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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Protein-Tyrosin-Phosphatase CD45 ist ein Schliisselmolekiill in der TcR-
vermittelten Signaltransduktion. Der C77G-Polymorphismus in Exon A des humanen
CD45-Gens tritt mit einer Frequenz von 1-2% bei gesunden Individuen auf und fiihrt zu
einer Uberexpression von Exon A enthaltenden Isoformen. Von unserer Arbeitsgruppe
konnte fiir memory/aktivierte T-Zellen von C77G-Individuen bereits eine verstirkte
Aktivierung der TcR-vermittelten Signaltransduktion sowie ein Einfluss auf die
Zytokinantwort und die Zelladhdsion nachgewiesen werden. Ob auch in anderen
Lymphozytensubpopulationen phénotypische und/oder funktionelle Konsequenzen
aufgrund der C77G-Mutation auftreten, war nicht bekannt und sollte im Rahmen dieser
Arbeit untersucht werden. Besonders interessant erscheinen im Zusammenhang mit der
ebenfalls bereits untersuchten Krankheitsassoziation der C77G-Mutation regulatorische
T-Zellen (Tyee). Aber auch mégliche Veriinderungen in den Funktionen von CD8" T-
Zellen und NK-Zellen wiren von wesentlicher Bedeutung zur weiteren Einschitzung
des C77G-Polymorphismus als potentiellem Risikofaktor fiir bestimmte Autoimmun-
erkrankungen. Es konnten folgende Ergebnisse erzielt werden: Sowohl von Ty, als auch
von CD8" T-Zellen und NK-Zellen von C77G-Individuen werden Exon A enthaltende
Isoformen iiberexprimiert. C77G-T, zeigten aullerdem eine verminderte TcR-
vermittelte CD69-Heraufregulation, lieBen sich kaum {iber CD3/CD28-Stimulation
expandieren, wiesen verringerte IL-10- und TGF-B-mRNA-Level sowie distinkte
Expressionsmuster bestimmter Gene (z.B. Granzym A, TNF, IL-4, IL-10) auf und
hatten eine beeintriichtige suppressive Kapazitit. Zwischen wt- und C77G-CD8" T-
Zellen konnten keine weiteren phénotypischen oder funktionellen Unterschiede
nachgewiesen werden. NK-Zellen von C77G-Individuen wiesen eine erhohte CD69-
Expression auf und zeigten eine gesteigerte zytotoxische Aktivitidt. Die variante
Expression von CD45RA scheint folglich sowohl fiir hyperreaktive memory/aktivierte
T-Zellen und NK-Zellen als auch hyporeaktive T, verantwortlich zu sein und konnte

somit zur Entstehung von Autoimmunerkrankungen beitragen.

Stichworter: CD45, CD45-Isoformen, C77G-Polymorphismus



Abstract

Abstract

The protein tyrosine phosphatase CD45 is a key molecule in TcR-mediated signal
transduction. The C77G polymorphism in exon A of the human CD45 gene occurs with
a frequency of 1-2% of healthy individuals and results in overexpression of exon A
containing isoforms. Our group already established for memory/activated T cells of
C77G individuals an enhanced TcR-mediated signal transduction as well as an effect of
the polymorphism on cytokine response and cell adhesion. This thesis addressed the
question, if other lymphocyte subpopulations show also phenotypical and/or functional
consequences due to the C77G mutation. In context with the already analysed disease
association of the C77G mutation, regulatory T cells seem to be of special interest. But
also possible functional alterations in CD8" T cells and NK cells would be important to
further evaluate the C77G polymorphism as potential risk factor for certain autoimmune
diseases. The following results were obtained: Ty, as well as CD8" T cells and NK cells
overexpressed exon A containing isoforms. C77G-T,,, showed also a diminished TcR-
mediated upregulation of CD69, could be hardly expanded by CD3/CD28 stimulation,
had decreased IL-10- and TGF-B-mRNA-levels as well as distinct expression of certain
genes (e.g. granzyme A, TNF, IL-4, IL-10) and an impaired suppressive capacity. There
could not be detected further phenotypical or functional differences between wt- and
C77G-CD8" T cells. NK cells of C77G-individuals showed an increased CD69-
expression and an enhanced cytotoxic activity. Thus, the variant expression of CD45RA
seems to be responsible for hyperreactive memory/activated T cells and NK cells as
well as hyporeactive T, and could therefore contribute to a reduced prevention of an

exceeding immune response and so to the development of autoimmune diseases.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Problemstellung

Die Aktivierung von Lymphozyten wird durch ein Zusammenspiel aus Antigen-
Rezeptoren, akzessorischen Molekiilen (z.B. CD4, CDS), Tyrosin-Kinasen und Tyrosin-
Phosphatasen vermittelt. Das CD45-Molekiil ist eine Protein-Tyrosin-Phosphatase und
verantwortlich fiir die Regulation induzierbarer Tyrosin-Phosphorylierungen bei
Leukozyten. So reguliert CD45 zum Beispiel die Signaltransduktion in T- und B-Zellen
und die rezeptorvermittelte Signaliibertragung iiber Zytokine'*. Hinsichtlich der
Expression ist CD45 ein auf allen kernhaltigen, hédmatopoetischen Zellen
vorkommendes Transmembranprotein und wird durch ein einziges Gen (PTPRC) mit 33
Exons kodiert. Es wird in verschiedenen Isoformen auf der Zelloberflache exprimiert,
die sich in ihrem extrazelluldren Anteil unterscheiden und durch alternatives Spleiflen
von drei variablen Exons (A (4), B (5) und C (6)) entstehen. Die Isoformen werden in
komplexen Mustern exprimiert, die sich in Abhdngigkeit vom Aktivierungs- und
Differenzierungszustand des Leukozyten verindern’. Ruhende T-Zellen exprimieren
hochmolekulare Isoformen (CD45RA), welche infolge einer Aktivierung
herunterreguliert und durch niedermolekulare Isoformen (CD45R0) abgeldst werden®.
Die genaue Funktion der verschiedenen CD45-Isoformen bei der Regulation von

Immunantworten wird bisher nicht vollstindig verstanden.

Moglichkeiten zur Untersuchung der Funktionen der verschiedenen CD45-Isoformen
sind zum Beispiel mit einzelnen Isoformen transfizierte Zelllinien’ oder Tiermodelle®.
Ein anderer Zugang, der insbesondere beim Menschen angewendet werden kann, ist die
Analyse von CD45-Polymorphismen’. Der C77G-Polymorphismus im Exon A des
humanen CD45-Gens, der erstmals von unserer Arbeitsgruppe beschrieben wurde, fiihrt
zu einer Uberexpression von Exon A enthaltenden Isoformen®. Der Polymorphismus ist
durch eine Punktmutation an Position 77 des Exon A (Transversion von C zu G)
gekennzeichnet’. Die Transversion ist neutral, sie hat somit keine Aminosiure-

110

Substitution zur Folge. Bis auf einen Fall "~ sind bisher nur Individuen mit Heterozygotie

fiir diese Punktmutation gefunden worden. Die Mutation verdndert jedoch die Sequenz



Einleitung

eines regulatorischen cis-Spleilelementes ESS (exonic splice silencer) und verhindert

IL12 Bei den betroffenen Individuen

so den normalen Ablauf des alternativen Spleiflens
werden Exon A enthaltende Isoformen auf Zelltypen exprimiert, die bei
Kontrollindividuen normalerweise CD45RA-negativ sind. Es konnte gezeigt werden,
dass die aberrante Expression der CD45RA-Isoformen auf memory/aktivierten T-Zellen
die Intensitit der T-Zellrezeptor-vermittelten Signalgebung erhoht und die
Zytokinempfindlichkeit beeinflusst'*'*. Diese Daten und die erhohte Frequenz von
C77G-Individuen bei bestimmten Autoimmun- und Infektionserkrankungen'>'® kénnten
Hinweise sein, dass durch die aberrante CD45-Expression moglicherweise

Mechanismen gestort werden, die an der Regulation von Immunantworten beteiligt

sind.

Bisher ist nicht bekannt, ob die C77G-Mutation, und die daraus resultierende aberrante
Expression der CD45RA-Isoformen, neben den memory/aktivierten T-Zellen auch
andere Leukozytentypen in ihren Immunfunktionen beeinflusst. Ziel dieser Arbeit war
es daher, die funktionellen Konsequenzen der Mutation und die Mechanismen der
verinderten Immunfunktionen bei CD4"CD25"#" T,.,, CD8" T-Zellen und CD56"CD3"

NK-Zellen zu analysieren. Folgende Teilaspekte wurden dabei bearbeitet:

1. Welche Auswirkungen hat die C77G-Mutation auf die Ausstattung von
verschiedenen Immunzellen mit CD45-Isoformen und zelltypspezifischen
Molekiilen? Hierzu wurden CD45-Molekiile und typische Marker fiir die
jeweiligen Zelltypen durchflusszytometrisch bei Zellen von normalen Individuen

und Triagern der C77G-Mutation untersucht.

2. Gibt es einen Effekt der Mutation auf das Expansionsverhalten einzelner
Subpopulationen? Die Zellen wurden durchflusszytometrisch in reine
Subpopulationen sortiert und mittels bestimmter Stimuli und Zytokine

expandiert.

3. Konnen funktionelle Unterschiede zwischen wt- und C77G-Immunzellen

nachgewiesen werden? Hierzu wurde mit Hilfe von in vitro Verfahren die
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Funktion der Zellen von wt-Individuen und Individuen mit der C77G-Mutation

analysiert.

Das CD45-Forschungsgebiet unterliegt einem kontinuierlichen Wissenszuwachs. Im
Folgenden wird daher ein Uberblick iiber den derzeitigen Wissenstand gegeben, wobei
der Schwerpunkt der Darstellung auf die Funktion von CD45 bei der Regulation von

Immunprozessen und der dabei ablaufenden molekularen Interaktionen gelegt wird.

1.2 Aufbau und Struktur von CD45

Die Protein-Tyrosin-Phosphatase CD45 wird auf allen hdmatopoetischen Zellen mit
Ausnahme der Erythrozyten exprimiert und auch als allgemeines Leukozytenantigen
LCA (leucocyte common antigen) bezeichnet’. CD45 nimmt circa 10% der Oberfliche
auf T- und B-Zellen ein. Das CD45-Molekiil ist ein Typ-I-Transmembranmolekiil und
besteht aus einer groBen  extrazelluliren = Domidne, einer einzelnen
Transmembrandoméne, einer zytoplasmatischen Doméne, welche eine keilformige
Struktur aufweist und die zwei Protein-Tyrosin-Phosphatase-Doménen (PTPase) D1
und D2 trigt, und einem aus 79 Aminoséuren bestehenden C-terminalen Endstiick’. Die
extrazellulire Domine enthdlt am N-terminalen Ende die variable Domédne mit den
alternativ gespleifiten Exons, worauf eine zysteinreiche und drei Fibronectin III-
dhnliche Dominen folgen (Abb. 1.1). Die enzymatische Aktivitdt der CD45-Tyrosin-
Phosphatase ist in der membranproximalen Doméne D1 lokalisiert, wéihrend es sich bei
D2 um eine nicht aktive Pseudo-PTPase handelt. Allerdings haben funktionelle Studien
gezeigt, dass beide Doménen fiir eine optimale Phosphatase-Funktion in vivo notwendig

sind"”.

Durch alternatives Spleiflen von drei variablen Exons (A, B und C) kdnnen mindestens
acht verschiedene Isoformen auf RNA-Ebene generiert werden. Beim Menschen
konnten fiinf verschiedene Isoformen (ABC, AB, BC, B und 0) auf Protein-Ebene
nachgewiesen werden, die sich in ihren extrazelluliren Doménen unterscheiden'. Das

alternative Spleilen wird von allgemeinen, negativ-regulatorischen trans-Spleil3-
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Faktoren reguliert'®. AuBerdem wurde hnRNPLL (heterogenous ribonucleoprotein L-

like) als wichtiges regulatorisches Molekiil fiir die signalinduzierte Unterdriickung des

variablen Exons 4 identifiziert'*°.

alternativ
gespeildte

Doméne extrazellular

Cysteinreiche
Doméane

Fibronectin IlI-
ahnliche Doménen

Transmembran-

Domane Zellmembran

Keilférmige Struktur

Protein-Tyrosin-
Phosphatase-Domanen

C-terminales
Endstlick

Zytoplasma

Abb. 1.1 Aufbau des CD45-Molekiils.

CD45 ist ein Typ-I-Transmembranmolekiil. Es besteht aus einer grofen extrazelluliren Doméne, einer
einzelnen Transmembrandomine, einer zytoplasmatischen Doméne, welche eine keilférmige Struktur und
die zwei Protein-Tyrosin-Phosphatase-Domédnen (PTPase) D1 und D2 trdgt, und einem aus 79
Aminosduren bestehenden C-terminalen Endstiick. Die extrazellulire Doméne enthdlt am N-terminalen
Ende die variable Domédne mit den alternativ gespleiiten Exons, worauf eine zysteinreiche und drei
Fibronectin I1I-dhnliche Doménen folgen.

Die alternativ gespleif3ten Exons, die sich am N-terminalen Ende befinden, enthalten
mehrere Bindungsstellen fiir Glykosylierungen. Diese Glykosylierungen resultieren in
einer drastischen Groflen- und Ladungszunahme der extrazelluliren Doménen der
hochmolekularen Isoformen'. Die Molekulargewichte der verschiedenen Isoformen
betragen 220kDa fiir ABC, 205kDa fiir AB, 200kDa fiir BC, 190kDa fiir B und 180kDa
fiir 0. Mithilfe monoklonaler Antikérper, die mit Exon-spezifischen Epitopen reagieren,
konnen die komplexen Expressionsmuster der CD45-Isoformen untersucht werden. Die
Antikorper, die an Exon A-, B- oder C-kodierte Epitope binden, werden als CD45R
Antikorper (R fiir restricted; CD45RA, CD45B und CD45RC) bezeichnet, wihrend
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Antikorper, deren Epitope in nicht-variablen Bereichen des CD45-Molekiils liegen, als
CD45common Antikorper bezeichnet werden. CD45R0-Antikdrper erkennen ein

spezifisches Epitop auf der Isoform, der alle drei variabel gespleifiten Exons fehlen.

Die Expression der verschiedenen CD45-Isoformen ist zelltypspezifisch und hiangt vom
Aktivierungs- und Differenzierungsstatus der Zellen ab. Ruhende T-Zellen exprimieren
iiberwiegend hochmolekulare CD45RA- und CD45RB-Isoformen, wihrend
memory/aktivierte T-Zellen {iiberwiegend die niedermolekulare CD45R0-Isoform
exprimieren’. Die genaue Zusammensetzung der verschiedenen CD45-Isoformen auf
NK-Zellen ist bisher nicht bekannt. Die Funktionen der einzelnen CD45-Isoformen sind
ebenfalls noch nicht vollstindig geklért, sicher ist jedoch, dass CD45 entscheidend fiir
die normale Immunfunktion ist und dass eine verdnderte CD45-Expression

weitreichende Effekte hat?'.

1.3 Funktion von CD45

Die Expression von CD45 ist eine Voraussetzung fiir eine normale Signaltransduktion

22,23

und Differenzierung von Lymphozyten™"". Das CD45-Molekiil ist beispielsweise ein

wichtiger Bestandteil der Zelladhisionsprozesse bei Makrophagen®, der Galectin-1

induzierten Apoptose bei T- und B-Zellen®°

sowie der Degranulation von Histamin in
Mastzellen nach Kreuzvernetzung von Immunglobulinen E (IgE)*’. Im Zusammenhang
mit dieser Arbeit wird im Folgenden hauptsédchlich auf die Funktion von CD45 als

Regulator in Signaltransduktionsprozessen in T- und NK-Zellen eingegangen.

1.3.1 Regulation der Kinasen der Src-Familie durch CD45

CD45 hat eine essentielle Funktion bei der Regulation von Tyrosin-Kinasen der Familie
der Src-Kinasen wie zum Beispiel p56'*, p59™", p59-p62*%, p55™, p56"™ und p59"*,
deren Aktivitit durch die Phosphorylierung zweier Tyrosine reguliert wird’. Ein

aktivierender Tyrosinrest ist in der Aktivierungsschleife der katalytischen Domine
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dieser Kinasen lokalisiert, ein inhibierender Tyrosinrest befindet sich am C-Terminus.
Durch die Phosphorylierung des aktivierenden Tyrosinrestes werden die Kinasen der
Scr-Familie aktiviert, wihrend die Phosphorylierung des inhibierenden Tyrosinrestes
die Aktivitit der Kinase durch eine Konformationsinderung des Proteins verhindert’.
Die Phosphorylierung des aktivierenden oder des inhibierenden Tyrosins hat somit
einen gegenldufigen Effekt auf die Aktivitit der Kinasen der Src-Familie. CD45
dephosphoryliert den inhibierenden Tyrosinrest der Kinasen der Src-Familie und wirkt

so aktivierend und der Kinase Csk entgegen®®.

Protein-Tyrosin-

Phosphatase
Anti tor-
cD45 et
Signaltransduktion
TcRICD3

CD4 .

.

|

Signalweiterleitung und
Transkriptionsfaktoren

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der Regulation der p56'*“-Kinase durch CD45.

CD45 ist eine Protein-Tyrosin-Phosphatase und wirkt beispielsweise aktivierend auf die Antigenrezeptor-
vermittelte Signaltransduktion in T- und B-Zellen.

Ein Mechanismus, der der Regulation von CD45 bei T-Zellen unterliegt, ist die
Kontrolle des Schwellenwertes der Signaltransduktion iiber den TcR, wobei die Kinasen
der Src-Familie als primére Zielstrukturen identifiziert wurden. Dabei zeigt CD45 in T-
Zellen meist eine positive Regulation der p56'*-Aktivitit, indem es das inhibierende
Tyrosin-505 dephosphoryliert und damit die Csk-vermittelte Inhibierung von p561Ck
authebt (Abb. 1.2). Die Tyrosin-Kinase-Doméne von p56ICk enthélt das aktivierende
Tyrosin-394 und das inhibierende Tyrosin-505, deren Interaktion mit der SH2-Doméne
die Kinase in einem inaktiven Zustand hélt. Dephosphoryliert CD45 Tyrosin-505,
kommt es zu der schon genannten Konformationsinderung, die eine Phosphorylierung

von Tyrosin-394 ermdglicht®. Die nun aktivierte Kinase kann mit den Co-Rezeptoren
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CD4 bzw. CDS8 assoziieren und andere Molekiile wie TcR-{ phosphorylieren. Die
Aktivierung der TcR-C-Kette kann wiederum die Rekrutierung der Zap-70-Kinase und
schlieBlich iiber weitere Ereignisse, wie der Mobilisierung der ,,second messenger
PIP2 und Ca*" und der Aktivierung der G-Proteine Vav-1 und Ras, die Transkription
bestimmter Gene zur Folge haben?. Die Aktivierung der Kinasen der Src-Familie durch
die CD45-Phosphatase kann somit Signaltransduktionskaskaden in Gang setzen, durch
die es schlieBlich zur Zytokinfreisetzung und Proliferation von T-Zellen kommt. Neben
dieser Funktion als positiver Regulator der Signaltransduktion ist es allerdings
wahrscheinlich, dass CD45 auch den aktivierenden Tyrosinrest in Kinasen der Src-
Familie dephosphorylieren kann. Es wird vermutet, dass der Hauptgrund fiir die hohe
CDA45-Expression auf T-Zellen die Suppression von hyperaktiven peripheren T-Zellen
durch die Dephosphorylierung des aktivierenden Tyrosin-394 ist™.

NK-Zellen exprimieren eine groe Anzahl an Kinasen der Src-Familie, die zum Teil
von der Protein-Tyrosin-Phosphatase CD45 reguliert werden. CD45 dephosphoryliert
die negativ-regulierenden Tyrosine der Kinasen, wodurch diese weiter aktiviert werden
konnen™. Die Aktivitit der Kinasen der Src-Familie ist Voraussetzung fiir die
Funktionen der ITAM-tragenden Rezeptoren in NK-Zellen und somit ist auch CD45 fiir
alle ITAM-spezifischen Funktionen der NK-Zellen und Prozesse wie die Degranulation,
die Zytokinproduktion und die Expansion wihrend einer viralen Infektion notwendig™.
Es ist gegenwirtig unklar, ob CD45 netto einen negativen oder einen positiven Einfluss

auf die Aktivitit der Kinasen der Src-Familie in NK-Zellen hat®,

Zusammengefasst kann CD45 in Abhéngigkeit der Subpopulation bzw. der
verschiedenen Entwicklungs- bzw. Aktivierungsstadien einer Subpopulation

differentielle Effekte auf die Kinasen der Src-Familie ausiiben.

1.3.2 Regulation von zytokinvermittelten Signalwegen

Ein weiterer von CD45 beeinflusster Mechanismus ist die negative Regulation

zytokinvermittelter Signalwege tiber die Jak/Stat-Signaltransduktion. Durch die
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Bindung von Zytokinen kommt es zur Aggregation des jeweiligen Zytokinrezeptors,
wodurch die Januskinasen (JAK) phosphoryliert und aktiviert werden. Aktivierte
Januskinasen konnen wiederum Signaliibertrdger und Aktivatoren der Transkription
(STAT) phosphorylieren, was fiir deren Dimerisierung und Translokation in den
Nukleus notwendig ist. Dort konnen die STAT-Molekiile mit ihrer DNA-Bindedoméne
an bestimmte DNA-Sequenzen binden und die Transkription spezifischer Gene

induzieren.

Protein-Tyrosin-
Phosphatase

CD45

Zytokin-vermittelte
Signaltransduktion
uber Jak/Stat

Janus @ T
Kinasen ¢<.
@< < (
e ®

@ O
«@ |

Signalweiterleitung und
Transkriptionsfaktoren

Abb. 1.3 Schematische Darstellung der Regulation der Janus-Kinasen durch CD45.

CD45 ist eine Protein-Tyrosin-Phosphatase und wirkt beispielsweise inhibierend auf die zytokin-
induzierte Signaltransduktion iiber Jak/Stat.

CD45 kann mit den Januskinasen interagieren und durch die Dephosphorylierung der
JAKs deren Aktivitdt senken. Dadurch wird die Signaltransduktion durch den JAK-
STAT-Signalweg negativ reguliert und letztendlich die nachgeschalteten zytokin-

vermittelten Wachstums- und Differenzierungsprozesse verlangsamt (Abb. 1.3)*".
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1.4 Die Regulation der CD45-Phosphatase-Aktivitit

Die Regulation der CD45-Phosphatase-Aktivitét ist vielschichtig. Untersuchte Faktoren,
die die Aktivitit der verschiedenen Isoformen mitbestimmen, sind die Interaktionen mit
potentiellen Liganden, die Dimerisierung, die unterschiedliche Lokalisation von CD45
mit reguliertem Zugang zum Substrat, die Phosphorylierung und die Oxidation'. Dabei
schlieBen die unterschiedlichen Modelle einander nicht aus und koénnen fiir

unterschiedliche Zelltypen und/oder Aktivierungszustinde durchaus verschieden sein.

Eine Moglichkeit der Regulation konnte die Bindung moglicher Liganden sein,
wodurch die Phosphatase eine Konformationsinderung vollziechen konnte, was
wiederum den Zugang zu verschiedenen Subtraten ermdglicht oder verhindert. Jedoch
konnte trotz weitreichender Bemiihungen kein echter Ligand identifiziert werden. Fiir
mehrere Glykoproteine, darunter CD2232, Galektin-126, Glukosidase II** und das C-
Typ-Lektin MGL** konnte gezeigt werden, dass sie unspezifisch an T-Zell-
Glykoproteine, einschlielich CD45, binden. Ob diese Interaktionen die CD45-
Phosphatase-Aktivitdt direkt beeinflussen, ist derzeit unklar. Eine Moglichkeit wire,
dass sie die Phosphatase-Aktivitit iiber die Lokalisation von CD45 auf der
Zelloberfldache regulieren.

Eine weitere Moglichkeit der Regulation wire die spontane CD45-Dimerisierung. Es
wird davon ausgegangen, dass CD45 in vivo als Monomer funktionell aktiv ist und die
Phosphataseaktivitit durch Dimerisierung inaktiviert wird®”. Die hochmolekularen
Isoformen tragen starke negative Ladungen, welche eine Homodimerisation
elektrostatisch verhindern konnten, wéhrend die niedermolekulare Isoform CD45R0
moglicherweise effizienter homodimerisieren kann®®. Es wird angenommen, dass bei
der Dimerisation die Phosphatase-Doménen vom ,,inhibitorischen Keil*“ des jeweils

3738 Der Isoformen-

anderen Monomers gebunden und dadurch inaktiviert werden
Switch von CD45RABC zu CD45R0 nach einer T-Zell-Aktivierung wiirde somit die
Kinetik und/oder Effizienz der CD45-Dimerisierung verdndern. Neuere Daten zur
Kristall-Struktur von CD45 weisen allerdings darauthin, dass die zytoplasmatischen

Dominen von CD45 moglicherweise gar nicht dimerisieren kénnen®, weshalb die
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alternativen Erkldrungen fiir die Regulation der CD45-Phosphatase-Aktivitét vielleicht

eher in Betracht gezogen werden sollten.

Die Lokalisation der Komponenten des Signal-Netzwerkes auf und in der Zelle ist ein
dynamischer Prozess, weshalb eine weitere Moglichkeit der CD45-Regulation dessen
Lokalisation sein konnte. Die Kinasen der Src-Familie beispielsweise wandern immer
wieder in die ,,lipid rafts“, welche die Plattformen fiir die Signaltransduktion darstellen,
hinein und heraus™. Die Lokalisation von CD45 kénnte iiber den erleichterten bzw.
behinderten Zugang zu bestimmten Substraten einen indirekten Effekt auf die
Signaltransduktion haben. Wéhrend einer T-Zell-Aktivierung assoziieren die einzelnen
,Lipid rafts zu makromolekularen Komplexen, den so genannten immunologischen
Synapsen. CD45 ist nach Aktivierung in den Makrodoméanen konzentriert, aber in den
»lipid rafts® nicht vorhanden. Es wird angenommen, dass wenn CD45 nicht in den
»rafts vorhanden ist, es die TcR-Signaltransduktion fordert, wihrend CD45 in den
Hrafts oder Makrodoménen der Signaltransduktion entgegenwirkt“. Die jeweiligen
Auswirkungen von CD45 auf die Kinasen der Src-Familie an diesen verschiedenen
Lokalisationen erfordern allerdings weitere Untersuchungen. Eine wichtige, noch zu
klarende Frage ist, wie die Lokalisation von CD45 selbst reguliert ist. Potentielle
Mechanismen, die weiter untersucht werden sollten, waren der sterische Ausschluf3 von
CD45-Molekiilen”” und die Interaktion von CD45 mit anderen Proteinen®

bezichungsweise mit dem Zytoskelett**.

SchlieBlich konnten auch Proteinmodifikationen wie Phosphorylierung und/oder
Oxidation die CD45-Phosphatase-Aktivitit modulieren. Eine transiente Tyrosin-
Phosphorylierung von CD45 konnte nachgewiesen werden, wenngleich die
physiologische Bedeutung dieser Modifikation unklar ist*. Auch fiir reaktive
Sauerstoff-Zwischenprodukte konnte gezeigt werden, dass sie die Phosphatase-Aktivitét
in Neutrophilen inhibieren kénnen®®. Weiterfiihrende Analysen der potentiellen

funktionellen Auswirkungen dieser Modifikationen sind allerdings notwendig.

10
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1.5 CD45-Polymorphismen

Daten von humanen Studien beziehungsweise Studien mit anderen Spezies lassen eine
grofle Variabilitit in der extrazelluldiren Doméne von CD45 erkennen. In der Literatur
sind sieben Polymorphismen im humanen CD45-Gen beschrieben, wobei es sich
ausnahmslos um Einzel-Nukleotid-Polymorphismen handelt und wovon einige das
alternative SpleiBen beeinflussen. Es treten sowohl Mutationen in Exon A (C77G’,
C59AY, A54G™* und C77T*) als auch in Exon B (G69C*) und Exon C (A138G>® und
T127A%) auf.

Die zwei am besten beschriebenen humanen CD45-Polymorphismen (C77G und
A138G) haben entgegengesetzte Phédnotypen, geographische Verteilungen und
Krankheitsassoziationen. Der A138G-Polymorphismus tritt in der ost-asiatischen
Bevolkerung am héufigsten auf und ist durch eine erhohte Anzahl an CD45R0"-Zellen
sowie eine Protektion gegen Autoimmunerkrankungen und Infektionskrankheiten
gekennzeichnet. Der C77G-Polymorphismus ist mit einer Frequenz von 1-2% am
hiufigsten in der kaukasischen Bevdlkerung vertreten. Eine erhdhte C77G-Frequenz
wurde bei systemischer Sklerose'’, HIV-1"' und autoimmuner Hepatitis®> gefunden.
Desweiteren konnte eine Assoziation mit multipler Sklerose in Kohorten aus

Deutschland und Italien®>>*

55,56

, jedoch nicht in Kohorten aus Nordamerika und Schweden

nachgewiesen werden

Der C77G-Polymorphismus wurde erstmals 1990 beschrieben® und spiter auf eine
Punktmutation an Position 77 des Exon A zuriickgefiihrt’. Bei dieser Mutation handelt
es sich um eine Transversion von C zu G (C77G), die keinen Aminosdure-Austausch
bewirkt und deshalb auch als stille Mutation bezeichnet wird. Es konnte allerdings
nachgewiesen werden, dass die C77G-Mutation das Herausspleilen des Exon A des
CDA45-Gens verhindert. Beim Vorgang des Spleiflens sind sogenannte cis-Elemente fiir
die Erkennung der richtigen Spleifstelle wichtig. Diese cis-Elemente fiihren entweder
zur Rekrutierung des SpleiBosoms und zur Inklusion des Exons (Exonic Splicing
Enhancer, ESE) oder unterbrechen die Zusammenlagerung des SpleiBosoms und
bewirken das Herausspleilen des Exons (Exonic Splicing Silencer, ESS). Cis-Elemente

dienen als Bindungstellen fiir trans-Faktoren beispielsweise aus der Familie der hnRNP-

11
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Proteine  (heterogeneous ribonucleoprotein) die entweder verstirkend oder
unterdriickend wirken’’. Beim SpleiBen der CD45-pra-mRNA ist die Inklusion der
Exons A und C streng reguliert, wiahrend die Inklusion von Exon B wahrscheinlich eher
zufillig ist*. Die Inklusion der Exons A, B und C wird unabhingig voneinander von
dhnlichen regulatorischen Elementen kontrolliert. Die ESS-Aktivititen innerhalb der
Exons A und C sind sehr robust, wihrend Exon B ein relativ schwaches ESS aber ein
besonders starkes ESE besitzt. Diese Unterschiede in der Balance der regulatorischen
Einfliisse liefert eine mechanistische Erklarung fiir die Beobachtung, dass Exon B in der
groflen Mehrheit der Transkripte in ruhenden Zellen und sogar in vielen Transkripten
von aktivierten Zellen zu finden ist, wiahrend die Inklusion der Exons A und C viel

seltener ist®.

' gl )

3’88 S

58S

!
T

Herausspleilen von Exon A

3'SS 5'SS

C77G

!
T T

Inklusion von Exon A

Abb. 1.4 Modell der Regulation des Spleifiens von Exon A.

Ein ESS (Exonic Splicing Silencer) im Exon A unterdriickt {iber die Bindung des trans-Elements
hnRNPLL die Erkennung der 5’-SpleiB3stelle und fiihrt zum Herausspleilen des Exon A (A). Die C77G-
Mutation verdndert die ESS-Sequenz, so dass hnRNPLL nicht mehr binden kann, wodurch die 5’-
Spleislg»stellse8 erkannt und genutzt wird. Dies fiihrt zur Inklusion des Exon A (B). (Darstellung adaptiert
nach’und™)

12
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In Exon A wurde sowohl eine konstitutive 3’-Spleiflstelle sowie eine schwache 5’-
SpleiBstelle identifiziert. Ein ESS (Exonic Splicing Silencer) im Exon A unterdriickt
iiber die Bindung des trans-Elements hnRNPLL (heterogeneous ribonucleoprotein L-
like) die Erkennung der 5’-Spleif3stelle und fiihrt zum Herausspleilen des Exons (Abb.
1.4A). Durch die C77G-Mutation wird die Sequenz des ESS unterbrochen, welches die
Erkennung der 5’-SpleiBstelle unterdriickt'>. Dadurch kann der trans-Faktor hnRNPLL
nicht binden und es kommt zu einer verstiarkten Nutzung der 5’-Spleilstelle und zur
Inklusion von Exon A" (Abb. 1.4B). Somit verhindert die C77G-Transversion die
Herunterregulation von CD45RA-Isoformen auf Zelltypen, die normalerweise CD45RA

negativ sind.

Aus der Diskussion iiber die Assoziation der C77G-Mutation mit Autoimmun- und
Infektionserkrankungen ergab sich die Frage nach den moglichen funktionellen
Konsequenzen des Polymorphismus. Fiir memory/aktivierte T-Zellen konnte eine
verstirkte Effizienz der TcR-vermittelten Signaltransduktion'® und ein Einfluss auf die
Zytokin-vermittelten T-Zell-Antworten und die Zelladhision'* nachgewiesen werden.
Ob auch in anderen Lymphozytensubpopulationen phinotypische oder funktionelle
Konsequenzen aufgrund der C77G-Mutation auftreten, ist bisher nicht geklért.
Besonders interessant erscheinen im Zusammenhang mit der Krankheitsassoziation
regulatorische T-Zellen, aber auch mogliche Verdnderungen in den Funktionen von
CD8" T-Zellen und NK-Zellen wiren von wesentlicher Bedeutung zur weiteren
Einschitzung des C77G-Polymorphismus als potentiellem Risikofaktor fiir bestimmte

Autoimmunerkrankungen.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

Ammoniumchlorid

Agarose, ultra rein
B-Mercaptoethanol

Bovines Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau
Dimethylsufoxid (DMSO)
dNTP

EDTA 1%

Essigsdure, p.a.

Ethanol, p.a.

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (Tritriplex)
Ficoll Lésung

Fotales Kilberserum (FCS)
HEPES

Hexanukleotide [pd(N)s]
Immunglobulin G, human (Octagam®)
Interleukin-2 (IL-2)

Intraglobin
Kaliumhydrogencarbonat
L-Glutamin

Monensin

MW-Marker, prestained
Natriumazid

Natriumchlorid
Paraformaldehyd

Penicillin

Phosphat gepufferte Kochsalzlosung (PBS)

Merck, Darmstadt

Gibco, Eggenheim
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Pharmacia, Freiburg
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

J. T. Baker, Deventer, NL
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin

Serva, Heidelberg
Amersham Biosciences, Freiburg
Octapharm, Langenfeld
Hoffmann-La Roche, Basel
Octapharm, Langenfeld
Merck, Darmstadt
Seromed, Berlin

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Seromed, Berlin

Invitrogen, Karlsruhe
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Phytohdamagglutinin (PHA)

Reverse Transkriptase

RPMI 1640

Saponin

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Streptomycin
Szintillatorfliissigkeit fiir Filtermatte
TC199

Thymidin (*H-Methyl-Thymidin)
Tris

Trypanblau

Xylencyanolblau

¢X174 DNA-Marker

2.2 Enzyme

Mspl
Taq-DNA-Polymerase

2.3 Gerite

Brutschrank (Cytoperm)

Brutschrank

Durchflusszytometer (FACSCalibure)
Eagle-eye

Eismaschine

Fliissigkeits-Szintillations-Analysator

Heizblock TB1 Thermoblock
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Murex Diagnostics Ltd., Dartford,

UK

Stratagene, La Jolla, CA, USA
Lonza, Verviers, Belgien
Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Seromed, Berlin

Perkin Elmer, Rodgau-Jiigesheim

Flow, Meckenheim

Perkin Elmer, Rodgau-Jiigesheim

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Stratagene, La Jolla, CA, USA

NEB, Frankfurt am Main
Qiagen, Hilden

Heraeus, Hanau

Sanyo, Bezug iiber Ewald, Bad
Nenndorf

Becton Dickinson, Heidelberg
Stratagene, La Jolla, CA, USA
Ziegra, Bezug tiber Jiirgens,
Hannover

LKB Wallac, Turku, Finnland

Biometra, Gottingen
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Magnetriihrer (Typ MR 2002)

Multipette

PCR-Maschine T3 Thermocycler
PCR-Maschine DNA Engine PTC-200
Real-Time-PCR DNA Engine Opticon
Sterilbank (Lamin-Air®)

Synergy Ultrapure Water Systems
VarioMACS®

Zellerntegerét

Elelektrophoresekammern:
Wide Mini Sub Cell

Horizon 58

Pipetten:
Pipette 2l
Pipette 10ul
Pipette 20pl
Pipette 100ul
Pipette 200ul
Pipette 1000pl
Pipette 2l
Pipette 10ul
Pipette 20ul
Pipette 100ul
Pipette 200pul
Pipette 1000pl

Spektralphotometer:
Biophotometer

Nanodrop 2000
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Heidolph, Bezug iiber Jiirgens,
Hannover

Eppendorf, Hamburg

Biometra, Gottingen

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Heraues, Hanau

Millipore, Schwalbach

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Inotech, Dottikon, Schweiz

Bio-Rad, Miinchen
Gibco BRL, Karlsruhe

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Gilson, Middleton, USA
Gilson, Middleton, USA
Gilson, Middleton, USA
Gilson, Middleton, USA
Gilson, Middleton, USA
Gilson, Middleton, USA

Eppendorf, Hamburg
Thermo Scientific, Waltham, USA
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Zentrifugen:
Biofuge 15 Heraeus, Hanau
Megafuge 1.0 Heraeus, Hanau

Varifuge Heraeus, Hanau

2.4 Verbrauchsmaterial

Drei-Wege-Hihne
FACSFlow Becton Dickinson, Heidelberg
FACS-Rohrchen

Braun, Melsungen

Becton Dickinson, Heidelberg
Filtermatten Perkin Elmer, Rodgau-Jiigesheim
MACS-MS-Séule

Mikrotiterplatten, 96-well, Rundboden

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Mikrotiterplatten, 96-well, Rundboden
Mikrotiterplatten, 96-well, Flachboden
Pipettenspitzen

Reaktionsgefale (1,5ml)

Spritzen (5ml)

Sprizten (20ml)

Spritzen (50ml)

Uvette

Zellkulturflaschen (250 ml)
Zellkulturflaschen (50 ml)
Zellkulturplatten, 24-well
Zellkulturplatten, 6-well
Zentrifugenréhrchen (15 ml)
Zentrifugenréhrchen (50 ml)

Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden
Sarstedt, Niimbrecht
Eppendorf, Hamburg
Braun, Melsungen
Braun, Melsungen
Braun, Melsungen
Eppendorf, Hamburg
Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden
Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht
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2.5 Verwendete Kits

FoxP3 Fix/Perm Buffer Set BioLegend, San Diego, USA
NucleoSpin Extract II Kit Macherey-Nagel, Diiren
UltraClean 15 DNA Purification Kit Dianova, Hamburg

QiaAmp DNA Blood Mini Kit Qiagen, Hilden

RNeasy Plus Micro Kit Qiagen, Hilden

DyNAmo cDNA Synthesis Kit Finnzymes, Espoo, Finnland
DyNAmo™ Flash SYBR® Green qPCR Kit Finnzymes, Espoo, Finnland

2.6 Verwendete magnetische Beads

Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28 Invitrogen, Oslo, Norwegen
Anti-Mouse IgG MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

2.7 Puffer und Losungen

MACS-Puffer 5mM EDTA
0,5% BSA
gelost in 500ml PBS o. Ca/Mg
sterilfiltriert

Erythozyten-Lyse-Puffer 8,43g NH4CL
1,09g KHCO;
10ml EDTA (1%)
gelost in 11 VE-H,0
sterilfiltriert

FACS-Waschmedium 0,5% BSA
0, 1% NaN3
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geldst in 21 PBS

Auftragspuffer fiir Gelelektrophorese 15% Ficoll
0,1% SDS
0,3% Bromphenolblau
0,3% Xylencyanol

TAE-Puffer fiir Gelelektrophorese 0,04M Tris
0,11% Essigsdure
ImM EDTA (pH 8,0)
geldst in 11 demin. H,O

2.8 Antikorper

Die Informationen zu den verwendeten Antikorpern sind folgendermaBen gegliedert:

Bezeichnung des Antikorpers
- Spezifitit
- Herkunft (Spezies)
- Isotyp (bei monoklonalen Antikérpern)
- Quelle (Firma bzw. von wem zur Verfiigung gestellt)

- Verwendung in dieser Arbeit

2.8.1 Primirantikorper

CD45RA
- erkennt ein durch Exon A kodiertes Epitop des CD45 Gens, welches sich auf
den CD45-Isoformen CD45R(ABC) und CD45R(AB) befindet
- monoklonaler Antikdrper aus der Maus, Fluoreszein-konjugiert

- Ingb
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Pharmingen, San Diego, USA

verwendet flir Zellfarbung

CD45R0

erkennt ein Epitop der CD45-Isoform CD45R0, die weder das Exon A noch B
oder C enthilt

monoklonaler Antikérper aus der Maus, Phycoerythrin-konjugiert

IgGaa

Pharmingen, San Diego, USA

verwendet flir Zellfarbung

MEMS55 (CD45RB)

erkennt ein durch Exon B kodiertes Epitop des CD45 Gens, welches sich auf
den CD45-Isoformen ABC, AB und B befindet

monoklonaler Antikorper aus der Maus

IgG,

Serotec, Diisseldorf

verwendet zur Zellfarbung

MT2 (CD45RC)

erkennt ein durch Exon C kodiertes Epitop des CD45 Gens, welches in den
Isoformen ABC und BC vorkommt

monoklonaler Antikorper aus der Maus

IgG,

IQ Products, Groningen, Niederlande

verwendet flir Zellfarbung

CD4-FITC

erkennt das CD4 Antigen

mAk aus der Maus, Fluoreszein-konjugiert
IgG,

Pharmingen, San Diego, USA

verwendet flr Zellfarbung und Zellsortierung
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CD25-PE
- erkennt die a-Kette des IL-2 Rezeptor
- mAK aus der Maus, Phycoerythrin-konjugiert
- IgGy
- Pharmingen, San Diego, USA

- verwendet flir Zellfairbung und Zellsortierung

CD25-APC
- erkennt die a-Kette des IL-2-Rezeptors
- mAK aus der Maus, Allophycocyanin-konjugiert
- IgGy
- Pharmingen, San Diego, USA

- verwendet fiir Zellfairbung und Zellsortierung

CDS-PE
- erkennt das CD8 Antigen (32-24 kDa)
- mAk aus der Maus, Phycoerythrin-konjugiert
- IgGy
- Pharmingen, San Diego, USA

- verwendet fiir Zellfarbung

CD3-PE
- erkennt das CD3 Antigen
- mAk aus der Maus, Phycoerythrin-konjugiert
- IgGoa
- Pharmingen, San Diego, USA

- verwendet fiir Zellfirbung

CD56-PE
- erkennt das CD56 Antigen
- mAk aus der Maus, Phycoerythrin-konjugiert
- IgGy
- Pharmingen, San Diego, USA
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- verwendet fiir Zellfarbung

CD56-APC
- erkennt das CD56 Antigen
- mAk aus der Maus, Allophycocyanin-konjugiert
- IgGy
- Pharmingen, San Diego, USA

- verwendet fiir Zellfirbung

CDS8-APC
- erkennt das CD8 Antigen
- mAk aus der Maus, Allophycocyanin-konjugiert
- IgGy
- Pharmingen, San Diego, USA

- verwendet fiir Zellfarbung

CD3-FITC
- erkennt das CD3 Antigen
- mAk aus der Maus, Fluoreszein-konjugiert
- IgGy
- Pharmingen, San Diego, USA

- verwendet fiir Zellfirbung

CD20-PE
- erkennt das CD20 Antigen
- mAk aus der Maus, Phycoerythrin-konjugiert
- IgGyy
- Pharmingen, San Diego, USA

- verwendet fiir Zellfirbung

FoxP3-Alexa-Fluor-647
- erkennt das FoxP3 Antigen
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- mAk aus der Maus, Peridinin Chlorophyll Protein Complex-Cyanine5.5-
konjugiert

- IgGy

- BioLegend, San Diego, USA

- verwendet fiir Zellfarbung

CD127-PerCP-Cy5.5
- erkennt das CD127 Antigen
- mAk aus der Maus, Peridinin Chlorophyll Protein Complex-Cyanine5.5-
konjugiert
- IgGy
- eBioscience,

- verwendet fiir Zellfirbung

CTLA-4-bio
- erkennt das CD152 Antigen
- mAk aus der Maus, biotinyliert
- IgGoy
- Pharmingen, San Diego, USA

- verwendet fiir Zellfarbung

CD28-PE-Cy5
- erkennt das CD28 Antigen
- mAk aus der Maus, Phycoerythrin-Cyanine5-konjugiert
- IgGy
- Pharmingen, San Diego, USA

- verwendet fiir Zellfairbung

CD69-PE-Cy5
- erkennt das CD69 Antigen
- mAk aus der Maus, Phycoerythrin-Cyanine5-konjugiert
- IgGy
- BioLegend, San Diego, USA
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- verwendet fiir Zellfarbung

CD16a-PE-Cy5
- erkennt das CD16 Antigen
- mAk aus der Maus, Phycoerythrin-Cyanine5-konjugiert
- IgGy
- Pharmingen, San Diego, USA

- verwendet fiir Zellfirbung

CDI161-PE
- erkennt das CD161 Antigen
- mAk aus der Maus, Phycoerythrin-konjugiert
- IgGy
- Pharmingen, San Diego, USA

- verwendet fiir Zellfarbung

- erkennt das CD40L Antigen

- mAk aus der Maus

- IgGoy

- R&D Systems, Minneapolis, USA

- verwendet fiir Zellfairbung

CD107a-FITC
- erkennt das CD107a Antigen
- mAk aus der Maus, Fluoreszein-konjugiert
- IgGy
- Pharmingen, San Diego, USA

- verwendet fiir Zellfairbung

BMAO31 (TcR)
- erkennt eine monomorphe Determinante auf der o/p-Kette des T-Zellrezeptors

- monoklonaler Antikérper aus der Maus
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- IgGZb
- freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. R. Kurrle, Aventis, Frankfurt

- zur Stimulation verwendet

AICD&.1 (CD8)
- erkennt das CD8 Antigen
- monoklonaler Antikdrper aus der Maus
- IgGy
- Klon freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. S. C. Meuer,
Heidelberg
- verwendet fiir Zellsortierung (MACS)

3C10 (CD14)
- erkennt das CD14 Antigen
- monoklonaler Antikdrper aus der Maus
- IgGy
- aufgereinigt aus Kultur des B-Zell-Hybridoms CD14
- verwendet fiir Zellsortierung (MACS)

1243 (HLA-DR)
- erkennt HLA-DR, MHC-Klasse II, monomorphe Determinante
- monoklonaler Antikérper aus der Maus
- IgGaa
- aufgereinigt aus Kultur des B-Zell-Hybridoms HLA-DR
- verwendet fiir Zellsortierung (MACS)

T199 (CD56)
- erkennt ein Epitop auf dem CD56-Antigen
- monoklonaler Antikérper aus der Maus
- IgGy
- Klon freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. T. Pietsch, Bonn

- verwendet fiir Zellsortierung (MACS)
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2.8.2

Sekundéirreagenzien

GoM-FITC (Ziege anti-Maus-FITC)

erkennt Epitope auf den schweren und leichten Ketten der Maus-
Immunglobuline IgG und IgM

polyklonaler Antikorper aus der Ziege, Fluoreszein-konjugiert
Dianova, Hamburg

verwendet als Sekundérantikorper fiir Zellfarbung

RaM-PE (Ratte anti-Maus-PE)

erkennt Epitope auf den schweren und leichten Ketten der Maus-
Immunglobuline IgG und IgM
polyklonaler Antikorper aus der Ratte, Phycoerythrin-konjugiert
Pharmingen, San Diego, USA

verwendet als Sekundédrantikorper fiir Zellfarbung

Streptavidin-PE

2.8.3

erkennt Biotin-Strukturen
Streptavidin, Phycoerythrin-konjugiert
Pharmingen, San Diego, USA

verwendet als Sekundérantikorper fiir Zellfarbung

Blockierungsreagenzien

OCTAGAM

Immunglobulin G vom Menschen
OCTAPHARMA, Langenfeld
verwendet zur Blockade von FcR-vermittelter, unspezifischer

Antikorperbindung in der FACS-Analyse

Normales Maus Serum

Normales Maus Serum

26



Materialien

- Dianova, Hamburg
- verwendet zur Abséttigung von freien Valenzen des GaM-FITC Antikorpers in

der FACS-Analyse

2.9 Primer

2.9.1 PCR-Primer

HTH6/HTH?7
Sense: 5°- GAT TGA CTA CAG CAA AGA TGC -3°
Antisense: 5-TTG TGG TCT CTG AGA AGT CA -3°

HTH1/HTH2
Sense: 5’- GGC TGG CTT CCA GAT ATG ACC ATG TAT -3’
Antisense:  5°- GGT TGT TTC AGA GGCA TTA AGG TAGG-¥’

2.9.2 Realtime-PCR-Primer

B-2-M Effizienz: 98% (E=0,98)
Sense: 5’- CCG TGT GAA CCA TGT GACTT -3°
Antisense:  5°- CTA AGT TGC CAG CCC TCC TA -3°

FoxP3 Effizienz: 84% (E=0,84)
Sense: 5’- AAG GCT TCA TCT GTG GCA TC -3’
Antisense:  5’- ATT GAG TGT CCG CTG CTT CT -3’

IL-10 Effizienz: 86% (E=0,86)
Sense: 5’- GAG AAC AGC TGC ACC CAC TT -3’
Antisense: 5’ GCA TCA CCT CCT CCA GGT AA -3’
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TGF- B Effizienz: 90% (E=0,90)
Sense: 5’-CTG CTG TGG CTA CTG GTG CT -3’
Antisense: ~ 5°- CCT CCT TGG CGT AGT AGT CG -3’
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3 Methoden

3.1 Zellen und Medien

3.1.1 Identifikation von C77G-Individuen und verwendete Zelllinien

Zur Identifikation von C77G-Probanden wurden Blutproben der Blutspendezentrale
(Abteilung Transfusionsmedizin) der Medizinischen Hochschule Hannover analysiert.
Bei der Routineblutspende werden sogenannte Leukotrap-Filter verwendet, mit denen
Spenderleukozyten aus der Blutkonserve entfernt werden. Aus diesen Filtern, die
normalerweise verworfen werden, werden periphere mononukledre Blutlymphozyten
(PBMC) isoliert und weiter verwendet. Die Filter sind anonymisiert und konnen nicht
einem individuellen Blutspender zugeordnet werden. Diese Vorgehensweise wurde mit
der lokalen Ethik-Kommission abgestimmt, die bestétigt hat, dass keine rechtlich-
ethischen Bedenken dagegen bestehen (Stellungnahme vom 10.01.2007). Insgesamt
wurden 743 Filter untersucht, wovon 22 den C77G-Phénotyp aufwiesen. Die Zellen
wurden iiber eine Ficoll-Gradienten-Zentrifugation isoliert und bis zur Verwendung
kryokonserviert. Die K562-Zelllinie ist eine humane Leukdmie-Zelllinie und wurde

uber ATCC erworben.

3.1.2 Medien und Kultivierungsbedingungen

Als Standardkulturmedium wurde RPMI 1640 verwendet. Das Medium wurde mit 10%
FCS, 50U/ml Penicillin und 50pg/ml Streptomycin versetzt. Das FCS wurde vor
Gebrauch 30min lang bei 56°C hitzeinaktiviert und zusammen mit Penicillin und
Streptomycin vor der Zugabe ins Kulturmedium sterilfiltriert. Als Waschmedien
wurden HEPES-gepuffertes TC199 (pH 7,3) und PBS (pH 7,2) verwendet. Die
Kultivierung von Zellen erfolgte bei 37°C, 5% CO,-Partialdruck und 95% gesittigter

Wasserdampfatmosphire im Brutschrank.
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3.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10ul Zellsuspension 1:10 mit Trypanblau (0,16%
Trypanblau in 0,9% NaCl) gemischt. AnschlieBend wurden die Zellen in einer
Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop gezéhlt. Der Farbstoff Trypanblau kann in
Zellen eindringen und nur lebende Zellen sind in der Lage, den Farbstoff aktiv durch
Ionenkandle wieder auszuschleusen. Somit bleiben tote oder beschéddigte Zellen blau

gefarbt und konnen von den vitalen Zellen unterschieden werden.

3.1.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen auf eine Zellzahl von 5x10°-1x10 Zellen pro 500ul
eingestellt. Je 500ul Zellsuspension wurde in sterile Glasampullen vorgelegt und mit je
500ul eiskaltem Einfriermedium (Kulturmedium mit 30% FCS und 20% DMSO)
versetzt. Die Zellen wurden zunéchst {iber Nacht langsam (in einer Styroporbox) bei -
80°C tiefgefroren und anschlieend in fliissigem Stickstoff bei -195°C gelagert. Die
Bildung von Eiskristallen wurde durch die Verwendung von DMSO verhindert.

Die Zellen wurden unter leichtem Schwenken im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut,
danach langsam zu 10ml eiskaltem Auftaumedium (TC199 mit 20% FCS) pro Ampulle
gegeben, sofort zentrifugiert (200xg, 10min) und der Uberstand abgesaugt. Durch zwei
weitere Waschschritte mit TC199 wurde das restliche, in der Zellkultur toxische DMSO
entfernt. Dann wurden die Zellen in Kulturmedium aufgenommen und im Brutschrank

kultiviert.

3.2 Isolierung und Expansion von Zellpopulationen

3.2.1 Isolierung humaner peripherer Blut-Leukozyten aus Leukotrap®-Filtern

Aus insgesamt 743 Leukotrap®-Filtern wurden zwei bis drei Tropfen Blut entnommen.

Das Blut wurde mit Ery-Lyse-Puffer behandelt, zweimal mit PBS ohne Ca/Mg
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gewaschen und mit mAk gegen CD45RA und CD45R0 gefarbt. Filter von Blutspendern
die ein variantes CD45RA-Expressionsmuster aufwiesen, wurden wie im Folgenden

beschrieben aufgearbeitet.

Um humane periphere mononukleire Blutlymphozyten (PBMC) aus Leukotrap®-Filtern
zu isolieren, wurden zuerst die filternahen Schlduche durchtrennt und an je einen Drei-
Wege-Hahn angeschlossen. An den Schlauch in Pfeilrichtung wurde eine ungefiillte,
sterile 50ml-Spritze angeschlossen. An den Schlauch entgegen der Pfeilrichtung wurde
eine mit PBS ohne Ca/Mg gefiillte 50ml-Spritze angeschlossen. Die Drei-Wege-Hihne
wurden gedffnet und das PBS ohne Ca/Mg mit Druck entgegengesetzt der Pfeilrichtung
durch den Filter gespiilt. Die Drei-Wege-Hihne wurden geschlossen und das Blut-PBS-
Gemisch in einem Becherglas aufgefangen. Die Spritze entgegen der Pfeilrichtung
wurde erneut mit PBS ohne Ca/Mg befiillt und die Drei-Wege-Hédhne geoffnet. Das
PBS ohne Ca/Mg wurde dreimal mit Druck hin- und hergespiilt und dann das Blut-PBS-
Gemisch wieder in das Becherglas gegeben. Dies wurde so oft wiederholt bis ca. 160ml
PBS ohne Ca/Mg durch den Filter gespiilt waren. Danach wurde die Spritze entgegen
der Pfeilrichtung mit Luft gefiillt und die restliche Fliissigkeit aus dem Filter gespiilt.

Das Blut-PBS-Gemisch wurde nun zur Ficoll-Separation verwendet.

3.2.2 Ficoll-Separation mononukleérer Zellen aus Spenderblut

Die peripheren mononukledren Blutzellen wurden {iber eine Dichte-
gradientenzentrifugation mittels Ficoll aus dem Blut-PBS-Gemisch separiert. Dazu
wurden vier 50ml-Rohrchen mit jeweils 10ml Ficoll 1077 befiillt und vorsichtig mit
dem Blut-PBS-Gemisch iiberschichtet. Die Rhrchen wurden anschlieBend 30min bei
400xg zentrifugiert. Ficoll hat eine spezifische Dichte von 1,077g/ml bei 10°C und
wihrend der Zentrifugation kam es zur Schichtung der Blutbestandteile in Abhidngigkeit
von ihrer jeweiligen Dichte. Es kam zur Bildung einer Lymphozytenschicht, der
Interphase, die mit einer Pasteur-Pipette vorsichtig abgesaugt und in ein neues 50ml-
Rohrchen tiberfiihrt wurde. Die Zellen wurden einer Erythrozyten-Lyse unterzogen und

anschliefend noch zweimal bei 200xg fiir 10min mit TC199 gewaschen. Die Zellen
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wurden in Kulturmedium iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert, wodurch die

Lymphozyten nochmals angereichert wurden, da die Monozyten am Plastik hafteten.

3.2.3 Isolierung humaner Lymphozytensubpopulationen mittels Fluoreszenz-
aktivierter Zellsortierung (FACS)

Fiir bestimmte Fragestellungen ist es von Nutzen, phdnotypisch verschiedene Zellen
physikalisch voneinander zu trennen. Um dies zu erreichen, kénnen die Zellen mittels
FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) sortiert werden, wobei unterschiedlich
markierte Zellen in separaten Gefdflen aufgefangen werden. Dazu werden die Zellen der
Zellsuspension iiber ein Schlauchsystem aus dem Rohrchen nacheinander angesaugt
und durch eine Diise transportiert. Wéhrend die Zellen durch die Diise flieBen, oszilliert
diese, wodurch der Strahl in Tropfchen aufgeteilt wird. Diese Tropfchen enthalten
optimalerweise eine einzelne Zelle und werden auf dem weiteren Weg von einem Laser
angeregt. Das Vorwiértsstreulicht (FSC, forward scatter), das Seitwirtsstreulicht (SSC,
sideward scatter), sowie die Fluoreszenzsignale werden detektiert und erlauben {iber
entsprechende FEinstellungen die gewiinschten Zellen zu separieren und getrennt
aufzufangen. Das eigentliche Sortieren wird {iber unterschiedliche elektrische Ladungen
erreicht. Der Computer versieht entsprechend der zuvor bestimmten Kriterien die
Tropfchen, die die gewiinschten Zellen enthalten, mit einer elektrischen Ladung. Damit
jede Zelle die richtige Ladung bekommt, muss exakt bestimmt werden, zu welchem
Zeitpunkt die jeweilige Zelle den Ladeimpuls passiert (time delay), und das Gerit
entsprechend justiert werden. Der geladene Tropfen wird in einem elektrischen Feld
nach rechts oder links abgelenkt und in einem neuen Ro&hrchen aufgefangen.
Ungeladene Zellen werden nicht abgelenkt und daher verworfen. Nach der Sortierung
wurden die Reinheit und die Zellzahl der sortierten Zellen bestimmt. Um eine
gleichmiBige Farbung der zu sortierenden Zellen zu erreichen, wurden die Zellen mit
ausreichenden Mengen an Intraglobin und Antikorpern inkubiert. Die Zellen wurden in
einem BD FACSAria im Sorter-Labor der MHH sortiert. Bei den Sortierungen fiir die

vorliegende Arbeit konnte jeweils eine Reinheit von >95% erreicht werden.
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3.2.4 Separation humaner CD4" T-Zellen mittels magnetischer Zellsortierung
(MACS)

Zur negativen Separation humaner CD4" T-Zellen aus PBMC wurde die magnetische
Zellsortierung (MACS) verwendet. Dazu wurden die PBMC mit Antikérpern gegen die
Zellen inkubiert, die durch die MACS-Separation depletiert werden sollen. Ca. 2-5x10°
PBMC wurden in Iml TC199 mit 10% FCS aufgenommen und mit 40pg/ml des CD14-
Antikdrpers 3C10, 40pg/ml des CD56-Antikorpers T199, 40pg/ml des HLA-DR
Antikorpers L243 und 20pg/ml des CD8-Antikdrpers AICDS8.1 versetzt. Nach einer 30-
miniitigen Inkubation bei 4°C wurden die Zellen mit 10ml TC199 gewaschen, um nicht
gebundene Antikérper zu entfernen. Danach folgte ein weiterer Waschschritt mit
MACS-Puffer, bevor die Zellen in MACS-Puffer (80ul/1x10” Zellen) aufgenommen
wurden. Nun folgten als Sekunddrreagenz magnetische GaM-beads (Ziege-anti-Maus-
beads, 20pl/1x10” Zellen) mit denen die Zellen fiir 15min bei 4°C inkubiert wurden.
Nach einem weiteren Waschschritt mit MACS-Puffer wurden die Zellen in 500u1/1x10®
Zellen MACS-Puffer aufgenommen. Dann wurde eine MS-MACS-Séule im Vario-
MACS befestigt und gemél der Gebrauchsanleitung vorbereitet. Nun wurden die Zellen
auf die Sdule gegeben, die CD4" T-Zellen mit MACS-Puffer eluiert und mit TC199
gewaschen, wihrend die gefarbten Zellen in der Sdule festgehalten wurden. Die
separierten Zellen wurden zur Kontrolle der Reinheit durchflusszytometrisch analysiert,

wobei eine Reinheit zwischen 80% und 95% erreicht wurde.

3.2.5 Expansion von sortierten CD4'CD25"ieh Tyeg mittels Dynabeads Human T-
activator CD3/CD28

Fiir die Sortierung wurden PBMC mit Intraglobin und mAk gegen CD4 und CD25
gefdarbt. Nach einem Waschschritt mit TC199 und einem weiteren Waschschritt mit
MACS-Puffer wurden die Zellen in MACS-Puffer resuspendiert und zum Vereinzeln
durch ein Zellsieb gespiilt. Bei der anschlieBenden Sortierung wurden CD4 CD25"¢"

Zellen durch elektronisches ,,Gating* selektiert (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1 Durchflusszytometrische Analyse sortierter T,

Gezeigt ist jeweils eine repréisentative Abbildung von CD4'CD25"¢" regulatorischen T-Zellen vor und
nach der Sortierung mit dem FACSAria-Zellsortiergerét.

Zur Expansion von sortierten CD4"CD25heh Tre wurden mit CD3/C28-Antikdrpern
beladene Dynabeads und hoch-dosiertes IL-2 eingesetzt. CD3 stimuliert die Zellen iiber
den TcR/CD3-Komplex und CD28 ist ein wichtiges kostimulatorisches Molekiil zur
Aktivierung und Proliferation von T-Zellen. CD4 CD25her Tree brauchen allerdings
zusétzlich eine hohe Dosis an IL-2 (300U/ml) um zu proliferieren, da sie sonst anerg
bleiben. Die Dynabeads wurden vor Verwendung in 1ml PBS mit 0,1% BSA
gewaschen. Nach der Sortierung erfolgte die Kultivierung der Zellen mit einem
vierfachen Uberschuss an Dynabeads fiir eine Woche bei 37°C und 5% CO; im
Brutschrank. Nach dieser Woche wurden die Dynabeads mittels eines Magneten von
den Zellen entfernt, diese erneut gezéhlt und fiir weitere vier Tage mit frischen
Dynabeads im Verhiltnis 1:1 kultiviert. Darauf folgten zwei Tage Kultivierung ohne

Dynabeads, bevor die Zellen fiir funktionelle Untersuchungen verwendet wurden.

3.2.6 Expansion von sortierten CD8" T-Zellen mittels PHA/IL-2

Fiir die Sortierung wurden PBMC mit Intraglobin und mAk gegen CDS8 geférbt. Nach
einem Waschschritt mit TC199 und einem weiteren Waschschritt mit MACS-Puffer
wurden die Zellen in MACS-Puffer resuspendiert und zum Vereinzeln durch ein
Zellsieb gespiilt. Bei der anschlieBenden Sortierung wurden CD8" Zellen durch
elektronisches ,,Gating™ selektiert (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2 Durchflusszytometrische Analyse sortierter CD8" T-Zellen.

Gezeigt ist jeweils eine reprisentative Abbildung von CD8" T-Zellen vor und nach der Sortierung mit
dem FACSAria-Zellsortiergerit.

Sortierte CD8" T-Zellen wurden fiir 24h mit Ipg/ml PHA kultiviert, anschlieBend
gewaschen und flir weitere sechs Tage mit 50U/ml IL-2 bei 37°C und 5% CO; im

Brutschrank kultiviert, bevor sie flir funktionelle Untersuchungen verwendet wurden.

3.2.7 Expansion von sortierten NK-Zellen mittels 1L.-2

Fiir die Sortierung wurden PBMC mit Intraglobin und mAk gegen CD56 und CD3
gefdarbt. Nach einem Waschschritt mit TC199 und einem weiteren Waschschritt mit
MACS-Puffer wurden die Zellen in MACS-Puffer resuspendiert und zum Vereinzeln

durch ein Zellsieb gespiilt. Bei der anschlieBenden Sortierung wurden C56 CD3” Zellen
durch elektronisches ,,Gating* selektiert (Abb. 3.3).

FSC
}
CD56

8sC cD3 CD3
Abb. 3.3 Durchflusszytometrische Analyse sortierter NK-Zellen.

Gezeigt ist jeweils eine reprisentative Abbildung von CD56 CD3" NK-Zellen vor und nach der
Sortierung mit dem FACSAria-Zellsortiergerét.

Die sortierten NK-Zellen wurden mit 200U/ml IL-2 fiir sieben Tage bei 37°C und 5%

CO;, im Brutschrank kultiviert, bevor sie fiir funktionelle Untersuchungen verwendet

wurden.
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3.3 Messung der Proliferation

Die Proliferation von Zellen kann durch den Einbau von 3H-Thymidin in die DNA sich
teilender Zellen quantifiziert werden. Hierfiir wurden die Zellen wéhrend der letzten
16h der Inkubation mit 1pCi *H-Thymidin in 50ul RPMI inkubiert. Wihrend dieser
Inkubationszeit wird das radioaktivmarkierte Nukleotid von proliferierenden Zellen in
ithre DNA eingebaut. Die Radioaktivitdit wurde anschlieBend mit einem B-Counter

bestimmt.

Fir einen Proliferationsansatz wurden pro Stimulus Mehrfachansidtze (je nach
vorhandener Zellmenge) pipettiert, wovon jeweils das arithmetische Mittel errechnet
wurde. Nach vier Tagen Stimulation erfolgte die Markierung der Zellen mit 1pCi *H-
Thymidin und die Inkubation fiir weitere 16 Stunden. Die Zellen wurden danach mit
Hilfe eines Zellerntegerites (Harvester) auf eine Filtermatte {iberfiihrt. Dies geschieht
durch Absaugen mit destilliertem Wasser wodurch die Zellen lysieren und ihre DNA
freisetzen. Die DNA-Ketten und darin eingebautes *H-Thymidin werden auf der
Filtermatte aufgefangen, wihrend Zelltriimmer und nicht eingebautes *H-Thymidin die
Matte passieren. Die Filtermatte wurde eine Stunde bei 63°C getrocknet und nach
Zugabe von 4ml Szintillationsfliissigkeit in einer Folie verschweif3t. Die Messung der
Radioaktivitdt erfolgte im Fliissigkeits-Szintillations-Analysator (B-counter) mit einer
Zidhlzeit von einer Minute. Die Proliferation wurde als Funktion der Radioaktivitét in

Zahlimpulsen pro Minute (cpm) dargestellt.

3.4 Durchflusszytometrische Analytik

Bei der Durchflusszytometrie werden verschiedene Eigenschaften einzelner Zellen einer
Zellsuspension untersucht, wahrend diese nacheinander durch das Messgerit flieen.
Die Zellsuspension wird iiber ein Schlauchsystem durch eine Kiivette gesaugt. Die
Zellen werden dabei durch hydrodynamische Fokussierung einzeln hintereinander durch
das Zentrum der Kiivette geleitet. Die zelluliren Eigenschaften, die dabei vom
Durchflusszytometer gemessen werden, sind zum einen das Streulicht, das von jeder

Zelle erzeugt wird, und zum anderen das Fluoreszenzlicht, das von spezifisch
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gebundenen fluoreszenzmarkierten Antikdrpern stammt. Das Streulicht wird von der
ZellgroBBe (Vorwirtsstreulicht, Forward-Scatter) und der Granularitét
(Seitwiértsstreulicht, Side-Scatter) bestimmt. In der Dotplot-Darstellung des
Seitwiértsstreulichtes gegen das Vorwirtsstreulicht ergibt sich eine charakteristische
Aufteilung der Zellen, in der Lymphozyten von Monozyten und Granulozyten

unterschieden werden konnen.

Um die Zellen phinotypisch zu untersuchen, verwendet man Antikérper, an die
fluoreszierende Farbstoffe gekoppelt sind. Wenn farblich unterschiedlich markierte
Antikorper verwendet werden, kdnnen mehrere Antigene gleichzeitig auf einer Zelle
nachgewiesen werden. Dazu miissen alle Farbstoffe deutlich unterschiedliche
Emissionsmaxima aufweisen, damit sie von Detektoren getrennt voneinander gemessen
werden konnen. Moderne Durchflusszytometer besitzen zwei oder mehr Laser mit
unterschiedlicher Wellenlénge, so dass es moglich ist, mehrere verschiedene Farbstoffe
gleichzeitig einzusetzen. Héufig verwendete Farbstoffe in der Durchflusszytometrie
sind beispielsweise Fluorescein-isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Peridinin
Chlorophyll Protein (PerCP) und Allophycocyanin (APC). Fiir die Messungen im
Rahmen dieser Arbeit wurde ein Gerit mit zwei Lasern verwendet, mit dem bis zu drei
Farbstoffe gleichzeitig gemessen wurden. Die Fluoreszenzintensitit ist ein Mal3 fiir die
Leuchtstirke des gebundenen Farbstoffes. Sie ist bei geséttigtem Einsatz der Antikorper
proportional zur Antigendichte auf den Zellen. Jede Zelle sendet jedoch auch ohne
Férbung eine gewisse Fluoreszenz aus, die sogenannte Autofluoreszenz. Um die
Autofluoreszenz der Zellen von einer positiven Fluoreszenzintensitit des gebundenen
Antikorpers abgrenzen zu konnen, wurde fiir jedes Experiment eine Kontrollmessung
der Zellen ohne Antikorper vorgenommen. Die Analysen erfolgten an einem
FACSCalibur™ und die Datenverarbeitung mit der Software Summit 5.1 (Beckman

Coulter).

3.4.1 Direkte Oberflichenfirbung

Die Farbung der Zellen erfolgte in einer 96-Loch-Mikrotiterplatte, wobei die Zellen so
eingestellt wurden, dass sich pro Vertiefung 0,5x10° bis 5x10° Zellen befanden. Die
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Zellen wurden fiir 1min bei 200xg zentrifugiert und der Uberstand abgeschiittet. Nach
zweimaligem Waschen (Zentrifugation: 200xg, 1min, 4°C; Waschmedium: PBS mit
0,5% BSA und 0,1%NaNs3) wurden die Zellen in 20ul humanem Intraglobin
(Immunglobulin G 10mg/ml) resuspendiert und fiir Imin unter Schiitteln inkubiert. Das
Intraglobin wurde zum Abblocken von spezifischen Bindungen iiber Fc-Rezeptoren der
Zellen verwendet. Zu dieser Zellsuspension wurden die spezifischen fluoreszenz-
markierten mAk pipettiert und die Ansdtze fiir 20min auf Eis inkubiert. Nach der
Inkubation wurden nicht gebundene Antikorper durch zwei Waschschritte aus der

Zellsuspension entfernt. Nun konnten die Zellen im FACS gemessen werden.

3.4.2 Indirekte Oberflichenfirbung

Bei der indirekten Farbung wurden aufgereinigte oder biotinylierte Primarantikérper
verwendet, an die in einem sekundéren Inkubationsschritt fluoreszensmarkierter GaM-
FITC oder RaM-PE bzw. fluoreszenzmarkiertes Streptavidin bindet und anschlieBend
im FACS gemessen werden kann. Um unspezifische Farbungen zu vermeiden, erfolgten
indirekte Farbungen jeweils vor den direkten Oberflachenfarbungen. Hierflir wurden die
Zellen mit 20pl humanem Intraglobin (Immunglobulin G 10mg/ml) und dem
aufgereinigten bzw. biotinylierten Antikdrper versetzt und fir 20 Minuten bei 4°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen einmal gewaschen (Zentrifugation: 200xg,
Imin, 4°C; Waschmedium: PBS mit 0,5% BSA und 0,1%NaN3), nochmals mit
Intraglobin sowie gam-FITC, ram-PE bzw. Streptavidin-PE versetzt und fiir 20 Minuten
bei 4°C inkubiert. Nach nochmaligem Waschen erfolgte die weitere Phidnotypisierung

mittels direkt markierter Antikorper.

3.4.3 FoxP3-Firbung

Fiir die intrazelluldre Férbung von FoxP3 in Ty, wurde zuerst die Oberflichenfarbung
mit mAk gegen CD4 und CD25 durchgefiihrt. Dann wurden die Zellen laut der
Herstellerangaben des FoxP3 Fix/Perm Buffer Sets fixiert, permeabilisiert und gefarbt.
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Nach zwei weiteren Waschschritten (Zentrifugation: 200xg, Imin, 4°C; Waschmedium:

PBS mit 0,5% BSA und 0,1%NaN3) wurden die Zellen im FACS gemessen.

3.4.4 Intrazellulire Firbung

Intrazelluldre Farbungen erfolgten gegebenenfalls jeweils nach der Oberfldchenférbung.
Nach zweimaligem Waschen (Zentrifugation: 200xg, Imin, 4°C; Waschmedium: PBS
mit 0,5% BSA und 0,1%NaN3) wurden die Zellen mit 4%igem Paraformaldehyd fiir
10min bei Raumtemperatur fixiert. Nun konnten die Zellmembranen durch die Zugabe
des Detergens Saponin (0,2%) fiir 10min perforiert werden. Dann wurden
Blockadelosung und Antikorper gegen intrazelluldre Antigene zu den Zellen gegeben
und fiir 30min bei Raumtemperatur inkubiert. Mit Sekundarantikérpern wurde genauso
verfahren. Nach zwei weiteren Waschschritten erfolgte die Messung der Zellen im

FACS.

3.5 Nachweis der C77G-Mutation

Auch andere Mutationen fiihren zu einer aberranten CD45RA-Expression. Deshalb war
es notwendig, die C77G-Mutation bei den 22 identifizierten Individuen mit verdnderter
CD45RA-Expression molekularbiologisch nachzuweisen. Der Nachweis erfolgte durch
eine Restriktionsfragment-Léngen-Polymorphismus-Analyse (RFLP). Dazu wurde von
allen Individuen genomische DNA isoliert, mittels PCR Exon A vervielfdltigt und mit

dem Restriktionsenzym Mspl geschnitten.

3.5.1 Isolierung der DNA

PBMC wurden iiber Nacht mit 1pg/ml PHA kultiviert, gewaschen und fiir ca. eine
Woche mit 25U/ml IL-2 weiterkultiviert. Danach wurden die Zellen gezihlt und 5x10°
Zellen in 200ul PBS aufgenommen. Die Isolation der DNA erfolgt mit dem QIAmp
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DNA Blood Mini Kit von Qiagen nach den Angaben des Herstellers. Die isolierte DNA
wurde in einem Gesamtvolumen von 200ul H,O eluiert. Die Konzentration und

Reinheit der DNA wurde photometrisch bestimmt. Die Lagerung der DNA erfolgte bei -
20°C.

3.5.2 Polymerasekettenreaktion und Aufreinigung der Exon A Fragmente

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur Vervielfiltigung von
bestimmten DNA-Abschnitten in vitro. Mit Hilfe der thermostabilen DNA-Polymerase
aus Thermus aquaticus und geeigneten Sense- und Antisense-Primern wird in
thermischen Reaktionsschritten ein definierter Bereich der DNA amplifiziert. In der
vorliegenden Arbeit wurde die PCR fiir den Nachweis der C77G Mutation eingesetzt,
wofiir zunidchst die Nukleotidsequenz 1-120 von Exon A amplifiziert wurde. Der PCR-
Ansatz umfasst ein 60ul Reaktionsvolumen, bestehend aus 300ng genomischer DNA,
oul 10x PCR-Puffer, 1,2ul dNTPs (Gemisch aus jeweils 10 mM dATP, dCTP, dGTP
und dTTP), 5uM 5’- und 3’-Primer (HTH6 und HTH7) und 2U TaqgDNA-Polymerase.
Nach einer initialen fiinfminiitigen Denaturierung bei 94°C wurden fiir die
Amplifikation folgende Zeiten und Temperaturen verwendet: 30s Denaturierung bei
94°C, 60s Primerhybridisierung bei 65°C und 60s Elongation bei 72°C. Insgesamt
wurde diese Zyklusfolge 35mal wiederholt und eine flinfminiitige Auffiillphase bei
72°C schloss die PCR-Reaktion ab. Die PCR-Produkte wurden auf ein 2%iges
Agarosegel aufgetragen und ca. 1h bei 65V laufen gelassen. Die 120bp-Banden wurden
auf dem UV-Tisch aus dem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt. Die Aufreinigung der
Fragmente wurde nach Herstellerangaben mit dem UltraClean DNA Purification Kit

durchgefiihrt.

3.5.3 Spaltung der PCR-Produkten mit dem Restriktionsenzym Mspl

Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde mit 1ul Puffer und 1pl Mspl versetzt und 2h bei
37°C im Heizblock inkubiert. AnschlieBend wurden die verdauten PCR-Produkte auf
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ein 3,5%iges Agarosegel aufgetragen und ca. 1h bei 70V aufgetrennt. Die Banden
wurden unter UV-Licht sichtbar gemacht und fotografisch festgehalten.

3.6 Funktionelle Assays

3.6.1 Suppressionsassay

Regulatorische T-Zellen haben die Funktion, die Aktivierung des Immunsystems durch
die Suppression der T-Zellaktivierung zu unterdriicken und dadurch die Selbsttoleranz

des Immunsystems zu regulieren.

Fiir die Suppressionsassays wurden 1x10* MACS-sortierte CD4™ T-Zellen fiir 4 Tage
mit 2x10° CD3/CD28 Tcell expander Beads in An- bzw. Abwesenheit von 1x10*
expandierten Ty, in einem Endvolumen von 200ul Kulturmedium stimuliert. Die

Proliferation wurde anschliefend anhand des *H-Thymidin-Einbaus gemessen.

3.6.2 TcR-vermittelte CD69-Expression

Der Antikorper BMAO31 bindet an die konstante Region der o/B-Kette des T-Zell-
Rezeptors (TcR) und ist in der Lage auch ohne Kreuzvernetzung eine Signaliibertragung
auszuldsen. Durch die Stimulation mit verschiedenen BMAO031-Konzentrationen kann
die Heraufregulation der Expression von Aktivierungsmarkern wie CD69 dosisabhéngig
analysiert werden. Dazu wurde BMAO31 in vier Konzentrationen von 0-3pug/ml iiber
Nacht bei 4°C an Plastik gekoppelt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die
PBMC (1x10° Zellen/ml) dazugegeben und fiir 3h im Brutschrank bei 37°C und 5%
CO, inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit anti-CD4, anti-CD25 und
anti-CD69 gefarbt und am Durchflusszytometer analysiert.
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3.6.3 CD107a-Degranulations-Assay

CD107a ist ein Lysosomen-assoziiertes Membranprotein auf der luminalen Seite von
Vesikeln. Die CD107a-Expression auf der Zelloberfliche wird nach Stimulation von
zytotoxischen Zellen stark heraufreguliert und korreliert sowohl mit der
Zytokinsekretion als auch mit der Zell-vermittelten Lyse von Zielzellen. Deshalb kann

CD107a als Marker fiir die Degranulation dieser Zellen verwendet werden.

Fiir CD107a-Assays mit CD8" T-Zellen wurden PBMC fiir drei Tage im Brutschrank
mit 1pl/ml PHA voraktiviert. Zur Stimulation wurde BMAO31 in einer Konzentration
von 2pg/ml iiber Nacht bei 4°C in einer Mikrotiterplatte an Plastik gekoppelt. Nach
zweimaligem Waschen der Mikrotiterplatte mit PBS wurden 2x10° Zellen/ml, 20ul
humanes Intraglobin, 10ul anti-CD107a-FITC bzw. IgG;-FITC und Spug/ml Monensin
dazugegeben und fiir 4h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Monensin
verhindert die Ansduerung der endozytischen Vesikel und den Abbau der
reinternalisierten CD107a-Proteine von der Zelloberfliche, so dass die Proteine nach
Stimulation sichtbar bleiben. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit anti-CD8 mAk

gefarbt und am Durchflusszytometer analysiert.

Fiir die CD107a-Assays mit NK-Zellen wurden PBMC fiir eine Woche im Brutschrank
mit 200U/ml IL-2 voraktiviert. Fiir dieses Assay wurden K562-Zellen zur Stimulation
verwendet, welche sich als Zielzellen fiir NK-Zellen eignen. K562-Zellen exprimieren
keine MHC-Klasse-I-Molekiile auf ihrer Oberfliche, welche notwendig sind um die
Aktivitit der NK-Zellen zu inhibieren. Es wurden 2x10° PBMC/ml alleine bzw. mit
2x10° K562-Zellen/ml sowie 20pl humanem Intraglobin, 10ul anti-CD107a-FITC bzw.
IgG-FITC und 5pg/ml Monensin in eine Mikrotiterplatte gegeben und fiir 4h im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen
mit anti-CD56 mAk und anti-CD3-mAK gefarbt und am Durchflusszytometer

analysiert.
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3.7 RT-PCR und Real-Time-PCR

3.7.1 Isolierung der RNA

Um RNA aus geringen Zellzahlen zu isolieren, wurde das RNeasy Plus Micro Kit von
Qiagen verwendet. Die Zellen wurden in 1,5ml Eppendorfgefdlle iiberfithrt und die
RNA laut Herstellerangaben isoliert. Die RNA wurde in 14pl RNase-freiem H,O
aufgenommen. Die Konzentration der aufgereinigten RNA wurde am Nanodrop

bestimmt. Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.7.2 Reverse Transkription

Fiir die Umschreibung der RNA in cDNA wurde das DyNAmo cDNA Synthesis Kit
von Finnzymes verwendet. Eine optimale c¢cDNA-Synthese bekommt man laut
Herstellerangaben ab 200ng aufwirts, allerdings wurden auch darunterliegende RNA-
Mengen problemlos in cDNA umgeschrieben. Fiir die RT-Real-Time-PCR-Experimente
wurden jeweils 500ng RNA in cDNA umgeschrieben.

3.7.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreation ist eine Methode, um DNA mithilfe einer DNA-
Polymerase in vitro zu vervielfiltigen. Der Begriff , Kettenreaktion* beschreibt die
Tatsache, dass die Produkte vorheriger Zyklen als Ausgang fiir den nichsten Zyklus

dienen und somit eine exponentielle Vervielfaltigung ermdglichen.

Der PCR-Ansatz umfasst ein 30ul Reaktionsvolumen, bestehend aus 50-200ng cDNA,
3ul 10x PCR-Puffer, 0,6ul dNTPs (Gemisch aus jeweils 10mM dATP, dCTP, dGTP
und dTTP), 5uM 5°- und 3’-Primer (HTH1 und HTH2) und 2U TaqDNA-Polymerase.
Nach einer initialen fiinfminiitigen Denaturierung bei 94°C wurden fiir die

Amplifikation folgende Zeiten und Temperaturen verwendet: 45s Denaturierung bei
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94°C, 45s Primerhybridisierung bei 62°C und 45s Elongation bei 72°C. Insgesamt
wurde diese Zyklenfolge 33mal wiederholt und eine fiinfminiitige Auffiillphase bei
72°C schloss die PCR-Reaktion ab. Die PCR-Produkte wurden auf ein 1,5%iges

Agarosegel aufgetragen und ca. 1h bei 65V laufen gelassen.

3.7.4 Real-Time-PCR

Die RT-Real-Time-PCR ist eine Vervielfaltigungs- und Quantifizierungsmethode fiir
Nukleinsduren. Die Vervielfaltigung basiert auf der herkdommlichen PCR-Methode, die
Quantifizierung der PCR-Produkte auf der Fluoreszensmessung von Fluorochromen,
wie beispiclsweise SYBR®Green, welches an die entstehende doppelstringige DNA
bindet, fluoresziert und sich somit detektieren ldsst. Hierbei muss zwischen den drei
Phasen der PCR unterschieden werden: der Anlaufphase, der exponentiellen Phase und
der Plateauphase. Wiahrend die konventionelle PCR die Nukleinsduremenge in der
Plateauphase bestimmt, misst die RT-Real-Time-PCR diese in der exponentiellen
Phase. Dabei gilt, je eher die Kurve in die exponentielle Phase iibergeht, desto mehr
Nukleinsdure war anfangs vorhanden. Diese Unterschiede werden anhand des
Schwellwertzyklus (cycle of threshold; C(T)) analysiert. Der CT-Wert gibt den
Ubergang der Kurve von der Anlaufphase zur exponentiellen Phase an. Da die
Amplifikationen von verschiedenen Targetsequenzen unterschiedlich effizient sind,
miissen die Effizienzen der Primerpaare vor der Untersuchung bestimmt werden. Dazu
wurde eine Verdiinnungsreihe der Primerpaare von unverdiinnt iiber 1, 1:10, 1:50 bis
1:100 angefertigt und die nach der Reaktion vorliegenden C(T)-Werte in einer Grafik
gegen den Logarithmus der Konzentration aufgetragen. Die resultierende
Geradensteigung wurde in die Gleichung E = 10m -1 eingesetzt und die Effizienzen
der Primerpaare berechnet. Die effizienzbereinigte Quantifizierung der mRNA-Mengen
wurde nach folgender Gleichung durchgefiihrt®:

s ACT(Kontrolle-Behandlun, ACT(Kontrolle-Behandlun,
ratio = (E+ 1 )Zielgen ( ® / (E+ 1 )Referenzgen ( ®

Die Quantifizierung anhand der RT-Real-Time-PCR ist sehr exakt und aufgrund der

hohen Empfindlichkeit der fluorometrischen Messung sehr sensitiv. Bereits zehn bis
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hundert Kopien der Targetsequenz sind ausreichend, um eine Quantifizierung
vorzunehmen. Die Quantifizierung kann absolut oder relativ erfolgen. Fiir die absolute
Quantifizierung einer Targetsequenz wird ein Standard verwendet, wéhrend bei der
relativen Quantifizierung bei jeder Reaktion ein Referenzgen (Housekeeping-Gen)

mitanalysiert wird.

Fiir einen Reaktions-Ansatz wurden 2ul cDNA mit entsprechenden Mengen H,O und
Primern vermischt und anschlieBend mit 25ul Master Mix von NEB Finnzymes
DyNAmo SYBR®Green versetzt. Um die Bildung von Primerdimeren zu erfassen,
wurde fiir jedes Primerpaar ein Ansatz ohne cDNA mitanalysiert. Das PCR-Programm
wurde nach einer initialen 7-miniitigen Denaturierung bei 94°C folgendermallen
gewidhlt: 15s Denaturierung bei 94°C, 15s Primerhybridisierung bei 58°C und 30s
Elongation bei 72°C. Insgesamt wurde diese Zyklusfolge 40-mal wiederholt und im
Anschluss eine Schmelzkurve durchgefiihrt. Dabei wurde die Temperatur alle 2s von
72°C um jeweils 1°C auf 95°C erhoht. Die Schmelzkurve stellt eine Qualitdtskontrolle
der generierten PCR-Produkte dar.

3.8 Agilent Microarray

Microarrays beruhen auf der komplementéiren Basenpaarung von Nukleotidsequenzen.
Auf einem Agilent Custom Gene Expression Microarray 4x44K befinden sich
beispielsweise 44000 Oligonukleotide, die 41000 Gene reprisentieren. Diese
Oligonukleotide, die eine Linge von 60 Nukleotiden haben, werden mittels eines
Tintenstrahl-Verfahrens Base fiir Base auf einen Glastridger gebracht. Die 60-mer Lénge
ermOglicht dabei eine grofe Sensitivitit. Wird ein Microarray mit einer Probe mit
unbekannten fluoreszenzmarkierten Nukleinsduresequenzen versetzt, binden bestimmte
Nukleinsduren auf Grund ihrer Komplementaritit an bestimmten Sonden. Dieser
Vorgang wird als Hybridisierung bezeichnet. Die Auswertung erfolgt iiber die Messung
der Fluoreszenzsignale. Mit dieser Methode konnen die Expressions-Level tausender

Gene gleichzeitig analysiert werden.

45



Methoden

Expandierte T, wurden nach einer zweistiindigen Stimulation mit CD3/CD28-Beads
(1:5) in RLT-Puffer bei -80°C eingefroren und gesammelt. Spiter wurde aus diesen
Proben RNA mit dem RNeasy Plus Micro Kit von Qiagen isoliert. Die Zellen wurden in
1,5ml EppendorfgefdBle iiberfiihrt und die RNA laut Herstellerangaben isoliert. Die
RNA wurde in 14pl RNase-freiem H,O aufgenommen. Die Konzentration der
aufgereinigten RNA wurde am Nanodrop bestimmt und die RNA bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C gelagert. Es wurden zwei gemischte RNA-Proben aus jeweils
drei wt-Individuen bzw. 3 C77G-Individuen mit &quimolaren Mengen an RNA von den
einzelnen Individuen vorbereitet. Die Agilent Microarray Analyse wurde von der
Serviceeinheit Genomanalytik am Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung in
Braunschweig unter Leitung von Dr. R. Geffers durchgefiihrt. Die Qualitit und die
Integritdt der RNA wurden mit einem Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) kontrolliert, bevor 100ng RNA fiir die Cy3-
Markierung nach dem Einfarben Quick Amp Labeling Protokoll (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany) verwendet wurden. Die markierte cRNA wurde fiir 16h bei 68°C
auf einen Agilent Custom Gene Expression Microarray 4x44K hybridisiert und
anschlieBend mit einem Agilent DNA Microarray Scanner gescannt. Die Expression-
Werte wurden mit dem Software-Paket Feature Extraction 10.5.1.1 (Agilent
Technologies; Waldbronn, Germany) berechnet. Die statistische Analyse der
Expressions-Daten wurde mit dem Gene Spring Software-Paket (Agilent Technologies;

Waldbronn, Germany) durchgefiihrt.

3.9 Statistik

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde mit dem ungepaarten
Student’s-t-Test (t-Test) durchgefiihrt. Alle Ergebnisse wurden als arithmetischer

Mittelwert + Standardabweichung des Mittelwertes angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Die C77G-Mutation als molekulare Ursache fiir phéinotypische
Veranderungen bei humanen peripheren Blutlymphozyten

Bei einer Doppelfarbung von peripheren mononukledren Blutlymphozyten (PBMC) mit
monoklonalen Antikérpern (mAk) gegen CD45RA und CD45R0 waren bei etwa 97%
der gesunden Blutspender drei Subpopulationen nachweisbar (Abb. 4.1). Als
ruhende/nicht-aktivierte Zellen werden CD45RA'CD45R0™ Zellen bezeichnet, wihrend
memory/aktivierte Zellen sich als CD45RA CD45R0" darstellen.

wt Cc77G
I
memary memary
o 7 CD45R0O'RA; T CD45R0O"RA*
2 | .
1) 4
3 o
naiv __1 - — C77G
45R0-RA* naiv —
_ CD45RORA" B n=22, 3%
1 1 ] 1
CD45RA —»
Abb. 4.1 Expression von CD45RA und CD45R0 Isoformen auf PBMC von wt- und C77G-

Individuen.

Frisch isolierte, periphere mononukledre Blutlymphozyten (PBMC) wurden mittels einer Zweifarbanalyse
mit den mAk CD45RA-FITC und CD45R0-PE durchflusszytometrisch analysiert. Der linke Dotplot stellt
das CD45RA/RO-Expressionsmuster eines wt-Individuums dar, wéihrend im rechten Dotplot das
CD45RA/R0-Expressionsmuster eines C77G-Individuums gezeigt ist. Unter insgesamt 743 untersuchten
gesunden Blutspendern aus der Abteilung Transfusionsmedizin der MHH konnten 22 Individuen (ca. 3%)
mit dem C77G-Polymorphismus identifiziert werden.

Doppelt positive Zellen stellen ein Ubergangsstadium von kiirzlich aktivierten Zellen
dar, die CD45RA noch nicht herunterreguliert haben. Bei etwa 3% der gesunden
Blutspender zeigte sich allerdings ein variantes CD45-Expressionsmuster. Bei diesen
Spendern waren die memory/aktivierten Zellen nicht CD45SRACD45R0’, sondern
CD45RA'CD45R0" (Abb. 4.1). Diesem varianten Expressionsmuster liegt ein
Polymorphismus im CD45-Gen zugrunde, der urspriinglich in unserer Arbeitsgruppe
identifiziert wurde®. Der Polymorphismus ist durch eine Punktmutation an Position 77

des Exon A (Transversion von C zu G) gekennzeichnet. Die Transversion ist neutral, sie
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hat keine Aminosiuresubstitution zur Folge und bis auf einen Fall ' sind nur Individuen
mit Heterozygotie flir diese Mutation bekannt. Diese Punktmutation verhindert
allerdings das Spleilen des Exons A und damit die Herunterregulation der CD45RA-

Isoformen nach Aktivierung.

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit 743 gesunde Blutspender analysiert, wovon
22 Spender (ca. 3%) ein variantes CD45RA-Expressionsmuster aufwiesen (Abb. 4.1).
Es ist eine weitere Mutation (C59A) im Exon A beschrieben worden, die in der
Durchflusszytometrie den gleichen Phénotyp aufweist'’. Daher wurde mittels einer
RFLP-Analyse untersucht, welche der Mutationen bei dem verwendeten Material mit

variantem CD45RA-Expressionsmuster vorliegt.

Negativ- Positiv-
kontrolle Kontrolle

wt Cr17G

120 Bp

75Bp

45 Bp

Abb. 4.2 Nachweis der C77G-Mutation im Exon A durch eine Mspl spezifische RFLP-
Analyse.

DNA wurde aus PBMC von Individuen mit wt- und C77G-CD45RA-Expressionsmuster isoliert. Mit
Hilfe der PCR-Technik wurden die Nukleotidpositionen 1-120 von Exon A amplifiziert. Die DNA-
Proben wurden mit Mspl verdaut und die Fragmente in einem 3,5%igen Agarosegel aufgetrennt. Als
Kontrollen wurden jeweils die DNA eines schon identifizierten wt-Individuums (Negativkontrolle) und
eines bereits identifizierten C77G-Individuums (Positivkontrolle) mitgefiihrt.

Durch die Transversion von C zu G entsteht eine spezifische Schnittstelle fiir das
Restriktionsenzym Mspl (CCCG—CCGQG). Das wt-Allel wird durch Mspl nicht
gespalten, weshalb bei wt-Individuen nur eine Bande bei 120bp zu sehen ist (Abb. 4.2).
Das variante Allel hingegen wird durch Mspl in zwei Fragmente zu 75bp und 45bp
gespalten. Bei varianten Individuen traten somit nach dem Restriktionsverdau zwei
kleinere Banden bei 75bp und 45bp auf. Die zusitzliche Bande von 120bp bei C77G-

Individuen deutete auf heterozygote Trager der C77G-Mutation mit jeweils einem wt-
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und einem C77G-Allel hin. Bei allen 22 Individuen mit variantem CD45RA-

Expressionmuster wurde eine Heterozygotie fiir die C77G-Mutation nachgewiesen.

Bisher wurden die Untersuchungen zur Auswirkung des C77G-Polymorphismus mit
memory/aktivierten T-Zellen durchgefiihrt. Diese Zellen zeigen einen besonders
ausgeprigten Phénotyp des varianten CD45RA-Expressionsmusters. Aktivierte wt-T-
Zellen sind CD45RA-negativ, wihrend aktivierte C77G-T-Zellen zu 100% CD45RA-
positiv sind">'*. Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, in welchem
Umfang regulatorische T-Zellen, CD8" T-Zellen und NK-Zellen in ihrer
Isoformenausstattung durch die C77G-Mutation beeinflusst werden. Dafiir wurden mAk
gegen die alternativ gespleiliten Exons A, B und C sowie gegen die CD45R0-Isoform

verwendet.

Schon bei der Analyse von ruhenden und aktivierten PBMC konnten signifikante
Unterschiede in der CD45RA- und CD45R0-Expression zwischen wt- und C77G-
Individuen beobachtet werden (Abb. 4.3 und 4.4). Ruhende PBMC von C77G-
Individuen zeigten sowohl eine signifikant hohere CD45RA-Expression als auch eine
signifikant niedrigere CD45R0-Expression im Vergleich zu wt-Individuen. Ruhende wt-
PBMC waren zu circa 70% CD45RA-positiv und zu circa 55% CD45R0-positiv,
wihrend ruhende C77G-PBMC zu 100% CD45RA-positiv und zu nur durchschnittlich
35% CDA45R0-positiv waren. Die Expressionsmuster von CD45RB und CD45RC
unterschieden sich dagegen auf ruhenden PBMC nicht zwischen wt- und C77G-
Individuen. CD45RB wurde von nahezu allen Zellen und CD45RC im Mittel von 80%

der Zellen exprimiert.
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Abb. 4.3 Expressionsmuster der CD45-Isoformen auf ruhenden PBMC.

Ruhende PBMC (schwarzer Rahmen im Dotplot) von wt- und C77G-Individuen wurden mittels Einfarb-
oder Zweifarbanalyse mit mAk auf ihre Expression von CD45RA, CD45RB, CD45RC und CD45R0
durchflusszytometrisch analysiert (ungefiillte Histogramme). Die grau schraffierten Histogramme zeigen
ungefarbte PBMC als Kontrolle. Positive und negative Zellen wurden anhand der Negativkontrolle
unterschieden (gestrichelter Marker) und die Prozente an positiven Zellen sind angegeben. Ahnliche
Expressionsmuster wurden in mindestens zwei weiteren Experimenten beobachtet.

Auf aktivierten Zellen ist der Unterschied in der CD45RA-Expression noch deutlicher
als bei ruhenden Zellen, da nach Aktivierung CD45RA-Isoformen von wt-PBMC
herunterreguliert werden, wiahrend C77G-PBMC dazu nicht in der Lage waren (Abb.
4.4). PBMC von C77G-Individuen exprimieren auf allen Zellen CD45RA, was eine
signifikant hohere Expression als bei wt-Individuen mit im Durchschnitt 32%
CD45RA-positiven Zellen ist. Vergleicht man die Expressionsdichten der CD45RA-
Molekiile von ruhenden Zellen mit aktivierten Zellen miteinander, sieht man, dass diese
sowohl bei wt- als auch bei C77G-Individuen geringer werden (Mittlere
Fluoreszenzintensitdt (MFI) ruhend: wt 317+£49, C77G 770174, MFI aktiviert: wt
3744, C77G 203+9). Dass trotzdem alle C77G-PBMC CD45RA-positiv waren, weist

auf einen heterozygoten Genotyp der C77G-Mutation mit einem normal gespleiiten
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Allel hin. Aktivierte PBMC wiesen keine Unterschiede in ihrer Expression von

CD45R0, CD45RB und CD45RC zwischen wt- und C77G-Individuen auf.

wt
O
]
L
| 98%
I CD45RA
I
! 86%
. CD45RB
1
]
! 59%
CD45RC
J 1
T I
_ : 89% ' 83%
o= 1 1
by i ' CD45R0
E 1 1
N Ll L L T T T
Fluocreszenzintensitat —
Abb. 4. 4 Expressionsmuster der CD45-Isoformen auf in vitro aktivierten PBMC.

PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden fiir die Untersuchung fiir 24h mit PHA aktiviert und
anschlielend fiir sechs Tage mit 25U/ml IL-2 kultiviert. Die aktivierten PBMC (schwarzer Rahmen im
Dotplot) wurden mittels Einfarb- oder Zweifarbanalyse mit mAks auf ihre Expression von CD45RA,
CD45RB, CD45RC und CD45R0 durchflusszytometrisch analysiert (ungefiillte Histogramme). Die grau
schraffierten Histogramme zeigen ungefdrbte PBMC als Kontrolle. Positive und negative Zellen wurden
anhand der Negativkontrolle unterschieden (gestrichelter Marker) und die Prozente an positiven Zellen
sind angegeben. Ahnliche Expressionsmuster wurden in mindestens zwei weiteren Experimenten
beobachtet.

Allerdings wurden beim Vergleich von ruhenden mit aktivierten PBMC (Abb. 4.3 und
4.4) die Heraufregulation von CD45R0 (MFI ruhend: wt 136+27, C77G 100+12, MFI
aktiviert: wt 205+53, C77G 185+42) sowie die Herunterregulation von CD45RC (MFI
ruhend: wt 152436, C77G 161+31, MFI aktiviert: wt 6311, C77G 55+4) deutlich.
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4.2 Phinotypische und funktionelle Konsequenzen der C77G-
Mutation bei CD4"'CD25"¢"Foxp3" regulatorischen T-Zellen

Um mdogliche phénotypische und funktionelle Unterschiede zwischen Ty, von wt- und
C77G-Individuen nachweisen zu konnen, wurden zunéchst die Expressionsmuster der
verschiedenen CD45-Isoformen und von Ti-spezifischen Molekiilen verglichen.
Weitere Untersuchungen fokussierten auf die Darstellung zelluldrer Funktionen nach
TcR-vermittelter Stimulation wie die Expression des Aktivierungsmarkers CD69, die

Proliferation, die Zytokinsynthese und die suppressive Kapazitit der Ti,.

4.2.1 Charakterisierung ruhender CD4"CD25"¢"Foxp3" T

Die phénotypischen Auswirkungen der C77G-Mutation auf T., wurden mittels
durchflusszytometrischer Analysen untersucht. Dabei wurden mAk gegen die alternativ
gespleifiten Exons A, B und C sowie gegen die CD45R0-Isoform verwendet. Wie bei
den PBMC konnten signifikante Unterschiede in der CD45RA- und CD45R0-
Expression zwischen ruhenden T., von wt- und C77G-Individuen nachgewiesen

werden (Abb. 4.5).

Dabei war der Unterschied in der CD45RA-Expression besonders stark ausgepriagt mit
nahezu 100% CD45RA-positiven Zellen bei C77G-Individuen gegeniiber nur circa 27%
CD45RA-positiven Zellen bei wt-Individuen. Fiir CD45R0 waren hingegen im Mittel
nur 72% der C77G-T, positiv, wihrend es bei den wt-Ty, circa 90% waren. In der
CD45RB- und CD45RC-Expression konnten keine Unterschiede zwischen Ty, von wt-
und C77G-Individuen gefunden werden. Fiir CD45RB waren 80-90%, fiir CD45RC 40-
50% der Zellen positiv.
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Abb. 4.5 Expressionsmuster der CD45-Isoformen auf ruhenden CD4'CD25"eh Thege

Ruhende PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden mittels einer Dreifarbanalyse auf ihre Expression
von CD4/CD25 (schwarzer Rahmen im Dotplot) und entweder CD45RA, CD45RB, CD45RC oder
CD45R0  durchflusszytometrisch analysiert (ungefiillte Histogramme). Die grau schraffierten
Histogramme zeigen ungefarbte PBMC als Kontrolle. Positive und negative Zellen wurden anhand der
Negativkontrolle unterschieden (gestrichelter Marker) und die Prozente an positiven Zellen sind
angegeben. Ahnliche Expressionsmuster wurden in mindestens zwei weiteren Experimenten beobachtet.

Die Tg-spezifischen Molekiile FoxP3, CD127, CTLA-4 und CD28 wurden zur
weiteren phéinotypischen Charakterisierung der Zellen ebenfalls analysiert. Alle
Molekiile zeigten sowohl bei wt- als auch bei C77G-Individuen die erwarteten
Expressionsmuster (Abb. 4.6). Der iiberwiegende Teil der T., war positiv fiir die
Molekiile FoxP3, CTLA-4, CD28 und schwach positiv fiir CD127. Auf der Basis der
vorliegenden Untersuchungen wurden keine Unterschiede in den Tg-spezifischen

Expressionsmustern dieser Molekiile zwischen wt-T,., und C77G-T,., gefunden.
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Abb. 4.6 Expressionsmuster T,.,~spezifischer Molekiile.

Ruhende PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden mittels einer Dreifarbanalyse mit mAK auf ihre
Expression von CD4/CD25 (schwarzer Rahmen im Dotplot) und entweder FoxP3, CD127, CD152
(CTLA-4), oder CD28 durchflusszytometrisch analysiert (ungefiillte Histogramme). Die grau
schraffierten Histogramme zeigen ungefiarbte PBMC als Kontrolle. Positive und negative Zellen wurden
anhand der Negativkontrolle unterschieden (gestrichelter Marker) und die Prozente an positiven Zellen
sind angegeben. Ahnliche Expressionsmuster wurden in mindestens zwei weiteren Experimenten
beobachtet.

CD45 ist eine Protein-Tyrosin-Phosphatase, die unter anderem die Antigenrezeptor-
vermittelte Signaltransduktion in T-Zellen reguliert. Um einen ersten Eindruck der
Konsequenzen der aberranten CD45RA-Expression bei C77G-Individuen auf die
Signaltransduktion zu bekommen, wurde die Kinetik der Heraufregulation des frithen
Aktivierungsmarkers CD69 nach TcR-Stimulation untersucht. Die CD69-Expression
wurde auf ,,gegateten* CD4'CD25"e Tree analysiert (Abb. 4.7).
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Abb. 4.7 CD69-Heraufregulation nach TcR-Stimulation.

PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden fiir 3h mit verschiedenen Konzentrationen von
immobilisiertem mAK BMAO31 stimuliert. Die CD69-Expression wurde auf ,,gegateten‘ CD4'CD25"¢"
T.g durchflusszytometrisch analysiert. Die Ergebnisse sind als Mittelwert = Standardfehler des
Mittelwertes von drei unabhingigen Experimenten dargestellt.

Es zeigte sich, dass ruhende C77G-T,, mit ca. 4% CD69-positiven Zellen dieselbe
initiale CD69-Expression wie ruhende wt-T,, aufwiesen. Nach TcR-Stimulation zeigten
die C77G-Ty, eine verminderte Heraufregulation der CD69-Expression verglichen mit
wt-Tro. Der deutlichste und auch zugleich signifikante Unterschied resultierte bei der
hochsten Konzentration des stimulierenden Antikorpers. Wiahrend T, von wt-
Individuen hier 82% CD69-positive Zellen aufwiesen, waren es bei C77G-Individuen
nur 64%. Diese Beobachtungen deuten auf eine verminderte TcR-vermittelte

Signaltransduktion in C77G-T\, hin.
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4.2.2 Charakterisierung aktivierter CD4"CD25"€"Foxp3"* Ty,

Ein Hindernis um weitere funktionelle Untersuchungen mit ruhenden Ty,
durchzufiihren, stellte die geringe Frequenz von Ty, bei gesunden Individuen dar. Die
durchschnittliche Frequenz der T, lag sowohl bei wt- als auch bei C77G-Individuen
bei ca. 1% (Abb. 4.8). Eine weitere Hiirde war das Fehlen eines exklusiven

Oberflichenmarkers, um die T, auch nach Aktivierung der Zellen zu identifizieren.
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Abb. 4.8 Frequenz von T, bei wt- und C77G-Individuen.

Ruhende PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden mittels einer Zweifarbanalyse auf ihre Expression
von CD4 und CD25 durchflusszytometrisch analysiert. Die Daten sind als Prozent CD4'CD25"¢" Zellen
+ Standardfehler des Mittelwertes dargestellt.

Um beide Hindernisse zu iiberwinden, wurden die Ty, fiir alle weiteren Untersuchungen
gefarbt, sortiert und expandiert. Zur Charakterisierung regulatorischer T-Zellen von wt-
und C77G-Individuen wurde fiir diese Arbeit die Markerkombination CD4 CD25"¢"
verwendet. Die Sortierung erfolgte iiber elektronische Zellsortierung, wobei im
Durchschnitt 5x10* Tre mit einer mittleren Reinheit von 95% erhalten wurden.
Anschlieend wurden die T, mit CD3/CD28-beladenen Beads in Kulturmedium mit
hochdosiertem IL-2 expandiert, entsprechend der von Hoffmann et. al. etablierten in
vitro Expansions-Methode fiir Treg61. Zundchst wurde versucht die Zellen iber drei
Wochen zu expandieren und an den angegeben Tagen zu zdhlen (Abb. 4.9).
Interessanterweise war es nicht moglich Ty, von C77G-Individuen langer als zwei bis
drei Wochen zu expandieren, danach waren die Zellzahlen wieder riickldufig. T, von

wt-Individuen konnten wesentlich linger expandiert werden.
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Abb. 4.9 In vitro Expansion von sortierten T,

CD4'CD25"en Tyeg von wt- und C77G-Individuen wurden wie in Abschnitt 3.2.5 beschrieben sortiert und
expandiert. Zu den verschiedenen Zeitpunkten (Tag 0, 8, 14 und 21) wurde die absolute Zellzahl
bestimmt.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurden die Zellen fiir alle weiteren Experimente fiir
zwei Wochen expandiert und direkt weiterverwendet. Die Zellen wurden jeweils am

ersten Tag der Expansion, an Tag 9 und Tag 15 gezdhlt (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10 In vitro Expansion von sortierten T,

CD4'CD25"en Tyeg von wt- und C77G-Individuen wurden wie in Abschnitt 3.2.5 beschrieben sortiert und
expandiert. An Tag 0, 9 und 15 wurde jeweils die absolute Zellzahl bestimmt. Die Zellzahl wurde
anschlielend durch die Zellzahl der jeweiligen Startpopulation geteilt, um die x-fache Expansionsrate zu
errechnen. Die Ergebnisse sind als x-fache Expansion + Standardfehler des Mittelwertes von der
angegebenen Zahl an Experimenten dargestellt.

Trg von C77G-Individuen zeigten eine signifikant reduzierte Expansionsrate im
Vergleich zu Ty, von wt-Individuen. An Tag 9 sowie an Tag 15 wurden Unterschiede

im Umfang der Expression beobachtet. C77G-T, zeigten nur ein Drittel der
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Expansionsrate, die bei wt-T., beobachtet wurde. Diese Beobachtung deutete auf eine

verminderte Reaktivitit der Ty von C77G-Individuen hin.

Um die Moglichkeit auszuschlieen, dass die Ty, von wt- und C77G-Individuen nach
der Sortierung und Expansion unterschiedliche Zellpopulationen darstellen, wurden die
Zellen phénotypisch charakterisiert. Humane T, sind nicht der einzige Zelltyp, der den
Transkriptionsfaktor FoxP3 exprimiert, aber es ist trotz allem ein guter Marker um die
Qualitét der sortierten und expandierten T, zu evaluieren. Die intrazelluldre FoxP3-
Expression von expandierten wt- und C77G-T,., war vergleichbar, beide waren zu ca.
93% FoxP3-positiv (Abb. 4.11A). Auf mRNA-Ebene allerdings konnte ein Unterschied
in der FoxP3-Expression gefunden werden. Die Menge an FoxP3-mRNA war in C77G-
T im Vergleich zu wt-Te, etwa um das 2-fache erhoht (Abb. 4.11B).
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Abb. 4. 11 FoxP3-Expression von sortierten und expandierten T,..

A Aktivierte CD4'CD25"e" Tyeg von wt- und C77G-Individuen wurden mittels einer Dreifarbanalyse auf
ihre FoxP3-Expression durchflusszytometrisch analysiert (ungefiillte Histogramme). Die grau
schraffierten Histogramme zeigen die Isotypkontrolle. Positive und negative Zellen wurden anhand der
Negativkontrolle unterschieden (gestrichelter Marker) und die Prozente an positiven Zellen sind
angegeben. Ahnliche Expressionsmuster wurden in mindestens zwei weiteren Experimenten beobachtet.
B Die RNA von expandierten und stimulierten (2h mit 1:5 CD3/CD28-beads) CD4 CD25"" Ty von wt-
und C77G-Individuen wurde isoliert. Die Menge an FoxP3-mRNA wurde mittels RT-qPCR bestimmt. [3-
2-Microglobulin wurde als Housekeeping-Gen zur Normalisierung verwendet. Die Daten sind als mittlere
relative Expression + Standardfehler des Mittelwertes von drei unabhingigen Experimenten dargestellt.

Das CD45-Expressionsmuster wurde auch auf aktivierten/expandierten T...-Zellen
analysiert, und, wie bei ruhenden Zellen, konnte auch hier eine deutliche CD45RA-
Uberexpression festgestellt werden (Abb. 4.12). Wihrend nur durchschnittlich 18% der
wt-Tre positiv fiir CD45RA waren, waren es bei C77G-Ty nahezu alle Zellen. Der
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deutliche Unterschied in der CD45R0-Expression zwischen wt- und C77G-Individuen
auf ruhenden T, konnte, wie schon bei den PBMC, bei aktivierten/expandieren Tice
nicht mehr gezeigt werden. Beide Ti-Populationen waren zu circa 99% CD45R0-
positiv. Auch fiir die CD45RB- und CD45RC-Expression konnten keine Unterschiede
zwischen wt- und C77G-Ty, nachgewiesen werden. Fiir CD45RB waren jeweils 55-

60%, fiir CD45RC jeweils circa 20% der Zellen positiv.
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1 ]
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Abb. 4. 12 Expressionsmuster der CD45-Isoformen auf in vitro aktivierten T,,.

CD4'CD25"en T.ee von wt- und C77G-Individuen wurden fiir die Untersuchung wie in Abschnitt 3.2.5
beschrieben aktiviert. Die aktivierten CD4'CD25"e" T, Wurden mittels mAks auf ihre Expression von
CD45RA, CD45RB, CD45RC oder CD45R0 durchflusszytometrisch analysiert (ungefiillte
Histogramme). Die grau schraffierten Histogramme zeigen ungeférbte T,., als Kontrolle. Positive und
negative Zellen wurden anhand der Negativkontrolle unterschieden (gestrichelter Marker) und die
Prozente an positiven Zellen sind angegeben. Ahnliche Expressionsmuster wurden in mindestens zwei
weiteren Experimenten beobachtet.

Beim Vergleich von ruhenden mit aktivierten T, (Abb. 4.5 und 4.12) wurde die
Herunterregulation von CD45RA (MFI ruhend: wt 80+18, C77G 780+91; MFI
aktiviert: wt 20+3, C77G 200+14) und CD45RC (MFI ruhend: wt 616, C77G 68+39;
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MFI aktiviert: wt 24+3, C77G 22+2) sowie die Heraufregulation von CD45R0 (MFI
ruhend: wt 706+£36, C77G 279+40; MFI aktiviert: wt 737150, C77G 539+117)
deutlich, wobei die Herunterregulation von CD45RA bei C77G-Individuen nur in einer
etwas schwicheren Expression resultierte, was wiederum Ausdruck des Vorliegens der

Heterozygotie der C77G-Mutation ist.

Die durchflusszytometrischen Daten deuten darauf hin, dass es sich bei der zusétzlichen
Isoform, die von den T, varianter Spender exprimiert wird, um die AB-Isoform
handelt, da Exon C nach Aktivierung scheinbar normal gespleifit und herrunterreguliert
wird (Abb. 4.12). Diese Beobachtung sollte mittels einer RT-PCR-Analyse gepriift
werden. Die Primer, die fiir diese PCR verwendet wurden, waren in Exon 2 und 7

lokalisiert, damit alle alternativ gespleifiten Exons in den Produkten erhalten werden.

Marker wt C77G

bp Isoform

400 429 bp BC

300 285bp B

200
144 bp O

100

Abb. 4. 13 mRNA-Expressionsmuster der CD45-Isoformen von in vitro expandierten T,,.

Die RNA von expandierten und stimulierten (2h mit 1:5 CD3/CD28-beads) CD4 CD25"e" Tyeg von wt-
und C77G-Individuen wurde isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die PCR-Primer waren in den Exons
2 und 7 lokalisiert, damit alle alternativ gespleiften Isoformen analysiert werden konnten. Ahnliche
Expressionsmuster wurden in mindestens zwei weiteren Experimenten beobachtet.

Die Gelelektrophorese zeigte drei Banden (429bp, 285bp und 144bp) in den wt-T,, fiir
die CDA45-Isoformen BC, B und 0 (Abb. 4.13). Fiir die C77G-T,, wurde dasselbe
Isoformenmuster erhalten, allerdings mit einer zusitzlichen Bande von 483bp. Um zu
klaren, um welche CD45-Isoform es sich bei der zusitzlichen Bande handelt, wurde

diese sequenziert und konnte dadurch eindeutig als die AB-Isoform bestitigt werden
(Abb. 4.14).
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Sequenzierung
CD45-Sequenz

GGCTTTGCCT

GGCTTTGCCT

kCTCi’J.ﬂ.TTG.ﬂ.

CACACCACTG

CACACCACTG

TTCTGGACAC
TTCTGGACAC

ARCAGCH

CTACAGCAAA

AA

GAAGTATT

CAG

ITT GTGA

AGAAGTATTT

GTGAC acjscc

T GTTCCACTTT

GATGCCCAGT

GTTCCACTTT

TTTGAAR

TTTGAAAGAG

AAAGCCCAAC
CAAGTGACCC

BT

AAAG ACTT
AAAATGACTT

ACCTTCCCCC

CTTACCTACT
CTTACCTACT

CTCAGAGACC

ACAACTTCTC TTAGTCCAGA CAATACTTCC ACCCAAGTAT CCCCGGACTC TTTGGATAAT
ACAACTTCTC TTAGTCCAGA CAATACTTCC ACCCAAGTAT CCCCGGACTC TTTGGATAAT
GCTAGTGCTT TTAATACCAC AGGTGTTTCA TCAGTACAGA CGCCTCACCT TCCCACGCAC
GCTAGTGCTT TTAATACCAC AGGTGTTTCA TCAGTACAGA CGCCTCACCT TCCCACGCAC
GCAGACTCGC AGACGCCCTC TGCTGGAACT GACACGCAGA CATTCAGCGG CTCCGCCGCC
GCAGACTCGC AGACGCCCTC TGCTGGAACT GACACGCAGA CATTCAGCGG CTCCGCCGCC
AATGCAAAAC TCAACCCTAC CCCAGGCAGC AATGCTATCT CAGATGCCTA CCTTAATCCT
AATGCAAAAC TCAACCCTAC CCCAGGCAGC AATGCTATCT CAGATGCCTA CCTTAATCCT
Exon 2 " Exon3" Exon A " Exon B || Exon 7

Abb. 4. 14

Das PCR-Produkt wurde aus dem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt. Das aufgereinigte PCR-Produkt
wurde von GATC Biotech sequenziert. Die senkrechten Striche innerhalb der Sequenz markieren die
Exon-Grenzen. Unten ist eine schematische Abbildung der mRNA-Sequenz der AB-Isoform dargestellt.

Sequenzierung der zusitzlichen Bande bei C77G-T,.,.

Die Markierung kennzeichnet die Mutation an Position 77 des Exon A.

Zusitzlich enthielt das PCR-Produkt die C77G-Mutation an Position 77 des Exon A,
wobei allerdings neben einem Peak fiir G auch ein kleinerer Peak fir C im
Chromatogram vorlag. Diese Daten weisen darauf hin, dass die zusitzliche AB-Isoform

auf C77G-T,eg hauptsichlich von dem Allel stammt, welches die Mutation tragt.

4.2.3 Analyse der Genexpressionsmuster aktivierter CD4+CD25highFoxp3+ Treg

Es wird angenommen, dass humane regulatorische T-Zellen ihre Suppression unter
anderem tiber suppressive Zytokine wie IL-10 und TGF-B vermitteln. Falls C77G-Tye,
wie vermutet hyporeaktiv sein sollten, haben sie moglicherweise eine reduzierte

Expression an suppressiven Zytokinen, weshalb die Zytokinproduktion von sortierten

und expandierten wt- und C77G-T,,, auf mRNA-Ebene analysiert wurde.
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Abb. 4. 15 IL-10 und TGF-p mRNA-Expression von in vitro expandierten T,.,.

Die RNA von expandierten und stimulierten (2h mit 1:5 CD3/CD28-beads) T, von wt- und C77G-
Individuen wurde isoliert. Die Menge an IL-10- und TGF-B-Transkripten wurde mittels RT-qPCR
bestimmt. B-2-Microglobulin wurde als Housekeeping-Gen zur Normalisierung verwendet. Die Daten
sind als mittlere relative Expression =+ Standardfehler des Mittelwertes von drei unabhingigen
Experimenten dargestellt.

Die Menge an IL-10- und TGF-B-Transkripten wurde mittels Realtime-PCR untersucht
(Abb. 4.15). Die Menge an IL-10-mRNA war in C77G-T,, im Vergleich zu wt-T,,, um
das 2,7-fache reduziert. Auch bei TGF-B war eine Reduktion (1,5-fach) in C77G-T,

verglichen zu wt-T,¢, zu beobachten.
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Abb. 4. 16 Genexpressionsprofil von wt- und C77G-T .

Insgesamt konnten 3650 unterschiedlich exprimierte Gene beim Vergleich von wt- und C77G-Individuen
in in vitro expandierten T, identifiziert werden (ungepaarter t-Test, p-Wert<=0,05). Von diesen 3650
Genen wurden die 79 dargestellten Gene in Ubereinstimmung mit einer GeneOntology-Analyse mit dem
Begriff ,,Immunreaktion® assoziiert. Die Expressionsdaten werden als hierarische Cluster-Abbildung mit
relativen Werten zur durchschnittlichen Genexpression (zentralisierter Mittelwert) prasentiert: eine blaue
Féarbung zeigt eine Genexpression unter dem Mittelwert an, eine rote Férbung zeigt eine Genexpression
iiber dem Mittelwert an. Besonders interessante Gene sind an der rechten Seite dargestellt.

Um die Unterschiede zwischen wt- und C77G-T,, weiter zu charakterisieren, wurde
eine umfassende Genexpressions-Analyse durchgefiihrt. Die T, von wt- und C77G-
Individuen wurden sortiert und fiir 13 Tage mit CD3/CD28-beads und IL-2 stimuliert.
Fiir weitere zwei Tage wurden die Zellen ohne Stimulus kultiviert, um dann mit
CD3/CD28-beads fiir 2h restimuliert zu werden. Aus diesen Zellen wurde die RNA
extrahiert, ,,gepoolt“ (RNA von jeweils drei wt-Individuen beziehungsweise drei C77G-
Individuen) und die ,,Pools* jeweils zweimal mit einem Agilent Custom Gene
Expression Microarray 4x44K analysiert. Insgesamt konnten 3650 unterschiedlich

exprimierte Gene beim Vergleich von wt- und C77G-Individuen in in vitro expandierten
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Tre indentifiziert werden (ungepaarter t-Test, p-Wert < 0,05). Von diesen 3650 Genen
wurden die 79 dargestellten Gene in Ubereinstimmung mit einer GeneOntology-

Analyse mit dem Begriff ,,Immunreaktion assoziiert (Abb. 4.16).

e T T T T TD45 CEcL2>—
; B>+ Entzinaun |
I
! —ExeLID>—
1 Antigen/
i Stimulation @ - P
- TcR-Signal- | <_. I - -=-d 2
Kaskade L _.
Regulation der
.—b Proliferation |—.
' [ s
o g ! =D
| Mobilisierung
\ Apoptose
[ Modulierte Prozesse
@@ verminderte Genexpression in C77G-Individuen
@@®» crhihte Genexpression in C77G-Individuen
<> nicht-beeinfluBtes Gen
Abb. 4.17 Signalweg-Module in humanen T,.,.

Schematische Darstellung von mdoglichen Signalweg-Modulen (grau), die in C77G-T,, anders reguliert
sind. Eine verminderte Genexpression bei C77G-T,., im Vergleich zu wt-Ty, ist mit blauen Symbolen
markiert, wihrend eine erhohte Genexpression mit roten Symbolen markiert ist. Ungefiillte Symbole
stellen entweder nicht beeinflusste Gene oder vermutete weitere Signalweg-Module dar.

Die weitere Analyse dieser 79 Gene mittels zweier Signalweg-Datenbanken (KEGG
und GenMapp) ergab eine Assoziation mit vier Signalweg-Modulen: die TcR-Signal-
Kaskade, die Regulation der Proliferation, die Entziindung und die Apoptose (Abb.
4.17). Die TcR-Signal-Kaskade selbst scheint weniger beeinflusst zu sein, aber am Ende
der Kaskade sind einige Gene von regulierenden Molekiilen wie beispielsweise 1L-4,
IL-5 und TNF verschieden exprimiert, die mit den drei {ibrigen Signalwegen assoziiert
waren. Darunter befanden sich einige erhdht und einige vermindert exprimierte Gene,
welche in der Lage sind, die Proliferation entweder positiv oder negativ zu regulieren
(z.B. IL-3, IL-5, IL-10). Beim Entziindungs-Modul zeigten die meisten Gene eine
verminderte Expression in C77G-Individuen, was man als Hyporeaktivitit dieser Zellen
interpretieren konnte. Granzym A (GZMA) und Tumornekrosefaktor (TNF) zeigten
ebenfalls geringere Expressionslevel in C77G-Individuen, was einen negativen Effekt

auf die Vermittlung der Apoptose haben konnte.
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4.2.4 Analyse der suppressiven Kapazitit aktivierter CD4+CD25highF0xp3+ Treg

Die reduzierte TcR-vermittelte Signaltransduktion, die verminderte Expansionsrate und
die verminderte Zytokinproduktion von C77G-T, unterstiitzen die Hypothese, dass die
erhohte CD45RA-Expression einen eher hyporeaktiven Phédnotyp in C77G-Tye
hervorruft. Dies konnte bedeuten, dass die Fihigkeit zur Suppression von CD4" T-
Zellen in Tre von C77G-Individuen ebenfalls vermindert sein konnte. Um die
suppressorische Kapazitit der in vitro expandierten T, zu analysieren, wurden CD4"
T-Zellen mit CD3/CD28-beads allein oder in Anwesenheit von expandierten Tie,
stimuliert (Abb. 4.18).
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Abb. 4. 18 Suppressorisches Potenzial von in vitro expandierten T,., mit wt- oder C77G-
CD45.

Dargestellt ist ein Einzelexperiment mit sortierten und in vitro expandierten CD4'CD25"¢" T,ee SOWiE
frisch isolierten CD4" T-Zellen je eines wt- und eines C77G-Individuums. CD4" T-Zellen und Treq
wurden alleine (1x10* Zellen/well) oder zusammen in Kokulturen mit CD3/CD28-beads (1:5) fiir fiinf
Tage stimuliert. Die Proliferation wurde anhand des ['H]-TdR-Einbaus wihrend der letzten 16h
gemessen.

CD4" T-Zellen des wt- und des C77G-Individuums zeigten eine starke Proliferation auf
den CD3/CD28-Stimulus, wogegen die zugehorigen T, nicht proliferierten (Abb.
4.18). Wenn die CD4" T-Zellen in Anwesenheit von Treg stimuliert wurden, war die
proliferative Antwort der wt-Zellen wie erwartet merklich reduziert. Im Gegensatz dazu
zeigten die T, des C77G-Individuums nur eine schwache bzw. keine suppressive

Aktivitat.
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Abb. 4. 19 Suppressorisches Potenzial von in vitro expandierten T,., mit wt- oder C77G-
CD45.

Die Daten stellen sieben unabhéngige Experimente mit wt-Zellen und sieben unabhidngige Experimente
mit C77G-Zellen dar. Sortierte und in vitro expandierte T,., sowie frisch isolierte CD4" T-Zellen wurden
alleine (1x10* Zellen/well) oder zusammen in Kokulturen mit CD3/CD28-beads (1:5) fiir fiinf Tage
stimuliert. Die Proliferation wurde anhand des [’H]-TdR-Einbaus wihrend der letzten 16h gemessen. Die
Ergebnisse fiir die T, und die 1:1-Kokulturen sind in Bezug zur Proliferation der CD4" T-Zellen
dargestellt, welche auf 100% gesetzt wurde. Die horizontalen Balken zeigen jeweils den Mittelwert fiir
die verschiedenen Gruppen.

Um zu untersuchen, ob die verminderte Suppression ein generelles Merkmal von
CD45RA-iiberexprimierenden T, ist, wurden weitere Experimente mit Zellen von
ingesamt je sieben unterschiedlichen wt- und C77G-Individuen durchgefiihrt. Die wt-
Treg Supprimierten die Proliferation von CD4" T-Zellen im Mittel um 85% (Abb. 4.19).
Die Ty, von C77G-Individuen zeigten von starker Suppression tliber keine Suppression
bis hin zu einer Steigerung der Proliferation der CD4" T-Zellen insgesamt eine groBe
Variabilitét in ihrer suppressiven Kapazitit. Im Mittel supprimierten die C77G-T,, die
Proliferation der CD4" T-Zellen nur zu 40%. Treg von C77G-Individuen scheinen somit

eine verminderte Kapazitit zur Suppression von CD4" T-Zellen aufzuweisen.

4.3 Phinotypische und funktionelle Konsequenzen der C77G-
Mutation bei CD8" T-Zellen

Fiir die Untersuchung der eventuell vorhandenen phénotypischen und funktionellen
Unterschiede zwischen CD8" T-Zellen von wt- und C77G-Individuen wurden zunéichst
die Expressionsmuster der verschiedenen CD45-Isoformen und von CD8" T-Zell-

spezifischen Molekiilen verglichen. Weitere Untersuchungen zielten auf die Darstellung
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zelluldrer Funktionen nach TcR-vermittelter Stimulation wie der Proliferation und der

zytolytischen Kapazitit der CD8" T-Zellen ab.

4.3.1 Charakterisierung ruhender CD8" T-Zellen

Die phinotypischen Auswirkungen der C77G-Mutation auf CD8" T-Zellen wurden mit
durchflusszytometrischen Verfahren untersucht. In der CD45RA-Expression wurde ein
signifikanter, wenn auch weniger stark ausgeprégter Unterschied als bei PBMC und Ty,

zwischen ruhenden CD8" T-Zellen von wt- und C77G-Individuen beobachtet.

wt C77G
1 h | —|
cbg —
l 92% || | 100%
18 | 18 | CD45RA
2|
Lm0
l 100%(] | 99%
1 ! A - : /]\ CD45RB
TP A | E A
: 93% || | 90%
AL =
b I 1 I
I et ot
N 44% | 38%
=
81 /\:“w\ ! CD45R0
E 1 1 I
N —— —_——
Fluoreszenzintensitat —
Abb. 4. 20 Expressionsmuster der CD45-Isoformen auf ruhenden CD8" T-Zellen.

Ruhende PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden mittels einer Zweifarbanalyse auf ihre Expression
von CD8 (schwarze Histogramme) und entweder CD45RA, CD45RB, CD45RC oder CD45R0
durchflusszytometrisch analysiert (ungefiillte Histogramme). Die grau schraffierten Histogramme zeigen
ungefiarbte PBMC als Kontrolle. Positive und negative Zellen wurden anhand der Negativkontrolle
unterschieden (gestrichelter Marker) und die Prozente an positiven Zellen sind angegeben. Ahnliche
Expressionsmuster wurden in mindestens zwei weiteren Experimenten beobachtet.

Nahezu alle CD8" T-Zellen von wt- und C77G-Individuen waren CD45RA-positiv,

wobei es bei wt-Indidividuen neben einer stark positiven auch eine kleinere, schwach

67



Ergebnisse

positive CD45RA-Population gab, die bei C77G-Individuen nicht auftrat (Abb. 4.20). In
der CD45R0-Expression konnte fiir ruhende CD8" T-Zellen, anders als bei PBMC und
Tree, kein Unterschied zwischen wt- und C77G-Individuen festgestellt werden. Sowohl
wt- als auch C77G-CD8" T-Zellen waren zu circa 40% CD45R0-positiv. In der
CD45RB- und CD45RC-Expression konnten ebenfalls keine Unterschiede zwischen
CD8" T-Zellen von wt- und C77G-Individuen festgestellt werden. Die Zellen waren
nahezu alle CD45RB-positiv und durchschnittlich zu 90% CD45RC-positiv.

wt C77G
cD28
cD127
. CD25
= CD154
o (CD40L)
A S S— —
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Abb. 4. 21 Expressionsmuster CD8" T-Zell-spezifischer Molekiile.

Ruhende PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden mittels einer Zweifarbanalyse auf ihre Expression
von CDS8 (schwarze Histogramme) und entweder CD28, CD127, CD25 oder CD154 (CD40L)
durchflusszytometrisch analysiert (ungefiillte Histogramme). Die grau schraffierten Histogramme zeigen
ungefarbte PBMC als Kontrolle. Positive und negative Zellen wurden anhand der Negativkontrolle
unterschieden (gestrichelter Marker) und die Prozente an positiven Zellen sind angegeben. Ahnliche
Expressionsmuster wurden in mindestens zwei weiteren Experimenten beobachtet.

Zur weiteren phinotypischen Charakterisierung wurden die CD8" T-Zell-spezifischen
Molekiile CD28, CD127, CD25 und CD40L durchflusszytometrisch analysiert (Abb.
4.21). Auch hier wurden sowohl bei wt- als auch bei C77G-Individuen die erwarteten

Expressionsmuster gefunden. Sowohl wt- und C77G-CD8" T-Zellen waren groftenteils
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positiv fiir CD28 und CD127 und negativ fiir CD25 und CD40L. Es wurden keine
phinotypischen Unterschiede zwischen wt- und C77G-CD8" T-Zellen beobachtet.
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Abb. 4. 22 Frequenz von CD8" T-Zellen bei wt- und C77G-Individuen.

Ruhende PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden mittels einer Einfarbanalyse auf ihre Expression
von CD8 durchflusszytometrisch analysiert. Die Daten sind als Prozent CD8" Zellen + Standardfehler des
Mittelwertes dargestellt.

Auch der Anteil an CD8" T-Zellen an den PBMC war nicht verschieden beim Vergleich
von wt- und C77G-CD8" T-Zellen. Die durchschnittliche Frequenz CD8" T-Zellen lag
sowohl fiir wt- als auch bei C77G-Individuen bei circa 27% (Abb. 4.22). Insgesamt
scheint die variante CD45RA-Expression in ruhenden CD8" T-Zellen keine

Auswirkungen zu haben.

4.3.2 Charakterisierung aktivierter CD8" T-Zellen

CD4" T-Zellen von C77G-Individuen zeigen nach allogener Stimulation eine erhohte
Proliferationsrate im Vergleich zu CD4" T-Zellen von wt-Individuen®. Um das
Proliferationsverhalten von CD8" T-Zellen von wt- und C77G-Individuen vergleichen
zu konnen, wurden die Zellen sortiert, mit PHA und IL-2 fiir eine Woche kultiviert und
jeweils beim Start der Kultivierung und an Tag 7 gezdhlt (Abb. 4.23). Es konnten keine
Unterschiede bei der Expansion von CD8" T-Zellen von wt- und C77G-Individuen

festgestellt werden.
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Abb. 4. 23 In vitro Expansion von sortierten CD8" T-Zellen.

CD8" T-Zellen von wt- und C77G-Individuen wurden wie in Abschnitt 3.2.6 beschrieben sortiert und
expandiert. An Tag 0 und Tag 7 wurde jeweils die absolute Zellzahl bestimmt. Die Zellzahl wurde
anschlieBend durch die Zellzahl der jeweiligen Startpopulation geteilt um die x-fache Expansionsrate zu
errechnen. Die Ergebnisse sind als x-fache Expansion + Standardfehler des Mittelwertes von der
angegebenen Zahl an Experimenten dargestellt.

Das CD45-Expressionsmuster wurde auch auf aktivierten/expandierten CD8" T-Zellen
analysiert. Es konnte eine deutliche CD45RA-Uberexpression festgestellt werden.
Wihrend im Mittel nur 54% der wt-CD8" T-Zellen positiv fiir CD45RA waren, waren
alle C77G-CD8" T-Zellen CD45RA-positiv (Abb. 4.24). Fiir die CD45RB-, CD45RC-
und CD45R0-Expression konnten keine Unterschiede zwischen wt- und C77G-CD8" T-
Zellen nachgewiesen werden. Fiir CD45RB waren durchschnittlich jeweils 100%, fiir
CD45RC 60-70% und fiir CD45R0 80-90% der Zellen positiv. Auch hier resultierte
beim Vergleich von aktivierten mit ruhenden CD8" T-Zellen (Abb. 4.20 und 4.24) eine
Aktivierung in einer Herunterregulation von CD45RA (MFI ruhend: wt 190+12, C77G
359+21 ; MFI aktiviert: wt 41+£10 , C77G 236+17) und CD45RC (MFI ruhend: wt
503+27, C77G 468+49 ; MFI aktiviert: wt 224+89, C77G 188+19) sowie in einer
Heraufregulation von CD45R0 (MFI ruhend: wt 130+£36, C77G 85432 ; MFTI aktiviert:
wt 137£33, C77G 117£29), wobei die Herunterregulation von CD45RA bei C77G-

Individuen wie schon bei den T, nur zu einer etwas schwicheren Expression fiihrte.

70



Ergebnisse

wit C77G
CD45RA
CD45RB
CD45RC
_ ' 87% \ 80%
= ] 1
I i | CD45R0
o |
NN 1
Fluoreszenzintensitat —
Abb. 4. 24 Expressionsmuster der CD45-Isoformen auf in vitro aktivierten CD8" T-Zellen.

PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden fiir die Untersuchung fiir 24h mit PHA aktiviert und
anschlieend fiir sechs Tage mit 25U/ml IL-2 kultiviert. Die Zellen wurden mittels einer Zweifarbanalyse
auf ihre Expression von CDS8 (schwarze Histogramme) und entweder CD45RA, CD45RB, CD45RC oder
CD45R0 durchflusszytometrisch analysiert (ungefiillte Histogramme). Die grau schraffierten
Histogramme zeigen ungefiarbte PBMC als Kontrolle. Positive und negative Zellen wurden anhand der
Negativkontrolle unterschieden (gestrichelter Marker) und die Prozente an positiven Zellen sind
angegeben. Ahnliche Expressionsmuster wurden in mindestens zwei weiteren Experimenten beobachtet.

Aufgrund der durchflusszytometrischen Analysen ldsst sich keine Aussage treffen, um
welche Exon A enthaltende Isoform es sich handelt, die von den stark CD45RA-
positiven CD8" T-Zellen varianter Spender vermehrt exprimiert wird. Es kéonnte sich
sowohl um die ABC-Isoform als auch um die AB-Isoform handeln, da Exon A und
Exon C nach Aktivierung von CD8" T-Zellen nicht vollstindig herrunterreguliert
wurden. Deshalb sollte mittels einer RT-PCR-Analyse untersucht werden, welche
Isoform fiir die erhohte CD45RA-Expression verantwortlich ist. Die Primer, die fiir
diese PCR verwendet wurden, waren in Exon 2 und 7 lokalisiert, damit alle alternativ

gespleifiten Exons in den Produkten enthalten sind.
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Abb. 4. 25 mRNA-Expressionsmuster der CD45-Isoformen von sortierten und in vitro

aktivierten CD8" T-Zellen.

Die RNA von sortierten und stimulierten CD8" T-Zellen (siche Abschnitt 3.2.6) von wt- und C77G-
Individuen wurde isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die PCR-Primer binden in den Exons 2 und 7,
damit alle alternativ gespleiten Isoformen analysiert werden konnten.

Die Gelelektrophorese zeigte vier Banden in den wt-CD8" T-Zellen fiir die Isoformen
CD45(AB) (483bp), CD45(BC) (429bp), CD45(B) (285bp) und CD45(0) (144bp) (Abb.
4.25). Fir die C77G-CD8" T-Zellen wurde dasselbe Isoformenmuster erhalten. Die
ABC-Isoform (627bp) wurde in aktivierten wt- und C77G-CD8" T-Zellen nicht
exprimiert. Somit scheint die AB-Isoform auch bei CDS8" T-Zellen von C77G-

Individuen fiir die verstiarkte CD45RA-Expression verantwortlich zu sein.

4.3.3 Zytolytische Kapazitit

CDS8" T-Zellen werden auch als zytotoxische T-Zellen bezeichnet und kénnen infizierte
Zellen durch Apoptose eliminieren. Werden reife zytotoxische T-Zellen durch die
Bindung an ein MHC-I-Protein, welches ihr spezifisches Fremd-Antigen prisentiert,
aktiviert, so schiitten sie Perforine und Granzyme aus, welche die MHC-I-tragende
Zelle in den programmierten Zelltod treiben. Die zytolytischen Eigenschaften von wt-
und C77G-CDS8"-T-Zellen sollten nach einer polyklonalen Aktivierung iiber den TcR
mittels einer CD107a-Analyse verglichen werden. Die CD107a-Expression auf der
Zelloberfliche wird nach Stimulation von zytotoxischen Zellen stark heraufreguliert
und korreliert sowohl mit der Zytokinsekretion als auch mit der Zell-vermittelten Lyse
von Zielzellen. Deshalb kann CD107a als Marker fiir die Degranulation dieser Zellen

verwendet werden.
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Abb. 4. 26 CD107a-Assay mit CD8" T-Zellen.

PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden fiir drei Tage im Brutschrank mit 1ul/ml PHA voraktiviert.
2x10° Zellen/ml der voraktivierten PBMC wurden mit 2pug/ml BMAO31 fiir 4h im Brutschrank inkubiert
und anschlieBend mittels einer Zweifarbanalyse auf die Expression von CD8 (Histgramme oben) und
CD107a durchflusszytometrisch analysiert (ungefiillte Histogramme). Die grau schattierten Histogramme
zeigen die Isotypkontrolle. Positive und negative Zellen wurden anhand der Isotypkontrolle unterschieden
(gestrichelter Marker) und die Prozente an positiven Zellen sind angegeben. Ahnliche Expressionsmuster
wurden in mindestens zwei weiteren Experimenten beobachtet.

In Abbildung 4.26 ist beispielhaft das Ergebnis eines CD107a-Assays mit voraktivierten
CDS8" T-Zellen graphisch dargestellt. Man kann sehen, dass ein kleiner Anteil an CD8"
T-Zellen auch ohne Stimulation iiber den TcR CD107a-positiv ist. Nach Stimulation

iber den TcR nimmt die CD107a-Expression allerdings wie erwartet stark zu.
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Abb. 4. 27 CD107a-Assay mit CD8" T-Zellen.

PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden fiir drei Tage im Brutschrank mit 1ul/ml PHA voraktiviert.
2x10° Zellen/ml voraktivierte PBMC wurden mit 2pg/ml BMAO31 fiir 4h im Brutschrank stimuliert und
anschlieBend mittels einer Zweifarbanalyse auf die Expression von CD8 und CDI107a
durchflusszytometrisch untersucht. Die Daten sind als prozentuale CD107a-Expression auf CD8" T-
Zellen + Standardfehler des Mittelwertes von mindestens drei Experimenten dargestellt.
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Beim Vergleich der CD107a-Expression von wt- und C77G-Individuen zeigten sich
sowohl bei unstimulierten als auch bei TcR-stimulierten CD8" T-Zellen keine
Unterschiede (Abb. 4.27). Unstimulierte CD8" T-Zellen exprimierten bei beiden ca. 7%
CD107a und nach TcR-Stimulation lie sich die Expression auf ca. 60% CD107a-
positive Zellen erhéhen. Diese Daten weisen darauf hin, dass ein variantes CD45-
Expressionsmuster keinen FEinfluss auf die durch TcR-Stimulation ausgeldste

Degranulierung von CD8" T-Zellen zu haben scheint.

4.4 Phanotypische und funktionelle Konsequenzen der C77G-
Mutation bei CD56"CD3” NK-Zellen

Fir die Untersuchung der mdglicherweise vorhandenen phénotypischen und
funktionellen Unterschiede zwischen CD56 CD3” NK-Zellen von wt- und C77G-
Individuen wurden wiederum die Expressionsmuster der verschiedenen CD45-
Isoformen und von CD56°CD3" NK-Zell-spezifischen Molekiilen verglichen. Weitere
Untersuchungen fokussierten wie auch bei CD8" T-Zellen auf die Darstellung zellulirer
Funktionen nach TcR-vermittelter Stimulation wie der Proliferation und der

zytolytischen Kapazitit der CD56 CD3” NK-Zellen.

4.4.1 Charakterisierung ruhender NK-Zellen

Die phinotypischen Auswirkungen der C77G-Mutation auf CD56'CD3” NK-Zellen
wurden mit den Verfahren der Durchflusszytometrie untersucht. Allerdings wurde
anders als bei den schon untersuchten Populationen kein deutlicher Unterschied in der
CD45RA-Expression zwischen ruhenden NK-Zellen von wt- und C77G-Individuen
beobachtet. Die NK-Zellen sowohl von wt-Individuen als auch von C77G-Individuen

waren zu nahezu 100% CD45RA-positiv (Abb. 4.28).
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Abb. 4. 28 Expressionsmuster der CD45-Isoformen auf ruhenden CD56"CD3” NK-Zellen.

Ruhende PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden mittels einer Dreifarbanalyse auf ihre Expression
von CD56/CD3 (schwarzer Rahmen im Dotplot) und entweder CD45RA, CD45RB, CD45RC oder
CD45R0 durchflusszytometrisch analysiert (ungefiillte Histogramme). Die grau schattierten Histogramme
zeigen ungefarbte PBMC als Kontrolle. Positive und negative Zellen wurden anhand der Negativkontrolle
unterschieden (gestrichelter Marker) und die Prozente an positiven Zellen sind angegeben. Ahnliche
Expressionsmuster wurden in mindestens zwei weiteren Experimenten beobachtet.

Nur circa 2-4% der NK-Zellen von wt- und C77G-Individuen zeigten im ruhenden
Zustand eine CD45RO0-Expression. Auch hinsichtlich der CD45RB und CD45RC-
Expression wurden keine Unterschiede zwischen wt- und C77G-Individuen beobachtet.

CD45RB wurde auf ungefahr 90% und CD45RC auf allen Zellen exprimiert.
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Abb. 4. 29 Expressionsmuster NK-Zell-spezifischer Molekiile.

Ruhende PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden mittels einer Dreifarbanalyse auf ihre Expression
von CD56 unc CD3 (schwarzer Rahmen im Dotplot) und entweder CD16, CD161 und CD69
durchflusszytometrisch analysiert (ungefiillte Histogramme). Die grau schraffierten Histogramme zeigen
ungefiarbte PBMC als Kontrolle. Positive und negative Zellen wurden anhand der Negativkontrolle
unterschieden (gestrichelter Marker) und die Prozente an positiven Zellen sind angegeben. Ahnliche
Expressionsmuster wurden in mindestens zwei weiteren Experimenten beobachtet.

Die Expression der NK-Zell-spezifischen Molekiile CD16 und CD161 zeigten ebenfalls
die erwarteten Muster. Sowohl wt- als auch C77G-NK-Zellen waren CD16- und
CD161-positiv, und es konnten keine Unterschiede zwischen wt- und C77G-Individuen

beobachtet werden (Abb. 4.29).
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Abb. 4. 30 CD69-Expression auf ruhenden NK-Zellen.

PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden mittels einer Dreifarbanalyse auf ihre Expression von
CD56, CD3 und CD69 durchflusszytometrisch analysiert. Die Daten sind als Prozent CD69-positiver
Zellen der CD56'CD3” NK-Zellen dargestellt, wobei der waagerechte Strich dem Mittelwert entspricht.

Der Aktivierungsmarker CD69 wurde allerdings von C77G-NK-Zellen verglichen mit
wt-NK-Zellen auf signifikant mehr Zellen exprimiert (Abb. 4.29 und 4.30). NK-Zellen
von wt-Individuen waren zu ca. 40% CD69-positiv, wihrend bei C77G-Individuen ca.
70% CD69-positive NK-Zellen gefunden wurden. Dies deutet auf einen erhohten
Aktivierungsstatus der C77G-NK-Zellen hin.

a
n.s.

T

§ g 10 -

g% 0

C wt C77G

(n=5) {n=5)

Abb. 4. 31 Frequenz von NK-Zellen bei wt- und C77G-Individuen.

Ruhende PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden mittels einer Zweifarbanalyse auf ihre Expression
von CD56 und CD3 durchflusszytometrisch analysiert. Die Daten sind als Prozent CD56 'CD3” Zellen +
Standardfehler des Mittelwertes dargestellt.

Der Anteil von NK-Zellen an den PBMC war jedoch bei beiden Gruppen gleich. Die
durchschnittliche Frequenz der NK-Zellen lag bei circa 7,5% (Abb. 4.31).
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4.4.2 Charakterisierung aktivierter NK-Zellen

Um Unterschiede zwischen NK-Zellen von wt- und C77G-Individuen auf eine
Stimulation mit dem Zytokin IL-2 zu analysieren, wurden die Zellen fiir eine Woche
mit 200U/ml kultiviert und anschlieBend die Zellzahl bestimmt und das CD45-
Isoformenmuster untersucht. Nach der Kultivierung konnte kein Unterschied in der
Zellzahl zwischen wt- und C77G-Individuen festgestellt werden (Abb. 4.32). Beim
Vergleich der Zellzahlen zwischen eingesetzten und stimulierten Zellen wurde
beobachtet, dass die Zellen durch IL-2 am Leben erhalten wurden, aber nicht

proliferierten.
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Abb. 4. 32 In vitro Stimulation von sortierten NK-Zellen.

CD56'CD3” NK-Zellen von wt- und C77G-Individuen wurden wie in 3.2.7 beschrieben sortiert und
expandiert. An Tag 0, 7 und 14 wurde jeweils die absolute Zellzahl bestimmt. Die Zellzahl wurde
anschliefend durch die Zellzahl der jeweiligen Startpopulation geteilt um die x-fache Expansionsrate zu
errechnen. Die Ergebnisse sind als x-fache Expansion + Standardfehler des Mittelwertes von der
angegebenen Zahl an Experimenten dargestellt.

Die Analyse des CD45-Isoformenmusters ergab, dass aktivierte C77G-NK-Zellen mit
100% positiven NK-Zellen CD45RA signifikant hoher exprimieren als wt-NK-Zellen
mit im Mittel 88% positiven NK-Zellen (Abb. 4.33). In der CD45R0-Expression konnte
kein Unterschied zwischen wt- und C77G-NK-Zellen nachgewiesen werden. Beide
exprimieren CD45R0 zu circa 40% auf ihrer Zelloberfliche. In der CD45RB- und
CD45RC-Expression konnte ebenfalls kein Unterschied zwischen NK-Zellen von wt-
und C77G-Individuen gefunden werden. Die Zellen waren zu 40-60% CD45RB-positiv
und zu circa 95% CD45RC-positiv.
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Abb. 4. 33 Expressionsmuster der CD45-Isoformen auf in vitro aktivierten CD56 CD3” NK-
Zellen.

PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden fiir die Untersuchung fiir eine Woche mit 200U/ml IL-2
kultiviert. Die Zellen wurden mittels einer Dreifarbanalyse auf ihre Expression von CD56 und CD3
(schwarzer Rahmen im Dotplot) und entweder CD45RA, CD45RB, CD45RC oder CD45R0
durchflusszytometrisch analysiert (ungefiillte Histogramme). Die grau schattierten Histogramme zeigen
ungefiarbte PBMC als Kontrolle. Positive und negative Zellen wurden anhand der Negativkontrolle
unterschieden (gestrichelter Marker) und die Prozente an positiven Zellen sind angegeben. Ahnliche
Expressionsmuster wurden in mindestens zwei weiteren Experimenten beobachtet.

Aufgrund der durchflusszytometrischen Analysen lisst sich wie bei CD8" T-Zellen
keine Aussage treffen, um welche zusétzliche Isoform es sich handelt, die von den NK-
Zellen varianter Spender vermehrt exprimiert wird. Es konnte sich sowohl um die ABC-
Isoform als auch um die AB-Isoform handeln, da Exon A und Exon C nach Aktivierung
von NK-Zellen nicht herrunterreguliert werden. Deshalb sollte ebenfalls mittels einer
RT-PCR-Analyse untersucht werden, welche Isoform fiir die erhdhte CD45RA-
Expression verantwortlich ist. Die Primer, die fiir diese PCR verwendet wurden, waren
in Exon 2 und 7 lokalisiert, damit alle alternativ gespleiiten Exons in den Produkten

enthalten sind.
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Abb. 4. 34 mRNA-Expressionsmuster der CD45-Isoformen von sortierten und in vitro

aktivierten NK-Zellen.

Die RNA von sortierten und stimulierten CD56°CD3” NK-Zellen (siche Abschnitt 3.2.7) von wt- und
C77G-Individuen wurde isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die PCR-Primer waren in den Exons 2
und 7 lokalisiert, damit alle alternativ gespleiliten Isoformen analysiert werden konnten.

Die Gelelektrophorese zeigte vier Banden in den wt-NK-Zellen fiir die CD45-Isoformen
AB (483bp), BC (429bp), B (285bp) und RO (144bp) (Abb. 4.34). Fiir die C77G-NK-
Zellen wurde dasselbe Isoformenmuster erhalten, allerdings mit einer deutlich stérker
exprimierten Bande von 483bp (AB-Isoform). Die ABC-Isoform (627bp) wurde in
aktivierten NK-Zellen nicht exprimiert. Somit scheint die AB-Isoform auch bei NK-
Zellen von C77G-Individuen fiir die verstirkte CD45RA-Expression verantwortlich zu

sein.

4.4.3 Zytolytische Kapazitit

NK-Zellen sind wie CD8" T-Zellen in der Lage verinderte Zellen, wie Tumorzellen und
virusinfizierte Zellen, zu erkennen und zu eliminieren. Die zytotoxische Aktivitit von
NK-Zellen wird von aktivierenden und inhibierenden Oberflichenrezeptoren reguliert.
Inhibierende Oberflichenrezeptoren interagieren unter anderem mit MHC-Klasse-I-
Molekiilen auf der Zielzelle. NK-Zellen werden hauptsdchlich durch fehlende MHC-
Klasse-I-Molekiile auf der Zielzelle aktiviert, wodurch die inhibierenden Signale fehlen.
Aufgrund dessen sind K562-Zellen als Zielzellen fiir die Untersuchung der
zytolytischen Aktivitit von NK-Zellen geeignet, da sie keine MHC-Klasse-I-Molekiile
auf ihrer Oberfliche exprimieren. Die zytolytischen Eigenschaften von wt- und C77G-
NK-Zellen sollen nach Aktivierung mit K562-Zellen mittels einer CD107a-Analyse

verglichen werden.
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Da fiir die CD107a-Analyse zwei Zelltypen zusammen inkubiert wurden, sollte
zunédchst einmal festgestellt werden, ob sich die Zelltypen durchflusszytometrisch
trennen lassen. Abbildung 4.35A zeigt Dotplots von PBMC alleine, K562-Zellen alleine
und beiden Zelltypen gemeinsam. PBMC und K562-Zellen lassen sich allein durch ihre
GroBenunterschiede im Vorwirts-/Seitwirts-Scatter trennen, so dass fiir die Analyse auf

PBMC ,,gegated” werden konnte.
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Abb. 4. 35 CD107a-Assay mit NK-Zellen.

A Dargestellt sind Dotplots von PBMC alleine, K562-Zellen alleine und beiden Zelltypen gemeinsam. B
PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden fiir sieben Tage mit 200U/ml IL-2 im Brutschrank
voraktiviert. 2x10° Zellen/ml der voraktivierten PBMC wurden alleine oder mit 2x10° K562 fiir 4h im
Brutschrank inkubiert und anschliefend auf die Expression von CD56 und CD3 (schwarzer Rahmen) und
CD107a durchflusszytometrisch untersucht (ungefiillte Histogramme). Die grau schattierten
Histogramme zeigen die Isotypkontrolle. Positive und negative Zellen wurden anhand der Isotypkontrolle
unterschieden (gestrichelter Marker) und die Prozente an positiven Zellen sind angegeben. Ahnliche
Expressionsmuster wurden in mindestens zwei weiteren Experimenten beobachtet.

In Abbildung 4.35B ist beispielhaft das Ergebnis eines CD107a-Assays mit
voraktivierten NK-Zellen graphisch dargestellt. Eine kleine Population der NK-Zellen
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zeigt auch ohne Stimulation schon eine Reaktivitit mit CD107a-Antikoérpern. Nach

Stimulation mit K562-Zellen nimmt die CD107a-Expression wie erwartet deutlich zu.
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Abb. 4. 36 CD107a-Assay mit NK-Zellen.

PBMC von wt- und C77G-Individuen wurden fiir sieben Tage mit 200U/ml IL-2 im Brutschrank
voraktiviert. 2x10° Zellen/ml der voraktivierten PBMC wurden alleine oder mit 2x10° K562 fiir 4h im
Brutschrank stimuliert und anschlieend mittels einer Zweifarbanalyse auf die Expression von CD56,
CD3 und CD107a durchflusszytometrisch untersucht. Die Daten sind als prozentuale CD107a-Expression
auf CD56'CD3” NK-Zellen + Standardfehler des Mittelwertes von mindestens drei Experimenten
dargestellt.

Beim Vergleich der CD107a-Expression von wt- und C77G-Individuen zeigte sich, dass
es bei unstimulierten NK-Zellen keinen Unterschied gibt. Sowohl wt- als auch C77G-
Individuen wiesen ca. 11,5% CD107a-positive NK-Zellen auf. Nach Stimulation mit
K562-Zellen allerdings zeigten die C77G-NK-Zellen eine signifikant hdhere CD107a-
Expression im Vergleich zu wt-NK-Zellen (Abb. 4.36). Wiahrend stimulierte wt-NK-
Zellen zu circa 52% CD107a-positiv waren, waren es bei C77G-NK-Zellen circa 68%.
Auch diese Daten weisen, dhnlich wie die erhohte CD69-Expression auf C77G-NK-
Zellen, darauf hin, dass der C77G-Polymorphismus einen Einfluss auf den
Aktivierungsstatus und hier speziell auf die durch TcR-Stimulation ausgeldste
Degranulierung der C77G-NK-Zellen hat. Beides spricht fiir eher hyperreaktive NK-
Zellen bei C77G-Individuen.
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5 Diskussion

CD45 ist ein wichtiges Molekiil in der Antigenrezeptor-Signaltransduktions-Kaskade'
und fiir die Differenzierung und Funktion von Lymphozyten notwendig. Es hat die
Kapazitit, den Schwellenwert des Antigenrezeptors sowohl positiv als auch negativ zu
regulieren®® und die Kombination der CD45-Isoformen auf der Zelloberfliche ist
entscheidend fiir die Effekte auf die Signaltransduktion®'. Durch alternatives Spleifien
dreier variabler Exons (A, B und C) werden verschiedene CD45-Isoformen auf der
Zelloberflache exprimiert, deren Funktionen im Einzelnen allerdings nur unvollstindig
verstanden sind. Aufgrund der Schwierigkeiten beim Transfizieren von humanen
Lymphozyten in vitro, wurde in dieser Arbeit ein natiirlich vorkommendes genetisches
Modell, der C77G-Polymorphismus im CD45-Gen, verwendet, um die Bedeutung einer
abberanten Isoform-Expression beim Menschen zu untersuchen. Die C77G-
Transversion verhindert das normale Spleilen des Exon A, wodurch auf
memory/aktivierten T-Zellen von C77G-Individuen drei CD45-Isoformen (B, 0 und
AB) exprimiert werden, wéahrend bei wt-Individuen nur die Isoformen CD45(B) und
CDA45(0) vorkommen. Die zusdtzliche CD45RA-Expression auf memory/aktivierten T-
Zellen von C77G-Individuen resultiert in einer verstirkten TcR-Signaltransduktion'®
und einer gesteigerten Zytokinempfindlichkeit bei CD4" T-Zellen'*. AuBerdem wurde
eine erhohte Frequenz von C77G-Individuen bei bestimmten Autoimmun- und

Infektionserkrankungen gefunden'.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die phéinotypischen und funktionellen
Auswirkungen des C77G-Polymorphismus bei verschiedenen Lymphozyten-
subpopulationen zu untersuchen. Hierzu wurden die CD45-Expressionsmuster sowie die
Expressionsmuster weiterer Zelloberflichenmolekiile und intrazelluldrer Molekiile bei
CD4"CD25"" T,,,, CD8" T-Zellen und CD56'CD3” NK-Zellen von wt- und C77G-
Individuen miteinander verglichen. Des Weiteren wurden die einzelnen Populationen in
verschiedenen in vitro-Assays funktionell untersucht. Die erhaltenen Daten weisen auf
eine Hyporeaktivitit von CD4"CD25"" T,,, und eine Hyperreaktivitit von CD56"CD3"
NK-Zellen bei varianten Individuen hin. CD8" T-Zellen von C77G-Individuen hingegen
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scheinen in ihren funktionellen Eigenschaften nicht von der abberanten CD45RA-
Expression beeinflusst zu werden. Daraus ergeben sich fiir die Diskussion folgende
Fragen: (1) Welche Besonderheiten im CD45-Isoformen-Muster charakterisieren die
verschiedenen Subpopulationen, (2) wie kann die Hyporeaktivitit von C77G-Tye, und
(3) die dhnliche Reaktivitit bei wt- und C77G-CD8" T-Zellen im Vergleich mit der
Hyperreaktivitit von C77G-CD4" T-Zellen erklirt werden, (4) nach welchem
Mechanismus konnte die variante Expression von CD45RA-Isoformen die NK-
Zellreaktivitit verdndern und (5) wie konnten die funktionellen Besonderheiten
varianter Lymphozytenpopulationen zusammenwirken und mdglicherweise zur

Suszeptibilitdt von C77G-Individuen fiir bestimmte Erkrankungen beitragen.

5.1 Besonderheiten im CD45-Isoformen-Muster bei C77G-Individuen

Da in élteren Studien mit wt- und C77G-Gesamtlymphozyten keine Verdnderungen der
Immunfunktionen nachgewiesen werden konnten®, wurde in jingeren Studien auf
Zelltypen fokussiert, die einen markanten Unterschied im Phénotyp zwischen wt- und
C77G-Individuen aufwiesen''*, um mogliche funktionelle Konsequenzen der C77G-
Mutation zu untersuchen. So konnten fiir memory/aktivierte CD4" T-Zellen von C77G-
Individuen, die einen markanten Unterschied in der CD45RA-Expression zeigen, auch
funktionelle Unterschiede nachgewiesen werden' . In der vorliegenden Arbeit wurden
verschiedene Lymphozytensubpopulationen analysiert, wobei T, den markantesten
CD45RA-Phiinotyp aufwiesen, wihrend bei den aktivierten CDS8" T-Zellen und den
aktivierten NK-Zellen der Unterschied in der CD45RA-Expression ebenfalls deutlich,
aber nicht so markant wie bei T., war (Abb. 4.12, 4.23 und 4.32). Die erhohte
CD45RA-Expression resultierte sowohl bei Ty, als auch bei CDS8" T-Zellen und NK-
Zellen von C77G-Individuen aus einer zusétzlich exprimierten Isoform, wobei es sich
eindeutig um die AB-Isoform handelte (Abb. 4.13, 4.24 und 4.33), die bei Ty, vorrangig

vom mutierten Allel generiert zu werden scheint (Abb. 4.14).
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Ein Phinomen iiber das schon in friiheren Studien spekuliert wurde’ und das nun zum
ersten Mal nachgewiesen werden konnte, ist eine signifikant geringere CD45R0-
Expression bei ruhenden Lymphozyten von C77G-Individuen (Abb. 4.3). Dieser
Befund war in einigen Subpopulationen, wie CD4" T-Zellen und T, markanter
ausgeprigt als in anderen Subpopulationen, wie CD8" T-Zellen und NK-Zellen. Nach
den bisherigen Erkenntnissen zum SpleiBen von CD45'' ist es unwahrscheinlich, dass
die pra-mRNA, die vom mutierten Allel stammt, zur CD45R0-Isoform gespleifit werden
kann. Somit wiirde man rein rechnerisch eine geringere CD45R0-Expression auf der
Zelloberfliche von C77G-Lymphozyten erwarten, da die gemessene CD45R0-
Expression nur von CD45R0-mRNA, die vom wt-Allel generiert wurde, stammen kann.
Wenn dieses Model stimmen sollte, wiirde man erwarten, dass homozygote Trager des
C77G-Polymorphismus nicht in der Lage sind die CD45R0-Isoform zu bilden. Bisher
konnte allerdings nur ein homozygoter Triger identifiziert werden, wobei keine
weiteren Analysen zu phinotypischen oder funktionellen Besonderheiten durchgefiihrt
wurden'’. Die CD45-Isoformen-Muster in den mRNA-Analysen von T, weisen
ebenfalls auf eine geringere CD45R0-Expression bei C77G-Individuen hin (Abb. 4.13).
Ein wt-Allel scheint allerdings auszureichen, um eine normale CD45R0-Expression auf
der Zelloberflache aktivierter Zellen zu erhalten. Diese Daten deuten darauf hin, dass
nach der Aktivierung von C77G-Lymphozyten allein die variante CD45RAB-
Expression die Ursache der verdnderten Reaktivitdt ist, wiahrend bei einigen ruhenden
C77G-Subpopulationen auch die verminderte CD45R0-Expression eine Rolle spielen

konnte.

Auf mRNA-Ebene konnte sowohl bei aktivierten wt- als auch bei aktivierten C77G-Tyg
die CD45(BC)-Isoform nachgewiesen werden (Abb. 4.13). Exon C wird normalerweise
genau wie Exon A nach Aktivierung herunterreguliert, so dass weder die CD45(ABC)-
noch die CD45(BC)-Isoform auf der Zelloberfliche exprimiert werden®. Weshalb in
aktivierten Zellen die CD45(BC)-mRNA, jedoch nicht das CD45(BC)-Molekiil auf der
Zelloberfldche, nachgewiesen werden konnte, ist unklar, aber dieser Befund sollte keine
Auswirkungen auf die Signaltransduktions-Ereignisse an der Zelloberfliche haben und

wurde nicht weiter untersucht.
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5.2 Hyporeaktivitit bei T,. versus Hyperreaktivitit bei CD4" T-
Zellen von C77G-Individuen

Twy spielen eine wichtige Rolle bei der Kontrolle von Immunantworten. Eine
Veranderung in der Tye-Funktion kann zur Verminderung oder zum Wegfall der
natiirlichen Selbst-Toleranz fithren, was zur Entwicklung von Autoimmunerkrankungen
beitrdgt. Die Untersuchungen mit CD4"'CD25"e"FoxP3™" Treg von C77G-Individuen
ergaben, dass diese Subpopulation (1) CD45RA-Isoformen iiberexprimiert, (2) eine
verminderte Heraufregulation von CD69 nach TcR-Stimulation zeigt, (3) sich in vitro
nicht gut iber CD3/CD28-Stimulation expandieren ldsst, (4) verringerte IL-10- und
TGF-B-mRNA-Level sowie distinkte Expressionsmuster bestimmter Gene wie
beispielsweise Granzym A, TNF, IL-4 oder IL-10 aufweist und (5) eine beeintrachtige
Kapazitit hat, die Proliferation von CD4" T-Zellen zu supprimieren. Diese Daten deuten
darauf hin, dass das variante Expressionsmuster von CD45RA zu einem -echer

hyporeaktiven Phinotyp bei C77G-T fiihrt.

Es ist grundsitzlich denkbar, dass andere Ursachen fiir die unterschiedlichen
Reaktionen verantwortlich sind, da ,,normale Probanden untersucht wurden, die sich in
vielen anderen Parametern unterscheiden. Die Schlussfolgerung, dass der C77G-
Polymorphismus und die resultierende variante CD45RA-Expression flir die Treg-
Hyporeaktivitit verantwortlich sind, wird von @hnlichen Argumenten wie die frither
etablierte C77G-T-Zell-Hyperreaktivitit bei memory/aktivierten CD4  T-Zellen
unterstiitzt'>. Es wurde insgesamt eine verminderte T.-Reaktivitit bei C77G-
Individuen mit allen verschiedenen Analyse-Methoden gefunden, weshalb es
unwahrscheinlich ist, dass die funktionellen Unterschiede auf experimentelle
Variabilitidt zuriickzufithren sind. Es wurde ebenfalls schon frither diskutiert, dass
funktionelle Unterschiede am wahrscheinlichsten in Zelltypen gefunden werden, die
wie Ty, signifikant von der C77G-Mutation beeinflusst werden, weshalb die
funktionellen Untersuchungen fiir diese Arbeit auch hauptsdchlich auf diese

Subpopulation fokussiert wurden.
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Die Verdnderung der Isoform-Kombination konnte die TcR-Signaltransduktion von
C77G-Treg, dhnlich wie bei den transgenen Méusen, so beeinflussen, dass die normale
Reaktivitdt verstirkt wird. Transgene Maéduse mit verdnderten CD45-Isoformen-
Kombinationen, welche die variante CD45-Expression beim Menschen imitieren,
zeigen  einen  schnelleren  Ausbruch  und  schweren  Verlauf  von
Autoimmunerkrankungen®. Allerdings reagieren Treg und CD4" T-Zellen verschieden
auf denselben biochemischen Stimulus®. CD4" T-Zellen durchlaufen nach TcR-
Aktivierung und adédquater Ko-Stimulation ein typisches Aktivierungsprogramm,
welches die Produktion von IL-2 und ihre Proliferation einschliet. T, reagieren
nahezu nicht auf TcR-vermittelte Signale, sie produzieren weder IL-2 noch proliferieren
sie, allerdings supprimieren sie die Aktivierung von CD4" T-Zellen. Daraus ergab sich
die Arbeitshypothese, dass wenn C77G-CD4" T-Zellen nach Aktivierung hyperreaktiv

sind, T,; nach Aktivierung moglicherweise hyporeaktiv bleiben.

Die ersten Daten, die diese Arbeitshypothese unterstiitzten, waren die verminderte
Heraufregulation von CD69 nach TcR-Stimulation bei C77G-T,e, was auch in der
Microarray-Analyse bestitigt werden konnte. CD69 ist ein Membranrezeptor, der nach
einer Aktivierung voriibergehend exprimiert wird und als negativer Modulator bei
autoimmuner Reaktivitit und Inflammation fungiert®. Die Quervernetzung von CD69
induziert die Produktion von TGF-B, welches als anti-inflammatorisches Zytokin
fungiert. Das bedeutet, je mehr CD69 exprimiert wird, desto stirker ist die negative
Riickkopplung oder der supprimierende Einfluss iiber TGF-f auf die Inflammation.
C77G-Teg exprimierten weniger CD69 als wt-T.,, weshalb ihre negative Riickkopplung
beeintrachtigt zu sein scheint, was moglicherweise zu einer verminderten Produktion
von TGF-B und einer reduzierten supprimierenden Aktivitdt fiihrt. Es wurde schon
gezeigt, dass CD45 die Zytokinrezeptor-induzierte Signaltransduktion {iber Jaks negativ
reguliert’', so dass eine zusitzliche CD45-Isoform auf der Zelloberfliche durchaus zu
einer verminderten Produktion von supprimierenden Zytokinen und dadurch zu einer
Hyporeaktivitit der C77G-T, fiihren konnte. Die Zytokine IL-10 und TGF- f, die in
CD4" T-Zellen einen unreaktiven Zustand hervorrufen, wurden analysiert und kamen in
C77G-Tye vermindert vor, was mit der reduzierten Heraufregulation von CD69 in

C77G-Tyeg korreliert.
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Weitere Hinweise zum allgemeinen Zustand der C77G-T, im Vergleich zu wt-Ty,
lieferte eine globale Genexpressions-Untersuchung mittels einer Microarray-Analyse
(Abb 4.17), die eine Assoziation mit vier Signalweg-Modulen ergab: die TcR-Signal-
Kaskade, die Regulation der Proliferation, die Entziindungsreaktion und die Apoptose.
Die TcR-Signal-Kaskade der C77G-T,, selbst scheint weniger beeinflusst zu sein, aber
am Ende der Kaskade werden einige Gene von regulierenden Molekiilen verschieden
exprimiert, die mit den drei iibrigen Signalwegen assoziiert waren. Direkt mit der TcR-
Signal-Kaskade konnten die Molekiile TRIM (TcR interacting molecule; auch als
TRAT1 bezeichnet) und Lyn assoziiert werden, wobei TRIM eine verminderte
Expression und Lyn eine erhohte Expression in C77G-Tg zeigte. TRIM ist ein
transmembranes Adaptorprotein, welches ausschlieBlich in T-Zellen exprimiert wird. Es
assoziiert mit dem TcR/CD3/(-Komplex und scheint die spontane TcR-Internalisierung
zu inhibieren und die Ca*"-Mobilisierung zu verstirken®’. Durch eine Verinderung der
Dauer der TcR-Expression verstirkt TRIM somit die T-Zell-Aktivierung. Eine
verminderte Expression von TRIM in C77G-Teg, konnte demnach in einer verminderten
T-Zell-Aktivierung resultieren, allerdings gibt es bislang keine Hinweise auf eine

Interaktion zwischen CD45 und TRIM.

Lyn gehort zur Familie der Src-Kinasen, wird vorwiegend in B-Zellen, aber kaum in T-

Zellen, exprimiert®®

und ist als ein Schliisselenzym in die Regulation der
Zellaktivierung involviert. Dabei kann Lyn die Zellaktivierung, abhingig von Stimulus
und Differenzierungsstatus, begiinstigen oder inhibieren’. Inwieweit die bei C77G-Treg
gefundene erhohte Lyn-Expression einen, moglicherweise negativen, Einfluss auf die
TcR-Signal-Kaskade haben konnte, miisste weiter untersucht werden, eine Interaktion
mit CD45 ist dagegen schon bekannt’’. Ob die Regulation der Proliferation durch die
erhohte CD45RA-Expression beeinflusst wird, ldsst sich anhand der Microarray-Daten
schwer einschitzen, da sowohl positiv (IL-3"") als auch negativ (IL-107%) wirkende
Molekiile erhoht oder vermindert exprimiert werden. Der FEinfluss auf eine
Entziindungsreaktion scheint dagegen bei C77G-Ty, eher schwicher als bei wt-T;e, zu
sein. Die Zytokine IL-4 und IL-13 werden allerdings von C77G-T, vermehrt
exprimiert, was moglicherweise zur Entstehung von Allergien beitragen konnte’.

Natiirliche T, sind auch in der Lage Granzym A zu exprimieren und zeigen

zytolytische Aktivitit gegeniiber autologen Zielzellen wie beispielsweise CD4" und
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CD8" T-Zellen™. Hierbei scheint die erhdhte CD45RA-Expression bei C77G-
Individuen einen eher negativen Einfluss auf die zytolytische Aktivitit der T
auszuiiben. Insgesamt konnten auch diese Daten auf eher hyporeaktive C77G-Treg

hinweisen, es sind allerdings weitere Untersuchungen notwendig um dies zu bestétigen.

Das verminderte Aktivierungspotential der C77G-T, in den Expansions-Experimenten
fiigt sich ebenfalls in die Hypothese der Hyporeaktivitdt ein. Es wurde schon gezeigt,
dass CD45RA" Ty, signifikant weniger proliferieren als CD45R0" Treg75 , und obwohl
die CD45RA" T,ee normalerweise im Laufe der Proliferation einen CD45RA"CD45R0"
Phinotyp annehmen, weisen diese Beobachtungen auf einen negativen Einfluss der
CD45RA-Isoformen auf die T.-Proliferation hin. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass Ty, mit einer stetigen Expression von CD45RA nach einem CD3/CD28-
Stimulus schlechter expandierten und die Proliferation sogar circa drei Wochen nach
dem Start der Expansion abfiel. Allerdings ist die CD45-Phosphatase nicht nur wichtig
fiir die TcR-Signaltransduktion, sondern wird ebenfalls mit Apoptose assoziiert™ .
Demnach konnte ein, bedingt durch das aberrante CD45RA-Expressionsmuster,
verstarkter programmierter Zelltod ebenfalls zu einem frithen Zellverlust bei den C77G-
Ty, fiihren. Das verminderte suppressive Potenzial konnte bedeuten, dass die C77G-
Treg, die urspriinglich in Kultur genommen wurden, von nicht-T, liberwachsen wurden.
Um dies auszuschlieBen, wurden die FoxP3" Zellen in den expandierten Kulturen
analysiert. FoxP3 stellt einen der besten Marker fiir Ty, dar, wobei die FoxP3-DNA-
Methylierung derzeit das verldsslichste Merkmal fiir natiirliche Treg ist’®. Die FoxP3-
Expression ist auch hier ein hilfreicher Marker um die Qualitit der expandierten Tic,
einzuschitzen, obwohl FoxP3 nach Aktivierung auch von CD4" T-Zellen transient
exprimiert wird und diese so von den Ty, nicht mehr zu trennen sind. Die wt- wie auch
die C77G-T, waren zu ca. 93% FoxP3-positiv, weshalb ein Uberwachsen mit nicht-
Treo-Zellen eher unwahrscheinlich ist, da es sich bei den wt-Ty, tatsichtlich um

suppressive T, handelte.

Auf mRNA-Ebene wurden sogar hohere FoxP3-mRNA-Transkriptmengen bei Ty, von
C77G-Individuen im Vergleich zu wt-Individuen gefunden (Abb. 4.11B). Dies wiirde
ebenfalls zur Hypothese der hyporeaktiven Ty, passen, da die Expression von FoxP3

notwendig ist, um den nicht-reaktiven Phénotyp der T, aufrecht zu erhalten”’. Der
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Hauptunterschied zwischen ruhenden CD4" T-Zellen und Ty ist die Expression von
FoxP3, was darauf hinweist, dass die Unterschiede in der TcR-Signaltransduktion eine
Konsequenz der FoxP3-Expression ist®’. Das erste Ereignis nach einer Stimulation des
TcR ist die Aktivierung der Kinase der Src-Familie p561°k, welche anschliefend die
ITAMs in den intrazelluliren Doménen der CD3e- und CD3(-Kette phosphoryliert. Die
Phosphorylierung von Tyrosinresten in der CD3(-Kette bildet eine Bindungsstelle fiir
Zap70, welches dann von p56ICk phosphoryliert und aktiviert werden kann.
AnschlieBend ist Zap70 in der Lage weitere nachgeschaltete Substrate zu
phosphorylieren und somit das Signal weiterzuverbreiten. Es konnte gezeigt werden,
dass die Verdnderung in der TcR-Signaltransduktion bei Ty, im frithestmoglichen
Schritt auftrat’®. Eine Stimulation des TcR resultierte in einer reduzierten
Phosphorylierung der CD3(-Kette bei Ty, im Vergleich zu CD4" T-Zellen. Dies wurde
von einer verminderten Rekrutierung und Aktivierung von Zap70 begleitet. Ein Modell
wie FoxP3 die proximalen Ereignisse der TcR-Signaltransduktion beeinflussen kdnnte,
wire beispielsweise die Unterdriickung eines bisher unbekannten Genprodukts, das fiir
eine produktive TcR-Signaltransduktion notwendig ist. Kandidaten fiir solche Molekiile
schlieBen Tyrosin-Phosphatasen (CD45?) oder —kinasen ein, die die sehr frithen
Ereignisse der TcR-Signaltransduktion regulieren, einschlieflich der Tyrosin-

Phosphorylierung der CD3(-Kette von Lck®.

Die Untersuchung der suppressiven Funktion ergab eine verminderte Kapazitit der
expandierten C77G-Ty, die Proliferation von CD4" T-Zellen zu unterdriicken,
wenngleich mit einer groBen Streuung (Abb. 4.18). Die hohe Streuung in der
suppressiven Kapazitit der C77G-Tye konnte moglicherweise durch Effekte erklart
werden, die den Einfluss der C77G-Mutation in einigen Individuen neutralisiert. Diese
neutralisierenden Effekte konnten fiir zukiinftige Untersuchungen den C77G-
Polymorphismus betreffend interessant sein. Dennoch scheinen Dysfunktionen in der
Suppression, wie fiir C77G-T,, gezeigt, ein wichtiger Faktor bei der Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen zu sein’’. Regulatorische T-Zellen représentieren einen Teil
der peripheren Toleranz und sind in der Lage autoaggressive T-Zellen zu supprimieren.
Zusammengefasst, weisen diese Daten darauthin, dass die aberrante CD45RA-

Expression auf T, von gesunden Individuen die normale T,..-Aktivitit beeintrichtigt.
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5.3 Ahnliche Reaktivitit bei CD8" T-Zellen versus Hyperreaktivitit
bei CD4" T-Zellen von C77G-Individuen

CD8" T-Zellen werden auch als zytotoxische T-Zellen bezeichnet und sind in der Lage
in geschidigten Zellen iiber bestimmte Signalwege (Fas/FasL, Perforin/Granzym) einen
programmierten Zelltod auszulosen. CD4- und CD8-Molekiile sind als Korezeptoren
wihrend der TcR-Signaltransduktion aktiv, indem sie an denselben Liganden wie der
TcR binden und dadurch die Empfindlichkeit gegeniiber dem Antigen verstirken.
Wihrend CD4" T-Zellen auf MHC-II-Molekiilen prisentierte Antigene erkennen, die
auf der Oberfliche von antigenpridsentierenden Zellen exprimiert werden, erkennen
CD8" T-Zellen von MHC-I-Molekiilen prisentierte Antigene vor allem auf viral
infizierten Zellen und Tumorzellen. Auch in CD8" T-Zellen kontrolliert die CD45-
Phosphatase die Aktivitit der p561°k-Kinase, die mit dem CD8-Korezeptor assoziiert
und die TcR-Signaltransduktions-Kaskade ausldst. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass CD8  T-Zellen von C77G-Individuen (1) CD45RA-Isoformen
liberexprimieren und (2) eine vergleichbare proliferative und (3) zytotoxische Kapazitit
zeigen wie CD8" T-Zellen von wt-Individuen. Die Signaltransduktionswege von CD8"
T-Zellen scheinen demnach nicht von der variant exprimierten CD45-Isoform

beeinflusst zu werden.

Obwohl sowohl CD4- als auch CD8-Molekiile die Signaltransduktion {iber den TcR
verstiarken, konnte gezeigt werden, dass das Crosslinking des CD4-TcR-Komplexes

eine 4-fach groBere p56'*

-Kinase-Aktivitit und eine erhéhte Tyrosin-Phosphorylierung
von intrazelluliren Substraten verglichen mit dem Crosslinking des CDS8-TcR-
Komplexes initiiert. Die Signaltransduktion iiber den CDS8-TcR-Komplex scheint
demnach weniger mit der Aktivierung von Tyrosin-Kinasen zusammenzuhingen,
sondern eher vom Proteinkinase-C-Signalweg abhingig zu sein®’. CD8" T-Zellen
zeigten auch eine verminderte Ca”" Mobilisierung im Vergleich mit CD4™ T-Zellen®'.
Dies konnte insgesamt zu einem erhdhten Schwellenwert zur Aktivierung von CD8" T-
Zellen fithren, was einen wichtigen physiologischen Schutzmechanismus darstellen

konnte, um zytotoxische T-Zellen nur bei Notwendigkeit zu aktivieren, da es ansonsten

zu einer schweren Schiddigung von gesundem Gewebe kommen konnte. Dieser

91



Diskussion

Schutzmechanismus scheint nicht von einer erhohten CD45RA-Expression beeinflusst

zu werden.

5.4 Mechanismus der Hyperreaktivitit bei NK-Zellen

Natiirliche Killerzellen sind aus dem Knochenmark stammende granuldre Lymphozyten
des angeborenen Immunsystems, deren Antigenrezeptoren bereits vorliegen und nicht
erst durch  Umlagerung von  Gensegmenten  resultieren. Mit  diesen
Oberfldchenstrukturen haben NK-Zellen die Féahigkeit, entartete Zellen ohne vorherige
Sensibilisierung zu lysieren. Die NK-Zell-Aktivitdit wird durch die Balance
verschiedener Rezeptoren, die entweder aktivierende oder inhibierende Signale senden,
kontrolliert. In CD45-defizienten Mdusen wurde eine merklich erhhte Anzahl an NK-
Zellen beobachtet®, was auf eine Funktion von CD45 in dieser Zellpopulation hinweist.
NK-Zellen exprimieren eine grole Anzahl an Kinasen der Src-Familie (z.B. Fyn, Lck
und Lyn), welche zum Teil von der Protein-Tyrosin-Phosphatase CD45 kontrolliert
werden®. Derzeit ist unklar ob CD45 netto einen positiven oder negativen Effekt auf
die Kinasen der Scr-Familien in NK-Zellen hat. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass CD56'CD3” NK-Zellen von C77G-Individuen (1) CD45RA-
Isoformen {iberexprimieren, (2) eine erhohte CD69-Expression im unstimulierten
Zustand aufweisen, (3) und eine gesteigerte zytotoxische Aktivitdt gegeniiber K562-
Zellen haben.

Ruhende NK-Zellen von C77G-Individuen unterscheiden sich in ihrem CD45-
Isoformen-Muster augenscheinlich nicht von wt-Individuen (Abb. 4.28). Der
Unterschied in der CD45RA-Expression ist jedoch auch hier vorhanden, aber nur
minimal ausgepriagt. Auch der Anteil der NK-Zellen an den Lymphozyten sowie die
Expression der NK-Zell-spezifischen Molekiille CD16 und CDI161 ist vergleichbar
zwischen wt- und C77G-Individuen. Ein markanter phénotypischer Unterschied ist die
erhohte CD69-Expression auf ruhenden NK-Zellen von C77G-Individuen (Abb. 4.28,
4.29), was auf eine erhohte zytolytische Aktivitit dieser Zellen hinweist, da die CD69-

Expression und die zytolytische Aktivitit eng miteinander korrelieren®. In der Tat
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konnte ebenfalls eine gesteigerte zytolytische Aktivitit bei IL-2-stimulierten NK-Zellen
von C77G-Individuen gegeniiber K562-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 4.34, 4.35).
Sowohl aktivierte NK-Zellen von wt-Individuen als auch aktivierte NK-Zellen von
C77G-Individuen exprimieren CD45RA auf der Zelloberfliche, allerdings sind bei
C77G-Individuen 100% aller NK-Zellen CD45RA-positiv und CD45RA wird in sehr
viel hoherer Dichte exprimiert (Abb. 4.32). Die signifikant erhohte CD45RA-
Expression auf aktivierten NK-Zellen von C77G-Individuen konnte fiir eine

Hyperreaktivitdt in NK-Zellen verantwortlich sein.

Es wurde bereits gezeigt, dass das Fehlen von CD45-Molekiilen unterschiedliche
Effekte auf die Effektorfunktionen von NK-Zellen hat™. Wihrend die Zytotoxizitét nur
leicht reduziert war, waren die Zytokin- und Chemokinproduktion stark inhibiert. Die
Zytokin- und Chemokinproduktion scheinen also mit der Funktion der CD45-
Phosphatase eng verkniipft zu sein, was einen interessanten Aspekt fiir weitere
Untersuchungen darstellt. Die Zytotoxizitdt hingegen scheint nur zum Teil iiber einen
CD45-abhédngigen Signalweg reguliert zu werden. Die Kinasen der Syk-Familie (Syk
und Zap70) sind fiir die Verbreitung des Signals, welches zur Aktivierung der
Effektorfunktionen in T-Zellen, B-Zellen, myeloiden Zellen und NK-Zellen fiihrt,
zustiandig. Die meisten reifen hematopoetischen Zellen exprimieren entweder Syk oder
Zap70. NK-Zellen bilden jedoch eine Ausnahme, denn sie exprimieren gro3e Mengen
von beiden Kinasen. Die Src-Kinasen, kontrolliert von CD45, phosphorylieren die
Tyrosinreste der ITAMs von aktivierenden Rezeptoren, an welche die Kinasen der Syk-
Familie binden. Die Kinasen der Src-Familie phosphorylieren und aktivieren die ITAM-
gebundenen Kinasen Syk und Zap70. Es wird angenommen, dass Syk und Zap70
redundante Rollen bei der Verbreitung von ITAM-Signalen in NK-Zellen spielen.
Wihrend Zap70 allerdings von der Anwesenheit der Kinasen der Src-Familie und somit
auch von CDA45 abhingig ist, kontrolliert Syk die CD45-unabhéngigen, ITAM-
spezifischen NK-Zell-Funktionen. Die variante CD45RA-Expression konnte somit
einen direkten Einfluss auf die Zap70-Kinase-Aktivitdt haben.

Die Kinase Zap70 wird nur von T-Zellen und NK-Zellen exprimiert und muss zur

Aktivierung durch die Kinasen der Scr-Familie Lck oder Fyn phosphoryliert werden®.
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Die Expression von mehr hochmolekularen CD45RA-Isoformen konnte zu einer
erhohten Phosphatase-Aktivitit flihren, wodurch die Kinasen der Scr-Familie und
schlieBlich der Syk-Familie stirker phosphoryliert werden und somit einen héheren
Aktivierungsstatus erhalten konnten. In varianten T-Zellen konnte bereits eine stirkere
Phosphorylierung der Zap70- Kinase nachgewiesen werden'®. Kénnte man fiir Zap70 in
NK-Zellen ebenfalls eine stirkere Phosphorylierung nachweisen, wiirde das darauf
hindeuten, dass die variante CD45RA-Expression die Signaltransduktion in NK-Zellen

von C77G-Individuen verstarkt.

5.5 Zusammenwirken der verschiedenen Subpopulationen bei C77G-

Individuen und die Auswirkungen fiir Krankheitsassoziationen

Die Beobachtungen in Ty, CD4" T-Zellen, CD8" T-Zellen und NK-Zellen
unterstreichen die Bedeutsamkeit die CD45-Phosphatase in verschiedenen Zelltypen zu
untersuchen, da ihre Funktion je nach zellulirem Kontext unterschiedlich zu sein
scheint. Innerhalb eines Trigers der C77G-Mutation kommen sowohl hyperreaktive
memory/aktivierte CD4" T-Zellen und NK-Zellen als auch hyporeaktive regulatorische
T-Zellen vor. All diese Zelltypen miissen bei einer Immunantwort auf Antigene in
einem komplexen Prozess reguliert werden. Dieser Prozess beinhaltet das Ausldsen
einer starken Immunantwort gegen Pathogene wéhrend gleichzeitig die Toleranz zum
Selbst erhalten werden muss. Dass T-Zellen mit einer Spezifitdt fiir Selbst-Antigene im
peripheren Blut priasent sind und nach einer Aktivierung in Autoimmunprozesse
involviert werden konnen, ist ein normaler Zustand, wobei eine zentrale Rolle von
ruhenden CD45RA" T-Zellen als Quelle fiir potenziell pathogene Effektorzellen
nachgewiesen werden konnte®. Die erhdhte CD45RA-Expression bei C77G-Individuen
konnte somit einen Einfluss auf die immunologische Toleranz haben und

moglicherweise zur vermehrten Entstehung von Autoimmunerkrankungen beitragen.

Regulatorische T-Zellen sind entscheidend fiir die Erhaltung der peripheren Toleranz
und der Vermeidung iibermédBiger Immunreaktionen. Sie inhibieren die Proliferation

und die Effektorfunktionen einer groflen Bandbreite an verschiedenen Zelltypen des
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Immunsystems wie konventionellen CD4" und CD8" T-Zellen87’88, B-Zellengg,
dendritischen Zellen”, Monozyten/Makrophagen’, NKT-Zellen’’und NK-Zellen®.
Sind Ty, nicht in der Lage starke Immunantworten zu supprimieren, wie es hier fir
C77G-Tyee gezeigt wurde, kann dies entscheidende Auswirkungen auf die Entstehung

von Autoimmunerkrankungen haben™.

IL-2, IL-2,
Proliferation Proliferation
CcD69 CcDB9
Zytotoxizitat Zytotoxizitat

1
\/ Expansion
IL-10, TGF-B

Suppression cps* 1 Zytotoxizitat

Zytotoxiztst t  cpg*

Abb. 5.1 Modellhafte Darstellung der funktionellen Auswirkungen der C77G-Mutation.

Regulatorische T-Zellen haben die Féahigkeit viele Zelltypen durch verschiedene Mechanismen in ihren
Funktionen zu inhibieren. Bei Individuen mit der C77G-Mutation wurden fiir einige Mechanismen
Hinweise auf eine verminderte Funktionsfihigkeit der T, gefunden (z.B. verminderte Expansion und
Suppression). CD4" T-Zellen von C77G-Individuen zeigten zudem eine vermehrte Produktion von IL-2
und eine gesteigerte Proliferation, und auch NK-Zellen von C77G-Individuen wiesen eine verstirkte
CD69-Expression und eine erhdhte Zytotoxizitét auf.

Bisher konnten vier wesentliche, von T, genutzte Mechanismen der Suppression
identifiziert werden: die Suppression durch inhibitorische Zytokine, die Suppression
durch Zytolyse, die Suppression durch Stérung der Metabolit-Verfiigbarkeit und die
Suppression durch die Modulation der Reifung oder der Funktion von dendritischen
Zellen”. Einige der Mechanismen wirken dabei auf alle genannten Zelltypen, wihrend
andere Mechanismen zelltypspezifisch zu sein scheinen. Die supprimierenden Zytokine
IL-10 und/oder TGF-B koénnen in membran-gebundener oder Idslicher Form alle
genannten Zelltypen inhibieren’®®®. Aktivierte natiirliche Tree exprimieren aulerdem
Granzym A und TNF und sind in der Lage autologe Zielzellen, wie CD4" T-Zellen,
CDS8" T-Zellen, Monozyten und dendritische Zellen, zu lysieren’*. Bei Individuen mit
der C77G-Mutation wurden in dieser Arbeit fiir einige Mechanismen Hinweise auf eine
verminderte Funktionsfdhigkeit der T, gefunden (z.B. verminderte Expansion und
Suppression), wihrend CD4" T-Zellen von C77G-Individuen gleichzeitig eine

vermehrte Produktion von IL-2 und eine gesteigerte Proliferation zeigten und auch NK-
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Zellen von C77G-Individuen eine verstirkte CD69-Expression und eine erhohte
Zytotoxizitdt aufwiesen. Daraus konnte man den Schluss ziehen, dass hyporeaktive Treg
bei C77G-Individuen zu einer reduzierten Vermeidung iiberméBiger Immunreaktionen
fiihren (Abb. 5.1), da die jeweiligen Effektorzellen in ihren Funktionen nicht
ausreichend inhibiert werden. Was die Auswirkungen der C77G-Mutation auf B-Zellen,
Monozyten/Makrophagen und dendritische Zellen angeht, gibt es erste Hinweise,
allerdings miissten diese Lymphozytensubpopulationen erst noch eingehend untersucht

werden.

Die CD45-Genvarianten gehdren nach einem Modell von Marrack et al. zu den Genen,
die das gesamte Reaktionsspektrum des Immunsystems und damit die Suszeptibilitdt fiir
viele verschiedene Typen von Autoimmunerkrankungen beeinflussen’. Der C77G-
Polymorphismus stellt allerdings keinen Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen dar, denn obwohl die phinotypischen Konsequenzen bei allen
C77G-Individuen gleich sind, duBlern sich funktionelle Konsequenzen anscheinend nur
innerhalb eines bestimmten genetischen Hintergrundes. Die verdnderten Reaktionen, die
in dieser Arbeit gezeigt werden konnten, haben allein keine Krankheitskonsequenz.
Dies wird schon allein dadurch gezeigt, dass alle untersuchten Zellen von gesunden
Individuen stammten. Gene, die solche Effekte verursachen, werden auch als
sogenannte ,,Modifier-Gene bezeichnet und sind Varianten eines Gens, die die

190 Drei Klassen von

phinotypische Auspriagung eines anderen Gens modulieren kénnen
Varianten kénnen bei einem bestimmten Gen vorkommen: das Suszeptibilitits-Allel
(erhoht Krankheitsrisiko), das neutrale Allel (keine Auswirkung) und das protektive

Allel (reduziert Krankheitsrisiko).

Eine Krankheitsassoziation des C77G-Polymorphismus konnte in einigen untersuchten
Kollektiven mit Multipler Sklerose, Autoimmuner Hepatitis, Systemischer Sklerose,

Langerhans-Zell-Hystiozytose und HIV-Infektionen nachgewiesen werden'>>'>*1%! in

anderen Studien allerdings nicht'®>>~%!0*

, was die Einschitzung als Risikofaktor
erschwert. Dass die CD45-Genvarianten dennoch eine Bedeutung in der Suszeptibilitét
fiir bestimmte Erkrankungen haben, bestdtigen auch Untersuchungen von Individuen

mit dem AI138G Polymorphismus im Exon C des CD45-Gens'®. Der A138G-
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Polymorphismus begiinstigt das Spleilen zu niedermolekularen CD45-Isoformen und
ist moglicherweise mit einer geringeren Suszeptibilitét (protektives Allel) fiir bestimmte

Erkrankungen assoziiert.

Risiko-Gene und -faktoren
(< I
c o]
3 =
§ :
e e _————
Lﬁ o
§ 2
3
= i e
0
N
o
3 c
0 G
o
protektive Gene und Faktoren
wt C77G C77G
+ X
Abb. 5.2 Modellhafte Darstellung der Auswirkungen der C77G-Mutation als ,,Modifier*-

Gen.

Der C77G-Polymorphismus ist moglicherweise ein ,,Modifier-Gen, das die Suszeptibilitét fiir bestimmte
Erkankungen erhoht (Suszeptibilitits-Allel), also die Anfélligkeit von ,,normal® in Richtung ,,hoch*
verschiebt, allein aber noch keine Krankheit auslost. Erst wenn zusétzlich noch weitere Faktoren (X)
dazukommen, steigt das Krankheitsrisiko.

Beim C77G-Polymorphismus handelt es sich aufgrund der erhohten Aktivitdt von
Effektorzellen und der gleichzeitig verminderten Aktivitdt von regulatorischen T-Zellen
moglicherweise um ein ,Modifier-Gen, das die Suszeptibilitit fiir bestimmte
Erkankungen erhoht (Suszeptibilitits-Allel), also die Anfdlligkeit von ,,normal” in
Richtung ,,hoch* verschiebt (Abb. 5.2). Der Polymorphismus allein 19st aber noch keine
Krankheit aus. Erst wenn zusétzlich noch weitere Faktoren beziehungsweise ein
bestimmter genetischer Hintergrund dazukommen, wiirde das Krankheitsrisiko
eindeutig ansteigen. Insgesamt weisen die Daten darauf hin, dass die C77G-Genvariante
des CD45-Gens ein ,Modifier“-Gen sein konnte, allerdings sind noch weitere
Untersuchungen notwendig, um zu analysieren in welchen genetischen Hintergriinden

die C77G-Mutation Auswirkungen hat.
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