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Abstract

The tyrosine phosphatase CD45 plays an essential role in T cell receptor (TCR)—
mediated signal transduction. The 77C—G mutation in exon A of the human CD45
gene occurs with low frequency (1-2%) in healthy individuals. An enhanced frequency
of the mutation has been described in cohorts of patients suffering from multiple
sclerosis (MS), systemic sclerosis and autoimmune hepatitis suggesting that the variant
allele may contribute to autoimmunity. The hyperreactivity of 77C—G T cells found in
this thesis may help to understand these disease associations. The 77C—G mutation
leads to a variant expression pattern of CD45RA isoforms on cell types which usually
are CD45RA negative (e.g. activated/memory T cells). The detailed functional
characterization of 77C—G cells presented here is also of relevance for a better
understanding of the role of individual CD45 isoforms in signal transduction. The
following results were obtained:

Memory T cells and in vitro activated T cells from healthy heterozygous carriers of the
77C—G mutation responded with stronger proliferation and enhanced IL-2 synthesis to
stimulation with anti-TCR/CD3 mAb and alloantigen compared to wild type control
cells. T cells from MS patients carrying 77C—G also responded stronger to TCR/CD3
activation than CD45 wild-type MS patients. Compared to wild type control T cells
77C—G T cells showed increased phosphorylation of ZAP-70 and TCR-C and greater
calcium mobilization upon TCR/CD3 ligation. T cells from individuals carrying the
77C—G mutation exhibited reduced phosphorylation of the negative regulatory tyrosine
Tyr505 of the kinase p56'* and thereby enhanced p56'* tyrosine kinase activity. Since
Tyr505 is dephosphorylated by CD45 both observations indicate an elevated CD45
phosphatase activity in 77C—G cells. No significant effects of 77C—G were found in
IL-2 mediated signalling pathway.

These data suggest that the aberrant expression of CD45RA isoforms on activated and
memory T cells of individuals carrying 77C—G increases the sensitivity of TCR signal
transduction. Due to the resulting T cell hyperreactivity 77C—G might be one of the
factors which increase the susceptibility of affected individuals for certain autoimmune
diseases.
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Zusammenfassung

Die Tyrosinphosphatase CD45 spielt eine Schliisselrolle bei der T-Zellrezeptor (TZR)-
vermittelten Signaltransduktion. Die 77C—G Mutation im Exon A des CD45-Gens
kommt mit geringer Frequenz in der gesunden Bevdlkerung vor (1 bis 2% heterozygote
Merkmalstrager). Personen mit der 77C—G Mutation wurden tiberproportional héufig
in Kollektiven von Patienten mit bestimmten Autoimmunerkrankungen (multiple
Sklerose (MS), Sklerodermie und autoimmune Hepatitis) gefunden, so dass die Frage,
wie die Mutation zum Risikofaktor fiir Erkrankungen werden kann, derzeit intensiv
diskutiert wird. Die im Rahmen dieser Arbeit gefundene Hyperreaktivitit von 77C—>G
T-Zellen leistet einen Beitrag hierzu. Die 77C—G Mutation fiihrt zu einer aberranten
Expression von CD45RA-Isoformen auf Zellen, die normalerweise CD45RA-negativ
sind (z.B. aktivierte oder ,,memory* T-Zellen). Die hier vorgelegte Darstellung der
funktionellen Besonderheiten von 77C—G T-Zellen ermoglicht daher auch eine
weitergehende Einschdtzung zur Bedeutung einzelner CDA45-Isoformen im
Signaltransduktionsgeschehen. Im Einzelnen wurden folgende Ergebnisse erzielt:

~Memory“ T-Zellen und in vitro aktivierte T-Zellen von gesunden Personen mit
77C—G Mutation reagierten im Vergleich zu CD45-Wildtyp-Kontrollzellen mit
verstéirkter Proliferation und IL-2-Synthese auf die Stimulation durch TZR/CD3 mAk
oder Alloantigen. T-Zellen von MS-Patienten mit 77C—G reagierten ebenfalls starker
auf die TZR/CD3-vermittelte Aktivierung als Zellen von Patienten mit Wildtyp-CD45.
Im Vergleich zu T-Zellen von Kontrollpersonen zeigten T-Zellen von Personen mit
77C—G Mutation eine verstirkte Phosphorylierung der Zap-70 Kinase und der TZR-C-
Kette sowie eine verstirkte Mobilisierung von Ca”’-Tonen nach TZR/CD3-vermittelter
Stimulation. Bei 77C—G T-Zellen wurden eine verminderte Phosphorylierung des
inhibitorischen Tyr505 der Kinase p56'* und damit einhergehend eine erhdhte Kinase-
Aktivitit dieses Enzyms beobachtet. Da die Dephosphorylierung von Tyr505 durch
CD45 erfolgt, weisen beide Beobachtungen auf eine erhdhte CD45-Phosphatase-
Aktivitit von 77C—>G T-Zellen hin. Bei der IL-2-vermittelten Signaltransduktion
wurden keine signifikanten Auswirkungen der 77C—G Mutation gefunden.

Aus diesen Ergebnissen wird der Schluss gezogen, dass die aberrante Expression von
CD45RA-Molekiilen auf aktivierten und ,,memory* T-Zellen von Personen mit der
77C—G Mutation die Effizienz der TZR-vermittelten Signaltransduktion verstérkt.
Durch die damit verbundene erhohte T-Zellreaktivitit konnte 77C—G zu den
Risikofaktoren gehdren, die die Suszeptibilitit der betroffenen Personen fiir bestimmte
Autoimmunerkrankungen steigern.

Schlagworte:
CD45, CD45-Isoformen, CD45-Polymorphismus, T-Zellaktivierung

II



Inhaltsverzeichnis

ADSTIACE ..ttt ettt ettt ettt et ae e I
ZUSAMMENTASSUNG.....ceuviieiiiieeiiieeeieeeteeeteeeteeetaeeeateeebaeeesaeessseeesnseessnseesnsseesnnsens II
INhaltSVErZEIChNIS. ..cc.eiiiiiiiie e I
AbBKUIZUNGSVETZEICANIS. ..c..eeiuiiiiiiiiiieicciee ettt VII
1 EINLEITUNG......cooiiriiiiennninninnnissssssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssossossosssssssassass 1
1.1 Problemstellung.........cc.ueiiiiiiiiieecie e 1
1.2 Aufbau und Struktur von CDA45. ..o 3
1.3 Funktionen von CD45......c..cooiiiiiiiiiiieieeieeee et 4
1.3.1 Regulation von Src-Proteintyrosinkinasen durch CD45........................ 5
1.3.2 Negative Regulation der Zytokinrezeptorvermittelten Signalwege....... 7

1.4  Die Regulation der CD45-Phosphatase-AKtivitat..........cccceceeveevcrienennens 8
1.5  Der 77C—G Polymorphismus im Exon A des CD45-Gens...................... 10

2 MATERIALIEN......uiiiiininninisnissisisesssssssissississsssssssssssssssssssssnsossones 13
2.1 ChemiKalIen.......cocuiiiiiieee e 13
2.2 GEIALE. ...ttt ettt ettt e ettt e et e sttt e s e e 15
2.3 Verbrauchsmaterial...........cocooiiiiiiiiniiiiiiieicceeeeeeeeee e 16
24 Kits und SUDSIIAte. .....cc.eiiiieiiieiieiieiese e e 16

2 TN 1 1310 § o 1<) RSOSSN 17
2.5.1  PrimarantikOrPer.......ccouiiiiiiiiieiieeie ettt 17
2.5.2  SeKundarreagenzien..........cceeeveeruierieesieenieeiiee e et sieeeieesiee e ereens 24
2.5.3 BlocKierungsreagenzien. .........cccueeveerueeecieeniienieeniieereenieesreeneeeeneesee e 25

3 METHODEN.....coiiiiiriieiininnisissensensssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 26
3.1 Medien und Zellen..........oouiiieiiieniiiieiieeee e 26
3.1.1 Medien und Kultivierungsbedingungen............ccccceevveererveencieencreeennnen. 26
3.1.2  Mononukledre periphere Zellen von Blutspendern...........c..cccccecvenenee. 26
3.1.3  PHA-BIASEEN. ..ottt 26
3.1.4  Alloreaktive CD4" T-ZellliieN. .....cvurvmerererenerrerererieiereneieneeeeseienene. 27
3.1.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen............cocoeeiiiiiiniiininiiinicee 27
3.1.6 Bestimmung von Zellzahl und Zellvitalitat.............c.ccoooeeviniinnnnen. 28

III



3.2 Isolierung von Zellpopulationen............ccccueeeeiieeeiiieeeiie e

3.2.1 Isolierung von lymphoiden Zellen aus Leukotrap®-Filtern...................
3.2.2 Ficoll-Separation mononukleédrer Zellen aus Vollblut............cc.ccoceee.
3.2.3 Isolierung von Zellsubpopulationen durch MACS.............ccoeouverrrennen.
3.2.3.1 Isolierung von "memory" und "naiven" T-Zellen...........ccccceverirvenieneanene
3.2.3.2 Anreicherung von T-Zellen durch positive Selektion..........ccccceceverceencenene
33 Stimulation von Lymphozyten............cccceevviieiiiieeiiieeieecee e
3.3.1 Stimulation von T-Zellsubsets mit TZR/CD3 und CD28 mAk..............
3.3.2 Stimulation von alloreaktiven Zelllinien mit Alloantigen......................
3.3.3 IL-2-induzierte Proliferation von PHA-Blasten............ccocevvienienennnen.
3.4  Messung der Proliferation...........ccceeeueeeiiieeiiieeiieeecieeeee e
3.5  Durchflusszytometrische AnalytiK..........cccceviiiriiiniiiiiiniieieeicceeeee
3.5.1 Phénotypische Analyse von Oberflichenmolekiilen.................cccoeeuneenn.
3.5.2 Intrazelluldre IL-2-FArbung.........ccccoeeiivviiiiniiieeeeece e,
3.5.3 Messung der Konzentration 19slicher Zytokine...........cccccecuveevevieennennns
3.5.4 Messung des intrazelluldren Ca* -Spiegels...........cccoovvevrrrverrerrerrrnn,
3.6 Nachweis der 77C—G MUtation.........cccceeevuieriieiiienieeiiesie e
3.6.1 Isolierung der DNA.......ccoiiiiiie s
3.6.2 Polymerasekettenreaktion.............ccceeriieriieniieniieniieie e
3.6.3 Spaltung von PCR-Produkten mit dem Restriktionsenzym Mspl..........
3.6.4 Nachweis der Spaltungsprodukte im Polyacrylamidgel.........................
3.7  Analyse der GeneXpreSSiON......cocuereireriereenerieniienieeteneeenieeeesieesieseesaeens
3.7.1 TIsolierung der RNA.........ccooiiiiiiieieee e
3.7.2 RT-Polymerase-Ketten-Reaktion............cccceeevreviinciieniiniiienieececeeeeen
3.7.3 Trennung von DNA-Fragmenten durch Agarosegel-Elektrophorese....
3.7.4 Quantitative Analyse der PCR-Amplikate..........ccccovveeveriiniininncnnne
3.7.5 Semiquantitative Analyse der GEnexpression...........cceeevereeerveenevennnes. .
3.8 ZIIELYSCii it et
3.9  Proteinbestimmung nach Bradford.............ccccooevriniiiiniiiiniieee,
3.10  ImMMUNPTAZIPILATION. ..eotiieiiieiieeiiesiie ettt ettt ettt ettt et eseeeebee e ens
3.11 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese.............ccceeveriienieniieneenieeieenee.
312 WeSterN-BlOt. ..ot
3.12.1 Proteintransfer auf eine PVDF-Membran............ccoccoeviiniiniiinicnneenne.
3.12.2 Immundetektion. ........coouiiiiiiiiiiiieeieee e



3.12.3 ,,Strippen der Membran............ccceeeiiieiiiieeiie e

3.13  Proteinfarbungen..........cocoeiiiiiiiiii e
3.13.1 Coomassie Brillant Blau G250—Farbung...........cccccceeveveivienciienineieene.
3.13.2 Proteinnachweis mittels Ponceau-S-Losung...........ccceeveeviienieenieennnnnne.

3.14  ProteinkKinase-ASSaAY......coueeenteitteite et

3.15  Phosphatase-ASSay........cuuiuiiniiiiii i

3.16 STALISTIK ..ottt

4 ERGEBNISSE..........ininininninisnininisisssssssssssssssissssssssssssssssssssssssssssons

4.1  Darstellung des varianten CD45R A-Expressionsmusters und der
77C—G Punktmutation als molekulare Ursache............cccooveiiieninnenne
4.2 Funktionelle Konsequenzen der 77C—G Mutation bei gesunden
Probanden...........coouiiiiiiiii e
4.2.1 Auswirkungen von 77C—G auf die T-Zellrezeptorvermittelte
AKLIVIETUNG ...ttt ettt ettt et siee et saee st e saaeenbeesnneenseas
4.2.1.1 Proliferation und Zytokinproduktion nach TZR/CD3- und CD28-
vermittelter Stimulation von frisch isolierten T-Zellsubsets......................
4.2.1.2 Proliferation und IL-2-Produktion nach Stimulation von CD4"
T-Zelllinien mit AllOANtiZeN. .....cceevuieriieriierieiiee et
4.2.1.3 Friihe Signaltransduktionsereignisse nach T-Zellrezeptorvermittelter
SHMUIATION. ...ttt
4.2.1.3.1 Induktion von Tyrosinphosphorylierungen.............c.ccoeeverevercvercrenennne
4.2.1.3.2 Phosphorylierung der TZR-C-Kette und Zap-70 Kinase....................
4.2.1.3.3 Erhohung des zytoplasmatischen Ca*"-Spiegels............ccccovuevueurenne...
4.2.2 Auswirkungen der 77C—G Mutation auf die Zytokininduzierte
AKLIVIETUNE. ©oonetieiiieiiieeiie ettt ettt ettt ettt et eaeeas
4.2.2.1 Proliferation von T-Zelllinien nach Stimulation mit den Zytokinen IL-2,
TLA4UNd TLA15 et
4.2.2.2 Friihe Signaltransduktionsereignisse nach IL-2-vermittelter Stimulation...
4.2.2.2.1 Tyrosinphosphorylierung von JAK........c.ccccoieeiiiiiiiiecieeieeieeeene
4.2.2.2.2 Tyrosinphosphorylierung von STATS.........cccceiiiiiiii,
4.3  Vergleich der T-Zellreaktivitdt bei MS-Patienten mit normaler und

varianter CD45SRA-EXPIeSSION......ccc.cviiviriirienienieneeieeieneeie e
4.4  Einfluss der 77C—G Mutation auf die CD45-Phosphatase-Aktivitit.......
4.4.1 Phosphatase-Aktivitit von CD45-Prazipitaten..........ccccceveeverveeneennennne.

\Y%

48
48
48
49
49
50
50

51

51

54

54

54

61

66
66

67

70

72

72
74
74
76

78

80



4.4.2 Phosphorylierung von Tyr505 der Kinase p56ICk .................................. 82

443  Kinase-AKHVItAt VON P56 .. ... 83

5 DISKUSSION 85
5.1  Die 77C—G Mutation als Ursache fiir die Hyperreaktivitét aktivierter T-

Zellen varianter Personen...........cccccocvevirvieniinieiinicniieneceeeceeee e 86

5.2 Der molekulare Mechanismus der Hyperreaktivitat.............cccceevvennennen. 90

5.3  Die Bedeutung der 77C—G Mutation im Krankheitsgeschehen............... 96

6 ZUSAMMENFASSUNG.........civviriintininnennesniessessisnsseesissessssessessssesseaseans 104

7 LITERATUR 106

Bisherige wissenschaftliche TAtIGKet........cc.eeviiiiiiiiiiiieec e 113

Lebenslauf...... ..o 115

DaAnKSAGUNG. ... et e 116

VI



Abkirzungsverzeichnis

A
A.U.
Abb.
APS
bp
BSA
BZR
bzw.

CD

Ci
cpm
Da
DEPC
DMSO
DNA
DTT
EDTA
ELISA
ESS
EthBr
FACS
FITC
FCS
FITC

Gom
Garab
GEM

HEPES
HLA
HRP
’H-TdR
IFN

Ig

IL

JAK

Adenin

Arbitrary Unit/ Schwirzungseinheit
Abbildung

Ammoniumperoxydisulfat

Basenpaare

Rinderserumalbumin

B-Zellrezeptor

beziehungsweise

Cytosin

Cluster of Differentiation

Curie

counts per minute/ Zahlimpuls pro Minute
Dalton

Diethylpuyrocarbonat

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

Enzyme Linked Immuno Sobent Assay
Exonic Splice Silencer

Ethidiumbromid

DurchfluBzytometer (Fluorescence Activated Cell Sorting)
Fluoresceinisothiocyanat

Fotales Kélberserum
Fluoresceinisothiocyanat
Erdbeschleunigung (gravity)

Guanin

Ziege anti Maus Antikorper

Ziege anti Kaninchen Antikorper
glyosphingolipd enriched membranes
Stunde
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-ethansulfonsdure
humaner Haupthistokompatibilitdtskomplex
Meerettichperoxidase (horse radish peoxidase)
Tritiummarkiertes Thymidin

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Januskinase

VII



KM
MACS
mAk
MHC
min
mRNA
NP-40
oD
PAGE
pAk
PBMC
PBS
PCR
PE
PHA
PTK
PTP
RFLP
RT
RT-PCR

SDS
STAT

T

Tab.
TAE-Puffer
TBE
TEMED
TNF
Tris
TZR

u

U

Upm
uv

v/v

v

w/v

Kulturmedium

Magnetic Cell Sorting/ Magnetische Zellsortierung
monoklonaler Antikdrper
Haupthistokompatibilitdtskomplex

Minute

Messenger-Ribonukleinséure

Nonidet P-40

Optische Dichte
Polyacrylamidgelektrophorese

polyklonaler Antikdrper

Periphere mononukleére Blutzellen
Phosphat-gepufferte Saline
Polymerasekettenreaktion

Phycoerythrin

Phytodmagglutinin

Proteintyrosinkinase
Proteintyrosinphosphatase
Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus
Raumtemperatur

reverse Transkription mit anschlieBender
Polymerasekettenreaktion

Sekunde

Natriumdodecylsulfat

Signaliibertrager und Aktivatoren der Transkription
(signal transducer and activator of transcription)
Thymin

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Tris-Borat-EDTA-Puffer
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tumor-Nekrose-Faktor
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
T-Zellrezeptor

Unit/Einheit

Uracil

Umdrehungen pro Minute

Ultraviolett

Volumen/Volumen

Volt

Masse/Volumen

VIII






Finleitung

1. Einleitung

1.1 Problemstellung

Bei der Aktivierung von Lymphozyten wird die antigenspezifische Signaltransduktion
durch ein dynamisches Zusammenspiel aus dem TZR/CD3-Komplex, verschiedenen
akzessorischen Molekiillen (wie z.B. CD4 oder CDS8), Tyrosinkinasen und
Tyrosinphosphatasen vermittelt. Zu diesen Faktoren gehort die auf allen kernhaltigen,
hidmatopoetischen Zellen vorkommende Tyrosinphosphatase CD45, deren enzymatische
Aktivitit nicht nur fir eine effiziente T- und B-Zellrezeptorvermittelte
Signaltransduktion erforderlich ist, sondern auch die Zytokinrezeptorvermittelte
Signaltransduktion beeinflusst (Penninger, Irie-Sasaki et al. 2001; Hermiston, Xu et al.
2003). CD45 wird von einem einzelnen Gen mit 35 Exons kodiert. Durch alternative
Spleiflprozesse von drei variablen Exons (4/A, 5/B und 6/C) konnen verschiedene
CD45-Isoformen generiert werden, die sich in ihrem extrazelluldren Anteil
unterscheiden. Die Isoformen werden in komplexen Mustern vom Aktivierungs- und
Differenzierungszustand des Leukozyten exprimiert (Thomas and Lefrancois 1988). So
exprimieren z. B. naive T-Zellen hochmolekulare Isoformen (CD45RA). Im Zuge der
Aktivierung werden diese jedoch herunterreguliert und durch niedermolekulare
Isoformen (CD45R0) ersetzt (Trowbridge and Thomas 1994). Obwohl die Bedeutung
der Phosphataseaktivitit von CD45-Molekiilen fiir Signaltransduktionsprozesse
eindeutig nachgewiesen ist, konnte die Funktion einzelner Isoformen bisher noch nicht

befriedigend geklart werden.

Derzeitig verwendete Ansdtze zur Klirung der Funktion der CD45-Isoformen sind
entweder mit einzelnen Isoformen transfizierte Zellinien (Irles, Symons et al. 2002)
oder Tiermodelle wie z.B. CD45" Miuse, die mit einzelnen Isoformen rekonstituiert
werden (Ogilvy, Louis-Dit-Sully et al. 2003). Eine weitere Moglichkeit, die Funktion
von CD45-Isoformen - insbesondere beim Menschen - zu untersuchen, besteht in der
Identifizierung von CD45-Polymorphismen, Darstellung ihrer phénotypischen und
funktionellen Konsequenzen und Untersuchung ihrer moglichen Assoziationen mit
Krankheiten. Der 77C—G Polymorphismus, der erstmalig von unserer Arbeitsgruppe

beschrieben wurde, basiert auf einer heterozygoten Punktmutation an der Position 77



Finleitung

des Exons A (Transversion von C zu G) (Schwinzer and Wonigeit 1990; Thude,
Hundrieser et al. 1995). Durch die Transversion wird die Sequenz eines regulatorischen
cis-Spleifielements ESS (exonic splice silencer) verdndert und dadurch das alternative
Spleifien des Exons verhindert (Zilch, Walker et al. 1998; Lynch and Weiss 2001). Bei
Personen mit der 77C—G Transversion kommt es dadurch auf Zelltypen zu einer
aberranten Expression von CD45RA-Molekiilen, die normalerweise keine CD45RA-
Isoformen exprimieren. Aufgrund dieser Besonderheit kann der 77C—G
Polymorphismus als Modell betrachtet werden, mit dem sich beim Menschen die
Funktion einzelner CD45-Isoformen analysieren lésst. In den letzten Jahren wurde iiber
einen Zusammenhang zwischen der 77C—G Mutation und der Entwicklung von
Autoimmunitdtskrankheiten wie z.B. multipler Sklerose (MS) und viralen
Erkrankungen berichtet (Jacobsen, Schweer et al. 2000; Tchilian, Wallace et al. 2001;
Ballerini, Rosati et al. 2002; Schwinzer, Witte et al. 2003). Ziel der vorliegenden Arbeit
war es, die funktionellen Konsequenzen von 77C—G und der daraus resultierenden
aberranten Expression von CD45RA-Isoformen zu analysieren. Durch die Bearbeitung
dieser Problematik erwarteten wir zum einen neue Informationen zur Bedeutung
einzelner CD45-Isoformen in Signaltransduktionsprozessen. Dariiber hinaus zielte das
Thema darauf ab, die Rolle von 77C—G als Risikofaktor fiir bestimmte Erkrankungen

besser zu verstehen. Folgende Teilaspekte wurden dabei bearbeitet:

1. Welche Auswirkungen hat die 77C—G Mutation auf die T-Zellrezeptor- und
Zytokinrezeptorvermittelte Aktivierung?
Hierzu wurden zelluldre Funktionen und biochemische Ereignisse der frithen
Signaltransduktion nach T-Zellrezeptor- und Zytokinrezeptorvermittelter
Stimulation bei ,,memory* bzw. aktivierten T-Zellen von Personen mit normaler
und aberranter CD45RA-Expression vergleichend untersucht.

2. Falls 77C—>G zu verdnderten Immunfunktionen fiihrt, welche molekularen
Mechanismen sind hierfiir verantwortlich?
Zur Bearbeitung dieser Frage sollte der Einfluss der Mutation auf die Aktivitit
von Schliisselenzymen der Signaltransduktionskaskade untersucht werden.

3. Welche funktionellen Besonderheiten varianter T-Zellen kénnen zu einer
erhohten Suszeptibilitdit von 77C—G Individuen fiir bestimmte Krankheiten

beitragen?
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Hierzu wurde die T-Zellreaktivitit von MS-Patienten mit normaler CD45RA-
Expression mit der von MS-Patienten mit aberranter CD45RA-Expression

verglichen.

Das CD45-Forschungsgebiet unterliegt einem kontinuierlichen Erkenntniszuwachs. Im
folgenden wird daher ein Uberblick iiber den derzeitigen Wissenstand zur Bedeutung
von CD45 gegeben, wobei der Schwerpunkt der Darstellung auf die Funktion von CD45
in der Signaltransduktion und auf die Regulation der CD45-Phosphatase-Aktivitét
gelegt wird.

1.2 Aufbau und Struktur von CD45

CD45 wird auf allen hdmatopoetischen Zellen mit Ausnahme der Erythrozyten
exprimiert (Trowbridge and Thomas 1994). Daher wird es auch als das allgemeine
Leukozytenantigen LCA (leucocyte common antigen) bezeichnet. Auf B- und T-Zellen
werden nach Schitzung etwa 10% der Oberfldche von CD45 eingenommen. Es handelt
sich dabei um ein Transmembranmolekiill aus drei Doménen: Die extrazelluldre
Domine mit 11 bis 16 N-verkniipften Kohlenhydraten setzt sich aus drei Bereichen
zusammen, O-verkniipfte Kohlenhydrat-Domine, eine cysteinreiche Doméne, und drei
Fibronectin-Typ-III-Wiederholungen. Daran schlieBen sich eine Transmembrandoméne
und die intrazellulire Domine an, welche die zwei Phosphotyrosinphosphatase-
Doménen (PTPase) D1 und D2 tragt (Tonks, Charbonneau et al. 1988). Die
enzymatische Aktivitit der CD45-Tyrosinphosphastase ist jedoch in einem
hochkonservierten Sequenzmotiv ([I[/VIHCXAGXXR[S/T]G) der membranproximalen
Domine D1 lokalisiert, wobei der Cysteinrest dieses Motivs die zentrale Bedeutung fiir
die spezifische Katalysereaktion hat (Guan and Dixon 1991). Bei D2 handelt es sich
dagegen um eine nicht aktive Pseudo-PTPase, da fiinf Aminosduren der
Konsensussequenz ausgetauscht sind (Streuli, Krueger et al. 1990). Thre Anwesenheit
steigert jedoch die katalytische Aktivitit des CD45 und konnte fiir die Verfiigbarkeit der

Substrate eine Rolle spielen.

CD45-Molekiile konnen als Proteine mit Molekiilmassen zwischen 180 kDa und 220

kDa auf der Zelloberfliche exprimiert werden. Fiir die Expression und die Stabilitdt der
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Proteine ist die Glykosylierung im Golgi-Apparat von entscheidender Bedeutung. Beim
Menschen konnten fiinf verschiedene Isoformen identifiziert werden, die durch
alternative Spleilprozesse der drei variablen Exons A/4, B/5 und C/6 aus der pri-
mRNA entstehen. Katalysiert werden diese Prozesse von allgemeinen, negativ
regulatorischen trans-Splei3-Faktoren (Rothstein, Saito et al. 1992). Im Gegensatz zu
den variablen extrazelluldren Abschnitten des Proteins ist bei allen Isoformen der
intrazelluldre Bereich gleich. Durch monoklonale Antikdrper, die mit Exon-spezifischen
Sequenzen von CD45 reagieren, konnen komplexe Expressionsmuster der
verschiedenen Isoformen charakterisiert werden. Diese Antikdrper werden gemal3 ihrer
Reaktivitdt mit Exon A-, B- oder C-kodierten Sequenzen als CD45RA, CD45RB bzw.
CD45RC bezeichnet. Der CD45R0-Antikdrper erkennt ein Epitop auf der Isoform, der
alle drei Exons A, B und C fehlen. Alle Isoformen werden durch einen CD45-

Antikorper detektiert, der einen Teil des invarianten Bereichs erkennt.

Das Expressionsmuster der verschiedenen CD45-Isoformen hingt von dem Zelltyp und
von dem Status der Aktivierung und Differenzierung der Zelle ab. So findet man auf
reifen, naiven T-Zellen im Menschen hauptsidchlich die hochmolekularen Isoformen
CD45RA. Im Zuge der Aktivierung werden diese Isoformen herunterreguliert und durch
niedermolekulare Isoformen wie CD45R0 ersetzt. Der ,,Switch® erfolgt drei bis finf

Tage nach der Aktivierung.

1.3 Funktionen von CD45

Zu den Immunprozessen, in denen CD45 involviert ist, zdhlen die
Zelladhdsionsprozesse bei Makrophagen (Roach, Slater et al. 1997) sowie die durch
Galectin-1 induzierte Apoptose bei T- und B-Zellen (Nguyen, Evans et al. 2001;
Amano, Galvan et al. 2002). Des weiteren ist die Degranulierung von Histamin in
Mastzellen nach Kreuzvernetzung von Immungloblinen E (IgE) von der CD45-
Phosphatase-Aktivitdt abhdngig (Berger, Mak et al. 1994). Als ein wichtiger Regulator
in verschiedenen immunologischen Signaltransduktionsprozessen hat die CD45-
Phosphatase in der Aktivierung und in der Differenzierung der Lymhozyten eine grof3e
Bedeutung (Koretzky, Picus et al. 1990; Kishihara, J. et al. 1993; Byth, Conroy et al.
1996, Kozieradzki, Kiindig et al. 1997; Irie-Sasaki, Sasaki et al. 2003). Im
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Zusammenhang mit dieser Arbeit wird das Augenmerk nun auf die Funktion von CD45

als Regulator in Signaltransduktionsprozessen gelegt.

1.3.1 Regulation von Src-Proteintyrosinkinasen durch CD45

Eine wichtige Funktion von CD45 st die Desphosphorylierung von
Proteintyrosinkinasen (PTK) in der B-Zellrezeptor- (BZR) und T-Zellrezeptor-(TZR)
vermittelten ~Signaltransduktion: Zu den Zielmolekiilen von CD45 gehoren
Tyrosinkinasen der Src-Familie wie p56'*, p59™™, p59-p62°%, p55™ und p55°*, p56™"
und p59"™*, deren Aktivitit durch die Phosphorylierung zweier Tyrosine reguliert wird
(Cooper and MacAuley 1988; Eck, Atwell et al. 1994): ein aktivierender Tyrosinrest,
der in der Aktivierungsschleife der katalytischen Domine lokalisiert ist, und ein
deaktivierender Tyrosinrest am C-Terminus. Die Phosphorylierung des ersteren ist eine
Voraussetzung fiir die Aktivierung der Src-Kinasen, wéihrend die Phosphorylierung des
letzteren in einer intramolekularen Bindung des Phosphotyrosins am C-Terminus mit
der aktiven SH2-Domine der Kinase resultiert. Daraus entsteht eine geschlossene
Konformation, die die Aktivitit der Kinase unterbindet. Daher hat die Phosphorylierung
des einen oder des anderen Tyrosins einen gegenldufigen Effekt auf die Aktivitdt der

Src-Kinasen.

In einem bis dato allgemein anerkannten Modell ist man von einer positiven Regulation
der T-Zellrezeptorvermittelten Signaltransduktion durch CD45 ausgegangen. p56ICk
gehort zu den Src-Proteintyrosinkinasen, die durch die CD45-Phosphatase reguliert
werden. Die Tyrosinkinasedoméne von p56ICk enthélt eine ATP-Bindungsstelle an der
Position 394 (Tyr394). Am COOH-terminalen Ende befindet sich der negativ
regulatorische Tyrosinrest Tyr505, deren Interaktion mit der SH2-Domine die Kinase in
einem inaktiven Zustand hilt. CD45 dephosphoryliert Tyr505 in p56'*, wodurch es zu
einer Konformationsinderung kommt, die eine Phosphorylierung von Tyr394
ermOglicht (Mustelin, Pessa-Morikawa et al. 1992). Die somit aktivierte Kinase kann
mit dem Corezeptor CD4 assoziieren und andere Molekiile wie TZR-C phosphorylieren.
Eine Folge der Aktivierung der TZR-C-Kette ist die Rekrutierung der Zap-70 Kinase an
die TZR-C-Kette. SchlieBlich resultiert dies iiber die Verkettung von wichtigen

Ereignissen wie der Mobilisierung der ,, Second messenger* PIP2 und Ca®" sowie der
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Aktivierung der G-Proteine Vav-1 und Ras in der Transkription bestimmter Gene
(Koretzky, Picus et al. 1991). Durch Aktivierung der Src-Kinasen durch CD45 kdnnen
alle weiteren Schritte der Signaltransduktionskette ablaufen und dadurch die Endziele
des Signaltransduktionsprozesses wie Zytokinfreisetzung und Proliferation von T-
Zellen erreicht werden. Dieses Modell der positiven Regulation der T-
Zellrezeptorvermittelten Signaltransduktion durch CD45 wird durch Daten unterstiitzt,
die zeigen konnten, dass Tyr505 am C-Terminus der Kinasen p56'* und p59™"
hyperphosphoryliert waren und die Signaltransduktion in CD45-negativen T-Zelllinien
und in Thymozyten von gentechnisch verdnderten Miusen gestort war (Ostergaard,
Shackelford et al. 1989; Cahir McFarland, Hurley et al. 1993; Hurley, Hyman et al.
1993; Stone, Conroy et al. 1997).

Andererseits kann CD45 auch Tyr394 dephosphorylieren und dadurch die
Signaltransduktion terminieren. In diesem Fall nimmt CD45 die Funktion eines
Negativregulators ein. In unreifen WEHI-231 Zellen wurde ein negativ regulatorischer
Effekt von CD45 auf die B-Zellrezeptorinduzierte Ca®" Mobilisierung und auf die
Aktivierung der c-Jun NH,-terminal Kinase (JNK) und p38 nachgewiesen (Ogimoto,
Katagiri et al. 1995; Ogimoto, Arimura et al. 2001). Kiirzlich konnte gezeigt werden,
dass CD45 sowohl den aktivierenden als auch den deaktivierenden Tyrosinrest der Src-
Kinasen in T-Zellen sowie in B-Zellen dephosphorylierte und somit diese Kinasen in
einen inaktiven Zustand versetzte (Katagiri, Ogimoto et al. 1995; D'Oro, Sakaguchi et
al. 1996; D'Oro and Ashwell 1999; Katagiri, Ogimoto et al. 1999), wihrend die
Stimulation des Antigenrezeptors die Phosphorylierung beider Tyrosinreste induzierte.
Eine mogliche Erkldrung fiir diese Diskrepanz wire, dass der Phosphorylierungsstatus
von Src-Kinasen von ihrer physikalischen Ndhe zu CD45 abhingt, welche durch die

Stimulation des Antigenrezeptors moduliert wird.

Vor diesem Hintergrund hat die Frage der Prisenz von CD45 in den so genannten
, Lipid rafts” bzw. GEMSs (glyosphingolipd enriched membranes) eine grol3e
Bedeutung. In diesen Glykosphingolipid- und Chlosterolreichen Mikrodominen sind
Membranproteine wie z. B. ein GrofBteil der fiir die Signaltransduktion essentiellen
Molekiile (Komponenten des TZR, die Coreptoren CD4 und CD8, Src-Kinasen sowie
G-Proteine) konzentriert (Simons and Toomre 2000; Harder 2001). Bei der Aktivierung

assoziieren die einzelnen ,,Lipid rafts” zu makromolekularen Komplexen, den so
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genannten immunologischen Synapsen. Dies flihrt zu einer Aktivitdtserhohung, da in
den immunologischen Synapsen die Wahrscheinlichkeit der Interaktion der Molekiile
miteinander stark erhoht wird und negativ regulatorische Faktoren wie Phosphatasen
ausgeschlossen werden. In fritheren Studien, bei denen CD45-Molekiile in den GEM-
positiven Membranfraktionen nicht nachgewiesen werden konnten, wurde postuliert,
dass CD45-Molekiile aufgrund ihrer GroBe und der starken Glykosylierung von der
immunologischen Synapse ausgeschlossen werden (Rodgers and Rose 1996; Leupin,
Zaru et al. 2000). Dies lieB sich nur schwer mit der Schliisselfunktion CD45-Molekiile
bei der Signaltransduktion vereinbaren. Neuere Studien haben allerdings gezeigt, dass
CD45-Molekiile - wenn auch nur in geringer Menge — in immunologischen Synpasen
vorkamen (Parolini, Sargiacomo et al. 1996; Edmonds and Ostergaard 2002; Irles,
Symons et al. 2002). Dariiber hinaus gab es Hinweise, dass im Zuge der Aktivierung
CD45-Molekiile zuerst ausgeschleust und zu einem spiteren Zeitpunkt in den GEM-

positiven Fraktionen zuriick rekrutiert wurden (Gupta and DeFranco 2003).

1.3.2 Negative Regulation der Zytokinrezeptorvermittelten
Signalwege

Durch die Bindung von Zytokinen kommt es haufig zur Aggregation des
entsprechenden Rezeptors. Darauthin werden die Januskinasen (JAK) phosphoryliert
und aktiviert. Aktivierte Januskinasen konnen wiederum Signaliibertrager und
Aktivatoren der Transkription STAT (Signal transducer and activator of transcription)
phosphorylieren. Dieser Schritt ist flir die Dimerisierung und fiir die Translokation der
STAT-Molekiile in den Nukleus notwendig, wo sie mit ithrer DNA-Bindedoméne an
bestimmte DNA-Sequenzen binden und damit die Transkription spezifischer Gene
induzieren konnen. CD45 wurde vor kurzem als eine JAK-Phosphatase beschrieben.
Dabei wurde gezeigt, dass CD45 in vitro mit den Januskinasen Jakl, Jak2, Jak3 und
Tyk2 interagiert, wobei die Bindung an JAK mit Hilfe der zweiten Pseudo-PTPase-
Doméne D2 erfolgte (Irie-Sasaki, Sasaki et al. 2001; Irie-Sasaki, Sasaki et al. 2003).
CD45 dephosphoryliert die Januskinasen und versetzt diese in einen inaktiven Zustand.
Auf diesem Weg wird die JAK-STAT-Signaltransduktion negativ beeinflusst und
letztendlich werden Zytokinvermittelte Wachstums- und Differenzierungsprozesse

gebremst, deren Rezeptoren dem JAK-STAT-Weg nachgeschaltet sind. Dazu gehdren
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z.B. die durch Interleukin-3 (IL-3) und durch den Stammzellfaktor (c-kit-Ligand)
vermittelte Aktivierung von Jak2 sowie die Proliferation von Mastzelllinien und die

Erythropoietin-abhdngige Erythropoiese.

1.4 Die Regulation der CD45-Phosphatase-Aktivitat

Ein elegantes Modell zur Regulation von der enzymatischen Aktivitit von CD45 basiert
auf der Annahme, dass CD45 als Monomer ihre Funktion ausiibt, wogegen die
Dimerisierung von CD45-Molekiilen die Phosphatase-Aktivitit abschaltet (Majeti,
Bilwes et al. 1998). Anhand der Daten, die durch die Verkopplung von CD45 durch
Chimire (Desai, Sap et al. 1993) oder Antikdrper (Trowbridge and Thomas 1994)
gewonnen wurden, wurde vermutet, dass die Aktivitidt dieser Tyrosinphosphatasen
durch die Dimerisierung negativ beeinflusst wurde. Durch Kristallstrukturstudien der N-
terminalen Domine einer anderen Phosphatase (PTPa) konnte gezeigt werden, dass ein
inhibitorischer Keil der Monomere fiir die negative Regulation dieser
Proteintyrosinphosphatasen durch Dimerisierung verantwortlich war (Bilwes, den
Hertog et al. 1996). Der Keil eines Monomers fiigt sich in das aktive Zentrum des
anderen Monomers ein und blockiert somit den Zugang des Substrats. Eine
inaktivierende Punktmutation in diesem inhibitorischen Keil (E613R) der CDA45-
Phosphatase in Miusen resultierte in einer Aktivierung der Lymphozyten, die dann zu
Lymphoproliferation, spontaner Autoimmunitit und schlieSlich dem Tod fiihrte (Majeti,
Xu et al. 2000), was die Bedeutung der Regulation von CD45 durch
Homodimerisierung unterstreicht. Heterodimerisierung zwischen verschiedenen CD45-
Isoformen und zwischen CD45 und anderen Molekiilen wurde ebenfalls beschrieben;
die Konsequenzen dieser Interaktion sind jedoch noch nicht ausreichend geklért. Des
weiteren gab es Hinweise, dass die Dimerisierung durch Sialisierung und O-
Glykolysierung der extrazelluliren Doméne moduliert wurde (Majeti, Bilwes et al.
1998). So konnen die hochmolekularen CD45-Isoformen (wie z.B. CD45RA)
wahrscheinlich aufgrund ihrer negativen Ladungen, die eine elektrostatische Barriere
darstellen, schlechter Dimere bilden, wiahrend die CD45R0-Isoformen schneller und
effizienter dimerisieren konnen (Xu and Weiss 2002). Es gibt fiir alle Isoformen ein
Gleichgewicht zwischen Dimeren und Monomeren, von dem die Phosphastaseaktivitit

der Zelle bestimmt wird. Die Herunterregulierung von den hochmolekularen



Finleitung

CD45RABC-Isoformen zu den niedermolekularen CD45R0-Isoformen nach der
Aktivierung von T-Zellen konnte die Kinetik und die Effizienz der Dimerbildung
andern. Dieser postulierte Regulationsmechanismus liefert eine mogliche Erklérung fiir
die Befunde, die gezeigt haben, dass die Expression von verschiedenen CDA45-
Isoformen einen Einfluss auf ihre eigene biologische Funktion hatten und somit die
Signaltransduktionsereignisse in T-Zellen verdndern konnten (Hall, Heffernan et al.
1999). Der postulierte Mechanismus lésst sich nicht mit den Befunden vereinbaren, bei
denen gezeigt wurde, dass Zellen mit hohem Anteil an der CD45R0-Isoform wie etwa
,memory*“ T-Zellen viel sensitiver auf TZR-vermittelte Signale reagierten. Eine
mogliche Erkldrung bieten Daten, die darauf hinwiesen, dass die grofen Isoformen
aufgrund der grofen, glykolysierten Seitenketten aus der Immunsynapse ausgeschlossen
wurden, wihrend die CD45R0-Isoform in den ,, Lipid rafts “ mit den Corezeptoren CD4
und CDS interagieren und somit die Signaltransduktion positiv regulieren konnte
(Dornan, Sebestyen et al. 2002). Weitere mogliche Erklarungen wiren Unterschiede
zwischen naiven T-Zellen und ,,memory* T-Zellen, die nicht von CD45 abhingig sind.

Es gibt z.B. einen CD45-unabhingigen Weg der Regulation iiber p72%*,

Die Regulation der Funktion von CD45 durch die Bindung moglicher Liganden ist ein
weiterer postulierter Mechanismus. Die Bindung eines Liganden konnte z.B. zu
Konformationsédnderungen der Phosphatasen flihren, die den Zugang zu oder von
verschiedenen Substraten moglich machen und diese aktivieren. Denkbar ist auch, dass
durch Liganden potentielle Oligimerisation der Proteintyrosinphosphatasen forciert
wird, was - wie bei der Dimerisierung - zu einem Aktivitdtsverlust fiihrt. Die Ig-
Superfamilie CD22f wurde als potentieller Ligand fiir die CD45R0-Isoform
identifiziert (Stamenkovic, Sgroi et al. 1991). In weiteren Studien jedoch erwies sich die
Interaktion zwischen der genannten Isoform und CD22 als nicht CD45-spezifisch
(Sgroi, Varki et al. 1993), da CD22 auch mit anderen Molekiilen interagiert. Wie die
Galectin-1-Proteine, die Apoptose induzieren und terminale N-Acetyllaktosamin-
Motive auf O-Glykanen der CD45-Proteine erkennen, bindet auch CD22 an gewisse
Zuckerstrukturen von CD45 (Symons, Cooper et al. 2000), aber nicht an spezifische
Strukturen der CD45-Molekiile selbst. Die Bedeutung dieser Interaktionen und der

daraus resultierenden physiologischen Relevanz ist bisher noch unklar.
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1.5 Der 77C—G Polymorphismus im Exon A des CD45-Gens

Das Phdnomen, dass bei einigen gesunden Probanden CD45RA-Isoformen nicht
herunterreguliert werden konnen, wurde 1990 erstmals beschrieben (Schwinzer and
Wonigeit 1990) und konnte spdter auf die heterozygote 77C—G Mutation im Exon A
des CD45-Gens zuriickgefiihrt werden (Thude, Hundrieser et al. 1995). Die
heterozygote Mutation filhrt zwar nicht zur Verdnderung der Aminosduresequenz,
verhindert jedoch das Herausspleilien des Exons (Abb. 1.1). Das alternative Spleillen
wird u. a. durch cis-Elemente reguliert, die fiir die Erkennung der Splei3seite wichtig
sind. Diese Elemente dienen als Bindungsseiten fiir frans-Faktoren, die sich entweder
verstirkend oder unterdriickend auf das Spleilen auswirken. Das Exon A hat eine
konstitutive 3’-Spleifiseite und eine schwache 5'-Splei3seite, deren Identifizierung und
Nutzung durch ein verstdrkendes und abschwichendes cis-Element kontrolliert wird.
Durch den Austausch von Cytosin zu Guanin an der Position 77 im Exon A wird die
Sequenz des abschwichenden cis-Elements ESS (exonic splice silencer) unterbrochen,
mit dessen Hilfe die Erkennung der 5’-Spleif3seite unterdriickt wird (Zilch, Walker et al.
1998). Die Verdnderung der Sequenz des ESS fiihrt dazu, dass der trans-Faktor, der bis
heute noch nicht identifiziert ist, nicht binden kann. Dadurch kommt es zu einer
verstarkten Nutzung der 5°-Spleifiseite, die die Inklusion des betroffenen Exons zur
Folge hat. Die 77C—G Transversion verhindert also das alternative Spleilen des Exons
A und damit die Herunterregulation von CD45RA-Isoformen (Schwinzer and Wonigeit
1990). Die Punktmutation resultiert in einem varianten CD45R A-Expressionmuster, das
sich durch eine permanente Expression von CD45RA-Molekiilen auf Zelltypen (z.B.
aktivierte T-Zellen) (Schwinzer, Schraven et al. 1992) auszeichnet, die normalerweise

CD45RA negativ sind.

Neben dem 77C—G Polymorphismus sind im CD45-Gen des Menschen noch weitere
Polymorphismen gefunden worden (Jacobsen, Hoffmann et al. 2002; Stanton, Boxall et
al. 2003; Stanton, Boxall et al. 2004). Es handelt sich bei allen um ,, Single-Nucleotide “-
Polymorphismen (SNPs), bei denen einzelne Nukleobasen ausgetauscht sind: C59A
(His59Ala) in Exon A, G69C (Aspl121His) in Exon B, T127A (Ile187Asn) und A138G
(Thr191Ala) in Exon C. Unter diesen Polymorphismen ist die 77C—G Mutation der am

haufigsten auftretende CDA45-Polymorphismus in der kaukasischen

10
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Bevolkerungsgruppe, wihrend die 138A—G Mutation bei der ost-asiatischen
Bevolkerungsgruppe am haufigstem vorkommt. Beide Mutationen sind mit der

Entwicklung von Krankheiten in Verbindung gebracht worden.

Wildtyp-Allel

Auslassung des Exons

Allel mit der 77C—G Mutation

Inklusion des Exons

Abbildung 1.1: Modell der Regulation von Exon A/4 im CD45-Gen durch ein
negativ regulatorisches cis-Element

cis-Elemente wie ESS (exonic splice silencer) beeinflussen die Erkennung der 3°- bzw.
5’-Spleiflseite eines Exons (3°SS /5°SS), die durch die letzten drei und die ersten zwei
Nukleotide des Exons definiert werden. Das ESS im Exon 4/A unterdriickt die Erkennung
und Nutzung der 5’-SpleiB3seite und fiihrt zu einer Auslassung des Exons (oben). Durch
die 77C—G Mutation wird die Sequenz des ESS verdndert, so dass das trans-Element,
das bisher noch nicht identifiziert ist, nicht mehr binden kann. Eine Folge ist, dass die 5'-
SpleiBiseite erkannt und genutzt wird, was zur Inklusion des Exons fiihrt (unten).

11
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Die Korrelation des hier bearbeiteten Polymorphismus mit der Entwicklung gewisser
Krankheiten beruht auf der Tatsache, dass die 77C—G Mutation mit einer Haufigkeit
von 1 bis 2% bei gesunden Blutspendern vertreten ist, aber die gleiche Mutation mit
einer erhohten Frequenz bei einigen Patientengruppen gefunden wurde, die unter
systemischer Sklerose (Schwinzer, Witte et al. 2003), HIV-1 (Tchilian, Wallace et al.
2001) und autoimmuner Hepatitis (Vogel, Strassburg et al. 2003) leiden. Dariiber hinaus
schien der 77C—G Polymorphismus mit multipler Sklerose in Patientengruppen aus
Deutschland und Italien zu assoziieren (Jacobsen, Schweer et al. 2000; Ballerini, Rosati
et al. 2002). Andere Arbeitsgruppen konnten jedoch die Assoziation der 77C—G
Mutation mit multipler Sklerose in einigen Patientenkollektiven aus Nordamerika und
Schweden nicht bestétigen (Barcellos, Caillier et al. 2001; Vorechovsky, Kralovicova et
al. 2001). Aus der Diskussion iiber die Assoziationen der 77C—G Mutation mit
verschiedenen Krankheiten ergibt sich die Frage nach den funktionellen Konsequenzen
der Mutation. Es ist klar, dass der 77C—G Polymorphismus mit einem verdnderten
Phénotyp korreliert. Bis heute ist es jedoch noch nicht geklért, ob die 77C—G Mutation
und das daraus resultierende aberrante Expressionsmuster der CD45RA-Isoform bei

betroffenen Personen mit veranderten Immunfunktionen einhergeht.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

Acrylamid, N,N"-Methylbisacrylamid (37,5:1)

Agarose, ultra rein

e-Aminocapronsiure

Ammoniumpersulfat (APS), p.a.

Aprotinin
Bovines Serum Albumin (BSA)
Bradford-Reagenz

Bromphenolblau

BSA
n-Butanol

Casein

CDA45-Phosphatase
Chloroform, p.a.
Comassie-Brilliant Blue
Digitonin
Dimethylsulfoxid (DMSO)
dNTP

Dithiothreitol (DTT)
Essigsdure, p.a.

Ethanol, p.a.

Ethylendiamintetraacetat (EDTA Tritriplex)

Ficoll

Fluo-3-AM

Fotales Kilberserum (FCS)
Fura-Red-AM

Glycin

Heparin (Liquemin®™)

Applichem, Darmstadt

Gibco, Eggenheim

Merck, Darmsatdt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Bio-Rad, Miinchen

ICN Biochemicals,

Cleveland, OH, USA

Serva, Heidelberg

J. T. Baker, Deventer, NL
BDH Laboratory Supplies,
Poole, England

Chemicon, Hotheim

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

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Pharmacia, Freiburg

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

J. T. Baker, Deventer, NL
Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Molecular Probes, Leiden, NL
Biochrom, Berlin

Molecular Probes, Leiden, NL
Merck, Darmstadt
Hoffmann-LaRoche, Basel, CH
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Hexanukleotide [pd(N)e]
Immobilon P-PVDF-Membran
Immunglobulin G, human (Octagam®)
Interleukin-2

Isopropanol, p.a.

L- Glutamin

Methanol, p.a.

MgCl, x 7H,O

Milchpulver, fettfrei
MW-Marker, prestained
Natriumazid
Natriumhydrochlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumvanadat

NP-40

Penicillin

PHA

Phosphat gepufferte Kochsalzlosung (PBS)
Phytohdmagglutinin (PHA)

PMA

PMSF

Ponceau S Konzentrat

Protein G-Sepharose Fast Flow:
Reverse Transkriptase

RPMI 1640 (GIBCO™)
Salzsdure

Saponin

SDS

Streptomycin
Szintillatorfliissigkeit fiir Filtermatte
Taq-Polymerase

TC199

TEMED

Thymidin (3H-Methyl-Thymidin)
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Pharmacia, Freiburg
Millipore, Schwalbach
Octapharm, Langenfeld
Hoffmann-La Roche, Basel, CH
Merck, Darmstadt

Seromed, Berlin

J. T. Baker, Deventer, NL
Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer, NL
Sigma, Deisendorf

Sigma, Deisendorf

Seromed, Berlin

Wellcome, Isernhagen
Invitrogen, Karlsruhe
Wellcome, Isernhagen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Pharmacia, Uppsala, Schweden
Stratagene, La Jolla, CA, USA
Invitrogen, Karlsruhe

J.T. Baker, Deventer, NL
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Seromed, Berlin

Perkin Elmer, Rodgau-Jiigesheim
Qiagen, Hilden

Flow, Meckenheim

Sigma, Deisenhofen

NEN, Dreieich
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Trifast

Tris

Trypanblau
Tween20
Xylencyanolblau
¢X174 DNA-Marker

2.2 Gerate

Agarosegelelektrophoresekammer:

Wide Mini Sub Cell

Horizon 58 und Horizon 20-25
Blotsapparatur (Multiphor II)
SDS Gelektrophoresekammer (Miniprotean II)
Spektralphotometer:

Ultrospec II

Biophotometer
Thermocycler (Gene Amp PCR System 9600)
Geltrockner (Modell 583)
Brutschrank (Cytoperm)
Brutschrank

DurchfluBzytometer (FACSCalibur™)
Fliissigkeits-Szintillations-Analysator

Horizontalschiittler

Magnetriihrer (Typ MR 2002)

Pipetten:
Pipette 0-20 ul
Pipette 0-100 pl
Pipette 0-200 pl
Pipette 10-1000 pl
Sterilbank (Lamin-Air®)
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peQLab, Erlangen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmsatdt
Sigma, Deisenhofen

Stratagene, La Jolla, CA, USA

Bio-Rad, Miinchen
Gibco BRL, Karlsruhe
Pharmacia, Uppsala, Schweden

Bio-Rad, Miinchen

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Eppendorf, Hamburg

Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA
Bio-Rad, Miinchen

Heraeus, Hanau

Sanyo, Bezug tliber Ewald,

Bad Nenndorf

Becton Dickinson, Heidelberg
LKB Wallac, Turku, Finnland
GFL, Burgwedel
Heidolph, Bezug iber Jiirgens,

Hannover

Abimed, Langenfeld
Abimed, Langenfeld
Abimed, Langenfeld
Abimed, Langenfeld

Heraues, Hanau
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VarioMACS”
Zellkernerntegerét
Zentrifugen:
Biofuge 15
Cryofuge 6-4S
Kiihlzentrifuge RC5C
Megafuge 1.0
Varifuge

2.3 Verbrauchsmaterial

FACS-Réhrchen (Falcon™)
MACS-MS-Saule
MACS-BS-Séule
MACS-LS-Séaule
MACS-CS-Séule
Mikrotiterplatten, 96 Vertiefungen, Rundboden
Reaktionsgefiafie (1,5 ml)
UVette®

Zellkulturflaschen (250 ml)
Zellkulturflaschen (50 ml)
Zentrifugenrdhrchen (15 ml)
Zentrifugenréhrchen (50 ml)

2.4 Kits und Substrate

CBA-Human Th1/Th2
ECL-Dura West Detection-Kit
para-Nitrophenol

Proteintyrosinkinase-Assay

QiaAmp DNA Blood Mini Kit
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Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Inotech, Dottikon, Schweiz

Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Sorvall, Newton, IL, USA
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Becton Dickinson, Heidelberg
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Nunc, Wiesbaden

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Becton Dickinson, Heidelberg
Pierce, Bonn

Chemicon, Hotheim
Chemicon, Hofheim

Qiagen, Hilden
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2.5 Antikorper

Die Informationen zu den verwendeten Antikorper sind folgendermallen gegliedert:
Bezeichnung des Antikorpers

Spezifitit

Herkunft (Spezies)

Isotyp (bei monoklonalen Antikorpern)

Quelle (Firma bzw. von wem zur Verfiigung gestellt)

Verwendung in dieser Arbeit

2.5.1 Primarantikorper

AICDA45.2 (CD45)
erkennt ein Epitop auf dem invariablen Geriist des CD45-Molekiils und erkennt
somit alle CD45-Isoformen
monoklonaler Antikérper aus der Maus
IgG1
Klon freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. S. C. Meuer,
Heidelberg

verwendet flir Zellfarbung, Immunprézipitation und Westernblot-Analyse

AICDA4.1 (9A4)
erkennt das humane CD4 Antigen (59 kDa)
mAk aus der MAUS
IgG1
aufgereinigt aus Kultur des B-Zell-Hybridoms AICD4.1
Klon freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. S.C. Meuer, Heidelberg
verwendet flir Zellfarbung und Zellsortierung durch MACS

AICDS.1 (Eri 8)
erkennt das CD8 Antigen (32-34 kDa)
monoklonaler Antikorper aus der Maus

IgG1
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Klon freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. S. C. Meuer,
Heidelberg

verwendet fiir Zellsortierung durch MACS, Zellfarbung und als Negativkontrolle bei
der Messung des Ca*"-Spiegels

BMAO031 (TZR/CD3)
erkennt eine monomorphe Determinante auf der a/p-Kette des T-Zellrezeptors
monoklonaler Antikorper aus der Maus
IgG2b
freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. R. Kurrle, Aventis, Frankfurt

zur Stimulation verwendet

CD14
erkennt das CD14 Antigen (53-56 kDa)
monoklonaler Antikérper aus der Maus
IgG2b
aufgereinigt aus Kultur des B-Zell-Hybridoms CD14
verwendet fir Zellfarbung und Zellsortierung durch MACS

CD3-C (FL-163)
erkennt die C-Kette des humanen TZR/CD3-Komplexes von der
Aminoséduresequenz 1 bis 163, kreuzreaktiv mit CD3-C der Maus und der Ratte
Polyklonaler Antikérper aus dem Kaninchen
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

verwendet fiir Immunprézipitation

CD4-FITC
erkennt CD4 Antigen (55 kDa)
mAk aus der Maus, Fluoreszein-konjugiert
IgGlx
Pharmingen, San Diego, USA
verwendet fir Zellfarbung
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CDS-PE
erkennt CD8 Antigen (32-24 kDa)
mAk aus der Maus, Phycoerythrin-konjugiert
IgGlx
Pharmingen, San Diego, USA
verwendet flir Zellfarbung

HLA-DR
erkennt HLA-DR, MHC-Klasse II, monomorphe Determinante (28-34 kDa)
monoklonaler Antikérper aus der Maus
IgG2a
Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
verwendet flir Zellfarbung und Zellsortierung (MACS)

IL-2-PE (5344.111)
erkennt humanes IL-2
monoklonaler Antikérper aus der Maus, Phycoerythrin-konjugiert
IgG1
Pharmingen, San Diego, USA

verwendet flir intrazelluldren Farbung

Jak1
erkennt JAK1 (130 kDa)
polyklonaler Antikdrper aus dem Kaninchen
Biosource, Solingen

verwendet zur Westernblotanalyse

Jak 1 (pYpY 0221023
erkennt Phosphopeptide aus einer Region vom JAKI-Protein, die die Tyrosine
Tyr1022 und Tyr1023 enthélt
polyklonaler Antikdrper aus dem Kaninchen
Biosource, Solingen

verwendet zur Westernblotanalyse
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293 (CD28)
erkennt ein Epitop auf dem CD28-Antigen (44 kDa)
monoklonaler Antikorper aus der Maus
IgG1
Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

verwendet fur Stimulation

MEMS55 (CD45RB)
erkennt ein durch Exon B kodiertes Epitop des CD45 Gens, welches sich auf den
CD45-Isoformen CD45R(ABC), CD45R(AB) und CD45RB befindet
monoklonaler Antikérper aus der Maus
IgG1
Serotec, Diisseldorf

zur Zellfarbung und Westernblot-Analyse verwendet

MEMS56 (CD45RA)
erkennt ein durch Exon A kodiertes Epitop des CD45 Gens, welches sich auf den
CDA45-Isoformen CD45R(ABC) und CD45R(AB) befindet
monoklonaler Antikérper aus der Maus
IgG2b
Klon freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. V. Horejsi, Prag,
Tschechien

verwendet fliir Immunprézipitation, Westernblot-Analyse und Zellfirbung

MEMS56-FITC (CD45RA)
erkennt ein Exon A kodiertes Epitop des CD45 Gens, das in den CD45-Isoformen
CD45R(ABC) und CD45R(AB) vorkommt
monoklonaler Antikérper aus der Maus, Fluoreszein-konjugiert
IgG2b
Klon freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. V. Horejsi, Prag,
Tschechien

verwendet flir Zellfarbung

MT2 (CD45RC)
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erkennt ein durch Exon C kodiertes Epitop des CD45 Gens, welches in den
Isoformen CD45R(ABC) und CD45R(AB) vorkommt

monoklonaler Antikorper aus der Maus

IgG1

IQ Products, Groningen, Niederlande

verwendet flir Zellsortierung durch MACS, Zellfirbung und im Westernblot-Analyse

OKT3 (TZR/CD3)
erkennt ein Epitop auf der CD3-Kette (21 kDa) des humanen TCR/CD3-Komplexes
monoklonaler Antikorper aus der Maus
IgG2a
Ortho, Raritan, NY, USA
verwendet flir Stimulation, Zellsortierung durch MACS und zur Zellfarbung

erkennt den N-terminalen Teil des humanen p56'®, kreuzreaktiv mit p56'* aus Maus
monoklonaler Antikérper aus der Maus

IgGop

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

verwendet fliir Immunprézipitation, zur Kinase-Assay und zur Westernblot-Analyse

p56'*
erkennt den N-terminalen Teil des humanen p56'®, kreuzreaktiv mit p56'™ aus Maus
und Rind
polyklonaler Antikorper aus dem Kaninchen
Upstate Biotechnology, Bezug iiber Biomol, Hamburg

verwendet fliir Immunprézipitation und zur Westernblot-Analyse

erkennt die Phosphopetide aus einer Region vom p5

Tyr505 enthilt

6'*-Protein, die das Tyrosin

polyklonaler Antikorper aus dem Kaninchen
Biosource, Solingen

verwendet zur Immunprézipitation, Westernblot-Analyse und Zellfairbung
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anti-Phosphotyrosin (4G10)
erkennt Phosphotyrosin-Reste
biotinylierter monoklonaler Antikérper aus der Maus
IgG2bk
Upstate Biotechnology, Bezug liber Biomol, Hamburg

verwendet fiir Westernblot-Analyse

Stat5
erkennt STATS5a (92 kDa) und STAT5b (85 kDa) von der Maus, von der Ratte und
vom Menschen
polyklonaler Antikdrper aus dem Kaninchen
Biosource, Solingen

verwendet zur Westernblotanalyse

Stat5 (pY694)
erkennt STATS, wenn der Tyrosinrest Tyr694 phosphoryliert ist
monoklonaler Antikérper aus der Maus
IgG,
Biosource, Solingen

verwendet zur Westernblot-Analyse

T199 (CD56)
erkennt ein Epitop auf dem CD56-Antigen (48 kDa)
monoklonaler Antikérper aus der Maus
IgG1
Klon freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. T. Pietsch, Bonn

verwendet flr Zellsortierung durch MACS und Zellfarbung

TIA-2 (TZR-C)
erkennt den cytoplasmatischen Anteil der (-Kette des humanen TZR/CD3-
Komplexes

monoklonaler Antikorper aus Ascites-Fliissigkeit der Maus
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IgGlx
Coulter Clone, Krefeld

verwendet fiir Westernblot-Analyse

UCHLI1 (CD45R0)
erkennt ein Epitop der CD45-Isoform CD45R0, die weder das Exon A noch B oder
C enthilt
monoklonaler Antikérper aus der Maus
IgG2a
Klon freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. P. C. L. Beverley,
London

zur Zellfarbung, Zellsortierung durch MACS und Westernblot-Analyse verwendet

UCHL-1-PE (CD45R0)
erkennt die CD45-Isoform CD45R0 (180 kDa)
monoklonaler Antikérper aus der Maus, Phycoerythrin-konjugiert
IgG2a
Pharmingen, San Diego, USA
verwendet fir Zellfarbung

ZAP-70 (2F3.2)
erkennt die SH2-Doméne der humanen ZAP-70 Kinase (Aminosédure 1-254)
monoklonaler Antikérper aus der Maus
IgG2a
Upstate Biotechnology, Bezug liber Biomol, Hamburg

verwendet fiir Immunprézipitation und Westernblot-Analyse

GaM (Goat anti mouse)
erkennt Maus-Immunglobuline: IgG und IgM (schwere und leichte Kette)
polyklonaler Antikorper aus der Ziege
Dianova, Hamburg

verwendet als Sekundérantikorper zur Kreuzvernetzung bei der Stimulation
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2.5.2 Sekundarreagenzien:

GoM-FITC
erkennt Epitope auf den schweren und leichten Ketten der Maus-Immunglobuline
IgG und IgM
polyklonaler Antikdrper aus der Ziege, Fluoreszein-konjugiert
Dianova, Hamburg

verwendet als Sekundérantikdrper in der FACS-Analyse

GoRab-FITC
ertkennt Epitope auf den schweren und Ileichten Ketten der Kaninchen-
Immunglobuline IgG und IgM
polyklonaler Antikorper aus der Ziege, Fluoreszein-konjugiert
Dianova, Hamburg

verwendet als Sekundérantikorper in der FACS-Analyse

GaM-POD
erkennt Maus-Immunglobuline: IgG und IgM (leichte und schwere Kette)
polyklonaler Antikorper aus der Ziege, Peroxidase konjugiert
Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA

verwendet als Sekunddrantikorper in der Westernblot-Analyse

GoaRab-POD
erkennt Kannichen-Immunglobuline: IgG und IgM (leichte und schwere Kette)
polyklonaler Antikorper aus der Ziege, Peroxidase konjugiert
Dianova, Hamburg

verwendet als Sekunddrantikorper in der Westernblot-Analyse

Strep-HRP
erkennt Biotin-Strukturen
Streptavidin, Peroxidase konjugiert
Pierce, Bonn

verwendet als Sekundirreagenz in der Westernblot-Analyse
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2.5.3 Blockierungsreagenzien

OCTAGAM
Immunglobulin G vom Menschen
OCTAPHARMA, Langenfeld

verwendet zur Blockade von FcR-vermittelter, unspezifischer Antikdrperbindung in der

FACS-Analyse

Normales Maus Serum
Normales Maus Serum
Dianova, Hamburg
verwendet zur Abséttigung von freien Valenzen des GoaM-FITC Antikorpers in der

FACS-Analyse
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3 Methoden

3.1 Medien und Zellen

3.1.1 Medien und Kultivierungsbedingungen

Als Standardkulturmedium (KM) wurde RPMI 1640, das mit 10 % FCS, 4 mM
L-Glutamin, 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin supplementiert war,
eingesetzt. Vor dem Gebrauch wurde das FCS 30 min lang bei 56 °C inaktiviert. Zum
Waschen und kurzfristigen Aufbewahren der Zellen wurden Hepes-gepuffertes TC 199
(pH 7,3) und Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS, pH 7,2) verwendet. Die
Kultivierung von Zellen erfolgte bei 37 °C, 5 % CO,-Partialdruck und 95 % gesittigter

Wasserdampfatmosphire im Brutschrank.

3.1.2 Mononukleare periphere Zellen von Blutspendern

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Untersuchungen wurden mit Zellen
durchgefiihrt, die von gesunden Blutspendern aus dem Transplantationslabor der MHH
oder von gesunden Blutspendern aus der Blutbank der MHH stammen. Darunter waren
drei Personen mit der 77C—G Mutation. Unter den MS-Patienten, die von der
Abteilung fiir Neurologie der MHH rekrutiert wurden, wurden neun heterozygote
Tréger des varianten Allels identifiziert. Entweder wurden Reaktionsmuster von
gesunden varianten Blutspendern mit gesunden Kontrollpersonen oder Reaktionsmuster
von varianten MS-Patienten mit MS-Kontrollpatienten, die noch unbehandelt bzw.
deren Therapie mindestens schon zwei Jahre zuriicklagen, verglichen. Die getesteten
Personen sind iiber Art und Umfang der durchzufiihrenden Untersuchungen aufgeklart

worden.

3.1.3 PHA-Blasten

Um Lymphoblasten zu generieren, wurden T-Zellen in einer Dichte von 1 x 10° Z/ml in
Kulturmedium aufgenommen, mit 1 pg/ml PHA versetzt und stehend {iber Nacht
kultiviert. Nach dieser initialen Aktivierung wurden die Zellen zweimal gewaschen und
unter Zusatz von 20 U/ml IL-2 weiter kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurde das

verbrauchte Kulturmedium ersetzt, so dass sich die Zellzahl nach etwa sieben Tagen
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verdoppelt bis verdreifacht hatte. Danach wurden die Zellen intensiv gewaschen und fiir
weitere 48 h ohne IL-2 kultiviert, bevor sie fiir weitere Untersuchungen verwendet

wurden.

3.1.4 Alloreaktive CD4" T-Zelllinien

Alloreaktive CD4" T-Zelllinien wurden von Blutspendern mit 77C—G Mutation und
Kontrollpersonen gleichzeitig generiert. Dazu wurden Lymphozyten von varianten
Blutspendern und Kontrollpersonen iiber Nacht mit 1 ug/ml PHA aktiviert. Das PHA
wurde durch einen Waschschritt (200 x g, 10 min) entfernt, und anschlieBend wurden
die Zellen fiir sieben Tage mit 20 U/ml IL-2 kultiviert. Alle drei bis vier Tage wurde das
verbrauchte Medium ersetzt, wihrend sich die Zellzahl verdoppelt bzw. verdreifacht
hatte. Nach dieser Expansionsphase wurden CD4" T-Zellen mittels MACS (magnetic
cell sorting) positiv angereichert. Die isolierte CD4" T-Zellen wurden dann in 24-Loch-
Platten in einer Dichte von 1 x 10° Z/ml ausgesit. Durch Zugabe von bestrahlten
allogenen Laz 509 in der gleichen Konzentration wurden die Zellen stimuliert. Die
Zellen wurden alle sieben Tage restimuliert und insgesamt iiber fiinf Wochen
expandiert. Vor jeder Restimulation wurden die CD4" Zellen phénotypisiert. Bei Bedarf
wurde die positive Selektion der CD4" Zellen wiederholt. Nach der letzten
Restimulation fand eine Ruhephase von mindestens 10 Tagen statt, bevor weitere

Analysen durchgefiihrt wurden

3.1.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden 1 x 10’ Z in 1 ml eiskaltem Einfriermedium (Kulturmedium
mit 20 % FCS sowie 10 % DMSO) resuspendiert und in ein steriles Glas-
Gewinderohrchen iiberfiihrt. Dann wurden die Réhrchen zunéchst {iber Nacht bei —
80 °C tiefgefroren und anschlieend im fliissigen Stickstoff bei —195°C gelagert. Das
Aussalzen des Mediums und die Bildung von Eiskristallen wurde durch die
Verwendung von DMSO und das rasche Einfrieren verhindert. Unter leichtem
Schwenken im 37 °C warmen Wasserbad wurde die Zellsuspension aufgetaut. Danach
wurden die Zellen langsam zu 10 ml eiskaltem Auftaumedium (TC 199 mit 20 % FCS)
gegeben, sofort zentrifugiert (200 x g, 10 min) und der Uberstand abgesaugt. Das
restliche fiir die Zellkultur schidliche DMSO wurde durch zwei weitere Waschschritte
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mit TC199 entfernt. Anschliefend wurden die Zellen in 10 ml Kulturmedium

resuspendiert und im Brutschrank kultiviert.

3.1.6 Bestimmung von Zellzahl und Zellvitalitat

Zur Bestimmung der Zellzahl und der Zellvitalitdt wurde 10 pl Zellsuspension 1:10 mit
Trypanblau (0,16 % Trypanblau in 0,9 % NaCl) gemischt. AnschlieBend wurden die
Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer gezéhlt. Dabei konnten tote oder beschidigte
Zellen von den lebenden Zellen dadurch unterschieden werden, dass sie durch die
Diffusion des Farbstoffes ins Zellinnere blau gefarbt blieben im Gegensatz zu lebenden
Zellen, die den Farbstoff aktiv durch ihre Ionenkanile ein- und ausschleusen konnten.
Aus der Gesamtzahl der Zellen, die gleich 100 % gesetzt wurde, konnte die Vitalitit
errechnet werden, indem von der Gesamtzellzahl die Anzahl der geschadigten, blau
gefdrbten Zellen abgezogen wurde. Die Vitalitdt der frisch isolierten Zellen lag

zwischen 90 % und 95 %.

3.2 Isolierung von Zellpopulationen

3.2.1 Isolierung von lymphoiden Zellen aus Leukotrap®-Filtern

Zur Isolierung humaner peripherer Blut-Lymphozyten aus in der Blutbank der MHH
verwendeten Leukotrap®-Filtern wurden die filternahen Schlduche zunichst durchtrennt
und an je einen Drei-Wege-Hahn angeschlossen. An den sich in urspriinglichen
Durchflussrichtung befindlichen Schlauch wurde eine ungefiillte 50-ml-Spritze
angebracht. Eine zweite 50-ml-Spritze wurde mit PBS ohne Mg*" und Ca*" gefiillt und
an den Drei-Wege-Hahn angeschlossen, der sich am Schlauch entgegengesetzt der
Durchflussrichtung befand. Nachdem die Drei-Wege-Hidhne gedffnet worden waren,
wurde das PBS ohne Mg*" und Ca®" (entgegengesetzt der Pfeilrichtung) durch den Filter
gespiilt. Danach wurden die Drei-Wege-Héhne geschlossen. Das Blut-PBS-Gemisch,
das sich nun in der zuvor unbefiillten Spritze befand, wurde in ein Becherglas gegeben.
Die entgegengesetzt der Pfeilrichtung befindliche Spritze wurde erneut mit PBS ohne
Mg* und Ca®" befiillt und die Drei-Wege-Hihne geoffnet. Das PBS ohne Mg”" und
Ca’" wurde nun dreimal mit Druck durch den Filter gespiilt, bis sich das Blut-PBS-
Gemisch wieder in der anfangs unbefiillten Spritze befand und in das Becherglas

gegeben werden konnte. Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt, bis insgesamt 160 ml
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PBS ohne Mg®" und Ca®" durch den Filter gespiilt worden waren. AbschlieBend wurde
die entgegengesetzt der Pfeilrichtung angeschlossene Spritze mit Luft gefiillt, die dann
mit hohem Druck durch den Filter gepresst wurde, um verbliebende Blut-PBS-Reste aus
dem Filter zu entfernen. Das Blut-PBS-Gemisch konnte nun zur Ficoll-Separation

verwendet werden.

3.2.2 Ficoll-Separation mononuklearer Zellen aus Vollblut

Die  peripheren = mononukledren  Blutzellen = (PBMC)  wurden  mittels
Dichtegradientenzentrifugation entweder aus dem Blut-PBS-Gemisch, das zuvor aus
den Leukotrap-Filtern der MHH-Blutbank gespiilt worden war, oder aus dem Blut, das
von Mitarbeitern des Transplantationslabors gespendet worden war, gewonnen. Zur
Verbesserung der Trennung im Dichtegradienten wurde das gespendete Blut mit PBS
ohne Ca*" und Mg®" im Verhiltnis 1:2 verdiinnt. Um die Gerinnung des Blutes zu
verhindern, wurde das Blut mit 1 ml Heparin versetzt. 10 ml Ficoll 1077 (mit einer
spezifischen Dichte von 1,077 g/ml bei 10°C) wurden in einem Falcon-Rohrchen
vorgelegt. Auf die Trennldosung wurde das verdiinnte Blut im Verhiltnis von ca. 1:5
geschichtet. Das Rohrchen wurde dann bei 400 x g flir 30 min zentrifugiert. Wahrend
der Zentrifugation kam es zur Schichtung in Abhidngigkeit von der Dichte. Nach der
Zentrifugation wurde die Phase oberhalb des Ficolls vorsichtig mit einer Pasteur-
Pipette abgesaugt und in ein neues Falcon-Rohrchen iiberfiihrt. In dieser Interphase
befanden sich die Lymphozyten und Monozyten. Zur Entfernung von Ficollresten und
Thrombozyten wurden die Zellen noch zweimal bei 200 x g fiir 10 min mit TC 199

gewaschen.

3.2.3 Isolierung von Zellsubpopulationen durch MACS

Mit Hilfe des MACS (Magnetic Cell Sorting) ist es moglich, Zellsubpopulationen aus
Gesamtpopulationen anzureichern. Im Rahmen dieser Arbeit wurden CD4 CD45R0"
Zellen und CD4 CD45RA" Zellen durch Depletion isoliert. Zur Charakterisierung von
CD45RA-Molekiilen wurden T-Zellen mit Hilfe der positiven Selektion angereichert.
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3.2.3.1 Isolierung von ,,memory“ und ,,naiven* T-Zellen

Durch Depletion von HLA-DR', CD8", CD14", CD56" und CD45RC"-Zellen aus der
Gesamtlymphozytenpopulation wurden CD4'CD45R0"-T-Zellen angereichert. Dazu
wurden die Zellen der Interphase wurden auf 1 x 10° bis 5 x 10° Z/ml in RPMI-Medium
eingestellt, in Zellkulturflaschen pipettiert und tiber Nacht im Brutschrank bei 37 °C
inkubiert, um adhédrente Zellen wie Monozyten zu entfernen. Nach der Inkubation
wurden die nicht adhdrenten Zellen in ein neues Falcon-Roéhrchen {iberfithrt. Nach
einem Waschschritt (200 x g, 10 min, RT) wurden die Zellzahl und die Zellvitalitét
bestimmt. Die Zellen wurden auf 5 x 10’/ml in TC199 mit 5 % FCS eingestellt und mit
10 pg/ml aHLA-DR, 26 pg/ml aCDI14, 1,27 pg/ml aCD56 und 1,25pug/ml MT2
(aCD45RC)-Antikdrpern fiir 30 min auf Eis vorinkubiert und anschlieend zweimal
gewaschen. Dann wurden die Zellen in einem definierten Volumen MACS-Puffer
(80 pl Puffer/10” Zellen) aufgenommen. 20 pl magnetische GaM-Beads/10” Zellen
wurden dazugegeben. Es folgte eine Inkubation von 15 min auf Eis. Nach erneutem
Waschen wurden die Zellen in 500 pl MACS-Puffer (PBS ohne Ca*" und Mg®’, 5 mM
EDTA und 0,5 % BSA) resuspendiert und auf eine mit Puffer equilibrierte AS-Séule
geladen. Wihrend sich die Sdule im MACS befand, wurden HLA-DR’, CD§&’, CD14’,
CD56™ und CD45RC" Zellen mit drei bis fiinf Sdulenvolumen MACS-Puffer eluiert und
wiederum gewaschen. CD4'CD45RA" T-Zellen wurden auf die gleiche Weise
angereichert. Um jedoch CD45RA" Zellen anzureichern, wurden CD45R0" Zellen
depletiert. Anstatt des CD45RC mAk (MT2) wurde der CD45R0 mAk (UCHL-1)
eingesetzt. Die Separation der Zellpopulationen wurde durchflusszytometrisch

iberpriift. Die Anreicherung war in der Regel >96 %.

3.2.3.2 Anreicherung von T-Zellen durch positive Selektion

Die positive Selektion wurde zur Anreicherung von CD4" T-Zellen bei der Generierung
von alloreaktiven CD4" Zelllinien (3.1.4) genutzt. Bei der positiven Selektion wird die
Fraktion, die von Interesse ist, mit dem Primirantikdrper markiert und mit Hilfe der
magnetischen Beads in der Siule festgehalten, wéihrend die unerwiinschten Zellen
depletiert werden. Bei der Anreicherung von CD4" T-Zellen wurde in dieser Arbeit der
CD4 mAk AICD4.1 verwendet. Dazu wurden PBMC auf 5 x 107 Z/ml in TC 199 mit
5 % FCS eingestellt und mit 10 pg/ml Primarantikorper fiir 30 min auf Eis vorinkubiert

30



Methoden

und anschlieBend zweimal gewaschen. Dann wurden die Zellen auf 1 x 10° Z/ml in
MACS-Puffer mit magnetischen GaM-Beads eingestellt und fiir 15 min auf Eis
inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen in MACS-Puffer resuspendiert
und die Zellen auf eine mit Puffer equilibrierte MS-Sdule geladen. Nicht markierte
Zellen wurden aus der Sdule depletiert, wahrend die Séule sich im MACS befand.
AnschlieBend wurde die Siule aus dem MACS entnommen und markierte CD3" Zellen
mit Hilfe des Stempels aus der Sédule gedriickt. Die eluierte Fraktion wurde nach
einmaligem Waschen durchflusszytometrisch auf Reinheit iiberpriift. Die Anreicherung

war in der Regel >95 %.

3.3 Stimulation von Lymphozyten

3.3.1 Stimulation von T-Zellsubsets mit TZR/CD3 und CD28 mAk

Isolierte T-Zellsubpopulationen von Kontrollpersonen und Personen mit der 77C—>G
Mutation (CD4'CD45R0" Zellen und CD4 CD45RA" Zellen) wurden iiber den
TCR/CD3-Komplex mit dem TZR/CD3 mAk (BMAO31) in Kombination mit dem
CD28 mAk (L293) aktiviert. Beide Antikorper wurden an der Plastikoberfliche der
Mikrotiterplatte gebunden. Zur Beschichtung der Mikrotiterplatten wurden je 200 pl der
Antikorperlosung in der Konzentration von 0 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1 ug/ml und 3 pg/ml in
jeweils drei Vertiefungen gegeben. Nach Ablauf von mindestens vier Stunden
Inkubationszeit bei 4° C wurde der Uberstand aus den Platten abgesaugt und jede
Vertiefung mit 200 ul PBS gewaschen. Nach einem weiteren Waschschritt wurden je 1
x 10° Zellen in jede Vertiefung der Rundboden-Mikrotiterplatten ausgesit. Es folgte
eine Inkubation im Brutschrank bei 37 °C fiir 72 Stunden. Jede Vertiefung wurde mit 1
uCi *H-Thymidin-Suspension markiert. Nach weiteren 16 Stunden konnte man den

Stimulationsansatz ernten und die Proliferation messen.

3.3.2 Stimulation von alloreaktiven Zelllinien mit Alloantigen

50 x 10° alloreaktive T-Zellen von varianten Blutspendern und Kontrollpersonen
wurden mit 25 x 10° Laz 509 Zellen, die zuvor von einer y-Strahlenquelle mit einer
Energie von 50 Gy bestrahlt worden waren, in Rundboden-Mikrotiterplatten fiir drei
Tage bei 37 °C und 5 % CO, kokultiviert. 1 pCi *H-Thymidin wurde zu jeder
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Vertiefung gegeben und fiir weitere 16 Stunden inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit
konnte der Stimulationsansatz geerntet und die Proliferation gemessen werden. Zur
Untersuchung der Proliferationskinetik wurde die gemischte Lymphozytenkultur nach
24 h, 48 h und 72 h mit *H-Thymidin markiert und die Proliferation anhand des Einbaus

des *H-Thymidins gemessen.

3.3.3 IL-2-induzierte Proliferation von PHA-Blasten

PHA-Blasten wurden extensiv gewaschen in einer Dichte von 0,5 x 10
Zellen/Vertiefung alleine oder bei zunehmender Konzentration von IL-2 (5, 10 und 20
U/ml) fir 72 h kultiviert. Die Proliferation wurde anhand des Einbaus des [*H]-

Thymidins wahrend der letzten 16 h gemessen.

3.4 Messung der Proliferation

Als MaB fiir die Proliferation wurde der in der S-Phase des Zellzyklus bei der DNA-
Synthese erfolgte Einbau von Tritium-markiertem Thymidin gemessen. Die Zellen
wurden zuerst mit einem Zellkultur-Sammler geerntet, wobei die DNA auf einer
Glasfasermatte gesammelt wurde. Nach dem Trocknen im Trockenschrank bei 58°C
wurde die Matte in einer Plastikhiille mit 10 ml Szintillatorfliissigkeit getrdnkt und
verschweiflt. Die Auswertung erfolgte in einem Fliissigkeits-Szintillations-Analysator.
Dabei wurde die inkorporierte Tritium-Menge als Zahlimpuls pro Minute (cpm; counts
per minute) gemessen. Fiir einen Stimulationsansatz wurde der Mittelwert dieser

Impulsfrequenzen aus drei Einzelproben bestimmt.

3.5 Durchflusszytometrische Analytik

Die phénotypischen und funktionellen Eigenschaften der Lymphozyten wurden mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Die Expression und die Dichte von Molekiilen auf der
Zelloberflache und innerhalb der Zelle kann mit Hilfe von mAk, an die Fluorochrome
gekoppelt sind, untersucht werden. Die Methode ermdglicht die simultane Messung der
relativen ZellgroBe, der Granularitdt sowie bis zu vier verschiedener Fluorochrome fiir

mehrere tausend Einzelzellen.
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Im Durchfluss werden die Zellen iiber einen Laserstrahl mit einer Wellenldnge von 488
nm oder 595 nm angeregt. Entsprechend der physikalischen Eigenschaften und der
Fluoreszenzmarkierung kommt es zur Streuung des Lichtes und zur
Fluoreszenzlichtemission. Durch optische und elektronische Detektoren wird das nach
vorn (FSC; forward light scatter) und das um 90° (SSC=sideward light scatter)
gestreute Licht gemessen. Der Strahl wird je nach Zelltyp unterschiedlich gestreut.
Dabei wird das Signal des FSC hauptséchlich durch die Zellgroe und der Impuls des
SSC vorwiegend von der Granularitit bestimmt. Die Emission der verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffe wird in 90°-Richtung aufgenommen. Der Fluoreszenzfarbstoff
Fluorescein (FITC) emittiert bei 525/50 nm (FL1) und der Fluoreszenzfarbstoff
Phycoerythrin (PE) bei 575/25 (FL2), wéhrend der Emissionsbereich des dritten
Farbstoffes bei 680/39 nm (FL3) liegt. Die Analysen erfolgten an einem FACS-

Calibur™ mit der Software CellQuest™™.

3.5.1 Phanotypische Analyse von Oberflachenmolekulen

Bei der Ein-Farben-Fluoreszenzanalyse wurde ein Oberflichenantigen entweder mit
einem direkt oder indirekt markierten Antikorper detektiert. Es wurden 1 x 10° bis 5 x
10° Zellen pro Ansatz im Rundboden-Mikrotiterplatten ausgesit und fiir 1 min bei 200 x
g herunterzentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgeschiittet. Nach
zweimaligem Waschen (Zentrifugation: 200 x g, 1 min, 4 °C/ Waschmedium: PBS mit
0,5 % BSA und 0,1 % NaN3) wurden die Zellen in 20 pl humanem Intraglobin
(Immunglobulin G 10 mg/ml) resuspendiert und fiir 1 min unter Schiitteln inkubiert.
Das Intraglobin wurde zum Abblocken von spezifischen Bindungen tiber F.-Rezeptoren
der Zellen verwendet. Zu dieser Zellsuspension wurde der spezifischer mAk pipettiert
und die Ansétze fiir 20 min auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden nicht
gebundene Antikorper durch zwei Waschschritte (200 x g, 1 min, 4 °C) aus der
Zellsuspension entfernt. Zu den entsprechenden Proben wurde danach der
fluorochrommarkierte Sekundérantikdrper (z. B. der FITC-konjugierte Antikdrper
GaM) gegeben. Die Ansdtze wurden fiir 20 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach
einem weiteren Waschschritt wurden die Proben im Waschmedium aufgenommen und
in FACS-Rohrchen {iiberfiihrt. Bei der Zwei-Farben-Fluoreszenzanalyse wurden in
jedem Ansatz zwei Oberflichenantigene mittels Antikorper verschiedener Spezifitit

detektiert. Zur Unterscheidung der beiden Oberfldchenantigene war der erste Antikorper
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mit FITC und der zweite Antikérper mit PE konjugiert. Bei Férbungen mit
ausschlieBlich direkt fluoreszenzmarkierten Antikorpern konnten beide Antikorper
gleichzeitig zugegeben werden, da sie keine unspezifischen Bindungen miteinander
eingehen konnten. Bei den indirekt markierten Ansétzen und bei einigen Drei-Farben-
Fluoreszenzfarbungen war es notwendig, die Zellen nach der Farbung mit GaM-FITC
Ab als Zweitreagenz mit normalem Mausserum fiir 15 min bei 4 °C im Dunkeln zu
inkubieren, um freie Valenzen der GaM-Antikdrper abzusittigen. Danach konnten
diese Ansitze mit weiteren, direkt markierten mAk gefarbt werden. Auch diese Proben
wurden nach erneutem Waschen in FACS-Rohrchen iiberfiihrt. Es wurden 10.000
Zellen pro Ansatz im FACSCalibur bei einer Anregungswellenlinge von 488 nm

(Argon-Laser) analysiert.

3.5.2 Intrazelluldre IL-2-Farbung

Die durchflusszytometrische Messung intrazelluldrer Zytokine ermdglicht die Analyse
individueller Zytokin-produzierender Zellen auf Einzelzellniveau bei gleichzeitiger
Charakterisierung der Zelle moglich. Um ein im Durchflusszytometer messbares
Fluoreszenzsignal zu erzeugen, ist es notwendig, die Zytokinproduktion der Zellen
zunéchst zu stimulieren und gleichzeitig die Sekretion der Zytokine zu inhibieren. Die
anschlieBende Fixierung und Permeabilisierung der Zellen ermoglicht die intrazellulédre
Markierung der von der Zelle synthetisierten und im Golgi-Apparat akkumulierten
Zytokine mit Fluorochrom-konjugierten spezifischen Antikorpern. Mit Hilfe dieser
Methode konnen Angaben {iber den Prozentsatz oder die Anzahl Zytokin-
produzierender Zellen eines bestimmten Zelltyps gemacht werden. Angaben {iber die

Menge des von der Zelle produzierten Zytokins sind jedoch nicht mdglich.

In dieser Arbeit wurde der Anteil der alloreaktiven CD4" Zellen, die nach einer
allogenen Stimulation das Zytokin IL-2 produzierten, mit Hilfe der intrazelluldren IL-2-
Farbung untersucht. Alloreaktive Zellen von Kontrollpersonen und varianten
Blutspendern (1 x 10° Z/Vertiefung) wurden mit Laz 509 (0,2 x 10° Z/Vertiefung) in
Rundbodenmikrotiterplatten bei 37 °C mit 5 % CO, fiir zwei Stunden inkubiert.
AnschlieBend wurde Brefeldin A mit einer Endkonzentration von 10 pg/ml hinzugefiigt
und gut vermischt. Das Brefeldin A verhindert die Sekretion des Zytokins. Nach einer

weiteren Inkubation von drei Stunden bei 37 °C mit 5 % CO, wurden die Zellen
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anzentrifugiert und in FACS-Puffer mit einer ausreichenden Konzentration an
Intraglobin und mit FITC-konjugierten CD4 mAk aufgenommen und fiir 20 min auf Eis
stehen gelassen. Die Zellen wurden dann mit 100 pul PBS gewaschen, bevor sie mit 100
ul Fixierungslosung (PBS pH 7,2, 4 % Paraformaldehyd) fiir 10 min bei 4 °C fixiert
wurden. Fixierte Zellen wurden nach einem Waschschritt mit 200 pl PBS pH 7,2, 2 %
FCS und 0,2 % Saponin permeabilisiert und mit PE-konjugierten IL-2 mAk fiir 30 min
bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit dem
Permeabilisierungspuffer wurden die Zellen in PBS pH 7,2, 2 % FCS und 0,2 %

Saponin aufgenommen und mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert.

3.5.3 Messung der Konzentration loslicher Zytokine

Die Konzentration 16slicher Zytokine im Zellkulturiiberstand wurde mit Hilfe eines
Cytometric Bead Arrays (CBA) bestimmt. In diesem Testsystem werden fiinf ,,Sorten*
unterschiedlich stark fluoreszierender Kunststoffkiigelchen (Beads), die jeweils mit
spezifischen Antikorpern gegen IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IFN-y und TNF-o markiert
sind, verwendet. Aufgrund der unterschiedlichen Fluoreszenzstirke konnen die fiinf
unterschiedliche Bead-Populationen im Durchflusszytometer im Messbereich von
Fluoreszenz 3 voneinander unterschieden werden. Die Beads werden zusammen mit der
zu analysierenden Probe sowie einem PE-konjugierten Sekundérantikdrper inkubiert.
Aufgrund der Proportionalitit der Menge des gebundenen Zytokins zu der im FL2-
Messbereich des Durchflusszytometers bestimmten Fluoreszenzintensitédt der jeweiligen
Beads konnen in Proben mit geringem Volumen (50 pl) gleichzeitig bis zu fiinf
verschiedene Zytokine bestimmt werden. Mit Hilfe entsprechender Standards bekannter
Konzentrationen lassen sich die Zytokinkonzentrationen der jeweiligen Proben
quantifizieren. Der Test wurde laut Anweisung des Herstellers durchgefiihrt. Die
Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der speziellen BD Cytometric Bead Array
Software.

3.5.4 Messung des intrazelluldren Ca**-Spiegels

Die Konzentration von zytoplasmatischen Ca*"-Ionen ([Ca*']-) kann mit Hilfe Ca*'-
bindender Fluoreszenzfarbstoffe bestimmt werden. Verwendet wurden hier die

Farbstoffe Fluo-3-Acetoxymethylester (AM) und Fura Red-Acetomethylester (AM),
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wobei das Emissions- und Absorptionsspektrum des ersteren im FL1-Messbereich und
das Emissions- und Absorptionsspektrum des letzteren im FL3-Messbereich liegt.
Beide Farbstoffe kdnnen mit einer Wellenldinge von 488 nm (Argonlaser) angeregt
werden. Wéhrend die Fluoreszenzintensitdt des Farbstoffes Fluo-3 nach Bindung von
Ca”*-Ionen ansteigt, weist dagegen Fura Red ein gegensitzliches Verhalten auf. Die
Bindung von Fura Red an Ca®" ist mit einer Abnahme der Fluoreszenzintensitit

verbunden.

Die Zellen wurden zunichst in einer Dichte von 5 x 10° Z/ml mit 4 uM Fluo-3-AM und
10 uM Fura Red-AM in Kulturmedium ohne FCS 20 min bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. AnschlieBend wurde mit dem gleichen Medium die Zelldichte auf 1 x 10°
Z/ml eingestellt. Die Inkubation wurde um weitere 40 min verlédngert. Dabei dringen die
Fluoreszensfarbstoffe aufgrund ihrer Ladungsneutralitit ungehindert durch die
Zellmembran. Im Zytosol wird das Derivat von unspezifischen Esterasen zu einer tetra-
anionischen Form hydrolysiert, die im Zellinnern verbleibt. Um {iberschiissige, nicht
eingedrungene Farbstoffe zu entfernen, wurden die Zellen zuerst zweimal mit
Kulturmedium ohne FCS und abschlieBend mit PBS gewaschen, bevor sie in einer
Dichte von 1 x 10° Z/ml in Ca**-Puffer (25 mM Hepes pH 7,2, 140 mM NaCl, 1,8 mM
CaCl, x H,O, 1 mM MgCl, x 6 H,O, 3 mM KCI, 10 mM D-Glucose) aufgenommen
wurden. Nach einer 15-miniitigen Inkubation bei 37 °C im Dunkeln wurden die Zellen
fiir die Messung in FACS-Rohrchen iiberfiihrt. Zuerst wurde die Basisfluoreszenz
aufgenommen. AnschlieBend wurde zunéchst der Sekundirantikérper GoaM (20 pg/ml)
hinzugefiigt und dann durch Zugabe des TZR/CD3 mAk OKT3 (10 pg/ml) die
Signaltransduktion gestartet. Dabei wurde die zeitabhingige Zunahme bzw. die
Abnahme der mittleren Fluoreszenzintensititen (mean) aufgezeichnet. Zur Auswertung
wurde der Quotient aus den beiden Fluoreszenzintensititen der beiden Farbstoffe in

Abhingigkeit von der Zeit aufgetragen.

3.6 Nachweis der 77C—G Mutation

Da andere Mutationen im CD45-Gen auch zu einer verdnderten CD45RA-Expression
filhren, war es notwendig, zu liberpriifen, ob es sich bei Personen mit einer aberranten

CD45RA-Expression um Personen mit der 77C—G Mutation handelt. Der Nachweis
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erfolgte mit Hilfe einer Restriktionsfragment-Lingen-Polymorphismus-Analyse
(RFLP). Dazu wurde zunichst aus dem Vollblut der untersuchten Personen die DNA

isoliert.

3.6.1 Isolierung der DNA

Die DNA wurde aus Vollblut der zu untersuchenden Personen mit Hilfe des ,,QIlAamp
DNA Blood Mini Kit* isoliert. Die Isolation erfolgte nach den Angaben des Herstellers.
Die an die Silikatmembran der QIAamp-Sdulen adsorbierte DNA wurde in einem
Gesamtvolumen von 200 pl eluiert. Fiir die Bestimmung der Konzentration und
Reinheit wurden 50 ul DNA mit 950 pl Wasser verdiinnt und die optischen Dichten (E)
bei den Wellenlingen A=260 nm und A=280 nm gemessen. Uber die Formel ,,DNA
[ng/ml]=Ezsonm X Verdiinnungsfaktor x 50 pg/ml“ wurde die Konzentration der
vorliegenden DNA-LOsung bestimmt. Bei einer optischen Dichte von E=1 bei A=260
nm liegt eine Konzentration von 50 pg DNA/ml vor. Als MaB fiir die Reinheit dient der

Quotient Exgonm/E2sonm- Dieser sollte zwischen 1,8 und 2,2 liegen.

3.6.2 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist ein Verfahren zur Vervielfiltigung von
bestimmten DNA-Abschnitten in vitro. Bei dieser Methode wird mit Hilfe der
thermostabilen DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus  (Taq-Polymerase) und
geeigneten Oligonukleotiden (Sense- und Antisense-Primer) in thermischen
Reaktionsschritten ein durch die Primerauswahl definierter Bereich der DNA-Proben
amplifiziert. In der vorliegenden Arbeit wurde die PCR fiir den Nachweis der 77C—>G
Mutation eingesetzt und dariiber hinaus nach reverser Transkription von RNA zur

Analyse der IL-2 Genexpression verwendet.

Fiir den Nachweis der Mutation wurde zunéchst die Nukleotidsequenzen 1-120 von
Exon A amplifiziert. Der PCR-Ansatz umfasst ein 60 pul Reaktionsvolumen, bestehend
aus 300 ng genomischer DNA, 6 ul 10 x PCR-Puffer, 1,2 ul dNTPs (Gemisch aus
jeweils 10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP), 5 uM 5’- und 3’-Primer und 2 U
TagDNA-Polymerase.  Folgende  Primer wurden zur Amplifikation der

Nukleotidsequenzen 1-120 von Exon A eingesetzt:
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Sense: 5'-GATTGACTACAGCAAAGARGC-3"
Antisense: 5-TTGTGGTCTCTGAGAAGTCA-3’

Nach einer initialen 5-miniitigen Denaturierung bei 94 °C  wurden die
Amplifikationszyklus folgende Zeiten und Temperaturen verwendet. 55 s Denaturierung
bei 94 °C, 60 s Primerhybridisierung bei 60 °C und 60 s Elongation bei 72 °C.
Insgesamt wurde diese Zyklusfolge 35 mal wiederholt. Eine 5-miniitige Auffiillphase
bei 72 °C schloss die PCR-Reaktion ab.

3.6.3 Spaltung von PCR-Produkten mit dem Restriktionsenzym Mspl

Vor der Restriktion wurden zum 50 pl umfassenden PCR-Ansatz 5,5 pl einer 2 M Na-
Azetatlosung (pH 5,2) und 140 pl 96%-iger Ethanol gegeben, um die DNA zu fillen.
Die Fillung fand iiber Nacht bei —20 °C statt. Danach wurde die ausgefillte DNA 20
min bei 10.000 x g zentrifugiert und vorsichtig abgesaugt. Das DNA-Pellet wurde dann
mit 70%-igen Ethanol gewaschen. Nach erneutem 20-miniitigen Zentrifugieren bei
10.000 x g wurde der Uberstand verworfen, das Pellet mit 90%-igen Ethanol
gewaschen und abschlieBend 10 min bei 10.000 x g sedimentiert. Nach anschlieBenden
Trocknen wurde die DNA in 16 pl autoklaviertem Wasser aufgenommen. Hiervon
wurden 8 pl fiir den RFLP-Ansatz verwendet. Zu diesen 8 pl wurden 1 pl L-Puffer
(10 mM/1 Tris-HCL, 10 mM/l MgCl,, 1 mM Dithiotreitol, pH 7,5 bei 37 °C) und 1 pl
(10 U) Restriktionsendonuklease Mspl (Erkennungssequenz: CCGG) gegeben. Der
Spaltungsansatz wurde bei 2 h bei 37°C inkubiert. Um die Spaltungsreaktion zu
stoppen, wurde 2,5 pl 5 x Gelelektrophoresebeladungspuffer (15 % Ficoll Typ 400, 1 %
SDS, 50 nM EDTA und 0,3 % Bromphenolblau/Xylencyanol) zum Spaltungsansatz
gegeben.

3.6.4 Nachweis der Spaltungsprodukte im Polyacrylamidgel

Die Elektrophorese dient sowohl priparativen als auch analytischen Zwecken. Bei
diesem Verfahren wird die Wanderung von geladenen Molekiilen in einem elektrischen
Feld zu deren Trennung ausgenutzt. In der vorliegenden Arbeit wurden DNA-

Fragmente 1in Agarosen- und Polyacrylamidgelen aufgetrennt, wobei die
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Polyacrylamidgele bei kleinen Fragmenten wie etwa bei den Spaltungsprodukten der

MsplI-Restriktion eine bessere Auftrennung bieten.

Die Auftrennung der Spaltungsprodukte erfolgte in einem 6%igen Polyacrylamidgel.
Das Gel setzte sich aus 33,6 g Harnstoff, der in 32,4 ml Wasser und 8 ml 10 x TBE-
Puffer (0,89 M Tris-Borat, 0,89 M Borsdure und 0,02 M EDTA) geldst wurde, sowie
11,6 ml Acrylamid (38 Teile Acrylamid und 2 Teile Bisacrylamid), 440 pl einer
10%igen APS-Losung und 25 pl TEMED zusammen. Als Laufpuffer diente 1 x TBE.
Fiir die Auftrennung wurde der gesamte Spaltungsansatz mit dem Gelelektrophorese-
beladungspuffer auf das Polyacrylamidgel aufgetragen und 5 h bei 17 V aufgetrennt.
Nach einer 3-miniitigen Einwirkung einer Ethidiumbromidlésung (1 mg/ml) wurden die

Banden im Gel sichtbar gemacht und photographisch festgehalten.

3.7 Analyse der Genexpression

Um die Genexpression von IL-2 in aktivierten Zellen von Personen mit der 77C—»>G
Mutation und Kontrollpersonen nach T-Zellstimulation zu untersuchen, wurden 1,5 x
10° Zellen in 24-Loch-Platten mit immobilisierten TZR/CD3 mAk (OKT3, 10 pg/ml)
fiir 0, 1, 2 und 4 Stunden stimuliert. Nach Ablauf der angegebenen Zeit wurde die
Gesamt-RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und die IL-2-mRNA-Expression in
aktivierten Zellen von varianten Blutspendern und Kontrollpersonen mit Hilfe der

semiquantitativen PCR analysiert und verglichen.

3.7.1 Isolierung der RNA

Nach einem Waschschritt (200 x g, 10 min) wurden 1,5 x 10° Zellen in 250 ul H,O
aufgenommen und anschlieBend mit 750 pl peqGold TriFast™ versetzt und gut
durchmischt. Nach einer 5-miniitigen Inkubation bei RT wurde pro Milliliter
Suspension 200 pl Chloroform hinzugefiigt, durch kréftiges Schiitteln durchmischt und
anschlieBend bei RT 10 min inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben fiir 5 min bei
12000 x g bei RT zentrifugiert, wodurch es zur Auftrennung in drei Phasen kam: einer
oberen, wissrigen Phase mit der RNA, einer mittleren Phase mit der DNA und einer
unteren Phase mit den Proteinen. Die obere, wissrige Phase wurde in ein neues

Reaktionsgefd3 iiberfiihrt. Zur Prézipitation der RNA wurde das gleiche Volumen
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Isopropanol (500 pl) zu den Uberstiinden gegeben. Nach kriftigem Schiitteln erfolgte
ein Zentrifugationsschritt fiir 15 min bei 12.000 x g bei 4 °C. AnschlieBend wurden die
Uberstinde abgenommen und das RNA-Pellet zweimal mit 75 % Ethanol gewaschen
(7000 x g, 8 min, 4 °C). Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet bei RT an
der Luft getrocknet. Danach wurde das Pellet in 15 pl RNA-freiem H,O aufgenommen
und bei 56 °C unter Schiitteln gelost. Der Gehalt an Nukleinsdure wurde UV-
photometrisch ermittelt. Die Extinktionen (E) der RNA-Losung wurden bei den
Wellenldngen 260 nm (Absorption der Nukleinsduren) und 280 nm (Absorption von
Proteinen) gemessen. Aus der Extinktion bei 260 nm wurde die RNA-Konzentration
bestimmt (1 OD = 40 pg/ml bei einer Schichtdicke von 1cm). Der Quotient aus den
Extinktionen bei 260 und 280 nm dient zur Abschédtzung von Proteinkontaminationen.

Die isolierte RNA konnte bei —80 °C aufbewahrt werden.

3.7.2 RT-Polymerase-Ketten-Reaktion

Fiir die Amplifikation von RNA-Transkripten iiber die Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) musste die RNA zunéchst in cDNA {iberfiihrt werden. Die Synthese erfolgte in
einem 15 pl umfassenden Reaktionsansatz bestehend aus 0,6 mM dNTPs, 20 pM
Hexanukleotiden, 1,5 ul 10 x RT-Puffer, 20 U Moloney Murine Leucemia Virus
(MMLYV) Reverse Transkriptase (Stratagene). Fiir ein Experiment wurden jeweils
»Mastermixe* hergestellt. Fiir alle Proben wurden alle Reagenzien bis auf das Template
zusammengegeben. Die RNA wurde anschlieBend mit entsprechenden Aliquots des
Mastermixes versetzt, zundchst fiir 5 min bei 95 °C denaturiert und danach sofort auf
Eis abgekiihlt. Gestartet wurde die Reaktion durch die Zugabe von 1 ul MMLYV Reverse
Transkriptase. Nach der Inkubation bei 37 °C fiir 1 h wurde das Enzym durch Erhitzen

des Ansatzes bei 95 °C fur 5 min inaktiviert.

Fiir die Analyse der IL-2 Genexpression wurde die PCR nach reverser Transkription der
RNA aus aktivierten Zellen von Kontrollpersonen und varianten Spendern zur
Amplifikation der IL-2-Transkripte eingesetzt. Die Amplifikation erfolgte in einem
20 pl umfassenden Reaktionsvolumen, bestehend aus 3 pl ¢cDNA, 2 ul 10 x PCR-
Puffer, 0,4 ul ANTPs (Gemisch aus jeweils 10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP), 2,5
uM 5’- und 3’-Primer und 1,5 U TagDNA-Polymerase. Die Sequenzen der Primer und

der daraus resultierenden PCR-Produkte sind im folgenden dargestellt:
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B-Aktin PCR-Produkt

Als interner Standard der RT-Reaktion wurden Primer fiir einen 300 Basenpaare langen
Abschnitt des konstitutiv exprimierten Gens b-Aktin (housekeeping gene) gewihlt. In
der PCR wurde das folgende Primerpaar bei einer Annealingtemperatur von 62 °C
verwendet:

B-Aktin, Senseprimer: 5'-GAA ACT ACC TTC AAC TCC ATC-3’

B-Aktin, Antisenseprimer: 5'-CTA GAA GCA TTT GCG GTG GAC-3’

IL-2 PCR-Produkt

Dieses Primerpaar amplifiziert in der PCR einen 222 Basenpaare langen Abschnitt der
IL-2 cDNA. Fiir das folgende Primerpaar wurde eine Annealingtemperatur bei 55 °C
gewdhlt:

IL-2, Senseprimer: 5'-ACT CAC CAG GAT GCT CAC AT-3’

IL-2, Antisense-Primer: 5'-AGG TAA TCC ATC TGT TCA GA-3’

Nach einer 5-miniitigen Initialdenaturierung bei 94 °C wurden im Amplifikationszyklus
folgende Temperaturen und Zeiten verwendet. Zunidchst hybridisierten Sense- und
Antisenseprimer bei der fir das jeweilige Primerpaar gewdhlten Annealingtemperatur
fiir 60 s an komplementdre Sequenzabschnitte, die das zu amplifizierende DNA-
Fragment flankieren. Bei der darauffolgenden Elongation wurde die Temperatur fiir 60
s auf 72 °C erhoht. Mit einer erneuten Denaturierung bei 94 °C fiir 30 s wurde der
nichste Zyklus eingeleitet. In Vorexperimenten wurde die geeignete Zyklenanzahl fiir
die Amplifikation des B-Aktin- und IL-2-PCR-Produktes ermittelt. Diese Zyklusabfolge
wurde bei der Amplifikation der B-Aktin cDNA 25 mal wiederholt, wihrend die IL-2
cDNA in 30 Zyklen amplifiziert wurde. AbschlieBend folgte eine S5-miniitige
Auffiillphase bei 72 °C.

3.7.3 Trennung von DNA-Fragmenten durch Agarosegel-

Elektrophorese

Zur Auftrennung der PCR-Produkte wurden 2%ige Agarosegele verwendet. Fiir das

2%ige Gel wurden 2 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer (0,04 M Tris, 0,11 %
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Essigsdure, | mM EDTA) durch Aufkochen geldst. Zu dieser Gellosung werden 100 pl
Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml) gegeben. Nach kurzem Abkiihlen wurde die
Gellosung auf einen Geltriger gegeben und ein Gelkamm eingesetzt. Nach der
Polymerisation wurde der Gelkamm entfernt. Das erhirtete Gel wurde in eine
Elektrophoresekammer mit 600 ml 1x TAE-Puffer gelegt. Von den PCR-Produkten
wurden 10 ul mit 4 pl Auftragspuffer (0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol,
30 % Glycerol) in die Geltaschen gefiillt. Die Auftrennung erfolgte 1,5 h bei einer
konstanten Spannung von 60 V. AbschlieBend wurde die Banden mittels UV-Licht
visualisiert und fotografiert. Die Ubereinstimmung der MolekulargroBe des tatséchlich
amplifizierten cDNA-Fragmentes mit dem fiir das jeweilige Primerpaar erwarteten Wert
wurde mit einer DNA-Basenleiter als interner Standard kontrolliert. Alle Proben, die
unmittelbar miteinander verglichen wurden, wurden gemeinsam amplifiziert und

ausgewertet, um artifizielle Variationen in der Amplifikation zu minimieren.

3.7.4 Quantitative Analyse der PCR-Amplikate

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte wurde von den Gelen
ein elektronisches Abbild erstellt. Dies geschah unter Verwendung der
Geldokumentationsanlage Eagle-Eye. Mit der integrierten Software wurden die
sichtbaren Banden markiert und unter Substraktion des Hintergrundfluoreszenzsignals

die Fluoreszenzintensitit der jeweiligen Bande ermittelt.

3.7.5 Semiquantitative Analyse der Genexpression

Da die photometrische Bestimmung der RNA-Isolate nicht zwischen intakter und
degradierter Nukleinséure differenzieren kann und da trotz grofiter Sorgfalt bei der
Reversen Transkription Variationen zwischen den zu vergleichen Proben auftreten
konnen, gelten PCR-Amplifikate nicht als direkt vergleichbar. Um dieses Problem zu
16sen, wird ein sogenanntes housekeeping geme als interner Standard in der PCR
mitgefiihrt. Wenn gezeigt wird, dass das housekeeping gene der zu vergleichenden
Proben in der PCR gleiche Mengen an Amplifikat liefert, kénnen PCR-Amplifikate von
verschiedenen Proben miteinander verglichen werden. In dieser Arbeit fungierte -
Aktin als ein solcher interner Standard. Zur Korrektur geringer Abweichungen der -

Aktin Amplifikate wurde der Quotient aus dem Fluorezenzsignal des Cytokines und des

42



Methoden

B-Aktins gebildet, und der Wert des Quotienten als Mal} fiir die Genexpression des
jeweiligen Gens herangezogen. Da allerdings die Linearitit der PCR-Reaktion selbst in
der vorliegenden Arbeit nicht kontrolliert wurde, werden die Resultate als

semiquantitativ betrachtet.

3.8 Zell-Lyse

Um gewiinschte Proteine aufreinigen oder untersuchen zu kénnen, muflten die Zellen
erst aufgeschlossen werden. Die Zellen wurden mit detergenshaltigem Puffer lysiert, so
dass die Zellmembranintegritit zerstort und die Proteine solubilisiert wurden. In den
meisten Fillen wurde entweder NP-40-Puffer (50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM EDTA,
I mM Naz;VO4 und 10 mM NaF (Kinase-Inhibitoren), 1 mM PMSF (Protease-
Inhibitor), 10 mM IAA (Redoxreagens), 150 mM NaCl sowie 1 % NP-40) oder RIPA-
Puffer (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 % NP-
40, 0,5 % DOC sowie 0,1 % SDS) als Lysepuffer verwendet, wobei der RIPA-Puffer
aufgrund der ionischen Detergenzien DOC und SDS eine stirkere denaturierende

Wirkung hat als der nicht ionische NP-40-Puffer.

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und bei einer Konzentration von 20 x 10° Z/ml
mit Lysepuffer aufgeschlossen. Die Lyse fand fiir 45 bis 60 min bei 4 °C in einem
Uberkopfschiittler statt. AnschlieBend wurden die unldslichen Zelltriimmer (z. B.
Nuclei) bei 4 °C und 8000 x g fiir 15 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dann
entweder direkt mit 2 x Ladmmli-Auftragspuffer (100 mM Tris pH 6,8, 20 % Glycin,
2% SDS, 0,2 mg/ml Bromphenolblau sowie 0,4 M DTT) versetzt und nach
Denaturierung bei 95 °C fiir 5 min direkt als Gesamtzell-Lysat aufgetragen. Alternativ
konnte dieses Lysat einer Immunprézipitation unterzogen werden. Mit Probenpuffer

versetztes Gesamtzell-Lysat konnte bei —20 °C eingefroren und gelagert werden.

3.9 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration wurde nach der Bradford-Methode mit Hilfe des Bio-Rad-
Protein-Assays durchgefiihrt. Die Bradford-Methode beruht auf der Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 von 465 nm

nach 595 nm bei Proteinbindung. 100 ul Proteinlésung unbekannter Konzentration in
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Dreifachwerten wurde mit 100 ul Farbstofflosung, die zuvor 2:5 mit Wasser verdiinnt
worden war, gemischt. Als Standardprotein mit bekannter Konzentration wurde
Intraglobin mitgefiihrt. Nach 10 min Reaktionszeit bei RT wurde die Extinktion bei 595
nm am ELISA-Plattenlesegerit gemessen. Anhand der Standardkurve des

Standardproteins konnte die Proteinkonzentration berechnet werden.

3.10 Immunprazipitation
Zur Anreicherung eines bestimmten Proteins aus Zell-Lysat dienen spezifische, an

Protein-G-Sepharose gekoppelte Antikorper. Protein G ist ein 18 kD Protein und stellt
einen Bestandteil der Zellmembran von Staphylococcus aureus dar. Dieses Protein
bindet das Fc Fragment von Immunglobulin G, wodurch eine Immobilisierung des

Antikdrpers erreicht wird, ohne dass die Antigenbindungsstelle blockiert wird.

Vor der Beladung der Protein-G-Sepharose mit Antikorpern wurde diese gewaschen
und unspezifische Bindungen abgesittigt. Zur Absidttigung wurden 150 pul
aufgeschlimmte Protein-G-Sepharose mit 1 ml Tris-HCI (pH 7,5, 0,5 % BSA) versetzt
und vermischt. Nach kurzem Anzentrifugieren wurde der Uberstand abgesaugt. Diese
Arbeitsschritte wurden zweimal wiederholt. AnschlieBend wurde die Protein G-
Sepharose dreimal mit 1 ml Tris-HCl (pH 7,5) gewaschen. Der Uberstand wurde
abgesaugt und die Protein-G-Sepharose-Kiigelchen in 300 pl Tris-HCl (pH 7,5)
aufgeschlimmt. Sie wurden in drei Aliquots a 100 pl geteilt. Ein Ansatz wurde mit 2
bis 20 pg mAk versetzt und auf einem Uberkopfschiittler bei 4 °C iiber Nacht inkubiert.
Danach wurden die Beads dreimal mit Tris-HCl (pH 7,5) gewaschen um nicht
gebundenen Antikorper zu entfernen. Um unspezifisch bindende Proteine aus dem
Gesamtzell-Lysat zu entfernen, wurde es auf Protein-G-Sepharose-Kiigelchen ohne
konjugierten Primirantikdrper gegeben und fiir 30 min auf dem Uberkopfschiittler bei
4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Protein G-Sepharose abzentrifugiert und der
Uberstand ein weiteres Mal mit der Protein G-Sepharose inkubiert. Nach diesem
Verfahren waren die meisten unspezifisch bindenden Proteine aus dem Zell-Lysat
eliminiert, so dass das Lysat von 5 x 10° bis 10 x 10° Zellen zu den mit
Primérantikorper beladenen Protein G-Sepharose-Kiigelchen gegeben werden konnte.
Dieses Gemisch wurde iiber Nacht bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert.

Wiéhrend dieser Zeit kam es zur Ausbildung der spezifischen Antigen-
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Antikorperkomplexe. Die Protein G-Sepharose-Kiigelchen mit den Antigen
enthaltenden Immunkomplexen wurden durch Zentrifugation sedimentiert, der
Uberstand abgesaugt und die Protein G Sepharose-Immunkomplexe viermal mit Tris-
HC1 (pH 7,5, 0,5 % NP-40) gewaschen. AnschlieBend wurden die prézipitierten
Proteine sowie der Antikérper von der Protein G-Sepharose durch 10-miniitige
Inkubation in 2 x Limmli-Auftragspuffer bei 95 °C geldst. Der Uberstand mit den
prézipitierten Molekiilen konnte direkt in einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

aufgetragen werden.

3.11 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die prézipitierten Molekiile konnten in einer anschlieBenden diskontinuierlichen SDS-
Gelelektrophorese (Laemmli, 1970) aufgetrennt und analysiert werden. Durch die
Bindung des im Limmli-Probenpuffer vorliegenden polyanionischen Detergenz SDS an
die Aminosduren der Proteine erhalten diese eine negative Nettoladung, welche alle
nativen Ladungen tiberdeckt und in etwa proportional zur Molekiilmasse ist. Die
verschiedenen SDS-Protein-Komplexe wandern im elektrischen Feld zur Anode, wobei
sich ihre Beweglichkeit Rf (Rf = zuriickgelegte Strecke des Proteins/zuriickgelegte
Strecke der Lauffront) linear proportional zum Logarithmus der relativen
Molekiilmassen verhdlt. Durch das Mitfilhren von gefdarbten Standardproteinen
bekannter Molekiilmasse kann anhand einer Eichgeraden die relative Molekiilmasse

unbekannter Proteine bestimmt werden.

Die Gele wurden in einer Dicke von 0,75 mm oder 1 mm gegossen. Das Trenngel hatte
ein Gesamtvolumen von 6 ml. Je nach Fragestellung und in Abhédngigkeit von der
GroBle des zu untersuchenden Proteins wurden 7- bis 15%ige Trenngele (bezogen auf
die Acrylamidkonzentration) verwendet. Die Losung fiir das Trenngel (375 mM Tris-
HCI (pH 8,8), 0,1 % SDS) wurde mit 75 pl einer 10%igen Ammoniumpersulfatlésung
und 10 pl TEMED als Katalysator zum Starten der Polymerisierungsreaktion versetzt.
Damit wihrend des Auspolymerisierens eine glatte Gelkante entstand, wurde das
Trenngel mit 0,5 ml Butanol iiberschichtet. Nach Polymerisation wurde das Sammelgel
auf das Trenngel gegeben. Zuvor wurde das Butanol mit Hilfe eines saugfdhigen
Papiers entfernt und die Gelkante zweimal mit bidest. H,O gespiilt. Das 5%ige
Sammelgel (450 mM Tris-HCI (pH 8,8), 0,1 % SDS) hatte ein Volumen von 2,5 ml und
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wurde mit 50 pl einer 10%igen Ammoniumpersulfatlosung sowie 5 pl TEMED als
Katalysator zum Starten der Polymerisierungsreaktion versetzt. In dieses Gel wurde vor
dem Auspolymerisieren ein Probenkamm eingepasst. Die resultierenden Geltaschen
wurden nach dem Auspolymerisieren mit H,O gewaschen, um Gelreste zu entfernen.
Die Geltaschen fassten in Abhédngigkeit von der Dicke des Gels 30 pul bis 45 pl
Probenmaterial. Nach dem Beladen des Gels mit den Proben und dem vorgefarbten
Molekulargewichtsstandard wurde die Elektrophorese solange mit einer Stromstirke
von 15 mA/Gel in Elektrophoresepuffer (25 mM Tris-HCI (pH 8,3), 192 mM Glycin,
0,1 % SDS) durchgefiihrt, bis die Lauffront das Trenngel erreicht bzw. sich eine
einheitliche Lauffront gebildet hatte. Danach wurde die Stromstirke auf 20 mA/Gel
erhoht. Der Gellauf war nach 1,5 bis 2,5 h beendet.

3.12 Western-Blot

Durch diese Methode konnten Proteine, welche in einer vorherigen SDS-PAGE nach
threm Molekulargewicht getrennt wurden, auf eine proteinbindende Membran
transferiert werden. Durch Interaktion von polaren Polymeren der Membran mit
Aminoséureseitenketten der Proteine blieben diese an der Membran adsorbiert und

konnten anschlieBend durch spezifische Antikorper nachgewiesen werden.

3.12.1 Proteintransfer auf eine PVDF-Membran

Die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine wurden elektrophoretisch (Semi-Dry-
Verfahren) auf eine proteinbindende PVDF-Membran mit einer Porengrofle von
0,45 pm iibertragen. Der Transfer fand senkrecht zur Elektrophorese-Laufrichtung statt.
Die Membran befand sich auf der Anodenseite des Gels, da SDS-komplexierte Proteine
eine negative Ladung aufweisen und in Richtung der Anode wandern. Das
Transportpuffersystem war diskontinuierlich. Man schichtete in einer Graphit-
Elektroden-Blotapparatur iibereinander auf die Anodenplatte: Zwei in Blotpuffer A
(300 mM Tris (pH 10,4), 10 % Methanol), ein in Blotpuffer B (25 mM Tris (pH 10,4),
10 % Methanol) dquilibriertes Stiick Filterpapier, zurechtgeschnitten in den Ausmaf3en
der Membran und des Gels. Dariiber wurde die Membran, das Gel sowie weitere drei
Stiick Filterpapier, getridnkt in Blotpuffer C (25 mM Tris (pH 9,4), 10 % Methanol

sowie 40 mM e-Aminocapronsdure) gegeben. Der Stapel wurde leicht gepresst, um
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etwaige Luftbldschen zu entfernen. Die Proteine wurden bei einer Stromstérke von 52
mA fiir 1,5 h transferiert. Der Erfolg des Blottens konnte durch die reversible und
unspezifische Ponceau-S-Fiarbung tiberpriift werden. Die spezifische Detektion von

adsorbierten Proteinen geschah durch entsprechende Antikdrper.

3.12.2 Immundetektion

Die Detektion der geblotteten Proteine wurde mittels eines an Meerrettich-Peroxidase
gekoppelten Sekundérantikorpers und anschlieBender verstirkter Chemilumineszenz-
Reaktion (Enhanced chemiluminiscence = ECL) durchgefiihrt. Diese Methode kann
sehr sensitiv antikdrpermarkierte Proteine nachweisen. Die Chemilumineszenz ist eine
chemische Reaktion, bei der Licht emittiert wird. Dabei wird ein organisches
Chromophor, in diesem Fall Luminol, in Gegenwart von H,O, von der Peroxidase
oxidiert. Das Substrat zeigt nach Oxidation eine starke Emission von Licht im VIS-
Bereich, welche durch Auflegen eines Rontgenfilmes auf die PVDF-Membran

nachgewiesen werden kann.

Nach Adsorption der elektrophoretisch transferierten Molekiile gab es noch freie
proteinkompetente Bindungsplitze, die abgesittigt werden mussten. Ansonsten kdme es
zu einer unspezifischen Bindung von Antikérpern an die Membran. Diese wiirde in
einem starken Hintergrund auf dem entwickelten Photofilm resultieren. Aus diesem
Grunde wurde die Membran in Milchblockpuffer (PBS + 0,05 % Tween + 3 %
Milchpulver) fiir 1 h bei RT bzw. {iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Bei Untersuchungen
von Tyrosinphosphorylierungen wurde statt des Milchblockpuffers Caseinblockpuffer
(PBS + 0,05 % Tween + 1 % Casein) verwendet. Nach dreimaligem Waschen fiir je 10
min wurde die Membran mit einer geeigenten Verdiinnung des Primédrantikdrpers im
Blockpuffer inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran dreimal 10 min lang in PBS +
0,05 % Tween gewaschen, um tiberschiissigen Antikorper zu entfernen. Danach wurde
der Sekundérantikorper in einer geeigneten Verdiinnung hinzugegeben, um diejenigen
Proteine nachzuweisen, welche mit dem Primérantikorper markiert worden waren. Es
folgte eine einstiindige Inkubation auf dem Schiittler bei RT. Um nicht gebundenen
Sekundirantikdrper zu entfernen, wurde dreimal mit PBS + 0,05 % Tween gewaschen.
Zuletzt erfolgte eine 5- bis10-miniitige Inkubation der Membran in einer mit bidest.

H,O fiinffach verdiinnten Substratlosung, welche H,O, und als lichtemittierendes
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Substrat Luminol (2-Amino-phthalsdurehydrazid) enthielt. Die Membran wurde 3 s in
bidest. H,O gespiilt und sofort luftblasenfrei in Klarsichtfolie gehiillt. Durch Auflegen

eines Filmes in einer Filmkassette konnte so die Antikdrperbindung detektiert werden.

3.12.3 ,,Strippen“ der Membran

Zum Teil war es notwendig, adsorbierte Proteine auf einer PVDF-Membran nach
erfolgtem Nachweis mit einem anderen mAk zu farben. Bevor jedoch eine weitere
Proteinfarbung erfolgen kann, werden zunéchst die zuvor gebundenen Antikérper durch
das so genannte ,,Strippen” entfernt. Die unspezifische Wechselwirkung zwischen
adsorbiertem Protein und proteinbindender Membran unterscheidet sich qualitativ von
der Protein-Protein-Wechselwirkung innerhalb von Antigen-Antikérperkomplexen. Das
Detergens SDS im 'Stripping'-Puffer (62,5 mM Tris-HCl (pH 6.,8), 2 % SDS und 100
mM B-Mercaptoethanol) komplexiert Proteine mit einem Polyanion, dieses fiithrt zur
Dissoziation von Antigen-Antikdrperkomplexen auf der Membran. Zusitzlich
vorhandenes -Mercaptoethanol im ,,Stripping“-Puffer wirkt reduzierend und erleichtert

den Dissoziationsprozess.

Die Membran wurde 30 min bei 50 bis 70 °C in ,,Stripping“-Puffer inkubiert. Die nun
ungebundenen Antikdrper konnen durch dreimaliges Waschen mit PBS + 0,05 %
Tween fiir die Dauer von je 5 min entfernt werden. Das durch den Elektrotransfer
adsorbierte Protein auf der PVDF-Membran sollte jedoch noch auf der Membran
verbleiben. Die Effizienz der Entfernung von Antikérpern wurde bei Bedarf durch
Zugabe von ECL-Substratlosung und Exposition eines Photofilms kontrolliert. Es sollte
zu keiner Lichtemission mehr kommen, da kein gebundener Sekundirantikorper

(gekoppelt mit POD) mehr vorhanden ist.

3.13 Proteinfarbungen

3.13.1 Coomassie Brillant Blau G250-Farbung

Um die Qualitit und Quantitit der aufgetragenen Proben nach dem Lauf zu iiberpriifen,
wurden die Gele einer Proteinfarbung mit Coomassie Brillant Blau G250 unterzogen.
Das Gel wurde fiir 10 min in Fixierlosung (40 % Methanol, 10 % Essigsdure, 50 %

Wasser v/v) gewaschen und dann fiir mindestens 1 h in der Férbelosung (0,05 % in
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Fixierlosung) inkubiert. Die Entfirbung des Gels fand in der Entfarberlosung (30 %
Methanol, 10 % Essigsdure und 60 % Wasser v/v) statt. Nach der Farbung wurden die

Gele im Geltrockner unter Vakuum bei 70 °C innerhalb von 60 min getrocknet.

3.13.2 Proteinnachweis mittels Ponceau-S-Losung

Nach dem Transfer konnten die adsorbierten Proteine auf der PVDF-Membran zur
Kontrolle des Transfers durch eine Ponceau-S-Farbung reversibel angefirbt werden.
Dazu wurde die noch feuchte Membran in eine 0,2%ige Ponceau S-Losung getaucht
und 10 min auf dem Schiittler inkubiert. Es kommt zu einer Rotfirbung aller
adsorbierten Proteine. Durch sukzessives Waschen mit bidest. H,O konnte der Kontrast
zwischen Proteinbanden und Hintergrund wie gewiinscht eingestellt werden. Dieser
Nachweis diente der Kontrolle des ordnungsgeméfBen Transfers. Nach der Féarbung
wurde die Ponceau-S-Losung mit PBST-Losung (PBS (pH 7,5), 0,05 % Tween-20)

wieder von der Membran gewaschen.

3.14 Proteinkinase-Assay

Die p56'“ Kinase-Aktivitit in aktivierten Zellen von varianten Blutspendern und
Kontrollpersonen wurde mit Hilfe eines Protein-Tyrosine-Kinase Assays untersucht.
Dieses Testsystem basiert auf der Phosphorylierung eines synthetisch biotinylierten
Substrates (poly [Glu:Tyr], 4:1), das multiple Tyrosinreste enthdlt, die von einer
Bandbreite von Proteintyrosinkinasen phosphoryliert werden kann. Phosphorylierte
Peptide konnen wiederum durch einen anti-Phosphotyrosin mAk, der mit einer
Meerretischperoxidase (HRP) konjugiert ist, detektiert werden. Die Zugabe von
Substrat TMB (Tetramethylbenzidin) fiithrt zu einer Substrat-Hydrolyse durch die
Peroxidase unter Bildung einer blaugefarbten Losung des reduzierten Substrates. Die
Konzentration der Phosphopeptide wird im ELISA-Photometer durch einen
Farbumschlag von blau (630 nm) nach gelb (450 nm) bestimmt. Anhand eines
mitgefiihrten Phosphopeptidstandards kann die Aktivitit der eingesetzten Kinase
bestimmt werden. Es wurden 1 x 107 Zellen in RIPA-Puffer lysiert, und das Lysat
wurde einer Immunprizipitation mit dem p56'™ mAk (3A5) unterzogen. Der Test wurde

laut Anweisungen des Herstellers (Chemicon, Hofheim) durchgefiihrt.
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3.15 Phosphatase-Assay

Zur Bestimmung der in vitro-Phosphataseaktivitit wurde als Substrat para-
Nitrophenylphosphat  (pNPP) verwendet. Das farblose pNPP wird von
Proteintyrosinphosphatasen zu dem gelben p-Nitrophenolat umgesetzt, das sich anhand
seiner Absorption bei 410 nm nachweisen lisst. Dazu wurden die Zellen (2 x 107) in 50
mM Tris (pH 7,2), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 % Brij 90, 0,2 mM PMSF lysiert; die
Zell-Lyse erfolgte ohne die Phosphataseinhibitoren NaF und ortho-Vanadat.
AnschlieBend wurden CD45-Molekiile mit Hilfe des CD45 mAk (AICDA45.2)
prazipitiert. Nach mehreren Waschschritten wurden die Prizipitate in Dreifachansitzen
in jeweils 100 pul Nachweisreagenz (50 mM Tris (pH 7,2), 0,1 mM DTT, 5 mM EDTA,
5 mM p-Nitrophenylphosphat) aufgenommen und fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. Als
Positivkontrolle wurde eine rekombinante CD45-Phosphastase mitgefiihrt. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurde die Reaktion mit 100 ul 1 M NaOH beendet, der Uberstand
in Mikrotiterplatten iiberfiihrt und die optische Dichte im ELISA-Lesegerit gemessen.
Die Konzentration an gebildetem p-Nitrophenol wurde anhand der im ELISA-Lesegerit

gemessenen optischen Dichte bei 410 nm {iber das Lambert-Beer-Gesetz berechnet.

3.16 Statistik

Die statische Auswertung der erhobenen Daten wurde mit Hilfe des Programms SPSS
fiirs Windows 11.5 (Fa. SPSS Inc. USA) durchgefiihrt. Die Annahme der gleichen
Varianz der Daten wurde mit einem Levene Median Test liberpriift. Nach Feststellung
der gleichen Varianz wurde fiir den Vergleich eines Parameters zwischen zwei Gruppen
der gepaarte Student’s-t-Test (t-Test) eingesetzt. Die Tests wurden auf einem
Signifikanzniveau von 5 % Irrtumswahrscheinlichkeit pro Parameter durchgefiihrt, das
heiB3t, p<0,05 wurde als signifikant betrachtet. Alle Ergebnisse wurden, soweit nicht

anders gekennzeichnet, als arithmetischer Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Darstellung des varianten CD45RA-Expressionsmusters
und der 77C—G Punktmutation als molekulare Ursache

Mit Hilfe von mAk gegen die Isoformen CD45RA und CD45R0 lassen sich bei 98% bis
99% gesunder Blutspender drei T-Zellsubsets nachweisen (Abb. 4.1 links).
CD45RA'CD45R0 gelten dabei als ,,naive/ nicht sensibilisierte” Zellen, wihrend die
CD45RACD45R0" Subpopulation ,,memory/ sensibilisierte* Zellen beinhaltet.

normales Muster variantes Muster
memory memory
CD45R0'CD45RA CD45R0°CD45RA"
o o
0 0
Tp] Tp]
< <
(m) (m)
@) O

" naiv ~ naiv
CD45R0'CD45RA" CD45R0'CD45RA"
CD45RA CD45RA

Abbildung 4.1: Die Expression von CD45RA- und CD45R0-Isoformen auf
peripheren Blutlymphozyten von Personen mit normaler und
varianter CD45RA-Expression

0,5 x 10° frisch isolierte Blutlymphozyten wurden mit dem FITC-markierten CD45RA-
mAb (MEM56) und mit dem PE-markierten CD45R0-mAb (UCHL-1) gefirbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Der linke Dotplot stellt das CD45RA- und CD45R0-
Expressionsmuster einer Kontrollperson dar, wihrend im rechten Dotplot das CD45RA-
und CD45R0-Expressionsmuster eines varianten Blutspenders gezeigt ist.

Da CD45RA-Isoformen im Zuge der Differenzierung von ,naiven® zu ,,memory*
Zellen herunterreguliert werden, wird die kleine CD45RA'CD45R0" Population als
Ubergangsstadium angesehen. Bei etwa 1-2% gesunder Blutspender findet sich jedoch
ein variantes Expressionsmuster der beiden Isoformen (Abb. 4.1 rechts). Die CD45R0"
»-memory“ Population ist bei diesen Probanden nicht CD45RA-negativ, sondern

koexprimiert beide Isoformen (CD45R0'CD45RA™). Der Phinotyp der ,naiven‘
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Subpopulation unterscheidet sich dagegen nicht markant zwischen varianten und
Kontrollpersonen (CD45RA'CD45R0"). Das variante Expressionsmuster wurde
urspriinglich in der Arbeitsgruppe identifiziert (Schwinzer and Wonigeit 1990) und ist
auf eine Punktmutation im Exon A des CD45-Gens zuriickzufiihren (Thude, Hundrieser
et al. 1995), die ein SpleiBen des Exons und damit die Herunterregulation von

CD45RA-Isoformen verhindert.

Fiir die in dieser Arbeit angestrebten Analyse der funktionellen Auswirkungen einer
aberranten Expression von CD45RA-Isoformen standen Lymphozyten von drei
gesunden Blutspendern mit varianter Expression und Zellen von neun varianten MS-
Patienten zur Verfiigung. Da kiirzlich gezeigt worden ist, dass eine andere
Punktmutation im CD45 Exon A (59C—A) einen Phénotyp erzeugt (Jacobsen,
Hoffmann et al. 2002), der dem von 77C—G sehr dhnlich ist, war es notwendig, mit
Hilfe von RFLP-Analysen zu iiberpriifen, ob es sich bei den untersuchten Personen mit
variantem CD45RA-Expressionsmuster auch um Personen mit der 77C—G Mutation

handelte.

normal variant
Mspl Mspl

—
O
-
e
©
=

120 Bp
75 Bp

45 Bp

Abbildung 4.2: Nachweis der 77C—»>G Mutation im Exon A durch eine Mspl
spezifische RFLP-Analyse

Die DNA wurde aus peripheren Blutlymphozyten von Personen mit variantem CD45RA
Expressionsmuster isoliert. Mit Hilfe der PCR-Technik wurden die Nukleotidpositionen
1-120 von Exon A amplifiziert. DNA-Proben wurden unbehandelt belassen (-) oder mit
Mspl (+) verdaut und Fragmente in einem 6%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als
Kontrolle wurde jeweils die DNA einer Person mit normalem CD45RA-
Expressionsmuster mitgefiihrt.

Bei allen untersuchten Personen mit variantem CD45RA-Expressionsmuster wurde die

77C—G Punktmutation nachgewiesen. Nach dem Restriktionsverdau mit Mspl traten

bei varianten Personen drei Banden im Bereich von 120 Bp, 75 Bp und 45 Bp auf (Abb.
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4.2). Das Wildtyp-Allel behielt eine Lange von 120 Bp unverdndert bei, da es nicht
durch Mspl verdaut wurde. Durch die 77C—G Mutation lag im amplifizierten Bereich
eine Schnittstelle fiir Mspl (CCCG—CCGG) vor, so dass das mutierte Allel in zwei
Fragmente mit einer Linge von 75 Bp und 45 Bp gespalten wurde. Damit wurde
gezeigt, dass es sich bei den untersuchten Probanden mit dem varianten CD45RA-
Phénotyp um Personen handelte, die beziiglich der 77C—G Mutation heterozygot
waren. Die nachfolgenden Untersuchungen wurden mit Zellen von drei gesunden,
varianten Personen und fiinf gesunden Kontrollpersonen bzw. von drei varianten MS-

Patienten und drei MS-Kontrollpatienten durchgefiihrt.
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4.2 Funktionelle Konsequenzen der 77C—G Mutation bei
gesunden Probanden

Um mdglicherweise vorhandene funktionelle Unterschiede zwischen Zellen varianter
Blutspender und Kontrollprobanden nachweisen zu koénnen, wurden zunichst die
Reaktionsmuster nach T-Zellrezeptorvermittelter Aktivierung verglichen (Abschnitt
4.2.1). Die Untersuchungen fokussierten dabei sowohl auf die Darstellung zelluldrer
Funktionen  (Proliferation und  Zytokinsynthese) als auch auf friihe
Signaltransduktionsereignisse (Phosphorylierung von TZR-{ und Zap-70 sowie
Mobilisierung von Ca**-Ionen). In einem zweiten Block von Experimenten wurde die
Frage bearbeitet, ob die variante CD45RA-Expression zu verdnderten Reaktionen nach
Aktivierung durch Zytokine fiihrt (Abschnitt 4.2.2). Auch hierbei wurden zellulédre
Funktionen (Proliferation) und frithe Signaltransduktionsereignisse (Phosphorylierung

von JAK1 und STATS) zwischen varianten und Kontrollzellen verglichen.

4.2.1 Auswirkungen von 77C—G auf die T-Zellrezeptorvermittelte
Aktivierung

4.2.1.1 Proliferation und Zytokinproduktion nach TZR/CD3- und CD28-
vermittelter Stimulation von frisch isolierten T-Zellsubsets

Wie bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben, kommt es aufgrund der 77C—>G
Mutation trotz Aktivierung nicht zur Herunterregulierung von CD45RA-Molekiilen auf
Zelltypen, die normalerweise CD45RA negativ sind. So wird z.B. auf ,,memory* T-
Zellen von Personen mit der 77C—G Mutation neben der CD45R0-Isoform ebenfalls
die CD45RA-Isoform exprimiert. Aufgrund dieses markanten Unterschiedes zwischen
Personen mit der 77C—G Mutation und Personen mit Wildtyp-Allelen lassen sich
mogliche funktionelle Konsequenzen der 77C—G Mutation in dieser Population

vermuten.
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CD4'CD45R0" T-Zellen von CD4"CD45R0" T-Zellen von
einer Kontrollperson einer varianten Person
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Abbildung 4.3: Expression von CD45-Isoformen auf ,,memory“ T-Zellen von
Kontrollpersonen und varianten Blutspendern

CD4'CD45R0" T-Zellen von Kontrollpersonen und Personen mit der 77C—G Mutation
wurden durch Depletion von B-Zellen, NK-Zellen, Monozyten und CD8" CD45RC" T-
Zellen angereichert. In den Dotplots ist die Expression von CD45RA- und CD45R0-
Isoformen dargestellt. Das CD45RA- und CD45R0-Expressionsmuster wurde durch eine
gleichzeitige Farbung mit den Antikdrpern CD45RA-FITC und CD45R0-PE detektiert.
Die Expression von CD45RB- und CD45RC-Isoformen wurde in einer Ein-Farben-
Fluoreszenzanalyse durch die Bindung von CD45RB mAk bzw. CD45RC mAk und
anschlieBendem Nachweis mit GaM-FITC bestimmt. Ausgefiillte Kurven zeigen die
Reaktivitdit der Primédrantikérper, wéhrend die Fluoreszenzintensititen des
Sekundarantikorpers GaM-FITC allein als unausgefiillte Kurven dargestellt sind.

Fiir die folgenden Experimente wurden daher ,,memory* T-Zellen von Kontrollpersonen
und varianten Blutspendern aus PBMC isoliert und mit Hilfe von mAk gegen die
Isoformen CD45R0, CD45RA, CD45RB und CD45RC charakterisiert. Auf
CD4'CD45R0" T-Zellen von Kontrollpersonen waren die Isoformen CD45R0 und
CD45RB nachweisbar (Abb. 4.3 links). CD4'CD45R0" T-Zellen von varianten
Probanden reagierten mit den mAk gegen die Isoformen CD45R0 und CD45RB, aber
zusétzlich dazu mit dem mAk gegen dieCD45RA- Isoformen (Abb. 4.4 rechts).
CD45RC-Isoformen liefen sich nur in geringer Dichte auf ,,memory*“ T-Zellen von

varianten und Kontrollpersonen nachweisen.
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Abbildung 4.4: Proliferation der CD4"'CD45R0" Zellen von Kontrollprobanden und
varianten Personen nach TZR/CD3- und CD28-vermittelter
Stimulation

Frisch isolierte CD4'CD45R0" T-Zellen von varianten Blutspendern (Va) und
Kontrollpersonen (Ko) wurden fiir drei Tage mit immobilisierten TZR/CD3 mAk
(BMAO31) und CD28 mAk (L293) inkubiert. Die Proliferation wurde anhand des
Einbaus von *H-Thymidin nach 16 Stunden Inkubation gemessen. Angegeben sind
Mittelwerte mit Standardabweichungen aus fiinf unterschiedlichen Experimenten. In den
ersten drei Experimenten wurden die Reaktivitidten von Kontrollpersonen Kol, Ko2 und
Ko3 mit denen von varianten Blutspendern Val, Va2 und Va3 verglichen. Das vierte
Experiment wurde mit Val und Ko4 und das fiinfte Experiment mit Va2 und Ko5
durchgefiihrt.

Im Hinblick auf die Bedeutung von CD45 in der T-Zellrezeptorvermittelten
Signaltransduktion stellte sich die Frage, ob die T-Zellrezeptorvermittelte Stimulation
bei T-Zellen mit variantem CD45RA-Muster zu Reaktivitdten fiihrt, die sich von
normalen T-Zellen unterscheiden. Dazu wurde die proliferative Antwort der
CD4'CD45R0" T-Zellen von varianten Blutspendern und Kontrollpersonen auf eine
Stimulation mit TZR/CD3 und CD28 mAk untersucht und verglichen. Frisch isolierte
»memory*“ T-Zellen wurden fiir drei Tage mit steigender Konzentration immobilisierter
Antikdrper inkubiert und die Proliferation anhand des Einbaus von *H-Thymidin nach
weiteren 16 Stunden Inkubation gemessen. Die Ergebnisse dieser Proliferationsversuche
zeigten, dass die an die Plastikoberfldche gekoppelten Antikérper bei den ,,memory* T-
Zellen der Kontrollpersonen und varianten Blutspender eine starke proliferative
Antwort  auslosten (Abb. 4.4). Mit der Zunahme der eingesetzten
Antikorperkonzentration stieg auch die Proliferation der ,,memory* T-Zellen sowohl bei
varianten Blutspendern als auch bei Kontrollpersonen. Auffillig war hierbei, dass
variante CD4'CD45R0" Zellen bei allen Antikdrperkonzentrationen eine signifikant
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hohere Proliferationsrate aufwiesen als Kontrollzellen. Die proliferative Antwort auf die
TZR/CD3- und CD28-vermittelte Stimulation war bei varianten ,,memory* Zellen zum

Teil doppelt so stark wie bei Kontrollzellen.

CD4"CD45RA" T-Zellen von CD4"CD45RA" T-Zellen von
einer Kontrollperson einer varianten Person
¥ T
L L
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Abbildung 4.5: Expression von CD45-Isoformen auf ,naiven“ T-Zellen von
Kontrollpersonen und varianten Blutspendern

CD4'CD45RA" T-Zellen von Kontrollpersonen und Personen mit der 77C—G Mutation
wurden durch Depletion von B-Zellen, NK-Zellen, Monozyten und CD8" CD45R0" T-
Zellen angereichert. Das CD45RA- und CD45R0-Expressionsmuster wurde durch eine
gleichzeitige Farbung mit den Antikdrpern CD45RA-FITC und CD45R0-PE detektiert
und in den Dotplots dargestellt. Die Expression von CD45RB- und CD45RC-Isoformen
wurde in einer Ein-Farben-Fluoreszenzanalyse durch die Bindung von CD45RB mAk
bzw. CD45RC mAk und anschlieBendem Nachweis mit GaM-FITC bestimmt.
Ausgefiillte Kurven zeigen die Reaktivitit der Primérantikoérper, wihrend die

Fluoreszenzintensititen des Sekundérantikdrpers GaM-FITC allein als unausgefiillte
Kurven dargestellt sind.

Diese Hyperreaktivitit varianter CD4 CD45R0" T-Zellen warf die Frage auf, ob die
verstiarkte proliferative Antwort tatsdchlich auf die zusétzliche Expression der
CD45RA-Isoformen auf diesem Zellen zuriickzufiihren ist. Um auszuschlie3en, dass die
Zellen der drei untersuchten varianten Blutspender generell eine Hyperreaktivitit
aufweisen, wurden ,naive”“ T-Zellen von Kontrollpersonen und Personen mit der
77C—G Mutation angereichert und ihre proliferative Antwort auf die TZR/CD3- und
CD28-vermittelte Stimulation vergleichend untersucht. Dafiir wurden ,,naive* T-Zellen

(CD4"CD45RA") von Kontrollpersonen und Personen mit der 77C—G Mutation
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negativ aus PBMC derselben Blutspender isoliert und durchflusszytometrisch analysiert

(Abb. 4.5).

Tabelle 4.1: CD45RA-Expression auf ,,naiven“ T-Zellen von Kontrollpersonen und

Personen mit der 77C—G Mutation”

Exp. Blutspender CD45RA-Fluoreszenzintensitit
1 Val 477%
Kol 386
2 Va2 495
Ko2 345
3 Va3 489
Ko3 344

0,5 x 10° CD4"CD45RA" Zellen von Kontrollpersonen (Ko) und varianten
Blutspendern (Va) wurden mit dem Antikdrper CD45RA-FITC markiert und
durchflusszytometrisch analysiert.
Dargestellt ist die durchschnittliche Fluoreszenzintensitét (arbitrire Einheiten) der
CD45RA-positiven Zellpopulation.

2)

CD45RA-, CD45RB- und CD45RC-Isoformen wurden sowohl auf varianten ,,naiven‘
T-Zellen als auch auf ,,naiven* Kontroll-T-Zellen detektiert. Zwischen ,naiven® T-
Zellen von varianten Blutspendern und Kontrollpersonen schien somit kein Unterschied
in der Komposition der CD45-Isoformen zu bestehen, ein Unterschied war jedoch in der
CD45RA-Expressionsdichte auf ,naiven* T-Zellen varianter Personen und
Kontrollprobanden zu erkennen. Im Vergleich zu ,naiven* T-Zellen von

Kontrollpersonen wiesen ,naive“ T-Zellen von varianten Personen eine hdhere

Expressionsdichte von CD45RA-Molekiilen auf (Abb. 4.5 und Tab. 4.1).

Frisch isolierte CD4 CD45RA" T-Zellen von Kontrollpersonen und varianten Personen
wurden nach den gleichen Versuchsbedingungen wie die CD4 CD45R0"
T-Zellpopulation mit immobilisierten TZR/CD3 und CD28 mAk fiir drei Tage
stimuliert. Im Gegensatz zu den CD4 CD45R0" T-Zellen wurde hier kein Unterschied
in dem Reaktionsmuster der CD4'CD45RA" T-Zellen von varianten Blutspendern und
Kontrollpersonen  beobachtet  (Abb.  4.6). CD4 CD45RA" T-Zellen von

Kontrollpersonen und varianten Blutspendern proliferierten gleich stark auf die
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getesteten Stimuli. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Unterschiede in der
proliferativen Antwort von CD4 CD45R0" T-Zellen auf eine TZR/CD3- und CD28-
vermittelte Stimulation nicht auf einer grundsitzlichen Hyperreaktivitdt von T-Zellen
der drei untersuchten varianten Blutspender basieren, sondern von der zusétzlichen

Expression der CD45R A-Isoformen auf diesen Zellen herriihren.
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Abbildung 4.6: Proliferation der CD4"'CD45RA"-Zellen von Kontrollpersonen und
Personen mit der 77C—G Mutation nach TZR/CD3- und CD28-
vermittelter Stimulation

Isolierte ~ CD4'CD45RA"-T-Zellen von varianten Blutspendern (Va) und
Kontrollpersonen (Ko) wurden fiir drei Tage mit immobilisierten TZR/CD3 mAk
(BMAO31) und CD28 mAk (L293) inkubiert. Die Proliferation wurde anhand des
Einbaus von “H-Thymidin nach 16 Stunden Inkubation gemessen. Angegeben sind
Mittelwerte mit Standardabweichungen aus drei Experimenten. In jedem Experiment
wurde die Reaktivitit eines varianten Blutspenders mit der einer Kontrollperson
verglichen.

Die T-Zellaktivierung flihrt nicht nur zur Proliferation der T-Zellen, sondern auch zur
Produktion von Zytokinen. Die Daten der Proliferationsversuche wiesen auf eine
Hyperreaktivitit der ,,memory* T-Zellen von Personen mit der 77C—G Mutation hin.
Um zu tiberpriifen, ob die variante Expression von CD45RA-Isoformen auch einen
Einfluss auf die Produktion von Zytokinen hat, wurden die Konzentrationen von IL-2,
IL-4, IL-5, TNF-a und IFN-y im Zellkulturiiberstand von ,,memory* T-Zellen varianter
Personen und Kontrollprobanden nach Stimulation mit TZR/CD3 und CD28 mAk

bestimmt und miteinander verglichen.
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Abbildung 4.7: Zytokinproduktion bei ,,memory*“ T-Zellen varianter Blutspender
und Kontrollpersonen nach TZR/CD3- und CD28-vermittelter
Stimulation.

Isolierte CD4'CD45R0" T-Zellen von Kontrollpersonen (Ko) und varianten Blutspendern
(Va) wurden mit immobilisierten TZR/CD3 mAk (BMAO031) und CD28 mAk (L293) fiir
drei Tage stimuliert. Mit Hilfe des CBA-Testsystems wurden anschlieBend die
Konzentrationen von IL-2, TNF-o. und IFN-y in den Kulturiiberstdinden ermittelt.
Dargestellt sind die Werte aus fiinf Experimenten, die mit Zellen von drei varianten
Personen und finf Kontrollprobanden durchgefiihrt wurden. In den ersten drei
Experimenten wurde die Zytokinproduktion von Kontrollpersonen Kol, Ko2 und Ko3
mit der von varianten Blutspendern Val, Va2 und Va3 verglichen. Das vierte Experiment
wurde mit Val und Ko4 und das fiinfte Experiment mit Va2 und Ko5 durchgefiihrt. Die
Mittelwerte der gemessenen Zytokinkonzentrationen aus allen Experimenten sind als
schwarze Balken dargestellt.

In Abbildung 4.7 sind die Ergebnisse aller Experimente nach Zytokinen geordnet
dargestellt. Fiir die Zytokine IL-2, IL-4 und IL-10 wurden erhohte Konzentrationen bei
varianten Zellen festgestellt, wobei der markanteste Unterschied bei der IL-2-
Konzentration beobachtet wurde. In Zellkulturiiberstinden varianter Zellen war die
IL-2-Konzentration etwa um das Zweifache hoher als die IL-2-Konzentration in
Zellkulturiiberstinden der Kontrollzellen. Variante Zellen produzierten im Mittel mehr

IL-5, dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Die Konzentrationen
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der Zytokine TNF-o sowie IFN-y waren bei varianten Zellen tendenziell niedriger als
bei Kontrollzellen. Dieser Unterschied war jedoch aufgrund der breiten Streuung der
gemessenen Werte auch nicht signifikant. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass
,memory* T-Zellen von Personen mit der 77C—G Mutation nach der TZR/CD3- und
CD28-vermittelten Stimulation tendenziell mehr Th2-typische Zytokine wie z.B. IL-4

und IL-10 produzieren.

4.2.1.2 Proliferation und IL-2-Produktion nach Stimulation von CD4"*
T-Zelllinien mit Alloantigen

Um die Frage zu beantworten, ob die Hyperreaktivitit varianter Zellen ebenso nach
Stimulation mit einem Antigen wie durch Aktivierung mittels agonistischer Antikorper
gezeigt werden kann, wurden allospezifische CD4" T-Zelllinien von drei varianten und
fiinf Kontrollpersonen etabliert. Zur Generierung von T-Zelllinien wurden CD4" T-
Zellen von HLA-DR 4, 7-negativen varianten Personen und Kontrollprobanden alle
siecben Tage mit der EBV-transformierten B-Zelllinie Laz 509 als Alloantigen
stimuliert, die einen HLA-DR 4, 7-positiven Haplotyp aufweist.

Die Analyse der CD45RA-Expression zeigte einen markanten Unterschied zwischen
CD4" T-Zelllinien von Kontrollpersonen und varianten Blutspendern. Auf T-Zelllinien
der Kontrollprobanden lieBen sich CD45RA-Molekiile nicht mehr nachweisen (Abb.
4.8a). Dies steht im Einklang mit publizierten Daten und belegt, dass die CD45RA-
Isoformen im Zuge des Aktivierungsprozesses normalerweise herunterreguliert werden.
Im Gegensatz zu Kontrollzelllinien blieben variante T-Zelllinien CD45RA positiv. T-
Zelllinien, die durch Aktivierung mit dem Mitogen PHA erzeugt wurden, wiesen den
gleichen Phinotyp auf wie alloreaktive Zelllinien. Auch hier fiihrte der
Aktivierungsprozess zum Verlust von CD45RA-Isoformen bei Kontrollpersonen,
wiahrend variante Zelllinien CD45RA-positiv blieben. Die Darstellung der CD45-
Isoformen mittels Immunprazipitation ergab, dass Kontroll-T-Zelllinien die Isoformen
CD45R(0) und CD45R(B) trugen, wéhrend variante T-Zelllinien die CD45R(0)-,
CD45R(B)- und zusitzlich die CD45R(AB)-Isoform exprimierten (Abb. 4.8b). Die T-
Zelllinien wiesen demnach die gleichen Isoformunterschiede zwischen varianten und

Kontrollpersonen wie die ,,memory* T-Zellpopulation auf (Abb. 4.3). Es schien daher
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wahrscheinlich, dass Auswirkungen der aberranten Expression auch beim Vergleich
von varianten und Kontrollzelllinien darstellbar sein sollten. Untersuchungen zu den
Reaktionsmustern nach Stimulation mit Alloantigen wurden mit alloreaktiven CD4" T-
Zelllinien durchgefiihrt; fiir andere Fragestellungen wurden auch Mitogen-reaktive

Zelllinien verwendet.

Ko Va Ko Va

o * 205 kDa . |CD45R(AB)
S |
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g 190 kDa ¢ | |CD45R(B)
O

180 kDa ‘ | | CD45R(0)

CD45RA-FITC

Abbildung 4.8: CD45RA-Expression auf T-Zelllinien von Kontrollpersonen und
varianten Blutspendern

a) CD4" T-Zelllinien wurden durch Stimulation mit bestrahlten allogenen B-
Lymphoblasten Laz 509 (HLA-DR 4, 7) erzeugt. Die Zellen wurden alle sieben Tage
restimuliert und fiir mindestens vier Wochen in Kultur gehalten. Vor weiteren Analysen
fand eine Ruhephase von zehn Tagen statt. AnschlieBend wurden CD4" T-Zellen von
Kontrollprobanden (Ko) und varianten Personen (Va) mit den Antikoérpern CD45RA-
FITC und CDA45R0-PE mit Hilfe der Durchflusszytometrie phénotypisiert. ) Um
Mitogen-reaktive T-Zelllinien zu generieren, wurden PBMC {iber Nacht mit PHA (1
pg/ml) aktiviert und mit IL-2 (20 U/ml) fiir zehn Tage in Kultur gehalten. CD45-
Molekiile wurden aus Lysaten von Mitogen-reaktiven T-Zelllinien varianter Personen
(Va) und Kontrollprobanden (Ko) mit Hilfe eines CD45 mAk (AICD45.2)
immunprézipitiert, in einem §%igen SDS Polyacrylamidgel getrennt und auf eine PVDF-
Membran transferiert. In einer nachfolgenden Westernblot-Analyse wurden
immunprézipitierte Molekiile mit AICD45.2 nachgewiesen.

Die Proliferationsstirke der alloreaktiven (anti-HLA-DR 4, 7; Laz 509) CD4"
T-Zelllinien wurde nach Restimulation mit bestrahlten Laz 509 Zellen untersucht. Die
Ergebnisse der Proliferation von CD4" Zelllinien varianter Blutspender und
Kontrollpersonen nach allogener Stimulation sind in der Tabelle 4.2 zusammengefasst.
Alloreaktive CD4" Zelllinien der untersuchten varianten Individuen reagierten
signifikant stirker auf die allogene Stimulation als CD4  Zelllinien von

Kontrollpersonen. Dabei betrug die Proliferation varianter Zellen ca. das 1,7-fache der
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Proliferation der Kontrollzellen (p<0,0005). Wie bei der durch TZR/CD3- und CD28-
mAk induzierten Aktivierung konnte auch hier eine Hyperreaktivitit bei den Zellen

varianter Blutspender festgestellt werden.

Tabelle 4.2: Vergleich der Proliferation von varianten Zelllinien und

Kontrollzelllinien nach allogener Stimulation"

Proliferation (cpm)

Exp. Donor Auf das Medium auf das Alloantigen
1 Ko 1 415 £ 25 23780 + 2333%
Val 434 + 14 39373 + 4128
2 Ko 2 498 + 28 28609 + 1867
Va2 418 + 61 47122 £ 2776
3 Ko 3 470 £ 29 29979 + 1570
Val 208 + 42 48630 + 1451
4 Ko 4 144 + 8 15245 2045
Va3 208 £ 30 28134 + 483
5 Ko 5 366 +36 28751 + 1640
Va2 353 +39 42813 + 2190

Y Alloreaktive CD4" Zelllinien von HLA-DR 4/7-negativen Kontrollpersonen (Ko)
und von HLA-DR 4, 7-negativen varianten Blutspendern (Va) wurden mit
bestrahlten 0,25 x 10° Laz 509 Zellen (HLA-DR 4, 7-positiv) fiir drei Tage
restimuliert. Die Proliferation wurde anhand des Einbaus von *H-Thymidin nach 16
Stunden Inkubation gemessen.

Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen (cpm * SD) aus
Dreifachansétzen.

2)

Aus diesem Befund ergab sich die Frage, ob die Hyperreaktivitit nur in der Sensitivitit
des T-Zellrezeptors der varianten Zellen begriindet ist und / oder ob variante Zelllinien
sich in der Proliferationskinetik von Kontrollzelllinien unterscheiden. Zur Bearbeitung
dieser Fragestellung wurden variante Zelllinien und Kontrollzelllinien iiber vier Tage
mit dem Alloantigen stimuliert. Nach jeweils 24 Stunden wurde die Proliferation

gemessen.
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Abbildung 4.9: Kinetik der Proliferation der CD4" T-Zelllinien von
Kontrollpersonen und varianten Blutspendern nach allogener
Stimulation

CD4" T-Zelllinien von Kontrollpersonen (Ko) und von varianten Blutspendern (Va)
wurden fiir vier Wochen in Kultur gehalten, wobei sie alle sieben Tage restimuliert
wurden. Nach einer Ruhephase von zehn Tagen wurden die Zellen mit bestrahlten Laz
509 Zellen fiir die angegebene Zeit stimuliert. Die Proliferation wurde anhand des
Einbaus von *H-Thymidin nach 16 Stunden Inkubation gemessen. Dargestellt sind die

Mittelwerte (cpm = SD) von Dreifach-Ansétzen. Dieses Ergebnis ist reprasentativ fiir vier
weitere Experimente.

Beim Vergleich der Proliferationskinetik varianter und Kontrollzelllinien wurde
deutlich, dass variante Zelllinien eine ldnger anhaltende proliferative Antwort aufwiesen
als Kontrollzelllinien (Abb. 4.9). Die Proliferation erreichte bei beiden T-Zelllinien
bereits nach zwei Tagen ihr Maximum. Im Gegensatz zu den T-Zelllinien von
Kontrollpersonen, deren Proliferation nach diesem Zeitpunkt rapide abnahm, waren bei
T-Zelllinien von varianten Probanden nach vier Tagen immer noch eine starke

Proliferation und eine geringere Abnahme der Proliferationsrate nachweisbar.

Im Abschnitt 4.2.1.1 wurde gezeigt, dass ,,memory* T-Zellen von Personen mit der
77C—G Mutation im Vergleich zu ,,memory* T-Zellen von Kontrollpersonen nach
Stimulation mit TZR/CD3- und CD28-mAk mehr IL-2 sezernierten. Um zu
untersuchen, ob die erhohte und ldanger anhaltende proliferative Antwort der varianten
CD4" T-Zelllinien mit einer erhdhten IL-2-Synthese einhergeht, wurde die intrazellulire

IL-2-Produktion bei CD4" Zelllinien von varianten Personen und Kontrollprobanden
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nach Restimulation mit Alloantigen (Laz 509 Zellen) gemessen und miteinander

verglichen.
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Abbildung 4.10: Intrazellulire IL-2 Produktion bei CD4" T-Zelllinien von
Kontrollpersonen und Personen mit der 77C—G Mutation nach
allogener Stimulation

Nach Stimulation der CD4" T-Zelllinien von Kontrollprobanden und varianten Personen
mit bestrahlten Laz 509 Zellen fiir vier Stunden wurde durch intrazelluldre Farbung die
Produktion des Zytokins IL-2 analysiert. Die Zahlen reprisentieren den prozentualen
Anteil der CD4" Zellen, die IL-2 produzieren. Das Ergebnis ist reprisentativ fiir vier
weitere Experimente.

Hierzu wurden CD4" Zelllinien von varianten Blutspendern ebenso wie CD4" Zelllinien
von Kontrollen mit bestrahlten Laz 509 Zellen fiir vier Stunden stimuliert und der
Anteil an IL-2 produzierenden CD4" Zellen jeweils mit Hilfe einer intrazelluliren
Féarbung ermittelt. Wie in der Abb. 4.10 zu erkennen ist, betrug der Anteil der IL-2
produzierenden CD4" Zellen in der untersuchten Population bei varianten Personen
27%, wihrend nur 13% der CD4" T-Zelllinien von Kontrollpersonen nach allogener
Stimulation das Zytokin IL-2 produzierten. Die erhohte und verldngerte Proliferation

varianter T-Zelllinien korrelierte somit mit einer erhohten Produktion von 1L-2.

65



Ergebnisse

4.2.1.3 Fruhe Signaltransduktionsereignisse nach T-Zellrezeptor-
vermittelter Stimulation

4.2.1.3.1 Induktion von Tyrosinphosphorylierungen

In Anbetracht der Bedeutung der CD45-Phosphatase in der T-Zellrezeptorvermittelten
Signaltransduktion lag die Vermutung nahe, dass die aberrante Expression von
CD45RA-Molekiilen initiale Schritte der T-Zellaktivierung verdndert. Die Induktion
von Tyrosinphosphorylierungen gehdrt zu den wichtigen Ereignissen der initialen
Signaltransduktion. Aus diesem Grund wurde die Kinetik der Tyrosinphosphorylierung
in T-Zelllinien varianter Blutspender und Kontrollprobanden nach T-Zellaktivierung
gemessen. CD4" T-Zelllinien von Personen mit normaler und aberranter CD45RA-
Expression wurden mit TZR/CD3 mAk (OKT3) vorinkubiert und durch Zugabe des
Sekundirantikdrpers Gam unterschiedlich lange stimuliert. Tyrosinphosphorylierte

Proteine wurden mit dem anti-Phosphotyrosin mAk 4G10 im Westernblot detektiert.
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Abbildung 4.11: Kinetik der Tyrosinphosphorylierungen in CD4" T-Zelllinien von
Kontrollpersonen und Personen mit der 77C—G Mutation nach
TZR/CD3-vermittelter Stimulation

5 x 10° Zellen wurden unbehandelt belassen bzw. mit TZR/CD3 mAk (3pug/ml OKT3)
auf Eis vorinkubiert und dann mit 10 pg/ml Gam fiir die angegebenen Zeiten bei 37 °C
stimuliert. Das Lysat von 0,5 x 10° Zellen wurde unter reduzierenden Bedingungen mit
einem 12,5%igen SDS Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Proteine auf eine PVDF-
Membran transferiert. Gezeigt ist ein Westernblot, in dem Tyrosinphosphorylierte
Proteine mit dem anti-Phosphotyrosin mAk (4G10) nachgewiesen wurden. Die Position
von Standardproteinen ist in der Mitte aufgefiihrt. Ahnliche Ergebnisse wurden in vier
weiteren Experimenten erzielt.
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Phosphorylierte Proteine waren schon vor der Stimulation bei T-Zelllinien von
varianten Personen und Kontrollprobanden sichtbar, nach der Stimulation wurde in
varianten T-Zellen jedoch eine stirkere Phosphorylierung der Proteine beobachtet, die
sich in der stirkeren Zunahme der Bandenintensitit duflerte (Abb. 4.11). Das
Bandenmuster der Tyrosinphosphorylierten Proteine sah bei Kontrollzelllinien und
varianten Zelllinien &hnlich aus. Die Banden traten hauptséchlich im Bereich von 20, 30
und 60 kDa auf. Auffillig war jedoch, dass variante Zellen im Gegensatz zu
Kontrollzellen eine deutliche Induktion von de novo Tyrosinphosphorylierten Proteinen
zwischen 40 und 54 kDa zeigten. Dariiber hinaus erreichte die Induktion der
Tyrosinphosphorylierung in varianten Zellen in weniger als 1 min nach Beginn der
Stimulation das Maximum und nahm nach 2 min an Intensitit ab. Im Gegensatz dazu
war bei Kontrollzelllinien das Maximum der Phosphorylierung erst 1 min nach Beginn
der Stimulation erkennbar. Im Vergleich zu Kontrollzelllinien 16ste die Stimulation mit
TZR/CD3 mAk in varianten Zellen somit eine beschleunigte und intensivere

Tyrosinphosphorylierung aus.

4.2.1.3.2 Phosphorylierung der TZR-{-Kette und Zap-70 Kinase

Die im vorherigen Abschnitt beschriebene verstirkte und beschleunigte
Tyrosinphosphorylierung in varianten Zellen wies darauf hin, dass die
Signaltransduktion in diesen Zellen wahrscheinlich effektiver ablduft als in
Kontrollzellen. Zur Beantwortung der Frage, ob auch die Phosphorylierung von
Schliisselmolekiilen der initialen Signaltransduktion in aktivierten T-Zellen von
varianten Personen verdndert ist, wurde zundchst die Phosphorylierung der TZR-C-Kette
in T-Zelllinien von Kontrollpersonen und varianten Blutspendern untersucht. Die
Kinetik der Tyrosinphosphorylierung zeigte, dass das Maximum der Phosphorylierung
etwa 1 min nach der Stimulation erreicht wurde. Dieser Zeitpunkt wurde gewéhlt, um
die Unterschiede in der Phosphorylierung der TRZ-C-Kette zu untersuchen. Zuerst
wurden die TZR-(-Ketten aus Lysaten von CD4" T-Zelllinien immunprizipitiert und

anschlieBend mit dem anti-Phosphotyrosin mAk (4G10) im Westernblot untersucht.
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Abbildung 4.12: Phosphorylierung der TZR-(-Kette in CD4" T-Zelllinien von
varianten Blutspendern und Kontrollpersonen vor und nach der
Stimulation mit TZR/CD3 mAk

CD4" T-Zelllinien (10" Zellen/ Ansatz) wurden unbehandelt belassen (&) bzw. mit 3
pg/ml OKT3 (+) auf Eis vorinkubiert und dann mit 10 pg/ml Gam fiir 1 min bei 37° C
stimuliert. Zellen wurden im NP-40-Puffer lysiert und die TZR-C-Kette mit TZR-£ mAk
(THA) immunprézipitiert. Phosphoproteine wurden mit dem 4G10 mAk nachgewiesen.
Die Intensitit der Banden wurde densitometrisch ausgewertet. AnschlieBend wurde die
Membran ,,gestrippt™ und die TZR-C-Kette erneut mit dem TIIA mAk nachgewiesen.

Verglichen mit CD4 " Kontrollzelllinien erschien die Basalphosphorylierung der TZR-¢-
Kette in varianten CD4" Zelllinien etwas stirker (Abb. 4.12). Nach Stimulation wurde
dieser Unterschied deutlicher und zeigte nun eine signifikant stdrker phosphorylierte
TZR-C-Kette in varianten Zellen. Dieses Ergebnis wurde in zwei weiteren
Experimenten bestétigt. Die unterschiedliche Bandenintensitdt wurde densitometrisch
erfasst und zusammengefasst in der Tabelle 4.3 dargestellt. Die TZR-C-Kette war in

varianten Zellen zwischen 22 bis 45% stérker phosphoryliert als in Kontrollzellen.
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Tabelle 4.3: Intensitit der TZR-{-Phosphorylierung in T-Zelllinien von varianten

und Kontrollpersonen nach TZR/CD3-vermittelter Stimulation"

Exp. Intensitit der TZR-C-Phosphorylierung (10° A.U.)
Kontrollperson varianter Blutspender

1 3297 478 (145%)”

2 466 574 (123%)

3 301 391 (122%)

R TZR-{ wurde aus stimulierten CD4" T-Zelllinien von Kontrollpersonen und

varianten Blutspendern immunprézipitiert. Phosphorylierte Proteine wurden
anschliefend mit dem anti-Phosphoprotein-mAk (4G10) nachgewiesen.

Intensitdt der Bandenschwirzung wurde densitometrisch ausgewertet.

Intensitit der TZR-C-Phosphorylierung in varianten Zellen wurde mit der von
Kontrollzellen verglichen, die als Referenz (100 %) dient.

2)
3)

Eine Folge der Phosphorylierung der TZR-C-Kette ist die Rekrutierung der
zytosolischen Tyrosinkinase Zap-70 an die (-Kette. Das gebundene Zap-70 kann
anschliefend durch die p56'*-Kinase phoshoryliert und aktiviert werden. Es stellte sich
die Frage, ob die verstirkte Phosphorylierung von TZR-C einen Einfluss auf die Zap-70

Kinase hat.
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Abbildung 4.13: Phosphorylierung der Zap-70 Kinase in T-Zelllinien von varianten
Blutspendern und Kontrollpersonen vor und nach TZR/CD3-
vermittelter Stimulation

T-Zelllinien von Kontrollpersonen (Ko) und Personen mit der 77C—G Mutation (10’
Zellen/ Ansatz) wurden unbehandelt belassen () bzw. mit 3 ug/ml OKT3 (+) auf Eis
vorinkubiert und dann mit 10 pg/ml Gom fiir 1 min bei 37° C stimuliert. Zellen wurden
im NP-40-Puffer lysiert und Zap-70 mit dem Zap-70 mAk (2F3.2) immunpréizipitiert.
Phoshoproteine wurden mit dem 4G10 mAk nachgewiesen. Die Intensitdt der Banden
wurde densitometrisch gemessen. Anschliefend wurde die Membran ,,gestrippt* und die
Zap-70-Kinase mit dem Zap-70 mAk nachgewiesen.
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Zur Bearbeitung dieser Frage wurde die Zap-70 aus T-Zelllinien von Kontrollpersonen
und varianten Probanden immunprézipitiert und die Phosphorylierung der Kinase in den
jeweiligen Zellen verglichen. Die Untersuchung von Zap-70 zeigte markante
Unterschiede beziiglich der Phosphorylierung des Enzyms in Zellen von
Kontrollpersonen und varianten Blutspendern (Abb. 4.13). Wie bei der
Phosphorylierung der TZR-C-Kette lag die Zap-70 Kinase bei varianten Zellen bereits
vor der Stimulation in einem stirker phosphorylierten Zustand vor. Nach der
Stimulation unterschieden sich T-Zelllinien von Personen mit der 77C—C Mutation
beziiglich der Phosphorylierung der Zap-70 Kinase noch deutlicher von Zelllinien der
Kontrollprobanden. Dabei wurden keine Unterschiede in der Proteinmenge der

untersuchten Kinase gefunden.

4.2.1.3.3 Erhéhung des zytoplasmatischen Ca**-Spiegels

Das iiber die Stimulation des TZR/CD3-Komplexes aus verschiedenen Pools
freigesetzte Ca®" ist ein wichtiger Parameter fiir die zytoplasmatische
Signalweiterleitung und die Regulation von Aktivierungsereignissen. Zur weiteren
Charakterisierung der funktionellen Unterschiede in der T-Zellrezeptorvermittelten
Signaltransduktion zwischen varianten Zellen und Kontrollzellen wurde die
intrazellulire Ca*'-Konzentration untersucht. Zur Messung des intrazelluldren Ca*'-
Spiegels nach Stimulation {iber den TZR wurden die Zellen mit den Ca®"-bindenden
Farbstoffen Fluo-3 und Fura-Red beladen. Die Stimulation erfolgte mit der Zugabe des
Sekundarantikorpers Gam und anschlieend mit dem TZR/CD3 mAk (OKT3). Eine
Verinderung der Ca**-Konzentration wurde anhand der Fluoreszenzintensitit gemessen,
die bei der Bindung von Ca®" an Fluo-3 zunahm bzw. bei der Bindung von Ca®" an

Fura-Red abnahm.

Die Zugabe des Sekundirantikérpers Gom sowie die Zugabe des CD8 mAk (AICDS.1)
als Negativkontrolle bewirkten keine Verinderung des Ca®"-Spiegels (Abbildung 4.14
oben). Dagegen loste die Stimulation mit dem TZR/CD3 mAk sowohl in T-Zelllinien
der Kontrollpersonen als auch in T-Zelllinien varianter Personen ein Ca”"-Signal aus.
Nach der Stimulation wurde bei varianten T-Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen ein

stirkerer Ca”*-Einstrom beobachtet (Abb. 4.14 unten).
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Abbildung 4.14: Mobilisierung von Ca**-Ionen in T-Zelllinien von Kontrollpersonen

und Personen mit der 77C—>G Mutation nach TZR/CD3-
vermittelter Stimulation

T-Zelllinien wurden mit den Farbstoffen Fluo-3 und Fura-Red beladen. Die Antikorper
wurden zu den mit Pfeilen markierten Zeitpunkten hinzugegeben. Das obere Diagramm
zeigt den Ca®"-Spiegel vor und nach der Zugabe des Sekundirantikorpers Gom (20
ug/ml) und des Kontrollantikorpers (AICDS8.1, 10 pg/ml). Vor der Zugabe des Stimulus
(10 pg/ml OKT3) erfolgte zuerst die Zugabe von Gam (20 pg/ml). Im unteren Diagramm
wird die Mobilisierung von Ca**-Ionen in aktivierten Zellen von Kontrollprobanden (Ko)
und Blutspendern mit der 77C—G Mutation (Va) nach TZR/CD3-vermittelter
Stimulation dargestellt. Das Ergebnis ist reprisentativ fiir vier weitere Experimente.

Der relative Anteil der Zellen, die nach der T-Zellrezeptorvermittelten Stimulation eine
Mobilisierung von intrazelluliren Ca*"-Ionen zeigten, war bei varianten Personen und
Kontrollpersonen dhnlich groB3 (31% vs. 27%, p>0,05). Daraus konnte gefolgert werden,
dass die verstirkte Mobilisierung von Ca®"-Ionen nicht auf eine groBere Anzahl an
reagierenden Zellen zuriickzufiihren ist, sondern darauf beruht, dass die Stimulation mit

TZR/CD3 mAk in varianten T-Zellen ein stirkeres Ca2+-Signal auslost.
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4.2.2 Auswirkungen der 77C—G Mutation auf die Zytokininduzierte
Aktivierung

4.2.2.1 Proliferation von T-Zelllinien nach Stimulation mit den Zytokinen
IL-2, IL-4 und IL-15

Bei der Untersuchung der Auswirkung der 77C—G Mutation auf die T-
Zellrezeptorvermittelte Aktivierung wurden auf verschiedenen Ebenen Unterschiede in
zelluldren Immunfunktionen und in der Signaltransduktion bei T-Zellen von
Kontrollprobanden und varianten Personen beobachtet. CD45 wurde auch als JAK-
Phosphatase im JAK-STAT-Signalweg beschrieben (Irie-Sasaki, Sasaki et al. 2001), der
von vielen Zytokinrezeptoren zur Signalweiterleitung genutzt wird. Vor diesem
Hintergrund schien es moglich, dass die aberrante Expression von CD45RA-Molekiilen
einen Einfluss auf die Zytokinrezeptorvermittelte Signaltransduktion bei varianten
Zellen hat. Zur Bearbeitung dieser Frage wurden zunédchst die proliferativen Antworten
von Mitogen-reaktiven T-Zelllinien varianter Personen und Kontrollprobanden nach der

Stimulation mit den Zytokinen IL-2, IL-4 und IL-15 verglichen.
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Abbildung 4.15: Proliferation Mitogen-reaktiver T-Zelllinien von Kontrollpersonen
und varianten Blutspendern nach IL-2-vermittelter Stimulation

T-Zelllinien (50 x 10° Z/Ansatz) von Kontrollprobanden (Ko) und Blutspendern mit
77C—G Mutation (Va) wurden fiir 72 Stunden mit IL-2 kultiviert. Die Proliferation
wurde anhand des Einbaus von *H-Thymidin nach 16 Stunden Inkubation gemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen (cpm + SD) von
Dreifachansdtzen. Dieses Ergebnis ist reprasentativ fiir vier weitere Experimente.
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Dazu wurden periphere Blutlymphozyten von Kontrollpersonen und varianten
Probanden iiber Nacht mit PHA aktiviert und fiir weitere sieben Tage mit IL-2
expandiert. Nach einer Ruhephase von zwei Tagen ohne IL-2 wurden die somit
erzeugten T-Zelllinien mit den jeweiligen Zytokinen in unterschiedlichen
Konzentrationen stimuliert. Die Stimulation mit IL-2 induzierte bei varianten T-
Zelllinien eine stdrkere proliferative Antwort als bei T-Zelllinien von Kontrollpersonen
(Abb. 4.20). Die Proliferationsrate varianter T-Zellen war doppelt so hoch wie die
Proliferationsrate der Kontroll-T-Zellen. Bei der Stimulation mit den Zytokinen IL-4
und IL-15 wurde dagegen kein signifikanter Unterschied zwischen den T-Zelllinien von

Kontrollpersonen und varianten Probanden beobachtet (Abb. 4.21).
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Abbildung 4.16: Proliferation Mitogen-reaktiver T-Zelllinien von Kontrollpersonen
und varianten Blutspendern nach Stimulation mit IL-4 und IL-15

T-Zelllinien (50 x 10° Z/Ansatz) von Personen mit normaler (Ko) und aberranter (Va)
CD45RA-Expression wurden fiir 72 Stunden mit IL-4 bzw. IL-15 kultiviert. Die
Proliferation wurde anhand des Einbaus von 3H-Thymidin nach 16 Stunden Inkubation
gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen (cpm + SD) von
Dreifachansétzen. Dieses Ergebnis ist reprisentativ fiir vier weitere Experimente.
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4.2.2.2 Fruhe Signaltransduktionsereignisse nach IL-2-vermittelter
Stimulation

4.2.2.2.1 Tyrosinphosphorylierung von JAK1

Aufgrund der erhdhten Proliferation von varianten Zellen nach IL-2-vermittelter
Stimulation wurde vermutet, dass die variante Expression von CD45RA-Molekiilen den
JAK-STAT-Signaltransduktionsweg beeinflussen konnte. Aus diesem Grund wurde die
Phosphorylierung von JAK1 in Mitogen-reaktiven T-Zelllinien varianter Personen und
Kontrollpersonen nach der Stimulation mit IL-2 untersucht. T-Zelllinien von varianten
Personen und von Kontrollpersonen wurden unterschiedlich lange mit IL-2 stimuliert
und anschliefend sofort in NP-40-Puffer lysiert. Die Phosphorylierung der Tyrosine Tyr
1022 und Tyr 1023 von JAK1 wurde im Westernblot analysiert.
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Abbildung 4.17: Phosphorylierung von JAK1 in T-Zelllinien von Kontrollpersonen
und Personen mit der 77C—>G Mutation nach IL-2-vermittelter
Stimulation

T-Zelllinien (5 x 10° Z/ml) von Kontrollpersonen (Ko) und varianten Probanden (Va)
wurden mit 100U/ml IL-2 fiir die angegebene Zeit stimuliert und anschlieend in NP-40-
Puffer lysiert. Aquivalente Lysate von 0,5 x 10° Zellen wurden in einem 7%igen SDS
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Phosphorylierung von Tyr 1022 und Tyr 1023 von
JAK1 wurde mit einem JAK1 pYpY'"*'%” pAk detektiert. Dieser Antikorper erkennt
neben der normalen p-JAK1-Form (=) mit 130 kDa auch eine degradierte p-JAK1-Form
(—) mit 110 kDa. JAK1 wurde mit einem JAKI1 pAk nachgewiesen. Das Ergebnis ist
reprasentativ fiir zwei Experimente.

In T-Zelllinien von Personen mit der 77C—G Mutation wurde nach der IL-2-
vermittelten Stimulation eine beschleunigte Phosphorylierung von JAK1 beobachtet
(Abb. 4.17). Dabei war bei varianten Zellen bereits 0,5 min nach der Stimulation eine

deutliche Phosphorylierung von JAK1 sichtbar, wihrend JAK1 bei Kontrollzellen
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kaum phosphoryliert war. Dartiber hinaus erreichte die Phosphorylierung von JAK1 bei
varianten Zellen bereits nach 5 min ihr Maximum, das bei Kontrollzellen erst 10 min
nach Stimulation beobachtet wurde. Untersuchungen der Proteinmengen von JAKI1
ergaben dabei keinen signifikanten Unterschied, so dass die hier beobachteten
Unterschiede in der Phosphorylierung der T-Zelllinien von varianten Personen nicht auf

eine unterschiedliche Proteinmenge von JAK1 zuriickzufiihren sind.
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Abbildung 4.18: Phosphorylierung von JAK1 in T-Zelllinien von Kontrollpersonen
und varianten Probanden nach der Stimulation mit zunehmender
IL-2-Konzentration

T-Zelllinien (5 x 10° Z/ml) von Kontrollpersonen (Ko) und Personen mit der 77C—G
Mutation (Va) wurden mit zunechmender IL-2-Konzentration flir 5 min stimuliert und
anschlieBend sofort in NP-40-Puffer lysiert. Lysate von 0,5 x 10° Zellen wurden in einem
7%-igen SDS Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Phosphorylierung von Tyr 1022 und Tyr
1023 von JAK1 wurde mit JAK1 pYpY'™'%* pAk detektiert. JAK1 wurde mit einem
JAK1 pAk nachgewiesen. Das Ergebnis ist reprasentativ fiir zwei weitere Experimente.

Dieses Ergebnis wurde jedoch nur in zwei von vier Experimenten beobachtet. In den
ersten zwel Experimenten zeigten variante T-Zelllinien im Vergleich zu Zelllinien von
Kontrollpersonen  nach  IL-2-vermittelter =~ Stimulation eine  beschleunigte
Phosphorylierung von JAK1. Bei den nachfolgenden zwei Experimenten wurden
dagegen keine eindeutigen Ergebnisse erzielt: In dem einen Experiment war die
Phosphorylierung von JAK1 bei varianten Zellen und Kontrollzellen vergleichbar, in
dem anderen Experiment war JAKI1 bei Kontrollzellen sogar zu einem fritheren
Zeitpunkt phosphoryliert als bei varianten Zellen. Dadurch lie8 sich nur schwer eine
Aussage dariiber machen, ob die aberrante Expression von CD45RA-Molekiilen die
Aktivitdt der Januskinasen verdndert. Aus dem Grund wurde die Phosphorylierung von
JAK1 in aktivierten T-Zellen von Kontrollpersonen und varianten Blutspendern nach
Stimulation mit steigenden IL-2-Konzentrationen untersucht. Mit steigender IL-2-

Konzentration nahm auch die Phosphorylierung der JAKI zu, wobei bei einer
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Konzentration von 80 U/ml das Maximum der Phosphorylierung erreicht wurde (Abb.
4.22). Markante Unterschiede in der Intensitit der Phosphorylierung zwischen T-
Zelllinien von Kontrollpersonen und varianten Blutspendern waren jedoch nicht

erkennbar.

4.2.2.2.2 Tyrosinphosphorylierung von STATS

STAT5-Molekiile werden von Januskinasen phosphoryliert und aktiviert. Falls die
aberrante CD45-Expression einen Einfluss auf die Januskinasen hat, konnten sich
Verianderungen in der Phosphorylierung von STATS bemerkbar machen. Da bei der
Untersuchung der Phosphorylierung von JAKI1 keine stabilen Ergebnisse erzielt
wurden, wurde die Phosphorylierung von STATS nach IL-2-Stimulation néher
untersucht, um Riickschliisse iiber einen moglichen Einfluss der aberranten Expression

von CD45RA-Molekiilen auf die Januskinasen ziehen zu konnen.

Ko Va
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Abbildung 4.19: Phosphorylierung von STATS in T-Zelllinien von
Kontrollprobanden und varianten Personen nach Stimulation
mit IL-2 Stimulation.

T-Zelllinien (5 x 10%ml) von Kontrollpersonen (Ko) und varianten Personen (Va) wurden
mit IL-2 fiir die angegebene Zeit stimuliert und anschlieBend in NP-40-Puffer lysiert.
Aquivalente Lysate von 0,5 x 10° Zellen wurden in einem 7%-igen SDS
Polyacrylamidgel getrennt. STAT5a (=) und STAT5b (—) wurden mit einem STATS5
pAk als Primérantikdrper und Garab-Peroxidase als Sekundirreagenz nachgewiesen. Der
Nachweis der Phosphorylierung von Tyr 694 von STATS erfolgte mit einem STATS5
pY®* mAKk als Primiarantikorper und Gam-Peroxidase als Sekundirreagenz.
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Dafiir wurden Zelllinien von Kontrollpersonen und varianten Personen mit IL-2 fiir die
angegebene Zeit stimuliert und anschlieend die Phosphorylierung des Tyrosins Tyr694
von STAT5a im Westernblot analysiert. Nach Stimulation war eine Zunahme der
Phosphorylierung von STATS5a und STATSb zu erkennen. Zwischen den Zelllinien von
varianten Personen und Kontrollpersonen wurden jedoch keine signifikanten
Unterschiede beobachtet. Die Stirke der Phosphorylierung von STATS5 war bei T-

Zelllinien von Kontrollpersonen und varianten Blutspendern vergleichbar.
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4.3 Vergleich der T-Zellreaktivitat bei MS-Patienten mit
normaler und varianter CD45RA-Expression

Die 77C—>G Mutation wurde mit einer erhdhten Frequenz bei einigen
Patientengruppen mit multipler Sklerose (MS) gefunden. Vor diesem Hintergrund war
es von besonderem Interesse, den Einfluss der 77C—G Mutation in einem
Immunsystem mit einer erhohten T-Zell-Reaktivitit auf Autoantigene zu untersuchen.
Daher wurden die Reaktivititen von MS-Patienten mit der 77C—G Mutation und MS-
Kontrollpatienten mit den CD45-Wildtyp-Allelen verglichen. Ergebnisse aus
Vorversuchen deuteten darauthin, dass aktivierte T-Zellen von varianten MS-Patienten
stirker auf T-Zellrezeptorvermittelte Aktivierung proliferierten (Daten nicht gezeigt).
Da Probenmaterialien von MS-Patienten nur in geringen Mengen verfligbar waren,
wurde fiir eine detaillierte Charakterisierung der Auswirkung der 77C—G Mutation bei
varianten MS-Patienten eine semiquantitative PCR etabliert, um die Induktion der IL-2
mRNA Expression in aktivierten Zellen von MS-Patienten mit normaler und varianter

CD45RA-Expression nach TZR/CD3-vermittelter Stimulation zu untersuchen.

Hierzu wurden Mitogen-reaktive T-Zelllinien von MS-Kontrollpatienten und varianten
MS-Patienten mit immobilisierten TZR/CD3 mAk (OKT3) fiir 0, 1, 2 und 4 Stunden
stimuliert und die IL-2-mRNA-Expression mit Hilfe der semiquantitativen PCR-
Technik quantifiziert. In Ubereinstimmung mit den bisher gewonnenen Daten, die
darauf hinweisen, dass die Stimulation {iber den T-Zellrezeptor bei ,,memory* T-Zellen
bzw. CD4" T-Zelllinien gesunder Personen mit der 77C—G Mutation zu einer erhdhten
Produktion und Sekretion von IL-2 fiihrte, konnte auch hier eine stirkere Induktion der
IL-2-Gentranskription in Zelllinien von MS-Patienten mit der 77C—G Mutation
nachgewiesen werden (Abb. 4.20). Beim Vergleich der Kinetik war eine beschleunigte
Induktion der Gentranskription in varianten Zellen deutlich erkennbar. So erreichte die
Induktion der Transkription des IL-2-Gens in aktivierten varianten Zellen ihr Maximum
zwischen 1 und 2 Stunden nach Stimulation, wihrend das Maximum der Induktion der
IL-2-Gentranskription bei Kontrollzellen bei 4 Stunden nach Stimulation lag. T-Zellen
varianter MS-Patienten zeichneten sich wie T-Zellen gesunder Personen mit der

77C—G Mutation durch eine Hyperreaktivitit aus.
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Abbildung 4.20: IL-2-mRNA-Expression in aktivierten Zellen von MS-Patienten mit
normaler und varianter CD45RA-Expression nach TZR/CD3-
vermittelter Stimulation

a) T-Zelllinien (1,5 x 106 Z/Ansatz) von Kontrollpersonen (Ko) und varianten
Blutspendern (Va) wurden mit auf Plastikoberflache gekoppelten TZR/CD3 mAk (OKT3
3ug/ml) fiir die angegebene Zeit bei 37 °C stimuliert. Nach der Isolation der Gesamt-
RNA wurde pro Ansatz 0,5 pg RNA in cDNA diberfiihrt. Fiir die entsprechenden
Genprodukte wurden spezifische Sequenzabschnitte mit Hilfe der Polymerase-
Kettenreaktion amplifiziert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid
angefarbt. Die unter UV-Licht sichtbaren Banden wurden fotografisch festgehalten und
densitometrisch ausgewertet. b) Die Resultate der densitometrischen Auswertung sind als
Quotient von IL-2- und b-Aktin dargestellt. Dieses Ergebnis ist repriasentativ fiir zwei
weitere Experimente.
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4.4 Einfluss der 77C—G Mutation auf die CD45 Phosphatase-
Aktivitat

Die bisher beschriebenen Befunde wiesen darauf hin, dass die aberrante Expression von
CD45RA-Ispformen die Sensitivitdt der TZR-vermittelten Signaltransduktion erhéht
und damit auch fiir die verstirkten zelluldren Funktionen von varianten T-Zellen
verantwortlich ist. Angesichts der entscheidenden Bedeutung der CD45-Phosphatase-
Aktivitdt im TZR-vermittelten Signaltransduktionsgeschehen, stellte sich die Frage, ob
die Hyperreaktivitit varianter T-Zelllinien mit einer vermehrten Phosphatase-Aktivitét
erklart werden konnte. Zur Bearbeitung dieser Problematik wurden drei experimentelle
Strategien verfolgt: (i) In vitro-Analyse der enzymatischen Aktivitit von CDA45-
Molekiilen nach Immunprézipitation aus varianten und Kontrollzelllinien. (ii)
Darstellung des Phosphorylierungsgrades von Tyr505 der Proteinkinase p56'*. (iii)
Vergleich der Kinase-Aktivitit von p56'* in T-Zelllinien von Personen mit 77C—G

und Wildtyp CD45.

4.41 Phosphatase-Aktivitat von CD45-Prazipitaten

Der Einsatz von in vitro-Phosphatase-Assays mit CD45-Prizipitaten ist ein géngiges
Verfahren zur Analyse der enzymatischen Aktivitéit dieser Molekiile (Takeda, Wu et al.
1992; Takeda, Matsuda et al. 2004). Ein Schwachpunkt dieser Methodik besteht jedoch
darin, dass es auch durch die Immunprézipitation von CD45-Dimeren und/oder
Multimeren kommen kann. Da die Phosphatase-Aktivitdit von CD45 sehr
wahrscheinlich durch Dimerisierung reguliert wird, kann die Aktivitit von CD45-
Prizipitaten nur einen groben Eindruck der in vivo-Situation vermitteln. Vor dem
Hintergrund, dass ein Vergleich der CD45-Phosphatase-Aktivitdt zwischen varianten
und Kontrollzelllinien demnach nur mit Vorsicht interpretiert werden sollte, wurde die
enzymatische Aktivitdt von CD45-Prézipitaten in einem Phosphatase-Assay anhand des

freigesetzten p-Nitrophenols gemessen.
Es zeigte sich, dass die CD45-Molekiile aus Kontrollzelllinien eine hohere Phosphatase-
Aktivitat aufwiesen als die aus varianten Zellen prazipitierten CD45-Molekiile (Abb.

4.21). Die mengenmifige Quantifizierung der CD45-Prézipitate ergab jedoch eine um
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ca. 30% hohere CD45-Konzentration bei Kontrollzellen (Abb. 4.22), korrigiert man die
Aktivititsdaten (Abb. 4.21) um diesen Faktor, ergaben sich mehr oder weniger gleiche
Phosphatase-Aktivititen fiir die CD45-Prézipitate aus varianten und Kontrollzelllinien.
Wie vorne erwihnt, konnen derartige Vergeliche jedoch nur mit Einschrinkungen

bewertet werden.

KO — n=5

0 50 100 150
p-N-Phenolation (nmol/1x10° Zellen)

Abbildung 4.21: CD45-Phosphatase-Aktivitit bei T-Zelllinien varianter Personen
und Kontrollpersonen

CD45-Molekiile wurden mit dem CD45 mAk (AICDA45.2) aus Lysaten von Mitogen-
reaktiven Zelllinien immunprézipitiert. CD45-Prézipitate von Kontrollzellen (Ko) und
varianten Zellen (Va) wurden in 100 ul Nachweisreagenz, bestehend aus 5 mM p-
Nitrophenylphosphat als Substrat, 50 mM Tris (pH 7,2), 0,1 mM DTT und 5 mM EDTA
aufgenommen und fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Als Positivkontrolle wurde eine
rekombinante CD45 Phosphastase mitgefiihrt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
Reaktion mit 100 pl 1 M NaOH beendet, der Uberstand in Mikrotiterplatten {iberfiihrt
und die optische Dichte im ELISA-Lesegerit gemessen. Die Phosphatase-Aktivitat wurde
anhand des gebildeten p-Nitrophenols berechnet.

Ferner zeigte die Westernblot-Analyse von CD45-Molekiilen auf aktivierten Zellen von
Kontrollpersonen und der 77C—G Mutationstrager, dass variante Zellen, wie bereits
erwdhnt, neben den Isoformen CD45R0 (180 kDa) und CD45RB (190 kDa) die
CD45R(AB)-Isoform (205 kDa) auf der Zelloberfliche exprimieren (Abb. 4.23a).
Dariiber hinaus war die Schwirzungsintensitit der Bande bei 180 kDa bei varianten T-
Zellen deutlich schwicher, was darauthin deutete, dass variante Zellen weniger

CD45R0-Isoformen aufwiesen.
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Abbildung 4.22: Quantitative Analyse der CD45-Expression auf aktivierten
T-Zellen von Kontrollpersonen und varianten Personen

a) CD45-Molekiile wurden mit Hilfe des CD45 mAk (AICD45.2) aus 5 x 10° aktivierten
Zellen von Kontrollen (Ko) und varianten Probanden (Va) immunprazipitiert. CD45-
Prizipitate wurden in einem 7%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, und CD45-
Molekiile mit AICD45.2 nachgewiesen. b) Die Intensitit der Bandenschwirzung der
CD45-Molekiile bei Kontrollpersonen (Ko) und varianten Probanden (Va) wurde
densitometrisch  ausgewertet. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen
Bandenschwérzung mit Standardabweichung aus drei Experimenten.

4.4.2 Phosphorylierung von Tyr505 der Kinase p56'“

Eine Mdoglichkeit, den Phosphatase-Aktivierungsgrad von CD45 zu bestimmen, ohne
den Dimerisierungsgrad artifiziell zu verdndern, besteht in der Analyse der Aminosédure
Tyr505 der p56'*-Kinase. CD45 entfaltet eine Wirkung in der TZR-vermittelten
Signaltransduktion dadurch, dass CD45 den Tyrosinrest Tyr505 von p56™*
dephosphoryliert. Die Aktivitdt der Kinase wird durch Tyr505 reguliert, wobei die
Dephosphorylierung von Tyr505 die Aktivierung der Kinase zur Folge hat. Anhand des
Phosphorylierungsgrades von Tyr505 kann dadurch eine Aussage iliber die Aktivitét der
CD45-Phosphatase gemacht werden.

Bei gleicher p56l°k-Pr0teinmenge in varianten und Kontrollzelllinien war eine
schwichere Phosphorylierung von Tyr505 in varianten Zellen zu erkennen, was darauf
hinwies, dass Tyr505 in varianten Zellen stirker durch CD45 dephosphoryliert wurde
(Abb. 4.24). Dieser Befund wurde in zwei von drei Experimenten gefunden, im dritten
Experiment war bei varianten Zellen und Kontrollzellen kein signifikanter Unterschied

in der Tyr505-Phosphorylierung zu sehen.
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Abbildung 4.23: Expression von p56'* und p56'* Tyr505 in T-Zelllinien von
Kontrollpersonen und Personen mit der 77C—G Mutation

T-Zelllinien (10’ Z/Ansatz) von Kontrollpersonen (Ko) und varianten Blutspendern (Va)
wurden mit NP-40-Puffer lysiert und mit einem p56 mAk aus der Maus (3a5) prézipitiert.
p56-Prizipitate von 5 x 10° Zellen wurden in einem 8%igen SDS Polyacrylamidgel
aufgetragen und aufgetrennt. p56'* und p56'* Tyr505 wurden in einer anschlieBenden
Westernblotanalyse mit Hilfe eines p56 pAk aus Kaninchen bzw. eines p356'* pY505
pAk aus Kaninchen nachgewiesen.

4.4.3 Kinase-Aktivitit von p56'®*

Die bei varianten Zellen beobachtete verminderte Phosphorylierung der p56'* Kinase
an der Position Tyr505 wies darauf hin, dass p56'“ sich in einem erhShten
Aktivierungszustand befinden konnte. Um diese Vermutung zu iiberpriifen, wurde die
in vitro-Phosphorylierungsaktivitit der immunprizipitierten p56'“-Kinase von T-
Zelllinien varianter Probanden und Kontrollpersonen gemessen. Das verwendete
Testsystem enthielt ein Substrat (poly [Glu:Tyr], 4:1), das von der p56*-Kinase
phosphoryliert wurde. Phosphorylierte Peptide wurden wiederum durch einen anti-
Phosphotyrosin mAk detektiert, der mit einer Meerettichperoxidase konjugiert war. Die
Zugabe des Substrats Tetramethylbenzidin fiihrte zu einer Substrat-Hydrolyse durch die
Peroxidase unter Bildung einer blau gefirbten Losung des reduzierten Substrates. Die
Konzentration der Phosphopeptide wurde im ELISA-Photometer durch einen

Farbumschlag von blau (630 nm) nach gelb (450 nm) bestimmt.

In den Ansitzen mit der p56'“-Kinase varianter T-Zelllinien wurde eine héhere

Konzentration an phosphorylierten Peptiden gefunden (Abb. 4.24a). Um
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auszuschlieBen, dass die erhohte Aktivitit der p561°k-Kinase auf eine verdnderte
Proteinexpression des Enzyms zuriickzufiihren war, wurde die Proteinmenge von p56'
untersucht. Es wurden jedoch keine Unterschiede in der Menge des p56“-Proteins
zwischen varianten Zellen und Kontrollzellen gefunden (Abb. 4.21b). Die erhdhte
Aktivitét p561°k-Kinase war somit nicht durch eine unterschiedliche Menge des Enzyms
in den untersuchten Zellen bedingt. Bei der Untersuchung der Aktivitit der p56'-
Kinase bei MS-Patienten wurde ein &dhnliches Resultat erzielt. Im Vergleich zu

aktivierten T-Zellen von MS-Kontrollpatienten wiesen auch T-Zelllinien von MS-

Patienten mit der 77C—G Transversion eine erhohte p561°k-Kinase-AktiVitéit auf (Daten

nicht gezeigt).
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Abbildung 4.24: Aktivitit der p56'*-Kinase und Nachweis der p56'*-Proteinmenge
bei T-Zelllinien von Kontrollpersonen und varianten Blutspendern

a) T-Zelllinien (10’ Z/Ansatz) von varianten Probanden (Va) und gesunden
Kontrollpersonen (Ko) wurden in RIPA-Puffer lysiert und p56'* aus den gewonnenen
Lysaten immunprizipitiert. Die Aktivitit der p56“-Kinase wurde anhand der
phosphorylierten Peptide gemessen. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei varianten
Blutspendern und fiinf Kontrollpersonen. Mittelwerte sind als Balken dargestellt. b)
Aktivierte T-Zellen von varianten Personen und Kontrollprobanden wurden im RIPA-
Puffer lysiert. Proteine wurden in einem 7%-igen SDS Polyacrymidgel aufgetrennt und
auf eine PVDF-Membran transferiert. p56'* wurde mit dem p56 mAk (3a5) detektiert.

Zusammen mit der schwicheren Phosphorylierung von Tyr505 weist dieses Ergebnis
daraufhin, dass die CD45 Phosphatase-Aktivitit bei aktivierten T-Zellen varianter

Personen wahrscheinlich erhoht ist.
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5 Diskussion

CD45 ist eine Proteintyrosinphosphatase, die fiir die Differenzierung und Funktion von
Lymphozyten notwendig ist. Durch alternatives Spleilen der drei variablen Exons A/4,
B/5 und C/6 werden verschiedene Isoformen gebildet. Die Expression der Isoformen in
verschiedenen Mustern héngt vom Differenzierungs- und Aktivierungsstatus des
Lymphozyten ab und unterliegt einer strengen Regulation. So exprimieren naive T-
Zellen beim Menschen hochmolekulare CD45-Isoformen (CD45RA), im Zuge der
Aktivierung werden diese jedoch durch niedermolekulare Isoformen (CD45R0) ersetzt.
Obwohl klar ist, dass die Phosphatase-Aktivitit von CD45-Molekiilen fiir
Signaltransduktionsprozesse in T-Zellen von grofer Bedeutung ist, ist die Funktion der
einzelnen CD45-Isoformen bisher nur unvollstindig verstanden. Eine Moglichkeit, die
Bedeutung der verschiedenen Kombinationen von CD45-Isoformen beim Menschen zu
untersuchen, bietet der 77C—G Polymorphismus im Exon A des CD45-Gens. Die
77C—G Mutation verhindert das normale Spleilen der hochmolekularen (CD45RA) zu
niedermolekularen (CD45R0) Isoformen. Die erhohte Frequenz die 77C—G Mutation
in einigen Autoimmunerkrankungen und viralen Erkrankungen hat die Diskussion iiber

die Assoziation der Mutation mit diesen Erkrankungen angeregt.

Mit dem Ziel, grundlegende Funktionen von CD45-Isoformen zu untersuchen und die
Bedeutung der 77C—G Punktmutation im Krankheitsgeschehen ndher zu beleuchten,
wurde in der vorliegenden Arbeit die Fragestellung bearbeitet, welche funktionellen
Konsequenzen der 77C—G Polymorphismus nach sich zieht. Die hier erhobenen
Befunde weisen auf eine Hyperreaktivitdt aktivierter T-Zellen von varianten Personen
nach T-Zellrezeptorvermittelter Stimulation hin. Daraus ergeben sich fiir die folgende
Diskussion die Fragen, ob (i) die aberrante Expression von CD45RA-Molekiilen
tatsiachlich die Ursache fiir die Hyperreaktivitdit der T-Zellen von varianten
Blutspendern ist oder auch andere Ursachen in Frage kommen, (ii) nach welchem
Mechanismus die aberrante Expression von CD45RA-Isoformen die T-Zellreaktivitit
verdndert und (iii) wie die funktionellen Besonderheiten varianter T-Zellen zur
Suszeptibilitdit von Personen mit der 77C—G Mutation fiir bestimmte Krankheiten

beitragen konnen.
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5.1 Die 77C—G Mutation als Ursache flir die Hyperreaktivitat
aktivierter T- Zellen varianter Personen

Bei der Suche nach mdglichen funktionellen Konsequenzen der 77C—G Mutation
wurden Zelltypen verwendet, die einen markanten Unterschied im Phénotyp zwischen
Personen mit der 77C—G Mutation und Kontrollprobanden aufweisen. So werden bei
Personen mit der 77C—G Mutation auf ,memory“ und aktivierten T-Zellen drei
Isoformen (CD45RB, CD45R0 und CD45RAB) exprimiert, wihrend ,,memory* und
aktivierte T-Zellen von Kontrollpersonen nur zwei Isoformen (CD45R0 und CD45RB)
auf der Oberfliche tragen (Abb. 4.3 und 4.8). Der Vergleich proliferativer Antworten
der ,,memory* T-Zellen von Kontrollpersonen und Personen mit der 77C—G Mutation
auf eine T-Zellrezeptorvermittelte Stimulation zeigte, dass variante T-Zellen eine
signifikant hohere Proliferationsrate als Kontroll-T-Zellen aufwiesen. Verglichen mit
Kontrollzellen proliferierten variante Zellen sowohl auf die Stimulation mit TZR/CD3
und CD28 mAk als auch auf die Stimulation mit Alloantigen viel stérker (Abb. 4.4 und
Tab. 4.2). Im Gegensatz dazu waren die Reaktionsmuster der CD4 CD45RA" Zellen
von Personen mit dem 77C—G Polymorphismus und den Kontrollprobanden auf die
TZR/CD3- und CD28-vermittelte Stimulation sehr dhnlich (Abb. 4.6). Aus dieser
Beobachtung wurde deutlich, dass die Hyperreaktivitit nicht auf eine generell erhohte
Reaktivitit der Lymphozyten bei varianten Personen zuriickzufiihren war. Die Tatsache,
dass die Hyperreaktivitdt nur in Zelltypen wie z. B. in “memory* und aktivierten Zellen,
die einen eindeutigen Unterschied im Phénotyp zwischen varianten und Kontrollzellen
aufweisen, beobachtet wurde (Abb. 4.4), aber nicht in der CD45RA" Zellpopulation
derselben Probanden (Abb. 4.6), die sich in der CD45-Isoform Expression nicht
unterscheiden (Abb. 4.5), deutete darauf hin, dass die variante Expression mit der
Hyperreaktivitdt zusammenhéngt. Wenn die stirkere Proliferation auf andere Ursachen
zuriickzufiihren wire, sollte die Hyperreaktivitit nicht nur bei Zelltypen zu finden sein,

bei denen sich variante und Kontrollpersonen markant unterscheiden.

Ohne Zweifel konnen Unterschiede in zelluldiren Immunfunktionen auch durch andere
Faktoren erkldrt werden. So konnen sie z.B. durch technische Ursachen bedingt sein,
zumal in vitro Untersuchungen mit menschlichen peripheren Blutlymphozyten schon
aufgrund der Variabilititen zwischen den einzelnen Blutspendern meist mit

Heterogenititen verbunden sind. Um experimentelle Variabilitidten gering zu halten,
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wurden in jedem Experiment jeweils die Zellen eines varianten Blutspenders parallel
mit den Zellen einer Kontrollperson direkt getestet. Dabei wurden die Reaktivitdten der
Zellen eines varianten Blutspenders mehrmals in anschlieBenden Experimenten mit den
Reaktivititen der Zellen anderer Kontrollpersonen verglichen (Tab.4.2). Da
vergleichbare Reaktionen mit varianten Zellen und Kontrollzellen unter gleichen
Testbedingungen erzielt wurden, konnten experimentelle Variabilititen als Ursache fiir
die Hyperreaktivitit varianter Zellen ausgeschlossen werden. Daraus kann gefolgert
werden, dass die 77C—G Mutation und die daraus resultierende aberrante Expression
von CD45RA-Isoformen die Ursache fiir die Hyperreaktivitdt varianter T-Zellen ist.
Unterstlitzt wird die Hypothese der Hyperreaktivitdt auch durch die Beobachtung, dass
in einer anderen Gruppe von Personen mit der 77C—G Mutation ein groferer Anteil an
Zellen mit aktiviertem Phinotyp gefunden wurde (Boxall, McCormick et al. 2004).
Ahnlich wie bei der 77C—G Mutation hat man ferner bei Personen, die beziiglich der
138C—>G Mutation in Exon C homozygot sind, ein Expressionsmuster von
Oberflachenmolekiilen nachgewiesen, das fiir einen stidrkeren Aktivierungsstatus der
mutanten Zellen sprach. Kiirzlich wurden in einem Tiermodell mit transgenen Mausen,
die eine hohe CD45RABC Expression und eine geringe CD45R0 Expression aufwiesen,
dhnliche Phdnomene beschrieben (Tchilian, Dawes et al. 2004). Die T-Zellen dieser
transgenen Méuse zeichneten sich durch einen aktivierten Phanotyp, eine verstirkte
Proliferation und sogar eine defekte B-Zelldifferenzierung aus. All diese Befunde
sprechen dafiir, dass eine verdnderte Expression von CD45-Isoformen zu verdnderten

Immunfunktionen wie z. B. einer Hyperreaktivitét fithren kann.

In fritheren Studien konnten jedoch keine Verdnderungen der Immunfunktionen durch
die aberrante Expression nachgewiesen werden (Schwinzer and Wonigeit 1990). Eine
Erklarung dafiir wére, dass bei diesen Studien die gesamte Lymphozytenpopulation
verwendet wurde, das heiflt, auch naive T-Zellen, deren CD45-Isoformausstattung
zwischen Kontrollpersonen und varianten Personen sich nicht unterscheidet. Es wére
vorstellbar, dass die hier aufgezeigten Unterschiede sich in der damals betrachteten
Gesamtpopulation nicht darstellen lassen. Dagegen wurden in der vorliegenden Arbeit
entweder aufgereinigte Subpopulationen oder aktivierte T-Zellen verwendet, die sich
phéanotypisch klar zwischen den 77C—G Mutationstrigern und Kontrollpersonen

unterscheiden. Die hier gewonnenen Daten zeigten eine Hyperreaktivitit von ,,memory*
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T-Zellen sowie von aktivierten T-Zellen auf eine T-Zellrezeptorvermittelte Aktivierung.
Dariiber hinaus war in den Experimenten der Proliferationskinetik zu erkennen, dass
variante Zellen nicht nur sensitiver auf eine Stimulation des T-Zellrezeptors reagierten,
sondern die Proliferation dieser Zellen auch lianger andauerte (Abb. 4.9). Die erhohte
Proliferationsrate bei Personen mit der 77C—G Mutation diirfte damit sowohl auf einer
erhohten Sensitivitit varianter T-Zellen auf einen TZR-Stimulus als auch auf einer

langer andauernden proliferativen Antwort dieser Zellen basieren.

Aus diesem Befund ergab sich die Frage nach der Ursache fiir die erhohte
Proliferationsrate  varianter T-Zellen. Die T-Zellaktivierung fiihrt iiber die
Genaktivierung und die Transkriptionsregulation im Zellkern unter anderem zur
verstirkten Expression von Aktivierungsantigenen und zur Sekretion von Zytokinen. Da
das Zytokin IL-2 bei der klonalen Expansion von T-Zellen eine grof3e Rolle spielt, war
eine detaillierte Untersuchung von IL-2 von besonderem Interesse. Tatsdchlich wurden
bei ,,memory*“ T-Zellen von varianten Blutspendern im Vergleich zu denen von
Kontrollpersonen erhohte IL-2-Konzentrationen im Uberstand nachgewiesen (Abb.
4.7). In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnte bei varianten Zelllinien auch
ein groferer Anteil an IL-2 produzierenden CD4" T-Zellen nach allogener Stimulation
gefunden werden (Abb. 4.10). In Verbindung damit zeigte die Untersuchung der IL-2-
mRNA-Expression in aktivierten T-Zellen von Personen mit der 77C—G Mutation und
Kontrollpersonen, dass die Transkription der IL-2-mRNA bei varianten Zellen viel
schneller induziert wurde (Abb. 4.20). Diese Ergebnisse erlaubten die Schlussfolgerung,
dass die im Vergleich zu Kontrollzellen erhohte IL-2-Konzentration auf den erhohten
Anteil der IL-2 produzierenden Zellen und auf die frithere Induktion der IL-2-
Genexpression und damit auf eine beschleunigte IL-2-Produktion zuriickzufiihren ist.
Da IL-2 nicht nur Proliferation fordert und antreibt, sondern auch Zellen vor Apoptose
schiitzt, liegt der Schluss nahe, dass die erhohte und lang anhaltende Proliferation

varianter Zellen durch die erhohten IL-2-Konzentrationen bedingt ist.

Ob es zu einer vorherrschend humoralen oder zellvermittelten adaptiven Immunantwort
kommt, héngt von der Differenzierung der CD4-positiven T-Zellen in Thl- und Th2-
Zellen ab. Thl-Zellen zeichnen sich durch die Sekretion des Zytokins Interferon aus,
wiéhrend Th2-Zellen liberwiegend IL-4 sezernieren (Hsieh, Heimberger et al. 1992). Die

treibende Kraft bei der Differenzierung ist in erster Linie das vorherrschende
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Zytokinmuster. Um zu untersuchen, ob es Unterschiede im Zytokinmuster von
,memory*“ T-Zellen varianter Blutspender und Kontrollpersonen gibt, wurden die
Konzentrationen der Zytokine TNF-a, INF-y, IL-2, IL-4, IL-5 und IL-10 miteinander
verglichen. Dabei konnte gezeigt werden, dass variante T-Zellen tendenziell mehr Th2-
spezifische und weniger Thl-spezifische Zytokine sezernierten (Abb. 4.7). Die
Unterschiede bei den Thl-spezifischen Zytokinen TNF-a und INF-y waren aufgrund
der groflen Streuung der gemessenen Werte nicht signifikant. Signifikant dagegen
waren die Unterschiede bei den Zytokinen IL-4 und IL-6. Die in den Uberstinden
gemessenen Konzentrationen fiir IL-4 und IL-6 waren bei varianten CD4 CD45R0" T-
Zellen doppelt so hoch wie die gemessenen Werte der Kontrollzellen. Eine mogliche
Ursache fiir diesen tendenziell gefundenen Unterschied im Zytokinmuster von
»memory“ T-Zellen der Personen mit der 77C—G Mutation zu denen der
Kontrollpersonen konnte die unterschiedliche Zusammensetzung der isolierten
CD4'CD45R0" T-Zellpopulation sein. Dies wiirde bedeuten, dass in der CD4 CD45R0"
T-Zellpopulation bei varianten Blutspendern Th2-Zellen dominieren. CD4 " CD45R0" T-
Zellen von Kontrollpersonen diirften sich demnach eher aus Thl-Zellen
zusammensetzen. Es ist auch vorstellbar, dass gewisse Erkrankungen bei den
untersuchten Probanden mit dem 77C—G Polymorphismus zu einer Dysbalance
zwischen Th1- und Th2-Zellen gefiihrt haben kdnnten. So ist es z. B. bekannt, dass eine
Interaktion von Parasiten mit dem Komplement Mastzellen aktiviert, die IL-4
ausschiitten und somit die Immunantwort auf eine Th2-Reaktion dirigieren (Sher and
Coffman 1992). Ferner wurde bei atopischen Erkrankungen ein Ungleichgewicht zu
Gunsten der Th2-Zellen gefunden (Maggi, Macchia et al. 1991). Zu der Frage,
inwiefern die aberrante CD45RA-Expression zu einem Ungleichgewicht zwischen T-
Helferzellpopulationen fiihren konnte, gibt es folgende Uberlegung. Es ist bekannt, dass
die Konzentration eines bestimmten Peptid:MHC-Klasse-II-Komplexes —auf
antigenprisentierenden Zellen ebenfalls die Differenzierung der CD4" T-Zellen zu den
verschiedenen Arten von Effektorzellen beeinflussen kann. Dabei stimulieren Peptide,
die mit hoher Dichte auf der Oberfliche prisentiert werden, eher Thl-Antworten,
wihrend die Présentation in niedriger Dichte eher Th2-Antworten hervorruft (Pfeiffer,
Murray et al. 1991; Murray, Pfeiffer et al. 1992). In diesem Zusammenhang ist die
Beobachtung, dass CD4" T-Zellen von Personen mit der 77C—G Mutation bereits auf

eine geringe Konzentration fremder Peptide reagierten, von Bedeutung (Abb. 4.4).
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Diese erhohte Sensitivitit varianter CD4" T-Zellen kann moglicherweise ein Faktor
sein, der die Differenzierung von CD4" T-Zellen zu Th2-T-Zellen unterstiitzt. Th2-T-

Zellen wiederum konnen erhohte Konzentrationen fur IL-4 und IL-6 verursachen.

5.2 Der molekulare Mechanismus der Hyperreaktivitat

Auf zelluldrer Ebene konnte gezeigt werden, dass ,,memory* bzw. in vitro aktivierte T-
Zellen von Personen mit der 77C—G Mutation mit verstdrkten Antworten auf T-
Zellrezeptorvermittelte Stimulation reagierten. Eine Arbeitshypothese bestand darin,
dass die Hyperreaktivitit auf eine verdnderte T-Zellrezeptorvermittelte
Signaltransduktion in varianten Zellen zurlickzufiihren ist. Um diese Hypothese zu
iberpriifen, wurden biochemische Initialereignisse nach der Stimulation tiber den T-
Zellrezeptor untersucht. /n vitro aktivierte T-Zellen von varianten Personen zeigten
nach Stimulation eine verdnderte Tyrosinphosphorylierung, die sich sowohl in der
Stirke als auch in der Kinetik von der Tyrosinphosphorylierung bei aktivierten Zellen
der Kontrollpersonen unterschieden (Abb. 4.11). Die verstirkte Zunahme und die
beschleunigte Kinetik der Tyrosinphosphorylierung fiihrten zu der Vermutung, dass die
Signaltransduktion in varianten Zellen effektiver ablauft als in Kontrollzellen. Daher
wurde die  Phosphorylierung der TZR-C-Kette  untersucht. Bei  der
Basalphosphorylierung der TZR-C-Kette gab es keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Zellen von varianten Probanden und Kontrollpersonen, aber nach
Stimulation wurde bei varianten T-Zellen eine stirkere Phosphorylierung von TZR-C
beobachtet (Abb. 4.12 und Tab. 4.3). In Ubereinstimmung mit diesem Befund konnte
auch bei der Zap-70 Kinase eine stirkere Phosphorylierung nachgewiesen werden (Abb.
4.13). Des weiteren wurde in Ubereinstimmung mit den frithen Ereignissen nach T-
Zellrezeptorvermittelter Stimulation eine erhhte Mobilisierung von Ca®’-Ionen in
aktivierten T-Zellen varianter Personen nachgewiesen (Abb. 4.14). Der erhohte Anstieg
der zytoplasmatischen Ca*'-Konzentrationen korrelierte mit der beschleunigten
Induktion der Transkription des Zytokins IL-2 in varianten Zellen (Abb. 4.20). All diese
Daten deuteten darauf hin, dass die aberrante CD45RA-Expression die
Signaltransduktion bei aktivierten T-Zellen von Personen mit der 77C—G Mutation

verstarkt.
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Um den zugrunde liegenden Mechanismus der Hyperreaktivitit zu verstehen, wurde die
Aktivitdit der Schliisselenzyme in der T-Zellrezeptorvermittelten Signaltransduktion
untersucht. Die Tyrosinphosphorylierung ist ein metabolisches Ereignis, das
hauptséchlich durch die Proteintyrosinkinasen (PTK) der src Familie vermittelt wird.
Eine verdnderte = PTK-Aktivitdit konnte daher zu einem  verdnderten
Tyrosinphosphorylierungsmuster und zu Verdnderungen der Aktivitit der darauf
folgenden Substrate der p56'*“-Kinase fiihren. Anhand der bisherigen Ergebnisse wurde
vermutet, dass die Aktivitit der p56““-Kinase erhoht ist. Tatsichlich wurde bei
aktivierten T-Zellen varianter Probanden auch eine erhohte p56'*-Kinase-Aktivitit
6/

nachgewiesen. Die Aktivitit der p5
so hoch wie die p561°k—Kinase—AktiVitéit in Kontrollzellen (Abb. 4.24).

-Kinase war in varianten Zellen mehr als doppelt

Die Schliisselrolle von CD45 bei TZR-vermittelten Signaltransduktionsprozessen
erklart sich dadurch, dass CD45 als Tyrosinphosphatase die Kinase p56ICk

Ik 1
6 “-Kinase

dephosphoryliert und damit aktiviert. Aufgrund der erhéhten Aktivitét der p5
lag die Vermutung nahe, dass in aktivierten T-Zellen varianter Probanden die CD45-
Phosphatase-Aktivitit gesteigert ist. Die Ergebnisse aus den Phosphatase-Assays
schienen zundchst im Widerspruch zu der Vermutung zu stehen, da in den Phosphatase-
Assays bei varianten T-Zellen eine geringe CD45-Phosphatase-Aktivitit gemessen
wurde (Abb. 4.21). Es kann jedoch bei der Immunprézipitation nicht ausgeschlossen
werden, dass es durch die Kopplung der CD45-Molekiile an die CD45-Antikdrper zu
Verdanderungen bzw. Storungen der urspriinglichen Interaktionen der verschiedenen
CD45-Molekiile untereinander kommt. Das wiirde bedeuten, dass durch diese Art von
Experimenten die in vivo CD45-Phosphatase-Aktivitit nicht richtig wiedergegeben
werden kann. Die beobachtete geringe Phosphatase-Aktivitdt konnte durch eine
verminderte Expression der CD45-Molekiile verursacht werden. Fiir diese
Erklarungsmoglichkeit spricht die im Vergleich zu Kontrollzellen geringe Menge an
CD45-Molekiilen, die aus aktivierten T-Zellen von Kontrollpersonen und varianten
Blutspendern prazipitiert wurden (Abb. 4.22). Eine geringere Expression von CD45-
Molekiilen wurde durch FACS-Analysen auch durch eine andere Arbeitsgruppe
festgestellt (Jacobsen, Schweer et al. 2000). Eine in vivo Analyse wire notwendig, um
die in vivo Phosphatase-Aktivitit genau erfassen zu konnen. Zur Zeit sind jedoch noch

keine Testsysteme fiir solche in vivo Analysen vorhanden.
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Nach dem heutigen Wissenstand geht man davon aus, dass die Aktivitit der CD45-
Molekiile durch Dimerisierung reguliert wird. Es gibt auch Hinweise, dass die
Dimerisierung zweier CD45-Molekiile in einer Reduzierung der Phosphatase-Aktivitit
resultiert (Jiang, den Hertog et al. 1999; Takeda, Matsuda et al. 2004). Ausgehend von
diesem Konzept besteht die Moglichkeit, dass es aufgrund der zusétzlichen Expression
von CD45RA-Molekiilen bei varianten Personen zu einer Dysregulation der CD45-
Phosphatase-Aktivitdit kommt. Wenn die Mehrzahl der varianten CD45RA-Molekiile
nicht dimerisiert, konnte eine erhohte Aktivitit der CD45-Phosphatase die Folge sein,
was wiederum in einer erhdhten p56'* Kinase-Aktivitit resultiert. Unterstiitzt wird
diese Hypothese durch den Befund, dass ein Glykosylierungsmuster bei varianten
CD45RAB-Isoformen gefunden wurde, das einen markanten Unterschied zum
Glykosylierungsmuster normaler CD45RAB-Isoformen aufwies (Kornfeld, J. 2003).
Dieses Glykosylierungsmuster varianter CD45RAB-Isoformen zeichnete sich durch
stark geladene Zuckerstrukturen aus, die aufgrund ihrer negativen Ladungen ein
sterisches Hindernis bei der Dimerisierung darstellen konnten. Wenn dadurch bei
varianten Zellen keine bzw. weniger Dimere gebildet werden, ist es denkbar, dass die
Phosphatase-Aktivitit in varianten Zellen auf der Einzelzellebene erhoht ist. Ein
indirekter Hinweis auf eine erhohte Aktivitit der CD45-Phosphatase bei varianten T-
Zellen wurde ferner durch die Untersuchung des negativ regulatorischen Tyrosins
Tyr505 der p56'*-Kinase gegeben, fiir dessen Dephosphorylierung die CD45-
Phosphatase verantwortlich ist. Sollte die gesamte CD45-Phosphatase-Aktivitit in
varianten Zellen erhoht sein, so kann davon ausgegangen werden, dass es zu einer
Zunahme der Dephosphorylierung, also zu einer Verminderung der Phosphorylierung
von Tyr505 kommt. In der Tat konnte in varianten Zellen eine verminderte
Phosphorylierung von Tyr505 gezeigt werden (Abb. 4.23). Da die Phosphorylierung
von Tyr505 die inaktive bzw. geschlossene Konformation des Enzyms induziert, wiirde
eine Verminderung der Phosphorylierung dieses negativ regulatorischen Restes zu einer
Steigerung der p561°k-Kinase-AktiVitéit fiihren. Dies wiirde auch die in den Protein-

Tyrosin-Kinase-Assays beobachtete erhdhte p56'“-Aktivitit erkliren.

Zusammenfassend kann aus den hier erhobenen Befunden der Schluss gezogen werden,
dass die aberrante Expression von CD45RA-Isoformen auf aktivierten Zellen von
Personen mit der 77C—G Mutation die Aktivitit von Schliisselenzymen verdndert und

somit zu einer verstdrkten Signaltransduktion fiihrt. Dies kann wiederum verdnderte
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Immunfunktionen wie etwa die T-Zell-Hyperrreaktivitit zur Folge haben. Dariiber
hinaus weisen unsere Daten darauf hin, dass neben der Konzentration der CD45-
Molekiile vor allem die Komposition der einzelnen Isoformen fiir die Funktion von
CD45 entscheidend ist. Diese Schlussfolgerung wird durch zwei Befunde unterstiitzt:
Die ,,naive CD4'CD45RA" T-Zellpopulation varianter Blutspender unterscheidet sich
in der Kombination der CD45-Isoformen nicht von der ,,naiven” T-Zellpopulation der
Kontrollpersonen (Abb. 4.5), weist aber im Vergleich zu der CD4 CD45RA™ T-
Zellpopulation von Kontrollpersonen eine etwas hohere Expressionsdichte von
CD45RA-Molekiilen auf (Tab. 4.1). Ungeachtet des Unterschieds in der
Expressionsdichte von CD45RA-Isoformen fiihrte die TZR/CD3- und CD28-vermittelte
Stimulation jedoch nicht zu einer verdnderten Antwort (Abb. 4.6). Des weiteren weisen
die bisher diskutierten Ergebnisse auf eine erhohte Phosphatase-Aktivitdt hin, die
zelluldre Funktionen der betroffenen Lymphozyten beeinflusst, obwohl variante Zellen

wahrscheinlich weniger CD45-Molekiile auf der Oberfldche exprimieren.

Ausgehend von den gewonnenen Daten und den derzeitigen Erkenntnissen iiber die
CD45-Funktionen lassen sich die sich daraus ergebenen Vorstellungen beziiglich der
verdnderten Signaltransduktion bei Personen mit der 77C—G Mutation in einem
hypothetischen Modell zusammenfassen (Abb. 5.1): In diesem Modell geht man davon
aus, dass die gesamte CD45-Phosphatase-Aktivitit einer Zelle sich aus dem
Gleichgewicht der einzelnen Aktivititen der Dimere und Monomere ergibt, wobei die
Homodimerisierung von CD45-Isoformen die Funktion von CD45 und damit auch die
Signaltransduktion negativ reguliert. Im Laufe der T-Zellaktivierung werden bei
Kontrollpersonen die hochmolekularen CD45-Isoformen langsam herunterreguliert und
durch niedermolekulare CD45-Isoformen wie z. B. die CD45R0-Isoform ersetzt.
Aufgrund ihrer geringen Zuckerstrukturen kénnen CD45RO0-Isoformen effizienter
Dimere bilden (Xu and Weiss 2002). Die Expression der CD45R0-Isoformen auf
aktivierten Zellen verschiebt das Gleichgewicht zu Gunsten der Dimere, wodurch es zur
negativen Regulation der CD45-Phosphatase-Aktivitit kommt. Durch die
Herunterregulierung der hochmolekularen Isoformen wird die Phosphatase-Aktivitit der
Zelle nicht abgeschaltet, sondern nur reduziert. Wahrscheinlich dient die
Herunterregulierung der Phosphatase-Aktivitdt als negative Riickkoppelungsschleife,
die zur Beendigung der Immunantwort beitrdgt, um eine Hyperreaktivitit und mogliche

Gewebeschiden zu  vermeiden. Durch  Untersuchungen der Ca®’- und
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Inositolphosphatase-Antworten wurde gezeigt, dass die Starke der Signaltransduktion in
»memory* T-Zellen bei Menschen und Méausen reduziert ist (Farber, Acuto et al. 1997;
Hall, Heffernan et al. 1999; Xu and Weiss 2002). Die 77C—G Mutation verhindert die
Herunterregulierung der hochmolekularen Isoformen, so dass es bei den betroffenen
Personen zu einer zusitzlichen Expression von CD45RAB-Isoformen auf aktivierten
Zellen kommt, die normalerweise CD45RA negativ sind. Die aberrante Expression von
CD45RAB-Isoformen verdndert das Gleichgewicht wund verursacht damit
wahrscheinlich eine Dysregulation der gesamten CD45-Phosphatase-Aktivitit der Zelle.
Aufgrund der Hypersialisierung konnen CD45RA-Molekiile vermutlich schlechter
dimerisieren. Dies konnte eine erhohte CD45-Phosphatase-Aktivitdt auf varianten
Zellen zur Folge haben. Die wahrscheinlich erhdhte CD45-Phosphatase-Aktivitit
resultiert wiederum in einer Steigerung der p56'*-Kinase-Aktivitit und damit
letztendlich in einer Steigerung der Effizienz der Signaltransduktion in aktivierten
Zellen von Personen mit der 77C—G Mutation. Die zellulire Auswirkung der
verstirkten Signaltransduktion &uflert sich in erhohter IL-2-Produktion und erhohter

Proliferation.
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Abbildung 5.1: Hypothetisches Modell der verstirkten T-Zellrezeptorvermittelten
Signaltransduktion auf aktivierten Zellen von Personen mit der
77C—G Mutation

Durch die Dimerisierung der CD45R0-Isoformen kommt es auf aktivierten Zellen von
Kontrollpersonen zu einer mittelmiBig hohen CD45-Phosphatase-Aktivitit (£), die eine
mittelmiBig hohe Aktivitit der p56'*-Kinase (¥) nach sich zieht. Daraus resultiert eine
moderate Effizienz der Signaltransduktion. Durch die zusétzliche Expression von
CD45RAB-Isoformen auf varianten Zellen wird wahrscheinlich die Phosphatase-
Aktivitdit (£ und +) erhoht, da diese Isoformen aufgrund ihrer Hypersialisierung
schlechter dimerisieren. Die erhhte Phosphatase-Aktivitit fithrt zu einer erhhten p56'*-
Kinase-Aktivitdt (£ wund +), was letztendlich eine erhohte Effizienz der
Signaltransduktion zur Folge hat, die sich in der verstirkten Phosphorylierung von TZR-C
und Zap-70 duBert.
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5.3 Die Bedeutung der 77C—G Mutation im
Krankheitsgeschehen

Seit der Verfiigbarkeit der ersten Referenzfassung der humanen Genomsequenzen hat
sich die systematische Untersuchung genetischer Pridispositionsfaktoren fiir
Erkrankungen und ihrer Komplikationen zu einem besonders intensiv bearbeiteten
Forschungsfeld entwickelt. Vor allem  Polymorphismen sind fiir die
Krankheitsursachenforschung von besonderem Interesse, da man in der genetischen
Variation auf der Ebene der DNA-Struktur den Schliissel zu angeborenen
Anfilligkeiten flir viele Krankheiten sieht. Durch die Untersuchung von genetischen
Polymorphismen hofft man, Hinweise auf ihre Bedeutung fiir die Atiologie der
krankhaften Verdnderungen zu erhalten. Die Tatsache, dass bisher nur wenige
»Krankheitsgene* identifiziert worden sind, macht deutlich, dass es nur wenige
Krankheiten gibt, die direkt mit einem ,,Krankheitsgen* assoziiert sind. Nach bisherigen
Erkenntnissen geht man davon aus, dass einzelne Genvarianten das individuelle Risiko
nur wenig modulieren. Vielmehr tragen komplexe Gen-Gen-Umweltinteraktionen zur
Entstehung komplexer multifaktorieller Krankheiten bei. Um die Rolle dieser
,Modifier-Gene zu verstehen, ist das Wissen iiber funktionelle Konsequenzen
erforderlich, die durch einen Polymorphismus erzeugt werden konnen. Daher haben
Untersuchungen zur Charakterisierung moglicher Konsequenzen auf die
Immunfunktion eine besondere Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass aktivierte T-Zellen und ,,memory* T-Zellen der Personen mit der 77C—>G
Mutation hyperreaktiv sind und dass die aberrante Expression von CD45RA-Molekiilen
die T-Zellrezeptorvermittelte Signaltransduktion in varianten Zellen verstirkt.
Autbauend auf diesen funktionellen Daten erlauben die hier erhobenen Befunde zum
ersten Mal auf funktioneller Ebene eine Einschdtzung der Rolle von 77C—G als

Risikofaktor fur bestimmte Krankheiten.

Die Korrelation zwischen dem 77C—G Polymorphismus und den Krankheiten basiert
auf der Beobachtung, dass die 77C—G Mutation nur mit einer Haufigkeit von 1 bis 2%
bei gesunden Blutspendern, jedoch mit deutlich erhdhter Frequenz bei Patientengruppen
gefunden wurde, die an systematischer Sklerose (Schwinzer, Witte et al. 2003), HIV-1
(Tchilian, Wallace et al. 2001) und autoimmuner Hepatitis (Vogel, Strassburg et al.

2003) leiden. Des weiteren schien der 77C—G Polymorphismus mit multipler Sklerose
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in Patientengruppen aus Deutschland und Italien zu assoziieren (Jacobsen, Schweer et
al. 2000; Ballerini, Rosati et al. 2002). Andere Arbeitsgruppen konnten jedoch die
Assoziation der 77C—G Mutation mit multipler Sklerose in einigen
Patientenkollektiven aus Nordamerika und Schweden nicht bestétigen (Barcellos,
Caillier et al. 2001; Vorechovsky, Kralovicova et al. 2001). Als mogliche Erkldrungen
fiir diese zum Teil widerspriichlichen Daten wurden Unterschiede bei der Auswahl bzw.
der Zusammenstellung der jeweiligen Untersuchungskollektive sowie Unterschiede in
geographischen und ethnischen Verteilung der 77C—G Mutation diskutiert (Tchilian,
Dawes et al. 2002).

Durch die Diskussion iiber eine mdgliche Assoziation der 77C—G Mutation mit den
erwéhnten Erkrankungen ist deutlich geworden, dass genetische ,,Modifier* Gene direkt
oder indirekt miteinander interagieren und auf diese Weise das Risiko fiir eine
Erkrankung beeinflussen konnen. Obwohl die phénotypischen Konsequenzen der
77C—G Mutation wie die Uberexpression von CD45RA-Molekiilen bei allen Personen
mit der 77C—G Mutation gleich sind, kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich die
funktionellen Konsequenzen wie z. B. die Hyperreaktivitit nur innerhalb eines
besonderen genetischen Hintergrunds &uflern. Eine griindliche funktionelle
Charakterisierung der T-Zellen varianter Personen von anderem geographischen bzw.
ethnischen Ursprung wére hilfreich, um dieses Problem zu I16sen. In diesem
Zusammenhang ist es von Interesse, dass bei sechs gesunden Personen mit der 77C—>G
Mutation aus GroBbritannien ein hoher Anteil an aktivierten CD45R0" T-Zellen
nachgewiesen (Boxall, McCormick et al. 2004) wurde. Obwohl dabei keine
funktionellen Experimente durchgefiihrt wurden, weist dieser Befund auf eine
Hyperreaktivitit der CD45R0" Population und damit auf eine iiberproportionale
Expansion dieser Zellen hin. Wenn die T-Zell-Hyperreaktivitit in dieser Gruppe von
varianten Personen mit in vitro Experimenten bestitigt werden konnte, wire ein
Einfluss des genetischen Hintergrunds auf die funktionellen Konsequenzen der 77C—»G

Mutation unwahrscheinlich.

Um die Rolle der Mutation in einem Immunsystem mit erhohter Autoreaktivitit zu
untersuchen, wurden die Reaktivititen von MS-Patienten mit dem 77C—G

Polymorphismus mit MS-Kontrollpatienten verglichen. In Ubereinstimmung mit der
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Beobachtung, dass die 77C—G Mutation bei gesunden Probanden die Effizienz der
TZR-vermittelten ~ Signaltransduktion erhoht, fiihrte die TZR/CD3-vermittelte
Stimulation von T-Zellen bei varianten MS-Patienten auch zu einer stirkeren
Aktivierung der IL-2 Gentranskription (Abb. 4.20). Wie bei aktivierten T-Zellen von
gesunden, varianten Blutspendern wurde eine erhéhte p56'*“-Kinase-Aktivitit in Zellen
von varianten MS-Patienten gefunden. Dies ldsst vermuten, dass die Mechanismen, die
zur Hyperaktivitdt fithren, bei Patienten und Gesunden mit der 77C—G Mutation
dhnlich sind. Die Hyperreaktivitit ist ein Phdnomen, das variante Blutspender mit
Patienten, die unter systemischem Lupus Erythemathosus (SLE) leiden, gemeinsam
haben. So wurden bei T-Zellen von SLE-Patienten verstirkte Antworten auf die
Stimulation mit Mitogenen, TZR/CD3-Antikorpern und IL-2 beobachtet (Blasini,
Stekman et al. 1994). Ferner wurde wie bei aktivierten T-Zellen von varianten Personen
bei T-Zellen von SLE-Patienten eine beschleunigte Ca**-Mobilisierung nach TZR/CD3-
vermittelter Stimulation nachgewiesen (Vassilopoulos, Kovacs et al. 1995). Obwohl bei
diesen SLE-Patienten eine geringe p56'“-Menge gefunden wurde, konnte eine
verstirkte p56'*-Aktivitit als Ursache fiir die beobachteten Befunde identifiziert
werden. Als Erkldrung fiir diese erhohte Kinase-Aktivitit wurde eine verstirke
Interaktion der p56'*-Kinase mit der CD45-Phosphatase in den GEMs diskutiert, die zu
einer gesteigerten Aktivitdt der p561°k-Kinase filhrte. In diesem Zusammenhang ist es
erwahnenswert, dass eine leicht erhdhte Frequenz von der 77C—G Mutation bei SLE-

Patienten gefunden wurde (Schwinzer, Witte et al. 2003).

Die beschriebenen Phidnomene, die Personen mit der 77C—G Mutation und einige
Patienten, die unter Autoimmunerkrankungen leiden, gemein haben, erkldren jedoch
nicht, in wie fern die aberrante Expression von CD45RA-Molekiilen zur Anfilligkeit
fiir Autoimmunerkrankungen beitragen konnte. Autoimmunerkrankungen sind
Krankheiten, in denen das Immunsystem korpereigene Strukturen nicht als ,,Selbst*
erkennt und sie daher als ,,Fremd* bekdmpft. Es ist denkbar, dass die variante CD45RA-
Expression wichtige Mechanismen verdndert, die zu einem Zusammenbruch der
immunologischen Toleranz flihren kdnnten, indem z. B. (i) die Schwelle der Reaktivitét
auf Autoantigene verdndert wird und (ii) relevante Prozesse wie etwa T- und B-
Zelldifferenzierung, die Apoptose und funktionelle Thl/Th2-Antworten beeinflusst

werden.
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T-Zellen spielen bekanntlich eine entscheidende Rolle bei den meisten
Autoimmunitdtskrankheiten. Zum normalen Immunrepertoire des Menschen gehoéren
auch autoreaktive T-Zellen. So kommen z.B. T-Zellen, die enzephalitogene Antigene
wie S100 oder das basische Myelinprotein (MBP) erkennen, auch im Immunsystem
Gesunder vor (Hafler and Weiner 1995; Wucherpfennig, Hafler et al. 1995; Wekerle,
Bradl et al. 1996) und sind per se nicht krankheitsspezifisch. Hieraus lieBe sich die
Hypothese ableiten, dass das autoaggressive Potential dieser Zellen durch die
Sensitivitdt der TZR-Signaltransduktion kontrolliert wird. In diesem Zusammenhang
kann die Hyperreaktivitit bei varianten Personen fiir die Entwicklung von Krankheiten
dahingehend eine Rolle spielen, dass durch die Hyperreaktivitét die Schwelle fiir die T-
Zellaktivierung heruntergesetzt wird, wodurch selbstreaktive Zellen leichter aktiviert
werden. Dies konnte die Expansion von Klonen mit autoaggressivem Potential
begiinstigen. Dadurch wiirde ein verdndertes TZR-Repertoire generiert werden, das
anfillig fliir Autoimmunerkrankungen wére. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch den
Befund, dass zwischen Personen mit der 77C—G Mutation und Kontrollpersonen
markante Unterschiede im TZR-Repertoire gefunden wurden (Do, H.-T. 2002). Die
verldngerte Proliferation varianter Zellen (Abb. 4.9) weist ferner darauf hin, dass
Mechanismen, die eine T-Zellantwort beenden, gestort sein konnten. Somit hétten
autoaggressive variante Effektor-T-Zellen mehr Zeit, um gegen Autoantigene zu
agieren, bevor sie von Kontrollmechanismen inaktiviert bzw. eliminiert werden. Eine
weitere Konsequenz der niedrigen Aktivierungsschwelle ist ferner, dass der gesamte
Aktivierungsstatus der T-Zellpopulation bei Personen mit der 77C—G Mutation erhoht
ist. Da aktivierte T-Zellen sich leichter durch HIV-1 Viren infizieren lassen (Chun,
Chadwick et al. 1997), konnte ein erhohter Aktivierungsgrad die erhohte Frequenz der

77C—G Mutation bei HIV-1-Patienten erklaren konnte.

Eine weitere mogliche Ursache fiir die erhhte Frequenz der 77C—G Mutation bei
Autoimmunerkrankungen konnte in Storungen wiahrend der T-Zellreifung im Thymus
liegen. Aus der Tatsache, dass die Thymozytenreifung bei CD45-negativen Miusen im
CD4'CD8"-Stadium blockiert war (Byth, Conroy et al. 1996; Kung, Pingel et al. 2000),
konnte der Schluss gezogen werden, dass die Expression von CD45-Molekiilen fiir die

T-Zellreifung eine essentielle Rolle spielt. Kortikale unreife Thymozyten exprimieren
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zunéchst die CD45R0-Isoform, nach dem Ablauf der positiven und negativen Selektion
verlieren sie jedoch die CD45R0-Isoform und tragen nun CD45RA-Isoformen auf der
Zelloberflache (Fujii, Okumura et al. 1992; Zapata, Pulido et al. 1994). Gemil3 dieser
Entwicklung ist der Grofteil der Thymozyten CD45R0 positiv, wihrend nur etwa 5%
der Thymozyten CD45RA-Isoformen als Zeichen dafiir exprimieren, dass sie nach dem
erfolgreichen Abschluss der positiven Selektion als naive T-Zellen in die Peripherie
exportiert werden konnen. Die 77C—G Mutation erzeugt wahrscheinlich auch bei
Thymozyten einen signifikanten Phianotyp. In diesem Zusammenhang haben Liao et al.
von einem abnormalen CD45RA-Phénotyp bei humanen Thymozyten berichtet (Liao,
Montefiori et al. 2000), der sich durch das Fehlen der Herunterregulation von CD45RA-
Isoformen bei Thymozyten auszeichnete, so dass es zu einer massiven Uberexpression
von CD45RA-Molekiilen auf fast allen Thymozyten (~90%) kam. Obwohl in dieser
Studie nicht definitiv gezeigt ist, ist es sehr wahrscheinlich, dass es sich bei den
untersuchten Probanden um Triger der 77C—G Mutation handelt. Demnach diirften
deren kortikale unreife Thymozyten neben der CD45R0-Isoform auch CD45RA-
Molekiile exprimieren. Durch die Untersuchungen an CD45R0- und CD45ABC-
Maiusen ist gezeigt worden, dass sowohl die niedrig- als auch die hochmolekulare
Isoform die Weiterentwicklung der CD4 CDS8"-Thymozyten unterstiitzte. Dennoch ist
dabei auch deutlich geworden, dass die CD45R0-Isoform vermutlich an der Regulation
der Apoptose bei der positiven und negativen Selektion beteiligt ist. Denkbar ist daher,
dass apoptotische Prozesse durch die Uberexpression von CD45RA-Molekiilen bei
varianten Thymozyten gestort sind. Die Konsequenz einer solchen Stérung wire z. B.,
dass Thymozyten mit einem autoaggressiven Potential trotzdem in die Peripherie
entlassen werden. Auch wenn Thymozyten mit einem abnormalen CD45-Phénotyp die
Selektionsprozesse im Thymus passiert haben, konnen mdgliche funktionelle
Konsequenzen in der Peripherie nicht ausgeschlossen werden. So wurde bei CD45ABC-
Maiusen beobachtet, dass die T-Zellen dieser Méusen nicht in Lage waren, zytotoxische
T-Zell-Effektormechanismen wahrzunehmen und neutralisierende Antikdrper nach

einer viralen Infektion zu generieren (Kozieradzki, Kiindig et al. 1997).

Diese Beobachtung und das Ungleichgewicht zwischen T-Helferzellpopulationen bei
Personen mit der 77C—G Mutation erlangen in Anbetracht der moglichen

Assoziationen der 77C—G Mutation mit viralen Krankheiten eine besondere
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Bedeutung. Die Verschiebung des Zytokinmusters hat gro3en Einfluss auf den Ausgang
einer Immunantwort. Th2-Zellen induzieren iiber die Bildung von Antikdrpern
humorale Antworten. Die Aktivierung von Thl-Zellen hat dagegen die Eliminierung
intrazelluldrer Pathogene zur Folge, da zytotoxische Abwehrmechanismen induziert
werden. Verminderte Th1-Reaktionen konnten daher eine erhohte Infektneigung oder
auch eine Tumoranfilligkeit zur Folge haben. Demnach wire die tendenziell
verminderte Thl-Reaktion varianter ,,memory* T-Zellen eine mogliche Erklarung fiir
die erhohte Frequenz der 77C—G Mutation bei viralen Infektionen wie HIV. In diesem
Zusammenhang ist auch zu diskutieren, ob die durch die 77C—G Mutation erhohte
Anfilligkeit  fiir  Infektionen das Risiko  fiir die  Entstehung von
Autoimmunerkrankungen erhéhen konnte. Die genauen Faktoren, die den
Autoimmunprozess ausldsen, sind meist nicht bekannt. Es wird aber angenommen, dass
bestimmte Infektionen z.B. durch Verdnderung der Antigenitét des infizierten Gewebes
bei genetisch empfinglichen Individuen Autoimmunprozesse ausldésen konnen. Durch
eine Infektion konnen Gene, die normalerweise nicht transkribiert werden,
,»angeschaltet werden oder normale Genprodukte werden durch eine Anderung der
postranskriptionellen Prozessierung als Autoantigen wirksam. Nach der Hypothese der
,molekularen Mimikry* kann es auch zur Kreuzreaktion von T- und B-Zellen zwischen
infektiosem Erreger und Autoantigen kommen. Bei multipler Sklerose gibt es z.B. T-
Zellen, die sowohl mit einem Peptid des Autoantigens MBP als auch mit einem Peptid
des Epstein-Barr Virus, des Influenzavirus und des humanen Papillomavirus reagieren
konnen (Wucherpfennig, Hafler et al. 1995). Daher ist es vorstellbar, dass die erhohte
Anfilligkeit fiir Infektionen auch ein weiterer Risikofaktor fiir Entwicklung von

Autoimmunprozessen darstellen konnte.

Untersuchungen bei Personen mit einem anderen Polymorphismus des CD45 Gens
(139A—G im Exon C) unterstiitzten die Hypothese, dass CD45-Polymorphismen, die
die  Kombination von  CD45-Isoformen  verdndern, eine  Rolle  bei
Autoimmunerkrankungen und viralen Infektionen spielen konnten. Im Gegensatz zu der
77C—G Mutation schien das 139A—G Allel jedoch einen protektiven Effekt fiir die
betroffenen Mutationstrager zu bieten, da die Frequenz der Personen, die beziiglich der
138A—G Mutation heterozygot waren, in den Patientengruppen mit Morbus Basedow

und Hepatitis B-Infektion reduziert war und homozygote Trager mit derselben Mutation
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bei Patientengruppen mit Hashimoto Thyreoiditis sogar gar nicht zu finden waren.
Genvarianten konnen das Krankheitsrisiko nicht nur mit unterschiedlicher Auswirkung
beeinflussen, sondern auch auf verschiedenen Ebenen. Die CD45-Genvarianten (sowohl
das 77C—G als auch 138A—G Allel) gehoren zu der Kategorie von Genen, die das
gesamte Reaktionsspektrum des Immunsystems beeinflussen und damit die
Suszeptibilitdt fiir viele verschiedene Typen von Autoimmunerkrankungen und andere
Krankheiten bei betroffenen Personen modifizieren konnen (Marrack, Kappler et al.

2001).

Obwohl die 77C—G Mutation wahrscheinlich die Suszeptibilitit fiir einige Krankheiten
erhoht, ist das variante Allel offensichtlich nicht der Hauptrisikofaktor, da die Mehrzahl
der Patienten, die unter multipler Sklerose, systemischer Sklerose und autoimmuner
Hepatitis leiden, das gesunde Allel tragen. Es ist daher wahrscheinlich, dass erst im
Kontext bestimmter genetischer und vielleicht auch umweltbedingter Faktoren die
77C—G Mutation einen Risikofaktor fiir gewisse Krankheiten darstellt. Die Art und
Weise, wie verschiedene Suszeptibilititsgene interagieren und somit einen bestimmten
Krankheitsphdnotyp erzeugen, ist bisher noch nicht hinreichend geklart. Nach dem
epistatischen Modell der Geninteraktion werden polygene Krankheiten durch die
Kombination von verschiedenen Suszeptibilititsgenen verursacht, wobei keines der
einzelnen Gene absolut notwendig ist (Vyse and Todd 1996). Anderseits kdnnen nach
dem ,,Modifier “~-Konzept Suszeptibilititsgene die Effekte anderer Gene beeinflussen.
Dabei spielen ein oder mehrere Suszeptibilititsgene in der Entstehung der Krankheit
und im Krankheitsprozess eine zentrale Rolle, wihrend andere Suszeptibilititsgene
einen Einfluss auf die Inzidenz, die Manifestation und den Phénotyp der Krankheit
haben (Nadeau 2001). Das Vorkommen der 77C—G Mutation bei gesunden Personen
und ihre Assoziation mit verschiedenen Krankheiten weisen darauf hin, dass es sich bei
dem 77C—>G Allel um einen ,Modifier handelt. Ein modifizierender Effekt der
77C—G Mutation wurde bisher bei multipler Sklerose jedoch nicht beobachtet. Bei der
Analyse der klinischen Verldufe von neun varianten MS-Patienten wurden keine
Hinweise fiir einen Zusammenhang zwischen der 77C—G Mutation mit der Schwere
der Krankheit gefunden. Obwohl die Hyperreaktivitit zu einer erhdhten Suszeptibilitit
fiir gewisse Krankheiten fithren kann, muss die Frage noch geklart werden, welche

Rolle sie in der Progression und Inzidenz einer Krankheit spielt.
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Die Tatsache, dass die Mutation auch bei gesunden Probanden gefunden wird, weist
darauf hin, dass die Hyperreaktivitit nicht zwangslaufig zu Autoimmunerkrankungen
fihren muss. Die 77C—>G Mutation konnte damit als Teil eines genetischen
Hintergrunds angesehen werden, der das Risiko fiir die Entwicklung von bestimmten
Krankheiten erhohen kann. Die detaillierten Erkenntnisse iiber die funktionellen
Konsequenzen der 77C—G Mutation sind ein wichtiger Schritt zur Identifikation von
weiteren Genvarianten, die in Kombination mit 77C—G agieren und dadurch zur

Entstehung von multigenetischen Erkrankungen beitragen konnen.
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5 Zusammenfassung

Die Tyrosinphosphatase CD45 spielt eine Schliisselrolle bei der T-Zellrezeptor (TZR)-
vermittelten Signaltransduktion. Die 77C—G Mutation im Exon A des CD45-Gens
kommt mit geringer Frequenz in der gesunden Bevdlkerung vor (1 bis 2% heterozygote
Merkmalstrager). Personen mit der 77C—G Mutation wurden tiberproportional héufig
in Kollektiven von Patienten mit bestimmten Autoimmunerkrankungen (multiple
Sklerose (MS), Sklerodermie und autoimmune Hepatitis) gefunden, so dass die Frage,
wie die Mutation zum Risikofaktor fiir Erkrankungen werden kann, derzeit intensiv
diskutiert wird. Die im Rahmen dieser Arbeit gefundene Hyperreaktivitdt von 77C—>G
T-Zellen leistet einen Beitrag hierzu. Die 77C—G Mutation fiihrt zu einer aberranten
Expression von CD45RA-Isoformen auf Zellen, die normalerweise CD45RA-negativ
sind (z.B. aktivierte oder ,,memory* T-Zellen). Die hier vorgelegte Darstellung der
funktionellen Besonderheiten von 77C—G T-Zellen ermoglicht daher auch eine
weitergehende  Einschitzung zur Bedeutung einzelner CD45-Isoformen im

Signaltransduktionsgeschehen. Im Einzelnen wurden folgende Ergebnisse erzielt:

~Memory*“ T-Zellen und in vitro aktivierte T-Zellen von gesunden Personen mit
771C—G Mutation reagierten im Vergleich zu CD45-Wildtyp-Kontrollzellen mit
verstéirkter Proliferation und IL-2-Synthese auf die Stimulation durch TZR/CD3 mAk
oder Alloantigen. T-Zellen von MS-Patienten mit 77C—G reagierten ebenfalls starker
auf die TZR/CD3-vermittelte Aktivierung als Zellen von Patienten mit Wildtyp-CD45.
Im Vergleich zu T-Zellen von Kontrollpersonen zeigten T-Zellen von Personen mit
77C—G Mutation eine verstérkte Phosphorylierung der Zap-70 Kinase und der TZR-C-
Kette sowie eine verstirkte Mobilisierung von Ca®"-Ionen nach TZR/CD3-vermittelter
Stimulation. Bei 77C—G T-Zellen wurden eine verminderte Phosphorylierung des

inhibitorischen Tyr505 der Kinase p56ICk

und damit einhergehend eine erhohte Kinase-
Aktivitit dieses Enzyms beobachtet. Da die Dephosphorylierung von Tyr505 durch
CD45 erfolgt, weisen beide Beobachtungen auf eine erhohte CD45-Phosphatase-
Aktivitit von 77C—>G T-Zellen hin. Bei der IL-2-vermittelten Signaltransduktion

wurden keine signifikanten Auswirkungen der 77C—G Mutation gefunden.
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Aus diesen Ergebnissen wird der Schluss gezogen, dass die aberrante Expression von
CD45RA-Molekiilen auf aktivierten und ,,memory* T-Zellen von Personen mit der
77C—G Mutation die Effizienz der TZR-vermittelten Signaltransduktion verstérkt.
Durch die damit verbundene erhohte T-Zellreaktivitit konnte 77C—G zu den
Risikofaktoren gehdren, die die Suszeptibilitit der betroffenen Personen fiir bestimmte

Autoimmunerkrankungen steigern.
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