Inhalt

ADKUEZUNGSVEIZEICNIS .. v irtcvrieerirereeernenieseeseeiesenrseennrissessrtecobee e sassrareessassersensssosnen 4

Abbildungsverzeichnis....

L EINI@IUNG ottt s s b e s s s ekt s e e s nnabene 1
1.1.  DasImmunsystem 1
1.2.  Organisierte lymphatische Gewebe.......... 3

1.2.1. Peyer’sche Platten 3
1.2.2. Die Milz als Teil der Immunabwebhr .......... 3
1.2.3. Immunabwehr im Darm....... 4
1.3.  Chronisch entzindliche Darmerkrankungen ......... 4
1.4.  Homing/ Rezirkulation ......cceveecemvnivnnnveennns 5
1.4.1. Kontaktaufnahme mit und Rollen der Lymphozyten entlang des Endothels....... 6
1.4.2. Aktivierung der Lymphozyten durch Chemokine 7
14.3. Feste Haftung (firm adhesion) am Endothel.. 9
1.4.4. Durchwanderung der BlutgefaBwand (Diapedese) 10
1.5. Integrine 11
1.5.1.  Zytoplasmatische Domane des B7-INtEEriNs. ...couvivriieminirinssensinnsnsissnsrenne 13

1.5.2. Weitere Mutationen mit Einfluss auf Integrinaktivitdt........oooceeeiniiininenecianns 16

2. Zielsetzung

3. Material und MethOGen ..ottt ssnnes 18
3.1, Materiah s 18
3.1.1. GErate it 18
3.1.2. Verbrauchsmaterialien 19
3.1.3. Chemikalien, Reagenzien und Fertigldsungen 20
3.1.4. Puffer, Losungen und Medien........cuvveccnnccireeninniinneissesseenians 22
3.1.5. Zelllinie 23
3.1.6.  Inder immunhistochemischen Firbung verwendete Antikdrper ........ccceuunene 24
3.1.7. Antikdrper-gekoppelte Fluoreszenzfarbstoffe fir das Durchflusszytometer..... 24
3.1.8.  Software 24
3.2, Methoden ..o 24
3.2.1.  Auftauen von Endothelzellen aus der bEnd.3 Zelllinie ....coeerieinneniicveinnnnenennnn 24
3.2.2. Einfrieren von Endothelzellen aus der bEnd.3 Zelllinie .....ovvevercivenccnininienneanns 25
3.2.3. Ziichten von Endothelzellen......o s 25
324, Zellzahlbestimmung 26
3.2.5. Immunhistochemische Farbung 26
3.2.6. Hamatoxylin-Eosin Farbung .28

3.2.7. Vorbereitung von bEnd.3 Zelien und Glas Wells zum in vitro Adh&sionsassay .. 28



3.2.8. Versuchstiere.... 29

3.3.  Organentnahme und —praparation fiir in vitro Adhésions- und in vive Migrationsassay

30
3.3.1. in vitro Adhdsionsassay. 30
3.3.2. Zellisolierung aus Milz und MLN . 31
3.3.3. Zellmarkierung fiar die in vitro und in vivo Assays 31
334, Durchfiihrung der in vivo Migrationsassays .o ccnincrcenmercesrirenesnnnes 32
3.3.5. Organaufarbeitung zur Analyse der in vivo Migration 32
3350, BlULoeiecrcieeseeeresrvesesesn s tvs s ereavser st sasasassssssssasasssasasssoees .32
3.3.5.2. MIlZ ittt e e s 33
3.3.5.3. MLN 33
3.3.54. Dinndarm... 33
3.3.5.5. Férbung der isolierten Zellen fiir die Durchflusszytometrie.... 34
3.3.6.  Durchfiihrung des in vitro Adhésionsassay 36
3.3.7. Auswertung des Assays 37
3.3.8.  Vermessung der Peyer'schen Platten 37
3.3.9. Vorbereitung der DNA fiir die PCR zur Genotypisierung.......coceveecrveissnsiniinenns 38
3.3.10. PCR . . 38
3.3.11. Agarose-Gel-Elektrophorese . 39

4. Ergebnisse

4.1.  invitro Adhdsionsassay 41
4.1.1. Adhésion an Endothelzellen . 41
4.1.2.  Adhésion an rekombinantem MAdCAM-1 45

4.2.  invivo Migrationsassay. 47
4.2.1. Kombinierte Auswertung der beiden in vivo Migrationsassays ........ceovveeeveevuenes 43
4.2.2. CD19* zu CD3* Quotienten in den in vivo Migrationsassays .......evemseereniuesinnes 62
4.2.3. CD8* 2u CD4* Quotienten in den in vivo Migrationsassays.........ocovenievvrenennne 64

4.3. Peyer'sche Platten 67

4.4.  Rezeptorexpressionsanalysen ..........eeerens . 69

5. Diskussion

5.1. Die Bedeutung von p7-Integrin fur die Entstehung chronisch entzindlicher
Darmerkrankungen — Stand der Forschung 71

5.1.1. B7-Integrin spielt eine wichtige Rolle fiir die Migration von Lymphozyten in den
Darm 71

5.1.2. B7-Integrin hat eine funktionelle Bedeutung fir entziindliche Verénderungen des
Darms 71

5.2. Die Bedeutung von Mutationen in der B-Kette des ad4B7-Integrins ......cocovrennneee 73
5.2.1. Analyse von Mausen mit der A34-Mutation 74




5.2.1.1. Einfluss der B7-Integrin Defizienz auf die GroRe der Peyer'schen Platten......... 74
5.2.1.2. Die Anzahl und Gr&Re von Peyer’schen Platten ist in Mdusen mit A34-Mutation

nicht reduziert.......c.oninnnncvniinin 74
5.2.1.3. Lymphozyten von M3usen mit A34-Mutation besitzen eine geringe Reduktion der
Oberflachenexpression von B7-Integrin gegeniiber WT-Lymphozyten........ccceeniiereneenens 75
5.2.1.4. Lymphozyten mit A34 Mutation besitzen eine verringerte Adhédsionsfahigkeit an
stimulierte bEnd.3 Zellen 75
5.2.1.5. Die Adhasionsfahigkeit von Lymphozyten aus WT-Mausen und Mausen mit A34-
Mutation an rekombinantem MAdCAM-1 ist nahezu gleich........oimnciiiincriceseinens 75

5.2.1.6. Geidndertes Kurzzeitmigrationsverhalten von Lymphozyten mit A34-Mutation 76

5.2.2. Analyse von M3usen mit DR-Mutation . 77

5.2.2.1. Bei gleicher Anzahl ist die GréBe von Peyer'schen Platten in Méausen mit DR-
Mutation signifikant reduziert ... icinccnennnrcs e censssaree e 77

5.2.2.2. Lymphozyten von Maiusen mit DR-Mutation besitzen eine geringere
Oberflachenexpression von B7-integrin 77

5.2.2.3. Lymphozyten mit DR-Mutation sind nicht in ihrer Adhdsionsfahigkeit an
stimulierte bEND.3 Zellen beeintrachtigt 78

5.2.2.4. Lymphozyten mit DR-Mutation sind nicht in ihrer Adhasionsfihigkeit an
rekombinantes MAACAM-1 beeintrachtigl.....ccovvvmeviiiiiniiineree i 78

5.2.2.5. Geidndertes Kurzzeitmigrationsverhalten von Lymphozyten mit DR-Mutation . 79

5.3. Balance-These... 80
5.4.  Migration wird durch viele Faktoren gesteuert 81
5.5.  Ausblick 83
6. ZUSAMMENTASSUNE ceecvevrerreerreririnrerersnesnesse et este e sbe st s bosb st ssabsaasreas s sasrtsnes 85
7. Lliteraturverzeichnis.......... SR U PO ORIt 87

8. Anhang
DANKSAGUNG c1eecvrrereereeer sttt st ses s bt st s st bbb b n s an RS bbbt s sa s sanataen 96
Erkldrung § 5 Abs. 1 zur Datenaufbewahrung ......cccocovvcievcniiienennens .96
Erklarung Gber den Eigenanteil........c vt ssrasses 97
....... 98

Lebenslauf




