Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Immunoloagund Hygiene
der Technischen Universitat Minchen

Funktion und Differenzierung der Leukozy-
ten in einer cFLIPs-transgenen Maus

\Volker Johannes Brand

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat fir Madider Technischen Uni-
versitat Miinchen zum Erlangen des akademischeneGrades
Doktors der Medizin

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. D. Neumeier
Prifer der Dissertation:
1. Univ.-Prof. Dr. G. A. Hacker
2. Univ.-Prof. Dr. R. Lange

Die Dissertation wurde am 29.07.2009 bei der Testim@n Universitat
Minchen eingereicht und durch die Fakultat fir Madam 21.10.2009

angenommen.
Seite 1



Inhaltsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS ... ..ot 5
L. BINLEITUNG. ..ottt et e e et e e eens 8
R Y AN =T ] = @ 1 =TT 8

1.1.1 Molekulare Mechanismen der APOPLOSE .........commmmmmeeeeeeeeeeennnnnn. 9

1.1.2  CASPASEN ..ttt ettt e 9
1.1.3  TOAESIEZEPLOIEN ....ceevieiieee et eeee et e e 11
1.1.4 Signaltransduktion von CD95 (Fas/APO-1) .....cccemmmeeevvrnnnn. 11
1.1.5  CASPASE-8 ...ttt et eea 13
1.1.6  Zwei CD95 SIigNalIWege ......cooveiiiiiiieie et et 14
1.1.7 Signaltransduktion anderer Todesrezeptoren ..e...eeeeeveennn.. 15
L 2 FLIP - 16
1.2.1  Expression von CFLIP. ..., 17
1.2.2 Physiologische Bedeutung von CFLIP.........cceeveiiiiiiiiiiieneeees 18
1.3 DERCD95SIGNALWEG IN DER IMMUNANTWORT ..cuuuiiiirieeeiiieeeeennnnne 20
1.3.1 Die Rolle von CD95 in aktivierten T-Zellen.....ecceiiiiinnnn. 21
1.3.2 Zelltod aktivierter T-Zellen ...........ooooeiicemmeiiiiiii e, 22
1.4 NICHT-APOPTOTISCHESIGNALTRANSDUKTION DURCH CASPASES UND
0 SRS 22
1.4.1  Aktivierung VON T-ZelleN.......coooeviiiiiiis ettt 22
1.4.2 Differenzierung und Aktivierung myeloider Zellen................... 24
1.5  AUFGABENSTELLUNG. ...cctttttttieeeeeeeeasseeessssssnnssssssssneneesssssassnnnnnnnsnnnns 24
2 MATERIAL UND METHODEN ..o 26
2.1 MATERIAL «.oeetieeeet ettt e e e e e e e e e e rern s 26
201 GEIALE e et aaa s 26
2.1.2  Verbrauchsmaterialien............ccooviiiiiiceeeeeic e, 26
2.1.3 Chemikalien und Radiochemikalien............cocceeeiiiiiiiiiiinnnnnnee, 27

Seite 2



2.1.4 Haufig verwendete PUffer.........oooviiiiiiiccceee e, 28

2.1.5  Zellkulturmedi@n ... 29
JZ0 Y S AN 1] (o] 0T PP 29
2.1.7  APOPLOSESHIMUILL ...t 30
2.1.8 Mausgenerierung und -ZUCht............uuiiiiee e, 30
2.1.9  SOMMWANE ..o e 31
2.2 METHODEN. .. ttttut et eeti e e ettt e e ettt e e e eete e e anenmmeaa e e e eeaa e e eeea e eeeennneeeeeeas 31
2.2.1  Gewinnung primarer Zellen ............cooovuvicmme v, 31
2.2.2 Bestimmung der Zellzahl ................ooovt e e 32
2.2.3 Prinzip der immunmagnetischen Zellseparierung...................33
2.2.4 Stimulierung primarer eukaryontischer Zellen ........................ 33
2.2.5 Fluoreszenz-aktivierter Zellsorter (FACS). ...ooveeeeeiiiiieiieiiinnnnnn. 37
2.2.6 Kolonie-Formations-Assay (CFUC) .........ccovveeeemriiie e 39

2.2.7 Datenauswertung und -darstellung............commmmeeevvreiieeennnnnnn... 40

3.1 NACHWEIS DESTRANSGENS G-LIPsGFP ..cvveieeei e, 2.4

3.2 CFLIPsINHIBIERT DIE FASL/CD95-VERMITTELTE APOPTOSE INZELLEN

DER TRANSGENENM AUS ...t ettetteteteeeaestas e e eneasases e ense s et e ensare e e enenraeeens 43
G20 N I8 V] .0 o] 0 74 Y/ (=] o 44
3.2.2  TRYMOZYLEN ..o s ettt e e e e e e e ees 47

3.3 VERTEILUNG VONLEUKOZYTEN UND VON LEUKOZYTEN-

SUBPOPULATIONEN IN DERMILZ DER CFLIPS-MAUS.......cuvviiiiiiiiiiiiieceeeeeeeeee, 48
3.3.1 Die Leukozyten-Gesamtzellzahl war in der Milz vehlP«
transgenen MAusen erniedrigl................commmumeeeeeeerrnnineeeereeeinnneeeseeennnnn 48
3.3.2 Die Lymphozyten-Zellzahl war in der Milz alterendPs
transgener Mause erniedrig...........ouuiiceeeeee e 49
3.3.3 Die Anzahl myeloischer Zellen in der Milz alter&ilL¢PS-
transgener MAause War VErgrof3ert.............cuummmneeeerrnnnneeeeeeeiiiianneeeeeeeennnns 51

3.4  AKTIVIERUNG VON LYMPHOZYTEN....ccuuiiiiiiiieieniieeeeeiieeeeenieeeeeenmnns 53

Seite 3



I o R =10 | (0 74 Y/ (=] o PP URPPPPRTN 54
342 T-ZElBN e 56
343 B-ZellBN.i 58
3.5 CFLIPsVERURSACHTE IN DERMLR EINE VERBESSERTH-
ZELLSTIMULATION ..tettueeeeetuaeeeesnnseesessaasesessnsseanmemmssnnseeessnnsaesesnneesesnnnseeenns 59

3.6 CFLIPsSTORTE DIEREIFUNG VONVORLAUFERZELLEN INZELLEN DER

MYELOIDEN ZELLLINIE ...t etteetitteaeeeeeettiineeeeeeeesssn s sesaansseseeesssnnnseeeseessssnnnnns 61
4 DISKUSSION ..ottt eeeeennee 63
4.1 STRUKTURELLE UND FUNKTIONELLE EIGENSCHAFTEN VON ¢-LIPs....... 63
4.2 CFLIPsIM TRANSGENENMAUSMODELL ..uucvuiitiittiiteineereeneeseeneesneenesnnes 64
4.2.1  GFP-EXPreSSiON.....ccccciiiiiiiii et e e 64
4.2.2 Inhibition der CD-induzierten Apoptose in vitrQ....................... 65
4.3 MORPHOLOGISCHER UND FUNKTIONELLERPHANOTYP DES d~LIPg
IMAUSMODELLS. ...ttt it ttte ettt e e ets e e et e e et e e e e s s e nmm s e e et e e e ea e e et e e et s e e eaneeeennaaees 66
4.3.1 Absolute Zellzahlen und prozentuale Populationsggis........... 66
4.3.2 T-Zellpopulationen und FUNKLON ..........cooiceeeemiieeeeeeeiee e, 67
4.3.3 B-Zell-Populationen und -FUNKLON ............comeeeeeriinnnneneeennnns 69
4.3.4 Antigen-prasentierende Zellen: Funktion und Expoesson
Oberflachenmolekllen............cooouvviis e O
4.4  FAZIT UND OFFENEFRAGEN......ctttttiiiieeeeieeiiiia e e e e e e eetiin s e eeaneeeeeeeennnnns 75
ZUSAMMENFASSUNG.......uiiiiiiiiiiii et e 77
ABSTRACT ettt e et a e e et ———_ 78
LITERATURVERZEICHNIS ...ttt 80
WIDMUNG & DANKSAGUNG ..ottt emt e 88
LEBENSLAUF ...ttt e e e e et e e e e e e e nnnes 89

Seite 4



Abkiirzungsverzeichnis

ANA
AP-1
APC
AS
ATP
Bak
Bax
Bcl-2
Bel-X
BH
BH3
Bid
Bim
BSA
CAD
CARD

CD95
CFUc
ConA
CpG

CREB

Da
Daxx
DC
DD
DED
DISC
DNA
DR
EAE
ERK

FACS

antinukleare Antikorper

Aktivator Protein 1

antigen-prasentierende Zelle

Aminosauren

Adenosin 5’-triphosphat

(engl.: Bcl-2-antagonist/killer)

(engl.: Bcl-2 associated X protein)

(engl.: B-cell leukemia/lymphoma 2)

(engl.: B-cell leukemia/lymphoma, X
Bcl-2-Homologie-Domane

Bcl-2-ahnliche Domane Typ 3

(engl.: BH3-interacting domain death agonist)
(engl.: Bcl-2 interacting mediator of cell dept
Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albymin
caspasenaktivierte DNase

caspasenaktivierende Rekrutierungsdoméane .(enghspase activating
recruting domain)

(engl.: cluster of differentiation 95)

Kolonie-Formations-Assay (engl.: Colony-Forgidnit-Culture-Assay)
Concanavalin A

Cytosin-Phosphatidyl-Guanosin

c-AMP-antwortendes elementbindendes-Proteimgl(e cyclic AMP-
responsive-element-binding protein)

Dalton

CD95-DD-assoziiertes Protein (engl.: Fas ddathain associated protein)
Dendritische Zelle

Todesdomane (engl.: death domain)

Todeseffektordomane (engl.: death effector dojna

todinduzierender Signalkomplex (engl: deattuting signalling complex)
Deoxyribonukleinsaure

Todesrezeptor (engl.: death receptor)

experimentelle allergische Enzephalomyelitis

extrazellular-signal-regulierte Kinase (engxtracellular-signal-regulated-
kinase)

(engl.: fluorescence-activated cell sorter)
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MAPK
MHC
min
MLR
mol
MYC
NEX
NF-«xB
NK
Noxa
OPG
P53
PCD

Fas-assoziierte Todesdoméane (engl.: Fas-adedeprotein with death-
domain)

CD95-assoziierte Phosphatase 1 (engl.: Fsecated phosphatase 1)
Fas-Ligand

fetales Kalberserum (engl.: fetal calf serum)
Fluoreszeinisothiocyanat

(engl.: FLICE-associated huge protein)

(engl.: FLICE like inhibitory protein)

Keimzentren

grun fluoreszierendes Protein

Generalisierte Lymphoproliferative Erkrankung
granolozyten-makrophagen-koloniestimuliesgrieaktor
Stunde(n)

Interferon

insulindhnlicher Wachstumsfaktor (engl.: ingtlike growth factor 1)
Inhibitor von NF«B

| kB-Kinase

Interleukin

C-Jun-N-Terminalen-Kinase

Kilobasenpaar

Lymphoproliferation

Lipopolysaccharid

Molar, (Mol/l)

magnetische aktivierende Zellsortierung (enghagnetic activated cell
sorting)

mitogen-aktivierte Proteinkinase

Haupthistokompatibilitatskomplex (engl.: majostocompatibility complex)
Minute(n)

heterologe, gemischte Leukozytenreaktion (emgixed leukocyte reaction)
1 Mol enthalt 6,022 x T&Molekiile

(engl.: v-myc myelocytomatosis viral oncogerwriolog)

(engl.: N-terminal extension)

nuklearer-Faktor Kappa-B

Naturliche Killerzellen

Aktivator von NADPH-Oxidase

Osteoprotegrin

Tumorsuppressorprotein mit einem Molekulargketwon 53 kD
Programmierter Zelltod (engl.: programmed deéth)
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P/

PJ

PKB
PLAD
PMA
Puma
Ragl
RIP

sec
SLE
SMAC/
DIABOLO
STS
TCR
TNF
TNFR
TRADD

TRAF
TRAIL

V-EGF

WT

Phorbol Myristinsdure + lonomycin

Propidiumjodid

Proteinkinase B

(engl.: pre-ligand-binding assembly domain

Phorbol Myristinsaure

(engl.: p53-upregulated modulator of apoptosis
rekombinations-aktivierendes Gen-1
rezeptor-interagierendes Protein (engl.: reszapteracting protein)
Sekunde(n)

Systemischer Lupus Erythematodes

(engl.: second mitochondria-derived activator o§zese)/
(engl.: direct inhibitor of apoptosis-binding priotevith low pl)
Staurosporin

T-Zellrezeptor

Tumor-Nekrose-Faktor (engl.: tumor nekrosigdac
TNF-Rezeptor (engl.: TNF receptor)

TNFR-assoziiertes DD-enthaltendes ProteigleNF-Receptor associated
protein with a death domain)

TNFR-assoziierter Faktor (engl.: TNF recemssociated factor)

TNF-verwandter apoptoseinduzierender Ligdedgl.: TNF related apopto-
sis inducing ligand)

vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor Kengascular
growth factor)

Wildtyp

endothelial
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1. Einleitung

Das Protein cFLIR (engl.: cytosolic FLICE like inhibitory protein sit form), das in der
transgenen Maus uberexprimiert wurde, moduliertSlgnaltransduktion von Todesrezepto-
ren (DR). Im Folgenden werden daher zunéchst diadiegenden Prinzipien der Apoptose
und die nicht-apoptotischen Funktionen der DR bmdpen. Anschlieend wird der aktuelle
Kenntnisstand der Funktionen von cFglihd anderer FLIP-Formen dargestellt.

1.1 Apoptose

Die Apoptose (griechisches Kunstwattontooig: das Abfallen, der Niedergang) beschreibt
eine Form des Zelltodes (PCD) mehrzelliger Orgaarsmit oft einheitlichem morphologi-
schen Erscheinungsbild. (Hacker, 2000).

Kurz nach Formulierung der Zelltheorie durch Sat#ei und Schwann beobachtete 1842 Carl
Vogt das Verschwinden von Zellen wahrend der Knlergvicklung der Geburtshelferkrote
und vermutete, dass die Zellen starben. 1890 heschvilliam Councilman vakuolisierte,
azidophile Korperchen in virusbefallenen Hepatozytalie, wie man heute weil3,
apoptotischen Zellen zuzuordnen waren (Clarke datk€, 1996). 1952 konnte der Embryo-
loge Glucksmann die Regression embryonalen Gewalbledas Absterben einzelner Zellen
zurtckfuhren (Los et al., 1999). Heute ist bekadags die Apoptose ein zentrales Prinzip der
Ontogenese zur gesetzmalligen Entwicklung von Kifimper und Organen innerhalb
mehrzelliger Organismen ist (Vaux and Korsmeye§9)9Ein anschauliches Beispiel hierfir
ist die apoptotische Elimination von Zellen desetdigitalraumes, die zur Freilegung von
Fingern und Zehen fuhrt. Kerr, Wyllie und Currigaackten schliel3lich 1972 bei lichtmikro-
skopischen Studien von toxinbehandelten Leberzekdmorphologische Verédnderungen, die
sich analog zu sterbenden Embryonalzellen verhi€kerr et al., 1972). Zur Beschreibung
dieses Phanomens wandten sie erstmalig den Bagofftose an.

Morphologisch sind folgende Vorgéange fir die Apgat&ennzeichnend: Die Zelle schrumpft
und I6st sich aus dem Zellverband. Das Chromatimd&asiert und apoptotische Kérperchen,
die intakte Mitochondrien enthalten, werden aus delloberflache abgeschnirt (Zeiose;
.membrane blebbing”). Diese Vesikel werden durchgizytierende Zellen, aber auch durch
nicht-professionell phagozytierende Zellen elimin{®evitt et al., 1998, Savill et al., 1993).
Charakteristische biochemische Vorgadnge der Apeptiad die Aktivierung von Endo-
nukleasen und Caspasen (Saraste and Pulkki, 208B¢i wird DNA durch internukleosoma-

le Spaltung fragmentiert und durch Inversion derndean Phosphatidylserin auf der
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Zelloberflache exponiert (Wyllie et al., 1980). Ajtose ist die Folge der Aktivierung eines
spezialisierten Signalwegs (Trump et al., 1997)h#&rd des Fadenwurn@aenorhabditis
eleganggelang ein elegantes Modellsystem, das ermdgliglote den ersten Zellteilungen der
befruchteten Eizelle an die Rolle der Apoptose Utbem gesamten Lebenszyklus hinweg
genau zu verfolgen (Ellis and Horvitz, 1986, Suisamd Horvitz, 1977).

Apoptose spielt dartiber hinaus eine Rolle bei dad&mmung von Infektionen und dem
Schutz vor der Entstehung von Tumoren und AutoimtéaunFerner wird diskutiert, dass
Fehlregulationen der Apoptose mdglicherweise eindeRn der Pathogenese von Herzer-
krankungen, AIDS und neurodegenerativen Erkrankarggelen (Thompson, 1995). Auch
exogene physikalische und chemische Faktoren iedeizi die Apoptose (Kulms and
Schwarz, 2000).

1.1.1 Molekulare Mechanismen der Apoptose

Die meisten Autoren unterscheiden zwei getrenntegeNeder Apoptoseinduktion. Der
intrinsische Weg wird unter anderem durch zytotcxé&n Stress ausgeldst. Ein zentraler
Schritt dabei ist die Freisetzung von Cytochronaus den Mitochondrien in das Zytosol
(Gogvadze et al., 2006). Der extrinsische Signalertglgt exogen Uber so genannte Todes-
rezeptoren (DR) durch zytotoxische Zellen oder dudésliche Liganden (Budihardjo et al.,
1999). Beide Signalwege munden in eine gemeinsamstiecke, die durch die Aktivitat der
Proteasenfamilie der Caspasen gekennzeichnet ist.

1.1.2 Caspasen

Die CaspasenQysteinyl Aspartat Proteiasg sind so genannte Cystein Proteasen, d.h. sie
enthalten ein Cystein im aktiven Zentrum und sateidie Substrate spezifisch an einem
bestimmten Aspartat (Earnshaw et al., 1999). Disp@sen werden als inaktive Vorstufen
(Zzymogene), die Pro-Caspasen genannt werden, eprirDie Pro-Caspasen bestehen aus
einer N-terminalen Prodomé&ne sowie aus einer khefr&0 kDa) und einer grol3en (~20 kDa)
Untereinheit. Die normale Aktivierung erfolgt unt8paltung des Polypeptidvorlaufers in
diese Untereinheiten, die grof3e und die kleine Hoilden das aktive Enzym. Diese Aktivie-
rung erfolgt autokatalytisch (Initiatorcaspasen)erodiurch andere Proteasen (Caspasen,
Granzym B) (Greenberg, 1996, Bleackley, 2005). &ktvierte Caspase ist ein aus je zwei
kleinen und zwei grof3en Untereinheiten bestehemtitsrodimer mit zwei unabhangigen
katalytischen Zentren (Shi, 2002).
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Die Caspasenfamilie umfasst 14 Mitglieder, dererkdmmen und Funktionen noch nicht
vollkommen geklart sind. So kann Caspase-11 bistamgoei Maus und Ratte nachgewiesen
werden, Caspase-12 besitzt beim Menschen wohl kmiokolytische Aktivitdt gegenuber

Substraten aufRer gegen sich selbst und Caspaserd3nw in Rindern nachgewiesen

(Koenig et al., 2001, Roy et al.,, 2008). Unklar fetner die Rolle von Caspase-14, die
offenbar nur in Epithelzellen exprimiert wird undrd vermutlich die Differenzierung der

Keratinozyten moduliert (Eckhart et al., 2000).

Je nach ihrer Funktion und Struktur kénnen die @ssp unterschiedlichen Gruppen zuge-

ordnet werden (Sanfilippo and Blaho, 2003):

1) Inflammatorische = Caspasen (Caspase-1, -4, -5): eBsomung von

proinflammatorischen Zytokinen wahrend der Immuwnent.

2) Apoptotische Caspasen (Caspase-2, -3, -6, -79;810 und -14): Beteiligung an der

apoptotischen Signalleitung

« Apikale Initiatorcaspasen (Caspase-8, -9, -10)z&sierung und Aktivierung ty-
pischerweise in grol3en Proteinkomplexen anhandseagenannten Adaptormole-
kilen (siehe unten). Sie besitzen lange N-Ternmmif-all der Caspase-8 und -10
mit Todeseffektordomanen (DED) oder im Fall deri2s&-9 mit einer caspase-

naktivierenden Rekrutierungsdomane (CARD).

» Distale Effektorcaspasen (Caspases-3, -6, -7)vigkting durch Initiatorcaspasen.
Sie sind charakterisiert durch eine kurze oderefiedhd Prodoméne (Slee et al.,
2001)

Die nachfolgende Aktivierung von Effektorcaspasearct Initiatorcaspasen wird von
manchen Autoren als ,Caspasenkaskade“ bezeichmkendet in der Aktivierung anderer
Effektorproteine (Slee et al., 2001). Beispielsweaktiviert Caspase-3 die caspasenaktivierte
DNase (CAD) durch Abspaltung ihres Inhibitors (ICADie aktivierte CAD schneidet
anschlie3end die genomische DNA zwischen den Nekieen (Sakahira et al., 1998, Enari
et al., 1998). Antiapoptotische Proteine der Bdtdtnilie, IAPs und cFLIP sowie Kinasen,
wie Proteinkinase B (AKT), FAK und das rezeptoenagierende Protein (RIP) werden
vermutlich von Caspasen durch Spaltung inaktiviemh wichtiges Substrat der Caspase-8
nach Todesrezeptorstimulation ist das BH3-only énoBid. Spaltung von Bid bewirkt
dessen Aktivierung, fuhrt zu dessen Translokationdé&e Mitochondrien und verbindet

dadurch den extrinsischen mit dem intrinsischem&wgeg (Yin, 2000).
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Darlber hinaus werden nicht-apoptotische Funktiomem Caspasen kontrovers diskutiert
(Lamkanfi et al., 2007). Klar sind solche Funktionen Fall von Caspase-8. Dieser Zusam-

menhang wird weiter unten beschrieben werden.
1.1.3 Todesrezeptoren

Todesrezeptoren (DR) initiieren nach Interaktiont nifiren Liganden den extrinsischen
Apoptosesignalweg. Liganden sind beispielsweise drtifekrose-Faktor (TNF), Fas-Ligand
(FasL) oder TNF-verwandter apoptoseinduzierendgad (TRAIL) (Ashkenazi and Dixit,
1998). DR gehoren der Gen-Superfamilie der TNF-Bezen (TNFR) an, die durch ihre
cysteinreichen extrazellularen Doméanen sowie ddmamologe zytoplasmatische Todesdo-
manen (DD) charakterisiert sind. DD bestehen ausA®ihosauren und sechsHelices
(Tartaglia et al., 1993, Aravind et al., 1999). NaBindung eines Liganden wird der DR
vermutlich durch eine Rezeptorkomplexformation héh®rdnung (Multimerisierung) oder
eine Konformationsanderung aktiviert (Siegel et #9198, Chan et al., 2000). Dies fuhrt zur
Rekrutierung von ebenfalls DD-enthaltenden Adaptiginen, wie die Fas-assoziierte
Todesdomane (FADD) oder das TNFR-assoziiertes Dibattendes Protein (TRADD)
(Chinnaiyan et al., 1995, Park and Baichwal, 1998 Adaptorproteine vermitteln im
Weiteren Uber so genannte Effektormolekiile das RfReh

Bisher wurden zahlreiche DR beschrieben. EinigeiRizieren via Transkriptionsfaktoren
wie Aktivator Protein 1 (AP-1) und nuklearer-Faktappa-B (NFxB) die Aktivierung und
Differenzierung der Zelle. Andere DR hingegen veaghen die Apoptose durch die Aktivie-
rung von Caspasen (Baud and Karin, 2001, Lockdley.£2001). Am besten charakterisiert
ist der DR CD95, der auch Fas oder Apol genanrt. Witeitere DR sind unter anderen der
bei Vogeln vorkommende Rezeptor CAR1 sowie die meneDR3 (Apo3, WSL-1, TRAMO,
LARD), DR4 (TRAIL-R1, APO-2), DR5 (TRAIL-R2, TRICR2, KILLER) und der Nerven-
wachstumsfaktor-Rezeptor (NFGR) (Ashkenazi andtDi998).

1.1.4 Signaltransduktion von CD95 (Fas/APO-1)

CD95 (Fas/Apo-1) wurde erstmalig 1989 als ein apggihduzierendes Antigen von humanen
Krebs- und Leukamie-Zelllinien identifiziert (Trdutet al., 1989, Yonehara et al., 1989).
Neben der Apoptoseinduktion scheint CD95 auch anZeéd#aktivierung und -proliferation
beteiligt zu sein (Wajant et al., 2003a).
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1.1.4.1 Fas-L (CD178/Apo1l/CD95L)

FasL gehort zur TNF-Familie und ist ein glykosytésr Typ-II-Transmembranprotein. FasL ist
als Trimer biologisch aktiv. Es bindet CD95 an seinC-Terminus und kann am N-Terminus
andere Liganden rekrutieren (Orlinick et al., 1999¢ben einer I6slichen Form konnte die
Expression von FasL primar auf aktivierten T-Kilelen nachgewiesen werden. Die
membran-gebundene Form stimulierte CD95 jedoclkestéals die l6sliche Form (Wajant et
al., 2003a). Ferner wird FasL vermehrt auf Zellengenannter immunprivilegierter Organe
wie dem Auge und dem Hoden exprimiert (Griffitraét 1995, Ferguson and Griffith, 2006).

_ - CD95L

Pro-Caspase 8

e =)
&
o)
o

Caspase-8 = == \ )
€ aktiviertes Bid
=N intrinsisches

& .7 Signal
Pro-Caspase 3( 3 * \ ’

+ T — - - x o’
\ Apop’toscm- S R‘ ’ V(2NN

Caspase-3 ( : Cyt.C
A

Apoptose
Abb. 1: Fas-induzierte Apoptosewege

Apoptose kann durch Todesrezeptorkomplexe an diebgelache und durch mitochondrien-
abhangige Signalwege ausgeldst werden. Zytotoxidehgmphozyten exprimieren CD95
Ligand, der am CD95-Rezeptorkomplex auf der Zielzkindet. Dieser rekrutiert dann
Adaptorproteine wie Fas-assoziierte Todesdoman®[BAund bildet den todinduzierenden
Signalkomplex der im Folgenden die Caspase-8 aktiviert. Caspasak8Bviert weitere
Caspasen wie die Caspase-3. Dies fuhrt zur Apopfdas Todessignal kann ferner durch
Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondritiigrt werden. Dadurch wird das
Apoptosom, bestehend aus Apoptoseprotease-aktisiereaktor 1(Apaf-1), die Caspase-9
und das Cytochrom c, ausgebildet, das eine Vielratdzellularer Proteine, wie die Caspa-
se-3, aktiviert. Ein weiteres Substrat der Caspasst das BH3-only Protein Bid. Spaltung
von Bid bewirkt dessen Aktivierung und Translokatm die Mitochondrien. Dies verbindet
den extrinsischen und intrinsischen Signalweg.
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1.1.4.2 CD95 (Apol, Fas)

CD95 (Apol, Fas) ist ein glykosyliertes Typ-I-Tramemmbranprotein mit einer Molekular-
masse von 48 kDa und gehdrt zur TNFR-Familie. Dezdptor wird auf den meisten
normalen Zellen sowie auf bestimmten neoplastischedten exprimiert (Leithauser et al.,
1993). Beschrieben wurde auch eine l6sliche For@ID85, deren Plasmalevel insbesondere
bei Autoimmunerkrankungen und malignen hamatoldgiacErkrankungen, wie beispiels-
weise der T-Zell-Leukadmie (ATL), erhoht sind (Kannghand Yamada, 2001).

1.1.4.3 Der todinduzierende Signalkomplex (DISC)

Der DISC wurde 1995 im CD95-Signalweg identifizi€Kischkel et al., 1995). Seine
Bestandteile sind CD95, FasL, Adaptorproteine wigDPB sowie Pro-Caspase-8. Die
Ausbildung erfolgt sukzessive durch die Interaktibamophiler Domanen. FADD, das
ebenfalls eine DD enthélt, wird nach Ligandenbirglan die DD von CD95 rekrutiert. Neben
der DD enthélt FADD eine Todeseffektordoméne (DEBXp-Caspase-8 besitzt zwei direkt
aufeinander folgende DEDs (Tandem-DED), die wieneliber die DED von FADD die
Bindung von Pro-Caspase-8 am CD95-FasL-FADD-Komplemoglichen (Chinnaiyan et al.,
1995). Der DISC katalysiert die autoproteolytiséhezessierung und Dimerisierung von Pro-
Caspase-8 durch ,induzierte Nahe* (siehe 1.1.90Hss neben den Spaltprodukten auch
Untereinheiten der prozessierten Caspase-8 am éSktiert werden kdnnen, impliziert die
Ausbildung des aktiven Caspase-8-Heterotetrameagkidiam DISC und anschlieRend die
Freisetzung ins Zytosol (Lavrik et al., 2003). Mi# FADD und caspase-8-defizienten
Mausen konnte gezeigt werden, dass beide Molektntbehrlich fiur CD95-vermittelte
Apoptose sind (Zhang et al., 1998, Kuang et abD020hornberry and Lazebnik, 1998).

1.1.5 Caspase-8

1995 wurde ein im Gel als Cap4 beschriebener Pispiet als erster Bestandteil des DISC
identifiziert (Kischkel et al., 1995). Aufgrund déhnlichkeit mit FADD und den Caspasen,
wurde er als FADD-&hnliches Interleukif-konvertierendes Protein (FLICE) und spéater als
Caspase-8 bezeichnet (Alnemri et al., 1996). Bgslamurden 11 unterschiedliche mRNA-
Spezies fur Caspase-8 beschrieben, jedoch nurfdrisen auf Proteinebene: Caspase-8/a /b
/i 1. Wahrend Caspase-8/a und /b regular an deCDiekrutiert werden, wird Caspase-8/i
aufgrund der fehlenden Proteasedomane eine inhgale Funktion zugeschrieben. Die
enzymatisch aktive Caspase-8 ist aus zwei grof3E88) md zwei kleinen (p10) Untereinhei-

Seite 13



ten in Form einesi,P,-Heterotetramers aufgebaut. Die groRe Untereinbeibhaltet das
aktive Zentrum (Blanchard et al., 1999).

1.1.5.1 Dimerisierung ist Voraussetzung zur Aktivierung

Salvesen und Dixit formulierten 1998 das ,Inducedxinity Model”, das Beobachtungen
zahlreicher Gruppen subsumierte. Demzufolge isadteproteolytische Aktivierung von Pro-
Caspase-8 nur durch die unmittelbare Nahe zweisp&®-8-Molekile moglich. Da bei den
zugrundeliegenden Experimenten hohe Proteinkoretéorien durch die Uberexpression in
Bakterien verwendet wurden, blieb zu klaren, wie diotwendige Konzentration unter
physiologischen Bedingungen erreicht wird. In dneddodell wurde vorgeschlagen, dass die
vorherige Dimerisierung von Pro-Caspase-8 die notiige Nahe herstellt und somit die
kritische Voraussetzung der autoproteolytischerz&ssierung darstellt. Das daraus abgeleite-
te ,Dimerization Induced Proximity Model* (Boatrigland Salvesen, 2003) beriicksichtigte,
dass die ungespaltene Pro-Caspase-8 hauptsactdicManomer, die katalytisch aktive
Caspase-8 vorwiegend aber als Dimer vorliegt (Dodept al., 2003). Das ,Dimerization
Induced Proximity Model* bewé&hrte sich scheinbacrabei Anwendung auf andere Initiator-
caspasen (Bao and Shi, 2007). Im Widerspruch dazdengezeigt, dass Pro-Caspase-8 auch
aul3erhalb des DISC durch Caspase-3 und -6 prosablybktiviert werden konnte. Das
bedeutet, dass &hnlich der Aktivierung von Effekaspasen die Autoprozessierung nicht
zwingend vorangehen muss (Sohn et al., 2005).

1.1.5.2  Prozessierung

Die Prozessierung am DISC vollzieht sich in drdemander folgenden Schritten (Chang et
al., 2003): Zunachst bildet sich am DISC ein Dimerier Pro-Caspase-8-Molekiile durch
die Interaktion ihrer beiden Proteasezentren. Ineitam Schritt wird durch Pro-Caspase-8-
Aktivitat die Untereinheit p10 (10kD) eines anderBmo-Caspase-Dimers proteolytisch
abgespalten, so dass die N-Termini der beiden s@fio Caspase-8/a und /b mit entsprechend
p43 oder p4l ubrig bleiben. Im dritten Schritt &gfadie Abspaltung der p18 Untereinheit
(18kD) von den verbleibenden Prodoménen p26 bzw. (2edema et al., 1997). Nach

Konformationsanderung wird das reife Caspase-8+dittamer ins Zytosol entlassen.
1.1.6 Zwei CD95 Signalwege

Hinsichtlich einer obligaten Beteiligung des Sigmades Uber die Mitochondrien an der
CD95-induzierten Apoptose wurde eine Einteilung vatlen in zwei Gruppen vorgeschla-

gen. Die Apoptoseinduktion in Typ-I-Zellen (u.a.yhmozyten und Lymphozyten) erfolgt
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vorwiegend durch direkte Aktivierung der Caspasshkéide. Typ-II-Zellen (u.a. Hepatozyten)

bendtigen hingegen erst eine durch Caspase-8 velmitProzessierung von Bid, einem

Protein der Bcl-2-Familie (Yin, 2000). Die aktiverf von Bid bewirkt die Freisetzung von

proapoptotischen Faktoren aus den Mitochondrieer. Beisetzung von Cytochromfihrt

zur Ausbildung des Apoptosoms, das durch unmitteldddhe von Pro-Caspase-9 dessen
Autoaktivierung begunstigt (Acehan et al., 2002). der Folge aktiviert Caspase-9 die

Effektorcaspasen, u.a. Caspase-3 (Nicholson anchibaoy, 1997).

1.1.7 Signaltransduktion anderer Todesrezeptoren
1.1.7.1 Tumor Nekrose Faktor (TNF)

Das proinflammatorische Zytokin Tumor-Nekrose-Fak{®@NF) wird hauptsachlich von
Makrophagen hergestellt. TNF ist Ligand haupts@&bhlzweier Rezeptoren: TNF-R1
(CD120a, p55/60) wird in den meisten Geweben expritndie Expression von TNF-R2
(CD120b, p75/80) ist hingegen auf Zellen des Immstesns beschrankt (Wajant et al.,
2003b). Die Hauptfunktion von TNF-R1 fiihrt im Sineimes Uberlebenssignals offenbar zur
Induktion von Genen komplexer Zellfunktionen undigpoptotischer Proteine einschlief3lich
cFLIP, Bcl-X. und XIAP (Wajant et al., 2003b). Die TNF-vermiteelApoptose wird im
Gegensatz zu Signalwegen anderer DR nicht sponthrziert, sondern bedarf der Blockie-
rung der antiapoptotischen Aktivitat des NB-Signalweges. Dabei scheinen &hnlich wie bei
CD95 und TRAIL auch FADD und Caspase-8 eine Schlimée zu spielen (Thorburn,
2004).

1.1.7.2 TNF-verwandter apoptoseinduzierender Ligand (TRAIL)

Die physiologische Rolle von TRAIL ist weitgehenabekannt. Wie CD95 ist TRAIL
vermutlich in die gezielte Tétung durch zytotoxisc&€D4 T-Lymphozyten wahrend der
Immunantwort sowie in die Tumorzelltétung durch twache Killerzellen (NK) involviert

(Thomas and Hersey, 1998, Smyth et al., 2001).

Bislang wurden funf verschiedene TRAIL-Rezeptomentifiziert. Die Todesrezeptoren DR-
4 (TRAIL-R1) (Pan et al.,, 1997) und DR-5 (TRAIL-R2L.LER) (Walczak et al., 1997)
besitzen eine C-terminale DD und induzieren Apaptaknlich wie CD95 entweder direkt
durch Aktivierung der Caspasenkaskade oder induektr Beteiligung des mitochondrialen
Signalweges. Die Signaltransduktion beinhaltet Flbemation eines DISC und wird durch
FADD, IAP, p53 und cFLIP reguliert. Im Gegensatz BNF und anti-CD95 wére TRAIL

durch hohere Spezifizitdat und dadurch geringer Zitdi gegeniber normalen Zellen ein
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vielversprechendes Medikament (Ashkenazi et aB9)1.9Die Toxizitat kann offenbar durch
Kombination mit Caspase-9-Inhibitoren (Kim et 2004) oder mit spezifischen, monoklona-
len Antikdrpern gegen DR4 oder DR5 weiter geserétden (Guo et al., 2005).

1.2 FLIP

Durch Homologiesuche in Datenbanken auf der Suawh mDED-enthaltenden Proteinen
wurden 1997 virale Molekule identifiziert, die diBR-induzierte Apoptose inhibieren
konnten. Aufgrund struktureller Ahnlichkeiten zugpase-8 wurde dieses neue Protein virales
FLICE-ahnliches inhibitorisches Protein (VFLIP) gent. VFLIP wird vony-Herpesviren,
wie dem Kaposi-Sarkom-assoziierten Herpesvirus-4\{18), dem Herpesvirus Saimiri
(HSV), dem bovinen Herpesvirus-4 (BHV-4), dem eguirHerpesvirus-2 (EHV-2) und dem
humanen Molluscum Contagiosum Virus (MCV) kodiefhg¢me et al., 1997, Hu et al.,
1997). VFLIP dient diesen Vieren vermutlich als Addwstrategie gegen attackierende
zytotoxische Killerzellen, die infizierte Zellen hln CD95-Aktivierung eliminieren. VFLIP
interagiert durch zwei DEDs mit dem DISC und kamih diese Weise die Rekrutierung und
die autoproteolytische Spaltung von Pro-Caspaskékieren. Die Deletion vonFLIP aus
HVS bewirkte entsprechend fehlende antiapoptotigdtievitat und zeigte ferner, dass vFLIP
nicht fur die virale Replikation benétigt wird (&gfrydes et al., 2000).

Kurze Zeit nach Charakterisierung von vFLIP wurdenzellulares Homolog in Saugetierzel-
len identifiziert: cFLIP (auch als CASH, Casper,ARP, FLAME, MRIT, Usurpin bezeich-
net). EIf verschiedene cFLIP-Splicing-Varianten dem auf RNA-Ebene beschrieben. Drei
davon werden als Proteine exprimiert: cH,IEFLIP_ und cFLIR; (Budd et al., 2006). Die 26
kDa kurze Isoform cFLIPentspricht in etwa der Struktur von vFLIP. Sieasstheidet sich
jedoch durch 20 Aminoséuren, die der Tandem-DEDGCafrerminus folgen. Diese Sequenz
enthalt die Lysinreste Lys192 und Lys195, die alsiquitin-Akzeptor zur proteasomalen
Degradierung dienen und somit einen raschen Unimatirken (Poukkula et al., 2005). Das
mit 24 kDa kleinste cFLIR enthalt zwei DEDs, nicht aber die C-terminalen Aosiauren.
Die lange Isoform cFLIP (55 kDa) besitzt ebenfalls die Tandem-DED und reiima Ver-
gleich zu cFLIR langeren C-Terminus. CFLIPgleicht strukturell der Caspase-8, deren
caspase-ahnliche Domane besitzt jedoch keine kiatale Aktivitdt. Dieser Domane fehlen

die zwei fur Caspasen charakteristische AS-Motee aktiven Zentrums (Cohen, 1997).
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vFLIP (EHV2, HHV8, HSV, BHV4, RRV)

Abb. 2: Molekulare Struktur von FLICE like inhibito ry protein (FLIP)

Alle cFLIP-Splicing-Varianten enthalten, ahnlichenCaspase-8, zwei Todeseffektordoméanen
(DEDSs). Die Carboxy(C)-terminalen Regionen varirera ihrer Lange und Sequenz. Virales
FLIP (vFLIP) wurde urspringlich in verschiedengitlerpesviridae entdeckt. Spater wurden
auch in humanem Molluscipoxivirus VFLIP-Variantenit nC-terminale Extensionen
identifiziert, deren Funktion bislang nicht bekanist. Die lange Splicevariante von
zellularem FLIP (cFLIR) enthalt eine C-terminale enzymatisch inaktivepeas-ahnliche
Doméne, deren molekulare Struktur mit Caspase-8Qamspase-10 verwandt ist. Den kurzen
Splicevarianten cFLIRund der Variante cFLIR, die aus der Raji-B-Zelllinie kloniert wurde,
fehlt diese caspase-ahnliche Doméane. vFLIP-Genéeavuin verschiedenen viralen Genomen
gefunden (Budd et al., 2006).

1.2.1 Expression von cFLIP

Der Genlokus von cFLIP besteht aus 14 Exons urgd &af Chromosom 2g33-34 in einem
200 kb groRRen Cluster in direkter Nachbarschattagpase-&ind-9 (Budd et al., 2006). Die
Expression von cFLIP erfolgt in den meisten Zeltess humanen Koérpers und wird durch
eine Vielzahl von Signalwegen kontrolliert (Buddadt 2006). In T-Zellen, in mit Transfor-
mierenden Wachstumsfaktpr(TGH3) stimulierter Mikroglia, in mit Gallensaure stinerten
Hepatozyten und in mit Notch3 stimulierten glatMuskelzellen sind dies in erster Linie die
extrazellular-signal-regulierte Kinase (ERK) undsda. a. durch den ERK-regulierten
Transkriptionsfaktor c-AMP-antwortende Elementbimdie-Protein (CREB) (Qiao et al.,
2003, Yeh et al., 1998a, Schlapbach et al., 2008ngAet al., 2002). Ferner verstarkt die

Proteinkinase B (PKB) offenbar durch Wachstumsfiekiowie vaskularer endothelialer
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Wachstumsfaktor (V-EGF), Notchl und insulinahnlickiéachstumsfaktor (IGF) die Expres-
sion von cFLIP (Sade et al., 2004, Suhara et @01p

Eine gesteigerte cFLIP-Expression wird durch TNE1] Lipopolysaccharid (LPS) oder
CD40 verursacht. Auch CD3- und CD28-spezifischeik&mper oder lonomycin steigern
durch die Expression von cFLIRInd cFLIR die Aktivierung von T-Zellen. In diesen Fallen
durfte die Expression zumindest zum Teil durch®B-reguliert sein, da die Gegenwart nicht
degradierbarer Mutanten von NdB-a-Inhibitoren oder die Abwesenheit vosBHy-Kinase zu
einer gestorten cFLIP-Expression fihrten (Micheiaal.e 2001, Kreuz et al., 2001).

Als weitere Regulatoren der cFLIP-Expression wurfEmer MYC sowie p53 identifiziert
(Ricci et al., 2004). P53 steigert die cFLIP-Exgres auf dem Level der Transkription und
reguliert die Proteindegradierung (Bartke et 102, Inoue et al., 2004).

1.2.2 Physiologische Bedeutung von cFLIP
1.2.2.1 Studien mit cFLIP-defizienten M&usen

Der VersuchcFLIP"-Mause zu generieren, scheiterte an Entwicklungstef des Herzen
sowie an peripherer Akkumulation von ErythrozytBies fihrte zum Tod im frihen Embry-
onalstadium (Yeh et al., 2000). Zuvor war dhnligh @enerierung vonaspase-8- undfadd
"_Knockdown-Mausen fehlgeschlagen. Fibroblastenstémvon caspase-8-Embryonen
wiesen eine unbeeintrachtigte Aktivierung der JNKcth TNFR, CD95 und DR3 sowie eine
normale Phosphorylierung und Degradierung wd duf, wahrend die extrinsische Apoptose
nicht induziert werden konnte (Varfolomeev et d998). Da eine Untersuchung durch
Funktionsverlustes von cFLIP auf diesem Weg nichtersucht werden konnte, musste
alternativ auf die Zichtung und Untersuchung voruséi mit einer selektiven Deletion von
CFLIP im T-Zellkompartment sowie auf die Komplemalitung von Ragl-defizienten
Blastozyten mit cFLIP-defizienten embryonalen Staralben zurickgegriffen werden (Zhang
and He, 2005, Chau et al., 2005). In beiden Fallaren die periphere T-Zellzahl und deren
Proliferation nach TCR-Stimulation reduziert. Ferkennte nachgewiesen werden, dass die
cFLIP-defizienten T-Zellen vermehrt starben, sowsgontan als auch nach TCR-Stimulation.
Offenbar war dieser Effekt weder von CD95 abhamgigh wurde eine Beeintrachtigung der
Aktivierung von ERK oder NkB nachgewiesen (Zhang and He, 2005, Chau et &5)20
Dies bedeutet, dass cFLIP diese beiden Signalwege modulieren kann, fur diese jedoch
nicht essentiell ist. Der Phéanotyp cFLIP-defizien#guse ahnelt demnach stark dem der
caspase-8-defizienten T-Zellen (Salmena et al.3R0Berner gleichen die Ergebnisse den
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Befunden einer Caspase-8-Mutation einer Immundafizrkrankung im Menschen, die
durch erniedrigte Zellzahlen und eine verringentaliferation der T-Zellen charakterisiert ist
(Chun et al., 2002).

1.2.2.2 Studien mit cFLIP-transgenen Méausen

Da cFLIP ein Inhibitor des extrinsischen Apoptosgrdiwegs ist, wurde urspringlich
erwartet, dass cFLIP-transgene Mause dem Phéanogyp GiD95-defizientenlpr-Maus
entsprechen wuirden. Entgegen dieser Annahme wiek&nP, -transgene Mause keine
Lymphoproliferation oder Akkumulierung von T-Ged#ubkzellen auf, sondern normale
Zellzahlen von Thymozyten und peripheren T-Zelleans et al., 2002). Dieses Phanomen
konnte durch eine gesteigerte Proliferation beichleeitig erhbhter Apoptose erklart werden
und steht im Einklang mit der Theorie der konzdmrsabhangigen Aktivierung von
Caspase-8 durch cFLIRDohrman et al., 2005). Die erhthte Apoptoseselitsibibetrifft
offenbar vor allem Typ-I-Helferzellen (CD8+, TH1hdi reduziert deren periphere Anzahl um
30-50%. Typ-ll-Helferzellen (CD4+, TH2) sind dagegé& erhohter Anzahl vorhanden
(Tseveleki et al., 2004). Diese Verschiebung desl/TH2-Verhaltnisses wurde mit der
erhohten Inzidenz von allergischen Atemwegserkragkn bei erniedrigtem Auftreten von
experimenteller allergischer Enzephalomyelitis (BAB Ipr-Mausen in Zusammenhang
gebracht (Chun et al., 2002). Ferner wurde beobgctiass der klonalen Expandierung von
antigen-spezifischen T-Zellen in cFl.Hransgenen Mausen eine schnelle, vorzeitige

Beseitigung folgte, so dass T-Gedéachtniszellentrkkumulierten (Dohrman et al., 2005).
1.2.2.3 Apoptose

Wahrend cFLIR die DR-vermittelte Apoptose hemmt, wird die Rollen cFLIR noch
immer kontrovers diskutiert. Wie oben dargestetlbnkurrieren cFLIR und cFLIR mit
Caspase-8 um die Rekrutierung an den DISC (Irnilat.e1997, Rasper et al., 1998). Ferner
scheint cFLIR den ersten Schritt der autoproteolytischen Spgliton Pro-Caspase-8 an den
DISC zu unterbinden (Krueger et al., 2001). Diel®e®bn cFLIR ist hingegen komplexer.
Einerseits steht cFL|Pebenfalls in Konkurrenz mit Caspase-8 am DISC hemimt offenbar
den zweiten Schritt der Prozessierung von Caspasés8 der proteolytischen Abspaltung
von pl18 (Krueger et al., 2001). Sowohl in geringgsnauch in sehr hohen Konzentrationen
wurde entsprechend eine Hemmung der Apoptose diichiP. nachgewiesen (Chang et al.,
2002, Micheau et al., 2002, Boatright et al., 20@aruber hinaus verstarkte die selektive
Deletion von cFLIPauf RNA-Ebene die Aktivierung von Caspase-8 (Sledrg., 2005).

Seite 19



CFLIP. kann aufgrund seiner beiden DEDs und seiner casfiasichen Doméane mit
Caspase-8 ein Heterodimer ausbilden. Der C-TerminncFLIR enthalt eine Aktivierungs-
schleife, die nach Heterodimerbildung mit Caspase$&sen aktives Zentrum exponiert und
die Autoprozessierung von Caspase-8 ermdglichti€lret al., 1997, Han et al., 1997). Daher
besitzt cFLIR vermutlich eine konzentrationsabhéngige Wirkunge éines Apoptose-
Inhibitors bei niedriger und hoher zytosolischernKentration und die eines Apoptose-
Augmentors bei mittlerer Konzentration. Diese Theseht im Einklang mit dem
.Dimerization Induced Proximity Model* (siehe 1.11%, zumal auch Heterodimere autokata-
lytische Aktivitat entfalten konnten (Bao and SB{07). Diesem Modell zufolge wird die
autokatalytische Aktivitat in erster Linie durchedDimerisierung der Initiatorcaspasen
verursacht. Der DISC dient vor allem dieser Dimerisng, indem die lokale Konzentration

der Initiatorcaspasen gesteigert wird. (Yin et2006).
1.3 Der CD95 Signalweg in der Immunantwort

Nach Antigenstimulation proliferieren antigenspeszifie T-Zellen. Am Ende der Immunant-
wort und nach Entfernung des Antigens wird die z&il durch apoptotische Elimination
wieder auf das ursprungliche Niveau gebracht (Kawvabd Ochi, 1991). Dieser Prozess
beugt einer fehlgeleiteten Gewebsschadigung und Adgoimmunitdt durch potenziell
autoreaktive Immunzellen vor (Hildeman et al., 20@b Fehlregulationen in diesem System
Zzu autoimmunen Symptomkomplexen wie dem Autoimmubgmphoproliferativen Syn-
drom (ALPS) fuhren, ist umstritten. Canale und &ntieschrieben vor 50 Jahren erstmalig
das ALPS als eine Erkrankung, die durch nicht-nm&ligymphadenopathie und Autoimmuni-
tat gekennzeichnet war (Canale and Smith, 196 8sd&Erkrankung wird durch Mutationen
in Genen von Proteinen des CD95 Signalweges veatirda vitro werden entsprechend der
Sensitivitat von Lymphozyten gegentber CD95-inddereApoptose verschiedene Subtypen
unterschieden. T-Zellen dieser Patienten kdnnenBx@ressionsverlust komplett resistent
(ALPS 0) und bei reduzierter bis normaler Exprasgpartiell resistent (ALPS | und II)

werden oder auch eine normale Apoptoseinduktiowaisen (ALPS IlI).

Ahnlich dem humanen Systemischen Lupus Erythemato@®LE) entwickelte die
Lymphoproliferationsmaus Igr) Autoimmunitat mit Nephritis, Lymphadenopathier:
Hyperglobulindmie und antinukledre Antikérper (ANAGohen and Eisenberg, 1991). Die
alternderipr-Mause waren ferner durch die Akkumulierung von GIRBB220-T-Zellen in
der Peripherie charakterisiert. Kurze Zeit spatewrden weitere naturliche Mutanten be-
schrieben, didprey- und die Generalisierte-Lymphadenopathie-Erkragk{ghd) (Takahashi
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et al., 1994, Kimura and Matsuzawa, 1994). Wahrgnddurch einen nahezu kompletten
Verlust der CD95-Expression charakterisiert istawdst Iprey die Expression eines nicht
funktionellen Proteins (Nagata and Golstein, 19%&g gld-Mutante hingegen verursachte
durch Punktmutation ifag eine komplette Funktionsstérung der extrazelludeméne von
FasL (Adachi et al., 1996, Cohen and Eisenberg]l 1 Ter Phénotyp dieser drei Mausmodel-
le unterschied sich hauptsachlich im Zeitpunkt Alesbruchs der Erkrankung (Rieux-Laucat
et al., 1999). Gezielte Deletion vdas (Karray et al., 2004) oddéas (Nagata, 1996) fuhrten
weiterhin zu wesentlich schwerwiegenderen Patheloghnalog zum Tiermodell konnten die
oben genannten Mutationen des CD95-Signalwegs haciALPS-Patienten nachgewiesen
werden (Wu et al., 1996).

1.3.1 Die Rolle von CD95 in aktivierten T-Zellen

Eine erste Schlussfolgerung der Analyse IgeiMaus war, dass sich aktivierte T-Zellen am
Ende der Immunantwort durch CD95-vermittelte Apsptselbst eliminieren konnten. Dies
glaubte man durch die Beobachtung bestétigt, daZell@n nach Stimulation des T-
Zellrezeptorskomplexes (TCR, CD3) vermehrt Fasldprierten (Irmler et al., 1997). Ferner
verminderte sich im Verlauf der Immunantwort di¢razellulare Konzentration von cFLIP
nach initialem Anstieg. Dies wurde als Sensibifisiey gegentber CD95-induzierter Apopto-
se gedeutet (Van Parijs et al., 1999). Die phygistthe Relevanz dieser Beobachtungen ist

indes umstritten.

Im Widerspruch zu dieser These wiesen MausmodeileT+Aell-spezifischer Deletion von
CD95 oder Komponenten des CD95-Signalweges eingohgmenie und eine der pulmonalen
Fibrose ahnliche Erkrankung auf, jedoch keine Lyagphbliferation, die fir den Phéanotyp der
ALPS/pr charakteristisch ist (Hildeman et al., 2002). Dakann davon ausgegangen
werden, dass fur den ALAfY-Phanotyp die Interaktion weiterer Zelltypen notadignist,
beispielsweise antigen-prasentierende Zellen (Ha.g2004). Vor kurzem konnte entspre-
chend gezeigt werden, dass die spezifische Deletmn CD95 in APCs Autoimmunitét
verursachte (Stranges et al., 2007). Es wird angemn, dass im Sinne eines negativen
Regulationsmechanismus aktivierte CD99Cs normalerweise durch aktivierte T-Zellen
eliminiert werden. CD9BPC, die Autoantigene prasentieren, wirden folglioh Aktivie-
rung von autoreaktiven T-Zellen triggern. Diese Séhevurde durch die Beobachtung gestiitzt,
dass DCs nach der Aktivierung von T-Zellen offenpatdtet wurden (Wong and Pamer,
2003). Derzeit ist jedoch umstritten, ob die CD@5mittelte Apoptose von APCs primar an
der Regulation von CD4 und/oder der CD8T-Zellantwort beteiligt ist, da CD4T-Zellen
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eine kontinuierliche Stimulation durch APCs und CRB#en einzigen Hit oder ebenfalls eine
kontinuierliche Simulation durch APCs bendétigen ¢0ét al., 2005, Bevan and Fink, 2001,
Curtsinger et al., 2005).

1.3.2 Zelltod aktivierter T-Zellen

Der Zelltod aktivierter T-Zellen erfolgt durch daémtrinsischen Apoptose-Signalweg. Dabei
werden proapoptotische BH3-only-Proteine aktivielie ein strukturell charakteristisches
Motiv, die Bcl-2-ahnliche-Doméne Typ-3 (BH3), entlea. Dies sind insbesondere Bim,
Puma und Noxa, die Uber Aktivierung von Bax/Bak pjose auslosen (Zhu et al., 2004,
Hacker et al., 2006). Entsprechend blockierte diergxpression von Bcl-2 ebenso wie der
gleichzeitige Verlust von Bak und Bax den Zelltddiaerter T-Zellen (Zhong et al., 2006).
Aul3erdem konnten Zytokine wie Typ-I-IFN, IL-1, IL-B.-7, IL-12 und IL-15 sowie die NF-
kB- und MAPK-Signaltransduktion eine Rolle in derdjgtose aktivierter T-Zellen spielen
(Vella et al., 1998, Marrack et al., 1999, Bauealet2006).

1.4 Nicht-apoptotische Signaltransduktion durch Caspase-8
und cFLIP

Entgegen der urspringlichen Annahme smdivo CD95 und cFLIP an der Elimination von
T-Zellen nach einer Infektion vermutlich nicht bétg, sondern vielmehr an der Aktivierung

und Differenzierung von Immunzellen.
1.4.1 Aktivierung von T-Zellen

1993 wurde erstmalig beobachtet, dassitro die Ligandenbindung am CD95-Rezeptor und
die gleichzeitige Stimulation des T-ZellrezeptoF€R) kostimulierende Aktivierungssignale

darstellten (Migone et al., 2002). Ahnliche Effektarden auch bei anderen Mitgliedern der
TNF Superfamilie beobachtet (Budd et al., 2006Xellen, bei denen gezielt DR, wie z.B.

CD95, ausgeschalten wurden, waren hingegen in dge,Lnormal zu proliferieren (Chun et

al., 2002). Die physiologische Relevanz dieser Waggation ist daher nicht eindeutig.

Ferner wurde berichtet, dass moglicherweise audp&3®n eine Rolle in der Aktivierung von
T-Zellen spielen. So konnte nach TCR-Stimulationeestarke Erhéhung der Aktivitat von
Caspase-8 nachgewiesen werden, wahrend deren IltbsoKonzentration gleich blieb
(Thome, 2004). Einen weiteren Hinweis ergab dientifigierung weiterer, so genannter
atypischer Formen der ALPS, die durch eine hetgyoteyMutation von Caspase-10 bzw. eine
homozygote Mutation von Caspase-8 die Inaktivierdag jeweiligen Enzyms verursachten.
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Dies resultierte in Aktivierungs- und Proliferatsatefekten von Lymphozyten mit reduzierter
IL2-Bildung (Chun et al., 2002, Wang et al., 1998hnliche Effekte wurden durch Caspase-
Inhibitoren hervorgerufen. Dies unterstitzte dieediie, dass Caspasen eine Rolle bei der
Aktivierung von Lymphozyten spielen (Alam et al99B, Kennedy et al., 1999, Boissonnas et
al., 2002).

Erste Hinweise, dass cFLIP einen Effekt auf dieia&tung von T-Zellen haben kénnte,
ergaben Experimente mit Jurkat-T-Zellen, die ckLiberexprimierten und nach TCR-
Stimulation mehr IL-2 produzierten als WT ZelleneX&re Untersuchungen der Signalpfade,
die die IL-2-Expression regulieren, zeigten, dassTdCR-vermittelte Aktivierung von NkB
und von ERK durch die Anwesenheit von cFLIgesteigert wurde (Kataoka et al., 2000).
Dabei assoziiert cFLIPoffenbar mit TRAF1, TRAF2 und RIP1 bzw. mit RAFL Binem
Komplex, der NR¢B und ERK aktiviert (Budd et al., 2006). Besondggbhoptimale Dosen”
von CD3-Antikorpern fuhrten zu vermehrter Prolitewa der T-Zellen (Lens et al., 2002).
Wie oben dargestellt, konnte durch cFLIP Mausmedegkzeigt werden, dass cFLIP die
Signalwege von ERK oder NiEB moduliert, jedoch fur diese nicht essentiell(@ang and
He, 2005, Chau et al., 2005). Grundsatzlich isb@hdnicht vollstandig geklart, wie nach der
TCR-Stimulation die Assoziation von Caspase-8 ufdlle, reguliert wird, ohne dabei

Apoptose zu induzieren.

CFLIPs begrenzt die Aktivierung von Caspase-8 durch kditipe Bindung an den DISC
und besitzt vermutlich wahrend der Aktivierung vorZellen eine andere Funktion als
cFLIP.. Da cFLIR nach der Aktivierung von T-Zellen in erhéhter mabscher Konzentrati-
on nachgewiesen wurde, ist denkbar, dass cfdIP Aktivierung der T-Zellen limitieren
kann. (Krueger et al., 2001). Ferner wurde gezeligss cFLIR nicht in der Lage war, RIP1
und TRAF2 zu rekrutieren (Kataoka and Tschopp, 20D#& relativen Mengen von cFLIP
und cFLIR kdnnten daher das Gleichgewicht zwischen Caspasah-NFxB-Aktivierung
kontrollieren. Entsprechend minderte die transgeérpression von VFLIP die Anzahl von
CD8+-Gedéachtnis-Zellen (Wu et al., 2004).

Eine weitere Bedeutung in der Aktivierung von Ti€elbesitzen wahrscheinlich intermediare
Spaltprodukte von cFLIR wie p43cFLIP (Golks et al., 2006) oder p22-FLE3¢he et al.,
1999). Diese sollen TRAF2 oder RIP1 besser rekerieind dadurch unmittelbar zu einer
erhohten NFReB-Aktivierung fuhren.
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1.4.2 Differenzierung und Aktivierung myeloider Zellen

Dendritische Zellen (DCs), Makrophagen und B-ZeBerd zur Antigenprasentation befahigt
und werden daher als antigen-prasentierende ZENBRS) bezeichnet. Unreife DCs sind in
verschiedensten Geweben lokalisiert und kontr@heihre Umgebung. Nach Identifizierung
und Prozessierung eines Antigens reifen DCs undréanen in lymphatisches Gewebe. Dort
prasentieren diese DCs den T-Zellen Antigenfragmantiand ihres Haupthistokompatibili-

tatskomplex (MHC) und koordinieren die Immunantwautch die Sekretion von Zytokinen.

Taglich werden uber eine Billionen Monozyten praduz von denen jedoch nur wenige zu
Makrophagen und DCs differenzieren. Das legt estegng kontrollierten Prozess nahe, der
bis heute ungeklart ist. FUr diese negative Salaktier Monozyten wurde eine Beteiligung
der CD95-vermittelten Apoptose vorgeschlagen, ds-Krsockdown-Mausen vivo mehr
zirkulierende Monozyten und eine vermehrte Anzahl Gewebemakrophagen aufwiesen
(Perlman et al., 1999, Ashany et al., 1999).

Auch cFLIP scheint eine Rolle in der Differenziegwon Makrophagen und reifen DCs aus
Knochmarksvorlauferzellen zu spielen. Naohvitro Stimulation durch den granolozyten-
makrophagen-koloniestimulierenden Faktor (GM-CSéinginsam mit IL-4 traten Verande-
rungen der intrazellularen cFLIP-Konzentration adbnozyten hatten eine geringe cFLIP-
Konzentration und waren hochsensibel gegentber C@dhittelter Apoptose, wahrend
Makrophagen und unreife DCs erhebliche Mengen cFe&Xprimierten und Apoptose-
resistent wurden (Rescigno et al., 2000). Fragkthedoch, ob die Funktion von cFLIP in
APCs allein in der Verhinderung der Apoptose liegier auch wie in den T-Zellen zur
Differenzierung und Aktivierung beitragt. Tatsachlikonntein vitro eindrticklich gezeigt
werden, dass die Stimulation von CD95 unreife D@htntétet, sondern dass diese zur
phanotypischern und funktionellen Reifung gebraaintden (Hohlbaum et al., 2001).

1.5 Aufgabenstellung

Die Kenntnis von molekularen Mechanismen der Sigitahg in Zellen des Immunsystems
ist von grof3er Bedeutung fur das Verstandnis dessiBlogie dieser Zellen sowie fir das

Verstandnis mancher menschlicher Erkrankungen.

In dieser Arbeit sollte anhand eines cH:-tRansgenen Mausmodells die Bedeutung der nicht-
apoptotischen DR-Signaltransduktion in Zellen dasnunsystems untersucht werden. Die
Proteine der zellularen FLIP-Familie interagierent mroteinen dieser Signalwege und
regulieren dadurch vermeintlich die Zell-Aktiviegindie Differenzierung und die Apoptose
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von Immunzellen sowie deren Antigenpréasentatiore Rurze Isoform cFLIR ist nach
heutigem Wissensstand ein ausschliel3licher Inhivibm Caspase-8 und erschien daher zur
Untersuchung in transgenen Mausen besser geeigneia als cFLIP, das die Caspase-8

abhangig von der intrazellularen Konzentration dalvighibieren als auch aktivieren kann.

Das verwendete Transgen war ein Fusionsproteicul’s und GFP (Grun fluoreszierendes
Protein). Dies erlaubte die einfache Identifikatson cFLIR-GFP exprimierenden Zellen,
ohne deren Funktion zu stéren. Das Transgen wurtés der Kontrolle degav-Promotors in
das Genom einer Maus eingebracht. DaxPromotor wurde gleichmalig exklusiv auf
hamatopoetische Zellen exprimiert (Rescigno et24100). Entsprechend konnten daher die
Konsequenzen einer erhdhten cR:-EXxpression nicht nur in Lymphozyten, sondern aach

DCs und Makrophagen untersucht werden.

Zunachst sollten hamatopoetische Zellen auf defdrlRg-GFP Expression hin untersucht
und typisiert werden. Voraussetzung weiterer Unigtangen war der Nachweis der durch
cFLIPs verursachten Resistenz gegeniiber CD95 induzispigptose. Der nachste Parameter,
der untersucht werden sollte, war eine moglichdlisesnahme von cFLKPauf Signalwege,

die bei der Aktivierung von T-Zellen und B-Zelleme Rolle spielen kbnnten. Ferner sollte
Uberpruft werden, ob die Differenzierung von APQss grimaren \Vorlauferzellen des
Knochenmarks durch die cFLdRberexpression gestort oder ob die InteraktioferédPCs

mit Lymphozyten beeintrachtigt ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate
Gerate Bezeichnung Bezugsquelle
Brutschranke Hera Cell 240 Heraeus, Hanau
Durchflusszytometrie FACS Calibur Becton Dickinsénanklin

Grol3zentrifugen

Grol3zentrifugen

Harvester
Lichtmikroskop

LS Separation Colums
(MACS)

Micro-Betacounter
Sterilwerkbank
Tischzentrifugen

Zahlkammer

Megafuge 1.0 R (4°C)

Sorvall RC 26 Plus (4°C)
Ultrazentrifuge

Multifuge 3 S-R
Megafuge 1.0R, 4°C
Micro96 Harvester
ID203, Axiovert 100

Matrix 9600
HERAsafe HSP 18
Centrifuge 5415C (RT)
Biofuge 15R (4°C)
Biofuge fresco (4°C)
Omnifuge 2.0RS (RT)
Neubauer

Lakes, NJ, USA
Heraeus, Hanau
Du Pont, Newton, CT, USA

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau
Shatron Instrumentsuégen
Zeiss, Jena

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach

Packard, Niederlande

Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

HBG

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Bezeichnung

Bezugsquelle

Einmalspritzen (27 G)
FACS Ro6hrchen

Filter (Harvester)
Gewebekulturplatten

Einmal-Injektions-Kantlen

HBaun Melsungen AG,
Melsungen

1,2 ml Microtubes Loose NS  Alpha labwries,

Glass Fiber Filters

6 Well, Flat Bottom
12 Well, Flat Bottom
96 Well, Flat Bottom
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Hampshire, U.K.
Packard,dértande

Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA

Fortsetzung Seite 27



Gewebekulturplatten
V-Boten-Platte
Gewebekulturschalen

Pipettenspitzen

Reaktionsgefass

Rohrchen

96 Well, U Bottom
Microplate PS 96V
100 mm x 20 mm

5ml
10 ml
25 ml

1,5 ml
2,0 ml

15 mi
50 ml

Becton Didon, Franklin
Lakes, NJ, USA

Joseph Peske GmbH,
Aindling-Arnhofen

Becton Dickinsoanklin
Lakes, NJ, USA

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Eppendorf
Eppendorf

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

2.1.3 Chemikalien und Radiochemikalien

Bezeichnung

Hersteller

2-Mercaptoethanol
Aceton

Acrylamid-Bisacrylamid-Lésung
(29:1)

Accutase
Ammoniumsulfat
Ampicillin
Annexin-V-FITC

Azetat (Na-Azetat)

BSA (Rinderserumalbumin)
Concanvalin A (ConA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Essigsaure (100%)
Ethanol (96%)

FCS (Fetal Calf Serum)
Formaldehyd (37°C)
GM-CSF (granolozyten-

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen

PAA Laboratories GmbH, Pasching
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Caltag Laboratories, Burlingame, USA
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Amersham Pharmacia Biotech¢c@taway, USA
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Roth, Karlsruhe
Eigene Herstellung aus Uberstand von Ag8653

makrophagen-koloniestimulierenderMyelomzellen, die mit muriner GM-CSF cDNA

Faktor)
lonomycin

transfiziert wurden
Calbiochem/Merck, Darmstadt
Fortsetzung Seite 28
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Isopropanol
Kaliumchlorid
Kalziumchlorid
L-Glutamin

LPS (Lipopolysaccharid)

M-CSF (Makrophagen koloniesti-
mulierender Faktor)

Methanol (99%)
Methyl-[3H]-Thymidine
Natriumchlorid

PBS Dulbecco (ohne &2 Mg*)
Propidiumiodid
Rinderserumalbumin (BSA)
Salzsaure 25%

Staurosporin

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim
R&D Systems, MN, USA

Merck, Darmstadt
Amersham Biosciences, Schwede
Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

2.1.4 Haufig verwendete Puffer

Puffer Menge Stoff
Lysepuffer (Eukaryonten) 150 mM NacCl

30 mM Tris-HCI, pH=7,5

1mM PMSF

10% (w/v) Glycerol

1% (w/v) Triton X-100

10 T/500 ml Complete (Roche)
Ammoniumchloridpuffer 10x 1,5 M NHA4CI
(Erythrozytolyse) 100 MM NaCO3

10 mM EDTA

pH 7,4
Annexin-V-Bindepuffer 10 mM, pH 7,4 Hepes/NaOH

140 mM NacCl

2,5mM CaCl2

Aqua dest
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2.1.5 Zellkulturmedien

Name Zusammensetzung

Click's-RPMI Instamed Click's-RPMI (Biochrom, Ber), 1 Beutel in 10 |
destilliertes Wasser, sterilfiltriert, Lagerung déC
23,83 HEPED

11,75 NaHCO3, pH 7,2
Vor Anwendung wurden folgende Zusatze beigemischt:
2 mM L-Glutamin (Biochrom, Berlin)

10% Fotales Kéalberserum (FCS) (Biochrom, Berlin);
Hitzeinaktivierung der Komplementfaktoren bei 560C 1
Stunde

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin (10.000U/1006§/ml)
(Biochrom, Berlin)

50 uM B-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim)

PAA-RPMI 10% FCS (Biochrom, Berlin); Hitzeinaktivieng der
Komplementfaktoren bei 56°C fur 1 Stunde

100 1U/ml Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Ber)in

50 uM B-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Methylzellulosemedium: 1% Methylzellulose in IMDM
Methocult SF H4436 1% BSA

10 ng/ml Rinderinsulin

200 ng/ml Eisen-gesattigtes humanes Transferrin

3 U/ml rh Erythropoetin

10,4 M 2-Mercaptoethanol

2 mM L-Glutamin

50 ng/ml rh Stammzell-Faktor

20 ng/ml rh IL-3

20 ng/ml rh IL-6

20 ng/ml rh G-CSF

2.1.6 Antikdrper

Antikorper Konjugat  Klon Hersteller
Anti-FITC Micro Beads Miltenyi Biotex, Bergch
Gladbach

Fortsetzung Seite 30
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CD3t Hamster-anti-Maus APC 145-2C11 BD Pharmingen, Siago,
USA

CD11b PE M1/70 eBioscience, San Diego, USA

CDl1lc APC N418 eBioscience, San Diego, USA

CD28 Hamster-anti-Maus 37.51

CD3 Hamster-anti-Maus 145-2C11 BD Pharmingem Biego,
USA

CD3 Cy5 Eigene Herstellung

NK1.1 Maus-anti-Maus FITC PK136 BD Pharmingen, B&go,
USA

CD45R/B220 Ratte-anti- FITC RA3-6B2 BD Pharmingen, San Diego,

Maus USA

IgM Ziege-anti-Mais Polyklonal Dianova

CD80 PE 16-10A1 eBioscience, San Diego, USA

CD86 PE 09275B Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA

CD40 PE 1C10 eBioscience, San Diego, USA

2.1.7 Apoptosestimuli

Substanz Hersteller

FasL Prof. Harald Wajant, Wirzburg

MG-132 Biomol GmbH, Hamburg

2.1.8 Mausgenerierung und -zucht

Das Fusionsgen FL¥GFP (Prof. Harald Wajant, Wirzburg) wurde durclauriSvetla

Chaneva in demawVektor (Prof. Jerry Adams, Melbourne) kloniert.

Der vawvPromotor wird gleichmaRig exklusiv in hamatopadtien Zellen exprimiert
(Rescigno et al., 2000, Ogilvy et al., 1998). Ergshend konnten die Konsequenzen einer
erhohten Expression von cFlgRicht nur in Lymphozyten, sondern auch in Densiclien

Zellen und Makrophagen untersucht werden.

Die Injektion des Transgens in die Oozyten von A5BBMausen erfolgte durch Prof. Dr.
Eckhard Wolf am Lehrstuhl fir Molekulare Tierzuaimd Biotechnologie des Genzentrums
der LMU Munchen (Feodor-Lynen Str. 25, 81377 Mumh®abei wurden zwei Mauslinien
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etabliert, von denen eine das Transgen nicht exgrien Das Transgen cFL4”SFP wurde

zunachst mittels Southern Blot nachgewiesen.

Die Haltung der Mause erfolgte unter SPF (Spegéthogen free)-Bedingungen im Maus-
stall des Instituts fir Mikrobiologie in MinchenuZGenotypisierung wurde die durchfluss-
zytometrische Analyse der GFP-Expression angewavetsuche mit transgenen Mausen
wurden mit Wildtyp-Mausen desselben Wurfs oder Midusen der gleichen Generation

durchgefuhrt.
2.1.9 Software

Folgende Software wurde verwendet: Microsoft OffiGellQuestPro, Adobe Acrobat und
FlowJO.

2.2 Methoden
2.2.1 Gewinnung primarer Zellen

Zur Gewinnung primarer Zellen wurden in gleicherzAhl jeweils transgene und WT Mause
getotet. Die Tétung erfolgte schnell und schmeraftech Genickbruch, die Organentnahme
unter moglichst keimfreien Bedingungen. Die entn@nan Organe und die Einzelzellsus-

pensionen wurden stets schonend auf Eis gelagert.
2.2.1.1 Milz, Thymus und Lymphknoten

Nach Entnahme von Milz, Thymus und von abdominagemclavicularen sowie inguinalen
Lymphknoten wurden diese jeweils in ein Rohrchen il ml Click's RPMI  Medium

Uberfuhrt. Zur Erstellung von Einzelzellsuspensiomairden die lymphatischen Organe mit
einem Stempel durch separate Siebe gedriickt. Nasbiebiger Spilung der Siebe mit
Medium wurden die Suspensionen zuriick in die Ra@wdiberfuhrt und zentrifugiert (1500

rpm, 4°C, 5 min.).

Die Milzzellsuspension enthalt in hohem Anteil Emgzyten, die durch Aufnahme der
Niederschlage in 2 ml Ammoniumchloridpuffer und @rigeRender zweiminttiger Inkubation
bei Raumtemperatur eliminiert wurden. Zur sofomigBeendigung der Erythrozytolyse
wurden 9 ml Click’s RPMI Medium hinzupipettiertneut bei 500 g 5 min sedimentiert und

zweimal gewaschen.

Die Niederschlage wurden schlief3lich in 10 ml CsdRPMI Medium aufgenommen und die

Zellzahl in der Neubauer-Zdhlkammer bestimmt.
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2.2.1.2 Knochenmark

Als Erstes wurden Femora und Tibiae der Mausevivai Cutis, Muskel- und Bindegewebe
prapariert. Nach Abschneiden der Epiphysen wurde Kiaochenmark mit 10 ml RPMI
Medium anhand einer 27 G Nadel aus den Rohrenlemotterausgespult und in 15 ml
Rohrchen Uberfuhrt. Die Zellsuspension wurde zimfiert, zweimal gewaschen und

anschlie3end die Zellzahl bestimmit.
2.2.1.3 Generierung von Dendritische Zellen

Zur Generierung primarer Dendritischer Zellen warde#10® Knochenmarkvorlauferzellen
geldst in 10 ml RPMI Medium in eine Petrischale riilifert und 160 pl GM-CSF hinzugege-
ben (entspricht einer Konzentration des GM-CSF ¥@&%6). Am Tag 3 wurden erneut 10 ml
RPMI Medium und 160 pl GM-CSF hinzugegeben. Am Bagurden zur Erneuerung des
Mediums 10 ml abgenommen, zentrifugiert und derdBiischlag in 10 ml frischem RPMI-
Medium gemeinsam mit 160 pl GM-CSF aufgenommens®igellsuspension wurde dann
zusammen mit den restlichen 10 ml aus der vorherRgtrischale in eine neue Zellkultur-
schale Uberfuhrt. Die Verwendung von Zellkulturdehaermdglichte die Entfernung von
Makrophagen, da diese durch Adhéasion fest am BddeRlatten gebunden wurden. Am Tag
8 wurden nochmals 10 ml durch frisches RPMI mit 180GM-CSF ersetzt. Am Tag 10
konnten durch vorsichtige Abnahme des Uberstandesnitht-adharenten Dendritischen

Zellen geerntet werden.
2.2.1.4 Generierung von Makrophagen

Zur Generierung primarer Makrophagen wurden 28*(fAochenmarkvorlauferzellen in 10
ml RPMI Medium mit 10ul M-CSF dberfuhrt (entspricht einer M-CSF Konzetitna von

0,1%). Am Tag 3 wurden weitere 10 M-CSF hinzupipettiert. Am Tag 10 wurden die nicht
adharente Zellen durch Abnahme des UberstandesrentDie haftenden Makrophagen
konnten anschlieBend durch 20-minitige InkubatiorAccutase von der Oberflache der
Petrischale geldst werden. Nach Zugabe von 10 MIRBedium wurden die Zellsuspensio-
nen in Réhrchen abgeflllt. Die enthaltenen ausdiffeierten Makrophagen wurden zweimal

gewaschen und standen anschlie3end zur weiterareNdung bereit.
2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden iDgut durchmischter Zellsuspension in die Neubau-
er-Zahlkammer eingeflllt. Bei 100facher Vergro3grwmurden meist zwei Quadranten der

Zahlkammer (je 16 Quadrate) unter dem Mikroskomer&hlt und aus den Einzelwerten der
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Mittelwert gebildet. Multipliziert man den Mittelwe der Zellzahlen mit 10 und dem

Verdinnungsfaktor, erhalt man die Zellzahl pro ml.
2.2.3 Prinzip der immunmagnetischen Zellseparierung

Die immunmagnetische Zellseparierung, auch magrietisaktivierende Zellsortierung
(MACS) genannt, dient der Isolierung einer bestienmZell-Subpopulation aus Zellgemi-

schen anhand der Markierung von Oberflachenmolekiilech magnetische Antikérper.

Zunachst wurde das Zellgemisch mit fur B- und NHl&te spezifischen, an Fluoreszeini-
sothiocyanat (FITC) gekoppelten Antikérpern gefabldzu wurde das Zellsediment in 50
PBS/BSA (0,5% BSA) geldst und jeubanti-B220-FITC sowie anti-NK1.1-FITC hinzugege-
ben. Nach 20 min Inkubation bei 4°C wurden die etettweimal mit PBS/BSA (0,5% BSA)
gewaschen und anschliel3end in 400edium aufgenommen. Im folgenden Schritt wurden
40 ul magnetische anti-FITC Kleinstpartikel, auch Miceads genannt, hinzupipettiert. Nach
der Inkubation (20 min, 4°C) wurden die Zellen seeltiert und in 3 ml Medium aufge-
nommen. Anschliel3end wurde das Gemisch in ein&taltlwolle gefillte Sdule gegeben, die
in einem Dauermagnetfeld stand. Microbeads-FITCggbundene Zellen wurden durch das
magnetische Feld in der Saule immobilisiert, scsdag B220/NK1.1-negative Zellen, d.h.
hauptséachlich T-Zellen, die Saule passieren konmese wurden nach zweimaligem Sptlen
mit je 5 ml Click's RPMI Medium in 15 ml Spitzbodehrchen aufgefangen. Dieses
negative Auswahlverfahren mit Hilfe von MACS-Saul@#iltenyi Biotec) isolierte T-Zellen
ohne Aktivierung. Nachdem die Saulen aus dem Mégide¢ntfernt worden waren, konnten
die verbliebenen Zellen, in der Mehrheit B-Zellemt Hilfe eines Stempels in ein weiteres
Rohrchen gedriickt werden. AnschlieBend wurden eliarserten Populationen gezahlt und

standen zur weiteren Verwendung zur Verfigung.
2.2.4 Stimulierung primarer eukaryontischer Zellen

Fur die Untersuchung folgender Zellfunktionen wer ebrhergehende Stimulierung primarer

eukaryotischer Zellen notwendig:

» Aktivierung immunkompetenter Zellen: UntersuchungProliferationsassay in 96-Well-
Platten anhand verschiedener Stimuli und MessumgAdivierungsgrades durch den

proportionalen Einbau radioaktiver IsotopgH{-Thy)

* Apoptosesensibilitat durch FasL: Aktivierung reilgrmphozyten in 6-Well-Platten zur

Sensibilisierung gegentiber der anschlieRenden Apeptduktion durch FasL
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» Aktivierung Dendritischer Zellen: Durchflusszytomsthe Messung der Expression

aktivierungsspezifischer Oberflachenmarker nacm@ierung in 12-Well-Platten

2.2.4.1 Thymidin Proliferationsassay

Anhand eines Proliferationsassays konnen immunktnge Zellen funktionell untersucht
werden; das Ausmald der Proliferation dieser Zekespricht deren Aktivierung. Zur
Messung wird radioaktiv markiertes Thymidin apmizj das in die DNA proliferierender
Zellen eingebaut wird. Der Einbau ist ein quantreg Mal3 der DNA-Syntheserate und damit

der Zellteilungsrate direkt proportional.

In 96-Well-Platten wurden 1*£0- 3*1C Zellen je Well in dreifacher Konstellation in 100
Click’s RPMI Medium ausplattiert. Um Unterschieder @ellanzahl sowie der Konzentration
zu vermeiden, wurde das so genannte Mastermixvenfia angewandt. Dazu wurden
zunachst die bendtigte Zellzahl aller Wells eineaudl sowie das Gesamtvolumen eines
stimulierenden Agens berechnet und gesondert hefljednschlieRend konnten Volumina
mit definierter Zellzahl und Konzentration der stilerenden Agenzien unter Zuhilfenahme
von Multikanalpipetten ausplattiert werden. AnseBknd wurden die gewtinschten Stimuli in
weiteren 100 pl hinzugeflgt. Die Inkubationsdaud7°C, 5% CGQ-Atmosphare, 95%
Luftfeuchtigkeit) betrug gewdhnlich 48 h, bei detérologen, gemischten Leukozytenreakti-
on (MLR) 6 Tage.

Nach dem definiertem Inkubationszeitraum wurdenuP®iner Verdiinnung des radioaktiv
markierten Thymidin 3H]-Thy, Amersham, U.K.) hinzupipettiert. Die Vendtiung bestand
aus 45,5 ml Medium mit 0,5n7[H]-Thy. Die applizierte Menge entsprach cauQi. Die
Platten wurden im Folgenden weitere 6 h bzw. 16ViLR) inkubiert (37°C, 5% C@
Atmosphéare, 95% Luftfeuchtigkeit) und dann bei -@Gfefgefroren. Bei diesem \Vorgang

wird die Zellwand zerstort.

Zum Ernten der Zellen im Harvester (Mikro96 HareesShatron Instruments, Norwegen)
mussten die Platten 2 h im Brutschrank aufgetautieve Im Harvester wurde der Inhalt der
96-Well-Platte durch ein Glass-Fiber-Filterpapiafgesaugt. Dabei blieben alle Proteine im

Filter hangen einschliesslich der mit radioaktividrymidin markierten DNA.

Nach dem Trocken der Filter konnte di€Strahlung des Thymidins im Micro-Betacounter

(Matrix 9600, Packard, Niederlande) in counts perute (cpm) gemessen werden.
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2.2.4.1.1 Stimuli

Die folgende Tabelle fuhrt die im Proliferationsagserwendeten Stimuli auf, deren Kon-

zentration und welche Zellen durch diese stimuliertden.

Stimulus Konzentration T-Zellen B-Zellen
Lipopolysaccharid (LPS) 1 pg/mi X
Cytosin-Phosphatidyl-Guanosin (CpG) 1 uM X
Phorbol Myristinsaure (PMA) 2 ng/ml

+ lonomycin 0,2ug/ml % %
Concanavalin A (ConA) ag/ml X

Anti-CD3* 5 pg/ml X

Anti-CD3* 2 ug/mi X

+ Anti-CD28* 10 pg/ml

Anti-IgM 5 pg/ml X
Anti-IgM 5 pg/ml X
Anti-CD40 1 pg/mi

* Zur Stimulierung in U-Bottom 96-Well-Platten dir@anti-CD3 bzw. anti-CD3 + anti-
CD28, die am Boden der Wells haften, mussten diétd?l zuvor prapariert werden: die
Platten wurden zunachst mit den Antikérpern 16 idB€ inkubiert und direkt vor der
Verwendung zweimal mit 100 pl PBS gewaschen, unhmg@ttste, nicht haftende Res-

te der Antikorper zu entfernen.
2.2.4.1.2 Heterologe, gemischte Leukozytenreaktion

Die heterologe, gemischte Leukozytenreaktion (MLldRinoglichte die Untersuchung der
funktionellen Antigenprasentation, indem Immunzelleweier verschiedener Individuen
interagieren: Native T-Lymphozyten des als ,Resgohdlienenden Organismus erkennen
Uber den T-Zellrezeptor (TCR) einen allelen Polyomsmus von fremden MHC-II-Molkilen
der antigen-prasentierenden Zellen (APC) des SataulOrganismus. Die Responder-T-
Zellen werden dadurch aktiviert und zur Prolifesatangeregt. Entsprechend verhalt sich die
Antigenprasentation direkt proportional zur Pratifiion. Die vorhergehende Bestrahlung der
Stimulator-Zellen (20 — 25 Gray) unterband derealif@ration, nicht jedoch die zu untersu-
chende Antigenprasentation.

Die Stimulator-Zellen waren unsortierte Milzzellpdgtionen der cFLIR und WT Mause
(MHCII). Als Responder dienten durch MACS isolierieZellen einer BALB/c-Maus
(MHCI). Je Vertiefung wurden maximal 4*1@ellen von jeweils Responder- und Stimulator-
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Zellen gelost in Click’s RPMI Medium zugegeben. Qiellen wurden im Folgenden 6 Tage
im Brutschrank inkubiert (37°C, 5% G@tmosphare, 95% Luftfeuchtigkeit). Fur die letzten
16 Stunden wurde radioaktives Thymidin hinzugefugt.

2.2.4.2  Aktivierung und Apoptoseinduktion von Leukozyten und
Thymozyten

Abgesehen von den Thymozyten sind die Leukozytevitro relativ unsensibel gegentber
durch FasL induzierter Apoptose und wurden daheécst tGber einen Zeitraum von 48 h in
6-Well-Platten zu je 2*1DZellen stimuliert. Die unsortierten Milzzellen urisblierte T-
Zellen wurden mit Concanavalin A (ConA) behandédplierte B-Zellen mit Cytosin-
Phosphatidyl-Guanosin (CpG) (Konzentrationen siz@et.1.1).

Die Induktion der Apoptose erfolgte in einer setinsgigen Inkubation mit FasL bzw. mit
Staurosporin (STS) (37°C, 5% G@tmosphare, 95% Luftfeuchtigkeit). Dazu wurderO:

Well-Platten zu 3*10 Zellen je Well in 200ul Click's RPMI Medium geben. Neben der
Nullkontrolle wurde mit FasL in der Endkonzentrativon 50 ng/ml, 200 ng/ml und 500
ng/ml, und als Kontrolle des intrinsisch induzier#&poptose-Signalweges mit Staurosporin

in der Konzentration von 1uM stimuliert.

Nach diesen 6 Stunden wurden die Zellen in FACSr&t@n geflllt. Zur Darstellung der
Vitalitat der Zellen wurden 1@l Propidiumjodid-Stammlésung (1,0 mg/ml) hinzugegeb
oder im Falle der Thymozyten zuvor mit Annexin-VduRropidiumjodid gefarbt. Diese
Farbungen werden ausfihrlich unter 2.2.5.1. besioén.

2.2.4.3 Aktivierung von Dendritischen Zellen

Die aus Knochenmarkvorlauferzellen generierten BGslen gezahlt und zu je 2*i@ellen

je Well in eine 12-Well-Platte tberfuhrt. Als Stitnwurden Lipopolysaccharid (LPS) (1
mg/ml), FasL (50 ng/ml) und JO2 (100 ng/ml) mit AdgpHamster (ug/ml) in 2 ml RPMI
Medium eingesetzt. Nach 16 Stunden Inkubation (3% CQ-Atmosphare, 95% Luft-
feuchtigkeit) wurde der Uberstand der Wells in sefgeEppendorfgefale tberfihrt. Um die
durch Aktivierung adharenten APCs von der Oberttézh I6sen, wurde sogleich je Well 200
ul Accutase zugegeben und 20 min inkubiert. Die gfeld APCs konnten danach ebenfalls in
die richtigen Eppendorfgefal3e Uberfihrt werden. Bpgpendorfgefdlle wurden zweimal
zentrifugiert und mit RPMI Medium gewaschen. Imzteh Waschgang wurde der Nieder-
schlag in 90Qul PBS/BSA (0,5% BSA) aufgenommen und je 200n ein Well einer 96-V-
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Bottom-Well-Platte Uberfuhrt. Nach Zentrifugatiomnden die Niederschlage in je gbFc-
Block in PBS/BSA (1:50) aufgenommen und 20 min45&i inkubiert.

Im néchsten Schritt erfolgte die Farbung von OBeHenmolekilen zur Identifikation in der
Durchflusszytometrie durch Inkubation in je b fluoreszenzmarkierten Antikérpern (20
min, 4°C). Diese Farbungen werden ausfuhrlich ubt25.1. beschrieben.

2.2.5 Fluoreszenz-aktivierter Zellsorter (FACS).

Diese Form der Durchflusszytometrie erméglicht gliantitative Erfassung einer Zellpopula-
tion hinsichtlich ihrer GroRe und Granularitdt sewyon intrazellularen Proteinen und
Fluoreszenzfarbstoffen, die Uber Antikdrper an @&éehnenantigene gebunden sind. Die
Zellen werden wéahrend der Messung einzeln durch @imne Glaskapillare geleitet (hydro-
dynamische Fokussierung) und mit einem Laser dellewWange 488 nm bestrahlt. Die
Anwesenheit einer Zelle im Strahlengang, die Singudes Laserstrahls und das von den
eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffen emittiertetlndrden durch Photodetektoren gemessen.
Die Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfartestafurch den Laser tberfuhrt diese auf
ein hoheres Energieniveau. Kehren die Elektronem diesem erhdhten Energieniveau zu
ihrem Ursprungsniveau zuriick, wird Energie in Feon Photonen freigesetzt. Die emittierte
Photonenkonzentration verhdalt sich proportional klenge der gebundenen Antikorper je
Zelle. Die Vorwartsstreuung ist ein Mal3 fur die Gedder Zelle, wahrend sich anhand der
seitlichen Streuung die Granularitat bestimmentladdgben der Messung von markierten
Oberflachenmolekilen erlaubt die Durchflusszytoreettuch die Detektion von zytosoli-
schen Proteinen wie beispielsweise GFP (Grin fareeendes Protein), die in den Zellen

produziert werden.

In dieser Arbeit konnten die transgenen Mause didathweis der Expression des Fusions-
gens cFLIR mit GFP von den Wildtyp-Méausen der gleichen Getmmaabgegrenzt und

typisiert werden. Sich Uberlappende FluoreszenzerMessung mehrer Farbstoffe konnten
durch individuelle Einstellungen kompensiert werdeo dass mehrere Parameter einer

Zellpopulation untersucht werden konnten.

Zur Analyse wurde das Durchflusszytometrie-GeratCBACalibur (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) verwendet. Je Messung emrthindestens 1*f0zellen unter-

sucht und im Histogramm oder in Zweiparameterdbusig visualisiert. Die Ergebnisse
wurden mit Hilfe der Software Cell Quest Pro (Becickinson) und FlowJo (V 8.2 flr

OSX) ausgewertet.
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Farbstoff Wellenlange Fluoreszenz

Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) 503 nm FL-1 (grun)
Grun fluoreszierendes Protein (GFP) 509 nm FL-Gr{yr
Phycoerythin (PE) 578 nm FL-2 (rot)
Propidiumjodid (PJ) 617 nm FL-3 (dunkelrot)
Allophycocyanin (APC) 635 nm FL-4 (dunkelrot)
Cyanin 5 (Cy5) 670 nm FL-4 (dunkelrot)

2.2.5.1 F&rbungen der Zellen mit Propidiumjodid und Annexin V

Propidiumjodid (PJ) kann die defekten Membranen st@mbenden oder toten Zellen passie-
ren und dort DNA binden. Die dunkelrote Fluoreszdegz PJ in der durchflusszytometrischen
Messung ermoglicht die Differenzierung und quaveitiErfassung dieser toten Zellen in
Abgrenzung von lebenden Zellen. Diese Methode wurdelieser Arbeit zur einfachen
Lebend-Tot-Unterscheidung bei Lymphozyten verwendetrz vor der Messung wurden

dazu 1Qul PJ-Stammlésung (1,0 mg/ml) hinzugegeben.

Eine weitere Methode, die bei den Thymozyten vedeémurde, ist die kombinierte Farbung
mit Annexin-V und Propidiumjodid. Annexin-V bindah Phosphatidylserin. Phosphatidylse-
rin wird in der lebenden Zelle unzuganglich an ideenseite der Zellmembran exprimiert. In
der frihen Phase der Apoptose wird es jedoch anVidgnbranauf3enseite exponiert. Die
gleichzeitige Farbung mit Annexin-V, FITC und Pmipmjodid dient der Unterscheidung
zwischen friihapoptotischen (Annexifi;VPJ), spatapoptotischen (Annexin-VPJ) und
nekrotischen Zellen (Annexin-y PJ). Der Niederschlag der Thymozyten wurde dazu
zunachst zweimal mit 200 ul PBS gewaschen und iltB0PBS/BSA (0,5% BSA) mit
Annexin-V (1:20) und Propidiumjodid (1:200) aufgemmen. Nach 15 min Inkubation bei
4°C und Dunkelheit wurde kurz vor der durchflusemyetrischen Messung jeweils 200 pl

Annexin-V-Bindepuffer hinzugegeben.
2.2.5.2 Zellfarbungen mit fluoreszierenden Antikérpern

Die Farbungen wurden in 96-V-Well-Platten zu 3*1Pellen je Well durchgefiihrt. Die

fluoreszierenden Antikérper wurden in definierteorientration in PBS/BSA (0,5% BSA)
geldst (siehe unten). Nach der Sedimentation wurtenNiederschlage in dieser Lésung
aufgenommen und 20 min bei 4°C inkubiert. Unspsdifigebundene Antikérper wurden
durch zweimaliges Waschen mit PBS/BSA (0,5% BSAjeent. Darauf folgte entweder die

direkte Analyse in der Durchflusszytometrie odeeratlie Aufnahme in 4% Paraformaldeyd
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zur Fixierung der gefarbten Zellen. Die Fixierlogumlieb 20 min (im Dunkeln und bei RT)
im Ansatz und wurde dann zur Lagerung der Zellexll®BS/BSA (0,5% BSA) ersetzt.

Antikorper Verdinnung Verwendung

CD11b-PE 1:200 Makrophagen, Oberflachenmarker
CD11c-APC 1:200 DCs, Oberflachenmarker
CD40-PE 1:200 DCs, Aktivierungsmarker
CD80-PE 1:200 DCs, Aktivierungsmarker
CD86-PE 1:200 DCs, Aktivierungsmarker
CD3-Cy5 1:200 T-Zellen, T-Zellrezeptor
CD3-APC 1:200 T-Zellen, T-Zellrezeptor
B220-FITC 1:200 B-Zellen

NK1.1-FITC 1:200 Naturliche Killerzellen
Grl.1-FITC 1:200 Granulozyten

2.2.6 Kolonie-Formations-Assay (CFUc)

Das Kolonie-Formations-Assay (engl.: Colony-Formihgit-Culture-Assay; CFUc) dient der
Kultivierung von ha@matopoetischen Zelléem vitro. Dabei lasst sich unter anderem das

Differenzierungsverhalten verschiedener Zellreibetersuchen.

Ein CFUc fur eine Maus besteht aus drei kleinenafeh) die wahrend der 10-tagigen
Inkubationsphase in einer grol3en Petrischale gelageden. In zwei Schalen wurden zur
Doppelbestimmung jeweils 2,5*40Knochenmarksvorléauferzellen zur Ausdifferenzierung
angesetzt. Hierfir wurden zu 2,5 ml aufgetautem ivtedliquots 6,25*16 Knochenmarks-

vorlauferzellen hinzugeflgt, anschliel3end je 1mm¢ine kleine Petrischale Gberfihrt und der

Rest verworfen. Die dritte Schale enthielt destitks Wasser zur Befeuchtung der Kulturen.

Nach der 10-tagigen Inkubation (37°C, 5% £&mosphare, 95% Luftfeuchtigkeit) wurden
die Kolonien unter dem Lichtmikroskop gezahlt. Zeskammlungen von mehr als 30 Zellen
wurden als Kolonie gewertet. Geringere Zellzahtngenannte Cluster, wurden dagegen bei

der Auswertung nicht bertcksichtigt.
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2.2.7 Datenauswertung und -darstellung

Neben der einfachen Darstellung der Daten diesbeifAim Ergebnisteil sind ferner Dia-
gramme mit prozessierten Daten abgebildet. Die édsierung der Rohdaten diente dem
Ausgleich experimenteller Schwankungen, die durctenschiedliche Bedingungen der
einzelnen Experimente entstanden. Auf diese Wealliee gewahrleistet werden, dass jedes
einzelne Experiment mit der gleichen Gewichtungdia Statistik einbezogen wurde. Im

Folgenden wird die jeweils angewandte Methodik basben.
2.2.7.1 Apoptose

Die Daten der Apoptose-Experimente, dargestelleu®2, wurden auf folgende Weise
prozessiert: Die durchflusszytometrisch bestimmigrenden Zellen einer mit einem be-
stimmten Apoptose-Stimulus behandelten Probe (&Xgilg durch die lebenden Zellen der
Negativ-Kontrolle derselben Maus (negK), ergab geweessierten Wert dieser Probe)(P

Dadurch wurde der Wert um die Zellen bereinigt,lmBeeits ohne Stimulus gestorben waren.

(P
P-= (neng

Beispiel:Im Fall der Negativ-Kontrolle sind 90% der Zellezbendig. Eine Probe derselben

Maus, die mit 50ng FasL behandelt wurde, ergibthnd@% lebendige Zellen. Der prozessier-
te Wert ist dann: P=0,4 /0,9 = 0,445.

2.2.7.2 Leukozyten und Leukozyten-Subpopulationen in der Milz

Die Prozessierung der Daten der Zellzahl der Mizrelind der Leukozyten-Subpopulationen,
dargestellt unter 3.3, erfolgte auf folgende Weid& davon ausgegangen werden konnte, dass
die Farbungen innerhalb eines Experiments annadhdamdischen Bedingungen unterlagen,
wurden die Daten einer Probe jeweils in Relation korrespondierenden Probe des WT
gesetzt. Die durchflusszytometrisch bestimmte Aéllziner Probe (P), geteilt durch den
Mittelwert der am selben Experiment teilnehmendeh Mause (Myt), ergab den prozessier-
ten Wert dieser Probe (P Dieser Wert stand daher in direkter Relation Referenzwert des

entsprechenden Experiments.
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Beispiel Die DC-Zellpopulation zweier WT Mause sing+®= 2,1% bzw. Rz = 2,4%, die
einer cFLIR-transgenen Maus ®2p = 4%. Der Mittelwert der Referenz ist damityi=
(0,021 + 0,024) / 2 = 0,0225. Die prozessierten ¥/asind Ry, = (0,021 / 0,0225) = 0,933;
P-wt2= 1,066; Pcrips= 1,777.

Eine weitere Abbildung berlcksichtigt ferner dies@matzahl der Milzzellen der gleichen
Versuchsreihe. Dadurch sollte die absolute AnzaldéreSubpopulation abgeschéatzt werden.
Dieser Wert (Bhsow) ist das Produkt aus der jeweiligen Probe (P) dech Mittelwert der

Gesamtzellzahlen der korrespondierenden Mausgriidpe Ferner sollten dabei altersspezi-
fische Effekte berlcksichtigt werden. Die Menge datersuchten Mause ermdglichte die

Einteilung anhand des Alters in zwei Gruppen: Mé&ilss und junger als 200 Tage.

Paoso = P OM €

Beispiel (verwendet Werte aus vorhergehendem Ba)spingenommen alle Mause sind alter
200 Tage. Die Gesamtzellzahl der Milzzellen alleF Wause > 200 Tage ware im Durch-
schnitt 110*16 Zellen, die der cFLIRM&use > 200 Tage 85*f0 Die abgeschatzten
absoluten Werte sind sRoutwr: = (0,021 * 110%16) = 2,31*1°; Papsontwro= 2,64*10%;
PabsolutcrLips= (0,04 * 85*1F) = 3,4*10°.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis des Transgens cFLIPs-GFP

Nach Transfer wurde das Transgen ckEGFP zunachst mittels radioaktiver DNA-Sonde im

Southern Blot nachgewiesen (Daten nicht dargestellt

Das Grin-Fluoreszierende-Protein (GFP) absorbitat Bnd UV (470 bzw. 395 nm) und
emittiert grines Licht (509 nm), das anhand dercBilusszytometrie im Fluoreszenzkanal 1
(FL-1) nachgewiesen werden konnte. Die Zellen damsgenen Mause, die das Fusionsgen
cFLIPs-GFP unter Kontrolle degavPromotors exprimierten, zeigten dementsprechene ei
Rechtsverschiebung im FL-1 Histogramm im Vergleam Wildtyp (WT) in allen Zellen der
Hamatopoese. Dieses Verfahren wurde zur TypisiedergMause und zur Kontrolle von
Zellsuspensionen wéhrend eines Experiments angewabdildung 3 zeigt die Rechtsver-
schiebung im FL-1 Histogramm der durchflusszytomelr analysierten Zellsuspensionen der

priméar- und sekundar-lymphatischen Organe.

100 HBEc-FLIPs 100 - BE c-FLIPs
100 BHc-FLIPs =
WT
BEwT mEwr
80 ko7 %]
% 80 é‘g 807 é Lt
2 % 5
# » * 404
40 | 404
204 Ly =
0
I e e e R e s 0 | T T 100 "')1 1(‘]2 1{':3 i
10° 10! 10 10° 10 10° 10! 102 10° 10* FL1-H
FL1-H FL1-H
100 4 BE c-FLIPs 100 BB c-FLIPs
BB wTt BB wt

04— A——r T 0 e e e T
10° 10! 102 10° 10* 10° 10’ 102 10° 104
FL1-H FL1-H

Abb. 3: Rechtsverschiebung im FL-1 Histogramm durchdas Transgens cFLIR-GFP

Die Abbildungen zeigen die Rechtsverschiebung irl Histogramm, die in Zellen cFL§P
transgener Mause durch das intrazellulare Produ&s dransgens cFLEGFP verursacht
wurde.A: Milz; B: LymphknotenC: KnochenmarkpD: Thymus;E: Blut
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3.2 CFLIPs inhibiert die FasL/CD95-vermittelte Apoptose in

Zellen der transgenen Maus

CFLIPs ist ein ausschlief3licher Inhibitor der Prozessigruon Pro-Caspase-8 an dem DISC
und blockiert die durch FasL induzierte, CD95-vdtetie Apoptose. Zur Untersuchung
dieses inhibitorischen Effekts wurden aktivierteladilen und aktivierte, isolierte B- und T-
Lymphozyten sowie Thymozyten Uber einen Zeitraum daorchschnittlich sechs Stunden
entweder nicht, oder durch FasL bzw. durch Stawmasp(STS) stimuliert. STS ist ein
globaler Proteinkinase-Inhibitor und induziert dieitochondrien-vermittelte, intrinsische
Apoptose, die durch cFL§Pnicht direkt beeinflusst wird. Die Konzentrationgon FasL
waren 50 ng, 200 ng und 500 ng, von STS 1 uM.

Zur Darstellung der toten Zellen wurden nach Abldeif sechs Stunden die Zellsuspensionen
mit Propidiumjodid (PJ) gefarbt und durchflusszy&trnisch analysiert. Die Emissionswellen-
lange von PJ betragt 617 nm und kann in FL-3 déetieserden. Abbildung 4 zeigt beispiel-
haft die abgrenzende Darstellung Uberlebender Zefjegentber toter, Propidiumjodid-

positiver Zellen.

In den Experimenten mit Milzzellen, Thymozyten uadlierten B- und T-Zellen konnte der
inhibitorische Effekt von cFLIRauf die CD95-vermittelte Apoptose nachgewiesendeser
Aus diesen Ergebnissen wurde gefolgert, dass edi€ellen das Transgen cFEBFP in

kontinuierlich funktionell messbaren Spiegeln erpert wurde.

Im Folgenden werden die einzelnen Ergebnisse diesperimente dargestellt. Die Balken-
Diagramme zeigen Zusammenfassungen der Daten vbhrerea Experimenten mit mindes-

tens je drei cFLIRtransgenen und drei WT Mausen.

Neben der einfachen Darstellung der Daten sindefeDiagramme mit prozessierten Daten
abgebildet (siehe 2.2.7). Dadurch konnte besseilgdistet werden, dass jedes einzelne
Experiment zum Ausgleich experimenteller Schwankwnmit der gleichen Gewichtung in

die Statistik einbezogen wurde.

Die Diagramme im Folgenden zeigen Mittelwerte uad &tandardschatzfehler (SEM) won

Mausen mehrer Experimente.
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Abb. 4: Beispiel einer Durchflusszytometrische Analse nach Induktion der Apoptose
anhand der Propidiumjodid-Féarbung.

WT: Wildtyp; NegK.: Negativ Kontrolle; FasL: Fasgand; STS: Staurosporin; PJ: Propidi-
umjodid.

Dargestellt sind beispielhaft B-Zellen einer WT wrider cFLIPs-transgenen Maus nach
Apoptoseinduktion des extrinsischen CD95-vermate8ignalweges durch 6 h Inkubation mit
FasL und zur Kontrolle des intrinsischen Signalwegeit STS (1 puM). AnschlielRende
Farbung mit PJ und durchflusszytometrische-Analyskwird auf der Y-Achse dargestellt.
PJ-negative, lebende Zellen sind im linken unte@madranten abgebildet, PJ-postive,
gestorbene Zellen im linken oberen Quadranten. Biéellen der cFLIPs-transgenen Maus
waren gegentber der FasL-induzierten Apoptose begsschitzt, waren jedoch gegenuber
der STS-induzierten Apoptose sensibilisiert.

3.2.1 Lymphozyten

Nicht aktivierte Lymphozyten exprimieren geringe mgen CD95 auf ihrer Oberflache und
sind daherin vitro relativ unempfindlich gegeniber FasL-induziertepoptose. Nach
Aktivierung wird CD95 vermehrt auf der Zelloberfticexprimiert, so dass die Lymphozyten

sensibel gegentber FasL-induzierter Apoptose wefhawith et al., 1989).

Zur Erh6hung der Sensibilitat gegeniber der CD9iteelten Apoptose wurden die
Lymphozyten daher tber den Zeitraum von drei Tad@rch Concanavalin A (ConA) oder
Phorbol Myristinsdure + lonomycin (P/I) aktiviefnschliel3end erfolgte durch sechsstindige
Inkubation mit FasL bzw. STS die Induktion der Apuge.
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Abbildung 5A zeigt, dass das Uberleben der Milzrelder cFLIR-transgenen Maus im
Vergleich zum WT unter Stimulation mit FasL verlessvar, wahrend unter dem Einfluss
von STS kein Unterschied festgestellt werden kannte

Ferner wurden untersucht, ob gereinigte T-Zellen @iZellen jeweils gegen Apoptose
geschutzt waren oder ob dieser Schutz auf eine uitgtion begrenzt war. Hierfir wurden
die Zellen zunéchst durch MACS-Sorting isoliert. s&hlieBend erfolgte die dreitagige
Stimulation der T-Zellen mit ConA oder P/I, im Fd#r B-Zellen mit CpG.

Die Abbildungen 5B und 5C zeigen, dass die ger@nigubpopulationen an T-Zellen und B-
Zellen der cFLIRtransgenen Maus unter Stimulation mit FasL begberlebten als die der
WT Vergleichsgruppe. Besonders deutlich waren Befiefjeschiitzt, so dass davon ausge-
gangen werden kann, dass die Expression von ghhlB-Zellen erhéht war. Im Fall der T-
Zellen wurde ein Versuch ausgeschlossen, der zigagldichen Ergebnisse zeigte, bei dem
jedoch durch eine langere Expositionsdauer insgedantlich mehr Zellen gestorben waren.
Die Kontrollen der STS-Stimulation wiesen keine éisthiede auf.

Al A2
70,00 1OWT owT
B c-FLIPs 1,00 - BC-FLIPs
60,00 -
& 50,00 20,80
c =
Q@ 2
© ©
N 40,00 - E 0.60 -
s =
8 30,00 H £
g © 0,40 -
o Qo
2 20,00 - o
() [¢5]
o Qo
S =0,20
10,00 +
0,00 0,00
50 ng FasL | 200 ng 500 ng STS 50 ng FasL 200 ng 500 ng STS
FasL FasL FasL FasL
pP* = 0,193 0,201 0,119 0,815 p* = 0,058 0,090 0,018 0,789

Fortsetzung Abb.5 auf Seite 46

Seite 45



Bl

70,00 tOWT

B c-FLIPs
60,00 +
50,00 +
40,00 -

30,00 -

20,00 -

Uberlebende T-Zellen (%)

10,00 +

0,00
50 ng FasL

P* = 0,488

C1

70,00 1OWT
B c-FLIPs
60,00 -

a

o

[=}

=}
L

40,00 -

30,00 -

20,00 +

Uberlebende B-Zellen (%)

10,00 +

0,00

50 ng FasL

P*=| 0,084

200 ng
FasL

0,288

200 ng
FasL

0,008

500 ng
FasL

0,231

B2

owT
1.00 4 B c-FLIPs

o

©

o
L

0,60

0,40 +

Uberlebende T-Zellen (~)

0,20 +

0,00
STS 50 ng FasL

0,640 pP* = 0,012

C2

owT
1.00 4 B c-FLIPs

o

©

=}
L

0,60 ~

0,40 ~

tberlebende B-Zellen (~)

0,20 +

0,00

50 ng FasL

pP* = 0,000

200 ng
FasL

0,004

200 ng
FasL

0,000

500 ng
FasL

0,006

500 ng
FasL

0,000

SIS

0,694

SIS

0,962

Abb. 5: Schutz gegenuber FasL-induzierter Apoptosan Lymphozyten durch cFLIPs

FasL: Fas-Ligand; STS: Staurosporin; P* = T-Tesiv€iseitig, homoskedastisch); (%) =
urspringliche Daten2 (~) = prozessierte Ergebnisse mit negativer Kdtgrals Referenz-

wert

Uberlebende Zellen nach Apoptoseinduktion desresitichen CD95-vermittelten Signalwe-
ges durch 6 h Inkubation mit FasL und zur Kontroléss intrinsischen Signalweges mit STS (1
UM). AnschlieBende Farbung mit Propidiumjodid undctiflusszytometrische-Analysa:
Milzzellen (n = 23), zuvor 3 d stimuliert durch Ritler ConAB: Gereinigte T-Zellen (n =
15), zuvor 3 d durch P/l oder ConA stimuliett. Gereinigte B-Zellen (n = 12), zuvor 3 d
durch Cytosin-Phosphatidyl-Guanosin (CpG).
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3.2.2 Thymozyten

Thymozyten exponieren CD95 in hohem Ausmald aufriMembranaulRenoberflache und
sind im Gegensatz zu nicht aktivierten Lymphozysshr empfindlich gegentber FasL-
induzierter Apoptose. Direkt nach Isolierung ausmdehymus wurden die Thymozyten Uber
den Zeitraum von ca. sechs Stunden durch FasL®08rstimuliert. Abbildung 6 zeigt, dass
nach diesem Zeitraum bereits viele Thymozyten gesto waren, die Thymozyten der
cFLIPs-transgenen Maus jedoch in leicht geringerer Anzalkl die der WT Maus. Ein

Versuch wurde ausgeschlossen, der zwar die gleiérgabnisse zeigte, bei dem jedoch
insgesamt wesentlich weniger Zellen gestorben wareWergleich zu den anderen Versu-
chen. Die Kontrolle mit STS wies keine Unterschiadé
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Abb. 6: Schutz gegeniber FasL-induzierter Apoptosan Thymozyten durch cFLIPs

FasL: Fas-Ligand; STS: Staurosporin; P* = T-Teswéseitig, homoskedastisch); (%) =
ursprungliche Daten2 (~) = prozessierte Ergebnisse mit jeweiliger negat Kontrolle als
Referenzwert

A: Thymozyten (n = 10), Uberlebende Zellen nachlgkinbation mit FasL und STS (1 uM).
Die Inkubation erfolgte ohne vorhergehende Aktiugy direkt nach Isolierung aus dem
Thymus. AnschlieBende Farbung durch Propidiumjodid durchflusszytometrisciaalyse.
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3.3 Verteilung von Leukozyten und von Leukozyten-

Subpopulationen in der Milz der cFLIPs-Maus

Die Bestimmung der Zellzahlen und der Vergleich aer WT Maus ermoglichen erste
Eindricke der physiologischen Konsequenzen eir@ihtéen cFLIR-Produktionin vivo. Zu
Anfang dieser Arbeit waren zahlreiche altere Maumdanden. Dies erlaubte die Auswirkun-
gen der cFLIB-Produktion auch im fortgeschrittenen Lebensverlautintersuchen. Tatsach-
lich konnten Unterschiede beobachtet werden, se ida$-olgenden die Gruppe von Mausen
alter als 200 Tage von einer Gruppe jlunger alsT2@@ unterschieden werden.

Zunachst wurde die Gesamtzellzahl der Milz in desubauer-Zahlkammer bestimmt.
Anschlieend wurden die Leukozyten-Subpopulatioderch Anfarbung von spezifischen
Oberflachenmarkern anhand der Durchflusszytomekagakterisiert.

Wie bereits im Apoptose-Experiment werden neben wspriinglichen Daten Abbildungen
von prozessierten Daten dargestellt (siehe 2.Eine weitere Abbildung beriicksichtigt die
im gleichen Versuch bestimmte Gesamtzahl der Mileraund setzt die jeweilige Probe dazu
in Beziehung. Dadurch konnte der Effekt der veremgn Gesamtzellzahl in Milzen von

cFLIPs-transgenen Mausen miteinbezogen werden.

3.3.1 Die Leukozyten-Gesamtzellzahl war in der Milz von cFLIPs-

transgenen Mausen erniedrigt

Nachdem die Milzen in Suspension gebracht und dighEbzytolyse durchgefiihrt worden
war, wurde in der Neubauer-Zahlkammer die Leukor@esamtzellzahl bestimmt. Abbil-
dung 7 zeigt, dass die Leukozyten-Gesamtzellzahian Milzen der cFLIRtransgenen
Mause reduziert war. Insbesondere Mause mit deer Atder als 200 Tage waren durch

eine deutliche Reduktion der Lymphozyten charagient.
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Abb. 7: cFLIPg verringert in der Milz die Gesamtzellzahl der Leukozyten

P* = T-Test (zweiseitig, homoskedastisti{Mio.) = urspriingliche Daten2 (~) = prozessierte
Ergebnisse mit jeweiligem Wert des Wildtyps einggeBEments als Referenz

Zellzahlbestimmung der Leukozyten nach Isolierung @er Milz und nach Erythrozytolyse.
Mause alter 200 Tage (n = 20) und alter 200 Tage @8).

3.3.2 Die Lymphozyten-Zellzahl war in der Milz alterer cFLIPs-

transgener Mause erniedrigt

Folgende Oberflachenmarker wurden durch AntikoeperCharakterisierung der Lymphozy-

ten-Subpopulationen angefarbt und durchflusszytosoét analysiert:
1) CD3-Cy5: T-Zellrezeptor
2) B220-FITC: B-Zellrezeptor
3) Gr.1: Granulozyten

Abbildung 8 zeigt die statistische Auswertung despuinglichen Daten (1), deren prozessier-
te Daten (2) sowie die absoluten Zahlen (3). Dighddik ist unter 3.3 beschrieben.

Die T-Zellzahl (A) der cFLIRtransgenen Mause entspricht ungefahr der der Wuskla
Auch im B-Zell-Segment (B) sind keine erheblichemtéischiede erkennbar. Die Gesamtzahl

der Populationen in der Milz zeigt, dass der Phgnditei jungen Mausen jeweils nahezu
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identisch ist, dass jedoch mit zunehmendem Altevokd T- als auch B-Zellen von der

absoluten Reduktion der Gesamtzellzahl betroffad.si

Auffallig hingegen ist, dass bei den Farbungen @3-gegen B220-FITC in den Milzen
von Mausen alter als 200 Tage eine Population (@it die keine der beiden Oberfla-
chenmarker exprimiert. Interessanterweise zeigidthsolutzahl, dass diese doppelt-negative
Population in alteren Mausen nicht von der absaoliReduktion der Gesamtzellzahl betrof-

fen, sondern tendenziell vergrol3ert ist.

Die Anzahl der Granulozyten (D) war bei den cR:-tRansgenen Mausen im Vergleich zu den

WT Mausen in der Jungend und im Alter nahezu umadsé.
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Abb. 8: T- und B-Zell-Zahl sind bei élteren cFLIPs-transgenen Mausen verringert

P* = T-Test (zweiseitig, homoskedastisch;(%) = prozentualer Anteil der Antikorper-
positiven Zellen;2 (~) = prozessierte Ergebnisse mit Wert des Wikltges jeweiligen
Experiments als Referenz;(Mio.) = absolute Zellzahl in Millionen unter Beatksichtigung

der jeweiligen Milzgesamtzellzahl der Alters-Reiegruppe;

Milzzellen wurden gleichzeitig mit den Antikorp&B3-Cy5 und B220-FITC oder mit Gr.1-
PE gefarbt und anschlieRend durchflusszytometrestdysiert. Dargestellt sind die Ergeb-
nisse von Mausen élter (n = 27) oder junger (n 5 a% 200 TageA: CD3-Cy5-positive T-
Zellen; B: B220-FITC-positive B-ZellenC: CD3/B220-doppeltnegative Zellel): Gr.1-
positive Granulozyten

3.3.3 Die Anzahl myeloischer Zellen in der Milz alterer cFLIPS-

transgener Mause war vergréBert

Unter 3.3.2. wurde eine CD3/B220-doppeltnegativpufation beschrieben, die insbesondere
in der Milz von cFLIR-transgenen Mausen, die alter als 200 Tage warmrngrdfiert war.
Moglicherweise war diese Veranderung auf eine Akliaton von antigen-prasentierenden

Zellen (APC) zurickzufuhren. Aus diesem Grund wuardigirbungen mit Antikbrpern mit
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CD11c-APC (Dendritische Zellen) und CD11b-PE (Makragen) durchgefuhrt, um die
APC-Subpopulationen zu identifizieren und zu quemgiren.

Abbildung 9 zeigt einerseits, dass die Verhaltnibee¢ jungen Mausen, die eine kaum
vergroRerte CD3-/B220-Population aufwiesen, zwisdW& und cFLIR-transgenen Mausen
ahnlich waren. Der prozentuale Anteil sowie diecllie Zellzahl der Dendritischen Zellen
(A) als auch Makrophagen (B) in der Milz der cF&liPansgenen Méause entsprachen denen
der WT Mause. Andererseits waren in Mausen alter28l0 Tage die APC-Populationen
korrespondierend mit der CD3-/B220-Population v@égrt. Interessanterweise wird dieser
beobachtete Effekt nicht durch die verringerte @Gezallzahl relativiert. DCs und

Makrophagen akkumulieren demnach in den MilzerrélteFLIR-transgener Mause.
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Abb. 9: Akkumulierung von Dendritischen Zellen und Makrophagen in der Milzen
der in cFLIP s-transgenen Mausen alter als 200 Tage.

P* = T-Test (zweiseitig, homoskedastisch;(%) = prozentualer Anteil der Antikorper-
positiven Zellen;2 (~) = prozessierte Ergebnisse mit Wert des Wikitges jeweiligen
Experiments als Referenz;(Mio.) = absolute Zellzahl in Millionen unter Beatksichtigung
der jeweiligen Milzgesamtzellzahl der Alters-Refegruppe; DCs = Dendritische Zellen; P*
= T-Test (zweiseitig, homoskedastisch)

Milzzellen wurden gleichzeitig oder einzeln mit deriikbrpern CD11c-APC und CD11b-PE
gefarbt und anschliel3end durchflusszytometrescalysiert. Dargestellt sind die Ergebnisse
von Mausen élter (n = 27) oder junger (n = 25) Z08ge.A: CD11c-Cy5-positive DCB:

CD11b-PE-positive Makrophage; CD11c-APC/CD11b-PE-positive mononukleére Zellen

3.4 Aktivierung von Lymphozyten

In vivo werden nicht aktiverte Lymphozyten durch direkéartigenkontakt, durch die APC-
Antigenprasentation und eine Vielzahl von Zytokiraktiviert. Die Aktivierung bewirkt die
Proliferation der Lymphozytern vitro kbnnen anhand des so genannten Proliferationsassay
diese AktivierHungsprozesse durch die Inkubationhantigenen oder mitogenen Stimuli und

Zytokinen hervorgerufen und untersucht werden.

Diese Arbeit verglich anhand des Proliferationsgssdie Aktivierung der Leukozyten von
cFLIPs-transgenen mit WT Mausen. Die einzelnen Ansatzedamu mit stimulierenden
Agentia 48 Stunden inkubiert. In den letzten 6 8amwurde’H-Methyl-Thymidin hinzuge-
geben, das korrespondierend zur Zellteilung in RIMA eingebaut wird. Cpm (counts per
minute) entspricht der in einer Minute iprCounter gemessenen Emission des eingebauten
Thymidins und damit dem Ausmald der ProliferationsAlem Dreifachansatzes einer Probe

des Experiments wurde der Mittelwert gebildet.
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Die Diagramme im Folgenden zeigen Mittelwerte ued &tandardschéatzfehler (SEM) von
Mausen mehrer Experimente. Zum Ausgleich der irementellen Schwankungen und
zur Gleichgewichtung der einzelnen Experimente sielden den urspringlichen Daten deren

prozessierte Daten abgebildet. Die Methodik wirteu.3. beschrieben.
3.4.1 Leukozyten

Die aus der Milz gewonnenen Zellsuspensionen wurdgh Lipopolysaccharid (LPS),
Cytosin-Phosphatidyl-Guanosin-DNA (CpG), PMA + lomgcin (P/l) und Concanavalin A
(ConA) inkubiert. Diese mitogenen Agentia werdenchawals polyklonale Aktivatoren
bezeichnet, da sie unspezifisch B- und/oder T-BeB&mulieren kénnen. LPS, das der
Zellmembran Gram-negativer Bakterien entstamnmdtert Monozyten und B-Zellen tber
TLRA4. CpG ist ein DNA-Motiv aus nicht-methylierte@ytosin und Guanosin, das vorwie-
gend in Bakterien und Viren vorliegt. CpG-Motiveteadtende DNA ist in der Lage, B-Zellen
unspezifisch zu stimulieren. P/l aktiviert sowohiZBllen als auch T-Zellen durch direkten
C&*-Einstrom und Aktivierung der Proteinkinase C. Cdefein Lektin aus der Jackbohne
(Canavalia ensiformis) und stimuliert in erster ieinf-Zellen Uber den CD3-Rezeptor-
komplex. Die polyklonale Proliferation der T-Zellemter Stimulation mit ConA wird durch
die Interaktion mit APCs beeinflusst (Goodell ef 4b87).

Abbildung 10 zeigt, dass sich das Aktivierungsviemavon cFLIR-Mausen alter als 200
Tage im Proliferationsassay deutlich von dem jueg&tduse unterschied. In der Gruppe der
Mause alter als 200 Tage war die Aktivierung delzkg&llen der cFLIB-Mause unter Einfluss
von CpG und P/l minimal und unter ConA stark, uns da8-fache, gegentiber den WT
Mausen erhoht. Diese gesteigerte Proliferation wader Gruppe der jungen Mause unter

keinem der Stimuli zu erkennen.
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Abb. 10: Vermehrte Proliferation von Milzzellen von cFLIPs-transgenen Mausen
alter als 200 Tage unter Stimulation mit CpG, P/l md ConA

P* = T-Test (zweiseitig, homoskedastis@dh(cpm) = gemesseng Strahlung in der Minute
(counts per minute)2 (~) = prozessierte Ergebnisse mit Wert des Wilsitglps jeweiligen
Experiments als Referenz; neg.K. = negativ KorgrdllPS = Lipopolysaccharid (1 pg/ml);
CpG = Cytosin-Phosphatidyl-Guanosin-DNA (1 uM); B/Phorbol Myristinsaurg2 ng/ml)
und lonomycin (0,2g/ml); ConA = Concanavalin A (2g/ml);

Aus den Milzen isolierte Leukozyten wurden tbeSédgden mit LPS, CpG, P/l und ConA
inkubiert. Fur die letzten 6 Stunden wurde 3[H]-Tipzugegeben, anschlielend die Platten
eingefroren, im Harvester geerntet und die Filtar4-Counter analysiertA: Mause alter 200
Tage (n = 23)B: Mause junger 200 Tage (n = 20)
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3.4.2 T-Zellen

Die Untersuchung isolierter T-Zellen sollte zeigerly die anfangs bei den Leukozyten
beobachtete gesteigerte Proliferation unter ConpG Qund P/I durch eine funktionelle

Veranderung verursacht wurde, die exklusiv aufldellen zurtickzufiihren war.

Nach magnetischer Separation der Milzzellsuspensimden die isolierten T-Zellen 48 h mit
ConA und P/l inkubiert. Ferner wurden die isoliarieZellen 6 Tage in Platten inkubiert, die
zuvor mit titrierten Konzentrationen von Zell-RemaplLigand (CD3) mit oder ohne den

Kostimulus CD 28 beladen worden waren.

Abbildung 11 zeigt, dass weder die Stimulation Rilthoch mit ConA zu einer unterschiedli-
chen Proliferation der T-Zellen fuhrte. Ebenso Kennkeine Veranderungen in cFiP
transgenen Mausen unter der Stimulation mit CD&ralbder mit CD3 mit CD28 beobachtet

werden.
A2 A2
90000 ¢ g WT 7,00 1 @WT
W c-FLIPs W c-FLIPs
80000 -|
6,00
70000 -
5,00
60000 -
g 0
& 50000 - L 4,00
c @
) >
< 40000 - N 3,00 1
N —
30000 |
2,00 -
20000 -
1,00
10000 -
0 0,00 1
neg.K. P/ CconA
p* = 0,823 0,975 0,804 p* =

Fortsetzung Abb.11 auf Seite 57
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W c-FLIPs
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50000 -

40000 -
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30000 -

1,25 pg/ml | 0,63 pg/ml
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+CD28

2,5 pg/ml 1,25 pg/ml {0,63 pg/ml | 10 pg/mi
+CD28

CcD3 =| 10 ug/ml

P* = 0,658 0,878 0,867
B2
7,00 1 OWT
W c-FLIPs
6,00 -
5,00 -
L 4,00 A
c
Q
& 3,00
'_
2,00 -
cD3 =| 10 pg/ml 5 pg/ml 2,5 pg/ml | 1,25 pg/ml {0,63 pg/ml |10 pg/ml | 5 pg/mli 2,5 pg/ml | 1,25 pg/ml | 0,63 pg/ml
+CD28 + CD28 +CD28 +CD28 +CD28
pP* = 0,423 0,074 0,699 0,255 0,135 0,877 0,304 0,920 0,690 0,578

Abb. 11: Keine Unterschiede der Proliferation von greinigten T-Zellen unter Stimu-
lation mit P/I, ConA, CD3 und CD3 & CD28

P* = T-Test (zweiseitig, homoskedastisth{cpm) = gemesseneStrahlung in der Minute
(counts per minute@ (~) = prozessierte Ergebnisse mit Wert des Wikliyps jeweiligen
Experiments als Referenz; neg.K. = negativ Korgrdf/l = Phorbol Myristinsaure (2 ng/ml)
und lonomycin (0,2g/ml); ConA = Concanavalin A (2g/ml

A: Sortierte T-Zellen (n = 23), 48 Stunden inkubient P/l und ConA. Fir die letzten 6
Stunden wurde 3[H]-Thy hinzugegeben, anschlieRentiem die Platten eingefroren, im
Harvester geerntet, und die Filter wurden faCounter analysiertB: Sortierte T-Zellen (n =
18), 6 Tage inkubiert mit CD3 mit oder ohne Kostatian durch CD28
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3.4.3 B-Zellen

In 3.4.1.1 wurde gezeigt, dass Leukozyten der c§irtthsgenen Mause in der Lage sind,
unter der Stimulation mit P/I besser zu prolifezier Neben der Untersuchung der T-Zellen

war daher auch eine néhere Betrachtung isolieH&el&n sinnvoll.

Nach der magnetischen Separation von B-Zellen aud#/dz wurden diese durch LPS, CpG,
P/l und IgM 48 Stunden lang stimuliert. Uberdiesdan B-Lymphozyten mit Anti-IgM ohne
oder mit dem Kostimulus CD40 inkubiert. Anti-IgMHii tGber die Quervernetzung des B-
Zell-Rezeptors (BCR) zur Aktivierung der B-Zelle.

Al A2

90000 - BWT 700 ,OWT
B c-FLIPs

W c-FLIPs

80000 - 6,00 |

70000 -
5,00 -
60000 -

S
o
S

50000 -

40000 +

B-Zellen (~)
w
8

B-Zellen (cpm)

30000 -

N

o

o
L

20000 -

1,00 -
10000 +

g IgM+CD40

& IgM+CD40

Abb. 12: B-Zellen von cFLIPstransgenen Mausen proliferierten unter Stimulation
mit CpG und mit IgM+CD40 geringflgig besser

P* = T-Test (zweiseitig, homoskedastisth{cpm) = gemessereStrahlung in der Minute
(counts per minutel (~) = prozessierte Ergebnisse mit Wert des Wikliygs jeweiligen
Experiments als Referenz; neg.K. = negativ KorgrdllPS = Lipopolysaccharid (1 pg/ml);
CpG = Cytosin-Phosphatidyl-Guanosin-DNA (1 pM); BPhorbol Myristinsaure (2 ng/ml)
und lonomycin (0,2g/ml); IgM = anti-immunoglobulin M (5 pg/ml); CD4€anti-CD40
Antikorper, Kostimulus von IgM (1 pg/ml);

A: Sortierte B-Zellen (n = 15) wurden tber 48 StundenLPS, CpG, P/I, IgM und
IgM+CD40 inkubiert. Fur die letzten 6 Stunden wuB]El]-Thy hinzugegeben, anschlie3end
die Platten eingefroren, im Harvester geerntet, dreFilter img-Counter analysiert.

Abbildung 12 zeigt, dass unter Stimulation mit Cdi@ gereinigten B-Zellen der cFL4P

transgenen Mause um das 1,2-fache signifikant (9083) besser proliferierten als die der
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WT Mause. Dagegen konnten keine Unterschiede ubRS, P/l und alleiniger IgM-
Stimulation beobachtet werden. Hingegen fuhrte Kbstimulation von IgM mit CD40 zu
einer eindeutig gesteigerten Proliferation um d&sfache (P = 0,003).

3.5 cFLIPs verursachte in der MLR eine verbesserte T-

Zellstimulation

Dass der Effekt einer deutlich gesteigerten Pnaltfen von Leukozyten unter Stimulation
mit ConA bei isolierten T-Zellen nicht mehr beob&tiwerden konnte, legte eine Beteiligung
von APCs nahe. Um die Effizienz der T-Zellstimuativon DCs und anderen APCs zu
untersuchen, wurde die so genannte heterologe,sghtai Leukozytenreaktion (MLR, engl.
mixed leukocyte reaction) eingesetzt. Das Prinap MLR ist die Koinkubation von APCs
der zu untersuchenden Maus gemeinsam mit T-Zeliear éMaus mit unterschiedlichen
MHC-Typen. Die APCs fungieren in diesem Fall alsnstator, die T-Zellen als Responder.
Die Proliferation der Responderzellen ist propordio zur Stimulation durch APC

(Nussenzweig and Steinman, 1980).

Stimulatorzellen waren die Leukozyten der WT urklLI®s-transgenen Mause. Um zu
verhindern, dass die enthaltenen T-Zellen selbslifprieren, wurden die Stimulatorzellen
bestrahlt. Dies unterbindet weitgehend die eigenéfération, erhalt jedoch die Fahigkeit zur
Antigenprasentation. Als Responderzellen wurdereigayte T-Zellen einer BALB/c-Maus
verwendet. Die Inkubation dauerte 6 Tage, dann wudrch die Proliferationsrate durch
Zugabe vorfH-Methyl-Thymidin bestimmt.

Abbildung 13 zeigt, dass die Effizienz der StimuatcFLIPs-transgener Mause alter (A) und
junger (B) als 200 Tage gegen Uber den WT Mauskahémwar. Dieser Effekt zeigte sich
insbesondere bei den alteren Mausen.
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Abb. 13: CFLIPgverbessert die T-Zellstimulation in der MLR

P* = T-Test (zweiseitig, homoskedastisth{cpm) = gemessereStrahlung in der Minute
(counts per minutel (~) = prozessierte Ergebnisse mit Wert des Wikliygs jeweiligen
Experiments als Referenz; neg.K. = negativ Kordrdi* =Stimulatorzellen (in tausend je
Well); R* = Responderzellen (in tausend je Well);

Leukozyten der cFLKPtransgenen Mause und WT Mause (Stimulatorzellemjlem mit 25
Gray bestrahlt und anschlieRend jeweils mit iseéiarT-Zellen einer BALB/Maus (Respon-
derzellen) in verschiedenen Zellzahlen fir 6 Tageubiert. Die Responderzellen werden
korrespondierend zur Menge der Antigenprasentatiiem Stimulatorzellen aktiviert und
proliferieren. Fur die letzten 6 Stunden wurde 3{H}y hinzugegeben, anschlielend die
Platten eingefroren, im Harvester geerntet, undieer im f-Counter analysiertA: Mause
alter als 200 Tage (n = B: Mause jlnger als 200 Tage (n = 19)
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3.6 cFLIPs storte die Reifung von Vorlauferzellen in Zellen der

myeloiden Zelllinie

Nach 10-tagiger Stimulation von Knochenmarksvogézdllen mit GM-CSF wurde in

mehreren Fallen beobachtet, dass in den ZellkuitafelIPs-transgener Mause insgesamt
weniger Zellen ausdifferenzierten als in jenen Wi Mausen. Um diesen Eindruck zu
festigen, wurde die Reifung der Knochenmarksvodédllen mit Hilfe eines Knochenmark-

Stammzell-Assays (CFUCc) untersucht.

Aus Knochenmarksvorlauferzellen bilden sich im Haksigen Methylzellulose-Medium
nach 10 Tagen charakteristische Kolonien, die alstdorming-units (BFU) und colony-
forming-units (CFU) bezeichnet und in weitere Sakkken unterteilt werdéMetcalf, 1977):

* BFU-E (burst-forming-unit-erythroid): Kolonien derythropoetischen Zelllinie

* CFU-GM: (CFU-granulocyte-macrophage): Kolonien, giggrt aus myeloiden Vorlaufer-

zellen. Diese bestehen aus Granulozyten und Makgsh

e CFU-GEMM (CFU-granulocyte-erythroid-macrophage-nieggocyte): so genannte
Multi-lineage Kolonien, bestehend aus Granulozykdakrophagen und Erythrozyten.
Diese gemischten Kolonien entstehen aus sehr friheipotenten Vorlauferzellen, die

sich noch in all diese Zellen ausdifferenzierenrigim

Abbildung 14 zeigt die Ergebnisse der CFUc-ExpentaeNach 10 Tagen Inkubation der
Knochenmarksvorlauferzellen in Methylzellulose B&PC wurden die generierten Kolonien
unter dem Lichtmikroskop typisiert und ausgezabie Kolonien der einzelnen Subpopulati-
onen waren tendenziell bei den cFLIPS-transgeneuasktéjeweils zwischen 20% und 30%
erniedrigt. Von dieser Reduktion sind insbesond&a@nulozyten und Makrophagen Kolonien
betroffen (CFU-GM). Bis auf ein Experiment, das ktérlich deutlich andere Ergebnisse
ergab und daher nicht ausgeschlossen werden kaverter) diese Ergebnisse eindeutig.

Seite 61



Al

awT
160
mFLIP
140 -
120 -
£
S 100 -
<
= 80
=
Q
=
S 60
2
40 |
20 |
O -
E 16
P*= | 0,680
Abb. 14:

marksvorlauferzellen

P* = T-Test (zweiseitig, homoskedastistls; Anzahl der jeweiligen charakterisierten
Kolonien;2 (~) = prozessierte Ergebnisse mit Wert des Wikliyps jeweiligen Experiments
als Referenz; BFU-E_16 = Kolonien der erythropagtesn Zelllinie ; CFU-GEMM = Multi-
lineage Kolonien; CFU-GM = Kolonien der myeloideelline, mit einer Anzahl von 50-100
Kolonien bzw. ca. 1000 Kolonien; gesamt = GesanttdahKolonien

A2

Kolonien (~)

CFU-GM | CFU-GM | gesamt

0,213

1,6

1,4 A

1,2 A

1,0

0,8 1

0,6 1

0,4 -

0,2 1

0,0

p* =

owT
W c-FLIPs

BFU-
E 16

0,794

CFU- | CFU-GM | CFU-GM | gesamt
GEMM 50-100 1000

0,924 0,141 0,542 0,193

CFLIPs minderte im CFUc die Zellexpansion von differenzienden Knochen-

A: Knochenmarkzellen (n = 18) wurden zu GR% Zellen im Kolonie-Formations-Assay
(CFUc) uber 10 Tage stimuliert und anschlieRenceudem Lichtmikroskop ausgezahit.
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4 Diskussion

Eine Fehlregulation der Apoptose ist ein pradidpmserender Faktor fur eine Vielzahl
menschlicher Erkrankungen einschliel3lich Krebs éadoimmunitat (Vaux and Flavell,
2000). Todesrezeptoren, die traditionell mit Apgetan Verbindung gebracht werden, sind
vermutlich wie deren Signaltransduktionsmolektiledia Proliferation und Aktivierung von
T-Zellen involviert (Budd, 2002). Die Spleil3prodekvon cFLIP, die die Aktivierung der
Caspase-8 modulieren, wurden ursprunglich als itdnibche Proteine der apoptotischen
Signalleitung von CD95 und anderer Todesrezeptmtentifiziert. Paradoxerweise scheinen
jedoch sowohl Caspase-8 als auch cFLIP als aughaSes3 unter bestimmten Umstanden fur
das Uberleben und die Proliferation von Lymphozytewl anderer Zelltypen benétigt zu
werden (Budd et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Phanotyp ectérlPs-transgenen Maus untersucht und
funktionell charakterisiert. Das Transgen wurdesuigler Kontrolle desavPromotors in das
Erbgut einer C57BL/6 Maus eingebracht. DadurchtesaFLIRs kontinuierlich in Zellen der

hamatopoetischen Reihe Uber das physiologische ARignmaus exprimiert werden.
4.1 Strukturelle und funktionelle Eigenschaften von cFLIPg

Die beiden wichtigsten Vertreter der cFLIP-ProteicleLIP. und FLIR;, unterscheiden sich in
ihren Strukturen und funktionellen Eigenschafterid® Proteine besitzen DDs und kénnen
Uber diese an den DISC binden. CFLIStheint bei sehr niedrigen Konzentrationen die
Spaltung von Caspase-8 an der Disk zu erleichtgihrend cFLIR dies verhindert (Chang et
al., 2002). Daneben besitzt cFLIRlIs Charakteristikum die caspase-ahnliche DomBee.
relativ niedriger intrazellularer Konzentration kaoFLIR anhand dieser caspase-ahnliche
Domane mit Caspase-8 im DISC ein Heterodimer agdsbilnd diese unabhéngig vom DISC
aktivieren (Boatright et al., 2004). CFldPesitzt dagegen keine caspase-ahnliche Doméane.
Daher ist cFLIR nicht in der Lage, Caspase-8 zu aktivieren, sonddribiert grundsatzlich
die Rekrutierung und Prozessierung von Caspase-8ean DISC (Krueger et al., 2001).
Somit ist wahrscheinlich, dass cFklid aktivierten T-Zellen mit cFLIPum die Bindung von
Caspase-8 konkurriert, um deren Aktivierung zu tienen. Ferner ist cFLEPnicht wie
cFLIP. und dessen Spaltprodukt p43-cFLIP in der Lage ,LlRiiRd TRAF2 zu rekrutieren. Es
ware daher vorstellbar, dass cF&lilh Sinne eines Gegenspielers von ckLéen NkB-
Signalweg indirekt inhibieren als auch die Aktivieg von Caspasen-8 beschranken konnte
(Budd et al., 2006). In diesem Falle ware eineingarte Proliferation zu erwarten.
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FUr das transgene Mausmodell dieser Arbeit wurdeéRgraufgrund der besser abgrenzbaren
Eigenschaften cFLIPvorgezogen. Die Ergebnisse erlaubten ferner aunchrekte Ruck-

schlusse auf die Funktion von cFLIEnd Caspase-8 zu ziehen.
4.2 cFLIPs im transgenen Mausmodell

Die Proteine des DR-Signalweges spielen eine @sienRolle in der Embryogenese. Die
Generierung vorfadd”, caspase-8 und cFLIP” Mé&usen scheiterte an frilhen todlichen
kardialen Entwicklungsstérungen (Yeh et al., 200eh et al., 1998b, Varfolomeev et al.,
1998). Die Erstellung einer transgenen Maus, dieohem MalRe cFLEexprimiert, kbnnte

durch eine vollstandige Inhibition von Caspasedbfgmatisch sein.

Bevor die eigentlichen Experimente begonnen wekidemten, musste belegt werden, ob die
Einbringung von cFLIRiIn das Erbgut der Maus grundsatzlich erfolgreien. was Gen stand
unter Kontrolle desvav-Promotors, so dass die Expression in Thymozytedellen, B-

Zellen, Dendritischen Zellen und Makrophagen naeteisen war.
4.2.1 GFP-Expression

Zum unkomplizierten Nachweis des Transgens wurdeFnPs das Grin-Fluoreszierende-
Protein gekoppelt. Die griine Emission von GFP (8089 konnte durchflusszytometrisch im
FL-1 Kanal gemessen und dadurch auf die AnwesedbsiFusionsgens geschlossen werden.
Die resultierende Rechtsverschiebung im FL-1 Histogn, wie sie in Abbildung 3 erkennbar
ist, war ein erster positiver Befund. Obwohl digsdéhiebung nicht sehr ausgepragt war, war
sie bei allen c-FLIRMausen permanent vorhanden und konnte daher eldifitations-
merkmal verwendet werden. Da eine einzige Populatiahrer Gesamtheit verschoben war,
konnte davon ausgegangen werden, dass ¢FEFP zwar in allen Zellen, aber vermutlich in
nur geringer intrazellularer Konzentration exprirhiurde. Eine geringe Expression birgt
das Risiko, dass Effekte, die durch das Transgerolgerufen werden, nur wenig ausgepragt
sind oder Uberhaupt nicht zum Vorschein kommen tégmmMnderseits muss dieses Problem
in vivo vermutlich in Kauf genommen werden, da eine holkpré&ssion von Caspase-8-
Inhibition ahnlich dencaspase-8 Mausen bereits im Embryonalstadium zum Tode fiihren
konnte. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dassedeymatische Aktivitat der Caspase-8
sowie des Adaptorproteins FADD Voraussetzungendfér Zytokin-induzierte Proliferation
von hamatopoetischen Vorlauferzellen sind. Alleimeeniedrige Konzentration des Caspase-
8-Inhibitors Cytokine-Response-Modifier A (CrmA) wde zur Aufrechterhaltung des

hamatopoetischen Systems toleriert. Dies fuhrteréssanterweise zu einer Akkumulierung
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von myeloiden Zellen im Knochenmark (Pellegrini at, 2005). Zuvor waren zudem
Versuche gescheitert, transgene Mé&use zu generidieninhibitoren von FADD oder
Caspase-8 ebenfalls unter Kontrolle gas-Promotors exprimieren sollten (Pellegrini et al.,
2005). Es besteht die Mdoglichkeit, dass auch ckilie Rolle in diesem aus FADD und
Caspase-8 bestehenden Komplex spielt, der fir deokim-induzierten Proliferations-

Signalweg bendtigt wird.
4.2.2 Inhibition der CD-induzierten Apoptose in vitro

In vitro kann FasL Uber den CD95-Signalweg die Apoptosezieden. Es ist gut untersucht,
dass cFLIR an den DISC rekrutiert wird und dort die Prozassig von Caspase-8 inhibiert
(Krueger et al., 2001, Irmler et al., 1997). DieHKtionelle Expression des Transgens konnte
wie erwartet durch den Schutz vor CD95-induziefeoptose im Experiment nachgewiesen
werden. Die hdmatopoetischen Zellen der Mause,zdwr durchflusszytometrisch durch
GFP-Expression als cFLdRransgene Mause identifiziert worden waren, Ulbéele im
Vergleich zu Zellen der WT Mause je nach Stimulus ca. 5 bis 20% besser. Dass dieser
Effekt nicht so stark wie im cFLHETransfektionsmodell ausfiel (Irmler et al., 199@gutet
wie die anhand der Durchflusszytometrie bestimneange Rechtsverschiebung im FL1-
Histogramm auf eine niedrigere intrazellulare Exgren von cFLIB-GFP hin.

Die Kontrolle des intrinsischen Apoptose-Signalwsegerch Staurosporin war wie erwartet
bis auf einen Fall unverandert. In Thymozyten suheFLIPs dagegen interessanterweise
einen entgegengesetzten Effekt zu haben, indemZdiken unter der Behandlung mit
Staurosporin nicht weniger, sondern vermehrt starbelglich scheint cFLIPin Thymozyten
diese einerseits gegentber CD95-induzierter Apeptasschitzen, jedoch andererseits diese
gegeniber Staurosporin zu sensibilisieren. Die ¢hesalaflr ist unklar. Eine Sensibilisierung
gegeniber Staurosporin konnte jedoch bereits bd#ran Proteinen des CD95-Signalwegs
wie z.B. in dominant-negative Mutante von FADD (HAIDN) exprimierenden Zellen
beobachtet werden (Tang et al., 2000). Méglichesevdiegt dies an einem Reifungsdefekt

cFLIPs-transgener Zellen.

Die Rolle von CD95n vivowird noch immer kontrovers diskutiert. Dessen bigi&asL wird

auf Lymphozyten, Naturliche Killerzellen und Makiaggen exprimiert (Ashkenazi and Dixit,
1998, Kiener et al., 1997). Einige Infektionen, vmé& HIV-1 und HBV, bewirken durch eine
Hochregulierung von CD95 in infizierten Zellen eimehdhte Immunantwort, wahrend
dagegen andere Viren wie beispielsweise HHV-8 sidiglicherweise durch die Expression

von VFLIP gegentber der CD95-induzierten Apoptaseizen. Der CD95-Signalweg scheint
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folglich eine wichtige Rolle in der Elimination iaferter Zellen einzunehmen (Dockrell,

2003). Eine Weile wurde dartber hinaus angenommekgdnnte sich am Ende der Immun-
antwort um den entscheidenden Mechanismus im deé#tdivierter T-Zellen handeln. Dies

konnte jedoch widerlegt werden. Dem derzeitigen &llodach erfolgt der Zelltod aktivierter

T-Zellen durch die BH3-Proteine Bim und Puma, diederum zur Aktivierung der proapop-

totischen Proteine Bax und Bak fiihren (Zhu et24106, Bauer et al., 2006).

4.3 Morphologischer und funktioneller Phdnotyp des cFLIPs

Mausmodells

CFLIPs greift als Inhibitor der Caspase-8 in eine Vielzadllularer Vorgange ein, beispiels-
weise in der Embryogenese oder der Immunantworgliglierweise interagiert cFLEit
weiteren, bislang nicht untersuchten Proteinen.Flolgenden sollen die Ergebnisse dieser
Arbeit anhand der aktuellen Literatur diskutiertrden.

4.3.1 Absolute Zellzahlen und prozentuale Populationsgréssen

Hinsichtlich der gesamten Zellzahl in der Milz dd#fLIPs-transgenen Méause im Vergleich
mit den WT Mausen ergaben sich zwei Auffalligkeit&rstens war die Zellzahl deutlich

niedriger, zweitens trat dieser Effekt mit zunehden Alter deutlicher zum Vorschein.

Bedenkt man, dass die Leukozyten der ckitfBnsgenen Maus gegeniiber CD95-induzierter
Apoptose geschiitzt sind, Uberrascht diese Beobaghftngenommen CD95 wurde allein die
Funktion eines Todesrezeptors besitzen, ware eherAdkkumulation von Lymphozyten und
damit eine Vergrésserung der Gesamtzellzahl zu reewegewesen. Dieser Effekt ist also
nicht auf Apoptoseinduktion durch CD95 zurtckfuhrbsondern spricht prinzipiell gegen
eine wesentliche proapoptotische Rolle von CD94ic¢ht aktivierten Leukozytem vivo.

Im Wesentlichen konnten zwei Ursachen einer redierieZellzahl unterschieden werden:
eine verminderte Bildung oder ein erhohter Zelltd ausdifferenzierten Zellen. Wahrend
der Reifung kdnnte die Inhibition von Caspase-8léam cFLIR exprimierenden Zellen ein
Selektionsnachteil darstellen, indem das Differemgsvermdgen oder die zellulare
Funktion gestort sind. Wenn man in diesem Fall daaosgeht, dass von diesem Prozess nur
ein geringer Prozentsatz betroffen ist, kdnnte Slienmierung eines solchen Effekts die
starkere Auspragung im Verlauf des Lebensalterkmk. Ferner konnte auch die gestorte

Bildung von langlebenden Zellen wie beispielweiggl&chtniszellen eine Rolle spielen.
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Die polyklonale Aktivierungn vitro von Milzleukozyten der c-FLitransgenen Mause und

der WT Mause wies keine signifikanten Unterschiade Eine Ausnahme war eine deutlich
gesteigerte Proliferation unter der Stimulationatiu€onA (Abbildung 10). Interessanterwei-
se trat dieser Effekt allein in cFLdRransgenen Mausen mit einem Alter von lber 20Giag

auf. Daraus ergeben sich prinzipiell zwei Fragemesd rief nur ConA, nicht jedoch andere
polyklonale Aktivatoren wie LPS, CpG oder P/l eusgdnderte bzw. verbesserte Proliferation
der Leukozyten hervor? Weshalb ist dieser Effektiralim fortgeschrittenen Lebensalter
erkennbar, und steht dies im Zusammenhang mit ldéeahgeitig auftretenden Reduktion der

Gesamtzellzahl?

Die Betrachtung der einzelnen Zellsubpopulationgsibhtlich ihrer Anzahl, Funktion und

Differenzierung sollte weitere Erkenntnisse bringen
4.3.2 T-Zellpopulationen und Funktion

Der prozentuale Anteil der CD3Zellen in der Milz von cFLIRtransgenen Mausen war
unverandert. Bezieht man die Gesamtzellzahl dekazsgen in der Milz in die Betrachtung
mit ein, ist erkennbar, dass die absolute T-Zellpp@ion in cFLIR-transgenen Mausen alter

als 200 Tage ungefahr um ein Viertel reduziert (#dobildung 8).

Die funktionelle Untersuchung der isolierten T-2elldurch polyklonale Antikérper ergab
keine Verdnderungen. Bemerkenswerterweise war aiehStimulation der T-Zellen mit

ConA unverandert (Abbildung 11). Dies bedeutetsdder bei den unsortierten Leukozyten
alterer cFLIPs-transgener Méause feststellbare Effgler erhohten Proliferation unter ConA
kein autonomer Prozess der T-Zellen war, sondennevaleren Zellen abhing. In der Tat wird
die polyklonale Proliferation unter ConA mafgeblailrch die Interaktion der T-Zellen mit

APC beeinflusst (Goodell et al., 1987). Diese smdFLIPs-transgenen Mausen alter als 200

Tage signifikant vermehrt.

Hinsichtlich der T-Zellen gleicht die c-FL§Rransgene Maus mehr der Caspase-8-defizienten
als der FADD-defizienten Maus. Mause mit einer FABD91D-Mutation, die eine konstitu-
tive Phosphorylierung imitieren, wiesen keinen Bef@er CD95-vermittelten Apoptose auf,
sondern eine reduzierte Proliferation, wie es beilgi FADD-defizienten T-Zellen beobach-
tet worden war (Hua et al., 2003, Zhang et al.,8)9M&use mit einem auf T-Zellen be-
schrankten Verlust von Caspase-8 waren dagegennigjegie CD95-induzierter Apoptose
geschitzt und wiesen eine verringerte Anzahl aiplperen T-Zellen auf, entwickelten aber

keinen Zellzyklus-Defekt (Salmena et al., 2003neEstark reduzierte T-Zellpopulation trat
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interessanterweise auch bei Mausen auf, in dergellén cFLIR und cFLIR ausgeschaltet
wurden (Zhang and He, 2005, Chau et al., 2005).

Die Beobachtungen sind ferner mit dem vFLIP-Mausefiocbn Wu et al. vergleichbar, das
eine inkomplette Infektionsantwort sowie eine gdst@enerierung von T-Gedachtniszellen
aufwies (Wu et al., 2004). Zu entgegengesetzteelifigsen kamen hingegen Untersuchun-
gen des VFLIP-Mausmodells von Woelfel et al., imddie transgenen Mause offenbar eine
Ipr/gld ahnliche Lymphoproliferation entwickelteWgelfel et al., 2006). Diese Lymphoproli-
feration trat aber nur bei homozygot-transgenenddaytg-/tg-) auf, so dass Kreuzreaktionen
oder Nebeneffekte anderer Gene verantwortlich gewagin konnten. Eine weitere Erkla-
rung dieses Phdnomens konnte eine hohere Exprassibimtrazellulare Konzentration von
VFLIP darstellen.

CD3-Antikorper imitieren in T-Zellen die Stimulatipdiein vivo durch MHC und antigen-
induzierte Aktivierung des T-Zellrezeptors stattigh. Dass sich unter Stimulation mit CD3-
oder CD3/CD28 die Proliferation der cFlgtRansgenen Mause nicht vom WT unterschied
(Abbildung 11B), deckt sich mit dem vFLIP-Mausmddabn Woelfel et al., unterscheidet
sich jedoch von den Resultaten einer verringertesiifération des vFLIP-Modells von
Salmena et al. (Salmena et al., 2003). Eine velgbaire Beobachtung wurde auch bei
Experimenten mit cFLIRUberexprimierenden transgenen Mausen gemache(Ti, 2004,
Lens et al., 2002). Eine gesteigerte Proliferatiater suboptimaler CD3-Stimulation wurde
bei den T-Zellen der cFLEXransgenen Maus dieser Arbeit nicht beobachtehglLet al.,
2002). Diese Unterschiede sind vermutlich daraufigkeufiihren, dass cFL#Pnicht mit
RIP1 and TRAF2 interagiert, wie es fur cFLIEnd p43-FLIP nachgewiesen wurde (Kataoka
and Tschopp, 2004). Es wurde argumentiert, dasdP¢chlberexprimierende Mause eine
normale periphere T-Zellzahl aufwiesen, indem deverstarkte Proliferation durch eine
gesteigerte Apoptose wahrend der Differenzierursg@glichen worden sein kénnte (Lens et
al., 2002). Prinzipiell ist umstritten, ob cFLImMeiwesentliche Rolle in der T-Zellaktivierung
spielt. So wurden T-Zellen mit selektiv ausgesdtain cFLIR und cFLIR nach TCR-
Stimulation genauso gut aktiviert wie WT Zellen &g and He, 2005).

Die Proliferation von T-Zellen ist von der Anweseithvon Caspasen abhangig (Kennedy et
al., 1999, Alam et al., 1999, Chun et al., 2004gsCkonnte durch ein Caspase-8-Knockout-
Mausmodell bestétigt werden (Salmena et al., 2003)ieser Arbeit kdnnte in diesem Sinn

aufgrund der Hemmung von Caspase-8 durch die Upession von cFLIPeine verringerte

T-Zellproliferation erwarten werden. Dies war jeHogicht der Fall. Ob cFLIP in der T-
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Zellproliferation Gberhaupt eine Rolle spielt, igtch nicht geklart. Einerseits konnte gezeigt
werden, dass das Spaltprodukt von ckLpR3 die Caspase-8-abhangige fB~Aktivierung
verstarkte und so eine bessere Aktivierung von [ledebewirkte (Dohrman et al., 2005,
Kataoka and Tschopp, 2004). Es wurde jedoch aude@eiliges beobachtet (Kreuz et al.,
2004, Legembre et al., 2004).

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werderm;RldBs wahrscheinlich eine Rolle
in der Reifung von T-Zellen spielt. CFLldmMimmt jedoch keinen direkten Einfluss auf die

Aktivierung von T-Zellen.
4.3.3 B-Zell-Populationen und -Funktion

Ahnlich wie die T-Zellen war der prozentuale Anteiér B-Zellen in der Milz cFLIR
transgener Mause unverandert. Die absolute B-Zallladion in den Milzen von cFLEP
transgenen Mausen Aalter als 200 Tage war ebenfallsmehr als ein Viertel reduziert
(Abbildung 8B). Die polyklonale Aktivierung ergabirfCpG sowie fur IgM+CD40 einen nur
unwesentlichen Unterschied (Abbildung 12)

Die Auswirkungen einer erhdhten cFLIP-Expressiomidellen transgener Mause ist bisher
nur wenig untersucht worden. Die reduzierte B-zZ#ilan der Milz alterer Mause, die in der
cFLIPstransgenen Maus dieser Arbeit beobachtet werdemtkp trat unter retroviraler
Transduktion von cFLIPin hdmatopoetischen Stammzellen nicht auf (Djettal., 2003). In
anderen Untersuchungen wurde dagegen eine Akkumagjevon B-Zellen in Keimzentren
(GCs) sekundarer Lymphorgane sowie eine Sekretiom doppelstrangigen Anti-DNA-
Autoantikdrpern beobachtet (Hennino et al., 2001@ser Effet dhnelte im Wesentlichen dem
Autoimmunen-Lymphoproliferativen-Syndrom, wie esclaun CD95- oder FasL-mutierten
Mausen auftrat (Davignon et al., 1991). CFLIP kéndaher eine moégliche Rolle in der
positiven Selektion von B-Zellen wéahrend ihres Regsprozesses in GCs der Sekundarfolli-
kel spielen. Welchen Effekt die Uberexpression ebhIPs in diesem Fall hervorruft, wurde
in dieser Arbeit nicht untersucht. Dies ist ein¢erassante Fragestellung, die in Zukunft

weiter analysiert werden sollte.

In reifen B-Lymphozyten induziert die Stimulatioresd B-Zell-Rezeptors durch IgM den
apoptotischen Zelltod. Die Stimulation durch CD4fessen Ligand auf aktivierten T-
Helferzellen exprimiert wird, unterdriickt hingegeie Apoptose (Tsubata et al., 1993). Da T-
Helferzellen sowohl FasL als auch CD40L exprimiegnd diese dadurch vermutlich in der

Lage, durch todinduzierende Signale und durch @berissignale das Schicksal der B-Zellen
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zu lenken. Eventuell kdnnte cFLIP in der B-Zellen e@entraler Regulationspunkt dieses
Flie3gleichgewichtes darstellen. Dass cFLIP sedbstn Einfluss auf das BCR/CD40 Signal
hat, konnte bisher allerdings nicht nachgewieserdere Die leicht verbesserte Proliferation
der B-Zellen der cFLIRtransgenen Maus unter Behandlung mit IgM + CD40nké auf eine
verringerte Apoptoserate und daher eine erhohté&zatel zurtickzufihren sein (Abbildung
12). Dies sollte in zukunftigen Experimenten ausdfdher untersucht werden. In diesem
Zusammenhang wurde vor kurzem gezeigt, dass Bidstén der Akuten-Lymphatischen-
Leukdmie (ALL) nach Aktivierung durch CD40 zwar mexhrt CD95 exprimierten, jedoch
maoglicherweise durch eine hohe Expression von ckldegentber CD95-vermittelter
Apoptose geschuitzt wurden. Die Behandlung mit Gyeamnid verhinderte diese Hochregu-
lierung von cFLIR und sensibilisierte die Zellen gegentber CD95-vweiter Apoptose
(Troeger et al., 2007).

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf eine Retle cFLIR; in der Regulation der B-
Zellantwort hin. Die Rolle von cFLEn B-Zellen ist nicht ausreichend erforscht unttean

zukinftigen Experimenten weiter untersucht werden.

4.3.4 Antigen-prasentierende Zellen: Funktion und Expression

von Oberflachenmolekiilen

Die Reduktion der Gesamtzahl der Leukozyten in Egltlansgenen Mausen alter als 200
Tage war insbesondere auf verkleinerte B- und Tpdplulationen zurtckzufihren. Bei der
Farbung dieser Zellpopulationen traten zudem gigmt vergrosserte doppeltnegative
Populationen auf (Abbildung 8C). Weitere FarbungenIdentifizierung dieser CDB220-
Zellen ergaben, dass diese hauptsachlich aus asrgsentierenden Zellen bestanden.
Wahrend die relative Populationsgrof3e und abs@eligahl von Makrophagen und Dendriti-
schen Zellen in jungen Mausen unverandert war, nvdiese in alteren signifikant vergrof3ert
(Abbildung 9). CFLIR reduziertein vivo also nicht die periphere Zellzahl wie im Fall der
Lymphozyten, sondern schien auf APCs einen umgeédetitffekt zu haben. Zur Erklarung
dieses Phanomens kommen mindestens vier Mechanisrieage:

1) cFLIPs wirkt sich auf den Reifungsprozess der Vorlaufiéerein APCs aus, indem
unbekannte Signalwege der apoptotischen Selektiecisamismen inhibiert werden,
in denen DR wie CD95 sowie Caspase-8 eine Rollelepi Die periphere Anzahl
der APCs wiurde dadurch erhoht, ihre Funktion jedocht zwangslaufig beeintrach-

tigt werden.
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2) cFLIPs stort den Reifungsprozess, so dass die Zellemmsifen Zustand akkumulie-
ren und sich der gewdhnlichen apoptotischen Elittonaentziehen. In diesem Fall
waren die APCs in ihrer Funktion moéglicherweiselstngeschrankt.

3) cFLIPs schiitzt APCs nach deren Aktivierung vor der apigtben Elimination, so
dass vermehrt aktivierte Zellen in der Peripheeebleiben. Sekundar mussten in

diesem Fall jedoch auch mehr Lymphozyten vorliegen.

4) cFLIPs hat keine Auswirkungen auf APCs. Die Bildung héwpattischer Zellen ist
durch die Reduktion der Lymphozytenzahl im Allgensgi erh6ht, basierend auf ei-

nen unbekannten Signal-Mechanismus.

Anfangs sollte das Aktivierungsverhalten von AP@i& eigens durch GM-CSF aus Kno-
chenmarkvorlauferzellen ausdifferenziert wordenemaruntersucht werden. Die Ergebnisse
waren jedoch uneinheitlich — in manchen Experimemteigte sich eine gesteigerte, manch-
mal eine unveranderte Aktivierung der APCs (Daté&htndargestellt). Interessanterweise
schien der Reifungsprozess der cRiRAnsgenen Zellen gestort zu sein. Bei gleicherahih
der angesetzten Knochenmarkzellen war nach 10a&@umulation die Gesamtmenge der
cFLIPs—Uberexprimierenden APCs vermindert. Dies war isshdere der Fall, wenn

suboptimale Stimulationsdosen von GM-CSF verwendetien (Daten nicht dargestellt).

Anhand des Kolonie-Formations-Assays (CFUc) sdiémauer untersucht werden, ob der
Reifungsprozess durch die cFkiBberexpression beeintrachtigt wird. In der Tatéien die
Knochenmarkvorlauferzellen der cFigtBansgenen Maus ca. 20% weniger Kolonien als die
der WT Maus (Abbildung 14). Dies bestéatigt, dass Reifung der APCs durch die Uberex-
pression von cFLI® gestort war. Es bedeutet jedoch vielleicht au@ssddie vergroRerten
APC-Populationen in der Milz darauf nicht ursadhlizuriickzufihren sind, sondern dass
cFLIP darlber hinaus Effekte auf die SelektionAlRCs wahrend deren Reifung oder auf die

Elimination nach deren Aktivierung besitzt.

Die Funktion der APC wurde durch eine Alloreaktiom MLR untersucht. Das Prinzip der
MLR ist die Koinkubation von Zellen der zu untersanden Maus (Stimulator) gemeinsam
mit T-Zellen einer Maus mit unterschiedlichen MH@p&n (Responder). Die Proliferation
der Responderzellen ist proportional zur SummeAsigenprasentation (Nussenzweig and
Steinman, 1980). Die Stimulation durch Milzzelleer dcFLIR-transgenen Mause war
signifikant gesteigert (Abbildung 13). Bemerkenswexeise war dieser Effekt jedoch nicht

nur auf Mause beschrankt, die alter als 200 Tagemwg@bbildung 13A), sondern war auch
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bei jungen Mausen vorhanden (Abbildung 13B). Zuni Kénnte dieser Effekt durch die
erhohte Anzahl der APCs erklart werden, zumal diesélteren Mausen starker hervortritt.
Die Verbesserung in jungen Mausen ist damit jedocht zu begrinden, sondern kénnte auf
eine verbesserte Funktion und Aktivierung der ARQslckzufiihren sein. Im Folgenden
wurde ein MLR-Versuch mit APCs durchgefiihrt, diz’@uaus Knochenmarkvorlauferzellen
durch GM-CSF bzw. M-CSF differenziert wurden. Dakannte kein Unterschied festgestellt
werden (Daten nicht dargestellt). Dies lieferte waiteres Argument, dass durch den Einfluss
einer erhdhten Expression von cFkléie Elimination aktivierter APCs beeinflusst wurde
diese daher vermehrt vorlagen und diese Zellen varbesserten Stimulation fuhrten.
Kirzlich wurde ferner gezeigt, dass die enzymaésglktivitdt von Caspase-8 sowie des
Adapatorproteins FADD fur die Zytokin-induzierte offeration von hamatopoetischen
Vorlauferzellen bendétigt werden (Pellegrini et 2005). CFLIP kdnnte in einem unbekannten
Komplex modulierend eingreifen, der unter ander&D[B und Caspase-8 enthalt und der fur
die Differenzierung von APCs bendtigt wird. WelcRelle dabei CD95 spielen kdnnte, ist
unklar. Uberraschenderweise geniigte die spezififdbletion von CD95 in APCs, um
Autoimmunitat zu verursachen (Stranges et al., PO&8 ist daher denkbar, dass CD95
regulierend an diesem Prozess beteiligt ist. Im&ieines negativen Regulationsmechanis-
mus kénnten CDI5APCs im Normalfall beispielsweise durch aktivieR&ellen eliminiert
werden. CD95APCs, die Autoantigene prasentieren, wirden folhiglilie Aktivierung von
autoreaktiven T-Zellen initiieren. Diese These wdidch die Beobachtung gestitzt, dass DCs
nach Aktivierung von T-Zellen offenbar getétet wemnd(Wong and Pamer, 2003). Die
Stimulation von nicht voraktivierten APCs durch Edghrte indes zu deren phanotypischen
und funktionellen Reifung und induzierie vivo eine dramatische Entzindungsantwort
(Hohlbaum et al., 2001). Dieser Prozess geht mierehohen intrazellularen Konzentration
von cFLIP, der Expression von Chemokinen und déariReerung von Granulozyten einher
(Rescigno et al., 2000, Hohlbaum et al., 2001)

Zusammenfassend kann folgendes Modell vorgeschlageden: Fur die Differenzierung
von APCs ist die Anwesenheit, vielleicht auch enatiathe Aktivitat von Caspase-8 und die
Anwesenheit von FADD notwendig; die Aktivierung ske Proteine wird durch cFLIP und
andere Inhibitoren reguliert. Ferner wird die Stiatiwon von Lymphozyten wahrend einer
Infektion maoglicherweise auch durch die Feinredalatder Reifung der APCs moduliert
(Abbildung 15):

« APC-Vorlauferzellen werden durch CD95-induzierteoffose eliminiert; dies verhindert

eine UberschieRende Immunantwort sowie Autoimmunita
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* Nicht aktivierte APCs werden durch CD95 Stimulataum phanotypischen und funktio-

nellen Reifung gebracht; dies verbessert die Ptdasen von Antigenen.
* Reife APCs werden durch CD95 abgetotet; dies begdia Immunantwort.

Um dieses Modell zu Uberprufen, sind weitere Vamsumotwendig. Es konnte jedoch
widerspruchliche Beobachtungen dpr-Maus erklaren, indem dieser Phanotyp nicht auf

Lymphozyten selbst, sondern auf die veranderte tamkon APCs zurtickzufiihren ist.

Die Reifung von APCs wird ferner durch die Stimidatdurch CD145, dem CD40-Liganden,
vermittelt (Marrack and Kappler, 2004). CD40L wiadf aktivierten, nicht aber auf nicht
aktivierten T-Zellen exprimiert. Die CD40L-Expressikann auf THO-, TH1-und TH2-Zellen
induziert werden, ist jedoch in erster Linie auf 4312Zellen vorhanden (Lederman et al.,
1992, van Kooten and Banchereau, 2000).
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Abb. 15: Modell der Regulation der Differenzierungvon APCs durch T-Zellen

FasL wird auf aktivierten CD8-Zellen exprimiert udént dort nicht nur der Apoptosein-
duktion, sondern ist wahrend der Immunantwort vefictuauch als partieller Gegenspieler
von CD40L anzusehen. CD40L wird auf CD4-Helferpedgprimiert:

1. APC-Vorlauferzellen werden durch CD95-induzierteoptpse eliminiert; dies verhin-
dert eine Uberschielende Immunantwort sowie Autaimtét.

2. Nicht aktivierte APCs werden durch Stimulation v@B95 und CD40 zur Reifung
gebracht; dies verbessert die Prasentation vongemen in einer Immunantwort. Die-
ser Prozess geht mit einer gesteigerten intrazatul Konzentration von cFLIP in
Dendritischen Zellen einher.

3. Reife, aktivierte APCs werden durch CD95 zur Apsptangeregt; dies begrenzt die
Immunantwort. CD40 halt als Gegenspieler die Aktivng aufrecht. Aktivierte APCs
stimulieren durch die Sekretion einer Vielzahl yokinen wiederum tber den TCR
CD4" und CDS8 T-Zellen.

Dieser durch CD95-vermittelte Regulationsmechanssisuin Ipr-Maus nicht funkti-
onsfahig. Dauerhaft aktivierte APCs verursacheregiberschiel3ende, ungerichtete
Stimulation von T-Zellen. Dies fuhrt zur Lymphojfesation und Autoimmunitat.
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4.4 Fazit und offene Fragen

In dieser Arbeit wurden die Funktion und die Diéiazierung der Leukozyten in einer
cFLIPs-transgenen Maus untersucht. Die Ergebnisse dehdefiihrten Experimente werfen

eine Reihe neuer Fragen auf.

Einerseits konnte gezeigt werden, dass es zu éhehlVerschiebungen in der Zusammen-
setzung der Leukozytensubpopulationen mit zuneherartgffekt im Alter kommt, ohne dass
die Funktion der Leukozyten erheblich beeinflussirav Die Ursache hierflr ist nicht
vollkommen geklart. Daher muisste genauer untersuagdriden, ob die Anzahl der T-
Lymphozytenpopulationen CD4-positiver und CD8-pasitT-Zellen und deren Apoptosesen-
sibilitat unterschiedlich betroffen sind, wie esi lber Uberexpression cFLIPin T-Zellen
beobachtet worden ist (Tseveleki et al., 2004).n&ersollte untersucht werden, ob die
Funktion dieser Subpopulationen isoliert beeinttigthist. Eine weitere zu Uberprifende
Moglichkeit ist, dass cFLidie Bildung von Lymphozytengedéachtniszellen bdegst und
bei Reinfektionen die Effizienz der lymphozytaremmunantwort gestort ist. In diesem
Zusammenhang wurde bereits berichtet, dass in M@ELR®P-transgenen Mausen das
Uberleben von T-Gedachtniszellen reduziert und Atiewort auf wiederholte Infektionen
gestort war (Wu et al., 2004).

In dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dassRidlen Reifungsprozess von APCs und
vermutlich auch deren Funktion im aktivierten Zustabeeinflusst. So konnte gezeigt
werden, dass vivo die APC-Population in cFLEXransgenen Mausen vergro3ert war. Dies
stand im Einklang mit der Hypothese des in Abbilgitb dargestellten Modells, konnte
jedoch nicht leicht mit der Beobachtung in Einklaggpracht werden, dass die Differenzie-
rung von APCs gestort war. In diesem Sinne sindgdieaue Untersuchung der einzelnen
Schritte der Differenzierung und die jeweilige Rollon Stimuli wie beispielsweise CD40L
oder FasL von primarem Interesse. Es konnte angeeonwerden, dass die Uberexpression
von cFLIPs in einer frihen Phase der Differenzigr@nen hemmenden Effekt auf die
Reifung hat und spater in den reifen APCs einenegtiven Effekt gegenuber FasL-
induzierter Apoptose besitzt. Dies kdnnte bedeutiass in cFLIRtransgenen Mausen am
Ende mehr aktivierte APCs mit verbesserter Antigasentation vorliegen kénnten. Dieser
Frage konnte in Stimulationsexperimenten von AP@d T-Zellen mit I6slichem Antigen
nachgegangen werden. Eine verbesserte Aktivierunghddie erhohte intrazellulare cFIgP
Konzentration hatte eine bessere Antigenprasentatio Folge und damit eine gesteigerte

Aktivierung der Indikator-T-Zellen.
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Von grossem Interesse ware dartber hinaus, ané&smnbte Mausmodelle der Autoimmuni-
tat mit der cFLIPS-transgenen Maus zu kreuzen, uemVdechselwirkung einer CFLEP
Uberexpression mit Genprodukten verwandter Signgéweder deren Ausschaltung zu
untersuchen. In Frage kommen wirden beispielswiehkpr und gld Mause, aber auch das
Lupusmodell New Zealand White od&LI5, eine Punktmutation im Gen des Signalproteins
Phospholipase C2, welches dessen Signal verstadkzu entzindlichen Autoimmunerkran-
kungen fuhrt.

Ferner sind weitere Analysen der verschiedenenRfHdrmen cFLIP, cFLIPg, cFLIPs und
p43FLIP notwendig, um deren Funktionen Klarer zfinteyen und dadurch ein Verstandnis
des Zusammenspiels dieser Proteine in der Regulatio Apoptose und Differenzierung von

Leukozyten zu gewinnen.
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Zusammenfassung

Zelltod durch Apoptose ist ein wichtiger Regulatiorechanismus in Metazoen. Apoptose
erfolgt, indem spezialisierte intrazellulare Sidraaisduktionswege aktiviert werden. Ein
solcher Weg ist die Aktivierung sogenannter Todespeoren auf der Zelloberflache von
Zellen des Menschen und der Maus. Zahlreiche Agbetter letzten Jahre zeigten dartber
hinaus, dass die Komponenten der Signaltransduktanm Todesrezeptoren (DR) auch in
Differenzierungswege der Zelle eingreifen, jedasthbislang nur wenig Uber diese Wege und
ihre Relevanz in Immunzellen bekannt. In diesereftriivurde eine transgene Maus cha-
rakterisiert, die einen Inhibitor dieses Apoptosgese cFLIR, in allen Zellen der Hamato-
poese exprimierte.

Neben CD95 (Fas, Apo-1) konnten bislang siebeneneiDRs identifiziert werden. Nach
Ligandenbindung oligomerisiert CD95 zum todinduereten Signalkomplex (DISC) und
bindet zytosolische Proteine mit TodeseffektordoemfDEDs). Zu diesen DED enthaltenden
Proteinen gehoren Pro-Caspase-8, die autoprotedtytan dem DISC aktiviert wird, und
verschiedene Spliceformen des Proteins cFLIP. Diesgulieren die Signaltransduktion von
CD95 sowie von anderen DRs: Wahrend ckLbRe Prozessierung von Pro-Caspase-8
inhibiert, scheint die Wirkung von cFLIFn Abhangigkeit von dessen zytosolischer Konzent-
ration sowohl inhibierend als auch aktivierend &insVon wesentlichem Interesse sind
dartiber hinaus nicht-apoptotische Funktionen derSdfRalwege, die durch Uberwiegend
noch unbekannte Mechanismen zur Aktivierung undfe@hzierung der Zellen fuhren
konnen.

Diese Arbeit untersuchte den Effekt der Uberexpoesson cFLIR in einem transgenen
Mausmodell. Die Expression eines Fusionsgens aub’gkind des Griin-Fluoreszierenden-
Proteins (GFP) erfolgte unter Kontrolle des+Promotors, der eine gezielte Uberexpression
in Zellen des hamatopoetischen Systems ermogliéE diente dem einfachen Nachweis
des Transgens.

Die Expression von cFLEPkonnte in Lymphozyten und Thymozyten anhand daibition

der CD95-induzierten Apoptose nachgewiesen werDenlymphozytare Aktivierung durch
cFLIPs wies Uberraschend keine Beeintrachtigung auf, erthrnach Stimulation von
Milzzellen mit Concanavalin A eine gesteigerte Peohtion von T-Lymphozyten beobachtet
wurde. Dieser Effekt wurde als eine verbesserte ghypaytenstimulation durch antigen-
prasentierenden Zellen (APCs) interpretiert und nkendurch die heterologe, gemischte

Leukozytenreaktion bestatigt werden. Ferner konnt@eripheren lymphatischen Organen
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von alteren Mausen eine Akkumulierung von CDlied CD11b Zellen beobachtet werden,
maoglicherweise eine Folge verminderter Apoptose.

Interessanterweise war bei cFEIMausen dian vitro Differenzierung von Knochenmarks-
vorlauferzellen in Dendritischen Zellen und Makragkn geringfligig gestort, wahrenu
vivo die Anzahl reifer APCs erhoht war. CFklBesitzt daher vermutlich durch unbekannte
Signalwege in den einzelnen Stadien der Differennig von APCs eine unterschiedliche
Funktion.

Diese Arbeit zeigte eine neue Funktion des Todegtersignalwegs in Zellen der myeloi-
schen Reihe, die wahrend der adaptiven Immunantiirodie Interaktion von APCs und T-

Zellen von Bedeutung ist.

Stichworter:

Apoptose, FLIP, Todesrezeptor, CD95, Fas, DISC, DBD, APC, Caspase, TNF

Abstract

Cell death by apoptosis is an important regulatmgchanism in multicellular organisms.
Apoptosis can be initiated by specialized intradell signalling pathways. One of these
pathways follows the activation of death recept@®R) on the surface of human and
mammalian cells. Moreover, components of this dlopgapathway have been shown to be
involved in cell differentiation but the relevanakthis in cells of the immune system remains
controversial. This study investigated the charadéon of a transgenic mouse that over
expresses in hematopoietic cells an inhibitor oklFanduced apoptosis and possibly
differentiation: cFLIR.

In addition to CD95 (Fas, Apo-1) seven other DRsehbeen identified. Ligation of Fas
Ligand by CD95 causes the association of the dedtiting signalling complex (DISC). The
DISC consists of intracellular proteins containdepth effector domains such as pro-caspase-
8 and splice variants of cFLIP. Activation by aytmteolysis of pro-caspase-8 at the DISC
can be modulated by the cFLIP proteins in differemtys: whereas cFLEPinhibits the
recruitment of pro-caspase-8 at the DISC, cicrldBems to be competent not only to inhibit
but also to activate pro-caspase-8, dependingsantiacellular concentration.

Furthermore, non-apoptotic functions of the DR allyng pathways involved in both cell
activation and differentiation are of significantportance.
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In this research a transgenic mouse was genergtatsérting a fusion gene of cFLdRnd
the green fluorescent protein (GFP). This fusiomegevas under the control of thav
promoter that drives expression restricted to hepwetic cells. The expression of cFkliR
lymphocytes and thymocytes was demonstrated by isigotlie inhibition of CD95 induced
apoptosis. Surprisingly, the activation of lymphiocysubpopulations was not affected by
CcFLIPs, whereas the stimulation of unsorted spleen dalighe mitogen Concanavalin A
resulted in an enhanced proliferation of T-lymphesy This effect was likely due to an
improved stimulation of T-cells by antigen presegtcells (APCs) and was confirmed in a
heterologous, mixed leukocyte reaction. Furtherma@e accumulation of CDllc+ and
CD11b+ cells was observed in peripheral lymphomhaos of older mice, potentially a result
of reduced apoptosis. Interestingly, vitro, the over expression of cFLdHmpaired the
differentiation of bone marrow cells into dendritiells and macrophages, whereasivo the
number of mature APCs was increased. Therefore)RgHhight at various stages of the

differentiation of APCs have altered functions.
This work demonstrated a new feature of the DRaigny pathway in cells of the myeloid

linage, which is particularly important for the enaiction of APCs and T-cells and may thus

impact on the adaptive immune response.

Keywords:

Apoptsis, FLIP, death receptor, CD95, Fas, DISCDDED, APC, Caspase, TNF
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