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1. EINLEITUNG 

Geflügel kommt eine wichtige Bedeutung in der Lebensmittelindustrie zu und Verluste durch 

Infektionskrankheiten können zu erheblichen wirtschaftlichen Schäden führen. Wie die 

Beispiele aviäre Influenza oder Salmonellose zeigen, tragen Vögel auch entscheidend zur 

Verbreitung zoonotischer Krankheitserreger bei. Zur Verbesserung bestehender und 

Etablierung neuer Therapiemöglichkeiten ist es wichtig die Pathogenese von 

Geflügelkrankheiten besser zu verstehen. Hierzu ist ein breitgefächertes Verständnis des 

aviären Immunsystems unabdingbar.  

Das aviäre Immunsystem ist dem des Säugers erstaunlich ähnlich. Beide besitzen ein 

angeborenes und ein erworbenes Immunsystem und die aviäre Immunantwort läuft nach 

denselben Prinzipien ab wie die des Säugers. Das Immunsystem ist in der Lage ein Pathogen 

zu erkennen, woraufhin eine Reihe an Effektorfunktionen ausgelöst werden, mit deren Hilfe 

der Erreger bekämpft und eliminiert werden soll. Gleichzeitig kommt es zur 

Immunregulation, welche verhindert, dass das Immunsystem den eigenen Körper angreift, 

was zu Allergien oder Autoimmunerkrankungen führen könnte. Schlussendlich ist auch das 

aviäre Immunsystem in der Lage ein immunologisches Gedächtnis zu generieren um bei 

erneuter Infektion eine unmittelbare und stärkere Immunantwort auszulösen [1].  

Die reversible Tyrosin-Phosphorylierung von Proteinen stellt einen zentralen Mechanismus 

diverser zellulärer 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 Maße 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 über 40 Jahren steht CD45, die erste identifizierte transmembranöse Protein-Tyrosin-

Phosphatase, als Prototyp derer im Mittelpunkt intensiver Forschung. Diese PTPase ist beim 

Säuger auf allen kernhaltigen Zellen hämatopoetischen Ursprungs vorhanden [6, 7]. Als 

Molekül mit hohem Molekulargewicht umfasst CD45 auf Lymphozyten ca. 10% des 

gesamten auf der Zelloberfläche exprimierten Proteins [7]. Durch alternatives Splicing dreier 
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Exons der Amino (N)-terminalen Domäne entstehen verschiedene Isoformen, welche je nach 

Zellart, Differenzierungsgrad und Aktivierungszustand unterschiedlich exprimiert werden [8]. 

Säuger 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]. 

Außerdem reguliert diese PTPase die Zelladhäsion, 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-Aktivität [14]. 

Jedoch sind Funktion, Regulation und Expression einzelner Isoformen weitgehend 

unerforscht. 
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2. ZIELSETZUNG 

Im Säuger können kernhaltige hämatopoetische 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 Antikörper (mAk) die Verteilung 

spezifischer CD45 Isoformen auf Immunzellen des Huhns zu untersuchen. Besonderes 

Augenmerk wurde hierbei auf die Expression bei γδ T-Zellen gelegt, da bis heute nur wenige 

Oberflächenmoleküle identifiziert werden konnten, mit deren Hilfe spezielle funktionelle 

Subpopulationen dieser Zellen definiert werden können. 

Für die Generierung CD45-spezifischer mAk sollten aus der Milz gewonnene γδ T-Zellen mit 

Hilfe der Zytokinkombination Interleukin-2 (IL-2) und Interleukin-12 (IL-12) in vitro 

expandiert und anschließend für die Immunisierung eingesetzt werden. Die so gewonnenen 

CD45-spezifischen Antikörper sollten anschließend für die Untersuchung der 

Gewebeverteilung mittels Durchflusszytometrie verwendet werden. 

Zur Ermittlung der Spezifität der generierten mAk sollten verschiedene Splicevarianten von 

CD45 kloniert und exprimiert werden. Die zur Expression von CD45 transfizierten Zellen 

sollten anschließend für die Beurteilung der Reaktivität der mAk eingesetzt werden.  

Durch die Analyse der genomischen CD45 Struktur und dem Vergleich mit den 

entsprechenden Säugergenen konnte die Region, die sehr wahrscheinlich für 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. LITERATURÜBERSICHT 

3.1 PROTEIN-TYROSIN-PHOSPHATASEN 

Die Protein-Tyrosin-Phosphorylierung und -Dephosphorylierung sind Reaktionen, 

welche eine zentrale Rolle bei der Regulation einer Vielzahl zellulärer Prozesse, wie 

zum Beispiel der Entwicklung, Differenzierung, Teilung und Aktivierung, spielen. Das 

strikt geregelte Zusammenspiel von PTKasen und PTPasen sorgt für ein Gleichgewicht 

der Phosphorylierung und Dephosphorylierung. 

Mitglieder der Superfamilie der PTPasen besitzen zwar nur sehr geringe Ähnlichkeit in 

ihrer Sequenz, doch sie alle weisen ein gemeinsames Signaturmotiv innerhalb der 

PTPase-Domäne auf [2, 15]. Generell werden PTPasen anhand ihrer Substratspezifität 

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 können wiederum unterteilt werden in 

transmembranöse, Rezeptor-ähnliche und intrazelluläre PTPasen. CD45 gilt als 

Prototyp der transmembranösen PTPasen.  

  



Literaturübersicht 5 

 

3.2 CD45 BEIM SÄUGER 

CD45 ist eine Typ-1 transmembranöse Protein-Tyrosin-Phosphatase, welche bei 

Säugern auf allen kernhaltigen Körperzellen hämatopoetischen Ursprungs exprimiert 

wird [6, 7, 16]. 

 

3.2.1 Aufbau 

Dieses Molekül ist charakterisiert durch eine große extrazelluläre Region (beim 

Menschen 391-552 Aminosäuren [AS], je nach Isoform), einer einzelnen 

transmembranösen Domäne (22 AS) und einem umfangreichen zytoplasmatischen 

Anteil (705 AS) (siehe Abbildung 1) [7]. Die hochglykosylierte extrazelluläre Region 

besitzt eine variable N-terminale Domäne aufgrund alternativen Splicings dreier Exons, 

eine Cystein-reiche Region und eine Domäne bestehend aus drei TypIII-Fibronektin-

Wiederholungseinheiten. Die intrazelluläre Region setzt sich aus einer membrannahen 

Tyrosin-Phosphatase-Domäne (D1) und einer Carboxy (C)-terminalen Domäne (D2) 

zusammen, welche CD45 mit dem Zytoskelett durch das Verbindungs-Molekül Fodrin 

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

Die extrazelluläre Region besteht aus einer variablen N-terminalen Domäne, charakterisiert durch das 

Splicing dreier Exons (A, B und C), gefolgt von einer Cystein-reichen Region und 3 TypIII-Fibronektin 

Wiederholungen. CD45 besitzt außerdem eine einzelne transmembranöse Region und eine intrazelluläre 

Region, bestehend aus den 2 Tandem-Phosphatase-Domänen D1 und D2. Extrazellulär ist CD45 

hochgradig glykosyliert, wobei N-Glykosylierung auf der gesamten Ektodomäne 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 Säuger 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 Anstoß 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 CD45, bei der die Exons 4-6 fehlen. Das ´R´steht 

dabei für ´restricted to´. Je nach Isoform und variierender Glykosylierung beträgt das 

molekulare Gewicht ca. 180 bis 240kDa [8]. Die exprimierte Isoform und deren 

Glykosylierung hängt von der Zellart, dem Differenzierungsgrad und dem 

Aktivierungszustand ab [8, 20, 21]. Naive T-Zellen tragen somit vornehmlich Isoformen 

von CD45 mit größerem molekularen Gewicht. Nach Aktivierung der Zellen 

verschwinden diese zunehmend und die Variante mit dem geringsten molekularen 

Gewicht (CD45R0) wird hochreguliert. Diese ist auch die prädominante Splicevariante 

auf Gedächtnis-T-Zellen [8, 22, 23]. Naive B-Zellen exprimieren fast ausschließlich die 

Isoform CD45RABC [8, 21]. Auch andere Leukozyten können anhand der Expression 

von CD45 unterschieden werden. Naive Natürliche Killerzellen (NK) tragen den 

Phänotyp CD45RA
+
R0

-
, aktivierte NK-Zellen hingegen den Phänotyp CD45RA

+
R0

+
 

[24]. 

CD45 ist an der Cystein-reichen Region und den drei TypIII-Fibronektin Einheiten stark 

N-glykosyliert. Die Untersuchung der auf CD45 vorhandenen N-Glykane humaner 

peripherer mononucleärer Blutzellen (PBMC) zeigte, dass diese vor allem vom 

komplexen Typ sind und primär tri- und tetraantennäre Strukturen aufweisen und poly-

(N-Acetyllactosamin)-Gruppen tragen [25]. Die intakte N-Glykosylierung der CD45 

Moleküle im Golgi-Apparat ist ausschlaggebend für die Stabilität und den Transport 

dieser an die Zelloberfläche [26]. Die O-Glykane der N-terminalen Region von CD45 

sind vornehmlich Core-1 und Core-2 Strukturen [27]. Die Glykosylierung der CD45 

Isoformen ändert sich im Laufe des Lebens einer Zelle. So wird sie beeinflusst durch 

Glykosyltransferasen während der Entwicklung, Differenzierung und Aktivierung der 

Zelle [28]. Folglich hängt die Glykosylierung eines CD45 Moleküls nicht allein von den 

vorhandenen Exons der Isoform ab, sondern auch vom Status der exprimierenden Zelle. 

Die Änderung der Glykosylierung kann dazu beitragen, dass bestimmte Liganden 

präferenziell gebunden werden. Obwohl bis heute kein spezifischer Ligand für CD45 

gefunden wurde, gibt es doch eine Reihe an Substraten, die gebunden werden können, 

da sie spezielle Zuckerreste erkennen. Zu diesen gehören zum Beispiel Galektin-1 und -

3, CD22 und MGL (macrophage galactose-type lectin). Galektin-1 ist ein β-

Galaktoside-bindendes Protein, welches an einer Vielzahl zellulärer 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 außerdem 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 gehörendes 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 

(GalNAc)-Strukturen auf CD45 und reguliert die Interaktionen zwischen Effektor-T-

Zelle und Antigenpräsentierender 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 Säugern auf allen Zellen 

hämatopoetischen Ursprungs, bis auf Thrombozyten und Erythrozyten, exprimiert wird, 

stammt das meiste Wissen über dieses Molekül 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 hämatopoetischen Zellen in hoher Dichte vor und umfasst ca. 5-10% des 

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

Die intrazelluläre Region von CD45 besteht aus der membrannahen D1 Domäne und 

der C-terminalen D2 Domäne. Beide Domänen teilen Homologien in Sequenz und 

Aufbau, doch einzig D1 besitzt PTPase-Aktivität [38]. D2 übernimmt die Funktion das 

Enzym zu stabilisieren und ist wichtig für dessen optimale Funktion [38]. Sie ist in der 

Lage Substrat zu binden und reguliert die Phosphataseaktivität von D1 [18]. Die D2-

Domäne verbindet CD45 mit dem Zytoskelett, indem sie an Fodrin (Spektrin-ähnliches 

Protein) oder Spektrin bindet, wodurch die PTPase-Aktivität von D1 gesteigert wird. 

[39]. Für T-Zellen konnte gezeigt werden, dass der Transport von CD45 an die 

Oberfläche durch Bindung der intrazellulären Region an Spektrin gefördert wird. Wenn 

dieser Prozess gestört 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 hängt 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 führt 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 daraufhin von den Src-Kinasen phosphoryliert und aktiviert werden. 

Aktivierte Src- und Syk-Proteinkinasen sind in der Lage weitere Schlüsselmoleküle zu 

phosphorylieren, was anschließend zu einer breiten Pallette an zellulären Reaktionen 

führt.  

Die Aktivität der Src-Familienmitglieder der PTKasen wird durch Phosphorylierung 

und Dephosphorylierung zweier spezifischer Tyrosinreste reguliert. Ein C-terminaler 

Rest ist bedeutend für die negative Regulation und ein Rest in der Kinase-Domäne ist 

wichtig für die positive Regulation. Letzterer ist der Hauptort für 

Autophosphorylierung; durch Phosphorylierung dieses Tyrosinrests kommt es zur 

gesteigerten Kinaseaktivität. Zusätzlich zur Dephosphorylierung des C-terminalen 

regulatorischen Tyrosins ist CD45 auch in der Lage den Tyrosinrest der katalytischen 

Domäne zu dephosphorylieren. In dieser Weise wirkt CD45 regulatorisch auf die 

Aktivität der Src-Kinasen [43-46] 

Lck und Lyn, Mitglieder der Src-Superfamilie, sind die am besten charakterisierten 

Substrate für 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 führt zu einer 

intramolekularen Interaktion der Kinase-Domäne mit der regulatorischen SH2-Domäne. 

Dies führt zu einer gefalteten inaktiven Konformation der Src-Kinase [49]. Kommt es 

nun zur Dephosphorylierung der C-terminalen Domäne durch CD45, entfaltet sich diese 

Konformation und es entsteht eine Kinase, die aktivierbar ist. Clustering der Src-

Kinasen während einer Antigenbindung führt zur Transphosphorylierung des 

Tyrosinrests der Aktivierungsschlaufe der katalytischen Domäne, welche von selbiger 

verdrängt 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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Domäne zu dephosphorylieren. Auf diese Weise wird die Kinaseaktivität verringert und 

die Src-Kinase wieder in den aktivierbaren Zustand überführt [50-52]. Durch die 

Dephosphorylierung beider Tyrosinreste reguliert CD45 die Kinaseaktivität der Src-

Familienmitglieder und wirkt darauf hin, diese in einem aktivierbaren Zustand zu 

halten. 

Für 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 CD8 assoziiert [53-55]. Während der Entstehung eines TCR-

MHC-Peptid-Komplexes wird Lck an diesen rekrutiert und zwar über 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-Mäuse eine 

Blockade beim Übergang von der CD4
+
CD8

+
 doppelt positiven (DP) Phase zur einfach 

positiven Phase hatten. Sie besaßen somit nur 5-10% der normalen Anzahl peripherer T-

Zellen [57, 58]. Für B-Zellen konnte gezeigt werden, dass bei Fehlen von CD45 deren 

Entwicklung zwar stattfindet, aber die Menge und Zusammensetzung der 

Subpopulationen verändert ist [58]. Ein Kalzium-mobilisierendes Signal konnte nur 

dann durch den BCR erzeugt werden wenn CD45 auf der Zelloberfläche 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 unterdrücken. 

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-α (IFN-α) [12]. Somit könnte 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 ausgelöst wird. 

Ähnlich wie bei der T- bzw. B-Zell-Rezeptor-Signaltransduktion kommt es bei 

Antigenbindung an IgE (Immunglobulin E) zur Quervernetzung der FcεRI auf 

Mastzellen. Dies führt in initialen Reaktionen zur Tyrosin-Phosphorylierung der ITAMs 

der β- und γ-Untereinheiten von FcεRI durch die Src Protein-Tyrosin-Kinase Lyn und 

zur Rekrutierung und Aktivierung weiterer Moleküle [60, 61]. Bei Mastzellen konnte 

gezeigt werden, dass CD45 für die IgE-abhängige Degranulation wichtig ist und dass 

CD45 Knockout-Mäuse gegenüber IgE-abhängiger Anaphylaxie resistent sind [10].  

In dendritischen Zellen korreliert der Effekt von CD45 auf die TLR-induzierte 

Zytokinproduktion mit der Identität des aktivierten Toll-like Rezeptors [9]. Die 

Untersuchung dendritischer Zellen von CD45 Knockout-Mäusen zeigte einen negativen 

Effekt von CD45 auf TLR2 und 9 und einen positiven Effekt auf TLR3 und 4. Dies 

impliziert eine negativ regulatorische Funktion für CD45 auf MyD88 (myeloid 

differentiation primary response gene 88)-abhängige Zytokinsignalisierung.  

Die Adhäsion von Makrophagen und auch anderen Leukozyten an die extrazelluläre 

Matrix und an andere Zellen wird durch Zelladhäsionsmoleküle der Integrin-Familie 

mediiert. Kommt es bei Makrophagen zu einer Integrin-abhängigen Zelladhäsion, 

werden Src-Kinasen aktiviert. CD45 ist an der Regulation der Zelladhäsion beteiligt, 

indem es durch Dephosphorylierung des Tyrosinrests der katalytischen Domäne der Src-

Kinasen deren Aktivität senkt. Somit wird die Zelladhäsion aufrechterhalten [11].  

Eine Studie an neutrophilen Granulozyten mit CD45-spezifischen mAk konnte zeigen, 

dass die durch Leukotrien B4 und C5a verursachte Chemotaxis der Zellen durch 

Bindung der Antikörper 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 

ihrer Oberfläche, welche inhibitorische Funktionen erfüllen. Zu diesen zählt auch PIR-

B. Er besitzt zytoplasmatisch ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif)-

Domänen 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 



Literaturübersicht 12 

 

Molekül konstitutiv in einem phosphorylierten Zustand gehalten und übt 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 lässt nach. Es wird vermutet, dass CD45 die Aktivität 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 

Oberflächenrezeptoren an nachgeschaltete Tyrosin-Kinase-anhängige 

Signaltransduktionswege in aktivierten Phagozyten [63].  

 

3.2.4 Regulation 

Obwohl die Forschungen an CD45 beim Säuger bis in die 1960er zurückreichen, weiß 

man bis heute nur sehr wenig über die Regulation ihrer Phosphataseaktivität. Es konnte 

bisher kein Ligand identifiziert werden, welcher spezifisch die Phosphataseaktivität von 

CD45 reguliert. Aufgrund mangelnder Beweise für einen solchen Liganden ging man 

dazu über auch nach anderen möglichen Regulationsmechanismen für CD45 zu suchen.  

 

3.2.4.1 Dimerisierung 

Basierend auf der Untersuchung der kristallinen Struktur der D1 Domäne der murinen 

RPTPα (receptor-like protein-tyrosine phosphatase alpha) und deren 

Sequenzähnlichkeit zu CD45 wurde ein Modell für die Regulation von CD45 durch 

Dimerisierung vorgeschlagen. Hierbei wird ihre Phosphataseaktivität durch 

Wechselwirkungen eines N-terminal gelegenen Keils des einen D1-Monomers mit der 

katalytischen Stelle des zweiten Monomers gehemmt [64]. Die Untersuchungen eines 

Chimären, bestehend aus der extrazellulären und transmembranösen Region des 

Rezeptors des epidermalen Wachstumsfaktors (EGFR) und der intrazellulären Region 

von CD45 unterstützen dieses Modell. Liganden-induzierte Dimerisierung des 

Chimären hemmten die Antigen-abhängige 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 möglich sei [66]. Bei der Untersuchung rekombinanter Anteile der 
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zytoplasmatischen Region wurde ersichtlich, dass die D1 Domäne allein primär als 

Dimer vorkam, wobei die rekombinante D1D2 Variante primär als Monomer vorkam. 

[38]. Proteine in Lösung sind jedoch dynamisch und die Untersuchung der kristallinen 

Struktur allein ist nicht ausreichend um dieses Modell zu widerlegen oder zu belegen 

und man weiß noch nicht ob die intrazelluläre Region inhibitorische Dimere bilden 

kann [67].  

Durch das alternative Splicing der drei Exons, welche multiple Bildungsstellen für O-

verknüpfte Kohlenhydrate kodieren, entstehen Isoformen unterschiedlicher Form und 

negativer Ladung. Die Expression dieser Isoformen auf verschiedenen 

Leukozytenpopulationen wird strikt reguliert. Dies legt die Möglichkeit nahe, dass die 

extrazelluläre Domäne von CD45 Dimere bilden kann und dass diese Dimerisierung 

spontan abläuft und von der exprimierten Isoform abhängt. Es konnte gezeigt werden, 

dass verschiedene Isoformen in primären und transfizierten T-Zellen unterschiedlich 

homodimerisieren und dass R0 effizienter und schneller dimerisiert als größere 

Isoformen. Die Dimerisierung jedoch war nicht abhänging von der intrazellulären 

Domäne, sondern von der O-Glykosylierung und Sialylierung der extrazellulären 

Region [68]. Es ist noch einiges an Arbeit nötig um diese gegensätzlichen 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 

dafür, dass die Relokalisation von CD45 in und aus sogenannten lipid rafts wichtig ist 

für die Regulation des Zugriffs auf Substrate.  

Lipid rafts (Lipidflöße) (auch GEM, glycolipid-enriched membrane subdomain) sind 

spezielle Bereiche in der Zellmembran. Sie sind reich an Cholesterol und 

Sphingolipiden und daher unlöslich 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-abhängig [52, 69]. Die Lokalisation in diesen rafts 

ist jedoch dynamisch und abhängig 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 

Moleküle 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 maßgeblich 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 

anschließender Dissoziation von Csk. Man nimmt an, dass in naiven Zellen durch die 

Aktivität von Csk vorrangig ein hemmendes Milieu vorliegt mit phosphorylierten 

inaktiven CD45-Substraten, darunter Src-PTKasen. Nach T-Zell-Aktivierung wird dies, 

durch die Aktivität von CD45, welches vermutlich transient in die lipid rafts 

einwandert, in ein aktiviertes umgewandelt. Man nimmt außerdem an, dass die 

Wanderung von CD45 und Csk aus diesen lipid rafts wichtig sein könnte für die 

Aufrechterhaltung der TCR-Signalisierung und Aktivierung [46, 70, 71]. Wie bei dem 

Modell der Dimerisierung ist auch in diesem Bereich noch umfangreiche Forschung 

vonnöten um die genauen Mechanismen der Wanderung von CD45 in und aus lipid 

rafts zu verstehen. Weitere Mechanismen zur Regulation der Phosphataseaktivität von 

CD45 sind Phosphorylierung und Oxidation. Es ist bekannt, dass die Casein-Kinase 2 

(CK2) eine Region innerhalb der D2-Domäne des CD45 phosphorylieren kann und 

somit die Phosphataseaktivität von D1 in vitro steigert [72]. In neutrophilen 

Granulozyten kann die Aktivität von CD45 durch reaktive Sauerstoff-

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

CD45 Moleküle konnten nicht nur bei verschiedenen Säugern identifiziert werden [74-

79]. Gene, welche Homologe des Säuger CD45 kodieren wurden auch im Genom 

anderer Vertebraten identifiziert, einschließlich Huhn [80], Hornhai (Heterodontus 

francisci) [81], Schleimaal (Eptatretus stoutii) [82], Meerneunauge (Petromyzon 

marinus) [83], Kugelfisch (Fugu rubripes) [84], Karpfen (Cyprinius carpio) [85] und 

getüpfelter Gabelwels (Ictalurus punctatus) [86]. 

Die Analyse der verschiedenen CD45 Sequenzen ergab, dass die intrazelluläre und 

transmembranöse Domäne hochkonserviert sind. Die extrazelluläre 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 dafür, dass nicht nur ganze Exons gespliced werden, sondern auch eine Hälfte, 

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-Phosphataseaktivität aufweisen. Dies legt nahe, dass unterschiedliche 

CD45 Varianten auch bei Amphibien existieren [87, 88].
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3.4 CD45 BEIM HUHN 

Das Homolog zum Säuger CD45 wurde beim Huhn Ende der Achtzigerjahre des letzten 

Jahrhunderts entdeckt. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Molekül beim Huhn auf 

allen hämatopoetischen 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 Säuger, existieren auch beim Huhn CD45 Varianten mit unterschiedlicher 

molekularer Masse. Eine Immunpräzipitationsstudie 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 Hühner CD45 weist intrinsische Phosphotyrosin-Phosphataseaktivität auf. Dies 

konnte mit Hilfe einer Studie gezeigt werden, in welcher der spezifische mAk LT40 

jegliche PTPase-Aktivität von aus Thymuszellen generierten Membranlysaten hemmte 

[14]. Desweiteren dephosphoryliert dieses Molekül die Protein-Tyrosin-Kinasen c-Src 

und v-Src in vitro und steigert die Kinaseaktivität von c-Src [91].  

Vergleichende Sequenzanalyse von humanem und Hühner CD45 ergab, dass die 

intrazelluläre und transmembranöse Region hochkonserviert ist, wobei die 

juxtamembranöse D1 Domäne sogar eine 84%ige Homologie aufweist [81]. Auch die 

Gesamtstruktur des Moleküls ist erhalten: die extrazelluläre Region von CD45 besteht 

beim Huhn aus 3 TypIII-Fibronektin Einheiten, einer Cystein-reichen Region und einer 

variablen N-terminalen Domäne. Die Ektodomäne besitzt auch hier multiple 

Bildungsstellen für N- und O-glykosidisch verknüpfte Kohlenhydratreste. Lediglich die 

Proteinsequenz der extrazellulären Region besitzt sehr geringe Homologie zum Säuger 

[81].  

Beim Säuger 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 Identität dieser Exons 

unterscheiden sich jedoch beträchtlich. So werden beim Huhn und beim Hornhai drei 

Exons alternativ gespliced [80, 81], wohingegen beim getüpfelten Gabelwels 18 solcher 

Exons identifiziert werden konnten [86].  
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Eine Besonderheit besteht im Huhn in der hohen Anzahl an γδ T-Zellen. Die 

Lymphozyten im peripheren Blut bestehen bis zu 50% aus γδ T-Zellen [92]. Doch trotz 

der großen Menge ist diese Zellpopulation im Huhn noch weitestgehend unerforscht. 

Aufgrund des Mangels an identifizierten Oberflächenmolekülen ist es schwierig 

funktionelle Subpopulationen dieser Zellart zu identifizieren. Beim Säuger ist es 

möglich, aufgrund der unterschiedlichen Expression einzelner CD45-Isoformen, 

Leukozyten mit Hilfe von mAk in funktionelle Subpopulationen einzuteilen. Da auch 

beim Huhn verschiedene Isoformen durch alternatives Splicing entstehen, nimmt man 

an, dass es möglich ist durch die Produktion Isoform-spezifischer mAk funktionelle 

Subpopulationen von γδ T-Zellen zu identifizieren. 
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5. DISKUSSION 

Ein gut charakterisiertes Oberflächenmolekül, dessen Splicevarianten beim Säuger 

unterschiedlich auf kernhaltigen Zellen hämatopoetischen 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 können [8, 

20, 21]. Das Pendant zum Säuger 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 repräsentieren den Bereich, welcher im Säuger 

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 TypIII Fibronektin-Domänen. 

Die restlichen Exons kodieren die transmembranöse und die beiden zytoplasmatischen 

Domänen.  

Beim Huhn wird der entsprechende N-terminale Bereich der Ektodomäne 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 früheren 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 enthält 

(CD451234567), eine Variante, bei der alle gespliceten Exons fehlen (CD451247) und zwei 

weitere Varianten (CD45123467 und CD4512467). Desweiteren lieferte die PCR 

Informationen darüber, welche Isoformen von CD45 in welchem Gewebe exprimiert 

werden. In der Bursa findet sich ausschließlich die CD451234567-Variante, wohingegen 

im Thymus die beiden kürzesten Isoformen vorkommen. In PBL und Milz werden alle 

vier Varianten exprimiert. Dies deckt sich mit früheren Immunpräzipitationsstudien [14, 

89]. Interessanterweise exprimieren naive B-Zellen auch im Säuger fast ausschließlich 

CD45RABC und auch im Thymus dominieren kleinere Varianten von CD45 [8, 20, 21]. 

Hühner CD45 ist auf Leukozyten, jedoch nicht auf Erythrozyten, welche im Huhn 

kernhaltig sind, nachweisbar [14]. Auch auf Thrombozyten findet sich CD45, wenn 



Diskussion 31 

 

auch mit niedrigerem Expressionslevel [90]. Es konnten bisher eine Reihe an mAk 

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 Antikörper, mit Ausnahme des CLA-1, wahrscheinlich einen invariablen Bereich 

des Moleküls. Immunpräzipitationsstudien 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 kürzesten Isoformen von CD45 im Huhn erkennt. Die Spezifität des mAk wurde 

verifiziert, indem alle vier Splicevarianten von CD45 zur Expression in HEK-293-

Zellen transfiziert wurden und anschließend die Bindung des Antikörpers an die 

einzelnen Isoformen per FACS-Analyse untersucht wurde. Mit Hilfe dieses mAk 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 Doppelfärbungen mit dem 

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

Herausragend ist die Eigenschaft dieses Antikörpers, γδ T-Zellen in den untersuchten 

Geweben Milz und PBL in zwei Populationen zu unterteilen; einer größeren 8B1
+
 und 

einer kleineren 8B1
-
 Zellpopulation. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die 8B1-

Expression auf γδ T-Zellen nach Stimulation von Milzzellen mit dem anti-CD3 mAk 

hochreguliert wird. Außerdem zeigt die 8B1
+ 

Fraktion der γδ T-Zellen eine höhere 

Dichte des TCR. Die Analyse der CD28 Expression auf unstimulierten und in vitro 

stimulierten Milzzellen und PBL diente dazu die 8B1
+
 und 8B1

- 
γδ T-Zellen weiter zu 

charakterisieren. Es konnte gezeigt werden, dass eine Subpopulation von γδ T-Zellen in 

der Milz und eine etwas kleinere Subpopulation in PBL CD28
+ 

sind. Eine frühere Studie 

konnte weder in der Milz, noch in PBL CD28-Expression auf γδ T-Zellen detektieren 

[96]. Dies könnte jedoch daran liegen, dass unterschiedliche Hühnerlinien verwendet 

wurden. Demgegenüber sind die Ergebnisse der Färbung der PBL in dieser Arbeit 

vergleichbar mit denen einer weiteren Studie [97]. Die Stimulation von Milzzellen mit 

IL-2 und IL-12 sorgte für eine Hochregulation der CD28 Expression auf γδ T-Zellen auf 

ca. 68%. Immunfluoreszenzfärbung mit drei Farbstoffen ergab, dass nur eine kleine 

Population der 8B1
+
 γδ T-Zellen der unstimulierten Milzzellen und PBL CD28

+ 
sind. 

(9±1% in Milz und 4±1% in PBL). Demgegenüber exprimiert eine größere 

Subpopulation der 8B1
- 
γδ 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

-
 γδ T-Zell-Subpopulation nach 

Stimulation von Milzzellen über einen Zeitraum von 96 Stunden hochreguliert. Jedoch 

ist die Frequenz der CD28
+
8B1

+
 γδ T-Zell-Subpopulation viel höher (76,1%) als die der 

CD28
+
8B1

- 
T-Zellen (53,7%). Dadurch, dass Subpopulationen von γδ T-Zellen mithilfe 

des mAk 8B1 identifiziert werden können, erweist sich dieser Antikörper als 

interessantes Instrument für die nähere Charakterisierung dieser bisher nur 

unzureichend erforschten Zellpopulation im Huhn. 

Vertebraten können anhand der Frequenz der γδ T-Zellen in ihren peripheren T-Zell-

Populationen in ´γδ-low´-Spezies und ´γδ-high´-Spezies eingeteilt werden. Zur ersten 

Gruppe zählen zum Beispiel Mensch und Maus, bei welchen die γδ T-Zellen ca. 5% des 

peripheren T-Zellpools darstellen. In die zweite Gruppe fallen unter anderem Rinder, 

Schafe, Kaninchen, Schweine und Hühner, bei welchen die γδ T-Zellen bis zu 60% der 

T-Zellen umfassen [98-100]. Bei Hühnern bestehen die Lymphozyten im peripheren 

Blut bis zu 50% aus γδ T-Zellen [92].  

Obwohl γδ T-Zellen im Huhn in hoher Frequenz vorkommen, ist diese Zellpopulation 

dennoch unzureichend charakterisiert. Nicht nur zu Funktion, sondern auch zu Phänotyp 

und Klassifizierung von Subpopulationen bedarf es noch an Forschung. 

Ein universell einsetzbares System zur Klassifizierung von γδ T-Zell Subpopulationen 

verschiedener Vertebraten konnte bis heute nicht etabliert werden. Beim Menschen 

werden zwei Hauptgruppen anhand der Expression des Vδ1 oder Vδ2 TCR definiert 

[101]. So tragen gewebeassoziierte γδ T-Zellen vor allem den Vδ1 TCR, wohingegen 

solche im periperen Blut überwiegend Vδ2 exprimieren. Bei Mäusen sind γδ T-Zellen 

vorrangig in epithelialem Gewebe zu finden und können anhand der Expression der γ-

Kette unterteilt werden. γδ T-Zellen im Epithel des Uterus, Vagina und Zunge tragen 

überwiegend den Vγ6Vδ1 TCR [102], während Vγ5Vδ1 tragende T-Zellen in der Haut 

residieren [103].  

Solch ein System zur Einteilung der γδ T-Zellen des Huhns konnte noch nicht 

entwickelt werden und Vγ- sowie Vδ- spezifische mAk stehen bislang nicht zur 

Verfügung. Desweiteren konnten bis heute nur sehr wenige Zelloberflächenmarker 

identifiziert werden, welche es ermöglichen Subpopulationen von γδ T-Zellen zu 

definieren. Zu diesen gehören CD8, CD25, CD28, CD5 und CD6. CD8 ist ein 

nützlicher Marker anhand dessen Expression γδ T-Zellen in CD8α
+ 

high (CD8αα⁺  und 

CD8αβ⁺ ), CD8α⁺  dim und CD8α¯ eingeteilt werden können [104, 105]. Auch mithilfe 
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von CD25 und CD28 lassen sich γδ T-Zellen in Subpopulationen unterteilen. CD25 ist 

ein potenter Aktivierungsmarker [106] und das costimulatorische Molekül CD28 [97], 

präsent auf der Mehrheit der αβ T-Zellen, ist auf allen γδ T-Zellen im Thymus zu 

finden, aber abwesend auf der Mehrheit der peripheren γδ T-Zellen [96]. CD6 findet 

man beim Huhn nur auf einer CD8
+
 γδ T-Zell Subpopulation in der Milz [107] und CD5 

wird in niedrigen bis mittleren Konzentrationen auf γδ T-Zellen exprimiert, je nach 

Lage im Gewebe [108].  

Unter Berücksichtigung all dessen ist es von großem Interesse weitere 

Oberflächenmarker der γδ T-Zellen zu identifizieren, welche es ermöglichen 

funktionelle Subpopulationen zu definieren. Da auch beim Huhn verschiedene 

Isoformen von CD45 durch alternatives Splicing entstehen, ist es durchaus möglich, 

dass, ähnlich wie beim Säuger, funktionelle Subpopulationen von γδ T-Zellen anhand 

des Expressionsmusters der CD45 Isoformen identifiziert werden können.  

Der mAk 8B1 färbt eine kleine Population von Bursazellen (1,5%) und eine etwas 

größere AV20
+
 Population in der Milz an (8,2%). Jedoch werden keine B-Zellen in PBL 

erkannt. Die in der Einfachfärbung detektierte 8B1
+ 

Zellpopulation in der Bursa steht im 

Gegensatz zu den PCR-Ergebnissen, in welchen ausschließlich die CD451234567-Variante 

detektiert werden konnte. Es könnte sich bei der angefärbten Population um 

unspezifische Hintergrundfluoreszenz handeln. Jedoch muss dies in weiteren Färbungen 

näher untersucht werden.
 
Desweiteren tragen fast alle αβ T-Zellen in Milz und PBL die 

von diesem mAk erkannten Isoformen, wobei eine etwas größere 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 Antikörper nicht nur hilfreich für die nähere Charakterisierung 

von γδ T-Zellen, sondern wird in Zukunft auch bei der näheren Analyse weiterer 

Leukozyten des Huhns nützlich sein.  

Durch Stimulation von Milzzellen mit immobilisiertem anti-CD3 mAk über 72 Stunden 

konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass praktisch alle TCR2
+
 und TCR3

+
 Zellen 

(αβ T-Zellen) die durch den mAk 8B1 erkannten Isoformen nach Aktivierung 

hochregulieren. Dies konnte auch für die TCR1
+ 

Zellen (γδ T-Zellen) gezeigt werden. 

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die zwei kurzen Isoformen von CD45 auf aktivierten 

T-Zellen hochreguliert werden. Beim Säuger 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 möglicherweise auch beim Huhn hilfreich als Aktivierungsmarker 

unterschiedlicher T-Zellpopulationen.  

Obgleich der generelle strukturelle Aufbau der Regionen der Ektodomäne 

unterschiedlicher Vertebraten und das alternative Splicing der N-terminalen Region 

phylogenetisch konserviert ist, zeigt der Vergleich der AS-Sequenz der extrazellulären 

Regionen des CD45 Moleküls eine extrem niedrige Ähnlichkeit. Dies gibt Anlass zu der 

Annahme, dass Interaktionen mit potentiellen Liganden eher über die Kohlenhydratreste 

der Ektodomäne mediiert werden [7, 81]. Je nach Zellart, Differenzierungsgrad und 

Aktivierungszustand verändern sich die exprimierten Splicevarianten von CD45 [8, 20, 

21]. Die Veränderung 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 Zelloberfläche kreiert, an welche 

spezielle Liganden binden können. Die Bedeutung dieser variierenden Glykosylierung 

lässt sich zum Beispiel anhand der Anfälligkeit für 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 Verständnis 

über die speziellen Veränderungen der CD45 Isoformen und Glykosylierungsmuster 

könnte weitere Einblicke geben in das Immunsystem und dessen Regulation.  

MAk stellen hervorragende Werkzeuge dar um die Heterogenität der Glykosylierung 

und dessen Auswirkungen auf Funktion und Regulation von CD45 zu untersuchen. Da 

der mAk 8B1 einen Antikörper der IgM-Klasse darstellt, der Isotyp welcher primär bei 

der Immunantwort auf Saccharide gebildet wird, erkennt dieser wahrscheinlich ein 

Epitop, welches von den Kohlenhydratresten des CD45 Moleküls gebildet wird [111]. 

Gebunden werden zwei kurze CD45 Isoformen, denen beiden die Exons 3 und 5 fehlen 

und sich lediglich darin unterscheiden, dass der kürzeren Variante zusätzlich 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. Für die Erforschung der Glykosylierung von CD45 bei Säugern 

stehen bereits einige mAk zur Verfügung. So erkennt zum Beispiel der Antikörper CZ-1 

bei der Maus ein Sialinsäure-abhängiges 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 womöglich den ersten 

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

Interessant ist außerdem, dass der mAk 8B1 PBMC der Pute anfärbt. Dies ist durchaus 

nützlich, da auch für die Pute nur eine begrenzte Auswahl an Antikörpern für die 

Erforschung von Zellsubpopulationen zur Verfügung 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 für die Funktion der exprimierenden Zellen von 

großer Bedeutung ist. Für die weitere Erforschung insbesondere der γδ T-Zellen des 

Huhns stellt der mAk 8B1 ein hilfreiches Werkzeug dar.  



Zusammenfassung 36 

 

6. ZUSAMMENFASSUNG 

Herstellung neuer monoklonaler Antikörper zur Analyse der Expression 

verschiedener CD45 Isoformen auf Leukozyten des Haushuhns 

Splicevarianten von CD45 konnten in einer Vielzahl verschiedener Spezies identifiziert 

werden und monoklonale Antikörper, welche verschiedene Isoformen spezifisch 

erkennen, stellen ein nützliches Werkzeug für die Charakterisierung zellulärer 

Subpopulationen von Leukozyten dar. Im Säuger können kernhaltige, hämatopoetische 

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 Antikörper zu generieren, 

mit deren Hilfe insbesondere γδ T-Subpopulationen näher charakterisiert werden 

können. Hierfür wurden γδ T-Zellen der Milz in vitro mit IL-2 und IL-12 expandiert 

und anschließend für die Immunisierung einer Maus verwendet. Zwei CD45-spezifische 

monoklonale Antikörper konnten identifiziert und charakterisiert werden.  

Die Analyse der genomischen Struktur von CD45 ließ 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 zählte 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 Antikörper 7D12 erkennt alle exprimierten Isoformen von CD45, während 

der monoklonale Antikörper 8B1 spezifisch zwei kurze Varianten erkennt, von denen 

einer Variante die Exons 3 und 5 fehlen und der zweiten Variante zusätzlich das Exon 6 

fehlt. Immunfluoreszenz Analyse primärer Zellen ergab, dass der 7D12 alle 

Leukozyten, inklusive Thrombozyten, erkennt. Der 8B1 jedoch färbt lediglich 

Lymphozyten und Monozyten an. So erkennt dieser Antikörper im Blut fast alle αβ T-

Zellen, wobei eine Subpopulation von γδ T-Zellen 8B1
-
 ist und praktisch keine B-Zellen 

erkannt werden. In der Milz existieren eine etwas größere 8B1
- 

αβ und γδ T-

Zellsubpopulation, verglichen mit PBL, jedoch ist hier eine 8B1
+ 

B-Zellsubpopulation 

zu finden. CD3-Stimulation von T-Zellen der Milz führt zur Hochregulation des von 
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8B1 erkannten Epitops auf allen T-Zellen. Ein Unterschied zwischen den 8B1
+ 

und 8B1
-
 

γδ T-Zellen besteht in ihrer Expression von CD28. 8B1
+
 Zellen zeigen ein höheres 

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 Antikörper 8B1 ein hervorragendes 

Werkzeug dar, um Subpopulationen von Leukozyten zu identifizieren und insbesondere 

γδ T-Zellsubpopulationen näher 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 γδ T cell subsets. For this purpose, splenic 

γδ T cells were expanded in vitro in the presence of IL-2 and IL-12 and subsequently 

used for immunizing a mouse. Two CD45 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 αβ T cells, while a small subpopulation 

of γδ T cells is 8B1
-
 and almost no B cells are positive for staining. In the spleen a 

larger subpopulation of γδ and αβ 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

-
 γδ 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 γδ T cells. 
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