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Einleitung 1 

 

1 EINLEITUNG 

1.1 NF-AT - Eine Familie von Transkriptionsfaktoren 

Als NF-AT ("Nuclear factor of activated T cells") wurde ursprünglich ein T-Zell-

spezifischer, nukleärer und induzierbarer Proteinkomplex bezeichnet, der nach 

Aktivierung von Jurkat T-Zellen an die distale NF-AT-Bindungsstelle (Pu-bd) des 

menschlichen Interleukin 2 (IL-2) Promotors bindet (Shaw et al., 1988). Bald darauf 

wurden NF-AT-Bindungsstellen in den Promotoren zahlreicher anderer Gene 

identifiziert, darunter die Gene für IL-3, IL-4, GM-CSF, IFN-γ und TNFα (Thompson et 

al., 1992; Chuvpilo et al., 1993; Cockerill et al., 1993; Goldfeld et al., 1993; Penix et al., 

1993; Masuda et al., 1993; Tsai et al., 1996; Sica et al., 1997; Duncliffe et al., 1997). 

Dabei handelt es sich bei NF-AT nicht um ein einzelnes Protein, sondern vielmehr um 

eine Familie von Transkriptionsfaktoren. Vier dieser eng miteinander verwandten und 

bis heute charakterisierten NF-AT-Proteine zeichnen sich durch eine hohe 

Sequenzhomologie innerhalb ihrer DNA-bindenden Domäne ("rel similarity domain", 

RSD) aus. Darüber hinaus besitzen sie mit ihrer N-terminalen transaktivierenden 

Domäne (TAD-A) sowie Calcineurin-bindenden regulatorischen Region (RR) einen 

gemeinsamen strukturellen Aufbau. Zunächst konnten NF-ATp (NF-AT1, NF-ATc2) 

und NF-ATc (NF-AT2, NF-ATc1) als Faktoren, die nach T-Zell-Aktivierung an die Pu-bd 

des IL-2 Promotors binden, identifiziert und deren cDNAs aus Genbanken von Jurkat 

T-Zell-cDNA isoliert werden (McCaffrey et al., 1993; Northrop et al., 1994). Die hohe 

Sequenzhomologie innerhalb der zentralen DNA-bindenden Region ermöglichte 

schließlich mittels Screening von Jurkat T-Zell- und menschlichen PBL-cDNA-

Genbanken das Klonieren von NF-AT3 (NF-ATc4) und NF-AT4 (NF-ATc3, NF-ATx) 

(Hoey et al., 1995; Masuda et al., 1995). Nahezu alle NF-AT-Faktoren werden in 

unterschiedlichen Isoformen, die sich im wesentlichen in der Struktur und Länge ihrer 

C-Termini unterscheiden, synthetisiert (Hoey et al., 1995; Masuda et al., 1995; Luo et 

al., 1996b; Park et al., 1996; Lyakh et al., 1997; Imamura et al., 1998; Sherman et al., 

1999; Chuvpilo et al., 1999b). 

In jüngster Zeit wurde in drei Labors ein Gen kloniert, das für ein NF-AT-verwandtes 

Protein kodiert. Dieses Protein wurde ursprünglich als ein durch osmotischen Schock 

induzierter Faktor isoliert und deshalb als TonEBP ("tonicity enhancer binding protein") 
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bezeichnet (Miyakawa et al., 1999). Obwohl dieses Protein sich sowohl funktionell als 

auch strukturell von den vier bisher charakterisierten NF-AT-Proteinen unterscheidet, 

wurde es aufgrund seiner Sequenzhomologie von 41-45% mit der RSD der bereits 

bekannten NF-AT-Faktoren NF-AT5 genannt (Lopez-Rodriguez et al., 1999). Jedoch 

weist NF-AT5 weder Sequenzhomologien zur NF-AT-typischen N-terminalen TAD-A 

noch zur Calcineurin-bindenden regulatorischen Region auf (Miyakawa et al., 1999; 

Lopez-Rodriguez et al., 1999). 

 

 

1.1.1 Zielgene von NF-AT-Faktoren 

NF-AT-Faktoren werden auch von anderen hämatopoetischen Zellen, darunter B-

Zellen, NK-Zellen und Mastzellen, sowie in Monozyten und Makrophagen exprimiert 

(Brabletz et al., 1991; Verweij et al., 1990;  Yaseen et al., 1993). Neben der distalen 

NF-AT-Bindungsstelle des IL-2 Promotors, die ARRE-2 ("antigen receptor response 

element 2", Shaw et al., 1988) oder Pu-bd im Falle des murinen IL-2 Promotors 

(Serfling et al., 1989) genannt wird und in den meisten DNA-Protein-Bindungsstudien 

als Prototyp einer NF-AT-Bindungsstelle mit dem Kernmotiv GGAAAA dient, wurden 

eine Vielzahl weiterer Bindungsstellen für NF-AT-Faktoren in den Promotoren und 

Enhancern von Zytokingenen identifiziert. So besitzt der IL-2 Promotor von Mensch 

und Maus neben der distalen Bindungsstelle eine weitere hochaffine Bindungsstelle für 

NF-AT-Faktoren an der Nukleotidposition -145 (Randak et al., 1990; Thompson et al., 

1992). Später wurden zusätzlich drei Bindungsstellen mit niedriger Bindungsaffinität an 

den Nukleotidpositionen -45, -90 und -160 beschrieben (Rooney et al., 1995a). Auch in 

den Promotoren und Enhancern der Gene für GM-CSF, IL-3, IL-5, TNFα und IFN-γ 

konnten bis heute - neben fünf NF-AT-Bindungsmotiven innerhalb des IL-4 Promotors 

von Mensch und Maus (Chuvpilo et al., 1993; Szabo et al., 1993; Rooney et al., 1995b; 

Li-Weber et al., 1998) - zahlreiche NF-AT-Bindungsstellen identifiziert werden 

(Thompson et al., 1992; Cockerill et al., 1993; Goldfeld et al., 1993; Penix et al., 1993; 

Masuda et al., 1993; Tsai et al., 1996; Rao et al., 1997; Sica et al., 1997; Duncliffe et 

al., 1997). Der schwere Immundefekt SCID ("severe combined immunodeficiency"), der 

mit einer Störung der Lymphokinsynthese von IL-2, IL-3, IL-4 und IL-5 einhergeht, ist 

auf den Verlust der NF-AT-Aktivierung zurückzuführen (Castigli et al., 1993; Feske et 

al., 1996 und 2000). Die Kontrolle der Genregulation durch NF-AT-Faktoren beschränkt 
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sich jedoch nicht alleine auf Lymphokingene. Auch in den Promotoren der Gene, die 

für p21Waf1 sowie die Oberflächenmoleküle Fas-Ligand und CD40-Ligand kodieren, 

wurden NF-AT-Bindungsstellen identifiziert (Tsitsikov et al., 1994; Tsytsykova et al., 

1996; Latinis et al., 1997; Holtz-Heppelmann et al., 1998; Xiao et al., 1999; Rengarajan 

et al., 2000; Santini et al., 2001). Ebenso gelang die Charakterisierung zweier NF-AT-

Bindungsstellen innerhalb des CD25/IL-2Rα Promotors (Schuh et al., 1998). Es ist 

demnach sehr wahrscheinlich, dass NF-AT-Faktoren die Promotoraktivität weiterer pro- 

und anti-apoptotischer Gene sowie Gene für die Regulation des Zellzyklus und 

zahlreicher anderer Transkriptionsfaktoren kontrollieren (Kel et al., 1999; Mages et al., 

1998). 

 

 

1.1.2 Domänenstruktur der NF-AT-Faktoren 

NF-ATp (NF-AT1), NF-ATc (NF-AT2), NF-AT3 und NF-AT4 besitzen mehrere 

Proteindomänen, die eine hohe Sequenzhomologie untereinander aufweisen (Abb. 1). 

Dazu zählen die DNA-Bindungsdomäne (RSD), die regulatorische Region (RR) und die 

N-terminale transaktivierende Region (TAD-A).  

Die ungefähr 300 Aminosäuren umfassende DNA-Bindungsdomäne, die sowohl 

Sequenzmotive für die DNA-Bindung als auch für die Interaktion mit AP-1-Proteinen 

und ein Kernlokalisierungssignal (NLS1) beherbergt (Beals et al., 1997a), weist eine 

Sequenzhomologie von 68-73% zwischen den vier "eigentlichen" NF-AT-Faktoren auf 

(Hoey et al., 1995). Aufgrund einer Sequenzhomologie von 17-19% mit der DNA-

bindenden Rel-Domäne der NF-κB-Faktoren wird diese Domäne auch als Rel-ähnliche 

Domäne ("rel similarity domain", RSD) bezeichnet. Einige Sequenzen der DNA-

Bindungsregion von NF-ATp, insbesondere ein oktameres Oligopeptid nahe dem N-

Terminus der Rel-ähnlichen Domäne, besitzen sogar eine weitaus höhere Homologie 

mit der entsprechenden Bindungssequenz von NF-κB-Faktoren (Jain et al., 1995). Das 

für die DNA-Bindung der NF-AT-Faktoren verantwortliche Kernmotiv GGAAAA 

entspricht einer Hälfte der NF-κB "consensus" Sequenz und erklärt, warum NF-AT- 

und NF-κB-Faktoren an überlappende DNA-Bindungsmotive binden können 

(McCaffrey et al., 1992). 

Die RSD ist für die Interaktion mit AP-1-Proteinen bei der gemeinsamen Bindung an 

komplexe NF-AT/AP-1-Motive verantwortlich (Jain et al., 1995; Wolfe et al, 1997). 
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Solche komplexen Bindungssequenzen enthalten neben dem für die Bindung von NF-

AT-Faktoren essentiellen Motiv T/AGGAAAA eine spezifische Sequenz als 

Bindungsstelle für AP-1-Faktoren (Boise et al., 1993; Serfling et al., 1995). Die 

gemeinsame Bindung von NF-AT- und AP1-Faktoren an eine zusammengesetzte 

Bindungsstelle wurde ursprünglich für die distale NF-AT-Bindungsstelle Pu-bd des IL-2 

Promotors nachgewiesen. Dabei wurde der NF-AT-Komplex zunächst als Heterodimer 

aus zwei Komponenten beschrieben, einer ubiquitären nukleären Komponente NF-ATn 

("nuclear NF-AT") und einer T-Zell-spezifischen zytosolischen und präexistenten 

Komponente NF-ATp/c ("cytosolic/preexisting NF-AT"). Während der Cyclosporin A 

(CsA)- und FK506-sensitive Kerntransport des präexistenten NFATp/c Ca2+-

Mobilisierung und [Ca2+]i-Anstieg benötigte, erforderte die de novo Synthese von NF-

ATn Phorbolester (Flanagan et al., 1991). Erst später wurde NF-ATn in T-Zellen als AP-

1 identifiziert, das aus Dimeren der Fos- und Jun-Proteine zusammengesetzt ist und 

mit NF-ATp/c an der DNA-Bindung und der transkriptionellen Aktivierung kooperiert 

(Jain et al., 1992; Boise et al., 1993; Northrop et al., 1993; Yaseen et al., 1994). 

Andererseits konnte eine dominant negative c-Jun Mutante die transkriptionelle 

Aktivität der distalen NF-AT-Bindungsstelle des IL-2 Promotors inhibieren (Petrak et al., 

1994). Da NF-AT- und AP-1-Faktoren keine Komplexe in Lösung bilden, ermöglicht 

erst die Bindung von NF-AT-Faktoren an die Pu-bd die Bindung von AP-1-Faktoren an 

zusammengesetzte NF-AT/AP-1-Bindungsstellen (Peterson et al., 1996). Ursprünglich 

für den IL-2 Promotor nachgewiesen wurden solche zusammengesetzten 

Bindungsstellen zwischenzeitlich auch in den Promotoren anderer Lymphokingene 

charakterisiert (Jain et al., 1993; Kel et al., 1999). 

Die regulatorische Region, die auch als NF-AT-Homologie-Region (NHR) bezeichnet 

wird, umspannt ungefähr 400 Aminosäuren innerhalb der N-terminalen Hälfte der NF-

AT-Faktoren und erstreckt sich zwischen der TAD-A und der RSD. Anders als die RSD 

verfügt sie nur über einen geringen Grad an Sequenzhomologie von insgesamt 23-

35% zwischen den NF-AT-Faktoren (Luo et al., 1996c). Jedoch konnten innerhalb der 

regulatorischen Region neun konservierte Sequenzmotive identifiziert werden, die 

neben zahlreichen Ser-Phosphorylierungsstellen (Serin-reiche Region, SRR) drei 

Kopien der SP-Box (SP1-3) und ein Kernlokalisierungssignal ("nuclear localisation 

signal", NLS) beherbergen (Ho et al., 1995; Masuda et al., 1995; Luo et al., 1996c; 

Beals et al., 1997a). Die Ser-Phosphorylierung durch Ser/Thr-Proteinkinasen führt zur 
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Maskierung des Kernlokalisierungssignals und folglich zur Retardierung von NF-AT im 

Zytoplasma (Beals et al., 1997a). 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 1. Struktureller Aufbau der NF-AT-Faktoren. Die DNA-bindende Domäne 
der NF-AT-Faktoren (RSD) ist jeweils als schwarzgraue Box, die C- und N-terminalen 
transaktivierenden Domänen, TAD-A und TAD-B, sind als rote Boxen dargestellt. Die 
regulatorische Region (RR), die sich jeweils in der N-terminalen Hälfte der NF-AT-Faktoren 
zwischen der TAD-A und der RSD befindet, besitzt eine Serin-reiche Region (SRR) und 3 
SP-Motive (SP1-3). Die Ca2+-abhängige Phosphatase Calcineurin (CN) bindet an die 
regulatorische Region und führt zu einer Dephosphorylierung der Serinmotive. Diese Region 
ist außerdem für die Interaktion von NF-AT- mit AP-1-Faktoren (AP-1) verantwortlich. Für 
NF-ATc (NF-AT2) wurden zusätzlich zwei Kernlokalisierungssignale (NLS1, NLS2) und 
ein Kernexportsignal (NES) beschrieben. NF-ATc wird in verschiedenen Spleissvarianten 
(NF-ATc/A, NF-ATc/B und NF-ATc/C), die sich vor allem in der Länge ihrer C-Termini 
unterscheiden, exprimiert. Ähnliches gilt für  NF-AT1 und NF-AT4.  
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In analoger Weise zieht die Deletion der SP-Box oder die Mutation der Serine zu 

Alaninen eine konstitutive Kernlokalisation der NF-AT-Faktoren nach sich (Beals et al., 

1997a; Masuda et al., 1997). Die Ser-Phosphorylierungsstellen sind zugleich Substrate 

für die Proteinphosphatase Calcineurin, die ihrerseits über eine Ser-

Dephosphorylierung die Translokation von NF-AT in den Nukleus induziert (Luo et al., 

1996c; Rao et al., 1997; Shibasaki et al., 1996).  

Außerhalb der DNA-Bindungsdomäne und der regulatorischen Region sind die 

Sequenzhomologien gering. Die ungefähr 200 Aminosäuren umspannende N-terminale 

Region eines jeden NF-AT-Proteins verfügt über die funktionellen Eigenschaften einer 

starken transaktivierenden Domäne (TAD-A). Darüber hinaus besitzen einige 

Isoformen von NF-AT-Faktoren, darunter eine Isoform von NF-ATc (NF-ATc/C), eine 

zusätzliche C-terminale transaktivierende Domäne, TAD-B. Die C-terminalen Peptide 

von NF-ATp und NF-ATc/C weisen ungefähr 30% Sequenzhomologie auf. 

 

 

1.1.3 Aktivierung der NF-AT-Faktoren in T-Zellen 

Die frühe Aktivierung von NF-AT-Faktoren wurde für NF-ATp (Ruff und Leach, 1995; 

Wesselborg et al., 1996), NF-ATc (Northrop et al., 1994) und NF-AT4 (Shibasaki et al., 

1996) im Detail untersucht. Drei Schritte der Aktivierung werden unterschieden: 

Dephosphorylierung, Kerntranslokation und Zunahme der DNA-Bindungsaffinität. In 

ruhenden T-Zellen befinden sich NF-AT-Faktoren - im Ser-phosphorylierten Zustand - 

im Zytoplasma und weisen eine geringe DNA-Bindungsaffinität auf. T-Zellaktivierung 

mit konsekutiver Ca2+-Mobilisierung und intrazellulärem [Ca2+]i-Anstieg führt zu einer 

raschen Dephosphorylierung von NF-AT-Proteinen mit konsekutiver nukleärer 

Translokation und einer Zunahme ihrer DNA-Bindungsaffinität (Northrop et al., 1994; 

Ho et al., 1995; Ruff und Leach, 1995; Shaw et al., 1995; Loh et al., 1996a und 1996b; 

Shibasaki et al., 1996; Neal und Clipstone, 2000; Okamura et al., 2000). Jeder einzelne 

dieser Schritte kann durch die Immunsuppressiva CsA und FK506, die die Aktivität der 

Calcium/Calmodulin-abhängigen Phosphatase Calcineurin blockieren, gehemmt 

werden (Liu et al., 1991). 

Calcineurin, eine Ser/Thr-Proteinphosphatase des Typs 2B, die ubiquitär exprimiert 

wird (Kincaid et al., 1990), ist ein heterodimeres Enzym. Es besteht aus Calcineurin A, 

einer katalytischen Untereinheit von 59kD, und Calcineurin B, einer regulatorischen 
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Untereinheit von 19kD (Klee et al., 1988). Aktivierung von T-Zellen über den T-Zell-

Rezeptorkomplex (TCR) und die CD4/CD8-Korezeptoren führt zu einer raschen 

Zunahme freier intrazellulärer Ca2+-Ionen, die gemeinsam mit Calmodulin (CM) an die 

59kD Untereinheit der Ca2+/Calmodulin-abhängigen Phosphatase Calcineurin binden, 

eine Konformationsänderung einleiten und die katalytische Funktion von Calcineurin 

aktivieren (Loh et al., 1996b; Wesselborg et al., 1996). Sowohl die Interaktion von 

Calcineurin mit NF-AT als auch die De-Phosphorylierung finden innerhalb der 

regulatorischen Region statt (Luo et al., 1996c; Shibasaki et al., 1996; Wesselborg et 

al., 1996; Masuda et al., 1997). Aktiviertes dephosphoryliertes Calcineurin wird mit NF-

AT als Calcineurin/NF-AT-Komplex in den Kern transloziert (Ruff und Leach, 1995; 

Shaw et al., 1995; Loh et al., 1996a). Für die nukleäre Translokation von NF-AT-

Faktoren ist ein geringer, aber anhaltender intrazellulärer [Ca2+]i-Anstieg notwendig 

(Timmerman et al., 1996; Dolmetsch et al., 1997). Überexpression einer konstitutiv 

aktiven Form von Calcineurin A, CAM-AI, führt in Jurkat T-Zellen zu einer Ca2+-

unhabhängigen Aktivierung von NF-AT-Faktoren und dementsprechender Induktion 

des IL-2 Promotors (O'Keefe et al., 1992). 

Die Glykogen-Synthase-Kinase 3, deren Aktivität nach Stimulierung über den TCR 

gehemmt wird (Beals et al., 1997b), phosphoryliert NF-AT-Faktoren an Ser-Resten 

innerhalb der SP-Box und induziert über eine Maskierung des Kernlokalisationssignals 

den Kernexport (Beals et al., 1997a). Sowohl die Deletion der SP-Box als auch die 

Mutation der Serine zu Alaninen innerhalb der SP-Box führen zur konstitutiven 

Kernlokalisation der NF-AT-Faktoren (Beals et al., 1997a; Masuda et al., 1994). 

Demgegenüber supprimiert die transgene Expression der Glykogen-Synthase-Kinase 3 

in COS-Zellen die Ca2+-Calcineurin-induzierte nukleäre Translokation von 

koexprimiertem NF-ATc (Beals et al., 1997b). Weitere Ser/Thr-Proteinkinasen, die als 

Gegenspieler von Calcineurin entweder NF-AT-Faktoren im Zytoplasma retardieren 

oder den Kernexport induzieren, wurden zwischenzeitlich identifiziert. So wird in einer 

jüngst veröffentlichten Arbeit berichtet, dass die MAP/SAP-Kinasen Erk1, JNK3 und 

p38α sowie die Casein-Kinase II (CKII) vornehmlich die Serine 172 und 187 innerhalb 

der Serin-reichen Region (SRR) von NF-ATc phosphorylieren und entsprechend die 

Kerntranslokation inhibieren (Porter et al., 2000).  
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Abbildung 2. Aktivierung von NF-AT-Faktoren in T-Zellen. In ruhenden T-Zellen liegen 
NF-AT-Faktoren im phosphorylierten Zustand im Zytoplasma vor. Die Serin-
Phosphorylierung innerhalb der regulatorischen Region (RR) maskiert die 
Kernlokalisierungssignale (NLS1, NLS2) und die für die DNA-Bindung notwendigen 
Sequenzmotive. Ohne Ca2+ und Calmodulin ist die katalytische Untereinheit von 
Calcineurin, CNA, inaktiv. T-Zellaktivierung über den T-Zellrezeptor (TCR) führt zu einem 
raschen Anstieg des freien intrazellulären Calciums ([Ca2+]i). Daraufhin bindet der 
Ca2+/Calmodulin-Komplex (CM) an Calcineurin A. Aktiviertes Calcineurin 
dephosphoryliert NF-AT-Faktoren und führt zu deren Konformationsänderung mit 
konsekutiver Freigabe der Kernlokalisierungssignale und der DNA-bindenden 
Sequenzmotive. Dies hat die nukleäre Translokation und die Zunahme der DNA-
Bindungsaffinität der NF-AT-Faktoren zur Folge. Die Immunsuppressiva Cyclosporin A 
(CsA) und FK506 binden niedermolekulare Proteine, die sog. Cyclophiline CyA und 
FK506BP, und hemmen die Phosphatase Calcineurin. Als Gegenspieler des Calcineurins 
wirken sowohl die Ser/Thr-spezifischen Proteinphosphatasen GSK 3, CK I und CK II als 
auch die Kinase JNK, indem sie NF-AT-Faktoren phosphorylieren und deren nukleären 
Export induzieren (Serfling et al., 2000).  
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Vergleichsweise hemmt die Kinase JNK durch Phosphorylierung der Serine 163 und 

165 die nukleäre Translokation von NF-AT4 (Chow et al., 1997). In diesem 

Zusammenhang erklärt sich die Beobachtung, dass JNK1-defiziente Mäuse neben 

einer konstitutiven Kernakkumulation von NF-ATc eine entsprechende lymphatische 

Hyperproliferation mit vorzugsweiser Th2-Zelldifferenzierung aufweisen (Dong et al., 

1998). Die Phosphorylierung und der nukleäre Transport von NF-AT4 werden weiterhin 

durch die Casein-Kinase I (CKI) kontrolliert, wobei die Phosphorylierung der 

Aminosäuren 177-184 durch CKIα in vivo und in vitro nachgewiesen wurde, und die 

Überexpression einer dominant negativen Mutante von CKIα zum Verlust der 

Phosphorylierung führte (Zhu et al., 1998).  

Die Lokalisation von NF-AT innerhalb der Zellkompartimente ist vom Gegenspiel der 

Kinase-Phosphatase-Aktivität abhängig. Vor diesem Hintergrund läßt sich der 

Wirkungsmechanismus der Immunsuppressiva Cyclosporin A und FK506, deren 

klinischer Einsatz auf dem Gebiet der Organtransplantation große Fortschritte 

ermöglichte, veranschaulichen (Calne et al., 1979). Das zyklische Peptid CsA und das 

Makrolid FK506 binden an die zytoplasmatischen niedermolekularen Cyclophiline 

(CyA) und FK506-Bindungsproteine (FK506BP), die als Immunophiline bezeichnet 

werden (Schreiber, 1991). Die dimeren Komplexe CsA/CyA und FK506/FKBP12 

binden Calcineurin A und blockieren durch eine Hemmung der katalytischen Aktivität 

von Calcineurin die nukleäre Translokation von NF-AT-Faktoren (Liu et al., 1991; Bram 

et al., 1993; Shaw et al., 1995). Beide Immunsuppressiva unterdrücken demnach 

aufgrund einer fehlenden Induktion verschiedener Lymphokingene, darunter der IL-2 

und IL-4 Gene, eine funktionelle Immunantwort (Krönke et al., 1985). Neben der 

subzellulären Lokalisation beeinflusst die Stärke der Bindungsaffinität die Aktivität von 

NF-AT-Faktoren. Sowohl die Aktivierung von Calcineurin als auch die nachfolgende in 

vitro Dephosphorylierung von NF-AT-Faktoren führen zu einer Zunahme ihrer DNA-

Bindungsaffinität. Demgegenüber reduziert die in vitro Phosphorylierung von NF-AT-

Faktoren die DNA-Bindungsaktivität (Neal und Clipstone, 2000; Okamura et al., 2000).  
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1.1.4 Expressionsmuster der NF-AT-Faktoren 

Der Modus der Expression der NF-AT-Faktoren variiert deutlich. Während die mRNA 

von NF-ATp konstitutiv in vielen Geweben und insbesondere in Zellen des 

lymphatischen Gewebes nachweisbar ist (Hoey et al., 1995; Masuda et al., 1995), wird 

eine starke Expression der mRNA für NF-ATc nahezu ausschließlich in Zellen des 

lymphatischen Gewebes und in embryonalen Zellen der Herzklappen und der 

Herzscheidewände beobachtet (Northrop et al., 1994; Aramburu et al., 1995; Hoey et 

al., 1995; Masuda et al., 1995; de la Pompa et al., 1998; Ranger et al., 1998a). Eine 

Synthese der mRNA von NF-AT3 läßt sich weder im Thymus noch in der Milz oder in 

PBLs, jedoch in vielen nicht-lymphatischen Geweben nachweisen (Hoey et al., 1995; 

Ho et al., 1995; Masuda et al., 1995). NF-AT4-mRNA wird vorzugsweise und in hohen 

Konzentrationen in doppelt-positiven Thymozyten synthetisiert (Masuda et al., 1995; 

Oukka et al., 1998; Kuo und Leiden, 1999; Amasaki et al., 2000). Untersuchungen der 

Proteinsynthese der NF-AT-Faktoren zeigten, dass NF-ATp und NF-ATc vor allem in 

peripheren Lymphozyten synthetisiert werden, wobei NF-ATp konstitutiv exprimiert wird 

(Rao et al., 1997), während die Synthese von NF-ATc induzierbar ist und erst nach 

Stimulation der Zellen mit Ca2+-Ionophoren erfolgt (Northrop et al., 1994; Lyakh et al., 

1997). 

 

 

1.1.5 NF-AT-defiziente Mäuse 

Unter den bis heute charakterisierten NF-AT-Faktoren spielen NF-ATc und NF-ATp 

eine wesentliche Rolle bei der Induktion von Lymphokingenen. Beide 

Transkriptionsfaktoren werden in hohen Konzentrationen in peripheren T-Lymphozyten 

exprimiert, sind in transienten Transfektionsversuchen starke Aktivatoren der IL-2 und 

IL-4 Promotoren (Rao et al., 1997) und unterscheiden sich kaum in ihren DNA-

Bindungseigenschaften (Hoey et al., 1995; Wolfe et al., 1997). Diese 

Übereinstimmungen lassen vermuten, daß NF-ATp und NF-ATc eine ähnliche Funktion 

bei der Induktion von Genen im Rahmen der T-Zellaktivierung und T-

Zelldifferenzierung ausüben. Erstaunlicherweise unterscheiden sich dennoch NF-ATc- 

und NF-ATp-defiziente Mäuselinien hinsichtlich ihrer Organ-bezogenen Phänotypen, 

der Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen sowie der Induktion von 

Lymphokingenen.  
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Inaktivierung des NF-ATc-Gens führt aufgrund schwerwiegender Defekte in der 

embryonalen Entwicklung der Herzklappen und Herzsepten zum vorzeitigen Tod der 

Mäuseembryonen am 13. - 17. Tag nach der Befruchtung (de la Pompa et al., 1998; 

Ranger et al., 1998a). NF-ATc-defiziente Thymozyten, die nach Blastozysteninjektion 

von NF-ATc-defizienten embryonalen Stammzellen in RAG-/- Mäusen generiert wurden, 

weisen schwere Defekte der intrathymischen Entwicklung auf, die mit einer Reduktion 

der Anzahl unreifer, doppelt-positiver CD4+/CD8+-Thymozyten und einer 

Thymushypoplasie einhergehen (Yoshida et al., 1998; Ranger et al., 1998b). Assoziiert 

mit einer Abnahme der Proliferation peripherer NF-ATc-defizienter T-Lymphozyten ist 

die Synthese von IL-4 und IL-6 sowie von Serum-IgE stark vermindert (Yoshida et al., 

1998; Ranger et al., 1998b).  

Inkoherente Ergebnisse ergaben sich hinsichtlich der Auswirkungen der NF-ATc-

Defizienz auf die Synthese von IL-2. Während NF-ATc-defiziente T-Zellen aus einer 

von zwei generierten knock-out Mäuselinien mehr IL-2 als vergleichbare wildtypische 

T-Zellen synthetisierten (Ranger et al., 1998b), blieb die IL-2 Synthese peripherer T-

Zellen der anderen NF-ATc-defizienten Mäuselinie unbeeinflußt (Yoshida et al., 1998). 

Störungen der Herz- und Thymusgenese im Rahmen der embryonalen Entwicklung 

wurden in NF-ATp-defizienten Mäusen nicht beobachtet. Zellen des extraartikulären 

Bindegewebes dieser Mäuse weisen jedoch eine spontane Differenzierungsneigung zu 

Knorpelzellen mit enchondraler Ossifikation auf. Zusätzlich wurde das Auftreten von 

neoplastischen Veränderungen in den Knorpelzellen beobachtet (Ranger et al., 2000). 

Im Gegensatz zur Annahme, NF-ATp-defiziente Mäuse müßten an einer 

Immundefizienz leiden, führte die Inaktivierung des NF-ATp-Gens neben einer 

Retardierung der Thymusinvolution (Schuh et al., 1998) zu einer progredienten 

Akkumulation voraktivierter lymphoider Zellen und einer konsekutiven Megalie der 

lymphatischen Organe mit vergrößerten Keimzentren in Milz und Lymphknoten (Hodge 

et al., 1996b; Xanthoudakis et al., 1996; Schuh et al., 1997 und 1998). 

Interessanterweise wiesen CD4+T-Zellen eine verstärkte Expression der für 

Zellaktivierung typischen Oberflächenmarker CD69 und CD44 auf, wohingegen L-

Selectin und CD62L/MEL14 als Oberflächenmarker für naive T-Lymphozyten in 

verminderter Konzentration nachweisbar waren (Schuh et al, 1997 und 1998). T-Zellen 

aus den Lymphknoten NF-ATp-defizienter Mäuse zeigten einen 2-3-fachen Anstieg der 

sekundären Immunantwort nach Ovalbumin-Behandlung (Xanthoudakis et al., 1996) 
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oder nach Stimulation mit Superantigen (SEA) oder anti-CD3-Antikörpern (Schuh et al., 

1998).  

 

 

Faktor Expressionsmodus Phänotyp NF-AT-/-- Mäuse 

NF-AT1-/- 
NF-ATp 
NF-ATc2 
 
 
 
 
 
 

konstitutive Synthese in 
zahlreichen Zellen; 
prädominante Expression in 
peripheren Lymphozyten 
 
 
 
 
 
 

Hyperproliferation peripherer Lymphozyten mit 
konsekutiver Splenomegalie und Lymphadeno-
pathie mit verstärkter Bildung von Keimzentren; 
retardierte Thymusinvolution; dysregulierte 
Synthese von Th2-Lymphokinen mit gesteigerter 
Th2-gerichteter Immunantwort; normale IL-2 
Synthese; gestörte Chondrogenese mit Neigung 
zur Ossifikation und neoplastischer Trans-
formation 
 

NF-AT2-/- 
NF-ATc 
NF-ATc1 
 
 
 
 
 

prädominante Expression in 
peripheren Lymphozyten; 
Induzierbare Synthese in 
Th1- und Th2-Zellen  
 
 
 
 

Störung der Entwicklung von Herzklappen und 
Herzsepten mit letalem Ausgang in utero 13.5 
Tage nach Befruchtung; Reduktion der Anzahl 
von CD4+/CD8+-Thymozyten in RAG-/-/NF-ATc-/--
Mäusen; Thymushypoplasie mit verringerter 
lymphozytärer Proliferation und beeinträchtigter 
Synthese von Th2-Lymphokinen 
 

NF-AT1-/-/2-/- 

 

 

 

 

 

siehe oben 
 
 
 
 
 

verringerte Synthese von Th1-und Th2-
Lymphokinen; gestörte CD40- und Fas-Ligand-
Expression; ungestörte TCR-vermittelte T-Zell-
Proliferation und Aktivierung; dysregulierte B-Zell-
Homöostase mit Hyperproliferation von B-Zellen 
und Plasmazellinfiltration von Endorganen 

NF-AT4-/- 
NF-ATx 
NF-ATc3 
 

konstitutive Synthese mit 
vorzugsweiser Expression 
im Thymus 
 

Störung der positiven Selektion von Thymozyten; 
gesteigerte Apoptose von doppelt-positiven 
Thymozyten; gesteigerte Aktivierung von T-Zellen 
 

NF-AT1-/-/4-/- siehe oben gesteigerte Synthese von Th2-Lymphokinen; 
verringerte Synthese von Th1-Lymphokinen; 
Hyperproliferation peripherer Lymphozyten mit 
Splenomegalie; verminderte Fas-vermittelte 
Apoptose; konstitutive nukleäre Akkumulation  
von NF-ATc/A 

NF-AT3-/-/4-/- siehe Text generalisierte Störung der Angiogenese mit 
letalem Ausgang in utero 11.5 Tage nach 
Befruchtung 

 
 

Expression von NF-AT-Faktoren und Phänotypen NF-AT-defizienter Mäuse (Serfling 
et al., 2000; Peng et al., 2001; Graef et al., 2001). 
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Außerdem konnte eine retardierte Deletion von CD4+Vβ11+T-Zellen von NF-ATp-

defizienten Mäusen nach Stimulierung mit Superantigen beobachtet werden, obwohl 

ursprünglich keine Störung der Fas-vermittelten Apoptose nachweisbar war (Schuh et 

al., 1998). 

Ein gemeinsames Merkmal aller drei unabhängig voneinander etablierten NF-ATp-

defizienten Mäuselinien stellt die Dysregulation der IL-4 Synthese dar, die für eine 

gesteigerte Th2-gerichtete Immunantwort von NF-ATp-defizienten Mäusen 

verantwortlich ist. T-Lymphozyten von zwei dieser NF-ATp-defizienten Mäuselinien 

wiesen zwar eine Reduktion der frühen IL-4-RNA Synthese auf (Hodge et al., 1996b; 

Schuh et al., 1997), zeichneten sich jedoch zu späteren Zeitpunkten der Zellaktivierung 

durch eine Zunahme der Synthese von IL-4-RNA und der IL-4 Sekretion aus (Hodge et 

al., 1996b; Kiani et al., 1997). Die Konsequenz der gesteigerten IL-4 Synthese ist eine 

verstärkte Th2-gerichtete Immunantwort, die mit erhöhten Serumtitern von IgE, 

Eosinophilie und einer erhöhten Infektanfälligkeit für Leishmania major einhergeht 

(Hodge et al., 1996b; Xanthoudakis et al., 1996; Kiani et al., 1997; Viola et al., 1998). 

Einige dieser phänotypischen Merkmale sind noch ausgeprägter in NF-ATp/NF-AT4-

doppelt-defizienten Mäusen, deren T-Lymphozyten die Th2-Lymphokine IL-4, IL-5, IL-6 

und IL-10 in großen Mengen synthetisierten, während die Synthese von IL-2 und IFN-γ 

reduziert war (Ranger et al., 1998c). Folglich leiden diese Mäuse an allergischer 

Blepharitis und interstitieller Pneumonitis und weisen einen 10-20-fachen Anstieg der 

Serumtiter für IgG1 und IgE auf (Ranger et al., 1998b). Eine damit einhergehende 

generalisierte Lymphadenopathie und Splenomegalie ist Ausdruck einer 

Hyperproliferation peripherer Lymphozyten. Die Induktion des Fas-Liganden und die 

Fas-vermittelte Apoptose sind in diesen Zellen supprimiert (Ranger et al., 1998b). 

Interessanterweise führt die NF-ATp/NF-AT4-Defizienz zu einer konstitutiven nukleären 

Akkumulation der NF-ATc-Isoform NF-ATc/A (Ranger et al., 1998c).  

Die alleinige Inaktivierung des vorwiegend in doppelt-positiven Thymoztyten 

exprimierten NF-AT4 hat hingegen keinen Einfluß auf die T-Zelldifferenzierung. 

Allerdings weisen NF-AT4-defiziente Mäuse eine Beeinträchtigung der Entwicklung von 

CD4- und CD8-einfach-positiven Thymozyten, eine gleichzeitig gesteigerte Aktivierung 

peripherer T-Zellen sowie eine gesteigerte Apoptose doppelt-positiver Thymozyten auf 

(Oukka et al., 1998). 

Die gleichzeitige Inaktivierung der NF-ATc- und NF-ATp-Gene führte in T-Zellen zu 

einem völligen Verlust der Expression der Th1- und Th2-typischen Lymphokine IL-2, 
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IFN-γ und IL-4. Interessanterweise wiesen diese Zellen - trotz gestörter Effektor-

Funktionen - die Fähigkeit zur TCR-vermittelten T-Zellaktivierung und Proliferation auf. 

Dies spiegelt sich in einer verstärkten Expression des Aktivitätsmarkers CD69 sowie 

einer verminderten Expression von CD62L und CD45RB wider. In B-Lymphozyten 

führte die Inaktivierung von NF-ATp und NF-ATc – ähnlich der NF-ATp-Defizienz – zu 

einem Hyperproliferationssyndrom mit deutlich erhöhten Titern für IgG1- und IgE-

Serumimmunglobulinen sowie Plasmazellinfiltration von Endorganen, insbesondere 

von Lungen, Nieren und Leber (Peng et al., 2001). 

Die gleichzeitige Inaktivierung von NF-AT3 und NF-AT4 führte aufgrund 

schwerwiegender Defekte im Rahmen der Angiogenese zum vorzeitigen Tod der 

Mäuseembryonen am 11.5 Tag nach der Befruchtung (Graef et al., 2001). Neben einer 

verminderten Gefäßversorgung des Dottersacks wiesen die Mäuseembryonen 

insbesondere eine fehlgeleitete und enthemmte Vaskularisierung des embryonalen 

Neuralrohrs sowie der Wirbelkörperanlagen auf. Die Ausbildung unzureichend 

differenzierter Gefäße scheint selektiv durch eine insuffiziente Rekrutierung von 

Vorläufer-Perizyten und glatten Gefäßmuskelzellen bedingt zu sein (Graef et al., 2001).  

 

 

1.2 Isoformen von NF-ATc 

1.2.1 NF-ATc-Isoformen unterscheiden sich in ihren C-terminalen Peptiden 

Mitglieder der Familie der NF-AT-Transkriptionsfaktoren werden in multiplen Isoformen 

exprimiert. Dies wurde zunächst detailliert für NF-ATp und NF-AT4 gezeigt (Luo et al., 

1996a; Imamura et al., 1998). Chuvpilo und Kollegen wiesen nach, dass eine Vielzahl 

von T-Zellen in ähnlicher Weise NF-ATc in unterschiedlichen Isoformen exprimieren 

(Chuvpilo et al., 1999a). Sie klonierten aus einer menschlichen Namalwa B-Zell-cDNA-

Genbank drei unterschiedliche cDNAs des Transkriptionsfaktors NF-ATc und zeigten, 

dass sich die drei klonierten und als NF-ATc/A, NF-ATc/B und NF-ATc/C bezeichneten  
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Abbildung 3. NF-ATc-Isoformen unterscheiden sich durch die Struktur ihrer C-
Termini (aus Chuvpilo et al., 1999a).  
(A) Schematische Darstellung der NF-ATc-cDNAs, die aus einer Namalwa B-Zell-cDNA-
Genbank isoliert wurden. Die transaktivierenden Domänen TAD-A und TAD-B sowie die 
DNA-bindende Rel-ähnliche Domäne (RSD) der NF-ATc-Isoformen sind hervorgehoben. 
Die nichttranslatierten 3'-mRNA-Sequenzen von 360 bp (für NF-ATc/A), 1844 bp (für NF-
ATc/B) und 1796 bp (für NF-ATc/C) sind als schwarze Linien dargestellt. Die Zahl 1 
kennzeichnet das Kodon für den Translationsstart, während die übrigen Zahlen für die 
Anzahl der Aminosäuren der jeweils kodierten Proteine stehen. 
(B) Struktur der 3'-Hälfte des menschlichen chromosomalen NF-ATc-Gens. Die Orte der 
alternativen Spleissvorgänge für die Generierung von NF-ATc/B und NF-ATc/C sowie die 
Positionen der Polyadenylierungsstellen pA1 und pA2 sind angegeben. (2918) und 4579 
entsprechen den Nukleotidpositionen des zentralen T-Nukleotids innerhalb des "poly A 
addition" Motivs  AATAAA der Isoformen NF-ATc/A und NF-ATc/C. 
(C) Sequenzen der Polyadenylierungsstellen pA1 und pA2. Die "poly A addition" Motive 
AATAAA sind in Boxen dargestellt und befinden sich ungefähr 20 bp in 5'-Richtung von 
den Polyadenylierungsstellen. GT-reiche Sequenzen des RNA-Primärtranskripts als 
Bindungsstellen für CstF-64 sind unterstrichen. 
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Isoformen vor allem in der Struktur und Länge ihrer C-Termini unterscheiden (Chuvpilo 

et al., 1999a). NF-ATc/A ist als kürzeste Isoform identisch mit dem bereits von 

Northrop und Kollegen beschriebenen NF-ATc (Northrop et al., 1994). Indes 

unterscheidet sich die Isoform NF-ATc/B von NF-ATc/A durch das Fehlen eines für NF-

ATc/A typischen C-terminalen 19-AS-Peptids und die zusätzliche Existenz eines C-

terminalen 128-AS-Peptids. NF-ATc/C besitzt darüber hinaus ein weiteres C-terminales 

Peptid von 118 AS. Anstelle des N-terminalen 42-AS-Peptids von NF-ATc/A und NF-

ATc/B weist NF-ATc/C ein ungleiches N-terminales Peptid von 29 AS auf. Einheitlich 

besitzen alle drei Isoformen eine nichttranslatierte C-terminale mRNA. Während NF-

ATc/B und NF-ATc/C mit einer nichttranslatierten 3'-mRNA Sequenz von 1844 

respektive 1796 Nukleotiden versehen sind, weist NF-ATc/A 360 Nukleotide als 

nichttranslatierte mRNA am 3'-Ende auf.  

Die beiden zusätzlichen, die Aminosäuren von Position 685 bis 930 umspannenden C-

terminalen Peptide von NF-ATc/C besitzen im Vergleich zu den entsprechenden 

Sequenzen von NF-ATp eine Sequenzhomologie von 30,6% (Luo et al., 1996a; 

Chuvpilo et al., 1999b). Hierbei weist die in NF-ATc/C proximal gelegene Region von 

AS 685 bis 812 eine Homologie von 36,7% zu NF-ATp auf. Das Prolin-reiche NF-

ATc/C-spezifische Peptid von AS 813 bis 930 hingegen besitzt außer einem 

identischen Dekapeptid  von AS 911 bis 920 eine geringe Homologie zu NF-ATp (Luo 

et al., 1996a; Chuvpilo et al., 1999b). Dieses Dekapeptid beinhaltet drei 

Leuzin/Isoleuzin-Motive und könnte demzufolge ein Kernexportsignal darstellen 

(Klemm et al., 1997). Eine ähnliche Aminosäuresequenz wurde in der C-terminalen 

transaktivierenden Domäne von NF-ATx1, der längsten Isoform von NF-AT4, 

identifiziert (Imamura et al., 1998). Prolin-reiche Peptide erscheinen gewöhnlich in 

zahlreichen transaktivierenden Domänen eukaryontischer Transkriptionsfaktoren 

(Triezenberg, 1995). In analoger Weise beherbergt das Prolin-reiche Peptid von NF-

ATc/C - im Gegensatz zu den Isoformen NF-ATc/A und NF-ATc/B - eine zweite 

transaktivierende Domäne, TAD-B. Transiente Transfektionsassays mit cDNA-

Vektoren der drei NF-ATc-Isoformen und Promotoren, die multiple Kopien der NF-AT-

Motive der distalen NF-AT-Bindungsstelle Pu-bd des IL-2 Pomotors und der NF-AT-

Bindungsstelle Pu-bB des IL-4 Promotors enthielten, wiesen individuelle 

transaktivierende Eigenschaften der drei NF-ATc-Isoformen nach. In diesen Studien 

trat NF-ATc/C als stärkster Transaktivator hervor, gefolgt von NF-ATc/A, während NF-
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ATc/B nur 50% der transaktivierenden Stärke von NF-ATc/A erreichte (Chuvpilo et al., 

1999b).  

 
 

1.2.2 Alternative Polyadenylierung von NF-ATc-Isoformen 

Chuvpilo und Kollegen analysierten die  3'-Hälfte des menschlichen chromosomalen 

NF-ATc-Gens und wiesen die Beteiligung alternativer Spleiss- und 

Polyadenylierungsvorgänge an der Synthese von NF-ATc-Isoformen nach (Chuvpilo et 

al., 1999a). Entsprechend Abbildung 3 B sind die für NF-ATc/B und NF-ATc/C 

spezifischen Genabschnitte in zwei Exons, die für Peptide von 230 beziehungsweise 

16 Aminosäuren kodieren, organisiert. Ferner beinhaltet das 3'-Exon nichttranslatierte 

mRNA Sequenzen von 1844 bp für NF-ATc/B und 1796 bp für NF-ATc/C. Im Zuge der 

Synthese von NF-ATc/B erfolgt ein Spleissen innerhalb der cDNA Positionen von 2498 

bis 2805. An dieser Stelle wird ein Terminierungs-Codon eingefügt, so dass die 

folgenden 48 bp als Teil innerhalb der nichttranslatierten 3'-mRNA von insgesamt 1844 

bp miteinbezogen werden. Bei der Synthese von NF-ATc/C entsteht durch Spleissen 

innerhalb der cDNA Positionen 2804 und 2805 ein C-terminales mRNA Fragment, das 

für ein Peptid aus 16 Aminosäuren und eine 3'-mRNA Sequenz von 1796 Nukleotiden 

kodiert. Für das ausschließlich in NF-ATc/A vorhandene C-terminale Peptid von 19 

Aminosäuren kodiert ein Exon, das darüber hinaus eine für die vorangehenden 44 

Aminosäuren kodierende DNA-Sequenz von 132 bp und eine nichttranslatierte 3'-

mRNA von 360 bp beherbergt. Innerhalb dieses 3'-mRNA Segments befindet sich das 

AATAAA "poly A addition" Motiv, ungefähr 20 bp vor der Polyadenylierungsstelle 

pA1angeordnet, die von mehreren kurzen GT-reichen Abschnitten gefolgt wird und für 

die Polyadenylierung von NF-ATc/A verantwortlich ist (Abb. 3 C). Diese Motive sind 

ebenso Teil der distalen Polyadenylierungsstelle pA2, deren Polyadenylierung NF-

ATc/B- und NF-ATc/C-RNAs bildet (Chuvpilo et al., 1999a).  
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1.3 T-Zelldifferenzierung 

Die Funktionen des Immunsystems werden durch eine Vielzahl unterschiedlicher 

Zellen ausgeführt und moduliert. Antigenerkennung über den T-Zellrezeptor-Komplex 

(TCR) und kostimulatorische Signale über das CD28-Oberflächenmolekül (Schwartz, 

1992; Mueller et al., 1989; June et al., 1990; Linsley et al., 1993) stellen den ersten 

Schritt der Aktivierung naiver CD4+T-Zellen dar und vermitteln über eine Synthese von 

IL-2 und Expression des IL-2-Rezeptors deren klonale Expansion und Differenzierung 

in Th1- und Th2-Zellen (Hsieh et al., 1993; Rocken et al., 1992; Kamogawa et al., 

1993; Seder und Paul, 1994). Diese beiden Populationen unterscheiden sich jeweils 

durch ein bestimmtes Muster von Zytokinen und dementsprechenden individuellen 

immunmodulatorischen Eigenschaften (Mosmann und Coffman, 1989; Paul und Seder, 

1994). Th1-Zellen exprimieren neben IL-2 die inflammatorischen Zytokine IFN-γ und 

Lymphotoxin (LT). INF-γ aktiviert in Makrophagen phagozytotische und lytische 

Prozesse und aktiviert demzufolge die zelluläre Immunantwort gegen intrazelluläre 

Erreger (Sher und Coffman, 1992). Dysregulierte zelluläre Immunreaktionen spielen 

eine wesentliche Rolle bei der Pathogenese organspezifischer Autoimmun-

erkrankungen (O'Garra und Murphy, 1993; Powrie und Coffman, 1993; Liblau et al., 

1995). Th2-Zellen exprimieren vorwiegend die Lymphokine IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 

(Mosmann und Coffman, 1989). IL-4 moduliert die Proliferation und Differenzierung von 

B-Zellen in Antikörper-sezernierende Plasmazellen und reguliert ferner den Ig-

Klassenwechsel zu IgG1 und IgE (Paul, 1991). Eine effiziente Abwehr gegen 

Helminthen setzt eine vorwiegend humorale Th2-gerichtete Immunantwort voraus 

(Trinchieri, 1995). Indes bildet eine überschießende Th2-gerichtete Immunreaktion die 

Grundlage für atopisch-allergische Erkrankungen (Romagnani, 1994).  

Ursprünglich für CD4+T-Zellen der Maus beschrieben (Mosmann et al., 1986; 

Cherwinski et al., 1987) konnten unterschiedliche T-Zell-Populationen mit einer 

selektiven Synthese von Lymphokinen auch für Zellen des menschlichen 

Immunsystems charakterisiert werden (Romagnani et al., 1991; Del Prete et al., 1991). 

Darüber hinaus wurden menschliche und murine T-Zellklone isoliert, die Zytokine 

beider Th-Zellsubtypen synthetisieren, und als Th0-Zellen bezeichnet (Sher und 

Coffman, 1992; Romagnani et al., 1994; Abbas et al., 1996). Ob diese Zellen 

Vorläuferzellen mit dem Potential zur Differenzierung sowohl in Th1- als auch in Th2-
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Zellen sind oder eine eigenständige differenzierte Zellpopulation repräsentieren, ist 

noch nicht völlig geklärt (Mosmann et al., 1991; Kamogawa et al., 1993).  

 

 

1.3.1 Zytokine und die T-Zelldifferenzierung 

Unterschiedliche Faktoren beeinflussen die Differenzierung des naiven CD4+T-

Lymphozyten zum Th1- oder Th2-Phänotyp. Sowohl die Konzentration des Antigens 

(Bretscher et al., 1992; Constant et al., 1995; Pfeiffer et al., 1995; Mosmann und Sad, 

1996) als auch die Art der Kostimulierung naiver CD4+T-Zellen sind dabei von 

Bedeutung. Die Liganden für die CD28-Oberflächenmoleküle B7.1 und B7.2, die an der 

Oberfläche von  Makrophagen, aktivierten B-Zellen und dendritischen Antigen-

präsentierenden Zellen exprimiert werden (Liu et al., 1992; Larsen et al., 1992; Levin et 

al., 1993), tragen zur differentiellen Entwicklung bei (Kuchroo et al., 1995; Lenschow et 

al., 1995). Dementsprechend hemmen in vivo blockierende Antikörper gegen B7.1 die 

Differenzierung zu Th1-Zellen, Antikörper gegen B7.2 die Differenzierung zu Th2-

Zellen (Thompson, 1995).  

Den entscheidenden Einfluß haben jedoch spezifische Zytokine zum Zeitpunkt der 

Antigenpräsentation über den TCR der naiven CD4+T-Zelle (Seder und Paul, 1994; 

Abbas et al., 1996). IL-4, das in der Initialphase der Immunantwort hauptsächlich von 

Mastzellen, Basophilen und einer Subpopulation der CD3+CD4+NK1.1+T-Zellen 

exprimiert und bereitgestellt wird (Yoshimoto und Paul, 1994), leitet in Verbindung mit 

einem Antigen und kostimulatorischen Signalen die Differenzierung zu Th2-Zellen ein 

(Le Gros et al., 1990; Swain et al., 1990). Demgegenüber spielen IL-12 und IFN-γ die 

entscheidende Rolle bei der Differenzierung zu Th1-Zellen (Hsieh et al., 1993; Seder et 

al., 1993; Schmitt et al., 1994a; Seder und Paul, 1994). Ursprünglich als "cytotoxic 

lymphocyte maturation factor" (CLMF, Stern et al., 1990) oder als "natural killer cell 

stimulatory factor" (NKSF, Kobayashi et al., 1989) beschrieben, wird IL-12 vorwiegend 

von Makrophagen und Antigen-präsentierenden dendritischen Zellen (APC) nach 

deren Aktivierung über bakterielle Antigene synthetisiert (Trinchieri et al., 1992; 

Macatonia et al., 1995) und stimuliert natürliche Killerzellen zur Synthese von IFN-γ 

(Tripp et al., 1993; Mattner et al., 1993). Schmitt und Kollegen konnten zeigen, dass IL-

12 und IFN-γ allein nur schwache Induktoren für die Differenzierung naiver CD4+T-

Zellen in Th1-Zellen sind. Erst die Anwesenheit beider Zytokine ist für eine 
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Differenzierung in Th1-Zellen ausreichend (Schmitt et al., 1994b). Gleichzeitig inhibiert 

IL-12 die Entwicklung in IL-4-produzierende Th2-Zellen (Manetti et al., 1993; Schmitt et 

al., 1994a). Bei simultaner Stimulierung von CD4+T-Zellen mit IL-12 und IL-4 dominiert 

schließlich bei Erreichen einer bestimmten Schwellenwertkonzentration von IL-4 die 

Th2-gerichtete Differenzierung über den immunmodulatorischen Effekt von IL-12 

(Seder und Paul, 1994; Schmitt et al., 1994a).  

 

 

1.3.2 Kontrolle des IL-4 Promotors und des cis-regulatorischen Elements Pu-bB 

Da IL-4 bei der Th2-Zelldifferenzierung die zentrale Rolle einnimmt (Le Gros et al., 

1990; Swain et al., 1990; Hsieh et al., 1993) und die Regulationsmechanismen des IL-4 

Gens für das Verständnis transkriptioneller Vorgänge bei der T-Zelldifferenzierung 

notwendig sind, werden an dieser Stelle die Struktur des IL-4 Promotors und die 

Transkriptionskontrolle des IL-4 Gens dargestellt.  

Als IL-4 Promotor werden die ersten 270 bp vor dem Transkriptionsstart, die eine T-

zellspezifische, induzierbare und durch die Immunsuppressiva CsA und FK506 

hemmbare Regulation des IL-4 Gens vermitteln, bezeichnet (Bruhn et al., 1993; 

Chuvpilo et al., 1993; Szabo et al., 1993; Todd et al., 1993). Jenseits dieser Region 

konnte in menschlichen Jurkat T-Zellen, die nur geringe Mengen an IL-4 exprimieren, 

ein "silencer-Element" ("negative regulatory element", NRE) identifiziert werden. Durch 

Suppression eines positiv regulatorischen Elements (PRE-1), das sich von -239 bis -

224 bp innerhalb des IL-4 Promotors erstreckt, hemmt es die Aktiviät des IL-4 

Promotors (Li-Weber et al., 1992, 1993). In Mastzellen wurde ein intronischer 

Enhancer charakterisiert, der an der Kontrolle des IL-4 Promotors beteiligt ist (Henkel 

et al., 1992). Jenseits des 3'-Endes des IL-4 Promotors gelang zudem die Identifikation 

eines durch NF-AT-Faktoren induzierbaren und Cyclosporin A-sensitiven Enhancers 

(Agarwal et al, 2000).  

DNase I-Footprint-Experimente identifizierten innerhalb des IL-4 Promotors mehrere 

Erkennungssequenzen für DNA-bindende Faktoren, darunter vier cis-regulatorische 

Elemente, die NF-AT-Faktoren binden, und als Purin-reiche Boxen Pu-bA-D bezeichnet 

wurden. Sie weisen Sequenzhomologien zu den beiden hochaffinen NF-AT-

Bindungsstellen des IL-2 Promotors auf und beherbergen das für die DNA-Bindung von 

NF-AT-Faktoren notwendige Kern-Motiv GGAAAA (Chuvpilo et al., 1993; Szabo et al., 
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1993). Gezielte Punktmutationen innerhalb der Purin-reichen Boxen Pu-bA-D heben die 

funktionelle Bedeutung der NF-AT-Faktoren für die transkriptionelle Aktivierung des IL-

4 Promotors hervor. Dementsprechend verlor die Mutante der distalen NF-AT-

Bindungssequenz Pu-bD jegliche transkriptionelle Aktivität des IL-4 Promotors, 

während Mutanten des Elements Pu-bC nur noch 20-25% (Chuvpilo et al., 1993; Szabo 

et al., 1993), die des Elements Pu-bA 65% Restaktivität aufwiesen (Chuvpilo et al., 

1993; Li-Weber et al., 1994). 

 

 

 

 
 
Abbildung 4. Schematische Darstellung des murinen IL-4 Promotors und des cis-
regulatorischen Elements Pu-bB. Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren, die in DNase 
I-Footprint-Experimenten ermittelt wurden (Chuvpilo et al., 1993), sind als Boxen 
dargestellt. Schwarz gefüllte Boxen zeigen Bindungselemente, die von NF-AT-Faktoren 
erkannt, und als Purin-reiche Boxen Pu-bA, Pu-bB, Pu-bC und Pu-bD bezeichnet werden. Pu-
bB wurde als Bindungsstelle für die Transkriptionsfaktoren NF-AT, AP-1, C/EBP, Oct-1,2 
und HMG I charakterisiert (Klein-Hessling et al., 1996). Daneben sollten Octamer- und AP-
1-Faktoren aufgrund ihrer Sequenzhomologie auch die Pu-bC und Pu-bD binden können 
(Chuvpilo et al., 1993). Die Sequenz der Pu-bB von -92 bis -57 bp zeigt die essentiellen 
Basenpaare für die Bindung von NF-AT, AP-1, C/EBP und Oct-Faktoren.  

 
 
 
 
 
Die am besten erforschte NF-AT-Bindungsstelle innerhalb des IL-4 Promotors ist das 

cis-regulatorische Element Pu-bB, das in unterschiedlichen Studien auch als P1 

(Wenner et al., 1997), CS1-Element (Bruhn et al., 1993), P-site (Matsuda et al., 1994; 
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Kubo et al., 1994), UPSIL-4 ("upstream promotor site", Pfeuffer et al., 1994) und ARE 

("activation responsive element", Tara et al., 1995) bezeichnet wurde. Die 35 bp 

messende Pu-bB umfasst die Nukleotide von -92 bis -57 des IL-4 Promotors. Gezielte 

Punktmutationen innerhalb dieser Sequenz führten zu einem Verlust der 

transkriptionellen Aktivität des IL-4 Promotors von 75-80% (Chuvpilo et al., 1993; 

Szabo et al., 1993). NF-AT-Faktoren binden zusammen mit AP-1-Proteinen an die Pu-

bB, die um die Position -82 eine TRE-ähnliche Sequenz als Bindungsstelle für AP-1-

Faktoren enthält (Chuvpilo et al., 1993). Dabei stabilisiert eine gemeinsame Bindung 

von NF-AT- und AP-1-Faktoren nicht nur die DNA-Bindung beider Faktoren, sondern 

steigert darüber hinaus in synergistischer Weise die transkriptionelle Aktivität des IL-4 

Promotors (Jain et al., 1992; Boise et al., 1993; Northrop et al., 1993; Yaseen et al., 

1994). EMSA-Versuche identifizierten JunB, JunD, Fra-1 und Fra-2 als solche AP-1-

Komponenten, die an der gemeinsamen Bindung mit NF-AT-Faktoren beteiligt sind 

(Rooney et al., 1995b).  

Zudem dient die Pu-bB als niedrigaffine Bindungsstelle für Octamer-Faktoren (Chuvpilo 

et al., 1993; Pfeuffer et al., 1994) und weist eine entsprechende Sequenzhomologie zur 

"upstream promotor site" des IL-2 Promotors auf (UPS, Serfling et al., 1995). Im 

Gegensatz zum UPS-Element des IL-2 Promotors sind innerhalb der Pu-bB des IL-4 

Promotors die Bindungsstellen für Octamer- und AP-1-Faktoren nicht überlappend 

angeordnet, sondern durch ein NF-AT-Bindungsmotiv voneinander getrennt. 

Außerdem ließen sich durch Überexpression des Faktors Oct-2 in T-Zellen weder ein 

Polymer der Pu-bB transaktivieren noch eine Aktivitätszunahme des IL-4 Promotors 

erreichen (Pfeuffer et al., 1994). In diesem Zusammenhang wiesen kompetitive 

Bindungsstudien nach, dass NF-AT-Faktoren in der Lage sind, Oct-2 von ihrer DNA-

Bindung an die Pu-bB zu verdrängen (Pfeuffer et al., 1994).  

Aufgrund einer kontinuierlichen 12-fachen A+T Nukleotidfolge stellt die Pu-bB eine 

hochaffine Bindungsstelle für HMG I(Y)-Proteine dar, die an doppelsträngige A+T 

Oligonukleotide mit einer Länge von mehr als drei Basenpaare binden (Chuvpilo et al., 

1993). DNA-Bindungsstudien wiesen eine kompetitive Bindung von NF-AT- und HMG 

I(Y)-Faktoren an die Pu-bB des IL-4 Promotors nach (Klein-Hessling et al., 1996). 

Demgegenüber reduziert die Mutation einer hochaffinen HMG I(Y)-Bindungsstelle die 

HMG I(Y)-Bindung und führt zu einer konsekutiven Zunahme der Aktivität des IL-4 

Promotors (Klein-Hessling et al., 1996). 
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1.3.3 Transkriptionsfaktoren und die T-Zelldifferenzierung 

STAT-Faktoren, die von Lymphokinen aktiviert werden, spielen eine besonders 

wichtige Rolle bei der Differenzierung von T-Zellen. Zwei Mitglieder aus der Familie der 

STAT-Faktoren ("signal transducer and activators of transcription"), STAT6 und 

STAT4, wirken dabei als Gegenspieler. Die wichtige Funktion des IL-4 induzierten 

Transkriptionsfaktors STAT6 bei der Th2-Zelldifferenzierung wurde in drei unabhängig 

voneinander generierten STAT6-defizienten Mäuselinien belegt (Takeda et al., 1996; 

Shimoda et al., 1996; Kaplan et al., 1996a). Obwohl STAT6 in zahlreichen Geweben 

und hämatopoetischen Zellen exprimiert wird (Hou et al., 1994; Schindler et al., 1994), 

fehlen STAT6-defizienten Mäusen organischen Fehlentwicklungen. Allerdings besitzen 

STAT6-defiziente Mäuse schwere Defekte bei der IL-4-vermittelten Immunantwort. 

Dementsprechend führt die STAT6-Defizienz zu einem Verlust der Expression des IL-4 

Rezeptors (Takeda et al., 1996) sowie des IgE-Klassenwechsels in B-Zellen (Shimoda 

et al., 1996). Interessanterweise verlieren naive STAT6-defiziente T-Zellen zudem die 

Eigenschaft, sich nach in vitro Stimulation mit IL-4 zu Th2-Zellen zu differenzieren 

(Kaplan et al., 1996a). STAT6 reguliert die Aktivität des IL-4 Promotors in Th2-Zellen 

nicht alleine durch Bindung an die Pu-bC, sondern auch durch Bindung an ein 

"silencer"-Element, das in der untranslatierten 3'-Region des IL-4 Gens lokalisiert ist. 

Demgemäß führen Mutationen der STAT6-Bindungsstelle innerhalb dieses "silencer"-

Elements zu einer Abnahme der Aktivität des IL-4 Promotors in Th2-Zellen (Kubo et al., 

1997). 

IL-12, das wesentlich an den initialen Differenzierungsschritten der Th1-Zellentwicklung 

beteiligt ist, steigert die transkriptionelle Aktivität des Transkriptionsfaktors STAT4 

(Bacon et al., 1995; Jacobson et al., 1995). Die Inaktivierung des STAT4-Gens führt zu 

schwerwiegenden Defekten der IL-12-vermittelten Immunantwort. Dazu zählen unter 

anderem die Synthese von IFN-γ und die Aktivierung zytolytischer Funktionen von NK-

Zellen (Thierfelder et al., 1996). Außerdem verlieren naive CD4+T-Zellen STAT4-

defizienter Mäuse die Fähigkeit, sich nach Stimulation mit IL-12 zu Th1-Zellen zu 

differenzieren. In vergleichbarer Weise unterbleibt die Th1-Zelldifferenzierung dieser 

Zellen nach Infektion mit Listeria monozytogenes, einem Erreger, der 

physiologischerweise eine Th1-gerichtete Immunantwort im Wirtsorganismus induziert 

(Magram et al., 1996; Kaplan et al., 1996b).  
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Abbildung 5. Die Rolle von Transkriptionfaktoren bei der Differenzierung naiver 
CD4+T-Zellen zu Th1- und Th2-Zellen (nach Serfling et al., 2000). T-Zellen werden 
bezüglich ihres Musters der Lymphokinexpression zu Th1- und Th2-Zellen klassifiziert. 
Gleichzeitige Stimulation naiver CD4+T-Zellen über den T-Zell-Rezeptor Komplex und den 
IL-12 bzw. IL-4 Rezeptor stellen den wesentlichen Schritt der Differenzierung zu Th1- 
beziehungsweise Th2-Zellen dar. Darüber hinaus üben eine Vielzahl von 
Transkriptionsfaktoren einen Einfluß auf die T-Zelldifferenzierung aus. So auch die beiden 
antagonistisch wirkenden Transkriptionsfaktoren STAT4 und STAT6. Inaktivierung des 
STAT4-Gens führt zu schwerwiegenden Defekten der Th1-Zellentwicklung, während die 
Defizienz des STAT6-Gens eine verminderte Th2-Zelldifferenzierung als Folge hat. T-bet 
und GATA-3 kontollieren neben ihrer Rolle bei der T-Zelldifferenzierung ebenso die 
Expression von Lymphokingenen in Th-Effektorzellen. Überexpression von T-bet führt zu 
einer starken Induktion von IFN-γ, während gleichzeitig die Synthese Th2-typischer 
Lymphokine supprimiert wird. Demgegenüber induziert GATA-3 die Synthese der Th2-
typischen Lmyphokine und führt zu einer verminderten Th1-gerichteten Immunantwort. NF-
ATc reguliert die Differenzierung sowohl zu Th1- als auch zu Th2-Zellen und induziert die 
Expression der Th1- und Th2-typischen Lymphokine. c-Maf scheint die Th2-
Differenzierung durch eine selektive Kontrolle des IL-4 Promotors zu regulieren, denn 
Inaktivierung von c-Maf führt zu einem vollständigen Verlust der IL-4 Synthese ohne 
jedoch die Synthese anderer Th2-typischer Lymphokine zu beinflussen. Inaktivierung des 
NF-ATp-Gens resultiert in einer Zunahme der Synthese der Th2-typischen Lymphokine und 
einer gesteigerten Th2-gerichteten Immunantwort. Obwohl NF-ATp die Promotoren fast 
aller Lymphokingene positiv reguliert, scheint NF-ATp in der späten Phase der 
Immunantwort die Funktion eines Repressors der Th2-typischen Lymphokine auszuüben 
und die Th2-gerichtete Immunantwort zu terminieren.  
 
 

 



Einleitung 25 

T-bet, ein vorzugsweise in Th1-Zellen exprimiertes Protein aus der Familie der T-box 

Transkriptions- und Differenzierungsfaktoren, trägt über die Aktivierung des IFN-γ 

Promotors zur Th1-Zelldifferenzierung bei. Dabei steigert IFN-γ durch Zunahme der 

Expression des IL-12-Rezeptors die Wirkung von IL-12, das seinerseits über den 

Transkriptionsfaktor STAT4 die Entwicklung zu Th1-Zellen induziert. Die retrovirale 

Überexpression von T-bet in Th2-Zellen führt nicht nur zu einer Aktivierung der IFN-γ 

Produktion, sondern supprimiert in diesen Zellen gleichzeitig die Synthese von IL-4 und 

IL-5 (Szabo et al., 2000).  

Neben der Pu-bD als Bindungstelle für die Transkriptionsfaktoren C/EBPβ und C/EBPγ 

beherbergt der IL-4 Promotor an Position -43 bis -35 bp eine zusätzliche proximale 

Bindungsstelle für C/EBP-Faktoren. In Transfektionsversuchen führt die retrovirale 

Überexpression von C/EBPβ in EL-4 Thymomzellen und Jurkat T-Zellen bei 

gleichzeitiger Reduktion der Expression von IL-2 und IFN-γ zu einer gesteigerten 

Aktivität des IL-4 Promotors (Berberich-Siebelt et al., 2000). C/EBP-Faktoren gehören 

wie AP-1-Faktoren zur großen Gruppe der "basic leucine zipper" Proteine. Im 

Gegensatz zu AP-1-Faktoren kooperieren C/EBP-Faktoren jedoch nicht mit NF-AT-

Faktoren bei der Induktion des IL-4 Promotors, sondern kompetitieren vielmehr mit 

diesen um die Bindung an die Pu-bD des IL-4 Promotors (Berberich-Siebelt et al., 

2000). 

Aufgrund ihrer selektiven Expression in Th2-Zellen und Th2-Zelllinien (Zhang et al., 

1997) rückten die Transkriptionsfaktoren GATA-3 und c-Maf zunehmend ins Interesse 

der Erforschung der T-Zelldifferenzierung. Transfektion von Th2-Zelllinien mit einem 

GATA-3 "antisense"-cDNA-Expressionsvektor führte zu einer verringerten Synthese 

der Th2-typischen Zytokine IL-4, IL-5, IL-6 IL-10 und IL-13 (Zheng und Flavell, 1997), 

während demgegenüber die transgene Expression von GATA-3 in der B-

Lymphomzelllinie M12, die per se kein endogenes IL-4 exprimiert, eine 

Transaktivierung des IL-4 Promotorkonstruktes bewirkte (Zheng und Flavell, 1997). 

Zheng und Flavell generierten CD4/GATA-3-transgene Mäuse, deren CD4+T-Zellen 

mehr GATA-3 exprimierten. Diese Zellen synthetisierten - nach in vitro Differenzierung 

zu Th1-Zellen - neben Th1-Lymphokinen zusätzlich Th2-typische Lymphokine, wie IL-

4, Il-5, IL-6 und IL-10 (Zheng und Flavell, 1997). Analog dazu wiesen spätere Studien 

nach, dass GATA-3 nicht nur die Transkription von IL-4 und IL- 5 induziert (Zhang et 

al., 1997; Ranganath et al., 1998), sondern gleichzeitig die Differenzierung zu Th1-

Zellen inhibieren kann (Ouyang et al., 1998).  
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Erste Hinweise für eine Beteiligung von c-Maf bei der Th2-Zelldifferenzierung lieferten 

Studien zur Expression von c-Maf in Th-Zellsubtypen. Dabei wurde eine vorzugsweise 

Expression von c-Maf-mRNA in Th2-Zelllinien nachgewiesen (Ho et al., 1996). c-Maf 

bindet an eine Sequenz, die als "c-Maf responsive element" (MARE) bezeichnet wurde 

und innerhalb der Positionen -42 bis -37 bp des IL-4 Promoters vor der Pu-bA lokalisiert 

ist (Ho et al., 1996). Transiente Transfektionsversuche zeigten, dass c-Maf den IL-4 

Promotor in Th1-Zelllinien und in der B-Lymphomzelllinie M12 transaktivieren kann (Ho 

et al., 1996). Noch eindrucksvoller konnte die Induktion des endogenen IL-4 Promotors 

durch die Kotransfektion der M12-Lymphomzelllinie mit c-Maf- und NF-ATp-

Expressionsvektoren gesteigert werden, indem sie an eine gemeinsame DNA-

Sequenz, die Bindungsmotive für beide Transkriptionsfaktoren beinhaltet, binden (Ho 

et al., 1996). Folglich führte die Überexpression von c-Maf in transgenen Mäusen zu 

einer prädominanten Th2-Zelldifferenzierung und Th2-gerichteten Immunantwort, die 

mit einer gesteigerten Synthese Th2-typischer Lymphokine und der IL-4-abhängigen 

Immunglobuline IgG1 und IgE einhergingen (Ho et al., 1998). Offenbar reguliert c-Maf 

die Th2-Zelldifferenzierung durch eine selektive Kontrolle des IL-4 Promotors: während 

die Inaktivierung von c-Maf in CD4+T-Zellen einen fast vollständigen Verlust der IL-4 

Synthese zur Folge hatte, blieb die Synthese anderer Th2-typischer Lymphokine 

unbeeinflußt (Kim et al., 1999).  

Die Identifizierung der cis-regulatorischen Elemente Pu-bA-D innerhalb des IL-4 

Promotors, dessen Induzierbarkeit durch Ionomycin als auch dessen Hemmbarkeit 

durch Cyclosporin A heben die funktionelle Bedeutung der NF-AT-Faktoren für die 

Transaktivierung des IL-4 Promotors hervor (Chuvpilo et al., 1993; Szabo et al., 1993; 

Rooney et al., 1994 und 1995b). Inzwischen wurden vier Mitglieder der Familie der NF-

AT-Faktoren charakterisiert (Rao et al., 1997; Crabtree, 1999; Kiani et al., 2000), und 

Studien sowohl mit NF-ATp- als auch mit NF-ATc-defizienten Mäusen belegen einen 

wesentlichen Beitrag beider NF-AT-Faktoren an der selektiven Induktion des IL-4 Gens 

und der Th2-Zelldifferenzierung. Demzufolge geht die Inaktivierung des NF-ATc-Gens 

mit einer Beeinträchtigung der Synthese der Th2-typischen Lymphokine IL-4, IL-6 und 

IL-10 (Ranger et al., 1998b; Yoshida et al., 1998) einher. Indes resultiert die 

Inaktivierung des NF-ATp-Gens in NF-ATp-defizienten Mäusen in einer verstärkten 

Th2-gerichteten Immunantwort, die in der späten Phase der T-Zellaktivierung mit einer 

vermehrten Synthese von IL-4 und anderen Th2-typischen Lymphokinen einhergeht 

(Hodge et al., 1996; Kiani et al., 1997). Noch ausgeprägter finden sich diese 
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phänotypischen Veränderungen  in NF-ATp- und NF-AT4-doppelt-defizienten Mäusen 

(Ranger et al., 1998c). Auf diesen Beobachtungen basierte zunächst die Hypothese, 

NF-ATc induziere die IL-4 Synthese, während NF-ATp und NF-AT4 eine hemmende 

Wirkung auf die IL-4 Synthese ausübten. Indes zeigte sich, dass NF-ATp-defiziente 

Mäuse im Vergleich zu wildtypischen Kontrollmäusen keine Unterschiede in den 

absoluten Spitzenwerten der IL-4 Transkripte, sondern eher eine insgesamt 

prolongierte Phase der IL-4-Gentranskription aufwiesen (Kiani et al., 1997). Zudem 

führte in zwei unabängig voneinander generierten NF-ATp-defizienten Mäuselinien die 

Inakvierung von NF-ATp in der initialen Phase der Immunantwort ebenso wie die NF-

ATc-Defizienz zu einer Beeinträchtigung der Synthese der Th2-typischen Lymphokine 

(Hodge et al., 1996b; Schuh et al., 1997). Deshalb ist es wahrscheinlicher, dass sowohl 

NF-ATc als auch NF-ATp die frühe Induktion des IL-4 Promotors regulieren, aber 

darüber hinaus NF-ATp gegebenenfalls gemeinsam mit NF-AT4 für die Terminierung 

der Aktivität des IL-4 Promotors in der Spätphase der IL-4-vermittelten Immunantwort 

verantwortlich ist (Kiani et al., 1997 und 2000; Serfling et al., 2000). 

Jüngste Ergebnisse lassen darüber hinaus auf eine Beteiligung von NF-ATp und NF-

ATc an der Th1-gerichteten Immunanwort schließen. T-Zellen transgener Mäuse, die 

eine dominant negative Version von NF-ATc exprimieren und mit Mycobacterium bovis 

infiziert wurden, wiesen eine verringerte Synthese von IFN-γ auf. Dabei induziert 

Mycobacterium bovis regelmäßig eine Th1-gerichtete Immunantwort im 

Wirtsorganismus (Erb et al., 1998). In vergleichbarer Weise führte die Induktion einer 

Th1-gerichteten Immunantwort in NF-ATp-defizienten Mäusen durch die Infektion mit 

Mycobacterium bovis zu einer verminderten Synthese von IFN-γ (Erb, K., Twardzik, T. 

et al., in Bearbeitung). 

 

 

1.4 Fragestellung 

Klonierungsarbeiten in der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. E. Serfling zeigten, dass NF-ATc 

in drei Isoformen mit individuellen transaktivierenden Eigenschaften exprimiert wird. 

Trotz identischer DNA-Bindungsstellen wiesen Studien mit NF-ATp- und NF-ATc-

defizienten Mäusen nach, dass beide NF-AT-Faktoren ein individuelles Muster an 

unterschiedlichen Zielgenen, insbesondere an Lymphokingenen, besitzen. 

Desweiteren könnte ein unterschiedlicher Expressionsmodus beider NF-AT-Faktoren 
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zu einer selektiven Induktion von Lymphokinpromotoren beitragen. Während NF-ATp 

konstitutiv exprimiert wird, beschrieben Northrop und Kollegen NF-ATc als einen 

induzierbaren Transkriptionsfaktor (Northrop et al., 1994). Vor diesem Hintergrund 

stellten wir uns die Fragen, ob sich (1.) dieser beschriebene Modus der induzierbaren 

Synthese auf alle NF-ATc Isoformen übertragen läßt, und (2.) ob eine veränderbare 

nukleäre Zusammensetzung an NF-ATc-Isoformen mit unterschiedlichen 

transaktivierenden Eigenschaften zu einer selektiven Gentranskription im Zuge der T-

Zellaktivierung und T-Zelldifferenzierung beiträgt.  

Zunächst untersuchten wir die Expression von NF-ATc-Isoformen sowie deren RNA-

Transkription in unterschiedlichen lymphoiden T- und B-Tumorzelllinien. In 

Zusammenarbeit mit PD Dr. E. Schmidt (Immunologisches Institut der Universität 

Mainz) charakterisierten wir schließlich anhand des Modells der in vitro Differenzierung 

naiver CD4+T-Zellen zu Th1- und Th2-Zellen den Expressionsmodus von NF-ATc-

Isoformen im Zuge der T-Zelldifferenzierung. 

Dabei stellten wir fest , dass nur die Expression der kurzen Isoform NF-ATc/A induziert 

wird, während die der längeren Isoformen, NF-ATc/B und NF-ATc/C, nahezu konstitutiv 

verläuft. Interessanterweise erfolgt die Induktion der NF-ATc/A-Isoform nur in Antigen-

erfahrenen Effektor-T-Zellen, nicht jedoch in naiven T-Zellen. Das wird aller 

Wahrscheinlichkeit nach durch die Benutzung einer proximalen, gering-affinen poly A-

"site", pA1, bedingt, die nur bei hohen Konzentrationen von poly A-Faktoren – wie sie 

in Effektor-T-Zellen vorliegen – erkannt wird.  
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Material 

2.1.1 Tiere 

Es wurden Mäuse des Inzuchtstammes BALB/c Ann im Alter von acht bis zwölf 

Wochen verwendet. Der Stamm wurde ursprünglich vom Zentralinstitut für 

Versuchstierforschung, Hannover, bezogen und im Tierstall des Immunologischen 

Instituts der Universität Mainz weitergezüchtet. 

 

2.1.2 Gewebekulturzellen 

Jurkat humane T-Zell-Lymphomlinie  

A3.01 humane T-Zell-Lymphomlinie 

H9 humane T-Zell-Lymphomlinie 

Raji humane B-Zell-Lymphomlinie (Burkitt-Lymphom) 

Daudi humane B-Zell-Lymphomlinie (Burkitt-Lymphom) 

293 embryonale Nierenkarzinomzellen des Menschen 

 

2.1.3 Murine CD4+T- und CD4+/CD62LhighT-Zellen 

CD4+T- und CD4+/CD62LhighT-Zellen werden aus den Milzen von Balb/c Ann-Mäusen 

über MACS-Säulen mit an Microbeads (Miltenyi Biotec) gekoppelten Antikörpern gegen 

CD4 und CD62L gewonnen. Diese Zellen werden gemäß einem in vitro 

Differenzierungsmodell zu Th1- und Th2-Zellen differenziert (Schmitt et al., 1994a). 

 

2.1.4 Nährmedien 

DMEM (+)-Medium 500 ml DMEM-Medium 

 5 ml 100x nichtessentielle Aminosäuren 

 5 ml 100 mM Natriumpyruvat 
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 7 ml 200 mM Glutamin 

 1 x 105 I.E.  Penicillin G 

 1 x 105 I.E. Streptomycinsulfat 

 5 % (v/v) fötales Kälberserum (FCS) 

 

RPMI (+)-Medium 500 ml RPMI-1640-Medium 

 5 ml 100x nichtessentielle Aminosäuren 

 5 ml 100 mM Natriumpyruvat 

 7 ml 200 mM Glutamin 

 12,5 ml  10%iges Na2HCO3 

 1 x 105 I.E.  Penicillin G 

 1 x 105 I.E. Streptomycinsulfat 

 5 ml/10 Liter 25%ige HCl 

 5 % (v/v) fötales Kälberserum (FCS) 

 

LB-Medium  1 %  Bacto-Trypton 

  0,5 %  Hefeextrakt 

  0,5 %  NaCl 

 +1,5 %  Agar (für Agar-Platten) 

 

MEM   10,58 g/l MEM-Trockenpulver 

  4,7 g/l HEPES 

 

IMDM  17,67 g/l IMDM-Trockenpulver 

  3,02 g/l NaHCO3 

  1% Penicillin G 

  1% Streptomycinsulfat 

  5 x 10-5 M/l 2-Mercaptoethanol  

 

Testmedium  IMDM 

  5% FCS 

  1% Glutamin   

  1% Natriumpyruvat 
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2.1.5 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Blotgerät TransphorLid Hoefer 

Gelkammern Hoefer 

Geltrockner BioRad 

Hochleistungszentrifuge Beckman 

Kühlzentrifuge Heraeus 

Mikrozentrifuge Eppendorf 

3MM-Papier Whatman 

Nitrozellulose Schleicher & Schüll 

Nylonmembran Qiabrane Qiagen 

Phosphor Imager Molecular Dynamics 

Röntgenfilme (BioMax) Kodak 

Ultrazentrifuge Beckman 

Zählkammer Hartensein 

Zellkulturplatten 

 6-well Flachboden Costar 

 24-well Flachboden Costar 

 48-well Flachboden Costar 

 96-well Spitzboden Greiner 

 96-well Immunoassay-Platten Geiner 

 

2.1.6 Chemikalien und Lösungen 

Acrylamid/Bisacrylamid  Roth 

Agar-Agar  Sigma 

Agarose  Roth 

2,2'-Amino-bis-(3-Ethylbenzthiazolin- 

6-Sulfonsäure) (ABTS)  Sigma   

Ammoniumperoxydsulfat (APS)  Sigma 

Ampicillin, 40 mg/ml  Hoechst 

Bradford-Reagenz (5x)  BioRad 

Brefeldin A  Sigma 

Bromphenolblau  Merck 

BSA Fraktion V (Rinderserumalbumin)  Boehringer 
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Chloroform, RNase-frei   Roth  

Diethylpyrocarbonat (DEPC)  Roth 

ECL Western blotting analysis system  Amersham 

EDTA  Sigma 

Essigsäure  Roth 

70% (v/v) Ethanol  Roth 

Formaldehyd  Roth 

Formamid  Roth 

Fötales Kälberserum (FCS)  Gibco/BRL 

Glutaminlösung  Roth 

H2O2  Fluka 

Ionomycin: 5mM  Sigma  

Isopropanol, RNase- frei  Roth 

Methylenblau  Sigma 

MPOS  Sigma 

Natriumpyruvatlösung  Seromed 

Nukleotide α32P-dATP (10mCi/ml)  DuPont 

Oligonukleotide  MWG-Biotech 

Poly (dG/dC)  Boehringer 

Poly (dI/dC)  Boehringer 

Ponceau-Red  Sigma 

Temed (Tetramethylenethylendiamin)  Sigma 

TPA (12-o-tetradecanoyl-phorbol-13- 

acetat)  Sigma 

Trypanblau  Gibco 

Tween 20  Roth 

 

2.1.7 Puffer 

Die Puffer wurden mit doppelt destiliertem Wasser angesetzt und anschließend 

entweder autoklaviert oder sterilfiltriert. 

 

ATV-Lösung 8,00 g  NaCl 

 0,27 g  KCl 
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 1,15 g  Na2HPO4 

 0,20 g  KH2PO4 

 0,10 g  MgSO4 x 7 H2O 

 1,25 g  Na2-EDTA 

 1,25 g  Trypsin 

  ddH2O  ad 1 Liter  

  mit HCl auf pH 7,2 titrieren 

 

Bindungspuffer für EMSA (3x) 60 mM  Hepes pH 7,9 

   3 mM DTT 

   3 mM EDTA 

  150 mM KCl 

 12% Ficoll 

 

Blocking-Puffer 1% BSA in PBS (1x) 

 

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

 

Citrat-Puffer 40 mM Citronensäure 

 60 mM Na2HPO4 (pH 4,4) 

 

Coating-Puffer 0,1 M Na2HPO4 (pH 9,2) 

 

Denhardt's Lösung 10 g  Ficoll 400 

 10 g  Polyvinylpyrolidon MW 360000 

 10 g  BSA  

  ad 500 ml ddH2O 

 

DNA-Färbelösung 80% Glycin 

 100mM EDTA 

 0,025% Bromphenolblau 

 0,025%  Xylenxyanol F 

 

ELISA-Wasch-Puffer 0,1% Tween 20 in PBS (1x) 
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Erythrozytenlysepuffer 8,29g NH4Cl  

 1,0g KHCO3 

 0,037g EDTA 

  ad 1l H2O  

 

Extraktionspuffer für Kernproteine 

- Puffer A 10 mM  Hepes pH 7,9 

 10 mM  KCl 

 0,1 mM  EDTA 

 0,1 mM EGTA 

 1 mM DTT 

 0,5 mM PMSF 

 

- Puffer C 20 mM  Hepes  

 0,4 M NaCl 

 1 mM EDTA 

 1 mM  EGTA 

 1 mM DTT 

 1 mM PMSF 

 

"Großer MACS" (GM)-Puffer 0,5%  BSA 

 0,01% NaN3 

 5 mM EDTA 

  in PBS (1x)   

 

2xHBS 50 mM  Hepes, pH 7,05 

 280 mM  NaCl 

 0,75 mM  Na2HPO4 

 0,75 mM  NaH2PO4 

 

Kalzium-Mix 0,1 M  Hepes, pH 7,05 

 0,5 M  CaCl2 
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Klenow-Puffer (5x)  250 mM Tris-HCl, pH 8,0 

 25 mM MgCl2  

 5 Mm DTT 

 

Ladepuffer für SDS-Gele (2x) 100mM Tris pH6,8 

 4% SDS 

 0,2% Bromphenolblau 

 20% Glycerin 

 20% Methanol 

 0,5% DTT 

 

Laufpuffer für SDS-Gele (5x) 15,1g Tris 

 94g Glycin 

 

Milchpulverlösung zum Blocken 5% Magermilchpulver 

  in 1x TBS-Tween 

 
10xMOPS 220 mM  MOPS pH 7,0 

 50 mM  Na-Acetat 

 10 mM  EDTA 

 

PBS 140mM NaCl 

 2,7mM KCl 

 8,1mM Na2HPO4 

 1,5mM KH2PO4 
 

10xPonceau-Red 2%  Ponceau-red 

 30% Trichloressigsäure 
 

RNA-Ladepuffer 100 µl  10xMOPS 

 500 µl  Formamid 

 185 µl  Formaldehyd 

 40 mg  Ficoll 400 

 0,4%  Bromphenolblau 

 



Material und Methoden 36 

 

RNA-Hybridisierungspuffer 25 ml  20xSSPE 

 50 ml  Formamid 

 5 ml  100xDenhardt's Lösung 

 1 g  SDS 

  0,1 mg/ml Hering-Sperm-DNA 

  1 mg/ml Hefe-RNA 

 

1xTAE 48,4g Tris 

 11,4 ml Essigsäure 

 3,72g EDTA  

  auf 1l ddH2O 

 

1xTBE 89 mM Tris 

 89 mM Borsäure 

 2 mM EDTA 

 

TBS 25mM Tris 

 137mM NaCl 

 5mM KCl 

 7mM CaCl2 

 0,5mM MgCl2 

 0,6mM Na2HPO4 

 

TE 10mM Tris 

 1mM EDTA  

  mit HClkonz. auf pH 8 einstellen 

 

Transferpuffer 0,48M Tris 

 0,39M Glycin 

 20% Methanol 

 

20xSSPE 3,6 M  NaCl 

 0,2 M  NaH2PO4/Na2H2PO4 pH 7,0 
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 20 mM  EDTA 

 

20xSSC 3 M  NaCl 

 0,3 M  NaCitrat 

 

Waschpuffer für Western Blots 0,1% Tween in PBS 

 

2.1.8 Reaktionssysteme 

RNeasy Kit QUIAGEN  

ECL Western blotting analysis system Amersham 

RiboQuant (RPA) Kit PharMingen 

MACS Separation Columns Miltenyi Biotec 

Streptavidin-Beads Miltenyi Biotec 

MACS Anti-FITC-MicroBeads Miltenyi Biotec 

Trizol-Reagens  GibcoBRL 

 

2.1.9 Enzyme 

DNA-Polymerase I, Klenow-Fragment MBI Fermentas 

RNase Boehringer 

MACS MultiSort Release Reagent Miltenyi Biotec 

Streptavidin-POD La Roche 

 

2.1.10 Radioaktivität 

32P-ATP (3000 Ci/mMol)  Amersham 

 

2.1.11 Proteingrößenmarker 

10 kD-Leiter  GibcoBRL 

 
10 kD 40 kD 70 kD 100 kD 160 kD 
20 kD 50 kD 80 kD 110 kD 
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30 kD 60 kD 90 kD 120 kD 
 

2.1.12 Oligonukleotide 

Pu-bB     (-92) tcgaCAATCTGGTGTAATAAAATTTTCCAATGTAAACTCAg (-57) 

                               GTTAGACCACATTATTTTAAAAGGTTACATTTGAGTcctag 
 
Pu-bd    (-292) CCAAAGAGGAAAATTTGTTTCAta (-270) 

    CGTTTCTCCTTTTAAACAAAGTat 

 

2.1.13 Eukaryontische Expressionsvektoren 

NF-ATc NF-ATc-cDNA im pRSV Expressionsvektor (Klein-Hessling et al., 1996) 

 

2.1.14 Cytokine 

Die aufgeführten Cytokine werden als Standards im ELISA und als Zusätze zu den 

Stimulationsansätzen von CD4+T-Zellen eingesetzt. 

 

Murines rekombinantes Interleukin 2 (mIL-2) 

mIL-2 wurde aus den Überständen von X63Ag8-653 Myelomzellen gewonnen. Diese 

Zellen waren mit muriner IL-2-cDNA transfiziert worden. Die IL-2-haltigen 

Kulturüberstände wurden über Affinitätschromatographie bis zur Homogenität 

angereinigt. 

 

Murines rekombinantes Interleukin 4 (mIL-4) 

Aus transformierten X63Ag8-653 Myelomzellen wurde mIL-4 gewonnen und ebenso 

über Affinitätschromatographie gereinigt. Eine Unit ist als die Konzentration definiert, 

die zur halbmaximalen Proliferationssteigerung der Zelllinie F4/4K.6 führt. 

 

Murines rekombinantes Interleukin 12 (mIL-12) 

mIL-12 wurde von Dr. M. K. Gately (Hoffmann LaRoche, Nutley, NJ) durch Dr. T. 

Germann (Institut für Immunolgie, Universität Mainz) zur Verfügung gestellt. Ein 

Nanogramm IL-12 entspricht 1000 Units. 

 



Material und Methoden 39 

 

Rekombinantes Ratten Interferon-gamma (rIFN-γ) 

Das verwendete rIFN-γ wurde von Dr. G. R. Adolf (Ernst Behringer Institut für 

Arzneimittelforschung, Wien, Österreich) zur Verfügung gestellt. 

 

2.1.15 Antikörper zur Immundetektion von NF-AT-Proteinen 

AA 1-654 (mAb-A) 

Monoklonaler Maus-anti-NF-ATc-Antikörper (IgG1). Dieser Antikörper wurde von der 

Firma Alexis bezogen und erkennt spezifisch ein Epitop, das innerhalb der AA-

Sequenz 205-293 von NF-ATc/A liegt. 

 

AA 735-825 (pAb-B) 

Dieser polyklonale Antikörper wurde von der Firma Eurogenetic mit Hilfe eines GST-

Fusionsproteins, das für die AA-Sequenz 735-825 von NF-ATc/B kodiert, durch 

Immunisierung von Kaninchen hergestellt und detektiert spezifisch NF-ATc/B und NF-

ATc/C.  

 

Anti-67.1 (Ab-p) 

Antikörper gegen das 67.1 Peptid nahe dem N-Terminus des murinen NF-AT1 (NF-

ATp). Dieser Antikörper erkennt NF-ATp von Mensch und Maus und besitzt keine 

Kreuzreaktivität mit NF-ATc, NF-AT3 oder NF-AT4. 

 

2.1.16 Sekundärantikörper zur Immundetektion von NF-AT-Proteinen 

Sekundäre, an Peroxidase gekoppelte Antikörper dienen zum immunologischen 

Nachweis von Proteinen im Western blot. Verwendet werden Kaninchen-anti-Maus-

Antikörper (Amersham) und Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper (Amersham). 

 

2.1.17 Antikörper für die Separation muriner CD4+T- und CD4+/CD62LhighT-Zellen 

H129.19-bio (Ratte anti-Maus-CD4-biotin) 
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Der Klon H129.19 wurde von Dr. H. Huber (Hautklinik Universität Mainz) zur Verfügung 

gestellt. 

 

GK1.5-FITC (Ratte anti-Maus CD4) 

Der Klon GK1.5 wurde von der American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA, 

TIB 207) bezogen und der Antikörper FITC-markiert. 

 

Mel-14-bio (Ratte anti-Maus Mel-14-biotin) 

Der Klon wurde von der American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA, TIB 

132) bezogen und der Antikörper biotinyliert. 

 

2.1.18 Antikörper für die Stimulation und Kultur muriner CD4+T-Zellen 

H57-597 (Hamster anti-Maus T-Zellrezeptor-αβ) 

Der Klon wurde von der American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA, TIB 

218) bezogen 

 

37.51 (Hamster anti-Maus CD28) 

Der Klon wurde von Dr. J. P. Allison durch Dr. G. Leclerq (Universität Genf, Schweiz) 

zur Verfügung gestellt. 

 

XMG1.2 (Ratte anti-Maus IFN-γ) 

Dieser Antikörper wurde von Dr. A. O'Garra (DNAY Research Institute, Palo Alto, CA, 

USA) zur Verfügung gestellt und zur Neutralisierung von endogen gebildeten IFN-γ zur 

Zellkultur gegeben. 

 

BVD4-1D11 (Ratte anti-Maus IL-4) 

Dieser Antikörper wurde von Dr. A. O'Garra (DNAY Research Institute, Palo Alto, CA, 

USA) zur Verfügung gestellt. 

 

2.1.19 Antikörper für ELISA 

R46A2 und AN.18.17.24 (Ratte anti-Maus IFN-γ) 
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Beide Antikörper wurden von Dr. M. Lohoff (Institut für klinische Mikrobiologie, 

Erlangen) zur Verfügung gestellt. AN-18.17.24 wurde  in biotinylierter Form als 

Sekundärantikörper eingesetzt. 

 

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

Beide Antikörper wuden von Dr. A. O'Garra (DNAX Research Institute, Palo Alto, CA, 

USA) zur Verfügung gestellt. BVD6-24G2 wurde in biotinylierer Form als 

Sekundärantikörper eingesetzt. 

 

JES6-1A12, JES6-5H4 und 90.2-bio (anti-IL-2) 

Es handelt sich um Ratte-anti-Maus-IL-2 Antikörper der IgG2a bzw. IgG2b Subklasse. 

Die beiden Klone JES6-1A12 und JES6-5H4 wurden von Dr. A. O'Garra (DNAX 

Research Institute, Palo Alto, CA, USA) zur Verfügung gestellt. Die Antikörper des 

Klons 90.2 von Dr. habil. E. Schmitt affinitätsgereinigt und biotinyliert.  

 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Kultivierung von Suspensionszellen und adhärenten Zellen 

Die verwendeten Zellinien werden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 in 

Zellkulturen gehalten. Als Kulturmedium dienen für Suspensionszellen (Jurkat-, A3.01-, 

H9-, Raji- und Daudi-Zellen) RPMI (+) und für adhärente Zellen (293-Zellen) DMEM 

(+). Regelmäßiges Umsetzen dient dazu, Zellen mit frischen Nährstoffen zu versorgen 

und die Kulturen von Stoffwechselendprodukten zu reinigen. Suspensionszellen 

werden zusammen mit dem Kulturmedium in Zentrifugationsröhrchen überführt und 5 

Min. bei 250 * g und Raumtemperatur zentrifugiert. Zum Waschen der Kulturen wird 

der Niederschlag mit dem entsprechenden Medium resuspendiert, und der Ansatz 

erneut zentrifugiert. Abschließend werden die Zellen in einer Dichte von 1 x 105 

Zellen/ml mit frischem Medium in die Kulturgefäße zurückgegeben.  

Nach dem Wachsen der adhärenten Zellen in DMEM (+)-Medium bis zu einer 

konfluenten Schicht werden die Zellen umgesetzt. Dabei wird das Medium mit Hilfe 

einer Vakuumpumpe abgesaugt, die Zellen werden mit 5 ml ATV-Lösung überschichtet 

und 5 Min. im Brutschrank inkubiert. Anschließend werden sie entsprechend den 
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Suspensionszellen zentrifugiert und gewaschen. Nach Rückführung der Zellen in 

frische Schalen wird das Kulturvolumen auf 10 ml eingestellt. 

 

2.2.2 Bestimmung der Zellzahl 

Die Zellzahl wird mit Hilfe der Thomas-Zählkammer, in der zweimal 16 Quadrate der 

Grundfläche 0,1mm² eingraviert sind, bestimmt. Zur Darstellung der abgestorbenen 

Zellen werden 20 µl der zu messenden Zellsuspension mit 20 µl Trypanblau 

"bluestain", einem Farbstoff, der tote Zellen blau anfärbt, gemischt. Anschließend kann 

unter Verwendung der Zählkammer und einem Mikroskop die Anzahl der nicht blau 

gefärbten, d.h. vitalen Zellen bestimmt werden. Die Summe der Zellen in beiden 

Zählfeldern, multipliziert mit dem Faktor 104, ergibt die Dichte der Kultur in Zellen/ml. 

 

2.2.3 Induktion lymphoider Tumorzellen und adhärenter Zellen  

Zur Stimulation der Zellen werden in Abhängigkeit vom Zelltyp verschiedene 

Konzentrationen der Stimulantien TPA und Ionomycin verwendet. Während der 

Stimulationsdauer mit TPA und/oder Ionomycin werden die Zellen im Brutschrank bei 

37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 

 

 
 

 
T-Tumorzellen 

 
B-Tumorzellen 

 
293-Zellen 

TPA 
Ionomycin 

20 ng/ml 
1 µmol/ml 

100 ng/ml 
1 µmol/ml 

100 ng/ml 
1 µmol/ml 

 

2.2.4 Präparation von CD4+T-Zellen aus BALB/c Ann-Mäusen 

2.2.4.1 Präparation von Gesamtmilzzellen 

Verwendet werden BALB/C Ann-Mäuse im Alter 8 bis 12 Wochen. Die Milzen dieser 

Mäuse werden im Zellsieb zerrieben, und die Zellen setzen sich ab. Der Überstand  

wird abpipettiert und bei 1600 Upm 10 Min. zentrifugiert. Die vorhandenen Erythrozyten 

werden durch Inkubation im Erythrozytenlysepuffer (1 ml/Milz) 3 Min. lysiert. Zur 

Enfernung von entstandenen Zellaggregaten wird das Lysat mit MEM + 2% FCS über 
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eine mit Nylonwatte (30 µm) gestopfte Pasteurpipette aufgereinigt. Anschließend 

erfolgt die Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe der Thomas-Zählkammer. 

 

2.2.4.2 Präparation von CD4+T-Zellen 

Die Separation von CD4+T-Zellen erfolgt aus dem Gesamtmilzzellextrakt über MACS-

Säulen mit an Microbeads-gekoppelten Antikörpern gegen den Oberflächenmarker 

CD4. Dafür werden jeweils 1x108 Zellen aus Gesamtmilzzellextrakt in 1 ml GM-Puffer 

mit 0,5 µg/ml H129.19bio (Stocklösung 200 µg/ml) 10 Min. bei 4°C inkubiert. Durch 

zweimaliges Waschen mit GM-Puffer wird nichtgebundenes H129.19bio entfernt. Im 

zweiten Schritt erfolgt die Inkubation  der 1x108 Zellen mit 5 µg/ml Streptavidin-Beads 

(Stocklösung 200 µg/ml) in 1 ml GM-Puffer bei 4°C für weitere 10 Min.. Die Zellen 

werden ml-weise über die MACS-Säulen gegeben und mit 5 ml GM-Puffer je Säule 

eluiert. Dabei dürfen max. 5x108 Zellen für eine Säule benutzt werden. Das Eluat wird 

bei 1600 U/min abzentrifugiert, das Pellet in 10 ml GM-Puffer aufgenommen, und je 5 

ml der Suspension werden erneut über eine Säule gegeben. Nach zweimaligem 

Waschen im Testmedium erfolgt die Bestimmung der Zellzahl.  

 

2.2.4.3 Präparation von CD4+/CD62LhighT-Zellen 

Die Reinigung von CD4+/CD62LhighT-Zellen aus den Milzen von BALB/c Ann-Mäusen 

wird mit dem Anti-FITC MultiSort Kit von Miltenyi Biotec durchgeführt. Mittels 

sukzessiver positiver Selektion gegen die Oberflächenmarker CD4 und CD62L über 

MACS-Säulen werden dabei naive CD4+T-Zellen aus den Gesamtmilzzellextrakten 

isoliert.  

1x108 Zellen aus Gesamtmilzzellextrakt werden in 1 ml eisgekühltem BSA-Puffer 

aufgenommen und mit 1 µg/ml GK1.5-FITC (Stocklösung 200 µg/ml) 10 Min. bei 4°C 

inkubiert. Die Zellen werden jeweils in 5 ml BSA-Puffer gewaschen und bei 1600 Upm 

abzentrifugiert. 1x108 der CD4-FITC-markierten Zellen werden im zweiten Schritt nach 

DNA-Verdau durch Zusatz von 100 U/ml DNase (Stocklösung 5000 U/ml) mit 20 µg/ml 

des sekundären Antikörpers anti-FITC-MSB (Stocklösung 200 µg/ml) in 1 ml 

eisgekühltem BSA-Puffer 15 Min. bei 4°C inkubiert und anschließend in 5 ml BSA-

Puffer gewaschen. Es folgt nun hintereinander die zweimalige positive Selektion der 

CD4+Zellen über jeweils eine MACS-Säule. Dabei sollte die Ausbeute der CD4+-Zellen 
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bei etwa 10% liegen. Zur enzymatischen Entfernung der MACS MicroBeads werden 

1x108 Zellen mit 8 µl MACS MultiSort Release Reagent (Stocklösung 200 µg/ml) 10 

Min. bei Raumtemperatur in 1 ml BSA-Puffer inkubiert und anschließend mit 5 ml BSA-

Puffer gewaschen. Zur Depletion von "non-released" Zellen werden die Zellen erneut 

über eine MACS-Säule gegeben, wobei sich diesmal die "released" CD4+Zellen im 

Durchlauf befinden.  

Zur positiven Selektion von CD62Lhigh(Mel14high) Zellen werden jeweils 1x108 

CD4+Zellen in 1 ml eisgekühltem GM-Puffer mit 1 µg/ml Mel-14bio (Stocklösung 1 

mg/ml) 10 Min. bei 4°C inkubiert, anschließend einmal in 5 ml GM-Puffer gewaschen 

und mit 5 µg/ml Streptavidin-Beads (Stocklösung 200 µg/ml) 10 Min. bei 

Raumtemperatur in 1 ml GM-Puffer inkubiert. Nach dem Abstoppen der Reaktion durch 

Waschen in 5 ml GM-Puffer erfolgt wie oben beschrieben die positive Selektion der 

CD62LhighZellen über zweimalige Passage über MACS-Säulen. Die CD4+/CD62LhighT-

Zellen werden nach der Eluation zweimal in GM-Puffer gewaschen und in 

entsprechender Menge Testmedium aufgenommen.  

Die Effizienz und die Reinheit sowohl der positiven Selektion der Zellseparation als 

auch der "release" Reaktion werden in den jeweils beschriebenen Schritten mittels 

Durchflusszytometrie analysiert und quantifiziert.  

 

2.2.5 In vitro Differenzierung CD4+T-Zellen in Th1- und Th2-Zellen 

2.2.5.1 "Coating" mit Antikörpern 

Die Stimulation der CD4+T-Zellen erfolgt auf 6-"well" Platten. Dafür werden die Näpfe 

sukzessive mit den Antikörpern anti-TCRαβ (2,5 µg/ml) und anti-CD28 (20 µg/ml) in 2 

ml PBS (1x) pro Napf beschichtet und bei 37°C für jeweils 30 Min. inkubiert. Zum 

Entfernen überschüssiger nicht-gebundener Antikörper werden die Näpfe zwischen 

den beiden Inkubationsschritten und schließlich nach der letzten Inkubation mit PBS 

(1x) einmal bzw. dreimal gewaschen.  

 

2.2.5.2 Differenzierungsphase, Tag 1 - 3 

Die in vitro Differenzierung der CD4+T-Zellen erfolgt durch gleichzeitige Inkubation der 

Zellen mit definierten Zytokinen und Zytokinantikörpern in den mit anti-TCRαβ und anti-
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CD28 beschichteten Näpfe. Die Konzentration der Zellen beträgt 5x106 Zellen pro 

Napf. Die Differenzierung wird im Testmedium mit den entsprechenden Zusätzen 

durchgeführt: 

 

 
 
Th1-Zellen 

 
Th2-Zellen 

Cytokine 
Antikörper 

IL-12 (3000 U/ml) 
anti-IL4 (10µg/ml) 

IL4 (1000 U/ml) 
anti-IFN-γ (10µg/ml) 

 

2.2.5.3 Proliferationsphase, Tag 4 - 7 

Am 3. Tag der in vitro Differenzierung werden die differenzierten Zellen auf die Hälfte 

ihrer Konzentration verdünnt, in unbeschichtete Näpfe umgesetzt und ohne Stimulus 

im entsprechenden Inkubationsansatz mit Testmedium inkubiert. An den Tagen 4 bis 7, 

die der Proliferationsphase der Zellen dienen, werden die Zellen jeweils erneut 

verdünnt und in den entprechenden Ansätzen inkubiert: 

 

 Th1-Zellen Th2-Zellen  

Proleukinfutter 
 

Testmedium 
hr IL-2 (100 U/ml) 

 
 

LNC4.2-Futter 
 
 
 

 
 
 
 

Testmedium 
hr IL-2 (100U/ml) 
IL4 (200 U/ml) 
P388D1 (1/1000 U/ml) 

 

2.2.5.4 Restimulation, Tag 7 

Am letzten Tag der Proliferationsphase werden die Zellen geerntet, einmal mit 

Testmedium gewaschen und gezählt. Zur Restimulation werden die Zellen in einer 

Konzentration von 1x106/well entsprechend mit TPA/Ionomycin oder mit den 

Antikörpern anti-TCRαβ und anti-CD28 inkubiert und induziert. 
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 CD4+T-Zellen 

TPA 
Ionomycin 
anti-TCRαβ 
anti-CD28 

20 ng/ml 
1 µmol/ml 
2 µg/ml 
5 µg/ml 

 

2.2.6 Ernten der Zellen 

Lymphoide Suspensionszellen sowie CD4+T-Zellen werden zusammen mit dem 

Kulturmedium in entsprechende Zentrifugationsgefäße überführt. An den Wänden der 

Kulturgefäße verbliebene Zellen werden durch leichtes Nachspülen mit PBS mit Hilfe 

einer Pipette abgelöst. Die Zellsuspension wird 5 Min. bei 250 * g zentrifugiert, und der 

Niederschlag wird mit 10 ml PBS durch erneutes Zentrifugieren gewaschen. Der 

Resuspensionspuffer wird abhängig vom nachfolgenden Experiment gewählt.  

Bei adhärenten Zellen wird zunächst das Medium mit Hilfe einer Vakuumpumpe 

abgesaugt. Durch Überschichtung der Zellen mit mit 5 ml ATV und Inkubation für  5 

Min. im Brutschrank erfolgt die Trennung der adhärenten Zellen vom Boden. Das 

Waschen der Zellen vom Kulturmedium wird analog den Suspensionszellen 

durchgeführt. 

 

2.2.7 Transfektion von DNA in adhärente Zellen 

Die Transfektion von adhärenten Zellen erfolgt nach der Kalzium-Phosphat-

Kopräzipitations-Methode (Jordan et al., 1996). Die Transfektionslösung für einen 

Analyseansatz enthält 2-10 µg DNA, die mit TE auf 240 µl eingestellt und anschließend 

mit 240 µl Kalzium-Mix gut gemischt wird. Nach 5 Min. Inkubation bei Raumtemperatur 

wird dem Ansatz 480 µl 2x HBS zugegeben, erneut gut gemischt und 30 Min. bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die Transfektionslösung wird anschließend direkt in die 

Schalen, in denen die kultivierten Zellmonolayer zu einer 70%igen konfluenten Schicht 

herangewachsen sind, pipettiert und vorsichtig mit dem Kulturmedium gemischt. 

Inkubation der Zellkulturen über 14 Std. im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 diente 

der Kopräzipitaten des Kalziumphosphats und der DNA. Am nächsten Morgen werden 
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die Zellen mit TBS gewaschen und mit frischem Medium versehen. Die Induktion der 

Zellen erfolgte 20 Std. nach der Transfektion. 

 

2.2.8 Präparation von Kernproteinextrakten (Schreiber et al., 1998) 

Kernproteinextrakte werden grundsätzlich im Kühlraum oder Eisbad hergestellt. 

Sämtliche Lösungen und Puffer sollten eiskalt gehalten werden. Für die Präparation 

von Kernproteinextrakten werden 1x107 Zellen bei 1000 rpm 5 Min. abzentrifugiert, mit 

10 ml PBS gewaschen und das Zellpellet wird in 1 ml PBS resuspendiert und in ein 1,5 

ml Reaktionsgefäß überführt. Nach 30 Sek. Zentrifugation bei 5000 rpm wird das 

Zellpellet schließlich in 600 µl Puffer A sanft resuspendiert. Nachdem die Zellen 15 

Min. auf Eis geschwollen sind, werden sie durch 10-maliges Aufziehen der Suspension 

in einer Kanüle mit einem Durchmesser von G263/8 durch Scherung zerkleinert, wobei 

die Zellkerne intakt bleiben. Durch 2 Min. Zentrifugation bei 6000 rpm werden die 

Zellkerne vom zytoplasmatischen Überstand getrennt. Der Überstand, der die 

zytoplasmatischen Proteine enthält, wird bei 20000 rpm 15 Min. abzentrifugiert und 

kann sowohl für Proteinanalysen als auch zur RNA-Isolierung verwendet werden. Die 

Zellkerne werden in 100 µl Puffer C resuspendiert und die Kernproteine durch 15 

minütiges Schütteln bei 4°C extrahiert. Zur Abtrennung der hochmolekularen 

Bestandteile (Kernmembranen und ihr anhaftenden chromosomalen DNA) wird der 

Ansatz 15 Min. bei 12000 rpm abzentrifugiert und der Überstand in ein 1,5 ml 

Reaktionsgefäß transferiert. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration werden die 

Proben in flüssigem Stickstoff in Aliquots eingefroren und bis zur Weiterverarbeitung 

bei -70°C gelagert. 

 

2.2.9 Bestimmung des Proteingehaltes von Kernproteinextrakten (Bradford, 
1976) 

Zur Bestimmung der Kernproteinkonzentrationen wird die Methode nach Bradford 

angewandt. Dabei werden 1-10 µl Kernproteinextrakt mit 1 ml 1x  Bradford-Reagenz 

(5x Bradford-Reagenz 1:5 mit ddH2O verdünnt) gemischt, und die Extinktion wird bei 

578 nm gemessen. Mit Hilfe einer Eichgeraden, die durch Messung der Extinktionen 

bekannter BSA-Konzentrationen (1; 2,5; 5; 7,5; 10 µg) in 1x Bradford-Reagenz erstellt 

wurde, lassen sich die Proteinkonzentrationen der Proben bestimmen. 
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2.2.10 Protein-Gelelektrophorese (SDS PAGE) 

Um Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes zu fraktionieren, werden sie in 

einem denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Dieses setzt sich aus einem 5%-

igen Sammelgel und einem 12 %igen Trenngel mit jeweils unterschiedlichen pH-

Werten zusammen. 

 

 Trenngel 5% Sammelgel 12% 

1,5 M Tris pH 8,8 
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 
10% SDS 
ddH2O 
APS 
TEMED 

2,5 ml 
4 ml 

0,1 ml 
3,3 ml 
0,1 ml 
8,0 µl 

1,25 ml 
1,7 ml 
0,1 ml 
6,8 ml 
0,1 ml 

10 µl 

  

Zunächst wird das Trenngel zwischen die senkrecht stehenden und mit 100% Ethanol 

gereinigten Glasplatten bis ungefähr 3 cm unterhalb der oberen Glasplattenkante 

aufgefüllt. Damit die Oberfäche des Gels gleichmäßig polymerisiert, wird die Gellösung 

sogleich mit ddH2O gesättigtem Isobutanol überschichtet. Nach der Polymerisation wird 

das Isobutanol abgegossen und das Sammelgel eingefüllt. Zur Formung der 

Geltaschen wird ein Kamm zwischen die beiden Glasplatten eingesetzt, und die 

Polymerisation des Sammelgels abgewartet. 10-20 µl der zu fraktionierenden 

Proteinextrakte werden zunächst mit dem gleichen Volumen 2x SDS-Ladepuffer 

gemischt und 5 Min. bei 95°C denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgt bei 35-

40 mA pro Proteingel. Als Laufpuffer dient 1x SDS-Laufpuffer.  

 

2.2.11 Western blot 

Für den immunologischen Nachweis bestimmter Proteine durch Antikörper werden die 

Proteine nach der Fraktionierung in der SDS-PAGE zunächst in einer Transferkammer 

14 Std. bei 400 V in Transferpuffer auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. Zur 

Dokumentation des Proteinstandards und späteren Zuordnung der Proteine nach 

deren Molekulargewicht, wird die Membran zunächst mit Ponceau-Red angefärbt und 

zwischen zwei Klarsichtfolien in der Kopiermaschine fotokopiert. Anschließend wird die 
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Membran in TBS-Tween gewaschen, und zur Verhinderung einer unspezifischen 

Proteinbindung in 5% Milchpulver  in PBS mit 0,05% Tween für eine Std. geblockt. Der 

primäre spezifische Antikörper wird entsprechend verdünnt in die Milchlösung 

pipettiert, und die Membran wird darin eine Std. inkubiert. Nach einmaligem 15 

minütigen und dreimaligem 5 minütigen Waschen der Membran in TBS + 0,05%Tween 

wird die Membran in einer frischen Milchlösung mit dem sekundären, an Peroxidase 

gekoppelten Antikörper inkubiert. Nach erneutem Waschen (1x 15 Min., 3x 5 Min.) mit 

TBS-Tween erfolgt die Immundektektion unter Anwendung des ECL Western Blotting 

Analysis Systems nach Anleitung des Herstellers. Die Membran wird dazu leicht 

angetrocknet und zwischen zwei Klarsichtfolien gelegt. Die ECL-Lösungen werden auf 

die Membran pipettiert, und ein Röntgenfilm wird für die Dauer von 10-60 Min. 

angelegt. 

 

2.2.12 DNA-Gelelektrophorese im Polyacrylamidgel 

Zur Durchführung von "electrophoretic mobility shift assays" (EMSA) und zur Reinigung 

radioaktiv markierter DNA-Fragmente werden 6%- bzw. 15%-ige native Poly-

acrylamidgele verwendet. Die Polyacrylamidlösung wird sofort nach Zugabe der 

Radikalbildner TEMED und APS luftblasenfrei zwischen zwei saubere, durch 1mm 

Abstandshalter getrennte Glasplatten gegossen. Die Elektrophorese erfolgt nach der 

Polymerisation des Polyacrylamidgels in 0,4xTBE bzw. 1xTBE als Laufpuffer bei 200 - 

300 Volt. 

 

Polyacrylamidgel 6% 15% 

Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 
5xTBE 
ddH2O 
TEMED 
APS (10%) 

8 ml 
4 ml 

38 ml 
75 µl 

500 µl 

25 ml 
10 ml 
15 ml 
50 µl 
300 µl 
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2.2.13 Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem Polyacrylamidgel 

Polyacrylamidgele dienen zum Auftrennen von radioaktiv markierten Oligonukleotiden. 

Nach der Elektrophorese wird das Gel mit einer Klarsichtfolie abgedeckt und 5 Min. mit  

einem Film exponiert. Fluoreszenzmarker, die am Rand des Gels anbebracht werden, 

dienen der späteren Orientierung. Danach wird der Film auf das Gel gelegt, und die 

entsprechenden Banden werden mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Gelstücke 

werden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, mit einer 200 µl Pipettenspitze 

zerstoßen und anschließend mindestens 4-5 Std. bei Raumtemperatur in 0,1 M KCl 

enthaltendem TE unter ständigem Schütteln inkubiert. Die Abtrennung des Eluates von 

den Gelstücken erfolgt in einer mit Glaswolle gestopften 1 ml Pipettenspitze. 

 

2.2.14 DNA/Protein-Bindungsstudien  

2.2.14.1 "Annealing" von Oligonukleotiden 

DNA-Bindungsstudien werden mit doppelsträngigen Oligonukleotiden durchgeführt. 

Das 'Annealing' der komplementären einzelsträngigen Oligonukleotide zum 

Doppelstrang erfolgt, indem man 1-10 µg komplementäre einzelsträngige Oligo-

nukleotide mit 0,1 M KCl in TE auf 40 µl auffüllt, 3 Min. bei 88°C, 10 Min. bei 65°C, 30 

Min. bei 37°C und 60 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. 

 

2.2.14.2 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden 

Nach dem Anlagern der komplemetären Einzelstrang-Oligonukleotide zum 

Doppelstrang werden die Proben an ihren 3'-Enden radioaktiv markiert. Das Klenow-

Fragment der E. coli DNA-Polymerase I kann 3'-Enden von DNA-Fragmenten auffüllen, 

indem es die 5'-Überhänge als Vorlage benutzt. Ein Ansatz zur radioaktiven 

Markierung besteht aus 50 ng DNA, 2 µl 5x Klenow-Puffer, je 2 nmol dGTPs, dCTGs 

und dTTPs, je 2 µl [α32P]dATP und 1 U Klenow-Enzym und wird mit ddH2O auf 20 µl 

aufgefüllt. Nach 20 Min. Inkubation bei Raumtemperatur wird die Reaktion durch 

Zugabe von 5 µl DNA-Farbpuffer ("blue juice") gestoppt. 

Zur Reinigung von freien Nukleotiden wird die Probe sofort auf ein 15%-iges Polyacryl-

amidgel aufgetragen und 3 Std. bei 150 Volt getrennt. Die Bande des radioaktiven 
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Oligonukleotides wird ausgeschnitten und die DNA eluiert. Die Aktivität der markierten 

Probe wird im Szintillationszähler nach Cerenkov bestimmt. 

 

2.2.14.3 "Electrophoretic Mobility Shift Essay" (EMSA; Schreiber et al., 1988) 

Um die in vitro DNA-Bindung von Proteinen zu ermitteln, werden Proteine mit 

radioaktiv markierten DNA-Sequenzmotiven inkubiert und die entstehenden Komplexe 

an einem nativen Polyacrylamidgel auftrennt. DNA-Fragmente, an die Proteine 

gebunden sind, zeigen eine verzögerte Wanderungsgeschwindigkeit im Gel und 

können somit von ungebundener DNA abgetrennt werden. Synthetische Kompetitoren, 

wie poly dI/dC oder poly dG/dC, verhindern in diesen Versuchen unspezifische DNA-

Bindung durch Proteine an die Bindeprobe, indem sie als 2.000-10.000facher 

Überschuß dem Versuchsansatz hinzugefügt werden. Der Nachweis einer spezifischen 

DNA-Protein-Wechselwirkung erfolgt durch Kompetition mit einem Überschuß des 

entsprechenden nichtmarkierten Oligonukleotides.  

Zu 3 µg Kernproteinextrakt werden 700 ng polydI/dC (poly dG/dC), 3 µl 

3xBindungspuffer und 5.000 cpm (ungefähr 0,2 ng) radioaktiv markierte DNA gegeben. 

Das Endvolumen wird mit ddH2O auf 9 µl eingestellt. Nach 15 Min. Inkubation auf Eis 

werden die Proben parallel zu einem Farbmarker auf ein 5%-igen Polyacrylamidgel, 

das ca. 2 Std. vorgelaufen ist, aufgetragen. Nach Beendigung der SDS-PAGE bei 200 

Volt in 0,4xTBE wird das Gel zunächst für 10 Min. in 10%-iger Essigsäure fixiert und 

anschließend auf 3MM-Whatman Papier bei 80°C auf dem Geltrockner getrocknet. Die 

Exposition an einem Röntgenfilm erfolgt normalerweise mit Verstärkerfolien 1 - 3 Tage 

bei -70°C. 

 

2.2.15 Präparation von Gesamtzell-RNA aus eukaryontischen Zellen 

2.2.15.1 RNA-Präparation mit TRIzol-Reagens 

Eukaryontische Gesamtzell-RNA wurde unter Verwendung des TRIzol-Reagens 

(GibcoBRL) nach dem vom Hersteller mitgelieferten Protokoll isoliert. Es wurden 

ausschließlich RNase-freie Plastikwaren und Lösungen verwendet. 1x108 Zellen 

wurden zu den im Ergebnisteil angegebenen Zeitpunkten geerntet, sedimentiert, nach 

möglichst vollständigem Absaugen des Überstandes in 1 ml Trizol resuspendiert und 5 
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min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Trizol wurden die Zellen lysiert und sämtliche 

Proteine aufgrund des enthaltenen Guanidiniumisothiocyanats sofort denaturiert, so 

dass ein enzymatischer Abbau der RNA vermieden wurde. Anschließend wurde das 

Lysat in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt, mit 200 µl Chloroform versetzt, gut 

durchmischt und nach zweiminütiger Inkubation bei Raumtemperatur in einer 

Eppendorf-Tischzentrifuge bei 4°C zentrifugiert (15 min, 13000 Upm), um klar 

getrennte Phasen zu erhalten. Die wässrige, RNA enthaltende Phase wurde in ein 

neues Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt, ohne die organische Phenol/Chloroform-

Phase sowie die das gefällte Protein enthaltende weiße Interphase zu berühren. 

Anschließend wurde die RNA durch Zugabe von 500 µl Isopropanol 10 min bei 

Raumtemperatur gefällt, sedimentiert (10 min, 13000 Upm, 4°C) und nach Verwerfen 

des Überstandes mit 1ml 70% Ethanol gewaschen (10 min, 13000 Upm, 4°C). Der 

Überstand wurde erneut vollständig entfernt, die sedimentierte RNA getrocknet und in 

12-20 µl DEPC-H2O in Abhängigkeit von der zu erwartenden RNA-Menge gelöst und 

dann bei -20°C gelagert. 

 

2.2.15.2 RNA-Präparation mit RNeasy Kit (QUIAGEN) 

Zur Präparation von Gesamtzell-RNA aus CD4+T-Zellen wurde das kommerziell 

erhältliche RNeasy Kit von QUIAGEN verwendet und gemäß den Anweisungen des 

Herstellers vorgegangen. Zur Homogenisierung der Zellen wurden zusätzlich 

QIAshredder der Firma QUIAGEN benutzt. Isolierte RNAs werden bei -70°C in RNase-

freiem ddH2O gelagert. 

 

2.2.16 Bestimmung von RNA-Konzentrationen 

Die RNA-Konzentrationen wurden fotometrisch durch die Messung der Absorption 

einer 1:70 Verdünnung in einer Mikroküvette (70µl Volumen) bei einer Wellenlänge von 

260nm bestimmt. Hierbei entspricht eine A260-Einheit einer Konzentration von 40 

µg/ml RNA. Das Verhältnis zwischen den Extinktionswerten bei 260 nm und 280 nm 

läßt eine Abschätzung der Reinheit der RNA zu. Absolut reine RNA-Präparation besitzt 

ein 260/280 Verhältnis von 2,0. Die Integrität und die Größenverteilung der gereinigten 

RNA kann mittels Elektrophorese im denaturierenden Agarosegel und Ethidiumbomid-
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Färbung kontrolliert werden. Für eukaryontische Zellen erscheinen im gefärbten Gel 

zwei scharfe Banden für die 28S und 18S ribosomale RNA.  

 

2.2.17 RNA-Agarose-Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung der Gesamt-RNA werden denaturierende Agarosegele verwendet, die 

die Auflösung von Sekundärstrukturen gewährleisten. Pro Spur werden etwa 10 µg 

RNA eingesetzt. Zum Laden wird die RNA in 20 µl RNA-Ladepuffer resuspendiert und 

15 Min. bei 68°C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgt bei 2 V/cm Gellänge in 

1xMOPS als Laufpuffer. Die Gele werden nach der Elektrophorese 20 Min. in 

Ethidiumbromid-Lösung gefärbt (1,0 µg/ml Ethidiumbromid in 1xMOPS) und 45 Min. in 

ddH20 entfärbt. Die Banden der 28S- und 18S-rRNA sind im UV-Licht sichtbar.  

 

Agarose/Formaldehyd-Gel 1,5% / 6% 

Agarose 
10xMOPS 
Formaldehyd (37%) 
ddH2O 

4,5 g  
30 ml  
50 ml  

220 ml 

 

2.2.18 Northern blot  

Die in Formaldehyd-Agarosegelen aufgetrennte Gesamtzell-RNA wird mit Hilfe der 

Kapillar-Blot-Technik auf ungeladene Nylonmembran (Qiabrane, Qiagen) übertragen, 

wobei der Transfer mit 10xSSC 16 bis 18 Std. erfolgt. Anschließend werden die 

Membranen in 2xSSC gespült, und die RNA wird nach kurzem Trocknen der Filter 

durch UV-"Crosslinking" fixiert. Zusätzlich werden die Northern Blots im Anschluß an 

die UV-Fixierung 30 Min. bei 80°C gebacken. Der Transfer der RNA kann durch eine 

Methylenblaufärbung überprüft werden. Hierzu wurde die Membran 10 Min. in 50 mM 

NaOH gelegt und anschließend 60 Sec. in 0,3 M Natriumacetat (pH 5,2)/0,03% 

Methylenblau inkubiert. Die Entfärbung der Membran wurde durch mehrmaliges 

Waschen mit ddH2O erreicht. Die Hybridisierung der Membran erfolgt in 

Hybridisierungspuffer über Nacht bei 65°C mit einer 32P-ATP markierten 

doppelsträngigen DNA-Sonde, die zuvor 10 Min. bei 95°C denaturiert wurde. Um 
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unspezifisch gebundene DNA von der Membran zu entfernen, wird sie mit 2xSSC und 

0,1 % SDS bei Raumtemperatur gewaschen. Stringenteres Waschen erfolgte durch 

Temperatursteigerung auf 65°C und Absenkung des SSC-Gehalts bis 0,1 %. Es folgte 

die Exposition der Membran über 1-2 Tage und die Entwicklung der Filme. 

 

2.2.19 "Ribonuclease Protection Assay" (RPA) 

Nach vorliegenden spezifischen DNA-Sequenzen (Matrizen) werden mithilfe von RNA-

Polymerasen radioaktiv markierte “anti-sense" RNA-Sonden definierter Länge 

hergestellt. Diese können dann durch eine Hybridisierungsreaktion mit entsprechenden 

Sequenzen aus einer gegebenen RNA-Population doppelsträngige RNA-Segmente 

bilden. Eine anschließende Behandlung des Reaktionsgemisches mit Ribonukleasen 

eliminiert dann überschüssige freie Sonden sowie andere einzelsträngige RNA. Die 

verbleibenden RNA-Stränge sind durch die Hybridisierung mit der spezifischen 

Sonden-RNA doppelsträngig und radioaktiv markiert. Sie sind durch ihre 

Doppelsträngigkeit vor der Zerstörung durch Ribonukleasen geschützt und können mit 

Hilfe eines denaturierenden Polyacrylamidgels analysiert werden. Die Sondenpolymere 

werden hierfür so synthetisiert, dass sie etwas länger sind als die zu detektierende 

RNA-Sequenz und bei der Hybridisierung kurze einzelsträngige Überhänge bilden. 

Diese werden dann durch Ribonuklease eliminiert. Die geschützten Sequenzen sind 

daher nach der Ribonuklease-Behandlung etwas kürzer als die freie Sonde und 

können dadurch auf dem Gel von dieser unterschieden und identifiziert werden. 

Für die vorliegende Arbeit wurde das “RiboQuant® Multi-Probe RNase Protection 

Assay System” der Firma Pharmingen verwendet. Es handelt sich dabei um einen Kit, 

der alle notwendigen Reagenzien für die Durchführung von Sondensynthese, 

Hybridisierung und Ribonuklease-Behandlung enthält und zusammen mit 

verschiedenen “Sonden-Sets” (“Multi-Probe Template Sets”) desselben Herstellers 

verwendet wird. Diese dienen zur gleichzeitigen Identifizierung mehrerer mRNA-

Species in einer Probe von Gesamt-RNA und enthalten außerdem Sonden zur 

Erkennung von Haushaltsgenen als interne Standards. Hier wurden die Matrizen-Sets 

“mCK-1” zur Identifizierung von Lymphokin-RNAs der Maus verwendet. Die 

geschützten Proben wurden im Anschluss über ein 5 %iges denaturierendes 

Polyacrylamidgel nach einer Vorlaufzeit von 2 Std. bei 50 Watt mit 0,5xTBE als 

Laufpuffer aufgetrennt. Unbehandeltes Sondengemisch wurde aufgetragen, um eine 
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Identifikation der geschützten Proben zu ermöglichen. Nach Beendigung der SDS-

PAGE wird das Gel zunächst für 10 Min. in 10 %iger Essigsäure fixiert und 

anschließend auf 3MM-Whatman Papier bei 80°C auf dem Vakuumgeltrockner 

getrocknet. Die Exposition an einem Röntgenfilm erfolgte normalerweise mit 

Verstärkerfolien bei -70°C. Alternativ wird die Radioaktivität im Phosphorimager 

quantifiziert. 

 

Polyacrylamidgel 5%     

40% Acrylamid 
2% Bisacrylamid 
10xTBE 
Harnstoff 
ddH2O 
TEMED 
APS (10%) 

8,85 ml 
9,31 ml 
7,45 ml 
35,82 g 
ad 74,5 ml auffüllen 
60 µl 
450 µl 

 

2.2.20 "Encymatic linked Immunosorbent Assay" (ELISA)  

Die ELISA-Ansätze zur Bestimmung der Synthese von IL-2, IFN-γ und IL-4 werden mit 

Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin entwickelt. Dazu werden ELISA-Platten mit dem 

Antikörper BVD4-1D11 (1µg/ml) für die Bestimmung von IL-4, mit dem Antikörper 

R46A2 (1µg/ml) für die Bestimmung von IFN-γ bzw. mit dem Antikörper JES6-1A12 (1 

µg/ml) für die Bestimmung von IL-2 in 50 µl/well Coating-Puffer 1 Std. bei 37°C 

inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit ELISA-Waschpuffer werden die 

nichtgebundenen Stellen unselektiv mit 100 µl/well Block-Puffer 30 Minunten bei 37°C 

im Brutschrank geblockt. Überschüssiges BSA wird durch dreimaliges Waschen 

entfernt. Die Kulturüberstände der nichtinduzierten und stimulierten naiven CD4+T-

Zellen, Th1- und Th2-Zellen werden in 1/2-Schritten in BSA-Puffer titriert und 1 Std. bei 

37°C in den ELISA-Platten inkubiert. Nach dreimaligem Waschen erfolgt die Inkubation 

mit den sekundären biotinylierten Antikörpern 1 Std. bei 37°C. Dazu dienen BVD6-

24G2 (0,6 µg/ml) zur Detektion von IL-4, AN18.17.24 (0,45µg/ml) zur Bestimmung von 

IFN-γ und 90.2 (1,34 µg/ml) sowie JES6-5H4 (2 µg/ml) zur Bestimmung von IL-2. Nach 

der Entfernung nichtgebundener Antikörper durch dreimaliges Waschen wird 

Streptavidin-Peroxidase (Stammlösung 500 U/ml) in einer Konzentration von 50 mU/ml 
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in 50 µl/well BSA-Puffer zum Ansatz hinzugegeben und 1 Std. bei 37°C inkubiert. Nach 

dreimaligem Waschen efolgt die enzymatische Reaktion in 50 µl/well Citratpuffer durch 

Zugabe von ABTS (1-2 mg/ml Citratpuffer) und einer 0,3 %igen H2O2 Lösung. Die 

quantitative Auswertung der enzymatischen Reaktion wird photometrisch bei 414 nm 

durchgeführt. 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Konstitutive und induzierbare Synthese von NF-ATc-Isoformen 
in lymphoiden Zellen 

Die molekularen Klonierungsarbeiten und die Charakterisierung der Isoformen des 

Transkriptionsfaktors NF-ATc in der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. E. Serfling stellten die 

Frage nach deren funktioneller Bedeutung im Rahmen der T-Zellaktivierung und T-

Zelldifferenzierung. Zunächst interessierte uns der Expressionsmodus der NF-ATc-

Isoformen in verschiedenen lymphoiden Zellen. Wir untersuchten deshalb T-

Tumorzellen, darunter Jurkat T-Zellen, A3.01 und H9 T-Zellen sowie Daudi und Raji B-

Tumorzellen. Die Stimulation dieser Zellen wurde mit dem Phorbolester TPA und dem 

Ca2+-Ionophor Ionomycin durchgeführt. Nach der Präparation der Kernproteine aus 

nichtinduzierten und induzierten Zellen erfolgte die Fraktionierung der NF-ATc-Proteine 

in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese sowie deren Immundetektion mittels NF-

ATc-spezifischer Antikörper im Western blot-Versuch. 

Abbildung 6 A zeigt eine Stimulationskinetik von Jurkat T-Zellen. Kerne von 

unbehandelten Jurkat T-Zellen besitzen relativ geringe Mengen an NF-ATc-Proteinen, 

die größer als 100 kDa sind. Nach der Behandlung mit TPA und Ionomycin steigt die 

Konzentration dieser Kernproteine über einen Zeitraum von 30 Min. bis 4 Stunden 

stetig an (Abb. 6 A, Spuren 1-5). Schließlich erscheint nach einer Behandlungsdauer 

von 4 Stunden ein kürzeres, prominentes NF-ATc-Protein, das ein Molekulargewicht 

von ungefähr 90 kDa besitzt (Abb. 6 A, Spur 5) und in der Größe mit dem von Northrop 

und Kollegen klonierten NF-ATc übereinstimmt (Northrop et al., 1994). Western blot-

Versuche unter gleichen Stimulationsbedingungen zeigen, dass ähnliche Muster von 

nukleären NF-ATc-Proteinen typisch für viele T- und B-Zelllinien sind. So exprimieren 

A3.01 T- und Daudi B-Zellen nach einer Stimulationsdauer von 4 Stunden ebenso das 

kurze NF-ATc-Protein von 90 kDa (Abb. 6 B und C, Spur 2). Andere lymphoide Zellen, 

darunter Raji B-Lymphomzellen, synthetisieren das 90 kDa NF-ATc-Protein nur in 

geringen Mengen (Abb. 6 C, Spur 4), während in H9 T-Zellen die Expression dieses 

NF-ATc-Proteins nicht detektierbar ist (Abb. 6 B, Spur 4). 
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Abbildung 6. Drei nukleäre NF-ATc-Proteine werden in lymphoiden Tumorzellen 
exprimiert. 
(A) 10 µg Kernproteine von nichtinduzierten Jurkat T-Zellen (-, Spur 1) oder Jurkat T-
Zellen, die für die Dauer von 10 Minuten bis 4 Stunden (Spuren 2 bis 5) mit TPA und 
Ionomycin stimuliert wurden, wurden fraktioniert und mit dem monoklonalen NF-ATc-
spezifischen Antikörper mAb-A immundetektiert. Proteine von 293 Zellen, die mit NF-
ATc/A-, B- und C-cDNA-Expressionsvektoren transfiziert wurden, werden im gleichen Gel 
nach Molekulargröße aufgetrennt (A, B und C in Spuren 6 bis 8). Die Stimulationskinetik 
zeigt eine konstitutive Synthese der NF-ATc-Isoformen NF-ATc/B und C sowie eine 
massive nukleäre Akkumulation von NF-ATc/A nach 4 Stunden Stimulation.  
(B) Kernproteine von nichtinduzierten (-) und 4 Stunden mit TPA und Ionomycin 
stimulierten (+) A3.01 und H9 T-Zellen werden fraktioniert und immundetektiert. Dabei 
erkennt der monoklonale Antikörper mAb-A die NF-ATc-Isoformen NF-ATc/A, B und C, 
der polyklonale Antikörper pAb-B die Isoformen NF-ATc/B und C. 
(C) Immundetektion von NF-ATc-Isoformen in nichtinduzierten (-) und über 4 Stunden 
induzierten (+) Raji und Daudi B-Zellen mittles des monoklonalen Antikörpers mAb-A. 
(D) Induktion von NF-ATc/A-RNA in Jurkat Zellen im Northern Blot Experiment. Jurkat 
und A3.01 T-Zellen sowie Daudi B-Zellen wurden entweder nichtinduziert belassen (-) oder 
mit TPA/Ionomycin 4 Stunden stimuliert (+). Die RNAs wurden isoliert, an einem 
Formaldehyd-Agarose-Gel fraktioniert und auf eine Nylonmembran geblottet. Die 
Hybridisierung der isolierten RNAs efolgte mit einer Probe, die entweder NF-ATc/A-, B- 
und C-RNAs  (oberer Schaukasten) oder ausschließlich NF-ATc/B- und C-RNAs erkannte 
(unterer Schaukasten). Banden von 28rRNA dienen als Ladekontrolle. Deutlich zu erkennen 
ist die induzierbare de novo Synthese von NF-ATc/A-RNA in Jurkat und A3.01 T-Zellen. 
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Um den Nachweis zu erbringen, dass die in den untersuchten lymphoiden Tumorzellen 

exprimierten Proteine tatsächlich mit den in unserem Labor klonierten Isoformen des 

Transkriptionsfaktors NF-ATc übereinstimmen, wurden 293 Zellen mit 

Expressionsvektoren aller drei NF-ATc-cDNAs transfiziert, und Kernproteinextrakte der 

transfizierten 293 Zellen wurden gemeinsam mit den Kernproteinen der zu 

untersuchenden lymphoiden Zellen im SDS-Polyacrylamid-Gel nach der Molekülgröße 

fraktioniert. 293 Zellen selbst zeichen sich durch eine sehr geringe endogene 

Expression von NF-AT-Proteinen aus (unpubl. Daten). Abbildung 6 zeigt, dass 

transfizierte 293 Zellen Proteine synthetisieren, die in Größe mit den untersuchten 

Proteinen aus Jurkat und anderen lymphoiden T- und B-Tumorzellen identisch sind 

(Abb. 6 A, Spuren 6-8; Abb. C und B, Spuren 5-7).  

Der spezifische Identitätsnachweis der NF-ATc/B- und NF-ATc/C-Isoformen erfolgte in 

Western blot-Versuchen, in denen der monoklonale Antikörper mAb-A, der gegen die 

Rel-ähnliche Domäne von NF-ATc, und der polyklonale Antikörper pAb-B, der gegen 

das C-terminale Peptid von NF-ATc/B gerichtet ist, verwendet wurden. Während mAb-

A spezifisch gegen Epitope der RSD aller drei NF-ATc-Isoformen gerichtet ist, erkennt 

pAb-B ausschließlich die Isoformen NF-ATc/B und NF-ATc/C (Abb. 6 A-C). 

Demzufolge stimmt das NF-ATc-Protein mit einem Molekulargewicht von ungefähr 90 

kDa mit dem bereits von Northrop und Kollegen klonierten NF-ATc-Protein überein 

(Northrop et al., 1994). Die beiden längeren NF-ATc-Proteine mit einem 

Molekulargewicht von 100 kDa und größer, deren Expression wir in unterschiedlichen 

lymphoiden Tumorzellen beobachten konnten, sind identisch mit den von Chuvpilo und 

Kollegen klonierten NF-ATc/B- und NF-ATc/C-Proteinen (Chuvpilo et al., 1999a). 

Die induzierbare nukleäre Akkumulation von Transkriptionsfaktoren kann allein auf der 

Induktion des Kerntransports von im Zytoplasma präexistenten Faktoren beruhen. 

Andererseits kann sie auch Folge der de novo Synthese des Transkriptionsfaktors 

sein. Zur Charakterisierung des Transkriptionsmodus von NF-ATc-RNAs führten wir 

Northern blot-Versuche durch. Abbildung 6 D zeigt NF-ATc-RNAs der untersuchten 

lymphoiden Tumorzellen. Jurkat und A3.01 T-Zellen sowie Daudi B-Zellen wurden 

entweder nichtinduziert belassen oder 4 Stunden mit TPA und Ionomycin stimuliert. 

Nach der Präparation und elektrophoretischer Fraktionierung der RNAs in Agarose-

Gelen erfolgte deren Hybridisierung mit radioaktiv markierten Proben, die entweder 

RNA-Transkripte aller drei NF-ATc-Isoformen (oberer Schaukasten) oder nur RNA-

Transkripte der beiden NF-ATc-Isoformen NF-ATc/B und NF-ATc/C (unterer 
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Schaukasten) erkennen. Die RNAs der nichtinduzierten lymphoiden Tumorzellen 

besitzen zwei unterschiedliche Gruppen von NF-ATc-RNAs mit ungefähr 4,6 kb (Abb. 6 

D, Fraktion I) beziehungsweise 3 kb (Abb. 6 D, Fraktion II). Dabei stimmt die Gruppe 

der NF-ATc-RNAs von ungefähr 4,6 kb mit den RNAs der Isoformen NF-ATc/B und 

NF-ATc/C überein, die andere Gruppe von ungefähr 3 kb mit der RNA der Isoform NF-

ATc/A. Der Northern blot-Versuch zeigt im besonderen, dass die 4-stündige 

Stimulation von Jurkat und A3.01 T-Zellen mit TPA und Ionomycin zu einem 8-10-

fachen Anstieg der de novo Synthese der 3 kb-RNA führte (Abb. 6 D, Fraktion II, 

Spuren 2 und 4), während ein nur geringer, kaum 2-facher Anstieg der 4,6 kb-RNAs 

beobachtet wurde (Abb. 6 D, Fraktion I, Spuren 2 und 4). 

Wir konnten somit zeigen, dass NF-ATc-Isoformen in unterschiedlicher Weise in 

lymphoiden Tumorzellen synthetisiert werden. Dabei variiert der Expressionsmodus in 

Abhängigkeit von der Art der Tumorzelle. H9 T-Zellen und Raji B-Zellen synthetisieren 

konstitutiv die beiden Isoformen NF-ATc/B und NF-ATc/C, während NF-ATc/A in Raji 

B-Zellen nur in geringen Mengen, in H9 T-Zellen hingegen keine Expression von NF-

ATc/A nachweisbar war. In A3.01 und Jurkat T-Zellen wurden die Isoformen NF-ATc/B 

und NF-ATc/C konstitutiv exprimiert. Darüber hinaus führte die 4-stündige Stimulation 

dieser Zellen mit TPA und Ionomycin zu einer massiven Induktion der de novo 

Synthese und der konsekutiven nukleären Akkumulation der Isoform NF-ATc/A.  

 

 

3.2 Expression der NF-ATc-Isoformen im Zuge der Differenzierung 
von T-Zellen  

Bislang betrachteten wir die Expression von NF-ATc-Isoformen ausschließlich in 

lymphoiden Tumorzellen. Um herauszufinden, ob der unterschiedliche Modus einer 

konstitutiven und induzierbaren Synthese von NF-ATc-Isoformen nur eine Eigenschaft 

dieser Tumorzellen ist oder aber auch für native T-Zellen zutrifft, untersuchten wir die 

Expression von NF-ATc-Isoformen in murinen T-Zellen. Diese Arbeiten erfolgten in 

Kooperation mit PD Dr. E. Schmitt vom Immunologischen Institut der Universität Mainz. 

Im dortigen immunzytologischen Labor werden naive CD4+T-Zellen aus den Milzen von 

Mäusen isoliert und gemäß eines dort etablierten in vitro Differenzierungsmodells in 

Th1- und Th2-Zellen differenziert (Schmitt et al., 1994a, b). Der Wahl dieser 

Versuchsanordnung ging die Fragestellung voraus, ob eine unterschiedliche nukleäre 
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Zusammensetzung an NF-ATc-Isoformen mit individuellen transaktivierenden 

Eigenschaften für eine differenzierte T-Zellentwicklung und eine selektive und 

zellspezifische Gentranskription verantwortlich ist.  

 

 

3.2.1 Modell der in vitro Differenzierung naiver CD4+T-Zellen zu Th1- und Th2-
Zellen 

Verwendet wurden BALB/c Ann Mäuse im Alter von 8 bis 16 Wochen. Naive CD4+T-

Lymphozyten aus den Milzen dieser Mäuse, die hohe Konzentrationen an CD62-

Ligand exprimieren, wurden mit Antikörpern gegen TCRαβ und gegen das CD28-

Oberflächenmolekül stimuliert.  

 

 
 
Abbildung 7. In vitro Differenzierung naiver CD4+/CD62LhighT-Zellen zu Th1- und 
Th2-Zellen. Naive CD4+T-Zellen wurden aus den Milzen von BALBc/ Ann Mäusen 
isoliert, indem Antikörper gegen CD4 und CD62L benutzt wurden, die an Dynabeads 
gekoppelt waren. Die Zellen wurden mit Antikörpern gegen TCRαβ (2,5µg/ml) und 
Antikörpern gegen CD28 (5µg/ml) in Iscove-Medium stimuliert (Schmitt et al., 1994a). Die 
Differenzierung zu Th1-Zellen erfolge bei gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit IL-12 
(1000 U/ml), IL-2 (10 ng/ml) und Antikörpern gegen IL-4 (10 µg/ml) für 3 Tage, die 
Differenzierung zu Th2-Zellen in Gegenwart von IL-4 und Antikörpern gegen IFN-γ. Nach 
der Differenzierung erfolgte eine 4-tägige Proliferationsphase in Gegenwart des 
Wachstumsfaktors IL-2. Anschließend wurden die naiven CD4+T-Zellen, Th1- und Th2-
Zellen entweder mit TPA und Ionomycin oder mit Antikörpern gegen TCRαβ allein oder 
mittels Kostimulation über das CD2-Oberflächenmolekül restimuliert. 
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Abbildung 7 zeigt, dass sich CD4+-T-Zellen in Anwesenheit definierter Zytokine und 

Zytokinantikörper innerhalb drei Tage in vitro zu Th1- und Th2-Zellen differenzieren. 

Dabei führt die gleichzeitige Inkubation der CD4+/CD62LhighT-Zellen in einem 

Nährmedium mit den Zytokinen IL-2 und IL-12 und mit Antikörpern gegen IL-4 zu einer 

Differenzierung in Th1-Zellen. In Anwesenheit des Zytokins IL-4 und eines Antikörpers 

gegen IFN-γ hingegen differenzieren CD4+/CD62LhighT-Zellen zu Th2-Zellen (Schmitt et 

al., 1994a). Nach dem Differenzierungsvorgang werden Th1- und Th2-Zellen 4 Tage 

mit IL-2 inkubiert. Diese Zeit dient der Proliferation der Zellen, wobei IL-2 als 

Wachstumsfaktor notwendig ist. Am 4. Tag der Proliferationsphase werden die Th1- 

und Th2-Zellen erneut entweder mit TPA und Ionomycin oder mit Antikörpern gegen 

TCRαβ allein oder mittels Kostimulation über CD28 6 beziehungsweise 13 Stunden 

stimuliert. Wir untersuchten zunächst die Expression der Lymphokine IL-2, IL-4 und 

IFN-γ im ELISA sowie deren RNA-Synthese im RNase-Protektionsversuch.  

Abbildung 8 zeigt, dass nichtinduzierte naive CD4+T-Zellen, Th1- und Th2-Zellen 

erwartungsgemäß weder IL-2 noch IL-4 oder IFN-γ synthetisieren (Abb. 8, Spuren 1, 4 

und 7). 13 Stunden Stimulation der naiven CD4+T-Zellen mit TPA und Ionomycin führte 

zu einer massiven Synthese von IL-2 und zur Synthese nur geringer Mengen von IFN-

γ. IL-4 läßt sich unter diesen Stimulationsbedingungen nicht detektieren (Abb. 8, Spur 

3). Bei kürzeren Stimulationszeiten, z. B. von 6 Stunden, können keine der 

untersuchten Lymphokine im Überstand der naiven CD4+T-Zellen nachgewiesen 

werden (Abb. 8, Spur 2). Th1-Zellen exprimieren nach einer Zweitstimulation mit 

Antikörpern gegen TCRαβ bereits nach 6 Stunden große Mengen an IFN-γ. IL-2 wird 

von diesen Zellen in geringeren Konzentrationen synthetisiert, während IL-4 in 

vernachlässigbaren Konzentrationen im Überstand nachweisbar ist (Abb. 8, Spur 6). 

Restimulation von Th2-Zellen mit Antikörpern gegen TCRαβ induziert nach 6 Stunden 

eine massive IL-4 Synthese, während weder eine Expression von IL-2 noch von IFN-γ 

gemessen wird (Abb. 8, Spur 9). Im Vergleich zur Stimulation mit Antikörpern zeigten 

sich hinsichtlich der Expression von IL-4 kaum Unterschiede, wenn Th2-Zellen mit TPA 

und Ionomycin stimuliert wurden. In Th1-Zellen allerdings führt die Stimulation mit TPA 

und Ionomycin zu einer deutlich geringeren Synthese von IFN-γ und einer kaum 

nachweisbaren Synthese von IL-2 (Abb. 8, Spuren 5 und 8).  
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Abbildung 8. Lymphokin-Synthese 
von naiven CD4+T-Zellen, Th1- und 
Th2-Zellen. Naive CD4+T-Zellen, 
Th1- und Th2-Zellen wurden entweder 
mit TPA und Ionomycin oder mit 
Antikörpern gegen TCRαβ 6 bzw. 13 
Stunden stimuliert oder nichtinduziert 
belassen (-). Aus den Überständen 
wurden die Lymphokine IL-2, IL-4 
und IFN-γ mittels ELISA gemessen. 13 
Stunden Stimulation naiver CD4+T-
Zellen mit TPA und Ionomycin führte 
zu einer massiven Synthese von IL-2. 
Th1-Zellen exprimierten nach 6 
Stunden Stimulation mit Antikörpern 
gegen TCRαβ große Mengen an IFN-γ, 
während IL-4 kaum nachweisbar war. 
Gleiche Stimulationsbedingungen in-
duzierten in Th2-Zellen die aus-
schließliche Synthese von IL-4. 
Gezeigt werden repräsentative Ex-
perimente von mehr als zwei 
Versuchen.  
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Die zum Teil divergierenden Daten hinsichtlich der Lymphokinexpression unter diesen 

beiden Stimulationsbedingungen führen wir auf die jeweils unterschiedlichen 

Stimulationsintensitäten zurück. So vermuten wir, dass die Stimulation mit TPA und 

Ionomycin sehr wahrscheinlich aufgrund eines zu starken und unphysiologischen 

Stimulationsreizes frühzeitig Apoptose in den untersuchten Zellen induziert. 

Abbildungen 9 A und B zeigen die Synthese der Lymphokin-RNAs in naiven CD4+T-

Zellen, Th1- und Th2-Zellen. Die RNAs der Zellen wurden mit Hilfe des RNeasy Kits 

isoliert. Nach der Sondensynthese, Hybridisierung und Ribonukleasebehandlung der 

radioaktiv markierten doppelsträngigen Lymphokin-RNAs im RNase-Protektions-

versuch erfolgte schließlich deren Fraktionierung im Polyacrylamid-Gel. Die 

transkribierten Lymphokine wurden im Phosphorimager quantifiziert und ihre relativen 

Expressionsniveaus in Abbildung 9 C graphisch dargestellt. Stimulation naiver CD4+T-

Zellen mit TPA und Ionomycin führte bereits nach 6 Stunden zu einer massiven 

Transkription der IL-2-RNA, die im Verlauf einer 13-stündigen Stimulationsdauer 

zusätzlich auf mehr als das 3-fache ansteigt (Abb. 9 B, Spuren 2 und 3). Restimulation 

mit Antikörpern gegen TCRαβ für 6 Stunden induzierte in Th1-Zellen vorzugsweise 

eine massive Transkription der IFN-γ-RNA und eine geringere der IL-2-RNA. IL-4-RNA 

wurde in diesen Zellen kaum synthetisiert (Abb. 9 A, Spur 2; Abb. 9 B, Spur 6). Im 

Gegensatz dazu führten gleiche Stimulationsbedingungen in Th2-Zellen zur 

Transkription der Th2-typischen IL-4-, IL-5- und IL-10-RNAs (Abb. 9 A, Spur 4; Abb. 9 

B, Spur 9). Nach Stimulation von Th1- und Th2-Zellen mit TPA und Ionomycin 

beobachteten wir keine nennenswerten Unterschiede in der relativen Verteilung der 

untersuchten Lymphokin-RNAs im Vergleich zur Stimulation mit Antikörpern gegen 

TCRαβ. Allerdings konnten in Th1- und Th2-Zellen, die mit TPA und Ionomycin 

stimuliert worden waren, insgesamt höhere absolute Konzentrationen der 

transkribierten Lymphokin-RNAs nachgewiesen werden (Abb. 9 B, Spuren 5 und 8).  
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Abbildung 9 A und B. RNase-Protektionsversuch mit Synthese der Lymphokin-RNAs 
in naiven CD4+T-Zellen, Th1- und Th2-Zellen. Naive CD4+T-Zellen, Th1- und Th2-
Zellen wurden entweder nichtinduziert belassen (-) oder mit TPA und Ionomycin (B, Spuren 
2, 3, 5 und 8) oder mit Antikörpern gegen TCRαβ (A, Spuren 2 und 4; B, Spuren 6 und 9)  6 
bzw. 13 Stunden stimuliert. Die RNAs dieser Zellen wurden mit Hilfe des RNeasy Kits 
(Quiagen) isoliert und mittels des RiboQuant (RPA) Kits (PharMingen) analysiert. 
Radioaktiv markierte Proben dienen als Größenmarker (M). Als interne Kontrolle wird die 
protektierte RNA des Gens mL32 angezeigt. Stimulation naiver CD4+T-Zellen mit TPA und 
Ionomycin führte über den Zeitraum von  6  (B, Spur 2) und 13 Stunden (B, Spur 3) zu einer 
massiven Synthese der IL2-RNA. 6 Stunden Stimulation mit TPA und Ionomycin oder mit 
Antikörpern gegen TCRαβ führte in Th1-Zellen zur Synthese der IFN-γ-und IL-2-RNAs (A, 
Spur 2; B, Spuren 5 und 6), während in Th2-Zellen vorzugsweise die Th2-Lymphokingene 
IL-4, IL-5 und IL-10 transkribiert wurden (A, Spur 4; B, Spuren 8 und 9). Gezeigt werden 
repräsentative Ergebnisse von mehr als zwei Versuchen. 
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Abbildung 9 C. Graphische Darstellung der Lymphokin-RNA Synthese in naiven 
CD4+T-Zellen, Th1- und Th2-Zellen. Gezeigt werden die relativen Expressionsniveaus der 
Lymhokine IL-2, IFN-γ und IL-4 nach Quantifizierung der Lymphokin-RNAs (in Abbildung 
9 A und B) im Phosphorimager. 

 
 

IL-2 ist das erste Lymphokin, das nach Stimulation naiver CD4+T-Lymphozyten 

transkribiert und synthetisiert wird (Ehlers et al., 1991). Dies zeigen die Abbildungen 8 

und 9 mit der Darstellung der Synthese von IL-2-RNA und der Sekretion von IL-2 nach 

Stimulation naiver CD4+T-Zellen mit TPA und Ionomycin oder mit Antikörpern gegen 

TCRαβ. Im Gegensatz dazu führt die Stimulation von in vitro differenzierten Th1-Zellen 

zu einer vorzugsweisen und massiven Synthese von IFN-γ-RNA und Expression von 

IFN-γ, während in Th2-Zellen die ausschließliche Synthese der RNAs der Th2-

typischen Lymphokine IL-4, IL-5 und IL-10 sowie die Expression von IL-4 festzustellen 

ist. 

 

 

3.2.2 Massive und induzierbare Synthese von NF-ATc/A in Th1- und Th2-Zellen 

Mit dem in vitro Differenzierungsmodell können wir Zellen generieren, die sich, wie 

Abbildungen 8 und 9 zeigen, per definitionem (Mosmann et al., 1989) im Muster der 

Lymphokinexpression unterscheiden. Deshalb erlaubte uns das in vitro 

Differenzierungsmodell zu untersuchen, ob die Heterogenität der Expression von NF-
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ATc-Isoformen eine potentielle Rolle bei der selektiven Induktion von Lymphokingenen 

und der konsekutiven phänotyischen Differenzierung von T-Zellen spielt. Zunächst 

analysierten wir die Expression und das nukleäre Auftreten der NF-ATc-Isoformen im 

Verlauf der T-Zelldifferenzierung und T-Zellaktivierung in Western blot-Versuchen. 

Dazu wurden naive CD4+T-Zellen, Th1- und Th2-Zellen entweder nichtinduziert 

belassen oder mit TPA und Ionomycin beziehungsweise mit Antikörpern gegen TCRαβ 

allein oder mittels Kostimulation über CD28 stimuliert.  

In Abbildung 10 wurden 10 µg der zu fraktionierenden Kernproteinextrakte dieser 

Zellen im SDS-Polyacrylamid-Gel nach der Molekulargröße aufgetrennt und die NF-

ATc-Proteine mit Hilfe des NF-ATc-spezifischen monoklonalen Antikörpers mAb-A 

immundetektiert. Während sich in den Kernproteinextrakten nichtinduzierter CD4+T-

Zellen keine NF-ATc-Faktoren nachweisen lassen (Abb. 10 A, Spur 1), führen 5 

Stunden Stimulation dieser Zellen mit TPA und Ionomycin zum nukleären Auftreten von 

zwei NF-ATc-Proteinen mit einem Molekulargewicht größer als 100 kDa (Abb. 10 A, 

Spur 2). In vitro Differenzierung geht in ruhenden Th1- und Th2-Zellen zunächst mit 

einer Zunahme nukleärer NF-ATc-Proteine, insbesondere der NF-ATc-Proteine mit 

einem Molekulargewicht größer als 100 kDa, einher (Abb. 10 A, Spuren 3 und 5; Abb. 

10 B, Spuren 1 und 4). Schließlich führt die 5-stündige Stimulation von Th1- und Th2-

Zellen mit TPA und Ionomycin zum vorwiegenden Auftreten eines kürzeren NF-ATc-

Proteins mit einem Molekulargewicht von 90 kDa in den Kernen beider Zelltypen (Abb. 

10 A Spuren 4 und 6). Andere Stimulationsversuche, in denen Th1- und Th2-Zellen mit 

Antikörpern gegen TCRαβ allein oder mittels Kostimulation über CD28 stimuliert 

wurden, führen sogar zu einem nahezu kompletten Umschalten von der Expression der 

größeren NF-ATc-Isoformen hin zu einer massiven nukleären Akkumulation des 

kürzeren NF-ATc-Proteins mit einem Molekulargewicht von 90 kDA (Abb. 10 B, 

vergleiche Spur 1 mit Spuren 2 und 3 bzw. Spur 4 mit Spuren 5 und 6). In einer 

Stimulationskinetik mit Antikörpern gegen TCRαβ über 45 Minuten (Abb. 10 C, Spuren 

2 und 6), 2 Stunden (Spuren 3 und 7) und 4 Stunden (Spuren 4 und 8) kann die 

massive Expression des 90 kDa NF-ATc-Proteins erst nach einer Stimulationszeit von 

4 Stunden in Th1- und Th2-Zellen beobachtet werden. 
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Abbildung 10. Massive und induzierbare Synthese von NF-ATc/A in Th1- und Th2-
Zellen. 
(A) Naive CD4+T-Zellen, Th1- und Th2-Zellen wurden nichtinduziert belassen (-) oder 5 
Stunden mit TPA und Ionomycin stimuliert. 10µg Kernproteinextrakte von naiven CD4+T-
Zellen (Spuren 1 und 2), Th1- (Spuren 3 und 4) und Th2-Zellen (Spuren 5 und 6) wurden an 
einem 10%igen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Proteine von 293 Zellen, die mit NF-
ATc/A-, NF-ATc/B- und NF-ATc/C-cDNA-Expressionsvektoren transfiziert wurden, 
wurden im gleichen SDS-Polyacrylamid-Gel nach Molekulargröße aufgetrennt (A, B und 
C). Nach dem Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran folgte ein Western blot 
mit dem NF-ATc-spezifischen monoklonalen Antikörper mAb-A. Stimulation mit TPA und 
Ionomycin führte zu einer massiven nukleären Akkumulation der induzierbaren NF-ATc-
Isoform NF-ATC/A in Th1- und Th2-Zellen (Spuren 4 und 6). Die massive Induktion von 
NF-ATc/A findet dagegen in naiven CD4+T-Zellen nicht statt (Spur 2).  
(B) 5 Stunden Stimulation von Th1- und Th2-Zellen mit Antikörpern gegen TCRαβ allein 
oder mittels Kostimulation über CD28 induzierte in gleicher Weise eine massive Synthese 
von NF-ATc/A in Th1- und Th2-Zellen (Spuren 2, 3 und 4, 6).  
(C) In einer Stimulationskinetik mit Antikörpern gegen TCRαβ mit den Zeitpunkten 45 
Minuten (Spuren 2 und 6), 2 Stunden (Spuren 3 und 7) und 4 Stunden (Spuren 4 und 8) 
wurde die massive Synthese von NF-ATc/A erst nach einer Stimulationsdauer von 4 
Stunden beobachtet.  
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293 Zellen, die mit allen drei NF-ATc-cDNA-Vektoren transfiziert und gemeinsam mit 

den Kernproteinen der Th1- und Th2-Zellen im SDS-Polyacrylamid-Gel fraktioniert 

wurden, synthetisieren Proteine, die in Größe mit den zu untersuchenden Proteinen 

aus Th1- und Th2-Zellen identisch sind. Die Inkubation mit dem monoklonalen 

Antikörper mAb-A im Western blot-Versuch diente als spezifischer Identitätsnachweis, 

so dass es sich bei den dargestellten Proteinen um die von Chuvpilo und Kollegen 

klonierten NF-ATc-Isoformen NF-ATc/A, NF-ATc/B und NF-ATc/C handelt, deren 

Expression wir anfänglich in lymphoiden Tumorzellen nachwiesen (Northrop et al., 

1994; Chuvpilo et al., 1999a und 1999b).  

Wir konnten zeigen, dass stimulierte naive CD4+T-Zellen ausschließlich die Isoformen 

NF-ATc/B und NF-ATc/C exprimieren. Diese beiden Isoformen werden zudem 

konstitutiv in ruhenden Th1- und Th2-Zellen synthetisiert. Im Zuge der T-

Zelldifferenzierung erlangen Antigen-erfahrene Th1- und Th2-Zellen die Fähigkeit zur 

massiven und induzierbaren Synthese der Isoform NF-ATc/A, eine Eigenschaft, die 

naiven CD4+T-Zellen fehlt. 

 
 

3.3 NF-ATc und NF-ATp bilden Komplexe mit der Pu-bB des IL-4 
Promotors in Th2-Zellen 

Sowohl die zellspezifische Expression von Transkriptionsfaktoren als auch deren 

posttranslationale Modifizierungen und kooperative Interaktionen untereinander stellen 

potentielle Mechanismen dar, die einer selektiven Induktion von Zytokingenen 

zugrunde liegen können. Wir konnten zeigen, dass die Stimulation von Th1- und Th2-

Zellen in beiden Zelltypen zu einer vergleichbaren Induktion und nukleären 

Akkumulation von NF-ATc führt. Deshalb interessierte uns, ob unterschiedliche 

Bindungseigenschaften von NF-AT-Faktoren an einer selektiven Transkription von 

Lymphokingenen in Th1- und Th2-Zellen beteiligt sind. Für die NF-AT-DNA-

Bindungsstudien wählten wir die Pu-bB des IL-4 Promotors. Zum einen, weil das 

immunmodulatorische Lymphokin IL-4 die zentrale Rolle bei der Th2-

Zelldifferenzierung spielt (Le Gros et al., 1990; Swain et al., 1990), zum anderen, weil 

gezielte Punktmutationen eine wesentliche Beteiligung der Pu-bB an der Induzierbarkeit 

des IL-4 Promotors nachwiesen (Chuvpilo et al., 1993; Szabo et al., 1993). Abbildung 

11 zeigt die Ergebnisse der DNA-Bindungsstudien mit der radioaktiv markierten Pu-bB  
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Abbildung 11. NF-ATc und NF-ATp bilden Komplexe mit der Pu-bB des IL-4 
Promotors in Th2-Zellen. 2 µg Kernproteinextrakt aus Th1- (Spuren 1-7) und Th2-Zellen 
(Spuren 8-15) wurden mit einem radioaktiv markierten Oligonukleotid der Pu-bB inkubiert. 
Zur unspezifischen Kompetition wurden dem Ansatz jeweils 2 µg poly dI/dC zugesetzt. Vor 
der Präparation der Kernproteinextrakte wurden Th1- und Th2-Zellen entweder 
nichtinduziert (-, Spuren 1 und 8) belassen oder 5 Stunden mit TPA und Ionomycin (Spuren 
2, 3, 9 und 10) oder mit Antikörpern gegen TCRαβ (Spuren 4 bis 7 und 11 bis 15) 
stimuliert. Zur spezifischen Kompetition dienten 100 ng der distalen NF-AT-Bindungsstelle 
des IL-2 Promotors Pu-bd (Spuren 3, 5, 10 und 12) oder 100 ng Pu-bB des IL-4 Promotors 
(Spur 13) im vielfachen molaren Überschuss. Zum Nachweis der Spezifität der DNA-
Protein-Komplexe wurden 1 µl des NF-ATc-spezifischen monoklonalen Antikörpers mAb-
A (Spuren 6 und 14) oder 0,5 µl des NF-ATp-spezifischen polyklonalen Antikörpers pAb-p 
(Spuren 7 und 15) dem Inkubationsansatz hinzugefügt. Die Position der freien radioaktiven 
Probe (FP) sowie des NF-AT-DNA-Komplexes (NF-AT) werden gezeigt. Man beachte die 
selektive Bindung von NF-ATc und NF-ATp an die Pu-bB des IL-4 Promotors in Th2-Zellen 
nach Stimulation mit Antikörpern gegen TCRαβ (Spur 11). 
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als NF-AT-Bindungsstelle. Kernproteinextrakte von Th1- (Abb. 11, Spuren 1-7) und 

Th2-Zellen (Abb. 11, Spuren 8-15) werden in Anwesenheit von poly dI/dC, das als 

unspezifischer Kompetitor eine DNA-Bindung von NF-AT-Faktoren gestattet, mit der 

radioaktiv markierten Pu-bB des murinen IL-4 Promotors inkubiert und im SDS-

Polyacrylamid-Gel nach der Molekulargröße fraktioniert. Die Generierung des DNA-

Protein-Komplexes, der in der für NF-AT-Faktoren zu erwartenden Größe beobachtet 

wurde, kann spezifisch durch die Zugabe sowohl der Pu-bd (Abb. 11, Spuren 3, 5, 10 

und 12) als auch der Pu-bB (Abb. 11, Spur 13) im vielfachen molaren Überschuß 

kompetitiert werden. Die gleichzeitige Inkubation der Kernproteinextrakte von Th2-

Zellen und der radioaktiv markierten Pu-bB mit dem NF-ATc-spezifischen 

monoklonalen Antikörper mAb-A führte zu einer deutlichen Reduktion des DNA-

Protein-Komplexes (Abb. 11, Spuren 6 und 14), die Zugabe des NF-ATp-spezifischen 

polyklonalen Antikörpers pAb-p zu einem "Supershift" des Komplexes in Richtung 

höheren Molekulargewichtes (Abb. 11, Spuren 7 und 15). Demzufolge handelt es sich 

bei den dargestellten Komplexen um DNA-Protein-Komplexe, an deren Generierung 

NF-ATc- und NF-ATp-Faktoren beteiligt sind. 

Die DNA-Bindungsstudien zeigen im besonderen, dass sich NF-AT-Faktoren in den 

Kernproteinextrakten von Th1- und Th2-Zellen deutlich in ihren DNA-

Bindungseigenschaften unterscheiden. So führten 5 Stunden Stimulation von Th1-

Zellen mit TPA und Ionomycin zu einer Abnahme der NF-AT-Komplexe (Abb. 11, 

Spuren 1 und 2), Stimulation mit Antikörpern gegen TCRαβ über den gleichen 

Zeitraum darüber hinaus zu einem fast vollständigen Verlust der NF-AT-

Komplexgenerierung in diesen Zellen (Abb. 11, Spuren 1 und 4). Demgegenüber läßt 

sich kaum ein Unterschied in der NF-AT-Komplexbildung von Kernproteinextrakten aus 

nichtinduzierten und mit TPA und Ionomycin stimulierten Th2-Zellen erkennen (Abb. 

11, Spuren 8 und 9). Schließlich beobachten wir jedoch eine deutliche Zunahme der 

Bildung von NF-AT-Komplexen, wenn Kernproteinextrakte von Th2-Zellen nach 

Stimulation mit Antikörpern gegen TCRαβ mit der radioaktiv markierten Pu-bB als NF-

AT-Bindungsstelle inkubiert wurden (Abb. 11, Spuren 8 und 11). 

Diese Ergebnisse weisen nicht nur unterschiedliche Bindungseigenschaften von NF-

AT-Faktoren an die Pu-bB des IL-4 Promotors in Th1- und Th2-Zellen nach, sondern 

belegen im besonderen die zellspezifische Bindung von NF-ATc und NF-ATp an eine 

funktionell wichtige NF-AT-Bindungsstelle innerhalb des IL-4 Promotors unter der 

Bedingung der selektiven IL-4-RNA Synthese und Expression von IL-4 in Th2-Zellen. 
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4 DISKUSSION 

4.1 NF-ATc/B und NF-ATc/C regulieren die transkriptionelle 
Aktivität und die Genexpression in naiven CD4+T-Zellen 

Im Gegensatz zu NF-ATp, das konstitutiv in zahlreichen lymphoiden Zellen 

synthetisiert wird, wurde NF-ATc ursprünglich als ein in aktivierten T-Zellen 

induzierbarer Tranksriptionsfaktor beschrieben (Northop et al., 1994; Lyakh et al., 

1997). Wir konnten zeigen, daß die induzierbare Expression nur für NF-ATc/A, der 

kürzesten der drei NF-ATc-Isoformen, zutrifft. Die beiden längeren Isoformen NF-

ATc/B und NF-ATc/C werden dagegen ebenso wie NF-ATp konstitutiv in vielen 

lymphoiden Tumorzellen sowie in Th1- und Th2-Zellen exprimiert.  

Nahe dem N-Terminus besitzen alle drei NF-ATc-Isoformen eine starke 

transaktivierende Domäne, TAD-A (Avots et al., 1999). Zusätzlich beherbergen die C-

terminalen Peptide von NF-ATc/C eine zweite transaktivierende Domäne, TAD-B 

(Chuvpilo et al., 1999b). Während beide transaktivierenden Domänen im Modus ihrer 

Aktivierung übereinstimmen, unterscheiden sie sich wesentlich in der Stärke ihrer 

transaktivierenden Eigenschaften. Demzufolge besitzt die C-terminale TAD-B der 

Isoform NF-ATc/C nur etwa 15% der transaktivierenden Potenz der N-terminalen TAD-

A (Chuvpilo et al., 1999b). Die Existenz einer zusätzlichen C-terminalen 

transaktivierenden Domäne ist nicht ausschließlich eine Eigenschaft der langen NF-

ATc/C-Isoform. So beherbergen fast alle Isoformen von NF-ATp eine C-terminale PQ-

reiche Sequenz von ungefähr 220 Aminosäuren, die mehr als 30% Homologie mit dem 

C-terminalen Peptid von NF-ATc/C aufweist und funktionelle Eigenschaften einer 

transaktivierenden Domäne besitzt (Luo et al., 1996b; Chuvpilo et al., 1999b). Analog 

dazu wurde eine zusätzliche transaktivierende Domäne innerhalb des C-Terminus der 

längsten Isoform NF-ATx1 von NF-AT4 identifiziert (Imamura et al., 1998).  

Transiente Transfektionsversuche mit cDNA-Vektoren der drei NF-ATc-Isoformen und 

Promotoren, die aus multiplen Kopien der distalen NF-AT-Bindungsstelle Pu-bd des IL-

2 Pomotors und der Pu-bB des IL-4 Promotors zusammengesetzt waren, ließen 

individuelle transaktivierende Eigenschaften der NF-ATc-Isoformen erkennen. 

Demzufolge trat in diesen Studien die Isoform NF-ATc/C als stärkster Transaktivator 

hervor. Die N-terminale transaktivierende Domäne TAD-A scheint also zuammmen mit 
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der C-terminalen TAD-B die transkriptionelle Aktivität der Isoform NF-ATc/C zu 

kontrollieren. Indessen übt das C-terminale Peptid der Isoform NF-ATc/B die Funktion 

eines transkriptionellen Repressors aus und erklärt die Eigenschaft von NF-ATc/B als 

schwachen Transaktivator (Chuvpilo et al., 1999b). Da sich hinsichtlich der 

transkriptionellen Aktivierung des IL-5 Promotors  keine Unterschiede zwischen den 

NF-ATc-Isoformen in Transfektionsversuchen beobachten ließen (Chuvpilo et al., 

1999b), vermuten wir, dass NF-ATc-Isoformen individuelle transkriptionelle 

Eigenschaften in Abhängigkeit vom Kontext des Promotors aufweisen. 

Als wichtigster Wachstumsfaktor für die Proliferation naiver CD4+T-Zellen dient IL-2, 

das nach Stimulation dieser Zellen als erstes Lymphokin synthetisiert wird (Ehlers et 

al., 1991). Dabei korrelieren in naiven CD4+T-Zellen die de novo Synthese von IL-2-

RNA sowie die Expression von IL-2 mit dem nukleären Auftreten der Isoformen NF-

ATc/B und NF-ATc/C. Die Charakterisierung einer zusätzlichen C-terminalen 

transaktivierenden Domäne der Isoform NF-ATc/C sowie offensichtliche Unterschiede 

hinsichtlich ihrer individuellen transaktivierenden Eigenschaften bei der Induktion der 

Promotoren der Gene für IL-2, IL-4 und IL-5 legen nahe, dass NF-ATc-Isoformen 

individuelle Funktionen bei der Kontrolle von Lymphokingenen im Rahmen der T-

Zellaktivierung und T-Zelldifferenzierung ausüben. In diesem Zusammenhang scheinen 

die Isoformen NF-ATc/B und NF-ATc/C die transkriptionelle Aktivität und die 

Expression des IL-2-Gens in naiven CD4+T-Zellen, die ausschließlich diese beiden NF-

ATc-Isoformen exprimieren, zu regulieren. 

 

 

4.2 Die massive und induzierbare Synthese von NF-ATc/A ist eine 
Eigenschaft Antigen-erfahrener Th1- und Th2-Zellen  

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die massive und induzierbare Synthese von NF-

ATc/A, der kürzesten NF-ATc-Isoform, nicht in naiven CD4+T-Zellen stattfindet, 

sondern eine individuelle Eigenschaft antigenerfahrener Th1- und Th2-Zellen darstellt 

(Chuvpilo et al., 1999a). Dabei könnten die massive de novo Expression und nukleäre 

Akkumulation von NF-ATc/A durch das Erreichen eines bestimmten Schwellenwertes 

für die Induktion bestimmter Zielgene in Th-Effektorzellen verantwortlich sein. 

Schwellenwerte von Transkriptionsfaktoren spielen eine wichtige Rolle bei der 

Induktion verschiedener Gene, die an der Differenzierung, Aktivierung und Proliferation 
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sowie an der Apoptose von eukaryontischen Zellen beteiligt sind. Während der 

Entwicklung von Drosophila verteilen sich Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise 

Bicoid, in einem Konzentrationsgradienten entlang der embryonalen anterior-posterior 

Achse. Ab einem gewissen Schwellenwert werden Promotoren von Bicoid-Zielgenen, 

die hochaffine Bindungsstellen beherbergen, aktiviert und leiten zelluläre 

Differenzierungsvorgänge ein. Andere Promotoren mit niedrigaffinen Bindungsstellen 

bleiben hingegen inaktiv. Trotz einer kontinuierlichen Verteilung des 

Transkriptionsfaktors Bicoid ermöglichen Schwellenwerte die gleichzeitige Aktivierung 

und Expression unterschiedlicher Gruppen von Genen im Kopf- und im thorakalen 

Bereich des Drosophila Embryos (Driever et al., 1992).  

Aktivierung, Differenzierung und Apoptose von Thymozyten oder peripheren T-

Lymphozyten werden von der Stärke der Interaktion zwischen dem präsentierten 

Antigen und dem TCR bestimmt. Dabei leitet eine starke Interaktion Apoptose ein, 

während eine schwache Interaktion das Überleben der Thymozyten gewährleistet 

(Jameson et al., 1995). Signalübertragungswege, die bei der Selektion von 

Thymozyten verantwortlich sind, konnten in jüngster Zeit identifiziert werden (Alberola-

Ila et al., 1996). Unklar bleibt allerdings der Mechanismus, auf welche Weise TCR-

Signale unterschiedlicher Stärke in die Expression von spezifischen Genen "übersetzt" 

werden. Ein an dieser Konversion beteiligter Mechanismus scheint die schrittweise 

Phosphorylierung der CD3ξ Kette zu sein (Neumeister Kersh et al., 1998); ein anderer 

möglicherweise die Existenz bestimmer Schwellenwerte für Transkriptionsfaktoren. 

Die transkriptionelle Induktion des IL-2 Gens in T-Lymphozyten setzt das 

Zusammenfügen aller unmittelbar aufwärts der Promotorregion bindenden 

Transkriptionsfaktoren voraus (Rothenberg und Ward, 1996). Der ungefähr 300 bp 

messende IL-2 Promotor umfaßt aneinandergereihte Bindungsstellen für 

unterschiedliche Transkriptionsfaktoren, darunter NF-AT-, NF-kB-, Octamer- und AP-1-

Faktoren (Pfeuffer et al., 1994; Serfling et al., 1995). Diese Faktoren besitzen jeweils 

mehr als eine Bindungsstelle innerhalb des IL-2 Promotors, wobei der Verlust der 

Bindung eines Faktors an eine hochaffine Bindungsstelle in einem dramatischen 

Rückgang der Promotoraktivität resultiert. In Versuchen mit Reportergenen, die von 

multiplen NF-AT-Bindungsstellen kontrolliert werden, muß die Konzentration der NF-

AT-Faktoren einen kritischen Schwellenwert übersteigen, um das Reportergen zu 

aktivieren (Fiering et al., 1990).  
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Chuvpilo und Kollegen zeigten, dass alternative Spleiss- und Polyadenylierungs-

vorgänge an der Transkription des menschlichen chromosomalen NF-ATc-Gens 

beteiligt sind. Dieser Vorgang beruht auf der Existenz zweier Polyadenylierungsstellen 

mit unterschiedlichen Affinitäten für Polyadenylierungsfaktoren. In naiven CD4+T-Zellen 

ist vorzugsweise die hochaffine distale Polyadenylierungsstelle pA2 aktiv und trägt zur 

Generierung der beiden langen Isoformen NF-ATc/B und NF-ATc/C bei. Als Folge der 

Polyadenylierung an der niedrigaffinen proximalen Polyadenylierungsstelle pA1 im 

Zuge der Differenzierung erlangen Th1- und Th2-Zellen die Fähigkeit zur raschen und 

induzierbaren Synthese von NF-ATc/A (Chuvpilo et al., 1999a). 

Die Bildung eukaryontischer mRNA mit korrekten 3'-Enden ist ein komplexer Vorgang, 

der ein weites Spektrum an Polyadenylierungsfaktoren und RNA-Polymerase II 

erfordert (Hirose et al., 1998). Für das Schneiden und die Polyadenylierung von RNA-

Polymerase II Transkripten in vitro sind "cleavage polyadenylation specificity factor" 

(CPSF), "cleavage stimulatory factor" (CstF), "cleavage factors" I und II (CFI, CFII) und 

poly A-Polymerase notwendig (Colgan und Manley, 1997). Der tetramere CPSF bindet 

bei diesem Vorgang das AATAAA "poly A addition signal", während CstF, der aus den 

drei Untereinheiten CstF-50, 64 und 77 besteht, die GT-reichen Motive abwärts des 

"poly A addition signal" des Primärtranskripts bindet (Colgan und Manley, 1997). 

Chuvpilo und Kollegen wiesen nach, dass CstF-64 mit höherer Affinität an die distale 

Polyadenylierungsstelle bindet, und vermuten die allgemein geringe Konzentration an 

Polyadenylierungsfaktoren in naiven T-Zellen, darunter auch CstF-64, als Grund für ein 

unzureichendes Erkennen und die Inaktivität der proximalen Polyadenylierungsstelle 

pA1 (Chuvpilo et al., 1999a). T-Zelldifferenzierung und T-Zellaktivierung führen 

schließlich zu einem Anstieg der Konzentrationen an Polyadenylierungsfaktoren 

(Edwalds-Gilbert et al., 1997; Martincic et al., 1998) und ermöglichen das Erkennen der 

schwächeren proximalen Polyadenylierungsstelle mit konsekutiver Synthese von NF-

ATc/A in Th1- und Th2-Zellen (Chuvpilo et al., 1999a).  

Zwischenzeitlich charakterisierten und klonierten Chuvpilo und Kollegen das 

chromosomale murine NF-ATc-Gen, das – ähnlich dem menschlichen NF-ATc-Gen 

(Chuvpilo et al., 1999b) – in mehreren Isoformen exprimiert wird, die sich in der Länge 

ihrer C- und N-terminalen Peptide unterscheiden und deren Synthese entscheidend 

von der Aktivität zweier Promotoren, P1 und P2, sowie von mindestens zwei 

Polyadenylierungsstellen, pA1 und pA2, kontrolliert wird (Chuvpilo et al., 2002). Die 

massive Induktion der Isoform NF-ATc/A beruht auf der Aktivierung des stark 
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induzierbaren Promotors P1 und der Polyadenylierung an der proximalen 

Polyadenylierungsstelle pA1. Die Synthese der langen Isoformen NF-ATc/B und NF-

ATc/C hingegen wird über die Aktivität des schwachen Promotors P2 gesteuert und 

unterliegt stets der Kontrolle der Polyadenylierung an der distalen hochaffinen 

Polyadenylierungsstelle pA2 (Chuvpilo et al., 2002). Neben DNA-Methylierungs-

vorgängen spielen NF-AT-Faktoren eine wesentliche Rolle bei der Induzierbarkeit des 

Promotors P1, der neben einer niedrig-affinen NF-AT-Bindungsstelle, NF-AT-90 (Zhou 

et al., 2002), zwei tandemartig angeordnete NF-AT-Bindungsstellen, NF-ATtand, an 

Position –650 beherbergt, an die NF-ATp und NF-ATc mit hoher Bindungsaffinität 

binden. Während die Pu-bd des IL-2 Promotors zusammengesetzte NF-AT/AP-1-

Bindungsstellen aufweist, konnten keine AP-1-Bindungsstellen in 3'-Richtung von NF-

ATtand  oder NF-AT-90 identifiziert werden. Ob andere Transkriptionsfaktoren an der 

Bindung von NF-AT-Faktoren an NF-ATtand beteiligt sind, ist bisher unklar. Jedoch 

konnte gezeigt werden, dass NF-AT-Faktoren selbst über eine Autoregulation der 

Aktivität des NF-ATc Promotors P1 die massive Induktion der Isoform NF-ATc/A in 

Effektor-T-Zellen kontrollieren (Chuvpilo et al., 2002).  

Die Änderung der Zusammensetzung an NF-ATc-Isoformen mit individuellen 

transkriptionellen Eigenschaften und darüber hinaus die nukleäre Akkumulation hoher 

Konzentrationen an NF-ATc/A könnten durch das Erreichen eines kritischen 

Schwellenwertes neben der Aktivierung von Lymphokingenen für die Induktion anderer 

NF-AT-Zielgene verantwortlich sein (Chuvpilo et al., 1999a und 1999b; Fiering et al., 

1990). Der relativ späte Beginn der massiven und induzierbaren Synthese von NF-

ATc/A könnte ein Hinweis dafür sein, dass solche potentiellen, von NF-ATc/A 

kontrollierten Zielgene zu späteren Zeitpunkten innerhalb der G1 Phase oder während 

des Übergangs von der G1 zur S Phase induziert werden. Möglicherweise handelt es 

sich dabei um Zielgene, die an der Apoptose beteiligt sind; beispielsweise das Gen für 

den Fas-Liganden, das Bindungsstellen für NF-AT-Faktoren besitzt und nach 

Stimulation von Th1- und Th2-Zellen, nicht aber von naiven CD4+T-Zellen aktiviert wird 

(Latinis et al., 1997; Xiao et al., 1999; Rengarajan et al., 2000). Die Promotoren solcher 

Gene scheinen hohe Schwellenwertkonzentrationen an NF-ATc, die durch die massive 

und induzierbare Synthese von NF-ATc/A bereitgestellt werden, zur Aktivierung zu 

benötigen.  

Neben der genaueren Analyse von Nicht-Lymphokinpromotoren, die unter der 

Kontrolle von NF-AT-Faktoren stehen, würde die Etablierung von Mäusemutanten, die 

 



Diskussion 77 

eine defekte Synthese der einen oder der anderen NF-ATc-Isoform aufweisen, ein 

detaillierteres Wissen über die funktionelle Bedeutung der NF-ATc-Isoformen bei der 

transkriptionellen Aktivierung von Zielgenen im Zuge der T-Zelldifferenzierung und  T-

Zellaktivierung vermitteln. 

 

 

4.3 Unterschiedliche Bindungseigenschaften von NF-ATc an die 
Pu-bB des IL-4 Promotors tragen zur selektiven Expression 
des IL-4-Gens in Th2-Zellen bei 

Das immunmodulatorische Zytokin IL-4 spielt die zentrale Rolle bei der Th2-

Zelldifferenzierung (Mosmann et al., 1986; Le Gros et al., 1990; Swain et al., 1990; 

Schmitt et al., 1994a und 1994b; Seder und Paul, 1994; O'Garra, 1998) und übt eine 

wesentliche Funktion bei der Immunabwehr gegen Parasiten (Sher und Coffman, 

1992) und der Pathogenese allergischer Entzündungen aus (O'Garra und Murphy, 

1993; Powrie und Coffman, 1993; Liblau et al., 1995). Obwohl die Wirkung von IL-4 im 

Rahmen der Regulation der Immunanwort sehr genau charakterisiert ist, sind die einer 

selektiven und zellspezifischen Expression des IL-4 Gens zugrunde liegenden 

molekularen Mechanismen noch nicht vollständig geklärt. 

Die Identifizierung der cis-regulatorischen Elemente Pu-bA-D innerhalb des IL-4 

Promotors, dessen Induzierbarkeit durch Ionomycin als auch dessen Hemmbarkeit 

durch Cyclosporin A heben die funktionelle Bedeutung der NF-AT-Faktoren für die 

Induktion des IL-4 Promotors hervor (Chuvpilo et al., 1993; Szabo et al., 1993; Rooney 

et al., 1994 und 1995b). Da NF-AT-Faktoren sowohl in Th1- als auch in Th2-Zellen 

exprimiert werden und die Gene zahlreicher Th1- und Th2-typischer Zytokine 

funktionell wichtige NF-AT-Bindungsstellen beherbergen, schien eine wesentliche 

Beteiligung von NF-AT-Faktoren an der Regulation der T-Zelldifferenzierung lange Zeit 

unwahrscheinlich. Jüngste Studien mit NF-ATp- und NF-ATc-defizienten Mäusen 

ließen allerdings einen zum Teil gegensätzlichen Einfluss von NF-ATp und NF-ATc auf 

die Th1- und Th2-Zelldifferenzierung erkennen. 

Demzufolge führte die Inaktivierung des NF-ATp-Gens in mehreren Mäuselinien zu 

einer Dysregulation der Synthese von IL-4. Während die frühe IL-4 Synthese in Zellen 

zweier unabhängig voneinander generierten NF-ATp-defizienten Mäuselinien 

beeinträchtigt war (Hodge et al., 1996b; Schuh et al., 1997), wiesen die gleichen Zellen 
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eine prolongierte IL-4 Synthese in der späten Phase der T-Zellaktivierung mit 

konsekutiv gesteigerter Th2-gerichteter Differenzierung im Vergleich zu wildtypischen 

T-Zellen auf (Hodge et al., 1996b; Xanthoudakis et al., 1996; Kiani et al., 1997; Viola et 

al., 1998). Die Inaktivierung des NF-ATc Gens führte zwar in vergleichbarer Weise zu 

einer Reduktion der Synthese von IL-4 und darüber hinaus anderer Th2-typischer 

Lymphokine, ging aber gleichzeitig - und im Gegensatz zu NF-ATp-defizienten 

Mäuselinien - mit einer verminderten Th2-Zelldifferenzierung einher (Yoshida et al., 

1998; Ranger et al., 1998b). Ähnliche Ergebnisse bestätigten Versuche mit transgenen 

Mäusen, die eine dominant negative Version von NF-ATc exprimieren. Infektion dieser 

Mäuse mit Nippostrongylus brasiliensis, einem Erreger, der regelmäßig eine Th2-

gerichtete Immunantwort im Wirtsorganismus induziert, führte zu einer deutlichen 

Verminderung der Synthese von IL-4 und IL-5 im Vergleich zu T-Zellen wildtypischer 

Mäuse (Twardzik, T., Erb, K., et al., in Bearbeitung). Offenbar spielen NF-ATp und NF-

ATc in vivo eine zum Teil gegensätzliche Rolle bei der Kontrolle der IL-4 Synthese und 

Th2-Zelldifferenzierung. Beide Faktoren induzieren im Zuge der frühen T-

Zellaktivierung die Aktivität des IL-4 Promotors. In der späten Phase der T-

Zellaktivierung scheint jedoch NF-ATp allein die Funktion eines Repressor hinsichtlich 

der IL-4 Synthese auszuüben und schließlich die Terminierung der IL-4-vermittelten 

Immunantwort zu vermitteln. 

Sowohl die Expression von NF-AT-Faktoren in unterschiedlichen Geweben als auch 

die Variabilität ihrer transaktivierenden Eigenschaften sind noch nicht endgültig geklärt 

(Rao et al., 1997; Chuvpilo et al., 1999b). Zusätzlich werden NF-AT-Faktoren, 

insbesondere NF-ATp und NF-ATc, in verschiedenen Spleissversionen exprimiert (Luo 

et al., 1996a; Imamura et al., 1998; Chuvpilo et al., 1999a und 1999b). Diese 

Heterogenität macht sie zu potentiellen Kandidaten, die im Rahmen einer selektiven 

Gentranskription Einfluß auf die Differenzierung von T-Zellen nehmen könnten. Zwei 

Studien, die die transkriptionelle Aktivität einer polymeren NF-AT-Bindungsstelle in 

Th1- und Th2-Zellen transgener Mäuse untersuchten, ließen eine prädominante 

Aktivität dieser polymeren NF-AT-Bindungsstelle in Th2-Zellen erkennen (Rincon und 

Flavell, 1997; Wenner et al., 1997). Darüber hinaus war in Zelllinien des Th2-Typs die 

Bindung von NF-ATp und NF-ATc für die Induktion der transkriptionellen Aktivität des 

PRE-I Elements innerhalb des IL-4 Promotors notwendig, während in Zelllinien des 

Th1-Typs keine Bindung von NF-AT-Faktoren beobachtet wurde, und das PRE-I 
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Element in diesem Fall keine transkriptionelle Aktivität besaß (Davydov, et al., 1995b; 

Li-Weber et al., 1997).  

Ergänzend zu diesen Ergebnissen wiesen wir in DNA-Bindungsstudien die 

induzierbare Bindung von NF-ATc an die Pu-bB des IL-4 Promotors in aktivierten Th2-

Zellen - nicht aber in Th1-Zellen - nach. Damit belegten wir insbesondere die selektive 

Bindung von NF-ATc an eine proximale NF-AT-Bindungsstelle des IL-4 Promotors 

ausschließlich unter der Bedingung der Synthese von IL-4-RNA und der Expression 

von IL-4. Ähnliche Bindungseigenschaften von NF-AT-Faktoren in Abhängigkeit vom 

Th-Zellsubtyp wurden in diesem Zusammenhang auch in anderen Labors beobachtet. 

So berichteten Murphy und Kollegen ebenso von einer selektiven Bindung von NF-AT-

Faktoren an die Pu-bB in Th2-Zellen (Wenner et al., 1997). In vergleichbarer Weise 

wurde eine Th2-zellspezifische Bindung von NF-AT-Faktoren an die cis-

regulatorischen Elemente Pu-bA (P0; Li-Weber et al., 1998) und Pu-bD (P4; Li-Weber et 

al., 1997) mit konsekutiver transkriptioneller Aktivierung des IL-4 Promotors 

beschrieben. Darüber hinaus identifizierten jüngst Rao und Kollegen einen 

induzierbaren und Cyclosporin A-sensitiven Enhancer jenseits des 3'-Endes des IL-4 

Gens und wiesen die in vivo Bindung von NF-ATp an diesen Enhancer in stimulierten 

Th2-, nicht aber in Th1-Zellen nach (Agarwal et al., 2000). 

Die unterschiedlichen DNA-Bindungseigenschaften von NF-AT-Faktoren spiegeln sich 

nicht in deren nukleären Konzentrationen in Th1- und Th2-Zellen wider. Stimulation 

dieser Zellen führte nämlich in beiden Fällen zu einer vergleichbaren massiven 

Synthese der induzierbaren NF-ATc-Isoform NF-ATc/A. Diese Ergebnisse legen die 

Vermutung nahe, dass andere zellspezifische Faktoren oder posttranslationale 

Modifizierungen von Transkriptionsfaktoren zur Th2-zellspezifischen Interaktion von 

NF-AT mit den cis-regulatorischen Elementen Pu-bA, Pu-bD und - in erster Linie - Pu-bB 

des IL-4 Promotors beitragen. Prototyp für eine gemeinsame Bindung mit NF-AT-

Faktoren ist die Familie der AP-1-Faktoren. Die kooperative Bindung von AP-1- und 

NF-AT-Faktoren an eine zusammengesetzte NF-AT/AP-1-Bindungstelle innerhalb der 

Pu-bB übt einen synergistischen Effekt auf die transkriptionelle Aktivität des IL-4 

Promotors aus (Boise et al., 1993; Chuvpilo et al., 1993; Yaseen et al., 1994). JunB, 

JunD, Fra-1 und Fra-2 wurden als AP-1-Komponenten identifiziert, die an der 

gemeinsamen DNA-Bindung mitwirken (Rooney et al., 1995b). Dabei wurde in allen 

bisherigen Studien eine vorrangige Beteiligung von JunB an der NF-AT/AP-1-

Komplexbildung gezeigt (Boise et al., 1993; Rooney et al., 1995b). JunB wird jedoch im 
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Gegensatz zu allen anderen Mitgliedern der Familie der AP-1-Faktoren selektiv in Th2-

Zellen während der T-Zelldifferenzierung induziert. Darüber hinaus führt die 

Überexpression von JunB in transgenen Th1-Zellen zur Synthese der Th2-typischen 

Lymphokine IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 und induziert die Th2-Zelldifferenzierung (Li et 

al., 1999). Die Hypothese, dass NF-AT-Faktoren abhängig vom Zusammenspiel mit 

AP-1-Faktoren die Expression unterschiedlicher Gene sogar in einem einzelnen Zelltyp 

induzieren können, wurde durch Ergebnisse aus dem Labor von Rao und Kollegen 

bestätigt. Studien mit einer mutanten Version von NF-ATp, die die Fähigkeit zur 

Interaktion mit AP-1-Faktoren verlor, allerdings unveränderte Eigenschaften hinsichtlich 

ihrer DNA-Bindung und transkriptionellen Aktivierung besaß, bestätigten, dass die 

Expression von IL-4 und ferner von IL-2, GM-CSF und IL-3 gänzlich abhängig von der 

Kooperation zwischen NF-AT- und AP-1-Faktoren ist, während NF-AT-Faktoren für die 

Induktion der Promotoren von IL-13 und TNFα nicht auf die gemeinsame Interaktion 

mit AP-1-Faktoren angewiesen sind (Macian et al., 2000). 

Ein weiteres aussagekräftiges Modell für eine zellspezifische Genregulation ist die 

Induktion der Gene für IL-3 und GM-CSF. Beide Zytokingene sind eng benachbart im 

Genom lokalisiert und werden über gemeinsame Signalwege aktiviert. Dennoch 

zeichnen sich beide Gene durch einen unterschiedlichen Expressionsmodus aus. 

Während die Expression des IL-3 Gens vorzugsweise in aktivierten T-Zellen stattfindet 

(Duncliffe et al., 1997), kann das GM-CSF-Gen in unterschiedlichen Zellen, darunter T-

Zellen, myeloischen Zellen, Epithelzellen und Fibroblasten, induziert werden (Cockerill 

et al., 1995 und 1999). Die Enhancer beider Zytokingene besitzen sowohl einfache NF-

AT-Motive als auch zusammengesetzte NF-AT/AP-1-Bindungsstellen. Der IL-3 

Enhancer beherbergt darüber hinaus, vergleichbar mit dem IL-4 Promotor, eine 

zusätzliche zusammengesetzte NF-AT/Oct-Bindungsstelle (Duncliffe et al., 1997). In 

jüngster Zeit konnte der Beweis erbracht werden, dass die T-zellspezifische 

transkriptionelle Aktivität des IL-3 Enhancers auf einer kooperativen Bindung von NF-

AT- und Octamer-Faktoren an eine zusammengesetze NF-AT/Oct-Bindungsstelle 

beruht (Bert et al., 2000).  

Mit der Entdeckung von GATA-3 und c-Maf wurden zwei Transkriptionsfaktoren, die an 

einer Th2-zellspezifischen Induktion des IL-4 Gens beteiligt sind, charakterisiert. 

GATA-3 und c-Maf werden selektiv in Th2-Zellen exprimiert (Ho et al., 1996; Zhang et 

al., 1997), sind Zielgene des IL-4-induzierten Transkriptionsfaktor STAT6 (Ho et al., 

1996; Zheng und Flavell, 1997; Kurata et al., 1999) und transaktivieren den IL-4 
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Promotor (Ranganath et al., 1998; Ho et al., 1996, 1998). Studien mit c-Maf-defizienten 

und c-Maf-transgenen Mäusen wiesen einen selektiven Einfluß von c-Maf auf die 

Induktion des IL-4 Gens nach (Ho et al., 1998; Kim et al., 1999). Noch eindrucksvoller 

konnte die Induktion des endogenen IL-4 Promotors durch die Kotransfektion der M12-

Lymphomzelllinie mit c-Maf- und NF-ATp-Expressionsvektoren beobachtet werden. 

NF-ATp und c-Maf binden in diesem Fall eine beide Bindungsmotive umfassende 

DNA-Sequenz und steigern in synergistischer Weise die Aktivität des IL-4 Promotors 

(Ho et al., 1996). Darüber hinaus führte die Kotransfektion von c-Maf, NF-ATp und 

NIP45 ("NF-AT interacting protein") zu einer mehr als 200-fachen Induktion eines IL-4 

Promotorkonstruktes in HepG2-Zellen und zu einer vergleichbar gesteigerten 

Transaktivierung des endogenen IL-4 Promotors in M12-Lymphomzelllinien (Hodge et 

al., 1996a). 

Aufgrund einer kontinuierlichen 12-fachen A+T Nukleotidfolge stellt die Pu-bB - neben 

der Box II des IL-4 Promotors - eine hochaffine Bindungsstelle für HMG I(Y)-Proteine, 

die an doppelsträngige A+T Oligonukleotide mit einer Länge von mehr als drei 

Basenpaare binden, dar (Chuvpilo et al., 1993). DNA-Bindungsstudien wiesen eine 

kompetitive Bindung von NF-AT- und HMG I(Y)-Faktoren an die Pu-bB nach (Klein-

Hessling et al., 1996). In umgekehrter Weise reduziert die Mutation der hochaffinen 

HMG I(Y)-Bindungsstelle die HMG I(Y)-Bindung und führt zu einer konsekutiven 

Zunahme der Aktivität des IL-4 Promotors (Klein-Hessling et al., 1996). Da HMG I(Y)-

Proteine in verschiedenen T-Zellen und in jeweils unterschiedlichen Konzentrationen 

exprimiert werden, könnten sie zu einer zellspezifischen und selektiven Induktion des 

IL-4 Promotors beitragen.  

Der ubiquitär und konstitutiv exprimierte Faktor NF-Y (Glimcher und Kara, 1992) bindet 

an die IL-4-Promotor-Y Box (Box I) und beeinflußt die Gesamtaktivität des IL-4 

Promotors (Szabo et al., 1993). In diesem Zusammenhang wurde zwischenzeitlich der 

früher beschriebene P-Element-bindende Komplex NF-P, der selektiv in D10-Th2-

Zelllinien an die Pu-bB des IL-4 Promotors bindet (Szabo et al., 1993), als Komplex aus 

NF-Y und NF-ATp identifiziert (Li-Weber et al., 1994).  

Ein weiteres Beispiel für eine zellspezifische Expression sowie selektive 

Gentranskription ist der Transkriptionsfaktor C/EBPβ, der in IL-4-produzierenden 

Zellen, nicht aber in Th1-Zelllinien exprimiert wird und an der Induktion des IL-4 

Promotors beteiligt ist (Davydov et al., 1995a; Li-Weber et al., 1997). Die retrovirale 

Überexpression von C/EBPβ in EL-4 T-Tumorzellen und primären T-Zellen führt zu 
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einer gesteigerten IL-4 Expression und zu einer Suppression der Synthese der Th1-

typischen Lymphokine IL-2 und IFN-γ (Berberich-Siebelt et al., 2000). Eine kooperative 

Beteiligung von C/EBP- und NF-AT-Faktoren an der Kontrolle des IL-4-Gens im 

Kontext der selektiven Induktion von Lymphokingenen sowie der Th2-

Zelldifferenzierung wird durch die Beobachtung untermauert, dass in Th1-Zelllinien die 

Bindung von C/EBPγ allein, hingegen in Zelllinien des Th2-Typs die gemeinsame 

Bindung von C/EBPβ und C/EBPδ (NF-IL6β) zusammen mit NF-ATp und NF-ATc an 

das PRE-I Element nachgewiesen werden konnte (Li-Weber et al., 1997). 

Die Vielfalt der an der Induktion und Aktivität des IL-4 Promotors beteiligten 

Transkriptionsfaktoren legt die Vermutung nahe, dass die Th2-zellspezifische 

Expression des IL-4 Promotors von einem multifaktoriellen System kontrolliert und 

reguliert wird. Unsere Ergebnisse liefern Hinweise dafür, dass zellspezifische 

Bindungseigenschaften von NF-AT-Faktoren an die Pu-bB des IL-4 Promotors einen 

Mechanismus der selektiven IL-4 Expression in Th2-Zellen darstellen. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Die Synthese von NF-ATc erfolgt in drei Isoformen mit jeweils individuellen 

transaktivierenden Eigenschaften. Wir konnten zeigen, dass nur die Expression der 

kurzen Isoform NF-ATc/A inuziert wird, während die der längeren Isoformen NF-ATc/B 

und NF-ATc/C nahezu konstitutiv verläuft. Naive CD4+T-Zellen exprimieren 

ausschließlich die Isoformen NF-ATc/B und NF-ATc/C. Deren nukleäres Auftreten 

korreliert mit der starken Synthese der IL-2-RNA und der Expression von IL-2 in diesen 

Zellen. Im Zuge der T-Zelldifferenzierung erlangen Antigen-erfahrene Th1- und Th2-

Zellen die Fähigkeit zur massiven und induzierbaren de novo Synthese der kurzen 

Isoform NF-ATc/A. Die massive Induktion von NF-ATc/A mit einer konsekutiven 

Änderung der Zusammensetzung an nukleären NF-ATc-Isoformen mit individuellen 

transaktivierenden Eigenschaften ermöglicht offenbar das Erreichen kritischer 

Schwellenwerte für Transkriptionsfaktoren und die Induktion spezifischer Zielgene. 

Neben der Synthese von Lymphokinen kontrollieren solche Gene sehr wahrscheinlich 

den Zellzyklus und die Induktion der Apoptose. Interessanterweise erfolgt die Induktion 

der NF-ATc/A-Isoform nur in Antigen-erfahrenen Effektor-T-Zellen, nicht jedoch in 

naiven T-Zellen. Dies wird infolge alternativer Spleiss- und Polyadenylierungsvorgänge 

durch die Benutzung einer proximalen, gering-affinen poly A-"site", pA1, bedingt, die 

nur bei hohen Konzentrationen von poly A-Faktoren – wie sie in Effektor-T-Zellen 

vorliegen – erkannt wird.  

Eine wesentliche Beteiligung von NF-AT-Faktoren an der Induzierbarkeit des IL-4 

Promotors ist seit langem bekannt; ebenso die zentrale Rolle von IL-4 bei der Th2-

Zelldifferenzierung. Neben NF-AT-Faktoren tragen weitere nukleäre Faktoren, darunter 

AP-1, GATA3, c-Maf und C/EBP, zur Induktion des IL-4 Promotors bei. Aufgrund der 

Vielfalt der an der Induktion und Aktivität des IL-4 Promotors beteiligten 

Transkriptionsfaktoren wird die Th2-zellspezifische Expression des IL-4 Gens offenbar 

von einem multifaktoriellen System kontrolliert und reguliert. In diesem Zusammenhang 

wiesen unsere Ergebnisse die induzierbare und zellspezifische Bindung von NF-ATc 

an das cis-regulatorische Element Pu-bB des IL-4 Promotors in Th2-Zellen nach und 

belegen im besonderen, dass unterschiedliche Bindungseigenschaften von NF-ATc zu 

einer selektiven Expression des IL-4 Gens in Th2-Zellen beitragen. 
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