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1 VERWENDETE ABKÜRZUNGEN UND EINHEITEN

A Ampère

A Adenin

AOX Alkoholoxidase von Pichia pastoris

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosäure

bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

BUN blood urea nitrogen (Blutharnstoff)

C Cytosin

°C Grad Celsius

cpm counts per minute

Ci Curie

DEPC Diethylpyrocarbamat

DMEM Dulbecco´s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleic acid

DTT Dithiothreitol

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

egfp enhanced green fluorescent protein

EMFI(s) primäre embryonale Mausfibroblasten

ES embryonale Stamm (-zellen)

FISH fluorescent in situ hybridization

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FSH Follikelstimulierendes Hormon
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g Gramm bzw. Vielfaches der Erdbeschleunigung

G Guanin

h Stunde(n)

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsäure

hCG humanes Chorion-Gonadotropin

HSV Herpes-simplex-Virus

IE Internationale Einheiten

IFN-γ Interferon-γ

IVC individually ventilated cage

kB Kilobase

KO knock out

l Liter

LIF leukemia inhibitory factor

M Molar ( = mol/l)

MCP-1 monocyte chemoattractant protein 1

mcs multiple cloning site

MHC major histocompatibility complex

MI Migrationsindex

min Minute

MM6 Mono Mac 6

mRNA messenger RNA

m/v Masse/Volumen

OD600 Optische Dichte bei 600 nm

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PAS periodic acid Schiff

PBS phosphate buffered saline
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PCR polymerase chain reaction

PEG Polyethylenglycol

PEI Polyethylenimin

PGK Phosphoglyceratkinase

pH -log cH+

PMSG Pregnant mare´s serum gonadotropin

RANTES regulated upon activation, normal T-cell expressed presumably secreted

RNA engl. für Ribonukleinsäure

RT Raumtemperatur

SDS engl. für Natriumdodecylsulfat

SLE Systemischer Lupus Erythematodes

SPF specific pathogen free

T Thymin

TNF-α Tumornekrosefaktor-α

TK Thymidinkinase

Tris Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan

U unit

ÜN über Nacht

upm Umdrehungen pro Minute

UV Ultraviolett

V Volt

v/v Volumen/Volumen

WT Wildtyp
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2 VORBEMERKUNGEN

Sprachkonventionen

Bei manchen im wissenschaftlichen Sprachgebrauch häufig vorkommenden englischen

Fremdwörtern wurde auf ein künstlich wirkendes Übersetzen ins Deutsche verzichtet.  Dies

wurde durch kursive Schreibweise angezeigt.

Mäuse mit der durch homologe Rekombination entstandenen Deletion des CCR2-Gens

werden entsprechend dem allgemeinen Sprachgebrauch in dieser Arbeit als

CCR2-knock-out-Tiere bezeichnet. Wildtyp-Tiere werden mit dem Genotyp (+/+) und hetero-

zygote Tiere mit (+/-) bezeichnet. Tiere, bei denen beide Allele die Deletion tragen, werden

als homozygote (knock-out) Tiere und mit dem Genotyp (-/-) bezeichnet.

Tierversuche

Während der im Rahmen dieser Arbeit notwendigen Eingriffe und Maßnahmen an Tieren

wurde darauf geachtet, das Leiden der Tiere auf ein Minimum zu reduzieren.

Die mit der Arbeit verbundenen Tierversuchsvorhaben wurden unter den Aktenzeichen

211-2531-48/95 und 211-2531.3-11/99 durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.

Förderung des Projekts

Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) im Rahmen des

Projekts „Ausschaltung des MCP-1 Rezeptors der Maus durch homologe Rekombination“

(LU 612/1-1 bis LU 612/1-4) gefördert.
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3 SUMMARY

3.1 Abstract

Chemokines represent a family of chemotactic cytokines, subdivided into four structural and

functional defined classes,  that play a role in the recruitment of leukocytes to sites of

inflammation and the trafficing of leukocytes through primary and secondary lymphoid

organs.  Differential expression of chemokine receptors on target cells enables specific effects

of particular chemokines. MCP-1, a member of the CC subfamily of chemokines, acts as a

chemoattractant for monocytes and is responsible for their migration to inflamed tissue. To

elucidate the role of MCP-1 and its receptor CCR2 in diseases with monocyte/macrophage

involvement, the murine gene for CCR2 was deleted using homologous recombination in

embryonic stem cells. The ES cell derived CCR2 knock out mice are being used in a series of

mouse models for inflammatory diseases. The knock out was so designed that the gene for

CCR2 was replaced by an enhanced green fluorescent protein (egfp) reporter gene. This will

be used to trace the time- and tissue specific expression of CCR2 in vivo.

The use of antagonists is an additional method to study the role of MCP-1 in vivo. A

synthetically derived N terminal truncation of eight amino acids of MCP-1 (hMCP-1 9-76)

has previously been shown to act as efficient MCP-1 antagonist in human and murine

systems. To provide a reliable and flexible source of this antagonistic protein, it was

expressed using the methylotrophic yeast Pichia pastoris and purified. An in vitro assay for

chemotaxis demonstrated the antagonistic properties of  hMCP-1∆1-8. The antagonist will be

used as a „pharmacological“ knock out in mice with a deletion of other chemokine receptor

genes, to study the highly redundant chemokine network.

Progressive lupus nephritis is part of the MRL(lpr/lpr) mouse model of systemic lupus

erythematosus (SLE). Following renal deposition of autoreactive antibodies, mononuclear

cells infiltrate the kidney leading to tissue damage and loss of renal function. In order to study

the role of chemokines and chemokine receptors during this processes, their temporal

expression was investigated in the model. The results suggest a major role of these molecules

in the initiation of the inflammatory processes. Crossbreeding the CCR2 null allele to the

MRL strain will allow a determination of the functional role of MCP-1 and CCR2 in this

disease.
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3.2 Introduction

Chemokines, a class of chemotactic cytokines

Chemokines represent a class of chemotactic cytokines that are expressed by diverse cell

types. During inflammation, chemokine gradients cause directed migration (chemotaxis) of

leukocytes from peripheral blood into inflamed tissue (Springer, 1994; Springer, 1995).

Chemokine-induced activation of integrins is important for temporal adhesion of migrating

cells (Baggiolini, 1998; Weber et al., 1999).

Chemokines are also involved in lymphocyte homing (Baggiolini, 1998), hematopoesis, tumor

growth, bacterial and viral infection, angiogenesis and embryonic development (Berger et al.,

1999; Rossi and Zlotnik, 2000; Zlotnik et al., 1999; Zlotnik and Yoshie, 2000). Fortyfive

human chemokines and 18 chemokine receptors have been described to date (Murphy et al.,

2000).

The chemokine superfamily is divided into four subfamilies characterised in part by the

position of four conserved cystein residues in their primary amino acid sequence:

1. CXC chemokines (alpha-chemokines), with one amino acid separating the first two cystein

residues, act as chemoattractants for neutrophil granulocytes and T lymphocytes. SDF-1

and IL-8 are members of this family.

2. In CC chemokines such as RANTES and MCP-1, the first two cysteins are immediately

adjacent to one and other. They are generally chemoattractants for monocytes and T-

lymphocytes (Carr et al., 1994).

3. Lymphotactin-α and -β are the only members of the C chemokine family. They lack two of

the cystein residues, but show significant homology at their 3` end with members of the CC

subfamily. These factors are expressed by NK cells and act on NK cells and T-lymphocytes

(Hedrick et al., 1997; Hedrick and Zlotnik, 1997).

4. Fractalkine, the only known member of the CX3C family, has three amino acids separating

the two N terminal cystein residues. Fractalkine exists as a soluble as well as a membrane

bound form and is a chemoattractant for T-lymphocytes and monocytes (Bazan et al., 1997;

Haskell et al., 1999).
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Chemokine receptors on target cells determine the specific effects of chemokines

The biological effects of chemokines are mediated by a large family of G-protein coupled,

seven transmembrane receptors (Horuk, 1994; Murphy, 1994a; Murphy, 1996). The selective

expression of chemokine receptors on target cells determines to a significant degree the

specificity of chemokine action. The ligand specificities of the receptors can overlap as some

chemokines bind to multiple receptors and some receptors can bind multiple chemokines,

yielding a complex and highly redundant regulatory network (Mantovani, 1999).

Chemokine receptors mediate infections with HIV-1 and Plasmodium vivax

In 1996, the chemokine receptor CCR5 was identified as the major coreceptor for HIV-1 on

macrophages (Alkhatib et al., 1996; Choe et al., 1996; Doranz et al., 1996; Dragic et al.,

1996; Fauci, 1996). Humans that carry a 32 bp deletion in the CCR5 gene (CCR5∆32) are

thought to be resistant to infection with so called M-tropic strains of HIV-1 (Samson et al.,

1996). Other chemokine receptors such as CCR2b und CCR3 may also serve as coreceptors

(Bleul et al., 1996; Doranz et al., 1996; Zhang et al., 1996). The receptor CXCR4 acts as a

coreceptor for T-tropic strains of HIV-1.

It has been suggested that the high incidence of CCR5∆32 homozygotes (about 1 % in

caucasian populations) may have been generated through evolution by providing resistance to

other viruses, or bacterial pathogens such as Yersinia pestis (Libert et al., 1998; Stephens et

al., 1998). It has been shown that another chemokine binding protein named DARC (Duffy

antigen receptor for chemokines) is used by Plasmodium vivax to infect erythrocytes during

the course of malaria.

The CC chemokine MCP-1 and its receptor CCR2

The murine gene for MCP-1 was discovered in 1983 and was named JE (Cochran et al.,

1983). The homologous human gene was discribed in 1989 (Rollins et al., 1989) and named

MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) because of its chemoattractive effects on

monocytes (Yoshimura et al., 1989a).

The human and murine receptors for MCP-1 were cloned in 1994 and 1996, respectively

(Boring et al., 1996; Charo et al., 1994) and show a sequence homology of 80 %. In 1997,
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CCR2 defective mice were generated for the first time (Boring et al., 1997; Kurihara et al.,

1997).

The role of MCP-1 and other chemokines in inflammatory diseases of the kidney

There is evidence that in inflammatory diseases of the kidney, macrophages are recruited by

the local production of MCP-1 (Gesualdo et al., 1997; Schlöndorff et al., 1997). A recently

published model describes mechanic, toxic, ischemic or immunologic damage to glomerular

or tubulointerstitial structures as triggering events of renal inflammation (Segerer et al., 2000).

Subsequent expression of proinflammatory cytokines and chemokines leads to infiltration of

leukocyte subpopulations into the kidney, where they can help eliminate the initiating insult,

but can also cause further tissue damage. Lack of downmodulation can lead to rupture of

bowmans capsule and leukocytes can enter the urinary space, where they can cause interstitial

fibrosis and necrosis. This can lead to total breakdown of renal function (Segerer et al., 2000).

The deletion of genes by homologous recombination in embryonic stem cells

The first targeted manipulation of a gene (gene targeting) in embryonic stems cells (ES cells)

was described in 1987 (Doetschman et al., 1987; Thomas and Capecchi, 1987). In 1989, the

first mice were generated from ES-cells that were manipulated at the HPRT-locus (Thompson

et al., 1989). The technique to create so called "knock out" mice allows the study of the

function of particular genes. This information can also be obtained through the use of specific

antagonists. The potency of chemokine antagonists like Met-RANTES or MCP-1 (9-76) in

animal models of inflammatory diseases has been demonstrated in a series of in vivo studies

(Gong et al., 1997; Gröne et al., 1999; Plater-Zyberk et al., 1997).

The MRL(lpr/lpr) mouse model for lupus nephritis

Systemic Lupus Erythematodes (SLE) is an autoimmune disease characterised by excessive

production of autoreactive antibodies. The deposition of immune complexes in various organs

leads to complement activation, infiltration of leukocytes and tissue damage (Alexopoulos et

al., 1990; Cameron, 1999; Vyse and Kotzin, 1998).

Studies of the pathogenesis of SLE renal disfunction have been facilitated by the availability

of murine lupus nephritis models. Mice from specific lupus-prone strains spontaneously

develop an autoimmune disease with renal manifestations closely resembling those observed
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in patients suffering from lupus. The best established murine SLE models are those using the

(NZBxNZW)F1 (NZB/W) or the Fas gene deficient MRL/MpJ Faslpr/lpr (MRL/lpr) strains.

MRL(lpr/lpr) mice bear a mutation in the fas gene (CD95, Apo1) (Adachi et al., 1993; Chu et

al., 1993) which eliminates the fas pathway of apoptosis that is important for the negative

selection of autoreactive T-lymphocytes in the thymus (Merino et al., 1993). As a

consequence, respective autoreactive B-lymphocytes are able to proliferate and to secrete

autoreactive antibodies. These antibodies deposited as immune complexes at the glomerular

basement membrane of the kidney initiate lupus nephritis. This leads to inflammation, the

expression of proinflammatory cytokines and chemokines and leukocyte infiltration to the

kidney. The end result is severe damage to the kidney (Feng et al., 1995; Wada et al., 1996b).

In patients, the urinary concentration of MCP-1 is used as a diagnostic parameter suggesting

the potential importance of MCP-1 in lupus nephritis. In MCP-1 deficient mice, reduced

cellular infiltration and prolonged survival can be observed (Tesch et al., 1999a). The

interactions of chemokine and cytokine regulatory networks during the course of lupus

nephritis have not yet been clarified.

Question and experimental design

To assess the role of MCP-1 and its receptor CCR2 in a series of mouse models for

inflammatory diseases, the generation of CCR2(-/-) mice was required. To provide reliable

antagonist peptide, expression of MCP-1 with an N-terminal truncation (MCP-1∆1-8) was

attempted in the methylotrophic yeast Pichia pastoris and its suitability to serve as an MCP-1

antagonist investigated. Finally, the kinetics of chemokine and chemokine receptor expression

was to be characterized in the MRL(lpr/lpr) mouse model for Systemic Lupus Erythematosus.

This would establish the temporal kinetics of factor expression prior to the study of functional

effects of CCR2 and MCP-1 using the knockout mice and MCP-1 antagonist.
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3.3 Results

3.3.1 Generation of CCR2 deficient mice

The targeting vector pmCCR2KO was designed as a „replacement vector“ with positive (neo)

and negative (TK) selection cassettes, and egfp as reporter gene to replace the complete 1,1 kb

CCR2 coding region. The CCR2 locus and flanking regions were cloned from an D3 genomic

lambda phage library (kindly provided by Klaus Kaestner, Heidelberg). The locus was

mapped for six restriction enzymes and used to isolate 2.8 kb 5` and 4.7 kb 3` arms of

homology for recombination.

A total of 100 mg pmCCR2KO was used to transfect 3.5x107 E14 ES cells. After 8 days of

positive and negative selection, 192 resistent clones were picked and individually expanded

for further analysis. Homologous recombination at both 5` and 3` of the CCR2 gene was

assessed by southern blot and long distance PCR analysis and found to have occured in three

out of 130 clones.

To exclude chromosomal abnormalities in these three clones, they were karyotyped by

Multiplex-FISH ("chromosomal painting") analysis in cooperation with Michael Speicher,

Munich (Eils et al., 1998; Speicher et al., 1996). One of the clones was found to bear a

chromosomal translocation and excluded from further experiments.

The remaing two clones were used by collaborators (group of Klaus Pfeffer, München) for

blastocyte injection. Seven chimeric mice were generated. Test breeding of these animals with

C57BL/6 mice proved germ line transmission of the CCR2 deletion in one „high percentage“

fur chimera. Two CCR2 (+/-) mice descending from this male chimera served as founders of a

CCR2(-/-) colony. Backcrossing of the CCR2 (-/-) allele into C57BL/6, BALB/c and MRL

strains has been initiated and will be performed for at least 10 generations.

To assist in the managment of mouse breeding, a flexible database system was required. As

commercially available systems are rare, a Microsoft Access based database application

named "Mausdatenbank" was developed to manage the complex breeding data. The database

application enables full documentation of individual mice including genotyping, microbial

screening and pedigree by an easy to learn user interface. Mice can be sorted and displayed by

various categories like sex, age, strain and genotype, which facilitates access to the animals.
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3.3.2 Expression of an MCP-1 antagonist in Pichia pastoris

The methylotrophic yeast Pichia pastoris can be used for efficient high level expression of

heterologous proteins (Cregg et al., 1985; Rosenfeld, 1999; Sreekrishna et al., 1988). Human

and murine cDNAs for MCP-1 were amplified by PCR and cloned into the Pichia pastoris

expression vector pPICZalpha A (Invitrogen). PCR primers were used to generate N-terminal

truncations and restriction sites. Expression plasmids were then used to transfect Pichia

pastoris cells.

MCP-1 variants were expressed in 100 ml scale by induction with methanol and purified from

the supernatant medium by Ni-NTA affinity chromatography making use of a C terminal

6xHis tag. Murine MCP-1 variants could not be purified in detectable amounts, but human

MCP-1 and human MCP-1∆1-8 were expressed in a total amount of 1,5 mg and 150 ug,

respectively. Two bands of human MCP-1 were detected in polyacrylamide gel

electrophoresis at about 14 and 18 kDa. In cooperation with Friedrich Lottspeich (Max-

Planck-Institut für Biochemie, Martinsried), purified proteins were sequenced at the N-

terminus. A mixture of full length (QPDAINA...) and truncated (DAINA...) MCP-1 was found

in both bands. Size variants were probably caused by differential glycosylation (F. Lottspeich,

personal communication).

Functional analysis of Pichia expressed human MCP-1 variants

To determine the functionality of the expressed MCP-1 variants, they were tested in a

modified Boyden chamber in vitro chemotaxis assay using monocytic Mono Mac 6 cells

(Ziegler-Heitbrock et al., 1988). The Pichia expressed MCP-1 was shown to be functional as

a chemokine in the same range as the commercially available protein. MCP-1∆1-8 did not

have chemotactic activity, and could reduce MCP-1 induced chemotaxis to one third if used in

200 fold excess.

3.3.3 Expression of chemokines and chemokine receptors in the course of experimental
lupus nephritis in MRL(lpr/lpr) mice

To assess the role of chemokines and chemokine receptors during the initiation and

progression of lupus nephritis in MRL/lpr mice, the expression of chemokines, chemokine
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receptors and proinflammatory cytokines was studied by ribonuclease protection assay. Mice

were followed for proteinuria from 6 to 20 weeks of age, and their kidneys were examined at

intervals of 2 weeks by light microscopy, electron microscopy and immunohistology. MRL/lpr

mice showed an increased expression of the chemokines MCP-1, RANTES, IP-10 and MIP-

1ß at week 8. At this early time point, circulating immune complexes and glomerular IC

deposition (week 10) were increased, but no proteinuria or histopathological signs of renal

damage were found. As assessed by immunohistochemistry and in situ hybridisation, MCP-1

and RANTES expression was preferentially located in the glomeruli and interstitium, but no

tubular mRNA expression could be detected. A mononuclear cell infiltration of the kidney

was seen  by week 10-12 and the renal expression of the receptors CCR1, CCR2 and CCR5

increased (week 12) in the affected kidneys. At the same age (10-12 weeks) and following the

chemokine up-regulation, mice became proteinuric and renal damage was histologically

evident. Finally, expression of proinflammatory cytokines was detected (week 12-14).

In summary, the following results were found:

1. chemokines are upregulated before the inflammatory infiltrate, proteinuria and kidney

damage are observed.

2. chemokine generation was found to be restricted to sites of subsequent inflammatory

infiltrates, i.e. glomeruli and interstitium.

3. the expression of chemokine receptors paralleled mononuclear cell infiltate.

4. At later stages, proinflammatory cytokines were upregulated and the inflammatory

infiltrate parallels the onset of proteinuria.

Our results support the hypothesis that chemokines initiate leukocyte infiltration to the

inflammed renal tissue, which results in the proteinuria and renal damage observed in

MRL/lpr mice. Therefore we consider select chemokines and chemokine receptors to be

potential early targets for therapeutic intervention.

3.4 Discussion and Outlook

Chemokines and their respective receptors form a complex and highly redundant biological

network. A single chemokine can bind to different receptors and individual receptors can

recognise different chemokines. The lack of chemokine receptor can often be compensated. In

particular, the biological actions of CCR2 and CCR5 seem to overlap, as data from CCR5
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defective mice appear to show (Bruno Luckow, personal communication). In this regard, the

generation of mice deficient in both CCR2 and CCR5 will help to define the mode of action

of these factors. Since the genes are separated by only 18 kb, the deletion of both genes cannot

be generated by simple crossbreeding. A CCR2(-/-) – CCR5(-/-) double knock out will have

to be generated by two consecutive homologous recombinations in embryonic stem cells. The

use of reporter genes like egfp will allow to trace the expression of the deleted genes in such

mice.

Studies with MRL (lpr/lpr) mice strongly support the hypothesis that expression of specific

chemokines is an initiating event in experimental lupus nephritis. During the initiation and

progression phases, chemokines are preferentially localized to tissue compartments where the

immune complex deposition is found (i.e. the glomeruli and to some extent the interstitium).

These are the areas where subsequent mononuclear cell infiltration is found. Thus, these

chemokines are thought to be some of the earliest mediators of the renal injury in the course

of systemic lupus erythematosus.

As in a series of other inflammatory diseases, MCP-1 and its respective receptor CCR2 appear

to play an important role. Both molecules are therefore potential therapeutic targets. The

CCR2 deficient mice generated in this work will help to determine the functional significance

of this gene in vivo and thus the validation of CCR2 antagonists in therapeutic  strategies.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

Chemokine stellen eine Klasse von chemotaktisch wirksamen Cytokinen dar, die für die

Rekrutierung von Leukocyten zum Ort einer Entzündung verantwortlich sind. Die

differentielle Expression von Chemokinrezeptoren auf verschiedenen Leukocyten-

Subpopulationen bewirkt die unterschiedlichen  Effekte der einzelnen Chemokine. Das

Chemokin MCP-1 beispielsweise wirkt chemoattraktiv auf Monocyten und sorgt für deren

Einwanderung aus der Blutbahn in das entzündete Gewebe. Um die Rolle von MCP-1 und die

seines Rezeptors CCR2 bei Krankheiten mit Monocyten-/Makrophagenbeteiligung besser

verstehen zu können, wurde das CCR2-Gen in Mäusen durch homologe Rekombination in

embryonalen Stammzellen entfernt. Diese CCR2-defizienten ES-Zellen wurden in

Blastocysten injiziert. So entstanden chimäre Mäuse und schließlich CCR2-knock-out-Mäuse.

Diese Tiere sollen zukünftig in einer Vielzahl von Tiermodellen für entzündliche

Erkrankungen studiert werden. Hierbei wird besonders hilfreich sein, daß das CCR2-Gen

durch das Gen für enhanced green fluorescent protein (egfp) ersetzt wurde. So lassen sich

zeit- und gewebespezifische Expression von CCR2 in vivo nachvollziehen.

Ein anderer Weg zum Studium der Rolle von MCP-1 besteht darin, dessen Wirkung zu

antagonisieren. Als ein solcher Antagonist wurde ein N-terminal um acht Aminosäuren

verkürztes humanes MCP-1 (hMCP-1 9-76) beschrieben. Dieses Protein wurde in der

methylotrophen Hefe Pichia pastoris heterolog exprimiert und aufgereinigt. In einem in vitro -

Test für die Chemotaxis konnte die antagonistische Wirksamkeit von hMCP-1∆1-8 gezeigt

werden. Dieser Antagonist kann als „pharmakologischer“ knock-out in anderen

Chemokinrezeptor-knock-out-Linien eingesetzt werden, um das hochgradig redundante

Chemokin-Netzwerk zu studieren. Ein Krankheitsbild im MRL(lpr/lpr)-Mausmodell des

Systemischen Lupus Erythematodes (SLE) ist eine fortschreitende Lupusnephritis. Als Folge

einer Ablagerung von autoreaktiven Immunkomplexen kommt es in diesem Modell zu einer

Einwanderung von mononukleären Zellen in die Niere, was zu Gewebeschädigung und zum

Verlust der Nierenfunktion führt. Um die Rolle von Chemokinen und Chemokinrezeptoren

bei diesen Prozessen zu untersuchen, wurde die zeitliche Abfolge ihrer Expression in diesem

Modell untersucht. Es ergab sich eine wichtige Rolle dieser Moleküle bei der Initiierung der

entzündlichen Prozesse. Die Einkreuzung des CCR2-Null-Allels in den MRL-Stamm wird es

ermöglichen, die Rolle von MCP-1 und CCR2 bei dieser Krankheit besser zu erforschen.
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5 EINLEITUNG

5.1 Chemokine: eine Klasse chemotaktischer Cytokine

Chemokine repräsentieren eine Klasse chemotaktischer Cytokine, die von unterschiedlichen

Zelltypen exprimiert werden. Chemokine sind bei Entzündungen verantwortlich für die

Auswanderung von Leukocyten-Subpopulationen aus der Blutbahn (Springer, 1994; Springer,

1995) und deren Aktivierung am Entzündungsherd (Peveri et al., 1988; Taub et al., 1996). Bei

einer Entzündung bewirken Chemokine die spezifische Migration von Leukocyten entlang

ihres Konzentrationsgradienten zum Entzündungsherd (Chemotaxis). Hierbei spielt die durch

Chemokine induzierte Expression von Selectinen und Integrinen als Adhäsionsmoleküle eine

wichtige Rolle (Baggiolini, 1998; Weber et al., 1999).

Zudem sind Chemokine beteiligt am homing von Lymphocyten in lymphatische Organe

(Baggiolini, 1998), der Hämatopoese, dem Wachstum von Tumoren und bakteriellen und

viralen Infektionen. Weiterhin scheinen sie eine Rolle bei der Angiogenese und der

Embryonalentwicklung zu spielen (Berger et al., 1999; Rossi and Zlotnik, 2000; Zlotnik et al.,

1999; Zlotnik and Yoshie, 2000).

Ende der 80er Jahre wurde Interleukin-8 als erster Vertreter dieser neuen Genfamilie

identifiziert (Baggiolini and Clark-Lewis, 1992). Bis zum Jahr 2000 wurden 45 Chemokine

und 18 Chemokinrezeptoren des Menschen beschrieben (Murphy et al., 2000).

Chemokine werden anhand eines strukturellen Merkmals, der Lage von vier konservierten

Cysteinen am N-Terminus, in vier Gruppen eingeteilt, die sich auch funktionell unterscheiden:

CC-Chemokine: Die beiden N-terminalen Cysteine folgen bei diesen – auch β-Chemokine

genannten – Chemokinen direkt aufeinander. CC-Chemokine wirken hauptsächlich

chemoattraktiv auf Monocyten und T-Lymphocyten (Carr et al., 1994). RANTES (regulated

upon activation, normal T-cell expressed presumably secreted) und MCP-1 (monocyte

chemoattractant protein 1) sind bekannte Vertreter dieser Familie.

CXC-Chemokine: Zwischen den beiden N-terminalen Cysteinen dieser - auch α-Chemokine

genannten - Chemokine befindet sich eine andere Aminosäure. CXC-Chemokine wirken

hauptsächlich chemoattraktiv auf neutrophile Granulocyten. Prominente Vertreter dieser

Familie sind IL-8 und SDF-1.
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C-Chemokine: Vertreter der C-Chemokine sind Lymphotactin-α und Lymphotactin-β (Kelner

et al., 1994), welche nur zwei Cysteine besitzen. Sie werden von Natürlichen Killerzellen

(NK-Zellen) exprimiert und wirken auf NK-Zellen und T-Lymphocyten (Hedrick et al., 1997;

Hedrick and Zlotnik, 1997).

CX3C-Chemokine: Zwischen den beiden N-terminalen Cysteinen des bislang einzigen

Vertreters dieser Gruppe, fractalkine, befinden sich drei andere Aminosäuren. Fractalkine

wirkt chemotaktisch auf T-Lymphocyten und Monocyten und zeichnet sich dadurch aus, daß

es sowohl in löslicher Form als auch membranständig vorkommt (Bazan et al., 1997; Haskell

et al., 1999).

5.2 Chemokinrezeptoren auf den Zielzellen sind verantwortlich
für die spezifische Wirkung der Chemokine

Die biologischen Wirkungen der Chemokine werden durch spezifische Rezeptoren vermittelt.

Die Chemokinrezeptoren repräsentieren eine Unterklasse von G-Protein-gekoppelten

Rezeptoren mit sieben Transmembrandomänen (Horuk, 1994; Murphy, 1994a; Murphy,

1996), die auf einer Vielzahl von Effektorzellen des Immunsystems exprimiert werden.

Die spezifische Expression von Rezeptoren auf den jeweiligen Zielzellen ist verantwortlich

für die Spezifität der Wirkung von Chemokinen. Chemokine und ihre Rezeptoren bilden ein

komplexes Netzwerk mit hoher Redundanz, denn es können sowohl verschiedene Chemokine

an den gleichen Rezeptor binden als auch verschiedene Rezeptoren von dem gleichen

Chemokin benutzt werden (Mantovani, 1999).

Mitte der 80er Jahre wurde entdeckt, daß sich T-Lymphocyten aufgrund des Spektrums der

von ihnen produzierten Cytokine in Klassen einteilen lassen, die mit unterschiedlichen Arten

von Immunantworten assoziiert werden können (Abbas et al., 1996; Cher and Mosmann,

1987; Mosmann et al., 1986). TH1-Lymphocyten produzieren proinflammatorische Cytokine

wie zum Beispiel IFN-γ und IL-2, die eine starke zellvermittelte Immunantwort vermitteln.

TH2-Lymphocyten hingegen produzieren Cytokine wie IL-3, IL-4 und IL-10, die mit einer

humoralen Immunantwort assoziiert werden.
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Es wurde ein Korrelation zwischen der Expression spezifischer Chemokinrezeptoren und

T-Lymphocyten-Subpopulationen beobachtet (Bonecchi et al., 1998). TH1-Lymphocyten

exprimieren bevorzugt CXCR3 und CCR5, während TH2-Lymphocyten CCR4, CCR8 und

CCR3 exprimieren (Sallusto et al., 1998). Auf diese Weise könnte demnach die spezifische

Einwanderung von T-Lymphocyten dieser Subpopulationen und damit die Art der

Immunantwort unter anderem mit Hilfe der Chemokinrezeptoren gesteuert werden.

5.3 Chemokinrezeptoren sind beteiligt bei Infektionen mit HIV-1
und Plasmodium vivax

Das Interesse an Chemokinen nahm schlagartig zu, als 1995 RANTES, MIP-1α und MIP-1β

als die lange gesuchten HIV-1-supprimierenden Faktoren identifiziert wurden, die von CD8+-

T-Lymphocyten gebildet werden (Cocchi et al., 1995).

Es dauerte nicht mehr lange, bis 1996 der Rezeptor dieser Chemokine, CCR5, als

Co-Rezeptor für HIV-1 identifiziert wurde, der neben CD4 für eine Infektion von

Makrophagen erforderlich ist (Alkhatib et al., 1996; Choe et al., 1996; Doranz et al., 1996;

Dragic et al., 1996; Fauci, 1996). Menschliche Träger einer weitverbreiteten Deletion von 32

Basenpaaren im CCR5-Gen (CCR5∆32) sind resistent gegen eine Infektion mit M-tropen

Stämmen von HIV-1 (Samson et al., 1996), die deshalb neuerdings auch R5-Stämme genannt

werden und hauptsächlich Makrophagen und dendritische Zellen infizieren.

Sogenannte T-trope oder X4-Stämme von HIV-1 benutzen CXCR4 als Co-Rezeptor, um

T-Lymphocyten zu infizieren. CCR2b und CCR3 können in vitro ebenfalls als Co-Rezeptoren

für die HIV-1-Infektion dienen (Bleul et al., 1996; Doranz et al., 1996; Zhang et al., 1996).

Es ist anzunehmen, daß ein durch andere Erreger als HIV-1 verursachter Selektionsdruck der

Grund für den hohen Anteil (heterozygote Träger: 10 - 15 %, homozygote Träger: 1 %) des

CCR5∆32-Allels in der kaukasischen Bevölkerung sein muß (Lucotte and Mercier, 1998;

Martinson et al., 1997). Populationsgenetische Untersuchungen zeigten, daß diese Mutation

vor 700 bis 2000 Jahren aufgetreten sein muß (Libert et al., 1998; Stephens et al., 1998), was

eine Wechselwirkung mit den Erregern damaliger großer Seuchenzüge wie z.B. Pest,

Tuberkulose, Lepra oder Grippe nahe legt.
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Ein anderer Chemokinrezeptor, DARC (Duffy antigen receptor for chemokines), wird vom

Malaria-Erreger Plasmodium vivax benutzt, um Erythrocyten zu infizieren. Menschen mit

einer Mutation des DARC-Gens sind resistent gegen Infektionen mit Plasmodium vivax

(Horuk et al., 1993).

Ob Chemokinrezeptoren auch von anderen Pathogenen zur Infektion menschlicher oder

tierischer Zellen benutzt werden, ist zur Zeit Gegenstand intensiver Forschung. Für eine

solche Annahme spricht die Tatsache, daß Chemokin- und Chemokinrezeptor-verwandte

Gene in einer Reihe von Virengenomen gefunden wurden (Ahuja and Murphy, 1993; Gao and

Murphy, 1994; Moore et al., 1996b; Murphy, 1994b).

5.4 Das Chemokin MCP-1 und sein Rezeptor CCR2

Das murine MCP-1-Gen wurde 1983 bei einer Suche nach PDGF-induzierbaren Genen

entdeckt (Cochran et al., 1983) und zunächst JE genannt. Nachdem 1988 die vollständige

cDNA kloniert worden war, wurde es aufgrund der Sequenzhomologie zu IFN-γ und M-CSF-

1 zunächst als Cytokin eingeordnet (Rollins et al., 1988), dessen genaue Funktion noch nicht

bekannt war.

Ein zu JE homologes humanes Gen wurde 1989 entdeckt (Rollins et al., 1989) und wegen

seiner chemotaktischen Wirkung auf Monocyten (Yoshimura et al., 1989a; Yoshimura et al.,

1989b) MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1) genannt. Es codiert für ein Protein mit

99 AS, welches nach Abspaltung einer Signalsequenz noch 76 AS lang ist (Robinson et al.,

1989).

Als dann 1991 auch für JE eine chemotaktische Wirkung auf Monocyten festgestellt wurde

(Rollins et al., 1991), wurde es entsprechend murines MCP-1 benannt. Transgene Mäuse, bei

denen MCP-1 konstitutiv gewebespezifisch exprimiert wurde, zeigten eine erhöhte

Makrophageneinwanderung in die entsprechenden Gewebe (Fuentes et al., 1995).

Neben seiner chemotaktischen Wirkung kann MCP-1 auch zu einer Aktivierung der Zielzellen

führen. So ist es zum Beispiel in der Lage, in Monocyten einen schnellen Ca2+-Anstieg

(Sozzani et al., 1991) und einen so genannten respiratory burst – die Freisetzung reaktiver

Sauerstoffspezies – zu bewirken (Zachariae et al., 1990). MCP-1 kann außerdem in
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Monocyten die Expression von β2-Integrinen stimulieren (Jiang et al., 1992), die wichtig für

die chemotaktische Bewegung dieser Zellen sind.

Der humane MCP-1-Rezeptor wurde 1994 kloniert (Charo et al., 1994)  und hCCR2 (human

CC chemokine receptor 2) genannt. Es wurden zwei unterschiedliche Spleißvarianten

(hCCR2a und hCCR2b) identifiziert, die sich am C-Terminus unterscheiden. An der

Zelloberfläche erscheint hauptsächlich hCCR2b (Wong et al., 1997).

Die Ligandenbindung findet an der N-terminalen Domäne statt, so daß dieser Bereich für die

Spezifität verantwortlich zu sein scheint (Boring et al., 1996). In einer neuen Nomenklatur

wird humanes MCP-1 auch als CCL2 bezeichnet, da es ein Ligand von CCR2 ist (Murphy et

al., 2000).

Der MCP-1-Rezeptor der Maus wurde 1996 aus einer Monocytenlinie kloniert  (Boring et al.,

1996) und mCCR2 benannt. Das Protein mit einer Länge von 373 AS weist eine Homologie

von 80 % zu hCCR2b auf und bindet neben MCP-1 auch MCP-3 (Kurihara and Bravo, 1996)

und MCP-5 (Sarafi et al., 1997). Die Herstellung von CCR2-knock-out-Mäusen gelang

erstmals 1997 (Boring et al., 1997; Kurihara et al., 1997).

5.5 Chemokine und entzündliche Erkrankungen der Niere: die
Rolle von MCP-1

Die Beteiligung von Chemokinen und Chemokinrezeptoren bei entzündlichen Erkrankungen

der Niere wurde vielfach gezeigt (Proost et al., 1996; Rovin and Phan, 1998; Schlöndorff et

al., 1997). Es zeigte sich im speziellen, daß die Infiltration von Makrophagen durch die

Produktion von MCP-1 in der Niere verursacht wird  (Gesualdo et al., 1997; Schlöndorff et

al., 1997; Segerer et al., 2000)).

Abbildung 1 zeigt den Aufbau eines Malpighischen Nierenkörperchens, das Teil der

funktionellen Einheit der Niere, des Nephrons, ist:
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Bowmansche
Kapsel

Tubulus

peritubuläres Gefäß

Mesangiumzelle

glomeruläre
Basalmembran

Podocyt mit
Fußfortsätzen

gefenstertes Endothel
mit  Endothelzelle

Blutkapillare

Glomerulus

Abbildung 1: Schematische Darstellung (Querschnitt) eines Malpighischen
Nierenkörperchens, das aus der Bowmanschen Kapsel und dem in sie hineinragenden
Glomerulus besteht. Das glomeruläre Filter besteht aus (von der Blutseite zur Harnseite) dem
gefensterten Endothel, der Basalmembran, der Schlitzmembran (5 nm Porenweite) und den
verzahnten Podocyten. Das durch die Blutkapillaren strömende Blut wird durch das
glomeruläre Filter in den Kapselraum gefiltert, wobei der Primärharn entsteht. Im Tubulus
findet die Resorption eines Großteils der Flüssigkeitsmenge statt. Ebenfalls im Tubulus finden
auch aktive und passive Transportvorgänge in beide Richtungen statt, um filtrierte Stoffe zu
reabsorbieren oder mit dem Urin auszuscheiden. Mesangiumzellen haben eine strukturelle
Funktion, da sie das Gerüst für die Kapillarschleifen bilden. Außerdem haben sie auch
Eigenschaften glatter Muskelzellen und können durch Kontraktion den Blutstrom durch die
Niere beeinflussen.

Vor kurzem wurde folgendes Modell für die Rolle von Chemokinen und Chemokinrezeptoren

bei den pathophysiologischen Prozessen der Nierenschädigung vorgeschlagen (Segerer et al.,

2000):

Demnach steht am Anfang einer Nierenentzündung eine Schädigung von glomerulären oder

tubulointerstitiellen Strukturen, die mechanischer, toxischer, ischämischer oder

immunologischer Natur sein kann. Dies führt zur Expression von Chemokinen und

proinflammatorischen Cytokinen. Diese Mediatoren bewirken die Expression von Selectinen

und Integrinen auf Endothelzellen und auf bestimmten Leukocyten, die daraufhin die

Blutbahn verlassen und den Ort der ursprünglichen Schädigung infiltrieren. Die
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eingewanderten Immunzellen ihrerseits führen zu einer weiteren Gewebeschädigung beim

Versuch, den anfänglichen Grund der Entzündung zu beseitigen.

Falls nun nicht genügend entzündungshemmende Mediatoren die Entzündung abklingen

lassen, erlaubt die weitere Schädigung der Bowmanschen Kapsel den Austritt der

Entzündungszellen auf die Urinseite der Filtrationsbarriere. Dort können sie zu

tubulointerstitieller Fibrose und Nekrose führen, bis schließlich die Nierenfunktion

vollständig zum Erliegen kommt.

Die tatsächliche Rolle von Chemokinen und Chemokinrezeptoren lässt sich in vivo am besten

in Mäusen untersuchen, bei denen die fraglichen Gene deletiert wurden.

5.6 Die Deletion von Genen durch homologe Rekombination in
embryonalen Stammzellen

Die Möglichkeit, einzelne Gene im Genom der Maus gezielt zu entfernen und diese Mutation

stabil in die Keimbahn zu integrieren, stellt seit Mitte der 80er Jahre ein wichtiges Werkzeug

dar, um die in vivo - Funktionen solcher Gene zu studieren. Einzelne Gene können in

entsprechenden knock-out-Mäusen leicht als therapeutische Ziele identifiziert werden.

Bereits 1961 wurde mit der Herstellung von chimären Mäusen aus aggregierten Embryonen

(Tarkowski, 1961) der Grundstein für die Weitergabe von in vitro erzeugten Mutationen in die

Keimbahn gelegt. Die erste Injektion von Embryonen in Blastocysten fand 1968 statt

(Gardner, 1968).

In den folgenden Jahren wurden chimäre Mäuse ausgehend von Teratokarzinomzellen

hergestellt (Illmensee and Mintz, 1976; Mintz and Illmensee, 1975; Papaioannou et al., 1975),

bevor 1981 die Isolierung pluripotenter embryonaler Stammzellen (ES-Zellen) gelang (Evans

and Kaufman, 1981; Martin, 1981).  Die Aufrechterhaltung des pluripotenten Status dieser

Zellen durch Wachstum auf einer Schicht aus embryonalen Mausfibroblasten (EMFI)  wurde

von mehreren Autoren beschrieben (Doetschman et al., 1985; Martin, 1981).

Im Jahr 1988 wurde der leukemia inhibitory factor (LIF) kloniert und charakterisiert (Gough

et al., 1988a; Gough et al., 1988b; Moreau et al., 1988; Simpson et al., 1988) und es wurde

entdeckt, daß dieser Faktor ebenfalls den pluripotenten Zustand der ES-Zellen aufrecht

erhalten kann (Smith et al., 1988; Williams et al., 1988). Zwei Jahre später gelang der
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Nachweis, daß mit Hilfe von LIF kultivierte ES-Zellen auch zur Keimbahntransmission

geeignet sind (Nichols et al., 1990).

Ein wichtiger Durchbruch war die Herstellung der heute häufig verwendeten stabilen ES-Zell-

Linien wie zum Beispiel R1, D3 (Doetschman et al., 1985) und E14 (Handyside et al., 1989),

was die Verwendung dieser charakterisierten und reproduzierbar keimbahngängigen ES-

Zellen in Labors auf der ganzen Welt ermöglichte.

Im Jahr 1976 gelang mit viral infizierten Embryonen erstmals die Weitergabe von in vitro

erzeugten DNA-Manipulationen in die Keimbahn der Maus (Jaenisch, 1976). Die direkte

genetische Manipulation von ES-Zellen durch Retroviren gelang erst 1986 (Gossler et al.,

1986; Robertson et al., 1986).

Das erste gene targeting, also die gezielte Manipulation eines einzelnen Gens (HPRT) in ES-

Zellen gelang erstmals 1987 (Doetschman et al., 1987; Thomas and Capecchi, 1987).

Schließlich wurden 1989 die ersten Mäuse aus ES-Zellen hergestellt, die eine in vitro erzeugte

Manipulation am HPRT-Gen in der Keimbahn trugen (Thompson et al., 1989). Die Technik

wurde seither viele hundert Mal mit anderen Genen durchgeführt. Das LacZ-Reportersystem

ermöglichte die Visualisierung der Expression des deletierten Gens in einer Reihe dieser

knock-out-Mauslinien (Goring et al., 1987; Kaestner et al., 1994; Mansour et al., 1990) .

Durch die Entdeckung, daß die Isogenität (te Riele et al., 1992) und die Länge der

verwendeten Homologiebereiche (Thomas and Capecchi, 1987) entscheidenden Einfluß auf

die Effizienz der homologen Rekombination haben und durch die Beschreibung der

positiv/negativ-Selektion rekombinierter ES-Zellklone durch Mansour (Mansour et al., 1988)

wurde die Technologie zur Herstellung von knock-out-Mäusen noch einmal entscheidend

verbessert. Inzwischen sind die Methoden und die Technologie des gene targeting so weit

fortgeschritten, daß die Zahl der hergestellten und in der wissenschaftlichen Literatur

publizierten knock-out-Mauslinien rapide anwächst. Die Herstellung und Verwendung von

knock-out-Mäusen wird mehr und mehr selbstverständlich.

Die Entwicklung von Methoden zur induzierbaren und/oder gewebespezifischen Deletion

einzelner Gene (Kuhn et al., 1995; Rajewsky et al., 1996) zeigt, daß die Entwicklung weiter

geht. Wird hierbei ein Zielgen von kurzen Erkennungssequenzen, sogenannten loxP-sites

flankiert, kann es in vivo durch Cre-vermittelte Rekombination deletiert werden (Shaikh and

Sadowski, 1997; Sternberg and Hamilton, 1981). Die Expression der viralen Cre-

Rekombinase kann durch Verwendung induzierbarer (Betz et al., 1996; Betz et al., 1998; Li et
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al., 1996; Rohlmann et al., 1998) oder gewebespezifischer Promotoren (Akagi et al., 1997;

Sauer and Henderson, 1988; Tsien et al., 1996) kontrolliert werden. Ein ähnliches System

benutzt die FLP-Rekombinase aus Saccharomyces cerevisiae (Dymecki, 1996). Auf diese

Weise ist es möglich, auch Mäuse mit einer konditionalen Deletion solcher Gene zu studieren,

deren Fehlen während der Embryonalentwicklung oder in bestimmten Geweben

normalerweise zum Tod führt.

5.7 Die Bedeutung von Chemokin-Antagonisten

Lange bevor knock-out-Mäuse zur Verfügung standen, wurden Rezeptor-Liganden-

Interaktionen mit Hilfe von spezifischen Antagonisten untersucht. Auch als pharmazeutisch

wirksame Substanzen werden hochspezifische Antagonisten eingesetzt, um Krankheiten zu

heilen.

Die Wirksamkeit von Chemokin-Antagonisten wie Met-RANTES (Plater-Zyberk et al., 1997)

oder MCP-1 (9-76) (Gong et al., 1997) wurde in Tiermodellen für Autoimmunerkrankungen

gezeigt. Chemokin-Antagonisten können benutzt werden, um die Chemokin-spezifische

Signaltransduktion zu unterbinden.

Im Fall des MCP-1, dessen hauptsächlicher Rezeptor CCR2 ist, kann ein Antagonist

gewissermaßen pharmakologisch eine CCR2-Deletion nachahmen. Für Studien, bei denen die

Funktion der zwei eng verwandten Chemokinrezeptoren CCR2 und CCR5 untersucht werden

soll, kann die Verwendung eines MCP-1-Antagonisten in einer CCR5-knock-out-Maus

sinnvoll sein, um etwaige durch Redundanz verursachte Kompensationseffekte zu eliminieren.

Die methylotrophe Hefe Pichia pastoris wurde in der Vergangenheit zur heterologen

Expression einer Reihe von Proteinen in großer Ausbeute benutzt (Cregg et al., 1985; Cregg

et al., 1993; Rosenfeld, 1999; Sreekrishna et al., 1988). Die stabile Integration der

Expressionskonstrukte am AOX1-Locus (Alkoholoxidase 1) ermöglicht die Expression der

heterologen Proteine unter Kontrolle des äußerst starken AOX1-Promotors nach Induzierung

mit Methanol. Die Fusion mit dem α-Faktor aus Saccharomyces cerevisiae ermöglicht die

Sezernierung des Proteins direkt ins Medium, wobei der N-terminale α-Faktor abgespalten

wird (Brake et al., 1984). Die Expression in einem eukaryontischen System ist von großem

Vorteil, wenn das Protein in Tierexperimenten eingesetzt werden soll.
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Das Chemokin MIP-1α wurde in Pichia pastoris bereits funktionell exprimiert (Maeda et al.,

2000), ebenso wie ein N-terminal modifiziertes MCP-3, dessen antagonistische Wirksamkeit

gezeigt wurde (Masure et al., 1995).

5.8 Das MRL(lpr/lpr)-Tiermodell für Lupusnephritis

Systemischer Lupus Erythematodes (SLE) ist eine Autoimmunerkrankung, die sich durch die

Produktion autoreaktiver Antikörper auszeichnet. Folgen davon sind die Ablagerung von

Immunkomplexen in verschiedenen Organen, die Aktivierung des  Komplementsystems, die

Einwanderung von Leukocyten und schließlich die Schädigung der betroffenen Gewebe und

Organe (Alexopoulos et al., 1990; Cameron, 1999; Churg et al., 1995; Vyse and Kotzin,

1996; Vyse and Kotzin, 1998).

Tiermodelle für eine durch die oben beschriebene Gewebeschädigung hervorgerufene

Lupusnephritis sind schon seit längerer Zeit bekannt und werden mit Tieren des Mausstammes

MRL/MpJ faslpr oder mit F1-Hybriden der Mausstämme NZB und NZW durchgeführt (Cohen

and Eisenberg, 1991; Theofilopoulos and Dixon, 1981).

Die im MRL(lpr/lpr)-Modell verwendeten Tiere tragen eine Mutation im Apoptose-

assoziierten Fas-Gen (CD95, Apo1) (Adachi et al., 1993; Chu et al., 1993). Aufgrund des

Defekts in der Fähigkeit zur Apoptose werden autoreaktive T-Lymphocyten im Thymus nicht

eliminiert (Merino et al., 1993). Entsprechende autoreaktive B-Lymphocyten sind in der Folge

in der Lage zu proliferieren und bilden große Mengen autoreaktiver Antikörper. Aufgrund des

durch die Mutation hervorgerufenen Phänotyps dieser Tiere wurde die Mutation lpr

(lymphoproliferative) genannt.

Im Überschuß produzierte autoreaktive Antikörper lagern sich als Immunkomplexe unter

anderem an der glomerulären Basalmembran in der Niere ab und bewirken eine

Entzündungsreaktion. Chemokine sorgen für die Infiltration des Glomerulus durch

Leukocyten (Feng et al., 1995; Wada et al., 1996a). Dies führt zur Schädigung der

glomerulären Strukturen und damit zu fortschreitendem Nierenschaden.

Die Bedeutung von MCP-1 bei diesen Prozessen ist sehr groß, wie sowohl in humaner

Lupusnephritis (Noris et al., 1995; Wada et al., 1996b) als auch in Mausmodellen für diese

Erkrankung (Gong et al., 1997; Zoja et al., 1997) gezeigt wurde. In MCP-1-defizienten

MRL(lpr/lpr)-Mäusen kam es zu einer deutlichen Reduzierung des Zellinfiltrats im
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Glomerulus, einer verminderten Zellschädigung, einer reduzierten Proteinurie und insgesamt

zu einer verbesserten Überlebensrate (Tesch et al., 1999a).

Natürlich sind nicht nur Chemokine, sondern auch Cytokine wie TNF-α, IL-1β, IFN-γ  (Haas

et al., 1997; Haas et al., 1998; Jacob and McDevitt, 1988; Moore et al., 1996a; Schwarting et

al., 1998) wichtig für die Pathogenese der Lupusnephritis. Die Interaktionen der Chemokin-

und Cytokin-Netzwerke bei der Pathogenese der Lupusnephritis sind jedoch noch nicht

aufgeklärt.

5.9 Problemstellung und experimenteller Ansatz

Um die Rolle von MCP-1 und dessen Rezeptor CCR2 in einer Reihe von Tiermodellen für

entzündliche Erkrankungen - speziell der Niere - untersuchen zu können, war vorgesehen,

CCR2-defiziente Mäuse herzustellen. Zunächst sollte hierzu das Gen und der flankierende

Bereich aus einer Genbank kloniert werden. Anschließend sollte mit Hilfe dieser Sequenzen

ein sogenannter targeting-Vektor hergestellt werden, der benutzt werden sollte, um das

CCR2-Gen durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen zu deletieren. Nach

Blastocysteninjektion der korrekt rekombinierten ES-Zellen sollten diese Embryonen in

scheinträchtige Ammentiere implantiert werden. Manche der auf diese Weise entstandenen

Chimären sollten die CCR2-Deletion in der Keimbahn tragen und für die Weiterzucht CCR2-

defizienter Mäuse benutzt werden.

Außerdem sollte die Eignung eines N-terminal um acht Aminosäuren verkürzten MCP-1

(MCP-1∆1-8) als Antagonist überprüft werden. Gleichzeitig sollte für im Labor durchgeführte

Experimente humanes und murines MCP-1 in großer Menge bereitgestellt werden. Hierfür

waren die genannten Proteine durch heterologe Expression in der methylotrophen Hefe Pichia

pastoris herzustellen. Die Funktion dieser Proteine sollte zunächst durch in vitro -

Migrationstests überprüft werden.

Um die Eignung des MRL(lpr/lpr)-Mausmodells für Systemischen Lupus Erythematodes als

Modell für Lupusnephritis mit CCR2-knock-out-Mäusen zu überprüfen, sollte weiterhin die

Expression von Chemokinen und Chemokinrezeptoren in diesem Modell untersucht werden.
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6 MATERIAL UND METHODEN

Materialien und Methoden werden hier nur beschrieben, wenn sie für die Durchführung der

Arbeit von besonderer Bedeutung waren. Grundlegende Arbeitsmethoden - beispielsweise die

Agarosegel-Elektrophorese oder die enzymatische Behandlung von DNA zu

Klonierungszwecken - wurden aus den Standardwerken „Molecular Cloning: A Laboratory

Manual“ (Sambrook et al., 1989) und „Current Protocols in Molecular Biology“ (Ausubel et

al., 1994) entnommen und teilweise in leicht abgewandelter Form durchgeführt. Sofern diese

Abwandlungen keinen entscheidenden Einfluß auf die Ergebnisse hatten, sind sie hier auch

nicht aufgeführt.

6.1 Chemikalien, Medienzusätze und Enzyme

Alle nicht aufgeführten Chemikalien wurden von den Firmen Roth und Merck bezogen. Nicht

aufgeführte Enzyme wurden von der Firma Boehringer Mannheim (später Roche) und der

Firma New England Biolabs bezogen.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien und Medienzusätze

Chemikalie Bezugsquelle

DMEM (High Glucose) mit L-Glutamin,

4500 mg/l D-Glucose, ohne Na-Pyruvat
Life Technologies #41965-039

ESGRO LIF Life Technologies #13275-029

Trypsin-EDTA-Mixture ICN Biochemicals #1689149

Mitomycin C from S. caespitosus Sigma-Aldrich #M0503

FCS für ES-Zellen Life Technologies #41966-039

α-32P-dATP (3000 Ci/mmol, 10mCi/ml)

γ-32P-ATP (6000 Ci/mmol, 10 mCi/ml)

α-32P-UTP (3000 Ci/mmol, 10mCi/ml)

α-35S-UTP (1250 Ci/mmol, 10mCi/ml)

New England Nuclear (NEN)
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6.2 Biologisches Material

Tabelle 2: Verwendete Mikroorganismen

Stamm Bezugsquelle/Referenz

E. coli DH5α, HB101 und Y1088 Stratagene

Pichia pastoris X33 Invitrogen

Tabelle 3: Verwendete Säugerzellen

Zelltyp Bezugsquelle

primäre embryonale Mausfibroblasten K. Pfeffer, München

murine embryonale Stammzellen E14 K. Pfeffer, München

MM6 (Mono Mac 6)
H.W.L. Ziegler-Heitbrock, München

(Ziegler-Heitbrock et al., 1988)

Tabelle 4: Verwendete Mausstämme

Mausstamm Bezugsquelle

BALB/c, C57BL/6und CD1 Charles River

MRL/MpJ und MRL/MpJ faslpr Jackson Laboratories

Für die Klonierung des murinen CCR2-Locus wurde eine einmal amplifizierte genomische

λ-Phagen-Genbank benutzt, die freundlicherweise von Klaus Kaestner, DKFZ Heidelberg zur

Verfügung gestellt wurde. Die Bank war mit genomischer DNA aus Zellen der

D3-ES-Zelllinie mit λ DASH II-Phagen (Stratagene) erstellt worden (Kaestner et al., 1993).
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6.3 Spezielle Medien

Medien und Lösungen wurden mit Wasser hergestellt, das durch eine Milli-QUF Plus-Anlage der

Firma Millipore deionisiert worden war. Medien und Lösungen wurden in der Regel

autoklaviert (20 min, 121 °C) oder sterilfiltriert (0,2 µm Sterilfilter).

6.3.1 Medium für MM6-Zellen

RPMI 1640 mit den folgenden Zusätzen:

FCS 10 %

nicht-essentielle Aminosäuren (Life Technologies) 1 x

Oxalessigsäure 1 mM

Pyruvat 1 mM

humanes Insulin (Sigma) 9 µg/ml

6.3.2 Medien für die Kultur von Pichia pastoris

6.3.2.1 Kultivierungsmedium YPD

Pepton 20 g/l

Hefeextrakt      10 g/l

D-Glucose (Dextrose) 5 g/l

6.3.2.2 Transformationsmedium YPDS

Gleich wie YPD (vgl. 6.3.2.1), enthält jedoch zusätzlich Sorbitol in einer Endkonzentration

von 1 M.

6.3.2.3 Vorexpressionsmedium BYPG

Pepton 20 g/l

Hefeextrakt      10 g/l

Glycerol 2 % (v/v)

Kaliumphosphat-Puffer, pH 6,0 100 mM
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6.3.2.4 Expressionsmedium BYPM

Wie Vorexpressionsmedium BYPG (vgl. 6.3.2.3), aber mit 0,5 % Methanol anstelle von

2 % (v/v) Glycerol.

6.3.3 Medien für die Kultur von ES-Zellen

6.3.3.1 Wachstumsmedium für ES-Zellen

DMEM, 4500 mg/l Glukose, ohne Pyruvat für ES-Zellen 500 ml

FCS für ES-Zellen, hitzeinaktiviert (30 min bei 56 °C)      75 ml

β-Mercaptoethanol 50 mM 1 ml

Glutamin 200 mM                 wurde nach 2 Wochen supplementiert 5 ml

ESGRO LIF 60 µl

6.3.3.2 Medium für EMFI-Zellen

DMEM, 4500 mg/l Glukose, ohne Pyruvat 500 ml

FCS (PAA) hitzeinaktiviert 57 ml

Na-Pyruvat 100 mM 5,7 ml

Glutamin 200 mM                 wurde nach 2 Wochen supplementiert 5,7 ml

6.3.3.3 Waschmedium

Wie Wachstumsmedium für ES-Zellen (vgl. 6.3.3.1), aber ohne LIF

6.3.3.4 Einfriermedium für ES-Zellen

Wachstumsmedium für ES-Zellen 6 ml

FCS für ES-Zellen, hitzeinaktiviert 2 ml

DMSO 2 ml
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6.3.4 Verwendete Antibiotika

Tabelle 5: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Stammlösung
Endkonzentration

im Medium

Ampicillin 100 mg/ml in 80 % Ethanol 100 µg/ml

Zeocin 100 mg/ml in H2O
 25 µg/ml  (E. coli)

100 µg/ml (P. pastoris)

Neomycin 200 mg/ml 200 µg/ml

Ganciclovir

(Cymeven, Roche)
2 mM in H2O 2 µM

G418 200 mg/ml in H2O 200 µg/ml

6.4 Lösungen und Puffer

Die Herstellung von Lösungen und Puffern, welche aus nur einer Komponente bestehen (z.B.

0,3 M NaCl), wird hier nicht beschrieben.

6.4.1 PBND-Puffer für die Lyse von Maus-Schwanzspitzen

KCl     50 mM

Tris/HCl, pH 8,3  10 mM

MgCl2 2,5 mM

Gelatine 0,01 % (w/v)

Nonidet P40 0,45 % (v/v)

Tween 20 0,45 % (v/v)
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6.4.2 Phagenpuffer

Tris/HCl, pH 7,5 10 mM

MgCl2 10 mM

NaCl 100 mM

6.4.3 5 x Hybe-Puffer für den RNase protection assay

PIPES, pH 6,4 0,2 M

NaCl 2 M

EDTA 5 mM

6.4.4 RNase-Puffer für den RNase protection assay

Tris/HCl, pH 7,5 10 mM

NaCl 0,3 M

EDTA 5 mM

6.4.5 Ladepuffer für den RNase protection assay

Formamid 800 µl

Bromphenolblau 5 % 20 µl

Xylencyanol 5 % 20 µl

EDTA 0,5 M 2 µl

H2O ad 1000 µl

6.4.6 Lösung D für die RNA-Isolierung    

Guanidiniumisothiocyanat 4 M

Na-Citrat, pH 7,0 25 mM

Na-Lauroyl-Sarcosinat 0,5 % (v/v)

β-Mercaptoethanol           wurde erst kurz vor dem Benutzen zugegeben 0,1 M



Material und Methoden                                                            41

6.4.7  Hybridisierungsmix nach Church und Gilbert (Church and Gilbert, 1984)

BSA, Fraktion V 1 % (w/v)

Na2HPO4, pH 7,2 mit Phophorsäure eingestellt 0,25 M

SDS 7 % (v/v)

EDTA 1 mM

6.4.8 Waschpuffer für Hybridisierungen (Church and Gilbert, 1984)

SDS 1 % (w/v)

Na2HPO4, pH 7,2 mit Phophorsäure eingestellt 20 mM

EDTA 1 mM

6.4.9 Oligo-Hybridisierungsmix

SSC (vgl. 6.4.13) 6 x

Na2HPO4, pH 6,5 50 mM

Denhardt-Lösung (vgl. 6.4.14) 8 x

Hefe-RNA 0,5 mg/ml

SDS 1 % (w/v)

6.4.10 Oligo-Waschpuffer

SDS 0,1 % (w/v)

Na2HPO4 pH 6,5 10 mM

SSC (vgl. 6.4.13) 6 x

6.4.11 RNase-Lösung für den RNase protection assay

Für 10 Ansätze

RNase-Puffer 1000 µl

RNase A (10 mg/ml) 3,85 µl

RNase T1 6 µl
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6.4.12 Proteinase-K-Lösung für den RNase protection assay

Für 10 Ansätze

SDS 4 % 156 µl

Proteinase K (20 mg/ml) 12 µl

tRNA aus Hefe (2 mg/ml) 12 µl

6.4.13 20 x SSC-Lösung für Hybridisierungen und Southern Blot

Na-Citrat 88,7 g/l

NaCl 75,3 g/l

6.4.14 100 x Denhardt-Lösung für Oligo-Hybridisierungsmix

Ficoll, Typ 400 (Pharmacia) 20 g/l

Polyvinylpyrrolidon K90, MW 360.000 (Fluka) 10 g/l

BSA, Fraktion V 10 g/l

6.4.15 10 x Bindepuffer für die Affinitätschromatographie

NaCl 3 M

Na-Phosphatpuffer, pH 7,8 200 mM

6.4.16 Waschpuffer für die Affinitätschromatographie

NaCl 500 mM

Na-Phosphatpuffer, pH 6,0 20 mM

6.4.17 Elutionspuffer für die Affinitätschromatographie

NaCl 500 mM

Na-Phosphatpuffer, pH 6,0 20 mM

Imidazol 200 mM
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6.4.18 Narkosemischung für Mäuse

Medetomidin (Dormitor) 0,5 mg/kg

Midazolam (Dormicum) 5 mg/kg

Fentanyl (Fentanyl 25) 0,05 mg/kg

6.4.19 Narkose-Antagonisierungsmischung für Mäuse

Atipamezol (Antisedan) 2,5 mg/kg

Flumazenil (Anexate) 0,5 mg/kg

Naloxon (Narcanti) 1,2 mg/kg

6.4.20 Lysepuffer für das Isolieren genomischer DNA in 96-well-Platten

Tris/HCl pH 7,5 10 mM

EDTA 10 mM

NaCl 10 mM

Na-Lauroyl-Sarcosinat  0,5 % (w/v)

Proteinase K                wurde erst kurz vor Gebrauch zugegeben 1 mg/ml

6.4.21 Restriktionsverdaumix für den Verdau genomischer DNA in 96-well-Platten

Spermidin 4 mM

RNase 100 µg/ml

Restriktionsenzym (+ entsprechender 10 x Reaktionspuffer) 20 U/well

6.5 Biologische Methoden

6.5.1 Kultivierung und Lagerung von Escherichia coli und Pichia pastoris

Die verschiedenen Stämme von E. coli und P. pastoris wurden immer zuerst auf

entsprechenden Agarplatten ausgestrichen, um Einzelkolonien zu erhalten. E. coli wurde bei
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37 °C, P. pastoris bei 30 °C kultiviert. Flüssigkulturen wurden ausschließlich von

Einzelkolonien angeimpft und wo immer dies möglich war, wurde durch entsprechende

Antibiotika ein Selektionsdruck angelegt.

6.5.2 Kultivierung von Säugerzellen

Die Kultur von Säugerzellen geschah unter Standardbedingungen im Brutschrank bei 37 °C

und 5 % CO2-Konzentration. Die Zellen wurden ohne Zusatz von Antibiotika kultiviert. Um

Kontaminationen auszuschließen, wurden die Zellen täglich lichtmikroskopisch überwacht.

Kontaminationen durch Mycoplasmen wurden durch einen speziellen assay (Ridascreen

Mycoplasma IFA, r-biopharm) ausgeschlossen.

6.5.3 Zucht und Haltung von Mäusen

Die Haltung der Mäuse erfolgte unter SPF-Bedingungen in IVC- oder Filterdeckel-Macrolon-

Käfigen der Firma Tecniplast bei freiem Zugang zu Wasser und Futter.  Es herrschte ein

Tag/Nacht-Rhythmus von 12 / 12 Stunden bei einer Raumtemperatur von 20 - 25 °C und einer

relativen Luftfeuchtigkeit von 60 - 80 %.

Käfige mitsamt Einstreu und Futter wurden vor dem Einsetzen der Mäuse autoklaviert

(20 min, 121 °C), ebenso das Trinkwasser. Es wurde Futter der Firma ssniff (MZ15,

autoklavierbar) und deionisiertes Wasser verwendet.

Jungtiere wurden im Alter von drei Wochen abgesetzt und nach Geschlecht getrennt. Beim

Absetzen erfolgte ein individuelles Markieren der Tiere durch Ohrlochen und das

Abschneiden eines 1 - 2 mm langen Stückes von der Schwanzspitze zur DNA-Gewinnung für

die spätere Genotypisierung.

6.5.4 Antagonisierbares Narkotisieren von Mäusen

Zur Narkose wurde den Tieren Narkosemischung für Mäuse (vgl. 6.4.18) intraperitoneal

injiziert. Nach ungefähr 5 min zeigten die Tiere keine Fußsohlen- und Hornhautreflexe mehr.

Die Narkose wurde durch subkutane Injektion von Narkose-Antagonisierungsmischung für

Mäuse (vgl. 6.4.19) aufgehoben. Die Tiere erwachten nach ungefähr 2 min aus der Narkose.
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6.5.5 Blutabnahme bei Mäusen

Blut wurde aus dem retroorbitalen Venenplexus von narkotisierten Mäusen (vgl. 6.5.4)

gewonnen. Hierzu wurde eine Blutkapillare unter Drehen in das Venengeflecht gestochen, bis

Blut in der Kapillare aufstieg und aufgefangen wurde. Ungefähr 100 µl Blut konnten auf diese

Weise gewonnen werden. Danach wurde das Auge mit etwas Salbe (Bepanthen, Roche)

versehen und das Tier wurde antagonisiert.

6.5.6 Töten von Mäusen und Entnahme von Organen

Mäuse wurden schnell durch Genickbruch getötet. Innere Organe wurden möglichst rasch

entnommen und sofort aufgearbeitet. Blut aus dem toten Tier wurde durch Punktion des noch

schlagenden Herzens gewonnen.

6.6 Molekularbiologische Methoden

6.6.1 RNA-Isolierung aus Gewebe

RNA wurde aus Gewebe nach der Methode von Chomczynski et al. (Chomczynski and

Sacchi, 1987) gewonnen. Hierzu wurden entnommene Organe in flüssigem Stickstoff

schockgefroren und in Aluminiumfolie gewickelt mit einem Hammer zerkleinert. Die

Gewebestückchen wurden dann zusammen mit 800 µl Lösung D (vgl. 6.4.6) in einem

Glashomogenisator auf Eis lysiert. Danach wurden 80 µl 2 M Na-Acetat pH 4,0 in einem

15 ml Röhrchen zugegeben und vorsichtig gemischt.

Zur Extraktion der RNA wurden zunächst 800 µl wassergesättigtes Phenol, dann 160 µl

Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) hinzugefügt und gemischt, bis sich eine Emulsion bildete.

Danach wurde 15 min auf Eis inkubiert, bevor 15 min bei 4 °C zentrifugiert wurde, um die

Phasen zu trennen.

Nun wurden zu 800 µl der oberen Phase 800 µl Isopropanol gegeben und zur Fällung der

extrahierten RNA eine Stunde in den Gefrierschrank bei –20 °C gestellt.
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Nach 15 min Zentrifugation  wurde das Pellet in 300 µl Lösung D durch Auf- und

Abpipettieren komplett gelöst. Danach folgte eine weitere Isopropanolfällung.

Das Pellet wurde dieses Mal mit 80 % Ethanol gewaschen und dann in 100 µl DEPC-

behandeltem Wasser bei 56 °C gelöst.

6.6.2 Southern Blot

Um DNA-Fragmente aus einem Agarosegel für die spätere Hybridisierung mit radioaktiv

markierten Sonden auf Membranen zu übertragen, wurde die Methode des Kapillarblots nach

Southern angewendet (Southern, 1975).

Das Agarosegel wurde zunächst 15 min  in 0,25 M HCl, dann 15 min in 0,25 M NaOH,

danach 15 min in H2O und schließlich zweimal 15 min zur Neutralisierung in 1,5 M NaCl;

0,5 M Tris/HCl, pH 7,5 geschwenkt. HCl führt zu Depurinierungen und damit zu

Strangbrüchen in der DNA, was den Transfer von großen Fragmenten erleichtert. NaOH dient

der Denaturierung der DNA.

Der Transfer auf eine Nylonmembran (GeneScreen, DuPont) erfolgte in 20 x SSC-Lösung

(vgl. 6.4.13)  über Nacht. Danach wurde die Membran in 2 x SSC-Lösung geschwenkt, 5 min

luftgetrocknet und für eine Stunde bei 80 °C gebacken. Kovalent fixiert wurde die DNA durch

Bestrahlung mit UV-Licht (Dosis: 50 mJ) in einem speziellen Bestrahlungsgerät (GeneLinker,

BioRad).

6.6.3 Herstellen von radioaktiv markierten Nukleinsäure-Sonden

6.6.3.1 PEI-Chromatographie

Um den vollständigen Einbau von radioaktiv markierten Nukleotiden bei der Sondensynthese

zu überprüfen, wurde die sogenannte PEI-Chromatographie verwendet (Miller and

Kirkpatrick, 1969; Reyes, 1972). Freies Phosphat sowie Mononukleotid-Phosphate wandern

mit dem sauren Laufpuffer, während höhermolekulare Nukleinsäuren am Auftragsort liegen

bleiben.

Ungefähr 0,5 µl aus dem Syntheseansatz wurden auf einen Streifen PEI-Zellulose (Machery-

Nagel) aufgetragen. Die Chromatographie fand in einem Becherglas mit 0,75 M Na2HPO4,
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pH 3,5 als Laufmittel statt. Die Auswertung geschah mittels Autoradiographie oder durch

Zählen mit einem Geiger-Müller-Zählrohr.

6.6.3.2 DNA-Sonden (random priming - Sonden)

Radioaktiv markierte DNA-Sonden wurden nach dem random priming-Verfahren (Feinberg

and Vogelstein, 1983)  mit Hilfe des „Prime-It II Random Primer Labeling Kit“ nach den

Anweisungen des Herstellers Stratagene hergestellt. Als template für das Herstellen der Sonde

dienten jeweils ca. 30 ng eines DNA-Fragments, das durch Restriktion aus einem Plasmid

ausgeschnitten und isoliert worden war.

6.6.3.3 RNA-Sonden (Ribosonden)

RNA-Sonden wurden mit Hilfe der RNA-Polymerasen der Phagen T3 und T7 synthetisiert

(McAllister et al., 1981; Melton et al., 1984; Morris et al., 1986). Linearisierte Plasmide

enthielten die template-Sequenzen, flankiert von Bindestellen für die RNA-Polymerasen. Die

Linearisierungsstelle definierte die Länge der Sonde.

Reaktionsansatz:

5 x Puffer (Promega) 4,0 µl

0,1 M DTT (Promega) 2,0 µl

20 U RNasin (40 U/µl, Promega) 0,5 µl

ACG-Mix, je 10 mM (Pharmacia) 4,0 µl

linearisierte template DNAs (1 µg/µl) 2,0 µl

α -32P-UTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml) 5,0 µl

H2O 2,0 µl

10 U  T3- oder T7- RNA Polymerase (20 U/µl, Promega)        0,5 µl

Insgesamt 20,0 µl 45 min bei 37 °C

Nach dem erfolgreichen Einbau der radioaktiv markierten Nukleotide – kontrolliert durch

PEI-Chromatographie - wurden die template-DNAs durch DNase-Behandlung entfernt.
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obiger Transkriptionsansatz 20,0 µl

10 x DNase Puffer (Promega) 3,0 µl

Hefe-tRNA (10 mg/ml) 1,0 µl

H2O 24,0 µl

2 U DNase, RNase-frei (1 U/µl, Promega)              2,0 µl

Insgesamt 50,0 µl 15 min bei 37 °C

Die Reaktion wurde mit 10 µl 20 % SDS gestoppt. Die Sonde konnte bei –20 °C gelagert

werden.

6.6.3.4 Endmarkierte Oligonukleotid-Sonden

Für die Kartierung von Restriktionsschnittstellen in genomischen inserts von λ-Phagen

(vgl. 6.6.7) wurden radioaktiv endmarkierte T3- und T7-Oligonukleotide als Sonden

verwendet.

Reaktionsansatz:

10 x T4-Kinase-Reaktionspuffer (Boehringer Mannheim) 2,0 µl

10 pmol Oligonukleotid (10 pmol/µl) 1,0  µl

γ-32P-ATP (6000 Ci/mmol, 10 mCi/ml) 8,0 µl

H2O 8,0 µl

10 U  T4-Kinase (10 U/µl, Boehringer Mannheim)                   1,0 µl

Insgesamt 20,0 µl 45 min bei 37 °C

Die Reaktion wurde mit 1 µl 0,5 M EDTA gestoppt .

6.6.4 Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA- und RNA-Sonden

Die Hybridisierung von Membranen nach Church & Gilbert (Church and Gilbert, 1984) fand

in Hybridisierungsröhren (Länge: 27 cm, Durchmesser: 4 cm) und einem Hybridisierungsofen

der Firma Bachofer statt. Die Membranen wurden vorgewässert und mit der Nukleinsäure-

Seite nach innen an die Wand der Röhre angelegt.
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Es folgte ein einstündiges Vorhybridisieren mit Hybridisierungsmix  (vgl. 6.4.7) bei 65 °C,

um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Für die eigentliche Hybridisierung wurde

neuer Hybridisierungsmix, der mit der radioaktiven Sonde versetzt war, zugegeben und über

Nacht in den rotierenden Hybridisierungsröhren bei 65 °C inkubiert.

Danach wurden die Membranen mehrfach zuerst bei 65 °C, dann zuletzt bei 70 °C mit

Waschpuffer für Hybridisierungen (vgl. 6.4.8) gewaschen, um nichtgebundene Sonden zu

entfernen. Für die Autoradiographie wurden X-OMAT-Filme der Fima Kodak verwendet.

Oft wurden auch Hybridisierungen mit der „QuickHyb“-Lösung der Firma Stratagene nach

den Anweisungen des Herstellers durchgeführt. Die Hybridisierungszeit konnte damit auf eine

Stunde verkürzt werden.

6.6.5 Hybridisierung mit radioaktiv markierten Oligonukleotid-Sonden

Diese Methode der Hybridisierung wurde verwendet, wenn die Sonden markierte

Oligonukleotide waren, wie z.B. bei der Kartierung von Restriktionsschnittstellen (vgl. 6.6.7).

Der Ablauf war ähnlich wie bei der Hybridisierung mit DNA- oder RNA-Sonden (vgl. 6.6.4),

jedoch wurde wegen der geringeren Schmelztemperatur der Oligonukleotide bei 35 °C

hybridisiert und bei Raumtemperatur gewaschen. Stringenteres Waschen wurde ebenfalls bei

35 °C durchgeführt. Es wurden ein spezieller Oligo-Hybridisierungsmix (vgl. 6.4.9) und ein

spezieller Oligo-Waschpuffer (vgl. 6.4.10) verwendet.

6.6.6 Isolieren rekombinanter λλλλ-Phagen aus einer Genbank

Für das Isolieren von mCCR2-Locus-rekombinanten Phagen aus der Genbank wurden

zunächst Replikamembranen von den Genbank-Agaroseplatten nach der Methode von Benton

und Davis (Benton and Davis, 1977)  hergestellt. Diese Membranen wurden anschließend mit

einer CCR2-spezifischen, radioaktiv markierten Sonde hybridisiert. Die gewünschten Phagen

konnten durch Autoradiographie lokalisiert und isoliert werden, indem mechanisch ein

ungefähr 25 mm2 großes Stück aus der Agarplatte ausgestochen wurde. Die Phagen konnten

danach bei 4 °C in den Phagenpuffer (vgl. 6.4.2) diffundieren.

Da die so erhaltene Suspension noch keine reine Population von Phagen enthielt, wurden

damit erneut Bakterien infiziert, ausplattiert, Replikamembranen erstellt und hybridisiert.

Nach einigen solchen Aufreinigungszyklen lieferten schließlich alle Plaques auf den Platten
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ein Hybridisierungssignal und somit war ein reiner Klon isoliert und aufgereinigt. Am Ende

wurde eine große Menge Phagen-DNA für die Weiterarbeit isoliert (vgl. 6.6.6.4).

6.6.6.1 Herstellen von Plattierungsbakterien

Für das lytische Wachstum der λ DASH II-Phagen wurde der Bakterienstamm E. coli Y1088

verwendet. Die Phagen verwenden den Maltoserezeptor des Bakteriums, um die Zelle zu

infizieren. Um dessen Expression zu stimulieren, wurden die Bakterien über Nacht in 50 ml

LB-Medium mit 0,2 % Maltose bei 30 °C kultiviert. Anschließend wurden die Zellen bei

4000 upm in einer Heraeus Megafuge 1.0R für 10 min pelletiert und in 20 ml 10 mM MgSO4

resuspendiert. Die Zellen waren dann bei 4 °C gelagert einige Tage verwendbar.

6.6.6.2 Plattieren der Phagen

Top-Agarose wurde aus LB-Medium mit 0,7 % (w/v) Agarose hergestellt und im Wasserbad

auf 48 °C äquilibriert. Ebenso wurden LB-Agarplatten bei 42 °C warmgestellt.

Je 10 µl von in Phagenpuffer (vgl. 6.4.2) hergestellten Verdünnungsreihen (10-2 bis 10-5) der

Phagensuspension wurden mit 100 µl der Plattierungsbakterien gemischt und für 15 min ohne

Schütteln bei 37 °C inkubiert, um eine Infektion zu ermöglichen. Anschließend wurden 3 ml

der flüssigen Top-Agarose zugegeben, gemischt und sofort gleichmäßig auf die warmen

Agarplatten gegossen.

Nach Inkubation bei 37 °C über Nacht waren 0,5 – 1 mm große „Löcher“ im Bakterienrasen

erkennbar. Diese Plaques zeigten die Stelle an, wo ursprünglich ein einzelner Phage ein

einzelnes Bakterium und anschließend die benachbarten Bakterien ebenfalls infiziert hatte.

Ein Plaque repräsentierte somit einen Klon.

6.6.6.3 Herstellen von Replikamembranen

Gewässerte Nylonmembranen (GeneScreen, DuPont) wurden luftblasenfrei für 5 min auf

gekühlte Agarplatten mit Plaques aufgelegt. Für die spätere Zuordnung der

Autoradiographiesignale zu den Plaques wurde mit Hilfe einer Kanüle Tusche durch die

Membran in die Platte gestochen.
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Anschließend wurden die Membranen mit der Plaque-Seite nach oben auf Whatman 3MM-

Papier gelegt, das mit 0,5 N NaOH; 1,5 M NaCl getränkt war. NaOH bewirkt eine Freisetzung

und Denaturierung der Phagen-DNA, NaCl fördert deren Bindung an die Membran.

Nach 5 min wurde die Membran zweimal neutralisiert, indem sie auf Whatman 3MM-Papier

gelegt wurde, das mit 0,5 M Tris/HCl, pH 7,5; 1,5 M NaCl getränkt war.

Nun wurden die Membranen für 30 min bei RT und dann eine Stunde bei 80 °C gebacken.

Kovalent fixiert wurde die DNA durch Bestrahlung mit UV-Licht (Dosis: 50 mJ) in einem

speziellen Bestrahlungsgerät (GeneLinker, BioRad).

6.6.6.4 Präparieren von Phagen-DNA

Um größere Mengen Phagen-DNA zu gewinnen, wurden 50 ml LB-Medium mit 0,2 %

Maltose mit 250 µl Plattierungsbakterien und 250 µl Phagensuspension angeimpft. Zusätzlich

waren 500 µl MgCl2 enthalten, um die Phagen zu stabilisieren. Nach Übernacht-Kultur bei

37 °C waren Schlieren in der Bakteriensuspension zu erkennen, die durch die Lyse der

Bakterien entstanden waren. Für die optimale Lyse mußte das Verhältnis von Phagen zu

Bakterien manchmal leicht variiert werden.

Zur Freisetzung aller Phagenpartikel wurde am Ende 1 ml Chloroform zugegeben, dann

wurden 15 min lang bei 4000 upm in der Heraeus Megafuge 1.0R Bakterienrückstände

pelletiert. Die im Überstand enthaltenen Phagenpartikel wurden durch Zugeben und Lösen

von 5 g PEG 6000 und 3,5 g NaCl und einstündigem Inkubieren auf Eis gefällt.

Das Präzipität wurde nun pelletiert (15 min, 4000 upm in der Megafuge 1.0R) und in 800 µl

Phagenpuffer (vgl. 6.4.2) resuspendiert. Es folgte eine Extraktion mit 700 µl Chloroform zum

Entfernen des PEG 6000. Bakterielle Nukleinsäuren wurden dann aus der wässrigen Phase

durch eine 45 minütige Behandlung mit DNaseI (Endkonzentration: 10 µg/ml) und RNase A

(Endkonzentration: 10 µg/ml) entfernt.

Anschließend wurde 15 min bei 56 °C die Phagen-DNA mittels 40 µl 10 % SDS; 30 µl 0,5 M

EDTA freigesetzt und gleichzeitig wurden durch 3 µl Proteinase K (20 mg/ml) Proteine

verdaut.

Die jetzt sehr visköse Flüssigkeit wurde zweimal einer Phenolextraktion unterzogen, bevor

die Phagen-DNA durch Zugeben von 0,8 Volumenanteilen Isopropanol gefällt wurde. Die
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entstehende DNA-Flocke wurde mechanisch aus der Lösung geholt und mit 80 % Ethanol

gewaschen. Am Ende wurde die DNA in 500 µl TE gelöst.

6.6.7 Kartierung von Restriktionsschnittstellen genomischer inserts in Phagen-DNA

Die Kartierung von Restriktionsschnittstellen in den genomischen inserts von λ-Phagen

wurde nach der Methode von Smith und Birnstiel (Smith and Birnstiel, 1976)  durchgeführt.

Der Ablauf ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt:

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Kartierung von Restriktionsschnittstellen.
Bei einem Partialverdau entstehende Fragmente, die noch die T3- oder T7-Promotoren
enthalten, zeigen nach Gelelektrophorese, Southern Blot und Hybridisierung mit
entsprechenden Sonden in der Autoradiographie durch ihre Größe die Lage der Schnittstellen
an.

Bei dieser Methode werden die genomischen inserts zunächst mit einem selten schneidenden

Restriktionsenzym vollständig aus der Phagen-DNA ausgeschnitten – wobei die T3- und die

T7-Promotoren am insert verbleiben - und dann einem Partialverdau mit dem zu kartierenden

Restriktionsenzym unterzogen. Die unterschiedlich großen DNA-Fragmente, die beim

partiellen Verdau entstehen, werden im Agarosegel aufgetrennt und auf eine Membran

übertragen (vgl. 6.6.2). Die Membran wird dann mit radioaktiv markierten T3- oder T7-

Oligonukleotiden hybridisiert (vgl. 6.6.5). Bei der Autoradiographie werden alle Fragmente

sichtbar, die noch die T3- bzw. die T7-Promotoren enthalten. Die Größe der Fragmente

entspricht somit genau dem Abstand der zu kartierenden Restriktionsschnittstelle von der T3-

Phagen-
genom
mit insert

SalI SalI

T3-Promotor T7-Promotor

Partialverdau-
fragmente

zu kartierende
Schnittstellen
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oder T7-Bindestelle. Als DNA-Längenstandard diente eine radioaktiv endmarkierte (vgl.

6.6.3.4) 1 kb-Leiter von Life Technologies.

Da nicht vorhergesagt werden konnte, unter welchen Bedingungen der Partialverdau optimal

ablaufen würde, wurden mehrere Reaktionsansätze pipettiert, die sich nur in der Enzymmenge

unterschieden. Für den Partialverdau wurde der erste Ansatz doppelt - mit 10 U Enzym -, die

weiteren 5 Ansätze einfach - ohne Enzym – hergestellt. Nun wurde jeweils ein einfaches

Volumen in den jeweils nächsten Ansatz pipettiert. Auf diese Weise halbierte sich die

Enzymmenge fortlaufend. Jeder einzelne Ansatz inkubierte exakt 15 min bei 37 °C und wurde

dann abgestoppt. Auf diese Weise war jeweils in zumindest einem Ansatz der Partialverdau

optimal abgelaufen und alle Fragmente konnten nachgewiesen werden.

6.6.8 Die Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Amplifizierung spezifischer DNA-Abschnitte für analytische oder präparative Zwecke

wurde mit Hilfe der PCR (Mullis and Faloona, 1987; Saiki et al., 1985)  durchgeführt. Als

template diente Plasmid- oder genomische DNA. Für die analytische PCR wurde Taq-

Polymerase (AmpliTaq, Perkin Elmer) benutzt.

Ein typischer PCR-Ansatz bestand aus Temperaturprofil (Robocycler)

PCR-Puffer 10 x 2,5 µl 1 x 94 °C, 3:00 min

dNTP 1,25 mM 4,0 µl 30 x 94 °C, 0:30 min

forward primer 10 µM 1,0 µl 58 °C, 1:30 min

reverse primer 10 µM 1,0 µl  72 °C, 1:00 min/kb

H2O  15,3 µl 1 x 72 °C, 7:00 min

template (10 - 100 ng) 1,0 µl

2 U Taq-Polymerase                             0,2 µl

Insgesamt 25,0 µl

Für präparativen PCRs wurde Pfu-Polymerase (Stratagene) benutzt, da sie dank der 3`-5`-

Exonukleaseaktivität eine geringere Fehlerrate besitzt (proof-reading-Eigenschaft).



54                                                                                     Material und Methoden

6.6.9 RNase protection assay

Zum Nachweis von mRNA in Geweben wurde der sogenannte RNase protection assay

benutzt (Melton et al., 1984; Zinn et al., 1983). Im Verlauf des assay werden die

nachzuweisenden mRNAs in Lösung an kurze (100 - 400 bp) radioaktiv markierte antisense

RNA-Sonden gebunden. Es folgt eine RNase-Behandlung, bei der sämtliche einzelsträngige

oder nichthybridisierte RNA verdaut wird. Es verbleiben doppelsträngige RNA-Moleküle, die

in einer denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt werden. Im multiprobe

assay werden mehrere mRNAs gleichzeitig nachgewiesen. Die durch die eingesetzten Sonden

definierten – unterschiedlichen - Längen der Fragmente erlauben die Zuordnung. Der Ablauf

war folgendermaßen:

6.6.9.1 Synthese der radioaktiven Sonden

Als template für die Herstellung der RNA-Sonden wurden lineare - entweder selbst

hergestellte oder aus Kits der Firma Pharmingen entnommene - DNAs mit Hilfe von T3- oder

T7-RNA Polymerase in vitro transkribiert.

Der Ansatz war ähnlich wie bereits unter 6.6.3.3 beschrieben:

5 x Puffer (Promega) 4,0 µl

0,1 M DTT (Promega 2,0 µl

20 U RNasin (40 U/µl, Promega) 0,5 µl

3,3 mM (jeweils) ACG-Mix 4,0 µl

0,1 mM UTP 1,0 µl

linearisierte template-DNAs (50 ng/µl) 0,5 µl

α -32P-UTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml) 5,0 µl

H2O 2,5 µl

10 U  T3- oder T7- RNA Polymerase (20 U/µl, Promega)        0,5 µl

Insgesamt 20,0 µl 45 min bei 37 °C
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Die template – DNA wurde wie bereits in 6.6.3.3 dargestellt entfernt. Es folgte ein

Phenolextraktion und eine Ethanol-Ammoniumacetat-Fällung. Das gewaschene und

luftgetrocknete Pellet wurde zunächst in 50 µl 1 x Hybe-Puffer gelöst und dann nach Messen

eines Aliquots im Szintillationszähler auf eine Aktivität von 300.000 cpm/µl eingestellt.

6.6.9.2 Hybridisierung

Zu untersuchende RNA (5 µg für den Nachweis von Chemokinen, 30 µg für

Chemokinrezeptoren) wurde eine Stunde in der Vakuumzentrifuge getrocknet und dann in

8 µl 1 x Hybe (vgl. 6.4.3) gelöst. Dazu wurden 2 µl der Sonden (300.000 cpm/µl) pipettiert

und der Ansatz zur Denaturierung in einen Heizblock bei 90 °C gestellt. Der Heizblock wurde

dann für die Übernacht-Hybridisierung auf 56 °C gestellt.

6.6.9.3 RNase- und Proteinase K - Behandlung

Nach der Hybridisierung wurden die Ansätze mit RNase behandelt. Es wurden 100 µl RNase-

Lösung (vgl. 6.4.11) zu jeder Probe gegeben und 45 min bei 30 °C inkubiert.

Anschließend wurden alle Proteine durch Behandeln mit Proteinase K verdaut. Hierzu wurden

18 µl der Proteinase K - Lösung (vgl. 6.4.12) zu den Proben gegeben und 15 min bei 37 °C

inkubiert. Nach einer Phenolextraktion und einer Ethanol-Ammoniumacetatfällung wurden

die Pellets gewaschen, getrocknet und in 4 µl Ladepuffer (vgl. 6.4.5) gelöst.

6.6.9.4 Auftrennung und Auswertung

Die RNA-Sonden wurden in 1 x Hybe-Puffer (vgl. 6.4.3) auf 5000 cpm/µl und 500 cpm/µl

verdünnt, um einen Längenstandard herzustellen.

Jeweils 4 µl der Proben und 2 µl des Markers wurden für 3 min bei 90 °C denaturiert und

dann auf Eis gestellt. Anschließend wurden sie 1,5 – 2 Stunden bei 50 W auf einem

denaturierenden 5 % Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Transfer auf 3MM-Whatman-

Papier wurden die Gele bei 80 °C vakuumgetrocknet und anschließend auf Röntgenfilm

exponiert oder mit Hilfe des  Phosphor-Imagers ausgewertet.
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6.7 Methoden zur gezielten Deletion eines Gens in ES-Zellen

Die zum gene targeting notwendigen Protokolle wurden im wesentlichen den Büchern „Gene

Targeting: A Practical Approach“ (Joyner, 1993) und „Manipulating the Mouse Embryo: A

Laboratory Manual“ (Hogan et al., 1994) entnommen und werden hier nur kurz dargestellt.

6.7.1 Kultivierung von embryonalen Stammzellen auf EMFI - Zellen

Murine embryonale Stammzellen der Linie E14 (Handyside et al., 1989) wurden

freundlicherweise von Klaus Pfeffer, München, zur Verfügung gestellt. Die Zellen wurden in

Wachstumsmedium für ES-Zellen (vgl. 6.3.3.1) auf 10 cm - Zellkulturschalen (Becton-

Dickinson, Falcon 3003) oder auf 96-well Platten (Nunc, Nunclon 167008) bei 37 °C und 5 %

CO2 kultiviert.

Die ES-Zellen wurden zur Erhaltung ihrer Pluripotenz auf inaktivierten primären embryonalen

Mausfibroblasten (EMFI) kultiviert. ES-Zellen wurden täglich mit frischem Medium versorgt

und jeden zweiten Tag vereinzelt (vgl. 6.7.2) und gesplittet, d.h. je nach Dichte verdünnt und

neu ausgesät.

Um feeder-Zellen herzustellen, wurden Mausembryonen (Tag 13 - 15) ohne Köpfe durch ein

Kunststoffsieb in Medium für EMFI-Zellen (vgl. 6.3.3.2) passiert. Nach ungefähr einer

Woche waren daraus die primären Fibroblasten gewachsen und konnten in Aliquots bei –

135 °C eingelagert werden .

Zum Herstellen der feeder-Schalen wurde ein Aliquot EMFI-Zellen aufgetaut, in 10 ml

Wachstumsmedium für ES-Zellen gewaschen und auf fünf 15 cm – Zellkulturschalen

ausgesät. Nach vier Tagen wurden die Zellen für drei Stunden mit frischem

Wachstumsmedium für ES-Zellen mit 10 µg/ml Mitomycin C inkubiert. Danach wurden die

Zellen dreimal mit PBS gewaschen und durch Trypsinieren (vgl. 6.7.2) vereinzelt.

Anschließend wurden 2 x 104 Zellen/cm2 in neuem Wachstumsmedium für ES-Zellen

ausgesät und während der nächsten sieben Tage zur ES-Zell-Kultur eingesetzt.

6.7.2 Ablösen und Vereinzeln von Zellen: Trypsinieren

Das Ablösen und Vereinzeln von ES-Zellen wurde mit Hilfe einer Trypsin/EDTA-Lösung

(vgl. 6.1) durchgeführt. Hierzu wurden die Zellen mit PBS gewaschen, um inhibierende

Medienbestandteile zu entfernen. Danach wurde etwas Trypsin/EDTA-Lösung auf die Zellen
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gegeben, damit diese gerade bedeckt waren (z.B. 3 ml für eine 10 cm – Schale). Nun wurde

15 min inkubiert und gelegentlich wurde an die Schale geklopft, um Zellaggregate

mechanisch aufzulösen. Die Zellen wurden dann mit serumhaltigem Waschmedium (vgl.

6.3.3.3) aufgenommen und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren vollständig vereinzelt.

Anschließend wurden die Zellen pelletiert (5 min, 270 g) und in neuem Medium in der

gewünschten Konzentration aufgenommen.

6.7.3 Transfektion der embryonalen Stammzellen mit dem targeting-Vektor

Insgesamt 3,5 x 107 ES-Zellen, die zwei Tage lang auf EMFI-freien Schalen gewachsen

waren, wurden mit 100 µg linearisiertem und durch Phenolextraktion gereinigtem targeting-

Vektor (1 µg/µl) auf Eis gemischt und sofort in fünf Aliquots elektroporiert (240 V, 500 µF).

Anschließend wurde 20 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die transfizierten ES-Zellen auf

EMFI-freien 10 cm  - Schalen ausgesät. Am Tag nach der Transfektion wurden die Zellen mit

frischem Medium versorgt. Nach 8 Tagen Doppelselektion mit G418 und Ganciclovir (vgl.

7.1.6) wurden resistente Klone gepickt und analysiert.

6.7.4 Präparieren und Verdauen von genomischer DNA in 96-well-Platten

Homolog rekombinierte ES-Zell-Klone wurden per Southern Blot identifiziert (vgl. 6.6.2).

Zunächst wurde genomische DNA aus ES-Zellen direkt in 96-well-Platten isoliert. Hierzu

wurden die konfluent bewachsenen Platten zweimal mit PBS gewaschen und dann in jedes

well der Platte 50 µl Lysepuffer (vgl. 6.4.20) gegeben. Danach wurden die Platten in einer

feuchten Kammer über Nacht bei 50 °C inkubiert.

Am nächsten Tag wurden die Platten 1 min bei 2500 upm in einer Heraeus Megafuge 1.0R

zentrifugiert, bevor zum Fällen der DNA 100 µl einer eiskalten Lösung von 75 mM NaCl in

80 % Ethanol gegeben wurden. Beim Schütteln bei Raumtemperatur fiel die DNA dann

sichtbar aus. Die Platte wurde nun auf Zellstoff ausgeklopft und die DNA dreimal mit je

150 µl 70 % Ethanol gewaschen.

Für den Restriktionsverdau wurde die DNA luftgetrocknet und dann direkt in je 30 µl

Restriktionsverdaumix (vgl. 6.4.21) gelöst. Der Ansatz wurde über Nacht bei 37 °C in einer

feuchten Kammer inkubiert. Bei Bedarf wurde am nächsten Tag nochmals frisches

Restriktionsenzym hinzugegeben.
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6.7.5 Karyotypisieren der embryonalen Stammzellen

Um embryonale Stammzellen mit chromosomalen Abweichungen ausschließen zu können,

wurde eine Karyotypisierung der homolog rekombinierten ES-Zell-Klone durchgeführt.

Hierzu wurde eine spezielle - chromosomal painting genannte - spezifische und individuelle

Anfärbung jedes einzelnen Chromosoms durch in situ - Hybridisierung mit

fluoreszenzmarkierten Sonden durchgeführt. Die Methode wurde wie von Speicher et al.

beschrieben (Eils et al., 1998; Speicher et al., 1996) und in Kooperation mit dem Autor

durchgeführt.

Vereinfacht dargestellt wurden zunächst Metaphasenchromosomen auf Glasobjektträgern

gespreitet (Hogan et al., 1994). Diese Spreitungen wurden anschließend mit

chromosomenspezifischen DNA-Sonden in situ hybridisiert. Die Sonden waren

kombinatorisch mit 4 verschiedenen Floureszenzfarbstoffen markiert. Die Auswertung

erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops und einem angeschlossenen elektronischen

Bilderfassungs- und auswertungssystem.

6.7.6 Herstellung von chimären Mäusen aus embryonalen Stammzellen

Die Herstellung von chimären Mäusen aus den manipulierten ES-Zellen wurden an der GSF,

München-Neuherberg, in den Labors und Arbeitsgruppen von Rudi Balling und Klaus Pfeffer

durchgeführt.

6.7.6.1 Induktion einer Superovulation in weiblichen Mäusen

Damit für die Experimente genügend Blastocysten gewonnen werden konnten, wurde bei

C57BL/6-Mäusen durch Hormonbehandlung eine Superovulation induziert. Hierzu wurden

am Mittag des ersten Tages 5 IE PMSG (pregnant mare´s serum gonadotropin)

intraperitoneal injiziert, welches die Funktion des follikelstimulierenden Hormons (FSH)

nachahmt und zur Reifung besonders vieler Follikel führt. Am Mittag des dritten Tages

wurden 5 IE hCG (humanes Chorion-Gonadotropin) intraperitoneal injiziert, welches die

Wirkung des luteinisierenden Hormons (LH) nachahmt und die Ovulation induziert, die dann

in der darauffolgenden Nacht stattfand.
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6.7.6.2 Gewinnen von Blastocysten aus superovulierten Mäusen

Um Blastocysten zu gewinnnen, wurden weibliche, superovulierte Tiere (vgl. 6.7.6.1) in der

Nacht der Ovulation mit fertilen Männchen verpaart. Mittels plug check wurde am nächsten

Morgen kontrolliert, ob es zur Verpaarung gekommen war. War dies der Fall, wurden 3,5

Tage post coitum die Tiere getötet und die Blastocysten aus dem Uterus gespült (Hogan et al.,

1994; Joyner, 1993).

6.7.6.3 Herstellung von sterilen männlichen Mäusen und scheinträchtigen Ammentieren

Sterile männliche Mäuse wurden durch Vasektomie, d.h. Durchtrennen beider Samenstränge

erzeugt. Scheinträchtige Mäuse wurden erzeugt, indem in der Östrusphase befindliche

Weibchen mit sterilen Männchen verpaart wurden. Der Uterus des Tiers wird dadurch

aufnahmebereit für implantierte Embryonen, während aber zugleich die eigenen

unbefruchteten Eizellen degenerieren.

6.7.6.4 Injektion der homolog rekombinierten ES-Zellen in Blastocysten

Zehn Tage vor der geplanten Blastocysteninjektion wurden die ausgewählten ES-Zell-Klone

aufgetaut und expandiert. Für die beiden letzten Passagen vor der Injektion wurden EMFI-

freie Schalen verwendet. Schließlich wurde eine Einzelzellsuspension von ES-Zellen in frisch

gewonnene Blastocysten (vgl. 6.7.6.2) mikroinjiziert. Hierfür wurde ein Versuchsaufbau mit

mikromanipulierbaren Glaskapillaren unter Mikroskopkontrolle verwendet (Hogan et al.,

1994). Nach der Injektion der ES-Zellen wurden die Blastocysten noch einige Stunden in vitro

kultiviert, bevor sie in scheinträchtige Ammentiere implantiert wurden.

6.7.6.5 Implantatieren der Blastocysten in scheinträchtige Ammentiere

Mit ES-Zellen injizierte Blastocysten (vgl. 6.7.6.4) wurden in den Uterus von 3,5 Tagen post

coitum scheinträchtigen Tieren implantiert, wie dies in (Hogan et al., 1994) beschrieben ist.

Auf dem Rücken der narkotisierten Tiere wird bei dieser Methode ein ca. 1 cm langer Schnitt

in Höhe der untersten Rippe angebracht, durch den Eierstock, Eileiter und ein Teil des Uterus

nach außerhalb des Körpers gebracht werden. Mit Hilfe einer 26-gauge-Kanüle werden

Öffnungen in beide Uterushörner gestochen, durch die mit Hilfe einer Transferkapillare

ungefähr acht Blastocysten eingespült werden, von denen sich im Durchschnitt sechs

erfolgreich einnisten und weiterentwickeln.
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6.7.7 Routine-Genotypisierung von Mausgewebe

Frisch geschnittene oder bei –20 °C aufbewahrte Schwanzspitzen von Mäusen wurden

zusammen mit jeweils 200 µl PBND (vgl. 6.4.1) und 1 µl Proteinase K (20 mg/ml) bei 56 °C

im Thermoblock unter Schütteln inkubiert. Bis zum vollständigen Verdau des Gewebes

dauerte es in der Regel zwei bis drei Stunden. Anschließend wurde die Proteinase K für 5 min

bei 95 °C inaktiviert. Das so erhaltene Rohlysat wurde eingefroren oder direkt als template in

einer PCR eingesetzt. Manchmal war es notwendig, die genomische DNA aus dem Rohlysat

mit Hilfe des „QIAamp Tissue Kit“ der Firma Qiagen aufzureinigen. Abbildung 3 zeigt

schematisch das Prinzip der PCR zur CCR2-Genotypisierung:

Abbildung 3: Schematische Darstellung der PCR zur CCR2-Genotypisierung. Ein
gemeinsamer forward primer (mCCR2for2) und spezifische reverse primer (gfprev2 für das
KO-Allel und mCCR2rev2 für das WT-Allel) führen zu PCR-Produkten spezifischer Länge, die
eine Genotypisierung ermöglichen.

Es wurden Banden folgender Größe bei der Gelelektrophorese der PCR-Produkte erwartet:

CCR2-Genotyp (+/+) → 1050 bp

CCR2-Genotyp (+/-) → 1050 bp und 393 bp

CCR2-Genotyp (-/-) → 393 bp

CCR2
KO-Allel

CCR2

eGFP

WT-Allel

mCCR2for2

mCCR2for2

gfprev2

mCCR2rev2

KO-Produkt: 393 bp

WT-Produkt: 1050 bp
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Ein PCR-Ansatz zur Genotypisierung bestand aus Temperaturprofil (Robocycler)

PCR-Puffer 10 x 2,5 µl 1 x 94 °C, 3:00 min

dNTP 1,25 mM 4,0 µl 30 x 94 °C, 0:30 min

forward primer mCCR2for2 10 µM 1,0 µl 58 °C, 1:00 min

reverse primer mCCR2rev2 10 µM 1,0 µl  72 °C, 1:00 min

reverse primer gfprev2 10 µM 1,0 µl 1 x 72 °C, 7:00 min

H2O  14,3 µl

template: DNA oder Rohlysat 1,0 µl

2 U Taq-Polymerase                                    0,2 µl

Insgesamt 25,0 µl

6.8 Methoden zur heterologen Expression in Pichia pastoris

6.8.1 Herstellung rekombinanter Expressionsklone von Pichia pastoris

Die Transformation von P. pastoris erfolgte durch Elektroporation, wie für E. coli

beschrieben (Dower et al., 1988).

6.8.1.1 Herstellung von kompetenten P. pastoris - Zellen für die Elektroporation

Mit einer Einzelkolonie von P. pastoris X33 wurden zunächst eine Vorkultur von 50 ml und

damit am nächsten Tag 500 ml YPD-Medium (vgl. 6.3.2.1) angeimpft und bei 30 °C und

250 upm geschüttelt. Hatte diese Kultur eine OD600nm von 1,5 erreicht, wurden die Zellen im

GS-3 Rotor bei 1500 upm und 4 °C für 5 min pelletiert und dann in 250 ml eiskaltem H2O

resuspendiert. Nach nochmaligem Waschen mit 250 ml eiskaltem H2O wurden die Zellen erst

in 20 ml und nach nochmaligem Pelletieren schließlich in 1 ml eiskaltem, sterilem 1 M

Sorbitol resuspendiert. Die Zellen waren nun kompetent und wurden auf Eis für die

Transformation am gleichen Tag aufbewahrt.
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6.8.1.2 Transformieren von P. pastoris mittels Elektroporation

Zunächst wurden 5 µl des linearisierten Expressionsplasmids (1 µg/µl) mit 80 µl der

kompetenten Zellen für 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurde das Gemisch in eine eiskalte

Elektroporationsküvette mit 2 mm Spaltbreite (BioRad) überführt und sofort im BioRad

GenePulser (1,5 kV; 25 µF) elektroporiert.

Die Zellsuspension wurde danach sofort in 1 ml eiskaltem, sterilem 1 M Sorbitol

aufgenommen und in einem 15 ml-Röhrchen für zwei Stunden ohne Schütteln bei 30 °C

inkubiert. Schließlich wurden die Zellen auf YPDS-Agarplatten (vgl. 6.3.2.2) mit Zeocin

ausplattiert. Nach zwei bis drei Tagen bei 30 °C konnten Transformanden gepickt werden.

6.8.1.3 Analyse der Transformanden

Die Transformanden wurden nun daraufhin untersucht, ob das Transgen homolog in das

Pichia-Genom integriert war. Dies geschah mit Hilfe einer Standard-PCR (vgl. 6.6.8), bei der

den AOX-Locus flankierende Primer verwendet wurden (AOX5 und AOX3, vgl. 9.1). Für das

template wurde etwas Material aus je einer Einzelkolonie gepickt und in 20 µl Wasser

resuspendiert. Hiervon wurde 1 µl in der PCR eingesetzt. Das folgende Temperaturprofil

wurde im Robocycler (Stratagene) verwendet:

1 x 3:00 min, 94 °C

30 x 1:00 min, 94 °C; 1:00 min, 55 °C; 1:00 min, 72 °C

1 x 7:00 min, 72 °C

Die im Agarosegel erscheinende Bande bei 2,2 kb repräsentierte den Wildtyp-AOX-Locus,

der nach wie vor vorhanden ist. Banden anderer Größe (ungefähr 1,4 kb) repräsentierten das

integrierte Konstrukt.

6.8.2 Expression von Proteinen in Pichia pastoris

6.8.2.1 Anzucht der Zellen: Vorexpressionsphase

Zur Induktion des glucosefreien Alkoholmetabolismus wurden 25 ml BYPG-Medium (vgl.

6.3.2.3) mit einer Einzelkolonie des Expressionsklons angeimpft und über Nacht bei 30 °C
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und 250 upm geschüttelt.  Um sämtliche Spuren von Glycerol zu entfernen, wurden die Zellen

am nächsten Tag mit BYPM-Medium (vgl. 6.3.2.4) gewaschen und auf eine OD600nm von 1,0

in 50 ml BYPM-Medium eingestellt.

6.8.2.2 Expressionsphase

Die Expression erfolgte bei 30 °C und 250 upm in 250 ml Schikanekolben, um eine bessere

Sauerstoffversorgung zu gewährleisten. Nach Übernachtkultur wurde am nächsten Tag

Methanol supplementiert, um weiterhin eine volle Induktion sicherzustellen. In der Regel

wurde das exprimierte Protein nach 30 Stunden geerntet und aufgereinigt.

6.8.3 Aufreinigung von Proteinen durch Affinitätschromatographie

Die in Pichia pastoris exprimierten Proteine wurden direkt ins Kulturmedium sezerniert.

Deshalb wurden nach der Expression die Zellen bei 4000 upm und 4 °C in einer Heraeus

Megafuge 1.0R abzentrifugiert. Die im Überstand enthaltenen Proteine wurden durch eine

Affinitätschromatographie aufgereinigt. Die exprimierten Proteine trugen C-terminal eine

Sequenz aus sechs Histidinen (6 x His-tag), die mit hoher Affinität an eine Ni-NTA-Matrix

bindet (Beers and Callis, 1993).

Zunächst wurde der pH-Wert von 50 ml Überstand durch Zugabe von 5 ml 10 x Bindepuffer

(vgl. 6.4.15) und NaOH auf die optimalen Bindebedingungen bei pH 7,8 eingestellt. Die

Bindung geschah nach Zugabe von 1 ml Ni-NTA-Agarose (Qiagen) in einem 50 ml –

Röhrchen bei 4 °C unter Rollern. Nach einer Stunde wurde das Säulenmaterial mit dem

gebundenen Protein abgetrennt und in eine 2 ml – Einmalsäule (BioRad) gefüllt.

Die Säule wurde mit 5 ml Waschpuffer (vgl. 6.4.16) gewaschen, um unspezifisch gebundenes

Material von der Säule zu entfernen. Danach wurde mit 2,5 ml Waschpuffer mit  20 mM

Imidazol gewaschen, um niedrigaffin gebundenes Material zu entfernen. Anschließend wurde

mit 5 ml Elutionspuffer (vgl. 6.4.17) spezifisch und hochaffin gebundenes Protein von der

Säule eluiert und in 500 µl – Fraktionen aufgefangen. Die Proteinlösung wurde gegen PBS

dialysiert, aliquotiert, schockgefroren und bei –80 °C aufbewahrt.
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6.8.4 Migrationsassay für Chemotaxis

Der Migrationsassay für Chemotaxis in einer Boyden Chamber (Jungi, 1975; Klier and

Nelson, 1999) dient dazu, die chemotaktische Wirkung eines Chemokins zu bestimmen. Der

Ablauf ist schematisch in Abbildung 4 dargestellt:

Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Transmigrationsassays für Chemotaxis.
Zellen in einer oberen Kammer wandern durch eine poröse Membran in eine untere Kammer,
die das Chemokin enthält. Danach werden die Zellen in der unteren Kammer gezählt.

Die Migration von MM6-Zellen durch eine Membran mit 5 µm Porenweite wurde durch den

sogenannten Migrationsindex (MI) quantifiziert:

Zellen in der unteren Kammer mit Chemokin
MI  =

Zellen in der unteren Kammer ohne Chemokin

Um Chemotaxis (gerichtete Migration) von Chemokinese (ungerichtete Migration)

unterscheiden zu können, wurde in Kontrollen auch das Chemokin in gleicher Konzentration

in die obere Kammer gegeben.

Für Experimente mit Antagonisten wurde dieser entweder mit und ohne 10 min

Vorinkubation in die obere Kammer zu den Zellen gegeben.

Ablauf des assay:

MM6-Zellen wurden bis zu einer Dichte von 10 - 15 x 106 Zellen/Platte in Medium für MM6-

Zellen (vgl. 6.3.1) auf 24-well Zellkulturplatten von COSTAR angezogen. Am Tag vor dem

Experiment wurden die Zellen mit frischem Medium versorgt. Nach dem Abernten und

zweimaligem Waschen mit RPMI 1640 wurden die Zellen auf eine Dichte von 2 x 106

Zellen/ml in RPMI 1640 mit 0,1 % BSA und 10 mM HEPES eingestellt.

untere Kammer  mit/ohne
Chemokin

Transmigration

obere Kammer mit Zellen

Zählen der Zellen in der
unteren Kammer
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Transwell inserts von COSTAR (Porengröße 5 µm) wurden für 90 min mit 100 µl Fibronectin

(6,5 µg/ml) in PBS beschichtet. Anschließend wurde die Kammer zweimal mit PBS

gewaschen, bevor 200 µl der Zellsuspension hinzugefügt wurden. Die Verdünnungsreihen der

zu testenden Chemokine wurden in RPMI mit 0,1 % BSA und 10 mM HEPES hergestellt.

Jeweils 500 µl dieser Verdünnungen wurden in die Kammern einer 24-well-Zellkulturschale

vorgelegt.

Die transwell inserts mit den Zellen wurden nun in die entsprechenden wells eingesetzt und

für 75 min im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden jeweils 50 µl 0,1 M EDTA pH 7,3

in die untere Kammer gegeben und für 10 min sanft gerüttelt, um migrierte Zellen von der

Unterseite der Membran abzulösen. Die Zahl der Zellen in der unteren Kammer wurde mit

Hilfe eines Durchflußzytometers (Gate: 10-30 µm) bestimmt und zur Berechnung des

Migrationsindex verwendet.

6.9 Methoden zur biochemischen und morphologischen
Charakterisierung im SLE-Tiermodell

Die im Rahmen des Lupus-Tiermodells angewandten Methoden der biochemischen und

morphologischen Charakterisierung waren Standardmethoden, wie sie seit langem etabliert

und beschrieben sind. Hier werden nur spezielle Methoden oder abweichende Details

beschrieben, die von besonderer Bedeutung für die Ergebnisse sind.

6.9.1 Blut- und Organentnahme

Unmittelbar nach dem Töten der Mäuse (vgl. 6.5.6) wurden ungefähr 0,8 ml Blut durch

Herzpunktion gewonnen. Am noch lebenden Tier waren zuvor noch ungefähr 0,5 ml Urin

gewonnen worden.

Eine Niere wurde benutzt, um RNA zu isolieren. Ein Pol der anderen Niere wurde für die

Elektronenmikroskopie benutzt, die Hälfte des Restes wurde in OCT-Medium (Jung, Leica

Instruments) eingebettet und für die immunhistochemische Untersuchung in flüssigem

Stickstoff schockgefroren und bei –80 °C gelagert. Die andere Hälfte wurde mit Formaldehyd

für die Histologie und die in situ - Hybridisierung mit radioaktiv markierten RNA-Sonden

fixiert.
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6.9.2 Bestimmung biochemischer Parameter in peripherem Blut

Die folgenden Parameter wurden nach Standardmethoden bestimmt:

Proteinurie nach Bradford (Bradford, 1976) (BioRad)

Creatinin nach Jaffee (Bartels et al., 1972) (Merck Diagnostika)

BUN Urease/GIDH-Methode (Hoffmann, 1971) (Merck Diagnostika)

Immunkomplexe ELISA (Roche)

anti-dsDNA-Antikörper ELISA (Chemicon)

6.9.3 Lichtmikroskopische Histologie

Nierengewebe wurde in gepufferter Formaldehydlösung fixiert und in Paraffin eingebettet.

Die Schnitte wurden mit Hämatoxilin, Eosin und PAS gefärbt. Der Grad der Nierenschäden

wurde durch einen Aktivitätsindex von 0 bis +3 bewertet, der für die Diagnose und Prognose

der menschlichen Lupusnephritis beschrieben wurde (Austin et al., 1983; Balow and Austin,

1988). Die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Prof.

Mampaso, Hospital Ramón y Cajal, Madrid durchgeführt.

6.9.4 Elektronenmikroskopie

Der Pol einer Niere wurde sofort nach der Entnahme in Cacodylat-Puffer mit 2,5 %

Glutardialdehyd für zwei Stunden fixiert. Es folgte eine Behandlung mit Osmiumtetroxid.

Danach wurde das Gewebe in einer Ethanolreihe dehydriert und in Epon 812 eingebettet.

Dünnschnitte davon wurden mit Bleicitrat gefärbt und bei 75 kV mit einem Jeol CX

Elektronenmikroskop analysiert (McCluskey et al., 1995). Die elektronenmikroskopischen

Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Mampaso, Hospital Ramón y Cajal,

Madrid durchgeführt.

6.9.5 In situ - Hybridisierung

Die in situ - Hybridisierungen wurden mit radioaktiv markierten RNA-Sonden an in Paraffin

eingebetteten 4 µm Dünnschnitten durchgeführt. Die Methode wurde wie in (Anders et al.,

2000) beschrieben durchgeführt. Mit α-35S-UTP markierte in vitro - Transkripte von murinem

MCP-1 (Position 299-459 GeneBank: J04467), RANTES (Position 124-444 GeneBank:
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S37648), CCR2 (Position 1736-1888 GeneBank: U47035) und CCR5 (Position 1384-1604

GeneBank: D83648) wurden bei 52 °C über Nacht an die vorhybridisierten und in einer

Ethanolreihe dehydrierten Schnitte hybridisiert. Danach folgten eine RNase-Behandlung,

Waschen und Dehydrieren. Schließlich wurden die Schnitte bei 42 °C  in Ilford K2 nuclear

research Emulsion getaucht und bei 4 °C für zwei Wochen für die Autoradiographie

exponiert. Die Gegenfärbung erfolgte mit Hämatoxilin und Eosin. Diese Arbeiten wurden in

Zusammenarbeit mit Volker Vielhauer, München durchgeführt.

6.9.6 Immunhistochemische Färbungen

Für die direkte immunhistochemische Färbung wurden 4 µm Ether/Ethanol-fixierte

Gefrierschnitte mit FITC-konjugierten Kaninchen Anti-Maus Ig(G+M) (Boehringer) gefärbt

(Dowling, 1993; McCluskey et al., 1995).

MCP-1 und RANTES wurden mit einer Immunoperoxidase-Methode nachgewiesen. Hierzu

wurden 5 µm Aceton-fixierte Gefrierschnitte mit Kaninchen-Antiserum gegen MCP-1 (1:75

verdünnt) bzw. RANTES (10 ng/µl, PeproTech) markiert. Der Nachweis erfolgte über

Peroxidase-konjugierte Ziegen-Anti-Kaninchen Antikörper (Dako) und Diaminobenzidin.

Diese Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Mampaso, Hospital Ramón y

Cajal, Madrid durchgeführt.

6.9.7 Statistische Methoden

Die Werte wurden angegeben als Mittelwerte ± Standardabweichung. Parametrische Werte

wurden mit dem ungepaarten zweiseitigen T-Test nach Student getestet. Nicht-parametrische

Daten wurden mit dem U-Test nach Mann-Whitney getestet. Die Nullhypothese wurde bei

p < 0,05 verworfen.
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7 ERGEBNISSE

Die in diesem Abschnitt dargestellten Ergebnisse setzen sich aus mehreren Teilen zusammen.

Im Vordergrund der Arbeit stand die Herstellung von CCR2-defizienten Mäusen. Da schon im

Verlauf der Arbeit abzusehen war, daß eine Charakterisierung der CCR2-knock-out-Mäuse im

Rahmen der Arbeit nicht mehr möglich sein würde, wurde beschlossen, die Expression von

Chemokinen und Chemokinrezeptoren im MRL(lpr/lpr)-Modell für Systemischen Lupus

Erythematodus zu charakterisieren.

Es sollte festgestellt werden, ob die Einkreuzung der CCR2-Deletion in den MRL(lpr/lpr)-

Mausstamm über mindestens zehn Generationen sinnvoll sein würde. Die Expression eines

MCP-1-Antagonisten sollte die die Blockierung des MCP-1-Signalweges in CCR5- und

anderen Chemokinrezeptor-knock-out-Mäusen ermöglichen.

7.1 Herstellung von CCR2-knock-out-Mäusen

Die in diesem Abschnitt aufgeführten Arbeiten und Ergebnisse beschreiben die Herstellung

von CCR2-defizienten Mäusen ausgehend von der Klonierung des Gens aus einer λ-Phagen-

Genbank bis zur Identifizierung der knock-out-Tiere und der Einkreuzung des CCR2-Null-

Allels in verschiedene Mausstämme.

7.1.1 Screening einer λλλλ-Genbank und Isolierung von CCR2-rekombinanten Phagen

Zu Beginn der Arbeit stand im Labor der murine CCR2-Locus noch nicht kloniert zur

Verfügung. Deshalb mußten das CCR2-Gen und die flankierenden genomischen Sequenzen

zuerst aus einer Genbank kloniert werden, um ein targeting-Konstrukt herstellen zu können.

Zu diesem Zweck wurde eine CCR2-spezifische RNA-Sonde durch in vitro - Transkription

mit T3-RNA-Polymerase hergestellt (vgl. 6.6.3.3). Als template diente das Plasmid

pmCCR2-2, das die codierende Sequenz des mCCR2-Gens enthielt.

Diese Sonde wurde zunächst durch Hybridisieren mit Southern Blots genomischer Maus-

DNA auf ihre Spezifität geprüft. Das Ergebnis ist in Abbildung 5 zu sehen:
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Abbildung 5: Autoradiogramm eines mit der mCCR2-Sonde hybridisierten Southern
Blots von genomischer DNA. Die Spuren enthalten mit EcoRI (Spur 4) und mit HindIII (Spur
2) verdaute humane DNA sowie mit EcoRI (Spur 3) und mit HindIII (Spur 1) verdaute murine
DNA. Es ist zu sehen, daß die getestete mCCR2-Sonde ausschließlich mit Maus-DNA
hybridisiert und nicht repetitiv ist.

Mit dieser Sonde wurden nun Filter einer λ DASH II-Genbank (vgl. 6.2) hybridisiert. Nach

fünf Aufreinigungsrunden konnten aus 12 primären Signalen insgesamt drei Klone isoliert

werden, die jeweils ca. 15 kb des CCR2-Locus enthielten (vgl. 6.6.6). Abbildung 6 zeigt ein

typisches Autoradiogramm einer Hybridisierung von Phagenfiltern mit mCCR2-spezifischen

Sonden:

Abbildung 6: Autoradiogramm eines mit einer mCCR2-spezifischen, 32P-markierten
Sonde hybridisierten Phagenfilters. Die geschwärzten Stellen entsprechen Phagen-Plaques,
die DNA-Sequenzen des mCCR2-Locus enthalten. Die kreisförmige Markierung auf dem
Autoradiogramm markiert den ursprünglichen Phagenfilter und die Agarplatte.

Diese Klone dienten als Ausgangsmaterial für die Herstellung des mCCR2-targeting-Vektors.

7.1.2 Kartierung der Restriktionsschnittstellen des murinen CCR2-Locus

Zum damaligen Zeitpunkt (1997) war noch wenig über die Organisation oder die Sequenz des

murinen CCR2-Locus bekannt. Da diese Informationen aber notwendig für die Herstellung

eines targeting-Vektors waren, wurden zunächst in den genomischen Fragmenten der drei

Phagenklone (vgl. 7.1.1) die Schnittstellen der Restriktionsenzyme BamHI, BglII, EcoRI,

1
2
3
4
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HindIII, PstI und XbaI kartiert.Hierzu wurden zunächst 30 - 50 µg Phagen-DNA vollständig

mit SalI verdaut, um das insert von den flankierenden Phagenanteilen zu trennen. Danach

folgte ein Partialverdau mit dem Restriktionsenzym, dessen Schnittstellen kartiert werden

sollten (vgl. 6.6.7).

Die in den Agarosegelen aufgetrennten Fragmente der Partialverdaue wurden nun auf

Nylonmembranen übertragen und mit den radioaktiv markierten T3- und T7-Sonden

hybridisiert.  Im Autoradiogramm konnten die Entfernungen der Restriktionsschnittstellen zu

den randständigen T3- und T7-Sequenzen somit direkt abgelesen werden (vgl. 6.6.7).

Abbildung 7 zeigt ein Agarosegel mit Partialverdauprodukten sowie das dazugehörige

Autoradiogramm nach Hybridisierung mit der T7-Sonde:

A B 

BglII PstI XbaI BglII PstI XbaI

Abbildung 7: Restriktionskartierung am Beispiel des λλλλ3-Klons vom CCR2-Locus der
Maus. A Agarosegel, auf dem die Produkte der Partialverdaue mit den Restriktionsenzymen
BglII, PstI und XbaI zu sehen sind. B Die Banden im Autoradiogramm zeigen Fragmente der
Partialverdaue, die mit 32P-markierten T7-Oligonukleotidsonden hybridisierten und so die
Entfernung der Schnittstellen von der randständigen T7-Sequenz anzeigten.

Mit Hilfe der Restriktionsdaten für jeden Klon konnte die relative Position der Klone

zueinander ermittelt werden und so eine Restriktionskarte des gesamten Locus erstellt werden.

Hierbei wurde festgestellt, daß der isolierte CCR2-Locus mit dem bereits zuvor im Labor

isolierten und kartierten CCR5-Locus (Bruno Luckow, persönliche Mitteilung) überlappt. Es

ergab sich ein Abstand der beiden Gene CCR2 und CCR5 von 18 kb.  In Abbildung 8 ist die

Restriktionskarte des CCR2/CCR5-Locus dargestellt:
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Abbildung 8: Restriktionskarte des CCR2/CCR5-Locus der Maus. Kartiert sind die
Schnittstellen der Restriktionsenzyme BamHI (BH), BglII (B), EcoRI (E), HindIII (H), PstI (P)
und XbaI (X). Die Darstellung ist maßstabsgetreu und zeigt auch die Lage der Phagenklone, die
für die weitere Arbeit benutzt wurden (λ9, λ8 und λ10). Die codierenden Sequenzen der Gene
von CCR2 und CCR5 sind als weiße Boxen, das Reportergen egfp als schraffierte Box und die
beiden Homologiearme grau dargestellt. Ein 10 kb-BamHI-Fragment, das später für den
Nachweis der homologen Rekombination verwendet wurde, ist durch einen Pfeil
gekennzeichnet. Die Lage einer 1,4 kb-BglII-Sonde ist durch eine schwarze Box markiert. Die
Expressionskassetten für die negative Selektion (HSV-TK) sowie für die positive Selektion
(neo) sind markiert. Die weißen Pfeilspitzen symbolisieren loxP-sites für die Cre-vermittelte
Rekombination. a zeigt das Mausgenom, b zeigt den targeting-Vektor, c zeigt die Situation
nach der homologen Rekomination und d zeigt die Situation nach der Cre-vermittelten
Rekombination zur Entfernung der neo-Kassette.
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7.1.3 Subklonierung von Fragmenten des CCR2-Locus aus rekombinanten Phagen

Da die DNA-Fragmente des CCR2-Locus in den Phagen für die weiteren Arbeiten nicht

verwendbar waren, wurden sie mit geeigneten Restriktionsenzymen EcoRI ausgeschnitten und

in die multiple cloning site des Vektors pBluescript SK(-) (Stratagene) subkloniert.

7.1.4 Eigenschaften des CCR2-targeting-Vektors

Die Deletion des CCR2-Gens sollte mit Hilfe eines replacement-Vektors erfolgen. Im

Gegensatz zu einem Insertionskonstrukt, welches nur homolog – d. h. an einer bestimmten

Stelle im Genom – integriert, findet bei einem replacement-Vektor die homologe

Rekombination an zwei Stellen flankierend zur Zielsequenz statt. Auf diese Weise wird die

Zielsequenz im Genom entfernt und durch die Sequenz des targeting-Vektors ersetzt. Da sich

der gesamte codierende Bereich des CCR2-Gens auf einem einzigen, ungefähr 1,1 kb großen

Exon befindet, war es besonders leicht möglich, das komplette Gen zu entfernen.

Der knock-in von enhanced green fluorescent protein (egfp) als Reportergen (Okabe et al.,

1997) sollte eine Visualisierung der CCR2-Expression in den knock-out-Tieren ermöglichen.

Die Wahl fiel auf egfp, da das üblicherweise verwendete LacZ-Reportergen (Mansour et al.,

1990) bereits in einem im Labor hergestellten CCR5-knock-out verwendet wurde (Bruno

Luckow, unveröffentlicht) und ein CCR2/CCR5 Doppel-knock-out-Projekt geplant war. Das

mCCR2-egfp-Fusionsgen ist schematisch in Abbildung 9 gezeigt:

�������������������������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������������������������

Promotor und erste 171 Basen des
mCCR2-Gens

egfp

Abbildung 9: Reporterkonstrukt zur Visualisierung der CCR2-Expression in CCR2-
knock-out-Mäusen. An den Promotor (Pfeil) mitsamt N-Terminus des CCR2-Gens (weiße
Box) wurde an 3` die codierende Sequenz des egfp-Gens (schraffiert) kloniert. Die Expression
von egfp sollte auf diese Weise unter der Kontrolle des CCR2-Promotors stehen.
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Weiterhin enthielt der targeting-Vektor noch Expressionskassetten für die positive Selektion

(Neomycinresistenz, neo) und negative Selektion(HSV-Thymidinkinase, TK). Die Expression

stand bei beiden Genen unter der Kontrolle des Phosphoglyceratkinase-Promotors (PGK). Die

neo-Kassette war von sogenannten loxP-Sequenzen flankiert, die ein späteres Entfernen der

gesamten neo-Kassette in den manipulierten ES-Zellen oder sogar in den knock-out-Tieren

mit Hilfe der Cre-Rekombinase ermöglichen sollte (Abuin and Bradley, 1996; Sternberg and

Hamilton, 1981). Der Ablauf einer Cre-vermittelten Rekombination ist in Abbildung 10

schematisch dargestellt:

Zielgen, z.B. neoR

Cre – vermittelte
Rekombination

loxP loxP

loxP

��������������������������������������������������������������
��������������������������������������������������������������
��������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������
��������������������������������������������������������������
��������������������������������������������������������������

Abbildung 10: Ablauf einer Cre-vermittelten Rekombination. Ein von 34 Basen langen,
loxP-Erkennungssequenzen (weiße Pfeile) flankiertes Zielgen (schraffiert) wird in Anwesenheit
von Cre-Rekombinase entfernt. Es verbleibt eine loxP-Sequenz mit der Sequenz
5`-ataacttcgtatacgatacattatacgaagttat-3`.

Der gesamte Aufbau des geplanten targeting-Konstrukts ist schematisch in Abbildung 11

dargestellt:
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(HSV-TK)
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3`-Homologiebereich 4,7 kB

Positive
Selektionskassette

(neo)

targeting-Konstrukt
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Abbildung 11: Das mCCR2-targeting-Konstrukt. Dargestellt sind das Mausgenom am
CCR2-Locus und der targeting-Vektor. Das mCCR2-Gen ist als weiße Box,
Homologiebereiche sind als graue Boxen dargestellt. Die homologe Rekombination ist durch
die gekreuzten Linien symbolisiert. Das Gen für den Reporter enhanced green fluorescent
protein (egfp) ist schraffiert, die Gene für Neomycin-Phophotransferase (neoR) und HSV-
Thymidinkinase (TK) sind als schwarze Boxen und die  Promotoren (PGK) als Pfeile
dargestellt. Das Reportergen egfp steht unter Kontrolle des CCR2-Promotors. Eine singuläre
NotI-Restriktionsschnittstelle ermöglicht die Linearisierung des targeting-Konstrukts.

7.1.5 Herstellung des CCR2-targeting-Vektors

Nach dem Festlegen der Eigenschaften und der Planung wurde der targeting-Vektor aus einer

Vielzahl von Ausgangsplasmiden hergestellt. Nach dem  - hier nicht dargestellten -

erfolglosen ersten Versuch, den targeting-Vektor herzustellen, wurde die Strategie geändert,

um einen schwierigen Klonierungsschritt zu umgehen. Einige der bereits hergestellten

Plasmide konnten auch sinnvoll in der zweiten Strategie verwendet werden. Eine Übersicht

der zweiten, erfolgreichen Klonierungsstrategie zeigt Abbildung 12:
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Abbildung 12: Klonierungsstrategie zur Herstellung des CCR2-targeting-Vektors.
Kommerzielle oder im Labor bereits vorhandene Ausgangsplasmide sind eingerahmt. Jeder
Klonierungsschritt wird in Abbildung 13 bis Abbildung 22 gezeigt.
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7.1.5.1 Schritt ���� - Subklonieren der 5´-Homologiesequenzen: pBS2.8BH

pBluescript
2958 bps

Asp 718
Kpn I
Xho I
Sal I
HindIII
EcoRI
Pst I
Sma I
BamHI
Xba I
Not I
Sac I

IBsa

ISca f1 (-) origin

lacZ

MCS

�

ColE1 origin

amp

pBS2.8HB
5713 bps

Xho I,668
Sal I,674
Cla I,683
Hin dIII,689

Eco RI,1388

Xba I,1988

HIBam,3474
IXba,3486
INot,3492

ISca,5279

5´-Homologiearm

N-mCCR2

Abbildung 13: Subklonierung des 5´-Homologiearms aus dem λλλλ9-Klon des mCCR2-
Locus. Ein HindIII-BamHI-Fragment (2,8 kb) aus dem λ9-Phagenklon des CCR2-Locus der
Maus wurde in pBluescript SK(-) kloniert. Es entstand das Plasmid pBS2.8HB.

HindIII
BamHI

HindIII
BamHI

λ9-Klon
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mCCR2-Locus
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HindII BamHI
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7.1.5.2 Schritt ���� - Subklonieren der 3´-Homologiesequenzen: pHA1

pBluescript
2958 bps

Asp 718
Kpn I
Xho I
Sal I
HindIII
EcoRI
Pst I
Sma I
BamHI
Xba I
Not I
Sac I

IBsa

ISca f1 (-) origin
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MCS

�

ColE1 origin

amp

pHA1
6887 bps

Kpn I

Xho I
Sal I
Cla I
Hin dIII
Eco RV
Eco RI
Pst I

Hin dIII
Xba I

Hin dIII

Eco RI

Xba I

EIIBst
HIBam

IXba
INot

IISac
ISac

3´-Homologiearm

Abbildung 14: Subklonierung des 3´-Homologiearms aus dem λλλλ8-Klon des mCCR2-
Locus. Ein XbaI-Fragment (4,7 kb) aus dem λ8-Phagenklon des CCR2-Locus der Maus wurde
in pBluescript SK(-) kloniert. Es entstand das Plasmid pHA1.
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XbaI

XbaIXbaI

XbaI
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7.1.5.3 Schritt ���� - Herstellen des CCR2-egfp-Fusionsgens: pEGFP-1karm

pEGFP-1
4151 bps

Bgl II
HindIII
EcoRI
Sal I

Bam HI

Not I
Xba I

Cla IINar

MCS

egfp

SV40 polyA

SV40-Promotor
neo

HSV-TK polyA
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5´-Homologiearm
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INar

IIBgl
IXho

dIIIHin

5´-Homologiearm

N-mCCR2

egfp

neo

Abbildung 15: Herstellen des Fusionsgens mCCR2-egfp. Der 5`-Homologiearm aus
pBS2.8HB wurde mit BamHI/Klenow x HindIII mobilisiert und in den gleich behandelten
Vektor pEGFP-1 (Clontech) kloniert. Es entstand das Plasmid pEGFP-1karm.
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HindIII

BamHI/Klenow
HindIII
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7.1.5.4 Schritt ���� - Einbau der HSV-TK-Kassette in pHA1: pHA1-TK

pBlueTK
5787 bps

ClaI
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Pst I
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Pst I
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Abbildung 16: Einbau der HSV-TK-Kassette. Durch einen EcoRI/SalI-Verdau wurde die
Kassette aus pBlueTK ausgeschnitten und in pHA1 eingesetzt. Es entstand das Plasmid pHA1-
TK.
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7.1.5.5 Schritt ���� - Übertragen der HSV-TK Kassette: pTKKAgfp

pEGFP-1karm
6902 bps
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Xba I
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Abbildung 17: Übertragen der HSV-TK-Kassette in den Vektor mit dem Reportergen.
Durch einen XhoI/Klenow x BstEII-Verdau wurde die Kassette aus pHA1-TK ausgeschnitten
und in den NotI/Klenow x BstEII–behandelten Vektor pEGFP-1karm eingesetzt. Es entstand
das Plasmid pTKKAgfp.
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BstEII

NotI/Klenow
BstEII
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7.1.5.6 Schritt ���� - Einbau der gefloxten neo-Kassette in pTKKAgfp

ploxP-frt1&2
5097 bps

Pst I
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Hin dIII
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Nde I
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PGK polyA
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Sac I
Sac II
Not I
Xba I
Bam HI
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Sac II

Pst I

Pst IdIIIHin
IXba

dIIIHin
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PGK
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N-mCCR2
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pTKKAgfpflneo
12033 bps
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INot

PGK-polyA

HSV-TK

PGK-Promotor

5´-Homologiearm

N-mCCR2egfp
loxP-1

neo

loxP-2

Abbildung 18: Einbau der gefloxten neo-Kassette aus ploxPfrt1&2 in pTKKAgfp. Durch
einen EcoRI/Klenow x NotI-Verdau wurde die Kassette aus ploxPfrt1&2 ausgeschnitten und in
den XhoI/Klenow x NotI-behandelten Vektor pTKKAgfp eingesetzt. Es entstand das Plasmid
pTKKAgfpflneo.
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NotI

XhoI/Klenow
NotI
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7.1.5.7 Schritt ���� - Subklonieren der SV40 polyA-Sequenzen: pBSSV40

pHM2
8453 bps Eco RI
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Abbildung 19: Subklonieren der SV40 polyA-Sequenzen. Durch einen EcoRI/ClaI-Verdau
wurde die SV40 polyA-Kassette aus pHM2 (Kaestner et al., 1994) ausgeschnitten und in den
EcoRI/ClaI-behandelten Vektor pBluescript eingesetzt. Es entstand das Plasmid pBSSV40.
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7.1.5.8 Schritt ���� - Subklonierung der 3´-Homologiesequenzen: pCR4.7X

pPCR-Script
2960 bps

Asp 718
Kpn I
Xho I
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Srf I
Not I
Sac I

IBsa

ISca f1 (-) origin

lacZ

MCS

�

ColE1 origin

amp

pCR4.7X
7681 bps

Xho I
Sal I
Bgl II

HindIII

Bgl II

Bgl II
HindIII

HIBam

IIBgl
IPst

HIBam
ISrf
ISma
INot
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Abbildung 20: Subklonieren der 3´-Homologiesequenzen. Durch einen XbaI-Verdau wurden
die 3´-Homologiesequenzen aus dem λ8-Klon des murinen CCR2-Locus geschnitten und in den
XbaI-behandelten Vektor pPCR-Script eingesetzt (es wurde eine nicht gezeigte
Zwischenklonierung in pBluescript durchgeführt). Es entstand das Plasmid pCR4.7X. Die
umständlich erscheinende Klonierungsweise ergab sich durch das Fehlschlagen des ersten
Versuchs zur Herstellung des targeting-Vektors. Es war nötig, eine neue Strategie zu
entwerfen, bei der Plasmide aus dem ersten Versuch verwendet wurden.
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7.1.5.9 Schritt 				 - Einbau der  SV40 polyA Sequenzen in pCR4.7X: pSV40LA
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Abbildung 21: Einbau der  SV40 polyA-Sequenz. Durch einen ClaI/Klenow
x NotI Verdau wurde die SV40 polyA-Sequenz aus dem Plasmid pBSSV40 geschnitten und in
den NotI x SmaI-behandelten Vektor pCR4.7X eingesetzt. Es entstand das Plasmid pSV40LA.
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SmaIClaI/Klenow

NotI
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7.1.5.10 Schritt 



 - Herstellen des targeting-Vektors pmCCR2KO

pTKKAgfpflneo pSV40LA

(vgl. Abbildung 18) (vgl. Abbildung 21)

pmCCR2KO
17705 bps

Xba I
Pst I

Pst I

Eco RI

Xba I

Bst EII
Pst I

HIBam
RIEco

HIBam

IPst

HIBam

ISal HSV-TK

5´-Homologiearm

N-mCCR2
egfp

loxP-1

neoloxP-2

3´-Homologiearm

Abbildung 22: Einbau des targeting-Vektors pmCCR2KO. Durch einen NotI/Klenow x
Asp718-Verdau wurde die 3´-Homologiesequenzen aus pSV40LA ausgeschnitten und in den
XhoI/Klenow x Asp718-verdauten Vektor pTKKAgfpflneo  eingesetzt. Die 5´- und 3´-
Homologiearme sowie Promotoren und polyA-Signale sind als Boxen dargestellt, codierende
Sequenzen wie mCCR2-egfp, neo und HSV-TK sind als Pfeile eingezeichnet.

XhoI/Klenow
Asp718

NotI/Klenow
Asp718

17,7 kb
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7.1.6 Transfektion der ES-Zellen mit dem targeting-Vektor pmCCR2KO

Nachdem der targeting-Vektor pmCCR2KO hergestellt und überprüft worden war, wurden

100 µg davon linearisiert und in insgesamt 3,5 x 107 E14-ES-Zellen transfiziert (vgl. 6.7.3).

Am zweiten Tag nach der Transfektion wurde mit der positiven Selektion begonnen. Hierzu

wurden die Zellen mit frischem Medium für ES-Zellen mit 200 µg/ml G418-Sulfat versorgt.

Am dritten Tag wurde zusätzlich zur negativen Selektion Ganciclovir (Handelsname:

Cymeven, Roche) in einer Endkonzentration von 2 µM ins Medium gegeben. Während der

Selektion mit G418 und Ganciclovir wurden die ES-Zellen ohne EMFI-Zellen kultiviert, da

diese nicht resistent sind.

Am 11. Tag nach der Transfektion – nach 8 Tagen Doppelselektion – waren die meisten

Zellen tot. Die überlebenden doppeltresistenten Zellkolonien wurden in einer sterilen

Werkbank mit dem Stereomikroskop identifiziert und mit einer sterilen Pipettenspitze

mechanisch gepickt. Insgesamt 192 Einzelkolonien wurden so jeweils in ein einzelnes well

einer 96-well-EMFI-Zellkulturplatte mit 200 µl Medium für ES-Zellen (vgl. 6.3.3.1)

transferiert.

In den folgenden zwei Wochen wurde jeder ES-Zell-Klon individuell soweit expandiert, bis je

zwei wells einer 96-well-Zellkulturplatte mit und zwei wells ohne EMFI-feeder-Zellen

konfluent bewachsen waren. Diese Replikaplatten wurden für die spätere Expansion bzw.

Analyse bei –80°C eingefroren.

7.1.7 Screening der ES-Zellen auf homologe Rekombination am 5´-Homologiebereich

Zunächst mußte festgestellt werden, in welchen der verbliebenen 130 ES-Zell-Klone

homologe Rekombination stattgefunden hatte, d.h. der targeting-Vektor nicht irgendwo im

Genom, sondern am CCR2-Locus integriert war. Hierzu wurde die genomische DNA der ES-

Zell-Klone mit geeigneten Restriktionsenzymen verdaut, wobei die entstehenden Fragmente

bei homologer Rekombination bzw. nicht-homologer Rekombination unterschiedlich groß

waren. Die Fragmente wurden auf Membranen übertragen und mit radioaktiv markierten

Sonden hybridisiert, die außerhalb der Homologiebereiche lagen. Der Ablauf wird in

Abbildung 23 gezeigt:
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neo
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Abbildung 23: Nachweis der homologen Rekombination 5´ des mCCR2-Gens durch
Southern Blot - Analyse. Der codierende Bereich des CCR2-Gens ist als weiße Box, die
Homologiebereiche sind als graue Boxen dargestellt. Das Fusionsgen mCCR2-egfp ist als weiß-
gestreifte Box und das neo-Gen als schwarze Box dargestellt. Der Stern zeigt die Lage der
verwendeten Sonde. A Bei nicht-homologer Rekombination findet man weitherhin ein 10 kb-
BamHI-Fragment. B Nach homologer Rekombination entsteht ein 13 kb-BamHI-Fragment.

Genomische DNA wurde aus ES-Zellen direkt in 96-well-Platten gewonnen (vgl. 6.7.4), mit

dem Restriktionsenzym BamHI vollständig verdaut, im Agarosegel aufgetrennt und auf

Nylonfilter übertragen. Die Filter wurden dann mit einer radioaktiven DNA-Sonde

hybridisiert, der ein 1,2 kb-Fragment oberhalb des 5´-Homologiearms (vgl. Abbildung 8) als

template diente. Abbildung 24 zeigt so entstandene Autoradiogramme:

Abbildung 24: Autoradiogramm einer Southern Blots zum Nachweis der homologen
Rekombination am 5´-Homologiearm. Ein 5`-externes 1,2 kb-Fragment diente als Sonde (vgl.
Abbildung 8). Bei nicht-homolog rekominierten ES-Zellen entstand ein 10 kb-Fragment, bei
homolog rekombinierten ES-Zellen entstand ein 13 kb-Fragment (vgl. Abbildung 23). Die
Kandidaten-Klone L20 und L112 sind durch Pfeile markiert.

In insgesamt drei von 130 ES-Zell-Klonen hatte homologe Rekombination am

5´-Homologiebereich stattgefunden. Diese drei Klone (L20, L99 und L112) wurden nun

genauer untersucht.

L112

13 kb
10 kb

13 kb
10 kb

L20
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7.1.8 Nachweis der  homologen Rekombination am 3´-Homologiebereich

Obwohl dies sehr wahrscheinlich war, mußte auch festgestellt werden, ob die homologe

Rekombination bei den drei identifizierten Klonen auch am 3´-Homologiebereich

stattgefunden hatte. Die bereits verwendete Strategie der Hybridisierung von

Restriktionsfragmenten schied hier aus, da keine geeigneten Schnittstellen zur Verfügung

standen. Deshalb wurde eine long-distance-PCR-Strategie verwendet, die in Abbildung 25

schematisch dargestellt ist:

E

PCR
20 kb Produkt

mCCR2-egfp

A B

mCCR2 mCCR5

PCR
20 kb Produkt

E  E

�����������
�����������
�����������

E  E

mCCR5

E

neo

Abbildung 25: Long-distance-PCR-Strategie zum Nachweis homologer Rekombination im
3´-Homologiebereich. Der codierende Bereich des CCR2- und des CCR5-Gens ist als weiße
Box, die Homologiebereiche sind als graue Boxen dargestellt. Das Fusionsgen mCCR2-egfp ist
als weiß-gestreifte Box und das neo-Gen als schwarze Box dargestellt. A PCR mit mCCR2for2
und CCR5rev als Primer-Paar. Im Fall der nicht-homologen Rekombination ist das PCR-
Produkt ungefähr 20 kb lang. B PCR mit neo-fw und CCR5rev als Primer-Paar. Auch im Fall
der homologen Rekombination ist das PCR-Produkt 20 kb lang. Das spezifische Produkt kann
durch Hybridisierung mit einer neo-spezifischen Sonde (Stern) nachgewiesen werden.

Durch Verwenden des „Expand 20 kbPlus PCR System“ (Roche) war es möglich, eine PCR

durchzuführen, die den gesamten Bereich zwischen CCR2 und CCR5 überspannt.

Verschiedene 5´-Primer für CCR2 (CCR2for2) bzw. neo (neo-fw, vgl. 9.1) erlaubten die

Unterscheidung zwischen homologer und nicht-homologer Rekombination. Da keine

Sequenzen 3`des CCR2-Gens bekannt waren, diente ein CCR5-spezifischer Primer

(CCR5rev) als Ankerpunkt auf der 3´-Seite. In Abbildung 26 ist der Nachweis am Beispiel

des Klons L99 gezeigt:
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A B 

Abbildung 26: Nachweis homologer Rekombination am 3´-Homologiebereich.
Ungeschnittene (Spur 1 und 3) und mit EcoRI geschnittene (Spur 2 und 4) Long-distance-PCR-
Produkte des Klons L99. Die PCR in Spur 1 und Spur 2 wurde mit dem CCR2-spezifischen
Primer durchgeführt (vgl. Abbildung 25A), die PCR in Spur 3 und  Spur 4 wurde mit dem neo-
spezifischen Primer durchgeführt (vgl. Abbildung 25B). A Agarosegel mit den aufgetrennten
PCR-Produkten. Die Länge des Produkts und der EcoRI-Fragmente zeigen, daß die richtige
Sequenz amplifiziert wurde. B Autoradiogramm der Hybridisierung mit einer neo-spezifischen
Sonde. Die Sonde hat nur mit den Produkten der neo-spezifischen PCR hybridisiert.

Da in den ES-Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit nur auf einem Allel homologe

Rekombination stattfindet, war es nicht überraschend, daß jeweils bei beiden PCRs ein

Produkt entstand. Die Zellen waren also wie erwartet heterozygot. Um die PCR-Produkte

zusätzlich über die Spezifität der verwendeten forward primer hinaus unterscheiden zu

können, wurden sie nach Auftrennung auf einem Agarosegel auf eine Nylonmembran

übertragen und mit einer neo-spezifischen DNA-Sonde hybridisiert. Nur die mit dem neo-

spezifischen forward primer amplifizierten Produkte hybridisierten auch mit der neo-

spezifischen Sonde. Somit konnte nachgewiesen werden, daß auch im 3´-Homologiebereich

der Klone L20, L99 und L112 homologe Rekombination stattgefunden hatte.

7.1.9 Karyotypisieren der ES-Zell-Klone

Um auszuschließen, daß einer der ES-Zell-Klone während der in vitro - Manipulationen

chromosomale Schäden davongetragen hatte, wurde in Zusammenarbeit mit der

1 2 3 4 1 2 3 4
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Arbeitsgruppe von Dr. Michael Speicher in München eine Karyotypisierung durchgeführt

(vgl. 6.7.5). Bei der chromosomal painting oder multiplex-FISH genannten Methode (Eils et

al., 1998; Speicher et al., 1996) werden die Chromosomen in situ mit fluoreszenzmarkierten,

chromosomenspezifischen DNA-Sonden hybridisiert. Die Sonden werden kombinatorisch mit

vier Farbstoffen markiert. Die Auswertung erfolgt rechnergestützt.

Die hier verwendete Methode hat den Vorteil, daß auch chromosomale Abweichungen wie

Translokationen festgestellt werden können. Mit einer herkömmlichen Giemsa-Färbung

können Chromosomen nur schwer identifiziert werden, da die Bänderung bei der Maus sehr

einheitlich ist. Abbildung 27 zeigt die Karyogramme der Klone L99 und L112:

A B 

Abbildung 27: Karyogramm der ES-Zellklone L112 und L99. Die Chromosomen wurden
mit kombinatorisch fluoreszenzmarkierten, chromosomenspezifischen Sonden in situ
hybridisiert (M-FISH). A Klon L112 zeigt einen normalen Karyotyp. Die Chromosomen
wurden vom Auswertungssystem erkannt und sortiert. B Klon L99 zeigt keinen normalen
Karyotyp, sondern eine Translokation von Teilen der Chromosomen 1 und 14 (Pfeile). Dieser
Klon ist nicht geeignet für die Herstellung einer knock-out-Mauslinie.
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Der ES-Zell-Klon L99 wurde nicht für die weitere Herstellung der chimären Mäuse

verwendet, da er eine chromosomale Abweichung aufwies. Dadurch konnte viel Zeit und

Arbeit gespart werden. Für die weiteren Arbeiten wurden die Klone L20 und L112 verwendet.

7.1.10 Herstellung von chimären Mäusen

Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter der Arbeitsgruppe von Klaus Pfeffer führten vier

Blastocysteninjektionsexperimente (vgl. 6.7.6.4) mit den ES-Zell-Klonen L20 und L112

durch. Dabei entstanden insgesamt sieben chimäre Tiere. Die verwendeten Blastocysten

stammten aus superovulierten C57BL/6– Tieren (vgl. 6.7.6.1 und 6.7.6.2). Die Nachkommen

aus Blastocystentransfers wurden anhand ihrer Fellfärbung überprüft, denn variable Anteile

des Fells sollten dem Phänotyp des 129/Ola-Stamms entsprechen, von dem die E14-Linie der

ES-Zellen abgeleitet ist. Der Genotyp des 129/Ola-Stammes an den Farbloci ist Aw cch, der

des C57BL/6-Stammes ist a +c, also konnte bei den Chimären ein Mosaik aus schwarzen,

agouti- und chinchilla-Anteilen auftreten.

Die entstandenen Tiere wurden durch den Grad an Fellchimärismus beschrieben, d.h. den

relativen Anteil von nicht-schwarzem Fell. Tabelle 6 zeigt eine Übersicht der erzeugten

chimären Tiere.

Tabelle 6: Übersicht der erzeugten chimären Mäuse. Die Tier-ID ist die interne
Bezeichnung des einzelnen Tiers. Der Fellchimärismus wird angegeben als
relativer Anteil von nicht-schwarzem Fell.

Tier-ID Geschlecht ES-Zell-Klon Wurfdatum Fellchimärismus

GS0518 weiblich L112 20.10.99 90%

GS0519 weiblich L112 20.10.99 70%

GS0520 männlich L112 20.10.99 100%

GS0521 männlich L112 20.10.99 10%

GS0522 männlich L20 31.10.99 80%

GS0523 männlich L20 31.10.99 60%

GS0524 männlich L20 31.10.99 20%

Abbildung 28 zeigt zwei Aufnahmen der männlichen 100%-Chimäre GS0520:
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Abbildung 28: Chimäre männliche Maus GS0520 im Alter von 12 Monaten. Das Tier weist
eine Mischung der Fellfarbe aus agouti (dunkle Stellen) und chinchilla (helle Stellen) auf.
Schwarze Anteile sind nicht vorhanden. Aus diesem Grund wurde das Tier als 100 %ige
Fellchimäre eingestuft.

7.1.11 Test auf Keimbahntransmission der CCR2-Deletion

Die vorhandenen sieben chimären Tiere wurden so oft wie möglich mit Wildtyp-Tieren des

Stammes C57BL/6verpaart, um festzustellen, ob ES-Zellen mit der CCR2-Deletion in den

Chimären die Keimbahn besiedelt hatten. Darüber hinaus wurden alle Jungtiere zusätzlich per

PCR (vgl. 6.7.7) genotypisiert, denn ein Jungtier aus einer Testverpaarung konnte zwar den

ES-Zell-Fellphänotyp haben, aber trotzdem nicht die CCR2-Deletion tragen, denn in den ES-

Zellen wurde nur ein Allel mutiert. Mit einer Wahrscheinlichkeit von 50 % konnte also auch

das nichtmutierte Allel in die Keimbahn gelangt sein. Von den insgesamt sieben Chimären

hatte nur das männliche Tier GS0520 in insgesamt 21 Verpaarungen dreimal Nachwuchs mit

braunem Fell. Diese Tiere sind in Tabelle 7 genauer beschrieben:

Tabelle 7: Drei Nachkommen der Chimäre GS0520 mit Keimbahntransmission der E14-
ES-Zellen, identifiziert anhand des agouti-Phänotyps.

Maus-ID Geschlecht Phänotyp CCR2-Genotyp Wurfdatum

GS0562 männlich agouti (+/+) 17.02.2000

KB0759 männlich agouti (+/-) 05.06.2000

KB0904 weiblich agouti (+/-) 06.07.2000
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Alle anderen sechs Chimären hatten in insgesamt 31 Verpaarungen keinerlei Nachwuchs mit

braunem Fell bzw. alle Nachkommen waren vom Genotyp CCR2(+/+).

Insgesamt entstanden also zwei direkte Nachkommen einer einzigen Chimäre, bei denen die

CCR2-Deletion in die Keimbahn integriert war. Diese beiden heterozygoten Tiere bildeten die

Grundlage für die weitere Zucht.

7.1.12 Nachweis der Deletion des CCR2-Gens im Genom der knock-out-Tiere

Um nachzuweisen, daß in den knock-out-Tieren das CCR2-Gen tatsächlich aus dem Genom

durch homologe Rekombination entfernt worden war, wurde genomische DNA von Mäusen

mit den CCR2-Genotypen (+/+), (+/-) und (-/-) gewonnen. Die DNA wurde mit dem

Restriktionsenzym BamHI verdaut, im Agarosegel aufgetrennt, auf Membranen übertragen

und mit einer 5´-externen Sonde (vgl. 7.1.7) hybridisiert. Das entsprechende Autoradiogramm

ist in Abbildung 29 zu sehen:

Abbildung 29: Autoradiogramm der Hybridisierung von genomischer DNA mit einer 5´-
externen Sonde. Genomische, mit BamHI verdaute und im Agarosegel aufgetrennte DNAs von
CCR2(-/-)-, (+/-)- und (+/+)-Tieren zeigen nach Hybridisierung mit einer 5´-externen Sonde im
Autoradiogramm die erwarteten Banden bei 13 kb (KO) und 10 kb (WT). Dies zeigt, daß
homologe Rekombination in den ES-Zellen stattgefunden hatte (vgl. 7.1.7) und nach Mendel
weitervererbt wurde.

Wie zu erwarten war, ergab die Hybridisierung mit der 5´-externen Sonde Banden bei 13 kb

(KO) und 10 kb (WT). Bei heterozygoten Tieren sind beide Banden zu beobachten.

-/- +/- +/+

13 kb

10 kb
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7.1.13 Nachweis der Expression des Reportergens egfp

Um die Expression des Reportergens egfp nachzuweisen, wurde Blut von CCR2(-/-)- und

CCR2(+/+)-Tieren mit einem Durchflußcytometer (FACSCalibur, Becton-Dickinson)

untersucht. Die Erythrocyten wurden zuvor lysiert (FACS Lysis Solution, Becton-Dickinson).

Da bekannt ist, daß CCR2 auf Monocyten exprimiert wird, wurde die Expression von egfp in

der Monocyten-Subpopulation des Bluts untersucht, die mit Hilfe der Parameter Größe und

Granularität selektioniert („gegatet“) wurde. Abbildung 30 zeigt, daß Monocyten CCR2-

defizienter Mäuse fluoreszieren, während dies bei Wildtyp-Tieren nicht der Fall ist.

Abbildung 30: Histogramm der FACS-Analyse von Mausblut zum Nachweis der
Expression des egfp-Reportergens. Monocyten CCR2-defizienter Mäuse (KO) exprimieren
das Reportergen egfp, CCR2-Wildtyp-Mäuse (WT) hingegen nicht. Der Nachweis erfolgte nach
Anregung bei 488 nm über die Messung der Fluoreszenz bei 530 nm.

7.1.14 Erzeugen von CCR2(-/-)- kongenen Mausstämmen durch Rückkreuzungen

Bei den meisten existierenden Tiermodellen ist es notwendig, daß sie in bestimmten

Mausstämmen durchgeführt werden. Die geplanten Tiermodelle für die CCR2-knock-out-

Tiere dienen meist dem Studium von entzündlichen Erkrankungen und erfordern eine

definierte Immunantwort. Das ausgewählte SLE-Tiermodell kann beispielsweise nur im

MRL-Mausstamm durchgeführt werden. Ebenso erfordern andere Tiermodelle die

Verwendung von C57BL/6- oder BALB/c-Tieren, die jeweils entweder eine ausgeprägte TH1-

oder eine TH2-dominierte Immunantwort hervorbringen (Huang et al., 1997a; Huang et al.,

1997b).

egfp

Ereignisse

WT

KO
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Es ist daher notwendig, das mutierte CCR2-Allel über mehrere Generationen in die genannten

Stämme einzukreuzen, um kongene Stämme zu erzeugen. Das Rückkreuzen der Mutation

geschieht dadurch, daß jeweils CCR2-heterozygote Tiere für mindestens zehn Generationen

mit Wildtyp-Tieren der Zielstämme verpaart werden (Green, 1966).

Der gesamte genetische background der Tiere nähert sich zunehmend dem der Zielstämme an,

während die Mutation erhalten bleibt. Dies ist in Tabelle 8 dargestellt:

Tabelle 8: Zunehmender theoretischer Anteil des Zielstammgenoms am Gesamtgenom
mit der Anzahl der Rückkreuzungsgenerationen N

N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zielgenom [%] 50,00 75,00 87,50 93,75 96,88 98,44 99,22 99,61 99,80 99,90

Zum Zeitpunkt der Einreichung dieser Arbeit ist die Rückkreuzung in die verschiedenen

Mausstämme soweit fortgeschritten wie in Tabelle 9 dargestellt:

Tabelle 9: Beim Einreichen dieser Arbeit erreichte Generation der Rückkreuzung in die
genannten Mausstämme

Mausstamm BALB/c C57BL/6 MRL/MpJ

Rückkreuzungsgeneration 1 3 3

Die Rückkreuzung wird mindestens bis zur zehnten Generation fortgesetzt.
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7.2 Expression von MCP-1-Varianten in Pichia pastoris

In diesem Abschnitt werden die Herstellung von Pichia pastoris - Expressionsklonen für

verschiedene MCP-1-Varianten, die Expression und Aufreinigung dieser Proteine sowie die

Ergebnisse des funktionellen Migrationstests beschrieben. Das Ziel der Arbeiten war es, N-

terminal um acht Aminosäuren verkürzte Varianten von MCP-1 herzustellen und zu prüfen,

ob diese als Antagonisten eingesetzt werden können. Zudem sollte genügend funktionelles

MCP-1 hergestellt werden, um den Bedarf des Labors zu decken.

7.2.1 Herstellung der Expressionskonstrukte

Zunächst wurden die cDNA-Sequenzen von reifem humanem MCP-1 (GenBank: X14768)

und murinem MCP-1 (GenBank: M19681) mittels PCR aus im Labor vorhandenen cDNA-

Plasmiden amplifiziert. Abbildung 31 zeigt die Vorgehensweise:

Abbildung 31: Vorgehensweise beim Herstellen der MCP-1-Expressionskonstrukte. Per
PCR amplifizierte und modifizierte cDNA von MCP-1 wird mit Hilfe der in den Primer-
Überhängen enthaltenen Restriktionsschnittstellen in die multiple cloning site des
Expressionsvektors pPICZα A einkloniert. Zur Expressionskassette gehören außerdem
Sequenzen des α-Faktors zur Sekretion des Proteins, des c-myc-Epitops zur Detektion und
eines 6xHis-tags zur Aufreinigung. (Plasmidkarte entnommen aus dem Invitrogen-Hauptkatalog
1999).

PCRMCP-1
cDNA
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Der Vektor ermöglicht die Sezernierung des exprimierten Proteins in das Medium durch

Fusion mit dem α-Faktor aus Hefe. Beim Export aus der Zelle wirde der α-Faktor an der

Kex2-Signalsequenz abgespalten. Die Sequenz des Vektors an der Klonierungsstelle ist in

Abbildung 32 gezeigt:

GTA TCT CTC GAG AAA AGA GAG GCT GAA ... TTT CTA GAA CAA AAA

CAT AGA GAG CTC TTT TCT CTC CGA CTT ... AAA GAT CTT GTT TTT

Abbildung 32: Sequenz des Expressionsvektors pPICZαααα A an der multiple cloning site
(mcs). Die Sequenzen des α-Faktors aus Hefe und des myc-Epitops sind durch Pfeile markiert.
Restriktionsschnittstellen sind fett gedruckt und unterstrichen. Für den Einbau der cDNA-
Sequenzen wurden die Schnittstellen XhoI und XbaI benutzt, die auch in 5´-überhängenden
Primer-Sequenzen des PCR-Produkts enthalten sind (dicke Pfeile). Die Signalsequenz Kex2
markiert die Stelle, an der das mit dem α-Faktor fusionierte Protein beim Export aus der Zelle
abgespalten wird. Der 5´-Primer  wurde so entworfen, daß unmittelbar nach der Kex2-Sequenz
der Leserahmen mit der MCP-1-Sequenz fortgesetzt wird.

Die verwendeten Primer waren so konzipiert, daß sie jeweils in einem 5´-Überhang

Restriktionsschnittstellen für XhoI bzw. XbaI trugen, die den Einbau in den P. pastoris -

Expressionsvektor pPICZα A (Invitrogen) ermöglichten. Außerdem sorgten die Primer auch

für die gewünschte Deletion der ersten 24 Basenpaare und die Fortsetzung des MCP-1-

Leserahmens nach der Kex2-Sequenz zur Abspaltung des α-Faktors. Es wurden

Expressionskonstrukte für folgende Proteine hergestellt:

humanes MCP-1 und humanes MCP-1∆1-8

5´-überhängender primer

Kex2

myc-Epitop

mcs
EcoRI XbaIXhoI

α-Faktor

PCR-ProduktMCP-1 cDNA

5´-überhängende primer
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murines MCP-1 und murines MCP-1∆1-8

Abbildung 33 zeigt die Sequenzen aller vier Konstrukte im Bereich der Klonierungsstelle:

        Primer (vgl. 9.1)

hMCP-1 CTC GAG AAA AGA CAG CCA GAT GCA ... hmcp1fullfor

hMCP-1∆1-8 CTC GAG AAA AGA GTC ACC TGC TGT ... hmcp1delfor

mMCP-1 CTC GAG AAA AGA CAG CCA GAT GCA ... mmcp1fullfor

mMCP-1∆1-8 CTC GAG AAA AGA CTC ACC TGC TGC ... mmcp1delfor

Abbildung 33: Sequenzen der vier geplanten Konstrukte an der Klonierungsstelle (vgl.
Genbank M19681 und X14768). Die verwendete XhoI-Schnittstelle und das Kex2-Signal sind
gekennzeichnet. Die verwendeten 5´-Primer sind angegeben und als 3´-Primer wurden
mmcp1rev (Maus) und hmcp1rev (Mensch) verwendet (vgl. 9.1).

Alle Expressionskonstrukte wurden erfolgreich hergestellt. Die Konstrukte wurden durch

DNA-Sequenzierung mit Hilfe der Primer AOX-5 und AOX-3 (vgl. 9.1) überprüft und

enthielten keine Sequenzfehler.

7.2.2 Erzeugen von Pichia pastoris - Expressionsklonen

Mit allen vier Expressionskonstrukten wurden rekombinante P. pastoris - Klone erzeugt

(vgl. 6.8.1). Die stabile Integration der Konstrukte wurde per PCR mit Hilfe der Primer

AOX-5 und AOX-3  (vgl. 9.1) überprüft. Diese Primer amplifizierten wie erwartet das

integrierte Konstrukt und genomische Sequenzen am AOX1-Locus. Alle vier Konstrukte

waren stabil integriert und konnten zur Proteinexpression eingesetzt werden.

7.2.3 Expression und Aufreinigung der überexprimierten Proteine

Nach Anzucht der P. pastoris - Klone wurde die Expression der MCP-1-Derivate in 100 ml

Expressionsmedium mit Methanol induziert (vgl. 6.8.2.2). Nach 30 Stunden wurde der

Überstand gewonnen und die exprimierten Proteine durch Ni-NTA-

Affininitätschromatographie aufgereinigt (vgl. 6.8.3).

Abbildung 34 zeigt die Aufreinigung am Beispiel des humanen MCP-1 (hMCP-1):

XhoI Kex2

α-Faktor MCP-1-Sequenzen
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Abbildung 34: Das Coomassie-gefärbte Proteingel (18 %) zeigt die Aufreinigung des
exprimierten humanen MCP-1 (hMCP-1). Der Proteinstandard (Broad Range, BioRad)
wurde in Spur 1 aufgetragen. Die Markierungen auf der linken Seite geben die Größe in kd an.
Folgende Fraktionen sind aufgetragen: Spur 2: Überstand nach Inkubation mit Ni-NTA-
Agarose. Spur 3: Waschfraktion 1 Spur 4: Waschfraktion 2 mit 20 mM Imidazol. Spuren 5 -
10: Elutionsfraktionen 1 - 6 mit 200 mM Imidazol. Die durch Pfeile (rechts) markierten beiden
Banden sind vermutlich auf Unterschiede in der Glykosylierung zurückzuführen.

Es konnten nur die humanen Proteine hMCP-1 und hMCP-1∆1-8 exprimiert und in größerer

Menge aufgereinigt werden. Zwar wurden Expressionsklone für die murinen Proteine

mMCP-1 und mMCP-1∆1-8 identifiziert, in Expressionsexperimenten aber konnten keine

großen Mengen hergestellt werden. Nur in Western Blots konnten mit Hilfe eines Antikörpers,

der gegen das C-terminale myc-Epitop gerichtet war, geringe Mengen der Proteine

nachgewiesen werden. Vermutlich hatten die verwendeten Expressionsklone nicht erkannte

Sequenzfehler oder waren falsch rekombiniert. Die Versuche wurden deshalb nur mit den

humanen MCP-1-Derivaten durchgeführt.

Nach einer Dialyse gegen PBS wurde mit Hilfe eines kommerziellen human-MCP-1-ELISA

(Promocell) die Konzentration der exprimierten Proteine bestimmt. Da nicht bekannt war, ob

die im verwendeten ELISA-Kit verwendeten Antikörper auch das verkürzte Protein gleich gut

erkennen, wurden die Proteinkonzentrationen mittels Bradford-Assay bestimmt. Es ergab sich

eine Ausbeute von 1,5 mg hMCP-1 und 150 µg hMCP-1∆1-8 pro 100 ml-Ansatz.

Die Auftrennung des gereinigten hMCP-1 im 18 % Polyacrylamidgel ergab ein Muster aus

zwei Banden (ungefähr 14 kd und 18 kd). Da vermutet wurde, daß ein nur partiell
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prozessierter α-Faktor die Ursache für die 18 kd – Bande war, wurden beide hMCP-1-Banden

durch Prof. Dr. Friedrich Lottspeich vom Max-Planck-Institut für Biochemie, Martinsried

N-terminal ansequenziert. Es ergab sich, daß in beiden Banden ein Gemisch folgender

Aminosäuresequenzen vorhanden war:

Sequenz 1: QPDAINA...

Sequenz 2:   DAINA...

Dies entspricht der reifen bzw. um 2 Aminosäuren verkürzten Sequenz des reifen MCP-1. Der

Größenunterschied war also nicht auf eine unvollständige Abspaltung des α-Faktors, sondern

vermutlich auf Glykosylierungsunterschiede zurückzuführen (F. Lottspeich, persönliche

Mitteilung). Die Sequenz von hMCP-1∆1-8 konnte im Rahmen der Arbeit nicht mehr

bestimmt werden.

7.2.4 Funktionelle Analyse der Proteine im Chemotaxis-Migrationsassay

Um zu testen, ob hMCP-1∆1-8 im Vergleich zum Agonisten hMCP-1 antagonistische

Wirkung hat, wurde ein Chemotaxis-Transmigrationsassay mit Zellen der humanen

Monocyten-Zellinie Mono Mac 6 (Ziegler-Heitbrock et al., 1988) durchgeführt (vgl. 6.8.4).
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Abbildung 35: Transmigrationsassay zur Quantifizierung der chemotaktischen Funktion
des in Pichia pastoris exprimierten hMCP-1. Aufgetragen sind die migrierten Zellen und der
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errechnete Migrationsindex (MI) gegenüber der Konzentration der eingesetzten Chemokine.
Die Werte ergaben sich aus Doppelbestimmungen. Für die mit Standard markierten Werte
wurde gekauftes hMCP-1 (PeproTech) verwendet. Es ist zu erkennen, daß das selbst
exprimierte Chemokin chemotaktische Aktivität in Abhängigkeit von der Konzentration zeigt.

Zunächst wurde getestet, ob das exprimierte hMCP-1 chemotaktisch wirkt. Hierzu wurde

gemessen, wieviele Zellen in einem Transmigrationsassay (vgl. Abbildung 4) ins untere well

mit dem Chemokin migriert waren. Als Migrationsindex (MI) wurde der Quotient von

migrierten Zellen mit Chemokin zu migrierten Zellen ohne Chemokin bestimmt (vgl. 6.8.4).

In Abbildung 35 ist zu sehen, daß das selbst hergestellte hMCP-1 eine deutliche

chemotaktische Wirkung zeigt, die allerdings nicht so ausgeprägt ist wie die der gekauften

Kontrolle.

Als nächstes wurde versucht, eine Dosis-Wirkungskurve von selbst exprimiertem hMCP-1 in

einem breiteren Konzentrationsbereich zu ermitteln. Gleichzeitig wurde untersucht, ob der

mögliche Antagonist hMCP-1∆1-8 selbst auch chemotaktische Wirkung hatte. Bei den

untersuchten Konzentrationen 10 ng/ml, 1,0 µg/ml und 10 µg/ml war diese im Vergleich mit

jeweils gleichen Konzentrationen von hMCP-1 gering. Dies ist in Abbildung 36 zu sehen:
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Abbildung 36: Transmigrationsassay zur weiteren Quantifizierung der chemotaktischen
Wirkung der in Pichia pastoris exprimierten Proteine hMCP-1 und hMCP-1∆∆∆∆1-8.
Aufgetragen sind die migrierten Zellen und der errechnete Migrationsindex (MI) gegenüber der
Konzentration der eingesetzten Chemokine. Die Werte ergaben sich aus Doppelbestimmungen.
Für die mit Standard markierten Werte wurde gekauftes hMCP-1 (PeproTech) verwendet. Es ist
zu erkennen, daß das selbst exprimierte Chemokin hMCP-1 chemotaktische Aktivität in
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Abhängigkeit von der Konzentration zeigt. In gleicher Konzentration eingesetztes hMCP-1∆∆∆∆1-8
zeigte sehr wenig chemotaktische Aktivität.

Um zu untersuchen, ob hMCP-1∆1-8 tatsächlich antagonistische Wirkung hat, wurde es in

einer Reihe von Experimenten zusammen mit hMCP-1 getestet. Hierbei wurde hMCP-1∆1-8

entweder mit Beginn des Experimentes zusammen mit hMCP-1 in das untere well gegeben

(ohne Vorinkubation) oder 10 min vor Beginn des eigentlichen Transmigrationsassays zu den

Zellen in das obere well gegeben (mit Vorinkubation). Sowohl bei den Versuchen mit

Vorinkubation, als auch bei denen ohne Vorinkubation, wurde eine leichte Reduzierung des

Migrationsindex bei Anwesenheit von hMCP-1 festgestellt. Dies ist in Abbildung 37

dargestellt:
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Abbildung 37: Transmigrationsassay zur Untersuchung, ob hMCP-1∆∆∆∆1-8 antagonistische
Eigenschaften hat. Aufgetragen sind die migrierten Zellen und der errechnete Migrationsindex
(MI) gegenüber der Konzentration der eingesetzten Chemokine. Die Werte ergaben sich aus
Doppelbestimmungen. Für die mit Standard markierten Werte wurde gekauftes hMCP-1
(PeproTech) verwendet. Bei Experimenten mit Vorinkubation (VI) wurde der Antagonist bzw.
die entsprechende Menge Lösungsmittel (PBS) für 10 min mit den Zellen inkubiert, bevor die
Migration gestartet wurde. Es ist zu erkennen, daß das selbst exprimierte Chemokin
hMCP-1∆∆∆∆1-8 eine leichte antagonistische Aktivität in Abhängigkeit von der Konzentration
zeigt. hMCP-1∆∆∆∆1-8 allein zeigt keine chemotaktische Wirkung.
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7.3 Untersuchungen zur Expression von Chemokinen und
Chemokinrezeptoren im MRL(lpr/lpr)-Mausmodell für
Lupusnephritis

Die in diesem Abschnitt behandelten Experimente und Ergebnisse sollten der Fragestellung

dienen, welche Rolle Chemokine und Chemokinrezeptoren bei der Entstehung und

Etablierung der Lupusnephritis im MRL(lpr/lpr)-Mausmodell spielen. Die Einkreuzung des

CCR2-Null-Allels in den MRL-Mausstamm wird es zukünftig ermöglichen, die Rolle von

CCR2 bei der Pathogenese der Lupusnephritis zu untersuchen.

Das MRL(lpr/lpr)-Tiermodell ist gut charakterisiert und es ist bekannt, daß sich in diesen

Tieren spontan ab einem Alter von ungefähr acht Wochen eine Lupusnephritis entwickelt

(Cohen and Eisenberg, 1991; Diaz Gallo et al., 1992; Takahashi et al., 1991). Der Verlauf der

Nierenschädigung wurde deshalb biochemisch und morphologisch im Zeitraum von 6 bis 20

Wochen nach der Geburt charakterisiert. Die Expression von Chemokinen und

Chemokinrezeptoren wurde im gleichen Zeitraum überwacht, um deren Rolle bei der

Entstehung und dem Fortschritt der Lupusnephritis einordnen zu können.

Hierzu wurden Gruppen aus 3 - 6 weiblichen MRL(lpr/lpr)-Tieren und MRL-Tieren als

Kontrolle gebildet und im Alter von 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 und 20 Wochen getötet und

untersucht.

7.3.1 Biochemische Parameter zeigen den Verlauf der Lupusnephritis in MRL(lpr/lpr)-
Mäusen

Wie in Abbildung 38 zu sehen ist, steigen die Konzentrationen zirkulierender

Immunkomplexe (Abbildung 38A) und von Anti-DNA-Antikörpern (Abbildung 38B) im

Plasma von MRL(lpr/lpr)-Tieren im Vergleich zum Plasma von MRL-Kontrolltieren im

untersuchten Zeitraum deutlich an. Die Nierenfunktion bei MRL(lpr/lpr)-Tieren war ab der

12. Lebenswoche beeinträchtigt, wie der Verlauf der Proteinurie (Abbildung 38C) und der

Blutharnstoffwerte (Abbildung 38D) zeigt. In den MRL-Kontrollgruppen gab es kaum

Veränderungen.
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Abbildung 38: Zeitverlauf diagnostischer
Parameter für Lupusnephritis in
MRL(lpr/lpr) (Lupus) und MRL-Tieren
(Kontrolle). A Zirkulierende
Immunkomplexe, bestimmt durch ELISA in
Plasmaproben, angegeben in mg/ml. B Anti-
DNA Antikörper, bestimmt durch ELISA in
Plasmaproben, angegeben in µg/ml. C
Proteinurie, bestimmt mit der Bradford-
Methode in Urinproben, angegeben als
Verhältnis von Protein zu Creatinin im Urin in
µg/mg. D Blutharnstoff, bestimmt durch die
Urease/GIDH-Methode in Plasmaproben,
angegeben in mg/dl. E Histologische
Nierenschäden, gemessen als Aktivitätsindex.
Die Werte sind als Mittelwerte±
Standardabweichung von 3-6 Tieren/Gruppe
angegeben. * markiert p < 0.05 gegenüber der
Kontrollgruppe (vgl. 6.9.7).
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7.3.2 MRL(lpr/lpr)-Mäuse zeigen histologisch sichtbare strukturelle Nierenschäden

Die histologischen Schäden, die durch den sogenannten Aktivitätsindex (vgl. 6.9.3)

beschrieben wurden, nahmen bei MRL(lpr/lpr)-Mäusen im Vergleich zu den Kontrolltieren ab

der 12. Lebenswoche deutlich zu, wie in Abbildung 38E zu sehen ist.

In der lichtmikroskopischen Untersuchung von mit Hämatoxilin und Eosin gefärbten

Nierenschnitten war bereits ab dem Alter von 10 Wochen bei MRL(lpr/lpr)-Tieren eine

Schädigung der Niere sichtbar. Abbildung 39 zeigt repräsentative Aufnahmen von

Nierenschnitten aus MRL(lpr/lpr)-Mäusen im Alter von 8 bis 14 Wochen. Die histologisch

erkennbaren Schäden umfassten Vergrößerung und Hyperzellularität der Glomeruli, Zunahme

der mesangialen Matrix und Infiltration von Leukocyten. Ein starkes interstitielles

mononukleäres Infiltrat wurde hauptsächlich im Cortex und der Medulla der Nieren

beobachtet. Zu späteren Zeitpunkten kam es  auch zu fibrotischen Gewebeschäden.

A B 

C D 

Abbildung 39: Zunahme des Gewebeschadens bei MRL(lpr/lpr)-Mäusen. Die
lichtmikroskopische Aufnahme (400 x) von mit Hämatoxilin und Eosin gefärbten
Nierenschnitten zeigt den gesunden Zustand bei Tieren im Alter von A 8 Wochen und die
zunehmende Schädigung mit gleichzeitiger Zellinfiltration im Alter von B 10 Wochen, C 12
Wochen und D 14 Wochen. Es ist jeweils ein Glomerulus im Blickfeld.

Die Ablagerung von Immunkomplexen wurde lichtmikroskopisch nach Anfärbung mit FITC-

konjugierten Kaninchen-anti-Maus-Ig(G+M)-Antikörpern untersucht. Wie in Abbildung 40 zu

sehen ist, waren bei MRL(lpr/lpr)-Mäusen bereits im Alter von 10 Wochen massive
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Ablagerungen von Immunkomplexen nachweisbar, während dies bei Tieren im Alter von

8 Wochen noch nicht erkennbar war.

A  B  

Abbildung 40: Ablagerung von Immunkomplexen in Nieren von MRL(lpr/lpr)-Mäusen.
Lichmikroskopische Aufnahme (200 x) von mit FITC-konjugierten Kaninchen-anti-Maus-
Ig(G+M) Antikörpern gefärbten 4 µm Nierenschnitten. Teilbild A zeigt die glomeruläre
Ablagerung von Immunkomplexen bei einem Tier im Alter von 10 Wochen im Gegensatz zu B
einem Tier im Alter von 8 Wochen.

Weiterhin wurden an Nierenschnitten von MRL(lpr/lpr)-Mäusen und Kontrolltieren

Untersuchungen mit Hilfe eines Transmissions-Elektronenmikroskops durchgeführt. In

Abbildung 41B sind elektronendichte Ablagerungen von Immunkomplexen im Mesangium

und subendothelial im Glomerulus zu erkennen.

Abbildung 41: Ablagerung von Immunkomplexen in Nieren von MRL(lpr/lpr)-Mäusen.
Die elektronenmikroskopische Aufnahme (9900 x) zeigt in B bei MRL(lpr/lpr)-Tieren im Alter
von 10 Wochen die Ablagerung von elektronendichteren Immunkomplexen (Pfeile). Teilbild A
zeigt die Situation bei Tieren im Alter von 8 Wochen.

Ebenfalls zu sehen sind hyperzelluläre Glomeruli und die Expansion der mesangialen Matrix.

Tiere im Alter von 8 Wochen zeigten keine pathologischen Veränderungen (Abbildung 41A).

A B
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7.3.3 Die Expression von RANTES und MCP-1 in den Nieren von MRL(lpr/lpr)-
Mäusen ist erhöht

Die Expression von Chemokinen in Nieren von MRL(lpr/lpr)- und MRL-Kontrolltieren wurde

mit Hilfe von multiprobe RNase protection assays untersucht. Wie Abbildung 42 zeigt,

steigen die mRNA-Spiegel für die Chemokine RANTES, MCP-1, MIP-1β und IP-10 in

MRL(lpr/lpr)-Tieren ab einem Alter von 8 Wochen deutlich an, während die Expression

dieser Chemokine bei Kontrolltieren im gleichen Zeitraum unverändert blieb.
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Abbildung 42: Zeitverlauf der Expression von Chemokinen in der Niere von MRL- und
MRL(lpr/lpr)-Mäusen. A Insgesamt 20 µg RNA aus den Nieren entsprechender Tiere wurden
in einem multiprobe RNase protection assay (mCK-5, Pharmingen) eingesetzt. Die Proben
wurden in Gruppen geordnet nach dem Probenzeitpunkt aufgetragen, die durch eine leere Spur
getrennt sind. Die jeweils linke Spur einer Gruppe entspricht dem MRL-Kontrolltier (M),
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während die jeweils nächsten drei Spuren den MRL(lpr/lpr)-Tieren (ML) entsprechen. Eine
Spur mit 20 µg tRNA (T) diente als negative Kontrolle. Es ist zu sehen, daß die Expression der
Chemokine RANTES, MIP-1β, IP-10 und MCP-1 im beobachteten Zeitraum anstieg. Die
Signale, die den Chemokinen und den housekeeper-Genen GAPDH und L32 entsprechen,
wurden im Phosphor-Imager densitometrisch quantifiziert. Der Verlauf der mRNA-
Konzentration von RANTES und MCP-1 wurde auf GAPDH normalisiert und ist in Teilbild B
bzw. C graphisch dargestellt.

Da ein lange bekannter Polymorphismus im IP-10-Gen der Maus bei dem verwendeten

mCK-5 RPA multiprobe Kit von Pharmingen zu falschen Ergebnissen führen kann

(Hallensleben et al., 2000; Luckow et al., 2000), wurden die Expression von IP-10 in einem

Versuch mit einem einzelnen template bestätigt.

Um die Expression der Chemokine MCP-1 und RANTES zu lokalisieren, wurden

Nierenschnitte von 14 Wochen alten Tieren in situ mit RNA-Sonden hybridisiert. Es zeigte

sich, daß mRNA für MCP-1 (Abbildung 43D) und RANTES (Abbildung 44D) in den

Glomeruli und im Tubulusinterstitium vorhanden ist. In den Kontrolltieren (Abbildung 43C

bzw. Abbildung 44C) sind deren mRNAs nur schwach nachweisbar.

MCP-1    MRL MRL(lpr/lpr)

IHC

A B 

ISH

C D 
Abbildung 43: Expression von MCP-1 in Nierengewebe in lichtmikroskopischen
Aufnahmen (400 x) von MRL- (linke Spalte) und MRL(lpr/lpr)-Mäusen (rechte Spalte)
im Alter von 14 Wochen. MCP-1 wurde in MRL(lpr/lpr)-Tieren auf Proteinebene B durch
immunhistochemische Färbung (IHC) und auf mRNA-Ebene D durch in situ - Hybridisierung
(ISH) nachgewiesen (Pfeile).
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Zum Nachweis auf Proteinebene wurden Nierenschnitte zuerst mit spezifischen Kaninchen-

Antiseren und dann mit Peroxidase-konjugierten Ziegen-anti-Kaninchen-Antikörpern gefärbt.

Entsprechend zu den Ergebnissen der in situ - Hybridisierungen konnte sowohl MCP-1

(Abbildung 43B) als auch RANTES (Abbildung 44B) in den Glomeruli und im Mesangium

der Nieren von MRL(lpr/lpr)-Mäusen nachgewiesen werden, während dies in den

Kontrolltieren (Abbildung 43A und Abbildung 44A) nicht der Fall war. In glomerulären

Bereichen mit mononukleärem Zellinfiltrat waren jeweils erhöhte Mengen dieser Chemokine

nachweisbar. Gelegentlich waren die beiden Chemokine auch im tubulären Bürstensaum und

im Tubuluslumen vorhanden (hier nicht gezeigt).

RANTES    MRL MRL(lpr/lpr)

IHC

A B 

ISH

C D 
Abbildung 44: Expression von RANTES in Nierengewebe in lichtmikroskopischen
Aufnahmen (400 x) von MRL- (linke Spalte) und MRL(lpr/lpr)-Mäusen (rechte Spalte)
im Alter von 14 Wochen. RANTES wurde in MRL(lpr/lpr)-Tieren auf Proteinebene B durch
immunhistochemische Färbung (IHC) und auf mRNA-Ebene D durch in situ - Hybridisierung
(ISH) nachgewiesen (Pfeile).

7.3.4 Die Expression der Chemokinrezeptoren CCR2 und CCR5 ist in den Nieren von
MRL(lpr/lpr)-Mäusen erhöht

Mit Hilfe des multiprobe mCR-5 RPA-Kits der Firma Pharmingen wurde die Expression von

Chemokinrezeptoren in der Niere von MRL(lpr/lpr)-Mäusen und MRL-Kontrolltieren auf

mRNA-Ebene untersucht. Wie in Abbildung 45 zu sehen ist, war die Expression von CCR2

und CCR5 in den MRL(lpr/lpr)-Tieren ab der 12. Lebenswoche gegenüber den Kontrolltieren
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deutlich erhöht und stieg bis zum Ende des Beobachtungszeitraums in der 16. Lebenswoche

weiter an. Die Expression des Chemokinrezeptors CCR1 war in beiden Gruppen erhöht,

änderte sich aber während des gesamten beobachteten Zeitraumes nicht.
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Abbildung 45: Zeitverlauf der Expression von Chemokinenrezeptoren in der Niere von
MRL- und MRL(lpr/lpr)-Mäusen. A Insgesamt 50 µg RNA aus den Nieren entsprechender
Tiere wurden in einem multiprobe RNase protection assay (mCR-5, Pharmingen) eingesetzt.
Die Proben wurden in Gruppen geordnet nach dem Probenzeitpunkt aufgetragen, getrennt durch
eine leere Spur. Die jeweils linke Spur einer Gruppe entspricht dem MRL-Kontrolltier (M),
während die jeweils nächsten drei Spuren den MRL(lpr/lpr)-Tieren (ML) entsprechen. Eine
Spur mit 20 µg tRNA (T) diente als negative Kontrolle. Bei drei Spuren der 16. Woche wurden
aus Versehen Sonden eines anderen template sets pipettiert. Diese Spuren sind mit (F) markiert.
Es ist zu sehen, daß die Expression der Chemokinrezeptoren CCR2 und CCR5 im beobachteten
Zeitraum bei MRL(lpr/lpr)-Tieren gegenüber Kontrolltieren anstieg, während CCR1 während
dieses Zeitraums gleich stark exprimiert wurde. Die Signale, die den Chemokinerezeptoren und
den housekeeper-Genen GAPDH und L32 entsprechen, wurden im Phosphor-Imager
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densitometrisch quantifiziert. Der Verlauf der mRNA-Konzentration von CCR2 und CCR5
wurde auf GAPDH normalisiert und ist in Teilbild B bzw. C graphisch dargestellt.

Um die Expression der Rezeptoren CCR2 und CCR5 zu lokalisieren, wurden Nierenschnitte

von MRL(lpr/lpr)-Tieren und von MRL-Kontrolltieren im Alter von 14 Wochen in situ mit

spezifischen RNA-Sonden hybridisiert. Wie in Abbildung 46 gezeigt ist, wurden geringe

Mengen von mRNA für CCR2 und CCR5 im Tubulusinterstitium von MRL(lpr/lpr)-Mäusen

nachgewiesen. Sie trat dort auf, wo auch Zellinfiltration beobachtet wurde. Auf residenten

Zellen im Tubulus oder Glomerulus wurde keine Expression dieser Rezeptoren gefunden.

A B 

Abbildung 46: Nachweis der mRNA von CCR5 und CCR2 in Nierengewebe von
MRL(lpr/lpr)-Mäusen im Alter von 14 Wochen (lichtmikroskopische Aufnahmen, 600x).
Teilbild A zeigt Signale für CCR2 und Teilbild B zeigt Signale für CCR5 nach in situ -
Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden (vgl. 6.9.5).

7.3.5 Die Expression proinflammatorischer Cytokine ist in den Nieren von
MRL(lpr/lpr)-Mäusen erhöht

Um die Rolle proinflammatorischer Cytokine bei der Entwicklung der Lupusnephritis zu

untersuchen, wurde RNA von MRL(lpr/lpr)-Tieren und von MRL-Kontrolltieren mit Hilfe der

multiprobe RPA-Kits mCK-2b und mCK-3 der Firma Pharmingen im RNase protection assay

untersucht.

Wie in Abbildung 47 zu sehen ist, waren in den Nieren von MRL(lpr/lpr)-Mäusen ab der 14.

Lebenswoche erhöhte mRNA-Spiegel von IL-1ß und dessen Rezeptor IL-1Ra zu finden.

Zudem zeigten solche Tiere ab diesem Alter auch erhöhte Expression von LTß, TNF-α , IFN-

γ  und IFN-ß. In den MRL-Kontrollgruppen waren diese Cytokine nicht nachweisbar.
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Abbildung 47: Verlauf der Expression von Cytokinen in den Nieren von MRL- und
MRL(lpr/lpr)-Mäusen. 20 µg Nieren-RNA wurden in einem multiprobe RNase protection assay
(A mCK-3, B mCK-2b, Pharmingen) eingesetzt. Die Proben wurden geordnet nach dem
Probenzeitpunkt aufgetragen, getrennt durch eine leere Spur. Die jeweils linke Spur entspricht dem
MRL-Kontrolltier (M), während die jeweils nächsten drei Spuren den MRL(lpr/lpr)-Tieren (ML)
entsprechen. 20 µg tRNA (T) diente als negative Kontrolle. Es ist zu sehen, daß die Expression B
der Cytokine IL-1β und IGIF und des IL-1β-Rezeptors IL-1Ra ab der 12. Woche bei MRL(lpr/lpr)-
und A der Cytokine LT-β, TNF-α, IFN-γ und IFN-β bei MRL(lpr/lpr)- gegenüber MRL-Tieren
anstieg. Banden, die nicht zugeordnet werden konnten, sind mit einem Fragezeichen markiert.
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Die Expression beider Isoformen von TGF-ß stieg im beobachteten Zeitraum sowohl bei

MRL(lpr/lpr)-Mäusen als auch bei den MRL-Kontrolltieren an.

7.3.6 Einkreuzen der CCR2-Deletion in den MRL/MpJ-Stamm

Da die oben gezeigten Ergebnisse eine Beteiligung von MCP-1 bzw. CCR2 an der Entstehung

und Etablierung der Lupusnephritis im MRL(lpr/lpr)-Modell vermuten lassen, wurden

heterozygote CCR2-knock-out-Mäuse mit MRL/MpJ-Tieren (Jackson Laboratories) verpaart,

um das CCR2-Null-Allel in diesen Stamm einzukreuzen. Diese Rückkreuzungen (vgl. 7.1.14)

sollen für 10 Generationen fortgesetzt werden, um eine kongene Mauslinie zu erhalten.

CCR2(-/-) - kongene MRL-Mäuse werden dann mit MRL(lpr/lpr)-Mäusen verpaart, um MRL-

Tiere mit dem Genotyp (fas: lpr/lpr; CCR2: -/-) zu erhalten.
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8 DISKUSSION

Das Chemokin MCP-1 ist bei entzündlichen Erkrankungen für die Infiltration des betroffenen

Gewebes durch Monocyten verantwortlich. Der MCP-1-Rezeptor CCR2 wird auf den

Zielzellen exprimiert und vermittelt die spezifische Wirkung, nämlich die Migration der

Monocyten von der Blutbahn in das Gewebe entlang des Konzentrationsgradienten von

MCP-1.

Im entzündeten Gewebe haben diese Zellen dann als Makrophagen die Aufgabe, durch

Phagocytose Entzündungsursachen wie Mikroorganismen, Immunkomplexe oder

abgestorbene Zellen zu beseitigen und zu prozessieren. Als professionelle

antigenpräsentierende Zellen (APC) präsentieren Makrophagen mit Hilfe von MHC-Klasse-II-

Molekülen diese prozessierten Proteine den T-Helfer-Lymphocyten. Darüber hinaus sind sie

sekretorisch äußerst aktiv und erfüllen deshalb durch die Produktion von Cytokinen wie IL-1,

IL-6 und TNF-α - aber auch TGF-β - immunregulatorische Aufgaben.

Bei einer dauerhaften Aktivierung der Makrophagen während chronischer Entzündungen

kommt es jedoch zu einer Schädigung und einem mit Fibrose verbundenem Umbau des

betroffenen Gewebes. Es stellt sich die Frage, ob es bei chronischen Entzündungen oder

Autoimmunerkrankungen nicht sinnvoll wäre, die Einwanderung von Makrophagen in die

entzündeten Gewebe zu verhindern oder zumindest zu reduzieren.

Die Deletion des MCP-1-Rezeptors CCR2 in der Maus könnte ein Weg sein, dies zu

untersuchen. Die Auswirkungen eines solchen CCR2-knock-outs kann dann in Mausmodellen

entzündlicher Krankheiten studiert werden.

Eine andere Möglichkeit wäre der Einsatz von MCP-1-Antagonisten wie z.B. MCP-1∆1-8,

einem N-terminal um Aminosäuren verkürzten MCP-1, dessen antagonistische Wirksamkeit

beschrieben wurde.

Ein geeignetes Tiermodell für beide Vorgehensweisen ist das MRL(lpr/lpr)-Mausmodell für

Systemischen Lupus Erythematodes (SLE). Bei der auftretenden Lupusnephritis wurde die

Beteiligung von MCP-1 mehrfach gezeigt. Beim Einsatz eines MCP-1-Antagonisten oder von

CCR2-defizienten Tieren sollte deshalb eine Verbesserung des Krankheitsverlaufs eintreten.
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8.1 Mäuse mit einer Deletion des CCR2-Gens und ihr Nutzen für
die Wissenschaft

8.1.1 Die erzeugten CCR2-knock-out-Mäuse entwickeln sich normal und sind gesund

Um die Auswirkungen einer Deletion des CCR2-Gens bei entzündlichen Erkrankungen in

vivo studieren zu können, wurde dieses Gen durch homologe Rekombination in embryonalen

Stammzellen der Maus deletiert (vgl. 7.1). Die entstandenen CCR2-knock-out-Mäuse

entwickelten sich normal und zeigten eine Vererbung der Deletion nach Mendel. Im gesunden

Zustand waren bislang noch keine Defekte erkennbar.

Die Verwendung dieser Tiere in einer Vielzahl von Tiermodellen entzündlicher Erkrankungen

war geplant, im Rahmen dieser Arbeit aber leider nicht mehr möglich. Im Laufe dieser Arbeit

gelang es drei anderen Arbeitsgruppen ebenfalls, CCR2-defiziente Mäuse zu erzeugen und in

einer Reihe von pathophysiologischen Situationen zu untersuchen. Deshalb kann der

Phänotyp der CCR2-Deletion anhand der Ergebnisse dieser Autoren diskutiert werden.

8.1.2 Gründe für die Herstellung eigener CCR2-knock-out-Mäuse

Im Jahr 1997 wurde die erste Arbeit über die Herstellung CCR2-defizienter Mäuse publiziert

(Boring et al., 1997). Kurz darauf folgten noch zwei Arbeiten anderer Gruppen (Kurihara et

al., 1997; Kuziel et al., 1997).

Aus mehreren Gründen wurde beschlossen, trotzdem mit der Herstellung eigener CCR2-

knock-out-Mäuse fortzufahren.

Für die geplante Herstellung CCR2-/CCR5-doppeltdefizienter Mäuse war die Herstellung

eines CCR2-targeting-Konstrukts und das folgende gene targeting ohnehin notwendig. Die

Herstellung von Chimären war notwendig, um die Keimbahngängigkeit der rekombinierten

ES-Zellen zu testen, bevor diese für die zweite homologe Rekombination mit dem CCR5-

Konstrukt verwendet werden.

Die angewandte Strategie versprach gegenüber den Strategien der anderen Autoren gewisse

Vorteile. Der Einbau eines egfp-Reportergens unter der Kontrolle des CCR2-Promotors

erlaubt die Visualisierung der CCR2-Expression. Hierfür sind keine aufwendigen

histochemischen Verfahren notwendig, es genügt ein Fluoreszenzmikroskop. Blutzellen oder
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Zellsuspensionen können sogar durch fluoreszenzaktivierte Durchflußcytometrie analysiert

werden, wie in 7.1.13. gezeigt wurde.

Der Einbau von loxP-Sequenzen flankierend zur neo-Selektionskassette erlaubt deren

Entfernung durch Cre-vermittelte Rekombination. Dies wird im Zusammenhang mit dem

Reportergen von Vorteil sein, da es denkbar ist, daß der starke PGK-Promotor Einfluß auf die

Expression von egfp hat. Die Cre-vermittelte Rekombination wurde nicht in vitro in den ES-

Zellen durchgeführt, da die Zeit knapp war und befürchtet wurde, daß diese zusätzliche

Maßnahme die Chancen auf eine Keimbahntransmission verschlechtern würde. Durch

Kreuzen mit geeigneten Cre-exprimierenden, sogenannten Deleter-Mauslinien kann die neo-

Kassette jedoch auch nachträglich in vivo entfernt werden.

Die Herstellung eigener CCR2-knock-out-Mäuse ermöglicht deren Verwendung in beliebigen

Tiermodellen. Wären diese Tiere bei anderen Arbeitsgruppen beschafft worden, unterläge ihre

Verwendung verständlicherweise Einschränkungen, die ein sinnvolles Arbeiten erschweren

würden.

8.1.3 Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen mit CCR2-knock-out-Mäusen

In den Arbeitsgruppen von Israel Charo, Rodrigo Bravo und Nobuyo Maeda wurden 1997 in

kurzer Folge CCR2-defiziente Mäuse erzeugt. Diese Tiere entwickelten sich normal und

waren gesund. Es war nicht überraschend, daß sich Defekte bei der Rekrutierung von

Monocyten in Thioglycolat-induzierter Peritonitis (Boring et al., 1997; Kurihara et al., 1997;

Kuziel et al., 1997) zeigten. Dieser Defekt verhinderte auch die Beseitigung einer Infektion

mit Listeria monocytogenes (Kurihara et al., 1997).

Die Anzahl und Größe der gebildeten Granulome nach Stimulation mit PPD (purified protein

derivative aus Mycobacterium bovis) in der Lunge (Boring et al., 1997) oder nach Injektion

von β-Glucan in der Leber (Kuziel et al., 1997) ist bei CCR2-defizienten Mäusen deutlich

reduziert. Dies war ebenfalls nach Stimulation mit Antigenen der Eier von Schistosoma

mansoni der Fall, wo gleichzeitig die Expression der CCR2-Liganden MCP-1, MCP-3 und

MCP-5 deutlich erhöht war (Warmington et al., 1999).

In einem Infektionsmodell mit Cryptococcus neoformans war die Rekrutierung von

Monocyten und damit die Beseitigung der eingekapselten Erreger in der Lunge bei CCR2-

defizienten Tieren deutlich verlangsamt (Traynor et al., 2000). Hierzu paßt, daß die
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gemessenen Cytokinprofile bei diesem Experiment eine Verschiebung von der erforderlichen

TH1-dominierten zellulären Immunantwort in Richtung einer TH2-dominierten Antwort

zeigten. Auch in anderen Arbeiten wurde eine solche Verschiebung beobachtet (Andres et al.,

2000; Boring et al., 1997; Sato et al., 1999). In diesem Zusammenhang ist interessant, daß die

Lokalisation von Langerhans-Zellen und dendritischen Zellen von CCR2 abhängig ist, wie in

einer weiteren Arbeit mit CCR2-defizienten Mäusen gezeigt wurde (Sato et al., 2000).

Bei einer durch Influenza A – Viren ausgelösten Lungenentzündung hatten CCR2-defiziente

Mäuse eine höhere Überlebensrate gegenüber Wildtyptieren, obwohl sie 10- bis 100-fach

höhere Virustiter aufwiesen (Dawson et al., 2000).

In einem mit Aspergillus fumigatus induzierten Modell einer allergischen Lungenreaktion

zeigte sich bei CCR2-knock-out-Mäusen eine deutliche Verschlechterung gegenüber Wildtyp-

Tieren (Blease et al., 2000), was eine immunmodulatorische Rolle von CCR2 bei diesem

Keim vermuten lässt. In einem anderen allergischen Asthma-Modell hingegen zeigten sich

keine Unterschiede zwischen CCR2-defizienten- und Wildtyp-Mäusen (MacLean et al.,

2000).

In einem dritten, durch Schaben-Antigene induzierten allergischen Asthma-Modell hingegen

war die bronchiale Hyperreaktivität deutlich vermindert (Campbell et al., 1998). Dies legt

nahe, daß die Rolle von MCP-1/CCR2 bei solchen allergischen Reaktionen stark vom Antigen

abhängig ist.

In Modellen für Arteriosklerose mit ApoE-defizienten Mäusen zeigte sich, daß die Läsionen

in CCR2-knock-out-Tieren deutlich reduziert waren, was für eine Beteiligung von CCR2 und

MCP-1 bei der Entstehung dieser Krankheit spricht (Boring et al., 1998; Dawson et al., 1999).

In einem Angiotensin-induzierten Hypertonie-Modell fand bei CCR2-defizienten die sonst

vorhandene Infiltration von Makrophagen in die Arterienwände Tieren nicht statt (Bush et al.,

2000).

In zwei unabhängigen Arbeiten waren CCR2-defiziente Tiere resistent gegen die Ausbildung

von EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis) (Fife et al., 2000; Izikson et al.,

2000), was durch fehlende Makrophageninfiltration und Demyelinierung erklärt wurde.

Die Rolle von CCR2 bei der Hämatopoese wurde in einer Arbeit untersucht, bei der die

Vorläuferzellen im Knochenmark bei CCR2-defizienten Tieren eine gesteigerte Proliferation,

aber auch eine erhöhte Apoptoserate aufwiesen (Reid et al., 1999).
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8.1.4 Was von CCR2-defizienten Mäusen gelernt werden kann

Die von anderen Gruppen publizierten Auswirkungen einer Deletion des CCR2-Gens in

Mäusen zeigen, daß diese sowohl positive als auch negative Auswirkungen auf den Verlauf

verschiedener Krankheiten haben kann. Die Beeinflussung des Gleichgewichts von TH1/TH2-

dominierter Immunantwort spielt dabei sicherlich eine große Rolle. Dies muß bei

therapeutischen Eingriffen in das MCP-1- / CCR2-System bedacht werden.

Bei Krankheiten, die eine schnelle und effiziente Bekämpfung von Erregern durch

Makrophagen erfordern, scheinen CCR2-knock-out-Tiere einen gewissen Nachteil zu haben,

da bei ihnen nicht genügend Makrophagen rekrutiert werden können. Die residenten

Makrophagen scheinen trotzdem aktiviert werden zu können.

Bei chronisch entzündlichen Erkrankungen jedoch, bei denen die infiltrierenden Makrophagen

dauerhaft aktiviert sind und zur Gewebeschädigung führen, scheint das Fehlen von MCP-1

und damit eine reduzierte Makrophagenrekrutierung von Vorteil zu sein.

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten CCR2-defizienten Mauslinien werden in der

Zukunft in einer Vielzahl von Mausmodellen für entzündliche Erkrankungen – speziell der

Niere – eingesetzt werden. Hierbei wird das eingebaute Reportergen enhanced green

fluorescent protein (egfp) wertvoll sein, um Zeit und Ort der Expression von CCR2 verfolgen

zu können.

8.2 Der „pharmakologische“ knock-out als weitere Möglichkeit:
Ein MCP-1-Antagonist

8.2.1 Der Nutzen eines MCP-1-Antagonisten

Der Einsatz eines MCP-1-Antagonisten kann sinnvoll sein, um die Effekte von MCP-1 in

Mäusen mit einer einzelnen Deletion eines Chemokinrezeptors zu unterbinden. Die Tatsache,

daß Chemokinrezeptorgene als cluster organisiert und damit eng gekoppelt sind, macht die

Herstellung von Mehrfach-knock-out-Linien durch einfaches Kreuzen schwer bzw. sogar

unmöglich. Solange keine Mehrfach-knock-out-Linien von Chemokinrezeptoren verfügbar

sind, könnte mit Hilfe eines Antagonisten ein sogenannter phänotypischer oder
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pharmakologischer knock-out erreicht werden. Selbst in CCR2-defizienten Mäusen wäre der

Einsatz eines MCP-1-Antagonisten sinnvoll, um die Effekte von MCP-1 zu unterbinden, da

auch CCR11 als Rezeptor für MCP-1 beschrieben wurde (Schweickart et al., 2000).

Ein N-terminal um acht Aminosäuren verkürztes humanes MCP-1 (hMCP-1 9-76) wurde als

Antagonist von MCP-1 beschrieben (Gong et al., 1997). Dieses Reagens wurde synthetisch

hergestellt und war deshalb für geplante eigene Experimente im Labor nicht verfügbar. Der

Einsatz als Antagonist in mehrwöchigen Tierexperimenten erfordert derart große Mengen

dieses Stoffes, die durch chemische Synthese nicht selbst erzeugt werden konnten.

Antagonisten sind zudem für eine Therapie am Menschen wichtig, denn die gezielte Deletion

einzelner Gene im Menschen zur Gentherapie ist ethisch und technisch sehr problematisch.

Hier sind knock-out-Mäuse wertvoll, um die Beteiligung eines Gens an einer Krankheit zu

zeigen und es als therapeutisches Ziel zu identifizieren. Antagonisten gegen solche Ziele

ermöglichen dann die Behandlung.

8.2.2 Vorteile der Expression in Pichia pastoris

Hier bot sich die heterologe Expression in der methylotrophen Hefe Pichia pastoris an. In

diesem eukaryontischen Organismus werden sowohl die intramolekularen Disulfidbrücken

gebildet als auch Glykosylierungen ähnlich wie in Säugetieren durchgeführt. Das System

erlaubt außerdem die Expression großer Mengen von heterologen Genen unter der Kontrolle

des äußerst starken Promotors der Alkoholoxidase 1.

Die alternative Expression in E. coli hat zudem den Nachteil, daß das gebildete LPS auch in

geringsten Mengen nach der Aufreinigung bei einer Verwendung in Tierexperimenten starke

Effekte hervorrufen kann. Ein weiterer Vorteil ist die Sezernierung des exprimierten Proteins

direkt in das Medium, wobei ein N-terminal fusionierter α-Faktor beim Export abgespalten

wird. Die Aufreinigung wird dadurch enorm erleichtert.

Von anderen Gruppen wurden bereits MIP-1α (Maeda et al., 2000) und ein mutiertes MCP-3

(Masure et al., 1995) mit antagonistischen Eigenschaften erfolgreich in Pichia pastoris

exprimiert.
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8.2.3 Humanes MCP-1∆∆∆∆1-8 hat antagonistische Eigenschaften

Humanes MCP-1 und MCP-1∆1-8 wurde erfolgreich in Pichia pastoris exprimiert und

aufgereinigt (vgl. 7.2.3). Die N-terminale Analyse ergab für hMCP-1 ein Gemisch aus Protein

mit vollständiger Aminosäuresequenz und solchem mit einer Deletion der beiden ersten

Aminosäuren. Dies war bei beiden Größenfraktionen mit 14 und 18 kd der Fall. Es wird

angenommen, daß der Unterschied durch unvollständige Glykosylierung zustande kam

(F. Lottspeich, persönliche Mitteilung).

In einem in vitro - Transmigrationsassay für Chemotaxis wurde gezeigt, daß in Picha pastoris

exprimiertes hMCP-1 chemotaktische Wirkung auf die Makrophagen-ähnliche Zellinie

Mono Mac 6 (MM6) hat. Wenn hMCP-1∆1-8 in einem 200-fachen molaren Überschuß

gegenüber hMCP-1 eingesetzt wurde, konnte eine Reduzierung der chemotaktischen Wirkung

von hMCP-1 um den Faktor drei erzielt werden. Dies zeigt, daß hMCP-1∆1-8 tatsächlich

antagonistische Wirkung hat (vgl. 7.2.4).

8.2.4 Was noch geplant ist ...

Leider konnten im Rahmen dieser Arbeit keine weiteren in vitro - Versuche mit den

exprimierten Proteinen durchgeführt werden. Dies wird auf jeden Fall in der Zukunft nötig

sein, bevor diese in Tierexperimenten zum Einsatz kommen können. In einem

Mikrophysiometer kann beispielsweise der Ca2+-Fluß in MM6-Zellen als Maß für die

Aktivierung der Zellen über den Rezeptor CCR2 bestimmt werden. Eine weitere Möglichkeit

wird die Untersuchung der Internalisation von CCR2 als Reaktion auf die Bindung von

MCP-1 (Franci et al., 1996) mit Hilfe fluoreszenzmarkierter Antikörper im

Durchflußcytometer sein.

8.3 Die Rolle von MCP-1 und seines Rezeptors CCR2 im
MRL(lpr/lpr)-Tiermodell für Lupusnephritis

8.3.1 Die wichtige Rolle von MCP-1 bei der Lupusnephritis

Bei der im Rahmen der Autoimmunerkrankung Systemischer Lupus Erythematodes (SLE)

auftretenden Lupusnephritis scheint das Chemokin MCP-1 eine wichtige Rolle zu spielen. So

wurde z.B. in Nierenbiopsien von menschlichen Patienten MCP-1 in Endothelzellen und
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Tubulusepithelzellen des Cortex nachgewiesen. Das im Urin von SLE-Patienten in erhöhten

Mengen ausgeschiedene MCP-1 wird sogar als diagnostischer Parameter für den Verlauf der

Lupusnephritis (Wada et al., 1996b) verwendet.

Um die tatsächliche Bedeutung von MCP-1 bei der Lupusnephritis zu klären, war es

naheliegend,  den Verlauf der Krankheit im spontanen MRL(lpr/lpr)-Mausmodell für SLE mit

Tieren zu studieren, die den MCP-1-Rezeptor CCR2 nicht exprimieren. Aus diesem Grund

werden die im Rahmen dieser Arbeit erzeugten CCR2-knock-out-Mäuse mit Mäusen des

MRL-Stammes gekreuzt, um nach 10 Generationen CCR2(-/-)-kongene MRL-Stämme zu

erhalten.

Zuvor jedoch wurde im oben genannten Tiermodell die Entstehung und Etablierung der

Lupusnephritis anhand des zeitlichen Verlaufs der morphologischen Veränderungen der

Niere, sowie der Expression von Chemokinen, Chemokinrezeptoren und Cytokinen studiert.

Hierzu wurden MRL(lpr/lpr)-Mäuse und MRL-Mäuse in Gruppen von drei bis sechs Tieren

eingeteilt. Ab der 6. Lebenswoche wurden Tiere aus diesen Gruppen alle zwei Wochen getötet

und untersucht.

Zusammengefaßt ergaben die Untersuchungen folgendes Bild einer Beteiligung von

Chemokinen und Chemokinrezeptoren bei der Lupusnephritis im MRL(lpr/lpr)-Modell:

1. Die Expression von Chemokinen erfolgt zeitgleich mit einer Ablagerung von

Immunkomplexen, aber vor der Infiltration von Entzündungszellen und dem Auftreten von

Proteinurie und Nierenschäden.

2. Die Expression von Chemokinen ist beschränkt auf die Orte späterer Zellinfiltration, d.h.

Glomerulum und Interstitium.

3. Chemokinrezeptoren werden auf den infiltrierenden mononukleären Zellen exprimiert.

4. Proinflammatorische Cytokine werden zeitlich nach den Chemokinen exprimiert, im

Gegensatz zu diesen aber von den infiltrierenden Zellen.

Allgemein wird angenommen, daß die Expression von MCP-1 bei der Immunkomplex-

vermittelten Lupusnephritis nach einer Ablagerung der Immunkomplexe und nach der

Aktivierung des Komplementsystems einsetzt. Für diese Reihenfolge spricht, daß in MCP-1-

defizienten Mäusen zwar eine reduzierte Einwanderung von Makrophagen und T-
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Lymphocyten beobachtet wird (Tesch et al., 1999a), aber keine Verminderung der

Immunkomplexe im Blut oder in der Niere stattfindet (Tesch et al., 1999b).

Auch im (NZB/NZW)F1-Modell für Lupusnephritis fand eine andere Gruppe, daß der

Proteinurie eine erhöhte Expression von MCP-1 in der Niere vorausging (Zoja et al., 1997).

Beides zeigt, daß MCP-1 an der Rekrutierung inflammatorischer Zellen bei Lupusnephritis

beteiligt ist.

8.3.2 Die Expression von Chemokinen ist ein frühes Ereignis bei Lupusnephritis

In unseren Experimenten waren zirkulierende Immunkomplexe bei MRL(lpr/lpr)-Tieren

bereits im Alter von 8 Wochen nachweisbar (vgl. Abbildung 38A), also gleichzeitig mit der

ersten Expression von Chemokinen. Die Ablagerung dieser Immunkomplexe in den Nieren

konnte aber erst ab der 10. Lebenswoche beobachtet werden (vgl. Abbildung 40 und

Abbildung 41).

Wie unsere Ergebnisse zeigen, werden Chemokine in den Nieren von MRL(lpr/lpr)-Mäusen

bereits im Alter von 8 Wochen exprimiert (vgl. Abbildung 42) und damit deutlich bevor es zu

einem durch Proteinurie nachweisbaren partiellen Verlust der Nierenfunktion im Alter von 12

Wochen kommt (vgl. Abbildung 38).

Es gibt Untersuchungen, die zeigen, daß Mesangiumzellen durch Immunkomplexe zur

Expression von MCP-1 stimuliert werden (Hora et al., 1992). Da Immunkomplexe

Mesangiumzellen durch das fenestrierte Endothel erreichen können, reichen unter Umständen

auch noch nicht nachweisbare Mengen aus, um eine Expression dieser Chemokine

hervorzurufen. Dies könnte erklären, warum in unseren Experimenten Chemokine bereits vor

der Ablagerung von Immunkomplexen nachweisbar waren.

Zwar wurde in MCP-1-defizienten Mäusen ein milderer Verlauf der Lupusnephritis

beobachtet, aber es kam trotzdem zu einer Infiltration mit mononukleären Zellen (Tesch et al.,

1999b)), was eine Beteiligung weiterer Chemokine nahelegt. Tatsächlich zeigen unsere

Ergebnisse, daß es ebenfalls zu einer Hochregulierung der Expression von RANTES und

MIP-1β ab der 8. Lebenswoche kam.
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8.3.3 Infiltrierende mononukleäre Zellen exprimieren Chemokinrezeptoren

In der 10. Lebenswoche wurde die Infiltration des Glomerulus durch mononukleäre Zellen

und die Proliferation der glomerulären Zellen als erste Zeichen von Entzündungsvorgängen

beobachtet (vgl. Abbildung 39). Gleichzeitig wurden erhöhte Mengen von anti-DNA-

Antikörpern nachgewiesen (vgl. Abbildung 38).

Die Expression der Rezeptoren CCR2, CCR5 und in geringerem Maße auch CCR1 in

MRL(lpr/lpr)-Mäusen wurde auf mRNA-Ebene auf den infiltrierenden Zellen ab der

12. Lebenswoche nachgewiesen (vgl. Abbildung 46). Auch in Biopsien menschlicher

Patienten wurden die beiden erstgenannten Rezeptoren nur auf infiltrierten Leukocyten

nachgewiesen (Segerer et al., 1999). Die Expression dieser Chemokinrezeptoren auf den

eingewanderten Zellen ist nicht überraschend, da die residenten Zellen die Liganden MCP-1,

RANTES und MIP-1β produzieren.

Die Nierenfunktion war ab der 12. Lebenswoche beeinträchtigt, was sich durch Auftreten von

Proteinurie und durch steigende Blutharnstoffwerte manifestierte. Auch histopathologisch war

die Nierenschädigung durch einen steigenden Aktivitätsindex nachweisbar (vgl. Abbildung

38).

8.3.4 Die Bedeutung proinflammatorischer Cytokine bei der Lupusnephritis

Die Produktion von proinflammatorischen Cytokinen wie TNF-α, IFN-γ, IFN-β, IGIF und

IL-1β in der Niere von MRL(lpr/lpr)-Tieren wurde in dieser Arbeit gezeigt (vgl. Abbildung

47). Diese Cytokine scheinen bei der Lupusnephritis eine wichtige Rolle zu spielen. Auch in

Nieren menschlicher SLE-Patienten war die Expression von TNF-α und IL-1β erhöht

(Herrera-Esparza et al., 1998). Der Verlauf der Lupusnephritis bei IFN-γ-defizienten

MRL(lpr/lpr)-Mäusen ist deutlich abgemildert, und solche Tiere haben eine erhöhte

Lebenserwartung (Haas et al., 1997; Schwarting et al., 1998). Da diese Cytokine erst ab der

12. Lebenswoche vermehrt exprimiert werden, scheinen sie bei der Initiierung der

Lupusnephritis nicht beteiligt zu sein.

8.3.5 Folgerungen aus den Experimenten im MRL(lpr/lpr)-Modell für Lupusnephritis

Zusammenfassend bestärken die Ergebnisse die Hypothese, daß die Expression bestimmter

Chemokine wie MCP-1 und RANTES durch die Ablagerung von Immunkomplexen in der
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Niere zu Beginn der Lupusnephritis induziert wird. Als Reaktion darauf kommt es zur

Rekrutierung mononukleärer Immunzellen in die Niere und zu einer fortschreitenden

Entzündung. Bei der Aufrechterhaltung der Entzündung sind von den eingewanderten Zellen

produzierte proinflammatorische Cytokine und Chemokine beteiligt. Die Schädigung des

Nierengewebes führt zur Einschränkung und zum vollständigen Verlust der Nierenfunktion.

Die im Rahmen der Arbeit hergestellten CCR2-knock-out-Mäuse werden besonders wertvoll

sein, um die Rolle von MCP-1 bei diesen Prozessen zu untersuchen. Es kann vermutet

werden, daß in solchen Mäusen ähnlich wie in MCP-1-defizienten Tieren die Krankheit

weitaus milder und langsamer ablaufen wird.

8.4 Ausblick

Chemokine und deren Rezeptoren bilden ein komplexes Netzwerk mit hoher Redundanz, da

es eine große Überschneidung gibt, was die jeweiligen Liganden und Rezeptoren angeht.

Beim Menschen bleiben funktionelle Ausfälle durch Mutationen bei Chemokinrezeptoren

ohne bekannte negative Folgen, wie Punktmutationen in CCR2 (Collman, 1997; Kostrikis et

al., 1998) und die CCR5∆32-Mutation mit der damit verbundenen teilweisen Resistenz gegen

eine HIV-1-Infektion (Samson et al., 1996) zeigen.  Auch die meisten Chemokinrezeptor-

knock-out-Mäuse sind gesund und entwickeln sich normal, da der Ausfall eines Rezeptors in

der Regel funktionell durch andere Rezeptoren substituiert werden kann.

Dies scheint insbesondere bei CCR2 und CCR5 der Fall zu sein. Entsprechende knock-out-

Tiere zeigten möglicherweise eine kompensatorische Hochregulierung des jeweils anderen

Rezeptors (Bruno Luckow, persönliche Mitteilung). Hier verspricht die Herstellung von

Doppel- und Mehrfach-knock-out-Mäusen die Überwindung dieser Redundanz. Da im Labor

auch CCR5-defiziente Mäuse hergestellt wurden, liegt es nahe, Mäuse herzustellen, denen

sowohl das Gen für CCR2 als auch für CCR5 fehlt. Leider ist dies nicht durch einfaches

Kreuzen möglich, da beide Gene – wie in dieser Arbeit gezeigt wurde – nur 18 kb

voneinander entfernt sind und die Wahrscheinlichkeit einer Rekombination in diesem Bereich

zu gering ist.

Die einzige Möglichkeit besteht darin, in vitro zwei aufeinanderfolgende homologe

Rekombinationen in embryonalen Stammzellen durchzuführen. Dies wurde bereits mit beiden
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Allelen des gb110-Gens bzw. der Gene apoE und apoC1 erfolgreich von anderen Gruppen

durchgeführt (Hamann et al., 1993; van Ree et al., 1995). Tatsächlich war zu Beginn dieser

Arbeit geplant, so vorzugehen. Dieses Vorhaben wurde aber aufgegeben, da es den Rahmen

der Arbeit gesprengt hätte. Die ursprünglich geplanten CCR2/CCR5-defizienten Mäuse

werden aber auf jeden Fall noch im Labor hergestellt.

Die geplante Herstellung solcher mehrfach-defizienten Mauslinien verspricht einerseits die

oben beschriebene Redundanz des Chemokin-Netzwerks zu durchbrechen, erschwert aber

andererseits natürlich die Zuordnung der beobachteten phänotypischen Effekte zu den

einzelnen Genen. Ein Ausweg könnten hier Reportersysteme wie unterschiedliche Varianten

von green fluorescent protein (gfp) sein, das auch in dieser Arbeit verwendet wurde. Diese

ermöglichen die Visualisierung der Chemokinrezeptorexpression durch das Reporterprotein.

Das Chemokin MCP-1 und sein Rezeptor CCR2 scheinen bei einer Reihe von Krankheiten

eine entscheidende Rolle zu spielen. Dies macht beide Moleküle zum Ziel therapeutischer

Maßnahmen. Mit Hilfe der in dieser Arbeit erzeugten CCR2-defizienten Mäuse kann die

Funktion von CCR2 in vivo in einer Vielzahl von Mausmodellen solcher Krankheiten studiert

werden. So könnten sie dazu beitragen, effizientere Therapien für diese Krankheiten zu

entwickeln.
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9 ANHANG

9.1 Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide

mCCR2for2 5` - AGACAGTGGTTCTTACTTTGGG - 3`

mCCR2rev2 5` - GCAAAATGGAGTTACTGAACG - 3`

gfprev2 5` - GTCAGGGTGGTCACGAGG - 3`

AOX-5 5` - GACTGGTTCCAATTGACAAGC - 3`

AOX-3 5` - GCAAATGGCATTCTGACATCC - 3`

neo-fw 5` - CGCTTCCTCGTGCTTTAC - 3`

hmcp1delfor   5` - GTATCTCTCGAGAAAAGAGTCACCTGCTGTTATAACTTCAC - 3`

hmcp1fullfor  5` - GTATCTCTCGAGAAAAGACAGCCAGATGCAATCAAT - 3`

hmcp1rev      5` - TTGTTCTAGAGTCTTCGGAGTTTGGGTT - 3`

mmcp1delfor   5` - GTATCTCTCGAGAAAAGACTCACCTGCTGCTACTCATTC- 3`

mmcp1fullfor  5` - GTATCTCTCGAGAAAAGACAGCCAGATGCAGTTAACG - 3`

mmcp1rev      5` - TTGTTCTAGACCGTTCACTGTCACACTGGTCAC - 3`

T3 5` - ATTAACCCTCACTAAAGGGA - 3`

T7 5` - TAATACGACTCACTATAGGG  - 3`

AOX-5 5` - GACTGGTTCCAATTGACAAGC - 3`

AOX-3 5` - GCAAATGGCATTCTGACATCC - 3`

9.2 Eine Datenbank für die Zucht und Haltung von Mäusen:
„Mausdatenbank“

Für die Zucht und Haltung der Mäuse im SPF-Stall des Labors wurde jedes Tier individuell

erfasst und seine gesamte Geschichte dokumentiert. Da dies nur mit Hilfe der EDV möglich

war, wurde im Rahmen der Doktorarbeit eine Microsoft Access Datenbankanwendung

namens „Mausdatenbank“ entwickelt. Kommerzielle Lösungen wurden nicht verwendet, da

sie entweder zu teuer waren oder nicht den Erfordernissen entsprachen.



128                                                                                                               Anhang

Mit Hilfe dieser Datenbank sind sämtliche Daten inklusive der gesamten Abstammung einer

individuellen Maus schnell verfügbar. Der gesamte Bestand kann schnell nach Tieren mit

bestimmten Eigenschaften (Genotyp, Stamm, Geschlecht, ...) durchsucht werden. Die Haltung

der vielen verschiedenen Mauslinien wurde so deutlich vereinfacht.

Damit die Bedienung der Datenbank auch durch nichtgeschulte Mitarbeiter möglich ist, wurde

eine intuitiv bedienbare Benutzeroberfläche mit Eingabemasken entwickelt. Die Anwendung

ist für zukünftige Anforderungen beliebig erweiterbar. In den Abbildung 48-Abbildung 50

sind Bildschirmkopien der „Mausdatenbank“ zu sehen:

Abbildung 48: Bildschirmkopie des Hauptfensters der „Mausdatenbank“, einer selbst
entwickelten Microsoft Access - Datenbankanwendung für die Zucht und Haltung von
transgenen Mauslinien.
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Abbildung 49: Bildschirmkopie der Eingabemaske für Einzeltiere der „Mausdatenbank“.

Abbildung 50: Bildschirmkopie der Ansichtsmaske für Verpaarungen und Importe der
„Mausdatenbank“.
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