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1 Einleitung

1.1 Glykosylierung

Der Prozess der Glykosylierung stellt eine bedeutende posttranslationale
Modifikation von Proteinen dar. Mehr als 50% aller menschlichen Proteine sind
glykosyliert und 80% aller Zelloberflachenproteine weisen diese Modifikation auf.
Glykoproteine sind definiert als Proteine, an die Uber N- oder O-glykosidische
Bindung kovalent Karbohydrate geknilpft sind. Proteine mit N-glykosidisch
gebundenen Oligosacchariden bilden den Grofteil der Glykoproteine. Bei ihnen wird
der Saccharidanteil B-N-glykosidisch an einen Asparagin-Rest in der Aminosaure-
Sequenz Asn-X-Ser/Thr (wobei X fur alle Aminoséduren auf3er Prolin und

Asparaginsaure steht) des Tragerproteins gebunden.

g
N—C—CH,—CH
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung einer N-glykosidischen Bindung. Aus: Stryer et al., 2002.

Diese Modifikation findet bevorzugt an B-Turns oder Loop-Strukturen des Proteins
statt, da hier die N-H-Gruppe des Asn eine Wasserstoffbricke mit dem Hydroxyl-O
eines Ser/Thr eingehen kann. Die Glykoproteine enthalten alle eine Core-Struktur,
einen Pentasaccharid-Kern, bestehend aus zwei N-Acetylglucosaminen und drei
Mannoseresten. N-glykosidisch verknlpfte Glykoproteine weisen meist eine sehr
verzweigte Struktur auf, wobei jede Verzweigung negativ geladene Sialinsdurereste
als letzten Zucker aufweist. Ausgehend von der Core-Struktur lassen sich drei
verschiedene Typen von Glykoproteinen unterscheiden: Glykoproteine des
mannosereichen Typs, zu denen z. B. lysosomale Glykoproteine gezahlt werden,
zeichnen sich durch zwei bis neun zusatzliche Mannosereste aus, die an den
Pentasaccharid-Kern gebunden werden. Bei Glykoproteinen des komplexen Typs
findet sich eine variable Anzahl verschiedener Core-gebundener Zucker, dazu zahlen
vor allem N-Acetylgalaktosamin, L-Fucose und Sialinsduren. Glykoproteine vom

Hybridtyp kdnnen sowohl mannosereiche als auch komplexe Ketten enthalten.
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Abb. 1.2: Unterteilung der N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharide in Glykoproteine des

(A) mannosereichen oder (B) komplexen Typs. Aus: Stryer et al., 2002.

O-glykosidisch gebundene Oligosaccharide stellen den weitaus kleineren Teil der
Glykoproteine dar. Bei ihnen wird der Saccharidanteil a-O-glykosidisch an einen
Serin oder Threonin-Rest (bei Kollagenen an Hydroxylysin-Reste) des Tragerproteins

gebunden. Das Kernsaccharid besteht aus B-Galaktose und N-Acetylgalaktosamin.
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung einer O-glykosidischen Bindung. Aus: Stryer et al., 2002.

1.1.1 Biosynthese der Glykoproteine

Die Peptidketten der Glykoproteine werden durch Proteinbiosynthese synthetisiert.
Die Kohlenhydratketten dagegen werden ohne eine Beteiligung von Nukleinséure-
Matrizen enzymatisch erzeugt und an den Proteinteil des Glykoproteins angehangt.

Die Biosynthese des Kohlenhydratanteils verlauft bei N-glykosidisch verkniupften
Glykoproteinen anders als bei O-glykosidisch verknupften Proteinen in einem
zweistufigen, raumlich getrennten Prozel3 (Abb. 1.4). Zunachst findet die Core-
Glykosylierung im ER statt. N-glykosidisch verknipfte Oligosaccharide werden
hierbei als lipidgekoppelte Vorstufen synthetisiert. Als Anker in der ER-Membran
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dient Dolicholphosphat, ein Polyisoprenol aus 14-24 Isopreneinheiten. Das Prinzip
der Synthese besteht aus der schrittweisen Addition von Monosaccharideinheiten mit
Hilfe von spezifischen Glykosyltransferasen. Diese heften Nukleosiddiphosphat-
aktivierte Zucker an einen Akzeptor. Zunéchst werden zwei N-Acetylglukosamin- und
funf Mannose-Reste an Dolicholphosphat auf der zytosolischen Seite des ER
angehéangt, dieser Komplex gelangt tber einen Flip-Flop-Mechanismus in das
ER-Lumen, wo weitere vier Mannose- und drei Glukose-Einheiten angehangt
werden, SO dass letztendlich folgende Kernstruktur entsteht:
Protein-(NAcGlc),-(Man)g-(Glc)s. Die gesamte Kernstruktur wird im Folgenden vom
Dolicholcarrier auf einen Asparaginrest des naszierenden Polypeptids lbertragen.
Nicht alle Asn-X-Ser/Thr-Sequenzen werden jedoch glykosyliert. Eine schnelle
Faltung des Proteins beispielsweise kann eine Ubertragung der Kernstruktur auf
einen Asn-Rest unterbinden. Ungefaltete und nicht korrekt gefaltete Proteine werden
im Rahmen einer Qualitdtskontrolle im ER erkannt und und erhalten durch eine
Glucosyltransferase einen Glucoserest. So kénnen sie durch die als Chaperon
wirkenden Lektine Calnexin und Calreticulin gebunden und im ER zuriickgehalten
werden. Zu Medikamenten, die in die Synthese N-glykosidisch gebundener
Oligosaccharide eingreifen, gehort beispielsweise das von Streptomyces
synthetisierte Antibiotikum Tunicamycin, welches den ersten Schritt der Synthese
des zentralen Oligosaccharids blockiert, indem es die Anwesenheit von UDP-N-
Acetylglucosamin vortauscht.

Im Golgi-Apparat erfolgt die Prozessierung des Glykoproteins. Bei diesem Prozess
werden O-gekoppelte Oligosaccharide hinzugefugt und Zuckerreste der Kernstruktur
modifiziert. Mannosereste werden bis zum Core abgespalten und NAcGIc,
Galaktose, Fucose und Sialinsdure angeheftet, so dass eine breite Vielfalt an
Glykoproteinen entsteht. O-gekoppelte Oligosaccharide sind meistens sehr kurz. Bei
der Biosynthese  O-gekoppelter  Oligosaccharide @ werden  schrittweise
Monosaccharide durch verschiedene Glykosyltransferasen an eine bereits
vollstdndige Polypeptidkette angefiigt. Im Gegensatz zur Synthese N-gekoppelter
Oligosaccharide findet sich hier keine definierte Aminosaure-Akzeptor-Sequenz, die
Glykosylierungsstellen werden durch die Sekundéar- und Tertidrstruktur des
Polypeptids bestimmt. Die Biosynthese wird durch Anhangen zweier negativ
geladener Sialinsdurereste von einem CMP-Vorlaufer im trans-Golgi beendet. Die

Sortierung der so synthetisierten Proteine erfolgt in den trans-Zisternen des Golgi-
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Apparates fur den Transport zum jeweiligen Bestimmungsort. Hierbei spielt der
Oligosaccharid tragende Anteil eine entscheidende Rolle. Enzyme beispielsweise,
die fur den Transport zu Lysosomen vorgesehen sind, werden im cis-Golgi an
Mannoseresten phosphoryliert und tber Bindung an Mannose-6-Phosphatrezeptoren
im trans-Golgi zu Lysosomen transportiert.

Eine Ausnahme der beschriebenen Prozesse stellen Galaktose-bindende Proteine
(Galektine) dar. Sie werden Uber einen noch unbekannten Mechanismus unter

Umgehung des Golgi-Apparates in den Extrazellularraum freigesetzt.
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Abb. 1.4: Biosynthese des Karbohydratanteils N-glykosidisch verknupfter Glykoproteine im
Endoplasmatischen Retikulum. Das Oligosaccharid wird an Dolichol-Phosphat als Tragermolekdl
synthetisiert, Uber eine Translokation in das Lumen des ER gebracht und an den Asn-Rest eines

Proteins Ubertragen. Weitere Modifikationen erfolgen im Golgi-Apparat. Aus: Lehninger et al., 2001.
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1.1.2 Funktionen von Glykoproteinen

Glykoproteine weisen eine erhebliche strukturelle und funktionelle Vielfalt auf. So
Ubernehmen sie Aufgaben bei Export und Sekretion, als Membranbestandteile,
wobei sich der Kohlenhydratanteil als Glykokalix auf der Aussenseite der
Plasmamembran findet und bei der Einschleusung in intrazellularen
Kompartimenten. Die meisten zytosolischen und nukledren Proteine mit Ausnahme
von Transkriptionsfaktoren sind nicht glykosyliert. Die sehr hydrophilen
Kohlenhydrataggregate verandern Polaritdt und Loéslichkeit der Proteine, mit denen
sie konjugiert sind. Die Oligosaccharidstruktur dient als Erkennungsstruktur far
korrekte Faltung, zielgerichteten Transport, Sortierung und Verteilung der Proteine.
Darluber hinaus erhoht die Oligosaccharidstruktur eines Glykoproteins die Stabilitat,
indem sie durch ihren hohen Raumanspruch und die negative Ladung Proteine vor
einem Angriff durch Proteasen schitzt. Die Abspaltung von Sialinsdure ist einer der
Wege, auf dem der Korper Proteine zum Abbau markiert. Entfernt man
beispielsweise experimentell durch Neuraminidase-Behandlung N-Acetylneuramin-
saure, so werden die freiliegenden Mannose- und Galaktose-Reste von
Asialoglycoprotein-Rezeptoren der Leber erkannt, die Glykoproteine werden
aufgenommen und in Lysosomen abgebaut (Schwartz,1984).

Viele plasmamembranstandige  Zelladh&sionsmolekile gehéren zu den
Glykoproteinen. Hierzu zahlen u. a. Cadherine, Mitglieder der Familie der Zell-
Adhasions-Molekille (CAM), Integrine, Selektine sowie Glykoproteine der ECM wie
Laminin und Fibronektin. Auch Proteine der Blutgerinnung wie Thrombospondin und
der von Willebrand-Faktor sowie Blutgruppenantigene und Glykophorin in der
Erythrozytenplasmamembran sind glykosyliert.

Stérungen in der Synthese oder Prozessierung von N-gebundenen Oligosacchariden
auf Glykoproteinen fuhren zu einer Gruppe von Erkrankungen, die als ,Congenital
disorders of glycosylation* bezeichnet werden. Zu dieser erstmalig in den 1980er
Jahren beschriebenen Gruppe zahlen mittlerweile 10 verschiedene Krankheiten, die
mit vielfaltigen mentalen und organischen Stérungen insbesondere von Leber, Niere
und Muskel einhergehen und im Kindesalter haufig durch Infektionen letal verlaufen
(Grinewald et al., 2002). Diese Krankheitsbilder zeigen die Bedeutung auf, die

Glykosylierungsprozessen im Organismus zukommt.
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1.1.3 Sialylierung

Im menschlichen Organismus stellen Sialinsauren die haufigsten terminalen Zucker
am nicht-reduzierenden Ende von Oligosacchariden dar. Sialinsaure ist der
generische Name fir eine Familie von 9-Carbonzuckern, die Derivate der

Neuraminsaure sind.

H—C—OH

R =
H—C—OH
CH,OH

Abb. 1.5: Struktur der Sialinsaure, einem Derivat der Neuraminsaure. Aus: Stryer et al., 2002.

Sialinsduren weisen eine negative Ladung auf und tragen so zu unterschiedlichen
zellularen Funktionen wie dem Transport positiv geladener Substanzen, der
Konformation von Glykoproteinen und der Maskierung antigener Determinanten von
Rezeptormolekilen bei (Narayanan,1994). Es existieren mehr als 20 verschiedene
Sialyltransferasen, die an der Biosynthese von sialylierten Glykoproteinen und
Glykolipiden beteiligt sind. Bei Sialyltransferasen handelt es sich um intrazellulare, an
die Membranen des Golgiapparates gebundene Typ Il Transmembran Glykoproteine.
Sie werden je nach Gewebe, Zelltyp und Entwicklungsstatus unterschiedlich
exprimiert, kompetitieren oft um die gleichen Substrate und regulieren so die
Sialylierungszustande verschiedener Zellen. Sialyltransferasen katalysieren die
Ubertragung von Sialinsaureresten in a2,3-, 02,6- oder a2,8-Verknipfungen an
subterminale Zucker. a2,3-Sialyltransferasen werden zur Synthese von Sialyl-Lewis®
bendtigt, in a2,8-Verknipfungen finden sich Sialinsduren bei Gangliosiden oder in

Polysialinsduren, einem linearen a2,8-Homopolymer, wie z. B. NCAM.

1.1.4 Ganglioside

Eine weitere Gruppe wichtiger im menschlichen Organismus vorkommender
Strukturen, deren charakteristischen Kohlenhydratbestandteil N-Acetylneuramin-
saure bildet, stellen die Ganglioside dar. Hierbei handelt es sich nicht um
Glykoproteine, sondern um Sphingolipide, die ein komplexes Oligosaccharid als
polare Kopfgruppe tragen.
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Abb. 1.6: Struktur eines Gangliosids. Beispielhaft dargestellt ist der Aufbau des GDs-Gangliosids,
bestehend aus dem Sphingolipid Ceramid, an das ein komplexes Oligosaccharid als polare

Kopfgruppe gebunden ist. Adaptiert nach Yu et al., 2006.

Desialylierte Glykosphingolipide beeinflussen Tumorwachstum, Invasivitat und
Metastasierung und konnen Apoptose inhibieren (Kakugawa et al.,, 2002).
Insbesondere die Interaktion von Gangliosiden mit Rezeptortyrosinkinasen
beeinflusst das Tumorwachstum (Hakomori,1996).

Die Sialinsaure-tragenden Ganglioside GD, und GD3; (Abb. 1.6) sind als Tumor-

assoziierte Antigene bekannt.

1.1.5 Immunologische Aspekte der Glykosylierung

Bei sehr vielen Schliisselmolekilen der angeborenen und adaptiven Immunantwort
handelt es sich um Glykoproteine.

In der humoralen Immunantwort finden sich Glykoproteine, wie z. B. Immunglobuline
und Komplementfaktoren, die an der Erkennung von Pathogenen beteiligt sind.
Vakzinierungsstudien haben gezeigt, dass sialylierte Antigene humorale und
zellulare Immunantworten hervorrufen (O'Boyle et al.,, 1996). Im zellularen
Immunsystem kommt Glykoproteinen eine Rolle bei der Proteinfaltung, der Kontrolle
korrekt gefalteter Proteine (Calnexin, Calretikulin) und der Beladung von
MHC-Molekilen mit Peptiden zu. Oligosaccharide, die u. a. an Glykoproteine des
TCR in der immunologischen Synapse zwischen T-Zellen und APZ gebunden sind,
helfen bei der Anordnung, bieten durch ihre Gro6Re Schutz vor Proteasen und
unterbinden unspezifische Protein-Protein-Interaktionen (Rudd et al., 1999).
Untersuchungen zur Antigenprasentation im Mausversuch haben ergeben, dass es

maoglich ist;, MHC ll-abhangige T-Zellantworten gegen Tumor-assoziierte
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Karbohydrate, wie z. B. O-und N-glykosylierte Varianten des murinen Hamoglobin-
Decapeptids Hb(67-76), hervorzurufen (Galli-Stampino et al., 1997). Eine genauere
Charakterisierung dieser Glykopeptide ist schwierig, da komplexe Glykanstrukturen
massenspektrometischen Analysen nur schwer zuganglich sind, konnte aber fir
einige naturlich prozessierte MHC lI-Liganden, die komplexe N-glykosidisch
verbundene Glykanseitenketten trugen, bereits durchgefuhrt werden (Dengjel et al.,
2005). Diese Ergebnisse erhdhen die bisher angenommene Anzahl an
T-Zellepitopen drastisch.

Sialylierung spielt im Bereich der T-Zell-Entwicklung und Funktion eine grof3e Rolle
(Jenner et al., 2006). Es wird vermutet, dass Sialylierungsprozesse wahrend der
Lymphozytenreifung im Thymus eine Rolle bei Migrationsprozessen spielen (Baum
et al., 1996; Gillespie et al., 1993; Wu et al., 1996). Darlber hinaus ist bei niedrigem
Sialylierungsstatus eine erhthte Sensitivitat der T-Zell-Rezeptoren zu beobachten
(Curtsinger et al., 1998; Davey et al., 1998), was mit einer veranderten
Zusammenlagerung von TCR und seinen Corezeptoren in Verbindung gebracht wird
(Daniels et al., 2002). Reife CD8" T-Zellen werden durch Aktivierung, wie sie
beispielsweise nach viraler Infektion auftritt, durch Neuraminidasen desialyliert
(Galvan et al., 1998; Kaech et al.,, 2002; Pappu und Shrikant,2004). Neuere
Untersuchungen konnten zeigen, dass die Suszeptibilitat von Tyl, Ty2 und Ty-17
Zellen gegenidber Galektin-1 vermitteltem Zelltod durch unterschiedliche
Glykosylierungsmuster reguliert wird (Toscano et al., 2007).

Eine UberschieRende T-Zellaktivierung durch Defekte in der Glykosylierung wird im
Rahmen von Autoimmunerkrankungen wie experimentell induzierter autoimmuner
Encephalomyelitis (EAE) als Modell fir Multiple Sklerose, bei rheumatoider Arthritis
und systemischem Lupus erythematodes diskutiert (Demetriou et al., 2001; Parekh et
al., 1985; Rudd et al., 1995).

1.2 Lektine

Zur Untersuchung der Glykosylierungsmuster von Zellen werden oftmals Lektine
eingesetzt. Als Lektine werden spezifische kohlenhydratbindende Proteine
bezeichnet, die sich bei Tieren, Pflanzen und Mikroorganismen finden und vielfaltige
Funktionen erflllen. Sie weisen alle eine Karbohydrat-Erkennungs-Domane (CRD)

auf.
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Anhand ihrer Bindungseigenschaften werden Lektine in strukturell verwandte
Familien eingeteilt (Drickamer,1988). Es lassen sich zellmembranstandige-Lektine
von léslichen Lektinen unterscheiden. Die gréf3te Gruppe stellen die C-Typ Lektine
dar, zu denen die Selektine, Collektine und endozytotischen Lektine zahlen (Sharon
und Lis,2004; Sharon und Lis,2004). Lektine dieser Gruppe erhielten ihren Namen
dadurch, dass sie zur Bindung Calciumionen benotigen. Selektine sind sehr gut
charakterisiert. Man unterscheidet zwischen L-, E- und P-Selektinen. L-Selektine
werden auf Leukozyten exprimiert und spielen eine Rolle bei der
Leukozytenextravasation. Hierbei spielt die Sialylierung und Sulfatierung der
Liganden eine grol3e Rolle. E-Selektine finden sich auf Endothelzellen und sind fir
die Rekrutierung von Leukozyten an Entziindungsorte verantwortlich. P-Selektine auf
Thrombozyten und Endothelzellen vermitteln nach Bindung des sialylierten und
sulfatierten Liganden PSGL-1 Funktionen bei Prozessen des Granulozyten-Rollings
und der Endotheladh&sion sowie der Interaktion zwischen Thrombozyten und
Monozyten (Miller et al., 2004). C-Typ-Lektine sind an der Unterscheidung zwischen
Selbst und Fremd beteiligt. So bilden CD94 und NKG2A einen Killer Inhibitory
Receptor Komplex (Carretero et al., 1997), der eine Rolle bei der NK-Zell-
Regulierung spielt. Sobald der Rezeptor an nicht-klassisches HLA-E auf der
Oberflache von Zielzellen bindet, wird ein inhibitorisches Signal initilert, das eine
Hemmung der NK-Zell-Zytotoxizitat bewirkt (Braud et al., 1998). Virusinfizierte Zellen
zeigen eine verringerte Expressionsrate von MHC-I-Proteinen und werden so
sensitiver gegenuber NK-Zell-Zytotoxizitat. Dartiber hinaus werden die
Endozytose-Rezeptoren hepatischer Asialoglykoprotein-Rezeptor, der Mannose-
Rezeptor von Makrophagen und das Lektin DEC-205 auf Dendritischen Zellen in
diese Familie eingeordnet (Figdor et al., 2002; Miiller et al., 2004). Zu den l6slichen
Lektinen dieser Gruppe zéhlen das C-reaktive Protein, die Ficoline und Collektine,
denen u. a. eine Rolle in der angeborenen Immunantwort zukommt. Neben den
Surfactantproteinen A und D der Lunge gehdren auch Mannose-bindende Lektine zu
dieser Gruppe von Lektinen. Sie erkennen repetitive Strukturen von
Mikroorganismen. Eine Bindung resultiert in einer verstarkten Phagozytose und einer
Aktivierung von Komplement, das eine Lyse des Pathogens bewirkt.

Eine weitere Gruppe bilden die P-Typ Lektine, Zu denen
Mannose-6-Phospat-Rezeptoren gehéren, die fir den Transport lysosomaler

Enzyme aus dem ER und von der Zelloberflache verantwortlich sind (Dahms und
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Hancock,2002). Daneben existiert die Gruppe der I-Typ-Lektine, die lg-ahnliche
Doméanen aufweisen und zu denen NCAM im Nervensystem, PECAM, ICAM-1 und
CD48 im Immunsystem sowie die Familie der Siglecs gehodren. S-Typ-Lektine
wurden so benannt, da sie reduzierte Thiolgruppen zur Bindung bendtigen. Sie
beinhalten die Familie der Galektine. Galektine sind I6sliche, mutivalente Rezeptoren
fur N-Acetyllactosamine, denen vielfaltige Aufgaben u. a. bei Zellproliferation,
Apoptose und Differenzierung zukommen. Tab. 1.1 gibt eine Ubersicht tber die

wichtigsten Lektine.

Tab. 1.1: Lektine und die entsprechenden Oligosaccharidstrukturen, die sie erkennen. Modifiziert
nach: Weis und Drickamer, 1996.

Lektin Ligand

Pflanzlich

Concanavalin A (ConA) Mana1-OCH,

Wheat germ agglutinin (WGA) Neu5Ac(a2,3)Gal(p1,4)Glc
GIcNAc(B1,4)GIcNAc

Sambucus nigra Lektin (SNL)

Maackia amurensis Lektin (MAL)

Peanut agglutinin (PNA)
Phytohdmagglutinin (PHA)

Tierisch

Galektin-1

Mannose-bindendes Protein A (MBP-A)
Viral

Influenza Virus Hamagglutinin (HA)
Bakteriell

Enterotoxin

Choleratoxin

NeuNAc(a2,6)Gal
NeuNAc(a2,6)GalNAc

NeuNAc(a2,3)Gal(B1,4)GalNAc
Gal(1,3)GalNAc

Gal(B1,4)GIcNAc(B1,6)Man(B1,2)GIcNAc(B1,4)Gal

Gal(p1,4)Glc

Mannosereiche Oligosaccharide

Neu5Ac(a2,6)Gal(B1,4)Glc

Gal
GM1 Pentasaccharid

1.3 Siglecs

1.3.1 Einteilung

Welche Rolle Sialinsauren im Immunsystem zukommt, wurde sowohl in Tiermodellen
als auch in biochemischen und strukturellen Analysen naher untersucht
(Crocker,2002). Sialinsduren binden an eine Familie von Rezeptoren, die sialic acid-
binding immunoglobulin-like lectins (Siglecs). Zu dieser Rezeptorfamilie werden 15
Mitglieder gezahlt (Angata et al., 2006; Crocker et al.,, 2007). Auf Grund ihrer
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Sequenzahnlichkeit und evolutionar konservierten Strukturen lassen sich Siglecs in

zwei Gruppen unterteilen:

Siglec-1, -2, -4 und -15 zeigen nur 25-30% Sequenzhomologie und weisen
Orthologe in allen Saugetieren auf. Siglec-13, das sich bei Primaten findet, ist
im menschlichen Organismus nicht mehr zu finden.

Im Vergleich dazu zeigen die Vertreter der sogenannten CD33-verwandten
Siglecs Sequenzhomologien zwischen 50% und 99%. Sie scheinen in der
Evolution durch Genduplikation entstanden zu sein (Crocker und Varki,2001)
und entwickeln sich durch genomische Evolutionsprozesse wie Exon
Shuffling, Exon Verlust und Genkonversion fortlaufend weiter, wie in
vergleichenden bioinformatischen Genomuntersuchungen gezeigt werden
konnte (Angata,2004). Besonders in der amino-terminalen
Ligandenbindungsdoméne findet vermehrt ein Austausch von Aminosauren

statt.

Siglec-1 (Sialoadhesin)

Siglec-4 (MAG)
Siglec-15
Siglec-3 (CD33)

Siglec-5 (CD170)

M Siglec-6 (CD327)

M Siglec-7 (CD328)

M Siglec-9 (CD329)
DO-0-00 =  soecn:

O Ligandenbindende Ig- O Transmembran- O Ig-Doméne vom C2-Typ IITIM I ITIM &hnliche Doméne

Doméne vom V-Typ doméane

CD33 vewandte Siglecs

Abb. 1.7: Ubersicht {iber die 15 Vertreter der Siglec-Familie und ihre Struktur.
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1.3.2 Aufbau

Siglecs werden von Genen auf Chromosom 19g13.3-4 kodiert. Sie gehéren zu den
I-Typ Lektinen, da sie Immunglobulin-ahnliche Strukturen aufweisen. Ihr Aufbau ist
schematisch in Abb. 1.7 dargestellt. Siglecs sind Typ | Membranproteine. Ihre
N-terminale extrazellulare Doméane besteht aus einer Ig-&hnlichen Doméane vom
V-Typ (evolutionare Ahnlichkeit zur variablen Region der Ig), die fur die
Ligandenbindung zustandig ist. Daran schliel3t sich je nach Siglec eine variable
Anzahl von Doméanen des C2-Typs (evolutionare Ahnlichkeit zur konstanten Region
der Ig) an. Es folgt die Transmembrandomane und der intrazellular liegende
Carboxyterminus, der bei CD22 und den meisten Vertretern der CD33-verwandten
Siglec-Familie ITIM-Sequenzen (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) zur

Signaltransduktion enthalt.

1.3.3 Vorkommen

Siglecs werden auf humanen Leukozyten exprimiert (Abb. 1.8). Lediglich Siglec-4
findet sich ausschliel3lich auf Oligodendrogliazellen und Schwannschen Zellen
(Crocker und Varki,2001) und Siglec-6 wird auch auf Zellen des Trophoblasten
exprimiert (Patel et al., 1999). Beziglich der Expression auf T-Zellen sind in der
Literatur kontroverse Ergebnisse zu finden. Einerseits wird der Verlust von Siglecs
auf T-Zellen im Laufe der Evolution postuliert (Nguyen et al., 2006), andererseits eine

Expression auf Untergruppen von T-Zellen festgestellt (Ikehara et al., 2004).

.3

Myelo CD33/siglec-3

Lymp ha- |scher

tlscher

\Vorlaufer
\Vorlaufer

CD33/Siglec-3
Q CD33/Siglec-3
CD8 T- Neutro Eosmo Baso
ellen Zellen phlle phlle phlle

Siglec-7  CD22/Siglec-2 Slglec -7 CD33/Siglec-3! Siglec-5 Siglec-8 CD22?
Siglec-9 Siglec-5 Siglec-9 Siglec-5 Siglec-9  Siglec-10 (lo) Siglec-8 (lo)
Siglec-6 Siglec-10 Siglec-7
Siglec-9 Siglec-9
Siglec-10 Siglec-10 (lo)

Sn/Siglec-1
DendfltlsC CD33/Siglec-3 Makrophagen CD33/Siglec-3
Zellen Siglec-7 Siglec-5

Siglec-11

Abb. 1.8: Expression der Siglecs auf Zellen des hamatopoetischen Systems. Nach: Varki und Angata,
2006.
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1.3.4 Liganden

Oftmals finden sich Siglecs und ihre Liganden auf der Oberflache derselben Zelle.
Auf ruhenden Zellen gehen die meisten Siglecs cis-Interaktionen mit diesen
Sialinsdureliganden ein. Erst nach Aktivierung der Zelle wird diese Maskierung
aufgehoben und die Expression von Liganden auf derselben Zelle verringert, so dass
Siglecs mit Liganden auf der Oberflache benachbarter Zellen trans-Interaktionen
eingehen konnen (Freeman et al., 1995). Dennoch wurde gezeigt, dass
cis-Interaktionen die Bindung von Liganden in trans zwar verringern, nicht jedoch
vollig unterbinden kénnen (Collins et al., 2006). Trotz bestehender cis-Interaktionen
kénnen trans-Interaktionen insbesondere mit hochaffinen Liganden, wie sie bei Zell-
Zell-Interaktionen oder Zell-Pathogen-Interaktionen vorkommen, stattfinden.

Siglecs erkennen Sialinséauren, die a2,3-, a2,6- oder a2,8-gebunden an Galaktose
(seltener an N-Acetylgalaktosamin) vorliegen. Eine genauere Analyse der Liganden
wird dadurch erschwert, dass Lektine zu ihrem Sialoglycan nur eine schwache
Affinitdt aufweisen. Durch Bildung von Rezeptoren- und Ligandenclustern kann
jedoch eine hoch-avide, multivalente Interaktion hervorgerufen werden.
Kristallstrukturen von Siglecs und ihren Liganden erdffnen neue Erkenntnisse Uber
die Spezifitat der Siglecs (Abb. 1.9). Sialinsduren binden in eine Tasche der
N-terminalen Ig-Doméane der Siglecs. Dabei geht die negativ geladene
Carboxylgruppe der Sialinsaure eine Bindung mit einem konservierten Arginin (Arg*?*
bei Siglec-7, Arg*?° bei Siglec-9) ein (Alphey et al., 2003; May et al., 1998; Zaccai et
al., 2007). Es konnte gezeigt werden, dass die C-C'-Schleife (Reste 70-75 bei
Siglec-7) der V-Set Doméane die Spezifitat der Siglecs bestimmt und nach

Ligandenbindung ihre Konformation &ndert (Attrill et al., 2006).

Sialoadhesin Siglec-7 Siglec-9

Abb. 1.9: Kristallstruktur der Ligandenbindungsdoménen von Sialoadhesin (Siglec-1), Siglec-7 und
Siglec-9 und gebundener Liganden. Aus: Alphey et al., 2003.
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Nahere Untersuchungen erfolgten mit Hilfe von Glykan Arrays (Bochner et al., 2005;
Campanero-Rhodes et al., 2006) sowie durch synthetisch hergestellte biotinylierte
Sialoside, an die Streptavidin-Alkalische-Phosphatase Konjugate gebunden waren.
Diese Sialoside stellten die wichtigsten Kohlenhydratgruppen von Glykoproteinen
und Glykolipiden bei Saugetieren dar (Blixt et al., 2003). Es konnte gezeigt werden,
dass Siglecs bei der Ligandenbindung unterschiedliche Substratspezifitdten
aufweisen. Eine Ubersicht gibt Abb. 1.10.

CD22 Siglec-7 Siglec-8 Siglec-9 Siglec-10

:0(3 j B4 0 + + ax e
<>_<OC6 )_(54 +++ + + + ++
C 06 O B4D +++ + + + +4++
: o8 : o3 : ﬁ4D 0 e + 0 0
6S ND ++ +++ 0 0
o3 1 B4
o3
6S ND + 0 +4++ 0
o3 B4
o3

<> NeuSAc O Galactose [ GleNAc <> Neu5Ge A Fucose S Sulphate

Abb. 1.10: Affinitat von Siglecs zu Sialosiden. Aus Crocker et al., 2007.

1.3.5 Signaltransduktion

Die Starke einer Immunantwort wird durch aktivierende und inhibitorische Signale
bestimmt, die eine Aktivierungsschwelle setzen. Die meisten Siglecs weisen ein
Membran-nahes ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) und ein
ITIM-&hnliches Motiv auf (Patel et al., 1999). Nach Bindung ihres Liganden rufen
Siglecs eine inhibitorische Signalkaskade hervor, die durch Rezeptortyrosinkinasen
vermittelt wird (Varki und Angata,2006). Lediglich fur Siglec-5 konnte bisher auch
eine ITIM-unabhangige Inhibition gezeigt werden (Avril et al., 2005). Die Tyrosinreste
der zytoplasmatischen ITIM-Sequenz werden durch Proteintyrosinkinasen der
src-Familie phosphoryliert. Dies bewirkt eine Rekrutierung der Phosphatase SHP-1,

in manchen Fallen auch SHP-2 (Taylor et al., 1999), die eine src-homology-2
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(SH2)-Domane aufweisen. Als aktivierte Phosphatasen dephosphorylieren sie
Substrate relevanter Signalkaskaden und setzen so die Aktivierungsschwelle der
Zelle herauf (Avril et al., 2004; Stebbins et al., 2003).

Siglec-7 und Siglec-9 kommt eine Rolle als negativen Regulatoren der
T-Zellrezeptor-Signalkaskade zu. Sie hemmen T-Zellen durch eine reduzierte
Phosphorylierung der Proteintyrosinkinase ZAP-70 und eine geringere
transkriptionelle Aktivitat von NFAT (nuclear factor of activated T cells) (Ikehara et
al., 2004). Orr et al. haben kirzlich gezeigt, dass SOCS3 (suppressor of cytokine
signalling 3) an phosphorylierte ITIMs von CD33 und Siglec-7 binden und als
negativer Regulator dieser Siglecs wirken kann (Orr et al., 2007).

Bei Sialoadhesin sowie bei Siglec-14 und Siglec-15 fehlt das ITIM-Motiv. Fur Siglec-
14 wurde jedoch gezeigt, dass er mit DAP12, einem ITAM-tragenden Adaptor, der
sowohl Aktivierung als auch Inhibition vermitteln kann, interagiert (Hamerman et al.,
2006).

Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass der inhibitorische Rezeptor Siglec-5
mit dem moglicherweise aktivierend wirkenden Rezeptor Siglec-14 gepaart ist und
auf myeloischen Zellen exprimiert wird. Es ist wahrscheinlich, dass diese beiden
Rezeptoren kooperieren und aktivierende sowie inhibitorische Signale durch Bindung
von Sialinsauren hervorrufen. Eine Paarung von Rezeptoren mit aktivierenden und
inhibitorischen Signaleigenschaften spielt eine Rolle bei der Feinregelung von

Immunantworten (Angata et al., 2006).

1.3.6 Funktionen der Siglecs

Siglecs vermitteln im Immunsystem sowohl Zell-Zell-Interaktionen als auch
Signalfunktionen.

Allgemein spielen CD33-verwandte Siglecs in der Modulation von Leukozyten eine
grole Rolle. Sie hemmen die Proliferation (Vitale et al., 1999) und zelluléare
Aktivierung (Avril et al., 2005). Welche Bedeutung Siglecs bei der Bestimmung der
Aktivierungsschwelle von Effektorzellen des Immunsystems zukommt, wurde sowohl
fur B-Zellen als auch fur T-Zellen gezeigt. Siglec-2 (CD22) wird von B-Zellen
exprimiert und spielt eine Rolle bei Rezirkulation und Homing von B-Zellen ins
Knochenmark, indem es an Liganden auf Sinusoidalepithelialzellen bindet (Nitschke
et al., 1999). Daruber hinaus wirkt Siglec-2 als negativer Regulator der B-Zell-
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Signaltransduktion (Collins et al., 2006; Kelm et al., 2002; Tedder et al., 2005) sowie
als T-Zell-Adhasionsprotein (Lanoue et al., 2002).

Siglec-7 wird eine Funktion bei der Zellkontakt-abhangigen Zytotoxizitat
zugeschrieben (Nicoll et al., 1999). NK-Zellen wurden durch Expression von
a2,8-Disialinsduren als Siglec-7 Liganden in ihrer Funktion inhibiert (Nicoll et al.,
2003; Yogeeswaran et al.,, 1981). Dies konnte insbesondere nach Reduktion von
cis-Interaktionen zwischen Siglec-7 und Sialinsduren des Gangliosids GD3 gezeigt
werden (Avril et al., 2006a; Nicoll et al., 2003).

Vernetzung von Siglec-9 bewirkt Apoptose in neutrophilen Granulozyten (von Gunten
et al., 2005). Anti-Siglec-8 und anti-Siglec-9 Autoantikdrper wurden in intravenfsen
Ig-Praparationen nachgewiesen (von Gunten et al., 2007). Diese Praparationen
werden zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen und Allergien eingesetzt.
Naturliche Autoantikorper sollen dabei anti-inflammatorische Effekte, wie z. B.
Zerstorung von eosinophilen Granulozyten, vermitteln. Anti-inflammatorische
Eigenschaften von IgG werden dabei durch Sialylierung des Fc-Teils hervorgerufen
(Kaneko et al., 2006). Diese Autoantikorper bewirkten Autophagie-&hnlichen Zelltod
von neutrophilen Granulozyten und kdnnten eine Erklarung liefern flr Neutropenien,
die oftmals bei Therapien mit intravendsen Ig-Préaparationen beobachtet werden.
DarUber hinaus scheinen Siglecs an der Endozytose von sialylierten Pathogenen
beteiligt zu sein. Mittlerweile sind mehr als 20 pathogene Mikroorganismen bekannt,
die Sialinsauren ihres Wirtes in ihre Glykoproteine einbauen, um uber molekulare
Mimikry einer Immunantwort zu entgehen (Vimr et al., 2004) (Tab. 1.2). Sialoadhesin
und einige CD33-verwandte Siglecs kdnnen mit Sialinsduren auf Pathogenen wie
C. jejuni, Trypanosoma cruzi oder B Streptokokken interagieren. Dies bewirkt eine
Inaktivierung des Pathogens und eine Prasentation der Antigene. Auch wird eine
Inhibition der Effektorzellen durch Interaktionen zwischen Siglec-tragenden
Effektorzellen und Liganden diskutiert, die den Erreger vor Entziindungs- und
Immunantworten schitzen konnte (Avril et al., 2006b; Carlin et al., 2007; Monteiro et
al., 2005).
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Tab. 1.2: Sialinsaure-exprimierende Pathogene. Dargestellt sind Pathogene mit ihren Liganden und
den entsprechenden Siglecs, von denen sie im Wirtsorganismus erkannt werden. Adaptiert aus:
Crocker et al., 2007; Vimr et al., 2004.

Pathogen Ligand Siglec im Wirt Effekt
Neisseria meningitidis Neu5Aca2-3Gal in Siglec-1, Siglec-5 verstérkte
Lipo-Oligosacchariden Pathogenaufnahme

durch Makrophagen

Campylobacter jejuni Neu5Aca2-8 Siglec-7 verstérkte Bindung der
Neu5Aca2-3Gal in Pathogene an NK-
Lipo-Oligosacchariden Zellen und Monozyten
Trypanosoma cruzi Neu5Aca2-3Gal in Siglec-1 verstérkte
Mucinen Pathogenaufnahme
durch Makrophagen
B Streptokokken Neu5Aca2-3Gal in multiple CD33- unbekannt

Polysacchariden verwandte Siglecs

1.4 Immunescape-Mechanismen

Maligne Zellen werden im Rahmen des als Immune Surveillance bekannten
Prozesses von Effektorzellen des Immunsystems erkannt und rufen Immunantworten
hervor. Viele Patienten zeigen spontane Bildung von Immuneffektor-Zellen oder
Antikrpern gegen Tumorantigene. T-Zellen aus Tumorpatienten zeigen
inhibitorische Wirkung (Wolf et al., 2003). Trotz dieser Immunuberwachung kann es
in immunkompetenten Individuen zur Tumorbildung kommen. Besonders nach
Immunisierung von Patienten gegen Tumorantigene werden infiltrierende T-Zellen in
Tumoren gefunden. Diese attackieren aber den Tumor nicht und zeigen oft eine
gestorte antigen-spezifische, zytolytische Aktivitat (Brossart et al., 2001; da-Nagai et
al., 2000; Gajewski et al., 2006; Guilloux et al., 1994; Mukherjee et al., 2001; Mulder
et al., 1996). Mogliche Ursachen hierfir werden in Mechanismen des Tumors
gesehen, einer Erkennung durch das Immunsystem zu entgehen. Diese
Immunescape-Mechanismen beinhalten u. a. Toleranzinduktion (Overwijk,2005;
Willimsky und Blankenstein,2005),

Herunterregulation der T-Zell-Rezeptor
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Signaltransduktion, Apoptoseresistenz, verminderte Antwort auf IFNy und Enzyme
wie Indolamin 2,3-Dioxygenase (Gajewski et al., 2006) und eine ungenigende
Immunstimulation durch DCs. Eine ungentgende Anzahl und eine zu geringe Aviditat
der T-Zellen sowie Probleme beim Durchdringen des Tumorstromas werden
diskutiert (Rosenberg,2001). Auch wurden Defekte in der Antigenprasentation
beobachtet, so z. B. Defekte bei Proteasomkomponenten, TAP1 und TAP2,
B-Mikroglobulin oder eine Herunterregulierung von MHC |. Freisetzung von ldslichen
Faktoren wie TGF-3, Fas, Fas-Ligand, MHC I-ahnlichen Kette A-Molekilen (MICA)
und Sekretion immunsuppressiver Zytokine ermdglicht es Tumoren, Immunantworten

durch CTL und NK Zellen zu unterbinden (Khong und Restifo,2002) (Abb. 1.11).
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Abb. 1.11: Strategien des Immune Escape: Tumoren setzen lgsliche, kompetitierende Faktoren wie
Fas, Fas-Ligand (FasL) und MICA frei,
entgehen. Adaptiert aus: Kim et al., 2006.

um durch CTL und NK-Zellen vermitteltem Zelltod zu

1.5 Glykosylierung von Tumoren

Welche Rolle Glykosylierungprozessen beim Immune Escape von Tumoren
zukommt, ist noch nicht geklart. Verdnderungen im Glykosylierungsmuster finden
sich bei fast allen Krebserkrankungen. Bei vielen Tumor-assoziierten Antigenen

handelt es sich um Glykan-Epitope (Hakomori,2002).
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Erste Erkenntnisse uber das Glykosylierungsmuster von Tumorzellen erhielt man
durch die Beobachtung, dass Tumoren verstarkt pflanzliche Lektine binden (Raedler
und Schreiber,1988).

Die Uberexpression spezifischer Glykosyltransferasen bewirkt die Bildung von
Tumorglykanen. GIcNAc Transferase V wurde als eines der ersten Onkogene
identifiziert (Yoshimura et al., 1995). Das Enzym katalysiert die al,6-Verzweigung
von N-glykosidisch gebundenen Glykanen, die bei Tumoren verstéarkt ist. Durch
Transfektion des Enzyms in nicht maligne Zellen konnte eine maligne Transformation
hervorgerufen werden, die sich im Verlust der Kontaktinhibition, Wachstum in
Softagar und Metastasenbildung aul3erte.

Untersuchungen zeigen, dass veranderte Glykosylierungsmuster das Ergebnis
initialer onkogener Transfomation sind und Prozesse wie Proliferation, Invasion,
Angiogenese und Metastasierung beeinflussen (Hakomori,2002). Glykane sind an
der Tumorpromotion beteiligt. N-Glykane wie B6GIcNAc-Verzweigungen spielen eine
Rolle bei der Tumorinvasion, indem sie die E-Cadherin abhé&ngige Tumoradhé&sion
verandern (Yoshimura et al., 1996). Auf Tumoren findet sich eine Zunahme der
Sialinsduredichte (Bresalier et al., 1996).Veranderte O-Glykane vom Mucintyp wie
das T-Ag, das Tn-Ag und ihre sialylierten Formen wurden im Rahmen der
Tumorigenese beschrieben (Singhal et al., 1991; Springer,1995) und beeinflussen
Prozesse wie Proliferation, Uberlebensrate , die Fahigkeit zur Invasion sowie die
Interaktion mit Lektinen und Zelloberflachenrezeptoren auf Zellen des Immunsystems
(Blottiere et al., 1992; Crocker,2005; Gerloni et al., 2005; Varki und Angata,2006).
Sialyl-Tn sowie Sialyl-Le*, Sialyl-Le® und Le” spielen als Selektinliganden eine Rolle
bei der Adhasion von Tumorzellen an Endothelzellen (Fuster und Esko,2005;
Narayanan,1994; Nemoto-Sasaki et al., 2001). Dartber hinaus bewirkt die negative
Ladung der Sialinsauren durch Abstol3ung eine Lésung der Tumorzellen von der
Tumormasse. Durch Interaktionen von Sialinsauren mit basischen Resten von
Matrixproteinen wie Laminin oder Fibronektin werden Invasionsprozesse der
Tumorzellen erleichtert. Polysialinsaduren, die auf dem Adhasionsmolekil NCAM bei
Neuroblastomen exprimiert werden, interagieren mit Signalwegen der Zelle und
beeinflussen Proliferations- und Differenzierungsprozesse (Seidenfaden et al., 2003).
Glykoproteine und Glykosphingolipide aktivieren Wachstumsfaktor-
Rezeptortyrosinkinasen, Proteoglykane dienen als Co-Rezeptoren fur I6sliche
Wachstumsfaktoren des Tumors und steigern so die Proliferation des Tumors. Die
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Freisetzung von Gangliosiden in die Blutbahn greift in die Immunantwort gegen
Tumoren ein. Die Ganglioside GM;, GM3, GD, und GD3 werden mit Tumorwachstum
in  Verbindung gebracht. Sezernierte Heparan-Sulfat-Proteoglykane der ECM
speichern Wachstumsfaktoren, die durch Tumorheparanasen freigesetzt werden
kénnen und auch bei Prozessen der Angiogenese eine Rolle spielen (Fuster und
Esko,2005).

Wenig ist bisher Uber die Mechanismen bekannt, Uber die Tumorglykane das
Immunsystem beeinflussen. Eine direkte Interaktion von glykosylierten Liganden auf
der Oberflache maligner Zellen mit inhibitorischen Rezeptoren auf der Oberflache
von CTLs und NK-Zellen, die das Gleichgewicht zwischen aktivierenden und
inhibitorischen Signalen zugunsten einer Inhibition verschiebt, wird diskutiert
(Agrawal et al., 1998; Sinclair,2000).

Veranderungen im Glykosylierungsmuster einiger Tumoren sind bereits naher
untersucht worden. So sind Coloncarcinome bezuglich ihrer Glykosylierung gut
charakterisiert. Sie weisen besonders Veranderungen in der Sialinsauredichte auf. In
einer Studie fand sich a2,6-gebundene Sialinsaure auf 23 von 26 Colon-
carcinomproben, jedoch auf keiner Probe gesunden Colongewebes (Agrawal et al.,
1998; Dall'Olio und Trere,1993; Sata et al., 1991). Tn- und STn-Antigene sind Marker
fur Adenocarcinome und werden mit erhohter Invasivitdt, Proliferation,
Metastasierung und schlechter Prognose assoziiert (Agrawal et al., 1998; Dall'Olio
und Chiricolo,2001; Hanski et al., 1996; Ito et al., 1997; ltzkowitz et al., 1990; Petretti
et al., 1999). Die entsprechenden Sialyltransferasen werden verstarkt exprimiert
(Kudo et al., 1998). Expression von Sialyl-Lewis*-Epitopen auf Coloncarcinomen geht
mit einer schlechteren Uberlebensrate einher (Nakamori et al., 1993). Da diese
Strukturen Liganden fur Selektine darstellen, ist es wahrscheinlich, dass sie zur
Tumorinvasion und Metastasierung beitragen (Kojima et al., 1992). Weitere
Untersuchungen haben gezeigt, dass durch das RAS-Onkogen, das in 50% aller
Colon-Adenocarcinome zu finden ist, ST6Gal-I hochreguliert und dadurch die
02,6-Sialylierung von 1 Integrin Adh&sionsrezeptoren auf Epithelzellen des Colons
erhoht wird. Hierdurch werden Bindungen an ECM-Komponenten verstarkt und eine
verstarkte Tumormigration ermoglicht (Seales et al., 2005). Dartber hinaus ist die
Sialidase Neu3, die Ganglioside hydrolysiert, in Coloncarcinomzellen hochreguliert.
Dies bewirkt eine Hemmung der Apoptose (Kakugawa et al., 2002). Dall'Olio et al.

haben gezeigt, dass «a2,6-Sialinsduren keinen Einflu@ auf das Killing von
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Coloncarcinom-Zellen durch NK-Zellen haben (Dall'Olio et al., 1997). Andere
Gruppen betonen jedoch, dass Sialylierung mit einer erhéhten Resistenz gegeniber
NK-Zell vermittelter Lyse einhergeht (Nicoll et al., 2003; Yogeeswaran et al., 1981).
Siglec-7 bindet an das auf nonmalignen Colonepithelzellen exprimierte Disialyl-
Lewis®-Antigen nicht aber an Sialyl-Lewis® auf Coloncarcinomzellen (Miyazaki et al.,
2004). Ein daraus resultierender Verlust normaler Zell-Zell-Erkennung zwischen
Mukosaepithel und Lymphozyten wird diskutiert.

Bei Brustkrebserkrankungen korreliert eine veranderte Glykosylierung mit dem Grad
der Malignitat. Auf Mamma-Carcinomzellen finden sich neben dem STn-Antigen
(Sewell et al., 2006) hochmolekulare Karbohydratstrukturen, die verstarkt sialyliert
und fucosyliert sind (Hakim,1988).

Zu Tumor-assoziierten Antigenen, die bei Brustkrebs oft Uberexprimiert werden,
zéhlen HER-2/neu (ERBB2), Antigene der MAGE-Familie und MUC-1. Insbesondere
die Funktion des Wachstumsfaktorrezeptors ERBB2 wird durch Interaktionen mit
Glykanen wie dem Gangliosid GM; oder dem Mucin MUC4 (Hollingsworth und
Swanson,2004) beeinflusst.

Bezuglich der Glykosylierung von Neuroblastomen ist bekannt, dass Ganglioside
verstarkt auf Neuroblastomen exprimiert werden. Gangliosid GM; interagiert mit
Galectin-1 (Kopitz et al., 1998). Das Gangliosid GD,, welches verstarkt in
Tumorgeweben und Seren von Neuroblastompatienten detektiert wurde (Cheung et
al.,, 1985; Schulz et al, 1984), wurde als Ziel fur Antikdrper-vermittelte,
immunotherapeutische Ansatze bei Patienten mit Neuroblastomen eingesetzt (Otto
et al., 2005; Simon et al., 2004).

Untersuchungen bezlglich der Glykosylierung von leukdmischen Zellen ergaben,
dass eine veréanderte Sialylierung mit verstarkter Proliferation von Lymphoblasten bei
ALL korreliert (Ghosh et al., 2007). Die akute lymphatische Leukadmie (ALL) stellt mit
80% die Uberwiegende padiatrische Leukamieform dar. Durch
Immunophéanotypisierung, zytogenetische und molekularbiologische Untersuchungen
erfolgt eine weitere Unterteilung in die entarteten B- und T-Zellreihen Pro-B-ALL,
common-ALL (cALL), pra-B-ALL sowie B-ALL und T-ALL. Die chronische myeloische
Leuk&dmie (CML) ist in 90-95% der Patienten durch das Philadelphiachromosom
[t(9;22) (g34;g11)], das im Fusionsonkogen der aktiven Tyrosinkinasen Bcr-Abl
resultiert, gekennzeichnet. Das Tyrosinkinase-Fusionsprotein Bcr/Abl kontrolliert die

Expression von NKG2D Rezeptor Liganden und des Gangliosids GM;. Der
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therapeutisch  eingesetzte  Tyrosinkinase-Inhibitor  Imatinib  beeinflusst  die
Oberflachenglykosylierung dieser Zellen und verdndert so die Bindung an den
NK-Zell-Rezeptor NKG2D und die zytolytische Aktivitat (Cebo et al., 2006). Eine
Quervernetzung von Siglec-7 oder Siglec-3 fuhrt bei chronisch-myeloischer

Leuk&mie zu einer Inhibition der Zellproliferation (Vitale et al., 2001).
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2 Hypothese und Zielsetzung

Veranderungen im Glykosylierungsmuster von Zell-Oberflachenproteinen finden sich
haufig bei maligner Transformation. Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden,
inwieweit Veranderungen in der Oberflachensialylierung Immunantworten modulieren
und so zu Prozessen der Immunevasion von Tumoren beitragen kdnnen.
Sialinsduren stellen das haufigste, terminale Karbohydrat in humanen Glykanen dar.
Untersuchungen dieser Arbeit konzentrieren sich auf eine Familie von Sialinsaure
bindenden Immunglobulin-ahnlichen Rezeptoren (Siglecs). Die meisten Mitglieder
dieser Familie werden auf humanen Leukozyten exprimiert und vermitteln
inhibitorische Signale nach Bindung ihrer Liganden. Es gibt Hinweise darauf, dass
die Aktivierung von inhibitorischen Rezeptoren aus der Familie der Siglecs
entscheidend an der Vermittlung von Toleranz beteiligt ist.

Es kann daher die Hypothese aufgestellt werden, dass Sialoglykane auf der
Oberflache maligner Zellen Liganden fir Siglecs darstellen und so an einer Inhibition
von attackierenden Effektorzellen beteiligt sind. Dies wirde es Tumoren

ermdglichen, einer Immunantwort zu entgehen.

A
i Tumorzelle

U\‘r‘ Sialinsaure-
/‘\’) \\\t tragendes
Glykoprotein

a1y Effektorzelle

Abb. 2.1: Modell der Arbeitshypothese. Tumorzellen exprimieren Sialinsdure-konjugierte
Oberflachenproteine, die Liganden fir inhibitorische Rezeptoren aus der Familie der Siglecs
darstellen. Nach Bindung der Sialinsdure-Reste an Siglecs auf der Oberflache von Effektorzellen, wird

ein inhibitorisches Signal generiert, das die Effektorzelle in ihrer Aktivitat hemmt.
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Das Aufgabengebiet dieser Arbeit beinhaltet:

1. Rekombinante Expression von Siglec-7 und Siglec-9

2. Detalillierte Siglec-Ligandenanalyse mit Glykan Arrays

3. Analyse der Siglec-Ligandenexpression im Immunsystem und auf
padiatrischen Malignomen

4. Funktionelle Untersuchung der Rolle von Siglecs in Kompetitionsexperimenten
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme
AEC (3-Amino-9-ethylcarbazole)-Tabletten Sigma-Aldrich, Steinheim

Ampicillin (Na-Salz) Roth, Karlsruhe

anti-CD4 MACS MicroBeads (keine Angaben Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
zum Klon)

anti-CD8 MACS MicroBeads (Klon BW135/80) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

anti-CD14 MACS MicroBeads (keine Angaben Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
zum Klon)

anti-CD56 MACS MicroBeads (keine Angaben Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
zum Klon)

anti-PE  MACS MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

N,N-Bis[2-hydroxyethyl]-2- Sigma-Aldrich, Steinheim
aminoethansulfonsaure (BES)

Biocoll Separating Solution (Dichte 1,077 g/ml) Biochrom, Berlin

Biotin-Protein-Ligase BIRA500 [1 mg/ml], Biomix Avidity, Denver, CO
Aund B

Bromphenolblau Roth, Karlsruhe

BSA, Fraktion V, mind. 98%, proteasefrei Sigma-Aldrich, Steinheim
CaCl, - 2 H,0 Merck, Darmstadt
3-(Cyclohexylamin)-propan-1-sulfonséure Sigma-Aldrich, Steinheim
(CAPS)

CD4" CD25" T,eq Isolierungskit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Complete Mini EDTA-free, Roche Diagnostics, Mannheim
Protease Inhibitor

Coomassie Brilliant Blue G250 Sigma-Aldrich, Steinheim
Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) Cambrex, Verviers, Belgien
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt

EDTA, Dinatriumsalz, Dihydrat Roth, Karlsruhe
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Essigsaure p. a.

Ethanol

FACS Flow®

Fotales Kalber Serum (FCS)

Fortecortin 4 mg/ml (INN: Dexamethason)
Gel Extraktion Purification Kit

Glycin

Granulozyten-Makrophagen-
koloniestimulierender-Faktor (GM-CSF)

Ham’'s F-12 Medium

Hanks’ Salzlésung mit Ca®* und Mg?*
(HBSS)

Heparin, Canusal
HEPES (1 M)
6x His Protein Ladder

Humanes Serum Albumin

Interferon-y (IFN-y), human
Interleukin-1( (IL-13), human
Interleukin-2 (IL-2), human
Interleukin-4 (IL-4), human
Interleukin-6 (IL-6), human
Imidazol

Isopropanol

Luria-Bertani (LB) Broth Medium
L-Glutamin (200 mM)
Loading Buffer (4x)
Lysepuffer

Methanol
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Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Becton Dickinson, Heidelberg
Biochrom, Berlin, Deutschland
Merck Pharma GmbH, Darmstadt
Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

R&D Systems, Minneapolis, MN

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin oder Cambrex, Verviers,
Belgien

CP Pharmaceuticals LTD, England
Biochrom, Berlin
Qiagen, Hilden

Centeon Pharma GmbH, Marburg;
jetzt Aventis Behring, Marburg

R&D Systems, Minneapolis, MN
R&D Systems, Minneapolis, MN
R&D Systems, Minneapolis, MN
R&D Systems, Minneapolis, MN
R&D Systems, Minneapolis, MN
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

LAB M, Lancashire, England
Biochrom, Berlin

Invitrogen, Carlsbad, CA
Universitatsapotheke Tubingen

Merck, Darmstadt
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Micro BCA™ Protein Assay Kit
MOPS SDS Running Buffer
Na-Pyruvat (100 mM)
Na;HPO,4+12 H,O

NacCl

NaOH (1 M)
Natriumdodecylsulfat (Na-SDS)

Neuraminidase a2-3, -6, -8 (Vibrio cholerae)

Nicht-essentielle Aminoséauren (100 mM)
Ni-NTA Agarose

NK cell isolation Kit Il

OKT3

Opti-MEM |

PBS ohne Ca**, Mg?"

Penicillin/Streptomycin (10000 IE/10000 pg/ml )

PeqGOLD High Range DNA-Leiter

PeqgGold Protein Marker

Phytohamagglutinin (PHA)

PNGase F, Nonidet®P-40 (NP-40), G7 Puffer
Polyglobin (humane Immunglobuline)
Propidiumiodid

Prostaglandin E;

Qiagen Plasmid Maxi Kit
Qproteome Glycoprofiling Field-Test Kit

Rainbow coloured molecular
weight marker (Rainbow marker)
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Pierce, Rockford, IL
Invitrogen, Carlsbad, CA
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Calbiochem, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Qiagen, Hilden

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Orthoclone, Janssen-Cilag GmbH, Neuss

Gibco BRL, Paisley, Grof3britannien

Gibco BRL, Paisley, Grol3britannien oder
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Peglab, Erlangen

Peglab, Erlangen

Sigma-Aldrich, Steinheim

New England BioLabs, Ipswich, MA
Bayer, Leverkusen

BD Pharmingen, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Amersham, Freiburg
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Restriktionsenzym Bgl Il (10000 U/ml), NEB-
Puffer 3

Restriktionsenzym Hind 111 (20000 U/ml), NEB-
Puffer 2

Restriktionsenzym Xba | (20000 U/ml), NEB-
Puffer 2

RPMI 1640 mit Phenolrot
Salzsaure 1M

Streptavidin-Horseradish-Peroxidase-Konjugat
(SA-HRP)

Streptavidin R-Phycoerythrin Konjugat (SA-PE)
N-Hydroxysulfosuccinimid (Sulfo-NHS) Biotin
Sulfosalicylsaure

Super Signal West Pico Luminol Enhancer
Solution, Stable Peroxidase Solution

Trichloressigsaure (TCA)

TEMED

Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a), human
Tris-Base

Triton X-100

Trypanblau

Trypsin/EDTA 0,05%/0,02% (w/v) in PBS ohne
ca*", Mg*

Trypsin, 2,5%

Tunicamycin (50 mg/ml)

Tween 20
Vectastain ABC Kit
X-Vivo 20 Medium

Zeocin (100 mg/ml)
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New England Biolab, Frankfurt/Main

New England Biolab, Frankfurt/Main

New England Biolab, Frankfurt/Main

Biochrom, Berlin
Merck, Darmstadt

Amersham, Freiburg

Molecular Probes, Eugene, OR
Pierce, Rockford, IL
Sigma-Aldrich, Steinheim

Pierce, Rockford, IL

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

R&D Systems, Minneapolis, MN
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien

Alexis Biochemicals, Grunberg

Roth, Karlsruhe
Vector Laboratories, Burlingame
Bio Whittacker, Verviers, Belgien

Invitrogen, Carlsbad, CA
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3.2 Antikorper und Lektine

Murine anti-human Antikorper:

Maus 1gG1,k-FITC/PE/APC (Isotypkontrolle)

anti-CD3-FITC/PE (Klon Sk-7)

anti-CD4-FITC/PE/APC (Klon RPA-T4)

anti-CD5-FITC (Klon L17F12)
anti-CD8-FITC/PE/APC (Klon SK1)
anti-CD10-FITC (Klon W8ET7)
anti-CD10-PE (Klon ALB1)

anti-CD14-FITC/PE (Klon M@P9)
anti-CD15-FITC (Klon HI98)
anti-CD19-FITC/PE (Klon HIB19)
anti-CD19-APC (Klon LT19)
anti-CD25-FITC/APC (Klon M-A251)
anti-CD27-FITC (Klon L128)
anti-CD38-FITC (Klon HIT2)
anti-CD56-FITC (Klon B159)
anti-CD69-FITC (Klon FN50)
anti-CD83-FITC (Klon HB15A)

anti-CD86-FITC (Klon 2331 (FUN-1))
anti-CD138-FITC (Klon MI15)

anti-HLA-ABC-FITC/PE (Klon G46-2.6)

anti-HLA-DR-FITC/PE (Klon TU36)

anti-Siglec-7 biotinyliert (Klon 194212)

anti-Siglec-7-PE (Klon F023-420)
anti-Siglec-9-FITC (Klon E10-286)

anti-Penta-His-HRP-Konjugat
MAL Il biotinyliert

SNL-FITC

SA-FITC/PE

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Immunotech (Beckman
Coulter, Fullerton, CA)

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Immunotech (Beckman
Coulter, Fullerton, CA)

BD Pharmingen, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
R&D Systems, Minneapolis, MN
BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Qiagen, Hilden
Vector Laboratories, Burlingame, CA
Vector Laboratories, Burlingame, CA

BD Pharmingen, Heidelberg
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SA-HRP
Schaf-anti-Maus-Ig-HRP

Maus-anti-human-lgG-PE (Klon G18-145)

anti-human IFNy mAb (Klon 1-D1K)

Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg
BD Biosciences, Heidelberg

Mabtech, Stockholm, Schweden

anti-human IFNy mADb, biotinyliert (Klon 7B61) Mabtech, Stockholm, Schweden

PKH-2, PKH-26 fluorescent cell linker dye

Vybrant™CFDA SE Cell Tracer Kit

3.3 Gerate

Begasungsbrutschrank HERA Cell Inkubator

Bestrahlungsgerat Gammacell 1000 Elite

BioRad Power Pac 200

Classic E.O.S. Filmentwicklungsmaschine

Durchflusszytometer FACS-Calibur
Electrophoresis unit mini-Protean Il
Elektroporationsgeréat

ELISpot Reader Immunospot
Geltrockner

Gene Quant Il Photometer

Jura Impressa XF70

Kryobox

pH-Meter Multical mit SenTix Plus Messkette

Microplate reader Milenia Kinetic Analyzer

Schuttelinkubator

Schittler Heidolph Polymax1040
Semi Dry Transfer cell, Trans-Blot
Horizontale Electrophorese Unit
Test-Tube-Rotator

Thermomixer 5436
Uberkopfmischer Heidolph Reax 2

Ultrazentrifuge Beckmann Avanti J-25

Sigma-Aldrich, Steinheim

Molecular Probes, Inc., Eugene, OR

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
MDS Nordion, Fleurus, Belgien
BioRad, Miunchen

Agfa, Koln

Becton Dickinson, Heidelberg
Bio-RAD, Minchen

Fischer, Heidelberg

Cellular Technology Ltd., Aalen
BioRad, Miinchen

Amersham Pharmacia, Freiburg
JURA Elektroapparate, Niederbuch-
siten, Schweiz

Qualilab, Bezug Uber VWR
International GmbH, Wien
Wissenschaftlich-Technische
Werkstatten, Weilheim

Milenia Biotec, Bad Nauheim

GFL, Burgwedel

Heidolph, Schwabach

Bio-RAD, Minchen

Sigma-Aldrich, Steinheim

Snijders, Tilburg, NL

Eppendorf, Hamburg

Heidolph, Schwabach

Beckmann, Minchen
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Umkehrmikroskop LM Olympus 1X50
Vario MACS Separator

X-cell Surelock II Mini-Cell
Zellzahlgerat COBAS MICROS
Zentrifuge Rotixa 50 RS

3.4 Verbrauchsmaterialien

Blottingpapiere MN 827B
Cell Strainer 70 um Nylon

Centricons YM 10

Einfrierréhrchen (Cryogenic vials) 1,2 ml

Elektroporationskivette, 4 mm
ELISpot Multi-Screen®-HA
Nitrocellulose-Mikrotiter Platte
Eppendorfréohrchen Safe-Lock; 0,5, 1,5

und 2 ml

Falcon Polypropylen-Rdhrchen; 15 ml, 50 mi

Gradientengele, Bis-Tris 4-12%
Kanule 21G (Sterican)
Kodak X-omat AR Film

MACS-Saulen (LD, MS, LS)
Nitrocellulosemembran 0,45 uM
Polypropylen Saulen (5ml)
Polystyrolrohrchen fir FACS, 5 ml

Polyvinylidenfluorid-Transfermembran
(Hybond-P), PVDF-Membran
Slide-A-Lyzer Dialysier-Kassette,
10000 MWCO

Spin-X, Zentrifugenfilterréhrchen; 0,22 uM
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Olympus, Hamburg

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Invitrogen, Carlsbad, CA

Roche Diagnostics, Mannheim

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Macherey-Nagel, Duren, Deutschland
Becton Dickinson Labware, Franklin
Lakes, NJ

Millipore, Bedford, MA

Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande
Peglab, Erlangen

Millipore, Bedford, MA

Eppendorf AG, Hamburg

Becton Dickinson Labware, Franklin
Lakes, NJ

Invitrogen, Carlsbad, CA

Braun, Melsungen

Eastman Kodak Company, Rochester,
NY

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Invitrogen, Carlsbad, CA

Pierce, Rockford, IL

Becton Dickinson, Discovery Labware,
Bedford, MA

Amersham, Freiburg

Pierce, Rockford, IL

Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande
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Zellkulturflaschen Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande

(162 cm?, 75 cm?, 25 cm?)

Zellkulturplatten 6-Well Becton Dickinson Labware, Franklin
Lanes, USA

Zellkulturplatten 12-, 24-, 48-, 96-Well Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande

3.5 Puffer und Lésungen

Plasmidaufreinigung (Plasmid Purification Kit, Qiag en)

Aquilibrierungspuffer Resuspensionspuffer
750 mM NacCl 50 mM Tris-Cl, pH 8,0
50 mM MOPS, pH 7,0 10 mM EDTA
15% Isopropanol (v/v) 100 pg/ml RNAse A
0,15% Triton-X-100 (v/v) in dH20 in dH20
Waschpuffer Lysepuffer
1,0 M NaCl 200 mM NaOH
50 mM MOPS, pH 7 1% SDS
15% Isopropanol (v/v) in dH20
in dH,0
Neutralisierungspuffer Elutionspuffer
3,0 M Kaliumacetat, pH 5,5 1,25 M NaCl
in dH.0 50 mM Tris-Cl, pH 5,5
15% Isopropanol (v/v)
in dH20

Puffer zur Erythrozytenlyse

8,29 g Ammoniumchlorid

19 Kaliumhydrogencarbonat
0,037 g Na,-EDTA-2H,0

pro 1000 ml
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Puffer zur Herstellung von Zelllysaten

50 mM Tris-Cl, pH 7,4

150 mM NacCl

1% NP-40

1% Natrium-Deoxycholat

ImM EDTA

0,1% SDS

2X Protease-Inhibitor Complete (Zugabe direkt vor Gebrauch)

Imidazolpuffer zur Proteinaufreinigung
Aquilibrations-/ Waschpuffer A (pH 8,0)  Elutionspuffer B (pH 7,0)

50 mM Na,HPO, 50 mM Na,HPO,
300 mM NaCl 300 mM NaCl

20 mM Imidazol 250 mM Imidazol
0,1% Tween 20 0,05% Tween 20
in dH»0 in dH20

Puffer fur analytische Gelelektrophorese
DNA-Ladepuffer (10x) 1 x TBE
0,25% Bromphenolblau
50% Glycerol
TBE-Puffer (5x) pH 8,3 270 g Tris-Base
137,5 g Borsaure
100 ml EDTA 0,5 M

Puffer fur SDS-PAGE und Western Blot

Proben-Ladepuffer (NUPAGE, Invitrogen) 4x, pH 8,5, in dH,0 ad 10 ml
49 Glycerol

0,682 g Tris Base

0,666 g Tris HCI

0,89 LDS (Lithium Dodecylsulfat)
0,006 g EDTA

0,75 ml Serva Blue G250, 1%-Ldsung
0,25 ml Phenolrot, 1%-LAsung
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MOPS SDS Running Buffer (Invitrogen) 20x, pH 7,7

1M MOPS (3-(N-morpholino) Propan Sulfonsaure)

1M Tris Base
69,3 mM SDS
20,5 mM EDTA

in dH»0 ad 500 ml

Tris buffered saline (TBS) pH 7,6
12,1 g Tris-Base

40g NacCl

in dH»,0 ad 5000 ml

pH wurde mit HCI (1 M) eingestellt

TBS-Tween
TBS mit 0,1% (v/v) Tween-20

CAPS-Transferpuffer (pH 11,0)

10 mM 3-(Cyclohexylamin)-propan-1-sulfonséaure (CAPS)
0,005% SDS

1% Methanol

in dH0

pH wurde mit NaOH (1M) eingestellt

Puffer fir Coomassiefarbung

Fixierlésung 25% (v/v)
10% (v/v)
in dH,0

Farbeldsung 10% (v/v)
0,006%
in dH,0

Entfarbelésung 10% (v/v)
in dH,0
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MACS-Puffer
PBS + 0,5% humanes Serum-Albumin (HSA)
im Ultraschallbad fir 2 h entgast

Biotinylierungspuffer

Biomix A 05M Bicine Puffer (pH 8,3)
in dH»0

Biomix B 100 mM ATP
100 mM Magnesiumacetat
500 uM Biotin
in dH»0

Calciumphosphatprazipitation

BBS-Puffer

50 mM BES (N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsaure)

280 mM NacCl

1,5 mM NaH,PO4

in dH,0

Die Lésung wurde mit 1 M Salzsaure exakt auf pH 6,96 eingestellt, steril filtriert,

aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -20<C gelagert.

IFNy-ELISpot-Assay

ELISpot Waschpuffer 0,1% Tween 20 in PBS
Avidin-Peroxidase-LOsung je 1 Tropfen Reagenz A und B (Vectastain

ABC Kit) in 10 ml 0,1% Tween/PBS-Puffer
Acetatpuffer 15 mM Essigséaure

35 mM Natriumacetat
in dH,0

AEC-Entwicklerlésung 1 Tablette AEC-Chromogen (3-Amino-9-
ethylcarbazol) gelést in 2,5 ml Dimethyl-
formamid, mit Acetatpuffer auf 50 ml
aufgefullt, steril filtriert, vor Gebrauch 25 pl

H,0, 30% zugegeben
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3.6 Bakterienstamme und Nahrlésungen

Chemisch kompetente DH5a™-T1R E. coli (Invitrogen)

Genotyp:

F ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17(r, m¢") phoA supE44
thi-1 gyrA96 relAl tonA

LB-Medium (vor Gebrauch autoklaviert) 10g Trypton
59 Hefeextrakt
10g NacCl
in 800 ml dH,0
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Methoden

3.7 Klonierung der Siglec-Fusionsproteine

Fur die experimentelle Analyse wurden rekombinante Siglec-Fusionsproteine
verwendet. Zur Herstellung wurden die extrazellularen Doméanen von Siglec-7 und
Siglec-9 kloniert, damit die Produkte gut wasserldslich sind. So ist zwar eine
Untersuchung der durch die intrazellulare Domane initiierten Signalkaskade nicht
maoglich, jedoch bleibt die Ligandenbindung der rekombinanten Proteine erhalten. Da
auch die Transmembrandoméane nicht kloniert wurde, kann das neu synthetisierte
Protein sezerniert werden und so aus dem Zellkulturmedium mittels
Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden.

Die Konstrukte wurden von Dr. Ingo Miiller konzipiert und kloniert. Sie wurden zur
Durchfihrung dieser Arbeit zur Verfigung gestellt. Im Folgenden soll kurz die
Klonierungsstrategie néher erlautert werden.

Zur  Herstellung der Konstrukte wurden jeweils die aminoterminale
Immunglobulin-&hnliche Ligandenbindungsdoméane vom V-Typ sowie die beiden
aminoterminal liegenden C2-Set-Doméanen gewahlt, um eine ausreichende Stabilitat
des Proteins zu gewahrleisten.

Die Domanen wurden mit Hilfe der Primer TCTAGAATGCTGCTGCTGCTGCTGCT
und TCTAGAGTTGCAGGGAGAGGTTCAGG fur Siglec-7 sowie ATGCTGCTGCTG-
CTGCTGCC und GGCTTTGCTCTGCAGGGAGA fur Siglec-9 durch RT-PCR aus
PBMCs kloniert. Zusatzlich wurden Restriktionsschnittstellen eingefihrt, um das
Amplikon in einen Expressionsvektor klonieren zu kénnen. Hierbei handelte es sich
um den Expressionsvektor pcDNA 3.1 V5/His (Invitrogen, Carlsbad, CA). Dieser
enthalt einen T7-Promotor sowie eine Ampicillin-Resistenzkassette zur prokaryonti-
schen Expression und Selektion. Dariiber hinaus verfugt er Uber einen CMV-Pro-
motor und eine Neomycin-Resistenzkassette zur Expression und Selektion in
eukaryontischen Zellen. Siglec-7 bzw. Siglec-9 wurden mittels entsprechender
Restriktionsenzyme aminoterminal zum viralen Epitop V5 in die multiple cloning site
einkloniert. Restriktionsenzyme, Ligase und Puffer (Invitrogen) wurden dabei nach
Anleitung des Herstellers verwendet. Um eine spatere Oligomerisierung des Proteins
mittels Streptavidin-(R)-Phycoerythrin yAll ermdglichen, wurde eine

Biotinylierungszielsequenz Uber Primer extension eingefihrt. Hierzu wurden die
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Sequenzen ATAAGGGCCCGGATCCCTGCATCATATTCTGGATGCACAGAAAAT
und GGTTACCGGTACGATGATTCCACACCATTTTCTGTGCATCCAGAA benutzt.
Die Produkte wurden 3’ vom jeweiligen Insert in das Standardgertst des Vektors
eingebaut. Das virale Epitop V5 wurde herausgeschnitten. Carboxyterminal liegt ein
aus sechs konstitutiven Histidinen bestehender His-Tag, der eine Aufreinigung und
eine Detektion des Proteins ermoglicht. Die Klonierung wurde so durchgefuhrt, dass
ein Stopcodon nach der Sequenz des His-Tags die Sequenz des Fusionsproteins
beendet. Abb. 3.1 zeigt schematisch den Vektor, in den das Insert fir das
Siglec-7-Fusionsprotein kloniert wurde. Durch Sequenzierungsanalysen wurde
bestétigt, dass die Konstrukte einen durchgangigen Leserahmen mit der korrekten
Sequenz enthielten. Hierbei wurden die Primer CTCACTATAGGGAGACCCAAGCTG
(sense) und AGACCGAGGAGAGGGTTAG-GGA (antisense) benutzt.
Sequenzierungen wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) durchgefihrt.
Eine Auswertung der Sequenzierungen erfolgte mit Hilfe des
Blast-Alignment-Programmes (www.ncbi.nim.nih.gov/blast). Zur Amplifizierung der
Konstrukte wurden anschlieBend kompetente E.coli-Bakterien des DH5a -Stammes

transformiert.
Ampicillin Resistance Gene CMV Promoter

\‘\8-7 long Fusion Protein

Siglec-7-Bio in pcDNA3.1
6442 bp

Biotinylation Target Sequence

6 x His Tag

Neomycin Resistance gene

Abb. 3.1: Siglec-7 in pcDNA3.1
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3.7.1 Plasmidisolierung

Einzelkolonien positiver Klone wurden in 2 ml LB-Medium unter Zugabe von
100 pg/ml Ampicillin far 12 h bei 37 und 200 UpM inkubiert. Ein Teil dieser Kultur
wurde im Verhaltnis 4:1 mit sterilem Glycerol gemischt und in Einfrierrdhrchen bei
-80C weggefroren.

Eine Kultur von E. coli des DH5a-Stammes, die das Siglec-7- bzw. Siglec-9-Plasmid
enthielten, wurde in 250 ml LB-Medium unter Zugabe von 100 pg/ml Ampicillin Gber
Nacht bei 37C und 200 UpM im Bakterienschittler ve rmehrt. Die Aufreinigung der
DNA wurde mit Hilfe des Plasmid Purification Kit (Qiagen) nach Anleitung des
Herstellers durchgefihrt. Hierbei wurde die Bakteriensuspension bei 6000 x g fur 15
min abzentrifugiert, das Pellet in Puffer resuspendiert und eine alkalische Lyse
durchgefiihrt. Der Uberstand wurde auf eine Anionenaustauschersaule gegeben. Die
Saule wurde mit Waschpuffer gewaschen und die DNA mit Elutionspuffer héheren
Salzgehaltes eluiert. AnschlielRend wurde eine Fallung mit Isopropanol bei 15000 x g
und 4T durchgefiihrt und das Pellet mit Ethanol gew aschen. Nach dem Trocknen
wurde die erhaltene DNA in dH,0 gelost und bei 4C gelagert. Die Konzentration

wurde photometrisch bestimmt.

3.7.2 Photometrische Bestimmung des DNA-Gehaltes

Zur Bestimmung des DNA-Gehaltes wurde die optische Dichte (OD) einer wassrigen
1:100-Verdinnung der Plasmidpraparation gegen Wasser als Leerwert im
Photometer bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Um Aussagen Uber die
Reinheit der DNA zu treffen, wurde der Quotient aus OD2g0 nm zU OD2go nm gebildet, er
sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
Die Berechnung der Konzentration an DNA wird durch folgende Formel méglich:
¢ [ug/ml] = OD2sonm X V X F

C Konzentration der Ausgangslosung

\% Verdunnungsfaktor

F Multiplikationsfaktor (48 [pg/ml] fir dsDNA)

3.7.3 Restriktionsverdau

Zur Uberprifung der Sequenz der Plasmide wurden Kontrollverdaus durchgefiihrt.

Die zu erwartenden Fragmente wurden mit Hilfe der VektorNTI-Software (InforMax,
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Version 9.0) errechnet. Es wurden 2 pg des Plasmides in einem 20 pl-Ansatz mit 1x
Puffer NEB 2, je 40 U Hind Il und Xba I, sowie BSA zusammengegeben. Der Ansatz
wurde mit dH,0 aufgefullt und fir 60 min bei 37 inkubiert.

3.7.4 Analytische Gelelektrophorese

Durch Gelelektrophorese werden negativ geladene Nukleinsduren im elektrischen
Feld nach ihrer Molektilgrof3e und elektrophoretischen Beweglichkeit aufgetrennt. Zur
Durchfihrung wurden die Proben mit 10 x DNA-Laufpuffer im Verhaltnis 1:10
gemischt und auf einem 1% Agarosegel analysiert. Parallel wurde ein DNA-Marker
(100 bp-Leiter) geladen. Die Agarose wurde in TBE-Puffer (1x) durch Erhitzen in der
Mikrowelle gel6ést und in einen Trager mit Gelkamm gegossen. Die Elektrophorese
wurde in horizontalen Laufkammern bei 5-7 V/cm Gellange in 1x TBE-Puffer
durchgefiihrt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel in 0,5 pg/ml Ethidiumbromid in
TBE fur 15 min gefarbt und anschlielend mit dH,0 gewaschen. Ethidiumbromid
interkaliert in die DNA und emittiert nach Anregung mit ultraviolettem Licht bei
590 nm. Die Dokumentation erfolgte durch Fotografie des Gels unter ultraviolettem
Licht.

3.8 Expression der Siglec-Fusionsproteine

3.8.1 Transiente Transfektion mittels Calciumphosph  atprazipitation

Die Expression der Siglec-Fusionsproteine erfolgte in 293T-Zellen. Hierbei handelt
es sich um humane, embryonale Nieren-Fibroblasten, die mit SV40 large T-Antigen
transfiziert wurden. Es wurden eukaryontische Zellen gewéhlt, um eine
Glykosylierung des Proteins sicherzustellen. Diese spielt bei der korrekten Faltung
des Proteins und der Ligandenerkennung eine wesentliche Rolle. 293T-Zellen
wurden mittels Calciumphosphatpréazipitation (Chen und Okayama,1987) transfiziert.
Hierzu wurden 293T-Zellen in DMEM/HAMS F12 + 10% (v/v) FCS, 2 mM Glutamin,
100 I.E./ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin so ausgesat, dass sie am Tag der
Transfektion zu etwa 80% konfluent waren. 2 h vor Transfektion wurde ein
Mediumwechsel zu antibiotikafreiem Medium bestehend aus 1/6 Ham’'s F12,
5/6 DMEM, 10% FCS und 2 mM Glutamin durchgefuhrt. Zur Durchfihrung der
Transfektion wurden 125 pl 2,5 M CaCl,, 1075 pl dH,O und 50 pg DNA pro

Transfektion einer 162 cm?Zellkulturflasche tropfenweise zusammengegeben.
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Anschliel3end wurde diese LAsung tropfenweise mit 1250 ul BBS pH 6,96 gemischt.
Nach 20 min Inkubation wurde die Prazipitatlosung tropfenweise in 25 ml
Nahrmedium gegeben.

Nach 15-18 h fand ein Mediumswechsel zu Serum-reduziertem Medium bestehend
aus 95% DMEM, 5% Ham’'s F12, 0,5% FCS, 2 mM Glutamin statt, um fir die
Aufreinigung stérendes Albumin zu minimieren. Bis zur Aufreinigung, die nach
weiteren 24 Stunden durchgefiihrt wurde, wurden die Zellen bei 37C und 5% CO ,
kultiviert.

Zur Bestimmung des optimalen pH-Werts des BBS-Transfektionspuffers und zur
Uberprifung der Transfektion wurden in einem parallelen Ansatz 293T-Zellen mit
einem Lac-z-Expressionsvektor, welcher fur 3-Galaktosidase kodiert, transfiziert. Die
Transfektion wurde analog zur Transfektion mit Siglec-Plasmiden durchgefuhrt. Es
wurden dabei 4 ug Lac-z-Plasmid pro Vertiefung einer 6-well-Platte eingesetzt. Die
Zellen wurden bei 37T inkubiert und nach 24 h gefarbt. Hierzu wurden die Zellen
nach zweimaligem Waschen mit PBS ohne Ca** und Mg** mit 5% (v/v) Formaldehyd,
0,2% Glutaraldehyd in PBS fur 10 min bei Raumtemperatur fixiert und anschliel3end
in PBS gewaschen. Zur Farbung wurde Substrat in Form von x-Gal (5-Brom-4-Chlor-
3-indolyl-B3-D-galaktopyranosid) zugegeben, das nach katalytischer Umsetzung durch
Galaktosidase in einer Blaufarbung der Zellen resultiert. Die Zellen wurden hierbei fur
2-24 h in der Farbelésung bestehend aus 5 mM Kaliumferricyanid, 5 mM
Kaliumferrocyanid, 2 mM Magnesiumchlorid, 1 mg/ml x-Gal in PBS bei 37C
inkubiert. Uber Auszahlung der blau gefarbten Zellen am Lichtmikroskop konnten
nach 2-4 h Aussagen Uber die erfolgreiche Durchfihrung der Transfektion und die

Transfektionseffizienz gewonnen werden.

3.8.2 Stabile Transfektion

Zur Herstellung stabiler Klone wurden transient transfizierte 293T-Zellen nach
Abnahme des Uberstandes fiir die Proteinaufreinigung in G418-Selektionsmedium
kultiviert. In Vorversuchen wurde mittels Titrationsreihen eine Konzentration von
2 mg/ml G418 als toxisch fur untransfizierte 293T-Zellen bestimmt und daher in
weiteren Versuchen als Konzentration eingesetzt. Die so behandelten Zellen wurden
in 96-well-Platten kultiviert. Alle 2-3 Tage wurde ein Mediumswechsel durchgefihrt.

Es wurde versucht, Einzelzellkolonien hochzuziehen. Die noch lebenden Zellen
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wurden in Selektionsmedium kultiviert und 24 h vor Aufreinigung einem
Mediumswechsel zu Serum-reduziertem Medium bestehend aus 95% DMEM, 5%
Ham’'s F12, 0,5% FCS, 2 mM Glutamin unterzogen.

Zur Herstellung stabiler Siglec-9 exprimierender Klone wurden 293T-Zellen mit
linearisiertem Siglec-9-Plasmid elektroporiert. Hierfir wurde zunachst das Siglec-9-
Plasmid einem Restriktionsverdau mit dem im Vektor nur einfach schneidenden
Restriktionsenzym Bgl Il unterzogen. In zwei 50 pl-Ansatzen wurden dabei je 50 ug
Siglec-9-Plasmid mit 30 U Bgl lI-Enzym und 5 ul NEB 3-Puffer gemischt und fur
2 Stunden bei 37 inkubiert. Das verdaute Plasmid wurde durch Gelelektrophorese
auf einem 0,8%igen Agarosegel aufgetrennt, die linearisierten Plasmidbanden nach
kurzer Kontrolle unter UV-Licht lokalisiert, ausgeschnitten und mit Hilfe des Gel
Extraktion Purification Kits (Qiagen) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Zur
Elektroporation wurde die aufgereinigte Verdauprobe mit 1x10’ 293T-Zellen in
eiskaltem PBS in einer Elektroporationskivette (Peglab) zusammengegeben und im
Elektroporator (Fischer) einem Impuls von 360 V fur 10 msec ausgesetzt.
Unmittelbar danach wurden die Zellen in vorgewarmtes Kulturmedium tberfuhrt und
auf 96-well-Platten in unterschiedlichen Dichten ausgesat. Nach zwei Tagen wurde
ein Mediumwechsel zu Selektionsmedium bestehend aus DMEM, 10% (v/v) FCS,
2 mM Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin + 2 mg/ml G418
durchgefiihrt. Auch hier wurde versucht, Einzelzellkolonien hochzuziehen und die
noch lebenden Zellen nach einigen Wochen in Selektionsmedium Uberfihrt. Zur
Aufreinigung wurden die Zellen fir 24 h in Serum-reduziertem Medium kultiviert und

Protein aus dem Uberstand isoliert.

3.8.3 Aufreinigung des Fusionsproteins mittels Affi nitdtschromatographie

Das His-Tag-tragende Fusionsprotein wurde aus dem Uberstand transfizierter
293T-Zellen aufgereinigt. Die transient transfizierten Zellen wurden anschlieRend
verworfen. Die Aufreinigung erfolgte Uber Affinitatschromatographie. Die Histidine
sollten dabei durch Nickel gebunden werden. Hierzu wurden Polypropylen-Saulen
mit 500 pl Nickel-NTA-Agarose beads beladen und mit 3 ml Aquilibrationspuffer
gewaschen. Das Zellkulturmedium wurde bei 350 x g fur 10 min abzentrifugiert, das
Pellet verworfen und der Uberstand mit 1/5 Volumen Aquilibrationspuffer versetzt
und auf die Saulen gegeben. Nach zweimaligem Waschen mit je 2 ml Waschpuffer

wurde das Protein mittels 250 mM-haltigem Imidazol-Puffer in 7 250 ul-Fraktionen
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eluiert. Das Eluat wurde durch Ultrafiltration in Zentrifugationsrohrchen (Centricons
YM-10 oder Amicon Ultra-15 centrifugal filter units) mit einem Ausschlussgewicht von
10 kDa bei 3500 x g aufkonzentriert. Die Zentrifugation wurde beendet, wenn 1/10
des Anfangsvolumens erreicht wurde, typischerweise 250 pl. Proteine wurden
anschlieBend zweimal in 2 ml 10 mM Tris-HCI, pH 8 aufgenommen und erneut bis
auf 1/10 des Anfangsvolumens durch Zentrifugation aufkonzentriert. Wurde
nachfolgend keine Biotinylierung des Proteins durchgefiihrt, wurden die Proteine
zweimal mit 2 ml Hank’s versetzt und aufkonzentriert.

Zum Proteinnachweis und zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden BCA-
Proteinbestimmung, SDS-PAGE, Coomassie-Farbung und Western-Blot-Analysen
durchgefuhrt.

Die erhaltenen Proteine werden im Folgenden als Siglec-7*" und Siglec-9%*

bezeichnet.

3.8.4 Denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektropho  rese

Bei der denaturierenden SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese werden Proteine
durch Bindung von Sodiumdodecylsulfat negativ geladen und denaturiert,
Disulfidbricken werden durch DTT gebrochen. Die Proteine kdénnen so im
elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Die Mobilitat der
Proteine ist hierbei umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer Molekularmassen.
Far die Elektrophorese  wurden kommerziell erhaltliche 4-12%ige
Bis-Tris-Gradienten-Gele verwendet. Die zu analysierenden Proben wurden mit 10 pl
1x Ladepuffer mit 0,093 g/ml DTT bei 95T fur 5 min erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf
Eis wurden die Proben kurz zentrifugiert und 20 ul auf das Gel aufgetragen. Zur
Herstellung von Zelllysaten adhéarenter Zellen wurden die Zellen in der
Zellkulturflasche mit PBS gewaschen, der Boden der Flasche mit eiskaltem
Lysepuffer bedeckt und die Zellen anschlieRend mit Hilfe eines Zellschabers
abgeltdst. Das Lysat wurde in Eppendorfgefallen aufgenommen, 15 min bei 4C
rotiert, bei 14000 g und 4<C fur 10 min abzentrifug iert und der resultierende Zelllysat-
Uberstand bei -20C gelagert oder fiir Analysen weit erverwendet. Fiir den Proteinlauf
wurden Kamme mit 10 Taschen (30 pl Ladevolumen/Tasche) verwendet. Als Marker
wurden Rainbow coloured molecular weight marker, PeqGold Protein Marker oder

die 6 x His Ladder aufgetragen.
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Die Elektrophorese erfolgte in der X-cell Surelock Kammer der Firma Invitrogen bei
konstant 150 V fir 60 min. Als Laufpuffer wurde MOPS SDS Running Buffer

verwendet.

3.8.5 Proteinbestimmung

Eine Proteinbestimmung wurde mittels des Micro BCA™ Protein Assay Kits (Pierce)
durchgefuhrt. Hierbei handelt es sich um eine Konzentrationsbestimmungsmethode,
der eine Biuret-Reaktion zugrunde liegt: Cu*® wird durch Protein im alkalischen
Medium zu Cu*! reduziert. Cu** kann (iber eine Farbreaktion mit Bicinchoninsaure
(BCA) detektiert werden. Dabei wird das violette Produkt durch Chelatbildung von
zwei BCA-Molekilen mit einem Kupfer-lon gebildet. Dieser wasserldsliche Komplex
absorbiert Licht bei 562 nm. Eine lineare Bestimmung der Proteinkonzentration tber
einen Messbereich von 20-2000 pg/ml wird so ermdéglicht. Als Vergleich wird eine
Standardkurve ausgehend von Verdinnungsreihen bekannter Konzentrationen an
BSA mitgefuhrt.

Um mdglichst geringe Testmengen an Protein einsetzen zu mussen, wurde die
Proteinbestimmung in einer Mikrotiterplatte entsprechend den Angaben des
Herstellers durchgefihrt. Je 25 pl BSA-Standard in Konzentrationen von 2 mg/ml bis
25 pg/ml, Proteinproben und PBS zur Bestimmung des Leerwertes wurden in einer
Mikrotiterplatte vorgelegt und mit je 200 ul BCA-LOsung (50:1-Verdinnung Reagenz
A [Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat, BCA Detektionsreagenz, Natriumtartrat in
0,1 M Natriumhydroxid] mit Reagenz B [4 % Kupfersulfat-Pentahydrat]) fir 30 min bei
37<C im Dunkeln inkubiert. Nach Abkihlen der Platte auf Raumtemperatur wurde die
Extinktion bei 562 nm am Microplate reader bestimmt. Zur Auswertung wurde der
Leerwert von den Messwerten subtrahiert und eine Standardkurve durch Auftragen
der korrigierten BSA-Extinktionswerte bei 562 nm gegen die BSA-Konzentrationen in
png/ml erstellt. Anhand der Standardkurve wurden die Konzentrationen der

Proteinproben bestimmt.

3.8.6 Proteinfarbung nach Coomassie

Zur Detektion von Proteinen wurden 4-12%ige Bis-Tris-Gradientengele zunéchst fur
30 min in Fixierldsung inkubiert, anschlieBend fir zwei Stunden mit Farbelésung

gefarbt und danach bis zum gewiinschten Kontrast in Entfarbelésung entfarbt. Alle
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Inkubationsschritte erfolgten bei Raumtemperatur auf einem Schuttler. Durch
Auftragen eines Albuminstandards im Bereich von 10-50 pg/ml war es mdglich, eine
Konzentrationsabschatzung der aufgetragenen Proteinmenge durchzufuhren.

Zur Dokumentation wurde das Gel entweder fotografiert oder getrocknet. Hierzu
wurde das Gel luftblasenfrei zwischen mit Wasser gesplulte Folie gelegt und mit Hilfe
einer Vakuumpumpe ftr zwei Stunden bei 80T getrock net.

3.8.7 Western Blot-Analyse

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf einen entsprechenden
Tragerfilter zur weiteren Behandlung mit Antikbrpern zu Ubertragen, wurde ein Semi
Dry Blot durchgefuhrt. Dabei werden die aufgetrennten Proteine aus der
Polyacrylgelmatrix Gber ein senkrecht zum Gel angelegtes Feld eluiert und auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert. Die lokale Auflosung der elektrophoretischen
Auftrennung bleibt dabei erhalten. Zur Durchfihrung des Blots wurden Gel,
Transfermembran und vier Blottingpapiere gleicher Grol3e in Transferpuffer fir 5 min
aquilibriert. Die einzelnen Komponenten wurden in der semi-dry Blotkammer
zusammengebaut. Auf 2 Blottingpapiere wurde zunachst die Membran und
anschlieBend das Gel sowie zwei weitere Blottingpapiere aufgebracht. Der Transfer
wurde bei 0,06 A fiir 60 min (0,8 mA/cm?) durchgefiihrt. Im Anschluss wurde die
Membran zunachst zweimal fir je 10 min mit TBS-Puffer gewaschen und fir 60 min

mit 2% bovinem Serumalbumin in TBS (pH 7,6) bei Raumtemperatur blockiert.

Die Detektion der Proteine erfolgte je nach Fragestellung mit unterschiedlichen

Antikdrpern:

Zur Detektion der Siglec-Fusionsproteine Uber den His-Tag wurde der HRP-
konjugierte anti-Penta-His-Antikérper (Qiagen) eingesetzt. Hierzu wurde die
Membran nach dem Blockieren zweimal mit TBS-Tween und einmal mit TBS-Puffer
gewaschen und anschlieRend mit dem Penta-His-HRP-Konjugat (1:2000 in TBS/2%

BSA verdinnt) fir 1 h bei Raumtemperatur auf dem Schuttler inkubiert.

Um Biotinylierung nachzuweisen, wurde mit HRP-konjugiertem Streptavidin (1:2500
in TBS/2% BSA verdunnt) fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
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Zur Detektion von unbiotinyliertem Siglec-7 wurde mit biotinyliertem anti-Siglec-7-
Antikorper (0,1 pg/ml) bei 4C uber Nacht und HRP-k onjugiertem Streptavidin als
Sekundarantikorper fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Membranen jeweils zweimal mit TBST und einmal
mit TBS fur 10 min gewaschen. Die Detektion erfolgte Gber Chemilumineszenz mit
Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrat (Pierce, Rockford, IL). Hierzu
wurde die Membran fiar 5 min im Dunkeln mit den beiden im Verhaltnis
1:1 gemischten Entwicklungslésungen inkubiert, anschlie3end in Folie eingeschweil3t
und mit X-omat AR Filmen fir unterschiedlich lange Belichtungszeiten belichtet. Die
Filme wurden in der Classic E.O.S. Filmentwicklungsmaschine entwickelt.

3.8.8 Deglykosylierung mittels PNGase

Bei PNGase F handelt es sich um eine Amidase, die zwischen GIcNAc und

Asparaginresten N-glykosidisch verbunder Glykoproteine schneidet.

Fur die PNGase-Behandlung vor dem Blotten wurden 20 pg Protein bei 100C fir
10 min in 1 x Glykoprotein-Denaturierungspuffer (5% SDS, 10% [3-Mercaptoethanol)
denaturiert und mit NP-40, G7 Puffer (0,5 M Natriumphosphat, pH 7,5) und
25 U PNGase F in einem 20 pl Ansatz fur eine Stunde bei 37<C nach Angaben des
Herstellers inkubiert.

3.8.9 Neuraminidasebehandlung

Zur Hydrolyse von O-glykosidischen a2,3-, a2,6- und a2,8-Verbindungen terminaler
Sialinsauren, wurden bis zu 1x10” Zellen mit 0,5 U Neuraminidase (Vibrio cholerae)
bei 37<C fur 1h in 100 ul RPMI + 10% (v/v) FCS inku biert. Nach Inkubation wurden

die Zellen zweimal mit Medium gewaschen und in Versuchen eingesetzt.

3.8.10 Enzymatische Biotinylierung

Siglec-Fusionsproteine wurden enzymatisch biotinyliert. Hierzu wurden die Proteine
mit je 10% (v/v) Biomix A und B, sowie 2,5 pug Biotin-Protein-Ligase BirA 500 pro
10 nmol Protein vereinigt und fur 60 min auf dem Thermoschuttler bei 30C inkubiert.
Anschliel3end wurde das Protein steril filtriert (Spin-X, 0,22 um, 10000 x g, 2 min, RT)
und fir 12 Stunden gegen Hank’s buffered saline im Slide-A-Lyzer Dialysier System
(Ausschlu3gewicht 10 kDa) bei 4C dialysiert.
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3.8.11 Oligomerisierung von Siglec-Fusionsproteinen

Die Tetramerisierung des Fusionsproteins wurde mit Streptavidin-(R)-Phycoerythrin-
Konjugat durchgefuhrt. Die Proteine wurden hierzu bei 4 rotierend mit Streptavidin-
(R)-Phycoerythrin-Konjugat (M = 292.800 Da) im molaren Verhéltnis von 4:1 in 10
Einzelportionen versetzt. Die Bindungsfahigkeit des Tetramers wurde
durchfluf3zytometrisch getestet.

Die einzusetzende Menge an Streptavidin-(R)-Phycoerythrin-Konjugat ergab sich wie
folgt:

Theoretische Berechnung der Molaritat der Siglec-7/9% Lésung:

CSigIec—?/E)ext [ng/ml]

= C siglec-770°" [mol/mi]
M Siglec—7l9ext [ng/mol]

CSigIec—7/9ext [mOI/mI] xV Siglec—7/9ext [ml] =n Siglec—7/9ext [mOI]

Theoretische Berechnung der Molaritat von Streptavidin-(R)-Phycoerythrin-Konjugat

Csa-pe [mg/ml]

= Csa-PE [mol/ml]
Msa-pe [Mg/mol]
Berechnung des bendtigten Volumens an Streptavidin-(R)-Phycoerythrin-Konjugat

N siglec-770° [Mol]
= Vsa-pe [MI]

Csa-PE [moI/mI]

Vsa-pe [MI]
—_— = Vpenstigt sa-pe [MI]
4
mit:
Msiglec.79°" = 55.000 Da = 55.000 g/mol = 5,5 +10'° pg/mol
Csiglec-7/9 abgeschatzt aus Coomassie Gel
Vsiglec-7/9: Volumen zum Zeitpunkt der Probennahme fir die Gelelektrophorese
Msa-pe = 292.800 Da = 292.800 g/mol = 292,8 + 10° mg/mol

CsapE=1 mg/ml
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Fur den Einsatz in Western-Blot-Analysen wurden die Siglec-Fusionsproteine mit
Streptavidin-HRP konjugiert. Die Tetramerisierung erfolgte anlog zu den Angaben
bezuglich Streptavidin-(R)-Phycoerythrin. Fur die Berechnung der einzusetzenden
Menge wurde fiir Streptavidin-HRP eine Konzentration von 4,9x10° mol/ml zugrunde
gelegt. Die erhaltenen Tetramere werden im Folgenden als [Siglec-7], : SA-PE und
[Siglec-9], : SA-PE bezeichnet.

3.9 Aufreinigung von PBMC durch Dichtegradientenze  ntrifugation

Zur Aufreinigung von PBMC wurden 15 ml Biocoll-Losung mit 30 ml frischem,
heparinisiertem, periphervendsem Blut von gesunden, freiwilligen Spendern
Uberschichtet. Der Ansatz wurde bei 960 x g fir 20 min bei Raumtemperatur ohne
Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die Plasmaphase abgenommen
und aufgehoben. Die PBMC wurden aus der Interphase vorsichtig abgenommen, in
frische Falcon-Rohrchen Uberfuhrt und mit PBS bei 960 x g gewaschen.
AnschlieRend wurde das Pellet zweimal mit PBS + 2% FCS bei 400 x g gewaschen.
Die Zellzahl wurde mit Hilfe des Zellzahlgerates COBAS MICROS bestimmt.

3.10 Aktivierung von PBMC

In einigen Versuchsansatzen wurden frisch isolierte PBMC stimuliert. Hierfiir wurden
die Zellen in einer 6-Loch-Platte ausgesat und mit 3 pg/ml PHA, 250 U IFNy, 100 U
IL-2 oder 1 pg/ml OKT 3 fur 12, 24 oder 48 h bei 37<C inkubiert.

3.11 Zelllinien und Zellkultur

Zelllinie | Charakterisierung Bezugsquelle Kulturmedium
Humane embryonale ;
Nieren- Prof. Dr. R. Lammers | PMEM/HAMS F12 +10% (v/v)

FCS, 2 mM Glutamin, 100 |.E./ml
Penicillin + 100 pg/ml Strepto-
mycin

293T Fibroblastenlinie, mit (Med. Klinik 1V,
SV40 large T-Antigen | Universitat Tubingen)
transfiziert

Dr. G. Kerst
(Universitatsklinik fur
Kinder- und Jugend-
medizin, Abt. II,
TUbingen)

RPMI1640 + 10% (v/v) FCS,
1 mM Glutamin, 100 I.E./ml
Penicillin + 100 pg/ml Strepto-
mycin

Chronische myeloische

K562 Leukamielinie
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(DJhSér';ﬁztsk“mk i |RPMIL640 +10% (v/v) FCS,
PLB-985 | Akute myeloische Kinder- und 1 mM Glutamin, 100 I.E./ml
Leukamielinie Jugendmedizin, Abt. II, gergliﬁlllln + 100 pg/ml Strepto-
Tibingen) Y
(DLJrﬁSérléﬁgmsttsklinik | RPMIL640 + 10% (viv) FCS,
HL 60 Akute Promyelozyten- Kinder- und 1 mM Glutamin, 100 I.E./ml
Leukamielinie . Penicillin + 100 pg/ml Strepto-
Jugendmedizin, Abt. I, mvein
Tabingen) y
(DJhSér'éi;tsk”mk (. |RPMIL640 +10% (v/v) FCS,
KGla Promyeloblastische Kinder- und 1 mM Glutamin, 100 I.E./ml
Leukamielinie Jugendmedizin, Abt. II, gergliﬁlllln + 100 pg/ml Strepto-
Tubingen) Y
Dr. I. Mller 0
(Universitatskiinik fur | 00040 + 10% () FCS,
CEM T-Zelllinie Kinder- und Penicillin + 100’ /mI. '
Jugendmedizin, Abt. I, Streptomvein H9
TUbingen) ptomy
Prof. Dr. P. Brossart
ﬂg‘?ﬁét*é:g“‘i‘e”’ ABL | RPMI1640 + 10% (viv) FCS,
- ogie, 1 mM Glutamin, 100 I.E./ml
Jurkat T-Zelllinie Onkologie, Penicillin + 100 ua/ml
Immunologie und Streptomvein MY
Pulmonologie, P y
Universitat Tubingen)
KIHe
Hest
Oaw
OvCar
(2396 Ovarial-Carcinomlinien PD Dr. B. Guckel DMEM + 10% (v/v) FCS, 1 mM
He (Universitats- Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin +
y Frauenklinik, Tabingen) | 100 pug/ml Streptomycin
Fraw
Hi
BG-1
MT
Elgr
Ck 19 Mamma-Carcinomlinien PD Dr. B. Guckel DMEM + 10% (v/v) FCS, 1 mM
SkBr 3 (Universitats- Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin +
Ks wt Frauenklinik, Tabingen) | 100 pg/ml Streptomycin
. - . DMEM + 10% (v/v) FCS, 1 mM
Ks 24.22 | Mamma-Carcinomlinie, | PD Dr. B. Glickel Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin +
transfiziert mit Her2 (Universitats- 100 ua/ml Streptomvein
neu und CD80 Frauenklinik, Tbingen) 550 Eglml Zeoclzjin 1ymg}ml G418
0
Mamma-Carcinomlinie, | PD Dr. B. Guckel gmg\rﬂn; 130/8 EVI/EVErEICPSén%cmiw +
Ks 4 transfiziert mit Her2 (Universitats- 100ug /ml’ Strep.tofnycin
neu und CD80 Frauenklinik, Tubingen) '
+1 mg/ml G418
. - . DMEM + 10% (v/v) FCS, 1 mM
Mamma-Carcinomlinie, | PD Dr. B. Guckel . L
Ks24 transfiziert mit Her2 (Universitats- Glutamin, 100 |.E./ml Penicillin +

neu und CD80

Frauenklinik, Tbingen)

100 pg/ml Streptomycin,
250 pug/ml Zeocin
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Ks mock

Mamma-Carcinomlinie,
transfiziert mit
Leervektor

PD Dr. B. Giickel
(Universitats-
Frauenklinik, Tubingen)

DMEM + 10% (v/v) FCS, 1 mM
Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin +
100 pg/ml Streptomycin,

250 pg/ml Zeocin, 1 mg/ml G418

PD Dr. B. Guckel

McCoy + 10% (v/v) FCS, 2 mM

Skov 3 | Ovarial-Carcinomlinie | (Universitats- Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin +
Frauenklinik, Tubingen) | 100 pg/ml Streptomycin
Prof. Dr. A. Eggert
(Universitats- RPMI1640 + 10% (v/v) FCS,
SY5Y wt Neuroblastomlinie Kinderklinik Essen, 2 mM Glutamin, 100 I.E./ml
NB69 wt Abt. fur Hamatologie, | Penicillin + 100 pg/ml
Onkologie und Streptomycin
Endokrinologie)
?I(F"A\Y N Prof. Dr._A. Eggert
TrkB’ Neuro_b]astomhme, (unlvers]ti?its- RPMI1640 + ;O% (viv) FCS,
PInc>; transfiziert mit TrkA, Kinderklinik Essen,. 2 mI_\/I_(_BIutamln, 100 I.E./ml
NB69 TrkB oder Abt. fir I_—iématologle, Penicillin + _100 pg/mi
TrkA Vektorkontrolle Onkologle un_d Streptomycin + 1 mg/ml G418
PInc>2 Endokrinologie)
EMEM und Ham’'s F12 1:1-
Gemisch + 10% (v/v) FCS:
PD Dr. P. Lan
(Universitétskl?nik far | EMEM (1.2 g/l NaHCO;) + 1%
Sk-N-Be | Neuroblastomlinie Kinder- und 200 mM L-Glutamin, 1% 100 mM
Jugendmedizin, Abt. I, NaPyrl_Jvat, 1%. 1OQ_mM nicht
Ttibingen) essentielle Aminoséuren
Ham’s F12K (1,5 g/l Na HCO3) +
1% 200 mM L-Glutamin
PD Dr. M. Schenk
Hepatozellulare (Universitatsklinik fur DMEM N 10% (v/v) FCS, 1 F“.'V'
Hep G2 . . g . . Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin +
Carcinomzelllinie allgemeine Chirurgie, .
Tabingen) 100 pg/ml Streptomycin
Humane, alveolare DMEM N 10% (viv) FCS, 1 r'n'M
RD Rhabdor’nyosarkomlinie ATCC Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin +
100 pg/ml Streptomycin
Humane, embryonale DMEM N 10% (viv) FCS, 1 r_n_M
A204 Rhabdorﬁyosarkomlinie ATCC Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin +
100 pg/ml Streptomycin
) DMEM (1 g/l Glucose) +
Dr. I. Maller 5% (v/v) humanes fresh frozen
Mesenchymale, (Universitatsklinik fur plasma, 1 mM Glutamin, 100
MSC multipotente Kinder- und LE./ml P icillin. 100 / |
Stromazellen Jugendmedizin, Abt. I, | - mi Fenicitin, Hgrmi.
Tibingen) Streptomycin, 80 I.E. Heparin

Sulfat + 10%/ml Thrombozyten

Die fur die Analysen bendétigten Zellen wurden in einem Inkubator bei 5% CO, und

37< inkubiert. Zur Passagierung wurde bei Suspensi onszellen alle 2-3 Tage ein Teil

des Mediums ausgetauscht, adharente Zellen wurden trypsiniert. Hierfir wurde das

Medium dekantiert, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA
(0,05% / 0,02% (w/v) in PBS ohne Ca**, Mg®") fir 5 min bei 37 inkubiert. Die

Zellen wurden durch Klopfen gelést, abzentrifugiert und in frischem Kulturmedium im
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Verhéltnis 1:2 bis 1:4 je nach Zelllinie umgesetzt. 293T-Zellen wurden ohne Zugabe
von Trypsin durch Klopfen abgel6st, resuspendiert und auf Kulturflaschen verteilt.
Leuk&mische Blasten von péadiatrischen Patienten waren in flissigem Stickstoff
gelagert und wurden aufgetaut, in 8 ml RPMI1640 mit 10% (v/v) FCS, 1 mM
Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin aufgenommen und sofort
fur die Experimente eingesetzt.

3.11.1 Mesenchymale, multipotente Stromazellen

Mesenchymale, multipotente Stromazellen wurden aus Knochenmarkpunktionen
nach Erythrozytenlyse durch Plastikadhdrenz gewonnen. Zellen wurden in
DMEMEggpp-Medium (1 g/l Glucose) mit 5% (v/v) humanem gefrorenem Frischplasma
(GFP), 1 mM Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 80 I.E.
Heparin Sulfat und 108/ml Thrombozyten (Blutbank Universitat Tibingen) kultiviert.
Zur Passagierung wurden die Zellen mit PBS gewaschen, fir 7 min bei 37C mit
1:10-verdinntem EDTA-freiem Trypsin behandelt, durch Klopfen gelést und in

Hank’s buffered saline aufgenommen.

3.11.2 Zellisolation aus Lymphknoten und Thymusgewe  be

Restgewebe von humanen Lymphknoten und Thymus aus chirurgischen Eingriffen
wurde im Rahmen einer Kooperation mit Dr. Eva Tolosa (Hertie Institut fur klinische
Hirnforschung, Tubingen, jetzt Universitatsklinikum Hamburg) zur Verfigung gestellt
(Ethikvotum 242/2004V vom 06.08.2004).

Die entsprechenden Gewebeproben wurden in RPMI1640 mit 10% (v/v) FCS, 1 mM
Glutamin, 100 I.E./ml Penicilin und 100 pg/ml Streptomycin gelagert. Zur
Vereinzelung der Zellen wurde das Gewebe durch ein Zellsieb (Maschenweite
70 um) gedrickt und mit Medium gespiilt. Die so erhaltene Zellsuspension wurde bei
400xg far 10 min abzentrifugiert. Ein Teil der Zellen wurde fur
durchflusszytometrische Analysen eingesetzt, die restlichen Zellen wurden

kryokonserviert.
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3.11.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellen wurden zum Einfrieren bei 400 x g fur 10 min bei RT abzentrifugiert, das Pellet
in 1 ml Einfriermedium (90% FFP, 10% DMSO fur MSC; 90% FCS, 10% DMSO fur
alle anderen verwendeten priméren Zellen und Zelllinien) aufgenommen und in
Kryovials Uberfuhrt. Die so behandelten Zellen wurden in einer Kryo-Box bei -80C
eingefroren und zu einem spateren Zeitpunkt in flissigen Stickstoff zur langeren
Lagerung uberfuhrt.

Auftauen von Zellen erfolgte bei 37C im Wasserbad. Zellen wurden sofort in 8 mi
vorgewarmtes  Medium  Oberfuhrt, abzentrifugiert, gewaschen und mit

entsprechendem Medium in Kultur genommen.

3.12 Durchflusszytometrische Analyse

Durchflusszytometrische Analysen wurden mit Hilfe eines FACS-Calibur
durchgefihrt. Hierbei wurde die FITC-Fluoreszenz im FL1-Kanal, die PE-Fluoreszenz
im FL2-Kanal, die APC-Fluoreszenz im FL4-Kanal und Propidiumjodid im FL3-Kanal
gemessen. Erhaltene Daten wurden mit der CellQuest Software (Version 3.1)
analysiert.

Da einige Lektine fiir inre Bindung Ca?*-lonen benétigen, wurden die Farbungen mit
Lektinen und mit Siglec-Tetrameren in Hank’s buffered saline mit Ca®**/Mg** +
2% FCS fur 15 min im Dunkeln auf Eis durchgefuhrt. Die Zellen wurden
anschlieBend zweimal mit Hank's buffered saline mit Ca*/Mg>* + 2% FCS
gewaschen. Bei Farbungen mit unmarkierten Antikérpern wurde zwischen der
Erstinkubation und der  Zweitinkubation mit  dem entsprechenden
Detektionsantikorper dreimal mit Hank’s buffered saline mit Ca?**/Mg®* + 2% FCS
gewaschen. Alle Ubrigen Farbungen wurden in PBS + 2% FCS als FACS-Puffer
durchgefiihrt. Fur Farbungen wurden 300000 Zellen/Ansatz und 5 pg/ml Antikdrper
eingesetzt, fur Lektinfarbungen wurden 2,5 pl einer 1:200-Verdinnung von SNL-FITC
[Stammldsung 2 mg/ml] und 1 pl einer 1:10-Verdinnung von biotinyliertem MAL Il
[Stammldsung 2 mg/ml] sowie anschlieBend 1 pl SA-FITC zur Detektion eingesetzt.
Die Konzentration von eingesetzten Siglec-Tetrameren wurde nach jeder
Aufreinigung neu bestimmt (s. 3.8.5) und die optimale Menge vor jedem Versuch
durch Titrationsreihen ausgetestet. Als Negativkontrolle wurde hierbei Streptavidin-
PE in aquivalenter Menge zur Oligomerisierung eingesetzt. Farbeansatze bestanden
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aus Kompensationskontrollen, Negativ- und gegebenenfalls Positivkontrollen neben
den zu untersuchenden Ansatzen. Nicht vitale Zellen wurden auf der Basis ihrer
Eigenschaften im Light scatter elektronisch herausgegated. Je 1 pl einer
50 pug/ml-Lésung Propidiumjodid wurde zur Uberprifung der Zellvitalitat unmittelbar

vor der FACS-Messung zu den Anséatzen gegeben.

3.13 Aufreinigung von NK-Zellen

Humane periphere mononukleare Blutzellen (PBMC) von gesunden Spendern
wurden durch Dichtegradientenzentrifugation isoliert. CD56" NK-Zellen wurden durch
immunomagnetische Sortierung (Miltenyi Biotec) aus PBMC nach Angaben des
Herstellers isoliert. NK-Zellen wurden dabei entweder durch positive Selektion mit
Hilfe von CD56-Microbeads oder aber durch Depletion mit Hilfe des NK cell isolation
kit 11 (Miltenyi Biotec) isoliert. NK-Zellen wurden nach Isolation in RPMI1640 kultiviert,
welches mit 5% (v/v) autologem Serum, 2 mM Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin supplementiert wurde. Zur Aktivierung wurden NK-Zellen mit
1000 U/ml IL-2 stimuliert. Die Zellen wurden nach 48stiundiger Inkubation fir

Versuche eingesetzt.

3.14 Generierung von Dendritischen Zellen aus Mono  zyten

Monozyten wurden aus PBMC entweder durch Plastikadharenz oder durch
immunomagnetische Sortierung (Miltenyi Biotec) mittels CD14-Microbeads nach
Angaben des Herstellers isoliert. Im ersten Fall wurden PBMC durch
Dichtegradientenzentrifugation gewonnen und mit 13 ml RPMI1640, supplementiert
mit 5% (v/v) autologem Plasma, 1 mM Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin in eine Zellkulturflasche (75 cm?) gegeben. Nach einer Stunde
Inkubation im Brutschrank bei 37C wurde der Uberstand abgenommen und die
adharenten Zellen in Medium kultiviert.

Im zweiten Fall wurden bis zu 1x10® PBMC mit einer Dichte von 10’ Zellen pro 80
in PBS + 0,5% humanem Serumalbumin resupendiert. Es wurden 15 pl anti-CD14
MACS MicroBeads-Suspension/10” Zellen zugefiigt und fiir 15 min bei 4C inkubiert.
Es wurde ein Waschschritt mit der 20-fachen Menge an MACS-Puffer bei 400 x g
durchgefuhrt, das Pellet in 500 pl Puffer aufgenommen und zur Trennung auf eine

mit 3 ml Puffer aquilibrierte LS-Saule im VarioMACS-Magneten gegeben. Nach
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Einlaufen der Zellsuspension wurde die Saule dreimal mit 500 pl Puffer gespult. Der
Durchflu wurde als CD14-negative Fraktion gesammelt. Die Saule wurde aus dem
Magneten genommen und mit 5 ml Puffer unter Zuhilfenahme eines Stempels eluiert.
Eluat und DurchfluR wurden abzentrifugiert. Von beiden Fraktionen wurden Proben
fur durchfluRzytometrische Analysen bezuglich der erreichten Reinheit abgenommen.
Die Zellen wurden in entsprechenden Dichten ausgesat und mit RPMI1640,
supplementiert mit 5% (v/v) autologem Plasma, 1 mM Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin
und 100ug/ml Streptomycin Kkultiviert.

Zur Generierung von Dendritischen Zellen wurden Monozyten jeweils an den Tagen
0, 2 und 4 nach Isolation mit 500 U/ml IL-4 und 1000 U/ml GM-CSF versetzt. An Tag
5 wurde zu einem Teil der Kultur fir 48 Stunden ein Reifungscocktail bestehend aus
1000 U/ml IL-6, 10 ng/ml IL-1B, 10 ng/ml TNF-a und 1 pg/ml PGE; gegeben.

3.15 Generierung antigenspezifischer, zytotoxische  r T-Zellen

Zur Generierung Neuroblastom-spezifischer, zytotoxischer T-Lymphozyten wurden
Dendritische Zellen mit Antigen beladen, gereift und mit T-Zellen cokultiviert.

Zur Antigenbeladung wurden Dendritische Zellen nach dreimaliger Stimulation mit
500 U/ml IL-4 und 1000 U/ml GM-CSF am Tag 4 nach Isolation gezé&hlt und
abzentrifugiert. Die Zellzahl wurde auf 6,7x10° Zellen/ml eingestellt und 1,5 ml der
Zellsuspension pro Vertiefung einer 6-Lochplatte gegeben. Antigen wurde in Form
von Peptiden (10 pM) zugegeben. Fir funf Proteine, die in cDNA-Array-Analysen der
Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Eggert (Universitats-Kinderklinik Essen) eine hohe
und nicht differentielle Expression in der SY5Y-Zelllinie ergaben, wurden mit Hilfe der
Datenbank SYFPEITHI durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Stevanovic
vorhergesagt und synthetisiert. Peptide mit den Sequenzen SSDALDKIRY
(HSP 90A), ASDALDKIRY (HSP 90B), ASEDLLKEHY (Nukleosid Diphosphat-
kinase A) oder FTEEVEVILQY (Integrin B1) wurden eingesetzt. Die Inkubation
erfolgte fur 2 h bei 37C. Anschlielend wurde ein R eifungscocktail bestehend aus
1000 U/ml IL-6, 10 ng/ml IL-1B3, 10 ng/ml TNF-a und 1 pg/ml PGE;, zugegeben. Die
Zellen wurden fiir 48 h bei 37 und 5% CO , inkubiert. CD8" T-Zellen wurden durch
immunomagnetische Separation isoliert und maximal im Verhdaltnis 30:1 zu
Dendritischen Zellen gegeben. Zellen wurden fiur 14 d cokultiviert. An Tag 7 folgte
eine Restimulation mit Antigen-beladenen Dendritischen Zellen und 100 U/ml IL-2.
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Nach 14 d wurden die erhaltenen Zellen im IFNy-ELISpot-Assay und flr

Zytotoxizitatsassays eingesetzt.

3.16 IFNy-ELISpot-Assay

Der ELISpot-Assay ist eine Variante des Sandwich-ELISA, mit dessen Hilfe die
Frequenz antigenspezifischer T-Zellen bestimmt werden kann. Hierzu bietet sich die
Messung der IFNy-Freisetzung durch aktivierte T-Zellen an. Dabei werden die
Vertiefungen einer Mikrotiterplatte mit zytokinspezifischen Antikérpern beschichtet.
Nach Stimulation der zu untersuchenden T-Zellen mit verschiedenen Peptiden
werden diese in einer Konzentration von 1x10°/well auf die Platte gegeben. Wurde
eine T-Zelle durch Inkubation mit Peptid aktiviert, so produziert sie IFNy, welches
durch Antikdrper auf der Platte gebunden wird und mittels eines sekundéaren,
Peroxidase-gekoppelten Antikdrpers in einer Farbreaktion detektiert werden kann.
Um jede aktivierte T-Zelle lasst sich ein Hof von gebundenem Zytokin sichtbar
machen. Auf Grund der Zahl der entstandenen spots und der eingesetzten Anzahl an
T-Zellen kann die Haufigkeit von IFNy-produzierenden T-Zellen bestimmt werden.
Eine Nitrozellulose-Platte wurde mit primdrem monoklonalem anti-IFNy-Antikorper
1-D1K (10 pg/ml verdinnt in PBS) unter sterilen Bedingungen beschichtet und fir
12 h bei 4T inkubiert. Anschlieend wurde die Platte dreimal steril mit PBS
gewaschen, mit 150 pl/well RPMI1640 , welches mit 5% (v/v) autologem Serum,
1 mM Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin supplementiert
wurde, beschickt und 1 h bei 37C und 5% CO ; inkubiert. Nach der Inkubationszeit
wurde die Platte steril dekantiert und die zu untersuchenden T-Zellen in Triplikaten in
einer Konzentration von 1x10°/50 pl ausgesét. Hierauf folgend wurden 4 Peptide mit
folgenden Sequenzen SSDALDKIRY (HSP 90 A), ASDALDKIRY (HSP 90 B),
ASEDLLKEHY (Nukleosid Diphosphatkinase A) oder FTEEVEVILQY (Integrin 1) in
Konzentrationen von 10 uM und 20 pM zugegeben. Als Positivkontrolle diente PHA
in einer Konzentration von 10 pg/ml. Die wells wurden mit Medium auf 200 pl
aufgefullt und fur 24 Stunden im Brutschrank bei 37T und 5% CO ;, inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die Platte sechsmal in PBS/0,1% Tween 20 gewaschen
und mit monoklonalem, biotinyliertem anti-IFNy Detektionsantikérper 7-B6-1 (1 pg/ml
verdunnt in PBS/HSA) fur 2 h inkubiert. Die Platte wurde sechsmal mit PBS/Tween

20 gewaschen. Anschlieend wurden 100 pl/well der Avidin-Peroxidase-Lésung
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zugegeben und die Platte 1 h im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte
wurde anschliel3end dreimal mit PBS/Tween 20 und dreimal mit PBS gewaschen.
Zur Féarbung wurden 100 pl/well einer H,O-aktivierten AEC-Substrat-Loésung fur
4 min zugegeben und die Platte unter flieRendem aqua dest. abgespiilt bis keine
Uberschussige Farbe mehr erkennbar war. Der Boden der Platte wurde abgezogen
und die Platte auf FlieBpapier im Dunkeln bei Raumtemperatur getrocknet.
Anschliel3end wurde die Farbreaktion beurteilt, indem die Spots am ELISpot-Reader

gezahlt wurden. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der ImmunoSpot 3-Software.

3.17 FACS-basierter NK-Zell-Zytotoxizitdtsassay

Zytotoxizitdt wurde mit Hilfe eines FACS-gestitzten Assays gemessen. Zellen der
CML-Linie K562 wurden als Zielzellen benutzt, auf eine Konzentration von
10" Zellen/ml Kulturmedium eingestellt, im Verhaltnis 1:1 mit PKH-2 (1:500 in
Diluent A verdunnt) far 5 min gefarbt, zweimal mit 10 ml Kulturmedium gewaschen
und die Zellzahl auf 100000 Zellen/ml Kulturmedium eingestellt. 100 pl der
Zellsuspension (10000 Zielzellen) wurden pro Vertiefung einer 96-well-
Rundbodenplatte pipettiert und mit 1,5 pg/ml l6slichem, monomerem Siglec-7 und
20 pl HBSS bei 37<C fur 15 min vorinkubiert. Die Pl atte wurde anschlie3end zweimal
mit HBSS + 2% FCS bei 300 x g gewaschen. Kultivierte NK-Zellen wurden durch
Spulen aus den Vertiefungen der Kulturplatte gel6st, gezahlt, mit Kulturmedium auf
die gewiinschte Konzentration eingestellt und zu den Zielzellen in Effektor:Zielzellen-
Verhéltnissen von 5:1 und 10:1 gegeben. Assays wurden in Duplikaten oder, wenn
die Zellzahl ausreichend war, in Triplikaten durchgefuhrt. Kontrollen bestanden aus
Zielzellen alleine zur Bestimmung der Spontanlyse sowie Zielzellen, die mit |6slichem
Siglec-7 vorinkubiert waren. Um die Kompensation einzustellen, wurden Proben
mitgefuhrt, die nur fur die Fluoreszenz FITC oder fir Propidiumjodid positiv waren.
Dartiber hinaus wurde ein Ansatz mit einer Doppelfarboung von FITC und
Propidiumjodid analysiert. Die Proben wurden fur 2 min bei 200 x g zentrifugiert, um
einen engen Kontakt von Effektor- und Zielzelle zu gewéhrleisten und anschlieRend
im Brutschrank fir 3 Stunden bei 5% CO, und 37<C inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Zellen im Durchflusszytometer analysiert. Lysierte Zellen wurden durch
Zugabe von 1 pl einer 50 pg/ml Propidiumjodid-Losung detektiert. PKH-2 positive
Zellen wurden gegated und der Anteil an toten, Propidiumjodid-positiven Zellen
wurde bestimmt.
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Wenn leukamische T-ALL Blasten als Zielzellen benutzt wurden, wurden kurz vor
Versuchsbeginn kryokonservierte Aliquots dieser Zellen aufgetaut und die Zellzahl
auf 100000 Zellen/ml Kulturmedium eingestellt. AnschlieBend wurden die Proben
analog den K562-Proben behandelt. Da es sich nicht um eine reine
Blastenpopulation handelte, wurde jedoch keine PKH-2-Farbung der Zielzellen
durchgefuhrt. Stattdessen wurde die Cokultur nach der Inkubation von 4 h mit
5 pug/ml anti-CD3-FITC oder anti-CD5-FITC in der Platte gefarbt und anschlielend
einmal mit HBSS + 2% FCS gewaschen. Als Effektorzellen wurden NK-Zellen
verwendet, die Uber das NK cell isolation kit Il aufgereinigt wurden, da diese kein
CD5 auf der Oberflache exprimieren. Die Ansatze wurden in FACS-R6hrchen
Uberfiihrt, eventuell gepoolt und sofort am FACS analysiert. Es wurde auf
FITC-positive Zellen gegated und der Anteil an toten Zellen durch Propidiumjodid-

Farbung detektiert.

3.18 FACS-basierter T-Zell-Zytotoxizitatsassay

T-Zell-Zytotoxizitatsassays wurden analog zu NK-Zell-Zytotoxizitatsassays mit K562
durchgefiihrt. Hierbei wurden Neuroblastomlinien durch Behandlung mit Trypsin
geldst, mit PKH-2 angefarbt und in verschiedenen Effektor:Zielzell-Verhaltnissen mit
antigenspezifischen, zytotoxischen T-Lymphozyten (s. 3.15) inkubiert. Als Kontrolle
wurden T-Zellen mitgefihrt, die mit Dendritischen Zellen ohne Zugabe von Peptid
kultiviert wurden. Die Analyse erfolgte ebenfalls am Durchflusszytometer, wobei tote

Zellen durch Farbung mit Propidiumjodid detektiert wurden.

3.19 Glycanarray

Glykanarrays wurden mit Hilfe des Qproteome Glycoprofiling Field-Test Kits (Qiagen,
Hilden) nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Ziel des Arrays ist es,
Glykosylierungsmuster von  Zelloberflachenproteinen  verschiedener Proben
vergleichen zu konnen. Hierzu werden Glykoproteine isoliert, biotinyliert und
anschlieBend auf einem Glykanarray inkubiert. Auf die Oberflache des Arrays sind
Lektine unterschiedlicher Selektivitat in verschiedenen Konzentrationen gebunden.
Biotinylierte Glykoproteine, die an Lektine auf dem Array binden, kdnnen nach
Inkubation mit Cy®3-markiertem Streptavidin mit Hilfe eines Microarray Scanners

detektiert werden.
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Streptavidin
Biotin

Glycoprotein

Abb. 3.2: Prinzip des Glykanarrays, aus: Qproteome Glycoprofiling Field Test Handbook, 2006,
Qiagen.

Insgesamt wurden sechs Versuchsansatze durchgefihrt. K562- und CEM-Zellen
wurden als Zellsuspension aus Kultur entnommen, T-Zellen, B-Zellen sowie
T-ALL-Blasten und cALL-Blasten wurden durch immunomagnetische Sortierung
aufgereinigt. Hierzu wurden 120x10° PBMCs eines gesunden Spenders durch
Dichtegradientenzentrifugation aus peripherventésem Blut gewonnen und zu gleichen
Teilen auf zwei Ansatze verteilt. Der erste Ansatz wurde mit 60 pl anti-CD3-PE-
Antikorper, der zweite Ansatz mit 60 pl anti-CD19-PE-Antikérper in 100 ul MACS-
Puffer/10” Zellen fiir 10 min auf Eis inkubiert. Dartiber hinaus wurden 25x10° T-ALL-
und 20x10° cALL-Blasten aufgetaut und in RPMI1640 Medium mit 10% (v/v) FCS,
1 mM Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin aufgenommen.
T-ALL-Blasten wurden mit 20 ul anti-CD3-PE-Antikérper in 100 pul MACS-Puffer/10’
Zellen, cALL-Blasten mit 20 ul anti-CD10-PE-Antikérper in 100 pl MACS-Puffer/10’
Zellen fur 10 min auf Eis inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit MACS-Puffer
wurde das Pellet aller vier Anséatze jeweils in 80 ul MACS-Puffer/10” Zellen geldst
und mit 15 pl anti-PE MicroBeads/10” Zellen fiir 15 min bei 4C inkubiert. Die Zellen
wurden einmal gewaschen, das jeweilige Pellet in 500 pul MACS-Puffer geldst und die
Zellsuspension mit Hilfe einer LS-Séaule nach Angaben des Herstellers
immunomagnetisch sortiert. Die Reinheit der erhaltenen Zellen wurde am
Durchflusszytometer durch Farbung mit anti-CD3 bzw. anti-CD19-Antikdrpern nach
unter 3.12 beschriebenem Protokoll bestimmt. Die erhaltenen Zellen wurden
entsprechend dem Protokoll des Qproteome Glycoprofiling Field-Test Kits

weiterbehandelt. Um nicht die komplette Membranfraktion, sondern lediglich die
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Proteine auf der Zelloberflache zu extrahieren und zu biotinylieren, wurde eine
Markierung mit nicht-permeablem Sulfo-NHS-Biotin durchgefihrt. Hierzu wurden
5x10° Zellen mit 1,5 mg Sulfo-NHS-Biotin in PBS (+ 0,5 mM CaCl,, MgCl,) versetzt
und far 15 min bei 37T inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS (+ 0,5 mM
CaCl;, MgCl,) wurden die Zellen in 2 ml 0,1 M Glycin resuspendiert und fur 15 min
bei 37T inkubiert.

Zur Fraktionierung wurden die Zellen in 1 ml Extraktionspuffer CE1 fur 10 min bei
4C auf dem Schiittler inkubiert. Das resultierende Lysat wurde bei 1000 x g fur
10 min bei 4T abzentrifugiert und der Uberstand, der die zytosolischen Proteine
enthalt, abgenommen. Das Pellet wurde in 1 ml Extraktionspuffer CE2 fir 30 min bei
4T auf dem Schittler inkubiert und die Suspension anschlieRend bei 6000 x g fur
10 min bei 4T abzentrifugiert. Der Uberstand, der die Membranfraktion enthélt,
wurde abgenommen und gegen Dialysierldsung im Slide-A-Lyzer System bei 4C
dialysiert. Nach 1 h wurde die Dialysierldsung erneuert und die Dialyse fiur weitere
36 h fortgesetzt. Nach der Dialyse wurde eine Protein-Konzentrationsbestimmung mit
Hilfe des Micro BCA™ Protein Assay Kits (Pierce) nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt.

Zur Inkubation der Array-Objekttrdger wurden diese zunéchst fur 60 min bei
Raumtemperatur in einer Petrischale auf dem Schittler mit 25 ml Blockierldsung
inkubiert und anschlie3end dreimal mit je 25 ml Waschlésung fur 5 min gewaschen.
Die dialysierte Proteinprobe sowie das Cy®3-markierte Streptavidin wurden je auf
eine Konzentration von 5 pg/ml eingestellt, mit 22,5 pl Blockierlésung versetzt und
auf ein Endvolumen von 450 pl mit Waschlosung aufgeflillt. Die Membran des
Objekttragers wurde anschlie3end mit 450 ul Proteinprobe fir 60 min im Dunkeln bei
Raumtemperatur auf einem Schuttler inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
25 ml Waschlésung fur 5 min wurde die Membran mit 450 pl vorbereiteter
Streptavidin-L6sung fir 20 min im Dunkeln bei Raumtemperatur auf einem Schuttler
inkubiert. Die Objekttrager wurden dreimal mit 25 ml Waschlésung fir 5 min und
einmal mit 25 ml Wasser (Ampuwa) fir 1 min gewaschen und anschliel3end an der
Luft getrocknet bis die Membran komplett weiss erschien. Getrocknete Objekttrager,
die mit K562- oder CEM-Lysat inkubiert wurden, wurden zur Firma Qiagen geschickt
und dort gescannt. Alternativ dazu wurden Objekttrager, die mit Lysat aus den vier
gemacsten Ansatzen inkubiert wurden, am Scanner (Perkin EImer Pro Scan Array;

Arbeitsgruppe Prof. Dr. R. Brock) bei 543 nm und einer Auflésung von 20 pm
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gemessen. Wahrend des Scanvorgangs wurde versucht, die Werte fur Lektinspots
< 55000 und die Hintergrundwerte < 10000 zu halten. Die positiven Kontrollspots auf
dem Array wurden in die Sattigung gebracht. Um die Proben vergleichen zu kénnen,
wurde darauf geachtet, dass die Objekttrdger unter den gleichen Einstellungen
gescannt wurden. Auf Grund eines Softwareproblems erfolgte die Auswertung der
Daten durch die Firma Qiagen mit Hilfe der Qproteome™ GlycoAnalyzer — Software

in Hilden.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe von rekombinant hergestellten Siglec-
Fusionsproteinen das Sialylierungsmuster maligner Zellen naher charakterisiert und
die funktionelle Bedeutung der Sialinsauren als Liganden von Siglecs fur Strategien

des Tumors, einem Angriff des Immunsystems zu entgehen, naher untersucht.
4.1 Plasmid Design und Klonierung von Siglec-Fusion sproteinen

Siglecs spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation von Immunantworten. Welche
Funktion jedoch ihren Liganden zukommt, ist bisher nur wenig analysiert worden.

Um das Glykosylierungsmuster maligner Zellen ndher zu untersuchen,
konzentrierten sich die Versuche auf Analysen mit Sialinsdure-bindenden Lektinen.
Hierbei wurde besonders die Expression von Liganden fir zwei humane
Sialinsdure-bindende Lektine, Siglec-7 und Siglec-9, untersucht, da diese
Rezeptoren auf der Oberflache von T-Zell-Subpopulationen und NK-Zellen zu finden
sind. Die N-terminale V-Typ-Doméne und je zwei C2-Typ-Doménen von Siglec-7 und
Siglec-9, wurden durch RT-PCR aus mRNA Dendritischer Zellen kloniert. Durch
Klonierung der extrazellularen Doméane nicht aber der hydrophoben
Transmembrandomane sind die Produkte gut wasserloslich. Das neu synthetisierte
Protein kann sezerniert werden und so aus dem Zellkulturmedium mittels
Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden. Carboxyterminal liegt ein aus sechs
Histidinen bestehender His-Tag, der eine Aufreinigung Uber
Affinitatschromatographie mit Nickel-NTA-Agarose erlaubt. Histidin geht dabei eine
Chelatbindung mit Nickel ein. Eine Detektion des Proteins wurde mit einem gegen
den His-Tag gerichteten Antikorper in Western-Blot Analysen ermdglicht.

Eine Detektion der rekombinanten Siglec-Fusionsproteine erwies sich als schwierig.
Aus diesem Grund wurde eine Biotinylierungszielsequenz in das Plasmid eingefihrt,
um eine spatere Oligomerisierung des Proteins mittels Streptavidin-(R)-Phycoerythrin
zu ermoglichen. Die Klonierung wurde mittels DNA-Sequenzierung bestéatigt.

Abb. 4.1 zeigt schematisch die Struktur der Fusionsproteine.
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/ ~~ Transmembrandomane
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Siglec-Fusionsproteine.

Da Siglecs selber glykosyliert werden missen, wurden die Proteine in
eukaryontischen Zellen exprimiert. Glykosylierung spielt fur die Spezifitat und
korrekte Faltung der Proteine eine Rolle. Hierzu wurden 293T-Zellen mit Plasmid,
das fur Siglec-7 bzw. Siglec-9 kodiert, mittels Calciumphosphatprazipitation
transfiziert. Siglec-7 bzw. Siglec-9 wurden aus dem Uberstand von transfizierten
293T-Zellen aufgereinigt. Die aufgereinigten Proteine wurden mittels Western
Blot-Analysen detektiert. Abb. 4.2 zeigt einen Western Blot, bei dem die Proteine
durch Inkubation mit einem gegen den His-Tag gerichteten Antikdrper nachgewiesen
wurden. Es sind Banden auf der erwarteten Hohe zu finden. Siglec-7 weist ein
errechnetes, unglykosyliertes Molekulargewicht von 40,2 kDa, Siglec-9 von 40,6 kDa
auf. Da die Proteine jedoch noch glykosyliert werden, laufen die Banden in Hohe von
ca. 60 kDa. Nach Behandlung mit PNGase F konnte das deglykosylierte
Fusionsprotein mit Hilfe des anti-Siglec-7 Antikorpers nachgewiesen werden (Abb.
4.2).
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Abb. 4.2: Detektion des Siglec-7-Fusionsproteins. Biotinyliertes Siglec-7 wurde im Western Blot durch
Inkubation mit SA-HRP (Spur 1) oder biotinyliertem anti-Siglec-7 Antikérper und SA-HRP als
Sekundarantikdrper (Spur 2 und 3) nachgewiesen. Nach Behandlung mit PNGase F zeigten sich

Banden des deglykosylierten Proteins.

Zur Konzentrationsbestimmung wurde ein BCA-Assay der aufgereinigten
Fusionsproteine durchgefuhrt. Da Albuminreste in der Probe jedoch die Messung
beeinflussten, wurde nach gelelektrophoretischer Auftrennung eine
Coomassiefarbung des Gels durchgefiihrt und die resultierenden Banden gegen
einen mitgefihrten Albuminstandard abgeschatzt. Im Durchschnitt konnten 3 pg

Siglec-7 bzw. Siglec-9 / 162 cm? Zellkulturflasche aufgereinigt werden.

4.2 Oligomerisierung der Siglec-Fusionsproteine

Oberflachenfarbungen von PBMC mit monomerem Siglec-7-Fusionsprotein zeigten
in durchflusszytometrischen Analysen kaum detektierbare Bindung. Lektine weisen
typischerweise Affinitatskonstanten auf, die im millimolaren Bereich liegen (Weis und
Drickamer,1996). Siglecs gehen nur schwache Interaktionen mit terminalen
Monosacchariden ein. Hochaffine Zelladh&sionen werden erst durch multivalente
Interaktionen zwischen Lektinen und Karbohydraten auf benachbarten Zellen
gewahrleistet. Die Affinitdt von Sialosiden zu Sialoadhesin wurde mittels NMR
analysiert. Resonanzshifts wurden benutzt, um Bindungskonstanten in Lésung zu

bestimmen und die Affinitaten von Sialoadhesin zu naturlichen und in ihrer Struktur
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veranderten Liganden zu vergleichen. Die durchschnittlichen Kp-Werte lagen bei
3 mM (Crocker et al.,, 1999). Auf Grund der geringen Affinitat zwischen einem
einzelnen Glykan und Lektin, wurden die rekombinanten Fusionsproteine Siglec-7
und Siglec-9 oligomerisiert, um die Aviditat zu erhdhen. Durch Einfligen einer
Biotinylierungszielsequenz konnten rekombinante Proteine durch Inkubation mit
2,5 ug Biotin-Protein-Ligase BirA 500 pro 10 nmol Protein enzymatisch biotinyliert
werden. Die erfolgreiche Biotinylierung wurde im Western Blot durch Detektion mit
SA-HRP bestatigt (Abb. 4.2). Durch Zugabe von Fluorochrom-gekoppeltem
Streptavidin, welches vier Bindungsstellen fir Biotin aufweist, wurden die
biotinylierten Fusionsproteine tetramerisiert. Durch diese Strategie wurde eine
Nutzung der Siglec-Fusionsproteine in Analogie zu MHC-Tetrameren in
durchflusszytometrischen Analysen ermaéglicht.

Abb. 4.3 verdeutlicht den Unterschied zwischen Farbungen mit monomerem und mit
tetramerem  Siglec-Fusionsprotein. Es zeigt sich, dass das Tetramer
[Siglec-7]4 : SA-PE eine deutlich héhere Bindung aufweist als das Monomer und so
eine intensivere Fluoreszenz und reproduzierbare Farbungen in
durchflusszytometrischen Analysen bewirkt. Die Bindung ist Sialinsaure-abhangig
wie durch Behandlung der Zellen mit Neuraminidase bestatigt werden konnte. Zur
Farbung von Ansatzen, die im Durchflusszytometer gemessen wurden, wurde daher
in folgenden Versuchen mit dem Tetramer weitergearbeitet. Um optimale Farbungen
zu ermdglichen, wurde die einzusetzende Konzentration an [Siglec-7]4 : SA-PE in
einer Titrationsreihe bestimmt. Diese wurde nach jeder Aufreinigung durchgefihrt, da
sich die Konzentrationen an aufgereinigtem Siglec-Fusionsprotein unterschieden. Fur

durchflusszytometrische Analysen wurde 1 pg/ml an [Siglec-7]4 : SA-PE eingesetzt.
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Abb. 4.3: Oligomerisierung der Siglec-Fusionsproteine. a) Um die Aviditéat zu erhdhen, wurden die
Fusionsproteine biotinyliert und durch Zugabe von Streptavidin-(R)-Phycoerythrin tetramerisiert.
b) Durchflusszytometrische Analysen von PBMC zeigen, dass monomeres Siglec-7 eine geringere
Bindung an seine Liganden aufweist als tetrameres Siglec-7. Als Kontrolle wurde SA-PE eingesetzt.
¢) Nach Behandlung mit Neuraminidase ist keine Bindung von monomerem oder tetramerem Siglec-7

mehr detektierbar.

4.3 Liganden fur Siglec-7 und Siglec-9 werden auf P BMC exprimiert

Die Expression von Liganden fur Siglec-7 wurde durch Farbungen mit
tetramerisiertem Siglec-Fusionsprotein auf Zellen des Immunsystems analysiert
(Abb. 4.4 a). Es konnte eine differentielle Expression auf physiologischen
Lymphozyten aus peripherem Blut festgestellt werden. CD4" und CD8" T-Zellen
sowie Monozyten und NK-Zellen wiesen den Liganden fur Siglec-7 auf. B-Zellen
hingegen konnten in eine [Siglec-7],: SA-PE positive und negative Population
unterteilt werden. Die Expression an Siglec-7-Liganden auf CD4" und CD8"
T-Lymphozyten blieb nach Aktivierung der Zellen tber 48 h mit 200 U/ml IL-2 und
1 pg/ml OKT3 unveréandert (ohne Abb.). Die Expression von Liganden fiur Siglec-9
konnte nur auf CD14" Monozyten und geringfiigig auf Subpopulationen von
T-Lymphozyten und NK-Zellen detektiert werden (Abb. 4.4 c). Um zu bestatigen,
dass die Bindung Sialinsdure-abhangig ist, wurden PBMC mit Neuraminidase
behandelt. Durchflusszytometrische Analysen mit [Siglec-7],: SA-PE ergaben keine
Detektion des Liganden auf CD4" und CD8" T-Zellen sowie B-Zellen und NK-Zellen.

Monozyten zeigten eine reduzierte Expression des Liganden (Abb. 4.4 b).
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Abb. 4.4: Expression von Liganden fir Siglec-7 und Siglec-9 auf PBMC gesunder Spender.
Dargestellt ist die Analyse von PBMC insgesamt und von Subpopulationen, die durch Gegenfarbung
mit den angegebenen Antikérpern detektiert wurden. Durchflusszytometrische Analysen mit
a) tetramerem Siglec-7 : SA-PE ergaben eine Expression von Liganden auf CD4" und CD8" T-Zellen
sowie auf Monozyten und NK-Zellen. B-Zellen hingegen zeigten eine [Siglec-7], : SA-PE positive und
negative Population. b) Nach Behandlung mit Neuraminidase nahm die Bindung von
[Siglec-7], : SA-PE ab. c) Eine Bindung von Siglec-9 : SA-PE konnte auf Monozyten und geringfugig
auf CD4" und CD8" T-Lymphozyten sowie auf NK-Zellen detektiert werden.
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4.4 Analyse der B-Zell-Subpopulationen

Der Anteil an B-Lymphozyten im Peripherblut bei Erwachsenen betragt 6-19%.
B-Zellen zeigten nach Farbung mit [Siglec-7]4: SA-PE eine positive und eine
negative Population. Der Anteil der fur [Siglec-7]4 : SA-PE positiven Population war
dabei spenderabhingig und bewegte sich zwischen 31,3% und 72,8% der CD19"
Lymphozyten (n=7) (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Expression von Siglec-7-Liganden auf B-Zellen von 7 verschiedenen Spendern. Dargestellt
ist a) der prozentuale Anteil CD19" und [Siglec-7], : SA-PE" B-Zellen an der PBMC-Population und
b) der Anteil [Siglec-7], : SA-PE" B-Zellen bezogen auf die Anzahl an B-Zellen der einzelnen Spender.

Um zu analysieren, ob bestimmte B-Zell-Subpopulationen die Liganden fir Siglec-7

tragen, wurden die Zellen mit verschiedenen Markern (Tab. 4.1) gegengefarbt.

Tab. 4.1: Oberflachenantigene, die zur Charakterisierung der einzelnen B-Zellsubpopulationen in

durchflusszytometrischen Analysen verwendet wurden.

Subpopulation der B-Lymphozyten Marker

Naive B-Lymphozyten CD19", CD20*, CD27"
Aktivierte B-Lymphozyten CD19", CD20", CD25", CD69"
Plasmazellen CD19", CD27", CD38", CD138"
Gedachtnis-B-Lymphozyten CD19", CD20", CD27"

Abb. 4.6 stellt zunachst die Farbung dar, bei der CD19" Zellen angefarbt und mit den
angefuhrten Markern gegengefarbt wurden. Es zeigt sich, dass keine einheitlich
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Siglec-7-negative Zellpopulation detektiert werden kann. Naive B-Zellen, die in der
Peripherie noch kein Antigen getroffen haben, sowie Plasmazellen zeigen zwel
Populationen. Aktivierte B-Zellen und Gedéchtnis-B-Zellen hingegen sind einheitlich
positiv fir den Siglec-7 Liganden. Entsprechende Ergebnisse wurden auch erhalten,
wenn zun&chst die einzelnen B-Zell-Subpopulationen angefarbt und anschliel3end
die Farbung dieser Zellen mit Siglec-7-Tetrameren dargestellt wurde (Abb. 4.7).
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Abb. 4.6: Durchflusszytometrische Analyse von B-Zellsubpopulationen. PBMC von zwei gesunden
Spendern wurden mit tetramerem Siglec-7 : SA-PE gefarbt. CD19" Zellen von a) Spender 1 und
b) Spender 2 wurden geféarbt und B-Zell-Subpopulationen durch Farbung mit den angegebenen

Antikdrpern detektiert.
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Abb. 4.7: Expression von Siglec-7 Liganden auf B-Zell-Subpopulationen a) naive B-Zellen,
b) aktivierte B-Zellen, c) Gedéachtnis-B-Zellen, d) Plasmazellen. Dargestellt sind die Ergebnisse von
Zellen zweier Spender. Der rechte Plot zeigt jeweils die Gegenfarbung mit [Siglec-7], : SA-PE der im

angezeigten Gate des linken Plots liegenden Zellen.
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4.5 Expression von Liganden fur Siglec-7 und Siglec -9 auf MNC
des Thymus

Um die Verteilung von Siglec-7 Liganden auf Lymphozyten verschiedener
lymphatischer Organe zu untersuchen, wurden Thymozyten, die aus OP-Praparaten
gewonnen wurden, auf Expression von Siglec-7 Liganden hin analysiert (n=2). Eine
Bindung des Siglec-7-Tetramers konnte detektiert werden. Diese erwies sich als
spezifisch, sie liel3 sich durch Prainkubation mit humanem Polyglobin nicht
antagonisieren. Nach Denaturierung des Tetramers bei 56T fur 3 h konnte keine
Bindung mehr detektiert werden (Abb. 4.8 c¢). Auf CD4" und CD8" Lymphozyten
zeigte sich eine heterogene Expression des Liganden fir Siglec-7

Abb. 4.9). 55% der CD45" Leukozyten, 37% der CD4" und 59% der CDS8"
T-Lymphozyten zeigten eine Expression des Liganden fiir Siglec-7. Ahnliche
Ergebnisse zeigten sich fur Farbungen mit [Siglec-9], : SA-PE. Die Bindung war
insgesamt schwécher als bei Farbungen mit Siglec-7-Tetrameren. 8,4% der CD45"
Leukozyten, 10,5% der CD4" und 6,6% der CD8" T-Lymphozyten zeigten eine

Expression des Liganden fur Siglec-9.
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Abb. 4.8: Farbung von a) Thymozyten mit b) [Siglec-7],: SA-PE. ¢) Nach Denaturierung des

Tetramers flir 3 h bei 56T ist keine Bindung mehr d etektierbar.
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Abb. 4.9: Farbung von MNC des Thymus mit a) [Siglec-7],: SA-PE oder b) [Siglec-9],: SA-PE.
Gegenfarbungen mit anti-CD45 als Marker fur hdmatologische Zellen sowie anti-CD4 und anti-CD8

Antikdrpern zur Detektion von T-Lymphozyten sind dargestellt.

4.6 Expression von Siglec-7 Liganden auf MNC des Ly  mphknotens

Expression von Siglec-7 Liganden wurde auf Lymphozyten aus Uberschissigem
Material von Lymphknotenexstirpationen untersucht. Leukozyten wurden durch
Farbung mit CD45 von nicht-hamatopoetischen Zellen unterschieden.
Durchflusszytometrische Analysen Propidiumjodid-negativer Zellen mit

[Siglec-7]4 : SA-PE ergaben eine positive und eine negative Population.
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Abb. 4.10: Expression von Liganden fir Siglec-7 auf Zellen eines OP-Praparates des Lymphknotens.
Propidiumjodid-positive Zellen wurden elektronisch herausgegated, hamatologische Zellen durch

Farbung mit Antikérpern gegen CD45 detektiert und mit [Siglec-7], : SA-PE gegengefarbt.

4.7 Untersuchung des Glykosylierungsmusters tolerog ener Zellen

Sialylierungsprozesse sind an der Immunregulation beteiligt. Um ihre Funktion bei
der Toleranzinduktion zu klaren, wurde untersucht, ob tolerogene Zellen sialylierte
Liganden exprimieren, die mit inhibitorischen Siglecs auf der Oberflache von

Effektorzellen interagieren konnten.

4.7.1 Sialylierung regulatorischer T-Zellen

Zunachst wurden CD4'CD25" regulatorische T-Lymphozyten analysiert. Vorarbeiten
haben gezeigt, dass isolierte CD4*CD25" regulatorische T-Zellen eine Population mit
niedriger und eine Population mit hoher Dichte an o2,6-verkniupfter Sialinsaure
aufweisen. Wahrend der Kultivierung der Zellen nahm die Dichte an a2,6-verknupfter
Sialinsaure zu (Jenner et al., 2006).

Regulatorische T-Lymphozyten wurden durch immunomagnetische Sortierung
gewonnen und durch die Expression der Marker CD4 und CD25 charakterisiert.
Durchflusszytometrische Analysen der Zellen mit Hilfe von [Siglec-7]s: SA-PE
ergaben eine Expression der Liganden fur Siglec-7. Eine Expression von Siglec-9
Liganden konnte nicht detektiert werden (Abb. 4.11). Dies zeigte sich bei mehreren
Spendern (n=4). Eine funktionelle Charakterisierung gelang auf Grund der geringen

Zellzahlen nicht.
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Abb. 4.11: Durchflusszytometrische Analyse regulatorischer T-Lymphozyten. CD4°'CD25" Zellen
wurden durch immunomagnetische Sortierung aufgereinigt und mit [Siglec-7];: SA-PE bzw.
[Siglec-9], : SA-PE gefarbt.

4.7.2 Sialylierung Monozyten-abgeleiteter Dendritis ~ cher Zellen

Durchflusszytometrische Untersuchungen zum Sialylierungsmuster Dendritischer
Zellen mit pflanzlichen Lektinen haben ergeben, dass tolerogene, unreife
Dendritische Zellen eine hohe Dichte an a2,6-Sialinsduren auf der Oberflache
aufweisen. Nach Reifung der Dendritischen Zellen mit proinflammatorischen
Zytokinen wurde die Expression von a2,6-Sialinsduren herunterreguliert (Jenner et
al.,, 2006). Aus diesen Ergebnissen lasst sich die Vermutung ableiten, dass
tolerogene Zellen Glykane aufweisen, welche als Liganden fur inhibitorische Siglecs
auf der Oberflache von Effektorzellen dienen kénnten. Da durch Farbungen mit
pflanzlichen Lektinen nicht notwendigerweise Aussagen Uber Liganden fur Siglec-7
und Siglec-9 getroffen werden konnen, wurden Farbungen mit rekombinantem
[Siglec-7]4 : SA-PE und [Siglec-9], : SA-PE durchgefihrt.

Zur Generierung Dendritischer Zellen wurden Monozyten aus PBMC durch
immunomagnetische Sortierung mittels CD14-Microbeads isoliert.

Jeweils an den Tagen 0, 2 und 4 wurden die gewonnenen Monozyten mit IL-4 und
GM-CSF versetzt. An Tag 5 wurde ein Teil der Kultur fur 48 Stunden mit einem
Reifungscocktail bestehend aus den proinflammatorischen Zytokinen IL-6, IL-13,
TNF-a und PGE; versetzt. Abb. 4.13 zeigt die Expression von CD14, HLA-DR und

CD83 am Tag der Isolation, sowie nach 5 und 7 Tagen. Wahrend die Expression von
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CD14 im Verlauf der Reifung abnahm, konnte eine verstarkte Expression der
Reifungsmarker CD83 und HLA-DR detektiert werden (n=7).

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnten mRNA fir Siglec-7 und Siglec-9 in unreifen
und reifen Dendritischen Zellen mittels PCR nachweisen. Durchflusszytometrische
Analysen mit Antikérpern, die die inhibitorischen Rezeptoren Siglec-7 und Siglec-9
erkennen, konnten diese Ergebnisse auf Proteinebene bestatigen und ergaben eine
Expression beider Rezeptoren sowohl auf unreifen als auch auf reifen Dendritischen
Zellen (Abb. 4.12).
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Abb. 4.12: Expression von Siglec-7 und Siglec-9 auf unreifen und reifen Dendritischen Zellen (DC).
Die Zellen wurden an Tag 5 und Tag 7 nach Isolation mit anti-Siglec-7 Antikdrper und Streptavidin-PE
bzw. anti-Siglec-9-FITC gefarbt (schwarz), Streptavidin-PE bzw. IgG-FITC wurden als

Negativkontrollen benutzt (grau).

Bezuglich der Liganden fir beide Rezeptoren zeigten sich nach Farbung mit
[Siglec-7]4 : SA-PE bei unreifen Dendritischen Zellen zwei Populationen. Reife
Dendritische Zellen zeichneten sich durch eine einheitliche Farbung mit
[Siglec-7]4: SA-PE aus. Insgesamt konnte nach Reifung eine Abnahme der
Expression an Siglec-7 Liganden detektiert werden. Analysen mit [Siglec-9], : SA-PE
ergaben eine Expression der entsprechenden Liganden. Jedoch war diese

schwacher als nach Farbung mit [Siglec-7]4 : SA-PE.
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Abb. 4.13: Vergleich der Expression von Liganden fiir Siglec-7 und Siglec-9 auf Monozyten, unreifen
Dendritischen Zellen an Tag 5 und Tag 7 sowie gereiften Dendritischen Zellen an Tag 7 nach
Isolation. Die Zellen wurden durch die Marker HLA-DR, CD14 und CD83 charakterisiert und mit
[Siglec-7]4 : SA-PE bzw. [Siglec-9], : SA-PE gefarbt.
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4.7.3 Glykosylierung Multipotenter mesenchymaler St  romazellen

Multipotente mesenchymale Stromazellen (MSC) sind in der Lage, eine suppressive
Wirkung auf T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen auszutben. Inwieweit deren
Glykosylierungsmuster an der Vermittlung dieses Effektes beteiligt ist, ist bisher
ungeklart. Um Aussagen Uber die Expression von Siglecs und ihrer Liganden auf
MSC als immunregulatorischen Zellen treffen zu kénnen, wurden Farbungen mit den
pflanzlichen Lektinen Sambucus nigra Lektin (SNL), das «a2,6-verknipfte
Sialinsdurereste erkennt, und Maackia amurensis Lektin (MAL), welches
a2,3-verknupfte Sialinsdurereste erkennt, durchgefuhrt. a2,3-Sialinsduren werden
auf der Zelloberflache von MSC exprimiert, a2,6-Sialinsduren hingegen konnten nur
schwach detektiert werden. Expression der inhibitorischen Rezeptoren Siglec-7 und
Siglec-9 wurde mit entsprechenden Antikérpern nicht gezeigt. Jedoch ergaben
Farbungen mit [Siglec-7]4 : SA-PE eine Expression von Liganden fir Siglec-7 auf der
Oberflache von MSC. Fur [Siglec-9]4 : SA-PE konnte nur eine schwache Bindung
detektiert werden (Abb. 4.14 a). Dieses Expressionsmuster blieb fir Siglec-7
Liganden auch nach Aktivierung der Zellen mit IFNy erhalten, fir Siglec-9 Liganden

liegen diesbezuglich keine Daten vor (Abb. 4.14 b).
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Abb. 4.14: Expression von a2,3- und a2,6-Sialinsauren sowie Siglec-7, Siglec-9 und ihrer Liganden
auf MSC. a) Zur Untersuchung des Sialylierungsmusters wurden die Zellen mit den pflanzlichen
Lektinen SNL und MAL sowie mit Antikdrpern gegen Siglec-7 und Siglec-9 und [Siglec-7],; : SA-PE
bzw. [Siglec-9], : SA-PE gefarbt (schwarz), SA-PE- und Isotypkontrollen sind dargestellt (grau). b) Das
Expressionsmuster fiir Siglec-7 Liganden blieb nach Aktivierung der Zellen fir 48 h mit 100 U/ml oder

200 U/ml IFNy erhalten.

Lektine spielen nicht nur im Rahmen der Immunregulation, sondern auch bei der
Zellmigration eine grol3e Rolle. Insbesondere Selektinen kommt bei der Zell-
Zelladhasion eine bedeutende Funktion zu. lhre Lektindoméane bindet
Karbohydratketten Mucin-ahnlicher Zelladhasionsmolekiile. Zell-Matrix-Adhé&sionen
werden hauptséchlich durch Integrine vermittelt. Es wurde daher untersucht, ob

verschiedene Adhasionsmolekiile auf MSC exprimiert werden (Tab. 4.2).
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Tab. 4.2: Adhasionsmolekule, deren Expression auf MSC untersucht wurde.

Adhasionsmolekl

CD18 (B2 Integrin)

CDA41 (GPlIb/lla, allb-Integrin)

CD49d (VLA-4, a4-Integrin)

CDA49e (VLA-5, a5-Integrin)

CDA49f (VLA-6, a6-Integrin)

CD51 (aV-Integrin)

CD61 (B3 Integrin, GPllla)

CD116 (GM-CSF Rezeptor a-Kette)
CD162 (PSGL-1, Ligand fur P-Selektin)

Phanotypisierung der Zellen ergab eine Expression von CD49d, CD49e, CD51 und
CD61 auf MSC. Fur die Adhasionsmolekile CD18, CD41, CD49f, CD116 und CD162

waren die Zellen negativ.
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Abb. 4.15: Untersuchung von Adhéasionsmolekilen auf mesenchymalen Stromazellen. Dargestellt sind
Farbungen mit Isotypkontrollen (grau) und murinen anti-humanen Antikérpern gegen die angezeigten
Molekile. Das gleiche Expressionsmuster zeigte sich bei mesenchymalen Stromazellen, die in
Medium mit 5% FFPP statt 10% FCS kultiviert wurden.
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4.8 Analyse des Glykosylierungsmusters maligner Ze  llen

Da Verédnderungen im Glykosylierungsmuster haufig bei maligner Transformation
auftreten, wurde insbesondere die Oberflachensialylierung von Tumorzellen néher
untersucht. Eine veranderte Expression von Sialinsaurespezies konnte hierbei
bewirken, dass neue Liganden fir Siglecs und andere inhibitorische Lektine

entstehen, die an einer Inhibition von attackierenden Effektorzellen beteiligt sind.

4.8.1 Glykosylierungsmuster Leukamischer Zelllinien

Um das Glykosylierungsmuster und insbesondere die Expression von Siglecliganden
auf malignen Zellen néher zu charakterisieren, wurde das Sialylierungsmuster
leukamischer Zelllinien mit Hilfe der pflanzlichen Lektine SNL, MAL sowie
[Siglec-7],4 : SA-PE und [Siglec-9],4 : SA-PE detektiert. Vier leukamische Zelllinien
wurden analysiert: PLB-985 (akute myeloische Leukamie), HL-60 (akute
promyeloische Leukamie), KG-la (promyeloblastische Leukamie) und K562
(chronisch myeloische Leuka&mie). Durchflusszytometrische Analysen ergaben
Unterschiede im Glykosylierungsmuster der Zelllinien. Wie Abb. 4.16 zeigt,
entsprachen Ergebnisse der Analysen mit beiden pflanzlichen Lektinen nicht dem
Bindungsspektrum von [Siglec-7], : SA-PE und [Siglec-9], : SA-PE. K562 zeigten
hohe Reaktivitat flr Siglec-7-Fusionsproteine, aber nur schwache Anfarbung mit
SNL. K562 stellen ein klassisches NK-Zell-Ziel dar und kdénnen somit benutzt
werden, um den Effekt von Siglec-7 Liganden auf NK-Zellvermittelte Zytotoxizitat zu

analysieren.
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Abb. 4.16: Leukédmische Zelllinien zeigen unterschiedliche Sialylierungsmuster. Die
Zelloberflachensialylierung von vier leukamischen Zelllinien (PLB-985, schwarze, gestrichelte Linie;
HL60, graue, gefillte Kurve; KG-1a, graue Linie; K562, schwarze, gefiillte Kurve) wurden analysiert.
Zellen wurden gefarbt a) mit FITC-konjugiertem SNL, b) biotinyliertem MAL und Streptavidin-PE oder
c) [Siglec-7], : SA-PE bzw. d) [Siglec-9], : SA-PE.

4.8.2 Padiatrische T-ALL-Blasten exprimieren Ligand  en fur Siglec-7

Um zu untersuchen, inwiefern sich das Expressionsmuster von Liganden fir
inhibitorische Siglecs auf PBMC gesunder Spender von malignen Zellen
unterscheidet, wurden neben leukdmischen Zelllinien auch priméare, leukdmische
Zellen analysiert. Bei Kindern stellen akute lymphoblastische Leukd&mien die
haufigste maligne Erkrankung dar. T-ALL zeigen dabei aus vielfaltigen Grinden eine
schlechtere Prognose als cALL (Schrauder et al., 2006).

Primare lymphatische Blasten von péadiatrischen Patienten mit T-ALL und cALL
wurden verglichen. Das Glykosylierungsmuster wies charakteristische Unterschiede
zu PBMC auf. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass T-ALL Blasten
Liganden fur Siglec-7, aber nicht fir Siglec-9 exprimieren. Auf cALL-Blasten konnten
weder Liganden fir Siglec-7, noch fur Siglec-9 gefunden werden, obwohl ein
signifikanter Teil physiologischer B-Zellen die Liganden fir Siglec-7 exprimierte.
Diese Ergebnisse konnten durch Phanotypisierung von je neun cALL- bzw. T-ALL
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Blasten mit [Siglec-7]4 : SA-PE und je funf Proben mit [Siglec-9], : SA-PE bestatigt

werden.
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Abb. 4.17: Durchflusszytometrische Analyse priméarer leuk&mischer Blasten von padiatrischen
Patienten mit cALL und T-ALL mit Siglec-Fusionsproteinen. a) Reprasentativer FACS Plot von PBMC
padiatrischer Patienten. Siglec-7-Liganden werden auf T-ALL Blasten aber nicht auf cALL-Blasten
exprimiert (obere Reihe). Nach Behandlung mit Neuraminidase ist keine Bindung mehr detektierbar
(mittlere Reihe). Liganden fur Siglec-9 sind weder auf cALL noch auf T-ALL Blasten detektierbar
(untere Reihe). Dieses Muster unterscheidet sich vom Expressionsmuster auf physiologischen T- und
B-Zellen. b) Statistische Analyse von Phénotypisierungen mit [Siglec-7];: SA-PE (n=9) und
[Siglec-9], : SA-PE (n=5).
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4.8.3 Losliches Siglec-7 erhoht NK-Zell-Zytotoxizit &t

Es ist unklar, welche Bedeutung Siglec-7 Liganden auf der Oberflache von
leukamischen Blasten zukommt. Daher wurde untersucht, ob diese phanotypischen
Unterschiede mit veranderten immunologischen Eigenschaften der primaren Blasten
korrelieren. Da cALL-Blasten bekanntermassen besser durch NK-Zellen angegriffen
werden als T-ALL-Blasten, wurde die Hypothese aufgestellt, dass Siglec-7-Liganden
auf der Oberflache leukamischer Blasten NK-Zellen inhibieren kdnnen. Ldsliches,
monomeres Siglec-7 wurde daher als kompetitiver Inhibitor in NK-Zell vermittelten
Zytotoxizitatsassays eingesetzt.

Es wurde ein nicht-radioaktiver FACS-basierter Zytotoxizitdtsassay etabliert. Zur
Untersuchung wurde die myeloische Leukamie-Zelllinie K562 als Modellsystem
gewahlt. Farbungen mit [Siglec-7], : SA-PE ergaben, dass sowohl K562 als auch
NK-Zellen Siglec-7 Liganden exprimieren. Nach Behandlung mit Neuraminidase
konnten Siglec-7-Liganden mit Hilfe von [Siglec-7]4 : SA-PE nicht mehr detektiert
werden. Siglec-7 wird auf NK-Zellen exprimiert, wie durch Analysen mit anti-Siglec-7

Antikdrper gezeigt werden konnte (Abb. 4.18).
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Abb. 4.18: Phanotypisierung von a) K562 und b) NK-Zellen mit [Siglec-7],; : SA-PE und biotinyliertem,
monoklonalem Antikdrper gegen Siglec-7 und SA-FITC (schwarz). K562 wurden zuséatzlich mit
Neuraminidase behandelt bzw. mit SNL, MAL sowie Antikdrpern gegen Siglec-9 gefarbt. Als
Kontrollen (grau) dienten SA-PE fir Ansatze mit anti-Siglec-7 Antikérper, MAL oder
[Siglec-7]4 : SA-PE und IgG-FITC flr Ansatze mit anti-Siglec-9 Antikorper oder SNL.

In diesem Assay wurden Zielzellen entweder mit dem Fluoreszenzfarbstoff PKH2
oder, wenn T-ALL-Blasten als Zielzellen dienten, mit anti-CD5 FITC-konjugierten
Antikdrpern markiert. Nach Inkubation mit NK-Zellen als Effektorzellen wurde in der
durchflusszytometrischen Analyse auf PKH2-positive Zellen gegated und der Antell
an toten Zellen durch Propidiumjodid-Farbung detektiert. Der Effekt von l6slichem,

monomerem Siglec-7 wurde untersucht. Falls Siglec-7 Liganden eine Rolle bei der
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Verteidigung maligner Zellen gegen Angriffe von Effektorzellen spielen, so sollte
l6sliches Siglec-7 als kompetitiver Inhibitor dienen und die spezifische Lyse steigen
(Abb. 4.19).
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Abb. 4.19: Schematische Darstellung der Arbeitshypothese. a) Der inhibitorische Rezeptor Siglec-7
wird auf NK-Zellen exprimiert. K562 oder T-ALL-Blasten als Zielzellen exprimieren
Oberflachenproteine, die Sialinsdurereste als Liganden fir Siglec-7 exprimieren. b) Nach Interaktion
von Sialinsaureresten mit Siglec-7 auf NK-Zellen wird ein inhibitorisches Signal generiert, das die
zytolytische Aktivitdt der NK-Zelle gegeniuber der Zielzelle unterbindet. ¢) Vorinkubation der Zielzellen
mit l8slichem Siglec-7 bewirkt eine Abséttigung der Ligandenbindungsstellen. Eine Interaktion von
Sialinsaureresten mit Siglec-7 und eine daraus resultierende Inhibition der NK-Zellaktivitat ist nicht

mehr moglich. NK-Zellen kénnen Zielzellen lysieren.

Tatsachlich wurde in Kompetitionsassays die spezifische Lyse gesteigert, wenn K562
mit 1,5 pg/ml l6slichem Siglec-7 vorinkubiert wurden und fir 3 h zusammen mit
unstimulierten oder IL-2 stimulierten NK-Zellen als Effektorzellen in
Effektor:Zielzellen-Verhéaltnissen (E:T) von 5:1 und 10:1 kultiviert wurden (Abb. 4.20).
Dieser Effekt wurde signifikant verstarkt, wenn NK-Zellen mit IL-2 stimuliert wurden.
Die spezifische Lyse erhohte sich bei E:T-Verhaltnissen von 5:1 nach Zugabe von
|6slichem Siglec-7 von 14,7% auf 21,8% (p=0,04) und bei E:T-Verhaltnissen von 10:1
von 22,7% auf 28,6% (p=0,02). Hohere E:T-Verhaltnisse wurden nicht gewahlt, um
die Lyse in einem Bereich zu halten, der in durchflusszytometrischen Analysen
detektiert werden kann. Ahnliche Ergebnisse konnten mit primaren leukamischen

T-ALL-Blasten als Zielzellen erhalten werden. T-ALL Blasten wurden fir 4 h mit
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unstimulierten oder IL-2 stimulierten NK-Zellen als Effektorzellen im E:T-Verhéltnis
von 20:1 kultiviert. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit anti-CD5-Antikérper
gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. Der Anteill an toten,
Propidiumjodid-positiven Zellen wurde bestimmt. Die spezifische Lyse leuk&mischer
Zellen wurde in Anwesenheit von ldslichem Siglec-7 signifikant von 2,2% auf 11,8%
(p=0,02) nach Kultivierung mit unstimulierten NK-Zellen und von 3,7% auf 12,3%
durch Kultivierung mit IL-2 stimulierten NK-Zellen als Effektorzellen erhoht (p=0,03).
Die spezifische Lyse war hierbei allgemein niedriger als die Lyse aus Versuchen, in

denen K562 als Zielzellen eingesetzt wurden (Abb. 4.21).
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Abb. 4.20: PKH-2 Zytotoxizitatsassay von NK-Zellen gegen K562-Zellen in An- oder Abwesenheit von
Siglec-7 Fusionsprotein. Ldsliches Siglec-7 kompetitiert um inhibitorische Liganden und verstérkt die
spezifische Lyse von K562 durch aktivierte NK-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 5
unabhéangigen Experimenten und die Standardfehler der Mittelwerte. Signifikanzanalysen wurden mit
Hilfe des T-Test fir zwei gepaarte Stichproben durchgefiihrt, * p<0,04.
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Abb. 4.21: Zytotoxizitdtsassay von NK-Zellen gegen T-ALL-Blasten in An- oder Abwesenheit von
Siglec-7 Fusionsprotein. Siglec-7 Liganden hemmen NK-Zell-vermittelte Lyse leukdmischer Blasten.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 unabhéngigen Experimenten und die Standardfehler der
Mittelwerte. Signifikanzanalysen wurden mit Hilfe des T-Test fur zwei gepaarte Stichproben
durchgefiihrt, * p<0,04.

Diese Ergebnisse heben die Funktion von Siglec-7 als nicht-MHC-spezifischem
inhibitorischen Rezeptor auf NK-Zellen hervor und verdeutlichen, dass eine
veranderte Expression von Glykanen auf malignen Zellen zu Immunescape-

Mechanismen des Tumors beitragen kann.

4.8.4 Analyse des Glykosylierungsmusters mittels Gl ykanarray

Um weitere Aussagen Uber das Glykosylierungsmuster von leukamischen Blasten im
Gegensatz zu nicht-malignen Zellen treffen zu kbnnen, wurde ein Screening mit Hilfe
von Glykanarrays in Kooperation mit der Firma Qiagen (Hilden) und der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. R. Brock (Universitat Tubingen, jetzt Universitat
Nijmegen, NL) durchgefuhrt. Das Prinzip dieses Arrays beruht darauf, dass auf einen
Trager gebundene Lektine unterschiedlicher Spezifitat mit Glykoprotein-Proben
inkubiert werden. Die Bindung der biotinylierten Glykoproteine an die jeweiligen
Lektine kann nach Inkubation mit Cy®3-markiertem Streptavidin mit Hilfe eines

Microarray Scanners detektiert werden. Zunéchst wurden Glykoproteine aus der
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CML Zelllinie K562 und der T-Zell-Leukamielinie CEM isoliert und auf einem
Glykanarray-Chip getestet. Ergebnisse zeigen, dass sich das Glykosylierungsmuster
der beiden Zelllinien, soweit es durch die Lektine des Arrays detektiert werden kann,
kaum voneinander unterscheidet. CEM-Zellen scheinen im Vergleich zu K562-Zellen
eine starkere Bindung an Lektine aufzuweisen, die N-Acetylglucosamin bzw. Fucose
erkennen (Abb. 4.22). Beziglich der Bindung an Sialinsauren sind keine
Unterschiede  detektierbar. Da  durchflusszytometrische  Analysen  mit
[Siglec-7]4 : SA-PE ergeben haben, dass T-ALL-Blasten im Gegensatz zu
CALL-Blasten den Liganden fur Siglec-7 aufweisen, wurde im Folgenden das
Glykosylierungsmuster von T-ALL- und cALL-Blasten auf einem Glykanarray naher
untersucht. Als Referenz dienten T-Zellen und B-Zellen, die aus PBMC eines
gesunden Spenders immunomagnetisch isoliert wurden. Hierbei wurden B-Zellen
durch den Marker CD19, T-Zellen und T-ALL-Zellen durch den Marker CD3 sowie
CALL-Blasten als CD10"-Zellen charakterisiert. Glykoproteine wurden isoliert,
biotinyliert und die Bindung auf den mit Lektinen gespotteten Arrays analysiert. Auch
im Vergleich von B-Zellen und cALL-Blasten lassen sich mit Hilfe des Glykanarrays
keine Differenzen im Glykosylierungsmuster detektieren (Abb. 4.22). Ansatze, in
denen T-Lymphozyten mit T-ALL-Blasten verglichen werden sollten, konnten auf
Grund zu schwacher Signalintensitaten nicht ausgewertet werden. Weitere Test-Kits

des noch nicht auf dem Markt befindlichen Glykanarrays wurden zugangig gemacht.
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Abb. 4.22: Untersuchung des Glykosylierungsmusters mittels Glykanarray. Obere Abb.: Glykanarray
von Glykoproteinen der Zelllinien K562 und CEM. Untere Abb.: Glykanarray von Glykoproteinen aus
CALL-Blasten. Als Referenz dienten aus PBMC eines gesunden Spenders isolierte B-Zellen.
Abk.: Komplex: N-glykosidisch verknipfte Glykane des komplexen Typs;
GIcNAc: N-Acetylglukosamin; GlcMan : Mannose haltige Glukosamine; Term. GIcNAc: terminale
N Acetylglukosamine; a-Gal: a-Galaktose und a-N-Acetylgalaktosamine; B-Gal: B-Galaktose Reste;

Gal/GalNAc: Galaktosereste und N-Acetyl-Galaktosamine.

4.8.5 Durchflusszytometrische Analyse solider Tumor en

Bisher wurde analysiert, welche Rolle Siglec-7 und seinen Liganden bei

Immunevasionsmechanismen leukdmischer Zellen zukommt. Im Folgenden soll der
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Frage nachgegangen werden, inwieweit ahnliche Mechanismen auch bei anderen
malignen Erkrankungen zutreffen. Hierbei wurden neben Rhabdomyosarkomlinien
vor allem Neuroblastome und Mamma- und Ovarialcarcinome untersucht. Um die
Frage zu klaren, ob glykosylierte Antigene mdgliche Angriffspunkte fir eine Therapie
bieten, wurde das Sialylierungsmuster von Rhabdomyosarkomlinien untersucht. In
vorausgegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass
die embryonale Rhabdomyosarkom-Zelllinie A204 nur geringe Dichten sowohl an
02,3- als auch an a2,6-Sialylierung aufweist, wohingegen die Zelllinie RD eines
alveolaren Rhabdomyosarkoms beide Glykanstrukturen verstarkt exprimiert.
Analysen mit Siglec-7-Tetrameren hingegen ergaben keine Bindung auf RD-Zellen
jedoch eine Expression der Liganden fur Siglec-7 auf A204-Zellen (Abb. 4.23). Die
Rezeptoren Siglec-7 und Siglec-9 werden nicht auf A204-Zellen exprimiert.
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Abb. 4.23: Analyse des Glykosylierungsmusters solider Tumoren. Die Zelllinie A204 eines
embryonalen und die Zellinie RD eines alveolaren Rhabdomyosarkoms  wurden
durchflusszytometrisch analysiert. Die Zellen wurden mit [Siglec-7], : SA-PE gefarbt (schwarze,
geflllte Kurven). A204-Zellen wurden zusétzlich mit den Lektinen SNL und MAL sowie Antikdrpern

gegen Siglec-7 und Siglec-9 gefarbt. Isotyp- bzw. SA-PE als Kontrollen sind dargestellt (graue Linie).
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4.8.6 Untersuchung von Neuroblastom-Zelllinien

Zur ndheren Charakterisierung des Sialylierungsmusters und der immunologischen
Eigenschaften von Neuroblastomzellen wurden in einem Kooperationsprojekt mit der
Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Eggert (Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin,
Universitatsklinikum Essen) die Neuroblastom-Zelllinien SY5Y und NB69 analysiert.
In  cDNA-Chipanalysen dieser Neuroblastomzellen wurde gefunden, dass
Rezeptoren der Tyrosinkinasefamilie Trk bei maligner Entartung verstarkt exprimiert
werden. Trk A geht dabei mit einer besseren Prognose als Trk B einher. Um den
Effekt dieser Rezeptoren auf eine Immunantwort zu bestimmen, wurden die
verwendeten Zelllinien mit fur Trk A oder Trk B kodierenden Plasmiden transfiziert.
Als mock-Kontrolle diente eine Transfektion mit dem Leervektor Plncx. Zur
Phanotypisierung dieser Zelllinien wurden durchflusszytometrische Analysen
durchgefihrt. Hierbei zeigte sich, dass die Zellen eine unterschiedlich starke MHC I-
Expression aufwiesen (Abb. 4.24). Besonders mit Trk A transfizierte Zellen zeigten
eine hohere Dichte an MHC | auf der Oberflache. Nach Stimulation mit 250 U/ml IFNy

fr 24 h konnte die Expression von HLA-ABC bei allen Zellen verstarkt werden.
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Abb. 4.24: Durchflusszytometrische Analyse der MHC I|-Expression auf Zellen der Neuroblastomlinie
SY5Y. Die Zellen wurden mit Antikérpern gegen HLA-ABC gefarbt. Wildtyp (wt)-Zellen wurden mit
Zellen verglichen, die mit dem Neurotrophinrezeptor TrkA transfiziert wurden. Als Kontrolle dienten
Zellen, die mit dem Leervektor transfiziert wurden (PIncx). Unstimulierte Zellen (obere Reihe) wurden

mit IFNy stimulierten Zellen (250 U/ml, 24 h; untere Reihe) verglichen.
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Um Aussagen uUber das Sialylierungsmuster der Neuroblastom-Zelllinien treffen zu

kénnen, wurden die Zellen zun&chst mit Lektinen inkubiert. Durchflusszytometrische

Analysen mit den pflanzlichen Lektinen SNL und MAL ergaben eine erhdhte

Expression von a2,6-Sialinsdure auf Trk A oder Trk B transfizierten Zellen im

Vergleich zur Kontrolle. Die Expression von o2,3-Sialinsauren war auf Trk B

transfizierten Zellen erniedrigt.
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Abb. 4.25: Oberflachenfarbung von Zellen der Neuroblastomlinie SY5Y mit den pflanzlichen Lektinen

SNL und MAL. Es wurde die Expression auf untransfizierten Zellen mit Zellen verglichen, die mit den

Neurotrophinrezeptoren Trk A, Trk B oder mit dem Leervektor transfiziert wurden. Dargestellt sind

a) die Farbungen mit Lektinen (schwarz) und die Kontrollen IgG-FITC fur Farbungen mit SNL und SA-
PE fir Farbungen mit biotinyliertem MAL und SA-PE als Sekundarantikdrper (grau) und b) die

mittleren Fluoreszenzintensitaten.
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Farbungen mit [Siglec-7], : SA-PE ergaben, dass die Zellen den Liganden fur
Siglec-7 nicht stark exprimieren. Nach Stimulation der Zellen mit IFNy zeigte sich

keine Veranderung.

a)
SY5Y wt SY5Y Trk A SY5Y Trk B SY5Y PIncx
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>
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Abb. 4.26: Expression der Liganden fir Siglec-7 auf Zellen der Neuroblastomlinie SY5Y. a) Zellen
wurden mit [Siglec-7],: SA-PE gefarbt (schwarz), SA-PE diente als Negativkontrolle (grau).
b) Stimulation der Zellen mit 250 U/ml IFNy fir 24 h ergibt keine Unterschiede in der Expression von

Siglec-7 Liganden im Vergleich zu unstimulierten Zellen.

Eine Expression von Siglec-7 oder Siglec-9 konnte weder auf untransfizierten noch
auf transfizierten Zellen der beiden Zelllinien detektiert werden.

Zum Vergleich wurde das Sialylierungsmuster einer weiteren Neuroblastom-Zelllinie
analysiert. Farbungen der Neuroblastom-Zelllinie Sk-N-Be mit [Siglec-7],: SA-PE
ergaben, dass diese Zellen Liganden fur Siglec-7 auf der Oberflache exprimieren.
Auch das Sialinsédure-tragende Gangliosid GD, ist als Tumor-assoziiertes Antigen
bekannt, das auf Neuroblastomen exprimiert wird. Im Rahmen der padiatrischen
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Onkologie wurde der gegen GD, gerichtete, chimare Antikérper ch14.18 flr
immuntherapeutische Ansétze bei Patienten mit Neuroblastomen bereits eingesetzt.
GD; unterscheidet sich vom Gangliosid GD3, das als Ligand fur Siglec-7 beschrieben
wurde, nur in einer einzigen Karbohydratgruppe und kdnnte daher als potentieller
Ligand fur Siglec-7 eine Inhibition von Effektorzellen bewirken. Dieser Effekt lie3e
sich durch den anti-GD,-Antikorper ch14.18 verhindern.

Farbungen der  Neuroblastom-Zelllinie  Sk-N-Be  mit dem  chimaren
anti-GD,-Antikorper ch14.18 konnten zeigen, dass die Zellen das Gangliosid GD

exprimieren.
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Abb. 4.27: Zellen der Neuroblastomlinie Sk-N-Be wurden mit dem chiméaren Antikérper ch14.18 und
Maus anti-human IgG-PE bzw. mit [Siglec-7], : SA-PE gefarbt (schwarze Kurven). Farbungen mit

Maus anti-human IgG-PE bzw. SA-PE dienten als Negativkontrollen (graue Kurven).

Um das immunologische Verhalten von Neuroblastomen zu charakterisieren, wurden
Zytotoxizitdtsassays mit Zellen der Neuroblastom-Zellinie SY5Y durchgefihrt.
Zunachst erfolgte eine Analyse der NK-Zellantwort mit Hilfe eines FACS-basierten
Zytotoxizitdtsassays. Zur Untersuchung dienten untransfizierte und mit den
Neurotrophinrezeptoren Trk A, Trk B sowie dem Leervektor PIncx transfizierte Zellen
der Zelllinie SY5Y. Nach Anfarbung der Zellen mit PKH-2 schloss sich eine
4-stindige Inkubation an mit unstimulierten oder IL-2 stimulierten NK-Zellen als
Effektorzellen in Effektor:Zielzellen-Verhaltnissen (E:T) von 10:1 und 20:1 kultiviert.
In der durchflusszytometrischen Analyse wurde auf PKH-2 positive Zellen gegated
und der Anteil an toten, Propidiumjodid-positiven Zellen bestimmt. Es ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede Dbezuglich des killings der einzelnen
Neuroblastomzelllinien (Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: NK-Zell vermittelte Zytotoxizitatsassays der Neuroblastomlinie SY5Y.

Da HLA-Moleklle besonders bei mit Trk A-transfizierten Zellen heraufreguliert
werden, konnte man annehmen, dass einer Immunantwort durch T-Zellen, die
Neuroblastom-Antigene erkennen, eine Rolle zukommt. Aus diesem Grund wurden
T-Zellen generiert, die gegen Antigene der Neuroblastomlinien gerichtet waren und in
Zytotoxizitdtsassays gegen diese Zellen eingesetzt. Antigenspezifische T-Zellen
wurden hierbei mit Hilfe von Ag-beladenen DCs generiert. In einem ersten Ansatz
wurden DCs mit Zelllysat aus Neuroblastomlinien beladen und mit CTLs cokultiviert.
Proliferierende T-Zellen wurden in einem FACS-basierten Zytotoxizitatsassay
getestet. Ergebnisse zeigten keine verstarkte Zytotoxizitdit gegenuber
Neuroblastomzellen.

In einem zweiten Ansatz wurden ausgehend von einem durch die Arbeitsgruppe von
Frau Prof. Dr. Eggert in Essen durchgefuhrten cDNA-Array funf Proteine ausgewahlt,
die in der SY5Y-Zelllinie nicht differentiell exprimiert werden. Hierbei handelt es sich
um die Hitzeschockproteine HSP 90A und HSP 90B, sowie Integrin 31 und Nukleosid
Diphosphatkinase A. Uber die Datenbank SYFPEITHI wurden Peptide dieser
Proteine vorhergesagt und von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Stevanovi¢
(Universitat Tubingen) synthetisiert. Mit Hilfe dieser Peptide [SSDALDKIRY
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(HSP 90A), ASDALDKIRY (HSP 90B), FTEEVEVILQY (Integrin (1) und
ASEDLLKEHY (Nukleosid Diphosphatkinase A)] wurden DCs beladen und
spezifische T-Zellen generiert. Proliferierende T-Zellen wurden in einem
ELISpot-Assay auf Antigenspezifitdt getestet. Ergebnisse dieses Assays zeigten 121
IFNy-produzierende Zellen/10000 CD8+ Zellen, die durch Kultivierung mit
FTEEVEVILQY-Peptid-beladenen DCs generiert wurden und 70 IFNy-produzierende
Zellen/10000 CD8+ Zellen, die durch Kultivierung mit ASDALDKIRY-Peptid-
beladenen DCs generiert wurden. Alle proliferierenden CD8" T-Zellen, die nach
durch Kultivierung mit SSDALDKIRY-, ASDALDKIRY-, FTEEVEVILQY- oder
ASEDLLKEHY-Peptid-beladenen DCs generiert wurden, wurden in einem
FACS-basierten Zytotoxizitatsassay getestet. Als Negativkontrolle dienten T-Zellen,
die mit ungepulsten DCs cokultiviert wurden. In allen Assays konnte unabhangig von
unterschiedlich eingesetzten E:T-Verhaltnissen (10:1, 20:1, 50:1, 100:1) jeweils nur
eine spezifische Lyse von durchschnittich 5% detektiert werden. Auch nach
Prainkubation mit 250 U IFNy zeigte sich nur geringe Lyse. Unterschiede zwischen

den als Zielzellen verwendeten SY5Y-Zelllinien ergaben sich nicht.

4.8.7 Expression von Siglecs auf PBMC und Einflussv ~ on Zytokinen

Aus der Literatur sind vielfaltige Untersuchungen zur Expression von Siglecs auf
Zellen des Immunsystems bekannt. Kontrovers bleibt jedoch die Debatte, ob Siglecs
auf T-Lymphozyten exprimiert werden und somit Analysen der T-Zell-vermittelten
Zytotoxizitdt sinnvoll sind. Wahrend einige Gruppen die Expression auf
Subpopulationen von T-Zellen hervorheben (Ikehara et al., 2004), postulieren andere
Gruppen den Verlust der Siglec-Expression auf T-Lymphozyten im Laufe der
Evolution (Nguyen et al., 2006). In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten
mRNA-Level von Siglec-7 und Siglec-9 durch PCR in CD8" T-Lymphozyten (Siglec-7
27%, Siglec-9 54%) sowie in geringerem Umfang in CD4"25 (Siglec-7 2%, Siglec-9
9%) und CD4"25" T-Lymphozyten (Siglec-7 3%, Siglec-9 22%) detektiert werden. Da
eine Kenntnis des Expressionsmusters flr immuntherapeutische Eingriffe von
Interesse ist, wurde bestimmt, inwieweit sich das Expressionsmuster von Siglec-7
und Siglec-9 nach Aktivierung von PBMCs anderte. Hierzu wurden PBMC von
gesunden Spendern mit 100 U/ml IL-2 und 1 pg/ml OKT3 oder mit 250 U/ml IFNy fur
22 h oder 48 h bei 37 inkubiert und anschlie3end mit Antikérpern gegen Siglec-7

oder Siglec-9 versetzt. Hierbei wurden zwei unterschiedliche Klone an Antikérpern
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gegen Siglec-7 getestet. Die Expression von Siglec-7 auf NK-Zellen und von Siglec-9
auf NK-Zellen und Monozyten konnte bestatigt werden, T-lymphozyten wiesen kaum
Expression der beiden Rezeptoren auf (Abb. 4.29 und Abb. 4.30). Die Analysen
ergaben keine Verdanderungen im Expressionsmuster der jeweiligen Rezeptoren
nach Stimulation der Zellen mit IL-2/OKT3, PHA oder IFNy (ohne Abb.).
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Abb. 4.29: Durchflusszytometrische Analyse der Expression des inhibitorischen Rezeptors Siglec-7
auf PBMC. PBMC gesunder Spender wurden mit monoklonalem, biotinyliertem Antikdrper gegen
Siglec-7 und SA-PE gefarbt. Subpopulationen wurden durch Gegenfarbung mit den angegebenen

Antikdrpern im FL-1 Kanal detektiert.
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Abb. 4.30: Expression von Siglec-9 auf PBMC-Subpopulationen. PBMC gesunder Spender wurden
mit monoklonalem Antikdrper gegen Siglec-9 gefarbt. Subpopulationen wurden durch Gegenfarbung
mit den angegebenen Antikdrpern im FL-1 Kanal detektiert.

4.8.8 Glykosylierungsmuster von Mamma- und Ovarial-C ~ arcinomen

Aus der Literatur ist bekannt, dass verdnderte Glykosylierung in der Karzinogenese
des Mamma-Carcinoms eine bedeutende Rolle spielt. In Vakzinierungsstudien
wurden bereits glykosylierte Antigene, insbesondere das Mucin, getestet.
Erfolgsversprechende Ergebnisse in in vitro- und Mausmodellen konnten jedoch in
Phase Il — Studien nicht reproduziert werden.

Zur Analyse des Glykosylierungsmusters wurden 4 Mamma-Carcinom- und
12 Ovarial-Carcinom-Linien, die von der Arbeitsgruppe von Frau PD Dr. Gickel

(Universitats-Frauenklinik, Tubingen) zur Verfiigung gestellt wurden, mit pflanzlichen

96



Ergebnisse

Lektinen geféarbt sowie auf Expression der Siglec-7 Liganden hin analysiert. Die
Ergebnisse sind in Tab. 4.3 zusammengefasst. Ein einheitliches Sialylierungsmuster
der untersuchten Ovarial-Carcinom- und Mamma-Carcinom Linien konnte nicht
festgestellt werden. Die meisten der untersuchten Zellen mit Ausnahme von vier
Ovarial-Carcinom-Linien zeigten eine Expression von a2,3-Sialinsauren auf der
Oberflache. Expression von a2,6-Sialinsduren war hingegen nur auf 4 Ovarial-
Carcinom- und 2 Mamma-Carcinom-Zelllinien zu finden. Liganden fir Siglec-7
wurden auf 2 von 4 Mamma-Carcinom-Linien und auf 3 von 12 Ovarial-Carcinom-
Linien exprimiert (Tab. 4.2). Eine Korrelation zwischen der Expression von a2,6-
Sialinsduren und Expression von Siglec-7-Liganden konnte bei 2 Ovarial-

Carcinomlinien festgestellt werden.

Tab. 4.3: Analyse des Glykosylierungsmusters von 4 Mamma-Carcinom- und 12 Ovarial-Carcinom-
Linien. Die Zellen wurden mit [Siglec-7], : SA-PE und den pflanzlichen Lektinen SNL und MAL gefarbt.

+ zeigt eine Detektion, - keine Detektion in durchflusszytometrischen Analysen an.

Zelllinie Charakterisierung [Siglec-7] , : SA-PE SNL MAL
Frawi Ovarial-Carcinom ++ +++ +++
Skov3 Ovarial-Carcinom + + +
KS 24.22 Mamma-Carcinom + + +
Ck19 Mamma-Carcinom + - +++
MT Ovarial-Carcinom + - ++
KS wt Mamma-Carcinom - + +
KiHe Ovarial-Carcinom - ++ ++
SkBr3 Mamma-Carcinom - - ++
Elgr Ovarial-Carcinom - - ++
GG Ovarial-Carcinom - - ++
BG-1 Ovarial-Carcinom - - +
OvCar29 Ovarial-Carcinom - - +
Hey Ovarial-Carcinom - - -
Hest Ovarial-Carcinom - + -
Oaw Ovarial-Carcinom - - -
Hi Ovarial-Carcinom - - -

Zur naheren Untersuchung wurde die Mammacarcinomzelllinie KS herausgegriffen.

Da HER-2/neu als Tumorantigen eine bedeutende Rolle in der Karzinogenese des
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Mamma-Carcinom spielt, wurden die Zellen von der Arbeitsgruppe von Frau PD Dr.
Guckel (Universitats-Frauenklinik, Tubingen) mit HER-2/neu transfiziert. Zuséatzlich
wurde CD8O0, der Ligand fur CD28 und CTLA-4 auf aktivierten T-Zellen, in den Zellen
Die HER-2/neu und CD80 konnte

durchflusszytometrischen Analysen der Arbeitsgruppe von Frau PD Dr. B. Gickel

Uberexprimiert. Expression von in
bestatigt werden. Liganden flr Siglec-7 wurden weder auf untransfizierten Zellen
(KS wt) noch auf mit HER-2/neu (KS 4) bzw. CD80 (KS 24) transfizierten Zellen
detektiert. Dagegen konnte bei Zellen, die mit HER-2/neu und CD80 transfiziert

wurden (KS 24.22), eine verstarkte Bindung von [Siglec-7], : SA-PE festgestellt

werden.
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Abb. 4.31: Expression des Liganden fir Siglec-7 auf Zellen der Mamma-Carcinom-Linie KS.

Dargestellt sind Farbungen mit [Siglec-7], : SA-PE auf untransfizierten Zellen sowie mit HER-2/neu
(KS 4), CD80 (KS 24), HER-2/neu und CD80 (KS 24.22) und dem Leervektor transfizierten Zellen.

In ersten vorlaufigen funktionellen Assays wurden Zytotoxizitdtsassays mit der
Mamma-Carcinom-Linie KS in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Frau PD
Dr. Guckel durchgefiihrt. Diese Zelllinie weist eine Expression der Liganden fir
Siglec-7 verstarkt nach Transfektion mit Her2/neu und CD80, die beide bei Patienten
mit Mamma-Carcinom verstarkt exprimiert werden, auf. Es wurde analysiert, ob eine
erhohte Expression von Siglec-7 Liganden auf HER-2/neu und CD80 transfizierten
Zellen (KS 24.22) eine erhthte Resistenz der Zellen gegenuber T-Zell-vermittelter
Lyse bewirkt.

in  T-Zell-vermittelten

Zellen der Mamma-Carcinom-Linie KS 24.22 wurden

Zytotoxizitatsassays, die von Ana-Cristina Bagu aus der Arbeitsgruppe von Frau
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Prof. Dr. Guckel durchgefuihrt wurden, als Zielzellen genutzt, mit 250 U/ml IFNy fir
24 h vorinkubiert und mit spezifischen CD8" T-Lymphozyten in verschiedenen
E:T-Verhéltnissen cokultiviert. Spezifische Lyse der Zellen wurde in einem
Cr'l-release-assay detektiert (Abb. 4.32). Nach Prainkubation der Zielzellen mit
l6slichem Siglec-7 zeigte sich eine Erhdhung der spezifischen Lyse. Die haufig als
Zielzelle fur NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat dienende Zelllinie K562 wurde als
Negativkontrolle mitgefuihrt. Weitere Untersuchungen sind geplant.

50 -
-— K562

-l Siglec-7 [0 ng]
=&~ Siglec-7 [1000 ng]
—&- Siglec-7 [1500 ng]
= Siglec-7 [2000 ng]

I
o
L

w
o
1

spezifische Lyse in %
=) S

0 * * —— —
50:1 25:1 12.,5:1 6,25:1
E:T

Abb. 4.32: T-Zell-vermittelter Zytotoxizitatsassay (in Kooperation mit Ana-Cristina Bagu, AG Frau PD

Dr. B. Guckel, Universitats-Frauenklinik, Tubingen).
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der Sialylierung auf die Modulation von
Immunantworten untersucht. Hierbei wurde insbesondere die Rolle der Sialylierung
bei Prozessen der Immunevasion von Tumoren analysiert.

Untersuchungen zur Tumorimmunologie befassen sich hauptsachlich mit
Zelloberflachenproteinen des Tumors oder Peptiden, die von MHC-Molekilen
prasentiert werden. Es ist jedoch bekannt, dass Veranderungen im
Glykosylierungsmuster von Zellen zu einem frithen Zeitpunkt wahrend der malignen
Transformation entstehen. Welche Rolle unterschiedlichen Glykosylierungsmustern
von Zelloberflachenproteinen im Rahmen der Tumorimmunologie zukommt, ist noch
nicht geklart. Die Untersuchungen dieser Arbeit konzentrierten sich auf den Prozess
der Sialylierung. Es gibt Hinweise darauf, dass Mitglieder der Siglec-Familie, die Uber
ein ITIM-Motiv verfigen, als KIR-Rezeptoren (immunoglobulin-like killing inhibitory
receptors) auf Effektorzellen fungieren koénnen (Dimasi et al., 2003). Die
Haupthypothese dieser Arbeit ist, dass die Expression bestimmter Sialoglykane auf
der Oberflache maligner Zellen einen Immunevasionsmechanismus des Tumors

darstellt.

5.1 Expression und Oligomerisierung rekombinanter S iglec-

Fusionsproteine

Zur Untersuchung des Glykosylierungsmusters maligner Zellen wird eine verlassliche
Methode bendtigt. Da Glykane eine verzweigte Struktur aufweisen kénnen, ist es
schwierig, sie zu sequenzieren. Dennoch ist eine genaue Analyse von Bedeutung, da
Sialylierungsprozessen eine entscheidende Rolle in der Immunregulation zukommt
(Daniels et al., 2002). Die Nutzung von rekombinanten Siglec-Tetrameren eréffnet in
diesem Zusammenhang neue  Mdoglichkeiten der  Untersuchung  von
Sialylierungsmustern, die mit Proteomics-Verfahren nicht erreicht wurden. Die
Detektion von Liganden fir humane Siglecs wird jedoch dadurch erschwert, dass
monovalente Siglecs nur eine schwache Affinitat zu Sialoglykanen aufweisen.
Sialoadhesin beispielsweise weist fur a-Methyl-Neuraminsdure als Liganden eine
Dissoziationskonstante (Kp) von 1,7 mM, fiur 3'Sialyl-Lactose von 0,8 mM auf
(Crocker et al., 1999). Zur Sicherung der Spezifitdt sind Lektine mit ihren jeweiligen
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Kohlenhydrat-Bindungspartnern  durch  relativ  schwache Wechselwirkungen
miteinander verbunden. Da die Bindungskonstante einer Monosaccharid-Lektin-
Interaktion meist im millimolaren Bereich liegt, weisen Lektine oft multiple
Bindungsstellen auf, um die Aviditat zu erhéhen (Lis und Sharon,1998).

Die meisten Untersuchungen zu Siglecs wurden bisher mit rekombinanten, l6slichen
Siglec-Fc-Chimaren durchgefuhrt, die in Bakterien exprimiert wurden. Die
N-terminale Ligandenbindungsdomane der Siglecs wurde hierbei an den Fc-Teil von
humanem IgG fusioniert (Powell und Varki,1994; Crocker et al., 1996). Fc-Chimare
konnen durch Bindung an Protein-A-Agarose aufgereinigt werden. Zur Identifizierung
von Siglec-Liganden wurden diese Fc-Chimare zumeist in Festphasen-Assays
mittels Fc-Antikbrpern auf Plastikoberflachen immobilisiert und mit den zu
analysierenden Zellen inkubiert, um eine Bindung zu detektieren (Crocker et al.,
1995). Da auf diesem Wege keine quantitativen Aussagen Uber die Menge an
gebundenen Siglecs getroffen werden konnten, wurden radioaktive Assays
angewandt, bei denen losliche Komplexe aus Fc-Chimaren und Fc-Antikérpern
benutzt wurden (Crocker et al., 1996). Einen Nachteil dieser Methode stellt jedoch
auch hier die geringe Affinitat dar, mit der Sialinsaureliganden binden. Wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt, stellt der Einsatz von rekombinanten Siglec-Tetrameren
eine effizientere Methode dar. Hierbei wurden die extrazellularen Domé&nen von
Siglec-7 und Siglec-9 in Analogie zu MHC-Tetrameren oligomerisiert. Zu diesem
Zweck wurden die Domanen von Siglec-7 und Siglec-9, die fur die Ligandenbindung
bendtigt werden, in einen Vektor kloniert. Zusatzlich wurde an das 5-Ende eine
.Biotinylierungszielsequenz“ kloniert. Durch Expression der rekombinanten Siglec-
Fusionsproteine in eukaryontischen Zellen konnte ihre Glykosylierung gewéhrleistet
werden. Nach enzymatischer Biotinylierung der Fusionsproteine durch Ligase BirA
konnten die Proteine durch Zugabe von Fluorochrom-gekoppeltem Streptavidin,
welches vier Bindungsstellen fur Biotin aufweist, tetramerisiert werden. Die
entstandenen Siglec-Tetramere erwiesen sich als hilfreiches Instrument, um das
Glykosylierungsmuster maligner Zellen in der durchflusszytometrischen Analyse zu
untersuchen. Im Gegensatz zu Farbungen mit monomeren Siglec-Fusionsproteinen
konnten mittels dieses Verfahrens Bindungen der Tetramere an Liganden auf der
Oberflache verschiedener Zellen bei eingesetzten Konzentrationen von 1 pg/mi

zuverlassig detektiert werden (Abb. 4.3).
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5.2 PBMC exprimieren Liganden fir Siglec-7 und Sigl  ec-9

Durch Einsatz der Siglec-Tetramere war es mdoglich, im Folgenden genauere
Aussagen Uber die Expression von Liganden auf physiologischen und malignen
Zellen zu treffen. Da Siglecs auf fast allen hamatopoetischen Zellen exprimiert
werden, ist eine genaue Kenntnis ihrer Liganden insbesondere im Hinblick auf
madgliche Therapieanséatze maligner Erkrankungen von Bedeutung. Untersuchungen
zu Liganden, die von Siglecs erkannt werden, wurden zumeist mit synthetischen
Sialoglykanen durchgefuhrt (Blixt et al., 2003). Dariber hinaus wurden durch
Glykanarrays Aussagen Uber bestimmte Motive getroffen, die von Siglecs erkannt
werden (Bochner et al., 2005; Campanero-Rhodes et al., 2006).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten durchflusszytometrischen Analysen von PBMC
mit Siglec-Tetrameren haben gezeigt, dass Liganden fiir Siglec-7 sowohl auf CD4"
und CD8" T-Lymphozyten, als auch auf CD14" Monozyten und CD56" NK-Zellen zu
detektieren sind. CD19" B-Zellen zeigten eine positive und eine negative Population
nach Farbung mit Siglec-7-Tetrameren. Der Anteil der Siglec-7-Liganden
exprimierenden Zellen war dabei spenderabhangig. Er lag zwischen 2% und 10%.
Der Anteil an [Siglec-7]4 : SA-PE"™ B-Zellen bezogen auf die Anzahl an B-Zellen der
einzelnen Spender lag bei 4 von 7 Spendern zwischen 30% und 40% der B-Zellen,
bei 3 von 7 Spendern hingegen zwischen 65% und 75% (Abb. 4.5). Diese Verteilung
lasst vermuten, dass bei einigen Spendern bestimmte Subpopulationen an
B-Lymphozyten, die Liganden fiur Siglec-7 exprimieren, starker vertreten sind.
Durchflusszytometrische Analysen der einzelnen B-Zellsubpopulationen haben
ergeben, dass aktivierte B-Lymphozyten und Gedachtnis-B-Zellen einheitlich positiv
fur den Siglec-7 Liganden waren. Da die Anzahl dieser Subpopulationen je nach
Spender und Gesundheitszustand unterschiedlich ist, wirden diese Befunde die
spenderabhéangige Verteilung der Siglec-7 Liganden-Expression erklaren. Diese
Versuche geben erste Anhaltspunkte darlber, dass die Expression von Siglec-7
Liganden die Funktion verschiedener B-Zell-Untergruppen beeinflussen kénnte. Zur
naheren Klarung dieser Frage sind aber phanotypische Untersuchungen an B-Zellen
weiterer Spender sowie funktionelle Assays notwendig. Darlber hinaus waren

Untersuchungen mit Siglec-7-Tetrameren nach vorheriger Aktivierung der B-Zellen
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mit Zytokinen zu Uberlegen, um cis-Interaktionen, wie sie fur B-Zellen beschrieben
sind (Lanoue et al, 2002), zu umgehen. Andere Gruppen konnten in
Immunfluoreszenzanalysen allerdings zeigen, dass Siglec-2 trotz cis-Bindung auf der
eigenen Zelle auch mit Liganden auf benachbarten Zellen, insbesondere mit CD45
interagieren kann (Bakker et al., 2002; Collins et al., 2004). Welche Rolle einer
Expression von Siglec-7 Liganden besonders auf aktivierten B-Lymphozyten und
Gedachtnis-B-Zellen zukommt, bleibt zu tberlegen. Einige Gruppen haben bereits
die Bedeutung hervorgehoben, die Sialinsaureresten bei der Aktivierung von
B-Zellen zukommt (Naito et al., 2007). Bei aktivierten CD8" T-Zellen geht eine
Aktivierung mit einer Desialylierung einher (Galvan et al., 1998; Pappu und
Shrikant,2004), beim Ubergang von Effektor CD8+ T-Zellen zu Gedachtniszellen
wurde eine veradnderte Expression von O-Glykanen beschrieben (Harrington et al.,
2000; Priatel et al., 2000).

5.3 Sialylierungsmuster von Zellen lymphatischer Or gane

Im Rahmen von Untersuchungen dieser Arbeit liessen sich Lymphozyten, die aus
Gewebe eines Lymphknotens gewonnen wurden, in eine Population unterteilen, die
Liganden fur Siglec-7 exprimierte und in eine, die negativ fur Siglec-7-Liganden war.
Eine genauere Charakterisierung dieser Populationen konnte auf Grund von
fehlendem Material nicht durchgefuhrt werden. Fir weitere Projekte ist es jedoch
interessant, genauere Aussagen uUber das Sialylierungsmuster von Zellen in
sekundaren lymphatischen Organen zu treffen. Insbesondere, da reife Dendritische
Zellen, die Siglec-7-Liganden exprimieren, zu den Lymphknoten wandern.
Sialylierungsprozesse sind an der Entwicklung von T-Lymphozyten im Thymus
beteiligt. Wahrend der Lymphozytenreifung im Thymus unterscheiden sich reife
medullare Thymozyten von unreifen Thymozyten durch eine Sialylierung und damit
eine Maskierung des Core-1 O-Glykans (Baum et al., 1996; Gillespie et al., 1993; Wu
et al., 1996). Es wird vermutet, dass hierdurch reife Thymozyten an einer Interaktion
mit corticalen Epithelzellen gehindert werden und zur Medulla wandern (Gillespie et
al., 1993). Thymozyten wurden daher in der vorliegenden Arbeit phanotypisch
untersucht. Sie zeigten eine heterogene Expression der Liganden fur Siglec-7 und
Siglec-9 sowohl auf CD4" und CD8" T-Lymphozyten. Diese vorlaufigen Ergebnisse
missen untersucht werden, um weitergehende Aussagen Uber die Funktionen, die
Sialylierungsprozesse in der T-Zellentwicklung im Thymus spielen, treffen zu kbnnen.
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5.4 Sialylierung regulatorischer T-Lymphozyten

Mechanismen, (ber die immunregulatorische Zellen ihre toleranzinduzierende
Wirkung entfalten, sind noch nicht vollstandig geklart. Da sich das
Sialylierungsmuster von Zellen je nach Funktionszustand andert (Kelm und
Schauer,1997; Metzler et al., 1994), besteht die Moéglichkeit, dass die Expression von
Siglec-Liganden auf immunregulatorischen Zellen zur Funktion dieser Zellen beitragt.
Stérungen der Interaktion zwischen Siglecs als inhibitorischen Rezeptoren und
sialylierten Liganden hétten einen Verlust der Toleranz zur Folge und kdnnten in
Autoimmunerkrankungen resultieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das
Sialylierungsmuster verschiedener immmunregulatorischer Zellen untersucht.
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass «a2,6-Sialinsauren von
regulatorischen T-Zellen bei Aktivierung verstarkt synthetisiert werden, a2,3-
Sialinsduren jedoch nicht (Jenner et al., 2006). Farbungen mit Siglec-Tetrameren
ergaben eine Expression der Liganden flir Siglec-7, nicht aber fur Siglec-9 auf
CD4"CD25" T-Lymphozyten. Da als Liganden fiir Siglec-7 neben a2,8-Sialinsauren
auch o2,6-Sialinsauren beschrieben wurden, lasst sich diese Beobachtung mit
Befunden, die nach Farbung mit pflanzlichen Lektinen erhalten wurden, in Einklang
bringen. Siglec-9 bindet hauptsachlich an a2,3-Sialinsduren, die auf Treg nicht
detektiert werden konnten. Untersuchungen bezlglich des Mechanismus, tber den
regulatorische T-Lymphozyten ihre Funktion vermitteln, gehen davon aus, dass Zell-
Zell-Kontakt eine Rolle spielt (Jonuleit et al., 2001). Neben CD25, CTLA-4 und GITR,
die fur die Vermittlung des Mechanismus beschrieben wurden, waren Sialinsaure-
Siglec-Interaktionen dabei moglich. Diese Ergebnisse kénnen als Grundlage fur
funktionelle Untersuchungen dienen, in denen ldsliches Siglec-7 beispielsweise um
Liganden auf Treg kompetitiert und so die Funktion der Zellen hemmt.

5.5 Sialylierung Monozyten-abgeleiteter Dendritisch  er Zellen

Unreifen Dendritischen Zellen kommt eine bedeutende Rolle in der Induktion von
Toleranz zu (Steinman et al.,, 2003). Eine Reifung Dendritischer Zellen setzt als

Antwort auf Entzindungen, mikrobielle oder T-Zell-vermittelte Stimuli ein. Die Zellen
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regulieren die Expression von MHC-Molekilen sowie Adhéasions- und
costimulatorischen Molekulen herauf und wandern zu sekundéren lymphatischen
Organen, wo sie als antigenprasentierende Zellen und Stimulatoren naiver T-Zellen
wirken (Dhodapkar et al., 2001). Beziglich der Sialylierung von DCs ist bekannt,
dass MHC | Molekiile auf DCs eine Hyposialylierung aufweisen (Boog et al., 1989).
C-Typ Lektin Rezeptoren wie DCIR, DCAR und Dectin-1 dienen der Internalisierung
von Antigenen und der zellularen Aktivierung (Kanazawa,2007). Dendritische Zellen
konnen NK-Zellen aktivieren (Lucas et al., 2007; Moretta et al., 2006). Besonders
reife Dendritische Zellen vermitteln die Aktivierung von ruhenden NK-Zellen (Minz et
al., 2005; Ferlazzo et al., 2002). Dennoch sind diese Zellen vor NK-Zell-vermittelter
Lyse geschitzt. Unter diesem Gesichtspunkt ist es interessant zu klaren, ob
Liganden fir Siglec-7 auf unreifen und reifen Dendritischen Zellen exprimiert werden.
In der vorliegenden Arbeit wurden Dendritische Zellen aus isolierten Monozyten
durch Zugabe von GM-CSF und IL-4 kultiviert und durch Hinzufiigen eines
Reifungscocktails bestehend aus den proinflammatorischen Zytokinen IL-6, IL-1[3,
TNFa und PGE:; gereift. Die erfolgreiche Generierung Dendritischer Zellen sowie ihre
Reifung konnte durch Analyse der Oberflachenexpression der Marker CD14,
HLA-DR und CD83 bestatigt werden (Abb. 4.13). In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
konnte nachgewiesen werden, dass die Dichte an a2,6-gebundener Sialinsaure auf
unreifen, tolerogenen DC im Vergleich zu reifen DC erhoht ist. cDNA Array Analysen
ergaben eine Herunterregulation der mRNA der a2,6-Sialyltransferase ST6Gal | um
den Faktor 2,6 in reifen DCs (Jenner et al., 2006). a2,6-verknipfte Sialinsduren
stellen Liganden fir Siglec-7 dar.

In dieser Arbeit durchgefiihrte durchflusszytometrische Untersuchungen des
Sialylierungsmusters von DCs ergaben eine Expression von Siglec-7 und Siglec-9
auf Proteinebene auf unreifen und reifen Dendritischen Zellen. Dies bestétigte
Ergebnisse aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe, bei denen mRNA fir Siglec-7 und
Siglec-9 mittels PCR in unreifen und reifen Dendritischen Zellen nachgewiesen
werden konnte. Unterschiede in der Expression von Siglec-7 und Siglec-9 zwischen
unreifen und reifen DCs konnten nicht festgestellt werden (Abb. 4.13). Siglec-7- und
Siglec-9-Liganden werden auf Monozyten exprimiert. Erfolgte eine Reifung von
Monozyten-abgeleiteten Dendritischen Zellen mit LPS statt proinflammatorischen
Zytokinen, so konnten Lock et al. zeigen, dass diese Zellen nach Reifung weniger
Siglec-7 und Siglec-9 exprimierten als unreife DCs (Lock et al., 2004). In einer erst
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kirzlich erschienenen Publikation wurde mit Hilfe von Glycanarrays, und quantitativer
real time PCR gezeigt, dass wahrend der Reifung von DCs verstarkt Fucosyl-,
Galaktosyl- und Sialyltransferasen exprimiert werden. Massenspektrometrische und
durchflusszytometrische Analysen mit pflanzlichen Lektinen und Siglec-Fc-Chiméaren
ergaben eine erhdhte Expression von a2,6-Sialinsauren auf reifen DCs sowie eine
verstarkte Bindung von Galektin-3 und -8 sowie Siglec-1, -2 und -7 (Bax et al.,
2007). Auf unreifen Dendritischen Zellen waren in Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit zwei Populationen von Siglec-7-Liganden positiven Zellen zu detektieren. Im
Laufe der Reifung nahm diese Expression ab. Liganden fir Siglec-9 zeigten sich
vermehrt auf unreifen Dendritischen Zellen, auch hier nahm die Expression bei
Reifung der Zellen ab. Es muss die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass
Interaktionen von Siglec-Liganden auf der Oberflache unreifer DCs mit
inhibitorischen Siglecs auf Effektorzellen des Immunsystems an der Vermittlung der
tolerogenen Wirkung unreifer DCs beteiligt sind. Dartber hinaus kdnnten
Veranderungen in der Sialylierung die Effektivitdt von DC-vermittelten anti-
Tumorvakzinierungen steigern. Zur genaueren Untersuchung ware es maoglich,
Dendritische Zellen ex vivo z. B. durch Behandlung mit Glykosidasen in ihrem
Sialylierungsmuster zu verandern und mit Tumorzelllysaten zu pulsen. Die so
veranderten Dendritischen Zellen konnten in Mause infundiert werden und
entsprechende Immunantworten und Uberlebensraten detektiert werden. Hierbei
ware die Untersuchung der Antigen-Aufnahme und Reifung Dendritischer Zellen, der
T-Zell-Aktivierung und Zytokinproduktion sowie die Bestimmung der Anzahl an

T-Zellen und aktivierter Dendritischer Zellen in den Lymphknoten von Interesse.

5.6 Sialylierung multipotenter mesenchymaler Stroma zellen

Multipotente mesenchymale Stromazellen stellen eine weitere Gruppe
immunregulatorischer Zellen dar. Sie sind in der Lage, die Proliferation von PBMC zu
verhindern (Gieseke et al., 2007). Analysen des Sialylierungsmusters von MSC
ergaben, dass diese Zellen a2,3-verknlpfte Sialinsauren auf ihrer Oberflache tragen.
a2,6-verknupfte Sialinsduren konnten nur schwach detektiert werden. Obwohl die
Rezeptoren Siglec-7 und Siglec-9 nicht von diesen Zellen exprimiert werden, finden
sich Liganden fur beide Rezeptoren auf MSC. Dieses Expressionsmuster veranderte
sich nicht nach Aktivierung der Zellen mit IFNy. Der Mechanismus uber den MSC
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iImmunsuppressive Funktionen ausutben, ist bisher noch nicht vollstandig geklart
(Fibbe et al., 2007; Gieseke et al., 2007). Anhand der ph&notypischen Analyse des
Sialylierungsmusters von MSC ist es denkbar, dass Siglecliganden oder anderen
Sialoadhesinen eine Rolle bei der Vermittlung des suppressiven Effektes zukommt.
Diese Hypothese ist besonders im Bereich der Tumorimmunologie von Bedeutung.
Die schnell proliferierende Tumoren umgebenden Stromazellen stammen
hauptsachlich von MSC aus dem Knochenmark ab (Studeny et al., 2004). Sialylierte
Glykane auf MSC konnten (ber Interaktionen mit Siglecs auf Effektorzellen zu
Immunescape-Mechanismen der Tumoren beitragen. Die phanotypischen Befunde
dieser Arbeit kdnnten als Basis fur Untersuchungen zur Funktion dienen.

Da Lektinen ein groBe Rolle bei der Zellmigration und somit auch der
Tumormetastasierung zukommt, wurden in durchflusszytometrischen
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit Adhasionsmarker auf MSC analysiert. Es
konnte eine Expression von VLA-4, a4-Integrin (CD49d), VLA-5, a5-Integrin
(CD49e), aV-Integrin (CD51) und (3-Integrin, GPIllla (CD61) detektiert werden
(Abb. 4.18). B2-Integrin (CD18), GPIlIb/llla, allb-Integrin (CD41), VLA-6, a6-Integrin
(CD49f), die a-Kette des GM-CSF-Rezeptors (CD116) und P-Selectin Glycoprotein
Ligand PSGL-1 (CD162) wurden nicht exprimiert. Insbesondere Zell-Matrix-
Adhasionen, die durch Integrine vermittelt werden, scheinen von MSC genutzt zu
werden. Die Expression der Adhasionsmarker veranderte sich nicht, wenn die Zellen
im FFPP-Wachstumsmedium kultiviert wurden. Dies ist fir weitergehende Analysen
der Arbeitsgruppe zu Prozessen des Homings von MSC und Analysen bezuglich der

Funktion von MSC als Teil des Tumorstromas von Bedeutung.

5.7 Leukamische Zelllinien zeigen unterschiedliche Glyko-

sylierungsmuster

Um zu untersuchen, inwieweit sich das Glykosylierungsmuster maligner Zellen vom
Expressionsmuster an Siglecliganden auf physiologischen Zellen unterscheidet,
wurden in der vorliegenden Arbeit leukamische Zelllinien mit Lektinen und Siglec-
Tetrameren geféarbt. Hierbei zeigte sich kein einheitliches Sialylierungsmuster.
Wahrend die Zelllinie PLB-985 einer akuten myeloischen Leukamie sowohl bei
Untersuchungen mit den Lektinen SNL und MAL als auch mit [Siglec-7]4 : SA-PE und

[Siglec-9], : SA-PE eine niedrige Sialylierung aufwies, zeigten die weiteren drei
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untersuchten Zelllinien eine &hnliche Expression von a2,6-Sialinsduren, aber
unterschiedliche starke Expression von a2,3-Sialinsduren und Liganden fiur Siglec-7
und Siglec-9. Ein Ubereinstimmendes Sialylierungsmuster zwischen Analysen mit
Siglectetrameren und pflanzlichen Lektinen ist nicht zu erwarten. Siglec-7 erkennt
beispielsweise neben o2,6-Sialinsauren, die durch das Sambucus nigra Lektin
detektiert werden, auch o2,8-verknipfte Sialinsauren (Alphey et al.,, 2003).
Farbungen mit Lektinen scheinen geeignet zu sein, um erste Aussagen Uber das
Sialylierungsmuster zu treffen. Fur weitere Analysen, die das Sialylierungsmuster im
humanen Immunsystem wiedergeben, erweisen sich Farbungen mit rekombinanten
Siglec-Fusionsproteinen jedoch als angebracht. Dartber hinaus ist es schwierig,
Lektine in funktionellen Assays einzusetzen, da sie auf Grund mehrer
Bindungsstellen quervernetzend und dadurch bereits aktivierend wirken konnen.
Neue Erkenntnisse beziglich des Sialylierungsmusters leukamischer Zellen
gewinnen an Bedeutung, da in der Literatur beschrieben wird, dass eine
Quervernetzung von Siglec-7 oder Siglec-3 bei chronisch-myeloischer Leukamie zu
einer Inhibition der Zellproliferation fiihrt (Vitale et al., 2001). CD33 scheint dabei im
Gegensatz zu Siglec-7 Uber die Induktion von Apoptose zu wirken (Mingari et al.,
2001). Siglec-7 und CD33 konnten daher als Zielmolekule fur CML-Therapien
genutzt werden (Vitale et al., 1999).

5.8 Untersuchung des Glykosylierungsmusters mittels Glykanarray

Um erste Aussagen uber das Glykosylierungsmuster primarer leuk&mischer Zellen
treffen zu kdnnen, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit cALL-Blasten und
T-ALL-Blasten auf einem Glykanarray untersucht. Glykanarrayanalysen wurden mit
Hilfe des Qproteome Glycoprofiling Kits der Firma Qiagen durchgefuhrt, das sich
noch in der Entwicklungsphase befindet und unserer Arbeitsgruppe in Form eines
Field-Test Kits zur Verfigung gestellt wurde. T-Zellen, B-Zellen sowie T-ALL-Blasten
und cALL-Blasten wurden durch immunomagnetische Sortierung aufgereinigt. Die
membranstandigen Glykoproteine wurden isoliert, durch Zugabe von nicht-
permeablem  Sulfo-NHS-Biotin  biotinyliert und auf die Membran der
Array-Objekttrager gegeben, die mit Lektinen unterschiedlicher Selektivitat in
verschiedenen Konzentrationen bestickt war. Durch Zugabe von Fluorochrom-
markiertem Streptavidin konnte mit Hilfe eines Scanners eine Bindung der auf dem
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Array gebundenen Lektine an biotinylierte Glykoproteine der Proben nachgewiesen
werden. Analysen der Arrays konnten nur mit cALL-Blasten im Vergleich zu B-Zellen
durchgefiihrt werden, nicht jedoch mit T-ALL-Blasten im Vergleich zu T-Zellen, da die
T-ALL-Proben zu geringe Signalintensitdten aufwiesen. Die Ergebnisse des
Glykanarrays zeigten keine wesentlichen Unterschiede in der Bindung von
Glykoproteinen aus cALL-Blasten im Vergleich zu Glykoproteinen aus B-Zellen an
auf den Array gebundene Lektine. Unterschiedliche Glykosylierungsmuster von
CALL-Blasten im Vergleich zu B-Zellen konnten somit durch die Lektine des
Glykanarrays nicht detektiert werden. Aussagen uber die Oberflachensialylierung
entsprachen nicht den Ergebnissen, die nach Farbung mit Siglec-Tetrameren
getroffen werden konnten. Diese Technik ist daher als Screening-Verfahren zur
genaueren Analyse des Glykosylierungsmusters nicht geeignet. Farbungen mit
humanen Proteinen liefern in diesem Fall verlasslichere Ergebnisse als Farbungen
mit pflanzlichen Lektinen, die das Glykosylierungsmuster nur in erster Naherung
wiedergeben. Generell ist die Technik der Glykanarrays aber geeignet, néahere
Bestimmungen von Strukturen, die als Siglec-Liganden dienen, durchzufthren. In
Analysen verschiedener Arbeitsgruppen wurden dabei nicht pflanzliche Lektine,
sondern synthetisierte Glykanstrukturen, die auf die Arrays gebunden werden,
benutzt. So konnten Bochner et al. Liganden fir Siglec-8 dadurch identifizieren, dass
sie die Bindung chimarer Siglec-8-Ig Proteine an 172 biotinylierte Glykanstrukturen
testeten, die auf Streptavidin-gebundenen Platten immobilisiert wurden (Bochner et
al., 2005). Campanero-Rhodes et al. haben mittels Glykanarrays den Einfluss von
Sulfatierung auf die Bindung von Siglecs untersucht (Campanero-Rhodes et al.,
2006). Dadurch wird es madglich, Aussagen uber die Gemeinsamkeiten und
Unterschiede von Oligosacchariden zu treffen, die als Liganden flr Rezeptoren des
Immunsystems wie Siglecs dienen. Unterschiede konnten bedeutende funktionelle
Auswirkungen beispielsweise auf die Migration oder Signaltransduktion von

Leukozyten haben.

5.9 Padiatrische T-ALL-Blasten exprimieren Liganden fur Siglec-7

Untersuchungen der vorliegenden Arbeit von primaren leukdmischen Blasten
padiatrischer Patienten ergaben, dass T-ALL-Blasten im Gegensatz zu cALL-Blasten

den Liganden fir Siglec-7 stark exprimieren. Der Ligand fir Siglec-9 wurde nicht
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exprimiert. Dieser Effekt war Sialisaure-abhangig, wie durch Behandlung der Blasten

mit Neuraminidase gezeigt werden konnte

Abb. 4.17). In Studien konnte eine schlechtere Prognose flr Kinder mit T-ALL im
Gegensatz zu Kindern, die an cALL erkrankt sind, festgestellt werden (Schrauder et
al., 2006). Es wurde bereits beschrieben, dass eine veranderte Sialylierung mit
verstarkter Proliferation von Lymphoblasten bei ALL korreliert (Ghosh et al., 2007).
DarUber hinaus konnte gezeigt werden, dass Siglec-2, -3, -5 und -6 an Tumor-
spezifische Antigene wie Sialyl-Tn binden (Brinkman-Van der Linden EC und
Varki,2000). Es wurde daher in der hier vorliegenden Arbeit die Hypothese
aufgestellt, dass Liganden flr Siglec-7 auf T-ALL Blasten NK Zellen inhibieren und

so an Immunescape-Mechanismen dieser Blasten beteiligt sind.

5.10 Losliches Siglec-7 erhoht die NK-Zell-Zytotox  izitét

Sialinsdurereste wurden bereits als inhibitorische Liganden fir NK-Zellen,
insbesondere nach Reduktion der cis-Interaktionen von Siglec-7 und Sialinsduren
identifiziert (Avril et al., 2006a). Um den Einflu3 von I6slichem Siglec-7 auf die Lyse
maligner Zellen durch NK-Zellen oder zytotoxische T-Zellen zu untersuchen, wurde
im Rahmen dieser Arbeit ein nicht-radioaktiver, FACS-basierter Zytotoxizitatsassay in
Anlehnung an publizierte Methoden (Fischer et al., 2002; Hatam et al., 1994; Lee-
MacAry et al., 2001; Zimmermann et al., 2005) etabliert. Hierbei wurden Zellen der
CML-Linie K562 als Zielzellen benutzt und mit dem Farbstoff PKH2 markiert. PKH
wird auf Grund seiner lipophilen, aliphatischen Reste in die Plasmamembran
aufgenommen, ohne dabei die Zellen zu zerstéren. So wird eine Unterscheidung
zwischen Ziel- und Effektorzellen ermdglicht. In der durchflusszytometrischen
Analyse wurde auf PKH-positive Zellen gegated und der Anteil lysierter Zellen durch
Farbung mit dem DNA-Farbstoff Propidiumjodid bestimmt. Propidiumjodid farbt dabei
nur Zellen an, deren Membran permeabilisiert ist. Wurden PBMC als Zielzellen
benutzt, so wurde auf eine Anfarbung mit PKH verzichtet. Stattdessen wurden die
Zellen nach Koinkubation mit Effektorzellen mit spezifischen Antikérpern gefarbt und
der Antell lysierter Zellen durch Farbung mit Propidiumjodid bestimmt. Der Vortell
dieser Methode liegt darin, dass Zytotoxizitatsanalysen auf Einzelzellbasis

durchgefiihrt werden konnen. Im Gegensatz zu Messungen, die die Lyse der
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Zielzellen iiber Freisetzung von °>'Cr oder Europium bestimmen, kann in der
durchflusszytometrischen Analyse jede Zelle in ihrer Morphologie betrachtet werden.
Dieses Verfahren erfordert zwar eine zeitaufwéndigere Analyse, liefert aber
genauere Ergebnisse. Dartber hinaus wird eine radioaktive Markierung vermieden.
Es konnte gezeigt werden, dass Ergebnisse dieser Methode mit Ergebnissen aus
*1Cr release assays korrelierten (Fischer et al., 2002).

Ein weiterer Vorteil der FACS-basierten Methode im Gegensatz zu anderen
Zytotoxizitdtsassays besteht darin, dass nicht-homogene Zielzellpopulationen
unterschieden werden konnen. Diese Methode gewinnt vor allem in der
Untersuchung von leukdmischen Blasten an Bedeutung, da sich oftmals in
Patientenproben leukdmischer Blasten ein hoher Anteil normaler PBMC findet. Durch
Anfarbung der Blastenpopulation mit spezifischen Antikérpern wird eine
Untersuchung allein dieser Zellen moglich. Schwierigkeiten dieser Methode liegen
neben der zeitintensiven und prazisen Probenvorbereitung im Einstellen der
durchflusszytometrischen Parameter, insbesondere im Festlegen der Gates. Da tote
Zellen sich im Vergleich zu lebenden Zellen in ihrer Morphologie unterscheiden,
muss eine Veradnderung im forward und side scatter beachtet werden.

Als Modellsystem zur Untersuchung der Hypothese wurden in der vorliegenden
Arbeit K562 benutzt, die den Liganden fur Siglec-7 exprimieren (Abb. 4.18). Hierbei
handelt es sich um ein klassisches NK-Zell-Target. In Kompetitionsassays wurde die
spezifische Lyse nach Vorinkubation mit lI6slichem Siglec-7 gesteigert (Abb. 4.20).
Ahnliche Ergebnisse konnten erzielt werden, wenn primare leukamische
T-ALL-Blasten als Zielzellen dienten (Abb. 4.21). Diese Ergebnisse zeigen, dass
inhibitorische  Siglecs auf der Oberflache von  Effektorzellen zu
Immunevasionsmechanismen maligner Zellen beitragen kénnen. Hierzu finden sich
auch Hinweise in der Literatur. Siglec-7 wird eine Rolle als KIR zugeschrieben (Nicoll
et al., 2003). Diese Studie wurde allerdings mit murinen Zellen durchgefihrt.
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit verdeutlichen den Effekt der NK-Zell-
Inhibition durch Siglec-7 im humanen System. Auch fir Mucine, die das auf
Carcinomen verstarkt exprimierte sialylierte Tn-Antigen tragen, wurde eine
Hemmung der NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat gegen K562 beschrieben (Ogata et
al.,, 1992). Eine andere Gruppe hingegen konnte keinen Einfluss von a2,6-
Sialinsduren, die verstarkt bei Coloncarcinomen exprimiert werden und mit

verstarkter Metastasierung und schlechter Prognose assoziiert werden, auf NK-Zell-
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vermittelte Lyse detektieren (Dall'Olio et al., 1997). Auch Neuraminidase-Behandlung
hatte in diesen Untersuchungen keinen Effekt. Da Siglec-7 neben a2,6-Sialinsduren
jedoch hauptsachlich a2,8-gebunde Sialinsduren erkennt, konnten diese Ergebnisse
mit denen der vorliegenden Dissertation in Einklang stehen. Sowohl bei
Zytotoxizitatsassays mit K562 als auch mit T-ALL-Blasten als Zielzellen findet sich
eine Lyse maligner Zellen ohne dass eine Reduktion der cis-Interaktionen von
Siglec-7 und Sialinsauren z. B. durch Sialidase-Behandlung der NK-Zellen, wie sie
beschrieben wurde (Avril et al., 2006a), durchgefihrt worden ist. Nach Stimulation
der NK-Zellen mit IL-2 lal3t sich aber eine starkere Lyse im Vergleich zu
unstimulierten NK-Zellen detektieren. Aktivierung von Zellen geht oftmals mit einer
Hyposialylierung durch membranstandige Neuraminidasen einher (Galvan et al.,
1998; Kaech et al., 2002; Pappu und Shrikant,2004); die Expression von Liganden
auf derselben Zelle wird verringert und eine Maskierung aufgehoben, so dass Siglecs
mit Liganden auf der Oberflache benachbarter Zellen trans-Interaktionen eingehen
kénnen (Freeman et al., 1995). Eine Stimulation der NK-Zellen mit IL-2 kénnte daher
eine Reduktion der cis-Interaktionen von Siglec-7 und Sialinsduren bewirken. Es
wurde aber auch beschrieben, dass cis-Interaktionen die Bindung von Liganden in
trans zwar verringern, nicht jedoch véllig unterbinden kénnen (Collins et al., 2006).
Trotz bestehender cis-Interaktionen kdnnen trans-Interaktionen insbesondere mit
hochaffinen Liganden, wie sie bei Zell-Zell-Interaktionen oder Zell-Pathogen-
Interaktionen vorkommen, stattfinden. Dies erklart die in den Versuchen der
vorliegenden Arbeit detektierte Lyse durch NK-Zellen, die nicht mit IL-2 stimuliert
wurden.

Um den Beitrag von Siglec-7 an NK-Zell-vermittelter Lyse zusatzlich zu weiteren KIR-
Rezeptoren zu quantifizieren, wéaren Blockierungsexperimente mit anti-MHC II-

Antikdrpern auf T-ALL-Blasten zu tberlegen.

5.11 Sialylierung solider Tumoren

Rhabdomyosarkome stellen eine schwierig zu therapierende maligne Erkrankung
dar. Infiltrierende T-Zellen werden in Tumoren gefunden. Diese attackieren aber den
Tumor nicht und zeigen oft eine gestOrte antigen-spezifische, zytolytische Aktivitat
(Brossart et al., 2001; da-Nagai et al., 2000; Gajewski,2006; Guilloux et al., 1994;

Mulder et al., 1996). Mogliche Ursachen hierflr werden in vielfaltigen Immunescape-
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Mechanismen des Tumors gesehen, zu denen auch Verdnderungen im
Glykosylierungsmuster der malignen Zellen gerechnet werden kénnen.

Das  Sialylierungsmuster  einer  embryonalen und einer  alveolaren
Rhabdomyosarkomlinie wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht, um
Anhaltspunkte dartber zu finden, ob glykosylierte Antigene mdgliche Angriffspunkte
fur eine Therapie dieser Erkrankung bieten. Vorausgegangene Analysen der
Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die alveoldre Rhabdomyosarkomlinie RD a2,3-
und 02,6-Sialinsauren exprimiert, wohingegen die embryonale
Rhabdomyosarkomlinie A204 kaum a2,3- und a2,6-Sialylierung aufweist. In
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte nach Inkubation mit TNFa und IFNy auf
A204-Zellen eine leichte Heraufregulierung von a2,6-gebundener Sialinsaure
beobachtet werden. In der vorliegenden Arbeit wurde das Sialylierungsmuster beider
Zelllinien mit Hilfe von Siglecfusionsproteinen untersucht. Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Analysen korrelierten nicht mit den Befunden, die in
Untersuchungen des Sialylierungsstatus mit pflanzlichen Lektinen gewonnen
wurden. Siglec-7 Liganden konnten nicht auf Zellen der alveolaren
Rhabdomyosarkomlinie RD sondern nur auf Zellen der embryonalen
Rhabdomyosarkomlinie A204 detektiert werden (Abb. 4.23). Liganden fur Siglec-9
fanden sich auf beiden Zelllinien nur in geringem MaRe. Da fur Siglec-7
hauptsachlich a2,8-gebundene Sialinsduren als Liganden beschrieben wurden,
deren Expression in der vorliegenden Arbeit nicht mit pflanzlichen Lektinen
untersucht wurde, ist nicht zu erwarten, dass die Sialylierungsmuster, die von
Lektinen und Siglecfusionsproteinen detektiert werden, Ubereinstimmen. Eine
Expression der inhibitorischen Rezeptoren Siglec-7 und Siglec-9 konnte in Analysen
der vorliegenden Arbeit auf beiden Zelllinien nicht detektiert werden. Um nahere
Aussagen daruber treffen zu kdnnen, inwieweit eine veranderte Sialylierung auch bei
soliden Tumoren an Prozessen des Immunescape durch Interaktion mit inhibitorisch
wirkenden Siglecs auf Effektorzellen beteiligt ist, sind aufbauend auf die
phanotypischen Ergebnisse mit Zelllinien Untersuchungen mit Zellen aus priméaren
Tumorgeweben geplant, an die sich funktionelle Untersuchungen anschliel3en
mussten. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Siglec-2, -3, -5 und -6
an Tumor-spezifische Antigene wie Sialyl-Tn binden (Brinkman-Van der Linden EC
und Varki,2000). Auch andere Autoren beschreiben eine Interaktion von

inhibitorischen Rezeptoren auf der Oberflaiche von CTLs und NK-Zellen mit
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veranderten Glykoproteinen (lkehara et al., 2004; Ravetch und Lanier,2000; Varki
und Angata, 2006). So ware es denkbar, Immunantworten gegen
Rhabdomyosarkome in Zytotoxizitdtsassays zu untersuchen und Verdnderungen
durch Blockade der Interaktion von Siglecs und ihren Liganden zu detektieren.
Dartber hinaus wirde eine Behandlung der Zellen mit Neuraminidase oder eine
Transfektion mit SIRNA gegen ausgewaéhlte Sialyltransferasen interessante
Mdoglichkeiten bieten, die Rolle der Sialylierung bei Immunevasionsmechanismen

dieser Tumoren naher zu beleuchten.

5.12 Sialylierung von Neuroblastomlinien

In dieser Arbeit durchgefihrte Analysen des Sialylierungsmusters der
Neuroblastomlinie SY5Y ergaben eine Expression von o2,3-Sialinsauren nicht
jedoch von a2,6-Sialinsauren. Wurden die Zellen mit den Neurotrophinrezeptoren
Trk A oder Trk B transfiziert, so konnte eine erniedrigte Expression von o2,3-
Sialinsduren auf Trk B transfizierten Zellen und eine erhdhte Expression von a2,6-
Sialinsaduren auf Trk A und Trk B transfizierten Zellen im Vergleich zu Transfektionen
mit dem Leervektor als Kontrolle detektiert werden. Liganden fur Siglec-7 konnten -
auch nach Stimulation mit IFNy - nur schwach detektiert werden (Abb. 4.26).
Bezlglich NK-Zell-vermittelter Lyse ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Zellen. In T-Zell-vermittelten Zytotoxizitatsassays konnten Zellen kaum
lysiert werden. Dies konnte an der niedrigen HLA-Expression der SY5Y wt-Zelllinien
liegen. Zytotoxizitdtsassays mit loslichem Siglec-7 als Kompetitor wurden nicht
durchgefiihrt. Hier bietet es sich an, diese Versuche mit anderen Neuroblastomlinien
wie z. B. Sk-N-Be durchzufiihren, die die Liganden fur Siglec-7 verstarkt exprimieren
(Abb. 4.27). Bezuglich der unterschiedlichen Glykosylierung zwischen T-Zell-
Leukamieblasten und B-Zell-Leukamieblasten ist bekannt, dass T-Zell-
Leuké&mieblasten eine hohe Expression der Ganglioside GD, und GD3; aufweisen,
B-Zell-Leukéamieblasten jedoch nicht (O'Boyle et al., 1996; Okada et al., 1996). Das
verzweigte Gangliosid GD, wird ebenfalls auf der Neuroblastomlinie Sk-N-Be
exprimiert, wie durch Analysen mit dem Antikérper ch14.18 gezeigt werden konnte
(Abb. 4.27). GD, unterscheidet sich in seiner Struktur nur durch einen zusatzlichen
N-Acetylgalaktosaminrest vom Gangliosid GDs;, das als Ligand fur Siglec-7

beschrieben wurde (Nicoll et al., 2003; Rapoport et al., 2003). Interessanterweise
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wird die entsprechende Sialyltransferase ST8Sial-l1 in manchen Neuroblastomzellen
hoch exprimiert. Die Expression korreliert mit einem schlechteren Krankheitsverlauf
(Cheung et al., 2006). Im Rahmen der padiatrischen Onkologie wurde dieses
Gangliosid experimentell untersucht. GD, wurde dabei als Ziel fur Antikorper-
vermittelte, immunotherapeutische Ansatze bei Patienten mit Neuroblastomen
eingesetzt (Otto et al., 2005; Simon et al., 2004). Der chiméare anti-GD, Antikdrper
ch14.18 bindet humane Neuroblastomzellen und erwies sich als effektiv in der Lyse
von Neuroblastomzellen durch Granulozyten (Barker et al., 1991). Experimentelle
Daten haben gezeigt, dass der chimare Antikdrper chl14.18 seine Wirkung
hauptsachlich durch Antikérper-vermittelte zellulare Zytotoxizitat (ADCC) von
NK-Zellen gegen maligne Zellen vermittelt (Otto et al., 2005). Das Disialogangliosid
GD, wirde als Ligand fur Siglecs eine Inhibition von Effektorzellen bewirken. Der
anti-GD,-Antikorper ch14.18 konnte diesen Effekt kompetitiv verhindern. Durch
weitere Untersuchungen wie z. B. Behandlung mit der Protease Papain und damit
Spaltung des Antikorpers in ein Fc-Fragment und zwei Fab-Fragmente liel3e sich die
Frage klaren, welchen Anteil die ADCC am Wirkmechanismus des Antikdrpers
ausmacht. Um zu analysieren, ob GD, einen Liganden fur Siglec-7 darstellt, waren
Kompetitionsexperimente von anti-GD,.Antikdrpern mit Siglec-7-Tetrameren auf einer
Zelllinie wie Sk-N-Be, die sowohl GD, als auch Siglec-7-Liganden exprimiert,
denkbar. Auch ein Knock-Down der GD,-Synthase mittels siRNA bietet sich zur
Untersuchung dieser Frage an. Darliber hinaus bietet sich fur Untersuchungen zum
Gangliosid GDg3, das als Ligand fir Siglec-7 beschrieben wurde, der monoklonale
Antikdrper Hal an. Dieser humane, anti-Disialosyl IgM Antikorper kann experimentell
genutzt werden, um kompetitiv die Bindung von [Siglec-7],: SA-PE an seinen
Liganden GD3; zu unterbinden und vergleichende funktionelle Analysen zu

ermdglichen.

5.13 Expression inhibitorischer Siglecs auf PBMC u  nd Einfluss von
Zytokinen

Analysen zur Expression von Siglecs auf T-Lymphozyten kommt eine bedeutende
Rolle zu, um die Frage zu klaren, ob der Einsatz von l6slichen Siglecs fur
experimentelle Ansatze geeignet ist, die sich mit Eingriffen in T-Zell-vermittelte

Immunantworten beschéftigen. Wahrend einige Gruppen den Verlust der Siglec-
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Expression auf T-Lymphozyten im Laufe der Evolution postulieren (Nguyen et al.,
2006; Vitale et al., 1999), heben andere Gruppen eine spenderabhéangige Expression
auf Subpopulationen von T-Zellen, hauptsachlich auf die CD3¢-Kette exprimierenden
Zellen, af3 T-Zellen nicht jedoch auf yd T-Zellen, hervor (lkehara et al., 2004). In
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte mRNA von Siglec-7 und Siglec-9 durch
PCR in CD8" T-Lymphozyten (Siglec-7 27% nach densitometrischer Analyse der
Banden im Vergleich zur Expression von GAPDH mRNA, Siglec-9 54%) sowie in
geringerem Umfang in CD4'25  (Siglec-7 2%, Siglec-9 9%) und CD425"
T-Lymphozyten (Siglec-7 3%, Siglec-9 22%) detektiert werden. Die Expression von
Siglec-7 auf NK-Zellen und von Siglec-9 auf NK-Zellen und Monozyten konnten mit
Hilfe der kommerziell erworbenen Antikérper bestatigt werden, die Expression auf
Subpopulationen von CD8" T-Lymphozyten jedoch nicht (Abb. 4.29 und Abb. 4.30).
Aktivierung von Zellen geht mit einer Aktivierung von membranstandigen
Neuraminidasen und einer verringerten Expression von Sialinsdureresten auf der
Zelle einher, so dass Siglecs fur trans-Interaktionen mit anderen Zellen zur
Verfigung stehen. Nguyen et al. zeigten, dass unspezifische Aktivierung mit PHA bei
T-Zellen von Schimpansen, die viele Siglecs exprimieren, eine geringere
T-Zellantwort bewirkt als bei humanen T-Zellen (Nguyen et al., 2006). Analysen der
vorliegenden Arbeit ergaben keine Veranderungen im Expressionsmuster der
Rezeptoren Siglec-7 und Siglec-9 auf der Oberflaiche von CD4" oder CD8"
T-Lymphozyten nach Stimulation der Zellen mit IL-2/OKT3, PHA oder IFNy.

5.14 Glykosylierungsmuster von Mamma- und Ovarial-  Carcinomen

Veréanderte Glyksoylierungsmuster sind insbesondere in der Karzinogenese des
Mamma-Carcinoms beschrieben worden (Hakim,1988; Sewell et al., 2006).

Neben Tumorzell-basierten Vakzinen und Antigen-spezifischen Impfungen mit
Peptid-, DNA- und RNA-Vakzinen werden auch Vakzinierungen gegen Karbohydrate
in der Therapie des Mamma-Carcinoms erprobt. Der Impfstoff Theratope", der das
MUC-1 assoziierte Karbohydrat Sialyl-Tn sowie key limpet haemocyanin (KLH) als
Adjuvans erhalt, zeigte in Phase |- und II-Studien humorale und zellulare
Immunantworten (Holmberg und Sandmaier,2004), die jedoch in einer Phase llI-
Studie fur Patientinnen mit metastasiertem Mamma-Carcinom nicht bestétigt werden

konnten.
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Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zeigen Unterschiede im
Sialylierungsmuster von 4 untersuchten Mamma-Carcinom- und 12 Ovarial-
Carcinom-Linien, die von der Arbeitsgruppe von Frau PD Dr. Guckel (Universitats-
Frauenklinik, Tubingen) zur Verfigung gestellt wurden, auf (Tab. 4.2). Die
Ergebnisse aus ersten vorlaufigen funktionellen Assays verdeutlichen, dass
Inkubation von Zellen der Mamma-Carcinom-Linie KS 24.22 mit rekombinantem
Siglec-7 eine erhohte spezifische Lyse in T-Zell-vermittelten Zytotoxizitatsassays
bewirkt (Abb. 4.32). Weitergehende Untersuchungen sind von Bedeutung, um die
Hypothese zu bestatigen, dass die Expression bestimmter Sialinsduremodifikationen
auf  Oberflachenproteinen von Mamma-Carcinomzellen an Immunescape-

Mechanismen dieser Zellen beteiligt sind.

5.15 Bewertung der Versuche und Ausblick

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde das Glykosylierungsmuster physiologischer
und maligner Zellen mit Hilfe von pflanzlichen Lektinen untersucht. Darauf aufbauend
konnte in der vorliegenden Arbeit die durchflusszytometrische Analyse mit Hilfe von
rekombinanten Siglec-Tetrameren etabliert werden. Diese in der MHC-Forschung
bereits eingesetzte Methode umgeht das Problem der niedrigen Affinitat von Siglecs
gegeniber ihren Liganden und stellt eine neue Mdglichkeit dar, das
Sialylierungsmuster maligner Zellen zu charakterisieren.

Bezlglich des Sialylierungsmusters von Leukdmien konnte gezeigt werden, dass
T-ALL-Blasten verstarkt Liganden fur Siglec-7 exprimieren und mit Siglec-7 als
Rezeptor auf der Oberflache von Effektorzellen interagieren. In in vitro-Versuchen
wurde durch Zugabe von rekombinantem Siglec-7 die NK-Zell-vermittelte
Zytotoxizitdt sowohl gegen die klassische CML Linie K562 als Zielzellen als auch
gegen primare padiatrische T-ALL Blasten gesteigert. Hierdurch wurde die
Hypothese bestatigt, dass Sialinsduremodifikationen auf Oberflachenproteinen
maligner Zellen tGber eine Interaktion mit Siglecs eine Suppression von Effektorzellen
bewirken konnen. Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass die Anwendung
rekombinanter Siglecs oder anderer Reagenzien wie z. B. Sialoglykan-spezifischer
Antikérper KIR Liganden auf Tumorzellen absattigen und den Tumor fir

immunologische Therapien besser zuganglich machen kénnten.
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Die von weiteren Tumoren gewonnenen phanotypischen Erkenntnisse beziiglich der
Sialylierung dieser Arbeit mussten auf ihre funktionelle Relevanz hin untersucht
werden. Insbesondere ist es von Interesse, ob ein Immunescape durch Expression
von Siglec-Liganden auch bei weiteren malignen Erkrankungen, insbesondere
soliden Tumoren wie dem Neuroblastom und Mamma- bzw. Ovarialcarcinomen zu

finden ist.
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6 Zusammenfassung

Der Prozel3 der Glykosylierung stellt eine bedeutende posttranslationale Modifikation
von Proteinen dar. Veranderungen im Glykosylierungsmuster von Zellen entstehen
zu einem frihen Zeitpunkt der malignen Transformation.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Glykosylierungsmuster von Tumorzellen und der
Einfluss der Sialylierung auf die Modulation von Immunantworten untersucht.
Sialinsaurereste stellen die haufigsten terminalen Karbohydrate dar und binden an
Siglecs, inhibitorische Rezeptoren, die sich auf Effektorzellen des Immunsystems
finden. In der vorliegenden Arbeit wurden rekombinante Siglec-7- und
Siglec-9-Tetramere generiert, die durchflusszytometrische Untersuchungen des
zellularen Sialylierungsmusters ermdglichten. Liganden fur Siglec-7 konnten auf
humanen T-Zellen, Monozyten, NK-Zellen und einer Untergruppe von B-Zellen, die
aktivierte und Gedachtnis-B-Zellen beinhaltet, detektiert werden. Vergleichend hierzu
wurden phanotypische Untersuchungen maligner Zellen durchgefihrt. Analysen mit
Hilfe von Glykanarrays ergaben keine Unterschiede im Glykosylierungsmuster
zwischen B-Zellen und cALL-Blasten. Durchflusszytometrische Untersuchungen mit
Siglec-Tetrameren zeigten jedoch, dass T-ALL-Blasten im Gegensatz zu
CALL-Blasten eine Expression von Siglec-7 Liganden aufweisen. Es wurde die
Hypothese aufgestellt, dass Sialoglykane auf der Oberflache maligner Zellen als
Liganden fir Siglecs dienen und eine Inhibition von attackierenden Effektorzellen
bewirken kénnen. Als Modellsystem zur Untersuchung der Hypothese wurden K562,
die ein klassisches NK-Zell-Target darstellen und Liganden fiir Siglec-7 exprimieren,
eingesetzt. In Kompetitionsassays wurde die spezifische Lyse von K562 durch
NK-Zellen nach Vorinkubation mit rekombinantem Siglec-7 gesteigert. Ahnliche
Ergebnisse konnten erzielt werden, wenn primére leuk&dmische T-ALL-Blasten als
Zielzellen dienten

Um Vorarbeiten fir die Ubertragung dieser Ergebnisse auf weitere maligne
Erkrankungen zu leisten, wurden Analysen des Sialylierungsmusters von Zelllinien
aus Neuroblastomen, Mamma-und Ovarialcarcinomen durchgefuhrt. Zellen der
Neuroblastomlinie SY5Y ergaben eine Expression von a2,3-Sialinsduren, nicht
jedoch von a2,6-Sialinsauren. Wurden die Zellen mit den Neurotrophinrezeptoren

Trk A oder Trk B transfiziert, so konnte eine erniedrigte Expression von o2,3-
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Sialinsduren auf Trk B transfizierten Zellen und eine erhdhte Expression von a2,6-
Sialinsduren auf Trk A und Trk B transfizierten Zellen im Vergleich zu Transfektionen
mit dem Leervektor als Kontrolle detektiert werden. Liganden fur Siglec-7 konnten -
auch nach Stimulation mit IFNy - nur schwach detektiert werden. Mamma- und
Ovarial-Carcinom-Linien exprimierten a2,3-Sialinsauren, eine Expression von a2,6-
Sialinsduren war hingegen nur auf 2 von 4 untersuchten Ovarial-Carcinom- und
2 von 12 Mamma-Carcinom-Zelllinien zu finden. Liganden fur Siglec-7 fanden sich
auf 2 Mamma-Carcinom-Linien und auf 3 Ovarial-Carcinom-Linien. In ersten
vorlaufigen funktionellen Assays wurde eine erhdhte spezifische Lyse von Zellen der
Mammacarcinomlinie KS 24.22 nach Zugabe von rekombinantem Siglec-7 in T-Zell-
vermittelten Zytotoxizitatsassays detektiert.

Dartiber hinaus ergaben Analysen des Sialylierungsmuster immunregulatorischer
Zellen, dass regulatorische T-Zellen und multipotente, mesenchymale Stromazellen
Liganden fur Siglec-7 auf der Oberflache aufweisen. Dendritische Zellen regulierten
im Laufe ihrer Reifung Liganden fir Siglec-7 herunter.

Insgesamt wurde die Arbeitshypothese bestatigt, indem gezeigt wurde, dass
Sialoglykane auf leukédmischen Blasten als Liganden fur Siglec-7 auf der Oberflache
von NK-Zellen, dienen konnen. Dies konnte einen neuen Mechanismus der
Immunevasion von malignen Zellen darstellen. Nahere Erkenntnisse sind fur die

Immuntherapie unterschiedlicher maligner Erkrankungen von Interesse.
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Abkirzungen

Abktrzungen und Synonyme

ADCC Antibody dependent cellular cytotoxicity

AG Arbeitsgruppe

APC Allophycocyanin

APS Ammoniumperoxodisulfat

APZ Antigen-prasentierende Zellen

Asn Asparagin

BCR B-Zell-Rezeptor

BES N,N-Bis[2-hydroxyethyl]-2-
aminoethansulfonséure

BSA Bovines Serumalbumin

CDG Congenital disorder of glycosylation

CMP Cytosinmonophosphat

CRD Carbohydrate recognition domain

CTL Zytotoxische T-Lymphozyten

dH,O Destilliertes Wasser

Da Dalton

DC Dendritische Zelle

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT 1,4-Dithiothreitol

ECM Extrazellulare Matrix

EDTA Ehtylendiamintetraacetat

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor

ER Endoplasmatisches Retikulum

FACS Fluorescence activated cell sorting

FCS Fotales Kalberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FSC Vorwartsstreulicht (forward scatter)

Fuc Fucose

Gal Galaktose

GalNAc N-Acetylgalaktosamin

GDP Guanosindiphosphat
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Abkirzungen

GITR Glucocorticoid-induced tumor necrosis

factor receptor family related gene

Glc Glucose

GIcNAc N-Acetylglucosamin

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-
koloniestimulierender-Faktor

HBSS Hanks’ Salzlésung

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-
ethansulfonsaure

HRP Horseradish peroxidase

HSA Humanes Serumalbumin

IFN Interferon

[o} Immunglobulin

IL Interleukin

ITIM Immunoreceptor tyrosine-based inhibition
motif

kDA Kilo Dalton

MACS Magnetic activated cell sorting

MAG Myelin-assoziiertes Glykoprotein

MAL II Maackia amurensis Lektin Il

Man Mannose

MLR Mixed lymphocyte reaction

MNC Mononukleare Zellen

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonséure

MWCO Molecular weight cut-off

NAcGIc N-Acetylglukosamin

NeuNAc N-Acetylneuraminsdure

Ni-NTA Nickel-nitrilotriessigsaure

NK-Zellen Naturliche Killerzellen

PBMC Mononukleare Zellen des peripheren

Blutes (peripheral blood mononuclear
cells)
PBS Phosphat-gepufferte Saline (Phosphate

buffered saline)
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Abkirzungen

PE
RPMI

RT
SA
SDS-PAGE

Ser
Sia
Siglec-7""", Siglec-9”**

Siglec-7%, Siglec-9%

[Siglec-7]4 : SA-PE, [Siglec-9], : SA-PE

SNL
SSC
TBS

TBST
TCR
TEMED
TGF-B
Th

Thr
TLR
Treg

Tris
UDP

(R)-Phycoerythrin

Zellkulturmedium (am ,Roswell Park
Memorial Institute* entwickelt)
Raumtemperatur

Streptavidin

Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelektrophorese

Serin

Sialinsaure

Biotinyliertes Siglec-7- oder Siglec-9-
Fusionsprotein

Siglec-7- oder Siglec-9-Fusionsprotein
(extrazellularer Siglec-7- oder Siglec-9-
Anteil)

Tetramerisiertes Siglec-7- oder Siglec-9-
Fusionsprotein

Sambucus nigra Lektin
Seitwartsstreulicht (side scatter)
Tris-gepufferte Saline (Tris buffered
saline)

Tris-gepufferte Saline mit Tween
T-Zell-Rezeptor
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
Transforming growth factor 3
T-Helferzelle

Threonin

Toll-like receptor

CD4"CD25" regulatorische T-Zelle
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Uridindiphosphat

Umdrehungen pro Minute

Vertiefung einer Zellkulturplatte
Wildtyp

Zentrales Nervensystem
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