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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Identifizierung von a-Mannosidase | und RHAMM als potentielle

Biomarker nach Transplantation

In den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts wurdenexten erfolgreichen Nieren- und
Knochenmarktransplantationen durchgefuhrt. Seitdenwveiterte sich kontinuierlich das
Spektrum der durchfihrbaren Organverpflanzungent Mer Entdeckung der ersten
Immunsuppressiva konnte die Uberlebensdauer derndepargane und damit die
Lebenserwartung der Empfanger drastisch verlangemien. Heutzutage ist die Transplantation
Standardtherapie fur Patienten mit terminalem Orgesagen (1). In den letzten 60 Jahren
wurden viele Mechanismen, die zu einer akuten odeynischen Abstol3ung der transplantierten
Organe fuhren, aufgedeckt. Deren Beeinflussung WUnterdrickung ist durch eine standig
wachsende Anzahl von verschiedenartigen Medikamergalisierbar, wodurch die Funktion
und Lebensdauer verpflanzter Organe erheblich gedre werden kann. Jedoch konnte das
wichtigste Ziel, die Induktion einer andauernderanmpmakonunabhangigen organspezifischen
Toleranz des Empfangers gegeniber dem Spenderongah, nicht erreicht werden. Die
Notwendigkeit, den Immunstatus des transplantieRatienten zuverlassig und nicht-invasiv
bestimmen zu kdnnen, ist unbestritten. Die Erfagsdas immunologischen Zustands des
Patienten hilft bei der Optimierung der immunsuprean Therapie. Die ldentifizierung des
toleranten Zustands wirde die weitere Medikamemeaéme uberflissig machen, wodurch
karzinogene und letale Nebenwirkungen, die mitldargzeitapplikation einhergehen, minimiert
werden konnten. Aul3erdem fordert sie das Verst&nfimi die Prozesse, die zum toleranten
Zustand bzw. zur akuten und chronischen AbstoRRihgeh (2). Es wurden eine Reihe von
ex vivo-Testverfahren entwickelt, um bestimmte Aspekte bemunantwort gegeniber dem
korperfremden Organ zu erfassen. Eine Mdglichkeastéht in der Identifizierung von
Genmarkern, die den aktuellen Status der Immunanbi&bstol3ung/Toleranz) anzeigen und fur
die Vorhersage des weiteren Verlaufs herangezogerdem konnen. In Biopsien von
verpflanzten Nieren und Herzen konnte deas-Ligand als friher Marker einer akuten
Absto3ung identifiziert werden (3-5). Weitere viesprechende Gene siféerforin und
Granzyme-B. Sowohl in den peripheren mononuklearen Blutze(BBMCs) als auch in den
urinalen Zellen von nierentransplantierten Patentgurde eine erhdhte Perforin- und
Granzyme-B-mRNA-Expression im Zuge einer akutentd®angsreaktion beobachtet (6-8). Es
werden nicht nur einzelne ausgewdhlte Marker hmbot ihres Potentials als

Diagnosehilfsmittel getestet, sondern auch gloksdeexpressionsprofile, deren Charakteristika
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fur die Feststellung und Voraussage einer Abstofwadition herangezogen werden sollen (9,
10). In den seltensten Fallen entwickeln trans@ealet Patienten eine anhaltende
medikamentfreie Toleranz gegentiber dem Transplamiatiermodell kann eine Toleranz zum
einen Uber die Blockade von kostimulatorischen \Bebtirkungen induziert werden. Ein
Beispiel dafir ist CTLA4Ilg; dieses losliche Rezegtamunglobulin-Fusionsprotein verfugt
Uber eine hdhere Affinitat zu den Liganden B7-1 B¥#2 als das kostimulatorische Molekl
CD28 (11). Zum anderen kann das T-Zellrezeptorsidmach monoklonale anti-CD4 Antikdrper
beeinflusst werden. Dabei unterscheidet man depéetde Antikdrper, die zu einer Reduktion
der T-Zellen fihren, und nicht-depletierende, die €D4-Molekiile blockieren (12). Der
anti-CD4-Antikorper RIB5/2 ist ein nicht-depletieer, durch dessen Applikation eine
andauernde Toleranz des Empfangertieres gegenub$C-ikkompatiblen Spenderorganen
induziert werden kann (13, 14). Wird der RIB5/2-kitper durch einen wirkungsfreien
Kontroll-Antikorper ersetzt, erfolgt eine akute AdBung des Transplantates innerhalb von sechs
Tagen nach Organverpflanzung. Dieses Modell wuntteldentifikation neuer diagnostischer
Marker herangezogen. Aus Tieren, die den anti-Cidter Kontroll-Antikérper erhalten haben,
wurden die Transplantat-infiltrierenden Leukozysn Tag 5 nach Organverpflanzung isoliert
und deren Genexpression analysiert. Gene, die egen Zeitpunkt unterschiedlich exprimiert
waren, wurden hinsichtlich ihrer zeitlichen Regigatweiter untersucht (15). Auf diesem Weg
war es moglich, ein Set an Markern zu identifizierederen Expression im direkten
Zusammenhang mit der Entwicklung einer Toleranz.bzwer Abstof3ungsreaktion stand. Zu
der Gruppe der Toleranz-assoziierten gehorte airdédhin vollig unbekanntes Gen. Dieses ist
heute unter dem Namemfoag-1 (Toleranz-assoziiertes Gen 1) bekannt und wurdesii
beschrieben (16). Neben dem neuen konnte ein weitgéelversprechender Toleranzmarker
identifiziert werden. Das Gevlanla, welches die-Mannosidase | (Mitglied 1A) codiert und im
Zusammenhang mit der Transplantationstoleranz diis doch nicht in Erscheinung trat. Auch
in der Gruppe der Abstol3ungs-assoziierten Markedaein Kandidat identifiziert, Gber dessen
Rolle bei der Rejektion kaum etwas bekannt istmmr. Dieses Gen codiert den Rezeptor fur
die Hyaluronan-vermittelte Migration (RHAMM). Die dRe der a-Mannosidase | und des
Rezeptors RHAMM fur die Entwicklung der Organtolezebzw. -abstof3ung ist bis heute kaum
untersuchtvordenln derhiervorliegenderArbeit werderersteAspektederBedeutungufgezeigt.
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1.2 Aktivierung von T-Zellen

Transplantierte Organe exprimieren MHC-Moleklle d&=enders, die von den T-Zellen des
Empfangers als ,fremd” identifiziert werden und diZell-vermittelte Immunantwort auslosten
(17). Die Erkennung kann direkt erfolgen tber diegenen MHC-Molekiile der Spenderzellen
oder indirekt Uber Antigen-présentierende ZellenPC) des Empfanger, die dber den
Empfanger-eigenen MHC-Komplex Peptide des fremdéiCMMolekuls prasentieren (18). Es
wird vermutet, dass der direkte Weg hauptsachlichefine akute Abstol3ungsreaktion und der
indirekte fir eine chronische Rejektion verantwolttl ist (19, 20). Fur die vollstandige
Aktivierung einer T-Zelle sind zwei verschiedenedgch synergistisch wirkende Signale
notwendig (21). Das erste wird verursacht durch Aatsgen und seine Erkennung durch den
T-Zellrezeptor (TCR). Das zweite, auch kostimulettite genannte, ist antigen-unspezifisch.
Eine Vielzahl an T-Zellmolekilen ist in der Lagds kostimulatorischer Rezeptor zu fungieren.
Das Bestbeschriebene ist CD28 und seine Ligandeh &8Yd B7-2 (22, 23). Das Eintreten bzw.
Ausbleiben des zweiten Signals ist entscheidendi@iweitere Entwicklung der T-Zelle. Wurde
das Antigen erkannt und erfolgte die Korezeptorbng] ist es weiterhin noch notwendig, dass
sich eine ausreichende Anzahl an T-Zellrezeptoresammengelagert hat, damit das
Aktivierungssignal in die Zelle weitergeleitet wirtst dies erfolgt, beginnt die naive ruhende
Zelle zu proliferieren, um moglichst viele Tochtelten, die spater in T-Effektorzellen
ausdifferenzieren, zur Verfigung zu stellen. Eimhtnvollstandig aktivierte T-Zelle (fehlendes
zweites Signal oder TCR-Mindestanzahl nicht ergiglrfallt in Anergie bzw. unterlauft der
Apoptose (24, 25). Die Proliferation und Differeszing einer aktivierten T-Zelle wird von
Interleukin-2 (IL-2) gesteuert, welches die aktitem T-Zellen selbst produzieren. Die
Antigenerkennung Uber den TCR fuhrt bereits zur diiy verschiedener
Transkriptionsfaktoren, die u. a. die Transkriptieon IL-2 aktivieren, jedoch erst die
Signalgebung Gber CD28 fuhrt zu einer permanenyath8se und Freisetzung. Die frihe Phase
der T-Zellaktivierung ist gekennzeichnet durch Bigression von CD69 (26). Die genaue Rolle
von CDG69 ist jedoch noch unklar (27). Wurde eingelle aktiviert, beginnt die Proliferation
und Differenzierung. Zwei Hauptpopulationen werdeAbhangigkeit der sekretierten Zytokine
gebildet. Ti1-Zellen bilden IL-2 und Interferop{IFN-y), wodurch die zellulare Immunantwort
gefordert wird, wahrendR-Zellen Uber die Ausschittung von IL-4 und IL-® dReifung von
B-Zellen positiv beeinflussen und die humorale Imiamtwort aktivieren (18).
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1.3 «a-Mannosidase |

1.3.1 Rolle bei der N-Glycan-Biosynthese

Eine der haufigsten posttranslationalen Modifika¢io von Proteinen ist die N-gekoppelte
Glycosylierung. Potentielle N-Glycan-Anheftungsigtel sind Aminosauretriplets mit der

Abfolge Arg-X-Ser oder Thr, wobei X kein Prolin skann. Die Verankerung von Zuckerresten
schitzt Proteine vor proteolytischer Degradatioeramdert die Rezeptoraffinitat zu seinem
Liganden, dient als intrazellulares Transportsigmad beeinflusst auf Zelloberflachenproteinen
das Wachstum und Bewegungsverhalten von ZellenBligisynthese ist hinlanglich untersucht
und beschrieben worden (28-30). Wichtige fir dassté&mdnis notwendige Fakten sind in Abb.
1 dargestellt und werden kurz erlautert.

ER ERGIC GA

PHA-L

gemeinsame abbauende Phase variable additive Phase

O N-Acetyl-Glucosamin (GIcNAc) O Mannose (Man) A Glucose (Glc) I Dolichol (Dol)
@ Galactose < Sialinsaure &= Ribosom Q Protein

Abb. 1 Biosynthese von N-Glycanen: (Ausschnitt, modifiziech 81)

1 - Oligosaccharyltransferase-Komplex; 2 - Glucaséll und II; 3 e-Mannosidase |; 4 e-Mannosidase ll;
5 - N-Acetyl-Glucosaminyltransferasen; 6 - divefsansferasen; ER: endoplasmatisches Retikulum;
ERGIC: ER-Golgi intermediares Kompartment; GA: Golgpparatus

Die Bildung der N-Glycane kann in zwei Abschnitt&erteilt werden - in einen gemeinsamen
abbauenden und einen variablen additiven Teil. 8dthasen finden in unterschiedlichen
Zellorganellen statt. Der Startpunkt befindet sichendoplasmatischen Retikulum (ER). Dort
liegt ein Vorlaufer-Oligosaccharid vor, welches @&men Dolichol-Trager gekoppelt ist
(GlcsManGIcNAc,-Dol). Diese  Zuckerstruktur ~ wird en bloc durch den

Oligosaccharyltransferase-Komplex an das naszieremfotein transferiert. Mit der
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Verankerung beginnt der gemeinsame abbauende Atisaten alle N-Glycane durchlaufen.
Die terminal gebundenen Glucose-Reste werden vonGlacosidasen | und Il abgespalten.
Beide Enzyme sind Bestandteile des Calnexin/Calrr-Zyklus, der eine wichtige Rolle bei
der Uberprufung der Proteinfaltung spielt. @id,2-gebundenen Mannose-Reste M4, M7, M8
und M9 werden von dex-Mannosidase | hydrolysiert. Wahrend der Prozessgrerfolgt der
Transport des Glycoproteins vom ER Uber das ERE&R-Golgi intermedidres Kompartment)
in den Golgi Apparatus (GA). Die-Mannosidase |l spaltet darl,3-gebundenen M5- und
a-1,6-verknupften M6-Mannose-Rest ab. Mit der Eritstey der MagGIcNAC,-Struktur ist der
gemeinsame Teil abgeschlossen, und der variabiéveddeginnt. Dieser Abschnitt stellt sich
als aul3erst feinreguliertes System dar, mit einelzghl an Verzweigungen, die an dieser Stelle
nicht dargestellt bzw. erlautert werden kénnen.adsgestellt sei jedoch der Prozessionsast tber
die Gruppe der N-Acetyl-Glucosaminyltransferasenie dnacheinander jeweils zwei
GIcNAc-Molekile an die Mannose-Reste M2 und M3 &eftind somit die Grundlage fir die
Entstehung von PHA-L-reaktiven Strukturen bilderuf Alie Rolle der Transferasen und der
PHA-L-reaktiven Strukturen wird in einem spaterdmsgéhnitt detaillierter eingegangen.

1.3.2 Eigenschaften

1.3.2.1 Klassifizierung

Die a-Mannosidasen gehoéren zu den Glycosylhydrolasenuanden in zwei Klassen unterteilt.
Klasse | a-Mannosidasen (EC 3.2.1.113) spalten spezifigeh2-gebundene Mannose und
werden als Familie 47 zusammengefasst (31). Dier&fer der Klasse Il kébnnen sowohl

a-1,3- also auch-1,6-gebundene Mannose prozessieren und gehordéradelie 38 an (32-34).

1.3.2.2 Mitglieder

Derzeit sind vier humane (1Al, 1A2, 1B, 1C) und idmurine (1A, 1B und 1C)
a-Mannosidasen | oMann) bekannt (35-41). Innerhalb einer Spezies simle
Aminosauresequenzen der einzelnen Vertreter einasel® ahnlich. Die humanen Mitglieder
1A1 und 1B sind zu 64 % homolog. Zwischen den Arignein hohes Mal3 an Identitat
festzustellen, die Sequenzen der humanen und nmurgddannlB sind zu 95 %
Ubereinstimmend (36). JedeMannosidase | wird im humanen und murinen Genomaioem
eigenstandigen Gen codiert, welches aus 12 oder EKBns aufgebaut ist. Die
Nukleinsauresequenzen weisen nur bedingt Ahnlitbkeauf. Die Entstehung der Mitglieder
durch Duplikation eines gemeinsamen Vorlaufergests somit nicht sehr wahrscheinlich.



Einleitung

Bemerkenswert ist die Verteilung der Gene im Gendeder Vertreter befindet sich auf einem
anderen Chromosom, wodurch die Frage aufgeworferdemekann, ob die Funktion der
a-Mannosidase | so essentiell ist, dass die gemetiteformation zur Expression des Enzyms
mehrfach gespeichert werden muss. Das BA&MNI1AL befindet sich im Chromosomabschnitt
6022.31 (murines Orthologanla auf 10B3),MAN1B auf 9934.3 (murines Ortholdganlb auf
3F2) und das GeMAN1C1l auf 1p35 (murines Ortholoylanlc auf 4D3). Fur das Gen
MAN1A2, welches im Bereich 1p13 und damit auf dem gleickdrromosom wieVIAN1C
lokalisiert ist, wurde bis jetzt kein murines Ot beschrieben (36, 38, 41-45).

1.3.2.3 Proteinstruktur

Trotz der Unterschiede in den Nuklein- und Aminas&aquenzen verfigen alle Mitglieder tber
eine gemeinsame Grundproteinstruktus-Mannosidasen der Klasse | sind Typ i
Transmembranproteine, und ihre Aktivitat ist kammabhangig (35, 38, 41, 46). Sie gehdren zu
den Glycoproteinen und bestehen aus drei Domaneer &urzen zytoplasmischen, einer
hydrophoben transmembranen und einer langen luemindbas aktive Zentrum befindet sich
C-terminal in der langen Domane (35, 36, 38, 41, Bt Struktur des katalytischen Bereichs
sowie die Substrat- bzw. Inhibitor/Enzymbindung kiem anhand der murinexMannlA und
der humanemMannlB aufgeklart werden (31, 47, 48). In der lanG®méane befindet sich ein
(aa)-Fass, das aus 14 aufeinanderfolgengiételices gebildet wird, die von auf3en nach innen
alternieren. Die in- bzw. auswendigen Spiralen sindeinander parallel, die inneren zu den
aulReren antiparallel angeordnet. Die Struktur wiodch eine Disulfidbriicke stabilisiert. Das
Fass verfugt tiber eine schmale und eine breiteud@nAn der schmalen sind die inneren und
aulReren Helices uber kurze Schleifen verbundemlearbreiten tber kompleXg Strange. Das
C-terminale Ende der aktiven Domane besteht awsr giHaarnadel, die durch die schmale
Offnung in das Innere des Fasses fiihrt. Damit Wid schmale Ende geschlossen, und vom
breiten Ende her entsteht eine kegelstumpfformigeti®fung, an deren Boden, der von der
Spitze dei-Haarnadel gebildet wird, sich das aktive Zentrefitaet.
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1.3.2.4 Substratspezifitat

Klasse |o-Mannosidasen spalten spezifisatl,2-gebundene Mannose in Abhangigkeit von
Kalzium. Werden Metallionen von einem Protein getem geschieht das meist zum Schutz vor
Proteolyse und Hitzedenaturierung. Im Fall deMannosidasen | Ubernimmt das lon eine
weitere wichtige Funktion. Die Bindungsstelle bedh sich direkt am aktiven Zentrum. Durch
diese raumliche Nahe ist es Bestandteil der Enzybst$atbindung und mit verantwortlich far
die Spezifitdt den-Mannosidasen | (31). Jedes Mitglied deMannosidasen | ist in der Lage,
die ManGIcNACc,-Struktur zur MagGIcNAC; zu reduzieren (Abb. 1). In ihrer Substratspezifita
unterscheiden sie sich darin, in welcher Reiheefalgnd mit welcher Geschwindigkeit die
Mannose-Reste gespalten werden (36, 37, 49, 5@.geénaue Koordination der einzelnen
a-Mannosidasen | in der Zelle ist bis jetzt nochhhigeklart. Von demMannlB ist bekannt,
dass sie bevorzugt den mittleren Mannose-Rest M&gssiert. Diese Hydrolyse kann bereits
stattfinden, noch bevor die Glucosidasen | undditdrminal gebundenen Glucose-Reste an M7
entfernt haben. Damit wird deutlich, dass die utenkt 1.3.1 beschriebenen Schritte 1 und 2
der N-Glycan-Biosynthese nicht streng linear aldauind nicht nur reduzierende Funktionen
haben. Die Koordination der Abspaltungsschritte d&ucosidasen | und Il sowie der
a-Mannosidase | spielt eine wichtige Rolle bei d&-&Sssoziierten Degradation (ERAD) von
falsch gefalteten Proteinen (51-53). Weiterhin ankist, ob der funktionelle Ausfall eines
Vertreters von den verbleibenden Mitgliedern vélgtig kompensiert werden kann. Bis heute
wurde keina-Mannosidase-l-assoziiertes Syndrom beschriebennBgative Beweisfuhrung ist
jedoch nicht zulassig. Es ist zu vermuten, dass 8tbrung des-Mannosidase-I-Aktivitat letale
Auswirkungen hat. Vor kurzem gelang es L. O. Traybkine defiziente Maus fir das Mitglied
Manlb zu generieren. Die embryonale Entwicklung diesderel die nur Uber eine
Genotypisierung identifizierbar sind, unterscheigsieh kaum von der zu Wildtypmausen. Zum
Zeitpunkt der Geburt sind jedoch die Lungen dehtlianterentwickelt. In den ersten
Lebensstunden treten vermehrt Atemwegserkrankuagérund binnen 12 Stunden versterben
die Tiere an Blausucht (43). Das zeigt, dass dassé¢halten nur eines Mitgliedes bereits fatale
Auswirkungen hat. Aul3erdem wird deutlich, dassfdektionelle Ausfall einen-Mannosidase |
von den verbleibenden Vertretern nicht vollstank@mpensiert werden kann, und dass die
mehrfache Verschliusselung fir die Expressioned®tannosidase | vorrangig nicht aus Schutz

vor Mutationen eingetreten ist, sondern andere ¢hesa haben muss.
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1.3.2.5 Ansassigkeit in der Zelle

Wie schon bei der Substratspezifitat deutlich wukienen diex-Mannosidasen | in einem Punkt
gleiche und verschiedene Attribute in sich verejrarch bzgl. ihrer Ansassigkeit in der Zelle. Zu
Beginn wurde angenommen, dass eine ER-ansassigeinenolgi-spezifische-Mannosidase |
existieren. Deshalb wurde das MitglieeMannlB erst als ER-Mannosidase | und der
Vertreter 1A1 als Golgi-Mannosidase | benannt (38, 39, 50, 54). Jungshtkoim ER-Golgi
intermediaren Kompartment (ERGIC), das den Transpom ER zum Golgi realisiert,
a-Mannosidase-I-Aktivitat nachgewiesen werden, wolduiklar wurde, dass diese strikte
Zellorganellaufteilung nicht zutrifft (55). Alle Nblieder sind in beiden Zellbestandteilen

anzutreffen, jedoch halten sie sich in einem detdmebevorzugt auf (56).

1.3.2.6 Gewebsexpression

Die Mitglieder der Klasse d-Mannosidasen unterscheiden sich auch in ihrer Geswpression.
Das Mitglied Manlb wird z. B. in den Fortpflanzungsorganen stagkprimiert. Der Vertreter
Manlc wird in der Leber aber nur in einem sehr geriniflafde abgelesen. Fur diéanla wurde
eine starke Expression in Lymphozyten und in dde féistgestellt (36-38, 40, 43, 49). Daher lasst
sich vermuten, dass der Toleranz-assoziierte \fertanla hauptsachlich verantwortlich ist fur

die enzymatische Funktion deiMannosidase | in T-Zellen.

1.3.2.7 Inhibition

Die Klasse lo-Mannosidasen unterscheiden sich in ihrer Subgeaifgat, Zellorganellansassigkeit
und Gewebsexpression. Sie gleichen sich in derkiBtruihres aktiven Zentrums, ihrer
Kalziumabhéangigkeit und der Moglichketit, inre enagische Aktivitat zu inhibieren. Alle Vertreter
konnen von der Substanz Kifunensine (Kif) inhibdrden. Wie dem-Mannosidasen | zueigen,
geht auch dieses Merkmal mit Besonderheiten eitditmensine (ehemals Substanz FR-900494)
wird von einem Pilz produziert. Zunachst war er Attinomycete —Kitasatosporia kifunense
Stamm Nr. 9482 — bekannt, wurde dann Sissptomyces kifunensis reklassifiziert, bis die
16S-rRNA-Analyse die Eigenstandigkeit der Gattufitasatospora aufdeckte und der Name in
Kitasatospora kifunenss comb. nov. geandert wurde (57-61). Mit der Strraatklarung (Abb. 2)
erfolgte die Benennung auf Kifunensine — nach demdbrt des Pilzes am Berg Kifune in Japan
(62, 63). Kurze Zeit spater war es moglich, denbitdr zu synthetisieren (64-68). Kifunensine ist
aus einem Piperidin- und Imidazolidin-Ring aufgebaund ein Derivat von 1-Amino-
Mannojirimycin (Abb. 2), das schwach inhibitoriscBgenschaften gegeniiber deMannosidase
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aus der Jackbohne besitzt (65). Auf Grund diesek®irverwandtschaft wurde Kifunensine intensiv
auf seine Fahigkeit, Glycoprotein-prozessierendeyfe zu beeinflussen, hin untersucht. Es stellte
sich dabei heraus, dass Kifunensine exklasMannosidasen der Klasse | inhibiert (69). Es sind
einzelne Veroffentlichungen zu finden, in denenkfanmiert wird, dass das ER Uber eine
Kifunensine-resistente-Mannosidase | verfugt (69-71). Die dazu gehori@eiginaldaten wurden
jedoch nicht veroffentlich, bzw. es konnte gekkrden, dass die vermeintlich Kifunensine-
resistenteri-Mannosidase der Klasse Il angehort (69). Kifunensst strukturell verwandt mit dem

HO HO
o N N
NH NH
2 FO
N\ HO* HO* NH,
|
OH

1 1
OH H OH

HO

N

Kifunensine 1- Deoxymannojirimycin  1-Amino-Mannojirimycin
1 - Piperidin-Ring 2 - Imidazolidin-Ring

Abb. 2 Struktur von Kifunensine, 1-Deoxymannojirimycin ubéAmino-Mannojirimycin

Glucosidase | und Ill-Inhibitor 1-Deoxymannojirimgci(Abb. 2), der ebenfalls schwach
inhibitorische Wirkung auf Klassed-Mannosidasen besitzt. Im Zuge der Strukturaufkigrder
a-Mannosidase | konnte die Interaktion der Inhilgtound deren unterschiedlich stark inhibitorische
Wirkung geklart werden (31). Die Substanzen interag direkt mit dep-Haarnadel, die das aktive
Zentrum darstellt. Beide enthalten einen Piperiiing, mit dem sie das Substrat Mannose imitieren.
Das Besondere dabei ist nicht nur, dass sowoltbdbstrat und die Inhibitoren an die gleiche Stelle
im Protein binden, sondern dass an beiden BindunigesnKalziumion beteiligt ist. Weiterhin
ungewohnlich ist, dass die Inhibitoren nur eineirggiigige Konformationsanderung bewirken.
Kifunensine (IGo=0,5uM) ist ein sehr viel potenterer Inhibitols d-Deoxymannojirimycin
(ICso =100 uM). Der Grund dafur ist in dem zusatzlicHemdazolidin-Ring zu suchen, der
ebenfalls mit dem-Mannosidase | interagiert. Die genaue Wechsehugkist jedoch noch nicht
vollstandig aufgeklart (37, 38, 46, 49, 50). Kifas@me inhibiert ausschlie3liekMannosidasen der
Klasse | und wurde hier verwendet, um di&annosidase-I-Aktivitat in T-Zellen zu unterbinden
und die Auswirkungen der verminderten Aktivitat aals Verhalten der T-Zellen zu untersuchen.
Bis heute gibt es keine Hinweise darauf, dass I€ifisme neben der oben genannten Fahigkeit
weitere Effekte vermittelt. Das Nichtvorhandensam Hinweisen kann jedoch nicht als Beweis

dienen, weitere Eigenschaften auszuschlie3en.
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1.3.2.8 Nachweis

Im Abschnitt 1.3.1 wurden bereits die PHA-L-reaktivN-Glycane erwadhnt (Abb. 1). Diese
Struktur ist kein direktes Produkt derMannosidase |, jedoch ist sie in ihrer Entstehung
unmittelbar von ihr abhangig. Somit kann von deristexnz von PHA-L-reaktiven N-Glycanen
an Oberflachenproteinen auf die Aktivitdt deMannosidase | qualitativ zuriickgeschlossen
werden. Dieser Zusammenhang bildet die Grundlagdéi hier entwickeltea-Mannosidase-I-
Aktivitdtsnachweis mit PHA-L. PHA Rhaseolus vulgaris-Agglutinin) ist ein Lektin, das aus
dem Samen der roten GartenbohRbateolus vulgaris) isoliert wurde. Es ist aus jeweils vier
Untereinheiten aufgebaut, diese werden in zwei Mypeterteilt (72). Die Untereinheit E ist
hauptséachlich an der Agglutination von Erythrozytesteiligt, wohingegen die Untereinheit L
fur die Verklumpung von Lymphozyten zustandig i$8,( 74). Aus den Kombinationen der
beiden Untereinheiten entstehen fiunf verschiedeselektine mit unterschiedlichen
Eigenschaften. Das Isolektin PHA-L besteht aus Miémtereinheiten und bindet spezifisch an
Mannose, dig3-6,1 undp-2,1 mit N-Acetyl-Glucosaminyg-1,4-Galactose substituiert ist (75).
Zelloberflachenproteine, die N-Glycane mit dieseuckerstruktur tragen, kénnen mit
biotinyliertem PHA-L markiert werden. Unter Verwandj eines Streptavidin-gebundenen
Fluoreszenzfarbstoffes kann die Markierung durd@#igometrisch detektiert werden. Die
Aktivitat der a-Mannosidase | wurde mit dem Inhibitor Kifunensurgerbunden. Ein mdglicher
Einfluss der Substanz auf die O-Glycosylierung @verflachenproteinen kann mit dem oben
beschriebenen Markierungsprinzip untersucht werdeshei PHA-L durch das Lektin PNA
(Peanut Agglutinin) ersetzt wird. PNA wird aus @&dnuss Arachis hypogaea) gewonnen und
bindet spezifisch an Galacto$id1,3-N-Acetyl-Galactosamin (76). Diese Zuckerstuukbildet
den Kern 1 bei der O-Glycosylierung von Oberflagiteteinen. Die Bildung der Verbindung ist
der Startpunkt fur den wichtigsten O-glycosidisch&nckeranheftungsweg und zugleich

Grundbaustein der meisten O-Glycane (77).
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1.4 N-Glycane und ihre Rolle bei der T-Zellaktivierung

Lange Zeit wurde der N-Glycosylierung von Proteivegnig Beachtung geschenkt und deren
Hauptfunktion als Schutz fur Proteasen erachtehésil.3.1). Heute ist eine Reihe von weiteren
Funktionen bekannt. Die Art der N-Glycosylierungeinglusst u. a. die Rekrutierung von
Leukozyten an Infektionsherde Uber Selektine, diéivlerung der Komplementkaskade durch
IgG und die Induktion von Apoptose Uuber Galectin(Z8-80). Wie wichtig diese
Proteinmodifikationen im Zusammenhang mit der Tiaddivierung sind, wurde klar, als
M. Demetriou und M. Granovsky aus der Arbeitsgruppe J. W. Dennis im Jahr 2001 ihre
Beobachtungen Uber diégat5-defiziente Maus veroffentlichten (81).

Das murine GeMgat5 codiert die N-Acetyl-Glucosaminyltransferase V,e dbereits im
Abschnitt 1.3.1 erwéhnt wurde. Die Gruppe diesensferasen katalysieren die Anheftung von
N-Acetyl-Glucosamin an Mannose. Das Mitglied V atliden vierten und letzten N-Acetyl-
Glucosamin-Rest, der u. a. die Grundlage von PHiedktiven N-Glycanen bildet (Abb. 1).
Dieser Schritt ist in deMgat5-defizienten Maus blockiert. Demetriou und Grangvgklang es
so, die Bildung ausgewdahlter N-Glycane zu untedamd Im Gegensatz zu den
Manlb-defizienten Mausen von Tremblay werden diese Magssund geboren und sind
langerfristig lebensfahig. Interessanterweise evagi dieMgat5)-Mause starker auf spontan
auftretende oder ausgeloste Autoimmunkrankheitereitahhin wurde invitro untersucht,
inwieweit das Fehlen der PHA-L-reaktiven N-Glycatas Verhalten der T-Zellen wahrend der
Aktivierung beeinflusst. Die fur die Aktivierung twendige Anzahl an TCR-
Zusammenlagerungen ist iNgat5-defizienten T-Zellen deutlich geringer als in VWyid-
T-Zellen. Damit wird nicht nur das Signal schnellardie Zelle geleitet, sondern auch die
Reaktion auf das Signal erhoht (vermehrte Proliflend Zudem produzierteMgat5’ -
Milzzellen nach zweitagiger Stimulation deutlichiméL-2 und IFNy, und naive T-Zellen, die
keinePHA-L-reaktiverN-Glycangragendifferenzierervermehrtin Thy-Effektorzelleraus(82).
Der CD28-Rezeptor ist ein kostimulatorisches Molekind wird N-glycosyliert auf der
T-Zelloberflache exprimiert. Die Arbeitsgruppe vBnY. Ma und A. Ochi konnte 2004 zeigen,
dass die N-Glycosylierung des CD28-Rezeptors neghé Interaktion mit seinen Liganden
beeinflusst. N-Glycan-freie CD28-Rezeptoren sinden Lage verstarkt an B7-1 zu binden und
verursachen eine erhdhte IL-2-Promotoraktivitatdweh die Aktivierung der T-Zelle positiv
beeinflusst wird (83).

IL-2 wird von aktivierten T-Zellen ausgeschiittet dursteuert die Proliferation und

Differenzierung. Das Forscherteam K. Fukushima Kindfamashita konnten 2001 anhand einer
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murinen T-Zelllinie zeigen, dass mit Hilfe von fei Mannose-reichen Zuckerstrukturen die
IL-2-abhangige Proliferation inhibiert werden kamm.einer ersten Theorie versuchten sie diese
Beobachtungen damit zu erklaren, dass IL-2 neben Réptid-spezifischen Bindung eine
MansGIcNAc,-Struktur dera-Untereinheit des IL-2-Rezeptors erkennt (Lektigdfischaft) und
somit die Zusammenlagerung des gesamten IL-2-Rexzefitrdert (84). Ende 2007 konnten von
G. A. Papalia und J. M. Rini zeigen, dass IL-2 nigber die Fahigkeit verfugt, Mannose-reiche
Strukturen zu binden, wodurch die angenommene hdkijenschaft ausgeschlossen werden
kann (85). Offen bleibt die Frage, wie die Inhibiti der IL-2-abhangigen Proliferation in
Anwesenheit der freien Ma@IcNAcC,-Strukturen realisiert wird.

Diese Beispiele zeigen den Einfluss der N-Glycamseiten der Antigen-Erkennung, der sich
damit nicht erschopft. Es wird jedoch klar, das&sNeane die Funktionen des Immunsystems
auf vielfaltige Weise beeinflussen und regulierémrien. Die Liste ist erweiterbar, schon auf
Grund der Vielzahl an Enzymen, die an der Biosysehaeteiligt sind, und der Heterogenitat der
N-Glycane. Demetriou und Granovsky untersuchten demfluss einer bestimmten
Zuckerstruktur, Ma konzentrierte sich auf die Fumkteines Rezeptors, und Fukushima und
Yamashita analysierten eine mdogliche Beteiligung der Zytokinbindung. Die hier
charakterisierteaMannl1Al (im murinen SystenuMannlA) ist an der Entstehung aller
N-Glycane beteiligt und wird in den Zellen des Immaystems vorrangig exprimiert (36). Es
kann also angenommen werden, dass die von den eKlagssMannosidasen vermittelte
Modifikation in T-Zellen hauptsachlich von diesemtdfied realisiert wird. Die Beeinflussung
dieser hat, im Gegensatz zur AusschaltungMegat5-Gens, nicht nur Auswirkungen auf eine
bestimmte Struktur, sondern auf die gesamte N-Glylgerung aller Oberflachenproteine
inklusive der Rezeptoren, die an der T-Zellerkemgnoeteiligt sind.

Die T-Zellerkennung der Antigen-prasentierendeneZbkinhaltet unter anderem die Bildung
einer Verbindung zwischen den Zellen, die auch lalmunologische Synapse bekannt ist.
Dieser folgt die Antigen-Erkennung und Signaltrarig@bn. Den N-Glycanen werden bei den
Prozessen wichtige Funktionen zugeordnet, wie Méung, Stabilisierung und Koordination.
Es wird angenommen, dass eine verminderte N-Glieosyg zu einer vereinfachten Bildung
der Immunologischen Synapse fuhrt, die Zusammenlageder TCR-Komponenten erleichtert
sowie die Interaktionen mit kostimulatorischen Maillen fordert. Als Folge dessen sollte die

T-Zellaktivierung erleichtert werden (86-90).
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1.5 Rezeptor fur Hyaluronan-vermittelte Migration (RHAM M)

Der Rezeptor fur Hyaluronan-vermittelte Migratioahgrt zu den Markern, deren Expression
wéahrend der Abstof3ungsreaktion unterschiedlich lieguist und wurde erstmals im
Zusammenhang mit der Tumorzellmigration beschrie{(#k). Seitdem wurde der Rezeptor
intensiv von der Arbeitsgruppe um E. Turley unterduDer Rezeptor gehort in die Gruppe der
Hyaladherine, zu der auch Fibrinogen und CD44 riétse Familie der Hyaladherine ist von
grol3er Heterogenitat der einzelnen Vertreter gepeagzig die Fahigkeit Hyaluronan zu binden,

ist ihnen allen zu eigen (92).

1.5.1 Hyaluronan

Hyaluronan ist ein Glycosaminglycan, das erstmassdem Glaskorper des Rinderauges isoliert
wurde. Zunéachst wurde das Makromolekil als Hyalséone bezeichnet, zurtickgehend auf die
Entdeckungsquelle (hyalin = glasern) und den naeslggenen Bestandtell Uronsaure (93).
Heute wird es Hyaluronan genannt, um dem Fakt Rewhau tragen, dass die Substangivo
nicht als protonierte Saure, sondern als Polyamomriegt. Hyaluronan besteht aus 250 bis
25000 Disaccharideinheiten, dpe1,4-glycosidisch verknupft sind. Die Grundbausteites
Disaccharids sind B-1,3-glycosidisch-verbundene D-Glucuronsdure und Addtyl-D-
Glucosamin (94). Das Polysaccharid ist Hauptbestgnder extrazellularen Matrix und wurde
lange Zeit nur als Schmiermittel zwischen den Zeletrachtet (95). In den 90er Jahren des
letzten Jahrhunderts gelangte Hyaluronan zunehnmeren Forschungsfokus verschiedener
Wissenschaftsdisziplinen. Zusammengefasst wurdesiistandene Fille an Informationen in
Ubersichtsartikelim ,Journal of Internal Medicine* 1997, 242:23-7iicu,Journal of Biological
Chemisty” 2002; 277:4575-96.

Es wird davon ausgegangen, dass zu einem bestindeigpunkt wahrend des Zellzyklus jede
Zelle in der Lage ist, Hyaluronan zu synthetisie(@f). Fir CD4-T-Zellen konnte gezeigt
werden, dass sie im ruhenden Zustand Hyaluronanimugeringen Mal3 produzieren, die
Synthese jedoch mit der Aktivierung ansteigt (99). €s konnte noch nicht geklart werden, ob
die de novo-Synthese die Beweglichkeit der produzierendenedadleinflusst.

Hyaluronan liegt in verschiedenen Molekulargewichteor. Dabei wird grob in hoch- und
niedrigmolekulargewichtiges Hyaluronan unterschired@MW- und LMW-Hyaluronan). Eine
exakte Definition dieser Begriffe steht noch aud ist nur eines der vielfaltigen Probleme der
Hyaluronan-Forschung (99). Die Funktionen von Hg@han stehen in direkter Abhangigkeit zu

der GroRe des Polysaccharids. HMW-Hyaluronan Wes#ntiinflammatorische und
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immunsuppressive Eigenschaften. Die suppressivaXii von regulatorischen T-Zellen wird
durch die Behandlung mit HMW-Hyaluronan signifikagrthoht (98). Nimmt das molekulare
Gewicht des Polymers ab, verkehren sich die FaliggkeKleine Hyaluronan-Fragmente wirken
stark inflammatorisch und immunstimulierend (10@as allostimulatorische Potential von
dentritischen Zellen auf ruhende T-Zellen kann isikgmnt erhoht werden in der Anwesenheit
von LMW-Hyaluronan -Polymeren (101). Jingst korgeeeigt werden, dass die Synthese von
Hyaluronan wahrend der T-Zellaktivierung einen kliem Einfluss auf die IL-2- und IFN-
Produktion hat. T-Zellen, deren Hyaluronan-Neubilglunhibiert wird, sezernieren deutlich
weniger IL-2 und IFNy im Zuge der Stimulation (102).

1.5.2 Eigenschaften
1.5.2.1 Genstruktur

Der Rezeptor fur Hyaluronan-vermittelte Migratioirdvwvon dem GerRHAMM (human) bzw.
Rhamm(murin)codiert,welchessichaufdemChromosomabschniig33.2bzw.11befindet(103).
Das Gen besteht aus 14 Exons und 13 Introns (B®).der erstmaligen Beschreibung durch
C. Hardwick 1992 wurden von unabhangigen Laborerscigeden grof3e Transkripte und
Proteine von RHAMM beschrieben (105-107). Dabeiltstesich heraus, dass das zuerst

beschriebene RHAMM-Protein eine verkirzte Form thargsten Isoform darstellt (108).

lange Form
i D2 N3 D4 D5
5'[ —. - I ]TRHAMMUS
kurze Formen
(W | || IT ] RHAMMva
[l | T IT ] RHAMMVY

Abb. 3 Murine RHAMM-Isoformen (nach 109)

Im Jahr 2004 galt die Existenz folgender Isoforna¢s) gesichert (siehe Abb. 3). Die langste
wird im murinen Zusammenhang v5 genannt. Bei dedelpekurzen Isoformen v4 und v1, die
als die aktivierten Formen betrachtet werden, @athnnicht klar, ob deren Entstehung durch

eigenstandige Transkripte oder interne Startcodang-Transkript realisiert wird (109).
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1.5.2.2 Proteinaufbau

Die sekundare Struktur von RHAMM konnte erst zunil @efgeklart werden. Strukturanalysen
deuten daraufhin, dass der Rezeptor hauptsachapeaundene Spirale vorliegt, die punktuell
von gestreckten Abschnitten unterbrochen wird (A#p. Es wird vermutetdassauf Grund
dieserlanggestreckte®roteinformdie Interaktionvon RHAMM mit sich selbstrealisiertwird
(109). Bis heute konnten funf funktionelle Domanédbl-D5) identifiziert werden. Die
Funktionsweisen, Interaktionsgegenspieler und Meshaen zur Aktivitatsregulation jeder
einzelnen Doméne von RHAMM sind bis heute noch ticlolistandig geklart.

™ D2 N3
im;‘; {h{ﬁf o, ::'i
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Abb. 4 Sekundére Struktur von RHAMM
D1 - inhibitorische Doméne, D2 — Leucin-Reil3verask| D3 und D4 — Aktivierung von MAP-Kinasen,
D5 — Bindung von RHAMM an Hyaluronan (nach 109)

Folgende Aspekte gelten jedoch als gesichert. Dierhinale D1-Doméne, die nur in der
langen Isoform v5 vorhanden ist, inhibiert die Fumken der anderen Domanen. Deshalb wird
diese RHAMM-Form v5 auch als inaktive Isoform bebsiet (siehe oben). Die Art und Weise,
wie die D1 mit den anderen Domanen interagierth@th nicht aufgeklart. Die Doméne D2
codiert fur einen unvollstandigen Leucin-Rei3velgsd und erlaubt die Bindung von RHAMM
an Fibronectin in der extrazellularen Matrix. Dieséorgang ist u. a. notwendig fur die
Zellmigration (108). Die Domanen D3 und D4 sind der Aktivierung von MAP-Kinasen
beteiligt (110). Die Domane D5 wurde als erstegaittarisiert und vermittelt die Bindung von
RHAMM an Hyaluronan (111).
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1.5.2.3 Zellulare Lokalisation

Weniger eindeutig konnte zunachst die Frage nachzeldularen Lokalisation von RHAMM
beantwortet werden. Nicht nur die verschiedeneffotsten komplizieren das Bild, sondern
auch die Kultivierungsbedingungen der untersuchfetien und die RHAMM-Nachweis-
methoden (112, 113). Die Arbeitsgruppe um R. Had M. Hoffmann war nicht in der Lage,
die Isoform v4 an der Zelloberflache zu detektieremd deklarierte IHABP als neuen
intrazellularen Rezeptor fir Hyaluronan (107, 1146)1 Innerhalb kirzester Zeit wurgsoch
klar, dass dieser neue Rezeptor die RHAMM-Isofodmst (Sequenzvergleich, 108, 113, 117).
Seitdem wurden vielféltige Studien zur Klarung tlekalisation der verschiedenen Isoformen
durchgefuhrt, deren Aufzahlung den gegebenen Ralimeneitem tbersteigen wirde. Wichtig
ist jedoch, dass RHAMM sowohl intrazellular als lauan der Zelloberflache vorliegt. Das
besondere dabei ist, dass das Protein weder Uber Se@nalpeptid noch Uber eine
Transmembrandoméne verfugt und somit wahrscheirlledr integrale oder GPI-verbundene

Proteine an der Zelloberflache verankert ist (113).

1.6 RHAMM und das Immunsystem

RHAMM wurde und wird intensiv in der Tumorzellforseng untersucht, z. B. inwieweit das
Wachstum, die Differenzierung und die Migration vdmmorzellen durch den Rezeptor
gesteuert werden (118, 119). Bei den Bemihungenmaeker fir Tumorerkrankungen des
Magen-Darm-Trakts zu identifizieren, stellte sicHARVIM als unterschiedlich reguliertes Gen
heraus (120-122). Auch die malignen Erkrankunges ldemunsystems wurden hinsichtlich
ihrer RHAMM-Abh&angigkeit untersucht. PlasmazelleonvPatienten mit multiplen Myelom
(Morbus Kahler) exprimieren verstarkt RHAMM auf defelloberflache in direkter
Abhangigkeit von ihrer Entwicklungsstufe (123). deld ist nicht nur das Expressionslevel von
RHAMM insgesamt von Bedeutung, sondern auch in ket Verhéltnis die Isoformen
exprimiert werden (124). In den PBMCs von Patientginder oben genannten Diagnose konnte
nachgewiesen werden, dass das Rezidiv der Erkrgnkach Transplantation direkt mit einem
erhohten Expressionslevel der bis heute nur im ImemaSystem beschriebenen RHAMM-
Isoform™°" einhergeht (125).

RHAMM konnte in dem unter Punkt 1.1 beschriebenean3plantationsmodell als Abstol3ungs-
assoziierter Marker identifiziert werden. EinentensHinweis auf diese Tatsache gab es bereits
vor knapp 20 Jahren. Im Rahmen einer kleinen ldives Studie, durchgefiihrt an Biopsien von

nierentransplantierten Patienten, wurde festgesudiss auf der Oberfliche der Nierenrinde
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RHAMM exprimiert wird. Interessanterweise korrefeerdie Expressionsstarke mit dem Grad
der chronischen Abstol3ungsreaktion (Banff-Klasatitn, 126).

Ein weiterer Hinweis ist in einer ebenso kleinetojeh aktuelleren Studie aus Ungarn zu finden.
CD3'-T-Zellen von Patienten, die nach einer hamatopoletin Stammzelltransplantation eine
chronische Transplantat-gegen-Wirt-Krankheit (gregftsus host diseas8yHD) entwickelten,
exprimieren signifikant mehr RHAMM auf ihrer Obéiéhe (127).

Wahrend der Reifung von T-Zellen im Thymus durchekean diese das Organ und verlassen es
nach der positiven Selektion. Wie dieser Migratprogess realisiert wird, ist bis heute noch
nicht vollstandig verstanden. RHAMM wurde als essten Zusammenhang mit der
Krebszellmigration beschrieben, somit war es Idgisden Migrationsrezeptor in diesem
Zusammenhang zu untersuchen (91). Insbesonderdrfitsgruppe von S. L. Gares und
L. M. Pilarski widmete sich diesem Schwerpunkt. elnForschungsergebnisse zeigen, dass
Thymozyten erst im Laufe ihrer Reifung RHAMM expraren, wodurch die Zellen aus ihrem
ruhenden Zustand in den beweglichen tGbergeheneDeBekt wird durch die Bindung von
Hyaluronan an RHAMM verstarkt. Es konnte gezeigtrdee, dass die Interaktion von
Hyaluronan mit RHAMM die Oberflachenexpression deezeptors rapide erhéht, wobei
postuliert wird, dass dieses ziigige Erscheinenhdule Verlagerung von intrazellularem
RHAMM an die Zelloberflache realisiert wird. Das Rlain welchem RHAMM auf der
Oberflache der Zelle exprimiert wird, kann somg &tdikator der Zellbeweglichkeit gedeutet
werden (128). Die Signale, die Thymozyten dazunlessen, RHAMM zu exprimieren, sind bis
heute noch nicht vollstandig verstanden. Es gidb¢h Hinweise darauf, dass sowohl die
Expression von CD3 auf der Zelloberflache und da&luthgebung direkten Einfluss darauf
haben (129).
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2 Aufgabenstellung

Die Genexpressionsanalyse von Transplantat-iefitriden Leukozyten fuhrte zur Identifizierung
von Markern, deren Expression mit einer permanerd&meptanz ¢-Mannosidase |) oder
AbstoRung (RHAMM) der Organe, sowohl im Transplardés auch im peripheren Blut in
mehreren Transplantationsmodellen reproduziertsagziert war (15). Uber beide Gene ist im
Zusammenhang mit Immunaktivierungsvorgangen biskenig bekannt. Die Klarung ihrer
Bedeutung fir die Entstehung und Aufrechterhaltentger Akzeptanz oder Rejektion eines
Transplantats, aber auch fur die Aktivierung vorZdllen sollte im Rahmen dieser Arbeit
untersucht werden. Als Ausgangspunkt fir die Aralger Marker e-Mannosidase | und
RHAMM - wurden CD4-T-Zellen gewahlt, da die Initiierung der Transp&tabstoRung
grol3tenteils Uber diese T-Zellsubpopulation vemtiitwvird (130) und die Regulation der
Genexpression nach Transplantation hauptsachlidreger Population beobachtet wurde.
Zunachst sollte fur beide Marker die transkriptitm&egulation wahrend der T-Zellaktivierung
geklart werden. Im Anschluss daran war es notwendiger Verwendung verschiedener
molekularbiologischer Techniken ein Inhibitionswnfen zu etablieren, mit dem die
Proteinaktivitat erfolgreich beeinflusst werden kamMit Hilfe dieser Protokolle sollte die
Bedeutung fur die T-Zellaktivierung analysiert wemd Dabei wurde geklart, welchen Einfluss
die Hemmung auf die Aktivierung (CD69), Zytokinprddion (IFN-y, IL-2) und Proliferation
(CFSE) hat.

Des Weiteren wurden verschiedene Subpopulationen WeZellen hinsichtlich ihrer
a-Mannosidase-I-Aktivitat und deren Inhibition urgecht. Ebenfalls Bestandteil der Arbeit war
die Generierung eines-Mannosidase-I-Retrovirus sowie die Analyse der édgdng der
Uberexpression der-Mannosidase | fiir die Aktivierung von T-Zellen.

Zusatzlich solltenn vivo-Untersuchungen die Bedeutung von RHAMM fir dievianderung
von T-Zellen und die dadurch vermittelte Absto3uag Transplantaten genauer klaren.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Antikorper fur die T-Zellstimulation

anti-CD3 (human, Klon: OKT3) eBioscience, Sdaado, USA
anti-CD3e (Maus, Klon: 145-2C11) eBiosciencan Biego, USA
anti-CD28 (human, Klon: CD28.6) eBiosciencen B8ego, USA
anti-CD28 (Maus, Klon: 37.51) eBioscience, Baego, USA

3.1.2 Antikorper, Konjugate und Puffer fir die Durchfluz ytometrie

anti-CD3-PE (human, Klon: OKT3) eBiosciencen $aego, USA
anti-CD4-FITC (human, Klon: 13B8.2) Beckman QeulKrefeld
anti-CD4-FITC (Maus, Klon: RM4-4) BD Pharmingeidelberg
anti-CD19-PE (Maus, Klon: 1D3) BD Pharming, ¢teberg
anti-CD25-PE (human, Klon: 4E3) Miltenyi Biote®ergisch Gladbach
anti-CD45RA-APC (human, Klon: HI 100) eBioscien&an Diego, USA
anti-CD69-PE (human, Klon: CH/4) Caltag Laborggs, Karlsruhe
Phycoerythrin-Cyanin 5-Streptavidin (PE-Cy5) eftience, San Diego, USA

3.1.3 Chemikalien

1 kb DNA Marker (1 pg/ul) Invitrogen, Karlsruhe

CFSE (Carboxyfluorescein-succinimidyl-Ester) Mulr Probes, Eugene, USA
X-Gal (20 mg/ml) Roth, Karlsruhe

Agarose Serva, Heidelberg

Ampuwa (HO) Fresenius Kabi, Bad Homburg
Ampicillin (50 pg/ml) Roche, Mannheim
B-Mercaptoethanol (14,2 M3-ME) Stratagene, La Jolla, USA
Bromphenolblau Na-Salz (1 % in Ethanol) Serveidelberg

D-Glucose, wasserfrei Merck, Darmstadt
Desoxyribonukleosidtriphosphate (je 100 mM, dNTPs) GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Essigsaure (100 %) Merck, Darmstadt

Ethanol, absolut J. T. Baker, Deventer, Nikahele
Ethidiumbromid (1 %) Roth, Karlsruhe

fotales Kalberserum (FCS) Biochrom, Berlin

HEPES (99,5 %) Sigma, St. Louise, USA
Humanserum Typ AB (AB-Serum) PAA Biotech, Aiteich
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt
Kalziumchlorid (CaGl) Merck, Darmstadt
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Ketamin (10 %)

Kifunensine (Kif)

L-Glutamin (200 mM, 100x, L-Glut)
Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat k0, 2H,0)

PNA, biotinyliert

Penicillin/Streptomycin (10000 units/ml, P/S)
PHA-L, biotinyliert

Rompun (2 %)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Titriplex 111

3.1.4 Enzyme und Reaktionspuffer

CIP (10000 U/ml)

BamH21 (20000 U/ml)

BSA (10 mg/ml)

Easy-A High-Fidelity PCR Cloning Enzyme
Easy-A-Reaktionspuffer (10x)

EcoR1 (20000 U/ml)

NEBuffer 1 (10x, EcoR1-Reaktionspuffer)
NEBuffer 2 (10x, BamH1-Reaktionspuffer)
NEBuffer 3 (10x, CIP-Reaktionspuffer)
SYBR Green PCR Master Mix

T4 DNA Ligase (400000 U/ml)

T4 DNA Ligase-Reaktionpuffer (10x)
TagMan Universal PCR Master Mix

3.1.5 Gerate

7500 Real Time PCR System
Bestrahlungsanlage Gamma Cell 40

BD FacsCalibur

BD FacsCanto

Biofuge pico

DeVision DBox

GeneAmp PCR System 9700

Hama TV Zoom Lens 2/3"C 11.5-69 mm F1.4
Jouan GR422-Zentrifuge

Tecan Genios Spectra Fluor

Transilluminator UVP

WDT, Garbsen

Calbiochem, Darmstadt
Gibco, Pais|eyB

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Vector Labs, Burlingame, WS
bGo, Paisley, GB

Vector Labs, Burlingame SA
Bayer Animal Health, Monheim
Merck, restadt

Merck, Darmstadt

New England Biolabs, IpswitiSA

New England Biolabs, Ipdwit/SA

New England Biolabs, IpswitI5A
Stratagel a Jolla, USA
Stratagene, LiaJWSA

New England Biolabs, IpswidSA
New Eargl Biolabs, Ipswich, USA
New Eagldl Biolabs, Ipswich, USA
New EnglaBiolabs, Ipswich, USA
Applied Biosystemaystadt

New England Biolalsswich, USA
New EnglanibiBbs, Ipswich, USA
Applied Biosysts, Darmstadt

Applied Biosystensnistadt
Atomic Endvligsissauga, Kanada
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Heraeus, Hanau
DC Science Tec, Hohenganden
Applied BiosystemsmiStadt
Hama, ivsm
DJB Labcare, Buckingifare, UK
Tecan, MannedonfySiz
Herolab, Wiesloch
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3.1.6 Kits

Absolutely RNA Miniprep Kit

CD4" T Cell Isolation Kit

CD4" T Cell Isolation Kit I, human
EndoFree Plasmid Purification Maxi Kit
HiPerFect Transfection Reagent
Human CD3 Depletion Cocktail
Human IFNy ELISA Set

Human IL-2 ELISA Set

Memory CD4 T Cell Isolation Kit, human
Mouse B Cell Enrichment Kit

Mouse IFNy ELISA Set

Mouse IL-2 ELISA Set

Naive CD4 T Cell Isolation Kit, human
QIAEX Il Gel Extraction Kit

QIAGEN PCR Cloning Kit

QIAGEN Plasmid Purification Mini Kit
QuantiTect Reverse Transcription Kit
TMB Substrate Reagent Set

3.1.7 Medien

1x Dulbecco’s PBS ohne Kalzium und Magnesium (PBS)
DMEM High Glucose (4,5 g/l) mit L-Glut und Natriurpuvat
Lymphozytenseparationsmedium LSM 1077

Optimem-1 W/Glutamax-|

RPMI 1640 ohne L-Glutamin

Medium fir humane primare T-Zellen:
Medium flir murine priméare T-Zellen:
Medium fir HEK-293-Zellen:

Stratagene, La &IUSA
Miltenyi Biotec, Bergit Gladbach
Miltenyi Bioted@ergisch Gladbach
Qiagerildén
Qiagen, Hilden
StemcCell, Kdln
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidethe
Miltenyi Biotec, Bgisch Gladbach
StemcCell, Kdln
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidetbe
Miltenyi Biotec, Bgisch Gladbach
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hién
Qiagendklil
BD Biosciences, Hzidg

PAA, Pasching, Osterreich
PAA, Pasching, Osterreich
PAA, PasgiOsterreich
Invitrogen, Karlsruhe
PAA, Pasching, Ostietr

RPMI 1640 &0t% AB-Serum, 1 % P/S und 1 % L-Glut
RPMI 1640 i@ % FCS, 1 % P/S, 1 % L-Glut und 0,05 gNVE
DMEM mit 10 % FCS, 1 B8S und 1 % L-Glut

3.1.8 Mikroorganismen, Zelllinien und Versuchstiere

Escherichia coli Stamm DHB.
HEK-293-Zellen
BALB/c-Mause (H-2)
C57BL/6-Méause (H-9)
C57BL/6-Méause R4’

Invitrogen, Karlsruhe

Clontech, Mountain View, USA
BfR, Berlin

BfR, Berlin

BfR, Berlin
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3.1.9 Plasmide

CMV-gag-pol-Plasmid AG Radbuch (DRFZ), Berlin
CMV-env-Plasmid AG Radbuch (DRFZ), Berlin
pDrive Cloning Vector Qiagen, Hilden
phrGFP-N1-Plasmid Stratagene, La Jolla, USA
pMSCV-hCD4-Plasmid AG Radbuch (DRFZ), Berlin
RZPD-Klon IRAKp961L1525Q RZPD, Berlin

3.1.10 Primer und Sonden

In den Tabellen 3.1.1 und 3.1.2 sind die SequedeeRrimer und Sonden angegeben, die fiir die Gezmsipnsanalyse
verwendetvurden(MWG-Biotech,Ebersberg)-ir dasDesignwurdedie PrimerExpressSoftwareVersion 3.0 verwendet.
Die Sonden waren am 5'-Ende mit dem Farbstoff FREpprter) und am 3'-Ende mit TAMRA (Quencher) neatki

Tabelle 3.1.1: Primer und Sonden fiir die Genexpregmsanalyse (human)

Name Sequenz £— 3 Konzentration
CD3fw TGCTGGATGGAATCCTCTTCA 300 nV
CD3-Sondt TGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGC/ 200 nV
CD3rev GGTTCTGGCCCTGCTGGT. 900 nV
IFN-y-fw CAGGTCATTCAGATGTAGCGGATAA 300 nV
IFN-y-Sondi TTTCTGTCACTCTCCTCTTTCCAATTCTTCAAA | 200 nV
IFN-y-rev AGGAGACAATTTGGCTCTGCATI 50 nM
IL-2 fw TCACCAGGATGCTCACATTTAAGTT 300 nV
IL-2-Sondks ACATGCCCAAGAAGGCCACAGAACTGA 200 nV
IL-2 rev GAGGTTTGAGTTCTTCTTCTAGACACTG!/ 300 nV
aManr-fw CGGCCAGAAGTTATGGAGACTTAC 900 nV
aMann-Sond: TGGGAAGCCGTAGAGGCCTTGGAA/ 200 nM
aManr-rev CTTAGGCCTGAATAGCCTCCATT( 900 nV

Tabelle 3.1.2: Primer und Sonden fir die Genexpregmsanalyse (murin)

Name Sequenz £— 3 Konzentration
CD3-fw ATTGCGGGACAGGATGGAC 300 nV
CD3-Sondt TCGCCAGTCAAGAGCTTCAGACAAGC/ 200 nV
CD3-rev CTTGGAGATGCCTGTACTGGTCA 900 nV
HPRT-fw ATCATTATGCCGAGGATTTGGAA 300 nV
HPRT-Sondkt TGGACAGGACTGAAAGACTTGCTCGAGAT 200 nV
HPRT-rev TTGAGCACACAGAGGGCC/ 300 nV
IFN-y-fw AGCAACAGCAAGGCGAAAAA 900 nV
IFN-y-Sonde ATTGCCAAGTTTGAGGTCAACAACCCACA 200 nV
IFN-y-rev AGCTCATTGAATGCTTGGGC 900 nV
IL-2-fw TCGCCAGTCAAGAGCTTCAGACAAGC/ 900 nV
IL-2-Sonds CAATTCTGTGGCCTGCTTGGGCA, 200 nV
IL-2-rev CATGCCGCAGAGGTCCA/ 50 nM
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Tabelle 3.1.2: Primer und Sonden fir die Genexpregmsanalyse (murin, Fortsetzung)

aManr-fw CACGACCCCAAGTACAGGACC 300 nV
aMann-Sond: TTTCTAGAGCCTCCACGGCTTCCCAG! 200 nV
aManr-rev CCTGAGTAGCCTCCGTTCACTC 300 nV
Pane-v1-fw GAAGGACCTC ACGGAGTC AAGG 300 nV
Pane-v1-Sond: AAGCTGTGCATCTGATCA 200 nV
Pane-vl-rev TCTTTCAAATCTTCTTCTAACTGGGC 300 nV
Pane-v4-fw CTTACTGAATTAACCAGAGCCAACG 300 nV
Pane-v4-Sond: GGAGGCAGAATAGATATCTGAGTT 200 nV
Pane-v4-rev TCCAGGCTTAGAGCTCTCAIATTCT 300 nV
Pane-v5-fw GGCGTCAGAATGTCCTTTC(T 300 nV
Pane-v5-Sond: AGAGATTCAATGACCCTTCCGGTTGTGCI 200 nV
Pane-v5-rev ACATCATAAGCACCCGGAGATG 300 nV
Rhamir 15-1€-fw TGGAAATTAATAAATGGCGTCTCCTA 300nV
Rhamn 15-1€-Sonds TTCAGCAACAACTGGATGCCTTTGAAGC 200 nV
Rhamn 15-1€-rev CATTCAACAATGCCTGTTTCTCC 900 nV

In Tabelle 3.1.3 sind die Sequenzen der Primer,fitiedie PCR-Amplifikation und Sequenzierung eirgjes
wurden, aufgefiihrt. Fir das Design wurde die Pritbgiress Software Version 3.0 verwendet. Die Sysehder
Primer erfolgte durch die Firma Metabion GmbH, Mestied.

Tabelle 3.1.3: Primer fir die PCR-Amplifikation und Sequenzierung

Name Sequenz 5— 3

GFF-fw CATGGTGAGCAAGCAGATCCTG#
GFF-rev CTTACACCCACTCGTGCAGGCT(
muMannoSeq1f CCTGTTCCACTCCAACCC
muMannoSeqlre GATCTTCAACACCGAGGCTC
muMannoSeq?2re GGAGCTGGACTGGAAGACA/A
noSPOR-Mannofn GGCTACAACCTCCGGAGC(
noSPOR’-Mannore CTTCGTTCCCTCACT(CATACCTT
pRetrc CTTGAACCTCCTCGTTCGAC!

3.1.11 Puffer

2x HBS-Puffer 50 mM HEPES, 10 mM KClI, 12 mM D-&tse, 280 mM NacCl und
1,5 mM NaHPQ, 2H,0, pH 7,05

50x TAE 2 M Tris, 2 M Essigsaure und 50 mM Ttex IIl, pH 8
FACS-Puffer PBS mit 2 % FCS und 0,1 % Natriumazid

Ladepuffer 100 ul Bromphenol Blau (1 % in Ethariol00 ul TAE (1x)
Lektinpuffer 0,15 M NacCl, 10 mM HEPES und 0,08\4triumazid, pH 7,5

23



Material und Methoden

3.1.12 siRNAs

In der Tabelle 3.1.4 sind die Sequenzen der veratendsiRNAs (Qiagen, Hilden) angegeben. Die siRMAesen
keine Modifikationen auf, mit Ausnahme der FITCHNR die am 3'-Ende des ,sense“- Strangs mit denbgtaff

FITC markiert vorlag.

Tabelle 3.1.4: siRNA-Sequenzen

Name Sequenz £— 3

FITC-siRNA sens UUCUCCGAACGUGUCACGUI-FITC
FITC-siRNA antisens ACGUGACACGUUCGGAGAAL
Kontroll-siRNA sens UUCUCCGAACGUGUCACGUI
Kontroll-siRNA antisens ACGUGACACGUUCGGAGAAL
aManr-siRNA sens GCCACUUAUCAGGAAACCCt
aManr-siRNA antisnse GGGUUUCCUGAUAAGUGGCH
R1-siRNA sens GGACUCUCAGAAGAAUGAItt
R1-siRNA antisens AUCAUUCUUCUGAGAGUCCt
R2-siRNA sens GGCAAGAAUAUGAAAAGCULtt
R2-siRNA antisens AGCUUUUCAUAUUCUUGCUt
R3-siRNA sens CGAGCUACUAAAGGCUAAGHt
R3-siRNA antisens CUUAGCCUUUAGLAGCUCGHI

3.1.13 Software

7500 Systems SDS Software Version 1.3.1.21 AgBiesystems, Darmstadt
BD CellQuest Pro Version 7.7cf8b BD Biosciendejdelberg

BD FACSDiva 6.0 Software BD Bioscience, Heideth
DeVision G Version 1.0 DC Science Tec, Hoherniga
Magellan V6.4 Tecan, Mannedorf, Schweiz
Primer Express Software Version 3.0 Applied Bstsms, Darmstadt
SPSS 12.0G fir Windows Version 12.0.1 SPSS @Gtagago, USA

3.1.14 Verbrauchsmaterialien

24-Well-Kulturplatte mit geringer Zellbindung NeynLangenselbold
Nylonfaden (Prolene 6-0) Ethicon, NordersiBtitshitte
Vivaspin 20 Ultrazentrifugationsréhrchen SansriHannover
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3.2 Methoden

Die eingesetzten Kits wurden gemaf den AngabeHridesteller verwendet. Puffer und Lésungen,
die nicht im Lieferumfang enthalten waren, wurdeacn den Vorgaben der Produzenten

hergestellt. Alle Abweichungen wurden im Text verkbe

3.2.1 Methoden der Zellkultur

Fur eine bessere Verstandlichkeit des Textes wdettauf verzichtet, jeweils die vollstandige
Medienbezeichnung (siehe Punkt 3.1.7) zu nennerwiEsnur vom Medium im Allgemeinen
gesprochen. Selbstverstandlich ist das spezielldiivte mit allen Zusatzen fir die jeweiligen
Zellen gemeint. Alle verwendeten Verbrauchsmatemialvurden von der Firma BD Falcon,
Heidelberg bezogen. Standardméafidig wurden die Ziggritionsschritte in einer GR422-Zentrifuge
(Ausschwingrotor, Jouan) durchgefuhrt. Wenn im Treeht anders vermerkt, wurde bei 277 g fur
5 min bei 4 °C zentrifugiert. Die Kultivierung d&elllinien und primaren T-Zellen erfolgte in
einem Inkubator bei 37 °C und 5 % &Gehalt.

3.2.1.1 Isolation muriner T-Zellen

Fur die Gewinnung von murinen T-Zellen wurden didz&h und Lymphknoten (submental,
mandibular, superficial und cervicals profundousillaa, brachial, mesenterial, inguinal) aus
C57BL/6-Méausen entnommen. An den Organen verblelbeit- und Bindegewebsreste wurden
durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Didgdliusig der Einzelzellsuspension erfolgte
durch die Prozession der Organe in einem 100 pisilel Dabei wurde maximal eine Milz bzw.
Lymphknoten aus zwei Tieren in einem Sieb bearbeiteschlieRend wurde das Sieb mit PBS
gewaschen und die Zellsuspension zentrifugiert.Mllzeinzelzellsuspensionen wurden einer
Erythrozytenlyse unterzogen. Dazu wurde der Ubedstiekantiert und das Zellpellet gelockert.
Die Zellen wurden mit 1 ml pO kurzzeitig vermischt. Das Stoppen der Wassedykdgte durch
Zugabe von 5 ml PBS mit 10 % FCS. Das Zellen/Z&ditgemisch wurde zur Abtrennung des
Lysatagglomerats Utber ein 40 um Zellsieb gegebas. &eb wurde mit 5 ml PBS gewaschen.
Anschlieend wurden die Zellen nochmals zentrifugend in PBS resuspendiert. Wurden
mehrere Milzen aufgearbeitet, erfolgte nun die Yegeng der Zellsuspensionen.
B: Lymphknoteneinzelzellsuspensionen wurden ihieysen 5 ml PBS aufgenommen und
ebenfalls zur Entfernung von verbliebenen Zellaggaten tber ein 40 um Zellsieb gegeben.
Das Zellsieb wurde ebenso mit 5 ml PBS gewaschasctiel3end wurden die Zellen nochmals

zentrifugiert und in PBS resuspendiert. WurdenLgiephknoten von mehr als zwei Tieren aufge-

25



Material und Methoden

arbeitet, erfolgte nun die Vereinigung der Zellstrsgonen. Die Anreicherung von COE-Zellen
erfolgte mit dem ,CDA T Cell Isolation Kit“ von Miltenyi Biotec. Die Bésnmung der Reinheit
erfolgtemit Hilfe desanti-CD4-FITC-AntikorpersindderDurchflul3zytometrieindlag bei> 95 %.

3.2.1.2 Isolation muriner B-Zellen

Fur die Gewinnung von murinen B-Zellen wurden didzéh aus BALB/c-Mausen entnommen.
Die Aufarbeitung zur Einzelzellsuspension erfolgte unter Punkt 3.2.1.1 beschrieben. Fur die
Isolation von B-Zellen aus der Splenozytensuspensiorde der ,Mouse B Cell Enrichment Kit*
der Firma StemCell verwendet. Die Reinheit der Befewurde mit Hilfe des anti-CD19-PE-
Antikdrpers und der Durchflu3zytometrie bestimmd lag bei> 95 %.

3.2.1.3 Stimulation muriner T-Zellen

Die Stimulation der murinen T-Zellen erfolgte zumes mit Festphasen-gebundenen anti-CD3e-
und anti-CD28-Antikérpern. Dazu wurden Wells eiférWell-Flachbodenplatte mit 100 pl der
Antikorperlosung(10 pg/ml anti-CD3e,10 pg/ml anti-CD28 in PBS) fur 1 h inkubiert. Nieht
gebundene Antikérper wurden durch zweimaliges Wasamit kaltem PBS entfernt. Fir die
Stimulation wurden 30> Zellen pro Well in einem Gesamtvolumen von 20Cau$gesat. Zum
anderererfolgtedie T-Zellstimulation mit allogenen B-Zellen in 98ell-Rundbodenplatten. Dazu
wurden 310° T-Zellen mit 510° B-Zellen in einem Gesamtvolumen von 200 pl Medprm Well
inkubiert. Als Drittes wurden auch bestrahlte adlog Milzzellen von BALB/c-Mausen eingesetzt.
Die Milzzellen wurden auf Eis eingrStrahlung von 30 Gy ausgesetzt. Zur Stimulatiomden

310° T-Zellen mit 510° bestrahlten Milzzellen in einem Gesamtvolumen 200 pl kultiviert.

3.2.1.4 Isolation humaner T-Zellen

Fur die Anreicherung von humanen T-Zellen wurdet Ban gesunden Spendern verwendet. Das
gewonnene Vollblut wurde 1 zu 3 mit PBS verdunrd emer Dichtegradientenzentrifugation zur
Auftrennung der Erythrozyten, PBMCs und des Plasmagsrzogen. Dazu wurden 3 ml des
Lymphozytenseparationsmediums LSM 1077 mit 8 mkditantem Blut Gberschichtet und fur
45 min bei 300 g und Raumtemperatur zentrifugiere. entstandene Zellschicht (PBMCs) utber
dem LSM 1077 wurde mit einer Pasteurpipette abgemamund zweimal mit PBS gewaschen.
Aus den gewonnenen Zellen wurden verschiedene &xmen unter Verwendung der folgenden
Miltenyi Biotec Kits isoliert: CD4-T-Zellen mit dem ,CD4 T Cell Isolation Kit II“, naive
T-Zellenmit dem,Naive CD4" T CelllsolationKit“ und memory T-Zellen mit dem ,Memory CD4
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T Cell Isolation Kit“. Die Reinheit der angereicter Zellen wurde mit Hilfe des anti-CD4-FITC-,
bzw. anti-CD45RA-APC-Antikdrpers und der Durchfly8zmetrie bestimmt und lag bei95 %.

3.2.1.5 Isolation humaner CD3-depletierter PBMCs

Fur die Anreicherung von humanen CD3-depletiert8MBs wurde Blut von gesunden
Spendern verwendet. Die Aufarbeitung der PBMCslgtidowvie unter Punkt 3.2.1.4 beschrieben.
Fir die Eliminierung aller CD3Zellen wurde der ,Human CD3 Depletion Cocktail'r dérma
StemCell verwendet. Die Abreicherung der CIZgllen wurde mit Hilfe des anti-CD3-PE-
Antikorpers und der Durchflu3zytometrie bestimmd uary bei> 95 %.

3.2.1.6 Stimulation humaner T-Zellen

Die Stimulation der humanen T-Zellen erfolgte zunmea mit Festphasen-gebundenen
anti-CD3- und anti-CD28-Antikorpern. Dazu wurdee dtVells einer 96-Well-Flachbodenplatte
mit 100 pl der Antikorperlosung (10 pg/ml anti-CDB1 pg/ml anti-CD28 in PBS) fur 1 h
inkubiert. Nicht-gebundene Antikdrper wurden dumheimaliges Waschen mit kaltem PBS
entfernt. Fur die Stimulation der T-Zellen wurdenl® Zellen pro Well in einem
Gesamtvolumen von 200 pl Medium ausgesat. Zum anderfolgte die T-Zellstimulation mit
allogenen CD3-depletierten PBMCs in 96-Well-Fladtiaplatten. Dazu wurdenl® T-Zellen
mit 510° CD3-depletierten PBMCs in einem Volumen von 200gtium pro Well inkubiert.

3.2.1.7 CFSE-Farbung von T-Zellen

Die Proliferation von Zellen kann mit Hilfe des Bheszenzfarbstoffs CFSE
durchflu3zytometrisch bestimmt werden. CFSE dringtuhende Zellen ein und bindet dort
irreversibel an Proteine. Bei der Zellteilung witer Farbstoff gleichmaldig auf die Tochterzellen
verteilt, wodurch die Intensitat pro Zelle abnimmtoliferierte Zellen enthalten somit weniger
CFSE als ruhende und konnen uber die Intensitat @HSE durchfluRzytometrisch
unterschieden werden. Fir die Farbung mit CFSE emr@10’ Zellen in 1 ml PBS
aufgenommen und mit 1 ml einer 5 uM CFSE-Losungetet. Der Farbeschritt erfolgte bei
Raumtemperatur fur 3 min und wurde durch die Zugabe 5 ml Medium gestoppt.

AnschlielRend wurden die Zellen zweimal mit Mediuewgschen.
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3.2.1.8 Inhibition der a-Mannosidase-I-Aktivitat in T-Zellen

Fur die Hemmung des-Mannosidase-I-Aktivitat in T-Zellen wurde der Ibhor Kifunensine
verwendet (siehe Abb. 5). Die aufgereinigten T-@ellvurden mit verschiedenen Konzentrationen
versetzt und in 96-Well-Rundbodenplatten ausgdsées Well wurde mit-10° Zellen in 200 pl
Medium bestickt und inkubiert. Nach 2 Tagen wurdka Zellen geerntet, mit Medium

gewaschen und fur die Stimulation eingesetzt.

1. Isolation der T-Zellsubpopulation T-Zellsubpopulation:
- CD4*-T-Zellen
- naive T-Zellen
» PBMCs > @ - memory T-Zellen
Dichtegradienten- Separation Reinheitsbestimmung
zentrifugation und ggf. CFSE-Farbung

Inkubation der T-Zellen in Anwesenheit (A) oder Adsenheit (B)
des Inhibitors — Kifunensine - fur 2 Tage

3. Stimulation der T-Zellen

A ® - AC

Stimulatorzellen
8 @ + AL

Abb. 5 Protokoll zur Inhibition den-Mannosidase-I-Aktivitat in T-Zellen

v

v
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3.2.1.9 siRNA-Transfektion von T-Zellen

Die Transfektion von T-Zellen mit siRNA wurde miemh HiPerFect-Reagenz von Qiagen
durchgefuhrt. Die Zellen wurden in das Medium Optimal aufgenommen und in eine 24-Well-
Kulturplatte mit geringer Zellbindung ausgesatl(® Zellen pro Well in 500 pl). Fir die
Komplexbildung wurden 6 pl siRNA (20 uM) mit 3 plRerFect in 100 pl Optimem-1 gemischt
und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnseRénd wurde der Komplex tropfenweise zu
den Zellen gegeben. Die Transfektion erfolgte f06 in bei 37 °C und 5 % GODanach
wurden die Zellen geerntet, mit PBS gewaschen, gdivm Gberfihrt und stimuliert. Die
Transfektionsrate wurde mit Hilfe einer FITC-markén SiRNA und der DurchfluRzytometrie

bestimmt und lag bei 70 %.

3.2.1.10Detektion von Zelloberflachenmolekiilen

Fir die durchfluBzytometrische Analyse wurdeh0l Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden in
100 pl FACS-Puffer aufgenommen. Die Antikdrper warrdn einer Verdiunnung von 1 zu 100
eingesetzt. Die Inkubation der Zellen mit den Adtpern erfolgte bei 4 °C fur 15 miMlicht-
gebundendntikorperwurdendurchWaschemmit 1 ml FACS-Puffer entfernt. Die Detektion der
Lektin-reaktiven Oligosaccharide erfolgte in zweh8tten. Der erste beinhaltete die Inkubation
der Zellen mit 10 pl biotinyliertem PHA-L (4 pg/mdder PNA (4 pug/ml). Nachdem die Zellen
gewaschen wurden, folgte der zweite Farbeschrittlimil Streptavidin-gekoppeltem PE-Cy5.
Die durchfluBzytometrische Analyse erfolgte mit eem BD FacsCalibur. Das Programm
Cellquest wurde fur die Datenakquise und -analgse/@ndet.

3.2.1.11Enzym-linked Immunsorbent Assay (ELISA)

Fir die Bestimmung von IFM-und IL-2 in murinen oder humanen Zellkulturibensién
wurden folgende Sets der Firma BD Biosciences vedet ,Mouse IL-2 ELISA®, ,Mouse
IFN-y ELISA®, ,Human IFN<y ELISA" und ,Human IL-2 ELISA". Die enthaltenen Akbtrper
und das Strepavidin-Peroxidase-Konjugat wurdennareVerdiinnung von 1 zu 250 eingesetzt.
Die Messung der Absorption erfolgt bei 450 nm ineen ELISA-Reader (Tecan). Fur die
Datenakquise wurde das Programm Magellan V6.4 vatete
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3.2.2 Molekularbiologische Methoden
3.2.2.1 Gesamt-RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgte mit dem ,Ahdely RNA Miniprep Kit“ von
Stratagene. Die Elution wurde mit 30 pl und 20 |utiBnspuffer durchgefiihrt. Fur die Synthese

der cDNA wurde der ,QuantiTect Reverse Transcripta“ von Qiagen verwendet.

3.2.2.2 Genexpressionsanalyse

Die TagMan-Technologie auch qPCR genannt, beruhtl@a Prinzipien einer herkdmmlichen
Polymerasen-Kettenreaktion (PCR). Die Quantifizigyieiner gewonnenen cDNA kann zum
Einen mit dem Cyanin-Farbstoff SYBR Green erfolgéheser asymmetrische Farbstoff
interkaliert in doppelstrangige DNA und emittiedal der Bindung grunes Licht. Die Bildung
von PCR-Produkten kann somit Uber die Emissionktieté werden. Des Weiteren kann die
Quantifizierung Uber eine Fluoreszenzfarbstoff-neatk Sonde erfolgen. Die Exonuklease-
Aktivitat der eingesetzten Polymerase verursaahttidrolyse der Zielgen-spezifischen Sonde,
wodurch die raumliche N&he des Fluoreszenzfarlsstaff seinem Quencher aufgehoben wird.
Der Quencher ist somit nicht mehr in der Lage, Eirission der Fluoreszenz zu unterbinden.
Die Intensitat der Fluoreszenz nimmt mit der Menge entstandenen PCR-Produkte zu. Der
Zyklus der PCR, in dem die Fluoreszenz der Sonde bes Farbstoffs das Hintergrundsignal
Ubersteigt, wird als £Wert (threshold cycle) bezeichnet und bildet dieurtéllage fir die
Quantifizierung der anfanglichen cDNA-Menge. DiepEession eines Zielgens kann relativ auf
die Expression eines konstitutiv exprimierten Gbastimmt werden. Dazu wird die Differenz
der jeweiligen @-Werte gebildet (Gleichung I). Unter optimalen Beglingen (Effizienz der
Amplifikation gleich 1) kann von einer Verdoppelunder PCR-Produkte pro Zyklus
ausgegangen werden, womit Gleichung Il gilt.

I. ACt = Mittelwert G (Zielgen) - Mittelwert G (konstitutiv exprimiertes Gen)
Il. Ergebnis = 2¢7

Die Analyse der Genexpression erfolgte in dem ,78&&l Time PCR-System* von Applied
Biosystems. Die ReaktionsgefalRe und der ,TagManvétsal PCR Master Mix* wurden
ebenfalls von Applied Biosystems bezogen. Fiur jedesnalysierende Gen wurde zuvor das
optimale Primerkonzentrationsverhdltnis bestimmtiehs Tabellen 3.1.1 und 3.1.2).
Standardmaldig wurde die Quantifizierung in Dopp&lib@mungen durchgefihrt.

30



Material und Methoden

1. Quantifizierung mit SYBR Green

Reaktionsansatz: Reaktionsbedingungen:

SYBR Green PCR Master Mix 6,25 pul l. 50 °S 2 min
Vorwartsprimer 1,50 pl Il. 95 °C— 10 min
Ruckwartsprimer 1,50 pl . 40 Zyklen:

cDNA 1,00 pl 95°C— 15s
H,0 ad 13,00 pl 60 °C— 1 min

V. 95°C —»15s
V. 60 °C — 1 min
VI. 95°C - 15s
VI. 60°C —»15s
VIII. 4°C -

2. Quantifizierung mit Fluoreszenzfarbstoff-markaerSonde

Reaktionsansatz: Reaktionsbedingungen:
TagMan Universal PCR Mastermix 6,25 pl l. 50 °C — 2 min
Vorwartsprimer 1,50 pl Il. 95 °C — 10 min
Ruckwartsprimer 1,50 pl . 40 Zyklen:

Sonde (5 pmol/ul) 0,50 pl 95°C> 15s
cDNA 1,00 pl 60 °C— 1 min
H,O ad 13,00 pl V. 4°C — o0

Die Normalisierung der Zielgen-Expression erfolgi@weder auf das in T-Zellen konstitutiv
exprimierte Gen CD3 oder HPRT (Hypoxanthin-Phosijttomyl-Transferase). Die Akquise und

Auswertung der Genexpressionsdaten erfolgt mi7860 Systems SDS Software.
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3.2.3 Herstellung desa-Mannosidase-I-Retrovirus

Im Rahmen der Arbeit sollte ein Retrovirus genéneerden, der die kodierende Sequenz fur
den murinen Vertreter 1A der-Mannosidase | enthalt (pubmed: BC015265). Im Fudga
wird dieser aMann-Retrovirus genannt. Der RZPD-Klon IRAKp961LB&2 enthalt ein
pCMV-SPORTG6-Plasmid, das die vollstdndige Sequesw rdurinerManla-Gen in sich tragt,
und war Grundlage fur die Herstellung deMlann-Retrovirus. Fir die Produktion war es
zunachst notwendig, die kodierende Sequenz desnemuManla-Gens in das Zielplasmid
pMSCV-hCD4 zu klonieren. Das Plasmid enthalt dashdme CD4-Gen, welches hier als
Reportermolekil diente. Die Arbeitsgruppe von PrBfadbruch am Deutschen Rheuma-
Forschungszentrum stellte freundlicherweise sovaas pMSCV-hCD4-Plasmid als auch die
CMV-gagpol und CMV-env-Plasmide zur Verfigung (siehe Punk?2.32). Parallel zur
Erstellung desaMann-Virus sollte ein Kontroll-Virus generiert wend, der an Stelle der

Manla-Sequenz die Basenabfolge fur das grinfluoreszder@&motein tragtGFP).

3.2.3.1 Klonierung desManla-Gens in das pMSCV-hCD4-Plasmid

Fur die Klonierung des murindlanla-Gens in das pMSCV-hCD4-Plasmids, wurde folgende
Strategie, die in Abb. 6 schematisch dargesté|lvesfolgt:
a. Amplifikation der kodierenden Sequenz Vidianla
Uberpriifung der PCR-ProduktgroRe
Ligation des PCR-Produktes in pDrive
Uberpriifung der InsertgroRe und -sequenz in pDrive
Linearisierung des pMSCV-hCD4-Plasmids und Dephospierung
Restriktionsverdau des Manla-pDrive-Plasmids

-~ 0o o 0 T

Aufreinigung des Manla-Inserts
Ligation des Manla-Inserts mit dem pMSCV-hCD4-Pliasm
i. Uberprifung der InsertgroRe und -sequenz
Mit Hilfe dieser Strategie war es nicht nur mdglicdtas Manla-Gen in das pMSCV-hCD4-

> @

Plasmid einzubringen, sondern auch @&%-Gen. Im Folgenden werden die einzelnen Schritte
der Strategie anhand dédanla-Genes detailliert beschrieben. Abweichungen, de der

Klonierung detGFP-Sequenz auftraten, wurden im Text vermerkt.

32



Material und Methoden

1. Amplifikation der kodierenden Sequenz Vi
2. Uberpriifung der PCR-ProduktgréRe

s s R s
pCMV- i T
SPORT6- =
@I‘I‘I‘I‘I’ Bl
Sl T —
3. Ligation des PCR-Produktes in pDrive
4. Uberpriufung der InsertgroRe und -sequenz inyeDri
|3 /|3
X-Gal | 'II
prm— 1A A 2 '_
+ — — | _ ”.".!||.||" (e
.lllllj|’:'|".'l:l “1‘."

PCR-Produkte

. Liniearisierung des pMSCWED4-Plasmids und Dephospholysierung
. Restriktionsverdau dés :pDrive-Plasmids
. Aufreinigung de$ :Inserts

o ~N O Ol

BamH1

. Ligation des :Inserts mit dem pMSCWCD4-Plasmid
(D4 EcoR1
EcoR1
EcoR1
Linearisierung durch EcoR1-Verdau
EcoR1-Verdau
/|3 |3 /|3 |3
= = Auftrennung == Auftrennung

Extraktion aus Extraktion aus

Agarosegel Agarosegel

Dephospolysierung

der Enden

\ / 9. Uberpriifung der InsertgroRe
und -sequenz
hCD4 .
— 3 '\ '|I|' 1
S ||I-!||';. Em
—_— T S 11
| UL |
— |= N
BamH1

Abb. 6 Strategie zur Herstellung eineslann-Retrovirus

33



Material und Methoden

1. Der RZPD-Klon IRAKp961L1525Q enthalt ein pCMV-SPO&RPlasmid (amp, in dem die
vollstandige Sequenz (2821 bp) des muridanla-Gens enthalten ist. Der Klon wurde Uber
Nacht vermehrt und das Plasmid mit Hilfe des ,Qragdasmid Mini Kits“ isoliert. Die fur die
Amplifikation der kodierenden Sequenz eingesetzterimer noSPORT-Mannofw und
NnoSPORT-Mannorev wurden so ausgewahlt, dass selgekurz vor dem Startcodon bzw. kurz
nach dem Stoppcodon banden. Die Lange des Ampéifikaurde damit von 2,8 kb auf 2 kb
verkirzt. Die PCR-Amplifikation erfolgte mit Hilfdes Enzyms Easy-A von Stratagene. Diese
Polymerase besitzt nicht nur —35'-Exonuklease-Aktivitdt (proofreading), sondernclau
terminale Transferase-Aktivitat, wodurch 3-A-Ubénge produziert werden, die fir die
Ligation des PCR-Produktes in den Vektor pDrivenetdig sind.

Reaktionsansatz: Reaktionsbedingungen:
Easy-A-Puffer 2,50 pl . 95°C — 2 min
dNTPs (jedes 25 mM) 0,20 pl [I. 30 Zyklen:
noSPORT-Mannofw (10 pM) 0,50 pl 95,0°C —40s
NnoSPORT-Mannorev (10 pM) 0,50 pl 57,7°C —30s
Plasmid (10 pg/ul) 2,00 pl 72,0°C  — 2min
Easy-A 0,25 pl . 72 °C — 7 min
H,O ad 25,00 pl V. 4°C — ©

Die Sequenz flr das grunfluoreszierende Proteirinaginem phrGFP-N1-Plasmid (afhwor.
Die PCR-Amplifikation erfolgt mit dem Primerpaar Bfw und GFP-rev, das eine optimale
Bindungstemperatur von 58 °C besitzt. Auf Grund geringeren Sequenzlange (719 bp) war
eine Elongationszeit von 60 s ausreichend, weienhirde eine hinreichende Vervielfaltigung
bereits nach 20 Zyklen erreicht.

2. Der Erfolg der Amplifikation wurde in einer Geletesphorese Uberpruft. Dazu wurden
10 pl des PCR-Produkts mit 10 pl Lade-Puffer vetsend in ein 1,5%iges, Ethidiumbromid-

haltiges Agarosegel aufgetragen. Zur BestimmundP@RR-Produktgréfie wurden 10 pl des 1 kb
DNA-Markers (1 pg/pl) verwendet. Die elektrophasehe Auftrennung wurde bei 100 V flr

50 min durchgefuhrt. Die Betrachtung und Dokumeatatdes Gellaufs erfolgte mit einer

DeVision DBox und einem UV-Transilluminator. Fur edi Mengenbestimmung des

PCR-Produktes wurde die DeVision G Version 1.0\8afe verwendet.
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3. Danach erfolgte die Ligation in den ,pDrive Clonindector® (amp/lacZ’) von Qiagen.
Dieser Vektor liegt in linearisierter Form vor unerfugt tiber 3'-U-Uberhange, die mit den
3'-A-Uberhéangen des PCR-Produkts interagieren.

Ligationsansatz: Ligationsbedingungen:
pDrive (50 pg/ul) 1pl 14 °C— 16 h
PCR-Produkt (10 pg/ul) 2 pl

2x Ligationsmastermix 5 pl

H,0O ad 10 pl

Im unmittelbaren Anschluss erfolgte die Transfororatn kompetent&. coli-DH5a-Zellen und
das Ausplattieren in Anwesenheit von X-Gal (20 dp/iNeben der Ligation des Vektors mit
dem PCR-Produkt tritt die Religation des Vektor§ &s entstehen sogenannte Leer-Vektoren,
die Uber ein intaktes Leseraser fur das LadZeptid verfigen. Zellen, die mit einem ,leeren”
pDrive-Vektor transformiert werden, exprimieren dascZ-o-Peptid und sind in der Lage,
X-Gal zu hydrolysieren. Dabei entsteht der Farlbgte€hloro-3-Brom-Indigo, und die Kolonie
des Klons nimmt eine blaue Farbung an. ErfolgtTd@nsformation mit einem pDrive-Vektor,
der erfolgreich mit einem PCR-Produkt ligiert wurderfligt diesek. coli-Klon nicht tber die
Fahigkeit, das Lac4-Peptid zu exprimieren und den blauen Farbstoffugpalten. Diese
Kolonie weist eine weildliche Farbung auf. Dem em@spend wurden nur weil3e Kolonien
gepickt, vermehrt und einer Plasmidisolation (Qrggenterzogen.

4. Der Vektor pDrive (3,85 kb) enthalt zwei EcoR1-Sidistellen, eine vor und eine nach der
Klonierungsstelle. Die kodierende Sequenz des Gémanla verfugt dber keine
EcoR1-Schnittstelle, somit konnte mit Hilfe einexoR1-Restriktionsverdaus und einer
Gelelektrophorese Uberpruft werden, ob der Vekioniye ein Insert enthalt, das der GrolRe der
kodierenden Sequenz fur das Géanla entspricht.

Restriktionsansatz: Restriktionsbedingungen:
pDrive-Insert 4,0 ul 37°6 3h

EcoR1 0,5 pul

EcoR1-Puffer 2,0 ul

H.0 ad 20,0 pl
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Anschlieend wurde das Insert von der Firma MWG foigenden Primer sequenziert:
noSPORT-Mannofw, muMannoSeqlfw, muMannoSeq2rev, amidSeqlrev, noSPORT-
Mannorev. Die Bestimmung der GFP-Sequenz erfolgtelem Primern: GFP-fw und GFP-rev.

5. Nach der erfolgreichen Klonierung der kodierendequgnz fur das GeWanla in den

Vektor pDrive schloss sich der Transfer in den &&tor an. Das pMSCV-hCD4-Plasmid
enthalt kurz nach der IRES eine EcoR1-Schnittstetieé konnte so durch eine Behandlung mit
EcoR1 linearisiert werden. Mit Hilfe einer Gelelethorese wurde der Erfolg der

Liniearisierung tberprift und verbliebene zirkul®@lasmidformen abgetrennt.

Restriktionsansatz: Restriktionsbedingungen:
pPMSCV-hCD4 (12 pg/ul) 6,6 pl 37°6 1h

EcoR1 1,0 pl

EcoR1-Puffer 3,0 ul

H.0 ad 30,0 pul

Fur die Extraktion wurde der QIAEX Il Kit der Firn@iagen verwendet. Anschliel3end wurden
die Enden des linearen pMSCV-hCD4-Plasmids deplwgpért. Dazu wurden die Eluate der
Gelextraktion mit 1 pl des Dephosphorylierungsaresatersetzt.

Dephosphorylierungsansatz: Dephosphorylierurdjgsdangen:
Alkalische Phosphatase (CIP) 1,0 ul 37300 min
CIP-Reaktionspuffer 1,4 pl

H,0 ad 14,0 pl

6. Parallel zu der Liniearisierung und Dephosphoryingy des pMSCV-hCD4-Plasmids wurde
das Manla-Insert mit Hilfe eines EcoR1-Verdausdar pDrive-Vektor geschnitten. Uber eine
Gelelektrophorese wurde das Insert vom Plasmidegrefignt.

Restriktionsansatz: Restriktionsbedingungen:
Manla-pDrive (0,5 ng/ul) 14 pl 376 1h

EcoR1 1pl

EcoR1-Puffer 3ul

H.0 ad 30 pl

7. Die Extraktion aus dem Agarosegel wurde mit demEXAI Kit durchgeftihrt.
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8. Anschliel3end erfolgte die Ligation des pMSCV-hCDO4dskids mit dem Manla-Insert. Das
Plasmid und Insert verfiigten auf Grund der EcoRhaBdlung liber 5'-Uberhange, die mit Hilfe
der T4-Ligase miteinander, jedoch ungerichtet,eligiwerden konnten. Danach fand die
Transformation irk. coli-DH5a-Zellen und Plasmidisolierung (Qiagen) statt.

Ligationsansatz: Ligationsbedingungen:
pMSCV-hCD4-Plasmid (23 pg/ul) 3,3 ul 14 °6 16 h
Manla-Insert (10 pg/ul) 2,0 ul

T4-Ligase 1,0 ul

T4-Ligase-Puffer (10x) 2,0 pl

H,O ad 20,0 pl

9. Das pMSCV-hCD4-Manla-Plasmid verfigte nun Uber z#eoR1-Schnittstellen, somit

konnte mit Hilfe eines EcoR1-Restriktionsverdausl @mer Gelelektrophorese die GrofRe des
Insert ermittelt werden. Zudem war es notwendig, @rientierung des Inserts zu bestimmen.
Sowohl das pMSCV-hCD4-Plasmid (2 kb nach Kloniesstglle) als auch die codierende
Manla-Sequenz (400 bp nach Startcodon) enthalten BamH1-Schnittstelle (siehe Abb. 6).
Die Positionen dieser Schnittstellen bedingen dmstehung von unterschiedlich grol3en
Fragmenten des pMSCV-hCD4-Manla-Plasmids in Ablykegi von der Orientierung des

Inserts. Somit konnte durch einen BamH1-Verdaueindr Gelelektrophorese, die Orientierung

des Inserts festgestellt werden.

Restriktionsansatz: Restriktionsbedingungen:
pMSCV-hCD4-Manla 4 ul 37°S 1h

BamH1 1l

BamH1-Puffer 2 ul

BSA (1:100) 2 ul

H,O ad 20 pl

AnschlieRend wurde die Sequenz des Inserts best{siette Punkt 4). Die Orientierung des
GFP-Inserts wurde gleichzeitig mit der Analyse 8eguenz bestimmt, dazu wurde der Primer
pRetro, der im pMSCV-Plasmid vor der KlonierungBstbindet, verwendet. Auf diesem Weg
war es moglich, ein pMSCV-hCD4-Manla-Plasmid zuegiemen, welches fur die Produktion
desaMann-Retrovirus verwendet werden konnte. Das pM3@B4-GFP-Plasmid wurde fur
die Herstellung des Kontroll-Retrovirus eingesetzt.
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3.2.3.2 Produktion desaMann-Retrovirus

Fur die Produktion eines Retrovirus sind drei Geaishe notwendig. Zum Einegag, welches
fur die inneren Bausteine des Virus kodiert. Desit&en pol, das unter anderem fir die
Produktion der reversen Transkriptase zustandig usid die Gensequenenv, die die
Informationen fur die Bestandteile der Virushillgréilt. Die beiden Genbereiclgag und pol
liegen zusammen in einem Plasmid (CMV-gag-pol) @av,in einem separaten (CMV-env). Fur
die Produktion desMann-Retrovirus wurde das pMSCV-hCD4-Manla-Plas(aidhe 3.2.3.1)
verwendet. Fur die Herstellung des Kontroll-Retrosiwurde das Plasmid pMSENCD4-GFP
(siehe 3.2.3.1) eingesetzt. Die Isolation der Pidsrarfolgte mit dem ,Endofree Plasmid Maxi
Kits* von Qiagen. Die Verpackung des Virus wurdeHEK-293-Zellen durchgefuhrt. Dazu
wurden HEK-293-Zellen in 6 cm Zellkulturschalen gesat und kultiviert. Die Transfektion der
Zellen erfolgte bei 70%iger Konfluenz. Zwei Stundéevor der Transfektionsansatz auf die
Zellengebrachtvurde,erfolgteeinMediumswechseDer Ansatzsetztesichwie folgt zusammen:

pMSCV-hCD4-Manla bzw. pMSCV-hCD4-GFP 10,0 ug
CMV-gag-pol 5,0 pug
CMV-env 2,5 ug
Kalziumchlorid (2 M) 31,0 ul
H,O ad 250,0 pl

Die Plasmid-CaGtMischung wurde mit 250 pl 2x HBS-Puffer vermisalmd 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der Angafzfénweise auf die Zellen gegeb&ie
Inkubationerfolgtezunachstir 14 h bei37 °C. Nachdieserersteninkubationsphase wurde das
Gemisch aus Medium und Transfektionsansatz duncth Bledium ersetzt, um die Versorgung
der Zellen fur die weitere Kultivierung zu gewalsten. Die eigentliche Virusproduktion
erfolgte bei 32 °C fur zwei Tage. Der virushaltige Uberstamdrde abgenommen unait
Vivaspin-20-Filtersaulen durch Zentrifugation b808 g flr 40 min bei 4 °C konzentriert.

3.2.3.3 Transduktion von murinen CD4*-T-Zellen

CD4"-T-Zellen wurden aus C57BL/6-Mausen isoliert undt nfiestphasen-gebundenen
anti-CD3e- (6 pg/ml) und anti-CD28-Antikdrpern (¢/ml) in 96-Well-Flachbodenplatten
stimuliert. Fur eine bessere Aktivierung wurdengame B-Zellen aus C57BL/6-M&usen isoliert
und im Verhéltnis 1 zu 2 zu-B® CD4-T-Zellen in die Kultur gegeben. Am Tag 1 der
Stimulation erfolgte die Transduktion mit dexMann- bzw. Kontroll-Retrovirus. Dazu wurde
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der 1-Tag-Kulturiberstand entnommen und bei 37 &wahrt. Von dem Viruskonzentrat
wurden 100 pl auf die Zellen gegeben. Zur Erhohudey Infektionsrate wurde die
Zellen/Virusmischung 90 min bei 624 g und 32° Ctaéugiert. Anschlie3end erfolgte eine
funfstindige Inkubation bei 32 °C, der Virusubemstavurde anschlie3end durch den 1-Tag-
Kulturiberstand ersetzt und die Zellen weiter inkub Die Effizienz der Transduktion wurde
Uber die Expression des humanen CD4-Molekils (Repuoolekil) mit Hilfe des anti-CDA4-
FITC-Antikorpers durchfluRzytometrisch am Tag 1mdcansduktion bestimmit.

3.2.4 Transplantation

Die Genehmigung der Tierversuche erfolgte durch dierkommission der Charité
(Nr.: G0102/06). Die Transplantationen wurden filiomerweise von Frau Dr. Isabela Schmitt-
Knosalla (Institut fir Medizinische Immunologie —h&ité) durchgefuhrt. Es wurden
ausschlie3lich Schwanzhauttransplantate von BAWINBAcsen verwendet. Als Empfangertiere
dienten C57BL/6-Rd{’-Mause, die auf Grund der genetischen Veranderom@éreich des
Ragl-Gens nicht in der Lage sind, CB#-Zellen zu generieren. Zur Anasthesie wurde Q25
einer 0,9 % Natriumchlorid-Losung mit 1 % Ketaminndu 1 % Rompun intraperitoneal
appliziert. Auf dem Ricken der C57BL/6-RagMause wurden 1 cm? Hautwunden bis zur
Muskelfaszie gesetzt. Stiicke der Schwanzhaut vohBBAM&usen wurden C57BL/6 R&d-
Mausen transplantiert. Das Verndhen der Hauttransgie erfolgte mit Nylonfaden. Zuséatzlich
wurden die Wunden mit einem Druckverband verseden,7 Tage nach der Transplantation
wieder entfernt wurde. Die Beurteilung der Transf#abstoung erfolgte taglich mit
zeitgleicher Kontrolle des Korpergewichts. Als peibkt der Abstof3ung wurde der Tag
definiert, an dem das Transplantat komplett ne&cbtund zerstort war.

3.2.5 Statistik

Die dargestellten Diagramme wurden mit Excel 2088egiert, die Daten wurden als Mittelwert
+ Standardabweichung angegeben. Der statistischgléfeh der einzelnen Experimente wurde
mit der Software SPSS 12.0G durchgefuhrt. Dabeide/uitir den Vergleich unabhéngiger
Stichproben (unterschiedliche Gruppen z. B. naneé memory T-Zellen) der Mann-Whitney-
Test durchgefuhrt. Der Wilcoxon-Test wurde fir d&ergleich abhangiger Stichproben
(Zeitverlauf z. B. transkriptionelle Regulierunghgesetzt. Ab einem p-We#t0,05 wurde ein
statistisch signifikanter Unterschied angenommep £*0,05; ** p< 0,01; *** p < 0,001).
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4 Ergebnisse

Uber die Rolle den-Mannosidase | und des Rezeptors fir Hyaluronamitsite Migration
(RHAMM) bei der T-Zellaktivierung ist bis heute kauvetwas bekannt. Erste Einblicke, die im
Rahmen der Arbeit gewonnen wurden, werden auf degemden Seiten aufgezeigt. Zunachst
werden die Ergebnisse fur dieMannosidase | dargestellt. Der zweite Teil bedayta$ich mit
dem Marker RHAMM. Die Daten fir diex-Mannosidase | gliedern sich in folgende
Unterpunkte: Etablierung des-Mannosidase-I-Aktivitatsnachweises und Entwickludgs
Inhibitionsprotokolls, Klarung der transkriptionatl Regulation wahrend der T-Zellaktivierung,
Analyse der Bedeutung der Inhibition deiMannosidase | fur die Aktivierung von T-Zellen,
wobei CD4-T-Zellen im Gesamten und verschiedene Subpopulatiountersucht wurden.
AbschlieBend werden erste Ergebnisse zum EinflessUtherexpression dex-Mannosidase |
auf die Aktivierung von T-Zellen gezeigt. Die Ergedse fur RHAMM unterteilen sich in
folgende Punkte: Klarung der transkriptionellen &egung von RHAMM und seinen
Isoformen wahrend der T-Zellaktivierung, Etabliegwgines Inhibitionsverfahrens von RHAMM
und Analyse der Bedeutung fir die T-Zellaktivierungpwie erste Untersuchungen des
Einflusses der RHAMM-Inhibitiomn vivo.
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4.1 o-Mannosidase |

4.1.1 Nachweis und Inhibierung der Aktivitat
4.1.1.1 Einfluss von Kifunensine auf die N-Glycosylierung

Fur die Untersuchung der Bedeutung deannosidase | bei der T-Zellaktivierung war es
notwendig, ein Aktivitdtsnachweisverfahren zu eok&in. Unter Punkt 1.3.1 wurde der Schritt,
den diea-Mannosidase | katalysiert, aufgezeigt. Jedes detalN-Glycan durchlauft diesen Teil
der Biosynthese, somit ist die gesamte N-Glycoaytig indirekt anhangig von der
a-Mannosidase I. Eine veranderte Aktivitat des Enzwollte eine veranderte N-Glycosylierung
verursachertellvertretendur die Gesamtheiller N-Glycane wurden die unter Punkt 1.3.1 und
1.3.2.8 erwahnten PHA-L-reaktiven Oligosaccharig¢rdchtet. Anhand dieser Struktur sollte
untersucht werden, ob die Kifunensine-bedingte Hamgnder a-Mannosidase | zu einer
ReduktiorderPHA-L-BindungskapazitatnddamitzueinervermindertemM-Glycosylierundtihrt.
Humane CDZ4T-Zellen wurden mit bzw. ohne Kifunensine fiir 2 g€aohne Stimulation
inkubiert. Die Zellen wurden geerntet und mit PB®wgschen. Der Nachweis der
PHA-L-reaktiven Oligosaccharide erfolgte durchflyf@metrisch und ist in Abb. 7 dargestelit.

Q
1~ = ungefarbt
§ ohne Inhibito
= 2 pg/ml Kif

Zellzahl
40 60 80

20

0

T
103 10

v

PHA-L-Bindungskapazitat

Abb. 7 PHA-L-Bindungskapazitaten von humanen CO4Zellen, die 2 Tage mit bzw. ohne Kifunensine
inkubiert wurden. Das Histogramm stellt ein reprdéagves Ergebnis von drei unabhéngig voneinander

durchgefuhrten Experimenten dar.

T-Zellen, die dem Inhibitor ausgesetzt waren, =gt eine deutlich geringere
PHA-L-Bindungskapazitat im Verhaltnis zu nicht-batlalten T-Zellen. Die Inhibierung der
a-Mannosidase | durch Kifunensine resultierte in &eduktion von N-Glycanen auf den
Oberflachenproteinen. Dieser Rickgang konnte miteHies Lektins PHA-L detektiert und

qualitativ iber die Bindungskapazitat bestimmt veerd
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4.1.1.2 Einfluss von Kifunensine auf die O-Glycosylierung

Gleichzeitig sollte gepruft werden, ob die Behandlumit Kifunensine die O-Glycosylierung
von Oberflachenproteinen beeinflusst. Analog zu dalen beschriebenen Versuchsaufbau
wurde fur die O-Glycosylierung eine Stellvertretauktur untersucht, die unter Punkt 1.3.2.8
bereits erwahnten PNA-reaktiven Oligosaccharidemaie CDZ-T-Zellen wurden mit bzw.
ohne Kifunensine fir 2 Tage ohne Stimulation inkubi AnschlieBend wurden die Zellen
geerntet und mit PBS gewaschen. Der Nachweis deGly@asylierung erfolgte
durchfluRzytometrisch tber die Bindung des LekBiNA und ist in Abb. 8 dargestelit.
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Abb. 8 PNA-Bindungskapazitaten von humanen CD4Zellen, die fiir 2Tage mit bzw. ohne Kifunensine
inkubiert wurden. Das Histogramm stellt ein repréiagves Ergebnis von drei unabhéngig voneinander

durchgefuhrten Experimenten dar.

Es war zu sehen, dass T-Zellen, die dem Inhibitoisgasetzt waren, die gleiche
PNA-Bindungskapazitat wie nicht-behandelte T-Zellegigten. Die O-Glycosylierungvon
Oberflachenproteinemurde daher durdkifunensinenichtbeeinflusst.

42



Ergebnisse

4.1.1.3 siRNA-vermittelte Hemmung der a-Mannosidase-I-Aktivitat

Die Behandlung von CD4T-Zellen mit Kifunensine filhrte zu einer Reduktioder
N-Glycosylierung von Zelloberflachenproteinen. Eslit® sich die Frage, ob dieser Effekt allein
darauf zurickzufihren ist, dass Kifunensine ausdtlidh inhibierend auf die Klasse |
a-Mannosidase wirkt. In der Literatur sind keine \Wamse darauf zu finden, dass Kifunensine
weitere inhibitorische Fahigkeiten besitzt (siel@2.7). Um zu beweisen, dass die Reduktion der
N-Glycosylierung vorrangig durch die Hemmung deévlannosidase | verursacht werden kann, war
es notwendig, die Aktivitat des Enzyms Kifunensimabhangig zu unterbinden. Mit Hilfe der
siRNA-Technologie kdnnen einzelne Gene gezieltgasshaltet* werden. Humane CBB-Zellen
wurden entweder mit eineMann-spezifischen siRNA (Vertreter MAN1A1l) oder eirkontroll-
siRNA transfiziert und 2 Tage ohne Stimulation ipieut. Der Nachweis der N-Glycosylierung
erfolgt Uber die Bestimmung der PHA-L-Bindungskagden, die in Abb. 9 dargestellt sind.
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Abb. 9 PHA-L-Bindungskapazitiaten von humanen CiJ4Zellen, die mit eineroMann-spezifischen oder
Kontroll-siRNA transfiziert und fiir 2 Tage inkubiewurden. Das Histogramm stellt ein reprasentatiesgebnis

von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Exmaten dar.

T-Zellen, in die dieaMann-spezifische siRNA eingebracht wurde, zeigtéme edeutliche
geringere PHA-L-Bindungskapazitat als Zellen, diet miner Kontroll-siRNA transfiziert
wurden. Die Hemmung den-Mannosidase-I-Aktivitat (VertretemMannlAl) durch das
Einbringen einer spezifischen siRNA bewirkte eined&ktion der N-Glycosylierung von
Oberflachenproteinen. Damit konnte gezeigt werdiass die Kifunensine-bedingte Reduktion

der N-Glycane hauptsachlich auf die Inhibierungwd®&tannosidase | zuriickzuftihren war.
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4.1.1.4 a-Mannosidase-I-Inhibitionsprotokoll

Die Aktivitat der a-Mannosidase | konnte auf Proteinebene Uber deibitah Kifunensine
unterbunden werden oder auf mRNA-Ebene durch dasbriagen einer spezifischen
aMann-siRNA (Vertreter MAN1AL1). In Abb. 10 sind diaraus resultierenden Reduktionen der
N-Glycosylierung auf den Zelloberflachenproteinangkstellt.
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Abb. 10 In humanen CD4T-Zellen wurde die Aktivitat des-Mannosidase | entweder durch die Behandlung mit
Kifunensine oder durch das Einbringen eiaktann-spezifischen siRNA unterbunden. Nach zweitégigkubation
wurden die PHA-L-Bindungskapazitaten bestimmt. Bfstogramm stellt ein repréasentatives Ergebnis dogi

unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimetaen

Es ist zu erkennen, dass die Inhibition deMannosidase-I-Aktivitdt auf Proteinebene eine
starkere Reduktion der N-Glycane verursachte aisUtiterbindung der Enzymaktivitat auf
MRNA-Ebene. Daher wurde fiir die weiteren Untersagem die Inhibition durch Kifunensine

gewahlt (siehe Abb. 5 unter Punkt 3.2.1.8).
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4.1.1.5 Uberexpression dera-Mannosidase |

Eine verminderte-Mannosidase-I-Aktivitat konnte Uber die PHA-L-Bimdyskapazitat nachgewiesen
werdenEsstellte sich die Frage, ob eine erhdhte Expresgom-Mannosidase | (VertreteMannlA)
ebenfalls Uber die PHA-L-Bindungskapazitiat nachgsen werden kann. Murine CB%-Zellen
wurden mit dem Kontroll- odetMann-Retrovirus infiziert. Nach 5 Tagen Gesamtdatimn wurden
die Zellen geerntet und mit PBS gewaschen. Der Weaishdero-Mannosidase-I-Aktivitat erfolgte
Uber die Bestimmung der PHA-L-Bindungskapazit&tenin Abb. 11 dargestellt sind.
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Abb. 11 Murine CD4-T-Zellen wurden mit deruMann- oder Kontroll-Retrovirus infiziert. Die Detektioder
N-Glycane erfolgte am Tag 5 der Stimulation mit PHAxhd der DurchfluBzytometrie. Das Histogramm stetfit e

représentatives Ergebnis von drei unabhéangig vaneier durchgefihrten Experimenten dar.

Zellen, die mit deneMann-Virus transduziert wurden, zeigten diderePHA-L-Bindungskapazitat
als T-Zellen, die mit dem Kontroll-Virus infiziewurden. Oberflachenproteine von Zellen, in denen
eine Retroviral-bedingte Erhdhung deiMannosidase-I-Expression (VertreteMannlA) vorlag,
trugen in einem hoheren MalRe PHA-L-reaktive Oligokaride. Sie wurden in einem starker
N-glycosylierten Zustand auf der Zelloberflachererpert. Die erhOhter-Mannosidase-I-Expression
konnte mit Hilfe des Lektins PHA-L nachgewiesendeesr.

4.1.1.6 Zusammenfassung

Die Aktivitat dera-Mannosidase | konnte Uber die Bestimmung der PHBAdungskapazitét relativ
bestimmt werden. Die Kifunensine-bedingte Inhilitiozw. Retroviral-erzeugte Uberexpression der
a-Mannosidase | fuhrte zu einer veranderten N-Glj@rsing, die mit Hilfe des Lektins PHA-L
nachgewiesen werden konnte. Die Inkubation mit bémbitor verursachte keine Veranderungen der
O-GlycosylierunglerOberflachenprotein&ifunensine inhibierte spezifisch nur die N-Glycleying.
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4.1.2 Transkriptionelle Regulation

Nachdem ein Nachweisverfahren fir die Aktivitat deMannosidase | erfolgreich etabliert
werden konnte, sollte zunachst die transkriptieneRegulierung dera-Mannosidase |
(Vertreter Manla) bestimmt werden. Murine CBZellen wurden isoliert und mit Festphasen-
gebundenen anti-CD3e- und anti-CD28-Antikbper shienu Zu den Zeitpunkten 0, 12, 24, 48
und 72 h wurden die Zellen geerntet, die Gesamt-Fhert und in cODNA umgeschrieben. Die
Transkriptionslevels detMann (Vertreter Manla) wurden mit einer qPCR bestim
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Abb. 12 Murine CD4-T-Zellen wurden mit Festphasen-gebundenen anti€€D@nd anti-CD28-Antikorpern
stimuliert. Zu den Zeitpunkten 0, 12, 24, 48 undh7®urden die Zellen geerntet, die Gesamt-RNA &sgliin
cDNA umgeschrieben und die Expressionslevelsoditannosidase | (Vertreter Manla) in einer gPCRityest.
Die Normalisierung erfolgte auf das konstitutiv grgerte Gen HPRT. Dargestellt sind die Mittelwerte

Standardabweichung von n = 8 unabhéangig voneinahdehgefuhrten Experimenten (Wilcoxon-Test, % f,05).

Abb. 12 zeigt die transkriptionelle Regulierung devlannosidase | (Vertreter Manla) wahrend
der Aktivierung von murinen CD4T-Zellen. Es ist zu erkennen, dass zu Beginn tieruation
die Transkription herunterreguliert wurde. Beresie Reduktion nach 12 h war statistisch
signifikant. Fir die hier ausgewahlten Zeitpunktar wlie maximale Abnahme um das bis zu
8fache nach 24 h Stimulation erkennbar, diesertdodgne signifikante Hochregulation um das
2,6fache. Die Abnahme der Transkription war somaihsient. Nach 72 h Stimulation erreichte
die Transkription dera-Mannosidase | wieder das Ausgangslevel (0 h). Dansiente
Herunterregulierung dew-Mannosidase | konnte auf Proteinebene mit Hilfes denter
Punkt 4.1.1 beschriebenen Aktivitatsnachweises geheigt werden.
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4.1.3 Die a-Mannosidase | in CD4-T-Zellen

Es konnte gezeigt werden, dass @iblannosidase-I-Expression wahrend der Aktivieruog v
CD4'-T-Zellen transient herunterreguliert wurde. Alcingtes sollte geklart werden, welchen
Einfluss die Inhibition den-Mannosidase | auf das Verhalten von CO04Zellen wahrend der
Aktivierung hat. Dazu wurden die T-Zellen dem untPunkt 3.2.1.8 beschriebenen
Inhibitionsprotokoll unterzogen. In Kiirze: T-Zellerurden 2 Tage mit oder ohne den Inhibitor

Kifunensine vorinkubiert. Dieser wurde Uber eineasghschritt vor der Simulation entfernt.

4.1.3.1 Abhéngigkeit der a-Mannosidase-I-Aktivitat von der Inhibitorkonzentra tion

Als Erstes wurde untersucht, welchen Einfluss difunénsine-Konzentration, die fur die
Vorinkubationverwendetvurde, auf die=-Mannosidase-I-Aktivitat wahrend der Stimulatiori.ha
Humane CDZ4-T-Zellen wurden mit 0; 0,5; 1; 2; 10; 20 und 40/mbKifunensine fiir 2 Tage
vorinkubiert und anschlieRend mit CD3-depletiedélogenen PBMCs stimuliert. Am Tag 3 der
Stimulation wurden die Zellen geerntet und mit PB®waschen. Der Nachweis der
a-Mannosidase-I-Aktivitat erfolgte Uber die Bestimmguder PHA-L-Bindungskapazitat.
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Abb. 13 Humane CD4T-Zellen wurden mit 0; 0,5; 1; 2; 10; 20 und 40mbKifunensine fiir 2 Tage inkubiert und
anschlieBend mit CD3-depletierten allogenen PBMOdmusiert. Am Tag 3 der Stimulation wurden die
Zellen geerntetund mittels DurchfluRzytometriedie a-Mannosidase-I-Aktivitat bestimmt. Dargestellt singe d
Mittelwerte + Standardabweichung von n = 7 unablgingoneinander durchgefihrten Experimenten

(Wilcoxon-Test, * p< 0,05, ** p< 0,01).

In Abb. 13 sind die PHA-L-Bindungskapazitaten vorZdllen am Tag 3 der Stimulation in
Abhangigkeit von der Kifunensine-Konzentration dgsiglit. Es ist zu erkennen, dass eine

Vorinkubation mit dem Inhibitor ausreichend war, dimm Aktivitdt deroa-Mannosidase | auch
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noch nach dreitdgiger Stimulation zu beeinfluss&éeiterhin ist zu sehen, dass die
PHA-L-Bindungskapazitat mit der Erh6hung der zuriwkubation eingesetzten Inhibitormenge
abnahm. Bereits eine Vorbehandlung mit 0,5 pg/mlfuk@nsine reduzierte die
PHA-L-Bindungskapazitat von T-Zellen statistisclyrsfikant im Vergleich zu unbehandelten
T-Zellen. Die Vervierfachung der Inhibitormenge v0/5 auf 2 pg/ml fihrte zu einer weiteren
signifikanten Reduktion der Bindungskapazitat. &sest in diesem Konzentrationsbereich ein
proportionaler Zusammenhang zwischen der Inhibieonge und dea-Mannosidase-I-Aktivitat
zu bestehen. Diese Abhangigkeit war fir die hoh&@mnkubationskonzentrationen nicht mehr
zu beobachten. Die PHA-L-Bindungskapazitat nahm mier Erhéhung der
Kifunensine-Konzentration zwar weiterhin ab, abest elas 20fache der Konzentration von
2 pg/ml resultierte in einer weiteren signifikantBeduktion. Eine signifikante Reduktion ist
ebenso zwischen den beiden Konzentrationen von dithlpund 40 pg/ml Kifunensine zu
erkennen. Der Abstand zwischen der Bindungskapgazitd 10 pg/ml und 40 pg/ml ist jedoch
relativ gering im Vergleich zu der Differenz voru@/ml und 10 pg/ml. Die weitere Reduktion
war nur auf Kosten von sehr hohen Inhibitorkonzgtignen bei der Vorinkubation erreichbar.
Die Effektivitat einer verwendeten Konzentration Hifunensine konnte relativ bestimmt
werden, wenn sie ins Verhaltnis zum Reduktionsmadseigt wurde. Die effektivste
Konzentration, definiert als groRtmogliche Reduktioder Bindungskapazitat bei
kleinstmoglicher Inhibitormenge, lag hier zwischdan Konzentrationen von 2 pg/ml und
10 pg/ml Kifunensine vor. Diese Aussage ist diraktden Versuchsaufbau d. h. die zweitagige
Vorinkubation gebunden und nur fur den dritten @ag Stimulation zulassig.
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4.1.3.2 T-Zellaktivierung

Nachdem gezeigt werden konnte, dassiehidannosidase-1-Aktivitat wahrend der Stimulation in
direkter Abhangigkeit von der fur die Vorinkubatiwarwendeten Inhibitorkonzentration stand,
solite geklart werden, welchen Einfluss die Inhibiey auf die Aktivierung von CD4T-Zellen
hat. CD69 ist ein Aktivierungsmarker der frihen sthand kann als Mal3 fur die Aktivierung
verwendet werden. Humane CD#-Zellen wurden mit 0; 0,5; 1; 2; 10; 20 und 40/mb
Kifunensine fur 2 Tage vorinkubiert und anschlief®emt CD3-depletierten allogenen PBMCs
stimuliert. Am Tag 3 der Stimulation wurde die Fregz an CD6BZellen mit Hilfe der
DurchfluRzytometrie bestimmt und ist in Abb. 14gizstellt.
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Abb. 14 Humane CD4T-Zellen wurden mit 0; 0,5; 1; 2; 10; 20 und 40mbKifunensine fiir 2 Tage inkubiert und
anschlieBend mit CD3-depletierten allogenen PBMOdmutiert. Am Tag 3 der Stimulation wurden die
Zellen geerntet und die Frequenz an CDB6llen durchfluBzytometrisch bestimmt. Dargestedind die
Mittelwerte + Standardabweichung von n = 14 unaliginvoneinander durchgefiihrten Experimenten
(Wilcoxon-Test, ** p< 0,01).

Es ist zu erkennen, dass die Inhibition dévlannosidase | zu einer verstarkten Aktivierung der
T-Zellen fuhrte. Alle verwendeten Kifunensine-Kontmationen fuhrten zu einem statistisch
signifikanten Anstieg in der Frequenz der CDd9Zellen. Im Bereich der Konzentrationen

0,5 bis 2 pg/ml Kifunensine war ein linearer Angtie der Zunahme erkennbar, der dann in ein
Plateau Uberging. Im Gegensatz zu der ReduktionP#A-L-Bindungskapazitat fihrte die

Erh6hung der Inhibitorkonzentration von 2 pg/ml &@f pg/ml Kifunensine nicht zu einer

weiteren signifikanten Steigerung der Frequenz BAIL-T-Zellen.

Auffallig ist, dass die Erhéhung der CO6B-Zellen starken Schwankungen unterlegen war.

Dies war jedoch nur zu beobachten, wenn die Gesamaltier durchgefiihrten Stimulation
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betrachtet wurde. Jede Stimulation einzeln beteacheigte eine Zunahme der CD6B Zellen,

wie sie in Abb. 14 dargestellt ist.

Analog zu der PHA-L-Bindungskapazitat konnte audér llie Effektivitat der verwendeten
Inhibitorkonzentration relativ bestimmt werden, mér Definition gré3tmoglicher Anstieg in der
Frequenz an CD69T-Zellen bei kleinstmoglicher Kifunensine-Konzeatton. Wie im Abschnitt
zuvorbeobachtetiag die effektivste zwischen 2 pg/ml und 10 pg/ml KifunewmsiFir die weiteren
Versuche wurden diese beiden Konzentrationen veteteim Gesamten betrachtet konnten beide

Eigenschaften mathematisch als eine Funktion very 2*® + C beschrieben werden.
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4.1.3.3 Zytokinproduktion und -transkription

Es konnte gezeigt werden, dass die InhibitioncdBtannosidase-I-Aktivitat in CD4T-Zellen zu
einer verstarkten Aktivierung wéahrend der Stimolatfihrte. Daraufhin sollte die Frage geklart
werden, ob die Aktivitat dex-Mannosidase | die Transkription und Sekretion ke und IFN<y
beeinflusst. Humane CD&-Zellen wurden mit 0, 2 und 10 pg/ml Kifunensifie 2 Tage
vorinkubiert. Danach erfolgte die Stimulation mD&depletierten allogenen PBMCs. Nach 24 und
48 h wurden die Kulturiiberstande entnommen. Die tiBesing der IL-2- bzw.
IFN-y-Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe eines ERAES Zu den gleichen Zeitpunkten wurden
die Zellen geerntet, die Gesamt-RNA isoliert undNA umgeschrieben. Die Transkriptionslevels
von IL-2 bzw. IFNy wurden mittels gPCR bestimmt.
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Abb. 15 Humane CD&4T-Zellen wurden mit 0, 2 und 10 ug/ml Kifunensiiie 2 Tage inkubiert und anschlieRend
mit CD3-depletierten allogenen PBMCs stimuliert. A4dd 24 und 48 h wurden die Kulturiiberstdnde enthamme
und die Proteinmenge von IL-2 mit Hilfe eines ELISAgstimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte *
Standardabweichung von n = 13 unabhangig voneimahaehgefihrten Experimenten (Wilcoxon-Test, £ 0,05,
*** p < 0,001). B) Zu den gleichen Zeitpunkten wurden Zdlen geerntet, die Gesamt-RNA isoliert, in cDNA
umgeschrieben und die Expressionslevels der IL-NmR einer gPCR bestimmt. Die Normalisierung erfolgte
das in T-Zellen konstitutiv exprimierte Gen CD3. Datgét ist das Vielfache + Standardabweichung defdL
mRNA in den Kifunensine-vorbehandelten CB#Zellen bezogen auf die Transkription der nichthehandelten

Zellen von n = 5 unabhé&ngig voneinander durchg#dihExperimenten (Wilcoxon-Test, *$0,05).

In Abb. 15A ist die IL-2-Produktion wahrend derrtilation von Kifunensine-vorbehandelten und
nicht-behandelten T-Zellen dargestellt. T-Zellerreth a-Mannosidase-I-Aktivitat zuvor inhibiert
wurde, produzierten nach 24 h Stimulation statistsgnifikant mehr IL-2 im Vergleich zu Zellen,
die dem Inhibitor nicht ausgesetzt waren. Beidezeoirationen fuhrten zu einem &hnlichen Anstieg
in der IL-2-Produktion. Nach 48 h Stimulation war riir die hohere Kifunensine-Konzentration
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eine signifikante Mehrproduktion zu verzeichnenitgleich mit der Bestimmung auf Proteinebene
wurde die Transkription von IL-2 untersucht undnsf\bb. 15B dargestellt. Es ist zu erkennen, dass
nach 24 h Stimulation in Kifunensine-vorbehandeKezellen die Transkription von IL-2 gesteigert
war. Die Anstiege waren fur beide Kifunensine-Karizationen statistisch signifikant. Wie schon
auf der Proteinebene beobachtet wurde, fiihrtere badibitormengen zu einem gleich starken
Anstieg. Fur die IL-2-Transkription nach 48 h wabnké&r zur Proteinkonzentration fur die
Kifunensine-Konzentration von 2 pg/ml ein signifiker Anstieg nachweisbar.
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Abb. 16 Humane CD4T-Zellen wurden mit 0, 2 und 10 ug/ml Kifunensiiie 2 Tage inkubiert und anschlieRend
mit CD3-depletierten allogenen PBMCs stimuliert. A4dN 24 und 48 h wurden die Kulturiiberstdnde enthnamme

und die Proteinmenge an IFN-mit Hilfe eines ELISAs bestimmt. Dargestellt sirdle Mittelwerte =

Standardabweichung von n = 13 unabh&ngig durchgefilExperimenten. B) Zu den gleichen Zeitpunktemden
die Zellen geerntet, die Gesamt-RNA isoliert, in cDNA esahrieben und die Expressionslevels der yHNRNA
in einer qPCR bestimmt. Die Normalisierung erfolgtd das in T-Zellen konstitutiv exprimierte Gen CD3.
Dargestellt ist das Vielfache * Standardabweichung WeN-y-mRNA in der Kifunensine-vorbehandelten
CD4'-T-Zellen bezogen auf die Transkription der nichthehandelten Zellen von n = 5 unabh&ngig voneieand

durchgefuhrten Experimenten (Wilcoxon-Test, ¥ f,05).

Neben der Bestimmung von IL-2 wurde auch die Pnatgsschittung und Transkription von
IFN-y bestimmt. In Abb. 16A ist zu erkennen, dass nadéhh2und 48 h Stimulation die
Kifunensine-vorbehandelten T-Zellen im gleichen M&Rl-y produzierten wie Zellen, deren
a-Mannosidase-I-Aktivitdt nicht inhibiert wurde. Abbl6B zeigt die transkriptionelle
Regulierung der IFN-mRNA wahrend der Stimulation. Nach 24 h Stimulativaren keine
Unterschiede detektierbar zwischen Kifunensine-bdalien und unbehandelten T-Zellen. Zu
dem spateren Zeitpunkt der Stimulation konnte Erf@hung der Transkription in Kifunensine-
behandelten T-Zellen beobachtet werden. Beide ibohibengen fuhrten zu einem statistisch

signifikanten Anstieg, wobei die Konzentration Vi ug/ml einen starkeren Einfluss zeigte.
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4.1.3.4 Proliferation

Weiterhin sollte die Frage geklart werden, ob dienthung dero-Mannosidase | durch
Kifunensine die Proliferation von T-Zellen beeisfit. Humane CD4T-Zellen wurden mit

CFSE gefarbt und 2 Tage mit 0, 2 und 10 pg/ml Kafugine inkubiert. AnschlielRend erfolgte
die Stimulation mit CD3-depletierten allogenen PBM@m Tag 5 wurde die Proliferation

mittels Durchflul3zytometrie bestimmt, diese isfipb. 17 dargestellt.
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Abb. 17 HumaneCD4'-T-Zellenwurdenmit CFSE gefarbt und 2 Tage mit 0, 2 und 10 pg/ml Kihgige inkubiert.
AnschlieBend erfolgt die Stimulation mit CD3-deplgta allogenen PBMCs. Am Tag 5 der Stimulation wudige
Proliferation Uber die Intensitdt von CFSE durcBAytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die Miteite +

Standardabweichung von n = 5 unabhéangig voneinahdehgefuhrten Experimenten (Wilcoxon-Test, % f,05).

Es ist zu erkennen, dass die Inhibierungod®rannosidase-I-Aktivitat durch Kifunensine einen
statistisch signifikanten Anstieg in der Proliféoatvon T-Zellen verursachte. Der Anstieg war
dabei proportional zu der eingesetzten Inhibitodemtration. Zellen, die mit 10 pg/ml

Kifunensine behandelt wurden, proliferierten statth signifikant mehr als T-Zellen, deren
a-Mannosidase-I-Aktivitat mit 2 pg/ml Kifunensinehibiert wurde.

4.1.3.5 Zusammenfassung

Die Inhibierung dera-Mannosidase-I-Aktivitat in CD4T-Zellen fihrte zu einer geringeren
PHA-L-Bindungskapazitat und erhéhten Frequenz an6Z-Zellen. In Kifunensine-
behandelten Zellen konnte eine Erh6hung der IL&dimproduktion und Transkription gezeigt
werden. Die Ausschittung an IFRNwurde durch die Inhibition nicht beeinflusst, jetiodie
mRNA-Transkription. Weiterhin war zu erkennen, da&@B4’-T-Zellen mit eingeschrankter
a-Mannosidase-I-Aktivitat starker proliferierten.
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4.1.4 Bestimmung dera-Mannosidase-I-Aktivitat in T-Zellsubpopulationen

Wurde die Aktivitdt den-Mannosidase | im Vorfeld der Stimulation inhibjesaren CD2-T-Zellen

in einem erhdhten Mal3 aktivierbar. Fur hohere Kfigine-Konzentrationen wurden grol3e
Schwankungen in den Anstiegen der CB&Zellen beobachtet. Es stellte sich die Fragegiebe
Unterschiede allein bedingt wurden durch die veestdmen MHC-Inkompatiblitdten der Spender,
oder ob eine unterschiedliche Aktivitdt deMannosidase | in Subpopulationen von T-Zellen dafu
Ursache war. In frisch isolierten PBMCs gesundeznBpr wurden verschiedene Subpopulationen
mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff-markierten Ardtibern identifiziert. Die Bestimmung der
a-Mannosidase-I-Aktivitdt ~ erfolgte  Uber die  PHA-LABlungskapazitat. Fur  die
durchfluRzytometrischénalysewurdeder FacsCanto verwendet. Die Datenakquise undysenal
wurde mit der FACSDiva-Software durchgefiihrt. Faldge Subpopulationen wurden untersucht:
naive T-Zellen (CD45RA, memory T-Zellen (CD45R0), CD25-, CD25- und T-Zellen, die
CD25 nur schwach exprimieren (CD¥5. Die PHA-L-Bindungskapazitdten der untersuchten
Subpopulationen sind in Abb. 18 dargestelit.
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Abb. 18 PHA-L-Bindungskapazitit von humanen naiven (CD45R&emory (CD45R¢), CD25-, CD25™- und
CD25"-T-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte + Stand@bweichung von n = 3 unabhangig voneinander

durchgefuihrten Experimenten (Mann-Whitney-Test,<@05).

Es ist zu erkennen, dass memory T-Zellen Uber sia@stisch signifikant hohere PHA-L-
Bindungskapazitat und damit hohetreMannosidase-I-Aktivitat verfigten als naive T-2sll

CD25'und CD25T-Zellen zeigten eine &hnliche Enzymaktivitat wieive T-Zellen. Vor
kurzem aktivierte CDZ8"-Effektor-T-Zellen, wiesen eine statistisch sigraint hohere
a-Mannosidase-I-Aktivitat auf verglichen mit CD2&ind CD25-T-Zellen.
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4.1.5 Die a-Mannosidase | in naiven und memory T-Zellen

Es wurde festgestellt, dass in naiven und memoZgllen dieo-Mannosidase | unterschiedlich
aktiv war. Daraufhin sollte geklart werden, ob leelBubpopulationen sich auch hinsichtlich der
transkriptionellen Regulation derMannosidase | und der Beeinflussbarkeit untersiemei

4.1.5.1 Transkriptionelle Regulation

Fur die Bestimmung dea-Mannosidase-I-Transkription (Vertreter MAN1Al) wéhd der
Stimulation von naiven und memory T-Zellen wurdeide Subpopulationen aus den PBMCs
gesunder Spender isoliert und mit allogenen CD3etiepten PBMCs stimuliert. Zu den
Zeitpunkten 0, 24, 48, 72 und 96 h wurden die Defjeerntet, die Gesamt-RNA isoliert und die
cDNA synthetisiertDie Transkriptionsleveldera-Mannosidasewurden mittels gPCR bestimmt.
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Abb. 19 Humane naive und memory T-Zellen wurden mit CD3lelegrten allogenen PBMCs stimuliert. Zu den
Zeitpunkten 0, 24, 48, 72 und 96 h Stimulation vemrdiie Zellen geerntet, die Gesamt-RNA isoliert dielcDNA
synthetisiert. Die Bestimmung derMannosidase-I-Transkription (Vertreter MAN1A1) @dte mittels gPCR. Die
Normalisierung erfolgte auf das in T-Zellen kongtit exprimierte CD3-Gen. Dargestellt sind die Mditterte +
Standardabweichung von n = 5 unabhéngig voneinahaehgefiuihrten Experimenten. (Wilcoxon-Test bzvany-

Whitney-Test fur den Vergleich von naiven und meynibiZellen, * p< 0,05).

In Abb. 19 ist zu erkennen, dass das Transkripewe$ der a-Mannosidase | in memory
T-Zellen wéahrend der Stimulation konstant bliebn&ven T-Zellen konnte ein anderer Verlauf
beobachtet werden. Zunachst war eine Reduktiomddannosidase | zwischen den Stunden
O und 24 zu beobachten, der eine 4fache, statissggnifikante Hochregulation folgte. Im
weiteren Verlauf stieg die Transkription weiter and ndherte sich dem Level von memory

T-Zellen, erreichte dieses jedoch nicht ganz.
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Zu jedem Zeitpunkt wurde in memory T-Zellen ein é@s Transkriptionslevel nachgewiesen
als in naiven. Zu den Zeitpunkten 0, 24, 72 undO&var dieser Unterschied statistisch
signifikant. Zu Beginn der Stimulation lag in memof-Zellen die 3,5fache Menge an
a-Mannosidase-I-Transkripten vor. Auf Grund der sianten Reduktion in den naiven T-Zellen
stieg dieser Unterschied auf das 9fache an. ImewesitVerlauf der Stimulation schwankte er
zwischen dem 1,6 und 2,6fachen.

Die Transkription der-Mannosidase | war in naiven und memory T-Zellenetschiedlich
reguliert. In memory T-Zellen konnte eine konstdaxpression nachgewiesen werden, in naiven

wurde, wie schon fiir murine CD4 -Zellen gezeigt, eine transiente Reduktion bebteic
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4.1.5.2 T-Zellaktivierung

Es konnte gezeigt werden, dass wahrend der Stiowlat naiven und memory T-Zellen die
a-Mannosidase | unterschiedlich transkribiert wuidaraufhin stellte sich die Frage, ob die beiden
Populationen sich auch in ihrer Aktivierung untbesden, wenn die--Mannosidase | inhibiert
wurde. Naive und memory T-Zellen wurden aus den EBIgesunder Spender isoliert und mit 0, 2
und 10 pg/ml Kifunensine fur 2 Tage inkubiert umschlie3end mit allogenen CD3-depletierten
PBMCs stimuliert. Nach 24 h Stimulation wurden dellen geerntet und die Frequenz an
CD69'-T-Zellen durchfluRzytometrisch bestimmit.
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Abb. 20 Humane naive und memory T-Zellen wurden mit 0, & @8 pg/ml Kifunensine fur 2 Tage inkubiert und
anschlieBend mit allogenen CD3-depletierten PBM@sudiert. Nach 24 h Stimulation wurde mittels der
DurchfluRzytometrie die Frequenz an CD@3Zellen bestimmt. Gezeigt sind die prozentualenstfege +
Standardabweichung in der Frequenz an CBedellen mit 0 pg/ml Kif = 100 % von n = 5 unablujig
voneinander durchgefiihrten Experimenten (Wilcoxastlbzw. Mann-Whitney-Tesfur denVergleichvon naiven

undmemoryT-Zellen,* p<0,05,** p<0,01).

In Abb. 20 sind die Anstiege in der Frequenz an €B6Zellen dargestellt. Es ist fur beide
Populationen zu erkennen, dass die InhibitioncdBtannosidase-I-Aktivitat zu einem Anstieg der
CD69-T-Zellen fiihrte. Fiir beide Subpopulationen wurdeink Unterschied zwischen den
eingesetzten Kifunensine-Konzentrationen nachgewied/eiterhin ist zu sehen, dass der Einfluss
des Inhibitors Kifunensine auf naive T-Zellen diettlstarker war als auf memory T-Zellen und zu
statistisch signifikanten Anstiegen fiihrte im Veigh zu naiven T-Zellen, derenMannosidase-I-
Aktivitat zuvor nicht inhibiert wurde. Im Falle d&ehandlung mit 10 pg/ml Kifunensine konnte
sogar ein statistisch signifikanter Unterschiedseiwen der Zunahme an CD6B-Zellen in naiven
und memory T-Zellen beobachtet werden.
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4.1.5.3 Zytokinproduktion und -transkription

Die Hemmung dera-Mannosidase-I-Aktivitat fihrte in naiven T-Zellexzu einer hoheren
Frequenz an CD69T-Zellen als in memory T-Zellen wahrend der Stiatiain. Als nachstes
sollte untersucht werden, ob die Aktivitat deiMannosidase | die Zytokinproduktion und
-transkription beeinflusst. Naive und memory T-£ellwurden aus den PBMCs gesunder
Spender isoliert und mit 0, 2 und 10 pg/ml Kifunaasfur 2 Tage inkubiert. Anschliel3end
wurden die Zellen mit allogenen CD3-depletierterVREs stimuliert. Nach 24 und 48 h wurden
die Kulturiiberstdnde geerntet und die Proteinkomaganen von IL-2 und IFN- mittels eines
ELISA bestimmt, die ermittelten Werte sind in Al24. dargestelit.
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Abb. 21 Humane naive und memory T-Zellen wurden mit 0, & @8 pg/ml Kifunensine fur 2 Tage inkubiert und
anschlieend mit allogenen CD3-depletierten PBMisusiert. Nach 24 und 48 h wurden die Kulturiibanste
entnommen und die Proteinkonzentration von IL-2 Wiy mit Hilfe eines ELISAs bestimmt. A) IL-2-Produktio
von naiven T-Zellen B) IL-2-Produktion von memoryZEllen C) IFNy-Produktion von naiven T-Zellen D) IFN-
Produktion von memory T-Zellen. Dargestellt sin@ ggweiligen Mittelwerte + Standardabweichung vorr b

unabhé&ngig voneinander durchgefiuhrten Experimeéicoxon-Test, * p< 0,05, ** p< 0,01).
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Naive T-Zellen, die mit Kifunensine vorbehandeltrden, produzierten nach 24 h Stimulation
signifikant mehr IL-2 als naive T-Zellen, die keirt@funensine-Behandlung unterzogen wurden
(Abb. 21A). Der Anstieg der IL-2-Produktion nahm tnder Erh6hung der Kifunensine-
Konzentration zu. Die IL-2-Proteinkonzentrationemrden ebenfalls nach 48 h Stimulation
bestimmt. Naive T-Zellen, derenMannosidase-I-Aktivitat zuvor inhibiert wurde, piazierten
auch zu diesem Zeitpunkt mehr IL-2, dieser Anstigg jedoch nicht statistisch signifikant. In
memory T-Zellen bewirkte die Inhibierung dea-Mannosidase | keine vermehrte
IL-2-Produktion wahrend der Stimulation (Abb. 21Egitgleich wurde die Ausschittung von
IFN-y bestimmt (Abb. 21C und D). Naive T-Zellen, dererMannosidase-I-Aktivitat mit
Kifunensine inhibiert wurde, produzierten nach 28timulation gleiche Mengen an IFNwie
T-Zellen mit uneingeschrankterMannosidase-I-Aktivitat. Nach 48 h war ein Anstiegder
IFN-y-Produktion in behandelten naiven T-Zellen nachiasis wobei die Inkubation mit
2 pg/ml Kifunensine einen starkeren, aber nichtifilganten, Zuwachs verursachte. Die
Inkubation von memory T-Zellen mit Kifunensine ftdwrnach 24 h zu keiner veranderten
IFN-y-Ausschuttung. Nach 48 h war eine leichte abeissigth nicht signifikante Steigerung
bemerkbar (Abb. 21D). Weiterhin war zu beobachtenpabhéngig von der
a-Mannosidase-I-Inhibition, dass memory T-Zellen tleln geringere Mengen an IFN-

produzierten als naive T-Zellen.

Es stelte sich nun die Frage, ob diese Kifunenbedingten Veranderungen in der
Zytokinausschuttung auch auf der Transkriptionsehb@achweisbar waren. Naive und memory
T-Zellen wurden aus den PBMCs gesunder Spendererisalnd mit 0, 2 und 10 pg/ml
Kifunensine fur 2 Tage inkubiert. Anschlielend wend die Zellen mit allogenen
CD3-depletierten PBMCs stimuliert. Nach 24 h wurdia Zellen geerntet, die Gesamt-RNA
isoliert und die cDNA synthetisiert. Die Expressider IFNv- und IL-2-mRNA wurde mittels
gPCR bestimmt. Abb. 22 zeigt die Transkription Jbr2- und IFN< in naiven und memory
T-Zellen. Die Kifunensine-Behandlung fiihrte in rexivT-Zellen zu einer Verdoppelung der
IFN-y-Transkription. Allerdings war dieser Anstieg ntaitsstisch signifikant in naiven T-Zellen,
die mit 2 pg/ml Kifunensine behandelt wurden. Dkarskription der IL-2-mRNA in naiven
T-Zellen, die mit Kifunensine behandelt wurden, wsanifikant um das 3fache erhtht. Beide
Inhibitorkonzentrationen verursachten einen glestérken Anstieg. Ein anderes Bild zeigten
memory T-Zellen. Die Behandlung mit Kifunensine ibflasste die IFNy-Transkription in
memory T-Zellen nicht. Die IL-2-Transkription in 2g/ml Kifunensine-behandelten memory
T-Zellen war leicht erhoht im Vergleich zu den nitlehandelten memory T-Zellen. Dieser
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Anstieg war jedoch nicht statistisch signifikanied6here Inhibitorkonzentration von 10 pg/ml

Kifunensine zeigte keinen Einfluss auf die IL-2-Askription in memory T-Zellen.
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Abb. 22 Humane naive und memory T-Zellen wurden mit 0, & @8 pg/ml Kifunensine fur 2 Tage inkubiert und
anschlielend mit allogenen CD3-depletierten PBM@suliert. Nach 24 h Stimulation wurden die Zellgeerntet,

die Gesamt-RNA isoliert und die cDNA synthetisiddte Bestimmung der IL-2- und IFN-Transkription erfolgt
mittels gPCR. Die Normalisierung erfolgte auf dagiZellen konstitutiv exprimierte CD3-Gen. Dargsitist das
Vielfache + Standardabweichung der mRNA der Kifusiea-vorbehandelten T-Zellen bezogen auf die
Transkription der Zellen, die nicht mit Kifunensirteehandelt wurden von n = 5 unabhéngig voneinander

durchgefuhrten Experimenten (Wilcoxon-Test, *¥19,01).

Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition d&tannosidase-I-Aktivitdt zu einer erhdhten
IL-2-Transkription und IL-2-Proteinproduktion in iwan T-Zellen wéahrend der allogenen
Stimulation flihrte. Die Ausschuttung und Transkeoiptvon IFNy wurde durch die Inhibition

der a-Mannosidase | in naiven T-Zellen leicht erhoht.mvey T-Zellen lie3en sich durch die

Inhibition dera-Mannosidase | nicht im gleichen Mal3e beeinflussen.

4.1.5.4 Zusammenfassung

In naiven und memory T-Zellen war die Transkriptidar a-Mannosidase | unterschiedlich
reguliert. Wahrend der allogenen Stimulation wammemory T-Zellen diex-Mannosidase-I-
Transkription konstant, wohingegen in naiven T-&eleine transiente Reduktion zu beobachten
war. Naive T-Zellen reagierten empfindlicher aufe dBehandlung mit Kifunensine. Die
Inhibierung der-Mannosidase-I-Aktivitat fihrte zu einem starkeferstieg in der Frequenz an
CD69-T-Zellen. Ebenso konnte eine erhohte IL-2-Produktund -Transkription beobachtet
werden. Memory T-Zellen zeigten keine statistisagnifikanten Veranderungen in ihrer
Frequenz an CD69T-Zellen oder IL-2/IFNy-Produktion und -Transkription.
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4.1.6 Uberexpression dera-Mannosidase |

Ein Teil der Aufgabenstellung bestand in der Gamarig eines Retrovirus, der das murine
Manla-Gen in sich tragt. Diese Sequenz codiert den ¥emtrlA der Klasse d-Mannosidasen.
Die Herstellung desMann-Virus ist unter Punkt 3.2.3 beschrieben.

4.1.6.1 Nachweis auf Transkriptionsebene

Unter Punkt 4.1.1.5 wurde bereits gezeigt, dass WWierexpression des-Mannosidase |
(Vertreter aMann1A) in murinen CD%4T-Zellen zu einer erhohten N-Glycosylierung der
Oberflachenproteine  filhrt. Der Nachweis der Ubemesgion sollte auch auf
Transkriptionsebene erfolgen. Murine CBRB-Zellen wurden aus C57BL/6-Mausen isoliert, mit
Festphasen-gebundenen anit-CD3e- und anti-CD28&@upern stimuliert und mit demaMann-
Virus oder Kontroll-Virus infiziert. Am Tag 0 und &er Stimulation wurden die Zellen geerntet,
die Gesamt-RNA isoliert und in cDNA umgeschriebebie Transkriptionslevels der
a-Mannosidase | wurden mittels gPCR bestimmt und simAbb. 23 dargestelit.
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Abb. 23 Murine CD4-T-Zellen (C57BL/6) wurden demMann- oder Kontroll-Virus infiziert. Am Tag 0 undder
Stimulation wurden die Zellen geerntet, die GesRMA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die

Transkriptionslevels detMann (Vertreter Manla) wurden mittels gPCR bestinidi¢ Normalisierung erfolgte auf

das konstitutiv exprimierte Gen HPRT. Dargesteliidsdie Mittelwerte + Standardabweichung von n = 5

unabhéngig voneinander durchgefuhrten Experimeéicoxon-Test, *** p< 0,001).

Die Infektion mit dem Kontroll-Virus fuhrte zu kein nennenswerten Erhdhung der
a-Mannosidase-I-mRNA am Tag 5 der Stimulation. Dransduktion mit denaMann-Virus
verursachte jedoch einen dramatischen, statisgphifikanten Anstieg um das 20fache in der
a-Mannosidase-I-Transkription.
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4.1.6.2 IFN-vy-Produktion

Die Infektion von T-Zellen mit denaMann-Virus fiihrt zu einem erheblichen Anstieg irr de
a-Mannosidase-I-Transkription und erhdhten N-Glydiesyng der Zelloberflachenproteine. Es
stellt sich nun die Frage, ob die Sekretion undh3keption von IFNy durch die Uberexpression
beeinflusst wird. Analog zu dem oben beschrieberersuchsaufbau wurden murine T-Zellen
stimuliert und mit denaMann- oder Kontroll-Virus infiziert. Am Tag 5 detti®ulation wurde
der Kulturiberstand entnommen und die Proteinmemgd-N+ mittels ELISAs bestimmt. Am
Tag 0 und 5 der Stimulation wurden die Zellen gestyrlie Gesamt-RNA isoliert und die cDNA
synthetisiert. Die Expression der IENNMRNA wurde mittels gPCR bestimmit.
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Abb. 24 Murine CD4-T-Zellen wurden mit demoMann- oder Kontroll-Virus infiziert. A) Am Tag 5 de
Stimulation wurden die Kulturiiberstdnde entnommend die Menge an produziertem IRNmittels ELISAs
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Stamtddoweichung von n = 5 unabhangig voneinander
durchgefiihrten Experimenten. B) Am Tag O und 5 wardie Zellen geerntet, die Gesamt-RNA isoliert diel
cDNA synthetisiert. Die Bestimmung der IRNFranskription erfolgte mittels qPCR. Die Normadising erfolgte
auf das konstitutiv exprimierte Gen HPRT. Dargdisist das Vielfache £ Standardabweichung der mR&A
Tag 5 der Virus-infizierten T-Zellen bezogen aué diranskription am Tag 0 von n = 5 unabhéngig vrerailer

durchgefuhrten Experimenten (Wilcoxon-Test, ¥ f,05).

Abb. 24A zeigt die IFN+Produktion am Tag 5 von T-Zellen, die mit deann-Retrovirus
oder dem Kontroll-Virus transduziert wurden. Eszsterkennen, dass T-Zellen, in denen die
a-Mannosidase | Uberexprimiert wurde, deutlich ggene Mengen an IFN-produzierten als
Zellen, die mit dem Kontroll-Virus infiziert wurderDie IFN-y-Ausschuttung war statistisch
signifikant um die Halfte reduziert. In Abb. 24Bt idie transkriptionelle Regulierung der
IFN-y-mRNA von oMann- bzw. Kontroll-Virus transduzierten T-ZellermaTag 5 der
Stimulation dargestellt. Es ist zu erkennen, dadssUberexpression der-Mannosidase | zu
einer geringeren IFN-Transkription fuhrte, die jedoch statistisch nislgnifikant war.
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4.1.6.3 Zusammenfassung

Die Uberexpression derMannosidase | (Vertreter 1A) in T-Zellen konntd Ruoteinebene und
auf mMRNA nachgewiesen werden. Zellen, in deneregiwhtesi-Mannosidase-I-mRNA-Level
vorlag, verfigten Uber eine groRere PHA-L-Binduragslkzitat. Es konnte ebenso gezeigt
werden, dass die Uberexpression eine vermindeNeytRusschittung bewirkte.

4.1.7 Zusammenfassung dewn-Mannosidase-I-Ergebnisse

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl eine erhglstauch eine verminderte Aktivitat der
a-Mannosidase | in T-Zellen qualitativ Gber die PHAindungskapazitat bestimmt werden
konnte. Weiterhin war zu beobachten, dass die Sobs{ifunensine spezifisch die Aktivitat der
a-Mannosidase | unterband und fur die Aufklarung Bedeutung des-Mannosidase | fur die
T-Zellaktivierung verwendet werden konnte. Daber @ime Vorbehandlung der Zellen mit dem
Inhibitor ausreichend, um die Aktivitat derMannosidase | zu beeinflussen.

Fir murine CDA-T-Zellen war zu beobachten, dass dieMannosidase | wahrend der
Stimulation mit Festphasen-gebundenen anti-CD3ed anti-CD28-Antikdrpern transient
reduziert wurde. Die Inhibition der enzymatischektiitat in humanen CD4T-Zellen fiihrte
zu einem erhohten Anteil an CD63-Zellen und einer gesteigerten 1L-2-Ausschiittungd
-Transkription. Fur das Zytokin IFM-wurde ebenfalls eine erhdhte Transkription beotmch
jedoch keine gesteigerte Sekretion. Zudem konrzeigewerden, dass humane CB&Zellen

in starkerem MalRe proliferieren, wenn sie zuvor rHifunensine behandelt wurden.
Untersuchungen an Subpopulationen von T-Zellenteejgdass memory T-Zellen Gber eine
groRere PHA-L-Bindungskapazitat verfugten als naiwZellen. Wahrend der Stimulation
konnte in memory T-Zellen ein konstantes Transloislevel fir die a-Mannosidase |
nachgewiesen werden. In naiven T-Zellen hingegee @iansiente Reduktion, wie schon flr
murine CD4-T-Zellen beobachtet wurde. Die Inhibierung deMannosidase | fiihrte in naiven
T-Zellen zu einem erhéhten Anteil an CD6B-Zellen, sowie einer gesteigerten IL-2- und
IFN-y-Ausschuttung und -Transkription. Memory T-Zellengten keine statistisch signifikanten
Veranderungen auf Grund der Kifunensine-Behandluimy ihrer Aktivierung oder
Zytokinproduktion. Mit Hilfe desitMann-Retrovirus konnten erste Uberexpressionsexgste
durchgefuhrt werden. In T-Zellen, die mit dem Virudiziert wurden, konnte ein erhthtes
a-Mannosidase-I-Transkriptionslevel und eine erhdtA-L-Bindungskapazitat nachgewiesen
werden. Zudem wurde beobachtet, dass die erhiMannosidase-I-Aktivitdt eine geringere

Ausschuttung an IFN-zur Folge hatte.
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4.2 Rezeptor fur Hyaluronan-vermittelte Migration (RHAM M)

4.2.1 Transkriptionelle Regulation

Zunachst solite fur die Untersuchung der Bedeutwogn RHAMM wahrend der
T-Zellaktivierung die transkriptionelle Regulatigeklart werden. Murine CD4T-Zellen aus
C57BL/6-Mausen wurden mit allogenen B-Zellen aud.BA-Mausen stimuliert. Zur Kontrolle
wurden CDA4-T-Zellen mit syngenen B-Zellen aus C57BL/6-Maus@kubiert. Zu den
Zeitpunkten Tag 0, 2, 3 und 4 wurden die Zellenrgtes, die Gesamt-RNA isoliert und in
cDNA umgeschrieben. Mittels gPCR wurde die Rhamn™NAHExpression analysiert. Das
verwendete Panel Rhamm 15-16 detektiert alle bdiesem Zeitpunkt bekannten Isoformen.
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Abb. 25 Murine CD4-T-Zellen (C57BL/6) wurden mit allogenen (BALB/cHer syngenen (C57BL/6) B-Zellen
stimuliert. Am Tag 0, 2, 3 und 4 wurden die Zeliggerntet, die Gesamt-RNA isoliert, in cDNA umgesgaien und

die Expressionslevels von Rhamm (Panel Rhamm 15ax8)len mittels gPCR bestimmt. Die Normalisierung
erfolgte auf das konstitutiv exprimierte Gen HP®Brgestellt ist das Vielfache + StandardabweichdeigmRNA
bezogen auf die Transkription am Tag O von n = @bhédngig voneinander durchgefiihrten Experimenten
(Wilcoxon-Test, * p< 0,05).

In Abb. 25 ist zu erkennen, dass die ExpressionRlermm-mRNA wéahrend der Stimulation
signifikant hochreguliert wurde. Bereits am Tag & wie Transkription um das 20fache erhoht.
Im Gesamten betrachtet war die starkste Vervielfaglam Tag 3 nachweisbarWurdendie
Stimulationereinzelnbetrachtetkonntevereinzelt der maximalénstiegschon nach 2 Tagen
detektiert werden, wodurch die grof3en Schwankurgy@nTag2 und 3 begriindetsind. Die
Analyse aller Stimulationen zeigte, dass die Trapskn nach vier Tagen wieder abnahm, aber
nicht auf das Ausgangslevel zurtckfiel. Fur T-Zellelie mit syngenen B-Zellen kultiviert
wurden, konnte zwischen Tag 0 und 2 eine leichteaBBme der Transkription nachgewiesen
werden, die jedoch deutlich geringer ausfiel alaliagen stimulierten. Im weiten Verlauf konnte
keine weitere Zunahme beobachtet werden.
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4.2.2 Transkriptionelle Regulation der Isoformen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Rhamm im Gesarbetrachtet wahrend der

T-Zellaktivierung hochreguliert wurde, sollte urgecht werden, inwieweit die verschiedenen
Isoformen an dieser Zunahme beteiligt sind. ZumtpZeikt der ersten Untersuchungen von
Rhamm waren drei murine Isoformen v5, v4 und vlabek, deren Sequenzen der Transkripte
bestimmt und veré6ffentlicht worden waren. In Abb.sind die Isoformen dargestelit.

Exon1-3 Exon4 -7 Exon 8 - 11 Exon 12 - 17
r—% ot —
} ——i HH
{ bt} HH
Panel v5 \ Panel v1 Rhamm 15-16
Panel v4 '. |'
Sonde

Abb. 26 Isoformen von Rhamm und fiir die Genexpressionsaaalgrwendete Panel

Die Analyse der Sequenzen (v5 NM_013552; v4 unX&4550) zeigte folgendes:
- Exon 1 bis 4 sind nur in der langen Isoform v5 aoiten,
- Exon 5 ist in allen Formen enthalten, allerdingshatten die Transkripte fur v4 und vl
einen zusatzlichen Sequenzabschnitt von 40 Basgiesem Exon (grau gekennzeichnet),
- Exon 8 ist in der Isoform v1 nicht vorhanden.
Auf Grund dieser Unterschiede wurden folgende Plimalie Genexpressionsanalyse etabliert:

Name Sequenzspezifiat detektierte Isoformen
Rhamm 15-16 Exon-Exon-Grenze 15-16 alle bekanistEformen
Panel v5 Exon-Exon-Grenze 1-2 Isoform v5

Panel v4 zusétzlicher Sequenzabschnitt in Exon 5kurze Isoformen v4 und v1
Panel v1 Exon-Exon-Grenze 7-9 Isoform v1

Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, wurdenineiCD4-T-Zellen aus C57BL/6-M&usen
mit allogenen B-Zellen aus BALB/c-Mausen stimulieem Tag O und 3 wurden die Zellen
geerntet, die Gesamt-RNA isoliert und in cDNA ungdeg&ben. Die Analyse der Isoformen-

Expression erfolgte mittels einer gPCR. Fur dasePa# wurde die Sonde so ausgewahlt, dass
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sie in der zusatzlich enthaltenen Sequenz desdn Bixdet (siehe Abb. 26). Analog dazu wurde
die Sonde fur das Panel vl sequenziubergreifend dibeExongrenze 7 und 9 gelegt, da das
8. Exon in dieser Isoform fehlte. In beiden Fallsar es nicht mdglich, ein Signal fir die
Bindung der Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sonde detektieren. Die publizierten
Sequenzbesonderheiten der Isoformen v4 und vl &onsbmit in T-Zellen mit diesem
Testsystem nicht nachgewiesen werden. Auf Grundethesvurden die Genexpressionsanalyse
mit dem Farbstoff SYBR Green durchgefiihrt. Es istoemerken, dass die Isoform-Spezifitat
des Panel v4 nur durch die Sonde gewahrleistet eyutd h. dieses Panel detektiert in einer
SYBR Green-basierten gPCR alle bekannten Isofoumensolite gleiche Ergebnisse erbringen,
wie mit dem Panel Rhamm 15-16 detektiert wurdem.d@$ Panel v1 ist anzumerken, sollte ein
Detektionssignal nachweisbar sein, kann davon @asmgen werden, dass dieses hauptsachlich
die Isoform vl anzeigt. Die Isoformen v5 und v4hatten das 8. Exon, wodurch das zu
amplifizierende Amplikon eine GroRRe erreicht, diee cEffizienz der PCR in dem Malie
verringert, dass der Anteil vernachlassigbar ist.bim Abwesenheit der Isoform v4 zu keiner
Signalgebung in einer SYBR Green-basierten gPCRefuikollte.
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Abb. 27 Murine CD4-T-Zellen (C57BL/6) wurden mit allogenen B-ZelleBALB/c) stimuliert. Am Tag 0 und 3
wurden die Zellen geerntet, die Gesamt-RNA isqliertcDNA umgeschrieben und die Expressionslevelsden
mittels einer SYBR Green-basierten gPCR bestimng. Nlormalisierung erfolgte auf das konstitutiv @rgierte
Gen HPRT. A) Expression am Tag O der Stimulatioacgestellt sind die Mittelwerte + Standardabweiapwon

n = 5 unabhé&ngig durchgefiihrten Experimenten (WdoeTest, * p< 0,05). B) Transkription am Tag 3. Dargestellt
ist das Vielfache + Standardabweichung der mRNAoger auf die Transkription am Tag 0 von n = 5 uialgig

voneinander durchgefuihrten Experimenten (WilcoxastT* p< 0,05).

In Abb. 27A sind die Ergebnisse der Genexpressimalgaen am Tag O dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass die Panel vl und v4 statistischifikgm hohere Transkriptionslevels von
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Rhamm nachwiesen als die Panel Rhamm 15-16 undWeiterhin wurde fir die lange
Isoform v5 (Panel v5) eine deutlich geringere jédacht signifikante Expression beobachtet,
als fur die Gesamtheit aller Isoformen (Rhamm 1h-D&s Isoformen-Panel v4 zeigte somit
nicht wie erwartet gleiche Ergebnisse, wie mit deamel Rhamm 15-16 beobachtet wurden, und
mit dem Panel v1 konnte die Existenz der Rhamnmslsofvl gezeigt werden. Die Produkte der
SYBR Green-basierten gPCR wurden auf einen 2%igekauflosendes Agarosegel aufgetragen
(Daten nicht gezeigt). Die Analyse der PCR-Produitg bestétigte, dass das Panel v1 zur
Amplifikation eines Amplikons entsprechend der &saf vl (ohne Exon 8) fluhrte. Eine
Bestatigung Uber die Sequenzierung des Amplikoht stech aus. Es kann jedoch davon
ausgegangen werden, dass das Panel v1 spezifess¢dthdmm-Isoform v1 detektiert. Die PCR-
Produktgrol3e fur das Panel v4 zeigte, dass digZics® Sequenz im 5. Exon nicht enthalten
war. Die publizierte Sequenzbesonderheit im 5. Eden Isoformen v4 und v1 konnten wie
schon in der Fluoreszenzfarbstoff-basierten gPGRitsucht gezeigt werden.

Abb. 27B zeigt die Anstiege der Rhamm-mRNA-Expssam Tag 3 der Stimulation. Es
konnte beobachtet werden, dass die Panel Rhamns, 8t und v4 einen &hnlichen Anstieg der
Rhamm-Expression anzeigten. Fur die lange Isoféramél v5) konnte ein statistisch signifikant
héherer Anstieg in der mRNA-Expression nachgewiesenlen.
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4.2.3 Inhibierung von RHAMM in T-Zellen

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression amB wahrend der Stimulation von T-Zellen
zunahm. Fur die Analyse der Bedeutung des Rezeffitodse T-Zellaktivierung war es notwendig,
ein Inhibitions- bzw. Neutralisierungsprotokoll zmtwickeln. Derzeit gibt es einen kommerziell
erhaltlichen Antikorper gegen das humane RHAMM (681 Klon: 2D6, Novocastra
Laboratories, UK). Zudem stellte uns Frau E. Turfegundlicherweise die neutralisierenden
RHAMM-Antikorper 3T3.5 und 3T3.7 zur Verfiigung ()3Humane bzw. murine CD4r-Zellen
wurden mit allogenen B-Zellen stimuliert. Die RHAMMzw. der Kontroll-AntikGrper wurden in
verschiedenen Konzentrationen zur Stimulation Igefiigt. Am Tag 3 wurden die
Kulturiiberstdnde entnommen und die Proteinkonzntemn von IFNy und IL-2 mittels ELISA
bestimmt. Zeitgleich wurden die Frequenz an CB&Sllen durchfluRzytometrisch ermittelt. Zudem
wurde am Tag 7 die Proliferation von CFSE-gefarbtetellen analysiert.

T-Zellen, die in Anwesenheit eines der RHAMM-Antigér stimuliert wurden, zeigten keine
veranderte IFN~ und IL-2-Ausschiittung oder Frequenz an CBBZellen und proliferierten im
gleichen Mal3e wie Zellen, die dem Kontroll-Antikér@musgesetzt waren (Daten nicht gezeigt).
Grunde fur den ausbleibenden Effekt der eingeset®dAMM-Antikdrper konnten sein, dass
RHAMM keinen Einfluss auf die T-Zellaktivierung hah T-Zellen intrazellular exprimiert wird
oder die verwendeten Antikorper auf T-Zellen niabitstandig neutralisierend wirkten.

Unter Punkt 4.1.1.3 wurde bereits die siRNA-Tecbg@ zum ,Ausschalten” einzelner Gene auf
MRNA-Ebeneerwahnt. Es gibt verschiedene Moglichkeiten, Oligdeotide in Zellen einzubringen,
z. B. Uber die CaglPréazipitation, mit Hilfe von kationischen Polymereder der Elektroporation.
Einen sehr vielversprechenden Ansatz, primare Ze#efolgreich zu transfizieren, bot die
.,amaxa“Technologie der Firma Lonza an. Zum Austestlieser Methode wurden murine
CD4'-T-Zellen zunéchst mit einem GFP-Plasmid und uMerwendung des ,Mouse T Cell
Nucleofector Kit“ transfiziert und anschlieRend niestphasen-gebundenen anti-CD3e- und
anti-CD28-Antikorpern stimuliert. Am Tag 2 wurdere ellen geerntet und die Expression von
GFP durchflulRzytometrisch bestimmt. Es wurde fesédie dass 80 % aller lebenden T-Zellen das
grunfluoreszierende Protein exprimierten, allerditebten nach zweitagiger Stimulation nur 20 %
aller eingesetzten T-Zellen (Daten nicht gezeigtinktionelle Analysen waren somit nicht mehr
durchfuhrbar. Daher musste ein anderer Weg fuiTdaasfektion von primaren T-Zellen gewahlt
werden. Neben den oben genannten Verfahren gdie @ddglichkeit, Zellen Liposomen-vermittelt
zu transfizieren. Es wurden verschiedene Reagenzisgetestet. Die erfolgreiche Etablierung des
Transfektionsprotokolls ist im folgenden Unterpub&schrieben.
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4.2.3.1 Etablierung des siRNA-Transfektionsprotokolls

Fur die Transfektion wurde das Reagenz HiPerFecat Flema Qiagen verwendet. Zur
Uberpriifung der Transfektionsrate wurde eine mih darbstoff FITC markierte, unspezifische
SiRNA verwendet. Ausgehend von dem Protokoll degstédlers wurden die optimalen
Bedingungen ermittelt. Es wurde eine Titration d&ellzahl und der siRNA-Menge
durchgefuhrt. Weiterhin wurden die Zellen unteredhich lange dem Transfektionskomplex
ausgesetzt. Die optimalen Bedingungen sind untektP812.1.9 aufgefiihrt und wurden fir die
Inhibition der Rhamm-mRNA Translation in murinen €BT-Zellen verwendet. Als Kontrollen
dienten zum einen T-Zellen, die der Transfektioagpdur ohne siRNA unterzogen wurden und
zum anderen CD4T-Zellen, die mit einer Sequenz-unspezifischen tkalhsiRNA behandelt
wurden. Ausgehend von den bis dahin beschriebeseforimen wurden drei fur Rhamm-
spezifische siRNAs (Abb. 28) eingesetzt:

- R1 bindet im 4. Exon und hemmt nur die Translatlenlangen Isoform v5
- R2 ist spezifisch fur das 10. Exon und beeinfldsgstTranslation aller bekannten Isoformen

- R3 hat das 8. Exon zum Ziel und inhibiert die Famnad und v4.

Exon1-3 Exon4 -7 Exon 8 - 11 Exon 12 -17
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Abb. 28 Sequenzspezifitadten der Rhamm-siRNAs

Die unter Punkt 4.2.2 (Transkriptionelle Regulatier Isoformen) gezeigten Daten waren zu

diesem Zeitpunkt noch nicht generiert worden.
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4.2.3.2 Einfluss der siRNA auf die Rhamm-Expression

Als Erstes sollte untersucht werden, welche Effettie drei verwendeten siRNAs auf die
Transkription von Rhamm haben. Murine CP&Zellen wurden aus C57BL/6-Mausen isoliert
und mit der siRNA R1, R2, R3, Kontroll-siRNA und reh siRNA transfiziert. Anschliel3end
wurden die Zellen mit allogenen B-Zellen aus BALBA&usen stimuliert. Es konnte gezeigt
werden, dass Rhamm mehrheitlich nach 3 Tagen Sitronlam starksten transkribiert wurde.
Daher wurden zu diesem Zeitpunkt die Zellen gegrdie Gesamt-RNA isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Die Rhamm-Transkriptionslevel wurdeneiner gPCR mit dem Panel
Rhamm 15-16 bestimmt, das alle bis dahin bekarnistdarmen detektiert.
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Abb. 29 Murine CD4-T-Zellen (C57BL/6) wurden mit einer Kontroll-siRNAnehreren Rhamm-spezifischen oder
ohne siRNA transfiziert. Die Stimulation erfolgtetmllogenen B-Zellen (BALB/c). Am Tag 3 der Stimatibn
wurden die Zellen geerntet, die Gesamt-RNA isoligntl in cDNA umgeschrieben. Die Expressionslevals v
Rhamm wurden in einer gqPCR bestimmt (Panel Rhamwh6)5Die Normalisierung erfolgte auf das konstitut
exprimierte Gen HPRT. Dargestellt sind die Mitteltget Standardabweichung von n = 7 unabhéngig vameier
durchgefuhrten Experimenten (Wilcoxon-Test, ¥ f,05).

Abb. 29 zeigt die Expression der Rhamm-mRNA am Bagler Aktivierung in murinen
T-Zellen, die mit unterschiedlichen Rhamm-spezifest sSiRNAs behandelt wurden. Es ist zu
erkennen, dass die siRNA-R1, die auf die Trangiatier Isoform v5 von Rhamm wirkt, keinen
Einfluss auf die Gesamt-Rhamm-Expression hatte.sSiR&NAs R2 und R3 waren in der Lage,
die Bildung der Rhamm-mRNA zu unterbinden, wobeidie sSiRNA-R2, die spezifisch fur alle
bekannten Isoformen ist, zu einer statistisch filgamten Inhibition fihrte. Daher wurden die
weiteren Untersuchungen mit den siRNAs R2 und R8rdjeflhrt.
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4.2.3.3 Einfluss der siRNA auf die IFN<y-Produktion und -Transkription

Es konnte gezeigt werden, dass die siRNAs R2 unddR3Transkription von Rhamm
verhinderten. Es stellte sich nun die Frage, ob\@iginderte Rhamm-Transkription einen
Einfluss auf die Sekretion und Transkription voN# hat. Murine CD4-T-Zellen wurden aus
C57BL/6-Mausen isoliert und mit R2, R3, der KontiiIRNA und ohne Zusatz von siRNA
transfiziert. Nach dem Einbringen der siRNAs wurdia Zellen mit allogenen B-Zellen aus
BALB/c-Mausen stimuliert. Zu den Zeitpunkten Tag @nd 3 wurden die IFN-
Proteinkonzentrationen mittels ELISA bestimmt umatisn Abb. 30A dargestellt.
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Abb. 30 Murine CD4-T-Zellen (C57BL/6) wurden mit einer Kontroll-siRNAnit Rhamm-spezifischen oder ohne
Zusatz von siRNA transfiziert. Die Stimulation ddie mit allogenen B-Zellen (BALB/c). A) Am Tag 2hd 3
wurden die Kulturiberstande entnommen und die Proinge von IFNs mit Hilfe eines ELISAs bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweimpuwwvon n = 5 unabhé&ngig voneinander durchgefuhrten
Experimenten (Wilcoxon-Test, *$0,05). B) Zu den gleichen Zeitpunkten wurden didleh geerntet, die Gesamt-
RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die Expiesslevels von IFNt wurden in einer gPCR bestimmt. Die
Normalisierung erfolgt auf das konstitutiv exprimé Gen HPRT. Dargestellt sind die die Mittelwerte

Standardabweichung von n = 5 unabhéangig voneinahdehgefuhrten Experimenten (Wilcoxon-Test, % f,05).

Es ist zu erkennen, dass am Tag 2 der Stimulaten chnsfektion mit Rhamm-spezifischen
SiRNAs keinen Einfluss auf die IFfProduktion hatte. Nach weiteren 24 Stunden Stitioria
produzierten Zellen, die entweder mit R2 oder R#hdfiziert wurden, statistisch signifikant
weniger IFNy als Zellen, die mit einer wirkungsfreien oder olzhesatz von siRNA behandelt
wurden. Zeitgleich wurden die ExpressionslevelsiBal-y-mRNA mittels gPCR bestimmt. Auf
MRNA-Ebene (Abb. 30B) konnte nur fir die sSIRNA-R&ch 3 Tagen Stimulation eine statisch
signifikant geringere Expression von IRNbeobachtet werden. Die siRNA-R3 fuhrte auch zu
einer Reduktion in der Transkription am Tag 3, eesr jedoch nicht statistisch signifikant.
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4.2.4 RHAMM in vivo

Es sollte untersucht werden, ob mittels der siRiA#ition der Rhamm-mRNA-Expression die
durch alloreaktive T-Zellen vermittelte Abstol3ungemmflusst werden kann. Zuvor konnte
gezeigt werden, dass die siRNA-R2, die spezifidgnhdile Isoformen von Rhamm ist, den

grol3ten inhibitorischen Effekt zeigte.

4.2.4.1 Transplantatiberlebensdauer

Aus C57BL/6-Mausen wurden CDZ-Zellen isoliert und mit der siRNA R2 oder der i€mll-
SiRNA transfiziert. Nach dem Einbringen der siRNArden die Zellen geerntet und mit PBS
gewaschen. Am Tag -1 wurden immun-defiziente C5BHRAG™)-Mause mit R2- oder
Kontroll-siRNA-behandelten CD4T-Zellen (2- 10° Zellen/Tier) rekonstituiert. Die Applikation
erfolgte Uber die Schwanzvene. Einen Tag spéateielevh die Tiere ein allogenes
Hauttransplantat (BALB/c). Uber die Zeit wurde d#serleben des Transplantats verfolgt.

120
— K ontrolle

R2-siRNA

[N

o

o
|

L

©
o
L

(e}
o
L

—

Transplantatiiberleben [%]
N
o

N
o
L

0 ‘ ‘
0 10 20 30 Zeit [d]

Abb. 31 Am Tag -1 wurden immun-defiziente C57BL/6-RAGMause mit siRNA-R2- oder Kontroll-siRNA-
transfizierten CD4T-Zellen aus C57BL/6-Mausen rekonstituiert. Eind@mag spater erfolgte die allogene

Hauttransplantation (BALB/c). Uber die Zeit wurdasdJberleben des Transplantats beobachtet. (n = 5).

Abb. 31 zeigt die Transplantatiiberlebensdauer ABLEB-RAG™)-Mausen, die mit Kontroll-
bzw. siRNA-R2-transfizierten CD4T-Zellen am Tag -1 beziglich der Transplantation
rekonstituiert wurden. Es ist zu erkennen, dassTdamsplantatabstof3ung bei Mausen, die mit
Rhamm-inhibierten T-Zellen rekonstituiert wurdengeriggfigig aber nicht signifikant
beschleunigt war.
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4.2.4.2 Colitis

Nach der Rekonstitution von RAG-M&usen mit T-Zellen kann es zur Entwicklung einer
Colitis kommen. Ein Symptom dafir ist die Abnahne &orpermasse. Des Weiteren ist die
Dunndarmentziindung von der Infiltration von T-Zellend einer erhéhten Zytokinausschiittung
gekennzeichnet (132). Es sollte geklart werderdieldnhibition von Rhamm in T-Zellen einen

Einfluss auf die Auspragung dieser Merkmale hat.

An den im vorherigen Abschnitt beschriebenen Mausarde tber die Zeit das Gewicht der
Tiere bestimmt. In Abb. 32 ist der relative Gewssldtrlust am Tag 28 nach Transplantation
bezogen auf das Gewicht am Tag 0 dargestellt.
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Abb. 32 Am Tag -1 wurden immun-defiziente C57BL/6-RAGMause mit siRNA-R2- oder Kontroll-siRNA-
transfizierten CD4T-Zellen aus C57BL/6-Mausen rekonstituiert. Ein@mag spater erfolgte die allogene
Hauttransplantation (BALB/c). Uber die Zeit wurdasdGewicht der Tiere bestimmt. Dargestellt ist dative
Gewichtverlust am Tag 28 nach Transplantation bez@yf das Gewicht am Tag O (n = 5).

Es ist zu erkennen, dass die Empfangertiere, dieRihamm-siRNA-transfizierten T-Zellen
rekonstituiert wurden, relativ zu ihrem Ausgangsigétvweniger an Kérpermasse verloren, als
die Empfangertiere, die T-Zellen erhalten haber it der Kontroll-siRNA-behandelten
wurden. Der geringere Gewichtsverlust war jedoahisttsch nicht signifikant.
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Neben der Bestimmung des Gewichts am Tag 28 naahsplantation wurden gleichzeitig der
Dunndarm (ohne Peyer'sche Plagues) enthommen, dsar@-RNA isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Die Expressionsanalyse der CD32,ubd IFNy-mRNA erfolgte mittels gPCR
und ist in Abb. 33 dargestellit.
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Abb. 33 Am Tag -1 wurden immun-defiziente C57BL/6-RAGMause mit siRNA-R2- oder Kontroll-siRNA-
transfizierten CD4T-Zellen aus C57BL/6-Mausen rekonstituiert. EinBag spater erfolgte die allogene Haut-
transplantation. Am Tag 28 nach Transplantationdeuter Dinndarm (ohne Peyer’sche Plagues) entnondien
Gesamt-RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. @enexpressionsanalyse erfolgte mittels gPCR. Die

Normalisierung erfolgt auf das konstitutiv exprimiée Gen HPRT. Dargestellt sind die Mittelwerte =

Standardabweichung von n = 5 unabhéangig voneinahdaehgefuhrten Experimenten (Wilcoxon-Test, % f,05).

Es ist zu erkennen, dass in der Kontrollgruppassisth signifikant mehr CD3 im Dunndarm
exprimiert wurde. D. h. die Inhibierung von Rhamearhinderte die Infiltration des Dinndarms
durch die appliziertem-Zellen.Weiterhinist zu sehen, dass die R2-siRNA-Behandlung zu einer
Reduktion in der IL-2-mRNA-Expression fuhrte. Inrd€ontroll-Gruppe lag das 2fache an
IL-2-Transkripten vor. Dieser Unterschied war st@ch nicht signifikant. Die Transkription
von IFN-y zeigte sich jedoch als statistisch signifikantmvedert in derR2-Gruppe.In der
Kontrollgruppe konnte das 5fache an IFMARNA nachgewiesen werden.
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4.2.5 Zusammenfassung der RHAMM-Ergebnisse

Es konnte gezeigt werden, dass die RHAMM-mRNA-Egpi@ wahrend der T-Zellaktivierung
erhoht wurde. Die lange Isoform v5 lag in friscblisrten T-Zellen in deutlich geringerem Mal3e
vor als die kurze lIsoform vl und zeigte die grofEepressionszunahme wahrend der
T-Zellaktivierung. Die publizierten Sequenzbesoheéérim 5. Exon der Isoformen v4/1 konnten
nicht nachgewiesen werden. Ein Inhibierungsprotidiamhnte mit Hilfe der siRNA-Technologie
erfolgreich etabliert werden. Die Inhibition der RMM-Expression konnte auf mRNA-Ebene
nach T-Zellaktivierung bestatigt werden und fllateeiner verminderten IFN-Produktion und
-Transkription. In  ersten invivo-Exprimenten war zu beobachten, dass die
Transplantatiberlebensdauer durch die RHAMM:-Inlwhitin T-Zellen nicht positiv beeinflusst
wurde, jedoch einen protektiven Schutz vor der Aldshg einer Colitis ermoglichte und durch

eine verminderte Infiltration Zytokin-produzieremde-Zellen im Dinndarm charakterisiert war.
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5 Diskussion

5.1 oa-Mannosidase |

5.1.1 Nachweis und Inhibierung dera-Mannosidase-I-Aktivitat

Die Entstehung von PHA-L-reaktiven N-Glycanen aube@&achenproteinen ist unmittelbar
abhéangig von der Aktivitat derMannosidase | (Abb. 1). Basierend auf dieser Zistikaktur war es
moglich, einen qualitativen Enzymaktivitatsnachwiéis primare T-Zellen zu etablieren (Abb. 7).
Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass die Aliéivilera-Mannosidase | die O-Glycosylierung
von Oberflachenproteinen nicht beeinflusst (Abb. Bh verminderten-Mannosidase-I-Aktivitat,
bedingt durch Kifunensine oder durch das Einbringjaar spezifischeaMann-siRNA (Abb. 9), als
auch eine Uberexpression des Enzyms (Abb. 11) kaiimér die Fahigkeit der T-Zellen PHA-L zu
binden, nachgewiesen werden.

Die Inhibierung des-Mannosidase | mit Kifunensine fuhrte zu einer apsggteren Veranderung in
der PHA-L-Bindungskapazitat verglichen mit der Whiedung der Aktivitat durch das Einbringen
der aMann-siRNA (Abb. 10). Dafur kann es mehrere Grimpiben. Zum einen wird der
Unterschied dadurch bedingt, dass die siRNA nunauftranskribierte mRNA wirkt und damit die
Neubildung dera-Mannosidase | verhindert. Bereits in der Zelle hamdenea-Mannosidase-I-
Proteine werden durch die siRNA-Behandlung nickirfiisst. Kifunensine wirkt auf Proteinebene
und ist somit in der Lage, auf bestehende und nistebende-Mannosidasen | einzuwirken.

Zum anderen ist diemMann-siRNA spezifisch fir das Mitglied ManlAl. Esnk davon
ausgegangen werden, dass dieses Mitglied hauptséciddoch nicht ausschlielich fur die
Funktion dera-Mannosidase | in T-Zellen verantwortlich ist (38-30, 43, 49). Die Transkription
der Mitglieder Man1A2, ManlB und ManlC wird durcie dMann-siRNA-Behandlung nicht
beeinflusst. Im Gegensatz dazu wird die Aktivitiasdr Vertreter durch Kifunensine beeinflusst.

Ein weiterer Grund fur die unterschiedlich starkeeilflussung der PHA-L-Bindungskapazitat
durch Kifunensine und deaMann-siRNA liegt im Versuchsaufbau. Der Inhibitoank im
Uberschuss zu den Zellen gegeben werden. Die Wiesader SiRNA hangt wesentlich von der
Transfektionsrate ab. Das hier entwickelte siRNAtékoll gewahrleistete eine Effizienz von 70 %
mit gleichzeitig sehr guter Vitalitat der Zellentotzdem bleiben 30 % der Zellen unbeeinflusst.
Zudem ist davon auszugehen, dass die siRNA sofach rdem Einbringen in die Zelle
Degradationsprozessen vor allem durch RNasen aiggest. Genaue Angaben Uber die zeitliche
Koordination des siRNA-Abbaus wurden bis heute tnmibliziert. Es kann jedoch angenommen
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werden, dass dieser zlgiger vonstattengeht alsVdistoffwechselung von Kifunensine und
Kifunensine-inhibierten-Mannosidasen der Klasse |.

Zusammengenommen erklaren diese Unterschiede dmegeveausgepragte Verdnderung der
PHA-L-Bindungskapazitat nactMann-siRNA-Behandlung. Jedoch konnte mit der Kifusiee-
unabhangigen Unterbindung deMannosidase-I-Aktivitat gezeigt werden, dass dieirkensine-
bedingte Reduktion der N-Glycane hauptséchlich dief Inhibierung dero-Mannosidase |
zurickgefuihrt werden kann. Weitere durch Kifunemasivermittelte Effekte konnen nicht

ausgeschlossen werden.

5.1.2 Auswirkungen der verandertena-Mannosidase-I-Aktivitat auf die

N-Glycanstruktur von Zelloberflachenproteinen

5.1.2.1 Uberexpression dera-Mannosidase |

Im Falle der Uberexpression des Vertreters Manlniminen T-Zellen konnte eine drastische
Erhdhung der Expression auf mMRNA-Ebene (Abb. 23) gesteigerte Funktion auf Proteinebene
mit Hilfe der PHA-L-Bindungskapazitat (Abb. 11) @&t werden. Diese fiel jedoch relativ gering
aus, insbesondere wenn die dramatische Zunahnee Trahskription beachtet wird.

Mit Hilfe des Reportermolekils humanes CD4 konmeeTdlansduktionsrate der T-Zellen bestimmt
werden. Die Expression des Molekils wurde genuimb, fur die Bestimmung der PHA-L-
Bindungskapazitat nicht-infizierte murine T-Zellean der Analyse auszuschlie3en. Der Einfluss
von nicht-transduzierten Zellen auf die geringediting der PHA-L-Bindungskapazitat kann somit
ausgeschlossen werden.

Die Grinde sind viel mehr in den Voraussetzungeh iomAblauf der N-Glycan-Biosynthese zu
suchen. Unter der Erhohung der N-Glycosylierungnkdie vermehrte Addition von N-Glycanen
und/oder die gesteigerte Komplexitat der Zuckekstinen verstanden werden.

Die N-glycosidische Modifizierung von Proteinen iglebunden an die Existenz von
Aminosauretriplets der Abfolge Arg-X-Ser oder Timbei X kein Prolin sein kann. Die Anzahl der
moglichen Zuckeranheftungen ist also schon an Igwkiert (28, 29). Des Weiteren kann eine
erhohte N-Glycosylierung im Sinne der vermehrterdidah nur hervorgerufen werden, wenn
Anheftungsstellen, die im ,normalen® Ablauf nicht odifiziert sind, besetzt werden.
Durchschnittlich verfugt jedes Proteinmolekil GBdpis 3 potentielle N-Glycan-Anheftungsstellen.
Es wird angenommen, dass mehr als die Halfte akglichen modifiziert werden. Die Erhdhung

der N-Glycosylierung Uber die vermehrte Anheftusigsomit stark begrenzt (133).
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Zudem wird die Verankerung des Vorlaufer-Oligosacich am entstehenden Protein Uber den
Oligosaccharyltransferase-Komplex vermittelt. EBeteiligung dera-Mannosidase | an diesem
Vorgang ist bis heute nicht beschrieben wordene Erhohung der N-Glycosylierung im Sinne
einer vermehrten Anheftung kann somit weitestgehanggeschlossen werden. Es bleibt die
Moglichketit Giber die Steigerung der Komplexitat.

Die zweite Phase der N-Glycan-Biosynthese ist @mrdguliertes, hochgradig verzweigtes System.
Eine erhOhten-Mannosidase-I-Expression bedingt nicht zwanggiaefne erhohte Aktivitat der
nachfolgenden N-Glycan-modifizierenden Enzyme wiB.zdera-Mannosidase Il. Von der Gruppe
der N-Acetyl-Glucosaminyltransferasen ist bekandgss deren Aktivitdt direkt von der
Verfugbarkeit des gemeinsamen Substrats N-Acetyt@zamin abhangig ist (134).

Selbst mit der Annahme, dass die Aktivitaten imchlen Mal3e ansteigen, tritt ein weiteres Problem
auf, dass die nur geringe Erhohung der PHA-L-Bigdlapazitat inaMann-Virus-infizierten
T-Zellen bedingen kann. Die vermehrte N-Glycosyles im Sinne der gesteigerten Komplexitat,
aulert sich nicht nur in der Entstehung von mehA-RHeaktiven Zuckerstrukturen, sondern in
einer Vielzahl verschiedenartiger N-Glycane, z. Buctose-substituierter, die mit diesem
Nachweisprinzip nicht erfasst werden. Die relagvigge Erhohung der PHA-L-Bindungskapazitat
in aMann-Virus infizierten T-Zellen ist also nicht vamderlich. Entscheidend war die Tatsache,

dassine erhbhte-Mannosidase-I-Expression mit dem Lektin PHA-L rgehiiesen werden konnte.

5.1.2.2 Weitere Nachweismoglichkeiten dew-Mannosidase-I-Aktivitat

Weitere Maoglichkeiten fur den Funktionsnachweis ddvlannosidase-I-Aktivitat liegen in der
direkten Detektion der Substrat- bzw. Produktstméd, die in diesem Fall die M#BIcNAc,- bzw.
Mars-GlcNAc,-Gebilde sind.

Aus der Knoblauchpflanze wurden die Lektine ASAIduASAIIl (Allium sativum-Agglutinin)
isoliert, die bevorzugt Ma@IcNACc,-Stukturen binden (135). Die Problematik dabeidsiss hoher
entwickelte Zellen kaum Mannose-reiche N-Glycaniedan Zelloberflache exprimieren (136). Die
Zielstrukturen der Lektine ASAI und ASAIl wirdenmsid nur im Falle einer unterbundenen
a-Mannosidase-I-Funktion (z. B. Kifunensine-Behandluin Erscheinung treten. Vorausgesetzt,
dass die MayGIcNACc,-Strukturen nicht durch andere im Golgi Apparatasdasige N-Glycan-
assoziierte Transferasen modifiziert und somit Eikennungsstrukturen maskiert werden. Eine

erhohte Funktion der-Mannosidase | ware mit Hilfe dieser Lektine nichthweisbar gewesen.
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Die Aktivitat der a-Mannosidase | konnte auch mit der MALDI-TOF-Masgerktrometrie
analysiert werden. Diese Technologie erméglichtdes, gesamten N-glycosidischen Zustand und
dessen Veranderungen zu erfassen (137). Jungsenverdte systematische Untersuchungen an
frisch isolierten und aktivierten T- und B-Zellemrdhgefiihrt, die zeigten, dass im Zuge der
Aktivierung sich die Zusammensetzung der komplexdrGlycane (z. B. Verlust an
N-Glycolylneuraminsaure-1,6-Galactose-Motiven und Zunahme an Galace$&-Galactose-
Strukturen) verandert (138). Neben der Fille uncelféftigkeit an Informationen, die die
MALDI-TOF-Massenspektrometie bietet, ist die glaehige Analyse von weiteren
Oberflachenmarkern wie CD69 nicht mdglich. Zudemaveyt die Methode einen zeitlichen und
geratetechnischen Aufwand, der nicht in Relatiomleuverlangten Aufgabenstellung — qualitative
Bestimmung des-Mannosidase-I-Aktivitat — stand.

Nichtsdestotrotz wirde die exakte Bestimmung d&l\x¢tanzusammensetzung in Abhangigkeit der
T-Zellaktivierung und des-Mannosidase-I-Aktivitat weitere interessante Heka in die Rolle der
N-Glycane bei der zellularen Immunantwort gebere Gewinnung dieser Daten kdnnte Bestandtell
weiterer Untersuchungen sein. Insbesondere konmt®etail geklart werden, welchen Einfluss
Kifunensine auf die N-Glycosylierung von Oberflacpeteinen hat und inwieweit sich
T-Zellsubpopulationen in ihrer N-Glycanzusammensgainterscheiden.

5.1.2.3 Verminderte a-Mannosidase-I-Aktivitat

Hier konnte gezeigt werden, dass die Expression RbiA-L-reaktiven Oligosacchariden in
Anwesenheit von Kifunensine vermindert wird (Abp. Womit deutlich wird, dass Zellen, die dem
Inhibitor ausgesetzt waren, eine veranderte N-Glyl@rung der Oberflachenproteine aufweisen.
Wie schon bei der retroviralen Uberexpression dddtannosidase | angesprochen, ist ungeklart,
welcher Art diese Veranderung ist. Ist sie mit eigeringeren N-Glycananheftung gleichzusetzen,
oderbleibtdie AnzahlderAnheftungemleich,nimmtdafirdie KomplexitatderZuckerstruktureab?

Die Verankerung des Vorlaufer-Oligosaccharids wihdrch den Oligosaccharyltransferase-
Komplex vermittelt (Abb. 1), der unabhangig von dévlannosidase | agiert. Auf Grund dessen
sollte eine verédnderten-Mannosidase-I-Aktivitat keinen Einfluss auf die Zahml der
Zuckeranheftungen haben.

Die Komplexitat der N-Glycanstrukturen muss sonmiee Veranderung unterliegen. Bis heute
existieren noch keine Studien dartber, welchen l&ssf Kifunensine auf die globale
N-Glycosylierung hat. Aus der Biosynthese fur N-€alge heraus ware zu vermuten, dass in

79



Diskussion

Anwesenheit von Kifunensine Glycoproteine exprimiewerden, die hauptsachlich

Mannose-reiche insbesondere MaltNAc,-Strukutren tragen (Abb. 34).

Asn

Mannose-reiche N-Glyane komplexe N-Glycane

() Mannose B N-Acetyl-Glucosamin AEructose ¢ Sialinsaure () Galactose

Abb. 34 N-Glycanstrukturen (Ausschnitt, modifiziert nach6).3

Hinweise fur diese Theorie liefern die Daten von Rdhrmann und V. T Chang. Die
Arbeitsgruppe um U. Fuhrmann untersuchte die N-@yterung von IgG undgD, die von
Hybridomazellen in Anwesenheit von 1-Deoxymannojycin, das schwach inhibitorische
Eigenschaften gegenuber deMannosidase | besitzt, sekretiert wurden (Abb. E3.wurde
gezeigt, dass die produzierten Immunglobuline (Ke@nerlei komplexe N-Glycane verflugten,
sondern nur Uber Mannose-reiche (139).

Vor kurzem publizierte V. T Chang MALDI-TOF-Unteidwingen an der I6slichen Form des
Stammzellmarkers 19A. HEK293T-Zellen, die den Mark@nsient exprimierten, wurden in
Anwesenheit von Kifunensine kultiviert und anscBéad der N-Glycosylierungsstatus des
Markers analysiert. 19A-Proteine, die unter demfl&ss des Inhibitors sezerniert wurden,
trugen hauptséchlich Mannose-reiche N-Glycane, wdee groldte Anteil von MaGICNAC,-
Formationen gestellt wurde. Erstaunlicherweise kemnauch MagsGICNAC,-Strukturen
nachgewiesen werden, wenn auch in deutlich geremgéald (140).

Neben der Inhibition des-Mannosidase | wurde von der Arbeitsgruppe auchEdefluss der
a-Mannosidase Il mit Hilfe des Inhibitors Swainsanimntersucht. Die Klasse || Mannosidasen
katalysieren den letzten Schritt der gemeinsaméawnden Phase der N-Glycan-Biosynthese
(Reduktion der MagGICNAC,- zur ManGIcNAc,-Struktur, Abb. 1). Die Unterbindung der
a-Mannosidase-II-Aktivitat fuhrt nicht zum vollstéigen Verlust aller komplexen N-Glycane,

wodurch die Schlisselstellung deMannosidase | verdeutlicht wird.
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Die Inhibierung der o-Mannosidase-l-Aktivitdt resultiert in  einer verrderten
N-Glycosylierung, die nicht tber die Reduktion ddrGlycananheftungen realisiert wird,
sondern durch die grundlegende Verdnderung der yda@é von komplexen zu
Mannose-reichen Strukturen, wobei der Schwerpuakter MaRGIcNACc,-Struktur liegt.

Zu dem konnte in beiden Arbeiten gezeigt werdessdhe Menge an sekretiertem Protein von
der Funktionalitdt dera-Mannosidase | nicht negativ beeinflusst wird. Inall€& der
Untersuchung von V. T. Chang konnte sogar eineg&teng der Sekretion nachgewiesen
werden, die vermutlich durch die Unterdriickung deR-assoziierten Degradation durch
Kifunensine verursachtird (141).

In den genannten Veroffentlichungen wurden keinenktionellen Untersuchungen der
sekretierten Proteine durchgefuhrt, womit unklailii] ob die Inhibition den-Mannosidase |
die Freisetzung von falsch-gefalteten Proteineddtir Die genaue Rolle derMannosidase |
und die Wirkung von Kifunensinéei der ERAD konnte bis heute noch nicht vollstgndi
aufgeklart werden (51-53, 142).

Mit dem hier etablierten Aktivitdtsnachweis war beobachten, dass die Inhibition der
a-Mannosidase | durch Kifunensine auch nach zweehagcht zu einem vollstandigen Verlust
von PHA-L-reaktiven N-Glycanen auf Zelloberflachesteinen fiihrte. Erklarbar ist dies mit der
Tatsachedass innerhalb von 48 Stunden nicht die Gesam#ileit Zelloberflachenproteine
erneuert wird. Es kann festgehalten werden, dasAktivitat dera-Mannosidase | mit Hilfe von
Kifunensine und einer siRNA unterbunden werden kennwobei die Inhibierung auf
Proteinebene effektiver war und zur Etablierungidesbb. 5 dargestellten Inhibitionsprotokoll
fuhrte. Proteine, die unter dem Einfluss von Kifsiee translatiert werden, tragen nicht

weniger N-Glycane, sondern einfachere, Mannosédeaicit geringerer Stereometrie.
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5.1.3 Transkriptionelle Regulation der a-Mannosidase | wahrend der

T-Zellaktivierung

Bei der Suche nach neuen préadikativen Markern igrEhtwicklung einer Toleranz oder einer
AbstoRungsreaktion konnte di@-Mannosidase | als differenziell reguliertes Gen in
einwandernden Leukozyten nach Transplantation iiilgatt werden (15). Zunachst sollte die
transkriptionelle Regulierung dex-Mannosidase | wahrend der T-Zellaktivierung uniehs
werden. Es konnte gezeigt werden, dass zu BeginmAkiivierung die Expression transient
reduziert und binnen 72 h das Ausgangstranskripléeel wieder erreicht wurde (Abb. 12).
Unter Punkt 1.4 wurde bereits die Theorie der wvdaghten Bildung der Immunologischen
Synapse durch eine verminderte N-Glycosylierungaérw (87-91). Die kurzzeitige Abnahme
der a-Mannosidase-l-Expression stitzt diese Hypothesdem Sinne, dassMannosidase | in
ihrer SchlUsselstellung als eine Art An/Ausschaltke gesamte N-Glycosylierung negativ
regulieren kann und zu Beginn der Aktivierung duritite verminderte Aktivitat eine
Vereinfachung im Aufbau der N-Glycane verursachtl utie Bildung der Immunologischen
Synapse beguinstigt.

Die anschlieRende Erh6hung deiMannosidase-I-Transkription spricht daflr, dasshnder
Erkennung der Antigen-prasentierenden Zelle durde d-Zelle weitere durch die
N-Glycosylierung vermittelte Effekte einer Reguieti unterliegen, die von N-Glycan-
prozessierenden Transferasen gesteuert werdein, die Biosynthese nach deiMannosidase |
agieren und eine ,normale“ Funktion deMannosidase | voraussetzen, z. B. die Induktiom vo
Apoptose von aktivierten T-Zellen als negative Rdopplung zur Beendigung der
Immunantwort. Es wurde beobachtet, dass die Ubegesjpn den-Mannosidase | in T-Zellen
zu einer erhdhten Apoptoseneigung fiihrte (Datehtrgezeigt). Untersuchungen apl¥, Ty2-
und Tyl7-Zellen zeigten, dassnZ-Zellen im Gegensatz zuyI- und Tyl7-Zellen Uber
komplexe N-Glycane verfiigen, bei denen Galactode Suilinsdurea-2,6-substituiert (siehe
Abb. 1) ist, und somit die Zellen vor Galectin-Thizierten Zelltod schitzen (143).

M. Demetriou konnte zeigen, dass die Expression Megmt5-Gens abhangig von der
T-Zellaktivierung ist und innerhalb von 48 Stund#sr Stimulation ansteigt. Daraus wurde die
These entwickelt, dass die Bildung von Mgat5-madfiten N-Glycanen (Abb. 1) die
Empfindlichkeit des TCR gegenuber dem Antigen ddmyid eine verspatete negative
Ruckkopplung innerhalb der Regulation der T-Aktivieg gebildet wird (81). Die verminderte
Aktivitat der a-Mannosidase | begtinstigt die Bildung von einfacheslycanen mit geringer

Stereometrie, wodurch die Zusammenlagerung der K@Rponenten vereinfacht wird und die
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Ausbildung der immunologischen Synapse gefordertdere wirde. Mit fortschreitender
Aktivierung konnte durch die gesteigerte Funktioer dN-Acetyl-Glucosaminyltransferase V
dieser Effekt abgepuffert werden.

Die transiente Reduktion derMannosidase | wahrend der T-Zellaktivierung konmté dem
PHA-L-basierten Aktivitdtsnachweis auf Proteinebemeht bestatigt werden. Es ist mdglich,
dass das Zeitfenster, in dem die verminder@lannosidase-I-Aktivitat in einer geringeren
Ausbildung an PHA-L-reaktiven Oligosacchariden métmd nicht mit den gewé&hlten
Analysepunkten Ubereinstimmte, oder dass die Sati#itdes Nachweises nicht ausreichend ist,
um diese Veranderung in der Aktivitdt zu detektereMit Hilfe der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie konnte geklart werden, ob umdwelchem Zeitpunkt wahrend der
Stimulation die transiente Reduktion deMannosidase | eine Abnahme der PHA-L-reaktiven
N-Glycane verursacht.
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5.1.4 Effekte der verandertena-Mannosidase-I-Aktivitat auf die

T-Zellaktivierung

Es konnte gezeigt werden, dass die Transkription @®lannosidase | wahrend der
T-Zellaktivierung transient reduziert wird, wodurche Hypothese gestltzt wird, dass eine
geringere N-Glycosylierung die Bildung der immurgisthen Synapse und damit die
Aktivierung von T-Zellen férdert. Analog dazu selleine erhdhte N-Glycanbildung, bedingt
durch eine hdhere-Mannosidase-I-Aktivitat, die T-Zellaktivierung retgy beeinflussen. Zur
Uberpriifung dieser Theorie (Abb. 35) wurde fur tlaterbindung der Enzymaktivitat der
Inhibitor Kifunensine verwendet. Die gesteigertepEession den-Mannosidase | wurde erzielt
durch die Infektion der T-Zellen mit einewAMannosidase-I-spezifischen Retrovirus.

+ Uberexpression + Kifunensine

Abn ok ol

vermehrte Ausbildung <— komplexe N-Glycane — vollstandiger Verlust

Zusammenlagerung des
erschwert «— T-Zellrezeptors —» erleichtert
T-Zellaktivierung (CD69)
Zytokinproduktion (IL-2/IFN- y)
Proliferation (CFSE)

Abb. 35 Einfluss dera-Mannosidase-I-Aktivitdt auf die T-Zellaktivierund@ie Inhibition dera-Mannosidase-I-
Aktivitdt durch Kifunensine fiihrt zu einem vollstdigen Verlust an komplexen N-Glycanen, wodurch die
Zusammenlagerung des T-Zellrezeptors erleichtertd.wiln Folge dessen sollte die T-Zellaktivierung,
Zytokinproduktion und Proliferation positiv beeinfist werden. Die gesteigerteMannosidase-I-Expression
bedingt durch die retrovirale Uberexpression fi#utt vermehrten Ausbildung von komplexen N-Glycar2arch

die sterische Behinderung wird die Zusammenlagedssy T-Zellrezeptors erschwert und die T-Zellaktiung,

Zytokinproduktion und Proliferation negativ beeirgbt.
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5.1.4.1 Einfluss der Inhibitorkonzentration

Zunachst wurde untersucht, welchen Einfluss dieu@hsine-Konzentration, die fur die
Vorinkubation eingesetzt wurde, auf diex-Mannosidase-I-Aktivitat wahrend der
T-Zellaktivierung hat. Kifunensine besitzt eine ttette inhibitorische Konzentration von
IC50=0,5 pM (38) und ein Molekulargewicht von 232,2mgl (62), womit bei einer
Konzentration von 0,1 pg/ml die Aktivitat defMannosidase | zu 50 % inhibiert sein sollte. Mit
dem hier entwickelten PHA-L-basierten Nachweis kenfiir die Inhibitorkonzentration von
0,5 ng/ml eine statistisch signifikante Beeinflusgmachgewiesen werden (Abb. 13).

Auf Grund der geringen Sensitivitdt des Nachweissys ist hochstwahrscheinlich eine
mogliche Beeinflussung bei geringeren Konzentramomicht detektierbar gewesen. Die
inhibitorische Potenz von Kifunensine gegenubenesmi Zielenzym wird jedoch deutlich.
Kifunensine verursacht bereits in geringen Mengee @nhaltende Veranderung der PHA-L-
Bindungskapazitat, die die Zugabe des Inhibitordwedd der Stimulation nicht erforderte.
Zudem wird klar, dass die durch Kifunensine vercntéa negative Beeinflussung der
a-Mannosidase-I-Aktivitat starker bzw. anhaltendead 3 der Stimulation) ist, als die, die durch
die transiente Reduktion in der Transkription hegeoufen werden kann. Dies verdeutlicht, wie
wichtig die Regulation dar-Mannosidase | fur die Aktivierung der T-Zelle semss.

Im Bereich der niedrigeren Konzentrationen konntel@earer Zusammenhang zwischen der
Inhibitormenge und der Reduktion der PHA-L-Bindukeazitat beobachtet werden, der ab
einer Konzentration von 10 pg/ml nicht mehr bestand in ein Plateau tUberging. Fur keine der
verwendeten Konzentrationen konnte der vollstandigdust der Fahigkeit, PHA-L zu binden,
beobachtet werden.

Wie schon unter Punkt 5.1.2.3 angesprochen, iss diermutlich auf Glycoproteine
zurtckzufuhren, die vor der Kifunensine-Behandluyg Zelloberflache transloziert wurden.
Diese Annahme kdnnte Uberprift werden, in dem dHé&-R-Bindungskapazitat von T-Zellen
bestimmt wird, bei denen zeitgleich zur KifunensBehandlung die Proteinsynthese z. B. mit
Actinomycin D unterbunden wurde. Die Inhibierung eoteinsynthese sollte keinen Einfluss
haben, auf die Fahigkeit der T-Zellen, PHA-L zudain.
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5.1.4.2 T-Zellaktivierung

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Aktivitat d-Mannosidase | in direkter
Abhangigkeit zu der fir die Vorinkubation verwereteKifunensine-Konzentration stand, sollte
Uberpruft werden, ob die Aktivitdt derMannosidase | die Aktivierung von T-Zellen begigtst
und ob eine mogliche Abhangigkeit zu der Inhibitenge besteht.

CD69 ist ein Glycoprotein und gilt als Marker deiifen Aktivierungsphase (144, 26). Die
genaue Funktion bei der T-Zellaktivierung sowie gmbielle Liganden sind noch unbekannt.
Doch ist klar, dass der Status der N-Glycosyliergieg CD69-Proteins keinen Einfluss auf
dessen Dimerisierung, Stabilitdt und Transporten delle hat (145). In der Literatur werden
verschiedene Wirkungsweisen von CD69 diskutiertBz.bei der Apoptoseinduktion nach
T-Zellaktivierung (146). In der hier vorliegendenbg&it wurde CD69 alleinig als Mdglichkeit
verwendet, die Aktivierung von T-Zellen zu bestimm@Vichtig dabei war, dass die Expression
des Aktivierungsmarkers nicht in Abhéngigkeit ve@mgm N-Glycanstatus steht.

Es konnte gezeigt werden, dass C4Zellen, derem-Mannosidase-I-Aktivitat zuvor inhibiert
wurde, wahrend der Stimulation tiber einen erhoAeteil an CD69-T-Zellen verfiigten (Abb.
14). Bereits die Verwendung von 0,5 pg/ml Kifuneesbei der Vorinkubation fuhrte, wie schon
bei der Bestimmung der PHA-L-Bindungskapazitat laebbet wurde, zu einem statistisch
signifikanten Anstieg des Anteils an CD6B-Zellen nach allogener Stimulation. Im Bereich de
niedrigen Inhibitorkonzentration wurde ein lineaz&isammenhang zur Steigerung der Frequenz
an CD69-T-Zellen beobachtet, der ab einer Konzentration 0 pg/ml Kifunensine in ein
Plateau Uberging. Die Daten zeigten, dass die binung der-Mannosidase-I-Aktivitat eine
starkere Aktivierung der T-Zellen verursachte. @ben beschriebene Theorie, dass eine
geringere N-Glycosylierung die Aktivierung der THéebegunstigt, wird damit bestarkt.
Interessanterweise unterlag die Steigerung der GD&Rellen starken Schwankungen. Im
Gegensatz zu den Beobachtungen bei der ReduktioRHl&-L-Bindungskapazitat fihrte somit
eine Erhohung der Inhibitorkonzentration ab 0,5 mpgizu keiner weiteren statistisch
signifikanten Steigerung. Es stellte sich die Fradediese Unterschiede zwischen den einzelnen
Stimulationen allein durch die unterschiedlichen GAhhkompatibilitaten der Spender bedingt
wurden. Die Unterbindung derMannosidase-I-Aktivitat in naiven und memory T-[Bel zeigte
(Abb. 20), dass naive T-Zellen deutlich empfindéctauf die Inhibition den-Mannosidase |
reagieren. Sie lieRen sich in einem starkeren Mdlvieren als memory T-Zellen, die zwar
einen leichten Anstieg in der Frequenz der CBBZellen nach allogener Stimulation zeigten,
der jedoch im Vergleich zu naiven T-Zellen sehil geringer ausfiel. Die beobachteten starken
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Schwankungen in den Anstiegen der CB&9Zellen von CDZ4-T-Zellen nach Kifunensine-
Behandlung sind somit nicht nur durch die versadesh MHC-Inkompatibilitaten der Spender
bedingt. Die Unterschiede werden auch verursachthddie verschiedenen Anteile an naiven
und memory T-Zellen in den CD4 Zellen der Spender, die in Abhangigkeit von defdter,
Geschlecht und aktuellem Infektionsstatus stehém)(1

Sowohl bei der Reduktion der PHA-L-Bindungskapdzid#s auch bei der Steigerung der
Frequenz der CD69T-Zellen zeigte sich die Konzentration von 10 pigKifunensine als die
effektivste, definiert als Verhdltnis von grof3tméger Beeinflussung des betrachteten
Merkmals bei kleinstmdglicher Inhibitormenge. Esikarermutet werden, dass die Funktion der
a-Mannosidase | in der Anwesenheit von 10 pg/ml K&asine vollstandig unterbunden ist. Zur
Untersuchung der Effekte eines vollstandigen Fomnsausfalls den-Mannosidase | und der
damit verbundenen Anderung der N-Glycanstrukturen komplex zu Mannose-reich fiir die
T-Zellaktivierung bot sich die Verwendung diesemEentration an. Zusatzlich wurden auch die
Einflisse untersucht, die durch eine Konzentration 2 pg/ml Kifunensine vermittelt werden,

bei der die Aktivitdt des-Mannosidase | beeinflusst, aber nicht kompletetminden wurde.

5.1.4.3 Zytokinproduktion und -transkription

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine vermaddtannosidase-I-Aktivitat den Anteil an
CD69'-T-Zellen fordert, solite gepruft werden, ob dieaiskription und Freisetzung der
Zytokine IL-2 und IFNy ebenfalls positiv beeinflusst werden.

Die Inhibierung den-Mannosidase | fihrte sowohl auf Proteinebene @t @auf mMRNA-Ebene
(Abb. 15) zu einer verstarkten Sekretion bzw. Tkapsion von IL-2. Dabei zeigte die
Konzentration von 10 pg/ml Kifunensine auf Protemee einen langer anhaltenden Effekt.
Kontrér dazu zeigte die geringere InhibitormengenaBNA-Ebene einen starkeren Einfluss.

Die Daten stiitzen somit auch die These, dass @neggre N-Glycosylierung die Aktivierung
von T-Zellen begtinstigt. Im Falle von IL-2 kénntie tnterbindung der N-Glycan-Biosynthese
an dera-Mannosidase | einen weiteren Effekt vermitteln.

K. Fukushima postulierte ein Model (siehe Punki),1béi dem Mannose-reiche Strukturen die
Zusammenlagerung des IL-2-Rezeptors begunstigerzugeweise handelt es sich dabei um
MansGIcNAc,-Gebilde (148). Der IL-2-Rezeptor wird von drei selniedenen Ketteru( f3, y)
gebildet (149). Nur einey) der drei wird konstitutiv auf ruhenden T-Zellerpeimiert, die
beiden anderen werden erst nach Aktivierung trapigkt (150). Im Gegensatz zu IL-2 selbst,
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welches nur Uber O-glycosidische Zuckeranheftungefiigt (151, 152), tragen die Ketten des
Rezeptors mehrere N-Glycane (153-155). In Anwesenom Kifunensine werden diese mit
Mannose-reichen Zuckerstrukturen modifiziert an Aelioberflache exprimiert. Somit konnte
die Zusammenlagerung des IL-2-Rezeptors positimbasst und die autokrine Wirkung von
IL-2 erhdht werden.

Die geringere Konzentration an Kifunensine fuhrtf aaRNA-Ebene zu einem langer
anhaltenden Effekt als 10 pg/ml Kifunensine. Diénrite ein Hinweis darauf sein, dass die
vollstandige Unterbindung derMannosidase | die Aktivierung von T-Zellen bescinigt. Die
maximale Zunahme in der IL-2-mRNA-Expression in u@/ml Kifunensine-behandelten
CD4'-T-Zellen lag unter Umstanden zwischen den beidegitpdnkten, zu denen die
Transkription bestimmt wurde z. B. 36 Stunden. Agaldazu koénnte bei der 2 pg/ml
Kifunensine-Konzentration die maximale IL-2-Sekvatinach 48 Stunden Stimulation noch
nicht erreicht worden sein. Die Unterbindung devlannosidase-I-Aktivitat durch Kifunensine
konnte nicht nur die Bildung der Immunologischenn&yse und damit die vereinfachte
Aktivierung der T-Zelle fordern, sondern auch digralweiterleitung beschleunigen, wie
M. Demetriou bereits fur Mga5-defiziente T-Zellezigen konnte (81).

Eine zeitlich detailliertere Analyse der IL-2-Tr&nption und -Sekretion wirde Aufschluss
geben, ob diese These stimmt, zudem koénnte gepdifien, ob die Expression beschleunigt
und/oder gesteigert wird durch Kifunensine. Eins&tmliche Steigerung zur Beschleunigung
konnte den langer anhaltenden Effekt der gro3eneibitormenge auf Proteinebene erklaren.

Erstaunlicherweise konnte fur IFN(Abb. 16) nur auf mMRNA-Ebene ein erhbhender Effidat
a-Mannosidase-I-Inhibition beobachtet werden. Mdwiaveise ist auf Proteinebene erst zu
einem spateren Zeitpunkt der Stimulation, z. Bhnéz Stunden, eine Zunahme nachweisbar.

R. Morgen untersuchte die IFNProduktion von CD3/CD28-stimulierten murinen Miggien in
Anwesenheit des a-Mannosidase-ll Inhibitors Swainsonine. Die Untadhing der
a-Mannosidase Il verursacht die Ausbildung von hyéni N-Glycan, die komplexer aufgebaut
sind als Mannose-reiche Zuckerstrukturen, jedoalregrofReren Anteil an Mannose enthalten
als komplexe N-Glycane. Die Anwesenheit des Inbisitverursachte eine dramatische Zunahme
in der IFNy-Produktion wahrend der Stimulation (82). Kontr@azd wurden von T. Kosuge
Daten publiziert, die Swainsonine keinen Einflus$ die IFN<-Produktion von stimulierten
T-Zellen zuordnen (156). Von R. Morgen wurde bebibgic dass die durch Swainsonine-
vermittelte Effekte abh&ngig sind von der eingesetinhibitorkonzentration. Grélere Mengen
verursachen nicht nur die Inhibierung deMannosidase Il, sondern beeinflussen auch die
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Aktivitat der lysosomalem-Mannosidase, wodurch der Abbau von Glycoproteind.ysosom
unterbunden wird. Die Funktionalitat dieserMannosidase wurde erst in jungster Zeit in
Zusammenhang gebracht mit diversen Prozessen deansystems (157), wobei die genaue
Rolle noch unklar ist. Die Inhibition der lysosomab-Mannosidase bei h6heren Swainsonine-
Konzentrationen stellt jedoch eine mdgliche Erki@rdlr die gegenséatzlichen Beobachtungen
der beiden genannten Arbeitsgruppen dar (82).

Gleichzeitig untersuchte die Arbeitsgruppe um Rrdém Milzzellen vonMgat5-defizienten
Mausen und konnte auch in diesem Falle eine erhBtaduktion von IFN¢ in Zellen, deren
Ausbildung von PHA-L-reaktiven N-Glycanen unterbandst, nachweisen. Ausgehend von der
gesteigerten IFN-Produktion in Swainsonine-behandelten und MgatBlilzzellen, wére zu
erwarten gewesen, dass die Inhibierungedbtannosidase | durch Kifunensine einen &hnlichen
Effekt vermitteltet, dieser konnte jedoch nur alRMA-Ebene beobachtet werden.

Im Gegensatz zu der gesteigerten IL-2-Transkriptioth Produktion in Kifunensine-behandelten
T-Zellen, die auch in Anwesenheit von Inhibitorenerd Glucosidase | und I
(1-Deoxynojirimycin) und dea-Mannosidase Il (Swainsonine) beobachtet wurde)(1&theint
eine erhohte IFN-Produktion nur bewirkt zu werden, wenn die Auslid bestimmter
N-Glycane (z. B. PHA-L-reaktive) unterbunden wird.

Die Inhibition der a-Mannosidase |l verursacht keine vollstindige Andgr der
N-Glycanstrukturen von komplexen zu Mannose-reichere durch die Behandlung von
Kifunensine hervorgerufen wird. R. Morgen konnte Swainsonine-behandelten T-Zellen
gleiche Effekte beobachten wie in MgdtsT-Zellen, allerdings war die IFN-Erhéhung in
Swainsonine-behandelten Milzzellen deutlich ausggger als in Mgat®’-Milzzellen. Womit
sich die Frage stellt, ob die Unterbindung der tehisng der PHA-L-reaktiven N-Glycane im
Biosyntheseschritt der N-Acetyl-Glucosaminyltramaée V vollstandig verantwortlich ist fur
die Steigerung der IFN-Produktion. Moéglicherweise fordert bereits die &hrechung in
einem friuheren Schritt in der Synthese (z.oBMannosidase Il) die Produktion von IEN-
Damit wirden mehrere Prozessionszweige der weitBr&lycansynthese beeinflusst werden
und der Zweig der Mgat5-Modifizierung vermitteltrreinen Teil des Effektes. Die Daten von
R. Morgen wuirden diese Vermutung unterstitzen.

Die gesteigerte Sekretion von IFNkann nicht nur abhangig von der Abwesenheit besten
N-Glycane, sondern zusatzlich an das Vorhandermesgewahlter N-Glycane gekoppelt sein,
da die Inhibition von T-Zellen mit Kifunensine (kphetter Verlust an komplexen N-Glycanen)
keine Steigerung in der IFNProduktion verursacht. Auch die Unterbindung deGNcan-
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Biosynthese durch die Beeinflussung der Glucosidsand Il fihrt zu keiner gesteigerten
Sekretion (156).

Eine weitere Moglichkeit, weshalb die Unterbindudgr o-Mannosidase-I-Aktivitat nicht in
einer gesteigerten Sekretion von IFNnlUndet, konnte darin liegen, dass der Transpomt vo
intrazellularem IFNy aus der Zelle durch die veranderten N-Glycanstngkt negativ
beeinflusst wird (158). Diese Vermutung wird gedtion den Beobachtungen von T. Kosuge,
die zeigten, dass T-Zellen unter dem Einfluss vduc@sidase-Inhibitoren IFN-intrazellular
akkumulieren (156).

T-Zellen, in denen die-Mannosidase | Uberexprimiert wurde, zeigten eieaninderte 1FNy-
Sekretion im Vergleich zu Kontroll-Virus-infiziemeT-Zellen (Abb. 24A). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die Uberexpressionogitannosidase | negativ die IFNTranskription
beeinflusst (Abb. 24B). Es kann somit davon ausggea werden, dass die reduzierte Sekretion
nicht durch eine intrazellulare Akkumulation an HNerursacht wurde. Damit wird die These
gestutzt, dass eine gesteigerte N-GlycosylieruagreZellaktivierung negativ beeinflusst.

Es ergibt sich die Frage, welche N-Glycanstruktudésen Effekt vermittelten. Trotz einer
Steigerung des-Mannosidase-I-Transkription um das bis zu 20fa@kigb. 23) wurde nur eine
relativ geringe Steigerung in der PHA-L-Bindungskapat (Abb. 11) beobachtet. Das stitzt die
Vermutung, dass die gesteigexiedMannosidase-I-Aktivitdt nicht vorrangig in die weehrte
Bildung PHA-L-reaktiver Oligosaccharide mindet @leiche dazu Punkt 5.1.1), sondern
weitere N-Glycane, z. B. PHA-E-reaktive, entstel@hne Zweifel kann dies nicht ohne weitere

Untersuchungen geklart werden.

5.1.4.4 Proliferation

Neben der Bestimmung an CD6B-Zellen und Sekretion/Transkription von IL-2 uiieN-y
wurde auch der Einfluss der Kifunensine-Behandlanfyder Proliferation von T-Zellen nach
allogener Stimulation untersucht. Es zeigte siassdr-Zellen, derem-Mannosidase-I-Aktivitat
zuvor unterbunden wurde, in einem starkeren Mallifgnerten als T-Zellen mit
uneingeschrankter Enzymaktivitat (Abb. 17).

Diese Daten unterstitzen die These der vereinfachAt&ellaktivierung auf Grund der
geringeren N-Glycosylierung. Im Gegensatz zu deabBehtungen bzgl. der IFiNSekretion
sind diese in Ubereinstimmung mit denen von R. Margder ebenso eine gesteigerte
Proliferation fur Mgat5”-Milzzellen feststellen konnte (82).
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Interessanterweise konnte bei der Steigerung dsifd?ation eine Konzentrationsabhangigkeit
bzgl. Kifunensine festgestellt werden. Die Promordlitat konnte verursacht werden durch die
IL-2-Abhangigkeit der Proliferation. Es konnte gegeverden, dass die hohere Konzentration
einen langer anhaltenden Effekt in der IL-2-Sekretverursacht (Abb. 15A), womit fur die
Proliferation eine grof3ere Menge an IL-2 zur Veultig steht.

5.1.4.5 Naive und memory T-Zellen

Es konnte gezeigt werden, dass memory T-Zellen élver h6heraer--Mannosidase-I-Aktivitat
verfugen als naive T-Zellen (Abb. 18). Zudem konbeobachtet werden, dass sich beide
Subpopulationen auch hinsichtlich ihrer transkapéllen Regulation den-Mannosidase-I-
MRNA wahrend der Stimulation unterscheiden (Abb). WWahrend in memory T-Zellen ein
konstantes Level an-Mannosidase-I-Transkripten beobachtet werden leragigten humane
naive T-Zellen eine transiente Reduktion, wie lerir murine Gesamt-CD4T-Zellen gezeigt
wurde (Abb. 12). D. h. die differentielle Regulatidera-Mannosidase | ist assoziiert mit der
Aktivierung von naiven, jedoch nicht von memory €Hgn.

Es ist zu vermuten, dass eine Transkriptionsanadyséumanen Gesamt-Cbhb#-Zellen eine
weniger starke Reduktion der-Mannosidase-I-Transkription zeigt. Der Anteil aremory
T-Zellen in humanen Gesamt-CDh%-Zellen ist deutlich héher als in murinen, da Meshstiere
in einer nahezu keimfreien Umgebung gehalten wer@ge stabile Expression in humanen
memory T-Zellen kdnnte die transiente Reduktionaiven T-Zellen Giberdecken.

Die Behandlung von memory T-Zellen mit Kifunensifiethrte weder zu einer statistisch
signifikanten Steigerung in der Frequenz an CBBZellen (Abb. 20) noch zu einer vermehrten
Freisetzung (Abb. 21B und D) oder erhdhten Trapsiom (Abb. 22) der Zytokine IL-2 und
IFN-y. Die Aktivierung von memory T-Zellen lasst sichngb Uber die Beeinflussung der
a-Mannosidase-I-Aktivitat nicht steigern.

Memory T-Zellen entstehen nach der Aktivierung vaiven T-Zellen. Sie verfigen Uber eine
Antigen-Spezifitat, die beim Zweitkontakt mit demntigen eine schnelle und effektive
Immunantwort gewahrleisten soll. Des Weiteren stieeiden sich memory T-Zellen von
naiven darin, dass sie bereits die fur die Aktivigy notwendigen Komponenten
(TCR/CD28/1L-2-Rezeptor) auf der Zelloberflache rdir entsprechenden N-Glycosylierung
exprimieren. Deshalb fuhrt die Unterbindung deMannosidase-I-Aktivitdt mit Kifunensine
nicht zu einer verminderten N-Glycosylierung desRBCder kostimulatorischen Molektle oder
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des IL-2-Rezeptors (Abb. 36), womit die Unempfintkeit von memory T-Zellen gegenuber

der Kifunensine-Behandlung erklart werden koénnte.

naive T-Zellen memory T-Zellen

vor Aktivierung

1. v o lallwllel

- Kifunensine nach Aktivierung - Kifunensine
+ Kifunensine + Kifunensine

bpliwhe] Ledlwllel

Abb. 36 Einfluss von Kifunensine auf die N-Glycosylierungsdr-Zellrezeptors von naiven und memory T-Zellen

Die Subpopulation der naiven T-Zellen hingegen iexég in &hnlicher Weise auf die
Kifunensine-Behandlung wie humane Gesamt-GD&ellen. Die Unterbindung der
a-Mannosidase-I-Aktivitat fuhrte zu einer gesteigerFrequenz an CD&J-Zellen (Abb. 20),
IL-2-Produktion und -Transkription (Abb. 21A und B22). Dabei war zu beobachten, dass die
beiden verwendeten Kifunensine-Konzentrationen lgicgem Mafd wirkten. Analog zu den
Gesamt-CD4T-Zellen konnte auch in naiven T-Zellen ein Eisfiides Inhibitors auf IFM-nur
auf mRNA-Ebene gezeigt werden (Abb. 21C und AbD. 22

Somit unterscheiden sich naive und memory T-Zelleicht nur hinsichtlich ihrer
transkriptionellen Regulation derMannosidase | wahrend der T-Zellaktivierung, sondrich
in ihrer Beeinflussbarkeit durch Kifunensine. Wide dunterschiedliche Regulation der
a-Mannosidase-I-Transkription und Empfindlichkeit ggatber dem Inhibitor der beiden

untersuchten Subpopulationen realisiert wird, aathnvéllig unklar.
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5.2 Rezeptor fur Hyaluronan-vermittelte Migration (RHAM M)

5.2.1 Transkriptionelle Regulation

Der Rezeptor fur die Hyaluronan-vermittelte Migoatikonnte als differentiell reguliertes Gen im
Zusammenhang mit einer Abstol3ungsreaktion ideietifizverden (15). Zu Beginn der Analyse
der Bedeutung von RHAMM fir die T-Zellaktivierunglite die transkriptionelle Regulation
bestimmt werden. Es zeigte sich, dass das Tratiskigtevel von Rhamm wéhrend der allogenen
Stimulation um das bis zu 20fache zunimmt (Abb.. Z%r maximale Anstieg wird zwischen
Tag 2 und 3 der Aktivierung erreicht. Im weiterear’uf nimmt die Menge an Rhamm-mRNA-
Transkripten wieder ab. Es lasst sich vermutens d&samm nicht nur die Beweglichkeit von
Tumorzellen — in diesem Zusammenhang wurde der é&faals erstes beschrieben (91) — sondern
auch die Migration von aktivierten T-Zellen beeust. Fir T-Zellen, die mit syngenen B-Zellen
kultiviert wurden, konnte ebenso eine leichte Zunatder Rhamm-mRNA-Expression zwischen
Tag 2 und 3 beobachtet werden. Dies ist erklarbaden Tatsache, dass wahrend des Anheftens
an z. B. Plastik in Zellen die Expression von Rhamgeringem Mal induziert wird (104).

Die erste Analyse der transkriptionellen Regulatimm Rhamm wurde mit Hilfe des Panels
Rhamm 15-16 vorgenommen, das alle bis zu diesetputdit bekannten Isoformen von Rhamm
detektierte. Im murinen System waren die drei Isoén v5, v4 und v1 des Rezeptors beschrieben
worden. Im Weiteren sollte geklart werden, inwigwske Transkription der einzelnen Isoformen
wahrend der T-Zellaktivierung reguliert ist. Auf @d der Unterschiede in den verschiedenen
MRNA-Molekllen wurden die Panel v5, v4 und v1 (sidtbb. 37) fir die Genexpressionsanalyse
der Isoformen verwendet. Die Auswahl der Sondemlgid anhand der in Datenbanken
hinterlegten Sequenz fur die verschiedenen Isoforndas Panel v5 detektiert spezifisch die

Exon1-3 Exon4 -7 Exon 8 - 11 Exon 12 - 17
r—% ot —
} ——i HH
{— HH
Panel v5 \ Panel v1 Rhamm 15-16
Panel v4 '.*l'
Sonde

Abb. 37 Isoformen von RHAMM und fur die Expressionsanalysevendete Panel
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lange Isoform v5 von Rhamm. Analog dazu ist dagPahspezifisch fur die kurze Isoform v1, in
der das Exon 8 fehlt. Das Panel v4 ist spezifisehdfe in den Isoformen v4 und v1 im 4. Exon
zuséatzlich enthaltene Sequenz. Fir die Panel vdvlirkbnnte kein Signal fur die Bindung der
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sonde, die die Hp#zder verwendeten Panel gewahrleistet,
detektiert werden. Zum einen ist es moglich, dassisbformen v4 und v1 in ruhenden und
aktivierten T-Zellen nicht exprimiert werden undead die Isoform v5 wahrend der Aktivierung
vermehrt exprimiert wird, oder die Spezifitat deisgewéahlten Sonden ist nicht ausreichend fur
eine erfolgreiche Erkennung der Zielsequenz. Dahéare zu erwarten gewesen, dass die
Genexpressionsanalyse mit Hilfe des Farbstoffs S@é&en gleiche Ergebnisse fir das Panel v4
erbringt, wie sie mit dem Panel Rhamm 15-16 nackegam wurden. Fur das Panel vl war
anzunehmen: sollte ein Signal in einer SYBR Gressidoten gPCR detektierbar sein, ist dies auf
die Isoform vl zurickzufihren. Die Amplikongrol3e wgéarleistet keine ausreichende
Effizienz des Panels vl bzgl. der Isoform v5 (si€mkt 4.2.2). Erstaunlicherweise zeigte das
Panel v4 am Tag 0 (Abb. 27A) der Stimulation eidbdre Expression von Rhamm in T-Zellen an
als das Panel Rhamm 15-16. Das Panel v4 verflglichégveise Uber eine hohere Effizienz als
das Panel Rhamm 15-16 oder es detektierte mRNAsKngte von Rhamm, die von dem Panel
Rhamm 15-16 nicht erfasst werden. Vor kurzem etolgine Aktualisierung der verfluigbaren
Information bzgl. Rhamm im murinen System durch Nationale Zentrum fur Biotechnologie-
Informationen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov, Gen-I5366). Im Zuge der Erstellung einer
vollstandigen cDNA-Sammlung des murinen Genoms wurtle Existenz neuer bisher
unbekannter Isoformen von Rhamm beschrieben (15%&er anderem mRNA-Transkripte, die
nur aus den Exons 1 bis 14 aufgebaut sind und samidem Panel Rhamm 15-16 nicht erfasst
werden kdnnen, jedoch von dem Panel v4, wodurcleddhte Expressionslevel zusatzlich erklart
ware. Das Panel v1 fihrt in der SYBR Green-basiegfeCR zu einer Signalgebung und zeigte
ebenso ein hoheres mRNA-Expressionslevel von Rhaalsnmit dem Panel Rhamm 15-16
nachgewiesen wurde. Es konnte somit gezeigt werhess die Isoform v1 in ruhenden T-Zellen
exprimiert wird. Das erhohte Expressionslevel inrgkgch zu dem Panel Rhamm 15-16 kann
durch eine bessere Effizienz des Panels v1 bedeigt Es kann jedoch auch vermutet werden,
dass die Isoform vl zusatzlich auch in einer veatelir Form (Exon 5 bis 14) vorliegt.
Interessanterweise wurde fir die lange Isoform imSgeringeres Expressionslevel am Tag O der
Stimulation nachgewiesen. Dieser Unterschied ist detektierten Level mit dem Panel Rhamm
15-16 nicht signifikant, jedoch zu dem, die mit desnel v4 und v1 beobachtet wurden. Daraus
lasst sich ebenso schlussfolgern, dass in ruhehdégilen nicht nur die Isoform v5 exprimiert
wird. In diesem Fall mussten die Panel v4 und ¢icge Expressionslevels von Rhamm anzeigen
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undfiir das Panel v1 sollte keine Signalgebung erfolgededukann festgehalten werden, dass die
Isoformv5 in ruhenderT-Zellengeringerexprimiertwird. DasDesignderunterschiedliche®anel
lasst keine Aussagedariiberzu, welche Isoformenvon Rhammim Speziellennoch exprimiert
werden.

Neben der Analyse der Rhamm-Isoformen-Expressionfagi0 der Stimulation sollte geklart
werden, inwieweit die verschiedenen Isoformen am denskriptionellen Anstieg von Rhamm
wahrend der T-Zellaktivierung beteiligt sind. Digirgkste Zunahme in der Rhamm-Expression
konnte nach dreitdgiger allogener Stimulation bebtet werden (Abb. 25). Die Isoformen-
spezifische Analyse zu diesem Zeitpunkt (Abb. 2ZBjgte fur die lange Isoform v5 einen
dramatischen Anstieg in der Expression um das tB8fadieser wird zum Teil durch die geringe
Expression zu Beginn der Stimulation (Tag 0) vexcins. Fur die Isoformen, die mit den Panel
Rhamm 15-16, v4 und vl detektiert werden, konnte gdeich hoher Anstieg nachgewiesen
werden. Es ist nicht klar, welche Isoformen die thage, die mit den Panel Rhamm 15-16 und v4
nachgewiesen wurden, verursachen. Die Zunahme rinEgpression, die mit dem Panel v1
nachgewiesen wurden, kann jedoch der kurzen Isof@rmmugewiesen werden (vergleiche dazu
oben). Daraus kann geschlussfolgert werden, dabsewnd der T-Zellaktivierung nicht nur eine
Isoform von Rhamm verstéarkt exprimiert wird. Nelsam der Isoform v5 wird auch die kurze
Isoform v1 im héheren Mal3e transkribiert. Die Isafo/5 wird als die inaktive Form von Rhamm
betrachtet und enthélt eine Doméne, die inhibierrfdlie Funktion der anderen Doméanen wirkt
(109). Daher kann vermutet werden, dass durch dessiren Anstieg der v5-mRNA-Expression
eine Ausdampfung der T-Zellaktivierung realisientdyZudem kénnte die massive Steigerung ein
Hinweis dafur sein, dass in T-Zellen die Entstehaey kirzeren aktiven Proteinformen mit
Ausnahme der Isoform v1 Uber die Proteolyse dedar-ormen realisiert wird (siehe 1.5.2.1).

5.2.2 Inhibition

Zum Zeitpunkt der Etablierung eines Inhibierungspkolls von RHAMM in T-Zellen waren die
Daten bzgl. der transkriptionellen Regulation desférmen noch nicht generiert worden. Des
Weiteren war die Existenz von weiteren Isoformerchaicht bekannt. Bezogen auf die drei
damals beschriebenen Isoformen wurde ein Inhibggprotokoll mittels siRNA-Technologie fur
Rhamm auf mRNA-Ebene etabliert. Drei verschiedeRNAs wurden verwendet und deren
Einfluss auf die Transkription von Rhamm wahrend @ieZellaktivierung analysiert. Fur die
Isoformen von Rhamm, die mit dem Panel Rhamm 18¢t6ktiert werden kdnnen, wurde der
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maximale Anstieg am Tag 3 der allogenen Stimulatiachgewiesen (Abb. 25). Dementsprechend
wurde der Einfluss der verwendeten siRNAs auf da®m-Transkription zu diesem Zeitpunkt
analysiert (Abb. 29). Die siRNA-R1 zeigte keine B#assung der Rhamm-Transkription,
wohingegen R3 eine leichte Abnahme verursachteRidu einer signifikanten Reduktion flhrte.
Grunde fir den fehlenden Effekt der sSiRNA-1 konrgem, dass die Expression der Isoform v5 zu
gering ist, der Einfluss der siRNA-1 erst in eirdeoformen-spezifischen Expressionanalyse
deutlich wird oder die siRNA-1 wirkungslos ist.

5.2.3 T-Zellaktivierung

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der AnstieqRdemm-mRNA-Expression mit Hilfe der
SiRNAs-R2 und R3 unterbunden werden konnte, sgé@tift werden, ob und inwieweit Rhamm
die Aktivierung von T-Zellen beeinflusst. Die Urtteérdung der Rhamm-Transkription fuhrte zu
einer signifikanten Reduktion in der IFNAusschittung am Tag 3 (Abb. 30A). Im Falle der
SiRNA-R2 konnte zu diesem Zeitpunkt auch eine S§igmte Abnahme in der IFN-
Transkription nachgewiesen werden (Abb. 30B). Damiitl deutlich, dass Rhamm vitro einen
positiven Einfluss auf die Aktivierung von T-Zellbat. Entgegen den Beobachtungen auf mRNA-
Ebene fluhrte die Neutralisierung von Rhamm aufdtmebene (Antikbrper von Turley) wahrend
der T-Zellstimulation zu keiner Verdnderung in dEN-y- und IL-2-Sekretion, Frequenz an
CD69-T-Zellen und Proliferation. Zum einen kann diesdai@h bedingt sein, dass die
eingesetzten Antikorper keine vollstandige Newmung von RHAMM verursachten, oder dass
Rhamm in T-Zellen nur intrazellular exprimiert wir@estutzt wird diese Vermutung durch die
Daten von Frau E. A. Turley, die zeigen, dass Rhamaoptsachlich extrazellular auf malignen
Zellen exprimiert wird. Mit den oben genannten Ratpern fuhrte Frau E. A. Turley ebenfalls
Untersuchungen an Zellen des Immunsystems (Milz ugchphknoten) durch und konnte

extrazellulares Rhamm gar nicht oder nur in sehingem Maf3e nachweisen (160).

5.2.4 RHAMM in vivo

Als nachstes sollte untersucht werden, ob die Bimidung der Rhamm-Expression auch die
Funktionalitat von T-Zellemn vivo beeinflusst. Es konnte Uberraschenderweise gezeigten,
dass die Unterbindung der Rhamm-Transkription géigig die AbstoRung von allogenen

Transplantaten beschleunigt (Abb. 31). Da Rhamdeim Bewegungs- und Migrationsprozessen
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von Tumorzellen involviert ist, liegt die Vermutunghe, dass die Unterbindung der Expression
zu einer verminderten Beweglichkeit der T-Zellerhrfiund damit die Migration in das
Transplantat und dessen Abstof3ung verlangsamt Wies konnte sich in den erstém vivo
Untersuchungen nicht bestéatigen lassen. Mdglicheeneird die Einwanderung von T-Zellen in
Hauttransplantate Rhamm-unabhangig z. B. lUber demefor CD44 realisiert, oder die
Inhibierung der Transkription durch siRNAs ist nransient.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Behapdiien T-Zellen mit der siRNA-R2 die
Versuchstiere vor der Entwicklung einer Colitis &z (Abb. 32) und die Infiltration von
Zytokin-produzierenden T-Zellen in den Dinndarm I9AB3) verringert. Rhamm scheint somit
zumindest eine Rolle bei der T-Zellmigration in dednndarm zu besitzen. Eine mogliche
Erklarung fur dieses unterschiedliche Verhaltegtlign der Zielsubstanz von RHAMM. Die
Aktivitat des Rezeptors fur Hyaluronan-vermitteligration ist klar an die Anwesenheit von
Hyaluronan gebunden. Unklar ist dabei, welche RaileFragmentgrofRe von Hyaluronan spielt.
Unter Punkt 1.5.1 wurde bereits auf das ambival&f@ghalten von Hyaluronan bzgl. seiner
Grolle eingegangen. Kleine Hyaluronan-Fragmente ewirleher inflammatorisch, grol3e
hingegen eher antiinflammatorisch. Moglicherweisedét RHAMM spezifisch nur an grof3e
Hyaluronan-Molekiile und hebt dessen antiinflammstbe Wirkung auf. Im Falle einer
Hauttransplantation wird die extrazellulare Matgeschadigt und es entstehen eher kleine
Hyaluronan-Fragmente, wodurch der abhandene Effeittdie Transplantattiberlebensdauer
erklart werden wuirde. GrofRe Hyaluronan-Molekiledsihauptsachlich in einer intakten
extrazellularen Matrix wie der des Dunndarms areften. Eine Rhamm-vermittelte
T-Zellmigration in Anwesenheit von HMW-Hyaluronandrnte somit Uber die SiRNA-
Behandlung unterbunden werden, womit die beobaelgetingere Infiltration der T-Zellen in
den Dunndarm erklart ware. Beweisen lasst sicheddessage mit den hier vorliegenden Daten
nicht, dazu sind weitere Analysen notwendig. Netbengenauen Aufklarung, welche Isoformen
von Rhamm in T-Zellen transkribiert werden und wleren transkriptionelle Expression
reguliert ist, sollten zudem die zellulare Lokaiisa von Rhamm aufgeklart werden und
mdogliche Abhangigkeiten zur MolektlgroRe von Hyahan untersucht werden. Die hier
gewonnen Daten werfen eine Vielzahl an Fragen digf,im Rahmen dieser Arbeit nicht
ausreichend beantwortet werden konnen, es wirdcleddar, dass der Rezeptor fur die
Hyaluronan-vermittelte Migration involviert ist beler Aktivierung von T-Zellen und deren
Funktionalitat beeinflusst.

97



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

6.1 oa-Mannosidase |

Die a-Mannosidase | ist ein Schlisselenzym bei der Bitsse von N-Glycanen und wurde in
Transplantat-infiltierenden Leukozyten als diffetieth reguliertes Gen identifiziert (Toleranz).
Die Aktivitat kann mit dem Inhibitor Kifunensine spifisch unterbunden werden und verursacht
eine grundlegende Verédnderung in der Struktur dé€sly¢ane von komplexen zu Mannose-
reichen. Es konnte gezeigt werden, dass die Trgmskr der a-Mannosidase | wahrend der
T-Zellaktivierung transient reduziert wird. Die lbftion dera-Mannosidase-I-Aktivitat flihrt zu
einer hoheren Frequenz an CD@3Zellen, gesteigerten IL-2-Produktion und -Trarision.
Ebenso wurde eine erhdhte IFNFranskription und Proliferation festgestellt. Hlarch wird
die These der einfacheren Bildung der immunologechSynapse und vereinfachten
T-Zellaktivierung gestitzt. Erste UntersuchungenTaBellen mit erhdhter-Mannosidase-I-
Expression zeigten, dass die vermehrte N-Glycasylg der Oberflachenproteine die
Aktivierung von T-Zellen negativ beeinflusst undamer geringeren Ausschittung von IF¥N-
mindet. Zudem konnte gezeigt werden, dass die gemarEffekte hauptsachlich tber die
Beeinflussung von naiven T-Zellen realisiert werdblemory T-Zellen zeigten sich in ihrer
Aktivierung unabhéangig von derMannosidase-I-Aktivitat.

6.2 Rezeptor fur Hyaluronan-vermittelte Migration (RHAM M)

Der Rezeptor fur Hyaluronan-vermittelte Migrationunge in Transplantat-infiltierenden
Leukozyten als differentiell reguliertes Gen idéniert (Abstol3ung). Es konnte gezeigt werden,
dass die Transkription von Rhamm wéhrend der TaKgllierung erhéht wird. Erstavitround

in vivo Untersuchungereigten,dassRhammsowohldie Aktivierung alsauchdie Migration von
T-Zellen beeinflusst. Weiterhin konnte gezeigt veerddass im murinen System mehr als drei
Isoformen von Rhamm transkribiert werden, deremskaptionelle Regulation und Rolle
wahrend der T-Zellaktivierung noch unklar ist. Miilfe der siRNA-Technologie war es
moglich, die Transkription von Rhamm weitestgeheadinterbinden, woduratie Moglichkeit
bestehtdieRollevonRhammbeiderT-Zellaktivierungdetailliertzu untersuchen.
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