus IgG1 und IgG2b zu binden und daruber hinaus aktiviert zu
werden. Durch das Fehlen der FcyRIllla-Kette in den FcyRII-KO-MMC konnten
weiterhin die ,Uberschissigen” y-Ketten, die sonst an die FcyRIlla-Kette gebunden
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hatten, vermehrt an die FcyRla-Kette zur Bildung des FcyRI-Rezeptorkomplexes
assoziieren und so fur eine erhdhte Oberflachenexpression des FcyRI verantwortlich
sein. Ein ahnliches Ergebnis wurde durch das Fehlen der FceRla-Kette in der
FceRla-chain-defizienten Maus beobachtet, wodurch eine verstarkte Assoziation der
FcyRllla-Kette mit den B- und y-Ketten eine erhéhte Expression von FcyRIIl auf
Mastzellen gefunden wurde, die mit einer verstarkten Mastzelldegranulation und IgG-
vermittelten Anaphylaxie einher ging [DOMBROVICZ et al., 1997].

Zwar gibt es in humanen mononukledren Zellen Hinweise daftur, dal3 MCP-1 nur
durch die direkte Kreuzvernetzung von FcyRlIIl, nicht aber durch die Kreuzvernetzung
von FcyRl und FcyRIl exprimiert wird [MARSH et al., 1997]. Daten in humanen
Mesangiumzellen dagegen zeigten nach gezielter FcyRI-Kreuzvernetzung eine
eindeutige Expressionsinduktion von MCP-1 [UCIECHOWSKI et al., 1998]. Diese
Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dal3 FcyRI-vermittelte Effekte wie die
induzierte Transkription von Chemokingenen Zelltyp-spezifisch reguliert werden, was
durch Unterschiede der involvierten spezifischen Substrate, die bei der ITAM-
vermittelten Signaltransduktion aktiviert werden, begrindet werden kdénnte. Wiesen
die WT-MMC mit den HAIgG1/2b schon deutliche Induktionen der MCP-1-mRNA auf,
so wurde durch den Einsatz von praformierten Antigen-Antikorper-IC, die aus
kreuzvernetztem  FITC-markiertem  Ovalbumin  (OVA-XL-FITC) und den
entsprechenden Anti-FITC-lgG1/2b zusammengesetzt waren, noch deutlichere
Stimulationen beobachtet, die das dreifache des Mediumwertes betrugen. Da in vivo
eher Antigen-Antikérper-Komplexe die stimulierenden Makromolekile darstellen
[ABRASS, 1997] als Antigen-freie IgG-IC, stellt diese Stimulation einen interessanten
Befund dar.

Durch eine Vorstimulation der MMC mit IFN-y und TNF-a sollte in anschlielBenden
Experimenten die funktionelle Aktivierbarkeit der FcyR mit HAIQG nach
regulatorischer Induktion der einzelnen FcyR-Klassen mit Hinblick auf die Expression
verschiedener Chemokine untersucht werden. Fir die Versuche standen MMC aus
WT-, FcyRIll-/-(KO)- und y-chain-/-(KO)-Mausen mit unterschiedlichen FcyR-
Oberflachenexpressionen zur Verfigung. Die Durchfihrung eines RNase Protection
Assay mit einer Sonde zur Detektion neun verschiedener Maus C-, CC- und CXC-
Chemokin-mRNA-Spezies (Lymphotactin, RANTES, Eotaxin, MIP-1a, MIP-13, MIP-
2, IP-10, MCP-1 und TCA-3) =zeigte, daR MMC unter den gewahlten
Versuchsbedingungen RANTES-, IP-10- und MCP-1-mRNA exprimierten (Abb. 4.21
und Diagr. 4.15 - 4.17). Ein Vergleich der mRNA-Induktionen der Chemokine in den
untersuchten MMC hat gezeigt, dal3 WT-MMC schon basal und noch starker nach
Stimulation mit den Zytokinen IFN-y und TNF-a groRere Mengen Chemokin-mRNA
exprimierten als die beiden KO-MMC. Unter Mediumbedingungen war bei den WT-
MMC nach HAIgG-Stimulation sowohl fiur MCP-1-mRNA und -Protein (Diagr. 4.18)
als auch fur RANTES- und IP-10-mRNA eine Erh6éhung der zu erkennen, ein Effekt,
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der bei FcyRIII-KO- und y-chain-KO-MMC nur bei der MCP-1-mRNA-Transkription
und Proteinsekretion auftrat.

Eine Vorstimulation mit IFN-y fihrte bei allen MMC zu einer besonders starken
Induktion der mRNA des Interferon-inducible protein-10 (IP-10), aber auch von MCP-
1 und RANTES. Die anschlielRende Stimulation mit den HAIgG zeigte in WT-MMC
deutliche Induktionseffekte der mMRNA- Menge von MCP-1, IP-10 und RANTES sowie
bei der Sekretion von MCP-1-Protein. Bei den FcyRII-KO- und bei den y-chain-KO-
MMC hatte die Inkubation von HAIgG auf die IFN-y vorstimulierten Zellen ebenso
induktive Wirkungen auf die mRNA-Synthese der Chemokine.

TNF-a fuhrte gleichfalls zu einer Transkriptionsverstarkung der Chemokin-mRNA.
Die MCP-1-mRNA-Expression und auch die Sekretion von MCP-1 Protein wurde
dabei bei allen MMC am deutlichsten stimuliert, wahrend die Induktionen der IP-10-
und RANTES-mRNA schwécher ausfielen. Ein Vergleich der mRNA-Induktionen von
MCP-1, IP-10 und RANTES durch HAIgG zeigte bei WT- und y-chain-KO-MMC fir
alle Chemokine eine Stimulation der mRNA-Synthese, wéahrend bei FcyRII-KO-
MMC, wie erwartet, keine Wirkungen auftraten. Die bei den WT-MMC aufgetretenen
deutlichen Erhéhungen der mRNA-Mengen nach Stimulation mit den HAIQG gehen
mit der postulierten und gezeigten Oberflachenexpression von FcyRI und FcyRIl
einher. Auch die Effekte auf den FcyRIII-KO-MMC lassen sich erklaren. Da fir den
Nachweis des murinen FcyRI kein spezifischer Antikdrper vorhanden ist, missen
tber die hypothetische Oberflachenexpression Vermutungen anhand der mRNA-
Expression des FcyRla und der assoziierten y-Kette auf den FcyRIlI-KO-MMC
ausgesprochen werden. Die Oberflachenexpression des FcyRI auf FcyRIII-KO-MMC
konnte mit IFN-y verstarkt und mit TNF-a eher abgeschwécht werden, wéahrend
FcyRIIb2 gleichzeitig gegenlaufig reguliert wird. Eine Stimulation mit HAIQG zeigte
daher, konform mit den hypothetischen FcyRI- und gezeigten FcyRII-Expressionen,
nur unter Mediumbedingungen und nach IFN-y Stimulation, nicht aber nach TNF-a
Vorstimulation eine Erhéhung der Chemokin-mRNA. Die Induktionsanstiege der
Chemokin-mRNA bei den y-chain-KO-MMC nach Stimulation mit HAIgG lassen sich
nicht Gber FcyR-Kreuzvernetzung erklaren, da die Mause, aus denen die Zellen
prapariert wurden, keine Oberflachenexpression der aktivatorischen FcyRl und
FcyRIll, sondern nur des inhibitorischen FcyRIlb aufweisen sollten. Dieser
induzierende Effekt aggregierter IgG auf die Chemokinsynthese in mesangialen
Priméarkulturen aus y-chain-KO-MMC wurde auch schon von Suzuki et al. [SUZUKI et
al., 1998] gezeigt. Diese Gruppe macht FcR-unabhangige Mechanismen wie das
Renin-Angiotensin System (RAS) fur diese Observationen verantwortlich, das in vivo
renale Schadigungen durch Anti-GBM-Antikorper in y-chain-KO-Mausen induzierte.
Ob Angiotensin Il in der Zellkultur ebenfalls fur die Induktion der Chemokine durch
lgG-Behandlung verantwortlich gemacht werden kann, ist fraglich, da bisher keine
Synthese von Angiotensin Il in Mesangiumzellen nachgewiesen wurde.
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Neben den Induktionen der Chemokin-mRNA-Synthese durch FcyR-
Kreuzvernetzung mit HAIgG hatten auch die zur FcyR-Induktion eingesetzten Stimuli
unterschiedliche Wirkungen auf die Transkription von MCP-1, RANTES und IP-10.
Die starke Responsivitat des IP-10-Gens durch Stimulation mit IFN-y und schwacher
durch TNF-a, wird durch die gleichzeitige Anwesenheit von Interferon-stimulierten
responsiven Elementen (ISRE) und NFkB-Bindungsstellen in der 5'-flankierenden
Region hervorgerufen [OHMORI & HAMILTON, 1993a]. Dieses CXC-Chemokin, das
chemotaktisch auf T- und NK- Zellen, aber nicht aktivierend auf Neutrophile wirkt
[DEWALD et al., 1992], wird in vivo hauptsachlich in der Leber und der Niere
synthetisiert und konnte daher eine wichtige Funktion bei der Reaktion auf
systemische Inflammationen Ubernehmen [NARUMI et al., 1992; OHMORI et al.,
1993b]. So wurden in Anti-GBM-GN neben einer erhohten MCP-1- auch verstarkte
IP-10-mRNA-Expressionen gefunden [TANG et al., 1995]. Die Induktionen von MCP-1
und RANTES durch TNF-a lassen sich durch die Aktivierung genregulatorischer
Elemente wie der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFkB und ihre Lokation an
Bindungstellen in den Promotoren der Chemokin-Gene erklaren [ROEBUCK et al.,
1999]. Besonders der Transkriptionsfaktor NF-kB spielt bei der Kontrolle der
Genexpression von Chemokinen signifikante Rollen, so wurde bewiesen, dal3 auch
die von IC durch Fc-Rezeptor-Kreuzvernetzung vermittelten Effekte auf IP-10, MCP-1
und RANTES durch eine Erhéhung und Aktivierung von NF-kB hervorgerufen
werden [SATRIANO & SCHLONDORFF, 1994; DUQUE et al., 1997; SATRIANO et al.,
1997]

Die durch IFN-y Stimulation beobachteten Effekte konnten durch die Anwesenheit
von IFN-y activation sites (GAS) begrindet werden, die z.B. im MCP-1 Promoter
identifiziert wurden, an den IFN-spezifische Transkriptionsfaktoren binden und so die
Transkription induzieren [VALENTE et al., 1998]. Da fiur die Induktion von RANTES mit
IFN-y und TNF-a synergistische Eigenschaften beschrieben wurden [MARFAING-
KOKA et al., 1995]., konnten die besonders deutlichen stimulatorischen Wirkungen
auf die RANTES Transkription nach IFN-y Vorstimulation und anschlieRender
Inkubation mit HAIgQG, die ja genauso wie TNF-a-Effekte tUber NF-kB vermittelt
werden, auf eine solche kooperative Wechselwirkung schlieRen. Neben den
chemotaktischen Eigenschaften, die RANTES vorwiegend auf T-Gedachtniszellen,
Eosinophilen und Basophilen induziert, besitzt dieses Chemokin auch
kostimulierende Fahigkeiten bei der T-Zell-Proliferation [BACON et al., 1995].

Neben der Induktion von Chemokinen fuhrt die Stimulation von Mesangiumzellen mit
Zytokinen und IC auch zu einer Produktion von Prostaglandinen, wie z.B.
Prostaglandin E> (PGE2) und Thromboxan B> [NEUWIRTH et al., 1988; KNAUS et al.,
1989]. PGE:> vermittelt neben der Hemmung der T-Lymphozyten-Aktivierung
[GOODWIN & CEUPPENS, 1983] eine Reihe von lokalen antiinflammatorischen
Effekten in der Niere. So inhibiert es die Zellrekrutierung, die Proliferation von
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Mesangiumzellen und reduziert die Formation extrazellularer Matrix [ZAHNER et
al.,1994; STAHL, 1997]. Die Bedeutung eines intakten PG-Systems wird besonders
unter pathophysiologischen Bedingungen deutlich. PGE> wird meist erst nach der
initialen  Gewebsverletzung Iim Glomerulum detektiert, konnte so als
gegenregulatorisches Signal den proinflammatorischen Reaktionen entgegenwirken
und zu einer Ausheilung des Gewebes fiihren. So zeigte sich im Tiermodell zur IC-
assoziierten GN, dal3 eine Behandlung mit PGE: einen signifikanten Rickgang von
glomerularen Schadigungen bewirkte [McLEISH et al., 1983]. Der durchgefiihrte
PGE>-ELISA wies besonders bei WT-MMC, aber auch bei den FcyRIII-KO- und y-
chain-KO-MMC einen Sekretionanstieg dieses Cyclooxygenase-Produkts nach
Inkubation mit HAIQG auf (Diagr. 4.19). Interessanterweise war die basale PGE>-
Sekretion unter unstimulierten Mediumbedingungen und auch nach Vorstimulation
mit IFN-y bei den FcyRIll- und y-chain-KO-MMC deutlich héher als bei den WT-MMC.
Vielleicht war es diese hohere basale Produktion des Prostaglandins, die zu der
Verringerung der Chemokin-Expressionen bei den KO-MMC im Vergleich zu den
WT-MMC fuhrte. So konnte gezeigt werden, dal3 die durch cAMP vermittelten
supressiven Wirkungen von PGE> zu einer Verminderung der mRNA-Expression von
MCP-1, CSF-1, RANTES und Monokinen fuhrten, die auf transkriptioneller Ebene
reguliert wurden [SATRIANO et al., 1993, 1997; KUNKEL et al., 1988]. Doch auch
zusatzlich zur Genexpressionskontrolle konnten Anderungen auf
posttranskriptioneller Ebene durch Modifikationen der mRNA-Stabilitdt nicht
ausgeschlossen werden, da die mRNA von MCP-1 AUUUA-reiche Sequenzen in
ihrer 3'-untranslatierten Region besitzt, die fur die Stabilitatskontrolle der mRNA
verantwortlich ist [SHAW et al., 1986; SATRIANO et al., 1993].

5.3 Untersuchungen in der dendritischen Zellinie XS52

Neben den Mesangiumzellen, die als lokale Gewebezellen eine zentrale Rolle im
Verlauf entzindlicher Immunreaktionen einnehmen kdnnen, sollten in dieser Arbeit
die Effekte von IgG-IC auf professionelle antigenprasentierende dendritische Zellen
(DC) und ansatzweise ihre Wechselwirkungen mit MMC untersucht werden. Da die
Etablierung von DC-Kulturen auf3erst diffizil und aufwendig ist, wurde flur die
geplanten Untersuchungen eine nicht-lymphoide ,Langzeit*-DC-Zellinie, XS52,
eingesetzt, die aus der Epidermis pranataler BALB/c-Mause etabliert wurde und noch
Eigenschaften residenter epidermaler DC (Langerhans Zellen) besitzt [XU et al.,
1995].

DCs, die uberall im Korper gefunden werden, werden durch ihre typische
Zellmorphologie und ihre konstitutive Expression von MHC Klasse I- und Il-Molekilen
charakterisiert. Eine besondere Fahigkeit dieser Zellen ist die sogenannte
»Ausreifung” durch spezielle Faktoren, die durch die Interaktion mit Pathogenen und
T-Zellen induziert wird [BANCHEREAU & STEINMAN, 1998]. Damit verbunden sind
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Anderungen im Expressionsmuster bestimmter Oberflichenmolekiile und ihre
Fahigkeit, mit syngenen T-Zellen zur Antigenprasentation zu reagieren [ROMANI &
SCHULER, 1992]. In Untersuchungen der XS52-DCs konnte ebenfalls eine
konstitutive Oberflachenexpression des MHC II-Molekils detektiert werden, die durch
Inkubation mit IFN-y noch anstieg (Abb. 4.25 - 4.26). Auch der Nachweis einer hohen
konstitutiven FcyRIl- und FcyRIII-Oberflachenexpression auf den XS52 (Abb. 4.23)
zeigte, dal3 diese Zellinie die Fahigkeiten zur Aufnahme von Antigen-Antikorper-
Komplexen und zur Prasentation der prozessierten Antigene besitzt, die durch IFN-y-
Inkubation noch verstarkt wurden.

In einer Immunprazipitation mit dem Anti-FcyRIl/IlI-Antikbrper 2.4G2 und
nachfolgendem Western-Blot mit dem FcyRIl-spezifischen Antikorper Ly-17.2 konnte
gezeigt werden, dal’ IFN-y aul3erdem zu einer Herunterregulation der FcyRII-Proteine
fuhrt (Abb. 4.24). Diese Ergebnisse weisen auf die Einleitung eines
Ausreifungsprozesses der XS52 durch IFN-y hin, bei dem die Fahigkeiten zur
Antigen-Aufnahme abnehmen, wahrend gleichzeitig die Expression der MHC Klasse
[I-Molekule und damit die Befahigungen zur Antigenprasentation zunehmen
[BANCHEREAU & STEINMAN, 1998].

Neuere Untersuchungen beschreiben, dall zwei DC-Formen existieren: eine den
myeloiden Zellen &hnliche DC1, die durch die Produktion grol3er IL-12-Mengen TH1-
Antworten induzieren und eine lymphoid-&hnliche DC2-Zellform, die wenig IL-12
produzierend, Th2-Antworten hervorrufen kann [RISSOAN et al., 1999].

Auch im Kontext inflammatorischer Reaktionen in der Niere kdnnten DCs primar
durch die Interaktion mit T-Helfer-Zellen relevante Funktionen erfillen.
Untersuchungen von Radeke (unverdffentlichte Ergebnisse) weisen namlich darauf
hin, dal3 es sich bei den im murinen mesangialen Gewebe detektierten MHC Klasse
Il positiven Zellen nicht nur um infiltrierte oder residente Makrophagen handelt,
sondern auch andere professionelle antigenprasentierende Zellen (APC) wie DC
involviert sein konnten. Diese konnten zirkulierende sensitivierte T-Gedachtniszellen
u.a. durch die Prasentation lokal deponierter Antigene uber ihre MHC Klasse |l
Molekule zu einer Sekretion von IFN-y aktivieren.

In einem in vivo Modell wurde demonstriert, dal3 intrinsische renale Zellen zu einer
effektiven Antigen-Prasentation beféahigt waren, die zu einer Zell-assoziierten
Gewebsschadigung fiihren konnte [RENNKE et al., 1994]. Auch eine in vitro Studie mit
Zellpraparationen residenter Mesangiumzellen und syngenen Lymphknoten-
Lymphozyten konnte die F&higkeit der lokalen Zellen zur Aktivierung der
autoreaktiven T-Lymphozyten zeigen [RADEKE et al., 1994b].

Diese Untersuchungen wurden aber mit gemischten Lymphknotenpopulationen
durchgefihrt, in denen auch DC und andere APC zu finden sind. Erst die
Generierung eines I-Ad-restringierten OVA-spezifischen Tnl-Zell-Klons, IF12, (durch
H.H. Radeke) machte ,reine* Kokulturen mit syngenen Primarkulturen aus
Mesangiumzellen moglich. Befunde von Kokultur-Experimenten in IFN-y-ELISPOT-
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Assays (Radeke, unvertffentlichte Ergebnisse) mit MMC und IF12-T-Zellen, APC
und IF12-T-Zellen, sowie MMC, APC und IF12-Zellen aus einem syngenen
Maussystem zeigten, dafl? mit IFN-y und TNF-a vorstimulierte MMC alleine nicht in
der Lage waren, die T-Zellen durch Prasentation des prozessierten OVA-Peptids zur
Sekretion von IFN-y zu aktivieren. Die Kokultur von MC, APC und T-Zellen dagegen
wies deutlich verstarkte Aktivierungen der Thl-Zellen im Vergleich zu den reinen
APC-T-Zell-Kokulturen auf. Es gibt also Hinweise daftr, daf3, obwohl
Mesangiumzellen nicht in der Lage sind, T-Zellen direkt zu aktivieren, ihre
Interaktionen mit APC wichtige Funktionen im inflammatorischen Geschehen in der
Niere ibernehmen konnten.

Aus diesem Grund wurden IL-12-ELISPOT-Experimente mit den IL-12
produzierenden XS52-DC und MMC oder nur mit MMC-Kultivierungsiberstanden
durchgefiihrt. Die Uberstande mit IFN-y, IFN-y/TNF-a oder am deutlichsten mit LPS
vorstimulierten MMC aktivieren dabei XS52 am starksten zur IL-12-Sekretion (Diagr.
4.20). Stimulierte MMC konnen also mit der Sekretion bislang noch unbekannter
Faktoren DCs so beeinflussen, dal? durch verstarkte IL-12-Produktion eine
effizientere Thl-Zell-Antwort moglich sein konnte. Ein mogliches MMC Produkt, fir
das bereits eine Stimulation der IL-12-Sekretion bei DCs beschrieben wurde, stellt
PGE> dar [RIESER et al., 1997]. PGE: besitzt also neben den oben beschriebenen
anti-inflammatorischen Wirkungen auch pro-inflammatorisches Potential. Dieser
Mechanismus der Antigen-unabhé&ngigen Aktivierung der DCs kdnnte im Kontext von
Autoimmunerkrankungen wichtig sein, wie in (MRL/Ipr) Lupus nephritis-Mausen
gezeigt werden konnte, in deren Seren signifikant hohere IL-12-Konzentrationen
gefunden wurden als in den entsprechenden Kontrollmausen [HUANG et al., 1996].
IL-12, das priméar von den sogenannten DC1-Zellen produziert wird, unterstitzt die
Differenzierung naiver CD4+ T-Lymphozyten in Tyl-Zellen und verstarkt die
Produktion von Tn1l-Zytokinen wie IFN-y und IL-2. Weiterhin fungiert dieses
proinflammatorische Zytokin als Wachstumsfaktor aktivierter nattrlicher Killerzellen
(NK-Zellen) und T-Zellen, erhoht die zytotoxische Aktivitdt von NK-Zellen und ist
daher relevant fir die Kontrolle der Zell-vermittelten Immunit&t [TRINCHIERI, 1995].

In Tiermodellen von IC-assoziierten GN wurde die wichtige Funktion dieses
proinflammatorischen Zytokins durch die Aktivierung von T-Zellen erkannt. So flihrte
die Neutralisation von IL-12 mit Antikérpern zu abgeschwachten Reaktionen, die
Gabe von rekombinanten IL-12 induzierte dagegen Kollagenablagerungen und
Matrixbildungen im Glomerulum, die mit erhohter Reaktivitdit von Tyl1l-Zellen
verbunden waren [NAKAJIAMA et al., 1997; KITCHING et al., 1999b].

Auch die Inkubation mit HAIgG fuhrte bei XS52-DC durch FcyR-Kreuzvernetzung zu
einer verstarkten IL-12-Sekretion (Diagr. 4.21). Dabei Ubte die Vorinkubation mit
IFN-y induktive, die Vorstimulation mit TNF-a hemmende Wirkungen auf die IL-12-
Produktion aus. Bezogen auf die in vivo-Situation verdeutlichen diese Resultate, daf3
im Glomerulum befindliche DC durch Interaktionen mit IgG zu einer verstarkten Tul-
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Zell-Aktivierungen durch IL-12 fahig sind, die den Beginn der inflammatorischen
Kaskade intensivieren kann.

Dabei koénnten auch weitere, von den DC nach IC-vermittelten Reaktionen
exprimierte Mediatoren wie Chemokine, den inflammatorischen Prozel3 vorantreiben.
Die Inkubation der dendritischen Zellinie XS52 mit verschiedenen Faktoren wie IFN-y
und TNF-a und die nachfolgende Stimulation mit HAIgG fiihrte bei diesen APC zu
einem anderen Chemokin-Expressionsmuster als bei den MMC. XS52 exprimierten
unter den gewahlten Versuchsbedingungen die mRNA der CC-Chemokine MIP-1q,
MIP-13 und MCP-1 sowie des CXC-Chemokins MIP-2, das homolog zum humanen
GRO-B ist (Abb. 4.27 und Diagr. 4.22 - 4.25). Die beiden CC-Chemokine MIP-1q,
das vorwiegend CD8+-T- und B-Zellen, sowie Baso- und Eosinophile chemotaktisch
anlockt und MIP-1[3, das praferentiell Chemotaxis bei CD4+-T-, B-, und NK-Zellen
induziert, besitzen noch weitere Funktionen bei der Regulation der T-Zelladh&sion an
Endothelzellen [TAUB et al., 1993]. Wahrend die MCP-1-mRNA- und auch die MCP-
1-Protein-Expression (Diagr. 4.26) unter allen Vorstimulationsbedingungen und
nochmals nach Inkubation mit HAIgG als FcyR-vermittelter Effekt deutlich induziert
wurde, zeigten sich bei den anderen Chemokinen andere Regulationsmuster. So
bewirkte die Vorstimulation mit IFN-y eine Hemmung der mRNA-Transkription von
MIP-13 und MIP-2, bzw. hatte keinen Effekt auf die Expression von MIP-1a. Die
nachfolgende Inkubation mit HAIgG zeigte abermals inhibierende Wirkungen auf die
MRNA-Expression von MIP-1(3, sowie nur geringe Einflisse auf die Induktion der
MIP-1a- und MIP-2-mRNA-Mengen. Die Anwesenheit des Lymphokins IFN-y und
damit auch der Prasenz von Thl-Zellen sowie von IgG-IC wirde also die Fahigkeit
der DC uber Chemokinese noch weitere T-Zellen, im Fall von MIP-2, auch
Neutrophile, anzulocken verringern, wahrend die Rekrutierung von Monozyten durch
MCP-1 weiter verstarkt werden wirde. Die Vorstimulation mit TNF-a dagegen
regulierte die Chemokinexpression kaum. Eine nachfolgende Inkubation mit
aggregierten IgG fiuhrte hingegen stimulatorische Wirkungen auf die Transkription
der Chemokin-Gene aus. Bei Anwesenheit von Monozyten/Makrophagen, die als
potentielle TNF-a-Produzenten in der in vivo Situation in Frage kommen, besteht
also weiterhin die Mdoglichkeit zur chemotaktischen Rekrutierung weiterer
Lymphozyten an den Entziindungsort. Diese kdnnten dann mit der Produktion von
IFN-y die Chemokinese von T-Zellen verringern und gleichzeitig die IL-12-Sekretion
im Zusammenhang mit IC und FcyR-Stimulierung zur besseren Aktivierung der T-
Lymphozyten stimulieren.

Die Inkubation mit IFN-y scheint die XS52-DCs, die noch Eigenschaften muriner
Langerhans Zellen aufweisen, zu einer Zellausreifung zu beeinflussen. So wurde
auch in zu DCs ,ausreifenden” Langerhans Zellen eine Herunterregulation der MIPs
gefunden [HEUFLER et al., 1992]. Weitere Hinweise auf ,Maturationsvorgange*, die
durch IFN-y eingeleitet und oben schon beschrieben wurden, sind die verstarkte
MHC Klasse Il Expression, die Herunterregulierung des FcyRIl-Proteins, sowie die
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Erhéhung der IL-12 Produktion [BANCHEREAU & STEINMAN, 1998]. Die in die
Vorgange der Antigenprasentation involvierten Reaktionen sind also bidirektionale
Prozesse, bei der nicht nur DCs die T-Zell-Aktivierung induzieren, sondern auch
aktivierende Signale von den korrespondierenden T-Lymphozyten zuriick erhalten.

Zusammenfassend haben die Ergebnisse dieser Arbeit gezeigt, dald die Expression
der verschiedenen FcyR auf glomerularen Mesangiumzellen muriner Nieren ein
deutlich regulierter Prozel3 ist, der durch unterschiedliche Zytokine beeinfluf3t und
gesteuert werden kann. So wurde unter nicht-proliferierenden Zellkulturbedingungen
nur der als inhibitorischer Fc-Rezeptor beschriebene FcyRIIb2 von den MMC
transkribiert, wéhrend wachsende MMC alle drei FcyR-Klassen konstitutiv
exprimierten. Fur die Regulation der FcyR-Expression wurde die Relevanz des Thl-
Zell-Lymphokins IFN-y deutlich, das die Stimulation inflammatorisch wirksamer
Molekile wie der aktivatorischen Fcy-Rezeptoren FcyRlI und FcyRIll, sowie des
Oberflachenmolekils MHC Klasse Il bewirkte, wahrend es gleichzeitig auf die
Regulation des inhibitorischen FcyRIllb eine hemmende Wirkung ausiibte. Fir FcyRIl
und FcyRIll konnten diese gegenlaufigen Regulationen auch bei der
Oberflachenexpression gezeigt werden. Die FcyR-Ligation kann inflammatorische
Vorgange initiileren, die durch Zytokine und aktivierte Komlementfaktoren amplifiziert
werden kdnnen. Auch fur die Induktion und Regulation der Chemokinexpression
wurde die besondere Bedeutung des Lymphokins IFN-y deutlich, das mit
aggregierten IlgG auf verschiedenen Zelltypen wie MMC und DC differentiell und
deutlich unterschiedlich interagierte. Die Vorbehandlung der MMC mit IFN-y
verstarkte die Expression von MCP-1-, RANTES- und IP-10-mRNA. Eine Stimulation
mit IC erhéhte durch die Induktion der aktivatorischen Fcy-Rezeptoren FcyRI und
FcyRIII die Transkription und Translation der Chemokin-Gene noch weiter, was durch
den Vergleich von WT- und FcyRII-KO-MMC gezeigt werden konnte. Dagegen
bewirkte das Th1l-Lymphokin bei den DC Hemmungen der Genexpression von MIP-
2, MIP-1a und MIP-1(3, nicht aber von MCP-1. Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3
Produkte wvon stimulierten Mesangiumzellen und auch IgG-IC professionell
antigenpréasentierende DC zur vermehrten Sekretion von IL-12 stimulieren kénnen,
wodurch eine effektivere Aktivierung von T-Zellen moéglich werden kdnnte. MMC
kénnen also durch die Kreuzvernetzung ihrer ITAM-Fcy-Rezeptoren chemotaktische
Wirkungen auf Leukozyten austben und auch durch die Aktivierung von DC im
lokalen Entziindungsgeschehen bedeutende Rollen Gibernehmen, die das Potential
fur eine Ausheilung oder Chronifizierung der inflammatorischen Prozesse besitzen.
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