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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 urspringlich ein T-Zell-
spezifischer, nukledrer und induzierbarer Proteinkomplex bezeichnet, der nach
Aktivierung von Jurkat T-Zellen an die distale NF-AT-Bindungsstelle (Pu-by) 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 fur IL-3, IL-4, GM-CSF, IFN-y und TNFa (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 Doméane ("rel similarity domain”,
RSD) aus. Darliber hinaus besitzen sie mit ihrer N-terminalen transaktivierenden
Domane (TAD-A) sowie Calcineurin-bindenden regulatorischen Region (RR) einen
gemeinsamen strukturellen Aufbau. Zunachst konnten NF-ATp (NF-AT1, NF-ATc2)
und NF-ATc (NF-AT2, NF-ATc1) als Faktoren, die nach T-Zell-Aktivierung an die Pu-byq
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 ermdglichte
schliellich 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 Lange 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 jingster Zeit wurde in drei Labors ein Gen kloniert, das fiir ein NF-AT-verwandtes
Protein kodiert. Dieses Protein wurde urspriinglich 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 hamatopoetischen 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-by 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 fir 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 flr
NF-AT-Faktoren an der Nukleotidposition -145 (Randak et al., 1990; Thompson et al.,
1992). Spater wurden zusétzlich drei Bindungsstellen mit niedriger Bindungsaffinitat an
den Nukleotidpositionen -45, -90 und -160 beschrieben (Rooney et al., 1995a). Auch in
den Promotoren und Enhancern der Gene fir GM-CSF, IL-3, IL-5, TNFoa und IFN-y
konnten bis heute - neben fiinf 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 Stérung der Lymphokinsynthese von IL-2, IL-3, IL-4 und IL-5 einhergeht, ist
auf den Verlust der NF-AT-Aktivierung zurtickzufiihren (Castigli et al., 1993; Feske et
al., 1996 und 2000). Die Kontrolle der Genregulation durch NF-AT-Faktoren beschrankt
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sich jedoch nicht alleine auf Lymphokingene. Auch in den Promotoren der Gene, die
1Waf1

fur p2 sowie die Oberflachenmolekiile 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-2Ra Promotors (Schuh et al., 1998). Es ist
demnach sehr wahrscheinlich, dass NF-AT-Faktoren die Promotoraktivitat weiterer pro-
und anti-apoptotischer Gene sowie Gene fir die Regulation des Zellzyklus und
zahlreicher anderer Transkriptionsfaktoren kontrollieren (Kel et al., 1999; Mages et al.,

1998).

1.1.2 Domanenstruktur der NF-AT-Faktoren

NF-ATp (NF-AT1), NF-ATc (NF-AT2), NF-AT3 und NF-AT4 besitzen mehrere
Proteindomanen, die eine hohe Sequenzhomologie untereinander aufweisen (Abb. 1).
Dazu zahlen die DNA-Bindungsdomane (RSD), die regulatorische Region (RR) und die
N-terminale transaktivierende Region (TAD-A).

Die ungefahr 300 Aminosauren umfassende DNA-Bindungsdomane, die sowohl
Sequenzmotive fur die DNA-Bindung als auch fur 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-Doméne der NF-kB-Faktoren wird diese Domane auch als Rel-dhnliche
Doméne ("rel similarity domain", RSD) bezeichnet. Einige Sequenzen der DNA-
Bindungsregion von NF-ATp, insbesondere ein oktameres Oligopeptid nahe dem N-
Terminus der Rel-ahnlichen Domane, besitzen sogar eine weitaus héhere Homologie
mit der entsprechenden Bindungssequenz von NF-kB-Faktoren (Jain et al., 1995). Das
fur die DNA-Bindung der NF-AT-Faktoren verantwortliche Kernmotiv GGAAAA
entspricht einer Halfte der NF-xB "consensus" Sequenz und erklart, warum NF-AT-
und NF-xB-Faktoren an (Uberlappende DNA-Bindungsmotive binden kdénnen
(McCaffrey et al., 1992).

Die RSD ist fir 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 flir die Bindung von NF-
AT-Faktoren essentiellen Motiv T/AGGAAAA eine spezifische Sequenz als
Bindungsstelle fir 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 urspringlich fir die distale NF-AT-Bindungsstelle Pu-by des IL-2
Promotors nachgewiesen. Dabei wurde der NF-AT-Komplex zunachst als Heterodimer
aus zwei Komponenten beschrieben, einer ubiquitdren nukledren Komponente NF-AT,
("nuclear NF-AT") und einer T-Zell-spezifischen zytosolischen und praexistenten
Komponente NF-AT,. ("cytosolic/preexisting NF-AT"). Wahrend der Cyclosporin A
(CsA)- und FK506-sensitive Kerntransport des praexistenten NFAT,. Ca*-
Mobilisierung und [Ca*]
AT, Phorbolester (Flanagan et al., 1991). Erst spater wurde NF-AT,, in T-Zellen als AP-

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

-Anstieg bendtigte, erforderte die de novo Synthese von NF-

mit NF-AT,. 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
Aktivitat der distalen NF-AT-Bindungsstelle des IL-2 Promotors inhibieren (Petrak et al.,
1994). Da NF-AT- und AP-1-Faktoren keine Komplexe in Lésung bilden, ermdoglicht
erst die Bindung von NF-AT-Faktoren an die Pu-by die Bindung von AP-1-Faktoren an
zusammengesetzte NF-AT/AP-1-Bindungsstellen (Peterson et al., 1996). Urspriinglich
fuir 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 ungeféahr 400 Aminosauren innerhalb der N-terminalen Halfte der NF-
AT-Faktoren und erstreckt sich zwischen der TAD-A und der RSD. Anders als die RSD
verfugt sie nur Uber einen geringen Grad an Sequenzhomologie von insgesamt 23-
35% zwischen den NF-AT-Faktoren (Luo et al., 1996¢). 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., 1996¢;
Beals et al., 1997a). Die Ser-Phosphorylierung durch Ser/Thr-Proteinkinasen flhrt zur
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Maskierung des Kernlokalisierungssignals und folglich zur Retardierung von NF-AT im
Zytoplasma (Beals et al., 1997a).

NF-att (T ] o

NF-ATp [ 921
NF-ATc2
B 25
TAD-A RR RSD TAD-B
NLS1 NES NLS2
nF-aT2 NN ) < NF.ATeA
NF-ATc
el w13 [ s2s NF-ATc/B
O SRR [ 930 NF-ATerc

nF-aTs ] o

NF-ATc4

UNCRN ([ e — R
NF-AT

NF-ATcg D 08

NF-AT5 [ [ | ] 1455

TonEBP
NF-ATz

Abbildung 1. Struktureller Aufbau der NF-AT-Faktoren. Die DNA-bindende Doméne
der NF-AT-Faktoren (RSD) ist jeweils als schwarzgraue Box, die C- und N-terminalen
transaktivierenden Dominen, TAD-A und TAD-B, sind als rote Boxen dargestellt. Die
regulatorische Region (RR), die sich jeweils in der N-terminalen Halfte 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 Ca%—abhéingige Phosphatase Calcineurin (CN) bindet an die
regulatorische Region und fiihrt zu einer Dephosphorylierung der Serinmotive. Diese Region
ist auBerdem fiir die Interaktion von NF-AT- mit AP-1-Faktoren (AP-1) verantwortlich. Fiir
NF-ATc (NF-AT2) wurden zusétzlich 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 Lange ihrer C-Termini
unterscheiden, exprimiert. Ahnliches gilt fiir NF-AT1 und NF-AT4.



Einleitung 6

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
fur die Proteinphosphatase Calcineurin, die ihrerseits Uber eine Ser-
Dephosphorylierung die Translokation von NF-AT in den Nukleus induziert (Luo et al.,
1996¢; Rao et al., 1997; Shibasaki et al., 1996).

AuRerhalb der DNA-Bindungsdomane und der regulatorischen Region sind die
Sequenzhomologien gering. Die ungefahr 200 Aminosduren umspannende N-terminale
Region eines jeden NF-AT-Proteins verfugt Uber die funktionellen Eigenschaften einer
starken transaktivierenden Domane (TAD-A). Darldber hinaus besitzen einige
Isoformen von NF-AT-Faktoren, darunter eine Isoform von NF-ATc (NF-ATc/C), eine
zusatzliche C-terminale transaktivierende Domane, TAD-B. Die C-terminalen Peptide

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

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

Die frihe Aktivierung von NF-AT-Faktoren wurde flr 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-Bindungsaffinitat. In
ruhenden T-Zellen befinden sich NF-AT-Faktoren - im Ser-phosphorylierten Zustand -
im Zytoplasma und weisen eine geringe DNA-Bindungsaffinitat auf. T-Zellaktivierung

mit konsekutiver Ca?*-Mobilisierung und intrazellularem [Ca®"]

-Anstieg fuhrt zu einer
raschen Dephosphorylierung von NF-AT-Proteinen mit konsekutiver nuklearer
Translokation und einer Zunahme ihrer DNA-Bindungsaffinitat (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 Aktivitat der
Calcium/Calmodulin-abhangigen Phosphatase Calcineurin  blockieren, gehemmt
werden (Liu et al., 1991).

Calcineurin, eine Ser/Thr-Proteinphosphatase des Typs 2B, die ubiquitar 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 tber den T-Zell-
Rezeptorkomplex (TCR) und die CD4/CD8-Korezeptoren flihrt zu einer raschen
Zunahme freier intrazelluldrer Ca?*-lonen, die gemeinsam mit Calmodulin (CM) an die
59kD Untereinheit der Ca**/Calmodulin-abhangigen Phosphatase Calcineurin binden,
eine Konformationsadnderung 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). Fur die nukledre Translokation von NF-AT-

Faktoren ist ein geringer, aber anhaltender intrazelluldrer [Ca®]

-Anstieg notwendig
(Timmerman et al.,, 1996; Dolmetsch et al., 1997). Uberexpression einer konstitutiv
aktiven Form von Calcineurin A, CAM-AI, filhrt in Jurkat T-Zellen zu einer Ca®-
unhabhangigen Aktivierung von NF-AT-Faktoren und dementsprechender Induktion
des IL-2 Promotors (O'Keefe et al., 1992).

Die Glykogen-Synthase-Kinase 3, deren Aktivitat nach Stimulierung Gber den TCR
gehemmt wird (Beals et al., 1997b), phosphoryliert NF-AT-Faktoren an Ser-Resten
innerhalb der SP-Box und induziert tUber 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 flihren zur konstitutiven
Kernlokalisation der NF-AT-Faktoren (Beals et al., 1997a; Masuda et al., 1994).
Demgegenuber supprimiert die transgene Expression der Glykogen-Synthase-Kinase 3
in COS-Zellen die Ca?*-Calcineurin-induzierte nukledre 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
jungst verodffentlichten Arbeit berichtet, dass die MAP/SAP-Kinasen Erk1, JNK3 und
p38a sowie die Casein-Kinase Il (CKIl) 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 fiir die DNA-Bindung notwendigen
Sequenzmotive. Ohne Ca’" und Calmodulin ist die Kkatalytische Untereinheit von
Calcineurin, CNA, inaktiv. T-Zellaktivierung {iber den T-Zellrezeptor (TCR) fiihrt zu einem
raschen Anstieg des freien intrazelluliren Calciums ([Ca2+]i). Darauthin bindet der
Ca2+/Calm0dulin—Komplex (CM) an Calcineurin A. Aktiviertes Calcineurin
dephosphoryliert NF-AT-Faktoren und flihrt zu deren Konformationsinderung mit
konsekutiver Freigabe der Kernlokalisierungssignale und der DNA-bindenden
Sequenzmotive. Dies hat die nukledre Translokation und die Zunahme der DNA-
Bindungsaffinitdt 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 nukledren
Export induzieren (Serfling et al., 2000).
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Vergleichsweise hemmt die Kinase JNK durch Phosphorylierung der Serine 163 und
165 die nukleare Translokation von NF-AT4 (Chow et al, 1997). In diesem
Zusammenhang erklart sich die Beobachtung, dass JNK1-defiziente Mause neben
einer konstitutiven Kernakkumulation von NF-ATc eine entsprechende lymphatische
Hyperproliferation mit vorzugsweiser Th2-Zelldifferenzierung aufweisen (Dong et al.,
1998). Die Phosphorylierung und der nukledre Transport von NF-AT4 werden weiterhin
durch die Casein-Kinase | (CKI) kontrolliert, wobei die Phosphorylierung der
Aminosauren 177-184 durch CKla in vivo und in vitro nachgewiesen wurde, und die
Uberexpression einer dominant negativen Mutante von CKla zum Verlust der
Phosphorylierung fiihrte (Zhu et al., 1998).

Die Lokalisation von NF-AT innerhalb der Zellkompartimente ist vom Gegenspiel der
Kinase-Phosphatase-Aktivitat abhangig. Vor diesem Hintergrund Iaft sich der
Wirkungsmechanismus der Immunsuppressiva Cyclosporin A und FK506, deren
klinischer Einsatz auf dem Gebiet der Organtransplantation groRRe Fortschritte
ermoglichte, 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 Aktivitat
von Calcineurin die nukleare Translokation von NF-AT-Faktoren (Liu et al., 1991; Bram
et al., 1993; Shaw et al., 1995). Beide Immunsuppressiva unterdriicken demnach
aufgrund einer fehlenden Induktion verschiedener Lymphokingene, darunter der IL-2
und IL-4 Gene, eine funktionelle Immunantwort (Kronke et al., 1985). Neben der
subzelluldren Lokalisation beeinflusst die Starke der Bindungsaffinitat die Aktivitat von
NF-AT-Faktoren. Sowohl die Aktivierung von Calcineurin als auch die nachfolgende in
vitro Dephosphorylierung von NF-AT-Faktoren flihren zu einer Zunahme ihrer DNA-
Bindungsaffinitat. Demgegeniber reduziert die in vitro Phosphorylierung von NF-AT-
Faktoren die DNA-Bindungsaktivitat (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. Wahrend 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 flr NF-ATc nahezu ausschliellich in Zellen des
lymphatischen Gewebes und in embryonalen Zellen der Herzklappen und der
Herzscheidewande 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 Ialt 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), wahrend die Synthese von NF-ATc induzierbar ist und erst nach
Stimulation der Zellen mit Ca?*-lonophoren erfolgt (Northrop et al., 1994; Lyakh et al.,
1997).

1.1.5 NF-AT-defiziente Mause

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
Ubereinstimmungen lassen vermuten, dak NF-ATp und NF-ATc eine &hnliche Funktion
bei der Induktion von Genen im Rahmen der T-Zellaktivierung und T-
Zelldifferenzierung ausuben. Erstaunlicherweise unterscheiden sich dennoch NF-ATc-
und NF-ATp-defiziente Mauselinien hinsichtlich ihrer Organ-bezogenen Phanotypen,
der Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen sowie der Induktion von

Lymphokingenen.
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Inaktivierung des NF-ATc-Gens flihrt aufgrund schwerwiegender Defekte in der
embryonalen Entwicklung der Herzklappen und Herzsepten zum vorzeitigen Tod der
Mauseembryonen 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” Mausen 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. Wahrend NF-ATc-defiziente T-Zellen aus einer
von zwei generierten knock-out Mauselinien 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 Mauselinie unbeeinflult (Yoshida et al., 1998).

Stérungen der Herz- und Thymusgenese im Rahmen der embryonalen Entwicklung
wurden in NF-ATp-defizienten Mausen nicht beobachtet. Zellen des extraartikularen
Bindegewebes dieser Mause weisen jedoch eine spontane Differenzierungsneigung zu
Knorpelzellen mit enchondraler Ossifikation auf. Zusatzlich wurde das Auftreten von
neoplastischen Veranderungen in den Knorpelzellen beobachtet (Ranger et al., 2000).
Im Gegensatz zur Annahme, NF-ATp-defiziente Mause mullten an einer
Immundefizienz leiden, fihrte 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 vergréfRerten 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 verstdrkte Expression der fir
Zellaktivierung typischen Oberflachenmarker CD69 und CD44 auf, wohingegen L-
Selectin und CD62L/MEL14 als Oberflachenmarker fur naive T-Lymphozyten in
verminderter Konzentration nachweisbar waren (Schuh et al, 1997 und 1998). T-Zellen
aus den Lymphknoten NF-ATp-defizienter Mause zeigten einen 2-3-fachen Anstieg der

sekundaren Immunantwort nach Ovalbumin-Behandlung (Xanthoudakis et al., 1996)
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oder nach Stimulation mit Superantigen (SEA) oder anti-CD3-Antikérpern (Schuh et al.,
1998).

Faktor Expressionsmodus Phénotyp NF-AT”- Miuse

NF-AT1" konstitutive Synthese in Hyperproliferation peripherer Lymphozyten mit

NF-ATp zahlreichen Zellen; konsekutiver Splenomegalie und Lymphadeno-

NF-ATc2 pradominante Expression in | pathie mit verstarkter Bildung von Keimzentren;
peripheren Lymphozyten retardierte Thymusinvolution; dysregulierte

Synthese von Th2-Lymphokinen mit gesteigerter
Th2-gerichteter Immunantwort; normale IL-2
Synthese; gestorte Chondrogenese mit Neigung
zur Ossifikation und neoplastischer Trans-

formation
NF-AT27" pradominante Expression in | Storung der Entwicklung von Herzklappen und
NF-ATc peripheren Lymphozyten; Herzsepten mit letalem Ausgang in utero 13.5
NF-ATc1 Induzierbare Synthese in Tage nach Befruchtung; Reduktion der Anzahl
Th1- und Th2-Zellen von CD4"/CD8"-Thymozyten in RAG™/NF-ATc™-

Mausen; Thymushypoplasie mit verringerter
lymphozytarer Proliferation und beeintrachtigter
Synthese von Th2-Lymphokinen

NF-AT17/2" | siehe oben verringerte Synthese von Th1-und Th2-
Lymphokinen; gestérte CD40- und Fas-Ligand-
Expression; ungestorte TCR-vermittelte T-Zell-
Proliferation und Aktivierung; dysregulierte B-Zell-
Homdostase mit Hyperproliferation von B-Zellen
und Plasmazellinfiltration von Endorganen

NF-AT4™" konstitutive Synthese mit Storung der positiven Selektion von Thymozyten;
NF-ATx vorzugsweiser Expression gesteigerte Apoptose von doppelt-positiven
NF-ATc3 im Thymus Thymozyten; gesteigerte Aktivierung von T-Zellen
NF-AT17/4" | siehe oben gesteigerte Synthese von Th2-Lymphokinen;

verringerte Synthese von Th1-Lymphokinen;
Hyperproliferation peripherer Lymphozyten mit
Splenomegalie; verminderte Fas-vermittelte
Apoptose; konstitutive nukleare Akkumulation
von NF-ATc/A

NF-AT37/4" | siehe Text generalisierte Stérung der Angiogenese mit
letalem Ausgang in utero 11.5 Tage nach
Befruchtung

Expression von NF-AT-Faktoren und Phinotypen NF-AT-defizienter Miuse (Serfling
et al., 2000; Peng et al., 2001; Graef et al., 2001).
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Aulerdem konnte eine retardierte Deletion von CD4'VB11'T-Zellen von NF-ATp-
defizienten Mausen nach Stimulierung mit Superantigen beobachtet werden, obwohl
urspringlich keine Stérung der Fas-vermittelten Apoptose nachweisbar war (Schuh et
al., 1998).

Ein gemeinsames Merkmal aller drei unabhangig voneinander etablierten NF-ATp-
defizienten Mauselinien stellt die Dysregulation der IL-4 Synthese dar, die fir eine
gesteigerte  Th2-gerichtete  Immunantwort von  NF-ATp-defizienten  Ma&usen
verantwortlich ist. T-Lymphozyten von zwei dieser NF-ATp-defizienten Mauselinien
wiesen zwar eine Reduktion der frihen IL-4-RNA Synthese auf (Hodge et al., 1996b;
Schuh et al., 1997), zeichneten sich jedoch zu spateren 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
verstarkte Th2-gerichtete Immunantwort, die mit erhéhten Serumtitern von IgE,
Eosinophilie und einer erhdhten Infektanfalligkeit flr Leishmania major einhergeht
(Hodge et al., 1996b; Xanthoudakis et al., 1996; Kiani et al., 1997; Viola et al., 1998).
Einige dieser phanotypischen Merkmale sind noch ausgepragter in NF-ATp/NF-AT4-
doppelt-defizienten Mausen, deren T-Lymphozyten die Th2-Lymphokine IL-4, IL-5, IL-6
und IL-10 in groRen Mengen synthetisierten, wahrend die Synthese von IL-2 und IFN-y
reduziert war (Ranger et al., 1998c). Folglich leiden diese Mause an allergischer
Blepharitis und interstitieller Pneumonitis und weisen einen 10-20-fachen Anstieg der
Serumtiter fir 1IgG1 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 flihrt die NF-ATp/NF-AT4-Defizienz zu einer konstitutiven nuklearen
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 Einflud auf die T-Zelldifferenzierung.
Allerdings weisen NF-AT4-defiziente Mause eine Beeintrachtigung 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 flihrte in T-Zellen zu
einem volligen Verlust der Expression der Th1- und Th2-typischen Lymphokine IL-2,
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IFN-y und IL-4. Interessanterweise wiesen diese Zellen - trotz gestorter Effektor-
Funktionen - die Fahigkeit zur TCR-vermittelten T-Zellaktivierung und Proliferation auf.
Dies spiegelt sich in einer verstarkten Expression des Aktivitdtsmarkers CD69 sowie
einer verminderten Expression von CD62L und CD45RB wider. In B-Lymphozyten
fuhrte die Inaktivierung von NF-ATp und NF-ATc — &hnlich der NF-ATp-Defizienz — zu
einem Hyperproliferationssyndrom mit deutlich erhéhten Titern fir IgGs- 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 fuhrte aufgrund
schwerwiegender Defekte im Rahmen der Angiogenese zum vorzeitigen Tod der
Mauseembryonen am 11.5 Tag nach der Befruchtung (Graef et al., 2001). Neben einer
verminderten Gefallversorgung des Dottersacks wiesen die Mauseembryonen
insbesondere eine fehlgeleitete und enthemmte Vaskularisierung des embryonalen
Neuralrohrs sowie der Wirbelkérperanlagen auf. Die Ausbildung unzureichend
differenzierter Gefalle scheint selektiv durch eine insuffiziente Rekrutierung von

Vorlaufer-Perizyten und glatten GefalRmuskelzellen 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 zunachst detailliert flir 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 ahnlicher 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 ef al., 1999a).

(A) Schematische Darstellung der NF-ATc-cDNAs, die aus einer Namalwa B-Zell-cDNA-
Genbank isoliert wurden. Die transaktivierenden Doménen TAD-A und TAD-B sowie die
DNA-bindende Rel-dhnliche Domine (RSD) der NF-ATc-Isoformen sind hervorgehoben.
Die nichttranslatierten 3'-mRNA-Sequenzen von 360 bp (fiir NF-ATc/A), 1844 bp (fiir NF-
ATc/B) und 1796 bp (fiir NF-ATc/C) sind als schwarze Linien dargestellt. Die Zahl 1
kennzeichnet das Kodon fiir den Translationsstart, wihrend die iibrigen Zahlen fiir die
Anzahl der Aminosduren der jeweils kodierten Proteine stehen.

(B) Struktur der 3'-Hilfte des menschlichen chromosomalen NF-ATc-Gens. Die Orte der
alternativen Spleissvorginge fiir die Generierung von NF-ATc/B und NF-ATc/C sowie die
Positionen der Polyadenylierungsstellen pAl 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 pAl und pA2. Die "poly A addition" Motive
AATAAA sind in Boxen dargestellt und befinden sich ungefédhr 20 bp in 5'-Richtung von
den Polyadenylierungsstellen. GT-reiche Sequenzen des RNA-Primértranskripts als
Bindungsstellen fiir CstF-64 sind unterstrichen.
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Isoformen vor allem in der Struktur und Lange ihrer C-Termini unterscheiden (Chuvpilo
et al, 1999a). NF-ATc/A ist als kiirzeste 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 fur NF-
ATc/A typischen C-terminalen 19-AS-Peptids und die zusatzliche Existenz eines C-
terminalen 128-AS-Peptids. NF-ATc/C besitzt darlber 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. Wahrend 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 zusatzlichen, die Aminosauren 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 auller 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 konnte demzufolge ein Kernexportsignal darstellen
(Klemm et al., 1997). Eine ahnliche Aminosauresequenz wurde in der C-terminalen
transaktivierenden Domane von NF-ATx1, der langsten Isoform von NF-AT4,
identifiziert (Imamura et al., 1998). Prolin-reiche Peptide erscheinen gewohnlich in
zahlreichen transaktivierenden Domanen 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 Domane, 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-by des IL-2 Pomotors und der NF-AT-
Bindungsstelle Pu-bg des IL-4 Promotors enthielten, wiesen individuelle
transaktivierende Eigenschaften der drei NF-ATc-Isoformen nach. In diesen Studien

trat NF-ATc/C als starkster Transaktivator hervor, gefolgt von NF-ATc/A, wahrend NF-
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ATc/B nur 50% der transaktivierenden Starke von NF-ATc/A erreichte (Chuvpilo et al.,
1999Db).

1.2.2 Alternative Polyadenylierung von NF-ATc-Isoformen

Chuvpilo und Kollegen analysierten die 3'-Halfte des menschlichen chromosomalen
NF-ATc-Gens und wiesen die Beteiligung alternativer  Spleiss- und
Polyadenylierungsvorgange an der Synthese von NF-ATc-Isoformen nach (Chuvpilo et
al., 1999a). Entsprechend Abbildung 3 B sind die fur NF-ATc/B und NF-ATc/C
spezifischen Genabschnitte in zwei Exons, die fir Peptide von 230 beziehungsweise
16 Aminosauren kodieren, organisiert. Ferner beinhaltet das 3'-Exon nichttranslatierte
mMRNA Sequenzen von 1844 bp fir NF-ATc/B und 1796 bp fur NF-ATc/C. Im Zuge der
Synthese von NF-ATc/B erfolgt ein Spleissen innerhalb der cDONA Positionen von 2498
bis 2805. An dieser Stelle wird ein Terminierungs-Codon eingefiigt, 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
fur ein Peptid aus 16 Aminosauren und eine 3'-mRNA Sequenz von 1796 Nukleotiden
kodiert. Fur das ausschliel3lich in NF-ATc/A vorhandene C-terminale Peptid von 19
Aminosauren kodiert ein Exon, das dariber hinaus eine flir die vorangehenden 44
Aminosauren 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, ungefahr 20 bp vor der Polyadenylierungsstelle
pA1langeordnet, die von mehreren kurzen GT-reichen Abschnitten gefolgt wird und fir
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 ausgefiihrt und moduliert. Antigenerkennung Uber den T-Zellrezeptor-Komplex
(TCR) und kostimulatorische Signale Uber das CD28-Oberflachenmolekil (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 Gber 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-y und
Lymphotoxin (LT). INF-y aktiviert in Makrophagen phagozytotische und lytische
Prozesse und aktiviert demzufolge die zellulare Immunantwort gegen intrazellulare
Erreger (Sher und Coffman, 1992). Dysregulierte zelluldre 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 Antikorper-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 lGberschieliende Th2-gerichtete Immunreaktion die
Grundlage flir atopisch-allergische Erkrankungen (Romagnani, 1994).

Urspringlich fiir 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 fir Zellen des menschlichen
Immunsystems charakterisiert werden (Romagnani et al., 1991; Del Prete et al., 1991).
Daruber hinaus wurden menschliche und murine T-Zellklone isoliert, die Zytokine
beider Th-Zellsubtypen synthetisieren, und als ThO-Zellen bezeichnet (Sher und
Coffman, 1992; Romagnani et al., 1994; Abbas et al, 1996). Ob diese Zellen

Vorlauferzellen mit dem Potential zur Differenzierung sowohl in Th1- als auch in Th2-



Einleitung 19

Zellen sind oder eine eigenstandige differenzierte Zellpopulation reprasentieren, ist

noch nicht vollig geklart (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-Phanotyp. 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 fur die CD28-Oberflachenmolekile B7.1 und B7.2, die an der
Oberflache von  Makrophagen, aktivierten B-Zellen und dendritischen Antigen-
prasentierenden 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 Antikorper gegen B7.1 die
Differenzierung zu Th1-Zellen, Antikérper gegen B7.2 die Differenzierung zu Th2-
Zellen (Thompson, 1995).

Den entscheidenden EinfluR haben jedoch spezifische Zytokine zum Zeitpunkt der
Antigenprasentation Gber den TCR der naiven CD4'T-Zelle (Seder und Paul, 1994;
Abbas et al., 1996). IL-4, das in der Initialphase der Immunantwort hauptsachlich von
Mastzellen, Basophilen und einer Subpopulation der CD3*CD4'NK1.17T-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). Demgegeniber spielen IL-12 und IFN-y 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). Urspringlich 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-prasentierenden dendritischen Zellen (APC) nach
deren Aktivierung Uber bakterielle Antigene synthetisiert (Trinchieri et al., 1992;
Macatonia et al.,, 1995) und stimuliert naturliche Killerzellen zur Synthese von IFN-y
(Tripp et al., 1993; Mattner et al., 1993). Schmitt und Kollegen konnten zeigen, dass IL-
12 und IFN-y allein nur schwache Induktoren fiir die Differenzierung naiver CD4'T-

Zellen in Th1-Zellen sind. Erst die Anwesenheit beider Zytokine ist fir 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
schlie3lich bei Erreichen einer bestimmten Schwellenwertkonzentration von IL-4 die
Th2-gerichtete Differenzierung Uber 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-bg

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 fiur das Verstandnis transkriptioneller Vorgange 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 Aktiviat 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 fir DNA-bindende Faktoren, darunter vier cis-regulatorische
Elemente, die NF-AT-Faktoren binden, und als Purin-reiche Boxen Pu-bap bezeichnet
wurden. Sie weisen Sequenzhomologien zu den beiden hochaffinen NF-AT-
Bindungsstellen des IL-2 Promotors auf und beherbergen das fiir 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-bap heben die
funktionelle Bedeutung der NF-AT-Faktoren flir die transkriptionelle Aktivierung des IL-
4 Promotors hervor. Dementsprechend verlor die Mutante der distalen NF-AT-
Bindungssequenz Pu-bp jegliche transkriptionelle Aktivitdt des IL-4 Promotors,
wahrend Mutanten des Elements Pu-bc nur noch 20-25% (Chuvpilo et al., 1993; Szabo
et al., 1993), die des Elements Pu-b, 65% Restaktivitdt aufwiesen (Chuvpilo et al.,
1993; Li-Weber et al., 1994).

HMG |
C/EBPB,y C/EBP c-Maf
Oct-1,2 Oct-1,2 Oct-1,2 C/EBP
AP1 NF-AT  HMG|  NF-AT AP1 NF-Y  AP1 NF-AT NF-AT .
m = - -I:IE
-300 Puy-b Box I Pu-b Box | Pu-b Pu-b MARE TATA
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” ~
- ~
e ~
” ~
-92 -57

CAATICTG TAATA[AAIATTTTCCIA AAACI TCA
GTTA|GAC ATTAT|TT [TAAAAGG|T ATTTG|AGT
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Abbildung 4. Schematische Darstellung des murinen IL-4 Promotors und des cis-
regulatorischen Elements Pu-bg. Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren, die in DNase
I-Footprint-Experimenten ermittelt wurden (Chuvpilo et al, 1993), sind als Boxen
dargestellt. Schwarz gefiillte Boxen zeigen Bindungselemente, die von NF-AT-Faktoren
erkannt, und als Purin-reiche Boxen Pu-b,, Pu-bg, Pu-bc und Pu-bp bezeichnet werden. Pu-
bg wurde als Bindungsstelle fiir 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-bp binden kdnnen
(Chuvpilo et al., 1993). Die Sequenz der Pu-bg von -92 bis -57 bp zeigt die essentiellen
Basenpaare fiir 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-bg, 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-bg umfasst die Nukleotide von -92 bis -57 des IL-4 Promotors. Gezielte
Punktmutationen innerhalb dieser Sequenz flhrten zu einem Verlust der
transkriptionellen Aktivitdt 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-
bg, die um die Position -82 eine TRE-ahnliche Sequenz als Bindungsstelle fur AP-1-
Faktoren enthalt (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 darlber hinaus in synergistischer Weise die transkriptionelle Aktivitat 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-bg als niedrigaffine Bindungsstelle fir 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-bg des IL-4
Promotors die Bindungsstellen flir Octamer- und AP-1-Faktoren nicht Uberlappend
angeordnet, sondern durch ein NF-AT-Bindungsmotiv voneinander getrennt.
AuRerdem lieBen sich durch Uberexpression des Faktors Oct-2 in T-Zellen weder ein
Polymer der Pu-bg transaktivieren noch eine Aktivitdtszunahme 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-bg zu verdrangen (Pfeuffer et al., 1994).

Aufgrund einer kontinuierlichen 12-fachen A+T Nukleotidfolge stellt die Pu-bg eine
hochaffine Bindungsstelle fir HMG I(Y)-Proteine dar, die an doppelstrangige A+T
Oligonukleotide mit einer Lange 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-bg des IL-4 Promotors nach (Klein-Hessling et al., 1996).
Demgegentber reduziert die Mutation einer hochaffinen HMG I(Y)-Bindungsstelle die
HMG I(Y)-Bindung und flihrt zu einer konsekutiven Zunahme der Aktivitat 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 unabhangig
voneinander generierten STATG6-defizienten Mauselinien belegt (Takeda et al., 1996;
Shimoda et al., 1996; Kaplan et al., 1996a). Obwohl STAT6 in zahlreichen Geweben
und hamatopoetischen Zellen exprimiert wird (Hou et al., 1994; Schindler et al., 1994),
fehlen STAT6-defizienten Mausen organischen Fehlentwicklungen. Allerdings besitzen
STATG6-defiziente Mause schwere Defekte bei der IL-4-vermittelten Immunantwort.
Dementsprechend flhrt 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 Aktivitat 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.
Demgemal flihren Mutationen der STAT6-Bindungsstelle innerhalb dieses "silencer"-
Elements zu einer Abnahme der Aktivitat 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 Aktivitdt des Transkriptionsfaktors STAT4
(Bacon et al., 1995; Jacobson et al., 1995). Die Inaktivierung des STAT4-Gens fuhrt zu
schwerwiegenden Defekten der IL-12-vermittelten Immunantwort. Dazu z3hlen unter
anderem die Synthese von IFN-y und die Aktivierung zytolytischer Funktionen von NK-
Zellen (Thierfelder et al., 1996). AufRerdem verlieren naive CD4'T-Zellen STAT4-
defizienter Mause die Fahigkeit, 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 Thl- und Th2-Zellen (nach Serfling et al., 2000). T-Zellen werden
beziiglich ihres Musters der Lymphokinexpression zu Thl- und Th2-Zellen klassifiziert.
Gleichzeitige Stimulation naiver CD4 T-Zellen iiber den T-Zell-Rezeptor Komplex und den
IL-12 bzw. IL-4 Rezeptor stellen den wesentlichen Schritt der Differenzierung zu Thl-
beziechungsweise Th2-Zellen dar. Dariiber hinaus iiben eine Vielzahl von
Transkriptionsfaktoren einen EinfluB3 auf die T-Zelldifferenzierung aus. So auch die beiden
antagonistisch wirkenden Transkriptionsfaktoren STAT4 und STAT6. Inaktivierung des
STAT4-Gens fiihrt zu schwerwiegenden Defekten der Thl-Zellentwicklung, wihrend 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. Uberexpression von T-bet fiihrt zu
einer starken Induktion von IFN-y, wihrend gleichzeitig die Synthese Th2-typischer
Lymphokine supprimiert wird. Demgegeniiber induziert GATA-3 die Synthese der Th2-
typischen Lmyphokine und fiihrt zu einer verminderten Th1-gerichteten Immunantwort. NF-
ATec reguliert die Differenzierung sowohl zu Thl- als auch zu Th2-Zellen und induziert die
Expression der Thl- 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 fiihrt zu einem vollstindigen 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 spidten Phase der
Immunantwort die Funktion eines Repressors der Th2-typischen Lymphokine auszuiiben
und die Th2-gerichtete Immunantwort zu terminieren.
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T-bet, ein vorzugsweise in Th1-Zellen exprimiertes Protein aus der Familie der T-box
Transkriptions- und Differenzierungsfaktoren, tragt Uber die Aktivierung des IFN-y
Promotors zur Th1-Zelldifferenzierung bei. Dabei steigert IFN-y durch Zunahme der
Expression des IL-12-Rezeptors die Wirkung von IL-12, das seinerseits Uber den
Transkriptionsfaktor STAT4 die Entwicklung zu Th1-Zellen induziert. Die retrovirale
Uberexpression von T-bet in Th2-Zellen flhrt nicht nur zu einer Aktivierung der IFN-y
Produktion, sondern supprimiert in diesen Zellen gleichzeitig die Synthese von IL-4 und
IL-5 (Szabo et al., 2000).

Neben der Pu-bp als Bindungstelle fur die Transkriptionsfaktoren C/EBPf und C/EBPy
beherbergt der IL-4 Promotor an Position -43 bis -35 bp eine zusatzliche proximale
Bindungsstelle fur C/EBP-Faktoren. In Transfektionsversuchen fuhrt die retrovirale
Uberexpression von C/EBPB in EL-4 Thymomzellen und Jurkat T-Zellen bei
gleichzeitiger Reduktion der Expression von IL-2 und IFN-y zu einer gesteigerten
Aktivitat des IL-4 Promotors (Berberich-Siebelt et al., 2000). C/EBP-Faktoren gehdren
wie AP-1-Faktoren zur grolien 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-bp des IL-4 Promotors (Berberich-Siebelt et al.,
2000).

Aufgrund ihrer selektiven Expression in Th2-Zellen und Th2-Zelllinien (Zhang et al.,
1997) rickten 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 fihrte zu einer verringerten Synthese
der Th2-typischen Zytokine IL-4, IL-5, IL-6 IL-10 und IL-13 (Zheng und Flavell, 1997),
wahrend demgegeniber 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 Mause, deren CD4'T-Zellen
mehr GATA-3 exprimierten. Diese Zellen synthetisierten - nach in vitro Differenzierung
zu Th1-Zellen - neben Th1-Lymphokinen zusatzlich Th2-typische Lymphokine, wie IL-
4, 1I-5, IL-6 und IL-10 (Zheng und Flavell, 1997). Analog dazu wiesen spatere 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 flir 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-b, 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 fir beide Transkriptionsfaktoren beinhaltet, binden (Ho
et al., 1996). Folglich fiihrte die Uberexpression von c-Maf in transgenen Mausen zu
einer pradominanten Th2-Zelldifferenzierung und Th2-gerichteten Immunantwort, die
mit einer gesteigerten Synthese Th2-typischer Lymphokine und der IL-4-abhangigen
Immunglobuline IgG1 und IgE einhergingen (Ho et al., 1998). Offenbar reguliert c-Maf
die Th2-Zelldifferenzierung durch eine selektive Kontrolle des IL-4 Promotors: wahrend
die Inaktivierung von c-Maf in CD4'T-Zellen einen fast vollstandigen Verlust der IL-4
Synthese zur Folge hatte, blieb die Synthese anderer Th2-typischer Lymphokine
unbeeinflult (Kim et al., 1999).

Die Identifizierung der cis-regulatorischen Elemente Pu-bap innerhalb des IL-4
Promotors, dessen Induzierbarkeit durch lonomycin als auch dessen Hemmbarkeit
durch Cyclosporin A heben die funktionelle Bedeutung der NF-AT-Faktoren fur 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 Mausen 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 Beeintrachtigung 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 Mausen in einer verstarkten
Th2-gerichteten Immunantwort, die in der spaten 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 ausgepragter finden sich diese
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phanotypischen Veranderungen in NF-ATp- und NF-AT4-doppelt-defizienten Mausen
(Ranger et al., 1998c). Auf diesen Beobachtungen basierte zunachst die Hypothese,
NF-ATc induziere die IL-4 Synthese, wahrend NF-ATp und NF-AT4 eine hemmende
Wirkung auf die IL-4 Synthese ausubten. Indes zeigte sich, dass NF-ATp-defiziente
Mause im Vergleich zu wildtypischen Kontrollmdusen 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
fuhrte in zwei unabangig voneinander generierten NF-ATp-defizienten Mauselinien die
Inakvierung von NF-ATp in der initialen Phase der Immunantwort ebenso wie die NF-
ATc-Defizienz zu einer Beeintrachtigung der Synthese der Th2-typischen Lymphokine
(Hodge et al., 1996b; Schuh et al., 1997). Deshalb ist es wahrscheinlicher, dass sowonhl
NF-ATc als auch NF-ATp die frihe Induktion des IL-4 Promotors regulieren, aber
daruber hinaus NF-ATp gegebenenfalls gemeinsam mit NF-AT4 flr die Terminierung
der Aktivitat des IL-4 Promotors in der Spatphase der IL-4-vermittelten Immunantwort
verantwortlich ist (Kiani et al., 1997 und 2000; Serfling et al., 2000).

Jiingste Ergebnisse lassen darlber hinaus auf eine Beteiligung von NF-ATp und NF-
ATc an der Th1-gerichteten Immunanwort schlieRen. T-Zellen transgener Mause, die
eine dominant negative Version von NF-ATc exprimieren und mit Mycobacterium bovis
infiziert wurden, wiesen eine verringerte Synthese von IFN-y auf. Dabei induziert
Mycobacterium  bovis regelmalig eine Th1-gerichtete Immunantwort im
Wirtsorganismus (Erb et al., 1998). In vergleichbarer Weise fuhrte die Induktion einer
Th1-gerichteten Immunantwort in NF-ATp-defizienten Mausen durch die Infektion mit
Mycobacterium bovis zu einer verminderten Synthese von IFN-y (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 Mausen nach, dass beide NF-AT-Faktoren ein individuelles Muster an
unterschiedlichen  Zielgenen, insbesondere an Lymphokingenen, besitzen.

Desweiteren konnte ein unterschiedlicher Expressionsmodus beider NF-AT-Faktoren
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zu einer selektiven Induktion von Lymphokinpromotoren beitragen. Wahrend 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 Ubertragen 1aRt, und (2.) ob eine veranderbare
nukledre  Zusammensetzung an  NF-ATc-Isoformen  mit  unterschiedlichen
transaktivierenden Eigenschaften zu einer selektiven Gentranskription im Zuge der T-
Zellaktivierung und T-Zelldifferenzierung beitragt.

Zunachst untersuchten wir die Expression von NF-ATc-Isoformen sowie deren RNA-
Transkription in unterschiedlichen Iymphoiden T- wund B-Tumorzelllinien. In
Zusammenarbeit mit PD Dr. E. Schmidt (Immunologisches Institut der Universitat
Mainz) charakterisierten wir schlieRlich 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, wahrend die der langeren Isoformen, NF-ATc/B und NF-ATc/C, nahezu konstitutiv
verlauft. 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
Wabhrscheinlichkeit 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

211 Tiere

Es wurden Mause des Inzuchtstammes BALB/c Ann im Alter von acht bis zwolf
Wochen verwendet. Der Stamm wurde urspringlich vom Zentralinstitut far
Versuchstierforschung, Hannover, bezogen und im Tierstall des Immunologischen

Instituts der Universitat Mainz weitergeziichtet.

2.1.2 Gewebekulturzellen

Jurkat humane T-Zell-Lymphomlinie

A3.01 humane T-Zell-Lymphomlinie

H9 humane T-Zell-Lymphomlinie

Raiji 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'/CD62L"9"T-Zellen

CD4'T- und CD4"/CD62L""T-Zellen werden aus den Milzen von Balb/c Ann-M&usen
Uber MACS-Saulen mit an Microbeads (Miltenyi Biotec) gekoppelten Antikdrpern gegen
CD4 und CD62L gewonnen. Diese Zellen werden gemall einem in vitro
Differenzierungsmodell zu Th1- und Th2-Zellen differenziert (Schmitt et al., 1994a).

2.1.4 Néahrmedien

DMEM (+)-Medium 500 ml DMEM-Medium
5ml 100x nichtessentielle Aminosauren

5 ml 100 mM Natriumpyruvat
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7 ml

1x10° L.E.

1x10° LE.

5% (viv)

RPMI (+)-Medium 500 ml
5 ml

5 ml

7 ml

12,5 ml
1x10° LLE.
1x10° LLE.
5 ml/10 Liter
5 % (vIv)

LB-Medium 1%
0,5 %
0,5 %
+1,5 %
MEM 10,58 g/l
4.7 gl
IMDM 17,67 g/l
3,02 g/l
1%
1%
5x 10° M/

IMDM
5%
1%
1%

Testmedium

200 mM Glutamin
Penicillin G
Streptomycinsulfat

fotales Kélberserum (FCS)

RPMI-1640-Medium

100x nichtessentielle Aminosauren
100 mM Natriumpyruvat

200 mM Glutamin

10%iges Na;HCO3

Penicillin G

Streptomycinsulfat

25%ige HCI

fotales Kalberserum (FCS)

Bacto-Trypton
Hefeextrakt

NaCl

Agar (fur Agar-Platten)

MEM-Trockenpulver
HEPES

IMDM-Trockenpulver
NaHCO;

Penicillin G
Streptomycinsulfat

2-Mercaptoethanol

FCS
Glutamin

Natriumpyruvat
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2.1.5 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Blotgerat TransphorLid
Gelkammern
Geltrockner
Hochleistungszentrifuge
Kahlzentrifuge
Mikrozentrifuge
3MM-Papier
Nitrozellulose
Nylonmembran Qiabrane
Phosphor Imager
Roéntgenfilme (BioMax)
Ultrazentrifuge
Zahlkammer
Zellkulturplatten
6-well Flachboden
24-well Flachboden
48-well Flachboden
96-well Spitzboden

96-well Immunoassay-Platten

2.1.6 Chemikalien und Lésungen

Acrylamid/Bisacrylamid

Agar-Agar

Agarose
2,2'-Amino-bis-(3-Ethylbenzthiazolin-
6-Sulfonsaure) (ABTS)
Ammoniumperoxydsulfat (APS)
Ampicillin, 40 mg/ml
Bradford-Reagenz (5x)

Brefeldin A

Bromphenolblau

BSA Fraktion V (Rinderserumalbumin)

Hoefer

Hoefer

BioRad

Beckman

Heraeus
Eppendorf
Whatman
Schleicher & Schill
Qiagen

Molecular Dynamics
Kodak

Beckman

Hartensein

Costar
Costar
Costar
Greiner

Geiner

Roth
Sigma
Roth

Sigma
Sigma
Hoechst
BioRad
Sigma
Merck

Boehringer
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Chloroform, RNase-frei
Diethylpyrocarbonat (DEPC)

ECL Western blotting analysis system
EDTA

Essigsaure

70% (v/v) Ethanol

Formaldehyd

Formamid

Fotales Kalberserum (FCS)
Glutaminlésung

H20.

lonomycin: 5mM

Isopropanol, RNase- frei
Methylenblau

MPOS

Natriumpyruvatlésung

Nukleotide o*P-dATP (10mCi/ml)
Oligonukleotide

Poly (dG/dC)

Poly (dI/dC)

Ponceau-Red

Temed (Tetramethylenethylendiamin)
TPA (12-o-tetradecanoyl-phorbol-13-
acetat)

Trypanblau

Tween 20

2.1.7 Puffer

Roth

Roth
Amersham
Sigma
Roth

Roth

Roth

Roth
Gibco/BRL
Roth

Fluka
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Seromed
DuPont
MWG-Biotech
Boehringer
Boehringer
Sigma
Sigma

Sigma
Gibco
Roth

Die Puffer wurden mit doppelt destiliertem Wasser angesetzt und anschlielend

entweder autoklaviert oder sterilfiltriert.

ATV-Ldsung 8,00 g
0,27 g

NaCl
KCI
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Bindungspuffer fur EMSA (3x)

Blocking-Puffer

BSA-Puffer

Citrat-Puffer

Coating-Puffer

Denhardt's Lésung

DNA-Farbeldsung

ELISA-Wasch-Puffer

1,15¢
0,20 g
0,10 g
1,25¢
1,25¢

60 mM
3 mM

3 mM
150 mM
12%

1%

0,1%

40 mM
60 mM

0,1M

109
109
109

80%
100mM
0,025%
0,025%

0,1%

Na;HPO,

KH,PO,

MgSO, x 7 H,O
Na,-EDTA

Trypsin

ddH,O ad 1 Liter

mit HCI auf pH 7,2 titrieren

Hepes pH 7,9
DTT

EDTA

KCI

Ficoll

BSA in PBS (1x)

BSA in PBS (1x)

Citronenséaure
Na,HPO, (pH 4,4)

Na,HPO, (pH 9,2)

Ficoll 400

Polyvinylpyrolidon MW 360000
BSA

ad 500 ml ddH,O

Glycin
EDTA
Bromphenolblau

Xylenxyanol F

Tween 20 in PBS (1x)
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Erythrozytenlysepuffer 8,29¢g
1,09
0,037g

Extraktionspuffer fir Kernproteine
Puffer A 10 mM
10 mM
0,1 mM
0,1 mM
1mM
0,5mM

Puffer C 20 mM
04 M
1 mM
1 mM
1 mM
1mM

"GrolRer MACS" (GM)-Puffer 0,5%
0,01%
5 mM

2xHBS 50 mM
280 mM
0,75 mM
0,75 mM

Kalzium-Mix 0,1M
0,5M

NH4CI
KHCO;
EDTA

ad 11 H,O

Hepes pH 7,9
KCI

EDTA

EGTA

DTT

PMSF

Hepes
NaCl
EDTA
EGTA
DTT
PMSF

BSA

NaN;
EDTA

in PBS (1x)

Hepes, pH 7,05
NaCl

Na,HPO,
NaH,PO,

Hepes, pH 7,05
CaC|2
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Klenow-Puffer (5x)

Ladepuffer fur SDS-Gele (2x)

Laufpuffer fir SDS-Gele (5x)

Milchpulverlésung zum Blocken

10xMOPS

PBS

10xPonceau-Red

RNA-Ladepuffer

250 mM
25 mM
5 Mm

100mM
4%
0,2%
20%
20%
0,5%

15,1g
949

5%

220 mM
50 mM
10 mM

140mM
2,7mM
8,1mM
1,5mM

2%
30%

100 pl
500 pl
185 pl
40 mg
0,4%

Tris-HCI, pH 8,0
MgC|2
DTT

Tris pH6,8

SDS
Bromphenolblau
Glycerin
Methanol

DTT

Tris

Glycin

Magermilchpulver
in 1x TBS-Tween

MOPS pH 7,0
Na-Acetat
EDTA

NaCl

KCI
Na,HPO,
KH,PO,

Ponceau-red

Trichloressigsaure

10xMOPS
Formamid
Formaldehyd
Ficoll 400

Bromphenolblau
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RNA-Hybridisierungspuffer 25 ml 20xSSPE
50 ml Formamid
5ml 100xDenhardt's Losung
19 SDS

0,1 mg/ml Hering-Sperm-DNA
1 mg/ml Hefe-RNA

1XTAE 48,49 Tris
11,4 ml Essigsaure
3,729 EDTA
auf 11 ddH,O
1XxTBE 89 mM Tris
89 mM Borsaure

2mM EDTA

TBS 25mM Tris
137mM NaCl
5mM KCI

7mM CaClo
0,5mM MgCl»o
0,6mM NasHPO4

TE 10mM Tris
TmM EDTA

mit HClkonz. auf pH 8 einstellen

Transferpuffer 0,48M Tris
0,39M Glycin
20% Methanol

20xSSPE 3,6 M NacCl
0,2 M NaHzPO4/Na2H2PO4 pH 7,0
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20 mM

20xSSC 3M
0,3M

EDTA

NaCl
NaCitrat

Waschpuffer fir Western Blots 0,1% Tween in PBS

2.1.8 Reaktionssysteme

RNeasy Kit

ECL Western blotting analysis system
RiboQuant (RPA) Kit

MACS Separation Columns
Streptavidin-Beads

MACS Anti-FITC-MicroBeads

Trizol-Reagens

219 Enzyme

DNA-Polymerase I, Klenow-Fragment
RNase
MACS MultiSort Release Reagent

QUIAGEN
Amersham
PharMingen
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
GibcoBRL

MBI Fermentas
Boehringer

Miltenyi Biotec

Streptavidin-POD La Roche

2.1.10 Radioaktivitat

2P_ATP (3000 Ci/mMol) Amersham

2.1.11 ProteingroBenmarker

10 kD-Leiter GibcoBRL

10 kD 40 kD 70 kD 100 kD

20 kD 50 kD 80 kD 110 kD

160 kD
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30 kD 60 kD 90 kD 120 kD

2.1.12 Oligonukleotide

Pubs (-92) tcgaCAATCTGGTGTAATAAAATTTTCCAATGTAAACTCAg (-57)
GTTAGACCACATTATTTTAAAAGGTTACATTTGAGTcctag

Pubs (-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 aufgefuhrten Cytokine werden als Standards im ELISA und als Zusatze zu den

Stimulationsansatzen von CD4'T-Zellen eingesetzt.

Murines rekombinantes Interleukin 2 (mlL-2)

mIL-2 wurde aus den Uberstidnden von X63Ag8-653 Myelomzellen gewonnen. Diese
Zellen waren mit muriner IL-2-cDNA transfiziert worden. Die IL-2-haltigen
Kulturliberstande wurden (ber Affinitatschromatographie bis zur Homogenitat

angereinigt.

Murines rekombinantes Interleukin 4 (mlL-4)

Aus transformierten X63Ag8-653 Myelomzellen wurde miIL-4 gewonnen und ebenso
Uber Affinitatschromatographie gereinigt. Eine Unit ist als die Konzentration definiert,

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

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

Germann (Institut fur Immunolgie, Universitat Mainz) zur Verfugung gestellt. Ein

Nanogramm IL-12 entspricht 1000 Units.
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Rekombinantes Ratten Interferon-gamma (rlFN-y)

Das verwendete rlFN-ywurde von Dr. G. R. Adolf (Ernst Behringer Institut far

Arzneimittelforschung, Wien, Osterreich) zur Verfligung gestellt.

2.1.15 Antikorper zur Immundetektion von NF-AT-Proteinen

AA 1-654 (mAD-A)

Monoklonaler Maus-anti-NF-ATc-Antikorper (IgG1). Dieser Antikorper 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 Antikérper wurde von der Firma Eurogenetic mit Hilfe eines GST-
Fusionsproteins, das flir 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)

Antikorper gegen das 67.1 Peptid nahe dem N-Terminus des murinen NF-AT1 (NF-
ATp). Dieser Antikorper erkennt NF-ATp von Mensch und Maus und besitzt keine
Kreuzreaktivitat mit NF-ATc, NF-AT3 oder NF-AT4.

2.1.16 Sekundarantikorper zur Inmundetektion von NF-AT-Proteinen

Sekundare, an Peroxidase gekoppelte Antikérper dienen zum immunologischen
Nachweis von Proteinen im Western blot. Verwendet werden Kaninchen-anti-Maus-

Antikérper (Amersham) und Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper (Amersham).

2.1.17 Antikorper fiir die Separation muriner CD4*T- und CD4*/CD62L"9"T-Zellen

H129.19-bio (Ratte anti-Maus-CD4-biotin)
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Der Klon H129.19 wurde von Dr. H. Huber (Hautklinik Universitat Mainz) zur Verfigung
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 Antikérper 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 Antikorper biotinyliert.

2.1.18 Antikorper fiir die Stimulation und Kultur muriner CD4'T-Zellen

H57-597 (Hamster anti-Maus T-Zellrezeptor-a3)
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 (Universitat Genf, Schweiz)

zur Verfugung gestellt.

XMG1.2 (Ratte anti-Maus IFN-y)
Dieser Antikdrper wurde von Dr. A. O'Garra (DNAY Research Institute, Palo Alto, CA,
USA) zur Verfligung gestellt und zur Neutralisierung von endogen gebildeten IFN-y zur

Zellkultur gegeben.

BVD4-1D11 (Ratte anti-Maus IL-4)
Dieser Antikérper wurde von Dr. A. O'Garra (DNAY Research Institute, Palo Alto, CA,
USA) zur Verfliigung gestellt.

2.1.19 Antikorper fir ELISA

R46A2 und_AN.18.17.24 (Ratte anti-Maus IFN-y)
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Beide Antikorper wurden von Dr. M. Lohoff (Institut fir klinische Mikrobiologie,
Erlangen) zur Verfigung gestellt. AN-18.17.24 wurde in biotinylierter Form als

Sekundarantikorper eingesetzt.

BVD4-1D11 und BVD6-24G2 (Ratte anti-Maus IL-4)
Beide Antikérper wuden von Dr. A. O'Garra (DNAX Research Institute, Palo Alto, CA,
USA) zur Verfugung gestellt. BVD6-24G2 wurde in biotinylierer Form als

Sekundarantikorper eingesetzt.

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

Es handelt sich um Ratte-anti-Maus-IL-2 Antikdrper der 1gG., bzw. 1gG,, Subklasse.
Die beiden Klone JES6-1A12 und JES6-5H4 wurden von Dr. A. O'Garra (DNAX
Research Institute, Palo Alto, CA, USA) zur Verfliigung gestellt. Die Antikérper des
Klons 90.2 von Dr. habil. E. Schmitt affinitatsgereinigt und biotinyliert.

2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung von Suspensionszellen und adhédrenten Zellen

Die verwendeten Zellinien werden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; in
Zellkulturen gehalten. Als Kulturmedium dienen fir Suspensionszellen (Jurkat-, A3.01-,
H9-, Raji- und Daudi-Zellen) RPMI (+) und fur adharente Zellen (293-Zellen) DMEM
(+). RegelmaRiges Umsetzen dient dazu, Zellen mit frischen Nahrstoffen zu versorgen
und die Kulturen von Stoffwechselendprodukten zu reinigen. Suspensionszellen
werden zusammen mit dem Kulturmedium in Zentrifugationsréhrchen Gberflhrt 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. AbschlieRend werden die Zellen in einer Dichte von 1 x 10°
Zellen/ml mit frischem Medium in die Kulturgefae zurlickgegeben.

Nach dem Wachsen der adharenten 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-Lésung Uberschichtet

und 5 Min. im Brutschrank inkubiert. Anschlielend werden sie entsprechend den
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Suspensionszellen zentrifugiert und gewaschen. Nach Ruickfihrung 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-Zahlkammer, in der zweimal 16 Quadrate der
Grundflache 0,1mm? eingraviert sind, bestimmt. Zur Darstellung der abgestorbenen
Zellen werden 20 pl der zu messenden Zellsuspension mit 20 pl Trypanblau
"bluestain”, einem Farbstoff, der tote Zellen blau anfarbt, gemischt. Anschlieend kann
unter Verwendung der Zahlkammer und einem Mikroskop die Anzahl der nicht blau
gefarbten, d.h. vitalen Zellen bestimmt werden. Die Summe der Zellen in beiden

Zahlfeldern, multipliziert mit dem Faktor 10*, ergibt die Dichte der Kultur in Zellen/ml.

2.2.3 Induktion lymphoider Tumorzellen und adhéarenter Zellen

Zur Stimulation der Zellen werden in Abhangigkeit vom Zelltyp verschiedene
Konzentrationen der Stimulantien TPA und lonomycin verwendet. Wahrend der
Stimulationsdauer mit TPA und/oder lonomycin werden die Zellen im Brutschrank bei
37 °C und 5 % CO; inkubiert.

T-Tumorzellen B-Tumorzellen 293-Zellen
TPA 20 ng/ml 100 ng/ml 100 ng/ml
lonomycin 1 pmol/ml 1 pmol/ml 1 pmol/ml

2.2.4 Praparation von CD4'T-Zellen aus BALB/c Ann-Mausen

2.2.4.1 Praparation von Gesamtmilzzellen

Verwendet werden BALB/C Ann-Mause im Alter 8 bis 12 Wochen. Die Milzen dieser
Mause werden im Zellsieb zerrieben, und die Zellen setzen sich ab. Der Uberstand
wird abpipettiert und bei 1600 Upm 10 Min. zentrifugiert. Die vorhandenen Erythrozyten
werden durch Inkubation im Erythrozytenlysepuffer (1 mi/Milz) 3 Min. lysiert. Zur

Enfernung von entstandenen Zellaggregaten wird das Lysat mit MEM + 2% FCS uber
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eine mit Nylonwatte (30 um) gestopfte Pasteurpipette aufgereinigt. Anschlielend

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

2.2.4.2 Praparation von CD4'T-Zellen

Die Separation von CD4'T-Zellen erfolgt aus dem Gesamtmilzzellextrakt Gber MACS-
Saulen mit an Microbeads-gekoppelten Antikdrpern gegen den Oberflachenmarker
CD4. Dafiir werden jeweils 1x10® Zellen aus Gesamtmilzzellextrakt in 1 ml GM-Puffer
mit 0,5 pg/ml H129.19bio (Stockldsung 200 pg/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 1x10® Zellen mit 5 pg/ml Streptavidin-Beads
(Stocklésung 200 pg/ml) in 1 ml GM-Puffer bei 4°C fir weitere 10 Min.. Die Zellen
werden ml-weise Uber die MACS-Saulen gegeben und mit 5 ml GM-Puffer je Saule
eluiert. Dabei diirfen max. 5x10° Zellen fiir eine Saule 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 Uber eine Saule gegeben. Nach zweimaligem

Waschen im Testmedium erfolgt die Bestimmung der Zellzahl.

2.2.4.3 Praparation von CD4*/CD62L""T-Zellen

Die Reinigung von CD4*/CD62L""T-Zellen aus den Milzen von BALB/c Ann-Mausen
wird mit dem Anti-FITC MultiSort Kit von Miltenyi Biotec durchgefiihrt. Mittels
sukzessiver positiver Selektion gegen die Oberflachenmarker CD4 und CD62L Uber
MACS-Saulen werden dabei naive CD4'T-Zellen aus den Gesamtmilzzellextrakten
isoliert.

1x10® Zellen aus Gesamtmilzzellextrakt werden in 1 ml eisgekiihitem BSA-Puffer
aufgenommen und mit 1 pg/ml GK1.5-FITC (Stockldsung 200 pg/ml) 10 Min. bei 4°C
inkubiert. Die Zellen werden jeweils in 5 ml BSA-Puffer gewaschen und bei 1600 Upm
abzentrifugiert. 1x10® der CD4-FITC-markierten Zellen werden im zweiten Schritt nach
DNA-Verdau durch Zusatz von 100 U/ml DNase (Stocklésung 5000 U/ml) mit 20 pug/ml
des sekundaren Antikérpers anti-FITC-MSB (Stocklésung 200 pg/ml) in 1 ml
eisgekihltem BSA-Puffer 15 Min. bei 4°C inkubiert und anschlieBend in 5 ml BSA-
Puffer gewaschen. Es folgt nun hintereinander die zweimalige positive Selektion der
CD4"Zellen Uber jeweils eine MACS-Saule. Dabei sollte die Ausbeute der CD4*-Zellen
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bei etwa 10% liegen. Zur enzymatischen Entfernung der MACS MicroBeads werden
1x10® Zellen mit 8 pyl MACS MultiSort Release Reagent (Stocklésung 200 pg/ml) 10
Min. bei Raumtemperatur in 1 ml BSA-Puffer inkubiert und anschlieRend mit 5 ml BSA-
Puffer gewaschen. Zur Depletion von "non-released" Zellen werden die Zellen erneut
Uber eine MACS-Saule gegeben, wobei sich diesmal die "released" CD4'Zellen im
Durchlauf befinden.

Zur positiven Selektion von CD62L""(Mel14"¥") Zellen werden jeweils 1x10°
CD4"Zellen in 1 ml eisgekihltem GM-Puffer mit 1 pg/ml Mel-14bio (Stocklésung 1
mg/ml) 10 Min. bei 4°C inkubiert, anschlieRend einmal in 5 ml GM-Puffer gewaschen
und mit 5 pg/ml Streptavidin-Beads (Stocklésung 200 pg/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
CD62L"9"Zellen {iber zweimalige Passage iiber MACS-Saulen. Die CD4*/CD62L""T-
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 Antikérpern

Die Stimulation der CD4*T-Zellen erfolgt auf 6-"well" Platten. Dafiir werden die Napfe
sukzessive mit den Antikorpern anti-TCRaf (2,5 pg/ml) und anti-CD28 (20 pg/ml) in 2
ml PBS (1x) pro Napf beschichtet und bei 37°C fir jeweils 30 Min. inkubiert. Zum
Entfernen Uberschissiger nicht-gebundener Antikérper werden die Napfe zwischen
den beiden Inkubationsschritten und schlieBlich 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 Zytokinantikdrpern in den mit anti-TCRa und anti-
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CD28 beschichteten Napfe. Die Konzentration der Zellen betragt 5x10° Zellen pro
Napf. Die Differenzierung wird im Testmedium mit den entsprechenden Zusatzen
durchgefihrt:

Th1-Zellen Th2-Zellen
Cytokine IL-12 (3000 U/ml) IL4 (1000 U/ml)
Antikérper anti-1L4 (10ug/ml) anti-IFN-y (10ug/ml)

2.2.5.3 Proliferationsphase, Tag4 -7

Am 3. Tag der in vitro Differenzierung werden die differenzierten Zellen auf die Halfte
ihrer Konzentration verdlnnt, in unbeschichtete Napfe 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

verdinnt und in den entprechenden Ansatzen 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 gezahlt. Zur Restimulation werden die Zellen in einer
Konzentration von 1x10%well entsprechend mit TPA/lonomycin oder mit den
Antikérpern anti-TCRaff und anti-CD28 inkubiert und induziert.
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CD4'T-Zellen
TPA 20 ng/mi
lonomycin 1 pmol/ml
anti-TCRo 2 ug/ml
anti-CD28 5 ug/ml

2.2.6 Ernten der Zellen

Lymphoide Suspensionszellen sowie CD4'T-Zellen werden zusammen mit dem
Kulturmedium in entsprechende Zentrifugationsgefalle Uberfihrt. An den Wanden der
Kulturgefalie verbliebene Zellen werden durch leichtes Nachspiilen mit PBS mit Hilfe
einer Pipette abgeldst. Die Zellsuspension wird 5 Min. bei 250 * g zentrifugiert, und der
Niederschlag wird mit 10 ml PBS durch erneutes Zentrifugieren gewaschen. Der
Resuspensionspuffer wird abhangig vom nachfolgenden Experiment gewahlt.

Bei adharenten Zellen wird zunachst das Medium mit Hilfe einer Vakuumpumpe
abgesaugt. Durch Uberschichtung der Zellen mit mit 5 ml ATV und Inkubation fiir 5
Min. im Brutschrank erfolgt die Trennung der adharenten Zellen vom Boden. Das
Waschen der Zellen vom Kulturmedium wird analog den Suspensionszellen
durchgefihrt.

2.2.7 Transfektion von DNA in adharente Zellen

Die Transfektion von adhérenten Zellen erfolgt nach der Kalzium-Phosphat-
Koprazipitations-Methode (Jordan et al., 1996). Die Transfektionslésung flir einen
Analyseansatz enthalt 2-10 yg DNA, die mit TE auf 240 pl eingestellt und anschliel3end
mit 240 pl Kalzium-Mix gut gemischt wird. Nach 5 Min. Inkubation bei Raumtemperatur
wird dem Ansatz 480 uyl 2x HBS zugegeben, erneut gut gemischt und 30 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Transfektionsldsung wird anschlieRend 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 tGber 14 Std. im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, diente

der Koprazipitaten des Kalziumphosphats und der DNA. Am nachsten 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 Praparation von Kernproteinextrakten (Schreiber et al., 1998)

Kernproteinextrakte werden grundsatzlich im Kihlraum oder Eisbad hergestellt.
Samtliche Losungen und Puffer sollten eiskalt gehalten werden. Fir die Praparation
von Kernproteinextrakten werden 1x10” Zellen bei 1000 rom 5 Min. abzentrifugiert, mit
10 ml PBS gewaschen und das Zellpellet wird in 1 ml PBS resuspendiert und in ein 1,5
ml Reaktionsgefal® tUberfuhrt. Nach 30 Sek. Zentrifugation bei 5000 rpm wird das
Zellpellet schlieBlich in 600 pl Puffer A sanft resuspendiert. Nachdem die Zellen 15
Min. auf Eis geschwollen sind, werden sie durch 10-maliges Aufziehen der Suspension

in einer Kanile mit einem Durchmesser von G26%8

durch Scherung zerkleinert, wobei
die Zellkerne intakt bleiben. Durch 2 Min. Zentrifugation bei 6000 rpm werden die
Zellkerne vom zytoplasmatischen Uberstand getrennt. Der Uberstand, der die
zytoplasmatischen Proteine enthalt, wird bei 20000 rpm 15 Min. abzentrifugiert und
kann sowohl fir Proteinanalysen als auch zur RNA-Isolierung verwendet werden. Die
Zellkerne werden in 100 pl Puffer C resuspendiert und die Kernproteine durch 15
minltiges Schitteln 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 Uberstand in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal® transferiert. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration werden die
Proben in flissigem 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 pl Kernproteinextrakt mit 1 ml 1x Bradford-Reagenz
(5x Bradford-Reagenz 1:5 mit ddH,O verdinnt) 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 ug) in 1x Bradford-Reagenz erstellt

wurde, lassen sich die Proteinkonzentrationen der Proben bestimmen.



Material und Methoden 48

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 2,5 ml 1,25 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 4 ml 1,7 mi
10% SDS 0,1 ml 0,1 ml
ddH20 3,3 ml 6,8 ml
APS 0,1 ml 0,1 ml
TEMED 8,0 ul 10 pl

Zunachst wird das Trenngel zwischen die senkrecht stehenden und mit 100% Ethanol
gereinigten Glasplatten bis ungefahr 3 cm unterhalb der oberen Glasplattenkante
aufgeflllt. Damit die Oberfache des Gels gleichmaRig polymerisiert, wird die Gellésung
sogleich mit ddH,O gesattigtem Isobutanol tberschichtet. Nach der Polymerisation wird
das Isobutanol abgegossen und das Sammelgel eingefillt. Zur Formung der
Geltaschen wird ein Kamm zwischen die beiden Glasplatten eingesetzt, und die
Polymerisation des Sammelgels abgewartet. 10-20 pl der zu fraktionierenden
Proteinextrakte werden zunachst 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

Fir den immunologischen Nachweis bestimmter Proteine durch Antikérper werden die
Proteine nach der Fraktionierung in der SDS-PAGE zunachst in einer Transferkammer
14 Std. bei 400 V in Transferpuffer auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. Zur
Dokumentation des Proteinstandards und spateren Zuordnung der Proteine nach
deren Molekulargewicht, wird die Membran zunachst mit Ponceau-Red angefarbt und

zwischen zwei Klarsichtfolien in der Kopiermaschine fotokopiert. Anschliefiend 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 fir eine Std. geblockt. Der
primare spezifische Antikérper wird entsprechend verdinnt in die Milchlésung
pipettiert, und die Membran wird darin eine Std. inkubiert. Nach einmaligem 15
mindtigen und dreimaligem 5 minatigen Waschen der Membran in TBS + 0,05%Tween
wird die Membran in einer frischen Milchlésung mit dem sekundaren, an Peroxidase
gekoppelten Antikérper 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-L6sungen werden auf
die Membran pipettiert, und ein Roéntgenfiim wird fir die Dauer von 10-60 Min.

angelegt.

2.2.12 DNA-Gelelektrophorese im Polyacrylamidgel

Zur Durchflihrung von "electrophoretic mobility shift assays" (EMSA) und zur Reinigung
radioaktiv markierter DNA-Fragmente werden 6%- bzw. 15%-ige native Poly-
acrylamidgele verwendet. Die Polyacrylamidlésung wird sofort nach Zugabe der
Radikalbildner TEMED und APS Iuftblasenfrei 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) 8 mi 25 mi
5xTBE 4 ml 10 ml
ddH,0 38 ml 15 ml
TEMED 75 pl 50 pl
APS (10%) 500 pl 300 pl
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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 spateren Orientierung. Danach wird der Film auf das Gel gelegt, und die
entsprechenden Banden werden mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Gelstucke
werden in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} Uberfiuhrt, mit einer 200 pl Pipettenspitze
zerstolRen und anschlieBend mindestens 4-5 Std. bei Raumtemperatur in 0,1 M KCI
enthaltendem TE unter stdndigem Schutteln inkubiert. Die Abtrennung des Eluates von

den Gelstlicken 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 doppelstrangigen Oligonukleotiden durchgeflhrt.
Das ‘'Annealing’ der komplementaren einzelstrangigen Oligonukleotide zum
Doppelstrang erfolgt, indem man 1-10 ug komplementare einzelstrangige Oligo-
nukleotide mit 0,1 M KCI in TE auf 40 pl auffillt, 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 komplemetaren Einzelstrang-Oligonukleotide zum
Doppelstrang werden die Proben an ihren 3'-Enden radioaktiv markiert. Das Klenow-
Fragment der E. coli DNA-Polymerase | kann 3'-Enden von DNA-Fragmenten auffillen,
indem es die 5'-Uberhinge als Vorlage benutzt. Ein Ansatz zur radioaktiven
Markierung besteht aus 50 ng DNA, 2 ul 5x Klenow-Puffer, je 2 nmol dGTPs, dCTGs
und dTTPs, je 2 ul [a*P]dATP und 1 U Klenow-Enzym und wird mit ddH,O auf 20 pl
aufgefullt. Nach 20 Min. Inkubation bei Raumtemperatur wird die Reaktion durch
Zugabe von 5 ul 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 Aktivitat der markierten

Probe wird im Szintillationszahler 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 verzogerte Wanderungsgeschwindigkeit im Gel und
kénnen 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
UberschulR dem Versuchsansatz hinzugefliigt werden. Der Nachweis einer spezifischen
DNA-Protein-Wechselwirkung erfolgt durch Kompetition mit einem Uberschul des
entsprechenden nichtmarkierten Oligonukleotides.

Zu 3 ug Kernproteinextrakt werden 700 ng polydl/dC (poly dG/dC), 3 pl
3xBindungspuffer und 5.000 cpm (ungefahr 0,2 ng) radioaktiv markierte DNA gegeben.
Das Endvolumen wird mit ddH,O auf 9 pl 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 zunachst fir 10 Min. in 10%-iger Essigsaure fixiert und
anschlieftend auf 3MM-Whatman Papier bei 80°C auf dem Geltrockner getrocknet. Die
Exposition an einem Rontgenfilm erfolgt normalerweise mit Verstarkerfolien 1 - 3 Tage
bei -70°C.

2.2.15 Praparation von Gesamtzell-RNA aus eukaryontischen Zellen

2.2.15.1 RNA-Praparation mit TRIzol-Reagens

Eukaryontische Gesamtzell-RNA wurde unter Verwendung des TRIzol-Reagens
(GibcoBRL) nach dem vom Hersteller mitgelieferten Protokoll isoliert. Es wurden
ausschlieRlich RNase-freie Plastikwaren und Losungen verwendet. 1x10® Zellen
wurden zu den im Ergebnisteil angegebenen Zeitpunkten geerntet, sedimentiert, nach

moglichst vollstandigem Absaugen des Uberstandes in 1 ml Trizol resuspendiert und 5



Material und Methoden 52

min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Trizol wurden die Zellen lysiert und samtliche
Proteine aufgrund des enthaltenen Guanidiniumisothiocyanats sofort denaturiert, so
dass ein enzymatischer Abbau der RNA vermieden wurde. AnschlieRend wurde das
Lysat in ein Eppendorf-Reaktionsgefaly uberfuhrt, mit 200 pl Chloroform versetzt, gut
durchmischt und nach zweiminltiger Inkubation bei Raumtemperatur in einer
Eppendorf-Tischzentrifuge bei 4°C zentrifugiert (15 min, 13000 Upm), um Kklar
getrennte Phasen zu erhalten. Die wassrige, RNA enthaltende Phase wurde in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefall tberflhrt, ohne die organische Phenol/Chloroform-
Phase sowie die das geféllte Protein enthaltende weile Interphase zu berlGhren.
AnschlieRend wurde die RNA durch Zugabe von 500 ul Isopropanol 10 min bei
Raumtemperatur gefallt, sedimentiert (10 min, 13000 Upm, 4°C) und nach Verwerfen
des Uberstandes mit 1ml 70% Ethanol gewaschen (10 min, 13000 Upm, 4°C). Der
Uberstand wurde erneut vollstandig entfernt, die sedimentierte RNA getrocknet und in
12-20 yl DEPC-H,0 in Abhangigkeit von der zu erwartenden RNA-Menge geldst und
dann bei -20°C gelagert.

2.2.15.2 RNA-Praparation mit RNeasy Kit (QUIAGEN)

Zur Praparation von Gesamtzell-RNA aus CD4'T-Zellen wurde das kommerziell
erhaltliche RNeasy Kit von QUIAGEN verwendet und gemall den Anweisungen des
Herstellers vorgegangen. Zur Homogenisierung der Zellen wurden zusatzlich
QlAshredder der Firma QUIAGEN benutzt. Isolierte RNAs werden bei -70°C in RNase-
freiem ddH,O gelagert.

2.2.16 Bestimmung von RNA-Konzentrationen

Die RNA-Konzentrationen wurden fotometrisch durch die Messung der Absorption
einer 1:70 Verdlnnung in einer Mikrokuvette (70ul Volumen) bei einer Wellenlange von
260nm bestimmt. Hierbei entspricht eine A260-Einheit einer Konzentration von 40
pg/ml RNA. Das Verhaltnis zwischen den Extinktionswerten bei 260 nm und 280 nm
|&Rt eine Abschatzung der Reinheit der RNA zu. Absolut reine RNA-Praparation besitzt
ein 260/280 Verhaltnis von 2,0. Die Integritat und die GroRenverteilung der gereinigten

RNA kann mittels Elektrophorese im denaturierenden Agarosegel und Ethidiumbomid-
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Farbung kontrolliert werden. Fir eukaryontische Zellen erscheinen im gefarbten Gel
zwei scharfe Banden fur die 28S und 18S ribosomale RNA.

2.2.17 RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der Gesamt-RNA werden denaturierende Agarosegele verwendet, die
die Auflésung von Sekundarstrukturen gewahrleisten. Pro Spur werden etwa 10 ug
RNA eingesetzt. Zum Laden wird die RNA in 20 yl RNA-Ladepuffer resuspendiert und
15 Min. bei 68°C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgt bei 2 V/cm Gellange in
1XxMOPS als Laufpuffer. Die Gele werden nach der Elektrophorese 20 Min. in
Ethidiumbromid-L&ésung gefarbt (1,0 pg/ml Ethidiumbromid in 1xMOPS) und 45 Min. in
ddH,0 entfarbt. Die Banden der 28S- und 18S-rRNA sind im UV-Licht sichtbar.

Agarose/Formaldehyd-Gel 1,5% / 6%
Agarose 459
10xMOPS 30 ml
Formaldehyd (37%) 50 ml
ddH,0 220 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) Ubertragen,
wobei der Transfer mit 10xSSC 16 bis 18 Std. erfolgt. AnschlieBend werden die
Membranen in 2xSSC gespult, und die RNA wird nach kurzem Trocknen der Filter
durch UV-"Crosslinking" fixiert. Zusatzlich werden die Northern Blots im Anschluf} an
die UV-Fixierung 30 Min. bei 80°C gebacken. Der Transfer der RNA kann durch eine
Methylenblaufarbung Uberprift werden. Hierzu wurde die Membran 10 Min. in 50 mM
NaOH gelegt und anschlieend 60 Sec. in 0,3 M Natriumacetat (pH 5,2)/0,03%
Methylenblau inkubiert. Die Entfarbung der Membran wurde durch mehrmaliges
Waschen mit ddH,O erreicht. Die Hybridisierung der Membran erfolgt in
Hybridisierungspuffer (ber Nacht bei 65°C mit einer *?P-ATP markierten
doppelstrangigen 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 uber 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 Lange
hergestellt. Diese kdnnen dann durch eine Hybridisierungsreaktion mit entsprechenden
Sequenzen aus einer gegebenen RNA-Population doppelstrangige RNA-Segmente
bilden. Eine anschlieBende Behandlung des Reaktionsgemisches mit Ribonukleasen
eliminiert dann Uberschissige freie Sonden sowie andere einzelstrangige RNA. Die
verbleibenden RNA-Strange sind durch die Hybridisierung mit der spezifischen
Sonden-RNA doppelstrangig und radioaktiv markiert. Sie sind durch ihre
Doppelstrangigkeit vor der Zerstérung durch Ribonukleasen geschiitzt und kénnen mit
Hilfe eines denaturierenden Polyacrylamidgels analysiert werden. Die Sondenpolymere
werden hierfir so synthetisiert, dass sie etwas langer sind als die zu detektierende
RNA-Sequenz und bei der Hybridisierung kurze einzelstrangige Uberhdnge bilden.
Diese werden dann durch Ribonuklease eliminiert. Die geschiitzten Sequenzen sind
daher nach der Ribonuklease-Behandlung etwas kirzer als die freie Sonde und
kénnen dadurch auf dem Gel von dieser unterschieden und identifiziert werden.

Fur 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 fir die Durchfiihrung von Sondensynthese,
Hybridisierung und Ribonuklease-Behandlung enthdlt 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 auRerdem Sonden zur
Erkennung von Haushaltsgenen als interne Standards. Hier wurden die Matrizen-Sets
‘mCK-1" zur Identifizierung von Lymphokin-RNAs der Maus verwendet. Die
geschutzten Proben wurden im Anschluss Uber 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 geschitzten Proben zu erméglichen. Nach Beendigung der SDS-
PAGE wird das Gel zunachst fir 10 Min. in 10 %iger Essigsaure fixiert und
anschlielend auf 3MM-Whatman Papier bei 80°C auf dem Vakuumgeltrockner
getrocknet. Die Exposition an einem Rontgenfilm erfolgte normalerweise mit

Verstarkerfolien bei -70°C. Alternativ wird die Radioaktivitdt im Phosphorimager

quantifiziert.

Polyacrylamidgel 5%

40% Acrylamid 8,85 ml

2% Bisacrylamid 9,31 ml

10xTBE 7,45 ml

Harnstoff 35,82 g

ddH,O ad 74,5 ml auffillen
TEMED 60 pl

APS (10%) 450 pl

2.2.20 "Encymatic linked Immunosorbent Assay" (ELISA)

Die ELISA-Ansatze zur Bestimmung der Synthese von IL-2, IFN-y und IL-4 werden mit
Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin entwickelt. Dazu werden ELISA-Platten mit dem
Antikérper BVD4-1D11 (1ug/ml) fir die Bestimmung von IL-4, mit dem Antikdrper
R46A2 (1ug/ml) fur die Bestimmung von IFN-y bzw. mit dem Antikdrper JES6-1A12 (1
pg/ml) flr die Bestimmung von IL-2 in 50 pl/well Coating-Puffer 1 Std. bei 37°C
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit ELISA-Waschpuffer werden die
nichtgebundenen Stellen unselektiv mit 100 pl/well Block-Puffer 30 Minunten bei 37°C
im Brutschrank geblockt. Uberschiissiges BSA wird durch dreimaliges Waschen
entfernt. Die Kulturliberstdnde 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 sekundaren biotinylierten Antikdrpern 1 Std. bei 37°C. Dazu dienen BVD6-
24G2 (0,6 pg/ml) zur Detektion von IL-4, AN18.17.24 (0,45ug/ml) zur Bestimmung von
IFN-y und 90.2 (1,34 pg/ml) sowie JES6-5H4 (2 pug/ml) zur Bestimmung von IL-2. Nach
der Entfernung nichtgebundener Antikorper durch dreimaliges Waschen wird

Streptavidin-Peroxidase (Stammldsung 500 U/ml) in einer Konzentration von 50 mU/ml
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in 50 ul/well BSA-Puffer zum Ansatz hinzugegeben und 1 Std. bei 37°C inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen efolgt die enzymatische Reaktion in 50 pl/well Citratpuffer durch
Zugabe von ABTS (1-2 mg/ml Citratpuffer) und einer 0,3 %igen H,O, L6ésung. Die
quantitative Auswertung der enzymatischen Reaktion wird photometrisch bei 414 nm
durchgefihrt.
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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. Zunachst 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
Ca?*-lonophor lonomycin durchgefilhrt. Nach der Praparation 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 Antikérper 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 groRer als 100 kDa sind. Nach der Behandlung mit TPA und lonomycin steigt die
Konzentration dieser Kernproteine Uber einen Zeitraum von 30 Min. bis 4 Stunden
stetig an (Abb. 6 A, Spuren 1-5). Schlie3lich erscheint nach einer Behandlungsdauer
von 4 Stunden ein kirzeres, prominentes NF-ATc-Protein, das ein Molekulargewicht
von ungefahr 90 kDa besitzt (Abb. 6 A, Spur 5) und in der Gré3e mit dem von Northrop
und Kollegen klonierten NF-ATc Ubereinstimmt (Northrop et al., 1994). Western blot-
Versuche unter gleichen Stimulationsbedingungen zeigen, dass ahnliche Muster von
nuklearen NF-ATc-Proteinen typisch flr 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), wahrend 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 nukleire NF-ATc-Proteine werden in lymphoiden Tumorzellen
exprimiert.

(A) 10 pug Kernproteine von nichtinduzierten Jurkat T-Zellen (-, Spur 1) oder Jurkat T-
Zellen, die fiir 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 Antikdrper mAb-A immundetektiert. Proteine von 293 Zellen, die mit NF-
ATc/A-, B- und C-cDNA-Expressionsvektoren transfiziert wurden, werden im gleichen Gel
nach MolekulargroBe 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 nukledre 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 Antikérper mAb-A die NF-ATc-Isoformen NF-ATc/A, B und C,
der polyklonale Antikorper pAb-B die Isoformen NF-ATc/B und C.

(C) Immundetektion von NF-ATc-Isoformen in nichtinduzierten (-) und iiber 4 Stunden
induzierten (+) Raji und Daudi B-Zellen mittles des monoklonalen Antikérpers 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 ausschlieBlich 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 tatsachlich mit den in unserem Labor klonierten Isoformen des
Transkriptionsfaktors NF-ATc  Ubereinstimmen, 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 Molekulgréie
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 GroRe 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 Identitadtsnachweis der NF-ATc/B- und NF-ATc/C-Isoformen erfolgte in
Western blot-Versuchen, in denen der monoklonale Antikérper mAb-A, der gegen die
Rel-ahnliche Domane von NF-ATc, und der polyklonale Antikorper pAb-B, der gegen
das C-terminale Peptid von NF-ATc/B gerichtet ist, verwendet wurden. Wahrend mAb-
A spezifisch gegen Epitope der RSD aller drei NF-ATc-Isoformen gerichtet ist, erkennt
pAb-B ausschlieRlich die Isoformen NF-ATc/B und NF-ATc/C (Abb. 6 A-C).
Demzufolge stimmt das NF-ATc-Protein mit einem Molekulargewicht von ungefahr 90
kDa mit dem bereits von Northrop und Kollegen klonierten NF-ATc-Protein Uberein
(Northrop et al, 1994). Die beiden langeren NF-ATc-Proteine mit einem
Molekulargewicht von 100 kDa und grofier, 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 nukledre Akkumulation von Transkriptionsfaktoren kann allein auf der
Induktion des Kerntransports von im Zytoplasma praexistenten Faktoren beruhen.
Andererseits kann sie auch Folge der de novo Synthese des Transkriptionsfaktors
sein. Zur Charakterisierung des Transkriptionsmodus von NF-ATc-RNAs flhrten 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 lonomycin stimuliert.
Nach der Praparation und elektrophoretischer Fraktionierung der RNAs in Agarose-
Gelen erfolgte deren Hybridisierung mit radioaktiv markierten Proben, die entweder
RNA-Transkripte aller drei NF-ATc-lIsoformen (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 ungefahr 4,6 kb (Abb. 6
D, Fraktion I) beziehungsweise 3 kb (Abb. 6 D, Fraktion Il). Dabei stimmt die Gruppe
der NF-ATc-RNAs von ungefahr 4,6 kb mit den RNAs der Isoformen NF-ATc/B und
NF-ATc/C Uberein, die andere Gruppe von ungefahr 3 kb mit der RNA der Isoform NF-
ATc/A. Der Northern blot-Versuch zeigt im besonderen, dass die 4-stindige
Stimulation von Jurkat und A3.01 T-Zellen mit TPA und lonomycin zu einem 8-10-
fachen Anstieg der de novo Synthese der 3 kb-RNA flihrte (Abb. 6 D, Fraktion II,
Spuren 2 und 4), wahrend ein nur geringer, kaum 2-facher Anstieg der 4,6 kb-RNAs
beobachtet wurde (Abb. 6 D, Fraktion |, 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
Abhangigkeit von der Art der Tumorzelle. H9 T-Zellen und Raji B-Zellen synthetisieren
konstitutiv die beiden Isoformen NF-ATc/B und NF-ATc/C, wahrend 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. Dariber hinaus flhrte die 4-stiindige Stimulation
dieser Zellen mit TPA und lonomycin zu einer massiven Induktion der de novo

Synthese und der konsekutiven nukledren 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-lIsoformen ausschlieBlich 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 fur 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 Universitat Mainz.
Im dortigen immunzytologischen Labor werden naive CD4*T-Zellen aus den Milzen von
Ma&usen isoliert und gemaly 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 nukleare
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Zusammensetzung an NF-ATc-Isoformen mit individuellen transaktivierenden
Eigenschaften flir 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 Mause im Alter von 8 bis 16 Wochen. Naive CD4'T-
Lymphozyten aus den Milzen dieser Mause, die hohe Konzentrationen an CDG62-
Ligand exprimieren, wurden mit Antikérpern gegen TCRof und gegen das CD28-

Oberflachenmolekl stimuliert.
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Abbildung 7. In vitro Differenzierung naiver CD4"/CD62L"¢"T-Zellen zu Thl- und
Th2-Zellen. Naive CD4'T-Zellen wurden aus den Milzen von BALBc/ Ann Miusen
isoliert, indem Antikorper gegen CD4 und CD62L benutzt wurden, die an Dynabeads
gekoppelt waren. Die Zellen wurden mit Antikdrpern gegen TCRoaf (2,5ug/ml) und
Antikorpern gegen CD28 (Spg/ml) in Iscove-Medium stimuliert (Schmitt et al., 1994a). Die
Differenzierung zu Thl-Zellen erfolge bei gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit IL-12
(1000 U/ml), IL-2 (10 ng/ml) und Antikérpern gegen IL-4 (10 pg/ml) fiir 3 Tage, die
Differenzierung zu Th2-Zellen in Gegenwart von IL-4 und Antikdrpern gegen IFN-y. Nach
der Differenzierung erfolgte eine 4-tdgige Proliferationsphase in Gegenwart des
Wachstumsfaktors IL-2. AnschlieBend wurden die naiven CD4 T-Zellen, Thl- und Th2-
Zellen entweder mit TPA und Ionomycin oder mit Antikdrpern gegen TCRaf allein oder
mittels Kostimulation {iber das CD2-Oberflichenmolekiil restimuliert.
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Abbildung 7 zeigt, dass sich CD4"-T-Zellen in Anwesenheit definierter Zytokine und
Zytokinantikorper innerhalb drei Tage in vitro zu Th1- und Th2-Zellen differenzieren.
Dabei filhrt die gleichzeitige Inkubation der CD4'/CD62L""T-Zellen in einem
Nahrmedium mit den Zytokinen IL-2 und IL-12 und mit AntikGrpern gegen IL-4 zu einer
Differenzierung in Th1-Zellen. In Anwesenheit des Zytokins IL-4 und eines Antikérpers
gegen IFN-y hingegen differenzieren CD4*/CD62L""T-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 lonomycin oder mit Antikbrpern gegen
TCRaop allein oder mittels Kostimulation Uber CD28 6 beziehungsweise 13 Stunden
stimuliert. Wir untersuchten zunachst die Expression der Lymphokine IL-2, IL-4 und
IFN-y im ELISA sowie deren RNA-Synthese im RNase-Protektionsversuch.

Abbildung 8 zeigt, dass nichtinduzierte naive CD4'T-Zellen, Th1- und Th2-Zellen
erwartungsgemal weder IL-2 noch IL-4 oder IFN-y synthetisieren (Abb. 8, Spuren 1, 4
und 7). 13 Stunden Stimulation der naiven CD4"T-Zellen mit TPA und lonomycin fiihrte
zu einer massiven Synthese von IL-2 und zur Synthese nur geringer Mengen von IFN-
y. IL-4 1aRt sich unter diesen Stimulationsbedingungen nicht detektieren (Abb. 8, Spur
3). Bei kurzeren Stimulationszeiten, z. B. von 6 Stunden, kénnen keine der
untersuchten Lymphokine im Uberstand der naiven CD4'T-Zellen nachgewiesen
werden (Abb. 8, Spur 2). Th1-Zellen exprimieren nach einer Zweitstimulation mit
Antikérpern gegen TCRaf bereits nach 6 Stunden grol3e Mengen an IFN-y. IL-2 wird
von diesen Zellen in geringeren Konzentrationen synthetisiert, wahrend IL-4 in
vernachlassigbaren Konzentrationen im Uberstand nachweisbar ist (Abb. 8, Spur 6).
Restimulation von Th2-Zellen mit Antikérpern gegen TCRa induziert nach 6 Stunden
eine massive IL-4 Synthese, wahrend weder eine Expression von IL-2 noch von IFN-y
gemessen wird (Abb. 8, Spur 9). Im Vergleich zur Stimulation mit AntikGrpern zeigten
sich hinsichtlich der Expression von IL-4 kaum Unterschiede, wenn Th2-Zellen mit TPA
und lonomycin stimuliert wurden. In Th1-Zellen allerdings fiihrt die Stimulation mit TPA
und lonomycin zu einer deutlich geringeren Synthese von IFN-y 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
Antikoérpern gegen TCRap 6 bzw. 13
Stunden stimuliert oder nichtinduziert
belassen (-). Aus den Uberstinden
wurden die Lymphokine IL-2, IL-4
und IFN-y mittels ELISA gemessen. 13
Stunden Stimulation naiver CD4T-
Zellen mit TPA und Ionomycin fiihrte
zu einer massiven Synthese von IL-2.
Th1-Zellen nach 6
Stunden Stimulation mit Antikdrpern
gegen TCRof grofle Mengen an IFN-y,
wahrend IL-4 kaum nachweisbar war.
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Die zum Teil divergierenden Daten hinsichtlich der Lymphokinexpression unter diesen
beiden Stimulationsbedingungen flihren wir auf die jeweils unterschiedlichen
Stimulationsintensitaten zurtick. So vermuten wir, dass die Stimulation mit TPA und
lonomycin sehr wahrscheinlich aufgrund eines zu starken und unphysiologischen
Stimulationsreizes frihzeitig 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 doppelstrangigen Lymphokin-RNAs im RNase-Protektions-
versuch erfolgte schlieRlich 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 lonomycin fiihrte bereits nach 6 Stunden zu einer massiven
Transkription der IL-2-RNA, die im Verlauf einer 13-stiindigen Stimulationsdauer
zusatzlich auf mehr als das 3-fache ansteigt (Abb. 9 B, Spuren 2 und 3). Restimulation
mit Antikdrpern gegen TCRaf fur 6 Stunden induzierte in Th1-Zellen vorzugsweise
eine massive Transkription der IFN-y-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 fuhrten 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 lonomycin
beobachteten wir keine nennenswerten Unterschiede in der relativen Verteilung der
untersuchten Lymphokin-RNAs im Vergleich zur Stimulation mit Antikdrpern gegen
TCRaf. Allerdings konnten in Th1- und Th2-Zellen, die mit TPA und lonomycin
stimuliert worden waren, insgesamt hoéhere 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, Thl- und Th2-
Zellen wurden entweder nichtinduziert belassen (-) oder mit TPA und Ionomycin (B, Spuren
2, 3, 5 und 8) oder mit Antikérpern gegen TCRaf3 (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 GroBenmarker (M). Als interne Kontrolle wird die
protektierte RNA des Gens mL32 angezeigt. Stimulation naiver CD4 T-Zellen mit TPA und
ITonomycin fiihrte tiber 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
Antikorpern gegen TCRap fiihrte in Th1-Zellen zur Synthese der IFN-y-und IL-2-RNAs (A,
Spur 2; B, Spuren 5 und 6), wihrend in Th2-Zellen vorzugsweise die Th2-Lymphokingene
IL-4, TL-5 und IL-10 transkribiert wurden (A, Spur 4; B, Spuren 8 und 9). Gezeigt werden
reprisentative 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-y 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 lonomycin oder mit Antikérpern gegen
TCRoap. Im Gegensatz dazu fiihrt die Stimulation von in vitro differenzierten Th1-Zellen
zu einer vorzugsweisen und massiven Synthese von IFN-y-RNA und Expression von
IFN-y, wahrend in Th2-Zellen die ausschlieBliche 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 kénnen wir Zellen generieren, die sich, wie
Abbildungen 8 und 9 zeigen, per definitionem (Mosmann et al., 1989) im Muster der
Lymphokinexpression unterscheiden. Deshalb erlaubte wuns das in vitro

Differenzierungsmodell zu untersuchen, ob die Heterogenitat der Expression von NF-
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ATc-Isoformen eine potentielle Rolle bei der selektiven Induktion von Lymphokingenen
und der konsekutiven phanotyischen Differenzierung von T-Zellen spielt. Zunachst
analysierten wir die Expression und das nukleare 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 lonomycin beziehungsweise mit Antikdrpern gegen TCRa3
allein oder mittels Kostimulation dber CD28 stimuliert.

In Abbildung 10 wurden 10 pg der zu fraktionierenden Kernproteinextrakte dieser
Zellen im SDS-Polyacrylamid-Gel nach der MolekulargroRe aufgetrennt und die NF-
ATc-Proteine mit Hilfe des NF-ATc-spezifischen monoklonalen Antikérpers mAb-A
immundetektiert. Wahrend sich in den Kernproteinextrakten nichtinduzierter CD4'T-
Zellen keine NF-ATc-Faktoren nachweisen lassen (Abb. 10 A, Spur 1), fihren 5
Stunden Stimulation dieser Zellen mit TPA und lonomycin zum nukledren Auftreten von
zwei NF-ATc-Proteinen mit einem Molekulargewicht gréler als 100 kDa (Abb. 10 A,
Spur 2). In vitro Differenzierung geht in ruhenden Th1- und Th2-Zellen zunachst mit
einer Zunahme nuklearer NF-ATc-Proteine, insbesondere der NF-ATc-Proteine mit
einem Molekulargewicht grofier als 100 kDa, einher (Abb. 10 A, Spuren 3 und 5; Abb.
10 B, Spuren 1 und 4). SchlieRlich fuhrt die 5-stundige Stimulation von Th1- und Th2-
Zellen mit TPA und lonomycin zum vorwiegenden Auftreten eines kurzeren 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
Antikérpern gegen TCRap allein oder mittels Kostimulation Gber CD28 stimuliert
wurden, fihren sogar zu einem nahezu kompletten Umschalten von der Expression der
grolkeren NF-ATc-lIsoformen hin zu einer massiven nukledaren Akkumulation des
kiirzeren 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 Antikdrpern gegen TCRaf Uber 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 Thl- und Th2-
Zellen.

(A) Naive CD4'T-Zellen, Thl- und Th2-Zellen wurden nichtinduziert belassen (-) oder 5
Stunden mit TPA und Ionomycin stimuliert. 10pg Kernproteinextrakte von naiven CD4 T-
Zellen (Spuren 1 und 2), Thl- (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 Molekulargrofe aufgetrennt (A, B und
C). Nach dem Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran folgte ein Western blot
mit dem NF-ATc-spezifischen monoklonalen Antikdrper mAb-A. Stimulation mit TPA und
Ionomycin fiihrte zu einer massiven nukledren Akkumulation der induzierbaren NF-ATc-
Isoform NF-ATC/A in Thl- 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 Thl- und Th2-Zellen mit Antikoérpern gegen TCRaf allein
oder mittels Kostimulation iiber CD28 induzierte in gleicher Weise eine massive Synthese
von NF-ATc/A in Thl- und Th2-Zellen (Spuren 2, 3 und 4, 6).

(C) In einer Stimulationskinetik mit Antikdrpern gegen TCRof 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 GroRe mit den zu untersuchenden Proteinen
aus Th1- und Th2-Zellen identisch sind. Die Inkubation mit dem monoklonalen
Antikérper mAb-A im Western blot-Versuch diente als spezifischer Identitdtsnachweis,
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 anfanglich in lymphoiden Tumorzellen nachwiesen (Northrop et al.,
1994; Chuvpilo et al., 1999a und 1999b).

Wir konnten zeigen, dass stimulierte naive CD4T-Zellen ausschlieRlich 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 Fahigkeit 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-bg 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 kénnen. Wir konnten zeigen, dass die Stimulation von Th1- und Th2-
Zellen in beiden Zelltypen zu einer vergleichbaren Induktion und nuklearen
Akkumulation von NF-ATc fihrt. Deshalb interessierte uns, ob unterschiedliche
Bindungseigenschaften von NF-AT-Faktoren an einer selektiven Transkription von
Lymphokingenen in Th1- und Th2-Zellen beteiligt sind. Fir die NF-AT-DNA-
Bindungsstudien wahlten wir die Pu-bg 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-bg 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-bg
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Abbildung 11. NF-ATc¢ und NF-ATp bilden Komplexe mit der Pu-bg des IL-4
Promotors in Th2-Zellen. 2 pg Kernproteinextrakt aus Thl- (Spuren 1-7) und Th2-Zellen
(Spuren 8-15) wurden mit einem radioaktiv markierten Oligonukleotid der Pu-bg inkubiert.
Zur unspezifischen Kompetition wurden dem Ansatz jeweils 2 pg poly dI/dC zugesetzt. Vor
der Prdparation der Kernproteinextrakte wurden Thl- und Th2-Zellen entweder
nichtinduziert (-, Spuren 1 und 8) belassen oder 5 Stunden mit TPA und lonomycin (Spuren
2, 3, 9 und 10) oder mit Antikdrpern gegen TCRoaf3 (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-by (Spuren 3, 5, 10 und 12) oder 100 ng Pu-bg des IL-4 Promotors
(Spur 13) im vielfachen molaren Uberschuss. Zum Nachweis der Spezifitit der DNA-
Protein-Komplexe wurden 1 pl des NF-ATc-spezifischen monoklonalen Antikdrpers mAb-
A (Spuren 6 und 14) oder 0,5 pl des NF-ATp-spezifischen polyklonalen Antikérpers pAb-p
(Spuren 7 und 15) dem Inkubationsansatz hinzugefiigt. 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-bg des IL-4 Promotors in Th2-Zellen
nach Stimulation mit Antikérpern gegen TCRa3 (Spur 11).

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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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-bg des murinen IL-4 Promotors inkubiert und im SDS-
Polyacrylamid-Gel nach der MolekulargréRe fraktioniert. Die Generierung des DNA-
Protein-Komplexes, der in der flir NF-AT-Faktoren zu erwartenden Grof3e beobachtet
wurde, kann spezifisch durch die Zugabe sowohl der Pu-by (Abb. 11, Spuren 3, 5, 10
und 12) als auch der Pu-bg (Abb. 11, Spur 13) im vielfachen molaren Uberschul®
kompetitiert werden. Die gleichzeitige Inkubation der Kernproteinextrakte von Th2-
Zellen und der radioaktiv markierten Pu-bg mit dem NF-ATc-spezifischen
monoklonalen Antikorper mAb-A flihrte zu einer deutlichen Reduktion des DNA-
Protein-Komplexes (Abb. 11, Spuren 6 und 14), die Zugabe des NF-ATp-spezifischen
polyklonalen Antikdrpers pAb-p zu einem "Supershift" des Komplexes in Richtung
hoéheren 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 filhrten 5 Stunden Stimulation von Th1-
Zellen mit TPA und lonomycin zu einer Abnahme der NF-AT-Komplexe (Abb. 11,
Spuren 1 und 2), Stimulation mit Antikdrpern gegen TCRoaf uber den gleichen
Zeitraum daruber hinaus zu einem fast vollstdndigen Verlust der NF-AT-
Komplexgenerierung in diesen Zellen (Abb. 11, Spuren 1 und 4). Demgegeniber la3t
sich kaum ein Unterschied in der NF-AT-Komplexbildung von Kernproteinextrakten aus
nichtinduzierten und mit TPA und lonomycin stimulierten Th2-Zellen erkennen (Abb.
11, Spuren 8 und 9). Schliellich beobachten wir jedoch eine deutliche Zunahme der
Bildung von NF-AT-Komplexen, wenn Kernproteinextrakte von Th2-Zellen nach
Stimulation mit Antikdrpern gegen TCRaf3 mit der radioaktiv markierten Pu-bg 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-bg 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

41 NF-ATc/B und NF-ATc/C regulieren die transkriptionelle

Aktivitit und die Genexpression in naiven CD4'T-Zellen

Im Gegensatz zu NF-ATp, das konstitutiv in zahlreichen lymphoiden Zellen
synthetisiert wird, wurde NF-ATc urspringlich als ein in aktivierten T-Zellen
induzierbarer Tranksriptionsfaktor beschrieben (Northop et al., 1994; Lyakh et al.,
1997). Wir konnten zeigen, dall die induzierbare Expression nur fir NF-ATc/A, der
kiirzesten der drei NF-ATc-Isoformen, zutrifft. Die beiden langeren 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 Domane, TAD-A (Avots et al., 1999). Zusatzlich beherbergen die C-
terminalen Peptide von NF-ATc/C eine zweite transaktivierende Domane, TAD-B
(Chuvpilo et al., 1999b). Wahrend beide transaktivierenden Domanen im Modus ihrer
Aktivierung ubereinstimmen, unterscheiden sie sich wesentlich in der Starke 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 zusatzlichen C-terminalen
transaktivierenden Domane ist nicht ausschlief3lich eine Eigenschaft der langen NF-
ATc/C-Isoform. So beherbergen fast alle Isoformen von NF-ATp eine C-terminale PQ-
reiche Sequenz von ungefahr 220 Aminosauren, die mehr als 30% Homologie mit dem
C-terminalen Peptid von NF-ATc/C aufweist und funktionelle Eigenschaften einer
transaktivierenden Doméane besitzt (Luo et al.,, 1996b; Chuvpilo et al., 1999b). Analog
dazu wurde eine zusatzliche transaktivierende Domane innerhalb des C-Terminus der
langsten 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-by des IL-
2 Pomotors und der Pu-bg des IL-4 Promotors zusammengesetzt waren, lielRen
individuelle transaktivierende Eigenschaften der NF-ATc-Isoformen erkennen.
Demzufolge trat in diesen Studien die Isoform NF-ATc/C als starkster Transaktivator

hervor. Die N-terminale transaktivierende Domane TAD-A scheint also zuammmen mit
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der C-terminalen TAD-B die transkriptionelle Aktivitat der Isoform NF-ATc/C zu
kontrollieren. Indessen (bt das C-terminale Peptid der Isoform NF-ATc/B die Funktion
eines transkriptionellen Repressors aus und erklart 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 lieRen (Chuvpilo et al.,
1999b), vermuten wir, dass NF-ATc-Isoformen individuelle transkriptionelle
Eigenschaften in Abhangigkeit vom Kontext des Promotors aufweisen.

Als wichtigster Wachstumsfaktor fir 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 nuklearen Auftreten der Isoformen NF-
ATc/B und NF-ATc/C. Die Charakterisierung einer zusatzlichen C-terminalen
transaktivierenden Doméane der Isoform NF-ATc/C sowie offensichtliche Unterschiede
hinsichtlich ihrer individuellen transaktivierenden Eigenschaften bei der Induktion der
Promotoren der Gene fiir 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 austiben. In diesem Zusammenhang scheinen
die Isoformen NF-ATc/B und NF-ATc/C die transkriptionelle Aktivitat und die
Expression des IL-2-Gens in naiven CD4'T-Zellen, die ausschlieRlich 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 kirzesten 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 kdnnten die massive de novo Expression und nukleéare
Akkumulation von NF-ATc/A durch das Erreichen eines bestimmten Schwellenwertes
fur 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. Wahrend 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 zellulare
Differenzierungsvorgange ein. Andere Promotoren mit niedrigaffinen Bindungsstellen
bleiben hingegen inaktiv. Trotz einer kontinuierlichen Verteilung des
Transkriptionsfaktors Bicoid ermdglichen 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 Starke der Interaktion zwischen dem prasentierten
Antigen und dem TCR bestimmt. Dabei leitet eine starke Interaktion Apoptose ein,
wahrend eine schwache Interaktion das Uberleben der Thymozyten gewéhrleistet
(Jameson et al, 1995). Signallbertragungswege, die bei der Selektion von
Thymozyten verantwortlich sind, konnten in jlingster Zeit identifiziert werden (Alberola-
lla et al., 1996). Unklar bleibt allerdings der Mechanismus, auf welche Weise TCR-
Signale unterschiedlicher Starke in die Expression von spezifischen Genen "lbersetzt"
werden. Ein an dieser Konversion beteiligter Mechanismus scheint die schrittweise
Phosphorylierung der CD3¢ Kette zu sein (Neumeister Kersh et al., 1998); ein anderer
mdglicherweise die Existenz bestimmer Schwellenwerte flr Transkriptionsfaktoren.

Die transkriptionelle Induktion des IL-2 Gens in T-Lymphozyten setzt das
Zusammenfugen aller unmittelbar aufwarts der Promotorregion bindenden
Transkriptionsfaktoren voraus (Rothenberg und Ward, 1996). Der ungefahr 300 bp
messende IL-2 Promotor umfat aneinandergereihte Bindungsstellen fur
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
Ruckgang der Promotoraktivitat resultiert. In Versuchen mit Reportergenen, die von
multiplen NF-AT-Bindungsstellen kontrolliert werden, mufd die Konzentration der NF-
AT-Faktoren einen kritischen Schwellenwert Ubersteigen, um das Reportergen zu

aktivieren (Fiering et al., 1990).
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Chuvpilo und Kollegen zeigten, dass alternative Spleiss- und Polyadenylierungs-
vorgange an der Transkription des menschlichen chromosomalen NF-ATc-Gens
beteiligt sind. Dieser Vorgang beruht auf der Existenz zweier Polyadenylierungsstellen
mit unterschiedlichen Affinitaten fiir Polyadenylierungsfaktoren. In naiven CD4'T-Zellen
ist vorzugsweise die hochaffine distale Polyadenylierungsstelle pA2 aktiv und tragt 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 Fahigkeit 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 |l
erfordert (Hirose et al., 1998). Fur das Schneiden und die Polyadenylierung von RNA-
Polymerase Il Transkripten in vitro sind "cleavage polyadenylation specificity factor"
(CPSF), "cleavage stimulatory factor" (CstF), "cleavage factors" | und Il (CFI, CFIl) und
poly A-Polymerase notwendig (Colgan und Manley, 1997). Der tetramere CPSF bindet
bei diesem Vorgang das AATAAA "poly A addition signal”, wahrend CstF, der aus den
drei Untereinheiten CstF-50, 64 und 77 besteht, die GT-reichen Motive abwarts des
"poly A addition signal" des Primartranskripts bindet (Colgan und Manley, 1997).
Chuvpilo und Kollegen wiesen nach, dass CstF-64 mit hoherer Affinitdt an die distale
Polyadenylierungsstelle bindet, und vermuten die allgemein geringe Konzentration an
Polyadenylierungsfaktoren in naiven T-Zellen, darunter auch CstF-64, als Grund fiir ein
unzureichendes Erkennen und die Inaktivitdt der proximalen Polyadenylierungsstelle
pA1 (Chuvpilo et al, 1999a). T-Zelldifferenzierung und T-Zellaktivierung flhren
schliellich zu einem Anstieg der Konzentrationen an Polyadenylierungsfaktoren
(Edwalds-Gilbert et al., 1997; Martincic et al., 1998) und erméglichen das Erkennen der
schwacheren 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 — ahnlich dem menschlichen NF-ATc-Gen
(Chuvpilo et al., 1999b) — in mehreren Isoformen exprimiert wird, die sich in der Lange
ihrer C- und N-terminalen Peptide unterscheiden und deren Synthese entscheidend
von der Aktivitat 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 Uber die Aktivitat 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-
vorgangen spielen NF-AT-Faktoren eine wesentliche Rolle bei der Induzierbarkeit des
Promotors P1, der neben einer niedrig-affinen NF-AT-Bindungsstelle, NF-AT_go (Zhou
et al., 2002), zwei tandemartig angeordnete NF-AT-Bindungsstellen, NF-ATyng, an
Position —650 beherbergt, an die NF-ATp und NF-ATc mit hoher Bindungsaffinitat
binden. Wahrend die Pu-by des IL-2 Promotors zusammengesetzte NF-AT/AP-1-
Bindungsstellen aufweist, konnten keine AP-1-Bindungsstellen in 3'-Richtung von NF-
ATwng oder NF-AT. g, identifiziert werden. Ob andere Transkriptionsfaktoren an der
Bindung von NF-AT-Faktoren an NF-ATqng beteiligt sind, ist bisher unklar. Jedoch
konnte gezeigt werden, dass NF-AT-Faktoren selbst Uber eine Autoregulation der
Aktivitdt des NF-ATc Promotors P1 die massive Induktion der Isoform NF-ATc/A in
Effektor-T-Zellen kontrollieren (Chuvpilo et al., 2002).

Die Anderung der Zusammensetzung an NF-ATc-Isoformen mit individuellen
transkriptionellen Eigenschaften und darliber hinaus die nukleare Akkumulation hoher
Konzentrationen an NF-ATc/A kénnten durch das Erreichen eines kritischen
Schwellenwertes neben der Aktivierung von Lymphokingenen fir die Induktion anderer
NF-AT-Zielgene verantwortlich sein (Chuvpilo et al., 1999a und 1999b; Fiering et al.,
1990). Der relativ spate Beginn der massiven und induzierbaren Synthese von NF-
ATc/A konnte ein Hinweis daflir sein, dass solche potentiellen, von NF-ATc/A
kontrollierten Zielgene zu spateren Zeitpunkten innerhalb der G1 Phase oder wahrend
des Ubergangs von der G1 zur S Phase induziert werden. Moglicherweise handelt es
sich dabei um Zielgene, die an der Apoptose beteiligt sind; beispielsweise das Gen fur
den Fas-Liganden, das Bindungsstellen flir 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
bendtigen.

Neben der genaueren Analyse von Nicht-Lymphokinpromotoren, die unter der

Kontrolle von NF-AT-Faktoren stehen, wiirde die Etablierung von Mausemutanten, die
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eine defekte Synthese der einen oder der anderen NF-ATc-Isoform aufweisen, ein
detaillierteres Wissen uber 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-bg 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 Ubt eine
wesentliche Funktion bei der Immunabwehr gegen Parasiten (Sher und Coffman,
1992) und der Pathogenese allergischer Entziindungen 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 vollstandig geklart.

Die Identifizierung der cis-regulatorischen Elemente Pu-bsp innerhalb des IL-4
Promotors, dessen Induzierbarkeit durch lonomycin als auch dessen Hemmbarkeit
durch Cyclosporin A heben die funktionelle Bedeutung der NF-AT-Faktoren fir 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. Jungste Studien mit NF-ATp- und NF-ATc-defizienten Mausen
lieBen allerdings einen zum Teil gegensatzlichen Einfluss von NF-ATp und NF-ATc auf
die Th1- und Th2-Zelldifferenzierung erkennen.

Demzufolge fihrte die Inaktivierung des NF-ATp-Gens in mehreren Mauselinien zu
einer Dysregulation der Synthese von IL-4. Wahrend die friihe IL-4 Synthese in Zellen
zweier unabhangig voneinander generierten NF-ATp-defizienten Mauselinien

beeintrachtigt war (Hodge et al., 1996b; Schuh et al., 1997), wiesen die gleichen Zellen
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eine prolongierte IL-4 Synthese in der spaten 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 fuhrte zwar in vergleichbarer Weise zu
einer Reduktion der Synthese von IL-4 und darUber hinaus anderer Th2-typischer
Lymphokine, ging aber gleichzeitig - und im Gegensatz zu NF-ATp-defizienten
Méauselinien - mit einer verminderten Th2-Zelldifferenzierung einher (Yoshida et al.,
1998; Ranger et al., 1998b). Ahnliche Ergebnisse bestatigten Versuche mit transgenen
Mé&usen, die eine dominant negative Version von NF-ATc exprimieren. Infektion dieser
Mause mit Nippostrongylus brasiliensis, einem Erreger, der regelmalig eine Th2-
gerichtete Immunantwort im Wirtsorganismus induziert, fihrte zu einer deutlichen
Verminderung der Synthese von IL-4 und IL-5 im Vergleich zu T-Zellen wildtypischer
Mause (Twardzik, T., Erb, K., et al., in Bearbeitung). Offenbar spielen NF-ATp und NF-
ATc in vivo eine zum Teil gegensatzliche Rolle bei der Kontrolle der IL-4 Synthese und
Th2-Zelldifferenzierung. Beide Faktoren induzieren im Zuge der frihen T-
Zellaktivierung die Aktivitat des IL-4 Promotors. In der spaten Phase der T-
Zellaktivierung scheint jedoch NF-ATp allein die Funktion eines Repressor hinsichtlich
der IL-4 Synthese auszuliben und schlieBlich die Terminierung der IL-4-vermittelten
Immunantwort zu vermitteln.

Sowohl die Expression von NF-AT-Faktoren in unterschiedlichen Geweben als auch
die Variabilitat ihrer transaktivierenden Eigenschaften sind noch nicht endgliltig geklart
(Rao et al, 1997; Chuvpilo et al, 1999b). Zusatzlich 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
Heterogenitat macht sie zu potentiellen Kandidaten, die im Rahmen einer selektiven
Gentranskription Einflu® auf die Differenzierung von T-Zellen nehmen konnten. Zwei
Studien, die die transkriptionelle Aktivitat einer polymeren NF-AT-Bindungsstelle in
Th1- und Th2-Zellen transgener Mause untersuchten, lieBen eine pradominante
Aktivitat dieser polymeren NF-AT-Bindungsstelle in Th2-Zellen erkennen (Rincon und
Flavell, 1997; Wenner et al., 1997). DarUber hinaus war in Zelllinien des Th2-Typs die
Bindung von NF-ATp und NF-ATc fiir die Induktion der transkriptionellen Aktivitat des
PRE-I Elements innerhalb des IL-4 Promotors notwendig, wahrend in Zelllinien des
Th1-Typs keine Bindung von NF-AT-Faktoren beobachtet wurde, und das PRE-|
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Element in diesem Fall keine transkriptionelle Aktivitat besal} (Davydov, et al., 1995b;
Li-Weber et al., 1997).

Erganzend zu diesen Ergebnissen wiesen wir in DNA-Bindungsstudien die
induzierbare Bindung von NF-ATc an die Pu-bg 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
ausschlief3lich unter der Bedingung der Synthese von IL-4-RNA und der Expression
von IL-4. Ahnliche Bindungseigenschaften von NF-AT-Faktoren in Abhangigkeit 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-bg 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 (PO; Li-Weber et al., 1998) und Pu-bp (P4; Li-Weber et
al., 1997) mit konsekutiver transkriptioneller Aktivierung des IL-4 Promotors
beschrieben. Darlber hinaus identifizierten jlingst 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 nukledren Konzentrationen in Th1- und Th2-Zellen wider. Stimulation
dieser Zellen flihrte namlich in beiden Fallen 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-bp und - in erster Linie - Pu-bg
des IL-4 Promotors beitragen. Prototyp fur 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-bg Ubt einen synergistischen Effekt auf die transkriptionelle Aktivitdt 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 wahrend der T-Zelldifferenzierung induziert. Darlber hinaus flhrt die
Uberexpression 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 abhangig vom Zusammenspiel mit
AP-1-Faktoren die Expression unterschiedlicher Gene sogar in einem einzelnen Zelltyp
induzieren kdénnen, wurde durch Ergebnisse aus dem Labor von Rao und Kollegen
bestatigt. Studien mit einer mutanten Version von NF-ATp, die die Fahigkeit zur
Interaktion mit AP-1-Faktoren verlor, allerdings unveranderte Eigenschaften hinsichtlich
ihrer DNA-Bindung und transkriptionellen Aktivierung besal}, bestatigten, dass die
Expression von IL-4 und ferner von IL-2, GM-CSF und IL-3 ganzlich abhangig von der
Kooperation zwischen NF-AT- und AP-1-Faktoren ist, wahrend NF-AT-Faktoren fir die
Induktion der Promotoren von IL-13 und TNFa nicht auf die gemeinsame Interaktion
mit AP-1-Faktoren angewiesen sind (Macian et al., 2000).

Ein weiteres aussagekraftiges Modell fiir eine zellspezifische Genregulation ist die
Induktion der Gene fir IL-3 und GM-CSF. Beide Zytokingene sind eng benachbart im
Genom lokalisiert und werden (ber gemeinsame Signalwege aktiviert. Dennoch
zeichnen sich beide Gene durch einen unterschiedlichen Expressionsmodus aus.
Wahrend 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 darlber hinaus, vergleichbar mit dem IL-4 Promotor, eine
zusatzliche zusammengesetzte NF-AT/Oct-Bindungsstelle (Duncliffe et al., 1997). In
jungster Zeit konnte der Beweis erbracht werden, dass die T-zellspezifische
transkriptionelle Aktivitat 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 Mausen wiesen einen selektiven Einflud 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 Aktivitat des IL-4 Promotors
(Ho et al., 1996). DarlUber hinaus fuhrte 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-bg - neben
der Box Il des IL-4 Promotors - eine hochaffine Bindungsstelle fiur HMG I(Y)-Proteine,
die an doppelstrangige A+T Oligonukleotide mit einer Lange 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-bg nach (Klein-
Hessling et al.,, 1996). In umgekehrter Weise reduziert die Mutation der hochaffinen
HMG I(Y)-Bindungsstelle die HMG [(Y)-Bindung und fihrt zu einer konsekutiven
Zunahme der Aktivitat des IL-4 Promotors (Klein-Hessling et al., 1996). Da HMG [(Y)-
Proteine in verschiedenen T-Zellen und in jeweils unterschiedlichen Konzentrationen
exprimiert werden, kénnten sie zu einer zellspezifischen und selektiven Induktion des
IL-4 Promotors beitragen.

Der ubiquitar und konstitutiv exprimierte Faktor NF-Y (Glimcher und Kara, 1992) bindet
an die IL-4-Promotor-Y Box (Box I) und beeinflult die Gesamtaktivitdt des IL-4
Promotors (Szabo et al., 1993). In diesem Zusammenhang wurde zwischenzeitlich der
frGher beschriebene P-Element-bindende Komplex NF-P, der selektiv in D10-Th2-
Zelllinien an die Pu-bg 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 fir eine zellspezifische Expression sowie selektive
Gentranskription ist der Transkriptionsfaktor C/EBPB, 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

Uberexpression von C/EBPB in EL-4 T-Tumorzellen und primaren T-Zellen fihrt zu
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einer gesteigerten IL-4 Expression und zu einer Suppression der Synthese der Th1-
typischen Lymphokine IL-2 und IFN-y (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/EBPy allein, hingegen in Zelllinien des Th2-Typs die gemeinsame
Bindung von C/EBPB und C/EBPS (NF-IL6PB) 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 Aktivitat 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 dafiir, dass zellspezifische
Bindungseigenschaften von NF-AT-Faktoren an die Pu-bg 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, wahrend die der langeren Isoformen NF-ATc/B
und NF-ATc/C nahezu konstitutiv verlauft. Naive CD4'T-Zellen exprimieren
ausschlie8lich die Isoformen NF-ATc/B und NF-ATc/C. Deren nukledres 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 Fahigkeit zur massiven und induzierbaren de novo Synthese der kurzen
Isoform NF-ATc/A. Die massive Induktion von NF-ATc/A mit einer konsekutiven
Anderung der Zusammensetzung an nukledren NF-ATc-Isoformen mit individuellen
transaktivierenden Eigenschaften ermdglicht offenbar das Erreichen kritischer
Schwellenwerte fur 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 Polyadenylierungsvorgange
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 nukleare Faktoren, darunter
AP-1, GATAS3, c-Maf und C/EBP, zur Induktion des IL-4 Promotors bei. Aufgrund der
Vielfalt der an der Induktion und Aktivitat 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-bg 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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