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Einleitung

1. Einletung

Das Immunsystem igt fir den Organismus von zentrder Bedeutung, da es die Aufgabe hat
ihn vor pathogenen Mikroorganismen, wie z.B. Bakterien, Viren, Filzen oder Parasten, zu
schiitzen. Neben der Abwehr exogener Krankhetserreger ist die zweite Hauptaufgabe des
Immunsystems die Erkennung und Zerstérung entarteter korpereigener Zdlen (Chen et d.,
1993). Dabel bedeht sane essntidle Leistung in der Unterscheidung zwischen  kor-
per-eigenen Strukturen, die toleriert werden, und korperfremden Strikturen, die ds gefar-
lich erkannt werden und ene Immunantwort einleiten. Im Laufe der Evolution hat das Im-
munsystem dazu zwel bedeutende Zweige entwickdt: die angeborene, unspezifische und die
erworbene, spezifische Immunitét.

Die phylogenetisch dtere, angeborene Immunabwehr, die auch vide Invertebraten aufwel-
sen, besteht aus humorden Faktoren, wie die dternative Komplementaktivierung, Zytoki-
nen, Enzymen und den Proteinen der ,akuten Phass® sowie aus zdlul&ren Bestandtellen, zu
denen sowohl die neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen, ds auch die
natlrlichen Killerzdlen z&hlen. Das Funktiongprinzip berunt auf der Eliminierung von
fremden Partikeln, Mikroorganismen und fremden Makromolekilen durch Phegozytose und
dem folgenden lysosomelen Abbau mitteds Enzymen. Durch die Prozesserung entstehende
Fragmente werden auf der Zeloberfléche von sogenannten Antigen présentierenden Zelen
(APC) in ener Form prasentiert, in der se durch weitere Zellen des Immunsystems erkannt
werden konnen. Die angeborene Immunantwort ist nicht antigenspezifisch und erzeugt kein
immunologisches ,,Gedéchtnis‘. Sie bildet die erste Vertedigungdinie gegen ene Vidzahl
von Erregern. lhre Reektion ist schnell, aber unangepasst und verlduft auch be wie-
der-holtem Kontakt mit dem gleichen Erreger immer gleich ab.

Hingegen zeichnet dch das phylogenetisch jingere, erworbene Immunsystem der hoheren
Vetebraten durch hohe Spezifité, ,Lernféhigkeat’ und en ,Gedéchtnis® aus Diese spezifi-
sche Immunabwehr wird von Zellen der lymphaischen Relhe getragen, den Lymphozyten,
und ig fir die lebendange Immunitét verantwortlich, die ds Folge einer Erkrankung oder
ene Impfung entsdehen kann. Es gibt zwe Hauptgruppen von Lymphozyten: die
B-Lymphozten oder B-Zdlen wedche den humorden und die T-Lymphozyten oder
T-Zdlen, die den zdlulaen Antel der erworbenen Immunabwehr dargelen. Wahrend die
Vorlaufer der T-Lymphozyten aus dem Knochenmark auswandern und im Thymus heran

1
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reifen, findet die Reifung und Ausdifferenzierung der B-Zdlen auch im Knochenmark datt.
T-und B-Lymphozyten erkennen Fremddoffe (sog. Antigene) auf grundlegend unterschied-
liche Weise. Beiden gemeinsam id, dass Se Antigene Uber spezifische Oberfléchenrezepto-
ren erkennen. Diese werden durch einen enzigatigen genetischen Mechanismus festgdegt,
welcher wahrend der Entwicklung diesr Zdlen im Knochenmark und im Thymus ablé&uft.
Im Fdle der B-Zdlen ig dies ein membrangebundenes Immunoglobulin (Antikorper), das
auch as sezerniertes Protein Teill des humorden Systems ist (Reth, 1992). Hingegen erfolgt
die Antigenerkennung bel der T-Zele Uber den T-Zdlrezeptor-Komplex (TCR). Dabel han
ddt es sch um en membrangebundenes Polypeptid-Heterodimer (Bentley, 1996), das mit
dem CD3-Komplex und enem zytoplasmatisch gerichteten Homodimer assoziiert is. Die
pezifische Bindung eines Antigens an den T-Zdlrezeptor i nur mdglich, wenn das Anti-
gen von ener APC prozesset wurde und von enem Haupthistokompatibilitétskomplex
(MHC) auf ihrer Zeloberfléche so prasentiert wird, dass die Antigenbindungsstelle in den
variablen Bereich des TCR kommt (Ubersicht in Germain, 1994).

Die Spezifitdt der Antigenrezeptoren beider Zdltypen ist bereits vor dem ersen Antigen+
kontakt festgelegt (Janeway, 2002). Theoretisch kann fUr jede antigene Struktur ein passent
der Rezeptor gebildet werden. Diese Vidfdt wird durch Rekombinationsprozesse wéhrend
der Reifung der Zelen ereicht. Welche Strukturen koérpereigen sind und toleriert werden,
und weche ds fremd engestuft werden und deshdb ene Immunantwort auddsen, muss
vom adaptiven Immunsysem es elent werden. Die mesten sdbdresktiven T-Zdlen
werden im Verlauf ihrer Entwicklung im Thymus diminiet (Boehmer, 1993), ba B-Zdlen
gechieht dies im Knochenmark. Toleranz-Induktion und -Aufrechterhdtung finden auch in
peripheren lymphatischen Organen wie Milz und Lymphknoten datt. Be Bindung enes
Antigens kommt es zur klonden Expanson der Lymphozyten, von denen en Tel nach B>
endigung der Infektion erhdten bleibt, SO dass eine dauerhafte Immunitét gegeben it (Ja
neway, 2002).
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1.1 Hamatopoese im Knochenmark

Alle Zdlen des Blutes und des Immunsystems entstehen aus hdmatopoetischen Stammzel-
len (HSC) (Orkin, 1995; Kondo et d., 2003). Die Hamatopoese beginnt in der embryonden
Ontogenese in Blutinseln des Dottersacks. Spater wandern HSC in die Leber, die bem
Menschen und anderen Sdugetieren im Fotus primé& ein blutbildendes Organ id. Im letzten
Drittel der prénatden Entwicklung koloniseren HSC das Knochenmark und gewdhrlegen
ein Leben lang die gesamte Blutbildung (Cumano et al., 2001; Tavian et d., 2001).

Hamatopoetische Stammzellen snd definiert ds multipotente Zelen, dh. se konnen dle
Zdltypen des Blutes und des Immunsystems wahrend der Ontogenese aufbauen und spéter
dandig regenerieren. Se snd aul3erordentlich sdtene Zelen im Knochenmark mit enem
Antell von 0,05 %, die die Fahigkeit bestzen, sch gsetig selbst zu erneuern und somit der
Regeneration von Gewebe dienen (Reya et d., 2001, Weissman, 2000). Man kann dSe in drel
verschiedene Populationen untertellen: in langlebige HSC (LT-HSC, engl. ,long term
HSC*), in kurzlebige HSC (ST-HSC, engl. ,short term HSC*) und in multipotente Vorlau
ferzdlen, die kein Sdbserneuerungspotentid mehr bestzen (Bradford et al., 1997; Reya et
d., 2001). In ene kontinuierlichen Folge von irreversblen Differenzierungsschritten ent-
wickeln dch aus ihnen zundchst Vorlauferzdlen mit eingeschrénktem Potentid. Die enzel-
nen Populationen lassen dch Uber die differenziete Expresson von Oberflachenmarkern
mittels Durchflul3zytometrie darstellen und isolieren. Abbildung 1.1 fasst die verschiedenen
Blutzdltypen mit den charakterigischen Oberflachenmarkern und ihre  Entwicklungdinien

Zusammen.

Alle oben erwédhnten Populationen der HSC bel der Maus snd gekennzeichnet durch das
Expressionsprofil Lin'Sca-1°c-Kit'IL-7RaThy-1"° (Akashi et a., 2000a; Kondo et 4.,
2003). Daba gent ,Lin* (engl. Lineage) fur die Ganzhet von linienspezifischen Markern
reifer hdmatopoetischer Zellen (CD3, CD4, CDS8, B220, Gr-1, NK-1.1, Ter119, CD19 und
IgM). Aus den HSC entsehen nun die beiden liniendeterminierten oligopotenten Vorléufer-
zdlen der lymphatischen (CLP, engl. ,common lymphoid progenitor) und der myeoiden
Reihe (CMP, engl. ,common myeoid progenitor‘) (Kondo et a., 1997, Akashi et 4d.,
2000b). Die mydoide Vorlauferzdle is die Vorstufe der Granulozyten, Makrophagen, Me-
gakaryozyten und der Erythrozyten (Abb. 1.1). Die Population der CLP ist ausschliefdich
befahigt Pro-T, Pro-B und NK-Zédlen auszubilden.
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Abbildung 1.1: Der hamatopoetische Stammbaum

Pluripotente LT-HSC entwickeln sich zu ST-HSC und diese wiederum weiter zu multipotenten Vorléuferzel-
len (MPP, engl. ,multipotent progenitor*). Nachfolgend differenzieren sich aus diesen die linienrestringierten
Vorlaufer CLP, aus denen die B-, T- und NK-Zellen hervorgehen, sowie CMP, aus denen sich séamtliche my e-
loide Zellen ableiten. Die CMP differenzieren Uber eine Zwischenstufe der oligopotenten Granulozyten-
IMakrophagenvorlauferzellen GMP (engl. ,granulocyte/macrophage progenitor®) und Megakaryozyten-
[Erythrozytenvorléuferzellen MEP (engl. , megakaryocyte/erythrocyte progenitor) zu myeloiden Bestandtei-
len des Blutes. Mit Ausnahme der T-Zellen findet die Differenzierung aller Zelltypen im Knochenmark statt.
Angegeben sind ebenfalls die Expressionsprofile der jeweiligen Populationen (Abbildung ist modifiziert in

Anlehnung an Kondo et d., 2003).
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1.2 B-Zédldifferenzierung im Knochenmark

Die B-Zdlentwicklung fihrt von der naven Stammzele zur reifen B-Zdle und schlief3lich
zur Antikorper sezernierenden Plasmazelle oder zur Memoryzdle. Die einzenen Differen
Zierungschritte snd durch die aufeinanderfolgende Expresson und Umordnung (,Rearran+
gement’) der Gene fir die schweren und leichten Immunglobulinketten, der kontrollierten
Expresson der Rekombinasesktivierenden Gene (Rag-l/Rag-2), sowie der Terminden
Transferase wédhrend der V(D)J Rearrangement, gekennzeichnet (Opstelten, 1996; Abb.
1.2). Wahrend der B-Zelentwicklung werden aufer Immunglobulinen weitere Proteine auf
der Zdloberfléche exprimiert, die ds Maker fir B-Zdlen der jeweligen Entwicklungsstufe
dienen (Hardy et d., 1991). In Abbildung 1.2 ig die Zusammengdlung ihrer Expressorns-
muster dargestdlt. Verschiedene Arbetsgruppen entwickelten unterschiedliche Systeme zur
Klassfizierung der B-Zdlentwicklungsstadien im Knochenmark der Maus.

Hady e d. (1991) unterteilten die Populationen der B-Zdlinie anhand der differentidlen
Expresson von Oberflachen-Antigenen in 7 Fraktionen (Fr. A bis Fr. F, Abb. 1.2). Zdlen
die kein Obeflachenlg, jedoch das B220-Antigen exprimieren, konnen in CD43"
proB-Zdlen und in CD43 pr&B-Zdlen gegliedert werden (Coffman und Weissman, 1983;
Hady et d., 1991). Eine wetere Eintelung im frihen Stadium der B-Zdlentwicklung, der
CD43" B-Zdlvorlafer, efolgt durch das hitzesabile Antigegn HSA und der Ami-
no-peptidase BP-1 (Hardy et al., 1991).

Ehlich e a. (1993, 1994) bestimmte den Ig-Genrearrangementstatus der B-Zelpopulation
der jewelligen Fraktionen. In pro-B-Zdlen efolgt ene Umgruppierung des Lokus fir die
schwere (H) Ig-Kette. Auf die Rekombination von Oy und 4 in der Fraktion B folgt in der
Fraktion C die Verknipfung von My mit DJ3y. Nach der erfolgreichen Umordnung der V(D)J
Gene, wird en vorlaufiger praB-Zdl-Rezeptorkomplex exprimiert, der aus der schweren
pKette des Immunoglobulins besteht und in Assozigtion mit ener surrogaten leichten Keite
(SLC) auf der Oberfléche der frihen préaB-Zdlen (Fraktion C') exponiert wird (Karasuya-
ma et a., 1990, 1994; Tsubata und Reth, 1990; Winkler et a., 1995; Melchers, 1993). Zu
diesem Komplex gehdren die Signdproteine Iga und Igo. Bevor die Frektion C' dazu Uber-
geht, enen Lokus fur die leichte Kette umzuordnen, wird diese frihe pré-B-Zdle grof3er
und durchlauft mehrere Zdltelungsunden. Zdlen der Frektion D werden ds spéte
praB-Zdlen bezeichnet, in denen die Gensegmente fir die lechte Kette umarrangieren
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(Ehlich e d., 1994; Ten Boekd e d. 1995). Zundchg efolgt die Umlagerung am
Igk-Lokus, wenn dies nicht erfolgreich war, am Id -Lokus (Takemori und Ryewsky, 1981,
Yamagami et a., 1999a 1999b). B-Zdlen der Fraktion D mit einem produktiven
IgL-Rearangement  entwickeln  gch  nach  Expresson de  IgL-Kette zu unrefen
B-Lymphozyten (Fraktion E: B220'IgM*IgD’), die enen IgM-Antigenrezeptor im
BCR-Komplex auf der Zdloberflache présentieren. Refe, langlebige und rezirkulierende
B-Zdlen entsprechen der Fraktion F mit dem Expressonsprofil B220*IgM*IgD* (Forster et
a., 1989; Hardy et a., 1991). Jede B-Zdle generiert eine schwere und ene leichte Kette, so
dass jede reife Zdle nur Rezeptoren mit einzigatiger Spezifitdt exprimiet (,dleic exdusi-
on*). Nach der Reifung im Knochenmark wandern die B-Zdlen zu den peripheren lymphoi-
den Organen wie z.B. Lymphknoten und Milz.

Mecheas e d., klassfizieren die Sadien der  B-Zdlline aufgrund  ihres
IgH-Rearrangement-Status  und  der  differentiellen Expresson von  Zdloberflachenmarkern,
wie B220, CD43, c-Kit und CD25 (Melchers et al., 1993, 1995).

Die transkriptiondlle Regulation verschiedener Gene spidt ene wichtige Rolle wéhrend der
Differenzierung von B-Zdllen. Das zeigt Sch be genetisch verdnderten Méausen, die die
Fahigkeit verloren haben, die entsorechenden Proteine zu synthetiseren und folglich ene
gestorte B-Zdldifferenzierung zeigen. Unter anderem scheinen die Transkriptionsfaktoren
PU.1, Pax5, lkaros, E2A und EBF an der Regulation dieser Differenzierungsprozesse betei-
ligt zu sain (Glimcher und Singh, 1999; Hardy, 2003). Mé&use bel denen das PU.1- oder das
Ikaros-Gen inaktiviert wurde, entwickelten keine pro-B-Zellen (Scott et al., 1994; McKa-
cher et a., 1996; Olson et d., 1995; Wang et d., 1996). Die Transkriptionsfaktoren E2A,
EBF und Pax5 snd essentidl fur die Aktivierung von B-Zdlspezifischer Gene, solche wie
lga, Igb, |5 VpreB und CD19 (Hardy, 2003; Bain et a., 1997; Romanow et a., 2000;
Goebel et d., 2001; Nutt et a., 1999; Rolink et a., 1999).
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Abbildung 1.2: Modell der B-ZdIdifferenzierung im Knochenmark der Maus

Die Einteilung der Zellen in die Fraktionen A-F erfolgte aufgrund der differentiellen Auspragung der Oberféa-
chenmarker, modifiziert nach Hardy und Hayakawa (2001) und Janeway (2002).

1.3 T-Lymphozyten

Wie bereits ewdhnt erkennen die T-Lymphozyten das Antigen nicht in [6dicher Form wie
die B-Zdlen, sondern sind darauf angewiesen, dass ihnen kurze Peptidfragmente des Anti-
gens in Vebindung mit Molekilen des MHC auf anderen Zdlen présentiert werden. Fir
ene physologische Immunantwort der T-Zdlen in der Peripherie ist es von entscheidender
Bedeutung, dass die T-Zdle mit Hilfe ihres T-Zdlrezeptors (TCR) nicht nur fremde Antige-
ne, sondern auch das antigen prasentierende MHC Molekill as korpereigen erkennt. Hierzu
unterziehen dch die T-Zdlen wahrend der Differenzierung im Thymus zwe  Sdektionsvor-
gangen: der podtiven und negativen Sdektion. Die podtive Sdektion ist der Vorgang,
durch den das T-Zdl-Repertoire auf korpereigene MHC redringiert wird (Marrack und
Kapplar, 1997; von Boehmer, 1992; Owen und Venkitaramen, 1996). Der zweite, negative
Sdektionsprozel diminiert oder inaktiviert Zedlen, welche gegen korpereigene Peptide oder
MHC Molekile gerichtete T-Zdlrezeptoren tragen, um dcherzugdlen, dass die refen
T-Zdlen eigentolerant sind (von Boehmer, 1992; Owen und Venkitaramen, 1996).
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1.3.1 ThymusalsOrt der T-Zdlreifung

T-Zdlen leten sch im Knochenmark von den CLP ab. Die Vorlauferzdlen der T-Zdlen
verlassen das Knochenmark und wandern zur Reifung in den Thymus, weshdb die sch aus
diesen Zdlen entwickdnden Lymphozyten ds Thymussbhéngige (T-) Zdlen oder Thymo-
zyten bezeichnet werden. Die frihen T-Vorlauferzdlen unterzienen sch ener Vidzahl ge-
ordneter Proliferations- und Differenzierungsschritte innerhdb des Thymus. Se verlassen
diesen ds mit enem funktiondlen T-Zelrezeptor und Korezeptoren ausgestattete T-Zdlen,
um in die peripheren, lymphatischen Organe einzutreten.

De Thymus liegt im oberen Brusbereich direkt Uber dem Herzen und it bereits vor der
Geburt voll entwicket. Er besteht aus zahlreichen Lappen (Lobuli), die in zwei Komparti-
mente gegliedert snd: in ene hdle zentrde Region, das Thymusmark (Medulld) und in
ene alere, kerndichte, kortikde Region, dem sog. Thymuskortex. Sich entwickelnde un-
reife T-Vorlauferzdlen snd in ein epithelides Netzwerk eingebettet, in dem de von Stro-
ma-Zdlen umgeben snd (Thymusstroma). Diessr Zdlkontekt zwischen sch differenzieren
den, unrefen Thymozyten und den kortikalen, epitheliden Stroma- sowie den dendritischen
Zdlen des Thymus am Kortex-Medulla-Ubergang ist mit von entscheidender Bedeutung fir
den Refungsprozel? der T-Zdlen (Ubersicht in van Ewijk, 1991). Hingegen findet man die
reifen Thymozyten angehauft mit weiteren dendritischen Zelen und Makrophagen in der
Medulla Welche funktiondle Bedeutung dieser gegliedete Aufbau des Thymus fir die
Immunitét hat, konnte sowohl durch Patienten mit dem DiGeorge-Syndrom as auch durch
Experimente an Mausmoddl (Nacktmause, die homozygot fir die nude-Mutation sind)
gezeigt werden (Di George et d., 1967, Pantelouris, 1971, Blackburn et a., 1996). In beiden
Fdlen and die beroffenen Individuen aufgrund des Fehlens enes funktiondlen Thymus-
epithds nicht fahig, T-Zdlen zu produzieren.
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1.3.2 Stadien der T-Zdldifferenzierungim Thymus

Im Verlauf der Thymozyten-Entwicklung it es maoglich, die verschiedenen Stadien anhand
der chaakterigischen Expresson von differenzieten Oberflachenmolekilen zu definieren.
Dabel iegdt z.B. das Auftreten des pr&TCR, des TCR, der Korezeptoren CD4 und CDS,
und des CD3-Komplexes, sowie von anderen Zeloberflachenmolekilen diskrete Phasen der
funktiondlen T-Zdlreifung wider (Fehling und Boehmer, 1997). Die Hauptklassfizierung
der unreifen und reifen Thymozyten wird aufgrund der Expresson der Oberflachenmarker
CD4 und CD8 vorgenommen. Diese Molekile snd Korezeptoren des TCR und hilfreich be
der Unterscheidung der reifen T-Zdlen in CD4'-T-Hdferzdlen bzw. CD8'-zytotoxische
T-Zellen (Kiselow und Boehmer, 1995; Fehling und Boehmer, 1997).

Thymozyten sind beziiglich CD4 und CD8 entweder doppeltnegativ (DN, CD4 CDS8"), dop-
peltpositiv (DP, CD4"CD8") oder einzelpositiv (SP, CD4" oder CD8") (Sebzda et ., 1999).
Somit ergibt Sch eine grobe Eintelung der Thymozyten in vier Populationen, die in Abbil-
dung 1.3 schematisch zusammengefasst i<
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Abbildung 1.3: Vereinfachte Dar stellung der Thymozyten-Populationen im Thymus

T-Zellen leiten sich von dem gemeinsamen lymphatischen Vorlaufer CLP aus dem Knochenmark ab. Die
CD4- und CD8-Oberflachenmolekille werden gemeinhin als Marker verwendet, um die Hauptklassen von
Thymozyten einzuteilen, und um den Ablauf der Thymozyten-Reifung zu bestimmen (,+* bedeutet Expressi-
on, ,—* fehlende Expression und ,, 10" niedrige Expression) (modifiziert nach Abbaset al., 1996).
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1.3.3 Pra-Thymozyten Differenzierungsschritte

Die frihen Abldufe der T-Zdlentwicklung ist durch dre Hauptereignisse gekemnzeichnet:
die Determinierung der T-Zdllinie, die Expanson durch Proliferation der T-Zdlvorlaufer
und die Sdektion des pr& TCR Komplexes (Mordy und Karsunky, 2000). Das Stadium der
heterogenen DN-Population kann aufgrund ihrer Expresson des Adhdsomsmolekils CD44
(Phagocyte-Glykoprotein-1 (PGP-1)), der a-Kette des Interleukin-2 Rezeptors (IL-2Ra;
CD25) oder des Rezeptors fUr das hamatopoetische Zytokin Stammzelifaktor (SCF) c-Kit
(CD117) in weitere Subklassen untertellt werden (Pearse et d., 1989; Godfrey und Zlotnik,
1993; Godfrey et a., 1993; Ceredig und Rolink, 2002; sehe Abb. 1.4).

Die frihge unrefe Subpopulation innerhdb der DN Thymozyten dgelen die
CD44'CD25c-Kit" DN Zellen (DN1) dar. Aus diessr Zdlpopulation koénnen neben den
NK-Zdlen und dendritischen Zellen (DC) auch B-Zdlen hervorgehen (Ardavin et al., 1993,
Wu et d., 1996, s. Abb. 1.4). Die DN1 Population ist neben den oben erwahnten Oberfla:
chenproteinen auch durch die schwache Expression des Korezeptors CD4 (CD4'"°) gezeich-
net (Godfrey et a., 1992, 1993).

Hingegen ig die c-Kit Expresson (Rezeptortyrosinkinase fur SCF) und die Expression des
Interleukin-7 Rezeptors (IL-7R) fur die wetere Differenzierung zu DN2-Thymozyten
(CD44"CD25"c-Kit") von Bedeutung (Rodewald et d., 1995; Zlotnik et a., 1995). Verlugt
der CD4 Expression und die Expresson von CD25 in diesen Zdlen determiniert den ersten
Schritt der T-Zdlentwicklung. Zwar konnen sch aus diesen Zdlen keine B-Zdlen mehr
entwickeln, se konnen aber weiterhin lymphoid-dendritische und NK-Zdlen hervorbringen
(Ardavin et d., 1993; Wu et dl., 1996; Moore und Zlotnik, 1996).

Im nachfolgenden Differenzierungsschritt werden CD44 und c-Kit in geringem Ausmal
exprimiertt. In diesem DN3-Stadium (CD447°CD25'c-Kit'°) treten die Zzdlen in die
G1/GO-Phase des Zdlzyklus und beginnen mit der Umlagerung der Gene fur die TCRb-, ¢
und d-Ketten (Godfrey et d., 1994; Petrie e d., 1995). Sie haben damit dann auch die R+
higkeit verloren, sch in dendritische Stromazdlen zu differenzieren. Gleichzetig wird die
Entscheidung getroffen, ob de sch in e@ne ab oder in ene gdT-Zelle weterentwicken
(Godfrey et al., 1994; Dudley et a., 1995).

10
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Nur Zdlen, die ihre TCRb-Kettengene produktiv rearrangiert haben, und somit einen funk-
tiondlen pr&aTCR Komplex aufweisen konnen, werden ds ,b-sdektioniert” bezeichnet.
Diese CD44°'CD25 Thymozyten bilden das DN4-Stadium. Anschliel?end regulieren se CD4
und CD8 hoch und werden somit zur DP-Zélen, der Hauptpopulation der Thymozyten (An-
derson und Perlmutter, 1995; Penit et d., 1995; Zuniga-Pfllicker und Lenardo, 1996; Abb.
1.4).

Die frihe Phase der T-Zdlentwicklung kan in ene TCR-unébhdngige und in ene
pré&TCR-abhangige Differenzierung unterteilt werden (Abb. 1.4). Da bis zur b-Sdektion
keine Umgruppierung der TCRb-Gene in den DN Thymozyten dettfindet, und somit auch
kein funktiondler TCR exidtiert, werden diese Schritte von Zytokinen gesteuert. Insbeson
dere Snd dabe die vom Thymuskortex sezernierten Zytokine SCF (c-Kit Ligand) und IL-7
(Interleukin-7) von grofRer Bedeutung (Baird et a., 1999). In DN1 und DN2 Populationen
ig c-Kit Expresson stark ausgeprégt, wobel der IL-7R in dlen DN-Phasen exprimiert wird
(Ceredig und Rolink, 2002; Fry und Mackall, 2002). Welche bedeutende Rolle cKit bzw.
IL-7 vemittdte Sgnde fir die ThymozytenEntwicklung spiden, konnte anhand
genddizienter Mause dargelegt werden. Sowohl IL-7Ra, ds auch IL-7 defiziente Méause
zeigen enen daken Defekt in der frihen T-Zdlentwicklung, der jedoch zu keinem voll-
gandigen Differenzierungsblock fuhrt, wie dies be Ragl bzw. Rag-2 defizienten Mausen
zu beobachten is, sondern zu ener dramatischen Reduktion der frihen Thymozyten (Pe-
schon et d., 1994; von FreedenJeffrey et d., 1995). Dass dieser Zdlverlust auf den ver-
dakt auftretenden programmierten Zeltod der T-Zdlen zurickafihren i, zeigte die
Koexpresson von Bcl-2 in IL- 7Ra dedfizienten Mausen (Maraskovsky et a., 1997; Akashi
et d., 1997). Diese Resultate deuten auf eine anti-gpoptotische Funktion des Zytokins 1L-7
hin.

Wie bereits erwdhnt, ist der c-Kit Ligand SCF en welteres Zytokin, welches in der frihen
Thymozyten- Entwicklung eine wichtige Rolle spidt. Die Notwendigkeit von SCF und c-Kit
bel der Differenzierung wurde, wie bei IL-7 und IL-7R, anhand von SCF bzw. c¢Kit defi-
Zienten Mausen festgestellt (Rodewdd et d., 1995, 1997). Diese Tiere zeigen eine Redukti-
on samtlicher Leukozyten, wobe die Anzahl der Thymozyten durch starke Reduktion der
Zdlzahl der ersten dre DN-Subpopulationen, am sérksten betroffen i, Somit wird c-Kit
und SCF ene proliferative und Differenzierungsvorgénge auddsende Wirkung zugeschrie-
ben (Rodewald et a., 1995, 1997).

11
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Abbildung 1.4: Die Entwicklung der DN Thymozyten

Die heterogene DN-Population bildet sich aus unreifen lymphoiden Vorléuferzellen (CLP), die aus dem Kno-
chenmark in den Thymus einwandern und noch keine Liniendeterminierung aufweisen. Aus den unreifen Sta-
dien konnen sich noch thymoide B-Zellen (ThBZ), NK-Zellen (ThNK) und dendritische Zellen (ThDZ) entwi-
ckeln. Hervorgehoben ist die fur die Thymozyten-Reifung wichtigste Stufe, die b-Selektion, die in den
,E'-Zellen (engl. ,expected size") der DN3 Population stattfindet. Die Ausbildung des pra-TCR fuhrt zu gro-
Ben, blastoiden ,L“-Zellen (engl. ,large size"). Im Verlauf der fortschreitenden DN-Differenzierung kann
funktionell zwischen einem TCR-unabhangigen und einem pra-TCR-abhangigen Vorgang unterschieden wer-
den. (pTa bedeutet pra-TCRa).

Mit dem Erreichen der DN3-Phase starten die CD44 CD25"-Thymozyten mit der Umgrup-
pierung ihrer TCRb-, g und d-Gene, ein Prozess der ds V(D)J Rekombination bezeichnet
wird (Lewis, 1994; Willerford et d., 1996). Wahrend die Umlagerung dieser drei TCR Ke-
tengene nahezu gleichzetig verlauft, findet das Rearrangement der TCRa-Kette erst spéter
in der Population der ISP (engl. ,immaiure sngle pogtive’) bzw. in den DP-Zdlen dHait.
Der V(D)JRekombinationsprozess wird wesentlich von den beiden lymphoidspezifischen
Enzymen Ragl und Rag-2 (Rekombinationsaktivierende Gene) initiiert. Die Entscheidung
der DN3 Population, sch in ene abT-Zdle weter zu entwicken, i von einer efolgra-
chen Umgruppierung der TCRb-Genen abhdngig. In den neisen Falen kommt es jedoch zu
ener produktiven Umordnung diessr Gene, S0 dass eine funktiondle TCRb-Kette entsteht,
de dch dan zusammen mit ener vorldufigen pra TCRa-Kette (pTa) und dem
CD3-Komplex paart, um den pr&TCR zu bilden und folglich die Zdle in die abT-Zdlinie
zu trelben (Mombaerts et a., 1992a; Saint-Ruf et d., 1994; Fehling et d., 1995). Die Méefr-
heit (95 %) der T-Zdlen gehtren der abT-Zdlrehen. Die vom pr&a TCR vermittdten Sgna-
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le, die denen des refen TCR &indn dirften, verhindern den Zdltod der
TCRb-exprimierenden Zdlen und induzieren Proliferations- und Differenzierungsvorgange.
Dieser pr& TCR-vermittelte Prozesswird ds,,b-Sdektion” bezeichnet.

Die Pr& TCR-exprimierenden Zdlen treten in die SPhase ein, werden grofd und beginnen zu
proliferieren. Somit lassen sch im DN3-Stadium anhand der ZdlgroiRe die kleinen E-Zdlen
(engl. ,expected size’, ca 85 %), die (noch) keine funktiondle TCRb-Kette rearrangiert
haben, von den grof¥en L-Zdlen (engl. ,large Sz€*; ca 15 %) mit TCRb-Expresson diffe-
renzieren (Abb. 1.4). Im Gegensaiz zu den E-Zdlen zeigen die L-Zdlen dle Anzeichen von
dak proliferierenden Zdlen, ua grolere Mengen an Zyklin A und B, hohe
CDK 2-Kinaseektivitét, RB-Phosphorylierung und vor dlem die Abweserheit von p27¢Pt
(Hoffman et d., 1996, Schmidt et d., 1998b). Diesr Gl spezifische Inhibitor von
ZyklinnfCDK Komplexen ig in dlen anderen Thymozyten Subpopulationen, enschlieldich
der E-Zdlen, sehr hoch exprimiert. Die massve Proliferation, welche mit der b-Selektion
verbunden id, satzt dch in ageschwachter Form im néchgen Differenzierungsschritt den
DN4-Thymozyten (CD44' CD25) fort.

Alle DN4-Zdlen weisen einen rearrangierten b-Lokus auf und werden ebenfdls durch die
Expresson des pré&TCR reguliert. Sie beginnen sehr schnell zierst den CD8 Korezeptor auf
ihrer Oberflache zu exprimieren, was zu der unreifen ISP-Population mit mittlerer CD8 Ex-
presson fuhrt. Anschlief?end wird die Expresson beider Korezeptoren initiiert, so dass
schliellich die Hauptpopulation der Thymozyten, die CD4'CD8"-DP-Zdlen, gebildet wird
(Abb. 1.4). Sobdd die grof?en DP Thymozyten aufhdren, sch zu tellen, starten se mit dem
Rearrangement der Gene fur die TCRa-Kette. In dieser Phase der ThymozytenEntwicklung
kommt es ermneut zur Expresson und Aktivierung der notwendigen Rekombinationsproteine,
wie zB. Rag1 und Rag-2. Dabel konnen aufgrund der Organisation des a-Lokus mit einer
Vielzehl an Va- und Ja-Genssgmenten vide aufeinanderfolgende VJa-Genumlagerungen
ablaufen, da die Umlagerung der a-Kette nicht wie bel der b-Kette dem Alldauschluss
unterworfen is, und die Rekombinations-Komplex-Maschinerie auch nach efolgreichem
Rearrangement noch aktiv bleibt.

Die enorme Bedeutung der Rekombinationsereignisse und enes funktiondlen pr& TCR fir
die T-Zdlen konnte sowohl mittels nattrlich vorkommender oder ds auch induzierter Muter
tionen bl Mausen gezeigt werden. Mause, in denen enes der RagGene ausgeschaltet i,
leiden an enem kompletten Block der Thymozyten-Entwicklung innerhab der DN3 Popu
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lation (Mombaerts et d., 1992b; Shinkai et d., 1992). Aufgrund des fehlenden pr&TCR
findet bel diesen Mausen keine b-Sdektion datt, die zur Anreicherung der E-Zdlen fuhrt.
Einen vergleichbaren Phénotyp zeigen auch Mause, die gendefizient fir die CD3e-Kette,
snd und denen somit ein funktioneller Bestandtell des TCR-Komplexes fehlt (Malissen et
a., 1995). Trotz erfolgter Umgruppierung der b-Kette in diesen Mausstammen kommt es zu
keiner Expresson enes funktiondlen pr& TCR auf den DN4-Thymozyten. Umgekehrt wird
der Phénotyp der Ragl und Rag2 defizienten Méause durch Koexpresson ener
TCRb-Kette oder von kongtitutiv aktivem cRaf-1 und Ha-Ras aufgehoben, so dass sich wie-
der DP Thymozyten bilden konnen (Shinkal et a., 1993; Swat et d., 1996; Iritani et d.,
1999).

Ein weterer wichtiger Mechanismus der in den DN3 Populaionen daitfindet, und vom
pra TCR-Sgnd ausgeht, is der Alldausschluss (dlelic excluson) (Robey und Fowlkes,
1994; von Boehmer et d., 1998). Ba diesem Vorgang wird in einer diploiden Zdle nur e
nes der beiden Allee eines gegebenen Gens exprimiert. Da jede TZdle nur einen TCR mit
ene Spezifitd tragen daf, muss nach efolgter Umlagerung und Expresson ener funktio-
ndlen b-Kette (oder g-Kette) die Genumlagerung beendet werden, um eine Rekombination
des zweiten Allds fur die b- bzw. g-Kette zu verhindern. Um die Bildung von ab- oder
odT-Zdlen zu gewdhrlegen, durch Unterdriickung des g- bzw. b-Lokus findet glechzatig
en ahnlicher Mechanismus dett, der dem |sotypenausschiuss zugrunde liegt. Ein bevorzug
tes Moddl der dldischen Exkluson it das Abschaten der Rag-1 und Rag-2 Expression.
Allerdings werden diese beiden Proteine spéter wahrend des a-Rearrangements erneut ge-
braucht und exprimiert, O dass es weitere Mechanismen der dldischen Exkluson exidie-
ren. Diee verhindern die Zuganglichkeit des TCRb-Lokus fur Transkriptionfaktoren und
Rekombinasen durch strukturele Anderungen des TCRb-Lokus (Mordy und  Karsunky
2000). Die entsprechenden Signde werden dabei (ber die Tyrosinkinase p56-% vermittelt
(Géartner et a., 1999; Iritani et al., 1999).

1.3.4 TCR-abhangige Differenzierung

Dea nachge wichtige Schritt der ThymozytenReifung, nach der Expresson der TCR-,
CD4- und CD8-Rezeptoren im Stadium der DP TFZdlen, is die Sdektion jener Zdlen, die
das Repertoire der reifen peripheren T-Zdlen ausmechen. Fir ene physiologische
Immunantwort peripherer T-Zdlen ist es von entscheidender Bedeutung, dass die T-Zdle
mit Hilfe ihres TCR-Rezeptors nicht nur Fremdantigene, sondern auch das kdrpereig%lﬁ
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ihres TCR-Rezeptors nicht nur Fremdantigene, sondern auch das korpereigene MHC Mole-
kil erkennt. Diese zur MHC Redriktion und Eigentoleranz fihrenden Sdektionsprozesse
werden as pogtive und negative Selektion bezeichnet (von Boehmer, 1994; Nossa, 1994).
De Vorgang der podtiven Sdektion gdlt scher, dass nur digenigen Thymozyten, deren
TCR mit eigenen oder fremden Peptiden verbundene koérpereigene MHC Molekiie binden,
Uberleben. Diese TCR-Spezifitd kann sch mehrfach andern, da die Umgruppierung der
a-KettenGene permanent daitfindet, mit der Konsequenz, dass unterschiedliche
ab-Heterodimere mit der spezifischen b-Kette glechzetig auf ener T-Zdle vorkommen
konnen, was zur Steigerung der Ausbeute an geeigneten T-Zdlen fuhrt (Borgulya e d.,
1992). Exprimiet @n Thymozyt enen besimmten funktiondlen abTCR, kann er dessen
Spezifitét nicht mehr verandern.

Neben der Expressonserhohung ihrer abTCR auf der Zdloberflache, starten und verstérken
die T-Zdlen auch die Expresson des frihen Aktivierungsmarkers CD69 (Barthlott et d.,
1997, Abb. 1.5). Podtiv sdektionierte DP-Zdlen regulieren die Expresson der beiden Ko-
rezeptoren herab und efreichen das CD4'°CD8°TCR™CD69"-Stadium (Lucas und Germain,
1996). Zellen dieser Phase dellen die Expression der Rag Proteine ab, um damit die Mog-
lichkeit zur weiteren Rekombination ihrer TCRa-Gene zu unterdriicken. Anschlief®end wird
de CD4 Expresson wieder ehtht, was zu der  Subpopulation  von
CD4*CD8"°TCR"™MCDE9"-Zellen fihrt. Unabhéngige Experimente konnten zeigen, dass
aus diesr  Subpopulation  direkt  refe CD4  Einzdpodtiven  (SP)  oder
CD4"°CD8'TCR"™MCDE9"-Zellen hervorgehen, wobei die letzteren MHC-| restringiert sind
und in CD8 Einzdpostive T-Zdlen differenzieren (Lundberg et d., 1995; Barthlott et d.,
1997). Diese Entwicklungschritte mit den jeweligegn Makern snd in Abbildung 1.5 zun
sammengefass.

Entscheidendes Kriterium fir diese drengen Auswahlverfahren ig die Gesamtaviditét des
TCR gegeniber Eigen-MHC/EigenAg-Komplexen (Sebzda et a., 1999). Thymozyten, de-
ren TCR mit ener hohen Affinitéd an Eigenpeptid-Ag in Asozigtion mit EigenrMHC bin-
den, werden infolge der TCR-MHC Interaktion durch den programmierten Zelltod dimi-
niert. Diessr Prozess wird as negative Selektion bzw. klonde Deetion bezeichnet (von
Boehmer, 1992; Owen und Venkitaraman, 1996). Die Zdlen konnen zu jeder Zeit der Thy-
mozyten-Entwicklung ab dem DP CD69'-Stadium negativ selektioniert werden, die meisten
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T-Zdlen Ubeleben diee Sdektionsschritte nicht, wahrend die  Uberlebenden
ab*TCR-Thymozyten weiter zu CD4"- bzw. CD8"- SP-Thymozyten reifen.

Der Vorgang der podtiven und negativen Sdektion ist  verbunden mit  der
CDA4/CD8-Linienentscheidung, die festlegt, dass CD4-T-Zdlen MHC Klasse 1l und
CD8-T-Zdlen MHC Klase | redringiert snd. Fir diese Determinierung werden zwel Mo-
delle diskutiert: Das stochastisch/selektive Modell (Guidos, 1996) propagiert, dass die Ex-
presson enes Korezeptors zufdlig abgeschdtet wird und anschlieflend  geeignete
TCR/K orezeptor-Kombinationen sdektioniert werden und Uberleben. Das ingtruktive Mo-
ddl hingegen seht vor, dass die Bindung des TCR an den Peptid MHC-Komplex und die
gleichzeitige Bindung des passenden Korezeptors die Differenzierung in Richtung dieses
Wegs fordert, durch transkriptiondlles abschdten des nicht passenden Korezeptor-Signds
(Weissund Littman, 1994).

Liniendeter minierung

Positive/ negative Selektion ——
INNmENEE
a-Gen Rearrangement
I &TCRabh
TCR C D 4+
CD8

WMk %<

TCRab® TCRab® TCRab TCRab"
cD4* cD4 CD4° cb4* \

CDs8* CD& CcD8° CD8°
+ + hi
CD69 CD69" CD69 CD69 '(I':CD:Zoab i TCRab"
cD8* CD4
CDs8*
CD69

Abbildung 1.5: Entwicklungsprozesse wahrend den DP- und SP-Stadien

Die jeweiligen Thymozyten-Populationen werden eingeteilt nach graduellen Unterschieden in der Expression
der Oberflachenmarker TCRab, CD4, CD8 und CD69. Durch die dargestellten Balken werden die Populatio-
nen den bestimmten Entwicklungsprozessen zugeordnet. (Abbildung modifiziert nach Mérdy und Karsunky,
2000).
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1.3.5 Regulation der Thymozyten-Entwicklung

An der Entwicklung der T-Zdlen ist ene Vidzahl von Protenen beteligt. Vide von ihnen
Ubernehmen Aufgaben be der Regulation und Ausfihrung der aufeinander folgenden Ent-
wicklungsprozesse wahrend der sequentidlen Abfolge der  Thymozyten-Populationen.  In
Abbildung 16 snd enige der Proteine zusammengestdlt, die ba der T-Zdlentwicklung

ene Radlle piden.

Ikaros, E2A,
HEB,
Ikaros 1d1, 1d2, 1d3 Notch )k
D4
pra-TCR CD4
' Y TCR i
ﬁ—)&—) N2 —> N3 —> N4 —)% %)k
T T cD8 ‘[

D8

Ikaros, PU.1, E2A, Rag-1/2, TCRILEF1 HEB 1d3 )x
Notchl, Pax5, c-Kit, TCRD,
GATA-3, myb pTa,CD3e,
IL-7R, p56L ck,
g-Kette ZAPT0

Abbildung 1.6: Regulation der T-Zéelldifferenzierungim Thymus

Dargestellt ist die Regulation der thymoiden T-Zellentwicklung durch einige Familien von Proteinen. Die
Anmerkungen in kursiver Schrift Uber dem Entwicklungschema sind regulatorische Effekte der Faktoren in
den jeweiligen Stadien, wahrend die unten angegebenen Proteine den Block in den entsprechenden gendefi-
zZienten Mausen wiedergeben.

Da bis zum Moment der b-Sdektion kein funktiondler TCR exigtiert, missen die vorange-
henden Differenzierungsschritte von anderen Faktoren dirigiet werden. Unter diesen sind
die bereits erwdhnten Zytokine IL-7 und SCF hervorzuheben (Baird et a., 1999). Die B
deutung von c-Kit bzw. IL-7 vermittdten Sgnden fir die T-Zdlenentwicklung lésst sch
anhand des Phanotyps gendefizienter Mause deutlich machen. Der Verlug von IL-7 und
IL-7R fUhrt zu ener dramatischen Reduktion der Thymozytenzahl sowie von pro-T- und
pro-B-Zdlen im Knochenmark (Peschon et a., 1994; von FreedonJeffry et a., 1995). SCF
und c-Kit gendefiziente Mause zeigen ene Reduktion samtlicher Leukozyten, was fir ene
frihe Funktion be Vorlauferzelen im Knochenmark spricht (Rodewad et d., 1995). Aller-
dings snd die Thymozyten deutlich sté&rker betroffen as andere Populationen. Dies ist
wahrschenlich vor dlem auf eine mangelhafte Expanson der DN1 Population zuriickar
fuhren. Dabe i die Interaktion des Rezeptors mit seinem Liganden fir die zwischen den
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verschiedenen Subpopulationen ablaufenden Proliferationsschritte von entscheidender Be-
deutung. Untermauert werden diese Ergebnisse durch Mangdmutanten, denen nicht nur die
c-Kit Expression fehlt, sondern auch die viden Zytokinrezeptoren gemeinsame gc-Kette
(somit auch der IL-7R) (Rodewad et a., 1997). Diese Phanotypen unterstreichen die Wich
tigkeit verschiedener Wachstumsfaktoren und Zytokine in der frihen T-Zdlentwicklung
(Abb. 1.6).

Die rekombinationsaktivierenden Proteine Rag-1 und Rag-2 snd sowohl an der Umgruppie-
rung von Immunglobulingenen, ds auch an der Umordnung der Gene fir den TFZdlrezeptor
beteiligt. So ist die T-Zdlentwicklung in Rag-1- und Rag-2- defizienten Méausen, die kein
produktives Rearrangement der b-Ketten Gene bilden kénnen, in der Transition der Zelen
von DN3 zu DN4 blockiert (Mombaerts et d., 1992a, b; Shinkai et d., 1992). Einen ver-
gleichbaren Phdnotyp zeigen Mause, denen entscheiddende Komponenten des TCR fehlen,
oder be denen zugehdrige Signdtransduktionswege inhibiet snd. Belspide hierfir sind
gendefiziente Mause der CD3e-Kette, der Tyrosinkinase p56-¢ und ZAP70 und des Adap-
torproteins SL-76 (De Jarnette et al., 1998; Malissen et d., 1999; Levin et a., 1993; Cle-
ments et a., 1998; Pivniouk et d., 1998; Abb. 1.6).

Schlieldich and auch enige Regulationsproteine, wie z.B. Transkriptionsfaktoren oder Re-
kombinatinsenzyme, fir die Thymozyten-Entwicklung eforderlich, von denen enige in
Abb. 1.6 aufgefihrt snd. Auch hier konnten gendefiziente (KO) Mause zeigen, fir welches
Stadium se entschedend snd. Vide von ihnen, wie etwa lkaros, GATA-3, PU.1 oder
Notchl werden in den frihen T-Vorlauferzellen exprimiet. Das Fehlen dieser Faktoren
fuhrt bereits zu ener Blockierung der Trangtion von CLP zu der frihen TZedle DNL1. Die-
sen KO-Mausen fehlt die Fahigkeit der T-Zdllinien Determinierung (Georgopoulus et d,
1994, 1997; Winandy et d., 1999; Ting et a., 1996; Spain et d., 1999; Mak et d., 2001;
Radtke et a., 1999, 2004). TCF-1 (engl. , T-cdl factor-1“) oder LEF-1 (engl. ,,lymphoid
enhancer factor-1*) wird erdmas im doppdtnegativen Stadium exprimiet. Fehlt dieses
Protein, konnen die DN4 Thymozyten nach produktivem [3-Rearrangement nicht in die Pro-
liferationphase entreten und bilden somit nur wenig DP Thymozyten (Okamura et 4d.,
1998). Aber auch Hdix-Loop-Helix (HLH) Protene, wie z.B. die Produkte des E2A-Gens
und der HEB-Proteine, ds auch die der 1d Gene (engl. ,Inhibitor of DNA binding*) spielen
gine entscheidende Rolle in der Regulaion der Thymozyten Differenzierung (Ubersicht
sSehe Benezra, 2001 und Quong et da., 2002). Die HLH Proteine lassen sich in zwel Grup-
pen aufteilen. Die erse Klasse snd die bHLH Transkriptionsfaktoren, welche E-Box bin
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denden Proteine beinhdtet, hierzu zéhlen die Produkte des E2A Gens (E12 und E47), sowie
die HEB Protene. Diese haben die Fahigkeit ds homo- oder heterodimere Faktoren an @&
lindromische DNA-Sequenzen der Art CANNTG, sog. EBoxen, zu binden. Fur die Aufkl&
rung der Rolle der bHLH Proteine in der lymphoiden und spezidl in der T-Zdlentwicklung
waren maligeblich die Studien E2A und HEB defizienter Méause, sowie die an Id Uber-
exprimierenden Mausen. E2A defiziente Mause (E2A™) haben deutlich weniger Thymo-
zyten und zeigen eine deutliche Reduktion der DN und DP Thymozyten, aber auch ene
erhdhte Anzahl der CD8-Einzdpodtiven T-Zellen (Bain et d., 1997; 1999). Der Grund fir
die geringe Anzahl von DP Thymozyten liegt in der blockierten Entwicklung der DN1
T-Zellen zur DN2 Population in diesen Mausen (Bain et d., 1997). HEB” Méause zeigen
den Differenzierungsblock in der Trandtion von den DN-Zdlen zu DP-Zdlen (Barndt et d.,
1999). Die zweite Klasse der HLH Faktoren beinhdtet die Proteine der 1d Familie, die auf-
grund der fenlenden basischen Region die DNA nicht binden kénnen, jedoch ds Antagonist
der E-Box Proteine fungieren (Benezra et d., 1990). Diese Funktion Uben Se durch Bildung
von Heterodimeren mit E-Box Proteinen aus, und wirken somit in ener dominant-negativen
Weise auf die Funktion der EProteine. Hierdurch wird die Aktivitét der EProteine kontrol-
liet (Rivera und Murre, 2001). In Saugetieren wurden vier Mitglieder der Id-Proteinfamilie
identifiziert, 1d1 bis Id4. Id Protene werden in dlen lymphoiden Organen, wie der fétaen
Leber, dem Knochenmark, der Milz und dem Thymus, exprimiert. Untersuchungen sowohl
an Id transgenen Méusen, die Id Proteine konditutiv Uberexprimieren, as auch fotde Thy-
muskultur-Experimente, in denen retrovird 1d transduziert wurde, liferten weitere unter-
ditzende Daten fir die bedeutende Rolle der HLH-Proteine wéahrend der Thymozy-
ten-Differenzierung. So zeigen Idl transgene Mause eine Verminderung der Thymozyten
zahl, welche en Reaultat der massven Apoptoss (programmiertem Zelltod) der schon as
differenzierten Zelen ig (Kim et d., 1999), aber auch diese Méuse zeigen enen Block in
der Differenzierung von DN1 zu DN2. Hingegen fihrt die 1d2 Uberexpresson zu einem
Differenzierungblock mehrerer Stadien der T-Zdlenwicklung und zu ener Erhthung der
ISP Population (Morrow e d., 1999). Die Role von Id3 in der Thymo-
zyten-Differenzierung it umfassender untersucht worden, humane CD34°CD1a Vorlaufer-
zdlen, mit enem 1d3 Kkodierendem Rerovirus infiziet, differenzieren  nicht  zu
abTCR-Zdlen, sondern versérkt zu NK-Zdlen (Heemskerk et d., 1997). Detalllierte Un-
tersuchungen der T-Zelentwicklung bei 103" Méausen zeigen dessen Funktion wahrend der
postiven und neggtiven Sdlektion durch einen Blockphanotyp in DP-Stadium (Rivera et 4.,
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2000). Diese Daten entsprechen den Phénotypen die auch in E2A und HEB defizienten
Mausen beobachtet wurden.

Zusammengefasst zeigen diese Studien die Bedeutung der HLH-Proteine in der Lymphozy-
ten Entwicklung und die Rolle des Glechgewichts zwischen der E-Box Protenmenge auf
der eine Saite und der 1d Proteinmenge auf der anderen Seite.

1.3.6 PeriphereT-Zdldifferenzierung

T-Zdlen snd nach ihrer Ausbildung im Thymus fur die Erkennung von korperfrenden Pep-
tiden geschult und werden dann ds naive bzw. reife T-Zelen bezeichnet. Se erkennen mit
ihrem T-Zdlrezeptor (TCR) ein bestimmtes MHC-Molekll und reagieren nicht auf darauf
présentierte, korpereigene Peptide. Korperfremde Peptide jedoch fuhren bel entsprechender
Kodimulaion zu ener Aktivierung enzener T-Zdlen, die dan im Allgemenen fir de
Eliminierung des Pathogens sorgen.

Nave T-Zdlen zrkulieren im Korper durch das Blut und wandern in besonderen, in
Lymphknoten vorkommenden Venolen ( HEV) in die Lymphknoten aus, wo se in Kontakt
mit Antigen présentierenden Zelen kommen. Uber die Lymphe gdangen se wieder zuriick
in den Blutkreidauf. Nave T-Zdlen snd klein (zirka 10 nm Durchmesser) und an verschie-
denen Oberflachenmarkern erkennbar, die ua fir das sogenannte Lymphknoten-Homing
verantwortlich  snd. So exprimieeen de zB. L-Sdektin @ (CD62L) und den
CC-Chemokinrezeptor 7 (CCR7), der die Chemokine CCL19 und CCL21 bindet (Ahmad-
zadeh et d., 2001; Berg et d., 1991; Gunn et d., 1998). Weiterhin zeigen se kenerlel Akti-
vierungsmarker wie CD69, CD25 (IL2Ra) und CD95L oder Wanderungsmarker wie z.B.
CD44 (Zdladhdsonsmolekill). Ebenso exprimieren Se CD28, das fur die Kostimulation be
Aktivierung durch APC notwendig ist. Nave T-Zdlen haben ene verhdtniamddg lange
Lebenszait, die von standiger Ligation des TCR zu Sdbs-Peptid-MHC-Komplexen des
resringierenden MHC-Moleklls und IL-7-Bindung abhangt (Brocker, 1997; Kirberg et d.,
1997; Schluns et a., 2000).

Der T-Zdlrezeptor ist auf der Zdloberflache mit einem Komplex aus sechs Polypeptiden
asoziiet, der as CD3 bezeichnet wird und der Signadweiterleitung dient (Mdissen e 4.,
1996). Aulerdem exprimieren die meigen T-Zellen die Korezeptoren CD4 oder CD8, wel-
che durch Bindung an MHC-I bzw. MHC-II die Aktivierungsschwelle erniedrigen (Jane-
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way, 1992). Die Bindung enes passenden MHC/Peptid-Komplexes durch den
T-Zélrezeptor fuhrt dazu, dass Sch der TCR/CD3-Komplex mit CD4 oder CD8 und einer
Protein-Tyrosn-Phosphatase, CD45, zusammenlagert. CD3 und CD4/8 sind mit zwel zyto-
plasmatischen Tyrodnkinasen, fyn/lck asoziiert, welche durch die Zusammenlagerung ak-
tiviert werden. CD45 verstékt die Aktivierung beider Kinasen. Dadurch wird eine Signal-
kaskade in Gang gestzt, welche schliedich zur Proliferation und Differenzierung  fuhrt
(Cantrell; 1996).

Die Aktivierung des TCR/CD3-Komplexes reicht zur vollgéndigen Aktivieeung naiver
T-Zdlen nicht aus. Hiefir wird en zwetes Signa bendtigt, das durch kogtimulatorische
Molekile auf Antigen présentierenden Zdlen vermittdt wird. Nur solche Zdlen snd in der
Lage, naive T-Zdlen zu dimulieren, da nur e sowohl das Antigen prasentieren ds auch
Kodimulation vermitteln. Be den kogimulaorischen Molekilen handdt es sch um B7-1
(CD80) bzw. B7-2 (CD86), welche von Makrophagen, dendritischen Zellen sowie BZdlen
exprimiert werden konnen. Se binden an CD28 auf der T-Zele, weches das pogtive
kostimulatorische Signd waeiterleitet. Dabe wird von der T-Zdle glechzetig en weterer
Rezeptor, CTLA-4, hochreguliert, der mit héherer Affinitét an B7 bindet, aber der T-Zdle
én negaives Sgnd ligfert. Dadurch wird ene Kontrollfunktion ausgelbt und die
T-Zdlantwort begrenzt (Lenschow et d., 1996; Thompson und Allison, 1997). ZusétZich
gnd noch eine Relhe andere Kostimulatorische Molekile an der T-Zdlaktivierung beteligt
(Van Seventer et al., 1991).

CD8"-T-Zdlen erkennen Ublicherweise neun bis zehn Aminosiuren lange Peptide im Kon
text von MHC Klasse I-Molekilen, 9e snd veantwortlich fir die Eliminierung virusnfi-
Zierter oder entarteter Zellen und t6ten durch direkten Zell-Zdl-Kontakt: Entweder schiitten
de, wahrend se an die Ziezdle gebunden sind, Peforin und Granzym aus, wodurch Uber
den Kaziumeinstrom durch die so entstehenden Poren und das Granzym Apoptose induziert
wird, oder sie l6sen direkt Apoptose durch die Bindung des Fas-Liganden auf der Oberfla
che der T-Zdle an das FasMolekil auf der Obefléche der Zidzdle aus Die

CD8"-T-Zdlen werden auch as zytotoxische T-Zelen (CTL) bezeichnet (Janeway, 2002
Sprent und Surh, 2002).

Die zwete Klase von T-Zdlen exprimiert CD4, einen Korezeptor, der die Bindung des
TCR an MHC-II-Molekile vermittdt. MHC-I1-Molekile finden sich nicht auf dlen Koérper-
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zdlen, sondern nur auf Soezidiserten antigenprésentierenden  Zdlen wie DC, Makro-
phagen, B-Zdlen und Thymus-Epithdzellen (TEZ). Se binden Peptide, die mit 13 bis 15
AS langer sind ds dig, die von MHC Klasse FMolekilen gebunden werden. CD4*-T-Zdlen
and in der Regd nicht zytotoxisch. Se unterdlitzen dattdessen die humorde und zdlulare
Immunantwort (T-Hefer-Zdlen). Dabel werden se wiederum in zwe Klassen untertelt.
Die Thl-Zdlen schitten nach Aktivierung inflanmatorische Zytokine wie INF-g, TNF-b
und IL-2 aus, wodurch Makrophagen aktiviert werden. Sie konnen auch adere T-Zdlen zur
Proliferation bringen und Zidzdlen induzieren, die MHC-Expresson hochzuregulieren.
Th2-Zdlen deuern die humorde Immunantwort, indem se Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9 und IL-10 ausschitten, die B-Zdlen dimulieren konnen. Wecher Zweg der
Th-Antwort favorisert wird, hangt von der Antigendoss, der Art des Antigens, der beteilig-
ten antigenprésentierenden Zelle und der lokaden Zytokinbalance ab. Dabel spiden auch die
Zytokine ene Rolle, die von den Th-Zdlen sdbst sezerniert werden: IL-10 supprimiert die
Aktivitst der Thl-Zdlen, IL-4 dimuliet Th2-Zdlen, wahrend IFN-g sSe suprimiet (Glim-
cher und Murphy, 2000; Murphy und Reiner, 2002).

Wenn das Pathogen diminiet ist, serben die meisten der spezifischen Effektor T-Zdlen in
enem Prozess, der aktivierungsnduzierter Zdltod (AICD) genannt wird. Der Mechaniamus
des AICD ig noch unklar, scheint aber nicht mit der Expresson von CTLA-4, Fas, TNFR,
Bcl-2 oder Bcl-XL zusammenzuhéngen, es gibt Hinweise, dass IFN-g beteligt i (Russl,
1995). Der Uberlebende Tell der spezifischen Zdlen zirkuliert nun vor dlem durch de peri-
pheren Organe, d.h. Leber, Lunge, Nieren und Darm, aber auch durch Thymus und Kno-
chenmark, wo er das sogenannte T-Zdlgedéchinis bildet. Darunter versteht man die Fahig-
keit der T-Zdlen, schndler und effektiver auf Krankheitserreger reagieren zu konnen, denen
es zwor bereits begegnet ist (Dutton et al., 1998; Sprent und Surh, 2002).

Im Gegensatz zu naven T-Zdlen snd Gedéachtnis T-Zdlen sofort nach Antigenkontakt oh
ne Kogimulation féhig, Effektormolekiile zu sekretieren. Dabel haben naive, Effektor und
Gedéchtnis T-Zdlen den gleichen Aktivierungsschwdlenwert, jedoch it die Kinetik unter-
schiedlich (Janeway, 2002). Gedachtnis T-Zelen regulieren ba erneutem  Antigenkontakt
ihren TCR schndler und in héherem Mal3e nach unten, werden grofer und tellen dch
shndler ds naive T-Zdlen. Zusdzlich unterscheiden ge dch in einer ganzen Reihe von
Oberfléchenmarkern von naiven T-Zdlen, haben aber vide Oberflachenmarker mit Effektor
T-Zdlen gemeinsam und konnen daher phénotypisch nur durch die von ihnen exprimierte
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Markerkombination zugeordnet werden. Allgemein snd nave T-Zdlen charakterigert ds
CD62L", CD45RB" und CD44"°, wahrend man die Gedschtnis T-Zelen durch die gegen
sizliche Markerkombination identifizieren kann: CD62°, CD45RB" und CD44". Diese
Maker welsen auch auf aktivierte T-Zdlen hin, die dlerdings zusizlich mittels der Akti-
vierungsmarker CD25 und CD69 von den Gedéchtnis T-Zedlen unterschieden werden kon-
nen. Somit gehtren die zrkulierenden, ruhenden Gedéchtnis T-Zdlen zu den CD25,
CD69, CD44" CD45RB"°, CD62° T-Zdlpopulaionen (Dutton et a., 1998; Sprent und
Surh, 2002).

1.4 Der Transkriptionsfaktor Gfil

Gfil ig en nukledres Zink-Finger Protein, das sich in sog. nuclear dots anreichert (Rodd et
a., 2000) und vor alem in héamatopoetischen Zdlen exprimiert wird. Gfil wurde unabhén-
gig voneinander in zwe verschiedenen Ansiizen Anfang der 90er Jahre entdeckt. In beiden
Féllen wurde die Methode der Insartionsmutagenese mit dem Retrovirus vom Moloney Typ
(MoMuLV, Moloney Murine Leukemia Virus) verwandt. In enem Fal wurde auf der Su-
che nach Genen, die in T-Zdlen be Uberexpresson eine Wachstumsfaktorunabhangigkeit
hervorrufen, ene IL-2 abhangige Reatten T-Zdllinie mit dem Retrovirus infiziet und unter
IL-2 Entzug sdektioniert (Gilks et d., 1993). Die Untersuchung des resultierenden Klones
fUhrte zur ldentifizierung des neuen Integrationsortes der as Gfil (engl. ,,growth factor in
dependence-1“) bezeichnet wurde.

In der Arbeitsgruppe von Prof. T. M6rdy wurde Gfil durch Insationsmutagenese mit dem
MoMuLV in tranggenen Mausen gefunden (Zo6rnig e d., 1996). Hierzu wurden
L-Myc/Pim-1 doppdtransgene Tiere fur die Infektion mit dem MoMuLV verwendet. Die
lebensfghigen L-Myc/Pm-1 Méuse entwickdten mit einer Latenzzeit von drei Monaten mit
100 % Inzidenz klonde Tumore (Mordy et d., 1991). Diese Latenzzet erlaubte es, mit Hil-
fe der MoMuLV-Insationsmutagenese weitere kooperierende Onkogene zu identifizieren.
Die Andyse der klonden Tumore und der Integrationgele zeigte, dass neben dem bereits
bekannten pa-1 Lokus ebenfdls das benachbate Gfil Gen infolge der Virusntegraion
aktiviet wurde (Zornig e d., 1996). Waeiterfihrende Untersuchungen dler Tumore erge
ben, dass in Uber 60 % der Tumore der Gfil Lokus aktiviert vorlag, somit ein potentidles

23



Einleitung

Onkogen dargtdlt und sehr stark mit den Onkoproteinen der Myc Familie oder Pim-1 in der
Tumorgenese kooperiert (Zornig et a., 1996; Scheijen et a., 1997; Schmidt et a., 19983).

Die ndhere Charakteriserung der Gfil cDNA zegte, dass se fur en 55 kD grof3es Zinkfin-
gerprotein des Typs CoH, kodiert. Strukturdl lassen sch dreéi Regionen ausmachen: Im
N-terminden Bereich eine konsarviete Doméne mit Homologien zur Familie der snal/dug
Proteine von transkriptiondlen Repressoren, eine nicht ndher charakteriserte mittlere Do-
mane und die sechs Zinkfinger am C-terminden Ende (Zornig et d., 1996; Grimes «t 4d.,
1996a). Biochemische Analysen bedtétigten, dass Gfil sequenzspezifisch an DNA  bindet
und ds pogtionsunabhdngiger transkrptiondler Repressor die Expresson von Zielgenen
reguliert (Zweidler-McKay et a., 1996; Grimes et d., 1996a).

Sequenzvergleiche von Gfil und dem homologen Fektor Gfilb zeigte, dass de zur Familie
der SNAG-Proteine gehdren, wie auch die Proteine Snall und Slug (Grimes et d., 1996a;
Fuchs et d., 1997, Rodd e d. 1998). Allen Familienmitgliedern gemensam ig die
C-terminde Zinkfinger-Doméne und die charakteristische, stark konservierte 20 Aminosau
ren grole N-terminde SNAG-Doméne. Das Gfil Gen ig beim Menschen auf Chromosom
1p22 und bel der Maus in enem syntenen Bereich auf Chromosom 5 lokalisert (Bell e 4.,
1995; Roberts und Cowell, 1997; Chelsea et d., 2000). Das homologe Protein Gfilb ist auf
dem menschlichen Chromosom 9934.13 und auf dem Maus-Chromosom 2 lokdisert (R6-
dd e d., 1998; Tong et 4., 1998). Gfil und Gfilb snd zu 97 % homolog in der Zinkfin
ger-Domane und zu 95 % identisch in ihren SNAG-Doménen. Dieser Sequenzabschnitt ist
wahrscheinlich fir die Eigenschaft der Gfi Proteine ds transkriptionelle Repressoren und
fur die nukledre Lokdisation verantwortlich (Grimes et d., 1996; Rodd et a., 1998). Auch
binden beide Transkriptionsfaktoren virtuell an die gleiche DNA Konsensus- Sequenz.

Die hochste Expresson von Gfil wird in T-Zdlen des Thymus und in aktivierten peripheren
T-Zdlen gefunden (Gilks et a., 1993; Zornig et a., 1996; Schmidt et d., 19983, b; Karsut+
Ky et d., 2002a und 2002b). Der Befund, dass Gfil in dlen untersuchten TZdltumorlinien
und in HTLV1 transformierten Zdlen exprimiert it (Seka et a., 2001 und Arbeiten aus der
Gruppe von Prof. T. M6rdy), deutet auf eine Rolle dieses Proteins bel der mdignen Trans
formation von T-Zedlen hin. Tasichlich entwicken transgene Mause, die Gfil konditutiv in
T-Zdlen exprimieren auch T-Zdl Lymphome, dlerdings mit langer Laenzzeit und geringer
Inzidenz (ZoOrnig et a., 1996; Schmidt et d., 1998a, b). Bisher it nicht bekannt, wie Gfil
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be der mdignen Trandformation eingreifen kann. Frihere Arbeiten zeigten, dass eine hohe
Expressonsniveau von Gfil T-Zdlen unabhéngig von IL-2 machen kann (Gilks et d., 1993,
Zornig et a., 1996). Neuere Arbeiten aus dem Labor von Prof. W. E. Paul (NIH, USA) zei-
gen, dass Gfil fir die Expandon von Th2 Effektor-Zelen, eéner Untergruppe von T-Helfer
Zdlen, verantwortlich ist, und hier mit den Transkriptionsfaktor GATA3 kooperiert (Zhou
et al., 2002).

Die Bedeutung von Gfil in der T-Zdlentwicklung wurde deutlich durch Studien an transge-
nen Mausen und Zdlkulturen (Schmidt et al., 1998, b; Schejen et d., 1997). Protein und
RNA Andysen zeigten, dass Gfil wéhrend der T-Zdldifferenzierung, beginnend in der friv
hen T-Zdl Phase b-Sdektion bis zu Ausprégung der CD4/CD8 Einzelpostiven Populatio-
nen, exprimiert wird (Schmidt et a., 1998b). Weitere Hinweise fir die Rolle von Gfil in der
frihen T-Zdlentwicklung wurden aus Untersuchungen an Ick-Gfil transgenen Mausen ge-
liefert, die einen Block in der b-Sdektion durch einen reduzierten Antell der L-Zdlen zei-
gen und somit auch wenige refe CD4"- und CDS8*-T-Zdlen aufwiesen (Schmidt et 4.,
1998h). Diese Ergebnisse Uber die Rolle von Gfil in den T-Zelen werden durch Arbeiten
an Gfil defizienten Mausen in der Arbeitsgruppe von Prof. T. Mordy belegt (Karsunky et
al., 2002a; Holger Karsunky, Doktorarbet). Der Verlugt von Gfil fihrt be den Tieren zu
drastischer Schrumpfung des Thymus, auf eiwa 10 % der normalen Grole. Diese dezimierte
Zdlzahl ig vor dlem auf eine erhdhte Apoptoserate und auf enen Differenzierungsblock in
den friihen c-Kit"/DN-Populaionen des Thymus von Gfil defizienten Mausen zuriickzufiin-
ren (Holger Karsunky, Doktorarbeit). Weiter konnte festgestellt werden, dass die DN3 Sub-
population, die der b-Sdektion unterliegt, bei Gfil” Mausen verandert war. Wahrend die
Uberexpresson von Gfil den Durchtritt der E-Zelen durch diese Sdektion blockiert, be-
schleunigt der Verlust von Gfil diesen Vorgang der b-Sdektion, ohne jedoch eine hthere
Proliferationsrate der b-sdektionierten Zdlen zu bewirken. Ein weterer wichtiger Befund
aus den Gfil-KO Méusen ig die prozentud vermehrte CD8 Einzelpostive Zdlpopulation
(Schmidt et d., 1998b; Holger Karsunky, Doktorarbeit).

Gfil-KO Méause zeigen nicht nur enen Defekt in der T-Zdldifferenzierung, sondern haben
auch enen dramdaischen Phénotyp in der Determinierung der Myeoiden-Zdlen (Kasunky
et d., 2002a Hock et al., 2003). Die ersten Untersuchungen in der Gruppe von Prof. T. M6-
roy an Gfil-KO Méausen zeigte ene massve Neutropenie, d.h. Abwesenheit reifer Granulo-

zyten und eine Akkumulation von unreifen monozytéren Blagen. Die Stimulierung mit dem
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fir die Granulozyten-Reifung verantwortlichen Zytokin G-CSF lieferte den Befund, dass
Knochenmark-Vorlauferzdlen aus dem Gfil-KO Méusen nicht in der Lage snd, in Granu
lozyten zu differenzieren (Karsuky e d., 2002a). Kirzlich wurde die Beobachtung im
Maussysem durch Daten von Neutropenie-Patienten, die Aminosdure Mutationen in der
Gfil aufwiesen, belegt (Person et d., 2003). Zwe unabhdngige, heterozygote Mutationen
wurden in der Zinkfinger-Doméne von Gfil gefunden, wobel die ene Mutation zu ener
Bedantrachtigung der DNA-Bindung fihrte, die 2zwete kenen Einfluss auf de
DNA-Bindung hatte (Person et d., 2003). Diese Befunde weisen auf eine neue, bisher vdllig
unbekannte Funktion von Gfil hin.

Um wetere Eingchten in die biochemischen Wirkmechanismen von Gfil zu gewinnen,
wurden, in der Arbetsgruppe von Prof. T. Mordy Uber enen Hefe Interakti-
ons-Klonierungsverfahren  (2-Hybrid System) Bindungspartner von Gfil isoliet (Rodd et
d., 2000). Einer diesr Bindungspartner ist das Protein PIAS3 (engl. ,protein inhibitor of
dgnd transducers and activators of transcription” (STAT)), das urspringlich ds en negati-
ver Regulator des STAT3 Faktors und damit des Interleukin-6 Sgndweges, angesehen
wurde. Gfil kann diese negative Wirkung von PIAS3 auf STATS3 tellweise aufheben. Dies
fuhrt dazu, dass in Zdlen, die mit IL-6 stimuliert werden und dieses Signd Uber phosphory-
lietes STAT3 waelterleten, die durch STAT3 aktivierten Zidgene stérker transkribiert wer-
den. Rodd et d. konnten dies sowohl in Reportergenassays mit STAT3 abhéngigen Ziel-
genpromotoren zeigen, as auch mit priméren T-Zdlen aus CD2-Gfil transgenen Méausen
(Rodel et d., 2000). T-Zdlen aus CD2-Gfil transgenen Mausen proliferierten nach IL-6
Behandlung rascher ds wild-Typ Vergleichszelen ohne CD2-Gfil Transggen (Rodd et d.,
2000). Diese Daten belegen die Rolle von Gfil in Zytokin abhéngigen Signdwegen.

15 Zidsetzung der Arbeit

Zid der vorliegenden Arbet war es Daten zur Rolle, Funktion und zur Regulation des
Zinkfingerproteins Gfil in T-Lymphozyten zu erheben. Vorarbeiten aus der Gruppe von
Prof. T. Moroy liefien vermuten, dass Gfil an der Regulation von zwe wesentlichen Rel-
fungsschritten in der  Entwicklung von T-Zdlen beteligt is. Die Expresson dieses
transkriptiondl aktiven Faktors wéhrend der frihen Refungsprozesse im Thymus und in
reffen T-Zdlen nach Antigensimulation, nicht aber in refen, undimulieten T-Zdlen, lief3
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auf eine Funktion bel diesen Prozessen schliel¥en. Néhere Einblicke in die physiologsche
Funktion von Gfil ergab die Andyse von transgenen bzw. gendefizienten Mausen in der
Gruppe von Prof. T. Mordy.

Zur Andyse der Regulation und zur Bestimmung des Expressonsmuders eines Proteins in
vivo solite ein weteres Mausmoddl, das knock-in (KI) Modell, generiert werden. Hierbel
wird das grin fluoreszierende Protein (GFP) in den Leserahmen des zu untersuchenden
Gens eingeflgt. Diese Methode sollte verwendet werden, um einen Tel des Gfil Gers zu
deletieren, ohne die regulatorische Elemente, wie den Promoterbereich und das letzte Exon
mit dem Polyadenylierungssignd zu zerstéren. Es war begbschtigt, mit diessr Mausmutan
te, Gfil Expresson in primé&en Zdlen unter normaden oder experimentdl veranderten Be-
dingungen direkt und quantitativ mittels Durchflusszytometrie zu messen.

Vorangiges Zid der Arbeit war daher ene Gfil:GFP knock-in Maus herzugdlen. Deswe-
teren sollte, sowohl in vivo ds auch in vitro, an isolierten T-Zdlen Untersuchungen zur
Regulation, Proliferation, Apoptose und Signatransduktion durchgefiihrt werden.

Ein zweiter Themenkomplex <ollte die Frage betreffen, welche Rolle und Funktion Gfil
wahrend der T-Zdldifferenzierung im Thymus spidt. Zur Aufkldung bzw. zur Andyse
dieser Fragestellung wurden die von Karsunky et a. (20028) hergestellten Gfil” Tiere ver-
wendet. Als néchdes solite die Auswirkung des Gfil Verluses auf die Expressonen von
Genen in den Thymozyten der Gfil”" Tiere mit Hilfe von Oligonukleotid-Genchips analy-

Sert werden, die somit zur Identifizierung von Gfil Zielgene flhren sollte.

27



Material und Methoden

2. Material und Methoden

Einzeheiten zu den nicht ndher beschricbenen Standardmethoden sowie Zusammensetzung
gangiger Puffer und Losungen finden dch in Sambrook et d., (1989) sowie in Current
Protocols in Immunology, wenn nicht auf andere Literaturquellen verwiesen wurde. Des
weteren wird auf die Daenbldter der im Text genanten Hersdler verwiesen.

Chemikalien und Reagenzien wurden, wenn nicht anders angegeben, kommerzidll bezogen.

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Soweit nicht anders vermerkt, wurden dle Chemikdien und Enzyme von den Frmen
Invitirogen, Life Technologies, Merck Eurolab, New England Biolabs, Roche, Roth und
Sigma bezogen. Radiosktiv makiete Subgtanzen wurden von Amersham Pharmacia
Biotech bezogen. Oligodesoxynukleotide wurden von den Frmen Life Technologies und
MWG Biotech synthetisert.

2.1.2 Haufig verwendete L 6sungen

Bea Prozentangaben wird im Folgenden auf die Angabe (w/v) und (viv) verzichtet. Beim
Mischen von Hissgketen wurden immer Volumenprozente verwendet (einzige Ausnahme:

Glyceral); wurden Feddtoffe zu Losungen gegeben, efolgte die Berechnung dets in

Gewichtsprozenten.
Acrylamidlésung 38 % Acrylamid

2 % N,N'-Methylenbisacrylamid
100x Denhardts: 2 % Ficoll 400

2 % BSA

2 % Polyvinylpyrrolidon
Ethidiumbromidlésung 10 mg/ml  Ethidiumbromid (EtBr) in TE
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50x MOPS

PBS

Proteasainhibitoren 1000x: @)

b)

4x SDS-Probenpuffer

20x SSC

TAE

1 M MOPS
250 mM Natriumacetat
5 mM EDTA

137 mM NaCl

26 mM KCL

65 mM NaHPO,4
15 mM KH2PO4

1 mg/ml Apratinin
1 mgm E64

1 M NagVO4
1 M NaMoO4

1 mgm Bedatin

1 mgm Pepstatin

100 mg/ml Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF)

in 20 % DM S0/80 % Methanal (v/v)

62 mM Tris-HCI, pH 6,8
2 % SDS

10 % Glycerin

5 % b-Merkaptoethanol
0,025% Bromphenolblau

3 M NaCl
03 M Natriumcitrat

40 mM Tris-Acetat, pH 7,8
2 mM EDTA
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TBE

TE

WCE-Puffer

6xDNA-Puffer

Ampidilin (1000x)

Kanamycin (1000x)

LB-Medium

LB-Agar

90 mM Tris-Acetat, pH 7,8
10 mM Borsaure
1 mv EDTA

10 mM Tris-HCI, pH 7,9
1 mM EDTA

50 mM Hepes

20 mM NaF

450 mM NaCl

02 mM EDTA

1 % Nonidet-P40
25 % Glyzeral

5 % Glycerol

0,02 % Bromphenolblau
0,04 % Xylencyanol

1 mM EDTA

80 mgml

25 mgml

10 ¢l NaCl

10 gl Caseinhydrolysat
5 gl Hefe- Extrakt

pH 7,2 mit NaOH eingtellen

15 Jdl Bacto-Agar in LB-Medium
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2.1.3 Verwendete DNA-Sonden

Gfil
LKLF
TRAF5
1d1-(RY 1)
1d2-(RY?2)

0,8 kb EcoRI/Sacl genomisches Fragment
EST-Klone, EcoRI/Notl cDNA Fragment
EST-Klone, EcoRI/Notl cDNA Fragment
PCR-fragment
PCR-fragment

2.1.4 Verwendete Oligodesoxynukleotide

R.YUcd, diese Arbet
RZPD, Belin
RZPD, Berlin
R.YUcd, diese Arbeit
R.Y Ucd, diese Arbait

Die benutzten Oligodesoxynukleotide wurden von der Firma MWG- Biotech bezogen.

[d1-(RY 1) sense

ld1-(RY1) antisense

ld2-(RY2) sense

|d2-(RY2) antisense

d1 sense

|d1 antisense

|d2 sense

|d2 antisense

b-actin sense
b-actin antisense

5Cfil-I
3Cfil-|

SCfil-11
3Cfil-11

5-GAACGCCTCTCCCCTCCTTGTCC-3

5'-CGGTGGCTGCGGTAGTGTCTTTC-3

5-AGGATGATCGTCTTGCCCAGGTGT-3

5'-GCATTCAGTAGGCTCGTGTCAAAA-3

5-TCAGGATCATGAAGGTCGCCAGTG-3
5-TGAAGGGCTGGAGTCCATCTGGT-3

S-TCTGAGCTTATGTCGAATGATAGC-3'
5'-CACAGCATTCAGTAGGCTCGTGTC-3

S5-TCCTGTGGCATCCATGAAACT-3
5'-GAAGCACTTGCGGTGCACGAT-3'

5'-CCCGAGGCGCAGGTTTCTT-3
S-TTTGCGCAAGGGGTCAGGA-3'

5-CATTGTCAGGTGCGTGGCGAAAGA-3
5'-CTATTGATGGCAGGGCGGGGAGAG-3
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5Cfil-111
3Gfi1-111

SCTLA4-I|
3'CTLA4-I

5'-GCTTCGTTGGGCGTATTTATCCTC-3

5'-CCAGCCCCATCCCCAGT-3

S-CATTAGTATCTTGTGCGCCTTTGA-3
5-CATGGCCATCCCTCTTAGTCC-3

2.1.5 Verwendete Antikor per

DurchfluRzytometrie

(Anti-Maus Antikorper, Becton-Dickinson (BD), Cdtag und eBioscience)

Bezeichnung

CD3

CD4

CD8a

CD25 (II-2Ra)
CD44

CD43

CD117 (c-Kit)
CD62L

CD69

CD45R (B220)
CD90 (Thyl1.2)
a-TCRb
CD11b
CD49b/PartNK
Ter-119

Ly-6G (Gr-1)

CD16/CD32 (Feg I11/11)
T3.70 (a-HY-TCR)
CD127 (a-IL-7Ra)

a-BrdU (3D4)

Markierung

Biotin, APC

Biotin, PE, APC, PerCP-Cy5.5
Biotin, FITC, APC, PerCP-Cy5.5
FITC, PE, APC

FITC, APC, PE

Biotin, PE

FITC, PE, APC

APC

FITC, PE

Biotin, PE, APC

PE, APC

PE, APC

Biatin

Biotin

Biatin

Biotin

Fcg-Block

Biotin; Philippe Poussier, Toronto/Kanada

PE
FITC

Suibtyp

Hamgter 1gG
Ratte IgG2a
Ratte 1gG2a
Rette 1gG1
Ratte 1gG2b
Ratte IgG2a
Ratte 1gG2b
Ratte IgG2a
Ratte 1gG1
Ratte 1gG2a
Maus 1gG2b
Hamgter 1gG
Ratte 1gG2b
Ratte IgM
Ratte 1gG2b
Ratte IgG2b
Ratte 1gG2b
Maus IgGl
Ratte 1gG2a
MausgGl
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Immunoblot Verfahren

Bezeichnung

Gfil

GFP

Anti-Kaninchen

Anti-Maus

Anti-Ziege

Streptavidin-Konjugate

Beschreibung/V erwendung Herkunft
polyklonades Kaninchen Serum (1gG)

gegen murines Gfi- 1 Protein Schmidt et d., 1998
FITC-Konjugat Santa- Cruz

Peroxidase - gekoppelter Sekundér-
antikorper gegen priméare Kaninchen
Antikorper des Typs 1gG Fa Dianova

Peroxidase - gekoppelter Sekundéar-
antikorper gegen primére monoklonde
Maus-Antikorper des Typs 119G Fa Dianova

Peroxidase - gekoppelter Sekundéar-
antikorper gegen primére monoklonae

Ziegen-Antikorper des Typs 1gG Fa Dianova

FITC, PE, APC, PerCP-Cy5.5
gegen biotinylierte FACS-Antikorper Cdtag und BD
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2.2 Organismen

2.2.1 Verwendeter Bakterienstamm

DH5a: supE44, hsdR17, recA, DiacU169, (j 80lacZDM 15), endAl, gyrA96, thi-1, relAl
Langsam wachsender recA” Stamm, der dch fir die Trandformation und die
Vermehrung von Plasmiden eignet.

2.2.2 Mausestamme

Fur Verpaarungen wurden C57BL/6 Méause verwendet, zur cre-Deletion Cre-Deleter-Mause
des Mausstammes C57BL/6. Alle Tiere wurden unter SPF-Bedingungen gehalten.

2.3 Bakterien-Kultur

2.3.1 Herstellung kompetenter E.coli-Zellen

SOB-Medium: 20 gl Trypton,
5 gl  Hefe-Extrakt,
05 gl NaCl,
0,19 gl KCl,

pH 7,0, autoklaviert, vor der Benutzung: 5 ml MgCh2H,0 (2 M, Seril)

TB-Puffer 10 mM Pipes
15 mM CaCl-2H,0
0,25 mM KClI
pH 6,8 mit KOH
55 mM MnCl-2H,0
Sevilfiltriert

Zur Herstdlung bzw. zur Steigerung der Kompetenz von E. coli-Zdlen wurde die von Inoue
et a. (1990) beschriebene Methode verwendet. Die Bearbeitung der Zdllen erfolgte auf Eis.

250 ml SOB-Medium in enem 2 |-Erlenmeyerkolben wurden mit E. coli-Kolonien
angeimpft und bel 18 °C unter Schiitteln bis zu einer ODgoo Von 0,6 angezogen. Der Kolben
wurde dann fir 10 Minuten auf Eis abgekihlt. Anschliel?end wurde die Kultur 10 Minuten
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be 6000 Upm, 4°C abzentrifugiet und das Bakterienpdlet in 80 ml TB-Puffer (Eis
geklhlt) resuspendiert. Die Suspenson wurde erneut fur 10 Minuten auf Eis inkubiert.
Durch 10 Minuten Zentrifugation bei 6000 Upm und 4 °C wurden die Zdlen geerntet und
anschlielfend in 20 ml TB resuspendiert. Danach wurde der Suspenson DMSO zu ener
Endkonzentration von 7 % zugegeben, vorschtig gemischt und ermneut fur 10 Minuten auf
Bs inkubiet. Die Zdlsusgpenson wurde dann auf Eis in 200 — 500 pl-Aliquots in
Eppendorfgefal3e aufgetalt, in fluissgem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung
bei —70 °C gelagert.

2.3.2 Transformation kompetenter Bakterien

Fir die Transformation wurden je 100 pl tiefgefrorener kompetenter Zellen auf Eis
aufgetaut, mit der zu trandormierenden Plasmid-DNA versetzt und fir 20 Minuten in
Eiswasser inkubiert. Nach dem Hitzeschock ba 42 °C fir 30 Sekunden wurden die Zdlen
sofort wieder in das Eishad transferiert. Zur Regeneration wurden die Zdlen in 800 pl LB-
Medium 60 Minuten bel 37 °C unter Schittedn inkubiert und dann auf LB-Agarplatten mit
entsprechenden Antibiotikum-Zusdtzen bel 37 °C Uber Nacht selektioniert.

2.4 Molekularbiologische M ethoden

2.4.1 Rechnergestiitzte Sequenzanalyse

Fur die Hedgdlung genspezifischer Primer, fir Sequenzvergleche, Umschrelbung von
DNA in Proten oder die Ergdlung von Redriktionskaten wurde das Programm
.Lasergene DNAga“ und ,Clone Manager 5 (Scentific & Educationd Software)"
verwendet. Das Progranm ,Matlingpector*  (hitp:/genomax.gsf.de) ermdglicht  ene
definierte  DNA-Sequenz  auf  potetidle Bindestdlen fir  Transkriptionsfektoren  zu
untersuchen. Das Programm greift auf ene Daenbank zuriick, in der Konsensus-
Bindesequenzen (core-Matrix) fir bekannte Transkriptionsfaktoren gespeichert sind und
gibt die Kernsequenz-Ahnlichkeit in Prozent an.
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2.4.2 DNA-/RNA-Technik

24.2.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren in L ésung
Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch be ener Wdlenlgnge von | =
260 nm bestimmt. Dazu wurden die Nukleinsduren in der Regel 1:250 in Wasser verdinnt.
Dabe entsprechen:

10D260=50pug/ml  flr doppelstrangige DNA

10D260=40pug/ml fir enzelstrangige DNA oder RNA

24.2.2 Prapar ative I solierung von Plasmid-DNA (,, Maxiprap” )

Antibiotikaresstente Einzelkolonien wurden gepickt und in 2 ml Antibictikumhatiges LB-
Medium gegeben. Nachdem die Vorkultur dicht gewachsen war, wurden damit 500 ml LB-
Medium in enem 2 I-Kolben beimpft und Uber Nacht in enen Bakterienschiitler bel 37 °C
inkubiert. Die DNA-Prgparation erfolgte mit Hilfe des,,Maxiprap Kits* der Firma Qiagen.

24.2.3 Analytische I solierung von Plasmid-DNA (, Miniprap“ )
Puffer 1 (PL): 50 mM  TrigHCl pH 8,0
10 mM EDTA
100 pgm  RNaseA

Puffer 2 (P2) 02 M NaOH
1 % SDS

Puffer 3 (P3): 3 M Kaiumacetat
pH 5,5 eingdlen mit Essgsiure

3 ml Antibiotikumhatiges Medium wurden mit ener Kolonie Bakterien beimpft und Uber
Nacht bel 37 °C geschitttelt. Die dicht gewachsenen Bakterien wurden 2 Minuten bei 13000
Upm abzentrifugiert und das Pdlet in 150 pl P1 resuspendiert. Anschlielend erfolgte die
Lyse durch Zugabe von 150 pl P2 und 10 minitiger Inkubation bel RT. Schlieldich wurde
de Loésung mit 150 pl P3 neutrdiset. Nach 5 minldtiger Zentrifugaion bei
Maximalgeschwindigkeit wurde der Uberstand mit gleichem Volumen Isopropanol versetzt
und nochmas 15 Minuten abzentrifugiert. Das entdandene Pdlet wurde mit 70 % EtOH
gewaschen, getrocknet und dann in 50 pl TE aufgel 6.
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2424 I solierung von genomischer DNA

ES-Zdlen wurden in 750 pl Lysspuffer aufgenommen, Uber Nacht be 56 °C inkubiert und
anschlieRend zentrifugiert (Mikrofuge, 15 Minuten, 13000 Upm). Der Uberstand wurde mit
500 pl Isopropanol versetzt, die prézipitiete DNA wurde mit Hilfe einer Pipettenspitze in
en frisches Reaktionsgefdld Uberfuhrt, mit 70 % Ethanol gewaschen, zentrifugiert und in 50
ul TE aufgenommen. Die Lagerung von genomischer DNA efolgte be 4 °C.

MMTB-Puffer 100 mM  NaCl
80 mM  EDTApHS80
50 mM  TrigHCI pH8,0
02 % DS

Lysspuffer 750 MMTB-Puffer
35 u Proteinase K (10 mg/ml)

24.2.5 Agar ose-Gelelektrophorese

Redriktionsverdaute  DNA wurde in horizontalen Agarosegelen  aufgetrennt.  Je  nach
Fragmentgrof3e wurden 0,8-2,0 %ige Gee in TAE-Puffer mit 0,01 pg/ml Ethidiumbromid
verwendet. Die Gee wurden mit 0,1-3,0 ug DNA in DNA-Auftragepuffer beladen. Die
Auftrennung efolgte bet 100-160 V mit TAE ds Laufpuffer. Mit Hilfe des in die DNA
interkalierenden Ethidiumbromids konnte diese DNA bel einer Welenldnge von | = 302 nm
sichtbar gemacht werden. Genomische DNA wurde Uber Nacht bei 26 V aufgetrennt.

24.2.6 Restriktionsendonukleasever dau

Zu andytischen Zwecken wurde 1 pg Plasmid-DNA mit 1 U Redtriktionsendonuklease in
dem vom Hedgdler mitgdiefeten Puffer in 15 pul Gesamtvolumen fir 1 Stunde bel der
entsprechenden Temperatur, in der Regel 37 °C, verdaut. Fur préparative Zwecke wurden 5
10 ug Raamid-DNA in enem 50 pl Ansatz 2 Stunden verdaut. Die zugegebene Menge der
Redtriktionsendonuklease wurde dem Mal3stab des Verdaus angepald, war jedoch nie grofer
ds 10 % des Gesamtvolumens. Somit wurde sSchergestellt, dald die Enzymaktivitét nicht
durch eine zu hohe Glycerolkonzentration gehemmt wurde.
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24.2.7 Konversion Uberhangender DNA-Enden

Da es in @nigen Fdlen nicht moglich war, den Vektor und das DNA-Fragment (Insert) mit
komplementdren, Uberhdngenden Enden zu generieren, mussten Enden ohne Uberhang
erzeugt werden. Dabei wurden 5-Uberhdnge durch eine Auffilllresktion, 3-Uberhéange
durch ene Abbauresktion konvertiert. Hierzu wurde die Pasmid-DNA nach dem
Redriktionsverdau aufgereinigt und in 86 pl Wasser aufgenommen. Anschlieliend wurden
10 pl T4-DNA-Polymerase-Puffer, 1 pyl dNTP-Mix (10 mM), 1 pl BSA (5 mg/ml) und 2 pl
T4-DNA-Polymerase (3 U/ul, New England Biolabs) zugegeben. Der Ansatz wurde 30
Minuten ba 12 C und dann fir 10 Minuten bei 70 °C inkubiet, aufgereinigt und
anchlief¥end zur Ligation eingesetzt.

24.2.8 Dephosphorylierung von 5'-Enden der DNA

Um ene Rdigaion des Vektors und damit den nichtrekombinanten Hintergrund zu
veringern, wurde der zur Religation notwendige 5-Phosphatrest des Vektors hydrolytisch
abgespdten. Dazu wurde der Redriktionsansatz 15 Minuten vor Beendigung des Verdaus
mit 05 ul Alkalischer Phosphatase aus Rinderdarm (CIP, 10 U/ul, New England Biolabs)
versetzt. Im Anschlul3 daran wurde die Vektor-DNA vom Enzym mit Hilfe enes Qiaquick
PCR Purification Kits (Qiagen) aufgereinigt.

24.2.9 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden nach gddekirophoretischer Auftrennung  unter  UV-Licht mit
enem Skdpdl aus Agarosegelen ausgeschnitten. Zur Aufreinigung aus dem Gel wurde der
Qiaquick Ge Extraction Kit (Qiagen) verwendet. Wenn PCR-Produkte und von
Redtriktionsendonukleasen  verdaute  DNA  nicht durch  Geldektrophorese von  anderen
DNA-Fragmenten getremnt werden mufden, wurde der PCR-Purification Kit der Frma
Qiagen zur Aufreinigung verwendet.

24.2.10 Ligation

In 10 pl IxLigationspuffer (Takara) wurden 20 - 50 ng Vektor-DNA mit drei Aquivalenten
DNA-Fragment versstzt. Der Ansatiz wurde in Gegenwat von 05 pl T4-DNA-Ligese
(2 U/ul, Takara) 15 Minuten bel RT oder Uber Nacht 4 °C inkubiert.
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24.211 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Erzeugung von definieten DNA-Fragmenten zur Klonierung oder zur Amplifikation
von revers transkribieter RNA (RT-PCR) wurde die Polymerasekettenresktion verwendet.
Dea 50 yl Ansaz enthidt 50 ng Plasmid-DNA (bzw. 2 pl aus dem Ansaiz ener Reversen
Transkription), je 10 pmol eines 5- und eines 3-Oligodesoxynukleotides (Primer), 1l
dNTP-Mix (10 mM), 5 pl PCR-Puffer und 1 U Tag-Polymerase. Der Ansatiz wurde auf
95 °C erhitzt und nach 2 Minuten ba 95 °C wurde folgendes Programm mit 30-35 Zyklen

gestartet:

Denaturierung 15 Sekunden 95 °C
Primer-Anlagerung 20 Sekunden 55-65 °C (je nach Primer)
Tag-Polymerase-Resktion 60 Sekunden 72 °C (ca. 1 Minute/1000 nt Produkt)

Nach dem letzten Zyklus wurde der Resktionsansatz fir 5 Minuten bel 72 °C inkubiert. Je
5 Ul enes Ansatzes wurden durch Agarose- Geldektrophorese anadysert.

24.212 Hergelungradioaktiv markierter Sonden

Die fur die Hybridiserungstechniken verwendeten radioaktiv. markierten Sonden wurden
unter Verwendung der Megaprime Labeing Kits (Fa. Amersham) hergestellt. Entsprechend
den Angaben des Herstellers wurden 50 ng des zu markierenden Fragmentes, 50 uCi a-32P-
dCTP und 5 U Klenow-Fragment eingesetzt, und der Ansatz 20 Minuten be 37 °C
inkubiert. Nicht eingebaute freie Nukleotide wurden unter Verwendung des Nucleotide
Removd-Kits der Fa. Qiagen nach Angaben des Herdelers abgetrennt. Vor Einsaiz der
radioaktiv markierten Sonden wurden diese fir 5 Minuten bei 95 °C denaturiert.

24.2.13 Transfer von DNA (Southern Blot)

DNA-Fragmente wurden in einem Agarosegd eekirophoretisch  aufgetrennt. Anschlief3end
wurde das Gd 20 Minuten in 025 M HCl depuriniert und danach in 0,4 M NaOH
neutrdidert (20 Minuten). Zum Transfer der DNA auf eine Nylonmembran (Blotting-Nylon
Membran, Fluka) wurde die Methode des Schwerkraft-Alkdi- Transfers verwendet. Durch
UV-Vernetzung wurde die DNA in einem Strratdinker (Fa. Stratagene) bei 120 mJ kovaent

an die Membran gebunden.
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24.2.14  Isolierung von RNA

Das Arbeiten mit RNA efordert besondere Vorgchtsmaliahmen zum Schutz vor RNase-
Kontaminationen. Deshadb wurden auschliedich autoklavierte oder fur mindestens 3
Sunden bea 180 °C hitzederilidgete Gerdte verwendet. Losungen wurden mit Wasser
angesatzt, welches zuvor mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) behanddt worden war (0,1 %
DEPC, mehrere Stunden bal RT geriihrt, autoklaviert).

Gesamt-RNA wurde mit dem RNeasy Kit der Firma Qiagen nach Angaben des Herstdlers
isoliert. Zur Quadlitétskontrolle wurde 1 pg der RNA im Agarosegel aufgetrennt und unter
UV-Licht beurtellt. Die gewonnenRNA wurde photometrisch vermessen und bel -80 °C zur
Lagerung weggefroren.

24.215 Reverse Transkription

Fur die reverse Transkription wurden 4,5 pg Gesamt-RNA mit 3.3 pl Ersdrangpuffer (Life
Technologies) und 05 pl DNasal (Roche) in 25 pl Volumen fir 20 Minuten be 25°C
inkubiert. Die Resktion wurde mit 0,8 yul EDTA (75 mM) gestoppt. Nach Zugabe von 2 pl
Zufdlshexanukleotid (200 ng/pl, Roche) wurde dieser Ansatz fir 10 Minuten ba 70 °C
inkubiert und dann auf 4 C abgekihit. Je 12,5 pl des Reaktionsansatizes wurden in ein neues
Resktionsgefdd Uberfihrt und mit 25 pl Ergstrangpuffer, 05 pl MgCh (56 mM), 20 ul
DTT (100 mM), 05 wl RNasn (30 U/ul, Promega) und 1 pl dNTP-Mix gemischt. Nach
ener zwemindtigen Inkubation bei 37 °C wurde einem der beiden identischen Ansitze 1
Superscript™Il RT (200 U/ul, Life Technologies) zugefiigt, beide Ansitze wurden
anongen glech behanddt. Nach ener englndigen Inkubation be 49°C wurde die
Reverse Transkriptase durch eine 15 mindtige Inkubation bei  70°C inaktiviert.
Anschliefiend wurde 1 pl RNase H (2 U/ul, Takara) zugesetzt und 20 Minuten be 37 °C
inkubiert um die RNA aus dem Ansatz zu ertfernen.

24.2.16  Auftrennungvon RNA

Fur die eektrophoretische Auftrennung von RNA fanden denaturierende Formaldehydgee
Vewendung (Lehrach, 1977). Dazu wurden 1,5 g Agarose und 120 ml DEPC-behandeltes
in einem Erlenmeyerkolben aufgekocht und auf 60 °C abgekihlt. Danach wurden 26 ml
37% Formddehyd-Losung und 3 ml 50x MOPS hinzugefigt und das Gd in enen
waagerechten Schlitten gegossen. Von der aufzutragenden RNA wurden 5-10 pg bis zu
enem Volumen von unter 6 pl engedampft, mit 20-30 ul Denaturierungspuffer versetzt und
fir 15 Minuten be 56°C inkubiert. Nach Zugabe ener entsprechenden Menge 6x
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Probenpuffer wurden die Proben auf das Gd aufgetragen und bei 100 V fir etwa 6 h in 1x
M OPS-Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt

Denaturierungspuffer 356 W 37 % Formaldehyd-L 6sung
124 W Formamd
22 d  50x MOPS
1 d  Ethidiumbromid-Lsg.

24.2.17 Northern-Analyse

Kapillartransfer von RNA

De Trander Aufbau efolgte nach dem , Alkdi- Schwehrkraft-Blot* Prinzip (Koetser et al.,
1993). Das Formaddehydge wurde jedoch zuvor 20 Minuten in 10x SSC &quilibriert und as
Trandferlosung wurde 10x SSC verwendet. Der Trandfer erfolgte ausschliedich auf Hybond
N+ Membranen (Fa. Amersham). Zur kovaenten Bindung der RNA an die Membran wurde
diee in @nem UV-Stradinker (Fa Stratagene) fir 30 Sekunden mit 120 mJcn?

kreuzvernetzt.

Hybridisierung von RNA auf Nylonmembranen

Be der Hybridiserung wurde anaog der DNA-Hybridiserung vefaren. Fir die
Préhybridiserung und Hybridiserung wurde diesslbe Losung benutzt, die Inkubationen
fanden bei 65 °C datt.

Hybridiserungd 6sung 7 % SDS
1 % BSA
15 % Formamid
02 M NaHPO4/NaH>PO4, pH 7,2
2 mM EDTA
1 m Heringssperma-DNA (10 mg/ml),  denaturiert;
ad 100 ml DEPC-H,0
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2.4.2.18  Chromatin Immunopr &zipitation

Mit diessr Methode konnen in Zdlsysemen in vivo-Bindungen von Protenen an
genomischer Kern-DNA nachgewiesen werden. Zuerst erfolgte der DNA/Protein-Crosdink
in Thymozyten aus der Wildtyp (WT) und Gfil-KO Maus. Dafir wurden 7x10” Zelen
zweimd mit katem PBS gewaschen und danach durch Zugabe von 1/10 Volumen vom
11 %igen Formddehyd fixiert. Dabe efolgte die kovdente Bindung der interagierenden
Proteine an die DNA. Die Fixieeung wurde nach 1 Stunde durch Glyzerin-Zugabe
(Endkonzentration 0,125 M) beendet. Anschlief?end wurden die Zdlen durch Zentrifugetion
fir 5 Minuten bei 1000 Upm geerntet, in kadtem PBS resuspendiet und schlieldich
aufeinderfolgend je 20 Minuten zuerst mit dem Puffer A (0,25 % Triton X-100, 10 mM
EDTA, 05 mM EGTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8,0) und zuletzt mit dem Puffer B (200 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 05 mM EGTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8,0) grindlich gewaschen.
Danach wurde das abzentrifugierte Pdlet im IP-NP40 Puffer (50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 500
mM NaCl, 1% NP-40, 3% BSA, inklusv Protease-Inhibitoren) resuspendiert und 5 x 15
Sekunden mit Ultraschal behanddt, um die genomische DNA in Fragmente zwischen 500
1000 bp zu zekleinen.. Fur die Chromatin Immunoprézipitation wurden die sonfizierte
DNA mit IP-NP40 Puffer auf 1 ml aufgeflllt und Uber Nacht be 4 °C mit 20 pg des
entsprechenden  Antikérpers (a-Gfil, Schmidt et d., 1998) inkubiert. Die Bindung der
gebildeten Immunkomplexe erfolgte durch Zugabe von je 100 pl Protein G-Sepharose und
anschliel}ender Inkubation fur 3 Stunden bei 4°C. Die Préazipitate wurden 6x mit je 5 ml IP-
NP40 Puffer, eénma mit 5 ml Hochsdz-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 500 mM M NaCl,
1% NP-40, 3% BSA, 02 mM EDTA) und zum Schluss zweimd mit je 5ml 1P Puffer (50
mM TrissHCI, pH 7,5 500 mM NaCl) gewaschen. Die DNA/Protein-Komplexe wurden
durch zweimdige Inkubation mit je 50 pl TE-Eutionspuffer (mit 1 % SDS) fur 15 Minuten
be Raumtemperatur euiert. Zum Eluat wurde DNase freie RNase A (50 pg/ml) zugegeben
und fir 30 Minuten bel 37 °C inkubiert. Die Proteine wurden mit Proteinase K (500 pg/iml)
zuerst bei 37 °C fir 2 Stunden, anschlief3end bel 65 °C fir 6 Stunden verdaut.

Die DNA-Extraktion efolgte mit je 500 pl Phenol:Chloroform:lsoamyldkohal (25:24:1).
Die Ansdize wurden fir ene Minute mit einem Vortex-Gerét gemischt und anschliel3end fir
5 Minuten be 13000 Upm zentrifugiert. Nach Zugabe von 20 pg Glykogen und 500 pl
Ethanol (96 %) zur separierten oberen wéssrige Phase, efolgte die DNA-Falung be -20 °C
Uber Nacht. Diese Ansdtze wurden anschliefiend bel 14.000 Upm fir 15 Minuten bel 4°C
zentrifugiet und das entstandene Pdlet 2x mit 70 % -igen Ethanol gewaschen. Das
luftgetrocknete DNA-Pdlet wurde in 50 pl derilem TE-Puffer aufgenommen und je 1-3 pl
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kamen as Template in der PCR zum Einsatz. Die PCR erolgte wie oben beschrieben. Die
PCR Produkte wurden in enem 2% -igen Agagrosegd mit Ethidiumbromid aufgetrennt
und anschliefRend unter UV-Licht sichtbar gemacht.

2.4.3 Protein-Techniken

2431 Herstellung von Gesamtzellproteinextrakten

Vor Gebrauch des WCE-Puffers wurden Proteaseinhibtoren frisch zugegeben.

Zur |solierung von gesamtzdluléren Proteinen wurden Zdlen ener konfluent bewachsenen
Gewebekulturschde oder Suspensonszdlen dreima mit eiskdtem PBS gewaschen. Die
adh&rent wachsenden Zellen wurden anschlie?end mit Hilfe eines Gummischabers in 1 ml
PBS von der Schde abgdds. Die Zdlen wurden dann abzentrifugiert (Minifuge, 2 Minuten,
2000 Upm, 4°C) und in 100 pl WCE-Puffer (inkl. Proteasainhibitoren) aufgenommen.
Unlddiche Bedtandteile wurden durch Zentrifugation abgetrennt (Eppendorfzentrifuge, 10
Minuten, 14000 Upm, 4 °C). Die im Uberstand enthatenen Proteine wurden nach einer
Proteinbestimmung in Aliquots be -80 °C gelagert.

24.3.2 K onzentr ationsbestimmung von Proteinen

Zur Proteinbestimmung wurde en kommerziel erhdtliches Farbreegenz (Bradford-
Reegenz, Bio-Rad) benutzt. 2 nl der jeweiligen Probe wurden mit 800 nl Wasser und 200 ni
Fabreagenz in ener Polystyrol-Einmakivette vermischt und fir 15 Minuten be RT
inkubiert. Aus enem Learwert und ener Verdinnungsehe aus BSA-Standards (1 mg/ml)
wurde ene Kdibrierkurve ersdlt. Die Auswvertung efolgte mit einem Photometer be | =
595 nm.

2.4.3.3 Auftrennung von Proteinen (SDS-Page)

Zur  eekirophoretischen  Auftrennung von  Proteinen wurden  diskontinuierliche,
denaturierende  SDS-Polyacrylamidgele verwendet (Laemmli, 1970). Zundchst wurde das
Trenngdl gegossen und mit 1 ml Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde
der Isopropanol entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und der Probenkamm
eingesetzt. Die Proteinproben wurden vor der Elektrophorese mit einem Volumen 2x SDS-
Probenpuffer versetzt und fir 5 Minuten bel 95 °C denaturiert. Die Elekrophorese erfolgte
bel 20 mA fir 2-3 Stunden in 1x SDS-Laufpuffer.
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Tabelle 1:  Zusammensetztung der denaturierenden Proteingele
Trenngd Sammelgd

10 % 12,5 % 15% 4%
Trenngel puffer 25m 25m 25m —
Sammegdpuffer - - - 1,25m
H20 4,09 m 325m 2,42 m 3,03m
Rotiphoress® Gel 30 3,33ml 4,17 m 5,00 m 0,67 ml
10 % APS 50 50 u 50 25U
TEMED 30 30 0 25U
Trenngd puffer 15 M Tris-HCI, pH 8,8

04 % DS

Samme gd puffer 05 M Tris-HCI, pH 6,8

04 % SDS

10x SDS-Laufpuffer 0,25 M Tris-Base
19 M Glyzin

1 % SDS

Rotiphoress® Gd 30 (Roth) 30 % Acrylamid
08 % Bisacrylamid
2434 Protein-Transfer (Western-Blot)

Fur die Immobiliserung von Proteinen auf einer Membran wurde das sogenannte ,,semi-
dry* Vefaren in einer Trander-Apparatur (Fa. Keutz) angewandt. Dazu wurde auf der
Anode en Blot in nachsehender Reihenfolge aufgebaut: 3 Whaman 3MM-Pepiere mit
Anodenpuffer 1 angefeuchtet, 4 Whatman 3M-Papiere mit Anodenpuffer 2 angefeuchtet,
ene Nitrozdlulosemembran (Fa Schleicher & Schudl) ebenfdls mit  Anodenpuffer 2
angefeuchtet, das Proteingd und abschlieflend 5 Whatman 3M-Papiere mit Kathodenpuffer
angefeuchtet. Der Transfer fand fir 2 Stunden bei 1,5 mA/cn? Membran stait. Danach

wurde die Membran zur Kontrolle eines homogenen Tranders und zum Markieren der
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Standardbanden mit 0,2 % (w/v) Ponceau+S in 3 % (w/v) Trichloressgsaure geférbt und mit
PBS wieder entfarbt.

Anodenpuffer 1 25 mM Tris-HCI
20 % Methanol
pH-Wert auf 10,4 eingtellen

Anodenpuffer 2 300 mM Tris-HCI
20 % Methanol
pH-Wert auf 10,4 eingtellen

Kathodenpuffer 25 mM Tris-HCI
40 mM 6- Aminohexansiure
20 % Methanaol

pH-Wert auf 9,4 eingtelen

24.35 Immunologischer Nachweis

Vor Zugabe des primdren Antikorpers wurde zur Absitigung freer  unspezifischer
Bindungsstdllen die Membran zundchgt fir 30 Minuten in PBS05% Tween20/5 %
Magermilchpulver geschwenkt. Hiernach wurde der Ergt-Antikorper in  entsprechender
Verdinnung in dersdben Lésung zugegeben und fir 2 Stunden unter leichtem Schiitteln
inkubiert. Nach mehrmaigem Waschen mit PBS/0,1 % Tween20 wurde die Membran fur 2
Sunden be RT mit enem Mearetichperoxidase-gekoppelten  Sekundérantikorper
inkubiert. Der Blot wurde nach wiederholtem Waschen mit PBS/0,1 % Tween20 in en
luminiszielenden Losung der Fa  Ameshan (ECL) gdegt und anschlielfend
autoradiographisch ausgewertet.
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2.5 Zdlkultur-Techniken

2.5.1 Medien/L 6sungen und mitogene Substanzen

anti-CD3e
anti-CD28
2-Mercaptoethanol
Concanavain A
DMEM

ESGRO®-LIF

FBS

G418

Gancidovir (Cymeven)
Gentamicin

Interleukin-2 (recombinant)
L-Glutamin

Mitomycin C

Na-Pyruvet
nicht-essentielle Aminosauren
Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640

Trypsr/EDTA
Lipopolysaccharid- Stamml ésung:

100 mg/ml (Klon 2C11; Fa. Pharmingen)
100 mg/ml (Klon 37.51; Fa. Pharmingen)
10 mM (Fa Invitrogen)

1 mg/ml PBS (Fa. Sigma)

Dulbeccos modifiziertes Eagles Medium mit
4.5 % (w/v) Glucose; pH 7,0 (Fa. Invitrogen )
10" Unitgml

Fotales Rinderserum (Fa Invitrogen)

100 mg/ml PBS (Fa. Invitrogen)

400 mM in PBS (Fa. Syntex, Roche)

10 mg/ml H,O (Fa. Invitrogen)

100 pg/ml PBS0,1 % FBS (Fa. Sigma)

200 mM L-Glutaminin PBS (Fa Invitrogen)
1 mg/ml PBS (Fa. Sgma)

100 mM (Fa. Invitrogen)

100x in PBS (Fa. Invitrogen)

10.000 U Penicillin/210.000 U Streptomycin
(Fa. Invitrogen)

Roswell Park Memorid Ingtitute 1640
Medium; pH 7,0 (Fa Invitrogen)

Ix Trypsn/EDTA (Fa ICN)

LPSausE. coli, Serotyp O111:B4 wurdein einer

Konzentration von 5 mg/ml in gerilem H,O ge6st und bel —20 °C gelagert.
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252 ESZellkultur

Zur Hergdlung heterozygoter Gfil:GFP knock-in Alld ES-Zdlen wurde die Linie R1
verwendet, die von A. Nagy (Mount Sina Hospitd, Toronto, Canada) zur Verfligung
gestdlt wurde. Die Kultivierung efolgte in Cytoperm Brutschrénken (Fa Heraeus) bel 6,5
% CO2-Gehdt und 95 % rdativer Luftfeuchte ES-Zdlen wurden sets auf MEF-Zdlen in
Anwesenheit von 500 U/ml LIF (Leukemia Inhibitory Factor) kultiviert. Zur Vorbereitung
der Zelen fir die Blastozysten-Injektion oder Elektroporation wurden die ES-Zdlen fir ca
40 Minuten auf MEF-Zdlen-frée Kulturschaen inkubiert und anschliefend der Uberstand
mit den ES-Zelen abgenommen, um die MEF-Zédlen abzutrennen.

ES-ZdImedium 80 % DMEM
20% FBS
01 mM nicht-essentielle Aminosiuren
1 mM Na Pyruvat
2 mvi L-Glutamin

10° M 2-Mercaptoethanol
1.000U Penicillin/Streptomycin
500 U LIF

2521 Transfektion und Selektion von ES-Zellen

Die Transfektion der ES-Zellen erfolgte durch Elektroporation. Dazu wurden 7,5 x 10° R1
ES-Zdlen in 750 yl PBS aufgenommen und 40 ug lineariserte Vektor-DNA in 50 yl PBS
hinzugegeben. Die Elektroporation efolgte durch einen Stromstol3 von 250 V und 500 pF
mittels Gene Pulser Il der Fa Biorad. Anschlielfend wurden die Zdlen mit 10 ml ES-
Zdimedium in 90 mm Platen (Fa Nunc) auf Neomycin-resstente MEF-Zdlen ausgesi.
12-18 Stunden nach der Elektroporation wurde das Medium gegen Sdektionsmedium mit
250 pg/ml G418 und 2 uM Ganciclovir ausgetauscht. Nach ca 8 Tagen Sdektion mit
taglichem Mediumwechsd konnten einzelne Klone mit Hilfe eines Mikroskops isoliert und
in 96-Lochplatten trandferiert werden. Nach Dichtwachsen der 96-Lochplatten wurden die
Zdlen af ene mit MEF-Zdlen bedeckte 48- und eine gdantinisete 24-Lochplaite
aufgeteilt. Die 48-Lochplaite wurde nach zwei weiteren Tagen Kultur und Zugabe von 100
ul Einfrieemedium pro Vetiefung ba -80 °C weggefroren. Die 24-Lochplate diente zur
DNA-Extrektion und deren Andyse durch das SouthernBlot Verfahren. Nach
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Identifiziierung von Klonen mit entsprechender homologen Rekombinationsereignis wurden
diese aus der 48-L ochplatte aufgetaut und expandiert.

25.2.2 Her stellung von embryonalen Mausfibroblasten (M EF)

Trachtige C57/BI6 oder MTK-Neo wurden am Tag 13-14 post coitum getotet und die
Embryonen isoliert. Nach Entfernung des Kopfes und dler inneren Organe wurde der Torso
mechanisch zerkleinert. Das Gewebe wurde einma mit PBS gewaschen und fir 2 x 15
Minuten in  TrypsWEDTA-Losung inkubiert. Die jeweiligen Uberstédnde  wurden
abgenommen und en gleicher Tell Medium hinzugegeben. Anschliel?end wurden die Zdlen
abzentrifugiert und mit ener Dichte von 5 x 10° Zdlen pro 145 mm Zelkulturschde (Fa
Nunc) ausgesét. Konfluent gewachsene Kulturen wurden im Verhdtnis 1.5 aufgetalt. Vor
Einstiz der MEF-Zdlen fir die ES-Kultur wurden diese fir 3 Stunden mit Mitomycin C
(0,01 mg/ml) behanddt, trypsniert und auf entorechende 90 mm Kulturschaen bzw. 96-
und 48-Lochplatten ausplattiert.

2.5.3 Passagieren von Zellen

Zdlen, die die Gewebekulturschde konfluent bewachsen haten, muden auf neue
Kulturschden vertelt werden. Die Ablosung der Zdlen efolgte nach enmaigem Waschen
mit PBS durch Inkubation in 0,5 %Trypsin/0,2 %EDTA. Der Prozef3 wurde durch Zugabe
des funffachen Volumens Zdlkulturmedium (DMBEM+10 % FBS) gestoppt und die Zedlen
auf neue Schalen verteilt.

2.5.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fir die langfridige Lagerung von Zdlinien wurden die Zdlen durch 5-mindtige
Zentrifugetion bel 1000 Upm pdletiet und in 1 ml Einfrieemedium resuspendiert. Die
Zdlsugpension wurde in - Einfrierréhrchen (Fa Nunc) trandferiert und in Qualifreezer
Cyroenfrierbehélter (Fa Nunc) bei -80 °C weggefroren. Nach 24 Stunden konnten die
Rohrchen in flissgen Stickgtoff Uberfihrt werden. Das Auftauen der Zdlen erfolgte
moglichg schndl in enem 37 °C-warmen Wasserbad. Anschliel®end wurden die Zdlen in
en 15 ml PP-Rohrchen Uberfihrt und tropfenweise entsprechendes Medium zugefiigt. MEF
Zdlen wurden direkt ausplatiert und bei ES-Zdlen wurde durch Zentrifugation zunéchst

48



Material und Methoden

das DMSO-hdtige Einfrieemedium abgetrennt und die Zdlen in frischem Medium
aufgenommen.

Einfriermedium 50 % vodllgandiges Medium
40 % FBS
10 % DMSO

2.5.5 Isolation von T- und B-Lymphozyten aus Organen

2551 Herstellen einer Einzelzellsuspension

Ba den Vesuchen mit primé&en T-Zdlen und B-Zdlen war es notwendig, zuné&chst die
Zdlen in Suspenson zu bringen. Dazu wurden Thymus und Milz zwischen zwe
gechliffenen Objekttrégern in katem PBS1% FBS zerieben. Zur Untersuchung der B-
Zdlen im Knochenmark wurden Femur und Tibia, nachdem das Fell und umliegendes Fett-
und Muskelgewebe sorgfdltig entfernt wurden, mittds ener Spritze und Kanile mit PBS
gespult. Die Zdlen wurden gewaschen und zur Abtrennung von Gewebereste Uber mit
Baumwolle gestopfte Pesteurpipetten filtriet. Nach 5 minitiger Zentrifugation bei 1000
Upm wurden die Zdlen in Medium aufgenommen. Die Bestimmung der Zdlzahl efolgte
gets mit dem Zdlzéhigerét CASY-1 (Fa. Schérfe).

255.2 Erythrozytenlyse

Vor der weteren Aufreinigung von Lymphozyten, besonders aus der Milz und
Knochenmark, war es zT. notwendig die Erythrozyten zu lyderen. Dazu wurden
abzentrifugierte Zdlen jewels ener Milz in 1 ml 1x Ammoniumchlorid-Lysispuffer (Fa
Pharmingen) aufgenommen und fir 5 Minuten be RT inkubiert. Anschlie?end wurden 10
ml vollgéndiges Medium hinzugegeben, um die Lyssresktion zu stoppen. Nach erneuter
Zentrifugetion konnten die Zdlen zur weteren Vewendung in Medium oder PBS
aufgenommen werden.

2553 Aufreinigung von Zedlendurch MACS (Magnetic Activated Cell Sort)

Die magnetische Sortierung von Zedlen ermdglicht die quantitative Ausbeute hochreiner
Zdlpopulationen aus verschiedenen Geweben (hier: Milz und Lymphknoten). Die Zdlen
werden dabel entweder negativ sortiert, d. h. dle nicht gewlinschten Zdlen werden aus dem
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Zdlgemisch depletiert, oder die gewinschten Zdlen werden postiv direkt aus dem
Zdlgemisch sortiet. In beden Fdlen werden die Zdlen mit enem fir den Zdltyp
pezifischen monoklonden Antikdrper (MAK) markiert. Entweder it der spezifische mAKk
direkt an superferromagnetische Partikd (Microbeads) gebunden, oder der spezifische mAKk
wird von @nem Zwat-AntikOrper erkannt. Dieser Zwet-AntikOrper it an Microbeads
gebunden und erkennt den Fc-Antel des Erst-Antikorpers. Die Kopplung der Microbeads
an die Zdle geschieht so indirekt. Die an Microbeads gebundenen Zdlen konnen in @nem
magnetischen Feld Uber ene Saule des aultoMACS Gedls getrennt werden. Die
methodischen Einzdheiten snd aus den Angaben des Hergdlers erschtlich (Miltenyi
Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschiand).

Die Quditét der Aufrenigung wurde gets mittels Durchflul®zytometrie Uberprift und lag
durchschnittlich bel 85 % bis 96 %.

2.5.6 Kultivierung von murinen Lymphozyten

Die Kultivieeung primé&rer Lymphozytenkulturen efolgte in Cytoperm Brutschranken (Fa
Heraeus) bei 37°C, 5 % CO, und wassergeséttigter Atmosphére in sog. MTC-Medium. Alle
Simulationsexperimente wurden mit einer Zdldichte von 1 — 2 x 10° Zdlem MTC-
Medium durchgeftihrt.

MTC-Medium 8 % RPMI 1640
15 % FBS
01 mMm nicht-essentielle Aminosauren
1 mM Na-Pyruvat
2 mvi L-Glutamin
10° ™M 2-Mercaptoethanol
1000 U Penicillin/Streptomycin
100 pgm  Gentamidn

Fur die Stimulaion von T-Zdlen in vitro wurden die mitogenen Substanzen a-CD3
Antikorper, a-CD28-Antikorper und Concanavalin A zundchst in den Zdlkulturschaen
immobilisert. Dazu wurden die fir diese Versuche benutzten 96- bzw. 24-Lochplatten mit
jeweils 20 pl bzw. 100 pl einer Lésung der jewelligen mitogenen Substanz in PBS fur 1
Stunde bel 37 °C inkubiert. Die im Ergebnigell angegeben Konzentretionen beziehen sch
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immer auf die Endkonzentration des Mitogens. Zur Stimulierung von B-Zdlen wurde LPS
in einer Konzentration von 100 ng/ml in das Medium zugegeben.

2.6 Zytomelrie

2.6.1 Durchflul3zytometrie

26.11 Dar stellung von Oberflachenmarkern

Mit Hilfe der Durchfluizytometrie (FACS) konnen Zdlpopulationen aufgrund ihrer
Morphologie, der Expresson fluoreszierender Molekile wie dem GFP-Protein, und durch
Dargdlung von Oberflichenmolekilen Uber Fuoreszenzfarbstoff-konjugierte  Antikorper
anadlysert und sortiet werden. Fir die Anayse von Obefléchenproteinen auf Leukozyten
mittels Durchflul3zytometer wurden Einzdzelsuspensonen wie unter 255.1 beschrieben
hergestellt und 1x10° Zellen in 300 pl PBS2 % FBS aufgenommen und in 5 ml Polysteren
Rundbodenrohrchen  Gberfihrt.  Entsprechende  Mengen an  Fluorochrom-  oder  Biotin-
gekoppeter Antikorper (je nach Hersteler 1-5 pl Antikorperlésung) wurden  hinzugegeben
und die Ansdize fir 30 Minuten unter Lichtausschluss auf Eis inkubiert. Die Proben wurden
nach enmadigem Waschen der Zdlen mit CdlWash (Fa Becton Dickinson) in 1 ml
CdlWash resuspendiert. Die Andyse der Zdlen efolgte unter Verwendung eines FACScan
Cdibur (dle Fa Becton Dickinson) und mittedds des Computerprogramms CdlQuest (Fa
Becton Dickinson). Dabel wurden zunéchst Uber die Parameter Vor- und Seitwértsstreulicht
lebende, intakte Zedlen dekironiscch ausgewdhlt und mindestens 10.000 Signde
aufgenommen.

Die Sortierung verschiedener Zelpopulationen wurde an einem FACS-Vantage und FACS
DiVA der Fa. Becton Dickinson durchgeftihrt.

Fur die spdtere Auswertung der Messdaten wurden neben CellQuest noch die Programme
FlowJO (Tree Star) und WinMDI (TSR, Freie-Sofware von Joe Trotter) benutzt.
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26.1.2 Intrazellulére FACS-Analyse

Intrazdlul&re  Immunfluoreszenzfabungen  fir FACS Andysen  efolgen  wie  flr
Oberflachen-Farbungen beschrieben, nur dass die Zellen vor der Farbung durch 2 %
Paraformadehyd fixiert wurden (20 Minuten. be 4 °C) und in den Farbe- und Waschpuffer
0,1 % Saponin zur Permegbiliserung der Zdlmembran zugegeben wurde. Vor der FACS
Messung wurden die Zellen in PBS gewaschen (zum Prinzip der FACS Andyse sehe
oben).

Alternativ wurde zur Fixierung und Permesbiliserung der Zdlen das CytoFix/CytoPerm:
Kit (Becton-Dickinson) nach Angaben des Herstdllers benutzt.

2.6.1.3 Detektion apototischer Zellen Giber AnnexinV

Die Andyse gpoptotischer Zdlen efolgte unter Verwendung des ,Apoptosis Detection Kit*
der Fa Pharmingen nach Protokoll des Hersdlers. Sollte die AnnexinV  Anféarbbarkeit
enzener Populationen differenziet dargestelt werden, wurde auf die Inkubation mit Pl
verzichtet und dattdessen PE- oder PerCP-gekoppete Antikorper eingesetzt und die Zdlen
zusitzlich einmd mit CellWash gewaschen.

26.14 Bestimmung der DNA-Syntheser ate

Die Zdlvermehrung ist mit der Replikation genomischer DNA verbunden, so dal3 die DNA
Neusynthese ds Parameter fur die Zdlproliferation und auch fir die Regulation der DNA
Synthese verwendet werden kann. Der Einbau von5'-Bromo-2'-Deoxyuridin (BrdU) in
neusynthetiserte DNA  emoglicht daher die Bestimmung der Zdlproliferation Uber die
Messung der eingebauten BrdU.

Die Méuse erhidten ene einzige intraperitonede (i.p.) BrdU (Roth)-Injektion in einer Dosis
von 1,8 mg/200 pl und anschliffend in @nem Zetraum von 3 Tagen Uber das zugefihrt. Zu
bestimmten Zetpunkten wurden die Organe entnommen und die Zdlen fir die Messung der
BrdU-Einbau wie oben besxchriecben verarbeitet. Die weiteren  Schritte  zur
Oberflachenmolekilen und intrazdluléren BrdU-Farbung fir die FACS-Andyse efolgten
wie unter Punkt 2.6.1.1 und 2.6.1.2 aufgefihrt. Die Zdlen wurden mit FITC-konjugiettem
anti-BrdU Antikorper (Caltag) nach den Instruktionen des Herstellers geférht.
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2.6.2 Immunofluoreszenz

Immunfluoreszenz (IF) - Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 7
100 mM NaCl
0,05 % Tween 20
05 % BSA

Um Thymozyten fir die Immunofluoreszenzandyse vorzubereiten, wurden zunéchst
Einzdzdlsugpensonen hergesdlt. Die Zdlen wurden in @nem klenen Volumen PBS auf
vorher mit einem Fettdtift markierte Objektiréger aufgetropft, getrocknet und mit Roti-
Higofix (45 % Formddehyd-Lésung, Fa Roth) fixiet. Anschlieffend mit 2x mit PBS
gewaschen, 30 Minuten mit IF-Puffer &quilibriet und 1 Stunde mit dem entsprechenden
Primér-Antikorper  (a-GFP, Santa-Cruz) inkubiert. Darauf wurde dreima mit PBS
gewaschen und der fluoreszenzmarkierte (FITC) Zweit-Antikdrper zugegeben und erneut
beé RT im Dunken fir 1 Stunde inkubiert. Der Kern wurde fur 30 Minuten mit DAP
gefarbt. Nach neuerlichem Waschen mit PBS und entfernen der Uberstehenden Flissigkeit
wurden die Zdlen mit dem Prolong Antifade-Kit (Fa. Molecular Probes) eingedeckelt. Die
Immunofluoreszenzaufnahmen  wurden an dem Lasar-ScanrMikroskop (Fa Zess)
durchgeftirt.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Gfil Expresson wahrend Lymphozyten-
Entwicklung anhand der Gfil:GFP knock-in Maus

3.1.1 Generierung einer Gfil-defizienten Mausmutante durch “knock-in“ eines

Reportergens

Die gezidte Mutagenese von Genen in der Kembahn von Mausen erdffnet neuartige Mog-
lichkeiten, Einblicke in die in vivo Funktion diesr Gene und ihrer Rolle im Immunsystem
zu elangen. Um sowohl die Expresson und Regulation as auch die Funktion von Gfil in
enem Organismus untersuchen zu konnen, wurde durch homologe Rekombination in pluri-
potenten embryonden Stammzellen ene Gfil-defiziente Mausmutante generiert, in der das
Reportergen GFP in den Gfil Leserahmen inseriet wurde. Der grof¥e Vortell dieser
knock-in (KI) Strategie liegt darin, dass es moglich i, in heterozygoten Mausen, die auf
enem Alld noch das funktionstiichtige Gfil exprimieren, die Expresson und Regulation
dieses Gens auf dem anderen Allel Uber das GFP untersuchen zu konnen, wéhrend der lo-
mozygote Zustand der Gfil:GFP Mé&use einen knock-out (KO) darstellt.

3.1.2 Klonierung des Gfil: GFP Rekombinationsvektors

Die Strategie zur Insartion und somit auch zur Inaktivierung des Gfil Gens durch das GFP
wurde s0 gewdhlt, dass fagt der gesamte Leserahmen des Gfil Gens bis auf das dritte und
sebte Exon durch die cDNA des GFPs und ener Neomycin-Resistenz (Neo) Kassette &-
szt wurde (Abb. 3.1). Diese beiden Gene wurden von beiden Seiten von unterschiedlich
langen homologen Bereichen des Gfil genomischen Lokus flankiert. Der 6 kb lange 5' ho-
mologe Bereich benhdtet dle 5 regulatorischen Elemente des Gfil Gens. Zur spéteren
Diagnose der homologen Rekombination in den Gfil Lokus wurde die BamHI-Schnitisele
in der flankierenden 5' homologen Region deletiert. Wahrend der kurze 3' homologe Be-
reich das letzte Exon und die polyA Region beinhdtet und ungefdr 3 kb grol3 ig. Das 5
Ende des Rekombinationsvektors enthdlt das Gen fir die virde Thymidinkinase (TK). Das
Kongtrukt konnte durch einen Notl Verdau linearisert werden (Abb. 3.1).
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Zunéchg wurde mittds PCR ein Basenaugtausch am Trandationsstart (AUG) des Gfil Gens
eine Ncol-Schnittstelle erzeugt. Hierdurch war es moglich die GFP cDNA, mit einem
Stopp-Kodon und ohne Polyadenylierungssignd, durch einen Ncol Verdau in den GfiLese
rahmen dnzubringen. De  Rekombinationsvektor enthdlt das Gen fir die Neomycin
Phosphotrandferase ds einen Marker zur Postivsdektion, die das Wachstum von rekombi-
nieten ES-Zdl Klonen in Gegenwat des Antibiotikums Geneticin (G418) elaubt. Die
Neo-Kassette war an beiden Seiten von loxP Erkennungssequenz flankiert, so dass de spéter
durch die Verpaarung mit der ubiquitr CRE exprimierenden CRE Deeter Maus von der
CRE-Rekombinase mediierten Deletion entfernt werden konnte (Sternberg und Hamilton,
1981; Schwenk et a., 1995). Bel der Klonierung des Gfil:GFP Knock-in Konstrukts wurde
die Neo-Kasstte in antisense Orientierung zum Gfil Gen eingebaut, um mogliche Auswir-
kungen auf den Gfil Lokus zu minimieren (Abb. 3.1).

Dea Einbau der TK Kasstte in den Rekombinationsvektor erlaubte die Negativsaektion
dler ES-Zdl Klone ba denen der Rekombinationsvektor zufdlig und nicht Uber homologe
Rekombination ins Genom integrierte. Solche Klone waren sendtiv fir die Phosphorylie-
rung und den nachfolgenden Einbau des Thymidinandogons Gancyclovir in die DNA, was
zur Blockade der DNA-Replikation und zum Zdltod fuhrt. Da bei homolog rekombinierten
ES-Zdl Klonen die TK-Kasstte nicht ins Genom integriert und die endogene Thymidinki-
nase Gancyclovir nicht zu ektivieren vermag, snd diese dagegen resgtent und konnen
selektioniert werden (Wurst und Joyner, 1993).
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Abbildung 3.1: Strategie zur Herstellung der Gfil:GFP knock-in Maus

Insertionsmutagenese des Gfil Gens durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen der Maus.
Fast der gesamte Leserahmen des Gfil Gens wurde durch den Einbau der GFP cDNA (griin) und der Neorry-
cin-Resistenz Kassette (blau) deletiert. Die Lage der Sonde fur die Analyse der ES-Klone ist angegeben. Die
im Southernblot verwendeten Restriktionsendonukleasen und die entsprechenden GréRRen der entstehenden
Fragmente sind ebenfalls aufgefiihrt. Die Balken stellen Exons des Gfil Lokus dar, wobei die ausgefillten
Segmente die kodierenden Sequenzen zeigen. Dabel stellt die Pfeilrichtung die Orientierung der Transkription
des Gens dar. Grof3buchstaben bezeichnen die Schnittstellen fir Restriktionsenzyme: B: BamHI, E: EcoRl, H:
Hindlll, S: Sacl, X: Xbal. Die loxP-Sequenzen (IxP) flankieren das Neo Gen, welches durch Cre-Rekombinase
mediierte Deletion entfernt wird.

3.1.3 Generierung von Gfil:GFP heter ozygoten embryonalen Stammzellen (ES)

Fur die Transfektion des oben beschriebenen Rekombinationsvektors wurden R1 ES-Zdlen,
abgdetet vom Mausstamm 129/0la, verwendet. Die Kultivierung efolgte stets auf muri-
nen, embryorden Fbroblasen (MEF) und in Anwesenheit von rekombinantem LIF (engl.
»leukemia inhibiting factor*), um ene Differenzierung der ES-Zdlen in Kultur zu verhin-
dern. FUr den Zeitraum der Selektion wurden MEFs aus MTK-Neo transgenen Méausen ke
nutzt, die eine G418 Redgenz bedtzen. Alle Fibroblasten wurden aus Tag 14 Embryonen
gewonnen und vor Kokultivieeung mit ES-Zdlen fir 3 h mit Mitomydn C behanddt, um
ein Ubewachsen der Kulturen mit Fibroblasten zu verhindern. Der linearisierte Rekombina
tionsvektor wurde in die ES-Zdlen dektroporiert, nach zehntégiger Doppelsdektion der
Zdlen mit G418 und Gancyclovir wurden resgente Klone in 96-well Platten gepickt und
expandiert. Ein Tel der Zdlen wurde ba -80 °C gelagert, wahrend der andere Tell mittels
Southern-Anayse auf homologe Rekombination getestet wurde.
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3.1.4 Southern-Analyse der rekombinierten ES-Zellen und der knock-in M duse

Die Anzucht der Zdlen efolgte auf Zdlkulturplatten ohne embryonde Fibroblasten, um das
Verhdtnis des Wildtypsgnds zum homolog rekombinierten Signd nicht zu veréndern. Die
chromosomae DNA des ES-Klons (Abb. 3.2a) und der daraus generierten knock-in Méause
(Abb. 3.2b) wurde mit den Redtriktionsenzymen BamHI und Hindlll verdaut, die Fragmente
im Agarosege  aufgetrennt und anschlief3end auf eine Nylonmembran transferiert.  Abbil-
dung 32 zeigt en Autoradiogramm nach Southernblot der genomischen DNA aus der
Schwanzbiopse der entsprechenden Tiere. Die Hybridiserung der Membran efolgte mit
ener radioaktiv markierten 5 EcoRI/Sacl-Sonde (Abb. 3.1), die auRerhab des Rekombina-
tionsvektors lag, somit wurde nicht nur die Integration detektiet sondern das spezifische
homologe Rekombinationsereignis innerhab des Gfil Lokus. Das Wildtyp Alld ergab nach
BamHI Verdau eine Bandengréfée von 7,5 kb (Abb. 3.1 und 3.2). Das Hybridiserungssgna
von 13,2 kb it spezifisch fur das knock-in Alld. Zusdzlich ds Kontrolle wurde die geno-
mische DNA auch mit dem Redriktionsenzym Hindlll andysert. Diese Andyse ergab en
15 kb endogenes Fragmert und ein 10,6 kb grof3es Fragment des mutierten Allels (Abb. 3.2)

3.1.5 Generierung der Gfil:GFP knock-in Mausmutante

De s0 gewonnene homolog rekombinierte ES-Zdl Klon R1#379 wurde in Blastozysten von
C57BL/6 Spendertieren von Wojciech Wegrzyn (AG Mérdy, Inditut fir Zdlbiologie) inji-
ziert und anschlie?end in pseudoschwangere (C57BL/6 x BALB/c) F1 Welbchen transfe-
riert. Auf diese Weise wurden chimére Méuse generiert. Der Grad des Chimérismus spiegelt
den Antell wieder, den die homolog rekombinierten ES-Zdlen an Gesamtorganismus besit-
zen und kann leicht an der Felfarbe abgeschédtzt werden. Hochchimére Méuse, dso digen-
gen mit enem Uberwiegend agoutifarbenen Fell, wurden mit C57BL/6 Méausen verpaart und
auf Kembahntranamisson getestet. Bel den agoutifarbenen Nachkommen lag die Watr-
scheinlichkat, dass das mutierte Alld tranamittiet wurde, ba 50 %. Alle agoutifarbenen
Nachkommen aus der Testverpaarung von chiméen Méusen mit C57BL/6 Mé&usen wurden
zunéchst mittels Southernblot auf das Vorhandensein des mutierten GfiL:GFP Allds getes-
tet. Die Gfil:GFP heterozygoten knock-in Mé&use waren phédnotypisch norma. Duch Ver-
paarung der heterozygoten Gfil®™* Tiere unterdnander wurden Gfil-defiziente Mause
erhaten, die dem publizierten Gfil knock-out (Karsunky et a., 2002) phanotypisch glichen.
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Abbildung 3.2: Nachweisder homologen Rekombination, der Gfil Defizienz und der GFP Expression

a. Genomische Southernblotanalyse homolog rekombinierter ES-Zell Klone. Die DNA der homolog rekom:
binierten ES-Zellklone R1 #379 und eines Kontrollklons R1) wurde mit BamHI restringiert und mit der 5
flankierenden Sonde hybridisiert. Die Intensitéten der Signale fur das Wildtypallel (7,5 kb) und das homolog
rekombinierte Allel (14,6 kb) waren gleich. Fir die Lage der Sonden und Grof3e der Hybridisierungssignale
siehe Abb. 3.1.

b. Autoradiogramm nach Southernblot von genomischer DNA aus Schwanzbiopsien der knock-in Méause. Die
Neo-Kassette in den Gfi1*'®F™ Tieren wurde durch die Verpaarung mit der CMV-Cre transgenen Maus dele-
tiert. Durch Kreuzung der heterozygoten Gfi1”®™" Tiere der F1-Generation erhalt man die honozygoten
knock-in Gfi1®F7¢ " Mause, die gleichzeitig auch den Gfil knock-out ergeben. Die Genotypisierung der M&u-
se erfolgte wie oben beschrieben mit den Enzymen BamHI und Hindll1.

c. Westernblot-Analyse von Gfil und GFP Protein. Aus Thymozyten der drei unterschiedlichen Genotypen
Gfit™, Gfi1""®™ und Gfi1® ™ wurden Proteinextrakte gewonnen, tiber SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt
und auf Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis von Gfil und GFP erfolgte durch Inkubation mit
dem polyklonalen a-Gfil Serum (Schmidt et a., 1998a; 1:1500) und a-GFP (Santa Cruz; 1:1000).

3.1.6 Nachwesder Gfil:GFP knock-in Funktionalitat

Zunéchg wurde sowohl die Gfil ds auch die GFP Proteinmenge in Thymozyten der dre
unterschiedlichen Genotypen untersucht. Dazu wurden Thymozyten isoliert, Proteinextrakte
gewonnen und 50 pg Gesamtprotein geldekirophoretisch aufgetrennt. Zum Nachweis von
Gfil und GFP wurde der in der Arbeitsgruppe von Prof. T. Mordy hergestdlte a-Gfil

(Schmidt et d., 1998a) und der kommerzidle a - GFP (Santa Cruz) Antikorper verwendet.

Wie erwatet zeigten die heterozygoten Gfil"®™ Mause keinen Unterschied in der Gfil
Expresson im Vergleich zum Wildtyp. Abbildung 3.2c zeigt die endogene Gfil Expresson
von WT und Gfi1"®™ Mausen, wahrend in Gfil®™5™ Tieren kein Protein detektiert wer-
den konnte. Gfi1®™7P Tiere zeigten die grofte Menge an GFP Protein. In den heterozygo-
ten Gfi1"®™ Thymozyten war die GFP Proteinmenge gegeniiber den homozygoten Mausen
auf etwa die Hafte reduziert (Abb. 3.2c).
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Die in vivo Funktionalitét der GFP FHuoreszenz in den Thymozyten der jewelligen Mause it
in Abbildung 3.3 ds Hisogramm nach Durchflul&zytometrie (FACS) und ds Immunofluo-
rezenz von Thymozyten der verschiedenen Maudinien dagestdlt. Die Huores
zez-Intendté war in den homozygoten Gfil.GFP knock-in Mausen deutlich héher ds in
den heterozygoten Tieren (Abb. 3.3b und 3.4). Die Quantifizierung der transkriptionellen
Gfil Aktivitét efolgte durch Messung der GFP Huoreszenz ds MH (engl. ,mean fluores-
cenceintengty”) —Wert, der fur die Intensitét der Fluoreszenz steht.

Vi Gfi1+/GFP . . .
GfilGFP/GFP
<
Gfil+/+ Gfil+/GFP GfilGFP/GFP

a. DurchfluRzytometrische Analyse des Thymus. Isolierte Thymozyten aus Mausen mit drei unterschiedli-
chen Genotypen Gfil"*, Gfi1"®F und Gfi1®°F" wurden nach der GFP Fluoreszenz im FACSCalibur unter-
sucht. Die GFP Fluoreszenz wurde im FITCKana detektiert und als MFI-Wert ausgewertet. Der MFI-Wert
der homozygoten Gfi1®™™ ™ Thymozyten (MFI = 47, n= 11) ist etwa dreimal so hoch wie dir der hetrozygo-
ten Gfi1*"°™ Thymozyten (MFI = 14, n = 8).

b. Immunofluoreszenz Analyse mit dem Laser-Scan-Mikroskop (LSM). Isolierte Thymozyten aus Gfi1*",
Gfi1"®" und Gfi1® " wurden mit ROTIfix fixiert und mit a-GFP als ErstAntikorper inkubiert. Die Detek-
tion von GFP in den Zellen erfolgte durch Inkubation mit einem FITC konjugierten Zweit-Antikorper. Der
Zellkern wurde durch die Farbung mit DAPI (blau) detektiert.

—— Zzdlzah —> o

GFP Fluoreszenz —>»

Abbildung 3.3: I n vivo Funktionalitdt der GFP Insertion

Als néchstes wurde die relative Menge der Gfil und GFP spezifischen Transkripte in sor-
tierten DN, DP, CD4" sowie CD8" SP Thymozyten aus Gfil”®™ Méausen miteinander ver-
glichen. Die Andyse mittds quantitetiver PCR wurde in Zusasmmenarbaeit mit Dr. Chrigian
Kosan (AG Mdrdy, Inditut fir Zdlbiologie) vorgenommen. Zusizlich zu den Transkripten
wurden die Proteinmengen in den jeweiligen Thymozyten Subpopul ationen untersucht.
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a DN DP CD4+ CD8*

Abbildung 34 Gfil und GFP
Transkripte und Proteinniveau in Thy-
mozyten

a. Rea-time PCR Anayse Thymozyten
aus Gfi1”*"" wurden mit a-CD4-PE und
] a-C8-APC gefarbt und mittels FACSDIVA
54 nach DN, DP, CD4 und C8 SP Populatio-
nen sortiert. Aus diesen wurde die ge-
*] samt-RNA isoliert, cDNA mittels RT-PCR
74 hergestellt und anschliefiend mit Gfil -
wie GFP spezifischen Primern von Applied
—- GFP Biosystems quantitative PCR durchgefuhrt.
91 = Gfil Die Normierung erfolgte gegen
GAPDH-PCR-Produkte.
b. Western-Blot Analyse: Die angegebe-
nen Thymozyten-Subpopul ationen (je Spur
1x10° Zellen) wurde wie oben beschrieben
b Gfi1+GFP éﬁ’éﬁ2 X sortiert, lysiert durch
NI SDS-Gelelektro-phorese  aufgetrennt  und

& éy 63; > ,bQ auf  Nitrozellulosemembran transferiert.

5 © & Der Nachweis von Gfil und GFP erfolgte

' . durch Inkubation mit dem polyklionalen
- Gfi1, 55 kD . .

r . .‘_Gf'il s kDZ a-Gfil Serum (Schmidt et al., 19988) und

- |~ a-GFP (Santa Cruz).

‘-—-* <«—GFP, 27 kDa

Dct

Bede Allde, Gfil-WT und GFP knock-in, zeigten nahezu die gleichen mRNA Leve in den
untersuchten DN, DP, CD4 SP sowie CD8 SP Thymozyten Subpopulationen (Abb. 3.4a).
Dies zeigt, dass die homologe Rekomhbination keine Auswirkung auf die Genregulation hat-
te, so dass die transkriptionelle Aktivitét des KI-Allds dnlich dem des Gfi-WT Allds id.
Um festzugdlen, ob der Protenleve ein adhnliches Bild ergibt, wurden die sortierten Thy-
mozyten auf Gfil und GFP Protein untersucht. Die Anayse auf Gfil Protenexpresson in
den CD4/CD8-Subpopulationen mit dem zuvor publizieten a-Gfil Antikdrper (Schmidt et
d., 1998) zeigte die Exigenz von zwe Isoformen des Gfil Proteins mit Molekulargewich-
ten von 55 kDa und 47 kDa, die in den Gfi1®™ ™ knock-out Mausen nicht zu detektieren
waren (Abb. 3.4b). Beide Gfil Isoformen sind am séarksten in den DN-Thymozyten expri-
miert und wurden weniger dark in den DP- sowie SP-T-Zdlen exprimiert (Abb. 3.4b). A-
lerdings war in SP Thymozyten die 47 kDa |soform stérker vorhanden, as in den DP Zdlen,
wéhrend die 55 kDa Form verstérkt in DP- und DN-Populationen vorkam (Abb. 3.4b). Das
GFP Protein folgte im Allgemeinen dem Expressonsmuster der Gfil Isoformen. Damit
konnte die GFP Huoreszenz in Gfil:GFP knock-in Mausen ds direktes Ma3 fur die Gfil

Expresson angesehen werden.
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3.1.7 Gfil Expresson nimmt wahrend der B-Z€elentwicklung ab

Die verschiedenen B-Zdlentwicklungstadien im Knochenmark wurden baserend auf dem
von Hady e d. (1991) engefihrten Sysem anhand der differentidlen Expresson der
OberfléachenAntigene CD45R/B220 und IgM in Kombination mit CD43 unterschieden
(sehe Einletung und Abb. 35). Zusitzlich wurde die Ausprégung des von Mechers et d.
zur  ldentifizeeung von  pr&B-Zdlen  verwendeten  Obeflachenmarkers  CD25

(IL-2Ra -Kette) untersucht.

Schematische Darstellung der B-Zelldifferenzierung:

fruhe séte frihe séte unreife reife
proB pro-B pr&B pré&B B-Zdle B-Zdle
B->D->B->O->0->0>®
B220 >
—— CD43 ——>—— CD25 —> — IgM —>
B220** IgM* F 12
10
8
IgM ——> % 6
* B220*IgM-  A-D B220*IgM* E 4
5 |
T 2
N
| 0
A-D E F

GFP Fluoreszenz >

Abbildung 3.5: Gfil:GFP Fluoreszenz wéahrend B-Zellentwicklung im Knochenmark

a. Durchflufzytometrische Analyse der BZelldifferenzierung. Um die GFP Fluoreszenz Intensitét wahrend
der BZellentwicklung zu ermitteln wurden Knochenmarkszellen aus Gfi1** und Gfi1""® isoliert und mit
a-CD45R (B220)-APC und a-lgM-PE geférbt. Reprasentative Histogramme zeigen die GFP Fluoreszenz in
den von Hardy et al. (1991) eingefiihrten Fraktionen (A-F) der B-Zellentwicklung in der Gfil** (grau ausge-
fullte Kurve) und Gfi1*"®™ (schwarze Linie) Maus.

b. Zusammenfassung des Gfil:GFP Foureszenzverhaltens wahrend der B-Zelldifferenzierung. Gezeigt ist die
reprasentative graphische Darstellung der GFP MFI-Werte in den angegebenen Fraktionen der
B-Zellentwicklung in der Gfi1"® Maus. Die Punkte der Kurve geben Mittelwert mit den Standardabwei-
chungen als Fehlerbalken wieder (n=5).
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Abbildung 3.6: Transkriptionelle Aktivitat des Gfil Lokuswahrend der frihen B-Zellentwicklung

a. DurchfluRzytometrische Darstellung der Pra-B-zeldifferenzierung: Knochenmarkzellen aus Gfil** und
Gfi1"’®" wurden mit a-CD45R (B220)-APC und a-CD43-PE gefarbt. Reprasentative Histogramme zeigen die
GFP Fluoreszenz der elektronisch ausgewahlten Populationen aus den Gfil™* (grau ausgefiillte Kurve) und
Gfi1"® P (schwarzeL inie) Tieren.

b. Darstellung der CD25" pré-B-Zellen im Knochenmark durch Farbung mit CD45R/B220-PE und
CD25-APC Antikorpern, sowie deren Grolienverteilung Uber den FSC. Die unterschiedliche Grofe der
pré-B-Zellen erlaubt eine weitere Unterteilung in SR- (,small resting*) und LC- (,large cycling”) Zellen. Der
jeweilige Bereich dieser Zellen wurde elektronisch markiert und nach der GFP Fluoreszenz Intensitét analy-
siert. Die Gfil:Expressionist in den LC-Zellen deutlich héher alsin den SR-Zellen.

¢. Zusammenfassende graphische Darstellung der GFP Fluoreszenz Intensitét der in @) elektronisch ausge-
wahlten Populationen (n = 5).

Die Andyse dar GFP Fuoreszenz-Intendté mittels FACS in den jeweiligen Populationen
der B220/IgM-Stadien zeigte ene deutliche Abnahme der Gfil Expresson wéhrend der
B-Zdldifferenzierung (Abb. 35a und b). Eine ddailierte Untersuchung der frihen B-Zdlen
mittels CD43 und CD25 zeigte, dass die frihen BZdlen (Fr. A, B220'CD43™) Gfil expri-
mieren und mit der Abschatung des OberflachenAntigens CD43 diesen herunterregulieren
(Abb. 3.6aund c).
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Interessanterweise konnte eine Zunahme der GFP Fuoreszenz und folglich auch die Gfil
Expresson in der Frektion C', in der die Zdlen den pr&BCR bereits auf der Zdloberflache
présentieren, gemessen werden (Abb. 3.6a und b). Weiterhin wurden die CD25 positiven
Populationen innerhdb des pr&B-Zdlgadiums nach ihrer Grofe eektronisch separiert und
somit in ,SR*- und in ,LC*-Zdlen unterteilt (Abb. 3.6b). Beide Zdltypen zeigten GFP Flu-
oreszenz, woba die proliferienden LC-Zdlen ene eindeutig hohere Gfil Expresson auf-
wiesen dsdie SR-Zdlen (Abb. 3.6b).

3.1.8 Gfil ig in aktivierten Lymphozyten hochreguliert und in differentieller Expres-
sonshohe in den Gedéachtnis T-Zellen

Im Folgenden <ollte die Gfil Expresson in peripheren Lymphozyten, insbesondere in
T-Lymphozytenpopulationen, mit Hilfe der GFP Huoreszenz in heterozygoten knock-in
Mé&usen untersucht werden. Es wurden Zdlsuspensonen aus Milz und Lymphknoten herge-
gdlt, mit den entsprechenden Antikdrpern angeférbt und durchflul3zytometrisch andysert.

Kleine ruhende reife B-Zdlen (B220°CD3") in der Peripherie zeigten keine GFP Fluores-
zenz, wahrend ruhende T-Lymphozyten (B220'CD3") deutliche GFP Fluoreszenz aufwiesen
(Abb. 3.78). Diese Huoreszenz Intengté in den Lymphozyten wurde um ca. das sechsfache
durch a-CD3 Simulierung in T-Zdlen und durch LPS-Simulaion in B-Zdlen verstérkt,
was auf ene Induktion der Gfil Expresson in T und B-Zédlen hindeutet (Abb. 3.78). Dabei
erschien die Gfil Induktion durch die TCR-Simulaion in den CD4" T-Zdlen effizienter ist
dsin CD8" T-Zdlen (Abb. 3.7b).

In enem wateren Experiment wurde die Gfil Expresson in Gedéchtnis T-Zdlen unter-
sucht. Hierzu wurden zusétzlich zu den CD4 oder CD8 Antikdrpern noch Antikorper gegen
die Obefldchenmarker CD44 und CD62L benutzt. Es zeigte dch, dass CD4 Gedéchtnis
T-Zelen (CD44"CD62L') eine viedl hohere GFP Fluoreszenz haben ds die naiven CD4
Hefer T-Zdlen, wéarend das Gfil Niveau in ruhenden, naiven ds auch in Gedéchtnis
CD8-T-Zdlen gleich war (Abb. 3.7¢).

63



Ergebnisse

— Gfi1" Pstimuliert

a cp3 B220*
,[ 7 PBS. 3
T — a-CD3: 48 Lps 23 | Mefit™
o
g g --- Gfi1"*unstimuliert
o N

GFPFluoreszenz ——————>

PBS: 7

cD8&
a-Ch3: 20

— — CD4 —=
— Zdlen =—=>

— CD8 —— ————— GFPFluorezenz —mm™
CD4* CD44'° 62N _ CD44h 62L'° o Gfitt*
m e Gfi1*eFP
15
j. 10
m
| | )
a‘ S _
© = o CD4" CD44° cDa4"
8 CcD8g* N Z s cp62L" cD62L "
p— :
m
[ ] 5
L 0 o )
—— CD44 —> GFP Fluoreszenz —> CcD8" CD44° cpa4"

cD62L" cpe2L'

Abbildung 3.7: Gfil:GFP Expression in den peripheren Lymphozyten

a. DurchfluRzytometrische Darstellung der B und T-Lymphozyten: Milzzellen aus Gfi1** und Gfi1c™
wurden mit a-CD45R (B220)-PE und a-C3-APC geférbt. Représentative Histogramme zeigen die GFP Fluo-
reszenz in unstimulierten (PBS, gestrichelte Linie) und 24 Stunden stimuliuerten T-Zellen @-CD3, durchge-
zogene Linie) sowie B-Zdlen (LPS).

b. Untersuchung der GFP Fluoreszenz Intensitét in stimulierten Helfer CD4-T-Zellen und in zytotoxischen
CD8-T-Zellen.

c. Gfil:GFP Expression in den Gedéchtniss CD4- bzw. CD8-T-Zellen. Milzzellen aus den jeweiligen Mé&usen
wurden mit CD8- oder CD4-PerCP-Cy5.5 in Kombination mit CD62L-APC und CD44-PE gefarbt. Dargestel It
ist die GFP Fluoreszenz in den Naiven (CD44'°CD62") sowie in den Gedéachtnis (m, engl. ,memory*,
CD44"CD62L'%) T-Zellen. Die graphische Zusammenfassung der MFI-Werte verdeutlicht die erhohte
Gfil:GFP Expression in den CD4 Gedéachtniss T-Zellen.

64



Ergebnisse

3.19 Gfil wird wéhrend der b-Sdektion und der CD4/CD8-Liniendeterminierung
hochreguliert

Thymozyten wurden anhand ihrer Expresson der Oberflachenmarker CD4 und CD8, sowie
die DN-Populationen anhand der CD25 und CD44 Expresson unter Ausschluss der Zelen
mit LinienMarker (Lin) charakterisert. Dazu wurden Thymus-Einzdzdlsugpensonen aus
Gl und Gfi1”®™ mit den entsprechenden fluoreszenzkonjugierten Antikérpern gefarht,
im FACSCdibur gemessen und die Thymozyten-Populationen, wie in Abbildung 3.8 und
39 dageddlt, dektronisch ausgewdhit. Die Auftelung bzw. die Unterscheidung der
CD4/CD8- Populationen erfolgte geméass Germain (2002).

In Abbildung 3.8a findet sch ein solches CD4/CD8-Profil. Die GFP Fluoreszenz wurde in
den dekironisch ausgewdhlten T-Zdlen gemessen und as FACS-Hisogramm dargestdlt.
In der Zusammenfassung der Gfil.GFP Huoreszenz Intenstédt (MF) ds Kurvendiagramm
konnte der Gfil Expressonsverlauf in  der Abfoge der enzdnen Thymozy-
ten-Differenzierung deutlicher illustriert werden (Abb. 3.8b und 3.9b). Aus diesen und aus
den repréasentativen FACS-Higtogrammen ging hervor, dass Gfil in dlen Stadien der Thy-
mozyten-Entwicklung, sowohl in den DP- und SP-, ads auch in den DN-Subpopulationen
exprimiert wird (Abb. 3.8 und 3.9). Die stérkste GFP Fluoreszenz mit einem MFl von ca. 30
wurde in der DN-Population beobachtet, in den DP-Zdlen sank die GFP Huoreszenz auf
einen MFI-Wert von ca. 13.

Auffdlend war, dass die GFP Fuoreszenz wahrend der CD4/CD8-Linienentscheidung nach
den DP-Zdlen in der Zwischenpopulation CD4'°CD8"°, die dem positiv/inegativ Selektions-
prozess noch unterliegen, erneut zunahm. In Richtung der CD4" SP-Zdlen fdlt dieser noch
einmd drastisch ab, so dass der MFI in den CD4"-SP-T-Zdlen mit einem Wert von ca. 8
unter dem der DP-Population war. Die Gfil.GFP Huoreszenz in der CDS8*
T-Zdldifferenzirung wurde zunéchst im CD4'°CD8" Stadium  aufrechterhdten und sank
anschliel}end in den CD8" SP-Zdlen auf einen MFI-Wert von ca. 15 (Abb. 3.8b).
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Abbildung  38: GfilL.GFP  Expresson wahrend der  frihen  T-Zelentwicklung und
CD4/CD8-Liniendeterminierung

a. DurchfluRzytometrische Darstellung von Thymozyten aus Gfil*”* und Gfi1”®™® nach Farbung mit
a-CD4-PE und a-C8-APC. Die Thymozyten wurden nach Germain et a. (2002) elektronisch in 7 Populatio-
nen unterteilt und auf GFP Fluoreszenz hin untersucht. Représentative Histogramme zeigen die GFP Fluores-
zenz in den jeweiligen Populationen.

b. Die graphische Zusammenfassung der MFI-Werte verdeutlicht die verstarkte Gfil:GFP Expression in den
CD4°CD8° T-Zellpopulation, die der positiv/negativ Selektion unterliegen.
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Als néchges wurden die Zdlen der DN-Thymozyten ndher untersucht. Dazu wurden die
Brnzdzdlsuspensonen  aus  Gfil”"  und  Gfil"™™  Thymi mit bictinylieten  Li-
nienrAntikdrpern, die gegen dle Linienmarker (CD3, CD4, CD8, B220, Grl, Terll9,
Macl) gerichtet waren, inkubiert und mit einem PerCP-Cy5.5 markierten Streptavidin ge-
farbt sowie mit Antikorpern gegen CD25 und CD44 behanddt. Alle PerCP-Cy5.5 negativen
Zdlen (Lin) wurden dektronisch markiert und deren CD25/CD44 Profil wurde dargestelt.
In Abbildung 3.9a findet sich en solches représentatives Profil der DN-Thymozyten. Die
Meswung der GfiLGFP Huoreszenz-Intendtéen in den jeweligen DN-Subpopulationen
zeigte ene gdetige Zunahme der GFP Fluoreszenz wahrend der DN-Entwicklung (Abb
3.9b).

Mit der b-Sdektion einher geht ein Proliferationsschritt, der Expandon b-selektierter Zelen
dient. Zur Andyse dieses Schrittes wurden DN3-Zellen (Abb. 3.9a8) dektronisch markiert
und deren Grolenvertellung Uber das Vorwartsstreulicht in enem Histogramm dargestelt
(Abb.3.9b). Entsprechend der Publikation von Hoffman et d., (1996) wurde be der
WT-Probe die Vertellung zwischen E und L-Zdlen auf 85 % zu 15 % gesetzt. Die Andyse
zeigte, dass die hochste Intendtd der GFP Fuoreszenz wéhrend der Thymozy-
tentEntwicklung in den b-sdektionierten L-Zelen innerhdb der DN3-Population be enem
MFI-Wet von ca 40 liegt. Anschlielend fid diesr in der darauffolgenden
DN4-Population, sowie in den DP-Zdlen wieder auf einen MFI-Wert von ca. 25.
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Abbildung 3.9: Gfil:GFP Expresson wahrend der DN-Thymozyten-Differ enzierung

a. Durchflufzytometrische Darstellung der DN-Thymozyten: Einzelzellsuspensionen von Thymozyten aus
Gfi1"* und Gfi1"’® Tieren wurden mit a-CD44-APC, a-CD25-PE und mit einem pool aus biotinylierten
Linien-Antikorpern geférbt. Gezeigt ist das CD44/CD25 Expressionsprofil elektronisch markierter Lin™ Thy-
mozyten. Uber die differentielle Expression von CD25/CD44 erfolgt die Unterteilung der DN Zellen in vier
Subpopulationen entsprechend den eingezeichneten Bereichen. Reprasentative Histogramme zeigen die GFP
Fluoreszenz in den jeweiligen DN-Populationen.

b. Zusitzliches elektronisches Markieren der CD25'CD44 DN3-Population und Darstellung der jeweiligen
Groéflenverteilung Uber den FSC. Die unterschiedliche GrofRe der DN3-Zellen erlaubte eine weitere Untertei-
lung in E und L-Zellen. Der Bereich der E und L-Zellen wurde elektronisch markiert und nach GFP Fluores-
zenz gemessen. Die graphische Zusammenfassung der MFI-Werte zeigt, dass Gfil die héchste Expression in
den b-selektionierten L-Zellen aufweist.
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3.2 Untersuchung der Gfil Autoregulation mittels Gfil:GFP knock-in
Maus

3.2.1 Gfil Autoregulation wahrend der ThymozytenEntwicklung

Wie berdts ewdhnt, zegten Thymozyten aus homozygoten Gfil.GFP knock-in Mausen
hohere GFP Huoreszenz Intendtés Werte ads diesdben Populationen aus heterozygoten
Gfi1.GFP knock-in Méusen (Abb. 3.3). Dieser Befund legte nahe, dass am Gfil Lokus en
Ruckkopplungsmechanismus und ene Autoregulation der Gfil Expresson exitiert. Um
diese Frage zu klaren, wurden Kreuzungen der Gfil:GFP knock-in Maus mit ener Ick-Gfil
transgenen Maus (Schmidt et d., 1998) durchgefiihrt, um somit eine konditutive Gfil Ex-

pression in den T-Zdlen der Gfi1®™C knock-in Maus zu gewahrleisten.

X N\
a b & é?"’ & c‘,\ >
T it Thymus

‘ Gfil
= Gfj15FPeFP
g
3 GFP
GfilGFP/GFP T

— GFP Fluoreszenz —>»

Abbildung 3.10: Gfil Autoregulation im Thymus

a. Reprasentatives FACS-Histogramm der GFP Fluoreszenz von gesamt Thymozyten aus Gfi1""* (geflllte
Kurve), Gfi1°77CF? (dunne Linie) und Ick-Gfi/Gfil® ™ P (dicke Linie) Tieren.

b. Nachweis von Gfil und GFP Protein. Aus Thymozyten der vier unterschiedlichen Genotypen Gfil
Gi1®™,  Gfi1® PCFP  und  1ck-Gfiv/Gfil®™PCF” wurden Proteinextrakte gewonnen, 70 pg (iber
SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf NC-Membran transferiert. Der Nachweis von Gfil und GFP e-
folgte durch Inkubation mit dem polyklonaen a-Gfil Serum und a-GFP.

+/+
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Die Andyse der GFP Fluoreszenz im Thymus von Ick-Gfil/Gfi1™™ Mausen zeigte eine
deutliche Verschiebung der Huorezenz in Richtung niedriger MH-Werte verglichen mit
Gfil®™P Tigren (Abb. 3.108). Die Veringerung der GFP Fluoreszenz deutete auf ene
Herdbsetzung der Gfil Expresson in Anwesenheit des Ick-Gfil Trangens hin.  Die
FACS-Daten wurden zusétzlich durch die WesternrAndyse unterstiitzt (Abb. 3.10b). Hierzu
wurden aus den Thymozyten der vier Genotypen Gfil™*, Gfi1"®™, Gfi1®™Cc* und
Ick-GfiV/Gfil®™ Proteinextrakte prapariert und auf Gfil Protein, sowie auf GFP Protein
andysert. Wahrend in den homozygoten Gfil®™C™ Tieren ein hohe GFP Expresson de-
tektiet werden konnte, wurde diesss bei der Uberexpresson von Gfil in den
| ck-Gfi /GFi 1T7"P Tieren fast vollstandig supprimiert (Abb. 3.10b).

Zusitzlich zu GFP wurde die Menge an Gfil Protein in den vier Genotypen kontrolliert.
Wie ewartet zeigten Wildtyp und Gfi1"®™ heterozygote Mause die gleiche Expression an
endogenem Gfil, wahrend in homozygoten Gfil/Gfil®™CM Tieren kein Protein detektiert
werden konnte. Eine deutlich verstérkte Gfil Proteinexpresson konnte dagegen in Thymo-
zyten von Ick-GfiI/Gfi1®™C Mausen (Abb. 3.10b) gemessen werden.
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Abbildung 3.11: Gfil Autoregulation wahrend der T-Zelldifferenzierung

a. Reprasentative FACS-Histogramme der Gfil.GFP Fluoreszenz wahrend der
CD4/CD8-Thymozyten-Entwicklung: Thymozyten aus Gfil™* (gefuillte Kurve), Gfi1®™° (dunne Linie) und
|ck-GFiL/Gfi1FPCFP (dicke Linie) Tieren wurden mit a-CD4-PE und a-CD8-APC gefarbt und wie in Abb. 3.7
in 7 Populationen el ektronisch aufgeteilt und nach GFP Fluoreszenz untersucht.

b. FACS-Histogramme der GFP Fluzoreszenz wahrend der DN-Entwicklung in den Gfi1*"* (geflllte Kurve),
Gfi1®™S P (diinne Linie) wnd Ick-Gfi/Gfil®™C P (dicke Linie) Mausen. Die Lin™-Thymozyten wurden tber
das CD44/CD25 Expressionsprofil wiein Abb. 3.8 el ektronisch ausgewahit.

c. Gfil Autoregulation in den peripheren CD4- bzw. CD8-T-Zellen. Milzzellen aus den jeweiligen Mé&usen
wurden mita-CD4-APC und a-CD8-PerCP-Cy5 geférbt.
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Um zu prifen ob diee Autoregulation auf ene spezifische T-Zdl-Subpopulaion be-
schrénkt ist, wurde untersucht in welchem Ausmal3 die Verschiebung der GFP Huoreszenz
sowohl in den Populationen der ThymozytenDifferenzierung ds auch in den peripheren
T-Lymphozyten durch des transgene Gfil in den Gfil®™°™ Tieren beeinflusst wird. Es
zeigte dch, dass in den CD4- und CD8-SP-T-Zdlen, sowohl im Thymus, as auch in der
Peripherie, ene fag komplette Supprimierung des Gfil Genlokus stattfindet (Abb. 3.11a, ©),
wahrend die Reprimierung der GFP  Huoreszenz  nur  telweise  in den
CD4"/CD8"-DP-Thymozyten vorhanden war bzw. unvollsténdig in den CD4'°CD8",
CD4*CD8'" und CD8"CD4'° Subpopulationen zu sein schien (Abb. 3.114).

Als néchstes sollte das Ausmald der Autoregulation wahrend der doppeltnegativen Thymo-
zytenrEntwicklung néher betrachtet werden. Wie schon zuvor beschrieben erfolgt die Che
rakteriserung dieser Population haupsdchlich Uber die Expresson der Oberflachenproteine
CD25 und CD44. Ein représentatives Profil der DN-Thymozyten it in Abbildung 3.9 dar-
gestdlt. Auch die DN-Subpopulationen zeigten untereinander keine enhdtliches autoregu
latorisches Verhdten (Abb. 3.11b). In DN1- und DN3-Subpopulationen, somit auch in den
LE und ,L“-Zdlen, konnte nur ene telwese Veminderung der GFP Huoreszenz durch
das Ick-Gfil Tranggen beobachtet werden. Wéhrend das gleiche Verhdten der unvollstandi-
gen Supprimierung des Gfil Lokus auch in den DN4-Populationen dattfand, zeigten die
DN2-Zdlen in den Ick-Gfil/Gfi1®™CF Tieren keine Autoregulation (Abb. 3.11b).

3.2.2 Gfilbindet direkt an den Gfil Promotor in Thymozyten

Um der Frage nachzugehen ob Gfil durch direkte Bindung an den Gfil Promotor reguliert
wird, wurde eine Chromatin-lmmunoprézipitation (ChlP) aus den Thymozyten von Gfil™*
und Gfil" Tieren durchgefiihrt. Diese Technik ermdglicht Protein:DNA-Interaktionen im

Zdlkern nachzuweisen.

De Gfil Promotor wurde bereits durch Scheijen et d. (1997) ds genomische Region defi-
niert, die sromaufwérts vor dem 5' Ende der Gfil cDNA lokdisert ist. 5 RACE- und Pri-
merextensonExperimente aus Prof. T. Mordys Gruppe fuhrten zur Bestétigung des zuvor
publizierten 5Endes des Gfil cDNA.
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Die in Abbildung 3.12a dargestdlte potentiele Gfil Promotor Region wurde mit dem Pro-
gramm ,Matingpector” (http:/genomax.gsf.de, Verson 2.2, Quandt et d., 1995) nach Gfil
Bindenotiven (,AATC") abgesucht. Das Programm greft auf eine Datenbank zurtick, in
der Konsensus-Bindesequenzen (core-Matrix) fir bekannte Transkriptionsfaktoren gespei-
chert snd und gibt die Kernsequenz-Ahnlichkeit in Prozent an. Die Andyse zeigte mehrere
potentielle Bindungsorte mit hoher Kernsequenz-Ahnlichkeit fir Gfil. Entsprechend dieser
Gfil Bindestdlen wurden die Primerpaare fur die PCR ausgewdhlt. Die Postion der Gfil
Bindungsorte und die benutzten Primerpaare Gfil-I, Gfil-1l und Gfil-11l fir die PCR, sowie
die von Horian Heyd (AG Mordy, Inditut fir Zelbiologie) ermittelten Ergebnisse aus der
Primer Extenson und RACE Andyse snd in Abb. 3.12a zusammengefasst. Als zusétzliche
Kontrolle fur die Spezifitéd der a-Gfil Antikbrper wurde eéine PCR mit Primer gegen den
CTLA4 Promotor durchgefihrt (Abb. 3.12b).

Unter Nutzung der spezifischen Antikorper fir Gfil konnte eine in vivo Bindung des Gfil
an den dgenen Promotor im Thymus der Gfil**
Im Gegensatz dazu zeigte der pardld aufgearbeitete Thymus-Chromatinansatz der Gfil-KO

Maus nur ein Hintergrund PCR-Signd im Préazipitat, so dass eine vom AntikOrper unabhan-

Maus nachgewiesen werden (Abb. 3.12b).

gige Veschleppung genomischer DNA wahrend der Aufarbeitung ausgeschiossen werden
konnte (Abb. 3.11b).
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Abbildung 3.12: in vivo Nachweisder Gfil-Bindung an den Gfil-Promoter

a. Darstellung der putativen Gfil-Bindungsstellen und des Gfil Promotors. Die Pfeile zeigen die Position der
Gfil Primer, die fur die Amplifizierung der Gfil-Bindungregionen bei den a-Gfil immunoprazipitierten
Chromatin-DNA Proben eingesetzt wurden. Die Position der fir die Primer Extension eingesetzten Anti-
sense-Oligonuklectidprimer (%) sowie der RA CE-Stelle (W) sind eingezeichnet.

b. PCR Produkte der in a) abgebildeten Bereiche des Gfil Gens. Als Ausgang (,input*) wurde ein Teil der
mit Ultraschall zerkleinerten genomischen DNA vor der Immunoprézipitation aufgearbeit und fir die PCR
eingesetzt. Als Negativkontrolle diente eine Probe der Gfil-KO Maus, die parallel zur Immunopréazipitation
aufgearbeitet wurde. Die DNA/Protein-Komplexe wurden mit polyklonalen Antikorpern gegen Gfil immu-
noprézipitiert und die genomische DNA mit 3 verschiedenen Gfil spezifischen Primern amplifiziert. Als Kon-
trolle fir die Spezifitdt der Gfil-Bindestelle wurde die prézipitierte DNA mit CTLA spezifischen Primern
amplifiziert. Die Produkte wurden in einem 2 % -igen Agarosegel mit Ethidiumbromid analysiert.
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3.3 Funktionelle Charakteriserung der Thymozyten-Entwicklung in
Gfil-defizienten Tiere

3.3.1 Gfil Verlust wirkt sich negativ auf die CD4-SP-Thymozyten-Entwicklung und
beschleunigt die MHC-I restringierte positive Selektion der CD8-SP-T-Zellen

Berdits frilhere Arbeiten aus der Gruppe von Prof. T. Mordy haben gezeigt, dass Gfil”
Mause nur noch ca. 10 % der normaen Thymozytenzahl von ca 2 x 10° Zdlen aufweisen
(Holger Karsunky, Doktorarbeit). Das CD4/CD8-Thymozyten Profil von Gfil” Tieren zeig-
te eine Verschiebung des CD4/CD8 Verhdtnisses von 4:1 im Kontrolltier zu 1:1 in Gfil™”
Maus zu Gungen der CD8-SP-Thymozyten. Auffdlig war auch das Auftreten einer zusdiz-
lichen CD4*/CD8" Population in den Gfil-defizienten Tieren, welche im WT nicht vorkam.
Diese Ergebnisse bestétigen die Ergebnisse der friheren Arbaten aus der AG Mordry (Hol-
ger Karsunky, Doktorarbeit).

Dieses CD4/CD8 Bild des Thymus deutet auf eine Beeinflussung der Liniendeterminierung
und somit auch auf die pogtivelnegaive Sdektion durch Gfil hin. Der Sdektionsprozef}
findet innerhab der DP-Population dait, die Uber differentidl exprimierte Oberflachenmo-
leklle erneut dargestel It werden kann.

Barthlott et a. (1997) bediente sch zur néheren Anayse der posgtiven/negativen Sdlektion
sowie des Ubergangs von DP- zu SP-Thymozyten, der Oberflachenmarker CDG69,
TCRb-Kette, sowie der beiden Korezeptoren CD4 und CD8. Um diese Differenzierungs-
chritte in den Wildtyp und der publizierten Gfil” Mausen (Karsunky et a., 2002b) vor und
nach der pogtivinegativ Sdektion zu untersuchen, wurden die isolieten Thymozyten mit
a-CD4, a-CD8, a-CD69 und a-TCRb behanddt und anschliel}end durchfluf3zytometrisch
auf ihre relative Haufigkelt hin andysert.
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Abbildung 3.13: Darstellung der CD4/CD8 Thymozyten-Differenzierung mittels CD69 und TCRb Ex-
pressionsniveau

Die isolierten Thymozyten aus Gfi1*"* und Gfi1”" Tieren wurden mit Antikorpern gegen CD69 (FITC), TCRb
(PE), CD4 (PE) und CD8 (PerCP) gefarbt. Die Wildtyp-Kontrolle (oben) zeigt das fir einen Thymus typische
Bild einer CD69/TCRb Féarbung und den CD4/CD8 Phanotyp der ensprechenden Regionen (R2-R6) nach
Barthlott et d. (1997). Die Gfil-KO Maus zeigte deutliche Unterschiede in der relativen Verteilung der Popu-
lationen. Die sequentielle Abfolge der Thymozyten-Differenzierung wahrend der positiv/negativ Selektion
vollzieht sich von R2 zu R6.

Uber die differentielle Expresson des CD69 Markers und der TCRb-Kette wurden somit
folgende sequentidle Reifungsschritte definiert: R2: CD69 TCRb™; R3: CD69 TCRb'™: R4:
CD69" TCRb'™; R5: CD69" TCRb"™ und R6: CD69 TCRb™ (Abb. 3.13). Wahlt man diese
Thymozyten dektronisch aus und delt die Expresson von CD4/CD8 innerhab dieser Po-
pulationen dar, erhdt man ein Profil der Zdlen, die gerade selektioniert werden oder selek-
tioniert worden sind. Abbildung 3.13 zeigt eine solche Darstellung.
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Die Andyse zeigte eine deutliche Reduktion der CD69" TCRb™ (R5) Zellen von 13 % im
WT zu 5% in der Gfil” Maus, wahrend der prozentuae Anteil der CD69" TCRb'™ (R4)
Thymozyten gleich blieb. Es wurde ersichtlich, dass der Uberwiegende Teil der CD69"
TCRb™ (R4) und der CD69" TCRb" (R5) Zellen gerade sdlektioniert wird und vor alem
der CD4'°CD8'"° Population zugehérig ist oder bereits die CD4 SP Richtung vor der CD8-Li-

nie eingeschlagen hat.

Diese Abfolge der Liniendeterminierung fand zwar ebenfdls in der Gfil”" Maus dait, dler-
dings war die rdative Haufigkeit der CD4 SP Thymozyten wéhrend des Differenzierungs-
prozesses in R4 bis R6 deutlich vermindert (Abb. 3.13), wadhrend die zusitzliche
CD4*CD8" Populaion in R5 und R6 wieder verstarkt auffid. Eine Anhaufung dieser Zellen
konnte dso auf eine Entwicklungsblockede der letzten Differenzierungsschritte, der pos-
tivinegativ Sdektion und der CD4/CDS8-Liniendeterminierung, hindeuten. Dies hétte ene
veranderte Linienentscheidung zugunsten der CD8 SP-Zdlen in den Gfil-defizienten Tieren
zur Folge.

Als ndchges sollte die direkte Auswirkung der Gfil Deetion auf die podtive Sdektion
DP-Thymozyten durch Kreuzungen der Gfil-KO Tiere mit HY-TCR tranggenen Tieren
untersucht werden. Der HY-TCR transgene Mausstamm ist eines der am besten charakteri-
detesten Mausmoddle zur Erforschung der postiv/inegativ Sdlektion. Diese transgenen
Méuse exprimieren enen tranggenen T-Zdlrezeptor (TCR), der en spezifisches,
Y-chromosoma kodiertes Peptid erkennt, welches durch das MHC-1 Molekll H-2Db pré&
sentiert wird (Kisdlow et a., 1988). DP-Thymozyten der ménnlichen H-2Db Maéause, die
das HY-Antigen exprimieren und somit dem transgenen TCR prasentieren, werden aufgrund
der starken Aviditdéd des HY-TCR-Komlexes negativ sdektioniert und werden deetiert.
Hingegen fihrt das Fehlen des HY-Antigens be der weblichen H-2Db Maus verstérkt zur
postiven Sdektion der DP-Thymozyten in Richtung CD8'-SP-T-Zdlen. Die Expresson
des HY-TCR in den HY-TCR Tieren kann durch die Bindung des monoklonden Antikor-
pers T3.70 an die HY a -Kette untersucht werden (Teh et ., 1988, 1989).
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Abbildung 3.14: FACS-Analyse der positiven Selektion bel den HY-TCR Méausen

a. Repréasentative Dot Plot Darstellung der CD4/CD8-Thymozyten-Entwicklung bei weiblichen Mausen: Die
isolierten Thymozyten aus Gfi1*’*, HY-TCR und Gfi1”", HY-TCR Tieren wurden mit a-CD4-PE, a-CD8-TC,
a-CD69-FITC sowie einem biotinyliertem a-HYa (T3.70) und einem SA-FITC markiert. Die HY-TCR trans-
gene Kontrolle (links) zeigt das fir einen Thymus typische Bild einer CD4/CD8 Farbung und deren prozentua-
leVerteilung der Populationen in den ensprechenden Quadranten.

b. Zusammenfassende statistische Auswertung der prozentualen Anteile der CD8/T3.70" Thymozyten ausje
AGfi1™* HY-TCR und Gfi1”", HY-TCR Tieren.

Auch hier, genau wie ba dear Gfil-KO Maus, spiegete sch die stark reduzierte Thymozy-
tenzahl der Gfil-defizienten HY-TCR Mause wider im Verglech zum transgenen Kontroll-
tier (Daten nicht gezeigt). Baderend auf der differentidlen Expresson von CD4, CD8 und
CD69 wurden die Thymozyten der Gfil**, HY-TCR und Gfi1”", HY-TCR transgenen Tiere
untersucht. Zusitzlich wurde zur Identifizierung der pogtiv sdektionierten MHC-1 restrin:
gierten Thymozyten der Antikdrper (T3.70) gegen das HYa benutzt. Wie in Abbildung 3.14
dargestelt, zeigten die transgenen HY-TCR Mause, sowohl das Kontrolltier, ads auch die
Gfil"” transgenen  Tiere, bevorzugte  Thymozyten Differenzierung  in Richtung
CD8"-SP-T-Zdlen. Dieser Effekt der MHC-1 Restriktion wird alerdings durch den Verlust
von Gfil in den HY-TCR Méausen deutlich verstérkt.
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In weblichen Gfil”", HY-TCR Mausen stieg der prozentude Anteil der CD8"-SP-T-Zdlen
von 21 % auf 49 % bezogen auf die Gesamizahl an Thymozyten und von 26 % auf 50 % der
eektronisch ausgewshiten T3.70° Thymozyten (Abb. 3.14a und b). Diese Tatsache der U-
berreprasentierung von CD8" T-Zdlen in den Gfil-defizienten HY-TCR transgenen Méusen
blieb auch bei der postiv sdektionierten T3.70° CD69" Population erhalten (Abb. 3.14a).
Die gtaistische Auswertung der CD8" T3.70" Thymozyten von je 4 Tieren der entsprechen
den Genotypen und die graphische Darstdlung in der Abbildung 3.14b zeigte eine Verdop-
pelung der CD8*-SP-T-Zdlen in den Gfi1-K O Tieren.

Die Ubeprifung der HY-TCR Vb8 und Va3 Expresson auf den Thymozyten der
Gfil”HY-TCR transgenen Méausen, sowohl auf gesamten Thymozyten, as auch auf CD8'
SP Zdlen, lieferte den gleichen Vb8 / Va3 Expressonleve verglichen mit den Kontrolltie-
ren, so dass eine gestérte HY-TCR Expresson in den Gfil-defizienten Mausen ausgeschlos-
sen werden konnte (Daten nicht gezeigt). Auffalend war, dass in den Gfil-defizienten
HY-TCR Méusen der prozentude Antell der Vb8 und Va3 Zdlen innerhab der CD8*
oder der gesamt Thymozyten bei nahezu 100 % lag, der dgnifikant hoher war as der der
Kontrolltiere (Daten nicht gezeigt).

Um waeitere Einblicke in den Mechanismus der durch den Gfil Verlus beentréchtigte pos-
tive Sdektion wahrend der ThymozytenDifferenzierung zu erhdten, wurde die Proliferati-
onsrate der unterschiedlichen CD4/CD8 Subpopulationen untersucht. Wahrend der Prolife-
ration von Zelen efolgt eine Verdoppelung der DNA innerhab der Synthese Phase. Der
Einbau von 5-Bromo-2'-Deoxyuridin (BrdU) wéhrend dieser S-Phase in die neusyntheti-
sete DNA emdglicht daher die Bestimmung de Proliferationgate Uber die
FACS-Messung mit einer Huoreszenz markierten AntikOrper gegen das Brom. Hierzu wur-
de das BrdU am Tag O zunéchst intraperitoned in Gfil™* sowie Gfil” Méause injiziet und
anchlief?end in einem Zetraum von 3 Tagen Uber das Trinkwasser zugefuhrt. Fir die dtatis-
tische Auswertung wurden fir jeden Zetpunkt je 3 Tiere der jeweiligen Genotypen unter-
sucht. Die Thymozyten wurden mit CD4 und CD8 Antikorpern inkubiert, fixiert, permesbi-
lisert und anschlieRend mit FITC konjugietem a-BrdU behandelt. CD4/CD8-Populationen
wurden nach Germain (2002) ausgewéhlt. Das Ergebnis igt in der Abbildung 3.15 ds gra
phische Darstellung wiedergegeben.
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Abbildung 3.15: Bestimmung der Proliferationsrate durch BrdU-Einbau

BrdU (1,8 mg) wurde mit 200 ul PBS am Tag O intraperitoneal injiziert und kontinuierlich Uber einen Zeit-

raum von drei Tagen zu 1mg/ml mit dem Trinkwasser zugefiihrt. Die isolierten Thymozyten aus Gfi1"* (ge-

strichelte Linie nit Kreis) und Gfit" (durchgezogene Linie mit Quadrat) Tiere wurden mit Antikdrpern CD4
(PE), CD8 (PerCP) gefarht, fixiert, permeabilisiert und darauf folgend mit a-BrdU (FITC) geférbt. Die elekt-
ronische Auswahl der CD4/CD8-Populationen erfolgte nach Germain (2002). Dargestellt ist der prozentuale
Anteil an BrdU positiver Zellen der aufgefihrten CD4/CD8-Thymozyten, aufgetragen gegen die Zeit auf der
X-Achse. Angegeben sind immer die Mittelwerte einer Dreifachbestimmung mit Standardfehl erabweichung.

DN, DP und CD4"°CD8* und CD8* SP Thymozyten von WT und Gfi1-K O Mausen zeigten
in ihrem Proliferationsverhdten keinen dgnifikanten Unterschied (Daten nicht gezeigt und
Abb. 3.15). W&hrend ein niedrig proliferatives Potentid in CD4'°CD8"° und CD4*CD8"
Populationen der Gfil-KO Tiere festgestdlt wurde (Abb. 3.15). Somit konnte die nahe g
legene Erkl&rung  ausgeschlossen werden, dass der hohe reative Antell  an
CD8"-SP-T-Zdlen ba den Gfil-Mangdmutanten die Folge ener erhdhten Proliferationsra-
tesda.
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3.3.2 Mangd an Gfil fuhrt zur Apoptose bei proliferierenden DN/c-Kit™ Thymozyten

Eine der charakteridtischen Folgen der Gfil Defizienz ist die makroskopisch deutliche Re-
duktion der Thymozytenzahl (Daten nicht gezeigt). Expandgon oder Verlust von besimmiten
Thymozyten Subpopulationen snd mesens Auswirkungen ener Regludionsstérung der
Zdlproliferation und des programmierten Zelltodes (Apoptose).s

Die Veranderung der Morphologie gpoptotischer Zdlen lésst dch in der Durchflul3zyto-
metrie durch das Vorwéarts/Satwértssreulicht-Profil darsellen. Se snd  gekennzeichnet
durch eine geringere Grole und zum Teil auch durch ene vergakte Granularitét. Ein wete-
res, haufig verwendetes Apoptose-Testverfahren, fir das ebenfdls die Durchflul3zytometrie
genutzt wird, ig der AnnexinV-Tedt. In friheren Apoptosestadien findet eine Trandokation
von Phosphatidylserin (PS), das normdeweise nur auf der Innensate der Zdlimembran
lokaidert ist, auf die Aullensdte der Membran dait. AnnexinV is e@n Phospholipid bin-
dendes Protein mit einer hohen Affinité zu PS. Daher kann Fluoreszenzfarbstoff gekoppd-
tes AnnexinV ds empfindliches Nachweismolekll fir die Expodtion von PS, und somit

auch fur apoptotischer Zdlen, verwendet werden.

Befunde aus vorangegangenen Arbeiten der AG Mérdy zeigten, dass der Thymus der Gfil™”"
Mause sch durch eine sehr heterogene Region von FSC/SSC-Sgnaden mit geringerer Inten-
St& im Vegech zu Gfil”* Thymus auszeichnet. Diese breite Wolke erstreckt sich mit
hohem prozentudem Antel im Bereich der kleineren Vorwérts/Setwéartsstreulicht-Werten,
die vermutlich tote Zdlen und Zeldebris darstelen. Weitere Apoptose-Untersuchung der
Thymozyten von Gfil”* und Gfil” Mausen (ber die Propidiumiodid- und Anne
xinV-Féarbung legten nahe, dass die Thymozyten durch den Gfil Verlust apoptotisch bzw
auch nekrotisch werden und sich akkumulieren (Holger Karsunky, Doktorarbeit).

Auch hier wurde die oben beschriebene Morphologie sowie die erhdhte AnnexinV™® Zdlen
innerhdb  Gfil”~ Thymozyten beobachtet werden. Die Abbildung 3.16 zeigt exemplarisch
das Vorwarts-/Satwartsstreulicht-Profil zusammen mit AnnexinV-FITC von Thymozyten in
einem 3D-FACSPlot.
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Abbildung 3.16: 3D-Dar stellung apoptotischer Thymozyten
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Thymozyten von Gfi1""* und Gfil” Mausen wurden mit AnnexinV-FITC markiert, durchfluzytometrisch
gemessen und anschlief3end zusammen mit den Parametern der Morphologie tber das Vorwérts- (FSC-Height)

und Seitwartsstreulicht (SSC-Height) in einer 3D-Graphik analysiert.

Als né&chdes olite der AnnexinV-Test be den CD4/CD8-Subpopulationen durchgeftihrt
werden. Dazu wurden die Thymozyten zusammen mit CD4-PE und CD8-PerCP zusétzlich

mit AnnexinV-FI TC Konjugaten inkubiert.

CD4

Abbildung 3.17: Analysevon Thymozyten auf Apoptose
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Thymozyten von Gfi1"* und Gfi1”~ Mausen wurden mit CD4-PE, CD8-PerCP und AnnexinV-FITC inkubiert,
anschlieffend durchflufzzytometrisch gemessen. Elektronisches Markieren der CD4/CD8 der intakten T-Zellen
erfolgte nach Germain (2002). Die Uber den Histogrammen aufgefiihrten Zahlen sind prozentuale Anteile der
AnnexinV* Zellen. Die Analyse verdeutlichte die Zunahme der AnnexinV" Zellen innerhalb der CD4'°CD8°

Population in der Gfil-KO Maus.
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Die Andyse zeigte, dass die CD4"°CD8'° Population in der Gfil-defizienten Mausen enen
deutlich ehohten Antel an Annexinv® Zdlen und somit enen signifikanten Unterschied
gegeniber der WT-Population aufwies (Abb. 3.17). Die Fraktion der AnnexinV® Zdlen
innerhdb der Population be der Gfil-KO Maus machte 40 % aus im Vergleich zu 20 % bel
der WT Maus (Abb.3.17).

Da wichtige Uberlebenssignae bei proliferierenden Thymozyten von IL-7R und c-Kit aus-
gehen, wurde das apoptotische Verhaten der c-Kit positiven Thymozyten néher betrachtet:
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Abbildung 3.18: Apoptose-Untersuchung bei den c-Kit positiven Thymozyten

a. Farbung der Thymocyten mit a-c-Kit-PE und AnnexinV-FITC: Elektronisches Markieren der cKit expri-
mierenden Zellen und anschlielfende Analyse AnnexinV positiver Zellen zeigte die starke Zunahme an apopto-

tischen Zellen innerhalb der c-Kit* Population in Gfi1”". Deutlich wird auch der Riickgang der cKit* apoptoti-
scher Zellen durch bcl-2 Koexpression.

b. Die Darstellung der absoluten Thymozytenzahlen von 46 Wochen alten Tieren der Genotypen Gfi1*",
Enbcl-2, Gfi1” und Gfi1” Enbcl-2.

Die Befunde von Holger Karsunky (Doktorarbeit) ergaben enen sgnifikanten Unterschied
zwischen der WT und Gfil” Maus in der AnnexinV-Farbung innerhalb der cKit* Populati-
on. Dabei konnte dne drastische Zunahme der AnnexinV® Zdlen in der Gfil” Maus im

Verglech zur WT-Kontrolle gezeigt werden, die hier ebenfdls andyset wurde (Abb.
3.18a).

Zur weiteren Kl&ung der Frage, ob Apoptose im Gfil” Mausmodel eine Rolle spidt, wur-
de en transggenes Mausmoddl, welches das anti-gpoptotische Protein Bcl-2 unter dem
EprPromotor in T-Zdlen Uberexprimiert (Epbd-2, Strasser et d., 1991) eingesetzt. Das
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Produkt des Protoonkogens Bcl-2 schiitzt Zdlen gegen eine Reihe von physiologisch oder
experimentell angelegten Apoptose-Stimulantien (Strasser et d., 1991). Um somit die mog-
liche Funktion von Gfil be gpoptotischen Mechanismen zu untersuchen, wurden Kreuzun-
gen der Gfi1”" Tiere mit Eubd-2 transgenen Tieren vorgenommen.

Die Ergebnisse, dargestdlt in der Abbildung 3.18a, zeigten, dass Bcl-2 Koexpression in der
Gfi1-KO Maus die Apoptose der c-Kit* Thymozyten unterdriickt. Die AnnexinV® Zdlen
innerhab der c-Kit* Thymozyten werden durch die Einfilhrung des Bd-2 in die Gfil” Tiere
auf einen Wert von 3% stark reduziert (Abb. 3.18a). Allerdings hatte die Bal-2 Uberexpres-
gon kenen Effekt auf die ThymusgroRe und somit auch keine dgnifikante Veranderung der
Thymozytenzehl zur Folge im Veglech zu den Gfil-defizienten Tieren (Abb. 3.18b). Um
festzugtellen, ob die stark reduzieten CD4 CD8 Zdlen (DN) innerhab eKit™ Population in
Gfil” Thymozyten (Holger Kasunky, Doktorarbeit), durch die Koexpresson von Bd-2 in
den Gfil” Méusen ebenfells wiederhergestellt wird, wurden die c-Kit* Zdlen von Gfil”
Epbd-2 transgenen Mausen nach ihrem CD4/CD8 Expressionsprofil analysiert.
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Abbildung 3.19: CD4/CD8 Expressionspr ofil innerhalb der c-Kit*-Thymozyten

Isolierte Thymozyten der Gfi1**, Enbcl-2, Gfi1” und Gfil’Enbcl-2 Tiere wurden mit CD4-TC, CD8-FITC
und cKit-PE Antikorper gefarbt und durchfluzytometrisch analysiert. Gezeigt ist das CD4/CD8-Profil der
elektronisch ausgewéhiten c-Kit*-Zellen. Deutlich wird der Verlust der DN-Population innerhalb der
c-Kit*-Zelen in der Gfi1-K O Maus zu Gunsten der CD4- und CD8-SP-T-Zéllen.
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Diese Untersuchung ergab, dass die dezimierte ¢Kit* DN-Subpopulation in der Gfil” Maus
von 19 % auf 49 % durch die Bd-2 Koexpression in den Gfil”" Epbd-2 transgenen Méausen
erhoht wird (Abb. 3.19).

Wie in der Einletung elautert, wird c-Kit von der Mehrzahl der DN-Thymozyten expri-
miert. Um die Apoptose bel den ¢Kit" DN néher zu betrachten, wurde der Anteil an Anne-
XinV postiven Zdlen innerhdb der Linc-Kit™ Thymozyten untersucht. Diese lassen sich im
FACS durch Inkubation der Thymozyten mit a-c-Kit und mit einem Antikorper-Mix gegen
Linien spezifische Oberflachenmolekile (CD3, CD4, CD8, Pan-NK, Gr-1, B220, Mac-1

und Ter-119) sowie AnnexinV dargelen.

Gfil+
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Abbildung 3.20: Untersuchung der Lin™ c-Kit"Thymozyten

Isolierte Thymozyten aus Gfi1** und Gfil”~ Tieren wurden mit a-c-Kit-PE, AnnexinV-FITC und einem Mix
aus biotinyliertem Linien-Antikorpern (CD3, CD4, CD8, Pan-NK, Gr-1, B220, Mac-1 und Ter-119) sowie
Streptavidin-PerCP-Cy5.5 als Zweitreagenz inkubiert und durchfluRzytometrisch analysiert.

Aus der Andyse geht hevor, dass die Subpopulation der c-Kit exprimierenden
Lin-negativen (Lin) Zelen in Gfil” Thymozyten ds Folge moglicher Apoptose sehr stark
reduziert ist. Es zeigte sich, dass sich diese Population im Gfil” deutlich stérker mit Anne-
xinv farben lie ds in der WT-Kontrolle von 9% im WT auf 18% im Gfil-KO (Abb.
3.20).
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3.3.3 GfilVerlud fuhrt zu Defekten in der frihen T-Zéelentwicklung

Die durch den Gfil Mange hervorgerufene Reduktion der Thymozyten Populationen legte
nahe, dass die Defekte berets in den frihen Populaionen der DN-Thymozyten liegen. Die
Analyse der Expresson des c-Kit Molekiils, sowohl in der Gesamtpopulation der Thymozy-
ten, as auch in der Lin-negativen Thymozyten (DN) der Gfil”" Mause deutete bereits durch
die Reduktion der c-Kit" Zdlen auf eine Wirkung von Gfil in die frihen FZdl Differenzie-
rung. Bereits vorangegangene Experimente zeigten, dass insbesondere die prozentuaden An-
tele der DN2, DN3 und DN4 in der Gfil-defizienten Maus deutlich reduziet Snd. Eine
weltere, dramatische Auffdligket in der Gfil Mangdmutante war die neue, gut abgrenzba
re CD44" CD25'™ Subpopulation (Holger Karsunky, Doktorarbeit).

Als né&chges wurde hier eine ViefabenFACS-Andyse zur Ermittlung der gpoptotischen
Zdlen innerhab der DN-Subpopulationen durchgefiihrt. Wie in der Einleitung beschrieben,
kann diese Population der DN-Thymozyten, auch Lin-negativ (Lin) genamt, aufgrund ihrer
Expresson der Oberflachenmolekile CD25 und CD44 in weitere vier Subpopulationen un-
terteilt werden. Dazu wurden Einzelzellsuspensionen aus WT und Gfil” Thymi mit biotiny-
lieten  Lin-Antikorpern  sowie  Streptavidin-PerCP - ds  Zweitreagenz  gefarbt, in  der
FACS-Andyse dle PearCP-Cy5.5 negativen Zdlen markiert, und deren CD25/CD44 Profil
Uber zwel weitere Fluoreszenzen dargestellt. Anschlielend wurden die AnnexinV® Zdlen
innerhab der DN-Subpopulaionen ermittet. Fir eine genaue datistische Auswertung wur-
den jeweils neun 4 — 6 Wochen ate Tiere der Genotypen Gfi1** und Gfil”" benutzt.
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Abbildung 3.21: Analyseder Apoptose bei den Lin” Subpopulationen

Graphische Darstellung der AnnexinV positiven Zellen innerhalb der Lin-negativen Subpopulationen aus
inviduellen 46 Wochen alten Tieren der Genotypen Gfi1*'* und Gfi1”". Isolierte Thymozyten wurden mit
a-CD25-PE, a-CD44-APC, AnnexinV-FITC und einem Mix aus biotinyliertem Linien-Antikbrpern sowie
Streptavidin-PerCP-Cy5.5 als Zweitreagenz inkubiert und durchflufzytometrisch analysiert. Gezeigt sind die
relativen Antelle der AnnexinV positiven Zellen aus CD44/CD25-Profil elektronisch  markierten
Lin-Thymoyzten. Der Querbalken markiert den Mittelwert aus 9 einzelnen Individuen des jeweiligen Geno-

typs.

Abbildung 321 zeigt das Ergebnis diessr Andyse und verdeutlicht, dass dch tendenziel
relativ mehr Zellen aus dem Gfil”" Thymus im Vergldch zum WT mit AnnedinV anfarben
liefen. Ein sgnifikanter Unterschied zwischen WT und KO war jedoch nur in den DNI1-
sowie DN2-Populaionen zu erkennen. Der durchschnittliche rdative Anteil an AnnexinV*
Zdlen innehdb der DN1-Thymozyten lag im KO Maus 168+4,8% und im WT
9,1+ 35%. Innerhalb der DN2-Population betragt die Haufigkeit Annexinv™ Zdlen im KO
13,3 = 3,3 % sowie im WT 6+ 2,9% (Abb. 3.21). Die Signifikanz der Unterschiede zwi-
schen beiden Genotypen wurde datisisch ermittdt (Student's t-Test). Der Test ergab ene
Sgnifikanz von 0,05 fir beide Populationen und en p-Wert von 0,004 fir den Unterschied
innerhalb der DN1-Thymozyten und 0,001 innerhdb der DN2-Population. Alle anderen
untersuchten Populationen zeigten keinen dgnifikanten Unterschied in der Farbung mit An-
nexinV (Abb. 3.21).

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass besonders die c-Kit exprimierenden Thymozyten
vom Velug an Gfil betroffen and. Da wichtige Proliferationssignde von IL-7R und c-Kit,
insbesondere wéhrend der frihen T-Zedlentwicklung, ausgehen, und sich die Expresson der
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beiden entsprechenden Rezeptoren grofdentells Uberschneidet, wurde deren Expresson auf
den DN-Thymozyten der beiden Genotypen Gfil™* und Gfil” im enzdnen durchfluzy-
tometrisch néher untersucht. Um die c-Kit sowie IL-7R Expresson be den einzenen
DN-Subpopulationen  festzudtelen, wurden die  Lin-negdiven  Thymozyten  nach
CD44/CD25-Profil dargestelt und anschlielend die Expresson beider Rezeptoren in den
elektronisch markierten CD44/CD25- Popul ationen anaysert.
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Abbildung 3.22; Analyseder c-Kit und IL-7R Expression auf den DN-Thymozyten

a. Isolierte Thymozyten wurden mit a-CD25-APC, a-CD44-FITC, a-c-Kit-PE und einem Mix aus biotiny-
lietem Linien-Antikorpern sowie Streptavidin-PerCP-Cy5.5 als Zweitreagenz inkubiert und durchflulRzy-
tometrisch analysiert.

b. Die Férbe-Prozedur der Thymozyten ist dieselbe wie in @), mit dem Unterschied, dass hier a-IL-7R-PE
benutzt wurde. Die CD44™ CD25™ -Popul ation im Gfi1-K O zeigt eine Zunahme IL-7R positiver Zellen.

Dabe egab dch en villig anderes Bild fur die Gfil-KO Tiere. Die DN1- und
DN2-Subpopulationen aus der Gfil-defizienten Maus exprimierten keinen c-Kit Rezeptor
mehr im Vergleich zu den gark exprimierenden WT-DN1 und DNZ2-Thymozyten (Abb.
3224). Auch die in Gfil” Mausen aufkommende CD44"CD25™-Population zeigte einen
vollgandigen Verlugt an c-Kit Expresson, wéhrend die rdaive Hafigkeit IL-7R" Zdlen
innerhalb dieser Population deutlich erhtht war (Abb. 3.22b). Die Anteile an IL-7R" Zdlen
be den Ubrigen DN-Subpopulationen zeigten keinen dgnifikanten Unterschied zwischen
den Genotypen.
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In enem weiteren Ansaiz wurde der Verlust von Gfil auf das Proliferationsverhaten der
Lin'-Subpopulationen mittels BrdU-Einbau Uber einen Zeitraum von 3 Tagen untersucht. Zu
jedem Zeitpunkt wurden je 3 individuele Méause der Kontroll und der Gfil-KO Maus anay-
sert.
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Abbildung 3.23: Unter suchung der Proliferationsrate bei Lin-Subpopulationen

+/+

Thymozyten aus Gfil*'* (gestrichelte Linie mit Kreis) und Gfi1”~ (durchgezogene Linie mit Quadrat) Tiere
wurden mit mit a-CD25-PE, a-CD44-APC und einem Mix aus biotinylierten Linien-Antikorpern sowie Strep-
tavidin-PerCP-Cy5.5 als Zweitreagenz inkubiert, fixiert, permeabilisiert und mit a-BrdU (FITC) geférbt. Dar-
gestellt ist der prozentuale Anteil an BrdU positiven Zellen der aufgefiihrten DN-Thymozyten, aufgetragen
gegen die Zeit. Angegeben sind Mittelwerte einer Dreifachbestimmung mit Standardfehlerabweichung.

Die Andyse BrdU makierter Zelen zeigte einen deutlich niedrigeren Prozentsatz an proli-
ferierenden Zellen in der CD44"CD25™-Population der Gfil-defizienten Tiere auf, wahrend
die Proliferationsrate der DN3-Population im Vergleich zu WT erhoht war (Abb. 3.23). Be
den anderen untersuchten DN1-, DN2- und DN4-Subpopulationen zeigten sch keine sgni-
fikanten Unterschiede in ihrem Proliferationverhdten zwischen den Genotypen (Daten nicht

gezeigt).
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Abbildung 3.24: Analyseder pr&TCR Expresson in den DN3-Thymozyten

Intrazelluldre TCRb-Féarbung: Die mit den a-CD25-APC, a-CD44-FITC und einem Mix aus biotinylierten
Linien-Antikorpern sowie Streptavidin-PerCP-Cy5.5 als Zweitreagenz behandelten Thymozyten wurden f-
xiert, permeabilisiert und anschlieffend mit a-TCRb-PE inkubiert. Dargestellt sind die intracelluléren

TCRb-Ketten (izZTCRb) Expression in den elektronisch ausgewéhliten CD44 CD25'- (DN3) und CD44 CD25-
(DN4) Subpopulationen. Es konnte kein Unterschied zwischen der WT und der Gfil-KO Maus festgestellt
werden.

Es wurde zuvor gezeigt, dass das Verhditnis der E- zu L-Zdlen wahrend der b-Sdektion
innerhdb der DN3-Population durch den Gfil Verlus endeutig verandet war. Die

L-Population der DN3-Thymozyten sieg von ca 15% in wildtyp Tieren auf etwa 23 % in
Gfil-defizienten Mausen (Holger Karsunky, Doktorarbeit).

Um der Frage nachzugehen, ob der hohe Antel an L-Zdlen in dar Gfil Mangemutante
durch eine Vergdrkung des TCRb GenRearrangements verursacht wird, wurde die Menge
an funktiondlen intrazellul&en (iz) TCRo-Ketten durchflul®zytometrisch in den DN3- und
DN4-Populetionen der Gfil-KO sowie der WT Méuse untersucht. Die eektronisch ausge-
wéahiten DN3- und DN4-Zdlen zdgt2en keine Unterschiede an der Expresson der
iZTCRb-Ketten zwischen den Genotypen Gfil** und Gfil”~ (Abb. 3.24b). Somit konnte fiir
Gfil gezeigt werden, dass dieses moglicherweise die Morphologie oder die Expanson der
L-Zdlen beanflust und keine Wirkung auf die VDJRekombination sowie auf die
TCRb-Expresson hat.
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3.34 Gfil-KO Thymus Phanotyp ist assoziiert mit modulierter Expresson potentiel-
ler Gfil Zielgene

Gfil reguliert ds Transkriptionsfektor ene Vidzahl von Genen und beanflusst so das Ver-
hdten der Zdlen. Die gewonnenen Erkenntnisse warfen die Frage auf, welche Wirkung der
Verlug von Gfil auf die Regulation bzw. Expresson von Genen im Thymus hat. Um diese
Frage zu beantworten, wurde eine Suche nach verdnderten Expressonprofilen von Gfil
Zidgenen in Thymozyten der Gfil-KO im Veglech zum WT durchgefthrt. Hierfir wur-
den Maus Oligonukleotid-Genchips (Murine 11K Array und U74A Array) der Firma Affy-
metrix verwendet. Der Vortell von Genchips gegeniber anderen Methoden ist, dass ene
sehr grol3e Anzahl von Genen glechzetig bezliglich ihrer Expressonshohe untersucht wer-
den konnen. Die hier verwendeten Genchips bestehen aus einem Glassubgirat, auf dem pro
Chip Sequenzen von bis zu 12000 Genen bzw. ESTs (engl. ,expressed sequence tags’) in
Form von Oligonukleotiden préasentiet snd, die mit markieter cRNA hybridisert werden
konnen. Fur die Andysen wurde gesamt-RNA aus Tota-Thymozyten und  aus
FACS-sortierten DP-Thymozyten aus Gfil” oder WT Méausen isoliert. Die weitere Proze-
dur wurde von Mitarbeitern der Biochip Labor der IFZ durchgefihrt. Es wurden jewells
zwei unabhéngige Experimente miteinander verglichen. (Tab. 2).
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Tabelle2:  Genemit veranderten Expressionsprofilen in Gfil”” Thymozyten

Gesamt Thymus
Maus 11K array

CD4*CD8" (DP)
MausU74A array

Veranderung der Expressionshéheim Vergleich zu WT

Inhibitor of DNA binding 3

Induziertin LExp. 2Exp. LEXp. 2Exp.
Gfi1” Thymozyten (HK)

c-maf 10,3 30,6 13 14
bZI P transcription factor

TRAF5 6,1 24 9,7 84
TNF-receptor associated factor 5

LKLF 36 29 83 10,2
Lung Krippel like factor

Id1 n.d. n.d. 74 6
Inhibitor of DNA binding 1

[d2 13 n.d. 42 35
Inhibitor of DNA binding 2

Id3 n.d. n.d. 13 15

Gesamtzellulare RNA wurde aus totalem Thymus oder aus FACS-sortierten DP-Thymozyten der Genotypen
Gfit™* und Gfi1”" isoliert. Poly-A*-RNA wurde in doppelstrangige cDNA transkribiert. In einer in vitro
Transkription diente die cDNA as Template fur die Synthese von biotinylierter, einzelstrangiger cRNA. Die
fragmentierte cRNA wurde dann fir die Hybridisierung mit den Affymetrix-Genchips Maus 11K und U74A
eingesetzt. Eine Expressions-Verdnderung von mehr als 2,5 fach im KO gegentber WT wurde a's signifikant

betrachtet. HK: Holger Karsunky, n.d.: nicht detektiert.

Vergleichende Gen Expressonsandyse vom ganzen Thymus und von gerenigten CD4/CD8

DP-Thymozyten aus Gfil” Tieren zeigten, dass die Expresson einer spezifischen Gruppe

von etwa 40 Genen von Gfil reprimiert werden kann. Alle diese Gene sind Kandidaten fir
direkte Gfil Zielgene oder indirekte Effektorgene. Ein Tel diesr Gene ig in der Tabdle 2

aufgelistet,
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Die Ergebnisse der Genchip-Andysen fir relevante und interessante Zielgene wurden durch
Northernblot und durch RT-PCR-Anaysen bestétigt (Abb. 3.25).

Aus den Thymi der Gfil” sowie der Kontrolltiere wurde RNA isoliert und in Northernblo-
t-Andysen die Expresson nach Lung Krippe-like factor (LKLF), TNF-receptor associated
factor 5 (TRAFS), Inhibitor of DNA binding 1 (Idl), Inhibitor of DNA binding 2 (1d2)
sowie bZIP transcription factor untersucht (c-Maf Daten nicht gezeigt, Abb. 3.25a).
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Abbildung 3.25: Expressionsanalyse von potentiellen Gfil-Zielgenen

d1

a. Northern-Analyse von Gesamt RNA aus Thymi der Genotypen Gfil**, Gfi1”" und Gfi1’" mit verschiede-
nen DNA Fragmenten aus cDNA EST-Klonen und PCR-Amplifikationen zum Nachweis der Expression der
Gene LKLF (EST-Klone), TRAF5 (EST-Klone), Id1 und 1d2 (PCR). Quantifizieung der Signale von Id1 und
1d2 durch EtBr-Farbung der 28S-rRNA.

b. RT-PCR-Analyse zum Nachweis der Idl- und |d2-Genexpression in sortierten CD8'-, DN- sowie in
CD4'CD8"- (DP) Thymozyten der WT und KO Maus. Nach der Préparation der Gesamt-RNA aus den einzel-
nen Subpopulationen und der Reverser Transkription wurde die entsprechende cDNA mit Maus Id1- bzw 1d2
spezifischen Primern amplifiziert und das PCR-Produkt mit einem 1,5 %-igen Agarosegel analysiert. Kontrolle
der Reversen Transkription wurde mit b-Actin Primern durchgefihrt
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Die Hybridiserung von Gesamt-RNA aus Thymi der KO und WT Méause mit den entspre-
chenden radioaktiv markierten LKLF, TRAF5 und c-Ma (Daen nicht gezeigt) cDNA
Fragmenten zeigte ene sehr dake Expresson der  entsprechenden Gere in den
Gfil-defizienten Tieren im Vergleich zu WT Mausen (Abb.3.258). Wéhrend die 1d1- und
|d2-Expresson in der DNA-Chip Andyse vom gesamten Thymus nicht zu detektieren war,
konnte ein gesteigertes Expressonsniveau in sortieten DP-Thymozyten der Gfil” Mause
im Verglech zu WT-DP Thymozyten, sowohl der 1d1 und Id2 Gene das auch der oben e-
wénten Gene LKLF und TRAF5, festgestdlt werden (Tab. 1). Wobe jedoch die
Northernblot-Analyse eine verstérkte 1d1 und 1d2 Expression im gesamt Thymus der Gfil”
Tiere ergab (Abb. 3.253). Die 1d3 Expresson scheint durch den Gfil Verlust nicht beein
trachtigt zu werden (Tab. 2).

Eine wetaus empfindlichere Methode zur Untersuchung der Zdlverteilung der Transkripte
des Id1l und 1d2 Gens gdlt die Reverse Transkriptase- Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)
dar. Hierbei wird die mRNA der zu untersuchenden Zelen oder Gewebe mit Hilfe einer
Reversen Transkriptase in den entsprechenden cDNA-Strang umgeschrieben und anschlie-
fend fUr die PCR mit Id1 und Id2 spezifischen Primern eingesetzt. Als RNA-Qudle fir die
folgenden Untersuchungen wurden CD8*-, DN- und DP-Thymozyten-Populationen der
CGfil-defizienten sowie der WT Tiere genutzt. Durch die PCR mit murinen b-Actin Primern
wurde die Quaitét der Reversen Transkription Uberpriift (Abb. 3.25b).

Die RT-PCR brachte in den DP-Thymozyten versérkte Id1l und 1d2 Expresson in der
Gfi1-KO Maus hervor. Desweiteren wurden erhdhte |d1-Transkripte in CD8"-SP-Thymozy-
ten dar Gfil-KO Maus nachgewiesen, wahrend in DN-Zdlen weder 1d1, noch Id2 ene
Veranderung gegentber der WT-Kontrolle zeigte (Abb. 3.25b). Eine modulierte 1d2
Expresson wurde in den CD8'-Thymozyten durch den Gfil Verlug ebenfdls nicht
beobachtet. Das erhthte Expressonsniveau der ewdhnten Gene in den Thymozyten
Gfil-ddfizienter Mause bestétigt die Gfil Funktion as transkriptioneller Repressor.
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4. Diskusson

4.1 Gfil:GFP Knock-in Maus zeigt differentielle Expression und die Au-
toregulation des Gfil Geneswahrend der L ymphozyten Entwicklung

4.1.1 Expressionsanalyse von Gfil und GFP in den Lymphozyten der Knock-in

Maus

Einen der hilfreichgen Ansitize der modernen Molekularbiologie, um Information Uber die
in vivo Regulation und Funktion von Gene und deren Ralle im Immunsysem zu erlangen,
ddlt die gezidte Mutagenese von Genen in der Kembahn von Mausen dar. Die Generie-
rung der Gfil ,knock-in* Maudinie efolgte mitteds homologer Rekombination in embryo-
nden Stammzellen der Maus. Dabe wurde en Grof¥el des kodierenden Bereichs durch
Insertion einer GFP cDNA Kassette ersetzt. Hierdurch sollte gewéhrleistet werden, dass das
GFP Gen von den gleichen Kontroll-Elementen wie Gfil reguliert wird. Der mdgliche Ein-
fluss von regulaorischen Elementen in der 3 Region, wie die 3 Terminierungssgnade und
der 3 nicht kodierende Bereich sowie das Polyadenylierungssgnad des endogenen Gfil
Gens blieben ebenfdls erhdten, um dScherzugdlen, dass die Transkription des Gfil.GFP
knock-in Allds und des Gfil-WT Allds wetgehend gleich verlauft. Durch Andyse von
GFP und Gfil auf RNA- und Proteinebene sollte die Regulaion beider Allde in den hetero-
zygoten KI-Mausen untersucht werden. Zusdzlich wurde der Verlugt von Gfil und die
GFP-Insartion zdbiologisch mittels FACS- und LSM-Analyse gezeigt.

Quantitetive Red-time PCR Andysen an ThymozytenSubpopulationen sowie an naiven
und aktivieten peripheren T-Zdlen zeigten, dass die transkriptiondle Regulation des
GfiL.GFP Allds enschliedich der Hdbwertszeit des GFP Transkripts, stark der des
WT-Allds dhndt. Dass die Gfil.GFP knock-in Maus en représentatives Moddl zur Beo-
bachtung der Gfil Expresson in unterschiedlichen Zdlpopulationen und Organen der Maus
darsdlt, bedtétigten auch dhnliche Gfil und GFP Proteinmengen in den T-Zdlen wéhrend
der CD4/CD8- Thymozyten Differenzierung.
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Auch in den peripheren T-Zelen folgte die GFP Expresson der bekamten Gfil Expresson.
So wurde in frihen T-Zdlen der Thymozyten-Populationen eine vid stérkere GFP Fuores-
zenz ds in den peripheren T-Zdlen gefunden. Die Beobachtungen, dass Gfil Expresson
durch Aktivierung der peripheren T-Zdlen gesteigert wird, und die héchste Expresson in
den T-Zdlen des Thymus hat, wurden bereits mit anderen Methoden herausgefunden
(Schmidt e d., 1998; Karsunky et d., 2002). Die Ubereingtimmung mit den hier prasentier-
ten GFP-Daten weist darauthin, dass das Gfil:GFP Mausmoddl das Gfil Expressonsmus-
ter widerspiegdt und fir in vivo Untersuchung der Gfil Expresson durch die GFP Huores-
zenz genuitzt werden kann.

Vergleicht man die RNA- und Proteinexpresson so zeigte Sch, dass diese nicht zetlich
Uberlappen, sondern, dass das Protein zetlich verzogert exprimiert wird. So zeigen die
DP-Thymozyten der heterozygoten  KI-Tieee e@n  hoheres Gfil  und GFP
RNA-Expressonsniveau ds die DN-Population, wahrend die entsprechenden Proteinmen-
gen in der DP-Subpopulation eindeutig niedriger snd ds die der DN-Thymozyten. Folglich
spiegelt die GFP Fluoreszenz, zumindest in den Thymozyten, der Gfi1"C™ Mausen die Gfil
Proteinexpresson und nicht die Gfil mRNA Expresson wider. Allerdings hat das knock-in
Modedl auch klare Einschrankungen, die durch die Detektion der zwel Isoformen des Gfil
Proteins in sortierten Thzymozyten ersichtlich wurden. Die Expressonsnivesus beider [so-
formen, der 55 kDa und 47 kDa Form, snd am hdchsten in den DN-Zdlen und fdlen deu-
lich in den DP-, CD4"- sowie in den CD8'-Thymozyten ab. Allerdings zeigt die kleinere
Isoform eine andere Kinetik as die grof3ere Isoform. Diese Komplexitét kann durch die
GFP Huoreszenz in den Gfil:GFP knock-in Mausen nicht représentiert werden und bedarf

weiterer Untersuchungen mit anderen Methoden.

In alen andyserten Thymus Subpopulationen konnte so gut wie keine Heterogenitét beo-
bachtet werden und dle Zdlen exprimierten GFP. DN1- und DNZ2-Subpopulationen mach-
ten die enzige Ausnahme, da diese ene klene Gruppe an GFP negativen Zdlen aufwiesen.
DN1- und DN2-Zdlen snd nicht determiniert, bendtigen zur Proliferation Zytokine wie
SCF und IL-7 (Murray et d., 1998 und Baird et a., 1999), haben nicht rekombinerte TCR
Allde und bestzen noch das Potentid dch in andere Zdllinien, wie dendritische Zelen,
NK- oder B-Zdlen, zu entwickeln. Es ig nicht unwahrscheinlich, dass sch der Verlust von
Gfil Expresson innerhab der DN1/DN2-Populationen negetiv auf die T-Zel Liniendeter-

minierung auswirken koénnte.
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Im Hinblick auf die pr&T-Zdlentwicklung ig die kontinuierliche Zunehme der GFP Ex-
presson, somit auch der Gfil Expresson, wahrend der DN Differenzierung zu beobachten.
Se earecht den HoOhepunkt in den b-sdektionieten L-Zdlen innehdb  der
DN3-Population, in der pr&TCR Sdektion daitfindet. Diese Zdlen haben berets ihre
TCRb Gene produktiv umgruppiert und kénnen somit as stark proliferierende Zellen Nach
schub fir die darauffolgenden Differenzierungsschritte liefern (Dudley et d., 1994 und
Hoffman et d., 1996). Verglichen mit den anderen frihen und spéten T-Zdl Subpopulatio-
nen, schent die Gfil Expresson wéahrend der pr&TCR Sdektion und in b-sdlektionierten
Zdlen am hochden zu san ds in dlen anderen T-Zdlen, sdbst solche, die mit Antigen ti-
muliert wurden. Diese hohe transkriptionelle Aktivité des Gfil Lokus in b-sdektionierten
Zdlen unterdtiitzt die zuvor publizierte essentidle Rolle von Gfil in diessm Prozess
(Schmidt et d., 1998). So haben Gfil-defiziente Mause ene geringere Anzahl an
DN3-Zdlen, eine gesteigerte Proliferationrate und weisen enen erhdhten Antell an L-Zdlen
auf (Holger Karsunky, Doktorarbeit). Dagegen bewirkt die Uberexpression von Gfil in den
Ick-Gfil transgenen Tiere e@ne Erhohung der relaiven Zdlzahlen der DN3-Thymozyten und
eéne fag vollgéndige Inhibition der mit der b-Sdektion assoziieten Proliferation. Die
DN3-Population setzte gch fast ausschliedich aus E-Zdlen zusammen und enthdt nur sehr
wenige L-Zelen (Schmidt et a., 1998). Die bisher beobachteten Effekte bzw. Daten Uber
die pr& TCR Sdektion in den Gfil Mausmutanten deuten auf eine Rolle von Gfil in diesem
Prozess hin.

In diessm Zusammenhang is die seigende Gfil Expresson in frihen pr&B-Zdlen im Kno-
chenmark, die pr&BCR tragend snd und &quivadent zu den DN3-Thymoyzyten gesatzt
werden konnen, interessant (Hardy und Hayakawa, 2001, Ceredig und Rolink, 2002). Hier
konnte aso eine dmliche oder identische trankriptiondle Regulation von Gfil Uber die
pr&TCR bzw. -BCR vemittdten Signde efolgen und auf ene vorschtige Ralle von Gfil
wahrend der frihen T- sowie B-Zdl Sdektionenschritte hindeuten. In den peripheren B-
und T-Lymphozyten wird Gfil Expresson durch Antigensimulierung induziert, welches
durch die erhthte GFP Fluoreszenz belegt wird. Diese Beobachtungen konnen ds weiteres
Indiz dafir aufgefast werden, dass die transkriptionelle Regulation von Gfil das Resutat
der TCR bzw. BCR Signdwaelterleitung ist.
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Eine trandente Erhohung der Gfil Expresson wurde ebenfdls in ene zdluld&en Unter-
gruppe innerhdb des reifen DP-Thymozyten Kompartiments, das noch im Seektionsprozef3
ist, beobachtet. Diese CD4'°CD8"°-Zdllen, sind in der CD4/CD8-Liniendeterminierung nicht
festgelegt und bilden den Hauptantell der noch unter postiv/negativ Sdektion befindlichen
Zdlen und weisen ene hohe Gfil Expression innerhdb der DP-Thymozyten auf. Die Td-
sache, dass die Expresson von Gfil am hochden in den Zdlen i, in denen die pr&a TCR
Sgndweterleitung datfindet, und in aktivierten peripheren T-Zdlen infolge der Antigen-
dimdierung ig, l&sst vermuten, dass im dlgemenen die Gfil Expresson durch
TCR-Signde induziet wird und dass in den CD4'°CD8'"°-Subpopulation as Folge der
MHC/TCR-Interaktion die Gfil Expression hochreguliert wird.

Eine wetere Beobachtung ist, dass mit der verstérkten Hochregulation von CD4 in den
CD4'CD8"° Zdlen die Gfil Expresson deutlich vermindert wird. Umgekehrt, durch die
CD8 Hochregulation und Reduktion der CD4 Expresson, blebt die Gfil Expresson zu
nichs in der Zwischenpopulation CD8'CDA4" aufrechterhaten bevor se in den CD8
SP-Zdlen reduziert wird. Dies deutet darauf hin, dass die differentidl regulierte Transkrip-
tion des Gfil Genes wahrend der CD4/CD8-Liniendeterminierung bzw. der podtiven Sdek-
tion abhdngig vom Korezeptor ig. Eine mogliche Erklaung fir diese Beobachtungen ko
te san, dass das unterschiedliche Niveau der Gfil Expresson die Quditd der Signawelter-
leitung, hervorgerufen durch TCR/MHC Bindung, widerspieget. Es kann angenommen
werden, dass die Signadgtérke nach Wechsdwirkung von TCR mit MHC | oder |1 Moleki-
len von unterschiedlicher Intengtét ist und dass ein schwaches TCR/IMHC | Signd die Zdle
in Richtung CD8"-SP-Thymozyten treibt, wahrend ein starkes TCR/MHC I Signd der Aus-
l6ser fir die Bildung der CD4'-SP-T-Zdlen ist (Hogquist, 2001). Bei einem dterndiven
Moddl hingegen ist die CD4/CD8-Linienentscheidung und postive Sdektion abhéngig von
der Signddauer und nicht von der Stérke. Laut dieser Hypothese sind CD4-SP-T-Zdlen aus
dem DP-Thymozyten Pool das Resultat der andauernden TCR/MHC Sgnawaterleitung
und CD8-SP-T-Zdlen entwickeln sich von den CD4*CD8'"°-Zzwischenpopulation nachdem,
durch die Umkehr des Korezeptor sowie CD8 wieder exprimiert wird, das TCR-Signal -
Klingt (Bosselut et d., 2001; Barthlott et d., 1997).
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Inwvieweit die Moddle die physologische Stuation genau reflektieren bleibt offen. Jedoch
konnen hier ermittdte und zuvor publizierte Daten ds Beweis angesehen werden, dass Gfil
en Zid der durch Bindung enes MHC an den TCR-Komplex initieten Signds darstdlt,
und dass diesr moglicheweise bel der Regulation der CD4/CD8-Liniendeterminierung
sowie bel der positiv/negativ Sdektion ein Rolle spidlt.

Die beobachteten differentidlen  Gfil Expressonsiiveaus in den  CD4-  und
CD8-SP-Thymoyzten wurden in ruhenden peripheren CD4'-Helfer-T-Zdlen sowie in zyto-
toxischen CD8*-T-Zdlen der Milz bzw. der Lymphknoten nicht aufrechterhaten. Nach
GFP MFI-Werten ig die Gfil Expresson in diesen Zdlen am niedrigden verglichen mit
den Ubrigen T-Zdl Populationen und wird ers nach der Behandlung mit a-CD3 Antikor-
pern erhoht, alerdings zu unterschiedlichen Antellen in naiven CD4 oder CD8 sowie in den
entgprechenden  Gedéchtniszellen. Die molekularen Mechanismen, die dieser unterschiedli-
chen Regulation der Gfil Expresson in den Gedéchtniszelen zugrunde liegt, blelben unge-
klart. Die Divergenz der Gfil transkriptionellen Aktivitdt zwischen CD4 und CD8 Gedécht-
niszellen weis auf eine neue potentidle Funktion von Gfil wahrend der Bildung der immu-
nologischen Gedéchtnisses hin.

4.1.2 Analyse der GFP Expression in den Gfi1®""™ und Ick-Gfi1/Gfi1®7c™

Mausen deutet auf eine Gfil Autoregulation hin

Die beobachtete GFP Fluoreszenz in den Gfi1® P Thymozyten und im Vergleich mit der
in den Gfi1"®™ Zdlen gemessenen, deuteten auf eine Autoregulation der Gfil Expression
durch einen Rickkopplungsmechanismus hin. Um der Kl&ung diesser Frage néher zu kom-
men, wurde das Gfil in T-Zdlen unter dem Ick-Promotor kongtitutiv Uberexprimiert. Durch
Einkreuzen des Ick-Gfil Transgens in Gfi1®¢™ Mause und Anayse der GFP Expression
in den T-Zdlen der kombinatorischen Mutanten wurden die Annahme der Gfil Autoregula-
tion in den T-Zelen bedtdigt. Allerdings ist die Reprimierung des Gfil Allds durch das
Ick-Gfil Transgen in den verschiedenen T-Zdl Subpopulationen sehr variabe, es findet
sowohl eine vollgandige, ene teilweise oder keine Represson datt. Dies kann en Indiz fir
ene Zdl spezifische Autoregulation sain oder, was wahrschanlicher i, es reflektiert ene
differentidle Expresson des Ick-Gfil Transgens in unterschiedlichen T-Zdl Populationen.
Diese Erkl&rung ditzt sch auf ReportergenAndysen, die deutlich die Doss-abhéangige
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Reprimierung des Gfil Promotors durch Gfil demondriert, sowie auf kirzlich publizierten
Befunde aus den Ick-GFP transgenen Mause (Shimizu et d., 2001). In diesen Tieren konnte
die hochge Aktivitét des proximaen Ick-Promotors in den CD4/CD8-SP-Thymozyten, eine
geringere in den DP-Zdlen und die niedrigde in den DN-Populationen festgestellt werden.
Diese Daten bedtétigen die Beobachtungen der reduzierten GFP Huoreszenz in den jewelli-
gen Thymus-Subpopulationen der Ick-Gfi/Gfil®H e Mause. Zusdzliche unterstitzende
Indizien fir die hier erhobenen Daten Uber das Gfil Expressonsprofil werden durch kirz-
lich publiziete Befunde aus T-Zdllinie und transgenen Méusen, die Gfil konditutiv expri-
mieren, gdiefert (Doan et d., 2004). Diese Daten zeigen ebenfdls die verzogerte RNA und
Proteinexpresson von Gfil in den Thymozyten Subpopulationen. Zu den Ergebnissen aus
den Ick-Gfiv/Gfil®™P transgenen Tieren kommen auch Daen aus Chromdin Immu-
nopréaziptationsexperimenten mit einem polyklonden Gfil Antikorper, die die Bindung von
Gfil an den potentielen Gfil Promoter auch in vivo belegen.

Die hier dargelegten Ergebnisse der Gfil:GFP knock-in Mé&use zeigen die Bedeutung dieses
knock-in Moddls fur zukinftige in vivo Untersuchung der Expression bzw. Regulation des
Transkriptionsfektors Gfil, der eine wichtige Rolle in der adgptativen und der angeborenen
Immunitét spiedt. Moglich Anwendungen der knock-in Maus wéaren die Beobachtung der
Gfil Expresson ds Antwort auf betimmte Signdwege, ds Resktion auf die Immunise-
rung oder wahrend der Differenzierung der Thl/Th2-Zdlen. Waterhin wird von Interesse
sn, wie dch CGfil in vivo in der B-Zdl Aktivieeung sowie in der Pasme
zd|-Differenzierung verhdt. Wie berats bekannt idt, fihrt der Gfil Verlus zur massven
Neutropenie und zur vergédrkten Immunresktion gegen pathogenassoziierte Molekile (Ka-
aunky et d., 2002; Hock et d., 2003). In diessm Zusammenhang wéare das knock-in Moddll
bel der in vivo Untersuchung der transkriptiondlen Aktivité von Gfil wéhrend der Granu
lozyte/Monozyten Differenzierung, der Makrophagen Aktivieeung und  dlgemener Ent-
zindungsprozesse von Bedeutung. Ein welterer Befund, der mit Hilfe der GfilL.GFP
Knock-in Mutanten erhoben werden konnte, it der Nachwels der Expresson von Gfil in
den hématopoetischen Stammzellen (Hui Zeng, AG Mordy, Inditut fur Zdlbiologie). Damit
konnte festgestellt werden, dass Gfil eine weitere zentrde Rolle in der Hamatopoese 2z
kommt, die dch nicht nur auf die Aktivieeung und Differenzierung von Effektorzelen wie
T- bzw. B-Lymphozyten oder Granulozyten beschrankt.

100



Diskussion

4.2 Funktionelle Charakterisierung der Thymozyten-Entwicklung an-
hand der Gfil-defizienten Tiere

Im ersten Tell dieser Arbeit und durch frihere Arbeiten der Arbetsgruppe von Prof. Tarik
Mordy wurde gezeigt, dass die stérkste Expresson an Gfil im Thymus igt, und das Gfil
differentidl  exprimiet in  dlen Thymozten-Populationen, vor dlem verstékt in
DN-Populationen, vorkommt (Schmidt et d., 1998). Zusammenfassend suggerieren diese
Daen ene Rdle von Gfil warend der frihen T-Zdlentwicklung. Somit lag der zweite
Schwerpunkt dieser Arbat auf der Andyse der Entwicklung der T-Lymphozyten im Thy-
mus mittels der von Karsunky et d. (2002) erzeugten Gfil-defizienten Mause.

Die herausragende und as erdes entdeckte Eigenschaft der Gfil-KO Tieren war die ausge-
prégte Verklenerung des Thymus sowie, die Veminderung der Thymozytenzehl, die im
datigischen Mittd fast auf en Zehntd im Vergleich zu den Kontrolltieren reduziet war
(Holger Karsunky, Doktorarbeit). Eine wetere Auffdligkeit sellte sch bel der Andyse des
CD4/CD8 Expressiongprofils heraus. Es zeigte eine dgnifikant erhdhte CD8-SP-Population,
was en Hinwes auf ene begindigte CDS8-Liniendeterminierung sein kann. Berdts diese
beiden Auswirkungen des Gfil Verluses demondrieren, dass Gfil im Allgemenen fir eine
normae Produktion von Vorlaufer T-Zdlen und ihrer Differenzierung benétigt wird (Hol-
ger Karsunky, Doktorarbeit).

Die Reaultate aus der AnnexinV-Testverfahren der frihen unreéfen DN-ThymozytenPopu
lationen deuten darauf hin, dass die Thymozytenzahlreduktion in den Gfil-defiziienten Mau
sen die Konsequenz eines apoptotischen Prozesses der c-Kit™-Zdlen, insbesondere der
DN1- sowie DN2-Subpopulationen, dargdlen. Dieses korrdierte nicht nur mit der dlge-
meinen Reduktion der DN-Zdlzahl, sondern auch mit dem Verlugt der c-Kit*-Zdlen inner-
hab der DN (Lin)-Population. Daher kann man prognogtizieren, dass Gfil fir das
Uberleben und die Proliferation der c-Kit*™-Zdlen in den DN1- sowie DN2-Populaionen
essentiel i

Waeterhin weisen die gezeigten Daten auch auf eine Stérung des Entwicklungsschrittes von
DN1-Zdlen zu DN2-Zdlen hin. Der Gfil Velust verursscht moglicherweise enen Block
der Differenzierungschritte von DN1- zu DN2-Subpopulationen und fihrt zu einer Reduk-
tion der DN2- sowie der nachfolgenden Thymozyten Subgruppen. Dieser partielle Entwick-
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lungsblock wird durch das Auftreten einer zusitzlichen und deutlich ausgeprégten Populati-
on in den Gfil-defizienten Méausen, die das Expressionsprofil LinCD44"CD25'™ aufweist
(Holger Karsunky, Doktorarbeit). Herkunft und Identitét dieser Zellen bleibt jedoch unklar.
Es ig dlerdings denkbar, dass diese Zdlen aus den sehr unreifen DN1-Thymozyten hervor-
gegangen snd, und wahrend ihrer Trangtion zu der DN2-Population blockiert wurden.
Desweiteren zeigen diee Zdlen kene c-Kit Expresson, dnd aber pogtiv fur den frihen
T-Zdlmarker Thyl.2 und erscheinen ebenfdls in fotden Thymi der Gfil-KO Mause (Daten
nicht gezeigt; Holger Karsunky, Doktorarbelt). Deshdb wird ausgeschlossen, dass diese
Blockzdlen andere, reife B- oder T-Zdlen aus der Peripherie sein konnten. In wildtyp Tie-
ren i die DN2-Population durch Proliferation gekennzeichnet und wichtig fur die Thymus-
grolRe sowie Thymozytenzahl. Ihre Abwesenheit aufgrund der Apoptose verursacht durch
den Gfil Velug konnte die vermindete Thymusgrof?e und die Thymuszdlularitét in den
Gfil-defizienten Tieren erkléren. Zu diessm igt die neue entstandene CD25™CD44"
»Blockpopulation“ schwach proliferierend. Vorausgesetzt, dass diese Population die transi-
torische Untergruppe ist, kdmte das ene wetere Erkldrung flr die verzogerte Entwicklung
der DN2-Zellen aus der DN1-Population sein. Diese Daten deuten darauthin, dass Gfil eine
Funktion wéhrend der ser  frihen Entwicklung unrefer und nicht-festgelegter DN
T-Vorlauferzdlen (DN1 und DN2), die besonders von den Zytokinen SCF und IL-7 abhén
gig snd, bestzt. Sowohl SCF ds auch IL7 snd in der Gfil-KO Maus exprimiert (Holger
Karsunky, Doktorarbeit), somit kann ausgeschlossen werden, dass evtl. ein Verlust von SCF
oder IL-7 die Ursache fir die beobachteten Defekte in den DN/c-Kit*-Populationen sain

konnte.

Dea Gfil-KO Phénotyp igt in enigen auffalenden Agpekten dem in der Literatur beschrie-
benen Phéanotypen der c-Kit-defizienten (Rodewad et a., 1997) oder IL-7Ra-defizienten
Mausen ahnlich (Peschon et d., 1994; von FreedenJeffry et d., 1995 und 1997). Wie bei
der Gfil” Maus weisen c-Kit Mangelmutanten und IL-7R- bzw. IL-7-defiziente Tiere sehr
darke Defekte in der frihen T-Zdlentwicklung auf, die sch in e@nem kompletten Block des
frihesten Stadiums (CD44'CD25-DN-Zdlen) und somit ebenfdls in der Reduktion der
Zdlzahl der frihesten DN-Subpopulationen ausdriicken (Peschon et d., 1994; von Free-
den-Jeffry et al., 1995 und 1997; Rodewadd et a., 1995 und 1997). Der deutlich reduzierte
Anteil proliferierender c-Kit*™-Zdlen oder die dezimiete c-Kit Expresson innerhab der
DN1- und DN2-Populationen der Gfil-defizienten M&use deutet aber auch darauf hin, dass
der Gfil-KO Thymusphéanotyp die Folge einer verminderten c-Kit Expresson sein konnte.
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Es ig dlerdings unklar, ob der Gfil Verlug die c-Kit oder IL-7R Signdwege beanfluss.
Wahrscheinlich igt, dass Gfil das Endglied der c-Kit Sgndtransduktion it und fir die Um:
stzung der physiologischen c-Kit Funktion, namlich Proliferation und Uberleben von T-
Vorlauferzdlen, essentidl is. Eine dterndive Erkl&rung wéare die Beantréchtigung produk-
tiver c-Kit Expresson durch den Gfil Verlud. Kreuzung der Gfil-KO Tiere mit Bdl-2
transgenen Mausen, zeigte eine patidle Wiederherstdllung der c-Kit™ Zelen, bewirkte aber
nicht die Rekonditution einer normden Thymuszdlularitd in den Gfil Mangemutanten.
Entsprechend lasst sich eine Rolle von Gfil fir das Uberleben von c-Kit" Zdlen postulie-
ren, die von Bcl-2 abhéngig is.

Der Befund, dass das TRAF5 Adaptormolekil im Gfil-defizienten Thymus stark hochregu-
liet i weigt auf die dternativen Moglichket hin, dass kosimulatorische Signde, ausgdost
durch TNF-Familienmitglieder, durch den Gfil-Verlust beeintréchtigt werden. In der Litera
tur findet sch die Einbindung von TRAF5 in die CD27, CD30, CD40, Lymphotoxin-b Re-
zeptor sowie OX40-Signdtransduktion und Hinweise dass eine TRAF5 Uberexpression
dlen fir eine Aktivierung des Transkriptionfektors NF-kB und Jun-Kinase augreicht (Na
kano et a., 1996; Arch et a., 1998; Akiba et d., 1998). Die Bedeutung dieser beiden Sig-
nawege in der frihen praT-Zdlentwicklung, aber auch in der spaten T-Zdlentwicklung ist
noch wenig verdanden, dlerdings exisieren zunehmend Indizien fir die Funktion wvon
TNF-Rezeptoren in der Regulation von Apoptose und Proliferation in DN-Thymozyten und
wahrend der negativen Selektion (Baseta et al., 2000; Li et a., 2001). Wie wichtig apoptoti-
sche Signde wéahrend der DN-T-Zdl Differenzierung sind, haben FADD Transgene Mause
gezegt, die FADD in dominant-negativer Form im Thymus Uberexprimieren (Newton et d.,
2000).

Mit Gfil tranggenen Méusen, die Gfil konditutiv in pré&T-Zelen Uberexprimieren, wurde
bereits gezeigt, dass Gfil auch eine entscheidende Rolle in DN3-Thymozyten spidt. Diese
Tiere wiesen eine Akkumulation der DN3-Population, einen Block der Trangtion von E zu
L-Zdlen sowie ene verminderte Proliferation nach efolgter b-Sdektion und damit auch
weniger L-Zdlen bzw. proliferierende Zdlen in der DN3-Population auf (Schmidt et 4.,
1998). In den Gfi1l-KO Mausen konnte der reziproke Phanotyp beobachtet werden, d.h. pro-
portiond mehr L-Zdlen ds in der WT-Kontrolle (Holger Karsunky, Doktorarbeit). Inwie-
weit Gfil die Signawege oder regulatorische Mechanismen, die den DN3 zu DN4 oder den
E- zu L-ZdlUbergang kontrollieren, beeinflusst, is noch unklar. Allerdings zeigen beide

103



Diskussion

Mausmutanten, sowohl der Ick-Gfil transgene ds auch die Gfil-KO Maus, ein vollstandi-
ges T-Zdl-Rezeptor Repertoire und in beiden Mutanten konnte eine Auswirkung auf die
Rekombination der TCRb-Kettengene ausgeschlossen werden. Vor dlem ha der Gfil Ver-
lus keinen Effekt auf die Produktion von zytoplasmatischen oder membrangebundenen
TCRb-Ketten, was daraufhin deuten, dass Gfil vidmehr mit dem Prozess der Regulation
von Zdlgroenvertelung zwischen E- und L-Zdlen oder der Expanson von L-Zedlen asso-
Ziiet ig, ds mit dem Ereignis der V(D)J Rekombination.

Ein weiterer bereits zu Anfang ewédhnter Defekt in Gfil defizienten Méausen is der erhdhte
relaive Antel an CD8-SP-Thymozyten (Holger Karsunky, Doktorarbeit). Es konnte ausge-
schlossen werden, dass die hohe prozentuale Haufigkeit der CD8" Zdlen in Gfil-KO Maw
sen auf die Uberreprasentierung von unreifen CD8 ISP Zdlen (Daten nicht gezeigt) zuriick-
zufilhren it oder das Ergebnis einer gesteigerten Proliferation von reifen CD8*-T-Zdlen. Es
i mit grofder Wahrscheinlichkeit anzunehmen, dass Gfil ene Rolle wahrend der Entschei-
dung, ob DP-Zdlen dch zu CD4- oder CD8-Zdlen entwicken hat, und damit auch ene
Funktion im Prozess der podtiven Sdektion von DP-Thymozyten ausiibt. Diese Hypothese
konnte durch verschiedene Befunde untermauert werden: Zum enen, durch den algemen
hohen Prozentsstz von CD8" Zdlen und den rddiv geingen Antdl an
CD4"-SP-Thymozyten, zum anderen durch das dhnlich veranderte Verhdtnis von CD4- zu
CD8-Zdlen innerhdb der CD69'-bzw. IL7R’-Populaion (Daen nicht gezeigt) und ds letz-
tes durch die klar erhthte podtive Seektion von MHC | redtringierten HY-TCR tragenden
CD8"-T-Zdlen. In dlen Fédlen fid ene deutlich abgrenzbare DP-Population mit leicht er-
niedrigter CD8 Menge aber erhdhter CD4 Expression, CD4*CD8"°, in Gfil” Tieren aif.
Diese Zdlen snd wahrscheinlich bereits sdektioniert, befinden sch dlerdings noch in der
Entscheidung in welche Linie ene Differenzierung Settfinden soll. Die Akkumulaion die-
s Population deutet auf ene gestdrte CDA4/CD8-Liniendegterminierung in den
CGfil-defizienten Tieren hin und ig ebenfdls en Indiz fir die Bedeutung von Gfil in diessm
Prozess.

Gemdd des gegenwatig favoriserten Moddls zur Liniendeterminierung, wird die
CD4-Linie durch die effiziente Rekrutierung der Tyrosn-Kinase Lck und eines starken Lck
Sgnd, ds Reaultat der TCR/MHC Il-Interaktion begingtigt, wérend en schwaches
Lck-Signd, nach der TCR-Bindung mit dem MHC | Malekil, die Thymozyten in Richtung
der CD8-Linienentwicklung treibt (Itano et d., 1996; Matechak et d., 1996; Hogquist et d.,
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2001; Uberschtatikd Germain e d., 2002). Ein dternatives Moddl diskutiet nicht die
Stérke des Signds, sondern die ,Kinetik des Signads’ (Bossdut et d., 2001). Laut diesem
entwickdn sich die CD4"-Zdlen von den DP-Zdlen nach anhdtender TCR/MHC Signal-
Ubertragung, die CD8'-Zdlen hingegen differenzieren sich aus der  Gruppe der
CD4"CD8"°-Zdlen nach einem Prozess, der nach Beendigung des TCR-Signds Korezep-
tor-Inverson genannt wird (Bosselut et d., 2001). Das interessante an diesem ,Kine-
tik-Moddl* ist, dass die Korezeptor-Umkehr und die Entwicklung in Richtung
CD8*-T-Zdlen durch den IL-7R Signdweg vermittdt wird. Da die Gfil-KO Maus eine
deutlich erhdhte Anzahl an DP/IL-7Ra”™ Zdlen hat, konnte dies laut Kinetik-Moddl, en
wesertliches  Kriterium  fir  die versékte podtive Sdektion der  Gfil-defizienten
CD8"-Zdlen s@n und somit die Produktion von CD8'-Thymozyten in Gfil-defizienten Tie-
ren beglingigen. Weterhin wurde ene sak erhohte Zahl an  gpoptotischen
CD4'°CD8"-Thymozyten in den Gfil” Mausen detektiert. Es besteht daher die Mdglichkeit,
dass die CD8 T-Zdlentwicklung in Gfil-defizienten Mausen dadurch erleichtert wird, dass
die Effizienz der pogtiv Sdektion von CD8-T-Zdlen verséarkt wird wenn die Zahl der se-
lektionierbaren Thymozyten vermindert i<t

Gemdal3 diesen Modelen, konnte Gfil fir die Aufrechterhaltung von starken oder andauern
den TCR/MHC vermittdten Signden wichtig sein. Ebenso kann angenommen werden, dass
die verdakte pogtiv Sdektion und somit die erhthte CD8 Thymozytenzahl in den
CGfil-defizienten Tieren die Konsequenz enes schwachen/kurzen Lck-Signds oder enes
frihzeitig beendeten Lck-Signds ist. Wéhrend der Sdektion von DP-Thymozyten war der
relative Anteil von CD69'TCRb"-Zdlen in den Gfil-KO Mé&usen verringert im Vergleich
zu den WT Méusen, obgleich die vorangegangene CD69'TCRb'°-Population nicht verrin-
get war. Diese Beobachtung it ein welteres Indiz fir den Defekt der Signdibertragung
durch den Gfil Verlug, da warend der Sdektion die Hochregulation der TCRb-Kette d-
héngig ist von der Wirksamkeit der TCR/MHC- Signaltransdukstion (Wolfer et d., 2001).

Weiterhin zeigen CD4'°CD8"°- und CD4'CD8'°-Populationen in der Gfil Mangemutante
en geingeres Proliferaionspotential ds die entsprechenden WT-Zdlen. Be diesen Popula
tionen handdt es sch um Zdlen, die sch noch im Prozess der postiv/negativ Sdektion und
der Linienentscheidung befinden. lhre reduzierte Proliferation durch den Gfil Mange kom+
te ebenfdls die schwache SignaUbertragung wahrend des Selektionsprozess widerspiegeln,
die zur Begiingigung der CD8"- Thymozyten+ Entwicklung fuihrt.
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Diskussion

Auch die erhthte LKLF Expresson in den Gfil-defizienten DP-Thymozyten spricht fur
einen gestorten TCR-Signdibertragungweg. LKLF-Expresson wird in - WT-Thymozyten
nach ener TCR/MHC-Interektion herabreguliet. Im Gegensatiz dazu deigt  die
LKLF-Expresson in pogsdektionierten Einzelpodtiven Zdlen nachdem die TCR/MHC
Sgndwelterleitung abgeschdtet it (Kuo et d., 1997). Hier erscheint durch den Gfil Ver-
lug frihzaetig LKLF in den DP-Thymozyten, was mit ener geringen bzw. fehlenden
TCR-Sgndvermittiung Ubereingimmen konnte. Inwieweit Gfil die St&rke oder die Dauer
der TCR/MHC-Sgndubertragung beeinflusst, bleibt aber noch im unklaren. Vorangegan
gene Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Prof. T. Mordy haben gezeigt, dass Gfil en
Zid der Vermittlung des TCR-Sgnds i, da es nach ene kurzen TCR-Simulaion durch
a-CD3 Antikorper in peripheren T-Zdlen hochreguliert wird (Karsunky et d., 2002a). Die
Tasache der Hochregulation von LKLF in den Gfil-defizienten DP-Thymozyten fihrt zu
der Hypothese, dass Gfil abhdngige Ereignisse bedeutsam fir die Aufrechterhdtung der
Sgnde zur Regulation von Sdektiongprozessen sein konnten.  Ein kondtitutives  hohes
LKLF Expressonsniveau in Gfil” Méausen wiirde somit der TCR-Signaiibertragung entge-
genwirken und sch negativ auf den Sdektionsprozess sowie der Linienentscheidung as
wirken.

Ebenfdls von Bedeutung konnte die Tasache sein, dass die Expresson der He
lix-Loop-Hdix Transkriptionfektoren Id1 und 1d2 in Gfil-defizienten DP-Thymozyten
hochreguliert ist. Beide Proteine snd Repressoren der sogenannten E-Box Proteine E2A,
E47 und HEB (Bain & d., 1999). Die Bedeutung dieser Faktoren wird vor dlem in E2A-
sowie EA7-defizienten Mause deutlich, in denen die podtive Sdektion beschleunigt und
somit der Anteil der CD8*-SP-Thymozyten erhoht ist (Bain et d., 1999). Diese Eigenschaf-
ten, die auch in der Gfil-KO Méusen beobachtet wurden, deuten stark daraufhin, dass Gfil
ene Funktion as Negativ-Regulator auf die Expresson der 1dl und Id2 Gene ausibt und
folglich auch die Doserung der E-Proteine regulieren konnte. Aus dl diesen Daen wird
ersichilich, dass es durch Gfil Verlust Represson der beiden Id Proteine unterbleibt, was
dazu fihrt, dass E-Box Proteine blockiert und in ihrer Funktion unterdriickt werden. Gfil
kann somit in eine Signalkette oberhab der E-Proteine eingruppiert werden.
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Gfil ig¢ en nukledres Zink-Finger Protein, das as transkriptiondler Repressor agiert und
wichtige Funktion in der T-Zdlentwicklung, in der Granulopoese und in der angeborenen
Immunantwort bestzt. Um die in vivo Regulation und Expresson von Gfil eingehend un
tersuchen zu konnen, wurde das Gfil Gen in der Maus durch homologe Rekombination in
embryonden Stammzdlen so verdndert, dass fast die komplette kodierende Region durch
das Reportergen GFP ersetzt wurde. Gleichzeitig wurde ein Tell des Gfil Gens s0 ddetiert,
dass sowohl der gesamte Promoterbereich, as auch das letzte Exon, das das Polyadenylie-
rungssgna enthdt, intakt blieben. Rekombination beder Gfil Allde fihrte zu einer Deleti-
on des Gfil Gens Diese Tiere zeigen densdben Phanotyp wie die publiziete Gfil-KO
Mausmutante (Karsunky et al., 2002), in der das Gfil Gen durch die Insertion des Neomy-

cin Gensinaktiviert wurde.

Die hochge Gfil Expresson wéahrend der B-Zdl Differenzierung im Knochenmark wurde
in den frihen B-Zdl-Subpopulationen gefunden. Wéhrend der T-Zdlentwicklung i die
Gfil Expresson auf ihrem hochgen Niveau in den Stadien der pr& TCR und der TCR &-
héngiger Differenzierungschritte. In rafen B-Zdlen findet keine Gfil Expresson datt,
dlerdings is diese nach Stimulation hochreguliert. Im Gegensatz dazu zeigen die periphe-
ren T-Zdlen ene geringe, basde Gfil Expresson, die nach Aktivierung Uber den TCR stark
zunimmt, um anschliefend in den Gedéchtniszdlen wieder abzuklingen. Die konditutive
Expresson von Gfil unter dem Ick-Promoter in den Gfil®™ ™P-Mausen fihrte zur
transkriptiondlen Represson des Gfil.GFP Allds in den T-Zdlen. In vivo sowie in vitro
Experimente bestétigten die Hypothese, dass Gfil durch direkte Bindung an den eigenen
Promotor, die egene transkriptiondle Aktivitdé Uber Rickkopplungsmechanismen sdbst
reguliert.

Mit Hilfe der publizieten Gfil-defizienten Maus wurde die essantielle Rolle von Gfil wah
rend der ThymozytenRefung weiter untersucht. Diese Mause zeigen ene dragische Re-
duktion der Thymozytenzahl, die auf eine erhdhte Apoptoserate, Verlust der Proliferation
und enen Differenzierungsblock in den sehr frihen Linc-Kit™ T-Vorlauferzdlen zuriickar
fihren id. Diee Zdlen ddlen die egen zytokinabhdngigen T-Vorlauferzdlen dar, die
noch keine V(D)JUnmgruppierung des T-Zdlrezeptor b Lokus vorgenommen haben und

auch noch kener Sdektion unterworfen wurden. Ein weterer wichtiger Befund aus den
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Zusammenfassung

Gfil-KO Tieren i, dass Gfil im Prozess der pogtiv/inegativ Sdektion von Thymozyten
und der damit verbundenen CDA4/CDS8-Linienentschedung ene wichtige Funktion zu-
kommt. In den Gfil-defizienten Thymus konnte eine Beschleunigung der MHC Klasse |
redringierten podtiv. Selektion ds auch ene prozentud vermehrte Bildung von
CD8"-SP-T-Zdlen festgestellt werden. Durch vergleichende DNA  Mikroarray Anaysen
von sortieten DP und gesamt Thymozyten aus Gfil-defizienten Tieren und WT-Kontrollen
konnte gezeigt werden, dass die Expresson spezifischer Gene von Gfil reprimiert wird.
Eine dereguliete hohe Expresson in den Gfil-defizienten Zelen konnte fur die Gene 1dl,
Id2, LKLF und TRAF5 gezeigt werden. Diese Befunde deuten auf die Exisenz neuer Regu-
lationmechanismen wéhrend der pr&T-Zdlentwicklung und Sdektiongorozessen  hin, in
denen Gfil eine essentielle Rolle spidt.

108



Literaturverzeichnis

6. Literaturverzeichnis

Abbas, A, Lichtmann, AH, Pober, JS (1996)
Immunologie, Verlag Haus Huber

Ahmadzadeh, M, Hussain, SF, Farber, DL (2001)
Heterogeneity of the memory CD4 T cell response: persisting effectors and resting memory
T cels. J Immunol 166:926-35

Akashi, K, Kondo, M, Freeden-Jeffry, U, Murray, R, Weissman, IL (1997)
Bcl-2 rescues T lymphopoesisin Interleukin—7 receptor—deficient mice. Cell 89:1033-1041

Akashi, K, Reya, T, Ddma-Weiszhausz, D, Weissman IL (20004)
Lymphoid precursors. Curr Opin Immunol 12: 144-150

Akashi, K, Traver, D, Miyamoto T, Weissman IL (2000b)
A clonogenic common myeloid progenitor that gives rise to al myeloid lineages.
Science 404: 193-197

Akiba, H, Nakano, H, Nishinaka, S, Shindo, M, Kobata, T et al. (1998)
CD27, a member of the tumor necrosis factor receptor superfamily, activates NFkappaB
and stress-activated protein kinase/c-Jun N-terminal kinase via TRAF2, TRAF5, and N~
kappaB-inducing kinase. J Biol Chem 273:13353-8

Arch, RH, Thompson, CB (1998)
4-1BB and Ox40 are members of a tumor necrosis factor (TNF)-nerve growth factor
receptor subfamily that bind TNF receptor-associated factors and activate nuclear factor
kappaB. Mol Cell Biol 18:558-65

Ardavin, C, Wu, L, Li, C-L, Shortman, K (1993)
Thymic dendritic cells and T cells develop smultaneoudy in the thymus from a common
precursor population. Nature 362: 761-763

Bain G, Robanus Maandag EC, te Riele HP, Feeney AJ, et al. (1997)
Both E12 and E47 dlow commitment to the B cell lineage. Immunity 6:145-54

Bain, G, Engd, |, Robanus Maandag, EC, te Riele, HP, et d. (1997)
E2A deficiency leads to abnormalities in aphabeta T-cel development and to rapid
development of T-cdll lymphomas. Mol Cell Biol 17:4782-91

Bain, G, Quong, MW, Soloff, RS, Hedrick, SM, Murre, C (1999)
Thymocyte maturation is regulated by the activity of the helix-loop-helix protein, E47.
J Exp Med 190:1605-16

Baird, AM, Gerstein, RM, Berg, LJ (1999)
The role of cytokine receptor signaling in lymphocyte development.
Curr Opin Immunol 11: 157-166

Barndt, R, Da, MF, Zhuang, Y (1999)
A novel role for HEB downstream or paralle to the preeTCR signding pathway during
alpha beta thymopoiesis. J Immunol 163:3331-43

Barthlott, T, Kohler, H, Fircher, H, Eichmann, K (1997)
Differentiation of CD4(high)CD8(low) coreceptor-skewed thymocytes into mature CD8
single-positive cells independent of MHC class | recognition. Eur J Immunol 27:2024-2032

109



Literaturverzeichnis

Baseta, JG, Stutman, O (2000)
TNF regulates thymocyte production by apoptosis and proliferation of the triple negative
(CD3CD4CD8) subset. J Immunol 165:5621-30

Bell, DW, Taguchi, T, Jenkins ,NA, Gilbert, DJ, Copdand, NG, et d. (1995)
Chromosomal locdization of a gene, GF1, encoding a novel zinc finger protein reveds a
new syntenic region between man and rodents. Cytogenet Cell Genet 70:263-7

Benezra, R, Davis, RL, Lockshon, D, Turner, DL, Weintraub, H (1990)
The protein Id: a negative regulator of helix-loop-helix DNA binding proteins. Cell 61:49-59

Benezra, R, Rdfii, S, Lyden, D (2001)
The Id proteins and angiogenesis. Oncogene 20:8334-41

Bentley, GA, Mariuzza, RA (1996)
The structure of the T cell antigen receptor. Annu Rev Immunol 14:563-90

Berg, EL, Robinson, MK, Warnock, RA, Butcher, EC (1991)
The human periphera lymph node vascular addressin isaligand for LECAM-1, the
periphera lymph node homing receptor. J Cell Biol 114:343-349

Blackburn, CC, Augustine, CL, Li, R, Harvey, RP et al. (1996)
The nu gene acts cell-autonomoudly and is required for differentiation of thymic epithelia
progenitors. Proc Natl Acad Sci USA 93: 5742-5746

Bosselut, R, Feigenbaum, L, Sharrow, SO, Singer, A (2001)
Strength of signaling by CD4 and CD8 coreceptor tails determines the number but not the
lineage direction of positively selected thymocytes. Immunity 14:483-94

Brocker, T (1997)
Survivad of mature CD4 T lymphocytes is dependent on mgjor histocompatibility complex
class I1-expressing dendritic cells. J Exp Med 186:1223-1232

Brown, MG, Driscall, J, Monaco, JJ (1991)
Structural and serological smilarity of MHC-linked LMP and proteasome (multicatalytic
proteinase) complexes. Nature 353:355-357

Borgulya, P, Kishi, H, Uematsy, Y, von Boehmer, H (1992)
Excluson und incluson of aa und b? cell receptor aleles. Cell 69:529-537

Cantrell, D (1996)
T cell antigen receptor signa transduction pathways. Annu Rev Immunol 14:259-274

Ceredig, R, Ralink, T (2002)
A postive look a double-negative thymocytes. Nat Rev Immunol 11:888-97

Chelsea DM, Roberts, T, Cowell, JK 2000
A new region of synteny between human chromosome 1p22 and mouse chromosome 5.
Int J Mol Med 5:553-6

Chen, L, Lindey PS, Hellstrom KE (1993)
Codtimulation of T cells for tumor immunity. Immunol Today 14:483-6

Christensen, JE, Andreasen, SO, Christensen, JP, Thomsen, AR (2001)
CD11b expression as a marker to distinguish between recently activated effector CD8(+) T
cells and memory cells. Int Immunol 13:593-600

110



Literaturverzeichnis

Clements, J, Yang, B, Ross-Barta, SE et a. (1998)
Requirement for the leukocyte-specific adapter protein SLP-76 for norma T cell
development. Science 281:416-419

Coffman, RL, Weissman IL (1983)
Immunoglobulin gene rearrangement during pre-B cell differentiation.
J Mol Cell Immunol 1:31-41

Cumano, A, Ferraz, JC, Klaine, M, Di Santo, JP, Godin, | (2001)
Intraembryonic, but not yolk sac hematopoietic precursors, isolated before circulation,
provide long-term multilineage recongtitution. Immunity 15:477-85

DelJarnette, JB, Sommers, CL, Huang, K, et al. (1998)
Specific requirement for CD3epsilonin T cell development.
Proc Natl Acad Sci USA 95:14909-14914

Di George, AM, Lischner, HW, Dacou, C, Arey, JB (1967)
Absence of the thymus. Lancet 1. 1387

Doan, LL, Porter, SD, Duan, Z, Flubacher, MM et a. (2004)
Targeted transcriptiona repression of Gfil by GFI1 and GFI1B in lymphoid cdlls.
Nucleic Acids Res 32:2508-19

Duan, Z, Horwitz, M (2003)
Gfi-1 oncoproteins in hematopoiesis. Hematol ogy 8:339-44

Dudley EC, Petrie HT, Shah LM, Owen MJ, Hayday AC (1994)
T cell receptor beta chain gene rearrangement and selection during thymocyte devel opment
in adult mice. Immunity 1:83-93

Dudley, EC, Girardi, M, Owen, MJ, Hayday, AC (1995)
aband gd T cells can share alate common precursor. Curr Biol 5. 659-669

Dutton, RW, Bradley, LM, Swain, SL (1998)
T cell memory. Annu Rev Immunol 16:201-23

Ehlich, A, Schaal S, Gu H, Kitamura D, Muller W, Rgjewsky K (1993)
Abdgtract Immunoglobulin heavy and light chain genes rearrange independently at early
stages of B cell development. Cell 72:695-704

Ehlich, A, Martin V, Muller W, Rajewsky K (1994)
Anaysis of the B-cell progenitor compartment at the level of single cdlls.
Curr Biol 4573-83

Fehling, HJ, Krotkova, A, Saint-Ruf, C, von Boehmer, H (1995)
Crucid role of the pre-T-cell receptor a gene in development of ab but not gd T cdlls.
Nature 375:795-798

Fehling, HJ, von Boehmer, H (1997)
Early ab T cedl development in the thymus of normal and genetically altered mice.
Curr Opin Immunol 9: 263-275

Forster I, VieiraP, Rgewsky K (1989)

How cytometric analysis of cell proliferation dynamics in the B cell compartment of the
mouse. Int Immunol 1:321-31

111



Literaturverzeichnis

Fuchs, B, Wagner, T, Rossd, N, Antoine, M, Beug, H, Niessing, J (1997)
Structure and erythroid cell-restricted expression of a chicken cDNA encoding a nove zinc
finger protein of the Cys + His class. Gene 195:277-84

Gértner, F, Alt FW, Monroe, R, Chu, M, Sleckman, BP, Davidson, L, Swat, W (1999)
Immature thymocytes employ distinct signaing pathways for aldic excluson versus
differentiation and expansion. Immunity 10:537-546

Georgopoulos, K, Bigby, M, Wang, JH, Molnar, A, Wu, P, Winandy, S, Sharpe, A (1994)
The Ikaros geneis required for the development of al lymphoid lineages. Cell 79:143-56

Georgopoulos, K (1997)
Transcription factors required for lymphoid lineage commitment.
Curr Opin Immunol 9:222-227

Germain, RN (1994)
MHC-dependent antigen processing and peptide presentation: providing ligands for T
lymphocyte activation. Cell 76: 287-299

Germain, RN (2002)
T-cell development and the CD4-CD8 lineage decison. Nat Rev Immunol 2:309-22

Gilks, CB, Bear, SE, Grimes, HL, Tsichlis, PN (1993)
Progression of interleukin-2 (IL-2)-dependent rat T cell lymphoma lines to 1L-2-independent
growth following activation of a gene (Gfi-1) encoding a novel zinc finger protein.
Mol Cell Biol 13:1759-1768

Glimcher LH, Singh H (1999)
Transcription factors in lymphocyte development - T and B cells get together. Cell 96:13-23

Glimcher, LH, Murphy, KM (2000)
Lineage commitment in the immune system: the T helper lymphocyte grows up.
Genes Dev 14:1693-711

Godfrey, DI, Zlotnik, A, Suda, T (1992)
Phenotypic and functiona characterization of c-Kit expresson during intrathymic T cell
development. J Immunol 149: 2281-2285

Godfrey, DI, Kennedy, J, Suda, T, Zlotnik, A (1993)
A developmenta pathway involving four phenotypicaly and functionaly distinct subsets of
CD3CD4CDS8 triple-negative adult mouse thymocytes defined by CD44 and CD25
expression. J Immunol 150: 4244-4252

Godfrey, DI, Zlotnik, A (1993)
Control pointsin early T-cell development. Immunol Today 14: 547-553

Godfrey, DI, Kennedy, J, Mombaerts, P, Tonegawa, S, Zlotnik, A (1994)
Onset of TCRb gene rearrangement and role of TCRb expression CD3CD4 CD8 thymocyte
differentiation. J Immunol 152: 4783-4792

Goebel P, Janney N, Vaenzuea JR, Romanow WJ, Murre C, Feeney AJ (2001)

Locdlized gene-specific induction of accessibility to V(D)J recombination induced by E2A
and early B cdll factor in nonlymphoid cells. J Exp Med 194:645-56

112



Literaturverzeichnis

Grimes, HL, Chan, TO, Zweidler-McKay, PA, Tong, B, Tsichlis, PN (1996a)
The Gfi-1 proto-oncoprotein contains a nove transcriptional repressor domain, SNAG, and
inhibits G1 arrest induced by interleukin-2 withdrawal. Mol Cell Biol 16:6263-6272

Grimes, HL, Gilks, CB, Chan, TO, Porter, S, Tsichlis, PN (1996b)
The Gfi-1 protooncoprotein represses Bax expression and inhibits T-cell death.
Proc Natl Acad Sci USA 93:14569-14573

Guidos, CJ(1996)
Positive selection of CD4+ and CD8+ T cells. Curr Opin Immunol 8: 225-232

Gunn, MD, Tangemann, K, Tam, C, Cyser, JG, Rosen, SD, Williams, LT (1998)
A chemokine expressed in lymphoid high endothelia venules promotes the adhesion and
chemotaxis of naive T lymphocytes. Proc Natl Acad Sci USA 95:258-263

Hardy, RR, Carmack CE, Shinton SA, Kemp JD, Hayakawa K (1991)
Resolution and characterization of pro-B and pre-pro-B cell stages in norma mouse bone
marrow. J Exp Med 173:1213-25

Hardy, RR, Hayakawa, K (2001)
B cell development pathways. Annu Rev Immunol 19:595-621

Hardy RR (2003)
B-cell commitment: deciding on the players. Curr Opin Immunol 15:158-65

Heemskerk, MH, Blom, B, Nolan, G, Stegmann, AP et d. (1997)
Inhibition of T cel and promotion of naturd killer cell development by the dominant
negative helix loop hdlix factor 1d3. J Exp Med 186:1597-602

Hock, H, Hamblen, MJ, Rooke, HM, Traver, D, Bronson, RT, Cameron ,S, Orkin, SH (2003)
Abgtract Intrindgc requirement for zinc finger transcription factor Gfi-1 in neutrophil
differentiation. Immunity 18:109-20

Hoffmann, ES, Passoni, L, Crompton, T, Leu, TMU, Schatz, DG et d. (1996)
Productive T-cell receptor a-chain gene rearrangement: coincident regulation of cell cycle
und clondity during development in vivo. Genes Dev 10: 948-962

Hogquist, KA (2001)
Signal strength in thymic selection and lineage commitment. Curr Opin Immunol 13:225-31

Inoue, H, Nojima, H, Okayama, H. (1990)
High efficiency transformation of Escherichia coli with plasmids. Gene 96:23-8

[ritani, B, Alberola-lla, J, Forbush, K, Perlmutter, R (1999)
Didinct signds mediate maturation and alelic excluson in lymphocyte progenitors.
Immunity 10:713-722

Itano, A, Samon, P, Kioussis, D, Tolaini, M, Corbella, P, Robey, E (1996)
The cytoplasmic domain of CD4 promotes the development of CD4 lineage T cdlls.
J Exp Med 183:731-41

Janeway, CA, J (1992)

The T cell receptor as a multicomponent signalling machine: CD4/CD8 coreceptors and
CD45in T cdl activation. Annu Rev Immunol 10:645-74

113



Literaturverzeichnis

Janeway, CA, Travers, P, Waport, M (2002)
Immunolgie, Spektrum Akademischer Verlag

Karasuyama, H, Kudo A, Melchers F (1990)
The proteins encoded by the VpreB and lambda 5 pre-B cell-specific genes can associate
with each other and with mu heavy chain. J Exp Med 172:969-72

Karasuyama, H, Rolink A, Shinkai Y, Young F, Alt FW, Mechers F (1994)
The expression of Vpre-B/lambda 5 surrogate light chain in early bone marrow precursor B
cells of norma and B cell-deficient mutant mice. Cell 77:133-43

Karsunky, H, Mende, |, Schmidt, T, Mordy T (2002a)
High levels of the onco-protein Gfi-1 accelerate T-cel proliferation and inhibit activation
induced T-cell degth in Jurkat T-cells. Oncogene 21:1571-9

Karsunky, H, Zeng, H, Schmidt, T, Zevnik, B, Kluge, R et d. (2002b)
Inflammatory reactions and severe neutropenia in mice lacking the transcriptional repressor
Gfil. Nat Genet 30:295-300

Karsunky, H (2000)
Multiple Defekte der Hamatopoese und TZdlentwicklung in Gfi-1-defizienten Mausen
Doktorabeit, Inditut fir Zelbiologie

Kim, D, Peng, XC, Sun, XH (1999)
Massive apoptosis of thymocytesin T-cell-deficient 1d1 transgenic mice.
Mol Cell Biol 19:8240-53

Kirberg, J, Berns, A, von Boehmer, H (1997)
Peripherd T cdl surviva requires continua ligation of the T cell receptor to maor
histocompatibility complexencoded molecules. J Exp Med 186:1269-1275

Kisielow, P, Boehmer, H (1995)
Development and selection of T cells: facts and puzzles. Adv Immunol 58: 87-209

Kondo, M, Weissman, IL, Akashi, K (1997)
Identification of clonogenic common lymphoid progenitors in mouse bone marrow.
Cell 91:661-672

Kondo, M, Wagers, AJ, Manz, MG, Prohaska, SS et d. (2003)
Biology of hematopoietic stem cells and progenitors. implications for clinica application.
Annu Rev Immunol 2003;21:759-806

Kuo, CT, Vesdits, ML, Leiden, M (1997)
LKLF: A transcriptional regulator of single-positive T cell quiescence and survival.
Science 277:1986-90

L enschow, DJ, Walunas, TL, Bluestone, JA (1996)
CD28/B7 system of T cell costimulation. Annu Rev Immunol 14:233-58

Levin, SD, Anderson, SJ, Forbush, KA, Perlmutter, RM (1993)

A dominant-negative transgene defines arole for p56lck in thymopoiesis.
EMBO J 12:1671-1680

114



Literaturverzeichnis

Lewis, SM (1994)
The mechanisms of V(D)J joining: lessons from molecular immunological and comparative
analyses. Adv Immunol 56:27-150

Li, R, Page, DM (2001)
Requirement for a complex array of costimulators in the negative selection of autoreactive
thymocytesin vivo. J Immunol 166:6050-6

Lucas, B, Germain, RN (1996)
Unexpectedly complex regulation of CD4/CD8 coreceptor expression supports a revised
model for CD4'CD8" thymocyte differentiation. Immunity 5:461-477

Lundberg, K, Heath, W, Kontgen, F, Carbone, FR, Shortman, K (1995) _
Intermediate steps in positive selection: differentiation of CD4'8™ TCR™ thymocytes into
CD48'TCR" thymocytes. J Exp Med 181:1643-1651

Malissen, M, Gillet, A, Ardouin, L, Bouvier, G, Trucy, J, Ferrier, P, Vivier, E, Mdissen, B (1995)
Altered T cell development in mice with a targeted mutation of the CD3e gene.
EMBO J 14:4641-4653

M alissen, B, Maissen, M (1996)
Functions of TCR and preTCR subunits: lessons from gene ablation.
Curr Opin Immunol 8:394-401

Malissen, B, Ardouin, L, Lin, SY, Gillet, A, Mdissen, M (1999)
Function of the CD3 subunits of the preTCR and TCR complexes during T cell
development. Adv Immunol 72:103-148

Mak, TW, Penninger, JM, Ohashi, PS (2001)
Knockout mice: a paradigm shift in modern immunology. Nat Rev Immunol 1:11-9

M araskovsky, E, O'Reilly, LA, Teepe, M, Corcoran, LM, Peschon, JJ, Strasser, A (1997)
Bcl-2 can rescue T lymphocyte development in interleukin-7 receptor deficient mice but not
in mutant rag-1"" mice. Cell 89: 1011-1019

Marrack, P, Kappler, J (1997)
Positiv selection of thymocytes bearing ab Tcell receptors. Curr Opin Immunol 9; 250-255

Matechak, EO, Killeen, N, Hedrick, SM, Fowlkes, BJ (1996)
MHC class I1-specific T cells can develop in the CD8 lineage when CD4 is absent.
Immunity 4:337-47

M cK ercher SR, Torbett BE, Anderson KL, Henkel GW, Vestal DJ et al. (1996)
Targeted disruption of the PU.1 gene results in multiple hematopoietic abnormalities.
EMBO J 15:5647-58

Melchers F, KarasuyamaH, Haasner, D, Bauer, S,
Kudo A, Sakaguchi N, Jameson B, Rolink A (1993)
The surrogate light chain in B-cell development. Immunol Today 14:60-8

Melchers F, Haasner D, Grawunder U, Kaberer C, Karasuyama H, Winkler T, Rolink, AG (1994)

Roles of IgH and L chains and of surrogate H and L chains in the development of cells of
the B lymphocyte lineage. Annu Rev Immunol 12:209-25

115



Literaturverzeichnis

Melchers F, Ralink, A, Grawunder U, Winkler TH, Karasuyama H, Ghia P, Andersson J (1995)
Positive and negative sdlection events during B lymphopoiess.
Curr Opin Immunol 7:214-27

Mombaerts, P, Clarke, AR, Rudnicki, MA, lacomini, J, Itohara, S, Lafaille, JJ et d. (19929)
Mutations in T-cell antigen receptor genes alpha and beta block thymocyte development at
different stages. Nature 360:225-231

Mombearts, P, loacomini, J, Johnson, RS, Herrup, K, Tonegawa, S, Papaioannou VE (1992b)
RAG-1 deficient mice have no mature B and T lymphocytes.Cell 68:869-877

Moore, TA, von Freeden Jeffry, U, Murray, R, Zlotnik, A (1996)
Inhibition of gamma delta T @&l development and early thymocyte maturation in IL-7 -/-
mice. J Immunol 157:2366-73

Morrow, MA, Mayer, EW, Perez, CA, Adlam, M, Sy, G (1999)
Overexpression of the Helix-Loop-Helix protein 1d2 blocks T cell development a multiple
stages. Mol Immunol 36:491-503

Mor oy, T, Verbeek, S, Ma, A, Achacoso, P, Berns, A, Alt, F (1991)
EmN- and L-myc cooperate with Empim-1 to generate lymphoid tumors at high frequency
in double transgenic mice. Oncogene 6:1941-1948

M or oy T, Karsunky, H (2000)
Regulation of pre-T-cell development. Cell Mol Life Sci 57:957-75

Murphy, KM, Reiner, SL (2002)
The lineage decisions of helper T cells. Nat Rev Immunol 2:933-44

Murray, R, Suda, T, Wrighton, N, Lee, F, Zlotnik, A (1989)
IL-7 is agrowth and maintenance factor for mature and immature thymocyte subsets.
Int Immunol 1:526-31

Nakano, H, Oshima, H, Chung, W, Williams-Abbott, L, Ware, CF, Y agita, H, Okumura, K (1996)
TRAF5, an activator of NFkappaB and putative signa transducer for the lymphotoxin-beta
receptor. J Biol Chem 271:14661-4

Newton, K, Harris, AW, Strasser, A (2000)
FADD/MORT1 regulates the pre-TCR checkpoint and can function as a tumour suppressor.
EMBO J 19:931-41

Nossal, GJV (1994)
Negative selection of lymphocytes. Cell 76:229-239

Nutt SL, Heavey B, Rolink AG, Busdinger M (1999)
Commitment to the B-lymphoid lineage depends on the transcription factor Pax5.
Nature 401:556-62

Okamura, RM, Sigvardsson, M, Galceran, J, Verbeek, S, Clevers, H, Grosschedl, R (1998)

Redundant regulation of T cel differentiation and TCRapha gene expresson by the
transcription factors LEF-1 and TCF-1. Immunity 8:11-20

116



Literaturverzeichnis

Olson MC, Scott EW, Hack AA, Su GH, Tenen DG, Singh H, Simon MC (1995)
PU. 1 is not essentia for early myeloid gene expression but is required for termina myeoid
differentiation. Immunity 3:703-14

Opstelten, D (1996)
B lymphocyte development and transcription regulation in vivo. Adv Immunol 63: 197-268

Orkin, SH (1995)
Hematopoiesis. how does it happen? Curr Opin Cell Biol 7:870-7

Owen, MJ, Venkitaraman, AR (1996)
Signdling in lymphocyte development. Curr Opin Immunol 8: 191-198

Pantelouris, EM (1971)
Observations on the immunobiology of ‘nude’ mice. Immunology 20: 247-252

Pear se, M, Wu, L, Egerton, M, Wilson, A, Shortman, K, Scollay, R (1989)
A murine early thymocyte developmental sequence is marked by transient expression of the
interleukin 2 receptor. Proc Natl Acad Sci USA 86: 1614-1618

Per son, RE, Li, FQ, Duan, Z, Benson, KF, Wechder, Jet a. (2003)
Mutations in proto-oncogene GFI 1 cause human neutropenia and target ELA2.
Nat Genet 34:308-12

Peschon, JJ, Morrissey, PJ, Grabstein, KH et al. (1994)
Early lymphocyte expansion is severely impaired in interleukin 7 receptor deficient mice.
J Exp Med 180: 1955-1960

Petrie, HAT, Livak, F, Burtrum, D, Mazel, S (1995)
T cel receptor gene recombinationpatterns and mechanisms. cell death, rescue und T-cell
production. J Exp Med 182: 121-127

Pivniouk, V, Tdatskov, E, Swinton, P, Rathbun, G, Alt, FW, Geha, RS (1998)
Impaired viability and profound block in thymocyte development in mice lacking the
adaptor protein SLP-76. Cell 94:229-238

Quandt, K, Frech, K, Karas, H, Wingender, E, Werner, T (1995)
Matind and Matlnspector: new fast and versatile tools for detection of consensus matchesin
nucleotide sequence data. Nucleic Acids Res 23:4878-84

Quong, MW, Romanow, WJ, Murre, C (2002)
E protein function in lymphocyte development. Annu Rev Immunol 20:301-22

Radtke, F, Wilson, A, Stark, G, Bauer, M, van Mearwijk, J, MacDonald, HR, Aguet, M (1999)
Deficient T cell fate specification in mice with an induced inactivation of Notchl.
Immunity 10:547-58

Radtke, F, Wilson, A, Mancini, SJ, MacDonad, HR (2004)
Notch regulation of lymphocyte development and function. Nat |mmunol 5:247-53

Reth, M (1992)
Antigen receptors on B lymphocytes. Annu Rev Immunol 10:97

117



Literaturverzeichnis

Rivera, RR, Johns, CP, Quan, J, Johnson, RS, Murre, C (2000)
Thymocyte sdlection is regulated by the helix-loop-hdix inhibitor protein, 1d3.
Immunity 12:17-26

Rivera, R, Murre, C (2001)
The regulation and function of the Id proteins in lymphocyte development.
Oncogene 20:8308-16

Reya, T, Morrison, SJ, Clarke, MF, Weissman, IL (2001)
Stem cells, cancer, and cancer stem cells. Nature 414:105-111

Roberts, T, Cowdl, K (1997)
Cloning of the human Gfi-1 gene and its mapping to chromosome region 1p22.
Oncogene 14:1003-5

Robey, E, Fowlkes, BJ (1994)
Sdlective eventsin T cell development. Annu Rev Immunol 12:675-705

Rodel, B, Wagner, T, Zornig, M, Niessing, J, Moroy, T (1998)
The human homologue (GFI1B) of chicken GFI gene maps to chromosome 9934.13-A locus
frequently altered in hematopoietic diseases. Genomics 54:580-582

Rddel, B, Tavassoli, K, Karsunky, H, Schmidt, T, Bachmann, M,et a. (2000)
The zinc finger protein Gfi-1 can enhance STAT3 signaling by interacting with the STAT3
inhibitor PIAS3. EMBO J 19:5845-55

Rodewald, HR, Kretzschmar, K, Swat, W, Takeda, S (1995)
Intrathymically expressed ckit ligand (stem cell factor) is a mgor factor driving expansion
of very immature thymocytesin vivo. Immunity 3:313-319

Rodewald, HR, Ogawa, M, Haller, C, Waskow, C, DiSanto, JP, (1997)
Pro-thymocyte expanson by c-kit and the common cytokine receptor gamma chain is
essential for repertoire formation. Immunity 6:265-272

Rolink AG, Nutt SL, Melchers F, Busslinger M (1999)
Long-term in vivo reconditution of T-cell development by Pax5-deficient B-cell
progenitors. Nature 401:603-6

Romanow WJ, Langerak AW, Goebel P, Wolvers-Tettero IL et al. (2000)
E2A and EBF act in synergy with the V(D)J recombinase to generate a diverse
immunoglobulin repertoire in nonlymphoid cdls. Mol Cell 5:343-53

Russell, JH (1995)
Activation-induced death of mature T cellsin the regulation of immune responses.
Curr Opin Immunol 7:382-8

Saint-Ruf, C, Ungewiss, K, Groettrup, M, Bruno, L, Fehling, HJ, von Boehmer, H(1994)
Analysis and expression of acloned pre-T cell receptor gene. Science 266:1208-1212

Sakai, |, Yamauchi, H, Yasukawa, M, Kohno, H, Fujita, S (2001)
Expression of the Gfi-1 genein HTLV-1-transformed T cells. Int J Hematol 73:507-16

Sambr ook, J, Fritsch, EF, Maniatis, T (1989)
Molecular Cloning. CSH-Laboratory Press

118



Literaturverzeichnis

Scheijen, B, Jonkers, J, Acton, D, Berns, A (1997)
Characterization of pal-1l, a common provird insertion Ste in Murine Leukemia Virus-
induced lymphomas of ¢c-myc and pim-1 transgenic mice. J Virology 71:9-16

Schluns, KS, Kieper, WC, Jameson, SC, Lefrancois, L (2000)
Interleukin-7 mediates the homeostasis of naive and memory CD8 T cellsin vivo.
Nat Immunol 1:426-432

Schmidt, T, Karsunky, H, Gau, E, Zevnik, B, Elsasser, HP, Mordy T (19984q)
Zinc finger protein Gfi-1 has low oncogenic potential but cooperates strongly with pim and
myc genesin T-cell lymphomagenesis. Oncogene 17:2661-2668

Schmidt, T, Karsunky, H, Rodd, B, Zevnik, B, Elsdsser, HP, Mordy, T (1998b)
Evidence implicating Gfi-1 and Pim-1 in pre-T-cel differentiation steps associated with
beta-selection. EMBO J 17:5349-5359

Scott B, Kaye J, Lo D (1994)
T cells and suppression in vitro. Science 266:464-5

Sebzda, E, Mariathasan, S, Ohteki, T, Jones, RG, Bachmann, MF, Ohashi, PS (1999)
Sdlection of the T cdl repertoire. Annu Rev Immunol 17: 829-874

Shimizu, C, Kawamoto, H, Yamashita, M et a. (2001)
Progression of T cell lineage redtriction in the earliest subpopulation of murine adult thymus
visualized by the expression of Ick proximal promoter activity. Int Immunol 13:105-17

Shinkai, Y, Rathburn, G, Lam, KP, Oltz, EM, Stewart, V et d. (1992)
RAG-2 deficient mice lack mature lymphocytes owing to inability to initiate V(D)J
rearrangement. Cell 68; 855-867

Shinkai, Y, Koyasu, S, Nakayama, K et a (1993)
Restoration of T cell development in RAG-2-deficient mice by functional TCR transgenes.
Science 259:822-825

Sprent, J, Surh, CD (2002)
T cell memory. Annu Rev Immunol 20:551-79

Spain, LM, Guerriero, A, Kunjibettu, S, Scott, EW (1999)
T cell development in PU.1-deficient mice. J Immunol 163:2681-7

Sternberg, N, Hamilton, D (1981)
Bacteriophage P1 site-specific recombination. 1. Recombination between loxP and the
bacterial chromosome. J Mol Biol 150:467-86

Strasser, A, Harris, AW, Cory, S (1991)
bcl-2 transgene inhibits T cell death and perturbs thymic self-censorship. Cell 67:889-99

Swat, W, Shinkai, Y, Cheng, HL, Davidson, L, Alt, FW (1996)
Activated Ras signals differentiation and expansion of CD4" 8" thymocytes.
Proc Natl Acad Sci USA 93:4683-468

Takemori T, Raewsky K (1981)

Lambda chain expression at different stages of ontogeny in C57BL/6, BALB/c and SIL
mice. Eur J Immunol 11:618-25

119



Literaturverzeichnis

Tavian M, Robin C, Coulombel L, Peault B (2001)
The human embryo, but not its yolk sac, generates lympho-myeloid stem cdls. mapping
multipotent hematopoietic cell fate in intraembryonic mesoderm. Immunity 15:487-95

Teh, HS, Kisdow, P, Scott, B, Kishi, H, Uematsy, Y, Bluthmann, H, von Boehmer, H (1988)
Thymic maor histocompatibility complex antigens and the apha beta T-cell receptor
determine the CD4/CD8 phenotype of T cells. Nature 335:229-33

T eh, HS, Kishi, H, Scott, B, von Boehmer, H (1989)
Déeletion of autospecific T cellsin T cell receptor (TCR) transgenic mice spares cells with
norma TCR levels and low levels of CD8 molecules. J Exp Med 169:795-806

Ten Boekel E, MdchersF, Ralink A (1995)
The status of Ig loci rearrangements in single cells from different stages of B cell
development. Int Immunol 7:1013-9

Thompson, CB, Allison, JP (1997)
The emerging role of CTLA-4 as an immune attenuator. Immunity 7:445-450

Ting, CN, Olson, MC, Barton, KP, Leiden, M 1996
Transcription factor GATA-3 isrequired for development of the T-cdll lineage.
Nature 384:474-478

Tong, B, Grimes, HL, Yang, TY, Bear, SE, Qin, Z, Du, K, El-Deiry, WS, Tschlis, PN (1998)
The Gfi-1B proto-oncoprotein represses p21WAF1 and inhibits myeloid cell differentiation.
Mol Cell Biol 18:2462-2473

TsubataT, Reth M (1990)
The products of pre-B cdl-specific genes (lambda 5 and VpreB) and the immunoglobulin
mu chain form a complex that is transported onto the cell surface. J Exp Med 172:973-6

Van Ewijk, W (1991)
T-cel differentiation is influenced by thymic microinviroments.
Annu Rev Immunol 9: 591-615

Van Seventer, GA, Shimizu, Y, Shaw, S (1991)
Roles of multiple accessory moleculesin T-cell activation. Curr Opin Immunol 3:294-303

Von Boehmer, H (1992)
Thymic selection: a matter of live and death. Immunol Today 13: 454-458

Von Boehmer, H (1993)
The developmental biology of T lymphocytes. Annu Rev Immunol 6: 309-326

Von Boehmer, H (1994)
Positive selection of lymphocytes. Cell 76: 219-228

Von Boehmer, H, Aifantis, I, Azogui, O, Feinberg, J, Saint-Ruf, C et a. (1998)
Crucia function of the pre-T-cell receptor (TCR) in TCR beta sdlection, TCR beta alédlic
exclusion and alpha beta versus gamma delta lineage commitment.
Immunol Rev 165:111-119

Von Freeden-Jeffry, U, Viera, P, Lucian, LA, McNaeill, T, Burdach, SE, Murray R (1995)

Lymphopenia in interleukin (IL-) 7 gene deleted mice identifies IL-7 as a nonredundant
cytokine. J Exp Med 181: 1519-1526

120



Literaturverzeichnis

Wang JH, Nichogiannopoulou A, Wu L, Sun L, Sharpe AH, Bigby M, Georgopoulos K (1996)
Selective defects in the development of the fetal and adult lymphoid system in mice with an
Ikaros null mutation. Immunity 5:537-49

Weiss, A, Littman, DR (1994)
Signd transduction by lymphocyte antigen receptor. Cell 76:263-274

Weissman, IL (2000)
Stem cdlls. Units of Development, Units of Regeneration, and Unitsin Evolution.
Cell 100: 157-168

Willerford, DM, Swat, W, Alt, FW (1996)
Developmental regulation of V(D)J recombination and lymphocyte differentiation.
Curr Opin Genet Dev 6:603-609

Winandy, S, Wu, L, Wang, JH, Georgopoulos, K (1999)
Pre-T cell receptor (TCR) and TCR-controlled checkpointsin T cell differentiation are set
by Ikaros. J Exp Med 190:1039-1048

Winkler TH, Rolink A, Melchers F, Karasuyama H (1995)
Precursor B cells of mouse bone marrow express two different complexes with the surrogate
light chain on the surface. Eur J Immunol 25:446-50

Wolfer, A, Bakker, T, Wilson, A, Nicolas, M, loannidis, V et d. (2001)
Inactivation of Notch 1 in immature thymocytes does not perturb CD4 or CDS8T cell
development. Nat |mmunol 2:235-41

Wu, L, Li, CL, Shortman, K (1996)
Thymic dendritic cell precursors. relationship to the T lymphocyte lineage and phenotype of
the dendritic cell progeny. J Exp Med 184:903-911

Yamagami T, ten Boekel E, Andersson J, Rolink A, Melchers F (1999a)
Frequencies of multiple IgL chain gene rearrangements in single normal or kappal chain-
deficient B lineage cells. Immunity 11:317-27

Yamagami T, ten Boekd E, Schaniel C, Andersson J, Rolink A, Melchers F (1999b)
Four of five RAG-expressing JCkappa-/- smal pre-Bll cells have no L chan gene
rearrangements: detection by high-efficiency single cell PCR. Immunity 11:309-16

Zhu, J, Guo, L, Min, B, Watson, CJ, Hu-Li, J, Young, HA, Tschlis, PN, Paul, WE 2002
Growth factor independent-1 induced by 1L-4 regulates Th2 cell proliferation.
Immunity 16:733-44

Zlotnik, A, Moore, TA (1995)
Cytokine production and requirements during T-cell development.
Curr Opin Immunol 7:206-213

Zornig, M, Schmidt, T, Karsunky, H, Grzeschiczek, A, Mordy, T (1996)
Zinc finger protein GFI-1 cooperates with myc and pim-1 in T-cel lymphomageness by
reducing the requirements for IL-2. Oncogene 12:1789-1801

Zweidler-M ckay, PA, Grimes, HL, Flubacher, MM, Tsichlis PN (1996)

Gfi-1 encodes a nuclear zinc finger protein that binds DNA and functions as a transcriptiona
repressor Mol Cell Biol 16:4024-4034

121



Anhang

7. Anhang
7.1 Wissenschaftliche Verdffentlichungen

Fachartikeln

Molenaar, D, van der Rest, ME, Drysch, A und Yicel, R (2000)

Functions of the membrane-associated and cytoplasmic maate dehydrogenases in the citric
acid cycde of Corynebacterium glutamicum.

J Bacteriol 182:6884-91.

Gelsen, C, Karsunky, H, Yicd, R und Mordy, T (2003)
Loss of p27(Kipl) cooperates with cyclin E in T-cdl lymphomageness.
Oncogene 22:1724-9.

Yice, R, Karsunky, H, Klein-Hitpass, L und Mérdy, T (2003)

The transcriptiona repressor Gfil affects development of early, uncommitted c-Kit+ T cdll
progenitors and CD4/CD8 lineage decison in the thymus.

J Exp Med 197:831-44.

Yicd, R, Kosan, C, Heyd, F und Mordy, T (2004)

Gfil.GFP knock-in mutant reveds differentid expresson and auto-regulation of the gene
Growth factor independence 1 (Gfi1) during lymphocyte development

J Biol Chem, in Druck

Hertzano, R, Montcouquiol, M,Rashi-Elkeles, S, Elkon, R, Yiicel, R Frankd, WF, Rechavi,
G, Mordy T, Friedman, TB, Kdley, MW und Avraham, KW (2004)

Transcription profiling of inner ears from Poudf3ddl/ddl identifies Gfil as a target of the
Pou4f3 deafness gene.

Hum Mo Genet, in Druck

Zeng, H, Yucd, R, Karsunky, H, Li, Y und Mordy, T. (2004)

Requirement of the transcription factor and onco-protein Gfil for maintenance of pool sze
and long-term engraftment capacity of hematopoietic sem cdls.

In Vorbereitung

Rathinam, C, Behrens, M, Geffers R, Yicd, R, Buer, J, Mordy, T und Klein, C (2004)
Transcriptiond  profiling reveds a role for Gfi-1 in stat-3-dependent dendritic cell develop-
ment and —function.

In Vorbereitung

122



Anhang

Poster

Molenaar, D., van der Rest, M.E., Frank, C., Yicel, R. und Petrovic, S. (1998)
Malate:quinone oxidoreductase. A membrane-associated malate dehydrogenase.
BBA EBEC Reports 10ed.

Molenaar, D., van der Rest, M.E., Frank, C., Yicd, R., Drysch, A. und Petrovic, S. (1998)
Madate:quinone oxidoreductase. A membrane-associated malate dehydrogenase in bacteria.
Proteinsekretion und Protein Design, Forschungszentrum Jilich

Vander Rest, M.E., Frank, C., Drysch, A., Ylcd, R. und Molenaar, D. (1999)
Regulation of oxa oacetate concentration in Escherichia coli
Proteinsekretion und Protein Design, Forschungszentrum Jilich

Ylcd, R., van der Rest, M.E. und Molenaar, D. (1999)
Alternative NADH dehydrogenasesin Corynebacterium glutamicum
Proteinsekretion und Protein Design, Forschungszentrum Jilich

Yucd, R., Karsunky, H. und Mérdy, T. (2002)

The zinc finger transcriptiona repressor Gfil affects development of ealy c-Kit™ T cdl
progenitors and CD4/CD8 lineage commitment.

Gene Expression & Sgnaling in the Immune System, Cold Spring Harbor.

Fang, N., Yicd, R., Zeng, H. und M6rdy, T. (2002)
A role of the Transcriptiond Repressor Gfil in the Development and Activatiion of B-

Lymphocytes.
34 International Conference on Signal Transduction, Dubrovnik-Cavtat.

Yicd, R., Hertzano, R., Bachmann, M. und Mordy, T. (2003)

GfiL:GFP knock-in mice reved expresson peattern and autoregulation of the transcription
feactor Gfil.

2.Forschungstag der Medizinischen Fakultéat und der Fachschaft der Studierenden der Uni-
versitat Duisburg-Essen.

Zeng H., Yucd R., Karsunky H. und Mordy T. (2003)

Requirement of the Transcription Factor Gfil for Maintenance of Pool Size and Long-Term
Recondtituting Capacity of Hematopoietic Stem Cells.

2.Forschungstag der Medizinischen Fakultat und der Fachschaft der Studierenden der Uni-
versitat Duisburg-Essen.

Yucd, R, Kosan, C, Heyd, F und Mordy, T (2004)

GfiL:GFP knock-in mutant reveds differentiad expresson and auto-regulation of the gene
Growth factor independence 1 (Gfil) during lymphocyte devel opment

12" International Congress of |mmunology, Montreal

123



Anhang

Vortrag

Ycd, R., Hertzano, R., Bachmann, M. und Mordy, T. (2003)

Gfil.GFP knock-in mice reved expression pattern and autoregulation of the transcription
factor Gfil.

2.Forschungstag der Medizinischen Fakultat und der Fachschaft der Studierenden der Uni-
versitat Duisburg-Essen.

Yicd, R, Kosan, C, Heyd, F und Mordy, T (2004)

GfiL:GFP knock-in mutant reveds differentia expresson and auto-regulaion of the gene
Growth factor independence 1 (Gfil) during lymphocyte devel opment

12™ International Congress of Immunology, Montreal

Poster- und Vortragspreis

Yucd, R., Hertzano, R., Bachmann, M. und M&rdy, T. (2003)

Gfil:GFP knock-in mice reved expresson pattern and autoregulation of the transcription
factor Gfil.

2.Forschungstag der Medizinischen Fakultat und der Fachschaft der Studierenden der Uni-
versitat Duisburg-Essen.

124



Anhang

7.2 Lebendauf

Name: Raif Yicd

Geburtsdatum: 10.05.1971

Geburtsort: KIRSEHIR/TUrkei

Schulbildung:

1977 - 1981 Tackenberg- Grundschule in Oberhausen

1981 - 1987 Pestal 0zzi- Hauptschule in Oberhausen

1987 - 1992 Fretherr-vom Stein- Gymnasium in Oberhausen

Univer sitadtsaushildung:

WS 92/93-WS93/94  Studium der Mathematik an der Universitét Duisburg-Essen

WS 93/94 — SS 99 Studium der Biologie an der Heinrich-Heine Université
Dusseldorf mit dem Hauptfach Mikrobiologie

01/99 — 09/99 Diplomarbeit im Zentralabor fir Biotechnologie am
Mikrobiologischen Ingtitut der Heinrich- Heine- Universitét
Dusseldorf in der Arbeitsgruppe Dr. Dowe Molenaar
Diplomarbeit: ,, Molekularbiologische und phys ologische Untersuchungen der NADH-
Dehydrogenasen bel Corynebacterium glutamicum

09/99 Abschluss des Studiums der Biologie und Erlangung des
akademischen Grades ,, Diplom:Biologe*

ab 01/2000 Doktorarbeit am Inditut fUr Zdlbiologie der Universitét
Duisburg-Essen in der Abeitsgruppe von Prof. Dr. Tarik Moroy
Doktorarbeit: ,, Funktiondle Analyse und Regulation des Zinkfingerproteins Gfil bei
Lymphozyten anhand gentechnisch verénderter Méause'

Wissenschaftliche Beschéftigung:
10/99 — 12/99 Wiss. Angestdlter bei Dr. Dowe Molenaar im Zentralabor fir
Biotechnologie der Heinrich-Hane- Universitét Diissel dorf

seit 01/2000 Wiss Angestdllter am Indtitut fir Zdlbiologie derUniversitét
Duisburg-Essen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Tarik Mordy

125



Anhang

7.3 Danksagung

An diesr Stdle muss ich mich ds edes fir das Versgandniss von den Mitarbeitern der A-
beitsgruppe | Molekulare Zdlbiologie bel dlen meinen Ausbriichen und Launen bedanken.

Bel Herrn Prof. Dr. Tarik Moréy mochte ich mich fir die Uberlassung eines sehr interessan
ten Themas bedanken. Aufgrund sainer grofen Begesterung, seines Engagements und sa-
ner Unterstiitzung hat e sehr vid zum Gdingen mener Dissartation begetragen. Stets
konnte ich frel und sdlbgtandig arbeiten und ausfiihrlich mit ihm diskutieren.

Hern PD Dr. Ludger Klein-Hitpald sowie den Mitarbeitern Nadine Pieda und Adriane Par-
chatka im Biochip-Labor am IFZ s Dank gesagt fur die Anfertigung und Auswertung der
im Rahmen dieser Arbat erstdlten Array-Andysen.

Klaus Lennartz danke ich fir den Eindieg in die FACSWdt und fir die prézise Audih
rung von zahlreichen FACS-Andysen.

Fur die exzdlente Hilfe bel alen Tierarbeiten danke ich besonders Petra Plessow und Tho-
mas Civela, be denen mene Méuse in guten Handen waren. Im Zusammenhang mit den
Méausen gilt mein Dank auch und besonders Raph Wadschitz und Wojtek Wegrzyn, die
die tranggenen Mause generierten und daflr sorgten, dass Se dch nicht alzusehr vermetr-
ten.

Diese Arbat wéare nicht diesdlbe gewesen ohne den Spal3, den ich vor adlem mit der dauer-
gedressten und ,Nicht-Raucherin® Denis Pargmann, dem genusssiichtigen Madte Bachmann
und dem immer kritischen Lothar Vassen innerhab oder aul¥erhalb des Labors hatte.

Ba menem Oglum, dem ,Sekundér-Tirken® Chrisian Kosan mochte ich fir die angeneh-
men ,,Umitrunk-Abende (oder war es Néachte?), in denen neue Kooperationen entstanden,
sowie fir sane kondruktive Kritiken beim zusammenschreiben und natlrlich fur die ,lan
gen FACS-Sortierung am DIVA* bedanken.

Allen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe, die zu dem angenehmen und kollegiaden Arbeitsklima
beigetragen haben, sai an diesr Stelle ebenfdls gedankt. Besonders Inge Spratte méchte ich
fur die Mausanalysen sowie fur die viden Kuchen und Kekse bedanken.

Angelika Warda gilt mein ausdriicklicher Dank fir die ,grof3en Gee' und besonders fir de
Erkenntnis, dass neben der materidlen Kopfwdt auch ene ,PyramidenWedt*, helende
Wet, existiert. (Danke fir die Heilbehandlungent)

Ich danke auch dlen ehemdigen Mitgliedern der Arbeitsgruppe, insbesondere Hanjo Henr
nemann Chrigoph Geisen und Begte Frass fur die humorvolle Arbeitsstmosphére, das ge-
meinschaftliche Miteinander und ihre aufbauenden Worte.

Beate Frass, Madame, schulde ich Dank fir die Uber die wissenschaftliche Arbeit hinausge-
hende verlésdiche Freundschaft und natirlich fur das grindliche Korrekturlesen (Se hat
versucht diese Arbeit zu verstehen und hat es auch geschafft! Danke!).

Zuletzt, im hochgen Md3¥, gilt men allergrofter Dank besonders Aysegul und meiner

Tochter Enbiya, fir ihre entgegengebrachte Liebe, Geduld und Nachsicht wahrend meiner
Doktorarbeit, obwohl ich se endlos vernachléssigt habe (Verzeiht mir!).

126



Anhang

7.4 Eklarungen

Hiermit erklére ich, gem. 8 6 Abs. 2, Nr. 7 der Promotionsordnung der Fachbereiche 6 und 9
zur Erlangung des Dr. rer. nat., dass ich das Arbetsgebiet, dem das Thema ,Funktiondlle
Andyse und Regulation des Zinkfingerproteins Gfil bei Lymphozyten anhand gentechnisch
veranderter Méusg® zuzuorden i, in Forschung und Lehre vertrete und den Antrag von
Herrn Raif Y Ucd befurworte.

Essen, den 13.07.2004

(Prof. Dr. Tarik Méroy)

Erkl&rung:

Hiermit erklare ich, gem. 8 6 Abs. 2, Nr. 6 der Promotionsordnung der Fachbereiche 6 und 9
zu Erlangung des Dr. rer. nat., dass ich die vorliegende Dissertation sebsténdig verfasst und
mich keiner anderen a's der angegebenen Hilfamittd bedient habe.

Essen, den 13.07.2004

(Raif Yiod)

Erklarung:

Hiermit erklére ich, gem. 8 6 Abs. 2, Nr. 8 der Promotionsordnung der Fachbereiche 6 und 9
zu Erlangung des Dr. rer. nat., dass ich keine anderen Promotionen bzw. Promotionsversu-
che in der Vergangenheit durchgefiihrt habe und dass diese Arbeit von keiner anderen Fa-
kultét abgelehnt worden ist.

Essen, den 13.07.2004

(Raif Yiicd)
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