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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Lebende Organismen grenzen sich nach aufien von ihrer Umwelt ab und schiitzen sich vor
eindringenden Mikroorganismen. Diesem Zweck dient das Immunsystem, welches Strukturen
wie Epithelschichten und Schleimhéute, Zellen sowie 16sliche Faktoren umfasst. Das Immun-
system unterscheidet zwischen fremden Zellen und Partikeln wie Bakterien, Viren sowie Pa-
rasiten und korpereigenen harmlosen Zellen und schiitzt durch die Beseitigung von femden
aber auch korpereigenen entarteten Zellen. Die Immunabwehr hoherer Vertebraten wird in
zwei Systeme eingeteilt: das entwicklungsgeschichtlich dltere angeborene Immunsystem und
das adaptive Immunsystem, welche miteinander in Wechselwirkung stehen. Beide Systeme
setzen sich aus verschiedenen zelluldren und humoralen Faktoren zusammen, die sich in ihren

Wirkmechanismen und ihrer Spezifitdt unterscheiden.

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem stellt die erste Abwehr gegen eindringende Mikroorganismen
dar und verhindert deren Ausbreitung zu Beginn einer Infektion. Die Aktivierung dieser ers-
ten Immunantwort erfolgt Erreger-unspezifisch. Desweiteren werden durch das angeborene
Immunsystem apoptotische, nekrotische aber auch mutierte kdrpereigene Zellen beseitigt, um
die Homoostase zu bewahren. Das angeborene Abwehrsystem ist sowohl in Vertebraten als
auch in Invertebraten ausgebildet. In Vertebraten umfasst es physische Barrieren wie die Haut
und die Mukosa, Zellen wie dendritische Zellen (DZ) [1], Monozyten/Makrophagen [2], neu-
trophile Granulozyten [3] sowie Natiirliche Killer (NK)-Zellen [4], aber auch die 16slichen Plas-
maproteine des Komplementsystems [5, 6]. Auf den meisten Zellen des angeborenen Immun-
systems werden cell-associated pattern recognition receptors (PRRs) exprimiert, welche universel-
le Strukturen pathogener Mikroorganismen, die sogenannten pathogen-associated molecular pat-
terns (PAMPs), erkennen [7]. Als Folge der Bindung kommt es zur Phagozytose des Pathogens
[8] und zur Induktion verschiedener Effektormechanismen, wie zum Beispiel der Freisetzung
reaktiver Sauerstoffspezies oder 16slicher Mediatoren wie Zytokine und Chemokine. Toll-like
receptors (TLR) gehoren zu der wichtigsten Familie der PRRs und werden auf der Zelloberfla-
che und in Endosomen von Makrophagen, dendritischen Zellen, B- und T-Zellen sowie von

nicht-Immunzellen exprimiert [9, 10, 11]. Sie binden eine grofie Vielfalt an mikrobiellen Li-



ganden wie Zellwandbestandteile und Nukleinsduren. Das Engegament der TLR resultiert in
der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie dem nuclear factor-xB (NF-kB) [12], welcher
die Expression proinflammatorischer Zytokine induziert. [10]. Proinflammatorische Zytokine
wie tumor necrosis factor (TNF)-Zytokine, interleukin (IL)-1, IL-12 sowie IL-6 werden vor allem
von DZ und Makrophagen produziert und wirken entweder lokal am Infektionsort oder syste-
misch [13, 14]. AufSerdem exprimieren DZ und Makrophagen Kostimulatoren und prasentieren
mikrobielle Antigene (Ag) auf der Oberfliche, wodurch die T-Zellaktivierung induziert wird.

Somit verhilft die angeborene Immunabwehr dazu, eine adaptive Immunantwort zu initiieren.

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Im Gegensatz zu der angeborenen Immunitét ist die adaptive Inmunantwort Erreger-spezifisch.
Dabei sind die Hauptkomponenten B- und T-Zellen. Sowohl B- als auch T-Zellen entwickeln
sich aus Vorlauferzellen im Knochenmark [15, 16]. B-Zellen wurden erstmals in der Bursa fabri-
cii (B von Bursa) der Vogel entdeckt und erhielten daher ihre Bezeichnung. Wahrend T-Zellen
(T von Thymus) ihre vollstindige Reifung im Thymus durchlaufen [17], verlassen B-Zellen das
Knochenmark im unreifen Zustand und schliefSen ihre Entwicklung in der Milz ab [18]. Beide
Zelltypen zeichnen sich durch die Expression eines spezifischen Rezeptors aus, der fiir jede
einzelne Zelle einzigartig ist [19]. Durch somatische Rekombination wihrend der Reifung der
B- und T-Zellen entsteht eine hohe Variabilitdt der Rezeptorspezifitdt, welche die spezifische
Erkennung einer Vielzahl von Ag [20] gewdhrleistet. Nach dem Eindringen von Pathogenen
wird innerhalb von sechs Tagen eine hoch effiziente adaptive Immunantwort initiiert, welche
auch zur Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses fiihrt [21]. Dieses ermoglicht eine

schneller und effizientere Inmunantwort nach jedem erneuten Ag-Kontakt.

1.2 B-Zellen und B-Zellsubpopulationen

B-Zellen als eine wichtige Komponente des adaptiven Immunsystems sorgen fiir eine spezifi-
sche und lang anhaltende Protektion gegen eine hohe Vielzahl von Pathogenen. Vor der Geburt
entstehen B-Zellen aus Vorlduferzellen in der Leber. Diese bilden spiter die B1 B-Zellsubpopu-
lation im Peritoneum, der Pleurahohle und der Mukosa [22]. Nach der Geburt beginnt die
Entwicklung der B-Zellen im Knochenmark [23, 24]. Zunichst exprimieren Vorlduferzellen
noch keinen B-Zell-Rezeptor (BZR). Uber verschiedene Entwicklungsstufen differenzieren sie
schliefllich zu unreifen B-Zellen, welche den vollstindigen BZR exprimieren [25]. Dieser be-
steht aus membranstiandigem Immunglobulin M (IgM) mit zwei schweren und zwei leichten
Ketten. In diesem Stadium verlassen die unreifen B-Zellen das Knochenmark und wandern
in die Milz (Abbildung 1.2.1). Dort findet die endgtiltige Reifung tiber unreife transitionelle
(TN) B-Zellen zu reifen follikuldren (FO) und Marginalzonen (MZ) B-Zellen statt [18]. In wel-

che Richtung sich eine transitionelle B-Zelle entwickelt, ist abhdngig von der BZR-vermittelten



Signalstiarke. Schwache Signale begiinstigen die Entwicklung zu MZ B-Zellen, wéahrend starke
tonische BZR-Signale die Differenzierung zu FO B-Zellen férdern [26, 27]. FO B-Zellen repra-
sentieren etwa 80% und MZ B-Zellen etwa 10% der gesamten B-Zellpopulation in der Milz
[28]. FO B-Zellen exprimieren membranstandiges IgM und IgD und zirkulieren nach der Rei-
fung durch Blut- und Lymphgeféfie in die Follikel der sekundéren lymphatischen Organe, wo
ihre Aktivierung erfolgt. Dagegen befinden sich murine MZ B-Zellen ausschliefSlich in der Mar-
ginalzone, welche die B- und T-Zellzone in der Milz umgibt [27]. MZ B-Zellen exprimieren
vorwiegend IgM und reagieren schnell auf Pathogene, welche iiber das Blut verbreitet werden.
Auflerdem sezernieren MZ B-Zellen spontan IgM, welches auch als natiirliches IgM bezeich-
net wird. FO und MZ B-Zellen lassen sich neben IgM und IgD auch anhand weiterer Oberfla-
chenmarker phédnotypisch unterscheiden [22]. So werden FO B-Zellen als IgD*, IgM*, CD23*,
CD2tintermediar ynd CD1dMedr8 und MZ B-Zellen als IgD-, IgM*, CD23", CD21* und CD1d*

; D23
D21
D1d
- | gM TN
4 D23

charakterisiert [28].

X

l MZ BN D21+
r\{, CD1d*
‘6‘ CD23*
CD2‘| intermediar
CD1niedrig

Milz

Abbildung 1.2.1: B-Zellreifung in der Milz. Unreife B-Zellen wandern aus dem Knochenmark in die Milz. Dort
differenzieren sie iiber TN B-Zellen entweder zu FO oder MZ B-Zellen. FO B-Zellen exprimieren IgM und
IgD und rezirkulieren zwischen lymphatischen Organen. MZ B-Zellen exprimieren IgM und nur wenig IgD und
besiedeln die Marginalzone der Milz, welche die B- und T-Zellzone umgibt.

1.3 Aktivierung und Funktion von B-Zellen

Der Ag-Rezeptor der B-Zellen ist membranstandiges IgM und IgD. Die Aktiverung einer B-Zelle
erfolgt entweder thymusabhangig (thymus dependent, TD) oder thymusunabhéngig (thymus in-
dependend, TI). Bei der TD-Aktivierung wird ein Ag spezifisch tiber den BZR gebunden, wobei
zur vollstandigen Aktivierung die Hilfe von CD4" T-Helferzellen (Ty-Zellen) nétig ist. Bei der
TI-Aktivierung wird die B-Zelle tiber die Kreuzvernetzung des BZR oder iiber die Bindung von

TI-Ag an andere Rezeptoren wie TLR aktiviert [29].



Ag der TD-Aktivierung sind Proteine. Fiir eine vollstindige Aktivierung benotigt die B-Zelle
zwei Signale. Das erste Signal erhilt die B-Zelle durch die Bindung eines spezifischen Ag an
den BZR. Das gebundene Ag wird durch rezeptorvermittelte Endozytose internalisiert und
proteolytisch fragmentiert. Uber den major histocompatibility complex class I (MHC-II) wird das
Peptidfragment auf der B-Zelloberfldche prasentiert [30, 31]. Fiir das Senden des zweiten Si-
gnals sind CD4* Ty-Zellen verantwortlich, welche einen fiir das Peptidfragment spezifischen
T-Zell-Rezeptor (TZR) exprimieren und dieses MHC-II-assoziierte Ag auf der B-Zelloberfldche
binden. Durch die zusétzliche Interaktion des CD40-Liganden (CD40L) der T-Zelle mit dem
CD40-Rezeptor (CD40) der B-Zelle wird das zweite Signal an die B-Zelle gesendet [32]. Neben
der Ausbildung extrafollikuldrer Zentren, in denen aktivierte B-Zellen zu kurzleben Plasma-
zellen differenzieren [33], wird die Keimzentrumsreaktion initiiert [34]. In den Keimzentren
erfolgt die Affinitdtsreifung der B-Zellen [35], der Isotypenwechsel [36] und die Differenzie-
rung zu langlebigen Plasmazellen oder Gedédchtniszellen [37, 38]. Plasmazellen wandern in das
Knochenmark, wo sie tiber lange Perioden tiberleben. In dieser Zeit produzieren sie weiterhin
Antikorper, welche durch den Kreislauf zirkulieren. Diese Reaktion in den Keimzentren durch-
laufen in erster Linie FO B-Zellen, da diese in den lymphatischen Organen in B-Zellfollikeln
organisiert sind, die an die T-Zellareale angrenzen.

Im Gegensatz zu TD Ag handelt es sich bei TT Ag nicht um Proteine. Sie werden daher nicht in

der B-Zelle prozessiert und konnen nicht von CD4" T-Zellen erkannt werden. Somit induzieren
TI-Ag keine Keimzentrumsreaktion. TI-Ag lassen sich in TI-1 und TI-2 Ag unterteilen.

TI-2 Ag sind polyvalente Strukturen wie Polysaccharide, Glykolipide und Nukleinsduren, wel-
che die BZR auf einer B-Zelle durch die sich wiederholenden Epitope maximal kreuzvernetzen
und so ein starkes BZR-vermitteltes Signal vermitteln konnen [39, 29]. Dieses Signal ist stark
genug, eine B-Zelle auch unabhéngig von der T-Zellhilfe zu aktivieren. TI-1 Ag sind dagegen
Strukturen, die eine B-Zelle nicht durch Bindung an den BZR, sondern iiber andere Rezeptoren
wie TLR mitogen aktivieren [40]. Prominentes Beispiel hierfiir ist bakterielles Lipopolysaccha-
rid (LPS), das in B-Zellen durch Aktivierung von TLR4 die Proliferation und IgM-Produktion
induziert [41]. Auf TI-1 Ag reagieren insbesondere B1-Zellen in der Pleura und im Peritoneum
sowie MZ B-Zellen in der Milz [27, 42, 43]. Aufgrund der Lokalisierung der MZ B-Zellen in
der Marginalzone zwischen der roten und weifsen Pulpa der Milz, sind diese pradestiniert, mit
dem Blut zirkulierende TI-1 Ag wie LPS zu erkennen.

TI-aktivierte B-Zellen differenzieren schnell zu kurzlebigen Plasmazellen, welche IgM produ-
zieren [43]. Die sekretierten Antikorper zeigen in der Regel eine niedrige Affinitdt zu ihren Ag
und ein Isotypenwechsel kommt nur limitiert vor. Diese sogenannten natiirlichen Antikdrper
zirkulieren im Organismus und werden konstant produziert [44].

Neben der Antikorperproduktion konnen B-Zellen auch regulatorische Funktionen einnehmen.
IL-10-prouzierende regulatorische B-Zellen (Bregs) wurden in den letzten Jahren als wichti-

ge Komponenten des adaptiven Immunsystem beschrieben [45]. Die Charakterisierung dieser



B-Zellpopulation erfolgt anhand von Oberflichenmarkern wie CD21, CD23, CD5 und CD1d
[46], da bisher keine spezifischen Transkriptionsfaktoren fiir regulatorische B-Zellen beschrie-

ben wurden [47].

1.3.1 Signalgebung durch den BZR

Der BZR ist eine transmembrane Form eines Antikorpers und ist mit zwei Ketten assoziiert,
welche fiir die Signaltransduktion verantwortlich sind. IgM und IgD besitzen eine kurze zy-
toplasmatische Doméne, zusammengesetzt aus nur drei Aminosduren - Lysin, Valin, Lysin.
Dieser zytoplasmatische Abschnitt ist zu kurz, um intrazelluldre Signale zu initiieren. Die Ag-
induzierte Signaltransduktion der B-Zelle wird daher von einem Heterodimer, Iga und Igf3,
vermittelt, welches nicht-kovalent mit dem BZR assoziiert ist. Beide Molekiile sind mitein-
ander {iiber eine Disulfidbriicke verkniipft [48]. Diese Proteine weisen jeweils ein immunore-
ceptor tyrosine-based activatory motif (ITAM) in ihrer zytoplasmatischen Doméne auf [49] und
bilden zusammen mit dem BZR den BZR-Komplex. Die Phosphorylierung dieser ITAM Tyro-
sinreste ist der Ausloser fiir alle nachgeschalteten intrazelluldren Signale [50, 51]. Diese erfol-
gen nach Engagement des BZR durch Kinasen der sarcoma (Src)-Familie [52]. Dazu gehoren
in B-Zellen die Kinasen LYN, FYN und BLK, von denen die LYN-Kinase eine zentrale Rolle
als Initiator des BZR-vermittelten Signals spielt [50, 48]. Die phosphorylierten ITAM-Motive
von Iga und IgP bieten Bindestellen fiir die Tandem-SH2-Domaéne (Src-homologe Doméne) der
Tyrosin-Kinase SYK [53, 54], die ihrerseits durch LYN phosphoryliert wird. Die aktivierte SYK-
Kinase initiiert durch die Phosphorylierung des zentralen Adapterproteins B cell linker (BLNK)
distale Signalereignisse [55]. Aktiviertes BLNK bietet diverse Bindestellen fiir Signalmolekiile,
die iiber eine SH2- oder SH3-Doméne verfiigen [56]. Dazu gehoren die Phospholipase Cvy-2
(PLCy-2) [57] und die bruton’s tyrosine kinase (Btk). Die PLCy-2 phosphoryliert und spaltet
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in der Zellmembran und generiert hierdurch zwei
Second Messenger: Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) [58] und Diacylglycerol (DAG). IP3 6ffnet
IP3-abhingige Calciumkanéle in der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER), was
zu einem Einstrom von Calcium (Ca?*) in das Zytosol [57] und zur Calcineurin-abhdngigen Ak-
tivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor of activated T cells (NFAT) fiihrt [59, 60]. DAG
initiiert dagegen die Proteinkinase C (PKC)-abhdngige Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-xB1 [61].

Phosphoryliertes BLNK bietet aufSerdem Bindestellen fiir guanin nucleotide exchange factors
(GEFs) wie Vav und Sos. Letzteres bindet im Komplex mit dem SH2-Doméneprotein growth fac-
tor receptor-bound protein 2 (Grb2) an BLNK. Wahrend Sos durch die Aktivierung des G-Proteins
Ras die Aktivierung von mitogen activated protein kinases (MAPK) wie extracellular signal requla-
ted kinases 1/2 (ERK1/2) initiiert [55], induziert Vav die Aktivierung von Rac und signal activa-
ted protein kinases (SAPK) wie c-Jun N-terminal kinases (JINK1/2) [62]. Beide Signalwege zusam-

men resultieren unter anderem in der Aktivierung des heterodimeren Transkriptionsfaktors



activator protein-1 (AP-1), der sich aus Jun und Fos zusammensetzt. Abbildung 1.3.1 gibt einen

Uberblick {iber die beschriebenen BZR-vermittelten Signalwege.

Vernetzung des BZRs nach
Antigenbindung

Tyrosinphosphorylierung

GDP GTP GDP GTP

Ca?+ DAG Effektormolekiile

Enzymaktivierung

NFAT

NF-xB

Aktivierung der Transkriptionsfaktoren

Abbildung 1.3.1: BZR-Signalgebung nach Aktivierung. Nach Ag-Bindung an den BZR erfolgt die Phospho-
rylierung der ITAM-Motive von Iga und IgB durch die LYN-Kinase. Die phosphorylierten ITAM-Motive von
Igoe und IgP bieten eine Bindestelle fiir die Tandem-SH2-Domaéane der Tyrosin-Kinase Syk, die ihrerseits durch
LYN phosphoryliert und aktiviert wird. Die aktivierte SYK-Kinase initiiert durch die Phosphorylierung des
zentralen Adapterproteins BLNK distale Signalereignisse. Aktiviertes BLNK bietet diverse Bindestellen fiir
SH2-Domaéne-Proteine wie PLCy-2 und Btk. Die PLCy-2 phosphoryliert und spaltet PIP2 in der Zellmembran
und generiert hierdurch zwei Second Messenger: IP3 und DAG. IP3 6ffnet IP3-abhangige Calciumkanale
in der Membran des ER, was zu einem Einstrom von Ca®tin das Zytosol und zur Calcineurin-abhingigen
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFAT fiihrt. DAG initiiert dagegen die PKC-abhangige Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB1.

Phosphoryliertes BLNK bietet auBerdem Bindestellen fiir die GEFs Vav und Sos, wobei Sos im Komplex mit
Grb2 an BLNK bindet. Sos initiiert durch die Aktivierung des G-Proteins Ras die Aktivierung von MAP-Kinasen
wie ERK1/2 [55]. Vav induziert die Aktivierung von Rac und SAP-Kinasen wie JNK1/2. Beide Signalwege
zusammen resultieren unter anderem in der Aktivierung des heterodimeren Transkriptionsfaktors AP-1, der sich
aus Jun und Fos zusammensetzt.

1.3.1.1 Korezeptoren des BZR

Eine Vielzahl BZR-assoziierter und koexprimierter Oberflichenmolekiile konnen die B-Zellakti-
vierung entweder verstiarken oder attenuieren. Als Koaktivator dient der CD21/CD19/CD81-



Komplex. CD21 erkennt den an mikrobielle Ag gebundenen Komplementfaktor C3d. Bei gleich-
zeitiger Bindung des Ag durch den BZR, wird der CD19-Komplex in die Ndhe des BZR ge-
bracht [63]. Die Phosphorylierung der intrazellularen ITAM-Motive von CD19 fiihrt zur Rekru-
tierung und Aktivierung der PI3K [64]. Die PI3K phosphoryliert ihrerseits PIP2 in der Mem-
bran zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) und generiert dadurch Bindestellen fiir
Enzyme mit Plecktrin-homologer Doméne, darunter die Proteinkinase B (PKB) und Btk, de-
ren Aktivierung zusatzliche Signalwege initiiert. Das Ergebnis ist eine Verstarkung des BZR-
vermittelten Signals.

Um eine Uberaktivierung oder Autoreaktivitidt zu verhindern, wird die BZR-vermittelte Si-
gnalgebung jedoch durch eine Vielzahl von Korezeptoren stark negativ reguliert [65]. Zu die-
sen Rezeptoren gehoren u. a. PD1, CD72 [66], CD22 [67] und der niedrig affine IgG-Rezeptor
FcyRIIB1 [68]. All diese Rezeptoren besitzen intrazelluldre ITIM-Motive, die durch Src-Kinasen
wie LYN phosphoryliert werden und in diesem Zustand Bindestellen fiir Tyrosin-Phosphatasen
wie SHP-1, SHP-2 (PD1, CD72, CD22) und SHIP-1 (FcyRIIB1) bieten [69]. SHP-1 und SHP-2 in-
hibieren durch Dephosphorylierung von LYN, SYK und weiteren Kinasen die intrazellulédre
Signalleitung [70], wadhrend SHIP-1 durch Dephosphorylierung von PIP3 die Aktivierung von
PKB- und Btk-vermittelten Signalwegen blockiert [71]. FcyRIIB1 bindet in einer bereits beste-
henden Immunantwort an den fragment crystallisable (Fc)-Teil von IgG in Immunkomplexen.
Er wird bei gleichzeitiger Bindung des komplexierten Ag durch den BZR aktiviert und tragt
dadurch zur Termination der B-Zellantwort bei [68]. Uber die genauen Wirkmechanismen der
tibrigen Koinhibitoren ist wenig bekannt. Fiir CD22, das konstitutiv auf B-Zellen exprimiert
wird, wurde gezeigt, dass dieses Molekiil bei Engagement des BZR verstarkt mit dem BZR
assoziiert [72]. Es wird deshalb angenommen, dass CD22 die Aktivierungsschwelle des BZR-
vermittelten Signals heraufsetzt.

Die finale funktionale B-Zell-Antwort auf ein Ag wird demzufolge durch die bestehende Ba-

lance zwischen stimulierenden und inhibitorischen Signalen reguliert.

1.3.2 Signalgebung durch den TLR4

TLR gehoren zu der IL-1-Rezeptorsuperfamilie und fungieren als PRR, die charakteristische
PAMPs erkennen [73]. Sie zeichnen sich strukturell durch Leucin-reiche Wiederholungen (LRR)
in der extrazellulairen Doméne [74] und einer intrazelluldren Toll /IL-1-Rezeptordoméne (TIR)
aus [75]. An diese konnen wiederum Adapterproteine, die selbst iiber eine solche Doméne ver-
figen, binden. Das zentrale Adaptermolekiil, das von allen TLR mit Ausnahme von TLR3 ge-
nutzt wird, ist der myeloid differentiation factor 88 (MyD88) [76]. Daneben sind drei weitere TIR-
Domaéne enthaltende Adapterproteine bekannt: MyD88-adaptor-like/TIR-domain containing adap-
tor protein (MAL/TIRAP), TIR domain containg adapter inducing IFN-3 (TRIF) und TRIF-related
adapter molecule (TRAM) [76].

TLR4 ist verantwortlich fiir die Bindung von LPS Gram-negativer Bakterien [41]. Dabei asso-



ziiert LPS im Blut an das LPS-Bindeprotein (LBP) und wird dariiber an CD14 gebunden, ein
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-gekoppeltes Protein [77]. Dieser Komplex wird zu dem
extrazelluldren Protein myeloid differentiation protein-2 (MD-2) transferriert und schliefslich von
dem extrazelluldren Teil des TLR4 gebunden [78]. Die Bindung des Liganden induziert die
Dimerisierung des TLR4-Rezeptors, was die Bindung intrazelluldrer Adapterproteine an des-
sen TIR-Doméne ermoglicht. TLR4 interagiert dabei sowohl mit MyD88 als auch MAL/TIRAP,
TRIF und TRAM. Diese bilden nach Bindung des Liganden den signalgebenden Komplex.
Der zentrale konservierte MyD88-abhidngige Signalweg fiihrt zur Aktivierung von NF-kB [79].
MyDS88 rekrutiert und interagiert zundchst mit der IL-1-Rezeptor-assoziierten Kinase 4 (IRAK4)
uiber konservierte death domains, die in beiden Molekiilen vorkommen [80]. Hierdurch wird die
IRAK4-Kinase aktiviert, die sich selbst autophosphoryliert und weitere IRAK-Kinasen, darun-
ter IRAK1, aktiviert [81]. IRAK1 assoziiert weiter mit TNF receptor associated factor 6 (TRAF6).
Dies fiihrt zur Aktivierung von TGFB-activated kinase 1 (TAK1) durch Ubiquitinylierung [81].
Die TAK1-Kinase aktiviert den IxB-Kinasekomplex, der seinerseits den Inhibitor von NF-xB
(IxB) phosphoryliert. IkB dissoziiert darauthin von dem Komplex mit NF-kB und gibt da-
mit den aktiven Transkriptionsfaktor fiir die Translokation in den Zellkern frei [82]. Daneben
kommt es auf noch nicht genau gekldartem Weg iiber die Aktivierung von TAK1 zur Aktivie-
rung verschiedener MAPK-Signalwege, darunter p38, JNK1/2 und ERK1/2, die unter ande-
rem den heterodimeren Transkriptionsfaktor AP-1 aktivieren und hierdurch wichtige Uber-
lebenssignale vermitteln [83]. Im Gegensatz zu anderen TLR verfiigt TLR4 zusétzlich tiber
einen MyD88-unabhéngigen Signalweg, der tiber die Adaptoren TRIF/TRAM vermittelt wird.
Die Rekrutierung von TRIF zum Rezeptorkomplex fiihrt zur Aktivierung von IFN-regulatory-
factor 3 (IRF3) und zur Expression von IFN-. TLR4-aktivierte Transkriptionsfaktoren, insbeson-
dere NF-kB, induzieren in Ag-prasentierenden Zellen wie DZ und Makrophagen schliefdlich
die Expression tiberwiegend proinflammatorischer Zytokine wie IL-12, die kostimulatorischen
Molekiile CD80 und CD86 sowie MHC-II [84]. Eine Ubersicht iiber die beschriebenen TLR4-
vermittelten Signalwege ist in Abbildung 1.3.2 gezeigt.
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Abbildung 1.3.2: Der TLR4-Signalweg. LPS bindet an LBP und wird dariiber an CD14 gebunden. Dieser
Komplex wird zu dem extrazellularen Protein MD-2 transferriert und schlieBlich von dem extrazelluldren Teil des
TLR4 gebunden. Die Bindung des Liganden induziert die Dimerisierung des TLR4-Rezeptors, was die Bindung
intrazellularer Adapterproteine an dessen TIR-Domaéane ermoéglicht. TLR4 interagiert dabei sowohl mit MyD88
als auch MAL/TIRAP, TRIF und TRAM. Diese bilden nach Bindung des Liganden den signalgebenden Komplex.
Der zentrale konservierte MyD88-abhangige Signalweg fiihrt zur Aktivierung von NF-kB. MyD88 rekrutiert und
interagiert zunachst mit RAK4 iiber konservierte death domains. Hierdurch wird die IRAK4-Kinase aktiviert, die
sich selbst autophosphoryliert und weitere IRAK-Kinasen, darunter IRAK1, aktiviert. IRAK1 assoziiert weiter
mit TRAF6. Dies fiihrt zur Aktivierung von TAK1 durch Ubiquitinylierung. Die TAK1-Kinase aktiviert den
IkB-Kinasekomplex, der seinerseits kB phosphoryliert. kB dissoziiert daraufhin von dem Komplex mit NF-kB
und gibt damit den aktiven Transkriptionsfaktor fiir die Translokation in den Zellkern frei. Daneben kommt
es uber die Aktivierung von TAK1 zur Aktivierung verschiedener MAPK-Signalwege, darunter p38, JNK1/2
und ERK1/2, die unter anderem den heterodimeren Transkriptionsfaktor AP-1 aktivieren. Im Gegensatz zu
anderen TLR verfiigt TLR4 zusatzlich iiber einen MyD88-unabhangigen Signalweg, der liber die Adaptoren
TRIF/TRAM vermittelt wird. Die Rekrutierung von TRIF zum Rezeptorkomplex fithrt zur Aktivierung von
IRF3 und zur Expression von IFN-B.

TLR-Aktivierung auf B-Zellen resultiert in der Differenzierung zu kurzlebigen Plasmazellen

und der der Antikorpersekretion wie IgM und IgA, auch in Abwesenheit von T-Zell-Hilfe [85,



86]. Dabei zeigen MZ B-Zellen eine stiarkere funktionale Inmunantwort auf TLR-Engagement
als FO B-Zellen [28, 86].

1.4 CD83

1.4.1 Struktur und Expression von CD83

CD83 wurde erstmals im Jahr 1992 aus der cDNS humaner Tonsillen [87] und ein Jahr spéter
aus cDNS humaner B-Lymphozyten kloniert [88]. 1998 wurde CD83 in der Maus identifiziert
[89]. Das CD83-Gen besteht aus fiinf Exons und ist beim Menschen auf Chromosom 6 [90]
und in der Maus auf Chromosom 13 lokalisiert [89]. In der Aminosdure (AS)-Sequenz zeigen
humanes und murines CD83 63% Identitdt. CD83-Homologe wurden nicht nur in Sdugetie-
ren sondern auch in Vogeln [91] sowie in Knochen- und Knorpelfischen [92] beschrieben. Dies
zeigt eine Konservierung des CD83-Proteins iiber Jahrhunderte der Vertebratenevolution. Das
murine CD83-Protein umfasst 196 AS, wovon 21 AS das Signalpeptid bilden [93]. Das reife mu-
rine CD83-Protein mit 175 AS [89] besteht aus einer 39 AS [87] oder 42 AS [88] umfassenden
zytoplasmatischen, einer kurzen transmembranen und aus einer 114 AS langen extrazelluldren
Domine (Abbildung 1.4.1). Der Vergleich der AS-Sequenz mit bekannten Proteinen zeigte eine
starke Homologie mit Proteinen der Ig-Superfamilie, welche eine IgV-Doméne besitzen [88].
Daher wurde CD83 der Ig-Superfamilie zugeordnet, wobei zwei der fiinf Cysteinreste (Cys'®
und Cys””) in der extrazelluliren Doméne die Ausbildung einer Ig-Doméne ermoglichen [94].
Drei N-Glykosylierungsstellen in der extrazelluliren Doméne fithren zu einer starken Glyko-

sylierung des reifen CD83-Proteins [90].
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Abbildung 1.4.1: Struktur und Aminosiuresequenz des murinen CD83. Das reife murine CD83-Protein aus
175 AS besteht aus einer 39 AS oder 42 AS umfassenden zytoplasmatischen, einer kurzen transmembranen
und aus einer 114 AS langen extrazelluliren Domine. Zwei (Cys'® und Cys’”) der fiinf Cysteinreste in der
extrazellularen Domane ermoglichen die Ausbildung einer Ig-Domane. Drei N-Glykosylierungsstellen fiihren zu
einer starken Glykosylierung des reifen CD83-Molekiils.

Urspriinglich wurde CD83 als Aktivierungsmarker fiir humane und murine dendritische Zel-
len beschrieben [93, 95] und galt deswegen lange als spezifischer Reifungsmarker dieser [96].
In den vergangenen Jahren wurde jedoch gezeigt, dass CD83 auf vielen weiteren Immunzellen
nach Aktivierung exprimiert wird, darunter aktivierte B- und T-Zellen [97, 98], humane Neu-
trophile [99, 100] und NK-Zellen [101]. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass CD83 auch auf
nicht-Immunzellen wie Thymusepithelzellen [102] und noch nicht ndher charakterisierten Zel-
len im Gehirn exprimiert wird [89, 88]. Besonders deutlich wird CD83 von aktivierten B-Zellen
exprimiert. Wahrend CD83 auf naiven B-Zellen kaum vorhanden ist [97], regulieren B-Zellen
die Expression des Molekiils nach Aktivierung in vitro innerhalb weniger Stunden stark herauf
[103, 97]. Zudem stellen B-Zellen in Infektionsmodellen mit Leishmania major und Trypanosoma
cruzi nicht nur die dominante CD83" Zellpopulation dar, sondern die Expression des Molekiils
korreliert zudem mit dem Infektionsverlauf [104]. So wurde die Expression von CD83 bei der
Infektion von resistenten C57BL/6-Médusen mit L. major mit dem Verschwinden des Erregers
herunterreguliert, wahrend die CD83-Expression in suszeptiblen BALB/c-Méusen, die den Er-
reger nicht eliminieren konnen und letztlich an der Infektion sterben, unverdandert hoch blieb
[104].
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1.4.2 Einfluss von CD83 auf die Entwicklung von Lymphozyten

Die Expression von CD83 auf Epithelzellen des Thymus ist essenziell fiir die Entwicklung von
CD4" T-Zellen [102, 105]. Untersuchungen mit einer CD83-defizienten Maus haben gezeigt,
dass die fehlende Expression von CD83 auf Thymusepithelzellen zu einer stark reduzierten
Frequenz an CD4" Thymozyten und zu einer bis zu 90% verringerten Anzahl von CD4" T-
Zellen in der Peripherie fiihrt [102]. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch bei der Untersu-
chung einer CD83-mutanten (CD83mu) Maus erhalten, die aufgrund einer Punktmutation im
Stop-Codon des Molekiils kein funktionelles CD83 exprimiert [105]. Wurde Knochenmark aus
CD83-defizienten Méusen in letal bestrahlte Wildtyp (Wt) Méause transferiert, zeigt sich eine
normale Reifung der T-Zellen [102]. Im Gegensatz zu den CD4" T-Zellen ist sowohl in CD83-
defizienten als auch in CD83mu Médusen die Anzahl und Funktion von CD8* T-Zellen nicht
beinflusst [102, 105, 106]. Diese Experimente zeigen, dass die Expression von CD83 essenziell
fiir die Reifung von CD4" T-Zellen ist. Die wenigen CD4* T-Zellen, welche sich in der CD83mu
Maus entwickeln, zeigen zudem nach Aktivierung eine reduzierte Proliferation und Zytokin-
freisetzung [105]. Dartiber hinaus wurden Daten mit einer CD83Ig-transgenen Maus erhoben,
welche die Rolle von CD83 bei der Entstehung von CD4" T-Zellen bestitigen. Die Sekretion des
CD83Ig-Fusionsproteins, bestehend aus der extrazelluldaren Doméne des CD83-Molekiils und
dem Fc-Teil des humanen IgGl1, in das Serum, fiihrt zu einem funktionalen Defekt der CD4*
T-Zellen, obwohl die Anzahl derer normal ist [106]. Das kann damit erkliart werden, dass durch
die Bindung des CD83Ig-Fusionsmolekiils an den putativen Liganden fiir CD83 auf den sich
entwickelnden Thymozyten die Bindung an CD83 auf den Thymusepithelzellen verhindert
wird.

CD83 zeigt auch einen deutlichen Einfluss auf die Entwicklung von B-Lymphozyten. Natiirli-
ches CD83 wird erstmals auf der Oberfldche unreifer B-Zellen, die bereits den IgM BZR auf der
Obfldche zeigen, exprimiert [97]. Die Untersuchung einer CD83-transgenen (CD83Tg) Maus,
welche CD83 unter der Kontrolle des MHCI-Promotors auf allen kernhaltigen Zellen tiberex-
primiert, hat gezeigt, dass die vorzeitige transgene CD83-Expression zu einer Storung bereits
in der frithen B-Zellentwicklung im Knochenmark fiihrt. So entwickeln CD83Tg Mause eine
reduzierte Anzahl an pro-B-Zellen, obwohl schliefilich eine normale Anzahl unreifer B-Zellen
im Knochenmark entsteht [97]. Dartiber hinaus zeigen CD83Tg Mduse eine verdanderte spate B-
Zellentwicklung, da sie eine reduzierte Anzahl reifer FO B-Zellen bei reziprok erhthter Anzahl
unreifer TN B-Zellen entwickeln [97]. Die Anzahl von MZ B-Zellen wird dagegen nicht durch
die Uberexpression von CD83 beeinflusst. Auerdem zirkulieren in CD83Tg Mausen weniger
reife B-Zellen in der Peripherie verglichen mit Wt Médusen. Die Generierung von gemischten
Knochenmarkchimdren, bei denen sich B-Zellen zu 50% aus Wt und 50% aus CD83Tg Knochen-
mark entwickelten, hat gezeigt, dass reife CD83Tg B-Zellen eine reduzierte Uberlebensrate in
der Peripherie aufweisen [97]. Da sich Wt und CD83Tg B-Zellen hier im selben Organismus un-

ter identischen Bedingungen entwickelt haben, zeigen diese Ergebnisse, dass fiir die verdnderte
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Homoostase der CD83Tg B-Zellen die transgene CD83-Expression auf den sich entwickelnden

B-Zellen selbst und nicht auf akzessorischen Zellen verantwortlich ist.

1.4.3 Einfluss von CD83 auf die Aktivierung von B-Lymphozyten

Wiéhrend der Einfluss von CD83 auf die Aktivierung von T-Zellen noch unklar ist, besitzt CD83
einen negativen Einfluss auf die B-Zellfunktion [107].

CD83Tg Mduse reagieren bei Immunisierung mit TD- und TI-Ag sowie bei bakteriellen Infek-
tionen mit dramatisch reduzierter Ig-Produktion, weisen jedoch eine normale T-Zellantwort
auf [104]. Mit Hilfe von Knochenmarkchiméren und adoptiven Transferexperimenten wurde
gezeigt, dass die Ursache fiir die beobachteten Defekte der humoralen Immunantwort die
CD83—Uberexpression auf den B-Zellen selbst und nicht auf anderen Zellen ist [104]. In ge-
mischten Knochmarkchiméaren weisen nur CD83Tg B-Zellen eine defekte Ig-Antwort nach Im-
munisierung auf. In Knochenmarkchiméren mit transplantieren CD83mu Zellen in Wt Um-
gebung ist die Ig-Produktion dagegen gleich oder leicht erhcht verglichen mit Wt Zellen in
Wt Umgebung. Wt B-Zellen, welche in eine CD83Tg Maus transferiert wurden, produzieren
dagegen normale Mengen Ig. Aufierdem fiihrt die Applikation eines monoklonalen anti-CD83-
Antikorpers in Wt Mdusen zu einer gesteigerten Ag-spezifischen IgG1-Produktion nach TI Im-
munisierung. Diese Wirkung ldsst sich dadurch erkldren, dass die Bindung des Antikorpers an
CD83 die Wechselwirkung von CD83 mit noch unbekannten Liganden blockiert und dadurch
das CD83-vermittelte negative Signal neutralisiert wird. Gereinigte CD83Tg B-Zellen zeigen
bei Stimulation in vitro ebenfalls eine reduzierte Ig-Sekretion, wohingegen CD83mu B-Zellen
eine leicht gesteigerte Ig-Produktion aufweisen [103]. Die Beobachtung, dass isolierte CD83Tg
B-Zellen auf das Engagement des BZR mit einem reduzierten Ca?*-Einstrom [103] und einer
reduzierten Aktivierung der Kinasen LYN und SYK (A. Osterloh, unveroffentlichte Daten) rea-
gieren, deutet darauf hin, dass CD83 bereits mit frithen Ereignissen der BZR-Signalgebung
interferiert. Die Mechanismen, die der Inhibition der B-Zellaktivierung durch CD83 zugrunde
liegen, sind allerdings noch weitgehend unbekannt. CD83 selbst besitzt nur eine sehr kurze
intrazelluldre Doméane, welche keine bekannten Signalmotive enthilt. Die CD83-vermittelten
Effekte konnen somit nur durch Interaktion mit anderen signalgebenden Molekiilen erklart
werden. Bislang wurden keine Liganden fiir CD83 identifiziert. Aktuelle Studien unserer Ar-
beitsgruppe deuten darauf hin, dass der inhibitorische BZR-Korezeptor CD22 ein cis-Ligand
von CD83 auf B-Zellen ist und CD83 in den inhibitorischen CD22/LYN/SHP-1-Signalweg in-
volviert ist (A. Osterloh, unverdffentlichte Daten). Jedoch sind CD83Tg B-Zellen nicht gene-
rell defekt. Obwohl CD83Tg B-Zellen auch bei Stimulation mit LPS hypoproliferativ reagieren,
sekretieren sie gegeniiber Wt B-Zellen erhohte Mengen an IL-10, wahrend CD83mu B-Zellen

reziprok weniger IL-10 freisetzen [103].
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Vorangegangene Arbeiten haben gezeigt, dass CD83 die B-Zellaktivierung und Funktion ne-
gativ beeinflusst und dabei mit BZR-vermittelten Signalen interferiert. Es wurde jedoch auch
gezeigt, dass B-Zellen aus CD83Tg Méausen auf TLR4-Engagement zwar hypoproliferativ rea-
gieren, jedoch erhohte Mengen IL-10 freisetzen. Um dieses Phdnomen aufzukldren, war das
Ziel dieser Arbeit, die Reaktion von CD83Tg B-Zellen auf das Engagement des BZR sowie des
TLR4 im Vergleich mit Wt B-Zellen ndher zu charakterisieren. Dabei sollte die Antwort der FO,
MZ und TN B-Zellsubpopulationen in Bezug auf die Proliferation und IL-10 Freisetzung auf
diese Stimuli differenziert untersucht werden. Die Experimente sollten eine Aussage dartiiber
erlauben, ob CD83 auf alle B-Zellsubpopulationen gleichermafien wirkt oder moglicherweise
verschiedene B-Zellen unterschiedlich beeinflusst.

In der CD83Tg Maus wird CD83 bereits tiberexprimiert, bevor es nattirlicherweise auf der B-
Zelloberflache erscheint. Es wurde gezeigt, dass diese vorzeitige Expression von CD83 sowohl
die frithe B-Zellentwicklung im Knochenmark als auch die Reifung und Differenzierung in der
Milz stort. Deshalb ist nicht auszuschliefien, dass die beobachteten Effekte von CD83 auf die
B-Zellaktivierung auch auf einen bereits wahrend der B-Zellentwicklung entstandenen Defekt
zuriickzufiihren sind. Um einen negativen Einfluss von CD83 auf die B-Zellentwicklung auszu-
schliefSen, sollte in dieser Arbeit eine konditionelle CD83 Knock-in (CD83KI) Maus hergestellt
werden, die erlaubt, dass das CD83-Molekiil erstmals im Stadium der reifen B-Zelle {iberexpri-

miert wird.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Laborgerit

Analysenwaage

Autoklav - 6464L

COs-Inkubator - HERA cell 150
Digitalwaage

Durchflusszytometer - FACSCalibur
Durchflusszytometer - BD Accuri C6
Elektronische Pipettierhilfe - Accu-jet®pro
ELISA-Reader (MRX 1II)
Eppendorfzentrifuge 5415D

Feinwaage

Gamma-Bestrahlungsanlage (OB29/4)
Geldokumentation - FUSION-SL4 advanced
Gelkammern (Gelelektrophorese)
Gelkammern (SDS-PAGE)

Kiihl- und Gefrieranlage

Lichtmikroskop

Magnetriihrer

Megafuge 2,0R

Mehrkanalpipetten
MidiMACS-Zellseparationssystem
Mikroskop - Axioskop 2 Plus
Mikrowellengerit

Netzteil (DNS-Gelelektrophorese)
PCR-Cycler - peqSTAR 96 Universal Gradient
pH-Meter - pH211

Pipetten

Hersteller

Sartorius AG, Gotttingen

Schlumbohm Medizintechnik, Hamburg
Thermo Electron Corporation, Langenselbold
Sartorius AG, Gottingen

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Brand GmbH & Co. KG

Dynex Technologies, Berlin

Eppendorf, Hamburg

Denver Instrument GmbH, Géttingen
STS GmbH, Braunschweig

Vilber, Eberhardzell

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Liebherr, Ochsenhausen

Hund GmbH, Wetzlar

IKA Labortechnik, Staufen
Heraeus-Sepatech, Hanau

HTL Lab Solutions, Warschau

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena
Panasonic, Wiesbaden

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

HANNA Instruments Deutschland GmbH, Kehl

am Rhein

Eppendorf AG, Hamburg; Gilson, Limburg



Reinluft-Werkbank - Steril GARD III Advance
Thermomagnetriihrer - RET-GS

Thermomixer - Comfort

UV-Flachenstrahler - N90 L (Gelelektrophorese)
Vortexer - VF2

Wasserbad

Wasserdeionisierungsanlage
Western Blot-Apparatur

Zihlkammer - Neubauer improved (0,1 mm)

Zellerntegerét ,,Microcell Harvester”
Zentrifuge - Cytospin 3

Zentrifuge - Eppendorf zentrifuge 5417 |
Zentrifuge - Megafuge 1.0R

Zentrifuge - Mikro 20

The Baker Company, Maine, USA
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Eppendorf AG, Hamburg

Benda Konrad Laborgeréte, Wiesloch
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH,
Burgwedel

SG Clear, Barsbiittel

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG,
Sondheim /Rhon

Inotech, Reppischhof, Schweiz

Shandon Life Sciences InteRNStionl, Frankfurt
Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

2.1.2 Verbrauchsmaterialien (Glas- und Plastikmaterialien)

Alle mit * versehenen Waren wurden steril bezogen.

Materialname
Chamber Slide *
Deckglaser

EDTA-R6hrchen

ELISA 96-Loch Platten

FACS Rohrchen (5 mL Polystyren)
Glasobjekttrager

Handschuhe
Kantilen*
MACS-Separationssdulen LS*

Parafilm

Petrischalen (100 x 200 mm)*

Pipettenspitzen

Hersteller

Nalge Nunc International, NewYork, USA
Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Konigshofen

Kabe Labortechnik, Niimbrecht- Elsenroth
Greiner bio-one, Frickenhausen

Sarstedt, Niimbrecht

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH,
Edermiinde

Paul Hartmann AG, Heidenheim

Braun, Melsungen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Pechiney Plastic Packaging, Inc., Wisconsin,
USA

Sarstedt, Niimbecht

Greiner bio-on, Frickenhausen; Sarstedt,

Niimbrecht
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Platten fiir Proteinbestimmung (96-Loch)
Reaktionsgeféfse (0,5, 1,5 und 2 mL)
Safelock-Reaktionsgeféfie (1,5 mL)
Schottflaschen

Spritzen (1, 5 und 10 mL)*

Sterilfilter (Porengrofie 0,22 und 0,45 um)*
Pipetten (5, 10 und 25 mL)*
Zellkulturplatten (96-, 24-, 6-Loch)*
Zellsiebe “Cell Strainer” (70 um)*
Zellschaber *

Zentrifugenrohrchen (15 und 50 mL)

2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Greiner bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Niimbrecht
Eppendorf, Hamburg

Schiitt Labortechnik, Géttingen
Braun, Melsungen

Sarstedt, Niimbrecht

Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Becton Dickinson, Heidelberg
SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt, Nuumbrecht

Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen.

2.1.3.1 Molekularbiologische Arbeiten

Reagenz

Agarose

6x DNS-Ladepuffer

DNS-Marker - GeneRulerTM 100bp
DNS-Ladder

DNS-Marker - GeneRulerTM 1kb DNS-Ladder
2 mM dNTP-Mix

Ethidiumbromid

Chlorwasserstoff (HCI)
Magnesiumchlorid (MgCl,)

10x Tag-Puffer (+KCl, - MgCl2)

Oligonukleotide

Hersteller
Biomol GmbH, Hamburg
Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Fermentas GmbH, St-Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon bezogen.

Primer

IL10-s

IL10-eGFP-as
For_ROSA26
Rev_ROSA26/2 (Wt)
Rev_ROSA26/1 (Tg)

Sequenz
5-ATACATGATGATCAAAATGAAAAGCT-3’
5-GCCGTAGGTCAGGGTGGTCACG-3
5-AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT-3’
5-GGAGCGGGAGAAATGGATATG-3’
5-GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC-3
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Plasmid-Vektoren

CTV-CD83

Enzyme

Enzym

EcoRI

Taq DNS Polymerase (rekombinant) 1U/uL

2.1.3.2 Biochemische Arbeiten

Reagenz

Acrylamid (30 %)/ Bisacrylamid (0,8 %)
Ammoniumpersulfat (APS)
Bradford-Reagenz Pierce,

CAPS
(3-[Cyclohexylamino]-1-propansulfonsdure)
Chlorwasserstoff (HCI)

Dithiothreitol (DTT)

ECL Western Blotting Detection Reagents GE
Ethanol

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Hybond™-ECL Nitrocellulose-Membran
N-Hybond™-ECL Nitrocellulose-Membran
Isopropanol

Milchpulver

Natriumcitrat (C¢HsNazO; x H;0)
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydroxid (NaOH)

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
Restore™Plus Western Blotting Stripping
Rinderserumalbumin (BSA)
Streptavidin-HRP

TEMED

Tetramethylbenzidin (TMB)

Bestand des Bernhard-Nocht-Instituts

Erkennungssequenz Hersteller
5-GANA ATTC-3 Fermentas GmbH,
St-Leon-Rot
3-CTTA ANG-5

Fermentas GmbH,

St-Leon-Rot

Hersteller

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Rockford, 11, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe
Healthcare, Freiburg

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
GE Healthcare, Freiburg

GE Healthcare, Freiburg

Merck KGaA, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot

Buffer Pierce, Rockford, I1, USA
Serva Feinbiochemika, Heidelberg
DAKO, Glastrup, Danemark
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (99,8
%)

Tris-HCl

Tween-20

Whatman-Filterpapier

Kits
Kit
IL-10 DuoSet® ELISA Development Kits
Labeling Kits (fiir Antikorper)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Schleicher & Schuell, Dassel

Hersteller
R&D Systems, Wiesbaden
Molecular Probes/Invitrogen, Leiden,

Netherlands
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2.1.3.3 Zellbiologische Arbeiten

Reagenz

7-Amino-Actinomycin D (7-AAD)
Annexin V

B-Mercaptoethanol
Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester
(CFSE)

DAPI (4,6-Diamidin-2-phenylindol)
Fetales Kélberserum (FCS)

10 mg/mL Gentamycin

200 mM L-Glutamin (100x)

1 M 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsdure

(HEPES)

SH-Thymidin (1 pCi/mL)

Incidin Liquid

Lipopolysaccharid (LPS; E. coli 055:B5)
LPS-EB Biotin (E.coli 0111:B4)
Mausserum

Paraformaldehyd

Permafluor Aqueous Mounting Medium
RPMI1640 (ohne L-Glutamin)
Streptavidin-TRITC
Szintillationsfliissigkeit

Triton X100

Trypanblau (0,4 %)

U0126 (MEK1/2 inhibitor)

Kits
Kit
B-Zell-Isolationskit
B-Zell-Isolationskit

Hersteller

BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Molecular Probes, Leiden, Niederlande

Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA, Colbe
PAA, Colbe
PAA, Colbe
PAA, Colbe

Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
Ecolab, Diisseldorf

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

InvivoGen, SanDiego, USA

CALTAG, Burlingame, CA, USA

Sigma, Deisenhofen

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

PAA, Colbe

Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Cell Signaling Technology/New England
Biolabs, Frankfurt

Hersteller
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
StemCell, Grenoble, Frankreich
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2.1.4 Antikorper

B-Zellstimulation

Antikorper

Hamster anti-Maus CD40 (HM40-3)
Ratte anti-Maus Igx (187.1)

FACS

Antikorper

Ratte anti-Maus CD19-FITC/-PE/-APC (1D3)
Ratte anti-Maus CD1d-PE (1B1)

Ratte anti-Maus CD21-FITC (7G6)

Ratte anti-Maus CD23-APC (B3B4)

Ratte anti-Maus CD83-Alexa488/-Alexa647
Ratte anti-Maus IgM-FITC

Western Blot

Antikorper

Kaninchen anti-Maus phospho-ERK1/2
(Thr202/Tyr204; DE13.14 4E)

rabbit anti-mouse ERK1/2 (clone 137F5)

Ziege anti-Kaninchen-HRP

Kolokalisation

Antikorper

anti-mouse CD83
(Michel-19)-Alexa488/-Alexa647
Ratte IgG1-FITC/-PE (R3-34)

Hersteller
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg

Hersteller

BD Pharmingen, Heidelberg
eBioscience, Frankfurt

BD Pharmingen, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe

BNI, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe

Hersteller

Cell Signaling Technology /New
England Biolabs, Frankfurt

Cell Signaling Technology/New
England Biolabs, Frankfurt
DAKO, Glastrup, Danemark

Hersteller
BNI, Hamburg

BD Pharmingen, Heidelberg
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2.1.5 Mausstamme

Mausstamm
C57BL/6] (Wt)
CD83Tg

IL-10eGFP Reportermaus

Herkunft
BNIL Hamburg
BNI, Hamburg

Dr. Matthias Haury und
Dr. Dinis Calado,
Instituto Gulbenkian de

Ciéncia, Portugal

Beschreibung

H-2b

H-2b; transgene Maus;
exprimiert unter der
Kontrolle des MHC-I
Promotors
membranstdndiges CD83
exprimiert eGFP,
gekoppelt an die IL-10
Expression durch eine

IRES-Sequenz

2.1.6 Puffer und Stammldsungen

Alle Puffer und Losungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt. Fiir die Verwendung in
der Zellkultur wurden hitze-unempfindliche Losungen autoklaviert (135°C, 2 bar, 20 min) und
hitze-empfindliche Losungen steril filtriert (Porengrofse 0.22 um). FCS wurde zur Inaktivierung

von Komplementfaktoren 30min bei 56°C erhitzt und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

2.1.6.1 Aligemeine Losungen

Losung Zusammensetzung
32 g NapHPOyx H,O
5.3 g NapHPO4x H>,O
20x PBS 164 g NaCl
ad 1L H20

fiir 1x PBS ergibt sich hiermit pH 7.2

2.1.6.2 Molekularbiologische Arbeiten

Losung Zusammensatzung
Losung A: 10 mM NapCO3
Losung B: 20 mM NaHCOg
ELISA-Beschichtungspuffer
Losungen werden bis zum Erreichen von pH 9.6
gemischt

ELISA-Blockpuffer 1x PBS mit 1 % BSA (w/v)

ELISA-Stoplosung 2M HyS0y
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Losung

ELISA-Substratpuffer

ELISA-Substratlosung

ELISA-TMB-Losung

ELISA-Waschpuffer

Ethidiumbromidlésung

10x TBE

Zusammensatzung

100 mM NaH,PO4x Hy,O
pH5.5

12 mL ELISA-Substrapuffer
200 pL ELISA-TMB-Losung
1,2 uL 30 % H202

30 mg TMB
5 mL Dimethylsulfoxid (DMSO)

1x PBS mit 0.05 % (v/v) Tween20

10 mg/mL Ethidiumbromid in HzO
0.89 M Tris-Base

0.89 M Borsédure (H3BO3)

20 mM EDTA
pH 8.0
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2.1.6.3 Biochemische Arbeiten

Losung

Polyacrylamidgelelektrophorese

10x Laufpuffer

4x Lower

Sammelgel

5x SDS-Ladepulffer

Trenngel (10%)

4x Upper

Zusammensetzung

31 g Tris-Base
140 g Glycin
10 g SDS

ad 1L HO

18 g Tris-Base

4 mL 10 % SDS
ad 100 mL. H,O
pH 8.8

1.25 mL 4x Upper

0.8 mL Acrylamid (30 %)/ Bisacrylamid (0,8 %)
3mL HyO

50 uL 10 % APS

5 uL TEMED

50 mM Tris-Base

2 % SDS

5 % Glycerin

wenig Bromphenolblau
1MDTT

pH 6.8

2.5 mL 4x Lower

3.5 mL Acrylamid (30 %)/ Bisacrylamid (0,8 %)
4 mL H,O

100 puL 10 % APS

12.5 uL TEMED

6.06 g Tris-Base

4 mL 10 % SDS
ad 100 mL HZO, pH 6.8
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Western Blot

Blockpulffer

10x CAPS Stammlosung

1x CAPS-Puffer

Waschpuffer
Southern Blot

Denaturierungspuffer

100x Denhardt’s

Depurinierungspuffer

Neutralisationspuffer

20x SSC

Waschpuffer

4 % Magermilchpulver in Waschpuffer

0.05 M CAPS
pH 11.0

100 mL 10x CAPS
100 ml Methanol
ad 1L H,O

0.1 % Tween 20 in 1x PBS

0.5 M NaOH

1.5 M NaCl

10 g Ficoll 400

10 g Polyvinylpyrrolidon K30
10 g BSA

ad Aqua auf 500 mL

0.25 M HCl

0.5 M Tris-HCl
1.5 M NaCl

3 M NaCl
0.3 M Na-Citrat

ph?7.0

2x SSC
0.1 % SDS
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Hybridisierungspuffer

2.1.6.4 Zellbiologische Arbeiten

Losung

Annexin-V-Bindungspuffer

CFSE-Stammlosung

Erythrozytenlysepuffer

FACS-Puffer

FACS-Zellfixierer (PFA)

MACS-Puffer

RPMI/10 % FCS

Trypanblau-Losung

Zelllyse-Puffer

5x SSC

5x Denhardt’s

25mM NaH,PO,, pH 6.5
0.1 % SDS

100 pg/ml einzelstrangige Heringssperna-DNS

Zusammensetzung

0.1 M HEPES/NaOH (pH 7.4)
1.4 M NaCl

25 mM CaClI2

Aqua dest

5 mM in DMSO

10 % (v/v) 0.1 M Tris/HCl, pH 7.5
90 % (v/v) 0.16 M NH4Cl

1x PBS mit 1 % FCS und 0,1 %
Natriumazid (NaN3)

1x PBS mit 1 % Paraformaldehyd

1x PBS mit 0,5 % BSA
2mM EDTA

500 mL RPMI 1640

50 mL FCS

10 mL 1 M HEPES

10 mL 200 mM L-Glutamin
2.5mL 10 mg/mL Gentamycin

2 mg Trypanblau in 100 mL 1xPBS

100 mM Tris
5 mM EDTA
0.2 % SDS
200 mM NaCl
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiochemische Methoden
2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ermoglicht mit Hilfe hitzestabiler DNS-Polymerasen eine selektive Amplifikation von
DNS-Sequenzen [108]. Die Methode beruht auf einem sich wiederholenden Zyklus aus drei
aufeinanderfolgenden Schritten. Die Denaturierung der Ziel-Desoxyribonukleinsdure (DNS)
erfolgt bei einer Temperatur von 94°C. Hierauf folgt die als annealing bezeichnete sequenzspezi-
fische Anlagerung von zwei Oligonukleotid-Primern an die denaturierten DNS-Einzelstrange.
Die gewihlte annealing-Temperatur ist von der Lange und der Purin/Pyrimidin-Zusammensetz
ung der Primer abhidngig. Nach der Wallace-Regel ldsst sich die Schmelztemperatur (TM) eines
Primers wie folgt berechnen: TM =2 x (A + T) + 4 x (G + C). Ausgehend von diesen Primern

synthetisieren hitzestabile DNS-Polymerasen bei der Elongation komplementdre DNS-Strange
in 5 zu 3’-Richtung. Dieser Elongationsschritt erfolgt im Temperaturoptimum der Thermophi-
lus aquaticus (Taq)-Polymerase bei etwa 72 °C. Der Zyklus aus Denaturierung, annealing und
Elongation wird mehrmals wiederholt, wodurch die Menge der amplifizierten DNS-Sequenz
exponentiell zunimmt. Die automatisierte zyklische Synthese erfolgte in einem programmier-
baren Heizsystem (Thermocycler). Zur Vermeidung von Kontaminationen wurden autoklavier-
te Reaktionsgefdfse sowie gestopfte Pipettenspitzen verwendet. Sofern nicht anders angegeben,

wurden die Reaktionsmischungen folgendermafien angesetzt:

PCR-Mix Volumen
10x Tag-Puffer (+KCl, -MgCl,) 2.0 uL
25 mM MgCl, 2.0pL
10 pmol/pl Primer forward 2.5nuL
10 pmol/pl Primer reverse 2.5puL
2 mM dNTP-Mischung 2.5l
DNS-template 1.0 uL
Taq DNS Polymerase 1 U/uL 0.2 uL
ddH,0O 7.3 uL

Als Negativkontrolle diente stets ein Ansatz mit Wasser anstelle des DNS-Templates. Folgen-
de Programmeinstellungen wurden fiir die PCR des IL10eGFP-Transgens und der ROSA83KI-
PCR verwendet:
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IL10eGFP-PCR  Zeit (min) Temperatur (°C) Wiederholung

Denaturierung 4 94 1x
Denaturierung 0.5 95

Annealing 1 55 35x
Elongation 1 72

Elongation 10 72 1x

ROSAS83KI-PCR Zeit (min Temperatur (°C) Wiederholung

Denaturierung 3 05 1x
Denaturierung 0.25 95
Annealing 15 50 3x
Elongation 0.5 72
Elongation 2 72 1x

2.2.1.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarose-Geleletrophorese ermoglicht die elektrophoretische Auftrennung von DNS-Frag-
menten in Abhédngigkeit ihrer Grofie. Die Trennung der DNS wird in einem horizontalen Aga-
rosegel iiber ihre negative Nettoladung erzielt. Wenn nicht anders angegeben, wurden fiir die
Analyse 1 %-ige Agarosegele mit Tris-Borat/EDTA (TBE)-Laufpuffer verwendet. Die Detektion
der DNS-Fragmente im Gel erfolgte mit 0.2 pg/ml Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl-6-
phenylphenanthridiniumbromid), welches beim GiefSen des Gels zugesetzt wurde. Ethidium-
bromid interkaliert in die DNS-Doppelhelix und emittiert Licht mit einer Wellenldnge von circa
590 nm bei Anregung mit UV-Licht von 302 nm. Die Proben wurden vor der Auftrennung mit
6x Ladepuffer versetzt. Zur Grofienbestimmung der DNS-Proben wurden 5 pl des Grofienstan-
dards GeneRuler 1 kb Plus DNS Ladder oder GeneRuler 100 bp Plus DNS Ladder verwendet.
Die Elektrophorese wurde bei 80-100 V durchgefiihrt. Die Uberpriifung und Dokumentation
der Agaraosegele erfolgte mittels eines UV-Fldchenstrahlers, einer Kamera und der Software

Quantity One.

2.2.1.3 Restriktionsverdau von DNS

Restriktionsendonukleasen bakteriellen Ursprungs binden doppelstrangige DNS an spezifi-
schen Erkennungssequenzen und spalten in jedem Strang eine Phosphodiesterbindung hydro-
lytisch auf. In der Molekularbiologie werden in erster Linie Restriktionsendonukleasen vom
Typ II verwendet, die meist palindromische DNS-Motive von 4 bis 8 bp erkennen und inner-
halb dieser Sequenz schneiden. Die Durchfiihrung der Restriktionen der genomischen DNS
der Stammzellklone erfolgte in der 96-Loch-Platte mit dem Restriktionsenzym EcoRI nach fol-

gendem Schema:
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Komponente Volumen
10x Enzympuffer 10ul
EcoRI 2ul
ddH,O 8ul

Reaktionsmix wurde auf prézipitierte DNS pipettiert

Die Inkubation der Restriktionsansatze erfolgte tiber Nacht bei 37°C in einer feuchten Kammer.
Nach 24 h wurden zusétzlich 2 pl Enzympuffer und 1 ul EcoRI zugegeben und weitere 2 h bei
37°C inkubiert. AnschliefSend erfolgte die Auftrennung im Agarosegel.

2.2.2 Biochemische Methoden
2.2.2.1 Herstellung von Zelllysaten

Fiir die Analyse der ERK1/2-Aktivierung im Western Blot wurden Zelllysate stimulierter B-Zellen
hergestellt. 2x10° bis 2x10° Zellen wurden nach Stimulation durch Zentrifugation bei 1200 rpm
fiir fiinf Minuten bei 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 25 uL
Zelllysepuffer resuspendiert und dieser Ansatz 30-45 min auf Eis inkubiert. Um die Zelltriim-
mer zu entfernen, wurde eine Minute bei 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand zur Ana-
lyse in einer SDS-PAGE (Abschnitt 2.2.2.3) elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.2.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford

Als Bradford-Assay bezeichnet man den Nachweis von Proteinen in Losung mit Hilfe des Farb-
stoffs Coomassie-Brillantblau. In Gegenwart von Proteinen verschiebt sich das Absorptions-
maximum des Farbstoffs von 465 nm zu 595 nm. Grund hierfiir ist die unspezifische Bindung
des Farbstoffs an kationische und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten der Proteine. Zur Be-
stimmung der Proteinkonzentration in Losung wurde eine BSA-Verdiinnungsreihe(cmax = 2
mg/mL) in 1x PBS als Standard angesetzt, dessen Absorption ebenfalls bei 595 nm gemessen
wurde. Nach Erstellung einer Standardkurve kann die Proteinkonzentration der unbekann-
ten Probe direkt abgelesen werden. Fiir die Messung wurden die Proben (1:10) und BSA in
PBS in einem Volumen von 20 pL eingesetzt. Diese wurden in einer 96-Loch-Platte mit 250 pL
Bradford-Reagenz versetzt und unmittelbar nach Durchmischen im ELISA-Lesegerit bei 595

nm vermessen.

2.2.2.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE werden die Proteine unter denaturierenden Bedingun-
gen auf Grund ihres Molekulargewichts im Polyacrylamidgel aufgetrennt. Bei SDS (Natrium-
dodecylsulfat) handelt es sich um ein anionisches Detergenz, das tiber seinen unpolaren Mole-

kiilteil mit unpolaren Seitenketten der Proteine interagiert. Der entstandene Komplex aus SDS
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und denaturiertem Protein weist eine stark negative Ladung auf, die der Masse des Proteins in
etwa proportional ist. Die durch das gebundene SDS erworbene negative Ladung ist meist we-
sentlich grofser als die urspriingliche Ladung des nativen Proteins. Somit ist die Wanderungsge-
schwindigkeit der Proteine im Gel in Richtung der Anode ausschliefSlich von der Molekiilgrofse
abhéngig. Bei der diskontinuierlichen PAGE passieren die Proteine zuerst ein Sammelgel, das
grobmaschiger ist als das folgende Trenngel. Das Sammelgel hat einen pH-Wert von 6.8, der
sehr nahe dem isoelektrischen Punkt des im Laufpuffer enthaltenen Glycins liegt. Das Glycin
liegt hier demnach als Zwitterion vor und weist deshalb eine geringere Mobilitét als die im
Sammelgel enthaltenen Chloridionen auf. Zwischen den Lauffronten der Chloridionen und
des Glycins bilden sich auf Grund der Potentialdifferenz Proteinstapel aus, welche alle gleich
schnell wandern. Bei Erreichen des Trenngels nimmt der pH-Wert auf 8.8 zu, das Glycin geht
in den geladenen Glycinat-Zustand tiber und {iberholt die Proteinfront. Die Proteine sind nun
dem Siebeffekt des engporigen Sammelgels ausgesetzt und werden daher ihrer molekularen
Grofie nach aufgetrennt.

Die Proben wurden in einem Verhdltnis von 1:5 mit 5x konzentriertem Ladepuffer versetzt und
fiir 10 min bei 95°C denaturiert, bevor sie auf das Polyacrylamidgel geladen wurden. Die dar-
auf folgende Elektrophorese erfolgte fiir 15 min bei 70 V und anschlieffend bei 120 V. Diese
wurde beendet, sobald die Laufmittelfront den unteren Gelrand erreichte. Sammel- und Trenn-

gel setzten sich dabei wie unter Abschnitt 2.4.3 beschrieben zusammen.

2.2.2.4 Western Blot

Fiir den spezifischen Nachweis von Proteinen konnen diese nach einer gelelektrophoretischen
Auftrennung durch Anlegen eines elektrischen Feldes aus der Polyacrylamidmatrix auf eine
Membran transferiert und gleichzeitig immobilisiert werden. Das elektrische Feld wird senk-
recht zur Laufrichtung der Proteine im Gel angelegt, sodass die SDS-beladenen Proteine in
Richtung der Anode wandern. Sie nehmen hierdurch auf der Membran die gleiche Position
wie im urspriinglichen Gel ein. Die Detektion der immobilisierten Proteine kann direkt mit
Hilfe spezifischer Antikorper erfolgen. Der Transfer erfolgte auf Nitrocellulose-Membranen
durch Semi-Dry-Western blotting. Dabei werden das Gel und die Membran, flankiert von je
drei Whatman-Filterpapieren, zwischen den Plattenelektroden der Semi-Dry-Blot-Apparatur
positioniert. Fiir den Aufbau wurden das Gel, die Membran und die Filterpapiere in 1x CAPS-
Puffer getrankt. Der Transfer erfolgte bei konstantem Strom (1 mA pro cm? Blotflache) fiir 45

min.

2.2.2.5 Immunodetektion von Proteinen mit Chemilumineszenz (ECL)

Die immobilisierten Proteine auf der Nitrocellulosemembran wurden mit Antikérpern und

Meerrettich-Peroxidase (horse radish peroxidase, HRP)-gekoppelten Sekundarantikérpern, die
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gegen den Fc-Teil des jeweiligen primdren Antikorpers gerichtet sind, nachgewiesen. Das En-
zym Meerrettich-Peroxidase katalysiert in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid unter alkali-
schen Bedingungen die Oxidation von Luminol, einem zyklischen Diazylhydrazid. Die hierbei
frei werdende Energie, die in Form von Licht einer Wellenldnge von 426nm emittiert wird, kann
mit Hilfe von Chemilumineszenz-Lesegerdten detektiert werden.

Die Nitrocellulosemembran wurde im ersten Schritt fiir 2 h bei RT in 1 % TBS/4 % Milch-
pulver gelockt. Alle Inkubtionsschritte erfolgten unter Schiitteln. Anschlieffend wurde der pri-
maire Antikorper iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 1% TBS/0.01
%Tween20 fiir je 10 min wurde die Membran fiir 1 h bei RT mit dem HRP-gekoppeltem se-
kundaren Antikorper inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen folgte die Detektion mit
Hilfe des ECL-Detektionssystems. Die beiden Detektionslosungen des Kits wurden hierfiir im
Verhiltnis 1:1 gemischt, der Blot eine Minute in der Reaktionslosung inkubiert und die Che-
milumineszenz im Geldokumentationsgerit Fusion SL4 analysiert. Folgende Tabelle zeigt alle

verwendete Antikorper und Verdiinnungen:

Antikorper Verdiinnung
anti-pERK1/2-Antikorper  1:1000
anti-ERK1/2-Antikorper ~ 1:1000
anti-Kanninchen-HRP 1:2000

2.2.2.6 Ablosen von Protein-Komplexen von Nitrocellulosemembranen (stripping)

Zur mehrmaligen Detektion von Proteinen mittels verschiedener Antikérper auf einer Nitro-
zellulosemembran miissen bereits gebundene Protein-Komplexe abgelost werden. Dies erfolg-
te mit Hilfe des Restore™Plus Western Blotting Stripping Buffer. Hiermit konnen hoch affine
Antikorper von der Membran entfernt werden, ohne die auf die Membran transferierten Protei-
ne abzulosen. Die Nitrocellulosemembran wurde einmal fiir fiinf Minuten mit PBS gewaschen
und anschlieflend mit dem Stripping-Puffer tiberdeckt. Nach 15 mintitiger Inkubation unter
Schiitteln des Blots bei Raumtemperatur wurde die Membran dreimal fiir fiinf Minuten in PBS
gewaschen. Danach wurden die freien Bindungsstellen auf der Membran mit 1x PBS /4% Milch-

pulver/1 %Tween20 abgesittigt und die Proteine erneut detektiert.

2.2.2.7 Southern Blot

Ziel des Southern Blots ist es, DNS-Fragmente, die zuvor mittels Gelelektrophorese emtspre-
chend ihrer Linge getrennt wurden, auf einer N*-geladenen Membran zu fixieren, um spéter
durch Hybridisierung mit markierten Sonden einzelne DNS-Fragmente spezifisch nachweisen
zu konnen. Vor dem Blotten muss das Gel vorbehandelt werden. Um Fragmente tiber 5 kb Lan-
ge effizient auf die Membran zu transferieren, wurde das Gel zundchst fiir 30 min in 0.25 M

HC1 schiittelnd inkubiert. Dadurch wird die DNS teilweise depuriniert und zerbricht dann
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in kleinere Fragmente. Anschlieffend wird die DNS durch eine 30-mintitige Inkubation in De-
naturierungslosung denaturiert und im letzten Schritt 30min in einer Neutralisationslosung
inkubiert.

Unter Ausnutzung der Kapillarkrafte wird 20x SSC-Puffer durch das Gel und die Membran in
einen Stapel von Papiertiichern gesogen. Dafiir wurden auf einer Glasplatte zundchst 3 Lagen
Whatman-Filterpapieren, darauf das Agarosegel, dann die Membran und dariiber wieder 3
Lagen Filterpapier gelegt. Die unteren Filterpapiere hangen dabei mit den Enden in einer Wan-
ne, welche mit 20x SSC-Puffer gefiillt ist. SchliefSlich folgten mehrere Lagen Papiertiicher und
eine kleine Glasplatte, auf die kleine Gewichte gestellt werden. Es muss darauf geachtet wer-
den, dass der Transferpuffer nicht am Gel vorbei lduft. Nach etwa 14h wird die Konstruktion

abgebaut und die Membran getrocknet.

2.2.2.8 Detektion der DNS mittels einer radioaktiv-markierten Sonde

Die N*-Nitrocellulosemembran, auf welche die DNA wie in Abschnitt 2.2.2.7 beschrieben, trans-
ferriert wurde, muss zundchst geblockt werden, um freie Bindungsstellen abzusittigen. Dazu
wurde die Membran 30 min in einer 10 %igen SDS-Losung inkubiert. Die Hybridisierung mit
der 32P-Sonde [109] erfolgte in der Hybridisierungslésung. Dafiir wurde die Membran in ei-
ne Plastikschale mit Deckel transferriert und bei 65°C iiber Nacht unter Schiitteln inkubiert.
Anschlieffend wurde die Membran in einer Waschlosung 2x 15 min bei 65°C gewaschen.Fiir
die Detektion der DNA-Fragmente wurde ein Rontgenfilm aufgelegt und fiir mindestens 3 h

exponiert.

2.2.2.9 ELISA zum Nachweis von IL-10 im Zellkulturiiberstand

Der Nachweis von IL-10 im Zellkulturiiberstand erfolgte mithilfe eines Sandwich-ELISA (enzy-
me linked immunosorbent assay) durch den Einsatz zweier hochspezifischer Antikorper, welche je
an unterschiedliche Epitope des nachzuweisenden Antigens binden. Im ersten Schritt wurde ei-
ne 96-Loch Flachboden ELISA-Platte mit einem anti-IL10 Antikorper beschichtet. Hierfiir wur-
den je 50 pl anti-IL-10 (1:180 DuoSet ELISA-Kit; R&D Systems) in ELISA-Beschichtungspuffer
pro Ansatz aufgebracht und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschlieffend wurden ungebunde-
ne Antikorper durch dreimaliges Waschen mit ELISA-Waschpuffer entfernt und freie Oberfla-
chenbindungsstellen mit 100 ul ELISA-Blockpuffer tiber zwei Stunden bei RT blockiert. Nach
Entfernen des ELISA-Blockpuffers wurden im nachsten Schritt 50 pl der unverdiinnten Zellkul-
turiiberstande (Dreifachwerte), sowie Doppelwerte der jeweiligen Konzentration des Zytokin-
standards pipettiert. Die Bindung von IL-10 an den immobilisierten Antikorper erfolgte tiber
Nacht bei 4°C. Fiir den Nachweis des gebundenen IL-10 wurden biotinylierte Sekundaranti-
korper verwendet. Fiir diesen zweiten Bindungsschritt wurden die Platten nach dem Waschen
mit 50 pl des IL-10 Biotin-Antikorpers in 1x PBS/0.1 % BSA fiir eine Stunde bei RT inkubiert
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(1:180 DuoSet ELISA-Kit; R&D Sysems). Nach viermaligem Waschen mit ELISA-Waschpuffer
erfolgte die Bindung eines Streptavidin-HRP (horse radish peroxidas)-Konjugats. Dieses wurde
ein einer Verdiinnung von 1:200 in 1x PBS/0.1% BSA und einem Volumen von 50 pl eingesetzt.
Die Bindung erfolgte tiber eine Stunde bei RT. Nach viermaligem Waschen wurden je 100 ul
ELISA-TMB-Substratlosung pipettiert und die Reaktion, nach Erreichen einer ausreichenden
Farbung, durch Zugabe von 25 pl ELISA-Stoplosung gestoppt. Die Detektion erfolgte unmittel-
bar im Anschluss photometrisch bei einer Wellenldnge von 450nm. Die Zytokinkonzentration

wurde dabei mithilfe der Standardreihe berechnet.

2.2.3 Zellbiologische Methoden
2.2.3.1 Grundsdtze der Zellkultur

Alle Arbeitsschritte der Zellkultur wurden in der sterilen Atmosphére einer Sicherheitswerk-
bank durchgefiihrt. Dabei wurden sterilsisierte Glaswaren und Losungen sowie sterile Einmal-
Plastikwaren verwendet, um Kontaminationen mit Mikroorganismen zu verhindern. Materia-
lien und Losungen wurden dazu in feuchter Hitze (134°C) und bei 2.0-2.2 bar tiber 20 min au-
toklaviert. Glasmaterial wurde tiber drei Stunden bei 180°C sterilisiert. Die Kultivierung und
Stimulation von Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37°C unter 5 %iger CO,-Begasung. Wasch-
und Pelletierschritte erfolgten fiir 5 min bei 300x g und 4°C.

2.2.3.2 Praparation muriner Milzzellen

Die Milz einer Maus wurde unter sterilen Bedingungen prépariert und in einer Petrischale in 10
ml Vollmedium mit dem Stempel einer 5 ml-Einmalspritze zerrieben. Das zerriebene Gewebe
wurde anschlieflend durch ein 70 pm Zellsieb in ein 50 ml Reaktionsgefafs tiberfiihrt, um grobes
unzerriebenes Gewebe abzutrennen. Die Zellen wurden pelletiert und anschlieffend in 5 ml
Erythozytenlysepuffer fiir 5 min bei RT inkubiert. Die Lyse der Erythozyten wurde mit 20 ml
Vollmedium gestoppt und nach dreimaligem Waschen in 10 ml Vollmedium wurde die Zellzahl

bestimmt.

2.2.3.3 Praparation muriner peripherer Blutzellen

Duch submandibuldre Punktion wurde Mausen etwa 30 ul Blut entnommen und direkt in
EDTA-beschichtete Rohrchen tiberfiihrt, um eine Agglutination zu verhindern. Die Erythro-
zytenlyse erfolgte mit 4 ml Lysispuffer in FACS-Rohrchen fiir 8-10 min bei RT. Anschliefsend

wurden die Zellen peleltiert und nochmals in 1x PBS gewaschen.
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2.2.3.4 Bestimmung der Zellzahl mit Trypanblau

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde Trypanblau verwendet. Da Trypanblau nur durch ei-
ne pordse Zellmembran toter Zellen dringt, lassen sich tote tiefblaue Zellen von ungeféarb-
ten lebenden Zellen im Mikroskop unterscheiden. Augrund der Zytotoxizitdt von Trypanblau
musste die Zellzahlermittlung unmittelbar nach der Farbung erfolgen. Diese erfolgte in einer
Neubauer-Zellkammer mit definiertem Volumen. Dazu wurden 20 pl der Zellsuspension zu 80
pl Trypanblau pipettiert und auf die Zahlkammer, welche mit einem Deckglas bedeckt wurde,
gegeben. Die Zellzahl ergibt sich aus der Multiplikation der gezdhlten Zellen mit dem Kam-
merfaktor (10*) und dem Verdiinnungsfaktor (1:5).

2.2.3.5 Anreicherung von B-Zellen aus Milzpraparationen

Die Anreicherung der B-Zellen aus einer murinen Milz erfolgte zunachst mithilfe des B-Zelliso-
lations-Kits von Miltenyi. Dabei wurden B-Zellen negativ selektiert. Alle Arbeitschritte erfolg-
ten auf Eis und mit vorgekiihlten Reagenzien. Das Zellpellet einer Milz (etwa 1x10% Zellen)
wurde in 400 pl MACS-Puffer resuspendiert. AnschliefSend erfolgte die Zugabe von 100 pl bio-
tinylierter Antikorper, welche nicht-B-Zellen markieren, und der Ansatz wurde fiir 15 min bei
4°C inkubiert. Im nédchsten Schritt wurden 300 ul MACS-Puffer sowie 200 ul magnetische anti-
Biotin-Partikel zugegeben und erneut fiir 15 min bei 4°C inkubiert. Nachdem die Zellen mit 20
ml MACS-Puffer gewaschen und anschliefSend in 500 ul MACS-Puffer resuspendiert wurden,
wurden diese {iber eine LS-Sdule gegeben. Diese LS-Saule wurde vorher mit 3 ml MACS-Puffer
dquilibriert und an einen magnetischen Stander gekoppelt. Der Durchlauf mit den angereicher-
ten B-Zellen wurde in einem 50 ml Reaktionsgefif; aufgefangen. Anschlieffend wurden 3x3 ml
MACS-Puffer auf die Sdule gegeben und ebenfalls aufgefangen. Nach dem Waschen der Zel-
len wurden diese in entsprechendem Volumen in Vollmedium resuspendiert. Die Reinheit der
B-Zellen wurde durch eine spezifische FACS-Farbung mit anti-CD19 Antikorper ermittelt und
betrug 90-95 %.

2.2.3.6 Stimulationsexperimente in vitro

Stimulationsexperimente wurden, soweit nicht anders angegeben, in 96-Loch Rundbodenplat-
ten durchgefiihrt. Das Endvolumen betrug 200 pl. Zu jedem Ansatz wurden Fiinffachwer-
te angesetzt. Der Nachweis von IL-10 erfolgte zu angebenen Zeitpunkten durch einen spe-
zifischen IL-10 ELISA (Abschnitt 2.2.2.9), die Proliferation wurde sowohl durch den Einbau
von *H-Thymidin (Abschnitt 2.2.3.7 ) also auch durchflusszytometrisch (Abschnitt 2.2.3.8) be-
stimmt. Der Nachweis von Oberflichenmolekiilen erfolgte durchflusszytometrisch (Abschnitt
2.2.3.9). Um den Einfluss des Inhibitors U0126 auf die B-Zellaktivierung zu untersuchen, wur-
den die B-Zellen vor der Zugabe der Stimuli mit diesem fiir 30 min bei RT inkubiert. Die Tabelle

gibt einen Uberblick iiber alle verwendeten Stimuli und Konzentrationen:
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Stimulus Konzentration
LPS 10 pg/ml
anti-Igx-Antikorper 2 pg/ml
anti-CD40-Antikorper 2 ng/ml
U0126 20 pM

2.2.3.7 Nachweis der Proliferation durch den Einbau von *H-Thymidin

Durch die Zugabe von radioaktivem Tritium (*H)-markiertem Thymidin zum Vollmedium,
wird dieses wihrend der Zellteilung in neusynthetisierte DNS eingebaut und ermdglicht die
Analyse der Proliferation. Dabei ist die Einbaurate proportional zur Zellproliferation. Der Nach-
teil dieser Methode ist, dass zum Einen keine Aussagen tiiber die Proliferation auf Einzellzellni-
veau gemacht werden kénnen und zum Anderen unklar ist, ob ein reduzierter *H-Thymidin-
Einbau aufgrund einer reduzierten Zellproliferation gemessen wurde oder ob durch Zelltod
weniger Zellen proliferierten. Nach 48 h in vitro Stimulation wurden 150 pl Kulturiiberstand ab-
genommen und mit 125 pl frischem Vollmedium ersetzt. Zusatzlich wurden 25 pl *H-Thymidin-
enthaltendes Vollmedium zugegeben. Nach 17 h Inkubation bei 37°C wurde die eingebaute Ra-
dioaktivitdt gemessen. Dafiir wurden die Zellen aus der Rundbodenplatte mithilfe eines Zel-
lerntegerates entnommen, mit Aqua dest. lysiert und dabei auf einen Glasfaserfilter tibertragen.
Freies 3H-Thyrnidin wurde ausgewaschen, wihrend die DNS mit eingebauten 3H—Thyrnidin
im Filter hdngen blieb. Der getrocknete Filter wurde mit 5ml Szintillationsfliissigkeit befeuch-
tet, um die 3-Strahlung in Lichtblitze umzuwandeln. Die Membran wurde schliefslich in eine
Folie eingeschweifit und die Messung der Radioaktivitit, welche in Zerfédlle pro Minute ange-

geben wurde, erfolgte mithilfe eines Szintillationszdhlers.

2.2.3.8 Nachweis der Proliferation durch Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE

Die Methode der CFSE-Farbung ermoglicht sowohl die Analyse der Zellproliferation auf Ein-
zelzellniveau als auch die Unterscheidung von lebenden und apoptotischen oder nekrotischen
Zellen. Der Fluoreszenzfarbstoff CFSE bindet kovalent an Aminogruppen zytoplasmatischer
Proteine. Bei einer Zellteilung wird dadurch der Farbstoff gleichmifig auf die Tochterzellen
halbiert. Bei den durchflusszytometrischen Analysen kann somit anhand der Fluoreszenzinten-
sitdt ermittelt werden, wieviele Teilungschritte eine Zelle bereits durchlaufen hat. Fiir die Mar-
kierung mit CFSE wurden 1x10” B-Zellen in 10 ml 1x PBS mit 3 % FCS suspendiert. Anschlie-
Bend wurden 200 pl CFSE (1:100 in 1x PBS) hinzugegeben und fiir 10 Sekunden durchmischt.
Es folgte eine 10-miniitige Inkubation bei 37°C im Dunkeln. Die Farbung wurde schliefilich mit
40 ml 1x PBS/3 % FCS abgestoppt. Uberschiissiges CFSE wurde dreimaliges Waschen mit je
10 ml eiskaltem PBS entfernt. Als Kontrolle der Farbung wurden 1x10° Zellen entnommen und

durchflusszytometrisch analysiert.
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2.2.3.9 Durchflusszytometrische Analyse (FACS-Farbung)

Bei der Durchflusszytometrie kann die Expression von Oberflichenmolekiilen durch den Ein-
satz fluoreszenzmarkierter Antikérper quantitativ bestimmt werden. Die in dieser Arbeit ver-
wendeten Fluorochrome waren Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), Alexa488, Alexa647, Phycoe-
rythrin (PE) sowie Allophycocyanin (APC). Die Verwendung mehrerer unterschiedlich mar-
kierter Antikorper ermoglicht den Nachweis mehrerer Antigene auf einer Zelle. Im Durchfluss-
zytometer passieren einzelne Zellen einen Laserstrahl, wodurch die Streuungseffekte und Fluo-
reszenzen gemessen werden. Dabei ist das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FCS) ein Maf3
fiir die Zellgrofle, wohingegen das Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) die intrazelluldre Gra-
nularitit misst. Pro Farbung wurden 2x10° Zellen eingesetzt. Alle Arbeitsschritte erfolgten bei
4°C oder auf Eis. Zur Absattigung der Fc-Rezeptoren wurden die pelletierten Zellen zunéchst
ftir 15 min mit 10 % (v/v) Mausserum in PBS inkubiert. AnschliefSend erfolgte die Zugabe der
in FACS-Puffer verdiinnten spezifischen Antikdrper und eine Inkubation fiir mindestens 30
min. Anschlieffend wurden die Zellen in FACS-Puffer gewaschen. War der erste Antikorper
biotinyliert, folgte im ndchsten Schritt die Inkubation mit einem Streptavidin-gekoppelten An-
tikorper fiir 30 min mit anschlieSendem Waschschritt. Schliefslich wurden die Zellen entweder
in 200 pl 1x PBS/1% PFA oder nur 1x PBS aufgenommen. Die Messung erfolgte am Durchfluss-

zytometer Accuri und die Auswertung wurde mit der Software Flow]Jo durchgefiihrt.

Antikorper Verdiinnung
Ratte anti-Maus CD19-FITC/-PE/-APC (1D3) 1:200

Ratte anti-Maus CD1d-PE (1B1) 1:200

Ratte anti-Maus CD21-FITC (7G6) 1:200

Ratte anti-Maus CD23-APC (B3B4) 1:200

Ratte anti-Maus CD83-Alexa488/-Alexa647 1:200 bzw 1:500

2.2.3.10 Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen

Um den Anteil apoptotischer Zellen von naiven und stimulierten B-Zellen zu bestimmen, wur-
de Annexin V und 7-AAD verwendet. 7-AAD durchdringt die Zellmembran von nicht-viablen
Zellen und interkaliert in die DNS. Annexin V bindet an Phosphatidylserin, welches bei vitalen
Zellen an der Membraninnenseite lokalisiert ist und nur bei apoptotischen Zellen auf die Zello-
berfliche gelangt. Durch die Doppelfarbung mit 7-AAD und Annexin V kann das Apoptosesta-
dium bestimmt werden. Naive und fiir 24 h und 48 h stimulierte B-Zellen wurden geerntet und
in Annexin V-Bindungspuffer auf 1x10° Zellen/ml eingestellt. Die Firbung von 100 pl dieser
Zelluspension erfolgte in FACS-Rohrchen. Nach Zugabe von 5 ul FITC-konjugiertem Annexin
V sowie CD23-APC (1:200) zu den Zellen wurden diese fiir 15 min im Dunkeln bei RT inkubiert.

AnschliefSend wurden die Zellen mit 1 ml Annexin V-Bindungspuffer gewaschen. Im nidchsten
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Schritt folgte die Inkubation der Zellansdtze mit 10 pl 7-AAD bei RT. Nach Zugabe von 180ul
Annexin V-Bindungspulffer erfolgte die Analyse der Frequenz apoptotischer Zellen der CD23*
und CD23" B-Zellfraktion durchflusszytometrisch.

2.2.3.11 Kolokalisationsstudien

Fiir den Nachweis von Interaktionen zwischen zwei Molekiilen, konnen Kolokalisationsstu-
dien mithilfe von fluorezenzmarkierten Antikorpern in der Fluoreszenzmikroskopie durchge-
fihrt werden. Fiir die Untersuchung der Interaktion von CD83 mit dem LPS-Rezeptorkomplex
wurden 2x10° RAW264.7-Makrophagen in 6-Kammer-Objekttrdger mit und ohne LPS fiir 4 h
bei 37°C kultiviert, um die Hochregulierung von CD83 zu stimulieren. Fiir die Absattigung
der Fc-Rezeptoren wurden die Zellen in 100 ul 1x PBS/10% Mausserum fiir 15 min bei 4°C
inkubiert. Um den LPS-Rezeptorkomplex zu vernetzen, erfolgte zundchst die Inkubation mit
10 pg/ml biotinyliertem LPS fiir 15 min bei 37°C. Anschliefend wurden die Zellen mit 200
pl PBS gewaschen und fiir 15 min bei 37°C mit Streptavidin-Tetramethylrhodamin-5- (und 6)-
Isothiocyanat (TRITC, 1:1000) inkubiert. Kontrollzellen wurden mit den gleichen Reagenzien
bei 4°C inkubiert. Nach erneutem Waschen der Zellen erfolgte schliefSlich die Farbung mit ei-
nem anti-CD83-Alexa488 Antikorper (1:200) und 4,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI, 1:1000)
fiir 30 min bei 4°C. Nach dem finalen Waschschritt wurden die Zellen in 1x PBS/1% PFA fixiert
und mit Permafluor bedeckt. Die Analyse der Kolokalisation erfolgte mit dem Axioskop 2 Plus
Mikroskop (Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland) und der Software OpenLab 5.0.1 (Improvisi-
on, Coventry, UK).

2.2.4 Statistik

Zur statistischen Auswertung der Experimente wurde der student’s t-test (unpaired, two-tailed)
durchgefiihrt. Fiir alle statistischen Analysen wurde das Programm GraphPrism 4.0 verwen-
det.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des transmembranen Glykoproteins CD83 auf
die Aktivierung und Funktion muriner B-Zellen in vitro untersucht. Der Ergebnisteil dieser
Arbeit ist in zwei Teile gegliedert. Im ersten Teil wird der Einfluss von CD83 auf die Immun-
antwort unterschiedlicher B-Zellsubpopulationen nach Ligation des BZR sowie des TLR4 be-
schrieben. Dabei wurde zwischen reifen FO und MZ sowie den unreifen TN B-Zellen unter-
schieden. Fiir diese Analysen wurde eine CD83Tg Maus verwendet, welche CD83 unter dem
MHC-Klasse I Promotor auf allen kernhaltigen Zellen iiberexprimiert. Im zweiten Teil wird die
Herstellung einer konditionellen CD83KI Maus beschrieben, welche eine gezielte Uberexpres-

sion von CD83 auf definierten Zellpopulationen ermoglicht.

3.1 Teil 1: Einfluss von CD83 auf die Funktion verschiedener

B-Zellsubpopulationen

3.1.1 CD83Tg B-Zellen zeigen eine reduzierte Proliferation nach BZR-, aber nicht
nach TLR4-Engagement

Bisherige Arbeiten haben gezeigt, dass CD83Tg B-Zellen nach TLR4- und BZR-Engagement
eine gegeniiber Wt B-Zellen signifikant reduzierte >H-Thymidin-Inkorporation zeigen, welche
als reduzierte Proliferation interpretiert wurde [103]. Zunéchst sollte die proliferative Antwort
nach TLR4- und BZR-Engagement reanalysiert werden. Dafiir wurden gereinigte B-Zellen aus
der Milz von Wt und CD83Tg Mausen iiber den BZR durch Zugabe von anti-Igx und anti-
CDA40-Antikorper oder iiber den TLR4 durch Zugabe von LPS stimuliert. Als Kontrolle dienten
in Medium kultivierte naive B-Zellen. Die Proliferation wurde anhand der *H-Thymidin-Inkor-
poration gemessen. Im Vergleich zu Wt B-Zellen zeigten CD83Tg B-Zellen 48 h nach BZR-
Ligation einen um etwa 70 % reduzierten Einbau von *H-Thymidin (Abbildung 3.1.1 A). Um
ausszuschliefien, dass dies auf unterschiedlich starker Expression des IgM BZR beruhte, wurde
die Expression von IgM auf unstimulierten Wt und CD83Tg B-Zellen durchflusszytometrisch
bestimmt. Abbildung 3.1.1 B zeigt, dass CD83Tg B-Zellen vergleichbar viel IgM auf der Ober-
flache exprimieren wie Wt B-Zellen. Der reduzierte *H-Thymidin-Einbau ist deshalb nicht auf

eine veranderte IgM-Expression zurtickzufiihren.
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Abbildung 3.1.1: CD83Tg B-Zellen zeigen eine reduzierte 3H-Thymidin-Inkorporation nach BZR-Engagement.
A: 2x10° B-Zellen aus Wt und CD83Tg Miusen wurden mit anti-lgk/anti-CD40 (je 2 pg/ml) oder in Medium
(naiv) fiir 48 h kultiviert. Die Proliferation wurde durch den Einbau von 3H-Thymidin bestimmt. Dargestellt sind
jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen (standard error of the mean, SEM) von drei unabhingigen
Experimenten (*** p< 0.001). B: 2x10° naive B-Zellen aus Wt und CD83Tg Miusen wurden mit anti-lgM
Antikorper gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die Abbildung zeigt die mittlere Fluoreszenzintensitat
(MFI) der IgM-Expression von zwei unabhéngigen Experimenten.

Auch nach TLR4-Engagement durch LPS-Stimulation zeigten CD83Tg B-Zellen einen signifi-
kant reduzierten *H-Thymidin-Einbau gegeniiber Wt B-Zellen (Abbildung 3.1.2 A). Jedoch war
dieser Unterschied deutlich geringer als nach BZR-Engagement (Abbildung 3.1.1 A). Um aus-
zuschliefSen, dass dieser Effekt auf einer verdnderten Expression des LPS-Rezeptor-Komplexes
auf CD83Tg B-Zellen beruht, wurde die Zelloberflichenbindung von fluoreszenzmarkiertem
LPS duchflusszytometrisch gemessen. Dabei wurde zusétzlich, basierend auf der Fairbung der
Oberflichenmarker CD1d und CD23, zwischen den B-Zellsubpopulationen FO, MZ und TN
unterschieden. Die Abbildung 3.1.2 B oben zeigt reprasentativ eine solche Firbung von Wt und
CD83Tg B-Zellen 24 h nach LPS-Stimulation. FO B-Zellen wurden als CD23* CD1dntermediar,
MZ B-Zellen als CD23" CD1d* und TN B-Zellen als CD23" CD1d" definiert. Die durchfluss-
zytometrische Analyse der LPS-Bindung zeigte, dass nur MZ B-Zellen LPS bereits in naivem
Zustand binden. Dabei wurden keine Unteschiede zwischen Wt und CD83Tg MZ B-Zellen
festgestellt. Nach LPS-Zugabe regulierten alle Wt und CD83Tg B-Zellsubpopulationen die Ex-

pression des LPS-bindenden Rezeptorkomplexes auf ein vergleichbares Level herauf.
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Abbildung 3.1.2: CD83Tg B-Zellen zeigen eine reduzierte H-Thymidin-Inkorporation nach TLR4-Engagement.
A: 2x10° B-Zellen aus Wt und CD83Tg Mausen wurden mit LPS (10 pg/ml) oder in Medium (naiv) fiir 48 h
kultiviert. Die Proliferation wurde durch den Einbau von 3H-Thymidin bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte
und SEM von drei unabhéngigen Experimenten (*** p< 0.001). B (oben): FO, MZ und TN B-Zellen von Wt
und CD83Tg Mausen wurden nach Stimulation mit LPS (10 pg/ml) fiir 24 h anhand der Farbung von CD23
und CD1d unterschieden. B (unten): 2x10° naive oder 24 h mit LPS (10 pg/ml) stimulierte B-Zellen aus Wt
und CD83Tg Mausen wurden mit LPS-Alexa488 gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt sind die
MFI-Mittelwerte und SEM der LPS-Alexa488-Bindung an FO, MZ und TN B-Zellen von zwei unabhangigen
Experimenten.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass CD83Tg B-Zellen sowohl auf das Engagement
des BZR als auch des TLR4 mit einer signifikant reduzierten Inkorportion von *H-Thymidin
antworten. Dieser Effekt ist nicht auf eine verdnderte Expression des BZR oder LPS-Rezeptor-
Komplexes zurtickzufiihren.

Eine weitere Methode fiir die Bestimmung der Proliferation ist die Markierung der Zellen mit

CFSE. Nach Stimulation halbiert sich die Fluoreszenzintensitit einer CFSE-markierten Zelle bei
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jeder Zellteilung, die so durchflusszytometrisch messbar ist. Zusétzlich ldsst sich bei dieser Me-
thode durch die Farbung von CD1d und CD23 die proliferative Antwort der FO, MZ und TN B-
Zellsubpopulationen unterscheiden. Dafiir wurden CFSE-markierte Wt und CD83Tg B-Zellen
mit anti-Igx/anti-CD40 oder LPS stimuliert und FO, MZ und TN B-Zellen, wie in Abbildung
3.1.2 B gezeigt, differenziert.

Abbildung 3.1.3 A zeigt reprasentativ die Proliferation von B-Zellen®®*™ aus Wt und CD83Tg
Madusen. Nach 72 h anti-Igx/anti-CD40 Stimulation befanden sich etwa 21 % der Wt B-Zellen
in der ersten Proliferationsrunde, wéhrend sich nur etwa 13 % der CD83Tg B-Zellen teilten. Das
Diagramm in Abbildung 3.1.3 B verdeutlicht, dass dabei in allen CD83Tg B-Zellsubpopulationen
die Frequenz proliferierender CFSEMedr8 B-Zellen verglichen mit Wt B-Zellen signifikant um

50-70 % reduziert war .
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Abbildung 3.1.3: CD83Tg B-Zellen zeigen eine reduzierte Frequenz proliferierender CFSEM<d"€_Zellen nach
BZR Engagement. A: 2x10° CFSE-markierte B-Zellen von Wt und CD83Tg Mausen wurden mit anti-lgk/anti-
CD40 (je 2 pg/ml) stimuliert und die CFSE-Verdinnung nach 72 h durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt ist
ein reprasentatives Histogramm von drei unabhingigen Experimenten. B: 2x10° CFSE-markierte B-Zellen von
Wt und CD83Tg Mausen wurden mit anti-lgk/anti-CD40 (je 2 pg/ml) stimuliert und die CFSE-Verdiinnung nach
72 h durchflusszytometrisch analysiert. Zusatzlich wurde CD1d und CD23 gefarbt, um zwischen MZ, FO und
TN B-Zellen zu unterscheiden. Das Diagramm zeigt die Frequenz proliferierender CFSE"¢d"€_Zellen innerhalb
der B-Zellsubpopulationen. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM von drei unabhingigen Experimenten (**

p<0.01).

Im Gegensatz zu der Stimulation tiber den BZR zeigten CD83Tg B-Zellen iiberraschenderweise
keine reduzierte Proliferation bei Stimulation mit LPS. Abbildung 3.1.4 A zeigt reprédsentativ
die Proliferation von B-Zellen®®@™t aus Wt und CD83Tg Mausen 72 h nach Stimulation mit
LPS. Die weitere Unterscheidung von FO, MZ und TN B-Zellen ergab eine vergleichbare Proli-
feration von Wt und CD83Tg MZ B-Zellen aller Subpopulationen (Abbildung 3.1.4 B).
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Abbildung 3.1.4: CD83Tg B-Zellen zeigen eine mit Wt B-Zellen vergleichbare Frequenz proliferierender
CFSEMedrie_Zellen nach TLR4-Engagement. A: 2x10° CFSE-markierte B-Zellen von Wt und CD83Tg Mausen
wurden mit LPS (10 pg/ml) stimuliert und die CFSE-Verdiinnung nach 72 h durchflusszytometrisch analysiert.
Gezeigt ist ein reprisentatives Histogramm von drei unabhingigen Experimenten. B: 2x10° CFSE-markierte
B-Zellen von Wt und CD83Tg Mausen wurden mit LPS (je 10 pg/ml) stimuliert und die CFSE-Verdiinnung nach
72 h durchflusszytometrisch analysiert. Zusatzlich wurde CD1d und CD23 gefarbt, um zwischen MZ, FO und
TN B-Zellen zu unterscheiden. Das Diagramm zeigt die Frequenz proliferierender CFSEM®d18_Zellen innerhalb
der B-Zellsubpopulationen. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM von drei unabhangigen Experimenten.

Die in diesem Abschnitt dargestellten Ergebnisse zeigen, dass CD83Tg B-Zellen aller Subpopu-
lationen auf das Engagement des BZR mit einer signifikant reduzierten Proliferation reagieren,

jedoch bei Stimulation mit LPS eine normale proliferative Antwort zeigen.

3.1.2 Die Uberexpression von CD83 fiihrt zu einer gesteigerten Apoptose von FO
B-Zellen

Die bisherigen Experimente haben gezeigt, dass CD83Tg B-Zellen bei Stimulation tiber den
BZR, jedoch nicht auf TLR4 Engagement, schlechter proliferieren (Abbildung 3.1.3 und 3.1.4).
Dennoch wurde nach TLR4-Engagement ein reduzierter 3H—Thymidin—Einbau gemessen (Ab-
bildung 3.1.2). Das bedeutet, dass die reduzierte *H-Thymidin-Inkorporation von CD83Tg B-
Zellen nach LPS-Stimulation nicht eine reduzierte proliferative Reaktion reflektiert. Im néchs-
ten Schritt sollte daher untersucht werden, ob CD83Tg B-Zellen vermehrt in Apoptose iiberge-
hen und ob es Unterschiede in den B-Zellsubpopulationen hinsichtlich der Apoptoserate gibt.
Dafiir wurden gereingte B-Zellen mit 7-AAD und Annexin V gefarbt. 7-AAD durchdringt die
Zellmembran von nicht-vitalen Zellen und interkaliert in die DNS. Annexin V bindet an Phos-
phatidylserin, welches bei vitalen Zellen an der Membraninnenseite lokalisiert ist und nur bei
apoptotischen Zellen auf die Zelloberflache gelangt. Durch die Doppelfarbung mit 7-AAD und

Annexin V kann das Apoptosestadium bestimmt werden. Bei der durchflusszytometrischen
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Analyse sind intakte Zellen negativ fiir beide Farbungen, frithapoptotische Zellen zeigen nur
eine positive Annexin V-Farbung und spatapoptotische sind positiv fiir Annexin V und 7-AAD.
Nekrotische Zellen hingegen sind nur positiv fiir 7-AAD. Zusitzlich wurde CD23 gefarbt, um
zwischen der FO-Fraktion (CD23%) und der MZ+TN-Fraktion (CD23") zu unterscheiden.

In Abbildung 3.1.5 A ist eine Farbung von naiven und LPS-aktivierten Wt und CD83Tg CD23*
FO B-Zellen exemplarisch dargestellt. Innerhalb der FO B-Zellsubpopulation zeigten sich be-
reits in naivem Zustand Unterschiede: 5-10% der CD83Tg B-Zellen waren spatapoptotisch,
wohingegen nur 2.5-5% der Wt B-Zellen in Apoptose gegangen waren. Nach Stimulation mit
LPS, anti-Igx/anti-CD40 oder nur anti-Igx stieg der prozentuale Anteil an apoptotischen FO
B-Zellen von Wt und CD83Tg tiber die Zeit weiterhin (Abbildung 3.1.5 B). Die Frequenz spéta-
poptotischer Zellen blieb dabei innerhalb der CD83Tg FO B-Zellen gegeniiber Wt B-Zellen stets

um etwa 50% erhoht.
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Abbildung 3.1.5: CD83Tg FO B-Zellen zeigen eine erhohte Frequenz apoptotischer Zellen. 2x10° B-Zellen von
Wt und CD83Tg Méausen wurden unmittelbar nach Préparation (naiv) und nach LPS (10 pg/ml), anti-lgk/anti-
CD40 (je 2 pg/ml) oder nur anti-lgk (2 pg/ml) Stimulation mit 7-AAD, Annexin V und zusatzlich mit einem
anti-CD23-Antikorper gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. A: Die Grafik zeigt eine exemplarische
Farbung der FO B-Zellen mit 7-AAD und Annexin V. B: Die Diagramme zeigen den prozentualen Anteil
7-AADTund Annexin VT naiver sowie fiir 24 h und 48 h stimulierter FO B-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte
und SEM (* p<0.05, *** p<0.001).
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Diese Ergebnisse zeigen, dass CD83Tg FO B-Zellen bereits in naivem Zustand und nach Stimu-
lation tiber den TLR4 oder BZR eine erhohte Frequenz apoptotischer Zellen aufweisen.

Die Zahl apoptotischer Zellen wurde ebenfalls innerhalb der CD23” MZ+TN-Fraktion bestimmt.
Aufgrund begrenzter Firbemoglichkeiten konnte dabei nicht weiter zwischen MZ und TN B-
Zellen unterschieden werden, sodass die Analyse auf die MZ+TN-Fraktion beschrankt bleiben
musste. Abbildung 3.1.6 A zeigt exemplarisch eine Firbung von naiven und LPS-aktivierten
Wt und CD83Tg MZ+TN B-Zellen. Im Gegensatz zu CD23* FO B-Zellen waren sowohl in nai-
vem Zustand als auch nach LPS- oder BZR-Aktivierung prozentual vergleichbar viele CD23"
Wt und CD83Tg B-Zellen spatapoptotisch (Abbildung 3.1.6 B).
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Abbildung 3.1.6: CD83Tg MZ+TN B-Zellen zeigen eine zu Wt B-Zellen vergleichbare Frequenz apoptotischer
Zellen. 2x10° B-Zellen von Wt und CD83Tg Mausen wurden unmittelbar nach Praparation (naiv) und nach
LPS (10 pg/ml), anti-lgk/anti-CD40 (je 2 pg/ml) oder nur anti-lgk (2 pg/ml) Stimulation mit 7-AAD, Annexin
V und zusatzlich mit einem anti-CD23-Antikorper gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. A: Die Grafik
zeigt eine exemplarische Farbung der MZ+TN B-Zellen mit 7-AAD und Annexin V. B: Die Diagramme zeigen
den prozentualen Anteil 7-AADVund Annexin V' naiver sowie fiir 24 h und 48 h stimulierter MZ+TN B-Zellen.
Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM.
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Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die Uberexpression von CD83 ausschliellich
in CD23" FO B-Zellen zu einer erhchten Apoptoserate fithrt, CD23" MZ und TN B-Zellen je-
doch nicht betroffen sind.

3.1.3 CD83Tg B-Zellen zeigen eine gesteigerte IL-10 Produktion nach LPS- aber
nicht nach BZR-Stimulation

In vorherigen Arbeiten wurde beschrieben, dass CD83Tg B-Zellen nach TLR4-Engagement si-
gnifikant erhohte Mengen IL-10 in den Uberstand sekretieren [103]. In dieser Arbeit sollte un-
tersucht werden, ob dieser Effekt der CD83-Uberexpression auf die Stimulation mit LPS be-
schrankt oder auch bei Aktivierung der B-Zellen iiber den BZR sichtbar ist. AufSerdem sollte
die B-Zellsubpopulation identifiziert werden, welche fiir die erhohte IL-10 Produktion verant-
wortlich ist.

Hierfiir wurden zunéchst B-Zellen von Wt und CD83Tg Méusen parallel entweder mit LPS
oder anti-Igx/anti-CD40 stimuliert und IL-10 nach 48 h im Zellkulturiiberstand quantifiziert.
Abbildung 3.1.7 A zeigt erwartungsgemaf eine gesteigerte IL-10 Produktion durch CD83Tg
B-Zellen nach LPS-Stimulation. Im Gegensatz hierzu sekretierten weder Wt noch CD83Tg B-
Zellen detektierbare Mengen IL-10 nach BZR-Engagement (Abbildung 3.1.7 B).
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Abbildung 3.1.7: CD83Tg B-Zellen zeigen eine erhdhte IL-10 Produktion nach TLR4-Engagement. 2x10°
B-Zellen wurden mit LPS (10 pg/ml) (A) oder anti-Igk/anti-CD40 (2 pg/ml) (B) stimuliert. IL-10 wurde nach
48 h Stimulation mit Hilfe eines spezifischen ELISA im Uberstand quantifiziert. Gezeigt sind die Mittelwerte

und SEM von drei unabhangigen Experimenten (* p<0.05).

Um die IL-10 produzierende B-Zellsubpopulation genauer zu identifizieren, sollten FO B-Zellen
von der MZ+TN-Fraktion getrennt werden. Dafiir wurde der Oberflichenmarker CD23 auf Wt
und CD83Tg B-Zellen gefdarbt und CD23* FO B-Zellen mit Hilfe magnetischer Partikel von
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der CD23" MZ+TN-Fraktion getrennt. Durch die zusétzliche Farbung des Oberflachenmarkers
CD21 wurden die Reinheit und die prozentualen Anteile der Fraktionen ermittelt. Diese wiesen
eine Reinheit von etwa 90% (FO) und 39% MZ+42 % TN (Wt) beziehungsweise 26 % MZ+48%
TN (CD83Tg) auf (Abbildung 3.1.8 A). Die FO- und MZ+TN-Fraktionen wurden anschlieflend
mit LPS stimuliert und IL-10 wurde nach 48 h im Kulturiiberstand quantifiziert.

Abbildung 3.1.8 B zeigt, dass hauptsdchlich MZ und TN B-Zellen IL-10 produzierten. Tenden-
ziell wurde dabei eine erhohte IL-10-Produktion von CD83Tg MZ und TN B-Zellen beobachtet,
die jedoch statistisch nicht signifikant war. FO B-Zellen sekretierten dagegen kaum IL-10 in den

Uberstand.
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Abbildung 3.1.8: CD83Tg MZ und TN B-Zellen zeigen eine tendenziell gesteigerte IL-10 Produktion. A: Ge-
reinigte B-Zellen von vier Wt Mausen und fiinf CD83Tg Mausen wurden vereinigt, CD21 und CD23 gefarbt und
mit Hilfe magnetischer Partikel in die CD23" FO-Fraktion und CD23- MZ+TN-Fraktion separiert. Die Grafik
zeigt exemplarisch Wt und CD83Tg B-Zellen®*™ und die Reinheit der Wt und CD83Tg B-Zellfraktionen
nach der Separation. B: 1x10° B-Zellen der FO und MZ+TN-Fraktionen wurden fiir 48 h mit LPS (10 pg/ml)
stimuliert. IL-10 wurde mit Hilfe eines spezifischen ELISA im Kulturiiberstand quantifiziert. Gezeigt sind die
Mittelwerte und SEM von drei unabhangigen Experimenten.
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Diese Ergebnisse geben einen Hinweis darauf, dass die Hauptproduzenten von IL-10 innerhalb
der MZ+TN-Fraktion liegen und CD83 einen steigernden Einfluss auf die IL-10 Produktion
dieser B-Zellen hat.

3.1.4 CD83 steigert die IL-10 Produktion selektiv in CD83Tg MZ B-Zellen

In Abschnitt 3.1.4 wurde gezeigt, dass CD83 die LPS-induzierte IL-10 Produktion steigert. Da-
bei stellte sich heraus, dass insbesondere MZ und TN B-Zellen die Hauptproduzenten von
IL-10 darstellen. Um die B-Zellsubpopulationen hinsichtlich der IL-10 Produktion genauer zu
analysieren, wurde eine IL-10 Reportermaus verwendet. Diese besitzt zwischen dem Exon 5
und der 3’-untranslatierten Region des IL-10 Gens eine eGFP-Kassette mit vorgeschalteter in-
ternal ribosomal entry site (IRES)-Sequenz (Abbildung 3.1.9). Auf diese Weise erfolgt die Tran-
skription von IL-10 und eGFP von demselben mRNA-Strang, sodass die Expression beider Mo-
lekiile aneinander gekoppelt ist. Die Fluoreszentintensitit des eGFP korreliert folglich mit der
IL-10 Produktion. Fiir die Analysen der IL-10 produzierenden B-Zellsubpopulationen wurde
die IL-10 Reportermaus mit der CD83Tg Maus gekreuzt, um eine Maus zu generieren, welche
sowohl CD83 tiberexprimiert als auch das IL-10 Gen mit gekoppelter eGFP-Kassette besitzt.

Um Kontrolltiere zu erhalten, wurden IL-10e GFP Méause mit Wt Mdusen verpaart.

Exons IRES

13" UTR

CD83Tg/IL-10eGFP

Abbildung 3.1.9: Generierung einer CD83Tg/IL10eGFP Maus. Die IL-10 Reportermaus mit einer integrierten
cDNS fiir eGFP und vorgeschalteter IRES-Sequenz wurde mit der CD83Tg Maus gekreuzt, um eine doppelt-
transgene Maus zu erhalten. Diese iiberexprimiert CD83 und zeigt eine an eGFP-gekoppelte IL-10 Produktion.
IRES = internal ribosomal entry site, UTR = untranslatierende Region.

Um sicher zu gehen, dass die Nachkommen sowohl CD83 tiberexprimieren als auch IL-10e GFP
exprimieren, wurden heterozygote F1 Nachkommen hinsichtlich des eGFP-Transgens per PCR
und der CD83-Uberexpression durchflusszytometrisch tiberpriift. Abbildung 3.1.10 zeigt am
Beispiel von acht Nachkommen das Analyseverfahren. Die PCR fiir das IL-10e GFP SCreening
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ergab eine IL-10eGFP-Bande mit der erwarteten Grofie von 800bp bei allen Nachkommen (Ab-
bildung 3.1.10 A). Fiir die Analyse der CD83 Uberexpression wurden Blutproben von den acht
Nachkommen genommen. Als Kontrolle dienten Blutproben einer Wt und einer homozygoten
CD83Tg Maus. Die Blutleukozyten wurden mit einem CD83-spezifischen Antikorper gefarbt
und durchflusszytometrisch analysiert. Alle acht Nachkommen zeigten eine deutlich {iber dem
Wt-Level liegende und untereinander vergleichbare CD83 Uberexpression, welche jedoch stets

etwas schwdacher als in der homozygoten CD83Tg Maus war.
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Abbildung 3.1.10: Uberpriifung der IL-10eGFP/CD83Tg Maus. A: Aus Schwanzbiopsien der IL-
10eGFP/CD83Tg Mause wurde genomische DNS gewonnen und eine IL10eGFP-spezifische PCR durchgefiihrt.
Durch Verwendung der Primer IL10-s und IL10-eGFP-as wurde eine IL-10eGFP-Bande mit der GréBe von
800bp amplifiziert. Gezeigt ist exemplarisch ein Agarosegel der PCR-Produkte von acht IL-10eGFP/CD83Tg
Nachkommen. B: Die aus Blutproben der IL-10eGFP/CD83Tg Méause gewonnenen Zellen wurden mit einem
CD83-spezifischen Antikorper gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Als Kontrolle dienten Zellen aus
Blutproben einer Wt und einer CD83Tg Maus. Gezeigt sind die MFI-Werte der CD83-Expression von acht
IL-10eGFP/CD83Tg Nachkommen. M = Marker (100bp Plus DNS Ladder).

IL-10eGFP /Wt Méause wurden auf die gleiche Weise tiberpriift und exprimierten, wie reine Wt
Mause, kein CD83 (Daten nicht gezeigt).

Zunidchst wurde tiberpriift, ob die IL-10eGFP/CD83Tg Maus eine der homozygoten CD83Tg
Maus vergleichbare Verteilung der B-Zellsubpopulationen in der Milz besitzt. Dazu wurden
B-Zellen aus der Milz von IL10eGFP/Wt und IL-10eGFP/CD83Tg Méusen isoliert. Zur Diffe-
renzierung der FO, MZ und TN B-Zellen wurde auf naiven B-Zellen CD21 und CD23 gefarbt
und durchflusszytometrisch analysiert (Abbildung 3.1.11). Wie fiir die CD83Tg Maus beschrie-
ben (Abbildung 3.1.2), zeigt auch die IL-10eGFP/CD83Tg Maus eine verringerte Anzahl an
FO B-Zellen, eine reziprok erhohte Anzahl an TN B-Zellen und eine normale Anzahl an MZ
B-Zellen.
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Abbildung 3.1.11: Verteilung der B-Zellsubpopulationen in der Milz der IL-10eGFP/Wt und IL-
10eGFP/CD83Tg Maus. 2x10° naive B-Zellen der IL-10eGFP /Wt und IL-10eGFP/CD83Tg Maus wurden mit
einem anti-CD21 und anti-CD23 Antikorper gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt ist eine
exemplarische Farbung der FO, MZ und TN B-Zellsubpopulationen.

Als nichstes wurden gereinigte B-Zellen der IL-10eGFP/Wt und IL-10eGFP/CD83Tg Mau-
se mit LPS stimuliert und IL-10eGFP-exprimierende Zellen durchflusszytometrisch analysiert.
Durch die zusétzliche CD1d und CD23 Farbung wie unter 3.1.1 beschrieben, wurde zwischen
FO, MZ und TN unterschieden. Abbildung 3.1.12 zeigt die eGFP-Expression in den verschie-
denen B-Zellsubpopulationen. Sowohl unter den MZ als auch TN B-Zellen wurde eine erhohte
Anzahl IL-10 produzierender Zellen festgestellt. Dagegen waren unter den FO B-Zellen kaum
IL-10 Produzenten nachweisbar. CD83 steigerte jedoch exklusiv die Expression von IL-10 in
MZ B-Zellen. Dabei war der prozentuale Anteil IL-10 produzierender CD83Tg MZ B-Zellen
gegeniiber Wt MZ B-Zellen um etwa 30% erhoht.
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Abbildung 3.1.12: CD83 steigert selektiv in CD83Tg MZ B-Zellen die IL-10 Produktion. 2x10°> B-Zellen
von IL-10eGFP /Wt und IL-10eGFP/CD83Tg Mausen wurden 48 h mit LPS (10 pg/ml) stimuliert und die
IL-10eGFP Expression in FO, MZ und TN B-Zellen untersucht. Die obere Grafik zeigt ein Beispiel der
durchflusszytometrischen IL-10eGFP-Analyse. Als Kontrolle dienten naive B-Zellen. Die Diagramme im unteren
Teil der Abbildung geben den prozentualen Anteil an IL-10eGFP™-Zellen in den B-Zellsubpopulationen an.
Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM von Duplikaten. Das Ergebnis ist reprasentativ fiir drei unabhangige
Experimente (* p<0.05)

Diese Ergebnisse zeigen, dass CD83 exklusiv in MZ B-Zellen die IL-10 Expression steigert, ob-
wohl auch TN B-Zellen IL-10 nach LPS-Stimulation produzieren.

3.1.5 CD83 wird nach LPS Stimulation auf MZ B-Zellen besonders schnell
hochreguliert

Da CD83 die IL-10 Produktion exklusiv in MZ B-Zellen steigert, stellte sich die Frage, ob die-
se Zellen natiirlicherweise CD83 exprimieren und die CD83 Expression auf den verschiede-
nen B-Zellsubpopulationen unterschiedlich reguliert wird. Um diese Frage zu beantworten,

wurde die Kinetik der natiirlichen CD83-Expression auf den B-Zellsubpopulationen nach LPS-
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Stimulation untersucht. Dafiir wurden gereinigte Wt B-Zellen fiir 2 h, 18 h und 24 h mit LPS
stimuliert und anschlieffend die CD83 Expression auf FO, MZ und TN B-Zellen durchflusszyto-
metrisch bestimmt (Abbildung 3.1.13). Die Unterscheidung der B-Zellsubpopulationen erfolgte
wie in Abbildung 3.1.2 B gezeigt anhand der Farbung von CD1d und CD23. MZ B-Zellen ex-
primierten bereits in naivem Zustand signifikant mehr CD83 auf der Oberfldche als FO und
TN B-Zellen. Nach LPS-Stimulation wurde CD83 auf MZ B-Zellen sehr schnell hochreguliert.
Dabei erreichte die CD83-Expression das Maximum bereits nach etwa 2 h, welches bis 24 h
nach Stimulation konstant blieb. Im Gegensatz zu MZ B-Zellen wurde auf FO B-Zellen CD83
verzogert hochreguliert und das Maximum erst nach etwa 24 h erreicht. Zu diesem Zeitpunkt
war das Expressionslevel von CD83 auf MZ und FO B-Zellen vergleichbar. Die Kinetik der
CD83-Expression auf TN B-Zellen glich der auf FO B-Zellen, war jedoch zu allen Zeitpunkten
signifikant geringer verglichen mit FO und MZ B-Zellen.
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Abbildung 3.1.13: CD83 wird nach LPS Stimulation auf MZ B-Zellen besonders schnell hochreguliert. 2x10°
B-Zellen von Wt Mausen wurden fiir 2 h, 18 h und 24 h mit LPS (10 pg/ml) stimuliert und mit einem
CDB83-spezifischen Antikérper gefarbt. Durch zusatzliche Farbung von CD1d und CD23 konnte zwischen
den B-Zellsubpopulationen unterschieden werden. AnschlieBend wurde die CD83-Expression auf FO, MZ und
TN B-Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Das Diagramm zeigt die MFI-Werte der CD83-Expression.
Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM von Triplikaten (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Diese Ergebnisse zeigen, dass MZ B-Zellen die CD83-Expression nach LPS-Stimulation wesent-
lich schneller hochregulieren als FO und TN B-Zellen.

3.1.6 Einfluss von CD83 auf die Signalgebung des BZR- und TLR4-Komplexes

Die in den vergangenen Kapiteln beschriebenen Experimente lassen vermuten, dass CD83
nicht nur die BZR-, sondern auch TLR4-vermittelte Signalgebung beeinflusst. In der Litera-
tur wurde bereits beschrieben, dass CD83Tg B-Zellen auf die Stimulation des BZR mit einer

reduzierten Mobilisierung von Ca%t reagieren [103]. Ein moglicher Einfluss von CD83 auf die
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TLR4-Signalgebung wurde bislang nicht untersucht. In den folgenden Abschnitten wurden
deshalb intrazelluldre Signalereignisse nach Engagement des BZR und des LPS-Rezeptors né-

her analysiert.

3.1.6.1 CD83 inhibiert die ERK1/2 Aktivierung nach BZR-Engagement

Die Phosphorylierung der MAP Kinase ERK1/2 ereignet sich spit in der BZR-Signalkaskade
und liefert in B-Zellen wichtige Proliferations- und Uberlebenssignale [110]. Da eine reduzierte
Proliferation der CD83Tg B-Zellen und eine gesteigerte Apoptoserate der CD83Tg FO B-Zellen
beobachtet wurde, sollte untersucht werden, ob die Phosphorylierung von ERK1/2 in CD83Tg
B-Zellen beeintrachtigt ist. Daftir wurden B-Zellen von Wt und CD83Tg Mdusen aufgereinigt
und mit anti-Igx stimuliert. Anschlieffend wurde die Phosphorylierung von ERK1/2 in Zellly-
saten im Western Blot analysiert. Um sicher zu gehen, dass gleiche Mengen Protein aufgetragen
wurden, wurde der Antikorper anschlieffend von der Membran entfernt und ERK1/ 2Gesamt
detektiert. Abbildung 3.1.14 A zeigt exemplarisch einen solchen Western Blot. Um Unterschie-
de in der Proteinmenge der aufgetragenen Lysate auszugleichen, wurde die Signalintensitat
quantitativ ausgewertet und das Verhaltnis von phosphoryliertem ERK1/2 zu ERK1/26esamt
(pERK1/2:ERK1/2) errechnet (Abbildung 3.1.14 B). In CD83Tg B-Zellen war pERK1/2 zu al-

len Zeitpunkten nach Stimulation gegeniiber der Wt Kontrolle dramatisch reduziert.
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Abbildung 3.1.14: In CD83Tg B-Zellen wird ERK1/2 nach BZR-Engagement kaum aktiviert. A: 5x10°
B-Zellen von Wt und CD83Tg Mausen wurden mit anti-lgk (2 pg/ml) fir 3 min, 10 min und 30 min stimuliert.
Die B-Zelllysate wurden iber eine SDS-PAGE aufgetrennt und phosphoryliertes ERK1/2 spezifisch im Western
Blot detektiert. Als Kontrolle wurde derselbe Western Blot nach Entfernen des pERK1/2-Antikérpers auf
ERK1/2%%mt analysiert. Gezeigt ist exemplarisch ein solcher Western Blot. B: Die Signalintensititen der
Western Blots von zwei unabhingigen Experimenten wurden quantifiziert und die Ratio von pERK1/2 zu
ERK1/2 errechnet. Gezeigt sind die Mittelwerte und SEM der Ratio pERK1/2:ERK1/2.

Die Ergebnisse zeigen, dass nach BZR-Engagement ERK1/2 in CD83Tg B-Zellen kaum akti-

viert wird.
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3.1.6.2 CD83 verstarkt die ERK1/2 Aktivierung nach TLR4-Engagement selektiv in MZ
B-Zellen

In der Literatur wurde beschrieben, dass die Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2 essenziell
fiir die TLR-vermittelte Induktion von IL-10 in Ag-prasentierenden Zellen wie DZ und Ma-
krophagen ist [111]. Um zu untesuchen, ob die transgene CD83-Expression einen Einfluss auf
die ERK1/2-Aktivierung in B-Zellen nach TLR4-Engagement hat, wurden B-Zellen zunichst
anhand der Farbung von CD21 und CD23 und mit Hilfe magnetischer Partikel in FO (CD23*,
CD21intermedidry ynd MZ (CD23*, CD21*) B-Zellen separiert. Nach Stimulation mit LPS wurden
die Zelllysate auf pERK1/2 und anschlieffend auf ERK1/ pGesamt i Western Blot analysiert. Ab-
bildung 3.1.15 zeigt exemplarisch einen solchen Western Blot fiir MZ (A, links) und FO (B, links)
B-Zellen. Um Unterschiede in der Proteinmenge der aufgetragenen Lysate auszugleichen, wur-
den die Signalintensitdten quantitativ ausgewertet und das Verhaltnis von pERK1/2:ERK1/2
errechnet (Abbildung 3.1.15 rechts). In CD83Tg MZ B-Zellen fiihrte die Stimulation mit LPS zu
einer gegeniiber Wt MZ B-Zellen deutlich verstarkten Aktivierung von ERK1/2 (Abbildung
3.1.15 A). Nach 60 min LPS-Stimulation war etwa die doppelte Menge an pERK1/2 in CD83Tg
MZ B-Zellen verglichen zu Wt MZ B-Zellen detektierbar, wahrend keine Unterschiede in der
ERK1/2 Aktivierung in Wt und CD83Tg FO B-Zellen feststellbar waren (Abbildung 3.1.15 B).
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Abbildung 3.1.15: In CD83Tg MZ B-Zellen wird ERK1/2 nach TLR4-Engagement verstérkt aktiviert. 5x10°
MZ (A) und FO (B) B-Zellen von Wt und CD83Tg Mausen wurden mit anti-Igk (2 pg/ml) fir 30 min und 60
min stimuliert. B-Zelllysate wurden iiber eine SDS-PAGE aufgetrennt und phosphoryliertes ERK1/2 spezifisch im
Western Blot detektiert. Als Kontrolle wurde derselbe Western Blot nach Entfernen des pERK1/2-Antikérpers
auf ERK1/2%%2mt analysiert. Gezeigt sind je ein exemplarischer Western Blot fiir MZ und FO B-Zellen
(links). Die Signalintensitaten der Western Blots von zwei unabhangigen Experimenten wurden quantifiziert
(rechts) und die Ratio von pERK1/2 zu ERK1/2 errechnet. Gezeigt sind die Mittelwerte und SEM der Ratio
pERK1/2:ERK1/2.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Uberexpression von CD83 selektiv in MZ B-Zellen zu einer
verstarkten Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2 fiihrt.

3.1.6.3 Die Aktivierung von ERK1/2 tragt zur vermehrten Expression von IL-10 in
CD83Tg B-Zellen bei

In Abbildung 3.1.11 wurde gezeigt, dass CD83Tg MZ B-Zellen vermehrt IL-10 nach TLR4-
Engagement produzieren. Um die funktionelle Bedeutung der gesteigerten Aktivierung von
ERK1/2 in CD83Tg MZ B-Zellen beziiglich der IL-10 Produktion nach TLR4-Engagement zu
untersuchen, wurden gereinigte Wt und CD83Tg B-Zellen mit dem Inhibitor U0126 behandelt.
U0126 hemmt selektiv die Aktivierung der Kinase MEK, die ihrerseits fiir die Phorsphorylie-
rung von ERK1/2 verantwortlich ist [110] und blockiert somit die ERK1/2-vermittelte Signalge-
bung. Zunichst sollte die Wirkung von U0126 auf die Phosphorylierung von ERK1/2 tiberpriift
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werden. Hierfiir wurden Wt und CD83Tg B-Zellen in Gegenwart von U0126 zunéichst vorinku-
biert und anschlieffend mit LPS stimuliert. Als Kontrolle dienten B-Zellen, welche in Gegen-
wart einer entsprechenden Menge DMSO, dem Losungsmittel von U0126, inkubiert wurden.
Lysate der stimulierten B-Zellen wurden anschlieffend im Western Blot hinsichtlich der Phos-
phorylierung von ERK1/2 untersucht. Abbildung 3.1.16 A zeigt, dass in Gegenwart von U0126
die Aktivierung von ERK1/2 sowohl in Wt als auch in CD83Tg B-Zellen vollstindig inhibiert
wurde. Im néchsten Schritt wurden gereinigte B-Zellen aus Wt und CD83Tg Médusen in Gegen-
wart von U0126 oder DMSO fiir 48h Stunden mit LPS stimuliert und IL-10 im Kulturiiberstand
quantifiziert. Die Inhibierung von ERK1/2 fiihrte sowohl in Wt als auch in CD83Tg B-Zellen zu
einer signifikant reduzierten IL-10 Produktion. Jedoch exprimierten CD83Tg B-Zellen auch in
Gegenwart von U0126 noch immer erhohte Mengen an IL-10 verglichen mit Wt B-Zellen. Auf
die Proliferation von Wt oder CD83Tg B-Zellen hatte U0126 dagegen keinen Einfluss (Abbil-
dung 3.1.16 B), sodass ausgeschlossen werden kann, dass U0126 grundsétzlich die Aktivierung
von B-Zellen inhibiert.
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Abbildung 3.1.16: Aktiviertes ERK1/2 ist fiir die IL-10 Induktion in B-Zellen wichtig. A: 5x10° B-Zellen von
Wt oder CD83Tg Mausen wurden mit dem Inhibitor U0126 oder DMSO als Kontrolle fiir 30 min vorinkubiert.
AnschlieBend wurden die B-Zellen in Gegenwart von U0126 oder DMSO mit LPS (10 pg/ml) fiir 30 min und
60 min inkubiert. B-Zelllysate wurden iiber eine SDS-PAGE aufgetrennt und phosphoryliertes ERK1/2 im
Western Blot detektiert. Gezeigt ist ein reprasentativer Western Blot von zwei unabhangigen Experimenten.
B: 2x10° B-Zellen von Wt und CD83Tg B-Zellen wurden mit U0126 oder DMSO als Kontrolle fiir 30 min
vorinkubiert. AnschlieBend wurden die B-Zellen in Gegenwart von U0126 oder DMSO fiir 48 h mit LPS (10
pg/ml) stimuliert. IL-10 wurde mit Hilfe eines spezifischen ELISA im Kulturiiberstand quantifiziert (links).
Die Proliferation wurde durch den Einbau von 3H-Thymidin bestimmt (rechts). Gezeigt sind die Mittelwerte
und SEM von Triplikaten. Das Ergebnis ist reprasentativ fiir drei unabhangige Experimente (** p<0.01, ***
p<0.001).
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die Aktivierung von ERK1/2 fiir die Induktion der IL-10 Produk-
tion auch in B-Zellen eine wichtige Rolle spielt und zur gesteigerten IL-10 Freisetzung durch
CD83Tg B-Zellen beitrdgt. Jedoch ist ERK1/2 nicht der einzige Faktor, der fiir die Freisetzung
erhohter Mengen IL-10 durch CD83Tg B-Zellen verantwortlich ist.

3.1.7 CD83 kolokalisiert mit dem LPS-Rezeptorkomplex

Die bisherigen Daten haben gezeigt, dass CD83 in die BZR- und TLR4-Signalgebung invol-
viert ist. Da die kurze intrazellulire Domé&ne von CD83 jedoch keine Signalmotive besitzt,
muss dessen immunmodulatorische Funktion iiber die Interaktion mit anderen Rezeptoren
vermittelt werden. Vorherige Arbeiten haben gezeigt, dass CD83 mit dem BZR-Komplex ko-
lokalisiert (A. Osterloh, unverotffentlichte Daten). Um zu untersuchen, ob CD83 ebenfalls mit
dem LPS-Rezeptorkomplex assoziiert, wurden Kolokalisationsstudien mit der Makrophagen-
zelllinie RAW264.7 durchgefiihrt. RAW264.7 weisen gegeniiber B-Zellen ein hoheres TLR4-
Expressionslevel auf (Abbildung 3.1.17 A) und exprimieren nach 4 h LPS-Stimulation ein Ma-
ximum an CD83 auf der Zelloberfliche (Abbildung 3.1.17 B). Fiir die Kolokalisationsstudien
wurde der LPS-Rezeptorkomplex auf den RAW264.7 bei 37°C durch Bindung von biotinylier-
tem LPS und Streptavidin-TRITC kreuzvernetzt. AnschlieSend wurden die Zellen mit einem
CD83-spezifischen Antikorper gefdrbt. In der Immunfluoreszenzanalyse war die Akkumula-
tion des LPS-Rezeptorkomplexes deutlich sichtbar im Vergleich zu Kontrollzellen, die bei 4°C
inkubiert wurden (Abbildung 3.1.17). Zudem wurde eine deutliche Koakkumulation von CD83
mit LPS-bindenden Regionen auf der Zelloberfldche beobachtet.
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Abbildung 3.1.17: CD83 kolokalisiert mit dem LPS-Rezeptorkomplex. A: 2x10° B-Zellen und RAW?264.7
Makrophagen wurden mit LPS (10 ug/ml) oder in Medium (naiv) fiir 4 h kultiviert. AnschlieBend wurden
die Zellen mit LPS-Alexa488 inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt sind die MFI-Werte
der LPS-Alexa488-Bindung an B-Zellen und RAW264.7 Makrophagen. B: 2x10°> RAW264.7 Makrophagen
wurden fiir 0 h, 4 h, 6 h, 18 h und 24 h mit LPS (10 pg/ml) stimuliert und nach Firbung mit einem
CD83-spezifischen Antikérper wurde die CD83-Expression durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt sind die
MFI-Werte der CD83-Expression. C: 2x10° RAW264.7 Makrophagen wurden fiir 4 h mit LPS (10 pg/ml)
stimuliert. Der LPS-Rezeptorkomplex wurde durch Inkubation mit biotinyliertem LPS und Streptavidin-TRITC
bei 37°C kreuzvernetzt (rot). AnschlieBend wurde CD83 mit einem spezifischen Antikorper bei 4°C gefarbt
(griin) D: Kontrollzellen wurden mit den gleichen Reagenzien bei 4°C inkubiert. Gezeigt ist eine exemplarische
Fluoreszenzaufnahme bei 800-facher VergréBerung. Rechts ist jeweils die Uberlagerung der Firbung des
LPS-Rezeptorkomplexes und CD83 dargestellt.

Die Ergebnisse demonstrieren, dass CD83 mit dem LPS-Rezeptorkomplex kolokalisiert und ge-

ben einen Hinweis darauf, dass CD83 mit einer oder mehreren Komponenten des LPS-Rezeptor-
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komplexes interagiert.

Zusammenfassung Teil 1

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss von CD83 auf die BZR- und TLR4-vermittelte
Aktivierung der verschiedenden B-Zellsubpopulationen in vitro untersucht. Vorherige Arbei-
ten unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass CD83 mit dem BZR kolokalisiert. In dieser Ar-
beit wurde demonstriert, dass CD83 auch mit dem LPS-Rezeptorkomplex kolokalisiert. Die
Uberexpression von CD83 resultierte bei Engagement des BZR in der reduzierten Aktivierung
distaler Effektormolekiile wie der MAP-Kinase ERK1/2, welche wichtige Proliferations- und
Uberlebenssignale liefert. Passend dazu reagierten alle CD83Tg B-Zellsubpopulationen auf Sti-
mulation des BZR mit deutlich reduzierter Proliferation. Zudem wurde eine erhchte Apopto-
serate beobachtet, die jedoch ausschliefdlich auf die CD83Tg FO B-Zellpopulation beschrankt
war. LPS-stimulierte CD83Tg B-Zellen aller Subpopulationen proliferierten dagegen normal,
auch wenn die Stimulation mit LPS die gesteigerte Apoptose von CD83Tg FO B-Zellen nicht
verhinderte. LPS-aktivierte CD83Tg B-Zellen produzierten zudem erhthte Mengen IL-10, wo-
fiir allein die MZ B-Zellen verantwortlich waren. MZ B-Zellen aus CD83Tg Mausen reagierten
auf TLR4-Engagement mit einer gesteigerten Aktivierung von ERK1/2, die zur erhohten IL-10

Freisetzung durch CD83Tg B-Zellen beitrug, jedoch nicht allein hierfiir verantwortlich war.

3.2 Teil 2: Generierung einer konditionellen CD83KI Maus

Im ersten Abschnitt wurde der Einfluss von CD83 auf die B-Zell-Aktivierung untersucht. Die
dafiir verwendete CD83Tg Maus {iiberexprimiert CD83 unter der Kontrolle des MHC-I Pro-
motors auf allen kernhaltigen Zellen, einschliefllich der Vorldufer-B-Zellen. Natiirlicherweise
erscheint CD83 jedoch erstmals zusammen mit dem IgM BZR auf der Zelloberfldche von unrei-
fen B-Zellen im Knochenmark [97]. Es wurde gezeigt, dass die vorzeitige Uberexpression von
CD83 sowohl die frithe Entwicklung der B-Zellen im Knochenmark als auch die B-Zellreifung
in der Milz stort. So entwickeln CD83Tg Méuse eine verringerte Anzahl an FO B-Zellen bei rezi-
prok erhohter Anzahl an TN B-Zellen [97]. Um auszuschliefSen, dass der beobachtete Phanotyp
der reifen CD83Tg B-Zellen auf einen Einfluss von CD83 wihrend der B-Zellentwicklung be-
ruht, sollte eine Maus generiert werden, welche eine gezielte Uberexpression von CD83 auf
definierten Zellpopulationen ermoglicht. Hierfiir sollte das Cre-loxP-System verwendet wer-
den. Das Cre-loxP-System ist ein Rekombinationssystem, welches ermdglicht, gezielt DNS-
Sequenzen zu entfernen. Die Cre (cyclization recombination)-Rekombinase erkennt dabei spe-
zifisch loxP-Sequenzen innerhalb einer DNS-Sequenz und schneidet die dazwischen liegende
Sequenz heraus. Auf diese Weise kann die Expression nachgeschalteter Gene initiiert werden,

die vorher blockiert wurde.
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Fiir die Generierung dieser Maus wurde der CTV-CD83-Vektor hergestellt, der in Abbildung
3.2.1 schematisch dargestellt ist. Dieser Vektor enthilt eine Neomycin-Expressionskassette, wel-
che von zwei gleichgerichteten loxP-Sequenzen flankiert ist. Die entgegen gerichtete Neomy-
cin-Kassette ist zwischen dem CAG-Startpromotor und der kodierenden DNS (cDNS) fiir CD83
geschaltet und verhindert dadurch die Transkription der CD83-cDNS. In Anwesenheit der Cre-
Rekombinase wird die Neomycin-Kassette zwischen den loxP-Sequenzen heraus geschnitten,
sodass die Transkription von CD83 initiiert werden kann. 3" der CD83-cDNS folgt die cDNS fiir
das eGFP-Molekiil mit vorgeschalteter IRES-Sequenz. Auf diese Weise ist die eGFP-Expression
an die CD83-Expression gekoppelt.

Ein hédufig gewdhlter Integrationsort fiir das gezielte Einbringen eines Transgens ist der reverse
oriented splice acceptor 26 (ROSA26)-Locus auf Chromosom sechs in Mdusen. Der CTV-CD83-
Vektor verfuigt dafiir im 5- und 3’-Bereich tiber Sequenzen, welche homolog zum ROSA26-

Locus sind.

CAG  Neomycin CD83 eGFP

Abbildung 3.2.1: Darstellung des CTV-CD83-Vektors. Der CTV-CD83-Vektor besitzt eine zwischen dem
CAG-Promotor und der cDNS fiir CD83 integrierte Neomycin-Expressionskassette. Diese wird von zwei
gleichgerichteten loxP-Sequenzen flankiert. Die loxP-Sequenzen erméglichen ein gezieltes Herausschneiden der
Neomycin-Kassette in Anwesenheit der Cre-Rekombinase. 3" der CD83-cDNS befindet sich eine IRES-Sequenz
und eine nachfolgende fiir eGFP kodierende DNS. Auf diese Weise ist die eGFP-Expression an die CD83-
Expression gekoppelt. Der CTV-CD83-Vektor besitzt auBerdem im 5'- und 3'- Bereich zum ROSA26-Lokus
homologe Sequenzen, welche eine gezielte homologe Rekombination ermdglichen.

3.2.1 Uberpriifung des CTV-CD83-Vektors in COS1-Zellen

Um den CTV-CD83-Vektor zu testen, wurden COS1-Zellen mit dem Konstrukt und einem fiir
die Cre-Rekombinase kodierenden Vektor kotransfiziert. Die Zellen wurden mit einem CD83-
spezifischen Antikorper gefarbt und anschlieffend durchflusszytometrisch analysiert (Abbil-
dung 3.2.2). Sowohl die CD83- als auch die eGFP-Expression waren in einem Teil der Zellen
detektierbar, die sowohl den CTV-CD83-Vektor als auch den Cre-Vektor erhalten hatten. Kon-

trollen, bei denen entweder nur der CTV-Vektor mit und ohne den Cre-Vektor oder nur der
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CTV-CD83-Vektor ohne den Cre-Vektor transfiziert wurden, zeigten keine CD83- und eGFP-
Expression. Der CTV-CD83-Vektor ist somit funktionell.
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Abbildung 3.2.2: CD83-Expression in COS1-Zellen. COS1-Zellen wurden mit dem CTV-Vektor, dem CTV-
und Cre-Vektor, dem CTV-CD83-Vektor oder dem CTV-CD83-Vektor und Cre-Vektor transfiziert. AnschlieBend
wurden die Zellen mit einem CD83-spezifischen Antikorper gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die
Abbildung zeigt exemplarisch die Expression von CD83 sowie von eGFP.

3.2.2 Transfektion embryonaler Stammzellen mit dem CTV-CD83-Vektor

Fiir die Generierung der konditionellen CD83KI Maus wurden embryonale Stammzellen (ES)
des 129/Sv Mausstammes mit dem CTV-CD83-Vektor elektroporetisch transfiziert. Diese ES
wurden anschlieffend kultiviert und durch Zugabe von Neomycin in das Kulturmedium nega-
tiv selektiert. Uberlebende ES wurden schliellich auf homologe Rekombination getestet. Um
die homologe Rekombination des CTV-CD83-Vektors in den ROSA26-Locus nachzuweisen,
wurde das in Abbildung 3.2.3 schematisch dargestellte Analyseverfahren verwendet. Geno-
mische DNS der Stammzellen wurde mit EcoRI verdaut und im Southern Blot eine transgene
Bande mit der erwarteten Grofie von 5.9 kb und eine Wt Bande mit einer Grofle von 15.6 kb
detektiert. Dafiir wurde eine fiir dieses Analyseverfahren beschriebene radioaktiv markierte
32p_Sonde verwendet [109].
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Abbildung 3.2.3: Southern Blot-System zum Nachweis homologer Rekombination in den ROSA26-Locus. Bei
homologer Rekombination des CTV-CD83-Vektors in den ROSA26-Locus kann in EcoRl-verdauter genomischer
DNS mit Hilfe einer 32P-Sonde zwischen dem 15.6 kb Wt Allel und dem 5.9 kb transgenen Allel unterschieden
werden, da durch die Integration des Vektors eine zusatzliche EcoRI-Schnittstelle eingefiihrt wird.

Der Southern Blot in Abbildung 3.2.4 zeigt, dass von den ES-Klonen A1-A12 und B1-B6 fiinf
Klone positiv fiir die transgene Bande mit einer Grofie von 5.9kb waren. In diesen Zellklonen
wurde der CTV-CD83-Vektor homolog in den ROSA26-Lokus rekombiniert.

A3 A4 A5 A6 M A7 A8 A9 A10 A11A12 Bl B2 B3 B4 B5 B6

5.9kb

Abbildung 3.2.4: Analyse CTV-CD83-transfizierter Stammzellen. Aufgereingte genomische DNS der mit dem
CTV-CD83-Vektor transfizierten ES wurde mit EcoRI bei 37°C iiber Nacht verdaut. Im Southern Blot wurde
mit der 3°P-markierten DNS-Sonde die homologe Rekombination iiberpriift. Die Abbildung zeigt beispielhaft
das Screening von 18 Klonen. Dabei wurden bei allen Klonen Wt-Banden mit einer GréBe von 15.6 kb und bei
finf Klonen transgene Banden mit einer GroBe von 5.9 kb (rote Kreise) detektiert.

Drei der positiv identifizierten Stammzellklone (A2, A7 und A10) wurden im ndchsten Schritt
in Blastozysten des C57BL/6 Mausstammes und diese in scheinschwangere C57BL/6 Leihmiit-
ter injiziert. Unter den Nachkommen befanden sich sogenannte Chimare, welche Erbinforma-

tionen des 129/Sv Stammes und des C57BL/6 Stammes enthielten. Da beide Mausstimme
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sich in ihrer Fellfarbe unterscheiden, zeichnete sich der Phéanotyp dieser Chimére durch ei-
ne gemusterte Fellfarbe aus (Abbildung 3.2.5). Somit konnten diese von den reinen C57BL/6

Nachkommen differenziert werden.

Abbildung 3.2.5: Phanotyp chimarer Nachkommen. Chimare Nachkommen besaBen Erbinformationen des
129/Sv Stammes sowie des C57BL/6 Stammes, wodurch eine braun-schwarz gemusterte Fellfarbe entstand.

3.2.3 SCreening heterozygoter CD83KI Mause

Im néchsten Schritt wurden chimére Mannchen mit C57BL/6 Weibchen gekreuzt, um fiir das
CD83-Transgen heterozygote F1-Nachkommen zu erzeugen. Aus Schwanzbiopsien dieser F1
Nachkommen wurde genomische DNS isoliert, welche auf Keimbahntransmission des CD83-
Transgens mittles PCR tiberpriift wurden. Hierfiir wurden die von Sorrano et al. beschriebe-
nen Primer verwendet [109]. Das Schema in Abbildung 3.2.6 A zeigt die Strategie des PCR-
Screenings. Zur Detektion des Wt Allels wurden zwei Primer verwendet, welche im 5- und
3’-homologen Bereich des Vektors binden und ein Fragment mit der Grofie von 585 bp ampli-
fizieren. Fiir den Nachweis des Transgens wurde derselbe sense-Primer sowie ein anti-sense Pri-
mer verwendet, welcher innerhalb des CTV-CD83-Vektors bindet. Dieses Amplifikat hat eine
Grofie von 304 bp. In Abbildung 3.2.6 B ist beispielhaft ein Agarosegel mit den PCR-Produkten
von 11 F1 Nachkommen gezeigt. Das obere Gelbild zeigt das 585 bp grofie Wt Amplifikat, wel-
ches erwartungsgemaf3 bei allen 11 Nachkommen detektierbar war. Das untere Gelbild zeigt
die PCR fiir das Transgen. Die transgene Bande mit einer Grof3e von 304 bp war bei drei Nach-

kommen sehr deutlich und bei weiteren fiinf Nachkommen schwach detektierbar.
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Abbildung 3.2.6: PCR-Screening der Chimire x C57BL/6-Nachkommen. A: Der Nachweis des rekombinierten
CTV-CD83-Vektors in F1 Nachkommen erfolgte mittels einer spezifischen PCR. Durch die Verwendung der
Primer RevROSA26/2, RevROSA26/1 und ForROSA26 wurde eine Wt-Bande mit der GréBe von 585 bp und
eine transgene Bande mit der GroBe von 304 bp amplifiziert. B: Aus Schwanzbiopsien der F1 Nachkommen
wurde DNS aufgereingt und mittels einer spezifischen PCR das Wt-Allel mit 585 bp und das Transgen mit
304 bp detektiert. Das Agarosegel zeigt exemplarisch die PCR-Amplifikate von elf F1 Nachkommen, von denen
acht die transgene Bande aufwiesen (2,3,5,6,8-11). M = Marker (100bp DNS Plus Ladder).

Im néchsten Schritt soll die heterozygote ROSA83KI Maus fiir die Verpaarung mit geeigneten
Maéusen eingesetzt werden, welche die Cre-Rekombinase unter Kontrolle von Zelltyp-spezifi-
schen Promotoren exprimieren. Um den Einfluss von CD83 auf die B-Zellaktivierung und
Funktion zu untersuchen, eignen sich die Cre19 [112], Cre21 [113] und Cre23 [114] Miuse, in de-
nen die Expression der Cre-Rekombinase durch die jeweiligen Promotoren reguliert wird. Wah-
rend der CD19-Promotor schon friih in der B-Zellentwicklung aktiv ist, ist der CD23-Promotor
exklusiv in reifen FO B-Zellen und der CD21-Promotor in MZ sowie einem Teil der FO B-Zellen
aktiv. Die Verpaarung der ROSA83KI Maus mit diesen Cre Méausen fiihrt deshalb zur Uberex-
pression von CD83 entweder auf allen B-Zellen (Crel9), ausschliefilich auf FO (Cre23) oder auf
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MZ und teilweise FO B-Zellen (Cre21) (Abbildung 3.2.7).

ROSA83KI Maus Cre21 Maus

Cre
D21 recombinase

~
cDNA>—|—~ -
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Abbildung 3.2.7: B-Zellspezifische Uberexpression von CD83 durch die Kreuzung der ROSA83KI Maus mit
geeigneten Cre Mausen. ROSA83KI Mause mit integriertem CTV-CD83-Vektor sollen mit Cre-Mausen verpaart
werden. Hierfiir geeignete Mause sind Crel9, Cre21 und Cre23 Mause. Die Verpaarung der ROSA83KI Maus
mit diesen Cre Mausen fiihrt deshalb zur Uberexpression von CD83 entweder auf allen B-Zellen (Crel9),
ausschlieBlich auf FO (Cre23) oder auf MZ und teilweise FO B-Zellen (Cre21).

Zusammenfassung Teil 2

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Herstellung einer konditionellen CD83KI Maus be-
schrieben. Diese ROSA83KI Maus besitzt den heterozygot in den ROSA26-Locus integrierten
CTV-CD83-Vektor. Mit diesen Mdusen stehen nun Tiere zur Verfiigung, die fiir die Verpaarung
mit etablierten Cre Médusen eingesetzt werden konnen. Geeignete Mauslinien, welche die Cre-
Rekombinase B-Zell-spezifisch exprimieren und damit eine transgene Expression von CD83
ermoglichen, sind die Crel9, Cre21 und Cre23 Mause. Die vergleichende Analyse der Nach-
kommen aus der Kreuzung der ROSA83KI Mdusen mit den Cre Mdusen wird eine Differen-
zierung des Einflusses von CD83 auf die Entwicklung von B-Zellen sowie deren Aktivierung
und Funktion ermoglichen. Diese aufwendigen Verpaarungsschritte und Analysen konnten im

zeitlichen Rahmen dieser Arbeit leider nicht mehr durchgefiihrt werden.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss von CD83 auf die B-Zellaktivierung

CD83 galt lange Zeit als Aktivierungsmarker fiir reife dendritische Zellen [95]. In den vergan-
genen Jahren konnte jedoch gezeigt werden, dass viele weitere Immunzellen einschliefdlich
B- und T-Zellen CD83 nach Aktivierung auf der Oberfliche exprimieren [97, 115]. Auf rei-
fen B-Zellen wird CD83 innerhalb weniger Stunden nach BZR- und TLR4-Engagement in vitro
hochreguliert [103]. In Infektionsmodellen mit L. major und T. cruzi stellen B-Zellen die domi-
nante CD83* Zellpopulation in vivo dar [104]. Vorangegangene Arbeiten haben gezeigt, dass
CD83 die B-Zellfunktion negativ reguliert. So fiihrt die Uberexpression von CD83 in CD83Tg
Maéusen zu einer dramatisch reduzierten Ig-Freisetzung sowohl nach Immunisierung mit TD-
und TI-Ag als auch bei Infektion mit L. major und T. cruzi [104]. Die inhibitorische Funktion von
CD83 ist dabei auf die Uberexpression des Molekiils auf den B-Zellen selbst zuriickzufiihren.
Auch in vitro reagieren CD83Tg B-Zellen auf Stimulation {iber den BZR sowie mit LPS mit re-
duzierter Ig-Produktion und Proliferation [103]. Dennoch sind CD83Tg B-Zellen nicht generell
defekt, sondern produzieren bei Stimulation mit LPS erhohte Mengen an IL-10 [103].

Aufgrund der einerseits inhibierenden Wirkung von CD83 auf die B-Zellproliferation sowohl
bei Stimulation des BZR als auch des TLR4 und der andererseits steigernden Wirkung von
CD83 auf die IL-10 Produktion bei TLR4-Engagment, wurde in dieser Arbeit analysiert, ob
und wie CD83 die BZR- und TLR4-Signalgebung beeinflusst. Um einen moglicherweise diffe-
renziellen Effekt von CD83 auf die FO, MZ und TN B-Zellsubpopulationen zu unterscheiden,

wurden diese dabei getrennt untersucht.

4.1.1 CD83 ist ein negativer Regulator der BZR-vermittelten Signalgebung

Vorgangegangene Arbeiten sowie die vorliegenden Ergebnisse haben gezeigt, dass die Uberex-
pression von CD83 in B-Zellen zu einer reduzierten BZR-induzierten Proliferation fiihrt. Eine
verringerte Proliferationsrate nach Engagement des BZR war sowohl durch den >H-Thymidin-
Einbau als auch nach Markierung mit CFSE nachweisbar. Dabei waren alle untersuchten B-Zell-
subpopulationen gleichermafien betroffen. Zudem war exklusiv in CD83Tg FO B-Zellen eine
erhohte Zahl apoptotischer Zellen nachweisbar, die bereits in naivem Zustand, aber auch nach
Stimulation tiber den BZR sowie iiber TLR4, messbar war. Die beobachteten Effekte sind nicht

auf eine verdnderte BZR-Expression zuriickzufiihren, da Wt und CD83Tg B-Zellen vergleich-
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bare Mengen IgM auf ihrer Oberfldche exprimieren. Die beschriebenen Ergebnisse zeigen viel-
mehr, dass CD83 nicht nur die Aktivierung von B-Zellen tiber den BZR hemmt, sondern auch
das Uberleben von FO, MZ und TN B-Zellen differenziell reguliert. Dazu passt die Beobach-
tung, dass in der Peripherie zirkulierende reife CD83Tg B-Zellen eine reduzierte Uberlebens-
dauer aufweisen [97]. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass CD83 nicht nur mit der
BZR-Signalgebung nach Ag-Kontakt, sondern auch mit tonischen BZR-vermittelten Signalen
interferiert. Diese sind essenziell fiir das Uberleben reifer peripherer B-Zellen [113, 116]. So
fiihrt die Ablation des BZR auf diesen Zellen zu einem schnellen Zelltod [117]. Auflerdem wur-
de gezeigt, dass die Blockade der tonischen Signalgebung tiber Iga des BZR-Komplexes in einer
reduzierten Anzahl peripherer B-Zellen resultiert [118]. Aufierdem sind tonische BZR-Signale
notwendig fiir die Reifung der B-Zellen in der Milz [119]. CD83Tg Méuse besitzen gegeniiber
Wt Méusen eine reduzierte Anzahl reifer FO B-Zellen bei reziprok erhohter Anzahl unreifer
TN B-Zellen in der Milz [97]. Nach dem Signalstirkemodell hidngt die Differenzierung von
TN zu reifen MZ oder FO B-Zellen sehr stark von der Intensitit BZR-vermittelter tonischer
Signale ab [120, 121]. Wahrend die Differenzierung zu MZ B-Zellen nur ein schwaches BZR-
vermitteltes Signal erfordert, ist fiir die Differenzierung zu FO B-Zellen sowie deren Uberleben
ein vergleichsweise starkes BZR-Signal notwendig [27]. Die in CD83Tg Méausen beobachtete re-
duzierte Anzahl an FO B-Zellen kann daher auf die Interferenz von CD83 mit BZR-vermittelten
Uberlebens- und Reifungssignalen interpretiert werden. BZR-vermittelte tonische Signale wer-
den durch Korezeptoren des BZR beeinflusst. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass Mduse, de-
nen der kostimulierende CD19/CD21-Komplex fehlt, eine reduzierte Anzahl an FO und eine er-
hohte Zahl an MZ B-Zellen besitzen, die durch das Fehlen des zusitzlichen CD19-vermittelten
positiven Signales erklart werden kann [122, 123]. Auf dhnliche Weise kénnte die Uberexpres-
sion eines Inhibitors wie CD83 sowohl die Differenzierung als auch das Uberleben von FO
B-Zellen storen. Die Uberexpression von CD83 hat jedoch keinen Einfluss auf die Reifung und
das Uberleben von MZ B-Zellen, da diese lediglich ein schwaches tonisches BZR-Signal beno-

tigen.

Bisher war bekannt, dass die transgene Expression von CD83 zu einem reduzierten Ca*-Ein-
strom in BZR-aktivierten B-Zellen fiihrt [103]. Aufierdem wurde eine reduzierte Phosphorylie-
rung der Kinasen LYN und SYK, welche fiir die Initiation des BZR-vermittelten Signals ver-
antwortlich sind [50, 48], beobachtet (A. Osterloh, unveroffentlichte Daten). Diese Ergebnisse
zeigen, dass CD83 bereits sehr frithe BZR-vermittelte Signalereignisse beeinflusst. In dieser Ar-
beit wurde die Aktivierung der Kinase ERK1/2 untersucht. Die Aktivierung von MAPK wie
ERK1/2 spielen eine wichtige Rolle sowohl bei der Differenzierung und das Uberleben von
B-Zellen als auch bei deren Proliferation nach Ag-Kontakt [124, 110]. So aktiviert ERK1/2 nach
Engagement des BZR unter anderem die Transkriptionsfaktoren serum response factor (SREF),
NFAT sowie AP-1, welche in die Regulation von Zellwachstum und Differenzierung involviert
sind [125]. Dartiber hinaus vermittelt ERK1/2 anti-apoptotische Signale [126]. In dieser Arbeit

68



wurde die Aktivierung von ERK1/2 in B-Zellen“®a™t yon Wt und CD83Tg Mausen nach Liga-
tion des BZR untersucht. CD83Tg B-Zellen zeigen dabei eine drastisch reduzierte Aktivierung
von ERK1/2. Alle untersuchten B-Zellsubpopulationen reagieren zudem auf Stimulation des
BZR mit reduzierter Proliferation. Es ist deshalb davon auszugehen, dass die Uberexpression
von CD83 die BZR-Signalgebung in allen B-Zellsubpopulationen gleichermafien inhibiert. Fiir
FO B-Zellen reichen die durch ERK1/2 und andere Faktoren vermittelten Uberlebenssignale

fiir die Erhaltung jedoch nicht mehr aus, da diese verstarkt in Apoptose tibergehen.

Die Ergebnisse vorangegangener Studien sowie der vorliegenden Arbeit zeigen, dass CD83 als
Negativregulator der BZR-vermittelten Signalgebung fungiert. Auf welche Weise CD83 jedoch
intrazelluldre Signale {ibermittelt, ist bisher nicht geklart. Da CD83 selbst keine Signalmotive
in der kurzen intazelluldiren Doméne besitzt, ist eine Interaktion mit anderen Signalmolekiilen
notwendig. Der BZR selbst ist ein Beispiel fiir eine solche indirekte Signalgebung. Er assozi-
iert mit den Iga und IgB Ketten, die fiir die Weiterleitung intrazelluldrer Signale verantwortlich
sind [48]. CD83 konnte durch Interaktion mit anderen Regulatoren entweder positive Signale
inhibieren oder negative Signale verstiarken. Unveroffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe
zeigen, dass CD83 auf der Oberfliche von B-Zellen sowohl mit dem BZR als auch mit dem
inhibitorischen Korezeptor CD22 kolokalisiert. Zudem konnte mit Hilfe 16slicher CD22Ig- und
CD83Ig- Fusionsproteine eine direkte Interaktion beider Molekiile nachgewiesen werden. So
kolokalisierte CD83 mit dem BZR sowie mit CD22 nach Engagement des BZR. Daher wur-
de die Hypothese aufgestellt, dass CD83 als eine Art Adapter die Rekrutierung von CD22 zum
BZR-Komplex fordert. Die raumliche Ndhe von CD22 zum BZR ist notwendig fiir dessen inhibi-
torische Funktion [67]. Dabei werden seine intrazelluldren ITIM-Motive durch die Kinase LYN
phosphoryliert [127, 128]. Auf diese Weise wiirde eine verstarkte Phosphorylierung der ITIM-
Motive von CD22 in einer gesteigerten Rekrutierung der Phosphatase SHP-1 resultieren, wel-
che an diese Motive bindet [129]. Substrate von SHP-1 sind unter anderem die Kinase LYN und
SYK [70], die mafsgeblich an der Initiation der BZR-vermittelten Signalgebung beteiligt sind.
Die Dephosphorylierung dieser Kinasen durch SHP-1 wiirde dann die weitere Signalleitung
inhibieren. In CD83Tg B-Zellen wurde sowohl eine verstarkte Phosphorylierung von CD22 als
auch eine reduzierte Phosphorylierung von LYN und SYK beobachtet (unveroffentlichte Da-
ten), so dass angenommen werden kann, dass CD83 als Teil des CD22/SHP-1-vermittelten in-
hibitorischen Signalwegs bereits die Initiation der BZR-Signalgebung inhibiert. Dies setzt sich
in einem reduzierten Ca?*-Influx [103] und einer reduzierten Aktivierung von ERK1/2 fort,
wie sie in CD83Tg B-Zellen beobachtet wurde, und resultiert schliefllich in einer reduzierten
Proliferation, Ig-Produktion sowie Uberlebensdauer ausschlielich von FO B-Zellen. Eine ver-
gleichbare Situation wie bei CD83Tg B-Zellen ergibt sich fiir Wt B-Zellen nach Aktivierung, in
deren Verlauf CD83 verstarkt exprimiert wird. Durch Wechselwirkung mit dem BZR und CD22
konnte CD83 hier einen Beitrag zur Beendigung der B-Zellantwort leisten. Ein Uberblick iiber
die dargelegte Hypothese ist in Abbildung 4.1.1 A dargestellt.
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4.1.2 CD83 verstarkt die TLR4-vermittelte Signalgebung

Erstmals wurde in dieser Arbeit der Einfluss von CD83 auf die TLR4-vermittelte Signalgebung
in B-Zellen genauer untersucht. Obwohl CD83Tg B-Zellen auf LPS-Stimulation mit einem re-
duzierten >H-Thymidin-Einbau reagieren (Abbildung 3.1.2), zeigt die durchflusszytometrische
Analyse CFSE-markierter CD83Tg B-Zellen normale Frequenzen proliferierender Zellen ver-
glichen mit Wt B-Zellen (Abbildung 3.1.4). Im Gegensatz zum BZR-Engagement fiihrt somit
das Engagement des TLR4 nicht zu einer verringerten Proliferation CD83Tg B-Zellen. Die be-
obachtete reduzierte *H-Thymidin-Inkorporation nach LPS-Stimulation lasst sich jedoch mit
einer signifikant gesteigerten Anzahl apoptotischer Zellen innerhalb der CD83Tg FO B-Zellen
erkldaren, wahrend MZ und TN B-Zellen normal reagieren (Abbildung 3.1.5 und 3.1.6). Der
Verlust der CD83Tg FO B-Zellen ist wahrscheinlich ebenfalls ursachlich fiir die reduzierte Ig-
Freisetzung in vitro [103]. Fiir B-Zellen, aber auch T-Zellen, ist die Aktivierung von ERK1/2
bei mitogener Stimulation wie der Aktivierung mit LPS iiberlebenswichtig [130]. Im Gegen-
satz zur verringerten ERK1/2-Aktivierung in CD83Tg B-Zellen nach BZR-Stimulation, wurde
bei Engagement des TLR4 durch LPS eine gesteigerte Aktivierung von ERK1/2 exklusiv in
MZ B-Zellen gemessen. CD83Tg FO B-Zellen zeigen dagegen keine gesteigerte Aktivierung.
Eine mogliche Ursache hierfiir ist die im Vergleich zu MZ B-Zellen deutlich schwichere Ex-
pression des LPS-Rezeptorkomplexes auf der Oberflache naiver FO B-Zellen. Es ist deshalb
anzunehmen, dass die TLR4-vermittelte Signalgebung und damit die Ubermittlung von Uber-
lebenssignalen durch die Aktivierung von ERK1/2 in FO B-Zellen generell schwécher ausfallt
als in MZ B-Zellen. Durch den erhohten Schwellenwert fiir BZR-vermittelte Uberlebenssignale
in CD83Tg FO B-Zellen reicht offenbar die mitogene LPS-Aktivierung nicht aus, um die ver-
starkte Apoptose der CD83Tg FO B-Zellen zu verhindern.

Neben der Ubermittlung von Uberlebenssignalen wurde gezeigt, dass die Aktivierung von
ERK1/2 essenziell, jedoch nicht allein verantwortlich fiir die TLR-vermittelte Induktion von
IL-10 in Ag-prasentierenden wie DZ und Makrophagen ist [111, 131]. Vergleichbare Mecha-
nismen werden fiir die Induktion von IL-10 in B-Zellen nach TLR-Engagement vermutet, die
jedoch bislang in keiner Studie beschrieben wurde. Mit Hilfe von IL-10eGFP Reporterméusen,
die entweder mit Wt oder CD83Tg Mausen verpaart wurden, konnte zunéchst gezeigt wer-
den, dass in erster Linie MZ und TN B-Zellen nach Stimulation mit LPS IL-10 produzieren, FO
B-Zellen dieses Zytokin jedoch kaum freisetzen. Diese Beobachtung ist im Einklang mit der Li-
teratur, in der beschrieben wurde, dass IL-10-produzierende B-Zellen Charakteristika von MZ
und auch TN B-Zellen besitzen [132, 133]. Dartiiber hinaus wurde gezeigt, dass CD83 exklusiv
in MZ B-Zellen die Aktivierung von ERK1/2 steigert und nur unter CD83Tg MZ B-Zellen ein
erhohter Anteil IL-10-produzierender Zellen nachweisbar ist. Schliefilich konnte mit Hilfe des
Inhibitors U0126, welcher spezifisch die Aktivitit der MEK und damit die Aktivierung von
ERK1/2 hemmt [134, 135], gezeigt werden, dass ERK1/2 ebenfalls ein wichtiger Faktor fiir die
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LPS-induzierte IL-10-Freisetzung in B-Zellen ist. Die Zugabe dieses Inhibitors fiihrt zu einer
50%igen Reduktion der IL-10-Produktion LPS-stimulierter B-Zellen, jedoch weder in Wt noch
CD83Tg B-Zellen zur vollstandigen Blockade. Dabei setzten CD83Tg B-Zellen auch in Gegen-
wart von U0126 gegeniiber Wt B-Zellen noch erhohte Mengen IL-10 frei. Diese Beobachtungen

zeigen zusammengefasst, dass
1. IL-10 hauptsédchlich von MZ und TN B-Zellen produziert wird,

2. CD83 exklusiv in MZ B-Zellen, die die hochste Expression des LPS-Rezeptorkomplexes

auf ihrer Oberflache aufweisen, die IL-10-Freisetzung steigert und

3. die Aktivierung von ERK1/2 auch in B-Zellen fiir die Induktion von IL-10 wichtig, aber

nicht allein verantwortlich ist.

Die verstdrkte Aktivierung von ERK1/2 in CD83Tg MZ B-Zellen tragt daher wahrscheinlich
zur erhohten IL-10-Produktion bei. Daneben sorgen jedoch weitere Faktoren daftir, dassCD83Tg
B-Zellen auch bei Inhibition von ERK1/2 gegeniiber Wt B-Zellen vermehrt IL-10 freisetzen.

Diese Beobachtungen legten die Vermutung nahe, dass CD83 generell die TLR4-vermittelte Si-
gnalgebung fordert und in vergleichbarer Weise auch auf andere Immunzellen wirken konnte,
die verstarkt auf LPS reagieren. Diese Vermutung wurde durch die Analyse von CD83Tg DZ
bestdtigt, die ebenfalls mit einer gesteigerten IL-10-Freisetzung auf die Stimulation mit LPS
reagieren (Daten nicht gezeigt). CD83Tg DZ setzen dariiber hinaus reduzierte Mengen IL-12
frei, produzieren jedoch normale Mengen an TNFu« (Daten nicht gezeigt). Die reduzierte IL-12-
Freisetzung ist dabei wahrscheinlich kein direkter Effekt der CD83-Uberexpression, sondern
eine indirekte Wirkung von IL-10, welches die Induktion von IL-12 hemmt [131, 136]. Auch fiir
die verstarkte IL-10-Freisetzung durch CD83Tg DZ konnte ein Mechanismus dhnlich wie in
MZ B-Zellen, einschliefdlich der Aktivierung von ERK1/2, wirksam sein. So zeigen CD83Tg DZ
einen umgekehrten Phanotyp wie DZ von ERK1-Knockout Méusen, die nach TLR-Stimulation
reduzierte Mengen IL-10 und erhthte Mengen IL-12 produzieren [137].

Die zugrunde liegenden Mechanismen fiir den CD83-vermittelten Einfluss auf die TLR4-Signal-
gebung sind bisher unklar. Der beobachtete Effekt ist jedoch nur moglich durch Interaktion
von CD83 mit Komponenten des LPS-Rezeptorkomplexes, zu denen TLR4, MD-2 und CD14
gehoren. CD14 ist ein Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankertes Transmembranmolekiil
und bindet LPS im Komplex mit LBP [41]. Nach Ligandenbindung gelangt CD14 in unmittel-
bare Ndhe des TLR4 [138]. Der CD14/LPS-Komplex assoziiert mit dem TLR4/MD-2-Komplex
[139]. Letztlich fiirt die Dimerisierung von TLR4 zur Initiation der Signalkaskade. Trotzdem
der TLR4/MD-2-Komplex LPS erkennen und eine Signalkaskade initiieren kann [140], wird
die LPS-Erkennung um ein Vielfaches sensitiver in Anwesenheit von CD14 [139]. In ersten

Kolokalisationsstudien dieser Arbeit wurde tiberpriift, ob CD83 nach Aktivierung mit dem
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LPS-bindeden Komplex assoziiert. Nach Kreuzvernetzung des LPS-Rezeptorkomplexes auf
der Makrophagenzelllinie RAW264.7, welche ein hoheres TLR4-Expressionslevel als B-Zellen
besitzen, wurde tatsdchlich eine Koaggregation von CD83 mit LPS-bindenden Regionen auf
der Zelloberfldche beobachtet (Abbildung 3.1.17 C). Ob und mit welchen Molekiilen des LPS-
Rezeptorkomplexes CD83 assoziiert, ist unbekannt. In dieser Arbeit wurden erste Koimmu-
noprazipitationsversuche unternommen. Dabei wurden entweder CD14 oder TLR4 selbst mit
Hilfe eines Antikorpers prézipitiert, um anschliefend CD83 im Western blot nachzuweisen.
Dabei war CD83 jedoch weder nach Prézipitation von CD14 noch TLR4 detektierbar (Daten
nicht gezeigt). Eine mogliche Erklarung hierfiir ist, dass die putative Interaktion von CD83 mit
diesen Molekiilen zu schwach ist, um sie immunprazipitatorisch nachzuweisen.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass CD83 auch mit Komponenten
des LPS-Rezeptorkomplexes assoziiert. CD83 verstarkt dabei die TLR4-vermittelte Aktivie-
rung von ERK1/2, die zu einer gesteigerten Expression von IL-10 in LPS-responsiven Ag-
préasentierenden Zellen wie MZ B-Zellen und DZ fiihrt. Abbildung 4.1.1 B fass diese Beobach-

tungen Zusammen.
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Abbildung 4.1.1: Hypothetische Funktion von CD83 in der BZR- und TLR4-Signalgebung. (A) CD83 tragt
bei BZR-Engagement zu einer vermehrten Rekrutierung von CD22 zum BZR-Komplex bei. CD22 wird so
verstarkt in intrazellularen ITIM-Motiven phosphoryliert und rekrutiert die Phosphatase SHP-1. Diese deaktiviert
die an der Initiation der BZR-Signalgebung beteiligten Kinasen LYN und SYK. Auf diese Weise interferiert
CD83 bereits mit der proximalen BZR-Signalgebung. Dies resultiert in einem reduzierten Ca?*-Influx und einer
reduzierten Aktivierung der ERK1/2-Kinase, was wiederum zu einer reduzierten Proliferation und Ig-Produktion
fuhrt. Dieser Effekt betrifft alle B-Zellsubpopulationen. Exklusiv CD83Tg FO B-Zellen zeigen zudem eine
erniedrigte Uberlebensrate. (B) Im Gegensatz dazu fiihrt die Uberexpression von CD83 exklusiv auf MZ B-Zellen
zu einer gesteigerten IL-10 Freisetzung bei Engagement des TLR4. CD83 assoziiert mit dem LPS-bindenden
Komplex und verstarkt auf diese Weise die TLR4-vermittelte Aktivierung von ERK1/2, wobei die genauen
Signalereignisse noch nicht genau bekannt sind. Letztlich fiihrt die verstarkte ERK1/2-Aktivierung zu einer
gesteigerten IL-10 Produktion in LPS-responsiven Ag-prasentierenden Zellen wie MZ B-Zellen und DZ.

4.1.3 Funktion von CD83 als Immunsuppressor

Die Gegenwart von CD83 auf der Oberfldche von B-Zellen hemmt tiber noch weitgehend unbe-
kannte Mechanismen BZR-vermittelte Signale und wirkt so direkt inhibitorisch auf die B-Zelle
selbst. Die nach Aktivierung induzierte Expression von CD83 stellt moglicherweise einen ge-
genregulatorischen Mechanismus dar, der zur Beendigung der BZR-vermittelten Signalgebung
nach Aktivierung beitrdgt. Solche inhibitorischen Mechanismen sind wichtig, um eine {iber-
schiefSende B-Zellantwort oder auch die Bildung von Antikorpern, welche gegen Selbst-Ag
gerichtet sind, zu verhindern oder zu reduzieren.

Neben der direkten Riickwirkung auf die CD83-exprimierende B-Zelle selbst kann CD83 auch

indirekt durch die Steigerung der IL-10-Freisetzung in MZ B-Zellen und DZ einen immun-
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supprimierenden Effekt ausiiben. Auf B-Zellen hat IL-10 lediglich einen schwachen Effekt. Es
wirkt der Apoptose entgegen [141] und fordert die Proliferation, die Differenzierung zu Plas-
mazellen und die IgM-Synthese [142]. Ag-prédsentierende Zellen und Lymphozyten, insbeson-
dere CD4" T-Zellen, stellen dagegen die Hauptzielzellen von IL-10 dar. So inhibiert IL-10 die
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie TNFa, IL-1 und IL-12 in Monozyten und DZ
[143], aber auch deren Ag-prasentierende Funktion durch Suppression der MHC-II- und CD86-
Expression [144, 145]. IL-12 induziert die Freisetzung des inflammatorischen Zytokins IFNy in
T-Zellen und NK-Zellen, so dass die IL-10-vermittelte Inhibition der IL-12-Freisetzung in APZ
indirekt auch die Produktion von IFNy hemmt [145]. AufSerdem hemmt IL-10 sowohl die IFN~-
als auch die IL-2-Synthese in CD4" T-Zellen direkt [146]. Als Verstarker der LPS-induzierten IL-

10-Freisetzung kann CD83 daher als genereller Inmunsuppressor betrachtet werden.

Neben DZ [147], Makrophagen [148] und CD4* T-Zellen [149] stellen B-Zellen potente IL-10-
Produzenten dar [150, 151]. Mit Hilfe einer transkiptionellen IL-10 Reportermaus wurde erst
kiirzlich gezeigt, dass in peripheren lymphoiden Geweben B-Zellen sogar die dominante Zell-
population unter den IL-10-Produzenten sowohl in naiven Médusen als auch bei Infektionen in
vivo darstellen [152]. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass B-Zellen ebenfalls die do-
minante CD83*-Zellpopulation in verschiedenen Infektionsmodellen darstellen [104]. Ob diese
Zellen IL-10 produzieren, ist jedoch nicht bekannt. Murine B-Zellen setzen IL-10 nach Engage-
ment von TLR oder in Gegenwart einer Kombination von CD40- und TLR-Stimulation frei
[153]. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression von CD83 die
TLR-vermittelte IL-10-Freisetzung steigert. Widerspriichliche Daten existieren dariiber, ob die
alleinige Stimulation von CDA40 fiir die Induktion von IL-10 in naiven B-Zellen der Maus aus-
reicht. Wahrend postuliert wurde, dass murine B-Zellen zusétzlich TLR-vermittelte Signale
benotigen, um IL-10 zu produzieren [153], zeigen andere Studien, dass allein das Engagement
von CD40 die Expression von IL-10 in murinen B-Zellen induziert, wahrend die kombinier-
te Aktivierung von BZR und CD40 nicht zur IL-10-Freisetzung fiihrt [154]. Im Einklang mit
dieser Beobachtung zeigen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass nach kombiniertem Enga-
gement von BZR und CDA40 in vitro kein IL-10 im Kulturiiberstand weder von Wt noch CD83Tg
B-Zellen messbar war. Weitere Studien mit humanen B-Zellen belegen die CD40-induzierte IL-
10-Expression. So wurde gezeigt, dass die alleinige Stimulation tiber CD40 ohne TLR- oder
BZR-Signalgebung eine signifikante IL-10-Produktion in naiven humanen B-Zellen induziert
[155]. Dies geschah im Kontext einer Bystander-Aktivierung, bei der in einer Kokultur von B-
und T-Zellen nicht die B-Zellen direkt, sondern T-Zellen Ag-abhéngig aktiviert wurden. In die-
sem Zusammenhang ist interessant, dass in vergleichbaren Experimenten Bystander-aktivierte
murine B-Zellen verstarkt CD83 exprimieren [156]. Diese Aktivierung war dartiber hinaus par-
tiell abhdngig vom CD40-Engagement. Ob diese CD83-exprimierenden B-Zellen IL-10 freiset-
zen, wurde bislang nicht untersucht. Es ist deshalb unklar, ob CD83 auch im Kontext der By-

stander-Aktivierung zu einer gesteigerten IL-10-Produktion beitragen kann.
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IL-10-produzierende B-Zellen werden seit einigen Jahren als B10 oder regulatorische B-Zellen
(Bregs) bezeichnet und spielen eine wichtige Rolle bei der Suppression inflammatorischer Reak-
tionen [45, 46]. Es wurde gezeigt, dass diese Zellen in Mausmodellen wesentlich zur Milderung
inflammatorischer Erkrankungen wie enziindlichen Darmerkrankungen [47], der Kollagen-
induzierten Arthritis [157] und der experimentellen autoimmunen Enzephalitis [158] beitragen.
Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass die regulatorische Funktion protektiver B-Zellen abhingig
von der IL-10 Produktion ist [133, 152]. Anders als regulatorische T-Zellen, konnen Bregs bis-
lang nicht anhand von Transkriptionsfaktoren klar definiert werden [47, 159] und bilden keine
homogene B-Zellpopulation. Vielmehr finden sich Bregs sowohl unter den B1 als auch B2 Zel-
len. Experimente zur Charakterisierung dieser B-Zellen haben gezeigt, dass sich diese anhand

der Expression von Oberflichenmarkern im Wesentlichen in drei Gruppen einteilen lassen:
1. CD21*CD23" (MZ B-Zellen)
2. CD1d*CD21*CD23* (unreife TN2-MZ B-Zellen)
3. CD1drochCD5*CD19Mch (Bla B-Zellen)

Von diesen weisen die ersten beiden Gruppen durch die Expression von CD21 und CD1d
Merkmale von MZ B-Zellen beziehungsweise unreifen TN2-MZ B-Zellen, einer Vorstufe der
MZ B-Zellen, auf. Die dritte Gruppe zeigt mit der Expression von CD5 Charakteristika von
Bla B-Zellen. Es wird deshalb angenommen, dass sich Bregs vorrangig aus dem TN/MZ- und
Bla-B-Zellpool entwickeln [46]. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass etwa 24% der CD83Tg
MZ B-Zellen (CD1d*CD23") vermehrt IL-10 produzierten. Zudem wurde eine erhohte IL-10-
Freisetzung durch gereinigte CD83Tg CD21*CD23" B-Zellen beobachtet, die sich aus MZ und
unreifen TN B-Zellen zusammen setzen. Auch wenn eine weitere Charakterisierung der IL-
10-Produzenten in der vorliegenden Arbeit nicht vorgenommen wurde, lassen diese Ergebnis-
se vermuten, dass es sich hierbei um MZ B-Zellen und nicht TN2-MZ B-Zellen handelt. MZ
B-Zellen sind aufgrund ihrer Lokalisation in der Marginalzone der Milz, in der eine Filtration
des Blutes erfolgt, besonders geeignet, sehr schnell auf Blutantigene zu reagieren. In dieser Ar-
beit wurde gezeigt, dass MZ B-Zellen das CD83-Molekiil besonders schnell heraufregulieren
und bereits zwei Stunden nach Stimulation mit LPS das maximale Expressionslevel erreichen.
Deshalb konnte CD83 insbesondere bei bakteriellen Infektionen durch die Steigerung der TLR-
vermittelten IL-10-Freisetzung in MZ B-Zellen dazu beitragen, eine iiberschiefsende Immunre-

aktion zu verhindern.

4.2 Generierung einer konditionellen CD83KI Maus

Vorangegangene Arbeiten haben gezeigt, dass die CD83-Uberexpression die Reifung und Ent-

wicklung von B-Zellen beeinflusst [97]. Im Knochenmark reifen B-Zellen aus Vorlduferzellen
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und exprimieren als unreife B-Zellen zum ersten Mal den vollstandig rearrangierten BZR [160].
Erst ab diesem Zeitpunkt wird natiirliches CD83 auf B-Zellen exprimiert [97]. Es wurde ge-
zeigt, dass die Uberexpression von CD83 in CD83Tg Mausen zu einer reduzierten Anzahl von
pro-B-Zellen fiihrt, wohingegen die Anzahl der pre-B-Zellen, eine auf den pro-B-Zellen folgen-
de Entwicklungsstufe, normal ist im Vergleich mit Wt Mausen. Zudem fiihrte die vermehr-
te CD83-Expression zu einer reduzierten Entwicklung von reifen FO B-Zellen und zu einer
reziproken Akkumulation unreifer TN B-Zellen in der Milz [97]. Diese Effekte waren abhan-
gig von der Intensitit der CD83-Expression. Dagegen entwickeln CD83Tg Méduse eine norma-
le Anzahl an MZ B-Zellen. Mit Hilfe von Knochenmarkchiméren wurde weiter gezeigt, dass
die veranderte B-Zellentwicklung auf die Uberexpression von CD83 auf den sich entwickeln-
den hdmatopoetischen Vorlduferzellen selbst und nicht auf akzessorischen Zellen wie Stroma-
zellen zurtickzufiihren ist. Die hier dargestellten Analysen hinsichtlich der Entwicklung und
Homoostase von CD83Tg B-Zellen wurden mit nicht-konditionellen Maussystemen durchge-
fiihrt. Das bedeutet, dass diese Maus in jeder Zelle und zu jedem Zeitpunkt wihrend der Ent-
wicklung sowie nach Abschluss der Reifung CD83 iiberexprimiert. Da die Uberexpression von
CD83 die B-Zellentwicklung beeinflusst, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die beobach-
teten Effekte von CD83 auf die B-Zellaktivierung und -funktion auch einen Reifungsdefekt
reflektieren. Daher sollte eine konditionelle CD83KI-Maus generiert werden, welche eine trans-
gene CD83-Expression auf definierten B-Zellsubpopulationen zu gewiinschten Zeitpunkten
ermoglicht. Die einzelnen Schritte einer solchen Generierung sind in Abbildung 4.2.1 darge-
stellt. Uber das Cre-loxP-Rekombinationssystem wurde der CTV-CD83-Vektor in das Genom
von ES der Mauslinie 129/Sv erfolgreich eingebracht. Im Southern Blot konnten ES-Klone mit
erfolgreicher homologer Rekombination des CTV-CD83-Vektors in den ROSA26-Locus identi-
fiziert werden. Im néchsten Schritt erfolgte die Injektion dieser Stammzellen in Blastozysten
der Mauslinie C57BL/6. Leihmiitter des gleichen Mausstammes trugen sogenannte Chiméren
aus, welche folglich Erbinformationen der Mauslinien C57BL/6 und 129/Sv enthielten und
daher eine schwarz-braune Fellmusterung besafsen. Nach der Verpaarung dieser Chiméren
mit C57BL/6 Mausen erfolgten weitere Screening-Analysen nach homologer Rekombination
mittels einer spezifischen PCR. In der Zeit dieser Arbeit konnte erfolgreich eine transgene
ROSABS83KI Maus hergestellt werden, welche heterozygot den CTV-CD83-Vektor integriert hat
und diesen iiber die Keimbahn vererbt. Diese steht nun fiir die Verpaarung mit geeigneten
Cre-exprimierenden Mauslinien zur Verfiigung, um eine konditionelle Uberexpression auf ge-

wiinschten B-Zellsubpopulationen zu ermoglichen.
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Abbildung 4.2.1: Schema zur Generierung der konditionellen CD83KI-Maus. Isolierte ES wurden mit dem
CTV-CD83-Vektor transfiziert und mit Hilfe eines Southern Blots auf homologe Rekombination iberpriift.
Positive ES wurden anschlieBend in isolierte Blastozysten und diese in Leihmiitter injiziert. Chimare Mause,
welche Erbinformationen der ES aus dem 129/Sv Stamm sowie der Blastozysten aus dem C57BL/6 Stamm
enthielten, wurden mit C57BL/6 Mausen verpaart. Die Nachkommen wurden mit einer spezifischen PCR auf
Rekombination des CTV-CD83-Vektors analysiert. Auf diese Weise konnte die heterozygote CD83KI Maus im
Rahmen dieser Arbeit hergestellt werden.

4.3 Ausblick

Die in dieser Arbeit erworbenen Daten verdeutlichen, dass CD83 die Funktion und Aktivie-
rung muriner B-Zellen reguliert. Dabei konnte gezeigt werden, dass CD83 einen differenziel-
len Einfluss auf FO und MZ B-Zellen hat, indem es BZR- und TLR4-vermittelte Signalwege
moduliert.

Exklusiv in MZ B-Zellen steigert die transgene Expression von CD83 die TLR4-induzierte IL-
10 Produktion in vitro. Da die zugrunde liegenden Mechanismen noch unklar sind, sollte wei-
ter untersucht werden, mit welchen Komponenten des LPS-Rezeptorkomplexes CD83 mog-
licherweise interagiert. Die Beobachtung, dass die gesteigerte ERK1/2-Aktivierung zwar zu
einer erhohten IL-10 Produktion von CD83Tg MZ B-Zellen beitrégt, jedoch nicht den einzigen
verantwortlichen Faktor dafiir darstellt, ldasst vermuten, dass CD83 die Funktion zusitzlicher
intrazelluldrer Molekiile reguliert. Daher wére interessant, intrazelluldre Signalwege zu ent-
schliisseln, welche durch CD83 beeinflusst werden. Zudem produzieren nicht alle CD83Tg MZ
B-Zellen vermehrt IL-10, sondern nur ein prozentualer Anteil von etwa 24%. Eine weitere Cha-
rakterisierung dieser Zellpopulation kénnte zeigen, ob diese Merkmale bereits beschriebener
regulatorischer B-Zellen besitzen. Moglicherweise konnte CD83 ein Marker fiir regulatorische
B-Zellen sein. Die Funktion von CD83 speziell auf MZ B-Zellen in vivo ist noch génzlich unbe-
kannt. Dabei wiére interessant zu untersuchen, ob MZ B-Zellen, welche bei Immunisierung mit

LPS in vivo oder bei bakterieller Infektion natiirliches CD83 hochregulieren, ebenfalls vermehrt
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IL-10 produzieren und auf diese Weise einer tiberschieffenden Immunantwort entgegenwirken.
Dies wiirde eine Funktion von CD83 als Regulator der IL-10-Freisetzung auch in vivo bestéti-
gen. Schliefslich konnte untersucht werden, ob Bystander-aktivierte B-Zellen, welche lediglich
tiber CD40 mit aktivierten T-Zellen interagieren und CD83 hochregulieren, ebenso IL-10 pro-
duzieren.

Die Ergebnisse wurden mit einer CD83Tg Maus generiert, welche auf allen kernhaltigen Zellen
CD83 tiberexprimiert. Daher wurde eine ROSA83KI Maus generiert, welche nach Verpaarung
mit geeigneten Cre Mausen eine konditionelle CD83-Uberexpression auf definierten Zellpo-
pulationen erlaubt. Um die bisher gewonnen Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zu bestitigen,
sollte im ndchsten Schritt eine Maus generiert werden, welche lediglich auf CD21* B-Zellen
CD83 transgen exprimiert und somit exklusiv auf MZ und einem Teil der FO B-Zellen. Neben
der Cre21 Maus sind weitere Mauslinien verfiigbar, wie die Cre23 Maus, welche die CD83-
Uberexpression ausschliefllich auf FO B-Zellen ermdoglicht, und die Crel9 Maus, die zur Uber-
expression von CD83 auf allen B-Zellen bereits ab einem frithen Entwicklungsstadium fiihrt.
Der Vergleich dieser Nachkommen hinsichtlich der B-Zellentwicklung, Aktivierung und Funk-
tion wird zeigen, ob und welche der beobachteten Effekte von CD83 auf Reifungsdefizite oder
einen Einfluss von CD83 auf die Signalgebung bei aktueller Stimulation von B-Zellen zurtick-

zufiihren sind.
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5 Zusammenfassung (deutsch)

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestdtigen, dass CD83 als Negativregulator die BZR-vermittelte
Signalgebung hemmt. Die Analyse distaler Signalereignisse hat gezeigt, dass die Uberexpressi-
on von CD83 zu einer reduzierten Aktivierung der MAPK ERK1/2 nach Engagement des BZR
fiihrt. Diese vermittelt in B-Zellen sowohl proliferative Signale als auch wichtige Signale fiir
die Differenzierung und das Uberleben. Aufgrund der verminderten Aktivierung von ERK1/2
und wahrscheinlich weiterer Faktoren, wurde in allen CD83Tg B-Zellsubpopulationen eine si-
gnifikant reduzierte Proliferation beobachtet, welche die reduzierte Ig-Freisetzung nach BZR-
Aktivierung erklart. Zudem konnte gezeigt werden, dass ausschliefslich CD83Tg FO B-Zellen
eine gesteigerte Apoptoserate aufweisen, die bereits bei frisch isolierten B-Zellen beobachtet
wurde. Es kann deshalb angenommen werden, dass die Uberexpression von CD83 nicht nur
BZR-vermittelte Signale nach Ag-Kontakt inhibiert, sondern auch mit der tonischen Signalge-
bung durch den BZR interferiert. Tonische BZR-vermittelte Signale sind fiir die Differenzierung
und das Uberleben insbesondere von FO B-Zellen essenziell. Eine Storung dieser Signale durch
die transgene CD83-Expression kann deshalb die Entwicklung reduzierter Anzahlen von FO
B-Zellen in CD83Tg Mausen sowie deren reduzierte Uberlebensdauer erklaren. Die Mechanis-
men, tiber die CD83 einen inhibitorischen Effekt auf die BZR-Signalgebung ausiibt, sind nicht
bekannt. CD83 selbst ist nicht in der Lage, intrazelluldre Signale zu tibermitteln und muss
daher mit anderen Signalmolekiilen interagieren. Noch unverdffentlichte Daten zeigen, dass
CD83 mit dem BZR sowie mit CD22, einem inhibitorischen Korezeptor des BZR, assoziiert.
CD83 konnte deshalb Teil des CD22-vermittelten inhibitorischen Signalwegs sein.

Im Gegensatz dazu verstarkt CD83 die TLR4-vermittelten Signalgebung und steigert die LPS-
induzierte IL-10-Produktion. Mit Hilfe von IL-10 Reportermédusen, die mit Wt beziehungswei-
se CD83Tg Mdusen gekreuzt wurden, konnte gezeigt werden, dass sowohl TN als auch MZ
B-Zellen IL-10 produzieren. Die Uberexpression von CD83 steigert jedoch ausschliellich die
Expression von IL-10 in MZ B-Zellen. In dieser Subpopulation wurde eine erh6hte Frequenz IL-
10-produzierender Zellen beobachtet. Die Untersuchung intrazelluldrer Signalereignisse zeig-
te weiter, dass CD83Tg MZ B-Zellen, jedoch nicht FO B-Zellen, auf die Stimulation mit LPS
mit einer gesteigerten Aktivierung von ERK1/2 reagieren. Es wurde bereits beschrieben, dass
ERK1/2 fiir die Induktion von IL-10 in Ag-prédsentierenden wie DZ und Makrophagen essen-
ziell ist. Mit Hilfe des MEK-spezifischen Inhibitors U0126 konnte in dieser Arbeit demonstriert

werden, dass die Aktivierung von ERK1/2 auch in B-Zellen eine wichtige Rolle fiir die Induk-
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tion der IL-10-Expression spielt. Die verstarkende Wirkung von CD83 auf IL-10-Expression bei
TLR4-Engagement war nicht auf das MZ B-Zellkompartiment beschrankt, sondern wurde auch
in CD83Tg DZ beboachtet.

Die Untersuchung der Proliferation der verschiedenen B-Zellsubpopulationen aus Wt und
CD83Tg Méausen nach TLR4-Engagement zeigte keine Unterschiede. Allerdings konnte die Sti-
mulation mit LPS nicht die Apoptose von CD83Tg FO B-Zellen verhindern. Mogliche Ursache
hierfiir ist die schwache Expression des TLR4 auf naiven FO B-Zellen, die keine starke Induk-
tion tiberlebenswichtiger Faktoren wie ERK1/2 erlaubt. Naive MZ B-Zellen exprimieren dage-
gen den LPS-bindenden Rezeptor in starkerem Mafie und reagieren schneller auf diesen TLR-
Liganden. So konnte auch gezeigt werden, dass Wt MZ B-Zellen das CD83-Molekiil wesentlich
schneller als FO oder TN B-Zellen heraufregulierten. Schliefilich konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass CD83 mit LPS-bindenden Regionen auf der Oberfldche von Makrophagen koag-
gregiert. Die in Gegenwart von CD83 gesteigerte IL-10-Freisetzung bei Stimulation mit LPS
beruht deshalb wahrscheinlich auf der Interaktion mit einer oder mehreren Komponenten des
LPS-Rezeptorkomplexes, zu dem CD14, MD-2 und TLR4 selbst gehoren.

Alle bislang beschriebenen Untersuchungen zur Funktion von CD83 wurden mit Hilfe der
CD83Tg Maus erhalten, die das Molekiil auf allen kernhaltigen Zellen tiberexprimiert. CD83
tibt auch einen Einfluss auf die B-Zellentwicklung aus, was in einer reduzierten Anzahl rei-
fer FO B-Zellen in CD83Tg Mausen resultiert. Es ist deshalb nicht auszuschliefsen, dass auch
wihrend der Entwicklung erworbene Defizite zur verdnderten Aktivierung und Funktion von
reifen CD83Tg B-Zellen beitragen. Um solche Effekte auszuschliefien, wurde in dieser Arbeit
die CD83KI Maus hergestellt, die die konditionelle Expression des CD83-Molekiils in definier-
ten Zellpopulationen erlaubt. Diese Maus steht nun zur Verpaarung mit Crel9-, Cre21- und
Cre23-Méusen zur Verfiigung. Die vergleichende Analyse der Nachkommen wird eine Diffe-
renzierung der Effekte von CD83 auf die B-Zellentwicklung, -aktivierung und —funktion erlau-

ben.
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6 Zusammenfassung (englisch)

Results of this work have shown, that CD83 functions as a negative regulator of BCR-induced si-
gnaling. Transgenic overexpression of CD83 leads to a reduced activation of the kinase ERK1/2
in all B cell subsets, which mediates survival and differentiation signals. The observed reducti-
on of proliferation and thus, Ig production of CD83Tg B cells can be explained by less activation
of ERK1/2. Moreover, CD83Tg FO but not MZ or TN B cells show significantly enhanced cell
death. This indicates that CD83 interferes with tonic BCR-signaling which is essentiell for diffe-
rentiation and survival, especially of FO B cells. Inhibition of tonic BCR signals by CD83 might
be the reason of reduced maturation of FO B cells in CD83Tg mice. Mechanisms, by which
CD83 mediates its inhibitory effects, are yet not clear. CD83 lacks ITIMs in its intracellular do-
main. Therefore an interaction with other signaling molecules is required. Unpublished data
show that CD83 associates with the BCR as well as with the inhibitory coreceptor CD22, indi-
cating a role of CD83 in CD22-mediated inhibitory signaling. In contrast CD83 enhances the
TLR4-mediated signaling. Crossing of IL10 reporter mice with Wt or CD83Tg mice revealed
that TN and MZ B cells are the main IL10 producer upon LPS stimulation. However, CD83
overexpression leads to an increase of IL10 producing cells within the MZ B cell subset exclusi-
vely. Moreover, CD83Tg MZ but not FO B cells show increased activation of the kinase ERK1/2
after TLR4 engagement, which is involved in IL10 induction of Ag-presenting cells like den-
dritic cells and makrophages. By inhibition of the ERK1/2 activation with the inhibitor U0126
this work shows, that ERK1/2 activation is also important for IL10 production in B cells. The
analysis of proliferation after TLR4 engangement shows no differences between the B cell sub-
sets of Wt and CD83Tg mice. However, LPS stimulation can not rescue CD83Tg FO B cells to
undergo strong apoptosis, which might be due to less expression of TLR4 compared to MZ B
cells. Finally this work shows an aggregation of CD83 and the TLR4-complex on macrophages
after LPS stimulation.

Previous work has shown that CD83 influences B cell development and differentiation resul-
ting in less amounts of mature FO B cells in CD83Tg mice. To exclude, that the observed effects
of CD83 on B cell activation and function are not due to its effect on immature precursor B cells,
a conditinoal CD83KI mouse was generated. This mouse overexpresses CD83 on defined cell
subsets controlled by defined promoters. Crossing with Crel9, Cre21, and Cre23 mice make it

possible to define CD83-mediated effect on B cell development, activation, and function.
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