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Einleitung

A EINLEITUNG

A.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist eine Funktionseinheit, die sowohl korperfremde als auch korpereigene,
entartete Molekiile von den normalen korpereigenen Bestandteilen unterscheidet und
bekdmpft und schiitzt dadurch den Organismus. Dieses wihrend der Evolution hoch
entwickelte System kann in zwei groe Klassen aufgeteilt werden, die angeborene und die
adaptive (erworbene) Immunitét. Das angeborene Immunsystem dient der ersten Abwehr von
Erregern und wird durch hochkonservierte Epitope (,,Pathogen-associated molecular patterns*
= PAMPs) auf den Krankheitserregern aktiviert, kann jedoch Erreger nicht spezifisch
erkennen und keinen gezielten Schutz gegen eine erneute Infektion bieten. Hierbei sind
Granulozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen (DC) und Natiirliche Killerzellen (NK-
Zellen) involviert. Die adaptive Immunitédt beruht auf der klonalen Selektion von T- und B-
Lymphozyten mit ihren hochspezifischen Rezeptoren. Die antigenspezifischen Lymphozyten
vermehren sich und differenzieren zu Effektorzellen aus, die die Krankheitserreger vernichten
und das immunologische Gedéchtnis bilden. Das immunologische Gedéchtnis ermdglicht es
dem Organismus bei einem erneuten Aufeinandertreffen mit dem Antigen schneller und

effizienter zu reagieren (9, 28).

A.2 Entwicklung und Funktion der B-Zellen

In Sdugetieren entwickeln sich die ersten B-Zellen in der fotalen Leber, nach der Geburt setzt
sich dieser Prozess im Knochenmark fort. Die friihen Stadien der B-Zell Entwicklung sind
durch die schrittweise Umordnung und Expression der Immunglobulingene (Ig) definiert (28,
59).

Die ersten Vorlduferzellen der B-Zellen, die Pro-B-Zellen, stammen von pluripotenten,
hidmatopoetischen Stammzellen ab und konnen sich nur begrenzt selbst erneuern. Aus den
spiten Pro-B-Zellen entstehen die groBBen Prd-B-Zellen, die den Pra-B-Zell-Rezeptor aus den
fertig umgeordneten Genen der schweren Kette zusammen mit einer Ersatz-L-Kette
exprimieren. Dies erlaubt der Zelle sich weiter zu teilen und kleine Prid-B-Zellen zu bilden.
Nachdem auch die Gene der leichten Kette umgeordnet sind, wird IgM auf der Oberflidche
von unreifen B-Zellen exprimiert. In diesem Stadium werden autoreaktive B-Zellen
ausselektioniert, d.h. B-Zellen, die korpereigene Strukturen erkennen. Die iibrigen B-Zellen
wandern als reife B-Zellen, die neben IgM auch IgD exprimieren, aus dem Knochenmark in

die Peripherie aus (28).
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Die weitere Differenzierung der B-Zellen in der Milz wird durch die Expressionsdichte von
IgM und IgD, sowie der Oberflichenmarker CD21, CD23 und CDI1d charakterisiert. In der
Milz entwickeln sich aus den neu gebildeten (NF=,newly formed*: IthiIgDIOCD21'CD23'
CD1d"), transitionellen T1 B-Zellen die Vorlduferzellen der follikuliren B-Zellen (preFB:
IgM"IgD"CD21"CD23"CD1d"), die IgD, CD21 und CD23 stark exprimieren. Aus ihnen
entstehen die follikuliren B-Zellen (FB: IgM"“IgD"CD21™CD23"CD1d"), die eine niedrigere
Expression von IgM und CD21 aufweisen und die Vorlduferzellen der Marginalzonen B-
Zellen (preMZB: IgM"IgD"CD21"CD23"CD1d™) mit einer hohen Expression von CDI1d.
Aus diesen wiederum entwickeln sich dann die Marginalzonen B-Zellen (MZB:
IgM"IgD"°CD21"CD23°CD1d"), die die Expression von IgD und CD23 wieder herunter
regulieren (Abb. 1).

~ NF (neu gebildet)
IgM™ 1gD"° CD21" CD23 CD1d"

T1

preFB (FB Vorlaufer)
IgM" IgD" cD21" cD23" CD1d"

/N

reMZB (MZB Vorlaufer)
IgD" CD21“' cD23"cD1d"

T2

R

FB (Follikulare B-Zellen)

T2 ! | .
IgM® IgD" cD21™ cD23" CD1d"

IgM

MZB (Marginalzonen B-Zellen
IgM" IgD"° CD21" CD23 CD1d"

)

Abb. 1: B-Zell Entwicklung in der Milz. Aus den T1-B-Zellen entstehen die T2-
Vorliuferzellen. Daraus entwickeln sich die follikuliren und Marginalzonen B-Zellen.
Die Populationen lassen sich durch die Expression von IgM, IgD, CD21, CD23 und
CD1d eindeutig unterscheiden (nach (61)).

Die beiden Vorlduferpopulationen werden auch transitionelle oder T2 B-Zellen genannt. Die
follikuldren B-Zellen werden als B-2-B-Zellen bezeichnet und repridsentieren die grofite
Fraktion der B-Zellen im Organismus. Sie zirkulieren im Blut- und Lymphkreislauf, sind fiir
die Antikorperproduktion bei einer T-Zell abhingigen Immunantwort verantwortlich und sind
zum Isotypwechsel fahig (24, 28). Die Marginalzonen B-Zellen bilden nur ca. 10% aller

Zellen in der Milz und sind sessile Zellen in der Marginalzone. Sie spielen bei der frithen
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Antikorperproduktion gegen T-Zell unabhéngige Antigene vor allem aus dem Blut eine grof3e
Rolle und sezernieren hauptsichlich IgM (40, 42).

Die B-1-B-Zellen oder CDS5-B-Zellen sind selbst erneuernde B-Zellen, die aus einer
bestimmten Stammzelle der fGtalen Leber hervorgehen. Die genaue Entwicklung dieser
Zellen ist bisher noch unbekannt. Sie bilden die vorherrschende B-Zell Population in der
Peritoneal- und Brusthéhle und produzieren niedrig-affine IgM Antikorper, hauptsdchlich
gegen bakterielle Polysaccharide und sind somit ebenfalls bei einer Immunantwort gegen T-

Zell unabhingige Antigene wichtig (40).

A.3 Entwicklung und Funktion der T-Zellen

T-Zellen entstehen aus unreifen Vorlduferzellen, die aus dem Knochenmark in den Thymus
einwandern. Die intrathymische Entwicklung der Vorlduferzellen zu reifen T-Zellen ist von
Signalen der nicht-hdmatopoietischen Stromazellen abhéngig (49). Die Differenzierung der T-
Zellen ist durch die Expression von Oberflichenproteinen wie CD4, CD8, CD44 und CD25,
charakterisiert (20). Die Pro-T-Zellen werden auch als doppelt negative (DN) bezeichnet, da
siec weder CD4 noch CDS8 exprimieren. Diese Zellen konnen auf Grund ihrer
unterschiedlichen Expression von CD25 und CD44 in vier Differenzierungsstadien unterteilt
werden: DN1 (CD25CD44"), DN2 (CD25'CD44"), DN3 (CD25'CD44") und DN4 (CD25
CD44"). Zwischen dem DN2 und DN3 Stadium werden die B-Gene des T-Zell Rezeptors
(TZR) umgeordnet und der Pro-TZR exprimiert. Aus den DN4 entstechen durch die
Expression von CD4 und CD8 die doppelt positiven (DP) Thymozyten. Diese ordnen die a-
TZR-Gene um und bilden einen funktionellen TZR auf der Oberflache aus. Dieser ermoglicht
die positive und negative Selektion, d.h. die Selektion der autoreaktiven und funktionell
eingeschriankten T-Zellen. T-Zellen, die diese beiden Selektionsphasen iiberleben, verringern
entweder die Expression des CD4- oder des CD8-Korezeptors. Sie verlassen den Thymus
dann als reife, naive T-Lymphozyten, die CD8"CD4 und CD4 CD8” T-Zellen (Abb. 2).

Die reifen T-Zellen wandern in die peripheren lymphatischen Organe, wie die Milz,
Lymphknoten, Mandeln oder Peyer'schen Plaques, bis sie auf Antigene oder antigen-
prasentierende Zellen treffen, die sie aktivieren (28, 75).

Antigen-Préisentierenden Zellen (APC), wie B-Zellen, DC oder Makrophagen sind Zellen, die
iiber MHC (MHC = major histocompatibility complex) Molekiile Antigene prdsentieren. T-
Zellen interagieren mit den APCs und werden aktiviert, wenn zugleich eine Stimulation {iber
den Korezeptor erfolgt. CD8" T-Zellen erkennen Peptide gebunden an MHC Klasse I, CD4"
T-Zellen dagegen Peptide gebunden an MHC Klasse II (9, 28).
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CD44* CD25 CD44* CD25" CD44 CD25" CD44 CD25

<«—— Umlagerung
Umlagerung der der TZR-a-Gene

TZR-B-Gene
CD4" CcD8"

l <«—— Positive und

negative Selektion

CD4* CD§’ CD4 CD8"

Abb. 2: T-Zell Entwicklung im Thymus. Die intrathymische Entwicklung von
Vorliduferzellen iiber DN und DP zu reifen, einfach positiven T-Zellen. Die
Subpopulationen lassen sich durch die Expression von CD44, CD25, CD4 und CDS8
unterscheiden.

Aktivierte T-Zellen produzieren Interleukin-2 (IL-2), das ihre Proliferation und
Ausdifferenzierung zu aktivierten T-Effektorzellen steuert. Die Stimulation der T-
Effektorzellen durch einen Peptid:MHC-Komplex erfolgt unabhdngig von einer
Kostimulierung, so dass jede Zielzelle, die das Antigen prédsentiert, aktiviert oder zerstort
werden kann (9, 28).

Die CDS8-Effektorzellen spielen eine wichtige Rolle bei der Erkennung und Eliminierung von
korpereigenen Zellen, die durch intrazelluldre Bakterien oder Viren infiziert sind oder durch
toxische Agenzien geschidigt sind. Sie toten ihre Zielzellen entweder durch die Freisetzung
von Perforin und Granzymen oder durch die Interaktion des Fas-Liganden mit dem Fas-
Rezeptor auf der Zielzelle (58, 71).

Basierend auf ihrer Funktion, kénnen CD4 -T-Zellen in verschiedene Untergruppen eingeteilt
werden, die sich in der Sekretion der Effektor-Zytokine unterscheiden und eine zentrale Rolle
bei adaptiven Immunantworten spielen. Die Ausdifferenzierung von Helfer-T-Zellen (Ty) in
die Untergruppen ist durch Zytokin-Rezeptor-Signalwege und Signale von kostimulatorischen
Rezeptoren beeinflusst (45).

CD4-Tyl Zellen produzieren IL-2, Interferon gamma (IFNy) und TNFa (Tumor Nekrose
Faktor alpha) und regen damit einerseits Makrophagen zur Tétung von Erregern an und leiten
andererseits die Differenzierung von B-Zellen ein. IL-2 wiederum fordert das Wachstum von
B-, T- und NK-Zellen. Tyl-Zellen sind somit fiir die zellvermittelte Immunabwehr

verantwortlich. Unter pathologischen Bedingungen konnen Tyl Zellen Autoimmun-
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reaktionen und Abstolungen von Transplantaten bei unterschiedlichem MHC-Allotyp
verursachen (9, 28).

CD4-Ty2 Zellen dagegen sekretieren hauptsédchlich IL-4 und IL-5 und unterstiitzen damit
humorale Immunantworten, konnen aber auch an Autoimmunerkrankungen beteiligt sein. (45,
73). Sie bewirken einen Klassenwechsel der Immunglobuline auf B-Zellen und induzieren die
Proliferation und anschlieBende Differenzierung zu Antikdrper-sezernierenden B-Zellen (B-
Lymphoblasten) und B-Gedéchtniszellen.

T-Effektorzellen kontrollieren somit durch ihre Wechselwirkungen mit Zielzellen alle
bekannten Effektormechanismen der adaptiven Immunantwort, wie in Abbildung 3

zusammengefasst (28).

CD8-T-Zellen:
Peptid + MHC-Klasse |

CD4-T-Zellen:
Peptid + MHC-Klasse Il

Zytotoxische-T-

Tu1-Zellen

Tu2-Zellen

(Killer-)Zellen

&

totet

U pakterielle
Toxine

Intra-
zellulére
Bakterien

virusinfizierte
Zelle Antigenspezifische

B-Zelle
= =

Anti-
Toxin

R
% & X

B-Lymphoblast

apoptotische
Zelle

Tote intrazellulare Bakterien

Abb. 3: Die drei Klassen von T-Effektorzellen. Zytotoxische T-Zellen (links) toten
virusinfizierte Zielzellen, die Antigene gebunden an MHC-I Molekiilen auf der
Oberfliache tragen. Tyl-Zellen (mitte) und Ty2-Zellen (rechts) erkennen Antigene, die
von MHC-II Molekiilen prisentiert werden. Tyl-Zellen stimulieren Makrophagen, die
dadurch intrazellulire Mikroorganismen effektiver zerstoren konnen. Ty2-Zellen regen

B-Zellen zur Differenzierung, zum Isotypwechsel und zur Antikorper-Sezernierung an
(aus (28)).
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A.4 Adaptorproteine in Antigenrezeptor-Signalkaskaden

Die Antigen-vermittelten Stimulation von Lymphozyten erfolgt nur, wenn vom Antigen
Rezeptor (AGR) empfangene, extrazelluldre Signale ins Zellinnere und schlieBlich in den
Zellkern iibertragen werden (Abb. 4).

Nach der Bindung des Antigens an den T-Zell Rezeptor werden Protein-Tyrosin-Kinasen
(PTKs) der Src Familie, wie beispielsweise Lck (p56) und Fyn (p59), aktiviert. Diese Kinasen
besitzen eine so genannte SH2 (Src-Homologie) Doméne (30, 36). Sie phosphorylieren
Tyrosin-haltige ITAMs (Immunrezeptor-Tyrosin-Aktivator-Motive) der zytoplasmatischen
Dominen von CD3 und dessen (-Kette. Lck ist zusétzlich mit den Korezeptoren CD4 oder
CDS8 assoziiert, was zur Stabilitidt der TZR-MHC:Antigen Interaktion beitrigt.

PTKs der Syk-Familie, der u.a. ZAP-70 und Syk (p72) angehdren, binden an die
phosphorylierten Tyrosine, werden selbst phosphoryliert und dadurch aktiviert. Diese Proteine
sind im Zytoplasma lokalisiert und besitzen zwei SH2 Doménen, mit denen sie an die ITAMs
binden. Dies fiihrt wiederum zur Phosphorylierung des membranstindigen Adaptorproteins
LAT (,,Linker for activation of T cells*), das weitere Proteine rekrutiert und aktiviert, wie
Phospholipase C gamma (PLCy) und Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K). Diese Kaskade
von Phosphorylierungen und die dadurch induzierten Aktivierungen fiihren zum Anschalten
von ,,downstream* gelegenen Signalwegen, wie den PLCy/Ca*, PKC (Protein Kinase C) und
den Ras/MAP-Kinase (Mitogen-aktivierte Protein Kinase) Signalweg. Dies wiederum
resultiert in der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1, NFAT und NF«B, welche zu
zelluliren Antworten wie Proliferation und Differenzierung der Lymphozyten,
Zytokinproduktion, Apoptose oder Uberleben der Zellen fiihren (46, 69).

Die Signalkaskaden in T- und B-Zellen sind sehr &hnlich aufgebaut, wobei einige
Proteinkinasen durch andere Mitglieder derselben Familie ersetzt sind. Aus diesem Grund
wird im Rahmen dieser Arbeit nicht auf die Signalkaskade in B-Zellen eingegangen.

Neben den Kinasen spielen Adaptorproteine in diesen Signalkaskaden eine grofle Rolle.
Adaptorproteine sind Proteine, die keine enzymatischen und transkriptionellen Aktivititen
besitzen, sondern spezifische Protein-Protein oder Protein-Lipid Interaktionen ermdglichen.
Adaptorproteine liegen entweder im Zytosol geldst oder an die Zellmembran gebunden vor.
Mit Hilfe ihrer funktionellen Domédnen, wie SH2, SH3 (Src-Homolog 3) und SAM (,,sterile
alpha motif*) sind sie an der Ausbildung eines komplexen Netzwerkes aus Signalmolekiilen
beteiligt (29, 34, 36).

SH2 Dominen eines Proteins binden an phosphotyrosinhaltige Motive anderer Proteine, SH3
Doménen an Prolinreiche Sequenzen (34, 38). Proteine mit &hnlichen SAM Doménen
dagegen interagieren iiber thre SAM Doménen miteinander und koénnen Homo- oder
Heterodimere ausbilden (53). Adaptorproteine regulieren die Lokalisation von
Effektormolekiilen in der Zelle und dadurch deren Aktivitit. Sie ermoglichen

Konformationsédnderungen einzelner Proteine und die Bildung von Proteinkomplexen.
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AuBerdem spielen sie bei negativen oder positiven Regelkreisen in Signalkaskaden eine Rolle

und steuern so die zelluldren Antworten nach Antigenrezeptor Stimulation (29, 34, 36).

Adaptor-
proteine

Plasmamembran

\/

!

,

Kernmembran e

Transkription

Abb. 4: T-Zell Rezeptor Signalkaskade. Nach Stimulation des TZR werden
Adaptorproteine, wie ZAP-70 und Lck aktiviert. Uber die verschiedenen Signalwege
werden die Transkriptionsfaktoren NFAT, NF-kB und AP-1 angeregt, wandern in den
Zellkern und losen die Transkription von Zielgenen aus (PIP,=Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat, IP;=Inositol-1,4,5-triphosphat, DAG=Diacylglycerin).
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A.5 Die SLY Proteinfamilie

Beer et al (5) beschrieb erstmals SLY1 (SH3 domain containing protein expressed in
lymphocytes), im folgenden SLY genannt, als ein potenzielles Adaptorprotein in
Lymphozyten. Durch Vergleich der Proteinsequenz wurden zwei weitere Proteine mit grof3er
Homologie zu SLY entdeckt, SLY2 (auch Nashl, HACS1 und SAMSNI genannt) und
SASHI1 (10, 70, 76). SLY, SLY2 und SASHI1 zeigen eine #hnliche Organisation der
funktionellen Einheiten mit einer zweigeteilten Kern-Lokalisations-Sequenz (NLS) am N-
Terminus und kurz aufeinander folgend eine SH3 und eine SAM Doméne. SASH1 als grofBtes
der drei Proteine weist zudem eine zweite SAM Doméne am C-Terminus auf, sowie einen
verldngerten N- und C-terminalen Bereich (Abb. 5). Sequenzvergleiche zeigten, dass die SH3
und SAM Doménen dieser Proteine groflere Homologien zueinander als zu den Domédnen
anderer Proteine besitzen, was auf eine neue Familie von Adaptorproteinen hinweist (4).

Das Sly-Gen ist X-chromosomal lokalisiert und besitzt 8 Exons. Das Protein besteht aus 380
Aminoséduren, ist 55 kDa grofl und wird im Gegensatz zu den anderen Proteinen dieser
Adaptorfamilie vor allem in T und B Lymphozyten exprimiert (5). Nach Stimulation des
Antigenrezeptors wurde mit Hilfe eines phosphospezifischen Antiserums die
Phosphorylierung an Serin27 von SLY nachgewiesen (3). Studien mit Kinase-Inhibitoren in
Antigenrezeptor stimulierten Lymphozyten lassen vermuten, dass SLY ein Zielprotein der
Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K), Protein Kinase C (PKC) oder einer Protein Kinase C

abhédngigen Kinase darstellt und somit eine zentrale Rolle in der AGR-Signalkaskade spielt.



Einleitung

mse SASH1 MEEDAGAASPAPEPEPEVDPARELEPEAGVSES ISRLWTDVMG I LDGSLGN I DDLAQQYADYYNTCFSDVCERMEELRKR 80
mse SASH1 RVSQDLDVEKPDASPTSLQLRSQIEESLGFCSAVSTPEVERKYPLHKSNSEDGCVGKGDWKKKNKYFWQNFRKNQKG IMR 160
mse SASH1 QTSKGEDVGYVASE I TMSDEER I QLMMMVKEKM I T I EEALARLKEYEAQHRQSSTLDPADWPDGSYPTLDGSSTCNSREQ 240
NLS1
mse SASH1 SDDETEDSVKFKRLHKLI VNS TRRVRKKL | RVEEMKKPSAEGGEEHVFENSPVQDERSALYSGVHKKPFFYDGSPEKPPED 320
NLS1 *
mse SLY MERRRPSNASDKERP TOKKKLSLQRSSSFK 29
mse SLY2 MLKRKPSNASDKEKHQKPK -2 "RSSSF - 24
mse SASH1 DADSLTPSPSSSSLDTWGAGRKLVKTFSKGESRGL | KPPKKMGTFFSYPEEEKAQRVERSL TEGEMKKGLCBILSHERTCS 400
NLS2
mse SLY DFAKSKPSSPVVSEKEFNLDDN I PEDDSGVL TPEDSGKSGKKEGKRWRAVISRTMNRRMEKMMVKALSEE-MGDTLEEGS 108
mse SLY2 —GNFDRFRNNSVSKSDDS 1 EVHDREL TNGSEEQSKTSSSGGSLGKKVRA - 1 SWTMKKKVGKKY | KALSEEKEEESGEEAL 102
mse SASH1 FGGEDLTNRSLHVGSNNSDPAGKEGDFVYKEV I KSPPAPR I SLGKKVRSV-KETMRKRMSKKYSSPVSEQ---DSGLDGM 476
mse SLY ASPTSPDCSLDSPGPEKMALAFTEQEEREPPSESRQTSTGSE -L--CSPEPGS-GSFLEES---PAPQY TGPFOGRARVH 181
mse SLY2 PYR-NSD-PMIGTHTEK I SLKASDSMDSLYS---6QSSSSG-- 1 TSCSDGTSNRDSFRLDD----DSPYSGPFOGRAKVH 171
mse SASH1 PSSPASG-KPDSEHVDKPKLKAGGSVESLRSSLESGQSSMSGQTVSTTDSSTSNRESVKSEDGDDEEPPYRGPFQGRARVH 555
SH3
mse SLY TDF TPSPYDHDSLKLQKGDVIQIVEKPPVGTWLGLLNGKLGSFKEIYVDVLPEEAVGPVRPSRRQSKEKRPKPKTHELL! 261
mse SLY2 TDFTPSPYDTDSLKIKKGD T ID 1 ICKTPMGMITGMLNNKVGNFKF1YVDV IILEEEAAPKK I KVPRSRRRENH-QT 1 QEFL, 250
mse SASH1 TDFTPSPYDTDSLKLKKGDI 1D1 1 SKPPMGTWMGLLNNKVGTFKF 1 YVDVLNEEEEKPKRPTRRRKKGRPSQPKSVEDLL, 635
SAM
mse SLY I ERTGLEERTSTLLLNGYQTLUEDFKELRETHUNELNIMBPOHRAKLL TAAELLLDY,DTGSEEAEEGAESSQEPVAHTVSEP 341
mse SLY2 :ERIHLQEYTSTLLLNGYETLDDLKDIKESHLIELNIADPEDRARLLSAAESLLDEETTVEHEKESVPLSSNPDILSASQL 330
mse SASH1 ; DRINLKERMPTFLFNGYEDLDTEKL EEEEDLDELNIRDPEHRAVLLTAVELLQEMDSNSDQSGSQEKLLYDNQGLSG--- 712
mse SLY KVD I PRDSGCFEGSESGRDEAELAGTEEQLQGLSLSGAP* 381
mse SLY2 ~EDCPRDSGCY 1 SSENSDNGKEDLESENLSDMVQK 1AITESSD* 372
mse SASH1 —-RSPRDSGCYESSENLENAKTHKPSVLSTKSSTESNLKSFTRSQPGNYPTLPLMKSGEVRKQGEEGRLGRGLAPDTAKS 790
mse SASH1 CDVPSVTDLSKNRRSLPVS I CRSCETLEGPEPVESWPRSHSLDDLQGDADVGKNVPTEMPETCSQNVPEVPQKTSACTSK 870
mse SASH1 ALPRGRDPTADVMLLTQSKRFSDPPKTMAKKLDGSVVASNLG I APPQC I PRDFEAQPPVKPGLTRTSLEGLRKGHDHHPL 950
mse SASH1 GTKEGVDGEQSAPETRTQSRHPSQPPPVPAKKSRERLANGLHLVPSPEAP I LPLKKASPASPVSPSDCPSPREPRPSSGT 1030
mse SASH1 EPGSPACTRPPPWLAELPESTSLQEHGVKLGPVLSRKVSCVRGVDLEMLTENKLQAEG IDLTEEPYSDKHGRCG I PEALV 1110
mse SASH1 QRYAEDLEQPERDVATNMDQ I RVKLLRKQHRMA IPSGGLTE I CRKPLSPGCVASMSDWL IS IGLPMY TSTLSDAGFSTLS, 1190
SAM
mse SASH1 §YE§E§ﬁ§pEQ§éQJIﬁgﬁﬁlﬁfE[IQABEFKHﬁPSPEAM* 1230

Abb. 5: Sequenzvergleich der SLY-Proteine. Die Aminosiursequenzen von SLY2 und
SASH1 wurden mit SLY verglichen. Hervorgehoben durch die blau eingerahmten
Boxen sind die zweigeteilte NLS und die SH3 und SAM Domiinen. Orange hinterlegte
Aminosiuren sind identisch. Das * markiert die Phosphorylierungsstelle Serin27 von
SLY, die beiden Pfeile die Splice-Stellen im mutierten SLY Protein.

A.6 Vorarbeiten

A.6.1 Generierung der Slyd/d Maus

Die genaue Funktion von SLY im Immunsystem ist bisher noch unbekannt, weshalb ein
Mausstamm generiert wurde, bei dem weite Teile von Exon 2 und 3 durch homologe
Rekombination deletiert wurden (Abb. 6a). Dies fiihrt zum alternativen Splicing von Exon 1

bis 4, wodurch die durch den Targetingvektor eingeflihrte B-Galaktosidase- und die
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Neomycin-Resistenzkassette, sowie ein Teil der NLS und die Phosphorylierungsstelle Ser27
entfernt werden (Abb. 6b). Miuse mit der Mutation in SLY produzieren ein verkiirztes
Protein SLY?, dem die Aminoséuren 20-100 fehlen. Durch Western-Blot Analyse mit einem
Antiserum gegen SLY konnte gezeigt werden, dass das mutierte Protein eine Grofle von 45
kDa und das WT Protein eine Grof3e von 55 kDa hat (4). Diese Deletion konnte auch mittels
RT-PCR nachgewiesen werden, bei dem die S/y-mRNA von WT Zellen 243 bp mehr als die
Sly-mRNA von Slyd/ ? Zellen aufweist (Abb. 6¢).

probe

1kb
a Wildtyp Allel 0o

Targeting Vektor

pgal  |neol—

Mutiertes Allel I i v
—~ | pgal  [neol }o—
R T R
R
P 6 kb (Mutante) -
P 12 kb (Wildtyp) g
b ¢
PCR (Ex1-Ex4)
+/+ +/d d/d
Ser27
SLY WT N2 SH3 SAM

574bp — s —

SLY (420-100) SH3 SAM 33Tbp —

Abb. 6: Generierung der SLY-Mutation. a) die Organisation von einem Teil des
murinen Sly Locus (oben), der linearisierte Targeting Vektor (mitte) und das mutierte
Allel (unten). Die p-Galaktosidase c-DNA und die Neomycin-Resistenz Kassetten
wurden in Teile von Exon 2 und 3 eingefiigt. R=EcoR1-Schnittstellen. b) Schematische
Darstellung des WT (oben) und mutierten SLY Proteins (unten) mit den funktionellen
Domiinen. N=NLS. c¢) Die RT-PCR zeigt das Fehlen von Exon 2 und 3 in Sly"™ Zellen.
WT SLY-Bande 574 bp, SLY*-Bande 331 bp.

Erste Expressionsanalysen zeigten, dass WT SLY im Zytoplasma und im Kern von
Lymphozyten nachgewiesen werden konnte. Das mutierte Protein dagegen, konnte nur im
Zytoplasma detektiert werden. Es gelangt also entweder nicht in den Kern, wird dort abgebaut
oder sofort wieder ausgeschleust (4). Die genaue Funktion der Lokalisation von SLY in der

Zelle und der Mechanismus der Kern/Zytoplasma-Translokation sind bisher noch unbekannt.

10
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A.6.2 Erste Analyse der Sly™ Maus

Erste Analysen der Siy*“

Maiuse zeigte, dass sie fertil waren, sich nach den Mendel’schen
Gesetzen vermehrten und keine Auffilligkeiten in der Anatomie und dem Verhalten zeigten.
Die Gesamtzellzahl von Thymus, Milz, den peripheren Lymphknoten und den Peyer’schen
Plaques war in Mausen mit einer Mutation in SLY im Vergleich zu den Kontrolltieren jedoch
signifikant erniedrigt. Im Gegensatz zu den peripheren Lymphknoten, waren die
mesenterialen Lymphknoten nicht betroffen, was mit Daten einer unterschiedlichen
Entwicklung dieser Organe in Einklang steht (2). Bei immunhistochemischen
Untersuchungen der lymphoiden Organe wurden keine Verdnderungen im Aufbau der
Organe, dem Verhiltnis der T- und B-Lymphozyten und der nicht-lymphoiden Zellen sichtbar
(4).

Im Weiteren wurde die Funktionalitit der T-Zellen iiberpriift. So zeigten SIy*“

Splenozyten
im Vergleich zu WT Splenozyten signifikant verringerte Proliferationsraten nach T-Zell
Rezeptor Stimulation. Nur durch Zugabe von IL-2 konnte die Proliferation der SIy*? Zellen
auf das Niveau der WT Zellen erhoht werden (Abb. 7a).

Nach Stimulation des AGR werden die IL-2 Rezeptoren stirker exprimiert, damit IL-2 auf die
T-Zellen wirken kann. Durch FACS-Analyse der IL-2 Rezeptor-a-Kette (CD25) konnte dies
auch bei den SLY mutierten T-Zellen nachgewiesen werden (4). Aus diesem Grund wurde die
Zytokinproduktion (IL-2, TNF, IL-10, IFN-y und IL-4) von T-Zellen nach Stimulation mit
aCD3 und aCD3/aCD28 mit Hilfe von ELISAs getestet. Hierbei konnte ein substantieller
Defekt von Slyd/d Zellen bei der Zytokinsynthese im Vergleich zu WT Zellen detektiert
werden. Die Produktion von IL-2 (Abb. 7b), IL4 und IL-10 durch SLY mutierte T-Zellen war
fast vollstindig unterbunden, wihrend TNF und IFN-y noch in geringen Mengen freigesetzt
wurden. Nach Stimulation mit PMA oder PMA/lonomycin zeigten sich jedoch keine
Unterschiede zwischen WT und Slyd/ d
Stimulation des AGR zu beobachten. Exemplarisch wurde die Produktion von IL-2 in
Abbildung 7b dargestellt.

Zellen, dieser Defekt war somit nur spezifisch nach

11



Einleitung

a 18 ~ < s ns [ 80
w151 % B
) - 60
= 12 1 * *
x
.9 A * - 40
S
o 6 *
S - 20
39 x I
O_D- . LJ _0

| B —

CD3(ng/mL) O 32 16 80 400 2000 400 400

Costimulus 0 0 0 0 0 0 CD28 IL-2
b
60 1= wr N 3,0
- == Slyd/d -
£ 40 £ 20
g 2
o 20 o 1,0
= s A
00 == 0O llm 0,0 == :
Med CD3 CD3/28 0 1 10 PMA (ng/ml)
0 1 1 lono (ug/ml)

Abb. 7: T-Zell Proliferation und IL-2 Produktion. a) Splenozyten von WT (weifl) und
Slyd/d Miusen (schwarz) wurden mit verschiedenen Konzentrationen von aCD3 alleine
und aCD3/aCD28 bzw. aCD3/IL-2 stimuliert. Nach 72h wurde fiir weitere 16h
[3H]Thymidin zugegeben und der Einbau gemessen (n=6). b) Splenozyten wurden fiir
18h mit aCD3, aCD3/aCD28 oder PMA/Iono stimuliert und die IL-2-Menge im
Uberstand mittels ELISA gemessen (n=4) (aus (4)).

Um die Rolle von SLY in der AGR-Stimulation weiter zu untersuchen, wurde der Einfluss der
SLY Mutation auf die allogene MLR (,,mixed lymphocyte reaction‘) getestet. Hierbei wurden
die Splenozyten aus Sh* Miusen und WT Kontrolltieren mit Haplotyp H-2" mit letal
bestrahlten allogenen H-2® Milzzellen stimuliert und der Thymidineinbau gemessen. Die
Effektorzellen der SIy” Miuse zeigten eine deutlich reduzierte Antwort auf die Prisentation
fremder MHC Molekiile im Vergleich zu den Kontrollzellen. Auch bei der Stimulation durch
syngene Kontrollzellen gleichen Haplotyps war die Proliferation der SH*Y T-Zellen
signifikant geringer. Diese Unterschiede waren sowohl bei Gesamtmilzzellen, als auch bei
aufgereinigten CD4 " oder CD8" Effektorzellen sichtbar (4). Dies zeigt, dass sowohl die CD4"
als auch die CD8" T-Zellen durch die Mutation in SLY beeintriichtigt sind.

Neben den T-Zell Funktionen wurden auch die B-Zell Funktionen in Sly

untersucht. In Sh®“

4 Mzusen

Maiusen wurde systemisch signifikant weniger IgM und IgGl im
Vergleich zu WT Tieren detektiert. Die basalen Serumspiegel von IgG2a, IgG3 und IgA
hingegen waren normal. Durch Injektion von TNP-CGG bzw. TNP-Ficoll wurde die

d/d

Antikorperproduktion der Si™° B-Zellen bei T-Zell abhingigen und T-Zell unabhéngigen

Immunantworten in vivo getestet.

12
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Die Analyse der TNP-spezifischen Antikorper im ELISA ergab eine signifikant geringere
Menge an IgG1 und IgG2a bei der T-Zell abhdngigen Immunantwort (Abb. 8b) und eine stark
verminderte IgM und IgG3 Produktion bei der T-Zell unabhingigen Immunantwort in Slyd/ d

Tieren verglichen mit SIy** Tieren (Abb. 8a).

a

0.6 1 IgM e 0.12 1 IgG3
o 0.09 *
.09 - %
uga 0.4 4 *%
S 0.3 - sk sk * % 0.06 - -
Q 0.2
o 0.03 -~
0.1 4
0.0 o T T T T 1 0.00 T T T T T 1
do d4 d7 d14 d21 do d4 d7 d14 d21
b
0.7 1 1gG1 06 11gG2a
c 0.6 0.5 - . N
£ 051 04
o 0.4 4
< 0.3 -
O 0.3 4
© 02 0.2 4
0.1 0.1 +
0.0 - T T T 1 0.0 T FI T T T 1
do d4 d7 d14 d21 do d4 d7 d14 d21

Abb. 8: Humorale Immunantworten. a) TNP-spezifische T-Zell unabhiingige IgM und
IgG3 Antikorper Spiegel im Serum von WT (Dreiecke) und Slyd/d Miusen (Kreise) nach
Immunisierung mit TNP-Ficoll (n=7). b) T-Zell abhingige Produktion von TNP-
spezifischem IgG1 und IgG2a nach Immunisierung mit TNP-CGG (n=4 an Tag 4 und 7,
n=8 fiir Tag 0, 14 und 21)(aus (4)).

Diese ersten Ergebnisse verdeutlichen den Einfluss von SLY auf das Immunsystem. Einige

% Tiere zeigten eine

lymphoide Organe waren hypoplastisch und die T-Zellen der Sly
geringere Proliferationsrate und eine verminderte Zytokinproduktion nach Stimulation des T-
Zell Rezeptors. Auch die B-Zellen waren durch die Mutation in SLY beeintrachtigt, was
durch die verminderte Antikorperproduktion bei der T-Zell abhéngigen und T-Zell
unabhingigen Immunantwort zum Ausdruck kam.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Mutation in SLY spezifisch

Antigenrezeptor-vermittelte Effektorleistungen von B und T Lymphozyten abschwicht.

13
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A.7  Zielsetzung der Arbeit

%4 Miuse genauer untersucht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Phianotyp der Sy
Durch die ersten Analysen der Maus konnte ein deutlicher Einfluss von SLY auf das
Immunsystem gezeigt werden. Die lymphoiden Organe dieser Méuse zeigten signifikant
weniger Zellen. Die genauen Auswirkungen der Mutation in SLY auf die Entwicklung der B-
und T-Zellen und ihrer Subpopulationen wurde bisher aber noch nicht untersucht.

Des Weiteren sollte die Signalkaskade, in die SLY eingreift, genauer analysiert werden.
Durch Zugabe eines PKC-Inhibitors konnte die Phosphorylierung von SLY nach Stimulation
des AGR verhindert werden. Dies deutet auf eine Beteiligung von SLY in der AGR
Signalkaskade iiber PKC hin. Deshalb sollten sowohl friihere als auch spétere Ereignisse im
Antigenrezeptor Signalweg auf ihre Verdnderung durch die Mutation in SLY {berpriift
werden.

¥4 Miusen untersucht

AuBerdem sollten sowohl die T- als auch B-Zell Funktionen von Sly
werden. Bei den T-Zellen wurde im Vorfeld eine verminderte Proliferation nach AGR
Stimulation beobachtet. Mdgliche Ursachen dafiir, wie eine erhdhte Apoptoserate, sollten
dazu analysiert werden. Ebenso sollte die Funktion der zytotoxischen CD8" T-Zellen
iiberpriift werden.

Neben den T-Zellen sollten auch die B-Zellen in Siy*? Miusen genauer betrachtet werden.
Die verminderte Antikdrperproduktion bei der T-Zell abhidngigen und T-Zell unabhédngigen
Immunantwort zeigte einen Einfluss von SLY auf die Funktionalitdt der B-Zellen, doch sollte
dies in verschiedenen B-Zell-Populationen noch genauer untersucht werden.

Zur besseren in vivo Analyse der T-Zell Funktionen sollten aulerdem die Auswirkungen der
SLY Mutation auf den Verlauf einer Graft-versus-Host Reaktion untersucht werden.

d/d

Durch diese Analyse der SI™ Maus sollten die Auswirkungen einer Mutation in SLY genau

definiert werden und somit die Rolle von SLY im Immunsystem nidher geklart werden.
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B MATERIAL UND METHODEN

B.1 Bezugsquellennachweis

B.1.1 Chemikalien

Chemikalien

Bezugsquellen

Acrylamidlosung (30% Acrylamid,
0,8% N,N’ Methylbisacrylamid)
Agarose (Ultrapure)
AnnexinV-FITC
Ammoniumperoxidsulfat (APS)
B-Mercaptoethanol (98%)
Bromphenolblau

BSA (Bovines Serum Albumin)
Chloroform

CpG 1668

CFSE (Carboxy-fluorescein diacetate
succinimidyl ester)

dNTP’s

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dithriotheitol (DTT)

Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid (10 mg/ml)
Ethylendiamintetraessigsdure
(EDTA)

Fotales Kédlberserum (FKS)
Formaldehyd (37% ige Losung)
Formamid

Fluo-4

L-Glutamin

Glyzerol

H 33342 (Bispenzimid)
HBSS

HEPES

Interleukin-2 (human, rekombinant)
Ionomycin
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Marker 1 kb DNA-Leiter
2-Methylbutan

Mineralol

Natriumacetat (Trihydrat)
Natriumchlorid (NaCl)
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National Diagnostics, Atlanta, USA

Invitrogen, Karlsruhe

BD PharMingen, San Diego, USA
Biorad, Miinchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Tautkirchen

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

MWG Biotech, Ebersberg
Molecular Probes (Invitrogen),
Karlsruhe

Eurogentec, Belgien

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Fermentas, St. Leon-Rot
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Biochrom, Berlin

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Tautkirchen
Molecular Probes (Invitrogen),
Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Sigma, Tauftkirchen
Calbiochem, Bad Soden
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Eurocetus, Amsterdam, Niederlande
Sigma, Taufkirchen

Fluka, Ulm

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
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Natriumfluorid (NaF)
Natriumorthovanadat

Nucleotidmix (dCTP, dATP, dGTP,
dTTP jeweils 200 uM)

NP-40 (Igepal)

Orange G

Ovalbumin

Paraformaldehyd

Fibronektin

VCAM-1/Fc¢ Chimera (rekombinant
Maus)

ICAM-2/Fc Chimera (rekombinant
Maus)

Oligo(dT);,.1s Primer

Staurosporine

Sorbitol

Trypanblau

Phenol Rotipuran®

Phosphate buffered saline (PBS)
Pluronic F-127

PMA (Phorbol 12-myristate 13-
acatat)

Pneumokokken Polysaccaride 4, 6B
und 19F

Pneumokokken C-Polysaccaride

Protease Inhibitor Complete Mini
Random Primers

Reaktionspuffer fiir PCR

RPMI 1640 Medium ohne Phenolrot
RPMI 1640 Medium

Saccharose

Salzséure (HCI)

Schwefelsdaure (H,SO4)

Streptavidin

SIINFEKL (OVA Peptid 257-264)
Staphylococcus Enterotoxin B (SEB)
Substrat fiir ELISA (TMB)

SDS (Natriumdodecylsulfat)
SYBR® Green PCR Master Mix
Tris

Triton-X-100

TEMED (N,N,N'N"-
Tetraethylmethylendiamin)
Tween20

Wasserstoffperoxid (H,O,)
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Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Invitrogen, Karlsruhe

MP Biomedicals, Eschwege
Sigma, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Seelze

Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

R&D Systems, Minneapolis, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

Invitrogen, Karlsruhe

BD PharMingen, San Diego, USA
Roth, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Molecular Probes (Invitrogen),
Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

LGC Promochem, Wesel

Statens Serum Institut, Kopenhagen,
Dénemark

Roche, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Gibco (Invitrogen), Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

BD Pharmingen, San Diego, USA
Research Genetics, Huntsville, AL
Toxin Technology, Serosota, USA
Biosource, Camarillo, USA

Roth, Karlsruhe

Applied Biosystems, Foster City, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma, Tauftkirchen
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B.1.2 Radiochemikalien

[Methyl-3H] Thymidin, spezifische Aktivitit 5.0 Ci/mmol, T, = 13,3 Jahre
S1Cr als NaZSICrO4, spezifische Aktivitit 35 mCi/ml, T, = 27,7 Tage

Die Reagenzien wurden von der Firma Amersham (Braunschweig) bezogen und vor Ablauf

der ersten Halbwertszeit eingesetzt.

B.1.3 Enzyme

Enzyme

Bezugsquellen

Expand High Fidelity PCR System
Proteinase K

RNAsin

Superscript II Plus Reverse
Transkriptase

Taq DNA Polymerase

B.1.4 Verbrauchsmaterial und Sonstiges

Roche, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot

Verbrauchsmaterialien

Bezugsquellen

3MM Whatman Filterpapier
ELISA Platten

Hyperfilm (Rontgenfilme)
Immunoassay KIT (p38 MAPK
Total und pTpY180/182)

Magic Mark
(Proteingrofenstandard)

Mouse IgM ELISA Quantitation Kit
MACS immunomagnetische Beads
MicroAmp® Optical Tubes
MicroAmp® Optical Caps
Plastikwaren

RNeasy Mini Kit
RNA-GroBenstandard
Neubauer-Zihlkammer

Spritzen

Protran® Nitrocellulose Transfer
Membran

Kantilen

Smart Ladder (DNA
GroBenstandard)

Sterilfilter

Luziferase-ECL Losung 1 und 2
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GLW, Wiirzburg

Maxisorp, Nunc, Karlsruhe
Amersham, Braunschweig
Biosource, Nivelles, Belgien

Invitrogen, Karlsruhe

Bethyl, Montgomery, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
Falcon, New Jersey, USA

Nunc, Naperville, USA

Corning, New York, USA

Qiagen, Hilden

Promega, Madison, USA

Brand, Berlin

BD Pharmingen, San Diego, USA
Whatman®, Schleicher & Schuell,
Dassel

B. Braun, Melsungen

Eurogentec, Belgien

Sartorius, Gottingen
Amersham, Braunschweig
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B.1.5

Geriite
Geriite Bezugsquellen
B-Counter Matrix™96, Packard, USA
Brutschrank BB6220CU/CO,, Kendro Laboratory

DurchfluBBzytometer (Fluorescence-

activated cell-sorter (FACS))
Elektrophoresekammer fiir
Agarosegele
Elektrophoresekammer fiir
Polyacrylamidgele
ELISA-Reader

v-Counter

Kiihlzentrifugen

Mikroskop

MoFlo
Nukleinsduredetektion
pH-Meter

Photometer

Proteintransfer
Reinstwasseranlage
Rotationsrad
Schiittler

Sterilbank

Power Pack P25 (Stromquellen)
Thermocycler

Thermocycler fiir TagMan
Tischzentrifugen
Ultrazentrifuge

Waage

Wasserbader
Zell-Harvester
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Products GmbH, Miinchen
BD FACS Calibur, BD, Heidelberg

Fischer Scientific, Ingolstadt
Biometra, Go6ttingen

Mithras LB940, Berthold

Cobra® Auto Gamma Reader, Packard,
USA

Biofuge 28RS, Heraeus, Hanau;
Centrifuge 5415 R, Eppendorf,
Hamburg

Zeiss ID03, Zeiss, Jena

Cytomation, 3 Laser, Dako, Hamburg
Gel Doc 1000, Biorad, Miinchen
Inolab pH Level 1, WTW, Weilheim
Spectronic Genesys5, Spectronic
Instruments

Transblot SD, Biorad, Miinchen
Millipore, Eschborn

Mixing Rotor, Renner, Darmstadt
Celloshaker Variospeed, Cemetron
Products, Biotec, Fischer

Herasafe, Kendro Laboratory Products
GmbH, Miinchen

Biometra, Gottingen

T3 Thermocycler, Biometra, Gottingen,;
GeneAmp PCR System 9700; PE
Applied Biosystems, Foster City, USA
ABI Prism™ 7700 Sequence Detector
Picofuge, Heraeus, Hanau;

Megafuge 2.0.R , Heraeus, Hanau
L8-70M Beckmann, Miinchen (Rotor
SW 41)

Sartorius, Gottingen

Kottermann Labor Technik

Micro 96 Harvester, Skatron
Instruments, UK
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B.2 Medien und Puffer

B.2.1 Stammlosungen und Puffer
DEPC-H,0 0,1% DEPC in HyOg4q
12-24 h rithren und danach, zum Inaktivieren des nicht

gebundenen DEPC, autoklavieren

6x DNA-Auftragspuffer 1 ml 10x TAE
I ml Orange G (10 mg/ml)
5 ml Glyzerol
3 ml HyOgq

Erythrozyten-Lysepuffer 155 mM NH4Cl
10% Tris-HCI, pH 7,65

Fluo-4 Farbelosung 50 pug Fluo-4

9 ul DMSO

10% Pluronic
RNA-Auftragspuffer 160 pl 10x RNA-Laufpuffer

80 ul Bromphenolblau (geséttigte Losung)
720 pl Formamid

720 pl Formaldehyd

160 ul Glyzerol

120 pl HyOg4q

10x RNA Laufpuffer 400 mM Natriumacetat, pH 4,8
20 mM EDTA, pH 8,0

50x TAE 2 M Tris, pH 8
0,5 M Eisessig
50 mM EDTA

10x TBST 500 mM NaCl

20 mM Tris-HCI, pH 7.5
0,05% Tween20
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Transblot

TE-Puffer

2x SDS-Probenpuffer

TNE

Verdaulosung

Zelllysepuffer

48 mM Tris-HCI, pH 7,5
0,004% SDS

39 mM Glycin

20% Methanol

10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 M EDTA, pH 8,0

5% Bromphenolblau
30% Saccharose

2% SDS

80 mM Tris-HCI, pH 6,8

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
100 mM NacCl
1 mM EDTA, pH 8,0

500 ul TNE
50 ul SDS 10%
7,5 pl Proteinase K (10mg/ml)

Stock: 1% NP-40
1% Triton-X-100
150 mM NacCl
50 mM Tris, pH 7,4
1 mM EDTA
frisch zugeben: 10 mM NaF
1 mM Na-Orthovanadat, pH 10
Protease Inhibitor Complete Mini: 1 Tablette in 1 ml PBS

auflosen, 1:10 einsetzen
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B.2.2 Medien fiir die Zellkultur

Lymphozyten, EL-4 RPMI 1640
10% FKS
2 mM L-Glutamin
0.1 mM B-Mercaptoethanol

Ca2+-Messungen RPMI 1640 ohne Phenolrot
25 mM HEPES
Einfriermedium 90% FKS
10% DMSO

B.3 Versuchstiere und Zelllinien

B.3.1 Versuchstiere

Alle Mause wurden im spezifisch pathogenfreien Bereich (SPF) im Institut fiir Medizinische

Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene der Technischen Universitit Miinchen geziichtet

und gehalten.
Mausstimme Alter Bezugsquellen
C57BL/6 8-10 Wochen Harlan-Winkelmann, Borchen
BDF1 (C57BL/6 x DBA/2J) 8-10 Wochen Charles River, Wilmington, USA

B6.SJL - Ptprc<a> Pep3<b>/Boy] 8-10 Wochen Charles River, Wilmington, USA
(CD45.1)
B6B2(B6) — Tg (TcrHY) 8-10 Wochen Charles River, Wilmington, USA

Slyd/ d 6-10 Wochen Eigene Zucht

B.3.2 Zelllinien

Zelllinien Eigenschaften Referenz
Lymphozyten primére Milz- /Lymphknotenzellen, kultiviert
nach Organhomogenisierung
EL-4 Murine T Zell Lymphom Zelllinie (C57BL/6) ATCC Nummer
TIB-39
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B.4 Antikorper und Primer

B.4.1 Antikorper

Antikorper Klon/Spezies Verwendung
Anti-Maus B220-PE RA3-6B2/Ratte FACS
Anti-Maus CCR7-PE 4B12/Ratte FACS
Anti-Maus CD3¢ 145-2C11/arm. Hamster Stimulation
Anti-Maus CD3g-biotin 145-2C11/arm. Hamster Stimulation
Anti-Maus CD4-FITC RM4-5/Ratte FACS
Anti-Maus CD4-PE GK1.5/Ratte FACS
Anti-Maus CD4-PE-Cy5.5 RM4-5/Ratte FACS
Anti-Maus CD8a.-APC 53-6.7/Ratte FACS
Anti-Maus CD8a-FITC 53-6.7/Ratte FACS
Anti-Maus CD11a-biotin (aL) 2D7/Ratte FACS
Anti-Maus CD11c-FITC HL3/arm. Hamster FACS
Anti-Maus CD21/CD35-FITC 7G6/Ratte FACS
Anti-Maus CD25-FITC 7D4/Ratte FACS
Anti-Maus CD25-PE 3C7/Ratte FACS
Anti-Maus CD28 37.51/syr. Hamster Stimulation
Anti-Maus CD29-PE (B1) 6A267/Hamster FACS
Anti-Maus CD40 3/23/Ratte Stimulation
Anti-Maus CD44-PE IM7/Ratte FACS
Anti-Maus CD45-PE 30-F11/Ratte FACS
Anti-Maus CD45.1-biotin A20/Maus FACS
Anti-Maus CD45.2-biotin 104/Maus FACS
Anti-Maus CD49d-PE (04) 9C10/Ratte FACS
Anti-Maus CD69-PE H1.2F3/arm. Hamster FACS
Anti-Maus CXCR4-PE 2B11/Ratte FACS
Anti-Maus CXCRS5-PE 2G8/Ratte FACS
Anti-Maus HY-TCR-biotin T3.70/Maus FACS
Anti-Maus IgD-PE 11-26/Ratte FACS
Anti-Maus IgM LO-MM/Ratte Stimulation
Anti-Maus IgM-APC 1I/41/Ratte FACS
Anti-Maus IgM-FITC Ziege FACS
Anti-Maus VB8 TCR-biotin F23.1/Maus FACS
Streptavidin-PE FACS
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Alle Antikorper wurden von BD Pharmingen (San Diego, USA), Caltag (Burlingame, USA),
Natutec (Frankfurt) oder Jackson ImmunoResearch (Cambridgeshire, UK) bezogen.

B.4.2 Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden alle von der Firma Metabion, Miinchen
synthetisiert.

Screening/for: 5°-GAT CCA TGC CAG CGT TAC CA-3’

Screening/rev:5’-AGT CAT AGC TCT CCA TCA GC-3°

Neo/for: 5’-TCG CCT TCT ATC GCC TTC TTG-3’

TCR-HY/for: 5’-GAG CCT CCA GTT TCT CCT CA-3’

TCR-HY/rev: 5’-AAA GAT GAG CTT CGC AGA CC-3’

Primer fiir die Real-Time PCR:

B-Aktin/for: 5’-AGC CAA GTC CAG ACG CAG G-3’
B-Aktin/rev: 5’-ACC CAC ACT GTG CCC ATC TAC-3’
Sly/for: 5’-GAG GCC CAA GCC CAA GACTCT-3
Sly/rev: 5’-GCA GTA GGG TGG ATG TGT GTT CCT-3’

B.5 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

B.5.1 Isolierung von chromosomaler DNA

Aus Proteinase-verdauten Mausschwanzproben wurde die genomische DNA nach
Abtrennung von Proteinen und Festbestandteilen direkt durch "Ausspinnen" gewonnen.

Die Schwanzproben wurden #i.N. in Verdaulosung bei 56°C inkubiert. Das Lysat wurde 3 min
bei 15000 UpM abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues ERG iiberfiihrt. Die Proteine
wurden mit einem Volumen Phenol/Chloroform extrahiert. Nach Abnahme der wissrigen
Phase wurde der DNA zweifaches Volumen absoluten Alkohols zugegeben und das ERG
wurde mehrmals geschwenkt. AnschlieBend wurde die DNA mit der Pipettenspitze
ausgesponnen, in 70% EtOH gewaschen und in 200 pl TE-Puffer bei 37°C fiir ca. 1h gelost.
Geloste chromosomale DNA wird bei 4°C gelagert.

B.5.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR (60) konnen definierte DNA-Abschnitte mittels spezifischer
Oligonukleotide, genannt Primer, amplifiziert werden.

Nach Hitzedenaturierung der doppelstrangigen DNA erfolgt die Anlagerung (annealing) der
Primer an die einzelstringige DNA. Dieser kurze Doppelstrang wird durch eine spezielle

hitzestabile DNA-Polymerase (Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus) verlangert, wobei aus
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einem Doppelstrang zwei neue synthetisiert werden. Bei zyklischer Wiederholung von
Hitzedenaturierung, Primerhybridisierung und Primerverldngerung kann der jeweilige DNA-
Abschnitt exponentiell vervielfiltigt werden.

In einem 50 pl-Ansatz wurden 100-150 ng DNA, 5 pl 10x Reaktionspuffer, 2,5 pl
Nukleotidgemisch (je 200 uM aller vier Desoxynukleotide), jeweils 100 pmol der Primer und
0,5ul Tag-Polymerase (2,5 U) gemischt und mit H,O44 auf 50 pl aufgefiillt. Bei Verwendung
eines Reaktionspuffers ohne MgCl, wurden noch 2-3 mM MgCl, hinzugefiigt. Zum Schutz
vor Verdunstung wurde der Ansatz mit 50 pl Mineraldl {iberschichtet.

Ein Reaktionszyklus umfaflite im allgemeinen die Denaturierung der DNA bei 95°C fiir 60
Sekunden. Darauf folgte die Anlagerung der Primer fiir ebenfalls 60 Sekunden, wobei die
Temperatur einige Grad unter der Schmelztemperatur der Primer gehalten wurde. Daran
schloB sich die Reaktionszeit der Polymerase (extension) fiir 60 Sekunden bei 72°C an. Dieser
Zyklus wurde in der Regel 30 mal wiederholt. Nach dem letzten Zyklus blieb das
Reaktionsgemisch fiir 10 Minuten auf 72°C zur vollstindigen Primerverldngerung.
Anschliessend wurde auf 4°C herunter gekiihlt, um das Reaktionsprodukt bis zur

Weiterverarbeitung zu lagern.

B.5.3 Isolierung von gesamtzelluliirer RNA

Fiir die Arbeiten mit RNA wurden ausschlieBlich RNase-freie Losungen, Pipettenspitzen und
Gerite verwendet. Die Gerdte wurden vor Gebrauch mit einer 3%-igen H,O,-Losung oder mit
einer IN NaOH-Lo6sung behandelt, um eventuell vorhandene RNasen zu denaturieren.

RNA aus Zellen wurde mit dem Qiagen RNeasy Mini Kit gewonnen. Dazu wurden die
Zellpellets in 350 ul (<5x10% bzw. 600 pl (<1x10”) RLT Puffer mit B-ME lysiert und
anschliefend mindestens 4-mal durch eine 20G-Kaniile gepresst, um die genomische DNA zu
scheren. Die Zelllysate und 350 pl bzw. 600 ul 70% Ethanol wurden auf RNeasy mini
columns (Saulchen) gegeben und fiir 15 s bei 13.000 UPM zentrifugiert, so dass die RNA an
die Saulchen binden kann. Nach mehrmaligem Waschen mit RW1 und RPE Puffer, wurde die
RNA mit 40 pl RNase freiem Wasser eluiert. Die RNA-Konzentration wurde durch eine
ODs¢0-Bestimmung ermittelt (OD=1 entspricht RNA= 40 pg/ml).

B.5.4 c¢DNA-Synthese aus mRNA (Reverse Transkription)

Die Reverse Transkription dient der Umschreibung von mRNA in komplementire DNA
(cDNA). Dieses Verfahren beruht auf den aus der Replikation von Retroviren gewonnenen
Erkenntnissen (19, 25, 35). Fiir die cDNA-Synthese wurden 2 pg RNA in einem Volumen
von 8 ul eingesetzt. Als Primer dienten synthetische Oligonukleotide, die sich an den poly-A-
Schwanz der mRNA anlagern. In einem ersten Schritt wurde die mRNA mit jeweils 1 pul 10
uM  Oligo(dT)z.1s und ,random hexamer“-Primer fiir 10 min auf 70°C erhitzt und

anschlieBend auf Eis abgekiihlt, um Sekundérstrukturen in der RNA aufzuldsen. Nach Zugabe
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von 4 pl 5x Transkriptionspuffer, 2 pl 0,1 M DTT, 2 ul dNTP-Mix (200 uM), 0,5 pl RNasin
und 1 pl Superscript II Plus (200 E/ul) wurde die mRNA wihrend einer Inkubation bei 37°C
in cDNA umgeschrieben. Die Reaktion wurde nach einer Stunde durch Denaturierung des
Enzyms gestoppt, indem der Ansatz fiir fiinf Minuten auf 95°C erhitzt wurde.

Die so erhaltene cDNA wurde als Template fiir RT-PCRs (s. B.5.5) eingesetzt.

B.5.5 Real-Time PCR mittels TaqMan
Mit Hilfe der TagMan RT-PCR erhélt man {iber die Menge der gebildeten cDNA eine direkte

quantitative Aussage iiber die im Ausgangsmaterial vorhandene Menge an mRNA. Zur
Durchfiihrung der RT-PCRs wurde das SYBR® Green System verwendet, bei dem es sich um
einen DNA interkalierenden Farbstoff handelt. Durch dessen Bindung in die ,,minor groove*
der doppelstringigen DNA wird die emittierte Fluoreszenz bei gleicher Anregungsintensitit
um ein vielfaches verstarkt und man erhilt ein Signal, dessen Intensitét direkt proportional zur
Zahl der vorhandenen Doppelstriange ist. Nach einer bestimmten Zyklenzahl wird Fluoreszenz
messbar (Ct). Dieses Signal ist direkt proportional zur Menge an gebildeter DNA und steigt
wie auch die DNA-Menge exponentiell bis zum Erreichen eines Maximums an. Korreliert
man nun den logarithmischen Anstieg mit dem entsprechenden Zyklus und setzt dies ins
Verhiltnis zu einem ,,Housekeeping“-Gen wie B-Aktin, erhdlt man eine quantitative Aussage.

Die PCR wurde auf dem ABI Prism™ 7700 Sequence Detector durchgefiihrt und mit Hilfe

des Programms Sequence Detector v.1.6.3 ausgewertet.

B.6 Proteinanalytische Methoden

B.6.1 Aufbereitung der Proben

Zur Western Blot Analyse wurden pro Spur 1-5x10° Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden
zundchst in 25 pl Zelllysepuffer bei 4°C 15 Minuten lysiert. Dann wurden die
Zellmembranen, Zytoskelettbestandteile und Nuklei bei 14 000 Upm fiir 10 Minuten
abzentrifugiert, wobei die Proteine in Losung verblieben. Der Uberstand wurde mit 15 pl 2x
SDS Probenpuffer/B-Mercaptoethanol versetzt und 5 Minuten bei 95°C aufgekocht, um die

Proteine zu denaturieren.

B.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem
Molekulargewicht (37).

Das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) zerstort fast alle nicht-kovalenten
Wechselwirkungen in nativen Proteinen. 3-Mercaptoethanol, das im Laemmli-Auftragspuffer
enthalten ist, reduziert Disulfidbriicken. Die negativ geladenen SDS-Molkiile lagern sich an
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die Hauptkette der Proteine an und kompensieren so Ladungsdifferenzen zwischen
unterschiedlichen Proteinen. Die Auftrennung im Polyacrylamid erfolgt daher hauptsédchlich
aufgrund der Masse der Proteine. Um eine optimale Auftrennung der Proteine im Gel zu
erhalten, kann die Porengrofe des Gels variiert werden. Die PorengroBe wird bei der
Polymerisation durch das Verhiltnis Acrylamid/Bisacrylamid bestimmt. Die in den
Vorschriften angegebenen Gelkonzentrationen beziehen sich auf die Acrylamid-
Konzentration im Gel. Im Laemmli-System werden die Proteinproben zundchst im
Sammelgel konzentriert und wandern dann ins Trenngel ein.

Zunichst wurde das Trenngel gegossen und nach Polymerisation mit dem Sammelgel
iiberschichtet, in das sofort der Probenkamm eingesetzt wurde. Nachdem das Gel
auspolymerisiert war, wurde der Kamm entfernt und die Platten in die Elektrophoresekammer
eingespannt. Die Kammer wurde mit Laufpuffer gefiillt. Die Proben wurden in SDS-
Probenpuffer mit f-Mercaptoethanol fiinf Minuten aufgekocht, kurz abzentrifugiert und in die
Taschen des Gels aufgetragen. Parallel wurde ein Molekulargewichtsmarker zur spéteren
GroBenbestimmung der Proteinbanden aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 30 mA

bis das Bromphenolblau des Probenpuffers die untere Grenze des Gels erreicht hatte.

Sammelgel (3%) 0,5 ml Acrylamidlésung (30%/0,8%)
1,2 ml 0,5 M Tris/HCI pH 6,8
50 ul 10% SDS
3,3 ml H,0
50 ul 10% APS
2,5 ul TEMED
Trenngel (10%) 6,7 ml Acrylamidlésung (30%/0,8%)
5 ml 0,5 M Tris/HCI pH 8,8
230 ul 10% SDS
8 ml H,0O
11,4 ul 10% APS
2,5 ul TEMED

B.6.3 Waestern-Blot (Immunoblot)

Der Western-Blot dient dem Nachweis von Proteinen mit Hilfe spezifischer Antikorper.

Im Anschluss an eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (vgl. B.6.2) wurde zunéchst ein
Elektro-Trockenblot mit einer ,,Semidry-Blotapparatur® durchgefiihrt, um die Proteine auf
eine Protranmembran zu iiberfiihren. Dazu wurden sechs Filter in Transblot getrinkt und
blasenfrei auf die Anode gelegt. Darauf folgte die, mit Transblot befeuchtete Protranmembran
(Nitrocellulose), sowie das ebenfalls befeuchtete Gel. Den Abschluss bildeten sechs Filter,
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wiederum mit Transblot getrdnkt. Dann wurde die Kathode aufgesetzt, und die Proteine
wurden fiir 1 Stunde bei 2 mA/cm” auf die Membran geblottet.

Fir die Western Blot-Analyse wurde die Nitrocellulosemembran fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur in 5% Magermilchpulver in TBST geblockt. Danach wurde die Membran
mit dem ersten Antikorper in 3% Magermilchpulver in TBST 2 Stunden bei Raumtemperatur
geschiittelt. Darauf folgten drei Waschschritte von jeweils 10 Minuten mit TBS bzw. TBST.
Der zweite Antikorper, an Peroxidase gekoppelt, wurde ebenfalls in 3 % Magermilchpulver in
TBST unter leichtem Schiitteln fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Zuletzt wurde
nochmals dreimal fiir 10 Minuten mit TBST gewaschen.

Die Detektion des spezifisch gebundenen Antikorpers erfolgte mit Hilfe des Luziferase-ECL-
Systems. Die Detektionsldsungen eins und zwei (0,125 ml/cm? Membran) wurden zu gleichen
Teilen gemischt. Die Membran wurde fiir eine Minute inkubiert und anschlieBend zwischen

eine Plastikfolie gelegt. Die spezifischen Signale wurden mittels Rontgenfilm detektiert.

B.7 Zellkultur

B.7.1 Kultivierung von EL-4 Zellen

Alle Zellkulturarbeiten wurden in Sterilbdnken durchgefiihrt. Die Inkubation der Zellen
erfolgte in Brutschrianken bei 37°C, 7% CO, und wasserdampfgesittigter Atmosphére. Die
Zellen wurden regelméfig mit frischem Medium versorgt und spétestens bei Erreichen der
Konfluenz passagiert.

B.7.2 Organhomogenisierung

Nach Entnahme (B.8.1) wurden die Organe in Medium mit Hilfe eines 70 um Zellsiebs
homogenisiert. Um die Zellsuspension von Erythrozyten zu befreien, wurde nach
Zentrifugation (1500 UpM fiir 3 min) das Zellpellet in 3 ml Erythrozyten-Lysepuffer
aufgenommen und fiir 3 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 7 ml
Medium gestoppt und die verbleibenden Leukozyten durch Zentrifugation und gegebenenfalls
nochmaliges Sieben von Zellresten abgetrennt. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde mit
Trypanblau gemischt und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlt. Tote Zellen sind anhand

ithrer Blaufdarbung von vitalen Zellen zu unterscheiden und werden nicht mitgezahlt.

B.7.3 Kultivierung von Lymphozyten

Nach der Organhomogenisierung (B.7.2) wurden die Zellen in einer U-Boden 96-well Platte
in 200 pl Medium kultiviert und stimuliert. Pro Vertiefung wurden 2-5 x10° Zellen eingesetzt.
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B.7.4 Einfrieren und Auftauen von EL-4 Zellen
Zur langfristigen Lagerung wurden EL-4 Zellen bei -196°C in fliissigem Stickstoff

eingefroren. Dazu wurden die EL-4 Zellen einer gut bewachsenen 10 cm Platte in Iml
Einfriermedium aufgenommen und in Kryoréhrchen iiberfiihrt. Dann wurden die R6hrchen 30
Minuten bei -20°C und 24h bei -80°C gelagert, ehe sie in Tanks mit fliissigem Stickstoff
tiberfiihrt wurden.

Fiir das Auftauen der Zellen wurde der Inhalt der Réhrchen mit 1 ml warmen Medium
aufgenommen und in einer 10 cm Zellkulturschale mit 10 ml dquilibriertem Medium ausgesit.

Am néchsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel.

B.8 Tierversuche

B.8.1 Organentnahme

Zur Entnahme von Organen oder Zellen aus Méusen, wurden diese durch Genickbruch
schmerzfrei getotet und die jeweiligen Organe nach Desinfektion des Operationsgebietes mit
70% EtOH steril entnommen.

B.8.2 Spiilung des Peritoneums

In der Peritonealhohle befinden sich verschiedene Zellpopulationen und Antikdrper. Um diese
zu analysieren, spiilt man das Peritoneum nach Totung des Tieres mit 10 ml PBS mit einer
20G-Kaniile. Nachdem die Peritonealhohle 2-3-mal gespiilt wurde, wird die Fliissigkeit
wieder aufgenommen. Fiir die Analyse der Zellpopulationen wurde die Losung abzentrifugiert
und das Zellpellet verwendet. Der Uberstand wird zur Bestimmung der Antikdrpermenge
direkt im ELISA eingesetzt.

B.8.3 Immunisierung von Méusen
B.8.3.1 Immunisierung fiir Chrom-Assay

Um die zytotoxische CD8 T Zell Funktion in einem Chrom-Assay zu testen, wurde den
Maiusen in beide hinteren Fiile subkutan je 50 pl Immunisierungslésung injiziert. Diese
enthielt 150 pg Ovalbumin und als Adjuvans 5 nmol des Oligonukleotids CpG 1668 (5' —
TCCATGACGTTCCTGATGCT — 3'"). Vier Tage nach Injektion wurden die poplietalen und
inguinalen Lymphknoten isoliert und die daraus gewonnen Zellen mit 10 U/ml IL-2 fiir
weitere 4 Tage inkubiert. Die Durchfiihrung des °'Cr-Zytotoxizititstests ist unter B.9.6

beschrieben.
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B.8.3.2 Immunisierung fiir T-Zell unabhdngige Immunantwort

Fiir die Analyse der T-Zell unabhédngigen Immunantwort wurde den Méusen 1 pg Pneumovax
in 200 ul PBS intraperitoneal injiziert. Pneumovax ist ein Gemisch aus 23 Kapsel-
polysacchariden von Streptococcus pneumoniae und fiihrt zu einer T-Zell unabhéngigen
Antikdrperproduktion gegen diese pneumokokkalen Polysaccharide (pPS). Die Produktion
der spezifischen Antikorper wurde mittels ELISA nachgewiesen. (B.9.7.1)

d/d

B.8.4 Generierung von Sly™" Méusen mit HY spezifischem TCR

Zur detaillierten Untersuchung der positiven und negativen Selektion im Thymus, wurden
SIy"™ Mause mit transgenen Miusen gekreuzt, die einen TCR exprimieren, der spezifisch fiir
das ménnliche Antigen HY ist (B6B2(B6) — Tg (TcrHY)).

Nach der Typisierung wurden Siy”*TCR-HY und SIy**TCR-HY Miusen im Alter von 6

Wochen der Thymus entnommen und mittels FACS-Analyse untersucht.

B.8.5 Generierung von Knochenmarks-Chiméiren Miusen

Zur Generierung von Knochenmarks-Chimadren Miusen wurden die Empfiangermause mit 6
Gy letal bestrahlt. 24 Stunden spiter wurden ihnen intravends 1x107 Spenderknochenmarks-
zellen injiziert. 4 Wochen danach wurden die Organe der Chimidren Méuse mittels FACS-
Analyse untersucht.

Zur Unterscheidung der Spender- von den Empfangerzellen, wurden CD45.1 Mause gewiéhlt,
die sich von den C57BL/6 WT Tieren und den SI*? Méusen unterscheiden (CD45.2). Die
CD45.1 Méuse wurden sowohl als Spender- als auch als Empfingertiere gewdhlt um den

Knochenmarkstransfer in beide Richtungen zu analysieren.

B.8.6 Akute Graft-versus-Host-Disease

Die akute Graft-versus-Host-Disease (aGVHD) stellt eine spezielle Situation in der
Transplantationsimmunologie dar, bei der die Lymphozyten des Spenders aus dem
Transplantat (Graft) mit Alloantigenen des Empfangers (Host) reagieren. Die T-Zellen des
Spenders werden durch Antigenprésentierende Zellen des Empfangers aktiviert, erkennen die
Zellen des Empfiangerorganismus als fremd und verursachen ein systemisches Krankheitsbild
mit spezifischer Einbeziehung von Haut, Leber und Darm (18).

Zur Induktion der aGVHD wurden nach subletaler Bestrahlung (6 Gy) der BDFI-
Empfingerméuse (H-2"%) 5x107 bzw. 2x10” Milzzellen aus WT oder Slyd/d Maiusen (beide H-
2b) intravends injiziert. Als syngene Kontrolle diente die Injektion von F1 Milzzellen. Bei den

Méusen wurden dann Uberleben, Gewicht und Organschiden analysiert (67).
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B.9 Immunologische und zellbiologische Methoden

B.9.1 Adhasionsassay

Um die Adhésion von Zellen an gereinigten Proteinliganden zu untersuchen, wurden aus der
Milz T-Zellen mit Miltenyi MACS Beads aufgereinigt. Dazu wurden B220-, CD11b- und
CDl11c-MicroBeads zu der Einzelzellsuspension gegeben und die unmarkierten T-Zellen laut
Anweisung aufgereinigt. 3-4x10° Zellen/Vertiefung wurden in 2 ml Medium in einer 24-well
Platte fiir 72 h mit 20 ng PMA/2 ng lonomycin stimuliert. Danach wurden die Zellen einmal
gewaschen, erneut gezéhlt und in 2 ml Medium mit 20 ng IL-2 fiir weitere 48 h kultiviert.

Fiir den Assay wurde eine 96-well ELISA Platte bei 4°C iiber Nacht mit gereinigtem ICAM-2
(1,5 pg/Loch in 100 pl PBS), VCAM-1 (0,8 pg/Loch in 100 ul PBS), Fibronektin (1 pg/Loch
in 100 pl 50mM Natrium-Carbonat) und zur Kontrolle mit gereinigtem Fc (0,5 pg/Loch in
100 pul PBS) beschichtet. Letzteres wurde zuvor mit ICAM-1 und VCAM-1 zu deren
Expression und Aufreinigung fusioniert (63). Die Platten wurden gewaschen und 1h bei 37°C
mit HBSS-Puffer plus 1% BSA blockiert. In der Zwischenzeit wurde die fiir eine
Konzentration von ca. 2 x 10° T-Zellen/ml bendtigte Zellzahl abzentrifugiert, einmal mit PBS
gewaschen und in 2 ml HBSS-Puffer resuspendiert. Hierzu wurden 12 pg/ml H33342
Fluoreszenz-farbstoff gegeben und die Zellen 30 Minuten bei 37°C geférbt. Danach wurden
die Zellen zweimal mit HBSS gewaschen und in einer Konzentration von 2 x 10®ml in HBSS
aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 5 mM Mg?™ oder 5 mM Mg>"/2 pg/ml
aCD3 fiir 30 min bei 37°C stimuliert. Pro Loch wurden je 100 pl Zellen auf die beschichtete
ELISA Platte gegeben. Die Platten wurden 10 min bei 10g zentrifugiert und anschlieBend in
einem Biolumineszenzgerit vermessen (100% Wert). Nach 30 min Inkubation im Brutschrank
wurden die Platten in einer mit PBS befiillten Wanne untergetaucht und mit einer Folie
abgeklebt. Danach wurden die Platten mit der Oberseite nach unten 10 min bei 50g
zentrifugiert. Indem man die Plattenoffnungen auf Zellstoffpapier driickte, konnte ein
GroBteil des Puffers aus den Lochern entfernt werden. Reste wurden sorgféltig abgesaugt und
anschlieBend die Locher mit 100 ul HBSS gefiillt. Nach nochmaliger Messung der Platte
konnten die Prozentzahlen der gebundenen Zellen durch Verrechnung der 100% Werte aus

der ersten Messung ermittelt werden.

B.9.2 Proliferationsassay

Ruhende Zellen konnen durch eine Reihe von polyklonalen Aktivatoren zur Proliferation
angeregt werden. Die proliferative Antwort ist anhand des [*H]-Thymidineinbaus in die DNA
messbar. Zur Untersuchung der AGR-vermittelten Zell-Aktivierung wurden Splenozyten in
der Konzentration von 2x10° Zellen pro Vertiefung mit verschiedenen Stimulatoren fiir 72 h
inkubiert. Fiir die letzten 16 h wurde in jede Vertiefung 1 pCi [3H]-Thymidin zugegeben. Der

Einbau des [3H]—Thymidins wurde anschlieend mit Hilfe eines B-Counters vermessen.
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B.9.3 Induktion von Apoptose

Zur Analyse der Apoptoserate wurde der Anteil der AnnexinV'-Zellen nach Stimulation
bestimmt. Dazu wurden jeweils 2x10° Zellen der peripheren Lymphknoten fiir 3 Tage mit 2
pg aCD3, 0,4 pg CD3/2,5 pg CD28 oder 2 ug CD3/10 ng IL-2 pro ml kultiviert und
anschliefend mit AnnexinV gefarbt. AnnexinV ist ein Kalzium-abhéngiges Phospholipid-
bindendes Protein mit einer sehr hohen Affinitdt fiir Phosphatidylserine, welche an der
AuBenseite der Membran apoptotischer und nekrotischer Zellen vorkommen (72). Die
AnnexinV" Zellen sind somit in Apoptose oder Nekrose gegangen.

Zur Induktion von Apoptose durch Stress, wurden die Lymphozyten in 1,5% Serum oder in
serumfreiem Medium gehalten. Eine Verdnderung in der Phospholipidzusammensetzung der
Membran wurde durch Zugabe von 200 mM Sorbitol erreicht. Nach 30 Minuten wurden die
Zellen einmal gewaschen und iiber Nacht in Medium kultiviert. Andere Zellen wurden fiir 30
bzw. 60 Minuten auf 40°C erhitzt und danach bei 37°C tiber Nacht in Kultur gehalten. Als
Positivkontrolle diente die Zugabe von 1 mM Staurosporine, das als starker Protein-Kinase-
Inhibitor bei bis zu 95% der Zellen Apoptose auslost. Am ndchsten Tag wurden die
Lymphozyten mit AnnexinV gefiarbt und der Anteil der nekrotischen und apoptotischen
Zellen durch eine FACS-Analyse ermittelt.

B.9.4 Durchflusszytometrische Analyse von Antigenen auf der Zelloberfléiche

Durch eine Durchflusszytometrische Analyse (FACS-Analyse) konnen einzelne Zellen
aufgrund ihrer GréBe, Granularitit und Fluoreszenz, die durch Bindung von Fluoreszenz
gekoppelten Antikorpern bewirkt wird, charakterisiert werden. Aus der Intensitit der
Fluoreszenz kann auf die Menge der gebundenen Fluoreszenz-markierten Antikorper
geschlossen werden. So ist eine Aussage iiber die Expressionsdichte von markierten
Oberfldachenantigenen auf der Zelloberfliche moglich.

Pro Firbung wurden ca. 5 x 10° Zellen in 100 pl PBS resuspendiert und in 96-V-
Mikrotiterplatten mit 1 pg Antikérper pro Farbung fiir 30 min auf Eis im Dunkeln inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen, falls diese mit Fluoreszenz-
markierten Antikorpern gefarbt wurden, in PBS resuspendiert und binnen ein bis zwei
Stunden im Fluoreszenz-Zellsorter analysiert. Bei Férbungen mit unmarkierten
Primérantik6rpern wurde ein Férbeschritt mit direkt markierten Sekundérantikérpern

angeschlossen.

B.9.5 Zellsortierung im Hochleistungsdurchflusszytometer MoFlo

Mit Hilfe des MoFlo konnen Zellen auf Grund der Expression bestimmter
Oberflichenmolekiile separiert werden. Hierfir wurden die Zellen wie unter B.9.4
beschrieben gefirbt. Die Zellen wurden mit einer Zelldichte von 1x10® Zellen/ml in PBS

aufgenommen. Direkt vor dem Sortieren wurde mittels eines Zellsiebes (60 pm) eine
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Einzelzellsuspension hergestellt. Die gesorteten Zellen wurden entweder in Medium
aufgenommen und fiir weitere Experimente stimuliert oder zur Gewinnung von RNA in RLT-

Puffer resuspendiert.

B.9.6 Ca’*-Messungen

Um den Kalziumeinstrom in Splenozyten nach AGR Stimulation zu messen, wurde aus den
Milzen eine Einzelzellsuspension hergestellt. 3x10° Zellen wurden in 2ml PBS mit 2 pl Fluo-
4-Farbelosung fiir 30 Minuten bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Nach 2 maligem Waschen mit
Medium (ohne Phenolrot) wurden die Zellen in eine 96well Platte iiberfiihrt und mit anti-
CD4-PE-Cy5, anti-CD8-APC und anti-CD3e-biotin fiir 30 Minuten auf Eis im Dunkeln
gefarbt. Nach erneutem Waschschritt wurde jede Probe in 600 pul Medium aufgenommen und
direkt vor der Messung am FACS-Gerit fiir 50 Sekunden bei 37°C vorgewdrmt. Auch
wiahrend der Messung wurden die Zellen mit Hilfe eines Wasserbades auf 37°C gehalten.
Nach den ersten 20 Sekunden wurden 4 pg Streptavidin zugegeben, um die Zellen iiber den
biotinylierten anti-CD3e-AK zu stimulieren. Nach weiteren 3 Minuten wurde die Messung
beendet.

Als Kontrollen dienten Farbungen ohne Zugabe von anti-CD3¢g-biotin.

B.9.7 CTL Chrom-Assay
Die zytotoxische CD8 T-Zell Funktion kann in einem CTL Chrom-Assay analysiert werden,

indem die spezifische Lyse einer Zielzelle durch eine aktivierte zytotoxische T-Zelle
gemessen wird. Lebende Zellen nehmen radioaktiv markiertes Natrium-Chromat (Na, ' CrOy)
auf, geben es aber spontan wieder ab. Wenn diese markierten Zielzellen abgetttet werden,
wird das radioaktive Chromat freigesetzt und kann im Uberstand von Kulturgemischen aus
Zielzellen und zytotoxischen Effektor T-Zellen gemessen werden.

Nach Entnahme der poplietalen und inguinalen Lymphknoten vier Tage nach Injektion von
Ovalbumin/1668 wurden die Lymphozyten fiir vier Tage mit 10 U/ml IL-2 in 24-well Platten
mit 3-4 x 10° Zellen pro Loch kultiviert.

Einen Tag vor Durchfithrung des Assays wurden die EL-4 Zellen, die als Zielzellen eingesetzt
wurden, umgesetzt. Am nichsten Tag wurden 2 x 10° Zielzellen mit 12,5 MBq Na,’'CrO4 fiir
1 h bei 37°C zur Markierung inkubiert. Nach zweimaligem Waschen wurde die Hélfte der
Zielzellen mit der aus Ovalbumin stammenden Peptidsequenz SIINFEKL fiir weitere 30 min
inkubiert, was die spezifische Erkennung und anschlieBende Lyse durch die aktivierten T-
Zellen ermdglicht. Nach weiteren zwei Waschschritten wurden 100 pl (10°) Zielzellen im
Verhiltnis 1:1 zu seriell verdiinnten Effektor-Zellen in 96-well V-Boden Platten zugegeben.
Es folgte eine Inkubation fiir 4 h bei 37°C. Daraufhin wurden 100 pl Uberstand aus jeder
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Vertiefung entnommen und die Radioaktivitdt im y-Counter vermessen. Dabei errechnet sich
die spezifische Lyse nach folgender Formel:

% spezifische Lyse = [cpm (Probe) — cpm (Spontanlyse)] / [cpm (Maximallyse) — (Spontanlyse)] x 100

Fir die Messungen der Spontanlyse (8-fach Bestimmung) und der Maximallyse (4-fach
Bestimmung) wurden Uberstinde aus Vertiefungen entnommen, in denen sich wihrend der
Inkubationszeit nur Zielzellen befanden. Die Maximallyse wurde durch starke Resuspension
der Zellen vor der Messung erreicht.

B.9.8 ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

Das grundlegende Prinzip eines ELISAs (Enzyme linked immunosorbent assay) ist die
Verwendung eines Enzyms zur Detektion einer Antigen-Antikérper Bindung. Das Enzym
setzt ein farbloses Substrat (Chromogen) in ein farbiges Produkt um. Je nach ELISA kodnnen
Antikorper oder Antigene, wie z.B. Zytokine, nachgewiesen werden. Die Farbintensitdt ist

proportional zur Menge des gebundenen Antikorpers bzw. Antigens.

B.9.8.1 Detektion von spezifischen pneumokokkalen Polysaccharid-Antikorpern im Serum

Direkt vor, 7 und 14 Tage nach der Immunisierung (sieche 2.7.2) wurde den Mausen Blut aus
der Augenvene entnommen und das Serum bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C autbewabhrt.
Zur Bestimmung der Menge der spezifischen pneumokokkalen Polysaccharid-Antikérpern,
wurden die unspezifischen Antikérper gegen Polysaccharide vorher mit 20 pg C-
Polysaccharid pro ml verdiinntem Serum (1:2500 in PBS) abgefangen.

Der gesamte Assay wurde bei 37°C durchgefiihrt und nach jedem Schritt folgte dreimaliges
Waschen mit PBS/0,05% Tween20.

Eine Flachboden 96-well Platte wurde UN mit 0,5 pg Pneumokokken Polysaccharid (4, 6B
oder 19F) in PBS konjugiert und dann fiir eine Stunde mit 1% BSA geblockt, um
unspezifische Bindungen zu vermeiden. Danach wird das verdiinnte Serum mit dem C-
Polysaccharid fiir 3 Stunden auf die Platte gegeben, so dass die spezifischen Antikoper fiir die
Pneumokokken Polysaccharide 4, 6B oder 19F an die Platte binden konnen. Anschlie3end
werden diese durch den Peroxidase-gekoppelten goat-anti-mouse-IgM (1:10.000) Antikdrper
gebunden (1 Stunde) und mit Hilfe des Substrats TMB nachgewiesen. Die Farbreaktion wird
nach 5 Minuten mit 1,8 N H,SO4 gestoppt und die Platte bei 405 nm vermessen.

B.9.8.2 Bestimmung der IgM-Menge im Peritoneum

Die Uberstinde aus den Spiilungen wurden zum Nachweis der IgM-Menge im Peritoneum
eingesetzt. Der ELISA wurde nach dem Mouse IgM ELISA Quantitation Kit von Bethyl laut
Anweisung durchgefiihrt.
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B.9.8.3 Detektion von p38/P-p38 in stimulierten Lymphozyten

Zum Nachweis von phosphoryliertem p38 im Verhiltnis zur Gesamtmenge p38 in T-Zellen,
wurden 3x10° Zellen aus peripheren Lymphknoten stimuliert und danach in 60 ul Cell
Extraction Buffer (Biosource) aufgenommen. Der p38 und P-p38 ELISA wurde mit dem
Immunoassay Kit von Biosource laut Anweisung durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das
Verhiltnis von phosphoryliertem zu totalem p38 von jeder Probe ausgerechnet und ins

Verhéltnis zur unstimulierten Probe gesetzt.

B.9.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels des Student's t-Test flir gepaarte Daten.
Alle Daten sind als Mittelwerte = SD aufgefiihrt. Unterschiede zwischen den
Experimentalgruppen werden als signifikant bezeichnet, wenn p < 0,05 ist, d. h. wenn die

Irrtumswahrscheinlichkeit fiir die Aussage unter 5% liegt.
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C ERGEBNISSE

In den Vorarbeiten, die als Grundlage fiir diese Arbeit dienten, konnte mit Hilfe der Siy*“

Maus ein deutlicher Effekt von SLY auf die Entwicklung und Funktionen von Leukozyten

gezeigt werden. So wiesen einige lymphoide Organe der Siy*“

Mause geringere Zellzahlen auf
und T-Zellen zeigten nach AGR Stimulation eine signifikant verminderte Proliferationsrate
und Zytokinproduktion. Ebenso war der basale Immunglobulin-Spiegel im Serum der Miuse
erniedrigt. Bei T-Zell abhéngigen wie auch unabhingigen Immunantworten verminderte die
Mutation in SLY die spezifische Antikorperproduktion. Um den Einfluss von SLY auf die T-
und B-Zell Entwicklung und deren Funktionen, sowie die Funktionen von SLY im AGR
Signalweg genauer zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit weitere Analysen der

SIy¥Maus durchgefiihrt.

C.1 B-Zellen

C.1.1 B-Zell Entwicklung in Sly”® Miusen

Die Analyse lymphoider Organe ergab, dass Sy™“

Mause signifikant geringere Zellzahlen in
Thymus, Milz und den peripheren Lymphknoten aufwiesen, als die entsprechenden
Kontrolltiere. Mesenteriale Lymphknoten und Knochenmark SLY mutierter Mause zeigten

dagegen keine Auffilligkeiten (4).

% positive Zellen Zellzahl x 10°

WT Sy P WT Sny™? P

Knochenmark | B220°IgM™ | 29,9+6,0 25,0464 029 |9,4+1,4 10,0422 0,69
B220°IgM®™ | 11,346,0 13,8+7,3 0,61 |3,7+1,7 62+28 032
B220"IgM™ | 7,0£2,5  4,9+2.5 026 |2,0+0,7 1,9+1,0 0,16

Peritoneum IthiIgD10 16,0+2,3 17,2450 0,79 n.a. n.a. n.a.

Milz IgM"IgD" | 6,2#2,1 2,7+1,0 <001 | 3,509 1,3+0.4 <0,01
IgMPIgD™ | 32,348,6 29,1118 0,62 |23,9+4,1 152498 0,15

Tab. 1: B-Zell Subpopulationen in lymphatischen Organen. Dargestellt sind Mittelwerte
+ Standardabweichungen der relativen (links) und absoluten (rechts) Zellzahlen in
Knochenmark, Peritoneum und Milz von WT und Slyd/d Miusen (n=6 bis 12; n.a.= nicht
analysiert).

Die B-Zell Entwicklung in Siy*? Méusen wurde anhand der B-Zell Marker B220, IgM und
IgD mittels FACS-Analyse untersucht. In Tabelle 1 sind sowohl relative als auch absolute

d/d

Zellzahlen angegeben. Im Peritoneum der SH™ und WT Maiuse wurden vergleichbare

Mengen an BI1-B-Zellen (IgM"IgD") gefunden. Auch im Knochenmark wurden keine
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signifikanten Unterschiede zwischen den B-Zellpopulationen von WT und Si*“ Mausen
beobachtet. Sowohl die B220"IgM™ Pro-B Zellen, die Pri-B Zellen (B220"°IgM") und die
BZZOhiIthi B-Zellen, sind in normaler Anzahl vorhanden. In der Milz dagegen befanden sich
in der SIy” Maus im Vergleich zu WT Kontrollen signifikant weniger Marginalzonen B-

Zellen (MZB; IthiIgDIO), aber eine gleich hohe Anzahl an follikuldren B-Zellen (FB;

IgM" IgD"™).
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3- : * -
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« 102 m 404
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Abb. 9: B-Zell Entwicklung in der Milz. Dargestellt ist links jeweils eine reprisentative
FACS-Analyse. Die Balkendiagramme beziehen sich auf die in den Diagrammen
markierten Zellpopulationen und stellen relative Werte dar. WT (dunkelgriin) und Slyd/ d
(hellgriin). a) NF (newly formed), FB (follikulire B-Zellen) und MZB (Marginalzonen
B-Zellen) von B220" Zellen b) FB, T2 (transitionelle B-Zellen Typ 2), NF und MZB von
B220" Zellen c) preFB (Vorliufer der FB) und MZB von CD1d" Zellen (n=6; * p< 0,05).
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Da die Entwicklung der B-Zellen, die aus dem Knochenmark in die Milz einwandern {iber
mehrere Entwicklungsstufen zu den FB und MZB fiihrt (siehe Abb. 1), wurden diese ebenfalls
mittels FACS-Analysen untersucht.

Es fanden sich keine Verinderungen bei der Anzahl der NF (IgM"IgD°CD21 CD23°CD1d"),
preFB (IgM"IgD"CD21"CD23"CD1d"), preMZB (IgM"IgD"CD21"CD23" CD1d"™) und FB
(IgM"°IgD"CD21™CD23"CD1d") in Siy*“ Miusen im Vergleich zu WT Tieren. Allerdings
waren die MZB (IthiIng°CD2lhiCD23'CD1dhi) in signifikant geringerer Anzahl vorhanden
(Abb. 9a und c).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass SLY die B-Zell Entwicklung im Knochenmark und
in der Milz sehr selektiv beeinflusst, da nur die Marginalzonen B-Zellen in Si*“~-Miusen

betroffen waren.

C.1.2 Analyse der Sly”® B-Zellen

C.1.2.1 Basale Antikorpermenge im Peritoneum

Y4 \Mzusen

Eine Untersuchung der basalen Immunglobulin-Spiegel im Serum zeigte in Sy
signifikant reduzierte Spiegel an IgM und IgG1 im Vergleich zu WT Tieren. Die B1-B-Zellen
im Peritoneum produzieren ebenfalls IgM, welches dann systemisch wird. Das bedeutet, das
IgM im Serum wird von MZB und B1-B-Zellen produziert, [gM im Peritoneum nur von B1-
B-Zellen.

Um zu tberpriifen, ob im Peritoneum ebenfalls weniger IgM vorhanden war, wurde nach
Spiilung des Peritoneums ein ELISA zum Nachweis von IgM durchgefiihrt. Hierbei zeigte
sich bei den Sy Miusen signifikant weniger IgM im Peritoneum als in WT Tieren (Abb.

d/d

10). Obwohl die Menge an B1-B-Zellen im Peritoneum von SH™" Midusen normal war,

produzieren diese jedoch weniger Antikorper.
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Abb. 10: Basaler IgM Spiegel im Peritoneum von WT (dunkelgriin) und Sly™™ Miusen

(hellgriin) (n=8; ** p<0,01).
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C.1.2.2 Bestimmung des Sly-mRNA Spiegels in B-Zellen
SLY beeinflusst die Entwicklung der B-Zell Populationen der Milz unterschiedlich. Ob SLY

in allen Zellen gleichermallen exprimiert wird, wurde mittels TagMan PCR bestimmt. Dazu
wurden aus den Gesamtmilzzellen Marginalzonen und follikuldre B-Zellen durch MoFlo
Aufreinigung separiert. AnschlieBend wurde mRNA isoliert, die S/y Expression bestimmt und
gegen [-Aktin geeicht. Der Wert von Gesamtmilz wurde 1 gesetzt und die anderen darauf
bezogen, so dass sich eine relative Expression von Sly in den B-Zellen im Verhéltnis zur
Gesamtmilz ergab.

Dabei wurden vergleichbare Mengen an S/y mRNA in den FB und den MZB detektiert. Der
Sly-mRNA Gehalt von Siy*“ B-Zellen im Vergleich zu WT B-Zellen war jedoch um mehr als
80% erhoht. Die Mutation in SLY erhoht somit die Expression von SLY sowohl in

follikuldren als auch in Marginalzonen B-Zellen.
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Abb. 11: Sly-mRNA Spiegel in B-Zellen. Dargestellt ist die relative Expression der Sly-
mRNA Menge von FB und MZB aus WT (dunkelgriin) und Slyd/d Mausen (hellgriin),
bezogen auf die Sly-Expression in der Gesamtmilz (n=4; * p<0,05, ** p<0,01).

C.1.2.3 Integrinexpression auf B-Zellen

Fiir die Immigration der B-Zellen in den Kompartimenten der Milz spielen Integrine wie
LFA-1 (aLB2) und 041, die auf B-Zellen exprimiert werden, und deren Liganden ICAM-1,
VCAM-1 und Fibronektin eine grofe Rolle. Marginalzonen B-Zellen haben eine hohere
Expression dieser Integrine auf ihrer Oberfldche und binden deswegen wahrscheinlich starker
an ICAM-1 und VCAM-1 auf den hdmatopoetischen und endothelialen Zellen in der
Marginalzone als die follikuldren B-Zellen (41). Eine verdnderte Integrinexpression in B-
Zellen mit einer Mutation in SLY kénnte somit die verringerte Anzahl an MZB in Siy*“
Mausen erkldren. Um diese Frage zu beantworten, wurde die Expression von Integrinen auf

den B-Zellpopulation der Milz mittels FACS-Analyse untersucht.

38



Ergebnisse

Y4 NMzusen

Sowohl auf Follikuldren als auch auf Marginalzonen B-Zellen von WT und S/
waren vergleichbare Mengen an a4, B1, und aLL zu erkennen. Die erh6hte Expression von alL
auf MZB im Vergleich zu FB war be1 WT und SLY mutierten Zellen gleichermal3en sichtbar

(Abb. 12).
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Abb. 12: Integrinexpression auf B-Zellen. Die Expression von a4 (a), p1 (b) und oL (c)
von FB (CD21™CD23") und MZB (CD21"CD23) der Milz wurde mittels FACS-
Analyse bestimmt (WT=dunkelgriin, Slyd/ d=hellgriin, Isotypkontrolle=schwarz; n=5).
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C.1.2.4 Expression von Chemokinrezeptoren auf B-Zellen

Nachdem Lymphozyten in die Milz eingewandert sind, werden sie durch Chemokine in die
Kompartimente gelockt. Bei den B-Zellen sind die Liganden der Chemokinrezeptoren CCR7
und CXCRS5 dafiir verantwortlich (14). Anti-Integrin Antikdrper zusammen mit einer
Blockierung der Chemokinsignale verursachen ein Verschwinden der MZB in der Milz (40).
Wiirde SLY die Expression der Chemokinrezeptoren auf den B-Zellen beeinflussen, konnte
dies ein Grund fiir die verringerte Anzahl an MZB in Siy*“
Expression dieser Chemokinrezeptoren auf FB und MZB von Slyd/d und WT Maiusen durch

Maiusen sein. Deshalb wurde die

eine FACS-Analyse verglichen. Die Follikuldren und die Marginalzonen B-Zellen von beiden
Gruppen zeigten jedoch eine dhnliche Expression von CXCRS und CCR7, wie in Abbildung
13 dargestellt ist.
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Abb. 13: Expression von CXCRS und CCR?7 auf B-Zellen. FB (CD21™CD23") und
MZB (CD21"CD23) von WT (dunkelgriin) und Sly”® (hellgriin) Miusen wurden auf
ihre Expression von CXCRS (a) und CCR7 (b) mittels FACS-Analyse untersucht
(Isotypkontrolle=schwarz; abgebildet ist eines von 7 unabhingigen Experimenten).

Die Expression der untersuchten Integrine und Chemokinrezeptoren weist keine Veranderung

d/d

in den SH™" Maiusen auf. Die stark dezimierte Anzahl an MZB ist somit nicht auf eine

verdnderte Einwanderung der B-Zellen in die Kompartimente der Milz zuriickzufiihren.
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C.1.3 Analyse der B-Zell Funktionen in SLY mutierten Miiusen
C.1.3.1 Proliferation von B-Zellen

Neben der B-Zell Entwicklung wurde im Rahmen dieser Arbeit die Funktionalitit der B-
Zellen untersucht. Dies geschah zundchst durch Analyse des Proliferationsverhaltens. MoFlo
aufgereinigte MZB (B220°CD21"CD23") und FB (B220°CD21™CD23") von WT und Siy*“
Maiusen wurden fiir Proliferationsassays eingesetzt. Nach AGR Stimulation mit algM und
algM/aCD40 zeigten die FB von WT und Slyd/ Y Miusen ein dhnliches Proliferationsverhalten
(Abb. 14a). Die Sl Marginalzonen B-Zellen dagegen proliferierten im Vergleich zu Siy™*
MZB weniger. In Abbildung 14b sind zwei von vier reprasentativen Experimenten dargestellt.
Die Mutation in SLY beeinflusst also nicht nur die Entstehung und/oder das Uberleben von

MZB, sondern auch ihre Fahigkeit nach AGR Stimulation zu proliferieren.
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Abb.14: B-Zell Proliferation. Aufgereinigte FB (a) und MZB (b) wurden mit 20 ug/ml
algM alleine oder algM/aCD40 (jeweils 20 pg/ml) stimuliert; der [3H]-Thymidin Einbau
wurde nach 3 Tagen gemessen (n=4 Experimente).

C.1.3.2 T-Zell unabhdngige Immunantwort

Bei einer T-Zell unabhéngigen Immunantwort werden Antikdrper hauptsidchlich von MZB
und B1-B-Zellen freigesetzt. Da der basale IgM-Spiegel im Serum und im Peritoneum von
Siy™ Miusen signifikant niedriger war als in WT Tieren und die Anzahl der Marginalzonen
B-Zellen verringert war, konnte auch die T-Zell unabhidngige Immunantwort durch die
Mutation in SLY beeintrichtigt sein. In Vorversuchen zeigten die S/y mutierten Mause nach
einer Immunisierung mit dem Protein TNP-Ficoll eine stark verminderte TNP-spezifische
IgM Produktion (Abb. 8). Da manche Proteine der B-Zell Rezeptor Signalkaskade, wie z.B.
Btk, einen groBeren Einfluss auf die Immunantwort gegen Polysaccharide als gegen Proteine

zeigen (32), wurde die T-Zell unabhingige Immunantwort gegen Pneumokokken

41



Ergebnisse

Polysaccharide (pPS) analysiert. Dazu wurde ein Gemisch aus verschiedenen bakteriellen
Polysacchariden intraperitoneal injiziert (1 pg in 200 pl PBS), so dass eine vom zeitlichen
Ablauf unterschiedliche spezifische AK-Produktion hervorgerufen wird. Den Méusen wurde
vor der Immunisierung und an Tag 7 und 14 Blut entnommen und die Menge der spezifischen
Antikorper gegen einige dieser pPS im ELISA nachgewiesen.

Bei den WT Tieren wurde ein deutlicher Anstieg der spezifischen IgM-Mengen 7 Tage nach
Injektion beobachtet. Die Menge der Antikorper gegen pPS 4 und pPS 6B stieg an Tag 7 an
und nahm nach 14 Tagen wieder ab, die Anzahl der spezifischen IgM-Molekiile gegen pPS
19F nahm nach 14 Tagen sogar noch zu.

Bei Sy Miusen war nur ein sehr geringer Anstieg bei der Menge der AK gegen pPS 4 und
6B nach 7 und 14 Tagen sichtbar. Die Antikorper gegen pPS4 waren sogar schon vor der
Immunisierung in geringerer Anzahl als in WT Tieren vorhanden. Die IgM-Produktion gegen
pPS 19F stieg nach 7 und 14 Tagen an, jedoch signifikant geringer als bei den WT Tieren
(Abb. 15).
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Abb. 15: T-Zell unabhingige Immunantwort. WT (dunkelgriine Vierecke) und Slyd/d
Tiere (hellgriine Dreiecke) wurden mit 1 pg Pneumokokken Polysacchariden

immunisiert und an Tag 0, 7 und 14 die Menge der spezifischen IgM Antikorper im
ELISA gemessen (n=7; * p<0,05).

Die T-Zell unabhingige Immunantwort gegen Pneumokokken Polysaccharide in Siy*“

Maiusen ist somit stark eingeschrankt.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Entwicklung der B-Zellen im Knochenmark
nicht beeinflusst wurde, obwohl die Anzahl der Marginalzonen B-Zellen in der Milz
signifikant geringer war. Eine Erkldrung dafiir lieferten weder die Expression von Integrinen
noch Chemokinrezeptoren auf den B-Zell Populationen. Neben der Anzahl war auch die
Funktionalitidt der B-Zellen eingeschrdnkt, da die Proliferationsrate und die AK-Produktion
nach AGR Aktivierung verringert war, was zu einer stark verminderten T-Zell unabhédngigen

Immunantwort fiihrte.
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C.2 T-Zellen

C.2.1 Entwicklung der T-Zellen in Sly”® Miusen

Die verringerten Zellzahlen in Thymus, Milz und den peripheren Lymphknoten von Slyd/ q_

Maiusen deuteten auf eine Beeinflussung von SLY auf die Entwicklung der B- und T-Zellen
hin. Deshalb wurden im Rahmen dieser Arbeit die Entwicklung der T-Zellen im Thymus und

die Anzahl der T-Zellen in den peripheren lymphatischen Organen genauer untersucht.

C.2.1.1 T-Zell Populationen in Thymus und Milz

Die Durchflusszytometrische Analyse von Thymus und Milz zeigte eine verdnderte
Verteilung der T-Zell Populationen. Im Thymus von Shy* Miusen war die Anzahl der
CD4'CD8" (DP) und CD4°CDS8" Zellen im Vergleich zu WT Miusen signifikant erniedrigt.
Die Fraktion der CD4'CD8" (DN) T-Zellen war prozentual gesehen erhoht, die absoluten
Zellzahlen dagegen normal. Bei der genauen Analyse der Entwicklungsstufen der DN ergaben
sich prozentual weniger DN1 Zellen in Siy”*-Miusen (4,9+1,4) im Vergleich zu WT Tieren
(7,7£2,0), der prozentuale Anteil der anderen Entwicklungsstufen war mit denen der

Kontrolltiere vergleichbar (Tab. 2).

% positive Zellen Zellzahl x 10°
a/d d/d
WT Sl p WT Sl p

Thymus | CD4'CD8" | 81,642,8 79,1+2,7 0,04 |110,5+25,9 59,9+14,5 <0,001
CD4'CD8 | 10,8+1,4 9,0+1,8  <0,01 | 18,7452  87+3,9  <0,001
CD4CDS"  [3,5+09 4,0+1,1 021 |54+1,8  39+12 0,10

CD4 CD¥ 3,614  6,2+1,2 <0,001 | 5,1£1,8 5,7+1,8 0,46
DNI1vonDN | 7,742,0 4,9+1,4  <0,005 n.a. n.a.
DN2vonDN |3,040,6 34+1,5 0,6 na. na.
DN3 von DN | 54,0+4,6 55,8+8,8 0,6 n.a. n.a.
DN4 von DN | 35,74¢6,1 34,0+1,5 0,5 n.a. n.a.

Milz CD3'CD4" | 61,041,8 492430 <0,001 | 142444  7,1£1,5  <0,01

CD3'CD8"  |32,9+1,5 39,7424 <0,001|6,9+1,2  57+1,1 0,11
CD4'CD25" |2,0+02 2,0+0,1 086 |1,2+0,6 0,702 0,20

Tab. 2: T-Zell Subpopulationen im Thymus und der Milz. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardabweichungen der relativen (links) und absoluten (rechts)
Zellzahlen in Thymus und Milz von WT und Sly"® Miiusen (n=6 bis 12; n.a.=nicht
analysiert).
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In der Milz befanden sich relativ gesehen weniger CD4" und mehr CD8" T-Zellen als in WT
Tieren. In absoluten Zellzahlen dagegen war die Anzahl der CDS" Zellen normal und die
Anzahl der CD4" Zellen verringert (Tab. 2). Zu einem vergleichbaren Ergebnis kam es bei
den T-Zell Populationen in den peripheren Lymphknoten (Daten nicht gezeigt). Die
Minimierung einer Zellpopulation fiihrt prozentual gesehen oft zu einer Veridnderung anderer
Populationen, die absoluten Zellzahlen beschreiben dann die tatsdchliche Situation.

Die CD4'CD25" T-Zellen in der Milz, die unter anderem die regulatorischen T-Zellen

beinhalten, waren in den SLY mutierten Méusen unverindert (Tab. 2).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass im Thymus weniger DN1, DP und CD4 CD8" Zellen
und in der Milz weniger CD4" T-Zellen in Slyd/d Maiusen im Vergleich zu WT Tieren
vorhanden waren und SLY neben der B-Zell Entwicklung auch in die T-Zell Entwicklung
eingreift.

C.2.1.2 TZR Vp-Repertoire der T-Zellen
Die in C.2.1 gezeigten Daten zeigen im Thymus von SIy*? Tieren ein verindertes CD4/CD8

Verhiltnis. Wihrend der intrathymischen Entwicklung ordnen die T-Zellen die Gene der a-
und B-Kette des TZR um (Abb. 2), damit eine groB3e Vielfalt an T-Zell Rezeptoren erreicht
werden kann. Lauft dieser Vorgang nicht korrekt ab oder werden aufgrund von Positiv- und
Negativselektion nur bestimmte Gene fiir die Expression der T-Zell Rezeptoren verwendet,
kann sich dies bei der Verteilung der VB-Regionen bemerkbar machen. Deshalb wurde mittels
FACS-Analyse ein VB Repertoire auf Thymozyten und T-Zellen der peripheren Lymphknoten
untersucht.

167 mmmwr
144 E=3sLY" I

0- u u
2 3 4 5 6 7 8183 9 10b 11 12 13 14 17a

VB Regionen

Abb. 16: TZR VP Regionen im Thymus. In WT (dunkelgriin) und Sly’® Miiusen wurde
die Verteilung einiger VP Regionen auf Thymozyten nachgewiesen (n=6).
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Die untersuchten VB Regionen der T-Zell Rezeptoren waren sowohl im Thymus (Abb. 16) als
auch in den peripheren Lymphknoten (Daten nicht gezeigt) in Sly”+ und S*™ Miusen
dhnlich verteilt, d.h. die Umordnung der B-Ketten Gene und somit die Entwicklung der T-
Zellen ist durch SLY nicht beeinflusst.

C.2.1.3 Positive und negative Selektion im Thymus von Sy Méusen

Die verinderte Verteilung der T-Zell Subpopulationen im Thymus von Si*? Mausen kénnte
auch auf eine Beeinflussung der positiven oder negativen Selektion bei der Reifung der
Thymozyten zuriickzufiihren sein. Um dies zu iiberpriifen, wurden transgene TCR-HY Slyd/ d
Maiuse generiert, die neben der Mutation in SLY den transgenen T-Zell Rezeptor spezifisch
fiir das Antigen HY exprimieren. Bei den Weibchen, die das ménnliche HY Antigen nicht
selber exprimieren, kommt es zur positiven Selektion und somit zur Ausreifung dieser
transgenen T-Zellen mit TCR-HY. Bei den Méannchen, die das HY Antigen exprimieren,
erfolgt eine negative Selektion der autoreaktiven Zellen mit transgenem TCR-HY und damit
zur Eliminierung fast aller Thymozyten wédhrend der Entwicklung. Storungen bei der
positiven oder negativen Selektion wiirden also bei den ménnlichen bzw. weiblichen

transgenen Tieren sichtbar werden (17, 27).
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Abb. 17: T-Zellen mit TCR-HY. a) Gesamtzellzahl im Thymus von WT (dunkelgriin)
und Slyd/d Miusen (hellgriin) mit transgenem TCR-HY im Alter von 6 Wochen (92n=3;
IWT n=5, Sly”" n=11). b) TCR-HY" Thymozyten von WT (links) und Sly” (rechts)
wurden auf ihre Expression von CD4 und CD8 untersucht. Dargestellt ist eine
reprisentative Firbung, wobei die relativen Werte in den Quadranten angegeben sind.
Diedlgveiblichen Tiere sind oben, die miinnliche Tiere unten abgebildet (?n=3; IWT n=5,
Sly™ n=11).
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Weibliche SIy”* Miuse, die den transgenen TCR-HY exprimierten, wiesen im Vergleich zu
TCR-HY exprimierenden WT Weibchen keine Verdnderungen auf. Nur die Gesamtzellzahl
des Thymus war bei Weibchen mit SLY Mutation tendenziell geringer als bet WT Weibchen,
vergleichbar mit den Mausen ohne transgenem T-Zell Rezeptor (Abb. 17a).

Bei den Minnchen, die nur noch einen kleinen Thymus sowohl in WT als auch in Siy®?
Tieren aufwiesen, zeigten sich leichte Unterschiede in der Verteilung der T-Zell Populationen
(Abb. 17b). Die SIy"* Miuse hatten weniger DN (WT: 82,1244,34 Siy¥*: 70,16+6,34) und
mehr DP (WT: 2,36+0,85 Sh**: 8,33+3,89) und CD8'CD4  (WT: 11,83+3.22 Si*“:
18,05+2,76) T-Zellen. Die CD4 'CD8™ (WT: 3,05£1,63 Slyd/ a. 3,47£1,36) Zellen waren sowohl
bei WT als auch bei Slyd/ “ Tieren in nur sehr geringer Anzahl vorhanden. Da aber auch die

nicht-transgenen Slyd/ d

Maiuse ein verdndertes Verhéltnis der T-Zell Subpopulationen im
Thymus aufwiesen (Tab. 2), lassen diese Ergebnisse nicht auf eine Beeinflussung der

positiven oder negativen Selektion durch SLY schlie3en.

C.2.1.4 Analyse der Knochenmarks-Chimdren Mduse

Obwohl die SLY Expression nur in lymphoiden Zellen nachgewiesen wurde, ist ein Einfluss
durch die SLY Mutation auf die Funktion von nicht-lymphatischem Gewebe bei der
Entwicklung von B- und T-Zellen nicht auszuschlieBen. Dazu wurden Thymus, Milz und die
peripheren Lymphknoten von Knochenmarks-Chimédren Mé&usen auf ihre T- und B-Zell
Populationen mittels FACS-Analyse untersucht. In der ersten Gruppe wurde das
Knochenmark von letal bestrahlten CD45.1" WT Méusen mit Knochenmark von kongenen
Sly™" bzw. SIy" Spendern (CD45.2) substituiert. In einer zweiten Gruppe wurden Sly™*
bzw. Slyd/ 4 Miuse bestrahlt und mit Knochenmark von CD45.1" WT Miusen substituiert.

In der ersten Gruppe bestand der Thymus aller Empfingertiere vier Wochen nach der
Injektion aus mehr als 97% CD45.2" Spenderzellen. Die OrgangrdBen waren vergleichbar mit
denen der entsprechenden Spendertiere, d.h. die Thymi waren bei SLY mutierten
Spenderzellen im Vergleich zu WT Spendern deutlich kleiner. Betrachtete man bei der
Zusammensetzung der Thymi aus CD4", CD8", DP und DN Zellen nur die CD45.2"-
Spenderzellen, spiegelte sich die geringere Zellzahl bei Sh““-Spendern in allen
Zellpopulationen wieder, ist jedoch besonders deutlich bei DP und CD4" Zellen (Abb.18a).
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Abb. 18: KM-Rekonstitution CD45.2—CD45.1. In Thymus (a) und Milz (b) der WT
Empfingertiere wurde die Anzahl der CD45.1" und CD45.2" Zellen (links), die
Gesamtzellzahl (mitte) und die CD45.2" Zellpopulationen (rechts) betrachtet
(WT=dunkelgriin, Sly"*=hellgriin; n=5; * p<0,05, ** p<0,01).

d/d

In der Milz und den peripheren Lymphknoten war die Anzahl der S/ Spenderzellen nach 4

Wochen geringer als die der WT Spender, d.h. die Rekonstitution mit SLY mutierten Zellen
war weniger effektiv. Die Grofle der Organe, bestehend aus Spender- und Empféangerzellen,
und die Anzahl der CD45.2° CD3" und B220° Zellen war bei Mausen mit S)™?
Empfingerzellen ebenfalls geringer, was nach den bekannten Daten der Si*?

erwarten war (Milz Abb. 18b).

Maiuse zu

In der zweiten Gruppe wurde letal bestrahlten Siy"" und SH™ Empfingern (CD45.2")
Knochenmarkszellen aus WT Spendern (CD45.1") injiziert. Dabei zeigte sich ein dhnliches
Verhiltnis von Empfanger- zu Spenderzellen in den einzelnen Organen, wie im vorigen
Modell, d.h. im Thymus bis zu 99% und in Milz und den peripheren Lymphknoten bis zu
86% CD45.1" Spenderzellen. Allerdings waren die OrgangroBen und die Zusammensetzung
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der T- und B-Zell Populationen im Thymus (Abb. 19a), Milz (Abb. 19b) und den peripheren
Lymphknoten (Daten nicht gezeigt) bei WT und SIy*“ Empfingern identisch, was sich auch in
den einzelnen Zellpopulationen wieder spiegelt. Die Rekonstitution durch die WT Zellen war
somit durch die SIy" Empfangerzellen nicht beeintrichtigt.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Mutation in SLY die Féhigkeit von
Knochenmarkszellen, die T und B Zell Kompartimente zu rekonstituieren, beeinflusst, nicht

aber die Funktion des Stromas von lymphoiden Organen veréndert.
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Abb. 19: KM-Rekonstitution CD45.1-CD45.2. In Thymus (a) und Milz (b) der
Empfingertiere wurde die Anzahl der CD45.2" und CD45.1° Zellen (links), die
Gesamtzellzahl (mitte) und die CD45.17 Zellpopulationen (rechts) betrachtet
(WT=dunkelgriin, Sly"°=hellgriin; n=4).

C.2.2 Funktionen der T-Zellen mit einer Mutation in SLY

In den Slyd/ Y Mausen ist nicht nur die T-Zell Entwicklung, sondern auch deren Funktionalitit
verandert. In Vorversuchen konnte eine verringerte Proliferationsrate und Zytokinproduktion
nach AGR Stimulation beschrieben werden. Welche weiteren Funktionen durch die Mutation

in SLY beeinflusst wurden, wird im Folgenden gezeigt.
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C.2.2.1 Adhdsion von SLY mutierten T-Zellen

Die Integrin-vermittelte Adhdsion von T-Zellen an APCs oder Endothel spielt eine wichtige
Rolle bei deren Zirkulation (ICAM-2), Einwanderung in Gewebe (VCAM-1) und Aktivierung
iiber den TZR (LFA-1, ICAM-1) (1, 26). Eine veridnderte Adhdsionseffektivitit wiirde somit
den TZR-Signalweg und die Funktionalitit der T-Zellen beeinflussen. Um die Adhéision der
T-Zellen an verschiedene Liganden zu untersuchen, wurden Adhidsionsassays mit
voraktivierten T-Zellen aus der Milz durchgefiihrt. T-Zellen wurden mit PMA/lonomycin fiir
72h stimuliert und fiir weitere 48h mit IL-2 kultiviert. AnschlieBend wurde die spezifische
Bindung der Zellen an immobilisiertes Fibronektin, VCAM und ICAM-2 ohne und mit aCD3
Stimulation gemessen. Fibronektin bindet an a4p1 (VLA-4), 04p7 und a5B1 auf den T-Zellen.
VCAM wird von 04p1 und 04p7 erkannt und ICAM-2 ist ein Ligand von LFA-1 (aLB2) (54).

Durch ein verdndertes Expressionsmuster der Integrine in Slyd/ d

Zellen nach der Kultivierung
wiirde die Adhidsion der T-Zellen beeinflusst werden. Damit dies ausgeschlossen werden
konnte, wurde vor dem Adhésionsassay mittels FACS-Analyse die Stiarke der Expression von
04, a5, Bl und oL iberpriift. Dabei ergaben sich wie bei den B-Zellen die gleichen

d/d

Expressionsmuster in WT und SH™" Zellen und somit die gleiche Ausgangssituation fiir die

Experimente (Daten nicht gezeigt).

Bei den Adhésionsassays war die spezifische Bindung an Fibronektin, VCAM und ICAM-2
nach 40 Minuten aCD3 Stimulation bei den WT und SIy*“-T-Zellen leicht erhdht, aber nicht
signifikant unterschiedlich (Abb. 20).
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Abb. 20: Adhision von T-Zellen. Dargestellt ist die spezifische Bindung der WT
(dunkelgriin) und Sly”® T-Zellen nach «CD3 Stimulation an Fibronektin (FN), VCAM
und ICAM-2 verglichen mit den jeweiligen unstimulierten Zellen (n=3 bei ICAM-2, n=6
bei VCAM und FN).
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Die Funktionalitit der SH™" T-Zellen wird also nicht durch ein verdndertes Adhésions-

verhalten an den untersuchten Liganden beeinflusst.
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C.2.2.2 Invivo Stimulation von T-Zellen mit SEB
Bakterielle Superantigene, wie das Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) von Staphylococcus

aureus, konnen T-Zellen unabhédngig von ihrer Antigenspezifitit durch Bindung an MHC
Klasse II-Molekiile Antigen-Prisentierender Zellen stimulieren. Auf T-Zellen bindet SEB an
die VB8 Region der B-Kette des TZR, wodurch ca. 20% der T-Zellen angeregt werden (74).In
Sly™ Mizusen konnte keine Verinderung bei der Verteilung der Vp-Regionen des TZR
festgestellt werden und folglich auch eine normale Anzahl an T-Zellen mit VB8 (Abb. 16).
Nach Injektion von SEB ist zundchst eine Deletion, dann eine Expansion und schlieflich
wieder eine Deletion der VB8" T-Zellen zu beobachten. Dies wird durch gezielte Apoptose
und klonale Expansion der Zellen hervorgerufen (43).

Ob diese Vorgidnge durch SLY ebenso beeinflusst werden wie die in vitro Proliferation nach
TZR Stimulation, wurde durch Injektion von 5 pg SEB in 50 ul PBS / Hinterpfote analysiert.
Nach 1, 3 und 7 Tagen wurden die poplitealen Lymphknoten entnommen und die Anzahl der
VB8’ T-Zellen mittels FACS-Analyse bestimmt.
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Abb. 21: Anzahl der VP8" T-Zellen nach SEB-Injektion. Die CD4" und CD8" T-Zellen,
die einen TZR mit VB8 besitzen, wurden vor und 1, 3 und 7 Tage nach Injektion von 10
pg SEB analysiert (WT=dunkelgriin, Slyd/d=hellgriin; n=4).

24 Stunden nach Injektion des Superantigens zeigte sich eine geringere Anzahl an VB8" CD4"
(12%) und VP8 CD8" (12%) T-Zellen in den Lymphknoten von SIy** und Sy Tieren
verglichen mit der Ausgangssituation (22% CD4" und 27% CDS8"). Nach 3 Tagen waren 33%
CD4" T-Zellen und 44% der CD8" T-Zellen VPS8™. 7 Tage nach Injektion von SEB fiel die
Menge der VBS" T-Zellen wieder knapp unter das Ausgangsniveau. Hierbei konnten zu

d/d

keinem der Zeitpunkte Unterschiede zwischen den S/y“® Maiusen und den Kontrolltieren

festgestellt werden (Abb. 21).
Die klonale Expansion und die Deletion durch gezielte Apoptose der VB8~ T-Zellen in vivo

nach Injektion des Superantigens waren folglich durch SLY nicht beeintrachtigt.
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C.2.2.3 Einfluss von SLY auf die Apoptoserate

Eine Erklirung fir den geringeren Thymidineinbau bei Si*?

Lymphozyten nach AGR
Stimulation konnte eine erhohte Apoptoserate sein. Obwohl nach Stimulation mit SEB die in
vivo Apoptose der VP8™ T-Zellen in Siy™*
Stimulation mit aCD3, aCD3/aCD28 oder aCD3/IL-2 die Apoptoserate von Sly mutierten T-

Zellen in vitro verandert sein. 3 Tage nach Stimulation wurden die AnnexinV~ Zellen mittels

Maiusen nicht beeinflusst war, konnte nach

FACS-Analyse bestimmt. AnnexinV ist ein Kalzium-abhéngiges Phospholipid-bindendes
Protein mit einer sehr hohen Affinitit fiir Phosphatidylserin, welche an der
extrazytoplasmatischen Seite der Membran apoptotischer und nekrotischer Zellen vorkommen
(72). AnnexinV" Zellen sind somit Zellen, die in Apoptose oder Nekrose gegangen sind.

Bei der Anzahl der AnnexinV- CD4" T-Zellen waren nach 3 Tagen keine Unterschiede
zwischen WT und Sh** Miusen zu erkennen. Bei den CD8" T-Zellen zeigte sich eine
geringere Uberlebensrate der Slyd/ 4 Zellen nach aCD3 Stimulation. Mit aCD3/aCD28 und
aCD3/IL-2 Stimulation war die AnnexinV-Fiarbung bei WT und Sy CD8" T-Zellen
vergleichbar (Abb. 22).
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Abb. 22: Apoptose bei T-Zellen. CD4" (links) und CD8" (rechts) T-Zellen von WT
(dunkelgriin) und SIyd/d (hellgriin) Miusen wurden 3 Tage mit 2 pg aCD3, 0,4 pg
aCD3/2,5 pg aCD28 oder 2 pg aCD3/10 ng IL-2 pro ml stimuliert und mittels FACS-
Analyse die Anzahl der AnnexinV" Zellen bestimmt (n=6; * p<0,05).

Nach allogener Stimulation der Sy T-Zellen konnte sowohl bei CD4" als auch bei CD8" T-
Zellen eine geringere Proliferationsrate im Vergleich zu WT Zellen beobachtet werden (siehe
A.6.2). Der geringe Unterschied bei der Uberlebensrate von CD8" T-Zellen kann dies
allerdings nicht erkléren.

Um eine erhohte Stressanfilligkeit als Ausloser von Apoptose auszuschlieBen, wurden
Thymozyten den verschiedensten Stressbedingungen, wie Serumentzug, Hitze oder Sorbitol,

ausgesetzt und Uber Nacht kultiviert. Durch Verminderung des Serumgehaltes wird die

51



Ergebnisse

Nihrstoffzufuhr vermindert, Sorbitol ist eine Hexose die einen osmotischen Schock
verursacht. Als Positivkontrolle des Assays diente Staurosporin, ein starker Protein-Kinase-
Inhibitor, der eine hohe Apoptoserate auslost (33). Der Anteil der AnnexinV' Zellen, d.h.
apoptotische oder nekrotische Zellen, wurde mittels FACS-Analyse bestimmt (Abb. 23).

Auch hierbei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen WT und SLY mutierten

T-Zellen.
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Abb. 23: T-Zell Apoptose. CD4" (oben) und CD8" (unten) T-Zellen von WT
(dunkelgriin) und SIyd/d (hellgriin) Miusen wurden durch Verringerung des
Serumgehaltes (1,5% oder Serumfreie Bedingungen), Zugabe von Sorbitol (200 mM fiir
30°) oder Staurosporin (1 mM) und durch kurzzeitige Erhohung der Temperatur (30°
bzw. 60° 40°C) gestresst und anschlieend iiber Nacht in Medium kultiviert. Durch
FACS-Analyse wurde die Anzahl der AnnexinV" Zellen bestimmt (n=4).
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Eine erhohte Anfilligkeit fiir Apoptose ist also nicht die Erkldrung fiir die verminderte

Proliferation SLY mutierter Zellen.

C.2.2.4 Zytotoxische T-Zell Aktivitdit von Slyd/ ! Musen
Nachdem bei Slyd/ Y MAusen ein Defekt in der T-Zell Aktivierung und Proliferation festgestellt

werden konnte, wurde in einem nichsten Schritt die zytotoxische Aktivitit der SLY mutierten
CD8" T-Zellen analysiert. Dazu erhielten die Tiere eine Injektion aus Ovalbumin (OVA) als
Antigen zusammen mit CpG 1668 als Adjuvans subkutan in die Hinterpfoten,
Kontrollgruppen wurden lediglich mit Ovalbumin immunisiert. CpG 1668 wirkt als Adjuvans,
indem es das Immunsystem {iber den Toll-like Rezeptor 9 (TLR9) stimuliert.

Nach vier Tagen wurden die poplitealen und inguinalen Lymphknoten auf beiden Seiten
entnommen und die daraus gewonnenen Zellen fiir weitere vier Tage in vitro expandiert.
AnschlieBend wurde die spezifische Zytotoxizitit der aktivierten CD8" T-Zellen in einem
CTL Chrom-Assay ermittelt. Als Zielzellen dienten mit *'Cr markierte EL-4 Zellen, welche
mit dem SIINFEKL-Peptid, das aus der Ovalbuminsequenz abgeleitet ist, beladen wurden.
Die Zielzellen sollten von den in vivo induzierten und in vitro expandierten T-Zellen lysiert
werden, und so dass radioaktive Chrom freisetzen. EL-4 Zellen ohne Peptid dienten als
Negativkontrolle. Das Effektor/Zielzell-Verhéltnis wurde von 50/1 in 1:2 Verdiinnungs-
schritten titriert. Nach 4h wurde das freigesetzte radioaktive Chrom im Uberstand mit einem

v-Counter vermessen.
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Abb. 24: Zytotoxizitit. Spezifische Lyse der Zielzellen durch WT (dunkelgriine
Vierecke) und Slyd/ d (hellgriine Kreise) CD8" T-Zellen nach Stimulation mit OVA/CpG
und als Kontrolle mit Ovalbumin (OVA) alleine (gepunktete Linien) (n=3).

Hierbei ergaben sich, wie in Abbildung 24 zu erkennen ist, gleiche zytotoxische
Eigenschaften der CD8" WT und SIy”? Zellen mit CpG 1668 als Adjuvans und Ovalbumin als

Antigen. Zur Kontrolle wurde Méusen nur Ovalbumin injiziert. Diese isolierten CDS8" T-
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Zellen zeigen weder bei WT noch bei Sh*“

Miusen zytotoxische Aktivititen. Die
zytotoxische Funktion der CD8" T-Zellen wird unter diesen Bedingungen nicht durch die

Mutation in SLY beeinflusst.

C.2.3 Signalkaskaden bei Slyd/ 4 T-Zellen nach AGR Stimulation
C.2.3.1 Analyse des Ca’" Flusses

Nach Stimulation des TZR ist eines der frithesten Signal-Ereignisse in der Zelle die Erh6hung
des intrazelluldren Ca**-Spiegels. Die Phosphorylierung von SLY nach TZR Stimulation
weist auf einen Einfluss von SLY auf den T-Zell Rezeptor Signalweg hin (3).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Milzzellen mit biotinylierten aCD3 beladen, mit aCD4
bzw. aCD8 gefirbt, mit dem Ca®"-bindenden Farbstoff Fluo-4,AM beladen und anschlieBend
durch Vernetzung der biotinylierten aCD3-Antikorper mit Streptavidin stimuliert. Vor und
nach der Stimulation wurde der intrazellulire Ca”>*-Spiegel an Hand der Fluoreszenzintensitit
von Fluo-4,AM ermittelt. Fluo-4,AM ist das Acetyloxymethylester-Derivat des
Fluoreszenzfarbstoffs, der in die Zelle diffundiert und dort durch Abspaltung der
Estergruppen aktiv wird. Nach Bindung von Ca*" erhdht sich die Fluoreszenzintensitit bei
488 nm bis auf das 100-fache im Vergleich zu dem Farbstoff, der kein Ca®" gebunden hat.

3200
2700
22004
CD4
1700

1200

2600

2100
l CD8
1600

1100 1

0 50 100 150
» Zeit (sec)

Abb. 25: Ca**-Fluss bei T-Zellen. Bei CD4" und CD8" T-Zellen von WT (dunkelgriin)
und Slyd/ ¢ Miiusen (hellgriin) wurden nach Zugabe von Streptavidin (|) die gebundenen
aCD3-Antikorper quervernetzt und dadurch die Zellen stimuliert. Als Kontrollen
dienten T-Zellen ohne aCD3 Zugabe (gepunktete Linien) (n=4).

54



Ergebnisse

In beiden Zelltypen konnte eine Erhohung des Ca*" Spiegels nach Stimulation nachgewiesen
werden, jedoch zeigten sich weder bei den CD4" noch bei den CD8" T-Zellen Unterschiede
beim Ca®’-Fluss zwischen WT und Siy*“

nach AGR Stimulation ist also nicht von SLY abhingig.

Zellen. Dieses frithe Ereignis in der Signalkaskade

C.2.3.2 Tyrosin-Phosphorylierung nach AGR Stimulation

Nach Stimulation des AGR wird intrazelluldr eine Signalkaskade ausgeldst, die verschiedene
Protein-Tyrosin-Kinasen aktiviert und viele Proteine phosphoryliert, unter anderem auch
SLY. Um den Effekt der SLY Mutation auf die AGR induzierte Tyrosin-Phosphorylierung zu
untersuchen, wurden aufgereinigte T-Zellen der Milz mit 2 ug aCD3 stimuliert und mittels
Western-Blot (WB) mit einem anti-Phospho-Tyrosin-Antikdrper analysiert. Dabei zeigte sich
bei keinem der untersuchten Zeitpunkte ein reproduzierbarer Unterschied im Tyrosin-
Phosphorylierungsmuster von WT und SIy”“-T-Zellen (Abb. 26).
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Abb. 26: Gesamt-Tyrosin-Phosphorylierung. WT und Slyd/d T-Zellen der Milz wurden
mit aCD3 stimuliert und mit einem Anti-Phospho-Tyrosin-Antikorper die Tyrosin-
Phosphorylierung der Proteine im Westen-Blot nachgewiesen (n=3).

Betrachtet man diese Daten zusammen mit dem unverinderten Ca’>'-Fluss nach AGR

d/d

Stimulation, zeigten Sly““-T-Zellen im Vergleich zu WT-Zellen keine Verdnderung in den

frithen Ereignissen der TZR Signalkaskade. Eine Beeinflussung von spiteren Signal-

ereignissen durch SLY ist aber nicht auszuschlief3en.

C.2.3.3 Analyse der MAP-Kinasen

Nach TZR Stimulation kommt es zur Phosphorylierung von verschiedenen MAP-Kinasen,
wie p38, ERK und JNK, mit nachfolgender Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. Fiir die
Analyse von aktiviertem p38 und ERK wurden T-Zellen mit 2 pg aCD3 fiir verschiedene

55



Ergebnisse

Zeitpunkte stimuliert und die Phosphorylierung von ERK mittels Western-Blot und die
Phosphorylierung von p38 mittels ELISA nachgewiesen. Die Werte von P-p38 wurden mit
gesamtem p38 normalisiert und auf unstimuliert bezogen. Es konnten aber bei beiden MAP-
Kinasen keine Unterschiede zwischen WT und SIy™ Zellen festgestellt werden. Als Kontrolle
diente die Stimulation mit 10 ng PMA/1 pg Ionomycin, das die Zellen nicht tiber den TZR
aktiviert, sondern intrazelluldr iiber PKC und so zu einer starken Phosphorylierung der MAP-
Kinasen fiihrt. Dies war sowohl bei WT als auch bei Slyd/ 4 Zellen zu erkennen. Die MAP-
Kinasen p38 und ERK sind somit nicht durch SLY reguliert (Abb. 27a und b) und liefern

damit keinen Hinweis auf die genaue Funktion von SLY im AGR Signalweg.
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Abb. 27: MAP-Kinasen Aktivierung. a) Das Verhiltnis von P-p38 zu p38 von WT
(dunkelgriin) und Slyd/d (hellgriin) Miiusen, bezogen jeweils auf die unstimulierte Probe
(n=5). b) WB von WT und Sly™ T-Zellen nach Stimulation mit aCD3 bzw.
PMA/Ionomycin zum Nachweis von P-ERK und ERK (n=4).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die bisherige Analyse der Signalkaskade in AGR

stimulierten Zellen keinen Hinweis auf die Funktion von SLY im Antigen Rezeptor-

Signalweg liefert.
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C.3 In vivo Modell aGVHD

Die Graft-versus-Host-Disease stellt eine spezielle Situation in der Transplantations-
immunologie dar, bei der Lymphozyten des Spenders aus dem Transplantat (Graft) mit
Alloantigenen des Empfiangers (Host) reagieren. Die T-Zellen des Spenders erkennen die
Zellen des Empfangerorganismus als fremd und verursachen ein systemisches Krankheitsbild
mit spezifischer Einbeziehung von Haut, Leber, Darm und Auge. Um die GVHD zu
minimieren, sollten bei einer Transplantation Spender und Empfinger moglichst dhnliche
Gewebeantigene (Haupthistokompatibilitditskomplexe, HLA) besitzen. Obwohl die GVHD bei
allogenen Stammzell- oder Knochenmarkstransplantationen ein Gesundheitsrisiko darstellt,
kann eine moderate Form dem Empfinger nutzen, wenn die T-Zellen des Transplantats
Tumorzellen des Wirtes zerstoren (Graft-versus-Tumor-Effekt) (62).

Murine GVHD Experimente dienen als Modell fiir akute und chronische GVHD nach
allogener Knochenmarkstransplantation sowie zur Analyse von T-Zell-Funktionen, Induktion
von Toleranz und Autoimmunerkrankungen (16, 56). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
akute GVHD nach Transfer von allogenen Lymphozyten in subletal bestrahlte Empfangertiere

als in vivo Modell fiir die Funktionalitit der Siy*“

T-Zellen verwendet. Dazu wurden parentale
Spenderzellen (H-2") in F1-Empfinger (H-2™%) iibertragen, wodurch hauptsichlich die T-
Zellen des Spenders aktiviert werden (31).

Die akute GVHD ist ein mehrstufiger Prozess. In der ersten Phase werden die APCs des
Empfangers konditioniert. Durch die Bestrahlung kommt es zu Gewebeschidden und zur
Ausschiittung von inflammatorischen Zytokinen, wie TNF-o und IL-1, die die APCs
aktivieren. In der zweiten Phase nach der Transplantation priasentieren die Empfanger-APCs
den Spender-T-Zellen Alloantigene und aktivieren diese. Die T-Zellen proliferieren,
differenzieren zu Effektorzellen aus und sekretieren Zytokine, wie IL-2 und INF-y. Dadurch
werden zytotoxische T-Zellen, NK-Zellen und Makrophagen aktiviert und weitere Zytokine,
wie TNF-a und IL-1, sekretiert. Diese inflammatorischen Zytokine fordern die Produktion
von inflammatorischen Chemokinen, die die Effektorzellen in die Zielorgane locken. In der
dritten Phase werden die Makrophagen durch systemische Endotoxine stimuliert, die aus dem
durch die Bestrahlung beschéddigten Gastrointestinaltrakt (GI) kommen. Dies verursacht
lokale Gewebeschidden und eine weitere Sekretion von inflammatorischen Zytokinen und eine
systemische Entziindung. Zusammen mit den NK- und zytotoxischen T-Zellen fiihrt dies zum
Organversagen bis hin zum Tod des Empfingertieres (Abb. 28). In dieser Phase der akuten
GVHD ist sowohl das angeborene als auch das adaptive Immunsystem involviert (18, 55).
Somit stellt dieses System ein gutes in vivo Modell zur Analyse der Effektivitit der
Immunantworten in Sly*“~Mausen dar, wobei besonderes Augenmerk auf die T-Zellen gelegt

wird.
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Empfanger
APC

Konditionierung

l Phase 2
Schadigung
des Gl

Spender
T-Zelle

Gewebeschaden

Endotoxme -7 IL-2 v

0.1
Makrophagen @

TNF-aq, IL- 1 IL-6 =—> C Apoptose Zielzellen

Phase 3

Abb. 28: Die drei Phasen der akuten GVHD. In der ersten Phase werden die APCs des
Empfingers konditioniert und inflammatorische Zytokine ausgeschiittet. In Phase 2
werden die Spender T-Zellen aktiviert, differenzieren zu Effektorzellen und produzieren
IFN-y und IL-2. In der dritten Phase verursachen die Effektorzellen Gewebeschiéiden bis
hin zum Organversagen (GI=Gastrointestinaltrakt, CTL=cytotoxische T-Zelle,
NK=Natiirliche Killerzellen; nach (13)).
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C.3.1 Uberleben nach Induktion einer aGVHD
Nach Bestrahlung der F1-Empfingermiuse (H-2"Y) wurden 5x10’ C57BL/6 bzw. SH™“

Milzzellen (beide H-2") i.v. in die Schwanzvene injiziert. Als syngene Kontrolle dienten F1-
Maiuse, denen F1-Zellen injiziert wurden. Nach 15 Tagen waren alle Mduse mit WT-
Spenderzellen verstorben, bei den Slyd/d Spenderzellen dauerte dies 22 Tage (Abb. 29a).
Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant. Das tendenziell lingere Uberleben der Miuse
mit SIy”“-Empfingerzellen ldsst sich vermutlich auf die verringerte Proliferation und
Zytokinproduktion der T-Zellen nach Stimulation zuriickfiihren.

Um eventuelle Unterschiede zu verdeutlichen, wurden die gleichen Experimente mit einer
geringeren Spender-Zellzahl durchgefiihrt. Mit 2x10” Milzzellen lebten 100 Tagen nach
Injektion 12,5% der Méuse mit WT und 25% der Mause mit Siy*“ Spenderzellen (Abb. 29b).
Auch diese Differenz ist nicht signifikant. Obwohl die Proliferation von SLY mutierten T-
Zellen nach Antigen Prasentation durch APCs verringert war (sieche A.6.2), zeigte sich kein

gravierender Unterschied im Uberleben nach Induktion einer GVHD.
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Abb. 29: GVHD Uberlebenskinetik. Uberlebenskinetik der Empfingermiuse nach
Injektion von a) 5x10’ Spenderzellen (n=5) und b) 2x10’ Spenderzellen (n=8) von F1
(schwarz gestrichelt), WT (dunkelgriin) und Slyd/d (hellgriin) Miusen.

C.3.2 Gewichtsverlust wihrend einer aGVHD

Die akute GVHD duBert sich frithzeitig durch einen Gewichtsverlust der Empfiangertiere. Vier
Tage nach der Bestrahlung hatten die Empfangertiere bis zu 10% ihres Korpergewichtes
verloren. Kam es wie bei den F1-Spendern zu keiner akuten GVHD, erholten sich die Mause
und erreichten 3-4 Tage spéter wieder ihr Ausgangsgewicht. Erkrankte die Maus an einer
akuten GVHD, fiihrte dies weiter zu Gewichtsverlust. Die mit 5x10” Spenderzellen injizierten
Tiere nahmen bis ca. Tag 8 ab und dann bis zu Tag 12 langsam wieder zu. Bei den bis dahin

iiberlebenden Tieren kam es dann zu einem weiteren starken Verlust des Korpergewichtes bis
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zu ihrem Tod (Abb. 30a). Die mit 2x10” Spenderzellen injizierten Tiere nahmen ebenfalls alle
stark ab. Die Mause, die bis Tag 20 noch am Leben waren, erholten sich langsam wieder und
nahmen dann weiter zu. Nach ca. 30 Tagen kam es erneut zu einem Verlust des
Korpergewichtes, der dann aber wieder ausgeglichen werden konnte (Abb. 30b). Auch hier
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Miusen mit WT und Sh*“

Empfingerzellen, weder nach Injektion von 5x10” noch von 2x10” Zellen.
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Abb. 30: GVHD Gewichtsverinderungen. a) Gewichtsverinderungen der

Empfingerméiuse nach Injektion von 5x10’ Spenderzellen (F1 n=3, BL6 und Slyd/‘]| n=5)
b) Gewichtsverinderungen nach Injektion von 2x10’ Spenderzellen (n=5). F1=schwarz
gestrichelt, WT=dunkelgriin, Slyd/ d=hellgriin.

C.3.3 Analyse der Organschiden wihrend einer aGVHD

7 Tage nach Injektion von 5x10” Spenderzellen wurde den Miusen Blut entnommen und die
Menge an Alanin-Amino-Transferase (ALT) im Serum nachgewiesen. ALT kommt vor allem
im Zytosol von Leberzellen vor und gelangt innerhalb von 12h nach Schidigung dieser Zellen
ins Blut der Tiere. Ein erhohter ALT-Spiegel ist somit ein Indikator fiir einen Leberschaden.
Maiuse mit F1-Spenderzellen hatten wie erwartet einen niedrigen, Mause mit BL6 und Slyd/ a
Spenderzellen einen stark erhohten ALT-Spiegel (Abb. 31). Die vergleichbaren ALT-Werte
in den Miusen mit WT und SIy* Spenderzellen deuteten auf einen #hnlich starken

Leberschaden hin.
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Abb. 31: GVHD ALT-Werte. 7 Tage nach Injektion von 5x10’ F1 (schwarz), C57BL/6
(dunkelgriin) und Slyd/‘]| (hellgriin) Spenderzellen wurde die Menge an Alanin-Amino-
Transferase (ALT) im Serum der Miiuse nachgwiesen (F1 n=5, BL6 und Slyd/d n=7).

Siy™ Lymphozyten fithrten somit zu keiner verinderten akuten GVHD in F1 Spenderzellen.
Es waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den WT und Slyd/ 4 Spenderzellen in
Uberleben, Organschiden und Gewichtsverlauf zu erkennen.

Zusammenfassend zeigte sich in diesem in vivo Modell keine signifikante Beeinflussung von
SLY auf die Effektivitit der Immunzellen. Bei der GVHD sind vor allem CD8"-T-Zellen
beteiligt. Durch die normale zytotoxische Funktion, die ebenfalls im CTL-Assay

nachgewiesen wurde, wurden mogliche andere Beeinflussungen durch SLY nicht sichtbar.
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D DISKUSSION

Die Stimulation des Antigenrezeptors in B und T Zellen fiihrt zur Aktivierung von
verschiedenen Signalwegen, die das Uberleben und die Differenzierung unreifer
Lymphozyten sowie die Proliferation und die Effektorfunktionen reifer, aktivierter B und T
Zellen steuern (28). Ist ein Protein in einem dieser Signalwege in seiner Funktion z.B. durch
eine Mutation gestdrt, hat dies oft weit reichende Folgen fiir Zellen und ihre Funktionen. Eine
wichtige Rolle in diesen Signalkaskaden spielen Adaptorproteine, die Protein-Protein-
Interaktionen ermoglichen und so unter anderem die Funktion von Kinasen steuern (29).
Manche Adaptorproteine kommen in fast allen Zellen vor, andere, wie das Lymphozyten-
spezifische Adaptorprotein SLY, werden zellspezifisch exprimiert (5). SLY wird nach
Aktivierung des Antigenrezeptors in B und T Lymphozyten phosphoryliert (3) und spielt eine
bisher noch unbekannte Rolle im Immunsystem. Um die Funktion von SLY zu analysieren,
wurde ein Mausstamm Sy*? generiert, der eine Mutation in SLY enthilt (4). Diese Mutation
fiihrt zum Verlust der Phosphorylierungsstelle Ser27 und dem C-terminalen Teil der
Kernlokalisations-Sequenz. Das mutierte Protein konnte im Gegensatz zum WT Protein, das
im Kern und Zytoplasma lokalisiert ist, nur im Zytoplasma der Zellen detektiert werden. Die
Auswirkungen der Mutation in SLY auf die Funktion sowie die Rolle von SLY im

Immunsystem sollten im Rahmen dieser Arbeit ndher untersucht werden.

D.1  Der Einfluss von SLY auf B-Zellen

Aus Vorversuchen war bekannt, dass Slyd/ “Miuse geringere Zellzahlen in Thymus, Milz und
den peripheren Lymphknoten aufwiesen. Nach Antigenrezeptor Stimulation von T-Zellen war
die Proliferation genauso wie die Zytokinproduktion signifikant verringert. Auch war der

basale Immunglobulinspiegel im Serum von SIy*“

Maiusen erniedrigt. Ebenso konnte eine
verminderte Immunantwort auf T-Zell abhédngige und unabhingige Antigene festgestellt
werden. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass SLY einen starken Einfluss auf die
Funktion und die Entwicklung von B-Lymphozyten haben konnte.

Die genaue Analyse der B-Zell Entwicklung zeigte eine selektive Verdnderung in Slyd/d
Tieren. Die B-Zell Entwicklung im Knochenmark war unauffillig und im Peritoneum
befanden sich vergleichbare Mengen an B1-B Zellen. Allerdings wurden in der Milz
signifikant weniger Marginalzonen B-Zellen gefunden. Alle anderen Entwicklungsstufen in
der Milz, wie die ,,newly formed®, die Vorldufer der follikuldren und der Marginalzonen B-
Zellen und die reifen follikuldren B-Zellen waren in normaler Anzahl vorhanden.

Ein Grund fiir die verringerte Anzahl an MZB in SI** Miusen konnte eine verdnderte

Expression von SLY in Marginalzonen B-Zellen sein. Dies konnte jedoch durch die Analyse
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der S/y-mRNA Mengen in MZB und FB ausgeschlossen werden. Die Expression von Sly war

4 7ellen hoher als in den WT Zellen, jedoch wurden vergleichbare mRNA Mengen

in den Sly
von Sly in Follikuldren und Marginalzonen B-Zellen einer Maus detektiert.

Eine andere Erkldrung fiir die geringeren Mengen an MZB konnte ein Defekt in der
Einwanderung der Zellen in die Marginalzone der Milz sein. Integrine wie LFA-1 (aLp2) und
04P1 sind fiir die Einwanderung der B-Zellen in die Milz und in deren Kompartimente
verantwortlich (39, 41). Marginalzonen B-Zellen haben eine hohere Expression dieser
Integrine auf ihre Oberfliche als die follikuldren B-Zellen und binden so wahrscheinlich
stirker an ICAM-1 und VCAM-1 auf den hematopoetischen und endothelialen Zellen in der
Marginalzone (40, 41). Diese Bindung hilt vermutlich die MZB im Ruhezustand in der
Marginalzone. Nach FACS-Analysen der FB und MZB konnten aber keine Unterschiede in

94 7ellen nachgewiesen werden. Die

der Expression von o4, Bl und ol auf WT und Sl
hohere Expression von oL auf MZB im Vergleich zu FB war sowohl auf WT, als auch auf
S1y™ Zellen sichtbar. Eine stirkere Expression von o4p1 auf MZB im Vergleich zu FB, wie
Lu und Cyster (41) beschreiben, konnte allerdings nicht gezeigt werden. Da 1 aber nicht nur
an o4, sondern noch an einige andere a-Ketten bindet (26), kam die verstirkte Expression von
04P1 auf den MZB in der gesamten Expression von 1 eventuell nicht zum Vorschein. Eine

Erkldrung fiir die geringeren Mengen an MZB in Slyd/ d

Mausen liefern diese Ergebnisse
jedenfalls nicht.

Neben den Integrinen sind auch Chemokine und ihre Rezeptoren an der Einwanderung von
Lymphozyten in ihre Kompartimente beteiligt (65). Im Fall der B-Zellen sind die Rezeptoren
CXCRS und CCR7 und ihre Liganden, die Chemokine CXCL13 und CCL21, wichtig (15,
44). Deutlich wird dies im Mausmodel mit defektem CXCRS und CCR?7, bei dem es zu einer
volligen Blockierung der B-Zell Einwanderung in die Milz kommt (44). Eine Verdnderung
der Expression der Chemokinrezeptoren konnte somit die geringere Anzahl an MZB in Slyd/ d
Mausen erkldren. Doch auch hier konnten keine Unterschiede in der Expression der
Chemokinrezeptoren CXCR5 und CCR7 auf MZB und FB zwischen WT und Siy* Mausen

d/d . .
4 Miusen im

festgestellt werden. Die Ursache fiir die geringere Anzahl an MZB in Sly
Vergleich zu WT Maiusen ist also weder eine verdnderte Expression der Integrine noch der
Chemokinrezeptoren auf den B-Zellen und damit keine Beeinflussung der Einwanderung der
B-Zellen in die Marginalzone. Ob die Einwanderung in die Milz und deren Kompartimente
durch andere Faktoren verdndert ist, konnte nicht ausgeschlossen werden. Durch die normale

Anzahl an FB in Sy’ Miusen ist ein allgemeiner Defekt aber eher unwahrscheinlich.

Die MZB und FB differenzieren nach Aktivierung des Antigenrezeptors zu funktionellen
Effektorzellen aus. Eine wichtige Funktion der Lymphozyten ist die klonale Expansion, d.h.
die Proliferation nach Aktivierung des Antigenrezeptors. Hierbei konnten nach Stimulation
mit algM/aCD40 keine Defizite bei den Siy*? follikuliren B-Zellen im Vergleich zu WT
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Zellen festgestellt werden. Die Proliferation der Marginalzonen B-Zellen war in SIy”? Méusen
im Vergleich zu WT Zellen allerdings stark vermindert. Bei diesen Zellen ist somit nicht nur
die Entwicklung, sondern auch die Funktion durch SLY beeinflusst.

Eine mogliche Erklirung fiir die Defizite bei der Entwicklung und der Proliferation der MZB
konnte eine verinderte BZR Signalkaskade sein. Alle B-Zellen brauchen zum Uberleben
entweder ein konstitutives oder ein tonisches BZR Signal. Eine Theorie besagt, dass die
Stimulation des BZR in einer Liganden-unabhédngigen Weise erfolgt. Einer anderen Theorie
nach erfolgt sie durch Autoantigene, die dhnliche B-Zell-Rezeptoren auf unreifen und
transitionellen B-Zellen erkennen und so die Signale zum Uberleben liefern (47, 50). Wiren

Y MZB gestort, konnte dies zu einem schlechteren Uberleben der Zellen

diese Signale in Sly
und somit zu einer verminderten Anzahl an MZB in der Milz fiihren. Warum allerdings nur
die MZB und nicht die FB in der S)y* Maus betroffen sind, ldsst sich allein mit dieser
Theorie nicht erkliren. Vielleicht wirkt sich ein schwicheres Uberlebenssignal bei den
langlebigeren Marginalzonen B-Zellen eher aus, da sie dieses Signal dfter bendtigen oder das
Uberlebenssignal muss bei MZB im Vergleich zu FB stirker sein.

Die Signalstérke, ausgelost durch BZR-Stimulation, spielt bei der Entwicklung einer B-Zelle
zur MZB oder FB ebenfalls eine Rolle. Es gibt allerdings gegensétzliche Meinungen, wie sich
die Signalstirke auf die Entwicklung der B-Zellen auswirkt. Es gibt Daten, die darauf
hinweisen, dass ein schwaches BZR Signal die Entwicklung von MZB fordert, und ein
stiarkeres Signal die Entstehung von FB auslost (51, 52). Andererseits konnte gezeigt werden,
dass ein starkes BZR-Signal zur Entwicklung von MZB und ein schwaches Signal zur
Entwicklung von FB fiihrt (7, 8, 42). Eine Deletion von CD19, pyk2 oder der p1106
Untereinheit der PI3-Kinase hat ein vermindertes BZR Signal zur Folge und damit eine
Reduktion der Marginalzonen B-Zellen (11, 22, 57, 61). Ein vermindertes BZR-Signal in
Siy™ Miusen konnte demnach die Ursache fiir die verminderte Anzahl an MZB in Siy*?
Mausen im Vergleich zu WT Mausen sein.

Die verminderte Proliferationsaktivitit der Siy™?

Marginalzonen B-Zellen kann ebenfalls aus
einer verdnderten BZR Signalkaskade herriihren. SLY kann somit in einem Signalweg
involviert sein, der fiir die Entwicklung, fiir das Uberleben und die Proliferation von
Marginalzonen B-Zellen wichtig ist. Die genaue Analyse der BZR Signalkaskade in MZB ist
allerdings schwierig, da die Anzahl der gewonnenen Marginalzonen B-Zellen aus einer Siy*?
Maus duflerst gering ist und eine Analyse der Signalkaskade in FB nicht unbedingt Aufschluss
tiber die Situation in den MZB geben kann.

Neben der Proliferation wurde auch die Funktionalitit der B-Zellen in einer T-Zell
unabhdngigen Immunantwort gegen Pneumokokken Polysaccharide {iberpriift. Hierbei wurde
eine signifikant geringe I[gM-Produktion gegen pPS 19F, 4 und 6B ermittelt. Bei einer T-Zell
unabhdngigen Immunantwort werden die Antikorper hauptsdchlich von MZB und B1-B-

Zellen produziert. Da der basale [gM-Spiegel im Serum und im Peritoneum von Slyd/ Y MAusen
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im Vergleich zu WT Tieren erniedrigt und die Anzahl der MZB verringert war, war eine
verminderte IgM-Produktion nach Stimulation mit einem T-Zell unabhéngigen Antigen zu
vermuten. Auch fiihrt die niedrigere Proliferationsrate der MZB nach AGR Stimulation
vermutlich zu einer geringeren Anzahl an Antikérper-sezernierenden Plasmazellen in Siy*“
Miusen.

Obwohl die genaue Funktion von SLY in der Antigenrezeptor-Signalkaskade noch unbekannt
ist, sind die Auswirkungen auf die Entwicklung und die Funktion von B-Zellen deutlich

sichtbar. Die Anzahl der Marginalzonen B-Zellen in Siy*“

Mausen ist erniedrigt und deren
Proliferation vermindert. Auch ist die T-Zell unabhingige Immunantwort in Siy*“ Tieren stark
dezimiert und somit eine Beeinflussung des Immunsystems durch SLY eindeutig erkennbar.
Die Ursache fiir den Phinotyp in Sy

Stimulation des AGR sein, das sowohl das Uberleben und die Entwicklung von MZB

B-Zellen konnte ein vermindertes BZR-Signal nach

beeinflusst, aber auch die Proliferation und Antikdrper Produktion der MZB vermindert.

D.2 Der Einfluss von SLY auf die Entwicklung der T-Zellen

Die verringerten Zellzahlen in Thymus, Milz und den peripheren Lymphknoten von Slyd/ d

Maiusen im Vergleich zu WT Maiusen deuten auch auf eine Funktion von SLY in der
Entwicklung von T-Zellen hin. Durch detaillierte FACS-Analysen konnte eine verminderte
Anzahl an doppelt negativen 1 (DN1), doppelt positiven (DP) und CD4'CD8 T-Zellen im
Thymus von Slyd/ “ Tieren verglichen mit WT Kontrolltieren festgestellt werden. Die Anzahl
der anderen Entwicklungsstufen der DN Zellen und die CD4 CD8" T-Zellen waren normal.
Auch in der Milz und den peripheren Lymphknoten wurden signifikant weniger CD4" T-
Zellen in Sl Méusen detektiert.

Eine mogliche Ursache fiir das verdnderte CD4/CD8 Verhiltnis im Thymus von Sly
Maiusen und damit auch in den peripheren Organen, konnte ein Einfluss von SLY auf die

d/d

Entwicklung der Thymozyten sein. Wahrend der intrathymischen Entwicklung ordnen die T-
Zellen die Gene der a- und B-Kette des TZR um, damit die groBe Vielfalt an T-Zell
Rezeptoren erreicht werden kann (28). Wiirde dieser Vorgang nicht korrekt ablaufen oder
wiirden nur bestimmte Gene fiir die Expression der TZR verwendet werden, konnte sich dies
bei der Verteilung der VB-Regionen bemerkbar machen (23). Doch in den Slyd/d Maiusen
wurden keine Verdnderungen bei der Verteilung der Vf-Regionen beobachtet. Die
Umordnung der Gene des TZR scheint in den Slyd/ Y Miusen also nicht beeintrichtigt zu sein.

AuBerdem konnte eine Mutation in SLY die positive und/oder negative Selektion der
Thymozyten beeintrichtigen und somit die Anzahl der T-Zellen verringern. Nach
erfolgreicher Umordnung der TZR-Gene in den DN Zellen entstehen daraus die DP Zellen.
Diese miissen die positive und negative Selektion iiberstehen, um sich weiter zu CD4" und

65



Diskussion

CDS8" T-Zellen entwickeln zu konnen. Sie durchlaufen die positive Selektion, die Selbst-
MHC-Erkennung gewdhrleistet und die negative Selektion, durch die potenziell autoreaktive
Zellen eliminiert werden. Dabei spielen der TZR und die TZR-Signalkaskade eine wichtige

Rolle. Wire einer dieser Prozesse in der Siy*“

Maus gestort, konnte dies die geringeren
Zellzahlen im Thymus der Méuse erkldren. Um dies zu analysieren, wurden transgene TCR-
HY Tiere verwendet, die mit WT und Siy*“

transgenen Tieren, die das Antigen HY exprimieren, werden fast alle Thymozyten als

Maiusen gekreuzt wurden. Bei den ménnlichen

autoreaktive Zellen eliminiert. Der Thymus der Mannchen besteht deshalb fast nur aus DN
Zellen und wenigen CD8" T-Zellen. Die weiblichen Tiere besitzen dieses Antigen nicht.
Dadurch iiberstehen einige Thymozyten sowohl die positive als auch die negative Selektion
und entwickeln sich zu CD8" T-Zellen. Es entstehen jedoch keine CD4" T-Zellen, da das HY
Antigen auf MHC-Klasse I Molekiilen prisentiert wird und CD4"-Zellen Antigene nur auf
MHC-Klasse II Molekiilen erkennen.

Das CD4/CD8 Verhiltnis in WT und S*“ transgenen Miusen war in den Weibchen
vergleichbar, die Gesamtzellzahl des Thymus ebenfalls nicht signifikant verdndert. Dies
deutet auf keine Rolle von SLY in der positiven und negativen Selektion hin. Bei den
Minnchen waren in den transgenen SIy*? Miusen prozentual mehr DP und CD8" Zellen und
weniger DN Thymozyten. Da allerdings die Gesamtzellzahl im Thymus der transgenen WT
und Slyd/ Y Mause gleich war und keine Unterschiede bei den Weibchen zu erkennen waren,
lasst sich daraus schlieBen, dass SLY keine Funktion in der negativen Selektion von
Thymozyten besitzt. Ebenso deuten die Ergebnisse an, dass SLY keine bedeutende Rolle bei
der positiven Selektion der Thymozyten hat.

d/d

Zusammenfassend ist das verdnderte CD4/CD8 Verhiltnis im Thymus von ShH™" Méusen

weder durch eine Beeintrachtigung bei der Umordnung der Gene des T-Zell Rezeptors noch
der positiven und negativen Selektion der Thymozyten zu erkliren. Der Phénotyp in der Siy*?
Maus beruht wahrscheinlich auf einem Defekt in der TZR-Signalkaskade, was daher noch

genauer untersucht wurde.

Obwohl die Expression von SLY nur in lymphoiden Zellen nachgewiesen wurde, ist ein
Einfluss der Mutation in SLY in nicht-lymphatischem Gewebe auf die Entwicklung von T-
und B-Zellen nicht auszuschlieBen. Um dies zu iiberpriifen, wurden T- und B-Zellen von
Knochenmarkschiméren Miusen auf die Zusammensetzung aus CD45.17 und CD45.2"
Spender- bzw. Empfangerzellen untersucht. In der ersten Experimentalreihe wurden letal
bestrahlten CD45.1" WT Empfingern Knochenmarkszellen aus den kongenen WT bzw. Slyd/ d

Spendern (beide CD45.2") injiziert. Hierbei zeigten die Siy*“
d/d

Spenderzellen in WT Méusen
ein dhnliches Verhalten wie in den S/y* Midusen. Der Thymus und die Milz waren insgesamt
kleiner und in der Milz war die Rekonstitution mit SIy”? Zellen schlechter als mit WT Zellen,

wahrscheinlich bedingt durch die geringere Menge an Slyd/d Spender-T-Zellen, die den
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dd o
4 Miuse

Thymus verlassen. Im umgekehrten Fall, als WT Spenderzellen WT bzw. Sly
rekonstituieren sollten, zeigte sich kein Unterschied zwischen den Mausen mit und ohne
Mutation in SLY. Die Rekonstitution durch die WT Zellen war in den Slyd/d
Empfingermdusen genauso effektiv wie in den WT Méusen. Diese Daten belegen eindeutig,
dass die nicht-lymphoiden Zellen, wie das Stroma im Thymus, durch SLY nicht beeinflusst

werden und SLY Lymphozyten-spezifisch agiert.

d/d

D.3 Funktionalitit der T-Zellen in Sly"™ Miusen

In den Vorarbeiten wurde eine verminderte Proliferationsrate von SIy*“ T-Zellen im
Vergleich zu WT Zellen nach Stimulation des TZR beobachtet. Nur durch Zugabe von IL-2
konnte dieses Defizit aufgehoben werden. Eine verdanderte Regulierung des IL-2 Rezeptors in
Sy Mizusen konnte allerdings ausgeschlossen werden. Auch zeigte sich die stark
verminderten Zytokinproduktion (IL-2, TNF, IL-10, IFN-y, IL-4) nur spezifisch nach
Aktivierung des AGR, nicht nach Stimulation mit PMA/Ionomycin (4).

Nach diesen in vitro Vorversuchen, wurde die klonale Expansion und gezielte Apoptose von
T-Zellen nach Stimulation mit dem Superantigen SEB in vivo gemessen. Die Stimulation mit
Superantigen verursacht eine dhnliche Proliferation und IL-2 Produktion in T-Zellen, wie die
Aktivierung durch Antigene, doch fiihrt dies zu keiner Hydrolyse von Phosphatidylinositol
oder einem Anstieg des intrazelluliren Ca*-Spiegels. Die Interaktion des TZR mit Antigenen
und Superantigenen schaltet somit nicht die gleichen Signalwege nach Aktivierung des
Antigenrezeptors an (48). SLY konnte also die Stimulation mit Antigenen und
Superantigenen unterschiedlich beeinflussen. Nach Injektion von SEB war auch eine
vergleichbare Menge an VB8~ T-Zellen in WT und Slyd/ Y Mausen zu allen Zeitpunkten
erkennbar. Die klonale Expansion genauso wie die gezielte Apoptose der T-Zellen nach SEB
Stimulation ist somit nicht von SLY abhidngig. SLY scheint demnach in einem
Phosphatidylinositol- oder Ca**-abhingigen Signalweg nach Stimulation des T-Zell Rezeptors
involviert zu sein.

Die Induktion der Apoptose bei den T-Zellen nach SEB-Stimulation wird nicht durch SLY
beeinflusst, doch konnte die Aktivierung des TZR mit aCD3 Antikorpern eine verstérkte
Apoptoserate in SIy”? Zellen auslosen. Dies konnte die geringere Proliferationsrate von Sy
Zellen nach AGR Stimulation erkldren. Nach aCD3/aCD28 und aCD3/IL-2 Stimulation
konnte jedoch keine erhohte Apoptoserate in SIy*? CD4" und CD8" T-Zellen im Vergleich zu
WT Zellen festgestellt werden. Lediglich bei den CD8" T-Zellen zeigte sich nach aCD3
Stimulation eine verminderte Uberlebensrate der Siy*“ Zellen im Vergleich zu WT Zellen.
Auch nach Induktion von Stress durch Zugabe von Sorbitol, Erniedrigung des Serumgehaltes

d/d

und Erhitzung zeigten Sh*‘ T-Zellen eine normale Uberlebensrate. Eine verstirkte

Anfilligkeit fiir Apoptose kann somit nicht die einzige Erkldrung fiir die verminderte
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Proliferationsrate in SIy*“ T-Zellen sein, da bei den CD4" T-Zellen kein Unterschied
festzustellen war.

Die Integrin-vermittelte Adhdsion von T-Zellen an APCs oder Endothel spielt bei der
Zirkulation, Einwanderung in Gewebe und Aktivierung iiber den AGR eine wichtige Rolle
(1). Eine verdanderte Adhasionseffektivitit beeinflusst also die Funktionalitét der T-Zellen. Ob

drd

dies in den SH™" Mausen der Fall ist, wurde durch Adhédsionsassays von aktivierten T-Zellen

an immobilisierte Liganden getestet. Die Expression der Integrine auf den aktivierten T-

¥4 T_Zellen nach aCD3 Stimulation an Fibronektin,

Zellen, genauso wie die Adhésion der Sly
VCAM und ICAM-2 war im Vergleich zu WT Zellen unveréndert. Auf diese Funktion der T-
Zellen nimmt SLY somit keinen Einfluss.

Diese Ergebnisse stimmen mit den Expressionsanalysen der Adhésionsmolekiile auf B-Zellen
tiberein. Dort konnte auch kein Hinweis auf ein verdndertes Adhésionsverhalten bedingt
durch eine verdnderte Expression der Integrine auf MZB und FB gefunden werden.

Aktivierte CD8" T-Zellen sind in der Lage, durch zytotoxische Lyse in den Zielzellen
Apoptose auszuldsen. Um die Funktion von SLY in CD8" T-Zellen zu untersuchen, wurden
die Zellen nach Injektion von Ovalbumin/CpG 1668 in vivo aktiviert und in vitro expandiert.
Die zytotoxische Lyse wurde anschlieBend durch Zugabe von SIINFEKL-gepulsten, Cr’'
beladenen EL-4 Zellen anhand der Cr’'-Freisetzung gemessen. Dabei zeigten die S/y*? CD8"

@4 Mausen

T-Zellen eine genauso effektive zytotoxische Aktivitdt wie die WT Zellen. In Sy
wurden im Vergleich zu WT MaAiusen genauso viele eingewanderte Zellen in den
Lymphknoten detektiert und damit vermutlich auch eine vergleichbare Menge an CD8" T-
Zellen. Die dhnlichen Mengen an Zellen in den Lymphknoten korrelieren mit der normalen
Adhisionsaktivitit der T-Zellen tliber Integrine, welche bei der Einwanderung der Zellen in
Gewebe eine wichtige Rolle spielen. Die geringere Proliferationsaktivitit der Siy*¢ CD8" T-
Zellen nach AGR Stimulation (siche A.6.2) wird in diesem Assay durch Zugabe von IL-2

wihrend der in vitro Kultivierung verhindert.

D.4 Funktion von SLY in der Antigenrezeptor Signalkaskade

¥ Mausen liegt vermutlich in einer Verinderung der

Die Ursache fiir den Phénotyp in S}y
Signalkaskade nach Antigenrezeptor Stimulation. Die genaue Funktion von SLY in dieser
Signalkaskade ist allerdings noch unklar.

Um einen ersten Hinweis auf einen verdnderten Signalweg zu bekommen, wurde das Tyrosin-
Phosphorylierungsmuster von T-Zellen nach Stimulation des T-Zell Rezeptors untersucht. Da
viele Proteine durch Phosphorylierung aktiviert werden, konnte ein verdndertes
Phosphorylierungsmuster nur einen ersten Anhaltspunkt fiir den Einfluss eines Proteins auf

d/d

die Signalkaskade geben. Doch in den SH™ und WT T-Zellen wurde ein vergleichbares
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Tyrosin-Phosphorylierungsmuster nach Aktivierung des TZR detektiert und kein weiterer
Hinweis auf eine Beeinflussung der AGR Signalkaskade durch SLY ermittelt.

Ein Schritt, bei dem SLY in die Signalkaskade nach Antigenrezeptor Aktivierung eingreifen
konnte, ist die Erhohung des intrazelluliren Ca**-Spiegels. Ca>" Einstrom wird nur nach
Stimulation des TZR ausgelost, nicht nach Aktivierung der Zellen mit Superantigen. Da die
Stimulation der Zellen mit Superantigen zu einer unverdnderten Proliferationsaktivitit der
SIy"™ T-Zellen fiihrte, und die Stimulation iiber den TZR eine verminderte Proliferation in
SIy" T-Zellen ausloste, liegt der Schluss nahe, dass SLY bei der Erhéhung des intrazelluliren
Ca’"-Spiegels eine Rolle spielen konnte. Der Ca®" Einstrom konnte in allen T-Zellen nach
Stimulation mit aCD3 nachgewiesen werden, doch es wurden weder bei CD4 " noch bei CD8"
T-Zellen ein Unterschied zwischen den WT und SI*? Zellen festgestellt. Die Erhohung des
intrazelluldren Ca**-Spiegels ist somit nicht von SLY abhingig.

Ein anderer Schritt, bei dem funktionelles SLY nétig sein konnte, ist die Aktivierung der
MAP-Kinasen, die nach AGR Stimulation phosphoryliert werden. Jedoch war nach Analyse
der Phosphorylierung von p38 und ERK in aktivierten T-Zellen keine Verdnderung durch die
Mutation in SLY zu erkennen. In weiteren Experimenten wurde die Aktivierung von JNK
analysiert und ebenfalls kein Unterschied festgestellt (4).

Diese Ergebnisse zeigen keine Verdnderung in den Slyd/ d

T-Zellen bei den frithen Ereignissen
der Antigenrezeptor Signalkaskade. Des Weiteren wurde die Translokation der
Transkriptionsfaktoren AP-1, NF-xB und NFAT untersucht und ebenso keine Unterschiede
zwischen WT und Slyd/d Zellen detektiert (4). Diese Daten geben somit keinen Hinweis auf
die genaue Funktion von SLY in der AGR Signalkaskade. Dass SLY dennoch involviert ist,
zeigt die Phosphorylierung von SLY nach AGR Stimulation. In welchem Signalweg SLY eine

Rolle spielt, ist weiter unklar.

D.S Die Rolle von SLY in der akuten Graft-versus-Host Disease
(GVHD)

Um die Funktionen von SLY nicht nur in vitro, sondern auch in vivo zu untersuchen, wihlten
wir das Modell der akuten GVHD. Die akute GVHD ist eine spezielle Situation in der
Transplantationsimmunologie, bei der Lymphozyten des Spenders aus dem Transplantat mit
Alloantigenen des Empfangers reagieren. Die T-Zellen des Spenders erkennen Oberfldchen-
antigene auf den Zellen des Empfingers als fremd, werden aktiviert und reagieren mit
klonaler Expansion und Zytokinproduktion, was die Ausbildung entziindlicher Prozesse zur
Folge hat (Abb. 28).

Ein Phinotyp der Siy"*

Maiuse in der akuten GVHD wire denkbar, da die Proliferation der

CDS8" T-Zellen in vitro beeintrichtigt war. AuBerdem wird die Generierung der CD8-Antwort
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durch CD4" T-Zellen unterstiitzt. Die CD4™ T-Zellen der Siy* Maus proliferierten in vitro
weniger und waren in vivo zahlenméBig geringer vorhanden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden allogene Lymphozyten in subletal bestrahlte
Empfangertiere injiziert, um die Funktionen der Lymphozyten in vivo zu analysieren. Hierbei
ergaben sich weder bei einer Zellzahl von 2x10 noch bei 5x10” ein Unterschied zwischen den
WT und SIy* Spendern. Die Uberlebenskinetik sowie der Verlauf der Gewichtskurve der

d/d

Maiuse mit SI™ Spenderzellen waren im Vergleich zu Mausen mit WT Spenderzellen nicht

signifikant verindert. Uber die gemessenen ALT-Werte konnte ebenfalls kein Hinweis auf
einen veranderten Leberschaden in den Mausen mit Slyd/d
Im Verlauf einer akuten GVHD spielen die CD8" T-Zellen des Spenders eine wichtige Rolle.

Im CTL Assay zeigten die SLY mutierten CD8" T-Zellen keine verinderte zytotoxische

Zellen nachgewiesen werden.

Lysefunktion, was in der akuten GVHD durch die vergleichbare Entwicklung der
Organschiden bei WT und Si** Spenderzellen bestitigt werden konnte. In diesem Modell
wird ein Grofiteil der Zytokine durch die aktivierten Makrophagen des Empféangers produziert
und nicht nur durch die aktivierten Spender T-Zellen. Ebenso bewiesen Sykes und Spitzer
(66), dass die IL-4 Produktion der Spender T-Zellen fiir die Ausbildung einer GVHD nicht
notig ist. Dadurch ldsst sich die fehlende Auswirkung der geringeren Zytokinproduktion der
S1y" T-Zellen auf den Verlauf der akuten GVHD erkléren. Falls die Proliferation der Sly*“ T-
Zellen in vivo erniedrigt war, hat es hier keine bedeutenden Folgen. Auch spielen bei der
akuten GVHD die NK und NKT-Zellen eine grofe Rolle. Die Anzahl dieser Zellen ist in
Sly” Miusen normal (Daten nicht gezeigt), die Funktion wurde allerdings nicht iiberpriift.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die beobachteten Beeintrichtigungen der Siy** T-
Zellen in vitro in diesem in vivo Modell nicht bestétigt werden konnten. Weder die verringerte
Proliferation, noch die verminderte Zytokinproduktion der T-Zellen nach Stimulation iiber

den Antigenrezeptor konnten durch den normalen Verlauf der akuten GVHD gezeigt werden.
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E ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

SLY wurde als ein potenzielles Adaptorprotein identifiziert, das spezifisch in Lymphozyten
exprimiert wird. Es besitzt eine zweigeteilte Kern-Lokalisations-Sequenz, eine SH3 Doméne
und eine SAM Doméne. Bei Proteinvergleichen wurden zwei weitere Proteine mit grof3er
Homologie zu SLY entdeckt, SLY2 und SASHI1. Diese drei Proteine weisen eine &hnliche
Organisation der funktionellen Einheiten auf und eine gréo8ere Homologie der SH3 und SAM
Doménen zueinander, als zu den Domiénen anderer Proteine, was auf eine neue Familie von
Adaptorproteinen hinweist. SLY wird spezifisch in Lymphozyten exprimiert, SLY2 dagegen
wurde nicht nur in lymphatischem Gewebe nachgewiesen, sondern auch in Herz, Lunge,
Plazenta und Gehirn (10). SASH1 ist ein potenzielles Tumor-Suppressor Gen, das ubiquitér in
allen Geweben exprimiert wird und in einigen Tumoren runterreguliert wird (76).

Nach Aktivierung des Antigrezeptors wurde die Phosphorylierung von SLY in Serin27
nachgewiesen (3), was auf eine Rolle von SLY im Immunsystem hinweist.

d/d

Erste Analysen der SI™ Maus zeigten im Vergleich zu WT Tieren eine signifikant geringere

Zellzahl im Thymus, Milz, den peripheren Lymphknoten und den Peyer'schen Plaques.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Defizit bei der T- und B-Zell Entwicklung in Slyd/d

%4 Miause waren im Vergleich zu WT Miusen

Maiusen festgestellt. Im Thymus der Sl
signifikant weniger doppelt negative 1 (DN1), doppelt positive und CD4'CDS8" T-Zellen, aber
eine normale Anzahl an CD4'CD8", DN2, DN3 und DN4 vorhanden. Dieses Defizit bei der
intrathymischen T-Zell Entwicklung konnte aber nicht auf einen Defekt bei der Umordnung
der Gene des TZR oder auf einen Defekt bei der positiven und negativen Selektion
zurlickgefiihrt werden.

d/d . .
Mausen 1m

d/d

Bei der B-Zell Entwicklung wurden keine Unterschiede zwischen WT und S/y
Knochenmark detektiert, auch war die Anzahl der B1-B-Zellen im Peritoneum von Sly
Maiusen normal. In der Milz wurde eine normale Anzahl an ,,newly formed®, Vorlauferstufen
der FB und MZB und der reifen FB festgestellt, die Anzahl der SIy*? Marginalzonen B-Zellen

Y4 Miusen

war dagegen reduziert. Die geringere Anzahl an Marginalzonen B-Zellen in Sy
wurde nicht durch einen Defekt bei der Einwanderung der B-Zellen in die Milz und deren
Kompartimente verursacht.

d/d .. . .
Maiusen konnte ein

Eine mogliche Erkldrung fiir die geringere Anzahl an MZB in Sly
Defekt bei der Entwicklung der B-Zellen auf Grund der geringeren BZR Signalstdrke sein.
Das Signal nach BZR Stimulation konnte fiir die Ausreifung von MZB zu schwach sein und

%4 Mausen fithren oder durch die geringere

somit zu einer geringeren Anzahl an MZB in Sly
Signalstirke eine verminderte Uberlebensrate ausldsen.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass SLY bei der T- und B-Zell Entwicklung eine

wichtige Rolle spielt, die genaue Funktion von SLY aber noch unbekannt ist.
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SLY ist nicht nur fiir die T- und B-Zell Entwicklung wichtig, sondern auch fiir deren
Funktionalitit. Die Proliferation der Sly”? MZB war im Vergleich zu WT Zellen signifikant
erniedrigt. Ebenso war die Antikorperproduktion bei der T-Zell unabhingigen Immunantwort
gegen Pneumokokken Polysaccharide in SIy*“ Miusen stark vermindert.

Die Proliferation von Antigenrezeptor stimulierten T-Zellen war in Si*? Miusen im
Vergleich zu WT Tieren signifikant erniedrigt, nicht aber nach Aktivierung mit Superantigen
SEB. Dadurch wurde eine Funktion von SLY in der AGR Signalkaskade iiber Ca*'-
Aktivierung oder Phosphorylierung von Phosphatidylinositol vermutet, da diese Signalwege
nur iiber die Stimulation mit Antigen und nicht mit Superantigen angeschaltet werden. Doch
eine Rolle von SLY bei der Aktivierung des Ca®" Flusses konnte ausgeschlossen werden.
Genauso kam eine Funktion von SLY bei der Phosphorylierung von MAP-Kinasen, die auch
unabhéngig von phosphoryliertem Phosphatidylinositol aktiviert werden konnen, nicht in
Betracht. Die Translokationsexperimente mit den Transkriptionsfaktoren AP-1, NF-kB und
NFAT zeigten ebenso keine Defekte in der Siy*“
den AGR (4).

Maus nach Aktivierung der T-Zellen tiber

Diese Ergebnisse geben bisher keine weiteren Hinweise auf die Funktion von SLY in der
proximalen Antigenrezeptor Signalkaskade. Es bedarf noch weiterer Analysen, um den
Phénotyp der Slyd/ Y Maus zu erkliren.

Dazu kénnte eine Zellzyklusanalyse von SIy™?

und WT Zellen beitragen. Der Reiz nach
Antigenrezeptor Stimulation muss einen bestimmten Schwellenwert erreichen, damit die
Proliferation ausgelost wird. Dieser Schwellenwert kénnte in Sh¥? Zellen durch das
verminderte AGR Signal schwerer zu {iberwinden sein. Die Zellen, die diesen Schwellenwert
iiberwunden haben, wiirden im Vergleich zu WT Zellen normal proliferieren. Eine andere

I wie WT Zellen in Proliferation gehen wiirden, die

Moglichkeit wire, dass genauso viele Sly
Sy Zellen sich aber weniger oft teilen wiirden. Beides wiirde die geringere
Proliferationsrate der Slyd/ 4T-Zellen und Marginalzonen B-Zellen erklaren.

Bisher kann nur spekuliert werden, ob die Funktion von SLY der Transport von bisher noch
unbekannten Proteinen vom Kern ins Zytoplasma oder umgekehrt ist, oder ob SLY fiir die
Ausiibung seiner Funktion transportiert werden muss. In diesem Zusammenhang stellt sich
auflerdem die Frage, welche Rolle die SH3 und die SAM Doménen spielen.

Ein weiterer Aspekt den es zu kldren gilt, ist die Frage, ob der Verlust der
Phosphorylierungsstelle Serin27 oder die defekte Kern-Lokalisations-Sequenz oder beides fiir
die Lokalisation des mutierten SLY Proteins im Zytoplasma und den Phanotyp der Slyd/ d
Maus verantwortlich sind.

Ein weiterer Punkt, der untersucht werden sollte, sind kompensatorische Effekte in der Siy*“
Maus. Proteine einer Familie kompensieren hdufig Defekte untereinander. Durch die grofB3e

Homologie der funktionellen Einheiten von SLY mit SLY2 und SASH1 ist es moglich, dass
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SLY2 oder SASH1 einige der Funktionen von SLY in der Sy Maus iibernchmen kénnen.
Dazu sollte die Expression von SLY2 und SASH1 in T- und B-Zellen von WT und Siy*?
Maiusen ohne und mit AGR Stimulation analysiert werden und die Bindung von SLY an
SLY?2 und SASHI {iberpriift werden.

Ein interessanter Aspekt konnte auch die Analyse des PKC-Signalweges sein (68). Uber die
Protein Kinase C wird nach AGR Stimulation die PI3-Kinase aktiviert und anschlieBend
Proteine der FoxO-Familie phosphoryliert. Die Proteine der FoxO-Familie gehoren zu den
,Forkhead box‘“-Transkriptionsfaktoren der Untergruppe O und beinhalten FoxO1, FoxO3
und FoxO4. Diese Transkriptionsfaktoren kommen ubiquitdr vor, werden aber in
verschiedenen Zelltypen unterschiedlich stark exprimiert (6, 12, 21). Sie sind an vielen
Prozessen der Zelle beteiligt, wie Zellproliferation, Zell-Zyklus Arrest, Apoptose, Uberleben
oder Differenzierung (Abb. 32). Die Phosphorylierung der FoxO-Proteine fiihrt zur
Relokalisation der Proteine vom Kern ins Zytoplasma und damit zu ihrer Inaktivierung. Die
Inaktivierung inhibiert die Transkription ihrer Zielgene, wodurch z.B. Proliferation ausgelost
wird (12). Stahl et al (64) zeigte, dass Proteine der FoxO-Familie bei der Proliferation und
dem Uberleben von T-Zellen nach Aktivierung iiber den TZR und IL-2 eine wichtige Rolle

spielen.

/

Uberleben \

Zell-Zyklus

Abb. 32: FoxO Signalkaskade. Uber die PI3K und PKB werden die Mitglieder der
FoxO-Proteinfamilie phosphoryliert. Die FoxO-Proteine kontrollieren u.a. Apoptose,
Uberleben und Zell-Zyklus Arrest iiber Aktivierung (—) und Inhibierung () der
Transkription der dargestellten Proteine (modifiziert nach (12)).
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Wire SLY bei der Signalkaskade eines der FoxO-Proteine involviert, konnte das den

Phinotyp der Siy™

Maus erkldren. Erste Versuche zeigten, dass SLY nach Phosphorylierung
und Aktivierung nicht mehr im Kern, sondern nur noch im Zytoplasma lokalisiert ist (Daten
nicht gezeigt). Die Tatsache, dass das mutierte Protein nur im Zytoplasma zu finden ist und
der Phénotyp der SIy*“ Maus sprechen ebenfalls fiir eine Rolle von SLY in der Signalkaskade
tiber die FoxO-Proteine. Deshalb sollte die Phosphorylierung der verschiedenen FoxO

d/d

Proteine in SH™" Zellen mit und ohne Aktivierung des AGR analysiert werden, um dann

eventuell eines der FoxO-Proteine und dessen Signalkaskade genauer zu untersuchen.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass
SLY fiir die Entwicklung und Funktion von Lymphozyten und damit fiir die Ausbildung einer
Immunantwort eine wichtige Rolle spielt. Fiir die Identifizierung der dafiir zu Grunde
liegenden Mechanismen und der genauen Funktion von SLY bedarf es jedoch weiterer
Analysen.
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Abkiirzungsverzeichnis

F ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb. Abbildung

Ag Antigen

AGR Antigen Rezeptor

aGVHD acute Graft-versus-Host-Disease
Ak Antikorper

ALT Alanin-Amino-Transferase

AP-1 Aktivierungs Protein 1

APC Antigen prédsentierende Zelle
APS Ammoniumpersulfat

B-ME B-Mercaptoethanol

BSA Rinderserumalbumin

Btk Bruton's Tyrosin Kinase

BZR B-Zell Rezeptor

c.p.m. counts per minute

CCR7 Chemokin (CC Motif) Rezeptor 7
CD Cluster of differentiation

cDNA DNA-Kopie der mRNA

CGG chicken gamma globulin

Ci Curie

CTL Cytotoxische Lyse

CXCRS5 Chemokin (CXC Motif) Rezeptor 5
DAG Diacylglycerin

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsufoxid

DN doppelt negative T-Zellen

DNA Desoxyribonukleinsiure

dNTP Desoxyribonukleotide

DP doppelt positive T-Zellen

DTT Dithriotheitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ERG Eppendorfreaktionsgefall

ERK Extracellular signal-regulated protein kinase
EtOH Ethanol

FACS Fluorescence activated cell sorting
FB Follikuldre B-Zellen

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FKS Fotales Kélberserum

FN Fibronektin

FoxO Transkriptionsfaktoren mit “forkhead box”, Untergruppe O
g Gramm

Gy Gray

h hour (Stunde)

H,044 zweifach destilliertes Wasser

L.p. intraperitoneal

1.v. intravends
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ICAM Intercellular adhesion molecule

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

Iono lonomycin

1P; Inositol-1,4,5-triphosphat

ITAMs Immunrezeptor-Tyrosin-Aktivatormotif
Itk IL-2 inducible T-cell kinase

INK c-Jun N-terminal kinase

kb Kilobasenpaare

kDa Kilo Dalton

LAT Linker for activation of T-cells

Lck Lymphocyte cell-specific protein tyrosine kinase
LFA-1 aLB2-Integrin, lymphocyte function associated antigen
M Molar (mol/Liter)

MAPK Mitogen-aktivierte Protein Kinase
Med Medium

MHC Haupthistokompatibilititskomplex
Min Minute

ml Milliliter

MLR mixed lymphocyte reaction

mM Millimolar

mRNA Boten-RNA (messenger)

MZB Marginalzonen B-Zellen

n.a. nicht analysiert

NF Newly formed B-Zellen

NFAT Nuclear factor of activated T-cells
NF«B Nuclear factor kappa B

ng Nanogramm

NK-Zellen Natiirliche Killerzellen

NLS Kern-Lokalisations-Sequenz

nm Nanometer

OD optische Dichte

Ova Ovalbumin

PBS Phosphat-gepuffertes Salz

PCR Polymerase Kettenreaktion

PE Phytoerythrin

PI3K Phosphatidylinositol 3-Kinase

PIP, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
PKC Protein Kinase C

PLCy Phospholipase C gamma

PMA 4-0-Phorbol 12-Myristat 13-Acetat
pPS Pneumokokken Polysaccharide
preFB Vorlduferzelle von FB

preMZB Vorlduferzelle von MZB

PTK Protein Tyrosin Kinasen

RNA Ribonukleinsédure

RNase Ribonuklease

RPMI Roswell Park Memorial Institut Medium
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RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkription mit anschlieBender PCR
SAM Sterile alpha motif

SASHI1 Protein mit Sam und SH3 Doméne

SD Standardabweichung

SDS Sodium-Dodecylsulfat

SEB Staphylokokken Enterotoxin B

Ser27 Serin 27

SH3 Src homology 3

SLY SH3 domain containing protein expressed in lymphocytes
SLY2 Protein homolog zu SLY'1

SPF Spezifisch pathogen frei

Syk Spleen tyrosine kinase

Tab. Tabelle

Tec Cytoplasmic tyrosine kinase

Tgl/Tu2 Helfer-T-Zelle Typ 1/2

TNF Tumor Nekrose Faktor

TNP Trinitrophenyl

TZR T-Zell Rezeptor

ug Microgramm

ul Microliter

UN. Uber Nacht

UpM Umdrehungen pro Minute

Us Uberstand

VCAM Vascular cell adhesion molecule

VLA-4 a4pB1-Integrin, very late activation molecule
w/v Gewicht/Volumen

w/w Gewicht/Gewicht

WT Wildtyp

ZAP-70 Zeta-chain associated protein kinase 70kDa isoform
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