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Einleitung

1. Einleitung

Die Aufgabe des Immunsystems besteht darin, den Organismus vor Pathogenen
wie Bakterien, Viren, Pilzen oder Parasiten zu schitzen. Neben dieser Funktion
ist es jedoch auch entscheidend an der Vernichtung entarteter kdrpereigener
Zellen beteiligt. Um diesen Aufgaben gerecht zu werden, steht dem
Immunsystem wahrend einer adaptiven Immunantwort ein T-Zellrezeptor

1 verbunden mit

Repertoire von ungefihr 25 x 10° verschiedenen Spezifitaten
einer hohen Plastizitat der Antigenerkennung zur Verfiigung 2. Obwohl dieses
System im gesunden Individuum scheinbar jedes eindringende Pathogen sehr
effizient vernichtet, birgt es dabei jedoch die Gefahr, korpereigene Proteine zu
erkennen und so potenziell autoimmune Erkrankungen auszulésen. Um
gewahrleisten zu kdnnen, dass mdglichst alle pathogenen Fremdorganismen
abgewehrt werden und gleichzeitig kérpereigene Zellen nicht angegriffen oder
sogar zerstort werden, bedarf es deshalb verschiedener Mechanismen

immunologischer Toleranz.

Toleranz
Unter Toleranz versteht man in der Immunologie samtliche Mechanismen, die
eine Reaktion gegen korpereigene Strukturen (Autoantigene) aktiv oder passiv

verhindern.

" Unter der Plastizitit des T-Zellrezeptors versteht man, dass ein TZR verschiedene Peptid-MHC-
Komplexe erkennen kann (Promiskuitat des TZR).
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Zentrale Toleranz

Damit T-Zellen lhrer Aufgabe wahrend einer adaptiven Immunantwort nachgehen
kdénnen, miissen sie zwei zentrale Eigenschaften besitzen: Da alle ap-T-Zellen"
Antigene als Peptide, assoziiert mit einem MHC-Molekil" erkennen, miissen sie
in der Lage sein, an korpereigene MHC-Molekule mit ihrem T-Zellrezeptor (TZR)
zu binden (Selbst-MHC-Restriktion). Auf diese Eigenschaft wird wahrend eines,
als ,positive Selektion“ bezeichneten Prozesses, im Kortex des Thymus selektiert.
Um nun jedoch T-Zellen zu entfernen, welche nach Rearrangement ihrer
TZR-codierenden Gene einen TZR mit hoher Affinitat" gegeniiber kdrpereigenen
Peptiden besitzen, also potentiell autoreaktiv sind, bedarf es der so genannten
.-negativen Selektion®. Zwar gibt es Hinweise, dass bereits im Kortex des Thymus
CD4'CD8" T-Zellvorlaufer (DP T-Zellen), welche mit sehr hoher Affinitat an
Peptid-MHC-Komplexe auf kortikalen Thymusephitelzellen binden, deletiert
werden, der eigentliche Mechanismus der ,negativen Selektion“ und damit die
Depletion von uber 98% der entstehenden T-Zellen findet jedoch in der Medulla
des Thymus statt >°. Um die Depletion von T-Zellen zu gewéhrleisten, welche
korpereigene Peptide in Kombination mit einem MHC-Molekil mit hoher Affinitat
erkennen, missen in der Medulla des Thymus Autoantigene’ prasentiert werden.
Durch Untersuchungen in verschiedenen Mausmodellen ®’ konnte letztlich
gezeigt werden, dass besonders von medullaren Thymusepithelzellen (mTECs)
eine Vielzahl verschiedener Autoantigene, die bis dahin als spezifisch flr
verschiedene andere Organe galten, exprimiert werden (promiskuitive

Antigenexpression) “'2. So konnte im Falle des humanen C-reaktiven Proteins

" Der TZR ist ein Dimer, der entweder aus a- und B-Ketten (ca. 95%) oder aus y- und &-Ketten
besteht. aB-T-Zellen besitzen einen TZR aus a- und 3-Ketten.

" Der major histocompatibility complex (MHC) stellt eine Gruppe von Genen auf Chromosom 6 des
Menschen oder Chromosom 17 der Maus dar, welche fiir die MHC-Molekile codieren. Bei den MHC-
Molekilen unterscheidet man zwischen zwei verschiedenen Typen, MHC-Klasse | und MHC-Klasse 2.
Die verschiedenen MHC- Molekiile unterscheiden sich dabei nicht nur in ihrer Struktur, sondern auch
in der Quelle der Peptide, die sie den T-Zellen zu deren Aktivierung prasentieren. MHC- Klasse |
Molekille prasentieren prozessierte Peptide aus dem Cytosol und sind auf nahezu jeder kernhaltigen
Zelle zu finden, wahrend MHC-Klasse Il Molekile prozessierte Peptide aus intrazelluldren Vesikeln
prasentieren. Diese Molekiile werden hauptsachlich von professionellen antigenprasentierenden
Zellen exprimiert (z.B. Dendritischen Zellen).

Vv Die Affinitit eines TZR zu einem Peptid-MHC-Komplex ist ein Mal} fur die Bindungsstarke. Je héher
die Affinitat, desto groRer die Assoziationskonstante, desto niedriger die Dissoziationskonstante.

¥ Unter Autoantigenen versteht man kérpereigene Peptide, die potenziell eine Immunreaktion
auslésen kdénnen.
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gezeigt werden, dass die Expression dieses Proteins durch mTECs dazu flhrt,
dass T-Zellen gegen Peptide dieses Proteins negativ selektioniert, d.h depletiert

werden %1213

. Der Ubiquitin-Ligase AIRE (Autoimmune Regulator) kommt in
diesem Zusammenhang eine entscheidende Bedeutung zu, da sie die ektopische
Expression von Autoantigenen in mTECs fordert. lhre zentrale Funktion lasst sich
in AIRE-defizienten Mausen, die zahlreiche Autoimmunerkrankungen entwickeln,
erkennen.

Bei der Selektion von T-Zellen im Thymus geht man davon aus, dass T-Zellen,
deren TZR eine hohe Affinitat bzw. Aviditit" gegen das prasentierte Autoantigen

aufweist, deletiert werden 41

, wahrend T-Zellen mit einem TZR geringerer
Affinitat/ Aviditat dieser Depletion entgehen und als potenzielle Effektor-T-Zellen
den Thymus verlassen '®'. Aus verschiedenen Griinden kann jedoch der
Mechanismus der zentralen Toleranz nicht absolut sein. So mussten fur die
Depletion jeder autoreaktiven T-Zelle nahezu alle vorhandenen Autoantigene mit
denen eine T-Zelle theoretisch in der Peripherie in Kontakt kommen konnte, im
Thymus prasentiert werden, was nach bisherigen Erkenntnissen trotz
promiskuitiver Genexpression der mTECs nicht der Fall ist 8. Weiterhin (ibertrifft
die Anzahl mdglicher Kombinationen fremder, MHC-assoziierter Peptide die
Anzahl potenzieller T-Zell-Rezeptor-Klonotypen*' mindestens um den Faktor 1000
2. Um also jedes eindringende Pathogen zu erkennen und effizient zu zerstéren,
muss ein gegebener TZR eine starke Kreuzreaktivitat aufweisen. Mathematische
Naherungen gehen davon aus, dass eine T-Zelle mit ihrem TZR bis zu 100
verschiedene MHC-gebundene Peptide erkennen kann. Es wird deshalb
angenommen, dass das Immunsystem auch potentiell autoreaktive T-Zellen
positiv selektioniert, um das T-Zellrepertoire zu vergréfiern. Dieser Vorteil wird mit
dem Risiko erkauft, dass gesunde Individuen in der Peripherie autoreaktive T-
Zellen mit einem relativ schwach-affinen Rezeptor gegen verschiedene
Autoantigene besitzen 2°2%. Als Konsequenz kann die zentrale Toleranz nur ein
Teil der Mechanismen sein, welche Autoimmunreaktionen verhindern. Die
erganzenden Mechanismen werden unter dem Begriff der ,peripheren Toleranz*

zusammengefasst. Bei diesen Mechanismen muss man zwischen passiven oder

¥ Unter der Aviditit versteht man das Produkt aus Affinitat und der Anzahl der vorhandenen
Bindungsstellen oder Rezeptoren.

Y Unter einem T-Zell-Rezeptor-Klonotyp versteht man einen T-Zellklon mit spezifischer
Rezeptorspezifitat.
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intrinsichen Mechansimen unterscheiden und solchen, die durch andere Zellen

des Immunsystems aktiv vermittelt werden (extrinsich) (Abb.1.1).



Einleitung

Thymus
Potentiell autoreaktive
T-Zellen verlassen den
Thymus
H H Passive Mechanismen Aktive Mechanismen
Perl pherle =lgnoranz =Tolerogene DC
=Anergie =Regulatorische T-Zellen

=Activation induced
cell Death

Abb.1.1: Mechanismen immunologischer Toleranz

Periphere Toleranz

O T-Zelle
Kortikale
Cortex ¢ Thymusepithelzelle

Dendritische
Zelle (DC)

Macrophage

Medullére
Medulla Thymusepithelzelle

Die Mechanismen der peripheren Toleranz sind in Tabelle 1 zusammengefasst

und sollen im Folgenden erlautert werden.

Mechanismus Wirkungsweise

Depletion Activation induced cell death (AICD); d.h.
Apoptose nach Aktivierung.

Immunologische Ignoranz Autoantigene werden in zu geringen

Mengen durch eine antigenprasentierende
Zelle prasentiert bzw. T-Zellen exprimieren
eine zu geringe Anzahl an TZR.

Anergie

Funktionelle Ruhigstellung der T-Zelle
nach Stimulation in Abwesenheit

kostimulatorischer Signale.

Suppression

Hemmung autoagressiver T-Zellen durch
T-Suppressorzellen (z.B. CD4'CD25"

regulatorische T-Zellen).

Tab.1.1: Mechanismen der peripheren Toleranz
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Passive/ intrinsiche Toleranz-Mechanismen

Ignoranz und Anergie

Die theoretisch einfachste Form der peripheren Toleranz stellt die Ignoranz dar.

viii 24;25

Werden Autoantigene entweder an immunprivilegierten™ Stellen oder in zu
geringer Zahl prasentiert, so dass eine T-Zelle nicht ausreichend stimuliert wird,
spricht man von Ignoranz (Abb.1.2a) 2°?7. Ein Beispiel hierfiir stellt eine wichtige
Hurde bei der Entstehung des murinen Diabetes dar. Werden Autoantigene des
Pankreas in jungen Mausen nicht adaquat prasentiert, so dass die T-Zelle kein
ausreichendes TZR-Signal erhalt, kommt es auch nicht zur Entstehung von
Diabetes 2%, Alternativ dazu kann jedoch die Erkennung von Autoantigenen zu
einer funktionellen Inaktivierung der T-Zellen fuhren. Dieser Zustand, der erstmals
als ein Ruhezustand, ausgeldst durch einen TZR-Stimulus ohne kostimulierende

Signale™ beschrieben wurde, wird als Anergie bezeichnet 33",

a lgnoranz b Anergie c Apoptose
AICD

CTLA-4

CD80/86 PDL1/2

Abb.1.2: Passive Mechanismen der peripheren Toleranz
(AICD = Activation induced cell death)

"' Unter immunprivilegierten Stellen des Korpers versteht man Regionen, welche fiir das
Immunsystem nicht oder nur schwer zuganglich sind (z.B. Plazenta, Auge, Hoden).

" Damit eine T-Zelle aktiviert wird, benétigt sie neben dem Signal tber ihren TZR weitere so genannte
kostimulatorische Signale. Hierunter versteht man z.B. die Bindung von Rezeptoren und Liganden

der B7-Familie (z.B. CD80/86 an CD28).
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Einige Untersuchungen zeigten jedoch, dass weitere Rezeptoren und deren
Signalwege bei der Auslosung von Anergie eine entscheidende Rolle spielen
(Abb.1.2b). So konnte die anfangs unerwartete Beobachtung, dass das
Blockieren von B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) nicht wie erwartet Toleranz
induzierte, sondern diese durchbrach 2, dadurch erklart werden, dass die
Bindung von CD80 und CD86 auf der antigenprasentierenden Zelle (APC) und
CTLA-4* 334 auf der T-Zelle, fiir die Induktion der Anergie in vivo eine
entscheidende Rolle spielt ***° So entwickeln Mause, welche defizient fiir CTLA-4
sind (CTLA-4 KO Maus) schwere Autoimmunerkrankungen, die zum Tod der
Mause fiihren 37,

Neben CTLA-4 scheint das Molekul PD-1 (programmed cell death 1), welches
stark auf anergisierten T-Zellen exprimiert wird, bei diesem Prozess eine wichtige

Rolle zu spielen %,

Genauso wie CTLA-4 KO Mause, entwickeln auch
PD-1-defiziente Mause autoimmune Erkrankungen4°. Die Wirkung von
PD-1-Interaktionen mit seinem Liganden PDL1/2 scheint entweder die
Cytokinproduktion zu unterbinden oder einen Zellzyklusarrest zu induzieren #'*2,
Da die Anergie mit funktioneller Inaktivierung gleichzusetzen ist, scheint eine
rationelle Erklarung dafur, dass anergisierte T-Zellen in vivo persistieren 3 bisher
nicht zu existieren. Moglicherweise nehmen diese T-Zellen eine andere als ihnen

bisher zugedachte Stellung im Immunsystem ein.

Apoptose und ,,Activation induced cell death” (AICD)

Der rigoroseste Mechanismus der peripheren Toleranz ist die Eliminierung
autoreaktiver T-Zellen in der Peripherie durch den so genannten Activation
induced cell death (AICD) (Abb.1.2c). Ein Schlisselmechanismus des AICD ist
die Ligation von Fas (CD95) auf der T-Zelle und seinem Liganden FasL (CD95L)
auf der APC. Dieser Beobachtung lag die Entdeckung zugrunde, dass das
.Lymphoproliferative Lupus-ahnliche Syndrom*® in MRL/lpr (Fas-defiziente Mause)
und gld Mausen (Fas-Ligand-defiziente Mause) mit natlrlich auftretenden
Defekten der Gene, welche fur Fas (MRL/Ipr) oder dessen Liganden (gld)
kodieren, korreliert werden konnte*#*°. Weitere Befunde zeigen, dass neben Pten

(Phosphatase tensin homolog) das flr die Proliferation von T-Zellen wichtige

¥ Cytotoxic T-Lymphocyte-associated antigen-4; ein Homolog von CD28 mit inhibitorischen
Eigenschaften.
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Cytokin Interleukin-2 (IL-2) bei AICD eine entscheidende Rolle spielt *°. So konnte
gezeigt werden, dass T-Zellen aus Mausen, welche defizient fur IL-2 oder den
hochaffinen IL-2 Rezeptor® sind, durchaus proliferieren kdnnen, jedoch keine

Fas-vermittelte Apoptose zeigen *

. Infolge dieser Defekte entwickeln solche
Mause schwere Autoimmunerkrankungen, welche zum Tod der Tiere fihren 48
Heute geht man davon aus, dass neben den erwahnten Defekten in diesen
Tieren auch das Fehlen von CD4'CD25" regulatorischen T-Zellen

(CD4*CD25'Tregs) fiir diese Phanomene mitverantwortlich ist *°.

* Der hochaffine IL-2-Rezeptor besteht aus den Untereinheiten CD25 (a-Kette), CD122 (3-Kette)
und CD132 (y-Kette).
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Aktive/extrinsiche Toleranz-Mechanismen

Regulatorische T-Zellen

Unter den CD4" regulatorischen T-Zellen unterscheidet man grundlegend
zwischen zwei verschiedenen Subtypen: Natiirlich vorkommende CD4'CD25"
regulatorische T-Zellen (CD4"CD25"Tregs), welche im Thymus differenzieren und
in der Peripherie induzierte regulatorische T-Zellen, die sich aus konventionellen
CD4" T-Zellen entwickeln. Im Wesentlichen lassen sich diese beiden Typen
regulatorischer T-Zellen durch |hren Entstehungsort (Thymus oder Peripherie)
und ihre suppressiven Eigenschaften unterscheiden. CD4*CD25 " Tregs umfassen
etwa 5-10% der peripheren CD4" T-Zellen in gesunden, nichtimmunisierten
Individuen. Nach Stimulation Uber ihren TZR proliferieren diese Zellen nicht und
sezernieren auch keinerlei Cytokine *°, sind aber im Stande antigenunabhangig
aber zellkontaktabhangig die Proliferation und Cytokinproduktion von aktivierten
konventionellen CD4" und CD8" T-Zellen zu supprimieren 152 Obwohl die
Grundlage dieses suppressiven Mechanismus bis heute nicht verstanden ist,
scheint einer der wichtigsten Prozesse die Inhibition der Expression des Cytokins

53 Kirzlich konnte

Interleukin-2 (IL-2) in den supprimierten T-Zellenzu sein
gezeigt werden, dass diese Suppression durch Stimulation Uber verschiedene
kostimulatorische Molekiile (z.B. CD28) auf Seiten der konventionellen CD4"
T-Zelle durchbrochen werden kann °*8,

Unter der Vielzahl induzierbarer Tregs, die in den letzten Jahren beschrieben
wurden, sind nur zwei Populationen eindeutig definiert, die im Folgenden
dargestellt werden. Diese sind T regulatory type 1 (Tr1-) und Th3-Zellen. Sowohl
Tr1- als auch Th3-Zellen vermitteln ihre suppressiven Eigenschaften primar tber
|0sliche Faktoren. Tr1-Zellen produzieren nach Aktivierung Uber ihren TZR
Interleukin 10 (IL-10), wahrend Th3-Zellen ihre suppressiven Eigenschaften uber
das Cytokin transforming growth factor-B (TGF-B) vermitteln *°. Die wichtigsten
Eigenschaften dieser induzierten regulatorischen T-Zellen sind, in Tabelle 1.2
zusammengefasst. Da jedoch nur natirlich vorkommende CD4'CD25"
regulatorische T-Zellen Gegenstand dieser Arbeit waren, sollen im Folgenden

diese Zellen eingehender beschrieben werden.
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Phanotyp - CD25%, CTLA- - CD25, CTLA-4
4" GITR* - meist anerg
- invitro anerg - sowohl FoxP3" als
FoxP3* auch FoxP3
Ort der Entwicklung Thymus Peripherie
Entscheidende - CD28-B7 - Zytokine (TGF-8, IL-
Entwicklungssignale Interaktionen 4,1L-10)
- CDA40L-CD40 - Unreife DC’s
Interaktionen - Invivo anti-CD4
- -2 - Vitamin D3/
- Endogene Dexamethason
TZR-a-Kette - Komplementrezeptor-
Ligation (CD46)
- Orale Toleranz-
Induktion
Suppressionsmechanismen
In vitro Kontaktabhangig TGF-B/IL-10
(Th3 — Vermittler der oralen
Toleranz durch Produktion
von TGF-B;
Tr1 — Suppression einer
Immunantwort durch die
Produktion von IL-10)
In vivo Kontaktabhangig TGF-B/1L-10
IL-10- und TGF-B-
unabhangig

Tab.1.2: Charakteristika regulatorischer T-Zellen
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Natiirlich vorkommende CD4'CD25" regulatorische T-Zellen

Bevor Suppressor T-Zellen (heute: CD4°'CD25" regulatorische T-Zellen
(CD4"CD25"Tregs)) das erste Mal in der Literatur beschrieben wurden, zeigten
1969 Nishizuka et al., dass die Thymektomie von Mausen drei Tage nach Geburt
(d3Tx) zur Entwicklung verschiedenster Autoimmunerkrankungen fuhrt. Diese
Autoimmunerkrankungen traten nicht auf, wenn Mausen vor Tag zwei oder nach
Tag sieben post partem der Thymus entfernt wurde. Die Autoimmunerkrankungen
thymektomierter Tiere konnten durch Transfer von Milzzellen oder reifen
Thymozyten aus adulten Mausen, spatestens zwei Wochen nach Thymektomie,
verhindert werden °. Damit wurde der Grundstein fiir die Idee einer im Thymus
entstehenden, natirlich vorkommenden Population von Suppressor T-Zellen
gelegt. Bereits ein Jahr spater, 1970, beschrieben R.K. Gershon und K. Kondo in
Immunology eine Subpopulation von T-Zellen, welche in der Lage war, neben
B-Zellen und Antigenprasentierenden Zellen, auch T-Zellen in ihrer Aktivierung zu
supprimieren ®'®2. Nach dieser Publikation folgte in den 1970er und 1980er
Jahren eine Flut von Publikationen Uber Suppressor T-Zellen. Neben der
biologischen Funktion dieser T-Zellen wurde auch ein zellkontakt-unabhangiger,
auf  l6slichen Faktoren basierender  Wirkmechanismus publiziert.
Interessanterweise enthielten die meisten dieser l6slichen suppressiven Faktoren
Determinanten, welche durch die damals postulierte I-J Region des MHC codiert
wurden. Nachdem jedoch durch Klonierung des MHC die Existenz des I-J Locus

ausgeschlossen werden konnte ®

, wurde die gesamte Theorie der Suppressor
T-Zellen fallen gelassen. Die Idee der Suppressor T-Zellen geriet so stark in
Misskredit, dass viele Wissenschaftler den Terminus ,Suppressor T-Zellen“ nicht

64,65

mehr verwendeten und die bis dato gewonnenen, nicht widerlegten Daten im

Wesentlichen als sekundare Effekte der Th1/Th2 Kreuz-Regulation interpretiert
wurden. Erst Mitte der 1990er Jahre erweckte ein von Sakaguchi et al.
publiziertes Experiment erneutes Interesse an diesen Suppressor T-Zellen. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das suppressive Potential von den
bisher beschriebenen verschiedenen T-Zell-Subpopulationen sich auf diejenigen
CD4" T-Zellen in einem naiven Tier beschranken lasst, welche konstitutiv die
a-Kette des IL-2-Rezeptors (CD25) auf ihrer Oberflache exprimieren. Diese, nun

als CD4'CD25" regulatorische T-Zellen bezeichneten Suppressorzellen, stellen in

11
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einem naiven Tier ca. 5-10% der peripheren CD4" T-Zellen. |hr suppressives
Potential konnte in einem adoptiven T-Zell-Transfermodell gezeigt werden. In
diesem Modell wurden Autoimmunerkrankungen durch Transfer von
CD25-negativen, konventionellen CD4°CD25  T-Zellen in eine T-Zell-lose Maus
(athymische ,nude-Maus“)"" induziert, die alleine durch den Ko-Transfer von
CD4*CD25" T-Zellen verhindert werden konnten. Dass diese CD4°'CD25"

regulatorischen T-Zellen im Thymus entstehen %678

und eine eigenstandige
Subpopulation von T-Zellen darstellen, zeigten die Wiederholungen der von
Nishizuka et al. bereits 1969 durchgefihrten Experimente zur Depletion des
Thymus an Tag drei nach Geburt (d3Tx-Mausen). Alleine der Transfer von
CD4'CD25" T-Zellen aus erwachsenen Mausen verhinderte bei den
d3Tx-Méusen die Entstehung von schweren Autoimmunerkrankungen ®°. Neben
diesen Versuchen sprechen noch weitere Publikationen dafir, dass
CD4'CD25"Tregs im Thymus entstehen: 1. Isoliert man CD4°CD25" Thymozyten,
so zeigen diese einen sehr dhnlichen Phanotyp wie CD4°CD25'Tregs. Sie
erscheinen anerg und sind im Stande, in vitro sowohl konventionelle CD4" als
auch CD8" T-Zellen zu supprimieren ®’. 2. Genauso wie CD4*CD25'Tregs in der
Peripherie, exprimieren CD4°'CD25" Thymozyten neben CD25 die gleichen
Oberflichenmolekiile (z.B. CTLA-4 oder GITR) "®’'. 3. Die Depletion von
CD4'CD25" Thymozyten und der Transfer der resultierenden CD4'CD25
Thymozyten in eine nude-Maus flhrt, genauso wie das von Sakaguchi et al. 1995
publizierte Experiment ® zur Entstehung schwerer Autoimmunerkrankungen ©’.
Damit grenzen sich CD4'CD25" Tregs von den in der Peripherie induzierten
regulatorischen T-Zellen klar ab.

Welche Signale im Thymus jedoch darUber entscheiden, ob ein T-Zell-Vorlaufer
sich zu einer CD4°CD25" Treg oder zu einer konventionellen T-Zelle entwickelt
sind weitestgehend unbekannt. In Mausen, deren T-Zellen einen transgenen TZR
exprimieren, der mit intermediarer Affinitat ein im Thymus exprimiertes
Autoantigen, assoziiert mit einem eigenen MHC-II-MolekUll erkennt, zeigte sich,
dass zwar eine hohe Zahl der T-Zell-Vorlaufer im Thymus negativ selektiert
wurde, die Zahl der regulatorischen T-Zellen jedoch gleichzeitig exponentiell
anstieg’?’>. Man nimmt heute also an, dass die TZR von CD4'CD25" Tregs

wahrend ihrer Entwicklung im Thymus eigene Peptide mit intermediarer Aviditat

I Nacktmausen, sogenannten (nude; nu/nu) fehlt eine Thymusanlage, so das in diesen Mausen
keine reifen T-Zellen in der Peripherie vorhanden sind.

12
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erkennen, was im Gegensatz zu konventionellen T-Zellen nicht zu ihrer Depletion
fihrt (Abb.1.3).

Deshalb bleibt die Frage offen, ob CD4°'CD25" Tregs aus einer spezifischen
T-Vorlaufer-Zelle entstehen, oder ob sich jeder CD4'CD8" oder gar jeder
CD4'CD8 Thymozyt potenziell zu einer CD4°CD25 Treg im Thymus entwickeln
kann. Dagegen spricht z.B. dass CD4'CD25'Tregs ein genauso diverses
TZR-Repertoire, wie konventionelle CD4* T-Zellen besitzen "*'®. Verhindert man
das Rearrangement einer endogenen a-Kette durch den ,Knock-Out® des
“recombinase-activating gene 2“ (RAG-2), entstehen keine CD4'CD25'Tregs

mehr 774,
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Abb.1.3: Selektion des TZR-Repertoires (Quelle: ,Natural regulatory T cells and self-
tolerance” R.H. Schwartz 2005 Nature Immunology, S.327-30)
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Ob bei der Entstehung von CD4°CD25" Tregs neben der relativ hohen Aviditat
ihrer TZR gegen eigene Peptide noch weitere Signale eine Rolle spielen, konnte
bisher nicht befriedigend beantwortet werden. Jedoch zeigen neuere Studien,
dass akzessorische Molekule bei diesem Prozess beteiligt sind. So konnte durch
Versuche mit CD28 Knock-out Mausen oder der Verwendung von
CTLA-4-Immunglobulin (CTLA-4lg), das die Koaktivierung von T-Zellen Uber
CD28 inhibiert, gezeigt werden, dass Interaktionen zwischen CD28 und B7 aber
auch Interaktionen zwischen CD40 und dessen Liganden (CD40L) eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung im Thymus und/oder der Homeostase
von CD4*CD25'Tregs in der Peripherie spielen °®'. Auch CD25 (IL-2 Rezeptor
a-Kette) Knock-out Mause, CD122 (IL-2 Rezeptor B-Kette) Knock-out Mause, IL-2
Knock-out Mause oder die Neutralisation von IL-2 durch Antikorper resultiert in
schweren Autoimmunerkrankungen, welche durch den adoptiven Transfer von
CD4'CD25"Tregs verhindert werden kénnen %, Dieser Befund zeigt, dass IL-2
entscheidend an der Entwicklung und/oder Expansion von CD4'CD25'Tregs

beteiligt ist.

Mechanismen der Suppression konventioneller CD4" T-Zellen durch
CD4'CD25" regulatorische T-Zellen

Da auch aktivierte konventionelle CD4" T-Zellen CD25 exprimieren und bis heute
fir CD4"CD25"Tregs kein spezifisches Oberflachenmolekiil beschrieben wurde,
konnen diese Zellen nur durch ihre funktionellen Eigenschaften charakterisiert
werden. Die charakteristische Eigenschaft dieser Zellen ist, dass sie in vitro nach
TZR-Stimulus weder IL-2 produzieren noch proliferieren %085 jedoch sind sie in
der Lage, nach Aktivierung Uber ihren TZR antigen-unabhangig °', in einem
Zellkontakt-abhangigen Prozess konventionelle CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen
zu supprimieren 2. Neben CTLA-4 wurden verschiedene Molekille wie LAG-3,
cbl-b (eine E3-Ubiquitin Ligase) oder OX-40 beschrieben, die an den
suppressiven Eigenschaften von CD4'CD25Tregs beteiligt sein sollen. Alleine
die Rolle des immunsuppressiven Cytokins TGF-B wurde lange Zeit kontrovers
diskutiert. Es konnte jedoch eindeutig gezeigt werden, dass in vitro TGF- nicht
an der kontaktabhéngigen Suppression von CD4" T-Zellen durch CD4'CD25"
Tregs beteiligt ist ®". Neueste Arbeiten konnten in einem Colitis-Transfermodell

zeigen, das TGF-B zwar entscheidend an der Hemmung colitogener
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Effektor-T-Zellen beteiligt ist, dieses jedoch nicht durch CD4'CD25" Tregs
produziert wird®. Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
CD4'CD25" Tregs aus TGF-B-defizienten Mausen mit wildtyp CD4"CD25" Tregs
vergleichbare suppressive Eigenschaften besitzen, so dass eine Rolle von TGF-3
bei der CD4'CD25" Treg-vermittelten Suppression in vitro und in vivo
ausgeschlossen werden kann. Nichts desto trotz ist TGF- ein entscheidendes
immunmodulatorisches Cytokin, welches neben seinen direkten
immunsuppressiven Eigenschaften eine wichtige Rolle bei der Entstehung und
Funktion von Tr1- und Th3-Zellen einnimmt 8°,

Der genaue Mechanismus durch den CD4°CD25'Tregs konventionelle
CD4* T-Zellen supprimieren ist also bisher véllig unverstanden 9789192,
Dagegen konnten kurzlich Faktoren identifiziert werden, die eine entscheidende
Rolle bei der Aktivierung und Homeostase von CD4°CD25" Tregs in vivo spielen.
So scheint das Cytokin Interleukin-2 (IL-2) fur die Homeostase von
CD4*CD25'Tregs in der Peripherie esssentiell zu sein. Zwar wurde auch eine
Rolle von IL-2 bei der Aktivierung von CD4"CD25" Tregs und ihrer Entstehung im
Thymus diskutiert, dies konnte jedoch durch Verwendung verschiedener Mause,
welche Defizienzen in der IL-2 Produktion oder in der Expression des hochaffinen
IL-2 Rezeptors tragen, ausgeschlossen werden ** Daneben ist IL-2 jedoch ein
wichtiger autokriner Wachstumsfaktor aktivierter konventioneller CD4" T-Zellen
und ein kritischer Schritt der Suppression durch CD4°CD25" Tregs scheint die
Hemmung der endogenen IL-2 Produktion in aktivierten, konventionellen T-Zellen

ZU sein 49;53;94,95

. Im Einklang mit diesen Ergebnissen steht, dass alle bisher
beschriebenen Mechanismen zur Durchbrechung der
CD4'CD25"Treg-vermittelten Suppression, wie etwa Kostimulation Uber CD28,
4-1BB oder GITR, eine starke IL-2 Produktion in konventionellen CD4" T-Zellen
auch in Gegenwart von Tregs induzieren >* °%°5:%¢,

Obwohl in gesunden, nicht-immunisierten Tieren CD25 immer noch ein sehr guter
Marker fir CD4'CD25'Tregs ist, bleibt eines der groRten Probleme bei der
Erforschung dieser Zellen die genaue ldentifizierung aufgrund von Molekdlen,
welche exklusiv auf ihrer Zelloberflache exprimiert werden. Zwar wurden neben
CD25 verschiedene Oberflachenmolekiile mit CD4"CD25"Tregs assoziiert (siehe

Tab.1.3), jedoch findet man alle diese Molekile auch auf verschiedenen

15



Einleitung

Aktivierungs-, Differenzierungs- und Entwicklungsstadien von konventionellen

CD4" T-Zellen wieder °79%7071:92:96-102

Oberflachenmolekiil

Quelle

GITR

McHugh et al. 2002 Immunity’®; Shimizu
et al. 2002 Nature Immunology’*

CcD103 Lehmann et al. 2002 Proc Natl Acad Sci

CTLA-4 Sakaguchi 2004 Annu Rev Immunol™®

LAG-3 Huang et al. 2004 Immunity®

CD45RB™" Read et al 1998 Eur J Immunol®’

CD38 Read et al 1998 Eur J Immunol®’

CD62LM" Ermann et al. 2004 Blood; Herbelin et al.
1998 J Immunol®®

DX5 Gonzalez et al 2001 Nat Immunol*®

Galectin-1 McHugh et al. 2002 Immunity "

OX-40 Valzasina et al. 2004 Blood®’; Takeda et
al. 2004 J Immunol®®

4-1BB Zheng et al 2004 J Immunol®

TNFR2 Annunziato et al. 2002 J Exp Med'®

PD1 Greenwald et al. 2005 Annu. Rev.
Immunol*®®

Neuropilin Bruder et al. 2004 Eur. J. Immunology™%

Tab.1.3: Literaturverzeichnis scheinbar differenziell auf CD4°CD25" Tregs exprimierter

Oberflachenmolekiile
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Alleine der Transkriptionsfaktor FoxP3 wird, verglichen mit konventionellen CcD4"*
T-Zellen, sehr stark von CD4'CD25'Tregs exprimiert. Mause, welche eine
naturlich auftretende Mutation im Gen, das fur FoxP3 codiert, tragen (scurfy-
Maus), entwickeln schwere Autoimmunerkrankungen, die sogar verheerender
verlaufen, als nach Depletion von CD4*CD25*Tregs in naiven Mausen '%’. Das
entsprechende Analogon beim Menschen wird IPEX-Syndrom (immune
dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome) genannt und
fihrt, genau wie bei der scurfy-Maus, zum raschen Tod Neugeborener "%,
FoxP3, auch scurfin genannt, gehort zur Familie der Forkhead/winged-helix

97 Konventionelle CD4* T-Zellen aus scurfy-Mausen

Transkriptionsfaktoren
zeigen eine Hyperresponsivitat auf TZR-Stimulus, bendtigen zu ihrer Aktivierung
keine Costimulatorischen Signale und produzieren sehr groRe Mengen an
Interleukin-2 und anderen Cytokinen nach Aktivierung ''2. Jedoch scheinen,
aufgrund des verheerenden Verlaufs der Autoimmunerkrankungen dieser Mause,
noch weitere Defekte vorzuliegen. Zwar zeigt die scurfy-Maus eine stark erhdhte
Zahl CD4'CD25" T-Zellen, man kann jedoch annehmen, dass diese aktivierte
konventionelle CD4" T-Zellen darstellen. Erst kirzlich konnte gezeigt werden,
dass konventionelle CD4" T-Zellen nach Transduktion mit FoxP3, neben dem
anergen Phanotyp und den bisher beschriebenen Oberflachenmolekilen von
CD4'CD25'Tregs, CD4'CD25'Treg-spezifische regulatorische Eigenschaften
in vitro und in vivo zeigen ""*""°. Somit scheint FoxP3 ein wichtiger molekularer
Schalter fir die Entwicklung und Funktion von CD4'CD25" regulatorischen

T-Zellen zu sein.

NFATc2-,NFATc3- doppel-defiziente Mause (DKO-Mause)

Einen ahnlichen Phenotyp wie Scurfy-Mause zeigen Mause, welche defizient fur
die Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 sind (DKO-Mause) (siehe
Tab.1.4). Diese Mause zeigen eine massive Vergrolierung der Milz und
Lymphknoten und entwickeln schwere allergische und autoimmune
Erkrankungen, darunter Blepharitis und Pneumonitis, an denen sie im Alter von
8-10 Wochen sterben ''®. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass naive
CD4" T-Zellen dieser Mause spontan nach Aktivierung groe Mengen

Th2-spezifischer Cytokine bilden und spontan zu Th2-Zellen differenzieren ''%1"7
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Scurfy Maus DKO-Maus
Reaktivitat auf TZR- | Hyperresponsiv Hyperresponsiv
Stimulus
Abhangigkeit  von | unabhangig unabhangig
Kostimulus

Cytokinexpression Uberexpression von IL-2, IL-4, | Uberexpression  von  TH2-

nach TZR-Stimulus | P\, etc Cytokinen

Phanotyp Schwere multiple | Schwere multiple
Autoimmunerkrankungen Autoimmunerkrnakungen

Lebenserwartung ca. 3-5 Wochen ca. 7-9 Wochen

Bekannte Defekte Keine CD4"CD25 Tregs Defekte FasL Expression

Tab.1.4: Vergleich der Phanotypen von Scurfy- und DKO-Maus

NFATc2 und NFATc3 (NFAT = Nuclear factor of activated T cell) gehéren zur
Familie der nuclear factor of activated T cells (NFAT) Transkriptionsfaktoren.
Diese Familie wurde das erste mal durch einen induzierbaren Transkriptionsfaktor
beschrieben, der in aktivierten T-Zellen an den IL-2 Promoter bindet und besteht
mittlerweile aus funf Mitgliedern: NFATc1 (NFAT2, NFATc), NFATc2 (NFAT1,
NFATp), NFATc3 (NFAT4, NFATx), NFATc4 (NFAT3) und NFAT5 (TonEBP), von
denen bis auf NFAT5 verschiedene Isoformen bekannt sind (Abb.1.4) ''%'2° Bjs
auf NFATc4 werden alle Mitglieder dieser Familie in Zellen des Immunsystems
exprimiert. NFAT-Transkriptionsfaktoren zeigen eine sehr stark konservierte DNA-
bindende Domane (Abb.1.4; RSD), die strukturell eine Verwandschaft zur DNA-
bindenden Domane der Familie der REL-Transkriptionsfaktoren aufweist. Neben
dieser DNA-bindenden Domane zeigen zumindest alle NFATc-Formen eine
Regulationsdoméne. In dieser liegt neben der Transaktivierungsdomane™ ein
Abschnitt mit mehreren Serin-Resten, welche in ruhenden T-Zellen phosphoryliert
sind. Weiterhin enthalt dieser Bereich auch die Bindestellen fur die aktivierende
Phosphatase Calcineurin und weitere Kinasen, die an der Regulation von NFAT

beteiligt sind.

I Die Transaktivierungsdoméne eines Transkriptionsfaktors bindet an den Promoter des Zielgens/
der Zielgene und induziert so deren Transkription.
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Abb.1.4: Die Familie der NFAT-Transkriptionsfaktoren (Quelle: Serfling et al. 2000 Biochim
Biophys Acta)

Bis auf NFAT5, welches durch osmotischen Stress aktiviert wird, werden alle vier
NFATc-Formen durch Calcium-Influx und dessen Signale aktiviert (Abb.1.5) ',
Wie in Abb.1.5 dargestellt wird nach Stimulation Uber den TZR die Phospholipase
C-y (PLC-y) aktiviert. Aktive PLC-y ist nun in der Lage Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PtdIns(4,5)P2) zu Inositol-1,4,5-trisphosphat  (InsP3) und
diacylglycerol (DAG) zu hydrolysieren. InsP; wiederum steuert die Freisetzung
und den Influx von Calcium, welches an Calmodulin bindet. Calcium-gebundenes
Calmodulin ist in der Lage die Phosphatase Calcineurin zu aktivieren, die durch
Dephosphorylierung von NFAT dessen Translokation in den Kern ermoglicht und

schlieBlich zur Transkription NFAT-abhangiger Gene fiihrt 22712,
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Abb.1.5: Regulation der Aktivierung von NFAT Transkriptionsfaktoren (Quelle: Macian
Nature Reviews in Imnmunology 2005)

Einmal im Kern interagieren NFAT-Transkriptionsfaktoren mit einer Fille weiterer
Transkriptionsfaktoren. Diese Interaktionen zeigen, indem sie verschiedenste
Signaltransduktionswege  miteinander verbinden, die Komplexitdt der
Genregulation in Zellen des Immunsystems. Die bis heute bekannten

Interaktionspartner und deren Zielpromotoren sind in Tab.1.5 zusammengefasst
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Interaktionspartner Promoter Auswirkung
AP1 (cFOS, cJUN) Verschiedene Cytokingen- Transaktivierung
Promotoren
C/EBP PPAR-yPromoter Transaktivierung
MAF IL-4 Promoter Transaktivierung
EGR1 und EGR4 TNF Promoter Transaktivierung
GATAS3 IL-4 3’-Enhancer Transaktivierung
ICER Verschiedene Cytokingen- Inhibition
Promotoren
IRF4 IL-4 Promoter Transaktivierung
MEF2 NUR77 Promoter Transaktivierung
OCT IL-3 Enhancer Transaktivierung
p21SNFT IL-2 Promoter Inhibition
PPAR-y IL-2 Promoter Inhibition
T-bet IFN-y 5’-Enhancer Transaktivierung

Tab.1.5: Transkriptionelle Interaktionspartner von NFAT-Transkriptionsfaktoren (Quelle:

Macian, Nature Reviews in Immunology, June 2005 Volume 5)

Neben der Aktivierung der NFAT-Transkriptionsfaktoren durch einen Calcium-
abhangigen Signaltransduktionsweg kennt man heute verschiedene Stufen auf
der diese unterbunden werden kann. So wirken Inhibitoren fir die Phosphatase
Calcineurin inhibitorisch auf die Translokation von NFAT. Zu diesen Inhibitoren
zahlen das calcineurin-binding-protein1 (CABIN1), das A-Kinase Ankerprotein
AKAP79, sowie Mitglieder der sogenannten Calcipressine (z.B. MCIP) ?"'*' Bei
den Kinasen, welche NFAT Phosphorylieren, muss man zwei verschiedene
Typen unterscheiden: 1. Erhaltungskinasen, welche im Cytosol die
Phosphorylierung von NFAT aufrechterhalten und so dessen Translokation in den
Kern in ruhenden Zellen verhindern (z.B. CK1) und 2. Export-Kinasen, die durch
Phosphorylierung von NFAT im Kern dessen Translokation ins Cytosol regulieren

(z.B. GSK3, CK1) .
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Da der grofite Teil des Wissens Uber Transkriptionsfaktoren der NFAT-Familie in
verschiedenen Zelllinien generiert wurde, weild man uber deren Funktion in
primaren murinen und humanen T-Zellen nur sehr wenig. Jedoch konnten
Hinweise auf die Bedeutung einzelner NFAT-Transkriptionsfaktoren bei der
T-Zellentwicklung, Aktivierung und deren Effektorfunktionen von primaren
T-Zellen durch Knock-out Mause gewonnen werden. Neben der bereits Eingangs
erwahnten Rolle von NFATc2 und NFATc3 bei der Aktivierung von T-Zellen und
der Expression Th2-assoziierter Gene konnte fur weitere NFAT-Faktoren gezeigt
werden, dass sie aktiv am Prozess der Anergie beteiligt sind. Man weil3 heute,
dass eine Stimulation Uber den TZR in Abwesenheit kostimulatorischer Signale
(CD28, GITR, 4-1BB, etc.) zur Anergie von naiven T-Zellen filhrt *'*2, Da die
Aktivierung alleine Uber den TZR zu einem calcium-abhangigen
Signaltransduktionsweg fuhrt, der primar in einer NFAT dephosphorylierung
(= Aktivierung) resultiert stellt sich die Frage, ob NFAT-Faktoren aktiv an der
Induktion von Anergie beteiligt sind . In diesem Zusammenhang ist eine Arbeit
von Macian et al. zu erwahnen, welche eine von NFAT gesteuerte Transkription
Anergie-assoziierter Gene in Abwesenheit von AP1 zeigt "**. Im Gegensatz dazu
stehen Ergebnisse die eine eindeutige Beteiligung der Phosphatase Calcineurin
und damit der Aktivierung von NFAT-Faktoren bei der T-Zellentwicklung im
Thymus zeigen **'*. Aufgrund der Redundanz der einzelnen NFAT-Faktoren
untereinander bleibt es jedoch schwierig eine exakte Rolle der einzelnen
Faktoren bei der T-Zellentwicklung im Thymus auszumachen "*%'%°  Weitere
Ergebnisse  deuten darauf hin, dass die Funktion von NFAT-
Transkriptionsfaktoren entscheidend durch ihre Interaktionspartner beeinflusst
wird "', So kénnte je nach Interaktionspartner die Rolle der verschiedenen
NFAT-Faktoren bei so gegensatzlichen Prozessen wie der T-Zellaktivierung und
Anergisierung  erklart werden '?'.  Weshalb jedoch besonders die
Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 eine scheinbar hemmende Funktion
auf die Expression verschiedener Gene besitzen und ob dies zumindest teilweise

durch verschiedene Bindungspartner bestimmt wird, bleibt unklar.
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Einleitung

Interessanterweise zeigen bereits T-Zellen aus Mausen, welche defizient fir
NFATc2 sind (NFATc2” T-Zellen), eine entkoppelte IL-4 Produktion %!
wohingegen T-Zellen, welche fur NFATc3 defizient sind, dieses Phanomen nicht
zeigen. Jedoch zeigen auch diese T-Zellen, genauso wie NFATc2” T-Zellen,

38 Der Knock-out beider Transkriptionsfaktoren

einen aktivierten Phanotyp
(NFATc2 und NFATc3) resuliert jedoch in einer erheblichen Verstarkung des
Phanotyps der NFATc2”" Mause. Zusammengenommen zeigen alle diese
Publikationen nicht nur die essentielle Bedeutung von Transkriptionsfaktoren der
NFATc-Familie an der T-Zell-Homeostase, sondern implizieren eine mdgliche
Rolle der Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 an der Suppression von
autoreaktiven CD4" T-Zellen und/oder der Entstehung und Funktion von

CD4'CD25" regulatorischen T-Zellen.

Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es die molekularbiologischen Mechanismen, welche in
konventionellen CD4" T-Zellen nach Kontakt mit CD4"CD25"Tregs zur Hemmung
von Proliferation und Cytokinproduktion fuhren, naher zu untersuchen. Hierbei
sollte neben der Rolle von FoxP3 eine mogliche Beteiligung der

Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 untersucht werden.
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2. Material und Methoden

Material

Plastikwaren
Alle Plastikwaren wurden steril bezogen.

Chemikalien
Die hier verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, bei den
Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und

Sigma (Steinheim, Deutschland) in p.a. Qualitat bezogen.

Puffer, Losungen und Reagentien

Physiologische Trypanblauldsung

Trypanblau ist ein so genannter Vitalfarbstoff. Tote Zellen werden angefarbt,
wahrend lebende Zellen mit intakter Membran den Farbstoff nicht aufnehmen. Mit
diesem Farbstoff wurde die Lebendzellzahl in Zellsuspensionen bestimmt. Zu

seiner Herstellung wurden die folgenden Losungen A und B im Verhaltnis 5:1

gemischt:
Losung A: 0,2% Trypanblau (Fa. Roth, Karlsruhe) in VE-Wasser
L6sung B: 4,25% NaCl in VE-Wasser

Rinderserumalbumin (BSA)
BSA-Pulver [Fraktion 5] (Fa. Roche, Mannheim) wurde je nach Anwendung mit

PBS [1x] als 0,1-5%ige Losung angesetzt, sterilfiltriert und bei 4°C aufbewabhrt.

Fotales Kalberserum (FCS):

Das verwendete FCS stammte von der Firma GIBCO (Charge 50G9993X). Es
wurde zur Inaktivierung der Komplementkomponenten 45 min bei 56°C im
Wasserbad erhitzt und anschlieBend in 100 ml Aliquoten bei 4°C bis zum

Gebrauch aufbewahrt.
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PBS (phosphate buffered saline):

Es wurde eine 10-fach konzentrierte Stammlosung in VE-Wasser hergestellt:

1,4M NaCl (81,8 gll)

0,1M NaH,PO4 (15,6 g/l)

Der pH-Wert wurde mit 10N NaOH auf 6,6 eingestellt. Der gebrauchsfertige
Puffer [1x] wurde durch Verdunnung (1:10) dieser Stammlosung hergestellt, der
pH-Wert betrug dann 7,2. Fur die Farbung der Zellen mit CFSE wurde PBS [1x]

auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

Gey’s LOosung:

Zur Lyse von Erythrozyten durch osmotischen Schock wurde eine 0,83%ige
Ammoniumchlorid-Lésung folgender Zusammensetzung verwendet:

8,28g/l NH4CI

19/l KHCO;

0,037g/l EDTA

DEPC-Wasser
Deionisiertes Wasser wurde Uber Nacht mit 0,1% (v/v) DEPC gerGhrt und

anschliefend autoklaviert.

TRI-Reagent
TRI-Reagent wurde von der Firma MBI-Fermentas bezogen und diente zur
Anreinigung gesamter RNA aus T-Zellen. TRI-Reagent wurde hierbei nach den

Vorschriften des Herstellers verwendet.
Mitomycin C

Das Mitomycin C wurde von Sigma bezogen und zur Behandlung von A20 Zellen

eingesetzt.
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TE-Puffer

TE-Puffer dient zum Aufbewahren der DNA. Der hohe pH-Wert verbessert die
Ldslichkeit der DNA und das EDTA schutzt die DNA vor DNase.

10 mM  Tris/ HCI (Stammldsung 1/500)

1 mM EDTAPpHS8 (Stammlésung 1/200)

dNTP (2'-Desoxynucleosid-5 -Triphosphate) wurden als Set von je 25umol dATP,
dCTP, dGTP und dTTP in einer Konzentration von 100mM (Gibco, Rockville, MD,
USA oder MBI Fermentas, Vilnius, Litauen) bezogen. Es wurde eine

Stammldsung mit 10mM in H,O angesetzt und bei —20°C aufbewahrt.

EDTA (,disodium ethylenediamine tetraacetic acid“) wurde als 0,5M
Stammldsung angesetzt. Der pH wurde mit 10M NaOH auf pH 8 eingestellt.

Anschlielend wurde die Losung autoklaviert.

Hexanukleotide p(dNs) (Roche Mannheim): 50 ODygo-Einheiten (=2mg) wurden
in 1ml des folgenden Puffers angesetzt:
0,5M Tris/ HCI

0,1M  MgCl,
1 mM DTT
pH 7,5

Die resultierende Stammlésung (2ug/pl) wurde aliquotiert und bei —20°C

aufbewahrt. Die Arbeitslosung hatte eine Konzentration von 20ng/ul.

Oligo(dT),, wurde von Roche Mannheim bezogen und in einer Konzentration von

100ng/ml verwendet.

CFDASE (CFSE)

5-(und-6)-Carboxyfluoreszein Diacetat, Succinimidyl Ester (5(6)-CFDASE; CFSE)
wurde von Molecular Probes Europe BV, Niederlande (C-1157) bezogen und in
einer Konzentration von 10 mM in DMSO gelost. Die Stocklosungen wurden bei
-20 °C aufbewahrt.
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Reagentien fur die Anreinigung von T-Zellpopulationen ex vivo

MACS-Puffer
Die MACS-Puffer dienten zur Anreinigung verschiedner T-Zellpopulationen ex

vivo Uber das von Miltennyi patentierte MACS-System.

Puffer A Puffer B
0,5% BSA 0,5% Bsa
0,01% NaNj3; 5mM EDTA
5mM EDTA

in PBS (1x)

Streptavidin-Phycoeritrin (SA-PE)
SA-PE wurde von der Firma Pharmingen bezogen und nach den Angaben des

Herstellers zur PE-Markierung biotnylierter AntikOrper eingesetzt.

Anti-PE-beads
Anti-PE-beads (130-048-801) wurden von der Firma Miltenyi bezogen und nach
den Herstellerangaben zur Aufreinigung PE-markierter Zellen Uber das MACS-

System eingesetzt.

Dyna-Beads

Alle folgenden Dyna-Beads wurden von der Firma Dynal bezogen.

Zur Bestimmung der bendtigten Dyna-beads Zahlen wurde folgendermalen
vorgegangen: Nach Zellzahlbestimmung wurden 60% der Zellzahl an pan B-
Beads und 30% der Zellzahl sowohl von anti MAC 1-Beads, als auch von CD8-
Beads zugegeben. Die Markierung erfolgte in einem Endvolumen von 1 ml 0,5%
BSA in PBS (1x). Die Depletion wurde in einem 15ml Reaktionsgefal® in einem

Dynal-Magneten durchgeflhrt.

CD8 (Lyt2)-Beads (Prod.Nr. 114.07)
pan B (B220)-Beads (Prod.Nr. 114.01)
anti MAC 1-Beads (CD11b)
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Die folgenden Puffer wurden fur die Durchfiihrung von ELISAs verwendet:

Kopplungspuffer
0,1M NayHPO4 pH 9,2

Blockpuffer
PBS (1x) + 0,1% BSA

ELISA-Waschpuffer
0,1% Tween 20 (Sigma, Nr.P-1379) in PBS [1x]

BSA-Puffer
PBS (1x) + 0,1% BSA

Gelatine-Puffer
PBS (1x) + 1% Gelatine

Substratpuffer
40mM Zitronensaure
60mM Na,HPO,4 pH 4,4

Medien fir die Zellkultur

Die Medien wurden als Trockensubstanz von der Firma Gibco (Grand Island,
USA) bezogen. Alle Medien und Puffer wurden mit voll entsalztem
(Millipore-Entmineralisierungsanlage, Millipore, Molsheim, Deutschland) und
durch Aktivkohle gereinigtem Wasser (VE-Wasser) angesetzt, sterilfiltriert (0,2 ym
Sterilfilter) und bei 4°C aufbewahrt.
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IMDM (Iscove’s modified Dulbecco’s medium):

17,67 g/l IMDM Trockenpulver

3,02 g/l NaHCO3

1% Penicillin/Streptomycinlésung

5x10"°M 2-Mercaptoethanol (Serva, Heidelberg, Nr. 28625)
Phenolrot als Indiktor

MEM (minimal essential medium):
10,58 g/l MEM-Trockenpulver
4,77 g/l HEPES

Testmedium

IMDM

5% fotales Kalberserum (FCS)
1mM Natrium-pyruvatlésung

2mM Glutaminlésung

Phosphate buffered saline (PBS)
Siehe 2.1.3 Puffer, Losungen und Reagentien.

Sort-Puffer
PBS (1x) + 4% FCS

Cytokine

Die aufgefihrten Cytokine wurden als Standards in den Enzyme-linked

immunosorbent assays (ELISAs) und als Zusatze zu den Stimulationsansatzen

naiver CD4" T-Zellen, sowie fiir deren Differenzierung eingesetzt.
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Murines rekombinantes Interleukin-4 (mriL-4)

Aus transformierten X63Ag8-653 Myelomzellen wurde mriL-4 gewonnen
(Karasuyama, H. and Melchers, F. (1988): Establishment of mouse cell lines
which constitutively secrete large quantities of interleukin 2, 3, 4 or 5, using
modified cDNA expression vectors. Eur. J. Immunol. 18(1): 97-104) und von
Dr. E. Schmitt Uber Affinitatschromatographie gereinigt. Eine Unit ist als
Konzentration definiert, die zur halbmaximalen Proliferationssteigerung der Zell-
Linie F4/4K.6 fuhrt.

Murines rekombinantes Interleukin-2

IL-2 wurde als murines rekombinantes IL-2 aus dem Kulturiberstand des mit IL-2-
cDNA transfizierten Myeloms X63Ag.653 gewonnen '*%. Die Zellen wurden von
Dr. F. Melchers zur Verfugung gestellt und die Kulturiberstande von Dr. E.

Schmitt bis zur Homogenitat gereinigt.
Proleukin

Murines rekombinantes Interferon-y
IFN-y wurde von Dr. G. R. Adolf (Ernst-Boehringer-Institut flr

Arzneimittelforschung, Wien, Osterreich) zur Verfligung gestellt.
Antikorper
Antikorper zur Anreinigung muriner T-Zellpopulationen ex vivo

H129.19-bio (Ratte-anti-Maus-CD4-biotinyliert)

Der Klon H129.19 wurde von Dr.H.Huber (Hautklinik Mainz) zur Verfligung
gestellt [Pierres et al. 1984] und der Antikorper (entsprechend Abschnitt 2.2.7)
biotinyliert.

7D4-bio (Ratte-anti-Maus-CD25 biotinyliert)
Der Antikdrper 7D4-bio zur Anreinigung CD25+ T-Zellen wurde von der Firma

Becton Dickinson bezogen.
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DTA-1-FITC (Ziege-anti-Maus-GITR-FITC)
Siehe 2.1.6.3

53-6.7-APC (Ratte-anti-Maus-CD8alpha-APC)

Der Antikorper 53-6.7 wurde von der Firma Becton Dickinson bezogen und diente
zur FACS-basierten Aufreinigung con CD4°CD25°CD8 Thymozyten und
CD4'CD25""GITR™ T-Zellen. Er wurde zum Farben in einer Konzentration von

0.5ug/ml eingesetzt.

H2Kb-bio (Ratte-anti-Maus H-2K")
Der Antikorper wurde von Becton Dickinson bezogen und wurde biotinyliert
verwendet. Dazu wurden Zellen in PBS (1x) gefarbt. Die Konzentration des
Antikorpers betrug 1ug/ml. Dieser Antikorper wurde zur Bestimmung der Reinheit
supprimierter CD4" T-Zellen nach FACS-basierter Separation von CD4'CD25"
regulatorischen T-Zellen verwendet.

H2Kd-FITC (Ratte-anti-Maus H-2K%

Der Klon H2Kd mit FITC gekoppelt verwendet. Dazu wurden Zellen in PBS (1x)
gefarbt. Die Konzentration des Antikorpers betrug 1pg/ml. Dieser Antikorper
wurde zur Bestimmung der Reinheit supprimierter CD4" T-Zellen nach FACS-

basierter Separation von CD4"CD25" regulatorischen T-Zellen verwendet.

GK1.5-FITC (Ratte-anti-Maus-CD4)
Der Klon GK1.5 wurde von der American Type Culture Collection (Rockville, MD,
USA, TIB 207) bezogen ™. Der Antikérper wurde FITC-markiert in einer

Konzentration von 1ug/ml eingesetzt.
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Antikorper zur Bestimmung von Cytokinkonzentrationen (ELISA)

IL-4-ELISA

BVD4-1D11 und BVD6-24G2 (Ratte-anti-Maus IL-4)

Beide Antikérper wurden von Dr.Anne O’Garra (DNAX Research Institute,
Palo Alto, CA, USA) zur Verfugung gestellt. BVD6-24G2 wurde in biotinylierter

Form als Sekundarantikorper eingesetzt.

IL-2-ELISA

JES-1A12, JES-5H4 und 90.2 (Ratte-anti-Maus IL-2)

JES6-1A12 sowie JES-5H4 wurden von Dr. A. O'Garra (DNAX Research
Institute, Palo Alto, CA, USA) zur Verfigung gestellt. BVD6-24G2 wurde in

biotinylierter Form eingesetzt.
Antikorper fur die FACS-Analyse

PC61-PerCp (Ratte-anti-Maus-CD25-PerCp)

Der Antikérper PC61 wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff PerCp gekoppelt von
der Firma Becton Dickinson bezogen und in einer Konzentration von 0,2ug/ml in
PBS (1x) zur Farbung eingesetzt. Bei der Farbung wurden 1x10° Zellen pro 504l
PBS (1x) gefarbt. Der Fluoreszenzfarbstoff PerCp ist in der FL-3 detektierbar.

DTA-1-FITC (Ziege-anti-Maus-GITR-FITC)

Der Klon DTA-1 wurde von S.Sakaguchi bezogen und mit Fluoreporter Oregon
Green der Firma Molecular Probes mit dem Farbstoff FITC gekoppelt. DTA-1
wurde zur Farbung von Zellen in einer Konzentration von 5ug/ml in PBS (1x)
eingesetzt. Bei der Farbung wurden 1x10° Zellen pro 50ul PBS (1x) gefarbt. Der
Fluoreszenzfarbstoff FITC wird in der FL-1 detektiert.
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L3T4-APC (Ratte-anti-Maus-CD4)

Der Antikorper L3T4 wurde mit dem Farbstoff APC gekoppelt von der Firma
Becton Dickinson bezogen. Zur Farbung von Zellen wurde der Antikdrper in einer
Konzentration von 0,5ug/ml in PBS (1x) eingesetzt. Bei der Farbung wurden
1x108 Zellen pro 50ul PBS (1x) gefarbt. Der Fluoreszentfarbstoff APC kann im
Kanal FL-4 detektiert werden.

Antikorper zur Stimulation von T-Zellen ex vivo

37.51 (Hamster-anti-Maus CD28)
Der Klon 37.51 wurde von Dr. J.P. Allison durch Dr. G. Leclerq (Universitat Gent,
Belgien) zur Verflugung gestellt. Die Kulturiberstande wurden mit (NH4)>,SO4 —

gefallt. Dann wurde der Antikorper Protein G gereinigt.

145-2C11 (Ratte anti Maus CD3¢)
Der Klon 145-C211 wurde von Dr. J. A. Bluestone (Ben May Institute, Department
of Pathology, Chicago, IL, USA) zur Verfligung gestellt.

XMG1.2 (Ratte-anti-Maus IFN-y)
Der Klon XMG1.2 wurde von Dr. A. O'Garra (DNAX Research Institute, Palo Alto,
CA, USA) zur Verfugung gestellt und zur Neutralisierung von endogen gebildetem

IFN-y zur Zellkultur gegeben.

Mause

Alle verwendeten Tiere hatten, wenn nicht anders angegeben, den genetischen
Hintergrund des Balb/c Stammes. Die NFATc2 und NFATc3 Einzel-Knockout
Tiere stammten von L. Glimcher (Harvard University, Boston, MA) und wurden
zum Erhalt von NFATc2, NFATc3 Doppel-Knockout Tieren (DKO) verpaart. Die
verwendeten Tiere waren im Fall der DKO Tiere bzw. deren Vergleichstiere (WT)
zwischen 5 und 6 Wochen alt. Allgemein wurden Tiere zwischen 5 und 10

Wochen Alter verwendet.
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Methoden der Zellkultur

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden an einer sterilen Wekbank (Vertikalflow) und
mit sterilen Glas- bzw. Plastikmaterialien und Geraten durchgefuhrt. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in einem CO,-Inkubator bei 37°C und 10% CO»-
Gehalt.

Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit
physiologischer Trypanblau-Lésung verdunnt. Dabei farben sich die toten Zellen
blau an, wahrend lebende Zellen den Farbstoff aufgrund ihrer intakten Membran
nicht aufnehmen. Mittels einer Neubaurzahlkammer (Kammertiefe 0,1mm) wurde
die Zahl der lebenden Zellen bestimmt. Nach Auszahlen von 16 Einzelquadraten
ergibt die ermittelte Zahl (N) durch Multiplikation mit dem Verdinnungsfaktor (V)
und dem Kammerfaktor (10*) die Anzahl der lebenden Zellen pro Milliliter (N x V x
10* = Zellzahl/ml).

Kultur von A20 B-Tumorzellen

Die Zelllinie A20 ist eine B-Zell-Tumorlinie und diente nach Behandlung mit dem
Zellgift Mitomycin C als Antigenprasentierende Zelle (APC). A20 Zellen wurden in
TM 5% FCS bei 37°C und 5% CO; kultiviert.

Behandlung von A20 mit Mitomycin C

Um die sehr starke Proliferation der B-Tumorzelllinie A20 in Proliferationsassays
und anderen Tests zu Verhindern, wurden diese Zellen mit Mitomycin C
behandelt. Dazu wurden 2x10” A20 Zellen/ ml MEM + 2% FCS mit 60ug
Mitomycin C (Endkonzentration 60ug/ml) in einem 50ml Reaktionsgefald versetzt
und 30min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die
Zellen funf mal mit je 10ml MEM 2% FCS durch Zentrifugation bei 300xg und
Abnahme des Uberstandes gewaschen. SchlieBlich wurde die Zellzahl bestimmt

und die gewunschte Zellzahl/ml in TM 5% FCS eingestellt.
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Milzzellpraparation

Die Mause wurden je nach Anzahl durch Genickbruch oder Vergasung mit CO,
getotet. Alle folgenden Praparationsschritte wurden unter sterilen Bedingungen
durchgefuhrt.

Nach der Entnahme der Milz wurde das Organ in kaltem MEM aufbewahrt, dann
durch ein feines Metallsieb (60 gauge) gedruckt und die so entstandene
Zellsuspension grundlich resuspendiert. Bindegewebsaggregate wurden durch
zehnminitige Sedimentation und Abziehen des Uberstandes mit den nicht
sedimentierten Zellen entfernt. Diese wurden 10 min bei 300xg und 4°C
zentrifugiert. Das Zellsediment wurde zur Lyse der Erythrocyten fur 1min in 1ml
Gey's Losung /1x108 Zellen resuspendiert. Die Lyse wurde durch die Zugabe von
doppeltem Volumen MEM + 2% FCS gestoppt, um eine Schadigung anderer
Zellen zu verhindern. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die Zellen in
MEM + 2% FCS aufgenommen.

Anreinigung von T-Zellpopulationen ex vivo

Anreinigung von CD4°CD25" Tregs

Materialien/ Reagenzien

MEM

(eagle modified, w/Eagle's satls w/L-Glutamin, W/o NEAA, w/o Na Bicarbonate
Cat. No.: P0451 Batch No.: MO3786P0451 Fa. Vitromex

Vitromex Dulbecco's MEM-DMEM

(w. 4500mg D-Glycose/L, w. L-Glutamin, w/o NaHCO3 Na-Pyruvat

Cat.No.: 3600010 Ch.-B: MO113

Albumin Bovine Fraktion V
Solution (10%) sterile filtered Fa. Biowest (kat.-Nr., sowie Ch.-Bez. unbekannt)
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Serva Pyruvic acid Na-salt
research grade/c3H303 Na Art.nr. 15220 Fa. Serva

L(+)-Glutamin puriss.
C5H10N203 Art.Nr.: 3772.1 Fa. Roth

PBS 1x 0,2uym
Ansatz aus 10x PBS 1x: 1/10 in H20 dest

PBS 10x autoklaviert
402g NaCl + 78g NaH2PO4 x 2H20

Aqua dest (Millipore)

FCS
Fa. Vitromex, Art.Nr.: 9070011 Vh-Bez.: unbekannt

0,1M Na-Pyruvat

in A. dest 0,2um (siehe unter Serva Pyruvic acid Na-salt)

2-Propanol reinst
Fa. Merck Art.Nr.: 100995 Zum Spulen der Sep.saulen

Testmedium
Isc. + 5% FCS + 1%GIn + 1% Na-Pyruvat

GM-Puffer ("GroBer MACSpuffer!") 62C gekuhlt, bzw. RT
PBS 1x 0,2um + 0,5% BSA + 5mM EDTA + 0,01% NaN3

PBS1x + 0,5% BSA

PBS 1x + 10% FCS

36



Material und Methoden

Natriumazid reinst(NaN3)
Fa. Merck, Art.Nr.: 2668730

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (Titrierkomplex Ill)
Fa. Roth Art. Nr. 8043.2

Gey's Lysepuffer
8,29g NH4CI + 1,0g KHCO3 + 0,037 EDTA (s.o0.) ad 11 H20 dest

NHA4CI p.A.
Fa. Fluka AG Art.Nr. 09700

KHCO;
A863654 Art.Nr.: 4854 Fa. Merck

Biotin anti mouse CD25 IL2-R alpha-chain, p55
(7D4) 0,5mg/ml Mat.No.: 553070
Batch: 0000045510 Fa. BD

Sa-PE
R-Phycoerythrin-conjugated Steptavidin
Code: 016-110-084Lot: 58498 1,0ml Jackson ImmunoResearch

anti PE Mikrobeads
2ml Code: 5030707080, Order-Nr.: 130-048-801
Fa. Miltenyi Biotec

Dynabeads Mouse pan B (B220)
2ml ~ 4x10*8B/ml, Prod.No.: 114.01 LOT:E82100

Dynabeads Mouse CD8 (Lyt2)
2mi~ 4x10*8B/ml, Prod.No.: 114.07 LOT:E81500
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anti MAC 1 Beads Kopplung mit Epoxy Dynalbeads
in 0,1% BSA + PBS 1x 17.06.03 0,474mg/mi
~ 4x10*8B/ml selbst gekoppelt!

Dynalbeads M-450 Epoxy
2ml ~4x10*8B/ml Prod.No.: 140.01 LOT: FO8310

MEM + 2% FCS

PBS 1x 0,2um zum Spulen der Separationssaulen

PBS 1x + 1/1000 Tween 20 zum Spulen der Sep.saulen

Tween 20 Fa. Roth Art-Nr.

Praparierbesteck

Petrischale (grofe 94/16) (633102) Fa. Greiner

Einmalspritze Fa. ERSTA PP 1ml Tuberkulin UN Nr. 8410001( bez. tiber VWR)
Zellsiebe (Fa. Waltraut Steiger)

Pasteurpipetten (ungestopft und gestopft) VWR RI1823 150mm

14ml Réhrchen (188271, 17,0/120mm) Fa. Greiner

50ml Réhrchen (227261, 30,0/115mm) fa. Greiner

Laminar flow hood

CO2-Inkubator (Fa.Heraeus)

Cell counter system (Neubauer Improved) Fa. Brand0,0025mm2

Pipettboy (Fa. Integra Biosciences) + Pumope, bzw. akkubetrieben

Pipetten und Spitzen (blau Fa. Roth (2679.1), gelb Fa. Sarstedt(70760002), weil3
Kristallsp. (Fa. Roth)

Zellsiebe der Fa. Falcon Art.Nr.: 352350 70um Nylon (bez. iber VWR)
Pasteurpipetten (ungestopft und gestopft) VWR RI1823 150mm

14ml Rohrchen (188271, 17,0/120mm) Fa. Greiner, blau

50ml Rdéhrchen (227261, 30,0/115mm) Fa. Greiner, blau

24 well Platten (662160) Fa. Greiner
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48 well Platten (3548) Fa. Costar

96 well Platten Flachboden (3598) Fa. Costar

96 well Rundboden (650161) Fa. Greiner

Deckel fur 96 well Rundbodenplatte ( 656161) Fa. Greiner
6 well Platten (657102) Fa. Greiner

FACS-Rohrchen (3502052) Fa. Falcon

Facs Gerat FACScan (Fa. Becton Dickinson)

Schuttler Labor 1042: KS 500 Kika Werk Fa. Janke + Kunkel
Schuttler Labor 1043:KS 250 basic Kika Labortechnik
Zentrifugen:

1042: Multifuge 3 S-R Fa.Heraeus

1043: Multifuge 1.0 R Fa. Hereaus

Wasserbad 37°C Fa. GFL

MIDI MACS der Fa. Miltenyi Biotec

MACS Separation Columns

Art.Nr.: 130-042-401 LOT: 50302 14012, Fa. Miltenyi Biotec

Dynalmagnet

Vorbereitung der Separationssaulen fiir die Praparation von
CD4'CD25" Tregs

mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe:

Separationssaulen mit 20ml PBS 1x +1/1000 Tween 20spllen
Separationssaulen mit 20ml PBS 1x +spulen

Separationssaulen mit 20ml Isopropanol

Separationssaulen im Flow mit sterilem Stempel und Isopropanol spulen
auf 14ml Réhrchen setzen und mit 5ml PBS 1x + 0,5% BSA spllen
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Milzzellpraparation und Herstellung einer Suspension von Zellen aus der
Milz

1. Zentrifuge auf 4°C kuhlen

2. Maus/Mause durch CO2-Begasung abtoten

3. Vorlegen von x ml (je nach Anzahl der Milzen verschieden) gekihltes MEM +
2% FCS

4. Milz entnehmen und in Milzsieb + Petrischale (94mm) geben

5. Milz vorsichtig mit dem Stempel einer Einmalspritze (1,0ml) in dem Milzsieb
zerreiben

6. mit gestopfter Pasteurpipette (150mm) gut resuspendieren, Milzsieb gut
spulen und in 14ml Greinerrdhrchen Uberfuhren, Petrischale mit ca. 2ml MEM +
2% FCS spulen und ebenfalls in 14ml Greinerrohrchen Uberfuhren

7. 10°-12" Inkubation im Kuhlschrank Bindegewebsstlicke absetzen lassen

8. nach der Inkubationszeit Uberfihren des Uberstandes in ein neues 14ml
Roéhrchen

9. Zentrifugation 1770Upm (ca. 600xg) fur 10' zentrifugieren

10. Vorbereiten eines 50ml Greiner Réhrchens mit einem Zellsieb, vorbenetzen
des Zellsiebs mit 1,0ml MEM + 2% FCS

11. Absaugen des Uberstandes mit Hilfe einer ungestopften Pasteurpipette
(150mm)

12. Zugabe von 1ml 37°C vorgewarmten Gey's Lysepuffer/Milz

13. Inkubation fir 2'

14. Abstoppen durch Zugabe von MEM + 2% FCS (4-faches Volumen)

15. Aufgeben der Milzzellsuspension Uber Zellsieb, Spulen des Rohrchens mit
2ml MEM + 2% FCS und ebenfalls Uber Zellsieb geben, Zellsieb mit 1ml MEM +
2% FCS spulen

16. Zellzahl bestimmen

17. Zentrifugation (600xg) 10, 4°C und abschlieBendes Absaugen des
Uberstandes

18. Einstellen der Milzzellen mit GM-Puffer auf 1x10*8Zellen/ml
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Markierung und Anreinigung der CD4'CD25" Tregs

1. Zugabe von 7D4bio 5ug/ml in 6°C kalten GM-Puffer, Resuspension mir blauer
Eppendorfpipette, Aufbewahren der Spitze.

2. Inkubation im Kuhlschrank bei 6°C, 20'.

3. Wegwaschen des nichtgebundenen 7D4bio durch Zugabe von mindestens
doppeltem Volumen kalten (6°C) GM-Puffers, mischen.

4. Zentrifugation (600xg) 10, 4°C und abschlieRendes Absaugen des
Uberstandes.

5. Wiederholtes Waschen der Milzzellen, mischen.

6. Zentrifugation (600xg) 10', 4°C wund abschlieBendes Absaugen des
Uberstandes.

7. Zugabe von Sa-PE (1x10® Zellen/ml) in einer Konzentration von 1/400,
mischen.

8. Inkubation im Kihlschrank bei 6°C fur 20'.

9. In der Zwischenzeit Vorbereitung der Separationssaulen siehe unter 1.2.1.

10. Wegwaschen des nicht-gebundenem 7D4-bio durch Zugabe von x ml kalten
(6°C) GM-Puffer, mischen.

11. Zentrifugation (600xg) 10', 4°C wund abschlieRendes Absaugen des
Uberstandes.

12. Wiederholtes Waschen der Milzzellen, resuspendieren.

13. Zentrifugation (600xg) 10', 4°C wund abschlieRendes Absaugen des
Uberstandes.

14. Zugabe von 50pl anti PE-Mikrobeads auf 5x10*8 Zellen in einem Volumen
zwischen 1,0-2,0ml kalten GM.-Puffer.

15.1 nkubation bei RT fur 30", Schuttler.

16. Zugabe von GM-Puffer (je nach Saulenanzahl) EV: 5ml pro Saule/max 5x10°
Zellen/Saule.

17. Durchfihrung eines Zellsiebs (siehe unter 10. und 15., allerdings
Durchfuhrung mit GM-Puffer).

18. Aufgeben der markierten Zellen (ml-weise) Uber LS- Separationssaulen der
Fa.Miltenyi (max. 5x10*8Zellen/Saule/5ml).

19. Spulen des Zellrdhrchens mit 2ml RT GM-Puffer und komplett auf Saule

aufgeben.
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20. Spulen der Separationssaulen mit 3ml RT GM-Puffer 2x, Durchlauf zur
Aufreinigung der CD4+ Zellen verwenden.

21. Saule aus Magnetfeld nehmen und auf ein 14ml R6hrchen setzen.

22. Aufgeben von 5ml RT GM-Puffer und Elution der gebundenen Zellen mit
einem sterilen Stempel, Eluate vereinigen und erneut Uber neue Saulen geben
(18.-21.).

23. Zellzahl bestimmen.

Entfernen der CD8" T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen mit Hilfe von
Dynalbeads

1. mit 30%iger Verunreinigung, davon 50 % B-Zellen- 4fache Menge an anti
B220 Beads, doppelte Menge an anti-MAC1 Beads und dreifache Menge an anti-
CD8 Beads zugeben in einem Endvolumen von 1ml in 0,5%BSA/1xPBS zugeben.
2. 20min auf Rattler.

3. Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 8ml 1xPBS/10% FCS.

4. Rohrchen in Magneten stellen und zwei Minuten warten.

5. Vorsichtiges Abziehen der sauberen CD25+ mit steriler Pasteurpipette und in
neues Rohrchen Uberfuhren.

6. Réhrchen erneut mit 8ml 1x PBS/10% FCS fullen und resuspendieren.

7. Rohrchen in Magneten stellen und 2 Minuten warten.

8. Vorsichtiges Abziehen der sauberen CD25" mit steriler Pasteurpipette .

9. Zentrifugation (600xg) 10', 4°C und abschlieRendes Absaugen des
Uberstandes.

10. Zugabe von Testmedium (abhangig von Zellzahl), resuspendieren,
Zellzahlbestimmung.

11. Zentrifugation (600xg) 10', 4°C.

12. Je nach weiterer Verwendung Zellzahl in TM 5% FCS eingestellt.
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Anreinigung von CD4°CD25" T-Zellen
Die Anreinigung der CD4+ T-Zellen erfolgt aus dem 1. Durchlauf der Anreinigung
der CD25" T-Zellen.

Vorbereitung der Separationsséulen fiir den CD4" Sort
mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe:

1. Separationssaulen mit 20ml PBS 1x +1/1000 Tween 20 spulen
Separationssaulen mit 20ml PBS 1x spulen

Separationssaulen mit 20ml Isopropanol spllen

Separationssaulen im Flow mit sterilem Stempel und Isopropanol spulen
auf 14ml Réhrchen setzen und mit 5ml PBS 1x + 0,5% BSA spllen

o & 0D

Aufreinigung der CD4°CD25" T-Zellen aus dem 1. Durchlauf der CD4°CD25"
Treg-Praparation

. Zellen mit kaltem GM-Puffer auf 1x10*8 Zellen/ml einstellen

. Zugabe von Antikoérper H129.19 bio, so dass Konzetration 0,5ug/ml

. 12 min. Inkubation bei 4°C im Kuhlschrank

. 2x waschen mit GM-Puffer

. Zellen wieder auf 1x10*8Zellen/ml einstellen (s. 1)

. Zugabe von Streptavidin-Beads 1/40

. 10 min Inkubation im Kuhlschrank

. Zellen mit GM-Puffer so einstellen, dal maximal 5x10% Zellen/5ml

© 0o N OO O A WO DN -

. Zellsuspension ml-weil3e Uber Saule geben

10. Spulen des Zellréhrchens mit 2ml RT GM-Puffer und komplett auf Saule
aufgeben

11. Spulen der Separationssaulen mit 3ml RT GM-Puffer 2x

12. Saule aus Magnetfeld nehmen und auf ein 14ml Rohrchen setzen

13. Aufgeben von 5ml RT GM-Puffer und Elution der gebundenen Zellen mit
einem sterilen Stempel, Eluate vereinigen, zentrifugieren und in GM-Puffer
aufnehmen (5ml/Saule, 1 Saule weniger als beim ersten Lauf) und erneut Uber
neue Saulen geben

14. Ein Aliquot (2x10° Zellen mit GK1.5FITC farben und 3C7-PE facsen = CD25-

Verunreinigung bestimmen!
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15. Zugabe von Testmedium (abhangig von Zellzahl), resuspendieren,
Zellzahlbestimmung

16. Zentrifugation (600xg) 10", 4°C.

17. Zellzahl in TM 5% FCS einstellen.

Farbung von T-Zellen mit CFDASE

Um sowohl die Proliferation durch Abnahme des Vitalfarbstoff CFSE im FACS zu
bestimmen, als auch Zellen fur eine folgende FACS-basierte Separation zu
markieren, wurden CD4"CD25 T-Zellen nach folgendem Protokoll mit CFDASE
gefarbt:

Zellen 2 x in PBS 1x pH 7,4 waschen.

Bestimmung der Zellzahl

Maximal 4x10” Zellen in 2ml (2x107/ ml) in PBS 1x pH 7,4 aufnehmen

CFSE (Stocklésung 10mM) auf 5uM in 2ml PBS pH 7,4 einstellen.

Die CFSE-Arbeitslosung (5uM; 2ml) 1:1 mit den Zellen in PBS 1x pH 7,4 (2ml)
mischen (Endkonz.cgse 2,5uM; 4ml)

4 min 37°C, 5%CO; (Brutschrank).

Mit mind. 2-fachem Volumen (8ml) TM 10% FCS abstoppen/ resuspendieren.
1 x waschen der Zellen in TM 10% FCS.

1x waschen der Zellen mit TM 5% FCS

0. Bestimmung der Zellzahl.

SN
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Stimulation von T-Zellen

In vitro kdnnen T-Zellen durch Quervernetzung der T-Zell-Rezeptor-assoziierten
CD3-Komplexe mittels Antikorper stimuliert werden. Die Kostimulation Gber CD28
spielt dabei eine wichtige Rolle. Fur eine antigenspezifische Stimulation der
verwendeten BALB/c CD4" T-Zellen oder CD4"CD25" regulatorischen T- Zellen
wurde der anti-CD3-Antikorper (145-2C11) in einer Konzentration von 3 pg/ mi
und Mytomycin C-behandelte A20 im Verhaltnis 1/ 10 zur Zellzahl der CD4*CD25
T-Zellen in 1 ml Testmedium (24 well-plate) oder 200pl Testmedium (96 well-
plate) eingesetzt. Bei der Stimulation unter Th2- Bedingungen wurden 300 U/ ml

Interleukin- 4 und 20 pg/ ml a- IFN- y zugegeben. Die Zellen wurden in einer
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Gesamtzellzahl von 2 x 10° in den Wells einer 24-well-Platte bzw. 4 x 10° (96
well-plate Flachboden) und 4 x 10* (96 well-plate Rundboden) stimuliert.

Im Falle eines Proliferationsassays wurde nach 96 Stunden Stimulation
0,5uCi/Well *H-Thymidin zugegeben. Nach weiteren 18 Stunden Stimulation
wurde die  Proliferation anhand des  >H-Thymidin-Einbaus  durch

Beta-Scintillationszahlung gemessen.

Proliferations- und Suppressionsassay

Um die Hemmung der Proliferation aktivierter CD4" T-Zellen durch CD4*CD25"
regulatorische T-Zellen zu untersuchen, wurden die CD4" T-Zellen (je 1 x 10°) in
Gegenwart von CD4°CD25" regulatorischen T-Zellen (1 x 10°) bzw. alleine
(2 x 10°) mit 3 pg/ ml anti-CD3-Antikdrper und 10 pg/ ml anti-CD28 in einer
96-well-Platte, je nach Proliferation Uber 3 bis 4 Tage in einem Gesamtvolumen
von 200 ul Testmedium stimuliert. Die Proliferation wurde direkt Gber den Einbau
von radioaktivem [°H]-Thymidin in die DNA der sich teilenden Zellen bestimmit.
Dazu wurden die Zellen in den letzten 18 Stunden der Stimulation mit 0,2 uCi
[*H]- Thymidin/Well versetzt. AnschlieRend wurde die 96-well-Platte eingefroren,
um einen weiteren Einbau von [3H]-Thymidin zu verhindern. Zum Messen der
Proliferatiosnrate wurden die Platten wieder aufgetaut und der Inhalt der
einzelnen Wells mit Hilfe eines speziellen Erntegerates (Cell Harvester 1295-001,
LKB, Freiburg) durch einen Glasfilter gesaugt, wobei die DNA auf dem Filter
zurtuckgehalten wurde. Der Glasfaserfilter wurde 2 min in einer Mikrowelle
(850 W) getrocknet und zusammen mit 10 ml Szintillationsfllissigkeit in einem
Plastikbeutel eingeschweil’t. Die Messung der Radioaktivitat erfolgte in einem
beta-Szintillationszahler (LKB, Freiburg). Dabei wird die vom radioaktiven
Praparat ausgesandte B-Strahlung uber die Anregung von
Lésungsmittelmolekilen auf einem primaren Szintillator Ubertragen, der die
Energie in Form von elektromagnetischer Strahlung freigibt. Diese wiederum wird
vom Szintillationszahler Uber eine Photozelle elektrisch als Lichtimpuls verarbeitet

und als Impuls pro Minute (cpm)n angegeben.
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Voraktivierung von CD4'CD25" regulatorischen T-Zellen (preTregs)

Um CD4"CD25" regulatorische T-Zellen in vitro vor zu aktivieren wurden 24-well-
Platten mit einer Mischung aus anti-CD3-Antikorper (145-2C11, 3 pg/ ml) und
anti-CD28-Antikorper (37.51, 10 ug/ ml) beschichtet und 1 Stunde bei 37 °C
inkubiert. AnschlieRend wurden die Platten zweimal mit PBS [1x] gewaschen und

die Zellen (Endkonzentration 1 x 10°) eingesetzt.

Differenzierung von Th2-Zellen

Zur Differenzierung von Th2 Zellen wurden 24-well-Platten mit einer Mischung
aus anti-CD3-Antikorper (145-2C11, 3 pg/ ml) und anti- CD28-Antikorper (37.51,
10 pg/ ml) beschichtet und 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschliellend wurden die
Platten zweimal mit PBS [1x] gewaschen. Die frisch isolierten naiven CD4*CD25
T-Zellen wurden in Gegenwart von 300 U/ml rekombinantem murinen IL-4 und
10ug/ml XMG1.2 (anti-IFN-gamma) flr 6 Tage stimuliert. An Tag drei wurden die
Zellen vom Stimulus genommen und mit Th2-Medium gefuttert. An Tag 6 wurden

die Zellen als Th2-Zellen eingesetzt.

Separation von CD4'CD25" bzw. Th2-Zellen nach Kokultur mit CD4'CD25"
regulatorischen T-Zellen oder preTregs

Nach Kokultur mit CD4"CD25" regulatorischen T-Zellen oder preTregs wurden die
Zellen bei 600 x g abzentrifugiert und in PBS (1x) + 4 % FCS resuspendiert. Die
Separation der Zellen wurde, wie im Ergebnisteil beschrieben, mit einem
FACScan mit Sorteinheit durchgefuhrt.

Aufreinigung CD4°CD25°'CD8" Thymozyten

Nach Aufreinigung von CD25" Zellen aus den Thymi von M&usen nach
LAnreinigung von CD25" Zellen“ wurden diese Zellen mit einem Antikdrper gegen
das CD4 Molekul (GK1.5-FITC) und mit einem Antikorper gegen das Molekul CD8
(Lyt2-APC) gefarbt und die CD4'CD25'CD8 Thymozyten mittels eines
FACS-Vantage aufgereinigt.
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Aufreinigung von CD4"CD25"*GITR™ T-Zellen

Nach Aufreinigung von CD25" Zellen aus den Milzen von Ma&usen nach
LAnreinigung von CD25" Zellen“ wurden diese Zellen mit einem Antikérper gegen
das Molekil GITR (DTA-1-FITC) gefarbt und die CD4'CD25"GITR™
entsprechend der Angaben im Ergebnisteil auf einem FACS-Vantage

aufgereinigt.

ELISA

Der quantitative Nachweis sezernierter Cytokine (IL-4 wund IL-2) in
Kulturiberstanden erfolgte durch spezifische ELISA. Die ELISA wurden nach der
Sandwichmethode (indirekt) durchgefuhrt. Alle Proben wurden als
Verdinnungsreihe auf die ELISA-Platten aufgegeben und auf jeder Platte wurde
ein bekannter Standard als Referenz zum Einstellen einer Eichgeraden
mitgefihrt. Die Auswertung der photometrischen Messung erfolgte im
Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Microsoft Corp., Redmont, WA, USA) mit
Hilfe eines Makros, fur dessen Entwicklung wesentlich S. Jin (Institut far
Immunologie, Uni-Mainz) verantwortlich war.

ELISAs zur Bestimmung von Cytokinen

Die Beschichtung der Mikrotiterplatten mit dem Primarantikorper erfolgte durch
eine 24-stindige Inkubation bei 4°C (50ul/well). Im Fall von ELISAs zur
Bestimmung von IL-4 dauerte die Inkubation mit dem Primarantikdrper nur eine
Stunde bei 37°C. Nach Ausklopfen der Lésung wurden freie Bindungsstellen der
Mikrotiterplatten durch Zugabe von Blockpuffer (50ul/ml] fur eine Stunde bei 37°C
abgesattigt. Nach dreimaligem Waschen mit ELISA-Waschpuffer wurden die
Uberstande und eine definierte Cytokin-Positivkontrolle in BSA-Puffer 1:2 titriert
(50ul/well) und fur eine Stunde bei 37°C in den antikérperbeschichteten Wells
inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten folgte eine einstundige Inkubation
mit dem biotinyliertem Sekundarantikorper (50ul/well). Die Uberschissigen
Antikérper wurden durch dreimaliges Waschen entfernt und das mit Peroxidase
gekoppelte Streptavidin (Boehringer Mannheim, Nr. 10890153) in einer
Verdunnung von 1:10.000 in BSA-Puffer zugegeben (50pl/well). Nach

30-minutiger Inkubation bei 37°C und drei weiteren Waschschritten wurde die
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Substratlosung (ABTS=2,2-Azino-bis(3-Ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)) 1mg/ml
+ 0,0075% H20, in Citratpuffer, 50pl/well) zugegeben.

Cytokin Primarantikorp Sekundarantiko Positivkontrolle
er rper
IL-2 JES-1A12 JES-5H4-bio mrlL-2
90.2
IL-4 BVD4-1D11 BVD6-24G2-bio mriL-4

Analysen mit dem FACS

Die Bestimmung der Reinheit separierter CD4" T-Zellen wurde mit dem FACScan
durchgefiihrt. Dazu wurden die CD4" T-Zellen mit spezifischen Antikrpern, die
mit mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt waren, gefarbt. Die Separation
CFSE- markierter CD4" T- Zellen erfolgte durch einen FACS-Vantage mit
»Sortvorrichtung® (Fluorescence Activated Cell Sorter).

Zur Bestimmung der CD4"CD25""GITR™ wurden Milzzellen mit den AntikSrpern
DTA-1, L3T4, Lyt2 und PC61 oder 7D4 gefarbt.

Molekularbiologische Methoden

Oligonucleotide

Oligonucleotide zum Nachweis verschiedener cDNAs in der PCR (Primer)
wurden, wenn nicht anders angegeben, von der Firma Roth (Karlsruhe) bezogen,
in einer Konzentration von 100 pmol/ pl in TE-Puffer gelést und bei —20°C
aufbewahrt. Die Primer wurden in einer Konzentration von 5 pmol/ pl in die PCR

eingesetzt. Die Primersequenzen sind unter den jeweiligen Punkten aufgeflhrt.

Praparation von RNA aus T-Zellen
Zur Anreinigung der gesamten RNA aus Zellen wurde TRI-Reagent der Firma
MBI Fermentas verwendet. Dabei wurde genau nach den Herstellerangaben

vorgegangen.
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Enzyme
Alle Enzyme wurden, falls nicht anders erwahnt, in den entsprechenden Puffern
der Firma New England Biolabs (Schwalbach) bezogen und bei —20°C

aufbewahrt.

Taq (Thermus aquaticus) DNA-Polymerase (PanScript DNA-Polymerase) wurde
als natives Enzym, isoliert aus Thermus aquaticusYT1, von PanSystems

(NUrnberg) in einer Konzentration von 5U/ul bezogen.

Reverse Transkription der mRNA in cDNA

Beim Oligo(dT),-Priming entsteht durch die Reaktion des Oligo(dT), mit dem
Poly(A)-Schwanz des  mRNA-Moleklils ein  kurzer  doppelstrangiger
Nucleinsaurebereich, der von der reversen Transkriptase als Starter flr die
Erststrangsynthese benotigt wird. Diese Vorgehensweise garantiert, dass die
Synthese der cDNA in der Nahe des 3'-Endes der mRNA beginnt. Ein Nachteil
dieser Methode ist jedoch, dass die Effizienz mit zunehmendem Abstand des zu
amplifizierenden Bereichs vom 3'-Ende der mRNA abnimmt. Beim Random-
Priming hingegen verwendet man ein Gemisch aus Hexanucleotiden aller
theoretisch denkbaren Sequenzabfolgen. Die Verwendung dieser p(dN)e-
Mischung bewirkt, dal} die Einzelstrangsynthese an vielen Stellen der zu
kopierenden mRNA initiiert wird. Dadurch wird garantiert, dass alle mRNA-
Sequenzen aus einer heterologen Population gleichmaRig in der erhaltenen
Mischung von cDNA-Molekulen reprasentiert sind, weil Sequenzen vom 3'-Ende
nicht, wie beim Oligo(dT),-Primig, beglnstigt werden. Ein Nachteil ist jedoch, daf’
meist der Anteil vollstandig kopierter mRNA-Molekule sinkt. Um die Vorteile
beider Verfahren zu nutzen, wurde eine Mischung aus Oligo(dT),- und p(dN)s-

Primern verwendet:

3 ug RNA

3 ul P(dN)s [20ng/pl]

1 Oligo(dT), [100ng/ul]

mit DEPC-Wasser auf 15ul aufflllen
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Zur Denaturierung der RNA wurde diese Mischung bei 70°C flir 5 min im
Thermocycler inkubiert und anschliel3end die folgenden Reagentien hinzugefligt:
1,5ul dNTP [10mM]

3 ul DTT [0,1M]

6 ul Puffer [5x]

3,5ul DEPC-H;0

1 M-MLV (RTase)

Optional wurden 0,5ml Ribonuclease-Inhibitor [40U/ul] zugegeben. Die Inkubation

erfolgte bei 37°C fur eine Stunde im Wasserbad.

Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion kommt es durch Wiederholung der
Reaktionsfolge aus DNA-Denaturierung, Hybridisierung der Primer und der
Auffullreaktion nach jedem Reaktionsschritt zu einer Verdopplung der DNA und
damit in einer Kettenreaktion zu einer exponentiellen, selektiven, etwa 10%-10’-
fachen Anreicherung der durch die Oligonuckleotide flankierenden DNA-
Sequenzen. In dieser Arbeit wurden ausschlieRlich semiquantitative Realtime-
PCRs durchgefuhrt. Hierzu wurden in Triplikaten die mRNAs von IL-2, IL-4,
FoxP3 und TGF-bRII unter Verwendung von IQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad)
auf einem iCycler (Bio-Rad) durchgefuhrt. Nach Normalisierung der erhaltenen
Werte fur IL-2, IL-4, FoxP3 und TGF-bRII entsprechend der erhaltenen Werte fur

EF1a wurden die relativen Expressionslevel berechnet.
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Zum Nachweis von IL-2 mRNA, IL-4 mRNA, TGF-beta Rezeptor || mRNA (TGF-
bRII mRNA), FoxP3 mRNA und Elongationsfaktor 1 alpha mRNA (EF1a mRNA)
wurden folgende Oligonukleotide verwendet. Diese Oligonukleotide wurden so
ausgewahlt, dass sie zumindest ein Intron auf Ebene genomischer DNA

umspannen, um die Amplifikation genomischer DNA auszuschliel3en:

mFoxP3.for 5-CAGCTGCCTACAGTGCCCCTAG-3’
mFoxP3.rev 5-CATTTGCCAGCAGTGGGTAG-3’

mlL- 2.for 5 -ATGTACAGGATGCAACTCCTGTCTT-3’
mlL-2.rev 5 -GTCAGTGTTGAGATGATGCTTTGAC-3’
mlL- 4.for 5 -GCATGGTGGCTCAGTACTACGAGTA-3"
mlL-4.rev 5-GAATGTACCAGGAGCCATATCCACG-3’

mTGF-bRIl.for 5-CTCCCAAGTGTGTCATGAAG-3’
mTGF-bRIl.rev 5-TGGACACGGTAGCAGTAGAA-3’
EF1a.for 5-GATTACAGGGACATCTCAGGCTG-3’
EF1a.rev 5 -TATCTCTTCTGGCTGTAGGGTGG-3"
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Chromatin Immuno-Prazipitation (ChlP)

Frisch isolierte und aktivierte CD4'CD25" regulatorische T-Zellen und
konventionelle CD4" T-Zellen wurden fUr 7 min bei Raumtemperatur mit einer
1%igen Formaldehyd-Lésung fixiert. Um Uberschissiges Formaldehyd zu
neutralisieren, wurde Glycin bis zu einer Endkonzentration von 125mM
zugegeben und 5 min inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit kaltem PBS (1x)
wurden die Zellen in Lyse-Puffer (25 mM HEPES, pH 7.8, 10 mM KCI, 1.5 mM
MgCI2, 0.5% NP-40 und Protease-inhibitoren) fur 15 min auf Eis inkubiert. Die so
erhaltenen Zellkerne wurden pelletiert und in ,Sonification-buffer* (50 mM
HEPES, pH 7.9, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1 % SDS, 0.1 %
sodium deoxycholat und Protease-inhibitoren) resuspendiert. Zur Degradierung
des Chromatins wurde die Suspension 15- bis 18-mal durch einen Bandelin
SONOPLUS UW2070 (bei 20%) sonifiziert. Dabei wurde nach jedem Schritt die
Probe fir eine Minute auf Eis gekuhlt. Um eine unspezifische Prazipitation zu
vermeiden wurden die so erhaltenen Proben mit Protein-Asepharose und ,salmon
sperm DNA* (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY) inkubiert. Vor Zugabe der
spezifischen Antikdrper wurde ein Aliquot des Chromatin als so genannte ,Input
control* genommen. 100ug Chromatin wurden in einem Endvolumen von 300yl
mit 10ug eines, in unserem Labor generierten, polyklonalen Kanninchen
Antikdrpers gegen murines FoxP3 inkubiert und die so entstandenen Immun-
Komplexe wurden mittels Protein-A-Sepharose. Nach zweimaligem Waschen mit
,sonification buffer®, ,high salt buffer* (50 mM HEPES, pH 7.9, 500 mM NacCl,
1 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 0.1 % sodium deoxycholate and 0.1 % SDS),
,LICl buffer* (20 mM Tris, pH 8, 250 mM LiCIl, 1 mM EDTA, 0.5 % NP-40, 0.5 %
sodium deoycholate) und TE (20 mM Tris, pH 8, 1 mM EDTA) wurden die
Komplexe mit 1% SDS in TE eluiert. Die Formaldehyd-Fixierung wurde
anschlieend durch Inkubation in 200mM NaCl dber Nacht entfernt. Nach
Proteinase K- und RNase A-Behandlung bei 55°C wurde die DANN mittels
Phenol/ Chloroform-Extraktion gereinigt und durch Zugabe von Ethanol

prazipitiert.

52



Material und Methoden

Ungefahr ein Zehntel der so erhaltenen DNA und der ,input control“ wurde in der
PCR unter Verwendung folgender Oligonucleotide auf das Vorhandensein von IL-

4 Promoter, IL-4 Enhancer und IL-2 Promoter untersucht:

IL-4Promoter:  forward 5-CAATAGCTCTGTGCCGTCAGTG-3’
reverse 5-AAAGGCCGATTATGGTGTAATTTC-3

IL-4 Enhancer: forward 5-AGGGCACTTAAACATTGC-3’
reverse 5-~ACGCCTAAGCACAATTCC-3’

IL-2 Promoter: forward 5-CCTGTGTGCAATTAGCTCA-3’
reverse 5-CTCTTCTGATGACTCTCTGGA-3’

Zur Detektion der PCR-Produkte wurde die Reaktion in Gegenwart von 2uCi

[0-32]dCTP durchgefuhrt. Nach Separation der PCR-Produkte mittels PAGE,

wurden die einzelnen Produkte durch Autoradiographie detektiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Mause, welche defizient fiir die Transkriptionsfaktoren NFATc2 und
NFATc3 sind (DKO-Mause), zeigen eine gestorte T-Zell-Homoostase
Fehlen Mausen die Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3, so entwickeln
diese Mause schwere Autoimmunerkrankungen, die durch eine massive
Lymphadenopathie, schwere Blepharitis, Pneumonitis und Splenomegalie
charakterisiert sind und letztendlich zum Tod dieser Mause im Alter von acht bis
zehn Wochen flihren. Bei diesen Erkrankungen scheinen besonders T-Zellen eine
wesentliche Rolle zu spielen, da sowohl die CD4" T-Zellen, als auch die CD8"
T-Zellen dieser Mause einen aktivierten Phanotyp (CD25%,CD69",CD44") zeigen
und auf T-Zellrezeptor(TZR)-vermittelte Stimulation hyperresponsiv reagieren.
Diese Hyperreaktivitat auRert sich darin, dass sie alleine Uber ihren TZR,
kostimulus-unabhangig, aktiviert werden konnen und dann groRe Mengen

verschiedener Cytokine produzieren.

3.1.1 Charakterisierung der peripheren CD4'CD25° und CD4'CD25"

T-Zellpopulationen aus DKO-Mausen

Die Zahl der peripheren CD4°'CD25" T-Zellen ist in DKO-Mausen stark erhoht
In gesunden, unter SPF-Bedingungen*" gehaltenen Wildtyp Mausen (genetischer
Hintergrund: BALB/c) umfassen CD4'CD25" T-Zellen zwischen 5-10% der
peripheren CD4" T-Zellen. Isoliert man diese CD4"CD25" T-Zellen, so zeigen sie
gegenliber konventionellen CD4°CD25" T-Zellen nach Aktivierung Uber ihren TZR
suppressive Eigenschaften und werden deshalb auch als CD4'CD25"
regulatorische T-Zellen (CD4°CD25" Tregs) bezeichnet. Da jedoch CD25 auch
nach Aktivierung auf konventionellen CD4" T-Zellen exprimiert wird, kénnen
CD4'CD25" T-Zellen nicht per definitionem als CD4°'CD25" Tregs bezeichnet
werden. Bis heute kennt man keinen exklusiven Oberflachenmarker fur
CD4'CD25" Tregs, so dass diese Zellen alleine aufgrund ihrer suppressiven
Eigenschaften charakterisiert und identifiziert werden konnen. In einer ersten,
quantitativen Untersuchung der peripheren CD4'CD25 und CD4'CD25"

¥ Unter SPF-Bedingungen versteht man die Haltung von Versuchstieren unter definierten,
pathogenfreien (special pathogen free)Bedingungen. Hierbei wird standardisiert auf eine

eingeschrankte Zahl spezieller Pathogene getestet.
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T-Zellpopulationen wurden Milzzellen von Mausen, welche defizient flr die
Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 waren (DKO-Mause) und von
Wildtyp Mausen (WT-Mause) mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen CD4
und CD25 gefarbt und mittels FACS analysiert.

DKO WT
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Abb.3.1: Die Zahl der peripheren CD4'CD25" T-Zellen ist in DKO Méausen stark erhoht.

Um die Zahl der peripheren CD4°CD25" T-Zellen zu bestimmen, wurden Facs-Analysen von
Milzzellen sowohl aus 6 Wochen alten DKO-Mausen, als auch aus gleichaltrigen WT-Mausen
durchgefiihrt. Verglichen mit den CD4" T-Zellen aus WT-Mausen (WT), bei denen die Zahl der
CD25" T-Zellen bei ca. 8% liegt, zeigen die DKO-M&use eine deutliche erhdéhte Zahl an
peripheren CD4°CD25" T-Zellen (DKO).

Wie in Abb. 3.1 gezeigt, ist die Zahl der CD4"CD25" T-Zellen in 6 Wochen alten
DKO-Mausen im Vergleich zu gleichaltrigen WT-Mausen stark erhoht. Die Zahl
der CD25" T-Zellen steigt in diesen Tieren mit Zunahme des Alters bis zu ihrem
Tod im Alter von 8-10 Wochen kontinuierlich auf ca. 60% an (nicht gezeigte
Daten). Da diese Zunahme mit der Auspragung des autoimmunen Phanotyps der
DKO-Mause einhergeht, kann angenommen werden, dass zumindest ein Grolteil
dieser Zellen aktivierte konventionelle CD4" T-Zellen darstellen, die ebenfalls

CD25 exprimieren. Um nun diese Vermutung zu prifen, wurden von
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DKO-Mausen CD4'CD25" T-Zellen mittels MACS isoliert und ihre Fahigkeit
untersucht, die Proliferation kokultivierter autologer CD4'CD25 T-Zellen zu
supprimieren. Als Positivkontrolle dienten die entsprechenden

T-Zell-Praparationen von WT-Mausen.

CD4'CD25" T-Zellen aus DKO-Miusen zeigen keine suppressiven
Eigenschaften

Um das suppressive Potenzial einer Population regulatorischer T-Zellen zu
bestimmen, kann man durch Veranderung des Verhaltnisses von regulatorischer
T-Zelle zu konventioneller T-Zelle das Verhaltnis bestimmen, bei der eine
halbmaximale Suppression vorliegt. Um also das suppressive Potenzial von
CD4'CD25" Tregs aus Wildtyp-Mausen zu testen, wurden diese Zellen in
abnehmender Zellzahl in einem Proliferations-Test alleine und in Gegenwart einer

konstanten Anzahl von konventionellen CD4*CD25" T-Zellen stimuliert.

WT CD4*CD25™ + WT CD4*CD25*

cpm
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CD25" + CD25* ( 2:1)

CD25 + CD25" ( 4:1)

l

Abb.3.2: CD4°CD25" regulatorische T-Zellen aus WT-Miusen inhibieren autologe
CD4°CD25 T-Zellen in ihrer Proliferation.

CD4'CD25" (CD25%) und CD4'CD25 (CD25) T-Zellen wurden aus Milzen von WT-Mausen
isoliert und alleine oder in Kokultur in den angegebenen Verhaltnissen stimuliert. Als Stimulus
dienten anti-CD3-Antikérper und Mitomycin-C behandelte A20-Zellen als akzessorische Zellen.
Vier Tage nach Aktivierung wurde *H-Thymidin zugegeben und nach weiteren 18 Stunden die
Proliferation mittels eines B-Scintilationszahlers bestimmt.
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Wie zu erwarten war, zeigen CD4"CD25" Tregs aus Wildtyp-Mausen nach TZR-
Stimulus in vitro keine eigene Proliferation. Sie sind jedoch in der Lage, die
Proliferation kokultivierter CD4'CD25 T-Zellen sehr effizient zu inhibieren
(Abb.3.2)

Um nun die Frage zu klaren, ob es sich bei den CD4'CD25" T-Zellen der DKO-
Mause auch um CD4*CD25 Tregs handelt, wurden auch diese aus Milzzellen von
sechs Wochen alten DKO-Mausen mittels MACS isoliert und auf ihre Eigenschaft

getestet, die Proliferation kokultivierter CD4"CD25" T-Zellen zu supprimieren.

DKO CD4*CD25 + DKO CD4"CcD25*
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20000 40000 60000
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CD25" + CD25* ( 4:1)
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Abb.3.3: CD4'CD25" T-Zellen aus DKO Maiusen sind nicht in der Lage autologe DKO
CD4°CD25 T-Zellen zu inhibieren.

Um die suppressiven Eigenschaften der peripheren CD4°CD25" T-Zellpopulation aus DKO-
Mausen zu testen, wurden sowohl CD4°CD25 (CD25°) als auch CD4°CD25" (CD25%), wie unter
Abb.3.2 beschrieben, aus Milzen von DKO-Mausen isoliet und stimuliert. Die

Standardabweichung wurde aus den Werten einer Dreifachbestimmung errechnet.
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Betrachtet man Abb.3.3 so fillt auf, dass die CD4'CD25" T-Zellen aus
DKO-Méausen, im Gegensatz zu CD4°CD25" T-Zellen aus WT-Méausen (Abb.3.2),
relativ stark proliferieren und scheinbar nicht in der Lage sind, die Proliferation
von kokultivierten autologen CD4'CD25 T-Zellen zu supprimieren (Abb.3.3).
Vielmehr lasst der stark erhdhte *H-Thymidin-Einbau auf eine sehr starke
Proliferation der DKO CD4°'CD25" T-Zellen in Kokultur mit ihren autologen
CD4*CD25  T-Zellen schlieBen. Ob nun das Fehlen der Transkriptionsfaktoren
NFATc2 und NFATc3 die Entwicklung oder Funktion von CD4°CD25" Tregs
beeintrachtigt, oder konventionelle CD4°CD25 T-Zellen unempfanglich fur die
CD4'CD25" Treg-vermittelte Suppression macht, wurde im Folgenden

eingehender untersucht.

Die Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 sind essentiell an der
Suppression von CD4°CD25" T-Zellen beteiligt

Um zu untersuchen, ob die Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 fur die
Entstehung und Funktion von CD4'CD25" Tregs notwendig sind wurden
CD4'CD25" T-Zellen aus der Peripherie von DKO-M&usen isoliert und mit
konventionellen CD4" T-Zellen aus WT-M&usen kokultiviert. Abb.3.4 zeigt, dass
die peripheren CD4°CD25" T-Zellen aus DKO-Mausen nicht in der Lage sind,
WT CD4'CD25 T-Zellen in ihrer Proliferation zu unterdriicken. Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass diese Zellen zumindest in ihrer Gesamtheit nicht als
CD4'CD25" regulatorische T-Zellen angesprochen werden kdénnen. Da wir bis
heute keinen spezifischen Oberflaichenmarker fir CD4'CD25" Tregs kennen,
kann man nicht ausschlieRen, dass in der gesamten CD4'CD25"
T-Zell-Population CD4"CD25" Tregs enthalten sind, deren suppressives Potential

durch eine hohe Zahl aktvierter konventioneller CD4" T-Zellen maskiert ist.

58



Ergebnisse
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Abb.3.4: CD4'CD25" T-Zellen aus DKO-Miusen kénnen die Proliferation konventioneller
CD4°CD25 T-Zellen aus Wildtyp-Mausen nicht supprimieren.

Um die suppressiven Eigenschaften der peripheren CD4'CD25" T-Zellen aus DKO-M&usen
(CD25%) zu bestimmen, wurden sie mit CD4°CD25 T-Zellen aus WT-M&usen kokultiviert.
Nach 4 Tagen Stimulation mit anti-CD3-Antikérpern [3ug/ml] und Mitomycin-C-behandelten A20
Zellen als akzessorische Zellen (Verhaltnis 1/10), wurde 3H-Thymidin zugegeben und nach
weiteren 18 Stunden die Proliferation der Zellen in einem B-Scintilationszahler bestimmt. Gezeigt
ist ein representatives Experiment von insgesamt fiinf. Aus den Werten einer Dreifachbestimmung

wurden die Standardabweichungen berechnet.
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Um jedoch zweifelsfrei sagen zu kénnen, ob die Defizienz in NFATc2 und
NFATc3 konventionelle CD4" T-Zellen resistent gegen eine CD4'CD25"
Treg-vermittelte Suppression macht, wurden diese Zellen mit CD4"CD25" Tregs
aus WT-Mausen in Kokultur stimuliert. Abb.3.5 zeigt, dass naive CD4'CD25
T-Zellen aus DKO-Mausen in ihrer Proliferation nicht durch CD4°CD25" Tregs

supprimiert werden.
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Abb.3.5: CD4°CD25 T-Zellen aus DKO-Miusen sind resistent gegen CD4°CD25" Treg-
vermittelte Suppression.

Als MaR fiir die Suppression von konventionellen CD4°CD25  T-Zellen aus DKO-Mausen (CD25)
wurde die Proliferation dieser Zellen vier Tage nach Kokultur mit CD4°CD25" Tregs (CD25") aus
WT-Mausen durch Zugabe von 3H-Thymidin bestimmt. Die Zellen wurden, wie unter Abb.3.2

beschrieben, stimuliert. Nach Dreifachbestimmung wurde die Standardabweichung berechnet.

Diese Ergebnisse lassen zwar keinen Schluss daruber zu, ob NFATc2 und
NFATc3 bei der Entstehung und Funktion von CD4°CD25" Tregs beteiligt sind,
zeigen jedoch eindeutig, dass das Fehlen dieser Transkriptionsfaktoren
konventionelle CD4" T-Zellen (DKO CD4'CD257) scheinbar unzugénglich flr
CD4'CD25" Treg-vermittelte Suppression werden |3sst.
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Betrachtet man Abb.3.5 eingehender, so erkennt man, ahnlich wie in Abb.3.3,
eine stark erhéhte Proliferation in der Kokultur (DKO CD25 + WT CD25%). Dieser
vergleichsweise hohe *H-Thymidin Einbau in den Kokulturen (verglichen mit der
Einzelkultur der DKO CD4'CD25) weist auf eine ungewdhnlich starke
Proliferation der WT CD4'CD25" Tregs und damit auf eine Aufhebung ihres
anergen Phéanotyps durch die Kokultur mit DKO CD4°CD25 T-Zellen hin.

Obwohl die Bestimmung der Proliferation von Zellen seit vielen Jahren
standardisiert (iber den Einbau von *H-Thymidin wahrend der DNA-Neusynthese
bestimmt wird, kann dieses Testverfahren nicht klaren, ob bei der Kokultur von
DKO CD4'CD25  T-Zellen mit WT CD4"CD25" Tregs eine starkere Proliferation
der CD4"CD25" oder sogar eine starke Proliferation der normalerweise als anerg
charakterisierten CD4"CD25" Tregs vorliegt. Um nun die Proliferation sowohl der
DKO CD4'CD25 T-Zellen, als auch der WT CD4°CD25" Tregs zu bestimmen,
wurden Versuche mit dem Vitalfarbstoff Carboxyfluorescein-Succinymidyl-Esther
(CFSE) durchgefuhrt. Dieser Farbstoff passiert als Diacetat (Carboxyfluorescein
diacetate succinimidyl ester (CFDASE)) die Zellmembran und wird in der Zelle
durch Abspaltung der zwei Acetatgruppen zu Carboxyfluorescein succinimidyl
ester (CFSE) umgewandelt, welches im Bereich von 510 bis 550 nm grin
fluoresziert. Das so entstandene CFSE kann zum Teil innerhalb der ersten 12 bis
24 Stunden aktiv ausgeschleust werden oder aber es geht innerhalb der Zelle mit
freien Aminogruppen Amidbindungen ein und bleibt dann Uber Wochen und
Monate stabil in der Zelle erhalten (Abb.3.6).
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Abb.3.6: Mechanismus der CFSE-Farbung

Das ungeladene CFDASE passiert die Zellmembran und wird nach Abspaltung zweier Acetat-

Gruppen zu CFSE umgewandelt. So ist es im Stande mit freien Aminogruppen

einzugehen, so dass die Zelle Uber mehrere Wochen stabil angefarbt bleibt.

Bindungen
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Da durch die Teilung der gefarbten Zellen die Halfte der mit CFSE gekoppelten
Molekule an jede Tochterzelle weitergegeben wird, kann die Proliferation durch
die lineare Abnahme der CFSE-Fluoreszenzintensitdt um den Faktor zwei im
FACS bestimmt werden (Abb.3.7).
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Abb.3.7: Proliferation CFSE-markierter Zellen

Durch die Teilung einer CFSE-markierten Zelle (M1) in zwei Tochterzellen wird die mittlere
Fluoreszenzintensitat halbiert (M1 =» M2). Jede weitere Zellteilung bringt eine Abnahme der
Intensitat des CFSE um den Faktor zwei mit sich. Diese Abnahme kann als Proliferation im FACS

dargestellt werden.

Abb.3.8 zeigt das Proliferations-Verhalten von konventionellen CD4" T-Zellen
(Abb.3.8 B) und CD4"CD25" Tregs (Abb.3.8 A) nach Aktivierung in Einzel- und
Kokultur (Abb.3.8 C und D). Wahrend konventionelle CD4" T-Zellen aus
WT-Mausen 3 Tage nach Stimulation ca. 3 Teilungen vorgenommen haben
(Abb.3.8 B), zeigen sowohl CD4*CD25"Tregs in Einzel- als auch in Kokultur mit
konventionellen CD4" T-Zellen (Abb.3.8 A und D) keine Proliferation. Vielmehr
sind sie in der Lage die Proliferation der kokultivierten konventionellen CD4" T-
Zellen vollstandig zu unterbinden (Abb.3.8 C).

63



Ergebnisse

100
|

| wT cp25* (CFSE)

= = T T = = Ly L |
= 10 10+
10° 10

100
|

WT CD25 (CFSE)

10 1o 10

100
|

Ereignisse

C

WT CD25" (CFSE) + WT CD25*

an0 4‘ 1 Alﬂ -

100

D

WT CD25- + WT CD25" (CFSE)

hE 10¢

v

CFSE-Intensitat

Abb.3.8: WT CD4°CD25" regulatorische T-Zellen proliferieren nicht und hemmen die
Proliferation von konventionellen CD4" T-Zellen

Um die Proliferation sowohl der konventionellen CD4" T-Zellen (WT CD25) als auch der
CD4'CD25" Tregs (WT CD25%) in Kokultur (Verhaltnis 1:1) zu bestimmen, wurde jeweils ein
Zelltyp mit CFSE gefarbt und alleine oder in Kokultur mit ungefarbten Zellen aktiviert. Vier Tage

nach Stimulation wurde die CFSE-Intensitat in einem FACS bestimmit.
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Um nun den in Abb.3.5 beobachteten, gesteigerten *H-Thymidin-Einbau bei
Kokultivierung von DKO CD4°CD25 und WT CD4'CD25'Tregs naher zu
untersuchen, wurden auch diese Zellen mit dem Vitalfarbstoff CFSE gefarbt und
deren Proliferation in Einzel- und Kokultur 3 Tage nach Stimulation mittels
FACS-Analyse bestimmt. Abb.3.9 A zeigt, wie in Abb.3.8 A, dass WT CD4"CD25"
Tregs nach Stimualtion keinerlei Proliferation zeigen. Die Stimulation von DKO
CD4'CD25 T-Zellen fiihrt, verglichen mit WT CD4"CD25  T-Zellen in Einzelkultur
zu keiner gesteigerten Proliferation (vgl. Abb.3.8 B und Abb.3.9 B). Auch diese
Zellen fUhren ca. drei Teilungen in einem Stimulationszeitraum von drei Tagen
durch. Jedoch zeigen WT CD4°CD25" Tregs in der Kokultur mit DKO CD4"CD25
T-Zellen keinen Einfluss auf das Proliferations-Verhalten der letzteren und
bestatigen somit die schon gewonnenen Daten durch Messung des *H-Thymidin-
Einbaus (Abb.3.5 und Abb.3.9 C). Erstaunlicherweise flhrte jedoch die Kokultur
von konventionellen CD4" T-Zellen aus DKO-Mausen (DKO CD257) zu einer
ungewohnlich starken Proliferation der kokultivierten WT CD4'CD25" Tregs
(Abb.3.9 D).

65



Ergebnisse

100

| WT cD25* (CFSE)

100
|

| DKO CcD25"(CFSE)

100

Ereignisse

|DKO CD25" (CFSE) + WT CD25%

100
|

DKO CD25™ + WT CD25* (CFSE)

10+

1o*

CFSE-Intensitat

v

Abb.3.9: WT CD4'CD25" Tregs proliferieren nach Kokultur mit DKO CD4'CD25" T-Zellen.
CD4'CD25 T-Zellen aus DKO-Mausen (DKO CD25), sowie CD4°CD25" Tregs (WT CD25%)

wurden mit CFSE gefarbt und, wie unter Abb.3.8 beschrieben, alleine oder im Verhaltnis 1:1

stimuliert. Die Proliferation der CFSE-gefarbten Zellen wurde vier Tage nach Stimulation im FACS

bestimmt.
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Ein wesentliches Merkmal der CD4*CD25" Treg-vermittelten Suppression ist die
Inhibition der IL-2 Produktion in den supprimierten T-Zellen und damit erst
sekundar die Inhibition ihrer Proliferation. Die in Abb.3.5 und 3.9 C
fehlgeschlagene Inhibition der konventionellen CD4" T-Zellen aus DKO-M&usen
weildt deshalb darauf hin, dass diese T-Zellen entweder unabhangig von IL-2
proliferieren kénnen, oder dass sich deren IL-2 Produktion durch WT CD4*CD25"
Tregs nicht supprimieren lasst. Die in Abb.3.9 D beobachtete ungewdhnlich
starke Proliferation der kokultivierten WT CD4"CD25" Tregs deutet jedoch auf die
letztere Moglichkeit und damit auf eine sehr starke IL-2 Produktion durch DKO
CD4"CD25 selbst in Gegenwart von CD4°CD25" Tregs hin. Tatsachlich konnte
gezeigt werden, dass grof3e Mengen IL-2 in Kombination mit einem TZR-Stimulus
den anergen Phanotyp von CD4'CD25" Tregs aufheben und deren Proliferation
induzieren (eigene Daten und Zitate®*°)
Proliferation von DKO CD4'CD25  T-Zellen von IL-2 abhéangig ist, wurde versucht,

diese durch neutralisierende anti-IL-2 Antikorper zu inhibieren. Dabei dienten

. Um nun zu analysieren, ob die

konventionelle CD4" T-Zellen aus WT-M&usen als Positivkontrolle.

Die Proliferation von DKO CD4°CD25  T-Zellen ist abhingig von endokrin
gebildetem Interleukin-2

Da die Inhibition der IL-2 Produktion von CD4°'CD25 T-Zellen ein
Schliisselmechanismus bei der CD4'CD25" Treg-vermittelten Suppression ist,
und CD4°CD25 T-Zellen aus DKO-Mausen scheinbar resistent gegen diese
Suppression sind, sollte Uberpruft werden, ob diese Zellen fur ihre Proliferation
endokrin-gebildetes IL-2 bendtigen. Um diese Frage zu beantworten, wurde ein
monoklonaler Antikérper gegen murines IL-2 (anti-mIL-2) verwendet, der die
biologische Wirkung von murinem IL-2 neutralisiert. Die spezifische Wirkung
dieses Antikorpers konnte durch Zugabe von rekombinantem humanem IL-2
(hrIL-2), welches durch den Antikorper nicht neutralisiert wird, bestatigt werden.
Durch Zugabe von hrlL-2 wurde die Inhibition der Proliferation aufgehoben
(Abb.3.10 und Abb.3.11).
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Abb.3.10: Konventionelle WT CD4" T-Zellen proliferieren IL-2-abhingig

Um die Abhangigkeit der Proliferation konventioneller CD4" T-Zellen von endokrin gebildetem IL-2
zu zeigen, wurden diese Zellen in Gegenwart steigender Mengen eines anti-mIL-2 Antikérpers
stimuliert. Da der Antikdrper nur murines IL-2 blockiert, die murinen T-Zellen jedoch auch auf
humanes rekombinantes IL-2 (hrlL-2) reagieren, konnte der Effekt des anti-mlL-2 (schwarze
Balken) durch Zugabe von 100 U/ml hrlL-2 aufgehoben werden (blaue Balken).
Die Standardabweichung wurde aus einer Dreifachbestimmung jedes Wertes errechnet.
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Abb.3.11: DKO CD4°CD25 T-Zellen benétigen endokrin gebildetes IL-2 zur Proliferation

Durch Aktivierung von konventionellen CD4'CD25 T-Zellen in Gegenwart und Abwesenheit
unterschiedlicher Mengen eines Antikdrpers gegen murines IL-2 (anti-mlL-2) konnte gezeigt
werden, dass DKO CD4'CD25 T-Zellen abhangig von ihrem endokrin gebildeten IL-2
proliferieren. Die durch das Blockieren des endokrin gebildeten IL-2 eingeschrankte Proliferation
(schwarze Balken) konnte durch Zugabe von 100 U/ml rekombinantem humanem IL-2 (rhlL-2)

(blaue Balken) vollstandig wieder hergestellt werden.

Vergleicht man Abb.3.10 und 3.11 so zeigt sich, dass die Blockade von IL-2 durch
anti-mIL-2 Antikorper dosisabhangig zu einer Einschrankung der Proliferation
sowohl von DKO CD4°CD25 T-Zellen als auch von konventionellen CD4"
T-Zellen aus Wildtyp-Mausen flhrt. Dass dieser Effekt alleine auf die Blockade
des endokrin gebildeten IL-2 zurick zuflhren ist und das diese Zellen GUberhaupt
auf IL-2 reagieren konnen, konnte durch die Zugabe von humanem
rekombinanten IL-2 (rhIL-2) gezeigt werden. Gibt man dieses in Anwesenheit des
anti-mlL-2 Antikérpers hinzu, so kann die Proliferation sowohl von WT
CD4'CD25" als auch von DKO CD4*CD25 T-Zellen vollstandig wieder hergestellt

werden.
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Dies zeigt, dass auch DKO CD4'CD25" T-Zellen nach TZR-Stimulus auf endokrin
gebildetes IL-2 flr ihre Proliferation angewiesen sind und erhartet die Vermutung,
dass CD4'CD25" Tregs nicht im Stande sind, die IL-2 Produktion von DKO
CD4'CD25 T-Zellen zu inhibieren. Um diese These zu beweisen, wurde die IL-2
Produktion von DKO CD4'CD25 und WT CD4'CD25 in Abwesenheit und
Gegenwart von CD4"CD25" Tregs im Folgenden untersucht.

DKO CD4'CD25  T-Zellen produzieren sehr schnell nach Aktivierung groBe
Mengen IL-2

Einer der essentiellsten Prozesse bei der Suppression von konventionellen CD4"
T-Zellen durch CD4"CD25" Tregs ist die Inhibition der IL-2-Produktion. Da die
Proliferation von DKO CD4'CD25  T-Zellen stark von IL-2 abhangig ist (siehe
Abb.3.11), sollten CD4"CD25" Tregs nicht in der Lage sein, die IL-2-Produktion
von CD4'CD25 T-Zellen aus DKO-M&usen zu supprimieren. Um das primar
gebildete IL-2 nachweisen zu kdnnen, wurden neben ELISAs (Abb.3.12) auch
Realtime PCR durchgefuhrt (Abb.3.13).

70



Ergebnisse

WT oder DKO CD4*CD25" + WT CD4"CD25"

Relative IL-2 mRNA expression
1 2 3 4

| L I I

gy F—

o

WT CD25" + WT CD25*

WT cD25* | nd-

DKO CD25"

Abb.3.12: WT CD4°CD25" Tregs sind nicht in der Lage die IL-2 Transkription in
kokultivierten DKO CD4'CD25" T-Zellen wirkungsvoll zu inhibieren.

CD4'CD25 T-Zellen aus Wildtyp-Mausen und DKO CD4°CD25  T-Zellen wurden alleine oder in
Gegenwart von CD4°CD25" Tregs (WT CD4°CD25"; WT CD25"; (Verhéltnis 1:1)) stimuliert.
18 Stunden nach Aktivierung wurde die RNA der Zellen prapariert und nach reverser Transkription
eine Realtime-PCR zum Nachweis von IL-2 mRNA und Elongationsfaktor-1alpha (EF1alpha)
mMRNA durchgefiihrt. Die gewonnen Werte fiir IL-2 wurden auf die Expression des ,Housekeeping
gene“ EF1alpha normalisiert. N.d. = nicht nachweisbar.
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Abb.3.13: DKO CD4°CD25 T-Zellen sezernieren trotz Kokultivierung mit WT CD4°CD25"
Tregs relativ groRe Mengen des fiir die Proliferation essentiellen Cytokins IL-2.

Kulturiiberstéande von WT und DKO CD4°CD25 T-Zellen, welche alleine oder in Kokultur mit
WT CD4°CD25" Tregs (Verhaltnis 1:1) 18 Stunden stimuliert wurden, wurden in einem fiir das
Cytokin IL-2 spezifischen ELISA auf sezerniertes IL-2 untersucht. N.d. = nicht nachweisbar. Die

Standardabweichung wurde durch die jeweilige Dreifachbestimmung errechnet.

Abbildungen 3.12 und 3.13 zeigen deutlich, dass CD4"CD25" Tregs aus Wildtyp-
Mausen zwar selbst kein IL-2 produzieren und in der Lage sind WT CD4'CD25
T-Zellen (WT CD25) in ihrer IL-2-Produktion zu supprimieren, jedoch
beeinflussen sie die IL-2-Produktion von DKO CD4'CD25  T-Zellen (DKO CD25)
nur partiell. Die IL-2- Produktion von DKO CD4*CD25" T-Zellen nach Kokultur mit
CD4'CD25" Tregs ist noch immer vergleichbar oder sogar hoher als die von
alleine stimulieten WT CD4'CD25 T-Zellen; d.h. diese IL-2 Menge genlgt
offensichtlich um die Proliferation der konventionellen CD4" T-Zellen aus
DKO-Mausen, als auch der kokultivierten WT CD4"CD25" Tregs zu induzieren
(siehe Abb.3.9 C und D).
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Betrachtet man die Kinetik der IL-2 mRNA Expression von DKO CD4'CD25
T-Zellen (Abb.3.14), so ist deutlich zu erkennen, das diese Zellen nach
TZR-Stimulation sehr schnell gro3e Mengen des zur Proliferation benotigten IL-2
exprimieren (rote Linie). Trotz Kokultur mit CD4*CD25" Tregs exprimieren diese
Zellen nach 18h Stimulation (graue Linie) immer noch mehr IL-2 mRNA als alleine
aktivierte WT CD4'CD25  T-Zellen (blaue Linie). Wahrend die IL-2 mRNA
Expression von WT CD4'CD25 T-Zellen nach Kokultur mit CD4"CD25" Tregs
schon nach 42 Stunden nicht mehr messbar ist (hellblaue Linie), exprimieren
DKO CD4'CD25 T-Zellen 66 Stunden nach Kokultur mit CD4"CD25" Tregs noch
signifikante Mengen IL-2 mRNA.

7
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Abb.3.14: Kinetik der IL-2 mRNA Expression von DKO CD4°'CD25 T-Zellen.

Um einen Eindruck Uber den zeitlichen Verlauf der IL-2 mRNA Expression von DKO und WT
CD4'CD25 T-Zelle zu bekommen, wurden diese alleine oder in Kokultur (Verhaltnis 1:1) mit
CD4'CD25" Tregs (WT CD4'CD25") stimuliert und zu den angegebenen Zeitpunkten die RNA
isoliert. Nach Gewinnung von cDNA wurden Relatime-PCRs mit spezifischen Oligonucleotiden
zum Nachweis von IL-2 und EF1alpha mRNA durchgefuhrt. Die fur IL-2 gewonnenen
Zyklenzahlen wurden mit denen von EF1alpha normalisiert. Die Abbildung zeigt ein

representatives Ergebnis von insgesamt vier Versuchen.
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Ein wichtiger Grund fuir die Resistenz von DKO CD4*CD25  T-Zellen gegen die
CD4'CD25" Treg-vermittelte Suppression scheint die nach TZR-Stimulus sehr
schnelle Produktion groRer Mengen des proliferationsféordernden Cytokins
Interleukin-2 zu sein.

Neben der Suppression von autoagressiven CD4" T-Zellen durch CD4*CD25"
Tregs kennt man weitere Mechanismen, die zur Aufrechterhaltung peripherer
Toleranz beitragen. Neben den in Tab.1.1 dargestellten Mechanismen nimmt das
Cytokin TGF-B eine zentrale Rolle bei der Ruhigstellung von T-Zellen ein. So
vermitteln z.B. Th3-Zellen, eine zu den induzierten regulatorischen T-Zellen
gehorende Subklasse, ihre inhibitorische Funktion Uber die Sekretion von TGF-(3.
Ob die Resistenz der DKO CD4'CD25  T-Zellen spezifisch auf die CD4"CD25"
Treg-vermittelte Suppression beschrankt ist, oder ob auch weitere allgemeine
periphere Toleranzmechanismen davon betroffen sind, sollte im Folgenden

eingehender untersucht werden.

Das immunsuppressive Cytokin TGF-B inhibiert die IL-2 Produktion von
DKO CD4'CD25 T-Zellen

Obwohl viele Jahre die Rolle von TGF-B bei der CD4'CD25" Treg-vermittelten
Suppression kontrovers diskutiert wurde, ist man sich heute weitestgehend einig,
dass TGF-B in vitro keine Rolle bei diesem Prozel} zu spielen scheint. Anders ist
dies allerdings in vivo. So konnte in verschiedenen Maus-Modellen gezeigt
werden, dass Autoimmunerkrankungen, wie die ,inflammatory bowl disease®
(IBD) oder die ,experimentelle autoimmune Encephalomyelitis® (EAE) zwar durch
CD4*CD25" Tregs aus TGF-B defizienten Mausen verhindert und sogar geheilt
werden kdonnen, dass dies aber in einer Maus, welche defizient fur TGF-3 oder fur
den hochaffinen Rezeptor fir TGF-B ist, nicht funktioniert . Dies spricht dafir,
das CD4'CD25'Tregs keine Bedeutung als Produzenten von TGF-B in vivo
haben, TGF-B aber dennoch entscheidend an der Vermeidung autoimmuner
Phanomene beteiligt ist. Um zu untersuchen, ob der Phanotyp der DKO-Mause
auch auf einer Resistenz gegen TGF-f3 beruht, wurde zuerst in der Realtime-PCR
Uberpruft, ob die Expression des hochaffinen Rezeptors fur TGF- (TGF-BRII)
durch das Fehlen von NFATc2 und NFATc3 beeintrachtigt ist.
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Abb.3.15: Das Fehlen der Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 hat keinen EinfluR
auf die Expression der TGF-B Rezeptor Il (TGF-BRII) mRNA.

Um die Expression von TGF-BRII mRNA in naiven CD4" T-Zellen aus DKO-Mausen zu priifen,
wurden sowohl CD4°CD25 T-Zellen aus WT- und DKO-Mausen isoliert und deren RNA prapariert.
Nach Synthese von cDNA wurde eine Realtime-PCR mit Oligonukleotiden zum spezifischen
Nachweis von TGF-BRII und EF1alpha mRNA durchgefiihrt. Die gewonnenen Werte fir TGF-BRII
mRNA wurden auf die Expression von EF1alpha normalisiert. Die Abbildung zeigt die
Zusammenfassung aus sechs verschiedenen Experimenten inklusive der daraus resultierenden

Standardabweichung.

Das Fehlen der Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 hat keinen Einfluss
auf die Expression der TGF-B Rezeptor Il (TGF-BRII) mRNA. Somit sind DKO
CD4'CD25  T-Zellen potentiell in der Lage, genau wie WT CD4°CD25 T-Zellen
auf TGF-B zu reagieren. Um dies zu testen, wurden naive CD4°CD25 T-Zellen
aus Wildtyp-Mausen und DKO-Mausen isoliert und in Gegenwart von TGF-$
stimuliert. Die optimale Konzentration an TGF-B wurde in Vorversuchen mit

Wildtyp-Zellen ermittelt.
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Abb.3.16: TGF-B hemmt die Produktion von IL-2 durch DKO CD4°CD25" T-Zellen.

Um den suppressiven Einfluss von TGF-B auf die Aktivierung von DKO CD4°CD25 T-Zellen zu
untersuchen, wurden diese Zellen aus der Milz isoliert und in Gegenwart (+TGF-B) und
Abwesenheit (Medium) von 20ng/ml TGF- stimuliert. Nach 18h wurden die Kulturiiberstande auf
Interleukin-2 untersucht und mit den Werten fir WT CD4°CD25 T-Zellen verglichen. Ein
representatives Experiment von drei Experimenten ist gezeigt. Durch Dreifachbestimmung wurde
die Standardabweichung der jeweiligen Werte berechnet.

Wie in Abbildung 3.16 dargestellt, hemmt TGF-3 die IL-2- Produktion sowohl auf
Protein-, als auch auf mRNA-Ebene (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis
bestarkt die Annahme, dass der Phanotyp der DKO-Mause alleine durch die
Resistenz der konventionellen CD4" T-Zellen gegeniiber CD4'CD25"
Treg-vermittelter Suppression, unabhangig von TGF-f, bedingt ist.

Ob jedoch neben der Treg-vermittelten Suppression konventioneller T-Zellen
auch die Funktionen der CD4°CD25" Tregs durch das Fehlen der
Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 beeintrachtigt sind, sollte im

Folgenden untersucht werden.
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Das Fehlen der Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 beeinflusst die
Entwicklung von CD4°CD25" Tregs nicht

Nach Antigenkontakt in der Peripherie ist es bisher unmaoglich, alleine aufgrund
verschiedener  Oberflachenmolekille zwischen CD4'CD25" Tregs und
konventionellen CD4" T-Zellen zu unterscheiden, da auch letztere nach
Aktivierung CD25 auf ihrer Oberflache exprimieren. Bezogen auf die DKO-Mause,
deren konventionelle CD4" T-Zellen sich nicht durch CD4*CD25" Tregs inhibieren
lassen, koénnte dies bedeuten, dass aktivierte, konventionelle CD4'CD25"
T-Zellen potentiell vorhandene CD4'CD25" Tregs funktionell maskieren.
Allerdings sollten sich CD4'CD25" Tregs im Thymus von DKO-Ma&usen
nachweisen lassen, da gezeigt wurde, dass CD4"CD25" Thymozyten bereits ein
hohes suppressives Potential besitzen. Deshalb wurden CD4'CD8CD25"
Thymozyten aus DKO-Mausen mittels FACS-Sort isoliert und auf ihre
suppressiven Eigenschaften gegeniiber WT CD4"CD25 T-Zellen untersucht.
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Abb.3.17: DKO und WT-Méiuse zeigen die gleiche Anzahl CD4'CD8'CD25" Thymozyten.

Um CD4'CD8CD25" Thymozyten zu isolieren und auf ihre suppressiven Eigenschaften zu testen,
wurden die Thymi aus sechs Wochen alten Mausen prapariert, CD25" Zellen durch MACS
angereichert und dann CD4'CD8CD25" Thymozyten im Facs dargestellt und durch FACS-Sort
isoliert. Die in der Abbildung angegebenen Prozentzahlen zeigen den Anteil CD4'CD8CD25"
Thymozyten an der Gesamtzahl der CD4*CD8 Thymozyten.

Im Gegensatz zur Zahl der CD4"CD25" T-Zellen in der Peripherie (Abb.3.1) ist die
Zahl der CD4"CD8CD25" Thymozyten in sechs Wochen alten DKO-M&usen nicht
erhoht (Abb.3.17). Dies spricht daflir, dass diese Zellen nicht wie in der Peripherie
aktivierte konventionelle CD4" T-Zellen, sondern CD4'CD25" regulatorische
T-Zellen darstellen. Um nun zu untersuchen ob diese DKO CD4°'CD8CD25"
Thymozyten auch CD4'CD25" Treg-spezifische suppressive Eigenschaften
besitzen, wurden sie mit konventionellen CcD4* T-Zellen aus
WT-Mausen kokultiviert. Als Mal® fur die suppressiven Eigenschaften der DKO
CD4'CD8CD25" Thymozyten wurde der 3H-Thymidin-Einbau der Kokultur

bestimmt.
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Abb.3.18: DKO CD4'CD8°CD25" Thymozyten zeigen regulatorische Eigenschaften.

Aus sechs Wochen alten DKO-M&usen wurden die Thymi prapariert und CD25" Thymozyten
mittels MACS angereichert. Aus diesen CD25" Thymozyten wurden CD4°CD8 CD25" Thymozyten
(CD25") mittels FACS-Sort isoliert und in unterschiedlichen Verhaltnissen mit WT CD4'CD25

T-Zellen kokultiviert. Nach 4 Tagen Stimulation wurde 3H-Thymidin zugegeben und nach weiteren

18 Stunden die Proliferation durch B-Scintilisation gemessen. Durch Dreifachbestimmung wurden

die jeweiligen Standardabweichungen berechnet.

Wie in Abbildung 3.18 gezeigt, sind CD4'CD8CD25" Thymozyten aus
DKO-M&usen in der Lage, die Proliferation von WT CD4'CD25 T-Zellen zu
supprimieren. Jedoch waren diese CD4"CD8CD25" regulatorischen Thymozyten,
in Analogie zu WT CD4'CD25" Tregs, nicht in der Lage, die Proliferation ihrer
autologen CD4°CD25  T-Zellen zu unterbinden (Abb.3.19). Auch hier scheint die
Kokultivierung von regulatorischen T-Zellen mit CD4'CD25 T-Zellen aus
DKO-Mausen den anergen Phanotyp der CD4°CD8CD25" Thymozyten zu
durchbrechen und diese Zellen zur Proliferation anzuregen (siehe Abb. 3.19), da
der °H-Thymidin-Einbau der Kokultur wesentlich héher ist als derjenige der
Einzelkultur. Die starke Abnahme des *H-Thymidin-Einbaus mit sinkender Zahl an

CD4*CD25'CD8" Thymozyten ist ein eindeutiger Hinweis, dass auch hier in der
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Kokultur die CD4"CD25" regulatorischen Thymozyten proliferieren (vgl. Abb. 3.9
und Abb.3.19).
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Abb.3.19: DKO CD4°'CD8CD25" Thymozyten sind nicht in der Lage ihre autologen
CD4'CD25 T-Zellen zu supprimieren.

Um zu testen, ob CD4'CD8CD25" Thymozyten in der Lage sind ihre autologen peripheren
CD4'CD25 T-Zellen zu supprimieren, wurden konventionelle CD4°CD25 T-Zellen aus DKO-
Mausen isoliert und mit CD4'CD8'CD25" Thymozyten aus DKO-Mé&usen kokultiviert. Als Mal fiir
die Suppression wurde die Proliferation der konventionellen CD4°CD25  T-Zellen vier Tage nach

Stimulation gemessen. Abbildung 3.18 und 3.19 zeigen je einen reprasentativen Versuch.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3
sowohl bei der Entstehung von CD4"CD25" regulatorischen T-Zellen im Thymus
als auch fur deren suppressiven Eigenschaften keine Rolle spielen. Im Gegenteil,
diese Resultate unterstreichen sogar den Befund, dass alleine die
konventionellen CD4"CD25  T-Zellen der DKO-Mause fiir den autoaggressiven
Phanotyp dieser Mause verantwortlich sind. Da die CD4*CD25"CD8" Thymozyten
aus DKO-Mausen einen suppressiven Phanotyp zeigen, kann angenommen
werden, dass diese auch den Thymus verlassen und deren Funktion in der
Peripherie durch aktivierte konventionelle CD4'CD25" T-Zellen maskiert wird.
Ob es generell mdglich ist CD4"CD25" Tregs in der Peripherie dieser Mause zu
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identifizieren und zu isolieren wurde unter Verwendung eines ,FACS-Sorters® im

Folgenden analysiert.

CD4'CD25" regulatorischen T-Zellen kénnen in vitro durch die
Expressionshéhe von CD25 und GITR von aktivierten konventionellen CD4"
T-Zellen unterschieden werden

Da bis heute kein Oberflachenmolekul beschrieben wurde, das exklusiv von
CD4'CD25" Tregs exprimiert wird, schien es unmoglich diese Zellen von
aktivierten konventionellen CD4" T-Zellen (Teff) zu unterscheiden. Zwar
exprimieren CD4°CD25" Tregs neben CD25 auch glucocorticoid-induced tumor
necrosis factor receptor family related gene (GITR) sehr stark auf ihrer
Oberflache, jedoch wird dieses Molekul, genauso wie CD25, auch auf aktivierten
konventionellen CD4" T-Zellen exprimiert. Aus dem humanen System gab es
jedoch Hinweise, dass die Isolation von CD4" T-Zellen, welche sehr stark CD25
exprimieren, zur Anreicherung von Zellen mit hohen suppressiven Eigenschaften
fiilhrte '*. Analog zu CD25 sollte deshalb getestet werden, ob auch CD4*
T-Zellen, welche GITR sehr stark exprimieren, suppressive Eigenschaften
besitzen und sich von aktivierten konventionellen CD4" T-Zellen trennen lassen.
Hierzu wurden anfangs in vitro Vorversuche durchgefiihrt in denen konventionelle
CD4" T-Zellen und CD4'CD25" Tregs aus Mausstdmmen mit verschiedenen
MHC-I Haplotypen isoliert wurden. Dies ermdglicht nach Aktivierung die
Identifikation von konventionellen CD4" T-Zellen und CD4°CD25" Tregs durch
spezifische Antikorper gegen den entsprechenden MHC-I Haplotyp (siehe
Abb.3.20 A und 3.20 B). Hierzu wurden CD4"CD25" Tregs aus BL/6 Mausen,
welche das MHC-I-Allel H2-K® tragen, und konventionelle CD4" T-Zellen aus
Balb/c Mausen, die das Allel H2-K® tragen, isoliert und 48 Stunden in Kokultur
stimuliert. Fur die Stimulation wurden nicht nur Bedingungen gewahlt, die eine
Suppression zulassen, sondern auch anstelle von A20, anti-CD28-Antikdrper zur
Kostimulation eingesetzt. Die Koaktivierung mit einem anti-CD28-Antikorper fuhrt
zu einer sehr starken endogenen IL-2 Produktion durch die konventionellen CD4"
T-Zellen, was sekundar die Treg-vermittelte Suppression aufhebt (Abb.3.20 B:
aCD3/28).
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Abb.3.20: Die Expression von CD25 und GITR ist auf CD4'CD25" Tregs héher als auf
aktivierten konventionellen CD4" T-Zellen in vitro.
Zur Bestimmung der Expression von CD25 und GITR auf konventionellen CD4'CD25 und
CD4'CD25" Tregs wurden diese aus unterschiedlichen Mausstammen isoliert. So wurden H2-K"*
CD4'CD25" Tregs aus BL/6 Mausen (A+B rot dargestellt, C blau dargestellt) und konventionelle
CD4" T-Zellen aus Balb/c Mausen (H2—Kb', H2—Kd+) (schwarz dargestell, in C rot) kokultiviert.
Durch Farbung mit einem fluorochrommarkierten monoklonalen Antikérper gegen H2-K® kénnen
im Facs sowohl die CD4°CD25" Tregs als auch aktivierte konventionelle CD4" T-Zellen
voneinander unterschieden werden (A). 48 Stunden nach Stimulation unter verschiedenen
Bedingungen wurden die Zellen mit Antikdrpern auf CD25, GITR, H2-K® und FoxP3 gefarbt und im
FACS analysiert. In C sind H2-K’-positive CD4'CD25" Tregs blau und H2-Kpositive,

konventionelle CD4" T-Zellen rot dargestellt.
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Sowohl unter Stimulationsbedingungen, die eine Suppression durch CD4°CD25"
Tregs zulassen (z.B. |6sliches anti-CD3 und A20 als akzessorische Zellen), als
auch unter Bedingungen, welche bekannt dafir sind, die CD4'CD25" Treg-
vermittelte Suppression zu durchbrechen (z.B. anti-CD3 + anti-CD28, anti-CD3
und aktivierte Dendritische Zellen), zeigen CD4°CD25" Tregs (Abb.3.20 B: rot
dargestellt) 48 Stunden nach Stimulation eine starkere CD25- und GITR-
Expression als aktivierte konventionelle CD4" T-Zellen (Abb.3.20 B: schwarz
dargestellt). Dies trifft auch fur weitere Stimuli, wie z.B. durch verschiedene TLR-
Liganden™ aktivierte Dendritische Zellen zu (Daten nicht gezeigt). Die Farbung
mit einem Antikorper gegen FoxP3 zeigte eindeutig, dass nahezu alle FoxP3-
positiven, also CD4*CD25" Tregs unter den CD4"CD25"*GITR™ T-Zellen waren
(Abb.3.20 C) Da fur diese Farbung die Zellen fixiert und permeabilisiert werden
mussen, kann man mittels Facs-Sorter keine vitalen, funktionellen FoxP3-
positiven T-Zellen isolieren. Dennoch scheint es moglich, alleine durch die Starke
der Expression von CD25 und GITR spezifisch CD4"CD25" Tregs von aktivierten

konventionellen CD4" T-Zellen ex vivo zu unterscheiden.

CD4'CD25""GITR"" T-Zellen aus der Peripherie von DKO- und Wildtyp-
Miusen zeigen alle Charakteristika CD4'CD25" regulatorischer T-Zellen

Da in den Thymi von DKO-Mausen CD4'CD25" Tregs zu finden sind, ist
anzunehmen, dass die CD4°CD25" regulatorischen T-Zellen in der Peripherie
durch aktivierte (CD4"CD25") konventionelle CD4" T-Zellen maskiert sind. Um zu
testen, ob auch in DKO-Mausen CD4°CD25" Tregs durch Isolation der peripheren
CD4'CD25""GITR™ T-Zellen von den aktivierten konventionellen CD4°CD25"
T-Zellen getrennt werden konnen, wurden diese T-Zellen aus Milzen von
DKO-Mausen und WT-Mausen isoliert, und auf Eigenschaften regulatorischer T-

Zellen getestet.

* Sogenannte Toll-dhnliche Rezeptoren (Toll-like Receptors‘ = TLR) dienen dem angeborenen
Immunsystem zur Erkennung nicht-varianter mikrobieller Strukturen (pathogen associated molecular
patterns = PAMPS) um friih eine erste antimikrobielle Immunantwort zu induzieren.
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Abb.3.21: Isolation von CD4°CD25"*GITR™" aus der Peripherie von DKO-M&usen.

Aus Milzen von sechs Wochen alten DKO-Mausen wurden mittels MACS CD25" T-Zellen
angereichert und nach Farbung mit Antikérpern gegen GITR, CD25, CD4 und CD8 die
CD4'CD25™"GITR™ (CD8") T-Zellen durch FACS-Anreinigung isoliert. Der Bereich, welcher im
FACS angereinigt wurde ist rot markiert und stellt ca. 15-20% der CD4'CD25" T-Zellen dar.
Dargestellt sind lebende periphere CD4" T-Zellen.

Dazu wurden die isolierten CD4'CD25"'GITR™ T-Zellen zunachst in der
Realtime-PCR auf die Expression der mRNA des nukledren CD4'CD25"
Treg-Markers FoxP3, sowie auf die Expression von IL-2 mRNA nach Stimulation
untersucht (siehe Abb. 3.22).
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Relative IL-2 mRNA Expression [%)]
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Abb.3.22: DKO CD4'CD25""GITR" T-Zellen exprimieren nach Stimulation keine mRNA fiir
Interleukin-2.

Nach Reinigung von CD4°CD25"*GITR™ T-Zellen aus Milzen von sechs Wochen alten WT- und
DKO-Mausen wurden diese mit plattengebundenen anti-CD3- und anti-CD28-Antikdrper stimuliert.
24 Stunden nach Stimulation wurde die RNA isoliert, cDNA transkribiert und eine Realtime-PCR
zur Detektion von IL-2 mRNA durchgefiihrt. Die Expression von EF1alpha mRNA diente zur
Normalisierung der gewonnenen Werte.

Trotz der Verwendung eines sehr starken Stimulus, welcher potenziell eine
CD4'CD25" Treg-vermittelte Suppression durchbricht und somit zur IL-2
Produktion von konventionellen CD4" T-Zellen fihren wirde, konnte in der
durchgefuhrten Realtime-PCR keine IL-2 mRNA 24 Stunden nach Stimulation
nachgewiesen werden (Abb.3.22). Alleine dieses Ergebnis zeigt, dass durch
Isolation von CD4"CD25""GITR"" eine Verunreinigung mit konventionellen CD4"

T-Zellen ausgeschlossen werden kann.
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Relative FoxP3 mRNA Expression
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Abb.3.23: DKO CD4°CD25"GITR™ T-Zellen exprimieren groBe Mengen FoxP3 mRNA.

Aus Milzen von sechs Wochen alten DKO- und WT-Mausen wurden CD4°CD25"GITR™,
CD4'CD25'GITR* und CD4'CD25 T-Zellen isoliert und nach RNA Préparation und
cDNA-Synthese eine Realtime-PCR zum Nachweis von FoxP3 mRNA durchgefiihrt.

Ein weiteres Indiz daflr, dass DKO CD4'CD25""GITR" T-Zellen CD4*CD25"
Tregs darstellen, ist ihre besonders starke Expression von FoxP3 mRNA
verglichen mit konventionellen CD4" T-Zellen (Abb.3.23).

Zwar ist die sehr starke Expression von Foxp3 mRNA und die ausbleibende IL-2
MRNA Produktion selbst nach einem sehr starken Stimulus ein erstes Indiz dafr,
das periphere CD4'CD25"'GITR™ aus DKO-Méausen als CD4'CD25" Tregs
angesprochen werden konnen, da diese Zellen jedoch bis heute alleine tber ihre
suppressiven Eigenschaften beschrieben sind, wurde das suppressive Potenzial
von DKO CD4'CD25"GITR™ T-Zellen in einem Proliferationsassay mit
konventionellen CD4" T-Zellen aus WT-M&usen untersucht.
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DKO CD4°CD25""GITR*" + WT CD4*CD25"
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Abb.3.24: DKO CD4'CD25"'GITR"" besitzen sehr starke suppressive Eigenschaften.

Nach lIsolation von CD4'CD25"GITR™ T-Zellen aus Mizen von sechs Wochen alten
DKO-Mausen, wurden diese alleine oder in Kokultur mit konventionellen CD4" T-Zellen aus
WT Mausen (CD25) stimuliert. Als Mall fir die suppressiven Fahigkeiten der
DKO CD4'CD25"GITR* wurde die Proliferation mittels *H-Thymidin vier Tage nach Stimulation

gemessen.

Der Vergleich der Abbildungen 3.24 und Abb.3.4 verdeutlicht sehr eindrucksvoll,
dass CD25 alleine nicht als Marker fiir CD4"CD25" Tregs benutzt werden kann,
die Isolation von peripheren CD4*CD25""GITR™ scheint jedoch zur Anreicherung

von CD4"CD25" Tregs mit einem sehr grossen suppressiven Potential zu fiihren.

DKO CD4'CD25™GITR™ T-Zellen besitzen anscheinend ein sehr hohes
Potential, WT CD4'CD25 T-Zellen in ihrer Proliferation zu supprimieren
(Vergleich: Abb.3.2 mit Abb.3.24). Deshalb sollten sie in einem weiteren Versuch
mit CD4"CD25"*GITR™ T-Zellen aus sechs Wochen alten WT-Mausen verglichen
werden. An dieser Stelle sollte erwahnt werden, dass die absolute Zahl der
CD4'CD25""GITR™ T-Zellen in DKO-M&usen doppelt so hoch war, wie in
WT-Mausen.
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Abb.3.13 und 3.14 lassen vermuten, dass auch in vivo in DKO-Mausen grofe
Mengen IL-2 vorhanden sind, welche die starke Expansion der CD4*CD25 Tregs
bedingen konnten.

— —— — DKO CD4*CD25"*GITR**

100 ~ — & WT CD4*CD25**GITR**

80

60

% Suppression

40 -

20

1:1 2:1 4:1 8:1 16:1

Verhiltnis WT CD4*CD25 : CD4*CD25**GITR**

Abb.3.25: WT und DKO CD4'CD25"GITR™ T-Zellen zeigen vergleichbare suppressive
Eigenschaften.

Um das suppressive Potential von DKO und WT CD4'CD25"GITR™ T-Zellen zu vergleichen,
wurden diese Zellen mit konventionellen CD4" T-Zellen aus WT-Mausen in verschiedenen
Verhéltnissen (von 1:1 bis 16:1; konventionelle CD4" T-Zelle: CD4"'CD25 "GITR™) kokultiviert.
Vier Tage nach Stimulation wurde durch *H-Thymidin und B-Scintilation die Proliferation der Zellen
gemessen. Dargestellt ist anhand der Prozentzahl Suppression (bezogen auf die Proliferation der
alleine stimulierten konventionellen WT CD4" T-Zellen), die Fahigkeit der CD4'CD25" " GITR™"

T-Zellen, konventionelle CD4" T-Zellen aus WT-M&usen in ihrer Proliferation zu supprimieren.

Die Ergebnisse aus Abb.3.25 zeigen, dass das Fehlen der Transkriptionsfaktoren
NFATc2 und NFATc3 keinen Einfluss auf die Entstehung und Funktion von
CD4'CD25" regulatorischen T-Zellen hat und die Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen in DKO-Mausen alleine auf die Resistenz der
CD4'CD25 T-Zellen gegeniber CD4'CD25" Treg-vermittelter Suppression

zurlckzufihren ist.
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DKO CD4'CD25"'GITR"™ T-Zellen sind kaum in der Lage, ihre autologen
konventionellen CD4" T-Zellen zu supprimieren

Da CD4"CD25™"GITR"™ T-Zellen aus DKO- und Wildtyp-M&usen ein vergleichbar
hohes suppressives Potential zeigen (Abb.3.24, 3.25 Vergleich mit Abb.3.2),
sollte getestet werden, ob DKO CD4'CD25"*GITR™" T-Zellen im Stande sind,
konventionelle CD4" T-Zellen aus DKO-Mausen in ihrer Proliferation zu

inhibieren.

DKO CD47CD25""GITR*™ + DKO CD4*CD25"

cpm
0 4000 8000 12000

CD25"

CD25**GITR™*

CD25**GITR** + CD25" (1:1)

CD25**GITR** + CD25" (1:4)

Abb.3.26: DKO CD4°'CD25"*GITR™" T-Zellen sind praktisch nicht in der Lage DKO CD4°CD25
T-Zellen effizient zu supprimieren.

DKO CD4'CD25"'GITR™ T-Zellen wurden, wie unter Abb.3.21 beschrieben, isoliert und in
verschiedenen Verhaltnissen mit ihren autologen CD4'CD25  T-Zellen fiir vier Tage kokultiviert.

Die Proliferation der Zellen wurde durch Zugabe von 3H-Thymidin und B-Scintilisation gemessen.
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Zwar sind CD4"CD25""GITR"" T-Zellen aus DKO-M&usen bei gleicher Zellzahl in
der Lage DKO CD4"'CD25  T-Zellen moderat zu hemmen (40% Suppression bei
einem Verhaltnis von 1:1), jedoch stellt dieses Verhaltnis in keiner Weise
physiologische Bedingungen dar. Somit unterstreicht auch dieses Ergebnis die
These, dass der autoagressive Phanotyp der DKO-Mause alleine durch die
Resistenz der konventionellen CD4" T-Zellen gegeniber CD4'CD25" Treg-
vermittelter Suppression begrindet ist und zeigt die essentielle Rolle dieser
Transkriptionsfakoren am Mechansimus der Suppression auf Seiten der

supprimierten konventionellen CD4" T-Zellen.

3.2 In vitro voraktivierte (,pre-activated“) CD4'CD25" Tregs (preTregs)
zeigen ein groReres suppressives Potential als CD4°'CD25" Tregs ex
vivo.

Ein wesentlicher Grund fir die mangelnde Supprimierbarkeit der konventionellen

DKO CD4*CD25  T-Zellen kénnte sein, dass sie nicht nur mehr IL-2 produzieren,

sondern dieses auch, wie in Abb. 3.14 gezeigt, mit einer erheblich schnelleren

Kinetik produzieren. Da jedoch auch CD4"CD25" Tregs Uber ihren TZR aktiviert

werden mussen, um ihr suppressives Potential zu entfalten, kdnnte dies dazu

fihren, dass schon ausreichend groRe Mengen IL-2 von DKO CD4'CD25

T-Zellen gebildet wurden, bevor CD4°CD25" Tregs ihr suppressives Potential

ausschopfen koénnen. Diese sehr schnelle IL-2 Produktion koénnte somit

mafRgeblich fiir die Resistenz der DKO CD4'CD25 T-Zellen gegeniiber einer

CD4'CD25" Treg-vermittelten Suppression verantwortlich sein.

Durch das Labor von E. Shevach konnte gezeigt werden, dass CD4"CD25" Tregs

in vitro voraktiviert werden konnen und dann antigenunspezifisch kokultivierte

konventionelle CD4"CD25  T-Zellen supprimieren. Dabei weisen diese preTregs
ein wesentlich groReres suppressives Potential als frisch isolierte CD4'CD25"

Tregs auf. Da von konventionellen CD4" T-Zellen bekannt ist, dass sie nach

Voraktivierung ihre Effektorfunktionen (z.B. Cytokinproduktion) mit einer viel

schnelleren Kinetik ausuben kdnnen, sollten auch preTregs in Analogie hierzu

wesentlich schneller ihr suppressives Potential entfalten kénnen.

90



Ergebnisse

Um zu testen, ob diese preTregs somit auch in der Lage sind kokultivierte
konventionelle DKO CD4'CD25 T-Zellen zu inhibieren, wurden CD4'CD25"
Tregs aus WT-Mausen isoliert und polyklonal mit einer Kombination von
anti-CD3- und anti-CD28-Antikorpern Uber 48 Stunden voraktiviert. Diese
preTregs wurden dann mit konventionellen CD4'CD25 T-Zellen aus
DKO-Mausen kokultiviert. In einem ersten Kontrollversuch sollte jedoch das
suppressive Potential dieser preTregs durch Kokultur mit bereits differenzierten
Th2-Zellen, einer T-Helferzell-Linie welche mit sehr schneller Kinetik ihre
Effektorfunktionen ausubt, getestet werden. Aus weiteren Vorversuchen war
bekannt, dass auch Th2-Zellen sich nicht durch frisch isolierte CD4*CD25" Tregs

inhibieren lassen.
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—| |_ TH2 (+ Treg)
100
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40

20+

Relative IL-4 mRNA Expression
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Abb.3.27: PreTregs und nicht CD4°CD25" Tregs sind in der Lage die IL-4 Produktion von
Th2 Zellen aus Wildtyp-Mausen zu supprimieren.

Sowohl CD4"CD25" Tregs als auch preTregs wurden in einem Verhéltnis von 1:1 mit Th2-Zellen
stimuliert. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden RNA-Proben genommen und diese nach

reverser Transkription zum Nachweis von IL-4 mRNA in einer Realtime-PCR eingesetzt.
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Abb.3.27 zeigt, dass alleine preTregs in der Lage sind die sehr schnelle
IL-4 mRNA Produktion durch Th2-Zellen zu inhibieren.

Ob preTregs jedoch auch einen kinetischen Vorteil gegenlber naiven CD4"
T-Zellen aus DKO-Mausen besitzen, sollte im Folgenden getestet werden. Als
Positivkontrolle fiir dieses Experiment wurden konventionelle CD4*CD25" T-Zellen
aus WT-Mausen mit preTregs kokultiviert und deren Suppression in einem

Proliferations-Assay untersucht.
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Abb.3.28: preTregs hemmen sehr effizient die Proliferation von WT CD4'CD25".

Um das suppressive Potential von voraktivierten CD4'CD25" regulatorischen T-Zellen (preTreg)
zu testen, wurden CD4'CD25" Tregs in Gegenwart von anti-CD3- und anti-CD28-Antikdrpern
48 Stunden stimuliert und fiir weitere Tests mit WT CD4'CD25  T-Zellen (CD25) kokultiviert. Vier
Tage nach Kokultur wurde durch Einbau von °*H-Thymidin die Proliferation in einem
B-Scintilationszahler gemessen. Zur Berechnung der Standardabweichung wurde eine

Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Gezeigt ist ein representatives Experiment.
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PreTregs sind in der Lage die Proliferation von DKO CD4°CD25" T-Zellen zu
supprimieren

Wie aus Abb.3.28 ersichtlich, haben preTregs ein sehr hohes suppressives
Potential. Zwar wird in Abb. 3.28 nur ein Verhaltnis von 16 konventionellen
CD4'CD25 T-Zellen zu einer preTreg gezeigt (1:16), jedoch hemmen diese
Zellen bis zu einem Verhaltnis von 1:50 bis 1:100 (Vergleiche Abb.3.2 mit 3.28).
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Abb.3.29: PreTregs sind in der Lage DKO CD4'CD25 T-Zellen in ihrer Proliferation zu
supprimieren.

Um die Frage zu beantworten, ob DKO CD4°CD25 T-Zellen durch preTregs supprimiert werden
kénnen, wurden periphere DKO CD4'CD25 T-Zellen mit zuvor 48 Stunden aktivierten
CD4'CD25" Tregs (preTregs) aus Wildtyp-Mausen fiir vier Tage kokultiviert. Die Proliferation als

Malf fir die Suppression wurde nach 3H-Thymidineinbau durch B-Scintilisation gemessen.
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SchlieRlich zeigte die Kokultur von preTregs aus WT-Mausen mit DKO
CD4'CD25 T-Zellen, dass diese alleine durch preTregs gehemmt werden kénnen
(Abb.3.29). Im Vergleich zu Abb.3.28 sieht man jedoch auch hier das Potential
der DKO CD4'CD25 T-Zellen, selbst eine preTreg-vermittelte Suppression,
zumindest bei einem Verhaltnis von 16:1, vollstandig zu durchbrechen
(Vergleiche Abb 3.28 mit Abb. 3.29). Ob NFATc2 und NFATc3 nach Kokultur mit
CD4"CD25" Tregs in supprimierten T-Zellen aktiviert werden und so direkt an der
Inhibition der IL-2 Produktion und Proliferation beteiligt sind, oder ob sie andere
Molekule induzieren bzw. mit diesen interagieren bleibt Gegenstand der

folgenden Untersuchungen.

3.3 Untersuchung des Transkriptoms supprimierter CD4" T-Zellen

Der Mechanismus der kontaktabhangigen Suppression von T-Zellen durch
CD4'CD25" Tregs ist immer noch véllig unklar. Parallel zu den bisherigen
Experimenten wurden deshalb supprimierte CD4" T-Zellen nach Kokultur mit
CD4'CD25" Tregs analysiert. Zu diesem Zweck musste ein System etabliert
werden, diese Zellen von kokultivierten CD4"CD25" Tregs zu trennen. Hierbei war
entscheidend, eine sehr hohe Reinheit der supprimierten CD4" T-Zellen und
damit eine mdglichst geringe Kontamination mit CD4°CD25" Tregs zu erhalten.
Da das MACS-System™ lediglich Reinheiten zwischen 85 und 95 % liefert, stellte
die FACS-basierte Trennung fluoreszenzmarkierter Zellen eine attraktive
Alternative dar. Neben dem Vorteil, dass die Proliferation CFSE-markierter Zellen
sehr einfach und effizient im FACS dargestellt werden kann (Abb.3.7), erlaubt die
Farbung mit dem Vitalfarbstoff CFSE eine FACS-basierte Trennung dieser Zellen
nach Kokultur mit ungefarbten Zellen. Um ausschlieBen zu konnen, dass bei der
FACS-basierten Anreinigung von CFSE-markierten supprimierten CD4" T-Zellen
auch Aggregate aus CFSE-gefarbten und ungefarbten Zellen (diese wirden im
FACS als CFSE-positive Zellen dargestellt) angereinigt werden, wurden
CFSE-markierte CD4" T-Zellen und CD4'CD25" Tregs kokultiviert, die
unterschiedliche MHC-I Haplotypen exprimieren, um nach Anreinigung der CFSE-
positiven Zellen eine Verunreinigung mit CD4"'CD25" Tregs durch entsprechende

Antikorper gegen den jeweiligen MHC-I Haplotyp nachzuweisen (siehe Abb.3.30).

Xvi

Das MACS-System (Magnetic cell separartion/sorting) basiert auf der Benutzung magnetischer
“Beads”, die gekoppelt an Antikdrper zur Aufreinigung verschiedenster Zellen benutzt werden kdnnen
(siehe Material und Methoden).

94



Ergebnisse

102

FL2-PE
1

BA | B.2

0.00% 0.00% 0.00% 0.11%

i}
107

102

FL2-PE
FL2-PE

10!

0.00% 99.89%

2 100.00% 0.00%

00

To*
CFSE

CA . . C.2

0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
& w
§ ¢ g =
~N
r i
w B
0.00% 21 0.00% 00.00%
o L
1n* 10 1o o 1o 102 To* 1
CFSE CFSE
D1 : s D.2
) 94.23% 0.00% 0.00% 0.00% .
w
w
5 W
a 2
3 X
= T
0.00% 2 0.00% 00.00%
E'1 10 102 10> 1 Ewu 10 0* 1
CFSE

Abb.3.30: FACS-basierte Trennung CFSE-markierter T-Zellen

Um CD4" T-Zellen oder auch Th2-Zellen nach Kokultur mit CD4°CD25" Tregs bzw. preTregs zu
reinigen, wurden diese Zellen mit dem Vitalfarbstoff CFSE markiert und in einem Verhaltnis von
1:1 kokultiviert (A).
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Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden beide Zellpopulationen (CFSE-negative CD4'CD25"
Tregs und CFSE-positive supprimierte CD4" T-Zellen) durch FACS-Sort bis zu einer Reinheit von
100% voneinander getrennt (B.1: CFSE-negative Zellen und B.2: CFSE-positive Zellen). Um die
absolute Reinheit der beiden Zellpopulationen zu bestimmen, wurden CD4"CD25" Tregs von BL6
Mausen und CD4"CD25 T-Zellen von Balb/c Méusen eingesetzt. Da BL6 und Balb/c Mause sich
in ihrem MHC-I-Haplotyp unterscheiden (BL/6 = H-2k°, Balb/c = H-2k%), kann nach FACS-Sort der
Zellen die Reinheit durch Farbung mit einem, gegen H-2k° gerichteten Antikérper (D.1 und D.2)
bzw. mit der entsprechenden Isotyp-Kontrolle (C.1 und C.2) bestimmt werden. Die Reinheit der
supprimierten CD4" T-Zellen betrug ~ 100% (D.2).

Nachdem es mdglich war supprimierte T-Zellen bis zu einer Reinheit von
annahernd 100% aufzureinigen (Abb.3.30), konnten sensitive
molekularbiologische Methoden, wie etwa Realtime-PCR zur Identifizierung von
Molekulen, welche an der Suppression beteiligt sind, durchgefluhrt werden.

Ein wesentliches Charakteristikum supprimierter CD4" T-Zellen ist, dass sie
weder proliferieren noch Cytokine produzieren. Welche Transkriptionsfaktoren
jedoch nach Kokultur mit CD4'CD25" Tregs an der Inhibition
proliferationsfordernder Cytokine, wie IL-2 oder IL-4 beteiligt sind, ist bisher
unbekannt. Neben der Tatsache, das sogenannte scurfy-Mause keine
CD4'CD25" Tregs besitzen fallt auf, dass deren konventionelle CD4" T-Zellen
nach Aktivierung grol3e Mengen verschiedenster proliferationsfordernder Cytokine
(u.a. IL-2 und IL-4) produzieren. Aufgrund dieses Phanotyps lag es nahe die
Beteiligung von FoxP3 an der Suppression von konventionellen CD4" T-Zellen

durch CD4"CD25" Tregs eingehender zu untersuchen.

CD4'CD25" regulatorische T-Zellen induzieren in kokultivierten
konventionellen CD4" T-Zellen die Expression von FoxP3 mRNA

Wahrend meiner Diplomarbeit und in einer weiteren Publikation '* konnten wir
zeigen, dass CD4'CD25" Tregs in konventionellen CD4" T-Zellen bzw.
voraktivierte CD4'CD25" Tregs (preTregs) in Th2-Zellen die Expression von
FoxP3 induzieren (siehe Abb. 3.31). FoxP3 scheint als Transkriptionsrepressor an
die Promotoren verschiedener Cytokingene zu binden und so deren Expression
zu verhindern. Dies konnten wir fur den IL-4 Promoter und den IL-4 Enhancer

durch einen ,Chromatin Immuno Precipitation Assay“ (ChIP) zeigen (Abb.3.32).
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Abb.3.31: preTregs induzieren in Th2-Zellen die Expression von FoxP3 mRNA.

Um die Expression des transkriptionellen Repressors FoxP3 in supprimierten Th2-Zellen
nachzuweisen, wurden diese mit dem Vitalfarbstoff CFSE gefarbt und anschlielend fir die
angegebenen Zeitpunkte mit CD4°CD25" Tregs oder preTregs kokultiviert. Durch FACS-Sort
wurden die CFSE-positiven Th2-Zellen von den CFSE-negativen CD4"CD25" Tregs oder preTregs
getrennt und die RNA wurde prapariert. Nach reverser Transkription wurde eine Realtime PCR fiir
FoxP3 und EF1alpha durchgefiihrt. Die erhaltenen Werte der FoxP3 mRNA wurden durch die
Werte fir EF1alpha normalisiert. Gezeigt ist ein representatives Experiment.

Die Standardabweichung wurde durch Dreifachbestimmung berechnet.
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Isotyp- Anti-
Kontrolle FoxP3

IL-4 Promoter

IL-4 Enhancer

Abb.3.32: FoxP3 bindet in CD4°CD25" Tregs an den IL-4 Promoter und IL-4 Enhancer

Nach Préaparation der Zellkerne von CD4"CD25 und CD4°CD25" Tregs (CD4°CD25") wurde eine
Chromatin-Immunoprazipitation mit einem Antikérper gegen FoxP3 und der entsprechenden
Isotypkontrolle durchgefiihrt. Nach Prazipitation wurde zum Nachweis des IL-4 Promoters und des
IL-4 Enhancers eine PCR mit entsprechenden Oligonukleotiden durchgefihrt. Alleine in
CD4"CD25" Tregs bindet FoxP3 spezifisch an den IL-4 Promoter und IL-4 Enhancer.
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Die Abbildung 3.31 zeigt, dass nur preTregs in der Lage sind, die Expression von
FoxP3 mRNA in Th2-Zellen zu induzieren und damit die IL-4-Produktion dieser
Zellen zu supprimieren. Es kann also angenommen werden, dass die Suppression
von konventionellen CD4" T-Zellen und Th2 Zellen durch CD4°CD25" Tregs mit
einer Induktion der FoxP3 Expression einhergeht und das FoxP3 nach Bindung an
verschiedene Promotoren in den supprimierten T-Zellen schlieRlich zur Inhibition
der Cytokinproduktion (IL-2 und IL-4) beitragt (Abb.3.32). Da CD4" T-Zellen aus
DKO-Mausen trotz Kokultivierung mit CD4°CD25"Tregs nur gering in ihrer IL-2
Produktion eingeschrankt sind (Abb.3.12, 3.13 und 3.14), sollte im Folgenden
untersucht werden, ob auch in diesen Zellen nach Stimulation mit CD4'CD25"

Tregs, FoxP3 mRNA nachzuweisen ist.

DKO Th2-Zellen exprimieren geringe Mengen FoxP3 mRNA nach Kokultur mit
preTregs

Da die Expression von FoxP3 mRNA in supprimierten CD4" T-Zellen und
Th2-Zellen mit der Inhibition ihrer Effektorfunktionen zu korrelieren scheint, wurden
nachfolgend DKO CD4'CD25 T-Zellen nach Kokultur mit pre Tregs, auf die
Expression von FoxP3 mRNA untersucht. Hierzu wurden sowohl Th2-Zellen von
WT CD4'CD25 T-Zellen, als auch von DKO CD4'CD25 T-Zellen generiert und mit
preTregs kokultiviert. Nach Trennung der Zellen durch FACS-Sort wurde die
Expression der IL-4 mRNA und FoxP3 mRNA durch Realtime-PCR bestimmt.
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Abb.3.33: PreTregs sind nicht in der Lage die IL-4-Produktion von DKO Th2-Zellen
vollsténdig zu inhibieren.

CD4*CD25 T-Zellen aus WT- und DKO-Mausen wurden fiir sechs Tage unter Th2-induzierenden
Bedingungen (siehe Material und Methoden) stimuliert, mit CFSE markiert und an Tag 6 fur weitere
24 Stunden mit preTregs mittels 1ug/ml anti-CD3-Antikdrper und A20 als akzessorische Zellen
stimuliert. Nach 24 Stunden Stimulation wurden die jeweiligen Th2-Zellen durch FACS-Anreinigung
von den preTregs getrennt und nach Praparation der RNA eine Realtime-PCR zum Nachweis von
IL-4 mRNA unter Abgleich mit EF1alpha mRNA durchgefiihrt. N.d. = nicht nachweisbar.
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Abb.3.34: PreTregs induzieren nur geringe Mengen FoxP3 mRNA in DKO Th2-Zellen.

24 Stunden nach der unter 3.33 beschriebenen Stimulation wurde die RNA der 0.g. Zellen prapariert

und eine reverse Transkription in cDNA (komplementére DNA) durchgefihrt. Die relative Expression
der FoxP3 mRNA wurde durch eine Realtime-PCR in Triplikaten bestimmt. Die erhaltenen Werte flr
FoxP3 mRNA wurden auf die Expression von EF1alpha mRNA normalisiert.
Die Standardabweichung wurde durch die jeweilige Dreifachbestimmung errechnet.

*=>0.5.; n.d. = nicht nachweisbar.

Wie aus Abbildung 3.33 ersichtlich, unterbinden preTregs die IL-4 mRNA
Expression von WT Th2-Zellen vollstandig. Dagegen wird die IL-4 mRNA
Produktion der DKO Th2-Zellen zwar auch betrachtlich reduziert, erreicht aber
immer noch in etwa das Niveau von nicht supprimierten WT Th2-Zellen. Diese
partielle Inhibition der IL-4 mRNA Produktion geht mit einer stark reduzierten
Induktion der Expression von FoxP3 mRNA in DKO Th2 Zellen nach Kokultur mit
preTregs einher (Abb.3.34).
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3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Nachfolgend sind die Ergebnisse dieser Arbeit in Stichpunkten zusammengefasst:

= Der autoagressive Phanotyp der NFATc2/ NFATc3-doppeldefizienten Mause
(DKO-Méause) ist auf der Resistenz ihrer konventionellen CD4" T-Zellen

gegeniiber CD4"CD25" Treg-vermittelten Suppression begriindet.

= Diese Resistenz beruht u.a. auf der sehr schnellen Produktion des
proliferationsfordernden Cytokins Interleukin-2 durch die konventionellen
CD4" T-Zellen.

= Andere Mechanismen der peripheren Toleranz sind durch das Fehlen von
NFATc2 und NFATc3 nicht beeinflusst. Das immunsuppressive Cytokin
TGF-B ist im Stande die Proliferation und IL-2 Produktion der

konventionellen CD4" T-Zellen aus DKO-Ma&usen zu inhibieren.

= Das Fehlen der Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 beeinflusst die
Entstehung von CD4"CD25" Tregs im Thymus nicht.

= CD4'CD25" Tregs kénnen eindeutig von aktivierten konventionellen CD4*
T-Zellen durch die starke der CD25- und GITR-Expression unterschieden

werden.

= Das Fehlen der Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 beeinflusst die
suppressiven Eigenschaften von CD4°CD25" Tregs nicht. Jedoch sind auch
die endogenen CD4'CD25" Tregs dieser Mause nicht in der Lage ihre

autologen konventionellen CD4" T-Zellen zu supprimieren.

= In vitro voraktivierte CD4°'CD25" Tregs (preTregs) zeigen ein deutlich

héheres suppressives Potential als frisch isolierte CD4'CD25" Tregs.

» PreTregs sind in der Lage die Proliferation von kokultivierten DKO
CD4'CD25 T-Zellen zu supprimieren.
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= CD4'CD25" Tregs und preTregs induzieren in kokultivierten (supprimierten)

T-Zellen die Expression des transkriptionellen Repressors FoxP3.
= DKO CD4"CD25 und DKO Th2-Zellen zeigen nach Kokultur mit CD4"CD25"

Tregs oder preTregs eine wesentlich geringere Expression des

transkriptionellen Repressors FoxP3 als T-Zellen aus Wildtyp-Tieren.
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4. Diskussion

,0em adaptiven Immunsystem hoherer Vertebraten steht zur Abwehr sich standig
evolvierender, neuer Pathogene eine Vielzahl von Mechanismen zur Verfligung.
Damit jedoch diese Systeme effizient Krankheitserreger erkennen und bekampfen
konnen und gleichzeitig koOrpereigene Strukturen verschonen, bedarf es
verschiedenster komplexer und hochspezialisierter Mechanismen, die unter dem

« 1% Dabei miissen

Begriff immunologischer Toleranz zusammengefasst werden
diese Mechanismen in einem ,gesunden® Individuum autoagressive Zellen in ihren
Effektorfunktionen inhibieren und gleichzeitig effiziente Immunantworten gegen
eindringende Pathogene zulassen. Um diese Toleranz zu gewahrleisten, stehen dem
Immunsystem neben den Mechansimen der zentralen Toleranz, sowohl passive als
auch aktive Mechanismen der peripheren Toleranz zur Verfigung '**'*°. Die
wahrscheinlich wichtigste Komponente dieses ,Immun-Toleranz-Netzwerks® sind im
Thymus entstehende, so genannte natirlich vorkommende CD4'CD25"
regulatorische T-Zellen (CD4'CD25* Tregs) *°. Ein wesentliches Problem bei der
Erforschung von CD4'CD25" Tregs ist, das Fehlen eines Oberflachenmolekilils,
welches alleine auf diesen Zellen exprimiert wird. Allerdings konnen murine
CD4*CD25" Tregs nur unter Verwendung naiver™ Mause durch die Expression der
a-Kette des Interleukin-2 Rezeptors (CD25) charakterisiert und isoliert werden. In
solchen Mausen exprimieren 5-10% aller peripheren CD4" T-Zellen CD25 und

werden somit als CD4*CD25" Tregs angesehen °°.

Mause, welche defizient fur die Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 sind,
entwickeln verschiedenste Autoimmunerkrankungen, charakterisiert durch massive
Lymphadenopathie, Splenomegalie und eine starke Erhdhung der IgE und IgG1
Serum-Spiegel. Weiterhin zeigen diese Mause mit zunehmendem Alter eine starke
Erhéhung der peripheren T-Zellzahlen mit aktiviertem Phanotyp, d.h. unter anderem
einer Expression von CD25 ''®. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass CD4" T-Zellen
dieser Mause hyperresponsiv sind und nach TZR-Stimulation spontan, d.h. in

Abwesenheit von endogenem IL-4, zu Th2-Zellen differenzieren’"’.

i Man bezeichnet eine Maus als ,naiv*, wenn sie unter SPF-Bedingungen gehalten wurde und bisher
nicht in Kontakt mit einem Antigen war.
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Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass die Transkriptionsfaktoren NFATc2 und

124-126

NFATc3 ungleich der anderen NFATc-Familienmitglieder inhibitorische

140;141

Funktionen besitzen und moglicherweise entscheidend an der Induktion

und/oder Aufrechterhaltung von immunologischer Toleranz beteiligt sind.

Ziel dieser Arbeit war es die immunologischen Dysfunktionen von NFATc2, NFATc3
doppeldefizienten Mausen (DKO-Mause) unter besonderer Berucksichtigung der
CD47CD25 und CD4"CD25" T-Zell-Populationen zu untersuchen. Hierbei sollte eine
Beteiligung dieser Transkriptionsfaktoren an der Entstehung und Funktion von
CD4'CD25" Tregs oder aber am Mechansimus der CD4°CD25" Treg-vermittelten
Suppression von konventionellen CD4" T-Zellen eingehend analysiert werden.

4.1 Charakterisierung der peripheren CD4°CD25" und CD4'CD25 T-Zellen in
DKO-Mausen

Betrachtet man das zahlenmaRige Verhaltnis von CD4'CD25 und CD4'CD25"
T-Zellen in der Peripherie von Mausen, welche defizient in den
Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 (DKO-Mause) sind, so fallt auf, dass
hier der Anteil der CD4"CD25" T-Zellen im Alter von sechs Wochen stark erhoht ist
(Abb. 3.1) und kontinuierlich bis zum Tod der Mause ansteigt (Daten nicht gezeigt).
Da diese Mause schwere autoimmune Erkrankungen entwickeln, konnte
angenommen werden, dass die erhohte Zahl der CD4'CD25" T-Zellen durch
aktivierte, autoreaktive konventionelle CD4" T-Zellen erklart werden kann. Um diese
Hypothese zu belegen, wurden sowohl CD4°CD25" als auch CD4*'CD25 T-Zellen
aus der Peripherie von DKO-Mausen isoliert. Ein wichtiges Charakteristikum von
CD4"CD25" Tregs ist ihr anerger Phanotyp. D.h. diese Zellen proliferieren in vitro
nach TZR-Stimulation nicht und bilden auch keinerlei Cytokine. Vielmehr sind diese
Zellen in der Lage kokultivierte konventionelle CD4" und CD8" T-Zellen in ihren
Effektorfunktionen (Proliferation und Cytokinproduktion) in einem kontaktabhangigen
Prozess zu supprimieren (Zitat>®und Abb. 3.2). Untersucht man diese Eigenschaften
bei CD4°CD25" T-Zellen aus DKO-M&usen, so zeigt sich, dass diese nicht in der
Lage sind kokultivierte autologe konventionelle CD4" T-Zellen in ihrer Proliferation zu
supprimieren (Abb. 3.3).

Dieses Ergebnis lasst den Schluss zu, das der autoimmune Phanotyp der

DKO-Mause entweder darauf beruht, dass diese Mause keine funktionellen
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CD4'CD25" Tregs in ihrer Peripherie besitzen oder dass konventionelle CD4"
T-Zellen aus diesen Mausen nicht durch CD4°CD25" Tregs supprimiert werden
kénnen. Da alleine die Kokultur von konventionellen CD4" T-Zellen aus Wildtyp-
Tieren und CD4'CD25" T-Zellen aus DKO-M&usen bzw. die Kokultur von
konventionellen CD4" T-Zellen aus DKO-Mausen mit CD4"CD25" Tregs aus Wildtyp-
Tieren diese Frage Dbeantworten kann, wurden die entsprechenden

T-Zellpopulationen isoliert und in einem Proliferationstest eingesetzt.

4.2 DKO CD4'CD25 T-Zellen sind gegen eine CD4'CD25" Treg-vermittelte
Suppression resistent

Die Kokultur von konventionellen CD4" T-Zellen aus DKO-M&ausen mit
WT CD4'CD25" Tregs zeigte, das diese nicht in der Lage sind die Proliferation der
konventionellen CD4" T-Zellen aus DKO-M4&usen zu inhibieren (Abb. 3.5). Auffallig ist
hierbei der stark erhdhte *H-Thymidin Einbau in der Kokultur von DKO CD4*CD25
und WT CD4'CD25" Tregs. Obwohl CD4"CD25" Tregs in vitro weder proliferieren,
noch Cytokine nach TZR-Stimulation produzieren, weily man, dass diese Zellen sehr
wohl in der Lage sind zu proliferieren. So konnte gezeigt werden, dass CD4"CD25"
Tregs nach adoptivem Transfer in eine T-Zelllose Maus oder nach Antigenkontakt in
vivo sehr intensiv proliferieren ', In vitro kénnen CD4'CD25" Tregs nur in
Gegenwart groRer Mengen IL-2 zur Proliferation nach TZR-Stimulus angeregt
werden. Entscheidend dabei ist, dass sie trotz ihrer Proliferation die suppressiven
Eigenschaften behalten und weiterhin ausiiben kénnen *. Durchbricht man diese
Suppression durch starke Kostimulation der konventionellen CD4* T-Zelle tiber CD28
so fiihrt dies zu einer starken IL-2 Produktion der konventionellen CD4" T-Zellen und
auch zur Proliferation der kokultivierten CD4*CD25" Tregs °¥869%147148 ym 2y
prifen, ob der stark erhéhte *H-Thymidin Einbau in Abb. 3.5 durch die Proliferation
der CD4'CD25" Tregs erklart werden kann, wurden sowohl konventionelle CD4"
T-Zellen aus DKO-M&usen, als auch CD4"CD25" Tregs aus Wildtyp-Tieren mit dem
Vitalfarbstoff CFSE (Abb.3.6) gefarbt und anschlieRend alleine oder in Kokultur mit

jeweils ungefarbten Zellen stimuliert.
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Eine Analyse der Proliferation von WT CD4'CD25" Tregs in Kokultur mit WT
CD4'CD25 zeigt, dass diese Zellen zwar in der Lage sind, die Proliferation der
letztgenannten zu unterbinden (Abb.3.8C), selbst jedoch nicht proliferieren
(Abb. 3.8D). Die Kokultur mit konventionellen CD4" T-Zellen aus DKO-Ma&usen
dagegen zeigt, dass WT CD4"CD25" Tregs nicht in der Lage sind diese T-Zellen zu
inhibieren (Abb. 3.9C). Farbt man WT CD4°CD25" Tregs mit CFSE, so sieht man,
dass sie unter diesen Bedingungen sogar intensiv anfangen zu proliferieren
(Abb. 3.9D). Obgleich man Uber die molekularen Mechanismen der CD4°CD25"
Treg-vermittelten Suppression nur sehr wenig weil3, konnten Thornton et al. 1998 ein
primares Ziel dieser Suppression erklaren. So scheint die Inhibition der Proliferation
sekundar, da bereits 16 bis 18 Stunden nach Kokultur von WT CD4"CD25" Tregs mit
konventionellen CD4* T-Zellen eine Inhibition der IL-2 Produktion erkennbar ist *.
Vergleicht man die IL-2 Produktion von konventionellen CD4" T-Zellen aus Wildtyp-
Tieren und DKO-Mausen, so zeigt sich nicht nur, dass Letztere nach TZR-Stimulus
sehr schnell grol’e Mengen dieses Cytokins produzieren (Abb. 3.12, 3.13 und 3.14)
sondern auch, dass CD4'CD25" Tregs nicht in der Lage sind die Produktion dieses
Cytokins in DKO CD4" T-Zellen effizient zu inhibieren. Dieser Befund lasst die in
Abb. 4.1 dargestellte Hypothese der IL-2-Gen-Regulation bei Aktivierung und
CD4'CD25" Treg-vermittelter Suppression von konventionellen CD4" T-Zellen zu. In
diesem Zusammenhang ist eine Veroffentlichung zu erwahnen in der gezeigt werden
konnte, dass konventionelle CD4" T-Zellen aus DKO-M&usen hyperresponsiv sind.
Das heif’t, das diese Zellen nach Stimulation Uber ihren TZR, in Abwesenheit
kostimulatorischer Signale (ein Stimulus der normalerweise Anergie induziert) stark
proliferieren und besonders grol3e Mengen Th2-spezifischer Cytokine (IL-4, IL-5, IL-9
und 1L-13) produzieren . Da auch CD4'CD25'Tregs erst nach Aktivierung lber
ihren T-Zellrezeptor ihre suppressiven Eigenschaften entfalten 0 kann angenommen
werden, das DKO CD4'CD25 T-Zellen gegeniiber CD4'CD25" Tregs einen
kinetischen Vorsprung besitzen und so diese Suppression durch eine rapide
Produktion grof3er Mengen IL-2 durchbrechen (Abb. 3.14).
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Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass konventionelle CD4" T-Zellen aus Mausen,
welche defizient fur die Ubiquitin-3-Ligase cbl-b sind (cbl-b”-Mause) sich in vitro
scheinbar auch nicht von CD4"CD25" Tregs supprimieren lassen °'. Vergleicht man
jedoch DKO-Mause mit cbl-b”-M&usen, so fallt auf, dass letztere keine erhdhten
Zahlen konventioneller CD4* T-Zellen mit aktiviertem Phanotyp
(CD25",CD69*,CD44") zeigen und spontan auch keine autoimmunen Erkrankungen
entwickeln. Um jedoch ausschlielen zu konnen, das die Transkriptionsfaktoren
NFATc2 und NFATc3 an der Regulation der Expression von cbl-b beteiligt sind,
wurde eine Realtime-PCR zum Nachweis von cbl-b mRNA durchgefuhrt. Dies zeigte,
dass in DKO-Mausen die Expression von cbl-b mRNA nicht gestort ist (Daten nicht
gezeigt). Es kann also eine Beteiligung von cbl-b bei der Resistenz von
konventionellen CD4" T-Zellen aus DKO-Mausen gegeniber CD4°CD25"
Treg-vermittelter Suppression ausgeschlossen werden.

Neben cbl-b findet man jedoch weitere Beispiele bei denen nicht die Entwicklung
oder Funktion von CD4'CD25'Tregs gestdort zu sein scheint, sondern die
konventionellen CD4" T-Zellen resistent gegen eine CD4°CD25" Treg-vermittelte
Suppression sind, was letztendlich auch zur Auspragung eines starken autoimmunen
Phanotyps fuhrt. Zum Beispiel konnte im Falle der MRL/lpr Mause gezeigt werden,
dass ein genetischer Defekt im Gen, welches fir CD95 codiert, nicht nur zur
Beeintrachtigung der CD95 (Fas) / CD95L (FasLigand) induzierten Apoptose flhrt,
sondern dass auch hier die konventionellen CD4" T-Zellen eine stark reduzierte
Sensitivitat gegeniiber CD4'CD25" Treg-vermittelter Suppression zeigen'*.
Zusammengenommen zeigen diese Veroffentlichungen also, dass ein

augenscheinlich ahnlicher Phanotyp vollig unterschiedliche Ursachen haben kann.
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IL-2

Abb. 4.1: Regulation der IL-2 Produktion

Die Regulation der IL-2 Produktion bei Aktivierung konventioneller CD4" T-Zellen (A) scheint neben
dem Transkriptionsfaktor NFKB entscheidend von NFATc1 sowie dem Ko-Transkriptionsfaktor AP1
(c-fos und c-jun) abhangig zu sein. Dabei scheint es entscheidend, dass weder NFATc2 und/oder
NFATc3, sowie FoxP3 als transkriptionelle Repressoren im Zellkern aktiv vorliegen. Ein
entgegengesetztes Bild zeichnet sich bei der Suppression konventioneller CD4" T-Zellen durch
CD4'CD25" Tregs ab (B). Hier scheint die Induktion der Transkriptionsfaktoren FoxP3, sowie NFATc2
und NFATc3 eine entscheidende Rolle bei der initialen Inhibition der IL-2 Produktion einzunehmen.
Neuere Befunde, die jedoch nicht in dieser Arbeit aufgenommen wurden, deuten auf ein konzertiertes
Zusammenspiel dieser Transkriptionsfaktoren sowie Transkriptionsfaktoren, welche durch hohe
Konzentrationen von zyklischem AMP (cyclic AMP; cAMP) induziert werden (z.B. ICER) bei der
CD4'CD25" Treg-vermittelten Suppression hin.
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4.3 DKO CD4'CD25  T-Zellen sind sensitiv gegeniiber einer TGF-B-vermittelten
Inhibition

Obwonhl heute allgemein akzeptiert ist, dass das immunsuppressive Cytokin TGF-
bei verschiedenen Krankheitsmodellen eine entscheidende Rolle bei der

t88

Suppression von autoagressiven CD4" T-Zellen in vivo einnimmt®, wurde lange

kontrovers diskutiert, ob dieses Cytokin mdglicherweise membrangebunden eine
essentielle Rolle bei der CD4*CD25" Treg-vermittelten Suppression besitzt®”:88150-152,
Nicht zuletzt durch Versuche mit CD4"CD25" Tregs aus TGF-B-defizienten Mausen
weill man jedoch, dass TGF-B sowohl in vitro als auch in vivo keine unmittelbare
Funktion bei der CD4'CD25" Treg-vermittelten Suppression ausiibt. So konnte
gezeigt werden, dass TGF-B-defiziente CD4'CD25" Tregs in vivo eine
TGF-B-abhangige Suppression induzieren®. Dies lasst den Schluss zu, dass zwar
TGF-B nicht unmittelbar an der CD4°CD25" Treg-vermittelten Suppression beteiligt
ist, CD4"CD25" Tregs aber scheinbar andere Zellen zur Produktion von TGF-B8
instruieren kdnnen. Um ausschliel3en zu kénnen, dass der Phanotyp der DKO-Mause
auf solchen Defekten bei der Induktion von peripherer Toleranz beruht, wurde im
Folgenden untersucht, ob die Defizienz in den Transkriptionsfaktoren NFATc2 und
NFATc3 auch Einfluss auf eine Inhibition durch das immunsuppressive Cytokin
TGF-B nimmt. Diese Versuche zeigten jedoch, dass konventionelle CD4" T-Zellen
aus DKO-Mausen nicht nur in gleicher Weise, wie ihre Analoga aus Wildtyp-Tieren
den Rezeptor fur TGF- exprimieren (Abb. 3.15), sondern auch durch TGF-§ in ihrer
IL-2-Produktion gehemmt werden kénnen (Abb. 3.16). So kann angenommen
werden, dass der Phanotyp der DKO-Mause primar auf der Resistenz ihrer
konventionellen CD4" T-Zellen gegeniiber CD4"CD25" Treg-vermittelter Suppression
beruht.
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4.4 Das Fehlen der Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 hat keinen
Einfluss auf die Entstehung und Funktion von CD4'CD25" regulatorischen T-
Zellen

Da, wie in Abb 3.4 gezeigt, auch CD4°CD25" T-Zellen aus DKO-M&usen nicht in der
Lage sind, die Proliferation von kokultivierten konventionellen CD4" T-Zellen aus
Wildtyp-Tieren zu supprimieren, sollte im Folgenden untersucht werden, ob das
Fehlen der Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 auch einen Einfluss auf die
Entstehung von CD4"CD25" Tregs im Thymus oder deren Funktion in der Peripherie
nimmt. Da allgemein akzeptiert ist, dass CD4'CD25" Tregs, genauso wie
konventionelle T-Zellen im Thymus entstehen °’, sollte die Isolation von
CD4'CD8CD25" Thymozyten aus DKO-Mausen zeigen, ob in diesen Tieren die
Entwicklung von CD4'CD25" Tregs wahrend der T-Zellentwicklung im Thymus
gestort ist. Um diese Frage zu beantworten wurden CD4°CD8 CD25" Thymozyten
aus den Thymi von DKO-Mausen isoliert und auf ihre Fahigkeit hin getestet, die
Proliferation von peripheren CD4*CD25™ T-Zellen aus WT-M&usen zu supprimieren.
Abb. 3.18 zeigt, das DKO CD4'CD8CD25" Thymozyten dhnlich wie CD4"CD25"
Tregs aus der Peripherie von Wildtyp-Mausen, in der Lage sind WT CD4'CD25
T-Zellen in ihrer Proliferation zu inhibieren. Allerdings waren auch diese Zellen nicht
in der Lage, ihre autologen CD4'CD25™ T-Zellen zu supprimieren (Abb. 3.19). Diese
Befunde unterstreichen somit das Ergebnis, dass DKO CD4"CD25" T-Zellen resistent
gegen eine CD4'CD25" Treg-vermittelte Suppression sind und zeigen weiterhin,
dass das Fehlen der Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 keinen Einfluld auf
die Entstehung und Funktion von CD4*CD25" regulatorischen T-Zellen im Thymus
hat.

Obwohl in der Vergangenheit einige Oberflachenmolekiile mit CD4"CD25" Tregs in
Verbindung gebracht werden konnten, zeigte sich jedoch, dass auch diese nach
Aktivierung auf konventionellen CD4" T-Zellen exprimiert werden. Zu diesen
Oberflachenmolekilen gehoért auch ein Mitglied der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-
Familie (TNFR-Familie), das ,Glucocorticoid-induced TNF-Receptor family related
gene* (GITR oder TNFRSF18) 7071,

111



Diskussion

Im Einklang mit Publikationen Uber humane CD4'CD25" Tregs, in denen gezeigt
werden konnte, das diese Zellen die a-Kette des IL-2 Rezeptors (CD25) starker als

aktivierte konventionelle CD4* T-Zellen exprimieren '

, zeigten erste in vitro
Versuche mit konventionellen CD4" T-Zellen und CD4°CD25" Tregs aus Widtyp-
Tieren, dass nach verschiedensten Stimulationen die Expression von CD25 und
GITR auf CD4"CD25" Tregs wesentlich hoher als auf konventionellen CD4" T-Zellen
ist (Abb. 3.20). Um zu prufen, ob auch in der Peripherie von DKO-Tieren, in
Anwesenheit konventioneller CD4" T-Zellen mit aktiviertem Phanotyp (CD25%,
CD44", CD69*, GITR") CD4'CD25" Tregs aufgrund der Starke der Expression von
CD25 und GITR isoliert werden kdonnen, wurden diese Zellen mittels FACS-Sort
aufgereinigt (Abb. 3.21) und auf verschiedene Charakteristika von CD4°CD25" Tregs
getestet. Es zeigte sich, dass diese Zellen, im Vergleich zu CD4" T-Zellen aus
diesen Tieren, welche schwacher CD25 und GITR exprimieren (CD4"CD25"GITR")
oder DKO CD4'CD25  T-Zellen sehr stark FoxP3 mRNA exprimierten (Abb. 3.23).
Ein weiteres Charakteristikum CD4*CD25" regulatorischer T-Zellen ist, dass sie nach
polyklonaler Stimulation kein IL-2 und somit auch keine IL-2 mRNA produzieren %0
Betrachtet man die IL-2 mRNA Produktion nach Stimulation in diesen Zellen, so
zeigte sich, dass DKO CD4'CD25""GITR™ auch nach Aktivierung keine IL-2 mRNA
produzieren (Abb. 3.22). Zwar zahlt man diese Eigenschaften zu den Charakteristika
von CD4'CD25" Tregs, jedoch sind die bisher genannten Eigenschaften auch fur
anergisierte T-Zellen oder verschiedene, in der Peripherie induzierte regulatorische

T-Zellen beschrieben worden 3'71%°

Das einzige Charakteristikum, wleches
CD4'CD25" Tregs beschreibt, ist demnach ihre Funktion: in einem
zellkontaktabhangigen Prozess die Proliferation und besonders die IL-2 Produktion
von konventionellen CD4" T-Zellen zu supprimieren >**%%_ Um die suppressiven
Eigenschaften von WT und DKO CD4'CD25"'GITR™ T-Zellen zu untersuchen,
wurden Kokulturexperimente mit WT CD4°CD25 T-Zellen durchgefiihrt. Diese
Experimente zeigten, das DKO CD4'CD25"'GITR™ T-Zellen, genauso wie
WT CD4'CD25" GITR™ T-Zellen (Abb. 3.25) in der Lage waren, die Proliferation von
konventionellen CD4" T-Zellen sehr effektiv zu inhibieren (Abb. 3.24). Obgleich diese
Zellen also ein sehr hohes suppressives Potential gegeniber WT CD4'CD25
T-Zellen zeigen, sind auch sie nicht in der Lage die Proliferation der autologen

DKO CD4'CD25 T-Zellen zu unterbinden (Abb. 3.26).
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Wie essentiell CD4"CD25" Tregs fir die Aufrecherhaltung der peripheren Toleranz

13115 ynd IPEX-Patienten auch viele andere

sind, zeigen neben den scurfy-Mausen
autoimmune Erkrankungen beim Menschen, welche auf eine gestorte Entwicklung
und/ oder Funktion dieser Zellen hindeuten 9143143156157 " jadqoch zeigt nicht zuletzt
der Phanotyp der DKO-Mause, dass auch Defekte, welche eine Resistenz der
konventionellen CD4" T-Zellen gegeniiber CD4"CD25" Treg-vermittelter Suppression
zur Folge haben, verherrend fur den Organismus sind. Zusammenfassend erlauben
die Ergebnisse dieser Arbeit einen ersten Einblick in die komplexen
molekularbiologischen Mechanismen, welche der Suppression von konventionellen
CD4" T-Zellen durch CD4'CD25" regulatorische T-Zellen und damit der

Aufrechterhaltung von immunologischer Toleranz und Homeostase zugrunde liegen.

4.5 Voraktivierte CD4°CD25" Tregs (preTregs) zeigen ein wesentlich groBeres
suppressives Potential als CD4°'CD25" Tregs

Obwohl in einem gesunden Individuum taglich viele autoreaktive T-Zellklone aktiviert
und damit auch durch CD4"CD25" Tregs supprimiert werden, konnten bisher keine
CD4'CD25" Tregs identifiziert werden, welche ex vivo ohne weiteren TZR-Stimulus
ihre suppressiven Eigenschaften zeigen °''3. Aktiviert man CD4'CD25" Tregs
in vitro Uber ihren TZR in Gegenwart gro3er Mengen IL-2 so zeigen diese preTregs
ein sehr hohes suppressives Potential *'*41>* Ob jedoch diese preTregs andere
Mechanismen zur Suppression kokultivierter konventioneller CD4" T-Zellen und/oder
Th2-Zellen anwenden, oder ob diese Zellen einen kinetischen Vorsprung gegenuber
diesen besitzen, konnte bisher nicht geklart werden. Fur letztere These spricht, dass
alleine preTregs im Stande sind, die Proliferation der konventionellen CD4" T-Zellen
aus DKO-Mausen zu inhibieren (Abb. 3.29). Jedoch muss auch hier wiederum
eingeraumt werden, dass selbst preTregs die bis zu einem Verhaltnis von 1:128 sehr
effektiv die Proliferation von konventionellen CD4" T-Zellen aus WT-M&usen
supprimieren, bereits bei einem Verhaltnis von 1:16 nicht mehr in der Lage sind, die
Proliferation der DKO CD4'CD25  T-Zellen zu unterbinden (Abb. 3.29).

113



Diskussion

4.6 Die Resistenz der konventionellen CD4" T-Zellen aus DKO-Miusen
gegeniiber CD4°'CD25" Treg-vermittelten Suppression geht mit einer stark
eingeschrankten Expression des transkriptionellen Repressors FoxP3 einher
Da man bis heute weder ein Oberflachenmolekil kennt, das exklusiv auf CD4"CD25"
Tregs exprimiert wird, noch den Mechanismus dieser Suppression kennt, ist auch
entsprechend wenig uber die molekularen Mechanismen dieses Prozesses in den
supprimierten CD4" T-Zellen bekannt.

Das einzige anerkannte Molekl, welches differentiell in CD4"CD25" Tregs exprimiert
wird ist ein im Zellkern lokalisierter Transkriptionsrepressor, genannt FoxP3. Dieser
gehort zur Familie der Forkhead-box Transkriptionsfaktoren ''*'"°. Ob FoxP3 jedoch
eine Funktion in konventionellen CD4" T-Zellen einnimmt ist bis heute nicht genau
geklart.

In weiteren Studien wahrend meiner Doktorarbeit, die jedoch in dieser Arbeit nicht im
Detail dargestellt werden, konnten wir zeigen, dass die Suppression sowohl von
konventionellen CD4" T-Zellen durch CD4*CD25" Tregs als auch von Th2-Zellen
durch voraktivierte CD4'CD25" Tregs (preTregs) mit der Induktion des
transkriptionellen Repressors FoxP3 einher geht (Abb. 3.31 und Zitat'*). Dabei
scheint FoxP3 nach Bindung an Promotoren verschiedener Cytokingene (wie IL-2
oder IL-4) die Transkription dieser, fur die Proliferation wichtigen Cytokine zu
unterbinden 2. So konnten wir durch einen ChlP-Assay zeigen, dass FoxP3 z.B. an
den Promoter und einen Enhancer des Gens, welches flr IL-4 codiert, bindet (Abb.
3.32). Ausgehend von der Annahme, dass eine gestdrte Expression von FoxP3 in
den konventionellen CD4" T-Zellen aus DKO-Mausen zur Resistenz dieser Zellen
gegeniliber CD4"CD25" Treg-vermittelter Suppression fiihrt, wurden Th2-Zellen aus
konventionellen CD4" T-Zellen von DKO-Mausen generiert und mit preTregs
kokultiviert.

Verglichen mit der Suppression von Th2-Zellen aus Wildtyp-Tieren konnte auch hier
wiederum keine vergleichbare Suppression festgestellt werden. Die Produktion der
IL-4 mRNA in diesen Th2-Zellen konnte durch preTregs nicht vollstandig inhibiert
werden (Abb. 3.33). Dieses Ergebnis geht mit dem Befund einher, dass verglichen
mit supprimierten Wildtyp Th2-Zellen kaum FoxP3 mRNA in den kokultivierten DKO
Th2-Zellen detektierbar ist (Abb. 3.34).
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Ob nun jedoch die Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 an der Regulation
der FoxP3 Expression in supprimierten T-Zellen beteiligt sind, bleibt zu klaren. In
diesem Zusammenhang ist eine Publikation von 1998 im Journal of Biological
Chemistry zu erwahnen, in der die Autoren eine FoxP3-Bindungsstelle (forkhead-
box) in direkter Nachbarschaft zu einer NFAT-Bindungsstelle (purine-rich box) im
Promoter des IL-2 Gens postulieren ''%'°®_ Die Hypothese, dass NFATc2 und/oder
NFATc3 kooperativ mit FoxP3 an den Promotoren verschiedenster Gene binden um
deren Transkription zu verhindern, konnte jedoch bisher nicht bewiesen werden.
Trotzdem scheint diese Theorie nicht minder attraktiv, da den NFAT-Faktoren nicht
nur eine wichtige Funktion bei der Regulation der IL-2 Produktion zugesprochen
wird %% sondern besonders den Familienmitgliedern NFATc2 und NFATc3 eine
eher reprimierende Funktion bei der Genregulation zugesprochen wird """, So wird
heute fur die Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 sogar eine Rolle bei der
Regulation von Genen diskutiert, welche direkt an der Aufrechterhaltung peripherer

Toleranz beteiligt sind '3,
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5. Zusammenfassung

In gesunden Individuen exprimiert eine Subpopulation von § bis 10% aller
peripheren CD4" T-Zellen konstitutiv die a-Kette des Interleukin-2-Rezeptors
(CD25). Diese CD4'CD25" regulatorischen T-Zellen (CD4°CD25" Tregs) sind
essentiell an der Aufrechterhaltung peripherer Toleranz gegenuiber ,Selbst®
beteiligt. Man weil} jedoch heute, dass diese Zellen sowohl adaptive, als auch
angeborene Immunantworten regulieren kénnen und so entscheidend jede
Immunreaktion kontrolieren. Da somit diesen Zellen neben der Aufrechterhaltung
peripherer Toleranz, also der Kontrolle von Autoimmunerkrankungen, auch eine
entscheidende Rolle bei der Kontrolle von Allergien, allen Infektionskrankheiten
und sogar Krebs zugesprochen wird, stehen sie seit langerem im Interesse der
immunologischen Forschung. CD4°CD25" Tregs werden als hyperresponsiv
bezeichnet, da sie in vitro nach T-Zellrezeptor (TZR) Stimulation weder Cytokine
produzieren noch proliferieren. Allerdings sind sie nach Aktivierung uber ihren
TZR in der Lage die Effektorfunktionen sowohl primarer konventioneller CD4" und
CD8" T-Zellen, als auch differenzierten Th1- und Th2-Effektorzellen in einem
zellkontakt-abhangigen Prozel3 zu supprimieren. Obwohl ein entscheidender
Prozess bei dieser Suppression die Inhibition der IL-2 Produktion in der Zielzelle
ist, sind die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen bisher vollig
unverstanden. Alleine der Transkriptionsfaktor FoxP3 scheint essentiell sowohl fur
den Phanotyp, als auch fiir die Funktion von CD4°CD25" Tregs zu sein, da
Mause, welche eine naturlich vorkommende Mutation im Gen fur FoxP3 tragen
(scurfy-Mause), keine CD4'CD25" Tregs besitzen und dadurch schwere
Autoimmunerkrankungen entwickeln, die letztendlich zum Tod der Tiere fuhren.
Gegenstand dieser Arbeit war es, die molekularbiologischen Mechanismen,
welche in supprimierten T-Zellen zu ihrer Ruhigstellung nach Kontakt mit
CD4"CD25" Tregs fluhren, zu untersuchen. Hierbei sollte neben der Rolle des
Transkriptionsfaktors FoxP3 insbesondere die Rolle der Transkriptionsfaktoren
NFATc2 und NFATc3 untersucht werden.
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Mause, welche defizient in den Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 sind
(DKO-Mause) zeigen mit zunehmendem Alter, ahnlich wie scurfy-Mause, schwere
Autoimmunerkrankungen. Einhergehend mit diesen Erkrankungen nimmt die Zahl
der aktivierten konventinellen CD4" T-Zellen in der Peripherie dieser Mause stark
zu. Da jedoch auch aktivierte konventionelle CD4" T-Zellen CD25 exprimieren,
war es anfangs nicht méglich CD4°CD25" Tregs zu isolieren und so eine Rolle
von NFATc2 und NFATc3 bei der Enstehung und Funktion dieser Zellen
auszuschlieBen. Jedoch zeigten Untersuchungen mit CD4°CD25" Tregs aus
Wildtyp-Tieren und konventionellen CD4" T-Zellen aus DKO-M&usen, dass das
Fehlen dieser Transkriptionsfaktoren zu einer Resistenz der konventinellen CD4"
T-Zellen gegeniiber einer CD4"CD25" Treg-vermittelten Suppression fiihrt. Dabei
scheint diese Resistenz zumindest teilweise auf einer sehr schnellen und
unkontrollierten Produktion des Cytokins Interleukin-2 (IL-2) zu beruhen.

Obwohl die gesamte Population der peripheren CD4*CD25" T-Zellen aus DKO-
Mausen keine suppressiven Eigenschaften aufwies, zeigte die Isolation von
CD4'CD8CD25" Thymozyten jedoch eindeutig, dass das Fehlen der
Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3 keinerlei Einfluld auf die Entstehung
von CD4°CD25" Tregs im Thymus und deren suppressive Funktion einnimmt.
Alleine die Isolation von CD4" T-Zellen aus der Gesamtheit der peripheren
CD4*CD25", welche sehr hoch CD25 und GITR exprimiert (CD4"CD25"*GITR™),
ermoglichte es auch in der Peripherie dieser Mause, CD4°CD25" Tregs zu
identifizieren und zu charakterisieren.

Weitere Teile dieser Doktorarbeit, die jedoch nicht im Einzelnen gezeigt wurden,
weisen auf eine Rolle des Transkriptionsfaktors FoxP3 auch in supprimierten
CD4" T-Zellen hin. So konnte gezeigt werden, dass nach Kokultur mit
CD4'CD25" Tregs in konventionellen CD4" T-Zellen und Th2-Zellen die
Expression dieses Transkriptionsfaktors induziert wird. Wieterhin konnte
bewiesen werden, dass FoxP3 an den Promoter und den Enhancer des
IL-4-Gens bindet. Einhergehend mit der Resistenz der konventionellen CD4" T-
Zellen aus DKO-Mausen gegenlber der CD4'CD25" Treg-vermittelten
Suppression zeigte sich, dass diese Zellen auch nur geringe Mengen FoxP3
mRNA nach Kokultur mit CD4"CD25" Tregs exprimieren.
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Zusammenfassend konnte durch diese Arbeit dargestellt werden, dass der
Phanotyp der DKO-Mause auf einer Resistenz der konventionellen CD4" T-Zellen
gegeniiber CD4°CD25" Treg-vermittelten Suppression begriindet ist und somit
sowohl FoxP3, als auch die Transkriptionsfaktoren NFATc2 und NFATc3
entscheidend an dem Prozess der Suppression von konventionellen CD4" T-
Zellen durch CD4*CD25" Tregs beteiligt sind.

Diese Ergebnisse weisen eindeutig daraufhin, dass eine Dysfunktion der
peripheren Toleranz sowohl auf Seiten der CD4°CD25" Tregs, als auch auf
Seiten ihrer Zielzellen verherende Auswirkungen auf den Gesundheitszustand

jedes Individuums ausubt.
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Abklrzungen

7. Abkirzungen

Ag Antigen

AIRE Autoimmune Regulator

AICD Activation induced cell death

Ak Antikorper

AKAP79 A-Kinase Ankerprotein

APC Antigenprasentierende Zelle

APS Ammoniumpersulfat

bio biotinyliert

bp Basenpaare

BSA bovine serum albumin

B7-1 CD80

B7-2 CD86

CABIN1 Calcineurin-binding-protein1

CD cluster of differentiation

CD4'CD25" Tregs regulatorische T-Zellen

cDNA complementary DNA

CFDASE/CFSE Carboxyfluoreszein Diazetat Succinimidyl Ester
CTLA-4 Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4
DEPC Diethylpyrocarbonat

DAG Diacylglycerol

DKO-Mause NFATc2, NFATc3 doppel-defiziente Mause
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP 2°-Desoxynukleosid-5"-Triphosphat

DP doppelt positiv
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Abklrzungen

d3Tx Tag 3 (nach Geburt) thymektomierte Mause
E.coli Echerischia coli

EAE experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
EDTA disodium ethylenediamine tetraacetic acid
EF-1a Elongations-Faktor-1alpha

ELISA Enyme Linked Immuno Sorbend Assay
FACS Fluorescense Activated Cell Sort/Scan

FCS Fetal Calf Serum

FITC Fluorescein-5-isothiocyanat

FoxP3 Forkhead box protein 3

g Erdbeschleunigung

GITR Glucocorticoid induced tumor necrosis factor receptor-related Protein

gld Mause Fas-Ligand-defiziente Mause

HGPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase

His Histidin

hr human rekombinant

IFN-y Interferon-y

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IMDM lIscove’s modified Dulbecco’s medium
InsP; Inositol-1,4,5-trisphosphat

kD Kilodalton

LAG-3 Lymphocyte activating gene 3
LPS Lipopolysaccharid

M Molar

m murin
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Abklrzungen

MACS magnetic activated cell sorter
MEM minimal essential medium

MHC maijor histocompatibility complex
min Minute

mr murin rekombinant

MRL/Ipr Fas-defiziente Mause

MRNA messenger RNA

MTECs medullare Thymusepithel Zelle
NFAT Nuclear factor of activated T cell
N6 Hexanukleotide

NTA nitriliotriacetic acid

OD optische Dichte

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

PD 1 programmed cell death 1

PE Phycoerythrin

PLC-y Phospholipase C-y

PtdIns(4,5)P, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
gRT-PCR quantitativ reverse transcription PCR
RAG recombinase activatin gene

RNA Ribonukleinsaure

RT reverse transcription

SA Streptavidin

SDS sodium dodecyl sulfate

TGF-B transforming growth factor-3
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Abklrzungen

Th T-Helferzeller

TNFR Tumor Nekrose Faktor-Rezeptor
Tregs regulatorische T-Zellen

Tris Tris(Hydroxylmethyl)-Aminomethan
TZR T-Zellrezeptor

U Unit

144



