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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

Geflugel kommt eine wichtige Bedeutung in der Lebensmittelindustrie zu und Verluste durch
Infektionskrankheiten koénnen zu erheblichen wirtschaftlichen Schaden fiihren. Wie die
Beispiele avidre Influenza oder Salmonellose zeigen, tragen Vogel auch entscheidend zur
Verbreitung zoonotischer Krankheitserreger bei. Zur Verbesserung bestehender und
Etablierung neuer Therapiemoglichkeiten ist es wichtig die Pathogenese von
Geflugelkrankheiten besser zu verstehen. Hierzu ist ein breitgefachertes Verstandnis des

avidren Immunsystems unabdingbar.

Das avidre Immunsystem ist dem des Sdugers erstaunlich dhnlich. Beide besitzen ein
angeborenes und ein erworbenes Immunsystem und die avidre Immunantwort l&uft nach
denselben Prinzipien ab wie die des Sdugers. Das Immunsystem ist in der Lage ein Pathogen
zu erkennen, woraufhin eine Reihe an Effektorfunktionen ausgeldst werden, mit deren Hilfe
der Erreger bekdampft und eliminiert werden soll. Gleichzeitig kommt es zur
Immunregulation, welche verhindert, dass das Immunsystem den eigenen Korper angreift,
was zu Allergien oder Autoimmunerkrankungen fuhren kénnte. Schlussendlich ist auch das
avidre Immunsystem in der Lage ein immunologisches Gedéachtnis zu generieren um bei

erneuter Infektion eine unmittelbare und starkere Immunantwort auszulésen [1].

Die reversible Tyrosin-Phosphorylierung von Proteinen stellt einen zentralen Mechanismus
diverser zelluléarer Signaltransduktionswege dar und reguliert zahlreiche Zellfunktionen, wie
Zellentwicklung, Proliferation, Differenzierung, Aktivierung und Apoptose [2, 3]. Katalysiert
wird dies durch Protein-Tyrosin-Kinasen (PTKasen), welche Tyrosinreste der Proteine
phosphorylieren und durch Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPasen), welche die Reste
dephosphorylieren. In allen Zellen des Immunsystems kommt es in hohem Mal3e zur Tyrosin-
Phosphorylierung. Hier regelt das Zusammenspiel von Phosphorylierung und
Dephosphorylierung zum Beispiel die T-Zell Aktivierung nach Bindung eines Antigens oder
die Zytokin-vermittelte Proliferation [4, 5]. Sowohl PTKasen als auch PTPasen sind somit ein

wichtiger Bestandteil bei der Aufrechterhaltung einer physiologischen Immunantwort.

Seit (ber 40 Jahren steht CDA45, die erste identifizierte transmembrangse Protein-Tyrosin-
Phosphatase, als Prototyp derer im Mittelpunkt intensiver Forschung. Diese PTPase ist beim
Séuger auf allen kernhaltigen Zellen h&matopoetischen Ursprungs vorhanden [6, 7]. Als
Molekil mit hohem Molekulargewicht umfasst CD45 auf Lymphozyten ca. 10% des

gesamten auf der Zelloberflache exprimierten Proteins [7]. Durch alternatives Splicing dreier
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Exons der Amino (N)-terminalen Domane entstehen verschiedene Isoformen, welche je nach
Zellart, Differenzierungsgrad und Aktivierungszustand unterschiedlich exprimiert werden [8].
Sduger CD45 kommt eine wichtige Rolle in der Regulation der Antigen-Rezeptor-
Signaltransduktion der Lymphozyten zu [8]. Desweiteren ist CD45 an Fc-Rezeptor- und Toll-
like-Rezeptor (TLR)-Signaltransduktion in Mast- bzw. dendritischen Zellen beteiligt [9, 10].
Aullerdem reguliert diese PTPase die Zelladh&sion, Migration und Zytokin-Rezeptor
Signaltransduktion [11-13]. Somit ist CD45 ein wichtiger Bestandteil des angeborenen und

erworbenen Immunsystems.

Auch beim Huhn existieren multiple CD45 Isoformen mit intrinsischer PTPase-Aktivitét [14].
Jedoch sind Funktion, Regulation und Expression einzelner Isoformen weitgehend

unerforscht.
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2. ZIELSETZUNG

Im Sduger konnen kernhaltige hamatopoetische Zellen mit Hilfe der exprimierten CD45
Splicevarianten entsprechend ihres Aktivierungszustandes, Differenzierungsgrades und

Zellart in Subpopulationen unterteilt werden.

Das Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe monoklonaler Antikorper (mAK) die Verteilung
spezifischer CD45 Isoformen auf Immunzellen des Huhns zu untersuchen. Besonderes
Augenmerk wurde hierbei auf die Expression bei yo T-Zellen gelegt, da bis heute nur wenige
Oberflachenmolekdile identifiziert werden konnten, mit deren Hilfe spezielle funktionelle

Subpopulationen dieser Zellen definiert werden kénnen.

Fur die Generierung CD45-spezifischer mAK sollten aus der Milz gewonnene yd T-Zellen mit
Hilfe der Zytokinkombination Interleukin-2 (IL-2) und Interleukin-12 (IL-12) in vitro
expandiert und anschlielend fiir die Immunisierung eingesetzt werden. Die so gewonnenen
CDA45-spezifischen  Antikorper sollten anschlieBend fur die Untersuchung der

Gewebeverteilung mittels Durchflusszytometrie verwendet werden.

Zur Ermittlung der Spezifitat der generierten mAKk sollten verschiedene Splicevarianten von
CD45 Kloniert und exprimiert werden. Die zur Expression von CD45 transfizierten Zellen

sollten anschlieRend flr die Beurteilung der Reaktivitat der mAK eingesetzt werden.

Durch die Analyse der genomischen CD45 Struktur und dem Vergleich mit den
entsprechenden Saugergenen konnte die Region, die sehr wahrscheinlich fir die Entstehung
verschiedener Splicevarianten verantwortlich ist, identifiziert werden. Zur Untersuchung der
am alternativen Splicing beteiligten Exons und der Gewebeverteilung verschiedener
Isoformen sollte die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit spezifischen Primern angewendet

werden.
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3. LITERATURUBERSICHT

3.1 PROTEIN-TYROSIN-PHOSPHATASEN

Die Protein-Tyrosin-Phosphorylierung und -Dephosphorylierung sind Reaktionen,
welche eine zentrale Rolle bei der Regulation einer Vielzahl zellularer Prozesse, wie
zum Beispiel der Entwicklung, Differenzierung, Teilung und Aktivierung, spielen. Das
strikt geregelte Zusammenspiel von PTKasen und PTPasen sorgt fur ein Gleichgewicht

der Phosphorylierung und Dephosphorylierung.

Mitglieder der Superfamilie der PTPasen besitzen zwar nur sehr geringe Ahnlichkeit in
ihrer Sequenz, doch sie alle weisen ein gemeinsames Signaturmotiv innerhalb der
PTPase-Domane auf [2, 15]. Generell werden PTPasen anhand ihrer Substratspezifitat
und molekularen Masse in 3 Familien eingeteilt: die Familie der klassischen PTPasen,
die LMW-PTPasen (,,Low Molecular Weight“) und die dualspezifischen PTPasen
(DSPasen). Die klassischen PTPasen konnen wiederum unterteilt werden in
transmembrantse, Rezeptor-dhnliche und intrazellulare PTPasen. CD45 gilt als

Prototyp der transmembrandsen PTPasen.
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3.2 CD45 BEIM SAUGER

CD45 ist eine Typ-1 transmembrandse Protein-Tyrosin-Phosphatase, welche bei
Saugern auf allen kernhaltigen Korperzellen hdmatopoetischen Ursprungs exprimiert
wird [6, 7, 16].

3.2.1 Aufbau

Dieses Molekdl ist charakterisiert durch eine groRe extrazellulare Region (beim
Menschen 391-552 Aminosdauren [AS], je nach Isoform), einer einzelnen
transmembranésen Doméne (22 AS) und einem umfangreichen zytoplasmatischen
Anteil (705 AS) (siehe Abbildung 1) [7]. Die hochglykosylierte extrazellulare Region
besitzt eine variable N-terminale Doméne aufgrund alternativen Splicings dreier Exons,
eine Cystein-reiche Region und eine Domane bestehend aus drei Typlll-Fibronektin-
Wiederholungseinheiten. Die intrazellulére Region setzt sich aus einer membrannahen
Tyrosin-Phosphatase-Doméane (D1) und einer Carboxy (C)-terminalen Domane (D2)
zusammen, welche CD45 mit dem Zytoskelett durch das Verbindungs-Molekil Fodrin

verbindet und eine regulatorische Funktion tbernimmt [17, 18].
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Abbildung 1. Schematischer Aufbau des menschlichen CD45 Proteins.

Die extrazelluldare Region besteht aus einer variablen N-terminalen Domane, charakterisiert durch das
Splicing dreier Exons (A, B und C), gefolgt von einer Cystein-reichen Region und 3 TypllI-Fibronektin
Wiederholungen. CD45 besitzt auBerdem eine einzelne transmembrandse Region und eine intrazellulére
Region, bestehend aus den 2 Tandem-Phosphatase-Doménen D1 und D2. Extrazelluldr ist CD45
hochgradig glykosyliert, wobei N-Glykosylierung auf der gesamten Ektodomane zu finden ist und die
variable N-terminale Region durch O-Glykosylierung gekennzeichnet ist. Die Isoform CD45RABC
besitzt alle gespliceten Exons (links), wohingegen CD45R0 (rechts) keine der 3 Exons beinhaltet.

3.2.2 Alternatives Splicing und Glykosylierung

Verschiedene Isoformen von CD45 werden beim S&uger durch das alternative Splicing
dreier nahe dem N-Terminus gelegenen Exons generiert [19]. Die Bezeichnung dieser
Exons 4-6 als A, B und C gab den Ansto3 zur Verwendung der heute weitverbreiteten
Isoform-Nomenklatur (zum Beispiel CD45R0, CD45RABC). Hierbei werden die

Isoformen nach den enthaltenen Exon-Produkten benannt. Somit bezeichnet der
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Terminus "CD45R0 eine Variante von CDA45, bei der die Exons 4-6 fehlen. Das "R’steht
dabei fir “restricted to”. Je nach Isoform und variierender Glykosylierung betrégt das
molekulare Gewicht ca. 180 bis 240kDa [8]. Die exprimierte Isoform und deren
Glykosylierung hangt von der Zellart, dem Differenzierungsgrad und dem
Aktivierungszustand ab [8, 20, 21]. Naive T-Zellen tragen somit vornehmlich Isoformen
von CD45 mit groBerem molekularen Gewicht. Nach Aktivierung der Zellen
verschwinden diese zunehmend und die Variante mit dem geringsten molekularen
Gewicht (CD45R0) wird hochreguliert. Diese ist auch die pradominante Splicevariante
auf Gedéachtnis-T-Zellen [8, 22, 23]. Naive B-Zellen exprimieren fast ausschliellich die
Isoform CD45RABC [8, 21]. Auch andere Leukozyten kénnen anhand der Expression
von CD45 unterschieden werden. Naive Naturliche Killerzellen (NK) tragen den
Phanotyp CD45RA'RO’, aktivierte NK-Zellen hingegen den Phinotyp CD45RA'R0O"
[24].

CD45 ist an der Cystein-reichen Region und den drei Typlll-Fibronektin Einheiten stark
N-glykosyliert. Die Untersuchung der auf CD45 vorhandenen N-Glykane humaner
peripherer mononucleédrer Blutzellen (PBMC) zeigte, dass diese vor allem vom
komplexen Typ sind und primar tri- und tetraantennére Strukturen aufweisen und poly-
(N-Acetyllactosamin)-Gruppen tragen [25]. Die intakte N-Glykosylierung der CD45
Molekiile im Golgi-Apparat ist ausschlaggebend fur die Stabilitdt und den Transport
dieser an die Zelloberflache [26]. Die O-Glykane der N-terminalen Region von CD45
sind vornehmlich Core-1 und Core-2 Strukturen [27]. Die Glykosylierung der CD45
Isoformen andert sich im Laufe des Lebens einer Zelle. So wird sie beeinflusst durch
Glykosyltransferasen wahrend der Entwicklung, Differenzierung und Aktivierung der
Zelle [28]. Folglich hangt die Glykosylierung eines CD45 Molekils nicht allein von den
vorhandenen Exons der Isoform ab, sondern auch vom Status der exprimierenden Zelle.
Die Anderung der Glykosylierung kann dazu beitragen, dass bestimmte Liganden
praferenziell gebunden werden. Obwohl bis heute kein spezifischer Ligand fur CD45
gefunden wurde, gibt es doch eine Reihe an Substraten, die gebunden werden kénnen,
da sie spezielle Zuckerreste erkennen. Zu diesen gehdren zum Beispiel Galektin-1 und -
3, CD22 und MGL (macrophage galactose-type lectin). Galektin-1 ist ein p-
Galaktoside-bindendes Protein, welches an einer Vielzahl zelluldrer Prozesse beteiligt
ist [29]. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass CD45 eine regulatorische
Funktion bei dem durch Galektin-1 vermittelten Zelltod von T-Zellen einnimmt [30,
31]. CD45 ist aullerdem am Galektin-3-vermittelten Zelltod der T-Zellen beteiligt [32].
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Ein weiteres Glykan-bindendes Protein, welches an CD45 binden kann, ist CD22. Es ist
ein zur SIGLEC-Familie gehdrendes Lektin, welches auf B-Zellen exprimiert wird und
an der Signaltransduktion beteiligt ist. Es konnte gezeigt werden, dass CD22 vor allem
CD45R0 bindet [33]. Das humane Lektin MGL, welches auf unreifen dendritischen
Zellen (DCs) und Makrophagen vorkommt, bindet an terminale N-Acetylgalaktosamin
(GalNACc)-Strukturen auf CD45 und reguliert die Interaktionen zwischen Effektor-T-
Zelle und Antigenprésentierender Zelle (APC) [34]. Die Interaktion hat einen negativ
regulierenden Effekt auf die T-Zell-Rezeptor (TCR)-Signaltransduktion. Die Produktion
proinflammatorischer Zytokine sowie die T-Zell-Proliferation werden gehemmt und die
Apoptose der T-Zelle induziert [35].

3.2.3 Funktion

Obwohl CD45 einen Leukozytenmarker darstellt, welcher bei Sdugern auf allen Zellen
hamatopoetischen Ursprungs, bis auf Thrombozyten und Erythrozyten, exprimiert wird,
stammt das meiste Wissen uber dieses Molekil von Untersuchungen an B- und vor
allem T-Lymphozyten. CD45 kommt eine hohe Bedeutung in der Zellentwicklung,
Aktivierung, Seneszenz und Apoptose zu. Das Glykoprotein kommt auf allen
kernhaltigen hdmatopoetischen Zellen in hoher Dichte vor und umfasst ca. 5-10% des

gesamten auf der Oberflache exprimierten Proteins [36, 37].

Die intrazelluldre Region von CD45 besteht aus der membrannahen D1 Domaéne und
der C-terminalen D2 Doméne. Beide Doménen teilen Homologien in Sequenz und
Aufbau, doch einzig D1 besitzt PTPase-Aktivitat [38]. D2 Ubernimmt die Funktion das
Enzym zu stabilisieren und ist wichtig fur dessen optimale Funktion [38]. Sie ist in der
Lage Substrat zu binden und reguliert die Phosphataseaktivitdt von D1 [18]. Die D2-
Domane verbindet CD45 mit dem Zytoskelett, indem sie an Fodrin (Spektrin-&hnliches
Protein) oder Spektrin bindet, wodurch die PTPase-Aktivitdt von D1 gesteigert wird.
[39]. Fur T-Zellen konnte gezeigt werden, dass der Transport von CD45 an die
Oberflache durch Bindung der intrazellularen Region an Spektrin gefordert wird. Wenn

dieser Prozess gestort ist, verhindert dies die Aktivierung der T-Zellen [40].
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3.2.3.1 Funktion bei B- und T- Zellen

Die Antigen-Rezeptor-Signaltransduktion héngt bei T- und B-Zellen von der
Aktivierung bestimmter Familienmitglieder der Src-Kinasen und nachfolgend Syk-
Kinasen ab [8, 41, 42]. Bindung an den T- bzw. B-Zell-Rezeptor fiihrt zur
Phosphorylierung von Tyrosinresten in den ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-based
Activation Motif) der Rezeptoren durch Src-Proteinkinasen. Diese sind nun imstande
die Syk-Familienmitglieder ZAP-70 (zeta-chain-associated protein kinase 70) bzw. Syk
zu binden, welche darauthin von den Src-Kinasen phosphoryliert und aktiviert werden.
Aktivierte Src- und Syk-Proteinkinasen sind in der Lage weitere Schliisselmolekiile zu
phosphorylieren, was anschliefend zu einer breiten Pallette an zelluldren Reaktionen

fiihrt.

Die Aktivitit der Src-Familienmitglieder der PTKasen wird durch Phosphorylierung
und Dephosphorylierung zweier spezifischer Tyrosinreste reguliert. Ein C-terminaler
Rest ist bedeutend fiir die negative Regulation und ein Rest in der Kinase-Doméne ist
wichtig fiir die positive Regulation. Letzterer ist der Hauptort fiir
Autophosphorylierung; durch Phosphorylierung dieses Tyrosinrests kommt es zur
gesteigerten Kinaseaktivitdt. Zusétzlich zur Dephosphorylierung des C-terminalen
regulatorischen Tyrosins ist CD45 auch in der Lage den Tyrosinrest der katalytischen
Doméne zu dephosphorylieren. In dieser Weise wirkt CD45 regulatorisch auf die
Aktivitdt der Src-Kinasen [43-46]

Lck und Lyn, Mitglieder der Src-Superfamilie, sind die am besten charakterisierten
Substrate fiir CD45 in T- bzw. B-Zellen [47, 48]. Durch Dephosphorylierung des C-
terminal gelegenen inhibitorischen Tyrosins der Src-Familienmitglieder wirkt CD45, als
Gegenspieler der Tyrosin-Protein-Kinase Csk (C-terminal Src kinase), positiv
regulierend auf die Antigen-Rezeptor-Signaltransduktion. Die Phosphorylierung des C-
terminalen regulatorischen Tyrosins von Src-Kinasen durch Csk fithrt zu einer
intramolekularen Interaktion der Kinase-Domine mit der regulatorischen SH2-Doméne.
Dies fiihrt zu einer gefalteten inaktiven Konformation der Src-Kinase [49]. Kommt es
nun zur Dephosphorylierung der C-terminalen Doméne durch CD45, entfaltet sich diese
Konformation und es entsteht eine Kinase, die aktivierbar ist. Clustering der Src-
Kinasen wihrend einer Antigenbindung fiihrt zur Transphosphorylierung des
Tyrosinrests der Aktivierungsschlaufe der katalytischen Domine, welche von selbiger
verdrangt wird und es entsteht eine aktive Kinase [46]. CD45 ist jedoch bei beiden, Lck

und Lyn, in der Lage auch den Tyrosinrest der Aktivierungsschlaufe in der katalytischen
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Domaine zu dephosphorylieren. Auf diese Weise wird die Kinaseaktivitit verringert und
die Src-Kinase wieder in den aktivierbaren Zustand iberfiihrt [50-52]. Durch die
Dephosphorylierung beider Tyrosinreste reguliert CD45 die Kinaseaktivitidt der Src-
Familienmitglieder und wirkt darauf hin, diese in einem aktivierbaren Zustand zu

halten.

Fiir die Proteinkinase Lck ist bekannt, dass ihr am weitesten N-terminal gelegenes
Segment, die unique domain, mit den zytoplasmatischen Anteilen der T-Zell-Co-
Rezeptoren CD4 und CDS8 assoziiert [53-55]. Wéhrend der Entstehung eines TCR-
MHC-Peptid-Komplexes wird Lck an diesen rekrutiert und zwar iiber die Assoziation

mit CD4 bzw. CD8 [56].

Bei T-Zellen wurde die Rolle von CD45 bei der Entwicklung von Thymozyten in der
Maus untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass CD45 Knockout-Mduse eine
Blockade beim Ubergang von der CD4"CD8" doppelt positiven (DP) Phase zur einfach
positiven Phase hatten. Sie besalen somit nur 5-10% der normalen Anzahl peripherer T-
Zellen [57, 58]. Fur B-Zellen konnte gezeigt werden, dass bei Fehlen von CD45 deren
Entwicklung zwar stattfindet, aber die Menge und Zusammensetzung der
Subpopulationen verandert ist [58]. Ein Kalzium-mobilisierendes Signal konnte nur
dann durch den BCR erzeugt werden wenn CD45 auf der Zelloberflache exprimiert war
[59].

CD45 ist zudem eine JAK-Phosphatase. Durch die direkte Bindung an Janus Kinasen
(JAKS) und deren darauffolgende Dephosphorylierung ist CD45 in der Lage den JAK-
STAT (signal transducers and activators of transcription)-Signalweg zu unterdriicken.
Die PTPase hat somit einen inhibitorischen Effekt auf die Zytokin-Rezeptor-
Signaltransduktion multipler Zytokine, wie zum Beispiel IL-3, IL-4, Erythropoetin
(EPO) und Interferon-o. (IFN-a) [12]. Somit konnte CD45 zum Beispiel eine
regulatorische Rolle bei viralen Infektionen spielen oder bei der Entwicklung von
Erythrozyten.
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3.2.3.2 Funktion bei anderen Leukozyten

Auch in anderen Leukozyten ist CD45 an verschiedenen Signaltransduktionswegen
beteiligt. So reguliert diese PTPase die Fc-Rezeptor- und Toll-like-Rezeptor-
Signaltransduktion in Mastzellen bzw. dendritischen Zellen, welche durch

Antigenbindung ausgeldst wird.

Ahnlich wie bei der T- bzw. B-Zell-Rezeptor-Signaltransduktion kommt es bei
Antigenbindung an IgE (Immunglobulin E) zur Quervernetzung der FceRI auf
Mastzellen. Dies fiihrt in initialen Reaktionen zur Tyrosin-Phosphorylierung der ITAMs
der B- und y-Untereinheiten von FceRI durch die Src Protein-Tyrosin-Kinase Lyn und
zur Rekrutierung und Aktivierung weiterer Molekiile [60, 61]. Bei Mastzellen konnte
gezeigt werden, dass CD45 fiir die IgE-abhédngige Degranulation wichtig ist und dass
CD45 Knockout-Méuse gegeniiber IgE-abhéngiger Anaphylaxie resistent sind [10].

In dendritischen Zellen korreliert der Effekt von CD45 auf die TLR-induzierte
Zytokinproduktion mit der Identitdt des aktivierten Toll-like Rezeptors [9]. Die
Untersuchung dendritischer Zellen von CD45 Knockout-Méusen zeigte einen negativen
Effekt von CD45 auf TLR2 und 9 und einen positiven Effekt auf TLR3 und 4. Dies
impliziert eine negativ regulatorische Funktion fiir CD45 auf MyD88 (myeloid
differentiation primary response gene 88)-abhidngige Zytokinsignalisierung.

Die Adhésion von Makrophagen und auch anderen Leukozyten an die extrazelluldre
Matrix und an andere Zellen wird durch Zelladhdsionsmolekiile der Integrin-Familie
mediiert. Kommt es bei Makrophagen zu einer Integrin-abhingigen Zelladhésion,
werden Src-Kinasen aktiviert. CD45 ist an der Regulation der Zelladhésion beteiligt,
indem es durch Dephosphorylierung des Tyrosinrests der katalytischen Doméne der Src-

Kinasen deren Aktivitit senkt. Somit wird die Zelladhdsion aufrechterhalten [11].

Eine Studie an neutrophilen Granulozyten mit CD45-spezifischen mAk konnte zeigen,
dass die durch Leukotrien B4 und CS5a verursachte Chemotaxis der Zellen durch
Bindung der Antikorper gehemmt werden konnte [13]. Eine weitere Studie kam zu dem
Ergebnis, dass die Src-Kinasen Hck und vor allem Fgr die Chemokin vermittelte
Signaltransduktion negativ beeinflussen, indem sie PIR-B (paired immunoglobulin-like
receptor) phosphorylieren [62]. Myeloide Zellen tragen eine Vielzahl an Rezeptoren auf
threr Oberflache, welche inhibitorische Funktionen erfiillen. Zu diesen zahlt auch PIR-
B. Er besitzt zytoplasmatisch ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif)-
Domiénen und ist somit in der Lage SHP-1/SHP-2 (src homology phosphatase) zu

rekrutieren. Durch Phosphorylierung von PIR-B durch die Src-Kinasen wird dieses



Literaturiibersicht 12

Molekiil konstitutiv in einem phosphorylierten Zustand gehalten und {ibt somit einen
kontinuierlichen inhibitorischen Effekt aus. Kommt es nun zur Bindung eines Liganden
an seinen Chemokin-Rezeptor, wird PIR-B (transient) dephosphoryliert und die
Bindung an SHP-1 und SHP-2 ldsst nach. Es wird vermutet, dass CD45 die Aktivitit der

Src-Kinasen Hck und Fgr reguliert und somit an der Chemotaxis beteiligt ist.

CD45 ist desweiteren an der Regulation des induzierbaren Oxidativen Bursts humaner
Phagozyten  beteiligt,  wahrscheinlich  durch die  Kopplung  spezifischer
Oberfldchenrezeptoren an nachgeschaltete Tyrosin-Kinase-anhingige

Signaltransduktionswege in aktivierten Phagozyten [63].

3.2.4 Regulation

Obwohl die Forschungen an CD45 beim S&uger bis in die 1960er zurlckreichen, weil3
man bis heute nur sehr wenig tber die Regulation ihrer Phosphataseaktivitat. Es konnte
bisher kein Ligand identifiziert werden, welcher spezifisch die Phosphataseaktivitat von
CD45 reguliert. Aufgrund mangelnder Beweise fur einen solchen Liganden ging man

dazu tber auch nach anderen méglichen Regulationsmechanismen fiir CD45 zu suchen.

3.2.4.1 Dimerisierung

Basierend auf der Untersuchung der kristallinen Struktur der D1 Domane der murinen
RPTPo  (receptor-like  protein-tyrosine  phosphatase  alpha) und  deren
Sequenzahnlichkeit zu CD45 wurde ein Modell fir die Regulation von CD45 durch
Dimerisierung vorgeschlagen. Hierbei wird ihre Phosphataseaktivitdt durch
Wechselwirkungen eines N-terminal gelegenen Keils des einen D1-Monomers mit der
katalytischen Stelle des zweiten Monomers gehemmt [64]. Die Untersuchungen eines
Chiméren, bestehend aus der extrazelluldren und transmembrandsen Region des
Rezeptors des epidermalen Wachstumsfaktors (EGFR) und der intrazelluldren Region
von CDA45 unterstiitzen dieses Modell. Liganden-induzierte Dimerisierung des
Chimédren hemmten die Antigen-abhdngige T-Zell-Aktivierung in einer CD45-
defizienten Zelllinie [65]. Bislang konnte dieses Modell jedoch nicht ausreichend belegt
oder widerlegt werden. Die Untersuchung der kristallinen Struktur des D1D2 Segments
der humanen PTPase CD45 ergab, dass eine Hemmung durch Wechselwirkungen dieses

Keils nicht moglich sei [66]. Bei der Untersuchung rekombinanter Anteile der
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zytoplasmatischen Region wurde ersichtlich, dass die D1 Domane allein primar als
Dimer vorkam, wobei die rekombinante D1D2 Variante primar als Monomer vorkam.
[38]. Proteine in Losung sind jedoch dynamisch und die Untersuchung der kristallinen
Struktur allein ist nicht ausreichend um dieses Modell zu widerlegen oder zu belegen
und man weill noch nicht ob die intrazelluldre Region inhibitorische Dimere bilden
kann [67].

Durch das alternative Splicing der drei Exons, welche multiple Bildungsstellen fur O-
verknlpfte Kohlenhydrate kodieren, entstehen Isoformen unterschiedlicher Form und
negativer Ladung. Die Expression dieser Isoformen auf verschiedenen
Leukozytenpopulationen wird strikt reguliert. Dies legt die Mdglichkeit nahe, dass die
extrazellulare Domane von CD45 Dimere bilden kann und dass diese Dimerisierung
spontan ablauft und von der exprimierten Isoform abhéngt. Es konnte gezeigt werden,
dass verschiedene Isoformen in priméren und transfizierten T-Zellen unterschiedlich
homodimerisieren und dass RO effizienter und schneller dimerisiert als grol3ere
Isoformen. Die Dimerisierung jedoch war nicht abhanging von der intrazelluldren
Doméne, sondern von der O-Glykosylierung und Sialylierung der extrazelluldren
Region [68]. Es ist noch einiges an Arbeit notig um diese gegensatzlichen Ergebnisse zu

verstehen.
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3.2.4.2 Lokalisation
Die Position von CD45 in der Plasmamembran ist nicht statisch und es gibt Beweise
dafiir, dass die Relokalisation von CD45 in und aus sogenannten lipid rafts wichtig ist

flr die Regulation des Zugriffs auf Substrate.

Lipid rafts (LipidfléRe) (auch GEM, glycolipid-enriched membrane subdomain) sind
spezielle Bereiche in der Zellmembran. Sie sind reich an Cholesterol und
Sphingolipiden und daher unldslich in ionischen Detergenzien, weshalb sie auch als

detergent-resistant membranes (DRMs) bezeichnet werden.

In naiven Lymphozyten ist ca. 5% des gesamten enthalten CD45 in lipid rafts lokalisiert
und diese Assoziation ist Cholesterol-abhéngig [52, 69]. Die Lokalisation in diesen rafts
ist jedoch dynamisch und abhangig von der Aktivierung der Zellen. Es konnte zum
Beispiel gezeigt werden, dass die Konzentration von CD45 in den rafts nach
Aktivierung der Zellen sank, dies aber ein dynamischer Prozess ist. Auch weitere
Molekidile sind in den rafts vorhanden, zum Beispiel Src-PTKasen, Csk binding protein
(Cbp) und Csk. In naiven T- Zellen ist Cbp, ein Transmembranprotein, phosphoryliert
und mit Csk assoziiert, weshalb man annimmt, dass Cbp malgeblich an der negativen
Regulation der T-Zell-Aktivierung beteiligt ist [70]. Nach der T-Zell-Aktivierung
kommt es zur Dephosphorylierung von Cbp, wahrscheinlich durch CD45, und
anschlieBender Dissoziation von Csk. Man nimmt an, dass in naiven Zellen durch die
Aktivitdt von Csk vorrangig ein hemmendes Milieu vorliegt mit phosphorylierten
inaktiven CD45-Substraten, darunter Src-PTKasen. Nach T-Zell-Aktivierung wird dies,
durch die Aktivitit von CDA45, welches vermutlich transient in die lipid rafts
einwandert, in ein aktiviertes umgewandelt. Man nimmt auflerdem an, dass die
Wanderung von CD45 und Csk aus diesen lipid rafts wichtig sein konnte flr die
Aufrechterhaltung der TCR-Signalisierung und Aktivierung [46, 70, 71]. Wie bei dem
Modell der Dimerisierung ist auch in diesem Bereich noch umfangreiche Forschung
vonndten um die genauen Mechanismen der Wanderung von CD45 in und aus lipid
rafts zu verstehen. Weitere Mechanismen zur Regulation der Phosphataseaktivitat von
CD45 sind Phosphorylierung und Oxidation. Es ist bekannt, dass die Casein-Kinase 2
(CK2) eine Region innerhalb der D2-Doméne des CD45 phosphorylieren kann und
somit die Phosphataseaktivitdit von D1 in vitro steigert [72]. In neutrophilen
Granulozyten kann die Aktivitit von CD45 durch reaktive Sauerstoff-

Zwischenprodukte gehemmt werden [73].
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3.3 CD45 BEI ANDEREN VERTEBRATEN

CD45 Molekile konnten nicht nur bei verschiedenen Sdugern identifiziert werden [74-
79]. Gene, welche Homologe des Sauger CD45 kodieren wurden auch im Genom
anderer Vertebraten identifiziert, einschlieBlich Huhn [80], Hornhai (Heterodontus
francisci) [81], Schleimaal (Eptatretus stoutii) [82], Meerneunauge (Petromyzon
marinus) [83], Kugelfisch (Fugu rubripes) [84], Karpfen (Cyprinius carpio) [85] und
getlpfelter Gabelwels (Ictalurus punctatus) [86].

Die Analyse der verschiedenen CD45 Sequenzen ergab, dass die intrazellulare und
transmembrantse Domane hochkonserviert sind. Die extrazellulédre Region jedoch weist
nur wenige Sequenzhomologien auf, obwohl das alternative Splicing der N-terminalen
Region phylogenetisch konserviert ist. Interessanterweise unterscheidet sich das
Splicing nicht nur in der Anzahl der gespliceten Exons. Beim Meerneunauge gibt es
Beweise daflr, dass nicht nur ganze Exons gespliced werden, sondern auch eine Halfte,

ein Drittel oder zwei Drittel eines Exons [83].

Auch beim Krallenfrosch (Xenopus laevis) konnten mit Hilfe verschiedener mAks
multiple Determinanten hoher molekularer Masse auf Leukozyten identifiziert werden,
welche Tyrosin-Phosphataseaktivitat aufweisen. Dies legt nahe, dass unterschiedliche
CD45 Varianten auch bei Amphibien existieren [87, 88].
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3.4 CD45BEIM HUHN

Das Homolog zum S&uger CD45 wurde beim Huhn Ende der Achtzigerjahre des letzten
Jahrhunderts entdeckt. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Molekil beim Huhn auf
allen hdmatopoetischen Zellen exprimiert ist. Es fehlt jedoch auf Erythrozyten, welche
beim Huhn kernhaltig sind [14, 89]. In geringerer Dichte findet sich CD45 auch auf den,
beim Huhn ebenfalls kernhaltigen, Thrombozyten [90].

Wie beim Sauger, existieren auch beim Huhn CD45 Varianten mit unterschiedlicher
molekularer Masse. Eine Immunpréazipitationsstudie zeigte, dass in der Bursa eine
Variante hoher molekularer Masse exprimiert wird (215kDa), wohingegen im Thymus
Isoformen niedrigerer molekularer Masse gefunden werden konnten [14]. Milzzellen

und PBL enthalten multiple Isoformen unterschiedlicher molekularer Masse [14, 89].

Auch Hihner CD45 weist intrinsische Phosphotyrosin-Phosphataseaktivitat auf. Dies
konnte mit Hilfe einer Studie gezeigt werden, in welcher der spezifische mAk LT40
jegliche PTPase-Aktivitat von aus Thymuszellen generierten Membranlysaten hemmte
[14]. Desweiteren dephosphoryliert dieses Molekiil die Protein-Tyrosin-Kinasen c-Src
und v-Src in vitro und steigert die Kinaseaktivitat von c-Src [91].

Vergleichende Sequenzanalyse von humanem und Huhner CD45 ergab, dass die
intrazellulare und transmembrantse Region hochkonserviert ist, wobei die
juxtamembrandse D1 Doméne sogar eine 84%ige Homologie aufweist [81]. Auch die
Gesamtstruktur des Molekils ist erhalten: die extrazellulare Region von CD45 besteht
beim Huhn aus 3 Typlll-Fibronektin Einheiten, einer Cystein-reichen Region und einer
variablen N-terminalen Domadne. Die Ektodomane besitzt auch hier multiple
Bildungsstellen fir N- und O-glykosidisch verkniuipfte Kohlenhydratreste. Lediglich die
Proteinsequenz der extrazelluldren Region besitzt sehr geringe Homologie zum Sauger
[81].

Beim S&uger werden unterschiedliche Isoformen von CD45 durch alternatives Splicing
der Exons 4 bis 6 generiert. Umfangreiche Studien an verschiedenen Wirbeltieren
zeigen eine phylogenetische Konservierung der Eigenschaft des alternativen Splicings
der N-terminalen Region von CD45. Die Anzahl und die Identitdt dieser Exons
unterscheiden sich jedoch betrdchtlich. So werden beim Huhn und beim Hornhai drei
Exons alternativ gespliced [80, 81], wohingegen beim getiipfelten Gabelwels 18 solcher

Exons identifiziert werden konnten [86].
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Eine Besonderheit besteht im Huhn in der hohen Anzahl an yd T-Zellen. Die
Lymphozyten im peripheren Blut bestehen bis zu 50% aus yd T-Zellen [92]. Doch trotz
der groRen Menge ist diese Zellpopulation im Huhn noch weitestgehend unerforscht.
Aufgrund des Mangels an identifizierten Oberflachenmolekilen ist es schwierig
funktionelle Subpopulationen dieser Zellart zu identifizieren. Beim Sauger ist es
moglich, aufgrund der unterschiedlichen Expression einzelner CD45-1soformen,
Leukozyten mit Hilfe von mAKk in funktionelle Subpopulationen einzuteilen. Da auch
beim Huhn verschiedene Isoformen durch alternatives Splicing entstehen, nimmt man
an, dass es mdglich ist durch die Produktion Isoform-spezifischer mAk funktionelle

Subpopulationen von yé T-Zellen zu identifizieren.



Publikation

18

4. PUBLIKATION

Developmental and Comparative Immunology 77 (2017) 229—-240

Developmental and Comparative Immunology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/dci

Contents lists available at ScienceDirect

Splenic yo T cell subsets can be separated by a novel mab specific for

two CD45 isoforms™

@ CrossMark

Daniela Huhle, Sieglinde Hirmer, Thomas W. Gobel”

Institute for Animal Physiology, Department of Veterinary Sciences, University of Munich, Veterindrstrasse 13, 80539 Munich, Germany

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 10 July 2017

Accepted 21 August 2017
Available online 24 August 2017

Keywords:
Chicken
CD45

0 T cells

CD45 isoforms have been identified in a variety of different species and mab against various isoforms
have been instrumental to define cellular subsets. In the process of generating novel mab against chicken
vd T cells two mab with specificity for CD45 were identified and characterized. The analysis of the
chicken CD45 genomic structure suggested three exons being involved in alternative splicing. We cloned
and expressed the full length CD45 isoform and three shorter isoforms. While the 7D12 mab reacted with
all of these isoforms, the 8B1 mab selectively reacted with two short isoforms lacking either exons 3 and
5 or exons 3, 5 and 6. As expected, the reactivity of 7D12 included all leukocyte subsets, also including
thrombocytes. In contrast, the 881 mab only reacted with lymphocytes and monocytes. 8B1 expression
was found on almost all blood 2 T cells, while a y8 T cell subset and virtually all B cells lacked 8B1
reactivity. The fraction of 8B1™ o and Y3 cells was larger in splenocytes as compared to PBL and there
was also a population of 881" splenic B cells. CD3 stimulation of splenic T cells resulted in upregulation of
the 8B1 antigen on all T cells. Three-color immunofluorescence revealed differences in CD28 expression
between the 8B1* and 8B1 yd T cell subsets with a higher CD28 expression level on 8B1 cells. The CD28
antigen was upregulated upon stimulation of the cells with IL-2 and IL-12. This novel mab will be a useful
tool to further analyze chicken 3 T cells in more detail.

1. Introduction

The mammalian CD45 molecule is a transmembrane glycopro-
tein with intrinsic phosphotyrosine phosphatase activity. It is a
member of the protein tyrosine phosphatase family of enzymes and
is expressed on all nucleated cells of hematopoietic origin
(Woodford-Thomas and Thomas, 1993). Its heavily glycosylated
extracellular region is characterized by a variable N-terminal
domain, due to alternative splicing of three exons, followed by a
cysteine-rich domain and three fibronectin-type III repeats. While
0-linked glycosylation occurs at the variable N-terminal domain, N-
linked carbohydrate sites are found throughout the entire extra-
cellular region. The intracellular portion, consisting of two tandem
phosphotyrosine phosphatase domains, is linked to the extracel-
lular region via a transmembrane domain (Hermiston et al., 2003).

CD45 molecules have not only been found in several species of
mammals such as human (Hall et al., 1988) and mouse (Saga et al.,

* Supported by DFG Grant GO489/5-2.
* Corresponding author.
E-mail address: goebel@Imu.de (T.W. Gobel).
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1986). Genes coding for CD45 homologues have been identified in a
variety of non-mammalian vertebrates, including chicken (Fang
et al, 1994a), horned shark (Heterodontus francisci) (Okumura
et al., 1996), hagfish (Eptatretus stoutii) (Nagata et al., 2002), lam-
prey (Petromyzon marinus) (Uinuk-ool et al., 2005), pufferfish (Fugu
rubripes) (Diaz del Pozo et al., 2000), carp (Cyprinius carpio) (Fujiki
et al, 2000) and catfish (Ictalurus punctatus) (Kountikov et al.,
2010). Analysis of the various CD45 sequences revealed that the
intracellular and transmembrane domains are the most conserved,
while the extracellular domains share little sequence identity.
However, the overall domain structure is conserved. The generation
of the mab CL21 recognizing various high molecular weight de-
terminants expressed on clawed frog (Xenopus laevis) leukocytes
and exhibiting tyrosine specific phosphatase activity indicates the
conservation of the CD45 structure and function for amphibians
(Barritt and Turpen, 1995; Smith and Turpen, 1991).

The multiple isoforms of mammalian CD45 are generated by
alternative splicing of exons 4, 5 and 6 (Michel Streuli et al., 1987;
Trowbridge and Thomas, 1994). These are subject to differential
expression among the various leukocyte subpopulations, depen-
dent on cell type, activation state and differentiation (Hermiston
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et al., 2003). For example, naive peripheral T cells express a variety
of larger isoforms, while these are down-regulated following acti-
vation and the smallest isoform is up-regulated (Deans et al., 1989;
Hermiston et al., 2003; McNeill et al., 2004). In thymocytes splicing
of specific exons changes during maturation. Immature double
positive thymocytes rather express low molecular weight variants
while single positive cells tend to express higher molecular weight
variants (Fukuhara et al., 2002; Hermiston et al., 2003; McNeill
et al., 2004). Extensive studies on various vertebrate species have
shown a phylogenetic conservation of the alternative splicing
properties of the N-terminal region of CD45. The amount of exons
being alternatively spliced, however, varies strongly. For example,
in chickens and horned shark three alternatively spliced exons have
been found (Okumura et al., 1996), while a total of 18 alternatively
spliced exons have been described for the catfish (Kountikov et al.,
2010).

The chicken homologue of mammalian CD45 is expressed on all
leukocytes. It is not present on erythroid cells, which are nucleated
in the chicken (Paramithiotis et al., 1991). With lower expression
levels than on lymphocytes, the CD45 molecule is also expressed on
chicken thrombocytes (Viertlboeck and Gobel, 2007). Immuno-
precipitation studies described distinct molecular mass variants of
this molecule in various organs. Precipitates generated from bursa
of fabricius derived B-cells express a higher molecular mass variant
(215 kDa) than thymocytes, which predominantly express lower
molecular mass variants (Paramithiotis et al., 1991). Immunopre-
cipitation and immunoblotting studies have also shown that sple-
nocytes and PBL express multiple molecular weight variants
(Houssaint et al., 1987; Paramithiotis et al., 1991).

Chicken CD45 exhibits intrinsic phosphotyrosine phosphatase
activity, which was demonstrated using the specific mab LT40 to
deplete all PTPase activity from membrane lysates of thymocytes
(Paramithiotis et al., 1991). It could also be shown that the molecule
is capable of dephosphorylating the protein tyrosine kinases c-Src
and v-Src and elevate the kinase activity of c-Src (Fang et al., 1994b).

Sequence analysis of mammalian and chicken CD45 revealed
the conservation of the overall domain structure (Okumura et al.,
1996). The extracellular region of chicken CD45 also consists of
three fibronectin type III repeats, a cysteine-rich region and a var-
iable N-terminal domain containing potential N- and O-linked
carbohydrate sites. Though the sequence identity of the extracel-
lular regions is low, the transmembrane and cytoplasmic domains
are highly conserved, with humans and chickens sharing 84% ho-
mology in the membrane-proximal PTPase domain (Okumura et al.,
1996).

In this paper we report on two novel mabs 7D12 and 8B1
recognizing either all CD45 isoforms or the two short isoforms of
the CD45 molecule in the chicken (CD451247 and CD4512467). Using
flow cytometric analysis, we have studied the 8B1 antigen
expression on various organs and expression was detected on
subsets of lymphocytes and monocytes. 8B1 staining was positive
for almost all af T cells, a subset of yd T cells and most B cells were
negative for staining, except for a subset present in the spleen.
Expression was elevated on all T cells following stimulation of
splenocytes with CD3. This novel mab will be helpful to further
define different chicken T cell subsets, in particular for y3 T cells.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Fertilized eggs of the chicken line M11 (B?/B?) were kindly
provided by S. Weigend (Mariensee, Germany). The birds were

hatched and maintained at the Institute for Animal Physiology,
University of Munich (Munich, Germany) under conventional

conditions. Organs of the animals were taken for experiments at
ages 4—16 weeks. Mice of the inbred strain Balb/c were purchased
from Charles River Laboratories (Sulzfeld, Germany) and main-
tained at the institute.

2.2. Cell preparation

Single cell suspensions from spleen and bursa were obtained by
passing them through a stainless steel mesh and lymphocytes were
gained by density centrifugation using Biocoll Separating Solution
(Biochrom GmbH, Berlin, Germany). Peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) were separated from heparinized blood by density
centrifugation on Biocoll Separating Solution and peripheral blood
lymphocytes (PBL) were prepared by slow-speed centrifugation
(Viertlboeck and Gobel, 2007). Monocyte-derived macrophages
were gained by in vitro culture of PBMC in RPMI 1640 (Life Tech-
nologies, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 8% foetal bovine
serum (FBS)(Biochrom GmbH) and 2% chicken serum (Life Tech-
nologies) for 48 h at 40 °C and 5% CO- (Turowski et al., 2016).

2.3. Cell culture and cell stimulation

Splenocytes used for immunization, subsequent screening of
hybridoma supernatants and cell proliferation assays were cultured
in RPMI 1640 medium containing 10% FBS and 1% Penicillin/
Streptomycin (Biochrom GmbH) at 40 °C and 5% CO.. Cells were
cultivated in 96-well flat bottom plates at a density of 1 x 10%/well
and activated using a combination of chicken IL-2 and IL-12. Cy-
tokines were produced as described before (Fenzl et al., 2017).
Shortly, recombinant IL-2 was expressed in a prokaryotic expres-
sion system, transforming the E. coli strain M15pREP4 with a
construct containing His-tagged chicken IL-2. The His-tagged cy-
tokines were then purified using nickel-chelate affinity chroma-
tography. Recombinant chicken IL-12 was produced as previously
described (Degen et al., 2004; Fenzl et al., 2017). The splenocytes
used for immunization and subsequent screening of hybridoma
supernatants were cultured for one to two weeks before harvesting
and for 96 h when used for the cell proliferation assay.

2.4. Generation of specific monoclonal antibodies, cell staining and
analysis

The two mab described (7D12 and 8B1) were generated by
immunizing a Balb/c mouse with 1 x 107 activated splenocytes on
days 0, 3 and 9 and the fusion was performed on day 11 according to
standard procedures using the myeloma cell line Ag8.653. Hy-
bridoma supernatants were screened on activated splenocytes and
only those that reacted positively were selected for further analysis.
Subsequent studies were conducted with the supernatants of the
mab 7D12 and 8B1.

Staining of cells for flow cytometry was carried out according to
standard procedures. Single-cell staining was performed using the
mab 7D12 (mouse IgG1) or the mab 8B1 (mouse IgM) followed by
either gt-2-mouse Ig-human ads-AF647 or gt-o-mouse IgG1-FITC
for the mab 7D12 and gt-z-mouse IgM-FITC for the mab 8B1. The
following monoclonal antibodies used for multi-color immuno-
fluorescence analysis were specific for: CD3 (CT3) (Chen et al.,
1986), vd T cells (TCR1) (Sowder, 1988), aVB1 T cells (TCR2)
(Cihak et al., 1988), VB2 T cells (TCR3) (Chen et al., 1989), Bul
(AV20) (Rothwell et al., 1996), CD8a. (3—298, mouse IgG2b) (Luhtala
et al., 1997), CD4 (CT4) (Chan et al., 1988), monocytes and macro-
phages (KULO1) (Mast et al., 1998), CD28 (2—4) (Vainio et al., 1991),
CLEC-2 (8G8, mouse IgG2a) (Neulen and Gobel, 2012), CD45 (16—6,
mouse 1gG2a) (Viertlboeck and Gobel, 2007). All mab were IgG1
isotypes, except where indicated. Conjugated secondary antibodies
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were purchased from SBA, Birmingham, AL, USA. For double
immunofluorescence analysis cells were first treated with a com-
bination of mab and then reacted with secondary reagents,
depending on the nature of the primary reagent. Three-color
analysis was performed by treating the cells with a combination
of mab 8B1 and TCR1, followed by a gt-z-mouse Ig conjugated with
APC or PE. Subsequent blocking with normal mouse serum (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) was followed by mouse-a-chicken-
CD28-FITC. For viability staining either 7-AAD (7-
aminoactinomycin D, Sigma-Aldrich) or Fixable Viability Dye
eFluor 780 (eBioscience GmbH, Frankfurt am Main, Germany) was
used and appropriate isotype matched controls were applied for
each staining. Flow cytometric analyses were performed on FACS-
Cantoll (BD, Heidelberg, Germany) using the BD FACS DIVA v6.1.3
software.

2.5. Cell proliferation assay

To evaluate the expression of the CD45 isoforms detected by the
mab 8B1 on different activated spleen-derived lymphocyte sub-
populations a 96-well flat bottom cell culture plate was coated with
10 pg/ml mouse-%-ch-CD3 (CT3 clone). Splenocytes were labeled
with eFluor670 Proliferation Dye (eBioscience GmbH) according to
the manufacturer's protocol and after thoroughly washing the plate
with PBS the cells were added to the plate at a concentration of
1 x 10° cells/well and cultured for 72 h (40 °C, 5% CO.). Proliferation
of the cells was determined by analysis of eFluor670 Proliferation
Dye dilution and activated cells were examined for the CD45 iso-
form expression by FACS analysis.

2.6. Cloning procedures and transfection

In order to express the CD45 extracellular and transmembrane
domains in conjunction with the chicken cytoplasmic CD3Z domain
to allow surface expression without the need to clone the entire
CD45 cytoplasmic domain, we devised the following cloning
strategy. The vector pSBbi-GP (Kowarz et al.,, 2015) that harbors a
green fluorescence protein and a puromycin resistance gene was
digested with the Sfil restriction enzyme. Two fragments were
generated by PCR: primers 2088 and 2089 (Table 1) were used to
amplify the CD45 extracellular and transmembrane domains on
cDNA of different sources including bursa, spleen, PBL and activated
splenocytes; primers 2090 and 1990 were used to amplify the
chicken cytoplasmic CD3{ region on a plasmid previously gener-
ated. By virtue of overlapping regions (Table 1) with the vector ends
or alternatively overlapping regions of the primers 2089 and 2090,
the digested vector together with the two gel extracted PCR frag-
ments could be assembled using Gibson assembly (New England
BioLabs GmbH, Frankfurt am Main, Germany). All constructs were
verified by sequencing (GATC, Konstanz, Germany). The expression
constructs were used to stably transfect human embryonic kidney
(HEK) 293 cells. For this purpose Metafectene transfection reagent
(Biontex Laboratories GmbH, Munich, Germany) was applied
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according to the manufacturer's instructions and the CD45 CD3¢
encoding expression constructs were co-transfected with a trans-
posase encoding vector at concentrations with a ratio of 20:1. After
incubation of the cells for 24 h in RPMI 1640 at 37 °C and 5% COzin a
24-well plate, the HEK cells were harvested, plated on a 96-well flat
bottom plate and kept for 2 weeks in selection medium containing
RPMI1640 supplemented with 10%FBS and 1 pg/ml Puromycin
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Subsequent flow cytometric
analysis was performed to confirm cell surface expression of the
extracellular CD45 domain on the grown single colonies.

2.7. PCR analysis

Total RNA of chicken thymus, PBL, bursa and spleen was isolated
using Trizol reagent (Peqlab, Erlangen, Germany). RNA was reverse
transcribed into ¢cDNA using the ThermoScript™ RT-PCR kit (Life
Technologies). To detect different CD45 isoforms, PCR was per-
formed using OneTagq" DNA Polymerase (New England BioLabs) and
primer 2124, specific for exon 2 and the reverse primer 2125,
specific for exon 7. As controls, the expression vectors containing
the different isoforms of chicken CD45 (CD451247, CD4512467,
CD45123467, CD451234s67) Were also included. PCR was performed as
follows: initial denaturation for 2 min at 95 °C, followed by 35
cycles at 95 °C for 30 s, 55,8 °C for 30 s and 72 °C for 25 s. Final
extension was executed at 72 °C for 5 min. PCR products were
electrophoresed on a 2,5% metaphor agarose gel in 1xTBE buffer at
80 V for 3 h and visualized using SERVA DNA Stain Clear G (Serva
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany) and an Image Quant
300 Imager (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK).

3. Results
3.1. Generation of 7D12 and 8B1 mab

In an attempt to generate novel mab against chicken 3 T cells
we immunized mice with in vitro expanded splenocytes that were
cultured for one to two weeks in the presence of IL-2 and IL-12. This
cytokine combination leads to a massive selective expansion of yd T
cells (unpublished observation). After repeated immunizations,
mab were generated and tested on primary chicken cells. One
group of mab that included the 7D12 mab showed a staining
pattern characteristic of CD45. In PBL, spleen and bursa (Fig. 1A) it
virtually stained all leukocytes. PBMC were further divided by size
and granularity into lymphocytes, monocytes and thrombocytes
(Fig. 1B). Virtually all of these cell populations expressed CD45,
however, a lymphocyte subpopulation as well as all thrombocytes
at lower surface densities (Fig. 1B). This led us to conclude that
7D12 may represent a CD45 specific mab. The 8B1 mab also origi-
nated from the same fusion, but was not identified as CD45 specific
by its staining features but rather by its reactivity with CD45
transfectants (see below).

Table 1

Sequences of oligonucleotides used.
Number Orientation® Sequence” Specificity
2124 S TTTGGCGTTGCCTTTCTGTG chCD45 (Exon 2)
2125 as GGTTCTTCCGTTGTTGTAGCAC chCDA45 (Exon 7)
2088 N CCAAGCTGGCCTCTGATGTTTTTGTGCCTTAAACTCIT vector-chCD45
2089 as CTGGCTAAGCTTAGCT TTatagattttatacagaaccaacag chCD45tm-chCD3¢
1990 As tccecaagettggcct TTAGCGGGGCGGCAGG chCD3%-vector
@ Orientation: s — sense, as — antisense.

b Letters in lower case indicate specificity to chCD3Z. Underlined sequences reveal overlapping sites with the vector.
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Fig. 1. 7D12 expression on primary chicken cells. (A) Staining of leukocytes derived from blood (PBL), spleen and bursa and (B) staining of peripheral blood mononuclear cell
subpopulations. Different leukocyte populations were gated by forward and side scatter features. The markers were set according to an isotype matched negative control. Numbers

indicate percentage of positive cells.

3.2. Chicken CD45 is alternatively spliced to generate at least four
distinct isoforms

In order to prove that the 7D12 mab reacts with chicken CD45
we next wanted to clone the corresponding gene and express it on
HEK 293 cells. For this purpose, we developed a cloning strategy to
express the extracellular and transmembrane CD45 domains
together with a cytoplasmic CD3¢ domain. This strategy allowed
reliable cell surface expression of CD45 on transfected cells without
the need to clone the entire intracellular CD45 domain.

During initial experiments to test the cloning strategy we not
only cloned full length CD45 sequences but also shorter forms that
may have been generated by alternative splicing of some of the first
CD45 exons as it is well known for CD45. We therefore examined
the chicken genomic CD45 sequence located on chicken chromo-
some 8 and focused on the exons that encode the region between
the signal peptide and the beginning of the fibronectin type III
domains (Fig. 2). The chicken CD45 gene consists of a total of 32
exons. Exon 1 encodes the 5’ untranslated region, exon 2 the signal
peptide. Exons 3 to 6 resemble the region, where alternative
splicing is found in mammalian species. Exon 7 and part of exon 8
encode a short spacer region and exons 8 to 14 encode the fibro-
nectin domains. The remaining exons (exons 15 to 32) encode the
transmembrane and cytoplasmic domains.

Fig. 2B shows the different splice variants that we isolated and

sequenced. In total, we have identified four distinct CD45 isoforms:
the full length CD45 with all exons present, a variant lacking exon 5,
a variant lacking exons 3 and 5 and an isoform lacking exons 3, 5
and 6. Several individual PCR reactions on different tissues
including bursa, spleen, PBL and activated splenocytes repeatedly
resulted in these four different isoforms. Interestingly, the exon 4,
encoding only seven amino acids, was present in all sequences and
may therefore represent a fixed exon.

To further investigate the existence of additional CD45 splice
variants, primers specific for exons 2 and 7 were used to amplify the
region containing the alternatively spliced exons. The PCR results of
various tissues coincide with the interpretation that there are four
major CD45 isoforms (Fig. 2C), including a full length form that is
the predominant isoform present in bursa and three shorter vari-
ants that are found in peripheral tissues and the thymus (Fig. 2C).
Taken together, as in other species, chicken CD45 has the pro-
pensity to form several distinct isoforms as the result of alternative
splicing.

The 7D12 mab reacts with all CD45 isoforms whereas the 8B1
mab specifically recognizes two shorter CD45 isoforms that are
expressed by leukocyte subsets.

The four CD45 variants were next transfected into HEK 293 cells
to establish four distinct cell lines expressing the different CD45
isoforms. All of the mab initially generated against the chicken yd T
cells were screened for reactivity on these four cell lines. The
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Fig. 2. CD45 genomic organization and splice variants. (A) Genomic organization of the first seven exons of CD45 according to gallus gallus 5.0 assembly. Exon 1 encodes the
5‘untranslated region, exon 2 the signal peptide, exons 3, 5 and 6 the alternatively spliced exons, exon 4 encodes seven amino acids which are found in all sequences and exon 7
encodes a spacer region with an invariant cystein residue. Figure drawn to scale, note the break between exons 2 and 3 representing a long intron not drawn to scale. (B) Schematic
representation of the different splice variants and their reactivity with the mab 7D12 and 8B1, respectively, where - indicates lack of binding. (C) PCR with specific primers for exons
2 and 7 on cDNA of thymus, spleen, PBL and bursa (lanes 2—5). The expression vectors containing the four cloned CD45 isoforms were included as controls (lanes 6—9).

transfectants were generated using a vector that also expressed a
green fluorescence protein under a specific promoter. Therefore,
the GFP fluorescence served as an internal transfection control that
revealed intense GFP fluorescence in nearly all cells. (Fig. 3). Mock
transfected cells were not reactive with the mab (data not shown).
As a positive control, the previously established CD45 specific mab
16—6 was employed. The 16—6 and 7D12 mab showed a similar
staining pattern with all CD45 variants (Fig. 3), however, the
staining intensity was higher for 16—6 as compared to 7D12. There
was one additional mab 8B1, that was reactive with HEK 293 cells
expressing either the shortest variant (CD451247) or the variant
lacking exons 3 and 5 (CD4512467). Whereas almost all cells
expressing the shortest CD45 variant (CD45247) reacted with 8B1,
only about 70% of the cells expressing the longer CD4512467 isoform
were stained with the 8B1 mab.

Having established the specificity of the 8B1 mab, we next
wanted to characterize its tissue distribution in more detail. For this
purpose, PBL, splenocytes and bursal cells were stained with the
8B1 mab. In contrast to the staining pattern observed for the 7D12
mab (Fig. 1), only subpopulations of PBL and splenocytes reacted
with 8B1 (Fig. 4A). In bursal cell preparations there was only a small
positive cell population of about 1.5%. When PBMC were gated
according to forward and side scatter features into lymphocytes,
thrombocytes and monocytes, the 8B1 mab reacted with subsets of
lymphocytes and monocytes, but only with a small fraction of
thrombocytes (Fig. 4B). Moreover, we found reactivity of turkey
PBMC but not duck PBL with the 8B1 mab (data not shown). These

staining characteristics were distinct from those found for the 7D12
or 16-6 mab, which reacted with all leukocytes.

The short CD45 isoforms detected by the 8B1 mab are detectable
on T cell subsets.

In order to further characterize the lymphocyte subsets reactive
with the 8B1 mab, we employed double immunofluorescence
staining. In PBL the small CD45 isoforms were virtually absent from
all AV20" B cells, while they were expressed on almost all & T cells
identified by the TCR2 and TCR3 mab (Fig. 5A). In contrast, the
staining with TCR1 and 8B1 revealed two populations of vd T cells,
an 8B1' and an 8B1~ population, respectively. The 8B1 and CD3
staining confirmed this observation, since a fraction of the CD3™
cells lacked 8B1 expression (Fig. 5A). We consistently observed that
the TCR1/CD3™ 8B1" cells showed a reduced TCR surface expression
as compared to the double positive population (Fig. 5A). In agree-
ment with the results of TCR staining, virtually all CD4* cells co-
expressed 8B1, while a fraction of CD8* cells lacked 8B1 expression.

We also employed the mab Kul01 and CLEC-2 as macrophage
and thrombocyte specific markers in double staining with 8B1 on
PBMC. Fig. 5B shows that thrombocytes lack expression of the
smaller CD45 isoforms and that freshly prepared monocytes as well
as in vitro cultured macrophages are 8B1°.

In splenocytes, there was a larger fraction of CD3" 8B1~ cells.
About one third of the splenic vy T cells lacked 8B1 expression and
in contrast to PBL, there was also a small distinct 881~ «f§ T cell
subset (Fig. 5C). Moreover, a small B cell population, as identified by
the AV20 mab, was found to co-express the 8B1 antigen (Fig. 5C).
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Fig. 3. 8B1 mab on stably fected HEK 293 cell lines reveals that it recognizes two shorter CD45 isoforms. HEK 293 cells were stably transfected with expression

constructs containing one of the four cloned isoforms of CD45. The CD45 constructs also accommodate a green fluorescent protein (GFP) under the influence of an independent
promoter to audit transfection efficiency. Transfected cells were stained with mab generated against chicken v T cells and analyzed in combination with GFP. The CD45 isoform
expressed by the transfected cells is indicated at the right hand side of the figure. As a positive control, cells were stained with the CD45 specific mab 16—6 and a negative control

was performed with an IgM mab of irrelevant specificity.

Since the mab were generated by immunization with in vitro
expanded, stimulated cells, we next examined the 8B1 mab reac-
tivity on splenocytes that were either unstimulated or stimulated
for three days with anti-CD3 mab (Fig. 6). To specifically analyze
proliferating cells, the splenocytes were labeled with a fluorescence
tracing dye before stimulation. Unstimulated cells again showed a
small 8B1~ a.p T cell fraction and a larger 8B1™ vd T cell subset (Fig. 6).
Following 72 h cultivation on CD3 coated plates the majority of
splenocytes showed reduced tracing dye levels as indicator of cell
proliferation. These cells were virtually all 8B17, thus indicating
that T cell activation leads to alternative CD45 splicing (Fig. 6).

To further investigate the nature of the two yd T cell sub-
populations identified by presence or absence of 8B1 reactivity, we
performed three-color staining using an anti-CD28 mab. In both
PBL and spleen, the 881" 3 T cells almost completely lacked CD28
expression. Most of the 8B1™ y3 T cells in PBL expressed high CD28
levels, whereas in splenocytes a fraction of these cells expressed
low CD28 levels (Fig. 7A). Splenocytes were next cultured for four
days in the presence of IL-2 and IL-12, a combination that

specifically induces proliferation of y3 T cells. The frequency of both
vd T cell subsets increased during the culture period. Upon stimu-
lation, CD28 could be detected on 8B1* cells and the CD28 levels on
8B1 cells increased as compared to unstimulated cells.

4. Discussion

Vertebrates can be divided into y3 low species (including
humans and mice) and yd high species (including cattle, sheep,
rabbits, pigs and chickens) (Hein and Dudler, 1993; Su et al,, 1999;
Takamatsu et al,, 2006). Chickens possess a high frequency of yd T
cells, with the peripheral blood lymphocytes comprising up to 50%
vd T cells (Arstila and Lassila, 1993). Chicken 3 T cells are still a
poorly characterized cell population regarding not only their
function, but also phenotype and subset differentiation.

It has not been possible to establish a universally applicable
system to classify subpopulations of yd T cells in various species. In
humans two major yd T cell subsets have been defined according to
their differential expression of either V&1 or V82 TCR (Kalyan and
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Fig. 4. 8B1 expression on chicken leukocytes. (A) Single cell suspensions of tissues indicated were stained with 8B1 and markers set according to an isotype matched negative
control. (B) PBMC were gated into lymphocytes, monocytes and thrombocytes by size and granularity and analyzed for 8B1 expression.

Kabelitz, 2013). Tissue associated yd T cells mainly express Vo1 TCR
while peripheral blood v T cells mainly express V32. In mice y3 T
cells preferentially reside in epithelial tissues, with restricted usage
of V genes. For example, yd T cells which appear in the epithelium
of uterus, vagina and tongue of mice predominantly possess the
Vy6Vd1 TCR (Itohara et al., 1990) while Vy5Vd1 bearing T cells
appear in the skin (Tigelaar and Lewis, 1995). Viy or VJ specific mab
have not been developed in the chicken. To date only few cell
surface markers have been identified to classify subpopulations of
vd T cells. These include CD8, CD25, CD28, CD5 and CD6. It has been
shown that CD8 is a useful marker in chickens to identify sub-
populations of yd Tcells (Tregaskes et al., 1995) (Berndt et al., 2006).
On the basis of CD8 expression yd T cells can be divided into CD84*
high (CD8za.* and CD84f*), CD8a* dim and CD8x expressing T cells
(Berndt et al.,, 2006). CD25 has been established as being a potent
activation marker also for y3 T cells (Braukmann et al, 2015).
Another marker for studying subsets of chicken yd T cells is the
costimulatory molecule CD28 (Koskela et al., 1998), present on the
majority of af T cells and all thymic yd T cells but absent on most
peripheral ¥d T cells (Vainio et al., 1991). CD6 is a molecule absent
from most chicken yd T cells, except a CD8* vd T cell subset in the
spleen (Gobel et al., 1996). CD5 is present at low or intermediate
levels on chicken yd T cells depending on their tissue location
(Koskinen et al.,, 1998). Taken together, it is of great interest to find
more markers of v T cells to further characterize special subsets.

CD45, a widely studied molecule in mice and humans has also
been found in chickens (Houssaint et al., 1987) (Fang et al., 1994a).
In mammals, different isoforms of the molecule are generated by
alternative splicing of three exons located at the N-terminal of the
extracellular domain. These are subject to differential expression
dependent on leukocyte subpopulations, activation state and dif-
ferentiation (Hermiston et al., 2003). It has been shown that the
corresponding N-terminal domain of the extracellular region of the
chicken CD45 sequence is also subject to alternative splicing of
three exons (Fang et al., 1994a; Okumura et al., 1996). Interestingly,
the first exon being alternatively spliced is separated by the
remaining two by a small exon not being alternatively spliced (Fang
et al,, 1994a). This phenomenon has also been reported for the
catfish, where the first alternatively spliced exon is separated from
the remaining 17 by an exon which is not alternatively spliced
(Kountikov et al.,, 2005). Previously, the presence of five different
splice variants of chicken CD45 have been found using the chicken
DT40 cell line (Fang et al., 1994a). In our study we identified four
variants of chicken CD45, expressed in lymphocytes of various or-
gans. We do not exclude the possibility of additional splice variants
as demonstrated before, however, the PCR results suggest that the
four variants identified here are the major forms found in bursa,
spleen, thymus and blood. Regardless, our finding of an exon not
being alternatively spliced (exon 4) is consistent with previous
findings (Fang et al., 1994a).



Publikation

25

236

S

1 and C¢

Huhle et al. / De

p

ive logy 77 (2017) 229—240

%] 07% 61.2%

414% 2%

313% 32.4%

b

) S1%

122%

17.4% ., 37.6% 248% %
‘!}
] @
28% - 3 =4 eela 04% &
T TrITTYY rer RAALLLL MLl s adil s 3 ' r TYTm T YT
R0 T e OO RS 1 T
0§ —> coa AV20
B Thrombocytes Monocytes Macrophages
’I‘ Voo 3.2% 0.4% "‘g.! 185% 28.2% 317%
.9§ %]
— 1
-] 4%
[ e
= o
§ - TSN & 15% asx
It \Tha, i i i e S A7 S i T

KULO1

CLEC2

KULO1

g —>

20%
= 189% 26%
T e R S R T
é CcD3 TCR1 TCR2
108%
0%
o

AV20

CD4a

Fig. 5. Expression of small CD45 isoforms on various leukocyte subsets. (A) PBL were stained with mab 8B1 in combination with various lymphocyte markers as indicated. (B)
PBMC were stained with 8B1 and markers specific for thrombocytes or monocytes/macrophages and gated according to size and granularity. For macrophage staining cells were
cultured 48 h before staining. (C) Double staining of splenocytes with the markers indicated. Markers were set based on staining with isotype matched controls and numbers
indicate percentages. One representative out of three experiments is shown.



Publikation

26

D. Huhle et al. / Developmental and Comparative Immunology 77 (2017) 229—240 237

>
..
o
S
N
=
§ Frrrrere . .
xn OW »’ w0t w 0 »’ w0t
8
N = "
- 87.3%
3
., 8
N ?1
o
O a 3
-~
g H
o
2
& Frryrrrer
m oW 2 L)
= 4
= a3
. 83
m et
o
O - 3
= 73 s
= 23
‘1 g
g I A AR e et e B
1 » ) 10 i
eFluor670 —> 8B1

72h

-
oc
O
-
ST YT Ty
we 0¥ w0’ 0 1w0*
0
.\_‘1 3
83
.
~ "
o] £
= 73 23
~ 85
-]
- 5
=
B 2 yuprmy v ey e v o3
e S T o
.
T .
m 3
S
=
=
§ ey
e 10 10 10

"

eFluor670 —> 881
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Chicken CD45 is found on all leukocytes but not erythroid cells
(Paramithiotis et al, 1991) and also on thrombocytes with lower
expression levels (Viertlboeck and Gobel, 2007). Isoforms of
chicken CD45 are expressed differentially on leukocytes of various
organs. For instance, bursa derived B cells express the higher
215 kDa variant of CD45 compared to thymocytes expressing lower
molecular mass variants (Paramithiotis et al., 1991). To date, a va-
riety of antibodies have been generated that recognize chicken
CD45, including the mab CL-1 (Houssaint et al., 1987), L.17 (Pink and
Rijnbeek, 1983), LT40 (Paramithiotis et al., 1991), HIS-C7 (Jeurissen
etal,, 1988) and 16—6 (Viertlboeck and Gébel, 2007). However, all of
these antibodies probably recognize an epitope common to all
CD45 isoforms. One mab, CLA-1(Chen and Cooper, 1987), has been
found to react with smaller isoforms of chicken CD45, with limited
expression on leukocyte subsets, as shown by immunoprecipita-
tions studies.

We now report on the mab 8B1 recognizing two distinct small
isoforms, CD451247 and CD4512467, thus recognizing different sub-
populations of lymphocytes, as well as monocytes and macro-
phages. In contrast to the previous studies, we have verified the
specificity by transfection studies with the various CD45 isoforms.

Single color staining suggested expression of these isoforms on
some thrombocytes, however, this could not be demonstrated in
double staining analysis using the thrombocyte specific mab 8G8.
Since thrombocytes have the propensity to cluster to other cells it is
likely that the small 8B1* thrombocyte population represented a
false positive staining. The mab 8B1 is positive for staining on a
small subset of bursal cells (1.5%), a slightly larger subset of AV20*
cells in spleen (8.2%), but negative on AV20* cells in PBL. Interest-
ingly, the isoforms detected by this antibody are expressed by
almost all o T cells in spleen and PBL, with a slightly larger pop-
ulation of cells in spleen being 8B1 than in PBL. After stimulation of
splenocytes with immobilized anti CD3 mab, virtually all TCR2*
cells were positive for 8B1. The finding for TCR3* cells was very
similar. For v T cells, we have demonstrated the ability of mab 8B1
to divide these cells in spleen and PBL into a larger 8B1* and a
smaller 8B1 subpopulation. Additionally, the 8B1 expression on yd
T cells was upregulated following stimulation of splenocytes with
anti CD3 mab. These findings suggest that the CD45 isoforms
detected by mab 8B1 are upregulated on activated T cells. Inter-
estingly 8B1* vd T cells demonstrate higher densities of the TCR1
receptor present on the cell surface.
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examined for the expression of CD28. (B) CD28 expression was examined on unstimulated and IL-2, IL-12 stimulated (96 h) splenocytes. Arrows indicate which population is

analyzed on the histogram. One of three independent experiments is depicted.

To further characterize the 8B1* and 8B1 v3 Tcells in spleen and
PBL we analyzed their expression of CD28 on unstimulated and
in vitro stimulated cells. Our studies have shown that sub-
populations of yd T cells in spleen and PBL express the CD28
molecule and in spleen a higher frequency of 3 T cells co-express
the CD28 molecule than in PBL. Previously, CD28 expression could
not be detected on freshly prepared 3 T cells in chicken spleen and
PBL (Vainio et al., 1991). This could be due to a different chicken
strain used. Our findings in PBL were consistent with those found
by others (Koskela et al., 1998). After IL-2, IL-12 stimulation of
splenocytes for 96 h the frequency of CD28 expressing 3 T cells
increased to about 68%. Moreover, three-color staining analysis of
8B1* vd T cells in unstimulated splenocytes and PBL showed, that
only a small subpopulation of the cells express the CD28 molecule
(9 + 1% in spleen and 4 + 1% in PBL), while a large subpopulation of
8B1 vd T cells express CD28 (44 + 4% in spleen and 76 + 1% in PBL).
CD28 expression is drastically increased after activation of

splenocytes for 96 h, on both the 8B1 and 8B1* v T cells, although
the frequency of 8B1* yd T cells expressing CD28 is much greater
(76,1%) than the 8B1 T cells (53,7%).

Vertebrates share low protein sequence identity in the extra-
cellular domain of CD45 compared to the intracellular domain.
Therefore there is a possibility that interactions with the ligands of
CD45 are rather mediated through the carbohydrate residues
(Okumura et al., 1996; Thomas, 1989). CD45 glycosylation is due to
N-linked glycosylation throughout the entire extracellular domain
and O-linked glycosylation throughout the region encoding the
variably spliced exons. The pattern of this glycosylation depends on
alternative splicing but also on the cell type, its developmental and
activation state and it is therefore suggested that different glyco-
sylation patterns are functionally important (Hermiston et al,
2003). We believe that the mab 8B1 rather binds an epitope on
the carbohydrate groups. As our mab 8B1 is an IgM antibody, the
isotype primarily produced during the immune response to
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saccharides, it probably recognizes an epitope of these carbohy-
drate groups (Heimburg-Molinaro and Rittenhouse-Olson, 2009).
Because this antibody detects two different isoforms of CD45 it is
possible that it detects a specific glycosylation pattern only present
on these isoforms due to the splicing of specific exons.

To our knowledge, the 8B1 mab is the first mab to specifically
detect these two CD45 splice variants in a non-mammalian species.
The fact that this mab stains only a subset of leukocytes reem-
phasizes the importance of CD45 splicing for lymphocyte function.
With regard to yd T cells, this novel mab will be helpful to analyze
vd T cell subsets in more detail.
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5. DISKUSSION

Ein gut charakterisiertes Oberflachenmolekil, dessen Splicevarianten beim Sduger
unterschiedlich auf kernhaltigen Zellen hdmatopoetischen Ursprungs exprimiert wird,
ist die Protein-Tyrosin-Phosphatase CD45. In vielen Studien konnte gezeigt werden,
dass diese PTPase nicht nur zellartspezifisch exprimiert wird, sondern dass Zellen
innerhalb einer Population anhand der exprimierten CD45 Splicevariante entsprechend
ihres Aktivierungszustands und Differenzierungsgrads identifiziert werden kdnnen [8,
20, 21]. Das Pendant zum Sauger CD45 liegt beim Huhn auf Chromosom 8. Dieses Gen
besteht aus 32 Exons, von denen Exon 1 den 5°untranslatierten Bereich kodiert und
Exon 2 das Signalpeptid. Exons 3 bis 6 repréasentieren den Bereich, welcher im S&uger
am alternativen Splicing beteiligt ist. Exon 7 und ein Teil des Exons 8 kodieren eine
kurze Spacerregion und Exons 8 bis 14 kodieren die drei Typlll Fibronektin-Domanen.
Die restlichen Exons kodieren die transmembrandse und die beiden zytoplasmatischen

Domanen.

Beim Huhn wird der entsprechende N-terminale Bereich der Ektodoméane des CD45
Gens ebenso alternativ gespliced [80, 81]. Mittels PCR-Analyse konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass beim Huhn ebenfalls drei Exons am Splicing beteiligt sind, wobei
ein entscheidender Unterschied besteht. Das erste alternativ gesplicete Exon 3 wird
durch das Exon 4, welches nicht alternativ gespliced wird, von den beiden weiteren,
Exon 5 und 6, getrennt. Dies deckt sich mit einer friheren Studie [80]. Die PCR
Ergebnisse zeigten auch, dass 4 Isoformen von CD45 in der Bursa Fabricii, Thymus,
PBL und Milz dominieren. Exprimiert werden eine Form, die alle Exons enthalt
(CD451234567), €ine Variante, bei der alle gespliceten Exons fehlen (CD45;247) und zwei
weitere Varianten (CD45123467 UNd CD4512467). Desweiteren lieferte die PCR
Informationen dartber, welche Isoformen von CD45 in welchem Gewebe exprimiert
werden. In der Bursa findet sich ausschliellich die CD45;1234567-Variante, wohingegen
im Thymus die beiden kirzesten Isoformen vorkommen. In PBL und Milz werden alle
vier Varianten exprimiert. Dies deckt sich mit friheren Immunprazipitationsstudien [14,
89]. Interessanterweise exprimieren naive B-Zellen auch im S&uger fast ausschlieBlich
CD45RABC und auch im Thymus dominieren kleinere Varianten von CD45 [8, 20, 21].

Hihner CD45 ist auf Leukozyten, jedoch nicht auf Erythrozyten, welche im Huhn
kernhaltig sind, nachweisbar [14]. Auch auf Thrombozyten findet sich CD45, wenn
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auch mit niedrigerem Expressionslevel [90]. Es konnten bisher eine Reihe an mAKk
generiert werden, welche CD45 im Huhn erkennen. Darunter fallen die mAk CL-1 [89],
L.17 [93], LT40 [14], HIS-C7 [94], 16-6 [90] und CLA-1[95]. Jedoch erkennen alle
diese Antikorper, mit Ausnahme des CLA-1, wahrscheinlich einen invariablen Bereich
des Molekuls. Immunpréazipitationsstudien mit dem mAk CLA-1 zeigten, dass dieser

kleinere Isoformen von CD45 auf Subpopulationen von Leukozyten bindet.

Im Zuge dieser Arbeit konnte ein mAk (Klon 8B1) entwickelt werden, welcher die
beiden kirzesten Isoformen von CD45 im Huhn erkennt. Die Spezifitdt des mAk wurde
verifiziert, indem alle vier Splicevarianten von CD45 zur Expression in HEK-293-
Zellen transfiziert wurden und anschlielend die Bindung des Antikorpers an die
einzelnen Isoformen per FACS-Analyse untersucht wurde. Mit Hilfe dieses mAKk konnte
im durchflusszytometrischen Verfahren die Expression der zwei kurzen Splicevarianten
in verschiedenem Gewebe untersucht werden. Eine Expression konnte auf
Makrophagen, Monozyten und Subpopulationen von Lymphozyten detektiert werden,
jedoch nicht auf Thrombozyten, was anhand von Doppelfarbungen mit dem

Thrombozytenmarker CLEC-2 (C-type lectin) verifiziert werden konnte.

Herausragend ist die Eigenschaft dieses Antikorpers, yo T-Zellen in den untersuchten
Geweben Milz und PBL in zwei Populationen zu unterteilen; einer gréReren 881" und
einer kleineren 8B1" Zellpopulation. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die 8B1-
Expression auf yd T-Zellen nach Stimulation von Milzzellen mit dem anti-CD3 mAk
hochreguliert wird. AuBerdem zeigt die 8B1" Fraktion der yd T-Zellen eine hohere
Dichte des TCR. Die Analyse der CD28 Expression auf unstimulierten und in vitro
stimulierten Milzzellen und PBL diente dazu die 8B1" und 8B1 vy T-Zellen weiter zu
charakterisieren. Es konnte gezeigt werden, dass eine Subpopulation von yd T-Zellen in
der Milz und eine etwas kleinere Subpopulation in PBL CD28" sind. Eine frithere Studie
konnte weder in der Milz, noch in PBL CD28-Expression auf yd T-Zellen detektieren
[96]. Dies konnte jedoch daran liegen, dass unterschiedliche Huhnerlinien verwendet
wurden. Demgegenuber sind die Ergebnisse der Férbung der PBL in dieser Arbeit
vergleichbar mit denen einer weiteren Studie [97]. Die Stimulation von Milzzellen mit
IL-2 und IL-12 sorgte flir eine Hochregulation der CD28 Expression auf yd T-Zellen auf
ca. 68%. Immunfluoreszenzfarbung mit drei Farbstoffen ergab, dass nur eine kleine
Population der 8B1" y3 T-Zellen der unstimulierten Milzzellen und PBL CD28" sind.
(9£1% in Milz und 4£1% in PBL). Demgegeniber exprimiert eine groRere
Subpopulation der 8B1 v T-Zellen CD28 (44+4% in Milz und 76+1% in PBL). CD28
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wird sowohl auf der 8B1" als auch auf der 8B1 yd T-Zell-Subpopulation nach
Stimulation von Milzzellen (ber einen Zeitraum von 96 Stunden hochreguliert. Jedoch
ist die Frequenz der CD28"8B1" y& T-Zell-Subpopulation viel hher (76,1%) als die der
CD288B1 T-Zellen (53,7%). Dadurch, dass Subpopulationen von y& T-Zellen mithilfe
des mAk 8Bl identifiziert werden konnen, erweist sich dieser Antikorper als
interessantes Instrument fir die ndhere Charakterisierung dieser bisher nur

unzureichend erforschten Zellpopulation im Huhn.

Vertebraten kénnen anhand der Frequenz der yd T-Zellen in ihren peripheren T-Zell-
Populationen in “yé-low -Spezies und “yd-high”-Spezies eingeteilt werden. Zur ersten
Gruppe z&hlen zum Beispiel Mensch und Maus, bei welchen die vy T-Zellen ca. 5% des
peripheren T-Zellpools darstellen. In die zweite Gruppe fallen unter anderem Rinder,
Schafe, Kaninchen, Schweine und Hiihner, bei welchen die y6 T-Zellen bis zu 60% der
T-Zellen umfassen [98-100]. Bei Hihnern bestehen die Lymphozyten im peripheren
Blut bis zu 50% aus yd T-Zellen [92].

Obwohl yé T-Zellen im Huhn in hoher Frequenz vorkommen, ist diese Zellpopulation
dennoch unzureichend charakterisiert. Nicht nur zu Funktion, sondern auch zu Phanotyp

und Klassifizierung von Subpopulationen bedarf es noch an Forschung.

Ein universell einsetzbares System zur Klassifizierung von yé T-Zell Subpopulationen
verschiedener Vertebraten konnte bis heute nicht etabliert werden. Beim Menschen
werden zwei Hauptgruppen anhand der Expression des V61 oder V62 TCR definiert
[101]. So tragen gewebeassoziierte yd T-Zellen vor allem den V31 TCR, wohingegen
solche im periperen Blut Uberwiegend Vo2 exprimieren. Bei Mausen sind yd T-Zellen
vorrangig in epithelialem Gewebe zu finden und kénnen anhand der Expression der y-
Kette unterteilt werden. yd T-Zellen im Epithel des Uterus, Vagina und Zunge tragen
uberwiegend den Vy6V461 TCR [102], wahrend Vy5V61 tragende T-Zellen in der Haut
residieren [103].

Solch ein System zur Einteilung der yd T-Zellen des Huhns konnte noch nicht
entwickelt werden und Vy- sowie Vo- spezifische mAk stehen bislang nicht zur
Verfugung. Desweiteren konnten bis heute nur sehr wenige Zelloberflachenmarker
identifiziert werden, welche es ermdglichen Subpopulationen von yé T-Zellen zu
definieren. Zu diesen gehdéren CD8, CD25, CD28, CD5 und CD6. CD8 ist ein
niitzlicher Marker anhand dessen Expression ys T-Zellen in CD8a" high (CD8aa* und
CD8ap* ), CD8u* dim und CD8a eingeteilt werden kénnen [104, 105]. Auch mithilfe
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von CD25 und CD28 lassen sich yd T-Zellen in Subpopulationen unterteilen. CD25 ist
ein potenter Aktivierungsmarker [106] und das costimulatorische Molekul CD28 [97],
prasent auf der Mehrheit der off T-Zellen, ist auf allen y6 T-Zellen im Thymus zu
finden, aber abwesend auf der Mehrheit der peripheren yo6 T-Zellen [96]. CD6 findet
man beim Huhn nur auf einer CD8" y§ T-Zell Subpopulation in der Milz [107] und CD5
wird in niedrigen bis mittleren Konzentrationen auf yd T-Zellen exprimiert, je nach
Lage im Gewebe [108].

Unter Beriicksichtigung all dessen ist es von groBem Interesse weitere
Oberflachenmarker der yo T-Zellen zu identifizieren, welche es ermdglichen
funktionelle Subpopulationen zu definieren. Da auch beim Huhn verschiedene
Isoformen von CD45 durch alternatives Splicing entstehen, ist es durchaus mdglich,
dass, dhnlich wie beim Sauger, funktionelle Subpopulationen von yé T-Zellen anhand

des Expressionsmusters der CD45 Isoformen identifiziert werden kénnen.

Der mAk 8B1 farbt eine kleine Population von Bursazellen (1,5%) und eine etwas
groRere AV20" Population in der Milz an (8,2%). Jedoch werden keine B-Zellen in PBL
erkannt. Die in der Einfachfarbung detektierte 8B1" Zellpopulation in der Bursa steht im
Gegensatz zu den PCR-Ergebnissen, in welchen ausschlieBlich die CD451,34567-Variante
detektiert werden konnte. Es kodnnte sich bei der angefarbten Population um
unspezifische Hintergrundfluoreszenz handeln. Jedoch muss dies in weiteren Farbungen
naher untersucht werden. Desweiteren tragen fast alle off T-Zellen in Milz und PBL die
von diesem mAK erkannten Isoformen, wobei eine etwas grof3ere Population in der Milz
8B1 ist. Die FACS Analyse von aus PBMC gewonnenen Makrophagen und Monozyten
zeigt, dass die zwei kurzen Isoformen von CD45 auch auf diesen Zellen exprimiert
werden. Somit ist dieser Antikorper nicht nur hilfreich fir die ndhere Charakterisierung
von yd T-Zellen, sondern wird in Zukunft auch bei der ndheren Analyse weiterer

Leukozyten des Huhns nutzlich sein.

Durch Stimulation von Milzzellen mit immobilisiertem anti-CD3 mAKk Uber 72 Stunden
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass praktisch alle TCR2" und TCR3" Zellen
(ap T-Zellen) die durch den mAk 8Bl erkannten Isoformen nach Aktivierung
hochregulieren. Dies konnte auch fiir die TCR1" Zellen (y& T-Zellen) gezeigt werden.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass die zwei kurzen Isoformen von CD45 auf aktivierten
T-Zellen hochreguliert werden. Beim Séuger konnte in vitro nach Stimulation von PBL
mit Phytohaemagglutinin (PHA) gezeigt werden, dass die 180kDa CD45R0
Splicevariante hochreguliert wird [109]. Somit erweisen sich bestimmte Splicevarianten
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von CD45 mdoglicherweise auch beim Huhn hilfreich als Aktivierungsmarker

unterschiedlicher T-Zellpopulationen.

Obgleich der generelle strukturelle Aufbau der Regionen der Ektodoméne
unterschiedlicher Vertebraten und das alternative Splicing der N-terminalen Region
phylogenetisch konserviert ist, zeigt der Vergleich der AS-Sequenz der extrazellularen
Regionen des CD45 Molekiils eine extrem niedrige Ahnlichkeit. Dies gibt Anlass zu der
Annahme, dass Interaktionen mit potentiellen Liganden eher Gber die Kohlenhydratreste
der Ektodomdane mediiert werden [7, 81]. Je nach Zellart, Differenzierungsgrad und
Aktivierungszustand verandern sich die exprimierten Splicevarianten von CD45 [8, 20,
21]. Die Verénderung liegt aber nicht allein im differenziellen Splicing der Exons,
sondern ist auch der variierenden Glykosylierung zu verdanken. Auf diese Weise
werden wechselnde einzigartige Epitope auf der Zelloberflache kreiert, an welche
spezielle Liganden binden konnen. Die Bedeutung dieser variierenden Glykosylierung
lasst sich zum Beispiel anhand der Anfalligkeit fur den durch Galektin-1 vermittelten
Zelltod der T-Zellen verdeutlichen. Expression spezifischer Glykosyltransferasen,
welche spezielle Oligosaccharid-Liganden auf Glykoproteinen (auch CD45) bilden, hat
einen positiv oder negativ regulatorischen Einfluss auf diesen [110]. Das Verstandnis
uber die speziellen Verénderungen der CD45 Isoformen und Glykosylierungsmuster

konnte weitere Einblicke geben in das Immunsystem und dessen Regulation.

MAKk stellen hervorragende Werkzeuge dar um die Heterogenitat der Glykosylierung
und dessen Auswirkungen auf Funktion und Regulation von CD45 zu untersuchen. Da
der mAk 8B1 einen Antikdrper der IgM-Klasse darstellt, der Isotyp welcher primér bei
der Immunantwort auf Saccharide gebildet wird, erkennt dieser wahrscheinlich ein
Epitop, welches von den Kohlenhydratresten des CD45 Molekuls gebildet wird [111].
Gebunden werden zwei kurze CDA45 Isoformen, denen beiden die Exons 3 und 5 fehlen
und sich lediglich darin unterscheiden, dass der kiirzeren Variante zusétzlich das Exon 6
fehlt. Es ist wahrscheinlich, dass der mAk 8B1 ein spezifisches Glykosylierungsmuster
erkennt, welches aufgrund des alternativen Splicings allein auf diesen beiden Isoformen
von CD45 zu finden ist. Fir die Erforschung der Glykosylierung von CD45 bei Saugern
stehen bereits einige mAK zur Verfligung. So erkennt zum Beispiel der Antikoérper CZ-1
bei der Maus ein Sialinsaure-abhangiges Epitop auf CD45RB, welches nach Stimulation
von CD4" T-Zellen in vitro hochreguliert wird, wobei gleichzeitig die Isoform CD45RB
runterreguliert wird [112]. Der mAk 8B1 stellt beim Huhn womdglich den ersten

Antikorper dar, mit dessen Hilfe ein spezielles Glykosylierungsmuster auf den zwei
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kurzen Isoformen von CD45 erforscht werden kann.

Interessant ist auBBerdem, dass der mAk 8B1 PBMC der Pute anfarbt. Dies ist durchaus
nltzlich, da auch fiir die Pute nur eine begrenzte Auswahl an Antikérpern fir die

Erforschung von Zellsubpopulationen zur Verfligung steht.

Zusammenfassend weist die Tatsache, dass dieser mAk Subpopulationen von
Leukozyten erkennt, darauf hin, dass auch beim Huhn das alternative Splicing von
CD45 und dessen Glykosylierung fiir die Funktion der exprimierenden Zellen von
grolRer Bedeutung ist. Fur die weitere Erforschung insbesondere der yo T-Zellen des
Huhns stellt der mAk 8B1 ein hilfreiches Werkzeug dar.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Herstellung neuer monoklonaler Antikdrper zur Analyse der Expression
verschiedener CD45 Isoformen auf Leukozyten des Haushuhns

Splicevarianten von CD45 konnten in einer Vielzahl verschiedener Spezies identifiziert
werden und monoklonale Antikorper, welche verschiedene Isoformen spezifisch
erkennen, stellen ein nitzliches Werkzeug fir die Charakterisierung zellul&rer
Subpopulationen von Leukozyten dar. Im S&uger kénnen kernhaltige, hdmatopoetische
Zellen mithilfe exprimierter CD45 Isoformen entsprechend ihres Aktivierungszustands,
Differenzierungsgrades und Zellart in Subpopulationen eingeteilt werden. Auch im
Huhn entstehen durch alternatives Splicing unterschiedliche CD45 Isoformen. Die
Verteilung spezifischer Splicevarianten, ihre Funktion und Regulation ist jedoch

weitgehend unerforscht.

Ziel dieser Arbeit war es gegen CD45 gerichtete monoklonale Antikdrper zu generieren,
mit deren Hilfe insbesondere yd T-Subpopulationen naher charakterisiert werden
konnen. Hierfur wurden yd T-Zellen der Milz in vitro mit IL-2 und IL-12 expandiert
und anschlieBend fiir die Immunisierung einer Maus verwendet. Zwei CD45-spezifische
monoklonale Antikorper konnten identifiziert und charakterisiert werden.

Die Analyse der genomischen Struktur von CD45 lieR die Beteiligung dreier Exons am
alternativen Splicing vermuten. Es konnten vier Isoformen von CD45 kloniert und zur
Expression stabil in 293-HEK Zellen transfiziert werden. Dazu zahlte die Full-length
Variante, welche alle alternativ gespliceten Exons besitzt, eine Variante, der alle drei
alternativ gespliceten Exons fehlen und zwei weitere Varianten. Der generierte
monoklonale Antikorper 7D12 erkennt alle exprimierten Isoformen von CD45, wahrend
der monoklonale Antikdrper 8B1 spezifisch zwei kurze Varianten erkennt, von denen
einer Variante die Exons 3 und 5 fehlen und der zweiten Variante zusétzlich das Exon 6
fehlt. Immunfluoreszenz Analyse primarer Zellen ergab, dass der 7D12 alle
Leukozyten, inklusive Thrombozyten, erkennt. Der 8B1 jedoch farbt lediglich
Lymphozyten und Monozyten an. So erkennt dieser Antikorper im Blut fast alle off T-
Zellen, wobei eine Subpopulation von yd T-Zellen 8B1" ist und praktisch keine B-Zellen
erkannt werden. In der Milz existieren eine etwas grolRere 8Bl off und yd T-
Zellsubpopulation, verglichen mit PBL, jedoch ist hier eine 8B1* B-Zellsubpopulation

zu finden. CD3-Stimulation von T-Zellen der Milz fihrt zur Hochregulation des von
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8B1 erkannten Epitops auf allen T-Zellen. Ein Unterschied zwischen den 8B1" und 8B1°
v& T-Zellen besteht in ihrer Expression von CD28. 8B1" Zellen zeigen ein hoheres
CD28 Expressionslevel als 8B1" Zellen und das CD28 Antigen wird bei Stimulation der
Zellen mit IL-2 und IL-12 hochreguliert.

Zusammenfassend stellt der monoklonale Antikérper 8B1 ein hervorragendes
Werkzeug dar, um Subpopulationen von Leukozyten zu identifizieren und insbesondere

vo T-Zellsubpopulationen naher zu charakterisieren.
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7. SUMMARY

Manufacture of new monoclonal antibodies for the analysis of CD45 isoform

expression on leukocytes of the chicken

CD45 splice variants have been identified in various different species and monoclonal
antibodies directed against different isoforms have been instrumental to define subsets
of leukocytes. In mammals nucleated hematopoietic cells can be divided into
subpopulations according to their activation status, differentiation state and cell type
depending on the expressed CD45 isoforms. In the chicken, different CD45 isoforms
arise from alternative splicing as well. The distribution of specific splice variants, their
function and regulation however, are only poorly characterized.

The aim of this study was to generate CD45 specific monoclonal antibodies useful for
the characterization of leukocytes, especially yo T cell subsets. For this purpose, splenic
vo T cells were expanded in vitro in the presence of IL-2 and IL-12 and subsequently
used for immunizing a mouse. Two CDA45 specific monoclonal antibodies were

identified and characterized.

The analysis of the genomic structure of CD45 suggested three exons being involved in
alternative splicing. Four isoforms of CD45 were cloned and stably transfected into
293-HEK cells for expression. The full-length form was identified, containing all
alternatively spliced exons, an isoform lacking all of the alternatively spliced exons and
two more isoforms. The monoclonal antibody 7D12 binds all of the expressed CD45
splice variants, while the 8B1 monoclonal antibody specifically binds two short
variants, one missing exons 3 and 5 and another missing exons 3, 5 and 6.
Immunofluorescence analysis revealed 7D12 staining of all leukocytes, including
thrombocytes. The 8B1 however, only reacts with lymphocytes and monocytes. In
blood this monoclonal antibody binds almost all ap T cells, while a small subpopulation
of yo T cells is 8B1" and almost no B cells are positive for staining. In the spleen a
larger subpopulation of y& and of T cells is 8B1°, while a small 8B1" B-cell
subpopulation can be found. CD3 stimulation of splenic T cells results in the
upregulation of the antigen recognized by the 8B1 monoclonal antibody on all the cells.
A difference between the 8B1" and 8B1 y& T cells exists in their expression of the
CD28 molecule. The 8B1" cells exhibit higher expression levels of CD28 than the 8B1°

population. Stimulation of the cells with IL-2 and IL-12 leads to an upregulation of the
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CD28 expression on all cells.

In summary, the 8B1 monoclonal antibody provides an excellent tool for defining
subsets of leukocytes and expecially for further analysis of the still poorly characterized

chicken yo T cells.
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