I11. Material und Methoden 18

1. MATERIAL UND METHODEN

1. Medien, Puffer und Lésungen

Sofern fiir den Ansatz von Ldsungen oder Puffern Wasser verwendet wurde, handelte es sich
um durch Umkehrosmose und lonenaustausch aufgereinigtes Wasser, dessen Leitféahigkeit der
doppelt destillierten Wassers entsprach (ELIX- und Milli Q-Wasser, Millipore). Im folgenden
wird es als H,O bezeichnet.

1.1 Zellkultur
Zellkulturmedium

RPMI 1640 mit Glutamax (Gibco) mit 1 mM Natriumpyruvat (Sigma) und 10% (R10) (v/v)

hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum (FKS, Gibco). Die Hitzeinaktivierung erfolgte 30

Minuten bei 56°C. Wurden Zell-Stimulierungsexperimente mit nicht-lebenden Erregern
durchgefihrt, so wurde das Medium zuséatzlich mit 100 E/ ml Penicillin und 100 pg/ ml
Streptomycin (beides Gibco) versetzt.

Medium fir in vitro Versuche mit Natlirlichen Killer Zellen

Alle in vitro Versuche mit isolierten Naturlichen Killer Zellen wurden in einem speziellen
Medium, basierend auf R10, durchgefuhrt. R10 wurde supplementiert mit 20 E/ ml murinem

Interleukin 2. Im folgenden wird dieses Medium als R10-1 bezeichnet.

PBS-Puffer (phosphate-buffered saline, 1x)
8,00 g NaCI, 0,20 g KCl, 0,20 g KH2P04, 1,15 g NagHPO4 X 2 HZO in 1000 ml Hzo. Die
Losung wurde mit 1 N HCI auf pH 7,2 eingestellt, sterilfiltriert (0,22 um) und ist bei 4°C

mehrere Monate haltbar.

HBSS-Puffer (Hank’s balanced salt solution, Gibco)
4,87 g Hank’s (5x), 1,00 ml NaHCO3 (7,5%) in 500 ml H,O. Die Lésung wurde mit 1 N HCI
auf pH 7,0 eingestellt, sterilfitriert und ist bei 4°C mehrere Wochen haltbar.
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ACK Lysispuffer

Fur die Lysis von Erythrozyten. 8,30 g NH,4CI (0,15 M), 1,00 g KHCO3 (1 mM), 37,2 mg
Na,-EDTA (0,1 mM) in 1000 ml H,0. Die Lésung wurde mit 1 N NaOH auf pH 7,3
eingestellt, sterilfiltriert (0,22 pum) und ist bei 4°C mehrere Monate haltbar.

PBS-EDTA
0,25% (w/v) Natrium-EDTA in PBS. Die Ldsung wird mit 1 N NaOH auf pH 7,4 eingestellt
und ist bei 4°C mehrere Wochen haltbar.

Einfriermedium
Fur die Kryokonservierung von Zellen wurde RPMI 1640 mit 20% (v/v) FKS und 10% (v/v)
DMSO (Merck) als Gefrierschutz verwendet. Hierzu wurden RPMI 1640 mit 40% (v/v) FKS

und RPMI 1640 mit 20% DMSO getrennt angesetzt. Die einzufrierenden Zellen wurden dann
in einer 1 : 2 Mischung der beiden Lésungen resuspendiert. Die einzelnen Ldsungen sind

getrennt bei 4°C mehrere Wochen haltbar.

1.2 Zellfarbungen

Trypanblau (Gibco)

0,5% (w/v) in gepufferter Salzldsung nach Hank (HBSS). Die L6sung ist bei Raumtemperatur
einige Wochen haltbar. Der Farbstoff dringt in alle Zellen ein. Lebende Zellen kénnen den

Farbstoff aktiv wieder ausscheiden, wéhrend tote Zellen angefarbt bleiben.

Diff Quik® (Baxter Dade)

Der Dade Diff Quik-Farbetest ist eine Schnellfarbemethode, deren Ergebnisse mit denen der

Pappenheim-Methode (Giemsa-May-Griinwald) gut vergleichbar sind. Die Farbung wurde
entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt.

Nachweis der unspezifischen alpha-Naphthylazetat-Esterase

Der Nachweis des Enzyms alpha-Naphthylazetat-Esterase dient der Differenzierung von
Monozyten, -blasten und Makrophagen. Der Ester alpha-Naphthylazetat wird durch das

Enzym Esterase hydrolysiert, wobei eine Naphtholverbindung entsteht. Dieser gespaltene
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Ester wird mit einem Diazoniumsalz zu einem wasserunloslichen rotbraunen Azofarbstoff

gekoppelt. Die Farbung wurde entsprechend den Herstellerangaben (Sigma) durchgefiihrt.

1.3 Puffer fir die Antikdrperaufreinigung

Alle fur die Sdulenchromatographie verwendeten Puffer wurden sterilfiltriert, bei 4°C
gelagert und kurz vor Gebrauch auf Raumtemperatur erwarmt und entgast. Bei 4°C sind die

Losungen mehrere Wochen haltbar.

Bindungspuffer: 20 mM Natrium-Phosphat Puffer, pH 7,0
Stammldsungen von 20 mM Na;HPO4 (2,84 g/ 1000 ml H,0) und NaH,PO,4 x 1 H,O (7,79 ¢/

1000 ml H,0O) wurden so miteinander vermischt, daB ein pH von 7,0 resultierte.

Elutionspuffer: 100 mM Glycin-HCI Puffer, pH 2,7
0,755 g Glycin (Sigma), 0,585 g NaCl in 200 ml H,O. Die Losung wurde mit 0,1 N HCI auf

einen pH von 2,7 eingestellt.

Neutralisationspuffer: 1 M Tris-HCI Puffer, pH 9,0
24,20 g Tris in 200 ml H,O. Die Lésung wurde mit 0,1 N HCI auf einen pH von 9,0

eingestellt.

1.4 Puffer fur die DurchfluBzytometrie

Féarbepuffer
PBS + 1% (v/v) FKS + 0,1 % (w/v) Natriumazid. Die Ldsung ist bei 4°C mehrere Wochen

haltbar.

Lagerungspuffer

Cell-Fix (Becton Dickinson). Kurz vor Gebrauch wurde die Stammlésung 1 : 10 mit H,O

verdunnt. Die Stammldsung ist bei Raumtemperatur mehrere Monate haltbar. Angefarbte
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Proben in Cell Fix kodnnen, dunkel und bei 4°C gelagert, mehrere Tage aufgehoben werden.

1.5 Losungen fir den indirekten ,,Sandwich* ELISA
Alle angesetzten Lésungen sind bei 4°C mehrere Wochen haltbar.
Puffer fir den ersten Antikdrper: 0,1 M Natriumcarbonat Puffer, pH 8,2

0,840 g NaHCOg3 in 100 ml H,0. Die Lésung wurde mit 1 M NaOH auf einen pH von 8,2
eingestellt.

Verdunnungsmedium fiir Antigen, zweiten Antikdrper und Streptavidin-Peroxidase
PBS mit 10% FKS

Waschpuffer

PBS + 0,05% (v/v) Tween 20

Blockierungspuffer

PBS + 10% FKS

Substratldsung: 2,2°-Azino-bis (3-Ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure) (ABTS)

75 mg ABTS (Sigma) wurden in 250 ml 0,1 M Zitronensaure-Monohydrat gelést und mit 1 N
NaOH auf pH 4,35 eingestellt. Aliquots dieser Losung wurden bei —20°C eingefroren und
sind dort mehrere Monate haltbar. Kurz vor Gebrauch wurden die Aliquots innerhalb von flnf

Minuten auf Raumtemperatur gebracht und mit 0,03% (v/v) H,O, (Sigma) versetzt.

1.6 Losungen fur den Stickoxidtest (aNO Bestimmung)

Losung A: 1% (v/v) Sulfanylamid (Sigma) in 5% (v/v) ortho-Phosphorséure

Loésung B: 0,1% (w/v) N-(1-Naphthyl) Ethylendiamin x 2 HCI in H,O

Griess-Reagenz: Herstellung aus gleichen Teilen Lésung A und B

Die Losungen wurden getrennt und lichtgeschiitzt bei 4°C aufbewahrt und sind so mehrere
Monate haltbar. Das Griess Reagenz wurde stets frisch angesetzt. NaNO, (10 mM) in H,O
geldst wurde als Nitrit-Standard verwendet. Die Stammlésung ist bei 4°C mehrere Monate
haltbar.
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1.7 Losungen fur den MTT-Test

MTT Stammldsung: 5 mg/ ml (w/v) 3-(4,5-Dimethyldiazol-2-yl)-2,5
Diphenyltetrazoliumbromid Thiazylblau (MTT, Sigma) in PBS (lichtgeschiizt bei 4°C

mehrere Monate haltbar)

SDS Lsung: 20% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS, Serva) in H,O. Die Lésung wurde mit

1 M CH3COONa auf pH 4,7 eingestellt.

1.8 Losungen und Reagenzien fur den Nachweis der Genexpression

Zum Ansetzen der Losungen wurde nur RNase/DNase freies H,O verwendet.

Tris-Acetat-EDTA /TAE) Puffer, pH 7.8

Tris 40 mM
EDTA 2 mM
Natriumazid 20 mM
Eisessig 29,6 mM

5 x Puffer fiir Reverse Transkriptase, pH 8,3
Tris-HCI 250 mM
KCL 375 mM
MgCI2 15 mM

10 x Puffer fir Tag Polymerase, pH 9.0
Tris-HCI 750 mM
(NH4)2504 200 mM
Tween 20 0,1% (v/v)

6 x Probenpuffer

Bromphenolblau 0,25% (v/v)
Xylencyanol 0,25% (v/v)
Glycerin 30% (v/v)
1% Agarose Gel

1g Agarose (Eurobio) wurden in 100 ml TAE Puffer aufgenommen und durch kurzzeitige

Erwarmung (Mikrowellen-Ofen) geldst.
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Ethidiumbromid Gebrauchsldsung

Zum Féarben der Agarosegele wurden 50 pl einer 5 mg/ ml Ethidiumbromid (Sigma)
Stammldsung in 300 ml H,O verdinnt. Die Gebrauchslésung (0,83 pg/ ml) kann mehrmals

wiederverwendet werden.

1.9 Losungen fur Proteinbestimmung, SDS-PAGE und Western-Blots

Proteinbestimmung

BioRad Protein Assay

Das Prinzip des Nachweissystems beruht auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant
Blue G-250 an basische oder aromatische Reste von Proteinen: Aufgrund verschiedener
Ladungen liegt der Farbstoff zundchst in drei unterschiedlich das sichtbare Licht
absorbierenden Formen vor. Durch die Bindung wird eine anionische Form stabilisiert, die bei
630 nm gemessen werden kann. Das 5x konzentrierte Farbstoffreagenz ist ca. ein Jahr bei 4°C
haltbar. Kurz vor Benutzung wird das Reagenz filtriert und 1 : 5 (in H,O oder PBS) verdiinnt.
Das verdiinnte Reagenz ist zwei Wochen haltbar.

Der Proteingehalt wurde anhand einer BSA-Standardreihe ermittelt.

photometrische Messung

im UV Licht bei 280 nm

SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Acrylamid Stammlésung (Roth)

Acrylamid 30% (v/v) und N,N-Methylen-Bisacrylamid 0,8% (v/v) in H,O

nicht reduzierender Probenpuffer (2x)

4% Natriumdodecylsulfat (SDS), 20% Glycerin, 0,02% Bromphenolblau und 0,125 M Tris-
HCI (pH 7,0). Fur reduzierenden Probenpuffer wurde zusatzlich 3% 2-Mercaptoethanol

verwendet.

Trenngel-Puffer (4x)

36,34 g Tris (Endkonz. 375 mM), 0,4% SDS (w/v), in 200 ml H,O. Die Lésung wurde mit
1 N HCI auf pH 8,8 eingestellt.
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Sammelgel-Puffer (4x)
6,06 g Tris (Endkonz. 125 mM), 0,4% SDS (w/v), in 100 ml H,O. Die Ldsung wurde mit 1 N
HCI auf pH 6,8 eingestellt.

Ammoniumpersulfat (APS)

100 mg/ ml in H,O geldst, Aliquots sind bei —20°C mehrere Monate haltbar.
TEMED:

N,N,N N -Tetramethyl-Ethylendiamin (Serva), Lagerung bei 4°C

Laufpuffer fiir die Elektrophorese

3,00 g Tris (0,025 M), 14,40 g Glycin (0,192 M), 0,1% SDS (w/v) in 1000 ml H,O.

Western-Blots

Transferpuffer
3,00 g Tris (0,025 M), 14,4 g Glycin (0,192 M) und 20% (v/v) Methanol in 1000 ml H,O

Ponceau-Rot Lésung

0,1% (v/v) Ponceau-Rot mit 5% (v/v) Essigsdure in H,O. Die Losung wird bei

Raumtemperatur gelagert und kann nach Gebrauch wiederverwendet werden.
Losungen fur die Farbung und Konservierung von Gelen
Coomassie Férbeldsung

0,125% (w/v) Coomassie-Blau (R-250) in 10% (v/v) Essigséaure, 40% (v/v) Methanol und

H,O wurden unter Rihren geldst und anschlieRend filtriert.

Coomassie Entfarber

10% Essigsaure (v/v) und 40% (v/v) Methanol in H,O
Konservierungslgsung

3% (v/v) Glycerin in H,O
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1.10 Losungen fur den spezifischen Nachweis von Immunglobulinen auf Dot- und
Western-Blots

Blockierungspuffer
5% (w/v) Magermilch (Neuform) in TBST

Waschpuffer

Tris Puffer (TBS)

8,8 g NaCl (Endkonz. 150 mM), 2,42 g Tris-HCI (20 mM) in 1000 ml H,O
Tween-TBS (TBST)

TBS mit 0,05% (v/v) Tween 20

Substrat fur Peroxidase

Chloronaphtol (Merck)
4-Chloro-1-Naphtol (2,2 mM) und 0,03% (v/v) H20, in TBS

ECL Reagenz (NEN)
Das Renaissance Chemolumineszenz Substrat wurde gemal der Gebrauchsanweisung des

Herstellers eingesetzt.

1.11 Loésungen fur die enzymatische Spaltung von Immunglobulinen

Azetat-EDTA Puffer

0,1 M Natriumazetat wird mit konzentrierter Essigséure auf einen pH von 5,0 eigestelit.
Danach wird die Lésung mit 0,003 M Natrium-EDTA versetzt.

1.12 Medien und Losungen fur die Transfektion pro- und eukaryontischer Zellen

Luria Broth (LB)-Medium (+/- Ampicillin)

1% (w/v) Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt (beides Oxoid) und 1% (w/v) NaCl wurden in
H,0 gelost. Fir Festmedien wurden 1,5% Agar (Oxoid) hinzugefiigt. Das Medium wurde

autoklaviert. Das fiir die Selektion transformierter Bakterien bendétigte Ampicillin wurde nach
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Abkuhlen des Mediums auf unter 56°C in einer Endkonzentration von 50 pg/ ml hinzugeflgt.
SOB Medium

10 mM MgSO,, 10 mM MgCl,, 20 mM Glukose wurden sterilfiltriert zu autoklaviertem und
auf unter 60°C abgekilhltem LB Medium gegeben.

Losung |
50 mM Glukose, 25 mM Tris-HCI pH 8,0 und 10 mM EDTA in H,O

Losung 11

0,2 N NaOH, 1% (w/v) SDS in H,0O

Ldsung 11

29,44 g Kalium-Azetat (Endkonzentration 3 M) wurden in 11,5 ml Eisessig und 28,5 ml H,O
gelost.

Tris-EDTA (TE) Puffer

10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA in H,0O

Cytomix (pH 7,6)

120 mM KClI, 0,15 mM CaCl,, 10 mM K;HPO4/KH,PO,, 25 mM HEPES, 2 mM EGTA,

5 mM MgCl; in H,O. Der pH wurde mit KOH auf 7,6 eingestellt. Kurz vor Gebrauch wurden
2 mM ATP hinzugefugt.

2. Zytokine

Alle Zytokine wurden sofort nach Erhalt nach Vorschrift des Herstellers gelést und in
Aliquots bei —20°C gelagert. Die verwendeten Zytokine sind in Tab. 3.1 gezeigt.

Tab. 3.1: Verwendete Zytokine

Zytokin Spezies Expressionssystem Herkunft

IL-10 Maus E. coli PeproTech

IL-10 Maus E. coli PeproTech

IL-12 Maus Sf 21 Insektenzellen R&D Systems

IFN-y Maus E. coli G. R. Adolf (Wien), ursprgl. Genentech

TNF-a  Maus E. coli C. Galanos (Freiburg), ursprgl. Knoll AG
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3. Antikorper

3.1 Funktionelle Experimente

Tab. 3.2: Antikorper fur funktionelle Experimente

Antigen Klon Spezies Ig Subtyp Herkunft
F4/80 F4/80 Ratte G2b, Hybridom S. Gordon (Oxford)
Uberstand
CI:A3-1 Ratte G2b, aufgereinigt * Serotec
(F4/80)
CD11a H35-89.9 Ratte G2a, aufgereinigt  D. Mannel (Regensburg),
ursprgl. M. Pierres (Marseille)
M17/4 Ratte G2a, aufgereinigt  Pharmingen
CD11b M1/70 Ratte G2b, aufgereinigt  P. Kaye (London),
ursprgl. T. Springer (Harvard)
CD16/CD32 2.4G2 Ratte G2b, aufgereinigt  Pharmingen
CD54 YN1/1 Ratte G2b, aufgereinigt  D. Mannel (Regensburg),
ursprgl. F. Takei (Vancouver)
KAT-1 Ratte G2a, aufgereinigt  Immunokontact
CD80 RMMP-2  Ratte G2a, aufgereinigt ~ Serotec
CD86 RMMP-1  Ratte G2a, aufgereinigt ~ Serotec
I-AY/1-E® 2G9 Ratte G2a, aufgereinigt  Pharmingen
Scavenger 2F8 Ratte G2b, Hybridom S. Gordon (Oxford)
Rezeptor Uberstand
irrelevant R35-95 Ratte G2a, aufgereinigt  Pharmingen
irrelevant R35-38 Ratte G2b, aufgereinigt  Pharmingen

a

Hybridom Uberstande wurden mit Hilfe der Affinitatschromatographie durch Kopplung

an entweder Protein A Sepharose (IgG2a) oder Protein G Sepharose (IgG2b) aufgereinigt.
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3.2 DurchfluRzytometrie

Tab. 3.3: Verwendete Antikorper fur die DurchfluRzytometrie

Zielmolekl Klon Spezies Ig Subtyp Konjugat Herkunft
F4/80 Cl:A3-1 Ratte G2b FITC Serotec
(F4/80)

NK Zellen DX5 Ratte M FITC Pharmingen
PMN RB6-8C5 Ratte G2b FITC Pharmingen
I-A%1-E® 2G9 Ratte G2a FITC/PE Pharmingen
CD3 17A2 Ratte G2b FITC Pharmingen
CD4 H129.19 Ratte G2a PE Pharmingen
CD8a 53-6.7 Ratte G2a FITC Pharmingen
CD11a M17/4 Ratte G2a FITC Pharmingen
CD11b M1/70 Ratte G2b FITC Pharmingen
CD19 1D3 Ratte G2a PE Pharmingen
CD45 30-F11 Ratte G2b FITC Pharmingen
CD54 3E2 armen. Hamster G, 1 FITC Pharmingen
CD69 H1.2F3 armen. Hamster G, 1 PE Pharmingen
CD80 RMMP-2 Ratte G2a FITC Serotec
CD86 RMMP-1 Ratte G2a FITC Serotec
CD119 GR20 Ratte G2a Biotin Pharmingen
irrelevant A95-1 Ratte G2b FITC Pharmingen
irrelevant R35-95 Ratte G2a FITC/PE Pharmingen
irrelevant R4-22 Ratte M FITC Pharmingen
irrelevant G235-2356 armen. Hamster G, 1 FITC/PE Pharmingen
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3.3 ELISA

Tab. 3.4 Verwendete Antikorper fur den indirekten ,sandwich* ELISA

Klon Spezies ’ Ig Subtyp ‘ Konjugat Herkunft
IL-13
1. Antikorper polyklonal Kaninchen |G Innogenetics
2. Antikorper polyklonal Kaninchen |G Biotin Innogenetics
IL-10
1. Antikorper JES5.2A5 Ratte Gl G. Bancroft (London)
2. Antikorper SXC-1 Ratte M Biotin Pharmingen
IL-12
1. Antikorper C15.6 Ratte Gl Genzyme
2. Antikorper C17.8 Ratte G2a Biotin Genzyme
IFN-y
1. Antikorper R4-6A2 Ratte G1 P. Kaye (London)
2. Antikorper AN-18 Ratte G2b Biotin H. Weltzien (Freiburg)
TNF-a
1. Antikérper G281-2626 Ratte Gl Pharmingen
2. Antikorper MP6-XT3 Ratte G1 Biotin Pharmingen
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4. spezifische Oligonucleotidsequenzen (,,Primer*)

Tab. 3.5: Verwendete Primer

Sequenz

GrofRe des
Fragments (bp)

Referenz

IL-1p°

sense (5°-)
GCAACTGTTCCTGAACTCA

antisense (5°-)
CTCGGAGCCTGTAGTGCAG

382

Montgomery 1991

IL-10%

sense (5°-)
TACCTGGTAGAAGTGATGCC

antisense (5°-)
CATCATGTATGCTTCTATGC

256

Song 1996

IL-12°

sense (5°-)
CGTGCTCATGGCTGGTGCAAAG

antisense (5°-)
CTTCATCTGCAAGTTCTTGGGC

312

Gazzinelli 1993a

IFN-y’

sense (5°-)
TACTGCCACGGCACAGTCATTGAA

antisense (5°-)
GCAGCGACTCCTTTTCCGCTTCCT

405

Stratagene

TNF-a°

sense (5°-)
ATGAGCACAGAAAGCATGATC

antisense (5°-)
TACAGGCTTGTCACTCGAATT

276

Stratagene

iNOS*®

sense (5°-)

CATGGCTTGCCCCTGGAAGTTTCTCTTCAAAG

antisense (5°-)

GCAGCATCCCCTCTGATGGTGCCATCG

754

Gazzinelli 1993b

HPRT®

sense (5")

GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG

antisense (5°-)
GAGGGTAGGCTGGCCTATAGGCT

362

Doherty 1996

F4/80°

sense (5°-)

TAGTAGAAGCTTAGTACGATGTGGGGCTTTTGG

CTGCTCCTCTTCTGGGGCTTCAG
antisense (5°-)

TAGTAGTCTAGAGAAAGGATGTTAACCCATCTTG

GAAGTGG

757

McKnight 1996

die Primer wurden von TIB Molbiol bezogen

die Primer wurden von Stratagene bezogen

die Primer wurden freundlicherweise von Dr. Andrew J. McKnight, Sir William Dunn

School of Pathology, Oxford, England, zur Verfligung gestellt
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5. Plasmide

Bsml

Abb. 3.1: pcDNA3 Plasmid (Invitrogen)

6. Restriktionsenzyme und -puffer

Die Zusammensetzung der Puffer fur den Restriktionsendonuklease-Verdau unterschied sich
nach Art des jeweiligen Enzyms. Fir eine zu verdauende Probe (1 pg DNA) wurde das
Enzymgemisch in einem Gesamtvolumen von 5 pl angesetzt. Die Enzyme wurden in einer
Aktivitat von ca. 0,25 E/ Probe eingesetzt, wobei 1 E der Menge des Enzyms entspricht, die
gebraucht wird, um 1 pug DNA in einer Stunde bei 37°C in einem Gesamtvolumen von 50 pl
zu schneiden. Tabelle 3.6 gibt eine Ubersicht tiber die verwendeten Restriktions-
Endonukleasen.
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Tab. 3.6: Verwendete Restriktionsendonukleasen®

Enzym Puffer Stammlésungen (10 x)

EcoR1 100 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl, 0,025% (v/v) Triton X-100, pH 7,5

Hincll 50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 100 pg/ ml BSA,
pH 7,9

Xbal %OgmM Tris-HCI, 50 mM NacCl, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 100 pug/ ml BSA, pH

Hindlll 10 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl, 10 mM MgCl,, 1mM DTT, pH 7,9

Balll 50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, pH 7,9

a

Die Restriktionsenzyme wurden von New England Biotechnology bezogen.

7. Zellinien

Alle Zellinien wurden in liegenden Zellkulturflaschen (Falcon) bei 37°C, 6% CO, und

wasserdampfgeséttigter Atmosphare in einem Brutschrank (Heraeus) kultiviert.

7.1 RAW 264.7 Zellen

Diese Zellinie wurde aus dem Aszites eines Tumors generiert, der durch Injektion des

Abelson LeukamieVirus in BALB/c Méuse induziert wurde. Phénotypisch &hnelt sie murinen

Monozyten und Makrophagen. Die Linie wurde freundlicherweise von Herrn Dr. N. Masihi,

Robert-Koch Institut, Berlin, zur Verfiigung gestellt.

7.2 P3X63Ag8.653 Zellen

Dieser Subklon geht auf die Linie P3K zuriick, die aus dem in BALB/c M&usen mit Mineraldl

induziertem MOPC-21 Plasmazytom isoliert und in Zellkultur genommen wurde. Die

verwendete Zellinie ist in Hypoxanthin-Guanin Phosphoribosyltransferase (HAT) Medium

nicht lebensfahig und wird fur Zellfusionen verwendet. Die Linie wurde freundlicherweise
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von Herrn Dr. H. Schéfer, Robert Koch-Institut, Berlin, zur Verfligung gestellt.

8. VVersuchstiere

8.1 Mause

Mause wurden nach Geschlechtern getrennt gehalten und fiir die Versuche durch zervikale

Dislokation getotet.

C.B-17 scid/scid (severe combined immunodeficiency), SCID-M4&use
Acht bis 12 Wochen alte ménnliche und weibliche C.B-17 SCID Mause (Bosma et al., 1983)
wurden von der Zentralen Versuchstierzucht (ZVZ, Bundesinstitut fir gesundheitlichen

Verbraucherschutz und Veterindrmedizin) bezogen. Die Tiere wurden im Tierstall des Robert
Koch-Institutes in einem separaten Raum in Kafigen mit Filterhauben (Uno) unter einer
Klasse | Werkbank mit horizontalem Laminarstrom gehalten. Ké&fige, Streu, Futter und
Trinkwasser wurden vor Verwendung sterilisiert, die Filterhauben nur unter einer Klasse Il
Sicherheitswerkbank entfernt. Die SCID Mutation wurde von der ZVZ nach der Methode von
Gordon et al. (1991) Uberprift.

BALB/c Mause

Mannliche und weibliche BALB/c Méause wurden im Alter von sechs bis 12 Wochen von der

ZVZ bezogen und im Tierstall des Robert Koch-Institutes gehalten.

129/SV x C57 BI/6J Mé&use (wildtyp und F4/80 -/-)
Die Generierung der F4/80 -/- (,,Knock outs*, KO-) M&use wurde von H.-H. Lin (Oxford,

England) wie folgt durchgefiihrt (pers. Mitteilung): Als Konstrukt wurde ein aus einer 129/SV
Genbank erhaltener Klon mit den Exons eins und zwei des F4/80 Gens verwendet, wobei
Exon eins fir die ersten zehn Aminosauren des Signalpeptides kodiert, welches fur den
Export des fertigen Proteins an die Zelloberflache verantwortlich ist. Dieses 1,8 kbp grof3e
Genfragment wurde so in einen pSAPBgal-Neo Vektor kloniert, dal3 die kodierende Sequenz
von Exon eins deletiert wurde. Nach Linearisierung wurde das Konstrukt durch
Elektroporation in murine CJ7 embryonale Stammzellen geschleust. Nach 14 Tagen

Kultivierung auf rontgenbestrahlten embryonalen Fibroblasten wurden die transfizierten
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Stammzellen durch G 418 Geneticin Selektion gewonnen. Jeweils 15 Stammzellen wurden in
C57BI/6J Blastozysten injiziert und in die Uteri von scheinschwangeren Weibchen
implantiert. Die Nachkommen sind fertil und zeigen ein normales Gewicht und eine dem
Wildtyp entsprechende Lebenslénge. Die histologische Untersuchung ergab keine
Auffalligkeiten in Bezug auf die OrgangroRe und zelluldre Zusammensetzung von Leber,
Lunge, Niere, Knochenmark, Herz, Thymus und Lymphknoten. Die immunhistochemische
Untersuchung zeigte keine Expression von F4/80 in den genannten Geweben, wobei alle
anderen Makrophagen-spezifischen Oberflachenmolekiile normal exprimiert waren. Die
zelluldre Zusammensetzung des peripheren Blutes war ohne Befund. Nach intraperitonealer
Injektion mit inaktivierten Cryptosporidium parvum Organismen konnte eine normale
Granulombildung beobachtet werden. Ménnliche und weibliche 129/SV x C57 BI/6J Mause
wurden im Tierstall der Sir William Dunn School of Pathology (Oxford, England) gehalten.
Vor jedem Versuch wurde die F4/80 Deletion durch eine PCR uberprift.

8.2 Ratten

Rattus norveqgicus familiaris (Stamm Wistar)

Ménnliche und weibliche Wistar Ratten wurden von der ZVZ bezogen und im Tierstall des
Robert Koch-Instituts gehalten. Fur die Infektion mit Pneumocystis carinii wurden ca. 200 g,
flr die Immunisierung mit murinen NK Zellen ca. 600 g schwere Tiere verwendet. Fir die
Herstellung von P. carinii-infizierten Lungen wurden Ratten mit Kortisonazetat (Fortecortin ,
Merck, 2 — 4 mg/ Trinkwasser) und einer proteinreduzierten Di&t (maximal 10% Protein,
ssniff) immunsuppressiv behandelt (Bartlett et al., 1988). Zur VVorbeugung gegen bakterielle
Infektionen wurde zusatzlich 500 mg/ Liter Tetracyclin-HCI (ICN) in das Trinkwasser
gegeben. Der Infektionsverlauf wurde anhand des Verlustes von Korpergewicht sowie von
Dyspnoe und des Gesamteindrucks protokolliert. Nach ca. 12 Wochen wurden die Tiere mit

Kohlendioxid getotet.
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9. Erreger

9.1 Listeria monocytogenes (L. monocytogenes)

Stamm EGD Serotyp 1/2b. BALB/c Mause wurden jeweils mit 4 x 10% koloniebildenden
Einheiten (colony forming units, cfu) von L. monocytogenes Bakterien/ 250 ul intravends
infiziert. Nach zwei Tagen wurde die Milz steril entnommen und homogenisiert. Die
isolierten Bakterien wurden iber Nacht bei 36°C in Tryptikase-Soja-Bouillon (Oxoid) im
Schittelwasserbad inkubiert. Um Mediumanteile zu entfernen wurden die Bakterien dreimal
mit PBS gewaschen (Zentrifugation: 2.000 x g, 15 Minuten, Raumtemperatur). Zur Z&hlung
der lebenden Bakterien wurden sie in verschiedenen Verdiinnungen auf Tryptikase-Soja-Agar
ausgesat und die cfu bestimmt. Anschlielend wurde die Bakteriensuspension aliquotiert und
bei —80°C eingefroren. Um die Bakterienzahlen, die nach dem Einfrieren tatsachlich in den
Experimenten eingesetzt wurden, méglichst genau zu bestimmen, wurde ein Aliquot der
Listerien nach dem Auftauen noch einmal in verschiedenen Verdiinnungen auf Tryptikase-
Soja-Agar ausgesat und die cfu bestimmt. Verluste lebender Bakterien durch den VVorgang des
Einfrierens und Auftauens konnten somit erkannt werden. Ungefahr 95% der eingefrorenen

Listerien waren nach dem Auftauen noch viabel.

9.2 Hitzegetotete Listeria monocytogenes (hkLm)

Ein Teil der wie unter 9.1 beschrieben gewonnenen Listerien wurden in einem Wasserbad bei
62°C fur eine Stunde inkubiert und dadurch abgetotet. Die Wirkung der Hitzebehandlung
wurde tberprift, indem ein Aliquot der Bakterien anschlie3end auf Tryptikase-Soja-Agar
ausgesat wurde. Nach der Hitzebehandlung wurde eine Koloniebildung nie beobachtet. Fir
den Einsatz der hkLm in den Versuchen wurden die Bakterienzahlen lebender Listerien nach

einmaligem Auftauen zugrundegelegt.
9.3 Pneumocysis carinii (P. carinii)
Zysten und Trophozoite von P. carinii aus infizierten Rattenlungen wurden nach der von

Cushion & Walzer (1984) beschriebenen Methode isoliert und aufbereitet. Einer getoteten

Ratte wurde steril die Lunge entnommen und gewogen. VVon einem Unterlappen der Lunge
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wurde ein Schmierpraparat angefertigt und mit Diff-Quik (Baxter Dade) geféarbt. Von einer
Schnittstelle der Lunge wurde ein Abstrich angefertigt und zur Beurteilung der Sterilitét in
das mikrobiologische Labor des Robert Koch-Institutes gegeben. Die Lunge wurde mit einer
Schere zerkleinert und durch ein rostfreies Sieb (440 Maschen/ cm?) gerieben. Das
Homogenat wurde in PBS durch doppelt gelegte Nylongaze (Nytal, Maschenweite 125 pm)
getropft und zweimal mit kaltem PBS gewaschen (Zentrifugation: 1.000 x g, 15 Minuten,
4°C). Die Erythrozyten im Sediment wurden mit ACK Puffer fur finf Minuten bei 37°C
lysiert. Es folgten zwei weitere Waschschritte. Nach Quantifizierung der P. carinii
Gesamtpopulation anhand Diff-Quik -gefarbter Préparate wurden die Erreger aliquotiert und
in einer Zelldichte von ca. 1 x 108/ ml Einfriermedium in fliissigem Stickstoff gelagert. Als
Kontrollpréparation (ohne Erreger) flr die spéteren in vitro Versuche wurden die Lungen aus
nicht infizierten Ratten auf die gleiche Weise aufgearbeitet, wie die P. carinii infizierten
Lungen. Die Anzahl verbliebener Wirtszellen diente als MaR fur einen aquivalenten Einsatz.
Die Wirtszellen wurden in Diff-Quik -geféarbten Préparaten gezahlt und die Lungenkontrolle
ohne P. carinii entsprechend der Wirtszellkontamination im P. carinii Lungenhomogenat

eingestellt.

10. Zellkultivierung

Alle Zellen wurden in liegenden Zellkulturflaschen (Falcon) oder Petrischalen (Greiner) in

einem Brutschrank (Heraeus) bei 37°C, 6% CO, und wasserdampfgeséttigter Luft kultiviert.
10.1 Kultivierung adhéarenter Zellen

Um adhdrente Zellen vom Boden einer Kulturflasche zu 16sen wurde das Medium nach
einmaligem Abspilen der Zellen mit PBS durch eine PBS-EDTA Lésung ersetzt und 20
Minuten bei 4°C inkubiert. Durch Schlagen auf den Boden der Flaschen verloren die Zellen
ihre Adhérenz. Die Zellen wurden zweimal in PBS gewaschen (Zentrifugation: 250 x g, zehn
Minuten, 4°C). Die Flasche wurde ebenfalls mit PBS ausgewaschen. Zur weiteren
Kultivierung wurden die Zellen in gewinschter Dichte in frischem Medium aufgenommen

und in die Flasche zuriickgegeben. Dieser Vorgang wurde alle zwei bis drei Tage wiederholt.
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10.2 Kultivierung nicht adh&renter Zellen

Nicht adharente Zellen konnten durch einfaches Resuspendieren geerntet werden. Die Zellen

wurden alle zwei bis drei Tage gewaschen und verdunnt in frischem Medium weiterkultiviert.

10.3 Zellzahlung und Vitalitatsbestimmung

Trypanblau
Es wurde stets die Anzahl der vitalen Zellen in einer Suspension bestimmt. Einer Zahlung

ging deshalb eine Vitalfarbung mit Trypanblau (Gibco) voraus. Der Farbstoff wurde mit der
Zellsuspension im Verhéltnis 1 : 2 gemischt. Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit einer
Z&hlkammer nach Neubauer.

MTT Test

Um die Vitalitat von Zellen zu messen, wurde die Methode des Einbaus von MTT gewéhlt
(Mosmann, 1983). Durch die Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenase wird die gelbe
MTT Lo6sung in blaue Formazankristalle umgewandelt. Dazu wurden 10 pl der MTT
Stammldsung (Kap. 111, 1.7) zu 200 pl der Zellkultur gegeben und zwei bis sechs Stunden bei
37°C inkubiert. Nach Zugabe von 50 ul 20% SDS Losung und einer Inkubation ber Nacht

bei 37°C wurden die Zellen lysiert und die Farbbildung photometrisch bei 570 nm gemessen.

10.4 Einfrieren von Zellen

Die einzufrierenden Zellen wurden geerntet und die Vitalzellzahl bestimmt. Die Zellen
wurden in PBS gewaschen und in einer Konzentration von 1 - 2 x 107 Zellen/ ml in RPMI
1640 Medium mit 40% FKS aufgenommen. AnschlieRend wurde diese Suspension mit dem
gleichen Volumen an RPMI 1640 mit 20% des Gefrierschutzmittels Dimethylsulfoxid
(DMSO) vermischt, so daR eine Zelldichte von 5 - 10 x 10%/ ml eingestellt war. Die
Suspension wurde in Aliquots von 1 ml in Einfrierréhrchen (Nalgene) Gberfihrt. Zur
gleichmaRigen Abklhlung (1°C/ Minute) wurden die Zellen in Einfriergeféalien mit
Alkoholmantel (1 C Cryo Freezing Container, Nalgene) bei —80°C eingefroren. Nach zwei bis

drei Tagen wurden die Rohrchen in flissigen Stickstoff Gberfuhrt.
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10.5 Auftauen von Zellen

Das Auftauen von Zellen sollte mdglichst rasch erfolgen. Das Einfrierréhrchen wurde nach
der Entnahme aus dem fllssigen Stickstoff im 37°C Wasserbad solange geschwenkt bis nur
noch ein kleiner Teil Gefrorenes zu erkennen war. Die Zellsuspension wurde sehr langsam
mit demselben VVolumen an R10 durchmischt. Um das Frostschutzmittel DMSO zu entfernen,
wurde einmal mit R10 gewaschen. Die Zellen wurden in dem jeweilig empfohlenen Medium
aufgenommen und in eine Kulturflasche ausgesat. Am néchsten Tag wurde nochmals
gewaschen, um tote Zellen und den Rest des DMSO zu entfernen und die Zellen verdiinnt in

Medium aufgenommen.

10.6 Mykoplasmennachweis und -behandlung

Mykoplasmen treten hdufig in Zellkulturen als Kontaminanten auf und kénnen dabei
vielféltige storende Wirkungen entfalten. Im Lichtmikroskop sind sie aufgrund ihrer geringen
GroRe nicht sichtbar. Da Mykoplasmen im Gegensatz zu anderen Prokaryonten keine
Zellwand besitzen und damit unregelméRige Formen annehmen kdnnen, passieren sie auch
Sterilfilter von 0,2 um. Die meisten Mykoplasmenarten bendétigen isotonisches Milieu. Durch
destilliertes oder Millipore aufbereitetes Wasser sind daher keine Kontaminationen zu
erwarten. Auch reichen die Ublichen Sterilisationsmethoden fir die Zerstérung von
Mykoplasmen aus. Sie kénnen jedoch durch unsteriles Arbeiten oder nicht sachgeman
sterilisierte Verbrauchsgeréte auf Zellkulturen ibertragen werden. Die haufigste
Infektionsquelle ist die Ubertragung durch Aerosole von infizierten Kulturen. VVor dem

Einfrieren von Zellen wurden die Kulturen auf Mykoplasmen getestet.

Mykoplasmennachweis durch Bisbenzimidfarbung

Von den zu untersuchenden Zellkulturen wurde ein Praparat hergestellt. Die Zellsuspension
sollte fiir diesen Zweck ein stationdres Kulturstadium erreicht haben und 1 x 10° — 5 x 10°
Zellen / 200 ul enthalten. Dieses Volumen wurde Uber eine Trichtervorrichtung auf einen
gesduberten und entfetteten Objekttrager aufgebracht und 5 Minuten bei 250 x g zentrifugiert.
Nach dem Lufttrocknen des Préparates erfolgte eine 15min(tige Fixierung in einem
Essigsadure-Methanol- 1 : 4 —Gemisch. Das getrocknete Praparat wurde mit
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Bisbenzimidlésung (0,25 pg/ ml) bedeckt. Bisbenzimid (Hoechst) ist ein Fluoreszenzfarbstoff
zum Nachweis von DNA. Nach 30 Minuten wurde die Lésung mit H,O abgespult und
zweimal funf Minuten in H,O gewaschen. Nach dem Trocknen wurde das Praparat mit
Glyzerin eingedeckt und mit 1000facher VVergroRerung betrachtet. Fir die Auflicht-
Fluoreszenzmikroskopie wurde ein Axioskop mit Filtersatz 09, blau: Anregungsfilter 450-
490, Sperrfilter LP 520 (Carl Zeiss) verwendet.

Behandlung von mykoplasmenkontaminierten Zellkulturen

Mykoplasmenkontaminierte Zellkulturen wurden mit Ciprofloxacin (Bayer), einem
gyrasehemmenden Antibiotikum, behandelt. Die zu therapierenden Zellen wurden auf eine
Dichte von 1 x 10°/ ml eingestellt und dem Penicillin- und Streptomycin-freien Medium

10 pg Ciprofloxacin/ ml Medium zugegeben. Fr die Dauer von 12 bis 14 Tagen wurde diese
Behandlung alle drei Tage wiederholt. Eine weitere Bisbenzimidfarbung diente der
Therapiekontrolle. Im Gegensatz zu anderen Verfahren werden Mykoplasmen durch
Ciprofloxacin abgetotet. Eine sorgfaltige VVorgehensweise ist aber aufgrund von haufig

auftretenden Resistenzen von &ul3erster Wichtigkeit.

11. Gewinnung von Zellen aus SCID M4&usen

11.1 Gewinnung von Gesamtmilzzellen

Getoteten Mdusen wurde steril die Milz entnommen, die anschlieBend sofort in kaltes HBSS
uberfuhrt wurde. Die Milzkapsel wurde an beiden Enden aufgeschnitten und die Zellen mit
einer gebogenen Kanile in 2 ml R10 herausgestrichen. Die Zellen wurden mit einer Pipette
resuspendiert und einmal mit R10 gewaschen (Zentrifugation: 10 Minuten, 250 x g, 4°C). Zur
Lysis der Erythrozyten wurde das Zellsediment mit 3 - 5 ml kaltem ACK Puffer vorsichtig
resuspendiert. Nach funf Minuten bei Raumtemperatur wurde die Lysis mit dem gleichen
Volumen R10 gestoppt, die Zellen zweimal gewaschen, gezahlt und fur die jeweilige

Verwendung verdiinnt. Pro SCID Maus konnten so 5 — 8 x 10° Zellen gewonnen werden.
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11.2 Gewinnung von murinen Knochenmarkkulturmakrophagen

Getoteten Mdusen wurden steril Tibiae und Femura entnommen und von den umliegenden
Muskeln freiprapariert. Die Gelenkktpfe wurden an den Epiphysenfugen abgetrennt und das
Knochenmark mit kaltem HBSS aus einer 10 ml Spritze mit 27 G-Einmalkandile (Braun)
herausgespult. Die Knochenmarkzellen wurden bei 4°C, 12 Minuten mit 250 x g zentrifugiert.
Die Zellen einer Maus wurden in 120 ml RPMI 1640 Medium, das mit 10% FKS, 5%
Pferdeserum und 15% L929 Fibroblasten (M-CSF)-Uberstand supplementiert war,
aufgenommen (Pluznik’s Medium, modifiziert nach Pluznik und Sachs, 1966). Durch
Makrophagen-koloniestimulierenden Faktor (M-CSF) wird die selektive Proliferation und
Differenzierung von Zellen der Makrophagen/ Monozytenlinie aus Knochenmarkstammzellen
gefordert. Die Zellsuspension wurde auf zehn Petrischalen (Greiner) verteilt und bei 37°C,
6% CO; inkubiert. Es wurden Petrischalen gewahlt, die nicht aus speziellem Kulturplastik
bestanden, da die Makrophagen an diesem Material nur leicht adhérierten. Nach sieben Tagen
wurde ein Drittel des Mediums, und damit auch die nicht adharenten Zellen, abgenommen
und durch R5 ersetzt. Dieser Schritt bewirkt eine homogene Ausdifferenzierung der Zellen.
Nach weiteren drei Tagen wurden die Makrophagen geerntet. Dafiir wurde das Medium ganz
entfernt und durch warmes HBSS ersetzt. Nicht adhdrente Zellen wurden durch zweimaliges
Spulen mit HBSS entfernt. Die Petrischalen wurden anschlieend fiir 30 Minuten bei 4°C
inkubiert, wobei die niedrige Temperatur eine Abrundung der Zellen und damit eine
Ablosung vom Plastik bewirkte. Die Makophagen wurden dann mit kaltem HBSS und einer
10 ml Spritze (20 G-Einmalkaniile) von den Petrischalen gespiilt. Pro Maus wurden ca 5 x 10’
Makrophagen geerntet. Diese Methode der Makrophagengewinnung ist zwar, da sie sich tber
zehn Tage erstreckt, langwierig, bietet dafiir jedoch eine hohe Zellausbeute mit
reproduzierbaren Zellmengen und Eigenschaften. Die Reinheit der Zellen wurde mit der
Anférbbarkeit des Md-spezifischen Antikorpers F4/80 und dem Nachweis der unspezifischen
alpha-Naphthylazetat-Esterase Uberprift und lag in beiden Féllen stets bei > 98%.

11.3 Gewinnung von murinen Milzmakrophagen

Nach Gewinnung von Gesamtmilzzellen, Erythrozytenlysis und Zellz&hlung wurde die
Zellsuspension in Zellkulturpetrischalen (Falcon) ausgesét und zwei Stunden bei 37°C
inkubiert. Anschlielend wurde das Medium und damit die nicht adhédrenten Zellen entfernt

und die Petrischalen zweimal mit warmem HBSS gespult. Die adhdrenten Zellen wurden in
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HBSS fir 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Die niedrige Temperatur bewirkte eine Abrundung
der Zellen und damit eine Ablésung vom Plastik. Danach wurden sie mit kaltem HBSS und
einer 10 ml Spritze (20 G-Einmalkanle) von den Petrischalen gespult. Es konnten pro Maus
5 bis 8 x 10° Gesamtmilzzellen gewonnen werden. Nach der Selektion wurden 1 bis 5 x 10°
Milzmakrophagen geerntet. Die Reinheit der isolierten Zellen wurde mit der Anféarbbarkeit
des murinen Makrophagen Antikorpers F4/80 und dem Nachweis der unspezifischen alpha-

Naphthylazetat-Esterase Uberprift und lag in beiden Fallen bei 90-95%.

11.4 Isolierung von Naturlichen Killer Zellen

Der Begriff ,,NK Zellen* fal3t Zellpopulationen aufgrund funktioneller Eigenschaften
zusammen. Zur Bestimmung von NK Zellen missen drei Charakteristika gleichzeitig
zutreffen: 1) Die Zellen durfen nicht adhérent sein, 2) sie missen zytotoxisch fir Yac-1
Zellen, nicht aber fur P815 Zellen sein, 3) sie mussen auf ihrer Oberflache ein
charakteristisches Antigen, Asialo GM1, tragen (Kasai et al., 1980).

Gewinnung von nicht adhérenten Zellen aus SCID Gesamtmilzzellen

Eine 10 ml Einwegspritze wurde mit 0,7 g Nylonwolle (Robbins Scientific) gefllt. Hierbei
sollten Handschuhe getragen werden. Dann wurde die Wolle mit PBS gut durchfeuchtet und
autoklaviert. Kurz vor dem Gebrauch wurde die Spritze mit RPMI 1640 + 20% FKS (R20)
gefullt, um das PBS zu verdrangen. Luftblasen wurden mit einer Glaspipette aus der Wolle
entfernt. Mit R20 bedeckt wurde die S&ule senkrecht und am unteren Ende durch einen Drei-
Wege-Hahn (Vygon) verschlossen 45 Minuten bei 37°C im Brutschrank aquilibriert. Nach
Gewinnung von Gesamtmilzzellen, Erythrozytenlysis und Zellzahlung wurden die Zellen in
R20 resuspendiert und in einem Gesamtvolumen von 1 ml auf die Nylonwollesdule
aufgetragen. Die maximale Zelldichte von 7 x 10" bis 1 x 10%/ Saule darf nicht tiberschritten
werden. Die Zellen wurden mit R20 in die Saule hineingespult. Die Sdule wurde flr 45
Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Zur Zellernte wurde eine 23 G-Einmalkanile an
den Drei-Wege-Hahn angeschlossen und die Zellen mit 10 ml warmem R20 aus der Wolle
effluiert. Die Zahl der Gesamtmilzzellen pro Maus betrug 5 bis 8 x 10°. Nach Passage der
Nylonwollesaule konnten 2 bis 3 x 10° (ca. 40%) nicht adhérente Zellen gewonnen werden. In
Diff-Quik -Praparaten konnte im Effluat nur ein Zelltyp beobachtet werden, andere nicht
adharente Zellpopulationen, wie beispielsweise T-Lymphozyten sind in der SCID Maus nicht

nachweisbar, granulierte Zellen wurden nicht beobachtet.
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Analyse der isolierten Zellen auf NK Zell Charakteristika

Zur Untersuchung der Zytotoxizitat wurde ein modifiziertes Nachweissystem nach Kiessling
et al. (1975) verwendet. Die isolierten Zellen wurden in einer Dichte von 1 x 10° Zellen/ ml
NK Medium (s. Kap. 11, 1.1), Yac-1 Zellen in einer Dichte von 1 x 10° Zellen/ ml NK
Medium in 96 Loch Mikrotiterplatten eingeséat. In einem Parallelversuch wurden beide
Zelltypen in oben genannten Zelldichten gemeinsam eingesat. Das Gesamtvolumen pro
Vertiefung betrug jeweils 200 pl. Nach einer Inkubation tber 24 Stunden bei 37°C wurde die
Zelldichte Gber MTT Einbau bei 570 nm photometrisch bestimmt. In einem weiteren Ansatz
wurden die isolierten Zellen und Yac-1 Zellen zunéchst in oben genannten Dichten in nur
100 pl Endvolumen inkubiert. Nach dem Einbau von MTT wurden beide Ansétze vereinigt.
Die Zelldichte wurde ebenfalls photometrisch bestimmt. Der gleiche Versuchsansatz wurde
auch mit P815 Zellen anstelle von Yac-1 Zellen durchgefiihrt. Nach diesem System werden
im Durchschnitt 65% der Yac-1 Zellen durch einen zytotoxischen Effekt der isolierten Zellen
getotet, wobei die weitgehend resistenten P815 Zellen noch zu 15% getotet wurden. Diese
erhohte zytotoxische Aktivitét ist auf das im Medium enthaltene IL- 2 zurlickzufiihren. Bis zu
einem gewissen Grad ist jede Zelle gegen IL-2 aktivierte NK Zellen sensitiv (Roozemond et
al., 1986). Da ohne den Zusatz von IL-2 jedoch die Viabilitét isolierter NK Zellen
eingeschrankt war, muf3te in Kauf genommen werden, daB in einem Teil der vorliegenden
Arbeit mit teilweise aktivierten NK Zellen gearbeitet wurde.

Die Anwesenheit NK Zell spezifischer Antigene wurde durchfluBzytometrisch und
immunzytochemisch bestimmt. Alle in den Versuchen eingesetzten NK Zellen waren positiv
fur Asialo GM1 und negativ fur F4/80 und das Enzym alpha-Naphthylazetat-Esterase. Zu
einem spateren Zeitpunkt wahrend der Durchfuihrung der Experimente zur vorliegenden
Arbeit war ein weiterer NK Zell spezifischer Antikorper erhéltlich. Dieser Antikorper (DX5,
Pharmingen) féarbte ca. 50% der isolierten Zellen, was nach Angaben des Herstellers der
maximalen Anférbbarkeit isolierter NK Zellen entsprach.
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12. In vitro Interaktionen zwischen Makrophagen und NK Zellen der SCID

Maus

12.1 Allgemeine Kultivierungsbedingungen

Gesamtmilzzellen wurden stets in einer Zelldichte von 1 x 10%/ ml, isolierte Zellpopulationen
jeweils mit 5 x 10°/ ml eingesetzt. Die Zellen wurden entweder in R10 oder R10-1 in 24
(Gesamtvolumen 1 ml) oder 96 (Gesamtvolumen 200 ul) Loch Mikrotiterplatten eingeséat. Die
Inkubation erfolgte bei 37°C, 6% CO, in einem Brutschrank (Heraeus) unter
wasserdampfgesattigter Atmosphare. Die Inkubationzeiten richteten sich nach den
Anforderungen des Tests (im Ergebnisteil beschrieben) und den zu messenden Stoffen: Fir
den Nachweis von TNF-a wurden die Uberstande nach 18 Stunden, fiir alle weiteren Faktoren
nach 24 oder 48 Stunden entnommen. Makrophagen wurde vier Stunden Zeit gegeben, um an
die Boden der Mikrotiterplatten zu adharieren, bevor andere Zellen hinzugefiigt wurden. Das
Medium wurde dann entfernt und sofort durch neues, NK Zell-haltiges Medium ersetzt. Die
Zugabe der Erreger erfolgte in Medium. Die Versuche wurden so geplant, dal3 die Zellen nach
der Entnahme aus Tieren oder der Isolierung von Nylonwollesaulen moglichst schnell
eingesetzt wurden. Wahrend der Inkubation wurde mikroskopisch auf mdgliche
Kontaminationen geachtet. Die Uberstande wurden nach ihrer Entnahme zentrifugiert (250 x
g, 10 Minuten, 4°C) und in die Nachweissysteme eingesetzt. Fir spatere Messungen wurden
die Uberstande aliquotiert und bei —20°C eingefroren, wobei darauf geachtet wurde,

eingefrorene Uberstande nicht mehrmals aufzutauen.
12.2 Koinkubationen von Makrophagen und NK Zellen im Zwei-Kammern-System

Koinkubationsversuche wurden in den oben genannten Zelldichten durchgefiihrt. Zur
Trennung der Populationen wurden Multiwell Membraneinsatze mit 1 x 10® Poren und einer
Porengrol3e von 0,45 um (Falcon) gewahlt, die in 24-Loch Mikrotiterplatten eingehangt
werden konnen. Diese verhinderten den direkten Zell-Zell-Kontakt zwischen den

verschiedenen Populationen, I6sliche Faktoren konnten jedoch ungehindert permeiren.
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12.3 Blockierungsexperimente

Der EinfluB von membranstandigen Molekilen wéhrend der Aktivierungsphase der
naturlichen Infektabwehr in vitro wurde mit Hilfe spezifischer monoklonaler Antikdrper
untersucht. Diese wurden zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Aktivierung von SCID
GMZ oder aufgereinigten Makrophagen und NK Zellen in das Inkubationssystem gegeben.
Vor ihrer Verwendung wurde das in manchen Antikérperpraparationen vorhandene
Natriumazid durch Zentrifugations-Dialyse (Centricon, Amicon) entfernt, obwohl
Natriumazid bis zu einer Konzentration von 0,05% das Experimentalsystem nicht beeinfluf3t

(gemessen am MTT Einbau).
12.4 Neutralisationsexperimente
Neutralisationsversuche gegen Interleukin 10 wurden wie unter 12.1 beschrieben

durchgefuhrt. Vor der Inkubation wurde den Zellen jedoch zusétzlich 10 pg/ ml monoklonaler
anti-1L-10 Antikorper (Klon JES5-2A5) zugegeben.

13. Methoden des Nachweises von immunologisch wirksamen Mediatoren

13.1 Nachweis aus dem Kulturtberstand

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Eine Methode zur quantitativen Bestimmung von Zytokinen stellt der ELISA dar. Zur
Verwendung kamen hier ausschlieBlich mehrschichtige (sandwich-) ELISA. Hierbei wird das
zu untersuchende Antigen von zwei Antikdrpern eingerahmt: Der erste ist an eine Matrix
(Mikrotiterplatte) gekoppelt, der zweite Antikorper dient als Nachweissystem. Dieser kann
stochiometrisch nur in der Menge binden, in der das Antigen vorhanden ist. Im vorliegenden
Falle waren die Antikorper stets biotinyliert. Biotin geht mit Streptavidin einen spezifischen
Komplex ein. An Streptavidin ist ein Enzym gekoppelt (Peroxidase), welches ein spéater
hinzugefugtes Substrat umsetzt. Diese Umsetung geht mit einer photometrisch meRbaren
Farbanderung des Substrats einher. Die Konzentration des nachzuweisenden Antigens ist

somit direkt verantwortlich fiir eine Anderung der Farbintensitat.
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Uber Nacht wurde der erste Antikérper in NaHCOs- Puffer, pH 8,2 bei 4°C an den Boden
einer 96 Loch Mikrotiterplatte (Maxisorp F16, Nunc) gebunden. Im Uberschuf vorhandener
und nicht gebundener Antikérper wurde durch zweimaliges Waschen entfernt. Nach
Absattigung des Plattenbodens mit einer 10% FKS enthaltenden Blockierungslosung (zwei
Stunden, Raumtemperatur) und zwei weiteren Waschschritten wurde das zu untersuchende
Material (hier: Zellkulturiberstand und rekombinante Proteine als Standardreihe) in einem
Volumen von 100 pl in die Vertiefung gegeben. Die Inkubation erfolgte Giber Nacht bei 4°C.
Nach viermaligem Waschen wurde der zweite Antikdrper (100 ul) in die Vertiefung gegeben.
Dieser Antikorper war biotinyliert und wurde fir eine Stunde inkubiert. Nach sechs
Waschschritten wurde Streptavidin-Peroxidase (100 pl, Amersham) in einer Verdiinnung von
1:1000 eingesetzt. Nach 45 Minuten wurde achtmal gewaschen und die Substratldsung
(ABTS, Sigma) in 100 ul/ Vertiefung dazugegeben. Eine Farbbildung erschien stets innerhalb
der ersten zehn Minuten und konnte bei einer Wellenldnge von 405 nm (Referenzwellenlénge
490 nm) photometrisch gemessen werden (Microplate Reader MR 700, Dynatech). Zum
Abstoppen der Farbreaktion ist es méglich 100 pl 1 M Zitronensaure (oder 20% (w/v) SDS
oder 12,5% H,SO,) zu verwenden. Die unteren Nachweisgrenzen fur die verwendeten
Zytokin ELISAs lagen bei 40 pg (I1L-10, IFN-y), 80 pg (IL-12, TNF-a), 160 pg (I1L-1pB).

Bestimmung von anorganischen Stickoxiden (aNO)

Makrophagen produzieren bei Aktivierung Stickstoffradikale. Diese sind instabil und kénnen
nur indirekt tber ihre oxidierten Folgeprodukte (NO,, NO3) nachgewiesen werden (Green et
al., 1982). Durch eine konzentrationsabhangige Farbreaktion wurde der Gehalt der
Endprodukte Nitrit und Nitrat in den Kulturtiberstdnden photometrisch bestimmt. VVon einer
100 uM Natriumnitritlésung, die als Standard diente, wurden verschiedene Verdiinnungen,
von 100 puM bis 2 uM, hergestellt und jeweils 100 pl davon in die Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte pipettiert. Von den zu testenden Uberstanden wurden ebenfalls 100 pl
vorgelegt. Die Proben beziehungsweise der Standard wurden nun mit frisch hergestelltem
Griess Reagenz (Kap. 111, 1.6) im Verhaltnis 1 : 2 gemischt. Nach flinfmindtigem Schtteln
konnte der Test photometrisch bei 570 nm gemessen werden. Zur Auswertung wurde von den
Extinktionen der Natriumnitritverdiinnungen eine Eichgerade erstellt und die aNO Werte der
Proben durch Interpolation ermittelt. NO; ist ein stabiles Molekul und kann mit dieser
biochemischen Methode reproduzierbar nachgewiesen werden. Die Nachweisbarkeitsgrenze
der Methode lag bei 5 uM.
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13.2 Nachweis der Genexpression

Beim Nachweis der Zytokin mRNA war das Arbeiten mit RNase/DNase-freien Chemikalien,
Handschuhen und Plastikwaren sowie das strikte Arbeiten auf Eis unabdingbar. Um
Kontaminationen zwischen den Proben zu vermeiden, wurde bei der gesamten Praparation
nur mit RNase/DNase freien und gestopften Pipettenspitzen gearbeitet. Sdmtliche Glaswaren
muf3ten vor dem Benutzen fiir 4 Stunden bei 250°C erhitzt werden. Zum Ansetzen der
Losungen wurde nur RNase/DNase freies H,O verwendet. Zur Bestimmung der Zytokin
MRNA muriner, in vitro stimulierter Milzzellen wurde die Gesamt RNA aus den Zellen
gewonnen, mittels einer reversen Transkriptase in cDNA transkribiert und nach einer PCR in
einem Agarosegel sichtbar gemacht. Anhand des Vergleiches der Bandenintensitét des
konstitutiv exprimierten Gens fir Hypoxanthin-Guanin Phosphoribosyltransferase (HPRT)
konnte die Expressionsstarke der nachzuweisenden Zytokin mRNA eingeschatzt werden.

Isolierung der Gesamt RNA aus SCID Milzzellen mit Trizol

Gesamtmilzzellen aus der SCID Maus wurden wie unter Kap. 10.1 beschrieben aufgereinigt.
Fiir eine RNA Isolierung wurden 5 x 10° Zellen in 1 ml Medium aufgenommen und 5
Minuten bei 13.000 x g (Raumtemperatur) pelletiert. Das Zellsediment wurde in 1 ml Trizol
(Gibco) aufgenommen, langsam mit einer Pipette homogenisiert und finf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 0,2 ml Chloroform (15 Sekunden mischen,
dann drei Minuten bei Raumtemperatur inkubieren, dann 12.000 x g, 15 Minuten, 4°C) wurde
die RNA in die obere, wélirige Phase extrahiert. Diese wurde in ein neues Reaktionsgefal
uberfuhrt und mit dem gleichen Volumen (ca. 500 pl) Isopropanol durchmischt. Wahrend
weiterer zehn Minuten Inkubation bei Raumtemperatur prazipitierte die RNA, die dann bei
12.000 x g (4°C, 10 Minuten) pelletiert wurde. Das Sediment wurde zweimal mit jeweils 1 ml
eiskaltem 75% (v/v) Ethanol gewaschen (7.500 x g, 4°C, 5 Minuten). Das Pellet wurde an der
Luft vollstandig getrocknet und anschlieBend in 20 pl H,O wahrend 10 Minuten bei 58°C
geldst. Zwei pl der Praparation wurden in 98 pl H,O aufgenommen und zur Messung des
RNA-Gehaltes eingesetzt. Dieser wurde nach folgender Formel photometrisch bestimmt:
Extinktion 260 nm x Verdinnung x 40 = ug RNA/ ml

Die Proben wurden entweder direkt weiterverarbeitet oder bei —70°C gelagert.
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cDNA Synthese
Mit Hilfe der Reversen Transkriptase (SuperScript I, Gibco) wurde die RNA nach Angaben

des Herstellers in doppelstrangige cDNA transkribiert. Dazu wurden 10 pl (1-5pg) RNA mit
1 ul (100 ng) Random Primer (Gibco) vermischt. Die Primerbindung erfolgte wéhrend 10
Minuten bei 70°C. Der Ansatz wurde dann fiir 10 Minuten in einem Gesamtvolumen von

20 pl (50 mM Tris-HCI, 3 mM MgCl,, 75 mM KCI) mit 500 uM eines jeden 2”-
Deoxynucleosid 5 -Triphosphates (ANTP, Pharmacia) und 1 mM Dithiothreitol (DTT) bei
Raumtemperatur inkubiert. Wahrend zwei Minuten wurde der Ansatz auf eine Temperatur
von 42°C erwarmt, um der mit 200 E/ Probe eingesetzten Reversen Transkriptase die
optimale Wirktemperatur zu bieten. Es folgte eine Inkubation fur 50 Minuten bei 42°C, die

dann bei 70°C abgestoppt wurde.

Semiqguantitative Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Um mit Hilfe der PCR quantitative Aussagen tber die Menge der in Zellen gebildeten mRNA
treffen zu kénnen, mulite die Mengen des eingesetzten Probenmaterials gleich sein. Dazu
wurden anhand des aktivierungsunabhangig exprimierten Gens fur HPRT die Mengen der
cDNA verschiedener Proben durch densitometrische Messung der PCR Produkte (Software:
WinCam, Cybertech, Berlin) und anschliel3ende Verdiinnung angeglichen. Nachdem die
Einsatzmengen verschiedener Proben direkt miteinander verglichen werden konnten, wurden
die Proben zusétzlich jeweils in verschiedenen Verdinnungen in die PCR eingesetzt.
Schwaécher exprimierte Gene wurden so eher ausverdunnt als stark exprimierte. So konnten

zuerst nicht sichtbare Unterschiede der Expressionsstarke dargestellt werden.

PCR-Bedingungen:
In einem 50 pl Ansatz wurden 4 pl cDNA mit 75 mM Tris-HCI, 2,5 mM MgCl,, 20 mM
(NH,)2S04, 0,01% Tween 20, 200 uM dNTP, 2uM 3"- und 5°- Primer und 2,5 E/ Probe Taq

Polymerase (Goldstar, Eurogentec) versetzt und in einem Genius Thermocycler mit

Deckelheizung (Techne) unter folgenden Bedingungen amplifiziert:

2 min 94°C initialer Aufbruch der Doppelstrdnge zu Einzelstraéngen

jeweils 36 Zyklen: 1 min 94°C  Aufbruch der Doppelstrange zu Einzelstrangen
1 min 61°C  Primerbindung (Annealing)
3min72°C  DNA Synthese

4 min 72°C  Nachsynthese
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Agarose Gelelektrophorese

Die PCR Produkte wurden in einem 1% Agarose Gel in einer horizontalen
Elektrophoresekammer (Horizon 11.14, Gibco) mit einer Feldstarke von 10 V/ cm?
aufgetrennt. Dazu wurden die Proben mit 1/6 VVolumen eines sechsfachen Probenpuffers
versetzt. Dieser enthélt zwei Farbstoffe, mit deren Hilfe die Laufgeschwindigkeit der Proben
im Gel eingeschétzt werden kann. Dabei wandert Bromphenolblau etwa auf gleicher Hohe
wie ein 0,3 kb grof3es, doppelstrangiges Fragment und Xylencyanol FF wie ein 4 kb grof3es
Fragment. Das Gel wird nach der Auftrennung fir 10 Minuten in einem Ethidiumbromidbad
bei Raumtemperatur angefarbt und anschliefend zur Reduzierung des Hintergrundleuchtens
im Wasserbad fiir finf Minuten wieder entfarbt. Die FragmentgroRen wurden anhand eines
100 Basenpaar-Standards (Gibco) ermittelt.

Mittels eines UV Transilluminators wurden die angefarbten DNA Fragmente sichtbar (A =

302 nm) und konnten mit Hilfe eines Biometra Il Kamerasystems photographiert werden.

14. Generierung monoklonaler Antikorper

Durch wiederholte Antigen-Injektionen zu definierten Zeitpunkten wahrend der
Immunantwort der Ratte wird die Anzahl der antigenspezifischen B Lymphozyten erhéht. Die
stimulierten B Zellen werden zum Zeitpunkt ihrer Proliferationsphase aus der Milz gewonnen.
Da sich jedoch Immunglobulin-produzierende Lymphozyten aus der Rattenmilz in der Kultur
nur sehr wenig teilen und daher langfristig nicht tberlebensféhig sind, werden sie mit
permanent wachsenden und teilungsaktiven Maus-Myelomen (Plasmazelltumore) fusioniert.
Durch geeignete Selektionsmedien wird nach der Fusion das Uberleben der nicht fusionierten
Zellen verhindert. Die tberlebenden Hybridome (aus Tumorzellen und Lymphozyten)
sezernieren Immunglobuline, darunter auch spezifische Antikdrper, die gegen das zum
Immunisieren benutzte Antigen gerichtet sind. In einem fir diese Antikorper entwickelten
Testverfahren (Screeningsystem) werden die Kulturtiberstdnde der erhaltenen Klone auf ihre

Bedeutung flr die jeweilige Fragestellung untersucht.

14.1 Immunisierung

Uber Nylonwolle aufgereinigte, naive NK Zellen aus SCID Méausen (Kap. 111, 11.4) wurden

zur Immunisierung 5 Monate alter Ratten (Stamm Wistar) verwendet. Fir die Immunisierung
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einer Ratte wurden 1 x 10’ Zellen in 100 pl PBS resuspendiert. Kurz vor der Immunisierung
wurden 50 pl der Suspension mit 100 pl Hunter’s TiterMax[d (CytRx) durchmischt, bevor die
restlichen 50 pl dazugegeben wurden. Nach einer weiteren Durchmischung wurden 100 pl der
Suspension mittels einer 27G-Einmalkandile intraperitoneal (i.p.) und jeweils 50 pl
intramuskulér (i.m.) in den linken und rechten hinteren Quadruplexmuskel injiziert. Hunter’s
TiterMax[J ist ein synthetisches Adjuvans, welches leichter zu handhaben und flr das zu
immunisierende Tier mit weniger Nebenwirkungen behaftet ist, als das sonst zu diesem
Zweck verwendete Freudsche Adjuvans. In dreiwdchigen Abstanden erfolgten zwei weitere
Injektionen mit der gleichen Zellzahl, jedoch ohne Gabe von TiterMax[d . Nach weiteren vier
Wochen erfolgte die letzte Auffrischung, wiederum in PBS. Drei Tage spater wurde die

immunisierte Ratte getttet und die Milz flr die Fusion steril entnommen.

14.2 Fusion

Zwei Wochen vor der Fusion wurde die Tumorzellinie 653 aufgetaut und in R10 vermehrt.
Dabei sollten die Zellen immer in der logarithmischen Wachstumsphase gehalten werden. Am
Tag der Fusion wurden die Zellen auf 5 x 10’/ ml eingestellt. Die Rattenmilz wurde in eine
Petrischale Uberfihrt, in 5 ml R10 in kleine Stiicke geschnitten und durch ein Metallsieb
passiert. Die Milzzellen wurden einmal gewaschen (Zentrifugation: 250 x g, 10 Minuten,
4°C) und ebenfalls auf 5 x 10’/ ml eingestellt. Wahrenddessen wurde Polyethylenglykol
(Sigma) bei 56°C verflissigt, mit 5 ml RPMI gemischt und in einem 37°C Wasserbad fllssig
gehalten. Milz- und Tumorzellen wurden im Verhéltnis von 1 : 2 zusammengebracht und in
einer auf Raumtemperatur eingestellten Zentrifuge bei 250 x g fir 10 Minuten abzentrifugiert.
Das durch leichtes Klopfen auf den Boden des Rohrchens aufgelockerte Zellpellet wurde
durch die tropfenweise Zugabe von 0,8 ml PEG resuspendiert. Danach wurde unter sachtem
Schwenken wahrend sechs Minuten mit warmem RPMI auf 10 ml aufgefillt und erneut
zentrifugiert (100 x g, 15 Minuten, Raumtemperatur, keine Bremse). Die Zellen wurden in
120 ml Fusionsmedium aufgenommen und zu jeweils 200 ul/ Vertiefung in 96 Loch
Mikrotiterplatten eingesét.

Das Fusionsmedium enth&lt Aminopterin, welches die de novo DNA Synthese inhibiert. Die
meisten Zellen verfiigen jedoch Uber die Méglichkeit, einen alternativen Weg des
Nukleinsaurestoffwechsels zu beschreiten. Dieser fuhrt Gber das Enzym Hypoxanthin Guanin

Phosphoribosyl Transferase (HPRT). Da den verwendeten Tumorzellen dieses Enzym fehit,



I11. Material und Methoden 50

sterben sie in Aminopterin-haltigem Fusionsmedium. Nur fusionierte Zellen, welche sowohl
das Enzym bereitstellen kdnnen, als sich auch teilen kénnen, tiberleben die Inkubation in
diesem Medium. Die nicht fusionierten Milzzellen sterben nach spétestens zwei Wochen, da
sie nicht unbegrenzt proliferieren.

Nach zehn Tagen wurden 50% des Mediums durch frisches Fusionsmedium ersetzt.
Uberlebende Klone wurden zur Expansion in 24 Loch Mikrotiterplatten und anschlieRend in
50 ml Kulturflaschen uberfthrt.

14.3 Screeningsystem

Die aus den Fusionen gewonnenen Uberstande wurden in funktionellen Tests auf ihre Potenz,
die Erreger-abhangige IFN-y Produktion von SCID GMZ zu inhibieren, tberprift. Dazu
wurden GMZ aus SCID Méusen wie in Kapitel 10.1 beschrieben gewonnen und in einer
Dichte von 1 x 10° Zellen/ ml in 96 Loch Mikrotiterplatten eingesat. AnschlieRend wurden

1 x 10" hkLm/ ml und 20 pl der jeweiligen Hybridomiiberstande dazugegeben, so daf ein
Gesamtvolumen von 200 pul resultierte. Diese Ansédtze wurden 24 Stunden bei 37°C inkubiert,
die Kulturiiberstande durch Zentrifugation gewonnen und in einem IFN-y spezifischen ELISA
gemessen. Maximale Aktivierung ergab sich aus der Inkubation der GMZ mit hkLm allein.
Als MaRstab der Inhibition diente die Inkubation der hkLm aktivierten Milzzellen mit anti-
F4/80 Antikorper enthaltenden Hybridomuberstéanden.

15. Methoden der Aufreinigung, des Nachweises und der Charakterisierung

von AntikOrpern

15.1. Affinitatschromatographie

Die Affinitatschromatographie ist eine Separationstechnik, bei der das zu isolierende Molekil
spezifisch an einen Liganden adsorbiert wird, der an eine unlésliche Matrix gebunden ist. In
der vorliegenden Arbeit wurden nur Immunglobuline der Klasse G aufgereinigt. IgG Klassen
aus der Ratte binden an Protein G Liganden. Protein G Sepharose 4 Fast Flow (Pharmacia) ist
rekombinantes Protein G aus Streptokokken, das in E. coli produziert und an die Matrix

Sepharose 4 Fast Flow gekoppelt wurde. Die Bindungskapazitat der Sepharose fur Ratten 19G
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betragt bis zu sieben mg/ mg. Zur Vorbereitung des Affinitdtsmediums wurde die Sepharose
zweimal mit Bindungspuffer (Kap. 111, 1.3) gewaschen (Zentrifugation: 10 Minuten, 2.000 x
g) und in eine Saule (HR 10/10 mit zwei Adaptoren, Pharmacia) pipettiert. Das Bettvolumen
betrug 15 ml. Die S&ule wurde an ein Flussigkeitschromatographie (FPLC)-System
(Pharmacia) angeschlossen. Nach einer Aquilibrierung der Saule mit Bindungspuffer wurde
der entgaste antikorperhaltige Uberstand tiber eine Probenschleife in 50 ml Portionen auf die
Sdaule aufgetragen. Zwischen den Probenauftragungen wurde mit Bindungspuffer gespiilt. Die
Elution der gebundenen Proteine erfolgte bei pH 2,7. Mit einem Sammler wurden die wieder
auf neutralen pH gepufferten Fraktionen aufgefangen, die anschlieffend (nach einer 2 x 12
Stunden dauernden Dialyse gegen PBS) mittels einer photometrischen UV-Messung auf ihren

Proteingehalt untersucht wurden.

15.2. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidelektrophorese (SDS-PAGE)

Nach der Methode von Laemmli (1970) kdnnen mit einer SDS-PAGE die Reinheit und das
Molekulargewicht von Proteinen bestimmt werden. Es wurden Elektrophoresen mit 7,5%,
10% oder 4-20% Acrylamid im Trenngel durchgefuhrt. Die Proben und der
Molekulargewichtsstandard (Bio-Rad) wurden zu gleichen Teilen mit Probenpuffer (Kap. IlI,
1.9) vermischt und durch 3-mindtiges Erhitzen in kochendem Wasser denaturiert. Durch SDS
werden die Proteine einheitlich negativ geladen, so daf sie wahrend der Elektrophorese
ausschlieBlich aufgrund ihrer GroRe voneinander getrennt werden. Zuerst wurde das Trenngel
hergestellt, welches zwischen zwei Glasplatten gegossen wurde (GelgréRen: 1 mm Dicke,

12 cm Lange). Das Gel wurde mit H,O (berschichtet, um ein Austrocknen zu vermeiden.
Nach der Polymerisierung wurde das Sammelgel auf das Trenngel geschichtet und ein Kamm
in das noch flussige Gel gesteckt, um Probentaschen zu bilden. Das fertige Gel wurde in eine
vertikale Gelelektrophoresenkammer (Bio-Rad) gestellt und die Apparatur mit Laufpuffer
gefullt. Die Probentaschen wurden nach Entnahme des Kamms ebenfalls mit Laufpuffer
gefullt und Luftblasen mit einer Puffer-gefillten Spritze aus dem System entfernt.
AnschlieRend wurden etwa 30 pl Probe (2 — 20 ug Protein) in die Taschen gefillt und die
Elektrophorese bei 100 V gestartet. Sobald die durch das Bromphenolblau im Probenpuffer
sichtbar gemachten Proben das Sammelgel durchwandert hatten, wurde die Stromstarke auf
200 V erhoht. Die Elektrophorese wurde solange durchgefuhrt, bis die Proben das untere

Ende des Trenngels erreicht hatten. Nach dem Lauf (zwei bis 2,5 Stunden) wurden die Gele
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mit Coomassie R 250 gefarbt oder fiir Western Blots in Transferpuffer gelegt. Fiir schnelle
Tests wurden alternativ zum Bio-Rad System Gelelektrophoresen in einem System der Firma
Novex durchgefihrt. Hierbei handelte es sich um vorgefertigte Gelkassetten verschiedener

Acrylamidkonzentrationen. Die Laufzeit betrug ca. 1,5 Stunden bei konstanten 125 V.

15.3 Western Blot

Bei diesem Verfahren werden Proteine durch Anlegen eines elektrischen Feldes aus einem
Polyacrylamidgel auf Nitrozellulose transferiert und anschlieBend mit Antikdrpern
identifiziert. Nachdem die Proteine in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt worden waren,
wurde eine Nitrozellulosemembran (Schleicher & Schuell) auf das Gel gelegt. Beides wurde
zwischen mehrere Schichten Filterpapier und Schwamme gebettet und anschlieRend in eine
mit Transferpuffer gefillte Blotkammer eingespannt. Bei 250 mA wurden tber Nacht alle
Proteine auf die Nitrozellulose tibertragen. Die Ubertragungseffizienz wurde durch kurzes
Anférben der Nitrozellulose mit Ponceau Rot und einer Coomassie Farbung des Gels
uberprift. Bevor die Proteinbanden mit Antikorpern identifiziert werden konnten, wurde die
Nitrozellulose in einer Schale mit Blockierungspuffer fur eine Stunde bei Raumtemperatur
unter leichtem Schwenken inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer (TBS,
TBST, TBS, jeweils 5 Minuten) wurden biotinylierte Antikdrper gegen Ratten Ig (Ziege-anti-
Ratte, Amersham, 1 : 250 in TBST verdunnt) in die Schale gegeben und flr eine Stunde bei
Raumtemparatur inkubiert. Anschlielend wurde viermal mit TBS gewaschen und mit
Streptavidin-gekoppelter Meerrettich-Peroxidase (Amersham, 1 : 1000 in TBST verdinnt)
inkubiert. Nach 45 Minuten bei Raumtemperatur wurde wiederum viermal gewaschen. Als
Substrat wurde 4-Chloro-1-Naphthol (Kap. 111, 1.10) verwendet.

15.4. Dot Blot

Der Dot Blot ist eine schnelle Nachweismethode fir Proteine (Antigene oder Antikorper). Im
vorliegenden Falle wurde der Dot Blot zum Nachweis von Immunglobulinen verwendet.

Jeweils 5 pl von Hybridomuberstanden wurden auf eine Nitrozellulosemembran getropft. Mit
einem FOon wurde die Flussigkeit vorsichtig entfernt, bevor die Zellulose wie in Kap. 111, 15.3

beschrieben blockiert und gefarbt wurde.
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15.5 Immunglobulin Subtyp Bestimmung

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode der Ig Subtyp Bestimmung basiert auf
der des Dot Blots. Zwei g der zu testenden Hybridomiberstande wurden auf
Nitrozellulosestreifen getropft. Nach dem Trocknen wurden die Streifen in
Blockierungslosung gelegt und fir eine Stunde inkubiert. Nachdem die Blockierungslésung
mit TBS abgespult worden war, wurden in TBST verdinnte Antikorper gegen die
verschiedenen Ig Ketten dazugegeben (Rat Mono AB ID/SP Kit, Zymed Laboratories, fiinf
Tropfen Antikorper auf 2,5 ml). Nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurde
jeweils zweimal mit TBS und TBST im Wechsel fir jeweils fiinf Minuten gewaschen.
AnschlieBend wurde Streptavidin-gekoppelte Meerrettich Peroxidase (Amersham) in TBS 1 :
500 verdiinnt und zu den Nitrozellulosestreifen gegeben. Nach dem letzten Waschschritt
(zweimal jeweils finf Minuten TBS und TBST im Wechsel) wurden die Proteine mit einem
Chemolumineszenz Reagenz (Renaissance , NEN Life Scientific Products) nach
Herstellerangaben geférbt. Die Belichtung erfolgte fiir zehn Sekunden auf einen X-Omat Blue
XB-1 Film (Kodak).

16. Praparation von Fab Fragmenten

Um bei Immunglobulinen (Ig) die antigenbindenenden Fragmente (Fab) vom Fc-Teil zu

trennen, wurde die Methode des Ig- Verdaus mit voraktiviertem Papain gewahlt.

16.1 Vorbereitung von Papain

Zum Voraktivieren von Papain wurde 1 mg Papain mit 0,05 M kristallinem L-Cystein (beides
Sigma) bei 37°C im Wasserbad fur 30 Minuten inkubiert. AnschlieRend wurde das Cystein
vom Papain mittels einer mit 20 ml Azetat/ EDTA Puffer dquilibrierten PD 10
Gelfiltrationsséule (Pharmacia) entfernt. Der Proteingehalt der gesammelten Fraktionen
wurde bei A =280 nm gemessen und mit folgender Formel berechnet:

Avgo : 2,5 = mg préaaktiviertes Papain/ ml
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16.2 Enzymatische Spaltung der Immunglobuline

Das gegen Azetat/ EDTA Puffer dialysierte 1gG wurde flr acht Stunden bei 37°C im
Wasserbad mit voraktiviertem Papain inkubiert. Das eingesetzte Verhéltnis war 1 mg 1gG zu
0,05 mg Papain. Die Reaktion wurde mit Jodacetamid in einer Endkonzentration von 0,03 M
gestoppt. VVor der Trennung des unverdauten Antikérpers von den Fab Fragmenten mittels
Affinitatschromatographie (Protein G) wurde der Ansatz fur 18 Stunden bei 4°C gegen PBS,
pH 8,0, dialysiert. Die Fc Fragmente und die Fc Teile der unverdauten Antikérper binden an
das Protein G, wéhrend die ungebundenen Fab Fragmente von der Sdule effluiert werden
kdnnen. Die Proteinkonzentration der gesammelten Fraktionen wurde photometrisch bei A =
280 nm bestimmt (Azgo : 1,43 = mg/ ml Protein). AnschlieBend wurden die proteinhaltigen
Fraktionen bei 4°C gegen PBS, pH 8,0, dialysiert und in einem SDS Gradientengel (4 — 20%)
unter reduzierenden und nichtreduzierenden Bedingungen uberprift. Sowohl die Fraktionen

der Fab-, als auch die der Fc Fragmente wurden fiir funktionelle Tests eingesetzt.

17. Transfektion der Zellinie RAW 264.7 mit F4/80 cDNA

Das F4/80 Konstrukt zur Transfektion (McKnight et al., 1996) wurde freundlicherweise von
Dr. A. J. McKnight (Oxford) zur Verfligung gestellt. Die F4/80 cDNA wurde in die Vielfach
Klonierungs Sequenz (multiple cloning site, mcs) des pcDNA3 Vektors (Invitrogen) zwischen
den Restriktionsschnittstellen fir Hind 111 und Xba I eingesetzt (Abb. 3.1). Um die Menge der
F4/80-spezifischen DNA zu erhéhen, wurde das Plasmid in Bakterien transformiert. Aufgrund
der Bakterienteilung nimmt die Menge der extrachromosomalen DNA zu, die dann geerntet
und aufgereinigt werden kann. Bevor die DNA in grolRem Mal3stab hergestellt wurde, wurde
zuerst kontrolliert, ob das in den Bakterien exprimierte Plasmid dem Ursprungsplasmid
entspricht. Dazu wurde die DNA in einem Vorversuch aufgereinigt und anschlielfend mit
Hilfe von Restriktionsendonukleasen spezifisch in Fragmente geschnitten. Die Muster der
Fragmentierung der verschiedenen DNA Proben wurde dann miteinander verglichen.
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17.1. Transformation

Elektroporation

5 ul der DNA wurden auf Eis in eine Elektroporationskivette (2 mm Spaltbreite, Bio-Rad)
pipettiert und mit 40 pl einer in der logarithmischen Wachstumsphase geernteten
Bakteriensuspension (E. coli, Stamm DH5a) gemischt. Nach einer Inkubationszeit von zehn
Minuten auf Eis erfolgte die Elektroporation in einem Bio-Rad Gene Pulser bei 25 pF, 400 Q
und 2.500 V fir 8 Millisekunden. Anschlielend wurde die Suspension in 1 ml SOB Medium
aufgenommen und fiir 1 Stunde bei 37°C im Warmluftschittler (225 rpm) inkubiert. Die
Suspension wurde dann zu 25 oder 100 pl mit einem Drygalskispatel auf LB-Ampicillin
Né&hrboden ausgestrichen und bei 37°C (ber Nacht inkubiert. Das Ampicillin im Medium
dient der Selektion der transfizierten Bakterien, da nur diese das im Plasmid befindliche Gen

flr eine Ampicillinresistenz tragen und tberleben kénnen.

1. Plasmidpraparation (,,Mini-Prap‘)

Einzelne Bakterienkolonien wurden jeweils in Reagenzglaser mit 2 ml LB-Ampicillin
Medium Uberflhrt und Gber Nacht bei 37°C im Schuttler inkubiert. Zur Isolierung der DNA
wurde der Inhalt der Reagenzglaser in Eppendorf-Reaktionsgefalie tiberfuhrt, wobei ca. 0,5
ml im Reagenzglas zuriickblieben. Die ReaktionsgeféalRe wurden fir 2 Minuten bei 13.000 x g
zentrifugiert und das Medium mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Das
Bakteriensediment wurde in 100 pl kalter Losung | (Kap. 111, 1.12) resuspendiert. Zu den
Proben wurden 200 pl Lésung Il gegeben und durch Schwenken gemischt. AnschlieRend
wurden 150 pl Lésung 11 dazugegeben und kréftig vermischt. Nach finf Minuten auf Eis
wurde die Probe fiir fiinf Minuten bei 13.000 x g abzentrifugiert und der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefal uberfihrt. Zur Prazipitierung der DNA wurde 1 ml kaltes Ethanol
(absolut) zu den Proben gegeben, gemischt und fiir zwei Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die DNA wurde fiir fiinf Minuten bei 13.000 x g abzentrifugiert und der Uberstand
entfernt. Dann wurde die Probe zweimal mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen und die DNA

vollstdndig an der Luft getrocknet und anschlieRend in 50 ul TE Puffer aufgenommen.

Kontroll-Restriktionsverdau

Um die aufgereinigte DNA mit der urspringlichen Probe vergleichen zu kdnnen, wurden die

gewonnenen DNA Isolate und die Originalprobe mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen
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verdaut. Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische Sequenzen aus 4 bis 8 Basenpaaren
und spalten in dieser Region in jedem Strang eine Phosphodiesterbindung. Die durch die
Spaltung entstandenen DNA Fragmente werden anschliefend im elektrischen Feld
voneinander getrennt. Anzahl und Groél3e der Fragmente verschiedener DNA Proben lassen
dann Riickschlisse auf die Ahnlichkeit unter den Proben zu. Die Restriktionsenzyme werden
in den entsprechenden Reaktionspuffern nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Fir die
Spaltung von 1 pg DNA wird 1E des jeweiligen Enzyms verwendet. Die Reaktionsansatze
werden flr 1 Stunde bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert und anschlie3end

elektrophoretisch bei konstant angelegter Spannung (100 V) voneinander getrennt.

2. Plasmidpréparation (,,Midi-Prap“)

Nachdem sichergestellt war, dal? die gewonnene DNA der Ursprungs DNA entsprach, wurden
die nicht fir den Mini-Prdp verwendeten Bakterien expandiert und mit Hilfe eines Kits von
Qiagen (Plasmid Midi Kit) aufgereinigt. In 100 ml LB-Ampicillin Medium wurden die
Bakterien tber Nacht bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Die Zellen wurden bei 6.000 x g,
4°C (Rotor: Sorvall GSA) fur 15 Minuten pelletiert und nach Herstellerangaben lysiert, die
DNA prazipitiert, aufgereinigt, gewaschen und geldst. Die Aufreinigung ergab eine
durchschnittliche Ausbeute von 0,5 mg/ ml DNA.

17.2. Transfektion

Zwei Wochen vor Beginn der Transfektion wurde die M® Zellinie RAW 264.7 in R10
expandiert. Die Zellen wurden zweimal gewaschen (Zentrifugation: 250 x g, 10 Minuten,
4°C). Fir die Transfektion wurden die Zellen auf 1,5 x 10’/ ml Cytomix eingestellt. Die
Bestandteile von Cytomix (Kap. 111, 1.12) &hneln der lonenzusammensetzung des
intrazellularen Millieus. Elektroporierte Zellen sind in diesem Medium keinem osmotischen
Strel} ausgesetzt. Die DNA wurde durch einen Restriktionsverdau mit Bglll linearisiert. Das
Enzym wurde durch Fallung mit Phenol entfernt. Dazu wurde der Ansatz mit der gleichen
Menge Phenol versetzt und der nach einer Zentrifugation (13.000 x g, 5 Minuten) erhaltene
Uberstand mit der gleichen Menge Chloroform: Isoamylalkohol (24 : 1) tiberschichtet. Nach
einer kurzen Zentrifugation (1 Minute) wurde die obere Phase in ein neues Reaktionsgefal
uberfihrt, mit 1/10 Volumen Natriumazetat und dem 2,5 fachen VVolumen absolutem Ethanol
versetzt. Die Féllung erfolgt tiber Nacht bei —20°C. Nach Lufttrocknung wird die DNA in TE
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Puffer aufgenommen und die Linearisierung mit einem Agarosegel Uberpruft. Fir einen
Transfektionsansatz wurden 270 pl der Zellsuspension mit 30 pul DNA (= 20 ug) gemischt
und in einer Elektroporationskiivette mit 4 mm Spaltbreite bei 300 V (960 uF) gepulst. Die
Zellen wurden anschlieBend in 12 ml warmem R10 aufgenommen und in jeweils 500 pl in
einer 24 Loch Mikrotiterplatte fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Zur nachfolgenden
Selektion der transfizierten Zellen wurde dem Medium Geneticin G418 in einer
Konzentration von 500 pg/ ml hinzugefugt. Geneticin G418 ist ein Aminoglykosid, welches
die Proteinsynthese von eukaryonten Zellen durch Interaktion mit den Ribosomen inhibiert.
Vorversuche zeigten, daB RAW Zellen ohne das durch Transfektion nachtréglich
eingeschleuste Resistenzgen ab einer Konzentration von 250 pg/ ml G418 starben,
transfizierte RAW Zellen jedoch mindestens bis zu einer Konzentration von 1 mg/ ml G418
eine normale Vitalitat zeigten. Das Medium wurde alle drei Tage durch frisches G418-
haltiges Medium ersetzt. Die Expression von F4/80 auf den RAW Zellen wurde mit Hilfe der
DurchfluBzytometrie bestimmt. In Abb 3.2 ist die Expression des mit F4/80 cDNA
transfizierten Klones C3L.1 im Vergleich zum RAW Wildtyp dargestellt.
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Abbildung 3.2: DurchfluRzytometrische Uberpriifung der Transfektion von RAW 264.7
Zellen mit F4/80 cDNA. Die Makrophagen Zellinie RAW 264.7 wurde bei 300 V mit 20 pg
linearisierter DNA durch Elektroporation transfiziert. Die Expression wurde mit Hilfe der
DurchfluBzytometrie durch Anfarbung mit anti-F4/80 mAk Uberprift (——). Die Expression
von F4/80 auf untransfizierten Zellen (- —) und nicht markierte Zellen (-~ ) wurden zum

Vergleich der Expressionsstérke herangezogen.

18. DurchfluBzytometrie

Die Methode der Durchfluizytometrie erlaubt die schnelle Charakterisierung von
Zellsuspensionen. Dabei wird jede Zelle einzeln in einem Flissigkeitsstrom durch eine feine
Kapillare gedriickt und an einem MeRpunkt mit einem Laser (A = 488 nm) bestrahlt. Diese
Bestrahlung (Anregung) wird zum einen von der Zelle gestreut, zum anderen emittiert und
von verschiedenen Photodetektoren aufgefangen und in elektrische Energie umgewandelt. Die
Stérke der Streuung ist abh&ngig von der Grél3e und der Granularitat der Zelle.
Fluoreszenzfarbstoffe, die iber spezifische Antikorper an die Zelle gebunden werden kénnen,

werden durch das Licht des Lases angeregt und emittieren das Licht in einer flr jeden
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Farbstoff charakteristischen Wellenlange. Als Fluoreszenzfarbstoffe dienten in der
vorliegenden Arbeit Fluoreszeinisothiocyanat (FITC, Emissionswellenlange 530 nm) und
Phycoerythrin (PE, 580 nm). Mit Hilfe dieser Technik kann jede Zelle einzeln aufgrund ihrer
Morphologie und des Bindungsverhaltens gegentber verschiedenen Antikdrpern detektiert

werden.

18.1. Probenvorbereitung

Die zu messenden Zellen wurden gewaschen und in FACS Puffer in einer Dichte von 1 - 5 x
10° Zellen/ Vertiefung in 96 Loch Mikrotiterplatten (konischer Boden, Roth) eingesat. Die
Zellen wurden bei 250 x g sedimentiert, der Uberstand durch einmaliges Ausschiitten entfernt.
Normalserum aus der Maus (1 : 10 verdunnt) diente der Reduzierung unspezifischer
Antikdrperbindungen auf der Zelloberflache. Hierfir wurden die Zellen im Serum
resuspendiert und fir 45 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach zwei Waschschritten in FACS
Puffer wurden die direkt fluoreszenzgekoppelten Antikérper in einem Gesamtvolumen von
50 pl zu den Zellen gegeben und fir 45 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach zwei
weiteren Waschschritten wurden die Zellen in 400 ul FACS Puffer oder CellFix

aufgenommen und bis zur Messung bei 4°C dunkel gelagert.

18.2 Geréateeinstellungen

Es wurden stets mindestens 10.000 Ereignisse pro Probe detektiert und fur die Auswertung
verwendet. Die nachfolgend fiir die jeweilige Anwendung aufgefihrten Geréteeinstellungen
sind Richtwerte. Wahrend der Messung wurden, abhangig von den Fluoreszenzintensitaten
der verwendeten Antikorper, geringfiigige Anderungen der Einstellungen am MeRgerat

vorgenommen.

Messung von Gesamtmilzzellen (Doppelfarbung)
forward scatter: Detektor 1 V (Photozelle), Verstarkung 1,00 A (linear),

Schwellenwert 80
side scatter: Detektor ca. 410 V (Photomultiplier), Verstarkung 2,00 A (linear)
Schwellenwert 0

Fluoreszenz 1: Detektor ca. 610 V (Photomultiplier), Datenmodus logarithmisch
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Fluoreszenz 2: Detektor ca. 520 V (Photomultiplier), Datenmodus logarithmisch
Kompensation: Fluoreszenz 1 — 1 % von Fluoreszenz 2

Fluoreszenz 2 — 20 % von Fluoreszenz 1

Messung von RAW Zellen (Einfachfarbung)
forward scatter: Detektor 1 V (Photozelle), Verstarkung 1,00 A (linear),

Schwellenwert 50
side scatter: Detektor ca. 370 V (Photomultiplier), Verstarkung 2,00A (linear)
Schwellenwert 50

Fluoreszenz 1: Detektor ca. 600 V (Photomultiplier), Datenmodus logarithmisch

18.3 Probenmessung

Die Messung erfolgte an einem FACS-Calibur (Becton Dickinson) Durchflulzytometer. Die
graphische Darstellung und Analyse der Daten wurde mit der Cell-Quest Software (Becton
Dickinson) durchgefiihrt. Zur Eichung des Zytometers wurden Calibrite Beads (Becton

Dickinson) verwendet.

19. Statistik

Alle in vitro und in vivo Versuche wurden in mehrfachen Parallelansatzen durchgefuhrt (die
jeweilige Anzahl ist den Abbildungslegenden im Ergebnisteil aufgefihrt) und, wie jeweils
angegeben, mehrfach wiederholt. Die Ergebnisse wurden als arithmetische Mittelwerte (bei
Ungleichverteilungen als Mediane) mit Standardabweichungen dargestellt. Der Nachweis von
signifikanten Unterschieden wurde mit dem t-Test nach Student durchgeftihrt. Die
statistischen Berechnungen wurden mit den Softwareprogrammen Excel 5.0 oder Excel 97 fir
Windows NT durchgefiihrt.
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20. Antigenverzeichnis
Tabelle 3.7: In der vorliegenden Arbeit behandelte Zelloberflachenantigene
Antigen alternative Liganden Expressions- Funktion
Bezeichnung muster
CD3 T Zell Rezeptor T Signal-
Komplex, T3 transduktion
CD4 L3T4 MHC-II DC? T?* Ma® Signaltrans-
duktion
CD8 Ly-2, Lyt-2 MHC-I DC? T Signal-
transduktion
CD1l1la Ly-15, Ly-21, CD54, CD102 B, DC, NK, PMN,  Adhésion
Integrin a,-Kette T, M®°
CD11b Ly-40, CD54, iC3b, B? DC*, NK?, Adhasion
Integrin ay-Kette  Fibronektin PMN®, T¢, MO
CD16 FcyRIll, Ly-17 IgG NK, PMN®, M®" ADCC
CD19 B4 B Signal-
transduktion
CD32 FcyRll, Ly-17, 1gG B, PMN, T°, M® ADCC,
Lym-20 Phagozytose
CD45 Ly-5, T200, LCA B, DC, NK, PMN,  Signal-
T, MO, transduktion
Thrombozyten,
Erythrozyten
CD54 ICAM-1, Ly-47, CD11a, CD11b, BS, DC®, PMN®, T°, Adhésion
MALA-2 CD43 M®°, Endothel®
CD69 VEA B, NK®, PMN°, T°  Kostimulation
CD80 B7/BB1, B7-1, Ly- CD28, CD152 B*, DC°, M®° T-, B-Zell-
53 Interaktion,
Kostimulation
CD86 B7-2, B70, Ly-58  CD28, CD152 B*, DC®, T*, M®° T-, B-Zell-
Interaktion,
Kostimulation
CD119 IFN-y Rezeptor-a-  IFN-y B, DC, NK, PMN, Immunregulation
Kette T, M®, Endothel,
Thrombozyten
F4/80 EMR1 (human) ? Mo® ?
MHC-II I-A/1-E TCR B, DC, Mo, Signal-
Endothel® transduktion

# nur auf Subpopulationen exprimiert b Expression abhangig vom Reifezustand der Zelle

¢ Expression abhangig vom Aktivierungszustand der Zelle ? unbekannt

(zusammengestellt aus: Barclay AN, Brown MH, Law SKA, McKnight AJ, Tomlinson MG, van der
Merwe PA (1997). The Leukocyte Antigen Facts Book 2nd ed., Academic Press, San Diego, CA und
Pharmingen ,Mouse CD Chart")



