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1. Einleitung

1.1 Kurzer Uberblick iiber das Inmunsystem

Das Immunsystem ist ein System von Zellen und Organen, das der Unterscheidung von
eigen und fremd dient, und uns aufgrund dieser Fahigkeit und einer Reihe von
Effektormechanismen wirksam vor Infektionen mit Bakterien, Viren, Pilzen, und Parasiten
schitzt.

Die unterschiedlichen Komponenten des Immunsystems treten im Verlauf einer
Immunantwort konzertiert miteinander in Aktion. Eine typische Immunabwehr, z.B. gegen die
Infektion eines Pathogens, wird aufgrund ihres zeitlichen Verlaufs in eine frihe
unspezifische, eine friihe induzierte, und eine spatere adaptive Phase unterteilt.

Makrophagen und Neutrophile (phagozytierende Zellen = ,Fresszellen®) bilden die erste
Abwehrreihe gegen Krankheitserreger, die eine epitheliale Barriere durchdringen. Sie
kénnen Mikroben in sich aufzunehmen (Phagozytose) oder Parasiten durch Freisetzung des
Inhalts von Lysosomen zerstdren, und auRerdem die nachfolgende Immunabwehr durch
Ausschuttung von Cytokinen initiieren. Cytokinfreisetzung und Phagozytose werden dabei
durch eine Reihe von Oberflachenrezeptoren vermittelt, die konservierte mikrobielle
Strukturen erkennen. Diese unspezifischen zellularen Mechanismen werden durch I8sliche
Faktoren, wie z.B. das Komplementsystem, unterstitzt.

Eine Reihe von Lymphozyten mit Antigen-Rezeptoren limitierter Diversitat Uberbricken die
Zeitspanne bis die adaptive Immunantwort wirksam wird. Zu ihnen gehdren die natirlichen
Killer-Zellen (NK-Zellen), die y:83T-Zellen, und zwei spezielle B-Zell Subpopulationen, namlich
die B1-Zellen und die Marginalzonen B-Zellen (engl.: marginal zone B-cells, MZ B-Zellen).
Auf NK-Zellen und y:3T-Zellen wird im Rahmen dieser Kurzeinfiihrung nicht eingegangen
werden, eine ausfuhrlichere Beschreibung von B1 und MZ B-Zellen als den Tragern der
frihen T-Zell unabhangigen Immunantwort folgt spater in diesem Kapitel, und in 1.6, 3.4 und
4.4. MZ, B1, NK, und y:3T-Zellen bieten einen limitierten friihen Schutz gegen eine Reihe von
Pathogenen, aber keine dauerhafte Immunitat.

Die adaptive Immunantwort wird von T-Zellen und B-Zellen getragen. Sowohl T- als auch B-
Zellen zeichnen sich durch eine sehr gro3e Diversitdt und Spezifitdt ihrer Antigen-
Rezeptoren aus. Durch Antigen-Kontakt werden einzelne Zellen mit Spezifitdt fur das
jeweilige Pathogen zunachst klonal expandiert, es folgt Differenzierung der expandierten
Klone zu Effektorzellen bzw. Gedachtniszellen. Gedachtniszellen bieten Schutz bei spaterem
erneuten Kontakt mit dem gleichen Antigen.

T-Zellen vermitteln die zelluldre Immunitat. Bei T-Zellen unterscheidet man je nach Art ihres
Korezeptors zwei grofte Klassen: CD4 und CD8 T-Zellen. CD8 T-Zellen differenzieren nach
Aktivierung zu cytotoxischen T-Zellen, die infizierte Zellen téten. CD4 T-Zellen dagegen
entwickeln sich zu T-Helfer-Zellen (Tw-Zellen) zweier verschiedener Subtypen. Ty1-Zellen
aktivieren Makrophagen direkt und beeinflussen Uber die Ausschittung von Cytokinen, u.a.
IFN-y, andere Zellen des Immunsystems. Tu2-Zellen aktivieren B-Zellen in
thymusabhangigen (engl.: thymus dependent, TD) Immunantworten.

B-Zellen sind die Trager der humoralen Immunantwort. Sie differenzieren nach Aktivierung
zu Antikorper-sezernierenden Plasmazellen. Antikérper (Immunglobuline) sind I6sliche
Proteine, die Pathogene oder Toxine durch spezifische Bindung neutralisieren, oder als
Adaptoren dienen, und andere Effektorzellen rekrutieren und aktivieren kénnen. Entwicklung
und Funktion von B-Zellen werden im nachsten Abschnitt ausfuhrlicher erlautert.



Antikorper konnen Antigene durch Bindung mit ihrer variablen Domane neutralisieren.
Dadurch werden z.B. Toxine inaktiviert, oder die Verbreitung extrazellularer Pathogene
verhindert. Der nicht-variable Teil (Fc-Teil) eines Immunglobulins dient als Adaptor, der die
Bindung an Effektorzellen vermittelt. Die Fc-Teile der verschiedenen Antikdrper-Isotypen
(IgM, 1gG, IgE, IgA) vermitteln dabei Bindung an verschiedene Effektorzellen mit
verschiedenen Effektor-Funktionen.

(Janeway 1999)
1.2 Entwicklung und Funktion von B-Lymphozyten

Wie im vorhergehenden Abschnitt kurz angerissen, sind B-Zellen als die Produzenten von
Immunglobulinen (Ig) verantwortlich fur die nicht-zelluldre (humorale) Immunantwort.
Immunglobuline sind Proteine, die aus zwei miteinander durch Disulfid-Briicken verbundenen
schweren Ketten, und zwei jeweils mit einer schweren Kette verbundenen leichten Ketten
bestehen. Ein variabler Teil einer leichten Kette bildet zusammen mit dem variablen Teil
einer schweren Kette die Antigen-Bindungsstelle. Uber die Antigen-Bindungsstelle werden
Antigene, z.B. Komponenten von Pathogenen, spezifisch erkannt. Den Teil des Antigens, der
von einem Antikdrper erkannt wird, nennt man antigene Determinante oder Epitop.

Immunglobuline kommen in verschiedenen Unterformen mit unterschiedlichen Funktionen
vor. Membrangebundene Igs des Isotyps IgM und/oder IgD dienen als B-Zell Antigen-
Rezeptor (engl.: B-cell receptor, BCR) auf der Oberflache von B-Zellen. Die Ig-Isotypen IgM,
IgG, IgE, und IgA, die sich in ihren nicht-variablen Teilen (Fc-Teile) unterscheiden, werden
dagegen sezerniert, und erflllen die eigentlichen Effektorfunktionen. Sezernierte Igs kénnen
Antigen entweder durch Bindung neutralisieren, oder vermittelt durch ihre Fc-Teile
unterschiedliche Effektorzellen, wie z.B. NK-Zellen, Makrophagen oder Mastzellen, bzw. das
Komplementsystem aktivieren.

Jedes nur denkbare Antigen wird durch B-Zellen erkannt, was eine riesige Vielfalt des reifen
B-Zell-Repertoires voraussetzt. Diese enorme Vielfalt begrindet sich in der B-Zell-
Entwicklung, dem Rearrangement von Ig-Genen, und der Selektion von Zellen mit
funktionalem Rezeptor ohne Autoreaktivitat. Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick (iber
diese Prozesse gegeben.

B-Zellen entwickeln sich im Knochenmark aus lymphoiden Vorlauferzellen. Wahrend ihrer
Differenzierung durchlaufen sie Stufen, die vor allem durch das Rearrangement von
Immunglobulin-Gensegmenten zu funktionalen schweren bzw. leichten Immunglobulin-
Ketten gekennzeichnet sind. Mit abgeschlossenem Rearrangement einer funktionalen
schweren Immunglobulin-Kette aus Vu, Dy, und Jy Gensegmenten (H: engl.: heavy =
schwer) erfolgt der Ubergang von der Pro B-Zelle zur Pre B-Zelle. Die schwere Kette bildet
zusammen mit den Pseudo-leichten-Ketten VpreB und A5 den Pre B-Zell-Rezeptor. Signale,
die der Zelle von diesem Rezeptor Ubermittelt werden, sind fiir die allelische Exklusion und
fur die Initierung des Rearrangements der V. und J. Gensegmente flir die leichte
Immunglobulin-Kette (L: engl.: light = leicht) nétig. Ist auch die rearrangierte leichte Kette
funktional, so resultiert das in der Expression eines vollstandigen Oberflachen-IgM-Molekils
(mlgM), das zusammen mit zwei signaltransduzierenden Molekilen, Iga und Igp, den B-Zell
Antigen-Rezeptor-Komplex bildet.

Mit der Expression eines B-Zell Rezeptors ist die Stufe der unreifen B-Zelle erreicht. Die
BCRs auf unreifen B-Zellen besitzen alle erdenklichen Spezifititen. Manche dieser
Spezifitaten sind gegen kérperfremde, andere aber auch gegen korpereigene Strukturen
gerichtet. Bindung des jeweiligen Liganden an den BCR fihrt bei unreifen B-Zellen zum
Zelltod (klonale Deletion) oder zu einem Zustand von Nicht-Reaktivitat (Anergie) gegenuber



dem jeweiligen Antigen. Da B-Zellen im unreifen Stadium nur Zugang zu Autoantigenen,
aber nicht zu Fremdantigenen haben, flhrt dieser als negative Selektion bezeichnete
Vorgang zur Deletion der autoreaktiven B-Zellen. Negative Selektion findet zum Teil bereits
im Knochenmark statt. Unreife B-Zellen (IgM*IgD") entwickeln sich im Knochenmark zu
Transitionalen B-Zellen Typ 1 (T1-Zellen). Diese exprimieren IgM stark, es erscheint aber
auch bereits IgD auf der Zelloberflache (IgM"IgD"). T1-Zellen wandern in die Milz. Dort
vervollstandigen sie ihre Reifung Uber mehrere Zwischenstufen, die anhand ihrer
Oberflachenmarker voneinander unterscheidbar sind (Loder et al. 1999). Transitionale B-
Zellen Typ 2 (T2-Zellen) sind IgM"IgD". Auch die Transitionalen B-Zellen der Milz sind der
negativen Selektion durch Bindung von Autoantigenen unterworfen (Carsetti et al. 1995).

B-Zellen mit autoreaktiven Rezeptoren werden, wie geschildert, auf der Stufe der unreifen
oder der Transitionalen B-Zellen eliminiert. Aber auch positive Selektion von B-Zellen in
verschiedene Subkompartimente reifer B-Zellen wird auf bis jetzt nur unzureichend
verstandene Weise von Interaktionen zwischen dem BCR und Auto- oder Umwelt-Antigenen
angetrieben (z.B. (Hayakawa et al. 1999)). Zellen aus dem T2-Kompartiment entwickeln sich
so weiter zu reifen B-Zellen (B2-Zellen, IgM°IgD"), zu B1-Zellen, oder zu Marginalzonen B-
Zellen (MZ B-Zellen) (Cariappa and Pillai 2002). Etwa 70% aller Milz-B-Zellen sind B2-Zellen,
3-5% MZ B-Zellen. Nur ein verschwindend geringer Anteil der Milz-B-Zellen sind B1-Zellen,
sie stellen dagegen die dominierende Population der Peritonealhdhle (ca. 50-80%) dar.

Ist eine B-Zelle selektioniert, und hat sie ihre Reifung in der Peripherie abgeschlossen,
vermittelt der BCR-Komplex T-Zell Antigen-abhangige Aktivierung. Je nach Klasse des
Antigens spielen T-Zellen dabei eine tragende Rolle (s. nachster Abschnitt). Nach
Aktivierung und klonaler Expansion differenziert ein Grofteil der B-Zellen zu Effektorzellen,
und ein kleiner Teil zu Gedachtniszellen. Auch fiir die Persistenz peripherer B-Zellen ist der
BCR essentiell. Vom BCR geht ein Uberlebenssignal aus, da zwar nicht zur Proliferation
einzelner Klone fuhrt, aber den Erhalt des peripheren B-Zell-Repertoires sichert (Lam et al.
1997).

Verschiedene reife periphere B-Zell Populationen sind spezialisiert auf bestimmte Aufgaben.
B1-Zellen und MZ B-Zellen sind hauptverantwortlich fir Immunantworten gegen
Thymusunabhangige Antigene Typ 2 (TI2-Antigene) (Lane et al. 1986; Martin and Kearney
2000). Bei TI2-Immunantworten aktivieren polyvalente Antigene die B-Zelle durch BCR-
Kreuzvernetzung ohne Unterstitzung von Ty2-Zellen. Repetitive Elemente bakterieller
Zellwande stellen beipielsweise solche TI2-Antigene dar. Immunglobuline werden sehr frih
sezerniert (nach ca. 3-5 Tagen), und sind auf bestimmte Isotypen (IgM, 1gG3, 1gG1)
beschrankt. Bei Thymusabhangigen Antworten (TD-Antworten), die hauptsachlich von B2-
Zellen getragen werden, wird zundchst das gebundene Antigen nach der Bindung an den
BCR internalisiert, und Peptid-Bruchstlicke des Antigens auf MHC-II Molekilen (engl.: major
histocompatibility complex) prasentiert. T-Helfer-Zellen (Ty2-Zellen) erkennen diese Peptid-
MHC-Komplexe, geben der B-Zelle Proliferationssignale tber kostimulatorische Molekile wie
CD28, und schitten Cytokine aus, die die Produktion anderer Isotypen als IgM und IgD
bewirken. Diese Vorgange finden ebenso wie die Affinitatsreifung, bei der durch Mutation
bereits rearrangierter variabler Domanen besser Antigen-bindende Varianten des von der
Zelle exprimierten Immunglobulins erzeugt werden, in sog. Keimzentren statt.

Bei allen eben beschriebenen Vorgéngen nehmen Signale, die Uber den B-Zell Rezeptor
vermittelt werden, eine zentrale Rolle ein. Einen Uberblick Uber einige wichtige molekulare
Ablaufe bei der Aktivierung des BCR gibt der nachste Abschnitt.

(Janeway 1999)



1.3 Signalleitung uber den B-Zell Antigen-Rezeptor

Wie bereits kurz geschildert, erfullt der BCR wichtige Aufgaben in der B-Zell-Entwicklung,
dem Erhalt peripherer B-Zellen, und in der Aktivierung reifer B-Zellen durch Antigen.
Kreuzvernetzung des B-Zell Rezeptors durch Antigen resultiert in der Aktivierung einer Reihe
von Kinasen, Phosphatasen und Adaptorproteinen, und letztlich zu einer durch
Transkriptionsfaktoren vermittelten Anderung der Genexpression. Im folgenden wird
versucht, einen Uberblick Uber einige wichtige und zentrale Abldufe der BCR-
Signaltransduktion zu vermitteln. Einige der im Text beschriebenen Vorgange sind in Abb. 1
schematisiert wiedergegeben. Eine gute Ubersicht (ber BCR-Signaltransduktion bieten
folgende Artikel: (Gold et al. 1991; Justement 2000; Wienands 2000).

Der BCR-Komplex auf reifen, ruhenden B-Zellen besteht aus einem membrangebundenen
Immunglobulin (mlgM und mligD), und einem nicht kovalent assoziierten disulfidverbundenen
Heterodimer von Iga. (CD79a) und IgB (CD79b) (Cambier et al. 1994; Reth and Wienands
1997). Die Aufgabe des migs ist die Erkennung des Antigens, es besitzt aber selbst nur
einen sehr kurzen cytoplasmatischen Schwanz, der im Fall von migM und migD keine
eigene Kapazitat zur Signalweiterleitung besitzt. Die Signalweiterleitung geschieht durch das
Heterodimer Iga/Igp, dafd mit migM und migD interagiert (Blum et al. 1993; Michnoff et al.
1994).

Iga. und Igp sind eng miteinander verwandt, besitzen jeweils eine extrazellulare Ig-&hnliche
Domane, und einen cytoplasmatischen Schwanz mit einem Immunrezeptor Tyrosin-haltigen
aktivierenden Motiv (ITAM) mit der Sequenz D/Ex;D/ExxYxxI/Lx;YxxI/L. In einem
funktionellen BCR-Komplex sind bereits im Ruhezustand die Src-Familien Protein-Tyrosin-
Kinasen (PTK) Lyn, Fyn, und Blk mit Igo/IgB assoziiert. Nach Antigen-Kontakt werden die
Tyrosine der ITAMs von diesen Src-Kinasen phosphoryliert. Das flhrt zur weiteren
Rekrutierung von Src-Kinasen, und zu deren vollstandiger Aktivierung.

In der Folge kommt es zur Assoziation und Aktivierung der PTK Syk. Die zwei
aufeinanderfolgenden SH2-Doméanen dieser PTK interagieren dabei mit den vollstandig
phosphorylierten ITAMs. Durch Autophosphorylierung und Phosphorylierung durch Src-
Kinasen wird Syk aktiviert (Kurosaki et al. 1995).

Zusatzlich zu den PTKs der Src-Familie und Syk spielt Btk, eine PTK der Tec-Familie, eine
wichtige Rolle in der Signaltransduktion des BCR (Desiderio 1997). Diese tragt am N-
Terminus eine Pleckstrin-Homologie (PH) Domane, gefolgt von einer Tec-Homologie (TH)
Domane, und einer SH3, einer SH2, und einer SH1-Domane . Die PH-Domane interagiert
bevorzugt mit Phosphatidyl-Inositol-3,4,5-Trisphosphat (PIP3), dem Produkt der aktiven PI3-
Kinase (PI3K). Membranassoziation Uber die PH-Doméane ist neben der Aktivierung durch
Src-Kinasen (Park et al. 1996) die Voraussetzung fur die Aktivierung von Btk. PI3K wird
ebenfalls Uber den BCR, aber auch durch den Korezeptor CD19 (s. unten) aktiviert.



Cazt Ras/Raf

Ras/Raf
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Abb. 1: Hauptsignalwege der BCR-Signaltransduktion. Nach Stimulation des B-Zell Rezeptors mit
Antigen werden eine Reihe von Prozessen in Gang gesetzt, die letztendlich veranderte
Genexpression und Reorganisation des Cytoskeletts zur Folge haben. Ca2+-MobiIisierung, Ras/Raf-
Aktivierung, und der Rho-Signalweg sind schematisch dargestellt. Nicht im Bild gezeigt ist die
Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K), deren Produkt PIP; wichtig fir die Interaktion von Signalmolekiilen
mit PH-Doméane wie z.B. Btk ist. Details s. Text.. GEF: Guanin Nukleotid Austauschfaktor (engl.:
guanyl nucleotide exchange factor, GEF)

Die Aktivierung von Src-Kinasen, Syk und Btk resultiert schlieBlich in der Aktivierung von
mindestens drei Haupt-Signalleitungswegen in der B-Zelle: Die Phosphorylierung von
Phospholipase Cy (PLCy) fiihrt zur Ca**-Mobilisierung, die Assoziation des Adaptors Shc zur
Ras/Raf-Aktivierung. Von Vav vermittelte Signale haben Rho-GTPasen-Aktivierung und eine
Reorganisation des Cytoskeletts zur Folge.

Eine zentrale Rolle bei der Initiierung der Ca**-Mobilisierung durch den B-Zell Rezeptor spielt
das Adaptormolekil BLNK (SLP-65, BASH) (Wienands et al. 1998). Nach Stimulation des B-
Zell Rezeptors wird BLNK von Syk phosphoryliert, und assoziiert mit Iga/p (Engels et al.
2001; Kabak et al. 2002). BLNK in seiner phosphorylierten Form interagiert dort mit Btk und



mit PLCy. PLCy wir dann durch Btk und Syk phosphoryliert, und dadurch aktiviert (Takata
and Kurosaki 1996). Aktive PLCy hydrolysiert membranstandiges Phosphatidyl-Inositol-4,5-
Bisphosphat (PIP,) zu Diacylglycerol (DAG), das in der Membran verbleibt, und Inositol-
1,4,5-Trisphosphat (IP3), das ins Cytoplasma diffundiert (Carter et al. 1991). DAG aktiviert
die Protein Kinase C (PKC), wahrend IP; die transiente Freisetzung von Ca®" aus speziellen
Speichern im ER, gefolgt von lange anhaltendem Einstrom von Ca®* aus dem
Extrazelluldrraum bewirkt. Ein wichtiger Effekt des Ca**-Signals in B-Zellen ist z.B. die
Aktivierung der cytosolischen Phosphatase Calcineurin, und daraus resultierend die nukleéare
Lokalisation der cytosolischen Untereinheit des Transkriptionsfaktiors NF-AT. Im Zellkern
bindet NF-AT an die nukledre Komponente des NF-AT, AP-1, und reguliert so die
Transkription einer Reihe von Genen (Rao et al. 1997).

Das Adaptormolekul Shc interagiert mit Phospho-ITAMs in Igo/Igp und wird dann seinerseits
von Syk phosphoryliert, was zur Rekrutierung des Grb-2/SOS-Komplexes und damit zur
Aktivierung des Ras/Raf-Signalweges fuhrt (Saxton et al. 1994; Smit et al. 1994; Nagai et al.
1995; D'Ambrosio et al. 1996). Ein alternativer Weg der Ras-Aktivierung durch den B-Zell-
Rezeptor fuhrt Uber die Rekrutierung des Adaptormolekiils BLNK/SLP-65 an die Membran.
Grb-2 ist mit BLNK konstitutiv assoziiert (Wienands et al. 1998), SOS wird daher wiederum in
die Nahe seines Substrates Ras gebracht. Der Ras/Raf-Signalweg fuhrt letztlich Uber die
Aktivierung der ERK1/2 MAP-Kinasen zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren Elk1 und
Sap-1a (Su and Karin 1996).

Vav interagiert Gber seine SH2-Domane mit phosphoryliertem Syk, und wird vermutlich von
dieser PTK phosphoryliert, und damit aktiviert (Deckert et al. 1996). Vav assoziiert aber auch
wie Grb-2 konstitutiv. und induzierbar mit BLNK (Wienands et al. 1998).
Tyrosinphosphoryliertes Vav ist ein Guanin Nukleotid Austauschfaktor (engl.: guanyl
nucleotide exchange factor, GEF) fur die kleine GTPase Rho. Rho spielt eine entscheidende
Rolle in der rezeptorinduzierten Neuorganisation des Aktin-Zytoskeletts, und in der
Aktivierung der JNK und p38 MAP-Kinasen, die wiederum die Jun und Atf2
Transkriptionsfaktoren regulieren (Su and Karin 1996).

1.4 Feinregulation des BCR-Signals - Einfluss von
Korezeptoren

Das BCR-Signal wird abhangig vom Entwicklungsstadium der B-Zelle und abhangig von der
momentanen Umgebung der Zelle durch eine Reihe zusatzlicher Oberflachenrezeptoren fein
reguliert. Diese sind in der Lage, das BCR-Signal entweder zu verstarken, oder es negativ zu
beeinflussen. Durch diese Rezeptoren kann die Zelle Informationen aus ihrer Umgebung
integrieren, und entsprechend der jeweiligen Situation auf eine Stimulation ihres Antigen-
Rezeptors reagieren. Die Antwort der Zelle auf Stimulation des BCRs kann dann
situationsabhangig von der Induktion von Toleranz Uber die Initiierung des programmierten
Zelltodes (Apoptose), bis hin zur Proliferation und Differenzierung zur Effektorzelle reichen
(Tsubata 1999).

Ein Beispiel fur einen aktivierenden Korezeptor ist CD19. CD19 gehért zur Immunglobulin-
Superfamilie und wird ausschlieBlich auf B-Zellen exprimiert. Zusammen mit CD21, CD81,
und Leu 13 bildet es einen trimeren Komplex . Die cytoplasmatische Domane von CD19
assoziiert mit den positiven Modulatoren des BCR-Signals PI3K und Vav, aulRerdem mit den
Src-Kinasen Lyn und Fyn (Tuveson et al. 1993; van Noesel et al. 1993; Weng et al. 1994;
Chalupny et al. 1995). Kreuzvernetzt man CD19 mit dem BCR, so flihrt das zu verstarkter
Aktivierung der MAP-Kinasen ERK, JNK und p38 und zu verstarkter Synthese von PIP,.
Dadurch kommt es zu einem hdheren Ca*-Signal und zu verstérkter B-Zell-Proliferation
(Carter et al. 1991; Li et al. 1997; Tooze et al. 1997). In der Folge mikrobieller Infektionen
kommt es zur Assoziation von Antigen mit der Komplement-Komponente C3d. Durch die
Interaktion von C3d mit CD21 kénnen solche Komplexe den BCR in rdumliche Nahe mit



CD19 bringen (Dempsey et al. 1996). Da der Phanotyp CD19-defizienter Mause aber
schwerwiegender ist als der CD21-defizienter Mause, liegt es nahe, da® noch mindestens
ein zusatzlicher natirlicher Ligand fir CD19 oder den Korezeptor-Komplex existiert (Engel et
al. 1995; Rickert et al. 1995; Ahearn et al. 1996; Molina et al. 1996).

Eine Vielzahl von inhibitorischen Rezeptoren regulieren die B-Zell Signaltransduktion auf
komplexe, nur zum Teil verstandene Weise. Beispiele flir inhibitorische Rezeptoren auf B-
Zellen sind CD72, LAIR-1, PIR-B (entsprechend den humanen ILT-Rezeptoren). Ein sehr
wichtiger B-Zell spezifischer inhibitorischer Rezeptor ist CD22, der Gegenstand dieser
Doktorarbeit. CD22 wird spater in dieser Einleitung ausfuhrlich vorgestellt (s.u.). Andere
inhibitorische Rezeptoren wie PD-1, CD5, oder CD66a werden auf B-Zellen, aber auch auf
anderen Zellen exprimiert. Inhibitorische Rezeptoren erzielen ihren Effekt durch Bindung und
Aktivierung von Phosphatasen wie SHP-1 oder SHIP. Diese assoziieren mit phosphorylierten
sog. ITIM-(Immunrezeptor Tyrosin-haltigen Inhibitorischen Motiven)-Motiven mit der
Konsensus-Sequenz I/V/LxYxxV/L (Tamir et al. 2000).

SHP-1 ist eine cytosolische Protein-Tyrosin-Phosphatase (PTP) mit zwei N-terminalen SH-2
Doméanen und einer C-terminalen Phosphatasedomane. Mause mit natirlichen SHP-1
Mutationen, me und me” (motheaten bzw. motheaten viable, engl.: ,Mottenzerfressen” bzw.
,Mottenzerfressen lebensfahig“) Mause, trugen erheblich dazu bei, die in vivo Rolle von
SHP-1 zu untersuchen. Es wurde gezeigt, dal SHP-1 durch Heraufsetzen der
Aktivierungsschwelle einer Reihe von Rezeptoren eine wichtige Rolle bei B-Zell
Differenzierung, Proliferation und Uberleben spielt. Mause mit eingeschrankter SHP-1
Funktion haben eine Reduktion peripherer B-Zellen, ein relativ vergroRertes B1 B-Zell
Kompartiment, und Zeichen von Autoimmunitdt wie Hypergammaglobulindmie,
Autoantikdrper, und Ablagerungen von Immunkomplexen. Zudem sind gereinigte B-Zellen
aus me Mausen uberempfindlich gegeniber BCR-Stimulation (Siminovitch and Neel 1998).

Anhand der Kiristallstruktur der sehr eng verwandten Phosphatase SHP-2 konnte der
Mechanismus der Aktivierung von SHP-1/2 durch die Bindung der SH-2 Domanen an
Phosphotyrosine aufgeklart werden. Ohne Phosphotyrosin-Bindungspartner blockiert die N-
terminale SH-2 Domane direkt das aktive Zentrum des Enzyms. Die Phosphotyrosin-
Bindungstasche der SH-2 Domaéne ist durch diese Interaktion allosterisch verandert, und
bindet das entsprechende Phospho-ITIM deshalb nur sehr schwach. Bei Aktivierung erfolgt
zuerst Bindung der C-terminalen SH-2 Doméane an ein Phosphotyrosin. Dadurch kann die N-
terminale SH-2 Domane mit einem benachbarten Phosphotyrosin interagieren, dessen lokale
Konzentration durch Assoziation von SHP-1/2 stark erhoht ist. Der allosterische Effekt auf
die N-terminale SH-2 Doméne, und damit auch der inhibierende Effekt dieser auf das aktive
Zentrum, wird damit terminiert. Die Konsequenz aus dieser Studie ist, dal® SHP-1/2 fur ihre
Aktivierung sehr wahrscheinlich zwei phosphorylierte Tyrosinreste in einem bestimmten
raumlichen Abstand bendtigen (Hof et al. 1998).

Als wahrscheinliche Substrate fir SHP-1 in B-Zellen wurden in unterschiedlichen Systemen
Iga/IgB, Syk, BLNK, und Lyn identifiziert (Dustin et al. 1999; Mizuno et al. 2000; Adachi et al.
2001; Somani et al. 2001).

Eine weitere Phosphatase, die in der Inhibition von B-Zell Rezeptor Signalen eine wichtige
Rolle spielt, ist die Phospho-Inositol-Phosphatase SHIP. SHIP entfernt Phosphat 5 von
Phosphatidyl-Inositol-3,4,5-Trisphosphat (PIP3), dem Produkt aktivierter PI3K (Damen et al.
1996). Durch Assoziation mit dem Phospho-ITIM des niederaffinen Fc-Rezeptors FcyRIIb
wird SHIP aktiviert, und inhibiert das BCR-Ca®'-Signal. Voraussetzung dafiir ist die
Kreuzvernetzung des Rezeptors mit dem BCR, die unter physiologischen Bedingungen das
Resultat einer Antigen-BCR Interaktion mit IgG-haltigen Immunkomplexen ist (Coggeshall
1998). Es wurde gezeigt, da® SHIP fur den inhibierenden Effekt von FcyRIlb auf das BCR-
Ca2*- Signal noétig ist. Als Mechanismus der Inhibition wurde das Verhindern der
Membranassoziation von fiir das Ca*-Signal wichtigen Molekillen wie z.B. Btk



vorgeschlagen. Die Assoziation von Btk an die Membran ist durch eine Interaktion der PH-
Domane von Btk mit PIP;, dem Substrat von SHIP, vermittelt (Coggeshall 2000). Es wurde
auch uber eine ITIM-unabhangige Assoziation von SHIP an CD22 berichtet (s. unten) (Poe
et al. 2000).

1.5 CD22

1.5.1 Uberblick iiber Struktur und Funktion von CD22

Ein wichtiger inhibitorischer Modulator des BCR-Signals und der Gegenstand dieser
Doktorarbeit ist CD22. CD22 ist ein Klasse-l Transmembranprotein, daf} ausschliellich von
B-Zellen exprimiert wird (Dorken et al. 1986; Stamenkovic and Seed 1990). CD22 wird vom
Pre B-Zell Stadium an exprimiert. Die Expression steigt dann Uber die nachfolgenden B-Zell
Entwicklungsstufen an, auf reifen B-Zellen ist sie am starksten. Alle reifen B-Zell
Subpopulationen exprimieren CD22, Plasmazellen jedoch nicht (Campana et al. 1985)
(Erickson et al. 1996) (Nitschke et al. 1997) (Stoddart et al. 1997).

CD22 (Siglec-2) ist ein Mitglied der Siglec-Familie (Sialinsaure-bindende Immunglobulin (Ig)-
ahnliche Lectine). Das Gen fir mCD22 hat 15 Exons und befindet sich auf Chromosom 7.
CD22 Dbesitzt sieben extrazellulare immunglobulindhnliche (Ilg) Doménen, eine
Transmembrandomane, und eine intrazellulare Doméane (Abb. 2). Die distale Ig-Domane
beinhaltet die Bindungsstelle fur «a2,6-Sialinsdure, den Liganden von CD22. In der
cytoplasmatischen Domane gibt es sechs konservierte Tyrosinreste, drei davon in ITIMs.

Urspringlich wurde angenommen, dafl CD22 hauptsachlich als Adhasionsmolekul dient.
Aber schon frihe Studien zeigten, dal’ CD22 in die B-Zell Aktivierung involviert ist. Zunachst
wurde angenommen, dall CD22 als Korezeptor das BCR-Signal verstarkt. Hinweise daftr
waren die verstarkte Proliferation von B-Zellen nach separater Kreuzvernetzung von CD22
mit Antikdrpern (Pezzutto et al. 1987; Pezzutto et al. 1988; Tuscano et al. 1996), die
Phosphorylierung von CD22 nach BCR-Kreuzvernetzung (Schulte et al. 1992; Leprince et al.
1993; Peaker and Neuberger 1993), die Assoziation von CD22 mit dem B-Zell Rezeptor
(Leprince et al. 1993) (Peaker and Neuberger 1993), und die Assoziation mit Lyn, Syk, PI3K
(Tuscano et al. 1996).

Spéater setzte sich die Erkenntnis durch, da® CD22 hauptsachlich ein negativer Regulator ist.
Ein erster Hinweis darauf war, dal CD22 nach BCR-Stimulation mit der Protein-Tyrosin-
Phosphatase SHP-1 assoziiert (Campbell and Klinman 1995; Doody et al. 1995). In einem
anderen Experiment wurde gezeigt, da® Bindung von CD22 mittels AntikGrper-bedeckten
Agarosekugelchen vor BCR-Stimulation zu starkerer B-Zell Aktivierung fuhrte (Doody et al.
1995). Wurde dagegen CD22 mit dem BCR kreuzvernetzt, so fiuhrte dies zu verringerter
CaZ+-MobiIisierung (Smith et al. 1998) und MAP-Kinasen Aktivierung nach B-Zell Aktivierung
[Tooze, 1997 #32].

Die Untersuchung des Phanotyps von CD22-Knockout Mausen bestatigte die Rolle von
CD22 als negativem Regulator der B-Zell Signaltransduktion (Otipoby et al. 1996; Sato et al.
1996; Nitschke et al. 1997; O'Keefe et al. 1999). Die B-Zellen von CD22-/- Mausen zeigen
stark erhdhten Ca?*-Einstrom nach BCR Stimulation. Der Aktivierungsmarker MHC-I| ist 2-
fach erhoht auf der Oberflache exprimiert. Im Vergleich mit Wildtyp-B-Zellen zeigten CD22-/-
B-Zellen eine hohere Apoptoseneigung nach BCR-Kreuzvernetzung, wobei das hdohere
CaZ+-SignaI der Ausldser fur den programmierten Zelltod sein kdnnte (Cyster and Goodnow
1995). Entsprechend haben die B-Zellen CD22-defizienter Mause auch eine geringere
Lebensdauer als Wildtyp-Zellen. In einer Studie wurde zwar eine leicht verstarkte
Proliferation von CD22-/- B-Zellen infolge von BCR-Kreuzvernetzung gefunden, und eine
zusatzliche Rolle fur CD22 als positivem Modulator ist deshalb nicht auszuschlief3en (Sato et



al. 1996). Insgesamt beweisen die Studien an CD22-/- Mausen aber, dal® die primare
Funktion von CD22 die eines negativen Regulators des BCR-Signals ist.

02,6-SialinsSure
-——-?

. ) Antigen

I Adaptor-Protein f§ Phospholipase
ll SywzAP70Kinase [] GEF
l Src-Kinase [] Phosphatase

Abb. 2: CD22 ist ein Mitglied der Siglec-Familie (Sialinsdure bindende Ig-ahnliche Lectine). Durch
Bindung und Aktivierung von SHP-1 kann CD22 das BCR-Ca**-Signals inhibieren. Auch die positiven
Modulatoren der BCR-Signaltransduktion Grb-2, PI3K, Syk und PLCy binden an CD22. Die Rolle
dieser im Zusammenhang mit CD22 ist ungeklart. Mit der &uf3ersten Ig-Doméne bindet CD22 «2,6-
Sialinsaure (blauer Kreis). Die Identitat des/der als Ligand(en) (sialylierte Proteine) ist/sind ungeklart
(in der Grafik durch ein Fragezeichen angedeutet).

1.5.2 Interaktionspartner und intrazellulare Signaltransduktion von
CD22

An den cytoplasmatischen Teil von CD22 binden eine Reihe von Molekulen, die in der
Signaltransduktion der B-Zelle, insbesondere in der durch den B-Zell Rezeptor initiierten,
eine wichtige Rolle spielen. CD22 assoziiert konstitutiv und induzierbar durch BCR-
Kreuzvernetzung mit dem BCR selbst, was durch Koprazipitation gezeigt wurde (Leprince et
al. 1993; Peaker and Neuberger 1993). Nach BCR-Stimulation wird das Molekil an
Tyrosinen des cytoplasmatischen Schwanzes phosphoryliert. Drei von diesen Tyrosinen
liegen innerhalb von ITIM-Motiven. SHP-1 bindet, wie im spateren Verlauf dieser
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Doktorarbeit klar wurde, an die phosphorylierten ITIMs, wobei die beiden distalen ITIMs
ausreichend sind (Blasioli et al. 1999; Otipoby et al. 2001). Das erhdhte CaZ+-SignaI in
CD22-/- B Zellen kann aufgrund dieser Assoziation erklart werden. Dennoch ist eine Rolle fur
die Inositol-Phosphatase SHIP nicht vollig ausgeschlossen. Es wurde gezeigt, da® SHP-1
und SHIP differenziell die Ca2+-MobiIisierung aus intrazellularen bzw. extrazellularen
Speichern regulieren (Ono et al. 1997). Eine Arbeitsgruppe fand, dal3 CD22 die Freisetzung
von Ca®" sowohl aus intrazelluldren als auch extrazelluldren Speichemn reduziert (O'Keefe et
al. 1996). SHIP wiederum kann Uber Assoziation mit den Adaptormolekilen Grb-2 und Shc
einen quaternaren Komplex mit dem B-Zell Rezeptor bilden. Der Kontakt zwischen CD22
und dem BCR wird dabei hauptsachlich uber Grb-2 hergestellt (Poe et al. 2000). Grb-2
bindet an Tyrosin 4, dal sich nicht innerhalb eines ITIM-Motivs befindet (Yohannan et al.
1999; Otipoby et al. 2001). Dies birgt die Moglichkeit, da® die Regulation des CaZ+-SignaIs
durch CD22 zum Teil ITIM unabhangig geschehen kénnte.

Neben SHP-1 binden auch die Signalmolekile Lyn, Syk, PLCy PI3K, und Grb-2 an CD22.
Durch in vitro Phosphopeptid-Bindungsstudien und Untersuchungen in Zelllinien wurden
deren Kontaktpunkte mit CD22 bestimmt. Die Src-Familien Kinase Lyn bindet an die
Tyrosine 2 und 3, und starker noch an 4, 5, und 6. Eine basale nicht von Tyrosin-
Phosphorylierung abhangige Assoziation von Lyn an einen Bereich in der Ndhe von Tyrosin
5 wurde ebenfalls beschrieben (Tuscano et al. 1996). Diese kdnnte wichtig fur die Initiierung
einer Phosphorylierungskaskade sein. Ahnlichkeiten in den Phanotypen von Lyn-/-, CD22-/-
und SHP-1-/- Mausen wiesen darauf hin, dal} alle drei Molekile Bestandteile eines einzigen
Signalweges sind. Spater wurde dies in einer eleganten genetischen Studie bewiesen
(Cornall et al. 1998). In Ubereinstimmung damit wurde gezeigt, dal Lyn fir die
Phosphorylierung von CD22 und die nachfolgende Assoziation von SHP-1 nétig ist (Chan et
al. 1998; Cornall et al. 1998; Smith et al. 1998; Otipoby et al. 2001).

Die Kinase Syk mit ihren Tandem-SH2-Domanen bindet phosphorylierungsabhangig an die
Tyrosine 2, 3, 5, und 6. PLCy bindet Tyrosin 2, 4, und 6 und PI3K bindet Tyrosin 4 und 6,
aber beide binden nur das C-terminale Tyrosin direkt (Tuscano et al. 1996; Yohannan et al.
1999). Grb-2 assoziiert ausschlieRlich mit Tyrosin 4. Grb-2 Assoziation an CD22 ist, im
Gegensatz zur Bindung von SHP-1 sehr wahrscheinlich unabhangig von Src-Kinasen. CD22
koénnte auf diese Weise durch unabhangige Kinasen reguliert den MAP-Kinasen bzw. Ca2+-
Signalweg beeinflussen (Otipoby et al. 2001).

Es wurde vorgeschlagen, dal® CD22 in Antigen-aktivierten B-Zellen durch die Aktivierung von
positiven Signalmodulatoren auch kostimulatorische Signale vermitteln kann. Eine Studie
berichtet, dal? nach Kreuzvernetzung von hCD22 alleine stressaktivierte Protein-Kinasen
(SAP-Kinasen) aktiviert werden, die zusammen mit den Signalen des BCRs B-Zell-
Proliferation bewirken (Tuscano et al. 1999).

1.5.3 Bindung von CD22 an seinen Liganden a.2,6-Sialinsaure

Wie eingangs erwahnt, zahlt CD22 zur Familie der Siglecs, einer Familie von
Membranproteinen, die Sialinsaure binden, und hauptsachlich auf hematopoetischen Zellen
exprimiert werden (Crocker and Varki 2001). CD22 kann mit seiner extrazelluldaren Domane
spezifisch mit a2,6-Sialinsaure interagieren (Powell et al. 1993). Nachdem die Bindungsstelle
fur a2,6-Sialinsaure zunachst in den auReren beiden Ig-Doméanen lokalisiert wurde (Engel et
al. 1995; Law et al. 1995), zeigte eine spatere Studie, dal Aminosaurereste in einem f3-
Faltblatt in Doméane 1, der distalen V-Set Ig-Domane, essentiell fir die Sialinsdurebindung
sind (van der Merwe et al. 1996). Ein in der Siglec-Familie hochkonservierter, positiv
geladener Arginin-Rest in Domane 1 ist von entscheidender Bedeutung fur die Bindung der
negativ geladenen Sialinsaure. Ein Austausch dieses Arginins gegen Alanin fihrt zu einem
praktisch vollstandigen Verlust der Bindung von a2,6-Sialinsdure (van der Merwe et al.
1996). Diese Beobachtung zusammen mit spateren Ergebnissen zeigen, dal o2,6-
Sialinsaure fir die Bindung von sialylierten Proteinen alleine ausreichend, und keine
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zusatzliche Bindung von CD22 durch den Protein-Anteil eines Liganden nétig ist (Bakker et
al. 2000).

Die Natur des oder der Liganden von CD22 ist bis heute nicht eindeutig bestimmt, obwohl es
eine Reihe von modglichen Kandidaten gibt. Aus Bindungsstudien mit CD22-Ig
Fusionsproteinen weil} man, da} «2,6-Sialinsaure sehr stark auf der Oberflache von B und
T-Lymphozyten, und weniger stark auf nicht-hematopoetische Zellen (Law et al. 1995)
exprimiert wird. Konstitutive niedrige und durch Entziindungsmediatoren (TNF-a, IL1, LPS)
induzierbare erhdhte Expression von Sialinsdure wurde auf aktivierten Endothelzellen
gefunden (Hanasaki et al. 1994). In in vivo Experimenten in Mausen wurden Liganden fir
CD22 auf Endothelzellen im Knochenmark identifiziert. Transferexperimente mit Wildtyp und
CD22-/- B-Zellen und Injektionen von I6slichen CD22-Ig-Fusionsproteinen zeigten in diesem
Zusammenhang, dafl CD22 eine Rolle im Homing von reifen B-Zellen ins Knochenmark
spielen kdnnte (Nitschke et al. 1999).

Vermittelt durch die Bindung von CD22 an sialylierte Liganden auf den Oberflachen anderer
Zellen (,in trans“) kann die B-Zelle Information Uber ihre Umgebung gewinnen. Dadurch
konnte z.B. gewahrleistet werden, dal’ eine Aktivierung in der richtigen Umgebung und zum
richtigen Zeitpunkt geschieht. Zum Beispiel wurde demonstriert, daR CD22 mit CD45 auf
CD4" T-Zellen interagieren kann (Sgroi et al. 1995), also in einer Situation, wie sie bei der
Tw2-Zell abhangigen B-Zell Aktivierung auftritt. Die Bindung von CD22 an «2,6-Sia auf der
benachbarten T-Zelle kdnnte eine mégliche Interaktion von CD22 mit dem B-Zell Rezeptor
unterbrechen. Der inhibitorische Effekt von CD22 auf das BCR-Signal kénnte dadurch
gemindert werden, woraus eine starkere Aktivierung der B-Zelle resultieren wurde. Es ware
aber auch maoglich, da® eine solche Wechselwirkung mit a2,6-Sialinsaure auf benachbarten
B- und T-Zellen generell in lymphatischen Organen zum Tragen kommen, und Retention und
erleichterte Aktivierung von B-Zellen in lymphatischen Organen bewirkt (Doody et al. 1995).

Die Expression von a2,6-Sia auf der B-Zelle selbst birgt die Mdglichkeit einer Interaktion von
CD22 mit Liganden auf der selben Zelloberflache. Bekannte sialylierte Proteine auf der B-
Zelle, die als Liganden fur CD22 vorgeschlagen wurden, sind migM, B220 (die B-Zell
spezifische Isoform von CD45), und auch CD22 selbst. Eine Wechselwirkung von CD22 mit
dem BCR konnte daher durch eine Interaktion mit der Ectodomane von CD22 zustande
kommen (Hanasaki et al. 1995). Kompetition anderer Molekule auf der Zelloberflache ware
dann in der Lage, diese Assoziation, und damit auch das BCR-Signal, zu beeinflussen. Fur
eine cis-Interaktion von CD22 mit CD45 dagegen spricht, dal3 beide &hnliche Dimensionen
haben, was ihre sialinsdureabhangige Assoziation bevorteiligen wiirde (Cyster and Goodnow
1997). Aulerdem konnte CD45 mit CD22-Fc prazipitiert werden. Die Tyrosin-Phosphatase
CD45 spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von Src Kinasen, indem sie das C-
terminale inhibitorische Phosphat entfernt. Unter anderem aktiviert CD45 so Lyn, die Src-
Kinase, die in der Hauptsache fir die Phosphorylierung und damit fir die inhibitorische
Funktion von CD22 verantwortlich ist.

Fir die Bindung von CD22 an einen Liganden auf der selben Zelle spricht auch, daf} auf
Grund der hohen Expression von a2,6-Sialinsdure auf B-Zellen die Bindungsstelle von CD22
normalerweise von endogener Sialinsdure maskiert ist (Razi and Varki 1998). Diese
Maskierung kdénnte Assoziation von CD22 mit seinem Liganden in cis vermitteln und/oder
regulieren, oder auch die CD22-vermittelte Bindung von Liganden auf anderen Zellen
kontrollieren. Es gibt Hinweise darauf, dall CD22 in bestimmten Situationen demaskiert
werden, und deshalb exogene sialylierte Liganden binden kann. Durch Aktivierung in vitro
kann ein Teil der CD22-positiven PBMCs im Menschen demaskiert werden (Razi and Varki
1998). Daruber hinaus wurde in fluoreszenzmikroskopischen Studien gezeigt, dal® eine
Subpopulation von reifen (IgD") B-Zellen im Knochenmark gegeniiber den peripheren
lymphatischen Organen 2-5 fach erhéht ist. Das impliziert ebenfalls eine Rolle fir CD22 als
Homing-Rezeptor fiir bestimmte B-Zellen ins Knochenmark (Floyd et al. 2000). Insgesamt ist
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der Demaskierungseffekt sowie seine physiologische Bedeutung bislang aber nur
unzureichend untersucht. Es ist nicht bekannt, wie die Demaskierung reguliert wird, oder ob
B-Zell Subpopulationen in vivo mit demaskiertem CD22 existieren.

1.6 Zielsetzungen der Arbeit

Ein groRer Teilaspekt dieser Doktorarbeit war die Etablierung zweier neuer Mausmodelle zur
Untersuchung der Signaltransduktion und des Zusammenhangs zwischen Signaltransduktion
und Ligandenbindung von CD22 in vivo. Das eine Mausmodell (CD22-ITIM-KO) sollte
innerhalb der ITIM-Motive Phenylalanine anstelle von Tyrosinen enthalten. Die
Phenylalanine konnen nicht wie die Tyrosine phosphoryliert werden, deshalb sind die
veranderten ITIMs nicht funktionell. Positive Modulatoren des BCR-Signals sollten dagegen
noch in der Lage sein, CD22-ITIM-KO zu binden (s. Abb. 3 und Abb. 2). Bei Beginn der
Arbeit schien die Bindung positiver Modulatoren des BCR-Signals deutlich auf nicht-ITIM-
Tyrosine beschrankt zu sein. Obwohl sich im Lauf der Zeit herausstellte, dalk diese Trennung
nicht vollstandig klar ist, sollten laut in vitro Studien auch nach Zerstérung der ITIMs PLCy,
Lyn, PI3K, und Grb-2 (und damit auch SOS, Shc und SHIP) noch an CD22-ITIM-KO binden
konnen. Dadurch wird eine Untersuchung der in vivo-Rolle dieser positiven Modulatoren im
Zusammenhang mit CD22 mdglich.

Bei dem zweiten geplanten Mausmodell, CD22-ex12-Stop, sollte die gesamte
cytoplasmatische =~ Domane von CD22 fehlen. Mit diesem CD22-ITIM-KO
komplementierenden Modell ware es moglich, zu kontrollieren, ob die Effekte der
Signaltransduktion von CD22, die in CD22-ITIM-KO zu beobachten sind, tatsachlich auf den
EinfluR der an die nicht-ITIM Tyrosine bindenden positiven Modulatoren zurlickzufiihren sind.
Beide Mausmodelle sollten auRerdem der Aufklarung eines mdglichen Zusammenhangs
zwischen der Signaltransduktion von CD22 und der Ligandenbindung des Molekiils dienen.

Die korrekte Expression von CD22-ITIM-KO, und dessen Funktionalitat hinsichtlich SHP-1
Bindung sollte vor oder wahrend der sehr aufwendigen Herstellung des CD22-ITIM-KO
Mausmodells getestet werden. Dazu sollte CD22-ITIM-KO Expressionsvektor basierend auf
einer CD22-Wildtyp cDNA kloniert, und CD22-ITIM-KO in einer geeigneten B-Zelllinie
exprimiert werden. Auflerdem sollte mit einem solchen in vitro System ein Werkzeug zur
Untersuchung des durch die zerstorten ITIMs geanderten Einflusses von CD22 auf die BCR-
Signaltransduktion geschaffen werden.

Eine enge Verknupfung der inhibitorischen Funktion von CD22 mit der Bindung von o2,6-
sialylierten Liganden an CD22 in cis wurde wahrend der Zeit dieser Doktorarbeit evident (Jin
et al. 2002; Kelm et al. 2002). Die Bindungsstelle von CD22 ist meist konstitutiv von
endogener a2,6-Sialinsdure maskiert. Trotzdem gibt es Hinweise darauf, dal® diese
Interaktion reguliert ist, und unter bestimmten Umstanden (z.B. Aktivierung) aufgehoben
werden kann (Razi and Varki 1998). Ein weiteres Ziel dieser Doktorarbeit war es,
regulatorische Signale zu identifizieren, die die Bindung von a2,6-Sia an CD22 beeinflussen
kénnen. Weiterhin sollte der Versuch unternommen werden, B-Zell Subpopulationen mit
demaskiertem CD22 ausfindig zu machen, und 2zu untersuchen, durch welche
Charakteristika sich diese Populationen auszeichnen.

SchlieBlich sollte der Einfluss von CD22 auf die Entwicklung einer bestimmten B-Zell
Subpopulation der Milz, den sog. Marginalzonen B-Zellen (engl.: marginal zone B-cells, MZ
B-cells) untersucht werden. MZ B-Zellen befinden sich ausschlief3lich in der Peripherie der
periarteriolaren lymphatischen Scheide (PALS) der Milz (Martin and Kearney 2000), und sind
zusammen mit den B1 B-Zellen die fur TI-2 Immunantworten hauptverantwortliche B-Zell
Population. Die BCR-Signalstarke ibt neben anderen Aspekten einen groRen Einflul auf die
Entwicklung von MZ- und B1 B-Zellen aus. CD22 ist ein wichtiger Regulator des BCR-
Signals. CD22-/- Mause zeigen aul3erdem reduzierte TI-2 Antworten bei normalem B1 B-Zell
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Kompartiment. Es bestand deshalb Anlal® zu der Vermutung, dal® die Anzahl von MZ B-
Zellen in CD22-/- Mausen reduziert sein konnte. Die Grolke des MZ B-Zell Kompartiments in
CD22-/- Mausen und die Konsequenzen einer evtl. Verkleinerung fur die Antwort gegen TI-2
Antigene sollte deshalb untersucht werden.
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Abb. 3: Zwei geplante Mausmodelle zur Untersuchung der Signaltransduktion von CD22 in vivo. Linke
Seite: CD22-ITIM-KO: Die Tyrosine in den ITIMs sind zu Phenylalaninen mutiert. Erwartet wird, daR
die signalinhibierende Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-1 nicht mehr mit CD22 interagieren und
damit aktiviert werden kann. Im Gegensatz dazu wird eine Bindung der positiven B-Zell
Signalmodulatoren PLCy, Lyn, PI3K, und Grb-2 noch méglich sein. Auch eine Bindung von SHIP als
Teil eines SHIP-Grb2-Shc Komplexes ist moglich. Rechte Seite: CD22-Tailless: Ein Stopcodon im
Exon 12 fihrt zur Expression eines CD22 Molekils ohne cytoplasmatische Doméane. Dieses
Mausmodell wird CD22-ITIM-KO komplementieren. Beide Modelle werden zudem der Aufklarung von
Zusammenhangen zwischen der Signaltransduktion und der Adhasionsfunktion von CD22 dienen.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Bakterienstamme

E.coliNM522: (F'laclg A(lacZ)M15 proA* proB* A(hsdMS-mrcB)5 A(lac-proAB) supE thi-1
lambda)

diente anfangs als Klonierungsstamm

E.coliDH5a: F- delta(lacZYA-argF)U169 phi80delta(lacZ)M15 endA1 recA1 hsdR17 deoR
thi-1 supE44 gyrA96 relA1 rpsL lambda-

wurde im spateren Verlauf dieser Doktorarbeit als Standard-Klonierungsstamm verwendet
E.coliBNN132: endA1 gyr96 hsdR17 supE44 relA1 delta(lac-proAB) (F'traD36 proA+ proB+
laclg delta(lacZ)M15) lambdaKC(kan-cre)

diente zum Test der Funktionalitit von IloxP-Sequenzen in verwendeten
Targetingkonstrukten.

E.coliJM110: F'[traD36 proA+ proB+ laclq delta(lacZ)M15] dam dcm supE44 hsdR17 thi leu
thr rpsL lacY galK galT ara tonA tsx delta(lac-proAB) lambda

diente als  Wirtsstamm  fur  Plasmide, die mit Methylierungs-sensitiven
Restriktionsendonukleasen geschnitten werden sollten.

2.1.2 Chemikalien

Laborchemikalien waren, wenn nicht anders angegeben, von Roth (Karlsruhe) oder Merck
(Darmstadt)

2.1.3 Mehrfach verwendete Puffer und Losungen

TE-Puffer
10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0
PBS (phosphatgepufferte Saline)

8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na,HPO,, 0,24 g KH,PO,, 0,133 g CaCl,:2H,O, 0,1 g
MgCl,-6H,0 mit HCI auf pH7,2

FACS-Puffer

1 x PBS, 0,1% BSA, 0,01% NaNj3
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2.1.3 Oligonukleotide

Oligonukleotide waren von BIG-Biotech (Freiburg) (NAP™-gereinigt und lyophilisiert oder in
H,O bzw. TE geldst)

2.1.4 Enzyme fur die Klonierung

Restriktionsenzyme waren von MBI Fermentas, Heidelberg. KF (Klenow-Fragment der DNA-
Polymerase 1) und CIP (Alkalische Phosphatase aus Kalberdarm) waren ebenfalls von MBI,
SAP (Shrimp alkalische Phosphatase) war von Boehringer-Mannheim, T4 DNA-Ligase
(hochkonzentriert) war von Gibco/lnvitrogen (Karlsruhe)

2.1.5 Nahrmedien und Losungen fur die Zellkultur

EF-Medium (Medium fiir embryonale Fibroblasten (EMFIs))

DMEM 1x (Dulbecco’s modified eagle Medium), Pyruvat 1 mM, Glutamin (2 mM), Penicillin
(100 U/mL), Streptomycin (100 ug/mL), NaHCO; 0,375% (w/v), B-Mercaptoethanol 0,1 mM, +
15% FCS

Alle Zutaten waren von Gibco/Invitrogen (Karlsruhe). ), B-Mercaptoethanol war zunachst von
Roth (Karlsruhe), spater von Gibco/Invitrogen. FCS war von Gibco/Invitrogen oder von PAN
(Aidenbach). Das Medium wurde zunachst mit vom hauseigenen Service aliquotierten
Reagenzien vom hauseigenen Service angesetzt. Ausnahmen: -Mercaptoethanol war von
Roth (p.a.) und wurde als 0,1 M Stammldsung eingesetzt und unmittelbar vor der ersten
Verwendung des Mediums zugegeben, ebenso das FCS.

Spater wurde fertiges Flissigmedium von Gibco/Invitrogen in Kunststoffflaschen verwendet,
und samtliche Supplemente selbst aliquotiert und zugefigt:

ES Zell Medium

ES-Zell-Medium wurde angesetzt wie EF-Medium, jedoch wurde zusatzlich CHO-LIF-
Uberstand (s. Punkt 2.2.3.3) und gegebenenfalls Geneticin 0,4 mg/mL (Gibco/Invitrogen)
oder Ganciclovir 2 uM (Sigma, Taufkirchen) zugegeben. Fir die Transfektionen in E14Tg2a
gegen Ende der Doktorarbeit wurde anstatt des CHO-LIF-Uberstandes bakteriell
hergestelltes rekombinantes LIF (ESGRO, Chemicon, ) zum Nahrmedium gegeben.

Einfriermedium fiir ES-Zellen

Zur Langzeitpreservierung wurden Zellen in diesem speziellen Medium mit dem
Kryopreservationsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) gemischt und eingefroren. Zunachst wurde
ein Medium auf DMEM Basis verwendet. Es bestand aus:

40% DMEM, 50% FCS, 10% DMSO

Spater wurde die Zusammensetzung fur Einfriermedium geandert, da mit einer neuen
Rezeptur die Anzahl lebender Zellen nach Wiederauftauen héher war:

90% FCS, 10% DMSO
Injektionsmedium fiir die Blastozysteninjektion
Zur Vorbereitung der Injektion von ES-Zellen in Blastozysten wurden die ES-Zellen nach

Trypsinierung in speziellem Medium mit ausschlieBlich den folgenden Bestandteilen
aufgenommen:
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DMEM, B-Mercaptoethanol 0,1 mM, + 10% FCS

Medien fiir die Blastozystenisolation

M2 und M16-Medium und embryonengetestetes Parafindl waren von Sigma (Taufkirchen)
Medium fiir B-Zelllinien und primare Milzzellen

Far die Kultivierung von J558Lum3-Zellen wurde RPMI-Medium 1640 (Gibco/Invitrogen,
Karlsruhe) + 10% FCS, 2 mM Glutamin, 50 U/mL Penicillin, 50 mg/mL Streptomycin, 0,1 mM
B-Mercaptoethanol verwendet.

Zeocin (Invitrogen, Karlsruhe)
Einfriermedium

Einfriermedium bestand aus 50% RPMI, 40% FCS, und 10% DMSO

2.1.6 Zelllinien

J558Lum3-8ASia, ein mit «a2,6-Sialyltransferase transfiziertes Derivat von J558Lum3
(Hombach et al. 1988), wurde von Judith Gerlach in unserer Arbeitsgruppe hergestellt, und
mir freundlicherweise Uberlassen.

2.1.7 ES-Zelllinien

C57BL/6-1ll (Ledermann and Burki 1991) war, so wie BALB/c-l (BALB/c) (Noben-Trauth et al.
1996), ein Geschenk von Birgit Ledermann, Universitat Zirich-Irchel, an Lars Nitschke.
E14Tg2a (129/ola) (Kuehn et al. 1987) war ein Geschenk von Michael Sendtner, Universitat
Wirzburg. WW6 (75% 129/Sv, 20% C57BL/6, 5% SLJ) (loffe et al. 1995) war ein Geschenk
von Burkhard Kneitz, Universitat Wurzburg.

2.1.8 Versuchstiere

CD22-/- Mause auf C57BL/6-Hintergrund stammten, ebenso wie C57BL/6-Wildtyp Mause
aus unserer (AG Nitschke) eigenen Zucht. Zusatzliche C57BL/6 Mause kamen aus der
Hauszucht. BALB/c Mause kamen aus der Hauszucht oder von Charles-River (Sulzfeld).
Vasektomierte Mannchen waren ebenfalls von Charles-River.

2.1.9 Farbe-Reagenzien fur die DurchfluBcytometrie
Alle verwendeten Antikérper waren, wenn nicht anders angegeben, gegen Maus gerichtet.

In der Arbeitsgruppe hergestellte Antikorper:

anti-lgM-FITC (Klon 29-11C), anti-CD21-bio (Klon 7E9), anti-IgD-bio (Klon 11-26C), anti-Fc-
Rezeptor (Klon 2.4G2)

Erworbene Antikorper (wenn nicht anders angegeben von Pharmingen, Hamburg):
anti-CD22-FITC, anti-CD22-PE, anti-CD21-FITC, anti-CD23-FITC, anti-CD23-bio, anti-B220-
Cychrome (Cy) , anti-B220-PE, anti-CD69-bio, anti-CD86(B7.2)-bio, anti-CD25-bio, Ziege
anti-lgM-PE (Fab),- Fragment (Fa. Camon, Hamburg)

Andere Reagenzien
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CD22-Fc war ein Geschenk von Paul Crocker, Universitat von Dundee, Dundee, Schottland

NeuGc-PAA-bio (NeuGca2,6lacNAc-Polyacrylamid) war ein Geschenk von Nicolai Bovin,
Universitat von Moskau, Moskau, Ruf3land

NeuGc-SA-FITC (NeuGca2,6lacNAc-(Streptavidin),-AP) war ein Geschenk von Jim Paulson,
Universitat von Kalifornien in San Diego, San Diego, USA

Sialidase (Vibrio cholerae) war von Roche (Mannheim)
Sekundar-Reagenzien

anti-Mensch-IgG-FITC, Streptavidin-(SA)-FITC, SA-PE, SA-Red670

2.2 Methoden
2.2.1 Arbeiten mit DNA

2.2.1.1 Praparation von Plasmid-DNA im analytischen MaRstab

Fir analytische Verdaue von Plasmiden wurde Plasmid-DNA im kleinen Mal3stab prapariert.
Bakterien einer 3 mL Ubernachtkultur in LB (+Ampicillin 100 ug/mL) wurden abzentrifugiert,
in 300 uL eiskaltem Puffer 1(50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10mM EDTA, 100 ug/mL RNase A)
aufgenommen, Lyse der Bakterien folgte in 300 uL Puffer 2 (200 mM NaOH, 1% SDS) fur 5
min bei Raumtemperatur. Zelltrimmer, Proteine und genomische DNA wurden durch Zugabe
von 300 pL Puffer 3 (3 M KAc, pH 5,5) DNA prazipitiert. Die prazipitierten Bestandteile
wurden bei 13000 rpm, 4°C fur 10 min abzentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde mit 0,7
Volumen Isopropanol die DNA gefallt, und durch Zentrifugation bei 13000 rpm, 15 min. 4°C
pelletiert. Das Pellet wurde einmal mit 70% Ethanol (RT) gewaschen, und in einem
geeigneten Volumen Wasser (ca. 20 uL) aufgenommen. Bis zur Verwendung wurde die DNA
bei —20°C gelagert.

2.2.1.2 Praparation von Plasmid-DNA im praparativen MaRstab

Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte wie in der Beschreibung zum Qiagen Plasmid
Praparations Kit (Qiagen, Hilden). Mit einer einzelnen Bakterienkolonie wurde eine 3 mL
Ubertagkultur in LB-Medium gezogen. Diese Kultur wurde 1/100 bis 1/500 in 100 mL LB
(+Ampicillin 100 pg/mL) verdinnt. Die groRe Kultur wurde Gber Nacht gezogen. Am nachsten
Morgen wurden die Bakterien durch Zentrifugation 6000 rpm, 15 min, 4°C geerntet. Das
Pellet wurde in Puffer 1 aufgenommen, Bakterienlyse und Zelltrimmerprazipitation folgten
mit Puffer 2 bzw. Puffer 3 wie unter 2.2.1.1. Durch Zentrifugation (13000 rpm, 30 min + 25
min, 4°C) bzw. mit einer Qiagen Filterkartusche wurde das Prazipitat vom Uberstand
abgetrennt. Die DNA wurde aus dem Uberstand mittels einer DEAE-S&ule gereinigt (s.
Qiagen-Protokoll). Aus dem Eluat wurde die DNA mit 0,7 Volumen Isopropanol prazipitiert,
und durch Zentrifugation bei 13000 rpm, 30 min. 4°C pelletiert. Das Pellet wurde mit 70%
EtOH gewaschen und erneut fir 10 min zentrifugiert. Die DNA wurde in einem geeigneten
Volumen Wasser aufgenommen. Die Konzentration wurde photometrisch und auf dem
Agarosegel bestimmt. Bis zur Verwendung wurde die DNA bei —20°C gelagert.

2.2.1.3 DNA-Gelelektrophorese

Agarosegele (0,6-1,2%) unterschiedlicher Gro3e wurden mit TBE-Puffer (45 mM Tris-Borat,
1 mM EDTA, pH 8,0) und Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,5 ng/mL) hergestellt. DNA-
Proben wurden vor dem Laden auf das Gel mit 1/5 Volumen 6X-Ladepuffer (30% (v/v)
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Glycerin, 0,2% (w/v) Bromphenolblau, 0,2% (w/v) Xylencyanol, Wasser) versetzt. Die
Elektrophorese-Laufe erfolgten in unterschiedlich groRen Gelkammern (hauseigene
Produktion) bei 100-140 V fur 1-2 h (fir Southern Blot Gele 30-40 V Uber Nacht, s. dort). Die
gefarbten Banden wurden nach dem Lauf mit einem Transiluminator sichtbar gemacht, und
mit einem Digital-Geldokumentationssystem (Cybertech) festgehalten.

Verwendete Langenstandards: 100 bp gene-ruler (MBI), 1 kb gene ruler (MBI), genomic-
marker Il (MBI), AHindlll (hergestellt in der Arbeitsgruppe)

2.2.1.4 Fallung von DNA

DNA wurde aus wassrigen Losungen durch Zugabe von 2,5 Volumen Ethanol oder 0,7
Volumen Isopropanol (jeweils RT) geféallt. Nach Zugabe des Alkohols wurde grindlich
gemischt, und die DNA durch sofortige Zentrifugation bei 13000 rpm, 4°C fir 10-20 min
pelletiert. Das Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen und in Wasser aufgenommen.

2.2.1.5 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von wassrigen DNA-Losungen wurde entweder durch Analyse auf
Agarosegelen und Vergleich mit einem Mengenstandard, oder spektrophotometrisch
bestimmt. Zur photometrischen Bestimmung wurde DNA entsprechend der erwarteten
Konzentration 1:25-1:50 vorverdinnt, und die Absorption dieser Probe bei A, = 260 nm
gemessen. Die Absorption wurde in eine Konzentration gemaR der Beziehung 1 Ay = 50
ug/mL DNA. Auf die Reinheit der DNA wurde aus dem Verhaltnis Azso/Azso geschlossen.

2.2.1.6 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen wurden entsprechend den Herstellerangaben eingesetzt.
Inkubation erfolgte fir analytische Verdaue fur ca. 2 h, fir préaparative Verdaue mindestens 4
h. Fir Southern Blots wurden héher konzentrierte Enzyme Uber Nacht eingesetzt (s. dort).

2.21.7 Dephosphorylierung von DNA-Enden mit alkalischer
Phosphatase

Die Enden restriktionsverdauter Plasmide wurden vor Einsatz zur Ligation mit Alkalischer
Phosphatase dephosphoryliert, um Religation einfach verdauter bzw. unvollstandig mit zwei
verschiedenen Enzymen verdauter Vektoren zu vermeiden. Dazu wurden 50 plL-Ansatze mit
1,5-2,5 ng DNA, 10 uL 5X CIP-(calf intestine phosphatase, engl.: Kélberdarm-Phosphatase)-
Puffer (MBI, Heidelberg), und 10 Einheiten CIP fiir 30-40 min bei 37°C inkubiert. Vor weiterer
Verwendung wurde der Ansatz Uber eine DEAE-lonenaustauscher-Saule gereinigt (Qiagen
Nucleotide Removal Kit, Qiagen, Hilden).

Alternativ zur CIP von MBI wurde Shrimp alkalische Phosphatase (SAP) von Boehringer
Mannheim mit einem aquivalenten Protokoll verwendet. SAP ist im Gegensatz zu CIP bei
80°C, 20 min vollstandig Hitze-inaktivierbar.

2.2.1.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von DNA-Fragmenten mit stumpfen oder Gberhdngenden Enden wurden Vektor-
und Insert-DNA im Verhaltnis von 1:4 — 1:10 gemischt. Es wurden 5x Ligasepuffer und ca. 5
Einheiten Ligase (T4-DNA-Ligase, high concentrated, Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)
zugegeben, und der Ansatz auf hdchstens 20 uL mit H,O aufgefillt. Der Ansatz wurde 1 h
(Uberhangende Enden) bis 3 h (stumpfe Enden) bei Raumtemperatur inkubiert. Ein Teil des
Ansatzes wurde direkt zur Transformation in Bakterien verwendet.
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2.2.1.9 Transformation von Bakterien

Zur Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien wurde DNA in einem gekiihlten (0°C)
Eppendorf-Gefal vorgelegt, und mit 100-200 uL kompetenten Bakterien (meist E.coliDH5a)
gemischt. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert, fur 90 sec auf 42°C erhitzt, und dann
nochmals fir 2 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde dann zu 800 uL vorgewarmtem LB-
Medium in einem 15 mL Roéhrchen gegeben, und unter Schitteln 40 min inkubiert.
Unterschiedliche Volumina dieses Ansatzes wurden dann auf LB-Platten mit Ampicillin
plattiert.

2.2.1.10 Anlegen von Glycerinkulturen von Bakterien

Zur Langzeitkonservierung von Bakterien, die ein wichtiges Plasmid tragen, wurden
Glycerinkulturen angelegt. Zu 900 uL Bakterienkultur in der logarithmischen
Wachstumsphase wurden 100 uL wasserfreies Glycerin gegeben, und grundlich gemischt.
Die Glycerinkulturen wurden bei —80°C gelagert.

2.2.1.11 Amplifikation von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion
(polymerase chain reaction, PCR)

PCR-Reaktionen wurden in einem T3-Thermocycler von Biometra (Géttingen) durchgefiihrt.
Die Reaktionskomponenten bzw. Reaktionsbedingungen fir Standardreaktionen sind
nachfolgend aufgeflhrt:

Standardreaktionskomponenten:

e Wasser (HPLC-Grad, Roth, Karlsruhe)

e PCR-Puffer (1X): 10 mM Tris-HCI, pH 9,0, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 0,1% Triton X-100,
0,01% (w/v) Stabilisator (HT Biotechnology LTD, Cambridge, England)

e Primer: 0,2-0,3 uM jeder, es wurden meist 20mere mit einem GC-Gehalt von 50-60%
gewahlt, und entsprechend ihrer berechneten Schmelztemperatur paarweise eingesetzt

e dNTPs: 0,2 mM jedes (MBI, Heidelberg)

e DNA (Matrize): ca. 100-300 ng genomische DNA bzw. 10-50 ng Plasmid-DNA

e Taqg-Polymerase: 0,5 Einheiten pro Reaktion Super Taq (HT Biotechnology LTD,
Cambridge, England)

Standardreaktionsbedingungen
e 95°C 3-5 min initiale Denaturierung der DNA

e 95°C 20 sec Denaturierung
50-60°C 20 sec Primer-Hybridisierung, je nach Schmelztemperatur des verwendeten

Primerpaares

e 68-72°C 1-2 min Extension (68°C ergibt bessere Amplifikation von gréReren Produkten
uber 1-2 kb)

e 68-72°C 4-5 min

e 4°Cow

(die Schritte 2-4 wurden 30-35 mal durchlaufen)

Samtliche Reaktionskomponenten wurden auf Eis zusammenpipettiert, und in den
Thermocycler gestellt, sobald das gestartete Programm bei einer Temperatur von mind.
80°C angelangt war. Spezielle PCR-Anwendungen (PCR-Screening von ES-Zellen,
Koloniescreening von Bakterienkolonien, Ortsgerichtete Mutagenese klonierter DNA-
Abschnitte) s. die entsprechenden Abschnitte.
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2.21.12 Reinigung von DNA mittels lonenaustauscher-Saulen
(Qiagen)

Die Reinigung von DNA aus z.B. enzymatischen Reaktionen erfolgte mit dem Qiagen
Nucleotide Removal Kit (Qiagen, Hilden). Prinzip ist die Bindung der DNA an eine Membran
mit  Silicageloberflache. Nach Waschschritten zur Entfernung von RNA und

Verunreinigungen erfolgte Elution mit H,O. Die Reinigung erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Ein genaues Protokoll ist im QlAquick Handbuch zu finden.

2.2.1.13 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das gewunschte DNA-Fragment wurde unter Verwendung einer UV-Lampe (A = 300 nm) mit
einem Skalpell aus dem Gel geschnitten. Die Reinigung folgte mit dem Qiagen Gel
Extraktions-Kit (Qiagen, Hilden). Das Gelstiick wurde fiir 10 min bei 50°C in einem Puffer mit
chaotrophen Salzen geldst, die weitere Reinigung erfolgte wie unter 2.2.1.12.

2.2.1.14 Reinigung von PCR-Produkten

Die Reinigung von PCR-Ansatzen, meist zur Vorbereitung der Sequenzierung von PCR-
Produkten, erfolgte mit dem PCR-Reinigungs-Kit von Qiagen (Qiagen, Hilden). Prinzip ist
auch hier die Adhasion von DNA an eine Silicamembran. Die Waschbedingungen sind so
gewahlt, daly Nukleotide, Primer, und kurze doppelstrangige DNA-Molekule entfernt werden.
Nur langere doppelstrangige DNA-Molekile werden im fertigen Eluat gewonnen. Die weitere
Reinigung erfolgte wie unter 2.2.1.12.

2.2.1.15 Auffillen von uberhangenden DNA-Enden mit Klenow-
Polymerase

Um DNA-Enden mit ungleichen 5 -Uberhangen miteinander ligieren zu kénnen, wurden die
Uberhange mit Klenow-Polymerase (KF) aufgefiillt. Die resultierenden stumpfen Enden
konnten dann miteinander verknlpft werden. In einem typischen Ansatz wurden 3-5 png
geschnittene DNA, 4 uL 10X KF-Puffer (MBI, Heidelberg), 1 uL dNTPs (2 mM jedes), und 10
Einheiten KF (MBI, Heidelberg) auf 40 uL mit Wasser aufgefillt, und fir 15 min bei 37°C
inkubiert. Der Ansatz wurde dann entweder Uber ein Gel gereinigt und gelextrahiert, oder mit
dem Qiagen Nucleotide Removal Kit (Qiagen, Hilden) gereinigt.

2.2.1.16 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Zur kontrollierten Ausbildung von Doppelstrangen von zueinander komplementaren
Oligonukleotiden wurden diese auf 70°C im Wasserbad erhitzt, und 2 min bei dieser
Temperatur inkubiert. Dann wurde das Wasserbad ausgeschaltet, und der Ansatz verblieb
solange darin, bis er ungefahr auf RT abgeklhlt war. Sollte ein geschnittenes Plasmid mit
dem hybridisierten Oligonukleotid ligiert werden, so wurde dies nach dem Abkuhlen
zugegeben, und eine Ligations-Reaktion wie unter 2.2.1.8 durchgefuhrt. Die zueinander
komplementaren Oligonukleotide wurden dabei in der Regel so entworfen, dal} bei
Hybridisierung die in der nachfolgenden Ligation benétigten Uberhdnge bereits erzeugt
wurden.

2.2.1.17 PCR-Screening von Bakterienkolonien

Der Erfolg von Ligationen von DNA-Fragmenten mit Vektoren wurde wenn mdglich mit PCR
Uberprift. Als Template diente Material von Bakterienkolonien, die direkt aus der
Transformation des Ligationsansatzes hervorgingen. Die Primer wurden so gewahlt, dal3 das
PCR-Produkt des Vektors mit Insert gegenliiber dem Produkt des religierten Vektors eine
detektierbare Veranderung enthielt (z.B. GréRenadnderung, neue Restriktionsschnittstelle).
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Ein PCR-Master-Mix entsprechend den allg. Reaktionsbedingungen wie unter 2.2.1.11
wurde angesetzt, und auf die gewlinschte Anzahl einzelner Ansatze verteilt. Mit einer gelben
Pipettenspitze wurde Material einer Bakterienkolonie aufgenommen, und in einen der
Ansatze Ubertragen. Der Rest des Materials wurde auf eine LB-Amp-Platte gestrichen. Mit
der gewlinschten Anzahl von Kolonien wurde so verfahren. Die LB-Platte wurde dann bei
37°C inkubiert, und die PCR durchgefihrt. Wurden bei Analyse der PCR Kolonien mit dem
gewinschten Insert detektiert, so wurde der Master-Platte zum Animpfen einer
Ubernachtkultur verwendet.

2.2.1.18 Ortsgerichtete Mutagenese klonierter DNA-Abschnitte

Um Mutationen in klonierte DNA-Sequenzen von Plasmiden einzuflihren, wurden mit Hilfe
degenerierter zueinander komplementarer Mutageneseprimer und zweier Uberlappender
Primer (Amp2 bzw. Amp1) im p-Lactamase-Gen zwei Produkte amplifiziert, die die
Mutationen enthalten, und zusammen samtliche Plasmidsequenzen umspannen. Die PCR
Ansatze wurden direkt mit Dpnl verdaut, einem Restriktionsenzym, dal} methylierte GATC
Sequenzen schneidet. Die als Matrize dienende Plasmid-DNA wurde dadurch zerstért. Nach
zweistundigem Verdau und Hitzeinaktivierung des Enzyms wurden aquimolare Mengen
beider Produktes vereint, und direkt in E.c.DH5a transformiert. Einzelne Klone wurden am
nachsten Tag auf die gewuinschten Mutationen tberprift (meist durch Koloniescreening).

2.2.1.19 Sequenzierung von DNA

Zur Sequenzierung von DNA stand ein AbiMed Prism 310 Sequenzierer von Perkin-Elmer
zur Verfigung. Vier verschieden fluoreszenzmarkierte ddNTPs werden in eine
thermozyklische Sequenzierreaktion eingesetzt, die Produkte kapillarelektrophoretisch
getrennt, und an einer Analyseeinheit vorbei gefuhrt.

Ein Sequenzieransatz bestand aus folgenden Komponenten:

0,5 — 1 ug Plasmid-DNA

75 ng Primer

4 uL ,Abi Prism Big Dye DNA Sequencing Kit* (Perkin-Elmer)
Wasser ad 10 uL

Die Reaktion wurde in einem T3-Thermocycler von Biometra wie folgt durchgefihrt:

1. 96°C 10 sec
2. 50°C 5sec
3. 60°C 4 sec

Schritt 1-3 25 Zyklen

Nach Ablauf der Reaktion wurden die Reaktionsprodukte in einem Eppendorf-Reagiergefal
durch Zugabe von 90 uL Wasser, 10 uL NaAc, pH 5,2, und 250 uL EtOH gefallt, und bei
14000 rpm fur 20 min zentrifugiert, und damit pelletiert. Das Pellet wurde dann zweimal mit
70% EtOH gewaschen, in 15 uL TSR (engl.: template supressive reagent, Matrizen-
Unterdrickungs-Reagenz, Perkin-Elmer) aufgenommen, 2 min bei 94°C denaturiert, und
sofort auf Eis abgekuhlt. Anschlie3end wurde der Ansatz in ein spezielles Réhrchen (Genetic
Analyser Tube, Perkin-Elmer) Uberflihrt, und im AbiMed Prism 310 analysiert.

2.2.1.20 Direkte Sequenzierung von Abschnitten von Plasmid-DNA
oder genomischer DNA

Als Matrize fur die Sequenzierung wurde zunachst Plasmid-DNA verwendet. Im spéateren
Verlauf der Arbeit wurde der zu sequenzierende DNA-Abschnitt PCR-amplifiziert, und das
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Produkt direkt in die Sequenzierreaktion eingesetzt (,direkte Sequenzierung®). Die Qualitat
der Sequenzierungen wurde durch dieses Vorgehen erheblich gesteigert.

Direkte Sequenzierung war auch die ideale Mdglichkeit, die Korrektheit der eingefuhrten
Mutationen in homolog rekombinierten ES-Zell Klonen zu bestatigen. Mittels geschachtelter
PCR konnte spezifisch der zu sequenzierende Abschnitt auf dem rekombinierten Allel
amplifiziert, und anschlieBend sequenziert werden. Zur Erhéhung der Spezifitdt wurde die
Reaktion nach der ersten Runde auf einem Agarosegel aufgetrennt, und die entsprechende
Bande mit dem Qiagen Gel-Extraktions Kit isoliert. 1/50 bis 1/25 Produkt aus der ersten
Runde wurde in die zweite Runde eingesetzt. Spater wurde auf die Gelreinigung zwischen
den Reaktionen verzichtet. Es erwies sich als ausreichend, wenig Produkt aus der ersten in
die zweite Runde zu Uberfihren. Um Kontamination der Reagenzien bei der sehr
empfindlichen geschachtelten PCR durch z.B. Targeting-Vektor auszuschlielen, wurde als
Kontrolle parallel jeweils eine Reaktion ohne Template durchgefiihrt. Nach der Amplifikation
wurden die Ansatze gereinigt (Qiagen Nucleotide Removal Kit), und in Wasser
aufgenommen. Die Sequenzierung wurde durchgeflihrt wie beschrieben. Hier wurden 75 ng
PCR-Produkt, 70 ng Primer, und 4 uL Sequenziermix je 10 uL Reaktion eingesetzt.

Bei der direkten Sequenzierung plasmidaler DNA wurde entsprechend vorgegangen.

2.2.1.21 PCR-Screening zur ldentifikation homolog rekombinierter
ES-Zell Klone

Die Etablierung der geschachtelten PCR zur Identifizierung homolog rekombinierter ES-Zell
Klone ist unter 3.1.5 beschrieben. Letztlich wurde wie folgt vorgegangen:

Es wurde ein Master-Mix flir 50 PCR-Reaktionen auf Eis pipettiert bestehend aus

250 pL Tag-Puffer

50 uL dNTPs (10 mM je dNTP)

50 pL Primer 1 (60 ng/ulL)

50 pL Primer 2 (60 ng/ uL) Endkonzentration der Primer jeweils 0,2 uM
5 uL Taqg Polymerase (= 0,5 u/Reaktion)

1895 uL H,O

Die Zutaten wurden grindlich gemischt, und jeweils 46 uL in ein 200 uL PCR-Gefall
pipettiert. 4 uL Einzelklonlysat (s. Punkt 2.2.3.8) wurden auf Eis zugegeben, und die
Reaktion dann in einem T3-Thermocycler von Biometra durchgefihrt.

96°C 5 min
95°C 25 sec
56°C 25 sec
68°C 2 min
68°C 5 min
4°C o

Schritt 2.-4.: 1. Runde 25 Zyklen, 2. Runde 35 Zyklen

1/10 der Reaktion aus der ersten Runde (5 ulL) wurde dabei jeweils in die Reaktion der
zweiten Runde uberfihrt. 20 uL jeder Reaktion wurde nach Ablauf der Reaktion auf einem
Agarosegel analysiert. Die Primer fur das CD22-ITIM-KO Screening waren YFnes4 und
OLneo7 in der ersten Runde, und YFnes5 und OLneo8 in der zweiten Runde. Die
Hybridisierungs-Temperatur fur die Primer war 57°C. Die Primer fur das CD22-ex12-Stop
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Screening waren CD22in10-1 und tk3°2 und CD22in10-2 und tk3'-3 fiir die erste bzw. zweite
Runde.

Da die Ergebnisse der PCR zur Identifizierung homolog rekombinierter ES-Zell Klone nicht
immer zufriedenstellend verliefen, wurden im spateren Verlauf der Doktorarbeit einige
Parameter nochmals optimiert, und zum Teil neue Primer eingesetzt. Als entscheidend
erwies sich eine Veranderung des Volumens, dal aus der ersten in die zweite Reaktion
uberfuhrt wurde. Statt der bisher Ublichen 5 uL wurden nur noch 2 ulL uberflhrt. Dadurch
reduzierte sich der oft zu sehende Schmier, und Banden waren selbst in Fallen zu sehen, bei
denen unter alten PCR-Bedingungen die Qualitdt des Lysates nicht ausreichend war.
SchlieBlich wurden bei gleichem PCR-Programm folgende veranderte Bedingungen beim
Screening verwendet:

Primer: 1.Runde CD22in10-5/tk3"-1, 2.RundeCD22in10-3/tk3"-3
Primerkonzentrationen: 1.Runde: 0,2 uM, 2.Runde: 0,3uM
Lysatvolumen in der ersten Reaktion: 5 uL

Ubertragenes Volumen aus der ersten in die zweite Runde: 2uL

2.2.1.22 Praparation von genomischer DNA von embryonalen
Stammzellen (ES-Zellen)

Die homologe Rekombination von Targetingkonstrukten in ES-Zellen wurde im Southern Blot
von genomischer DNA der jeweiligen Klone bestatigt. Zusatzlich wurde mit der genomischen
DNA die PCR, die zur Identifikation von positiven Klonen fiihrte, wiederholt. Um DNA zu
gewinnen, wurden zunadchst ES-Zellen bis zur Konfluenz auf gelatinebeschichteten
Zellkulturflaschen ohne EMFIs Kkultiviert. Typischerweise wurde eine mittlere Flasche
verwendet. Die Zellen wurden trypsiniert wie beschrieben, und das Trypsin dann mit Medium
inaktiviert. Das Zellpellet wurde 3 mal mit eiskaltem PBS gewaschen, und dann in einem 15
mL Falcon-Réhrchen in ca. 0,5 mL Lysispuffer 1 aufgenommen. Lysispuffer 2 wurde dann
zugefugt und sofort gemischt, bis sich die Zellsuspension aufklarte, typischerweise nach
Zugabe von 2,5-5 mL. Dem Lysat wurde sofort Proteinase K zugegeben (EK 0,2 mg/mL) und
der Ansatz Uber Nacht bei 56°C im Wasserbad unter Schitteln inkubiert. Am nachsten Tag
wurde das Lysat mit Phenol/Chloroform-Losung extrahiert. Dazu wurde 1 Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Losung (25:24:1) (Roth, Karlsruhe) zugegeben, und das
Roéhrchen invertiert, bis die Proteine als weiller Niederschlag erkennbar wurden. Nach
Zentrifugation bei 4300 rpm, 7 min wurde mit einer Pasteurpipette mit breiter Offnung die
wassrige Phase in ein neues Rohrchen Uberfuhrt. Der gesamte Vorgang wurde 3-4 mal
wiederholt, bis kein Protein mehr ausfiel. Dann wurde der Phenol aus der wassrigen Phase
mit Chloroform/Isoamylalkohol-L6sung (24:1) einmal gegenextrahiert. Mit 0,7 Volumen
Isopropanol wurde die DNA aus der wassrigen Phase geféllt, mit einem Glashaken
aufgewickelt, kurz mit 70% EtOH gewaschen, und schlielich in 300-500 uL H,O uber Nacht
zur Lésung end-over-end rotiert. Bis zur Verwendung wurde die fertige Losung eingefroren.

2.2.1.23 Southern-Blot zum Nachweis homologer Rekombination
von Targetingkonstrukten in ES-Zellen

Die homologe Rekombination von Targetingkonstrukten in ES-Zellen wurde im Southern Blot
von genomischer DNA der jeweiligen Klone bestatigt. Dazu wurde zunachst 10-15 pg
genomische DNA der zu prifenden Klone mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
Uber Nacht verdaut. Restriktionsenzyme wurden dabei in einem Uberschu von ca. 25 U/ug
DNA eingesetzt. Deshalb wurde, wenn erhaltlich, eine hochkonzentriete Form des
jeweiligen Enzyms verwendet. Der Verdau fand Uber Nacht statt. Am nachsten Tag wurden
die Verdaue auf einem 0,8%-igen Agarosegel (TBE) mit Ethidiumbromid bei 30-40 V Uber
Nacht aufgetrennt. Das Gel wurde dann mit einem Lineal fotografiert. FUr das Transferieren



24

auf Membran wurde meist ein Alkaliblot durchgefiihrt. Dazu wurde das Gel zunachst 20 min
in 0,4 m NaOH L&ésung bei RT geschwenkt. Dann wurde Uber einem Reservoir von 0,4 M
NaOH ein Blot aufgebaut. Ubereinander wurde eine Lage Whatman 3MM-Papier, das
umgedrehte Gel, die Membran (Hybond X, Amersham, Braunschweig), 3 Lagen Whatman
3MM, und ein Stapel aus saugfahigem Papier geschichtet. Der Blot wurde mit einer
Glasplatte und einem kleinen Gewicht (150-200 g) beschwert.

Durch Kapillarkrafte wurde der Puffer aus dem Reservoir langsam von dem obenauf
liegenden Papierstapel aufgenommen. Damit wurde auch die DNA aus dem Gel
transportiert, und assoziierte mit der geladenen Membran. Obgleich vom Hersteller der
Membran von einer UV-Kreuzvernetzung nach Alkaliblot abgeraten wird, wurden hier bei
zusatzlicher Durchfiihrung bessere Ergebnisse erzielt. Dazu wurde die Membran nach dem
Blotten Uber Nacht in 0,2% SSC, 0,1% SDS gewaschen und kurz getrocknet (20 x SSC: 3 M
NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,4). Die DNA wurde dann in einem UV-Kreuzvernetzer von
Stratagene (Amsterdam, Niederlande) mit der Membran kreuzvernetzt. Fir Prahybridisierung
und Hybridisierung der 13x15 cm groRen Membran wurden 20 mL QuickHyb-
Hybridisierungslésung von Stratagene verwendet. Die Hybridisierung fand in einer Glasréhre
statt.

Fir die Sondenmarkierung wurde der Oligo labelling Kit von Gibco/Invitrogen (Karlsruhe)
bzw. der NonaPrimer Kit I+Il (Quantum-Appligene) verwendet. Beiden Kits zugrunde liegt die
Random-Priming Methode von Feinberg und Vogelstein (Feinberg and Vogelstein 1983). 50
ng Sonden DNA-Fragment wurden bei 95°C 2 min denaturiert. Hexa- bzw. Nonanukleotide
mit zufalliger Sequenz dienten als Primer zur Extension mit Klenow-Polymerase. Eines der
vier eingesetzten dNTPs war dabei radioaktiv markiert (a[**P]-dATP oder (a[**P]-dCTP).
Radioaktive dNTPs (10 uCi/uL) waren von Amersham-Pharmacia (Buckinghamshire,
England). Die fertig markierte Sonde wurde mit dem Nukleotide Removal Kit von Qiagen
gereinigt, und dem Prahybridisierungsansatz nach ca. 1 h Prahybridisierung bei 68°C
zugegeben.

Die Inkubation bei 68°C wurde fir weitere 2 h fortgesetzt. Dann wurde die Membran
zunachst mit 60-70 mL 0,2% SSC, 0,1% SDS kurz gewaschen, nachfolgend dann dreimal
mit 35 mL fur jeweils 30 min im Hybridisierungsofen inkubiert. Die Membran wurde dann in
Folie eingeschweil3t und ein Rontgenfilm in einer Filmkassette damit (ber Nacht bei —80°C
exponiert. Am nachsten Tag wurde der Film entwickelt.

2.2.2 Alilgemeine Methoden der Zellkultur

2.2.2.1 Kultivieren von Saugerzellen (Lymphocyten-Zelllinien)

Zellen wurden in einem COx-begasten Feuchtinkubator mit Wasserummantelung (Forma Life
Sciences International GmbH, Frankfurt am Main) mit 10% CO, (ES-Zellen) bzw. 5% CO,
(Lymphocyten-Zelllinien) inkubiert.

2.2.2.2 Pelletieren von Zellen

Soweit nicht anders beschrieben wurden Zellen zum Pelletieren 5 min bei 1300 rpm und 4°C
in einer Megafuge R1-Zentrifuge (Heraeus, Osterode) zentrifugiert.

2.2.2.3 Kryopreservation von Zellen

Zur Langzeitlagerung wurden Zellen in flissigem Stickstoff eingefroren. Dimethylsulfoxid
(DMSO) diente dabei als Kryoprotektionsmittel. Zellen wurden pelletiert wie unter 2.2.2.2.
Nach Zentrifugation wurden Zellen in einem kleinen Volumen (0,5-0,7 mL) Einfriermedium
aufgenommen, und langsam auf —80°C heruntergekulhlt. Nach 1 Tag wurden die Réhrchen in
flissigen Stickstoff Uberfuhrt.
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2.2.3 Kultur und Manipulation embryonaler Stammzellen
(ES-Zellen)

2.2.3.1 Praparation primarer embryonaler Fibroblasten (EMFIs) von
Mausen

ES-Zellen wurden auf einem ,feeder layer von embryonalen Fibroblasten (EMFIs) kultiviert.
EMFIs produzieren Leukaemia Inhibitory Factor (LIF), das Differenzierung von ES-Zellen
verhindert (Williams et al. 1988).

Schwangeren, neomycinresistenten Mausen wurden 13-14 Tagen nach Konzeption die
Embryonen entnommen. Fruchthille, Kopf, und fétale Leber wurden mit Pinzette und
Skalpell entfernt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Embryonen mit einer
10mL Spritze durch eine 18gauge Kanile in ein 50mL Réhrchen gepref3t, um das Gewebe
grob zu zerkleinern.

Es folgte Zugabe von 5-10mL Trypsin/EDTA und Inkubation unter Schitteln im Wasserbad
bei 37°C fir 30 min. Ein Vol. PBS (ohne CaCl,, ohne MgCl,) wurde zugegeben, der Ansatz
gemischt, und der Uberstand nach Absetzen der groben Teile am Boden des Rohrchens bei
1300rpm, 4°C 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Pipette
abgenommen. Das Zellpellet wurde in 20mL EF-Medium aufgenommen und auf einer
175cm? Zellkulturflasche ausgebracht.

Die restlichen Gewebestlicke wurden erneut mit Trypsin/EDTA extrahiert, der gesamte
Vorgang wurde 4-5 mal wiederholt.

Die EMFIs wurden bis zur Konfluenz kultiviert und dann in ca. 5 Aliquots pro Flasche bis zum
Gebrauch eingefroren.

2.2.3.2 Kultur und Expansion von EMFlIs

Ein Aliquot EMFIs wurde aufgetaut und auf eine 175cm? Zellkulturflasche plattiert. Bei
Konfluenz wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 5mL Trypsin/EDTA 5 min
inkubiert. Die Zellen wurden dann mit 13mL EF-Medium vom Boden der Flasche geldst, und
auf drei neue Kulturflaschen verteilt. Das Volumen in jeder Flasche wurde mit EF-Medium
auf ca. 20mL aufgefillt. Auf diese Weise wurden EMFIs bis zu 6 mal passagiert.

Vor der Kokultur mit ES Zellen muld weitere Zellteilung der EMFIs unterbunden werden. Das
geschah durch 2h Inaktivierung in EF-Medium mit 10upug/mL MitomycinC, einem
Cytostatikum. Es folgte 3 mal waschen mit PBS, Passagierung wie beschrieben, und
Verteilung der Zellen auf die gewlinschten Kulturgefalle.

2.2.3.3 Gewinnung von LIF (Leukaemia Inhibitory Factor) aus einer
stabil transfizierten CHO-Zelllinie

Differenzierungshemmendes LIF wurde zusatzlich zur Produktion durch die EMFIs noch dem
Nahrmedium zugesetzt. Dazu wurde der Uberstand einer stabil mit dem LIF-Gen
transfizierten CHO (chinese hamster ovary)-Zelllinie, CHO-LIF, dem ES Zell Medium
zugesetzt.

Zur Gewinnung des Uberstandes wurden CHO-LIF Zellen in CHO-LIF Medium Uber mehrere
Tage bis zur Konfluenz einer 175 cm?Zellkulturflasche kultiviert. CHO Zellen wachsen
adharent, sie wurden passagiert wie EMFls.

Nach Erreichen von Konfluenz wurden die Zellen 1 zu 3 auf frischen 175 cm*
Zellkulturflaschen plattiert, dabei wurden am Anfang 50 mL EF Medium zugegeben, und
dieses bis zum erneuten Erreichen von Konfluenz nicht mehr gewechselt. Dann wurde der
Uberstand abgenommen, aliquotiert, und bis zur Verwendung eingefroren.
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Vor der Verwendung von LIF-Uberstand fir Kulturmedien wurde jede Charge auf ihr
Potential getestet, Differenzierung von ES-Zellen zu inhibieren. Dazu wurden ES Zellen ohne
EMFIs auf Gelatine auf 24-well Platten ausgesat, und mit Medium mit unterschiedlichen
Konzentrationen der jeweils zu testenden LIF Charge kultiviert. Die Verdinnungen
Uberstand in Medium lagen dabei im Bereich 1:50 bis 1:400. Nach 4-5 Tagen wurde die
Morphologie der ES Zell Kolonien beurteilt. Fiir die meisten der eingesetzten Chargen lag die
Verdinnung, bei der keine Differenzierung der ES Zellen zu beobachten war, im Bereich
1.100 bis 1:200.

2.2.3.4 Testen von fotalem Kalberserum (FCS)

Um die Qualitat neuer, bisher noch nicht verwendeter FCS-Chargen fur die ES-Zell-Kultur zu
beurteilen, wurden diese wie folgt getestet. ES-Zellen wurden in mehreren gleichen
Verdinnungsreihen auf inaktivierte EMFIs auf 24-well Platten plattiert. Nahrmedien mit
unterschiedlichen FCS-Sorten wurden hergestellt, und 1-2 Reihen von Zellen mit jeweils
einer Sorte Medium versorgt. Das Wachstum der Zellen die mit neuem FCS kultiviert wurden
wurde dabei mit dem Wachstum der Zellen verglichen, die mit dem bis dahin verwendeten
FCS versorgt wurden. Beurteilt wurden Proliferation der Zellen und Morphologie der
Kolonien.

2.2.3.5 Kultur von ES-Zellen

ES Zellen wurden auf inaktivierten EMFIs und mit ES Zell Medium kultiviert. Durch die
Zugabe eines Uberstandes einer rekombinantes LIF erzeugenden CHO Zelllinie wurden die
ES Zellen zusatzlich vor Differenzierung geschitzt. Das Nahrmedium wurde taglich
gewechselt.

Die Zellen wurden passagiert, sobald die Kolonien eine kritische GroRRe erreicht hatten (i.d.
Regel nach ca. 3 d). Dazu wurde zweimal mit PBS (ohne CaCl,, ohne MgCl,) gewaschen, es
folgte Inkubation mit 5mL Trypsin/EDTA pro 175cm? Zellkulturflasche bei 37°C fiir 5min.
Dann wurden die Zellen durch Pipettieren von der Wand gel6st, und durch mehrmaliges auf-
und abpipettieren, Ausblasen der Pipette dabei unter Druck der Pipettenspitze gegen die
Flaschenwand, vereinzelt. Durch Zugabe von ca. 3 Vol. ES Zell Medium wurde das
Trypsin/EDTA inaktiviert, und die Zellen anschlieend bei 1300 rpm, 4°C 5 min pelletiert.
Das Zellpellet wurde in frischem Medium resuspendiert, und 3-5 fach verdinnt auf frischen
EMFIs plattiert. Die Passagenzahl wurde dokumentiert.

2.2.3.6 Kryopreservation von ES-Zellen

Zellen wurden wie beschrieben trypsiniert, und das Trypsin/EDTA dann mit EF- bzw. ES-
Medium inaktiviert. Als Einfriermedium flir ES-Zellen wurde zunachst ein Gemisch aus 50%
DMEM-Medium, 40% FCS, und 10% DMSO verwendet. Beim Auftauen der Zellen traten
Probleme auf. Seit dem Gebrauch von 90% FCS, 10% DMSO waren diese behoben.

2.2.3.7 Transfektion von ES-Zellen

Zur Transfektion mit Vektor-DNA wurden ES Zellen elektroporiert. Zur Vorbereitung wurde
die DNA linearisiert, gereinigt, und in sterilem Wasser bei einer Konzentration von 1-2ug/ulL
aufgenommen. 10-40ug DNA pro Elektroporation wurden in einer Klvette mit 0,4cm
Elektrodenabstand (Biorad, Miinchen) vorgelegt. ES Zellen (82cm? oder 175cm? Flasche
entsprechend 2-4-10" bzw. 4-8-10” Zellen) wurden wie unter 2.2.3.5 trypsiniert, jedoch nur in
0,7mL ES Zell Medium aufgenommen, und mit der vorgelegten DNA in der Kivette
gemischt. Die Klvette wurde dann 5min bei RT stehengelassen. Die Elektroporation erfolgte
bei 250V Eingangsspannung und einer Kapazitat von 500 uF, die Zeitkonstanten t lagen bei
7-9. Nach weiterem Ruhen bei RT fiir 5min wurden die Zellen auf 64cm? Zellkulturschalen
mit inaktivierten EMFls plattiert (ca. 1-5-10° Zellen pro Platte)
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2.2.3.8 Selektion von transfizierten ES-Zell-Klonen und Isolation
einzelner Klone

Die hier verwendeten Targeting-Konstrukte trugen das Gen fir Neomycin-
Phosphotransferase unter Kontrolle zweier HSV Promotoren. Klone mit stabiler Integration
des transfizierten Konstruktes in das Genom waren daher resistent gegen Neomycin. 24-36h
nach Elektroporation wurde das Kulturmedium in den Schalen mit ES Zell Medium mit
0,4mg/mL G418 (Gibco/Invitrogen) ersetzt. Die Selektion erfolgte Giber 11-13d, das Medium
wurde dabei jeden Tag gewechselt, und damit auch die abgestorbenen Zellen entfernt. Am
Ende waren die resistenten Klone zu einer Grofde angewachsen, dal} sie mit bloRem Auge
als dichte, weil3e Kolonien zu sehen waren.

Nach der Selektion wurden einzelne Klone unter einem Mikroskop isoliert. Mit einer Pipette
mit gelber Spitze (25uL Einstellung) wurde ein einzelner Klon in eine Vertiefung einer 96-well
Platte mit 50uL PBS Uberfihrt (48 Klone pro Platte). Die Klone wurden bei 37°C fir 5 min mit
50uL Trypsin/EDTA inkubiert. Dann folgte Zugabe von weiteren 100uL PBS pro Klon mit
einer Multikanal-(12)-Pipette, und durch ca. 20-maliges auf- und abpipettieren wurden die
Zellen vereinzelt. Die Halfte der Klone wurde anschliefsend mit der Multikanal-Pipette direkt
auf mit inaktivierten EMFIs vorbereitete 48-well Platten mit 0,5mL ES-Medium Uberflhrt.

Die Zellen auf 96-well Platten wurden abzentrifugiert, in 25uL H,O aufgenommen, und bei
80°C fur 10 min hypoton lysiert. Nach darauffolgender Zugabe von 25uL Proteinase K
(0,4mg/mL, EK 0,2mg/mL) wurden die Ansatze tber Nacht bei 56°C inkubiert.

Am néachsten Tag wurden diese Rohlysate bis zur weiteren Verwendung eingefroren. Zur
PCR-Analyse einzelner Klone wurden 2-5uL Lysat pro Reaktion eingesetzt.

2.2.3.9 Vorbereiten von ES-Zellen zur Blastozysteninjektion

ES-Zellen einer kleinen Zellkulturflasche wurden trypsiniert wie beschrieben. Es folgte
Inaktivierung in Injektionsmedium und Pelletieren der Zellen. Das Pellet wurde in
Injektionsmedium aufgenommen, und die Zellen in unterschiedlicher Dichte in Vertiefungen
einer 6-well Gewebekulturplatte verteilt. Die Platte wurde 30 min im Brutschrank inkubiert.
Danach wurde das Medium mit den Zellen, die sich noch nicht gesetzt hatten abgesaugt. Mit
2 mL PBS wurden die leicht adharenten Zellen vorsichtig abgespult und in ein 15 mL-
Réhrchen uberfuhrt. Die EMFIs haften sehr schnell und sehr stark auf der
Kulturschalenoberflache und werden daher dabei nicht mit abgespult. ES-Zellen, die
physiologisch nicht mehr in gutem Zustand sind, weil sie beispielsweise die Trypsinierung
nicht gut Uberstanden haben haften nicht mehr an, und werden bereits beim Absaugen
entfernt. Insgesamt wird bei diesem Verfahren fur die ES-Zellen im besten Zustand
selektiert. Nach dem Spilen wurden die Zellen erneut abzentrifugiert, in 0,5 mL
Injektionsmedium aufgenommen, und bis zur Injektion auf Eis gestellt.

2.2.3.10 Isolation von Blastozysten aus trachtigen Mausen

Far die Injektion von ES-Zellen der Zelllinie C57BL/6-1ll wurden Blastozysten von BALB/c
Mausen verwendet. Da BALB/c Mause weil} sind und C57BL/6 schwarz hat das den Vorteil,
dal® der Grad an Chimerismus bei den Nachkommen sofort anhand der Fellfarbe
abschéatzbar ist.

BALB/c Mause wurden um ca. 18 h verpaart. Am nachsten Morgen wurden Weibchen, bei
denen Kopulation stattgefunden hatte anhand des Vorhandenseins eines Pfropfens in der
Vagina identifiziert und isoliert. 3,5 Tage nach Befruchtung wurden die Weibchen getotet und
der Uterus dem unteren Bauchraum entnommen. Mit Hilfe einer 5 mL Spritze mit
abgeknickter 27 gauge-Kaniile und 2 mL M2-Medium und einer spitzen Schere wurden die
Uterushérner in einer 2,5 cm Gewebekulturschale gespult. Unter einem Durchsichts-
Mikroskop wurden die Blastozysten mit einer Mundpipette aufgenommen, und in einen
Tropfen M16 Medium unter einer Parafindlschicht in einer frischen 2,5 cm Zellkulturschale
uberfuhrt. Die Schale wurde bis zur Verwendung im Brutschrank aufbewahrt.



28

2.2.3.11 Injektion und Reimplantation von trachtigen Mausen

Die Injektion von ES-Zellen in Blastozysten und die nachfolgende Implantation in den Uterus
eines scheinschwangeren Weibchens wurde von Birgit Ledermann vom Institut fir
Labortierkunde an der Universitat Zurich-Irchel und von Burkhard Kneitz in unserem Haus
durchgefiihrt. Die Injektion bei Birgit Ledermann wurde mit FVB/N-Blastozysten anstelle von
BALB/c-Blastozysten durchgefuhrt. ES-Zellen wurden wie unter 2.2.3.9 vorbereitet und mit
Hilfe eines Mikromanipulators mit Halte- und Injektionsnadel in Blastozysten (Isolation s.
2.2.3.10) injiziert. Bis zu 20 injizierte Blastozysten (10 pro Horn) wurden in die Uterushérner
eines scheinschwangeren CD1-Weibchens implantiert.

2.2.4 Praparation von Organen und Zellen aus Mausen

2.2.4.1 Isolation aus Milz-Zellen

Mause wurden mit CO, getdtet. Nach Spulen des Fells mit Ethanol wurden die Bauchdecke
und das Bauchfell mit sterilen Pinzetten und Scheren eroffnet. Die Milz wurde entnommen,
von Bindegewebe und Fett befreit, und in ein 15 mL Réhrchen mit 3 mL RPMI-Medium oder
BSS Uberfuihrt. Mit dem Stempel einer 10 mL Spritze wurde die Milz durch ein Zellsieb
gerieben, dann wurde mit 5 mL RPMI-Medium nachgespilt. Die Zellen wurden
abzentrifugiert (1300 rpm, 4°C, 5 min). Um die Erythrozyten zu lysieren wurde das Pellet in 5
mL eiskalter Gey's Lésung aufgenommen und 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurde
zweimal mit PBS 0,1% BSA gewaschen und die Zellen gezahit.

2.2.4.2 Isolation von Knochenmark-Zellen

Mause wurden mit CO, getétet. Die Femuren wurden mit Pinzetten und Scheren prapariert.
Dabei wurde darauf geachtet, kein Blutgefall zu verletzen, um die Praparation von
Verunreinigungen durch periphere Blutzellen freizuhalten. Die Kondylen wurden auf jeweils
einer Seite abgeschnitten. Mit 1 mL Medium in einer Spritze mit einer 0,45 mm Kandile
wurden die Zellen aus dem Knochen gespllt, abzentrifugiert, und dann auch mit Gey's
Ldsung behandelt.

2.2.4.3 Isolation von Zellen aus der Peritonealhohle

Das Fell einer getdteten Maus wurde am Bauch aufgeschnitten, ohne das Peritoneum zu
verletzen. Mit einer Spritze wurden 5 mL RPMI-Medium (5% FCS) in eine Seite des
Peritonealraumes eingespritzt. Bei im Einstichloch verbleibender Nadel wurden die Zellen
der Peritonealhdhle durch sanftes Massieren von den Wandungen geldst. Das Medium mit
den Zellen wurde dann mit der Spritze wieder abgesaugt. Mit der gegenuberliegenden Seite
des Bauchfells wurde genauso verfahren.

2.2.4.4 Gewinnung von Blut und Serum von Mausen

Die Schwanzvene einer Maus wurde mit einem Skalpell angeschnitten. Einige Tropfen Blut
wurden in einem Eppendorf-Reagiergefal aufgefangen. Zur Gerinnung wurde das Serum
Uber Nacht bei 4°C gelagert. Am nachsten Tag wurde das Serum durch Zentrifugation von
den geronnenen Bestandteilen getrennt (3000 rpm, 6 min). Das Serum wurde bis zur
Verwendung eingefroren.

2.2.3.5 In vitro Aktivierung von B-Zellen

Milzen wurden getoteten Mausen entnommen, und Einzelzellsuspensionen hergestellt wie
beschrieben. Die Zellen in RPMI-Medium (5% FCS) wurden auf einer 24-well Platte verteilt
(3-10° Zellen pro Vertiefung, Konzentration 2-10°mL). Ein Ansatz wurde unstimuliert
gelassen, bei den restlichen folgte Stimulation mit verschiedenen polyklonalen Aktivatoren
oder mit Kombinationen von diesen. Die Reagenzien waren goat anti mouse IgM (Fab’).-
Fragment (Jackson/Dianova) 20 ug/mL, IL4 200 U/mL, antiCD40 (Hamster anti-Maus whole



29

Ig, Pharmingen) 10 pg/mL, LPS 30 pg/mL, antiCD3 5ug/mL. Die Stimulation erfolgte fur 48 —
72 h, dann wurden die Zellen zunachst gezahlt, und dann auf FACS Roéhrchen verteilt.
Zuerst wurde mit der NeuGc-PAA Probe auf Eis fir 90 min gefarbt. Die Farbung mit
Antikérpern und die Messung der Proben am FACScan bzw. am FACScalibur erfolgte
methodisch wie beschrieben. Als Kontrolle fir die Funktionalitdt der NeuGc-PAA Probe
wurden am Tag des FACS-Experiments frisch praparierte Milzzellen einer Wildtyp und einer
CD22-/- Maus mit Sialidase behandelt (0,4 U/mL, 2 h, 37°C) bzw. 2 h bei 37°C ohne
Sialidase inkubiert, und dann ebenfalls mit B220-FITC gegen NeuGc-PAA., + SA-PE
gefarbt.

2.2.5 DurchfluBcytometrie (fluorescence activated cell
sorting, FACS)

Mit Hilfe der DurchfluRcytometrie werden Zellen anhand ihrer Oberflachenmarker
charakterisiert und verschiedenen Populationen zugeordnet. Die Oberflachenantigene
werden dabei mit Antikdrpern markiert, die unterschiedliche Fluorophore tragen. Die
markierten Zellen werden durch einen Laserstrahl gefiihrt. Dadurch wird abhangig von der
Emissionswellenlange des betreffenden Fluorophors Licht einer bestimmten Wellenlange
abgestrahlt. Dieses wird von einer Mef3zelle aufgefangen, und schlie8lich analysiert.

Einzelzellsuspensionen wurden aus Organen hergestellt wie beschrieben. Alternativ wurden
Zellen Suspensionskulturen entnommen. Pro Farbung wurden 5-10° Zellen eingesetzt. Das
Zellpellet wurde dabei in 25-30 uL in FACS-Puffer verdiinntem Antikérper aufgenommen,
und fur 20-30 min auf Eis in der Dunkelheit inkubiert. Folgten weitere Farbungen, so wurde
als Zwischenschritt jeweils mit 3 mL FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert. Zum
Abschlul® der Farbung wurde nochmals gewaschen und die Zellen in einem Volumen FACS-
Puffer entsprechend ihrer Anzahl aufgenommen (750 pL je 5-10° Zellen).Farbungen mit
Sekundar-Reagenzien erfolgten mit Streptavidin-Fluorophor Konjugaten bei biotinylierten
Primar-Reagenzien, oder mit Antikorper-Fluorophor Konjugaten. Als Fluorophore dienten
Phycoerythrin (PE), Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), Cychrome (Cy) oder Red670.

Die Analyse der gefarbten Zellen wurde mit einem FACScan bzw. mit einem FACScalibur
(beide Becton Dickinson) durchgefuhrt. Die Auswertung der Daten folgte mit dem Programm
CellQuest (Becton Dickinson).

2.2.6 Transfektion von B-Zell Lymphom-Zellen der Linie
J558L und Isolation stabiler Transfektanten

8-10° J558Lum3-8ASia (Sialyltransferase-Transfektanten von J558Lum3, s. 3.2)-Zellen
wurden mit 20 pg Plasmid-DNA in 1,4 mL RPMI-Medium (10% FCS) in einer
Elektroporationskivette (Weite: 4 mm) fur 10 min auf Eis inkubiert. Elektroporation erfolgte
dann in einem Biorad Gene-Pulser Il (Biorad, Minchen) bei 240 V und 1000 puF. Danach
wurde die Kivette nochmals fir 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in
verschiedenen Konzentrationen (5-10% /mL, 5-10° /mL bzw. 5-10* /mL) auf 48-well Platten
verteilt, und nach 24h unter Selektion mit 0,3 mg/mL Zeocin (Invitrogen, Karlsruhe) gesetzt.
Zur Aufrechterhaltung der Sialyltransferase-Expression der Klone enthielt das Medium
zusatzlich 0,8 mg/mL G418. Resistente Klone wurden nach 12 — 14 Tagen isoliert.

2.2.7 Stimulation von J558Lum3-Zellen mit NP-BSA und
Herstellung von Protein-Rohextrakten

5.10° Zellen pro Stimulationszeitpunkt wurden in 1 mL RPMI-Medium mit 1% FCS
aufgenommen, und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal® tUberfuhrt. Die Ansatze wurden so fir 1
h bei 37°C gelagert. Da J558Lum3 mit einem BCR (mIgM) mit Spezifitat fir NP (4-Hydroxy-
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3-Nitrophenyl)Acetyl) transfiziert ist, kann dieses Hapten gekoppelt an ein Tragermolekdl
(hier: BSA) zur Stimulation der Zellen verwendet werden. Pro Ansatz wurden 10 puL NP47-
BSA (1 mg/mL) entsprechend 10 pg zugegeben, der Ansatz sofort durch Invertieren des
Reaktiongefasses gemischt, und das Rektionsgefall sofort bei 37°C im Heizblock inkubiert.
Der 0 min Wert erhielt kein NP-BSA sondern wurde sofort wie die Ubrigen Ansatze
weiterbehandelt. Nach Ablauf der entsprechenden Zeit (1 bzw. 3 min) wurde die Zellen eines
Ansatzes 25 sec bei 14000 rpm pelletiert. Der Uberstand wurde sofort abgesaugt. Das
Zellpellet wurde in 100 uL NP40-Lysepuffer mit Proteaseinhibitoren aufgenommen und fiir 25
min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zelltrimmer bei 14000 rpm fir 10 min
abzentrifugiert. Der Uberstand mit den cytosolischen Proteinextrakten der Zellen wurde in ein
frisches eisgekuhltes Roéhrchen uUberflhrt. Ein halbes Volumen 4-fach reduzierender
Ladepuffer (Rotiload, Roth, Karlsruhe) wurde zugefligt und das entstehende Gemisch 5 min
im Wasserbad gekocht. Die entstandene fertige Probeldsung wurde bis zur Verwendung
eingefroren.

2.2.8 Proteinbiochemische Methoden

2.2.8.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die verwendeten Gele bestanden aus einem Trenngel (7,5% w/v Acrylamid in 375 mM
TRIS/HCI pH8,8 0,1% w/v SDS) und einem Sammelgel (3% w/v Acrylamid in 125 mM
TRIS/HCI pH6,8 0,1% w/v SDS). Polymerisation erfolgte unter Zugabe von TEMED und
Ammoniumperoxosulfat (APS). Die Probenauftrennung erfolgte fiir ca. 30 min bei 80 V, und
anschlieflend fur 2 h bei 120 V. Als Laufpuffer diente TG-Puffer (50 Mm TRIS/HCI pH 8,3,
385 mM Gilycin, 0,1% w/v SDS). Als Molekulargewichtsstandard diente ,Rainbow-Marker*
(Pharmacia).

2.2.8.2 Transfer und Detektion von Proteinen auf Nitrocellulose-
Membranen (Western-Blot)

Proteine wurden gelelektrophoretisch getrennt wie unter 2.2.8.1. In einer Nalblotkammer
(hergestellt in der hauseigenen Werkstatt) wurde ein Western Blot bestehend aus einem
Blot-Schwamm, 2 Lagen 3MM Whatman-Papier (9x10 cm), einer Nitrocellulose-Membran
(8x9 cm), dem Gel, 2 Lagen 3MM Whatman-Papier, und noch einem Blot-Schwamm
aufgebaut. Alle Komponenten wurden vor dem Zusammensetzen mit Transfer-Puffer (12 mM
TRIS-Base, 96 mM Glycin pH8,3, 20% v/v Methanol, 0,1% w/v SDS) durchtrankt.

Der Transfer erfolgte bei 40 V Uber Nacht unter stdndigem Ruhren im Kuhlraum. Nach
Entnahme der Membran wurde diese wiederum Uber Nacht bei 4°C in PBS (-CaCl,, -MgCl,),
0,19% Tween, 5% w/v Michpulver 0,1% Azid zum Blockieren unspezifischer
Proteinbindungsstellen unter Schwenken inkubiert. Der erste Antikdrper wurde am nachsten
Tag direkt zu diesem Ansatz gegeben. Nach erneuter Inkubation Gber Nacht bei 4°C unter
Schwenken wurde die Membran 5 mal in PBS 0,1% Tween gewaschen. Es folgte Inkubation
mit dem sekundaren Antikérper als Meerettich-Peroxidase-Konjugat fir 2 h bei
Raumtemperatur. Die Membran wurde erneut 5 mal in PBS 0,1% Tween gewaschen. Zur
Detektion der Signale wurde die Membran auf eine mit Kunststoffolie ausgelegte
Filmkassette plaziert und mit frisch angesetztem ECL-Reagenz (bestehend aus gleichen
Volumina von ECL1 und ECL2) Uberschichtet. Nach 1 min Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die Membran mit einer zweiten Kunststoffolie bedeckt. Rontgenfilme wurden fur
unterschiedliche Zeiten (10 sec bis 1 min) in der Filmkassette exponiert und anschlielend
entwickelt.

2.2.8.3 Immunprazipitation von Proteinen aus Zelllysaten

1,5-107 J558L Zellen pro Ansatz wurden mit NP;-BSA stimuliert und anschlieRend lysiert wie
unter 2.2.7. Wegen der groferen Zellzahl wurde jedoch 1 mL NP40-Lysepuffer mit
Proteaseinhibitoren pro Ansatz eingesetzt. Nach Abzentrifugieren der Zelltrimmer wurden
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die Lysate in frische gekihlte ReagiergefalRe Uberfihrt und auf Eis gelagert. Zur
Aquilibrierung und zur Entfernung des Ethanols wurden Protein A Sepharosekiigelchen
(Pharmacia, Freiburg) 3 mal in NP40/Proteaseinhibitoren gewaschen. Als Zwischenschritt
wurden die Kugelchen jeweils bei 1300 rpm 5 min 4°C pelletiert. Zu jedem
Immunprazipitationsansatz (IP) wurden dann 2-5 ng Antikérper zusammen mit 10 pL dicht
gepackten Protein A Sepharosekligelchen zugegeben. Protein A interagiert dabei mit den
Fc-Teilen der Immunglobuline. Die Réhrchen wurden fest mit Parafilm verschlossen, und
uber Nacht bei 4°C head-over-end rotiert. Am nachsten Morgen wurden die IPs
abzentrifugiert, und die Uberstande zur spateren Kontrolle der erfolgreichen IP in frische
gekuhlte Réhrchen Uberfuhrt und bis zur Verwendung eingefroren. Die Sepharosekiigelchen
wurden dreimal mit je 1 mL NP40-Puffer gewaschen, 5 min in 40 uL 2x-Ladepuffer (Rotiload)
gekocht, und bis zur Verwendung eingefroren. Die sekundare Farbung erfolgte mit einem
anti-Maus-Meeretich-Peroxidase Konjugat mit einem Phosphotyrosin-spezifischen Antikérper
(Klon 4.G10, Maus Anti-Phosphotyrosin). Die Proteine wurden mit NP40-Lysepuffer
extrahiert wie beschrieben. Die prazipitierten Proteine wurden auf einem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt, und anschlieRend auf eine Nitrocellulose-Membran
transferiert. Die Membran wurde in zwei Halften geteilt. Dazu wurde ohne vorherige
Entfernung des 4.G10-Antikérpers und des sekundaren Antikdrpers die Membran mit einem
Kaninchen anti-Maus CD22 Antikérper gefarbt. Zur sekundaren Farbung wurde ein anti-
Kaninchen-Meeretich-Peroxidase Konjugat verwendet.

2.2.9 ELISA

Die Bestimmung von relativen Serumspiegeln von Immunglobulinen bestimmten Isotyps und
bestimmter Spezifitdt erfolgte mittels ELISA (Enzyme linked immunosorbent Assay).
Polysorb bzw. Maxisorb ELISA-Platten von Nunc wurden gleichwertig fir die Experimente
verwendet.

ELISA-Platten wurden Uber Nacht bei 4°C in der feuchten Kammer mit 50 uL TNP-Ficoll (5
ug/mL) bzw. mit 50 pL Pneumopur (10 pg/mL) in PBS (-CaCl,, -MgCl,) pro Vertiefung
beschichtet. Uberschiissiges Antigen wurde am nachsten Tag durch dreimaliges Waschen
mit PBS und Absaugen (alle Waschschritte wurden im Columbus-ELISA-Wascher von Tecan
(Crailsheim) durchgefihrt). Aus einer Reihe von Seren immunisierter Tiere, bei denen ein gut
messbarer Spiegel an Antigen-spezifischen Immunglobulinen zu erwarten war, wurde eine
Verdunnungsreihe hergestellt, die auf jede zu messende Platte als interner Standard
aufgetragen wurde. Als zu messende Proben wurde je eine Verdinnungsreihe je
immunisiertem Tier, Isotyp, und Immunisierungstag aufgetragen. Die verdinnten Seren
blieben Gber Nacht bei 4°C in der feuchten Kammer auf den Antigen-beschichteten Platten.
AnschlieBend wurden durch Zugabe von 100 puL PBS (-CaCl,, -MgCl;) 1% BSA pro
Vertiefung und Inkubation fur mind. 3 h bei 37°C die verbliebenen unspezifischen
Bindungsstellen auf den Platten blockiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS
wurde Maus-IgG3 bzw. Maus-IgM spezifischer Antikdrper als Konjugat mit alkalischer
Phosphatase auf die Platten gegeben. Nach 2 h Inkubation bei 37°C in der feuchten Kammer
wurde nicht gebundener Antikdrper durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Zur
Quantifizierung spezifisch gebundenen Antikérpers wurden 100 uL Substratlésung (1 mg/mL
p-Nitrophenylphosphat von Sigma in 1 M Diethanolamin, 0,5 mM MgCl, pH 9,8) pro
Vertiefung zugegeben. Die Absorption des entstehenden gelben Farbstoffes bei 405 nm
wurde in einem ELISA-Reader Vmax gemessen. Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit
dem Programm Softmax Pro 3.0.
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3. Ergebnisse

3.1 Generierung chimarer Mause mit CD22
Knockin-Konstrukten

3.1.1 Uberblick

Beim sogenannten ,Gene Targeting“ (engl., gezielte Verdnderung von Genen in ihren
nattrlichen Loci) wird mit Hilfe eines ,Targeting-Vektors“ eine Veranderung in das Zielgen in
embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) von Mausen eingefihrt. ES-Zellen kdnnen in
Blastozysten (3,5 Tage alte Mauseembryonen) injiziert werden, und dort zur Bildung einer
Reihe von Geweben beitragen. Unter anderem kénnen sie die Keimbahn besiedeln. Auf
diesem Weg kann die Veranderung des Zielgens etabliert, und an die kommenden
Generationen weitergegeben werden.

Die Targeting-Vektoren die in dieser Arbeit zum Einsatz kamen bestehen aus zwei Armen
genomischer DNA mit den gewunschten Mutationen, die eine von loxP-Sequenzen
umgebene Selektionskassette flankieren. Die Kassette enthalt die Gene fur die Neomycin-
Phosphotransferase (neo) und fir die Thymidin-Kinase aus Herpes simplex (HSV-tk). Die
Vektoren werden linearisiert in Zellen eingefihrt. Dort soll homologe Rekombination mit
einem der Wildtyp-Loci stattfinden. Fur die Selektion stabil transfizierter Klone ist das
Vorhandensein eines selektionierbaren Markers noétig. Oft ist dies das neo-Gen, wie es auch
hier verwendet wurde. Die hier verwendeten Vektoren sollen nur Punktmutationen in das
Zielgen einfuhren, aber sonst keinen Einflu austiben. Darum ist es erstens wichtig, dafl die
Selektionskassette in ein Intron eingefuhrt wird, um nicht andere kodierende Exon-
Sequenzen zu verandern. Zweitens mul die Kassette nach dem Rekombinationsvorgang
wieder entfernt werden, damit die Genexpression und Regulation nicht beeinflut werden.
Dazu dienen zwei loxP-Sequenzen als direkte Wiederholungen, die die Kassette flankieren.
Durch transiente Expression des Enzyms Cre-Rekombinase findet ortsspezifische
Rekombination an diesen loxP-Sequenzen statt. Die zwischen den loxP-Sequenzen
liegenden Sequenzen werden deletiert, und nur eine loxP-Sequenz bleibt zurick.
Transfektion von ES-Zellen verlauft im Gegensatz zur Cre-Rekombination in tatsachlich
transfizierten Zellen nicht sehr effizient. Um eine Anreicherung von Klonen zu erzielen,
enthdlt die Selektionskassette neben der neo-Resistenz auch noch das Gen fur die
Thymidin-Kinase aus dem Herpes Simplex Virus (HSV-tk). Zellen, die dieses Gen tragen
sind sensitiv gegenuber der Substanz Ganciclovir, die Kettenabbruch bei der DNA-
Replikation herbeifihrt. Wird Ganciclovir nach transienter Cre-Transfektion zur Selektion
verwendet, so Uberleben nur die Klone, bei denen die Deletion der Kassette erfolgreich
stattgefunden hat. Das Endresultat ist der genomische Lokus, der die Mutationen und eine
fur die Genexpression und Regulation unerhebliche loxP-Sequenz von 34 bp Lange flankiert
durch ein von der Klonierung stammendes Stiick DNA im Intron tragt.

3.1.2 Die Targeting-Vektoren zur Generierung von CD22-
ITIM-KO und CD22-Tailless

In dieser Arbeit sollten zwei Mauslinien mit Mutationen im CD22-Gen hergestellt werden.
Eine mit zerstérten ITIMs, CD22-ITIM-KO, eine andere bei der der cytoplasmatische Anteil
von CD22 fehlt, CD22-Tailless. Von der CD22-ITIM-KO Maus wurde erwartet, dal} die
inhibitorische Phosphatase SHP-1 nicht mehr an CD22 binden kann. Durch den Vergleich
des Phanotyps dieser Maus mit dem der CD22-/- Maus sollte die Rolle der ITIM-unabhangig
bindenden, die B-Zelle normalerweise aktivierenden Signalmolekile PLCy, Lyn, PI3K, und
Grb-2 in vivo untersucht werden. CD22-Tailless sollte der Komplementierung von CD22-
ITIM-KO dienen. Von der Analyse beider Modelle wurden zudem Rickschlisse auf mogliche
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Zusammenhange zwischen Adhasionsfunktion und Signalfunktion von CD22 erhofft (s. auch
Zielsetzung der Arbeit und Abb. 3, S.16).

Der Vektor pCD22-ITIM-KO diente zum Austausch der Tyrosine in den ITIM Motiven zu
Phenylalaninen, und der Vektor pCD22-ex12-Stop zum Einfihren eines Stopcodons im
membranproximalen Exon 12.

3.1.3 Klonierung des Vektors pCD22-ITIM-KO

Der Vektor pCD22-ITIM-KO basierte auf einem Abschnitt des CD22-Gens, der Teile des
Exons 15 und grofRe Teile des Introns 10/11 umfalRte. Die kodierenden Abschnitte fir die zu
Phenylalaninen veranderten Tyrosine (Y—F) in den ITIM-Motiven befinden sich in Exon 13 (1
ITIM) und in Exon 15 (2 ITIMs). Die Selektionskassette mit den Genen fir die Neomycin-
Phosphotransferase (neo) und die HSV-Thymidinkinase (HSV-tk), flankiert von zwei loxP-
Sequenzen, befindet sich im Intron 14/15, zwischen den Mutationen. Durch die
Mutageneseprimer werden aufl’er den Y—F Mutationen auch noch stille Mutationen
eingefuhrt, die das Entstehen einer Sall-Schnittstelle in Exon 15 bzw. einer Sspl-Schnittstelle
in Exon 13 bewirken. Diese Schnittstellen dienen der spateren Analyse des mutierten Locus
mittels PCR oder Southern Blot. Es ergibt sich ein langer Vektorarm von 2,3 kb mit einer
ununterbrochenen Homologie zum Ziellokus von 1,7 kb. Der kurze Arm hat eine Lange von 1
kb, die Lange der ununterbrochenen Homologie betragt 0,65 kb. Eine schematische
Darstellung von pCD22-ITIM-KO zeigt Abb. 4.

CD22-13Mut1 Y_F Sspl

5«-GTTTTGCAATATTACGCTTTCCAGAGAGTG-3«
3«-CTACTGTGGCAATCANAACGTTATAATGC-5«

ninvl

loxP loxP

_ﬂ.ﬂ_ﬂ_ﬂ_q tk | neo (= | pCD22-ITIM-KO

111213 14 15
Y-F

5«-TTTCTCAGAGCTGGTTCAGTTTGGGGCTGGTAAGCGG
3«-TCTCGTAGGTMAGAGTCTCGACCAAGTCAAACCCCGACCATTCGCC

CD22-13Mut2

CD22-15Mut1

Sall Y-F

CCCCAGGCAAAGGAAGACGTCGACTTTGTGACCCTCAAG-3«
GGGGTCCGTTTCCTTCTGCAGCTGAAAC-5«

CD22-15Mut2
[] Exon11-15

Mutation (Y - F)

Abb. 4: Schematische Darstellung des Targeting-Konstrukts pCD22-ITIM-KO zur Generierung von
CD22-ITIM-KO Mausen. Der Vektor umfafdt die Region von Intron 10/11 bis Exon 15. Die Tyrosine (Y)
in den ITIMs sind durch Phenylalanine (F) ersetzt. Dargestellt sind auch die Mutageneseprimer. Sie
enthalten die Codons flr Phenylalanin und die stillen Mutationen zur Einfiihrung der Sspl bzw. der Sall
Schnittstelle.
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Die Klonierung der Targeting Vektoren wurde als Diplomarbeit von Elke Martinez am Max-
Planck-Institut fir Immunbiologie in Freiburg begonnen (Martinez 1996). Zusatzlich wurden
zwei Kontrollvektoren zur Etablierung der PCR (s. Abschnitt 3.1.5), die spater zum Screening
nach positiven Klonen verwendet werden sollte, kloniert (pCD22-ITIM-KO-Kon und pCD22-
ex12-StopKon). Mit Beginn meiner Promotion tGbernahm ich das Projekt und stellte pCD22-
ITIM-KO und den PCR-Kontrollvektor pCD22-ITIM-KO-Kon fertig.

Samtliche Vektorkarten der fertigen Vektoren mit allen relevanten Schnittstellen befinden
sich im Anhang.

Die Selektionskassette mit den Genen fur die Neomycin-Phosphotransferase und die
Thymidin-Kinase aus dem Herpes Simplex Virus wurde mit Xhol und Sall aus dem Vektor
pBS112-SXneo/tk prapariert. Die Kassette ist von zwei loxP-Sequenzen (in gleicher
Orientierung) flankiert. Diese dienen der Entfernung der Kassette nach homologer
Rekombination und Selektion. Die Vorstufen von pCD22-ITIM-KO und pCD22-ITIM-KO-Kon,
p73,22-ex13,15mutA/B bzw. p73,22-ex13,15mutS/X wurden jeweils mit Hindlll linearisiert.
Aus der Vorstufe von pCD22-ITIM-KO-Kon (p73-22-ex13,15mut) muf3te davor zunachst eine
zweite Hindlll Schnittstelle im Polylinker entfernt werden. Dazu wurde ein 55 bp Xhol/Smal
Fragment mit der Hindlll Schnittstelle aus dem Vektor entfernt, das Xhol Ende mit Klenow
Polymerase aufgefillt. Das entstandene Produkt wurde ligiert und erhielt die Bezeichnung
p73,22-ex13,15mutS/X. Um nach der Linearisierung mit Hindlll die Selektionskassette
einsetzen zu kbénnen, wurde versucht, die Uberhdngenden Enden der Kassette und der mit
linearisierten Vektoren mit Klenow-Polymerase aufzuflllen. Die Enden der linearisierten
Vektoren wurden vor Ligation mit CIP (calf intestine phosphatase) dephosphoryliert. Die
Ligationen, die auf diese Weise durchgefiihrt wurden, waren jedoch nicht erfolgreich. Auf der
Suche nach einer alternativen Klonierungsstrategie wurde ein Oligonukleotid (NTIink)
entworfen, daf als Linker jeweils in die Hindlll-Schnittstelle von p73,22-ex13,15mutS/X bzw.
p73,22-ex13,15mutA/B eingesetzt werden sollte. Das Oligonukleotid wurde so gestaltet, dal®
es mit sich selbst komplementar ist, und bei Assoziation zweier Einzelstrange eine Xhol
Schnittstelle flankiert von zwei Hindlll Uberhangen entsteht. Dadurch sollte in jedem Vektor
jeweils eine singulare Xhol Schnittstelle anstelle der Hindlll Schnittstelle geschaffen werden.
Dadurch wird eine direkte Ligation der Xhol/Sall praparierten neo/tk-Kassette mit den
Vektoren ermdglicht, da Xhol auch mit Sall kompatibel ist. Die Vektoren wurden wiederum
mit Hindlll linearisiert. AnschlieBend wurde eine Ligation mit dem Oligonukleotid
durchgefiihrt. Aufgrund der Hindlll Uberhénge ist dabei eine Multimerbildung méglich, diese
wurde in Kauf genommen. Durch Verdau mit Xhol wurde dann auf Vorhandensein dieser
Schnittstelle in den Vektoren getestet. Klone mit der Schnittstelle, p73,22-ex13,15mutS/X-
Xhol bzw. p73,22-ex13,15mut(Aval)-Xhol, wurden weiter verwendet. Es wurde jeweils mit
Xhol linearisiert, mit CIP dephosphoryliert, und mit der neo/tk-Kassette ligiert. Klone, die die
Kassette enthielten, wurden weiter verwendet. Durch Restriktionsverdaue wurde die
Orientierung der Selektionskassette festgestellt, und ein Kontroll- und ein Targetvektor mit
gleicher Kassettenorientierung fiir weitere Experimente herangezogen. Der Kontrollvektor
erhielt die Bezeichnung pCD22-ITIM-KO-Kon, der Targetvektor erhielt die Bezeichnung
pCD22-ITIM-KO.

3.1.4 pCD22-ex12-Stop

Der genomische Abschnitt fir den Vektor pCD22-ex12-Stop umfallte die Region von Intron
10/11bis 1,2 kb nach dem Ende von Exon 15. Durch den Mutageneseprimer wurde ein
Stopcodon und eine analytische BamHI-Schnittstelle in den membranproximalen Abschnitt
des Exons 12 eingefuhrt. Der kurze Arm tragt keine Mutation und hat eine Lange von 1 kb.
Der Lange Arm ist 3,6 kb lang und besitzt einen Abschnitt ununterbrochener Homologie von
3,2 kb. Die von Elke Martinez am Max-Planck-Institut fir Immunbiologie in Freiburg
begonnene Klonierung von pCD22-ex12-Stop und pCD22-ex12-StopKon wurde dann von
Lars Nitschke und Astrid Heiter in am Institut fir Virologie und Immunbiologie der Universitat
Wiirzburg fortgeflhrt und abgeschlossen.
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pCD22-ex12-STOP
e tk neo —|]— —
111213 14 15

CD22-EX12Stop-5 STOP BamHlI

5 -AAAATTGAAGGATCCAGAGCTTTTTTGTG-3’
3 -CCCGAAGTCCTTTTAACTTCCTAGGTCTCG-5"

CD22-EX12Stop-3

[I Exon 11-15

Mutation (Stop-Codon)

Abb. 5: Schematische Darstellung des Targeting-Vektors pCD22-ex-12Stop zur Generierung von
Mausen ohne cytoplasmatische Domane von CD22 (CD22-Tailless). Die Mutageneseprimer enthalten
neben dem Stop-Codon im membranproximalen Teil von Exon 12 auch eine analytische BamHI-
Schnittstelle.

Es sollte sichergestellt werden, dal die loxP-Sequenzen von pCD22-ex12-Stop und pCD22-
ITIM-KO funktional sind. Dazu wurde der Bakterienstamm E.coliBNN132 verwendet. Dieser
Stamm tragt und exprimiert das Gen fir die Cre-Rekombinase auf einem Plasmid (mit
Kanamycinresistenz). Das Enzym zeigt bei Transformation von DNA in die Bakterien seine
spezifische Aktivitat wenn funktionelle loxP-Sequenzen vorhanden sind — das von
(gleichgerichteten) loxP-Sequenzen eingefaldte DNA-Stiick wird deletiert. Die Deletion kann
dann mittels Restriktionsanalyse nachgewiesen werden. Auch bei funktionellen loxP-
Sequenzen lauft diese Deletion in E.coiBNN132 nicht vollstdndig ab, sondern kann nur bei
einem Teil der Transformanten nachgewiesen werden.

Kompetente Bakterien des Stammes E.coliBNN132 wurde mit pCD22-ex12-Stop und
pCD22-ITIM-KO transformiert. Plasmid DNA von 12 Kolonien pro Konstrukt wurde prapariert.
Das Restriktionsenzym Pstl erzeugt einige Fragmente, die charakteristisch fur die neo/tk-
Kassette sind (Dreifachbande bei 759, 840 und 952 bp). Pstl-Verdau der DNAs ergab, dal 4
(pCD22-ex12-Stop) bzw. 5 (pCD22-ITIM-KO) Bakterienklone die Selektionskassette deletiert
hatten (5.09.2000, S.88). Daraus folgt, dal} die loxP-Sequenzen beider Targeting-Vektoren
funktional sind.

Die Abbildungen 6 und 7 geben einen Uberblick (iber den Ablauf der homologen
Rekombination der Vektoren pCD22-ITIM-KO bzw. pCD22-ex12-Stop mit einem der
endogenen CD22-Loci, und die anschlieBende Cre-Deletion. Fur eine generelle
Beschreibung der einzelnen Schritte s. Abschnitt 3.1.1.
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pCD22-ITIM-KO
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111213 14 15
* Targeting
loxP loxP
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e

* Cre-Deletion

loxP

rekombinierter Locus

s HHHC ]

H Exon 11-15 1 kb
mutierte ITIMs (Y - F)

rek./ cre-delet. Locus

Abb. 6: Ablauf der homologen Rekombination des Vektors pCD22-ITIM-KO mit dem endogenen CD22
Locus. Durch anschlieRende Deletion der Selektionskassette mit Cre-Rekombinase bleiben als
Veranderungen lediglich die mutierten ITIMs in den Exons 13 und 15, und eine loxP-Sequenz im

Intron 14/15 zurick.
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Mutation (Stop-Codon) 1 kb

Abb. 7: Homologe Rekombination des Vektors pCD22-ex12-Stop mit dem endogenen CD22 Locus.
Die Deletion der Selektionskassette mit Cre-Rekombinase lalt als Veranderungen ein Stop-Codon im
Exon 12, und eine loxP-Sequenz im Intron 10/11 zurtck.

3.1.5 Etablierung der Screening-PCRs mit Hilfe der

Kontroll-Konstrukte

Rekombination von Targeting-Vektoren mit den entsprechenden genomischen Loci ist trotz
Homologie ein sehr seltenes Ereignis. Um die wenigen richtigen Klone zu detektieren, sind
verlaRliche Nachweismethoden unabdingbar. Hier wurde eine geschachtelte PCR mit
Primerbindungsstellen in der Selektionskassette und im genomischen Locus, gerade
aullerhalb des Targeting-Konstrukts, zum screenen der transfizierten Klone verwendet. Die
geschachtelte PCR ist gegentber der einfachen PCR spezifischer und sensitiver.

Um die PCR unter Bedingungen zu testen, die denen im Screening mdglichst nahekommen,
wurden zusatzlich zu den Targeting-Vektoren noch Kontrollvektoren konstruiert. Der kurze
Arm dieser ist im Vergleich zu dem der Targeting-Vektoren jeweils etwas langer. Die
auflderen Primer in der Screening-PCR kdnnen deshalb innerhalb des Kontroll-Konstrukts
binden, so dal’ unabhangig vom Integrationsort des Konstrukts in das Genom immer das
Produkt entsteht, das einen positiven Klon im realen Screening anzeigen wirde. Abbildung
8a) zeigt das Kontroll-Konstrukt zu pCD22-ex12-Stop, pCD22-ex12-StopKon, mit der Lage
samtlicher zum Einsatz gekommener PCR-Primer.
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a)
pCD22-ex12-StopKon
BamHI Bglll
L T —
111213 14 15
1,7 kb PCR-Produkt 1 kb
> <
‘\ h N
P cD22in10-1 o tk3«-3
p CD22in10-2  tk3«-2 [I Exon 11-15
P CD22in10-5 Qi Mutation (Stop-Codon)
P CD22in10-3 = Kontr.-Sequenzen
p CD22in10-4
b)
Einzelklon-Lysate
pCD22-ex12-StopKon
M W
< 1,7 kb PCR-Produkt
Abb. 8

a) Darstellung des Kontroll-Vektors fir das CD22-Tailless Screening, pCD22-ex12-StopKon. Der
Abschnitt, der im Kontroll-Vektor im Vergleich zum Targeting-Vektor zusétzlich vorhanden ist, ist in
Magenta dargestellt (Kontr.-Sequenzen). In Kasten sind alle Primer, die bei Screenings zum Einsatz
kamen, in ihrer relativen Lage zueinander gezeigt. Die Primer wurden in geschachtelten PCRs mit
einem auleren Primerpaar in der ersten Runde und einem inneren Primerpaar in der zweiten Runde
eingesetzt (Primersequenzen s. Anhang).

b) Beispiel fir eine Test-PCR mit Lysaten von einzelnen ES-Zell Klonen, transfiziert mit pCD22-ex12-
StopKon. C57BL/6-1ll ES-Zellen wurden mit pCD22-ex12-StopKon transfiziert, und einzelne Klone
isoliert und fiir die PCR aufbereitet, wie beschrieben. Primer fir die erste Runde waren CD22in10-1
und tk3’-1, fir die zweite Runde CD22in10-2 und tk3°-3. Bei jedem Klon ist das charakteristische 1,7
kb PCR-Produkt zu sehen, das auch die Integration des Targeting-Konstrukts an die richtige Stelle
des Genoms anzeigen wirde. M: Molekulargewichtsmarker, W: Wasserkontrolle

Da die vollstandigen Vektoren pCD22-ex12-Stop und pCD22-ex12-StopKon zu Beginn der
Arbeit bereits vorlagen, wurde mit der Etablierung der zugehérigen PCR begonnen. pCD22-
ex12-Stop war aus einer Vorstufe von pCD22-ex12-StopKon nach Deletion eines 208 bp
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Bglll/BamHI Fragmentes am Ende des kurzen Armes entstanden. Das Fragment war im
Bereich unsequenzierter Intron-Sequenz. Zum Design von Primern fir das Screening wurde
dieser Abschnitt deshalb zunachst teilweise sequenziert. Basierend auf der Sequenz wurden
die Primer CD22in10-1 und CD22in10-2 entworfen. Diese wurden zusammen mit den bereits
vorhandenen tk3'-1, tk3'-2 und tk3'-3 innerhalb des HSV-tk Gens verwendet. C57BL/6-IlI
ES-Zellen wurden mit pCD22-ex12-StopKon transfiziert wie beschrieben. Einzelne Klone
wurden gepickt und fir die PCR aufbereitet. Es wurden auch Gesamtlysate von 9 cm
Zellkultur Petrischalen mit resistenten Klonen als Pools fir Test-PCRs hergestellt. Anhand
der Schmelztemperatur der Primer wurden die Kombinationen CD22in10-1/tk3°2 und
CD22in10-2/tk3°-3 fir die erste bzw. zweite Runde einer geschachtelten PCR (nested PCR)
festgelegt.

Fir die ersten Versuche wurden Einzelklonlysate gepoolt (55 uL pro 50 puL
Reaktionsvolumen), bzw. Pool-Lysate verwendet, und 10 uL der ersten Reaktion in die
zweite Reaktion Uberflhrt. Bei unterschiedlichen annealing-Temperaturen, Magnesium-
Konzentrationen, und Kombinationen der Primer wurde keine Amplifikation des gewlinschten
Produkts erzielt.

Daraufhin wurden auch andere Primer-Kombinationen getestet. Die PCR wurde auRerdem
hinsichtlich anderer Parameter optimiert. Geandert wurden die MgCl,-Konzentration, die
Annealing-Temperatur, die Extensions-Temperatur fir die Taqg-Polymerase, die
Primerkonzentrationen, die Zyklenanzahl, die Menge an eingesetztem Lysat, und das
Reaktionsvolumen, dal3 von der ersten in die zweite Runde Uberfuhrt wurde. Als ein
entscheidender Parameter stellte sich die Qualitdt und die Menge der als Matrize
verwendeten DNA heraus. Auflerdem durfte nicht zu viel Rohlysat in die erste Runde
eingesetzt werden (bis zu 5 uL). Viele PCR-Versuche fanden zunachst mit der ersten Serie
gepickter Klone statt, und ergaben bei unterschiedlichen Reaktionsbedingungen keine
befriedigenden Resultate. Die Transfektion des Kontroll-Vektors wurde schlieBlich
wiederholt, neue Klone wurden gepickt, und die PCR Resultate waren bereits beim ersten
Versuch gut und nach wenigen Veranderungen konnte mit dem Screening begonnen
werden. Ein Beispiel fur eine Test-PCR zeigt Abb 8b). Fir die endgliltig zur Anwendung
gekommenen Bedingungen s. Materialien und Methoden, Punkt 2.2.1.21.

Nachdem die Reaktionsbedingungen flr die CD22-Tailless Screening-PCR festgelegt waren,
wurde die PCR fur CD22-ITIM-KO aquivalent etabliert. Das geschah in enger Orientierung
an den Reaktionsbedingungen, die fir das CD22-Tailless Screening festgelegt wurden.
C57BL/6-1ll ES Zellen wurden mit pCD22-ITIM-KO-Kon transfiziert. Nach Selektion wurden
einige Klone gepickt, wie beschrieben aufbereitet, und die PCR getestet. Verschiedene
Primerpaare wurden dabei ausprobiert (YFnes1 bis 6, OLneo7 bis 9, in Kombinationen). Als
gut stellten sich verschiedene Kombinationen (1. Runde YFnes4 u. OLneo7, 2. Runde
YFnes5 u. OLneo8, YFnes3/6 mit OLneo7/8) heraus. Dies wurde im weiteren Verlauf der
Doktorarbeit noch mehrmals bestatigt. Diese Kombinationen wurde daher fir samtliche
Screenings, wenn nicht anders angegeben, verwendet. Kontroll-Konstrukt und Primer und
ein Beispiel fur eine Test-PCR sind in Abbildung 9 schematisch dargestellt.
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Abb. 9

a) Kontroll-Konstrukt pCD22-ITIM-KO-Kon, in Magenta die Abschnitte, die nur im Kontroll-, aber nicht
im Targeting-Konstrukt vorhanden sind. In Kasten sind alle Primer, die bei Screenings zum Einsatz
kamen, in ihrer relativen Lage zueinander gezeigt.

b) Beispiel fir eine PCR mit Lysaten von einzelnen mit pCD22-ITIM-KO-Kon transfizierten ES-Zell
Klonen. Primer waren YFnes4 und OLneo8 in der ersten Runde, und YFnes5 und OLneo9 in der
zweiten Runde. Bei jedem Klon ist das charakteristische 1,7 kb PCR-Produkt zu sehen, das auch die
Integration des Targeting-Konstrukts an die richtige Stelle des Genoms anzeigen wirde. M:
Molekulargewichtsmarker, W: Wasserkontrolle

3.1.6 Transfektion der Targeting-Konstrukte und Screening
zur ldentifikation positiver Klone

Nachdem die Qualitat der Screening-PCR flir das CD22-Tailless Konstrukt pCD22-ex12-Stop
zufriedenstellend war, wurde ein erstes Targeting-Experiment durchgefihrt. C57BL/6-Ill ES-
Zellen der Passage 17 nach Isolation (P+47) wurden wie beschrieben mit 20ug linearisiertem
pCD22-ex12-Stop transfiziert. Nach 12 Tagen Selektion mit G418 wurden 288 stabile
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Transfektanten gepickt. Die Halfte der so isolierten Klone wurde auf 48-well Platten mit
EMFIs weitergezogen. Die andere Halfte wurde fir die PCR-Analyse aufbereitet (s. 2.2.3.8).
PCR Analyse dieser Klone ergab 5 Klone mit korrekter homologer Rekombination. Diese
erhielten die Bezeichnungen M12.2.1, M12.2.2, M12.2.3, M12.4.1, M12.4.2. Die Klone
wurden expandiert, und Aliquots wurden beim Umsetzen der Klone eingefroren. Fir weitere
Tests wurde genomische DNA der Klone hergestellt, wie unter 2.2.1.22 beschrieben. Ein
Beispiel fur ein Ergebnis einer Screening-PCR zeigt Abbildung 10 a).

Mit dem CD22-ITIM-KO Konstrukt wurde &quivalent vorgegangen. C57BL/6-Ill ES Zellen
(P14) wurden mit Pvul-linearisiertem pCD22-ITIM-KO wie beschrieben transfiziert,
selektioniert, und gepickt. Im ersten Screening wurden bei 500 gescreenten Klonen 5 mit
korrekter Integration des Konstrukts gefunden. Diese erhielten die Bezeichnungen YFtar3E5,
YFtar3F1, YFtardE6, YFtar4dF3, und YFtar10E3. Wiederholung der PCR mit genomischer
DNA bestatigte spater 3 davon. Sie erhielten die Bezeichnungen YFtar3F1, YFtar4E6, und
YFtar10E3 (Beispiel fur ein Screening s. Abb. 10 b).

a) CD22-Tailless PCR-Screening

pCD22-ex12-Stop
Transfektanten

- + - - W W K K

<« 1,7 kb PCR-Produkt

b
) CD22-ITIM-KO PCR-Screening

pCD22-ITIM-KO
Transfektanten

+ - - - W W K K

<« 1,7 kb PCR-Produkt

Abb. 10: Beispiele flir PCRs zur Identifikation korrekt rekombinierter ES-Zell Klone. C57BL/6-lIl ES-
Zellen wurden mit pCD22-ex12-Stop (a) bzw. pCD22-ITIM-KO (b) transfiziert. Integration an der
richtigen Stelle wurde mittels PCR getestet. Als Kontrolle dienten Lysate einzelner Kolonien von
Kontroll-Vektor Transfektanten. -: Klon mit zufélliger Integration des Targeting-Konstrukts, +: Klon mit
Integration des Targeting-Konstrukts an der gewiinschten Stelle im CD22-Locus, K: Positivkontrolle,
W: Wasserkontrolle
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3.1.7 Bestatigung der homologen Rekombination im
Southern Blot

Zusatzlich zur PCR muf3 die homologe Rekombination bei positiven Klone vor deren weiterer
Verwendung durch Southern Blot bestatigt werden. Das ist nétig, um das PCR Ergebnis mit
einer unabhangigen Methode zu bestatigen, und weil mit der PCR keine zusatzlichen
Integrationen des Konstrukts an anderer Stelle im Genom ausgeschlossen werden kénnen.

CD22-Tailless

Als Sonde flur den Nachweis der Integration von pCD22-ex12-Stop wurde ein 1258 bp Hindlll
Fragment aus dem Vektor pCD22-3BS isoliert. Diese umfal3t die Exons 11-14. Genomische
DNA der als positiv getesteten Klone M12.2.1, M12.2.2, M12.2.3, M12.4.1, und M12.4.2
wurde mit BamHI bzw. EcoRI verdaut. Abb. 11 zeigt die erwarteten Fragmente im Fall des
Wildtyplocus bzw. des getargeteten Locus und die nach Hybridisierung mit der Sonde auf
dem Blot zu erkennenden Fragmente. Durch Integration des Targeting-Konstrukts an der
richtigen Stelle wird das 11 kb BamHI Wildtyp-Fragment durch Einfihrung der neuen BamHI
Schnittstelle in ein 9 kb und ein 6 kb Fragment geteilt. Es wurde erwartet, da® die Sonde
hauptsachlich mit dem 11 kb Wildtyp-Fragment und dem 6 kb Target-Fragment hybridisiert.
Der Uberlappungsbereich mit dem 9 kb Target-Fragment ist relativ klein, deshalb wurde ein
schwacheres Signal erwartet. In der Selektionskassette befinden sich Schnittstellen fir
EcoRlI, die zum Entstehen eines 9,5 kb und eines 3 kb-Fragmentes statt eines 9,5 kb-
Fragmentes im Wildtyp-Fall fuhrt. Die Sonde hybridisiert mit allen drei Fragmenten, die
beiden 9,5 kb-Fragmente sind im Blot nicht zu unterscheiden. Um zusatzlich weitere
Integrationen auszuschlie3en, wurde auch eine Sonde verwendet, die innerhalb des neo-
Gens bindet. Abb. 12 zeigt Southern Blots der Klone M12.2.3 und M12.4.1.
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Abb. 11: CD22 Wildtyplocus und mit pCD22-ex12-Stop rekombinierter Locus mit Schnittstellen fiir die
Restriktionsenzyme BamHI (B) und EcoRI (E). Nach Verdau mit EcoRIl bzw. BamHI entstehen die
dargestellten Fragmente. Anderungen der Wildtyp (WT)-Restriktionsfragmente entstehen bei
Rekombination durch EcoRI Schnittstellen in der neo-Kassette bzw. durch die BamHI-Schnittstelle in
den Mutageneseprimern.
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Abb. 12: Southern Blots der als korrekt rekombiniert identifizierten CD22-Tailless ES-Zell-Klone

M12.2.3 und M12.4.1, jeweils mit einem Wildtyp-Kontroll-Klon

(wt/wt) gezeigt. Schematische

Darstellung des Wildtyplocus und des rekombinierten Locus, der Fragmente, die durch Verdau mit
EcoRI bzw.BamHI entstehen, sowie der Sonden s. Abbildung 11. a)

CD22-ITIM-KO

Genomische DNA der als positiv identifizierten CD22-ITIM-KO Klone wurde mit BamHI
verdaut. Bei BamHI-Verdau des Wildtyplocus entsteht ein 11 kb Restriktionsfragment. Durch
Integration des pCD22-ITIM-KO Konstruktes in den Wildtyplocus vergroflert sich dieses
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Fragment auf 14 kb. Als Sonde wurde wiederum pCD22-3BS Hindlll und die Sonde
innerhalb der neo-Kassette verwendet. Eine Ubersicht Uber die entstehenden Fragmente bei
BamHI-Verdau, und die verwendete Sonde gibt Abbildung 13.

pCD22-3BS-Hindlll-Sonde neo-Sonde

B B
el ] 7/

111213 14 15 gen. Locus
B
| 11 kb WT BamHI-Fragment 271
/7 / 7/
* Targeting
rekombinierter Locus
B loxP loxP B
| yy
//( HH tk | neo K—| | //
B 14 kb rekomb. BamHI-F t B
. rekomb. BamHI-Fragmen s |
7/ 7/
|:| Exon 11-15 1kb

mutierte ITIMs (Y - F)

Abb. 13: CD22 Wildtyplocus und mit pCD22-ITIM-KO rekombinierter Locus mit Schnittstellen fir das
Restriktionsenzym BamHI (B). Nach Verdau mit BamHI entstehen die dargestellten Fragmente. Der
rekombinierte Locus ist durch Integration der neo/tk-Kassette gegeniiber dem Wildtyplocus um 3 kb
vergrofert.

Abbildung 14 zeigt als Beispiel einen Southern Blot der CD22-ITIM-KO Klone YFtar3F1 und
YFtar10E3. Die Blots ergaben, da® YFtar3F1 und YFtar4E6 frei von Zusatzintegrationen
waren. Bei YFtar10E3 jedoch wurde eine weitere Kopie des Konstrukts im Genom gefunden
(nicht gezeigt).
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Abb. 14: Southern Blot von genomischer DNA der in der PCR als korrekt rekombiniert identifiziert
identifizierten CD22-ITIM-KO Klone YFtar3F1 und YFtar10E3. Durch die Integration von pCD22-ITIM-
KO mit der 3 kb neo/tk Kassette in den CD22 Locus erhoht sich die Gréfle des 11 kb wt BamHI-
Fragmentes auf 14 kb (s. Abb. 13).

3.1.8 Bestatigung der Mutationen durch Sequenzierung

Bei homologer Rekombination eines Targeting-Vektors mit dem genomischen Locus kommt
es vor, dal trotz Integration der Selektionskassette die einzufuhrenden Veranderungen nicht
mit in das Genom integriert werden. Das liegt daran, dal} der Startpunkt der homologen
Rekombination unter Umstanden zwischen der Mutation und der Selektionskassette liegt. Je
groRer die Distanz zwischen Kassette und Mutation, umso hoéher ist die Wahrscheinlichkeit
dafir. Nach der Bestatigung der homologen Rekombination durch Southern Blot wurde
deshalb zusatzlich gepruft, ob die Mutationen tatsachlich wie gewtinscht eingeflhrt wurde.

Die entsprechenden Regionen der CD22-ITIM-KO bzw. der CD22-Tailless ES-Zell Klone
wurden dazu sequenziert. Bei dem hierzu entwickelten Protokoll wurden die zu
sequenzierenden Abschnitte zunachst mit einer geschachtelten PCR mit Tag-Polymerase
aus der genomischen DNA der Klone amplifiziert. FuUr die anschlieRenden
Sequenzierreaktionen wurden die entstehenden PCR-Produkte direkt als Template
eingesetzt. Durch den Verzicht auf Subklonierung einzelner Molekile vor Sequenzierung
fallen Nukleotid-Fehleinbauten durch die Tag-Polymerase in einzelnen Molekilen gegentber
der Masse amplifizierter Molekile nicht ins Gewicht. Die Primer auf einer Seite der
amplifizierten Region wurden dabei so gewahlt, dal sie innerhalb der Selektionskassette des
Targeting-Konstrukts lagen s. Direkte Sequenzierung).

Zur Sequenzierung der Mutationen in den CD22-Tailless wurde die genomische DNA der
Klone in der ersten Runde der geschachtelten PCR mit den Primern CD22ex13-3 und
OLneo8, in der zweiten Runde mit CD22ex12AS und OLneo9 amplifiziert. Der Primer fur die
Sequenzierreaktion war CD22in11/12-5 (Lage der Primer s. Anhang). Die Sequenzierung
ergab, dal} alle gepriften Klone das gewiinschte Stop-Codon im Exon 12 sowie die damit
eingefiihrte BamHI-Schnittstelle trugen.

Zur gleichen Zeit wurden YFtar3F1, YFtar4dE6, und YFtar10E3 sequenziert, um die
eingefihrten Mutationen zu Uberprifen. Die Primer fur die allelspezifische Amplifikation der
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Sequenzen die die Mutationen in Exon 13 umgeben waren CD22in11/12-5 und tk-3'1 (1.
Runde) bzw. CD22in12/13-5 und tk-3'3 (2. Runde). Die Primer fur Exon 15 waren CD22-
3Bam und OLneo8 (1. Runde) bzw. CD22-3E und OLneo9 (2.Runde). Die Primer flr die
Sequenzierreaktionen waren CD22in12/13-5 und CD22in13/14-3 fiir Exon 13 bzw. CD22-3E
fur Exon 15. Die Sequenzierung erfolgte wie unter 2.2.1.20. Die drei gepruften Klone wiesen
alle die gewuinschte Mutation in Exon 15 auf. Nur YFtar3F1 dagegen trug auch die Mutation
in Exon 13. Bei den Klonen YFTar4E6 und YFTar10E3 wurde jedoch anstelle der Sequenz
des Mutageneseprimers die Wildtyp-Sequenz im rekombinierten CD22-Allel gefunden.
Insgesamt war damit der Klon YFtar3F1 vollstandig charakterisiert, und trug alle
gewulnschten Mutationen.

3.1.9 Deletion der neol/tk-Kassette in ES-Zellen durch
transiente Expression von Cre-Rekombinase

Der abschlieBende Schritt nach Bestatigung der homologen Rekombination durch PCR und
Southern Blot, und der Uberpriifung der eingefiihrten Mutationen per Sequenzierung ist die
Deletion der neo/tk-Kassette durch transiente Expression der Cre-Rekombinase. ES-Zell
Klone wurden dazu wurden mit dem Vektor pMCCreN transfiziert. Dieses Plasmid tragt das
Gen fir die Cre-Rekombinase unter einem HSV-tk-Promotor, der eine starke ubiquitare
Expression des Enzyms gewahrleistet. die Klone M12 2.2, M12 2.3 und M12 4.1. Um eine
stabile Integration des Plasmids in das Genom zu vermeiden, wurde die DNA jedoch zuvor
nicht linearisiert. Nach 24 h wurde mit der Selektion mit 2 uM Ganciclovir in Abwesenheit von
G418 begonnen. Klone mit der neo/tk-Kassette exprimieren das Gen fir die Herpes Simplex
Thymidin-Kinase. Dieses Enzym katalysiert die Phosphorylierung von Ganciclovir, einem
Nukleosidanalogon. Von der zelleigenen DNA-Polymerase wird das Produkt in die DNA
eingebaut, was zum Kettenabruch fiihrt. Folglich Uberleben Klone, die die Selektionskassette
nicht korrekt deletiert haben die Selektion nicht. Es hat sich jedoch herausgestellt, dall es
neben der Cre-Deletion auch alternative Wege fur die Zelle gibt, das tk-Gen zu inaktivieren.
Deshalb musste nach Transfektion, Selektion und Isolation einzelner Gberlebender Klone die
Deletion der Selektionskassette geprift werden.

Die im ersten PCR-Screening als positiv identifizierten CD22-ITIM-KO Klone YFtar3E5,
YFtar3F1, YFtardE6, YFtar4F3, und YFtar10E3 Transfektion wurden sofort im Zuge des
Screenings, also wahrend sie sich noch in Kultur befanden, mit pMCCreN transfiziert. Damit
sollte zusatzlicher Strel fiir die Zellen durch Einfrieren und Auftauen vermieden werden.

Zur Identifikation Cre-deletierter Subklone wurde eine geschachtelte PCR mit DNA-
Rohlysaten einzelner ES-Zell Kolonien als Ausgangsmaterial durchgefuhrt. Die Primer waren
fur die erste Runde CD22in13/14-5 und CD22-3E, fir die zweite Runde CD22ex14-5 und
CD22-3D (s. Anhang). Die beschriebene Primerkombination fihrt innerhalb des Wildtyplocus
zur Amplifikation eines 434 bp PCR-Produktes. Nach erfolgreicher Cre-Deletion der neo/tk-
Kassette verbleibt im rekombinierten Locus eine loxP-Sequenz zusammen mit flankierenden
Sequenzen, die durch das Einsetzen der Kassette in die Hindlll Schnittstelle eingefihrt
wurden. Die Lange des PCR-Produktes erhéht sich deshalb um 96 bp auf 530 bp. Bei nicht
erfolgreich verlaufener Cre-Deletion dagegen wirde die gesamte Selektionskassette
amplifiziert, was einem Produkt von 3634 bp entsprache. Dieses Produkt wurde jedoch nie
beobachtet, wahrscheinlich aufgrund der bevorzugten Amplifikation des viel kleineren
Produktes des Wildtyplocus. In Abbildung 15 ist eine PCR von 4 Cre-deletierten Subklonen
des CD22-ITIM-KO Klons YFtar3F1 zu sehen. In der ebenfalls dargestellten Wildtyp-
Kontrolle ist lediglich die Wildtyp-Bande bei 434 bp zu erkennen.

Von allen positiven CD22-ITIM-KO Klonen wurden auf diese Weise Cre-deletierte Subklone
gewonnen. Je ungefahr 20 von jedem wurden expandiert, und in Aliquots eingefroren.
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Die Cre-Deletion der urspriinglich als korrekt rekombiniert identifizierten CD22-Tailless Klone
M12.2.1, M12.2.2, M12.2.3, M12.4.1, und M12.4.2 fand zur gleichen Zeit statt. Als Primer fur
die erste Runde wurden zunachst CD22in10-1 und CD22ex12-3-Stop getestet, fir die zweite
Runde CD22in10-2 und Cd22-3Sal. Mit dieser Kombination wurde fur das Wildtypallel ein
Produkt von 1,1 kb erwartet. Bleibt nach Cre-Deletion im rekombinierten Locus eine loxP-
Sequenz und ein Stiick umgebende Sequenz der Selektionskassette zurtick, sollte sich die
GroRe des Produktes auf 1,2 kb erhdhen. Die PCR konnte jedoch mit dieser
Primerkombination nicht erfolgreich durchgefiihrt werden. Es wurde in keinem Fall die
erwartete Doppelbande beobachtet.

Alternativ wurde fur die zweite PCR-Runde die Primerkombination CD22in10-2 und loxS2
gewahlt. In diesem Fall entsteht ein Produkt nur mit dem rekombinierten Locus als Matrize,
weil 10xS2 innerhalb der loxP-Sequenz bindet, die im Wildtyp-Allel nicht vorhanden ist. Um
die Langenunterschiede der Produkte von Wildtyp bzw. rekombiniertem Locus besser
detektieren zu kénnen wurden noch weitere Primer entworfen (1. Runde: CD22in10-3 und
CD22in10-3'1, 2. Runde CD22in10-4 und CD22in10-3'2). Diese bilden Paare, die naher
zusammen liegen. Die Unterschiede zwischen WT und rekombiniertem Locus vergrofiern
sich dadurch relativ. Aber auch mit diesen alternativen Primerpaaren wurde kein Erfolg
erzielt. Es ist anzunehmen, dal} dies wirklich auf Probleme mit der PCR zurtckzufiihren war,
da die Cre-Deletion in den parallel mit dem gleichen Plasmid transfizierten CD22-ITIM-KO
Klonen offensichtlich problemlos verlief. Aufgrund des Verlaufs der ersten
Blastozysteninjektionen (s. nachster Abschnitt) wurden weitere Versuche einer PCR-
Optimierung zunachst auf spateren Zeitpunkt verschoben.

CD22-ITIM-KO-Klone
wt Cre-deletiert

530 bp cre-del.

A\ 434 bp wt

Abb. 15: PCR von einzelnen ES-Zell Klonen nach transienter Expression der Cre-Rekombinase und
Selektion und Isolation Ganciclovir-resistenter Klone; wt: C57BL/6 Wildtyp-Kontrolle; die Amplifikation
erfolgte mittels geschachtelter PCR mit den Primerpaaren CD22in13/14-5/CD22-3E und CD22ex14-
5/CD22-3D; die gezeigten Klone sind Tochterklone von YFtar3F1; wt: Wildtyp, cre.-del.: Cre-deletiert

3.1.10 Blastozysteninjektion vollstandig charakterisierter
ES-Zell Klone

Obwohl bereits Cre-deletierte Subklone von CD22-ITIM-KO ES-Zell Klonen vorlagen, waren
diese noch nicht durch Southern Blot charakterisiert, und die Sequenzierung der Mutation in
Exon 13 gestaltete sich zunachst ebenfalls als schwierig. Die Sequenzierung und die
Charakterisierung durch Southern Blot der CD22-Tailless Klone M12.2.1, M12.2.3, M12.4.1
und M12.4.2 war dagegen zu diesem Zeitpunkt bereits abgeschlossen. Wie im
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vorhergehenden Abschnitt beschrieben, gab es hier jedoch Probleme mit dem Nachweis
einer erfolgreichen Cre-Deletion der neo/tk-Kassette.

Zudem war die verwendete ES-Zelllinie C57BL/6-Ill seit sie an unserem Institut in Kultur
genommen wurde bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht in Blastozysten injiziert worden. Bei
der Blastozysteninjektion werden ES-Zellen in 3,5 Tage alte Mauseembryonen injiziert.
Diese werden einem scheintrachtigen Weibchen (Amme) in den Uterus implantiert. Die ES-
Zellen koénnen, je nach dem Ausmal ihrer Pluripotenz, zur Entwicklung vieler Gewebe des
Embryos, unter anderem von Keimbahnzellen, beitragen. Unter ungunstigen
Kulturbedingungen kann die Pluripotenz der ES-Zellen verlorengehen. Die Fahigkeit, die
Keimbahn zu besiedeln, geht in der Regel sehr schnell verloren. Eine Injektion kann deshalb
ein wichtiger Test der Pluripotenz einer Zelllinie sein.

Aus diesem Grund wurde beschlossen, vollstandig charakterisierte, aber noch nicht Cre-
deletierte CD22-Tailless Klone zu injizieren. Im Falle der Gewinnung chiméarer Tiere bestand
aulRerdem die Moglichkeit, diese dann zur Deletion der neo/tk-Kassette mit sog. Cre-Deleter
Mausen zu verpaaren. Diese exprimieren die Cre-Rekombinase als konstitutiv aktives
Transgen. Im Fall der Keimbahntransmission des rekombinierten CD22 Locus wiirde dann
die Selektionskassette bei Befruchtung nach dem Verschmelzen der Vorkerne deletiert.

Die Injektion fand in der Arbeitsgruppe von Birgit Ledermann am Institut fur
Versuchstierkunde an der Universitat Zurich-Irchel statt. Ausgewahlt wurden die Klone
M12.2.3 und M12.4.1. Beim Absenden hatte M12 2.3 die Passagenzahl 30 (P3o) und M12 4.1
P,z (das Experiment war mit P4; gestartet worden). Von keinem der beiden Klone konnten
chimare Tiere gewonnen werden. Die Ammen, denen die injizierten Embryonen implantiert
wurden, wurden zwar schwanger, aber die Embryonen wurden offenbar vor Ende der
Schwangerschaft resorbiert. Als eine mogliche Ursache wurde das relativ hohe Alter der
Klone in Kultur bis zur Injektion angesehen. Ein Mal} fur das Kulturalter der Zellen ist dabei
die Passagenzahl der ES-Zellen.

Bis die Ergebnisse der Injektionsserien mit M12.2.3 und M12.4.1 vorlagen, war die
Charakterisierung des CD22-ITIM-KO Klons YFtar3F1 hinsichtlich der Mutation in Exon 13
und der Abwesenheit von zusatzlichen Integrationen abgeschlossen. Die Transfektion, die
zur Gewinnung dieses Klones gefuhrt hatte, war mit ES-Zellen der Passage P14 begonnen
worden. Wie geschildert, standen von diesem Klon Cre-deletierte Subklone zur Verfugung.
Aufgrund der Injektionsergebnisse der Klone M12.2.3 und M12.4.1 sollten aber Zellen
injiziert werden, die eine moglichst kurze Zeit in Kultur verbracht hatten und nicht ein zweites
Mal (zur Cre-Transfektion) elektroporiert waren. Deshalb wurden Zellen des Mutterklons
YFtar3F1 fur die Injektion zu Birgit Ledermann nach Zirich geschickt (als Py). Wie bei der
vorhergehenden Serie von Injektionen wurden jedoch auch hier keine chimaren Tiere
erhalten.

3.1.11 Neue Transfektionen der Targeting-Konstrukte

Die Injektion der CD22 Tailless-Klone M12.2.3 und M12.4.1 hatte wie geschildert keinen
Erfolg gebracht, und dies wurde auf die Qualitdt der ES-Zellen zurtickgefihrt. Unmittelbar
nach dem Ergebnis der Injektion und noch vor der Injektion des CD22-ITIM-KO Klons
YFtar3F1, wurde darum bereits ein vollstandig neues Targeting-Experiment sowohl mit
pCD22-ITIM-KO als auch mit pCD22-ex12-Stop in Angriff genommen. Dabei wurde mit den
jungsten uns zur Verfigung stehenden C57BL/6-11l ES-Zellen (P44) gearbeitet.

Aus der pCD22-ITIM-KO Transfektion wurden zwei Klone mit korrekter Integration des
Konstrukts mittels PCR identifiziert. Im Southern Blot wurden, wie auch fir das erste
Experiment beschrieben, Zusatzintegrationen ausgeschlossen. Die Klone erhielten die
Bezeichnungen YFTar12B4, und YFTar12B5. Sequenzierung zeigte, dal® YFTar12B5 die
eingefhrten Mutationen besal3. Das Exon 13 von YFTar12B4 besal}, wie auch schon Klone
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aus dem vorhergehenden Experiment, die Wildtyp-Sequenz, anstelle der Sequenz des
Mutageneseprimers (s. 3.1.8).

Die neue Transfektion des CD22-Tailless Vektors pCD22-ex12-Stop flihrte zur PCR-
Identifikation von 3 korrekt rekombinierten Klonen. Zwei dieser Klone, M12.10D5 und
M12.8D1 konnten wie unter 3.1.7 im Southern Blot bestatigt werden. Die nachfolgende
Sequenzierung bestatigte bei beiden Klonen, dal} die gewinschten Mutationen eingefuhrt
waren (s. 3.1.8).

YFTar12B5 wurde zusammen mit M12.10D5 zur Injektion zu B. Ledermann geschickt. Beide
Klone hatten zum Zeitpunkt des Absendens die Passage 17. Trotz dieser zlgigen und
sorgfaltigen Manipulation der ES-Zellen in vitro konnten bei zwei Injektionen des CD22-
Tailless Klons M12.10D5 keine Chimaren erhalten werden. Die Injektion von YFTar12B5
dagegen ergab 2 hochchimare mannliche Tiere.

Birgit Ledermann war zum Zeitpunkt der Injektion nicht bewu3t gewesen, daf? die Klone noch
eine neo/tk-Kassette enthielten. Nachdem wir ihr mitteilten, dal® wir beabsichtigten, die
Chimaren mit Cre-Deleter Mausen zu verpaaren, um die neo/tk-Kassette in vivo zu
deletieren, teilte uns Frau Ledermann mit, dal® Berichte Uber Infertilitdt bei mannlichen
Mausen aufgrund von Expression der HSV Thymidin-Kinase in Keimbahnzellen existieren
(Braun et al. 1990; al-Shawi et al. 1991). Bei Chimerismus bedeutet das, dafl bei den
Keimbahnzellen, die von ES-Zellen mit neo/tk-Kassette abstammen, die Spermatogenese
defekt ist. Dies wurde uns auch von verschiedenen anderen Seiten bestatigt, und war uns
davor nicht bekannt gewesen. In der darauffolgenden Zeit erhielten wir auch gegenteilige
Informationen Uber die Fahigkeit von Mannchen, trotz Expression von HSV-tk Mutationen
durch die Keimbahn weiterzugeben (Philipp Yu, personliche Mitteilungen). Dennoch
beschlossen wir, nur noch Zellen nach Deletion der neo/tk-Kassette zu injizieren. Die
Chimaren von YFTar12B5 wurden verpaart, aber beide Tiere gaben die Mutation nicht
weiter. Ob das daran liegt, dall die injizierten ES-Zellen nicht zu Keimbahnzellen
differenzierten, oder daran, dall aus ES-Zellen entstandene Keimbahnzellen keine
funktionalen Spermien generierten, ist unklar.

3.1.12 Transfektionen mit anderen Zelllinien — BALB/c-l

Eine Reihe von Injektionen von C57BL/6-Ill Klonen war wie beschrieben nur mit
eingeschranktem Erfolg verlaufen. Das war auch bei einem anderen Doktoranden unserer
Gruppe, der zur gleichen Zeit an einem vergleichbaren Gene-Targeting Experiment mit der
gleichen ES-Zelllinie arbeitete der Fall. Generell gilt, dal ES-Zellen in Kultur instabil
hinsichtlich ihres Karyotyps und der Fahigkeit sind, zur Bildung von Keimbahnzellen in
Embryonen beizutragen (Baribault and Kemler 1989). Besonders trifft das auf Linien aus
C57BL/6 zu. Dennoch gab es Argumente, die aus unserer Sicht fir eine Verwendung von
C57BL/6-1Il sprachen. Die Linie war zum einen vorher erfolgreich z.B. am Max-Planck-Institut
fur Immunbiologie in einer Reihe von Projekten verwendet worden. Unter anderem wurden
mit dieser Zelllinie die CD22-/- Maus hergestellt. Deshalb wiederum war es erstrebenswert,
neue CD22 Knockin-Mause auf dem selben Hintergrund zu generieren.

Trotz dieser Grunde fir die Verwendung von C57BL/6-lll wurde aufgrund der erfolglosen
Injektionen versucht, homolog rekombinante Klone von anderen, als stabiler bekannten ES
Zelllinien mit pCD22-ITIM-KO und pCD22-ex12-Stop zu erhalten. Zeitgleich mit den im
vorhergehenden Abschnitt beschriebenen Injektionen des CD22-Tailless Klons M12.10D5
und des CD22-ITIM-KO Klons YFtar12B5 wurde als erstes die ES-Zelllinie BALB/c-I (Noben-
Trauth et al. 1996) getestet. Von vornherein war dabei unklar, wie grof3 die Aussicht auf den
Erhalt homologer Rekombinanten sein wiirde, da die Targeting-Konstrukte auf genomischer
DNA von C57BL/6 basierten. Die Frequenz der homologen Rekombination kann bei
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Verwendung einer nicht-isogenen Zelllinie wie BALB/c-I dramatisch sinken (te Riele et al.
1992; Zhou et al. 2001).

Zellen von BALB/c-I (P44) wurden mit pCD22-ITIM-KO bzw. pCD22-ex12-Stop transfiziert,
selektioniert, und einzelne Klone isoliert und DNA-Rohlysate hergestellt wie beschrieben.
600 Klone von jedem Konstrukt wurden gescreent. Dabei wurden weder mit pCD22-ex12-
Stop, mit dem zuvor die hohere Rekombinationsfrequenz von etwa 1 zu 50 erreicht wurde,
noch mit pCD22-ITIM-KO korrekt rekombinierte Klone erhalten.

Bei den Screenings mit BALB/c-I, wie auch bei einigen anderen Experimenten vorher, fiel
auf, dall die Qualitdt der PCR zur Identifikation homolog rekombinierter Klone nicht immer
vollstandig zufriedenstellend war. Auf dem Gel war manchmal anstatt distinkter Bande ohne
Hintergrund oft ein Schmier mit nur undeutlicher Bande zu sehen. Nach dem Screening
wurde daher versucht, die Screening-PCR noch weiter zu optimieren. Die Tests wurden fir
das pCD22-ex12-Stop-Konstrukt vorgenommen. Nochmals wurden verschiedene Primer,
darunter auch die neuen CD22in10-4 und CD22in10-5 getestet. Darliber hinaus wurden die
Primerkonzentrationen fir die erste bzw. zweite Runde der geschachtelten PCR, die in die
erste Runde eingesetzte Lysatmenge und das von der ersten in die zweite Runde
Ubertragene Reaktionsvolumen variiert. Als entscheidende Verbesserung stellte eine
Verkleinerung des Volumens heraus, das von der ersten Runde der geschachtelten PCR in
die zweite Ubertragen wird (2 uL anstatt wie bisher 5 uL). Fir ein Protokoll der veranderten
Bedingungen s. Materialien und Methoden, Abschnitt 2.2.1.21. Die Bedingungen fur das
Screening von CD22-ITIM-KO Klonen wurden hinsichtlich der Lysatmenge und des
Ubertragenen Reaktionsvolumens angeglichen.

Nach dieser neuerlichen Optimierung der PCR wurde das nicht zufriedenstellende Screening
der mit pCD22-ITIM-KO bzw. pCD22-ex12-Stop transfizierten BALB/c-I Klone mit den
gleichen DNA-Rohlysaten wiederholt. Auch jetzt konnten weder positive CD22-ITIM-KO noch
CD22-Tailless Klone gefunden werden. Um das geringe Risiko, daf} durch stammspezifische
Unterschiede im CD22-Gen die PCR mit den benutzten Primern nicht funktional ist, zu
minimieren, wurde das Screening mit alternativen Primer-Kombinationen wiederholt. Auch
dabei wurden keine positiven Klone gefunden.

Ein Problem, das vor der Verbesserung der PCR bereits auftrat und danach bestehen blieb,
war das Auftauchen einzelner, falsch positiver Banden in Screenings. Beim Versuch der
Wiederholung der PCR von dem gleichen Rohlysat konnte das positive Resultat in einem
solchen Fall nicht reproduziert werden. Eine mdgliche Erklarung fir ein solches Phanomen
kénnte die Kontamination einzelner Reaktionen mit minimalen Mengen von Amplifikat
positiver Klone (z.B. von der Positivkontrolle) aus der ersten Runde der geschachtelten PCR
sein. Eine Reihe falsch positiver Banden tauchte bei dem Screening der BALB/c-I Klone auf.
Viele Klone wurden deshalb falschlicherweise expandiert, und genomische DNA wurde
prapariert. In spateren Screenings wurde deshalb vor Expansion eines Klons immer zuerst
die Screening-PCR von dem gleichen Rohlysat wiederholt.

3.1.13 Anderung der Kulturbedingungen fiir ES-Zellen

Im Zuge der Uberlegung nach einer Optimierung der Gene-Targeting Experimente wurden
wahrend der Transfektionen mit BALB/c-I ES-Zellen die Kulturbedingungen fur die Zellen
geéandert.

Das geschah auf einen personlichen Hinweis von Philipp Yu hin, einem ehemaligen
Mitarbeiter am MPI in Freiburg. Bis dahin war Medium aus Pulver von der hauseigenen
Medienkiiche hergestellt worden. Dabei wurden Glasflaschen aus dem hauseigenen
Spllzyklus die mit Tensiden in Kontakt kamen benutzt, was von Philipp Yu als besonders
kritisch angesehen wurde. Von diesem Zeitpunkt an wurde Fertigmedium (DMEM,
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Gibco/Invitrogen) verwendet. Alle Supplemente (B-Mercaptoethanol, Penicillin/Streptomycin,
Glutamin) waren von nun an ebenfalls von Gibco/Invitrogen, und wurden von uns selbst in
neue Plastikgefalle aliquotiert, anstatt von der Medienkiiche in gespiilte Glasrohrchen. Das
friher vom Haus verwendete PBS wurde ab jetzt ebenfalls durch eine fertige L6sung von
Gibco/Invitrogen ersetzt.

3.1.14 Deletion der Selektionskassette in dem CD22-ITIM-
KO Klon YFtar12B5

Das weitere Vorgehen wurde von verschiedenen Uberlegungen bestimmt. Es war
anscheinend nicht méglich, rekombinante Klone mit den C57BL/6 Vektoren in der stabileren
Zelllinie BALB/c-I zu erhalten. Deshalb musste auf C57BL/6-Ill zurtickgegriffen werden. Es
machte, wie in 3.1.11 geschildert, nur Sinn, Cre-deletierte Klone aus C57BL/6-Ill zu
injizieren. Vollstdndig charakterisierte und Cre-deletierte Subklone lagen bis dahin nur von
dem CD22-ITIM-KO Mutterklon YFtar3F1 vor. Da bereits die Injektion dieses Mutterklones
keine Chimaren Tiere ergab, wurde die Wahrscheinlichkeit eines Erfolgs mit Cre-deletierten
Subklonen als gering eingestuft.

Da bei der Injektion des CD22-ITIM-KO Klons YFtar12B5 auf Anhieb chimare Tiere erhalten
wurden, wurde beschlossen, Cre-deletierte Subklone von diesem Klon zu erzeugen, und
diese in Blastozysten zu injizieren. Nach Transfektion mit pMCCreN und nachfolgender
Selektion mit Ganciclovir gab es nur sehr wenige Uberlebende Klone, und diese wiesen nicht
das erwartete Resultat in der PCR auf, sondern nur eine Wildtyp-Bande. Anzumerken ist
dabei, dal} die Plasmid-DNA nicht aus genau derselben, bereits auf erfolgreiche Cre-
Deletion getesteten Praparation stammte, die urspringlich verwendet wurde. Diese Charge
war noch von Lars Nitschke in Freiburg hergestellt und getestet worden. Die jetzt verwendete
Charge war dagegen nicht vorgetestet. Zunachst wurde diesem Umstand aber wenig
Bedeutung beigemessen.

Um toxische Abbauprodukte der relativ alten Ganciclovir Charge auszuschlief3en, wurde eine
neue mit dem gleichen Resultat eingesetzt. pMCCreN wurde daraufhin neu prapariert. Das
alte, getestete Plasmid wurde neu transformiert und zwei verschiedene
Plasmidpraparationen hergestellt. Zwei weitere wurden von Klonen aus einem Glycerinstock
des urspringlichen Plasmids gemacht. Alle vier Plasmide wurden mittels Transfektion einer
ES-Zelllinie getestet, bei der nach Cre-Deletion eines Fragments ein lacZ-Reportergen
aktiviert wird. Leider konnte das mit Sicherheit funktionierende Plasmid nicht mit getestet
werden, weil nur noch sehr wenig DNA vorhanden war. Die Praparation, die als am besten
getestet wurde, wurde fur eine neuerliche Transfektion von YFtar12B5 verwendet, wiederum
ohne Erfolg.

Ganciclovir zeigt einen sog. ,bystander effect, was hier bedeutet, dal® bei Expression der
HSV-tk in wenigen Zellen eines Verbandes phosphoryliertes Ganciclovir durch Gap-
Junctions in Nachbarzellen gelangen und diese téten kann. Um zu verhindern, dal® alle
Kolonien aufgrund residualer HSV-TK-Molekdle in der urspringlichen Zelle sterben, wurde
die Selektion in der nachsten Transfektion erst 60 h nach der Elektroporation begonnen.
Dies resultierte zwar in deutlich mehr Uberlebenden Klonen, keiner von diesen zeigte aber
das richtige PCR-Ergebnis. Auch eine Anderung des Transfektions-Protokolls, nach dem die
Klone vor Einsetzen der Selektion trypsiniert und damit vereinzelt werden, brachte keinen
Erfolg.

Um prinzipielle Fehler auszuschlie®en, wurden parallel die loxP-Sequenzen der Targeting-
Vektoren getestet, und die loxP-Sequenzen von YFtar12B5 sowie die obere Bande von einer
alten Cre-PCR eines erfolgreich Cre-deletierten CD22-ITIM-KO Subklones sequenziert. Die
loxP-Sequenzen erwiesen sich als funktionell (Details des Tests s. Materialien und
Methoden), und die Sequenzen waren wie erwartet.
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Daraufhin wurden eine Reihe alternativer Expressionsplasmide fiir die Cre-Rekombinase
beschafft. Eine Version des urspringlichen Plasmids pMCCre erhielten wir von Klaus
Rajewsky, Markus Mohrs (pMCCreN), und Michael Sendtner. pCMVCre war ein Geschenk
von Burkhard Kneitz, pCX-NLSCre erhielten wir von Andras Nagy. Die Plasmide pMCCre
von Michael Sendtner und pCX-NLSCre von Andras Nagy wurden zuerst getestet, und es
konnten sofort Cre-deletierte Subklone von YFtar12B5 mit beiden Plasmiden gewonnen
werden.

3.1.15 Neue Transfektionen in C57BL/6-lll

Unter dem Gesichtspunkt der verbesserten Kulturbedingungen und der nochmals optimierten
PCR wurden nochmals neue Transfektionen von pCD22-ITIM-KO und pCD22-ex12-Stop in
C57BL/6-1Il durchgefihrt.

Bei der Transfektion mit pCD22-ITIM-KO wurden zunachst zwei Klone von 500 per PCR als
homologe Rekombinante identifiziert (Transfektion 11/00). Einer von beiden wuchs jedoch
nicht. Die Charakterisierung von YFtar29D2 wahrend der Sequenzierungen war zweifelhaft,
so dall mit diesem Klon nicht weitergearbeitet wurde. Das PCR-Produkt zur direkten
Sequenzierung der Mutation in Exon 13 konnte nicht korrekt amplifiziert werden. Die
Transfektion von pCD22-ex12-Stop brachte 11 PCR-positive Klone von 400 gescreenten.

3.1.16 Blastozysteninjektion von CD22-ITIM-KO Klonen
nach Cre-Deletion

Die Deletion der Selektionskassette aus dem CD22-ITIM-KO Klon YFtar12B5 war, wie
beschrieben (s. Abschnitt 3.1.14), mit sehr viel Arbeit und Zeitaufwand verbunden. Bis zur
Lésung der Probleme wurde daher versucht, Cre-deletierte Subklone des friher nicht
erfolgreich injizierten (s. 3.1.10) Klons YFtar3F1 zu injizieren. Es wurde auf die Klone
YFTar3F1CreC/B2 und YFTar3F1CreC/B4 zurickgegriffen. Die Aussicht auf Erfolg wurde
angesichts der friheren Ergebnisse als eher gering eingestuft. Es bestand aber die
Mdglichkeit, daR im Gegensatz zu dem Mutterklon einzelne der Tochterklone noch Potential
zur Erzeugung Chimarer und zur Keimbahntransmission besaf3en (s. auch Diskussion 4.1.2).

Die Injektion von YFTar3F1CreC/B2 und YFTar3F1CreC/B4 fand sowohl bei B. Ledermann,
als auch in unserem Institut durch Dr. Burkhard Kneitz statt. Bei Injektion hatte
YFTar3F1CreC/B4 die Passage Ps,. Die Injektionsserie bei B. Ledermann ergab nichts. Ein
Wourf der von B. Kneitz injizierten Serie enthielt 8 Tiere. 4 davon waren chimar, 3 von diesen
waren Mannchen mit einem geschatzten Chimerismus von 60%, 40% bzw. 20% (s. Abb. 16).
Eins der Tiere war weiblich und ungefahr zu 20% chimar. Die Tiere erhielten die
Bezeichnungen C1-C4. In einer spateren Injektionsserie ergab ein anderer Subklon von
YFTar3F1, YFTar3F1CreB1 einen Wurf von 4 Tieren mit einem zu ca. 50% chimaren
Mannchen (C5).

Als die Probleme mit der Cre-Deletion Uberwunden waren, und deshalb Cre-deletierte
Subklone von YFTar12B5 generiert werden konnten, wurden auch hier Injektionen
vorgenommen. 4 verschiedene Subklone wurden von B. Kneitz injiziert
(YFTar12B5CreS2A5, S2F4, S3A7, S3D8), 2 andere von B. Ledermann (S2C8, S1C8). Die
Injektion von YFTar12B5CreS2F4 ergab einen Wurf mit 7 Tieren, darunter ein sehr
hochchiméares (ca. 90%). Dieses verstarb aber binnen weniger Tage nach der Geburt.
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Abb. 16: Chimare Mannchen aus einer Injektion des CD22-ITIM-KO Klons YFtar3F1CreC/B4.
Geschatzter Chimerismus der Tiere: a) Chimares C1, ca. 60%, b) Chimares C2, ca. 40%. Beide Tiere
wurden mit C57BL/6 Weibchen verpaart. Keines der chimaren Tiere (insges. 5, s. Text) gab die
Mutation durch die Keimbahn weiter.

Die Chimaren wurden mit C57BL/6 Mausen verpaart. Keimbahntransmission der ES-Zellen
ist in diesem Fall an der schwarzen Fellfarbe der Nachkommen zu erkennen. Stammt
dagegen die befruchtende Keimzelle von der BALB/c-Blastozyste ab, so ist die Fellfarbe des
entsprechenden Nachkommen braun. Mit keinem der hier erhaltenen chimaren Tiere wurde
Keimbahntransmission erhalten.

Aus einem vergleichbaren Knockin-Projekt in unserer Arbeitsgruppe mit der gleichen ES-
Zelllinie gingen auch chimare Mause hervor. Auch hier gab es keine Keimbahntransmission.

Zum Vergleich wurde in unserer Gruppe das Potential zur Keimbahntransmission der
urspringlichen ES-Zelllinie getestet. Dazu wurden die jingsten uns zur Verfligung
stehenden Zellen (P44) Uber 5 Passagen unter den Ublichen Bedingungen kultiviert, und dann
in BALB/c Blastozysten injiziert. Es ergab sich ein Wurf mit 4 chimaren Mannchen mit einem
Chimerismus von ca. 95% (B6-3), 90% (B6-2), bzw. 90% (B6-1). Die Tiere wurden mit
BALB/c Weibchen verpaart. Keimbahntransmission ist dann an der braunen Fellfarbe der
Nachkommen zu erkennen (C57BL/6 x BALB/c = Agouti). Mit B6-3 wurde sofort in der ersten
Verpaarung Keimbahntransmission erhalten. Von 6 Nachkommen waren 4 Agouti. Eines der
anderen Tiere (B6-1) war steril. Das andere (B6-2) hatte Nachkommen, aber alle mit weiler
Fellfarbe (BALB/c).

3.1.17 Transfektionen in anderen Zelllinien — E14Tg2a

Als weitere alternative ES-Zelllinie zu C57BL/6-1ll und BALB/c-l1 wurde uns wahrend der Zeit
der Injektionen mit verschiedenen C57BL/6-11l CD22-ITIM-KO und CD22-Tailless Klonen die
sehr weit verbreitete ES-Zelllinie E14Tg2a von Michael Sendtner zur Verfigung gestellt. Der
genetische Hintergrund dieser Zelllinie, 129/ola, ist bedeutend naher an BL/6 als der von
BALB/c. Bei einer Transfektion von pCD22-ITIM-KO konnte unter 600 gescreenten Klonen
kein positiver gefunden werden. Auch bei einer spateren Transfektion mit pCD22-ex12-Stop,
das in BL/6 eine bedeutend héhere Frequenz korrekter Rekombination gezeigt hatte, wurde
bei 650 gescreenten Klonen kein PCR-positiver Klon erhalten.

3.1.18 Transfektionen in nicht-isogene Zelllinien mit
umgebauten Targeting-Vektoren

Die Frequenz der homologen Rekombination des C57BL/6 Targeting-Vektors pCD22-ITIM-
KO in der Zelllinie C57BL/6-Ill (2,3%) war gegenuber der von pCD22-ex12-Stop (0,375%)
ca. 6 mal geringer. In nicht-isogenen Zelllinien fallt diese Frequenz normalerweise noch
weiter ab. Um die Wahrscheinlichkeit der homologen Rekombination in E14Tg2a, einer
129/ola Zelllinie, zu erhdhen, sollte der lange Arm des Vektors mit einem mdglichst gro3en
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Stlick 129/ola-DNA verlangert werden. Da uns das CD22 Gen in 129/ola nicht kloniert zur
Verfugung stand, und das Screenen z.B. einer Phagen-Bibliothek sehr arbeits- und
zeitaufwendig gewesen ware, sollte eine PCR-Strategie entworfen werden.

Ausgangspunkt war dabei die Suche nach einer geeigneten singularen Schnittstelle in Intron
10, dal® das Ende des langen Arms von pCD22-ITIM-KO bildete. Aus der bis dahin
bekannten Sequenz von CD22 ging Bpu1102I als Kandidat hervor. Die Schnittstelle war wie
erhofft singular in pCD22-ITIM-KO. Leider schnitt das Enzym aber mehrere Male 5 von Intron
10 im Vektor p1Eco, der das einzusetzende Stiick DNA enthalt.

Zur Erweiterung der Optionen wurde mit dem Primer CD22-3Sal ein Stlick des Introns 10
sequenziert, und eine Bcll-Schnittstelle in der richtigen Region gefunden. Da die Schnittstelle
methylierungssensitiv ist, muftten pCD22-ITIM-KO und p1Eco fiir einen Test zunachst in
einen Dcm-Methylase-negativen Bakterienstamm transformiert werden. Hier wurde
E.coliJM110 verwendet. Im Testverdau von pCD22-ITIM-KO bestatigte sich die Schnittstelle
als singular. p1Eco wurde durch das Enzym in ein 3 kb und ein 9 kb Fragment geteilt.

Zur gleichen Zeit wurde, um mehr Sequenzinformation zu gewinnen eine ausfihrliche
Datenbankrecherche im Internet durchgefiihrt. Zur Zeit des Beginns des Projekts in Freiburg
durch Elke Martinez stand solch eine Information noch nicht zur Verfligung. Es bestand aber
die Mdoglichkeit, dal sich dieser Umstand aufgrund der zahlreichen Sequenzierprojekte
geandert haben mochte. Eine BLAST-Suche mit einem 81 nt Abschnitt von Intron 10 in der
High-Troughput Genome Sequence (HTGS) Datenbank des NCBI resultierte in zwei noch
unbearbeiteten Sequenzdateien mit 21 bzw. 34 ungeordneten ununterbrochenen
Sequenzabschnitten (AC087143.1 und ACO079472.1). Einer der ununterbrochenen
Sequenzabschnitte der Datei AC087143.1 enthielt fast die vollstandige CD22 Sequenz (von
Exon 3 bis Exon 15). Anhand dieser Sequenz wurde eine Klonierungsstrategie fir den
verlangerten pCD22-ITIM-KO Vektor entwickelt.

Aus genomischer DNA von E14Tg2a wurde mit den Primern CD22YFext3'1 und
CD22YFext5'2 ein 5 kb Produkt amplifiziert. Dazu wurde das Expand High Fidelity System
von Roche, eine Polymerase mit proof-reading-Aktivitat speziell fir die Amplifikation langer
Produkte verwendet. Das Produkt wurde mit BamHI und Bcll geschnitten, und mit Bcll-
verdautem pCD22-ITIM-KO ligiert. Klone wurden mit einem PCR-Screening mit den Primemn
CD22in10-3 und CD22YFext3'1 auf vorhandenes Insert und richtige Orientierung geprift. 3
Klone wurden ausgewahlt (YFext9, YFext12, und YFext17), DNA dieser Klone wurde
prapariert, und die erfolgreiche Klonierung wurde mit Testverdauen bestatigt. Die Exons 8, 9,
und 10 dieser Klone wurden sequenziert. Daftir wurden zunachst PCR-Produkte von jedem
Klon mit den Primern CD22ex8seq und CD22ex9seq bzw. CD22ex8seq und CD22ex10seq
amplifiziert. Die Sequenzierung folgte dann mit den Primern CD22ex8seq, CD22ex9seq bzw.
CD22ex10seq. Der Klon YFext17 enthielt eine Mutation in einem Exon, die Klone YFext9
und YFext12 waren korrekt. Die Introns wurden soweit in der Sequenzierung lesbar
untereinander verglichen und stimmten Uberein.

Der entstandene Vektor erhielt die Bezeichnung pCD22-ITIM-KO-ext. Nach Linearisierung
mit Spel am langen Arm und Pvul am kurzen Arm ist der lange Arm 5,3 kb lang, im
Gegensatz zum Vorlaufervektor mit 2,27 kb. Die Verlangerung besteht aus DNA aus einem
129 Mausstamm. Beides sollte die Wahrscheinlichkeit der homologen Rekombination in
einer 129 ES-Zelllinie stark erhdhen. Bei Linearisierung wie eben beschrieben bleiben am
langen Arm keine Plasmidsequenzen, und am kurzen Arm die gleichen Sequenzen zurtick
wie nach Linearisierung des Ursprungsvektors pCD22-ITIM-KO mit Pvul.

Eine Transfektion mit pCD22-ITIM-KO-ext wurde im Labor von Dr. Burkhard Kneitz in der
Zelllinie WW6 durchgefiihrt (loffe et al. 1995). Das geschah, weil zu diesem Zeitpunkt nicht
genau klar war, ob die schlechten Injektionsergebnisse auf die Zelllinie, oder auf die
Kulturbedingungen in unserem Labor zurickzufiihren waren. Samtliche ES-Zell Arbeiten
sollten deshalb in einem anderen Labor unter den dortigen Bedingungen durchgefuhrt
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werden. Die Zelllinie WW6 hat einen gemischten Hintergrund mit ca. 75% 129/Sv, 20%
C57BL/6, und 5% SLJ. Aus einer Transfektion von pCD22-ITIM-KO-ext Vektors in der
Zelllinie WW6 konnten ebenfalls keine homologen Rekombinanten gewonnen werden.

Vor weiteren Versuchen in 129 ES-Zelllinien wurde der Vektor pCD22-YFext ein weiteres
Mal umgebaut. Durch die Cre-Deletion in vitro gingen bisher alle Klone bis zur Injektion
durch zwei Elektroporationen und durch zwei Selektionen. Die Zeit in Kultur und die
Belastung durch die Transfektionen und Selektionen sollte verringert werden. Abweichend
von der urspringlichen Strategie wurde deshalb nach einem Weg gesucht, das HSV-tk-Gen
aus dem fertigen Vektor zu entfernen. Damit sollte erreicht werden, dall die
Blastozysteninjektion der Klone sofort nach homologer Rekombination stattfinden kann, da
die Gefahr von Infertilitdt der mannlichen Chimaren durch Expression der HSV-tk dann nicht
mehr gegeben ist. Die Deletion der neo-Kassette sollte dann in vivo durch Cre-Deleter
Mause stattfinden.

Durch die nun vorhandene vollstandige Sequenz war der Weg fiir eine Entfernung des HSV-
tk Gens offen. Uber die Schnittstellen BsiW| und BspEl wurde der groRte Teil des Gens
entfernt. Mittels Klenow-Polymerase wurden die Uberhdngenden Enden aufgefiillt, und dann
ligiert. Der entstehende Vektor erhielt die Bezeichnung pCD22-ITIM-KO-ext-tk. Abb. 17 zeigt
den Ursprungsvektor pCD22-ITIM-KO und den umgebauten Vektor im Vergleich.

Eine erste Transfektion in E14Tg2a brachte bei 960 getesteten Klonen keine homolog
rekombinanten Klone. An dieser Stelle wurde die Arbeit aus Zeitgriinden nach 4 Jahren nicht
mehr weitergefiihrt. Einen Uberblick Uber samtliche Transfektionsexperimente und
Blastozysteninjektionen geben die Tabellen 1 und 2.

3.1.19 Ein Ausblick

Es ergeben sich mehrere mégliche Wege, das Projekt der Herstellung einer CD22-ITIM-KO
Mauslinie fortzufiihren. Die Verflugbarkeit der gesamten genomischen Sequenz des CD22
Gens erdffnet eine Reihe von Optionen zum Umbau der bestehenden Targeting-Vektoren.
Die Deletion des HSV-tk-Gens ermdglicht die Injektion von Zellen homolog rekombinanter
Klone ohne vorherige in vitro Cre-Deletion. Da groRe Teile der genomischen Sequenz von
CD22 (C57BL/6) zur Verfigung stehen, koénnte auch pCD22-ITIM-KO mit einem PCR-
unabhangigen Protokoll erweitert werden. Der entstehende Vektor kdnnte zur Transfektion
von C57BL/6-Ill oder anderer BL/6 ES-Zelllinien verwendet werden. Unter den optimierten
Kulturbedingungen wéare ein solches Vorgehen unter Umstanden lohnend. Alternativ dazu
konnte die Kenntnis der genomischen Sequenz von CD22 zur Klonierung eines Vektors
genutzt werden, der auf 129/ola-DNA basiert, um mit diesem Vektor homologe
Rekombinante in einer stabilen 129/ola ES-Zelllinie wie E14Tg2a zu erhalten. Eine weitere
alternative Vorgehensweise bietet sich in Isolation von Subklonen charakterisierter, und
bereits erfolglos injizierter C57BL/6-Rekombinanter. Da ES-Zell Populationen heterogen
sind, ist es moglich, dal einzelne Klone ein héheres Potential zur Keimbahntransmission
besitzen, als die Ausgangspopulation.
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Abb. 17: Zur Erhéhung der Frequenz der homologen Rekombination des C57BL/6 Vektors pCD22-
ITIM-KO in nicht-isogenen 129-ES-Zelllinien wurde der Vektor mit einem PCR-amplifizierten Stlick
E14Tg2a-DNA verlangert. Voraussetzung war das Finden einer fast vollstandigen Sequenz von Maus-
CD22 bei einer Datenbankrecherche. Mit der Zwischenstufe der beiden im Bild dargestellten Vektoren
pCD22-ITIM-KO-ext (nicht dargestellt) wurde ein Targeting-Experiment in der ES-Zelllinie WW6
durchgefihrt (s. Text).
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Anzahl
Konstrukt | ES-Zelllinie | gescreente PCR_ . SVCR hi gvi)uthern Bezeichn.
Klone positive iederhlg. ot

Tailless M12 2.1,

(03/99) C57BL/6-111 | 300 8 - 4 23 41,42

ITIM-KO YFtar3F1,

(11/99) C57BL/6-111 | 500 5 3 3 AE6. 10E3

Tailless M12 8D1,

(05/00) C57BL/6-111 | 200 3 2 2 10D5

ITIM-KO YFtar12B5,

(05/00) C57BL/6-111 | 150 2 2 2 19A4

ITIM KO

(06/00) C57BL/6-111 | 400 0 - - -

gednderte Kulturbedingungen: Neues Medium, PBS, Pen/Strep, Gin, B-ME

ITIM-KO

(08/00) BALB/c-l 600 0 - - -

Wdhlg. nach

PCR-Optim. 150 ! 0 J J

Tailless

(08/00) BALB/c-l 600 1 0 - -

Wdhlg. nach

PCR-Optim. 600 ’ 0 - -

ITIM-KO YFtar29D2,

(11/00) C57BL/6-111 | 500 6 2 - 30F1
M12  15F5,
17B3,17B7,

Tailless 17C7,18A3,

(11/00) C57BL/6-111 | 400 12 11 - 18B5.19A1.
19F2,21C4,
21E5,21E6

ITIM-KO

(02/01) E14Tg2a 500 2 0 - -

Tailless

(07/01) E14Tg2a 650 2 0 - -

Umbau Targeting-Konstrukt pCD22-ITIM-KO — pCD22-ITIM-KO-ext-tk, Verwendung ESGRO

ITIM-KO

(10/01) WW6 400 0 - - -

ITIM-KO E14Tg2a 960 0 - - -

Tab. 1: Uberblick Gber samtliche Gene-Targeting Experimente dieser Doktorarbeit und die dabei
gewonnenen homolog rekombinierten Klone



Monat/Jahr | Klon Passage Injektor Junge Verpaarung
M12 2.3 ca. P3 B. .
05/00 M12 4.1 ca. P Ledermann keine .
06/00 YFtar3F1 | ca. Py B. keine .
Ledermann
09/00 M1210D5 |ca. Py B. keine .
Ledermann
mit BL/6,
B keine
09/00 YFtar12B5 |ca. Py7 ) 2 Chimare Keimbahn-
Ledermann T .
ransmissio
n
YFtar3F1Cre
C/B2 ca. Pz B.Kneitz | keine :
12/00 8 Junge 4 mit BL/6,
YFtar3F1Cre | . o B. Kneit g 98 %l keine
C/B4 ca Tz -rneitz avon Keimbahn-
chimar .
transmission
YFtar3F1Cre ca. Psy keine )
12/00 c/B2 B.
YFtar3F1Cre ca P Ledermann Keine i
C/B4 32
01/01 \éréazmg /Eare ca. Py, B. Kneitz 2 tote, 6 tote |-
5 Junge, 1 miF BL/6,
03/01 ;I:tar3F1Cre ca. P3, B. Kneitz dayog ‘P((zirr]:bahn-
chimar .
transmission
YFtar12B5 7, 1 hoch-
03/01 Cre S2F4,|ca. Py B. Kneitz chimar -
S2A5 (gestorben)
YFtar12B5 B
04/01 g;eCS S2C8, | ca. Py Ledermann keine -
YFtar12B5
05/01 Cre S1F7,|ca. Py B Kneitz keine -
S2F7
YFtar12B5
07/01 Cre S1A1,|ca. Py B Kneitz keine -
S3A7, S3D8
08/01 \él:;aslgésBS ca. Py B. Kneitz keine -
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Tab. 2: Uberblick Uber alle wahrend dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Blastozysteninjektionen von

homolog rekombinierten und vollstdndig charakterisierten ES-Zell-Klonen
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3.2 Transfektionsexperimente mit einem CD22-
ITIM-KO cDNA-Konstrukt in einer B-Zelllinie

Von der CD22-ITIM-KO Mauslinie wurde erwartet, dal die Phosphatase SHP-1 nicht mehr
an CD22 binden kann. Da die Generierung neuer Mauslinien sehr arbeitsintensiv und
langwierig ist, wurde angestrebt, die Funktionalitat des CD22-ITIM-KO Targeting-Konstrukts
noch vor oder wahrend der Generierung der ITIM-KO Knockin-Maus durch Expression eines
aquivalenten cDNA-Konstruktes in einer geeigneten Zelllinie zu testen. Dabei sollte zunachst
Aufschlul Uber die korrekte Expression des CD22-Molekils mit der veranderten
cytoplasmatischen Domane gewonnen werden. Zusatzlich sollte die Tyrosin-
Phosphorylierung von CD22-ITIM-KO nach BCR-Stimulation untersucht werden. Aul3erdem
sollte gezeigt werden, dall die Bindung von SHP-1 an CD22 in CD22-ITIM-KO nicht mehr
funktioniert, und daher tatsachlich von den ITIMs abhangig ist.

Als Modellsystem wurde die Zelllinie J558Lum3 gewahlt, eine stabil mit einem B-Zell
Rezeptor des IgM-Isotyps mit Spezifitat flir das NP (4-Hydroxy-3-Nitrophenyl)Acetyl)-Hapten
transfizierte Variante der Zelllinie J558L (Wienands et al. 1996). J558L ist abgeleitet von
einem Maus Plasmazell-Tumor (Myelom, Plasmozytom). Wie in anderen Plasmozytomen, so
ist auch in J558L die Expression einer Reihe von B-Zell Oberflachenmarkern wie CD19,
CD20, CD21, CD22, CD40 und CD45 abgeschaltet. Viele der fur die intrazellulare BCR-
Signaltransduktion essentiellen proximalen Komponenten sind in J558L dagegen noch
vorhanden, wie z.B. die Src-Kinase Lyn, Syk, Btk, das Adaptormolekul BLNK und andere.
Stimulation oder Kreuzvernetzung des BCRs auf BCR-Transfektanten fihrt zu normaler
Aktivierung von PTKs und zur Tyrosin-Phosphorylierung vieler dieser signaltransduzierenden
Proteine (Kim et al. 1993).

J558L hat den Vorteil, dall kein endogenes CD22 vorhanden ist. Deshalb kdnnen
Transfektanten mit veranderten Formen von CD22 erzeugt, und die Tyrosin-
Phosphorylierung und SHP-1 Assoziation der CD22-Mutanten ohne stérenden Hintergrund
untersucht werden.

Noch wichtiger ist die Abwesenheit von endogenem CD22 fiir eine eventuelle Untersuchung
des Einflusses von CD22-Mutanten auf die B-Zell Signaltransduktion. Da in J558Lum3 nach
BCR-Stimulation kein Ca*-Signal erzeugt wird, muR bei einem funktionellen Test ein
alternativer Parameter beobachtet werden. Ein weiteres mit den CD22-ITIM-KO
Transfektanten geplantes Experiment war daher Untersuchung der Abhangigkeit des Effekts
der ITIMs von CD22 auf die Phosphorylierung des fiir das BCR Ca?**-Signal wichtigen
Adaptormolekiils BLNK. Versuche von Judith Gerlach in unserer Arbeitsgruppe in J558L
deuteten vor Aufnahme der Experimente mit dem CD22-ITIM-KO Konstrukt darauf hin, dal
BLNK in CD22 Transfektanten spater und weniger effizient Tyrosin-phosphoryliert wird, als
ohne CD22. Wichtige Voraussetzung fur diesen Effekt schien die gleichzeitige Expression
von o2,6-Sialyltransferase und «2,6-Sialinsaure auf der Zelloberflache zu sein. Als
Mechanismus wurde Bindung und Aktivierung der PTPase SHP-1 durch die phosphorylierten
ITIMs von CD22 und daraus resultierende Dephosphorylierung von BLNK durch SHP-1
vermutet. In J558Lum3 und in einer anderen B-Zelllinie war BLNK bereits als Substrat fir
SHP-1 identifiziert worden (Mizuno et al. 2000; Adachi et al. 2001).

Im Lauf der Transfektionen und der Charakterisierung der Transfektanten stellte sich jedoch
heraus, daR die Anderung der BLNK-Phosphorylierung weder mit dem Vorhandensein von
CD22 noch mit dessen Expressionslevel korreliert werden konnte. Bei den urspriinglichen
Experimenten, die zu dieser Annahme geflihrt hatten, war offensichtlich mit einer Reihe von
Klonen gearbeitet worden, die =zufallig geringere BLNK-Phosphorylierung bei CD22
Expression ergaben. Trotz dieser Resultate wurde die BLNK Phosphorylierung nach BCR
Stimulation bei mehreren CD22-ITIM-KO Klonen untersucht (s. unten).
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3.2.1 Klonierung eines CD22-ITIM-KO Expressionsvektors

fur die B-Zelllinie J558Lum3

Ausgehend von einem Expressionsvektor mit der cDNA fir Wildtyp-CD22 aus C57BL/6,
pcDNA3.1(+)ZeoCD22wt, wurde ein Expressionsvektor mit zerstorten ITIMs hergestellt.
pcDNA3.1(+)ZeoCD22wt basiert auf dem Expressionsvektor pcDNA3.1(+)Zeo von Invitrogen
(Karlsruhe). pcDNA3.1(+) hat einen hCMV-Promotor fiir ubiquitare, starke Expression und
ein Polyadenylierungssignal.

Die Mutationen in Exon 15 von CD22 wurden mit den Mutageneseprimern CD22-15mut1
bzw. CD22-15mut2 und den Primern Amp2 bzw. Amp1 wie unter 2.2.1.18 beschrieben
eingefuhrt. Kolonien wurden mittels Kolonie-Screening und Sall-Verdau der PCR-Ansatze
auf Vorhandensein der Mutation gepruft. Die Sall Schnittstelle wurde dabei durch das
Mutagenese-Primerpaar generiert. DNA von 4 positiv getesteten Kolonien wurde prapariert,
und der Abschnitt zwischen den singularen Schnittstellen Bsu361 und Notl sequenziert. Einer
der Klone mit Mutation und ohne Amplifikationsfehler wurde ausgewahlt und erhielt die
Bezeichnung pcDNA3.1Zeo(+)CD22-15mut.

Zur EinfGhrung der Mutation in Exon 13 wurde aquivalent mit den Primerpaaren CD22-
13mut1/Amp2 bzw. CD22-13mut2/Amp1 verfahren. Die PCR-Produkte aus Kolonien nach
Transformation wurden hier mit Sspl getestet. Einer der korrekten Klone wurde ausgewahlt
und erhielt die Bezeichnung pcDNA3.1Zeo(+)CD22-13mut.

Ein 460 bp-Bsu36l/Psyl-Fragment aus pcDNA3.1Zeo(+)CD22-13mut und ein 250 bp-
Psyl/Notl-Fragment aus pcDNA3.1Zeo(+)CD22-15mut wurden mit Bsu361/Notl verdautem
und dephosphoryliertem pcDNA3.1(+)ZeoCD22wt ligiert. Klone wurden wiederum mit PCR
und Restriktionsverdau auf das Vorhandensein der richtigen Inserts gepruft. Zwei
gleichwertige Klone wurden zur weiteren Untersuchung ausgewahlt. Restriktionsverdaue und
Sequenzierung bestatigten die Korrektheit beider Klone. Der fertige Vektor erhielt die
Bezeichnung pcDNA3.1(+)ZeoCD22-ITIM-KO.

3.2.2 Erzeugung stabiler Transfektanten

Zum Zeitpunkt der Transfektionen wurde es aus oben genannten Griinden als wichtig
erachtet, Experimente zur Signaltransduktion in CD22/Sialyltranferase Doppeltransfektanten
durchzufihren. 8ASia-Zellen (8ASia= stabile Sialyltransferase-Transfektanten von
J558Lum3) wurden mit pcDNA3.1(+)ZeoCD22-ITIM-KO-4 wie unter 2.2.6 transfiziert. Klone,
die die Selektion mit Zeocin (CD22-ITIM-KO) und G418 (Sialyltransferase) uberlebt hatten,
wurden als einzelne Foci nach ca.14 Tagen sichtbar. 50 Klone wurden isoliert, und im FACS
auf Expression von IgM, CD22, und a2,6-Sialinsaure gepruft.

Der Test im FACS zeigte, da® auch das veranderte CD22 mit zerstérten ITIMs auf der
Oberflache der J558L-Zellen exprimiert wurde, so dal} davon ausgegangen werden konnte,
daR dies auch bei einem CD22-ITIM-KO Mausmodells der Fall sein wirde. Einzelne Klone
wurden flr weitere Experimente ausgewahlt. In Abbildung 18 ist als Beispiel die Expression
von CD22 und a2,6-Sialinsdure der Klone J558L-CD22-ITIM-KO 4A1 und 6D4 in
Histogrammen gezeigt.

3.2.3 Tyrosinphosphorylierung und SHP-1 Assoziation in
CD22 ITIM KO

Zur Untersuchung des Einflusses der Zerstérung der ITIMs auf die Tyrosinphosphorylierung
von CD22 und die Assoziation von SHP-1 im J558Lum3-System wurden je zwei CD22-ITIM-
KO/ Sialyltransferase (Klone 4A1 und 6D4) und zwei CD22wt/Sialyltransferase
Doppeltransfektanten (Klone Ib.D4 und Vb.C3) mit laut FACS &hnlicher IgM, CD22, und
Sialinsaureexpression mit NP-BSA stimuliert wie beschrieben (2.2.7). Nach 0 min bzw. 3 min
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Stimulation wurde CD22 mit anti-CD22 Antiserum (Kaninchen anti-Maus) in Kombination mit
Protein A-Sepharose prazipitiert, und nach gelelektrophoretischer Auftrennung auf
Nitrocellulosemembran transferiert. Auf der oberen Membranhélfte wurde Tyrosin-
phosphoryliertes CD22 nachgewiesen (Abb. 18). Im Fall der durch Phenylalanine ersetzten
Tyrosine in den ITIM-Motiven im cytoplasmatischen Anteil von CD22 war keine Tyrosin-
Phosphorylierung von CD22 detektierbar.

Das vollige Fehlen jeglicher Tyrosinphosphorylierung koénnte eventuell auf eine unter
physiologischen Umstanden bevorzugte Phosphorylierung der ITIM-Motive zurlickzufihren
sein. Welche der Tyrosine von CD22 jedoch in welchen physiologischen Situationen
phosphoryliert werden, ist bislang nicht bekannt.

Es ist bekannt, dafl die ITIM-Tyrosine (5 und 6) die Hauptbindungsstelle fir die Src-Kinase
Lyn bilden, die verantwortlich fur den Grofteil der Phosphorylierung von CD22 ist. Das
Fehlen dieser Hauptanheftungsstellen fur Lyn bietet ebenfalls eine Erklarung fir die nicht
beobachtbare Tyrosin-Phosphorylierung von CD22-ITIM-KO (s. ausflihrlicher Diskussion,
Punkt 4.2).

Die erfolgreiche Immunprazipitation von CD22 wurde in einer zweiten Anfarbung desselben
Membranstiickes Uberprift. Die CD22-Expressionslevel der Klone 4A1 und Vb.C3 sind laut
FACS-Farbung genau gleich. Das gleiche gilt fiir die Klone 6D4 und Ib.D4. Der Test zeigt,
daR trotz gleicher Expression laut FACS-Farbung deutlich weniger CD22 von den CD22-
ITIM-KO Transfektanten 4A1 und 6D4 prazipitiert wurde, als von den Wildtyp-Transfektanten
Ib.D4 und Vb.C3. Da CD22 nicht nur an der Zelloberflache, sondern auch im Zellinneren
gefunden wird, ist es denkbar, dal} sich trotz ahnlicher Expressionslevel von CD22wt und
CD22-ITIM-KO auf der Oberflache der Zellen die intrazellulare Expression der Wildtyp-Form
erheblich von der von CD22-ITIM-KO unterscheidet.

Es ist ebenfalls mdglich, dal das Kaninchen Anti-CD22 Antiserum, das fir die
Immunprazipitation verwendet wurde, das veranderte CD22-Molekil aufgrund von
Konformationsanderungen in der cytoplasmatischen Doméane schlechter erkennt, als das
Wildtyp-Molekul. Fir die FACS-Anfarbung wurde dagegen ein monoklonaler Antikdrper
verwendet, bei dem ein solcher Effekt, da nur ein bestimmtes Epitop der extrazellularen
Domane erkannt wird, nicht auftreten wirde. Der untere Membranteil wurde auf mit CD22
koprazipitiertes SHP-1 getestet. Bei zerstorten ITIMs wurde kein SHP-1 mit CD22
kopréazipitiert. Dies steht in Ubereinstimmung mit der nicht nachweisbaren Tyrosin-
Phosphorylierung von CD22-ITIM-KO. Obwohl quantitativ weniger CD22 von den CD22-
ITIM-KO-Klonen prazipitiert wurde, sollte SHP-1 im Falle von nennenswerter Assoziation
trotzdem noch nachweisbar sein, was nicht der Fall ist.

Obwohl die Phosphorylierung von BLNK nach Stimulation mit NP-BSA in den Experimenten
von Judith Gerlach mit CD22wt/Sialyltransferase Doppeltransfektanten nicht mit den
Expressionsleveln von IgM, CD22wt, und a2,6-Sialylinsdure korreliert werden konnten (s.
3.2), wurde ein aquivalentes Experiment mit CD22-ITIM-KO/Sialyltransferase
Doppeltransfektanten durchgefihrt. Auch hier konnte kein Zusammenhang zwischen der
BLNK-Phosphorylierung und der Expression von CD22-ITIM-KO, IgM und Sialyltransferase
gefunden werden (nicht gezeigt).

Zusammenfassend konnten aus dem hier verwendeten System wichtige Erkenntnisse
gewonnen werden. Zunachst wurde gezeigt, da} auch das CD22 Molekul mit zerstorten
ITIMs, und damit moglicherweise veranderter Feinstruktur der cytoplasmatischen Domane,
problemlos auf der Zelloberflache exprimierbar ist. Dies ist ein wichtiger Test im Rahmen
einer Fortfuhrung der Generierung einer CD22-ITIM-KO Knockin-Mauslinie. Auflerdem
wurde in diesem System, wie in anderen vorher, gefunden, dal} die ITIMs fur die Bindung
von SHP-1 verantwortlich sind. Deshalb ist auch die Funktionalitit des Gene Targeting
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Kontrolle

Abb. 18: Oberflachenexpression von CD22 und a2,6-Sialinsaure auf den fir die Untersuchung der
Tyrosinphosphorylierung und SHP-1 Assoziation von CD22 ausgewahlten J558L-CD22-wt und J558L-
CD22-ITIM-KO Klonen. Die Expression der Oberflachenmarker ist als Histogramm dargestellt, die MFI
ist fr jedes Histogramm angegeben.
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Abb. 19: Tyrosinphosphorylierung und SHP-1 Assoziation von CD22 nach BCR Stimulation. CD22-
ITIM-KO bzw. CD22-wt transfizierte J558L Zellen wurden mit NP-BSA fiir die angegebenen Zeitrdume
stimuliert. Nach Immunprazipitation von CD22 wurde die Tyrosinphosphorylierung, die Koprazipitation
von SHP-1, und die Effizienz der Immunprazipitation im Western Blot untersucht. anti-P-Tyrosin: anti-
Phosphotyrosin, NP: (4-Hydroxy-3-Nitrophenyl)Acetyl

3.3 Maskierung und Demaskierung von CD22

Ein weiteres Teilprojekt der hier vorliegenden Arbeit beschéaftigte sich mit der Interaktion von
CD22 mit seinem Liganden a2,6-Sialinsaure in verschiedenen B-Zell Subpopulationen.
Verschiedene Formen von Sialinsdure sind weitverbreitet auf Zelloberflachen und
sezernierten Glykoproteinen. Durch ihre negative Ladung kdénnen sie z.B. Uber einen
AbstolRungseffekt unspezifische Zell-Zell-Interaktion verhindern. Sialinsduren werden jedoch
auch spezifisch von Proteinen auf der Zelloberflache, in Sadugern von Mitgliedern der Siglec-
Familie, erkannt (Kelm and Schauer 1997). CD22 ist ein Mitglied der Siglec-Familie, und
kann mit seiner N-terminalen Ig-dhnlichen Domaéane spezifisch mit o2,6-Sialinsaure
wechselwirken.

Die Identitat des oder der Sialinsaure-tragenden Liganden von CD22 ist bis heute
Gegenstand von Mutmalungen. Ebenfalls nicht bekannt ist, ob sich moégliche Liganden auf
denselben Zellen wie CD22, oder auf benachbarten Zellen befinden, oder ob beide
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Moglichkeiten vorkommen. o2,6-Sialinsaurereste tragende Proteine, und damit maogliche
Liganden fur CD22, findet man z.B. auf mit B Zellen interagierenden Zellen. So wurde CD45
auf T Zellen als Interaktionspartner vorgeschlagen. Ein anderes Beispiel ist die
Wechselwirkung von CD22 mit Sialinsdure-tragenden Liganden auf Endothelzellen des
Knochenmarks (Nitschke et al. 1999).

Auf der Oberflache von B und T Zellen ist a2,6-Sialinsaure sehr hoch exprimiert. Fir humane
B Zellen wurde gezeigt, dal® die Liganden-Bindungsstelle von CD22 von endogener a2,6sia
maskiert ist (Razi and Varki 1998). Erst durch Entfernung der Sialinsdure von der
Zelloberflache durch Behandlung mit Sialidase wurde die Liganden-Bindungsstelle von CD22
fur die Bindung einer speziellen Probe frei, die aus mehreren o2,6-Sialinsdureresten
gebunden an Polyacrylamid besteht (NeuAc-PAA). Fir eine Detektion im FACS war die
Probe  zusatzlich  biotinyliert. Mit der gleichen Probe wurde in einer
fluoreszenzmikroskopischen Studie gezeigt, da® auch CD22 auf dem allergroRten Teil der
peripheren B-Zellen von Mausen maskiert ist (Floyd et al. 2000). Es wurden auch Zellen mit
unmaskiertem CD22 gefunden, die jedoch nicht im FACS nachweisbar waren.

Es wurde kurzlich gezeigt, da® die Interaktion von CD22 mit endogener Sialinsadure wichtig
fur die inhibitorische Funktion von CD22 ist (Jin et al. 2002; Kelm et al. 2002). Maskierung
und Demaskierung kdnnten deshalb eine wichtige regulatorische Funktion auf die Inhibition
des BCR-Signals durch CD22 haben. Mdgliche Liganden auf der selben Zelle sind der B-Zell
Rezeptor, CD45, und auch CD22 selbst. Alle diese Molekile stehen auch im
Zusammenhang mit der BCR-Signaltransduktion. Maskierung koénnte aulRerdem die
Wechselwirkung von CD22 mit Liganden auf anderen Zellen (,in trans“) regulieren, zum
Beispiel mit Sialinsaure auf Cytokin-aktivierten Endothelzellen (Hanasaki et al. 1994). Fir die
Aufklarung der Funktion von CD22 ist es daher wichtig, herauszufinden, in welchen
Situationen CD22 maskiert bzw. unmaskiert ist, bzw. ob Subpopulationen von B-Zellen mit
unmaskiertem CD22 identifizierbar sind.

Um die Frage nach dem Maskierungszustand von CD22 auf unterschiedlichen B-Zell
Populationen von Mausen zu untersuchen, standen uns zwei Proben zur Verfligung. Beide
trugen, im Gegensatz zu NeuAc-PAA, die N-Glykolyl-Form von o2,6-Sialinsdure anstelle der
N-Acetyl-Form. Fir Untersuchungen mit B-Zellen von Mausen ist das von grof3em Vorteil, da
Maus-CD22 bevorzugt die N-Glykolyl-Form erkennt, wahrend humanes CD22 die Acetyl- und
die Glykolyl-Form gleich gut bindet (Kelm et al. 1994; van der Merwe et al. 1996; Brinkman-
Van der Linden et al. 2000). Die ersten Experimente wurden mit einer Probe durchgefiihrt,
bei der multiple Sialinsdurereste an biotinyliertes Polyacrylamid gekoppelt sind (NeuGc-
PAA). Im spateren Verlauf der Arbeit kam noch eine weitere Probe zum Einsatz. Diese
(NeuGc-SA) wurde uns freundlicherweise von J. Paulson (Scribbs Institut, La Jolla, USA) zur
Verfligung gestellt, und basiert auf einem kommerziell erhaltlichen Strepatavidin/Alkalische-
Phosphatase-Konjugat. Zwei Streptavidin Molekile sind an ein Molekul alkalische
Phosphatase gebunden. Daran gekoppelt werden biotinylierte Sialoside, im Durchschnitt 8
Sialoside pro Komplex. Fir einfache durchfluicytometrische Detektion sind die oktavalenten
Komplexe FITC markiert. Beide Proben sind, wie auch NeuAc-PAA, polyvalent, was wegen
der schwachen Bindung von CD22 an o2,6-Sialinsaure (Ks=0,3uM, (Powell et al. 1995))
wichtig ist. Abbildung 20 verdeutlicht die Bindung der beschriebenen Proben an Zellen mit
unmaskiertem CD22.
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Abb. 20: Unmaskiertes CD22 kann von speziellen Proben gebunden werden. Ist die «2,6-Sia-
Bindungsstelle von CD22 von Sialinsaure auf Proteinen auf der selben Zelloberflache besetzt (links),
dann kénnen NeuGc-SA bzw. NeuGc-PAA nicht an die jeweilige Zelle binden. CD22 ist ,maskiert”. Ist
CD22 unmaskiert (rechts), dann kénnen beide Proben binden. Zur durchfluicytometrischen Detektion
ist NeuGc-PAA biotinyliert, und NeuGc-SA mit FITC markiert. Tr: Tragermolekil Polyacrylamid (PAA)
oder Streptavidin,-Alkalische Phosphatase (SA)

Beide Proben binden CD22 nur dann, wenn die Liganden-Bindungsstelle nicht durch
endogene o2,6sia maskiert ist. Die NeuGc-SA Probe erwies sich im Lauf unserer
Experimente als sensitiver als NeuGc-PAA. Ein weiterer Vorteil lag im Vorhandensein einer
Negativkontrolle (linker-SA). Diese ist genauso aufgebaut wie die Probe selbst, tragt aber
keine «2,6sia. Mit der Kontrolle konnte unspezifische Bindung des Linker-
Streptavidin/Alkalische-Phosphatase-Gerlists an Zellen Uberprift und ausgeschlossen
werden. Der Nachteil der neueren Probe war ihre relative Instabilitat. Gute Resultate wurden
erzielt, wenn ein Aliquot erst unmittelbar vor Beginn der Farbung aufgetaut und verdiinnt
wurde. Tests ergaben, dalk eine Farbung mit NeuGc-SA bei einer Verdiinnung von 1:100 die
besten Resultate erbrachte.

3.31 CD22 auf Subpopulationen von B Zellen ist
demaskiert

Zur Identifikation von Zellen mit maskiertem bzw. unmaskiertem CD22 wurden Milz-B-Zellen
von CD22-/- oder Wildtyp Mausen jeweils mit der Probe NeuGc-SA (s. Abb. 21) bzw. NeuGc-
PAA (nicht gezeigt) gefarbt. Die Farbungen zeigten, dall die meisten Zellen ohne
Vorbehandlung nicht in der Lage sind, «2,6-Sialinsdure zu binden. Dies ist in
Ubereinstimmung mit den Resultaten, die mit NeuGc-PAA friiher fir periphere B-Zellen aus
Mensch und Maus gezeigt wurden (Razi and Varki 1998; Floyd et al. 2000). Alle B220"
Milzzellen der Wildtyp-Mause banden NeuGc-SA jedoch dann, wenn samtliche Sialinsaure
durch Sialidasebehandlung von der Oberflache der Zellen entfernt waren. Daraus folgt, daf3
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die Zellen grundsatzlich die Fahigkeit besitzen, Sialinsaure zu binden, die Bindungsaktivitat
aber durch endogene Sialinsaure maskiert ist.

Im Gegensatz dazu banden nach Sialidasebehandlung nur 7,9% der B-Zellen aus CD22-/-
Mausen NeuGc-SA, die Hauptpopulation der B220" Zellen jedoch nicht. Die Fahigkeit, 0.2,6-
Sialinsdure zu binden, war also zum allergrofiten Teil von der Expression von CD22
abhangig. Farbung von Sialidase-behandelten Wildtyp- bzw. CD22-/- B-Zellen mit der
Kontrollverbindung Linker-SA zeigte, dal® die Bindung von NeuGc-SA tatsachlich von o2,6-
Sialinsaure abhangig war, da weder Wildtyp noch CD22-/- B-Zellen angefarbt wurden.

CD22 ist auf der Oberflache der meisten B-Zellen maskiert, 10,5% der Milz-B-Zellen von
Wildtyp-Mausen waren aber in der Lage, NeuGc-SA zu binden. Nur 4,5% aller Milz-B-Zellen
von CD22-/- Mausen banden dagegen NeuGc-SA, was zeigt, dall die Probenbindung
tatsachlich zum gréRten Teil auf Demaskierung von CD22 zuriickzufihren ist.

Aquivalente Experimente wie die eben beschriebenen, aber ohne eine der Probe Linker-SA
entsprechende Kontrollverbindung, wurden auch mit NeuGc-PAA durchgefihrt. 8,29% aller
B220" Zellen aus Wildtyp Mausen banden NeuGc-PAA, im Gegensatz zu nur 3,4% aller
B220+ Zellen aus CD22-/- Mausen, was die Ergebnisse mit der NeuGc-SA Probe bestatigt
(nicht gezeigt).

Auch im Knochenmark wurde eine Population von B-Zellen mit demaskiertem CD22
identifiziert (s. Abb. 22). In der erwahnten fluoreszenzmikroskopischen Arbeit von Floyd et al.
(Floyd et al. 2000) wurde gezeigt, dal® eine Subpopulation von B-Zellen die demaskiertes
CD22 tragt hauptsachlich aus IgD*-Zellen besteht, und daR diese Fraktion im Knochenmark
gegenuber Milz 2-5 fach erhoht ist. In unseren FACS-Experimenten waren in der Milz nur
ca. 40% aller B220" Zellen mit demaskiertem CD22 auch IgD" (nicht gezeigt). Der Anteil von
IgD" B-Zellen in der Milz mit unmaskiertem CD22 liegt demnach bei ca. 4% aller B-Zellen.
Im Knochenmark fanden wir, daR ca. 16% aller rezirkulierenden, IgD* B-Zellen demaskiertes
CD22 tragen. Dies entspricht hier einer 4-fachen Anreicherung. Diese Ergebnis wiirde einem
bestehenden Modell entsprechen, nach dem eine mogliche Funktion von CD22 die eines
Rezeptors fur die Lokalisation von rezirkulierenden B-Zellen ins Knochenmark ist (Nitschke
et al. 1999; Floyd et al. 2000).
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Abb. 21: Eine Subpopulation von Milz-B-Zellen aus Mausen tragt demaskiertes CD22. Milzzellen von
Wildtyp bzw. CD22-/- Mausen wurden zum Teil mit Sialidase behandelt, und dann mit antiB220 und
NeuGc-SA bzw. linker-SA (Probenbeschreibung s. 3.3) gefarbt. 10,5% der B220" Zellen aus Wildtyp
B-Zellen, im Gegensatz zu nur 4,5% aus CD22-/- Zellen banden NeuGc-SA (oben). Kontrollen mit
Sialidase (Mitte) bzw. mit Sialidase und linker-SA (unten) zeigen, da die NeuGc-SA Bindung zum
grofiten Teil abhangig von CD22 und vollstandig abhangig von a2,6-Sialinsaure ist. Zahlen in den
Quadranten: % B220 positive Zellen
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Abb. 22: Detektion von IgD" B-Zellen mit unmaskiertem CD22 im Knochenmark von Mé&usen.
Knochenmark-Zellen von Wildtyp bzw. CD22-/- Mausen wurden mit Antikérpern gegen IgD und mit
NeuGc-SA gefarbt. Zur Kontrolle wurden Zellen nach Sialidase-Vorbehandlung mit anti-lgD bzw.
linker-SA geférbt.

Zusammenfassend gelang es, erstmals im FACS eine Subpopulation von Maus-B-Zellen zu
detektieren, die in der Lage sind, exogene a2,6-Sialinsaure zu binden. Diese Bindung ist, wie
der Vergleich von WT und CD22-/- B-Zellen zeigt, zum grof3ten Teil auf unmaskiertes CD22
zurlckzufihren. Die Farbung mit NeuGc-SA erlaubte es, diese Population so gut
abzugrenzen, dalR eine weitere Charakterisierung und ein Vergleich mit bekannten B-Zell
Subpopulationen mdéglich war.

3.3.2 Milz-B-Zellen mit demaskiertem CD22 sind im
IgM"CD21"-Kompartiment angereichert

Mit der NeuGc-SA-Probe war es madglich, die B-Zell Population mit unmaskiertem CD22 im
FACS naher zu charakterisieren (s. 3.3.1). Eine einfache Mdglichkeit, verschiedene B-Zell-
Subpopulationen der Milz im FACS voneinander zu unterscheiden, ist die Auftrennung
verschiedener Entwicklungsstadien von B-Zellen in der Milz. Die Fahigkeit der
verschiedenen B-Zell-Subpopulationen, NeuGc-SA zu binden, kann dann untersucht werden.

B-Zellen verlassen das Knochenmark als IgM"IgD*-Zellen, und schlieRen ihre Reifung in der
Milz unter Durchschreiten voneinander abgrenzbarer Zwischenstufen ab. Aus IgM"IgD*-B-
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Zellen (Transitionale B-Zellen Typ1, T1-B-Zellen) reifen Transitionale B-Zellen Typ2 (T2-B-
Zellen). T2 B-Zellen sind die Vorlaufer von reifen B-Zellen (engl.: mature B cells, M B-Zellen)
(Loder et al. 1999). T1, T2, und M B-Zellen sind anhand einer Reihe von
Oberflachenmarkern voneinander unterscheidbar. T1 B-Zellen sind IgM"IgD'°CD21"°, T2 B-
Zellen sind IgM"IgD"CD21", und reife B-Zellen sind IgM°IgD"CD21™. Das erméglicht es,
diese verschiedenen Differenzierungsstadien in einer Farbung mit Antikdrpern gegen CD21
und IgM darzustellen. Der Anteil der NeuGc-SA bindenden Zellen innerhalb der T1, T2 und
M Subpopulationen wurde mit Dreifachanfarbungen untersucht (Abb. 23). Es konnte gezeigt
werden, daf} der Anteil an NeuGc-SA bindenden Zellen innerhalb der T2 B Zellen, verglichen
mit dem in T1 und M B Zellen, erhdht ist. 30% aller T2 Zellen gegenuber jeweils ca. 10% T1
bzw. M B Zellen binden die Probe.

Neben den IgMhilgDhiCD21hi T2 B-Zellen befinden sich im Fenster T2 auch noch die
IgM"1gD"*"CD21" MZ B-Zellen. Die MZ und die T2 B-Zellen sind unter anderem durch ihre
unterschiedliche Expression von IgD und CD23 voneinander zu unterscheiden. Eine weitere
Moglichkeit, T1, T2, und M B-Zellen voneinander zu unterscheiden, ist eine Farbung IgM
gegen IgD. Die MZ B-Zellen tauchen dann im gleichen Fenster auf (IgM"IgD") wie die T1
Zellen. Bei einer Darstellung IgM gegen IgD sind die NeuGc-SA bindenden Zellen wiederum
im T2-Fenster am starksten angereichert (Abb. 24). Dagegen binden mehr Zellen im T1-
Fenster die Probe (ca. 16%). Es ist mdglich, aber noch nicht klar, ob dies auf die MZ B-
Zellen (und die B1 B-Zellen) zurtickzufuhren ist. MZ B-Zellen und B1 B-Zellen sind einander
in Bezug auf einen preaktivierten Phanotyp, die schnelle Generation von Effektorzellen, die
Funktion in der Immunantwort gegen thymusunabhangige Antigene, und das Antigen-
Repertoire ahnlich. Es ware deshalb moglich, dall beide Subpopulationen auch die
Demaskierung von CD22 gemeinsam haben.

Welche B-Zell Subpopulation/en demaskiertes CD22 tragen, und ob diese einer oder
mehreren der bisher definierten Populationen gleichen, werden zukinftige Experimenten
aufklaren. Ebenso folgen wird eine Analyse der Bindung von NeuGc-SA an B-Zellen aus
Lymphknoten und aus der Peritonealhohle.
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Abb. 23: Anreicherung von Zellen mit demaskiertem CD22 in der Fraktion der Transitionalen B-Zellen
Typ2. Milzzellen von C57BL/6 Mausen wurden mit Antikdrpern gegen IgM, CD21, und mit der Probe
NeuGc-SA gefarbt. Der Anteil der NeuGc-SA bindenden Zellen im T1, T2, bzw. M-Fenster ist in
Histogrammen dargestellt. T1: Transitionale B-Zellen Typ1, T2: Transitionale B-Zellen Typ2, M: Reife
B-Zellen, MZ: MZ-B-Zellen
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Abb. 24: Darstellung der Transitionalen B-Zellen (T1 und T2) und der reifen B-Zellen (M) mit einer
Farbung IgM gegen IgD. Die relative Anreicherung der NeuGc-SA bindenden Zellen ist in
Histogrammen dargestellt, und nicht so ausgepragt wie in einer Darstellung CD21 gegen IgM (s. Abb.
23). T1: Transitionale B-Zellen Typ1, T2: Transitionale B-Zellen Typ2, M: Reife B-Zellen, MZ: MZ-B-
Zellen

3.3.3 Milz-B-Zellen mit demaskiertem CD22 sind aktiviert

Um die B Zell Population mit unmaskiertem CD22 im FACS weiter zu analysieren, und fur
diese Population charakteristische Oberflachenmarker  zu finden, wurden
Dreifachanfarbungen mit B220 bzw. IgD bzw. IgM, NeuGc-SA, und jeweils einem dritten
Antikérper durchgefuhrt. Anfarbungen mit B7.2/ B220/ NeuGc-SA, CD69/B220/NeuGce-SA
und CD25/B220/NeuGc-SA zeigen, dafd die B Zell Subpopulationen, die NeuGc-SA binden
die Aktivierungsmarker B7.2, CD69 und CD25 verstarkt auf der Oberflache exprimieren.

Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit der friiher gemachten Entdeckung, daR
Aktivierung von humanen peripheren mononuklearen Blutzellen zu einer Demaskierung von
CD22 fuhrt (Razi and Varki 1998). Nicht festzustellen ist hierbei, ob die Demaskierung von
CD22 der Aktivierung der B-Zellen folgt, oder vor/wahrend der Aktivierung stattfindet.
Zukulnftige Experimente werden aullerdem zeigen, ob Aktivierung und Demaskierung
lediglich koinzident, oder auch kausal verknipft sind.
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Abb. 25: Milz-B-Zellen mit demaskiertem CD22 sind aktiviert. Milzzellen von C57BL/6 Mausen wurden
prapariert und mit B220-PE, NeuGc-SA-FITC, und mit jeweils einem dritten (biotinylierten) Antikdrper
plus SA-Cychrome gefarbt; die Farbung der B220°'NeuGc-SA™ Zellen in Fenster 1 (F1) bzw. der
B220"NeuGc-SA™ Zellen in Fenster 2 (F2) mit dem jeweils dritten Antikérper im Vergleich ist in
Histogrammen dargestellt; gezeigt ist die Erhéhung der Aktivierungsmarker CD69, B7.2, und CD25 in
der B220"NeuGc-SA™ Population

3.3.4 In vitro Aktivierung und Demaskierung

Die Analyse von Milz-B-Zellen aus Mausen hatte ergeben, dal} die Subpopulation mit
demaskiertem CD22 aus aktivierten B-Zellen besteht. Wie erwahnt, hatte Ubereinstimmend
damit eine frihere Veroffentlichung gezeigt, dall die Aktivierung humaner peripherer
mononucledrer Blutzellen eine Demaskierung von CD22 zur Folge hat (Razi and Varki
1998). Wir hatten versucht, noch vor der Untersuchung der demaskierten Population
(Abschnitt 3.3), den Maskierungszustand von CD22 auf Milzzellen von C57BL/6 bzw. CD22-
/- Mausen durch in vitro Aktivierung mit verschiedenen polyklonalen Aktivatoren bzw. deren
Kombinationen zu beeinflussen.

Milzzellen von CD22-/- und C57BL/6 Mausen wurden mit anti-IgM, IL4, anti-CD40, LPS, oder
mit Kombinationen von diesen fir 48 oder 72 h in vitro stimuliert. Anschliefend wurden die
Zellen mit NeuGc-PAA in Kombination mit Antikbrpern gefarbt und im FACS analysiert.
Zusatzlich zur Demaskierung von CD22 wurde die Aktivierung der Zellen anhand der
Expression von B7.2 bestatigt (nicht gezeigt). a2,6-Sialinsdure auf der Oberflache der Zellen
wurde durch Farbung mit CD22-Fc sichtbar gemacht. CD22-Fc ist ein Fusionsprotein
bestehend aus den auferen drei Ig-Domanen von Maus-CD22 und einem humanen Fc-Teil.
Die Funktionalitat der Probe und die Abhangigkeit der Farbung von CD22 wurde bei jedem
Experiment durch Farbung sialidasebehandelter frischer Milzzellen kontrolliert (aquivalent
der Abbildung 21).
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Zur Auswertung der Experimente wurde die mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI) von NeuGce-
PAA der B220" Zellen als Maf fir die Demaskierung von CD22 auf B-Zellen bestimmt. Das
Ergebnis eines reprasentativen Experiments zeigt Abbildung 26. Durch Stimulation der
Zellen mit IL4, anti IgM + anti CD40, LPS, anti IgM, anti CD40, wurde Fahigkeit, NeuGc-PAA
zu binden erhoht. Die Stimuli, die dies am starksten bewirkten waren anti CD40, anti IgM/anti
CDA40, und anti IgM/anti CD40/IL4. Bei Stimulation mit anti IgM/anti CD40 und mit anti CD40
wurde mehr o2,6-Sia Bindung bei den Wildtyp, aber auch bei den CD22-/- Zellen
beobachtet. Die Bindung bei den Wildtyp-Zellen war gegeniber der der CD22-/- Zellen nur
leicht erhoht.

Es wird vermutet, da® andere Siglecs fiur die CD22 unabhangige Bindung von a2,6-
Sialinsdure verantwortlich sind. Maus-Siglecs sind bisher nur sehr unvollstandig
charakterisiert. Antikérper zur Untersuchung der Expression anderer Siglecs stehen noch
nicht zur Verfligung. Die Expression anderer a2,6-Sia bindender Siglecs konnte auflerdem
wie die Expression von CD22 durch unterschiedliche polyklonale Aktivatoren bzw. deren
Kombinationen unterschiedlich reguliert werden. Der Anteil anderer Siglecs an den
beobachteten Effekten kann deshalb im Augenblick noch nicht beurteilt werden (s. auch
Diskussion 4.3.1).

Mit IL4 bzw. LPS dagegen war keine Erhéhung der a2,6-Sia Bindung auf CD22-/- Zellen in
Folge der Stimulation zu beobachten. Der Demaskierungseffekt auf Wildtyp-Zellen war
dagegen deutlich: Die MFls bei IL4 und bei LPS Stimulation steigerten sich jeweils deutlich.
Der Unterschied in der Demaskierung mit LPS in Abhangigkeit von CD22 war in allen
durchgeflihrten Experimenten deutlich reproduzierbar. Der Demaskierungseffekt mit diesen
beiden Stimulatoren war somit ausschlieRlich von CD22 abhangig.

Nach LPS-Stimulation war deutlich weniger a2,6-Sia auf den Zelloberflachen von Wildtyp
und von CD22-/- B-Zellen. Die urspringliche Expression fiel nach in vitro Aktivierung auf
jeweils ca. 30% des urspringlichen Niveaus (s. Abb. 27). Die Verfugbarkeit von Liganden in
cis ist damit massiv reduziert. Dadurch ergibt sich eine mdgliche Erklarung fur die
Demaskierung von CD22. Bei Stimulation mit IL4 blieb die H6he der Sialinsdureexpression
gleich, so dal} hier dieser Mechanismus fir die Demaskierung nicht in Frage kommt. Die
o2,6-Sialinsdureexpression blieb nach Stimulation mit den anderen hier verwendeten
Aktivatoren oder deren Kombinationen (anti-lgM/anti-CD40, anti-IlgM, anti-CD40), wie auch
nach Stimulation mit IL4 alleine, im wesentlichen unverandert (nicht gezeigt).

Bei einem Experiment wurden die T-Zellen durch Inkubation mit antiCD4 (RL174.1) und
antiCD8 (3.168.1) Antikérpern mit nachfolgender Komplementlyse vor der in vitro Aktivierung
entfernt. In diesem Experiment hatte keiner der Stimuli eine demaskierende Wirkung. Die
Kontrollanfarbung von sialidasebehandelten frischen Zellen mit NeuGc-PAA funktionierte
normal. Eine in vitro Aktivierung fir sehr kurze Zeitintervalle, namlich fir 30 min bzw. 1,5 h
zeigte keine Effekte auf die Demaskierung von CD22. Dieses Experiment war durchgefuhrt
worden, weil in der Arbeit, in der ein Demaskierungseffekt auf CD22 auf humanen
peripheren mononukledren Blutzellen infolge Stimulation erstmals beschrieben wurde, die
Demaskierung nach kurzer Zeit am starksten war (Razi and Varki 1998).

Insgesamt konnte gezeigt werden, dals CD22 durch in vitro Aktivierung von B-Zellen aus Milz
mit LPS bzw. IL4 alleine demaskiert wird, und dadurch die Zellen in die Lage versetzt
werden, a2,6-Sialinsdure auf exogenen Liganden zu binden.
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Abb. 26 a): Milzzellen von C57BL/6 (B6) bzw. CD22-/- Mausen wurden fiir 48 h in vitro mit 1L4 (200
U/mL), Ziege anti-MauslgM (Fab"),-Fragment (20 pg/uL), anti CD40 (10 pg/mL), LPS (30 pug/mL) bzw.
mit Kombinationen dieser Stimuli behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen mit anti B220-FITC und
mit NeuGc-PAA,, + Streptavidin-PE gefarbt und im FACScan analysiert. Die Zahlen in den Fenstern
geben die mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI) der Zellen fir NeuGc-PAA im Fenster an.
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Abb. 27: Stimulation mit LPS, aber nicht mit IL4, fuhrt zu geringerer Expression von a2,6-Sialinsaure
auf C57BL/6 und CD22-/- Milz-B-Zellen. Milzzellen wurden fir 48 h mit LPS oder IL4 stimuliert bzw.
unstimuliert kultiviert. a.2,6-Sialinsaure auf der Oberflache der Zellen wurde mit einem Fusionsprotein
aus mCD22 und einem humanen Fc-Teil in Kombination mit anti-Mensch IgG-FITC gefarbt. Die MFI
fir CD22-Fc der B220" Zellen sind im jeweiligen Plot angegeben. Die Stimulation mit anti-lgM/anti-
CD40, anti-IgM, oder anti-CD40 fiihrte weder bei Wildtyp-, noch bei CD22-defizienten B-Zellen zu
wesentlichen Veranderungen der Expression von a2,6-Sialinsaure auf der Oberflache, und ist hier
nicht dargestellt.
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3.4 Marginalzonen B Zellen in CD22 defizienten
Mausen

3.4.1 Reduktion von Marginalzonen (MZ) B Zellen in CD22

defizienten Mausen

Ein weiterer Teilaspekt dieser Doktorarbeit war die Untersuchung der Marginalzonen B-
Zellen (MZ) der Milz in CD22-/- Mausen. Marginalzonen B Zellen sind eine distinkte
Subpopulation von B Zellen, die ausschliellich in der Milz vorkommen. Sie befinden sich am
auleren Rand der PALS (Periarteriolare Lymphatische Scheide), jenseits des Marginalsinus
(Ubersichtsartikel s. (Martin and Kearney 2000)). MZ B-Zellen sind durch eine Reihe von
Oberflachenmarkern von anderen B-Zell Subpopulationen zu unterscheiden. Reife B Zellen
sind IgM°IgD"CD21"™CD23"CD1d"™9, MZ B Zellen dagegen IgM"IgD"°CD21"CD23"°CD1d".
MZ B-Zellen sind preaktiviert, und exprimieren bereits im Ruhezustand B7.2 und B7.1. Nach
kurzer Stimulation (6-8 h) entwickeln sie sich zu potenten Antigen-prasentierenden Zellen,
und nachfolgend in kurzer Zeit zu Plasmablasten (ca. 24 h) und reifen Plasmazellen (ca. 3
Tage) (Oliver et al. 1999). Zusammen mit den B1 B-Zellen des Peritoneums sind MZ B-
Zellen die hauptsachlich fir thymusunabhangige Immunantworten Typ-2 (TI2
Immunantworten) verantwortliche Population [Lane, 1986 #90; Martin, 2000 #91]. Ilhre
Preaktivierung und ihre besondere anatomische Lokalisation pradestinieren MZ B-Zellen zu
einer sehr schnellen Immunantwort gegen TI2 Antigene, besonders gegen solche, die mit
dem Blutstrom herangetragen werden. Diese treffen in der Milz nach ihrem Weg durch
Zentral- und terminale Arteriole sofort auf die Marginalzone.

Einer der Faktoren, die die Entwicklung von MZ B-Zellen beeinflussen, ist die Starke des
BCR-Signals. Ein starkeres Signal ist unglnstig fur die Entwicklung von MZ B-Zellen
(Cariappa et al. 2001; Kraus et al. 2001; Seo et al. 2001). Da in CD22-/- Mausen das BCR
Ca**-Signal wesentlich erhoht ist, bestand daher die Méglichkeit, daR sich dies in einem
verkleinerten MZ B-Zell Kompartiment auswirkt. Ein weiterer Hinweis auf eine mdgliche
geringere Anzahl von MZ B-Zellen in CD22-/- Mausen ergab sich aus der Tatsache, dal bei
normaler B1 B-Zell Entwicklung die TI2-Antworten in CD22-/- Mausen reduziert sind. Dies
konnte auf einer Verringerung der MZ B-Zellen beruhen. Das MZ B-Zell Kompartiment in
CD22-/- Mausen sollte deshalb hinsichtlich Gré3e und Funktion beurteilt werden.

MZ B-Zellen kénnen in einer Farbung von CD21 gegen CD23, oder in einer Farbung von
B220 gegen CD1 dargestellt werden. Milzzellen aus Wildtyp bzw. CD22-/- Mausen wurden
mit Antikdrpern gegen CD21, CD23, und CD1d gefarbt. Die Farbungen ergaben (s. Abb. 28),
daR das MZ B Zell Kompartiment in CD22-/- Mausen gegenuber Wildtyp tatsachlich um ca.
70%-80% reduziert sind.

Dieses Resultat wurde durch Ergebnisse der mit uns kooperierenden Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Thomas Wirth an der Universitat Ulm gestutzt. In Milzschnitten von CD22-/- Mausen
waren fast keine B-Zellen in der Marginalzone zu erkennen (Samardzic et al. 2002)
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Abb. 28 MZ B-Zellen sind in CD22-/- Mausen um 70-80% reduziert. a): Milzzellen von Wildtyp bzw.
CD22-/- Mausen wurden mit Antikérpern gegen CD21 und CD23, bzw. gegen CD1 und B220 gefarbt;
die Marginalzonen B-Zellen (MZ B-Zellen, CD21"CD23"° bzw. B220°CD1") sind in den Fenstern
dargestellt. b) Transversalschnitte der weillen Pulpa von Milzen von Wildtyp bzw. CD22-/- Mausen
MOMA ist ein charakteristischer Marker der Metallophilen Marginalzonen-Makrophagen, die die innere
Grenze der Marginalzone markieren. FO: Follikel, MMM: Metallophile Marginalzonen-Makrophagen,
MZ: Marginalzone (Samardzic et al. 2002)
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(Tatjana Samardzic und Thomas Wirth, UniversitSt Ulm)
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3.4.2 Reduzierte Immunantwort gegen intravenos
applizierte thymusunabhangige Antigene in CD22
defizienten Mausen

Es sollte untersucht werden, ob die Verminderung von MZ B Zellen flr die reduzierte Antwort
gegen TI2-Antigene in CD22-/- Mausen verantwortlich sein kdnnte. In einer Veréffentlichung
war kurz vor unseren Experimenten gezeigt worden, dal} bei intraperitonealer Injektion eines
TI2 Antigens hauptsachlich die B1 B-Zellen des Peritoneums, bei intravendser Injektion
jedoch bevorzugt die MZ B-Zellen der Milz fir die frihe Immunantwort verantwortlich sind
(Martin et al. 2001).

Um tendenziell bevorzugt B1 Zellen oder MZ B Zellen mit Antigen in Kontakt zu bringen
injizierten wir Wildtyp bzw. CD22-/- Mausen das TI2 Antigen TNP (Trinitrophenyl)-Ficoll
intraperitoneal (i.p.) bzw. intravends (i.v) .

Charakteristische Immunglobulin-Isotypen bei frihen Antworten gegen TI2 Antigene sind IgM
und 1gG3. 1gG3 ist gegenuber IgM hoher induzierbar. Zur Quantifizierung der Immunantwort
wurde daher der Serumspiegel von IgG3 0, 5, bzw. 7 Tage nach Injektion per ELISA
bestimmt (Abb. 29).

Wurde TNP-Ficoll intraperitoneal injiziert, war, wie auch friher schon gezeigt, die
Immunantwort in CD22 -/- Mausen zweifach gegenuber der in Wildtyp Mausen reduziert
(Otipoby et al. 1996; Nitschke et al. 1997). Wurde das Antigen dagegen in die Schwanzvene
gespritzt, war die Immunantwort noch starker eingeschrankt (3-4 fach). Da MZ B Zellen in
der Abwehr mit dem Blutstrom herangetragener Antigene eine wichtige Rolle spielen (Martin
et al. 2001) kdnnte die verminderte TI2 Antwort in CD22-/- Mausen auf deren verkleinertes
MZ B Zell Kompartiment zurtickzufiihren sein.

In der Gruppe von Thomas Wirth wurde aulRerdem gezeigt, daly TNP-Ficoll 30 min nach i.v.-
Injektion deutlich in den Marginalzonen von Milzen von Wildtyp-Mausen, jedoch nicht in
denen von CD22-/- Mausen festgehalten wird. (s. Abb. 30).

Zusammenfassend wurde in diesem Teilprojekt eine deutliche Reduktion von MZ B-Zellen in
CD22-/- Mausen im FACS gezeigt. Durch histologische Untersuchungen von Tatjana
Samardzic und Thomas Wirth (Universitat Ulm) wurde dieses Ergebnis gestitzt. Wie schon
frher gezeigt, wurde bestatigt, daf} TI2 Immunantworten bei i.p.-Injektion des Antigens in
CD22-/- Mausen gegenlber Wildtyp-Mausen etwa 2-fach reduziert sind. Bei i.v.-Injektion des
Antigens, in einer Situation, in der bevorzugt die MZ B-Zellen der Milz mit Antigen in Kontakt
kommen, waren die TI2 Antworten in CD22-/- Mausen signifikant starker reduziert, als nach
i.p.-Injektion. In histologischen Untersuchungen von Samardzic und Thomas Wirth konnte in
diesem Zusammenhang gezeigt werden, dal® das verwendete Antigen, TNP-Ficoll, nur in der
Marginalzone der Milz von Wildtyp-Mausen, nicht aber in der von CD22-/- Mausen, effizient
festgehalten wird.

dal MZ B-Zellen in CD22-/- Mausen stark reduziert sind, und daf® die verminderten TI-2
Antworten dieser Tiere darauf zuriickzufihren sein kénnten.
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Abb. 29: Die Antwort gegen Thymusunabhangige Antigene Typ-2 in CD22-/- Mausen ist nach
intravendser Applikation des Antigens signifikant starker reduziert als nach intraperitonealer Injektion.
TNP-Ficoll wurde in das Peritoneum oder die Schwanzvene von C57BL/6 bzw. CD22-/- Mausen
gespritzt. Nach 0, 5, und 7 Tagen wurden die 1gG3 Serumspiegel per ELISA bestimmt. Die Reduktion
der Immunantwort in CD22-/- Mausen war bei i.p.-Injektion ca. 2-fach reduziert, bei i.v. Injektion 3-4-
fach. *: p < 0,05, **: p < 0,01 Student’s T-Test
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(Tatjana Samardzic und Thomas Wirth, UniversitSt Ulm)

Abb. 30: TNP-Ficoll wird nur effizient in der Marginalzone von Wildtyp-Mausen, aber nicht in der
Marginalzone von CD22-/- Mausen festgehalten. TNP-Ficoll wurde in die Schwanzvene von Wildtyp
bzw. CD22-/- Mausen injiziert. Die Tiere wurden 30 min spater getdtet, und Milzschnitte wurden mit
Antikdrpern gegen TNP (biotinyliert, + Streptavidin-Cychrome, rot) und gegen MOMA
(charakteristischer Marker fir Metallophile Marginalzonen-Makrophagen, Markierung der inneren
Grenze der Marginalzone, griin), bzw. mit DAPI (farbt alle DNA-haltigen Zellen) gefarbt. FO: Follikel,
MMM: Metallophile Marginalzonen-Makrophagen, MZ: Marginalzone (Samardzic et al. 2002)
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4. Diskussion

4.1 Generierung chimarer Mause mit CD22
Knockin-Konstrukten

4.1.1 Die verwendeten Targeting Konstrukte

Die Frequenz der homologen Rekombination war fir das Konstrukt pCD22-ex12-Stop mit
2,3% befriedigend. Deutlich geringer war die Frequenz bei pCD22-ITIM-KO. Lediglich
0,375% waren korrekt rekombiniert. Der Unterschied in der Frequenz koénnte durch die
Lange der langen Arme der Konstrukte bedingt sein, nur 2,3 kb (1,7 kb ununterbrochene
Homologie) bei pCD22-ITIM-KO gegenlber 3,57 kb (ununterbrochene Homologie von 3,2
kb) bei pCD22-ex12-Stop. Es wurde gezeigt, dal homologe Rekombination kritisch von der
Lange der ununterbrochenen isogenen Homologie abhangt. Eine generelle Malregel ist die
Verwendung von 5-10 kb Homologie (Thomas and Capecchi 1987; Hasty et al. 1991). Bei
Identifikation homolog rekombinanter Klone mit PCR wie in dieser Doktorarbeit ist es
notwendig, die Homologie in einen langen und in einen kurzen Arm zu unterteilen. Eine
Reduktion der Homologie des kurzen Arms unter 1 kb wird als kritisch beschrieben (Thomas
et al. 1992). Beide hier verwendeten Konstrukte erreichen diese Lange ziemlich genau. Bei
einer grofleren Lange wird die Amplifikation analytischer PCR-Produkte kritischer. Bei
Verwendung von PCR als erster Methode zur Identifikation homolog rekombinanter Klone
mufd also ein Kompromil} zwischen diesen beiden Kriterien gefunden werden.

Es ist bekannt, da} heterologe Sequenzen am Ende der Homologie die Frequenz der
homologen Rekombination negativ beeinflussen. In einer systematischen Arbeit wurde
gefunden, dal} dies abhangig von der Lange der Heterologie ist. Am Ende des langen Arms
wirken sich Fremd-Sequenzen starker aus als am kurzen Arm (Kumar and Simons 1993). Es
existiert aber auch die gegenteilige Meinung, dall es fir die homologe Rekombination
aulerst wichtig ist, die heterologen Sequenzen am kurzen Arm so kurz wie mdéglich zu halten
(Klaus Pfeffer, unverdffentlichte Beobachtung). Ist die letzte Ansicht korrekt, so wurde sich
daraus eine zusatzliche Erklarung fir die héhere HR Frequenz von pCD22-ex12-Stop
gegeniuber pCD22-ITIM-KO ergeben. Durch die Linearisierung bleiben am kurzen Arm nur
etwa 100 bp des Plasmid-Gerusts im Vergleich mit 1,6 kb bei pCD22-ITIM-KO zurtick.

Sogar kleine Unterschiede in den Sequenzen der homologen Bereiche zwischen Targeting
Vektor und dem entsprechenden genetischen Locus senken die Frequenz der homologen
Rekombination erheblich (de Wind et al. 1995). Es gibt gute Hinweise darauf, da® die
Ursache hierfur in der Reparatur von Basenfehlpaarungen (,mismatch repair‘) seitens der
Zelle liegt. Die Reparaturenzyme erkennen Fehlpaarungen, die in Heteroduplex-
Zwischenstufen wahrend des Rekombinationsvorgangs sich unterscheidender Sequenzen
entstehen und blockieren die homologe Rekombination. Die Targeting-Frequenzen nicht
isogener Konstrukte sind genauso hoch wie die von isogenen Konstrukten, wenn die
Fehlpaarungs-Reparatur durch Mutation defekt ist (de Wind et al. 1995).

Die hier verwendeten Vektoren zerstéren nicht ein Gen durch Einfihren einer
Selektionskassette, sondern insertieren Mutationen in einer gewissen Entfernung von der
Kassette in den CD22-Locus. Die Homologie in den Targeting Vektoren ist jeweils durch die
einzufihrenden Mutationen unterbrochen, was die Frequenz der homologen Rekombination
senken konnte. Besonders in pCD22-ITIM-KO kénnten die Mutationen der ITIMs im kurzen
Arm in Exon 15 einen negativen EinfluR haben, was ebenfalls eine Erklarung fur die
geringere Frequenz gegenuber pCD22-ex12-Stop ware. Bei letzterem Vektor besteht der
kurze Arm nur aus homologer Sequenz. Insgesamt war die Frequenz von pCD22-ex12-Stop
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in BL/6-1Il ausreichend, und es wurden genug rekombinierte Klone erhalten. pCD22-ITIM-KO
rekombinierte weitaus weniger oft korrekt. Bei den korrekten Klonen wiederum zeigte sich,
daR die Mutation in Exon 13 oftmals nicht im rekombinierten Locus enthalten war. Insgesamt
war die Rekombinationsfrequenz also bereits in isogener C57BL/6-DNA sehr gering.

Unterschiede in der DNA-Sequenz kommen auch im gleichen Gen bei unterschiedlichen
Mausstammen vor. Diese kénnen abhangig vom Mausstamm und vom betrachteten Gen
oder sogar innerhalb eines Gens stark variieren. Introns divergieren starker als Exons. In
einer Veroffentlichung wurde gezeigt, dal® die Frequenz der HR mit dem Retinoblastoma
(Rb)-Gen in 129 ES-Zellen mit einem 129 Targeting Konstrukt 20 mal so hoch ist, als mit
einem identischen BALB/c Konstrukt (te Riele et al. 1992). Kirzlich wurde ein 9,3 kb
Abschnitt des Gens fur den mu-Opoid Receptor aus 129/Sv und C57BL/6 analysiert (Zhou et
al. 2001). Die Sequenz der beiden enthaltenen Exons war zwischen den beiden
Mausstammen vollstdndig konserviert, wahrend die Introns relativ stark (2,5%) divergierten.
Ahnlich gebaute C57BL/6 bzw. 129/Sv Targeting-Konstrukte erreichten mit isogener DNA
Rekombinationsfrequenzen von ca. 2,9% bzw. 2,5%. Diese Frequenz reduzierte sich, wenn
mit dem C57BL/6 Vektor 129/Sv ES-Zellen transfiziert wurden auf 0,05% (58-fach).

Eine weitere Frequenzveringerung der HR wurde dementsprechend in dieser Arbeit bei
Targeting-Experimenten mit den C57BL/6 Targeting-Vektoren in nicht-isogenen Zelllinien
beobachtet. Transfektionen in BALB/c ES-Zellen resultierte in keinem korrekt homolog
rekombinierten Klon, auch nicht mit dem Konstrukt mit der héheren Frequenz, pCD22-ex12-
Stop (2,3% in C57BL/6). Ebenso erfolglos waren Versuche mit der Zelllinie E14Tg2a
(129/0la), obwohl die Verwandtschaft mit C57BL/6 hoher ist als die zwischen BALB/c und
C57BL/6. Wie eben angesprochen kann allerdings auch die HR Frequenz zwischen 129 und
C57BL/6 erhebliche Unterschiede aufweisen.

Durch eine Verlangerung der Homologie von pCD22-ITIM-KO wurde versucht, effizientere
homologe Rekombination zu erreichen. Da mit der als sehr stabil bekannten Linie E14Tg2a
weitergearbeitet werden sollte, wurde ein Stick DNA aus dieser Linie PCR amplifiziert, und
dem ursprunglichen Konstrukt am langen Arm angehangt. Das prinzipielle Funktionieren
dieser Strategie wurde in einem zur gleichen Zeit in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten
Knockin-Projekt demonstriert. Bei einem C57BL/6 Vektor zur Einfihrung einer Punktmutation
im N-terminalen Bereich von CD22 wurde ein Teil der publizierten Promotor-Sequenz mit
einem ahnlichen Protokoll angehangt. Das zusatzliche Stick war dabei ebenfalls aus
129/ola-DNA amplifiziert. Mit dem resultierenden Vektor wurden homolog rekombinante
Klone in E14Tg2a erhalten. Allgemeinglltige Rickschllisse laf3t das jedoch nicht zu. So ist
es z.B. eine Frage des Zufalls, ob ein DNA-Molekuls mit Amplifikationsfehler bei einer PCR-
Klonierung eingebaut wird, oder eines ohne. Im individuellen Fall kdnnten unentdeckte
Amplifikationsfehler zu Unterbrechungen der Homologie und damit zu einer geringeren
Rekombinationsfrequenz beitragen.

Die PCR-Klonierungsstrategie ist bei dieser Strategie genauso wie die Konstruktion eines
129/B6 Vektors ein Kompromif3. Obwohl ein Amplifikationssystem mit Korrekturlese-(engl.:
proof-reading) Aktivitdt verwendet wurde, sind Nukleotid-Fehleinbauten natirlich nicht
auszuschlieBen. Wegen der PCR-Klonierungsstrategie muften zumindest die Exons
sequenziert werden, um eine fehlerfreie Aminosauresequenz von CD22 zu gewahrleisten.
Bei drei verschiedenen Klonen des verlangerten Vektors pCD22-ITIM-KO wurden daher die
Exons 8, 9, und 10 des angehangten DNA-Stlickes sequenziert. Die Exons stimmten, bis auf
eine durch die PCR verursachte Mutation in einem der Klone, Uberein. Auf das Sequenzieren
der héchstwahrscheinlich starker in der Sequenz divergierenden Introns wurde verzichtet, da
dies einen verhaltnismalig groRen Aufwand dargestellt hatte. Bei einer ersten Transfektion
in E14Tg2a wurde dieser Umstand in Kauf genommen. Es wurden aber dann keine
homologen Rekombinanten erhalten, obwohl mit 960 Klonen eine relativ grol’e Anzahl von
Klonen gescreent wurde.
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Insgesamt ist der verlasslichste Weg, homolog rekombinierte Klone in ES-Zellen zu erhalten,
die Konstruktion eines Targeting-Vektors mit langen Teilen nicht unterbrochener Homologie
mit genomischer DNA der gewahlten Zelllinie. Bei Wahl der Zelllinie E14Tg2a hatte dies
bedeutet, pCD22-ITIM-KO aus 129/ola DNA neu zu klonieren, was in der verbleibenden Zeit
als unrealistisch erschien. Mit der nun zur Verfigung stehenden genomischen Sequenz von
CD22 und damit der Ubersicht (iber samtliche Schnittstellen sind die Voraussetzungen einen
einfachen und schnellen Weg flr eine Klonierung zu finden aber prinzipiell gut. Wichtige
Basis ware dabei die Verflgbarkeit eines Klons mit der genomischen Sequenz (129/ola) von
CD22.

Eine weitere Alternative ist, trotz der relativen Instabilitat von C57BL/6 ES-Zellen (s. nachster
Abschnitt) und der geringen Anzahl etablierter Linien die Verwendung einer alternativen B6
ES-Zelllinie (z.B. Bruce4 (Kontgen et al. 1993), ND-1 (Neil Dear, personliche Mitteilung),
MPI-Serie (Auerbach et al. 2000)). Sehr schnell zu realisieren ware die Verldngerung der
Homologie aquivalent zu pCD22-ITIM-KO-ext-tk unter Verwendung genomischer C57BL/6
DNA, die sofort zur Verfiigung stiinde. Zum einen wuirde sich durch die Verlangerung
wahrscheinlich die Frequenz der HR erhéhen. Zum anderen ergabe sich mit dem
verlangerten Vektor ein alternativer Weg der Vorbereitung zur Elektroporation durch Verdau
mit dem Restriktionsenzym PfIMI. Dadurch wiirde sich zwar am langen Arm die Homologie
auf 2,8 kb reduzieren, das Ubertrifft aber immer noch die des langen Arms in pCD22-ITIM-
KO (2,3 kb). Andererseits wirden aber samtliche heterologe Sequenzen am langen und am
kurzen Arm entfernt, was, wie erwahnt, vorteilhaft sein kann. Durch das fehlende HSV-tk
Gen ware aufRerdem eine Cre-Deletion in vivo moglich, was die Zeit in Kultur erheblich
reduzieren wirde. Damit ergabe sich eine gréRere Wahrscheinlichkeit von Chimerismus und
Keimbahntransmission der Nachkommen (s. nachster Abschnitt).

4.1.2 Zur verwendeten Zelllinie und den Kulturbedingungen

Bei Beginn der Arbeit gab es eine Reihe von Argumenten fur die verwendete C57BL/6-IIl ES-
Zelllinie. C57BL/6 ist ein fur immunologische Studien sehr weit verbreiteter Mausstamm.
Genetisch veranderte Mause zur Beantwortung immunologischer Fragestellungen werden
daher bevorzugt mit einem C57BL/6 Hintergrund generiert. Dies geschieht sehr oft auf einem
Umweg, wobei zuerst die gewiinschte Mauslinie mit einer 129 ES-Zelllinie hergestellt, und
diese dann Uber mehrere Generationen auf einen C57BL/6 Hintergrund zurtickgekreuzt wird.
Dieses Vorgehen wird gewahlt, weil traditionell viele verschiedene, relativ stabile 129 ES-
Zelllinien zur Verfugung stehen, und weil C57BL/6-Zelllinien allgemein als sehr instabil
hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Keimbahnzellenbildung gelten. Dieser Umstand wird generell
auf eine Anderung des Karyotyps und Differenzierung wahrend Kultivierung in vitro
zuruckgefuhrt (Robertson 1987; Brown et al. 1992). Eine kurzlich veroffentlichte Studie, die
die Keimbahntransmission mehrerer 129 und C57BL/6 ES-Zelllinien untersucht, bestatigt die
relative Instabilitdt von C57BL/6-Linien (Auerbach et al. 2000).

Der direkte Weg, genetisch veranderte C57BL/6 Mause herzustellen, ist die Verwendung
einer ES-Zelllinie dieses Stamms. Die in dieser Arbeit verwendeten CD22 defizienten Mause
waren unter der Verwendung der Zelllinie C57BL6/-llIl entstanden (Nitschke et al. 1997).
Diese Linie wurde 1991 von Birgit Ledermann etabliert (Ledermann and Burki 1991), und in
der Folge unter anderem am Max-Planck-Institut fir Immunbiologie erfolgreich verwendet.
Um die entstehenden Phanotypen vor einem reinen C57BL/6-Hintergrund untersuchen zu
kdnnen, sollten die beiden CD22 Knockin-Mauslinien CD22-tailless und CD22 ITIM KO
ebenfalls in dieser Zelllinie generiert werden. Angesichts der positiven Erfahrungen in der
Vergangenheit schien das machbar, und versprach aulerdem eine grofRe Zeitersparnis da
die aufwendige Ruckkreuzung entfallen wirde.
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Injektionsversuche mit in vitro manipulierten C57BL6/-Ill Klonen verliefen unerfolgreich.
Wurden Chiméare erhalten, so war der Grad an Chimerismus in fast allen Fallen relativ
niedrig, und Keimbahntransmission blieb aus. Nur in einem Fall, bei Injektion Cre-deletierter
Tochterklone des CD22-ITIM-KO Klons YFtar12B5 wurde ein sehr stark chimares Tier
erhalten, das aber nach Tagen verstarb. Tests zeigten, dall Zellen der am jungsten uns zur
Verfigung stehenden Passage (P41) =zur Produktion hochchimarer Tiere und
Keimbahntransmission beitragen konnten. Es ist allgemein bekannt, daf hoher Chimerismus
und Keimbahntransmission korrelieren.

Verschiedene Studien zeigen, dal} diese Eigenschaft mit zunehmendem Alter der Zellen in
Kultur abnimmt. In einer systematischen Studie wurde gezeigt, dall der Grad an
Chimerismus, die absolute Anzahl der chimaren Nachkommen, und das Verhaltnis der
Anzahl chimarer zu nicht chimaren Tieren direkt mit dem Anteil euploider Metaphasen in dem
injizierten ES-Zell Klon korrelieren (Longo et al. 1997). Die meisten der getesteten Klone mit
50-100% euploiden Metaphasen, aber keiner der Klone mit weniger als 50% war fahig zur
Keimbahntransmission. Zudem wurde hier gezeigt, da® mit wachsender Anzahl der
Passagen und damit der Zeit in Kultur der Anteil der Aneuploidie steigt, was wiederum mit
Chimarenerzeugung und Keimbahntransmission korrelierte. Eine altersabhangige Reduktion
des Potentials zur Keimbahntransmission einer Reihe verschiedener ES-Zelllinien wurde
auch von Fedorov et al. gezeigt (Fedorov et al. 1997). Auch in dieser Studie wurde ein
Zusammenhang zwischen dem Grad an Chimerismus und der Keimbahntransmission
empirisch gezeigt. Chromosomale Aberrationen koénnen auferdem unter Umstanden
Subpopulationen von Kulturen einen selektiven Wachstumsvorteil verschaffen, was zu
Uberhandnahme bestimmter Klone fiihrt. Dies wurde fiir Trisomie 8 gezeigt (Liu et al. 1997).
Zellen mit Trisomie 8 zeigten auch hier gegeniber der chromosomal normalen Elternzelllinie
ein nur marginales Potential zur Keimbahntransmission. Bemerkenswert ist, da} Klone mit
hohem Potential zur Keimbahntransmission in dieser Arbeit anhand ihrer geringeren Grole
und ihres langsameren Wachstums morphologisch identifizierbar waren, was jedoch nicht
ohne weiteres generalisierbar ist.

Die Ergebnisse unserer Injektionsversuche stehen dahingehend mit den angesprochenen
Studien in Einklang, als auch bei uns ein hoheres Kulturalter der injizierten ES-Zellen
generell zu weniger Chimaren, geringerem  Chimerismus, und fehlender
Keimbahntransmission flhrte. Es wurde von uns nicht mittels Karyotypanalyse untersucht,
ob dies ebenfalls mit Chromosomenaberrationen einherging. Verschiedene Autoren
empfehlen, eine solche Karyotypanalyse den arbeitsintensiven Injektionen und
nachfolgenden Verpaarungen vorauszuschicken. Karyotypanalyse selbst ist aber eine relativ
aufwendige Technik, die zudem in vielen Labors einschlieBlich unserem nicht etabliert ist.
Die gangige und in vielen Fallen funktionelle Praxis ist daher, ein Experiment mit ES-Zellen
mit unter den gegebenen Kulturbedingungen nachgewiesener Keimbahntransmission zu
starten, und verschiedene voll charakterisierte Klone zu injizieren, wie auch bei uns
geschehen. Im Falle des CD22-ITIM-KO Konstrukts wurden beide erhaltenen Mutterklone
(YFtar3F1 und YFtar12B5), und eine Reihe Cre-deletierter Subklone injiziert. Dagegen
stehen noch 12 wiederholt PCR-positive CD22-Tailless Klone zur Verfigung, die noch nicht
injiziert wurden. Ausgehend von einer Karyotypanalyse kdnnten einwandfreie Klone, falls
vorhanden, fur eine Cre-Transfektion ausgewahlt, und Subklone anschlieBend injiziert
werden.

Eine Injektion mit den jlingsten zur Verfigung stehenden C57BL/6-lll ES-Zellen ergab 4
chimare (3 hochchimare) Mannchen, davon eines mit Keimbahntransmission. Vor Injektion
wurden die Zellen 5 mal passagiert. Dieses Experiment zeigt, dall die verwendete Zelllinie
vor unseren Experimenten prinzipiell noch das Potential fir Keimbahntransmission besalf3.
Die Ausbeute keimbahntransmittierender Mannchen aus der Injektion der Wildtyp-Linie war
zufriedenstellend und entsprach den mit dieser Linie friher gemachten Erfahrungen. Studien
der Vergangenheit belegen jedoch die unvermeidliche Akkumulation chromosomaler
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Veranderungen (s. oben) oder subtilerer genetischer Veranderungen (Nagy et al. 1993)
wahrend der Zeit in Kultur. Deshalb ist zu vermuten, dal} die ES-Zellen wahrend unserer
Gene-Targeting Experimente durch die Zeit in Kultur und unter Selektion Veranderungen
ansammelten, die Uber einen kritischen Wert stiegen. Die Konsequenz war, daf altere Klone
nicht mehr das Potential hatten, zu Keimbahnzellen zu differenzieren.

Bemerkenswert ist, daR ein Cre-deletierter Tochterklon von YFtar3F1, YFtar3F1CreC/B4 bei
einer Injektion einen Wurf von 4 nicht-chimaren aber auch 4 chimaren Tieren produzierte,
obwohl der Mutterklon nie etwas ergab. Es ist mdglich und dokumentiert, dal® durch das
Herausgreifen eines einzelnen Klons einer Population ein Subklon isoliert wird, der ein
héheres Potential zur Keimbahntransmission besitzt, als der Ausgangsklon (Fedorov et al.
1997). Bis zum Erwachsenenalter tUiberlebende Mause konnten aus jungen R1 ES-Zellen der
Passage 6-8, aber nicht mehr von alteren Zellen (> Py4;) gewonnen werden. Aus einzelnen
neuen Subklonen bis P,4 konnten jedoch wieder Mause generiert werden (Nagy et al. 1993).
Ein weiteres Beispiel gibt die Subklonierung von E14 ES-Zellen. Einzelne Subklone wurden
getestet, und die resultierende Linie E14.1 wurde in einer Reihe von Transfektionen
verwendet. Die meisten resultierenden Klone hatten hohes Potential zur
Keimbahntransmission (Ralph Kuhn, unveréffentlichte Beobachtung). Eine mdgliche und
wahrscheinliche Erklarung dieser Resultate begrindet sich in der Annahme, dall ES-Zell
Populationen heterogen sind. Ein Teil der Zellen besitzt einen korrekten Karyotyp bzw. ist
undifferenziert und totipotent. Durch in vitro Kultur verringert sich diese Fraktion sukzessive.
Daraus ergibt sich die Moglichkeit, exzessiv kultivierte Klone zu retten, indem man diploide
Subklone zur Injektion heranzieht (Longo et al. 1997). Ubertragen auf unsere Experimente
ware es mit einem solchen Vorgehen moglich, Klone mit dem Potential zur
Keimbahntransmission aus den Subklonen von z.B. YFtar12B5 auszuwahlen, und zu
injizieren.

Ein weiterer zu bericksichtigender Aspekt bei der Generierung chimarer Mause ist der
Mausstamm, aus dem die Blastozysten fur die Injektion gewonnen werden. Die Injektionen
bei B. Ledermann wurden in FVB/NJ-Blastozysten vorgenommen. Es wurde gezeigt, dal® der
Grad an Chimerismus und Keimbahntransmission von C57BL/6 ES-Zellen deutlich ansteigt,
wenn koisogene C57BL/6-Tyr(c)-2J (c2J) anstelle von FVB/NJ (FVB) Blastozysten
verwendet werden. Der Chimerismus kann bei Injektion von B6-Zellen in c2J Blastozysten
aufgrund der Fellfarbe beurteilt werden, da es sich bei C57BL/6-Tyr(c)-2J (c2J) um einen
Albinostamm handelt (Schuster-Gossler et al. 2001). Fur kunftige Experimente mit BL/6 ES-
Zellen kdnnte die Verwendung dieses Wirtsstammes in Betracht gezogen werden. Als
problematisch bei der Arbeit mit c2J hat sich allerdings in der Praxis die geringe Ausbeute an
Blastozysten erwiesen (Marinus Lamers, unverdffentlichte Beobachtung).

Die Kulturbedingungen sind nachgewiesenermafen entscheidend fir den Erhalt der
Totipotenz von ES-Zellen in vitro (Brown et al. 1992). Diese wurden im Laufe dieser
Doktorarbeit mehrmals verandert. Zu Beginn wurde noch Medium in Pulverform im Haus
selbst zubereitet, und dieses in Flaschen abgeflllt, die im Spllumlauf des Hauses bereits mit
Tensiden in Kontakt gekommen waren, was potentiell schadlich fur die Zellen ist. Sobald
dieser Umstand bekannt wurde, wurde auf Fertigmedium und PBS in Kunstoffflaschen
umgestellt. Mycoplasmenkontaminationen in ES-Zellen kénnen ebenfalls die Gewinnung von
Chimaren in der beobachteten Art von Totgeburten, sowie die Keimbahntransmission
beeintrachtigen. Infektionen haben dabei nicht immer einen offensichtlichen Effekt auf
Zellwachstum und Morphologie. Die verwendeten Zelllinien wurden von Zeit zu Zeit per PCR
auf Mycoplasmen getestet und waren stets Mycoplasmenfrei. Kritisch flir den Zustand von
ES-Zellen in Kultur ist auch die Qualitét des benltzten FCS. Von uns wurde entweder ES-
Zell getestetes FCS von Gibco/Invitrogen oder FCS von PAN verwendet. Alle von uns
verwendeten Chargen erwiesen sich in einem einfachen Proliferationstest als gleichwertig
und zufriedenstellend. Das FCS von PAN wurde von B. Ledermann mit der Zelllinie
C57BL/6-1ll sogar erfolgreich auf Keimbahntransmission getestet. Aus den Ergebnissen der
durchgefuhrten Injektionen kénnen nur schwer Ruckschlisse gezogen werden. Klone, die
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letztendlich injiziert wurden, waren noch unter alten Bedingungen durch die homologe
Rekombination gegangen (M12.2.3, M12.2.1, M12.10D5, YFtar3F1, YFtar12B5). Deshalb
kann ein negativer EinfluR der alten Kulturbedingungen bei samtlichen Injektionen nicht
ausgeschlossen werden. Es wurden zwar im fortgeschrittenen Stadium der Doktorarbeit bei
Injektionen von Klonen, die spater unter verbesserten Bedingungen gehalten wurden,
bessere Ergebnisse erzielt, aber die Injektionen fanden in Blastozysten eines anderen
Wirtsstammes (BALB/c) statt und wurden von Burkhard Kneitz (anstelle von B. Ledermann
durchgefiihrt. Insgesamt ist es schwierig, die Kulturbedingungen fir ES-Zellen wahrend
dieser Doktorarbeit zu vergleichen, und daher empfehlenswert, allgemeine Malregeln so gut
wie mdglich zu beachten. Zukinftige Experimente werden deshalb mit den am Ende
verwendeten Bedingungen durchgefihrt werden.

4.2 Transfektionsexperimente mit einem CD22-
ITIM-KO cDNA-Konstrukt in einer B-Zelllinie

Die Expression von CD22 ohne ITIMs, sowie dessen Tyrosinphosphorylierung und die
Assoziation mit SHP-1 wurden in der Myelom-Zelllinie J558Lum3 untersucht.

Ein sehr wichtiger Grund fir die Durchfihrung der Transfektionsexperimente war, die
korrekte Expression von CD22-ITIM-KO vor oder wahrend der Generation einer
entsprechenden Mauslinie zu uberprifen. Der Targeting-Vektor selbst kann fir einen
solchen Test nicht verwendet werden. Der bestmogliche indirekte Test war die Expression
mit Hilfe eines cDNA-Konstruktes, dal} die entsprechenden Mutationen tragt, in einer
geeigneten Zelllinie, wie hier geschehen. Im FACS konnte gezeigt werden, daR die
veranderte Form von CD22 problemlos exprimiert wird. Dies war ein sehr wichtiger Test und
Voraussetzung fur eine Fortfuhrung der weit aufwendigeren Generierung eines CD22-ITIM-
KO Mausmodells (s. 3.1).

Nach Stimulation mit NP-BSA war keine Tyrosinphosphorylierung von CD22-ITIM-KO zu
detektieren. Das konnte darauf zuriickzuflihren sein, daf in der Immunprazipitation weniger
CD22 prazipitiert wird. Zudem bleiben nach Zerstérung der ITIMs nur drei phosphorylierbare
Tyrosine in der cytoplasmatischen Doméane zurlick. Bis jetzt ist auRerdem nicht geklart,
welche Tyrosine in welcher physiologischen Situation tatsachlich phosphoryliert werden. Es
besteht die theoretische Mdglichkeit, da® nicht alle der drei verbleibenden Tyrosine unter
den Umstanden des Experiments phosphoryliert werden.

Es ist bekannt, dal® die Src-Familien Tyrosinkinase Lyn eine wichtige Rolle in der
Tyrosinphosphorylierung von CD22 und der nachfolgenden Rekrutierung von SHP-1 spielt
(Chan et al. 1998; Cornall et al. 1998; Nishizumi et al. 1998; Smith et al. 1998; Otipoby et al.
2001). Nur ein sehr kleiner Teil der Phosphorylierung ist auf Aktivitat von Syk zurtckzufiihren
(Otipoby et al. 2001). In vitro Studien schlagen vor, daf Lyn bereits im nicht-phosphorylierten
Zustand an CD22 bindet. Durch Tyrosin-Phosphorylierung wird die Assoziation von Lyn um
ein vielfaches verstarkt. Bevorzugte Bindungsstellen sind jetzt die Tyrosine 5 und 6, in sehr
viel geringerem Umfang auch 2,3 und 4 (Tuscano et al. 1996). Falls die Phosphorylierung
von Tyrosin 5 und 6 fur die Initiierung einer Phosphorylierungskaskade wichtig ist, ware unter
Umstanden sogar ein Fehlen jeglicher Lyn-abhangiger Phosphorylierung bei fehlenden ITIM-
Tyrosinen 5 und 6 erklarbar.

Der zweite wichtige Test auf dem Weg zur Etablierung einer CD22-ITIM-KO Mauslinie war
die Bestatigung der Funktionalitédt des Targeting-Konstrukts hinsichtlich SHP-1 Bindung. Bei
zerstorten ITIMs wurde kein SHP-1 mit CD22 koprazipitiert. Dies steht in Ubereinstimmung
mit der nicht nachweisbaren Tyrosin-Phosphorylierung von CD22-ITIM-KO. Obwohl
quantitativ weniger CD22 von den CD22-ITIM-KO-Klonen prazipitiert wurde, sollte SHP-1 im
Falle von nennenswerter Assoziation trotzdem noch nachweisbar sein, was nicht der Fall ist.
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Darum ist der Ruckschlul® zulassig, dal} tatsachlich die phosphorylierten ITIMs fir die SHP-1
Bindung verantwortlich sind.

Die Expression von CD22-ITIM-KO Form konnte in dieser Arbeit nicht mit einer im Vergleich
zu Wildtyp-Transfektanten héheren Tyrosinphosphorylierung des Adaptormolekils BLNK
korreliert werden. Auch die Phosphorylierung von BLNK in CD22wt Transfektanten
schwankte zufallig, ohne mit der Héhe der CD22 Expression zu korrelieren (Experimente von
Judith Gerlach). Das Potential von CD22 zur Inhibition hing in dem benutzten System auch
nicht, wie urspringlich angenommen, von einer gleichzeitigen Expression von «2,6-
Sialinsaure ab. Das ist bemerkenswert, da von unserer und einer anderen Arbeitsgruppe in
unterschiedlichen Systemen gezeigt wurde, dal® eine cis-Interaktion von CD22 mit
Sialinsaure fir die inhibitorische Funktion des Molekuls notwendig ist (Jin et al. 2002; Kelm
et al. 2002).

CD72 ist ein weiterer B-Zell spezifischer Rezeptor, der mit dem BCR assoziiert, und die B-
Zelle Uber SHP-1 negativ reguliert. In Studien mit CD72 Transfektanten von J558Lum3 ist
gezeigt, dal} die Expression dieses Rezeptors mit einem ITIM-Motiv in der cytoplasmatischen
Domane die Phosphorylierung von BLNK, Iga/IgB, und Syk negativ reguliert. Dieser Effekt ist
abhangig von SHP-1, da er durch eine gleichzeitige Expression einer dominant negativen
Form dieser Phosphatase aufgehoben werden konnte. Darlber hinaus wurde gezeigt, dal}
CD72 der einzige Aktivator von SHP-1 in diesem System ist. Der inhibitorische Effekt von
CD72 war ITIM-abhangig (Adachi et al. 2001). In einer anderen Arbeit wurde in einer B-
Zelllinie BLNK als direktes Substrat von SHP-1 identifiziert (Mizuno et al. 2000).

Warum diese Beobachtungen in unserem aquivalenten System nicht nachvollziehbar sind
bleibt fraglich. CD72 ist, im Gegensatz zu CD22, konstitutiv Tyrosin-phosphoryliert, und mit
SHP-1 assoziiert, und bendtigt folglich keinen Liganden fir seine inhibitorische Funktion
(Kumanogoh et al. 2000). CD22 wird dagegen sehr wahrscheinlich von einem Liganden auf
der selben Zelloberflache reguliert (Jin et al. 2002; Kelm et al. 2002). Wie erwahnt (s. 3.2)
sind viele Oberflachenmarker auf der verwendeten Plasmozytomlinie J558L
herunterreguliert, darunter auch ein potentieller Ligand von CD22, CD45. Falls der natlrliche
Ligand von CD22 nicht vorhanden ist, ware das eine gute Erklarung fur die nicht funktionale
Inhibition des BCR-Signals durch CD22. Transfektionen in andere B-Zelllinien kdénnten
helfen, dies naher zu untersuchen. Ein fur ein solches Vorhaben potentiell gut geeignetes
System wurde kirzlich beschrieben. J2-44 ist eine CD22-/- Zelllinie, die einen B-Zell
Rezeptor, CD45, und a2,6-Sialinsaure exprimiert (Jin et al. 2002). Alternativ kénnte versucht
werden, noch weitere Oberflachenmarker in den bestehenden Sialyltransferase/CD22-(ITIM-
KO)-Transfektanten zu exprimieren, und so die physiologisch regulierte Inhibition durch
CD22 zu rekonstituieren. Falls es gelange, ein solches System zu etablieren, kénnte die
Signaltransduktion von CD22 untersucht, und wertvolle Hinweise auf den physiologischen
Liganden von CD22 gewonnen werden.

SchlieBlich ist es sehr wahrscheinlich, dal® die Phosphorylierung Tyrosin 4, dal fur die
Bindung von Grb-2 notwendig und ausreichend ist, unabhangig von Lyn stattfindet (Otipoby
et al. 2001). Ein weiteres Potential unseres J558L/CD22-ITIM-KO Systems liegt daher der
Untersuchung des Einflusses von CD22 auf den Grb-2/MAPK Signaltransduktionsweg.

Insgesamt wurde mit den ITIM-KO Transfektanten von J558L ein System geschaffen, dal}
zeigt, dalk CD22-ITIM-KO korrekt exprimiert wird und funktionell hinsichtlich Bindung von
SHP-1 ist. Weitere Analysen werden zeigen, ob die Tyrosin-Phosphorylierung von CD22
tatsachlich durch die Eliminierung der drei ITIM-Tyrosine vollstandig inhibiert wird. Die
gefundenen Resultate sind eine wichtige Voraussetzung fur die Fortfihrung des CD22-ITIM-
KO Knockin-Projekts, und bestatigen die ITIM-Abhangigkeit der SHP-1 Assoziation mit
CD22.
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4.3 B-Zell Populationen mit demaskiertem CD22

4.3.1 B-Zell Populationen mit demaskiertem CD22 in vivo

CD22 interagiert spezifisch mit bisher nicht genau definierten, a2,6-Sialinssaure tragenden
Liganden. Wechselwirkung mit Liganden auf der selben Zelloberflache spielen dabei eine
entscheidende Rolle: von CD22 auf humanen peripheren Blutzellen und humanen B-
Zelllinien wurde gezeigt, daR die Bindungsstelle von endogener Sialinsaure besetzt ist (Razi
and Varki 1998). Es wurde diskutiert, dal} die cis-Maskierung von Siglecs durch endogene
Sialinsaure unter anderem in die Regulation von Zell-Zell-Kontakten oder Protein-Protein-
Interaktionen in cis involviert sein kénnte (Crocker and Varki 2001). Liganden in cis haben
offensichtlich einen wichtigen EinfluR auf die Signaltransduktion von CD22 (Jin et al. 2002;
Kelm et al. 2002). Demaskiertes CD22 kdnnte dagegen die Wechselwirkung der B-Zelle mit
Endothelzellen oder Lymphozyten unterstiutzen (Hanasaki et al. 1994; Hanasaki et al. 1995;
Nitschke et al. 1999). Fir ein Verstandnis der Funktion von CD22 in Signaltransduktion und
Adhasion ist es wichtig, den Maskierungszustand von CD22 auf B-Zellen zu beurteilen, und
B-Zell Subpopulationen mit demaskiertem CD22 zu identifizieren.

Auch bei M&usen tragen die meisten peripheren B-Zellen maskiertes CD22. Eine kleine
Subpopulation von ca. 2-5% der IgD" rezirkulierenden B-Zellen aus Milz und Lymphknoten
von Mausen ist jedoch in der Lage, das fur humanes CD22 spezifische NeuAc-PAA zu
binden. Die Fraktion der Zellen mit unmaskiertem CD22 ist im Knochenmark 2-5-fach erhdht
(Floyd et al. 2000). Dies steht im Einklang mit einer Rolle von CD22 bei der Rezirkulation
reifer B-Zellen ins Knochenmark (Nitschke et al. 1999). Eine durchfluRcytometrische
Detektion der unmaskierten Population in der Arbeit von Floyd et al. war erfolglos geblieben.
Ein mdglicher Grund hierfur war, daf® eine fur Maus-CD22 spezifische Probe mit N-Glykolyl
o2,6-Sialinsaure nicht zur Verfugung stand. Die NeuAc-PAA Probe war vielleicht nicht
sensitiv genug, um unmaskierte Zellen im FACS zu detektieren.

Wir untersuchten die Fahigkeit von Maus-B-Zellen, exogene a2,6-Sialinsaure zu binden mit
zwei verschiedenen N-Glykolyl Sialinsaure-Proben, von denen eine deutlich hohere
Sensitivitat gegenliber Maus-CD22 zu erwarten war. Eine dieser Proben war neuartig und
basierte auf einem Streptavidin/Alkalische-Phosphatase-Konjugat, an das biotinylierte
Sialinsaurereste gekoppelt waren. Besonders diese Probe erwies sich in unseren
Experimenten als sehr sensitiv.

Auch mit den hier verwendeten Proben NeuGc-PAA und NeuGc-SA wurde gefunden, dalR
CD22 auf den allermeisten Maus-B-Zellen maskiert ist, und daR® erst Behandlung mit
Sialidase die Bindungsstelle von CD22 einer Bindung durch NeuGc-PAA bzw. NeuGc-SA
zuganglich macht. Andererseits wurde hier erstmals eine Subpopulation von B-Zellen in Milz
und Knochenmark von Mausen im FACS identifiziert, die unmaskiertes CD22 tragt. Ungefahr
10% aller B220" Milz-Zellen aus Wildtyp, im Gegensatz zu nur 4,5% aller B220" Milz-Zellen
aus CD22-/- Mausen banden NeuGc-SA. Mit NeuGc-PAA wurden ahnlich viele demaskierte
Zellen in Wildtyp bzw. CD22-/- B-Zellen gefunden (s. Abschnitt 3.3.1). Die Kontrollen mit
CD22-/- B-Zellen zeigten, dal die Probenbindung tatsachlich zum gréRten Teil von CD22
abhangig ist.

Wie erwahnt, bindet jedoch auch ein Teil der CD22-/- B-Zellen NeuGc-SA. Andere Siglecs
konnten fur die CD22-unabhangige Bindung von o2,6-Sialinsdure verantwortlich sein. Beim
Menschen sind neben CD22 noch die CD33-verwandten Siglecs 5, 6, 9, und 10 auf B-Zellen
exprimiert. Siglec-5, 9, und 10 binden sowohl a2,3-sia als auch o2,6-sia, letztere allerdings
schwacher als CD22 (Crocker and Varki 2001). Sowohl die CD33-verwandten Maus-Siglecs,
als auch die CD33-verwandten humanen Siglecs sind in Gruppen auf dem Maus-
Chromosom 7 bzw. dem menschlichen Chromosom 19 angeordnet. Eine direkte Zuordnung
von Maus-Orthologen der humanen CD33-verwandten Siglecs ist schwierig, da die Maus-
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Gengruppe nur 4 Gene, die humane Gengruppe aber 7 Siglec-Gene enthalt. Die Maus-
Siglecs werden daher temporar mit einem Buchstaben-Code bezeichnet. Maus-Siglec-E
(mSiglec-E) ist am starksten verwandt mit Siglec-7, -8, und —9. mSiglec-E entspricht Siglec-5
und -6, und mSiglec-G ist verwandt mit Siglec-10. Ein CD33-verwandtes Siglec in der Maus
ohne humane Entsprechung ist Siglec-H (Angata et al. 2001). Eine den Siglecs-5, -9, und —
10 entsprechende Gewebsexpression und Bindungsspezifitat vorausgesetzt, konnten die
Siglecs-E, -F die Ursache firr die CD22-unabhangige Bindung von «2,6-Sialinsaure auf Milz-
B-Zellen sein.

4.3.2 Anreicherung demaskierter Zellen im IgM"CcD21"
Kompartiment

Zur Charakterisierung der Subpopulation von Milz-B-Zellen mit demaskiertem CD22 (s. 3.3)
wurden verschiedene durch Oberflachenmarker voneinander abgrenzbare Population
hinsichtlich ihrer Bindung der Probe NeuGc-SA untersucht. Dabei wurde eine starke relative
Anreicherung demaskierter Zellen innerhalb der IgM™"CD21" —Fraktion von Milz-B-Zellen
beobachtet. Der grofdte Teil dieser Zellen sind Transitionale B-Zellen Typ2 (T2 B-Zellen) (70-
85%), mit dem Phanotyp IgM"IgD°CD23"CD21". Ungefahr 15-30% sind MZ B-Zellen mit
dem Phéanotyp IgM"IgD"CD23'CD21". Aus den T2 B-Zellen, die sich in der Milz im
Priméarfollikel befinden, entwickeln sich reife B-Zellen (engl. mature, M B-Zellen) (Loder et al.
1999). Auch Vorldufer von MZ-B-Zellen werden unter den IgM"IgD"CD21hi T2 B-Zellen
vermutet (Cariappa et al. 2001). In der Darstellung IgM gegen CD21 konnte nicht zwischen
T2 B-Zellen und MZ-B-Zellen unterschieden werden, und ob Zellen einer oder beider
Subpopulationen demaskiert sind. Es wurde berichtet, dalt CD22 auf MZ B-Zellen ahnlich
hoch exprimiert ist, wie auf reifen B-Zellen (Erickson et al. 1996).

T2 B-Zellen kénnen aufgrund ihrer hohen Expression von IgM und IgD auch mit einer
Farbung IgM gegen IgD dargestellt werden. Die MZ B-Zellen befinden sich dann zusammen
mit den T1 B-Zellen in der IgM"IgD'"-Fraktion. MZ B-Zellen machen etwa 3-5% aller B-Zellen
in der Milz aus, T2 B-Zellen etwa 15-20%. Auch die B1 B-Zellen der Milz sind IgM"CD21",
stellen aber nur einen verschwindend kleinen Anteil der B-Zellen der Milz dar. Es ist moéglich,
daR es sich bei einem Teil der demaskierten Zellen in T2 um MZ B-Zellen (und evtl. B1 B-
Zellen) handelt. Der Anteil der Zellen mit demaskiertem CD22 unter den T1 Zellen erhoht
sich in tatsdchlich in dieser Darstellung, in der T2-Fraktion dagegen sind weniger
demaskierte Zellen zu erkennen, was in Ubereinstimmung mit dieser Idee ware.

Eine daraufhin durchgeflihrtes FACS-Experiment in der die Probenbindung der MZ B-Zellen
und der B1 B-Zellen der Peritonealhdhle spezifisch untersucht werden sollte, scheiterte
aufgrund der bereits erwahnten Instabilitat der NeuGc-SA-Probe. Bis zum Ende dieser Arbeit
stand keine neue Praparation zur Verfugung. Die Frage nach der Maskierung von CD22 auf
MZ-B-Zellen und den verwandten B1-Zellen wird in zukunftigen Experimenten mit neuen
Chargen der Probe abschlief3end beantwortet werden.

FACS-Analyse hatte ergeben, dafl3 Zellen mit demaskiertem CD22 Aktivierungsmarker, unter
anderem B7.2 exprimieren. Fir die MZ B-Zellen der Milz wurde gefunden, dal} diese B7.2
bereits im Ruhezustand exprimieren, und daher eine preaktivierte Subpopulation von B-
Zellen bilden (Oliver et al. 1999). Die Feststellung, dal Zellen mit unmaskiertem CD22 B7.2
exprimieren, zusammen mit der Beobachtung des hohen Anteils unmaskierter Zellen
innerhalb der IgM"CD21" Zellen ist eventuell ein weiteres Indiz dafiir daR MZ B-Zellen oder
Vorlaufer zumindest einen groRen Anteil demaskierter Milz-B-Zellen darstellen.

Im T2 B-Zell Kompartiment findet man Vorstufen fur reife, follikulare (M) B-Zellen und MZ-B-
Zellen. Die Differenzierung in diese verschiedenen Subkompartiments ist sehr
wahrscheinlich der positiven Selektion der Vorstufen durch (Selbst-)Antigen unterworfen.
Dabei spielen sowohl BCR-Signale als auch Signale von Korezeptoren eine Rolle (Martin
and Kearney 2000; Cariappa and Pillai 2002). Der relativ groBe Anteil an Zellen mit



92

demaskiertem CD22 koénnte im Zusammenhang mit Selektionsvorgangen in diese
Subkompartimente stehen. Es wurde gezeigt, dal® die Signalstarke fir die Entwicklung von
reifen und MZ B Zellen entscheidende Bedeutung hat (Cariappa et al. 2001). Ein starkes
BCR-Signal bevorteilt die Entwicklung von reifen (bzw. B1) B-Zellen, ein schwacheres Signal
dagegen fuhrt tendenziell zur Entwicklung von MZ B-Zellen. CD22 wiederum ist ein wichtiger
Regulator des B-Zell Signals. Die Assoziation von CD22 mit einem Liganden auf der selben
B-Zelle, und damit vielleicht die Demaskierung, ist entscheidend fur die inhibitorische
Funktion von CD22. Die Maskierung von CD22 koénnte deshalb ein Parameter sein, der die
BCR-Signalstarke, und damit die Selektion von B-Zellen in Subkompartimente kontrolliert.
Das Ausmald der Assoziation von CD22 mit Liganden auf der Zelloberflache oder der Grad
zu dem CD22 mit Liganden in trans interagieren kann, weil die Bindungsstelle unmaskiert ist,
konnten in der Differenzierung von B Zell Subpopulationen eine wichtige Rolle spielen.

Dabei ist unklar, in welcher Richtung die Demaskierung von CD22 die B-Zell
Signaltransduktion bzw. das Ca?*-Signal beeinfluRt. In der humanen B-Zelllinie Daudi fiihrt
die Unterbrechung der Wechselwirkung von CD22 mit seinem Liganden in cis durch einen
Inhibitor zu einem starkeren Ca**-Signal (Kelm et al. 2002). In dieser Doktorarbeit konnte
gezeigt werden, dafd Aktivierung mit LPS zur Demaskierung von CD22 auf B-Zellen flhrt (s.
3.3.4). Falls die Dissoziation von CD22 von seinem naturlichen Liganden durch den Inhibitor
im Daudi-System durch die Demaskierung von CD22 durch LPS auf Maus B-Zellen reflektiert
wird, so ware ein starkeres Ca*-Signal LPS-aktivierter B-Zellen zu erwarten. Experimente
mit bzw. ohne Bindung von CD22 durch Antikdrper vor BCR-Stimulation zeigen jedoch, dafl
CD22 auch nach 48 h LPS-Stimulation das Ca®*-Signal noch inhibieren kann (Rudge et al.
2002).

4.3.3 Demaskierung nach in vitro Aktivierung

In dieser Doktorarbeit wurde eine neue Subpopulation von B-Zellen mit demaskiertem CD22
definiert. Anhand der starken Expression der Aktivierungsmarker CD69, B7.2, und CD25
wurde gezeigt, dal® Zellen dieser Population aktiviert sind. Diese Beobachtung wird durch
eine Studie unterstitzt, aus der hervorging, dal® die Liganden-Bindungsstelle von CD22
normalerweise von endogener a2,6-Sia maskiert ist, aber dal eine Aktivierung peripherer
humaner Blutzellen zu einer Demaskierung einer a2,6-Sia spezifischen Lectin-Funktion auf
CD22 positiven Zellen fuhrt (Razi and Varki 1998). Zeitgleich zur Identifikation der
Subpopulationen, die demaskiertes CD22 tragen, versuchten wir auch, mit Hilfe der NeuGc-
PAA-Probe diesen Demaskierungseffekt in Folge von Aktivierung ex vivo nachzuvollziehen
und genauer zu analysieren.

Milzzellen von Wildtyp und CD22-/- Mausen wurden dazu mit verschiedenen polyklonalen
Aktivatoren fiir 48 oder 72 h stimuliert, und anschliefiend im FACS analysiert. Demaskierung
o2,6-Sialinsaure bindender Aktivitat war prinzipiell bei allen Stimuli mit Ausnahme von IgM
alleine zu beobachten. Auch bei B Zellen aus CD22 defizienten Tieren war mit den meisten
Stimuli ein Demaskierungseffekt zu beobachten. Dieser war oft nur geringfligig kleiner, als
bei Wildtyp-Zellen. Die Ausnahme bildete die Stimulation mit LPS bzw. IL4 alleine. Hier trat
eine Demaskierung nur nach Aktivierung von Wildtyp, aber nicht nach Aktivierung von CD22-
/- Zellen auf.

Wie auch schon unter 4.3.1 (B-Zell Populationen mit demaskiertem CD22 in vivo) diskutiert,
kénnten andere Siglecs kdnnten fir die CD22-unabhangige Bindung von a2,6-Sialinsaure
verantwortlich sein.

Die Aktivierung der Zellen selbst konnte die Expressionslevel verschiedener Siglecs
einschlieBlich CD22 auf der Zelloberflache beeinflussen. Frih wurde berichtet, dalR CD22 auf
aktivierten B-Zellen generell héher exprimiert ist, als auf ruhenden B-Zellen (Torres et al.
1992). Spater wurde gezeigt, dall LPS bzw. rekombinanter trimerer CD40-Ligand (CD40L),
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jeweils in Kombination mit IL4 und fir 4 Tage, zu einer 5 fach héheren CD22 Expression
verglichen mit frisch isolierten B-Zellen aus Milz fihrt (Erickson et al. 1996). Die
Hochregulation von CD22 durch LPS zusammen mit IL4 wurde in einer anderen
Veroffentlichung bestatigt (Mary et al. 2000). Im Widerspruch dazu wurde in einer jungst
publizierten Studie eine geringere CD22 Expression nach Stimulation mit IL4 zusammen mit
LPS gefunden (Rudge et al. 2002).

In einer zum Zeitpunkt des Abschlusses dieser Doktorarbeit noch nicht publizierten Arbeit
wurde die Anderung der Expression von CD22 auf B1 und B2-Zellen infolge von Behandlung
mit verschiedenen Stimuli charakterisiert (Lajaunias 2002). Hier wurde auf B2 B-Zellen
deutlich mehr CD22 in Folge von 24 h bzw. 48 h Aktivierung der Zellen mit LPS alleine
nachgewiesen. In geringerem Male erhdhte auch Behandlung mit anti CD40 Antikérpern die
CD22 Expression. Im Gegensatz dazu wurde CD22 auf der Zelloberflache nach Stimulation
mit verschiedenen anti IgM Antikdrpern jedoch stark herunterreguliert. Dieser Effekt war
abhangig von der Konzentration des jeweiligen Antikorpers. Auf CD5" B1 Zellen wurde CD22
durch LPS (und CpG-ODN) herunterreguliert, auf den restlichen B1-Zellen wurde keine
starkere Expression beobachtet.

Bei Aktivierung mit anti IgM alleine war praktisch kein Unterschied in der NeuGc-PAA-
Bindung zwischen Wildtyp und CD22-/- Zellen feststellbar. Es wurde gezeigt, dal® durch
Kreuzvernetzung des BCRs weniger CD22 auf B-Zellen exprimiert wird (Lajaunias 2002).
Durch geringere Oberflachen-Expression von CD22 kénnte die Abhangigkeit der NeuGc-
PAA Probenbindung von CD22 gegeniber der von anderen Siglecs so stark an Gewicht
verlieren, dall der geringe Bindungsunterschied erklarbar wird. Wurde IgM in Kombination
mit anderen Aktivatoren eingesetzt, war der Unterschied in der Probenbindung zwar immer
vorhanden, aber meist sehr gering, was die Vermutung nahelegt, dal} der Effekt von anti IgM
auf die CD22 Expression dominant gegenuber der Wirkung anderer Aktivatoren ist. Anti-IgM
zusammen mit IL4 z.B. fuhrte zu weniger CD22-Expression (Rudge et al. 2002). Die
Expression von CD22 nach gleichzeitiger Stimulation mit anti-lgM und LPS wurde von uns
noch nicht getestet, so dal® keine Aussage dartiber getroffen werden kann.

Als Mechanismus fiir die Demaskierung ist neben einer Anderung der Expression von
Siglecs auch eine Anderung der Menge von Sialinsdure auf der Zelloberfliche denkbar.
Diese konnte z.B. durch die Aktivitdt einer an der Zelloberflache aktiven Sialidase, oder
durch eine veranderte Regulation der intrazellular aktiven Sialyltransferase, und daraus
resultierender veranderter Sialylierung von Proteinen an der Zelloberflache bewirkt werden.
Ein weiterer moglicher Mechanismus ist eine Reorganisation von Membran-Domanen und
eine daraus resultierende Dissoziation von Siglecs von sialylierten Liganden (Crocker and
Varki 2001). In unseren Experimenten konnten wir wiederholt zeigen, dal} a2,6-Sialinsaure
auf Wildtyp und CD22-/- B-Zellen durch Stimulation mit LPS deutlich herunterreguliert wird.
Dieser Effekt wurde mit keinem der anderen Stimuli beobachtet. Bei einer gleichzeitigen
Mehrexpression von CD22 (s. oben) kénnte das bedeuten, dal® weniger Liganden-
Bindungsstellen durch endogene Sialinsaure belegt sind. Das kdnnte den beobachteten
Demaskierungseffekt erklaren. Die Demaskierung durch IL4 mul} jedoch nach einem
anderen Mechanismus ablaufen. Behandlung von B-Zellen mit IL4 alleine fir 48 h beeinfluf3t
die Expression von CD22 nicht (Rudge et al. 2002). In unseren eigenen Experimenten blieb
die Expression von a2,6sia auf der Zelloberflache wahrend IL4 Behandlung konstant. Die
Demaskierung von CD22 durch IL4 Aktivierung kénnte durch rdumliche Dissoziation von
CD22 von seinem/n Sialinsdure-tragenden Liganden auf der Zelloberflache hervorgerufen
werden.

Die polyklonalen Stimulanzien, die in dieser Reihe von Experimenten verwendet werden,
wirken auf unterschiedliche B-Zell Subpopulationen unterschiedlich. So wurde z.B. gezeigt,
dal MZ (und B1) B-Zellen im Gegensatz zu B2 B-Zellen infolge von BCR Kreuzvernetzung
in vitro nicht proliferieren, sondern in Apoptose gehen (Oliver et al. 1999). T2 und reife B-
Zellen dagegen proliferieren nach BCR-Stimulation. MZ B-Zellen wiederum proliferieren nach
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Behandlung mit LPS (und CD40) viel schneller als reife B-Zellen. Je nach Aktivator oder
Kombination von Aktivatoren kdnnten einzelne Populationen von B-Zellen selektiv expandiert
werden, die evtl. unterschiedlich viel CD22 exprimieren oder deren CD22 maskiert bzw.
unmaskiert ist, und so zu den beobachteten Effekten beitragen.

Wie erwahnt, werden potentiell noch eine Reihe weiterer o2,6-Sialinsaure bindender Siglecs
auf B-Zellen exprimiert. Es ist nicht unwahrscheinlich, dal® auch deren Expression der
Regulation durch polyklonale Aktivatoren unterliegt. Es wird interessant sein, diesen
Umstand in weiterflihrenden Experimenten zu untersuchen. Voraussetzung ist aber zunachst
eine genaue Charakterisierung der murinen Homologe humaner Siglecs. Die Ergebnisse
werden Aufschlu® dartiber geben, wie die Expression und die cis-Maskierung anderer
Siglecs durch Aktivierung reguliert wird, und wie sich der Anteil anderer Siglecs an der o2,6-
Sailinsdurebindung dadurch andert. Die so gewonnenen Kenntnisse werden helfen, den
geringen Unterschied in der Demaskierung zwischen CD22-/- und Wildtyp-Zellen bei
Aktivierung mit bestimmten Kombinationen von Aktivatoren zu erklaren.

Die Demaskierung der Bindungsstelle konnte CD22 in die Lage versetzten, Liganden in trans
zu binden. Es wurde z.B. vorgeschlagen, daf} durch Interaktion von CD22 mit CD45 auf
CD4" T-Zellen CD22 vom B Zell Rezeptor getrennt und dadurch das BCR Signal in dieser
Situation verstarkt werden kann (Sgroi et al. 1995). Solch eine Situation kénnte beim Kontakt
einer Antigen-prasentierenden B-Zelle mit einer Ty2-Zelle im Zuge einer Thymus-abhangigen
Immunantwort auftreten. Dal® die Thymus-abhangigen Immunantworten in CD22-/- Mausen
normal sind (Nitschke et al. 1997), wirde einem solchen Modell nicht widersprechen, falls
wirklich nur die Entfernung von CD22 vom BCR entscheidend ist, nicht aber eine von der
Kontrolle des BCR-Signals unabhéangige Signalfunktion von CD22.

Es ist gezeigt, dall CD22 eine Rolle bei Thymus-unabhangigen (TI) Immunantworten spielt
(Nitschke et al. 1997). Dies wurde anhand der Produktion von Immunglobulinen nach
Injektion des TI2 Antigens TNP-Ficoll festgestellt. Bei einer realen bakteriellen Infektion ist zu
erwarten, das neben Kreuzvernetzung von B-Zell Rezeptoren durch multivalente Antigene
auch durch mikrobielle Lipopolysaccharide vermittelte Signale eine Rolle spielen. Nach LPS-
Stimulation war der Unterschied in der Demaskierung zwischen B-Zellen aus Wildtyp bzw.
CD22-/- Mausen besonders grof3. Zukuinftige Experimente werden die Bedeutung dieser
Beobachtung aufklaren. Zum Beispiel wurde gezeigt, dall a2,6-Sia auf Endothelzellen durch
die Entziindungsmediatoren TNF-o. und IL-1, aber auch durch LPS hochreguliert werden
kann (Hanasaki et al. 1994). Die Demaskierung und die gleichzeitige Verstarkung der
Expression von CD22 auf B-Zellen kdnnte zu einer Rekrutierung von B-Zellen zu Regionen
bakterieller Infektion auf endothelialen Oberflachen flihren. Weiterhin kdnnte die
Demaskierung in Synergie mit der Exposition von «a2,6-Sia auf Endothelzellen zu einer
Unterbrechung sialinsdureabhangiger cis-Interaktion von CD22 fuhren. Die Inhibition der
BCR-Signaltransduktion durch CD22 kdénnte durch einen solchen Mechanismus in
adaquaten Situationen unterbrochen werden.

Neben LPS konnte in unseren Experimenten auch IL4 eine ausschlieBlich von CD22
abhangige Bindung von NeuGc-PAA bewirken. Auch IL4 konnte in einer Studie die
Exposition von «2,6-Sia auf Endothelzellen bewirken (Hanasaki et al. 1995). Insgesamt
scheint mdglich, dafl durch gleichzeitige Stimulation von noch naher zu definierenden
Epithelien und B-Zellen mit LPS und/oder IL4 eine CD22 vermittelte interzellulare Interaktion
bewirkt wird.

Liganden fur CD22 wurden auch auf sinusoidalen Endothelzellen des Knochenmarks
gefunden (Nitschke et al. 1999), und mit der Wanderung von Plasmazellvorstufen ins
Knochenmark in Zusammenhang gebracht. Demaskierung durch LPS konnte in diesem
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Zusammenhang insbesondere bei der B-Zell Aktivierung und Differenzierung bei bakteriellen
Infektionen wichtig sein.

Die Erhéhung der CD22 Expression im Zusammenhang einer Verringerung des Liganden
auf der selben Zelloberflache machen in jedem Fall eine wichtige trans-Interaktion sehr
wahrscheinlich. Es wird interessant sein, in weiterfihrenden Experimenten den Liganden und
die physiologische Situation des Auftretens dieses Phadnomens zu untersuchen.

4.4 Marginalzonen B-Zellen in CD22-/- Mausen

Marginalzonen B Zellen (MZ B Zellen) sind eine spezialisierte B Zell Subpopulation die
ausschlieBlich in der Milz vorkommen. Dort befinden sie sich am dufleren Rand der PALS
(Periarterioléare Lymphatische Scheide), jenseits des Marginalsinus (Ubersichtsartikel s.
(Martin and Kearney 2000)). MZ B Zellen sind durch eine Reihe von Oberflachenmarkern
charakterisierbar, und anhand dieser von anderen B Zell Subpopulationen der Milz
unterscheidbar. Reife B Zellen sind IgM°IgD"CD21™CD23"CD1d"™¢, MZ B Zellen dagegen
IgM"IigD"°CD21"CD23"°CD1d".

4.4.1 Marginalzonen B-Zellen in CD22-/- Mausen sind
reduziert

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels DurchfluRcytometrie gezeigt, da® das MZ B-Zell
Kompartiment in CD22 defizienten Mausen um 70-80% reduziert ist. Die Reduktion der MZ
B-Zellen scheint in der Farbung mit B220 und CD1 ausgepragter zu sein, als in der Farbung
CD21 gegen CD23. Der Grund hierflir kdnnte in der Expression von CD1 auch in anderen B
Zell Subpopulationen der Milz liegen. Das Expressionslevel steigt von T1 Gber M und T2 B
Zellen bis hin zu den MZ B Zellen kontinuierlich an (Batten, Groom et al. 2000). Transitionale
B-Zellen mit relativ hoher CD1 Expression sind in CD22 defizienten Mausen ebenfalls leicht
reduziert (Nitschke, Carsetti et al. 1997). Es ware daher denkbar, dal? die B220/CD1
Farbung die Reduktion in beiden Kompartiments widerspiegelt. Die Population der MZ B
Zellen ist unter den B220+CD1hi-Zellen trotzdem dominant, so dafl Unterschiede zwischen
Wildtyp und CD22-/- tatsachlich auf ein kleineres MZ B Zell Kompartiment zuriickzuflihren
sind. Immunhistochemische Studien die zur gleichen Zeit von einer kooperierenden Gruppe
in Ulm (T. Samardzic, D. Marinkovic, Thomas Wirth) durchgefihrt wurden, unterstreichen die
Reduktion von B-Zellen in der MZ von CD22-defizienten Mausen (Samardzic, Marinkovic et
al. 2002).

Die Frage, die sich stellt ist, wie CD22 die Grofte des MZ B-Zell Kompartiments beeinflusst.
Neben der Spezifitat des BCRs ist unter anderem die Starke des BCR-Signals entscheidend
fur die Entwicklung von MZ B-Zellen. In der Vergangenheit hat sich gezeigt, dal® Mutationen,
die die Starke des BCR-Signals beeinflussen, auch Auswirkungen auf die GrolRe des B1 B-
Zell Kompartiments und/oder die Grofle des MZ B-Zell Kompartiments haben. Ein starkes
BCR-Signal scheint die Differenzierung in Richtung reifer bzw. B1 B-Zellen zu treiben. MZ B-
Zellen entwickeln sich dagegen bevorzugt bei einem schwacheren BCR-Signal. In Btk-/-
Mausen ist dagegen das BCR-Signal abgeschwacht. Die Gesamtzahl an peripheren B-Zellen
in diesen Tieren ist reduziert, dennoch flihrt das relativ schwache Signal dazu, dal3 der
relative Anteil an MZ B-Zellen stark erhéht ist (Martin and Kearney 2000; Cariappa, Tang et
al. 2001). Abwesenheit von Aiolos, einem Zink-Finger Transkriptionsfaktor, fihrt ebenso wie
Lyn-Defizienz und Iga-Defizienz zu einem starkeren BCR-Signal (Chan et al. 1997; Wang et
al. 1998; Kraus et al. 1999; Torres and Hafen 1999). Das MZ B Zell Kompartiment ist jeweils
stark reduziert (Wang et al. 1998; Kraus et al. 2001; Seo et al. 2001). CD22 ist ebenfalls ein
negativer Regulator des BCR-Signals, und Defizienz fir diesen Rezeptor fihrt zu einem
verstarkten BCR-Signal. Die Reduktion von MZ B-Zellen in CD22-/- Mausen findet daher
eine mogliche Erklarung in der ,Signalstarke-Hypothese*.
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Die Src-Familien Kinase Lyn ist, so wie CD22, wichtig fiir die Inhibition des BCR-Ca?*-
Signals. Beide Molekile sind darlber hinaus funktionell eng miteinander verknupft. Lyn ist
fur die Phosphorylierung von CD22 und flr dessen inhibitorische Funktion essentiell (Chan
et al. 1998; Cornall et al. 1998; Smith et al. 1998; Otipoby et al. 2001). Weiterhin wurde in
einer eleganten genetischen Studie gezeigt, da Lyn, CD22, und SHP-1 Komponenten eines
Signalwegs sind (Cornall et al. 1998). Da Lyn-defiziente Mause keine MZ B Zellen besitzen
(Seo et al. 2001) lag deshalb Vermutung nahe, dal das Fehlen von CD22 ebenfalls einen
Einflud auf die Grolke des MZ B Zell Kompartiments haben koénnte, was sich in unseren
Experimenten dann auch bestatigte.

Entscheidend fir ein normales MZ B-Zell Kompartiment ist auch die funktionierende
Migration der Zellen in die richtige Umgebung in der Marginalzone und deren anschlieRender
Verbleib dort. Kirzlich wurde gezeigt, dal® die blockierte Entwicklung von MZ B-Zellen in
Pyk-2-/-, Lsc-/-, und Dock2-/- Mausen mit einer gednderten Beweglichkeit von B-Zellen
einhergeht (Guinamard et al. 2000; Fukui et al. 2001; Girkontaite et al. 2001). Pyk-2 ist eine
cytosolische Tyrosinkinase, die wichtig fir die Signaltransduktion von Chemokinrezeptoren
ist. Lsc und DOCK?2 sind in die Polymerisierung und Reorganisation von Aktin involviert. Es
ist moglich, dal® auch die Reduktion von MZ B-Zellen in CD22-/- Mausen ihren Ursprung in
einem veranderten Migrationsverhalten hat. Tatsachlich wurde beobachtet, dal} das
Migrationsverhalten von CD22-/- B-Zellen gegentber den Chemokinen MIP-33 und SDF-1a
im Vergleich zu Wildtyp-B-Zellen verstarkt ist (Samardzic et al. 2002). CD22 kdnnte auf
verschiedenen Wegen die Chemokin-Signaltransduktion in B-Zellen beeinflussen. Es wurde
gezeigt, da® das BCR-Signal die Antwort der Zelle auf Chemokine beeinflusst (Bleul et al.
1998). Der Mechanismus fir diese veranderte Antwort auf Chemokine kénnte z.B. in einer
BCR-induzierten Veranderung des Expressionsmusters von Chemokinrezeptoren auf der B-
Zelle begrundet sein. Kirzlich wurde demonstriert, dafy Migration von B-Zellen in die T-Zell
Zone der Milz durch Antigen-induzierte Hochregulation von CCR7, einem Chemokinrezeptor
fur T-Zell-Zonen-Chemokine, vermittelt ist (Reif et al. 2002). CD22 ist ein wichtiger Regulator
des BCR-Signals, und kénnte in einem aquivalenten Prozess die Expression von noch zu
definierenden, fir die Migration oder die Retention von MZ B-Zellen wichtigen
Chemokinrezeptoren regulieren. Alternativ dazu kénnte CD22 auch die Signaltransduktion
von Chemokin-Rezeptoren direkt kontrollieren. Pyk-2 ist eine fur die Signaltransduktion von
Chemokinrezeptoren wichtige Tyrosinkinase (s. oben). Nach Aktivierung von CCR5 wird
SHP-1 aktiviert und bindet an Pyk-2 (Ganju et al. 2000). CD22 ist ein Aktivator von SHP-1,
und kdnnte so die Signaltransduktion Uber CCRS5 direkt beeinflussen.

4.4.2 Die schwachen Thymus-unabhangigen
Immunantworten in CD22-/- Mausen konnten auf das
verkleinerte MZ B-Zell Kompartiment zurtickzufluihren sein

Die funktionellen Konsequenzen der Reduktion der MZ B Zellen in CD22-/- Mausen wurden
in Immunisierungsexperimenten untersucht. Zusammen mit B1 B-Zellen sind MZ B-Zellen
hauptsachlich verantwortlich fir die Immunantwort gegen Thymusunabhangige Antigene
Typ-2 (TI2 Antigene) (Lane et al. 1986; Martin and Kearney 2000). Aus friiheren Arbeiten
war bereits bekannt, dal CD22-/- Mause verminderte TI2-Antworten bei normalem B1 B-Zell
Kompartiment haben. Es bestand die Moglichkeit, dal? die Reduktion der MZ B-Zellen die
Ursache fir die schwacheren TI2-Antworten in CD22-/- Mausen ist.

Wegen ihrer Position unmittelbar jenseits des Marginalsinus an der Grenze zwischen weilRer
und roter Pulpa der Milz sind MZ B Zellen eine der ersten Populationen, die mit Antigenen im
Blut in Kontakt kommen. MZ B Zellen sind auferdem preaktiviert. Sie exprimieren bereits im
Ruhezustand die Aktivierungsmarker B7.1 und B7.2. Wegen dieser Preaktivierung kénnen
sie nach Aktivierung viel schneller Effektorzellen bilden als reife B Zellen, und binnen ca.24
Stunden zu IgM produzierenden Plasmablasten differenzieren (Oliver et al. 1999). In einer
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kirzlich publizierten Arbeit wurde demonstriert, dal der Weg der Immunisierung den
relativen Beitrag von B1 Zellen und MZ B Zellen zur Immunantwort bestimmt (Martin et al.
2001). Antigene, die intraperitoneal appliziert werden, erreichen vornehmlich die B1 Zellen
des Peritoneums, so dal diese die Zellen sind, die in dieser Situation hauptsachlich die
Immunantwort bestimmen. Intravends gespritzte Antigene dagegen erreichen sehr schnell
mit dem Blutstrom die Milz, und dort zuerst die Marginalzone. Bei intravendser Applikation
von TI-2-Antigenen bestimmen daher hauptsachlich die MZ B-Zellen die Immunantwort.

Hier wurde mittels ELISA bestatigt, dal®, wie auch schon friher gezeigt (Otipoby et al. 1996;
Nitschke et al. 1997), die Immunantwort gegen das TI2 Antigen TNP-Ficoll in CD22-/-
Mausen bei intraperitonealer Applikation gegenlber Wildtyp-Mausen ca. 2 fach reduziert ist.
Dartber hinaus wurde gezeigt, dal bei Injektion der gleichen Menge TNP-Ficoll in die
Schwanzvene die Immunantwort signifikant starker reduziert war, namlich 3-4 fach. Die
Verringerung der MZ B Zellen liefert eine gute Erklarung fur diese Beobachtung. Die wichtige
Rolle der MZ B-Zellen bei intravenéser Applikation von Antigen wurde durch
Immunhistochemische Experimente von T. Samardzic und Thomas Wirth unterstrichen. Fir
das hier verwendete TI2-Antigen TNP-Ficoll wurde demonstriert, dal3 es bei intravendser
Injektion sehr effizient in der Marginalzone von Wildtyp, aber nicht von CD22-/- Mausen
festgehalten wird (Samardzic et al. 2002).

Die Abhangigkeit der Lokalisation von intravenos injiziertem TNP-Ficoll in der Marginalzone
von MZ B-Zellen, sowie der Mechanismus der Retention wurde von Guinamard et al.
untersucht. In Pyk-2 defizienten Mausen, die keine MZ B-Zellen besitzen, wurde TNP-Ficoll,
wie in der Arbeit von Samardzic et al., nicht in der Marginalzone festgehalten. Dartber
hinaus wurde hier mit Hilfe von Knockout-Mausen demonstriert, dal} die Retention von TNP-
Ficoll durch MZ B-Zellen sowohl von der Komplement-Komponente C3d, als auch vom
Komplement-Rezeptor CR1/2 (CD21/35) abhangt. MZ B-Zellen exprimieren, wie erwahnt,
CD21 (den Komplement-Rezeptor 1) besonders hoch. Die Interpretation dieser Beobachtung
ist, dal® an TNP-Ficoll gebundenes C3d lUber CD21 die Bindung des Antigens an MZ B-
Zellen vermittelt. Antigen-C3d Komplexe konnten im Zuge dieses Prozesses den B-Zell
Rezeptor mit CD19 verbinden, was die Schwelle der Signalinduktion deutlich herabsetzen
wirde (Guinamard et al. 2000).

Insgesamt konnte in unseren Experimenten gezeigt werden, dalR das MZ B-Zell
Kompartiment in CD22-/- Mausen 3-4 fach reduziert ist. Ergebnisse aus
Immunisierungsexperimenten deuteten auflerdem auf die Reduktion der MZ B-Zellen als
eine mogliche Erklarung fur die reduzierten TI2-Immunantworten in CD22-/- Mausen hin.
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5. Zusammenfassung

Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung von Aspekten der Funktion von CD22, einem
B-Zell spezifischen Transmembran-Rezeptor der Siglec-Familie (Sialinsaure-bindende
Immunglobulin-dhnliche Lectine). Mit der &uBersten der 7 extrazellularen Ig-ahnlichen
Domanen kann CD22 spezifisch mit a2,6-Sialinsaure interagieren. In der cytoplasmatischen
Domane von CD22 befinden sich 6 konservierte Tyrosine, 3 davon in ITIMs (Immunrezeptor
tyrosinhaltige inhibitorischen Motiven). Nach Kreuzvernetzung des B-Zell Rezeptors wird
CD22 tyrosinphosphoryliert. Die cytosolische Tyrosin-Phosphatase SHP-1 bindet in der
Folge an die phosphorylierten ITIMs, wird aktiviert, und inhibiert das BCR Ca®*-Signal.
Gleichzeitig binden jedoch auch positive Modulatoren des BCR-Signals (Lyn, Syk, PLCy
PI3K, und Grb-2) an CD22, deren Rolle im Zusammenhang mit CD22 bislang ungeklart ist.

1. In einem Hauptteil der Arbeit sollten zwei Knockin Mausmodelle generiert werden. Das
eine Mausmodell (CD22-ITIM-KO) sollte zerstorte ITIM-Motive enthalten. Bei dem anderen
(CD22-Tailless) sollte die gesamte cytoplasmatische Doméane von CD22 fehlen. Beide
Modelle sollten der Untersuchung der Rolle der an CD22 bindenden positiven Modulatoren
des BCR-Signals, und des Zusammenhangs zwischen Signaltransduktion und
Ligandenbindung in vivo dienen. Die Klonierung der Targeting-Vektoren fur CD22-ITIM-KO
(pCD22-ITIM-KO) und CD22-Tailless (pCD22-Tailless) wurde abgeschlossen. Mit Hilfe
ebenfalls klonierter Kontrollvektoren wurden PCRs zur Identifizierung homolog
rekombinanter ES-Zell Klone etabliert. Fir beide Targeting-Konstrukte wurden nach
Transfektion von C57BL/6 ES-Zellen homolog rekombinante Klone erhalten, und mittels
Southern Blot und Sequenzierung der eingefihrten Mutationen vollstandig charakterisiert.
Nach Cre/lox-vermittelter Deletion der Selektionskassette des Targeting-Konstrukts folgte
Injektion voll charakterisierter CD22-ITIM-KO Klone in BALB/c-Blastozysten. Es wurden 5
chimare Tiere erhalten, von denen keines die Mutationen durch die Keimbahn weitergab.
Transfektionen der C57BL/6 Targeting-Konstrukte in anderen, nicht-isogenen ES-Zell Linien
ergaben keine homologen Rekombinanten. Das Auffinden der genomischen Sequenz von
CD22 in einer Internet-Datenbank ermdglichte die Verlangerung von pCD22-ITIM-KO um ca.
4 kb mit 129/ola-DNA. Eine Transfektion dieses neuen Konstruktes in eine 129/ola ES-
Zelllinie ergab keine homologen Rekombinanten. Jedoch &ffnet die nun bekannte
genomische CD22-Sequenz den Weg zu einfacher Neukonstruktion von pCD22-ITIM-KO mit
129/ola-DNA, oder zu einer Veranderung und Verbesserung der vorhandenen C57BL/6-
Vektoren.

2. Zur Untersuchung der Auswirkung der zerstorten ITIMs auf Tyrosinphosphorylierung und
SHP-1 Assoziation von CD22 in vitro in einer Zellinie wurde ein CD22-ITIM-KO-
Expressionsvektor konstruiert, und Sialyltransferase/CD22-ITIM-KO Doppeltransfektanten
der Plasmozytom-Zelllinie J558L gewonnen. CD22-ITIM-KO wurde nach BCR-Stimulation
nicht tyrosinphosphoryliert, SHP-1 konnte entsprechend nicht mit CD22-ITIM-KO
assoziieren. Die Ergebnisse zeigen die Funktionalitdt des CD22-ITIM-KO Konstrukts
hinsichtlich ITIM-Phosphorylierung und SHP-1 Bindung. Weiterhin zeigten die Ergebnisse,
daR die ITIM-Tyrosine wichtig fur die Phosphorylierung der nicht-ITIM-Tyrosine sind.

3. Interaktion von CD22 mit a2,6-Sialinsaure auf der selben Zelloberflache (in Cis) spielt eine
wichtige Rolle bei der Zell-Zell-Interaktion und bei der intrazellularen Signaltransduktion. In
dieser Arbeit wurden erstmals mittels DurchfluRcytometrie B-Zellen mit CD22, dessen
Liganden-Bindungsstelle nicht durch endogene «2,6-Sialinsdure besetzt ist (demaskiertes
CD22), identifiziert. Ca. 10,5% aller B220" Milzzellen von Wildtyp-Mausen, aber nur ca. 4,5%
der B220" Milzzellen aus CD22-/- Mausen waren in der Lage, exogene a2,6-Sialinsaure zu
binden. Dieser Effekt ist zum Grofteil auf CD22 zuriickzufihren. Genauere FACS-Analyse
zeigte, dal Zellen mit demaskiertem CD22 in der Fraktion der Transitionalen B-Zellen Typ 2



99

(T2-Zellen) angereichert sind, und Zeichen von Aktivierung (B7.2, CD25, CD69) zeigen. In
Ubereinstimmung damit fihrte in vitro Aktivierung von B-Zellen mit LPS oder IL4 zu CD22-
abhangiger Demaskierung.

4. FACS-Farbungen zeigten, da® das Marginalzonen (MZ) B-Zell Kompartiment in CD22-/-
Mausen um ca. 70-80% gegenlber wt-Mausen verkleinert ist. In Bestatigung friherer
Arbeiten war die Immunantwort gegen i.p.-injizierte Thymusunabhangige Antigene Typ 2
(TI2-Antigene) in CD22-/- Mausen 2-fach reduziert. Die Antwort war jedoch signifikant starker
reduziert (3-4-fach), wenn die gleiche Antigen-Menge i.v.-injiziert wurde, eine Situation, in
der bevorzugt die MZ B-Zellen der Milz in Kontakt mit im Blutstrom transportierten Antigenen
kommen. Es ist wahrscheinlich, dal® die bekannte Defizienz in TI2-lmmunantworten in
CD22-/- Mausen auf die verringerte MZ B-Zell Anzahl zurtickzufihren ist.
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6. Summary

Aim of this thesis was to investigate aspects of the function of CD22, a B-cell specific
member of the Siglec-family (sialic acid binding immunoglobulin—like lectins). CD22 can
specifically bind o2,6-sialic acid with the outermost of its 7 extracellular Ig-domains. There
are 6 conserved tyrosine residues in the cytoplasmic domain, 3 of which lie within ITIMs
(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs). Following BCR engagement, CD22
becomes tyrosine-phosphorylated. Consecutively, the cytosolic tyrosin-phosphatase SHP-1
binds to the phosphorylated ITIMs, becomes activated and inhibits the BCR-signal. There are
also some positive modulators of the BCR-signal which bind to CD22 (Lyn, Syk, PLCy PI3K,
und Grb-2). The role of these molecules in the context of CD22 remains to be elucidated.

1. One main goal of this work was the generation of two new knockin mouse lines. In the first
line (CD22-ITIM-KO), the ITIMs of CD22 were to be destroyed. A second line in which CD22
lacks its cytoplasmic tail was to be generated (CD22-Tailless). Both models were supposed
to serve the in vivo investigation of the role of the positive modulators of the BCR-signal and
the interrelation of CD22 signaling and ligand binding. Cloning of the targeting vectors
pCD22-ITIM-KO and pCD22-tailless was completed. Using control vectors, which were also
cloned, screening-PCRs for the identification of homologous recombined ES-cell clones were
established. C57BL/6 ES-cells were transfected with the targeting constructs, and
homologous recombinants were identified with PCR and Southern blot. The introduced
mutations were confirmed by sequencing. Following cre/lox-mediated deletion of the
selection cassette, fully characterised CD22-ITIM-KO clones were injected into BALB/c-
blastocysts. Five chimaeras were obtained, none of which transmitted the mutations through
the germline. No homologous recombinants were obtained upon injection of the C57BL/6
targeting constructs into other, non-isogenic ES-cell lines. Finding of the genomic sequence
of murine CD22 in a database made it possible to extend pCD22-ITIM-KO by 4 kb with DNA
from a 129/ola mouse strain. The new construct was used to transfect 129/ola ES-cells,
which are generally known to be kariotypically more stable than C57BL/6 ES-cells. No
homologous recombinants were obtained. The now known sequence of the CD22 gene will
make it possible to reconstruct pCD22-ITIM-KO based on 129-DNA or to modify and improve
the already existing C57BL/6-constructs.

2. To investigate the consequences of the destroyed ITIMs on tyrosine-phosphorylation and
SHP-1 association of CD22 in vitro, a CD22-ITIM-KO expression-vector was constructed and
sialyl-transferase/CD22-ITIM-KO double-transfectants of the murine plasmocytoma-line
J558L were generated. CD22 tyrosine-phosphorylation after BCR-stimulation was completely
abolished in CD22-ITIM-KO transfectants. Accordingly, SHP-1 couldn’t associate with CD22-
ITIM-KO. The results prove the funcionality of the CD22-ITIM-KO construct with respect to
ITIM-phosphorylation and binding of SHP-1. Furthermore the results show that the ITIM-
tyrosines are also important for the phosphorylation of the non-ITIM-tyrosines.

3. Interaction of CD22 with its ligand a2,6-sialic acid on the surface of the same cell (in cis)
plays an important role in cell-cell-interaction and intracellular signal transduction. In this
work B-cells on which the ligand binding site of CD22 is not occupied by endogenous o2,6-
sialic acid (demasked CD22) were identified by FACS for the first time. 10,5% of all B220"
spleen cells from wild type mice, in contrast to only 4,5% B220" spleen cells from CD22-/-
mice were able to bind exogenous o2,6-sialic acid. This effect is mainly due to the presence
or absence of CD22, respectively. Detailed FACS-analyses revealed that cells with
demasked CD22 are enriched in the fraction of the transitional B-cells type 2 (T2 cells) and
show signs of activation. Accordingly, in vitro activation of B-cells with LPS or IL4 resulted in
CD22-dependent demasking.
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4. FACS-analyses showed that the marginal zone (MZ) B-cell compartment in CD22-/- mice
is strongly reduced (by about 70-80%). Earlier results showing that the immune response
against i.p.-injected TI2-antigens is about 2-fold reduced in CD22-/- mice could be confirmed.
However, the response was significantly more impaired (3-4-fold) when the same dose of
antigen was applied i.v., a situation where preferentially the MZ B-cells of the spleen come in
contact with antigen carried along with the blood flow. The known deficiency in TI2-
responses in CD22-/- mice is likely due to non-sufficient MZ B-cell numbers in these animals.
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8. Anhang

8.1 Abkiirzungen

APS Ammoniumperoxodisulfat

BCR B-Zell Rezeptor

bio Biotin

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

CD cluster of differentiation: Oberflachenantigene von Leukozyten und
Thrombozyten

CHO Chinesischer-Hamster Ovar

Ci Curie

CIP Kélberdarm-Phosphatase

Cy Cychrome

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

ECL enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EK Endkonzentration

ELISA enzyme linked immunosorbent essay

EMFI embryonaler Fibroblast

ES-Zelle embryonale Stammzelle

EtOH Ethanol

FACS fluorescence activated cell sorting

FCS fotales Kalberserum

FITS Fluoresceinisothiocyanat

GEF Guanylnukleotid-Austauschfaktor

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IP Immunprazipitation

ITAM Immunrezeptor Tyrosin-haltiges aktivierendes Motiv

ITIM Immunrezeptor Tyrosin-haltiges inhibierendes Motiv

KF Klenow-Fragment

LIF leukaemia inhibitory factor

LPS Lipopolysaccharid

MFI mittlere Fluoreszenzintensitat



MHC
MZ
NeuAc
NeuGc
PAA
PAGE
PALS
PBS
PCR
PE

PH
PIP
PTK
rpm
RPMI
RT
SDS
SH
Siglec
T1-Zellen
T2-Zellen
TBE
TD

TE

TH

Tw

TI

TNP
Tris
TSR

(V/v)
(W/v)
WT

Hauppthistokompatibilitdtskomplex
Marginalzone

NeuAco2,6lacNAc
NeuGca2,6lacNAc

Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
periarteriolare lymphatische Scheide
phosphatgepufferte Saline
Polymerase-Kettenreaktion
Phycoerythrin
Pleckstrin-Homologie (Domane)
Phosphatidyl-Inositol-Phosphat
Protein-Tyrosinkinase
Umdrehungen pro Minute
Roswell-Park Memorial Institute (Medium)
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat
Src-Homologie (Domane)
Sialinsaure-bindende Immunglobulinahnliche Lectine
Transitionale B-Zellen Typ 1
Transitionale B-Zellen Typ 1
Tris-Borat-EDTA Puffer
thymusabhangig

Tris-EDTA Puffer

Tec-Homologie (Domane)
T-Helfer (Zelle)

thymusabhangig

Trinitrophenyl
Tris-Hydroxymethylaminomethan
template suppressive reagent
units (Einheiten)
Volumen/Volumen
Gewicht/Volumen

Wildtyp
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8.2 Primersequenzen

CD22ex8seq
CD22ex9seq
CD22ex10seq

tk-3"-1

tk3°-3

CD22in10-1
CD22in10-2
CD22in10-3
CD22in10-4
CD22in10-5
CD22ex10-5 BsuSeq
pcDNA3.1Zeo(+) NotSeq

CD22-15 Mut1

CD22-15 Mut2

CD22-13 Mut1
CD22-13 Mut2
Amp1

Amp2
CD22in10-3"1
CD22in10-3"-2
YFnes1
YFnes2
YFnes3

YFnes4

5-CTT TGC TTG CCT CTC CAT CT-3°

5-GGG TCA CCT CAT CAT CTT CT-3’

5’-CAG GAC AGG ACA GGG ACC AA-3°

5°-GAT GGT CCA GAC CCA CGT CA-3’

5’- GGG AGG CTA ACT GAA ACA CG-3°

5-CCT TGC TGT CTT CCC TTG GT-3°

5-GTC CTG TCC TGG GAG CTG CA-3’

5-CTG TCC CAGAAC TTG CTC TA-3’

5-GGG CTG GGA CAT GAA ATC AC-3°

5-CCC TGT GAC CTG AGT GGA AA-3’

5’-TCC GCC CAT CTC ACA GTA CA-3’

5-AAG GCA CAG TCG AGG CTG AT-3’

5-TTT CTC AGA GCT GGT TCA GTT TGG GGC TGG TAA
GCG GCC CCA GGC AAA GGA AGA CGT CGA CTT TGT
GAC CCT CAA GCACTG A-3°

5°-CAA AGT CGA CGT CTT CCT TTG CCT GGG GCC GCT
TAC CAG CCC CAA ACT GAA CCA GCT CTG AGA AAT GGA
TGC TCT-3’

5-GTT TTG CAA TAT TAC GCT TTC CAG AGA CTG-3’
5-CGT AAT ATT GCA AAA CTAACG GTG TCATC-3°
5-TCTTCAGCATCTTTT ACT TTC-3’

5-GAA AGT AAA AGA TGC TGA AGA-3’

5’-GCA GAG AGA GAG CAT TCT GT-3’

5-CAC GAAGCCTGG TCCTTCTT-3°

5’-CAG GAG GAT GGC AGC ATC CA-3’

5-GTG CAG GAG GAG CTG AGA GT-3°

5’-CAA ACA AGG CCT CGC CTC CT-3°

5-CCA CTC CCT AGG CCA GAC AT-3’



YFnes5
OLneo2a
OLneo5
OLneo4
OLneo7
OLneo8

tk-37-7

tk-3°-6

tk-3°-5

NTLINK
CD22in11/12-5
CD22in12/13-5
CD22in13/14-3
CD22in13/14-5
CD22ex12-5 Stop
CD22ex12-3 Stop
CD22ex12-AS
CD22ex13-3
CD22ex14-5
CD22-3D
CD22-3Bam

CD22-3Sal
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5-GGT GCC TCT AGG GAC TGA TT-3"

5-CGG AGAACC TGC GTG CAA TC-3’

5-GCC GATTGT CTG TTG TGC CC-3’

5°-GCC GAA TAG CCT CTC CAC CC-3’

5-GTC TCG TCC TGC AGT TCA TT-3"

5-CGG ACA GGT CGG TCT TGA CA-3’

5’-CCA CCC CCG GCT CCA TAC-3°

5-AGG GCT GGC ACT CTG TCG-3’

5-GGG CGT TGC GTG GGG TCT GGT-3°
5-AGC TTG CGC TCG AGC GCA-3’

5°-GAA AAA GTG AGC CCT GTC TG-3~

5-TGG AGA AGC ACT GAG AAA AG-3’

5-AAG CCT TGT ACA GGT CCG GC-3°

5-CAT TAG CTG CTG CTC TGG TG-3°

5-AAA ATT GAAGGATCCAGAGCTTTTTTG TG-3’
5-GCT CTG GAT CCT TCAATT TTC CTG AAG CCC-3’
5-CTCGTCTTACCT TTT TGTT CCT CA-3’

5- GAG CGT GTC ACT CTC TGG AA-3’

5-AGC AAC ACA GGC TCC TCC TC-3°

5°-ATG TGA ATC CGA GCT GCC CG-3’

5’-GGA GGA TCA CCA GCC AGA GAA GGC C-3°

5’- GCA GAA GCC TAG TCC CAA-3’
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8.3 Vektorkarten

Pvul (1642)

pCD22-ex12-Stop

(10624 bp) Pvul (2699)

BamHI (7404)

B Plasmid-GerYst

B CD22-Exon Nr.

B CD22-Intron (alter Vektorteil)
Kontroll-Sequenzen

14 # Mutation (Stop-Codon)

pCD22-ex12-StopKon
(8613 bp)

Pvul (2694)
BamHI (2835)

Bglll (3043)

Abb. 31: Vektoren pCD22-ex12-Stop und der zugehdrige Vektor zur Etablierung der Screening-PCR
pCD22-ex12-StopKon. Vor Transfektion in ES-Zellen wurden die Vektoren jeweils Pvul-linearisiert.
Sequenzen, die im Kontrollvektor pCD22-ex12-StopKon, aber nicht in pCD22-ex12-Stop vorhanden
sind (Kontroll-Sequenzen) sind in Magenta dargestelit.
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Sspl (8516) Bglll (6)
Puul (8081) Bell (846)
Bglll (1029)
Sspl (1688)
pCD22-ITIM-KO Hindlll (2296)
(8885 bp) Xhol (2305)
BSpEl (2361)
Sall (5793)
BSpEl (3254)
Hindlll (5505)
Hindll (5395)

BsiWI (3802)
Bglll (3935)
Sspl (8777) Bglll (6)
Sspl (665)
Puul (8342) [@ Plasmid-GerYst
CD22-Exon Nr.
Hindlll (1273) [l CD224ntron (alter Vektorteil)
[@ CD22-ntron (neuer Vektorteil)
Kontroll-Sequenzen
Y Mutation (Y »F)
Pvull (6904) pCD22-ITIM-KO-Kon
(9146 bp) Sspl (11828) Bglll (6)
Puul (11393)
Bglll (2912) Bglll (1555)
PAMI (1567)
pel (1747)
Bglll (2345)
Bglll (2393)
PAIMI (9624) PAMI (2431)
Sall (4770)  Hindlll (4482)  Hindlll (4372) pCD22-ITIM-KO-ext-tk
Sall (9105) (12197 bp)
Bglll (3631)
PAMI (4206)
Bglll (4752)
Blll (7247)
BsiWI (7114)

Sspl (6435) Bglll (5776) Bl (5593)

Abb. 32: Vektoren pCD22-ITIM-KO und der zugehdrige Vektor zur Etablierung der Screening-PCR
pCD22-ITIM-KO-Kon. Vor Transfektion in ES-Zellen wurden die Vektoren jeweils Pvul-linearisiert.
Sequenzen, die im Kontrollvektor PCR pCD22-ITIM-KO-Kon, aber nicht in pCD22-ITIM-KO vorhanden
sind (Kontroll-Sequenzen) sind in Magenta dargestellt. Mit dem Ziel, homologe Rekombination auch in
nicht-isogenen ES-Zelllinien zu erreichen, wurde pCD22-ITIM-KO mit 129/ola-Sequenzen am 5’-Ende
von CD22 erweitert. Um aufl’erdem eine kiirzere Zeit in Kultur bis zur Injektion zu ermdglichen, wurde
das HSV-tk-Gen grofltenteils deletiert. Der aus diesen Veranderungen entstandene Vektor pCD22-
ITIM-KO-ext-tk ist ebenfalls dargestellt.



Abb.

pcDNA3.1/Zeo(+)-CD22-ITIM-KO

Pvull (5765) (7759 bp)

Ncol (4926)

Ncol (4706)

Pvull (4016) Notl (3722)  Sall (3624)  Sspl (3395)

33: Vektor pcDNA3.1/Zeo(+)-CD22-ITIM-KO zur Expression von CD22-ITIM-KO in Zelllinien

119



120

9. Lebenslauf

Personliche Daten
Claus-Peter Danzer
geb. am 14.02.1970 in Mannheim-Neckarau
Schule
09.76 - 06.89
Adalbert-Stifter Grundschule Kaufbeuren-Neugablonz, Staatliches Gymnasium
Kaufbeuren, Abitur
Zivildienst
09.89 - 11.90

Wertachtal-Werkstatten fiir Behinderte in Kaufbeuren

Studium
11.91 - 09.93

Humanmedizin, Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen, Arztliche Vorpriifung
(Physikum) Note gut (2,0)

11.93 - 04.97

Studium der Biochemie, Universitat Bayreuth, 21.04.97 Diplom sehr gut (1,14) mit
Auszeichnung

Diplomarbeit: Konstruktion eines Expressionssytems fir das Vpu-Protein aus dem
menschlichen Immunschwachevirus Typ-1 (HIV-1)

Doktorarbeit
01.98 - heute:

Promotion am Institut fir Virologie und Immunbiologie der Universitat Wirzburg,
Arbeitsgruppe Dr. Lars Nitschke, Lehrstuhl Prof. Dr. Thomas Hiinig



