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1  Einleitung

1.1 Die Rolle der T-Zellen in der Immunantwort

Das Immunsystem wird von einem Netzwerk miteinander kommunizierender Or-
gane, Zellen und Molekille gebildet, das den Organismus vor Schaden durch
Krankheitserreger oder entartete Zellen schitzt. Man unterscheidet das unspezi-
fische oder angeborene vom spezifischen oder erworbenen Immunsystem. Zum
unspezifischen Immunsystem gehdren unter anderem die Makrophagen und Mo-
nozyten, die neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten, die Mast-
zellen, die naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) und das Komplementsystem. Die
Makrophagen dienen nach Phagozytose eines Erregers als Antigen-prasentie-
rende Zellen (APCs) und kdnnen so das spezifische Immunsystem aktivieren.
Die wichtigsten Protagonisten des spezifischen Immunsystems sind die T- und
B-Lymphozyten sowie die dendritischen Zellen (DCs). Die T-Lymphozyten ver-
mitteln die zellulare, die B-Zellen durch Antikérperproduktion die humorale Im-
munabwehr. Die unterschiedlichen Immunzellen entstehen im Knochenmark aus
einer pluripotenten hamatopoetischen Stammzelle (Murphy und Weaver 2016).
Wahrend die B-Zellen sich im Knochenmark entwickeln und dieses verlassen,
um in peripheren lymphatischen Organen zu Ende zu reifen (Zan und Casali
2015), wandern Vorlaufer der T-Lymphozyten zur Reifung in den Thymus. Hier
werden ihnen verschiedenste korpereigene Peptide auf den Haupthistokompati-
bilitatskomplex-Molekilen (MHC, Major Histocompatibility Complex) der kortika-
len und medullaren Thymus-Epithelzellen prasentiert. T-Zellen, die korpereige-
nes MHC und die darauf gebundenen Peptide erkennen, Uberleben (positive Se-
lektion), die anderen gehen in Apoptose. In der negativen Selektion werden die
Ubermalig auf die prasentierten Selbstantigene reagierenden Zellen durch
Apoptose negativ selektiert. So entstehen reife T-Zellen, deren T-Zell-Rezepto-
ren (TCR) korpereigene MHC erkennen kdnnen und jeweils spezifisch gegen ein
Antigen gerichtet sind (Murphy und Weaver 2016). Der TCR ist ein transmemb-
ranes Heterodimer, bestehend aus einer a- und einer 3-Kette, die mit dem Cluster
of Differentiation (CD)3-Komplex verbunden sind. Ahnlich wie Immunglobuline
(Igs) bestehen die beiden Ketten aus einer variablen Doméne, die an der spezi-
fischen Antigenbindung beteiligt ist, und einer der Verankerung in der Membran

dienenden konstanten Domane. Die Gene der a- und 3-Ketten liegen als einzelne
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Abschnitte verschlisselter variable (V), diversity (D) (nur fur die B-Kette), joining
(J) und constant (C) Gensegmente vor. Wahrend der T-Zell-Reifung durchlaufen
die Segmente eine Rekombination, sodass multiple Va-Ja und VB-DB-JB-Kombi-
nationen entstehen. Durch posttranskriptionelles Ribonukleinsdure (RNA)-Spli-
cing werden diese Kombinationen an ihre zugehorige konstante (C)-Genregion
angehangt. Es entstehen folglich Va-Ja-Ca- und VB-DB-JB-CBR-RNA-Molekile,
aus denen nach der Translation die reifen a- und p-Ketten hervorgehen. Jede T-
Zelle exprimiert nur ein individuelles TCR-Produkt (Murphy und Weaver 2016).
Es entsteht jedoch ein potenziell sehr vielfaltiges TCR-Repertoire, mit geschatzt
bis zu 10*°individuellen Kombinationsmaoglichkeiten. Trotzdem findet sich ein be-
schrankter Gebrauch der TCR Gen-Elemente unter T-Zell-Klonen eines Organis-
mus, die unter anderem abhangig von den MHC-Haplotypen sind, welche die
positive Selektion der Klone bedingen (Zamvil und Steinman 1990). In peripheren
lymphatischen Organen kénnen die T-Zellen auf ihr spezifisches, von einer APC
prasentiertes Antigen treffen. Der TCR bindet an das Antigen und an die MHC-
Struktur der APC. Zusatzlich benotigen die T-Lymphozyten fur die Aktivierung ein
costimulatorisches Signal zwischen den Oberflachenmolekilen CD28 auf der T-
Zelle und B7 auf der APC (Murphy und Weaver 2016).

Man unterscheidet funktionell zwei Hauptspezies von T-Zellen. Die CD8*-zytoto-
xischen T-Zellen erkennen auf MHC-Klasse-I-Molekilen prasentierte Antigen-
peptide und kénnen nach Stimulation Zellen lysieren (Murphy und Weaver 2016).
Die CD4*-T-Zellen erkennen Antigene dagegen auf MHC-Klasse-II-Molekiilen
und haben eine in erster Linie immunmodulierende Funktion. Urspringlich wur-
den zwei verschiedene CD4*-Zelllinien unterschieden, die als T-Helfer-Zellen
(TH) 1 und 2 bezeichnet wurden und fur die Abwehr unterschiedlicher Pathogene
relevant sind. Heute sind neben den TH1- und TH2-Zellen weitere Subgruppen
CD4*-T-Zellen bekannt, die nach ihrer Funktion und Zytokinproduktion eingeteilt
werden (Cosmi et al. 2014). Darunter befinden sich unter anderem die TH17-
Zellen, die eine wichtige Rolle in der Abwehr extrazellularer Pathogene spielen
(Annunziato et al. 2012), die regulatorischen T-Zellen (Tregs), die Uberschie-
Rende Immunreaktionen supprimieren und die Selbsttoleranz eines Organismus
wabhren, und follikulare T-Helfer-Zellen, die den B-Zellen Hilfe bei der Antikorper-
produktion leisten (Cosmi et al. 2014; Geginat et al. 2014).
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Obwonhl die unterschiedlichen TH-Zell-Spezies mittlerweile differenzierter be-
trachtet werden, ermdglicht das dichotome TH1/TH2-Modell trotzdem ein Grund-
verstandnis fur den Ablauf CD4*-gesteuerter immunologischer Regulation sowie
die Einteilung in inflammatorische und nicht-inflammatorische Immunantworten.
Nach Erkennung eines Antigens, das in Form kurzer Peptide, die abgebauten
Proteinen entstammen, auf den MHC-Molekiilen einer APC prasentiert wird (Attaf
et al. 2015), leiten die CD4*-Zellen eine entsprechende Immunantwort ein. Je
nach Antigen und Umgebungsfaktoren rekrutieren TH-Zellen unterschiedliche
Immunzellen, um die Pathogene zu eliminieren. Grob unterteilt man die TH-Zell-
vermittelten Immunantworten in eine Zell-vermittelte inflammatorische und in eine
humorale nicht-inflammatorische Reaktion, die entsprechend von den TH-Zell-
Untergruppen 1 bzw. 2 koordiniert werden. Man geht davon aus, dass sich naive
T-Zellen durch Art und Konzentration des Antigens und durch Zytokine in der
Umgebung zu TH1- oder TH2-Zellen entwickeln. Immunologische Stimuli, die
Makrophagen und dendritische Zellen aktivieren und eine Sekretion inflammato-
rischer Zytokine wie Interleukin (IL)-12 initiieren, I6sen eine TH1-dominante pro-
inflammatorische Immunantwort aus. Charakteristisch ist diese Antwort fur Infek-
tionen mit Mykobakterien und Pilzerregern. Im Gegensatz dazu Iésen persistie-
rende oder hoch konzentrierte Antigene, die nur eine geringe IL-12-Synthese in-
duzieren, eher eine TH2-dominante Immunantwort aus. Typisch ist die TH2-do-
minante Immunantwort fur Infektionen mit extrazellularen Bakterien, Helminthen
und far Umweltallergene. Wahrend der laufenden Immunantwort induzieren die
vom dominanten TH-Subtyp produzierten Zytokine die Proliferation des eigenen
Zelltyps und unterdriicken den gegenlaufigen Signalweg (Abbas et al. 1996).
TH1-Zellen produzieren tUberwiegend IL-12, Interferon (IFN)-y und Tumornekro-
sefaktor (TNF)B, TH2-Zellen dagegen vorwiegend IL-3, IL-4, IL-5, IL-10 und IL-
13.

Trifft eine naive T-Zelle auf eine APC, die ihr spezifisches Antigen prasentiert,
wird sie aktiviert, schittet IL-2 aus und proliferiert. Von aktivierten Makrophagen
und DCs synthetisiertes IL-12 aktiviert in den T-Zellen den spezifischen Tran-
skriptionsfaktor ,Signal Transducer and Activator of Transcription” (STAT)4, der
zu einer Differenzierung in TH1-Zellen fuhrt. TH1-Zellen stimulieren tber IFN-y
Makrophagen zur Phagozytose und Elimination von Antigenen. Auf3erdem for-

dert IFN-y in B-Zellen die Produktion Komplement-fixierender und opsonierender
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Antikorper, die zusammen an Antigene binden und sie dadurch zur Phagozytose
kennzeichnen. IL-2 und IFN-y fihren zu einer Differenzierung von CD8*-T-Zellen
in aktivierte zytotoxische T-Lymphozyten. Eine geringere IL-12-Konzentration in
der Umgebung, eine hdohere Antigenkonzentration und IL-4 bewirken Uber den
IL-4-spezifischen Transkriptionsfaktor STAT6 eine Differenzierung zu TH2-Lym-
phozyten. Die von ihnen produzierten Interleukine 4, 10 und 13 wirken anti-in-
flammatorisch, IL-5 fordert die Differenzierung und Aktivierung eosinophiler Gra-
nulozyten. IL-4 und IL-13 stimulieren B-Zellen zum Antikdrper-Klassenwechsel
von IgM zu den neutralisierenden Antikérpern 1IgG1 sowie zu IgE (Abbas et al.
1996).

1.2 T-Helfer-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der
Pathogenese vieler Autoimmunerkrankungen

In einem gesunden Organismus sichern verschiedene Mechanismen dessen
Schutz vor Autoimmunreaktionen. Zu diesen gehéren die oben beschriebenen T-
Zell-Selektionsmechanismen im Thymus, in denen potenziell autoreaktive Zellen
mittels Apoptose aussortiert werden (Murphy und Weaver 2016). Aul3erdem ver-
hindert die Costimulation als Bedingung der T-Zell-Aktivierung durch APCs eine
vorschnelle Aktivierung, und regulatorische T-Zellen drosseln die Uberschiel3en-
den Immunreaktionen (Murphy und Weaver 2016). Autoimmunerkrankungen ent-
stehen, wenn die Schutzmechanismen versagen und infolgedessen das Immun-
system sich gegen korpereigene Strukturen wendet. Dabei sind unter anderem
die TH-Zellen an der Pathogenese vieler Stérungen des Immunsystems beteiligt.
Vorwiegend TH1- und TH17-Zellen wurden mit der Entwicklung organspezifi-
scher und systemischer Autoimmunerkrankungen sowie anderen chronischen
Entziindungsprozessen assoziiert. Die experimentelle autoimmune Enzephalo-
myelitis (EAE) als Tiermodell fir Multiple Sklerose (MS), die Kollagen-induzierte
Arthritis als Tiermodell der rheumatoiden Arthritis (RA) und chronisch entzindli-
che Darmerkrankungen wurden als Folgen einer unkontrollierten TH1-Antwort
identifiziert. In diesen Erkrankungen unterstiitzen TH17-Zellen, die im gesunden
Organismus uber die Stimulation neutrophiler Granulozyten an der Abwehr ext-
razellularer Bakterien und Pilze beteiligt sind, wesentlich die inflammatorische

Autoimmunreaktion. TH17-Zellen sind au3erdem mit systemischem Lupus eryth-
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ematodes (SLE) (Wahren-Herlenius und Dérner 2013), Psoriasis und Kontakt-
dermatitis assoziiert (Chen und O’Shea 2008; Fouser et al. 2008; van Beelen et
al. 2007). TH2-Lymphozyten spielen dagegen eine entscheidende Rolle in Hy-
persensitivitdtsreaktionen (Cosmi et al. 2011). Die von den TH2-Zellen syntheti-
sierten Zytokine IL-4 und IL-13 stimulieren die allergenspezifische Synthese von
IgE sowie das Wachstum von Mastzellen, IL-5 rekrutiert Eosinophile und IL-4, IL-
9 und IL-13 kdnnen eine Mukushypersekretion induzieren (Cosmi et al. 2014).
IgE fordert die Mastzelldegranulation (Abbas et al. 1996).

Der genaue Pathomechanismus der Entstehung von Autoimmunitét in jedem Ein-
zelfall ist noch nicht abschlieRend verstanden, jedoch gibt es Hinweise darauf,
dass die autoreaktiven T-Zellen initial durch den Kontakt von auf MHC-Molekulen
prasentierten Selbstantigenen stimuliert werden. Je nach MHC-Haplotyp besteht
die Neigung zu unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen. So wurden im Men-
schen Allele der HLA-DR- und HLA-DQ-Gene als das Erkrankungsrisiko fir Dia-
betes mellitus Typ 1 bestimmend identifiziert. Colitis ulcerosa, eine chronisch ent-
zundliche Darmerkrankung, wurde dagegen mit den MHC-Klasse-II Risikoallelen
HLA-DRB1*0103 und HLA-DRB1*1502 assoziiert (Fernando et al. 2008). Die
MHC-Molekile eines Haplotyps scheinen die entsprechenden Selbstantigene
besonders effektiv zu prasentieren und autoreaktive T-Lymphozyten zu stimulie-
ren (Wucherpfennig und Strominger 1995).

1.3 Lymphopenie erhoht die Neigung zur Autoimmunitat

Autoimmunerkrankungen sind Folge einer Fehlreaktion der Immunzellen gegen
korpereigene Strukturen. Haufig beobachtet man bei Patienten mit SLE und an-
deren Autoimmunerkrankungen eine Zytopenie. Im Blutbild von Patienten mit MS
und RA fallt haufig eine T-Zell-Lymphopenie auf, die einerseits Folge, anderer-
seits Ursache der Autoimmunitat sein kann (Zheng et al. 2013). Wahrend einer
Autoimmunreaktion kann es vorkommen, dass Plasmazellen hamolytisch wir-
kende Autoantikorper gegen Strukturen der Zelloberflache produzieren (Ortega-
Hernandez et al. 2009; Wang und Cunningham-Rundles 2005). AuRerdem kon-

nen Methotrexat und Glukokortikoide wie Prednisolon, die zur Immunsuppression
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in der Therapie der Autoimmunerkrankungen zum Einsatz kommen, zu einer Zy-
topenie fuhren (Berthelot et al. 1994; Gispen et al. 1987; Sondermann et al.
2015).

Im Gegensatz dazu gibt es die Hypothese, dass Zytopenie eine der Ursachen fur
die Entstehung von Autoimmunitét ist. Neutropenie senkt die Infekttoleranz und
durch Entzindungen und molekulare Mimikry zwischen Erregern und korperei-
genen Strukturen kann es zu Exazerbationen einer bestehenden Autoimmuner-
krankung kommen (Elde und Malik 2009; Rolston 2004). Des Weiteren l6st Lym-
phopenie einen kompensatorischen Mechanismus zur Normalisierung der T-
Lymphozyten-Zahl, die Lymphopenie-induzierte Proliferation (LiP), aus (Goldrath
und Bevan 1999a; Marleau und Sarvetnick 2005). Dieser Prozess beschreibt die
Proliferation von CD4*- und CD8*-T-Zellen in peripheren lymphatischen Organen
als Reaktion auf einen Verlust von T-Zellen. Dabei benétigen die T-Zellen auf
MHC-Molekilen prasentierte Selbstantigene als Stimulus zur Proliferation (Gold-
rath und Bevan 1999b; Surh und Sprent 2000). Es ist denkbar, dass wahrend der
homoostatischen Proliferation einige TCR-Subtypen effektiver proliferieren als
andere und sich dadurch in lymphopener Umgebung ein verandertes TCR-Spekt-
rum ausbildet. Neben der Zellzahl erhéht sich durch die Proliferation nach Inter-
aktion des TCR mit Selbstantigenen auch die relative Bereitschaft zur Autoimmu-
nitat (Kieper et al. 2005; Le Campion et al. 2009). Durch LiP expandierte T-Zell-
Klone haben zudem Eigenschaften von Gedachtnis-T-Zellen und sind damit
leichter aktivierbar als naive T-Zellen (Goldrath et al. 2000). Die LiP wird bei-
spielsweise als potenzielle Ursache von autoimmunem Typ 1 Diabetes mellitus
in Diabetes-prone BioBreeding (DP-BB) Ratten gesehen. In DP-BB-Ratten, in
denen autoreaktive T-Zellen in einer lymphopenen Umgebung eine Autoimmun-
reaktion gegen die Inselzellen des Pankreas induzieren, ist das TCR-Repertoire
in peripheren lymphatischen Organen im Vergleich zum Wildtyp verandert. Da
sich in den DP-BB-Tieren lediglich das TCR-Repertoire peripherer T-Zellen, nicht
aber das Repertoire der einzeln positiven Thymozyten vom Repertoire des Wild-
typs unterscheidet, wird das veranderte TCR-Repertoire in den peripheren lym-
phatischen Organen eher einer homoostatischen T-Zell-Proliferation in Folge der
Lymphopenie als einer gestorten negativen Selektion im Thymus zugeschrieben
(van den Brandt et al. 2010).
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1.4 Gimap5-Defizienz als Ursache fir Lymphopenie und
Autoimmunitat

Die beschriebene Lymphopenie als Ursache fir die Entwicklung eines autoim-
munen Diabetes in BioBreeding (BB) Ratten ist durch die Defizienz der antiapo-
ptotisch wirkenden Guanosintriphosphatase (GTPase) Gimap5 begriindet. BB-
Ratten, die nach 60-120 Tagen spontan einen autoimmunen Diabetes mellitus
entwickeln (Ramanathan und Poussier 2001), tragen die Deletion einer Base im
lyp (Gimap5, [ddm2) Gen auf Chromosom 4. Die Mutation verursacht eine Lese-
rasterverschiebung, die durch die Entstehung eines verfrihten Stopcodons zu
einem verkurzten Protein fuhrt (MacMurray et al. 2002). Die durch das lyp Gen
kodierte GTPase der immun-assoziierten Proteine (Gimap, GTPase of immunity-
associated protein) 5 gehort zu einer Familie von 8 GTPasen. In der Ratte werden
7 von ihnen exprimiert. Sie spielen mit gegensatzlichen Funktionen eine wichtige
Rolle in der T-Zell-Reifung und Selektion im Thymus, in der Apoptose und T-Zell-
Homdostase in peripheren lymphatischen Organen sowie fur das Uberleben
nach TCR-Stimulation aktivierter T-Zellen (Moralejo et al. 2011; Nitta und Taka-
hama 2007). Die auch als immun-assoziierte Nukleotid-bindende Proteine (IANS)
bezeichneten GTPasen sind eng mit den pro- und anti-apoptotischen Enzymen
der B-cell ymphoma (Bcl)-2-Familie verknipft. Deren Fehlregulation kann eben-

falls zu T-Lymphopenie, Leukamie oder Autoimmunitat fihren.

Gimaps finden sich nur in Vertebraten und héheren Pflanzen, sie tendieren in
vielen Spezies zur Clusterbildung im Genom und werden beispielsweise bei
Ratte und Mensch auf nur einem kurzen Abschnitt eines Chromosoms codiert.
Es wird angenommen, dass die Gimaps Transkriptionsziele TCR-Stimulus-ver-
mittelter Signalkaskaden sind. Die Entschliisselung der genauen Reaktionswege
ist Gegenstand aktueller Forschung. Gimap5 als anti-apoptotisch wirkende
GTPase wird mafig wahrend der positiven T-Zell-Selektion und starker in pra-

selektierten doppelt-positiven CD4*CD8*-Thymozyten exprimiert.
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Abbildung 1: Signalkaskaden der Apoptose in Lymphozyten.

Es sind der von der Bcl-2-Familie vermittelte mitochondriale (links) und der Todesrezep-
tor-vermittelte Signalweg (rechts) dargestellt. Uber TCR- und Zytokinrezeptor-Stimula-
tion werden die pro-apoptotischen Proteine Bim und Bad aktiviert. Diese binden an Bcl-
2 und Bcl-xL und verhindern dadurch, dass diese die pro-apoptotischen mitochondrialen
Proteine Bax und Bak hemmen. Bax erfahrt eine Apoptose-assoziierte Translokation in
die Mitochondrien. Bax und Bak induzieren die Cytochrom C-Ausschittung aus den Mi-
tochondrien ins Zytosol, die zu einer Aktivierung der Caspase-9 fuihrt. Anschlie3end wer-
den die Effektorcaspasen 3 und 7 aktiviert, sodass es schlieBlich zum Zelltod kommt.
Die an intrazellularen Membranen (endoplasmisches Retikulum, Golgi-Apparat und &u-
Bere Mitochondrienmembran) lokalisierten IAN4 und 5 (Gimap4/5) inhibieren nach Akti-
vierung durch ein TCR-Signal die pro-apoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie und ak-
tivieren die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL. Das im Zytosol exprimierte
IAN1 fordert dagegen die Apoptose durch Aktivierung von Bax und Bak sowie Induktion
der Apoptose stromabwarts der Effektorcaspasen. Der durch Todesrezeptoren vermit-
telte Signalweg beginnt mit der Bindung eines Todes-Liganden an einen Todesrezeptor
(z.B. Fas, TNF-Rezeptor1). Es wird der ,Death inducing signaling complex” (DISC) ge-
bildet, der die Caspase 8 stimuliert, die dann direkt die Effektorcaspasen 3 und 7 aktiviert
und aufRerdem indirekt in den mitochondrialen Signalweg eingreift, indem Caspase 8 Bid
aktiviert, welches Bcl-2 und Bcl-xL hemmt sowie Bax und Bak aktiviert (Nitta und Taka-
hama 2007). Abbildung mit freundlicher Genehmigung des Verlags dbernommen aus
Nitta und Takahama 2007.

Die Entscheidung zwischen Uberleben und Tod einer T-Zelle nach einem TCR-
Signal ist von grol3er Bedeutung flr die Funktionalitdt des Immunsystems. Eine

Aktivierung der T-Zelle Uber dieses Signal fiihrt zu einer Immunantwort gegen
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das entsprechende Antigen. Die Einleitung der Apoptose nach T-Zell Signal bei
fehlender Costimulation schitzt den Organismus dagegen vor Aktivierung der
Zelle in Abwesenheit eines potenziell gefahrlichen Antigens und verhindert so die
Entstehung von Autoimmunitat (Opferman und Korsmeyer 2003; Radvanyi et al.
1996). Es ist bisher nicht abschlieend geklart, wie es nach einem TCR-Signal
zu der Entscheidung zwischen Uberleben oder Apoptose der T-Zelle kommt. Die
Stimulation des TCRs uber unterschiedliche Strukturen initiiert verschiedene in-
trazellulare Signale, die zur Transkription oder zur posttranskriptionalen Aktivie-
rung passender T-Zell-Uberleben-Regulatorproteinen fiihren. Zu diesen Regula-
torproteinen zéhlen neben den Gimaps die besser bekannte B-cell lymphoma
(Bcl)-2-Familie mit ihren anti- (Bcl-2, Bcl-xL) und pro-apoptotischen (Bax, Bak,
Bim) Mitgliedern. In Abbildung 1 ist ihre Rolle im mitochondrialen Apoptose-Sig-
nalweg dargestellt. Eine T-Zell-Stimulation bei Nichtvorhandensein eines costi-
mulatorischen Signals aktiviert die pro-apoptotischen Proteine Bim und Bad.
Diese binden an der Mitochondrienmembran an die anti-apoptotischen Enzyme
Bcl-2 und Bcl-xL und inaktivieren sie. Dadurch wird die Hemmung der pro-
apoptotischen Mitglieder Bax, das eine Apoptose-assoziierte Translokation aus
dem Zytosol in die Mitochondrien erfahrt, und Bak aufgehoben, sodass diese eine
Cytochrom C Ausschiittung aus den Mitochondrien ins Zytosol provozieren. Cy-
tochrom C stimuliert die Caspase 9, die anschlie3end die Effektorcaspasen 3 und
7 aktiviert. Durch Spaltung von Substratproteinen l6sen diese den programmier-
ten Zelltod aus. Gimaps greifen in diese Signalkaskade unterschiedlich ein. Die
an der auf3eren Mitochondrienmembran lokalisierten Gimap4 und 5 (IAN4 und 5)
aktivieren nach TCR-Stimulation die anti-apoptotischen Faktoren Bcl-2 und Bcl-
xL und inhibieren die pro-apoptotischen Faktoren Bax und Bak. IAN1 antagoni-
siert IAN4 und 5 indem es Bax aktiviert und zuséatzlich stromabwarts der Effektor-

caspasen 3 und 7 Apoptose induziert (Nitta und Takahama 2007).

In den Gimap5-defizienten DP-BB-Ratten zeigte sich neben einer die CD4* und
die CD8* betreffenden Lymphopenie eine verminderte Zahl einzeln positiver Thy-
mozyten sowie eine erhdohte Apoptoserate reifer einzeln-positiver Thymozyten
und peripherer T-Zellen in Zellkultur (Hernandez-Hoyos et al. 1999; MacMurray
et al. 2002). Diese Effekte unterstitzen das oben beschriebene Modell zur Rolle
von Gimap5 in Apoptose und Selektion von T-Zellen. Uber Markierung der T-

Zellen aus BB-Ratten, die kurzlich den Thymus verlassen hatten (RTE, recent
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thymic emigrants) konnte gezeigt werden, dass sie in der Peripherie nicht langer
als eine Woche uberleben (Zadeh et al. 1996). Trotz der hohen Apoptoserate ist
dabei der gesamte Anteil apoptotischer T-Zellen weitgehend normal. Auch bleibt
die Gesamtzahl der peripheren rezirkulierenden T-Zellen tUber das ganze Leben
hinweg stabil, obwohl in den BB-Ratten eine physiologische Involution des Thy-
mus beobachtet wurde (Ramanathan et al. 1998). Die Stabilitat der Gesamtzahl
wird dabei durch eine 15- bis 20-fache Erh6hung der mitotischen Aktivitat peri-
pherer T-Zellen in den BB-Ratten erreicht. In Experimenten wurde nachgewie-
sen, dass T-Zellen Gimap5-defizienter Tiere durch TCR-Stimulation in vitro von
spontaner Apoptose gerettet werden kdnnen (Ramanathan et al. 1998). Aul3er-
dem exprimierten die T-Zellen in der Peripherie einige mit einer Aktivierung as-
soziierte Oberflachenmarker (Lang et al. 2004). Es wird daher vermutet, dass ein
Verlust von Gimap5 zu einem unbalancierten T-Zell-Uberleben fiihrt. Durch die
verkirzte Uberlebenszeit kommt es zu einem T-Zellverlust. Die verbleibenden T-
Zellen werden in der lymphopenen Umgebung zur LiP angeregt, in deren Rah-
men, wie oben beschrieben, potenziell autoreaktive T-Zellen durch TCR-vermit-

telte Aktivierung vor dem Tod gerettet werden und expandieren (King et al. 2004).

Im Menschen konnte Gimap5 ebenfalls als potenzieller Mediator immunologi-
scher Dysregulation identifiziert werden. Einzelne genetische Varianten von
Gimap5 wurden dabei mit der Entstehung von Asthma bronchiale und Allergien
assoziiert (Heinonen et al. 2015). Andere Untersuchungen konnten den haufigs-
ten Gimap5-Haplotyp mit einem erhdhten Risiko fur die Entstehung von SLE in

Verbindung bringen (Hellquist et al. 2007).

1.5 In PVG-Ratten fuihrt eine Gimap5-Defizienz zu einer
spontanen eosinophilen Gastroenteritis

Wie oben beschrieben ist die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen unter
anderem abhéangig von genetischen Faktoren des Organismus. Um den Einfluss
des MHC-Haplotyps und der Gimap5-Defizienz auf die Entwicklung von Lympho-
penie und Autoimmunitat auf einem anderen genetischen Hintergrund als dem
der BB-Ratten zu untersuchen, transferierten Cousins et al. den RT1u MHC-
Klasse-ll-Haplotyp und den lyp-Gendefekt durch Kreuzung auf PVG-Ratten
(Cousins et al. 2006). Uberraschenderweise entwickelten diese Ratten keinen
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Diabetes, sondern eine spontane progressive entziindliche Darmerkrankung. Da-
bei trat die Erkrankung bei allen Tieren mit homozygoter lyp-Mutation, im Mittel
mit 36 Lebenswochen, auf. Erkrankte Ratten zeigten eine Splenomegalie und
massiv geschwollene mesenteriale Lymphknoten. In der Histologie fanden sich
eosinophile Infiltrate in der Submukosa und Muskularis, wohingegen die Zotten
ausgespart wurden. Der Serum-IgE-Spiegel war stark erhdht. Aktivierte lyp/lyp
CD4*-T-Zellen produzierten in vitro erh6hte Mengen des TH2-assoziierten Zyto-
kins IL-4, und auch in der quantitativen Echtzeit PCR (qrtPCR) zeigten sie er-
hohte Expressionen der TH2-typischen Zytokine IL-5 und IL-13. AulRerdem fan-
den sich in der Darmwand aller Ratten Autoantikérper gegen eine nicht-leuko-
zytare Zelle (Cousins et al. 2006). In humanen Patienten ist die eosinophile Gast-
roenteritis eine seltene Erkrankung noch unbekannter Ursache. Es wurden ca.
300 Féalle der Erkrankung beschrieben. Da viele dieser Patienten saisonale Aller-
gien, Nahrungsunvertraglichkeiten, Ekzeme, Asthma, Atopien und erhdhte Se-
rum-IgE-Titer in der Krankengeschichte aufweisen, geht man von einer Hyper-
sensitivitatsreaktion in der Pathogenese aus. Dabei scheinen eosinophile Gra-
nulozyten, TH2-Zytokine (IL-3, IL-5 und IL-13) sowie Chemokine wie das Eosino-
philen-selektive Chemokin Eotaxin entscheidende Faktoren in der Pathogenese
der Erkrankung zu sein. Diese kann alle Wandschichten des Darms einbeziehen
und befallt am haufigsten die Mukosa (25-100 %). Klinisch auf3ert sie sich tber
fakalen Blutverlust, eine Anamie und sekundéren Gewichtsverlust durch Ma-
labsorption oder Proteinverlust-Enteropathie. Ist die Muskularis mitbetroffen,
kann es zu Obstruktionen kommen, ein Befall der Subserosa fiihrt zu eosinophi-
lem Aszites, aul3erdem sind extraintestinale Manifestationen (Cystitis, Splenitis,
Hepatitis) beschrieben. Therapeutisch werden Glukokortikoide zur Entztindungs-
hemmung eingesetzt (Baig et al. 2006). Auf Grund der Ahnlichkeit des Phanotyps
der Gimap5-defizienten PVG Ratte mit der noch schlecht verstandenen humanen
eosinophilen Gastroenteritis kbnnte dies ein vielversprechendes Tiermodell hier-

fur darstellen.

In den durch eine Gimap5-Defizienz ausgelosten verschiedenen Phanotypen in
BB- und PVG-Ratten zeigt sich ein hoher Einfluss des genetischen Hintergrundes

auf die Auspragung der Autoimmunitat.
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1.6 Die Darmflora hat einen regulatorischen Effekt auf das
Immunsystem

Im menschlichen Darm leben ca. 10%* Bakterien (Eppinga et al. 2014) von ca. 500
bis 1000 Spezies. Bacteroidetes und Firmicutes sind mit einem Anteil von 90 %
die am haufigsten vorkommenden Mikroorganismen (Maranduba et al. 2015). Sie
Ubernehmen als nitzliche Bakterien (Kommensalen) wichtige Funktionen, wie
den Abbau unverdaulicher Pflanzenbestandteile und die Synthese einiger Nahr-
stoffe (z.B. Vitamin K), und dienen als Schutzschicht vor der Invasion pathogener
Mikroorganismen (Kosiewicz et al. 2014). Das Immunsystem des Darms muss
zwischen einer groRen Vielfalt unterschiedlichster Antigene differenzieren, um
einerseits Toleranz gegentber Nahrungsbestandteilen und Kommensalen und
andererseits Immunreaktionen zur Elimination potenziell schadlicher Keime zu
vermitteln (Brucklacher-Waldert et al. 2014). Diese Ansprtiche erfillt das Darm-
assoziierte lymphatische Gewebe (GALT, gut associated lymphoid tissue), ein
komplex organisiertes System immunologischer Strukturen, das entlang des ge-
samten Gastrointestinaltraktes (Gl-Traktes) angeordnet ist (Randall und Mebius
2014). Zum GALT zahlen unter anderem die mesenterialen Lymphknoten (MLN),
die Peyer-Plaques, isolierte lymphoide Follikel, das Fett-assoziierte lymphatische
Gewebe und loses Gewebe der Lamina propria (Brucklacher-Waldert et al.
2014). Im Epithel sitzende Microfold (M-) Zellen endozytieren Antigene des
Darmlumens und transzytieren sie zu der basolateralen Seite. Hier kommunizie-
ren sie mit Phagozyten, B- und T-Lymphozyten (Mabbott et al. 2013). Zellen des
angeborenen Immunsystems erkennen Pathogene an konservierten charakteris-
tischen Oberflachenmolekilen, den Pathogen- assoziierten molekularen Mustern
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPS). Die PAMPs werden von Pat-
tern recognition receptors gebunden, zu denen die Toll-like Rezeptoren sowie
NOD1 und 2 (nucleotide-binding oligomerization domain-containing proteins 1
und 2) gehoren. Diese leiten Uber den NFkB-Signalweg eine Hochregulation co-
stimulatorischer Molekiile auf APCs und die Zytokinproduktion ein. Die DCs kén-
nen durch die Produktion unterschiedlicher Zytokine entziindliche (TH1/TH17),
humorale (TH2) oder regulatorische T-Zellantworten induzieren und damit ent-
weder Toleranz gegeniber einem Antigen (z.B. Nahrungsbestandteilen oder
Kommensalen) oder eine auf das Antigen abgestimmte Immunreaktion zu des-

sen Elimination erwirken. Aktivierte T-Zellen wandern in die MLN und regen dort
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u.a. B-Zellen zur IgA-Produktion an. CD8*-Effektor-T-Zellen kdnnen in das
Epithel der Zottenspitzen einwandern und dort als intraepitheliale Lymphozyten
direkt ihre Antigene bekampfen (Purchiaroni et al. 2013). Die physiologische In-
teraktion zwischen der Darmflora und dem Immunsystem beruht auf den Kom-
mensalen, die eine anti-entziindliche Umgebung begunstigen. In einem symbio-
tischen Verhéltnis stimulieren die PAMPs der Kommensalen kontinuierlich die
intestinalen Epithelzellen. Diese produzieren daraufhin Mediatoren wie transfor-
ming growth factor (TGF-)B, IL-33 und IL-25, die eine Entwicklung tolerogener
(IL-10-produzierender) Makrophagen und DCs fordern. Tolerogene DCs produ-
zieren TGF-B und Retinsaure, die eine Differenzierung von Tregs stimulieren.
Zusammen erwirken und erhalten diese Zellen ein anti-inflammatorisches Milieu
(Maranduba et al. 2015).

Diat, Alter, Medikamente, Krankheiten und Stress beeinflussen die Zusammen-
setzung der Darmflora ebenso wie Antibiotikatherapien. Studien haben ergeben,
dass die intestinale Flora essenziell fur die Entwicklung und Funktion des muko-
sen Immunsystems in der frihen Kindheit ist und daher auch in der allgemeinen
Immunitat in Erwachsenen. Keimfrei gehaltene Tiere zeigten Defekte im GALT
und der Antikoérperproduktion. Sie entwickelten weniger Peyer-Plagues, weniger
Immunzellen in der Lamina propria und weniger Plasmazellen in den Keimzen-
tren mesenterialer Lymphknoten (Purchiaroni et al. 2013). In Studien fuhrte eine
Antibiotika-Dauertherapie zu einer signifikanten Reduktion der Tregs in MLN und
Peyer-Plaques nach der Behandlung. Die Treg-Proliferation war in diesen lokalen
Geweben, nicht aber in Milz und peripheren Lymphknoten reduziert. Die Prolife-
ration konventioneller CD4*-T-Zellen war dagegen in allen untersuchten Gewe-
ben vermindert. Die Autoren schlossen daraus, dass mikrobielle Stimuli die Treg-
Population lokal, die konventionellen CD4*-T-Zellen dagegen systemisch beein-
flussen (Cording et al. 2013). Die Balance zwischen der komplexen Gemein-
schaft aus Darmbakterien, Nahrungsmitteln, dem Darmepithel und anderen
Darm-assoziierten Molekilen wird immer mehr als Trager der menschlichen Ge-
sundheit verstanden. Ein Ungleichgewicht (Dysbiose) zwischen Darmbakterien
mit pathogenem Potenzial (Pathobionten) und Symbionten kann eine Rolle in der
Pathogenese verschiedener Erkrankungen spielen. In einer Dysbiose kann die
Anwesenheit der Pathogene die durch tolerogene Makrophagen, DCs und Tregs

regulierte anti-inflammatorische Umgebung unterbrechen. Eine erh6hte Anzahl
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pathogener Keime fuhrt zu einer grol3eren Exposition von PAMPSs, die IECs, ak-
tivierte DCs und Makrophagen zur Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine wie
IL1-B, IL-6, IL-12 und IL-23 induzieren. Die Zytokine fordern die Entwicklung von
Effektor-TH-Zellen (TH1 und TH17), deren Aktivitat in einer chronischen Entzin-
dungsreaktion mindet (Maranduba et al. 2015). Die Konsequenzen der Dysbiose
aufRern sich nicht ausschlieRlich lokal, sondern spiegeln sich auch systemisch
wider. Der Verlust der Homoostase kann zu einer Invasion immunogener Mole-
kile aus der Zellwand gramnegativer Bakterien in den Blutstrom fuhren (En-
dotoxamie), die dort eine milde aber kontinuierliche Stimulation pro-inflammato-
rischer Mediatoren bewirken. Erkrankungen wie chronisch entziindliche Darmer-
krankungen, Diabetes Typ 1 und 2 sowie die RA sind mit einer Dysbiose assozi-
iert. Die veranderte Darmflora scheint hier ein Bestandteil der multifaktoriellen

Genese zu sein.

Es gab bereits erste Hinweise, dass die Darmflora auch eine Rolle in immunolo-
gisch verursachten Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS) wie der
MS spielt. So zeigen keimfrei gehaltene SJL/J Mause beispielsweise eine Resis-
tenz gegenuber der Entwicklung einer EAE nach Immunisierung mit Myelin Oli-
godendrozyten Glykoprotein (MOG) (Collins et al. 2012; Maranduba et al. 2015).

1.7 Multiple Sklerose

Die MS ist eine chronisch entziindliche Autoimmunerkrankung des Gehirns und
des Ruckenmarks (Dendrou et al. 2015). Sie tritt in Deutschland mit einer Préa-
valenz von 100-120/100.000 Einwohnern auf und betrifft zwei- bis dreimal haufi-
ger Frauen als Manner. Die Erkrankung manifestiert sich in zwei Dritteln der Félle
zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr (Masuhr et al. 2013). Klinisch &uf3ert sich
die MS zu Beginn haufig mit den Symptomen Schwache, Sensibilitdtsstérungen,
einseitigem Sehverlust, Sehen von Doppelbildern, Gangunsicherheit und Ataxie.
Im Verlauf kann es zu Blasenfunktionsstorungen, Fatigue und kognitiven Defizi-
ten kommen (Hauser und Oksenberg 2006). Es besteht eine hohe Komorbiditat
von MS mit Depression von bis zu 50 %. Die Depression ist dabei entweder eine
Manifestation der zerebralen Entziindung, wahrscheinlicher jedoch eine Reaktion
auf die fortschreitende chronische Erkrankung (Compston und Coles 2008). Die

Atiologie der MS ist noch nicht vollstandig verstanden. Es handelt sich um ein
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multifaktorielles Geschehen aus genetischer Disposition und verschiedenen Um-
weltfaktoren (Marrie 2004). Unterschiedliche MHC-Haplotypen, dabei insbeson-
dere das MHC-Klasse-Il Gen HLA-DRB1, wurden mit der Entwicklung der Er-
krankung assoziiert (Fernando et al. 2008). Der Verlauf der MS kann schubférmig
(RR-MS; 60 %), sekundéar progredient (SP-MS; 30 %), oder primar chronisch pro-
gredient (PP-MS; 10 %) sein (Masuhr et al. 2013). Als Ausldser der Entziindungs-
reaktion werden in der Theorie zwei verschiedene Modelle diskutiert. Im extrinsi-
schen (peripheren) Model werden autoreaktive T-Zellen in der Peripherie, mog-
licherweise Uber molekulares Mimikry, Bystander-Aktivierung, oder Ko-Expres-
sion von TCR unterschiedlicher Spezifikationen, aktiviert (Harkiolaki et al. 2009;
Ji et al. 2010; Mlnz et al. 2009; Olson et al. 2001). Unter einer Bystander-Akti-
vierung versteht man dabei eine Aktivierung autoreaktiver T-Zellen durch Entziun-
dungsmediatoren und kostimulatorische Signale, die wahrend einer Immunant-
wort auf eine Infektion durch aktivierte APCs und Lymphozyten anfallen. Die au-
toreaktiven Zellen sind dabei als ,Bystander®-Zellen selber nicht spezifisch gegen
das eigentliche Antigen der Infektion (Murphy und Weaver 2016). Die aktivierten
autoreaktiven T-Zellen migrieren anschlieRend zum ZNS und durchwandern, be-
gleitet von aktivierten B-Zellen und Monozyten, die Blut-Hirn-Schranke (BHS). Im
normalerweise immunprivilegierten ZNS treffen die Immunzellen auf ihre spezifi-
schen, jedoch bis dahin unbekannten Autoantigene und I6sen in der Folge eine
Autoimmunreaktion aus. Alternativ werden ZNS-intrinsische Mechanismen als
Ausloser der Erkrankung diskutiert. Dabei kame beispielsweise eine tUberschie-
Rende Reaktion auf eine Infektion des ZNS in Betracht, die erst sekundar zu einer
Infiltration autoreaktiver Zellen fihre (Dendrou et al. 2015). Im Rahmen einer
UberschieRenden Immunreaktion schitten die das ZNS infiltrierenden Zellen pro-
inflammatorische Zytokine aus, die naive Mikroglia-Zellen und Astrozyten stimu-
lieren sowie weitere Entztindungszellen rekrutieren (Masuhr et al. 2013; Minagar
et al. 2002). Insbesondere TH1- und TH17-Zellen scheinen mafRgeblich am Ent-
zindungsprozess in frihen Stadien der MS beteiligt zu sein (Cao et al. 2015;
Watanabe et al. 2016). Die T-, Mikroglia-Zellen und Astrozyten fuhren tber di-
rekte Zellkontakte sowie |osliche inflammatorische und neurotoxische Mediatoren
zu Demyelinisierung und neuroaxonaler Schadigung und Verletzung der Oli-
godendrozyten (Minagar et al. 2002). Zu den neurotoxischen Mediatoren zahlen

reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies. Sie schadigen die Mitochondrien und
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fuhren damit zu metabolischem Stress und Energieverlust der Nervenzelle (Hai-
der et al. 2011). CD8*-T-Zellen kommen zahlreich in den perivaskularen Infiltra-
ten der demyelinisierten Lasionen vor. Ihre Menge korreliert dabei mit dem axo-
nalen Schaden (Frischer et al. 2009). Aktuelle Therapiestrategien versuchen ei-
nerseits Uber immunmodulatorische Therapien (IFNB, Glatirameracetat, Dime-
thylfumarat) die T-Zell-Antwort in Richtung entziindungshemmendes TH2-Milieu
zu verschieben, andererseits tber die Gabe von Antikdrpern gegen Oberflachen-
molekile der verschiedenen Immunzellen (Haghikia et al. 2013; Hauser et al.
2008; Kozovska et al. 1999; Miller et al. 1998; Ruck et al. 2015) (Natalizumab,
Alemtuzumab, Rituximab) deren Infiltration in das ZNS zu verhindern. Alemtuzu-
mab und Rituximab dezimieren dabei insbesondere die Anzahl ihrer Zielzellen
(Haghikia et al. 2013; Hauser et al. 2008; Kozovska et al. 1999; Miller et al. 1998;
Ruck et al. 2015; Zoghi et al. 2011). Bislang kann mit der Therapie zwar das
Auftreten erneuter MS-Schibe vermindert werden, allerdings kommt es langfris-
tig haufig zu einem Ubergang in den kontinuierlich progredienten Krankheitsver-
lauf (Feinstein et al. 2015). Die Neurodegeneration schreitet dann trotz nachlas-
sender Infiltration peripherer Autoimmunzellen fort. Eine Theorie lautet, dass die
chronische Entziindung des ZNS von sekundar dort angesiedelten Autoimmun-
zellen sowie ZNS-intrinsischen aktivierten Mikrogliazellen und Astrozyten ausge-
|6st wird (Dendrou et al. 2015; Friese et al. 2014). Zukinftige Therapiestrategien
sollten daher auch die intrinsische Entziindungsaktivitit des ZNS einbeziehen,
beispielsweise Uber die Hemmung der von Astrozyten synthetisierten pro-in-

flammatorischen Mediatoren (Dendrou et al. 2015).

1.8 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis als
Tiermodell der Multiplen Sklerose

Die MS ist eine sehr heterogene Erkrankung, deren Ursache und Pathogenese
noch immer nicht vollstdndig verstanden sind. Es ist auf Grund der begrenzten
Moglichkeiten der Ex-vivo-Studien an MS-Patienten unabdingbar, anhand eines
der Erkrankung @hnelnden Tiermodells an ihrer Pathophysiologie zu forschen.
Mit Hilfe der EAE wurden bereits wichtige Zusammenhéange der T-Zell-vermittel-
ten Demyelinisierung im ZNS, der Rolle des angeborenen Immunsystems sowie
der humoralen Immunantwort in der Pathogenese der Erkrankung verstanden.

Die daraus gewonnenen Erkenntnisse halfen unter anderem bei der Entwicklung
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neuer Antikorper-Therapiemdglichkeiten fir bestimmte Verlaufe der MS (Gold et
al. 2006). Die Vorgeschichte der EAE begann mit der Beobachtung zahlreicher
Zwischenfélle nach Tollwutschutzimpfungen (postvakzinale Enzephalitiden), zu
deren Aufklarung Koritschoner und Schweinburg 1927 Experimente an Kanin-
chen machten, in denen sie Entziindungen des Ruckenmarks der Tiere nach pa-
renteraler Gabe menschlicher Hirnemulsionen auslésen konnten (Erhardt et al.
1965; Gold et al. 2006). Freund trug maf3geblich zum Fortschritt bei, als er 1942
die Adjuvanstechnik entwickelte und es spater schaffte, liber eine einzige intra-
cutane Applikation die Encephalomyelitis zu erzeugen (Anderson 1955; Erhardt
et al. 1965; Freund und McDermott 1942). In weiteren Experimenten an Nagetie-
ren und Primaten konnte nach und nach die sowohl klinische, pathophysiologi-
sche als auch immunologische Ahnlichkeit zur MS gezeigt werden (Gold et al.
2006). Die EAE wird heute in den meisten Féllen durch subcutane Applikation
eines immunstimulierenden Agens (Adjuvans) zusammen mit einem Antigen aus
dem ZNS ausgeldst. Als enzephalitogene Antigene werden unter anderem Be-
standteile des Myelins, beispielsweise myelin basic protein (MBP), proteolipid
protein, MOG oder das astrogliale S-1008 Protein benutzt (Hohlfeld und Wekerle
2004; Wekerle et al. 1994). Als Adjuvans wird meist das Complete Freund’s Ad-
juvans (CFA) verwendet, das eine Emulsion aus Hitze-gettteten Mykobakterien
(M. tuberculosis oder M. butyricum), einem Tensid und einem nicht verstoffwech-
selbaren Ol (Mineraldl) ist (Freund und McDermott 1942; Jennings 1995). Durch
die subkutane Injektion wird eine lokale Immunreaktion gegen das ZNS-spezifi-
sche Antigen (z.B. MBP) ausgeldst. Dabei wird die immunologische Toleranz ge-
gen koérpereigene Antigene durch die das Immunsystem aktivierenden Mykobak-
terienbestandteile des Adjuvans durchbrochen. Die aktivierten Myelin-spezifi-
schen CD4*-T-Zellen (Stromnes und Goverman 2006a) migrieren aus der Peri-
pherie in Richtung ZNS, passieren die BHS und werden anschliel3end von loka-
len und infiltrierenden APCs reaktiviert. Es wird eine T-Zell-vermittelte Autoim-
munreaktion gegen die Myelinscheiden ausgel6st, deren entzindliche Prozesse
zu Demyelinisierung und dadurch zu Axonschéadigung fuhren (Fletcher et al.
2010). Eine Besonderheit der EAE ist, dass sie in naive Tiere transferiert werden
kann, indem man enzephalitogene CD4*- (Zamvil und Steinman 1990) oder
CD8*-T-Zellen (Sun et al. 2001) aus erkrankten Tieren in naive Tiere Ubertragt.

In den haufigsten ,klassischen EAE-Modellen fiir Nagetiere manifestiert sich die
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Erkrankung in einer aufsteigenden schlaffen Paralyse, die an der Schwanzspitze
beginnt und uber Hinter- und Vorderpfoten fortschreitet. In Ubereinstimmung
hiermit findet die Entzindungsreaktion im ,klassischen“ Modell Gberwiegend im
Ruckenmark der Tiere statt (Stromnes und Goverman 2006b). Um mdglichst um-
fassend die komplexen klinischen und pathophysiologischen Facetten der MS
erforschen zu kénnen, wurden zahlreiche EAE-Modelle entwickelt, wobei die
Symptomatik mit den Lokalisationen der Infiltrate korreliert (Stromnes und
Goverman 2006a). Je nach genetischem Hintergrund der Tiere, dem Immunisie-
rungsprotokoll und dem spezifischen Antigen, zeigen sich neben dem monopha-
sischen EAE-Verlauf chronisch progrediente oder schubférmige Verlaufe (Flet-
cher et al. 2010; Stromnes und Goverman 2006a). In friheren Studien wurde
gezeigt, dass die Manipulation immunassoziierter Gene zu einem veranderten
EAE-Verlauf fihren kann (Gold et al. 2006). Fir unsere Experimente wahlten wir
Lewis-Ratten, die nach Immunisierung mit MBP aus dem Meerschweinchen

(gpMBP) und CFA einen monophasischen ,klassischen® EAE-Verlauf zeigen.
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1.9 Zielsetzung

Autoimmunerkrankungen nehmen seit Jahren in der westlichen Bevélkerung an
Haufigkeit zu. Trotz intensiver Forschung an der MS bleiben die Atiologie und
Pathogenese der Erkrankung teilweise ungeklart. Es ist bekannt, dass T-Zellen
eine wichtige Rolle in der Pathogenese spielen und dass Lymphopenie ein ge-
nereller Risikofaktor fir Autoimmunitat ist. Au3erdem wird Uber den Einfluss der
Darmflora auf das Immunsystem und die Entwicklung von Autoimmunitat disku-

tiert. Ziele der Arbeit waren daher:

- zu erforschen, wie sich eine Gimap5-Defizienz phanotypisch in Lewis-Ratten
aulRert. Hierzu sollte gepruft werden, ob in diesem Rattenstamm in solch einer
Situation eine Lymphopenie entsteht, wie sich diese eventuell auf Proliferation
und Aktivierung der TH-Zellen auswirkt und ob es moéglicherweise zur Dominanz

einer TH-Subgruppe kommt.

- die Einflisse des MHC-Haplotyps und der Gimap5-Defizienz auf den Verlauf
und die Pathogenese der in Lewis-Ratten induzierbaren EAE zu untersuchen.

- die Folgen einer durch Antibiotikagabe veranderten Darmflora auf die Entwick-

lung von Autoimmunitat und auf den Verlauf der EAE zu klaren.
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Falls nicht anders angegeben, befinden sich alle Orte in Deutschland.

2.1 Allgemeine Hilfsmittel

Tabelle 1: Allgemeine Hilfsmittel

7500 Real Time PCR System

Applied Biosystems, Foster City, USA

accu-jet® pro Pipettierhelfer

Brand GmbH, Wertheim

Agarose Gelelektrophorese Systeme

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Arium® 611 Reinstwasser System

Sartorius AG, Gottingen

BD FACSCanto Il

BD Biosciences, Heidelberg

Centrifuge 5417R fir Reaktionsgefalle

Eppendorf, Hamburg

Centrifuge 5804 fir FACS-R6hrchen

Eppendorf, Hamburg

Centrifuge multifuge 4 KR fur

Zentrifugenréhrchen

Heraeus, Hanau

Chemilux Gel Imager

INTAS Science Imaging Instruments
GmbH, Géttingen

Electrophoresis power supply 301

Amersham Biosciences, Freiburg

Filter Mate Harvester

Perkin Elmer, Waltham, USA

Inkubator, HERACell 240

Heraeus, Hanau

Mikroskop Primo Star

Zeiss, Jena

Mikrowelle

Sharp, Hamburg

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer

ThermoScientific, Wilmington, USA

Neubauer Improved Haemacytometer

Henneberg-Sander GmbH, Giel3en

Pipette 1 ul

Eppendorf, Hamburg

Pipetten 2 ul, 20 pl, 200 pul, 1000 pl

Gilson, Middleton, Wisconsin, USA

Sicherheitswerkbank, HERASafe

Heraeus, Hanau

Thermomixer

Eppendorf, Hamburg
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Tiefkihlschrank Hera freeze -80 °C

Heraeus, Hanau

Tiefkthlschrank Liebherr Comfort -20 °C

Liebherr-International Deutschland
GmbH, Biberach an der RiR

Vortex Genie-2

Scientific Industries, Bohemia, New York,
USA

Zentrifuge Sigma 2-5 fur 96-Well Platten

SIGMA Laborzentrifugen GmbH,
Osterode am Harz

2.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

96-well Optical Reaktionsplatten

Applied Biosystems, Foster City, USA

96-well Opti-Platte

Perkin Elmer, Waltham, USA

96-well Suspension Kulturplatte,

flacher Boden

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen

96-well Suspension Kulturplatten,

U-férmiger Boden

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen

96-well Tissue Kulturplatte 96-well
V-férmiger Boden

Sarstedt, Nimbrecht

Adhesive Sealing Film

Perkin Elmer, Waltham, USA

CryoTube™ R&hrchen

Nunc, Roskilde, Danemark

FACS-R6hrchen

BD Biosciences, Heidelberg

Falcon™ Rundboden

Polypropylen-Réhrchen

Fisher Scientific, Schwerte

Greiner CELLSTAR® multiwell
Kulturplatten, 6, 12, 24, 48 Wells

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Kanulen 24G 17, 20G 1 127, 27G 34",
25G 17, 20G 2 34”

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Optical Adhesive Covers

Applied Biosystems, Foster City, USA

Pipettenspitzen 10 pl, 200 ul, 1000 pl

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
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ReagiergefalRe 0,5 ml

Sarstedt, Numbrecht

ReagiergefalRe 1,5 ml, 2 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Serologische Pipetten, 5 ml, 10 ml,
25 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Spritzen 1 ml

Henke Sass Wolf, Tuttlingen

Spritzen 2 ml, 5 ml, 10 ml

BD Biosciences, Heidelberg

Spritzen 60 ml

BD Biosciences, Heidelberg

Zellkulturschalen 3,5 cm, 6 cm, 10 cm

Sarstedt, Numbrecht

Zellsieb 40 pm

BD Biosciences, Heidelberg

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 mli

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

2.3 Chemikalien und Pufferzusatze

Tabelle 3: Chemikalien und Zusatze

10 % Stripped Fetal Calf Serum (FCS)

Invitrogen, Paisley, UK

Agarose UltraPure

Invitrogen, Paisley, UK

BSA Carl Roth, Karlsruhe
CaCl, * 2 H,O Merck, Darmstadt
D-Glucose Merck, Darmstadt

DNA Leiter 1kb

Serva, Heidelberg

dNTPs (dATPNau *3 H,0,
dCTPNa, *3 H,0, dGTPNas
*3 H,0, dTTPNas *3 H,0)

Genaxxon bioscience, Ulm

EDTA

Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol

Carl Roth, Karlsruhe

Ethidiumbromid

HyClon, Perbio Science, Bonn

GeneRuler 1kb DNA Leiter

Fermentas

GIBCO® Penicillin/Streptomycin

Merck, Darmstadt
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HCI Carl Roth, Karlsruhe
HEPES Merck, Darmstadt
KCI Merck, Darmstadt
KH2PO4 Merck, Darmstadt
MgCl, * 6 H.0 Merck, Darmstadt

MgSO. * 7 Hz0

Merck, Darmstadt

Na,COs Merck, Darmstadt
Na;HPO4 Merck, Darmstadt
NazCsHsO7 Carl Roth, Karlsruhe
NaCl Carl Roth, Karlsruhe
NaHCOs3 Merck, Darmstadt
NaNs3 Carl Roth, Karlsruhe
NH4CI Merck, Darmstadt

Orange DNA Loading Dye (6X)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Paraformaldehyd, 4 % (PFA),

Morphisto GmbH, Frankfurt

in PBS pH 7,2

Phenol Red SIGMA-AIldrich, Taufkirchen
Tris Carl Roth, Karlsruhe
Zitronensaure Merck, Darmstadt

2.4 Oligonukleotide

Tabelle 4: Primer fur die grt-PCR

Zielgen Sequenz (5 — 3))

Zyklin B1 vorwarts: CTGGGTCGTGAAGTCACTGG
rickwarts: AACTGTCCTGCATGAACCGA

Zyklin E1 vorwarts: TGGTTCCATTCGCCATGGTT

riuckwarts: TTGGGCTTTGTCCAGCAAGT
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B-Actin

vorwarts: AGCTCCTCCGTCGCCGGTC

rickwarts: CCACCATCACACCCTGGTGCCT

2.5 Medien und Losungen

2.5.1 Zellkultur

Alle Medien, Puffer und Losungen wurden bei 4 °C aufbewahrt. Puffer und L6-

sungen wurden bei 125 °C fur 30 min autoklaviert.

Tabelle 5: Zellkulturmedien und -I6sungen

Bezeichnungen

Zusammensetzung

BSS 11 % BSS 1, 11 % BSS |l
BSS | 50 mM Glucose, 4,4 mM KH2POy,,

13,4 mM NayHPO4, 0,1 % Phenol Red
BSS I 12,65 mM CacCl; * 2 H20, 53,6 mM KCI,

1,37 M NaCl, 9,8 mM MgCl, * 6 H-0,
8,1 mM MgSO, * 7 H.0

Coating Buffer

45,3 mM NaHCO3, 18,2 mM Na>CO3

PBS (pH 7,4) 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl,
10 UM NazHPO4, 2,0 mM KH>PO4
RPMI++ +10 % FCS,

+ 1 % Penicillin/Streptomycin

GIBCO® RPMI 1640+GlutaMAX™-|, Invitrogen, Paisley, GroRbritannien

2.5.2 MACS® T-Zell-Isolation

Tabelle 6: MACS-Puffer

Bezeichnungen

Zusammensetzung

MACS Laufpuffer

PBS pH 7,2,
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+ 2,0 mM EDTA
+ 0,5 % BSA
MACS Spulpuffer PBS pH 7,2

+ 2,0 mM EDTA

2.5.3 Durchflusszytometrie

Tabelle 7: Puffer und Medien fur die Durchflusszytometrie

Bezeichnungen

Zusammensetzung

Alsevers

27 mM NacCl, 125 mM D-Glucose, 3 mM

Zitronensaure, 30 mM NazCsHsO-

Annexin-V-Bindepuffer

10 mM HEPES/NaOH, pH 7,4, 140 mM
NacCl, 2,5 mM CaClz, in ddH20

FACS-Puffer

PBS pH 7,2,
+0,1 % BSA,

+ 0,01 % NaN3

TAC Puffer

20 mM Tris/HCI pH 7,2, 155 mM NH4CI

OptiLyse® B Lysing Solution, Beckman Coulter, Krefeld

2.6 Antikorper und Reagenzien

2.6.1 Durchflusszytometrie: Antikorper und Farbungen

AnnexinV-Cy5, BD Biosciences, Heidelberg

7-AAD, BD Biosciences, Heidelberg

Tabelle 8: Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Epitop Klon Verdlinnung Fluorochrom
fur 1 x 108
Lymphozyten

CD4 Ox38 1:10000 fitc
1:2000 PE
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1:5000 Alexa-647
W3/25 1:1000 PE-Cy7
Ox35 1:500 APC

CD8a Ox8 1:1000 fitc

1:500 PE

1:500 PerCp
CD8p 341 1:1000 fitc
CD11a/LFA-1 WT.1 1:500 PE

1:250 fitc
CD25 Ox39 1:500 PE

1:1000 bio
CD45 Ox1 1:3000 Alexa-647
CD45RA Ox33 1:2000 PE
CD134 Ox40 1:500 Alexa-647
CD161a NKR-P1A 1:1000 PE
apTCR R73 1:500 PE

1:500 PerCp

1:1000 Alexa-647
Thyl Ox7 1:500 PerCp
VB3.3 CAll 1:1000 bio
V8.2 R78 1:1000 Alexa-647
VB8.5 B73 1:500 Gam-FITC
VB10 G101 1:1000 fitc
VB13 18B1 1:2000 bio
VB16 His42 1:1000 Gam-FITC
Sekundarer SA 1:1000 APC-Cy7
Antikérper

Intrazellulare

Proteine:
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FoxP3 1:500 PE
IFNy 1:500 PE
IL-17 1:500 PE

Die FACS-Antikorper wurden von BD Biosciences, eBioscience oder BioLegend

erworben.

2.6.2 MACS® CD4* Isolation

Tabelle 9: MACS® technology microbeads

Epitop Klon

CDh4 Ox38

Die MACS beads wurden von Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach bezogen. Fir
1 x 107 Lymphozyten wurden 20 pl beads verwendet.

2.6.3 Reagenzien fur die T-Zell-Aktivierung

Coating Antikdrper: Sheep anti-Mouse Ig polyklonaler Antikdrper, Roche, Ba-

sel, Schweiz
Stimulation:

JJ319: mouse-anti-ratCD28 monoklonaler Antikorper, freundlicherweise zur Ver-
fligung gestellt von Prof. Hiinig, Institut fur Virologie und Immunbiologie, Univer-

sitat Wirzburg

JJ316: mouse-anti-ratCD28 monoklonaler Antikérper, Superagonist, freundli-
cherweise zur Verfigung gestellt von Prof. Hinig, Institut flr Virologie und Im-

munbiologie, Universitat Wirzburg

R37: mouse-anti-ratTCR3 monoklonaler Antikérper, freundlicherweise zur Verfu-
gung gestellt von Prof. Hlnig, Institut fir Virologie und Immunbiologie, Universitéat

Wirzburg
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2.7 Enzyme und Kits
BD Cytofix/Cytoperm™ Kit, BD Biosciences, Heidelberg

eBioscience IC staining: Fixation/Permeabilization concentrate and diluent,

10X Permeabilization buffer, eBioscience, San Diego, Kalifornien, USA
IgE Rat ELISA Kit, abcam, Cambridge, GroRRbritannien

IgG Rat ELISA Kit, abcam, Cambridge, Grol3britannien

iScript™ cDNA Synthesis Kit, BioRad, Miinchen

Power SYBR® green, Applied Biosystems, Foster City, USA
Proteinase K, Promega, Fitchburg, USA

Quick-RNA™ MiniPrep, Zymo Research Corp., Irvine, USA

Tag-CR Master Mix Kit, Qiagen, Hilden

2.8 Antibiotikum

Enrofloxacin 2,5 %, Bayer, Leverkusen

2.9 Anasthesie

2.9.1 Inhalationsanasthesie

Fur eine kurzzeitige Anasthesie wurde den Ratten 4 % Sevofluran® bei 5 % Sau-

erstoff in der Atmosphéare Uber einen Verdampfer zugeftihrt.

2.10 Software

7500 System SDS Software Version 1.4.0.25, Applied Biosystems, Foster City,
USA

Adobe® Illustrator® Adobe Systems, San José, USA
BD FACS Diva™ Software Version 6.1.2, BD Biosciences, Heidelberg
FlowJo Version 8.8.6, Tree Star, Inc., Ashland, Oregon, USA

GelPro Analyzer, Media Cybernetics, Rockville, USA
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Prism for Windows, Version 5, GraphPad Software, Inc., San Diego, Kalifornien,
USA

2.11 Tiere

Die im Rahmen des Forschungsprojektes verwendeten Ratten waren alle vom
Lewis-Stamm und wurden im Tierstall der Universitatsmedizin Gottingen geziich-
tet. Alle Experimente wurden vorschriftsmafiig nach den Regelungen des Nieder-
sachsischen Landesamtes fir Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz
durchgefiihrt. Die Ratten wurden unter keimarmen Bedingungen (SPF-Tierhal-

tung in IVC-Kéfigen) in einem 12-stiindigen hell-dunkel Zyklus gehalten.

Lewis: wildtypische (WT) Lewis-Ratten wurden von Charles River erworben oder

in unseren eigenen Tiereinrichtungen gezichtet

Gimap5-defiziente Lewis-Ratten: Die Gimap5-Defizienz in Lewis-Ratten wurde
durch Ruckkreuzung der Gimap5-Punktmutation aus BB-Ratten mittels Speed

Congenics erhalten (Fischer et al. 2016).

enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP)-transgene Lewis-Ratten:
eGFP-transgene Lewis-Ratten waren mittels eines lentiviralen Vektors generiert

worden (van den Brandt et al. 2004).

2.12 Tierexperimente

2.12.1 Aktive Induktion der EAE

Unter Isofluran-Narkose wurde den Ratten subcutan 100 ul Impfpaste bestehend
zu gleichen Teilen aus dem Adjuvans CFA und dem Antigen gpMBP oberhalb
der Hinterpfoten injiziert (50 ul pro Pfote). Die abgetdteten Mykobakterien im Ad-

juvans hatten eine Konzentration von 2 mg/ml.

2.12.2 Bewertung der Krankheitssymptome

Nach aktiver EAE-Induktion wurden die Tiere taglich gewogen und die L&h-
mungssymptomatik anhand der in Tabelle 1 verzeichneten Kriterien verschiede-

nen Krankheitsstadien (Scores) zugeordnet.
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Tabelle 10 Klassifikation der Krankheitsstadien

Score | Klinischer Verlauf

Gesund

Schwanzspitze hangend, Tonusminderung im Schwanz

Schlaffe Schwanzlahmung

Fehlende Gangausgleichbewegung

Gangataxie

Leichte, schlaffe Parese der Hinterlaufe

Deutliche Parese beider Hinterlaufe oder eines Beins

Plegie beider Hinterlaufe

Tetraparese mit leichter Parese der Vorderlaufe

© |0 N o (oW N |-, |O

Moribund mit erhéhter Atemfrequenz

=
o

Verstorben

Tiere mit einem Score =7 wurden aus tierschutzrechtlichen Griinden getétet und

fur die Statistik mit einem Score von 10 weitergefuhrt.

2.12.3 Antibiotikabehandlung

Die Ratten wurden in einzelventilierten Kéafigen (IVC-Kéfige, Scanbur, Karls-
lunde, Danemark) gehalten, um den Kontakt mit Mikroorganismen aus der Um-
gebung maoglichst zu minimieren. Sie wurden nach dem Absetzen und vor Ent-
wicklung der Durchfallsymptomatik Gber einen Zeitraum von 6 Wochen mit dem
Antibiotikum Enrofloxacin (Bayer, Leverkusen, Germany) behandelt. Das Antibi-
otikum wird ausschlief3lich in der Tiermedizin eingesetzt. Es hat die Vorteile eines
breiten Wirkspektrums im grampositiven und gramnegativen Bereich bei gleich-
zeitig geringer Toxizitat gegentiber dem Wirtsorganismus (Lopez-Cadenas et al.
2013).

2.13 Organentnahmen

Die Ratten wurden in CO2-reicher Umgebungsluft getttet.
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Zur Blutabnahme aus dem Herzen wurde zeithah das Abdomen mit einer Schere,
anschlielRend der Thorax Uber einen Schnitt in das Zwerchfell er6ffnet. Mit einer

Spritze wurde Blut aus der linken Herzkammer abgenommen.

Zur Entnahme von MLN und der Milz wurden diese nach Eréffnung des Abdo-
mens freiprapariert und mit einer spitzen Pinzette entnommen. Beim Préparieren

der MLN wurde sich am Verlauf der Arteria mesenterica superior orientiert.

Zur Entnahme des Ruckenmarks wurde das Blutgefal3system der Tiere mit 60 ml
PBS-Puffer perfundiert. Dazu wurde nach Er6ffnung des Thorax ein Entlastungs-
schnitt in die rechte Herzkammer gemacht und der PBS-Puffer tiber eine Kanule
langsam Uber die linke Kammer in den groRen Kreislauf injiziert. AnschlieBend

wurde von dorsal das Rickenmark frei prapariert und entnommen.

Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Organe in PBS-Puffer auf Eis aufbe-

wabhrt.

2.14 Zellulare Methoden

2.14.1 Serumgewinnung

Um aus dem Blut das Serum abzutrennen, wurden die Blutproben nach der oben
beschriebenen Gewinnung aus dem Herzen 15 min bei 3500 x g zentrifugiert.
Das als Uberstand von den anderen Blutbestandteilen abgrenzbare Serum

wurde abgenommen.

2.14.2 Lymphozytenisolation

2.14.2.1 Lymphozytenisolation aus Lymphknoten

Die Lymphknoten wurden nach Entnahme steril mit PBS/BSA-Puffer durch ein
Nylon-Sieb (PorengrofRe: 40 um) passiert. Die Suspension wurde zentrifugiert
(300 x g, 6 min), der Uberstand abgegossen und das Pellet in PBS-Puffer resus-
pendiert. Die Zellkonzentration wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer be-

stimmt.
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2.14.2.2 Lymphozytenisolation aus der Milz

Die Milz wurde steril mit PBS-Puffer/BSA durch ein 40 ym-Nylon-Sieb passiert.
Die Suspension wurde zentrifugiert (300 x g, 6 min) und das Zellpellet nach dem
AbgieRen des Uberstandes in 1 ml PBS-Puffer resuspendiert. 12 ml TAC Lésung
wurden hinzugegeben. Es folgte eine Inkubationszeit von 12 min bei Raumtem-
peratur (RT) im Dunkeln. Anschlielend wurden die Proben mit 16 ml PBS/BSA-
Puffer aufgefullt und zentrifugiert (300 x g, 6 min). Die Splenozyten wurden in
PBS-Puffer resuspendiert und die Zellkonzentration mit Hilfe einer Neubauer-

Zahlkammer bestimmt.

2.14.2.3 Lymphozytenisolation aus dem Ruckenmark

Das Ruckenmark wurde mit PBS durch ein grobes Metall-Sieb gedriickt und die
Suspension auf ein 40 ym Nylon-Sieb gegeben. Der Durchfluss wurde zentrifu-

giert (350 x g, 7 min) und das Pellet in 6 ml 30 % PerColl resuspendiert.

In einem zweiten Schritt wurde ein Gradient erstellt. Dazu wurden in einem 15 ml
Falcon-Rohrchen 4 ml 45 % PerColl vorgelegt, 2 ml 70 % PerColl mit einer Ka-
nule darunter und anschliel3end die in 6 ml 30 % PerColl resuspendierten Zellen
auf die Phasen geschichtet. Die Falcon-Réhrchen wurden zentrifugiert (1700 x g,

20 min, reduzierte Beschleunigung, abgeschaltete Bremse).

Die oberste Schicht, Uberwiegend bestehend aus Myelin, wurde verworfen. Die
zwei Zellschichten zwischen den Phasen wurden abgenommen und in einem
15 ml-Falcon-Réhrchen vermischt. Die Zellsuspension wurden mit PBS-Puffer
versetzt, zentrifugiert (350 x g, 7 min) und der Uberstand abgegossen. Das Pellet
wurde im Rest resuspendiert. Die Zellkonzentration wurde mit Hilfe einer Neu-

bauer-Zahlkammer bestimmt.
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Y Abbildung 2: Gradient nach Zentrifugation

B ——
Ein Gradient wurde mit in 30 % PerColl resus-
i endierten Zellen sowie 45 % PerColl und
po— /Myelm p 0

70 % PerColl in einem Falcon-Réhrchen ge-
schichtet. Die Proben wurden zentrifugiert,
wodurch sich die Bestandteile des Gradienten
Zellschicht 1 nach ihrer Dichte verteilten. Dadurch ergab
/ sich die hier gezeigte Verteilung, bestehend
) aus einer oberflachlichen Myelinfraktion und

/Zellschlchtz

zwei von den PerColl-Verdiinnungen abgrenz-

baren Zellschichten. Letztere wurden vorsich-

U tig abgenommen.

2.14.3 T-Zell-Isolation

2.14.3.1 T-Zell-Isolation mittels MACS®-Technologie

Fir die Abtrennung der CD4*-T-Zellen aus der Lymphozytensuspension wurde
eine positive Selektion unter Verwendung von anti-CD4 Microbeads nach Proto-
koll des Herstellers (Miltenyi Biotech) durchgefuihrt. Die Beads und die in MACS-
Puffer resuspendierten Zellen wurden in einem Verhaltnis von 1:4 (v/v) vermengt,
wobei 20 pl Beads pro 1x107 Zellen verwendet wurden. Nach einer Inkubations-
zeit (20 min, 4 °C, Dunkelheit) wurden 8 ml MACS-Puffer hinzugefugt und die
Zellen pelletiert (300 x g, 6 min). Die Lymphozyten wurden in MACS-Puffer re-
suspendiert und auf einen pre-seperation Filter pipettiert. AnschlieRend wurden
die CD4*-T-Zellen mit dem Verfahren zur positiven Selektion (possel) des auto-
MACS isoliert.

2.14.3.2 T-Zell-Aktivierung

Die T-Zellen wurden mit den Antikérpern R73 (anti-TCRp) und JJ319 (anti-CD28)
costimuliert. Die Vertiefungen einer 24-Wellplatte wurden fir die Aktivierung vor-
bereitet, indem sie mit 1 ml Coating Buffer und 3 pl Sheep anti-Mouse Ig
(866 pg/ml, Endkonzentration: 2,6 pg/ml) beftllt und Gber Nacht inkubiert (4 °C,
dunkel) worden waren. Das Medium wurde verworfen, und die Vertiefungen wur-

den mit 1 ml BSS und anschlielend zweimal mit PBS-Puffer gewaschen. Die
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Antikérper R73 und JJ319 wurden in einer Konzentration von je 4 ug/mlin 0,5 mli
PBS/BSA-Puffer in die Vertiefungen pipettiert und 3 h bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Das Medium wurde verworfen, die Vertiefungen wurden einmal mit
PBS-Puffer gewaschen und im Anschluss mit 1 ml RPMI++-Medium befillt. Pro
Ansatz wurden 10° T-Zellen hinzugegeben. Die Aktivierung fand Gber 24, 28 oder

72 h unter Inkubation im Brutschrank statt.

2.14.4 T-Zell-Transfer

T-Zellen wurden aus den Lymphknoten eGFP-transgener Lewis-Ratten isoliert.
5x107 dieser ,Wildtyp“-Lymphozyten wurden in die Schwanzvene von Gimap5-
defizienten Ratten im Alter von 10 Wochen injiziert. Nach 12 Wochen wurde der
Anteil der GFP*-Zellen an allen T-Zellen der Gimap5-defizienten Ratten im Blut
und der Anteil der Lymphozyten an den Leukozyten des Blutes mittels Durch-

flusszytometrie gemessen.

2.14.5 Durchflusszytometrie

Molekule auf der Zelloberflache, im Zytosol oder im Zellkern wurden mit Hilfe der
Durchflusszytometrie analysiert. Dazu mussten diese spezifisch mittels Flu-
orochrom-konjugierter monoklonaler Antikérper oder anderer Proteine angefarbt
werden. Zuerst wurden extrazellulare Strukturen gefarbt. Sollten zuséatzlich intra-
zellulare Proteine dargestellt werden, wurden diese im Anschluss nach einem

Protokoll von BD Biosciences oder oder eBioscience gefarbt.

2.14.5.1 Extrazellulare Farbung

Die Zellen wurden in FACS-Puffer resuspendiert. Zuerst wurden entweder ein
Fluorochrom- oder Biotin-gekoppelter Antikdrper hinzugefiigt und 20 min bei 4 °C
im Dunkeln inkubiert. Wurde im ersten Schritt ein Biotin-gekoppelter Antikdrper
verwendet, so wurde dieser im zweiten Schritt durch Zugabe von Fluorochrom-
gekoppeltem Streptavidin (SA-APC-Cy7) detektiert und hierzu 15 min bei 4 °C im
Dunkeln inkubiert. Nach jedem Schritt der Farbung wurden die FACS-RdOhrchen
mit 4 ml FACS-Puffer aufgefllt, zentrifugiert (400 x g, 5 min) und der Uberstand

abgegossen.
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2.14.5.2 Intrazellulare Farbung

2.14.5.2.1 BD-Protokoll

Das BD-Protokoll wurde zur Darstellung von Proteinen im Zytosol verwendet.
Nach dem letzten Schritt der extrazellularen Farbung wurden die Zellen mit 4 mi
FACS-Puffer gewaschen (400 x g, 5 min). 100 ul Cytofix/Cytoperm-Puffer wur-
den hinzugefligt, die Zellen inkubiert (20 min, 4 °C) und anschlieRend zweimal
mit 2 ml Perm/Wash-Puffer gewaschen. Antikdrper zur Markierung der intrazel-
lularen Strukturen die im Durchflusszytometer sichtbar gemacht werden sollten
wurde zu den Zellen zugegeben und 30 min bei 4 °C inkubiert. Zuletzt wurden
die Proben einmal mit 2 ml Perm/Wash-Puffer und ein weiteres Mal mit 2 ml

FACS-Puffer gewaschen.

2.14.5.2.2 eBioscience-Protokoll

Das eBioscience-Protokoll wurde zur Farbung nuklearer Transkriptionsfaktoren
angewandt. Dazu wurden die Proben nach dem letzten Schritt der extrazellularen
Farbung mit 4 ml FACS-Puffer gewaschen (400 x g, 5 min) und mit 100 pl
Fix/Perm-Puffer (bestehend aus 75 ul Diluent und 25 pl Konzentrat) fir 30 min
bei RT im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 2 ml PBS-Puffer
und ein zweites Mal mit 2 ml Perm/Wash-Puffer gewaschen. Antikérper gegen
die darzustellenden Transkriptionsfaktoren wurden hinzugegeben und inkubiert
(30 min, 4 °C). Vor der durchflusszytometrischen Messung wurden die Proben

mit 2 ml Perm/Wash-Puffer gewaschen.

2.14.5.3 Apoptose-Analyse

Die Lymphozyten wurden nach der extrazellularen Farbung mit 4 ml FACS-Puffer
gewaschen (400 x g, 5 min). Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Pro-
ben mit 100 pl Annexin-V-Bindepuffer, 1 pl AnnexinV-Cy5 und 7 pl 7-AAD 15 min
bei 4 °C inkubiert und im Anschluss ohne einen weiteren Waschvorgang analy-

siert.

2.14.5.4 FACS-Analyse von Blutproben

In mit Alsevers geflllte FACS-Rohrchen wurden ca. 50 pl Blut aus der punktierten
Schwanzvene der Ratten gegeben. Die Proben wurden zentrifugiert (400 x g,

5 min) und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden mit Antikérpern nach Art
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der oben beschriebenen extrazellularen Farbung markiert. Nach dem letzten
Schritt der Farbung wurden die Proben mit 4 ml FACS-Puffer gewaschen. Das
Zellpellet wurde durch sorgfaltiges Mischen resuspendiert, dann wurden 100 pl
OptiLyse hinzugefugt und inkubiert (12 min, RT, Dunkelheit). Im Anschluss wurde
1 ml H20 auf die Proben gegeben und 1,5 h bei RT im Dunkeln inkubiert. Die

Suspension wurde mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen.

2.15 Molekulare Methoden

2.15.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Eine PCR wurde eingesetzt, um zu kontrollieren, dass die Herstellung von cDNA
aus RNA-Proben erfolgreich war. Dazu wurde 1 pl der cDNA vorgelegt und 2,5 pl
Mg-Puffer (10x), 1 pl dNTPs, 0,5 pl Primermix (5 uM Vorwaérts- und 5 pM Ruck-
warts-Primer 3-Actin), 0,2 ul Taq Polymerase und 19,8 pl H20 hinzugegeben.

Tabelle 11: PCR-Protokoll

Schritt Temperatur Zeit

initiale 95 °C 2 min

Denaturierung -

Denaturierung 95 °C 15 sec

Primerhybridisierung | 60 °C 30 sec = in 35 Zyklen
Elongation 72 °C 30 sec

finale Elongation 72 °C 10 min "

2.15.2 Gelelektrophorese

Zur Sichtbarmachung der PCR-Produkte wurden die Proben nach Ablauf der Re-
aktion mit Orange DNA Loading Dye gefarbt und auf ein 1 %-Agarose-Gel auf-
getragen. Die Elektrophorese lief 35 min bei 130 Volt und 280 mAmpere
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2.15.3 RNA-Isolation

Die RNA wurde aus 1-5 x 10% Lymphozyten isoliert. Dazu wurde dem Protokoll
aus dem Quick-RNA™ MiniPrep-Kit gefolgt. Die Lymphozyten wurden zuerst pel-
letiert (500 g, 8 min) und in 300 pl RNA Lysis Buffer resuspendiert. Um die Pro-
ben von genomischer DNA zu reinigen, wurden sie bei 210.000 x g fur eine Mi-
nute zentrifugiert und der Uberstand auf einen Spin-Away™ Filter in einem Coll-
ection Tube Ubertragen und bei 210.000 x g fur eine Minute zentrifugiert. Die wei-
teren Zentrifugationsschritte wurden alle mit einer Drehgeschwindigkeit von
10.000-16.000 x g vollzogen. Der Durchfluss der letzten Zentrifugation wurde zur
RNA-Reinigung mit einem Volumen von 300 ul Ethanol (99,8 %) gemischt, auf
eine Zymo-Spin™ [IICG Column in einem Collection Tube gegeben und fir
30 Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Als nachstes wur-
den 400 pl RNA Prep Buffer auf die Saule gegeben und fir 30 Sekunden zentri-
fugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Anschlieend folgten zwei Wasch-
Schritte mit 700 und 400 pl Wash Buffer, in denen fur 30 Sekunden beziehungs-
weise 2 min zentrifugiert sowie erneut die Durchflisse verworfen wurden. Da-
nach wurden die Saulen in RNase-freie MikroreaktionsgefalRe gesetzt und 30 pl
DNase/RNase-Free Water direkt auf die Saulen-Matrix pipettiert. Die Proben
wurden fur 30 Sekunden bei 21.000 x g zentrifugiert. Die isolierte RNA wurde bei
-20 °C eingefroren.

2.15.3.1 Qualitative und quantitative Analyse von RNA

Nach erfolgter Isolierung wurde die Konzentration der RNA mit Hilfe des Nano-
Drops photometrisch bestimmt. Dazu wurde die RNA-Konzentration in 1 pl der
Probe bei einer Wellenlange 260 nm gemessen. Zur Uberpriifung der Reinheit
wurde das Verhéltnis 260/230 nm (Aussage Uber Losemittel im Eluat) sowie
260/280 nm (Aussage uber Proteinkontamination im Eluat) ermittelt. Die Qualitat
der RNA wurde mittels Gelelektrophorese mit einem 1%igen Agarosegel kontrol-

liert.

2.15.4 cDNA-Synthese
Zur Herstellung von cDNA aus RNA wurden 500 ng RNA in 15,75 pl H20 in

Mikroreaktionsgefél3e Ubertragen. Die Konzentration der RNA in der Probe
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wurde mit dem Programm ,Nano-Drop 2000“ ermittelt. 0,25 ul reverse Transkrip-
tase und 4 pl iScript-Puffer (5x) wurden hinzugefiugt. Die Gefal3e wurden in einem
Thermomixer fur 5 min bei 25 °C, danach fir 30 min bei 42 °C und zuletzt fur
5 min bei 85 °C inkubiert.

2.15.5 quantitative Echtzeit-PCR (qrtPCR)

Zum Quantifizieren der Genexpression in Lymphozyten wurde nach Isolation der
RNA und deren reversen Transkription in cDNA die Menge der Transkriptions-
produkte mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-PCR bestimmt. Dazu wurde 1 pl
cDNA in ein ,96-well Optical Reaction Plate“ vorgelegt und 12,5 ul SYBR Green
Power Mix, 11 pl H20 sowie 0,5 pl Primer (10 uM Vorwaérts- und Ruckwarts-Pri-
mer) hinzugegeben. Die Primer wurden so gewahlt, dass es nach ihrem Anlagern
an die cDNA zum Ablesen des in seiner Expression zu quantifizierenden Gens

kommen sollte.

Tabelle 12: qrtPCR-Protokoll

Schritt Temperatur Zeit
Enzymaktivierung 50 °C 2 min
initiale Denaturierung 95 °C 10 min
Denaturierung 95 °C 15 sec
in 40 Zyklen

Primerhybridisierung/Elongation | 60 °C 1 min
Dissoziation 95 °C 15 sec

60 °C 20 sec
Aufzeichnung der Dissoziations- | Schrittweise 20 sec
kurve Temperaturero-

hung auf 95 °C




2 Material und Methoden 39

2.15.6 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Analyse der Konzentration der IgE und IgG Antikorper-Isotypen im Serum
der Ratten wurden ELISAs nach dem jeweiligen Protokoll des Herstellers fur das

jeweilige Kit durchgefihrt.

2.15.6.1 IgE-ELISA

Im ersten Schritt wurden 30 pl der Serumproben der Versuchstiere 1:10 mit
270 pl 1x Diluent verdunnt. Die 6 Standards wurden Uber eine Verdunnungsreihe
angesetzt, indem im ersten Mikroreaktionsgefaf? 8 pl IgE Calibrator (Konzentra-
tion 3,192 pg/ml) zu 790 ul 1x Diluent gegeben (Standard #1) und 300 pl dieses
Standards in ein weiteres Mikroreaktionsgefald zu 300 pl 1x Diluent Gberfihrt
wurden (Standard #2). Die Standards #3-6 wurden durch wiederholten Transfer
von 300 ul des zuletzt praparierten Standards zu 300 pl 1x Diluent hergestellt.

1x Diluent diente als Null-Standard (0 ng/ml).

Tabelle 13: Standards IgE-ELISA
Standard # 1 2 3 4 5 6

Konzentration des 32 16 8 4 2 1
Calibrators (ng/ml)

Die im Kit beinhalteten, mit dem Primary Capture Antibody beschichteten 96-
Well-Platten-Streifen wurden mit 100 pl der Standards und den verdinnten Se-
rumproben beflllt. Die Platte wurde mit Parafilm bedeckt fur 60 min bei RT auf
dem Schiuttler inkubiert. Anschlie3end wurden die Flissigkeit der Vertiefungen
gut abgeschuttet und auf Papier abgeklopft, daraufhin verdiinnte (20x Wash Buf-
fer Concentrate 1:20 mit destilliertem Wasser) Wash Solution zugegeben, die
wiederum abgeschuttet wurde. Dieser Waschvorgang wurde 3x wiederholt um
insgesamt 4 Waschschritte durchzufiihren. Danach wurden zu jeder Vertiefung
100 pl verdinntes (1:100 mit 1x Diluent (pro Teststreifen 10 ul Conjugate + 990 pl
1x Diluent)) Enzyme-Antibody Conjugate zugefigt und die Proben mit Parafilm
bedeckt 60 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Danach wurden abermals die oben
beschriebenen 4 Waschgange durchgefuhrt. 100 pl TMB Substrate Solution wur-

den in jede Vertiefung pipettiert und die Proben mit Parafilm bedeckt 10 min bei
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RT im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde mit dem Pipettieren von 100 pl Stop

Solution in jede Vertiefung beendet.

Die Absorption der einzelnen Proben wurde im Photometer bei 450 bzw. 570 nm
gemessen. Aus den log-Werten der Absorption der Standards konnte eine Gera-
dengleichung ermittelt und tber diese die IgE-Konzentration in den Serum-Pro-

ben berechnet werden.

2.15.6.2 IgG-ELISA

Zu Beginn wurden die Serumproben der Versuchstiere 1:80.000 mit 1x Diluent
verdunnt. Dazu wurden im ersten Schritt 2 ul der Seren zu 798 pl 1x Diluent ge-
geben und von dieser Mischung anschlieend 5 pl mit 995 ul 1x Diluent ge-

mischt.

Die Standards wurden mit einer Verdiinnungsreihe angesetzt. Zuerst wurden 5 pl
des Calibrators (11,52 mg/ml) mit 495 ul 1x Diluent vermischt (Standard #1). Da-
von wurden 5 pl in ein zweites mit 715 pl 1x Diluent gefilltes Mikroreaktionsgefari
Uberfuhrt (Standard #2). Die Standards #3-7 wurden hergestellt, indem je 300 pl
des zuletzt pipettierten Standards mit 300 ul des 1x Diluents gemischt wurden.

1x Diluent diente als Null-Standard (0 ng/ml).

Tabelle 14: Standards IgG-ELISA
Standard # 1 2 3 4 5 6 7

Konzentration des 115.200 800 |400 |200 |100 |50 25
Calibrators (ng/ml)

100 pl der Standards und der verdinnten Serumproben wurden in die im Kit be-
inhalteten, mit dem Primary Capture Antibody beschichteten 96-Well-Platten-
Streifen pipettiert und die Proben mit Parafilm bedeckt 60 min bei RT auf dem
Schuttler inkubiert. AnschlielRend wurde die Flussigkeit in den Vertiefungen ab-
geschuttet, auf einem Handtuch abgeklopft und verdinnte Wash Solution zuge-
geben. Diese wurde erneut abgeschittet und anschlieend wurden 3 weitere
Waschgange in gleichem Ablauf durchgefihrt. Nach dem letzten Abschitten wur-
den 100 pl des verdinnten Enzym-Antikérper Konjugats in die Vertiefungen pi-
pettiert und die Proben mit Parafilm bedeckt fir 30 min bei RT im Dunkeln inku-

biert. Danach wurde die Platte wie oben beschrieben gewaschen und nach dem
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letzten Abschitten wurden 100 pl TMB Substrate Solution in jede Vertiefung ge-
geben. AnschlieRend folgte eine 10-minltige Inkubation bei RT im Dunkeln, nach

der 100 pl Stop Solution in jede Vertiefung gegeben wurden.

Die Absorption der einzelnen Proben wurde im Photometer bei 450 bzw. 570 nm
gemessen. Aus den log-Werten der Standard-Absorption konnte eine Standard-
Geradengleichung ermittelt und tUber diese die IgE-Konzentration in den Serum-

Proben berechnet werden.

2.15.7 Cytometric Bead Array (CBA)

Der CBA wurde nach dem Protokoll des Herstellers (BD Biosciences) aus dem
BD CBA Mouse/Rat Soluble Protein Master Buffer Kit durchgefihrt.

Um die Standards herzustellen, wurden von jedem zu testenden BD CBA Rat
Soluble Protein Flex Set ein gefriergetrocknetes Standard-Kigelchen in einem
15 ml Rundboden-Polypropylenréhrchen gepoolt und als ,Top Standard® mit 4 mi
Assay Diluent rekonstituiert, 15 min bei RT aquilibriert und vorsichtig durch Pi-
pettieren gemischt. Fur die weiteren 8 Standards wurde eine Verdinnungsreihe
angelegt, indem in jedem Rohrchen 500 ul Assay Diluent vorgelegt wurden und
anschlie3end 500 ul des zuletzt pipettierten Standards (beginnend mit dem Top
Standard) hinzugefiigt und durch Pipettieren gemischt wurden. Ein R6hrchen mit

Assay Diluent diente als Negativkontrolle (O pg/ml).

Tabelle 15 Standards Cytometric Bead Array
Rat

Soluble Top

) 1:2 1:4 1:8 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256
Protein Standard

Flex Set

Protein

10.000 |5.000 |2.500|1.250|625 |3125|156 |80 40
(pg/ml)

Als nachstes wurden die Rat Soluble Protein Flex Capture Beads gemischt. Pro
Probe wurden 0,5 ul der Beads aus jedem verwendeten BD CBA Rat Soluble
Protein Flex Set eingesetzt und nach gutem Mischen der Capture Bead Stocks
vereint. Die vereinten Beads wurden mit dem Capture Bead Diluent so verdtnnt,

dass pro Probe insgesamt 20 pl verdiinnte Beads zur Verfiugung standen (bei 4
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verschiedenen Beads 0,5 ul x 4 und 18 pl Diluent pro Probe). Die gemischten

Capture Beads wurden direkt ohne Lagerung verwendet.

In einer Flachboden-96-Well-Platte wurden die der Proben und Standardanzahl
entsprechend bendtigten Vertiefungen mit 30 pl Wash Buffer gefillt. 20 pl der
Standard-Verdinnungen wurden in die ersten 10Vertiefungen von der geringsten
(Negativkontrolle) bis zur hochsten (Top Standard) Verdinnung pipettiert. Da-
nach wurden die gemischten Capture Beads flr mindestens 5 Sekunden ge-
mischt, 20 ul der Beads in jede Vertiefung gegeben und durch Pipettieren ver-
mischt. 20 ul jeder zu untersuchenden Probe wurden in die vorbereiteten Vertie-

fungen geflgt. Die Platte wurde eine Stunde lang bei RT im Dunkeln inkubiert.

Wahrend der Inkubationszeit wurden die PE Detection Reagents verdinnt. Dies
erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie das Mischen der Capture Beads (bei 4

verschiedenen PE Detection Reagents 0,5 ul x 4 und 18 pl Diluent pro Probe).

20 ul der zubereiteten PE Detection Reagents wurden durch Pipettieren in die
Vertiefungen gemischt und 2 Stunden bei RT im Dunkeln inkubiert. Anschliel3end
wurden 150 pl Wash Buffer in jede Vertiefung zugefugt und die Platten zentrifu-
giert (350 x g, 3 min). Die Platten wurden abgeschuttet und auf einem Handtuch
abgeklopft. Danach wurden 50 pl Wash Buffer in jedes Well gegeben und die
Lésungen einzeln aus den Vertiefungen in FACS-Ro6hrchen tberfuhrt.

2.16 Statistik

Die statistischen Analysen der Messdaten wurden mit Hilfe der Prism Software
durchgeflihrt. Es wurde stets der ungepaarte t-Test angewandt. Alle Ergebnisse
sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) aufgefuihrt. Signifikanzniveaus:
n.s. = nicht signifikant: p>0,05; *: p<0,05; **: p<0,01; **: p<0,001.
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3 Ergebnisse

3.1 Gimap5-defiziente Ratten zeigen eine schwere T-Zell-
Lymphopenie

Bereits in BB- und PVG-Ratten wurde nach Verlust der anti-apoptotisch wirken-

den GTPase Gimap5 durch eine loss-of-function-Mutation im lyp-Gen eine T-Zell-

Lymphopenie beobachtet (Cousins et al. 2006; MacMurray et al. 2002). Um zu
Uberprufen, ob ein &hnlicher Effekt durch die loss-of-function-Mutation in Lewis-
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Abbildung 3:Gimap5-defiziente Ratten zeigen eine T-Zell-Lymphopenie sowie ei-
nen relativen Mangel an CD8*-T-Zellen im Blut.

Aus Blut isolierte Lymphozyten wurden auf gesamte T-Zellen (anti-TCRB) sowie CD4*-
und CD8*-T-Zellen analysiert. Die T-Zellen wurde nach Granularitat und TCRB-Expres-
sion eingegrenzt (A) und anschlieBend auf Basis der Expression von CD4 und CD8 in
ihre Untergruppen unterteilt (B). Es sind die Daten einer reprasentativen Ratte jedes Ge-
notyps dargestellt.



3 Ergebnisse 44

Ratten auftritt, untersuchten wir Blut und Lymphknoten von Gimap5-defizienten
Ratten auf diesem genetischen Hintergrund mittels Durchflusszytometrie. Hierzu
farbten wir die Proben mit Fluoreszenz-markierten Antikbrpern gegen den T-Zell-
Rezeptor (anti-TCRp) sowie gegen CD4 und CD8. Eine Gimap5-Defizienz fuhrte
sowohl zu einer Reduktion der absoluten Zahl der Lymphozyten und ihren Unter-
gruppen (Daten nicht gezeigt) als auch, wie in Abbildung 3 exemplarisch darge-
stellt, zu einer Verschiebung des relativen Anteils der gesamten T-Zellen an den
aus den Lymphknoten isolierten Zellen sowie des Verhaltnisses der CD4*- und
CD8"-T-Zellen zueinander. Der Verlust eines Allels des lyp-Gens war fur das Auf-
treten des Phanotyps nicht ausreichend. Heterozygote Tiere (IL) und wildtypische
Tiere (WT) wurden daher in den folgenden Experimenten gleichermal3en als

Kontrollen fur Gimap5-defiziente Ratten (Gimap5 -/-) verwendet.
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Abbildung 4: Gimap5-defiziente Tiere weisen in den Lymphknoten eine T-Zell-
Lymphopenie auf.

Analyse der relativen Anteile der B-, T- und NK-Zellen sowie der CD4"- und CD8*-T-
Zellen an den isolierten Lymphozyten aus Lymphknoten. Die Messdaten sind als Mittel-
werte =+ SEM dargestellt; als statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test ange-
wandt (****: p<0,0001, ***: p<0,001, n.s.: nicht signifikant). Flr eine genaue Aufschlis-
selung der jeweiligen Tierzahlen siehe Tabelle A1 im Anhang.
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Eine detaillierte statistische Analyse der Veranderungen in der Lymphozytenzu-
sammensetzung in den Lymphknoten von Gimap5-defizienten Ratten zeigte eine
signifikante Reduktion sowohl des Anteils der gesamten T-Zellen als auch der
einzelnen CD4*- und CD8*-Fraktionen (Abbildung 4). Die Anteile der B- und NK-

Zellen waren dagegen weitgehend unverandert.
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Anteil der Tregs [%]
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Abbildung 5: Gimap5-defiziente Ratten besitzen einen normalen Anteil regulatori-
scher T-Zellen.

Lymphknoten-Zellen wurden von 9 WT/IL und 6 Gimap5 -/- Ratten isoliert und mit Anti-
kérpern gegen die Oberflachenantigene TCR[3, CD4, CD8 und CD25 gefarbt. Zusatzlich
wurde der Treg-spezifische Transkriptionsfaktor FoxP3 intrazellular gefarbt. Die Expres-
sion wurde mittels Durchflusszytometrie gemessen. In der Auswertung wurde zuerst ein
Lymphozyten-Gate basierend auf der ZellgréRe (FSC) und der Granularitat (SSC) der
Zellen erstellt. Im Histogramm wurden die TCRB*-T-Zellen eingegrenzt und anschlie-
Bend nach CD4 und CD8 Expression eingeteilt. Unter den CD4*-T-Zellen wurden im
letzten Schritt die fir CD25 und FoxP3 doppelt-positiven Tregs eingegrenzt. Die Mess-
daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Fir die statistische Analyse wurde der un-
gepaarte t-Test angewandt (n.s.: nicht signifikant).

Frihere Untersuchungen zur Auswirkung einer Gimap5-Defizienz hatten auf eine
wichtige Rolle regulatorischer T-Zellen (Tregs) hingewiesen (Lundsgaard et al.
2005; Poussier et al. 2005). Zur naheren Untersuchung dieser Subpopulation
wurde daher deren Anteil an den CD4*-T-Zellen in Gimap5-defizienten Ratten
und Kontrolltieren miteinander verglichen. Diese wurde mittels Durchflusszyto-
metrie bestimmt. Wie Abbildung 5 zeigt, gab es keinen signifikanten Unterschied

zwischen den beiden Genotypen.
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3.2 Folgen der Gimap5-Defizienz fiir Proliferation, Uberleben
und das TCR-Repertoire der T-Zellen

3.2.1 Gimap5-defiziente T-Zellen zeigen eine erh6hte Apoptoserate

Gimapb5 erfillt eine anti-apoptotische Funktion in Lymphozyten (Nitta und Taka-
hama 2007). Aus diesem Grund sollte die Folge des Gimap5-Verlustes auf das
Apoptoseverhalten der T-Zellen in Lewis-Ratten untersucht werden. Hierzu wur-
den diese aus den Lymphknoten von Gimap5-defizienten Tieren sowie Kontroll-
tieren isoliert und anschliel3end tber 24 h kultiviert. Mittels Durchflusszytometrie
wurde der Anteil lebender Zellen zu Beginn und nach der Kultur ermittelt. Als

Apoptosemarker wurden AnnexinV und 7-AAD verwendet.
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ﬁ
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Abbildung 6: Gimap5-defiziente T-Zellen zeigen eine stark erhdhte Spontan-
Apoptoserate.

Lymphknoten von Gimap5-defizienten Ratten und Kontrolltieren wurden tber 24 h kulti-
viert. Die Uberlebensrate der T-Zellen wurde mittels der Apoptosemarker AnnexinV und
7-AAD im Duchflusszytometer gemessen. Die Messdaten sind als Mittelwerte + SEM
dargestellt; als statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test angewandt
(***: p<0,001). n= 10 (WT/IL), n= 2 (Gimap5 -/-).

Abbildung 6 zeigt, dass 75,7 % der T-Zellen am Ende der Kulturzeit Giberlebt hat-
ten, wahrend dies nur bei 5,8 % der Gimap5-defizienten T-Zellen der Fall war.
Dies belegt, dass die Spontanapoptose von T-Zellen durch den Verlust von

Gimap5 signifikant stark erhoht ist.
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3.2.2 Naive Gimap5-defiziente CD4*-T-Zellen durchlaufen einen
beschleunigten Zellzyklus

Es ist bekannt, dass die in den peripheren lymphatischen Organen befindlichen

Lymphozyten in einer lymphopenen Umgebung zur Proliferation angeregt wer-

den, um den dortigen Immunzellmangel auszugleichen (Goldrath und Bevan

1999a; Marleau und Sarvetnick 2005).

Nachdem wir in den Gimap5-defizienten Tieren eine Lymphopenie nachweisen
konnten, erforschten wir, ob sich die Gimap5-defizienten T-Lymphozyten in der
Zellzyklusgeschwindigkeit von Kontrollzellen unterschieden. Dazu wurde die Ex-
pression der an den Zellzyklus-Kontrollpunkten beteiligten Zykline E und B mit-
tels Real-Time PCR bei CD4*-T-Zellen bestimmt. Diese wurden entweder unmit-
telbar nach ihrer Entnahme analysiert (d0) oder nach Costimulation mit den An-
tikdrpern R73 (anti-TCRp) und JJ319 (anti-CD28) Uber 24 h (d1) bzw. 48 h (d2).
Die Menge der Zyklin-Transkripte wurde relativ zu den als Housekeeping-Gen

verwendeten B-Aktin-Transkripten berechnet.
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Abbildung 7: Naive T-Zellen Gimap5-defizienter Ratten zeigen eine erhdhte Ex-
pression von Kontrollproteinen des Zellzyklus.

Relative Expression der Zyklin B-mRNA
N
h

Relative Expression der Zyklin E-mRNA

RNA wurde von naiven (d0) sowie von Uber 24 h (d1) oder 48 h (d2) costimulierten CD4"-
Zellen aus Lymphknoten von Gimap5-defizienten Ratten und Kontrolltieren isoliert. Die
Expression von Zyklin B und E wurde mittels grtPCR gemessen. Fir Zyklin B wurden
8/6 (d0), 6/7 (d1) und 7/8 (d2) Kontrollratten/Gimap5-defiziente Ratten untersucht, fur
Zyklin E waren es 8/8 (d0), 7/7 (d1) und 6/7 (d2) Tiere. Die Messdaten sind als Mittel-
werte =+ SEM dargestellt; als statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test ange-
wandt (**: p<0,01, *: p<0,05, n.s.: nicht signifikant).

Abbildung 7 zeigt, dass sowohl die Genexpression von Zyklin E als auch B in
frisch aus den Lymphknoten Gimap5-defizienter Tiere isolierter T-Zellen im Ver-
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gleich zu den Kontrollen erhdht war. Bei Zyklin E ergab sich ein signifikanter Un-
terschied, bei Zyklin B dagegen lediglich eine Tendenz. Unstimuliert durchlaufen
die T-Zellen der Gimap5-defizienten Tiere den Zellzyklus folglich schneller und
proliferieren starker als die Kontroll-T-Zellen. Bei Costimulation gab es nach 24 h
keinen signifikanten Unterschied, nach 48 h wurde in den Kontroll-T-Zellen eine
im Vergleich zu den Gimap5-defizienten Zellen signifikant hdhere Expression von
Zyklin E gemessen. Die Unterschiede in der Zyklin B Expression waren nicht sig-
nifikant. Zum Ausgleich der durch die erh6hte Apoptoserate entstandenen Lym-
phopenie teilen sich die naiven Gimap5-defizienten T-Zellen offensichtlich haufi-

ger als die Kontrollzellen.

3.2.3 Gimap5-defiziente T-Zellen zeigen ein verandertes VB-Spektrum

Nachdem in den Gimap5-defizienten Tieren eine erhohte Proliferationsrate peri-
pherer T-Zellen nachgewiesen werden konnte, wurde untersucht, ob dies das
Repertoire der T-Zellen beeinflusst. Die als Reaktion auf eine lymphopene Um-

gebung erhohte Zellteilungsrate der T-Zellen in der Peripherie beruht haufig auf
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Abbildung 14: Gimap5-defiziente T-Zellen zeigen ein verandertes VB-Spektrum in
den Lymphknoten, aber nicht im Thymus.

Lymphozyten wurden aus den Lymphknoten (A) und dem Thymus (B) von 7 bzw. 8
Gimap5 -/- Ratten und 12 bzw. 11 Kontrollratten (WT/IL) isoliert. Der TCR sowie die V[3-
Ketten 3.3, 8.2, 8.5, 10, 13 und 16 wurden mit Antikdrpern markiert und mittels Durch-
flusszytometrie analysiert. Die T-Zellen wurden nach Granularitéat (SSC) und TCRB-Ex-
pression eingegrenzt. AnschlieBend wurden die T-Zellen auf die Expression der einzel-
nen VB-Ketten analysiert. Die Messdaten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt; als sta-
tistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test angewandt (**: p<0,01, *: p<0,05, n.s.:
nicht signifikant).
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dem Mechanismus der LiP, bei der einzelne T-Zell-Klone starker proliferieren als
andere (vgl. 1.3 Lymphopenie erhéht die Neigung zur Autoimmunitat). Dies wie-
derum hangt unter anderem mit der unterschiedlichen Affinitat des TCR auf um-
liegende Antigene zusammen. Als Mal}d fir das TCR-Repertoire der T-Zellen
wurde das Spektrum der V3-Ketten auf den T-Zellen in den Lymphknoten und im
Thymus von Gimap5-defizienten Ratten und Kontrolltieren analysiert. Die relati-
ven Anteile der CD4* Zellen, die eine der 6 untersuchten V3-Ketten exprimierten
sind in Abbildung 8 dargestellt. Es wurde die Expression der V[3-Ketten 3.3, 8.2,
8.5, 10, 13 und 16 untersucht. In den Lymphknoten war das VB-Spektrum der
Gimap5-defizienten Zellen teilweise verandert. So unterschied sich die Expres-
sion von V(33.3, VB8.5, V10 und VB16 in Abwesenheit von Gimap5 signifikant
von der auf Kontrollzellen beobachteten Expression (Abbildung 8A). Im Thymus
hingegen war das VB-Spektrum von Gimap5-defizienten Zellen unverandert (Ab-
bildung 8B). Diese Ergebnisse sprechen flr eine Proliferation der reifen T-Zellen
in der Peripherie bedingt durch den Zustand der Lymphopenie und gegen einen
Defekt der Selektionsmechanismen im Thymus, da die VB-Kettenverteilungen

zwischen Gimap5-defizienten Tieren und Kontrollen hier nahezu gleich waren.

3.2.4 Anreicherung aktivierter T-Zellen in der Peripherie

Zuletzt wurde untersucht, ob neben dem VB-Spektrum auch das Aktivierungsni-
veau der peripheren T-Zellen durch die LiP verandert war. Dazu wurde die Ex-
pression zweier Oberflachenmarker und die intrazellulare Expression von Inter-
feron-y (IFNy) analysiert. CD134 ist ein zur Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor Fa-
milie gehdrender Oberflachenmarker, der Uberwiegend von aktivierten CD4*-T-
Zellen exprimiert wird. IFNy ist ein Zytokin, das von TH1-Zellen und CD8*-Effek-
tor-T-Zellen nach deren Kontakt mit einer APC ausgeschuttet wird und Makro-
phagen aktiviert. Das Lymphozyten-Funktion-assoziierte Antigen-1 (LFA-1) spielt
eine Rolle bei der interzellularen Adhasion aktivierter Lymphozyten (Ali et al.
2004; Murphy und Weaver 2016).

Aus Abbildung 9 geht hervor, dass die Expression der Aktivierungsmarker CD134
und IFNy bei den Gesamt-T-Zellen sowie den CD4* und CD8* T-Zell-Subpopu-
lationen im Thymus von Gimap5-defizienten Ratten und Kontrolltieren gleich war.
In den Lymphknoten und in der Milz exprimierten die T-Zellen Gimap5-defizienter

Tiere hingegen CD134, IFNy und LFA-1 zu einem hdheren Anteil als Kontroll-T-
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Zellen dies tun. In der Messung von CD134 spiegelte sich dieser Unterschied am
deutlichsten bei den CD4*-T-Zellen wider. IFNy hingegen wurde signifikant hau-
figer von den CD8"-T-Zellen der Gimap5-defizienten Ratten im Vergleich mit den
CD8*-T-Zellen der Kontroll-Ratten exprimiert.
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Abbildung 9: Gimap5-defiziente T-Lymphozyten weisen in den peripheren lympha-
tischen Organen einen aktivierten Phanotyp auf.

Lymphozyten aus Lymphknoten (A, D, G), Milz (B, E) und Thymus (C, F) wurden von
Kontrolltieren (WT/IL) und Gimap5 -/- Ratten isoliert. Die Zellen wurden mit Antikérpern
gegen IFNy (intrazellular) sowie CD134 und LFAL (extrazellular) gefarbt. Anschlie3end
wurde die Expression mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die Messdaten sind als
Mittelwerte + SEM dargestellt; als statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test an-
gewandt (****: p<0,0001, ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05, n.s.: nicht signifikant). Fur
die genaue Aufschliisselung der Fallzahlen siehe Tabelle A2 im Anhang.

Die Ergebnisse bestatigen die Hypothese, dass sich die Folgen der Gimap5-De-

fizienz in T-Zellen erst nach Verlassen des Thymus phanotypisch auspragen.
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3.3 Phanotypische Auswirkungen einer Gimap5-Defizienz auf
den Magen-Darm-Trakt

3.3.1 Gimap5-defiziente Ratten entwickeln spontan massiven Durchfall
und morphologische Stérungen im Gastrointestinaltrakt

Die Gimap5-defizienten Ratten litten spontan unter starken Durchféllen. Um die

Ursache und Pathogenese der Durchfélle zu untersuchen, wurden Magen, Dinn-

und Dickdarm der Gimap5-defizienten Ratten makroskopisch sowie histologisch

mit denen der Wildtypen verglichen.

WT/IL Gimap5 -/-

Abbildung 10: Gimap5-defiziente Ratten entwickeln spontan eine Gastroenteritis.
Morphologie des Gastrointestinaltrakts und der mesenterialen Lymphknoten von wildty-
pischen (WT/IL) Kontrollratten (A, C) und Gimap5-defizienten (Gimap5 -/-) Ratten (B, D).
Die Gimap5-defizienten Ratten hatten einen geschwollenen Darm (B) und vergrofR3erte
mesenteriale Lymphknoten (D, die Lymphknoten sind mit Pfeilen markiert). Ein repra-
sentatives Beispiel jedes Genotyps ist gezeigt.



3 Ergebnisse 52

Abbildung 10 zeigt den makroskopischen Vergleich von nach Tétung der Ratten
entnommener Darme. Hierbei fielen die Organe der Gimap5-defizienten Ratten
durch einen geschwollenen Dinn- und Dickdarm auf. Die mesenterialen Lymph-
knoten der Gimap5-defizienten Tiere waren vergrol3ert.

,,gn

Abbildung 11: Die Darmwand Gimap5-defizienter Tiere zeigt histologisch eine
massive Infiltration eosinophiler Granulozyten.

Représentative Beispiele histologischer Schnitte aus der Darmwand von wildtypischen
(WT/IL) Ratten (A-C) und Gimap5-defizienten (Gimap5 -/-) Tieren (D-F) nach Giemsa-
Farbung. A/D: Colon, 10x vergroRert, B/E: Mukosa des Caecums, 40x vergrofert, C/F:
Submukosa und Muskularis des Jejunums, 40x vergrofR3ert.

Die Organe des Magen-Darm-Trakts wurde aus zuvor mit CO2 euthanasierten
Ratten entnommen, mit PBS gespilt und in 4 % PFA fixiert.
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Abbildung 11 zeigt reprasentative Beispiele der Histologie unterschiedlicher
Darmschichten. Alle in dieser Arbeit gezeigten histologischen Farbungen der von
Gimap5-defizienten Tieren und Kontrollratten entnommenen Dinn- und Dick-
darm-Biopsien wurden am Deutsches Krebsforschungszentrum Heidelberg in
der Abteilung von Prof. Dr. Hermann-Josef Grone angefertigt. Bilder A und D
zeigen eine Ubersicht der Darmwand des Colons mit ihren drei Schichten Mu-
kosa, Submukosa und Muskularis, Bilder B und E zeigen die Mukosa des Cae-
cums mit quer angeschnittenem Zottenepithel und dem umgebenden Bindege-
webe der Lamina propria mucosae, Bilder C und F zeigen Teile der Submukosa
und der Muskularis aus der Wand des Jejunums. In der Auswertung fiel auf den
histologischen Schnitten der Gimap5-defizienten Ratten eine massive Infiltration
eosinophiler Granulozyten auf (beispielhafte Kennzeichnung durch Pfeile in F).
Diese fanden sich in allen Darmschichten und flihrten im Epithel zu einer Stérung
der Zottenstruktur (E).

3.3.2 Eine Gimap5-Defizienz in Lewis-Ratten fuhrt zu erhdhten Serum-
Antikdrper-Titern von IgE, aber nicht IgG

In den histologischen Praparaten des Darms Gimap5-defizienter Ratten waren
massive eosinophile Infiltrate zu sehen. Das Auftreten eosinophiler Granulozyten
geht haufig mit erhdhten Serum-Titern von IgE-Antikdrpern einher (Coyle et al.
1996). Aus diesem Grund wurde mittels eines ELISA die Konzentration von IgE-
Antikdrpern im Serum von Gimap5-defizienten Ratten und wildtypischen Kon-
trolltieren gemessen. Aus Abbildung 12A geht hervor, dass sich die IgE-Serum-
Titer der Gimap5-defizienten Tiere signifikant (p<0.0001) von denen in den Kon-
trollen unterschieden. Weiterhin zeigte sich ein altersabhangiger Anstieg des IgE-
Titers bei den Gimap5-defizienten Tieren. Dieser erreichte nach ca. 3 Monaten
mit etwa 200 ng/ml seinen Hohepunkt und blieb dann weitgehend konstant. Da-
gegen war die IgE-Serum-Konzentration in den Kontrolltieren altersunabhangig
anndhernd konstant niedrig bei etwa 5 ng/ml. Um zu Uberprifen, ob neben der
Erh6éhung des Serum-IgE-Spiegels auch die Menge anderer Immunglobuline in
den Gimap5-defizienten Tieren verandert war, testeten wir mittels ELISA die Kon-
zentrationen von IgG-Antikérpern im Serum. Wie in Abbildung 12D dargestellt,

zeigte sich in beiden Genotypen ein mit dem Alter der Ratten ansteigendes IgG-
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Niveau im Serum. Dabei unterschieden sich die Konzentrationen aber nicht sig-
nifikant zwischen Gimap5-defizienten Ratten und Wildtyp-Kontrollen (Abbildung
12C).
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Abbildung 12: Gimap5-defiziente Ratten weisen altersabhangig erhthte IgE-, aber
nicht IgG-Antikorper-Titer im Serum auf.

Blut wurde aus der Schwanzspitze oder nach Euthanasie kardial von wildtypischen
(WT/IL) oder Gimap5-defizienten (Gimap5 -/-) Ratten abgenommen und das Serum ge-
wonnen. Die Antikdrper-Titer von IgE und 1gG wurden mittels ELISA bestimmt. A und C
zeigen die zusammengefassten Messwerte aller wildtypischen bzw. Gimap5-defizienten
Tiere. B und D zeigen die IgE- und 1gG-Serum-Niveaus in Wildtyp und Gimap5-defizien-
ten Ratten zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb der ersten 12 Lebensmonate. Die
Messwerte sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Als statistische Analyse wurde in allen
Auswertungen der ungepaarte t-Test angewandt (****: p<0,0001, n.s.: nicht signifikant).
Fur die genaue Aufschliisselung der Fallzahlen siehe Tabelle A3 im Anhang.

3.3.3 Gimap5-defiziente Ratten sind durch ein TH2-Zytokin-Milieu
gekennzeichnet

Da die vorangegangenen Experimente in Gimap5-defizienten Ratten einen durch
eosinophile Infiltrate charakterisierten Darmphanotyp und erhdhte Serum-IgE-
Spiegel gezeigt hatten, analysierten wir im Folgenden die Polarisierung der TH-
Zellen zu entweder einem TH1 oder TH2 Phanotyp, die Uber die Synthese unter-
schiedlicher Zytokine die Immunantwort modulieren. Dazu untersuchten wir mit-
tels eines CBA die Uberstande von mit den Antikérpern R73 (anti-TCRB) und
JJ319 (anti-CD28) costimulierten CD4*-T-Zellen nach 24 h (d1) und 48 h (d2).
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Unser Fokus lag auf den fir TH2-Zellen typischen Zytokinen IL-10 und IL-4, so-
wie auf den fur TH1-Zellen typischen Zytokinen IFNy und TNFa.
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Abbildung 25: In vitro costimulierte Gimap5-defiziente CD4*-T-Zellen weisen eine
TH2-Polarisation auf.

Aus Lymphknoten von jeweils 9-10 wildtypischen (WT/IL) und Gimap5-defizienten
(Gimap5 -/-) Ratten isolierte CD4*-T-Zellen wurden tber 24 h (d1) und 48 h (d2) costim-
uliert. Die Konzentration von IL-10, IL-4, IFNy und TNFa in den Uberstanden wurde mit-
tels CBA gemessen. Die Messdaten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt; als statisti-
sche Analyse wurde der ungepaarte t-Test angewandt (**: p<0,01, *: p<0,05, n.s.: nicht
signifikant).

Abbildung 13 ist zu entnehmen, dass die Uberstande der Gimap5-defizienten
CD4*-T-Zellen nach Costimulation sowohl an Tag 1 als auch Tag 2 signifikant
hohere Konzentrationen an IL-10 (A) und IL-4 (B) enthielten als die der Kontroll-
zellen. Die Konzentrationen von IFNy (C) und TNFa (D) in den Uberstanden un-
terschieden sich dagegen bei Gimap5-defizienten CD4*-T-Zellen und Kontrollzel-
len nicht. Die erhéhten Konzentrationen von IL-4 und IL-10 sprechen deutlich fur
eine TH2-Polarisation der T-Zellen in den Gimap5-defizienten Tieren. Dies
koénnte die in den Ratten erhdhte Produktion von IgE-Antikdrpern und die Infiltra-
tion eosinophiler Granulozyten in die Darmwand erklaren und somit maf3geblich

an der Entwicklung des Phanotyps der mutanten Ratten beteiligt sein.
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3.4 Eine Antibiotikabehandlung mit Enrofloxacin mildert den
Darmphanotyp Gimap5-defizienter Ratten

3.4.1 Die Enrofloxacin-Behandlung vermindert die Infiltration von
Eosinophilen in die Darmschleimhaut

Um die Rolle der Darmflora bei der Entwicklung des gastrointestinalen Phanotyps

Gimap5-defizienter Tiere zu untersuchen, behandelten wir diese vor Manifesta-

tion des Phanotyps fur 6 Wochen mit dem Antibiotikum Enrofloxacin.

Gimap5 -/- nach

Ao
.
e
i

SERTOR0: MM

nulozyten in die Darmwand Gimap5-defizienter Tiere.

Reprasentative Beispiele histologischer Schnitte der Darmwand Gimap5-defizienter
(Gimap5 -/-) Tiere vor (A-C) und nach (D-F) sechswdchiger Behandlung mit Enrofloxacin.
Gezeigt ist eine Giemsa-Farbung. A/D: Colon, 10x vergroRRert, B/E: Mukosa des Cae-
cums, 40x vergroRert, C/F: Submukosa und Muskularis des Jejunums, 40x vergrof3ert.
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In der Folge stellten wir eine gemilderte gastrointestinale Symptomatik fest. Ins-
gesamt wirkten der DUnn- und Dickdarm sowie die mesenterialen Lymphknoten
weniger geschwollen. Die histologische Analyse zeigte einen nach Antibiose ab-
geschwachten Phanotyp der Gimap5-defizienten Ratten, bei dem die Eosinophi-
len zwar alle Wandschichten infiltrierten (Abbildung 14), das Zottenepithel jedoch
grof3tenteils intakt blieb (Abbildung 14B, E). Die Darmsymptomatik wurde durch
die Antibiotikabehandlung folglich zwar gemildert, jedoch nicht vollstandig nor-
malisiert. Am beobachteten Darmphanotyp scheint somit sowohl die durch die
Gimap5-Defizienz verursachte Lymphopenie als insbesondere auch die Darm-
flora maf3geblich beteiligt zu sein. Insgesamt ist von einer autoimmunen Genese
der Symptomatik auszugehen, da die Wildtyptiere trotz identischer Tierhaltungs-
bedingungen keine Symptome zeigten.

3.4.2 Eine Antibiotikabehandlung verhindert den starken Anstieg der IgE-
Serum-Titer in Gimap5-defizienten Tieren

Um zu Uberprifen, ob neben dem Darmphanotyp auch die IgE-Titer durch die

sechswochige Antibiotikabehandlung mit Enrofloxacin beeinflusst werden, wur-

den die Konzentrationen von IgE im Serum Gimap5-defizienter Ratten nach der

Antibiose mittels eines ELISA gemessen. Die Testergebnisse wurden mit denen

aus gleichaltrigen unbehandelten Gimap5-defizienten Ratten verglichen.

Abbildung 15: Eine Antibiotikabehand-
lung senkt die IgE-Titer in Gimap5-defi-

250' *
zientenTieren.

. 2004
TEI | Der IgE-Serum-Titer wurde bei 9 Gimap5-

1504 . - .
'-a-.o defizienten Ratten ohne Antibiose und bei
£, 1004 5 Tieren nach sechswochiger Antibiotika-
% I behandlung mit Enrofloxacin im Alter von
o 8-16 Wochen bestimmt. Die Messwerte

Gimap5l -/- ohne GimapIS -/-nach sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Als
Antibiose Antibiose statistische Analyse wurde der ungepaarte
t-Test angewandt (*: p<0,05).

Aus Abbildung 15 geht hervor, dass sich die IgE-Serumkonzentration der
Gimap5-defizienten Tiere nach Antibiotika-Therapie signifikant von der nicht mit

Antibiotika behandelter Tieren unterschied.
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3.5 Der Einfluss der Gimap5-Defizienz auf die EAE

3.5.1 Die Gimap5-Defizienz in Lewis-Ratten fuhrt zu einem schwereren
Krankheitsverlauf einer aktiv mit gpMBP induzierten EAE

Am Beispiel der EAE wurde untersucht, welchen Effekt eine Gimap5-Defizienz
und die hierdurch verursachte Lymphopenie auf den Verlauf einer ZNS-Autoim-
munerkrankung haben. Der in Lewis-Ratten typische monophasische Krankheits-
verlauf wurde in den Tieren mittels einer subcutanen Injektion von gpMBP in CFA
oberhalb der Hinterpfoten induziert. AnschlieRend wurden die Tiere taglich ge-
wogen und die Schwere der Erkrankung bzw. der LAhmungserscheinungen an-
hand eines Punktesystems (Scores) von 0 (keine Lahmungen) bis 10 (tot) klas-
sifiziert. Tiere mit einem Score =7 wurden aus Tierschutz-rechtlichen Grinden
getdtet und fur die Statistik mit einem Score von 10 weitergefiuhrt. In diesem An-
satz zeigte sich, dass Gimap5-defiziente Ratten einen im Vergleich zu wildtypi-

schen Kontrolltieren schwereren Krankheitsverlauf zeigten (Abbildung 16A).
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Abbildung 16: Gimap5-defiziente Ratten entwickeln eine schwerere EAE als Kon-
trolltiere.

In 4 WT/IL und 10 Gimap5 -/- Ratten wurde eine EAE mittels Immunisierung mit gpMBP
in CFA induziert (d0). AnschlieRend wurden taglich die klinischen Symptome anhand
einer Skala von 0-10 (A) sowie das Kdrpergewicht der Tiere im Vergleich zu ihrem Aus-
gangsgewicht (B) bestimmt.

AulRRerdem erfolgte der Rickgang der Lahmungssymptomatik weniger deutlich.
Mit zunehmender EAE-Symptomatik verloren die Tiere beider Gruppen an Ge-
wicht, ein Rickgang der Symptomatik ging wiederum mit einer Gewichtszu-
nahme einher (Abbildung 16B).
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3.5.2 Charakterisierung der das Rickenmark infiltrierenden Lymphozyten

Nachdem in den Experimenten zur EAE Unterschiede im Krankheitsverlauf zwi-
schen Gimap5-defizienten Tieren und den Kontrollen beobachtet wurden, unter-
suchten wir, ob sich dieser Effekt in vermehrten Zahlen der wahrend der EAE das
Ruckenmark infiltrierenden Lymphozyten widerspiegelte. Dazu wurde am Hohe-
punkt der EAE von Tieren beiderlei Genotyps das Ruckenmark enthnommen und

die absoluten Zellzahlen der Infiltrate bestimmt (Abbildung 17).

Abbildung 17: Analyse der das Rucken-
mark am Hohepunkt der EAE infiltrieren-

6 x 10 - n.s. den Lymphozyten.

Eine EAE wurde mittels gpMBP in CFA in 3
4x10° 4 Kontrollraten (WT/IL) und 3 Gimap5 -/- Rat-
—|— ten induziert. Lymphozyten wurden aus dem
Rickenmark am Peak der Erkrankung
(Score 7) isoliert und gezahlt. Die Messwerte
T sind als Mittelwerte + SEM dargestellt; als
WAL GimapS -/- statistische Analyse wurde der ungepaarte t-
Test angewandt (n.s.: nicht signifikant).

2 x 10° A

Anzahl infiltrierender Lymphozyten

Das Ergebnis zeigt, dass sich die Anzahl der das Rickenmark infiltrierenden
Lymphozyten nicht signifikant zwischen Gimap5-defizienten Tieren und Kontroll-
ratten unterschied, obgleich Gimap5-defiziente Tiere eine Lymphopenie aufwei-

sen.

3.6 Der Verlauf der EAE in Gimap5-defizienten Ratten wird
durch eine antibiotische Behandlung nicht beeinflusst

In vorherigen Versuchen hatte sich gezeigt, dass die Auspragung des Darmphéa-
notyps und die Serum-IgE-Titer von der Darmflora abhangig waren und durch
eine Antibiotikabehandlung abgeschwéacht werden konnten. Um herauszufinden,
ob auch die Schwere des EAE-Verlaufs durch die Darmflora beeinflusst wird, in-
duzierten wir die Erkrankung in Gimap5-defizienten Tieren, die zuvor eine sechs-

wadchige Antibiotikabehandlung mit Enrofloxacin erhalten hatten.
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Abbildung 36: Der EAE-Verlauf bei Gimap5-defizienten Ratten wird von einer An-
tibiotikabehandlung nicht beeinflusst.

Eine EAE wurde in 10 Gimap5 -/- Ratten ohne und 7 Gimap5 -/- Ratten nach einer sechs-
wadchigen Antibiotikabehandlung mit Enrofloxacin mittels Immunisierung mit gpMBP in
CFA induziert (d0). AnschlieRend wurden taglich die klinischen Symptome anhand einer
Skala von 0-10 (A) sowie das Korpergewicht der Tiere im Vergleich zu ihrem Ausgangs-
gewicht (B) bestimmt.

Die Tiere entwickelten nach Antibiose einen ebenso schweren EAE-Verlauf wie
ohne Therapie (Abbildung 18). Die Symptome setzten allerdings mit einer dreita-
gigen Verzogerung ein. Im Vergleich zum Darmph&notyp scheint der EAE-Ver-
lauf jedoch kaum durch die verénderte Darmflora nach antibiotischer Behandlung

beeinflusst zu werden.

3.7 Der Transfer von wildtypischen T-Zellen in Gimap5-
defiziente Lewis-Ratten mildert den EAE-Verlauf

Nachdem gezeigt worden war, dass eine Gimap5-Defizienz eine Lymphopenie
induziert, die eine Verschiebung des TCR-Repertoires und die Aktivierung peri-
pherer T-Zellen auslost sowie zu einer schwereren EAE fihrt, wurde im folgen-
den Experiment untersucht, inwiefern ein Transfer wildtypischer T-Zellen in
Gimap5-defizienten Tiere den schwereren EAE-Verlauf mdglicherweise auszu-
gleichen vermag. Aus eGFP-transgenen Lewis-Ratten wurden Lymphozyten iso-
liert, die aufgrund ihrer Fluoreszenzmarkierung eine ldentifikation im Empfanger-
tier erlauben. 50 mio dieser Lymphozyten wurden in die Schwanzvene Gimap5-
defizienter Ratten im Alter von 10 Wochen injiziert. 12 Wochen spéter wurde der
Anteil der Lymphozyten an allen Leukozyten aus dem Blut sowie der Anteil der

GFP-positiven wildtypischen Zellen unter allen T-Zellen der Gimap5-defizienten
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Ratten mittels Durchflusszytometrie gemessen (Abbildung 19). Wie Abbildung
19A zeigt, fihrte der T-Zell-Transfer zu einem signifikant hdheren Anteil von Lym-
phozyten an allen Leukozyten des Blutes im Vergleich zu unbehandelten
Gimap5-defizienten Tieren und damit zu Minderung der Lymphopenie. Der Anteil
GFP*-T-Zellen an allen T-Zellen betrug dabei im Mittel 61,4 + 2,9 % (Mittelwert +
SEM) (B).
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Abbildung 19: Ein adoptiver Transfer von GFP*-wildtypischen T-Zellen in Gimap5-
defiziente Ratten reduziert die Lymphopenie.

12 Wochen nach Injektion von 5 x 107 aus den Lymphknoten wildtypischer eGFP-trans-
gener Lewis-Ratten isolierter T-Zellen in die Schwanzvene von Gimap5 -/- Ratten wurde
deren Blut auf den Erfolg des Transfers hin untersucht. Hierzu wurden die T-Zellen mit-
tels Durchflusszytometrie gemessen. Zuerst wurden die Lymphozyten nach Granularitét
(SSC) und Grofe (FSC) eingegrenzt. AnschlieBend wurden die T-Zellen mittels Histo-
gramm fir die Expression des TCR ausgewahlt und unter ihnen der Anteil GFP*-Zellen
bestimmt. (A) Anteile von Lymphozyten an den Leukozyten im Blut der Gimap5-defizi-
enten Tiere vor und nach Transfer sowie die der Wildtyp-Kontrollen. (B) Anteil der GFP*-
Zellen unter allen T-Zellen in Gimap5-defizienten Ratten nach Transfer. Die Messdaten
sind als Mittelwerte £+ SEM dargestellt; als statistische Analyse wurde der ungepaarte t-
Test angewandt (**: p<0,01, *: p<0,05).

Die EAE wurde in Tieren der drei experimentellen Gruppen durch Immunisierung
mit gpMBP in CFA induziert: Gimap5-defiziente Ratten mit und ohne T-Zell-
Transfer und wildtypische Kontrolltiere zum Vergleich. Anschliel3end wurden die
Tiere taglich gewogen und die Schwere des Schubes anhand einer Skala (0-10)

bestimmt.
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Abbildung 20: Ein T-Zell-Transfer in Gimap5-defiziente Ratten fuhrt zu einem mil-
deren EAE-Verlauf.

Eine EAE wurde in 4 WT/IL, 10 Gimap5 -/- Ratten sowie 10 Gimap5 -/- Ratten nach T-
Zell-Transfer durch Immunisierung mit gpMBP in CFA induziert (d0). Anschlie3end wur-
den taglich die klinischen Symptome anhand einer Skala von 0-10 (A) sowie das Kor-
pergewicht der Tiere im Vergleich zu ihrem Ausgangsgewicht (B) bestimmit.

Aus Abbildung 20 ist zu entnehmen, dass die Krankheit nach T-Zell-Transfer in
Gimap5-defiziente Tiere deutlich milder verlief als ohne, auch wenn das ver-
gleichsweise niedrige Niveau der klinischen Symptome in den wildtypischen Kon-
trollen nicht erreicht wurde. Die in den transferierten Tieren schwacher ausge-
pragte T-Zell-Lymphopenie, verglichen mit Gimap5-defizienten Tieren ohne
Transfer, scheint somit die Krankheitssymptome zu lindern.
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4  Diskussion

Die MS ist die haufigste entzindliche Erkrankung des ZNS bei jungen Erwach-
senen. Sie verlauft chronisch und fuhrt in betroffenen Patienten teilweise zu star-
ken korperlichen oder kognitiven Behinderungen (Dendrou et al. 2015; Masuhr
et al. 2013). Trotz intensiver Forschung ist die Atiologie und Pathogenese der
Erkrankung noch nicht vollstandig verstanden. Die Entdeckung wichtiger Eck-
punkte in der Entstehung der MS, wie beispielsweise die Rolle autoreaktiver T-
Zellen, fuhrte in jungster Vergangenheit zu der Entwicklung neuer Therapiemog-
lichkeiten. Bislang kann mit der Therapie zwar die Haufigkeit erneuter MS-
Schiibe reduziert werden, allerdings kommt es langfristig meist zu einem Uber-
gang in den chronisch progredienten Krankheitsverlauf (Dendrou et al. 2015). Um
die Therapie an MS Patienten zu verbessern, ist die Erforschung von Tiermodel-
len fir die MS, beispielsweise der EAE, essenziell. In dieser Arbeit induzierten
wir eine EAE in Lewis-Ratten mittels gpMBP in einer Emulsion mit CFA und pro-
vozierten damit einen monophasischen EAE-Verlauf (Fletcher et al. 2010; Strom-
nes und Goverman 2006a). Der Einfluss einer Lymphopenie auf den Krankheits-
verlauf ist von besonderem Interesse, weil sie mit der Entwicklung von Autoim-
munitat assoziiert ist (Zheng et al. 2013). Die loss-of-function-Mutation im lyp-
Gen fuhrte in DP-BB-Ratten zu einer Lymphopenie und zur Entwicklung eines
spontanen Diabetes mellitus (Moralejo et al. 2011; Ramanathan und Poussier
2001). Auf einem anderen genetischen Hintergrund, den PVG-Ratten, fuhrte die
gleiche Mutation ebenfalls zu einer Lymphopenie, hier jedoch mit einer ausge-
pragten Darmsymptomatik (Cousins et al. 2006). Durch die Verwendung
Gimap5-defizienter Lewis-Ratten konnten wir den Effekt eines Gimap5 Funkti-
onsverlusts auf einem bisher unerforschten genetischen Hintergrund sowie des-
sen Einfluss auf den EAE-Verlauf in Lewis-Ratten untersuchen. Verschiedene
Studien belegen zusatzlich eine Rolle der Darmflora in der Entwicklung und Po-
larisation des adaptiven Immunsystems. So konnte gezeigt werden, dass zu den
Risiken autoimmuner entztindlicher Darmerkrankungen neben genetischen Ur-
sachen auch Veranderungen in der Darmflora zéhlen (Collins et al. 2012; Maran-
duba et al. 2015). Durch eine Antibiose mit Enrofloxacin konnten wir moégliche
Veranderungen der T-Zellen und des EAE-Verlaufs als Reaktion auf eine veran-

derte Darmbesiedelung untersuchen.
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4.1 Die Auswirkungen einer Gimap5-Defizienz auf den
Immunstatus

Die GTPase Gimap5 ist ein anti-apoptotisches Protein, das Uberwiegend in Lym-
phozyten nach deren Stimulation tber den TCR aktiviert wird. Sie unterstitzt die
Aktivierung und Proliferation der T-Zellen, indem sie ihr Uberleben fordert. Eine
Punktmutation in dem fiir Gimap5 kodierenden lyp-Gen verursacht eine Leseras-
terverschiebung, die durch die Entstehung eines verfriilhten Stopcodons zu ei-
nem verkirzten Protein fuhrt (MacMurray et al. 2002; Moralejo et al. 2011; Nitta
und Takahama 2007). In verschiedenen Experimenten wurde eine erhdhte
Apoptoseneigung der T-Zellen beobachtet, die zu einer Lymphopenie fihrt und
mit einer Enthemmung des Apoptosesignalwegs durch den Gimap5-Verlust as-
soziiert ist (Nitta und Takahama 2007). Reaktiv findet eine homoostatische Lym-
phopenie-induzierte Proliferation (LiP) einzelner T-Zell-Klone in der Peripherie
statt, um die verminderte Lymphozytenzahl auszugleichen (King et al. 2004). Die
proliferierenden Zellen reagieren dabei haufig auf korpereigene MHC-Molekiile,
weshalb viele Studien die LiP als Ursache einer erhohten Empféanglichkeit des
Organismus fur Autoimmunitat deklarieren (Kieper et al. 2005; Le Campion et al.
2009; Surh und Sprent 2000). Zusatzlich exprimieren T-Zellen in lymphopener
Umgebung verstarkt Aktivierungsmarker auf ihrer Oberflache (Lang et al. 2004).
Folge der LiP ist aul3erdem ein verandertes TCR-Spektrum in peripheren lym-
phatischen Organen, weil einzelne Rezeptoren besser durch vorhandene MHC-
Molekuile zur Proliferation angeregt werden als andere (van den Brandt et al.
2010). In unseren Experimenten untersuchten wir die Anteile verschiedener Lym-
phozyten-Subpopulationen. Die Ergebnisse zeigen, dass der Verlust von Gimap5
in Lewis-Ratten zu einer starken Lymphopenie fihrt, verbunden mit signifikant
reduzierten Anteilen von CD4*- und CD8*-T-Zellen in den Lymphknoten und im
Blut. In der Analyse der Uberlebensraten der T-Zellen, die mittels Durchflusszy-
tometrie bei 24 h kultivierten Zellen bestimmt wurden, zeigte sich ein hochsigni-
fikant verkirztes Uberleben der Gimap5-defizienten Zellen gegeniiber denen des
Wildtyps. Zur Erforschung der Proliferation als Kompensation fir das verkurzte
Uberleben der T-Zellen bestimmten wir die Expression der an den Kontrollpunk-
ten des Zellzyklus exprimierten Zykline B und E. In naiven T-Zellen der Gimap5-
defizienten Tiere war eine signifikant erhéhte Expression des Zyklin E zu erken-

nen. Wir deuteten den offensichtlich beschleunigten Zellzyklus als Zeichen einer
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stattfindenden LiP und analysierten weitergehend das TCR-Repertoire der T-Zel-
len, indem wir die Expression unterschiedlicher TCRB-Ketten auf der Zelloberfla-
che naiver T-Zellen mittels spezifischer Antikbrper im Durchflusszytometer be-
stimmten. Wahrend sich das Spektrum der aus dem Thymus isolierten T-Zellen
nicht zwischen den Genotypen unterschied, fanden sich auf den Oberflachen der
aus den Lymphknoten isolierten T-Zellen deutliche Unterschiede in funf der
sechs untersuchten TCRB-Ketten. Die T-Zellen scheinen zum Ausgleich der lym-
phopenen Umgebung in der Peripherie zu expandieren, wobei einige T-Zellklone
starker proliferieren als andere mit der Folge eines veranderten T-Zell-Reper-
toires. Das normale TCR-Spektrum auf den Thymozyten deutet auf eine intakte
T-Zell-Entwicklung und Selektion im Thymus hin. Der Verlust der anti-apoptoti-
schen GTPase scheint jedoch zu bewirken, dass die Gimap5-defizienten Lym-
phozyten nach Verlassen des Thymus schnell in Apoptose gehen, wie es die
verringerten Uberlebensraten der naiven Lymphozyten aus peripheren lymphati-
schen Organen in unseren Experimenten andeuten. Physiologischerweise tref-
fen die meisten T-Zellen in der Peripherie nicht sofort auf inr spezifisches Antigen.
Um in dem Fall einer Infektion mit einem Erreger der dieses Antigen exprimiert
den Organismus verteidigen zu kénnen, ist es jedoch essenziell, die T-Zelle am
Leben zu halten. Dies geschieht in der Peripherie tGber Kontakt des TCRs mit
korpereigenen MHC-Molekilen. Hat die Bindung die richtige Starke, |0st sie in
der Zelle ein Uberlebenssignal aus (Goldrath und Bevan 1999b). Da Gimap5 in
diesem Signalweg eine Rolle zu spielen scheint, brauchen defiziente Zellen ver-
mutlich einen stéarkeren Reiz von korpereigenen Zellen um tberleben zu kdnnen.
Ein starkeres Signal Gber den TCR verstéarkt aber auch die Expression von Akti-
vierungsmarkern auf der Zelloberflache der Uberlebenden Zellen, die nach Bin-
dung an Zytokine und Rezeptoren das Uberlebenssignal wiederum verstarken
und die Zellen zur Proliferation anregen. Um diese Hypothese zu Uberprifen,
analysierten wir die Expression verschiedener Aktivierungsmarker auf bzw. in
aus Thymus, Lymphknoten und Milz isolierten Lymphozyten mittels Durch-
flusszytometrie. Wir wahlten die Oberflachenmarker CD134 und LFA-1 sowie das
Zytokin IFNy. Die Ergebnisse zeigen eine signifikant erhdhte Expression aller Ak-
tivierungsmarker bei Gimap5-defizienten T-Zellen und ihren CD4* und CD8" Sub-
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spezies in Lymphknoten und Milz. Auf isolierten Thymozyten fanden sich dage-
gen keine Unterschiede im Vergleich der Gimap5-defienten Zellen mit den Wild-

typkontrollen.

Insgesamt liel3 sich auf zellularer Ebene ein durch die Gimap5-Defizienz entstan-
dener Phanotyp beobachten. Unsere Ergebnisse der In-vitro- und Ex-vivo-Expe-
rimente zum immunologischen Status der Gimap5-defizienten Lewis-Ratten
konnten dabei die oben genannten Thesen aus der aktuellen Literatur unterstit-
zen. Es lag eine T-Zell-Lymphopenie in peripheren lymphatischen Organen vor,
die am ehesten auf einer erhthten Apoptoserate durch Enthemmung des
Apoptosesignalwegs nach Gimap5-Verlust beruhte. Die Uberlebenden T-Zellen
hatten dabei eine im Vergleich zu Wildtyp T-Zellen erhdhte Zellzyklus-Rate, ein
verandertes TCRB-Spektrum und eine erhéhte Expression von Aktivierungsmar-
kern. Dies ist vereinbar mit der reaktiv stattfindenden LiP einiger T-Zell-Klone in

der Peripherie, mit dem Ziel, die verminderte Lymphozytenzahl auszugleichen.

4.2 Der genetische Hintergrund bestimmt uber den Phanotyp
der Autoimmunerkrankung

In mehreren Studien wurden verschiedene genetische Hintergriinde mit Autoim-
munerkrankungen assoziiert. So wurden im Menschen Risikoallele der HLA-
DR und HLA-DQ Gene mit der Entstehung von Diabetes mellitus Typ 1, die Risi-
koallele HLA-DRB1*0103 und HLA-DRB1*1502 dagegen mit der chronisch ent-
zundlichen Darmerkrankung Colitis ulcerosa in Verbindung gebracht (Fernando
et al. 2008). Die Struktur der variablen Domane bestimmt, welche Antigene be-
vorzugt auf den MHC-Molekilen prasentiert werden und wie stark spezifische T-
Zellen stimuliert werden. Ein bestimmter MHC-Haplotyp kann daher den Orga-
nismus fir eine bestimmte Autoimmunreaktion empfanglicher machen aber
gleichzeitig auch vor einer anderen Erkrankung schiitzen (Fernando et al. 2008;

Wucherpfennig und Strominger 1995).

Die unterschiedlichen Phanotypen der Gimap5-defizienten DP-BB- und PVG-
Ratten zeigen im Tiermodell, dass die Struktur des zu einer Autoimmunreaktion
fuhrenden Selbstantigens durch genetische Faktoren beeinflusst wird. In DP-BB-
Ratten mit dem MHC Haplotyp RT1u entsteht nach Gimap5-Verlust ein sponta-

ner autoimmuner Diabetes mellitus Typ 1. PVG-Ratten mit den Haplotypen RT1u
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oder RT1c haben dagegen einen der eosinophilen Gastroenteritis &hnelnden
Symptomkomplex mit Durchféllen, eine TH2-dominierte Immunreaktion, eine
massive eosinophile Inflitration der Darmwand und erhoéhtes Serum-IgE (Cousins
et al. 2006). Auf dem genetischen Hintergrund der fiir unsere Experimente ver-
wendeten Lewis Ratte mit dem MHC-Haplotyp RT1I fihrte eine Gimap5-Defizi-

enz, ahnlich wie in den PVG-Ratten, zu einer Durchfallerkrankung.

Die Gimap5-defizienten Lewis-Ratten entwickelten starken Durchfall, makrosko-
pisch zeigten sich die Darme geblaht, die mesenterialen Lymphknoten waren ge-
schwollen. Die Histologie von Jejunum, Coecum und Colon lie3 massive eosino-
phile Infiltrationen erkennen. Die Eosinophilie war erwartungsgemald mit einer
Erhohung der IgE-Antikorper-Titer verknupft, die mit dem Alter der Gimap5-defi-
zienten Tiere kontinuierlich anstiegen. Sie erreichten ihren Hohepunkt in drei Mo-
nate alten Ratten und hielten sich anschliel3end auf einem ahnlich hohen Plateau.
Im Vergleich dazu blieben die IgE-Titer der Wildtyp-Ratten konstant niedrig. Es
handelte sich hierbei um ein IgE-spezifisches Phdnomen, da bei der IgG-Serum-
konzentration kein signifikanter Unterschied zwischen Gimap5-defizienten Tieren
und Wildtyp-Kontrollen festgestellt werden konnte. In beiden Genotypen zeigte
sich ein mit dem Alter stetig steigendes 1gG-Niveau. Eosinophilie und IgE-Pro-
duktion beruhen typischerweise auf einer TH2-dominierten Immunreaktion. Die
von den TH2-Zellen synthetisierten Zytokine IL-4 und IL-13 und das uberwiegend
durch Makrophagen synthetisierte IL-10 stimulieren die Antigen-spezifische Syn-
these von IgE sowie das Wachstum von Mastzellen, IL-5 rekrutiert Eosinophile,
und IL-4, IL-9 und IL-13 kénnen eine Mukushypersekretion induzieren (Cosmi et
al. 2014; Polukort et al. 2016). Haufig werden bei Patienten mit eosinophiler Gast-
roenteritis zusatzliche auf einem TH2-Milieu basierende Allergien oder Hypersen-
sitivitatsreaktionen beobachtet (Baig et al. 2006). Es war daher von grof3em Inte-
resse, in welche Richtung die T-Zellen in Gimap5-defizienten Lewis-Ratten diffe-
renziert sind. Wir bestimmten dazu die Konzentrationen der typischerweise durch
TH1-Zellen synthetisierten Zytokine INFy und TNFa sowie die der Uberwiegend
im Rahmen von TH2-Antworten produzierten Zytokine IL-4 und IL-10 in Uber-
standen von in vitro costimulierten T-Zellen. Die Messungen ergaben signifikante
Unterschiede in den Konzentrationen der TH2-typischen Zytokine, wahrend die
TH1-Zytokinkonzentrationen dagegen in beiden Genotypen &hnlich hoch waren.

Ahnlich wie auf dem genetischen Hintergrund der PVG-Ratten scheint eine
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Gimap5-Defizienz in Lewis-Ratten eine TH2 dominierte eosinophile Darmerkran-

kung zu bewirken.

In mehreren Studien mit DP-BB-Ratten wurden Fehlfunktionen und einer verrin-
gerten Anzahl der Tregs wichtige Rollen in der Pathogenese des Diabetes melli-
tus zugeschrieben (Lundsgaard et al. 2005; Poussier et al. 2005). Van den Brandt
und Kollegen (van den Brandt et al. 2010) widerlegten diese Theorie jedoch, in-
dem sie funktionelle Tregs in DP-BB-Ratten nachwiesen. Unsere Ergebnisse
sprechen flir eine erhaltene Treg-Population auch in den Gimap5-defizienten
Lewis-Ratten, da sie keine signifikanten Unterschiede in den Zellzahlen der
Tregs zwischen Wildtypen-Kontrollen und den Gimap5-defizienten Tieren zeigen.
Weitere Untersuchungen zur Funktionalitat dieser Zellpopulation, beispielsweise
mittels eines Suppressions-Tests in vitro, kdnnten zur Aufklarung der Treg-Funk-

tionalitat in Gimap5-defizienten Lewis-Ratten beitragen.

4.3 Die Gimap5-Defizienz verstarkt den EAE-Verlauf

Lewis-Ratten entwickeln nach EAE-Induktion einen monophasischen Krankheits-
verlauf. Nach aktuellem Stand der Literatur ergaben sich aus dem Phanotyp der
Gimap5-defizienten Lewis-Ratten zwei gegensatzliche Prognosen fiir den Ver-
lauf der EAE. Die praaktivierten Lymphozyten als Folge der Lymphopenie als
potenzielle Ausloser der EAE standen dabei dem TH2-dominierten entziindungs-

hemmenden Phanotyp als protektivem Faktor gegenuber.

Die Autoimmunerkrankung MS weist Zusammenhéange mit einer Lymphopenie
auf (Zheng et al. 2013). In unseren Versuchen konnten die bereits voraktivierten
T-Zellen der Mutanten nach Immunisierung mit gpMBP empfanglicher flir die Ent-
wicklung einer Immunantwort sein als die Wildtypzellen. In der lymphopenen Um-
gebung wird physiologischerweise im Rahmen der LiP die Proliferation autoreak-
tiver T-Zellen beginstig, um die Zellarmut in peripheren lymphatischen Organen
auszugleichen (Goldrath und Bevan 1999a; Marleau und Sarvetnick 2005). Es
ware daher denkbar, dass eine Gimap5-Defizienz eine Verstarkung des EAE-
Verlaufs in Lewis-Ratten bewirkt.

Im Gegensatz dazu fanden sich in Gimap5-defizienten Ratten erhdhte Konzent-

rationen der TH2-typischen Zytokine IL-4 und IL-10, wéahrend TH1-typische Me-
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diatoren wie TNFa und IFNy nicht verandert waren. Die in der Histologie erkenn-
baren eosinophilen Infiltrate und die erhéhten Serum-IgE-Titer sprachen eben-
falls fir eine TH2-dominierte Umgebung. TH2-Zellen gelten im Kontext TH1-ver-
mittelter Autoimmunreaktionen wie MS und EAE als entziindungshemmend (Ab-
bas et al. 1996). In aktuellen leitliniengerechten Therapien der MS wird daher mit
immunmodulatorisch wirkenden Medikamenten wie IFNB, Glatirameracetat und
Dimethylfumarat versucht, die Immunreaktion von einer TH1- in eine TH2-domi-
nierte Richtung zu lenken (Leitlinien Neurologie 2012). Dartber hinaus wurde
eine verringerte Krankheitsaktivitat der EAE nach Dezimierung CD8*-T-Zellen in
Lewis-Ratten beschrieben, was die starke Lymphopenie der Gimap5-defizienten
Tiere inshesondere in der CD8* T-Zellreihe zu einem weiteren prognostisch mil-
dernden Faktor machen kénnte (Camara et al. 2013). Es war daher besonders
spannend, EAE in den Gimap5-defizienten Ratten zu induzieren und zu Gberpri-
fen, ob sich die krankheitsférdernden Umstande und die schiitzenden Bedingun-

gen ausgleichen oder eine Richtung Uberhand gewinnt.

Nach Immunisierung traten in den Tieren beider Genotypen nach ca. 8-10 Tagen
erste Symptome einer EAE auf. Invers zur Auspragung der Lahmungssymptome
verloren die Tiere an Koérpergewicht. Die Wildtyp-Tiere zeigten den fur Lewis-
Ratten typischen monophasischen Krankheitsverlauf und erreichten im Durch-
schnitt an Tag 13 den Krankheitsh6hepunkt (Peak). Bis Tag 25 erholten sie sich
von der Erkrankung. Die Gimap5-defizienten Tiere zeigten dagegen eine ausge-
pragtere EAE-Symptomatik und erreichten ihren Peak an den Tagen 14-16 mit
deutlich schwereren Lahmungserscheinungen. Aul3erdem war die Erholung von

der Erkrankung abgeschwacht und verlangsamt.

Der gravierende Krankheitsverlauf der Gimap5-defizienten Tiere spricht fir die
Lymphopenie als wichtigen Einflussfaktor auf die Pathogenese der EAE. Die in
der Folge praaktivierten Lymphozyten scheinen leichter durch das Antigen und
Adjuvans stimulierbar zu sein und leiten somit eine starkere, jedoch durch die
verminderte Anzahl der Lymphozyten zeitlich leicht verzogerte Immunantwort im
Hirn und Rickenmark ein. Vor dieser Reaktion scheint die TH2-dominierte Um-
gebung nicht ausreichend schitzen zu kdnnen, obwohl ihr eine anti-inflammato-
rische Wirkung zugesprochen wird. Besonders vor dem Hintergrund der in meh-
reren Studien mit Klasse-I-Evidenz belegten Wirkung der immunmodulierenden

Medikamente in der MS-Therapie (Leitlinien Neurologie 2012) ist die Auswirkung
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der Gimap5-Defizienz in unserem Rattenmodell héchst bemerkenswert. Trotz
des TH2-Phanotyps ist die Neigung der Gimap5-defizienten Tiere zur Autoimmu-

nitat hoch.

4.4 Die Darmflora beeinflusst die Entwicklung einer
eosinophilen Gastroenteritis, jedoch nicht die der EAE

Nicht jeder Organismus eines Risiko-HLA-Haplotyps entwickelt zwingend eine
Autoimmunerkrankung. Es handelt sich vielmehr um einen multimodalen Pro-
zess, in dem viele extrinsische (z.B. Diat und Rauchen) und intrinsische Faktoren
(z.B. genetischer Hintergrund) eine Rolle spielen (Danese et al. 2004; Dendrou
et al. 2015). Ein wichtiger Einflussfaktor scheint die Darmbesiedelung zu sein. So
konnte bei Patienten mit entzindlichen Darmerkrankungen und rheumatoider
Arthritis haufig eine im Vergleich zu gesunden Probanden alterierte Darmflora
festgestellt werden (Collins et al. 2012; Maranduba et al. 2015). Uber das darm-
spezifische Immunsystem interagieren Inhalte des Darmlumens mit verschiede-
nen Immunzellen. Das GALT muss gleichzeitig Toleranz gegentiber Nahrungs-
bestandteilen und Kommensalen sowie Immunreaktionen zur Elimination poten-
ziell pathogener Keime vermitteln. Zum GALT gehdrende DCs kdnnen durch die
Produktion unterschiedlicher Zytokine entziindliche zellulare (TH1/TH17) und hu-
morale (THZ2), aber auch regulatorische T-Zellantworten induzieren und damit
entweder Toleranz gegenuber einem Antigen (z.B. Nahrungsbestandteile oder
Kommensalen) oder eine auf das Antigen abgestimmte Immunreaktion zu des-
sen Elimination erwirken. Das im Darm generierte Zytokinmilieu kann durchaus
systemischen Einfluss haben und so beispielsweise Immunreaktionen in anderen
Organen in entweder eine TH1- oder TH2-dominierte Richtung lenken (Bruckla-
cher-Waldert et al. 2014; Cording et al. 2013; Maranduba et al. 2015). Eine be-
sondere Bedeutung kénnte dieser Mechanismus in der Entwicklung TH1-domi-
nierter Autoimmunerkrankungen wie der MS oder entzliindlichen Darmerkrankun-
gen, aber auch in der Entstehung TH2-dominierter Hypersensibilitdtsreaktionen
haben. In der aktuellen Forschung zur Therapie verschiedener Autoimmuner-
krankungen wird die Wichtigkeit der Darmflora im Aufrechterhalten der gesamt-
heitlichen immunbiologischen Balance aufgegriffen. Eine potenzielle neue The-
rapieform besteht in der Stuhltransplantation, einer Behandlungsmethode, in der

Stuhl eines gesunden Spenders in den Darm eines Empfangers transferiert wird
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(Choi und Cho 2016). Die Bakterien im Stuhl des Spenders sollen die gestérte
Darmflora des Empfangers ersetzen und durch Wechselwirkungen mit dem
GALT fur einen entzindungshemmenden Effekt auf das Immunsystem sorgen
(Borody et al. 2013; Choi und Cho 2016; Maranduba et al. 2015).

Da die von uns flr die Tierexperimente genutzten Gimap5-defizienten Lewis-Rat-
ten sowohl spontan eine TH2 dominierte eosinophile Darmerkrankung entwickel-
ten als auch zusatzlich empfanglich fur die extrinsische Induktion der EAE waren,
bot sich uns die besondere Méglichkeit, den Einfluss der Darmflora auf zwei ver-
schiedene Krankheitsbilder in demselben Tier zu erforschen. Um die Darmflora
der Gimap5-defizienten Tiere aus ihrem Gleichgewicht zu bringen, behandelten

wir sie 6 Wochen lang mit dem Antibiotikum Enrofloxacin.

Nach der Behandlung verfestigte sich der Stuhl der Ratten. Makroskopisch er-
schien der Darm weniger geschwollen. Histologisch waren zwar weiterhin eo-
sinophile Infiltrate erkennbar, mit der starksten Infiltration im Jejunum, jedoch mit
einer insgesamt geringeren Intensitat. Diese Ergebnisse sind mit den Serum-
Konzentrationen der IgE-Antikorper vereinbar. Die Gimap5-defizienten Ratten
wiesen nach antibiotischer Behandlung erniedrigte IgE-Titer im Vergleich zu

gleichaltrigen Tieren ohne Behandlung auf.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Darmflora in Gimap5-defizien-
ten Tieren einen Einfluss auf die Starke der Darmsymptomatik hat. Die Entwick-
lung der Gastroenteritis konnte durch Antibiotikagabe zwar nicht verhindert, je-
doch deutlich gemildert werden. Weiterfihrende Experimente die nach Ab-
schluss dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, dienten der Charakterisierung der
Darmbakterien vor und nach Antibiotikabehandlung mittels next generation Se-
qguenzierung einzelner Bakterien-Spezies. Aul3erdem ware es interessant zu un-
tersuchen, wie Gimap5-defiziente Ratten auf eine Stuhltransplantation von wild-

typischen Spender-Ratten reagieren wirden.

Im Gegensatz zur eosinophilen Gastroenteritis veréanderte sich der EAE-Verlauf
der Gimap5-defizienten Tiere nach Antibiose nicht signifikant. Es konnte lediglich
eine Tendenz zu einem verzogerten Krankheitsbeginn nach Behandlung mit En-
rofloxacin beobachtet werden. Obwohl eine Assoziation der MS mit einer veran-

derten Darmflora diskutiert wird (Bhargava und Mowry 2014; Mielcarz und Kas-
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per 2015) konnten wir diese Assoziation in dem Tiermodell der EAE nicht nach-
vollziehen. Ein Grund dafur kdnnten Unterschiede im Mikrobiom zwischen Ratten
und Menschen sein. Eine andere Ursache fur den unveranderten EAE-Verlauf
konnte sein, dass durch Enrofloxacin die Darmflora in ihrer Zusammensetzung
nicht ausreichend verandert wurde, um einen systemischen Einfluss auf die Pa-
thogenese von induzierter Autoimmunitat im ZNS zu nehmen. In weiterfihrenden
Experimenten sollte man daher die Dosis des Antibiotikums variieren oder den
Einfluss anderer Antibiotika testen. Aul3erdem kdmen auch hier Experimente zu

Stuhltransplantationen und Typisierungen der Darmflora in Betracht.

Uberlegungen, warum die autoimmune Darmerkrankung durch antibiotische Be-
handlung der Gimap5-defizienten Tiere rucklaufig war, der EAE-Verlauf dagegen
unbeeinflusst blieb, fuhren zu einem Vergleich der zugrundeliegenden Immun-
mechanismen in Darm und ZNS. Im Darm werden die Zellen des Immunsystems
standig Antigenen aus Darmflora und Nahrungsbestandteilen ausgesetzt. Die T-
Zell-Homoostase ist hier besonders wichtig, um einerseits potenziell pathogene
Keime zu bekédmpfen und andererseits die Toleranz des Organismus gegenuber
Kommensalen zu wahren. Das ZNS ist dagegen ein immunprivilegiertes Organ,
das durch die Blut-Hirn-Schranke vor einer Lymphozyteninvasion geschutzt wird.
Nichtsdestoweniger finden sich in gesunden Tieren und Menschen autoreaktive
Zellen gegen Myelinbestandteile in der Blutbahn (Hellings et al. 2001).

Eine Gimap5-Defizienz fuhrt zu einer Lymphopenie und zur LiP, die das Risiko
zur Proliferation autoreaktiver Zellen erhoht. Besonders im Darm kdnnte dieses
Risiko deutlich erhdht sein, weil die T-Zellen durch den Kontakt mit Fremdantige-
nen bereits fur eine Aktivierung durch Selbstantigene aus der unmittelbaren Um-
gebung der Darmschleimhaut empfanglicher gemacht werden kénnten. Eine
durch die Behandlung mit Antibiotika reduzierte Darmflora kénnte dieser Emp-
fanglichkeit daher entgegenwirken. Auf die Empfanglichkeit flr eine EAE schei-
nen die Schwere der Gastroenteritis und die durch Antibiotika veranderte Darm-
flora dagegen keinen Einfluss zu haben. Allerdings geht aus der aktuellen Litera-
tur hervor, dass die Symptome einer EAE in Mausen mit stark verminderter
Darmflora abgeschwécht sind (Lee et al. 2011; Ochoa-Reparaz et al. 2009). Au-
Rerdem wird eine Assoziation zwischen alterierter Darmflora und der MS disku-
tiert (Bhargava und Mowry 2014; Mielcarz und Kasper 2015). Unsere Ergebnisse

sprechen insgesamt fUr einen stéarkeren Einfluss der Lymphopenie und der im
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Zuge der LiP praaktivierten T-Zellen auf die Schwere des EAE-Verlaufs, als der

Einfluss der Darmflora.

45 Ein T-Zell-Transfer lindert den Verlauf der EAE

T-Zellen Gimap5-defizienter Tiere gehen nach Verlassen des Thymus schnell in
Apoptose. Die daraus resultierende Lymphopenie scheint Giber homdostatische
Proliferation die Generierung autoreaktiver Zellen zu férdern und die Tiere emp-
fanglicher fur die Entstehung von Autoimmunitat zu machen. Wir wollten deshalb
in unseren Experimenten untersuchen, ob die Neigung zur Autoreaktivitat durch
den Transfer von T-Zellen aus gesunden Wildtyp-Ratten in die Mutanten veran-

dert werden kann.

Der adoptive Transfer von T-Zellen wurde bereits in vielen Bereichen der Tu-
mortherapie als mdgliche Therapieform untersucht. Transferierte Zellen sollen
sich dabei speziell gegen die Tumorzellen wenden oder durch Zytokinproduktion
das Immunsystem aktivieren (Feuerer et al. 2001; Rosenberg et al. 2008). In ei-
ner Studie induzierte beispielsweise der adoptive Transfer reaktivierter Gedacht-
nis-T-Zellen gegen tumorspezifische Antigene aus dem Knochenmark von Brust-
krebs-Patienten eine Tumorregression in einem autologen NOD/Scid Mausmo-
dell (Feuerer et al. 2001).

Auch auf die Verlaufe von Autoimmunprozessen konnten bei einem adoptiven T-
Zell-Transfer positive Einflusse nachgewiesen werden. In Tierversuchen wurde
gezeigt, dass ein Transfer gesunder Tregs in DP-BB-Ratten die Entwicklung ei-
nes spontanen Diabetes mellitus verhindern konnte (Poussier et al. 2005). In ei-
nem transgenen Mausmodell schitzte der adoptive Transfer von CD4*-T-Zellen

vor der Entwicklung einer EAE (van de Keere und Tonegawa 1998).

In unseren Versuchen wurden T-Zellen aus eGFP-transgenen Lewis-Ratten in
die Gimap5-defizienten Tiere transferiert, was eine Minderung der Lymphopenie
bewirkte. Die im Anschluss in den Transfer-Tieren induzierte EAE hatte einen
milderen Verlauf und erreichte den Krankheitsh6hepunkt verspatet. Auf3erdem
erholten sich die Tiere schneller. Ungeachtet des beobachteten positiven Effek-
tes konnte durch den T-Zell-Transfer jedoch keine vollstandige Normalisierung

der EAE auf das Niveau von Wildtyp-Ratten erreicht werden.
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Die Ergebnisse aus den Experimenten zum T-Zell-Transfer in den Gimap5-defi-
zienten Lewis-Ratten stitzen die Theorie, dass die Lymphopenie und die in Folge
praaktivierten Lymphozyten mit einem veradnderten TCR-Repertoire einen ent-
scheidenden Einfluss auf den Verlauf der EAE haben. Durch den Transfer naiver
T-Zellen aus eGFP-transgenen Lewis-Ratten konnte die Lymphopenie gemildert
werden. Der gemilderte EAE-Verlauf spricht dafir, dass die Spenderlymphozyten
zu einer Wiederherstellung der T-Zell-Homd6ostase beitragen. Dadurch werden
zum einen die LiP als Quelle der Proliferation autoreaktiver Zellen eingedammt
und zum anderen der Anteil der potenziell autoreaktiven Gimap5-defizienten T-

Zellen vermindert.
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5 Zusammenfassung

T-Zell-Lymphopenie ist ein wichtiger Risikofaktor fur die Entstehung von Autoim-
munitat. In dieser Arbeit untersuchten wir daher die Auswirkungen einer loss-of—
function-Mutation im lyp-Gen in Lewis-Ratten, welche eine schwere T-Zell-Lym-
phopenie zur Folge hatte.

Der Verlust der GTPase Gimap5, die dazu beitragt, Lymphozyten vor Apoptose
zu schitzen, fiihrte zu einer verkirzten Uberlebenszeit naiver T-Zellen. In peri-
pheren lymphatischen Organen konnten wir Zeichen einer durch die Lymphope-
nie induzierten Proliferation beobachten, die mit einer erh6hten Expression von
Aktivierungsmarkern und einem veranderten T-Zell-Repertoire einherging. Spon-
tan entwickelten die Tiere eine autoimmune Durchfallerkrankung mit histologisch
sichtbaren eosinophilen Infiltraten in der Darmwand und stark erhohten IgE-Ti-
tern im Serum. Wir identifizierten einen wesentlichen Einfluss der Darmflora auf
die entziindliche Darmerkrankung, da wir nach Antibiose der Tiere mit Enrofloxa-

cin eine Abschwachung des Phanotyps nachweisen konnten.

Um den Einfluss der Gimap5-Defizienz auf eine Autoimmunerkrankung des ZNS
untersuchen zu kénnen, induzierten wir in den Ratten eine EAE als Tiermodell
fur die MS. Mutante Ratten zeigten einen schwereren EAE-Verlauf, im Gegen-
satz zu der primar untersuchten Darmerkrankung linderte eine Antibiotikabe-
handlung die Symptomatik jedoch nicht. Somit nimmt die Darmflora keinen Ein-
fluss auf die durch den Gimap5-Verlust verschlimmerte Erkrankung. Stattdessen
konnten wir die erhdhte Aktivierungsrate naiver T-Zellen im Zuge der LiP als Ein-
flussfaktor fur die Anfélligkeit gegeniiber einer Autoimmunitat im ZNS identifizie-
ren, da der EAE-Verlauf durch die Abschwachung der Lymphopenie mittels des
Transfers naiver wildtypischer T-Zellen in Gimap5-defizienten Tieren abgemildert

wurde.

Insgesamt konnte im Rahmen der vorliegenden Dissertation die Rolle eines
Gimap5-Verlustes auf die Entwicklung verschiedener Autoimmunerkrankungen
erarbeitet werden. Die Ergebnisse zeigen einen organspezifisch unterschiedli-
chen Einfluss von Lymphopenie und der Darmflora auf die Empfanglichkeit fur

Autoimmunitat.
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7 Anhang

Tabelle Al: Fallzahlen zu Abbildung 4: Gimap5-defiziente Tiere weisen in den
Lymphknoten eine T-Zell-Lymphopenie auf.

Organ und unter- | B-Zellen | T-Zellen CD4 CcDs8 NK
suchte Zellpopula-
tion (WT/IL versus
Gimap5 -/-)

LK 18/11 8/2 18/16 18/16 10/14

Tabelle A2: Fallzahlen zu Abbildung 9: Gimap5-defiziente T-Lymphozyten wei-
sen in den peripheren lymphatischen Organen einen aktivierten Phanotyp auf.

CD134: Organ und T-Zellen | CD4 CcDs8
untersuchte Zellpopu-
lation (WT/IL versus

Gimap5 -/-)

LK 32/15 32/15 | -
Milz 8/2 8/2 -
Thymus 8/2 8/2 -

IFNy: Organ und un- | T-Zellen | CD4 CD8
tersuchte Zellpopula-
tion (WT/IL versus

Gimap5 -/-)

LK 24/12 24/12 | 24/12
Milz 8/2 8/2 8/2
Thymus 8/2 8/2 8/2

LFAL: Organund un- | T-Zellen | CD4 CD8
tersuchte Zellpopula-
tion (WT/IL versus
Gimap5 -/-)




85

LK 9/6

8/2 8/2

Milz -

Thymus -

Tabelle A3: Fallzahlen zu Abbildung 12: Gimap5-defiziente Ratten weisen alters-
abhangig erhohte IgE-, aber nicht IgG-Antikdrper-Titer im Serum auf.

Experiment/Anzahl (WT/IL | IgE IgG
versus Gimap5 -/-)
Punktgraphiken (A, C) 26/23 26/21

Altersabhéngig (B, D)

1Monat:4/4, 2M:5/8,
3M:7/5, 4M:0/3, 5M:3/0,
6M:4/0, 7M:0/4, 8M: -,
9M:1/0, 10M:4/0, 11M: -,
12M:2/3

1Monat:4/4, 2M:3/2,
3M:4/5, 4M:0/3, 5M:3/0,
6M:5/0, 7M:0/4, 8M: -,
9M:1/0, 10M:3/0, 11M: -,
12M:3/3
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