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1. Einleitung

1. Einleitung

Diese Arbeit untersuchte den Einfluss des Genes CLEC16A auf Autophagie in einer
menschlichen Zelllinie und in Thymuszellen eines Mausmodells fiir Typ-1-Diabetes.
Die Untersuchungen beleuchten damit eine mogliche Rolle von CLEC16A fiir die
Entstehung von Autoimmunitat. Die Einleitung (Kapitel 1) stellt in einem ersten Teil
fir die Arbeit relevante Informationen zu Typ-1-Diabetes und den fiir die Entstehung
von Autoimmunerkrankungen wichtigen Begriff der zentralen Toleranz vor.
Anschliefdend wird der Zusammenhang von Autophagie und Autoimmunitat sowie die
mogliche Bedeutung von CLEC16A fiir die Entstehung von Typ-1-Diabetes erldutert.
Der zweite Teil der Einleitung befasst sich mit einer Fragestellung, die sich aus dieser
moglichen Rolle von CLEC16A ableiten lasst. Ferner werden die Modelle vorgestellt,
anhand derer die Fragestellung liberpriift, sowie die Marker, mit denen Autophagie
untersucht wurde. In Material und Methoden (Kapitel 2) werden die verwendeten
Methoden und, am Ende jedes Abschnittes, das fiir die jeweilige Methode relevante
Material beschrieben. Wenn ein Produkt nicht aufgefiihrt ist, wurde entweder ein
schon vorher genanntes oder ein handels- und situationstibliches Produkt verwendet.
Auf eine Angabe des Herkunftslandes des Herstellers wurde aufgrund der
Internationalitat des Marktes verzichtet. Die Ergebnisse (Kapitel 3) beziehen sich auf
die Untersuchungen von Autophagie, zuerst in der menschlichen Zelllinie und danach
in den Thymuszellen des Mausmodells fiir Typ-1-Diabetes. Daraufhin werden in der
Diskussion (Kapitel 4) die Befunde hinsichtlich ihrer Einschrankungen und ihrer
Bedeutung diskutiert. Dabei wird auch erortert, welchen Einfluss CLEC16A auf
Autophagie in TECs und damit im Rahmen der zentralen Toleranz im Thymus haben
konnte. Im Verlauf der Diskussion werden aufierdem Moglichkeiten vorgestellt, wie
die Untersuchung der Fragestellung weiter vorangetrieben werden konnte. An die
Diskussion schliefden sich zuletzt eine Zusammenfassung (Kapitel 5) und das

Literaturverzeichnis (Kapitel 6) an.



1. Einleitung

1.1 Hintergrund

1.1.1 Typ-1-Diabetes

Der folgende Abschnitt stellt zunachst allgemein die Erkrankung Typ-1-Diabetes vor

und geht dann genauer auf die Atiologie und die Pathogenese ein.

1.1.1.1 Allgemeine Informationen

Diabetes mellitus ist der Uberbegriff fiir eine Gruppe von Erkrankungen, die durch
eine Hyperglykdmie gekennzeichnet sind. Die Hyperglykdmie kann dabei durch einen
relativen oder absoluten Insulinmangel bedingt sein. Die beiden wichtigsten Formen
von Diabetes mellitus sind Typ-1-Diabetes und Typ-2-Diabetes. Typ-2-Diabetes ist fiir
tiber 90 % der Diabetes mellitus-Falle verantwortlich und entsteht durch einen
relativen Insulinmangel aufgrund von Insulinresistenz Glukose-aufnehmender
Zellen (1). An Typ-1-Diabetes leiden in Deutschland 5-10 % der an Diabetes mellitus
erkrankten Menschen (1). Bei Typ-1-Diabetes kommt es durch einen autoimmunen
Prozess zu einer Zerstorung der (-Zellen des Pankreas. Die (-Zellen sind Teil der
endokrin wirkenden Langerhans-Inseln des Pankreas und fiir die Insulin-Produktion
verantwortlich. Der daraus entstehende absolute Insulinmangel miindet in einer
gestorten Glukoseaufnahme der Koérperzellen. Der Goldstandard der Therapie ist die
Substitution von Insulin. Eine Uberdosierung von Insulin kann zu einer Hypoglykiamie
fihren, die zusammen mit dem hyperglykdmischen Koma die wichtigste
Akutkomplikation von Typ-1-Diabetes darstellt. Die wichtigsten chronischen
Komplikationen von Typ-1-Diabetes sind Angiopathien, die durch die chronische
Hyperglykdamie bedingt sind (2): Makroangiopathien fiihren zu koronarer
Herzerkrankung und Bluthochdruck, Schlaganfillen und peripherer arterieller
Verschlusskrankheit. Mikroangiopathien fiihren zu Retinopathie, Neuropathie und
Nephropathie. Diese Komplikationen gehen mit einer deutlich verminderten

Lebensqualitat und -erwartung einher (2). Die chronische Erkrankung Typ-1-Diabetes



1. Einleitung

verursacht wegen ihres frithen Manifestationsalters (haufig vor der Pubertit) und der
Notwendigkeit intensiver medizinischer Betreuung erhebliche direkte und indirekte
volkswirtschaftliche Kosten (1). Die pro Jahr um 3-4 % steigende Inzidenz betragt in
Nordeuropa und den Vereinigten Staaten derzeit etwa 12/100.000 Einwohner (1,3).
Innerhalb von Europa variiert die Inzidenz allerdings von 3 Neuerkrankten/100.000
Einwohner in Mazedonien bis zu 40 Neuerkrankten/100.000 Einwohnern in
Finnland (4,5). In Deutschland sind zur Zeit etwa 200.000 Menschen an Typ-1-
Diabetes erkrankt (2).

1.1.1.2 Atiologie

Typ-1-Diabetes ist eine Autoimmunerkrankung multifaktorieller Genese, deren
Entstehung noch immer nicht vollstindig aufgeklart ist. Die geographischen
Unterschiede der Inzidenz, die steigende Inzidenzrate, sowie ein Krankheitsbeginn
in einem zunehmend jiingeren Lebensalter (6) weisen darauf hin, dass
Umwelteinfliisse wichtige Entstehungsfaktoren fiir die Entwicklung von Typ-1-
Diabetes sind (7). Die umfassende Suche nach konkreten Umweltfaktoren, die zur
autoimmunen Pathogenese von Typ-1-Diabetes fiihren kénnten, deutet auf virale
Infektionen als mdogliche auslosende Schliisselereignisse hin; eine Evidenz fiir
einen kausalen Mechanismus konnte aber bisher nicht erbracht werden (7-9).
Unstrittig ist jedoch, dass jedwede Umweltfaktoren Typ-1-Diabetes auf einer
genetischen Basis auslosen (7). So betragt die Konkordanzrate bei monozygoten
Zwillingen 50 % (7). Das relative Geschwisterrisiko (Wahrscheinlichkeit der
Erkrankung bei einem Geschwisterkind geteilt durch die Pravalenz der
Bevolkerung) wird auf 15 geschétzt; das entspricht einem der hochsten Werte bei
weitverbreiteten komplexen Erkrankungen (10,11). Die Major Histocompatibility
Complex (im Folgenden ,MHC") II-Region des Chromosoms 6 ist dabei fiir 50 % der
genetischen  Suszeptibilitit = verantwortlich (12,13).  Weitere  genetische
Suszeptibilitatsregionen mit einer deutlichen Krankheitsassoziation sind INS (14),

CTLA-4 (15), PTPN22 (16) und IL2RA (17). Die Entdeckung dieser Genregionen ist
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durch den Beginn der Ara genomweiter Assoziationsstudien erheblich erleichtert
worden. In diesem Rahmen wurde 2007 erstmals CLEC16A als ein mit Typ-1-

Diabetes assoziiertes Gen beschrieben (18-20).

1.1.1.3 Pathogenese

Einen Vorschlag fiir die Pathogenese von Typ-1-Diabetes auf der Basis aktueller
Kenntnisse zeigt Abb.1 (7). Demnach lésen Umweltfaktoren bei genetisch
anfalligen Individuen eine proinflammatorische Stoffwechsellage und die
Hochregulierung von IFa und MHCI bei [B-Zellen aus. Dies erleichtert die
Erkennung pankreatischer Autoantigene durch CD8* T-Zellen, was neben einer
abnehmenden -Zellmasse zu einer Prasentation dieser Antigene durch Antigen-
prasentierende Zellen (im Folgenden ,APCs“) im drainierenden Lymphknoten
fihrt. Aktivierte CD4+ T-Zellen aktivieren daraufhin B-Zellen, deren
Plasmazellklone Autoantikérper produzieren, welche in diesem Stadium
vornehmlich gegen Insulin gerichtet sind. Stimulierte und proliferierte CD8* T-
Zellen zerstoren weitere (-Zellen, was die Exposition weiterer Autoantigene zur
Folge hat. Ein erneuter Zyklus von CD4* und CD8* T-Zellstimulation schlief3t sich
an bis die pankreatische [(-Zellfunktion derart gestort ist, dass es zu einer

hyperglykdmen Stoffwechsellage kommt.
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Abbildung 1 Pathogenese von Typ-1-Diabetes nach van Belle et al. (7), mit Genehmigung der American

Physiological Society.

Bei der Pathogenese wird hyperreaktiven T-Zellklonen eine entscheidende
Bedeutung zugeschrieben (21-23). Lange Zeit wurde angenommen, dass die
Hyperreaktivitit der T-Zellen durch ein Versagen peripherer tolerogener
Mechanismen zustande kommt. Inzwischen nimmt man eine Stérung in der
Entwicklung zentraler Toleranz als primaren Pathomechanismus an. Darauf wies
1982 der Schutz vor Typ-1-Diabetes nach neonataler Thymektomie hin (23,24).
Transplantationsexperimente, in denen die Thymi von Diabetes-resistenten bzw. -
anfalligen Mausen die Krankheit in Empfangertieren verhiiteten bzw. induzierten,
bekriftigten diese Vermutung (25,26). Jiingere Einblicke in die Expression
Gewebe-spezifischer Antigene wie Insulin im Thymus verleihen der Bedeutung

zentraler Toleranz fiir die Pathogenese von Typ-1-Diabetes weiteres Gewicht (23).
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1.1.2 Zentrale Toleranz

Das Immunsystem des Korpers ist mit der Aufgabe konfrontiert, auf der einen Seite
korperfremde Zellen anzugreifen und auf der anderen Seite korpereigene Zellen zu
tolerieren. Wenn diese Balance gestort ist, kommt es bei hyporeaktiven
Abwehrzellen zu vermehrten Infektionen und bei hyperreaktiven Abwehrzellen zu
Autoimmunitat. In ihrer Entwicklung im Thymus durchlaufen werdende T-Zellen,
sogenannte Thymozyten, mehrere Stationen, in denen sie auf ihre Funktionalitat
und die Fahigkeit der Unterscheidung zwischen kérperfremden und kérpereigenen
Zellen gepriift werden. Diese Toleranzentwicklung im Thymus wird auch zentrale

Toleranz genannt.

1.1.2.1 Positive und negative Selektion

Nach dem Eintritt der T-Zellen in den Thymus und der Ausbildung eines
vollstandigen und funktionellen T-Zell-Rezeptors (im Folgenden ,TCR") werden
die TCRs mit Peptiden konfrontiert, die ihnen auf MHC-Komplexen von APCs
prasentiert werden. Wenn die TCRs nicht mit MHC-Komplexen funktionell
interagieren, sterben die Thymozyten durch fehlende Uberlebenssignale einen
apoptotischen Zelltod (27-29). Diese sogenannte positive Selektion findet
vornehmlich im kortikalen Thymus statt (30,31). Die zu diesem Zeitpunkt sowohl
CD4 als auch CD8 aufweisenden Thymozyten (doppelpositive Thymozyten)
werden nun zu ausschliefdlich CD4+ oder CD8* Thymozyten und unterziehen sich
als solche der sogenannten negativen Selektion, die im medullairen Thymus
stattfindet (32). Dabei werden diejenigen Thymozyten, die mit pradsentierten
Selbst-Antigenen reagieren, durch apoptotische Todessignale ausgeschaltet (33).
Bereits 1997 konnte Douglas Hanahans Gruppe zeigen, dass einzelne Zellen im
murinen Thymus pankreatische Antigene exprimieren und dies Autoimmunitat
verhindern koénnte (34). Nach dem Affinititsmodell entscheidet die Affinitat der
TCR-Peptid-MHC-Komplexe iiber das Schicksal der Thymozyten (35): Ist die
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Affinitat zu gering, sterben die Thymozyten wahrend der positiven Selektion; ist
die Affinitat zu hoch, sterben sie wiahrend der negativen Selektion oder werden zu

regulatorischen T-Zellen (36,37).

1.1.2.2 Zentrale Expression von Autoantigenen und Autoimmunitat

Bei der Entstehung bestimmter Autoimmunerkrankungen, unter anderem Typ-1-
Diabetes, wird einer fehlenden Expression Gewebe-spezifischer Antigene durch
Thymusepithelzellen (im Folgenden “TECs“) eine immer grofiere Rolle
beigemessen (23,34). In murinen und humanen medulldren TECs (im Folgenden
,mMTECs“) fordert der Transkriptionsfaktor AIRE die ektopische Expression
peripherer Gewebe-spezifischer Antigene (38). Ein genetischer Defekt von AIRE
fihrt im Menschen zum autoimmunen polyendokrinen Syndrom Typ-1
(Autoimmune Polyendocrinopathy-Candidiasis-Ectodermal Dystrophy), das unter
anderem durch die Entwicklung von Typ-1-Diabetes charakterisiert ist (39). In der
Tat vermittelt AIRE in einer Untergruppe von mTECs zentrale Toleranz gegeniiber
Typ-1-Diabetes-Autoantigenen wie GAD65, GAD67 und Insulin (39,40). Doch sind
neben den mTECs auch Prozessierungswege fiir Selbstantigene bekannt, die spezifisch
in kortikalen TECs (im Folgenden ,cTECs“) das TCR-Repertoire auf Ebene der
positiven Selektion von MHC II-Spezifititen beeinflussen (35). Beispiele hierfiir sind
die lysosomale Protease Cathepsin L und die Thymus-spezifische Serin-Protease (35).
Schliefdlich ist in den letzten Jahren ein zusatzlicher Prozessierungsweg fiir die
Prasentation von Selbstantigenen bekannt geworden, der sowohl bei der positiven

Selektion als auch bei der negativen Selektion eine Rolle spielt: Autophagie (41).

1.1.3 Autophagie

In den meisten APCs wird der MHC II-Komplex vor allem mit Peptiden von
exogenen Proteinen beladen, die durch Endozytose aufgenommen worden

sind (42). Im Allgemeinen konnen jedoch auch der konstitutiv sekretorische



1. Einleitung

Weg (42), ein Proteasom- und TAP-abhdngiger Weg (43), Chaperon-vermittelte
Autophagie (44), Mikroautophagie (44) und Makroautophagie (45-50) zur MHC II-
Beladung beitragen. Von diesen Beladungsprozessen ist dabei die Rolle von
Makroautophagie in der Literatur am umfangreichsten beschrieben worden. [hr
wird zudem die grofdite Bedeutung fiir die MHC II-Beladung zugeschrieben (51).
Der Begriff ,Autophagie” bezieht sich in dieser Arbeit daher auf Makroautophagie.

1.1.3.1 Der Proteindegradationsprozess Autophagie

Makroautophagie ist ein Proteindegradationsprozess, den Zellen in
Stresssituationen wie Mangelernihrung zum Uberleben nutzen (52). Ein
Phagophor nimmt dabei Zellsubstrat auf und formt durch den Zusammenschluss
seiner Membranenden ein Augophagosom (Abb. 2). ATGS ist fiir diesen Prozess
essentiell (51). Das Autophagosom verschiebt seinen pH-Wert in einen sauren
Bereich und fusioniert mit einem Lysosom zu einem Auto(phago)lysosom, in dem
das aufgenommene Zellsubstrat degradiert wird. Im Gegensatz zu den meisten
anderen Zelltypen weisen TECs eine unabhidngig von Mangelerndhrung
durchgehend hohe autophagische Aktivitit auf (53). Gleichzeitig zeichnen sich
TECs durch eine ineffiziente Aufnahme exogener Antigene aus und prasentieren
stattdessen auf ihren MHC II-Komplexen endogene Antigene (54). Dies legt einen
Einfluss von Autophagie auf die Prasentation von endogenen Antigenen in TECs

nahe.

1.1.3.2 Der Einfluss von Autophagie auf Autoimmunitat

In der Tat konnte Ludger Kleins Arbeitsgruppe im Jahr 2008 zeigen, dass
Autophagie in TECs ein Schliisselprozess fiir die Prasentation von MHC II-
prasentierten Selbstantigenen ist und dass eine Stérung von Autophagie im
Thymus ein schweres Entziindungsgeschehen in mehreren Koérperorganen zur

Folge hat(41). Ein Jahr spater konnte Toshiaki Mizuochis Labor diesen
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Ergebnissen weiteres Gewicht verleihen, indem es sowohl in cTECs als auch in
mTECs die Kolokalisierung von Autophagie-Markern und MHC II-Kompartimenten
nachwies (55). Ludger Kleins Arbeitsgruppe fand heraus, dass cTECs eine deutlich
hohere autophagische Aktivitit als mTECs aufweisen (41). Dennoch gibt es auch
eine Subpopulation von mTECs, die eine durchgehend hohe Autophagierate zeigen.
Dies sind MHC II" CD80M mTECs, in denen Aire aktiv ist und die promiskuitive
Expression von Gewebe-spezifischen Antigenen fordert (41,56). Im Detail ist es
jedoch wunklar, wie gestorte Autophagie in TECs zu einer verdnderten
Selbstreaktivitat fiihrt. Dariiber hinaus ist die Bedeutung von Autophagie im
Vergleich zu anderen Zellprozessen, die zur MHC II-Beladung beitragen (wie der
konstitutiv sekretorische Weg fiir intrazellulare Antigene in cTECs und mTECs
sowie der Endozytose-Weg fiir extrazellulare Antigene in mTECs), nicht eindeutig
differenziert (55). Schliefilich berichtete 2012 Leopold Eckharts Arbeitsgruppe,
dass in einem von Ludger Kleins Gruppe abweichenden Mausmodell fehlende
Autophagie nicht zu dem gleichen, schweren Entziindungsgeschehen fiihrt (57).
Dieses Ergebnis ist jedoch mit der Hypothese vereinbar, dass Autophagie fiir die
Beladung bestimmter MHC II-prasentierter Antigene notwendig ist, wahrend die
Generierung eines vollstindigen  T-Zell-Repertoires die = Kombination
verschiedener Prozessierungswege erfordert (41,57). Trotz vieler offener Fragen
scheint Autophagie in TECs eine nicht zu vernachldssigende Rolle bei der
autoimmunen Pathogenese zu spielen. Diese Vorstellung verlangt jedoch noch
briickenschlagende Elemente. CLEC16A konnte ein solches Element sein und wird

daher im Folgenden vorgestellt.
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Abbildung 2 Der Proteindegradationsprozess Autophagie, angelehnt an Mizushima und

Klionsky (58,59). Autophagie ist ein Proteindegradationsprozess, bei dem ein Phagophor Zellsubstrat
aufnimmt und durch den Zusammenschluss seiner Membranenden ein Augophagosom formt. Dafiir
notwendige Membranteile werden unter anderem vom Golgi-Apparat geliefert. Dieser Prozess
wird von Ema unterstiitzt (Kapitel 1.1.4.3). Das Autophagosom verschiebt seinen pH-Wert in einen
sauren Bereich und fusioniert mit einem Lysosom zu einem Auto(phago)lysosom, in dem das

aufgenommene Zellsubstrat degradiert und in TECs MHC II-Komplexen zugefiihrt wird.

1.1.4 CLEC16A

Genomweite Assoziationsstudien haben in den letzten Jahren die Bedeutung
genetischer Suszeptibilitit bei Autoimmunerkrankungen unterstrichen, wobei die
Funktion vieler Gene noch immer unbekannt ist (60,61). Im Jahr 2007 wurde
CLEC16A als ein mit Typ-1-Diabetes assoziiertes Gen beschrieben (18-20). Damals
war es noch als KIAA0350 benannt, inzwischen wurde das Gen wegen der
Homologie zur C-Typ-Lektin-Familie in CLEC16A (C-type lectin domain family 16

member A) umbenannt. Mittlerweile wurde CLEC16A als eines von zwdolf

10
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Risikogenen fiir Typ-1-Diabetes beschrieben, das die Grundlage eines
diagnostischen Tests bei Neugeborenen bildet (62). Es ist aber auch mit den
Krankheiten multiple Sklerose (63), systemischer Lupus erythematosus (64),
primdre bilidre Zirrhose (65) und juvenile idiopathische Arthritis (66), sowie

Osteoporose (67) assoziiert.

1.1.4.1 CLEC16A und das Immunsystem

CLEC16A liegt auf dem Chromosom 16p13.3. Es hat 24 Exons und 13 RNA-
Transkripte, von denen sechs ein Protein mit einer Lange zwischen 140 und 1053
Aminosduren kodieren (68,69). Unter vielen mit Typ-1-Diabetes assoziierten SNPs
von CLEC16A weist der SNP rs12708716 die achtstiarkste Assoziation aller mit
Typ-1-Diabetes assoziierten Genloki auf(18,19). CLEC16A wird vor allem in
Immunzellen exprimiert (70) und liegt bemerkenswert nahe an den
immunregulatorischen Genen CIITA und SOCS1, sowie dem noch nicht
charakterisierten Gen DEXI, dessen Expression stark von CLECI6A beeinflusst
wird (63,71,72). Auch andere C-Typ-Lektine sind an der Entstehung von
Autoimmunitat beteiligt (73), die meisten von ihnen wirken an der Bindung CaZ?*-
abhangiger Kohlenhydrate mit(74). Es gibt allerdings auch C-Typ-Lektin-
Domanen, die dies nicht tun (75). Dartiber hinaus ist die C-Typ-Lektin-Doméane von
CLEC16A nur 22 Aminosauren lang (76). So ist unklar inwiefern CLEC16A fiir ein
Protein kodiert, das Liganden erkennen kdnnte (71). Bioinformatische Analysen
fiihrten zu der Vermutung, dass CLECI6A ein sogenanntes ITAM kodieren
konnte (18). ITAMs finden sich bei vielen Rezeptoren des Immunsystems wieder,
darunter TCRs, und aktivieren sowohl aktivierende als auch inhibitorische
Signalwege (77). Kiirzlich wurde aufierdem berichtet, dass das endoplasmatische
Retikulum der zelluldre Wirkort von Clecl6a sein konnte, was zu einer Rolle bei
der Antigenprozessierung passen wirde (76). Zusammenfassend finden sich
mehrfach Hinweise auf eine Rolle von CLEC16A im Immunsystem, eine genaue

Beschreibung der Funktion von CLEC16A steht aber noch aus.

11
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1.1.4.2 CLEC16A in TECs

Die Arbeitsgruppe Kissler konnte zeigen, dass die Ausschaltung von Clecl16a durch
Ribonukleinsdure-Interferenz (im Folgenden ,RNAi“) in non obese diabetic (im
Folgenden ,NOD“)-Mausen zu einem starken Schutz vor der Entwicklung von Typ-
1-Diabetes fiihrt (78). Der Vergleich von NOD-Wildtyp-Mausen (im Folgenden
»2WT-Mause",,NOD“ mit eingeschlossen) und NOD-Clecl16a-Knockdown-Mausen (im
Folgenden ,Clecl16a-KD-Mause”, ,NOD“ mit eingeschlossen) ergab, dass fast keine
der Clecl6a-KD-Mause Diabetes entwickelten (78). Ein dhnlicher Schutz trat bei
Clecl16a-KD-Mausen auf, bei denen Diabetes durch Cyclophosphamid-Gabe
induziert wurde. Die Uberfithrung von Milzzellen aus WT- und Clec16a-KD-Mausen
in NOD-SCID-Mause ergab, dass Milzzellen aus Clecl6a-KD-Mausen die
Diabetesanfalligkeit der NOD-Mduse aufheben konnte (78). Eine Wiederholung
dieses Experimentes mit reinen B- und T-Zellen lief3 erkennen, dass die
Anfalligkeit fiir die Entwicklung von Diabetes von T-Zellen getragen wurde.
Weitere Untersuchungen ergaben, dass periphere T-Zellen aus Clecl16a-KD-Mausen
in der Tat hyporeaktiv gegeniiber antigenen Stimuli waren. Wie Experimente mit
Knochenmarkchimiren zeigen konnten war diese Hyporeaktivitit allerdings nicht
vom T-Zell-Genotyp, sondern vom Genotyp strahlungsresistenter Zellen der
Wirtsmaus abhangig. Es wurde daher vermutet, dass Clecl16a seine Hauptwirkung
in strahlungsresistenten APCs entfalten kénnte. In der Tat hing die Hyporeaktivitat
der T-Zellen aus Clecl6a-KD-Mdusen vom Genotyp strahlungsresistenter TECs

ab (78).

1.1.4.3 CLEC16A und Autophagie in Drosophila

Im Jahr 2010 berichtete DiAntonios Arbeitsgruppe erstmals von ,endosomal
maturation defective” (im Folgenden ,ema“), dem orthologen Gen von CLECI16A in
Drosophila, das die endosomale Reifung fordert (79). Zwei Jahre spater konnte das

gleiche Labor zeigen, dass Ema wichtig fiir die Gréfe und Funktion von

12
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Autophagosomen in Fettkorperzellen ist(80). Ema stand im raumlichen
Zusammenhang mit dem Golgi-Komplex (Abb. 2) und wurde bei Mangelernahrung
zusammen mit dem Golgi Protein ,Lava lamp“ zur autophagosomalen Membran
rekrutiert (80). In Abwesenheit von Ema fand Autophagie noch statt, allerdings
waren die Autophagosomen kleiner und die Abbaufunktion des Autophagie-
Prozesses war eingeschrankt (80). Bemerkenswerterweise zeigte die ema-
Mutanten-Fliege diese Dysfunktion auch in somatischen Muskelzellen und die
Expression des humanen orthologen Gen CLEC16A stellte normale Autophagie in

der Fruchtfliege wieder her (79,80).

1.2 Fragestellung, Modelle und Autophagie-Marker

1.2.1 Fragestellung

Die Funktion des Genes CLEC16A ist unbekannt. Das orthologe Gen von CLEC164, ema,
beeintrachtigt Autophagie. Deshalb untersuchte diese Arbeit zundchst in einer
humanen Zelllinie, ob ein KD von CLEC16A Autophagie verandert. Weiterhin fiihrt die
potentiell wichtige Rolle von Autophagie fiir die Entwicklung zentraler Toleranz zu
der Frage, ob CLEC16A ein mit Autoimmunitat assoziiertes Gen ist, weil es Autophagie
in TECs verdndert. Diese Vermutung wurde bereits von DiAntonios Gruppe
geduflert (80). Um dieser Fragestellung nachzugehen, untersuchte diese Arbeit, ob

Autophagie in TECs von Clec16a-KD-Mausen verandert ist.

1.2.2 Gen-KD-Modelle

RNAi beschreibt die Abschwichung der Expression eines Gens durch
Hybridisierung des endogenen Gen-Transkriptes mit komplementadrer

RNA (81,82). Diese kurze, komplementdre RNA wird in Sdugetieren in zwei Typen

13



1. Einleitung

unterteilt: ,small interfering RNA“ (im Folgenden ,siRNA“) und ,microRNA“ (im
Folgenden ,miRNA“) (83). siRNA kann von eukaryotischen Transposons selber
transkribiert werden oder {iber virale doppelstringige RNA in die Zelle
gelangen (83). miRNA entsteht durch doppelstrangige RNA, die aufgrund ihrer
Haarnadel-Struktur auch ,small hairpin RNA“ (im Folgenden ,shRNA“) genannt
wird (83). Die Prozessierung von doppelstrangiger RNA bzw. shRNA zu siRNA oder
miRNA wird durch die Ribonuklease Dicer katalysiert (83). Die Degradation der
komplementaren RNA wird schlieflich durch den ,Ribonucleic acid-induced
silencing complex” (im Folgenden ,RISC“) vermittelt (83).

RNAIi kann aber auch fiir den KD eines Gens experimentell induziert werden. Dies
gelingt entweder durch die direkte Einfiihrung von siRNA in die Zelle oder durch
Transfektion der Zellen mit shRNA (83,84). In dieser Arbeit bezieht sich der Gen-
KD auf die experimentell induzierte Expression von shRNA. Im Gegensatz zur
Technik des Gen-Knockouts (im Folgenden ,KO“) fiihrt ein KD durch RNAi zu einer
Abschwachung (und nicht zu einer totalen Ausschaltung) der Wirkung eines
Gens (85). Die genetischen Variationen, die mit Autoimmunitat assoziiert sind,
haben hdufig ebenfalls moderate Effekte auf die Genexpression (85). Dariiber
hinaus beeinflusst RNAi die Genexpression auf posttranskriptionaler Ebene direkt
und spezifisch. RNAI erfordert so keine Riickkreuzung unterschiedlicher Genome,
wie es bei der KO-Technik in der NOD-Maus notwendig ware (85). Ferner erlaubt
die posttranskriptionale Beeinflussung die Abschwichung eines bestimmten
Gentranskripts, das durch alternatives Splicen entstanden ist(85). Auch in
humanen Zelllinien kann ein Gen-KD durch RNAi durchgefiihrt werden (86). Im
Allgemeinen miissen jedoch einige wichtige Fallstricke bei der Anwendung von
RNAi beachtet werden. Die Wahl einer in Bezug auf die Genabschwachung
effektiven Sequenz kann schwierig sein, vor allem wenn nur eine bestimmte Splice-
Variante eines Gens angegriffen werden soll (87,88). Auch ist die voneinander
unabhdngige Verwendung mehrerer Zielsequenzen notwendig, um unspezifische

Effekte (,off-target effects”) zu vermeiden (89). Insgesamt stellt der Gen-KD durch
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RNAi jedoch eine geeignete Methode dar, den Effekt eines einzelnen RNA-

Transkriptes eines mit Autoimmunitit assoziierten Gens zu untersuchen.

1.2.2.1 In vitro-Modell: CLEC16A-KD-HEK-Zellen

Als in vitro-Modelle werden Teile von Organismen bezeichnet, die in einem
experimentell kontrollierten Umfeld untersucht werden. Daher sind in vitro-
Modelle im Allgemeinen in ihrer translationalen Bedeutung fiir den menschlichen
Organismus noch begrenzter als in vivo-Modelle. Zudem werden haufig Zelltypen
als in vitro-Modelle verwendet, die nicht aus dem Gewebe stammen, liber das eine
Aussage getroffen werden soll. In vitro-Zelllinien sind allerdings einfacher zu
handhaben als in vivo-Modelle und lassen haufig einen hdéheren Umsatz an
Experimenten zu. Zudem koénnen in vitro menschliche Zellen untersucht werden,
was ein ethisch konfliktloseres Experimentieren erlaubt.

Human Embryonic Kidney (im Folgenden "HEK")-Zellen sind menschliche
embryonale Nierenzellen, die mit dem menschlichen Adenovirus 5 transformiert
worden sind (90). Sie werden seit Jahrzehnten in der biomedizinischen Forschung
eingesetzt und haben gegeniiber einem Mausmodell den Vorteil, dass sie
menschliche Zellen sind. Gleichzeitig sind sie jedoch vor allem aufgrund ihres
Ursprungszelltyps sowie leichter = Verdnderung durch die virale
Transformation (91) in ihrer translationalen Bedeutung fiir den menschlichen
Organismus begrenzt. Nichtsdestotrotz stellen HEK-Zellen eine einfach zu
handhabende Zelllinie dar, die fiir eine methodische Validierung in Bezug auf den
Nachweis von Autophagie niitzlich ist und vorldufige Aussagen lber die Funktion
eines Gens in menschlichen Zellen zulasst.

RNAi ermoéglichte den KD von CLEC16A in HEK-Zellen. Hierfiir wurden HEK-Zellen
mit einem Plasmid transfiziert, das die CLECI16A-Sequenz enthalt. Das fir die
Transfektion der HEK-Zellen verwendete Plasmid ist von der Arbeitsgruppe
Kissler erstellt worden (87). Es ist ein pLBM-Plasmid, bei dem die Expression von

GFP und die Expression der shRNA unter der Kontrolle des selben Promoters
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stehen und damit eng korrelieren (87). Die transfizierten Zellen exprimierten
siRNA, die mit einer CLEC16A-Sequenz interferierte und so zum KD fiihrte.
Humanes CLEC16A hat sechs kodierende RNA-Transkripte, von denen ein RNA-
Transkript alle Exons von CLEC16A umfasst, wahrend bei den anderen RNA-
Transkripten einzelne Exons fehlen (68). Darunter befindet sich ein RNA-
Transkript, das das Exon 18 nicht mit einschliefd3t (78). Fiir die Transfektion der
HEK-Zellen wurde die gegen Exon 18 gerichtete Sequenz hKIAA#3 ausgewahlt, da
diese eine besonders hohe KD-Effizienz aufweist (78). Dies bedeutet allerdings
auch, dass das RNA-Transkript, das Exon 18 nicht mit einschliefst, vom KD
unbeeinflusst bleibt. Zu der Zeit, als der gegen Exon 18 gerichtete Vektor
hergestellt wurde, war das RNA-Transkript, das Exon 18 nicht mit einschlief3t,

noch nicht bekannt.

1.2.2.2 Invivo-Modell: Die NOD-Clecl16a-KD-Maus

Ein in vivo-Modell bezeichnet einen Organismus, dessen Untersuchung die
Darstellung von Zellprozessen in einem natiirlichem, dynamischem Kontext erlaubt.
Als in vivo-Modell werden haufig Mause verwendet. Diese grenzen sich durch
evolutiondre Divergenz, Verwandtschaftszucht und einen anderen Lebensstil vom
Menschen ab. Sie werden so als Krankheitsmodelle fiir den Menschen regelmafdig
in Frage gestellt (92).

Auch die NOD-Maus ist kein perfektes Modell fiir Typ-1-Diabetes im Menschen.
Neben den allgemeinen Fallstricken eines Tiermodells tritt beispielsweise Typ-1-
Diabetes in der NOD-Maus im Gegensatz zum Menschen erst nach der Pubertit
auf (93). Seit ihrer Entwicklung im Jahr 1980 hat die NOD-Maus trotzdem viel zum
Verstandnis von Typ-1-Diabetes und autoimmuner Pathogenese im Allgemeinen
beigetragen und stellt somit einen etablierten und anerkannten Modellorganismus
in der Erforschung von Typ-1-Diabetes dar (93,94). Sie konnte so fir die
praklinische Entwicklung vieler therapeutischer Ansdtze, wie z. B. anti-CD3

Antikorpern, verwendet werden (93,95). Die polygenetische Suszeptibilitit und
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die Grundziige der Pathogenese inklusive der Autoantigene sind im Menschen und
in der NOD-Maus sehr dhnlich (93). NOD-Mause sind mit einem besonderen MHC-
Haplotyp namens H-287 ausgestattet, der den hdchsten genetischen Anteil an der
Erkrankungsanfilligkeit aufweist (93,96). Die diabetische Pathogenese wird in der
NOD-Maus hauptsachlich von T-Zellen getragen, die eine Antigenspezifitit fir
Insulin, GAD, [A-2 und Hsp60 aufweisen (93). Auch in der NOD-Maus konnte eine
essentielle Rolle von Aire fiir die Prdvention von Autoimmunitit gezeigt
werden (97). Zudem stellen insbesondere ein spontanes Auftreten der Krankheit
sowie eine Chronizitat der Krankheit weitere Anspriiche an ein gutes Tiermodell
fiir Typ-1-Diabetes dar (95). Die NOD-Maus erfiillt diese Anspriiche, wodurch sie
sich von anderen autoimmunen Tiermodellen positiv abhebt (95). Die Inzidenz von
spontanem Diabetes betrdagt bei Weibchen 60-80 % und bei Mannchen 20-
30 % (93,98). Trotz dieser geringeren Haufigkeit eines offenen Diabetes bei
Méannchen ist das Vorkommen von infiltrativer Insulitis dhnlich hoch (94). Die
Krankheit tritt typischerweise bei Weibchen zwischen der 12.-14. Woche und bei
Méannchen etwas spadter auf (93). Wie einige Menschen mit Typ-1-Diabetes sind
NOD-Mause auch anfallig fiir die Entwicklung anderer, liber das endokrine System
hinausgehender Autoimmunerkrankungen (93).

Die NOD-Clec16a-KD-Maus wurde im Kissler-Labor hergestellt (99). Eine in vitro
validierte, von Lentiviren getragene shRNA wurde dabei in NOD-Mauseembryos
injiziert. Die benutzte shRNA richtet sich gegen das Exon 19 von Clec16a. Das Exon
19 ist in neun der zehn Splice-Varianten enthalten, womit nur eine moglicherweise
kodierende Variante von dieser shRNA nicht angegriffen wird (Clec16a-006) (100).
Der Erfolg des KD wurde anhand einer GFP-exprimierenden Sequenz tiberpriift, die
an die shRNA gekoppelt war. Eine weitergehende Zucht fiihrte zu homozygoten,

gleichmaf3ig hoch GFP-exprimierenden Mausen.
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1.2.3 Autophagie-Marker

In den letzten zehn Jahren ist die Zahl der Forschungsarbeiten zu Autophagie
erheblich angestiegen (58). Durch ein besseres Verstindnis dieses Zellprozesses
sind viele neue Methoden vorgeschlagen worden, wie die autophagische Aktivitat
einer Zelle nachvollzogen werden kann (101). Dennoch ragt keine einzelne,
vermeintlich ideale Untersuchungsmethode hervor. Vielmehr existieren
ausreichend spezifische Methoden fiir einzelne Aspekte des Autophagie-Prozesses,
die in ihrer Kombination ein reprasentatives Gesamtbild des Zellprozesses
ergeben (102). In der vorliegenden Arbeit wurde Autophagie durch
Durchflusszytometrie von Monodansylcadaverin (im Folgenden ,MDCY),
Immunozytochemie bzw. Immunhistochemie von Microtubule-associated protein 1
light chain 3 (im Folgenden ,LC3“) und p62 sowie durch Immunoblot von LC3 und
p62 liberpriift.

1.2.3.1 MDC

MDC ist ein azidotroper Farbstoff, der zuerst in den 1990er Jahren als in vivo-
Marker beschrieben worden ist(103). MDC reprasentiert lediglich absolute
Zellspiegel von Autophagosomen und Mizushima et al. stellten spéater dariiber
hinaus die Spezifitait von MDC fiir Autophagie in Frage, da der Farbstoff
grofdtenteils saure lysosomale Kompartimente reprasentiert (59). Da jedoch in
Abgrenzung zu friithen Autophagosomen spite Autophagosomen einen sauren pH-
Wert aufweisen, konnen sie unabhangig von ihrer Fusion mit Lysosomen bereits
mit MDC angefirbt werden (104). Demnach kann MDC als probatorische

Nachweismethode von Autophagie benutzt werden.
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1.2.3.2 LC3

LC3 ist das erste beschriebene Sadugetierprotein, das spezifisch mit
autophagosomalen Membranen assoziiert ist (105). Es kann daher auch in frithen
Autophagosomen detektiert werden (105,106). LC3 existiert in zwei Isoformen,
dem zytosolischen Vorlaufer LC3-1 und der aktiven Form LC3-II (105). Bei der
Initiierung von Autophagie wird das zytosolische LC3-I in LC3-II umgewandelt, das
in autophagosomale Membranen eingebaut wird (Abb. 3). Diese Initiierung geschieht
zusammen mit dem Autophagie-Protein 5 (im Folgenden ,ATG5"). Schliefdlich gibt es
drei unterschiedliche Isoformen von LC3 in Saugetierzellen: LC3A, LC3B und
LC3C (107). LC3B ist dabei diejenige Isoform, die im Zusammenhang mit
Autophagie steht und die im Folgenden mit ,LC3“ gemeint ist (106). Der Nachweis
von LC3 per Immunoblot ist eine weit verbreitete Methode, um Autophagie
nachzuverfolgen. Gleichwohl ist es wichtig zu beachten, dass LC3-II zunachst nur
den absoluten Zellspiegel autophagischer Kompartimente anzeigt und kein
direktes Mafd des autophagischen Flusses ist (106,108). Eine Moglichkeit der
Beurteilung des Flusses ist die Verwendung von Protease-Inhibitoren (109). Mit
ihnen wird der Autophagie-Prozess an einer dem Einbau von LC3 nachgeschalteten
Stelle angehalten. In diesem Fall entspricht eine Anreicherung von LC3-II sicherer
einer wirklichen Steigerung autophagischer Aktivitat. Eine Alternative, die ohne
die zusatzliche Behandlung mit Protease-Inhibitoren auskommt, ist die Messung
des Verhdltnisses von LC3-II zu LC3-I. Diese hat den Vorteil, dass sie sowohl LC3-I,
als auch LC3-II berticksichtigt, kann aber nicht bei Zellen angewendet werden, in
denen LC3-I-Spiegel labil sind (106). Sind LC3-I-Spiegel dagegen stabil, bildet das
Verhaltnis von LC3-II zu LC3-I die Prozessierung von zytosolischem LC3-I zu LC3-II
in Autophagosomen-Membranen ab (106). Der Nachweis von LC3 durch
Immunfluoreszenz-Mikroskopie kann direkt mit GFP-LC3 (105) oder indirekt
durch die Visualisierung von LC3-Antikérpern erfolgen (106). Der Gebrauch von
LC3-Antikérpern hat den Vorteil, dass keine Transfektion und Transgenese

erforderlich ist und aufierdem das Risiko potentieller Artefakte durch eine
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Uberexpression (106) vermieden wird. Nichtsdestotrotz kénnen Artefakte durch
die Einlagerung von LC3 in Proteinaggregaten auch beim Antikérpernachweis
endogenen LC3s vorhanden sein (110). Die in dieser Arbeit benutzten Antikérper
reagieren sowohl mit LC3-I als auch mit LC3-II. Daher zeigen mit einem
Fluoreszenz-Mikroskop aufgenommene Bilder entweder eine diffuse zytosolische
Anfarbung oder spezifische punktférmige Strukturen, wobei letztere

Autophagosomen darstellen (Abb. 6A) (102).

ATG5
Zellsubstrat
LC3-le l
Phagoph ® ,
agophior D . Friihes Autophagosom
@) (@) o
o o ., L3
LC3-1I . ¢
[}
Golgi-Apparat
Spates Autophagosom

Lysosom

Auto(phago)lysosom

Abbildung 3 Die Autophagie-Marker LC3 und p62, angelehnt an Mizushima, Levine und
Klionsky (52,58,59,102). LC3-I ist ein zytosolisches Protein, das in die dufiere und innere Membran des
friithen Autophagosoms inkorporiert und dann LC3-II genannt wird. Zusammen mit LC3 wirkt auch
ATGS5 bei der Bildung des frithen Autophagosoms mit. Das LC3-II der dufSeren Membran des spéten
Autophagsoms wird wieder zu LC3-I, wahrend das LC3-II der inneren Membran degradiert wird. p62
ist ein direktes Substrat von Autophagie, das das eigentliche Zellsubstrat iiber LC3-II mit dem
Autophagosom verbindet. Im weiteren Verlauf wird p62 ebenso wie das Zellsubstrat autophagosomal

degradiert.
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1.2.3.3 p62

p62 ist auch unter dem Namen Sequestosom 1 bekannt. Es verbindet
polyubiquitinierte Proteinaggregate mit LC3, wird dadurch in das Autophagosom
aufgenommen und schlief3lich in ihm degradiert (Abb. 3) (111,112). DiAntonios
Gruppe verwendete p62, um in der ema-Mutante Autophagie zu beobachten (80).
Da p62 ein direktes Autophagie-Substrat ist, fallen p62-Zellspiegel bei gesteigerter
Autophagie, wahrend sie bei gestorter Autophagie ansteigen (106,113,114).
Absolute Zellspiegel deuten aus diesem Grund auf den wirklichen autophagischen
Fluss hin. Trotzdem miissen einige potentielle Trugschliisse beachtet werden. p62
kann auch proteasomal degradiert werden. Erhohte p62-Zellspiegel konnen somit
aufgrund von inhibierter proteasomaler Aktivitit gestorte Autophagie
vortdauschen (115,116). Des Weiteren kann p62 situationsabhangig transkriptional
aktiviert werden (117). Insgesamt ist p62 nichtsdestotrotz ein etablierter und

zuverlassiger Autophagie-Marker.
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2. Material und Methoden

2.1 CLEC16A-KD-HEK-Zellen

Die HEK-Zellen wurden in Zellkultur gehalten und fiir Experimente standardisiert
Ubertragen. Fir den KD wurden HEK-Zellen mit Plasmiden transfiziert, die die
Zielsequenz enthielten. Neben CLEC16A wurde auch eine Zielsequenz des Gens ATGS5
verwendet. ATG5 ist essentiell fiir die Formation von frithen Autophagosomen
(Abb. 3) (51). Ein KD von ATGS5 stellt somit eine Positivkontrolle fiir die Ausschaltung
des Autophagie-Weges dar.

2.1.1 Zellkultur

Die HEK-Zellen wurden in 10 cm-Petrischalen bei 37 °C gelagert und alle zwei bis 3
d unter sterilen Bedingungen aufgeteilt. Fiir die Zelliiberfiihrung wurde das alte
Medium abgesaugt, die Zellschicht einmal mit 10 ml DPBS gewaschen und danach
mit 1,5 ml 0,005 % Trypsin-EDTA fir 3-5 min bei 37 °C gelést. Die Wirkung des
Trypsin wurde mit 8,5 ml Serum-positivem Medium (500 ml DMEM, 100 pg/ml
Penicillin/Streptomycin, 2 mmol/l Glutamin, 10 % Fetal Bovine Serum) inhibiert und
die Zellen zu einer Einzelzellsuspension gemischt. Jeweils 1,5ml dieser
Einzelzellsuspension wurden in neue Petrischalen tuberfiihrt, die mit 8,5 ml

frischem Serum-positivem Medium aufgefiillt wurden.

2.1.2 Transfer einer Zellzahl

Zum Startzeitpunkt eines Experiments hatten die Zellen eine Konfluenz von 60-
80 %. Um dies zu erreichen, wurde zuvor eine bestimmte Anzahl an Zellen

(1.500.000 Zellen fiir Experimente in Petrischalen, 150.000 Zellen fiir Experimente
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in 6-Well-Platten) unter sterilen Bedingungen tiberfiihrt. Die Zellen wurden wie
oben beschrieben mit DPBS gewaschen, trypsinisiert und wieder mit Serum-
positivem Medium auf 10 ml aufgefiillt. 10 pl des Zellgemisches wurden danach mit
90 pl Trypanblau gemischt und von diesem Gemisch wurden wiederum 10 pl in einer
Zahlkammer gezahlt. Die Zelldichte/ml entsprach der Anzahl der gezahlten Zellen
(pro Quadrant) x 10 (Verdiinnungsfaktor) x 10.000 (Kammerfaktor). Das einer
Zellzahl entsprechende Volumen wurde schliefilich auf neue Petrischalen bzw. 6-Well-
Platten verteilt und auf 10 ml (Petrischalen) bzw. 2 ml (6-Well-Platten) mit Serum-

positivem Medium aufgefiillt.

Tabelle 1 Material fiir HEK-Zellkultur

Material Hersteller Kennung
HEK-Zelllinie Joslin Diabetes Center

DPBS Fisher Scientific SH30028FS
0,005 % Trypsin-EDTA Invitrogen 25300054
DMEM Invitrogen 10313039
Penicillin/Streptomycin Invitrogen 15140122
Glutamin Invitrogen 25030081
Fetal Bovine Serum Fisher Scientific SH30396.03
Trypanblau Cellgro 25-900-CI
Zahlkammer Hausser Scientific 3200

2.1.3 Klonierung und Transfektion von HEK-Zellen

Fir die Klonierung des CLEC16A-KD- und des ATG5-KD-Plasmids wurde ssDNA
von CLEC16A und ATG5 anhand einer PCR vervielfaltigt und purifiziert. Fiir den
ATG5-KD wurden zwei verschiedene Sequenzen verwendet, die unterschiedliche
ATG5-shRNAs kodierten (ATG5#2 und ATG5#7) (118), um die Wahrscheinlichkeit
eines vollstandigen ATG5-KD zu erhohen. Die gereinigte DNA-Sequenz wurde
daraufhin ebenso wie ein pUGM-Vektor mit Restriktionsenzymen verdaut. Mit Hilfe

einer Agarose-Gelelektrophorese wurden die korrekt geschnittene DNA und der
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korrekt geschnittene Vektor identifiziert, extrahiert und durch Ligation
zusammengefihrt. Daraufhin wurden Bakterien mit dem Vektor transformiert, der
von nun an potentiell die CLEC16A- bzw. ATG5-Sequenz trug. Durch eine weitere
PCR und anschliefende Gelelektrophorese wurde festgestellt, bei welchen dieser
Bakterien die Transformation mit einem vollstindigen Vektor erfolgreich war. Die
Bakterien dieser Kolonien amplifizierten ihren Vektor durch ihr Wachstum. Die
vollstandigen Vektoren wurden dann durch eine Minipraparation extrahiert und
zur Sequenzierung verschickt. Um eine grofdtmogliche Menge an Vektoren mit
korrekter Sequenz zu gewinnen, wurden sie durch die erneute Transformation von
Bakterien amplizifiert und per Maxiprdparation extrahiert. Das daraus
hervorgehende DNA-Produkt konnte dann fiir die Transfektion von HEK-Zellen
genutzt werden. Als Transfektion wird die nicht-virale Einfiihrung von DNA in
eukaryotische Zellen bezeichnet (119). Das verwendete FUGENE ist ein nicht-
liposomales Transfektionsreagenz (119). Als solches bildet es Mizellen, mit der
einzufithrenden DNA im Kern, und wird so durch Endozytose von der Zelle

aufgenommen (120).

2.1.3.1 PCR

Die ssDNA-Sequenz wurde anhand einer PCR vervielfdltigt. Dazu wurden 1 pl der
ssDNA (10 um), jeweils 2,5 pl des vorlaufigen Primers und des riicklaufigen Primers,
1 ul ANTP, 1 ul der DNA-Polymerase, 5 ul des zehnfach konzentrierten Polymerase-
Puffers und 37 pl destilliertes Wasser pipettiert und zusammen mit einer Kontrolle
ohne ssDNA dem folgenden PCR-Zyklus unterzogen: Initiale Denaturierung bei 95 °C
fir 3 min, weitere Denaturierung bei 94 °C fiir 30 sek, Primerhybridisierung bei
60 °C fir 30 sek, Elongation bei 72 °C fiir 30 sek, 20-fache Wiederholung der
letzten drei Schritte (weitere Denaturierung, Primerhybridisierung und

Elongation), abschliefdend bei 72 °C fiir 10 min Elongation und bei 4 °C Kiihlung.
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2.1.3.2 PCR-Purifizierung

Die per PCR vervielfachte DNA wurde mit dem Nucleo Spin-Satz laut Handbuch
gereinigt, die Konzentration wurde mit einem Spektrophotometer durch die
Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen und die Reinheit durch das

Verhaltnis von OD260,280 liberpriift, welches etwa dem Wert 1,8 entsprechen sollte.

2.1.3.3 Verdau der DNA mit Restriktionsenzymen

Die gereinigte PCR-Sequenz wurde mit schnell verdauenden Restriktionsenzymen
bei 37 °C fiir 30 min verdaut: 1 pg/10 pl PCR-Produkt, 2 pl zehnfach konzentrierter
Verdau-Puffer, 1 pl Restriktionsenzym Xhol, 1 pl Restriktionsenzym EcoRI und 6 pl

destilliertes Wasser.

2.1.3.4 Verdau der Vektoren mit Restriktionsenzymen

Ein pUGM-Vektor wurde mit schnell verdauenden Restriktionsenzymen bei 37 °C
fir 10 min verdaut: 2 pl Plasmid (entspricht 2 pg), 3 pl zehnfach konzentrierter
Verdau-Puffer, 1 pl Restriktionsenzym Xhol, 1 pl Restriktionsenzym EcoRI, 1 pl
alkalische Phosphatase und 22 pl destilliertes Wasser.

2.1.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Um das Agarose-Gel herzustellen, wurde 1 % (Plasmide) bzw. 1,5 % (PCR-Produkt)
Agarose in TAE-Puffer fiir 1 min gekocht bis die Suspension klar war. Danach wurden
10 pl Ethidiumbromid/100 ml Puffer hinzugefiigt und das Gel gegossen. Die
Elektrophorese des Plasmids (30 pl) fand bei 100 V fiir 30 min und die Elektrophorese
des PCR-Produktes (30 pl) fand bei 200V fiir 25 min statt. Als Referenz wurden fiir
den Vektor 5 ul eines 1 kb DNA-Leiters und fiir die DNA 5 pl eines low range DNA-

Leiters verwendet.
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Basenpaare PCR-Kontrolle1  PCR-Kontrolle 2 ATG5#2 ATG5#7
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Abbildung 4 Gelelektrophorese der per PCR vermehrten DNA. Bei 120 bp leuchten die durch
Ethidiumbromid markierten DNA-Sequenzen von ATG5#2 und ATG5#7 auf, die PCR-Kontrollen ohne
DNA dagegen nicht.

2.1.3.6 Extraktion und Konzentrationsmessung der DNA und des Vektors

Das erfolgreich geschnittene PCR-Produkt (Ziel-DNA) von CLEC16A bzw. ATG5 wurde
bei 120 bp (Abb. 4) identifiziert, ebenso wie der erfolgreich geschnittene Vektor bei
8 kb herausgeschnitten und mit dem Nucleo Spin-Satz laut Handbuch in 30 pl
destilliertem Wasser eluiert. Abschlieffend wurde die Konzentration der DNA

gemessen.

2.1.3.7 Ligation der DNA

Das PCR-Produkt und der Vektor wurden im molaren Verhaltnis von 5:1 in einem
Volumen von 20 pl, zusammen mit 1 pul T4-Ligase und 2 pl T4-Puffer, iiber Nacht bei
22 °C aufgesetzt. Um ein molares Verhdltnis von 5:1 zu erreichen, wurde das
Verhiltnis der Liangen der Ziel-DNA (in kb) und des Vektors (in kb) mit der
Konzentration des Vektors (in ng) multipliziert. Das Ergebnis bezifferte die
Konzentration der Ziel-DNA, die einem molaren Verhaltnis von 1:1 gegeniiber dem
Vektor entspricht. Die fiinffache Konzentration der Ziel-DNA bei gleichbleibender

Konzentration des Vektors ergab ein molares Verhaltnis von 5:1.
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2.1.3.8 Transformation der Bakterien und Amplifizierung

Flr die Transformation wurden 5 pl Ligationsprodukt und 25 pl Bakterien gemischt,
fir 10 min auf Eis inkubiert, fiir 30 sek bei 42 °C mit Hitze geschockt, fiir 2 min auf
Eis inkubiert und danach auf Ampicillin-enthaltende Agar-Platten ausgestrichen.
Die Platten wurden anschlieffend bei 37 °C lber Nacht in feuchter Umgebung
inkubiert. Am nachsten Tag wurden mehrere Kolonien einem erneuten PCR-Zyklus
unterzogen. Mit einer Pipettenspitze wurde jeweils eine Kolonie bertiihrt und dann
in folgendes PCR-Gemisch eingetaucht: 1,25 pl des vor- und riicklaufigen Primers,
0,5 ul dNTP, 0,5 pul DNA-Polymerase, 2,5 pl zehnfach konzentrierter Polymerase-Puffer
und 19 pl destilliertes Wasser. 15 ul der PCR-Produkte wurden erneut mit einem
1,5 % Agarose-Gel aufgetrennt und diejenigen Kolonien identifiziert, die mit einem
vollstandigen Vektor erfolgreich transformiert wurden. Die entsprechenden
Kolonien wurden auf jeweils 5 ml LB-Amp verteilt und bei 37 °C iiber Nacht

inkubiert.

2.1.3.9 Minipraparation und Sequenzierung

Die Kolonien in LB-Amp wurden mit 14.000 rpm fiir 1 min bei 4 °C abzentrifugiert
und mit 250 pl P1-Puffer resuspendiert. Danach wurden sie mit 250 pl P2-Puffer bei
Raumtemperatur lysiert, fiinfmal sanft gewendet und fiir 1 min inkubiert. Ebenso
wurden weitere 250 pl neutralisierender P3-Puffer bei Raumtemperatur hinzugefigt,
fiinfmal sanft gewendet und fiir 1 min inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin mit
14.000 rpm fiir 10 min bei 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand in neue Réhrchen
Uberfiihrt, in denen sie mit 600 ul Isopropanol resuspendiert wurden, um eine
Prazipitation der DNA zu ermdglichen. Die Plasmide wurden mit einem darauf
folgenden Zentrifugationsschritt mit 14.000 rpm fiir 15 min bei 4 °C im Riickstand
gesammelt und mit 1 ml 70 % Ethanol (70 % Ethanol in destilliertem Wasser)
resuspendiert. Der Uberstand wurde nach einem erneuten Zentrifugationsschritt

mit 14.000 rpm fiir 15 min bei 4 °C entfernt und der Riickstand in den Réhrchen
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kopfiiber fiir 5 min getrocknet. Die Plasmide wurden mit 30 pl destilliertem Wasser
resuspendiert, die Konzentration wurde gemessen und die DNA mit dem
Sequenzierungs-Primer pUGMseq zur Sequenzierung verschickt (Harvard Medical

School Core Facilities). Die verbleibende DNA wurde bei -20 °C aufbewahrt.

2.1.3.10 Transformation von Bakterien mit CLEC16A-DNA

Die DNA mit der korrekten Sequenz fiir CLECI6A wurde erneut fiir eine
Transformation genutzt, um eine grofitmogliche Menge an Vektoren mit korrekter
CLEC16A-Sequenz zu gewinnen: 1 pl Plasmid (entspricht 0,16 ng DNA) und 25 pl
Bakterien wurden bei 42 °C fiir 30 sek mit Hitze geschockt, fiir 2 min auf Eis gelegt,
auf einer Ampicillin enthaltenden Agarplatte ausgestrichen und bei 37 °C tiber
Nacht in feuchter Umgebung inkubiert. Am nachsten Tag wurde eine Kolonie mit
einer Pipette in 5 ml LB-Amp tiberfiihrt und mit einer Schiittelfrequenz von 220 Hz
bei 37 °C fiir 8 h inkubiert. Anschliefend wurde das Bakteriengemisch mit 200 ml
LB-Amp aufgefiillt und mit einer Schiittelfrequenz von 220 Hz bei 37 °C iiber Nacht

inkubiert.

2.1.3.11 Maxipraparation

Am darauffolgenden Tag wurden die Bakterien mit 7.000 g fiir 10 min bei 4 °C
abzentrifugiert und die DNA mit einem Maxipraparation-Satz laut Handbuch

extrahiert. Abschlief3end wurde die Konzentration der DNA gemessen.

2.1.3.12 Transfektion

Nachdem am Tag zuvor jeweils 1.500.000 Zellen/Petrischale tiberfiihrt worden
waren, wurden die HEK-Zellen mit dem CLEC16A- und ATG5-Plasmiden
transfiziert. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit einem leerem pUGM-
Plasmid behandelt wurden. 600 pl Serum-negatives Medium und 12 pl FUGENE je

Petrischale wurden fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde 1 pg
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Plasmid (fiir den ATGS5-KD wurden je 0,5pug ATG5#2- und ATG5#7-Plasmid
verwendet) hinzugefiigt und das Gemisch fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Schliefdlich wurde das Gemisch zu den sich in Serum-positiven Medium befindenden

Zellen hinzugefiigt.

2.1.3.13 Uberpriifung der Transfektion

2 d nach der Transfektion wurde unmittelbar vor der weiteren Verwendung der
HEK-Zellen der Erfolg der Transfektion tiberpriift. Hierzu wurde mit Fluoreszenz-
Mikroskopie die Expression von GFP tberpriift, da die erfolgreich transfizierten
Plasmide GFP exprimieren. Die Transfektion wurde als erfolgreich eingestuft,

wenn der iiberwiegende Teil der HEK-Zellen GFP exprimierte.

Tabelle 2 Material fiir Klonierung und Transfektion von HEK-Zellen

Material Hersteller Kennung
ssDNA von CLEC16A Eurofin Operon -

ssDNA von ATG5#2 und ATG5#7 Eurofin Operon -
Vorlaufiger Primer Eurofin Operon -
(CAGAAGGCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGA

GCG von 5’ nach 3’)

Ricklaufiger Primer Eurofin Operon -
(CTAAAGTAGCCCCTTGAATTCCGAGGCAGTAGGCA

von 5’ nach 3)

10 mmol/l ANTP Fisher Scientific FERR0193
DNA-Polymerase Fisher Scientific FEREP0713
Polymerase-Puffer Fermentas EP0713
Destilliertes Wasser Joslin Diabetes Center -
Thermocycler Bio-Rad T100
Nucleo Spin-Satz Macherey-Nagel REF 740609.250
Spektrophotometer NanoDrop ND-1000
Verdau-Puffer (mit Restriktionsenzymen geliefert) - -
Restriktionsenzym Xhol Fisher Scientific FERFD0694
Restriktionsenzym EcoRI Fisher Scientific FERFD0274
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pUGM-Plasmid
Alkalische Phosphatase
Agarose

TAE-Puffer (2 mol/] Tris-(hydroxymethyl)-

aminomethan, 1 mol/l Acetat und 50 mmol/1 EDTA)

Ethidiumbromid

1 kb DNA-Leiter

Low range DNA-Leiter

Spektrophotometer

T4-Ligase

T4-Puffer

Bakterien fiir Transformation

Ampicillin

Agar-Platten

LB-Amp

P1-Puffer (50 mmol/l Tris-Cl pH 8,0; 10 mmol/]
EDTA; 100 pg/ml RNAse A)

P2-Puffer (200 mmol/l NaOH; 1 % SDS)
P3-Puffer (3 mol/I Kaliumacetat pH 5,0)
Isopropanol

Sequenzierungs-Primer pUGMseq
(GCATGGACGAGCTGTACAAG von 5’ nach 3’)
Maxipraparation-Satz

FUGENE

Fluoreszenz-Mikroskop

Kissler Labor
Fisher Scientific
Fisher Scientific

Joslin Diabetes Center

Fisher Scientific
Fisher Scientific
Fisher Scientific
Thermo Scientifc
Fisher Scientific
Fisher Scientific
Novablue

Fisher Scientific
Joslin Diabetes Center
Joslin Diabetes Center

Joslin Diabetes Center

Joslin Diabetes Center
Joslin Diabetes Center
Fisher Scientific

Eurofin Operon

Macherey-Nagel
Fisher Scientific

Olympus

2.1.4 Initiierung und Inhibierung von Autophagie

FEREF0651
BP160-500

BP1302-10
FERSMO0313
FERSM1193
NanoDrop 1000
FEREL0011
FEREL0011
50-230-8570
BP1760-25

AC32727-2500

REF 740426.50
PR-E2692
IX51

Autophagie kann durch Mangelerndhrung initiiert bzw. durch Protease-Inhibitoren

inhibiert werden, um so etwaige Unterschiede autophagischer Aktivitat zwischen

Zellproben zu amplifizieren (106). Das Medium der HEK-Zellkultur wurde dazu

unter sterilen Bedingungen entfernt und die Zellkultur einmal mit 1 ml (pro Well

einer 6-Well-Platte) bzw. mit 10 ml (pro Petrischale) DPBS gewaschen. Danach

wurden die Zellen, die einer Mangelerndhrung ausgesetzt werden sollten, fiir 4 h
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mit 2 ml (6-Well-Platten) bzw. 10 ml HBSS inkubiert. Die Kontrollen wurden
stattdessen mit 2ml bzw. 10 ml Serum-positiven Medium inkubiert. Diejenigen
Proben, die mit Proteaseinhibitoren behandelt werden sollten, wurden mit 10 pg/ml

Pepstatin A in Serum-positivem Medium inkubiert.

Tabelle 3 Material fiir Initiierung und Inhibierung von Autophagie in HEK-Zellen

Material Hersteller Kennung
HBSS Fisher Scientific NC9251126
Pepstatin A Sigma P5318-5MG

2.2 Die NOD-Clecl6a-KD-Maus

Die Tiere wurden gemafd den Tierschutzrichtlinien in der Einrichtung fiir
Versuchsmduse des Joslin Diabetes Center untergebracht. Voraussetzung der

Experimente war ein positives Votum des Tierschutzkommitees.

2.2.1 Entnahme der Thymi

Die Mause wurden durch COz-Inhalation getdtet, auf dem Riicken aufgespannt und
mit 70 % Ethanol abgespriitht. Mit einer Mikrodissektion-Schere wurde das
ventrale Fell aufgeschnitten und ebenfalls aufgespannt. Der Rippenbogen wurde an
den Seiten durchtrennt und von kaudal nach kranial aufgeklappt. Nach
Demonstration des Thymus und Entfernung von Bindegewebe wurden beide
Thymuslappen abschliefiend mit Pinzetten blutlos an der Wurzel abgetrennt und

entnommen (Abb. 5A).
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Tabelle 4 Material fiir Entnahme der Thymi

Material Hersteller Kennung

CO: Joslin Diabetes Center

Ethanol Fisher Scientific BP2818-500

Mikrodissektion-Schere Biomedical Research 25-2500
Instruments

Pinzetten Biomedical Research 10-1200
Instruments

2.2.2 Isolierung von ,TECs“- und ,Thymozyten“-Zellgruppen

Der Thymus kann mit Hilfe eines Percoll-Gradienten in eine ,TECs“-Zellgruppe und
eine ,Thymozyten“-Zellgruppe aufgeteilt werden. Nach Entnahme der Thymi und
Entfernung von Bindegewebe wurden die Thymi unter sterilen Bedingungen mit
Mikrodissektionsscheren zerkleinert und mit 5 pul Kollagenase/Dispase und 5 pl
DNAse in 490 ul RPMI pro Thymus behandelt. Die Suspension grofderer Klumpen
wurde dabei durch eine abgeschnittene P1000-Pipettenspitze unterstiitzt. Danach
wurde das Zellgemisch fiir 30 min bei 37 °C erhitzt und alle 10 min mit einer
Pasteurpipette zu einer Einzelzellsuspension gebracht. Nach Zugabe von 0,5 mol/]
EDTA wurde die Losung fiir weitere 5 min bei 37 °C inkubiert. Die fertige Losung
wurde durch Schmutzfianger gefiihrt und mit DPBS 2% FBS gewaschen. Nach
Abzentrifugation mit 1.400 rpm fiir 3 min bei 4 °C wurden die Zellen mit 4 ml
Percoll-Losung mit einer Dichte von 1,115 g/ml resuspendiert und in ein mit FBS
beschichtetes Rohrchen iiberfiihrt. In dieses in einem Winkel von 45 ° geneigte
Rohrchen wurden daraufhin mit einer Pasteurpipette 2 ml Percoll-L6sung mit
einer Dichte von 1,06 g/ml und etwa 1ml DPBS vorsichtig pipettiert. Die
unterschiedlichen Dichten wurden zuvor durch Verdiinnung mit DPBS hergestellt.
Der sich anschlief3ende Zentrifugationsschritt mit 1.350 g fiir 30 min bei 4 °C ohne
Bremse trennte die , TECs-Zellgruppe und die ,Thymozyten“-Zellgruppe auf (Abb.

5B und C). Die jeweiligen Zellgruppen wurden mit einer Pasteurpipette
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aufgenommen, in DPBS 2 % FBS gewaschen und gezahlt. Schlief3lich wurden die

Zellen mit 1.400 rpm fiir 3 min bei 4 °C abzentrifugiert und mit DPBS 2 % FBS

resuspendiert.

A P B

Abbildung 5 Thymektomie und Isolation von , TECs“ mit einem Percoll-Gradienten. Die Thymi wurden

blutlos an der Wurzel abgetrennt (A) und verdaut. In einem 15 ml-Réhrchen wurde ein Percoll-

Gradient angelegt (B). Die oberste Schicht hatte eine Dichte von 1 g/ml (1), die mittlere Schicht eine

Dichte von 1,06 g/ml (2) und die unterste Schicht, in der sich die Thymus-Zellsuspension befindet,

eine Dichte von 1,115 g/ml (3). Nach Zentrifugation (C) befand sich die ,TECs“-Zellgruppe in der

Interphase der beiden oberen Schichten (I), wiahrend sich in der Interphase der beiden unteren

Schichten die , Thymozyten“-Zellgruppe befand (II).

Tabelle 5 Material fiir Isolierung der Thymusepithelzellen

Material Hersteller
Kollagenase/Dispase Fisher Scientific
DNAse Roche

RPMI Invitrogen
Pasteurpipette Fisher Scientific
EDTA (0,5 mol/1 pH 8,0) Joslin Diabetes Center
FBS Fisher Scientific
Schmutzfianger Fisher Scientific
Percoll-Losung Fisher Scientific
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2.2.3 Charakterisierung der isolierten Zellgruppen mit Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein insbesondere in der Immunologie wertvolles
Verfahren, um eine Population von Zellen hinsichtlich bestimmter Eigenschaften
zu untersuchen und gegebenenfalls aufzutrennen. Die Zellen passieren dabei
einzeln einen Lichtstrahl. Das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter) und das
Seitwartsstreulicht (Side Scatter) geben Auskunft iiber Volumen und strukturelle
Beschaffenheit der Zellen. Dadurch identifizierte Unterpopulationen kénnen
weiterhin durch Fluoreszenzmessungen aufgeteilt werden. Durch direkt bindende
Farbstoffe oder durch an Antikérper gebundene Farbstoffe konnen so weitere

Aussagen uber Eigenschaften der untersuchten Zellen getroffen werden.

2.2.3.1 Vorbereitung der Zellen

Die isolierten Zellgruppen wurden mit 1.400 rpm fiir 3 min bei 4 °C abzentrifugiert
und mit 50 ul DPBS/2 % FBS/1 % FC-Block resuspendiert, um unspezifische
Antikorperbindungen zu verhindern. Fiir die Farbung mit Primdarantikérpern
wurden die Zellgruppen in Untergruppen aufgeteilt, wobei jede Untergruppe
mindestens 100.000 Zellen in 50 ul DPBS 2 % FBS enthielt. Eine Untergruppe aus
der KD-Thymozyten-Zellgruppe wurde fiir die GFP-Kompensation und sechs
Untergruppen aus der WT-Thymozyten-Zellgruppe fir die folgenden
Kompensationen verwendet: Ungefarbt, CD4 mit PB (Verdiinnung 1:2.000), Ly51
mit PE (Verdiinnung 1:800), EpCAM mit PE-Cy7 (Verdiinnung 1:800), CD45 mit
APC (Verdiinnung 1:3.000) und CD11c mit APC-Cy7 (Verdinnung 1:200). Jeweils
eine Untergruppe der WT-TEC-Zellgruppe, der KD-TEC-Zellgruppe, der WT-
Thymozyten-Zellgruppe und der KD-Thymozyten-Zellgruppe wurden fiir die
eigentlichen Messungen mit den bei der Kompensation genannten Antikérpern
(und mit den genannten Verdiinnungen) fiir 30 min bei 4 °C gefarbt. Schlief3lich
wurden die Untergruppen mit 1.400 rpm fiir 3 min bei 4 °C abzentrifugiert und in

500 pl DPBS 2 % FBS resuspendiert.
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2.2.3.2 Durchfithrung der Durchflusszytometrie und Auswertung

Die Durchflusszytometrie wurde an einem MACSQuant-Analyzer durchgefiihrt. Die

Auswertung der Daten erfolgte mit der Software Flow]o.

Tabelle 6 Material fiir Durchflusszytometrie

Material Hersteller Kennung
FC-Block Biolegend 101321
CD4/PB-Antikorper Biolegend 100428
Ly51/PE-Antikérper Biolegend 108307
EpCAM/PE-Cy7-Antikdrper Biolegend 118215
CD45/APC-Antikdrper Biolegend 103111
CD11c/APC-Cy7-Antikérper Biolegend 117324
MACSQuant-Analyzer Miltenyi Biotec -

Flow]o Tree Star Inc. Version 9.5.2

2.3 Nachweis von Autophagie

2.3.1 Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie wurde bereits beschrieben.

2.3.1.1 Vorbereitung der Zellen

Die verwendeten HEK-Zellen wurden zweimal mit 1.400 rpm fiir 3 min bei 4 °C
abzentrifugiert und mit DPBS resuspendiert. Danach wurden sie mit 6,25 pmol/]
bzw. 12,5 umol/1 MDC in DPBS fiir 10 min bei 4 °C inkubiert, mit 1.400 rpm fir 3 min
bei 4 °C abzentrifugiert und in 500 ul DPBS 1 % FBS resuspendiert.

2.3.1.2 Durchfithrung der Durchflusszytometrie und Auswertung

Die Durchflusszytometrie wurde an einem MACSQuant-Analyzer durchgefiihrt. Die
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HEK-Zellpopulation wurde im FSC-Kanal bei 216 V und im SSC-Kanal bei 332V
identifiziert. Die Fluoreszenz von MDC der HEK-Zellpopulation wurde im AmCyan-
Kanal (Violet Blue) gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software

Flow]o.

Tabelle 7 Material fiir Durchflusszytometrie

Material Hersteller Kennung

MDC Sigma-Aldrich 30432-100mg

2.3.2 Immunhistochemie

Mit der Immunhistochemie kénnen Antigene in fixierten Gewebeschichten sichtbar
gemacht werden. Ein Mausethymus wurde eingefroren, in Scheiben geschnitten
und auf einem Objekttrager fixiert. Ein primarer Antikérper band an das
Zielantigen und wurde durch einen fluoreszierenden Sekundarantikorper sichtbar
gemacht. Zielantigene waren Keratin 8 (im Folgenden ,K8“) fiir die Darstellung von
cTECs, Ulex Europaeus Agglutinin-1 (im Folgenden ,UEA-1“) fiir die Darstellung von
mTECs, sowie LC3 und p62 fiir die Darstellung von Autophagosomen. Die
Betrachtung des Gewebeschnitts mit einem Fluoreszenz-Mikroskop erlaubte so die
Beurteilung, inwiefern Autophagosomen mit cTECs oder mTECs kolokalisieren.

Abschliefsend wurden die Bilder am Computer quantitativ ausgewertet.

2.3.2.1 Kryokonservierung

Unmittelbar nach Tétung der Maus wurde der Thymus entnommen und sofort in
eine mit OCT beschichteten Gussform gelegt. Die Gussform wurde bis zum Rand mit

OCT aufgefiillt und auf Trockeneis gefroren.

2.3.2.2 Gewebsschnitte

Mit einem Kryotom wurde der Thymus in 5 um diinne Scheiben geschnitten und
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jeweils zwei Schnitte auf einen Objekttrager tiberfiihrt. Nach Trocknung fiir 30 min
wurden die Schnitte bei -20 °C aufbewahrt, wenn sie nicht direkt weiter verwendet

wurden.

2.3.2.3 Fixierung und Antikdérperfarbung

Die Schnitte wurden fiir 5 min in -20 °C kaltem Aceton fixiert und zweimal fur
5min in PBS-T gewaschen. Die Gewebeproben wurden mit einem
wasserabweisenden Stift umkreist, so dass bei den folgenden Inkubationsschritten
jede Probe einem Inkubationsvolumen von 50 pl (1 % BSA und 10 % Ziegenserum)
ausgesetzt werden konnte. Jeder Inkubationsschritt fand in einer dunklen, feuchten
Inkubationskammer statt. Mit einem Block-Puffer (mit zusatzlichen 0,1 % Tween)
wurden zundchst unspezifische Antigene fiir 30 min blockiert. Die Zielantigene
wurden danach fir 1h mit Primdrantikérpern inkubiert. Diese waren gegen
mTECs (mit Biotin konjugierter Anti-UEA-1-Antikorper, Verdiinnung 1:1.000),
cTECs (Hithnchen Anti-K8-Antikérper, Verdiinnung 1:200) und Autophagosomen
(Kaninchen Anti-LC3-Antikoérper, Verdiinnung 1:300) gerichtet. Nach drei weiteren
finfminiitigen Waschschritten mit PBS-T wurden die Proben fiir 45 min mit
Sekundarantikérpern inkubiert. Diese waren gegen UEA-1 (Streptavidin Alexa Fluor
594, Verdiinnung 1:10.000), K8 (Ziege Anti-Hiithnchen Alexa Fluor 594, Verdiinnung
1:1.000) und LC3 (Ziege Anti-Kaninchen Alexa Fluor 488, Verdiinnung 1:200)
gerichtet. Schliefdlich wurden die Schnitte dreimal fiir 5 min mit PBS-T und einmal mit
destilliertem Wasser im Dunkeln gewaschen. Uberschiissiges Wasser wurde durch
Klopfen der Objekttragerseite auf einem sauberen, trockenen Tuch entfernt, die
Gewebeproben mit einem Tropfen Eindeckmedium ein- und mit einem Deckglas
zugedeckt. Die Objekttrager wurden fiir 10 min im Dunkeln getrocknet und direkt

weiter verwendet oder bei 4 °C aufbewahrt.
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2.3.2.4 Fluoreszenz-Mikroskopie und Auswertung

Bilder der Schnitte wurden mit einer 20- und 40-fachen Vergrofderung mit einem
Fluoreszenz-Mikroskop und der Software Spot Advanced aufgenommen. Um eine
Verzerrung durch das aufnehmende Subjekt zu vermeiden, wurden stets erst
Bilder im TEC-Kanal und danach mit dem gleichen Fokus Bilder im
Autophagosomen-Kanal aufgenommen. Die Bilder der einzelnen Farben wurden
mit standardisierten Belichtungseinstellungen aufgenommen. Die quantitative
Auswertung der Bilder erfolgte mit der Software Image]J64. Die Farbbalance des
griinen Kanals wurde auf 0-150 eingestellt, damit die Erkennung auch kleiner
Autophagosomen gewadhrleistet war. Im zusammengefiihrten Bild mit roter und
grimer Farbkanal-Darstellung wurden die mit TECs kolokalisierenden
Autophagosomen von Hand und durch die Software Image]64 gezahlt. Beim Zihlen
durch die Software wurden lediglich die Autophagosomen gezahlt, die eine Grofie
von 3-50 Pixeln? aufwiesen. Dariiber hinaus wurde die durchschnittliche
Querschnittsfliche der Autophagosomonen mit einer Gréfe von 3-50 Pixeln?

berechnet.

Tabelle 8 Material fiir Inmunhistochemie

Material Hersteller Kennung

OCT Fisher Scientific 1437365
Gussform VWR LabShop 25608916
Kryotom Fisher Scientific Microm HM 550
Objekttrager Fisher Scientific 12550101
Aceton Fisher Scientific A18-1

PBS Joslin Diabetes Center -

Triton X-100

Fisher Scientific

AC32737-2500

Wasserabweisender Stift Fisher Scientific 00-8877
BSA Fisher Scientific BP1600-100
Ziegenserum Invitrogen 50-062Z
Kaninchen Anti-LC3-Antikorper Fisher Scientific PA1-16931
Biotin konjugierter Anti-UEA-1-Antikérper Genetex GTX01511
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Hihnchen Anti-K8-Antikérper Abcam ab14053
Ziege Anti-Kaninchen Alexa Fluor 488 Invitrogen A-11070
Streptavidin Alexa Fluor 594 Konjugat Invitrogen S-11227
Ziege Anti-Hiihnchen Alexa Fluor 594 Invitrogen A-11042
Eindeckmedium Electron Microscopy 18006
Science
Deckglaser Fisher Scientific 12-540A
Fluoreszenz-Mikroskop Zeiss Axioplan 2
imaging
Mikroskop-Kamera Zeiss MC 80 DX
Spot Advanced Diagnostic Instruments  Version 4.7
Image]64 Wayne Rasband, NIH, Version 10.2

2.3.3 Immunzytochemie

USA

Immunzytochemische Untersuchungen ermdéglichen die Visualisierung von
Antigenen in einzelnen Zellen einer Zellkultur. Eine Population von HEK-Zellen
wuchs auf einem Deckglas und wurde anschliefdend fixiert und geblockt. Ein
Primdrantikérper band an das Zielantigen und wurde durch einen
fluoreszierenden Sekundarantikorper sichtbar gemacht. Zielantigene waren LC3
und p62. Die Betrachtung der HEK-Zellen mit einem Fluoreszenz-Mikroskop

erlaubte so die Beurteilung ihrer autophagischen Aktivitat.

2.3.3.1 Zellwachstum auf Deckglasern

Die Deckglaser wurden in 70 % Ethanol gereinigt, jeweils ein Deckglas wurde in eine
Well einer 6-Well-Platte gelegt. Jeweils 150.000 Zellen wurden anschlieféend in 2 ml

Serum-positives Medium tliberfiihrt und fiir 3 d bei 37 °C inkubiert.
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2.3.3.2 Fixierung und Antikdérperfarbung

Nach 2 d Inkubation wiesen die Zellen eine Konfluenz von 60-80 % auf. Das Medium
wurde abgesaugt, die Zellen wurden einmal mit 1 ml PBS fiir 2 min vorsichtig
gewaschen und mit je 2 ml 4 % Paraformaldehyd fiir 30 min bei Raumtemperatur
fixiert. Nach zwei Waschzyklen mit 1 ml PBS fiir jeweils 2 min wurden die Zellen auf
den Deckglasern fiir 1 h bei Raumtemperatur geblockt und permeabilisiert (mit je
75 ul PBS mit 10 % FBS und 0,1 % Triton X-100). Direkt anschliefend wurden die
Zellen mit einem primarem Antikorper fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die
gegen LC3 und gegen p62 gerichteten Antikérper wurden in einer Verdiinnung von
1:600 (wie alle Antikoérper in PBS mit 10 % FBS) verwendet. Nach drei Waschzyklen
mit 1 ml PBS fiir 5 min wurden die Zellen im Dunkeln mit einem Sekundarantikérper
inkubiert. Der anti-Kaninchen Alexa Fluor 488-Antikérper wurde in einer Verdiinnung
von 1:200 verwendet. In den letzten 5min der Sekundirantikérper-Inkubation
wurden die Zellkerne zusitzlich mit dem Farbstoff DAPI angefarbt. Nach drei
Waschzyklen im Dunkeln mit PBS fiir jeweils 5 min wurden die Objekttrager mit
einem Tropfen Eindeckmedium versehen und die Deckgldser aus den Napfen entfernt,
auf einem sauberen Tuch kurz abgetropft und mit den Zellen nach unten zeigend auf
die Objekttrager gelegt. Etwaige Luftblasen wurden durch leichten Druck entfernt. Die
Objekttrager wurden fiir 10 min im Dunkeln getrocknet und bei 4 °C aufbewahrt,

wenn sie nicht direkt weiter verwendet wurden.

2.3.3.3 Fluoreszenz-Mikroskopie und Auswertung

Bilder der Schnitte wurden mit einer vierzigfachen Vergrofierung mit einem
Fluoreszenz-Mikroskop und der Software Spot Advanced aufgenommen. Die

Bildbearbeitung erfolgte mit der Software Image]64.
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Tabelle 9 Material fiir Inmunzytochemie

Material Hersteller Kennung

4 % Formaldehyd Fisher Scientific NC9942547
DAPI Sigma-Aldrich D9542-1MG
Eindeckmedium Fisher Scentific NC9265087

2.3.4 Immunoblot

Der Immunoblot ist eine geeignete Methode, mit der die Menge eines bestimmten
zelluldren Proteins unter verschiedenen Bedingungen verglichen werden kann. Die
Zellen wurden dafiir lysiert und gleiche Mengen Gesamtprotein auf ein Gel geladen.
Unter Anlage elektrischer Spannung wurden die negativ geladenen Proteine
abhangig von ihrem Molekulargewicht getrennt und danach auf eine
Nitrozellulosemembran iiberfiihrt. AnschlieRend wurden an das Zielantigen
Primdrantikérper, und an die Primarantikérper Sekundarantikérper gebunden.
Letztere trugen ein Reporterenzym. Das Reporterenzym setzte ein
Farbstoffsubstrat um, das dann auf Autoradiographie-Filmen durch

Chemielumineszenz sichtbar gemacht werden konnte.

2.3.4.1 Vorbereitung der Zelllysate

Die jeweils verwendeten Zellen wurden mit 1.400 rpm fiir 3 min bei 4 °C
abzentrifugiert und im Volumenverhaltnis von 1:1 fiir 30 min bei 4 °C mit Lyse-
Puffer lysiert. Der Lyse-Puffer bestand aus 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM NaCl, 2 %
Triton X-100, Protease-Inhibitoren und Wasser. Danach wurde Zelldebris mit
16.000 g fiir 10 min bei 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand weiterverwendet.
Die Proteinkonzentration wurde durch die Mischung von 10 pl Proteiniiberstand
und 150 pl Reagenz des Pierce 660 nm Protein Assay mit dem Synergy Mx Microplate
Reader gemessen und gegentiber 150 pl Reagenz genormt. Die Proteinkonzentration

wurde schliefdlich anhand der BSA-Standardkurve fiir die Absorption bei 660 nm
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ermittelt. Volumendquivalente der gleichen Proteinmenge wurden mit Lyse-Puffer
(ohne Protease-Inhibitoren) aufgefiillt und mit Laemmli-Puffer im Verhéltnis von 1:3
gemischt. Die Proben wurden anschliefdend fiir 5 min bei 100 °C gekocht und kurz

auf Eis wieder abgekiihlt.

2.3.4.2 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE wurde mit einem 12 % Trenngel durchgefiihrt, das folgendermafien
hergestellt wurde: 15 ml 30 % Acrylamid, 7,5 ml 1.5 mol/l Tris-HCl pH 8,8, 300 ul
10 % SDS (10 % SDS in destilliertem Wasser) und 7,2 ml destilliertes Wasser wurden
in einem Reagiergefafd gemischt. Kurz vor der Auftragung des Gels wurden 150 pl
frisch zubereitetes 10 % APS (in destilliertem Wasser) und 20 pl TEMED hinzugefiigt
und das Gel mit dem mini-PROTEAN Tetra Cell System in einem 15-Well-System mit
1,5 mm Spacer Plates aufgetragen. Der obere Rand der noch fliissigen Gele wurde mit
jeweils 500 ml Isopropanol begradigt. Innerhalb von 30 min verfestigte sich das Gel.
Der Alkohol wurde mit destilliertem Wasser abgewaschen und die Spacer mit dem
Sammelgel aufgefiillt. Das Sammelgel wurde zuvor folgendermafden hergestellt: 660 pl
30 % Acrylamid, 1,26 ml 0,5 mol/I Tris-HCI pH 6,8, 50 pl 10 % SDS, 3 ml destilliertes
Wasser, dazu dann 25 pl 10 % APS und 5 pl TEMED. Direkt nach dem Auftragen des
Sammelgels wurden abschliefdend 1,5 mm dicke 15-Well-Kdmme am oberen Rand des
Spacers angebracht. Das Sammelgel verfestigte sich innerhalb von 30 min. Das fertige
Gel wurde, insofern es nicht sofort verwendet wurde, bei 4 °C feucht gelagert und
innerhalb von 7 d verbraucht. Das Gel wurde fiir die Auftrennung der Proteine mit
einem Volumen von 25 pl beladen, das einer fiir alle Zellproben konsistenten
Proteingesamtmenge von 10-35 pg entsprach. Zudem wurden 5 pl Proteinstandard
geladen, um die getrennten Proteine einem Molekulargewicht zuordnen zu kénnen.
Die eigentliche Auftrennung der Proteine geschah im mini-PROTEAN Tetra Cell
System unter einer Spannung von 100V fiir 90 min (PowerPac Basic Power

Supply) mit bis zur Markierung aufgefiilltem Elektrophorese-Puffer.
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2.3.4.3 Western Blot

Der Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran geschah mit Hilfe der
mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer-Cell. Das Gel-Sandwich wurde dafiir in einer
mit 4 °C kaltem Blot-Puffer gefiillten Schale folgendermafien zubereitet (von der
schwarzen Kathode zur roten Anode der Gel-Haltekassette): Faserkissen, Filterpapier,
Gel, Membran, Filterpapier, Faserkissen. Die Transferzelle wurde schlief3lich mit dem
Gel-Sandwich, einer Kalteeinheit und Blot-Puffer beladen und bei 4 °C fiir 60 min

unter eine Spannung von 100 V gesetzt.

2.3.4.4 Immundetektion

Nach dem Transfer wurde die Membran zurechtgeschnitten und mit PBS-T 5 %
Milch (PBS mit 1 % Tween und 5 % Milchpulver) fiir 1 h bei Raumtemperatur mit
einer Schaukelfrequenz von 40 Hz geblockt. Nach einem Waschschritt mit PBS-T fiir
5 min unter Schaukeln mit einer Schaukelfrequenz von 100 Hz wurde die Membran
tiber Nacht bei Raumtemperatur mit dem Primarantikorper unter Schaukeln mit einer
Schaukelfrequenz von 40 Hz inkubiert. Ein Aktin-Antikorper diente in der
Verdiinnung von 1:1.000 in PBS-T als Proteinstandard. Als Autophagie-Marker
wurden jeweils in der Verdiinnung von 1:1.000 in PBS-T ein LC3-Antikérper und ein
p62-Antikorper verwendet. Nachdem die Membran dreimal fiir jeweils 10 min mit
PBS-T unter Schaukeln mit einer Schaukelfrequenz von 100 Hz gewaschen wurde,
wurde sie fiir 1h bei Raumtemperatur mit dem Sekundarantikorper (fir die
Autophagie-Marker mit einem Kaninchen-Antikérper und fiir den Aktin-Antikorper
mit einem Maus-Antikérper, jeweils in einer Verdiinnung von 1:5.000 in PBS-T) unter
Schaukeln mit einer Schaukelfrequenz von 40Hz inkubiert. An die
Sekundarantikérper war eine Meerretichperoxidase als Reporterenzym angehdngt.
Daraufhin wurde die Membran noch dreimal fiir jeweils 15 min unter Schaukeln mit
einer Schaukelfrequenz von 100 Hz gewaschen und auf eine glatte Oberfldache gelegt.

Dort wurden pro Membran etwa 1,5ml 1:1-Gemisch des Farbstoffsubstrats der
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Meerretichperoxidase aufgetragen und fiir 1 min inkubiert. Die Membran wurde

danach zwischen zwei Plastikfolien in eine Autoradiographie-Kassette gelegt und

jegliche Luftblasen entfernt. Anschliefiend wurde in einer Dunkelkammer ein

Autoradiographie-Film in die Kassette eingespannt und der Film ausreichend lange

belichtet, typischerweise etwa 30 sek fiir Aktin und 10 min fiir LC3 und p62. Nach der

Belichtung wurde der Film entwickelt.

2.3.4.5 Quantifizierung

Die Filme wurden eingescannt (16 bit-Graustufe und 600 dpi) und mit Hilfe der

Software Image]64 quantifiziert und mit Prism dargestellt.

Tabelle 10 Material fiir Inmunoblot

Material
Tris-HCl pH 7,5
NacCl

Protease Inhibitoren (eine Tablette/10 ml)

Pre-Diluted Protein Assay Standards; BSA Set

Pierce 660 nm Protein Assay
Synergy Mx Microplate Reader
Laemmli-Puffer

30 % Acrylamid

1,5 mol/1 Tris-HCL pH 8,8

10 % SDS

APS

TEMED

mini-PROTEAN Tetra Cell System
1,5 mm Spacer Plates

0,5 mol/I Tris-HCL pH 6,8

1,5 mm dicke 15-Well-Kdmme
Proteinstandard fiir SDS-PAGE
PowerPac Basic Power Supply

Elektrophorese-Puffer

Hersteller

Boston BioProducts
Fisher Scientific
Roche

Fisher Scientific
Fisher Scientific
Biotek

Boston BioProducts
Bio-Rad

Bio-Rad
USB/Affymetrix
Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Joslin Diabetes Center

Kennung
BBT-75
BP328-500
REF05892791001
23208
PI-22660
BP110R-5
1610158
1610798
75819
1610700
1610801
1658001
1658021
1610799
1658022
350000506
1645050
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Nitrozellulose-Membran

mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell
Blot-Puffer

Tween

Milchpulver

BioRocker

Aktin-Antikérper

Peroxidase-gebundener Anti-Kaninchen-Antikérper
Peroxidase-gebundener Anti-Maus-Antikorper
Meerretichperoxidase-Farbstoffsubstrat
Autoradiographie-Kassette
Autoradiographie-Film
Rontgenfilm-Entwicklungsmaschine

Scanner

Bio-Rad
Bio-Rad

Joslin Diabetes Center

Fisher Scientific
Fisher Scientific
Denville Scientific
Sigma-Aldrich
Fisher Scientific
Fisher Scientific
Fisher Scientific
Fisher Scientific
Denville Scientific
Konica minolta

EPSON

1620112
1703930
BP337-100
NC9121673
110A
A3853
45-000-682
45-000-679
PI-32209
FBVC810
E3218
SRX-101A
Perfection 2580
PHOTO

2.4 Statistische Auswertung und graphische Darstellung

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung fanden mit der Software

Prism statt. Bei Auswertungen wurden — wenn nicht anders angegeben - aufgrund

von einer angenommenen Normalverteilung und einer Unabhdngigkeit der

Stichproben zweiseitige p-Werte mit ungepaarten t-Tests ermittelt. Trotz der kleinen

Stichproben wurde damit ein parametrischer Test angewandt. Der nicht-

parametrische Test zum Vergleich zweier ungepaarter Stichproben ist fiir kleine

Stichproben zwar besser geeignet, da hierfiir die Stichproben nicht normalverteilt

sein miissen, benotigt aber einen Mindeststichprobenumfang von n = 4 in jeder

Stichprobe, um signifikant ausfallen zu kénnen. Da dieser Mindeststichprobenumfang

durch die in dieser Arbeit verwendeten Stichproben oft nicht erreicht wurde, wurde

stattdessen ein parametrischer Test verwendet. So bestand bei jeder statistischen

Prifung die Moglichkeit eines signifikanten Ergebnisses. Der Einheitlichkeit halber
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wurde auch bei Experimenten, die den Mindeststichprobenumfang von n = 4 knapp
Uiberschritten, ein parametrischer Test verwendet.

Sterne iiber Fehlerbalken in Graphen entsprechen folgenden p-Werten:
*=p<0,05**=p<0,01;**=p<0,001; ***=p<0,0001.

Alle Werte wurden als arithmetische Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Die in

den Graphen dargestellten Fehlerbalken geben den Standardfehler wieder.

Tabelle 11 Material fiir statistische Auswertung und graphische Darstellung

Material Hersteller Kennung

Prism GraphPad Software Version 5.0d
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3. Ergebnisse

Der Ergebnis-Abschnitt gliedert sich in zwei Teile: In vitro-Befunde aus der HEK-
Zelllinie und in vivo-Befunde aus der NOD-Maus. Die verwendeten Autophagie-

Marker wurden in Kapitel 2.3 vorgestellt.

3.1 HEK-Zelllinie

Im Folgenden werden die in vitro-Befunde der HEK-Zelllinie vorgestellt. Diese
umfassen die Darstellung und Manipulation von Autophagie in HEK-Zellen sowie die
Untersuchung von CLEC16A-KD-HEK-Zellen im Vergleich zu Kontroll- und ATG5-KD-
HEK-Zellen. Eine Beschreibung der Erstellung des KD befindet sich in Kapitel 2.1.3.

3.1.1 Autophagie in HEK-Zellen

Um zundchst morphologisch zu tiberpriifen, ob Autophagie in vollerndhrten HEK-
Zellen dargestellt werden kann, wurden Autophagosomen in HEK-Zellen
immunzytochemisch mit LC3- und p62-Antikérpern gefarbt. Abb. 6A zeigt mit p62
angefarbte  Autophagosomen von HEK-Zellen im vollerndhrten Zustand.
Immunzytochemische Untersuchungen mit LC3 zeigten eine dhnliche Anfarbung von
Autophagosomen (Daten hier nicht gezeigt). Um ferner die Auslésung von Autophagie
zu testen, wurden HEK-Zellen mangelerndhrt und mit vollerndhrten HEK-Zellen
verglichen (106). Abb. 6B zeigt die Fluoreszenz des Autophagie-Markers MDC in der
Durchflusszytometrie von HEK-Zellen, die vollerndhrt bzw. fiir 2, 4 oder 6h
mangelernahrt worden waren. Der Anschaulichkeit halber wurden in Abb. 6B alle
mangelerndhrten Zellen unabhdngig von der Dauer der Mangelerndhrung
zusammengefasst. Die unterschiedlich lang mangelerndhrten Zellen zeigten nur eine
geringe Varianz in Bezug auf die MDC-Fluoreszenz. Die Dauer der Mangelerndahrung

wurde daher fiir weitere Experimente auf 4 h festgesetzt. Der Versuch wurde bei
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ungefarbten Zellen und bei Zellen durchgefiihrt, die mit einer Konzentration von
6,25 pmol/l bzw. 12,5 umol/l MDC gefarbt worden waren. Mangelerndhrte HEK-
Zellen wiesen unabhidngig von der verwendeten Konzentration mehr MDC als
vollernadhrte Zellen auf (Abb. 6B, p = 0,001 in der zweifachen Varianzanalyse).

Da die Farbung mit MDC einen einfachen, aber nicht ausreichend spezifischen
Nachweis von Autophagie darstellt, wurden per Immunoblot die Proteinmengen der
Autophagie-Marker LC3 und p62 gemessen. Um zusdtzlich die Auslésung von
Autophagie durch Mangelerndhrung und die Manipulation durch Protease-
Inhibitoren zu priifen, wurden voll- und mangelerndhrte HEK-Zellen bzw.
vollerndhrte HEK-Zellen ohne und mit Behandlung durch Protease-Inhibitoren
getestet. Wie in Abb. 6C zu sehen ist, wiesen ansonsten unbehandelte HEK-Zellen
unter Mangelerndahrung weniger LC3-I und mehr LC3-II auf. Unter der Behandlung
mit Protease-Inhibitoren stiegen beide Marker in vollerndhrten HEK-Zellen an.
Dartiber hinaus wiesen mangelerndhrte HEK-Zellen weniger p62 als vollernahrte
HEK-Zellen auf, wahrend die Behandlung mit Protease-Inhibitoren zu einem

Anstieg von p62 fiihrte.

50



3. Ergebnisse

A C Vollernahrt - PI Vollernihrt + PI Mangelernéhrt - PI
A A A
r [ [ 1
50 kD
Actin | ——— S B e e
37kD
20kD
LC3-1 A — — e — — -
LC3-1I 15 kD
75 kD
p62 v B
50 kD
B 25001
* p=0.25
1.01 _—
p =015 E& vollernihrt - PI
2000 = °
= <, 081 E& vollernihrt + PI
= b E=] Mangelernihrt - PI
N = |
£ 1500 a 06
5 2 =
2 £ 044 =
S S =
£ 10001 Kl E
=
! 0.2 =
g = g
= ® Mangelerndhrt 0.0 : =
5001 ®m  Vollernihrt LC3-1 LC3-11 p62
0

0 5 10 15
MDC-Konzentration (umol/1)

Abbildung 6 Darstellung und Manipulation von Autophagie in HEK-Zellen. A: Immunozytochemische
Anfarbung von Autophagosomen (p62-gefiarbte Autophagosomen, griin) in HEK-Zellen (DAPI-gefarbte
Zellnuklei, blau). B: Durchflusszytometrische Messung von MDC in vollerndhrten und mangelernahrten
HEK-Zellen (n = 1 Petrischale bei vollerndhrten, n = 3 Petrischalen bei mangelerndhrten Zellen). C: Mit
Aktin genormte Quantifizierung eines Immunoblots von HEK-Zellen, die vollerndhrt oder
mangelerndhrt bzw. ohne Protease-Inhibitoren (- PI) oder mit Protease-Inhibitoren (+ PI) behandelt
worden sind und danach auf LC3-I-, LC3-II- sowie p62-Proteinmengen getestet wurden (jeweils n =3

Petrischalen).

Zusammenfassend zeigte der Immunoblot-Versuch von HEK-Zellen, dass unter
Mangelerndhrung LC3-I und p62 abfielen und LC3-II anstieg, sowie dass unter
Behandlung mit Protease-Inhibitoren eine Erhéhung aller Marker beobachtet
wurde. Wegen der fiir eine Evaluation unangemessen hohen Streuung der Daten
mit Protease-Inhibitoren wurden im Folgenden das Verhaltnis von LC3-II und LC3-
[ sowie die Zellspiegel von p62 unter Voll- und Mangelerndahrung als Autophagie-

Marker verwendet.
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3.1.2 Autophagie in CLEC16A-KD-HEK-Zellen

Nachdem etabliert worden war, wie Autophagie nachgewiesen werden kann, wurde
untersucht, ob Autophagie in HEK-Zellen verdndert ist, in denen CLEC16A per RNAi
ausgeschaltet worden war. Um dies zu erreichen, wurden HEK-Zellen mit Plasmiden
transfiziert, die die genetische Zielsequenz der entsprechenden shRNA enthielten
(Kapitel 2.1). Fiir den KD von CLEC16A wurde eine genetische Zielsequenz verwendet,
bei der die Arbeitsgruppe Kissler eine KD-Effektivitit von etwa 80 % zeigen
konnte (78). Fiir eine Positivkontrolle wurden Plasmide mit zwei verschiedenen
ATG5-Sequenzen verwendet, mit denen ATGS5 ausgeschaltet wurde (118). Fiir eine
Negativkontrolle wurden HEK-Zellen mit einem leeren Kontrollplasmid transfiziert.
Alle Plasmide enthielten auch eine GFP-Sequenz und sollten daher nach erfolgreicher
Transfektion GFP exprimieren. Abb.7 zeigt die GFP-exprimierenden und damit

erfolgreich transfizierten HEK-Zellen.

Kontroll-Plasmid CLEC16A-KD ATG5-KD

Abbildung 7 Transfektion von HEK-Zellen. A-C: Reprasentative, 20-fach vergrofierte Aufnahme von
GFP-exprimierenden HEK-Zellen, die zuvor mit einem leeren Kontrollplasmid (A), einem CLEC16A-

Plasmid (B) oder zwei ATG5-Plasmiden (C) behandelt worden waren.

Die CLEC16A- bzw. ATG5-KD-HEK-Zellen sowie die Kontrollplasmid-HEK-Zellen
wurden anschlief3end voll- oder mangelerndhrt und einer Immunoblot-Untersuchung

der Proteinmenge an LC3-I, LC3-II und p62 unterzogen.
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Abbildung 8 Immunoblot von LC3-I und LC3-II in voll- oder mangelerndhrten HEK-Zellen, die mit
einem Kontrollplasmid oder mit Plasmiden fiir einen CLEC16A- oder ATG5-KD transfiziert worden
waren. A: CLEC16A- und ATG5-KD-HEK-Zellen wiesen in vollerndhrten Proben weniger LC3-1I auf als
Kontrollplasmid-HEK-Zellen, wahrend die Menge an LC3-1 konstant war. B: In drei unabhingigen
Experimenten konnte dieser Trend quantitativ bestitigt werden. Vollerndhrte HEK-Zellen mit einem
KD fiir CLEC16A oder ATGS5 zeigten ein Kkleineres Verhéaltnis von LC3-II zu LC3-I (jeweils n=2

Petrischalen). C: Zusammenfassung der drei Einzelexperimente (n = 3 Experimente).

Abb. 8 zeigt den Immunoblot von LC3-I und LC3-II. CLEC16A- und ATG5-KD-HEK-
Zellen wiesen in vollerndhrten Proben weniger LC3-II auf als Kontrollplasmid-HEK-
Zellen, wahrend die Menge an LC3-I konstant war. Bei der Quantifizierung des

Immunoblots (Abb. 8B und 8C) konnte somit das Verhaltnis von LC3-II zu LC3-I als
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Maf? fiir die Prozessierung von zytosolischem LC3-I zu LC3-II in Autophagosomen-
Membranen verwendet werden (Kapitel 1.2.3.2). Die LC3-Daten der mangelerndhrten
Proben waren nicht verwertbar (Kapitel 4.2). Abb. 8C zeigt eine Zusammenfassung
von drei unabhdngigen Experimenten in vollerndhrten HEK-Zellen (Abb. 8A und 8B).
Sowohl die CLEC16A-, als auch die ATG5-KD-HEK-Zellen zeigten ein kleineres
Verhaltnis von LC3-II zu LC3-I als die Kontrollplasmid-HEK-Zellen. Der Unterschied an
LC3-II/LC3-1 zwischen Kontrollplasmid-HEK-Zellen und CLEC16A-KD-HEK-Zellen
erreichte dabei knapp keine statistische Signifikanz (p = 0,07). Der Unterschied an
LC3-II/LC3-1 zwischen Kontrollplasmid-HEK-Zellen und ATG5-KD-HEK-Zellen
erreichte ebenfalls knapp keine statistische Signifikanz (p=0,11). Die
Einzeldarstellung der drei unabhdngigen Experimente zeigte jedoch jeweils die
gleiche Tendenz (Abb. 8B): CLEC16A-KD-HEK-Zellen wiesen - dhnlich wie ATG5-KD-
HEK-Zellen - weniger LC3-II im Verhaltnis zu LC3-I als Kontrollplasmid-HEK-Zellen
auf.

Der Immunoblot von p62 der selben HEK-Zellen zeigte mehr p62 in CLEC16A-KD-
HEK-Zellen und ATG5-KD-HEK-Zellen nach Mangelerndhrung im Vergleich mit
Kontrollplasmid-HEK-Zellen =~ (Abb.9). Aus der Zusammenfassung der
Einzelexperimente ist zu sehen (Abb.9C), dass das Verhdltnis von p62 in
mangelerndhrten zu p62 in vollerndhrten HEK-Zellen in CLEC16A-KD-HEK-Zellen
grofder ist als in der Kontrolle. Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant
(p = 0,18), entsprach aber wiederum dem Vergleich von ATG5-KD-HEK-Zellen und der
Kontrolle (p=0,05). Dariiber hinaus zeigte die Einzeldarstellung der drei
unabhéngigen Experimenten abgesehen von einer Ausnahme (p62 in CLEC16A-KD-
HEK-Zellen im zweiten Experiment) die gleiche Tendenz (Abb. 9B). Insgesamt fand
sich damit in CLEC16A-KD-HEK-Zellen - dhnlich wie in ATG5-KD-HEK-Zellen - mehr
p62 als in Kontrollplasmid-HEK-Zellen.
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Abbildung 9 Immunoblot von p62 in voll- oder mangelerndhrten HEK-Zellen, die mit einem
Kontrollplasmid oder mit Plasmiden fiir einen CLEC16A- oder ATG5-KD transfiziert worden waren. A:
CLEC16A- und ATG5-KD-HEK-Zellen wiesen nach Mangelerndhrung mehr p62 auf als Kontrollplasmid-
HEK-Zellen. B: In drei unabhangigen Experimenten konnte dieser Trend quantitativ bestétigt werden.
HEK-Zellen mit einem KD fiir CLEC16A oder ATG5 zeigten mehr p62 in mangelerndhrten HEK-Zellen im

Verhaltnis zu p62 in vollerndhrten HEK-Zellen (jeweils n = 2 Petrischalen). C: Zusammenfassung der

drei Einzelexperimente (n = 3 Experimente).

Zusammenfassend zeigten CLEC16A- und ATG5-KD-HEK-Zellen eine &hnliche
Verdanderung der Autophagie-Marker LC3 und p62: KD-HEK-Zellen zeigten ein
geringeres Verhdltnis von LC3-II zu LC3-I und mehr p62 als Kontrollplasmid-HEK-

Zellen.
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3.2 Clecl6a-KD-Maus

Im Folgenden werden die Befunde des in vivo-Modells vorgestellt. TECs aus Clec16a-
KD-Mdusen wurden morphologisch per Immunhistochemie und funktionell durch

Immunoblot auf ihre autophagische Aktivitat gepriift.

3.2.1 Morphologische Untersuchung von Autophagie in TECs

Thymi aus fiinf WT- wund fiinf Clecl6a-KD-Mausen wurden durch
immunhistochemische Farbung mit einem Fluoreszenz-Mikroskop dargestellt und
wiederum fiinf verschiedene Aufnahmen von jedem Thymus angefertigt. Jeweils zwei
Mduse waren madnnlich und jeweils drei Mause waren weiblich. Ein Geschlechts-
abhangiger Unterschied der Ergebnisse war weder innerhalb eines Genotyps noch
Genotyp-iibergreifend zu erkennen. Die WT-Mause waren sechs und die Clec16a-KD-
Mause acht Wochen alt. Somit waren alle Mduse erwachsen. Abb. 10A zeigt mTECs, die
mit dem Marker UEA-1 und einem roten Sekundarantikérper gefarbt wurden, sowie
Autophagosomen, die mit dem Autophagie-Marker LC3 und einem griinen
Sekundarantikorper gefarbt wurden. Diejenigen Autophagosomen, die mit mTECs und
cTECs kolokalisierten (Abb. 11A und 11B, Vergrofierungsfenster), wurden von Hand
ausgezahlt. Sowohl in WT-Mausen als auch in Clecl16a-KD-Mausen kolokalisierte der

tiberwiegende Teil der Autophagosomen mit cTECs (Abb. 10C und 10D).
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Abbildung 10 Immunhistochemie von LC3 in mTECs und cTECs aus Clec16a-KD- und WT-Mé&usen. A-
B: Mit Fluoreszenz-Mikroskopie dargestellte und 20-fach vergrofierte, reprasentative Kryoschnitte des
Thymus einer erwachsenen Clec16a-KD-Maus. mTECs wurden durch UEA-1 (A; rot) bzw. cTECs durch
K8 (B; rot) und Autophagosomen durch LC3 (A-B; griin) gefiarbt. Medulla (M) und Kortex (K) werden
durch die kortikomedullire Grenze getrennt (gestrichelte Linien). C-D: Auszdhlung der Anzahl
kolokalisierender Autophagosomen/Aufnahme in mTECs aus WT-Mausen (C) und Clec16a-KD-Mausen

(D; jeweils n = 5 Mause).
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Auf die allgemeine Beobachtung der hoheren autophagischen Aktivitat in cTECs im
Vergleich zu mTECs folgte die Frage, ob innerhalb des mTEC-Kompartimentes bzw.
innerhalb des cTEC-Kompartimentes ein Unterschied zwischen WT- und Clec16a-KD-
Mausen bestand. Wie Abb. 11C und 11D zeigen, war die Anzahl der Autophagosomen,
die mit UEA-1 bzw. K8 kolokalisierten, in Clecl16a-KD-Mausen erhoht. In mTECs war
dieser Unterschied deutlich nicht signifikant, da die um 25,12% hdhere
Autophagosomenanzahl pro Aufnahme in Clecl6a-KD-Mausen mit einer
Wahrscheinlichkeit von p = 0,30 zufallig zustande gekommen war. In cTECs war der
Unterschied mit einem Anstieg von 66,33 % deutlicher. Auch hier war der
Unterschied nicht signifikant. Die Wahrscheinlichkeit eines zufdllig zustande
gekommenen Unterschiedes war jedoch mit p = 0,11 weitaus geringer als in mTECs.
Die Anzahl von Autophagosomen in cTECs aus Clec16a-KD-Mausen zeigten eine grofe
Streuung, wahrend die Werte fiir cTECs aus WT-Mausen und die Werte fiir mTECs im
Allgemeinen wenig voneinander abwichen (Abb.11C und 11D). Die durch eine
Software ermittelte Querschnittsfliche der Autophagosomen in cTECs von Clecl6a-
KD-Mdusen war gegeniiber der WT-Kontrolle unverdndert (Abb.11E). Auch hier
zeigten die Autophagosomen der Clecl6a-KD-Mause eine grofiere Streuung. Die
Zahlung der kolokalisierenden Autophagosomen in den Abb. 10C, 10D, 11C und 11D
erfolgte von Hand. Die Anzahl der mit TECs kolokalisierenden durch einen
Untersucher gezdhlten Autophagosomen korrelierte signifikant mit der durch eine
Software ermittelten Gesamtzahl an Autophagosomen (Abb.11F, p < 0,0001 im
lineraren Regressionstest).

Zusammenfassend zeigten cTECs in Clecl6a-KD-, wie in WT-Mausen mehr
Autophagosomen als mTECs. cTECs aus transgenen Tieren wiesen bei grofder
Streuung eine hohere Anzahl an Autophagosomen auf als cTECs aus Kontrolltieren,

wahrend die Grofde der Autophagosomen unverandert war.
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Abbildung 11 Immunhistochemie von LC3 in mTECs und cTECs aus Clec16a-KD- und WT-Mé&usen. A-
B: Mit Fluoreszenz-Mikroskopie dargestellte und 40-fach vergrofierte, reprasentative Kryoschnitte der
Thymi einer erwachsenen WT-Maus (A) und einer erwachsenen Clecl6a-KD-Maus (B). cTECs (rot)
wurden durch Keratin 8, Autophagosomen durch LC3 (griin) gefarbt. Mit cTECs kolokalisierende
Autophagosomen sind durch Pfeile und Pfeilspitze gekennzeichnet (vergrofierte Fenster). C-D:
Auszdhlung der Anzahl kolokalisierender Autophagosomen/Aufnahme in mTECs (C; jeweils n=5
Mause). und cTECs (D; jeweils n =5 Maiuse). E: Die Korrelation einer Zahlung von Autophagosomen
durch einen Untersucher mit der Zahlung durch eine Software (n=50 Zahlungen). F: Die
Querschnittsfliche der durch die Software gezdhlten Autophagosomen in WT- und KD-Mausen (jeweils

n =5 Mdause).

3.2.2 Funktionelle Untersuchung von Autophagie in TECs

Flr eine funktionelle Betrachtung von Autophagie in TECs wurden Immunoblots von
,TECs“-Zellgruppen mit Autophagie-Markern untersucht. Dazu wurden mit einem

Percoll-Gradienten eine Gruppe von Zellen, die unter anderem die TECs des jeweilig
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untersuchten Thymus enthielt, von anderen thymischen Zellen getrennt, die
mehrheitlich Thymozyten darstellten (,TECs“- bzw. ,Thymozyten“-Zellgruppe in
Abb. 12). Die Anfiihrungszeichen spielen darauf an, dass die Zellgruppen nicht nur
diese jeweiligen Zelltypen enthielten. Im vorliegenden Fall wurde untersucht, wie
spezifisch der Percoll-Gradient TECs isolieren kann. Dazu wurden zwei WT- und zwei
Clec16a-KD-Thymi anhand eines Percoll-Gradienten aufgetrennt und die ,TECs“-

Zellgruppe und die ,Thymozyten“-Zellgruppe durchflusszytometrisch charakterisiert.

“TECs”-Zellgruppe “Thymozyten”-Zellgruppe

WT-Mause Clecl6a-KD-Mause WT-Mause Clec16a-KD-Mause

6.49 4.38

38.2 4.4 0.498

e e | R

EpCAM

Abbildung 12 Charakterisierung der mit einem Percoll-Gradienten isolierten , TECs“-Zellgruppe und
»Thymozyten“-Zellgruppe. Die in der oberen Reihe mit einer Prozentzahl gekennzeichneten und rot
umrandeten Zellen stellen CD45--Zellen dar, welche nicht aus dem hamatopoetischen Kompartiment
stammten. Diese Untergruppe der CD45--Zellen wurde in der zweiten Reihe weiter charakterisiert.
Dort gekennzeichnete Zellen stellen EpCAM+-Zellen dar, welche epithelialen Ursprungs sind. Die

Achsen-Pfeile geben ansteigende, arbitrdre Fluoreszenz-Einheiten der angegebenen Marker wieder.

In der ersten Reihe von Abb.12 ist die Auftrennung aller Zellen nach
Seitwartsstreulicht und CD45, einem Marker fiir Zellen hamatopoetischer Herkunft, zu

sehen. Die roten Zahlen kennzeichnen den Prozentsatz von Zellen, der im rot

60



3. Ergebnisse

abgegrenzten Bereich lag. TECs sind nicht hdmatopoetischer Herkunft und waren
damit CD45-. Der Anteil CD45-Zellen betrug in der ,TECs“-Zellgruppe und in der
,Thymozyten“-Zellgruppe unabhingig vom Genotyp einen dahnlich niedrigen
Prozentsatz. Die zweite Reihe von Abb. 12 zeigt die in der ersten Reihe identifizierten
CD45--Zellen. Diese wurden nach CD11c, einem Marker fur dendritische Zellen, und
EpCAM, einem Marker fiir Epithelzellen, aufgetrennt. Der rote Bereich gibt EpCAM*-
Zellen wieder. Die Zusammenfiihrung der Prozentsiatze (Multiplikation des Anteils
von CD45—Zellen und des Anteils von EpCAM*-Zellen) ergab, dass die Auftrennung
von Thymuszellen mit einem Percoll-Gradienten eine ,TECs“-Zellgruppe mit 2,48 %
(WT) bzw. 1,25% (KD) CD45--EpCAM+*-Zellen isolierte. In der ,Thymozyten®-
Zellgruppe befanden sich dagegen nur 0,19 % (WT) bzw. 0,05 % (KD) CD45--EpCAM*-
Zellen. Die , TECs“-Zellgruppen enthielten also mehrheitlich andere Zellarten als TECs,
aber trotzdem den Grof3teil aller insgesamt im Thymus vorhandenen TECs.

Die ,TECs“-Zellgruppe wurde nach ihrer Charakterisierung einer funktionellen
Autophagie-Untersuchung unterzogen. Dafiir wurden die ,TECs“-Zellgruppen aus WT-
Mdusen und Clecl6a-KD-Mausen in zwei unabhangigen Experimenten anhand eines
Immunoblots auf LC3 gepriift. Die durchflusszytometrische Charakterisierung fand
dabei vor dem zweiten Autophagie-Experiment mit jeweils zwei Mdusen statt und
wurde mit Zellen aus der selben ,TECs“-Zellgruppe durchgefiihrt, aus der die
restlichen Zellen fiir die Immunoblot-Analyse verwendet wurden; das erste
Experiment fand mit jeweils einer Maus statt. Abb. 13 zeigt, dass in Clecl16a-KD-
Mausen weniger LC3-II vorhanden war als in WT-Mausen. Die Menge an LC3-I war in
Clecl16a-KD-Mdusen unverandert. Untersuchungen mit der gleichen Immunoblot-

Methode fiir den Autophagie-Marker p62 lieferten keine einheitlichen Ergebnisse.
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Abbildung 13 A: Immunoblot der mit einem Percoll-Gradienten isolierten , TECs“-Zellgruppe von WT-
und Clec16a-KD-Mausen fiir die Autophagie-Marker LC3-I und LC3-II. B: Intensitit der Immunoblot-
Banden von LC3-I und LC3-II, uber der Intensitit der Immunoblot-Banden von Aktin normiert und

prozentual der WT-Werte dargestellt. (p = 0,09; jeweils n = 2 Experimente; insgesamt n = 3 Mause).
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Typ-1-Diabetes ist eine chronische Autoimmunerkrankung mit zunehmender
epidemiologischer Bedeutung. Atiologisch wird eine multifaktorielle Genese
angenommen, auch wenn die genaue Ursache der Erkrankung noch immer
unbekannt ist. Pathogenetische Erklarungsmodelle messen einer gesteigerten
Reaktivitit von T-Zellen im Rahmen einer gestdorten zentralen Toleranz eine
wichtige Rolle zu (21-23,121). In den letzten zehn Jahren haben genomweite
Assoziationsstudien  die  Hoffnung  geweckt, die Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen weiter aufklaren zu koénnen (60,61). CLEC16A stach
unter vielen neu identifizierten Assoziationsgenen heraus, da es mit einer Vielzahl
von Autoimmunerkrankungen assoziiert ist, unter anderem Typ-1-Diabetes (18-
20). Dazu passend zeigten Forschungsarbeiten der Arbeitsgruppe Kissler, dass ein
KD von Clecl6a in NOD-Mdusen mit einem Schutz vor Diabetes einherging (78).
Ankniipfende Untersuchungen konnten zeigen, dass der Schutz von hyporeaktiven
T-Zellen getragen wurde und von der Expression von Clecl6a in TECs abhdngig
war. In den meisten APCs bilden endozytierte Proteine die wichtigste Quelle fiir die
Prasentation von Peptiden auf MHC II-Komplexen (42). In TECs kdnnte Autophagie
aber fiir die Erstellung eines ausreichend vielfiltigen T-Zell-Repertoires im
Rahmen der zentralen Toleranz essentiell sein (41). Die Funktion von CLEC16A ist
bisher unbekannt. DiAntonios Arbeitsgruppe hatte jedoch 2012 zeigen kénnen,
dass Ema, das Homolog von CLEC16A4, in Drosophila, autophagosomales Wachstum
unterstiitzt und dass Autophagie in ema-Mutanten funktionell gestort ist. Die
Expression von menschlichem CLEC16A stellte physiologisches Wachstum und
normale Autophagie wieder her (80). Ema ist in spdten Endosomen zu finden und
so ist es bemerkenswert, dass jiingst erschienene Studien in einer menschlichen
Zelllinie CLEC16A im endoplasmatischen Retikulum identifizierten, was die
Hypothese einer Rolle von CLEC16A bei der Antigenprozessierung

unterstiitzt (76). Weitere Studien zeigten 2014 in einem Mausmodell, dass Clecl16a

63



4. Diskussion

in B-Zellen des Pankreas Autophagie stort (122).

Diese Arbeit untersuchte zunichst in vitro, ob ein KD von CLEC16A in einer
menschlichen Zelllinie Autophagie verdndert. Dariiber hinaus fiihrte die potentiell
wichtige Rolle von Autophagie fiir die Entwicklung zentraler Toleranz zu der Frage, ob
CLEC16A ein mit Autoimmunitdt assoziiertes Gen ist, weil es Autophagie in TECs
verandert. Um dieser Fragestellung nachzugehen, untersuchte diese Arbeit in vivo, ob

Autophagie in TECs von Clec16a-KD-Mausen verandert ist.

4.1 Die Darstellung von Autophagie

Immunzytochemische Untersuchungen von vollerndhrten HEK-Zellen mit LC3 und
p62 zeigten eine robuste autophagische Aktivitat (Abb. 6A). Gleichwohl wurden fiir
weitere Versuche HEK-Zellen auch mangelerndahrt bzw. mit Protease-Inhibitoren
behandelt, um den autophagischen Prozess zu stimulieren bzw. anzuhalten.
Zunichst war so die Maoglichkeit gegeben, Autophagie-Marker auf ihre
Verldsslichkeit eines Nachweises autophagischer Aktivitat zu priifen. Dariiber
hinaus konnten dadurch etwaige Unterschiede der autophagischen Aktivitit
verstarkt und damit deutlicher dargestellt werden. Ein probatorisch durchgefiihrter
Vergleich voll- und mangelerndhrter HEK-Zellen mit MDC-Durchflusszytometrie
ergab, dass in Ubereinstimmung mit vorbeschrieben Daten mangelernihrte Zellen
mehr MDC aufwiesen als vollerndhrte Zellen (104). Dies schien eine Initiierung von
Autophagie durch Mangelerndhrung bestatigen zu konnen, sollte aber durch
spezifischere Methoden weiter gepriift werden. Daher wurden Immunoblot-
Untersuchungen der Autophagie-Marker LC3 und p62 in vollerndhrten HEK-Zellen,
mangelerndahrten HEK-Zellen sowie HEK-Zellen, die mit einem Protease-Inhibitor
behandelt worden waren, durchgefiihrt. Wie in der Literatur beschrieben (106), fielen
LC3-I und p62 nach Mangelerndhrung ab, wahrend LC3-II bei Mangelerndahrung
anstieg (Abb. 6C). Der Abfall von LC3-I und der Anstieg von LC3-II konnten dabei der

Umwandlung von LC3-I zu LC3-II bei der Bildung von Autophagosomen in einem
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frithen Stadium des Autophagie-Prozesses entsprechen. Der Abfall von p62 kénnte auf
eine autophagische Degradation von p62 hinweisen. Diese Ergebnisse waren
reproduzierbar, aber abgesehen vom Abfall von LC3-I unter Mangelerndahrung
statistisch nicht signifikant. Nach der Behandlung mit Protease-Inhibitoren stiegen
samtliche Marker an, was zu einem allgemeinen Riickstau der Marker bei Inhibierung
des Autophagie-Prozesses in einem spdten Stadium passen wiirde. Eine hohe
Streuung der Ergebnisse zeigte sich dabei vor allem unter der Behandlung mit
Protease-Inhibitoren, weswegen nachfolgend auf eine Manipulation des
Autophagieprozesses durch Protease-Inhibitoren verzichtet wurde. Insgesamt kann
jedoch festgehalten werden, dass alle Ergebnisse der Autophagie-Marker MDC, LC3
und p62 unter samtlichen Behandlungsmethoden reproduzierbar waren und in ihrem
Verhalten der vorbeschriebenen Literatur entsprachen. Daher wurden diese
Ergebnisse trotz der fehlenden statistischen Signifkanz bei einer gleichwohl kleinen
Stichprobe so gewertet, dass mit den Autophagie-Markern LC3 und p62 Autophagie

ausreichend zuverlassig dargestellt werden kann.

4.2 CLEC16A und Autophagie in humanen und murinen Zellen

Um den Einfluss von CLEC16A auf Autophagie zu testen, wurde zunédchst in einer
menschlichen Zelllinie ein KD von CLEC16A und, als Positivkontrolle, ein KD von
ATGS5 durchgefiihrt (Abb. 7). Immunoblot-Untersuchungen dieser Zellen konnten
zeigen, dass das Verhdltnis von LC3-II zu LC3-I und die Zellspiegel von p62 in
CLEC16A- und ATGS5-KD-HEK-Zellen abfielen (Abb.8). CLEC16A-KD-HEK-Zellen
zeigten dabei ein statistisch nahezu signifikant geringeres Verhiltnis von LC3-II zu
LC3-I als Kontrollplasmid-HEK-Zellen (p=0,07). Die Tendenz eines geringeren
Verhéltnisses von LC3-II zu LC3-I konnte in allen Einzelexperimenten auch bei ATG5-
KD-HEK-Zellen beobachtet werden. Die LC3-Befunde wurden in vollerndhrten HEK-
Zellen erhoben. Mangelerndhrte HEK-Zellen lieferten fiir LC3 nicht interpretierbare

Daten, da sich LC3-I und LC3-II bereits in den Kontrollzellen inkonsistent verhielten.
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Wie die immunzytochemische Darstellung von Autophagie in vollerndhrten HEK-
Zellen zeigen konnte, waren HEK-Zellen bereits im vollerndhrten Zustand
autophagisch aktiv (Abb. 6A). Dies machte eine Untersuchung von Autophagie auch in
vollerndhrten HEK-Zellen moglich. Konsistente Ergebnisse von mangelerndhrten
HEK-Zellen hidtten jedoch die schon in vollerndhrten HEK-Zellen beobachteten
Unterschiede des Verhaltnisses von LC3-II zu LC3-I verstarken konnen. Aus diesem
Grund wurde fiir die Darstellung von p62 der Umstand genutzt, dass sowohl fiir
vollernahrte als auch fiir mangelerndhrte HEK-Zellen konsistente Daten vorlagen, und
daher das Verhaltnis von p62 in mangelerndhrten zu p62 in vollerndhrten HEK-Zellen
wiedergegeben. Die Untersuchung zeigte, dass CLEC16A- und ATG5-KD-HEK-Zellen
eine gestorte p62-Clearance aufwiesen, wenn Autophagie durch Mangelerndahrung
initiiert wurde. Die Ergebnisse waren wiederum statistisch nicht signifikant, gaben
aber abgesehen von einer Ausnahme eine Tendenz wieder, die sich in allen
Einzelexperimenten wiederfand. Damit fanden sich in einer menschlichen Zelllinie
Hinweise darauf, dass CLEC16A Autophagie fordert. An dieser Stelle sei angemerkt,
dass die in vitro-Ergebnisse sowohl fiir CLEC16A als auch fiir ATG5 stets dhnlich
ausfielen und dass Hinweise fiir eine Rolle von ATG5 bei der Pathophysiologie der
Autoimmunkrankheit Systemischer Lupus erythematodes beschrieben sind (123).

Die Immunoblot-Untersuchung einer , TECs“-Zellgruppe aus Clec16a-KD-Mausen wies
ahnlich viel LC3-I, aber weniger LC3-1I als das WT-Aquivalent auf (Abb. 13). Die
Ergebnisse mit dem Autophagie-Marker p62 waren inkonsistent und somit nicht
beurteilbar. Dies, ebenso wie die fehlende statistische Signifikanz fiir den LC3-II-
Unterschied, konnte Ausdruck eines eigentlich nicht vorhanden gewesenen
Unterschiedes sein. Der beobachtete fast signifikante Unterschied (p = 0,09) bei einer
derartig kleinen Fallzahl von insgesamt drei Mausen in zwei unterschiedlichen
Experimenten konnte jedoch auch darauf hindeuten, dass es einen wirklichen
Unterschied gibt. Wiederholungen des Experimentes waren in dem Zeitrahmen der
Dissertation und wegen eines Mangels an Clec16a-KD-Mausen nicht moéglich, wiirden

aber die Fallzahl erh6hen und somit eine validere Aussage zulassen.
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Abbildung 14 CLEC16A und Autophagie, angelehnt an Mizushima, Levine und Klionsky (52,58,59,102).
In CLEC16A-KD- und ATG5-KD-HEK-Zellen fanden sich erniedrigte LC3-II- und erhéhte p62-Spiegel. In
der ,TECs“-Zellgruppe von Clecl6a-KD-Mdausen fanden sich ebenfalls erniedrigte LC3-II-Spiegel. Diese
Befunde deuten auf eine Stérung des Autophagie-Prozesses vor der Inkorporation von LC3-II und der
sich daran anschlieRenden Degradation von p62 hin. Die erhohte Anzahl LC3-gefarbter

Autophagosomen (Abb. 11) konnte kompensatorisch sein.

Ein KD von CLEC16A bewirkte damit in vitro und in vivo eine vergleichbare
Veranderung des Autophagie-Markers LC3. LC3-II fiel im Verhaltnis zu LC3-I ab. Der
dazu passende Anstieg von p62 in vitro konnte in vivo nicht bestatigt werden. In vitro
fand sich zudem eine dhnliche Veranderung von Autophagie bei ATG5-KD-HEK-Zellen.
LC3 und ATGS5 sind fiir die Bildung von frithen Autophagosomen notwendig (51). Die
gestorte Prozessierung von LC3-I zu LC3-II in CLEC16A- und ATG5-KD-HEK-Zellen,
sowie in TECs aus Clecl6a-KD-Madusen, legt daher nahe, dass der KD von CLEC16A

eine Storung des Autophagie-Prozesses vor der Bildung friither Autophagosomen zur
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Folge hatte (Abb. 14). Die Clearance von p62 ist ein Maf fiir die autophagische
Funktion (106). Die gestorte p62-Clearance in CLEC16A- und ATG5-KD-HEK-Zellen
weist daher auf die funktionelle Relevanz des KD von CLEC16A hin.

Zusammenfassend sind diese Daten mit den Ergebnissen von DiAntonios
Arbeitsgruppe vereinbar, die flir das Drosophila-Ortholog von CLEC16A ebenfalls eine
Rolle bei der Bildung von Autophagosomen vorschlug (80). Um dies weiter zu priifen,
wire es notwendig, die Immunoblot-Experimente zu wiederholen oder alternative
Assays zu verwenden, um mit einer grofderen Stichprobe bzw. durch einen

komplementdren methodischen Ansatz eine validere Aussage treffen zu konnen.

4.3 Der Einfluss von Clec16a auf Autophagie in TECs

Nachdem Hinweise fiir die Forderung der Autophagie durch CLEC16A in humanen
und murinen Zellen vorlagen, sollte aufgrund der angenommenen Bedeutung von
Clecl6a fiir die Entwicklung zentraler Toleranz der Einfluss von Clecl6a auf
Autophagie in TECs untersucht werden. Thymi aus Clec16a-KD-Mausen und aus WT-
Kontrollmdusen wurden auf die Kolokalisierung von Autophagosomen und mTECs
bzw. cTECs gepriift. Die kolokalisierenden Autophagosomen wurden durch einen
Untersucher ausgezahlt. Eine Alternative zur Auszahlung von Hand ist die Auszahlung
durch eine Software, welche ebenfalls durchgefiihrt wurde. Bei dieser Methode wurde
der Software vorgegeben, alle Punkte zu zahlen, die von der Gréf3e und Morphologie
her Autophagosomen entsprachen und mit der fliir Autophagosomen spezifischen
Farbe angefarbt worden waren. Fiir die Zahlung durch die Software wurden alle
grinen Strukturen als Autophagosomen definiert, die eine Querschnittsfliche von 3-
50 Pixel? (entspricht 0,061-1,015 um?) aufwiesen. Der Durchmesser von
Autophagosomen in Sdugetierzellen betragt im Allgemeinen etwa 0,5-1,5 pm (124).
Die Autophagosomen der murinen Thymus-Proben iiberschritten jedoch kaum einen
Durchmesser von 0,5 um. Dass es sich bei den definierten Strukturen dennoch um

Autophagosomen handelte, war durch die Spezifitat des Antikorpers, die Morphologie
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der Autophagosomen, sowie ihre Lage innerhalb der TECs hochwahrscheinlich
(Abb.11A und 11B, Vergroflerungsfenster). Die Software hatte nur die
Autophagosomen, die sowohl mit der fiir Autophagosomen spezifischen Farbe (in
diesem Fall griin) als auch mit der fiir TECs spezifischen Farbe (in diesem Fall rot)
gefarbt worden waren, zdhlen kénnen. Demnach ware eine Zihlung der Mischfarbe
(in diesem Fall gelb) erfolgt. Allerdings gab es aufgrund der Variabilitat der Farbung
neben einem Spektrum von Mischfarben auch Autophagosomen, die von der
Lokalisierung eindeutig kolokalisierten, aber nicht zusatzlich die fiir TECs spezifische
Anfarbung aufwiesen (Abb. 11B, Vergrofierungsfenster). In der vorliegenden Arbeit
wurden daher vorzugsweise die Ergebnisse verwendet, bei denen die
kolokalisierenden Autophagosomen von Hand ausgezdhlt worden waren.
Nichtsdestotrotz korrelierte die Auszdahlung durch einen Untersucher stark mit der
Auszdhlung durch die Software (Abb.11F). Auf der einen Seite validiert dieses
Ergebnis die Auszahlung von Hand. Auf der anderen Seite deutet das Ergebnis darauf
hin, dass Autophagosomen vor allem in TECs und nicht in anderen Zellarten des
Thymus vorkamen.

Die Zahlung von mit TECs kolokalisierenden Autophagosomen ergab, dass cTECs
deutlich mehr Autophagosomen aufwiesen als mTECs (Abb. 10). Dies war sowohl fiir
WT-Mause als auch fiir Clec16a-KD-Mause der Fall. Diese Ergebnisse sind in Einklang
mit Vorbefunden der Arbeitsgruppen Klein und Mizuochi (41,55). Kleins Labor
identifizierte jedoch auch eine Untergruppe reifer MHC I CD80" mTECs, die
autophagisch besonders aktiv waren (41). In diesem mTEC-Zelltyp ist Aire aktiv
und fordert die promiskuitive Expression Gewebe-spezifischer Antigene (41). In
der vorliegenden Arbeit konnte keine rdumliche Haufung von Autophagosomen-
reichen mTECs festgestellt werden. Eine genaue Untersuchung von MHC I CD80hi
mTECs hatte allerdings eine Mikroskopie von zuvor durchflusszytometrisch
sortierten Zellen verlangt. Dies war in der fiir die Arbeit vorgesehenen Zeit nicht

durchfiihrbar, stellt aber einen lohnenswertes Folgeversuch dar.
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Dennoch waren besonders cTECs in den Mittelpunkt des Interesses der
Arbeitsgruppe Kissler geriickt, da das cTEC-Kompartiment in Clecl16a-KD-Mausen
vergroflert war und mehr MHC I als sein WT-Aquivalent aufwies, wihrend dies fiir
mTECs nicht der Fall war (78). Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigten, dass die
Anzahl von Autophagosomen in mTECs aus Clecl6a-KD-Mdusen gegeniiber mTECs
aus WT-Mausen unverandert ist, wahrend die Anzahl von Autophagosomen in cTECs
aus Clecl6a-KD-Mausen gegeniiber cTECs aus WT-Mausen erhoht ist (Abb. 11C und
11D). Der Unterschied in cTECs war statistisch nicht signifikant, zeigte aber
gegeniiber dem Vergleich von mTECs ein qualitativ anderes Bild: Wahrend es in
mTECs aus WT-Mausen und Clecl6a-KD-Mausen, sowie in cTECs aus WT-Mausen,
eine geringe Abweichung der Anzahl von Autophagosomen gab, variierte die Anzahl
von Autophagosomen in cTECs aus Clecl6a-KD-Mdusen erheblich (Abb.11C und
11D). Neben der Moglichkeit eines Artefaktes konnte die Streuung bei cTECs aus
Clec16a-KD-Mausen auch auf eine unterschiedliche KD-Effizienz in unterschiedlichen
Mdusen zurilickzufiihren sein. Dieses Ergebnis einer erhohten Anzahl von
Autophagosomen in CcTECs aus Clecl6a-KD-Mausen passt zu den Befunden
veranderter cTECs der Arbeitsgruppe Kissler. Dariiber hinaus bestatigt das Ergebnis
wiederum Arbeiten von DiAntonios Arbeitsgruppe. Diese stellte fest, dass die
Ausschaltung des Orthologes von CLEC16A in Drosophila mit einer erhohten Anzahl
von Autophagosomen einherging (80).

Gleichzeitig berichtete DiAntonios Gruppe von einer verminderten Gréfie von
Autophagosomen (80). Die vorliegende Arbeit konnte in Clec16a-KD-Mausen keinen
Grofdenunterschied von cTEC-Autophagosomen feststellen (Abb. 11E). Es muss aber
angemerkt werden, dass die Autophagosomen von der ema-Mutante Drosophila etwa
10 mal so grofd wie Autophagosomen der Clecl6a-KD-Maus waren. Etwaige
Grofdenunterschiede sind demnach in Drosophila relativ gesehen leichter zu
entdecken. Dartiber hinaus waren die Autophagosomen der Clec16a-KD-Maus bei 40-
facher Vergrofierung nur wenige Pixel grof. Daher war eine Gréfienbeurteilung nicht

ausreichend diskriminierend. Der Einsatz des verfligharen Konfokal-Mikroskops hitte
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nur eine 63-fache Vergroflerung bewirken koénnen, womit die Groéfe muriner
Autophagosomen immer noch nicht hinreichend hatte erfasst werden konnen.
Schliefdlich muss beachtet werden, dass ein grofierer Zoomfaktor auch eine
vergrofderte Stichprobenverzerrung nach sich gezogen hatte.

Zusammenfassend wurde im Einklang mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen
gezeigt, dass cTECs mehr Autophagie aufwiesen als mTECs (41,55). Gleichzeitig
deutete sich an, dass Autophagie in cTECs aus Clecl6a-KD-Mausen gegentiber
Autophagie in cTECs aus Kontrolltieren verandert war: cTECs aus Clec16a-KD-Mausen
hatten eine hohere Anzahl an Autophagosomen, wobei die Grofie der
Autophagosomen unverdndert war. Die Tatsache, dass Clec16a-KD-Tiere eine héhere
Anzahl von Autophagosomen in cTECs hatten, scheint dem Befund einer Inhibierung
des Autophagie-Prozesses Zu widersprechen. Bemerkenswerterweise
iberkompensierte jedoch in der ema-Mutante die Verkleinerung der
Autophagosomen die erhohte Anzahl von Autophagosomen, so dass sich eine
erniedrigte Gesamtgrofde an autophagosomalen Membranen ergab (80). Neben diesen
morphologischen Befunden fanden sich in der Fruchtfliege auch Hinweise auf eine
funktionelle Beeintrachtigung des Autophagie-Prozesses durch den Riickstau von
p62 (80). Die aufgrund der eingeschriankten quantitativen Aussagekraft der
morphologischen Versuche notwendige funktionelle Untersuchung einer ,TECs“-
Zellgruppe der vorliegenden Arbeit ergab dazu passend einen Defekt bei der LC3-
Umwandlung: Die , TECs“-Zellgruppe aus Clec16a-KD-Mausen wies weniger LC3-II auf
(Abb. 13). Der Unterschied war wiederum statistisch grenzwertig nicht signifikant
(p =0,09). Die TECs in der ,TECs“-Zellgruppe stellten jedoch nur etwa 2 % aller Zellen
der Zellgruppe dar (Abb. 12). Dies bedeutet, dass sich in der , TECs“-Zellgruppe fast
alle TECs wiederfanden, die es im Thymus gab, auch wenn diese nur einen geringen
Anteil aller Zellen darstellten, die sich in der ,TECs“-Zellgruppe befanden. Bei der
Beurteilung der Befunde der ,TECs“-Zellgruppe ist es daher wichtig zu beachten, dass
der Unterschied, der zwischen , TECs“-Zellgruppen von Clecl16a-KD-Mausen und WT-

Midusen gemessen worden war, in Wahrheit noch starker sein konnte. In diesem Fall
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wiirden die 98 % nicht-TECs den Unterschied teilkompensieren. Alternativ konnte der
Unterschied nicht auf die TECs, sondern auf eine andere Zellart der Zellgruppe
zurlckzufiihren sein. Gegen die letzte Moglichkeit spricht, dass in der ,Thymozyten“-
Zellgruppe kein Autophagie-Unterschied zwischen Clecl6a-KD-Mausen und WT-
Madusen sichtbar war (Daten nicht gezeigt). Selbstverstindlich kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass eine Gruppe von nicht-TECs, die sich nur in der , TECs"-
Zellgruppe wiederfindet, fiir den Unterschied in dieser Zellgruppe verantwortlich war.
Eine durchflusszytometrisch gesteuerte Isolierung von TECs wiirde die Spezifitat des
Experimentes deutlich erhéhen. Da der Thymus jedoch nur wenige TECs enthalt (pro
Thymus etwa 100.000 TECs), waren flir den Immunoblot durchflusszytometrisch
isolierter TECs pro Experiment etwa 5-10 Mause notwendig. In dem fiir diese Arbeit
vorgesehenen Zeitrahmen war eine solche zusatzliche Anzahl transgener Mause nicht
verfiigbar. Nichtsdestotrotz stellte die Isolierung der ,TECs“-Zellgruppe eine gute,
einfache Methode dar, um eine gewisse TECs-Spezifitit der Immunoblot-
Untersuchung zu erreichen. Die Gruppe von Leopold Eckhart verwendete
beispielsweise ganze Thymi fiir die Immunoblot-Analysen autophagischer
Aktivitat (57). Da bei der Isolierung der ,TECs“-Zellgruppe ein grofder Teil von nicht-
TECs mit der , Thymozyten“-Zellgruppe herausgefiltert wird, ist die Betrachtung der
»TECs“-Zellgruppe immerhin sehr viel spezifischer als die Analyse ganzer Thymi
(248 % (WT) bzw. 1,25% (KD) CD45-EpCAM*-Zellen in der ,TEC“-Zellgruppe
gegeniiber 0,19 % (WT) bzw. 0,05 % (KD) CD45--EpCAM*-Zellen in der ,Thymozyten“-
Zellgruppe).

4.4 CLEC16A als Bindeglied zwischen Autophagie und

Autoimmunitait

Die vorliegenden Untersuchungen weisen darauf hin, dass CLEC16A Autophagie
verandern konnte, in dem es Autophagie in TECs fordert. Eine Férderung von

Autophagie durch CLEC16A wirft aber einen scheinbaren Widerspruch auf, da gezeigt
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wurde, dass gestorte Autophagie in TECs zu Autoimmunitat fiihrt (41). Dies steht den
Ergebnissen gegeniiber, dass Clecl6a-KD-Mause vor der Entwicklung von Typ-1-
Diabetes geschiitzt sind (78). Im Folgenden werden Erklarungsansatze fiir diesen
scheinbaren Widerspruch aufgezeigt. Vorher sollte jedoch betont werden, dass noch
wenig liber das Zusammenspiel von Autophagie und Autoimmunitidt bekannt ist und
daher die blofse - von der Richtung unabhangige - Verdnderung von Autophagie
durch CLEC16A ein bemerkenswerter Befund ist. Dies gilt insbesondere, da diese
Verdnderung auch in vor Typ-1-Diabetes geschiitzten Mausen festgestellt wurde.

Erklarungsansatze, inwiefern ein fordernder Einfluss von CLEC16A auf Autophagie in
TECs mit einem Schutz vor Typ-1-Diabetes vereinbar ist, miissen zwischen einem
Einfluss auf Hohe positiver Selektion und einem Einfluss auf Hohe negativer Selektion
differenzieren. Die TECs-Untergruppen mit einer konstant hohen Autophagie-
Aktivitat sind cTECs und reife MHC I1" CD80M mTECs. In MHC 1M CD80M mTECs ist
Aire aktiv und fordert die promiskuitive Expression Gewebe-spezifischer
Selbstantigene (41). Bei der negativen Selektion ist ein Autoimmunitidt féordernder
Einfluss von verminderter Autophagie somit leicht vorstellbar: Durch verminderte
Autophagie kommt es zu mangelhafter Priasentation von den Selbstantigenen, deren
Prozessierung auf Autophagie angewiesen ist, und so verlassen selbstreaktive T-
Zellen den Thymus (41). Dass der KD von Clecl6a gleichzeitig Autophagie
beeintrachtigt und vor einer autoimmunen Krankheit wie Typ-1-Diabetes schiitzt,
scheint dem zu widersprechen. Eine moégliche Erklarung wurde von Kleins Labor
selber vorgeschlagen: Einige Selbstantigene sind fiir ihre Prasentation auf Autophagie
angewiesen und werden bei beeintrachtigter Autophagie nicht prasentiert. Die fiir
diese Selbstantigene reaktiven T-Zellen fiihren etwa im Fall der Arbeitsgruppe Klein
zu autoimmuner Aktivitadt in Kolon, Leber, Lunge, Uterus und Harder’scher Driise (41).
Andere Selbstantigene sind im Rahmen ihrer zelluliren Prozessierung nicht auf
Autophagie angewiesen und werden bei beeintrachtigter Autophagie relativ vermehrt
priasentiert. Eine solche relative Uberexpression eines Selbstantigens bei fehlerhafter

Autophagie wurde in der Tat von Kleins Gruppe beobachtet (56). Wenn Typ-1-
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Diabetes-Selbstantigene Autophagie-unabhdngig prasentiert werden, wiirde dies
erklaren, warum eine Blockade von Autophagie in Clecl6a-KD-Madusen zu einem
Schutz vor Diabetes fiihrt. Insulin gilt als das wichtigste korpereigene Antigen bei
der Pathogenese von Typ-1-Diabetes (125,126) und die Zellen, die Insulin im
Thymus prasentieren, scheinen eine spezifische Untergruppe AIRE-positiver
mTECs zu sein (23,127,128). Es erscheint daher méglich, dass eine durch Clecl16a
bedingte Veranderung der Autophagie in MHC II" CD80" mTECs zu einer MHC II-
Prasentation von Insulin fiihrt, die mit einem Schutz vor Typ-1-Diabetes
einhergeht. Der weiteren Aufklarung wird ein Experiment der Arbeitsgruppe
Kissler dienen, bei dem Clec16a-KD-Mausen mit Mausen gekreuzt werden, die eine
einzelne T-Zell-Rezeptor-Spezifitat fir Insulin (B9-23-Peptid) aufweisen (129).
Vorherige erste Analysen, die zehn verschiedene V[3-Ketten in WT und Clec16a-KD
miteinander verglichen, konnten kein verdndertes T-Zell-Repertoire zeigen. Dies
konnte jedoch auch Ausdruck dessen sein, dass durch den KD von Clecl6a das T-
Zell-Repertoire nicht anders selektiert wird (wie z. B. durch verdnderte TCR-
Spezifititen), sondern eher die Starke der Signaltransduktion verandert wird.

Die bisherigen Untersuchungen der Arbeitsgruppe Kissler und die Ergebnisse
dieser Arbeit weisen allerdings nicht auf eine entscheidende Rolle der mTECs hin,
sondern beschreiben vielmehr beim KD von Clecl6a eine Veranderung der cTECs.
Der Einfluss von Clecl6a scheint sich eher auf Ebene der positiven Selektion
abzuspielen. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Kissler hatten gezeigt, dass cTECs aus
Clecl16a-KD-Mdusen mehr MHC II-Komplexe hatten (78). Die vorliegende Arbeit
konnte zeigen, dass cTECs aus Clecl6a-KD-Madusen eine hohere Anzahl von
Autophagosomen aufwiesen, die autophagische Funktion aller TECs in Clec16a-KD-
Mdusen jedoch eingeschrankt war (Abb.11 und 13). Weiterhin beobachtete die
Arbeitsgruppe Kissler, dass in cTECs aus Clecl16a-KD-Mausen die kostimulatorischen
Molekiile CD 80 und 86 erhoht, und dass doppelpositive Thymozyten sensitiver
gegeniiber der Stimulation mit einem anti-CD3-Antikorper waren (78). Gleichzeitig

waren periphere T-Zellen aus Clecl6a-KD-Mdusen hyporeaktiv (78). Den
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genannten Befunden zufolge ware es denkbar, dass in Clecl6a-KD-Mausen
hyperstimulatorische cTECs im Stadium der positiven Selektion eine relativ
gesteigerte negative Selektion, hyporeaktive T-Zellen und schliefilich den Schutz vor
autoimmunen Diabetes zur Folge hatten. Diese Hypothese setzt voraus, dass gestorte
Autophagie die Prasentation von Selbstantigenen in cTECs fordert. Als Erklarung fiir
diese Mutmafdungen konnte wie schon fiir die Ebene negativer Selektion eine
vermehrte Pradsentation Autophagie-unabhingiger Selbstantigene herangezogen
werden. Eine alternative Erklarung konnten Ergebnisse von Brigitta Stockingers
Arbeitsgruppe aus dem Jahr 1997 liefern. Dort fiihrte eine leicht gestorte
Autophagie zu einer effizienteren Beladung von MHC II-prasentierten
Peptiden (45). Exzessive lysosomale Degradation in Makrophagen verhinderte die
MHC II-Prasentation von intrazelluldren Proteinen, wahrend eine nur leicht
gestorte Proteloyse eine normale MHC II-Priasentation zur Folge hatte (45). In
diesem Zusammenhang wire die fluoreszenzmikroskopische Uberpriifung von
Autophagosomen, die mit MHC II-Komplexen kolokalisieren, interessant. Ein solches
Experiment wurde im Rahmen dieser Arbeit begonnen, konnte jedoch aufgrund von
technischen Schwierigkeiten mit der MHC II-Farbung im vorgegebenen Zeitrahmen
nicht weiter verfolgt werden.

Zusammengefasst sind die vorliegenden Befunde aus Clec16a-KD-Mausen mit dem
Modell von hyperstimulatorischen cTECs und einer nachfolgend vermehrten
negativen Selektion vereinbar. Der Einfluss von CLEC16A auf Autophagie, auf den
diese Arbeit hinweist, miisste zuniachst durch Wiederholungsversuche validiert
werden. Dariiber hinaus verlangt eine Positionierung des CLEC16A-Effektes im
Prozess der zentralen Toleranzentwicklung spezifischere Experimente. Ein
Beispiel fiir einen solchen Versuch wire die durchflusszytometrische Sortierung
und darauffolgende Autophagie-Testung von cTECs bzw. mTECs. Auch wenn diese
Experimente noch ausstehen und so spekulativ der genaue Einflussmechanismus
von Autophagie im Rahmen der positiven oder negativen Selektion noch ist: Die

Ergebnisse dieser Arbeit stiitzen Vorbefunde einer Forderung von Autophagie und
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einer Anderung zentraler Toleranz durch CLEC16A. Damit miinden sie in einem
Erklarungsansatz der Assoziation von CLEC16A und Typ-1-Diabetes: CLEC16A
fordert Autophagie in TECs, was die Selbstantigen-Beladung von MHC II-Komplexen
verandert. Selbstreaktive CD4+*-Thymozyten fithren so zum Verlust zentraler Toleranz

und zu der Entwicklung von Typ-1-Diabetes.

4.5 Ausblick

Neben Typ-1-Diabetes ist CLEC16A mit zahlreichen anderen
Autoimmunerkrankungen assoziiert (63-66). Weitere Untersuchungen der Funktion
von CLEC16A in anderen Krankheitsmodellen - wie bei experimenteller autoimmuner
Enzephalomyelitis, dem Tiermodell fiir Multiple Sklerose (130) - koénnten die
vermutete Allgemeinheit der Rolle von CLEC16A fiir die Entstehung von
Autoimmunitédt berpriifen und die Pathogenese dieser Autoimmunerkrankungen
weiter beleuchten. Auch aufierhalb des Bereichs der Autoimmunitit sind viele
grundlegende Fragen zum Zellprozess Autophagie unbeantwortet. Dessen Einfluss auf
Gesundheit und Krankheit ist - neben der Antigenprasentation im Rahmen zentraler
Toleranz - auch fiir andere zelluldre Funktionen in weiteren Kérperorganen und bei
weiteren Krankheiten beschrieben worden (51).

Betrachtet man noch einmal die Atiologie von Typ-1-Diabetes, so ist die Genetik fiir
die Entstehung der Erkrankung bedeutend, aber nicht hinreichend (11). Zudem zeigt
eine Form des Gens CLEC16A eine auffillige, jedoch bei weitem nicht die starkste
Assoziation mit Typ-1-Diabetes (18). Dies wirft die Frage der translationalen Relevanz
einer Erforschung der Funktion von CLEC16A auf. Eine mégliche Antwort liefern die
Clec16a-KD-Maduse, deren sonst unausweichliche Entwicklung von Diabetes durch die
Ausschaltung von Clec16a aufgehoben wurde. Die Beobachtung zeigt, dass ein milder
physiologischer Effekt ein ausgepragtes therapeutisches Potential nicht ausschliefdt.
Die therapeutische Nutzung des Angriffspunktes Autophagie steht bereits im Fokus

der Wissenschaft. So wurde kiirzlich gezeigt, dass etablierte Arzneimittel in vivo
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basale Autophagie-Aktivititen modulieren kénnen und damit einhergehend auch
Einfluss auf wichtige Funktionen im Immunsystem nehmen, wie die Interleukin-1§-
Produktion oder die Differenzierung von regulatorischen T-Zellen (131). Die meisten
Therapieformen von Autoimmunerkrankungen haben den Nachteil, das
Immunsystem global zu unterdriicken und so etwa das Risiko fiir opportunistische
Infektionen zu erh6éhen (131). Die Modulation von Autophagie weckt die Hoffnung, in

Zukunft Autoimmunerkrankungen spezifischer behandeln zu kénnen.
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Das Gen CLEC16A ist mit der Autoimmunerkrankung Typ-1-Diabetes assoziiert (18-
20). NOD-Mause mit einem Clecl6a-KD sind vor der Entwicklung von Diabetes
geschiitzt, der entscheidende Wirkungsort fiir Clecl6a sind dabei TECs (78). Im
Rahmen zentraler Toleranz prasentieren TECs CD4*-Thymozyten Selbstantigene auf
MHC II-Komplexen. Autophagie ist ein Zellprozess, der in TECs MHC II-Komplexen
Selbstantigene zufiihrt und so fiir die Entwicklung zentraler Toleranz essentiell
ist (41,55). Das Ortholog von CLEC16A, ema, fordert die Bildung von
Autophagosomen (80). So wurde vermutet, dass CLEC16A ein Suszeptibilitatsgen fiir
Typ-1-Diabetes ist, weil es Autophagie in TECs und somit deren MHC II-Beladung
verandert. Die vorliegende Arbeit schaltete CLEC16A in einer humanen Zelllinie durch
RNAi aus und untersuchte die autophagische Aktivitit dieser Zellen. Aufierdem
untersuchte sie die Autophagie von TECs aus NOD-Clecl6a-KD-Mausen. Die
Beurteilung erfolgte morphologisch durch Immunzytochemie bzw. -histochemie und
funktionell durch Immunoblots. Es wurde gezeigt, dass der KD von CLEC16A in vitro
und in vivo Autophagie funktionell beeintrachtigt. Damit liefert die vorliegende Arbeit
zusammen mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe Kissler einen mdoglichen
Erklarungsansatz, warum CLECI16A ein mit Typ-1-Diabetes assoziiertes Gen ist (s.
Abb. 15). CLEC16A fordert Autophagie in TECs, was die Selbstantigen-Beladung von
MHC II-Komplexen verdandert. Selbstreaktive CD4*-Thymozyten fithren so zum Verlust
zentraler Toleranz und der Entwicklung von Typ-1-Diabetes. Weitere

Untersuchungen sind jedoch notwendig, um diese Hypothese zu bekraftigen.

CLEC16A Autophagie MHCII- CD4+- Zentrale Typ-1-
in cTECs Beladung Thymozyten Toleranz Diabetes

Abbildung 15 Erkldrungsansatz der Assoziation von CLECI6A mit Typ-1-Diabetes. CLEC16A fordert

Autophagie in cTECs. Das verdandert die Selbstantigen-Beladung von MHC II-Komplexen. Selbstreaktive

CD4+-Thymozyten fiihren so zum Verlust zentraler Toleranz und der Entwicklung von Typ-1-Diabetes.
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