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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das menschliche Immunsystem

1.1.1 Grundprinzipien des angeborenen und adaptiven Immunsystems

Unser Korper hat im Laufe der Evolution ein komplexes Immunsystem entwickelt, welches in
der Lage ist, sich selbst vor einer Invasion von Krankheitserregern und anderen schidlichen
Substanzen zu schiitzen. Zur effektiven Bekdmpfung der Invasoren erfiillt das Immunsystem drei
Hauptaufgaben: Das schidliche Agens muss als solches erkannt, durch Effektormechanismen
zerstort, und eine potenziell schiddliche, liberschieBende Reaktion durch Immunregulation

. 1
verhindert werden.

Unterschieden wird zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem. Das phylogenetisch
enorm alte angeborene Immunsystem findet sich in nahezu jeder Pflanze und jedem Tier.” Der
Mensch verfiigt zudem iiber das adaptive Immunsystem.’

Unterteilt werden die beiden Systeme zusitzlich in einen humoralen und einen zelluldren Arm.

Das angeborene Immunsystem umfasst vor allem Makrophagen, Neutrophile und Dendritische
Zellen. Diese erkennen durch so genannte Patern recognition receptors (PRRs) hdufige
molekulare Strukturen, sogenannte Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), auf
Mikroorganismen. Durch Phagozytose werden die Invasoren zerstort, und durch Sezernierung
von Zyto- und Chemokinen eine Entziindung des Gewebes hervorgerufen.'

Auf humoraler Ebene gehort zum angeborenen Immunsystem beispielsweise das
Komplementsystem, welches in der Lage ist, durch Antikorper gebundene Erreger im
Blutplasma zu lysieren.'

Das angeborene Immunsystem ist auf Grund oben genannter Mechanismen in der Lage,
unmittelbar (innerhalb von Minuten) auf ein Pathogen zu reagieren, und ist somit als erste
Abwehrreihe des Korpers zu verstehen. Auf Grund der relativ unspezifischen Erkennung tiber
PRRs konnen Pathogene das angeborene Immunsystem aber {iberwinden. Zudem kann auf dieser

Ebene kein immunologisches Gedichtnis ausgebildet werden. '
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Das spezifischere adaptive Immunsystem basiert auf der klonalen Selektion seiner Effektorzellen
— der Lymphozyten.* Aus einer einzelnen Vorliuferzelle gehen eine groBe Anzahl Lymphozyten
hervor, wovon jeder mit einem einzigartigen, hochspezifischen Rezeptor ausgestattet ist.
Autoreaktive Lymphozyten werden durch klonale Deletion entfernt und es entsteht ein riesiges
Reservoir an naiven Lymphozyten. '

Sobald ein Antigen in Kontakt mit dem Rezeptor eines solchen naiven Lymphozyten kommt,
wird der Lymphozyt aktiviert. Durch klonale Expansion entsteht eine Vielzahl von identischen
Effektorzellen die das Antigen eliminieren. '

Das adaptive Immunsystem ist somit in der Lage jedwedes Antigen zu erkennen und effektiv zu
bekampfen. Eine Antwort erfolgt allerdings auf Grund der Latenz oben genannter Prozesse unter
Umsténden erst nach mehreren Tagen. Nach initialem Antigenkontakt werden spezielle
Gedéachtniszellen rekrutiert, die ein immunologisches Gedéchtnis ausbilden, und bei sekunddrem

Kontakt zu einer wesentlich stirkeren und schnelleren Immunantwort des Korpers fiihren.'

1.1.2 Die Zellen des menschlichen Immunsystems

Die reifen Zellen des Immunsystems werden entsprechend ihrer Vorlduferzellen der

lymphatischen oder myeloischen Zellreihe zugeordnet.

Zur myeloischen Reihe rechnet man Makrophagen, Granulozyten, Mastzellen, sowie
Megakaryozyten und Erythrozyten. Auf diese Zellpopulationen wird in dieser Arbeit nicht ndher

eingegangen.

Makrophagen sind die reife, gewebsstindige Form der im Blut zirkulierenden ebenfalls
phagozytotischen Monozyten. IThre Aufgabe besteht in der Phagozytose von Mikroorganismen,

toter Zellen, Zelliiberresten sowie der Induzierung von Entziindungen.'

Zu den, im Gegensatz zum Makrophagen, relativ kurzlebigen Granulozyten werden Neutrophile,
Basophile und Eosinophile gezéhlt, die das Blut verlassen konnen um in entziindetes Gewebe
einzuwandern.'

Neutrophile zerstoren eindringende Mikroorganismen durch Phagoytose und sind, allein durch
ihre enorme Anzahl, von entscheidender Bedeutung fiir das angeborene Immunsystem des

Menschen.'
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Basophile und Eosinophile sind weniger haufig. Man geht davon aus, dass sie eine wichtige

Rolle bei der Abwehr von Parasiten spielen.’

Mastzellen sind bekannt durch Thre Rolle bei der Typ-1 allergischen Reaktion. Thre Rolle bei
Infektionen konnte in Modellen zur bakteriellen Peritonitis gezeigt werden™®. AuBerdem
scheinen sie eine Rolle bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden

Arthritis zu spielen.’

Dendritische Zellen (DZs) bilden eine entscheidende Briicke zwischen angeborenem und
adaptivem Immunsystem. Durch Makropinozytose nehmen sie im Gewebe grofle Mengen an
extrazelluldrer Fliissigkeit und Pathogenen auf. Die DZ prisentiert dem T-Lymphozyten dann

Teile der aufgenommen Pathogene als Antigen. Der T-Lymphozyt wird dadurch aktiviert."*

Zur lymphatischen Reihe rechnet man Natiirliche Killerzellen (NKZ), B- und T-Lymphozyten.

NKZs sind in der Lage, maligne und durch Viren infiltrierte Zellen abzutoten.'
NKZs wurden traditionell dem angeborenen Immunsystem zugerechnet. In letzter Zeit wird

diese Zuordnung allerdings in Frage gestellt.’

B-Lymphozyten bilden zusammen mit T-Lymphozyten das Riickrad des adaptiven
Immunsystems. Nach Antigenkontakt des B-Zell-Rezeptors proliferiert und differenziert der B-
Lymphozyt zu sogenannten Plasmazellen. Plasmazellen produzieren Antikdrper, die wiederum

das entsprechende Antigen attackieren.'

Naive CD4 " bzw. CD8" T-Lymphozyten proliferien nach Antigenkontakt zu unterschiedlichen
Subtypen mit Effektorfunktion.’

CDS8" zytotoxische T-Zellen tdten Pathogene und durch Viren befallene Zellen. CD4" T-
Helferzellen wirken bei der Immunantwort unterstiitzend, z.B. durch Ausschiittung von
Zytokinen wie TNF-a oder IL-2, was wiederum die Aktivierung und Differenzierung von

Makrophagen fordert."
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1.2 Der T-Lymphozyt

1.2.1 Die Entwicklung von T-Lymphozyten

Alle himatopoetischen Zellen gehen aus einer pluripotenten himatopoetischen Stammzelle
(HSZ) im Knochenmark hervor.' Wihrend manche Autoren eine gemeinsame lymphatische
Progenitorzelle (CLP) beschreiben, die aus der HSZ hervorgeht, und sich ausschlieBlich zu B-
und T-Lymphozyten sowie DCs und NKCs differenzieren kann, beschreiben andere Autoren
eine myeloisch-lymphatische Progenitorzelle (CMLP), welche zusitzlich myeloisch
differenzieren kann.'' "

Nach der Differenzierung aus einer HSZ verldsst die T-Lymphozyten Vorlauferzelle das
Knochenmark und wandert in den Thymus ein. Dort erfolgt in einer Reihe von Schritten, die
Differenzierung von der unreifen CD34"CD38" Zelle zur reifen einfach-positiven CD4" bzw.
CD8" Zelle.'""

Die Differenzierung wird dabei durch die Wirkung bestimmter Cytokine wie IL-7 und
Signalwege wie den Notch-1 Signalweg entscheidend gesteuert.'®'” Die unterschiedlichen
Stadien der Differenzierung lassen sich anhand der Expression spezifischer Oberflichenproteine
nachvollziehen.

Entscheidende Schritte auf dem Weg zum reifen T-Lymphozyten sind die Ausbildung eines T-
Zell-Rezeptors durch V(D)J-Rekombination sowie die positive und negative Selektion unreifer
T-Zell Vorlaufer.'

Die entscheidende Rolle der zelluldren Architektur des Thymus fiir diese Schritte der T-Zell
Entwicklung wird dadurch unterstrichen, dass eine Thymusaplasie, welche z.B in ca. 80% der
Kinder mit dem seltene Di-George Syndrom auftritt, zu erniedrigten T-Zell Zahlen fiihrt."® Die
Transplantation von kultiviertem, postnatalem Gewebe konnte bei einigen Patienten wiederum

zu einem Anstieg der T-Zell Zahlen im peripheren Blut fiihren."
1.2.2 Das homing von T-Lymphozyten in sekundére lymphatische Gewebe
Nach der vollstindigen Reifung verlassen naive T-Lymphozyten den Thymus und gehen in die

Blutzirkulation iiber. Da sie erst nach DZ-vermitteltem Antigenkontakt innerhalb lymphatischer

Organe die Fihigkeit erlangen ein spezifisches Antigen erfolgreich zu bekdmpfen, miissen T-
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Lymphozyten aktiv aus dem Blut in sekundire lymphatische Organe (SLOs) einwandern. Dieser
Prozess wird als homing bezeichnet.”

Der kaskadenartig verlaufende Prozess des T-Zell homings findet in allen SLOs auBer der Milz
in spezialisierten postkapilliren Venolen, sogenannten high endothelial venules (HEV) statt.*' >
Zuerst werden hoch-stabile Verbindungen zwischen dem auf T-Lymphozyten exprimierten
Zelladhdsionsmolekiil L-Selektin und seinem auf HEVs exprimierten Liganden hergestellt.

In Lymphknoten (LN) bindet L-Selektin an peripheral-node addressin (PNAD). In Peyer Plaques
ist zusétzlich eine Bindung eines ouf}7 Integrins an mucosal addressin-cell adhesion molecule 1
(MAdCAMI1) notwenig.***’

Da diese Verbindungen den Scherkréften des vorbeistromenden Blutes nicht dauerhaft
widerstehen konnen, kommt es gleichzeitig zur Dissoziation von Verbindungen stromaufwiérts,
sowie zur Neubildung stromabwirts. Die Zelle beginnt entlang des Endothels zu Rollen.

Das Rollen wird durch Ausbildung sekundérer Verbindungen mittels Zelladhdsionsmolekiilen
aus der Gruppe der Integrine gestoppt. Wahrend die oben genannten Selektine grundsitzlich

aktiv sind, miissen Integrine aktiviert werden um Zellddhasion zu vermitteln.

In den HEVs des Lymphknoten aktiviert der naive, rollende T-Lymphozyt integrin leukocyte
function-associated antigen 1 (LFA-1) und bindet damit an endothelial exprimiertes intercellular
adhesion molecule 1 (ICAM-1) und intercellular adhesion molecule 2 (ICAM-2).2

Diese Aktivierung wird durch CC-chemokine ligand 21 (CCL21) vermittelt, welches in Mausen
von Endothelzellen und fibroblastischen Retikulumzellen (FRZs) produziert wird, und an den
CC-chemokine receptor 7 (CCR7) des T-Lymphozyten bindet.*'** Im Menschen wird CCL21
nur von FRZs produziert.”

Der CCR7 Ligand CC-chemokine ligand 19 (CCL19), der in Mausen wie Menschen ebenfalls in
FRZs produziert wird, trigt ebenfalls zur Integrin vermittelten Zelladhdsion bei.****
Auf diese Reihe von Schritten folgt die Transmigration der T-Lymphozyten in den

Lymphknoten. Dies kann entweder transzellulér, also durch eine Endothelzelle hindurch, oder

durch interendotheliale Zwischenrdume erfolgen, was als Diapedese bezeichnet wird. >
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1.2.3 Das Knochenmark als Zielgewebe des T-Zell homing

Bis vor wenigen Jahren wurde diese relativ strikte Form der ,,Arbeitsteilung* zwischen priméren
lymphatischen Organen (Ort der Genese der T-Zellen), und sekundéren lymphatischen Organen
(Ort des homing und priming) allgemein akzeptiert. Es wurde davon ausgegangen, dass das
einzigartige Mikromileau der perivaskuldren T-Zell-Zonen innerhalb der SLOs die
Vorraussetzung fiir eine primére T-Zell-Antwort darstellt.*®

Feuerer und Kollegen konnten jedoch zeigen, dass auch das Knochenmark ein Zielgewebe des
T-Zell homing ist. Dort ansdssige DCs sind unter bestimmten Umsténden in der Lage {iber
Prozessierung und Prisentation Blut-gebundener Antigene eine primire T-Zell-Antwort in
Stellung zu bringen.*’

Vor allem fiir bestimmte Subpopulationen der T-Lymphozyten wie CD8" zentrale Gedéchtnis-T-
Zellen (Tcy) scheint das Knochenmark ein wichtiges Reservoir zu sein.”® Andere
Subpopulationen wie die der naiven CD8" T-Lymphozyten sowie der Effektor-Gedichtnis-T-
Zellen (Tgm) sind zwar im Knochenmark vorhanden, allerdings in wesentlich geringerer Menge

als in SLOs bzw. Lunge, Leber oder Milz.*

1.2.4 Die Funktion der T-Lymphozyten innerhalb des Immunsystems

Seine Funktion als entscheidender Effektor der adaptiven Immunantwort erlangt der naive T-
Lymphozyt in den lymphatischen Organen. Nach Antigenpréasentation durch DCs wird die T-
Zelle gegeniiber zellbasierten Antigenen und intrazelluliren Pathogenen geprimed. ***'

Antigene gelangen {iber afferente Lymphbahnen in den LN. Hierbei konnen zwei verschiedene
Wege unterschieden werden.** Entweder geraten Antigene in die drainierende Lymphe und
werden im LN von den DCs aufgenommen, oder sie werden noch im peripheren Gewebe von
den DCs aufgebracht und konsekutiv in den drainierenden LN transportiert.”

Der Kontakt eines DCs mit einem Antigen fiihrt dann, unter anderem {iiber Toll-like-Rezeptoren
(TLRs), zu einer beschleunigten Antigenprozessierung und zur Prasentierung des Antigenpeptids
iiber den MHC-Klasse IT Komplex.' Dabei sind DCs aus mesenterialen LNs und Peyer Plaques
sogar in der Lage, in T-Lymphozyten die Expression spezieller darmspezifischer

Homingrezeptoren zu induzieren, und damit der T-Zelle einen Hinweis auf die anatomische

Lokalisation des Antigens zu geben.”
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Die naive T-Zelle erkennt den présentierten Antigenkomplex iiber ihren T-Zell-Rezeptor (TZR),
wird aber nur bei zusétzlicher Priasentation eines B7 Molekiils, welches tiber die
Oberflichenstruktur CD28 erkannt wird, aktiviert." Aktivierte, naive T-Zelle proliferieren und
differenzieren IL-2 abhéngig zu Effektorzellen.' Nun befindet sich die Effektorzelle an einem
Scheideweg, da nachfolgend unterschiedliche Zytokinkombinationen eine Regulierung der
Ausdifferenzierung in spezielle Effektorzellsubtypen (siehe 1.1.2) reguliert.’

Ausdifferenzierte Effektor-T-Zellen binden ihre Ziele durch transiente, antigenunspezifische
Adhisionsmolekiile. Die Effektorfunktion wird dabei nur ausgeldst wenn iiber den TZR ein

korperfremdes Peptid am MHC-Klasse-I-Komplex der Zielzelle erkannt wird.'

Die unterschiedlichen Effektor-T-Lymphozyten greifen ihre Zielstruktur iiber verschiedene
Mechanismen an. Die Kombination ausgeschiitteter Zytokine, bzw. membran-assoziierter
Effektormolekiile und dem zytotoxischen Effekt der CD8" Zellen bewirken den GroBteil der
Effektorfunktion der T-Lymphozyten.'

CDS8" T-Lymphozyten speichern Zytotoxine in speziellen zytotoxischen Granula die fokussiert
an der Kontaktstelle von T-Zelle und Antigen ausgeschiittet werden, und somit zur Abtétung der
Zielzelle fiihren.

Tul Zellen aktivieren Makrophagen und produzieren Zytokine die den Klassenwechsel von
Antikorpern bewirken.

Tu2 Zellen produzieren ebenfalls Zytokine die Klassenwechsel von Antikorpern bewirken. Diese

Zytokine bewirken jedoch vor allem eine anti-parasitire sowie allergische Antwort.

Kommt der T-Lymphozyt wihrend seines Transits durch den LN nicht in Kontakt mit einem
Antigen, verlisst er den LN durch efferente Lymphbahnen.” Der Mechanismus, welcher den
Lymphozytenegress aus den LNs reguliert, war lange Zeit nicht geklért. Erst mit der Entdeckung
von FTY 720 ergaben sich erste Hinweise hinsichtlich der Physiologie der

Lymphozytenauswanderung aus den LNs. Diese werden in den folgenden Kapiteln dargelegt.
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1.3 Sphingosin-1-Phosphat (S1P)
1.3.1 Der Botenstoff Sphingosin-1-Phosphat und seine Funktion im Uberblick

Sphingolipide sind in allen eukaryonten Zellmembranen Bestandteil der fiir die Integritét der
Zelle entscheidenden Lipiddoppelschicht und entstehen aus dem gemeinsamen Baustein

Sphingosin.*’

Verstirktes wissenschaftliches Interesse an Eigenschaften und Funktion von S1P als Botenstoff
entstand in den 1980er-90er Jahren, als Arbeiten den Einfluss von Sphingosin bzw. S1P auf die

Proteinkinase C und den Zellzyklus zeigten.***®

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ist ein Lipid aus der Gruppe der Sphingolipide (s.Abb. 1). Es hat
in seiner Funktion als Agonist an fiinf verschiedenen G-Protein gekoppelten Rezeptoren (SIPR;.
5), sowie second messenger einen starken Einfluss auf eine Vielzahl von Prozessen wie z.B.
Zellmigration, Zellwachstum, Zelldifferenzierung, Koagulation, Angiogenese und

Atherosklerose.*”*

NH:2

'
HO\ P/O\/\/\\/\/\/\/\/\/\/ Sphingosin-1-Phosphat

/7 '\
” OH

Abbildung 1: Sphingosin-1-Phosphat Strukturformel (nach Obinata und Hla 2012)

S1P kann durch zwei unterschiedliche Enzyme, sogenannte Sphingosinkinasen, intrazellulir von
verschiedenen Zellpopulationen produziert werden. Abgebaut wird es in einem reversiblen
Schritt durch Phosphatasen, sowie in einem irreversiblen Schritt durch die S1P-Lyase (S1PL).
Durch die heterogene Aktivitit dieser Enzyme in speziellen Geweben entsteht ein Gradient

zwischen Geweben mit hoher S1P-Konzentration, und solchen mit niedriger S1P-Konzentration.
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Dieser Gradient stellt fiir eine Reihe von (Immun-) Zellen und ihren S1P-Rezeptoren (S1PRs)
einen ,,Handlauf* darf, entlang dessen sie sich zwischen unterschiedlichen Geweben hin- und

herbewegen konnen.

Da die Bindung von S1P an die verschiedenen S1PRs zur Aktivierung unterschiedlicher
intrazelluldrer Signalwege fiihrt und Thre Expression auf den Korperzellen nicht homogen ist, ist
das jeweilige Expressionsmuster einer Zelle entscheidend fiir die schlussendliche Wirkung des

S1P.

Die wohl bekannteste Funktion von S1P besteht in der Regulation des Egress von Lymphozyten

aus lymphatischen Organen wie Lympknoten und Thymus.**°

Die Erkenntnis, dass der Wirkstoff Fingolimod (s.Abb.2) {iber Modulation des S1P; Rezeptors
die Auswanderung von T-Zellen aus Lymphknoten verhindert, und somit einen Einfluss auf die
von S1P gesteuerte Migration und T-Zell vermittelte Zerstorung von zentralnervosen
Myelinscheiden hat, fiihrte 2011 zur Zulassung von Fingolimod fiir die Therapie der
schubférmig-remittierenden Form der multiplen Sklerose (MS).”'*

Die vorliegende Arbeit wird sich vor allem mit der S1P vermittelten Regulation der

Immunzellmigration beschéftigen.

NH2

HO
Ho” FTY720 (Fingolimod)

Abbildung 2: FTY720 Strukturformel (nach Obinata und Hla 2012)
1.3.2 Produktion, Abbau und Transport von Sphingosin-1-Phosphat

S1P entsteht hauptsdchlich an subzelluldren Strukturen wie der Plasmamembran, dem Golgi-
Apparat oder dem Nukleus. Aus Sphingomyelin wird in einer Reihe von enzymatischen
Reaktionen Sphingosin, welches wiederum durch die beiden Kinasen Sphingosinkinase 1

(SphK1) und Sphingosinkinase 2 (SphK2) zu S1P phosphoryliert wird (s.Abb. 3).*7>*>*
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4 .
1°*, auch in den

Da einige Enzyme dieser Reaktionskaskade, wie Sphingomyelinase® und Sphk
extrazelluldren Raum sezerniert werden konnen, ist eine S1P Produktion auch auf3erhalb der
Zelle moglich.*’

Die Eigenschaften und Funktion der beiden Sphingosinkinasen sind weitestgehend redundant.’
Fiir eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren wie platelet-derived growth factor (PDGF)’, vascular

1°° wurde ein

endothelial growth factor (VEGF)”’, Insulin®® und Insulin-like growth factor-
positiver Einfluss auf die Aktivitdt der Sphk1 beschrieben. Die Bedeutung dieses aktivierenden

Effekts ist nicht zufriedenstellend geklart.

Ein Abbau von S1P kann intrazelluldr durch zwei unterschiedliche Arten erfolgen.

Die Familie der Lipid-Phosphat Phosphatasen (LPP1-3) auf der Zelloberfldche und die S1P
spezifischen Phosphatasen SPP1 und SPP2 am Endoplasmatischen Retikulum (ER)
dephosphorylieren S1P reversibel zu Sphingosin.

Die am ER lokalisierte SIPL baut SIP in einem irreversiblen Schritt zu Phosphoethanolamin

und Hexadecenal ab (siche Abb. 3)."
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Intrazellulédr

Sphingosin-1-Phosphat » Phosphoethanolamin + Hexadecenal

Y S1P Lyase

|Sphingosinkinase| |Sl P Phosphatase |

v

Sphingosin
1&

| Ceramidase || ||Ceramidsynthase]

|Sphingomyelinase|| |{Sphingomyelinsynthase

v

Sphingomyelin

Abbildung 3: Stoffwechselweg der Sphingomyeline (nach Obinata & Hla 2012)

Um seiner Funktion als Botenstoff nachzukommen, muss das intrazelluldr produzierte S1P durch
Transporterproteine in der Plasmamembran nach extrazelluldr exportiert werden. Einige
Mitglieder der ATP-binding cassette (ABC) transporter Familie wie ABCA1%’, ABCA7°' oder
ABCCI1% sind dazu in der Lage. Ihr tatsichlicher Beitrag zum Transport von S1P scheint aber
unbedeutend zu sein.”’

Das Transporterprotein Spinster 2 (Spns2) wurde kiirzlich im Zebrafischmodell als
entscheidender S1P Transporter wihrend der Herzentwicklung indentifiziert.** Experimente in
vitro bestirken die Vermutung, dass Spns2 eine physiologische Rolle beim Transport von S1P

spielt.*”%
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1.3.3 Der Sphingosin-1-Phosphat Gradient — Hohe S1P Konzentrationen in Blut und Lymphe

S1P ist in den unterschiedlichen Geweben unseres Korpers nicht gleichméBig konzentriert. Es
existiert ein Gradient zwischen Blut/Lymphe - wo es in Konzentrationen im uM Bereich vorliegt

- und interstitieller Fliissigkeit, in der die Konzentration im nM Bereich liegt.®*®’

Dieser Gradient scheint durch unterschiedlich starke Aktivitit sowohl der Sphingosinkinasen

(SphKs), als auch der S1PL in den entsprechenden Geweben zu entstehen.

Da S1P wie andere Phospholipide amphophil ist, liegt es im Blut zu einem grofen Teil gebunden
an Transportvehikel wie Albumin, High Density Lipoprotein (HDL) und Low Density
Lipoprotein (LDL) vor.*’

Die Halbwertszeit von an Albumin gebundenem S1P im Blutplasma betrigt allerdings nur
wenige Minuten, sodass davon ausgegangen wird, dass S1P kontinuierlich produziert und ins
Blut sezerniert wird.*"®®

Die relativ hohen S1P-Konzentrationen im Blut entstehen durch die SphK-Aktivitét

unterschiedlicher hdmatopoetischer sowie nicht-hdmatopoetischer Zellpopulationen.

Thrombozyten galten lange als Ursprung der hohen Blutplasmakonzentrationen weil sie,
wahrscheinlich begiinstigt durch eine fehlende S1PL-Aktivitét, grole Mengen an S1P
produzieren, speichern und wihrend der Blutgerinnung bzw. bei Aktivierung sezernieren
kénnen. %

Experimente in Méusen, in denen eine Thrombopenie entweder durch knockout des
Transkriptionsfaktors Nuclear factor erythroid-derived 2 (NFE2), oder durch die Gabe eines
monoklonalen Antikorper gegen Glykoprotein GPIba induziert wurde, konnten dies allerdings
nicht bestitigen. In diesen Tieren wurden normale S1P Konzentrationen nachgewiesen.’®’® Aus
Thrombozyten stammendes S1P scheint somit eher einen lokalen Effekt im Kontext eines akuten
thrombotischen Geschehens zu haben.”’

Wir konnten anhand von SphK2™”" bzw. SphK 1™ knockout Miusen in vivo zeigen, dass SphK2

die entscheidende Isoform fiir die S1P-Produktion innerhalb von Thrombozyten ist. Der Verlust

von SphK2 hat jedoch keinen entscheidenden Effekt auf S1P-Konzentrationen im Blutplasma.
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Des weiteren hatten Obinata und Hla die Hypothese aufgestellt, dass thrombozytires S1P einen

intrinsischen Effekt auf die Funktion der Blutplittchen wihrend der Gerinnung haben konnte.*’

Diese Hypothese konnten wir insofern bestitigen, als dass SphK2™" knockout Miuse eine
verminderte Aggregation in vitro, als auch eine geringer ausgeprégte arterielle Thrombose im
Thrombosemodell in vivo zeigen. Einen Effekt auf die Thrombozytenadhésion konnten wir in

SphK2 knockout Miusen weder in vitro, noch in vivo zeigen.”'

Hanel und Kollegen zeigten, dass Erythrozyten S1P ausschiitten, dieses jedoch nicht aktiv
produzieren.” Die Herkunft des erythrozytiren S1P blieb ungeklirt.

Wir konnten zeigen, dass in Erythrozyten die SphK1 das entscheidende Isoenzym fiir die S1P
Produktion darstellt. Sphk1”~ knockout Méuse zeigen signifikant erniedrigte S1P
Konzentrationen im Plasma. Dies deutet darauf hin, dass Erythrozyten S1P nicht nur einlagern
und transportieren, sondern auch sezernieren um den hohen SI1P Spiegel im Plasma

aufrechtzuerhalten.”!

Neben den Daten die einen himatopoetischen Ursprung der Blutplasma S1P Spiegel nahelegen
existieren Arbeiten, welche einen zusitzlichen, nicht-hdmatopoetischen Ursprung der hohen S1P
Spiegel im Blutplasma beschreiben.

Venkataraman und Kollegen beobachteten, dass die Transplantation von Knochenmark aus
SphK 17~ SphK2™" knockout Tieren in bestrahlte Wildtyptiere zu keiner signifikanten S1P
Erniedrigung fiihrte. Dies deutet auf einen nicht-hdmatopoetischen Ursprung des S1P im
Blutplasma hin. Sie konnten aulerdem in vitro zeigen, dass vaskuldre Endothelzellen ein
zusitzlicher Ursprung des S1P im Plasma sind.®® Dabei zeigte sich, dass sich experimentelle
Verdnderungen der endothelialen S1PL Expression z.B. mittels small interfering RNA auf die
S1P Sekretion auswirken, was nahelegte, dass die S1PL ein entscheidendes Enzyme der

endothelialen S1P Produktion darstellt.®®

Zusammenfassend existieren scheinen Thrombozyten als Produktionsort der Plasma-S1P-
Spiegel eine untergeordnete Rolle zu spielen. Rote Blutkorperchen und Endothelzellen sind
Produktionsort des S1P im Blutplasma. Die SphK 17~ Aktivitit in Erythrozyten hat einen

signifikanten Einfluss auf die Plama-S1P-Spiegel. Zusétzlich legen in vitro Daten nahe, dass die
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S1PL Aktivitdt in vaskuldren Endothelzellen durch irreversiblen Abbau von S1P den S1P
Spiegel im Plasma beeinflussen kann (siche Abb.4).

Erythrozyt

S1P,Rezeptor (internalisiert)

S1P

T-Lymphozyt
Endothelzelle GefaBlumen

Abbildung 4: Etablierung hoher S1P Spiegel im Blutplasma.

Durch die SphK1-Aktivitdt wird in Erythrozyten S1P produziert und mittels Spns2 Transporter in das Gefd3lumen
abgegeben.Durch die S1PL-Aktivitét in Endothelzellen wird die endotheliale S1P Produktion reguliert

(siehe VergroBerung).

Die relativ hohen S1P-Konzentrationen in der Lymphe sind Produkt der SphK1- und SphK2-
Aktivitit der lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 (LYVE-1)" Zellpopulation, die
das Endothel der lymphatischen GefiBe auskleidet.”

1.3.4 Der Sphingosin-1-Phosphat Gradient — Niedrige S1P Konzentrationen in lymphatischen

und nicht-lymphatischen Geweben

Die relativ niedrigen S1P Konzentrationen in lymphatischen und nicht-lymphatischen Geweben
wie Thymus, Lymphknoten, Milz, Lunge, Nieren, Epidermis und Kolon kommt durch die hohe
S1PL-Aktivitit der Zellen in diesen Geweben zustande. Dies konnte von Billich und weitere

. . . 4
Kollegen, in vivo gezeigt werden.”*”
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1.3.5 Sphingosin-1-Phosphat als Rezeptoragonist und second messenger innerhalb des

Immunsystems.

S1P kann als Agonist an flinf verschiedene G-Protein gekoppelte Rezeptoren binden, die als

Sphingosin-1-Phosphat Rezeptoren 1-5 (S1PR;.s5) bezeichnet werden.

Die Expression von S1PR; ; erstreckt sich liber eine Vielzahl von Geweben mit besonders starker
Expression in kardiovaskuliren und lymphatischen Geweben.*” SIPR4 und S1PRs sind generell
weniger stark exprimiert, wobei die Expression vor allem im lymphatischen Gewebe’® und auf
glatten Muskelzellen des Respirationstrakts’’ bzw. dem zentralen Nervensystem'® konzentriert
ist."’

Das individuelle Expressionsmuster der S1PRs auf der Zelloberfldche entscheidet {iber den

tatsdchlichen Effekt, welchen S1P auf eine bestimmte Zelle haben kann.
Wihrend der SIPR; im weiteren Verlauf der Signaltransduktion ausschlielich an die Gy, a-
Untereinheit heterotrimerer G-Proteine koppelt, koppeln S1PR, und S1PR3 an Gis,, G4 und

Gi213. SIPR, und S1PRs koppeln an die Untereinheiten Gy, und G213 (siche Tabelle 1).*

S1P Rezeptor G-Protein Untereinheit

S1PR, Gio

S1PR, Gijo» Gg, Gi213
S1PR; Gijo, Gg, G213
S1PRy Gijo, G213
S1PRs Gio, Gias13

Tabelle 1: S1P Rezeptoren und ihre Kopplung an verschiedene G-Protein Untereinheiten

Allgemein fiihrt die Signaltransduktion durch Gi, Untereinheiten zur Aktivierung des Ras/ERK-,
(proliferationsfordernd) PI3K/Akt- (apoptosehemmend) und PI3K/Rac Signalweges
(migrationsfordernd), sowie zur Aktivierung der Phospholipase C.*’

Signaltransduktion durch die G4 Untereinheit aktiviert den Phospholipase C Signalweg.
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Die G213 Untereinheit aktiviert Rho welches Rac und somit Migration inhibiert (siche Tabellen

2und 3).

G-Protein Untereinheit Aktivierter Signalweg

Gi/o Ras/ERK, PI3K/Akt, PI3K/RAC, Phospholipase C
Gq Phospholipase C
G12/13 Rho

Tabelle 2: G-Protein Untereinheiten und die durch sie aktivierten Signalwege

Aktivierter Signalweg Effekt auf Zielzelle

Ras/ERK Proliferationsfordernd
PI3K/Akt Apoptosehemmend
PI3K/RAC Migrationsfordernd
Phospholipase C Reduzierte cAMP Produktion
Rho Migrationshemmend

Tabelle 3: Durch SI1PR aktivierte Signalwege und ihr Effekt auf die Zielzelle

Diese Erkenntnisse verdeutlichen, wie die unterschiedliche Expression von S1P-Rezeptoren zu

unterschiedlicher Signaltransduktion und entsprechend andersartigem Effekt auf die Zelle fiihrt.
Als Beispiel sei hier der kompetitive Effekt der SIPR; und S1PR; genannt.

S1PR; fiihrt zu Rac-Aktivierung und der Begiinstigung von Migration””. S1PR, unterdriickt die

durch Rac vermittelte Migration durch Aktivierung von Rho.*

1.3.6 Die Bedeutung von Sphingosin-1-Phosphat in der Regulation der T-Lymphozyten
Migration

Seit 15 Jahren ist bekannt, dass S1P die Migration von Zellen beeinflussen kann.*' In den letzten

Jahren wurde in einer Reihe von Arbeiten gezeigt, dass S1P sowohl im physiologischen, als auch

pathophysiologischen Kontext die Migration von T- und B-Lymphozyten, NKZs, DZs,
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Makrophagen, Neutrophilen, himatopoetischen Progenitorzellen, Mastzellen und Osteoklasten

. 2-
reguliert.®*™

Hier soll speziell auf den Effekt von S1P auf die Migration der T-Zellen eingegangen werden.

Haben unreife T-Lymphoyten die negative Selektion innerhalb des Thymus tiberlebt, regulieren
sie die Expression des Transkriptionsfaktors Kriippel-like-factor (KLF2) und seines Zielgens
SIPR; herauf.*’

Spezielle perivaskuldre Zellen welche den Thymus umgeben sezernieren S1P, welches an den
S1PR; der T-Lymphozyten bindet, und durch seinen pro-migratorischen Effekt zu deren
Auswanderung aus dem Thymus in die Blutbahn fiihrt. Dies geschieht im Mikromilieu der
kortiko-medulldren Ubergangszone des Thymus.*

Im Umkehrschluss entwickeln sich T-Zellen, in welchen S1PR; durch konditionellen knock-out
fehlt normal, kénnen den Thymus jedoch nicht verlassen.”*” Zusitzlich scheint die S1PL-
Aktivitit dendritischer Zellen einen Einfluss auf den S1P Gradienten im Bereich des Thymus zu

haben, und somit die Auwanderung von T-Zellen zu beinflussen.”’

Im Blut reguliert der naive T-Lymphozyt seine SIPR; Expression an der Zelloberfldche als
Reaktion auf die hohen S1P Konzentration herunter und wandert schlussendlich durch den unter
1.2.2 beschriebenen Prozess, in den LN ein.

Wird dem T-Lymphozyten innerhalb des LNs kein Antigen durch eine Antigen prisentierende
Zelle présentiert, wird er in dem S1P niedrigen Mileau S1PR; re-exprimieren, und den LN nach
ca. 12 Stunden verlassen.”** Signaling durch den SIPR, scheint dabei den retenierenden Effekt

der CCL21-CCR7 Achse zu iiberwiltigen.”>**

Fiir die erfolgreiche Auswanderung von T-Zellen aus LNs wurde folgender Ablauf von

Grigorova und Kollegen an Hand der 2-Photonen Mikroskopie in vivo postuliert:”

T-Zellen sondieren die Oberfliche LYVE-1" kortikaler Sinuus des LN. Diese Sinuus befinden
sich in den T-Zell-Regionen, in unmittelbarer Nachbarschaft der B-Zell Follikel.
Die Sondierung erfolgt durch das Ausfahren eines Fortsatzes, durch die LYVE-1" Zellen

hindurch, in das Lumen des Sinus. Die T-Zelle zieht dann den Fortsatz ein, um sich entweder
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von dem Sinus zu entfernen, oder durch das Endothel in das Lumen einzuwandern, was Cyster
und Kollegen als ,,cellular decision making *“ beschreiben.

Bei S1PR; defizienten T-Zellen beobachteten die Autoren den Vorgang des Sondierens
ebenfalls, eine Transmigration in das Lumen erfolgte aber signifikant seltener.

Im Lumen werden die T-Zellen vom Fluss der Lymphe aufgegriffen und nach Passage der

medulldren Sinuus in den subkapsulidren Raum und das efferente Lymphgefal3 gespiihlt.

Wird der T-Lymphozyt im LN allerdings durch Bindung eines Antigens an den TCR aktiviert,
fiihrt dies zu einer vermehrten Expression von CD69, welches nach Bindung an den S1PR;, zu
Internalisation und Abbau des S1PR; fiihrt.”

Somit wird verhindert, dass der T-Lymphozyt den LN wieder verlésst, ohne zuvor auf den
lokalen inflammatorischen Prozess einwirken zu konnen.

Um einen systemischen Effekt der T-Zelle auf das Antigen zu ermdglichen, re-exprimieren ihre
Tochterzellen nach 3-4 Teilungen den S1PR;, und konnen somit den LN wieder verlassen, um

. 4
zum Herd der Entziindung zu wandern.”*”°

1.3.7 Die Sphingosin-1-Phosphat regulierte T-Lymphozytenmigration als pharmakologisches

target

Da Sphingosin-1-Phosphat wie oben beschrieben ein potenter Regulator der T-
Lymphozytenmigration ist, liegt es auf der Hand, dass eine pharmakologische Beeinflussung
dieser Regulationsachse ein potentieller Angriffspunkt in der Therapie immunvermittelter

Erkrankungen sein konnte.

Als erstes Pharmakon welches die S1P regulierte T-Lyphozytenmigration beeinflusst sei der
Wirkstoff FTY720 genannt.

FTY720 (Fingolimod) wurde 1995 durch chemische Derivatisation aus dem natiirlichen
Wirkstoff Myriocin synthethisiert.”’ Myriocin stammt wiederum aus dem Pilz Isaria sinclairii.””
Studien am Tiermodell sowie am Menschen zeigten wenige Jahre spéter, dass die Gabe von
FTY720 die Lymphozytenzahl im peripheren Blut verringert.”®"

Damals wurde vermutet, dass FTY720 zu T-Zell Apoptose'®, beschleunigtem T-Zell

homing”'"!, oder zur Inhibierung der S1PL fiihrt.'"*
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FTY720, welches S1P strukturell sehr dhnlich ist, wird im Kdrper hauptsichlich durch die
SphK2 in seine bioaktive Form — FTY720-phophat (FTY720-P)- umgewandelt.'”'** FTY720-P
selbst ist ahnlich wie SIP ein Agonist an SIPR; 345. """

Die Bindung von FTY720-P an S1PR; fiihrt zur Internalisierung des S1PR;, was als
funktioneller Antagonismus bezeichnet wird. FTY720-P dockt zwar als Agonist am S1PR; an,

fiihrt aber auf lange Sicht zu dessen Internalisierung."'"®

Die Gabe von FTY 720 fiihrt somit zur Internalisierung von S1PR;. Dadurch iiberwiegt der
retenierende Effekt der CCL21-CCR7 Achse und es kommt zur Akkumulation von T-
Lymphozyten innerhalb des LN.”!

Erginzend sei noch erwéhnt, dass sich der Effekt von FTY720 nicht auf alle Lymphozyten
Subpopulationen homogen auswirkt. Da nur naive T-Zellen und zentrale Gedéchtniszellen,
jedoch nicht Effektor Gedachtniszellen CCR7 exprimieren, werden auch nur naive und zentrale
Gedichtniszellen unter FTY720 Therapie im LN zuriickgehalten.”*!'%%!7

Im peripheren Blut der mit FTY720 behandelten Patienten reprisentieren Effektor
Gedichtniszellen nun die dominierende T-Zell Population. Diese zirkulierende Population
konnte zusitzlich eine immunsuppressive Wirkung haben.'*®

Somit wird angenommen, dass FTY 720 nicht nur durch die Inkarzerierung auto-reaktiver T-

Zellen im LN wirkt, sondern auch durch eine Verbesserung der Funktionalitit zirkulierender,

regulatorischer T-Zellen.”

FTY720 wurde 2011 als erstes oral verfiigbares Therapeutikum zur Behandlung der MS
zugelassen. Seitdem wird es als second-line Therapeutikum in der Behandlung der schubférmig-
remittierenden Form der MS verwendet.>”

Die Wirksamkeit von Fingolimod wurde in zwei randomisierten, Phase 3- Doppelblindstudien
untersucht. Wéhrend die FREEDOMS-Studie Fingolimod mit Placebo verglich, wurde in der
TRANSFORMS-Studie Fingolimod mit i.m. appliziertem Interferon f1a verglichen. Beide
Studien konnten fiir Fingolimod eine Reduktion der auf das Jahr umgerechneten Riickfallquote,
sowie einen verlangsamten Krankheitsprogress in der kraniellen Magnetresonanztomografie
zeigen, 19110

Ein Tiermodell der Knochenmarkstransplantation zeigt die Effektivitit von FTY720 hinsichtlich

. . . 111
der Verhinderung einer graft-versus-host disease.
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Auf Basis dieser Beobachtungen wurde FTY720 zuerst als mogliche Alternative zu géngigen
Immunsuppresiva, wie dem ebenfalls natiirlich vorkommenden Rapamycin, Ciclosporin oder
Mycophenolat-Mofetil fiir die Pravention von AbstoBungsreaktionen bei Nierentransplantation
getestet.”' Klinische Phase IT und Phase III Studien konnten aber keinen gesteigerten benefit

. . . . . . . 112
einer Immunsuppression mit FTY 720 nach einer Nierentransplantation nachweisen.

Ein zweiter potentieller Angriffspunkt zur pharmakologischen Beeinflussung der S1P

vermittelten T-Zellmigration ist die S1P-Lyase.

Inhibition der S1P-Lyase fiihrt zu einer Erhdhung intrazelluldrer S1P Konzentrationen, was
seinerseits zu einer Herunterregulation von S1PR; Rezeptoren auf der Zellmembran von T-
Lymphozyten fiihren wiirde.” T-Lymphozyten werden somit in den peripheren Lymphknoten
festgehalten.'"

Eine Studie konnten bereits zeigen, dass am murinen Model ein induzierbarer knock-out durch
partielle SIPL Inhibition zu einer peripheren Lymphopenie fiihrt, was wiederum im Model der
experimentellen Autoimmunenzephalomyelitis (EAE) die Einwanderung von T-Zellen in das
zentrale Nervensystem signifikant vermindert, und somit zumindest temporar vor klinischen
Zeichen einer Autoimmunenzephalomyelitis schiitzt.”* Im Hochdurchsatz-Screening konnte
zudem ein im Tierversuch oral anwendbarer und im EAE Model effektiver Inhibitor der SIPL

identifiziert werden.''*

Die pharmakologische Beeinflussung des durch den S1P Gradienten ermoglichten T-
Zellegresses aus peripheren Lymphknoten, sei es durch Modulation des S1PR;, oder durch
Inhibierung der S1PL stellt somit ein schon teilweise in der Klinik etabliertes Konzept zur
Behandlung immunvermittelter Erkrankungen dar, und ist auch weiterhin Gegenstand aktiver

Forschung.

1.4 Zielsetzung

Aufbauend auf die einleitend zusammengefassten wissenschaftlichen Grundlagen lassen sich

folgende Grundkonzepte zusammenfassen:
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1.) Sphingosin-1-Phosphat ist ein potenter Mediator der Lymphozytenmigration und
insbesondere des Lymphozytenegress aus Lymphknoten. S1P entfaltet seine Wirkung

uber die S1IP-S1PR; Achse.

2.) Grundvoraussetzung fiir die SIP-S1PR; Achse gesteuerte Lymphozytenmigration ist ein
intakter S1P Gradient zwischen Blut/Lymphe (uM) und Geweben (nM).

3.) Die relativ hohen S1P-Konzentrationen in der Lymphe sind Produkt der SphK1 und
SphK2 Aktivitit der LYVE-1" Zellpopulation. Die relativ niedrigen S1P Konzentrationen
in Geweben wie Lymphknoten oder Lunge entstehen durch die hohe S1PL-Aktivitét der

Zellen in diesen Geweben.

4.) Die hohen S1P Spiegel im Plasma sind nicht vollstindig geklért. Einerseits scheint die
hohe Aktivitdt der erythrozytiren SphK1 an der Aufrechterhaltung der Plasma S1P
Spiegel beteiligt zu sein, andererseits gibt es Daten welche die endotheliale SIPL als

Ursprung der hohen S1P Spiegel im Plasma nahelegen.

5.) Der Wirkstoff FTY720-P agiert am S1PR; als Agonist. Dies fiihrt zur Internalisierung des
S1PR;, verhindert eine Auswanderung der Lymphozyten aus dem Lymphknoten, und

wird pharmakologisch bei der Therapie der multiplen Sklerose ausgenutzt.

Ziel dieser Arbeit soll es sein, folgende Fragestellungen zu bearbeiten:

1.) Ist die endotheliale SIPL entscheidend fiir die Aufrechterhaltung des S1P Gradienten

zwischen Blut/Lymphe und Geweben?

2.) Welche Auswirkungen haben Verdnderungen der endothelialen S1PL Aktivitit auf
Entwicklung und Migration der T-Lymphozyten insb. beziiglich des homing in
lymphatische Organe?

3.) Welche Auswirkungen haben im Vergleich dazu Verdnderungen der zellunspezifischen

S1PL Aktivitit auf Entwicklung und Migration der T-Lymphouzyten insb. beziiglich des

homing in lymphatische Organe?
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Aus internistisch/kardiologischer Sicht sind diese Fragestellungen vor allem im Hinblick auf die
Entstehung der Atherosklerose und der koronarer Herzerkrankung (KHK) von Bedeutung.
Arteriosklerose bzw. die KHK entsteht durch das Zusammenspiel klassischer kardiovaskuldrer
Risikofaktoren wie der Dyslipoproteindmie und einer Inflammation der (koronaren)
GefiBwand.'” An den Entziindungsprozessen sind dabei Teile des angeborenen und adaptiven
Immunsystems beteiligt.''> T-Lymphozyten nehmen bei der Atherogenese eine Schliisselrolle

ein. !¢

Innerhalb der atherosklerotischen Plaques finden sich vor allem CD4" Effektor-Gedéchtnis-T-
Zellen die den aff T-Zell Antigenrezeptor exprimieren; auferdem finden sich CD8" Zellen.'"” In
humanen wie murinen atherosklerotischen Plaques findet eine klonale Expansion von T-Zellen
statt, was darauf hindeutet, dass eine antigenspezifische Reaktion innerhalb dieser Plaques

"8 Werden ApoE”” Miuse mit gleichzeitig vorliegendem schweren kombinierten

stattfindet.
Immundefekt mittels CD4" T-Lymphozyten aus ApoE” Miusen rekonstituiert, beschleunigt sich
der atherosklerotische Prozess; es findet ein T-Zell ,,soming “ in atherosklerotische Plaques
statt.'"”

Besonders entscheidend fiir die Atherogenese ist auBerdem die {iber Typ1-T-Helferzellen (Tx1)
vermittelte Immunantwort mittels Interferon y.'>*'?* Regulatorische T-Zellen (Tyq Zellen) haben
vermutlich einen protektiven Effekt.'?!'?

Aktuelle Studien konnten zeigen, dass FTY 720 eine atheroprotektive Wirkung in verschiedenen
Mausmodellen zeigt. S1P signalling ist durch erheblichen Einfluss auf verschiedene zellulére
Komponenten des Immunsystems vermutlich bei der Pathogenese der Arteriosklerose
beteiligt."**'*® Vor allem signalling durch SIPR, und S1PR; scheint fiir die Regulation
inflammatorischer Prozesse im Kontext der Atherosklerose von Bedeutung zu sein;
Rezeptordefizite haben einen protektiven Effekt.'?”'*®

Bot und Kollegen konnten dariiber hinaus in Méusen mit LDL-Rezeptor knockout und
zusitzlichem Defizit hdmatopoetischer S1PL eine verminderte Entwicklung atherosklerotischer
Plaques beobachten.'*® Diese Beobachtung fiihrten sie allerdings nicht nur auf den durch SIPL
knockout gestorten S1P Gradienten mit konsekutiver Lymphozytendysfunktion zuriick, sondern

auch auf Beeintrachtigung der Monozytenfreisetzung und Makrophagendifferenzierung.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Tierversuche

2.1.1 Haltung und Zucht

Die Zucht erfolgte bei allen verwendeten Stimmen in polygamer Verpaarung, wobei ein bis zwei
Weibchen zusammen mit einem Méannchen gehalten wurden. Nach einer vierwdchigen
Aufzuchtsphase wurden die Weibchen erneut verpaart.

Die Tierhaltung erfolgte sowohl am Deutschen Herzzentrum Miinchen als auch am Klinikum der
Universitidt Miinchen in einer spezifiziert pathogenfreien Haltung. Die Haltung nach Tierstamm
von je zwei bis sechs Tieren erfolgte in durchsichtigen, leicht reinig- und sterilisierbaren Kafigen
(Makrolonkifig Typ II, Ehret GmbH, Emmendingen). Den Tieren standen somit min. 2-3 cm’/g
Korpermasse zur Verfiigung.'*Als Einstreu wurde entkeimtes, entstaubtes Weichholzgranulat
(Weichholzgranulat - Tiereinstreu ,,Faser*, Firma Altromin, Lage) verwendet, das sich durch
besondere Saugfihigkeit und weiche Beschaffenheit auszeichnet. Zellstoff diente als Spiel- und
Nestbaumaterial was zur Steigerung des Wohlbefindens der Tiere beitriagt. Als
Riickzugsmdglichkeit dienten transparente Maushéuser (Enrichment) aus Polycarbonat
(Maushaus, Ehret HmbH, Emmendingen). Das ,,Mikroklima* innerhalb der Kéfige wurde gemal3
den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fiir Versuchstierkunde bei einer Temperatur von
20-24°C und einer Luftfeuchtigkeit von 60-70% gehalten.'** Die Beleuchtungsanlage wurde fiir
die nachtaktiven, stressanfilligen Tiere auf einen geregelten zwolfstiindigen Hell-Dunkel-
Rhythmus eingestellt. Den Tieren stand zu jeder Zeit ausreichend sterilisiertes Leitungswasser
und pelletiertes, artgerechtes Futter (Futter - Nr.1324 Ratte/Maus-Haltungsdidt 10mm vierkant,

Fa. Altromin, Lage) zur Verfiigung.

2.1.2 Tierstimme

Fiir die Anfertigung dieser Dissertation wurden folgende Mausstdmme verwendet:

* C57BL/6
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° Tie2Cre lox/lox

o Tie2Cre x S1PpL1o¥/fox

e P-actinCre"

* B-actinCre” x S1PL fov/flox

Einer der Zielsetzungen der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, ob die endotheliale
S1PL einen Einfluss auf den S1P Gradienten zwischen Blut/Lymphe und Geweben wie z.B. den
SLOs hat. Dazu wurden Tiere mit Endothelzellspezifischem knock-out der S1IPL generiert, und

mit Tieren verglichen, bei welchen ein induzierbarer ubiquitirer knock-out der S1PL vorliegt.

2.1.2.1 C57BL/6

Maiuse des Tierstamms C57BL/6 wurden bei Charles River (Sulzfeld, Deutschland) gekauft.
Dieser Wildtypstamm ist der am haufigsten verwendete Inzuchtstamm. Durch spezielle
Verpaarungsverfahren wird sichergestellt, dass jeder Stamm genetisch identisch ist, was einer
erhohten Varianz der Versuchsergebnisse vorbeugt. C57BL/6 fanden in unseren Versuchen als

T-Zell Spender Verwendung.

2.1.2.2 Das Rekombinationssystem Cre/loxP

Das Rekombinationssystem Cre/loxP ermoglicht die gezielte Exzision definierter DNS
Abschnitte in vivo. Die Rekombinase Cre (cyclization recombination oder causes
recombination) des Bakteriophagen P1 exzidiert DNS, welche im Genom von zwei lox/P

Basensequenzen flankiert ist, und verbindet die unterbrochene DNS Sequenz neu.'**"’

Soll aus einem DNS Strang ein spezifisches Gen exzidiert werden, wird die lox/P
Erkennungssequenz vor und hinter dieses Gen gesetzt, was auch ,,floxen* genannt wird. Cre
erkennt die Basensequenzen und schneidet das von ihnen umgebene Gen aus dem DNS Strang.
Die entfernte DNS wird an beiden Erkennungssequenzen zusammengefiigt. Das exzidierte

Zielgen bildet einen ringformigen DNS Abschnitt der abgebaut wird.
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Wird das Cre-Gen unter die Kontrolle eines Zell-spezifischen oder induzierbaren Promoters
gestellt, kann definiert werden, in welcher Zellpopulation das gefloxte Gen exzidiert wird bzw.

zu welchem Zeitpunkt.'*

2.1.2.3 Tie2Cre™ o¥/lox

Bei diesem Tierstamm steht die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Promoters fiir das
murine Tie2 Gen. Tie2 kodiert einen Angiopoetin Rezeptor aus der Familie der Tyrosinkinasen,
und wird in allen murinen Endothelzellen exprimiert.'**'*® Das transgene Tie2Cre Mausmodell
eignet sich somit fiir ein Endothelzell-spezifisches Zelltargeting und wurde 2001 von Kisanuki
und Kollegen erstmals beschrieben.'*’” B6.Cg-Tg(Tek-cre)1 Ywa/J transgene Tiere wurden von
Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA) erworben.

Diese Cre-negativen Tiere wurden in den Experimenten als Kontrollgruppe zu Cre-positiven
Tieren benutzt, und sollen nachfolgend als ,,Tie2Cre-Wildtyp* Stamm (,,Tie2Cre-WT*)

bezeichnet werden.

2.1.2.4 Tie2Cre" x S1pLIo¥/ilox

Dieser Tierstamm diente als Versuchsgruppe und soll nachfolgend als ,, Tie2Cre-Knock-out*
Stamm (,, Tie2Cre-KO*) bezeichnet werden. Miuse des Genotyps Tie2Cre” wurden mit Tieren
mit gefloxter S1PL verpaart. Aus der Verpaarung gingen Tiere mit konditionalem knock-out der

S1PL in vaskulidren Endothelzellen hervor.

2.1.2.5 B-actinCre"

Verglichen wurden die Ergebnisse aus oben genannten Tieren mit Endothelzellspezifischem

S1PL knock-out, mit Ergebnissen aus Tieren mit induzierbarem ubiquitiren knock-out.

Versuchstiere mit angeborenem ubiquitiren knock-out der S1PL zeigen neben anderen Defekten
eine ausgeprigte Fehlfunktion des angeborenen Immunsystems, und sterben nach wenigen

Wochen."*® Diese Tiere eignen sich somit nicht fiir die Beantwortung unserer Fragestellung. Um
dieses Problem zu umgehen, kreuzten Billich und Kollegen Méuse mit gefloxter SIPL mit einer

B6.C actb- CreERT?2 knock-in Mauslinie.”* Hierbei entsteht eine Mauslinie, bei welcher die Cre-
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Rekombinase unter der Kontrolle des ubiquitir vorkommenden -actin steht und mit dem
Transkriptionsfaktor des Ostrogenrezeptors fusioniert ist. Dadurch besteht die Moglichkeit, den
S1PL knock-out durch Gabe von Tamoxifen an einem beliebigen Zeitpunkt zu induzieren.'”
Cre-positive, ungefloxte Tiere dienten in den Experimenten als Kontrollgruppe zu Cre-positiven,
gefloxten Tieren und wurden uns von Andreas Billich (Novartis Institute of Biomedical
Research, Basel, Schweiz) zur Verfiigung gestellt. Nachfolgend soll dieser Tierstamm als (3-

actinCre-Wildtyp Stamm (,,-actinCre-WT*) bezeichnet werden.

2.1.2.6 B_actincre+ X SlPLﬂox/ﬂox

Dieser Tierstamm diente als Versuchsgruppe. Acht Wochen nach Geburt wurde der S1PL knock-
out durch die Cre-Rekombinase durch 5-tdgige Applikation von Tamoxifen (Tamoxifen, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte Staaten) induziert. Nach weiteren 14 Tagen ist von einer
60- bis 90%igen Reduktion der SIPL mRNA und Enzymaktivitit auszugehen.”* Wir fijhrten
unsere Versuche 21 Tage nach Start der Tamoxifengabe durch. Nachfolgend soll dieser

Tierstamm als B-actinCre-knock-out-Stamm (,,3-actinCre-KO*) bezeichnet werden.

2.1.3 Narkose

Zur Entnahme von Blut und Lymphe sowie soliden Organen wurden die Versuchstiere in

Allgemeinanésthesie versetzt.

Die Narkose der Versuchstiere wurde mit Isofluran (Isofluran Forene®, Abbot, Wiesbaden)
eingeleitet. Dazu wurden die Tiere in eine Narkosekammer aus Plexiglas gesetzt und diese an
den Isofluranverdampfer angeschlossen. In der Narkosekammer inhalierten die Tiere ein 3%iges
Isofluran-Sauerstoffgemisch. Nach Erloschen der Stellreflexe wurden die Tiere aus der Kammer
entnommen und eine Tripelnarkose (siche Tabelle 4) intraperitoneal appliziert. AnschlieBend
verblieben die Tiere bis zum Erldschen des Zwischenzehenreflexes in einer Einschlafbox.
Durch die Applikation der Tripelnarkose wurden die Tiere in das chirurgische Toleranzstadium
gebracht.

Die Tripelnarkose ist eine Kombination der Wirkstoffe Medetomidin (Dorbenevet 1mg/ml,

Pfizer GmbH, Karlsruhe), Fentanyl (Fentanyl 0,5 mg Rotexmedica GmbH, Trittau) und
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Midazolam (Midazolam-hameln 5 mg/ml, Hameln Pharmaceuticals GmbH, Hameln). Da keines
dieser Pharmaka alleine alle Kriterien der Allgemeinanisthesie (Hypnose, Analgesie und
Relaxation) erfiillt, werden sie kombiniert. Ein Vorteil dieses Narkoseverfahrens ist die
vollstdndige Antagonisierbarkeit. Ausserdem kann durch Ausnutzung der additiven Effekte der
Einzelsubstanzen eine Reduktion der Einzeldosen der jeweiligen Substanzen erfolgen, was ein
vermindertes Nebenwirkungsrisiko bedingt.

Die Tiere erhielten eine Mischung aus 0,5mg/kg Medetomidin, 0,05 mg/kg Fentanyl und 5,0
mg/kg Midazolam. Mit steriler Natriumchloridldsung (NaCl 0,9%, B. Braun, Melsungen) wurde
diese Triplenarkose auf ein Gesamtvolumen von 0,35ml verdiinnt. Dies fiihrte nach ca. 10-20

Minuten zum Eintritt das gewiinschten chirurgischen Toleranzstadiums II12.

Wirkstoff Konzentration Dosierung
Medetomidin 1 mg/ml 0,5 mg/kg
Fentanyl 0,5 mg/ml 0,05 mg/kg
Midazolam 5 mg/ml 5,0 mg/kg

Tabelle 4: Dosierung der Triplenarkose bei der Maus

2.1.4 Entnahme von Lymphe

Die Entnahme von Lymphe erfolgte wie in der Literatur beschrieben durch Kanniilierung des
Ductus thoracicus (DT) in Allgemeinanisthesie.*'*°

Zur verbesserten Darstellung des Ductus thoracicus wurde dem Versuchstier dreilig Minuten
vor der Narkose und Operation iiber eine Sonde 200ul eines handelsiiblichen Olivendls p.o.
appliziert. Die Aufnahme, der im Olivendl enthaltenen Trigylzeride im Diinndarm fiihrt zu einer
gesteigerten Sezernierung von Chylomikronen in die Lymphbahn. Der DT erscheint dadurch
weillich und ist makroskopisch in situ besser darstellbar.

Das Tier wurde nun auf seine rechte Seite gelegt, und das Abdomen durch eine linksseitige
subkostale Inzision erdffnet. Wundhaken (Wundhaken nach Volkmann, Medicon eG, Tutlingen)

wurden verwendet um kranial Milz, Leber und Magen sowie kaudal linke Niere und Nebenniere

zu mobilisieren. Danach wurde das Peritoneum parietale unterhalb des Diaphragmas inzidiert.
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Die Aorta wurde von umgebendem Fettgewebe abprépariert, Cysterna chyli und der weiB3lich

erscheinende DT freigelegt. Auch der DT wurde von umgebendem Gewebe so weit wie moglich

abprépariert. Zur Kanniilierung des DT wurde ein Katheter aus einem Stiick Katheterschlauch
(Portex, Polythene Tubing, 0,28 mm ID 0,61 mm OD, Smiths Medical International, Hythe,
USA) und einer Kaniile (B. Braun Sterican Kanuelen 30G, B.Braun, Melsungen) hergestellt. Der
Konus der Kaniile wird von der Nadel getrennt, und die Nadel in eines der Enden des

Katheterschlauches gesteckt.

Ein Teil des Katheters wurde von intraabdominell am kostovertebralen Ubergang direkt
unterhalb der letzten Rippe durch die lumbale Muskulatur gefiihrt und externalisiert. Das
externalisierte Ende wurde mittels einer weiteren 30G Kaniile an eine Feindosierungsspritze
(Omnifix®-H Feindosierungsspritze, B.Braun, Melsungen) angeschlossen. In der
Feindosierungsspritze waren 8,6ul EDTA (UltraPure™ 0,5M EDTA, Life Technologies,
Darmstadt) als Antikoagulanz vorgelegt.

Nun wurde mittels eines Saugtupfers (Sugi® Saugtupfer, Kettenbach, Eschenburg) an der Aorta
gezogen, was den DT unter Zug setzte. Der DT wurde dann proximal der transversal
verlaufenden Arteria lumbalis mittels einer Mikroschere (Micro 2000 standard, Medicon eG,
Tutlingen) er6ffnet, das intraabdominelle Ende des Katheters in den DT bzw. die Cysterna cyli

eingefiihrt, und die Lymphe durch den Kapillareffekt des Katheters angesaugt.

2.1.5 Organentnahme und Einzelzellsuspension

Nach der Entnahme von Lymphe wurden die Mause noch unter bestehender Anédsthesie durch
zervikale Dislokation getotet. Es wurden inguinale Lymphknoten prépariert und entnommen.
Danach wurde der Femurknochen der Maus prépariert und entnommen. Die inguinalen
Lymphnoten wurden mittels eines Spritzenstempels (2ml Spritze, B.Braun, Melsungen) durch
ein Zellsieb (Cell Strainer 70uM, Nylon, BD Biosciences, Heidelberg) in ein 50ml
Falconrohrchen (50ml BD Falcontube, BD Biosciences, Heidelberg) gedriickt, und mit MACS
Puffer (PBS, pH 7,2; Biochrom AG, Berlin + BSA, 0,5%; Biochrom AG, Berlin + 2mM EDTA;
Life Technologies, Darmstadt) in Suspension gebracht.

Zur Préparation der Knochenmarkszellen wurden die Epiphysen der Femurknochen mit einer

Schere abgetrennt und der Knochen mit Hilfe des MACS Puffer und einer Spritze mit
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aufgesetzter Kaniile (26G) iiber einem 50ml Falconréhrchen mit angebrachtem Zellsieb (70uM)
perfundiert. Die Knochenmarkszellen wurden ebenfalls mit MACS Puffer in Suspension

gebracht.

Die verschiedenen Falconrohrchen, wurden dann mit einer Zentrifuge (Centrifuge 5804,
Eppendorf, Hamburg) bei 527g fiir Smin pelletiert und in ca. Iml MACS Puffer resuspendiert.
Die Zellsuspension der Milz wurde in Iml MACS Puffer resuspendiert.

Die auf diese Art und Weise gewonnenen Einzelzellsuspensionen wurden hierauf mittels

Durchflusszytometrie analysiert.

2.1.6 Kardiale Blutentnahme

Die kardiale Punktion ermdglicht die Abnahme eines grofen Blutvolumens. Dazu wurde der
Brustkorb, des sich in Riickenlage und in tiefer Narkose (siehe 2.2.2.) befindenden Versuchtiers,
mit Spriihalkohol desinfiziert und die Haut tiber dem Sternum von kaudal nach kranial
durchtrennt. Die kardiale Punktion erfolgte mittels einer 2ml Spritze (2ml Spritze, B.Braun,
Melsungen) mit aufgesteckter 27G Kaniile. Dazu wurde im zweiten Interkostalraum links, im
Winkel von ca. 40° von links kranial nach rechts kaudal punktiert und das Blut durch langsame
Aspiration entnommen. In der Spritze waren 8,6 ul EDTA (UltraPure™ 0,5M EDTA, Life

Technologies, Darmstadt) als Antikoagulanz vorgelegt.

Die Bestimmung der Zellzahl himatopoetischer Zellreihen im durch kardiale Blutentnahme
gewonnen Blut erfolgte mechanisiert in einem Hématologie-Analyzer (ABX Micros ES 60,

Horiba, Kyoto, Japan).

2.1.7 Vendse Blutentnahme durch Punktion der Vena facialis

Durch Punktion der Vena facialis konnten dem Versuchstier Blutvolumina von circa 100 pl
entnommen werden. Der Vorteil lag darin, dass diese Technik keinen Terminalversuch darstellt.
30 Minuten vor dem Eingriff wurde der Maus 0,1 mg/kg Buprenorphin subkutan injiziert.
Danach wurde die Maus durch Isoflurannarkose betdubt.

Die Vena facialis wurde durch Fixierung der Nackenhaut am Halsbereich und das Zuriickziehen

der Gesichtshaut mit zwei Fingern gestaut. 3-5 mm dorsokaudal des Haarwirbels am Unterkiefer
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wurde die Vena facialis mit einer sterilen Lanzette (FEATHER BLOOD LANCET, pfm, Koln)
punktiert. Die austretenden Bluttropfen wurden mit einem EDTA-Rohrchen (Microvette,
Sarstedt, Niimbrecht) aufgefangen. AnschlieBend wurde die Einstichstelle eine Minute mit einem

Wattestibchen komprimiert.

2.1.8 T-Zell Isolation mittels magnetischer Zellsortierung

Fiir die unter 2.3 beschriebenen Versuche mittels 2-Photonenmikroskopie wurden wie unter
2.2.5 beschrieben Knochenmark, sowie zusétzlich zu den inguinalen Lymphknoten, axillére,
zervikale, popliteale und mesenteriale Lymphknoten entnommen, und in eine
Einzelzellsuspension gebracht, und die T-Zellen mittels negativ sort isoliert werden. Ebenso
wurde die Milz entnommen und wie unter 2.1.5 in Einzelzellsuspension gebracht. Bei einem
hohen Gehalt an Erythrozyten in der Milz erfolgte eine Erythrozytenlyse mittels 7ml einfachem
Ammoniumchlorids (Ammoniumchlorid 10x pH 7,2: 20g NH4C1[1,5M] + 2,5¢ KHCO;[0,1M]
+ 5ml EDTA [0,5M] alle Inhaltsstoffe von Sigma-Aldrich, Steinheim) fiir 10min auf Eis. Danach
wurde die Suspension mit MACS-Puffer auf 50ml aufgefiillt, erneut pelletiert und mit 10ml
MACS resuspendiert. Hierauf erfolgte die T-Zell-Isolation mittels Isolierung (rnegative sort).

Magnetic activated cell sorting (MACS®) mit Hilfe des Pan T Cell Isolation Kit II (Miltenyi
Biotech, Bergisch Gladbach) ermoglicht die Isolation von T-Lymphozyten durch Markierung
und anschlieBender Depletion sémtlicher anderer sich in der Suspension befindender
Zellpopulationen wie z.B. B-Lymphozyten, NK Zellen, Granulozyten oder Erythrozyten. Dies
wird auch als negativ sort bezeichnet. Hier wurden alle Non-T-Lymphozyten innerhalb der
Zellsuspension mittels eines biotin konjugierten Antikorpercocktails und einem MicroBeads
konjugiertem monoklonalen anti-biotin Antikorper indirekt magnetisch markiert. Die Depletion
aller Non-T-Lymphozyten innerhalb der Zellsuspension erfolgt anschlieBend durch Einbringen
des Tragergefilles in das Magnetfeld eines starken Permanentmagneten. Dadurch werden alle

mit MicroBeads markierten Zellen reteniert (negativ sort).

Gemal dem Protokoll der Firma Miltenyi Biotech wurden Zellen aus Milz sowie inguinalen,
mesenterialen, poplitealen und zervikalen Lymphknoten entnommen, die Zellzahl in der
Zahlkammer (Zahlkammer Neubauer improved, BRAND GmbH + CO KG, Wertheim,
Deutschland) ermittelt, und die Zellen dann mit 40ul/10” Zellen MACS Puffer suspendiert.
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Darauf folgte die Hinzugabe von 10ul/10” Zellen Biotin-Antikorper Cocktails und eine 10-
miniitige Inkubation bei 2-8° C. Im nichsten Schritt wurden zuerst 30ul/10” Zellen des MACS
Puffer hinzugegeben und direkt im Anschluss 20ul/10” Zellen der Anti-Biotin MicroBeads.

Erneut wurde im Kihlschrank fiir 15 Minuten inkubiert.

Im Anschluss wurden die Zellen mit 2ml MACS Puffer/10” Zellen durch Zentrifugation bei 300g
fiir 10 Minuten gewaschen, der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet mit 2ml MACS Puffer
resuspendiert, in ein FACS Rohrchen gegeben und dieses fiir 10min in einen
Permanentmagneten (Permanentmagnet: EasySep™ Magnet, Stemcell Technologies SARL,
Koln) gestellt. Danach wurde die Zellsuspension unter Belassung des FACS Rohrchen innerhalb
des Magnets in ein zweites FACS Rohrchen gegossen. Die markierten Non-T-Lymphozyten
wurden somit durch die magnetische Wirkung des Permanentmagneten im ersten FACS
Rohrchen zuriickgehalten wéihrend die nun T-Zell reiche Suspension in dem zweite FACS
Rohrchen aufgefangen wurde. AnschlieBend erfolgte eine erneute Zellzahlbestimmung im

Hiamatologie-Analyzer.

2.1.9 T-Zellmarkierung fiir Whole Mount Staining

Die Markierung der isolierten T-Lymphozyten erfolgte mittels des Floureszenzfarbstoffes 5-
(and-6)-(((4-chloromethyl)benzoyl)amino)tetramethylrhodamine, CMTMR (CellTracker™
Orange CMTMR Dye, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland). Dieser orange Farbstoff mit
einem Anregungs-/Emissionsspektrum von 541/565 nm diffundiert ungehindert durch
Zellmembranen in die zu markierenden Zellen. Im Zytosol erfolgt die Transformation des
CMTMR in ein die Zellmembran nicht langer durchdringendes Reaktionsprodukt. CMTMR hat
zudem den Vorteil, dass es iiber mehrere Folgegenerationen innerhalb der Tochterzellen weiter
einbehalten wird, und fiir ca. 72 Stunden fluoresziert.

Die Féarbung erfolgte unter einer Sterilbank (HERAsafe HS 12, Thermo Electron Corporation,
Waltham). 1ul der 10mM Gebrauchslosung wurde auf 1ml der T-Zellsuspension gegeben und
fiir 25min bei 37°C und 5% CO; im Inkubator inkubiert (Modell CB 60, Binder GmbH,
Tuttlingen). Es erfolgte die Zentrifugation bei 527g fiir 5 Minuten. Das Zellpellet wurde dann in
4ml RPMI + 10% FBS resuspendiert und erneut wie oben beschrieben abzentrifugiert. Es folgte
ein Waschschritt mit 3ml NaCl (NaCl 0,9%, B. Braun, Melsungen) und die erneute
Zentrifugation. Im letzten Schritt wurde das Zellpellet in 250ul NaCl aufgenommen. Daraus
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wurden zur erneuten Zellzahlbestimmung 10ul entnommen, mit 90ul NaCl 1:10 verdiinnt, und

die Zellzahl im Cellcounter (ABX Micros ES 60, Horiba, Kyoto) bestimmit.

2.1.10 Schwanzveneninjektion

Um die isolierten und geférbten T-Lymphozyten einer Versuchsmaus zu injizieren wurde auf die
Methodik der Schwanzveneninjektion zuriickgegriffen. Prinzipiell kann hierbei jegliche
Substanz durch Katheterisierung der beiden lateral verlaufenden Schwanzvenen (Venae
coccygea lateralis) 1.v. appliziert werden. Dazu wurde ein Katheter aus zwei Kaniilen (30G, BD
Mikrolance, Becton Dickson GmbH, Franklin Lakes, USA) und einem ca. 10 cm langen
Polyethylenschlauch (Portex, Polythene Tubing, 0,28 mm ID 0,61 mm OD, Smiths Medical
International, Hythe, USA) hergestellt. Von einer der Kaniilen wurde der Konus entfernt, und die
Nadel auf ein Ende des Polythylenschlauchs gesteckt. Auf das andere Ende wurde die zweite
Kaniile gesteckt. Nun wurde eine 1ml Spritze (B. Braun, Melsungen) aufgesteckt, und der
Katheter mit NaCl gespiihlt.

Zur Injektion wird die Maus in einer Fixationsvorrichtung (Restrainer fiir Maus, GT-
Labortechnik, Arnstein) platziert bei welcher der Schwanz frei zugénglich zum liegen kommt.
Der Schwanz wird nun an der Basis mit Zeige- und Mittelfinger gefasst und die Vene gestaut.
Die Injektionsstelle wird mit Octeniderm® (Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt) desinfiziert
und der Katheter mittels eines Nadelhalters platziert. Nun kann die gewiinschte Substanz injiziert

werden.

2.2. Whole Mount Staining

In dieser Versuchsreihe wurde dem Versuchstier CMTMR geféarbten T-Lymphozyten aus
C57BL/6 Tieren durch Schwanzveneninjektion gespritzt. Wir mochten analysieren, inwiefern
diese T-Lymphozyten nach Schwanzveneninjektion im Versuchstier in das Knochenmark
einwandern konnen. Dazu sollen nach erfolgreicher Schwanzveneninjektion ganze
Femurknochen entnommen und geschnitten werden. Anschlie3end soll durch
immunhistochemische Farbung die intramedulldren Blutgefdfle mit einem Antikorper gegen VE-
Cadherin (CD144 Antikorper) sichtbar gemacht werden. Analysiert werden sollen diese

angefertigten Schnitte des Femurknochens mittels 2-Photonenmikroskopie.
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Diese Technik ermoglicht eine dreidimensionale Darstellung von Strukturen wie Gefdflen und

Zellen, direkt im Knochenmark.

2.2.1 Préparation des Femurknochens

Zwei Stunden nach i.v. Injektion der T-Lymphozyten in das Versuchstier wurde das Versuchstier
wie unter 2.1.3 mittels Isofluran narkotisiert. Nach dem Erldschen der Stellreflexe wurde das
Tier aus der Narkosekammer genommen. Die Totung des Tiers erfolgte durch Inhalation von
purem Isofluran wobei der Kopf des Tiers in ein mit Isofluran gefiilltes Falconréhrchen gelegt
wurde.

Es folgte die mediane Sternotomie in Riickenlage, sowie Rippenteilresektion zur Freilegung des
Herzens. Der rechte Herzvorhof wurde eréffnet und das Tier durch Injektion von 3ml NaCl in
den linken Ventrikel vollsténdig entblutet. Im Anschluss erfolgte ein Fixationsschritt bei
welchem 3ml 4%ige Paraformaldehydlosung (Microcos GmbH, Garching) ebenfalls
linksventrikulér injiziert wurde. Danach wurden die beiden Femurknochen entnommen und von

umgebenden Muskel- und Bindegewebe freipriapariert.

2.2.2 Einbettung der entnommenen Femurknochen

Im ersten Schritt der Aufbereitung der entnommenen Knochen fiir das nachfolgende Whole
Mount Staining wurden die entnommenen Femora zur Fixation 30min in ein Eppendorthiitchen
mit 4% Paraformaldehyd gegeben. Zur Protektion der Knochen vor Gefrierschdden wurden die
Femora nachfolgend zuerst fiir zwei Stunden in einer 15%igen und danach tiber Nacht bei 4°C in
einer 30%igen Sukroselosung inkubiert.

In Vorbereitung der Einbettung wurden die Knochen jeweils einzeln in einem Cryomold®
Einbettschélchen (Tissue-Tek® Cryomold® Standard, Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan
den Rijn, Niederlande) mit Einbettmedium (Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound, Sakura Finetek
Europe B.V., Alphen aan den Rijn, Niederlande) bedeckt. Zur Einbettung selbst wurde ein
500ml Becherglas (Duran® Becherglas 500ml, DURAN Group GmbH, Wertheim/Main) mit
iso-Pentane (iso-Pentane, VWR Chemicals, Ismaning) befiillt, der Glasbecher in einem
schalenférmiges Aluminiumgefdl (Dewargefal3 in Schalenform Typ Sch-Cal, KGW Isotherm,
Karlsruhe) gegeben und das Iso-Pentan dort im Kéltebad mittels fliissigem Stickstoff auf -20°

heruntergekiihlt. Die Einbettschidlchen wurden fiir 3min in das gekiihlte Iso-Pentan gegeben.
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Abschlielend wurden die Einbettschilchen fiir weitere 20min bei -80°C im Gefrierschrank

eingebettet.

2.2.3 Anfertigung von Gefrierschnitten

Der Femurknochen wurde nach der Einbettung im Gefrierschritt aus dem Einbettschilchen
genommen und mit dem Kryotom (CryoStar™ NX50, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten) in koronarer Schnittfiihrung ein Frontalschnitt des ganzen
Knochen angefertigt. Durch diese Wahl der Schnittfiihrung sollte gewéhrleistet werden, dass ein

moglichst groler Teil der Knochenmarkshdhle entlang des Knochens erdffnet wird.

2.2.4 Immunhistochemische Farbung des Knochens

Der geschnittene Knochen wurde aus dem Einbettmedium herausgeldst und in ein
Eppendorthiitchen gegeben.

Zur Verhinderung einer unspezifischen Bindung des Fc-Anteils des Antikdrpers erfolgt die
Inkubierung der Knochen im Eppendorfhiitchen mittels 1ml 10%igem Ziegenserums (10%
Normal Goat Serum, Life Technologies, Frederick, U.S.A.) {iber 2 Stunden im Kiihlschrank.
Danach wurde der Knochen aus dem Eppendorthiitchen entnommen, und in ein PBS gefiilltes
Becherglas (Duran® Becherglas 10ml, DURAN Group GmbH, Wertheim/Main) gegeben; durch
Schwenken des Glases wurde iiberschiissiges Ziegenserum vom Knochen gewaschen. Im
Anschluss erfolgt die Farbung. Der Knochen wurde in ein Eppendorfhiitchen gegeben in
welchem der Primarantikorper (Anti Mouse CD144, eBioscience, San Diego, U.S.A) in einem
Verhiltnis von 1:100 mit PBS verdiinnt vorliegt. Die Inkubation erfolgt iiber Nacht im
Kiihlschrank.

Im néchsten Schritt wurde erneut mit PBS gewaschen und der Alexa Fluor gekoppelte
Zweitantikorper aufgetragen. Der Zweitantikorper (Alexa Fluor 488 goat anti-rat IgG, Life
Technologies, Carlsbad, U.S.A) wird ebenfalls im Verhéltnis 1:100 wie oben beschrieben im
Eppendorfhiitchen aufgetragen. Es erfolgte die Inkubation fiir 2 Stunden im Kiihlschrank.
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2.2.5 2-Photonenmikroskopie des Whole Mount Préaparats

Ein 2-Photonenmikroskop ist ein spezielles Lichtmikroskop aus der Gruppe der Laser-Scanning-
Mikroskope, welches eine Kombination aus Multiphotonentechnik und Intravitalmikroskopie
darstellt. Es ermdglicht die 3D in vivo Darstellung diverser Gewebe liber einen lingeren
Zeitraum von bis zu mehreren Stunden. Prinzipiell dhnelt seine Funktionsweise der eines
konvokalen Laser-Scanning-Mikroskops. Auch die konvokale Mikroskopie erlaubt die serielle
Aquisition optischer Schnitte entlang der z-Achse mit ansteigender Eindringtiefe, und ermoglicht
somit eine spitere 3D Rekonstruktion des untersuchten Priparateabschnitts am Computer.'*!
Durch Streustrahlung, welche den Fokus des Laserlichts, sowie das vom Gewebe emittierte Licht
abschwicht wird die Eindringtiefe im Gewebe limitiert. Dies ist insbesondere der Fall, wenn
iiber einen lingeren Zeitraum gemessen wird.'*' Die hohe Phototoxizitit und Fotobleichen
angrenzenden Gewebes ist eine weitere Limitation.'*!

Sowohl bei der 2-Photonenmikroskopie, als auch bei der konvokalen Mikroskopie, wird das
Phianomen der Fluoreszenz zur Darstellung unterschiedlicher Gewebe/Zellpopulationen
ausgenutzt. Ganz allgemein wird bei der Fluoreszenzmikroskopie ein Fluoreszenzfarbstoff
(Fluorochrom) mittels einer Lichtquelle (iiblicherweise ein Laser) einer bestimmten Wellenlédnge
erregt. Das Fluorochrom nimmt dabei Energie der von der Lichtquelle emittierten Photonen auf,
und wird wenige Nanosekunden spéter einen Teil dieser aufgenommene Energie als Photon re-
emittieren.'*' Dieses abgestrahlte Licht kann dann untersucht werden. Da die Energie eines
Photons reziprok proportional zu seiner Wellenldnge ist, hat bei der konventionellen
Fluoreszenzanregung mittels nur eines Photons das emittierte Photon eine ldngere Wellenlénge,
und somit weniger Energie, als das anregende Photon.'*!

Bei der 2-Photonenmikroskopie kommt ein Pulslaser zum Einsatz, der hochfrequente,
hochenergetische Impulse mit Frequenzen im picosekunden Bereich bei gleichzeitig niedriger
durchschnittlicher Gesamtlaserenergie erzeugt. Somit lasst sich durch Fokussierung im Objektiv
nahezu ausschlieBlich im Brennpunkt eine hohe Energiedichte erzielen. Durch die fast
gleichzeitige Absorption mehrerer Photonen, welche durch den gepulsten Laser entsendet
werden, kann die notwendige Anregungsenergie auf zwei langwellige, und somit weniger
energiereiche Photonen verteilt werden.

Durch die energiedrmere Anregung wird die Phototoxizitit verringert; die Biindelung im
Brennpunkt verhindert ausgeprigtes Fotobleichen in anliegenden Bereichen der Probe. Durch

die geringe Streustrahlung ist im Gegensatz zur konvokalen Mikroskopie keine Lochblende
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notwendig; Schnittbilder des Gewebes mit hohem Kontrast und hoher Auflésung kdnnen mit
hoher Eindringtiefe (bis zu 1000uM) in vivo angefertigt werden. Ein weiterer niitzlicher
Nebeneffekt ist die Frequenzverdopplung des eingestrahlten Lichts (second harmonic
generation). Streuung von Photonen wird an Strukturproteinen reflektiert und diese dadurch zur
Darstellung gebracht.

Das in dieser vorliegenden Arbeit verwendete 2- Photonenmikroskop (LaVision Biotech,
Bielefeld) besteht aus einem Ti:Sa (Titan:Saphir) Laser (MaiTai, Spectra Physics, Darmstadt),
der das Wellenldngenspektrum von 700-1000 nm abdeckt. Mit einem sogenannten optisch-
parametrischen Oszillator (OPO) kann die Anregungswellenldnge im Infrarotbereich (1100-
1600nm) erweitert werden. Dies ermoglicht die gleichzeitige Darstellung von Fluorophoren mit

weitgehend unterschiedlichen Anregungs- und Emissions-Spektren.

Bei einer Anregungswellenlédnge von 800nm wurden 552x552 pm bzw. 533x533 um grof3e

Bildausschnitte mit einer Pixelzahl von 515x515 bzw. 512x512 gewdhlt.

2.3 Messung der S1P Konzentration in Plasma, Lymphe und lymphatischen

Organen Massenspektrometrie

Das mittels kardialer Punktion gewonnene Vollblut wurde durch 15 miniitige Zentrifugation mit
1500g bei 4°C und Abnahme des Uberstandes gewonnen.

Die Konzentration von S1P in Plasma, Lymphe, Lymphknoten und Knochenmark wurde mittels
High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) und anschlieBender Tandem-

Massenspektrometrie bestimmt.'*

Als interne Kontrolle der Messungen wurde C17-S1P
verwendet. Zuerst erfolgte die Extraktion der Lipide innerhalb der Probe mittels
Chloroform/Methanol bei saurem pH. Die gewonnenen Extrakte wurden fiir 20min bei 40°C in

Pyridin mit Acetanhydrid acetyliert.'*

Die Losungsmittel wurden verdampft und die Proben in
Methanol sowie 2%iger Ameisensiure gelost. Danach erfolgte unter einer Flussrate von
0,5ml/min bei 40°C die Injektion der Probe in eine Eclipse XDB C; Siule. Es folgte eine
Gradiententrennung, wobei die Konzentration von Eluent B gegeniiber Eluent A im Verlauf von
70 auf 100% gesteigert wurde. Die Detektion erfolgte mittels ”Negative lon
Electrosprayionization Liquid Chromatography with Mass Spectroscopy“ (LC-MS/MS) unter
Verwendung eines API 4000 QTrap Instruments.'* Die optimale Kollisonsenergie des

derivatisierten S1P war -28V, des C17-S1Ps -26V. Es wurden jeweils die Ubergange im Bereich
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der Massen-Ladungs-Verhiltnisse m/z 462/402 (S1P) und m/z 448/388 (C17-S1P) mittels
,»Multiple Reaction Monitorings“ (MRM) beobachtet.

Die Bestimmung der S1P Konzentrationen erfolgte in Kooperation mit Christian Beerli, am

Novartis Institutes of Biomedical Research in Basel (Schweiz).

2.4 Durchflusszytometrie

2.4.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, insb. das Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS), ist ein in
Grundlagenforschung und Medizin verbreitetes Verfahren zur semiquantitativen
Charakterisierung von Zellpopulationen primér hinsichtlich ihrer GroBe und Granularitit. Zellen
werden in Einzelzellsuspension vorbereitet, und die zu untersuchende Subpopulation mittels
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelter Antikdrper gegen Oberflichenantigene markiert. Die
Zellsuspension wird vom Zytometer aufgenommen und die Zellen einzeln und nacheinander in
einem laminaren Probenstrom an einem Laser vorbeigeleitet. Das vom Laser ausgesandte
monochromatische Licht trifft in der Messkiivette auf die (ggf. markierten) Zellen und wird beim
Auftreffen gestreut bzw. absorbiert. Strahlen welche nach vorne abgelenkt werden, werden als
Vorwirtsstreulicht bzw. Forwardscatter (FSC) bezeichnet. Die Menge des FSC korreliert mit der
relativen Grofe der gemessenen Zelle. Strahlen welche im 90°- Winkel abgestrahlt werden
bezeichnet man als Seitwirtsstreulicht bzw. Sidescatter (SSC). Sie korrelieren mit der
Zellgranularitat.

Sind die Zellen mittels eines floureszenzgekoppelten Antikdrpers markiert, wird das
monochromatische Licht durch das Fluorochrom absorbiert und Floureszenzlicht emittiert. Das
optische System des Durchflusszytometers, bestehend aus einer Reihe von Linsen, Spiegeln und
Filtern, trennt das emittierte Licht anhand seiner Wellenldnge und fiihrt es zu unterschiedlichen
Detektoren. Dies ermdglicht die gleichzeitige Analyse unterschiedlicher Fluorochrome.

Da sich die emittierten Wellenldngen eines Fluorochroms {iber einen weiten
Wellenlédngenbereich erstrecken, kommt es vor, dass sich die Wellenldngenbereiche zweier
Farbstoffe iiberlappen. Dadurch wird die Fluoreszenz eines Farbstoffes durch den ,,falschen®
Detektor gemessen was zu falsch positiven Messungen fiihrt. Dies muss durch Kompensation

korrigiert werden. Hierzu werden Einzelfarbungen jedes Farbstoffes angelegt. Wird nun
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emittiertes Licht eines einzelnen Fluorochroms durch einen nicht dafiir zustindigen Detektor
registriert, wird dies durch mathematische Subtraktion kompensiert. Die errechnete

Kompensation wird auf alle Mehrfachfirbungen angewandt.'**

2.4.2 Versuchsdurchfiihrung

Fiir die FACS-Analyse wurden ein spezieller FACS-Puffer (PBS, pH 7,2; Biochrom AG, Berlin
+ 2mM EDTA,; Life Technologies, Darmstadt + 5% FBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
Vereinigte Staaten) hergestellt.

Tabelle 5 gibt einen Uberblick iiber die verwendeten floureszenzkonjugierten Antikdrper.

Antikorper Fluoreszenzfarbstoff Klon Hersteller

CD4 FITC RM4-5 Biolegend, San Diego, Kalifornien, U.S.A.
CD8 APC 53-6.7 Biolegend, San Diego, Kalifornien, U.S.A.
CD19 PE 1D3 eBioscience, Santa Clara, Kalifornien,U.S.A.

Tabelle 5: Verwendete floureszenzkonjugierte Antikorper

90ul der Einzelzellsuspension im FACS-Puffer wurden in einem FACS Rohrchen zu 10ul einer
1:10 Verdiinnung des entsprechenden fluoreszenzmarkierten Farbstoffes gegeben und fiir 20
Minuten auf Eis im Kiihlschrank inkubiert. Danach wurde in einem Waschschritt das FACS-
Rohrchen mit FACS-Puffer aufgefiillt und fiir Smin bei 4°C und 300g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, und das Pellet mit 500ul des FACS Puffers resuspendiert. In einer
Zihlkammer nach Neubauer wurde der Zellgehalt der Suspension bestimmt. AnschlieBend

erfolgt die Analyse mittels Durchflusszytometrie.

2.5 Statistische Versuchsauswertung

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Versuche erfolgte mit der Statistiksoftware SigmaPlot von Systat Software. Fiir die Analyse der
Versuchsergebnisse wurden die Versuchsgruppen mit dem students t-Test verglichen. Waren die
Einzelergebnisse innerhalb der zu vergleichenden Gruppen nicht normalverteilt, wurde der
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verwendet. Die Abweichung wird durch die Standardabweichung

angegeben. In den Abbildungen sind signifikante Unterschiede, die einem p-Wert (p) < 0,05, p <
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0,01 und p < 0,001 entsprechen (*, ** und ***) gekennzeichnet; nicht signifikante Unterschiede
sind als ns gekennzeichnet. Die Abbildungen wurden mittels Adobe Illustrator von Adobe

Systems bearbeitet.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss der Sphingosin-1-Phosphat-Lyaseaktivitit in Tie2Cre-KO Tieren

auf die S1P Konzentrationen im Blutplasma

Neben der erythrozytiaren SphK1 Aktivitit, deren knock-out in vivo zu signifikant erniedrigten
S1P Konzentrationen im Blutplasma fiihrt, hat auch die endotheliale S1PL Aktivitdt in vitro
einen signifikanten Einfluss auf die Homoostase der Plasma S1P Konzentrationen, und damit auf
die Aufrechterhaltung des S1P Gradienten.®®”"

Diese Arbeit beschéftigt sich unter anderem mit der Frage, ob die endotheliale S1IPL Aktivitét
auch in vivo einen Einfluss auf die Plasma-S1P-Spiegel hat.

Zur Beantwortung dieser Frage wurde Blutplasma aus Tie2Cre-KO sowie Tie2Cre-WT Tieren
gewonnen und die entsprechenden Plasma-S1P-Spiegel mittels High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) mit anschlieBender Tandem-Massenspektrometrie analysiert. Tie2Cre-
KO Tiere zeigen dabei eine ca. 1,5-fache Erhohung der Plasma-S1P-Spiegel. Ein signifikanter

Unterschied im Vergleich zu Kontrolltieren besteht nicht.
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Abbildung 5: S1P-Plasmaspiegel in Tie2Cre-KO Tieren.

Die Analyse der Blutplasmen mittels Massenspektrometrie zeigt eine nicht signifikante

Erhéhung der Plasma-S1P-Spiegel in Tie2Cre-KO Tieren (schwarz: Tie2Cre-WT,weif3: Tie2Cre-KO).
Dargestellt sind Einzelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente. n=3; ns=nicht signifikant.

3.2. Einfluss der Sphingosin-1-Phosphat-Lyaseaktivitit in Tie2Cre-KO Tieren

auf S1P Konzentrationen in der Lymphe

Die Aktivititen der SphK 1 und SphK2 in LYVE-1" lymphatischen Endothelzellen halten die
hohen S1P Spiegel in lymphatischen GefiBen aufrecht.”” Um zu ermitteln, ob ein Tie2Cre
spezifischer knock-out der S1PL die S1P Konzentration in der Lymphe verdndert, wurde aus
Tie2Cre-KO Tieren Lymphe entnommen und diese mittels High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) und anschlieBender Tandem-Massenspektrometrie bestimmt.
Tie2Cre-KO Tiere zeigen im Vergleich zur Kontrollgruppe ca. eine Verdoppelung der

gemessenen S1P Konzentration in der Lymphe. Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 6: S1P Spiegel in der Lymphe von Tie2Cre-KO Tieren.

Die Analyse der Blutplasmen mittels Massenspektrometrie zeigt eine nicht signifikante

Erhohung der Lymphe-S1P-Spiegel in Tie2Cre-KO Tieren (schwarz: Tie2Cre-WT,weil: Tie2Cre-KO).
Dargestellt sind Einzelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente.

n-Zahlen in der Tie2Cre-WT Gruppe: n =6

n-Zahlen in der Tie2Cre-KO Gruppe: n=3

ns=nicht signifikant.

3.3 Einfluss der Sphingosin-1-Phosphat-Lyaseaktivitat auf S1P

Konzentrationen in Lymphknoten von Tie2Cre-KO Tieren

Der S1P Gradient zwischen Blut/Lymphe und SLOs wie den Lymphknoten wird durch die
S1PL-Aktivitit der SLOs aufrecht erhalten.” Somit stellte sich uns die Frage, in wie fern die
S1P Konzentrationen im Lymphknoten durch unser transgenes Tie2Cre Mausmodell beeinflusst
werden. Dazu wurden Tie2Cre-KO Tieren mesenteriale Lymphknoten entnommen und mittels
massenspektrometrischen Verfahren analysiert.

Hier sehen wir eine massive Erhdhung der S1P Konzentration innerhalb der Lymphknoten in
Tie2Cre-KO Tieren. Dieser Trend ist jedoch, auf Grund der ausgepriagten Streuung der Werte in
der Tie2Cre-KO Gruppe nicht signifikant.
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Abbildung 7: S1P-Spiegel in Lymphknoten von Tie2Cre-KO Tieren.

Die Analyse von Lymphknoten mittels Massenspektrometrie zeigt eine nicht signifikante Erh6hung der
S1P-Spiegel in Lymphknoten in Tie2Cre-KO Tieren (schwarz: Tie2Cre-WT, weil3: Tie2Cre-KO).
Dargestellt sind Einzelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente. n=3; ns=nicht signifikant.

3.4 Einfluss der Sphingosin-1-Phosphat-Lyaseaktivitit auf S1P

Konzentrationen in Knochenmarkszellen von Tie2Cre-KO Tieren

In einer weiteren Versuchsreihe wollten wir klédren, ob sich in unserem Tie2Cre Modell auch
eine Verdanderung der S1P Aktivitit in Knochenmarkszellen nachweisen lisst. Hierzu wurde den
Versuchstieren (Tie2Cre-KO) das Knochenmark entnommen, und mit kombinierter HPLC und
Massenspektrometrie auf seinen S1P Gehalt analysiert.

Hier sehen wir in den KO-Tieren eine Erh6hung der intrazelluliren S1P Konzentration. Auch
dieser Trend ist jedoch auf Grund der Streuung der Einzelwerte in der Versuchsgruppe nicht

signifikant.
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Abbildung 8: S1P-Spiegel in Knochenmarkszellen von Tie2Cre-KO Tieren.

Die Analyse der S1P-Spiegel in Knochenmarkszellen mittels Massenspektrometrie zeigt eine nicht
signifikante Erhohung der S1P-Spiegel in Knochenmarkszellen in Tie2Cre-KO Tieren

(schwarz: Tie2Cre-WT, weil}: Tie2Cre-KO).

Dargestellt sind Einzelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente. n=3; ns=nicht signifikant.

3.5 Einfluss der Sphingosin-1-Phosphat-Lyaseaktivitit in Tie2Cre-KO sowie

B-actinCre-KO Tieren auf Leukozytenpopulationen im Blut

Obwohl die oben dargestellten Ergebnisse hinsichtlich der S1P Konzentrationen in Plasma,
Lymphe, Lymphknoten und Knochenmark keinen signifikanten Unterschied in Tie2Cre-KO
Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten, wollten wir, angesichts des sich abzeichnenden
Trends, eine evtl. vorliegende Auswirkung der reduzierten S1PL Aktivitit in Tie2"
Zellpopulationen auf Leukozyten- und Lymphozytenpopulationen im peripheren Blut
analysieren.

Dazu wurde dem KO-Stamm mittels venoser Blutentnahme Blut aus der V. facialis entnommen.
Die Blutanalyse erfolgte mechanisiert. Zusétzlich wurden dieselben Versuche auf einem f3-
actinCre Hintergrund durchgefiihrt.

Tie2Cre-KO Tiere zeigten eine signifikante Verminderung sowohl der Leukozyten als auch der
Lymphozyten im peripheren Blut. Zum Vergleich zeigten Méuse mit induzierbarem S1PL

Defekt (B-actinCre-KO) - wie bereits bekannt - eine Verminderung der Lymphozyten.”
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Abbildung 9: Zellzahlen im peripheren Blut von Tie2Cre-KO Miusen sowie von B-actinCre-KO Tieren
A: Tie2Cre-KO Tiere haben reduzierte absolute Leukozyten- (LEUKO) und Lymphozytenzahlen (LYMPH) im
peripheren Blut (schwarz: Tie2Cre-WT, weil}: Tie2Cre-KO).

n-Zahlen in der Leukozytengruppe: n =17 (Tie2Cre-WT), n=12 (Tie2Cre-KO)

n-Zahlen in der Lymphozytengruppe: n=13 (Tie2Cre-WT), n= 6 (Tie2Cre-KO)

B: B-actinCre-KO Tiere Tiere haben reduzierte Lymphozytenzahlen im peripheren Blut (schwarz: 3-actinCre-WT,
weil}: B-actinCre-KO)

n-Zahlen in der Leukozytengruppe: n=7 (3-actinCre-WT), n=6 (B-actinCre-KO)

n-Zahlen in der Lymphozytengruppe: n=7 (B-actinCre-WT), n=6 (B-actinCre-KO)

Dargestellt sind Einzelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente

ns bezeichnet nicht signifikant, * = p <0,05; ** =p < 0,01
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3.6 Einfluss der Sphingosin-1-Phosphat-Lyaseaktivitit in Tie2Cre-KO sowie
B-actinCre-KO Tieren auf T-Lymphozytenpopulationen im peripheren

Blut.

Um zu evaluieren, welche T-Lymphozytensubpopulationen bei Tie2Cre-KO bzw. -actinCre-
KO Tieren im peripheren Blut vermindert sind wurden dieses mittels Durchflusszytometrie
untersucht.

Tie2Cre-KO Tiere zeigten eine hochsignifikante Reduktion CD4" und CD8"
Lymphozytenzahlen im Blut. Wir sehen keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich Gr1"
neutrophiler Zellen im Blut in Tie2Cre-KO Tieren.

Zum Vergleich zeigten p-actinCre-KO Méuse - wie bereits publiziert - eine Verminderung der

CD4" und CD8" Lymphozyten.”
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Abbildung 10: T-Lymphozyten im peripheren Blut von Tie2Cre-KO Miiusen sowie von B-actinCre-KO Tieren
A: Tie2Cre-KO Tiere haben reduzierte absolute CD4* und CD8* Lymphozytenzahlen im peripheren Blut

(schwarz: Tie2Cre-WT, weil3: Tie2Cre-KO).

n-Zahlen in der CD4" und CD8" Gruppe: n =12 (Tie2Cre-WT), n=11 (Tie2Cre-KO)

B: -actinCre-KO Tiere haben reduzierte absolute CD4* und CD8" Lymphozytenzahlen im peripheren Blut

(schwarz: B-actinCre-WT, weil3: 3-actinCre-KO)

n-Zahlen in der Leukozytengruppe: n=7 (B-actinCre-WT), n=6 (3-actinCre-KO)

*HEk =p <0,001
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3.7 Einfluss der Sphingosin-1-Phosphat-Lyaseaktivitit in Tie2Cre-KO sowie
B-actinCre-KO Tieren auf Lymphozytenpopulationen im Lymphknoten

Die unter 3.6 dargestellten Ergebnisse legen den Verdacht nahe, dass obwohl der S1P Gradient
durch zellspezifischen knock-out der S1PL in Tie2Cre-KO nicht signifikant beeinflusst scheint,
es doch zu Verdnderungen der S1P Homdostase gekommen ist. Diese Verdnderung scheint einen
spezifischen Einfluss auf die Lymphozytenpopulationen im Organismus der Maus zu haben.

In B-actinCre-KO Tieren kommt es durch den ubiquitéren knock-out der S1IPL zu einer Retention
der Lymphozyten im Lymphknoten.”* Diese Ergebnisse konnten wir in unseren Versuchen
reproduzieren.

Um zu evaluieren, ob auch in Tie2Cre-KO Tieren eine Retention der Lymphozyten in
Lymphknoten stattfindet, wurden diesen Tieren inguinale Lymphknoten entnommen, und mittels
Durchflusszytometrie analysiert.

Die Lymphknoten aus Tie2Cre-KO Tieren zeigen unverinderte CD4", CD8" und CD19/B220"
Lymphozytenpopulationen innerhalb der Lymphknoten.
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Abbildung 11: T-Lymphozyten im Lymphknoten von Tie2Cre-KO und -actin-KO Tieren.

A: Tie2Cre-KO Tiere zeigen unverinderte CD4* und CD8* Lymphozytenzahlen in Lymphknoten (schwarz: Tie2Cre-WT,
weil}: Tie2Cre-KO).

n-Zahlen in der CD4" und CD8" Gruppe: n =15 (Tie2Cre-WT), n=12 (Tie2Cre-KO)

B: 3-actinCre-KO Tiere zeigen erhohte CD4" und CD8" Lymphozytenzahlen in Lymphknoten (schwarz: 3-actinCre-WT,
weil}: B-actinCre-KO).

n-Zahlen in der CD4* und CD8" Gruppe : n=5 (-actinCre-WT), n=6 (B-actinCre-KO)

C: Tie2Cre-KO Tiere zeigen unverdnderte CD19/B220" Lymphozytenzahlen in Lymphknoten (schwarz: Tie2Cre-WT,
weil}: Tie2Cre-KO).

n-Zahlen in der CD19/B220" Gruppe: n=14 (Tie2Cre-WT), n=11 (Tie2Cre-KO)

D: B-actinCre-KO Tiere zeigen erhéhte CD19/B220* Lymphozytenzahlen in Lymphknoten (schwarz: 3-actinCre-WT,
weil: B-actinCre-KO).

n-Zahlen in der CD19/B220* Gruppe: n=5 (B-actinCre-WT), n=6 (B-actinCre-KO)

Dargestellt sind Einzelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente

ns bezeichnet nicht signifikant; * = p < 0,05; ** =p < 0,01
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3.8 Einfluss der Sphingosin-1-Phosphat-Lyaseaktivitit in Tie2Cre-KO sowie
B-actinCre-KO Tieren auf Lymphozytenpopulationen in der Lymphe

Im néchsten Schritt sollte gekldrt werden, ob in Tie2Cre-KO Maiusen ein regelhafter

Lymphozytenegress aus dem Lymphknoten in die Lymphe entlang des S1P Gradienten

stattfinden kann. Von B-actinCre-KO Tieren ist bekannt, dass Lymphozyten im Lymphknoten
festgehalten werden.”

Tie2Cre-KO sowie B-actinCre-KO Tieren wurde Lymphe entnommen, und mittels
Durchflusszytometrie hinsichtlich der Lymphozytenpopulationen untersucht.

Wir vermuteten, dass die Durchflusszytometrie der Lymphe aus den KO-Tieren stark verringerte

Lymphozytenzahlen zeigen wiirde.

In Tie2Cre-KO Tieren zeigte die FACS-Analyse der Lymphe unverinderte CD4", CD8" und
CD19/B220" Lymphozytenpopulationen.

In B-actinCre-KO Méuse zeigten sich, wie erwartet, signifikant erniedrigte CD4", CD8" und
CD19/B220" Lymphozytenpopulationen in der Lymphe.
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Abbildung 12: Lymphozyten in der Lymphe von Tie2Cre-KO Miiusen sowie von B-actinCre-KO Tieren.

A: Tie2Cre-KO Tiere zeigen unverinderte CD4" und CD8"* Lymphozytenzahlen in der Lymphe (schwarz: Tie2Cre-WT,
weil}: Tie2Cre-KO).

n-Zahlen in der CD4* Gruppe: n =8 (Tie2Cre-WT), n=7 (Tie2Cre-KO)

n-Zahlen in der CD8* Gruppe: n =8 (Tie2Cre-WT), n=6 (Tie2Cre-KO).

B: B-actinCre-KO Tiere zeigen reduzierte CD4* und CD8* Lymphozytenzahlen in der Lymphe (schwarz: 3-actinCre-WT,
weil}: B-actinCre-KO).

n-Zahlen in der CD4" Gruppe und CD8" Gruppe: n=9 (B-actinCre-WT), n=7 (3-actinCre-KO).

C: Tie2Cre-KO Tiere zeigen unverdnderte CD19/B220" Lymphozytenzahlen in der Lymphe (schwarz: Tie2Cre-WT,
weil: Tie2Cre-KO).

n-Zahlen in der CD19/B220* Gruppe: n=7 (Tie2Cre-WT), n=4 (Tie2Cre-KO).

D: B-actinCre-KO Tiere zeigen reduzierte CD19/B220* Lymphozytenzahlen in der Lymphe (schwarz: 3-actinCre-WT,
weil}: B-actinCre-KO).

n-Zahlen in der CD19/B220" Gruppe: n=8 (-actinCre-WT), n=6 (B-actinCre-KO).

Dargestellt sind Einzelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente.

ns bezeichnet nicht signifikant; * = p <0,05; *** =p < 0,001

3.9 Einfluss der Sphingosin-1-Phosphat-Lyaseaktivitit in Tie2Cre-KO sowie

p-actinCre-KO Tieren auf Lymphozytenpopulationen im Knochenmark

Um zu beurteilen, ob sich durch die Verdnderungen der S1P Konzentrationen in Geweben in

unserem transgenen Mausmodell der T- und B-Zellgehalt des Knochenmarks veridndert, wurden
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B-actinCre-KO Mausen das Knochenmark aus dem Femurknochen entnommen und mittels
Durchflusszytometrie auf seinen Lymphozytensubpopulationen analysiert.
Hier zeigte sich in Tie2Cre-KO Maiusen kein Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe.

B-actinCre-KO Miuse zeigten eine hoch-signifikante Verringerung der CD8" Lymphozyten im

Knochenmark.
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Abbildung 13: Lymphozyten im Knochenmark von Tie2Cre-KO und B-actinCre-KO Tieren.

A: Tie2Cre-KO Tiere zeigen unverinderte T-Lymphozytenzahlen im Knochenmark (schwarz: Tie2Cre-WT,

weil: Tie2Cre-KO).

n-Zahlen in der CD4" und CD8" Gruppe: n =6 (Tie2Cre-WT), n=5 (Tie2Cre-KO)

B: 3-actinCre-KO Tiere zeigen erniedrigte CD8* Lymphozytenzahlen im Knochenmark (schwarz: B-actinCre-WT,
weil}: B-actinCre-KO)

n-Zahlen in der CD4" Gruppe: n=10 (B-actinCre-WT), n=6 (B-actinCre-KO)

n-Zahlen in der CD8" Gruppe: n=10 (B-actinCre-WT), n=8 (B-actinCre-KO)

C: Tie2Cre-KO Tiere zeigen unverinderte CD19/B220" Lymphozytenzahlen im Knochenmark (schwarz: Tie2Cre-WT,
weil: Tie2Cre-KO).

n-Zahlen in der CD19/B220" Gruppe: n=5 (Tie2Cre-WT), n=5 (Tie2Cre-KO)

D: 3-actinCre-KO Tiere zeigen unveridnderte CD19/B220" Lymphozytenzahlen im Knochenmark

(schwarz: -actinCre-WT, weil: B-actinCre-KO)

n-Zahlen in der CD19/B220* Gruppe: n=10 (B-actinCre-WT), n=6 (B-actinCre-KO)

Dargestellt sind Einzelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente

ns bezeichnet nicht signifikant; *** = p < 0,001

52



Ergebnisse

3.10 Einfluss der Sphingosin-1-Phosphat-Lyaseaktivitit in Tie2Cre-KO

Tieren auf das homing von T-Lymphozyten in das Knochenmark

Um zu kléren, ob sich durch die Verdnderungen der S1P Konzentrationen in Geweben in
unserem transgenen Mausmodell ein Defekt des T-Lymphozytenhomings in das Knochenmark
nachweisen ldsst, wurden Tie2Cre-KO und Tie2Cre-KO-WT Tieren isolierte und markierte T-
Lymphozyten aus C57BL/6 Tieren injiziert. Nach zweistiindiger Inkubationszeit in vivo wurden
die Versuchstiere getotet, die Femurknochen entnommen, gefarbt und mittels 2-
Photonenmikroskopie untersucht.

Hier zeigte sich in Tie2Cre-KO Versuchstieren im Vergleich zur Kontrollgruppe ein, soweit

visuell beurteilbar, uneingeschréinktes soming von T-Lymphozyten in das Knochenmark.

Abbildung 14: Erfolgreiches homing von wildtyp T-Lymphozyten in das Knochenmark

Wildtyp T-Lymphozyten aus C57BL/6 Tieren (in rot; CMTMR) innerhalb der Knochenmarkshohle (Pfeile).

CD144" vaskuldre Endothelzellen (in griin; Alexa Fluor 488; Pfeilspitzen). Femurknochen in purpur.

A: Whole Mount Stain eines Femurknochens eines Tie2Cre-WT Tier.

B: Whole Mount Stain eines Femurknochens eines Tie2Cre-KO Tier. Das Sternchen zeigt einen Gefa3eintritt
in die Markhohle.
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In unseren Experimenten sehen wir keinen signifikanten Unterschied zwischen den S1P Spiegeln
in Blut, Lymphe, Knochenmark und Lymphknoten in Tie2Cre-KO Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe. In Tie2Cre-KO Tieren ldsst sich im Blut eine Lymphopenie mit signifikanter
Verringerung der CD4" und CD8" Lymphozytenpopulationen nachweisen.

Der T-Zell Egress aus dem Lymphknoten sowie das homing in das Knochenmark scheinen

ungestort. f-actinCre-KO Tiere zeigen den in der Literatur bereits beschriebenen Phianotyp.

4.2 Die endotheliale Sphingosin-1-Phosphat-Lyaseaktivitit hat keinen
signifikanten Einfluss auf S1P Konzentrationen innerhalb verschiedener

Gewebe.

In in vitro Untersuchungen konnte gezeigt werde, dass die S1PL-Aktivitit vaskulérer
Endothelzellen einen Beitrag zur Aufrechterhaltung hoher Plasma-S1P-Spiegel leistet.’®

Um zu evaluieren ob diese Beobachtung auch in vivo reproduzierbar ist, wurden Méuse mit
knock-out der S1PL in vaskuldren Endothelzellen produziert, der Blutplasma-S1P-Spiegel dieser
Tiere bestimmt und mit Wildtyptieren verglichen. Die Bestimmung der S1P Spiegel in den
unterschiedlichen Geweben erfolgte mittels High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)
und anschlieBender Tandem-Massenspektrometrie. Diese Methodik stellt aktuell die Methode
der Wahl bei der Analyse von S1P in Geweben dar.

Tie2Cre-KO Tiere zeigen eine ca. 1,5-fache Erh6hung der Plasma-S1P-Spiegel im Vergleich zu
Wildtyptieren. Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant, was vermutlich auch an der hohen
Varianz der Versuchsergebnisse liegt.

Eine wesentliche Limitation ist das gewéhlte Mausmodell. Tie2 besitzt zwar hinsichtlich der
Expression in vaskulidren Endothelzellen eine gewisse Spezifitit, jedoch konnte in den Jahren
seit Erstbeschreibung des Tie2Cre Mausmodelles nachgewiesen werden, dass Tie2 auch in
anderen Zellpopulationen exprimiert wird. Die Mehrheit adulter Blutzellen z.B. stammt von
Tie2" Vorliuferzellen ab, was die Validitit eines Tie2Cre Mausmodells in Hinblick auf seine

Endothelzellspezifitit erheblich beeintrichtigt.'*
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Der oben beschriebene Trend einer 1,5-fachen Erhohung der Plasma-S1P-Spiegel in den
Versuchstieren konnte somit auch durch S1PL knock-out in anderen Zellpopulationen bedingt
sein.

Trotzdem wire eine Wiederholung des Versuchsassays notig, um diesen Trend gegebenenfalls

auch statistisch belegen zu konnen.

Bis jetzt wurde davon ausgegangen, dass die hohen S1P Konzentrationen in der Lymphe Produkt
der SphK1 und SphK2 Aktivitit der LYVE-1" Zellpopulation, welche das Endothel der
lymphatischen Geféfe auskleiden sind.”

Die Analyse der S1P Konzentrationen in der Lymphe der Tie2Cre-KO Tiere erbrachte das
Ergebnis einer um den Faktor 2 erhdhten S1P Konzentration, was bis jetzt nicht bekannt ist.
Dieser Trend war jedoch nicht statistisch signifikant. Auch hier lag bei den Versuchstieren eine
hohe Varianz der Ergebnisse vor. Somit konnte durch Versuchswiederholung ggf. eine
Signifikanz der Ergebnisse erzielt werden.

Erkléren lasst sich dieser Befund durch die Tatsache, dass Tie2 auch in lymphatischen
Endothelien exprimiert wird.'*® Somit kénnte die SIPL Aktivitit in lymphatischen Endothelien
neben der bekannten SphK 1 und SphK2 Aktivitdt einen wichtigen Beitrag zur S1P Homdostase

in der Lymphe leisten.

Die vergleichsweise niedrigen S1P Konzentrationen im Lymphknoten werden durch die hohe
S1PL Aktivitit im Lymphknoten selbst etabliert.”” In unseren Experimenten konnten wir zeigen,
dass dies durch die endotheliale S1PL Aktivitit reguliert sein kdnnte. Die S1P Konzentration im
Lymphknoten der Versuchstiere ist im Vergleich zur Kontrollgruppe enorm erhdht. Auch diese
Resultate sind nicht zuletzt auf Grund einer ausgepriagten Varianz der Einzelergebnisse nicht
signifikant. Eine Wiederholung der Versuche konnte hier ebenfalls zur definitiven Klarung

beitragen.

Die Analyse der S1P Konzentration im Knochenmark zeigt eine Erhohung in den Versuchstieren
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch hier zeigte sich eine ausgeprdgte Varianz der Resultate
in der Versuchsgruppe, welche eine Einschétzung der Ergebnisse hinsichtlich ihrer Signifikanz
nicht zuldsst. Da Tie2 in einer Mehrheit der Vorlauferzellen von adulten Blutzellen exprimiert

wird, miissen wir davon ausgehen, dass unsere Ergebnisse sich nicht alleine durch
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einen S1PL knock-out der Endothelzellen der im Knochenmark verlaufenden Blutgefifle

erklédren lassen.

Als weiterer Diskussionspunkt sei hinzugefiigt, dass sich mit der von uns angewandten Methodik
der S1P Konzentrationsbestimmung in oben genannten Geweben nur ein Riickschluss auf die
durchschnittlich im gesamten Gewebe vorliegende S1P Konzentration ziehen lisst. Uber die S1P
Konzentration im Mikromileau der Grenzzone zwischen verschiedenen Geweben, in welchem
der Ubertritt von Immunzellen wie den T-Lymphozyten stattfindet, lisst sich keine Aussage

treffen.

In Zusammenschau der oben diskutierten Ergebnisse lassen sich jedoch folgende Schliisse

ziehen:

1.) Das transgene Tie2Cre Mausmodell eignet sich auf Grund seiner ungeniigenden
Endothelzellspezifitit nur bedingt zur Evaluation des Einflusses der endothelialen S1PL auf S1P

Konzentrationen in den oben genannten Geweben.

2.) Der Tie2Cre vermittelte knock-out von S1PL fiihrt zu einer nicht signifikanten Erhdhung der
S1P Aktivitdt in Blutplasma, Lymphe, Lymphknoten und Knochenmark. Auf Grund der
heterogenen Expression von Tie2 in unterschiedlichen Zellpopulationen lésst sich allerdings
nicht zweifelsfrei zuordnen, welche Zellpopulation genau mit Threr S1PL Aktivitét entscheidend

fiir die Aufrechterhaltung der entsprechenden S1P Konzentration in dem jeweiligen Gewebe ist.

4.3 Sphingosin-1-Phosphat Lyase knock-out fithrt zu Leuko- und
Lymphopenie im peripheren Blut.

Ein S1PL full-knock-out fiihrt in Versuchstieren zu erhdhten S1P Spiegeln in Geweben und im
Blutplasma.'*’” Dies liegt daran, dass die S1PL Funktion entscheidend fiir die Aufrechterhaltung
des S1P Gradienten zwischen Geweben auf der einen, und Blutplasma bzw. Lymphe auf der
anderen Seite verantwortlich ist.”” Tiere mit einem S1PL full-knock-out haben, auf Grund von
massiven Entziindungen und Defekten in diversen Geweben — eine deutlich verringerte

Lebenszeit."*®'*” Um trotzdem den Effekt eines ubiquitiren SIPL knock-out auf den S1P

56



Diskussion

Gradienten sowie folglich auf die Migration von Immunzellen zu studieren, wurde das transgene
B-actinCre” x S1PL™™* Mausmodell entwickelt. In diesem Modell lisst sich ein S1PL knock-
out in adulten Miusen mit konsekutiver 70-90%iger Herunterregulation der S1PL Aktivitit
durch Tamoxifengabe induzieren.”* Diese Tiere zeigen erhdhte S1P Spiegel in Thymus,
Lymphknoten, Milz und Blut.”* AuBerdem liegt bei diesen Tieren eine signifikante
Lymphopenie mit starker Verringerung der CD4" und CDS8" Zellpopulationen im peripheren Blut
vor, was die Bedeutung der SI1PL fiir die Aufrechterhaltung des S1P Gradienten unterstreicht.”*

In unseren Versuchen konnten wir die von Billich und Kollegen publizierten Ergebnisse
reproduzieren. Auch wir finden im Mausmodell des induzierbaren ubiquitdren S1PL knock-out
eine Lymphopenie mit signifikanter Reduzierung der CD4" und CD8" T-
Lymphozytenpopulationen.

In unserem transgenen Tie2Cre Mausmodell sehen wir ebenfalls eine ausgepréagte Leukopenie,
welche vermutlich bei normalen Neutrophilenzahlen vor allem durch die gleichzeitig
vorliegende Lymphopenie bedingt ist. Ausserdem zeigt sich eine signifikante Reduktion der
CD4" und CD8" Lymphozyten im Blut.

Diese Erkenntnis ist in so fern dulerst interessant, als dass wir in vorangehenden Experimenten
zur Veranderung der S1P Konzentration in den oben gezeigten Geweben keinen signifikanten
Unterschied dieser Konzentrationen im Vergleich zu der Kontrollgruppe finden konnten. Somit
war nicht unbedingt davon auszugehen, dass der S1P Gradient suffizient tangiert wurde um
einen Einfluss auf Lymphozytenpopulationen im Blut zu haben.

Dies scheint aber durch den oben beschriebenen nicht-signifikanten Trend stattgefunden zu
haben. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass durch Wiederholung der Versuche zu den S1P
Konzentrationen in verschiedenen Geweben schlussendlich ein signifikanter Unterschied zu
erzielen sein konnte.

Der knock-out der endothelialen SIPL mit seinen oben genanten Limitationen hinsichtlich der
Zellspezifitit hat somit beziiglich der Leukozytenpopulationen im peripheren Blut einen
dhnlichen Effekt wie ein induzierbarer ,, full “ knock-out. Eine ordnungsgeméfe S1PL Funktion
in Endothelzellen scheint somit zumindest einen Beitrag zur Aufrechterhaltung des S1P

Gradienten und folglich addquater Leukozytenzahlen im peripheren Blut zu leisten.
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4.4 Sphingosin-1-Phosphat Lyase knock-out fithrt zur Retention von
Lymphozyten in sekundaren lymphatischen Organen. Tie2Cre-KO Maiuse

zeigen keine Retention von Lymphozyten in Lymphknoten.

Der von Billich und Kollegen beschriebene induzierbare ubiquitére knock-out von S1PL fiihrt zu
einer Erhohung der S1P Spiegel in Blut und Lymphknoten.”* Da hierdurch der S1P Gradient
aufgehoben wird, kommt es zu einer Festhaltung der T-Lymphozyten im peripheren
Lymphknoten.’*”

Diese Beobachtung konnten wir in den von uns durchgefiihrten Experimenten reproduzieren.
In weiteren Experimenten zur Bestimmung der Lymphozytenpopulationen in B-actinCre-KO
Tieren konnten wir zum ersten Mal zeigen, dass diese in der Lymphe stark erniedrigt sind. Dies

ist dadurch erklarbar, dass Lymphozyten durch Zerstorung des S1P Gradienten den

Lymphknoten nicht mehr verlassen kdnnen.

In unserem transgenen Tie2Cre Mausmodell, konnten wir eine erhohte Zellzahl im
Lymphknoten und dementsprechend eine Retention der Lymphozyten im Lymphknoten nicht
nachvollziehen. Sowohl im Lymphknoten als auch in der Lymphe finden sich normale
Lymphozytenzahlen (siche Abbildungen 11 und 12).

Dies lidsst vermuten, dass die SIPL in Tie2" Zellpopulationen keinen bedeutenden Einfluss auf

die Lymphozytenmigration zwischen Lymphknoten und Lymphe hat.

Somit stellen wir fest, dass die ubiquitidre S1PL Aktivitit und somit ein streng kontrollierter S1P
Gradient fiir den Lymphozytenegress aus dem Lymphknoten unabdinglich ist. Diese Feststellung
spiegelt die schon etablierten wissenschaftlichen Tatsachen wieder. Ein lediglich auf Tie2"
Zellpopulationen beschrinkter knock-out der S1PL hat keinen Einfluss auf den S1P vermittelten
Lymphozytenegress aus dem Lymphknoten.

Dies bedeutet, dass entweder die Gesamtheit der S1PL exprimierenden Zellpopulationen die
Aufrechterhaltung der S1P Homoostase und somit den Lymphozytenegress gewéhrleisten, oder
dies durch eine bis jetzt noch nicht identifizierte Zellpopulation, ermdglicht wird. Zusétzlich
konnt es sein, dass der Lymphozytenegress in bedeutender Weise durch S1P Homdoostase im

Mikromileau an der Grenzzone zwischen Lymphknoten und Lymphe kontrolliert wird.
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4.5 Normales T-Zell homing in das Knochenmark in Tie2Cre-KO Tieren. j3-
actinCre-KO Tiere zeigen eine Retention von CD8" Lymphozyten im

Knochenmark.

Das Knochenmark dient nicht nur als Ursprungsort der Himatopoese. Bestimmte T-
Zellpopulationen wandern gezielt in das Knochenmark ein. Zudem dient es auch als Reservoir
und Ort des T-Zellprimings.*”*

In Tie2Cre-KO Tieren lieBen sich im Vergleich zur Kontrollgruppe keine Veranderung der
untersuchten Lymphozytenpopulationen im Knochenmark nachweisen. Um zu untersuchen ob
unabhingig von diesen Ergebnissen ein gestortes T-Zellhoming gesunder Zellen aus C57BL/6
Spendertieren in unseren Versuchstieren vorliegt, untersuchten wir ex vivo das Knochenmark
dieser Tiere mittels 2-Photonenmikroskopie nach adoptivem Zelltransfer Fluoreszenz-markierter
T-Zellen aus C57BL/6 Spendertieren.

Hier konnten visuell transferierte T-Zellen im Knochenmark nachgewiesen werden, was fiir eine
zumindest weitestgehend regelhaft ablaufendes Zoming von T-Lymphozten in des Knochenmark
spricht. Die Tie2 gebundene S1PL hat somit wahrscheinlich keinen Einfluss auf diesen

Homingprozess. Eine wesentliche Limitation der Versuche mittels 2-Photonenmikroskopie ist,

dass keine Quantifizierung der ins das Knochenmark eingewanderten T-Lymphozyten erfolgte.

B-actinCre-KO Tiere zeigen eine Retention von CD8" Lymphozten im Knochenmark. Da vor
allem fiir CD8" Gedichtniszellen das Knochenmark ein Reservoir darstellt, konnte es sein, dass
der Egress dieser Subpopulation in das Knochenmark S1P vermittelt ist, und die SIPL Aktivitit

hierfiir von entscheidender Bedeutung ist.
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5. Zusammenfassung

Die Migration von Lymphozyten zwischen verschiedenen Geweben des Korpers ist ein streng
kontrollierter Prozess. Sphingosin-1-Phosphat ist ein potenter Mediator der T-
Lymphozytenmigration. Die Auswanderung von Lymphozyten aus lymphatischen Organen wie
dem Lymphknoten wird durch Aufrechterhaltung des S1P Gradienten sowie einer regelhaften
Funktion der SIP-S1PR; Achse gewéhrleistet. Wird diese Achse bzw. der S1P Gradient
durchbrochen, sind Lymphozyten nicht ldnger in der Lage, aus lymphatischen Geweben
auszuwandern. Fiir die Aufrechterhaltung des S1P Gradienten sind in unterschiedlichen
Geweben unterschiedliche S1P metabolisierende Enzyme aktiv, welche S1P produzieren bzw.

abbauen.

Wir stellten uns die Frage, inwiefern die endotheliale S1PL fiir die Aufrechterhaltung eines
suffizienten S1P Gradienten zwischen fliissigen Geweben wie Blut/Lymphe und lymphatischen
Geweben wie dem Lymphknoten und Knochenmark und somit fiir die Lymphozytenmigration
von Bedeutung ist. Hierzu generierten wir ein transgenes Mausmodell in welchem die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des Promoters fiir das murine Tie2 Gen steht. Tie2 kodiert
einen Angiopoetin Rezeptor aus der Familie der Tyrosinkinasen, und wird in allen murinen

Endothelzellen, sowie weiteren Zellpopulationen exprimiert.

In unseren Experimenten konnten wir keinen signifikanten Unterschied in Blut, Lymphe,
Knochenmark und Lymphknoten hinsichtlich der gemessenen S1P Spiegel im Vergleich zur
Kontrollgruppe finden. Wir sehen jedoch in jedem dieser genannten Gewebe einen Trend zu
erhohten S1P Spiegeln. Da die Tie2 Expression jedoch nicht auf murine Endothelzellen
beschrinkt ist, konnen wir keine exakte Aussagen dartiber treffen, welches (Sub-)Gewebe mit
seiner intrinsischen S1PL Aktivitét fiir diese Beobachtungen verantwortlich ist.

Trotz der Tatsache, dass der S1P Gradient in unserem transgenen Mausmodell nicht signifikant
verindert ist, konnten wir in Tie2Cre-KO Tieren eine Lymphopenie mit Verringerung der CD4"
und CD8" Lymphozytenpopulationen im Blut zeigen. Der T-Zell Egress aus dem Lymphknoten
sowie das homing in das Knochenmark waren ungestort.

Aus diesen Ergebnissen schlussfolgern wir, dass es durch den S1PL knock-out in Tie2" Tieren

letztlich doch zu einer Beeinflussung des S1P Gradienten kommt, welcher wohlmoglich nur das
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Mikromileau an den Grenzzonen der verschiedenen Gewebe tangiert, und deshalb in unseren
Experimenten zur S1P Konzentrationsbstimmung nicht nachzuweisen war.

Somit erbringen wir in dieser Arbeit den Nachweis, dass die S1PL aus Tie2" Geweben fiir die
Aufrechterhaltung des S1P Gradienten von zumindest nicht vernachlidssigbarer Bedeutung ist.
Der von den Versuchstieren gebotene Phianotyp ldsst dabei auf eine Storung der T-
Zellentwickling/-migration schlieen, welchen wir auf Grund der geringen Gewebsspezifitit des

gewdhlten Mausmodells nicht abschlieBend erkldren kénnen.
Die von uns durchgefiihrten Versuche zur T-Lymphoyzenmigration anhand des B-actinCre” x

S1PL™1* Modells bestitigen bereits publizierte Ergebnisse und untermauern die Bedeutung

der SI1PL fiir eine regelhafte Lymphozytenmigration.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

ABC ATP-binding cassette

APZ Antigen priasentierende Zelle

BSA Bovines serum albumin

B-actinCre-KO B-actinCre-Knock-out Stamm

B-actinCre-WT B-actinCre-Wildtyp Stamm

CCL19 CC-chemokine ligand 19

CCL21 CC-chemokine ligand 21

CCR7 CC-chemokine receptor 7

CLP Common lymphoid precursor

CMLP Common myelo-lymphoid progenitor
CMTMR (5-(and-6)-(((4-chloromethyl)benzoyl)amino)tetramethylrhodamine)
Dz Dendritische Zelle

DT Ductus thoracicus

EAE Experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis
EDTA Ethylendiamintetraessigsidure

ER Endoplasmatisches Retikulum

FBS Fetal Bovine Serum

Fingolimod-P Fingolimod-phosphat

FRZ Fibroblastische Retikulumzelle

FSC Forwardscatter

LFA-1 Integrin leukocyte function-associated antigen 1
LYVE-1 Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1
HDL High Density Lipoprotein

HEV High endothelial venules

HSZ Héamatopoetische Stammzelle

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule 1

ICAM-2 Intercellular adhesion molecule 2

IL-2 Interleukin 2

IL-7 Interleukin 7

IL-18 Interleukin 18

1.p. Intraperitoneal

KHK Koronare Herzkrankheit
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KLF2
LDL
LN
MAdCAMI1
MS
NFE2
NKZ
PAMPs
PBS
PDGF
PNAD
PRRs
PPs
PTCA
S1P
S1PL
S1PR
SLO
SphK1
SphK?2
SphKs
Spns2
SSC

Tem

TZR

Tem

Tyl

Tie2
Tie2Cre-KO
Tie2Cre-WT
TLRs

TNFa

Tree Zellen
VEGF

Kriippel-like-factor 2

Low Density Lipoprotein
Lymphknoten

Mucosal addressin-cell adhesion molecule 1
Multiple Sklerose

Nuclear factor erythroid-derived 2
Natiirliche Killerzelle
Pathogen-associated molecular patterns
Phosphate buffered saline
Platelet-derived growth factor
Peripheral-node addressin

Pattern recognition receptors
Payer-Plaques

Perkutane transluminale koronare Angioplastie
Sphingosin-1-phosphat
Sphingosin-1-phosphat Lyase
Sphingosin-1-phosphat Rezeptor
Sekundires lymphatisches Organ
Sphingosinkinase 1
Sphingosinkinase 2
Sphingosinkinasen

Spinster 2

Sidescatter

Zentrale Gedéchtnis-T-Zelle
T-Zell Rezeptor
Effektor-Gedéchtnis-T-Zelle
Typl-T-Helferzelle

Tunica intima endothelial kinase 2
Tie2Cre-Knock-out Stamm
Tie2Cre-Wildtyp Stamm
Toll-like-Rezeptoren
Tumornekrosefaktor
Regulatorische T-Lymphozyten

Vascular endothelial growth factor
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