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Abstract

2. Zusammenfassung in englischer Sprache (abstract)

Discrimination between self and nonself is a major challenge during a specific immune
reaction. Pathological alterations of this fine boundary can cause severe autoimmune diseases,
such as Diabetes Mellitus, Rheumatoid Arthritis or Multiple Sclerosis. In order to prevent
unwanted (auto-) immune reactions, several mechanisms of peripheral tolerance exist.
Transcription factors, including ICER (inducible cAMP early repressor), NFAT (nuclear
factor of activated T cells), and Foxp3 (forkhead box protein 3), are critical components
thereby.

Foxp3" regulatory T cells (Tregs) are specialized immune-suppressive lymphocytes
and inhibit the activation of conventional immune cells. One mechanism of Treg-mediated
suppression is the transfer of cyclic adenosine-monophosphat (cAMP) from Treg cells into
conventional T- and B-lymphocytes. Elevated concentrations of cAMP induce the
transcription and subsequent nuclear translocation of ICER. The transcriptional repressor
ICER arrests expression of NFAT-regulated genes and even the induction of the short
NFATcl/aA-isoform. Upregulation of NFATcl/0A is a hallmark of activated effector cells,
controlling their transcriptional program.

Foxp3 is essential for the development and function of thymus-derived nTregs as well
as peripheral (TGFB-) induced iTregs. The Foxp3-gene is regulated in iTregs — but
surprisingly not in nTregs — by NFAT-factors. Likewise, Foxp3 represses NFATcl/0A in a
negative feedback loop and, thereby, controls both plasticity and function of immune-
suppressive Treg cells.

In addition, NFAT-proteins also affect antigen-presenting dendritic cells (DCs). While
NFATcl and NFATc2 influence differentiation and proliferation of DCs, NFATc3 is
important for cytokine secretion and the subsequent T cell response.

Taken together, these results show that the transcription factors ICER, NFAT, and
Foxp3 exert specific functions in controlling both immunity and tolerance, the opposing
»faces* of the immune system. The appropriate transcriptional regulation of this ambivalent
situation is a requisite to achieve optimal immune responses and, coincidentally, to prevent

deleterious (auto-) immune reactions.
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3. Zusammenfassung in deutscher Sprache

Die Unterscheidung zwischen korpereigenen und korperfremden Strukturen ist eine
grundlegende = Herausforderung  der  spezifischen = Immunantwort.  Pathologische
Verdanderungen  dieser  wichtigen  Abgrenzung koénnen zu  schwerwiegenden
Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise Diabetes Mellitus, Rheumatischer Arthritis oder
Multipler Sklerose fiihren. Um unerwiinschte (Auto-) Immunreaktionen zu verhindern,
existieren verschiedene Formen von peripheren Toleranzmechanismen, die durch viele
Transkriptionsfaktoren wie z. B. ICER (inducible cAMP early repressor), NFAT (nuclear
factor of activated T cells) und Foxp3 (forkhead box protein p3) kontrolliert werden.

Foxp3"™ regulatorische T-Zellen (Tregs) sind spezialisierte immun-suppressive
Lymphozyten, welche die Aktivierung anderer Immunzellen unterdriicken konnen. Einer der
moglichen Mechanismen ist der Transfer zyklischen Adenosin-Monophosphats (cAMP) von
Tregs in konventionelle T- und B-Lymphozyten. Die erhohte intrazelluldre Konzentration an
cAMP fiihrt in Effektorzellen zur Induktion und Kerntranslokation von ICER. Der
transkriptionelle Repressor ICER supprimiert die Expression vieler NFAT-regulierter Gene
und hemmt dariiber hinaus die Induktion der NFATcl/aA-Isoform selbst. Diese Isoform wird
speziell in pro-inflammatorischen Effektorzellen hochreguliert und ist mageblich an deren
spezifischem transkriptionellen Programm beteiligt.

Foxp3 ist ein zentraler Faktor fiir die Bildung und Funktion sowohl Thymus-
generierter nTregs als auch peripher (TGFB-) induzierter iTregs. Die Kontrolle des Foxp3-
Gens wird in 1Tregs — liberraschenderweise aber nicht in nTregs — durch NFAT-Faktoren
reguliert. Allerdings hemmt Foxp3 durch eine negative Riickkopplung wiederum die
Induktion und Aktivitit von NFATc1/aA. Dies stellt somit ein weiteres Regulativ dar, wobei
Foxp3 nicht nur die Plastizitit, sondern auch die Funktion von immun-suppressiven T-Zellen
steuert.

Zusitzlich regulieren die verschiedenen NFAT-Faktoren auch die Antigen
prasentierenden dendritischen Zellen (DCs). Wéhrend NFATcl und NFATc2 die
Differenzierung und Proliferation von DCs beeinflussen, reguliert NFATc3 deren
Zytokinexpression und steuert indirekt auch die nachfolgende T-Zell-Immunantwort.

Die Kontrolle der Genregulation in Immunzellen durch die Transkriptionsfaktoren
ICER, NFAT und Foxp3 erfiillt somit spezifische Funktionen der Immunitét, reguliert aber
gleichzeitig wichtige Aspekte der peripheren Toleranz, um schéidliche (Auto-)

Immunreaktionen zu verhindern.
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4. Einleitung

4.1. Das Immunsystem

Das Immunsystem (von lat. immunis: unberiihrt, rein) ist ein biologisches Abwehrsystem, das
unter Beteiligung verschiedener Organe, Zelltypen und Molekiile den Korper vor
Krankheitserregern schiitzt. Neben Pathogenen ist das Immunsystem aullerdem in der Lage,
entartete Zellen und korperfremde Substanzen zu erkennen und gezielt zu neutralisieren.
Grundsétzlich werden die angeborene (innate immunity) und die erworbene Immunitit
(adaptive immunity) unterschieden. Dennoch sind beide Systeme eng miteinander verflochten.

Das phylogenetisch éltere angeborene Immunsystem bildet die erste Verteidigungsline
gegeniiber eingedrungenen Mikroorganismen. Epithelzellen, die als physiologische,
mikrobiologische und chemische Barrieren dienen, und biochemische Faktoren, wie etwa das
Komplementsystem, bilden dabei ein (eher) passives Abwehrsystem, wiahrend die zelluldren
Komponenten der angeborenen Immunantwort korperfremde Strukturen erkennen und gezielt
eliminieren konnen. Die Zellen der angeborenen Immunitdt werden grundsétzlich von
myeloiden Vorlduferzellen gebildet und umfassen Monozyten, Makrophagen, Granulozyten
(Neutrophile, Eosinophile und Basophile), Mastzellen und dendritische Zellen (dendritic
cells, DCs). Desweiteren werden die Natiirlichen Killerzellen (NK Zellen) zum angeborenen
Immunsystem gezdhlt. Die Erkennung von ,,selbst und ,,fremd* spielt bei der angeborenen
Immunabwehr eine herausragende Rolle und wird meist durch keimbahnkodierte Rezeptoren
(pattern recognition receptors, PRRs), die spezifische korperfremde Strukturen (pathogen-
associated molecular Patterns, PAMPs) auf Mikroorganismen erkennen, vermittelt (7). Die
Zellen sind in der Lage, Pathogene direkt zu eliminieren (beispielsweise mittels Lyse bei NK
Zellen oder Phagozytose bei Makrophagen) oder durch Ausschiittung von Botenstoffen, wie
Interleukinen, Zytokinen und Chemokinen, eine Entziindungsreaktion unter Beteiligung der
erworbenen Immunantwort zu initiieren. Eine weitere wichtige Funktion der myeloiden
Zellen ist die Priasentation von fremden und eigenen (Protein-) Strukturen auf spezialisierten
Oberflachenmolekiilen (major histocompatibility complex, MHC), die fiir die Reifung und
Funktion von T-Lymphozyten wesentlich sind.

Die erworbene Immunabwehr entwickelte sich in hoheren Vertebraten und zeichnet
sich durch eine hochspezialisierte Immunreaktion aus, die zwar eine ldngere ,,Anlaufzeit*
bendtigt, aber Dank einer hohen Anpassungsfdahigkeit an neue Krankheitserreger und die
Bildung eines immunologischen Gedichtnisses hochspezifisch und sehr effizient arbeitet. Die
erworbene Immunitdt unterteilt sich in eine zelluldre und eine humorale (von lat. humor:
Flissigkeit) Immunantwort. Die zelluliren Komponenten werden aus den lymphoiden
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Einleitung

Vorlduferzellen gebildet und differenzieren im Wesentlichen zu verschiedenen T-
Lymphozyten (abgeleitet vom Entstehungsort 7/hymus) und B-Zellen (abgeleitet von bone
marrow (Knochenmark) bei Sdugern oder bursa fabricii bei Vogeln). Die humorale
Immunantwort wird hauptsdchlich durch Antikérper vermittelt, die von B-Zellen bzw. sich
daraus entwickelnden Plasmazellen sezerniert werden. Die hohe Spezifitit der erworbenen
Immunantwort beruht auf dem Prinzip der klonalen Selektion. Das bedeutet, dass jede
einzelne T- oder B-Zelle durch somatische Rekombination einen individuellen Antigen-
Rezeptor (T-Zell-Rezeptor, TCR oder B-Zell-Rezeptor, BCR) exprimiert und die Zelle nur
nach Kontakt mit dem passenden Antigen aktiviert wird (8). Durch rasche klonale Expansion
der Zellen mit den spezifischen Rezeptoren wird eine sehr effiziente Immunreaktion
ausgelost. Dariiber hinaus konnen nach dem Abklingen der Entziindung aus den aktivierten

Lymphozyten langlebige Gedéchtniszellen gebildet werden.

4.2.  Entwicklung von T-Lymphozyten

Wie alle Immunzellen entwickeln sich T-Zellen aus hidmatopoetischen Stammzellen
(hematopoietic stem cells, HSCs) in speziellen Nischen des Knochenmarks. Von dort aus
wandern sie als lymphoide Vorlduferzellen (common lymphoid progenitors, CLPs) iiber den
Blutstrom in den Cortex des Thymus ein und migrieren als naive CD4 CD8 Thymozyten
weiter in die Medulla (9). Dabei passieren sie ein enges Netzwerk an cortikalen (cTECs) und
medulldren Thymus-Epithelzellen (mTECs). Diese Epithelzellen, aber auch spezialisierte
Makrophagen und denritischen  Zellen, exprimieren MHCI- und MHC II-
Oberflachenproteine, verschiedene Korezeptoren (etwa die B7 Molekiile) und produzieren
zahlreiche Interleukine, beispielsweise IL-7 (9). Im sog. doppelnegativen Stadium der
Thymozyten (CD4 CD8 oder auch pro-T-Zellen) werden die TCR-kodierenden (VDIJ-)
Segmente somatisch rekombiniert, so dass schlieBlich ein pre-TCR exprimiert wird (10). Im
anschlieBenden doppelpositiven Stadium (CD4°CD8") wird diese Rekombination
abgeschlossen und ein reifer, d.h. voll funktioneller, heterodimerer — o3 oder yd — TCR wird
gebildet (9, 11). Da das so erreichte Repertoire an TCRs auch prinzipiell korpereigene
Strukturen erkennen und die Zellen somit schidlich fiir den Organismus sein kdnnten, miissen
autoreaktiven Thymozyten eliminiert werden. Dies geschieht in einem zweistufigen
Selektionsprozess, der als zentrale Toleranz bezeichnet wird (12, 13). Der erste
Auswahlprozess im Thymus wird als Positivselektion bezeichnet: Dabei {iberleben nur
diejenigen T-Zellen, deren TCR mit einer geringen bis miBigen Aviditit kdrpereigene Peptid-

MHC-Komplexe erkennt. Bei fehlender Positivselektion werden die T-Zellen durch Apoptose
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entfernt (9, 12, 13). Dieser Mechanismus stellt die sog. MHC-Restriktion sicher.
Entsprechend der Peptiderkennung, prédsentiert iiber MHC I oder MHC II, werden hierbei
auch die CD8" (zytotoxische T-Zellen) oder CD4" (Helfer-T-Zellen) Linien festgelegt (9).
Die anschlieBende Negativselektion dient der Eliminierung autoreaktiver T-Zellen.
Thymozyten, deren TCRs mit hoher Aviditit oder Affinitit korpereigene Peptide binden,
werden ebenfalls durch Apoptose abgetotet (9, 11-13). Wahrscheinlich wird dabei aber auch
ein kleiner Anteil selbst-reaktiver CD4" T-Zellen in natiirliche Foxp3™ Tregs konvertiert
(siehe auch Punkt 4.3) (14, 15). Signale durch Korezeptoren (wie CD28 oder ICOS) und das
umgebende Interleukinmilieu (beispielsweise durch IL-7) sind ebenfalls essentiell an der

Thymozytenentwicklung beteiligt (10). Die selektierten Zellen verlassen anschlieend den

Thymus als naive CD4" (Helfer-T-Zellen), CD8" (zytotoxische T-Zellen) oder
CD4'CD25 Foxp3" (regulatorische) T-Zellen (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1. Uberblick iiber die verschiedenen T-Zell-Typen und deren Differenzierung.
Im Thymus reifen lymphoide Vorliuferzellen zu zytotoxischen T-Zellen (CD8"), zu Helfer-
T-Zellen (CD4'CD25") und zu natiirlichen regulatorischen T-Zellen (CD4 CD25 Foxp3").
In der Peripherie konnen naive CD4'CD25 Helfer-T-Zellen nach Antigenkontakt und in
Gegenwart entsprechender Zytokine zu inflammatorischen Tyl, Ty2 und Tyl7, aber auch
zu verschiedenen induzierten regulatorischen T-Zellen (Ty3 und Tgrl) differenzieren.

Modifiziert nach K.H. Mills 2004 (1).
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Allerdings werden durch die Mechanismen der zentralen Toleranz nicht alle potentiell
autoreaktiven Lymphozyten ,,aussortiert”, so dass weitere periphere Toleranzmechanismen
existieren (13). Diese werden im peripheren Gewebe u. a. durch regulatorische T-Zellen
(Tregs) und immunologische Anergie- und Ignoranzmechanismen gewdhrleistet (siche dazu
Punkt 4.3).

Im Gewebe konnen CD4" oder CD8" Lymphozyten durch Erkennen eines adidquaten
Peptid-Antigens, welches iliber MHC-Molekiile présentiert wird, aktiviert werden.
Verschiedene Zyto- und Chemokine begiinstigen dabei die Differenzierung zu funktionell
unterschiedlichen T-Zellsubtypen (16). Die CD8" Zellen reifen zu zytotoxischen T-
Lymphozyten (CTLs), die durch Ausschiittung von Zellmembran-zerstérenden Perforinen
und Granzymen oder durch Induktion von Apoptose infizierte oder entartete Zellen abtoten.
CD4" Helfer T-Zellen konnen unter dem FEinfluss unterschiedlicher Interleukine zu
verschiedenen Effektor- oder (induzierten) regulatorischen T-Zellen differenzieren. IL-12 und
IFNy begiinstigen die Bildung von Tyl-Zellen, die fiir eine effiziente Abwehr von
(intrazelluldren) einzelligen Pathogenen noétig sind. Ty2-Zellen differenzieren in Anwesenheit
von IL-4 und sind verantwortlich fiir eine Immunreaktion gegen grof8ere Pathogene, wie z.B.
gegen Wiirmer. Den Tpy2-Zellen wird auch eine wichtige Rolle bei pathologischen
allergischen und chronischen Entziindungsreaktionen zugeschrieben. FEine weitere
funktionelle Gruppe bilden die Tyl17-Zellen, welche durch eine Kombination von TGFf-
(transforming growth factor B) und pro-inflammatorischem IL-6-Signalen gebildet werden.
Sie sind in die Immunantwort gegen Mikroorganismen involviert. Zusammen mit den Tyl-
sind die Tyl7-Zellen allerdings auch an zahlreichen Autoimmunreaktionen beteiligt.
Beispielsweise finden sich diese T-Zellpopulationen vermehrt in der zerebralen Fliissigkeit
bei Patienten mit multipler Sklerose (17). Neben den pro-inflammatorischen CD4" Zellen
konnen auch suppressive oder regulatorische T-Zellen in der Peripherie ausdifferenzieren.
Unter dem Einfluss von IL-10 oder TGFf3, zusammen mit IL-2, kénnen sogenannte induzierte
regulatorische T-Zellen (iTregs, siche Punkt 4.3.2) gebildet werden. Daneben existieren noch
weitere Subpopulationen, wie z. B. die follikuldren T-Helferzellen (Trn), spezialisiert fiir die
Regulation der B-Zell-Antwort und Ty9-Zellen, die dhnliche Eigenschaften wie Tu2-Zellen
aufweisen (18). Die ausdifferenzierten CD4" Subpopulationen sind jedoch keineswegs starr
determinierte Phénotypen. Vielmehr zeigen sie eine mehr oder weniger stark ausgeprigte
Plastizitit und lassen sich durch Anderung des Zytokinmilieus in Mischformen oder sogar

vollstdndig andere Differenzierungen iiberfiihren (16).
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4.3. Regulatorische T-Zellen

Die Existenz spezialisierter Suppressor-T-Zellen wurde schon in den 1970er Jahren postuliert,
die aber, mangels geeigneter Marker, nicht genauer beschrieben werden konnten (19-21). Erst
1995 gelang Sakaguchi et al. der Nachweis, dass eine kleine Fraktion von CD4" T-Zellen,
charakterisiert durch die konstitutive Expression der IL-2 Rezeptor a-Kette (CD25), die
Entstehung fataler Autoimmunreaktionen unterdriicken kann (22). Neonatal durchgefiihrte
Thymektomie bei Méusen, die zu schweren Autoimmunreaktionen fiihrt, identifizierte den
Thymus als Entstehungsort dieser sogenannten natiirlichen regulatorischen T-Zellen (nTregs)
(23-25). Eine weitere grundlegende Entdeckung bei der Beschreibung von Tregs war die
Identifizierung des Foxp3 (forkhead box P3) Transkriptionsfaktors, der fiir die Funktion und
die Aufrechterhaltung des regulatorischen Phéanotyps dieser Zellen unverzichtbar ist (26, 27).
Dementsprechend entwickeln Méduse mit einer Rasterverschiebung im Foxp3-Gen (scurfy-
Maiuse) oder einem totalen Verlust des Foxp3-Gens (FoxpS*/’) eine fatale systemische
Autoimmunreaktion (27, 28). Diese wird als scurfy (von engl. schorfig) bezeichnet, da die
Maiuse &duBlerlich von einer starken autoimmun-bedingten Schuppenflechte (psoriasis)
gekennzeichnet sind (27, 28). Eine vergleichbare genetisch-bedingte Krankheit namens IPEX
(immunodysregulation, polyendokrinopathy and enteropathy, X-linked syndrome) ist auch
beim Menschen bekannt, wobei hier zahlreiche verschiedene Mutationen des FOXP3-Gens
beschrieben wurden, die zum Versagen der regulatorischen T-Zellen und letztlich zu einer
todlichen Autoimmunreaktion fiihren (28-30). Auch eine Depletion von Tregs mittels anti-
CD25 Antikorpern (31) oder im DEREG-Mausmodell (depletion of regulatory T cells) (32)
fiihrt zu scurfy-dhnlichen Symptomen und unterstreicht die zentrale Rolle von regulatorischen
T-Zellen bei der Unterdriickung unerwiinschter (Auto-) Immunreaktionen (25). Obwohl
Foxp3 fiir die Funktion und die Stabilitdt von Tregs essentiell ist, scheint Foxp3 nur bedingt
an der Entwicklung von nTregs im Thymus beteiligt zu sein (33-35). Neben den sich im
Thymus entwickelnden nTregs existieren auch induzierte regulatorische T-Zellen (iTregs), die
durch Konversion aus naiven konventionellen T-Zellen in der Peripherie gebildet werden
konnen (36-39). Abhédngig von Zytokinmilieu und der Qualitdt der TCR-Stimulation kénnen
sowohl Foxp3" iTregs (sog. Ty3, in Gegenwart von TGFp) als auch Foxp3™ iTregs (sog. Trl,
in Gegenwart von IL-10) differenziert werden (40), die &hnliche funktionelle und

phénotypische Eigenschaften aufweisen (36).
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4.3.1. Natiirliche regulatorische T-Zellen (nTregs)

Natiirliche regulatorische T-Zellen entwickeln sich bereits im fétalen Thymus und machen in
der Peripherie etwa 10-15% aller CD4" T-Zellen aus (2, 24, 41). Dabei kénnen Foxp3" Zellen
friihestens im CD4 'CDS8" Stadium nachgewiesen werden. Die Mehrheit der nTregs wird aber
wohl synchron zur Positivselektion im Ubergang zu CD4'CD8" Zellen generiert (41, 42). In
experimentellen Ansitzen mit gestdrter CD4 -Positivselektion konnten vermehrt CD8 Foxp3"
nTregs gebildet werden (43). Dies deutet darauf hin, dass die Konversion von Thymozyten zu
nTregs erst nach der Festlegung der CD4- oder CD8-Linie stattfindet (42, 44). Wie aber die
Differenzierung von Tregs im Thymus genau reguliert wird, konnte bisher nicht vollstdndig
geklart werden. Die Positivselektion der nTregs bendtigt, vergleichbar der von
konventionellen T-Zellen, eine intakte TCR-MHC Interaktion (42). Zusétzlich ist aber eine
weitaus stirkere Kostimulation durch CD28 notwendig (45, 46). Dabei ist die Kostimulation —
also neben der TCR-Stimulation (entspricht Signal 1) ein zusédtzliches zweites Signal, welches
die Aktivierung und Differenzierung steuert — von herausragender Bedeutung bei der
Entwicklung, Homodstase und Funktion von nTregs (47). Insbesondere die Mitglieder der
CD28-Superfamilie CD28, CTLA-4, ICOS, PD-1 und deren Liganden aus der B7-Familie
(CD80/86, B7-H3, PD-L1, PD-L2 sowie ICOSL), sind dabei wichtig (47-49). Daneben kann
auch die Signaltransduktion durch die TNFR-Superfamilie (OX40, GITR, CD40L, 4-1BB)
oder PRRs als Kostimulation angesehen werden (47). Dabei nehmen CD28 und CTLA-4 eine
Schliisselrolle ein, da beide um die gleichen B7-Liganden konkurrieren und sowohl fiir die
Entwicklung als auch Suppressorfunktion von Tregs notwendig sind (50, 51).

Natiirliche regulatorische T-Zellen exprimieren of-Antigenrezeptoren (TCRs), die
zwar ein vergleichbar grofles TCR-Repertoire nutzen, sich aber in der Komposition der of3-
Ketten deutlich unterscheiden (52-54). Die ungleiche Spezifitdt der Treg-Antigenrezeptoren
deutet darauf hin, dass die Qualitdt der Stimulation die Differenzierungsrichtung bedingt. In
transgenen Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass Auto-Antigene zur verstirkten
Selektion von Tregs fiihren (14, 15) Desweiteren scheinen Foxp3® Zellen auch resistent
gegeniiber klonaler Deletion im Thymus zu sein (55, 56). Es ist aber wohl zu einfach
anzunechmen, nTregs seien notwendigerweise ,konvertierte® autoreaktive T-Zellen.
Entsprechende Befunde von transgenen Maiusen mit autoreaktiven nTregs (57) oder
monoklonalen CD4" T-Lymphozyten (58) zeigen, dass nTregs nicht zwangsliufig ,,mehr
selbst-reaktiv sein miissen als konventionelle T-Zellen (44).

Unlangst wurde ein zweistufiger Prozess der nTreg-Entwicklung beschrieben. Eine

high

Zwischenpopulation von CD25"Foxp3™ Thymozyten, welche bereits (teilweise)
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rekombinierte TCR-Sequenzen aufweisen, differenzieren im Thymus durch IL-2 zu ,reifen*
Foxp3" nTregs (59, 60). Moglicherweise kann IL-2 hierbei auch durch andere Zytokine, wie
z.B. IL-7 oder IL-15, die ebenfalls den Jak/STAT Signalweg aktivieren, ersetzt werden (61).
Im Gegensatz zur Differenzierung von Foxp3™ iTregs in der Peripherie scheint die Selektion
von nTregs im Thymus unabhangig von TGFEp (transforming growth factor f5) zu sein (44).
Wie die Signale von Antigen-, Interleukin- und anderen Rezeptoren in der nTreg-
Differenzierung verarbeitet werden, ist nur unzureichend geklirt. Allerdings konnte in
zahlreichen Arbeiten der letzten beiden Jahre gezeigt werden, dass die Aktivitdt der NF-kB-
Transkriptionsfaktoren, insbesondere von c-Rel, essentiell ist (62-64). So wurde in Mausen
mit einer konditionellen Deletion von Faktoren, die eine TCR-Stimulation mit dem NF-kB
Signalweg verkniipfen, stark dezimierte Treg-Populationen beobachtet (65). Entsprechend
sind die NF-kB-Signalmolekiile PKC-6, Bcl-10, CARMA1 oder IKK2, insbesondere aber der
NF-kB-Transkriptionsfaktor c-Rel, unverzichtbar fiir die Differenzierung von Tregs (64-69).
Dariiber hinaus ist auch die MAPK Kinase Kinase TAKI1 (TGFpB activated kinase I)
entscheidend fiir die Entwicklung von Tregs im Thymus, indem sie wohl die Signale von
Interleukinrezeptoren (wie von IL-2 oder IL-15) mit dem TCR Signal synchronisiert und
integriert (70, 71). Andere Kinasen, wie Akt, scheinen dagegen einen negativen Einfluss auf
die Differenzierung regulatorischer T-Zellen auszuiiben. Entsprechend konnte gezeigt
werden, dass eine konstitutiv-aktive Akt-Variante mit der Treg-Entwicklung interferiert (72)
oder eine Blockade des Akt-Signalweges durch Rapamycin einen positiven Effekt bewirkt
(73, 74).

Die Rolle des Calcium-Signalweges nach TCR-Ligation ist dhnlich unzureichend
verstanden. Zwar ist eine Funktion von Calcium unbestreitbar, jedoch scheint sich der davon
kontrollierte Signalweg in nTregs von dem in konventionellen T-Zellen zu unterscheiden
(75). Dabei zeigen regulatorische T-Lymphozyten die grofere Abhdngigkeit von Calcium-
Signalen (76). Verschiedene Mausmodelle mit konditionellen Deletionen der fiir calcium-
signaling verantwortlichen Komponenten belegen diese Theorie: Beispielsweise flihrt eine
Mutation in LAT (linker of activated T cells), welches die Ca**-Freisetzung aus dem ER
reguliert (77), oder die Deletion der beiden Calcium-Sensoren STIM1 und STIM2 (stromal
interaction molecule) (75, 76) zum Verlust der Foxp3-Expression. Auch eine biochemische
Blockade der Calcium-abhingigen Phosphatase Calcineurin durch Cyclosporin A (CsA)
hemmt die Differenzierung von nTregs im Thymus (75, 78). Paradoxerweise zeigen Miuse,
die fiir zwei von drei in T-Zellen exprimierten Calcium/Calcineurin-abhéngigen NFAT-

Transkriptionsfaktoren (nuclear factor of activated T cells) defizient sind, keine dezimierten
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oder funktionell beeintrachtigten nTregs (79). Dagegen verdichten sich die Befunde, dass der
Calcium-Signalweg synergistisch eine Aktivierung von NF-kB bewirken kann (80, 81) und
dies moglicherweise verstirkt in Treg-Zellen stattfindet.

Natiirliche regulatorische T-Zellen bilden allerdings keine homogene Zellpopulation,
sondern bestehen vielmehr aus einer Vielzahl funktioneller und phanotypisch differenzierter
Foxp3" Zellen (44). Subtypen konnen anhand ihrer Oberflichenmolekiile oder
Transkriptionsfaktoren unterschieden werden. Beispielsweise exprimieren 20-30% der
Foxp3" Zellen das Integrin agf; (CD130), welches eine effektivere Migration in entziindete
periphere Gewebe (z.B. in den Darm) ermoglicht (82, 83). In &hnlicher Weise konnen
Chemokinrezeptoren, wie etwa CCR4, als Marker von Treg-Subtypen herangezogen werden
(83). Hervorzuheben ist auch, dass sich nTregs im Gewebe in den zu supprimierenden Zellen
transkriptionell ,,spiegeln‘“und so eine angepasste Suppression entfalten konnen. Im Kontext
einer Ty1- (84, 85) als auch Ty2-vermittelten Immunantwort konnte dies gezeigt werden (86).
So exprimieren nTregs in einem ,,Ty2-Milieu” den Transkriptionsfaktor IRF4 (Interferon
regulatory factor 4), der in Ty2-Zellen fiir die Sekretion von IL-4, I1L-10, IL-5 und IL-13
verantwortlich ist (87). Gleichzeitig befahigt IRF4 Tregs, die Ty2-Lymphokine IL-4 und IL-5
zu supprimieren (86). Analog konnten T-bet’, GATA3", RORyt" oder Blimp-1" regulatorische

T-Zellen, mit spezifischen funktionellen Eigenschaften, beobachtet werden (88, 89).

4.3.2. Induzierte regulatorische T-Zellen (iTregs)

Neben den im Thymus generierten nTregs existieren in der Peripherie sog. induzierte
regulatorische T-Zellen (iTregs) (36, 37, 39, 40). Die Begriffe ,,natiirlich® und ,,induziert*
sind dabei insofern irrefithrend, da es sich bei den iTregs nicht um artifizielle, sondern um
eine natiirlich vorkommende T-Zellpopulation handelt. Die iTregs werden, im Gegensatz zu
den nTregs, in der Peripherie durch Konversion von konventionellen naiven T-Zellen
sinduziert“ (39, 40). Grundsitzlich konnen hierbei Foxp3™ (auch Ty3-Zellen genannt) oder
Foxp3™ iTregs (synonym zu Trl) unterschieden werden: Eine Polarisation zu Tr1-Zellen
geschieht unter Einfluss von IL-10, die Differenzierung zu Foxp3" Ty3 regulatorischen T-
Zellen ist abhingig von TGFf und IL-2 (36, 40). Entscheidend fiir die Bildung von iTregs ist
eine suboptimale T-Zell-Aktivierung mit zwar starker TCR-Stimulation, aber gleichzeitigem
Fehlen addquater Kostimulation (90). Inhibitorische Signale hingegen scheinen essentiell fiir
die Bildung von iTregs zu sein. Entsprechend konnen CTLA-4-defiziente (cytotoxic T
lymphocyte antigen 4) Miuse keine Foxp3' Zellen durch TGFB generieren (90, 91).

Antigenspezifische 1Tregs konnen folglich therapeutisch durch blockierende Antikorper
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gegen die B7-Molekiile CD80/CD86 und CD28 oder den Korezeptor CD4 generiert werden
(92-94).

Bemerkenswertweise werden unter dem Einfluss von TGF nicht nur regulatorische,
sondern auch verschiedene pro-inflammatorische T-Zelltypen differenziert (18, 95, 96).
Insbesondere sind dabei Tyl7-Zellen hervorzuheben, die bei der Immunantwort gegen
Mikroorganismen gebildet werden, aber auch bei zahlreichen pathologischen (Auto-)
Immunreaktionen auftreten (95, 97). Diese Diskrepanz unterstreicht die Bedeutung der
Vernetzung mit zusétzlichen Signalen, wie etwa der Kostimulation oder des Lymphokin-
Mikromilieus (16). Insbesondere durch IL-6 wird die Expression von Foxp3 zugunsten des
Transkriptionsfaktors RORyt unterdriickt, der entscheidend fiir die Differenzierung von Ty17-
Zellen ist (95, 98). Wie genau die Signale auf molekularer Ebene ,,verarbeitet” werden, ist
Gegenstand  intensiver  Forschung.  IL-2/IL-15 und TGFB  regulieren  die
Transkriptionsfaktoren STATS und verschiedene Smad-Proteine, wihrend die TCR-
Stimulation vorrangig NFAT aktiviert. Ohne entsprechende Kostimulation, die etwa AP-1
oder NF-kB triggert, fiihrt diese Transkriptionsfaktor-Kombination aus NFAT, Smads und
STATS zur Induktion und dem Erhalt von Foxp3 und begiinstigt die Bildung von iTregs (44,
62, 64, 99, 100). Durch IL-6 hingegen wird STAT3 aktiviert, das zusammen mit den Signalen
einer Kostimulation die Expression von Foxp3 hemmt (95, 100). Das komplexe molekulare
Zusammenspiel, das qualitativ und quantitativ {iber die verschiedenen Rezeptoren initiiert
wird, reguliert somit die Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen T-Zellen (siehe

auch Punkt 4.6.1).

4.3.3. Immun-Regulation durch Tregs

Natiirliche und induzierte regulatorische T-Zellen sind Teil der peripheren Toleranz und
,regulieren® die Immunantwort. Dies geschieht meist durch Suppression von Zellen des
Immunsystems, um  Autoimmunreaktionen zu vermeiden und (iiberschieende)
Immunantworten zu limitieren. Grundsétzlich konnen dabei vier Suppressionsmechanismen
unterschieden werden (schematisch dargestellt in Abb. 4.2) (101-103).

Bei der Immunmodulation durch inhibitorische Interleukine und andere I6sliche
Mediatoren spielen IL-10 (104, 105) und TGFP (106, 107) eine zentrale Rolle. Dariiber
hinaus wurden auch IL-35 (34, 108) und sezernierte Galektine (109, 110) als immun-
suppressive Molekiile beschrieben. Die Funktion 16slicher Stoffe wird in der Literatur
allerdings kontrovers diskutiert, da in vitro Experimente diese Zellkontakt-unabhéingige

Immunsuppression nur eingeschrinkt bestitigten (111). Demgegeniiber stehen jedoch
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zahlreiche in vivo Versuche, die eine klare Funktion der inhibitorischen Interleukine zeigen
konnten (102, 104, 105). Diese Diskrepanz ist wohl teilweise auf die Tatsache
zuriickzufiihren, dass einige dieser Molekiile auch als membranstindige Formen exprimiert
werden und nur durch direkten Zell-Zell-Kontakt wirken konnen. Dementsprechend steuern
beispielsweise LAP-TGFP1 (latent TGFp) oder Galektin-1 vornehmlich als membran-
gebundene Molekiile die Immunantwort (109, 112, 113). Die Wirkungsweise dieser
sezernierten oder membranstdndigen Stoffe ist duBerst facettenreich und kann auf viele
verschiedene Zelltypen einwirken. Beispielsweise konnen durch IL-10 oder TGFp
konventionelle T-Zellen zu iTregs konvertiert werden. Dieser Mechanismus wird als
infectious tolerance bezeichnet (36, 40, 102). Auch hemmen diese Interleukine die Reifung
von dendritischen Zellen und regulieren so die Prdsentation von MHC-Molekiilen und/oder
Korezeptoren, die wiederum fiir eine vollstindige T-Zell-Aktivierung notwendig sind (114,
115).

Ein zweiter Mechanismus der Immunsuppression durch Tregs wird durch gezielte
Zytolyse gewihrleistet. Ahnlich den NK(T) Zellen und den CD8" CTLs exprimieren
regulatorische T-Zellen Granzyme und Perforine und zeigen eine vergleichbare Zytotoxizitit
(116, 117). Dabei werden von Tregs Perforine ausgeschiittet und permeabilisieren die
Zellmembran von Zielzellen fiir zytotoxische Stoffe, wie etwa fiir Granzym-Proteasen (101,
102, 116, 118). Daneben wurden auch Granzym-vermittelte, aber Perforin-unabhingige
Suppressionsmechanismen beschrieben (119). Ein weiterer Mechanismus der Zytolyse durch
Tregs ist die Induktion von Apoptose in Zielzellen, beispielsweise durch den TRAIL-DRS
(TNF-related apoptosis-induced ligand-death receptor 5) Signalweg (120). Auch durch
Galektin-1, das vorrangig von regulatorischen T-Zellen produziert wird, kann ein gezielter
Zelltod in konventionellen T-Zellen initiiert werden (101, 109).

Eine weitere Moglichkeit der Suppression ist durch Interferenz mit dem Metabolismus
der Zielzellen (metabolic disruption) gekennzeichnet (101). Ein seit langem diskutierter
Mechanismus mag die sogenannte IL-2-Falle (/L-2 sink) sein (121-123): Regulatorische T-
Zellen exprimieren konstitutiv die a-Kette des IL-2 Rezeptors (CD25), was ihre hohe
Abhédngigkeit von IL-2 anzeigt und einen ,,Konsum* von lokalem IL-2 ermdéglicht. IL-2 wird
nur von konventionellen T-Zellen sezerniert und dient daher sowohl auto- als auch parakrin
(fiir Tregs) als Wachstumsfaktor. Der Entzug von IL-2, wie er auch durch eine groBere
Anzahl an Tregs vorstellbar ist, fithrt zu einem Zellzyklusarrest und langfristig zur Apoptose
von Effektor-T-Zellen (121-124). Inwiefern dieser Mechanismus aber tatsichlich zur

Immunsuppression beitragt, bleibt umstritten (125).
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Zwei weitere Strategien von regulatorischen Zellen, andere Zellen zu inhibieren, werden
durch den second messenger Botenstoff cAMP gekennzeichnet (zu Details siehe Punkt
4.7.2.). Zum Einen weisen Tregs einen massiv erhohten Gehalt an intrazellulirem cAMP auf
(126). Die erhohten cAMP-Level in Tregs werden dabei durch die Suppression des cAMP-
abbauenden Enzyms Phosphodiesterase 3b (PDE3b) durch Foxp3 aufrechterhalten (34, 127).
cAMP wird von den Tregs iiber gap junctions direkt in andere (cAMP-arme) Zellen
»gepumpt®, was eine Suppression der Proliferation und IL-2 Synthese bewirkt (126, 127).
Zum Anderen exprimieren nTregs die beiden Ektoenzyme CD39 (eine ATPase/ADPase) und
CD73 (eine 5’-Ektonukleosidase) auf der Zelloberfliche, die extrazellulires ATP/ADP zu
Adenosin hydrolysieren (128, 129). Adenosin bindet an G-Protein-gekoppelte A2A-
Rezeptoren auf aktivierten T-Zellen und bewirkt liber eine Erhéhung von intrazelluldrem
cAMP eine Immunsuppression (130-132). Weitere Zellkontakt-abhdngige Mechanismen, wie
etwa die CTLA-4/B7 Interaktion oder eine LAP-TGFB- und Galektin-vermittelte
Kommunikation, scheinen ebenfalls mit dem Metabolismus der Zielzellen zu interferieren
(93,109, 110, 113, 115).

Ein vierter zentraler Mechanismus der Treg-vermittelten Immunsuppression betrifft
die Wechselwirkung mit dendritischen Zellen (DCs) (101, 102). Dendritische Zellen
durchlaufen komplexe Reifungsstadien, die ihre tolerogenen oder inflammatorischen
Eigenschaften festlegen (siehe auch Punkt 4.4). Regulatorische T-Zellen konnen auf
verschiedene Arten diese Reifung von DCs beeinflussen (133-141). Neben immun-
suppressiven Interleukinen (104, 105) und TGFf (106, 107) spielen dabei insbesondere
Zellkontakt-abhingige Mechanismen eine entscheidende Rolle (133, 139). Gegenstand
intensiver Forschungsarbeit ist insbesondere CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4),
welches mit den B7 Molekiilen CD80/CD86 auf DCs interagiert und deren Expression hemmt
(114, 142). Auf welche molekulare Weise dies genau erreicht wird ist (noch) ungeklért. Eine
Moglichkeit stellt die Trogozytose (auch Trans-Endozytose) dar. Lymphozyten ,,entreilen
dabei Oberflachenproteine durch Ausbildung einer immunologischen Synapse von
dendritischen Zellen (143, 144). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass in DCs durch CTLA-
4 die Expression von Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO) induziert wird (133, 134). Dieses
Enzym katalysiert die Bildung eines Tryptophan-Abbauproduktes (Kynurenin), das eine
suppressive und pro-apoptotische Wirkung auf Zellen des Immunsystems aufweist (133, 134).
Zusétzlich konnen Tregs die Reifung von DCs durch das CD4-Homolog LAG3 (lymphocyte
activation gene 3) beeinflussen. LAG-3 ist verstirkt auf regulatorischen T-Zellen exprimiert

und kann mit hoher Affinitdt MHC II Molekiile binden (138-140). Dabei wird durch die
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LAG3-MHC-Interaktion in DCs eine negative Signalkaskade induziert, das eine vollstindige
Reifung blockiert und die kostimulatorischen Eigenschaften von DCs minimiert (139, 141).
Wabhrscheinlich kénnen auch aktivierte (humane) Effektor-T-Zellen, welche MHC II
exprimieren, direkt durch LAG3 supprimiert werden (145). Daneben ist Neurophilin-1
verstirkt auf Tregs zu finden und befdhigt diese, bevorzugt mit dendritischen Zellen zu
interagieren (und zu supprimieren) (146, 147). Es kommt dementsprechend zu einer
Konkurrenz-Situation mit konventionellen T-Zellen, da das Verhiltnis zwischen
regulatorischen und konventionellen T-Zellen etwa 1 : 8, das zwischen Tregs und DCs aber
nur 1 : 0.8 betrdgt (101). Die Strategie, insbesondere dendritische Zellen zu hemmen, scheint
also weitaus effizienter und nachhaltiger zu wirken als die Hemmung tiber direkten T-Zell-

Interaktionen (147, 148).

1. Secretion of TGF-B1, IL-10, 1L-35, and Galectin-1
« Inhibits the differentiation, proliferation, and activation of Teff cells
« Suppresses cytokine production by Teff cells
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5. Transfer of Inhibitory cAMP through Gap Junctions
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7. Induction of Infectious Tolerance 6. Membrane-associated Galectin-1
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into functional, FoxP3-expressing Treg cells « Induces cross-linking of associated integrins, triggering TRPC5 channel
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Abb. 4.2. Mechanismen der Immunmodulation durch regulatorische T-Zellen. Die Suppression von
Immunzellen durch Tregs kann grundsdtzlich in vier Mechanismen erfolgen: Hemmung durch
immunsuppressive Interleukine und andere l6sliche Botenstoffe (Punkte 1, 2 und 7), Elimination von
(auto-) reaktiven Zellen durch gezielte Zytolyse (Punkt 8), Interferenz mit dem Metabolismus der
Zielzellen (metabolic disruption, Punkte 3, 4, 5 und 6) und Wechselwirkung mit dendritischen Zellen
(Punke 9 und 10). Modifiziert nach R&D Systems; Broschiire zu regulatorischen T-Zellen.
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4.4. Dendritische Zellen (DCs)

Dendritische Zellen (dendritic cells;, DCs) sind Teil des angeborenen Immunsystems und
zdhlen mit den Makrophagen und den B-Zellen zu den (professionellen) APCs (antigen
presenting cells). Myeloide hdmatopoetische Stammzellen differenzieren im Knochenmark
unter dem FEinfluss von GM-CSF (granulocyte-monocyte colony-stimulating factor) zu
Monozyten und/oder unreifen (immature) DCs heran, die iiber den Blutstrom das periphere
Gewebe erreichen. Unreife dendritische Zellen zeichnen sich durch eine hohe Phagozytose-
Aktivitdt, geringe Expression von kostimulatorischen Oberflichenmolekiilen und geringer
Sekretion von Interleukinen aus. Kommen unreife DCs mit Mikroorganismen in Kontakt,
konnen sie diese durch Keimbahn-kodierte Rezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs)
erkennen. Dabei werden spezifisch korperfremde Strukturen auf Pathogenen (pathogen-
associated molecular Patterns, PAMPs) identifiziert. Dieses ,,Erkennen* fiihrt zur
Endozytose der Antigene und zum Ausreifen der dendritischen Zellen. Dabei werden die
phagozytierten Proteine lysosomal degradiert und die daraus resultierenden Peptide iiber
MHC II-Molekiile an der Zelloberflache prasentiert. AuBerdem wird die Expression der B7-
Molekiile CD80/CD86 sowie CD40 hochreguliert. Je nach Antigenqualitéit sind DCs auch in
der Lage, pro- und anti-inflammatorische Interleukine zu sezernieren. Aktivierte DCs
migrieren anschlieend in die afferenten Lymphknoten und initiieren dort eine starke T-Zell-
Antwort. Obwohl alle DCs durch eine gemeinsame biologische Funktion charakterisiert sind,
handelt es sich um eine dulerst heterogene Population von Leukozyten: Myeloide (mDCs)
und plasmazytoide (pDCs) DCs sowie viele weniger gut definierte dendritische Zelltypen
lassen sich funktionell und phénotypisch voneinander unterscheiden. Eine T-Zell-Antwort
wird insbesondere durch die komplexen Reifungsstadien der verschiedenen DCs beeinflusst.
Die Prisentation eines Peptids tiber MHC-Molekiile ist unabdingbar fiir eine T-Zell-
Aktivierung (MHC-Restriktion). Kostimulation und Interleukine regulieren zusitzlich die
Starke und Qualitdt der Immunreaktion. Entsprechend nehmen DCs eine zentrale Rolle in
peripheren Toleranzmechanismen ein, da sie sowohl tolerogene (unreife DCs) als auch
inflammatorische Eigenschaften (aktivierte/reife DCs) aufweisen.

Die Aktivierung un somit ein vollstdndiges Ausreifen von DCs wird insbesondere iiber
die PRRs erreicht. Dazu zdhlen neben den Toll-like Rezeptoren (TLRs) auch die Typ C
Lektine, wie Dectin-1 (7). Beide Gruppen von Rezeptoren erkennen konservierte und
iiberlebensnotwendige  Strukturen von Mikroorganismen (PAMPs), beispielsweise
Lipopolysaccharide (LPS) und (-Glucanverbindungen der Zellwand oder Virus-typische

Nukleinsduremotive. Der genaue molekulare Mechanismus der Signaltransduktion,
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ausgehend von diesen Rezeptoren, ist allerdings noch nicht endgiiltig aufgeklart. Neben den
gut charakterisierten ,,klassischen NF-kB und AP-1 sowie den interferon-regulating factors
(IRFs) wurden unldngst auch Calcium-abhidngige Signalwege beschrieben (149-154). Die
Ligation von Dectin-1 mit Zymosan oder eine CD14/TLR4 Stimulation durch LPS scheinen
eine Calciumfreisetzung in DCs zu bewirken (150, 151, 154, 155). Dariiber hinaus wurden
auch oszillierende Calciumstrome in unreifen DCs beschrieben, die allerdings nach einer
Aktivierung der Zellen zusammenbrechen (156). In diesem Zusammenhang wurde eine Rolle
von NFAT-Transkriptionsfaktoren, die durch die Calcium-sensitive Phosphathase Calcineurin
reguliert werden, vorgeschlagen (150, 151). Eine genaue Analyse der verschiedenen NFAT-
Faktoren und Isoformen bei der Reifung und Aktivierung von dendritischen Zellen bleibt

jedoch abzuwarten.

4.5.  Nuclear factor of activated T cells (NFAT)
4.5.1. Die Familie der NFAT-Transkriptionsfaktoren

Der Transkriptionstaktor nuclear factor of activated T cells (NFAT) wurde erstmals im Jahre
1988 als TCR-induzierbarer Faktor, der an der Regulation des IL-2 Promotors beteiligt ist,
beschrieben (157-159). Inzwischen ist bekannt, dass die NFAT-Proteine eine eigene Familie
von Transkriptionsfaktoren darstellen, die aus fiinf Mitgliedern bestehen: aus NFATc1 (auch
NFAT2 oder NFATc), NFATc2 (NFAT1 oder NFATp), NFATc3 (NFAT4 oder NFATX),
NFATc4 (NFAT3) und dem ,,untypischen* NFATS (auch tonicity element binding protein,
TonEBP genannt) (siche Abb. 4.3) (3, 4, 29, 75, 158, 160, 161). Dariiber hinaus wurde klar,
dass NFAT nicht nur in Lymphozyten, sondern auch in den unterschiedlichsten Zell- und
Gewebearten exprimiert wird und an zahlreichen biologischen Prozessen beteiligt ist (3, 162-
168). NFATcl, NFATc2, NFATc3 und NFATc4 werden iiber Calcium/Calcineurin-Signale
reguliert, wihrend das evolutionér élteste Mitglied NFATS durch osmotischen Stress aktiviert
wird (157, 158, 169).

Allen NFAT-Faktoren ist eine hoch-konservierte DNA-bindende Doméne gemeinsam,
welche aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu den Rel-Proteinen als Rel similarity domain
(RSD) bezeichnet wird (157, 158, 162). Obwohl zwischen den Rel-Doménen und der RSD
weniger als 20% Sequenzhomologie herrscht, zeigt sich eine groBe Ubereinstimmung in der
dreidimensionalen Struktur: Beide zeichnen sich durch zehn p-Faltblattstrukturen und zwei
konservierte Schleifen aus, die fiir die Interaktion mit der DNA und anderen
Transkriptionsfaktoren notwendig sind (170, 171). N-terminal der RSD ist in NFATcl bis
NFATc4, nicht aber in NFATS, eine (schwach) konservierte Regulationsdomédne (NFAT
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homology region, NHR) zu finden (161, 172). Diese enthédlt eine Transaktivierungsdomine
(TAD). AuBBerdem befinden sich mehrere regulatorische Phosphorylierungsstellen, organisiert
in Serin-reichen Sequenzen (serine rich repeats, SRRs) und SPXX-Motiven (SPs), in der
NHR (158, 173). Die Regulationsdoméne beinhaltet auch eine konservierte Sequenz (PxIxIT),
die von der Calcium/Calmodulin-abhingigen Phosphatase Calcineurin erkannt wird (158,
173). Eine Dephosphorylierung der zahlreichen Serin- und Threonin-Aminoséurereste durch
Calcineurin bewirkt eine Konformationsdnderung und exponiert dadurch ein nuclear
localization signal (NLS), das fiir den Transport der NFAT-Transkriptionsfaktoren in den
Nukleus entscheidend ist (3, 162, 173-176). Bedingt durch das Fehlen der NHR in NFATS5

kann dieses Familienmitglied nicht durch Calcium/Calcineurin reguliert werden (175).

Regulatory domain Rel homology domain C-terminal domain
TAD NLS SRR TAD
A
NFATc1 alpha 716 Isoform A
] Isoform B
beta CN-Binding DNA-Binding
930 Isoform C
NFATc2 1064 Isoform A
921 Isoform B
925 Isoform C
A
NFATc3 1075  Isoform 1
708 Isoform 2
739 Isoform 3
NFATc4 y;‘é; ] 02
NFATS/TonEBP | | 1455

Abb. 4.3. Schematische Darstellung der NFAT-Transkriptionsfaktorfamilie. Allen
NFAT-Faktoren ist eine Rel similarity domain (RSD) gemeinsam, die fiir die DNA-
Bindung notwendig ist. In der N-terminal gelegenen Regulationsdomidne (NHR) sind
verschiedene Serin- und Threonin-Phosphorylierungsstellen, eine Calcineurin-
Bindungsstelle und eine Transaktivierungsdomine (TAD) organisiert. NFATcl, NFATc2
und NFATc3 konnen durch alternatives splicen und/oder Transkription von
verschiedenern Promotoren in unterschiedlichen Isoformen exprimiert werden. Verindert
nach Serfling et al. 2006 (4).

Die NFAT-Familienmitglieder konnen in unterschiedlichen Isoformen exprimiert werden
(174, 177-179). Insbesondere ist hierbei NFATc1 herauszustellen, welches in Lymphozyten
in (mindestens) sechs verschiedenen Varianten exprimiert werden kann: Der induzierbare
Promoter ,,P1‘ kodiert fiir das N-terminale a-Peptid, ein im Intron 1 gelegener (konstitutiver)
P2 Promotor hingegen fiir das (-Peptid (177, 179). Dariiber hinaus konnen durch

alternatives splicen (mindestens) drei verschiedene C-terminale Isoformen generiert werden:
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NFATc1/A, NFATc1/B und NFATc1/C (174, 177, 178). In aktivierten Lymphozyten wird
das a-Peptid vorrangig mit der kurzen Isoform A exprimiert (NFATcl/aA), wihrend die 3-
Isoformen konstitutiv mit den beiden ldngeren C-Termini (NFATcl/B und NFATc1/C)
translatiert werden (siehe dazu Punkt 4.5.3) (174, 177-181).

4.5.2. Signaltransduktion durch NFAT

Alle NFATc-Familienmitglieder werden durch den Calcium/Calcineurin-Signalweg reguliert
(160, 173, 182, 183). In ruhenden Zellen liegen die NFATc-Proteine phosphoryliert im
Zytoplasma vor. Rezeptoren, die eine Calcium-Freisetzung in der Zelle bewirken, konnen die
NFAT-Transkriptionsfaktoren aktivieren (183). Dies sind beispielsweise Antigenrezeptoren
von B- und T-Lymphozyten (173, 180) oder Fc-Rezeptoren von Mastzellen, Monozyten und
NK-Zellen (184). Unlangst wurde fiir den C-Typ Lektin Rezeptor Dectin-1, welcher auf
vielen Zellen des angeborenen Immunsystems exprimiert wird, eine dhnliche Eigenschaft,
intrazelluldr Calcium freizusetzen, beschrieben (154).

Nach Ligation des Rezeptors erfolgt eine Phosphorylierungskaskade {iber mehrere
Kinasen und Adaptermolekiile (beispielsweise Lck, Fyn, ZAP-70 und LAT in T-
Lymphozyten), die schlieBlich zur Aktivierung der Phospholipase Cy (PLCy) fiihrt (162, 163).
Die aktivierte PLCy hydrolisiert das membranstindige Phospholipid Phosphatidyl-Inositol-
4,5-Bisphosphat (PtdIns(4,5)P2) zu Inositol-1,4,5-Triphosphat (InsP3;) und Diacylglycerol
(DAG). Freigesetztes DAG reguliert die Mitglieder der Proteinkinase C (PKC)-Familie und
den RAS-MAPK Signalweg. InsP; bindet an die entsprechenden Rezeptoren des
endoplasmatischen Retikulums (ER), die einen raschen Calcium-Ausstrom ins Zytoplasma
bewirken (siche Abb. 4.4) (160, 163, 182). Dieser transiente Anstieg der intrazelluldren
Calciumkonzentration reguliert wiederum die CRAC-Kanéle (calcium release-activated
calcium channel) der Zellmembran. Dieser Vorgang wird als store operated calcium entry
(SOCE) bezeichnet (183). Dieser zweite (und wesentlich stirkere) extrazellulire Calcium-
Einstrom durch die CRAC-Kanile ist entscheidend fiir eine optimale NFATc-Aktivierung
(185). Die beiden Calcium-Sensoren des endoplasmatischen Retikulums, STIM1 und STIM2
(stromal interaction molecules), reagieren auf die Calcium-Freisetzung durch Bildung von
hochmolekularen Komplexen (,,punctae*) und regulieren darauthin die Oligomerisierung und
Funktion der CRAC-Kanidle (169, 183, 185). Obwohl der genaue Mechanismus dieser
,,molekularen Kommunikation“ noch unbekannt ist, weiss man, dass insbesondere die CRAC-
Untereinheit Orail durch STIMs reguliert wird (183, 185, 186). Freies Calcium bindet an das

kleine Calcium-bindende Protein Calmodulin, das daraufhin an die gro3e Untereinheit A von
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Calcineurin (CnA) bindet und die Phosphatase-Aktivitét reguliert (169). Calcineurin setzt sich
aus zwei Untereinheiten, einer katalytischen (CnA) und einer regulatorischen (CnB),
zusammen, welche gewebsspezifisch in unterschiedlichen Isoformen vorkommen. In
lymphoiden Zellen werden vorrangig die Isoformen CnAf und CnB1 exprimiert (187-189).
Die Phosphatase-Aktivitdt von Calcineurin wird durch das C-terminale Peptid — eine selbst-
hemmende Domine — der CnA-Untereinheit kontrolliert (190). Die regulatorische
Untereinheit CnB dient als Calcium-Sensor und katalysiert die Interaktion mit Calmodulin
(190). Calmodulin verdringt die selbst-hemmende C-terminale Doméne von CnA, die das
katalytische Zentrum von Calcineurin blockiert, und ermoglicht eine enzymatisch-aktive

Konformation (190, 191).
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Abb. 4.4. Schematische Darstellung der Signaltransduktion durch NFAT. Ausgehend von einer
Rezeptor-vermittelten Phosphorylierungskaskade wird PLCy aktiviert, das PtdIns(4,5)P, zu DAG und
InsP; hydrolysiert. Bindung von InsP; an die Rezeptoren des ER bewirkt einen transienten Calcium-
Ausstrom, wodurch die STIM-Proteine aktiviert werden. Diese assoziieren in ,,punctae®, die anschlieBend
mit den ORAI-Proteinen der CRAC-Kanéle interagieren. Dies erzeugt einen store operated calcium entry
(SOCE) iiber die CRAC-Kanile. Freies intrazelluldres Calcium bindet an Calmodulin, das wiederum die
Phosphatase Calcineurin aktiviert. Durch Dephosphorylierung der NFAT-Transkriptonsfaktoren wird
deren NLS zuginglich, notwendig fiir den Kerntransport. Modifiziert nach Miiller und Rao, 2010 (3).

Die Dephosphorylierung der NFATc-Transkriptionsfaktoren setzt eine direkte Interaktion mit
Calcineurin voraus. Die Calcineurin-Erkennungssequenz PxIXIT (wobei x fiir eine beliebige
Aminosdure steht) ist in der NFATc-Regulationsdoméne (NHD) konserviert (4, 151). Das

Entfernen der zahlreichen Phosphatgruppen an Serin- oder Threoninresten in der NHD

bewirkt eine Konformationsdnderung und macht ein Kernlokalisationssignal (NLS)
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zugénglich, das entscheidend fiir den Transport der Transkriptionsfaktoren in den Nukleus ist
(3, 162, 173-176). Die in der Transplantationsmedizin eingesetzten Immunsuppressiva
Cyclosporin A (CsA) und Tacrolimus (FK506) binden an (verschiedene) zelluldre
Immunophiline, die daraufthin Calcineurin komplexieren und dessen Phosphatase-Aktivitét
blockieren (192). Dadurch wird die Calcineurin-vermittelte NFATc-Kerntranslokation und —
damit einhergehend — eine Aktivierung der Lymphozyten vollstdndig verhindert (160, 182,
190). Auch der Einsatz eines experimentellen hoch-affinen Peptids (VIVIT), welches
sequenzspezifisch mit NFAT um die Bindung an Calcineurin konkurriert, hemmt kompetitiv
die NFAT-Dephosphorylierung (193, 194).

Die Gegenregulation durch (Re-) Phosphorylierung der NFAT-Proteine wird durch
eine Vielzahl unterschiedlicher Kinasen gewahrleistet, wie durch Glykogen-Synthase Kinase
3 (GSK3p), Casein Kinase 1 (CK1), p38, DYRKSs (dual-specifity tyrosin phosphorylation-
regulated kinases) und die Jun N-termiale Kinase (JNK) (173, 195, 196). Die Kinasen konnen
grundsétzlich in Export- und Erhaltungskinasen eingeteilt werden, die entweder fiir das
Ausschleusen aus dem Zellkern oder fiir die Aufrechterhaltung des (hyper-) phosphorylierten
Zustands von NFAT im Zytoplasma verantwortlich sind (183, 195-198). GSK3f und CK1
konnen als Exportkinasen angesehen werden, die allerdings fiir die Interaktion mit NFAT eine
Vor-Phosphorylierung benétigen (3, 183, 198). Dieses sog. priming wird durch spezielle
Kinasen (wie z.B. PKA oder verschiedene DYRKSs), die entweder SP- (Ser-Pro-X-X) oder
SRR-Motive (serin rich region) in NFAT phosphorylieren, gewihrleistet (3, 183, 198). Das
Zusammenspiel der Calcineurin-Aktivitit mit den Export- und der Erhaltungskinasen

gewahrleistet somit eine prizise subzelluldre Lokalisation der NFAT-Proteine.

4.5.3. Autoregulation und NFATcl/a A

Ein Mitglied der NFAT-Faktoren sticht durch einige Besonderheiten aus der NFAT-Familie
hervor. Und zwar NFATcl, dessen Expression durch zwei Promotoren, alternatives splicen
und verschiedenen Polyadenylierungs-Mustern reguliert wird und dadurch die Expression von
(mindestens) sechs verschiedenen Isoformen ermoéglicht (177, 179, 199). AuBBerdem wurde
fiir die kiirzeste [soform NFATcl/aA eine positive Autoregulation beschrieben, die zu hohen
NFATcl1-Konzentrationen in aktivierten Lymphozyten fiihrt (174, 181). Der vor dem Exon 1
gelegene Promotor ,,P1* zeichnet sich durch eine starke Induzierbarkeit aus, der (im Intron)
vor dem Exon 2 organisierte ,,P2* Promotor hingegen zeigt eine eher konstitutive Aktivitat

(174, 178, 181). P1-exprimiertes NFATcl enthdlt das von Exon 1 kodierte a-Peptid von 42

Aminosduren (AS) Lénge, die P2- exprimierten Proteine weisen hingegen das von Exon 2
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kodierte B-Peptid (von 29 AS) auf. Welche Funktion die beiden N-terminalen Peptide genau
erfiillen, ist noch nicht bekannt, jedoch lassen sich diverse Motive fiir Proteinmodifikationen
im o-Peptid vorhersagen (181). Auch die Lange des C-Terminus ist durch alternatives splicen
und zwei unterschiedliche Polyadenylierungsstellen (pAl und pA2) sehr variabel und erlaubt
die Expression von drei (C-terminalen) Isoformen: NFATc1/A (716 AS), NFATc1/B (825
AS) und NFATc1/C (930 AS) (174, 177, 178). Die ldngste Isoform NFATc1/C enthilt im C-
Terminus eine  zusdtzliche (schwache) Transaktivierungsdoméne, sowie zwei
SUMOylierungsstellen (179, 200). SUMO-Modifikation von NFATc1/C bestimmt dessen
subnukledre Lokalisation und kann Histon-Deacetylasen (HDACs) rekrutieren, die urséchlich
fiir ein ,,Abschalten” der Transkription des //2-Gens verantwortlich sind (179). Ein
gegensitzlicher Effekt der kurzen (NFATcl/A) und der langen Isoform (NFATcl1/C)
hinsichtlich der Regulation des activation induced cell death (AICD) untermauert die
Annahme, dass der C-Terminus fiir ein ,finetuning* der NFATc1-Aktivitit notwendig ist
(174, 181).

Der induzierbare P1 Promotor von Nfatcl wird iiber mehrere Signale reguliert,
bendtigt aber mindestens ein starkes Calcium-Signal und eine Kostimulation, beispielsweise
durch CD28, welches PKC und/oder MAP-Kinasen aktiviert (174, 181). Paradoxerweise ldsst
sich in Tumorzelllinien (z.B. EL-4 Zellen) ein P1-Reportergenkonstrukt durch cAMP
(massiv) induzieren, in primédren T-Lymphozyten hingegen bewirkt eine intrazelluldre cAMP-
Erhohung einen suppressiven Effekt auf die P1-Aktivitit. Die Diskrepanz hinsichtlich der
cAMP-Wirkung scheint durch zwei CRE- (cAMP responsive element) Motive vermittelt zu
werden, die moglicherweise durch Bindung von CREM, CREB, ATF-2 oder ICER
unterschiedlich reguliert werden konnen (siehe auch Punkt 4.7) (174, 201). Es finden sich
zwei NFAT-Bindungsmotive (TGGAAA) im Nfatcl P1 Promotor, wobei ein distales
(Position -800) und ein proximales (Position-240) Element identifiziert wurden (174, 181).
Interessanterweise befinden sich in beiden Motiven keine TRE- (TPA-reponsive element)
Sequenzen, die eine Bindung von AP-1 und ,klassischen® NFAT/AP-1 Komplexen
ermOglichen wiirden. Ausgehend von der Tatsache, dass es sich um eine doppelte NFAT-
Bindungsstelle handelt, die als tandem-repeat beschrieben wurde, bindet NFAT
moglicherweise als Homodimer wie in den Promotoren der E3-Ligasen Cbl-b, Itch und Grail
und wahrscheinlich nicht als heteromerer Komplex mit AP-1-Faktoren (181, 202-204). Fiir
das distale Element konnte gezeigt werden, dass sowohl NFATc1 als auch NFATc2 binden,
jedoch ist die Induktion von NFATcl/aA in T-Zellen von Nfatc2” Nfatc3™~ defizienten
Maiusen nicht beeintrdchtigt (174, 181). Mutationen, welche eine NFAT-Bindung an diese
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Elemente unterbinden, zeigen in vitro eine deutliche Abnahme der P1-Aktivitit (174, 181).
Daraus lésst sich ableiten, dass die Aktivitit des P1 Promotors vorrangig von NFATc1 (auto-)
reguliert wird (181). Die Aktivierung von T-Zellen resultiert in einer 15-20fachen Induktion
der kurzen Isoform NFATcl/oA, wéhrend die ldngeren Transkripte von NFATcl/aB und
NFATcl/aC dagegen nur um das 2-5fache erhoht werden (174, 178, 181). Dies wird durch
die Tatsache erklért, dass viele Polyadenylierungs-Faktoren erst nach Aktivierung von
Lymphozyten exprimiert werden und die proximale Polyadenylierungssequenz pAl
,uberlesen* wird. Durch Stimulation werden diese Faktoren generiert und die Expression von
NFATcl wird an pAl durch Hinzufiigen der polyA-Sequenz ,gestoppt, und
dementsprechend wird hauptsdchlich NFATcl/aA exprimiert (174, 178, 181). Die positive
Autoregulation von NFATc1/aA hat Auswirkungen auf zahlreiche biologische Prozessen und
vermag eine terminale Zelldifferenzierung zu entscheiden. Letzteres konnte am Beispiel von
RANKL-induzierten Osteoklasten iiberzeugend gezeigt werden (205). In Lymphozyten ist
diese Autoamplifikation von NFATcl kennzeichnend fiir aktivierte Effektor-T-Zellen (158,
176, 180). Im Gegensatz dazu zeigen CD25'Foxp3’ regulatorische T-Zellen diese
Autoregulation nicht (42, 179, 206).

4.6. Forkhead box protein 3 (Foxp3)

Der Transkriptionsfaktor Foxp3 (winged helix/forkhead box protein 3) gehort zu der
umfangreichen Familie der forkhead-Proteine, die eine Vielzahl von unterschiedlichen
biologischen Prozessen steuern (207). Der Name dieser Faktoren leitet sich vom forkhead-
Genprodukt (fkh) der Fruchtfliege Drosophila melanogaster ab, wobei fkh in Drosophila die
terminale Musterausbildung wihrend der Embryonalentwicklung reguliert (208, 209). In
Séugern sind bisher etwa 35 forkhead-Faktoren identifiziert worden (210). Allen gemeinsam
ist eine schmetterlingsartige zweifliigelige Struktur, die als winged helix bezeichnet wird (211,
212). Foxp3 gehort zu der Subgruppe ,,P*“ der forkhead-Proteine, bestehend aus Foxpl bis
Foxp4. Obwohl alle vier Foxp-Transkriptionsfaktoren einen hoch-konservierten C-Terminus
mit einem Zinkfingermotiv und einer leucine zipper Doméne aufweisen, unterscheidet sich
Foxp3 von den anderen Familienmitgliedern durch einen untypischen Prolin-reichen N-
Terminus (213, 214). Foxp3 zeigt zwischen Maus, Ratte und Mensch etwa 86%
Sequenzhomologie. In Maus und Ratte wird nur eine Isoform exprimiert, wiahrend in humanen
Zellen drei Foxp3-Varianten nachgewiesen werden konnen (Foxp3a und Foxp3b [entspricht

Foxp3AExon2] sowie Foxp3AExon2AExon7) (215, 216). Eine essentielle Funktion von Foxp3
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im Immunsystem wurde bei der Analyse der sog. scurfy-Maus beschrieben. Davon abgeleitet
wird der Name Scurfin synonym zu Foxp3 gebraucht (28). Die natiirlich vorkommende
Mutation im Foxp3-Gen, verantwortlich fiir den scurfy-Phianotyp, fithrt zum totalen Verlust
von (funktionellen) regulatorischen T-Zellen, vergleichbar mit den tddlich verlaufenden
humanen Autoimmunkrankheiten IPEX und XLAAD (siehe auch Punkt 4.3) (26, 28, 29).
Hervorzuheben ist, dass in murinen T-Zellen Foxp3 ausschlieBlich in natiirlichen und
induzierten regulatorischen T-Zellen, in humanen konventionellen T-Zellen aber zusétzlich
nach Aktivierung exprimiert wird (217). Welche Rolle Foxp3 in (humanen) aktivierten
Effektor-T-Zellen erfiillt, ist aber ungewiss. Foxp3 wird von 11 Exons kodiert, wobei der
Zinkfinger von den Exons 5 und 6, die leucine zipper Domine durch einen Teil des Exons 6,
hauptsichlich aber durch Exon 7, und die forkhead-Doméne von den Exons 9, 10 und 11
kodiert wird (2, 218). Die C-terminale forkhead-Domine ist entscheidend fiir die DNA-
Bindung, der leucine zipper und das Zinkfingermotiv sind fiir Homo- oder
Heterodimerisierung von Foxp3 notwendig (siche Abb. 4.5) (214, 218, 219). Obwohl
(nonsense und missense) IPEX-Mutationen von Foxp3 in nahezu allen Bereichen des Gens
auftreten, ist in den meisten Fillen die forkhead-Doméne und demzufolge die DNA-Bindung

beeintrachtigt (220, 221).
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Abb. 4.5. Genetische Organisation und Proteinstruktur von Foxp3. Das Foxp3-Gen ist in 11
Exons gegliedert. Das Foxp3-Protein enthilt vier funktionelle Doménen: Eine Prolin-reiche N-
terminale Repressordoméne, ein Zinkfingermotiv, einen leucine zipper und die namensgebende
forkhead Domine. Missense-Mutationen sind mit schwarzen Pfeilen, Mutationen, welche die
mRNA-Stabilitit betreffen, mit roten und Mutationen, die zur Leserasterverschiebungen fiihren,
mit blauen Pfeilen gekennzeichnet. Verdndert nach SF Ziegler, 2006 (2).

Durch Foxp3 werden in T-Zellen ca. 700 Gene reguliert, wobei allerdings in etwa 10-20% der
Gene eine direkte Bindung von Foxp3 an die entsprechenden DNA-Elemente nachgewiesen
wurde (222-224). Vorrangig wirkt Foxp3 als transkriptioneller Repressor, beispielsweise
abzulesen an 112, 114, Ifng, Nfatcl und Pde3b, gleichwohl gibt es aber auch Gene, wie etwa
Cd25, Ctla-4 und Tnfrsfl8, die positiv reguliert werden (33, 222-224). Die repressive
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Eigenschaft von Foxp3 wird durch die Féhigkeit, Histon-Deacetylasen (HDACs) zu
rekrutieren, verstidndlich (213, 225). Neben der Interaktion mit HDAC7 und HDACY, welche
mit der N-terminalen Repressordomidne von Foxp3 wechselwirken, wurde aber auch eine
Interaktion mit der Histon-Acetylase (HAT) Tip60 nachgewiesen (214, 225). Dieser
hochmolekulare Foxp3/HAT/HDAC-Komplex reguliert die Genexpression
hochstwahrscheinlich  {iber die Zugénglichkeit der DNA fiir Faktoren der
Transkriptionsmaschinerie, also iiber ein ,,Offnen und ,,SchlieBen* des Chromatins (213,
214, 219). Weiter wird die Funktion von Foxp3 durch ein Zusammenspiel mit anderen
Transkriptionsfaktoren determiniert. Eine direkte Interaktion wurde etwa mit NFAT,
verschiedenen NF-kB Proteinen und Runx1/AMLI1 (runt-related transcription factorl/acute
myeloid leukemial) beschrieben (218, 219, 226-228). Bemerkenswerterweise scheinen alle
diese Faktoren auch an der Regulation der Foxp3-Expression selbst beteiligt zu sein (siche
dazu auch Punkt 4.7.1) (229, 230). Die transkriptionelle Regulation des //2 Promotors gilt
dabei als Paradigma fiir die Repression durch Foxp3. In konventionellen aktivierten T-Zellen
wird /12, neben NF-kB, insbesondere durch NFAT und AP1 reguliert, wobei der ,klassische*
NFAT/AP-1 Komplex ausgebildet wird (170). Foxp3 vermag mit der Bindung von Jun und
Fos (AP-1) an NFAT zu konkurrieren, so dass ein repressiver NFAT/Foxp3 Komplex entsteht
(218, 219). In dhnlicher Weise wird wohl auch die transkriptionelle Aktivitdat von Runx1 und
NF-xB durch Foxp3 beeinflusst (227, 228). Obwohl Foxp3 fiir die Funktion und die Stabilitat
von Tregs essentiell ist, scheint deren Entwicklung im Thymus nur teilweise durch Foxp3
kontrolliert zu werden (33-35). Dieser Annahme entsprechend werden auch zahlreiche Treg-

spezifische Gene, wie beispielsweise Helios, unabhingig von Foxp3 reguliert (33, 34, 222).

4.6.1. Regulation der Foxp3-Expression

Aufgrund der zentralen Rolle von Foxp3 in regulatorischen T-Zellen wurden in den
vergangenen Jahren grole Anstrengungen unternommen, die molekularen Mechanismen der
Genregulation von Foxp3 besser zu verstehen. Die unterschiedliche Regulation in natiirlichen
und induzierten Tregs sowie die Diskrepanz zwischen murinen und aktivierten humanen
konventionellen T-Zellen erschweren jedoch ein einheitliches ,,molekulares* Gesamtbild (62,
229-231). Zuzitzlich zum Promotor wurden drei noncoding conserved sequences (CNSI,
CNS2 und CNS3) innerhalb des Foxp3-Lokus identifiziert, welche entscheidend an der
Regulation von Foxp3 beteiligt sind (siche Abb. 4.6.) (230-232).

CNS3 stellt eine DNase I hypersensitive Chromatin-Region dar und ist durch typische

Histon 3-Monomethylierung (H3K4mel) charakterisiert, die ,,klassische* enhancer-Elemente
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kennzeichnet (231, 232). Analysen Gen-defizienter Méuse zeigten, dass c-Rel, ein Mitglied
der NF-xB Familie, essentiell fiir die Entwicklung von natiirlichen Tregs ist (62-64, 232,
233). c-Rel bindet an CNS3 — moglicherweise auch an den Foxp3 Promotor — und verstérkt
die Foxp3-Expression in Tregs (62, 232). Entsprechend weisen Méuse, die defizient fiir CNS3
und somit auch fiir das daran bindende c-Rel enhanceosome sind, eine drastisch reduzierte
Zahl von Tregs im Thymus auf (62, 232, 234).

CNS2, welches auch als Treg-specific de-methylated region (TSDR) bezeichnet wird,
enthélt zahlreiche CpG Motive, deren Methylierungszustand mit der Foxp3-Expression und
Stabilitdt korreliert (229, 235). Tatsdchlich scheint CNS2 nur in nTregs komplett de-
methyliert zu sein, nicht aber in TGFB-generierten Foxp3" iTregs oder aktivierten humanen
Foxp3" T-Zellen (229, 236). Eine Bindung der Transkriptionsfaktoren CREB, ATF, Ets-1,
sowie STATS findet nur an de-methyliertem CNS2 statt (235). Moglicherweise sind diese
Faktoren ursdchlich fiir eine stabile Foxp3-Expression in nTreg-Zellen, wihrend methyliertes
CNS2 keine Bindung erlaubt und nur eine transiente Foxp3-Transkription in iTregs und
aktivierten humanen T-Zellen zuldsst (236, 237). Entsprechend zeigen Méuse, denen
Komponenten der IL-2 Signaltransduktion fehlen, wie etwa [/2-, Cd25-, Jak3- oder Stat5-
defizienten Mause, (nahezu) keine natiirlichen Tregs (59, 238, 239).
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Abb. 4.6. Schematische Darstellung der Foxp3-Kontrollelemente. Die Expression von
Foxp3 wird durch den Promotor und verschiedene regulatorische Elemente kontrolliert: Ein
5’-Enhancer und drei conserved noncoding sequences (CNS1, CNS2 und CNS3) mit
Bindungsstellen fiir diverse Transkriptionsfaktoren. An CNS1 binden die Faktoren NFAT
und Smad3, die entscheidend fiir die Expression von Foxp3 in induzierten Treg-Zellen sind.
Die Regulation scheint dabei in nTregs und iTregs unterschiedlich kontrolliert zu werden,
was am Methylierungszustand der einzelnen DNA-Elemente abzulesen ist. Modifiziert nach
Miiller und Rao, 2010 (3).

CNS2-defiziente Mause haben zwar eine normale Foxp3-Induktion im Thymus, dennoch ist
die Stabilitdt der Foxp3-Expression von proliferierenden nTreg-Zellen stark beeintrdchtigt
(231, 232). Desweiteren wurde eine Bindung von Foxp3 an CNS2 nachgewiesen, welche,
vermutlich zusammen mit Runx1 und dem Kofaktor CBFf, offenbar an der stabilen Foxp3-
Expression beteiligt ist (232). Somit kann CNS2 als eine Art cellular memory modul
angesehen werden, das nicht nur die Identitdt der Zellen bewahrt, sondern auch einen feed-

forward Mechanismus iiber Zellteilungsgenerationen hinweg darstellt (231).
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CNSI1 (oder Enhancer I) enthélt Bindungsstellen fiir NFAT, Smad3 und RARa (99,
240). Zundchst wurde eine Funktion von CNS1 bei der Foxp3-Induktion im Thymus
vermutet, was aber durch die Analyse CNSI-defizenter Méuse widerlegt wurde (232).
Vielmehr scheint dieses Element entscheidend fiir die Foxp3-Expression in (peripheren)
induzierten regulatorischen T-Zellen zu sein (99, 100, 230). In einem (zeitlich) konzertierten
Prozess wird zunéchst die Wirkung von TGFf3 durch Smad3, etwas verzdgert das TCR-Signal
iber NFAT, an CNSI1 in eine transiente Foxp3-Expression ,iibersetzt“ (99, 230).
Dementsprechend zeigt eine biochemische Blockade von NFAT mittels CsA sowie genetische
oder pharmakologische Intervention der Smad3-Aktivierung eine klare Reduktion von Foxp3
in TGFB-generierten iTregs (99, 230, 241).

Paradoxerweise ist liber den Promotor von Foxp3 noch wenig bekannt, zumal sich die
Foxp3-Regulation in humanen und murinen Zellen deutlich unterscheidet (217). Sowohl in
der Maus als auch im Menschen finden sich aber GC, CAAT und TATA-Elemente, die
typisch fiir eukaryontische Promotoren sind (100, 217). In der Foxp3-Promotorregion sind
drei NFAT-Bindungsmotive konserviert, zwei davon in unmittelbarer Ndhe von AP-1
Motiven (100, 217). In humanen konventionellen T-Zellen — nicht aber in nTregs — konnte
nach Aktivierung eine Bindung von NFATc2, AP-1 und Sp-1 an den Foxp3-Promotor
nachgewiesen werden. Eine Hemmung der NFAT-Aktivitdt durch CsA zeigte entsprechend
eine reduzierte Foxp3 Transkription (217). Der Einfluss dieser Transkriptionsfaktoren scheint
jedoch auch fiir die Foxp3-Expression in murinen nTreg-Zellen vernachlédssigbar zu sein, wie
Studien mit Nfath*/*NfatcT/’ Maiusen zeigten (79). Dagegen lésst sich in der Maus eine
TGFpB-induzierte Acetylierung des Promotors, also ein Offnen des Chromatins, nachweisen
(62, 99, 242). Dies wird nicht direkt durch Smad-Proteine vermittelt, da sich keine
Bindungsstellen fiir Smad im Promotor finden lassen. TGFP induziert aber auch die E3-
Ligase Itch, die den Transkriptionsfaktor TIEG1 (TGFf-inducible early gene I) aktiviert.
TIEG]I bindet an das Sp-1 Motiv und reguliert so die Expression von Foxp3 (243). Neben den
genannten Proteinen sind weitere Transkriptionsfaktoren, wie etwa Runx, STATS, E2A, 1d3
und GATA3 an der Regulation von Foxp3 beteiligt. Die genaue Funktion dieser Faktoren bei
der Foxp3-Transkriptionskontrolle ist jedoch unbekannt (100, 230, 244-247).

4.7.  Inducible cAMP early repressor (ICER)

Die Familie der cAMP-abhéngigen Transkriptionsfaktoren umfasst die Mitglieder CREB
(cAMP responsive element binding protein), CREM (cAMP responsive element modulator)
und ATF-1 (activating transcription factor-1) (248-250). Daneben existieren die vier ICER
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(inducible cAMP early repressor) Transkriptionsfaktoren, die von dem internen Promoter
P2 des Crem-Gens transkribiert werden (siche Abb. 4.7.) (251, 252). ICER-Proteine
besitzen eine y-Doméne und zwei DNA-bindende Doménen (DNA binding domains, DBDs),
die durch ihre leucine zipper gleichzeitig der Protein-Dimerisierung dienen (253, 254). Da die
ICER-Transkripte von einem internen Promotor reguliert werden, enthalten sie nicht die im
Crem-Gen upstream (5°) gelegene Transaktivierungsdomdnen (TADs), sondern nur die
beiden DBDs (251, 255-257). Daher wirken diese Faktoren aufgrund ihrer strukturellen
Ahnlichkeit zu CREM und den eng verwandten CREB und ATF-1 als dominant-negative
Repressoren von cAMP responsive element (CRE) regulierten Genen (251, 252, 257). Der P1
Promotor von Crem, welcher ausgedehnte GC-reiche Sequenzen enthilt, ist in den meisten
Zellen konstitutiv aktiv. Der in einem Intron gelegene P2 Promotor dagegen besitzt eine
ausgeglichene AT und GC Verteilung und ist durch vielerlei Stimuli stark induzierbar (5, 251,
258). Der best charakterisierte Signalweg, welcher zur Transkription von ICER fiihrt, wird
durch die cAMP-sensitive Kinase PKA (cAMP-protein kinase A) vermittelt, die das Protein
CREB an einem Serin-Rest (Ser133) phosphoryliert und somit die Transkription von CRE-

enthaltenen Promotoren induziert (259).
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Abb. 4.7. Schematische Struktur der Creb und Crem Gene und die Transkription von ICER
durch den internen induzierbaren Promoter P2. Die Exons kodieren fiir unterschiedliche
funktionelle Teile im CREM/ICER Protein: Die DNA-bindenden Doménen, notwendig fiir
Sequenzerkennung und Dimerisierung, werden durch die Exons H und I in CREM und ICER kodiert.
Die in ICER fehlenden Transaktivierungsdoménen werden von den Exons E und F
(phosphorylierungs-abhingig, P-box) exprimiert, zwei flankierende Glutamin-reiche Regionen (Q-
rich) von Exon C bzw. G. Durch alternatives Splicen kdnnen vier verschiedene Isoformen von ICER
durch den cAMP-sensitiven internen Promotor 2 generiert werden. Modifiziert nach Bodor et al. (5).
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Eine Erh6hung von intrazellulirem cAMP, welches die PKA aktiviert, kann durch eine
Vielzahl von Stimuli erreicht werden, beispielsweise durch Prostaglandine, Chemokine und
Hormone, die durch Bindung an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wirken (260, 261). Auch
ein direkter Transfer von cAMP zwischen regulatorischen und konventionellen T-Zellen (126,
127) oder dendritischen Zellen (262) tiber gap junctions wurde als Stimulus beschrieben.

Der fiir die Bildung von ICER verantwortliche P2 Promotor des Crem-Gens enthilt
zwei eng zusammen liegende Tandem-&hnliche Paare an CRE-Sequenzen, welche als CAREI
bis CARE4 (cAMP autoregulatory elements) bezeichnet werden (251, 263). Dabei zeigen die
vier verschiedenen CARE-Sequenzen unterschiedliche Affinititen hinsichtlich CREB-,
CREM- oder ICER-Bindung (263), aber auch eine differenzielle Rolle bei der cAMP-
unabhidngigen Transkription von ICER (264). Etwa sechs Stunden nach Aktivierung von
CREB erreicht ICER ein Maximum und konkurriert dann als Repressor um die Bindung an
CRE-Elemente. Auch die CARE-Sequenzen im P2 Promotor werden so in einer negativen
Riickkopplung gehemmt (251). Neben der oben genannten Induktion von ICER durch cAMP,
PKA und CREB wurden auch daran beteiligte cAMP-unabhingige Signalwege beschrieben.
So konnte gezeigt werden, dass EGF (epidermal growth factor) und NGF (nerve growth
factor) tiber ihre Tyrosin-Kinase-Rezeptoren und die nachfolgende Aktivierung von MAP-
Kinasen und Ras die Phosphorylierung von CREB und somit die Transkription von ICER
bewirken (264-266). Auch eine Stimulation mit Phorbolester (PMA), die zur Aktivierung von
Protein Kinase C (PKC) fiihrt, konnte in manchen Zelllinien ICER induzieren (266). Neben
einer alternativen Phosphorylierung von CREB an Ser142 und Ser143 durch Stimulation mit
IFNy in einem Casein Kinase II (CKII)-abhédngigen Prozess (267) konnte auch ein CREB-
unabhingiger, aber Calcium- und CamK 1V- (Calmodulin-dependent kinase 1V) regulierter
Signalweg aufgedeckt werden (268). Neben der transkriptionellen Regulation werden Icer-
mRNA und Protein auch {iiber Degradation kontrolliert (269). Dabei kommt der
Phosphorylierung von ICER an Ser4l durch ERK1/2 MAP-Kinasen und nachfolgende
Ubiquitinylierung bei der proteasomalen Degradation eine herausragende Rolle zu (270).
Interessanterweise werden MAP-Kinasen durch cAMP gehemmt und damit die Halbwertszeit

von ICER-Protein, als auch die /cer-Transkription, erhoht (270).

4.7.1. ICER als Repressor

ICER fungiert aufgrund seiner Strukturhomologie zu CREM und CREB als potenter
Repressor der cAMP-abhingigen Transkription (251, 257, 264). Da ICER von dem intern

gelegenen P2 Promotor transkribiert wird, ist zwar die DNA-Bindung méglich, es fehlen aber
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die im Crem-Gen upstream kodierten TADs (251). Diese TADs rekrutieren das CREB-
binding protein p300 (CBP/p300) (271), welches als Histon-Acetyl-Transferase Chromatin
offnet und somit Transkription ermoglicht (272). Daher erscheint es naheliegend, dass ICER
als dominant-negative Version von CREM und CREB CRE-Sequenzen bindet, und, ohne
CBP/p300 rekrutieren zu konnen, um die DNA-Bindung konkurriert. Da insbesondere ICER
durch einen erhohten cAMP-Gehalt induziert wird, nicht aber CREM und CREB, verschiebt
sich das Gleichgewicht zu einer Netto-Repression vieler CRE-kontrollierter Gene (251, 264).
Insbesondere CD28-responsive elements (CD28REs), welche eine Komposition aus CRE-
Sequenzen sowie NFAT- bzw. NF-kB-Bindungsmotive darstellen, kénnen durch ICER
reprimiert werden (257). Dabei interagiert ICER aller Wahrscheinlichkeit nach direkt mit der
Rel-similarity domain (RSD) (170, 171) und hemmt die Transkription vieler NFAT-
regulierter Gene, wie etwa 112, 14, 1113, Csf2 (GM-CSF), Tnf, Faslg oder Fos (252, 257, 273-
276). NFAT-Proteine binden an zahlreichen CD28REs in Kooperation mit AP-1 (277, 278).
Die mangelnde Féhigkeit, CBP/p300 zu rekrutieren, und die gleichzeitige Inhibition von c-
Fos ermoglicht ICER, mit den aktiven NFAT/AP-1-Komplexen zu interferieren und
reprimierende NFAT/ICER-Proteinkomplexe an vielen CD28REs auszubilden (257, 276).

4.7.2. Die Rolle von cAMP und ICER bei der Treg-vermittelten Suppression

nTregs verhindern schidliche (Auto-) Immunreaktionen im Korper. Die Hemmung der
Proliferation sowie der IL-2-Produktion von konventionellen T-Zellen ist dabei
charakteristisch fiir die Treg-vermittelte Suppression (121). Hemmende Effekte hinsichtlich
Proliferation und IL-2-Sekretion konnten auch durch den Einsatz von cAMP-induzierenden
Agenzien, wie Forskolin, Choleratoxin oder kiinstliche cAMP-Analoga, beobachtet werden
(279). Der Briickenschlag zwischen cAMP und Treg-vermittelter Suppression gelang in einer
Studie von Bopp ef al., indem gezeigt wurde, dass regulatorische T-Zellen einen massiv
erhohten Gehalt an intrazellulirem cAMP aufweisen, welches durch gap junctions direkt in
andere Zellen iibertragen wird (126). Hochstwahrscheinlich werden diese erhohten cAMP-
Konzentrationen in Tregs iiber die Suppression des cAMP-abbauenden Enzyms
Phosphodiesterase 3b (PDE3b) durch den Repressor Foxp3 aufrechterhalten (34, 127).
Weiterhin werden durch Foxp3 die beiden miRNAs miR-155 und miR-142-3p reprimiert:
miR-155 reguliert die PKA inhibitory subunit a (PKlo) (280), wihrend miR-142-3p die
Adenylatzyklase 9 supprimiert (281). Infolgedessen kommt es zu einem Anstieg der
intrazellularen cAMP-Konzentration in Tregs (280, 281). So kann cAMP von den Tregs

direkt in andere (cAMP-arme) Zellen ,,gepumpt“ werden, was in diesen Zellen eine
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Suppression der Proliferation und der IL-2-Synthese bewirkt (126, 127). Entsprechend konnte
gezeigt werden, dass eine zusitzliche Hemmung der cAMP-Degradation durch den PDE-
Inhibitor Rolipram die Treg-vermittelte Suppression verstdrkt (127). Eine Blockade der gap
Jjunctions zwischen Tregs und konventionellen Zellen durch chemische Inhibitoren (126, 262)
oder genetische Manipulation (282) interferiert hingegen mit der Suppression. Folglich wurde
auch eine verstirkte /Icer-Transkription in den durch cAMP-Transfer gehemmten
konventionellen T-Zellen nachgewiesen (126). Dies legt nahe, dass ICER eine zentrale Rolle
bei der nTreg-vermittelten Suppression einnimmt (256).

Neben dem direkten Transfer durch gap junctions kann cAMP in Effektorzellen auch
durch verschiedene Rezeptoren induziert werden: Das auf nTregs konstitutiv exprimierte
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) bindet mit sehr hoher Affinitit die beiden B7
Molekiile CD80 [B7.1] und CD86 [B7.2] (25). Eine B7-Ligation, wie sie auch bei anhaltender
Stimulation auf T-Zellen nachzuweisen ist, kann in aktivierten Tconv tatsdchlich zur
Induktion von ICER fiihren. Dementsprechend zeigen B7-defiziente Tconv eine gewisse
Resistenz gegeniiber einer nTreg-vermittelten Suppression (256, 283). Desweitern
exprimieren nTregs — speziell im sauerstoffarmen Milieu — auch die beiden Ektoenzyme
CD39 (eine ATPase/ADPase) und CD73 (eine 5’-Ektonukleosidase), welche extrazelluléres
ATP/ADP zu Adenosin hydrolysieren (128, 129). Das perizelluldre Adenosin bindet an die G-
Protein-gekoppelten A2A-Rezeptoren auf aktivierten T-Zellen und fiihrt zu einer Erhohung
von intrazellulirem cAMP und folglich zur Immunsuppression (130-132). Daneben koénnten
auch 16sliche Molekiile, die von nTregs sezerniert werden, wie Interleukine, Chemokine oder
hormonéhnliche Stoffe, cAMP und die ICER-Expression in Effektorzellen regulieren (284-
286).
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4.8. Zielsetzung der Arbeit

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, die molekularen Mechanismen der peripheren
Toleranz besser verstechen zu lernen. Dabei sollte der Schwerpunkt der experimentellen
Arbeiten auf die Beteiligung der Transkriptionsfaktoren ICER, NFAT und Foxp3 bei der
Bildung und Funktion regulatorischer T-Zellen gelegt werden. Entsprechend standen
molekular- und zellbiologische, aber auch immunologische und Tier-experimentelle Arbeiten
im Vordergrund, um Einblicke in die komplexen Regulationsmechanismen des
Immunsystems zu gewinnen. Die Fragestellung ldsst sich in drei Bereiche untergliedern:

(1.) Zunichst sollte die Rolle von ICER bei der Immunsuppression durch nTregs
genauer analysiert werden. Vorrangig lag das Augenmerk auf der vermuteten Funktion von
ICER, die NFAT-regulierte Genexpression in Tregs, aber auch in Tconv zu hemmen. Das
»Abschalten der Effektor-Funktion durch Tregs ist ein entscheidender Aspekt der
Immunsuppression. Moglicherweise wird die Expression von NFATcl direkt durch ICER
unterdriickt. Diese Annahme sollte auf molekularer Ebene untersucht werden.

(2.) Eine weitere Fragestellung befasste sich mit der Beteiligung von NFAT-
Transkriptionsfaktoren an der Foxp3-Expression in Tregs. Foxp3 ist von zentraler Bedeutung
fiir die Entwicklung und Funktion von nTregs, aber auch von bestimmten Populationen der
iTregs. Die individuellen Kontrollmechanismen der Foxp3-Genexpression scheinen sich aber
in nTregs und iTregs zu unterscheiden, wobei die Beteiligung von NFAT-Faktoren genauer
untersucht werden sollte. Dariiber hinaus sollte geklart werden, ob — vice versa — Foxp3 einen
Einfluss auf die (induzierbare) Nfatcl-Expression hat und somit eine feedback Hemmung der
NFATCc1-Induktion durch Foxp3 stattfindet.

(3.) Dendritische Zellen nehmen eine Schliisselrolle bei der peripheren Toleranz ein.
Die tolerogenen oder pro-inflammatorischen FEigenschaften dendritischer Zellen werden
insbesondere durch deren Reifungszustand, d.h. die Féhigkeit, Antigene zu prasentieren und
Kostimulation auszuiiben, definiert. Zundchst sollte eine Analyse der Expression
verschiedener NFAT-Familienmitglieder in dendritischen Zellen unternommen werden, die
zur Untersuchung der Bedeutung von NFAT-Faktoren und ihrer Isoformen fiir die Reifung

und Funktion von dendritischen Zellen fithren sollte.
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5. Material und Methodik

5.1. Materialien

5.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Die folgenden Chemikalien und Reagenzien wurden verwendet:

Acrylamid/Bisacrylamid
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Bromphenolblau

DAPI

DMSO (Dimethylsulfoxid)
EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Ethanol

FCS (Fotales Kélberserum)
Glycin

Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid

Methanol

Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumpyruvat
Paraformaldehyd

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
2-Propanol

Salzsdure

Stickstoff, fliissig

Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)
Trypanblau

Agarose

Borséure

BSA (Bovines Serumalbumin)
Dinatriumhydrogenphosphat
DTT (Dithiothreitol)

EGTA

Essigsdure

Glycerin

Isopropanol
Magermilchpulver
-Mercaptoethanol
Natriumazid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
Natriumcarbonat
Phosphorséure

Ponceau S

Phosphorséure
Schwefelsdure

TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Triton-X-100

Tween 20

Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle Substanzen von den Firmen Amersham
Biosciences, AppliChem GmbH, Calbiochem, Carl Roth GmbH, Fluka, Gibco BRL/Life
Technologies, Merck KGaA, Roche Diagnostics und Roche Molecular Biochemicals, Serva

und Sigma-Aldrich Chemie bezogen.
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5.1.2. Haufig verwendete Puffer

Alle Puffer und Losungen wurden mit Aqua bidest. angesetzt. Es wurde darauf geachtet, dass

die Chemikalien die hochstmdgliche Reinheit aufwiesen.

PBS (1x)

FACS-Puffer

MACS-Puffer

TBS (1x)

Limmli-Puffer (1x)

SDS-Laufpuffer

Transferpuffer

ELISA-Waschpuffer

NaCl (pH 7.4)
Na,HPO4

KCI

KH,PO4

NaCl (pH 7.4)
NaHPO4

KCI

KH,PO4

BSA

(NaN3)

NaCl (pH 7.4)
Na,HPO4

KCI

KH,PO4

BSA

EDTA

Tris-HCI (pH 7.5)
Glycin
(NaN3)

Tris-HCI (pH 6.8)
SDS

Glycerin
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

Tris-HCI (pH 8.4)
Glycin
SDS

Tris-HCI (pH 8.4)
Glycin

SDS

Methanol

NaCl (pH 7.4)
Na,HPO,

KClI

KH,PO,
Tween 20

137 mM
10 mM

2.6 mM
1.8 mM

137 mM
10 mM
2.6 mM
1.8 mM
0.1% (w/v)
0.1% (w/v)

137 mM
10 mM
2.6 mM
1.8 mM
0.1% (w/v)
2 mM

25 mM
150 mM
0.1% (w/v)

125 mM

4% (w/v)
20% (v/v)
10% (v/v)
0.004% (w/v)

25 mM
192 mM
0.1% (w/v)

48 mM
40 mM
14 mM
20% (v/v)

137 mM

10 mM

2.6 mM

1.8 mM
0.05% (v/v)
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5.1.3. Biologische Materialien
5.1.3.1. Zelllinien

HEK 293T (DSMZ Nr. ACC305), humane embryonale Nierenzelllinie
EL-4 (ATCC Nr. TIB-39), murine Lymphom-Zellline
X63-GMCSF (287), GM-CSF-produzierende Hybridomzelllinie

5.1.3.2. Versuchstiere

Alle verwendeten Méduse wurden in einem zwdlfstiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus bei einer
Temperatur von 22°C und geeigneter Luftfeuchtigkeit in den Tierstidllen des Pathologischen
Instituts, des Instituts fiir Mikrobiologie und Hygiene und des Zentrums fiir experimentelle
molekulare Medizin (ZEMM) der Universitdt Wiirzburg gehalten und geziichtet. Den Tieren
stand in den pathogenarmen Bedingungen der Tierstdlle stets pelletierte Zuchtdidt-Nahrung
und Wasser ad [libitum zur Verfiigung. Alle Nachkommen der einzelnen Verpaarungen
wurden im Alter von etwa 4 Wochen genotypisiert. Fiir experimentelle Arbeiten wurden nach
Moglichkeit Geschwistertiere des gleichen Geschlechts, wenigstens aber Tiere mit
vergleichbarem Alter und gleichem Geschlecht aus verwandten Verpaarungen, mit einem

Mindestalter von acht Wochen verwendet. Nachkommen folgender Mausstimme, die mit-

und untereinander verpaart wurden, dienten in dieser Arbeit als Versuchstiere:

Mausstamm

wild type C57TBL/6

wild type BALB/c
B6-Tg(Cd4-cre)l Cwi/Cwilbcm
Foxp3-IRES-Cre (FIC) BALB/c
Nfate " C57BL/6

Nfatc2”~ C57BL/6

Nfate3”~ C57BL/6

Nfatcl ex3-eGFP C57TBL/6
Cd28" C57TBL/6

Cd90.1 C57BL/6

DEREG C57BL/6

OT-II C57BL/6

Rag2”~ C57BL/6

Herkunft/Referenz

Jackson Laboratory/Charles River
Jackson Laboratory/Charles River
The European Mouse Mutant Archive
K. Wing, University of Uppsala

A. Rao, Harvard University

L. Glimcher, Harvard University

L. Glimcher, Harvard University

S. Klein-Hessling, Universitdt Wiirzburg
Jackson Laboratory/Charles River
Jackson Laboratory/Charles River

T. Sparwasser, Twincore Hannover
Jackson Laboratory/Charles River

Jackson Laboratory/Charles River
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5.1.3.3. Antikorper und Antikorperkonjugate

Fluoreszenz-gekoppelte Antikorper fiir FACS Analysen (gegen Maus)

anti-B220-Biotin (RA3-6B2) Fa. BD Pharmingen
anti-CD3e-Biotin (Klon 145-2C11) Fa. BD Pharmingen
anti-CD4-APC (Klon RM4-5) Fa. eBiosciences
anti-CD4-Biotin (Klon RM4-5) Fa. BD Pharmingen
anti-CD4-PE-Cy7 (Klon GK1.5) Fa. BD Pharmingen
anti-CD8a-APC (Klon 53-6.7) Fa. BD Pharmingen
anti-CD8a-FITC (Klon 53-6.7) Fa. BD Pharmingen
anti-CD11b-PE (Klon M1/70) Fa. BD Pharmingen
anti-CD11c-APC (Klon HL3) Fa. BD Pharmingen
anti-CD19-Biotin (Klon 1D3) Fa. BD Pharmingen
anti-CD19-PE (Klon 1D3) Fa. BD Pharmingen
anti-CD25-PE (Klon PC61) Fa. BD Pharmingen
anti-CD62L-Biotin (Klon MEL-14) Fa. BD Pharmingen
anti-CD69-Biotin (Klon H1.2F3) Fa. BD Pharmingen
anti-CD80-FITC (Klon 16-10AT1) Fa. BD Pharmingen
anti-CD86-FITC (Klon GLT) Fa. BD Pharmingen
anti-CD90.1-Biotin (Klon HIS51) Fa. BD Pharmingen
anti-CD90.1-Biotin (Klon 53-2.1) Fa. BD Pharmingen
anti-CTLA4-PE (Klon UC10-4B9) Fa. eBiosciences
anti-Helios-FITC (Klon 22F6) Fa. BioLegend
anti-FcyRII/FeyRIII (Klon 2.4G2) Fa. BD Pharmingen
anti-Foxp3-FITC (Klon FJK-16s) Fa. eBiosciences
anti-Foxp3-PE (Klon FJK-16s) Fa. eBiosciences
Streptavidin-PE Fa. BD Pharmingen
Streptavidin-APC Fa. BD Pharmingen

Primirantikorper fiir Western Blot und Immunfluoreszenz (gegen Maus)

Hamster-anti-CD3¢ (Klon 145-2C11) Fa. BD Pharmingen
Kaninchen-anti-CD20 (polyklonal) Fa. Dako
Kaninchen-anti-ERa (polyklonal) Fa. Santa Cruz Biotechnologies

Kaninchen-anti-ICER/CREM (Serum) J. Bodor (273)
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5.1.3.4.

Kaninchen-anti-NFATc1 (polyklonal)
Kaninchen-anti-NFATc1/a (polyklonal)
Kaninchen-anti-NFATc2 (polyklonal)
Kaninchen-anti-Smad3 (polyklonal)
Maus-anti-p-Aktin (Klon C4)
Maus-anti-HA (Klon 12CAS)
Maus-anti-NFATc1 (Klon 7A6)
Maus-anti-NFATc1 (Klon 7A6)
Maus-anti-NFATc3 (Klon F-1)
Ratte-anti-Foxp3 (Klon FJK-16s)

Fa.

Fa.
. Abcam

ImmunoGlobe

. ImmunoGlobe

ImmunoGlobe

. Santa Cruz Biotechnologies
. Sigma-Aldrich

. BD Pharmingen

. Alexxis

. Santa Cruz Biotechnologies

. eBiosciences

HRP-konjugierte Sekundérantikorper fiir Western Blot

Ziege-anti-Kaninchen-HRP
Ziege-anti-Maus-HRP
Ziege-anti-Ratte-HRP

Fa.
Fa.
Fa.

Sekundirantikorper fiir Inmunfluoreszenz

Esel-anti-Hamster-AlexaFluor488
Esel-anti-Maus-AlexaFluor488
Esel-anti-Maus-AlexaFluor555
Esel-anti-Kaninchen-AlexaFluor555
Esel-anti-Kaninchen-AlexaFluor647
Ziege-anti-Maus-CyChrom5
Ziege-anti-Ratte-CyChrom3

Antibiotika und Inhibitoren

Ampicillin

Cyclosporin A (CsA)
FKS506 (Tacrolimus)
GolgiPlug (Brefeldin A)
GolgiStop (Monensin)
Penicillin/Streptomycin

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Molecular Probes
Molecular Probes
Molecular Probes
Molecular Probes
Molecular Probes
Dianova

Dianova

Sigma-Aldrich
Calbiochem
Sigma-Aldrich
BD Biosciences
BD Biosciences

Gibco
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5.1.3.5. Oligonukleotide und Plasmide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden durch die Fa. Eurofins/MWG synthetisiert.

5.1.3.5.1. Primer fiir die Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Primer Sequenz Temp.
Clebpf s GCTTCGAACCCGCGGACTGCAA 60.4°C
Clebpp as CATCTTTAAGGTGATTACTCAGG 51.7°C
Nfatclflox s CCTATTTAAACACCTGGCTCCCTGCG 61.1°C
Nfatclflox as CCATCTCTCTGACCAACAGAAGCCAG 61.1°C
NfatclAexon3 s CTAGGCCTCAGGCGTTCCACC 60.2°C
NfatclAexon3 as CCTGCCTCTCTCAGCCTTTGA 56.3°C
P-Actin s GAGCTGCCTGACGGCCAG 62.9°C
B-Actin as GGAGCAATGATCTTGATCTTC 57.5°C
Icers ATGGCTGTAACTGGAGATGAAACT 54.0°C
Icer as CTAATCTGTTTTGGGAGAGCAAATGTC 56.7°C
12 s CCTGAGCAGGATGGAGAATTACA 55.3°C
112 as TCCAGAACATGCCGCAGAG 53.2°C
Nfatcl s CATGCGCCCTCTGTGGCCC 59.7°C
Nfatcl as GGAGCCTTCTCCACGAAAA 51.1°C
Nfatcl Pl s GGGAGCGGAGAAACTTTGC 53.2°C
Nfatcl PI as GATCTCGATTCTCGGAC TCTCC 56.7°C
Nfatc2 P2 s CGACTTCGATTTCCTCTTCGAG 54.8°C
Nfatc2 P2 as GATCTC GATTCTCGGACTCTCC 56.7°C
Nfatc2 s CATCCGCGTGCCCGTCAAAG 57.9°C
Nfatc2 as CTCGGGGCAGTCTGTTGTTG 55.9°C
Nfatc3 s CTACTGGTGGCCATCCTGTTG 56.3°C
Nfatc3 as CTTGAGCAGATCGCTGAGAGCACTC 61.0°C
Nfatc4 s GCCCTGCCTCGGTCTGAAG 57.6°C
Nfatc4 as CTCACCCTTCCGTAGCTCAATG 56.7°C
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5.1.3.5.2. Primer fiir Mausschwanz-Genotypisierungen

Folgende Primer wurden zur Genotypisierung von Mausschwanzbiopsien eingesetzt:

Primer Sequenz Temp.
Cd4-Cre s AGGACCAAGTGACAGCAATG 51.8°C
Cd4-Cre as CTCGACCAGTTTAGTTACCC 51.8°C
Foxp3-Cre s CTGCTTCCTTCACGACATTCAAC 55.3°C
Foxp3-Cre as AAGTGCTTTGTGCGAGTGGAGAGC 59.1°C
Foxp3-wt s TGTGTGATAGTGCCCGTGGTTC 56.7°C
Foxp3-wt as TTCGCAAGAAGAGGAGCCAACG 56.7°C
Nfatclflox s CCTATTTAAACACCTGGCTCCCTGCG 61.1°C
Nfatclflox as CCATCTCTCTGACCAACAGAAGCCAG 61.1°C
Nfatc2 s CAAGCCTCAGTGACAAAGTATCCACTT 58.2°C
Nfatc2 s AGCGTTGGCTACCCGTGATATTGC 59.1°C
Nfatc2 as CGAGCTGCCCATGGTGGAGAGAC 62.4°C
Nfatc3 s CAGCTGTGAGCTACCTTATGGAAGC 59.3°C
Nfatc3 s GCTCTAAAGAAGATGGCTCCGTGC 59.1°C
Nfatc3 as AGCGTTGGCTACCCGTGATATTGC 59.1°C

5.1.3.5.3. Primer fiir ChIP Analysen

Folgende Primerpaare wurden zur PCR Amplifikation von genomischer DNA nach

Chromatin-Immunprézipitationen (ChIP) eingesetzt:

Primer Sequenz Temp.
Foxp3 Ps CTTCCCATTCACATGGCAGGC 56.3°C
Foxp3 P as CTTTGCCCTTTACAAGTCATCTG 53.6°C
Foxp3 CNS1 s GCACTTGAAAATGAGATAACTGTTC 52.8°C
Foxp3 CNSI as CATCACAGTACATACGAGGAAATG 54.0°C
Foxp3 CNS3 s CCAGATGGACGTCACCTACC 55.9°C
Foxp3 CNS3 as GGCGTTCCTGTTTGACTGTTTC 54.8°C
Nfatcl Pl s CTGTTAGTAATTTAGCGGGATGG 53.5°C
Nfatcl PI as GGTGCCCTGAGAAAGCTACTC 56.3°C
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5.1.3.5.4.

DNA Sonden fiir EMSA

Folgende DNA-Sonden wurden fiir Gelretardationsversuche (EMSA) eingesetzt:

Sonde Sequenz

112 (-160)
112 (-280)
Nfatcl P1 (-145)
Nfatcl P1 (-640)

5.1.3.5.4. Plasmide

CTAGAAAAGAATTCCAAAGAGTCATCAGAAA
CTAGAAAGAAAGGAGGAAAAACTGTTTCATACAGA
CGGGCAGGGGCGTGATGTCACTGAAGGGAGGGGG
GCGATTTTACATAATGACTTCAGCATGCAAGGC

Folgende Plasmide wurden fiir Transfektionen und Reportergen Analysen in HEK 293T und

EL-4 Zellen eingesetzt:

Plasmid
NFATcl1/A-ER
NFATcl/C-ER
NFATc1/C*"™-ER
HA-ER

HA-cJun
HA-Foxp3-WT
HA-Foxp3AC
HA-Foxp3ACxis
HA-Foxp3AN
HA-Foxp3-Scurfy
ICER I

ICER II (Klon 9 und 11)
Leervektor
Myc-ICER 11

112 P Luc

Nfatcl -0.8 P1 Luc

Vektor
pEGZ
pEGZ
pEGZ
pEGZ
pEGZ
pEGZ
pEGZ
pEGZ
pEGZ
pEGZ
pKWILS
pLVX
KRSPA
pcDNA
TATA-Luc
pGL3basic

Herkunft/Referenz

F. Berberich-Siebelt (179)
F. Berberich-Siebelt (179)
F. Berberich-Siebelt (179)
F. Berberich-Siebelt (179)
M. Vith (201)

S. Klein-Hessling (201)
F. Berberich-Siebelt

F. Berberich-Siebelt

F. Berberich-Siebelt

F. Berberich-Siebelt

J. Bodor (273)

A. Avots (201)

D. Derse (288)

F. Berberich-Siebelt (201)
S. Chuvpilo (174)

S. Chuvpilo (174)
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5.1.3.8.

5.1.3.6. Enzyme

Collagenase D (0.15 U/mg)
HTNCre

Restriktionsenzyme, diverse
Proteinase K (822 U/ml)

T4 DNA-Ligase (1000 U/ul)
Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul)

5.1.3.7. Liganden und Stimulantien

anti-CD3¢ (Klon 145-2C11)
anti-CD28 (Klon 37.51)
anti-CD28SA (Klon D665)
anti-CD40 (Klon 1C10)

anti-IgM p-Kette F(ab), (polyklonal)
Forskolin

IBMX

Ionomycin

LPS, ultra pure

TPA (PMA)

Zymosan, ultra pure

Fa. Roche Diagnostics

A. Avots, Universitit Wiirzburg
Fa. Fermentas/NEB

Fa. Fermentas

Fa. Fermentas

Fa. Fermentas

Fa. BD Pharmingen

Fa. BD Pharmingen

Fa. Serotec

Fa. R&D Research

Fa. Jackson ImmunoResearch
Fa. AppliChem/Sigma-Aldrich
Fa. Sigma-Aldrich

Fa. Sigma-Aldrich

Fa. Sigma-Aldrich

Fa. Merck

Fa. Sigma-Aldrich

Feinchemikalien fiir die Zellkultur

anti-murin IFNy (Klon 7DF3)
anti-murin IL-12 (polyklonal)
anti-murin IL-4 (polyklonal)
anti-murin TGFf (polyklonal)
Calcein-AM

Rekombinantes humanes [L-2
Rekombinantes humanes TGFf3;
Rekombinantes murines GM-CSF
Rekombinantes murines IFNy
Rekombinantes murines 1L-4

Rekombinantes murines IL-6

Fa. R&D Systems

Fa. R&D Systems

Fa. PeproTech

Fa. R&D Systems

Fa. Molecular Probes

Fa. PeproTech

Fa. PeproTech

Fa. PeproTech/Milteyi Biotec
Fa. PeproTech

Fa. PeproTech/R&D Systems
Fa. PeproTech
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Rekombinantes murines IL-10 Fa. PeproTech

Rekombinantes murines 1L-12 Fa. PeproTech/R&D Systems
5.1.3.9. Radioaktiv-markierte Stoffe

[*H]-Thymidin Fa. Hartmann Analytics

v-[**P]-UTP Fa. Hartmann Analytics

5.1.3.10. Groflenstandards

DNA-Marker Gene Ruler 1 kb Fa. Fermentas
DNA-Marker Gene Ruler 100 bp Fa. Fermentas

Proteinmarker Page Ruler protein ladder ~ Fa. Fermentas

5.14. Gebrauchsfertige Kits und Systeme
anti-murin CD4 (L3T4) MicroBeads Fa. Miltenyi Biotec
anti-murin CD19 MicroBeads Fa. Miltenyi Biotec
anti-murin IgM MicroBeads Fa. Miltenyi Biotec
anti-PE MicroBeads Fa. Miltenyi Biotec
ChIP-IP Express magnetic Kit Fa. Active Motif
Direct cAMP Enzyme Immunoassay Fa. Assay Designs
IL-2 mouse ELISA Ready-SET-Go! Fa. eBiosciences
IL-10 mouse ELISA Ready-SET-Go! Fa. eBioscience
IL-23p19 mouse ELISA Ready-SET-Go! Fa. eBiosciences
1Script cDNA Synthesis Kit Fa. BioRad
Foxp3 Staining Kit Fa. BD Biosciences
Dynal mouse CD4 Negative Isolation Kit Fa. Invitrogen
OptEIA Set mouse IL-6 ELISA Fa. BD Biosciences
OptEIA Set mouse TNFa ELISA Fa. BD Biosciences
OptEIA Set mouse IL-12p40 ELISA Fa. BD Biosciences
PCR-Mastermix (2x) Fa. Fermentas
SimpleChiP Chromatin IP Kit Fa. Cell Signalling Technologies

SuperSignal West Pico ECL Substrate Fa. Pierce/Thermo Scientific
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5.1.5. Sonstiges
5.1.5.1. Verbrauchsmaterialien
Material Herkunft

Deckglédschen (& 12 mm)
Einfrierréhrchen (1.8 ml)
Einweghandschuhe

Einwegspritzen (1, 5 und 10 ml)
FACS Rohrchen

Filterpapier

Gewebekulturplatten (6, 12, 24, 96-well)
Gewebekulturschalen (6 und 10 cm)
Héamakritrohrchen

Kantilen (20G, 22G, 26G)

Kiivetten (Kunstoft)

Labortiicher

Maxisorb ELISA-Platten
Nitrozellulose Transfermembran
Objekttrager

Parafilm

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen (10, 100, 1000 pl)
Rasierklingen

ReaktionsgefaBe (1.5 und 2.0 ml)
Rontgenfilme

Serologische Pipetten (5, 10, 25 ml)
Sterilfilter (0.2 und 0.45 pm)
Zellschaber

Zellseparationssdulen LS

Zellsiebe (70 um)
Zentrifugenrdhrchen (15 und 50 ml)

Fa. Hartenstein/Menzel
Fa. Brand

Fa. Ansell

Fa. Braun

Fa. Hartenstein, BD Biosciences
Fa. Whatman

Fa. Greiner/Nunc

Fa. Greiner/Nunc

Fa. Hartenstein

Fa. Braun

Fa. Braun

Fa. Kimtech Science
Fa. Nunc

Fa. Whatman

Fa. Menzel

Fa. Hartenstein

Fa. Brand

Fa. Sarstedt, Sorenson
Fa. Hartenstein

Fa. Sarstedt, Eppendorf
Fa. Kodak

Fa. Greiner

Fa. Machery-Nagel

Fa. Hartenstein

Fa. Miltenyi Biotec

Fa. Hartenstein

Fa. Greiner
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5.1.5.2. Verwendete Geriite
Geriit Herkunft
Analysenwaage Fa. Hartenstein
Autoklav Fa. Systec
Brutschrénke Fa. Heraeus Instruments
Durchflusszytometer FACSCalibur Fa. BD Biosciences
Durchflusszytometer FACScan Fa. BD Biosciences
Durchflusszytometer LSR 11 Fa. BD Biosciences
Eismaschine Fa. Genheimer
ELISA-Reader Vmax Fa. Molecular devices
Fluoreszenzmikroskop TCS SP5 II Fa. Leica Microsystems
Heizblock Fa. Heidolph
Magnetriihrer Fa. Heidolph
Mikroliterpipetten Fa. Eppendorf
Lichtmikroskope Fa. Leica Microsystems
PCR-Maschienen Fa. MWG Biotec
Pipettierhilfe Fa. Brand
pH-Meter Fa. WTW
Photometer Fa. Pharmacia
Photometer Nanodrop Fa. PeqlLab
Schiittler Fa. Edmund Biihler
Spannungsgerite PowerPac 2000 Fa. BioRad
Strahlungsmessgerit Fa. TomTec
Sterilbank Fa. Heraeus Instruments
Tiefkiihlschrank (-20°C) Fa. Privileg
Tiefkiihltruhe (-70°C) Fa. Siemens
Uberkopfschiittler Fa. Hartenstein
UV-Transilluminator Fa. Herolab
Vortexer Fa. GLW/Hartenstein
Westernblot-System Fa. BioRad/Hofer
Zentrifuge 5415C Fa. Eppendorf
Zentrifuge Rotina 420R Fa. Hettich Laborapparate
Zytospin Zentrifuge Fa. Shandon
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5.1.5.3. Elektronische Datenverarbeitung

Zur Gewinnung, Auswertung und Prédsentation der hier vorgestellten Daten und Abbildungen
wurden verschiedene Macintosh-Rechner der Fa. Apple, diverse Windows-Rechner der Fa.
Fujitsu-Siemens und ein Scanner der Fa. Hewlett-Packard verwendet. Dabei wurden u.a.

folgende Programme benutzt:

Microsoft Word 2007 Thomson EndNote 9.0
Microsoft Excel 2007 SoftMax Pro 4.3 LS
Microsoft PowerPoint 2007 Adobe Photoshop CS2
GraphPad Prism 5.0 Adobe Illustrator CS2
BD CellQuest 3.3 HP Scanjet Software
BD FACSDiva 5.0 Tree Star FlowJo 8.8.6
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5.2. Methoden
5.2.1. Zellulire Techniken
5.2.1.1. Zellkulturmedien

Die Zellen wurden stets bei 37°C und 5% CO,-Sittigung in einem Brutschrank kultiviert.

Entsprechend Zelltyp und Fragestellung wurden folgende Medien der Fa. Gibco verwendet:

RPMI-Medium, supplementiert mit

X-Vivo 15 Medium, supplementiert mit

DMEM-Medium, supplementiert mit

5.2.1.2. Zentrifugation von Zellen

10% FCS (v/v)

2 mM L-Glutamin

I mM Natrium-Pyruvat

100 U/ml Penicillin/Streptomycin
50 uM B-Mercaptoethanol

10% FCS (v/v)

2 mM L-Glutamin

100 uM NEAA

ImM Natrium-Pyruvat

100 U/ml Penicillin/Streptomycin
50 uM B-Mercaptoethanol

10% FCS (v/v)

2mM L-Glutamin

ImM Natrium-Pyruvat

100 U/ml Penicillin/Streptomycin

Die Zentrifugation der Zellen erfolgte, sofern nicht anders vermerkt, in einer Rotina 420R der

Fa. Hettich fiir 5 min bei 1400 rpm und 4°C.

5.2.1.3. Zellzihlung und Vitalititstest

Zur Bestimmung der Zellzahl diente eine Neubauer-Kammer. Dazu wurden 10 pl der

auszuzdhlenden Zellsuspension mit 90 pl Trypanblau versetzt, um die toten Zellen anzufarben

(Vitalitdtstest). Die Zellen wurden in die mit einem Deckglas versehene Zahlkammer

iiberfiihrt und ausgezihlt. Es wurden jeweils vier Felder gemittelt und nach Beriicksichtigung

des Kammer-Verdiinnungsfaktors (1x10%) konnte die tatsichliche Zelldichte pro ml errechnet

werden.
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5.2.1.4. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Zellen (etwa 1x10”) wurden durch Zentrifugation von ihrem Kulturmedium abgetrennt, in
1.5 ml Einfriermedium resuspendiert und in ein Einfrierr6hrchen tiberfiihrt. Nach Inkubation
auf Eis flir etwa 5 min wurden die Zellen bei -80°C tiefgefroren und zur lidngeren
Aufbewahrung in fliissigem Stickstoff gelagert. Fiir eine erneute Kultur wurden die Zellen
rasch bei 37°C im Wasserbad aufgetaut, in 15 ml Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt und mit

Medium versetzt. Nach der Zentrifugation wurde das Zellpellet in frischem Medium

aufgenommen.
Einfriermedium RPMI-Medium 40% (v/v)
FCS 50% (v/v)
DMSO 10% (v/v)
5.2.1.5. Kultur des X63-GMCSF Hybridoms und Gewinnung von GM-CSF

Die GM-CSF produzierende B-Zelllinie X63-GMCSF (287, 289) wurde in 10 cm Petrischalen
bei 37°C und 5% CO; in RPMI-Medium kultiviert. Sobald die Zellen eine ausreichende
Konfluenz erreicht hatten (Gelbfarbung des Mediums), wurden die Zellen abzentrifugiert
(5 min bei 1400 rpm) und der Uberstand steril filtriert. Von diesem Uberstand wurden 10%
dem RPMI-Medium fiir die Knochenmarks-Kultur zugesetzt. Die benétigte Menge an
GM-CSF wurde zuvor in einem Bioassay ermittelt: werden primire Knochenmarkszellen in
Gegenwart von 10% GM-CSF fiber 8 Tage in RPMI-Medium kultiviert, sollten tiber 90%
myeloide dendritische Zellen (CD11b"/CD11c¢'/MHCII") gewonnen werden. So konnte

darauf verzichtet werden, die exakte Menge an GM-CSF im Medium zu bestimmen.

5.2.1.6. Kultur von HEK 293T Zellen

HEK 293T Zellen wurden adhérent in Zellkulturflaschen oder auf 10 cm Petrischalen in
DMEM-Medium bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Bei erreichter Konfluenz wurden die
Zellen einmal mit PBS (RT) gewaschen und anschlieBend mit Trypsin-EDTA fiir 2 min
abgelost. Nachdem die enzymatische Reaktion durch Zugabe von kaltem DMEM (10% FCS)
gestoppt wurde, konnten die Zellen abzentrifugiert und in einer Verdiinnung von 1:10 bis 1:20
neu ausgesdt werden, um ein gleichméfiges Wachstum in der logarithmischen Phase zu

gewahrleisten.
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5.2.1.7. Kultur von EL-4 Zellen

Die EL-4 Thymom-Zelllinie wurde als Suspensionskultur bei 37°C und 5% CO, in RPMI-
Medium (5% FCS) kultiviert. Je nach Dichte der Zellen wurde die Kultur alle paar Tage im
Verhiltnis 1:10 bis 1:50 verdiinnt, um ein gleichmifBiges Wachstum in der logarithmischen

Phase zu gewihrleisten.

5.2.1.8. Transiente Transfektionen mittels Calciumphosphat

Bei der Transfektion mittels Calciumphosphat prézipitiert man DNA-Phosphat-Komplexe auf
die Zellmembran, welche vermutlich mittels Endozytose aufgenommen werden. Die HEK
293T Zellen wurden am Tag zuvor weniger als semi-konfluent in § ml DMEM-HEPES
Medium auf 10 cm Schalen ausgesit und UN bei 37°C kultiviert. Um DNA-Phosphat-
Prézipitate herzustellen, wurden steril 850 pul Aqua bidest. in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen
vorgelegt und anschlieend mit 130 pl CaCl, (2 M) und 10 pg Plasmid-DNA gemischt. Unter
staindigem Vortexen wurde 1 ml HBS-Puffer tropfenweise zupippetiert, bevor der Ansatz fiir

20 min bei RT prézipitieren konnte.

HBS-Puffer (2x) HEPES (pH 7.05) 50 mM
NacCl 280 mM
KCl 10 mM
Dextrose 12 mM
NazHPO4 1.5 mM

Die Plasmid-Prazipitate wurden gut resuspendiert und tropfenweise iiber die HEK 293T
Zellen verteilt, die Kulturschale vorsichtig geschwenkt und UN bei 37°C kultiviert. Am
folgenden Tag wurde das Medium durch frisches DMEM ersetzt und erneut UN inkubiert,
bevor die transfizierten Zellen fiir weitere Versuche eingesetzt wurden. Transfektionen fiir
Luciferase-Reportergen-Analysen wurden in 6-well Platten durchgefiihrt, wobei nur ein

Zehntel des Prizipitat-Ansatzes pro Napf verwendet wurde.

5.2.1.9. Transiente Transfektion mittels DEAE-Dextran

Die Transfektion mit Diethylaminoethyldextran (DEAE-Dextran) eignet sich fiir
Suspensionszellen, wobei die DNA durch kationische Komplexierung mit DEAE-Dextran in
die Zellen aufgenommen wird (290). Fiir die Transfektion von EL-4 Zellen wurden jeweils
1x10" Zellen in TBS gewaschen und anschlieBend in 600 ul Transfektionsansatz

aufgenommen.
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Transfektionsansatz TBS (1x) 540 ul
Plasmid-DNA insg. 10 ug
DEAE-Dextran 60 ul

Nach 20 min Inkubation auf dem Schiittler wurden die Zellen durch Zugabe von 400 pul
DMSO (35% in TBS) fiir 3 min geschockt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml TBS
gestoppt, die Zellen abzentrifugiert und nach einmaligem Waschen mit RPMI-Medium in
20 ml Medium aufgenommen. Nach zwei Tagen in Kultur konnten die Zellen fiir weitere

Experimente verwendet werden.

5.2.1.10. Luciferase-Reportergen Analysen

Um die Aktivitdt von Promotoren in vitro zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit
Luciferase-Reportergene verwendet (291). Dabei kontrolliert der zu untersuchende Promotor
ein Reportergen, welches fiir das Enzym Luciferase kodiert. Durch Zugabe von Luciferin als
Substrat und ATP kann die Enzymaktivitdt durch Lumineszenzmessung bestimmt und so auf
die Aktivitdt des Promotors riickgeschlossen werden.

HEK 293T Zellen oder EL-4 Zellen wurden zwei Tage zuvor transient mit Reportergen-
(250 ng DNA) und diversen Expressions-Plasmiden (insgesamt 2.5 pg DNA) transfiziert und
nachfolgend mit kaltem PBS in 1.5 ml ReaktionsgefdBe tiberfiihrt. Nach Verwerfen des
Uberstandes wurde das Zellpellet in 100 ul Harvesting-Puffer lysiert. Auf einer weien 96-

well Tiipfelplatte wurden 50 ul Assay-Puffer vorgelegt und mit 50 ul des Lysat-Uberstandes

blasenfrei gemischt.

Harvesting-Puffer Tris (pH 7.8) 50 mM
MES 50 mM
Triton-X-100 2% (v/v)
DTT 1 mM
Assay-Puffer Tris (pH 7.8) 50 mM
MES 50 mM
Mg(C2H302)2 20 mM
ATP-Pulver 10 mM (1 spsp)
Luciferin-Losung K,PO4 (pH 7.8) 5SmM
Luciferin-Stock 10% (v/v)
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Kurz vor der Messung wurde je Napf 100 pl gebrauchsfertige Luciferin-Losung angesetzt, an
den Injektor angeschlossen und die 96-well Platte mit dem Messgerét analysiert. Um die
Werte der Luciferase-Messung anhand der Proteinmenge zu normalisieren, wurden

anschlieBend 5 ul des Zelllysat-Uberstandes mit 1 ml Bradford-Reagenz vermessen.

5.2.1.11. Gewinnung von Knochenmark

Zur Gewinnung von dendritischen Vorlduferzellen aus dem Knochenmark wurden Mause mit
Hilfe von CO, getdtet und nach Uberpriifung der Reflexe auf einem Priiparierbrett an Vorder-
und Hinterldufen fixiert. AnschlieBend wurde ventral die Bauchhaut etwas angehoben und mit
einem Medianschnitt die Bauchhdhle gedffnet. Nachdem die Hinterldufe freigelegt waren,
konnten die Réhrenknochen des Ober- und Unterschenkels (Os femoris und Os tibia) vom
umgebenden Gewebe befreit und durch vorsichtige Schnitte herausprépariert werden. In der
Sterilbank wurden die Knochen anschliefend mit Hilfe einer Spritze (Kaniile G26) mit RPMI-
Medium in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen gespiilt. Die Zellsuspension wurde 5 min bei

900 rpm abzentrifugiert und in 10 ml GM-CSF-Medium aufgenommen.

5.2.1.12. Generierung dendritischer Zellen aus Knochenmark

Die isolierten dendritischen Vorlduferzellen wurden auf 10 cm Petrischalen (non tissue
culture) mit einer Zellzahl von 3x10° Zellen pro 10 ml GM-CSF-Medium ausgesit. Die
Inkubation erfolgte bei 37°C und 5% CO,-Sittigung. Téaglich erfolgte eine Kontrolle des
Wachstums und mdgliche Kontaminationen durch Mikroorganismen. Je nach Zelldichte und
Zustand des Mediums wurde frisches GM-CSF-Medium zugegeben. Acht Tage nach
Préparation der Zellen wurden die Platten vorsichtig mit Medium gespiilt, und die abgeldsten
Zellen fiir weitere Versuche abgenommen. Sowohl die Generierungseffizienz, als auch die
Zusammensetzung der generierten Zellpopulation wurden stets mittels Durchflusszytometrie

iiberpriift.

5.2.1.13. Stimulation von dendritischen Zellen

Fiir Stimulationsversuche mit den kultivierten dendritischen Zellen wurden diese mit einer
Dichte von 1x10° pro ml in 24-well Platten ausgesit. Fiir die Stimulation diente GM-CSF
freies RPMI-Medium, um die evtl. storenden Effekte des GM-CSF Signalweges zu
vermeiden. Die Versuche erfolgten stets am achten Tag nach der Prédparation. Die

verschiedenen Liganden lagen dabei mit folgenden Endkonzentrationen im Medium vor:
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Liganden LPS 1 pg/ml
Zymosan 5 ng/ml
Curdlan 1 pg/ml

Die Stimulationszeit richtete sich primér nach der Fragestellung, iiberschritt 24 Stunden aber
nicht. Fine Ausnahme stellten ELISA-Experimente dar, bei denen bis zu 48 h stimuliert
wurde. Die Ernte der Zellen erfolgte durch Zugabe von 500 pl eiskaltem PBS, um alle
biochemischen Reaktionen abrupt zu stoppen. Die Zellen wurden anschlieBend mit einer
Pipette abgenommen und in ein 1.5 ml Reaktionsgefa3 iiberfiihrt. Um auch die adhérenten
Zellen von der Platte zu gewinnen, wurde der Boden mit einem Zellschaber abgekratzt und
die Zellen vereinigt. Die Zellsuspension wurde kurz abzentrifugiert (1 min bet 13000 rpm)
und der Uberstand abgenommen. Nach Schockfrieren des Zellpellets in fliissigem Stickstof¥,

konnte dieses bis zur endgiiltigen Verwendung bei -80°C gelagert werden.

5.2.1.14. Priparation von Lymphknoten, Milz und Thymus

Die Miuse wurden mit Hilfe von CO, oder durch Genickbruch getdtet und nach Uberpriifung
der Reflexe auf einem Préparierbrett an Vorder- und Hinterldufen fixiert. AnschlieBend wurde
ventral die Bauchhaut etwas angehoben, mit einem Medianschnitt die Bauchhohle (Cavitas
abdominalis) gedffnet und die Haut unter Spannung fixiert. Es wurden zunéchst die
inguinalen (Lymphonodi inguinales), die lumbalen (L. lumbales), die axillidren (L. axillares),
die viszeralen (L. cervicales), als auch die parotidalen (L. parotidei) und — nach Offnung des
Peritoneums — die mesenterischen (L. mesenterici) Lymphknoten freigelegt, bevor auch die
Milz (Lien) und der Thymus entfernt wurden. Die Organe wurden bis zur weiteren

Verwendung in BSS/BSA auf Eis verwahrt.

5.2.1.15. Herstellung einer Zellsuspension und Erylyse

Fir die Analyse von Zellen aus Milz (Splenozyten), Thymus (Thymozyten) und
Lymphknoten miissen die Zellen zunichst vereinzelt und von den Erythrozyten befreit
werden. Nachdem die Organe aus den Médusen prépariert waren, wurden diese mit einem
sterilen Spritzenstempel durch einen Zellsieb (Maschenweite 0.4 mm) in ein 50 ml Réhrchen
gerieben und mehrfach mit eiskaltem BSS/BSA nachgespiilt. Nach Zentrifugation (15000 rpm
fiir 5 min) wurde der Uberstand verworfen, das Pellet in 2 ml RBC-Lysepuffer pro Milz

resuspendiert und fiir Smin bei RT inkubiert. Die hypotone Salzkonzentration der
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Ammoniumchloridldsung bringt die Erythrozyten osmotisch zum Platzen, ldsst andere Zellen

aber unbeschédigt (Erylyse).

RBC-Lysepuffer NH4CI 150 mM
KHCO; 10 mM
EDTA 1 mM

Um die Zelltriimmer nach der Lyse zu entfernen, wurde eiskaltes Medium (10% FCS)
zugefiigt, zentrifugiert (14000 rpm fiir 5 min) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde
anschliefend in frischem Medium aufgenommen, bevor die Zellen mit Hilfe einer Neubauer-

Kammer ausgezihlt werden konnten.

5.2.1.16. Negativ-Anreicherung von CD4" T-Zellen (Dynal)

Um CD4" T-Zellen anzureichern, ohne diese durch das Prozedere bereits zu aktivieren, wurde
in der vorliegenden Arbeit das Dynal Mouse CD4 negativ isolation Kit der Fa. Invitrogen
verwendet. Das Prinzip beruht auf einer Antikorper-basierten Markierung aller nicht-CD4-
positiven Zellen, welche anschlieBend durch Antikdrper-bindende magnetische Kiigelchen
depletiert werden. Die iibrigen Zellen waren zu etwa 95% reine CD4" T-Zellen.

Nach Angaben des Herstellers wurden 1x10’ Zellen in 80 ul sterilem FACS-Puffer
resuspendiert und durch Zugabe von 20 pl FCS alle unspezifisch bindenden Epitope blockiert.
Der Ansatz wurde entsprechend der eingesetzten Zellzahl hochgerechnet. Aus dem
Antikorper-Cocktail (anti-B220, anti-CD8, anti-CD11b, anti-CD16/32 und anti-Ter-119)
wurden weitere 20 pl zugefiigt und fiir 20 min bei 4°C inkubiert. Nach einmaligem Waschen
mit 5 ml kaltem FACS-Puffer wurden die Zellen in 800 pl frischem FACS-Puffer pro 1x10’
Zellen resuspendiert und 200 pl magnetische Kiigelchen zugefiigt. Es wurde darauf geachtet,
dass die Kiigelchen sich in Suspension befanden, bevor sie pipettiert wurden. Die Antikorper-
markierten Zellen wurden zusammen mit den magnetischen Kiigelchen, welche den Fc-Teil
von Antikdrpern binden, fiir 15 min bei RT auf einem Uberkopfschiittler durchmischt,
anschliefend mit etwas FACS-Puffer verdiinnt und in 15 ml Zentrifugenrohrchen verteilt.
Diese Rohrchen wurden in einen Dynal-Magnethalter (Fa. Invitrogen) gestellt, wobei sich die
Kiigelchen im Magnetfeld an der Seite des Gefdles sammeln. Durch Abnehmen der klaren
Fliissigkeit mit einer sterilen Pasteurpipette konnten die (nicht-depletierten) CD4" T-Zellen
gewonnen werden. Nach Zentrifugation wurden die Zellen in RPMI-Medium aufgenommen
und ausgezihlt. Stichprobenartig wurde die Reinheit der so angereicherten CD4" T-Zellen

mittels Duchflusszytometrie tiberpriift.
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5.2.1.17. Positiv-Anreicherung von Lymphozyten (MACS Miltenyi Biotec)

Neben der bereits beschriebenen Negativ-Anreicherung wurden in der vorliegenden Arbeit
auch verschiedene Zellpopulationen durch Positiv-Selektion isoliert. Dabei werden ebenfalls
magnetische Kiigelchen (MicroBeads) eingesetzt, die aber direkt mit spezifischen
Antikorpern gekoppelt sind und somit die entsprechende Zellpopulation binden kdénnen.
Durch Einbringen dieser Kiigelchen in eine magnetische Sdule werden alle anderen Zellen

durch Waschen entfernt und die gewiinschte Population aulerhalb des Magnetfeldes eluiert.

MACS-Puffer NaCl (pH 7.4) 137 mM
NazHPO4 10 mM
KCl 2.6 mM
KH,PO4 1.8 mM
BSA 0.1% (w/v)
EDTA 2 mM

Alle verwendeten Aufreinigungssysteme (anti-PE-MicroBeads, anti-CD4-MicroBeads, anti-
CD19-MicroBeads und anti-IgM-MicroBeads) wurden von der Fa. MACS Miltenyi Biotec
bezogen und entsprechend den Protokollen verwendet. Zu einer Zellsuspension von 1x10’
Zellen wurden je nach System 10 bis 20 ul magnetische MicroBeads in 80 ul MACS-Puffer
zugefiigt und fiir 20 min bei 4°C inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit 10 ml MACS-
Puffer wurden die Zellen in 500 ul Puffer resuspendiert und auf eine sich im Magnetfeld
befindende LS-Sdule (Fa. MACS Miltenyi Biotec) gegeben. Die Separationssdule wurde
anschliefend dreimal mit kaltem MACS-Puffer gewaschen, bevor diese aus dem Magnetfeld
entnommen wurde und die Zellen mit Hilfe eines Stempels und 5 ml MACS-Puffer in ein
15 ml Zentrifugenrdhrchen eluiert werden konnten. Die Zellen wurden abzentrifugiert und in
RPMI- oder X-Vivo-Medium aufgenommen. Stichprobenartig wurde auch hier die Reinheit

der so angereicherten Zellpopulationen mittels Duchflusszytometrie tiberpriift.

5.2.1.18. Isolation von CD4"CD25" regulatorischen T-Zellen

Um natiirliche regulatorische T-Zellen (nTregs) zu isolieren, wurde zunichst eine CD4"
negativ-Anreicherung durchgefiihrt und die erhaltenen T-Zellen anschlieBend mit einem anti-
CD25-PE-gekoppelten Antikdrper markiert. Durch Positiv-Selektion von PE- (und damit auch
von CD25") markierten Zellen konnten sowohl CD4 CD25" konventionelle T-Zellen, als auch
CD4'CD25" nTregs gewonnen werden.

Die negativ-angereicherten CD4" T-Zellen (mittels Dynal System) wurden in 500 ul FACS-
Puffer resuspendiert und mit 2 pl anti-CD25-PE Antikérper fiir 15 min bei 4°C inkubiert.
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Nachdem die Zellen einmal mit 20 ml kaltem FACS-Puffer gewaschen worden waren, wurde
eine anti-PE Positiv-Selektion (mittels MACS Milteyi Biotec System) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Somit konnten CD4'CD25 konventionelle T-Zellen, welche sich im
Siulendurchfluss befanden, von den CD4'CD25" nTregs, die aus der Séule eluiert wurden,
separiert werden. Beide Fraktionen wurden abzentrifugiert, ausgezahlt und in entsprechendem
Medium aufgenommen. Die Reinheit der CD4 CD25" regulatorischen T-Zellen wurde durch
eine FACS-Analysen, hinsichtlich der Foxp3-Expression, verifiziert und lag iiblicherweise

hoher als 90% Foxp3" nTregs.

5.2.1.19. Kultur und Stimulation von T-Lymphozyten

Die Stimulation von T-Zellen erfolgte in 12-, 24- oder 48-well Gewebekulturplatten, welche
zuvor mit stimulierenden Antikérpern beschichtet worden waren. Anti-CD3¢e (5 pg/ml) und
anti-CD28 (1 pg/ml) wurden in PBS verdiinnt und damit der Boden der Platte bedeckt. Die
Bindung des hydrophoben Fc-Teils der Antikorper an das Plastik der Gewebekulturplatte
erfolgte bei 4°C UN oder eine Stunde bei 37°C. Nach zweimaligem Waschen der Platte mit
PBS konnten die T-Zellen in einer Dichte von 2x10° pro ml (12-well) oder 1x10° pro ml (24-
well) in RPMI-Medium (10% FCS) ausgesét werden. Nach drei Tagen wurden die Zellen von
der Platte abgenommen, einmal mit Medium gewaschen und auf frische Gewebekulturplatten
iiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen fiir vier weitere Tage zur Ruhe gebracht, bevor sie
weiter verwendet wurden. Entsprechend der Fragestellung und der Art der T-Zellen (nTregs
vs. Tconv) wurden verschiedene Interleukine und blockierende Antikérper dem Medium
zugesetzt. Eine Restimulation der kultivierten T-Zellen erfolgte durch Transfer der Zellen auf
frisch mit anti-CD3/CD28 beschichtete Nipfe (s.0.) fiir mindestens 4 h, héchstens aber UN.
Alternativ wurden die Zellen auch durch TPA (10 ng/ml) und lonomycin (5 nM) restimuliert.

5.2.1.20. Polarisierung von naiven T-Lymphozyten zu Ty-Zellen

Durch Zugabe von Interleukinen, Wachstumsfaktoren und neutralisierenden Antikérpern zur
T-Zell-Kultur konnten naive Lymphozyten in verschiedene Ty-Zellen polarisiert und diverse

T-Zellsubtypen kultiviert werden:
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THO0-Zellen IL-2 20 U/ml
anti-1L-4 10 pg/ml
anti-IFNy 10 pg/ml

Tu1-Zellen IL-2 20 U/ml
IL-12 10 ng/ml
IFNy 50 pg/ml
anti-1L-4 10 pg/ml

Th2-Zellen IL-2 20 U/ml
IL-4 20 U/ml
anti-IFNy 10 pg/ml

Tu17-Zellen 1L-6 50 ng/ml
TGFp, 2.5 ng/ml
anti-1L-4 10 pg/ml
anti-IFNy 10 pg/ml

induzierte Tregs IL-2 100 U/ml
TGFp, 5 ng/ml
anti-1L-4 10 pg/ml
anti-IFNy 10 pg/ml

natiirliche Tregs IL-2 100 U/ml
TGFp, 1 ng/ml

5.2.1.21. Kultur und Stimulation von B-Lymphozyten

Die Kultur und Stimulation von B-Zellen erfolgte in Suspension (Zelldichte 1x10° pro ml) in
X-Vivo-15 Medium (10% FCS). Durch Zugabe von 1 pg/ml anti-IgM F(ab),, 1 pg/ml LPS,

5 png/ml anti-CD40L oder einer Kombination wurden die B-Zellen fiir 4 Stunden stimuliert.

5.2.1.22. Proliferationsbestimmung mittels ['H]-Thymidin

Um die Proliferation von Lymphozyten zu bestimmen, wurde in dieser Arbeit die
Inkorporation von [3H]-Thymidin gemessen. Dabei wird radioaktiv (Trittum [3H]) markiertes
Thymidin in das Kulturmedium gegeben, welches von den Zellen aufgenommen und in die
DNA eingebaut wird. Durch Ausmessen der radioaktiven Strahlung der Zellen wird dann die
DNA-Syntheserate, entsprechend der Proliferation, bestimmt.

In 96-well Platten (U-Form) wurden pro Napf 1x10° Zellen in 200 pl Medium ausgesit und
entsprechend der Fragestellung fiir zwei Tage stimuliert. Nach Zugabe von 1.5 uCi [*H]-
Thymidin (in 25 pl Medium) pro Napf wurden die Zellen fiir weitere 18 h kultiviert und die
Platte anschlieBend mit einem Mach 2 Harvester (Fa. Tomtec) vermessen. Dabei werden die

Zellen durch Zugabe von hypotonem Aqua bidest. aufgeschlossen und auf ein Filterpapier
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geerntet. Zellorganellen und Makromolekiile, wie etwa die DNA, verbleiben auch nach

mehreren Waschschritten auf dem Filter, dessen Radioaktivitidt anschlieBend vermessen wird.

5.2.1.23. Standard Treg-Assay

Als Mal} fiir die Féhigkeit von regulatorischen T-Zellen (Tregs) konventionelle T-
Lymphozyten (Tconv) zu supprimieren, kann die Proliferation der T-Zellen in An- und
Abwesenheit von Tregs, sowie deren IL-2 Produktion, gemessen werden (Treg-Assay).

In 96-well Platten (U-Boden) wurden 5x10* APCs (meist CD19™ B-Zellen) in 50 pl Medium
vorgelegt und 2.5x10* CD4°CD25 konventionelle T-Zellen zupippetiert. AnschlieBend
wurden 2.5x10* CD4"CD25" regulatorische T-Zellen (1:1 Verhltnis Tregs : Tconv) je Napf
zugegeben und mit der Endkonzentration von 1 pg/ml anti-CD3e stimuliert. Das
Gesamtvolumen je Napf betrug stets 200 pl. Jeder Versuch wurde mindestens als Triplikat
angesetzt und als Kontrollen unstimulierte Ansétze, Népfe ohne regulatorische T-Zellen
(mock) sowie APCs alleine mitgefiihrt. Das Verhéltnis von Tregs zu konventionellen T-
Zellen wurde meist in verschiedenen Verdiinnungen (1:1, 1:2, 1:4, 1:8 und 1:16) eingestellt.
Die Ansitze wurden so fiir zwei Tage bei 37°C im Brutschrank stimuliert, bevor 1.5 pCi [*H]-
Thymidin (in 25 pl Medium) pro Napf zugegeben wurde und nach 18 h weiterer Kultur die
Platte mit einem Mach 2 Harvester (Fa. Tomtec) vermessen werden konnte. Die Proliferation
der APCs alleine wurde als Hintergrund von allen anderen Proben subtrahiert. Neben der
Proliferationsmessung konnte alternativ der Gehalt an IL-2 im Mediumiiberstand durch

ELISA bestimmt werden.

5.2.1.24. Treg-Assay mit B-Lymphozyten

Neben dem Standard Treg-Assay wurde auch die suppressive Eigenschaft von regulatorischen
T-Zellen auf B-Lymphozyten ermittelt. Dazu wurden in 96-well Platten (U-Boden) 5x10°
negativ-angereicherte IgM" B-Zellen mit variablen Mengen an Tregs (Verhiltnis 1:1 bis 1:16)
in 200 pl kultiviert. Da B-Lymphozyten kein fiir die Tregs notwendiges IL-2 sezernieren
wurde dem Kulturmedium stets 50 U/ml IL-2 zugesetzt. Als Stimulus diente hier neben
1 pg/ml anti-CD3e (fiir die Tregs) 1 ug/ml anti-IgM F(ab), und/oder 1 pg/ml LPS fiir die B-
Zellen. Nach zwei Tagen erfolgte die Zugabe von 1.5 pCi [*H]-Thymidin (in 25 pl Medium)
pro Napf und 18 h spéter konnte die Proliferation bestimmt werden. Auch hier wurden alle

Ansitze mindestens als Triplikate ausgefiihrt und durch entsprechende Kontrollen verifiziert.

56



Material und Methodik

5.2.1.25. Gen knock down mittels rekombinantem Cre-Fusionsprotein

Eine Moglichkeit, loxP-flankierte (,,gefloxte®) Gene in vitro auszuschneiden und somit zu
inhibieren (knock down), ist die Behandlung der Zellen mit rekombinantem Cre-
Fusionsprotein (HTNCre) (292, 293). Das HTNCre-Enzym besteht neben der Cre-
Rekombinase aus einem N-terminalen Histidin-tag, welcher eine Aufreinigung mittels Nickel-
lonen-Affinitdtschromatographie ermoglicht, einer TAT-Doméne, die fiir eine effiziente
Aufnahme des Proteins in die Zelle verantwortlich ist und einem Kernlokalisierungssignal
(NLS, nuclear localization signal), welches das HTNCre in den Zellkern einschleust. Die
Expression und Aufreinigung von HTNCre Enzym wurde von Herrn Dr. Andris Avots in der
Arbeitsgruppe durchgefiihrt und das gebrauchsfertige Fusionsprotein freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt.

Um das Nfatcl Gen in frisch prédparieren Knochenmarkszellen zu inaktivieren, wurde eine
Zellsuspension aus Knochenmark vorbereitet und auf eine Dichte von 2x10° Zellen pro ml
RPMI-Medium eingestellt. Nach Zugabe von 4 pg HTNCre Protein je ml Medium wurden die
Zellen fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert und im Anschluss daran zweimal mit 10 ml RPMI
(10% FCS) gewaschen. Die optimale Konzentration des Cre-Fusionsproteins wurde zuvor in
einem Bioassay ermittelt: Verschiedene Konzentrationen an HTNCre wurden sowohl auf
enzymatische Aktivitit mittels PCR, als auch auf Toxizitit getestet. Die entsprechend
behandelten Zellen wurde wie beschrieben in eine GM-CSF Kultur genommen und die
Effizienz der Gen-Rekombination durch HTNCre in einer spezifischen PCR-Reaktion

iberpriift.

5.2.1.26. Gen knock down mittels short hairpin RNA

Eine weitere Moglichkeit, die Expression eines Gens in vitro sequenzspezifisch zu inhibieren
(knock down), stellt die RNA-Interferenz (RNA1) dar. Dazu werden kurze doppelstringige
(short hairpin) shRNA Molekiile in die Zelle eingeschleust, die durch Prozessierung am
endogenen Ribonuklease-Komplex DICER in kiirzere RNA-Stiicke gespalten werden. Die
erhaltene small interfering RNA (siRNA) wird in den RISC-Enzymkomplex (RNA-induced
silencing complex) eingebaut, wobei einer der RNA-Stringe dissoziiert und der verbleibende
sequenzspezifische Strang mit der zelluliren Ziel-mRNA hybridisiert. Der RISC-Komplex
spaltet nun die komplementire mRNA, welche anschlieBend degradiert wird, und hemmt

somit post-transkriptionell die Genexpression.
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In der vorliegenden Arbeit wurden NfatcI-spezifische shRNA Retroviren verwendet, welche
gebrauchsfertig von der Fa. Santa Cruz Biotechnologies bezogen wurden. Dabei dienten die
retroviralen Partikel als Vektor, um die NfafcI-shRNA effizient in eukaryotische Zellen
einzuschleusen. Zellen einer GM-CSF Kultur wurden in 12-well Platten mit 2x10° Zellen je
Napf und ml an Tag 2 und 3 nach Priparation des Knochenmarks mit den Retroviren infiziert.
Pro Napf wurden 20 pul der gebrauchfertigen Retroviren zugegeben und zur Unterstiitzung der
Infektion 10 pg/ml Polybrene beigefiigt. Polybrene neutralisiert die ladungsbedingten
Wechselwirkungen zwischen Zelloberfliche und Viruspartikel und erhoht somit die
Infektionseffizienz. Der Ansatz wurde in der 12-well Platte, die mit Parafilm verschlossen
war, fiir 90 min bei 32°C mit 12000 rpm zentrifugiert, im Anschluss daran einmal mit
Medium gewaschen und bei 37°C UN im Brutschrank kultiviert. Am folgenden Tag wurde
die Prozedur wiederholt und die Zellen nach einmaligem Waschen in frische 6 cm
Petrischalen in 5 ml GM-CSF-Medium ausgesit. Die Effizienz des Nfatcl knock downs
wurde an Tag 8 mittels RT-PCR verifiziert, wobei spezifische Primer fiir das Nfatcl

Transkript verwendet wurden.

5.2.1.27. Durchflusszytometrie (FACS)

Das Prinzip der Durchflusszytometrie (FACS) beruht darauf, dass lebende Zellen nach Grofle,
Struktur, Oberflicheneigenschaften, aber auch nach ihren intrazelluliren Zusammensetzung
differenziert werden konnen. Viele dieser Anwendungen setzen hierbei eine Markierung der
Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikdrpern voraus. Die Messung in einem
Durchflusszytometer beruht auf dem optischen Verhalten einer so markierten Zelle: wenn die
Zellen das Gerit passieren, lassen sich anhand von Fluoreszenzemission und Streuung
bestimmte zelluldre Parameter bestimmen.

Fir jede FACS-Firbung wurden zunichst etwa 5x10° Zellen in kaltem FACS-Puffer
gewaschen, der Uberstand nach kurzer Zentrifugation (30 sec bei 13000 rpm) verworfen

(dekantiert) und das Zellpellet in der Restfliissigkeit resuspendiert.

FACS-Puffer NacCl 137 mM
NazHPO4 10 mM
KCl1 2.6 mM
KH,PO4 1.8 mM
BSA 0.1% (w/v)
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Es folgte eine flinfminiitige Inkubation der Zellen mit jeweils 10 ul Fc-Block (anti-
CD16/CD32; 1:10 vorverdiinnt in FACS-Puffer) auf Eis, um unspezifisch bindende
Oberflachenproteine abzublocken. Die verwendeten Fluoreszenzantikorper wurden ebenfalls
in FACS-Puffer vorverdiinnt und davon jeweils 10 ul zu der Zellsuspension pipettiert
(Endkonzentration gemdl den Angaben der Hersteller, meist aber 1:400). Die Ansitze
verblieben etwa 20 min auf Eis (im Dunkeln, um ein Ausbleichen der Fluorophore zu
verhindern), bevor sie zweimal mit je 1ml FACS-Puffer gewaschen wurden. Bei
biotinylierten Antikorpern schloss sich eine weitere Inkubation mit Fluoreszenz-markiertem
Streptavidin an, gefolgt von zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer.

Intrazelluldre Farbungen wurden mit Hilfe des Foxp3 Staining Kits oder des IC Staining Kits
(beide Fa. BD Pharmingen) nach Herstellerangaben durchgefiihrt: Nach 20 miniitiger
Fixierung in Fix/Perm-Losung bei RT wurden die (zuvor) Oberflichen-gefarbten Zellen
zweimal mit 1x Perm-Losung gewaschen und anschlieBend in 100 pul Antikoérperlsung
(1:200 Verdiinnung) resuspendiert. Nach 20 min wurden die Zellen erneut zweimal mit 1x
Perm-Losung gewaschen. Die so gefarbten Zellen wurden in FACS-Rohrchen iiberfiihrt und
zeitnah gemessen oder durch Zugabe von 4% Formaldehyd fiir mehrere Tage konserviert. Die
Analyse der Zellen erfolgte in einem FACScan, einem FACSCalibur oder einem LSR II
Zytometer (alle Fa. BD Biosciences), fiir die Auswertung der Daten wurde die FlowlJo

Software (Fa. Tree Star) verwendet.

5.2.1.28. FACS-basierte Sortierung von Zellen

Neben der Methode der magnetischen Separation von Zellen wurden auch verschiedene
Populationen mit Hilfe eines FACS-Sorters angereichert. Dazu miissen die Zellen wie fiir eine
reguldre FACS-Messung zunédchst mit Fluoreszenz-markierten Antikdrpern gefarbt werden.
Die Funktionsweise eines FACS-Zellsorters entspricht im Wesentlichen der eines normalen
Durchflusszytometers, allerdings werden hierbei die einzelnen Zellen in kleinen
Flissigkeitstropfchen vereinzelt, die, elektrisch aufgeladen, in einem Magnetfeld voneinander
separiert werden konnen. Die Software-gesteuerte Sortierung von definierten Zellfraktionen
wird durch sog. gates gesteuert, welche die Zellpopulationen in den korrespondierenden
Punktwolkendiagrammen vollautomatisch voneinander in verschiedene Auffangbehilter
trennt. Da diese Methode einige Spezialkenntnisse und Erfahrung voraussetzt, sollte eine
FACS-basierte Sortierung von Zellen nur mit fachménnischer Unterstlitzung durchgefiihrt
werden. Daher wurden alle Sortierungen von Herrn Dr. Tobias Bopp am Institut fiir

Immunologie des Universititsklinikums Mainz mit Hilfe eines FACSAria II Sorters und der
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entsprechenden FACSDiva Software (Fa. BD Biosciences) vorgenommen.

5.2.1.29. Untersuchung der Zell-Zell-Kommunikation durch Calcein in vitro

Zellen konnen durch direkten Zell-Zell-Kontakt kleine Signalmolekiile wie etwa cAMP durch
Tunnel-dhnliche Strukturen (gap junctions) austauschen. Um diese Art der zelluldren
Kommunikation zu untersuchen, wurde der Vitalfarbstoff Calcein eingesetzt. Das zellwand-
permeable Calcein-AM diffundiert als nicht-fluoreszierende Substanz in das Zytoplasma von
Zellen und wird nach Hydrolyse eines Acetoxymethylesters durch zelluldre Esterasen in das
fluoreszierende Calcein umgewandelt. Dieses kann nun nicht mehr durch die Zellwand
diffundieren. Werden aber gap junctions zwischen zwei Zellen ausgebildet, kann das 16sliche
Calcein von einer Zelle in eine andere Zelle weitergegeben werden. Der Transfer von Calcein
kann dann durchflusszytometrisch verfolgt werden. CD4"CD25" regulatorische T-Zellen
wurden mit Calcein-AM (Fa. Molecular Probes) nach Herstellerangaben beladen und
zusammen mit nicht gefarbten konventionellen T- oder B-Zellen in einem Treg-Assay fiir 4 h
kultiviert. Nachfolgend wurden die nicht-beladenen Zielzellen (entsprechende FACS-Féarbung
definierten diese Populationen) hinsichtlich ihres Calcein-Gehaltes (Calcein-high vs. Calcein-
low) in einem FACSAria-Sorter isoliert. Sowohl die Beladung der Zellen mit Calcein, als auch
das spatere FACS-basierte Sortieren der Zellen wurde von Herrn Dr. Tobias Bopp am Institut

fiir Immunologie des Universitétsklinikums Mainz durchgefiihrt.

5.2.2. In vivo Experimente und Mausmodelle

5.2.2.1. Depletion von nTregs in DEREG-Miusen und CD28SA-Behandlung

Um die spezifische Rolle von regulatorischen T-Zellen (Tregs) in einem Gesamtorganismus
zu untersuchen, kann man diese in verschiedenen Mausmodellen ausschalten. Neben der
natiirlich vorkommenden Scurfy-Mausmutante (welche etwa der Foxp3*/ ~ Maus entspricht),
die keine (funktionellen) Tregs aufweist und durch eine schwere systemische
Autoimmunkrankheit gekennzeichnet ist, konnen regulatorische T-Zellen auch gezielt in vivo
eliminiert werden. Zum einen kann dies durch Gabe von depletierenden anti-CD25
Antikdrpern erreicht werden, wobei vorrangig die CD4'CD25" nTregs durch die Antikorper
gebunden und somit ausgeschaltet werden. Allerdings werden somit auch alle aktivierten
(CD25") konventionellen T-Zellen depletiert, was, je nach Fragestellung, aber Probleme

bereiten kann. Eine weitaus elegantere Methode, regulatorische T-Zellen in vivo zu
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dezimieren, ist die Verwendung der sog. DEREG-Maus (Depletion of regulatory T cells) (32).
In diesem Tiermodell exprimieren Tregs sowohl den humanen Diphterietoxin-Rezeptor, als
auch ein GFP-Reporterprotein, unter der Kontrolle eines BAC-transgenen Foxp3-Genlokus.
Da der humane DT-Rezeptor folglich einzig auf Foxp3" nTregs zu finden ist, kénnen die
regulatorischen T-Zellen gezielt und sehr effizient durch Injektion von Diphterietoxin
eliminiert werden.

DEREG-Miusen wurden téglich 1 pg DT (Fa. Calbiochem) intraperitoneal (i.p.) injiziert und
die Behandlung iiber eine Gesamtdauer von 5 Tagen wiederholt. Die Depletion der
regulatorischen T-Zellen wurde mittels FACS-Analyse verifiziert, so dass typischerweise
nach fiinftigiger DT-Behandlung weniger als 0.3% CD4 CD25 GFP'(Foxp3") nTregs in
Milz und LN der Tiere nachzuweisen waren. Eine Stimulation der T-Zellen in An- und
Abwesenheit von nTregs (durch Gabe von DT) erfolgte anschlieBend durch i1.p. Applikation
von 100 pg anti-CD28 Superagonist-Antikdrper (CD28SA, Klon D665). Dieser Antikorper
hat im Gegensatz zu konventionellen CD28 Antikorpern die besondere Féhigkeit, ohne
zusdtzliche Stimulation des TCR eine volle Aktivierung von T-Zellen herbeizufiihren (294).
Drei Stunden nach Injektion des CD28SA wurde den Méusen Blut aus der Schwanzvene
entnommen und nach Koaggulation des Blutes kurz abzentrifugiert. Im so gewonnenen Serum
konnte der Gehalt an IL-2 und TNFo mittels ELISA bestimmt werden. Nach drei Tagen
wurden die Méause getotet und die Organe fiir weitere Experimente pripariert. Alle DEREG-
Tierversuche wurden in enger Zusammenarbeit mit Dr. Tea Gogishvili am Institut fiir

Immunbiologie und Virologie der Universitidt Wiirzburg durchgefiihrt.

5.2.2.2. Untersuchung von Zell-Zell-Kommunikation durch Calcein in vivo

Eine Zell-Zell-Kommunikation mittels Calcein-Transfer kann, dhnlich dem in vitro Ansatz,
auch in einer lebendigen Maus analysiert werden. Hierzu wurden DOI1.10 x Rag2” x
Cd90.2" Miuse, welche einen TCR spezifisch fiir Ovalbumin (DO/1.10) exprimieren, aber
keine endogenen Tregs aufweisen (bedingt durch Rag2”"), mit 50 pg OVAsps339 in CFA
(complete Freund’s adjuvant) subkutan (s.c.) iiber die hintere FuBBsohle immunisiert. Sechs
Stunden spiter wurden 1x107 DOI1.10 x Cd90.1°7 CD4"CD25" regulatorische T-Zellen,
welche zuvor in vitro mit anti-CD3 und anti-CD28 aktiviert und mit Calcein-AM beladen
waren, intravends (i.v.) in die immunisierten Mause transferiert. Weitere 18 Stunden spéter
wurden die Mause getotet und die afferenten Lymphknoten prépariert. Nach Herstellung einer

Einzelzellsuspension wurden die Zellen fiir eine FACS-Analyse gefarbt, wobei die kongenen
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Marker CD90.1 und CD90.2 zur Unterscheidung von nTregs und (endogenen)
konventionellen T-Zellen dienten. CD90.2" Zellen wurden anschlieBend hinsichtlich ihres
Calcein-Gehaltes (Calcein-high vs. Calcein-low) mit Hilfe eines FACSAria Zellsorters
(Fa. Biosciences) fiir weitere Versuche separiert. Die beschriebenen Mausversuche wurden

von Herrn Dr. Tobias Bopp am Institut fiir Immunologie des Universititsklinikums Mainz

durchgefiihrt.
5.2.3. Arbeiten mit Proteinen
5.2.3.1. Herstellung von Proteinextrakten

Die Ernte von Zellen in 12-well Népfen erfolgte durch Zugabe von 500 pl eiskaltem PBS, um
alle biochemischen Reaktionen zu stoppen. AnschlieBend wurden die gegebenenfalls am
Boden anhaftenden Zellen mit einem Kunststoffschaber von der Platte abgekratzt, in ein
1.5 ml Reaktionsgefdll iiberfiihrt und kurz abzentrifugiert (13000 rpm fiir 30 sec). Der
Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet mit drei Teilen Puffer C oder RIPA-Puffer

versetzt.

Puffer C (Dignam) Hepes (pH 7.5) 20 mM
NaCl 420 mM
MgCl, 1.5 mM
EDTA (pH 8.0) 0.2 mM
Glycerin 25% (v/v)
Complete-Inhibitor 1 Tablette/10 ml
PMSF 1 mM
DTT 1 mM

RIPA-Puffer Tris (pH 7.4) 50 mM
NaCl 150 mM
SDS 0.1% (w/v)
Triton-X-100 1% (v/v)
Complete-Inhibitor 1 Tablette/10 ml
PMSF 1 mM
DTT 1 mM

Moglichst ziigig wurden die Extrakte anschlieBend in fliissigem Stickstoff schockgefroren,
die vollstindige Lyse der Zellen erfolgte durch mechanischen Aufschluss. Dazu wurden die
Zellen mehrfach in fliissigem Stickstoff schockgefroren, auf Eis wieder aufgetaut und

dazwischen heftig aufsuspendiert (freeze 'n’thaw).
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5.2.3.2. Bestimmung der Proteinmenge nach Bradford

Die Methode nach Bradford beruht auf einer Absorptionsverschiebung des Coomassie-Blue
Farbstoffs, wenn dieser mit basischen Aminosduren in Reaktion tritt. Das
Absorptionsmaximum verschiebt sich dabei von 465 nm auf 595 nm, d.h. je mehr Protein sich
in den Extrakten befindet, desto groBer ist auch die Absorption bei 595 nm. Fiir die
Proteinbestimmungen in dieser Arbeit wurde ein gebrauchsfertiges Protein-Assay Reagenz
(Fa. BioRad) verwendet. Fiir die Quantifizierung wurden dazu jeweils 2 pl der zu messenden
Probe mit 1000 ul Bradford-Reagenz vermischt und fiir 5 min bei RT inkubiert. Die
Vermessung erfolgte bei 595 nm in einem GeneQuant-Photometer der Fa. Amersham
Biosciences. Als Nullwert diente jeweils der entsprechende proteinfreie Puffer. Um die reale
Proteinkonzentrationen zu ermitteln, wurde zuvor eine Kalibrierreihe pipettiert, zu deren
Erstellung BSA-Standards mit bekannten Konzentrationen zwischen 0,2 und 20 pg/pl

verwendet wurden.

5.2.3.3. Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Die Auftrennung der Proteine in einem Polyacrylamidgel nach ihrer Grofe, erfolgte gemil3
der Methode von Lammli mit Hilfe einer Minigel-Apparatur der Fa. Hoefer oder BioRad. Fiir
die Herstellung von Ladmmli-Proteingelen wurden alle Komponenten gemifR der unten
aufgefiihrten Tabelle (ausreichend fiir 2 Minigele) miteinander gemischt. APS und TEMED
miissen unbedingt zuletzt zugegeben werden, da sie die Polymerisierungsreaktion starten.
Dabei dient TEMED als Katalysator und APS als Startradikal fiir die Quervernetzung der

Acrylamid- bzw. Bisacrylamidmolekiile.

Sammelgel (4.5%) 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2 ml
40% Bis-/Acrylamid 0.9 ml
20% SDS 100 pl
Wasser 5.1ml
TEMED 10 pl
10% APS 100 pl

Trenngel (10%) 1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 4 ml
40% Bis-/Acrylamid 4 ml
20% SDS 160 pl
Wasser 8 ml
TEMED 16 ul
10% APS 160 pl
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Zuerst wurde das Trenngel fertig gestellt und zwischen die Glasplatten, welche bereits in der
Gel-Apparatur aufgebaut waren, eingefiillt. Eine Uberschichtung mit Isopropanol sorgte fiir
eine moglichst glatte Grenzflache. Nach vollstindiger Polymerisation wurde das Isopropanol
wieder entfernt und das Sammelgel dariiber gegossen. Der Kamm fiir die Geltaschen wurde
eingesetzt und nach erfolgter Polymerisation des Sammelgels war das Gel gebrauchsfertig.
Die Mini-Gele wurden in die Elektrophorese-Laufkammer eingesetzt und mit SDS-Laufpuffer
befiillt. Vor der Beladung der Geltaschen wurden diese durch eine Spritze mit Puffer
ausgespiilt. Die Stromstérke fiir die elektrophoretische Auftrennung der Proteine betrug fiir
ein Mini-Gel konstante 25 mA. Die Laufzeit war je nach Fragestellung unterschiedlich, wurde

aber frithestens gestoppt, wenn die Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte.

SDS-Laufpuffer Tris-HCI (pH 8.5) 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0.1% (w/v)
5.2.34. Probenpriparation und Durchfiihrung der SDS-PAGE

Die Probenlysate fiir die SDS-PAGE wurden aufgetaut und zunichst 5 min bei 13000 rpm im
Kiihlraum abzentrifugiert, um grofere Zelltriimmer und Membranbestandteile zu entfernen.
AnschlieBend wurden die Proteinextrakte (zwischen 20 und 100 pg Gesamtprotein je Probe)
mit 5x Laemmli-Ladepuffer bis zu einem Endvolumen von 25% versetzt und bei 95°C fiir
10 min auf dem Heizblock denaturiert. Das im Laemmli-Puffer enthaltene SDS denaturiert
die Proteinstruktur und das p-Mercaptoethanol reduziert dabei noch eventuell vorhandene
Disulfidbriicken. Nach Entfaltung der dreidimensionalen Struktur koénnen sich die
anionischen SDS-Molekiile an die Proteine anlagern und ermdglichen so eine Auftrennung im
elektrischen Feld, die durch Uberlagerung der Eigenladung der jeweiligen Proteine nur iiber
thre Grofe erfolgt. Durch den Siebeffekt des Gels wandern kleine Molekiile im elektrischen

Feld schneller als gro3e und konnen somit voneinander separiert werden.

Limmli-Ladepuffer Tris-HCL (pH 6.7) 125 mM
SDS 4% (w/v)
Glycerin 20% (w/v)
Bromphenolblau 0.004% (w/v)
B-Mercaptoethanol 10% (v/v)
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5.2.3.5. Immunologischer Nachweis von Proteinen

Um die in der SDS-PAGE nach ihrer Grofe aufgetrennten Proteine immunologisch
nachweisen zu konnen, werden diese iblicherweise auf eine Membran transferiert. Dazu
wurde das SDS-Gel gemél der Anleitung des Herstellers (Fa. Hoefer oder Fa. BioRad) in die
Transfer-Kammer eingelegt. Die aufgetrennten Proteine aus dem Gel wurden so in einem
Nass-Blot-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran tibertragen.

Alle Schwamme, die Nitrocellulosemembran und Filterpapiere wurden zuvor in Transfer-
Puffer dquilibriert. Um beim Transfer tibermidBige Warmeentwicklung zu vermeiden, erfolgte
der Blot-Vorgang im Kiihlraum. Der Transfer von Minigelen (8 bis 10%) auf eine
Nitrocellulosemembran benétigte eine konstante Spannung von 100 V {iiber einen Zeitraum

von 90 min, der erfolgreiche Transfer wurde durch eine Farbung der Membran mit Ponceau S

verifiziert.

Transfer-Puffer Tris-HCI (pH 8.4) 48 mM
Glycin 40 mM
SDS 14 mM
Methanol 20% (v/v)

TBS-Tween Tris-HCI (pH 7.5) 25 mM
Glycin 150 mM
Tween 20 0.2% (v/v)

Der Nachweis bestimmter Proteine auf der Membran kann mit Hilfe spezifische Antikorper
erfolgen. Um zu vermeiden, dass die Antikorper unspezifisch binden, wurde die Membran fiir
mindestens eine Stunde in Milchpulver oder BSA (5% in TBS-Tween) inkubiert. Die
Milchpulverproteine besetzen dabei alle freien Bindungsstellen auf der Membran und
verhindern so ein allzu starkes unspezifisches Hintergrundsignal.

AnschlieBend wurde die Membran kurz mit TBS-Tween gewaschen und nachfolgend mit
spezifischen Erstantikorpern (gewonnen in Kaninchen oder Maus) in Verdiinnungen nach
Herstellerangaben bei 4°C UN inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran in TBS-
Tween (jeweils 15 min bei RT) konnten die spezifischen Antikdrper mit anti-Kaninchen oder
anti-Maus HRP-gekoppelten Zweitantikorpern nachgewiesen werden. Die Zweitantikdrper
tragen das Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP), welches in der Lage ist, Luminol unter
Lichtemission zu spalten. Dazu wurde die Membran fiir eine Stunde bei RT mit den
Zweitantikorpern (Verdiinnung 1:10000) inkubiert und anschlieBend drei mal 15 min in TBS-
Tween gewaschen. Zur Visualisierung der gesuchten Proteine wurde das SuperSignal West

Pico Chemoluminescent Substrate der Fa. Pierce verwendet. Die beiden Ldésungen dieses
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Systems wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt und die Membran mit dem nun gebrauchsfertigen
Reagenz vollstindig benetzt. Nach einminiitiger Inkubationszeit konnte anschlieBend im
Dunkeln ein Rontgenfilm zur Detektion des Signals aufgelegt werden. Die Filme wurden je

nach Fragestellung unterschiedlich lange exponiert, anschlieBend entwickelt und fixiert.

5.2.3.6. Strippen von Membranen

Zum Ablosen der Antikorper von Membranen, wurde diese iiber 20 min bei 50°C in
Stripping-Puffer inkubiert und nachfolgend griindlich in TBS-Tween gewaschen.
AnschlieBend mussten die freien Bindungsstellen auf der Membran erneut mit Milchpulver

(5% in TBS-Tween) blockiert werden. Danach war eine weitere Antikdrperinkubation

moglich.
Stripping-Puffer Tris-HCI (pH 6.8) 65 mM
SDS 2% (W/v)
B-Mercaptoethanol 100 mM
5.2.4. Immunologische Methoden
5.2.4.1. Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Konzentrationsbestimmung von Biomolekiilen wie etwa Zytokinen oder Chemokinen
werden bevorzugt Immuno-Assays verwendet. Das Prinzip dieser immunologischen Methode
beruht auf einer Antigen-Antikdrper-Reaktion, welche anhand des Substratumsatzes eines
gekoppelten (Marker-) Enzyms quantifiziert werden kann.

Die hier angewandten ELISAs (Enzym-linked Immunosorbent Assays) wurden nach dem
Sandwich-Prinzip aufgebaut. Dabei wird ein Féinger-Antikdrper an eine feste Phase
adsorbiert, welcher das gewiinschte Antigen aus der Probe fischt (capture). Die spezifische
Markierung des Antigens erreicht man schlieBlich durch die Zugabe eines Detektions-
Antikorpers (detection). Dieser ist entweder direkt markiert oder muss in einem zweiten
Schritt indirekt an einen Marker gebunden werden. Diese Marker konnen beispielsweise
Fluoreszenzfarbstoffe oder Enzyme sein. Im Falle eines Enzyms kann die Konzentration des
Antigens anhand des spezifischen Substratumsatzes quantifiziert werden. In der vorliegenden
Arbeit wurden diverse ELISA-Systeme verschiedener Hersteller entsprechend den

beigefiigten Gebrauchsanweisungen eingesetzt:
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IL-2 mouse ELISA Ready-SET-Go! Fa. eBiosciences
IL-10 mouse ELISA Ready-SET-Go! Fa. eBioscience
IL-23p19 mouse ELISA Ready-SET-Go! Fa. eBiosciences
OptEIA Set mouse IL-6 ELISA Fa. BD Biosciences
OptEIA Set mouse TNFa ELISA Fa. BD Biosciences
OptEIA Set mouse IL-12p40 ELISA Fa. BD Biosciences
Direct cAMP Enzyme Immunoassay Fa. Assay Designs

Die Funktionsweisen aller verwendeten ELISA-Systeme sind grundsitzlich vergleichbar,
mitgelieferte Komponenten, wie etwa Antikorper, Standards oder Substratlosungen wurden
gemil den Herstellerangaben eingesetzt. Der erste Schritt ist die Beschichtung der 96-well
Maxisorb Platten (Fa. Nunc) mit Finger-Antikdrpern (coating) bei 4°C UN. Dabei tritt der
hydrophobe Fc-Teil des Fanger-Antikorpers mit der ebenfalls hydrophoben Polystyrolplatte
in Wechselwirkung und die Immunglobuline binden nicht-kovalent an die Platte. Um
unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurden die Antikdrper abgenommen und die Platte
mit 100 pul Blocking-Puffer je Napf abgesittigt. Nach 2 Stunden bei RT wurde der

Blockpuffer entfernt und die Platte dreimal mit Waschpuffer gewaschen.

Waschpuffer NaCl 137 mM
NazHPO4 10 mM
KCI 2.6 mM
KH,PO4 1.8 mM
Tween 20 0.05% (w/v)
Natriumazid 0.1% (w/v)

Blocking Puffer NaCl 137 mM
NazHPO4 10 mM
KCI 2.6 mM
KH,PO4 1.8 mM
FCS 10% (v/v)
Natriumazid 0.1% (w/v)

Als Proben dienten Zellkulturiiberstinde oder aus Blut gewonnene Seren, die je nach Gehalt
an den zu analysierenden Zytokinen, unterschiedlich stark verdiinnt werden mussten. Um eine
exakte Quantifizierung vorzunehmen, wurden auBerdem die mitgelieferten Standards von
rekombinant-hergestellten Zytokinen in einer Verdiinnungsreihe mit aufgetragen. Sowohl von
den Proben, als auch von den Standards wurden jeweils 50 ul pro well auf einem Schiittler

inkubiert (UN, bei 4°C), bevor erneut dreimal mit Waschpuffer gewaschen wurde.
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Die entsprechenden (biotinylierten) Detektions-Antikorper wurden in Blockpuffer
(supplementiert mit 0.05% Tween-20) verdiinnt und davon jeweils 50 pl pro Napf pipettiert.
Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei RT wurden die Antikorper abgeschiittet und
die Platte dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Zum Nachweis der gebundenen Antigen-
Antikorper-Komplexe wurde je nach System Streptavidin-AP (alkalische Phosphatase) oder
Streptavidin-HRP (horseradish peroxidase) in Blockpuffer verdiinnt und davon 50 pul je well
zugegeben. Streptavidin bindet mit sehr hoher Aviditit Biotin und konjugiert so die Enzyme
(alkalische Phosphatase oder Peroxidase) an den Proteinkomplex. Nach erneutem
zehnmaligem Waschen wurde das mitgelieferte Substrat frisch angesetzt und davon 100 pl
zugegeben. Die AP spaltet das schwach gefiarbte p-Nitrophenylphosphat in Phosphat und
p-Nitrophenol. Das stark gelb gefarbte p-Nitrophenol dient als Nachweis fiir die Menge an
gebundenem Antigen. ELISAs mit HRP-Detektion wurden eine gebrauchsfertige
Tetramethylbenzidin (TMB)-Losung zugegeben, dabei katalysiert die Peroxidase den Umsatz
von TMB zu einem blédulich gefiarbten Chromophor. Durch Zugabe von 50 ul 1 N H,SOy4
konnte die Reaktion gestoppt und das blaue Produkt in eine intensiv gelbe Verbindung
iiberfiihrt werden. Die Platten wurde zeit-abhingig vom Fortschritt der Enzymreaktion im
Dunkeln inkubiert und zu variablen Zeitpunkten bei 405 nm (AP-Substrat) oder 450 nm
(HRP-Substrat) an einem 96-well ELISA-Reader (Fa. Molecular Devices) vermessen. Die
Auswertung der Messdaten erfolgte mit dem Programm SoftMAX Pro 4.3LS.

5.2.4.2. Immunprizipitation (IP)

Unter dem Begriff Prézipitation versteht man allgemein die Ausfdllung von 16slichen
Substanzen. Im Falle der Immunprézipitation werden 16sliche Proteine im Zelllysat durch die
Zugabe von spezifischen Antikorpern ausgefillt. Dies wird durch die Bindung des Fc-Teils
der Antikdrper an immobilisiertes Protein A oder Protein G erreicht. Protein A stammt aus
dem Bakterium Staphylococcus aureus und bindet durch Interaktion mit der schweren Kette

an die Fc-Region der Immunglobuline.

IP-Lysepuffer Tris (pH 7.4) 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA (pH 8.0) 1 mM
Triton-X-100 1% (v/v)
Complete-Inhibitor 1 Tablette/10 ml
evtl. NEM 10 mM
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Fiir eine (Ko-) Immunprézipitation wurden HEK 293T Zellen verwendet, die 48 Stunden nach
Transfektion mit TPA (5 pg/ml) und Ionomycin (5 nM) fiir 4 Stunden stimuliert worden
waren. Anschliefend wurden die 10 cm Petrischalen einmal mit zimmerwarmen PBS
gewaschen und die Zellen mit 1 ml IP-Lysepuffer auf einem Schiittler im Kiihlraum lysiert.
Das Zelllysat wurde in 1.5 ml ReaktionsgefdBe aufgenommen, fiir 10 min bei 13000 rpm
abzentrifugiert (4°C) und der klare Uberstand in frische ReaktionsgefiBe iiberfiihrt. Davon
wurden 50 ul als Input (Lysatkontrolle) abgenommen, fiir 5 min mit 15 pul 5x Ldmmli-
Probenpuffer bei 95°C aufgekocht und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert. Dem
verbleibenden Uberstand wurden 3 pg des prizipitierenden Antikdrpers zugegeben und die
Proben UN auf einem Uberkopfschiittler bei 4°C durchmischt. Die Protein A/G
Sepharosekiigelchen (beads) wurden zundchst dreimal mit Lysepuffer gewaschen und
anschlieBend 50 pl beads als Suspension (50 % beads) je Probe dem Lysat zugefiigt. Es folgte
eine Inkubation fiir zwei Stunden bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler, anschlieBend wurden
die Proben vorsichtig abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Kiigelchen dreimal
mit IP-Lysepuffer gewaschen. Der verbleibende Puffer wurde genau abgenommen und die
Kiigelchen mit 40 pl 1x Laemmli-Probenpuffer fiir 10 min aufgekocht. Die Denaturierung auf
dem Heizblock spaltet die prézipitierten Proteine wieder von den Kiigelchen bzw. von den
Féanger-Antikorpern ab, so dass sie in einer SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot

detektiert werden konnen.

5.2.4.3. Chromatin-Immunprizipitation (ChlIP)

Mit Hilfe der Chromatin-Immunprézipitation (ChIP) ldsst sich die Bindung von Proteinen,
meist Transkriptionsfaktoren, an definierte DNA-Abschnitte in vivo nachweisen. Dazu
werden die Protein-DNA-Komplexe in situ fixiert, um das Chromatin dann mechanisch und
enzymatisch in kleine Bruchstiicke — typischerweise in ein oder mehrere Nukleosomenldngen
— zu scheren. Die Komplexe konnen anschlieBend mit spezifischen Antikorpern an eine
immobilisierte Matrix immun-préazipitiert werden. Nach Autfheben der Fixierung kann die
gefillte DNA isoliert werden. Durch Analyse des DNA-Gehaltes mittels spezifischer PCR
kann dann auf die Menge gebundener Proteine an diese DNA-Sequenz riickgeschlossen
werden. In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Systeme (ChIP-IT Express magnetic
Chromatin Immunprecipitation Kit der Fa. Active Motif und SimpleChiP Enzymatic magnetic
Chromatin IP Kit der Fa. Cell Signaling Technology) eingesetzt, die als Matrix Antikorper-
bindende magnetische Kiigelchen verwenden. Auch die Spaltung der fixierten DNA-Protein-

Komplexe geschieht in beiden Féllen mittels enzymatischer Katalyse. Die Chromatin-
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Immunprézipitation wurde im Wesentlichen nach Angaben der Hersteller durchgefiihrt,
allerdings wurde nach der enzymatischen Spaltung der DNA eine dreimalige Sonifizierung
der Kerne vorgenommen, um effizienter DNA-Bruchstiicke gewiinschter Grof3e zu erhalten.
Das folgende Protokoll beschreibt die Vorgehensweise im Falle des Systems der Fa. Cell
Signalling Technologies:

Mindestens 2x10" Zellen wurden im Medium durch Zugabe von Formaldehyd (1%
Endkonzentration) fiir 7 min fixiert, bevor die Reaktion mittels Zugabe von 125 mM Glycin
gestoppt wurde. Nach Waschen mit kaltem BSS/BSA wurden die Zellen fiir 10 min in 10 ml
hypotonem Puffer A (mit Inhibitoren) resuspendiert, was zum Aufquellen des Zytoplasmas
fiihrt. Die préiparierten Zellkerne wurden zweimal mit Puffer B (mit Inhibitoren) gewaschen
und in 600 pl Puffer B in ein 1.5 ml ReaktionsgefaB3 {iberfiihrt. Durch Zugabe von 1.25 nl
Micrococcus Nuklease (die optimale Konzentration wurde zuvor ermittelt) und Inkubation fiir
20 min bei 37°C auf einem Schiittler konnte die DNA enzymatisch verdaut werden. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 60 ul EDTA (5 M) abgestoppt, gefolgt von Waschen in
Puffer B. Das Pellet wurde in 500 pl ChIP-Puffer (mit Inhibitoren) aufgenommen und mittels
Sonifikation auf Eis zusdtzlich mechanisch geschert. Durch Zentrifugation (13000 rpm fiir
10 min) konnten die Triimmer depletiert, der das Chromatin enthaltende Uberstand in ein
frisches 1.5 ml Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt und der Gehalt an DNA im Photometer bei 260 nm
vermessen werden. Die einzelnen Proben wurden mit ChIP-Puffer auf die gleiche DNA
Konzentration eingestellt. Es wurden jeweils 15 ul der Proben als Ladekontrolle (Input)
abgenommen und 250 pl Chromatin, zusammen mit 3 pg prizipitierenden Antikorper (anti-
ICER/CREM, anti-NFATcl, anti-Foxp3 oder anti-Smad3, als Kontrolle wurden stets Isotyp-
Antikdrper verwendet) in einem frischen 1.5 ml ReaktionsgefiB UN bei 4°C auf einem
Uberkopfschiittler inkubiert. Nach 12 bis 16 Stunden wurden 30 ul an magnetischen
Kiigelchen in Suspension zugegeben und fiir zwei weitere Stunden inkubiert. Um die
Kiigelchen vom Uberstand zu trennen, wurden die Reaktionsgefie in einen Magnethalter
(Fa. Dynal) gesteckt, die Kiigelchen wurden an der Seite des Magneten gebunden und der
Uberstand konnte mit einer Pipette abgenommen werden. Die Ansitze wurden jeweils
dreimal mit /ow-salt und einmal mit high-salt Puffer gewaschen, wobei die Reaktionsgefilie
aus dem Magneten entnommen, die Puffer zugegeben und kurz durchmischt (5 min), wieder
zuriick in den Magnethalter gesteckt wurden. Nach dem letzten Waschschritt wurden sowohl
die Kiigelchen, als auch die Input-Kontrollen mit 150 ul Elutionspuffer versetzt und bei 65°C
fiir 30 min auf einem Thermomixer inkubiert. AnschlieBend wurde das so eluierte Chromatin

in frische Reaktionsgefaf3e iiberfiihrt, mit 6 ul NaCl (5 M) und 2 ul Proteinase K versetzt und
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fiir zwei weitere Stunden bei 65°C behandelt, um die Kreuzvernetzungen zu 16sen. Nach
Zugabe von 750 ul DNA binding buffer (Isopropanol) prizipitierte die DNA ohne Proteine
und konnte auf spin column Filter-Zentrifugationssdulchen aufgetragen werden. Durch
Zentrifugation (13000 rpm fiir 30 sec) wurde der Uberstand entfernt. Es schloss sich ein
Waschschritt mit DNA wash buffer (75% EtOH) an. Die Sdulchen wurden in frische 1.5 ml
ReaktionsgefaBle gesteckt und die Chromatin-DNA mittels 50 ul DNA elution buffer (TE
Puffer, RT) und anschlieender Zentrifugation vom Filter eluiert. Die eluierte DNA wurde bis
zur weiteren Verwendung bei —70°C gelagert. Mittels PCR und Sequenz-spezifischen Primern
konnte die Menge an DNA-Fragmente, welche durch die Antikdrper-Antigen-DNA-
Komplexe prézipitierte wurden, amplifiziert und dadurch die Bindung eines Proteins an eine

bestimmte DNA-Sequenz qualitativ und semi-quantitativ ermittelt werden.

5.2.5. Arbeiten mit Nukleinsiduren

5.2.5.1. Isolation von genomischer DNA aus Zellen oder Mausschwanz-Biopsien

Zur Bestimmung des Genotyps aus Mausschwanzbiopsien mittels PCR musste zunédchst die
DNA zuginglich gemacht werden. Dazu wurden die Biopsien (etwa 5 mm lange
Mausschwanz-Stiickchen) in 20 ul Lysepuffer bei 55°C inkubiert, bevor die enthaltene
Proteinase durch Zugabe von 280 pl Aqua bidest. und Erhitzen auf 95°C inaktiviert wurde.

DNA-Lysepuffer Tris (pH 8.5) 100 mM
EDTA (pH 8.0) 5mM
NaCl 200 mM
SDS 0.2%
Proteinase K 1000 U/ml

Die Isolation von genomischer DNA aus Zellen erfolgte in dhnlicher Weise, wobei das

eingesetzte Volumen Lysepuffer der Zellzahl angepasst wurde.

5.2.5.2. Isolation von Gesamt RNA aus Zellen mit Trizol

Fiir die Isolation von Gesamt RNA aus Zellen wurde Trizol der Fa. Invitrogen verwendet.
Dabei wurden je Ansatz mindestens 2x10° Zellen geerntet, kurz abzentrifugiert und das Pellet
mit 1 ml kaltem PBS gewaschen. Die Lyse der Zellen erfolgte mit 1 ml Trizol (hierbei handelt
es sich um ein gebrauchsfertiges Reagenz, welches Phenol und Guanidinisothiocyanat

enthdlt). Die Methode basiert auf einer Einschritt-Fliissigphasen-Separation der RNA von
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DNA bzw. Proteinen durch das unterschiedliche Ldsungsverhalten der Biomolekiile in
wissrigen oder organischen Fliissigkeiten. Um die Zellen effektiv aufzuschlieBen, wurde das
Zellpellet mehrfach durch eine diinne Kaniile gezogen und anschlieBend fiir 5 min bei RT
inkubiert. Je eingesetztem Milliliter Trizol wurde 200 pl Chloroform zugegeben und die
Proben kriftig geschiittelt. Nach einer Inkubationszeit von 10 min bei RT wurden die Ansétze
5 min bei 7500 rpm abzentrifugiert. Dies flihrte zur Trennung in 3 Phasen: eine untere rote
Phenol-Chloroform-Phase, eine obere farblose wissrige Phase und eine dazwischen liegende
Interphase. Die RNA befand sich in der wéssrigen Phase: sie wurde in ein frisches
Reaktionsgefa3 iiberfithrt und mit 600 pl Isopropanol pro eingesetztem Milliliter Trizol
ausgefillt. Die RNA wurde bei 13000 rpm fiir 10 min (bei 4°C) pelletiert und der Uberstand
vorsichtig abgenommen. Im Anschluss daran wurde die RNA einmal mit 1 ml 75% Ethanol
gewaschen, bevor das RNA-Prizipitat an der Luft getrocknet wurde. Das Pellet konnte in 50
ul DEPC-Wasser aufgenommen und bei 65°C gelost werden. Die Lagerung erfolgte bis zur

weiteren Verwendung bei -70°C.

5.2.5.3. Vermessung von RNA

Um die Menge an Gesamt-RNA in den Extrakten zu bestimmen, wurden 2 pul mit 98 pl (VF
ist also 1:50) DEPC-Wasser gemischt und in eine Quarzkiivette iiberfiihrt. Die Vermessung
der RNA erfolgte bei 260 nm im Photometer (Absorptionsmaximum von RNA). Die

Konzentration in pg/pl der RNA wurde mit der folgenden Formel errechnet:

OD[mnm] x VF x Faktor40
1000

Konzentration [,u g/ ul ] =

AuBerdem konnte die Absorption bei 280 nm gemessen werden (Absorptionsmaximum von
DNA). Das Verhiéltnis der beiden Absorptionen lieferte Informationen tliber die Reinheit der
isolierten RNA.

OD[

260 nm]

Ratio = (sollte zwischen 1,8 und 2,4 liegen)

[280nm]
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5.2.54. Umschreiben von RNA in cDNA (Reverse Transkription)

Bei der reversen Transkription wird ausgehend von einer RNA-Matrize die entsprechende
einzelstringige komplementire DNA (cDNA) synthetisiert. Sie kann in einer nachfolgenden
PCR mit spezifischen Primern amplifiziert werden.

Das Umschreiben von RNA in ¢cDNA wurde mit Hilfe des iScript Synthesis Kits der Fa.
BioRad nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Dazu wurde 1 pg Gesamt-RNA je Probe

eingesetzt und die Reaktion in einer PCR-Maschine mit folgendem Programm durchgefiihrt:

RT-Ansatz RNA I pg
RT-Puffer (5x) 4 ul
Reverse Transkriptase 1 ul
DEPC-Wasser ad. 20 pul
RT-Programm 5 min bei 25°C
30 min bei 42°C
5 min bei 85°C
Lagerung bei 4°C

Die erhaltene cDNA wurde 1:2 mit DEPC-Wasser verdiinnt und bis zur weitern Verwendung

bei —20°C gelagert.

5.2.5.5. Amplifikation von DNA und cDNA mittels PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur enzymatischen Amplifikation von
DNA-Abschnitten zwischen zwei flankierenden Oligonukleotidprimern, die gegenldufig an
komplementire DNA-Doppelstrange gebunden sind. Die Vervielfiltigung erfolgte durch eine
thermostabile DNA Polymerase (z.B. aus Thermus aquaticus) in einem zyklischen Prozess
aus Hitze-Denaturierung, Primer-Anlagerung (Annealing) und Elongation in einem
exponentiellen Reaktionsverlauf. Als Reaktionsansatz wurde ein 2x PCR-Mastermix der Fa.
Fermentas verwendet, der bereits 0.05 U/ul Tag DNA-Polymerase, 4 mM MgCl,, 0.4 mM
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und einen optimierten Salzpuffer enthielt.

PCR-Ansatz cDNA Matrize 2 ul
2x PCR Master-Mix 12.5 ul
Primer s (100 nM) 0.25 pul
Primer as (100 nM) 0.25 ul
Wasser 10 pul
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Nach einer initialen Denaturierung fiir 5 min bei 94°C folgte eine variable Anzahl
Denaturierungs-, Annealing- und Elongationszyklen, in der Regel aber zwischen 25 und 35
Zyklen. Nach dem letzten Schritt schloss sich eine abschlieBende Elongation fiir 10 min bei

72°C an. Die Annealing-Temperatur der Primer wurde wie folgt festgelegt:

T emp Primerl + T emp Primer2 | _

2

5°C

TempAnnealing =

Die PCR wurden automatisiert in einem Thermozykler der Fa. MWG durchgefiihrt. Die

Normalisierung erfolgte meist gegen das ubiquitdr exprimierte Housekeeping-Gen [-Aktin.

5.2.5.6. Auftrennung der PCR-Produkte im Agarosegel

Die amplifizierten PCR-Produkte wurden durch Elektrophorese in einem Ethidiumbromid-
versetztem Agarosegel (1-2% Agarose in 1x TAE) bei konstanten 150 V aufgetrennt. Die
DNA-Banden wurden durch Anregung mit UV-Licht einer Wellenldnge von 254 nm unter
einen UV-Transilluminator visualisiert und fotografisch dokumentiert. Zur Kontrolle der

FragmentgrofBe diente ein 1 kb DNA-GroBenstandard.

5.2.6. Bildgebende Verfahren

5.2.6.1. Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Fluoreszenzmikroskopie werden spezielle Fluoreszenzfarbstoffe (Fluorochrome) an
Proteine oder andere Zellbestandteile (meist) mit Hilfe von Antikérpern gekoppelt. Durch
Anregung dieser Farbstoffe mit einer bestimmten Wellenldnge emittieren diese Licht mit
einer etwas groBBeren Wellenldnge (Stokes’sche Regel), beginnen also zu fluoreszieren. Der
Einsatz von Fluoreszenzmikroskopen mit geeigneten Filtern ermdglicht eine
Mehrfachfarbung, bei der verschiedene Farben aus einer Probe detektiert werden konnen. Das
in dieser Arbeit verwendete konfokale Laser-scanning Mikroskop der Fa. Leica zeichnet sich
gegeniiber konventioneller Fluoreszenzmikroskope neben einer wesentlich stirkeren
Lichtquelle (Laser), vor allem durch die Verwendung zweier Lochblenden (pinholes) aus, die
unerwiinschtes Streulicht aus der Probe ausblenden und somit die Auflosung erheblich
steigern. Das Mikroskop wird dabei digital von einem Computer kontrolliert, welcher Filter,
Lochblenden und das Photomultiplier-Detektionssystem steuert. Software-basiert kann man
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die Probe in der gesamten Stirke durchrastern (scanning), d.h. prinzipiell auch einen

dreidimensionalen Eindruck der Zellmorphologie gewinnen.

5.2.6.2. Probenvorbereitung von Zellen

Zur fluoreszenz-mikroskopischen Untersuchung von Zellen miissen diese auf diinnen
Deckgldschen anwachsen oder durch Zentrifugation (Zytospin) auf die Objekttrager
aufgebracht werden. Die Deckgldschen (J 12 mm) wurden zuvor in einer Glaspetrischale
autoklaviert, in 6-well Platten vorgelegt und vorsichtig mit einer sterilen Pipettenspitze am
Boden des Napfes festgedriickt. AnschlieBend wurden HEK 293T Zellen ausgesdt und
entsprechend des Protokolls transfiziert. Die nun auf den Deckgldschen anhaftenden Zellen
wurden einmal mit vorgewarmten PBS (37°C) gewaschen und mit 4% Formaldehyd fiir
30 min bei RT fixiert. Suspensionszellen wurden in einer Zytospin-Zentrifuge auf silanisierte
Objekttriger aufgebracht. Dazu wurden 1x10° Zellen in einem Endvolumen von 100 ul bei
360 rpm fiir 4 min auf die Objekttriger abzentrifugiert. Die Zellen wurden mit einem

Diamantstift markiert, kurz an der Luft getrocknet und ebenfalls mit Formalin fixiert.

Fixierlosung (pH 7.4) NaCl 137 mM
NazHPO4 10 mM
KCI 2.6 mM
KH,POy4 1.8 mM
(Para-)Formaldehyd 4% (v/v)

Permeabilisierungslsg. NaCl 137 mM
NazHPO4 10 mM
KCI 2.6 mM
KH,POy4 1.8 mM
Triton X-100 0.2% (v/v)

Nach der Fixierung wurden die Zellen dreimal mit warmen PBS fiir 5 min gewaschen. Um die
Zellmembran fiir Antikorper durchlédssig zu machen, wurden die fixierten Zellen fiir genau
5 min mit Permeabilisierungslosung bei RT inkubiert und wiederum dreimal mit PBS

gewaschen.

5.2.6.3. Vorbereitung von histologischen Proben

Organe fiir immun-histochemische Untersuchungen wurden freigelegt und sofort fiir
mindestens 24 Stunden bei RT in Fixierlosung konserviert. Um das Gewebe fiir eine

Einbettung in Paraffin vorzubereiten, miissen die Organe zunédchst entwissert werden. Dazu
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wurden den Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe das Wasser entzogen und letztlich
durch 100% Xylol ersetzt. Die wasserfreien Organe wurden in dafiir vorgesehene Kassetten
gelegt und mit heilem Paraffinwachs durchtrinkt, welches, nach Erstarren, haltbare
Gewebeproben ergab. Die gesamte Prozedur wurde freundlicherweise von den Mitarbeitern
des immun-histochemischen Labors der Pathologie tibernommen.

Zum Anfertigen von Paraffinschnitten wurde ein Schlittenmikrotom der Fa. Leica verwendet,
das Schnittdicken von etwa 2 um liefert. Die einzelnen Schnitte wurden mit einem Pinsel in
ein Warmwasserbad iibertragen, wobei sich die Proben entfalten. AnschlieBend wurden die
Schnitte auf Objekttrager aufgezogen und getrocknet. Um die Schnitte immun-histochemisch
anzufdrben, miissen diese wieder in ein wissriges Milieu iiberfithrt werden. Die Proben
wurden dazu fiir 25 min in Xylol eingelegt, dann je 5 min in einer absteigende Alkoholreihe
(100%, 90%, 80% und 70%) inkubiert, gefolgt von 10 min wéssern in Aqua bidest.
Anschlieend wurden die Objektrdger fiir 20 min in 10 mM Zitronensdure (pH 6.0) in einen
Dampfkochtopf bei etwa 120°C gekocht, bevor die Schnitte mit PBS auf RT abgekiihlt

werden konnten.

5.2.6.4. Férben von Zellen und histologischen Schnitten (Immunfluoreszenz)

Nach der Initialen Fixierung der Proben mit (Para-) Formaldehyd und der nachfolgenden
Permeabilisierung, wobei dies bei Paraffin-Schnitten durch die Xylol-Behandlung erreicht
wird, konnte eine immunhistochemische Farbung durchgefiihrt werden. Alle nun folgenden
Schritte fanden in einer Kammer mit geséttigter Luftfeuchtigkeit (humid chamber) statt, um
Verdunstung vorzubeugen. Zur Absittigung aller unspezifischen Bindungsstellen wurden die
Proben benetzend fiir 30 min bei RT mit Blockpuffer (5% normal donkey serum, NDS in
PBS) iiberschichtet. In manchen Fillen kam auch ein kommerzieller Blockpuffer (4Antibody
Diluent) der Fa. Dako zum Einsatz. AnschlieBend wurde der Puffer vorsichtig abgesaugt und
die Gewebe mit etwa 100 pl Antikorper-Verdiinnung (in Blockpuffer) benetzt und fiir eine
Stunde bei RT oder UN bei 4°C inkubiert. Die detektierenden Erstantikdrper wurden
entsprechend den Anweisungen der Hersteller angesetzt; waren dort keine Angaben zu finden,
mussten zuvor mehrere Verdiinnungen von 1:50 bis 1:1000 ausgetestet werden. Bei
gleichzeitiger Fiarbungen mit mehreren Antikdrpern wurde darauf geachtet, dass diese aus
verschiedenen Tieren, wie etwa aus Maus, Ratte, Kaninchen, Ziege oder Hamster, stammten.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS fiir 5 min wurden die Proben mit Fluoreszenz-
gekoppelten Zweitantikorpern fiir eine Stunde bei RT gefarbt. Dazu wurden

Sekundarantikorper der Firmen Invitrogen und Dianova eingesetzt, die 1:400 bzw. 1:100 in
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PBS verdiinnt wurden. Hier musste darauf geachtet werden, dass bei Mehrfachfarbungen die
Zweitantikorper, die gegen die verschiedenen Primérantikorper aus unterschiedlichen Spezies
gerichtet waren, unterschiedliche Fluorophore trugen. Uberschiissige Fluoreszenzfarbstoffe
wurden durch abschlieBendes dreimaliges Waschen im PBS entfernt. Fiir die Fixierung der
Deckgldschen wurde auf fettfreie Objekttriger ein kleiner Tropfen Fluoromount G
Einbettungsmedium (Fa. Jackson Research) vorgelegt und die Glidschen mit den Zellen nach
unten aufgelegt, ein wenig angedriickt und UN im Dunkeln getrocknet. Zur Visualisierung der
Zellkerne mittels Farbung der DNA wurde dem Fluoromount G DAPI (4',6-Diamidin-2-
phenylindol) in einer Verdiinnung von 1:10000 zugesetzt. Waren Zellen oder Schnitte auf
Objekttragen fixiert, wurde ein Tropfen Fluoromount G auf die Proben gegeben und
Deckgliaschen blasenfrei angedriickt. Die Lagerung der fertigen Objekte erfolgte stets bei 4°C

im Dunkeln.

5.2.6.5. Analyse der Proben mittels konfokaler Mikroskopie

Die Aufnahmen der Immunfluoreszenz-Farbungen wurden mit Hilfe des konfokalen Laser-
scanning Mikroskops TCS SP5 II der Fa. Leica durchgefiihrt. Das System wurde durch die
Leica Software ImagePro Plus gesteuert und Aufnahmen im Format 1024x1024 dpi erstellt.
AnschlieBend wurden die Bilder weiter mit Adobe Photoshop CS3 bearbeitet.

5.2.7. Statistische Analysen

Unterschiede zwischen experimentellen Gruppen wurden mittels korreliertem oder nicht-
korreliertem Student’s t Test ermittelt. Die Daten wurden als Mittelwerte =SEM (standard
error of the mean) oder £SD (standard deviation) dargestellt, p-Werte < 0.05 wurden als

statistisch signifikant bewertet.
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6. Ergebnisse

6.1. Die Rolle von ICER bei der nTreg-vermittelten Immunsuppression

6.1.1. Aktivierung von Tconv fiihrt zur zytosolischen Lokalisation von ICER

Transkriptionsfaktoren werden durch verschiedene Mechanismen reguliert, wobei ihre
subzelluldre Lokalisation ein wichtiger Aspekt ist. Besonders die nukledre Translokation der
NFAT-Faktoren stellt ein bekanntes zentrales Regulativ in T-Zellen dar. Deshalb sollte
zundchst die Verteilung des transkriptionellen Repressors ICER im Vergleich zu NFATc1 in
Immunzellen untersucht werden. Milzen von unbehandelten wild type Mausen wurden in
Paraffin eingebettet und die Schnitte anschlieBend mit Antikorpern gegen ICER/CREM,
NFATcl und CD196 gefarbt (sieche Abb. 6.1.1.). Die Farbung von CD196 (CCR6) machte
eine Identifikation der Marginalzone bzw. Mantelzone der Follikel moglich, also ein
Abgrenzen der B- und T-Zellbereiche. Der Antikoper, der gegen ICER (CREMSET4)
generiert wurde, erkennt moglicherweise auch die in CREM-enthaltenen Epitope. Daher kann
nicht zwischen ICER und CREM unterschieden werden.

ICER/CREM+CD196 NFATc1+CD196

40x

100x

Abb. 6.1.1. Immun-histochemische Analyse der subzelluliren
Verteilung von ICER und NFATcl in der Milz nicht
immunisierter Maiuse. Paraffinschnitte von Milzen wurden mit
Antikérpern gegen ICER/CREM, NFATcl und CD196 gefarbt und
mittels konfokaler Mikroskopie analysiert. [CER/CREM ist in nahezu
allen Zellen im Kern, NFATc1 hingegen im Zytoplasma lokalisiert.
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In den histologischen Proben zeigte sich eine klare Kernfarbung fiir ICER/CREM, wobei
NFATc] erwartungsgemif vorrangig im Zytoplasma der ruhenden Zellen lokalisiert. Wurden
Zellen aus Milz und Lymphknoten isoliert, war dies sowohl fiir CD4" T-Zellen als auch fiir

Tregs zu beobachten (Abb. 6.1.2. A und B ,,fresh®).

A CD4* Tconv B CD4*CD25* nTregs

ICER  NFATc1 merge DAPI ICER  NFATc1 merge DAPI

fresh '
Sum Sum
primed |
Sum Sum__
anti-CD3/28
Sum Sum

+ Forsk. &
anti-CD3/28 ' ;
NEVEN

Abb. 6.1.2. ICER ist zytoplasmatisch in aktivierten konventionellen T-Zellen, aber nicht in nTregs.
Konventionelle CD4" T-Zellen (A) oder CD4'CD25" nTregs (B) wurden isoliert, anschlieBend
ICER/CREM (blau), NFATcl (rot) sowie Chromatin (cyan) gefarbt und mit konfokaler Mikroskopie
analysiert. Frisch isolierte (,,fresh®) Tconv und nTregs zeigen nukleires ICER/CREM, NFATcl
hingegen ist in beiden Féllen zytoplasmatisch. Expansion dieser Zellen fiir 7 Tage (,,primed®) und
Restimulation mittels anti-CD3/CD28 Antikérpern fiir 4 h (,,anti-CD3/28*) brachte ICER/CREM ins
Zytoplasma von Tconv, in nTregs blieb ICER aber stets im Nukleus. Gleichzeitige Erhohung der cAMP-
Konzentration durch Forskolin (,,Forsk.“) oder IBMX (,IBMX“) fiihrte hingegen zur
Kerntranslokalisation von ICER/CREM in konventionellen T-Zellen. Stimulation von Tconv mit anti-
CD3/CD28 Antikorpern fithrte (auch in Gegenwart von Forskolin und IBMX) zu einer klaren
Kernlokalisation von NFATcl. Dies war in regulatorischen T-Zellen nicht zu beobachten.

Eine siebentigige Expansion beider T-Zelltypen mittels anti-CD3/CD28 Stimulation
(,,primed*) flihrte zu einer zytoplasmatischen Anreicherung von ICER/CREM in Tconv, in
Tregs war ICER/CREM aber (weiter) im Kern lokalisiert. Auch eine Restimulation mittels
monoklonaler anti-CD3/CD28 Antikorper (,,anti-CD3/28%) fiir 4 h @nderte die subzelluldre
Verteilung von ICER/CREM in beiden Zellpopulationen nicht. Uber eine Aktivierung der
Adenylatzyklase durch Forskolin, das zur Erhohung der intrazelluliren cAMP-Konzentration
fiihrt (,,anti-CD3/28+Forsk.”), wurde ICER/CREM in den Kern von aktivierten Tconv
transloziert. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch durch IBMX (3-Isobutyl-1-Methyl-
Xanthin) erzielt (,,anti-CD3/28+IBMX*). IBMX hemmt dabei die zelluldren

Phosphodiesterasen und fiihrt ebenfalls zu einem (langsamen) Ansteigen des cAMP-Gehaltes
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in der Zelle. In nTregs war ICER/CREM unter allen Bedingungen nukledr lokalisiert.
Stimulation von Tconv mit anti-CD3/CD28 Antikorpern fiihrte (auch in Gegenwart von
Forskolin und IBMX) zu einer klaren Kernlokalisation von NFATcl. Gegensitzlich dazu
zeigten Tregs nur eine schwache NFATcl1-Farbung im Nukleus nach Aktivierung mit anti-
CD3/CD28. Um die in Abb. 6.1.2 gezeigten reprdsentativen Mikrographien quantitativ
auszuwerten, wurden etwa 100 Zellen von mindestens drei unabhdngigen Versuchen

analysiert und zusammengetasst (Abb. 6.1.3.).
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Abb. 6.1.3. Quantifizierung der Verteilung von ICER/CREM und NFATcl in
konventionellen und regulatorischen T-Zellen. Auswertung der unter Abb. 6.1.2
gezeigten mikroskopischen Daten (etwa 100 Zellen aus drei unabhingigen
Versuchen). Die subzelluldre Lokalisation von ICER/CREM (A und C) und NFATcl
(B und D) ist in ,,Prozent der Zellen mit einer (deutlichen) Kernfarbung™ angegeben.
Stimulation von Tconv (A und B) fiihrte zu einer Anderung der ICER- bzw. NFATcl-
Verteilung, in nTregs hingegen (C und D) war kaum eine nukledre Translokation von
NFATc1 oder ICER/CREM zu beobachten.

Dazu wurden mindestens 100 Zellen von drei unabhéngigen Versuchen hinsichtlich der
subzelluldiren Verteilung von ICER/CREM bzw. NFATcl ausgewertet. Die Ergebnisse
wurden in Prozent als ,,Zellen mit deutlicher Kernfirbung von ICER oder NFATcl*
dargestellt (Abb. 6.1.3). Frisch isolierte Tconv sowie Tregs zeigen eine nukledre Lokalisation

von ICER/CREM (A und C, ,.fresh®). Expansion (,,primed*) oder Stimulation durch anti-
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CD3/CD28 monoklonale Antikorper (,,anti-CD3/28%) translozierte ICER ins Zytoplasma in
Tconv, in nTregs hingegen bleibt ICER stets im Kern. Erh6hung der cAMP-Konzentration
durch Forskolin (,,anti-CD3/28+Forsk.”) oder IBMX (,,anti-CD3/28+IBMX*) (re-) dirigiert
ICER in den Nukleus. Aktivierung von Tconv mittels anti-CD3/CD28 Antikérpern (auch in
Gegenwart von Forskolin und IBMX) transloziert NFATcl in den Kern, in nTregs war dieser

Effekt allerdings nicht zu beobachten.

6.1.2. Der Transport von ICER ins Zytoplasma wird durch CD28 beeinflusst

Um die Frage zu kldren, inwiefern die Kostimulation durch CD28 an der Translokation von
ICER/CREM ins Zytoplasma beteiligt ist, wurden T-Zellen von CD28-defizienten (Cd28’/ )
Miusen verwendet. Isolierte konventionelle T-Lymphozyten (CD4 CD25") von wild type und
Cd28"~ Miusen wurden drei Tage mit anti-CD3 und anti-CD28 monoklonalen Antikérpern
stimuliert. Nach Fixierung konnte die Verteilung von ICER/CREM bzw. NFATcl mittels

Immunfluoreszenz-Mikroskopie analysiert werden (Abb. 6.1.4.).

ICER/CREM NFATc1 merge

N type ‘ . .
Cd28"~
15 um

Abb. 6.1.4. Der Transport von ICER/CREM wird durch CD28-
Kostimulation beeinflusst. Konventionelle T-Zellen von wild #ype und
Cd28 Miusen wurden fiir drei Tage mit anti-CD3 und anti-CD28
stimuliert (entspricht ,,primed*), anschlieBend fixiert und die Verteilung von
ICER/CREM (blau) bzw. NFATcl (rot) mikroskopisch analysiert. In den
wild type Zellen zeigte sich eine deutliche zytoplasmatische Lokalisation
von ICER, in den CD28-defizienten Zellen war dies nur teilweise zu
beobachten. Die Lokalisation von NFATcl war hingegen unveréndert.

Entsprechend der Befunde unter 6.1.1. war in wild type T-Zellen ICER/CREM nach
Primérstimulation nahezu vollstdndig im Zytoplasma detektierbar. In CD28-defizienten T-
Zellen hingegen konnte nur eine teilweise zytoplasmatische Lokalisation von ICER
nachgewiesen werden, ein grofler Teil war (immer noch) im Kern. Die Verteilung von

NFATcl war in beiden Genotypen jedoch unverdndert. Es ist also anzunehmen, dass
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Kostimulation durch CD28 (teilweise) an der Regulation der subzelluldren Verteilung von

ICER beteiligt ist.

6.1.3. Erhohte cAMP-Konzentration in regulatorischen T-Zellen

ICER ist ein cAMP-regulierter Transkriptionsfaktor, dessen subzelluldre Verteilung auch
durch die Konzentration von intrazelluliren cAMP bestimmt wird. In diesem Zusammenhang
wurden konventionelle (CD4"CD25") und regulatorische (CD4 CD25") T-Zellen isoliert und,
wie unter Punkt 6.1.1. beschrieben, stimuliert. Der intrazellulire Gehalt an cAMP wurde
anschliefend mittels ELISA bestimmt (Abb. 6.1.5. A). nTregs wiesen im Vergleich zu Tconv
(auch unstimuliert) einen deutlich erhohten Gehalt an cAMP auf. Durch Stimulation mit
Forskolin und IBMX lie8 sich die cAMP-Konzentration in Tconv bis zu 20fach steigern.

Dennoch erreichten diese nicht das hohe Niveau der nTregs.

A [ CD4* Teonv B
B CD4*CD25* nTregs relative IL-2 mRNA in CD4* Tconv
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Abb. 6.1.5. Erhohter cAMP-Gehalt in regulatorischen T-Zellen und Hemmung
von /12 durch cAMP. (A) Konventionelle (graue Balken) und regulatorische T-Zellen
(schwarze Balken) wurden, wie unter Punkt 6.1.1. beschrieben, stimuliert und der
Gehalt an intrazellulirem cAMP mittels ELISA analysiert. Zwar kann durch Forskolin
und IBMX die cAMP-Konzentration in Tconv erhdht werden, erreicht aber nicht die
deutlich hoheren Werte in nTregs. (B) cAMP supprimiert die //2 Transkription in
Tconv. Konventionelle T-Zellen wurden mit anti-CD3/CD28 stimuliert und /2 mittels
RT-PCR nachgewiesen. Gleichzeitige cAMP-Erh6éhung durch Forskolin und IBMX
hemmt die stimulations-abhingige IL-2 Produktion. Dieser Versuch wurde in
Zusammenarbeit mit Dr. Tobias Bopp und Dr. Matthias Klein (Institut fiir
Immunologie, Universitit Mainz) durchgefiihrt.

Durch einen erhdhten intrazelluldiren cAMP-Gehalt kommt es in Tconv zu einer Hemmung
der Proliferation und der //2 Synthese (279). Ob die Kerntranslokalisation von ICER/CREM
mit einer Suppression korreliert, wurde anhand der //2 Transkription untersucht (Abb.
6.1.5.B). Nach Stimulation mit anti-CD3/CD28 monoklonalen Antikdrpern kam es in Tconv
zu einer deutlichen Induktion der //2 Transkription, wihrend die gleichzeitige Erh6hung von

cAMP durch Forskolin und IBMX hingegen zu einer Hemmung der IL-2 Synthese fiihrte. Die
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Stimulation von T-Zellen in Gegenwart von Forskolin oder IBMX erhoht also die cAMP
Konzentration, worauthin ICER in den Kern transloziert, was mit einer Hemmung von //2

korreliert.

6.1.4. Direkter Kontakt zu nTregs (re-) dirigiert ICER in den Kern von Tconv in vivo

Wie unter Punkt 6.1.3. gezeigt, weisen nTregs einen hohen Gehalt an cAMP auf. Durch
direkten Zell-Zell-Kontakt koénnen kleine Signalmolekiile, wie etwa cAMP, durch gap
Jjunctions ausgetauscht werden (126, 127). Um diese Art der zelluliren Kommunikation zu
untersuchen, wurde der Vitalfarbstoff Calcein eingesetzt: Das Zellwand-permeable Calcein
diffundiert als nicht-fluoreszierende Substanz in das Zytoplasma von Zellen und wird nach
Hydrolyse eines Acetoxymethylesters durch zelluldre Esterasen in das fluoreszierende Calcein
umgewandelt. Dieses kann nun nicht mehr durch die Zellwand diffundieren. Werden aber gap
Jjunctions zwischen zwei Zellen ausgebildet, kann das 16sliche Calcein von einer in eine andere
Zelle weitergegeben werden. Der Transfer von Calcein kann dann durchflusszytometrisch
verfolgt werden (Abb. 6.1.6.).

Anhand dieser Technik sollte der Effekt von cAMP auf ICER in einem
experimentellen Mausmodell untersucht werden. Dazu wurden CD90.1"Rag2 ™ OT-1I Miuse,
die OVA-spezifische T-Zellen, aber keine endogenen nTregs aufweisen, immunisiert, indem
OV Asp3.339 subkutan (s.c.) in die hintere FuBlsohle appliziert wurde. Sechs Stunden spéter
wurden Calcein-beladene CD90.2" nTregs intravends (i.v.) transferiert. 24 Stunden nach
Immunisierung wurden die Méuse getotet, die afferenten (draining), sowie nicht beteiligte
(non-draining) Lymphknoten pripariert und der Gehalt an Calcein in den CD90.1" Tconv
mittels FACS-Analyse bestimmt (Abb. 6.1.6. A, B und C). In den nicht an der Immunreaktion
beteiligten non-draining Lymphknoten fand keine Ubertragung von Calcein in Tconv statt
(A), wihrend in den afferenten Lymphknoten ein deutlicher Transfer von Calcein aus den
nTregs in die Tconv zu messen war (Abb. 6.1.6. B). Ein Histogramm verdeutlicht den
unterschiedlichen Gehalt an Calcein in CD90.1" Tconv aus den afferenten (blaue Linie) und
nicht beteiligten Lymphknoten (Abb. 6.1.6. C, rote Linie). Anschlieend wurden die beiden
Populationen (Calcein-high und Calcein-low, siehe Abb. 6.1.6. A) aus afferenten
Lymphknoten mittels eines FACS-Sorters isoliert. Der Gehalt an intrazellulirem cAMP
wurde in beiden Populationen durch ELISA bestimmt (Abb. 6.1.6. D). Desweiteren wurde die
Expression von //2 mittels RT-PCR analysiert (Abb. 6.1.6. E).
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Abb. 6.1.6. Direkter Kontakt zu nTregs dirigiert ICER in einem cAMP-abhéingigen Prozess in
den Kern von Tconv. (A und B) Calcein-Transfer von nTregs in Tconv in vivo. CD90.1"Rag2 ™ OT-II
Miusen (besitzen keine endogenen nTregs) wurden OVA-Peptid in die FuB3sohlen s.c. appliziert. 6 h
spiter wurden congene (CD90.2") Calcein-beladene nTregs i.v. transferiert. 24 h nach Immunisierung
wurden die Miuse getotet und der Gehalt an Calcein in CD90.1" Tconv von afferenten (B) und
unbeteiligten (A) Lymphknoten im FACS analysiert. (C) Histogramm-Darstellung des Calcein-
Gehaltes von Tconv (CD90.1") aus afferenten (draining) und unbeteiligten (non-draining)
Lymphknoten. (D) Calcein-high und Calcein-low CD90.1" Tconv wurden mit Hilfe eines FACS-
Sorters isoliert und die Konzentration an intrazellulirem cAMP wurde mittels ELISA bestimmt. (E)
Ebenso wurde die Expression von //2 durch RT-PCR analysiert. (F) Immunfluoreszenz von
unbeteiligten Lymphozyten (non-draining), sowie isolierten Calcein-low und Calcein-high T-Zellen.
Nur in den Calcein-high T-Zellen zeigte sich eine klare ICER/CREM bzw. NFATcl Kernfirbung.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass ein direkter Kontakt zu nTregs den cAMP-Gehalt in Tconv
erhoht, gefolgt von einer //2 Suppression, sowie einer Kerntranslokation von ICER/CREM. Dieser
Versuch wurde in enger Zusammenarbeit mit Dr. Tobias Bopp in Mainz durchgefiihrt.

Es zeigte sich eine deutlich erhohte Konzentration von cAMP in den Calcein-high Tconv,
wobei die //2-mRNA war in dieser Population hingegen stark reduziert war. Die isolierten
Calcein-low und Calcein-high T-Zellpopulationen, sowie T-Zellen aus non-draining
Lymphknoten, wurden auf Objekttriger fixiert und anschlieBend hinsichtlich der
subzelluliren ICER/CREM- bzw. NFATcl-Verteilung mikroskopisch analysiert (F). Die
nicht mit nTregs in Kontakt getretenen non-draining und Calcein-low Tconv wiesen eine
klare zytoplasmatische Lokalisation von ICER/CREM auf, wihrend die Calcein-high
CD90.1" Tconv eine deutliche ICER-Kernfirbung zeigten. NFATcl war in beiden
Populationen aus den afferenten Lymphknoten nukleidr, in den nicht an einer Immunreaktion

beteiligten non-draining Lymphozyten dagegen im Zytoplasma lokalisiert. Zusammenfassend
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lasst sich feststellen, dass ein direkter Zell-Zell-Kontakt zwischen nTregs und Tconv in vivo
einen Transfer von Calcein und cAMP ermdglichte. Entsprechend zeigten Calcein-high
Tconv einen erhohten cAMP-Gehalt bei gleichzeitiger Suppression von //2. Korrespondierend
war ICER/CREM im Kern von supprimierten Tconv (Calcein-high) lokalisiert, wahrend

nicht-gehemmte Tconv (Calcein-low) eine zytoplasmatische Farbung von ICER zeigten.

6.1.5. Depletion von nTregs in vivo dirigiert ICER ins Zytoplasma von Tconv

Um die Funktion von Tregs in vivo zu untersuchen, wurden sogenannte DEREG-Maiuse
(Depletion of regulatory T cells) generiert (32), in denen man Tregs systemisch eliminieren
kann. Dieses Tiermodell exprimiert unter Kontrolle eines BAC-transgenen Foxp3-Genlokus
sowohl den humanen Diphtherietoxin- (DT)-Rezeptor als auch ein GFP-Reporterprotein. Da
der humane DT-Rezeptor folglich einzig auf Foxp3"™ nTregs zu finden ist, konnen die Tregs
gezielt durch Injektion von DT eliminiert werden. Um nun die subzelluldre Verteilung von
ICER in Abwesenheit von nTregs zu klidren, wurde den DEREG-Méusen tédglich 1 pg DT
intraperitoneal (i.p.) injiziert und die Behandlung tiglich iiber eine Gesamtdauer von fiinf
Tagen wiederholt. Die Depletion der nTregs wurde anschlieBend mittels FACS-Analyse
verifiziert. Typischerweise waren nach fiinftigiger DT-Behandlung weniger als 0.3%
CD4'CD25'GFP" nTregs in Milz und Lymphknoten der Tiere nachzuweisen (Abb. 6.1.7).
Eine Stimulation der T-Zellen in An- und Abwesenheit von nTregs (durch Gabe von DT)
erfolgte durch i.p. Applikation von 100 pg anti-CD28 superagonistischem Antikorper
(CD28SA). Dieser Antikorper zeigt im Gegensatz zu konventionellen CD28 Antikorpern die
besondere Fihigkeit, ohne zusétzliche Stimulation des TCR eine volle Aktivierung von T-
Zellen herbeizufiihren (294). Drei Tage nach CD28SA Injektion wurden die DEREG-Mause
getdtet und die CD4'GFP™ Tconv aus den Lymphknoten mittels FACS-Sortierung isoliert.
Die Zellen wurden auf Objekttriger fixiert und anschlieend immun-histochemisch geférbt.
Die subzelluldre Verteilung von ICER/CREM bzw. NFATcl wurde durch konfokale
Mikroskopie analysiert (Abb. 6.1.8). Aktivierung der T-Zellen in Gegenwart von nTregs
(,,CD28SA*) zeigte eine ausgeprigte Kernfirbung von ICER, Abwesenheit von nTregs
wihrend der CD28SA-Stimulation (,,DT+CD28SA*) fiihrte hingegen zu einer

zytoplasmatischen Verteilung.
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control DT CD28SA DT+CD28SA
10.7

Abb. 6.1.7. Depletion von nTregs in DEREG-Miusen bei gleichzeitiger
Aktivierung der T-Zellen durch CD28SA. Durch Gabe von
Diphtherietoxin (DT) iiber fiinf Tage wurden GFP'CD25'CTLA-4" nTregs
in DEREG-M4usen eliminiert. Gleichzeitige Injektion von CD28SA fiihrte
zu einer starken Expression des Aktivierungsmarkers CD69. Gezeigt sind
FACS-Analysen von vorisolierten CD4+ T-Zellen. Dieser Versuch wurde
in Kooperation mit Dr. Tea Gogishvili durchgefiihrt.

Dieser Befund wurde auch durch Analyse von etwa 30 CD4" T-Zellen aus zwei unabhiingigen
Versuchen mit jeweils vier Mdusen quantifiziert (Abb. 6.1.8. B und C). Die Ergebnisse sind
als ,,Prozent der Zellen mit einer (deutlichen) ICER/CREM-Kernfarbung* (B) und als ,,Starke
des ICER/CREM-Fluoreszenzsignals pro Zelle (MFI)* (C) dargestellt. Interessanterweise war
die Farbung von NFATcI in allen Féllen zytoplasmatisch, jedoch fiel auf, dass in der Kohorte
der CD28SA-behandelten Miause in Gegenwart von nTregs (,,CD28SA*) eine reduzierte
NFATc1-Gesamtexpression zu beobachten war.

Um die Auswirkung der Treg-Depletion bei gleichzeitiger CD28SA-Behandlung in
vivo zu untersuchen, wurde sowohl der Gehalt an IL-2 und TNFa als auch die Histologie der
Milz analysiert. Drei Tage nach CD28SA-Injektion wurden die Milzen der DEREG-Mause in
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Die anschlieBende Hidmatoxylin-Eosin-Féarbung
der Mikroschnitte gab Aufschluss iiber eine moglicherweise fehlgesteuerte Immunreaktion.
Tatsdchlich fiihrte die Depletion der nTregs bei simultaner Aktivierung der T-Zellen durch
CD28SA zu einer VergroBBerung der Marginalzonenbereiche (Abb. 6.1.9. A ,,DT+CD28SA*,

gekennzeichnet durch zwei schwarze Pfeile).
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Abb. 6.1.8. nTregs dirigieren ICER/CREM in den Kern aktivierter T-Zellen.
(A) Regulatorische T-Zellen wurden in DEREG Maéusen durch Gabe von DT
depletiert, anschlieBend wurde CD28SA injiziert. Nach drei Tagen wurden die
Maiuse getotet und GFP™ Tconv mittels FACS-Sort aus den Lymphknoten isoliert.
Die T-Zellen wurden fixiert und die Verteilung von ICER bzw. NFATcl wurde
anhand konfokaler Immunfluoreszenz analysiert. Tconv aus Treg-depletierten und
CD28SA-behandelten Maiusen (,,DT+CD28SA®) zeigten eine zytoplasmatische
Verteilung von ICER, in Gegenwart von nTregs (,,CD28SA*) war ICER/CREM
hingegen im Kern. (B und C) Quantitative Auswertung der unter A gezeigten
mikroskopischen Daten (etwa 30 Zellen aus zwei unabhidngigen Versuchen). Die
subzelluldre Lokalisation von ICER in ,Prozent der Zellen mit einer (deutlichen)
Kernfarbung® (B) und die ,,Stirke des Fluoreszenzsignals pro Zelle (MFI)* (C)

wurden analysiert.

Die Expansion der Marginalzonen lie auf eine ,,iiberschiefende* Immunreaktion nach

Aktivierung in Abwesenheit von nTregs schlieen, wihrend die Applikation von CD28SA
(,CD28SA*) oder DT allein (,,DT*) der unbehandelten Kontrolle vergleichbar war. Weiterhin

wurde den Méusen zu verschiedenen Zeitpunkten (1.5, 3 und 4 Stunden nach CD28SA

Injektion) Blut abgenommen und der Gehalt an IL-2 und TNFa im Serum mittels ELISA
bestimmt (Abb. 6.1.9. B und C). Sowohl IL-2 als auch TNFa war bei den ,,DT+CD28SA*-

behandelten Mdusen gegeniiber den nur mit CD28SA-stimulierten Méusen deutlich erhdht.

Ubereinstimmend mit einer iiberschieBenden Immunreaktion wurde ICER/CREM im

Zytoplasma zuriickgehalten. Eine Aktivierung der T-Zellen in Anwesenheit von nTregs (ohne
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DT) fiihrte hingegen zu einer Kerntranslokation von ICER/CREM und dementsprechend

moderaten Immunantwort.

A 10x 100)(,

DT+CD28SA

W oD28sA

B C ] CD28SA
E o0, 5 250+ I DT+CD28SA
g i & 200-
= £ 1501
S, 404 >
2 S 1001
201 ‘© 50
& © 50
=ll 0- E 0 ﬂ'd Ind 'nd
1.5h 3h 4 h 1.5h 3h 4 h

Abb. 6.1.9. Depletion von nTregs bei gleichzeitiger CD28SA-Behandlung
fiihrt zu einer verstirkten Immunreaktion. (A) Regulatorische T-Zellen
wurden in DEREG-Méusen durch Gabe von DT depletiert, anschlieBend wurde
CD28SA injiziert. Architektur der Milz drei Tage nach CD28SA-Behandlung.
Vergroflerung der Marginalzonen (schwarze Pfeile) in Treg-depletierten und
CD28SA-behandelten Mausen (,,DT+CD28SA*) deutet auf eine unkontrollierte
Immunreaktion hin. (B und C) Analyse von IL-2 (B) und TNFa (C) im Serum
mittels ELISA 1.5, 3 und 4 Stunden nach CD28SA-Injektion. Erhohte IL-2 und
TNFa Werte in den ,,DT+CD28SA*“ Maéusen zeigten die supprimierende
Funktion von nTregs bei einer CD28SA-provozierten Immunreaktion an (n.d.:
nicht detektierbar).

6.1.6. Direkter Kontakt zu nTregs dirigiert ICER in den Kern von B-Zellen

Neben der Suppression von T-Lymphozyten sind nTregs auch in der Lage, die Funktion von
B-Zellen zu beeinflussen (295, 296). Um zu iiberpriifen, ob eine gap junction bzw. cAMP-
vermittelte Aktivierung von ICER auch fiir supprimierte B-Zellen zutrifft, sollte zunédchst
geklart werden, inwiefern nTregs iiberhaupt mit B-Zellen in Kontakt treten konnen. Immun-
histochemische Analysen von Milzen unbehandelter wild fype Méuse ergaben, dass sich
zahlreiche Foxp3" Tregs innerhalb der B-Zell-Zone befinden (Abb. 6.1.10. A, weiBle Pfeile).
CD20 ist auf B-Zellen exprimiert und ermoglichte iiber eine anti-CD20-Firbung die
Abgrenzung der B-Zell-Follikel. Daraus lésst sich schlieBen, dass nTregs in vivo durchaus mit

B-Zellen in Kontakt treten und folglich auch deren Effektorfunktionen hemmen konnen.
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Um einen moglichen Einfluss von cAMP bei der nTreg-vermittelten Suppression von
B-Zellen genauer zu untersuchen, wurde diesmal ein Calcein-Transfer von nTregs in B-Zellen
analysiert (Abb. 6.1.10. B). Die allogene A20J B-Zelllinie (Hde) wurden mit Calcein-
beladenen und mit anti-CD3/CD28-aktivierten nTregs (H’K") fiir vier Stunden kokultiviert.
AnschlieBend wurde der Gehalt an Calcein in den B-Zellen mittels Durchfusszytometrie
analysiert: Eine deutliche Zunahme an Calcein-high B-Zellen wurde in Kokultur mit nTregs
festgestellt, nicht aber in der Kontrolle ohne Tregs (Abb. 6.1.10.). Dies deutet auf eine direkte
Zell-Zell-Kommunikation einschlieBlich eines moglichen cAMP-Transfers von nTregs in B-

Lymphozyten hin.
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Abb. 6.1.10. Kommunikation zwischen nTregs und B-Zellen reguliert eine mogliche
cAMP-induzierte Kerntranslokation von ICER. (A) Immun-histochemische Analyse
einer Interaktion von Foxp3' Tregs (rot, markiert durch weiie Pfeile), und CD20" B-Zellen
(griin). (B) Calcein-Transfer zwischen nTregs und allogenen B-Zellen in vitro. Calcein-
beladene voraktivierte nTregs (H*K*) wurden mit A20J B-Zellen (H’K®) fiir 4 h kultiviert,
der Transfer von Calcein wurde anschlieBend mittel FACS analysiert. Dieser Versuch
wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Tobias Bopp durchgefiihrt. (C und D) ICER kann durch
eine erhohte cAMP-Konzentration induziert und in den Kern transloziert werden. (C) RT-
PCR der ICER Expression von CD19" B-Zellen nach Stimulation mit PMA und/oder
Forskolin. (D) Immunfluoreszenz der subzelluliren Verteilung von ICER/CREM in

aktivierten IgM’ B-Zellen. Erhohter cAMP-Gehalt (,anti-lgM+Forsk.“ oder ,, anti-
IgM+IBMX*) fiihrt zu einer Kerntranslokation von ICER in IgM-aktivierten B-Zellen.

Weiterhin sollte {iberpriift werden, ob eine erhdhte cAMP-Konzentration in B-Zellen zur

Induktion von ICER fiihrt und/oder dessen subzellulare Lokalisation beeinflusst. Isolierte
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primire CD19" B-Zellen wurden mit Forskolin, PMA oder einer Kombination aus beiden drei
Stunden stimuliert, und die Expression von ICER wurde anschlieBend mittels RT-PCR
bestimmt (Abb. 6.1.10. C). In ruhenden B-Zellen war keine /cer-mRNA nachweisbar. Durch
PMA, aber noch deutlicher durch Forskolin konnte eine Expression von ICER induziert
werden. Die hochste Induktion an /cer-mRNA wurde durch die gleichzeitige Stimulation von
PMA und Forskolin erreicht. Die Menge und Verteilung des ICER-Proteins wurde mit Hilfe
konfokaler Immunfluoreszenz bestimmt (Abb. 6.1.10. D).

A +D011.10 nTregs
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Abb. 6.1.11. Zell-Zell-Kommunikation zwischen nTregs und B-Zellen fiihrt zur
Kerntranslokation von ICER. (A) Calcein-Transfer zwischen nTregs und unterschiedlich
aktivierten B-Zellen in vitro. OVA-spezifische DO11.10 nTregs wurden mit Calcein
beladen, die B-Zellen UN mit LPS, anti-IgM oder einer Kombination aus beiden
voraktiviert und anschliefend mit Ovalbumin beladen. Der Transfer von Calcein aus den
nTregs in B-Zellen wurde nach 4 h Kokultur mittels FACS analysiert. Calcein-low und
Calcein-high B-Zellen der ,,LPS+ IgM*“-stimulierten Kultur wurden anschliefend mit Hilfe
eines FACS-Sorters isoliert, und die subzelluldre Verteilung von ICER/CREM wurde
analysiert. Die immun-histochemische Auswertung zeigte eine klare Kernfiarbung von
ICER in den Calcein-high B-Zellen, in den Calcein-low Zellen war ICER/CREM hingegen
zytoplasmatisch. Dieser Versuch wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Tobias Bopp
durchgefiihrt. (B) Direkter Kontakt zu nTregs fiihrt zur Kerntranslokation von ICER in B-
Zellen. Kokultur von aktivierten Foxp3" nTregs (gelbe Firbung) mit aktivierten B-Zellen
fiihrte zu einer Kernfirbung von ICER/CREM (,,+Tregs“), Kokultur mit Tconv zeigte
hingegen eine zytoplasmatische Lokalisation von ICER (,,-Tregs®).

Isolierte IgM" B-Zellen wurden vier Stunden iiber ihren BCR mit und ohne Induktion von
cAMP (,,anti-IgM*, ,anti-IgM+Forskolin* oder ,,anti-IgM+IBMX*) stimuliert, anschlieend
auf Objekttrager fixiert, und die Lokalisation von ICER/CREM wurde immun-histochemisch
analysiert. Unstimulierte (,,w/0*) und anti-IgM-aktivierte B-Zellen zeigten ICER im

Zytoplasma, wihrend die gleichzeitige Behandlung mit Forskolin oder IBMX zu einer
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deutlichen Kernfarbung von ICER/CREM fiihrte. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass
eine Zell-Zell-Kontakt-abhdngige Kommunikation zwischen nTregs und B-Zellen
wahrscheinlich ist und durch eine steigende cAMP-Konzentration in B-Zellen sowohl die
Expression von ICER als auch dessen Kerntranslokation induziert.

Um die Treg-B-Zell-Kommunikation genauer zu untersuchen, wurden B-Zellen
,negativ* aufgereinigt und UN mit LPS, anti-IgM oder einer Kombination beider aktiviert.
Die B-Zellen wurden 30 min mit dem Ovalbumin-Peptid OVAsjz3339 beladen und
anschliefend mit OV A-spezifischen DO11.10 nTregs kokultiviert. Die nTregs mussten vor
dem Versuch mit dem Vitalfarbstoff Calcein beladen werden. Nach vier Stunden B-Zell-Treg-
Kokultur wurde der Calcein-Transfer von Tregs in B-Zellen mittels Durchflusszytometrie
analysiert (Abb. 6.1.11. A). Ein deutlicher Anteil an B-Zellen war Calcein-high in
Anwesenheit von nTregs. Waren die B-Zellen iiber den BCR stimuliert, nahm der Anteil an
Calcein-high B-Zellen noch zu. Zusétzlich wurden aus der ,anti-IgM+LPS* Kultur die
Calcein-low und Calcein-high B-Zell-Populationen mit Hilfe eines FACS-Sorters isoliert.
Beide Populationen wurden auf Objekttrager fixiert und anschlieBend hinsichtlich der
subzelluldren Verteilung von ICER/CREM analysiert. Konfokale Mikroskopie zeigte in den
Calcein-low B-Zellen eine ausgeprigte zytoplasmatische, in den Calcein-high B-Zellen
hingegen eine klare nukledre Lokalisation (Abb. 6.1.11. A, unten). Weiter wurden aktivierte
B-Zellen mit anti-CD3/CD28-stimulierten nTregs (,,+Tregs*) oder mit Tconv (,,—Tregs*) UN
kokultiviert, fixiert, und die Lokalisation von ICER/CREM wurde immun-histochemisch
analysiert (Abb. 6.1.11. B). Die Kokultur von Foxp3" nTregs (,,+Tregs®, gelbe Firbung),
nicht aber der Kontakt zu Tconv (,,—Tregs®), fithrte in B-Lymphozyten zu einer erkennbaren
Kerntranslokation von ICER. nTregs konnen also iiber direkten Zell-Zell-Kontakt mit B-
Zellen kommunizieren und sowohl die ICER-Expression als auch die ICER-

Kerntranslokation induzieren.

6.1.7. nTregs hemmen die Proliferation und CD80-Expression von B-Zellen

Um eine ICER-vermittelte B-Zell-Immunsuppression durch nTregs weiter zu untersuchen,
sollten die B-Zellen genauer charakterisiert werden. Dazu wurden IgM -isolierte B-Zellen
UN mit nTregs kokultiviert und anschlieBend die Expression der B7-Korezeptoren
CD80/CD86 sowie das Proliferationsverhalten der B-Zellen analysiert (Abb. 6.1.12.). Anti-
CD3/CD28-aktivierte nTregs wurden mit unstimulierten (,,unstim.”) oder anti-IgM-
stimulierten B-Zellen (,,Treg®) im Verhiltnis 1:1 UN kultiviert, als Kontrolle dienten anti-

IgM-aktivierte B-Zellen ohne Tregs (,,mock®). Sowohl die Expression von CD80 als auch
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CD86 nahm durch Stimulation mit anti-IgM zu. Die Expression von CD80 wurde durch
Kokultur mit Tregs signifikant gehemmt (Abb. 6.1.12. A bis D).
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Abb. 6.1.12. nTregs hemmen die Proliferation und CD80-Expression von B-Zellen.
(A bis D) Regulatorische T-Zellen wurden mit unstimulierten (,,unstim.*) oder anti-IgM-
aktivierten B-Zellen (,,Treg*) UN kultiviert, und die Expression von CD80 und CD86
wurde analysiert. Als Kontrolle dienten aktivierte B-Zellen ohne nTregs (,,mock®).
Dargestellt sind sowohl repriasentative FACS-Histogramme der CD80- (A) und CD86-
Expression (C) auf CD19" B-Zellen der Kokultur, als auch eine Quantifizierung der MFI
von CD80 (B) und CD86 (D) dreier unabhéngiger Versuche. (E) Die Proliferation von
aktivierten B-Zellen wird durch nTregs gehemmt, wie anhand des [*H]-Thymidin-
Einbaus gemessen wurde.

Dargestellt sind repriasentative FACS-Histogramme der CD80- (A) und CD86-Expression
(C), sowie eine Quantifizierung deren mean fluorescence intensity (MFI) aus drei
unabhidngigen Versuchen (B und D). In parallelen nTreg-B-Zell-Kokulturen wurde die
Proliferation anhand von [*H]-Thymidin-Einbau bestimmt. Dabei ergab sich, dass die
Anwesenheit von nTregs die Proliferation von B-Zellen beeintridchtigen kann (Abb. 6.1.12.

E). nTregs konnen also die Expression des Korezeptors CD80 sowie die Proliferation von B-

Zellen unterdriicken.

6.1.8. Erhohung von cAMP durch nTregs hemmt den Nfatcl P1 Promotor

Die Expression von NFATcI ist in aktivierten konventionellen B- und T-Lymphozyten stark
induzierbar und eng mit deren Effektorfunktion verkniipft (176, 180). In diesem
Zusammenhang sollte der Einfluss erhohter cAMP-Konzentration auf den induzierbaren P1
Promotor des NfatcI-Gens untersucht werden. Dazu wurden CD4 'CD25 Tconv isoliert und
24 Stunden sowohl mit anti-CD3 allein oder anti-CD3/CD28 als auch beide Konditionen in

Gegenwart von Forskolin stimuliert. Die Expression von NFATcl, ausgehend vom
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induzierbaren ,,P1* oder konstitutiven ,,P2* Promotor, wurde mittels RT-PCR analysiert
(Abb. 6.1.13. A). Es konnte eine deutliche Induktion des P1-Produkts (,,NFATcl P1*) nach
Aktivierung der T-Zellen mit anti-CD3 und anti-CD3/CD28 beobachtet werden. Gleichzeitige
Stimulation mit Forskolin zeigte dagegen eine Hemmung der induzierten Nfatcl Pl-

Expression. Die Transkription des P2-Produkts (,,NFATc1 P2%) war unverindert.
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Abb. 6.1.13. cAMP und nTregs hemmen die Induktion des Nfatcl P1 Promotors.
(A) CD4'CD25 Tconv wurden mit anti-CD3, anti-CD3/CD28 und einer Kombination
mit Forskolin stimuliert. Nach 24 h wurde die Expression von NFATc1 ausgehend vom
Nfatcl P1 (,NFATcl P1%) oder P2 Promotor (,NFATcl P2“) mittels RT-PCR
analysiert. Erhohter cAMP-Gehalt durch Forskolin hemmte dabei die anti-CD3 und
anti-CD3/CD28-induzierte P1-Aktivitét, nicht aber die von P2. (B) Direkter Kontakt zu
nTregs supprimiert die Nfatc! P1-Expression in Tconv. Treg-Assay mit unstimulierten
und anti-CD3/CD28-aktivierten T-Zellen in Abwesenheit (,,w/o Tregs*) oder Gegenwart
von nTregs (,,with Tregs*) wurde wie unter A hinsichtlich der Aktivitdt von Nfatcl P1
untersucht.

Auch der direkte Kontakt zu nTregs fiihrte in Tconv zu einer Suppression von Nfatcl P1
(Abb. 6.1.13. B). Aus einem Treg-Assay mit unstimulierten (,,unstim.*) und anti-CD3/CD28-
aktivierten T-Zellen in Abwesenheit (,,w/o Tregs*) oder Gegenwart von nTregs (,,with
Tregs®“) wurde nach 24 Stunden Kokultur die mRNA extrahiert und anschlieBend die
Expression ausgehend von Nfatcl P1 und P2 durch RT-PCR analysiert. Ahnlich wie die
erhohte cAMP-Konzentration durch Forskolin fiihrte auch der direkte Kontakt zu nTregs zu
einer Suppression der Nfatcl P1 Transkription. Die Expression von P2 blieb hingegen

unverandert.

6.1.9. ICER hemmt die Autoregulation von NFATcl/aA

Der induzierbare P1 Promotor von Nfatcl wird iiber mehrere Signale reguliert, bendtigt aber
mindestens ein starkes Calcium-Signal und Kostimulation, die beispielsweise durch CD28
und nachfolgende Aktivierung von PKC oder MAP-Kinasen erreicht werden kann. Auflerdem
unterliegt der Nfatcl P1 Promotor einer positiven Autoregulation (174, 181). ICER zeigt eine

enge strukturelle Verwandtschaft mit den beiden AP-1 Proteinen c-Jun und c-Fos und kann

93



Ergebnisse — Teil 1

diese moglicherweise aus einem NFAT/AP-1 Komplex verdringen (160). Ob eine direkte
Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen NFATc1 und ICER tatsdchlich stattfindet, sollte
durch eine Koimmunprézipitation (ColP) beider Faktoren geklart werden. Dazu wurden die
mit einem ER-Tag versehenen NFATcl Isoformen NFATcl/A und NFATc1/C sowie deren
nicht-SUMOylierbare Mutante K349/702/914R mit Myc-ICER in HEK 293T Zellen
iiberexprimiert. Die anschlieBende Prazipitation mittels eines anti-Myc-Antikorpers, gefolgt
von einer Detektion durch anti-ER, bewies die Interaktion beider Proteine (Abb. 6.1.14. A).
Sowohl die kurze (NFATc1/A) als auch die beiden langen NFATc1 Isoformen (NFATc1/C
und K349/702/914R) interagierten — zumindest in Uberexpression — direkt mit ICER.

A B
[ unstim.
Mvc-ICER + - -+ o+ o+ Il lono+Forsk.
NIE"ATCWA-ER - -+ - @ TPA+lono
NFATc1/C-ER - -+ -+ - ; 5000+
K349/702/914R-ER - - - - - + > 40001
=
170 - == | P Myc-ICER B 3000-
130 — - IB: NFAT¢1-ER T
NFATct/C » 170 e» esew| 5 NFATCI-ER S 20007
NFATC1/A + 434 - e : cl- % 1000
24 L
15:]- -——-l IB: Myc-ICER z o0
R BN
BB R o & FE FE
PP PP OO

Abb. 6.1.14. Direkte NFATcl1-ICER-Interaktion hemmt die autoregulierte Expression
des Nfatcl P1 Promotors. (A) ColP von NFATc1 und ICER. Die Isoformen NFATc1/A-ER,
NFATcl/C-ER sowie die nicht SUMOylierbare Mutante K349/702/914R-ER wurden
zusammen mit Myc-ICER in 293T-HEK-Zellen {iberexprimiert. Die Protein-Protein-
Interaktion wurde anschlieBend durch CoIP von Myc und Immunoblot mittels anti-ER
analysiert. ICER interagierte mit allen NFATcl-Isoformen. (B) ICER hemmt die Expression
von Nfatcl P1 im Luciferase-Assay. EL-4 Zellen wurden mit einem Nfatc! P1-kontrollierten
Luciferase Reportergenkonstrukt, zusammen mit variablen Mengen eines ICER-Plasmids,
transfiziert. Als Negativkontrolle dienten Konstrukte ohne leucine zipper (,,JCER-LZ®).
Konzentrations-abhingig konnte eine Hemmung von Nfatc! P1 durch ICER nachgewiesen
werden.

Inwieweit diese NFATcl/ICER-Komplexe die Aktivitit des NfatcI P1 Promotors
beeinflussen, sollte in einem Luciferase-Assay geklart werden. Dazu wurden EL-4 Zellen, die
eine  hohe endogene NFATcl/aA-Expression aufweisen, mit unterschiedlichen
Konzentrationen eines ICER-Expressionsvektors zusammen mit einem Nfatcl Pl
kontrollierten Luciferase-Reportergenkonstrukt kotransfiziert. Als Negativkontrolle dienten
ICER-Mutanten, die durch Deletion des leucine zippers (,,JCER-LZ‘) nicht mehr in der Lage
sind, an DNA zu binden. Es konnte eine konzentrationsabhdngige Suppression der
,» I PA+Forskolin“-induzierten Nfatcl Pl-Luciferaseaktivitit durch ICER gezeigt werden
(Abb. 6.1.14. B). Anhand dieser Resultate lasst sich schlussfolgern, dass ein moglicher

94



Ergebnisse — Teil 1

NFATcl/ICER-Komplex die Aktivitidt des NfatcI P1 Promotors reprimiert und dadurch mit

der positiven NFATc1-Autoregulation interferiert.

6.1.10. ICER bindet direkt an den Nfatcl P1 Promotor

Ob ein direkter oder indirekter Effekt von ICER auf die Suppression des Nfatc! P1 Promotors
vorliegt, sollte ebenfalls untersucht werden. Zunichst wurde ein Gelretardationsversuch
(EMSA) mit Sonden aus dem proximalen (CRE-Motiv —150) und dem distalen (CRE-Motiv —
660) P1 Element durchgefiihrt (Abb. 6.1.15. A). Aufgereinigtes rekombinantes ICER
und/oder NFATcI Protein wurde hinsichtlich einer moglichen Bindung an die beiden Nfatcl
P1 Motive getestet. Zur Identifikation der Protein/DNA-Komplexe wurden mit Hilfe von anti-
NFATcl oder anti-ICER/CREM Antikorpern zusétzlich supershift-Analysen durchgefiihrt
(Abb. 6.1.15. A). Sowohl an das CRE-Motiv —150 als auch an das —660 Element lie} sich

klare Bindung von ICER nachweisen.

A B
Cre-motif -150 —660 Cre-motif —150
|CE_R -+t 4+ -+ o+ anti-CD3/CD28 - - + +
anti-ICER -—-t - - % Forskolin -t - 7

anti-ICER/CREM
g =~
Isotype ctrl.

. Input

Abb. 6.1.15. ICER bindet in vitro und in vivo an den Nfatcl P1 Promotor. (A) EMSA
und supershifi-Analysen zeigten eine direkte Bindung von ICER am distalen (-150) und
proximalen (-660) CRE-Motiv im Nfatcl P1 Promotor in vitro. Rekombinantes ICER-
Protein bindet an beide Elemente und kann spezifisch durch AK retardiert werden. (B)
Bindung von ICER an Nfatcl P1 in vivo. Chromatin-Immunprézipitation von ICER/CREM
in primaren CD4" T-Zellen zeigte nach anti-CD3/CD28 plus Forskolin Stimulation eine
starke Bindung an Nfatcl P1, nicht aber nach alleiniger anti-CD3/CD28 oder Forskolin
Behandlung. Als Spezifititskontrolle diente ein ChIP mit einem Isotyp-Antikdrper. Dieses
Experiment wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Josef Bodor durchgefiihrt.

4]

Ob ICER/CREM in vivo direkt an das proximale CRE-Motiv (—150) bindet, sollte anhand von
Chromatin-Immunprizipitation (ChIP) iiberpriift werden. Dazu wurden primire CD4 CD25
T-Zellen vier Stunden mit anti-CD3/CD28, Forskolin oder einer Kombination aus beiden
stimuliert. Nach Fixierung und Kreuzvernetzung der Protein/DNA-Komplexe wurde ein
ChIP-assay mit anti-ICER/CREM Antikorper durchgefiihrt. Als Negativkontrolle diente ein
Isotyp-Antikorper (Abb. 6.1.15. B). Nur nach Behandlung der Zellen mit anti-CD3/CD28 plus
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Forskolin konnte eine starke Bindung von ICER an das proximale Nfatc/ P1 Element
nachgewiesen werden. Eine Stimulation von anti-CD3/CD28 oder Forskolin allein reichte
nicht aus, um eine DNA-Bindung zu induzieren. Es konnte somit gezeigt werden, dass sowohl
in vitro als auch in vivo eine ICER-Bindung an die beiden CRE-Motive von Nfatcl Pl

stattfindet, was mit der Repression des induzierbaren P1 Promotors korreliert.

6.1.11. Direkter Zell-Zell-Kontakt zu nTregs induziert ICER und supprimiert die
Induktion von NFATcl/0 A in konventionellen T-Zellen

AbschlieBend sollte die Annahme, dass nTregs die Transkription des Nfatcl P1 Promotors
und folglich die Expression von NFATcl/o0A in Tconv unterdriicken mittels konfokaler
Immunfluoreszenz iiberpriift werden. Dazu wurde ein Standard Treg-Assay durchgefiihrt und
nach einer UN Kultur durch Zugabe von Formaldehyd in situ fixiert. Die Zellen wurden auf
Objekttrager aufgebracht und die Verteilung und Expression von ICER/CREM, NFATc1 und
Foxp3 immun-histochemisch analysiert (Abb. 6.1.16).

Abb. 6.1.16. Direkter Kontakt zu nTregs induziert ICER und hemmt die
Expression von NFATcl in konventionellen T-Zellen. Detektion von ICER,
NFATcl und Foxp3 bei der Treg-vermittelten Immunsuppression in einem in
vitro Treg-Assay. Direkter Zell-Zell-Kontakt (die beiden Zellen im weillen
Rahmen) zu Foxp3' nTregs (gelbe Firbung) fiihrte zu einer Induktion und
Kerntranslokation von ICER/CREM (blaue Féarbung) in Tconv. Die Expression
von NFATcl (rote Farbung) war im Vergleich zu einer nicht beteiligten T-
Zelle (links unten) deutlich reduziert.
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Ein direkter Zell-Zell-Kontakt zu Foxp3" nTregs fiihrte somit zu einer erhdhten Expression
und zur Kerntranslokation von ICER/CREM in konventionellen T-Zellen. Entsprechend war
die Expression von NFATcI in diesen Zellen stark reduziert. Die Ergebnisse der konfokalen
Mikroskopie bestdtigten eine nTreg-induzierte Kerntranslokation von ICER und der daraus
resultierenden Suppression des NfatcI P1 Promotors. Dies ldsst auf einen zentralen

Mechanismus der nTreg-vermittelten Immunsuppression schlieBBen.
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6.2. Die Rolle von NFAT in natiirlichen und induzierten Tregs

6.2.1. Charakterisierung der konditionellen NFATc1-Deletion in CD4" T-Zellen

Inaktivierung von Nfatcl in der Keimbahn fiihrt bereits in utero (ab Tag 13.5) zur letalen
Fehlbildung der Herzklappen und —septen (297). Um dennoch die Funktion von NFATcI in
vivo zu untersuchen, wurde der Einsatz konditioneller Nfatcl-knock-out Miuse notwendig.
Das Cre (causes/circular recombination)-LoxP-System erlaubt es, Ort und Zeitpunkt der
eigentlichen Deletion zu bestimmen und somit die Letalitdt in der Embryonalentwicklung zu
umgehen. Dazu wurde das Exon 3 von Nfatcl mittels homologer Rekombination in murinen
embryonalen  Stammzellen mit loxP-Sequenzen flankiert (Abb. 6.2.1.). Die
Keimbahntransmission und die Erzeugung der gentechnisch-verdnderten Méduse wurden im

Labor von Prof. A. Rao an der Harvard-Universitit in Boston (USA) durchgefiihrt.
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Abb. 6.2.1. Konditionelle Deletion des NfatcI-Exon3 in CD4" T-Zellen.
(A) Schematische Darstellung des genomischen Nfatcl-Lokus und des
targeting vectors. Exon 3 von Nfatcl konnte mittels dieses Vektors in
murinen embryonalen Stammzellen mit loxP-Sequenzen flankiert werden.
Die Keimbahntransmission und die Erzeugung gentechnisch-verdnderter
Miuse wurden im Labor von Prof. A. Rao an der Harvard-Universitét in
Boston (USA) durchgefiihrt. (B und C) Deletion des gefloxten Exon 3 von
Nfatel in CD4" T-Zellen durch Verpaarung der Nfatel™"-Miuse mit Cd4-
cre’ Deleter-Miuse. (B) PCR-Analysen von wild type, heterozygoten und
homozygoten NfatcF™ x Cd4-cre” Tieren zeigten eine klare Reduktion der
Expression des NfatcI-Gens. Die erfolgreiche Deletion des Exons3
(,,Aexon3“) wurde ebenfalls nachgewiesen. (C) Western Blot Analysen
bestétigten auBerdem den Verlust von NFATc] auf Proteinebene.
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Das Exon 3 ist die erste kodierende Sequenz, welche von beiden Nfatc! Promotoren (P1 und
P2) exprimiert wird. Eine Deletion dieses relativ groen Exons sollte also alle Nfatci-
Transkripte ,,ausschalten®. Durch homologe Rekombination wurde das Exon 3 von Nfatcl mit
loxP-Sequenzen flankiert, eine Neomycin-Kassette, die spéter wieder entfernt wurde, diente
zur Selektion positiver embryonaler Stammzellklone (Abb. 6.2.1. A). Die derart erzeugten
Nfatclﬂ-/ﬂ-Méiuse wurden freundlicherweise von Prof. Anjana Rao (Harvard-Universitit
Boston, USA) zur Verfiigung gestellt. Diese Mause wurden mit dem T-Zell-spezifischen
deleter-Stamm Cd4-cre” (298) verpaart. Die F1-Nachkommen dieser Kreuzung waren

" x Cd4-cre’), und die Verpaarung der F1-Nachkommen

Lz

zunidchst heterozygot (Nfatc
untereinander resultierte schlieBlich in homozygoten Tieren in der F2-Generation (Nfatc
Cd4-cre”). Die erfolgreiche Rekombination des Exon 3 von Nfatc! wurde mittels PCR-
Analysen von wild type, heterozygoten und homozygoten Nfatcl-ﬂ/ﬂ x Cd4-cre” Tieren
iiberpriift (Abb. 6.2.1. B). Neben dem Verlust des NfatcI-Gens (,,wt Nfatc1*), konnte auch die
erfolgreiche Deletion des Exons 3 (,,Aexon3*) in Nfatc/™ x Cd4-cre” in CD4" T-Zellen
nachgewiesen werden. Der Verlust des NFATc1-Proteins in CD4" T-Zellen wurde mittels
Western-Blot bestétigt (Abb. 6.2.1. C). In homozygoten T-Zellen konnte keine der NFATc1-

Isoformen detektiert werden. NFATc2 hingegen war nicht beeintrichtigt.
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Organ wild type Nfatc 1" x Cdd-cre* Nfatc1™ x Cdd4-cre*
Thymus 26+06x10% 1901 x10% 16+05x108
Spleen 6.8+06x107 83+0.8x107 65+05x107
Lymph nodes 50+10x107 43+08x107 55+1.3x107

Abb. 6.2.2. Phiinotyp der konditionellen Inaktivierung von Nfatcl in CD4" T-
Zellen. (A) Représentative photographische Dokumentation der lymphoiden
Organe von wild type, heterozygoten und homozygoten Nfatc™ x Cd4-cre”
Miusen. (B) Gesamtzellzahlen von Thymus, Milz und Lymphknoten acht
verschiedener Tiere zeigten ebenfalls keine grundsétzlichen Auffilligkeiten der
Organogenese.
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Die Entwicklung der lymphoiden Organe dieser Méuse zeigte weder morphologische noch
groflere zelluldre Auffélligkeiten (Abb. 6.2.2. und Abb. 6.3.3.). Sowohl die Gesamtzahl der
Zellen in Thymus, Milz und Lymphknoten (Abb. 6.2.2. B) als auch das Verhiltnis der B- und
T-Zellen (Abb. 6.2.3. C) war in Nfatc™" x Cd4-cre" Miausen nahezu unverindert. Lediglich
in der Milz, nicht aber in den Lymphknoten, war der Anteil an CD4" T-Zellen leicht reduziert.
Auch die Verteilung der CD4" Helfer-T-Zellen und CD8a" zytotoxischen T-Zellen in
Thymus, Milz und Lymphknoten konnte als ,,normal* betrachtet werden (Abb. 6.2.3. D). Die

J

Entwicklung und Funktion der nTregs von Nfatc/” x Cd4-cre” Miusen entsprach wild type

Tieren (weiterfithrend auch in Punkt 6.2.3. besprochen).

6.2.2. Charakterisierung des Phanotyps NfatcINfatc2-doppel-defizienter T-Zellen

In peripheren T-Zellen werden vorrangig die NFAT-Familienmitglieder NFATcl und
NFATc2 exprimiert (179, 297). Um iberlappende und sich dadurch kompensierende
Funktionen von NFATcl und NFATc2 zu erkennen, wurden die Nfatclﬂ/ﬂ x Cd4-cre” Miuse
mit Nfath’/* Tieren verpaart. Nachkommen dieser Kreuzungen (Nfatclﬂ/ﬂ x Cd4-cre’ x
Nfath*/*) wiesen NfatclNfatc2-detiziente T-Zellen auf. Western-Blot-Analysen zeigten den
gleichzeitigen Verlust des NFATc1- und NFATc2-Proteins in doppel-positiven Thymozyten,
wihrend die Expression von NFATc3 weiter nachweisbar war (Abb. 6.2.3. A). Die
Gesamtzellzahl in Milz und Lymphknoten war unverindert in Nfatc /"' x Cd4-cre” x Nfate2™"
Maiusen (Abb. 6.2.3. B). Allerdings war — einhergehend mit einer drastisch erhdhten
Apoptoserate der CD4“™CD8"™ Zellpopulation — die Zellzahl im Thymus auf etwa die Hilfte
reduziert (Daten nicht gezeigt). Die peripheren Organe von Méusen mit NfatclNfatc2-
doppeldefizienten T-Lymphozyten zeigten eine reduzierte Zahl von T-Zellen, wobei dieses
Phénomen in der Milz deutlicher ausgepréigt war als in den Lymphknoten (Abb. 6.2.3. C). Der
Verlust der T-Zellen wurde insbesondere durch Reduktion der CD4'-Helfer-T-Zellen
manifestiert. Die Zahl der CD8o zytotoxischen T-Zellen war demgegeniiber nahezu
unverindert (Abb. 6.2.3. D). Eine erhdhte Apoptoserate konnte in situ weder fiir die CD4"
noch fiir die CD8" T-Zellen in Milz oder Lymphknoten nachgewiesen werden. Jedoch zeigten
bei TGFB-Stimulation Nfatc/™ x Cd4-cre' x Nfatc2”~ T-Zellen eine leicht erhdhte

Apoptoserate (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 6.2.3. Zellulirer Phinotyp der gleichzeitigen Inaktivierung von Nfatcl und
Nfatc2 in CD4" T-Zellen. (A) Western Blot Analysen bestitigten den gleichzeitigen
Verlust von NFATcl und NFATc2 in Thymozyten. (B) Die Gesamtzellzahlen von Milz
und Lymphknoten war in Nfatc/™ x Cd4-cre* x Nfatc2”~ Miusen unverindert. (C)
FACS-Analysen zeigten einen reduzierten Anteil an CD4" T-Zellen in der Milz von
Nfate"" x Cd4-cre” x Nfatc2”~ Miusen. (D) Analyse der CD4" und CD8" T-Zellen in
Thymus, Milz und Lymphknoten.

Isolierte NfatclNfatc2-doppel-defiziente CD4" T-Zellen zeigten ex vivo nach Aktivierung
durch anti-CD3/CD28 eine drastisch reduzierte IL-2 Produktion (Abb. 6.2.4.). Der Verlust
von NFATCcl fiihrte bereits zu einer verminderten Sekretion von IL-2. Gleichzeitiges Fehlen
von NFATcl und NFATc2 resultierte in nicht-nachweisbaren Mengen von IL-2 im
Zellkulturiiberstand (Daten nicht gezeigt). Inwiefern die IL-2-Konzentration im Serum naiver
Nfatcl-ﬂ/ﬂ x Cd4-cre’ x Nfath’/* Maiuse verdndert war, konnte mangels eines ausreichend

sensitiven ELISAs nicht bestimmt werden.
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Abb. 6.2.4. Drastisch reduzierte IL-2-Produktion in NfatclNfatc2-
doppel-defizienten CD4" T-Zellen. CD4" T-Zellen wurden 24 h mit anti-
CD3/CD28 stimuliert, und anschlieBend die Konzentration von IL-2 im
Uberstand mittels ELISA bestimmt. T-Zellen von Nfatc/™ x Cd4-cre'
Miusen zeigten eine deutlich reduzierte IL-2 Sekretion. Im Uberstand
kultivierter Nfatc™" x Cd4-cre” x Nfatc2”~ T-Zellen war bei einer 1:5

Verdiinnung IL-2 nicht mehr nachweisbar (*).

6.2.3. Die Entwicklung von nTregs ist unabhingig von NFAT-Faktoren

Die Funktion von IL-2 bei der Entwicklung von nTregs ist nicht endgiiltig geklért. Sicher ist
aber, dass IL-2 essentiell fiir die Homoostase und suppressive Funktion von nTregs in der
Peripherie ist (34, 60, 122). Inwiefern eine moglicherweise verdnderte IL-2 Sekretion,
insbesondere aber auch der Verlust eines oder mehrerer NFAT-Familiemitglieder, die
Entwicklung von Tregs beeinflusst, wurde sowohl in Nfatcl-ﬂ/ﬂ x Cd4-cre” x Nfath*/ ~als auch
Nfath*/ X NfatcS*/ ~ Miusen untersucht. Uberraschenderweise konnte kein verinderter Anteil
an CD25 Foxp3" nTregs in der CD4" Population NFAT-defizienter Tiere festgestellt werden
(Abb. 6.2.5.). Die Frequenz der nTregs innerhalb der CD4" Zellen in Thymus, Milz und
Lymphknoten war weder in NfatcINfatc2- (wobei hier NFATcI nur in den T-Lymphozyten
fehlt, Abb. 6.2.5. A und B), noch in Nfatc2Nfatc3-doppel-defizienten (Abb. 6.2.5. C) Miusen
beeintrachtigt. Dennoch ist festzustellen, dass Nfatcl-ﬂ/ﬂ x Cd4-cre’ x Nfath’/* Mause
insgesamt weniger CD4" T-Zellen aufweisen und somit auch die absolute Zahl an nTregs
reduziert ist (siche auch Punkt 6.2.2.). Das Verhiltnis von nTregs zu Tconv war aber
vergleichbar zu den wild type Kontrolltiere. Entsprechend konnten keine Anzeichen einer
moglichen Autoimmunreaktion in diesen Méusen — die bis zu einem Alter von zehn Monaten

analysiert wurden — beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 6.2.5. Tregs sind unverindert in NfatcINfatc2 oder Nfatc2Nfatc3-doppel-defizienter
T-Zellen. (A und B) FACS-Analysen zeigten keine Verinderung des CD25'Foxp' nTreg-
Anteils innerhalb des CD4" Kompartiments in Nfatc/™ x Cd4-cre” x Nfatc2”~ Méausen.
Reprisentative Punktwolkendiagramme der CD4" T-Zellen (A) von Thymus, Milz und
Lymphknoten sowie eine Zusammenfassung des prozentualen Anteils an Tregs (B) von
mindestens sechs unabhingigen Versuchen. (C) Die Zahl von CD25 Foxp' nTregs blieb auch
in Thymus, Milz und Lymphknoten von Nfatc2” Nfatc3”~ Méusen unverindert.

Obwohl die Frequenz der Foxp3" nTregs in Thymus, Milz und Lymphknoten von Nfatc V' " x
Cd4-cre" x Nfatc2”~ Miusen unauffillig war, sollte die Verteilung der nTregs in diesen
Organen untersucht werden. Paraffinschnitte von Milz und Lymphknoten bestitigten einen
reduzierten Gesamt-T-Zellanteil in der Milz (nicht aber in den Lymphknoten) von Nfatcl-ﬂ/ﬂ X
Cd4-cre” x Nfath*/ ~ Maiusen (Abb. 6.2.6. griine Farbung). Die Frequenz und die Verteilung
der nTregs (Foxp3") innerhalb der T-Zellbereiche war hingegen unverindert (Abb. 6.2.6. rote
Féarbung). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass weder die NfatciNfatc2-Defizienz, noch
der gleichzeitige Verlust von NFATc2 und NFATc3 die Entwicklung von nTregs
beeintrachtigt. Auch die moglicherweise reduzierte Menge an IL-2 im Serum der Nfatclﬂ/ﬂ X

Cd4-cre” x Nfatc2”~ Miuse scheint fiir die Entwicklung von nTregs unwichtig zu sein.
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Nfatc 1l x Cd4-cre*

wild type Nfatc 1l x Cd4-cre*
x Nfatc2 /-

Spleen

Lymph nodes

. CD3e Foxp3

Abb. 6.2.6. Normale Verteilung von NfatcINfatc2-doppel-defizienten Foxp3® nTregs in
Milz und Lymphknoten innerhalb der T-Zellpopulation. Paraffinschnitte der Milz und
Lymphknoten wurden mit Antikdrpern gegen Foxp3 (rot) und CD3¢ (griin) gefarbt und mittels
konfokaler Mikroskopie analysiert. Es zeigten sich keine Unterschiede in der nTreg
Lokalisation bei NFAT-Defizienz. Gleichwohl konnte insgesamt eine Abnahme von T-Zellen
(CD3¢") in der Milz von Nfate™" x Cd4-cre” x Nfatc2”~ Mausen bestitigt werden (siehe auch
Abb. 6.2.3)).

Um auszuschlieBen, dass ein tiberlagernder Phanotyp der Nfatclﬂ/ﬂ x Cd4-cre” Miuse, bedingt
durch den Verlust der NFATcl-Expression in allen T-Zellen, mogliche Treg-spezifische
Effekte maskiert, wurden Nfatclﬂ/ﬂ-Méiuse auch mit dem Treg-spezifischen deleter Stamm
Foxp3-IRES-Cre" (142) gekreuzt. Die daraus resultierenden Nfatc ™ x Foxp3-IRES-Cre’
Maiuse zeigten ebenfalls normale nTreg-Populationen in Thymus, Milz und Lymphknoten
(Abb. 6.2.7.). Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass eine gleichzeitige Defizienz zweier
NFAT-Familienmitglieder (d.h. von NFATcl und NFATc2 oder NFATc2 und NFATc3)
keinerlei Auswirkung auf die Entwicklung natiirlicher Tregs hat. Auch durch eine Treg-
spezifische Deletion von NFATcl konnte keine Beeintrachtigung der nTregs festgestellt

werden.
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Abb. 6.2.7. Treg-spezifische Inaktivierung von Nfatcl beeinflusst die
Entwicklung von nTregs nicht. (A) FACS-Analysen zeigten keine
Verinderung des CD25'Foxp’ nTreg-Anteils innerhalb des CD4'-
Kompartiments in Thymus, Milz und Lymphknoten von Nfatc™ x Foxp3-IRES-
cre’ Miusen. (B) Zusammenfassung dreier unabhingiger Versuche.

6.2.4. NFAT-defiziente nTregs supprimieren normal in vitro und in vivo

Obwohl die Entwicklung von Tregs in NFAT-defizienten Mausen normal verlief und sich
keine Anzeichen einer Autoimmunreaktion in diesen Tieren fanden, sollte dennoch die
Funktion der nTregs untersucht werden. Als Mal} fiir die Fahigkeit von Tregs, Tconv zu
supprimieren, kann die Proliferation der T-Zellen in vitro in An- und Abwesenheit von Tregs
bestimmt werden (Treg-Assay). Dazu wurden nTregs aus wild type, Nfatclﬂ/ﬂ x Cd4-cre’,
Nfath*/ ; Nfatclﬂ/ﬂ x Cd4-cre” x Nfath*/ -, und Nfatc2” *Nfatcf/ ~ Maéusen isoliert und deren
Suppression auf responder T-Zellen einer wild type Maus getestet (Abb. 6.2.8.). Als
Negativkontrolle wurden unstimulierte T-Lymphozyten und als Positivkontrolle T-Zellen
ohne nTregs (1:0) mitgefiihrt. Das Verhiltnis von Tconv zu Tregs wurde auBerdem in
verschiedenen Verdiinnungen (1:1, 1:0.5, 1:0.25, und 1:0.125) eingestellt. Alle verwendeten
NFAT-defizienten Tregs zeigten unverdnderte suppressive Fihigkeiten in diesem in vitro

Assay (Abb. 6.2.8.).
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Abb. 6.2.8. NFAT-defiziente nTregs supprimieren normal in vitro. Standard-Treg-Assays mit
nTregs von Nfatc™" x Cd4-cre*, Nfatc2™”", Nfatc '™ x Cd4-cre” x Nfate2™", und Nfatc2” Nfate3”"
Maiusen mit wild type APCs und responder T-Zellen. Als Negativkontrolle wurden stets
unstimulierte T-Zellen (,,unstim®), als Positivkontrolle T-Zellen ohne nTregs (1 : 0) und nTregs
alleine (0 : 1) mitgefiihrt. Das Verhéltnis von Tconv zu Tregs wurde auBlerdem in verschiedenen
Verdiinnungen (1:1, 1:0.5, 1:0.25 und 1:0.125) eingestellt. Alle NFAT-(doppel)defizienten
nTregs zeigten eine unverdnderte Suppressionsfahigkeit.

Obwohl Nfatcl-defiziente nTregs eine unverdnderte Suppressorfunktion in vitro zeigten,
wurde diese Eigenschaft zusitzlich in vivo bestitigt (Abb. 6.2.9). Durch Injektion des
CD28SA (Klon D665) konnen Tregs in Mausen spezifisch expandiert werden (299, 300).
Drei Tage nach CD28SA-Applikation wurde die CD28SA-vermittelte Proliferation der
Foxp3" nTregs in Milz und Lymphknoten von Nfatc™ x Foxp3-IRES-cre” Miusen
analysiert (Abb. 6.2.9. A). Es zeigte sich keine Verdnderung beziiglich der Expansion von
nTregs nach CD28SA-Injektion. Dies kann als Anzeichen fiir ein ,,normales Proliferations-
und Suppressionsverhalten von Nfatcl-defizienten nTregs gewertet werden. Drei Stunden
nach Applikation von 100 pg CD28SA wurde den Maiusen auflerdem Blut aus der
Schwanzvene entnommen und der Gehalt an IL-2 im Serum mittels ELISA bestimmt (Abb.
6.2.9. B). Es konnte dabei kein Unterschied zwischen den wild type und den Nfatcl-ﬂ/ﬂ X
Foxp3-IRES-cre’ Miusen hinsichtlich der Suppression der CD28SA-induzierten IL-2
Sekretion festgestellt werden. Bestliinde eine verringerte oder gar fehlende
Suppressionsfahigkeit Nfatcl-defizienter nTregs, wiirde die Konzentration an IL-2 dramatisch
ansteigen ((299) und Abb. 6.1.9.). Entsprechend der ,,normalen‘ Menge an IL-2 im Serum der

Nfate ™" x Foxp3-IRES-cre' Miuse kann von einer unverénderten Suppressionsfihigkeit der
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nTregs in vivo ausgegangen werden. Zusammenfassend wird weder durch eine NfatcINfatc2-
Defizienz noch durch den gleichzeitigen Verlust von NFATc2 und NFATc3 die suppressive
Féhigkeit von nTregs in vitro beeintrachtigt. Daneben zeigten Nfatcl-defiziente nTregs auch
in vivo ein unverdndertes Verhalten. Demzufolge spielen NFAT-Transkriptionsfaktoren
sowohl in der Entwicklung von nTregs als auch fiir deren Effektorfunktion eine

untergeordnete Rolle.

A Spleen Lymph nodes B
wild type 300
control —
£ 2504
g
o 2004
N 1504
=
I -
wild type 5 o
+ CD28SA & 50 *
0 T T
|:| wild type control
Nfatc1™
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Abb. 6.2.9. NfatcI-defiziente nTregs proliferieren und supprimieren normal in vivo.
(A) Injektion von 100 ng CD28SA (D665) i.p. fithrte zu einer ,,normalen* Expansion der
Foxp3" Tregs in Nfatc™" x Foxp3-IRES-cre" Miusen. FACS-Analyse nach drei Tagen
CD28SA-Behandlung zeigte keinen Unterschied der nTreg-Population zwischen wild type
und Nfate™ x Foxp3-IRES-cre' Miusen. (B) Nfatcl-defiziente nTregs supprimieren
unverdndert die CD28SA-induzierte IL-2 Produktion in vivo. ELISA-Messungen zeigten
keine Unterschiede der IL2-Konzentration im Serum von wild type und Nfatc ™" x Foxp3-
IRES-cre' Miusen drei Stunden nach CD28SA-Behandlung. In den Kontrolltieren war bei

einer 1:1 Verdiinnung kein IL-2 im Serum nachweisbar (*).
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6.2.5. NFAT-Faktoren regulieren die Foxp3-Expression in iTregs

Obwohl NFAT-Transkriptionsfaktoren bei der Entwicklung von nTregs sowie fiir deren
immun-suppressive Funktion vernachldssigbar sind, sollte dennoch ein mdoglicher Einfluss
von NFAT-Faktoren auf induzierte regulatorische T-Zellen iiberpriift werden. Grundsétzlich
konnen Foxp3" (auch Ty3-Zellen genannt) oder Foxp3~ iTregs (Tr1 genannt) unterschieden
werden. Eine Polarisation zu Tr1-Zellen geschieht dabei unter dem Einfluss von IL-10, die

Differenzierung zu Foxp3" Ty3 Tregs ist hingegen abhingig von TGFf und IL-2 (36, 40).
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Abb. 6.2.10. NFAT-Transkriptionsfaktoren regulieren die iTreg-Differenzierung. (A und
B) NfatclNfatc2-doppel-defiziente CD4'CD25  T-Zellen zeigen eine drastisch reduzierte
Foxp3-Expression unter Einfluss von TGFf. (A) Représentative FACS-Analysen von
wild type, Nfatc™" x Cd4-cre', Nfatc2™”", Nfatc/" x Cd4-cre* x Nfatc2”~ T-Zellen nach 7
Tagen Differenzierung unter iTreg-Bedingungen. (B) Zusammenfassung von mindestens 8
unabhingigen durchflusszytometrischen Messungen. (C) Auch Nfate2” Nfatc3”~ T-Zellen
zeigen eine deutliche Beeintrachtigung der TGFpB-induzierten Foxp3-Expression. (E)
CD4'CD25™ T-Zellen von Nfate™ x Cd4-cre®, Nfatc2”", Nfate/’™ x Cd4-cre" x Nfate2”
Miusen wurden 1:1 mit kongenen wild type (CD90.1") T-Zellen gemischt und unter iTreg-
Bedingungen polarisiert. Deutlich ist eine reduzierte Foxp3-Expression der Nfatcl/- und
Nfatcl Nfatc2-defizienten T-Zellen zu sehen. Die in der gleichen Kultur gehaltenen CD90.1"
Zellen dienten als interne Kontrolle.
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CD4'CD25 T-Zellen von wild type, Nfatclﬂ/ﬂ x Cd4-cre, Nfatcl-ﬂ/ﬂ x Cd4-cre” x Nfathf/f
Maiusen wurden aufgereinigt, drei Tage mit anti-CD3/CD28 stimuliert und anschlieend vier
Tage zur Ruhe gebracht. Diese Zellen wurden entweder nur durch 1L-2 zu Effektorzellen
(Tconv oder Ty0-Zellen), durch IL-2 und IL-10 zu Foxp3™ Tr1-Zellen oder durch IL-2 und
TGFB zu ,klassischen” Foxp3' iTregs polarisiert (Abb. 6.2.10.). Bereits in den Nfatcl-
defizienten T-Zellen konnte eine deutliche Abnahme der Foxp3-Expression beobachtet
werden. Bei gleichzeitigem Verlust von NFATcl und NFATc2 sank der Anteil an Foxp3®
Zellen auf etwa ein Zehntel der wild type Zellen (Abb. 6.2.10. A und B). Vergleichbare
Ergebnisse wurden auch bei Nfath*/ ~und Nfatc2~ *Nfatcf/ ~ T-Zellen beobachtet: der Verlust
von einem Mitglied der NFAT-Faktoren, 1. e. von NFATc2, fiihrte zu einer klaren Reduktion
der Foxp3-Expression, eine gleichzeitige Defizienz von NFATc2 und NFATc3 verringerte
den Anteil an 1Tregs weiter (Abb. 6.2.10. C). Die Erkenntnis, dass bereits der Verlust eines
NFAT-Familienmitgliedes (entweder NFATcl oder NFATc2) zu einer Verringerung der
Foxp3" Zellen fiihrt und eine gleichzeitige Defizienz zweier NFAT-Faktoren (von NFATc]
und NFATc2 oder NFATc2 und NFATc3) die iTreg-Population nahezu gegen null tendieren
lasst, zeigt eine Redundanz dieser Transkriptionsfaktoren bei der Regulation des Foxp3-Gens.
Weiterhin wurde klar, dass Foxp3 nicht in nTregs (siche Punkt 6.2.3.), wohl aber in 1Tregs
durch NFAT reguliert wird.

5 ng/ml TGFp 25ng/ml TGFR  1.25ng/ml TGFB  0.625 ng/ml TGFp

wild type

Nfatc1™ x Cd4-cre*

CD25

Foxp3

Abb. 6.2.11. NFAT-Faktoren regulieren die iTreg-Differenzierung durch
TGF. Titration von TGFf bei der Differenzierung von CD4'CD25 T-Zellen aus
wild type und Nfate’™ x Cd4-cre’ Miusen zu iTregs bei konstanter IL-2-
Konzentrationen (50 U/ml). Besonders bei geringen Konzentrationen von TGFf
werden die Unterschiede der Foxp3-Expression zwischen wild type und Nfatc ™" x
Cd4-cre' iTregs recht deutlich.
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Inwiefern sich die Konzentration von TGFf, bei gleich bleibender Menge an IL-2, auf die
reduzierte Foxp3-Expression in Nfatcl-defizienten T-Zellen auswirkt, wurde ebenfalls
untersucht (Abb. 6.2.11.). Bei Verwendung sehr geringer Konzentrationen von TGFf (etwa
0.625 ng/ml) war der Anteil an Foxp3" iTregs in Nfatc/™ x Cd4-cre’ T-Zellen am
deutlichsten reduziert, beir hoheren Konzentrationen an TGFf (etwa 5 ng/ml) war der
Unterschied weniger stark ausgeprigt. Um auszuschlieBen, dass diese Befunde auf sekundire
Effekte von isolierten in vitro Kulturen zuriickzufiihren sind, wurden CD4'CD25 T-Zellen
von Nfate " x Cdd-cre*, Nfatc2”", Nfatc"" x Cd4-cre* x Nfatc2”~ Méusen mit congenen
wild type T-Zellen (CD90.1") im Verhiltnis 1:1 gemischt und unter iTreg-Bedingungen
polarisiert (Abb. 6.2.10. E). Deutlich war eine graduelle Abnahme der Foxp3" iTregs bei
NFAT-defizienten T-Zellen zu beobachten, nicht aber bei den in derselben Kultur gehaltenen
CD90.1" wild type Kontrollzellen. Daher ist die Regulation der Foxp3-Expression durch
NFAT-Faktoren ein intrinsischer Effekt, und sekundire Wirkmechanismen, wie etwa eine
verringerte 1L-2 Produktion oder ein mogliches Fehlen notwendiger Oberflachenproteine,

konnen ausgeschlossen werden.

A 20 hIL-2 20 h IL-2&TGFB
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Abb. 6.2.12. NFATcl bindet direkt an CNS1 im Foxp3-Lokus.
(A) CD4'CD25 T-Zellen wurden 20 h mit anti-CD3/CD28 mit
oder ohne TGFP stimuliert, und die einsetzende Foxp3-
Expression wurde mittels FACS bestimmt. (B) Die unter A
generierten Zellen wurden in einem ChIP-Experiment hinsichtlich
der Bindung von NFATcl und Smad3 an den Foxp3 Lokus
analysiert. Deutlich war eine Bindung beider Faktoren an CNSI
nach TGFB-Behandlung detektierbar. Dieses Experiment wurde
in Zusammenarbeit mit Dr. Berberich-Siebelt durchgefiihrt.
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Um die Annahme zu untermauern, dass NFAT-Faktoren das Foxp3-Gen direkt regulieren,
wurden Chromatin-Immunprézipitationen (ChIP) durchgefiihrt (Abb. 6.2.12.). Dazu wurden
CD4'CD25 T-Zellen nur 20 Stunden mit anti-CD3/CD28 mit oder ohne TGFp stimuliert,
und die beginnende Foxp3-Expression wurde mittels FACS bestimmt (Abb. 6.2.12. A). Die
so behandelten Zellen wurden in einem ChIP-Experiment hinsichtlich der Bindung von
NFATcl und Smad3 an den Foxp3-Lokus analysiert (Abb. 6.2.12. B). Deutlich konnte eine
Bindung beider Faktoren an CNSI1 (enhancer I) des Foxp3-Gens nach TGFp-Behandlung
nachgewiesen werden. Das Bindungsmuster von Smad3 lie3 ebenfalls eine Beteiligung an der
Regulation des CNS3-Elements vermuten. Am Promotor von Foxp3 hingegen konnte weder
eine Bindung von NFATc1 noch von Smad3 nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die
Bindung von NFATc1 an CNSI spricht wiederum fiir einen intrinsischen Wirkmechanismus,

d.h. die Transkription von Foxp3 wird direkt durch NFAT-Transkriptionsfaktoren kontrolliert.

6.2.6. Kostimulation spielt eine geringe Rolle bei der iTreg-Differenzierung

Fiir die Entwicklung von natiirlichen Tregs im Thymus ist die Kostimulation durch CD28
oder ICOS unabdingbar (45, 46). In welchem Mafe auch peripher induzierte Foxp3™ T-Zellen
von diesen kostimulatorischen Signalen abhingig sind, wurde anhand CD28-defizienter

(Cd28’/ ) T-Zellen untersucht (Abb. 6.2.13. A).
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Abb. 6.2.13. CD28-Kostimulation ist fiir die iTreg-Differenzierung vernachliissigbar.
(A) FACS-Analysen von anti-CD3/CD28 plus TGFB-stimulierten CD4'CD25  T-Zellen
von wild type oder Cd28”~ Miusen zeigten keine Unterscheide an Foxp3 ' iTregs zwischen
beiden Mauslinien. (B) CD28-Kostimulation ist nicht in der Lage, die geringere Zahl
Nfatel Nfatc2-doppel-defizienter iTregs zu erhohen. Differenzierung von CD4'CD25™ T-
Zellen zu TGF-generierten iTregs durch anti-CD3 oder anti-CD3 plus anti-CD28 von
wild type, Nfatc ™" x Cd4-cre”, Nfatc2™”", Nfate " x Cd4-cre* x Nfatc2”~ Miusen.

111



Ergebnisse — Teil 2

CD4'CD25  T-Zellen von wild type, Cd28"" und Cd28’~ Miusen wurden mit anti-
CD3/CD28 aktiviert und sieben Tage unter iTreg-Bedingungen bzw. nur mit IL-2 polarisiert.
AnschlieBend wurde die Foxp3-Expression durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 6.2.13.
A). In diesem Ansatz (mit 50 U/ml IL-2 im Medium!) konnte kein Unterschied hinsichtlich
der Foxp3-Expression in CD28-defizienten iTreg-Zellen beobachtet werden. Dieser Befund
steht im klaren Gegensatz zu nTregs, deren Zahl sowohl im Thymus als auch in den
peripheren lymphoiden Organen (Milz und Lymphknoten) der Cd28”~ Mause drastisch
reduziert war (Daten nicht gezeigt). Inwieweit eine Kostimulation den Verlust von NFAT-
Faktoren kompensieren kann, wurde ebenfalls untersucht (Abb. 6.2.13. B). Dazu wurden
CD4'CD25 T-Zellen von konditionellen NfatcI- und NfatclNfatc2-defizienten Mausen mit
anti-CD3 allein oder anti-CD3 plus anti-CD28 unter iTreg-Bedingungen stimuliert, und nach
siecben Tagen wurde die Foxp3-Expression ermittelt. Auch in diesem Fall konnte kein
Unterschied zwischen den nur mit anti-CD3 und den mit anti-CD3 plus anti-CD28 aktivierten
iTregs festgestellt werden. Demnach kann CD28-Kostimulation die reduzierte Foxp3-
Expression NFAT-defizienter T-Zellen nicht kompensieren. Dass durch CD28 eine
funktionelle Kostimulation erreicht wurde, konnte sowohl an der erhohten Sekretion von IL-2
als auch an der anti-apoptotischen Wirkung demonstriert werden (Daten nicht gezeigt). Daher
wird die Foxp3-Transkription in iTregs vor allem durch das TCR-Signal (CD3-Stimulation)
und die daraus resultierende NFAT-Aktivierung kontrolliert. Ein zusétzliches Signal, wie

durch Kostimulation vermittelt, ist in diesem Zusammenhang offenbar vernachléssigbar.

6.2.7. NFAT-Transkriptionsfaktoren regulieren die iTreg-Differenzierung in vivo

Die Konversion von Tconv zu iTregs in vivo wird durch zahlreiche Faktoren beeinflusst.
Beispielsweise balancieren die Qualitdt des Antigens, die immun-modulatorischen
Eigenschaften der DCs und das umgebende Lymphokinmilieu eine entziindliche oder
tolerante Immunreaktion. Die Differenzierung von iTregs in vivo wird somit von komplexen
Regulationsmechanismen beeinflusst und mag sich durchaus von den in vitro Bedingungen
unterscheiden. Da sowohl natiirliche als auch induzierte Tregs Foxp3 exprimieren, ist eine
Unterscheidung beider Zelltypen anhand dieses Transkriptionsfaktors ausgeschlossen. Eine
Moglichkeit, 1Tregs von nTregs abzugrenzen, ist durch die Expression des
Transkriptionsfaktor Helios gegeben, wobei nTregs stets Foxp3'Helios', iTregs hingegen
(meist) Foxp3 Helios sind (6). Allerdings wird diese Abgrenzung kontrovers diskutiert, da
mit ausgewihlten Mausmodellen widerspriichliche Ergebnisse erzielt wurden (siche dazu

(301)). Ungeachtet dessen wurde versucht, in den mesenterischen Lymphknoten von
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wild type, Nfatc™" x Cd4-cre’ und Nfatc™" x Cd4-cre* x Nfatc2”~ Miusen eine solche
Differenzierung zwischen nTregs und 1Tregs vorzunehmen (Abb. 6.2.14.). Die
mesenterischen Lymphknoten regulieren die mukosale Immunitdt bei gleichzeitiger oraler
Toleranz. Daher werden in diesen lymphoiden Organen stindig 1Tregs gebildet (302). Der
Anteil von Foxp3 Helios" nTregs in NFAT-defizienten Miusen war unverindert (in Einklang
mit den in Punkt 6.2.3. beschriebenen Befunden). Die Foxp3 Helios iTregs hingegen waren
sowohl in den Nfatcl- insbesondere aber in den NfatclNfatc2-defizienten T-Zellen klar
reduziert (Abb. 6.2.14.). Auch die Induktion von 1Tregs durch allogene Bluttransfusion und
gleichzeitige Blockierung des CD4-Korezeptors in vivo, welche in Kooperation mit dem
Labor von Prof. Birgit Sawitzki durchgefiihrt wurde, bestétigten diese Ergebnisse (Daten
nicht gezeigt). Es ist somit festzuhalten, dass die Foxp3-Expression und damit die
Differenzierung von 1Tregs sowohl in vitro als auch in vivo von NFAT-

Transkriptionsfaktoren kontrolliert werden.

wild type Nrfatc1™ x Cd4-cre* Nfatc1™x Cd4d-cret x Nfatc2~~

{28 | .84

Foxp3

Abb. 6.2.14. NFAT-Transkriptionsfaktoren regulieren die iTreg-Differenzierung in vivo.
FACS-Analyse der CD4"-Gesamtzellen aus den mesenterischen Lymphknoten von wild type,
Nfate™"  x  Cd4-cre', Nfatc2”, Nfatel"™ x Cd4-cre’ x Nfatc2”~ Miusen. Der
Transkriptionsfaktor Helios wurde als Marker herangezogen zwischen natiirlichen
(Helios 'Foxp3") und induzierten (Helios Foxp3") Tregs zu unterscheiden (6). Deutlich war
eine Abnahme der iTreg, nicht aber der nTregs, in NFAT-defizienten Méusen zu beobachten.
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6.2.8. Verringerte Kerntranslokation von NFAT-Faktoren in Foxp3" T-Zellen

Obwohl NFAT-Proteine fiir die Differenzierung von iTregs essentiell sind, scheinen diese
Transkriptionsfaktoren fiir die Entwicklung und die Funktion von nTregs eine untergeordnete
Rolle zu spielen. Dariiber hinaus zeigte sich, dass NfatcI-defiziente Foxp3" iTregs trotz ihrer
stark beeintrachtigten Entwicklung unverdnderte suppressive Eigenschaften in vivo besitzen
(in Kooperation mit Prof. Birgit Sawitzki). Daher wurde evaluiert, in wieweit NFAT-
Transkriptionsfaktoren, die in Effektorzellen nach TCR-Stimulation rasch in den Kern
transloziert werden, in natiirlichen und induzierten Foxp3" Tregs aktiviert werden. Dies wurde

mittels konfokaler Immunfluoreszenz ermittelt (Abb. 6.2.15. bis Abb. 6.2.17.).

NFATc1 Foxp3 Smad3 DAPI NFATc2 Foxp3 DAPI
CD4-CD25 .g“ CD4-CD25-
Teonv ) Teonv
w/o w/o
CD4-CD25* Y CD4-CD25*
nTregs & GJ NTregs
CD4-CD25- CD4+CD25-
Teonv Teony
TGFp TGFp
CD4-CD25- < CD4-CD25"
iTregs & Tregs

Abb. 6.2.15. NFATcl und NFATc2 zeigen kaum Kerntranslokation in aktivierten
Foxp3" T-Zellen. (A und B) CD4'CD25 Tconv oder CD4'CD25" nTregs wurden isoliert
und 6 h mit anti-CD3/CD28 (ohne TGFf) stimuliert. AnschlieBend wurden NFAT (rot),
Foxp3 (gelb), Smad3 (blau) sowie Chromatin (cyan) gefdrbt und mittels konfokaler
Mikroskopie analysiert (A und B, oberer Teil: ,,w/0). TGFp-induzierte Foxp3" iTregs und
Tconv (der gleichen Kultur) nach 24 h Stimulation mit anti-CD3/CD28 wurden, wie oben
beschrieben, analysiert (A und B, unterer Teil: ,,TGFf*). Sowohl NFATcl (A) als auch
NFATc2 (B) zeigten eine beeintrichtigte Kerntranslokation in Foxp3" T-Zellen.

Um die subzelluldre Verteilung von NFATcl, NFATc2 und Smad3 in Tconv und nTregs
genauer zu analysieren, wurden diese T-Zelltypen isoliert (CD4 CD25 oder CD4'CD25")
und getrennt sechs Stunden mit anti-CD3/CD28 stimuliert (Abb. 6.2.15. A und B, oberer Teil:
,w/0“). Eine Analyse von TGFf-generierten i1Tregs erfolgte nach 24 Stunden anti-
CD3/CD28-Stimulation in Gegenwart von 5 ng/ml TGFf3 (Abb. 6.2.15. A und B, unterer Teil:
»1GFB*“). Die Zellen wurden auf Objekttrager fixiert, und anschlieBend wurde die
Lokalisation von NFATcl (Abb. 6.2.15. A), NFATc2 (Abb. 6.2.15. B) (beide rot), Foxp3
(gelb) und Smad3 (blau) mittels Immunfluoreszenz und konfokaler Mikroskopie analysiert.
Sowohl in den Foxp3" iTregs als auch in den Foxp3" nTregs konnte im Vergleich zu Tconv
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nur eine sehr geringe Kerntranslokation von NFATc1l und NFATc2 beobachtet werden (Abb.
6.2.15. und quantifiziert in Abb. 6.2.17.). Dies entspricht den Daten, die im Zusammenhang
mit der Lokalisation von ICER in nTregs erhoben wurden, erweitert aber diese Beobachtung
auf iTregs (siche Punkt 6.1.1 bzw. Abb. 6.1.2. und Abb. 6.1.3.). Ubereinstimmend mit einer
TGFpB-Signalgebung konnte auch eine Zunahme der Smad3-Expression sowie dessen
Kerntranslokation unter Einfluss von TGF[3 beobachtet werden. Dies zeigte sich auch bei
stimulierten nTregs, die konstitutiv TGFP sezernieren, welches wiederum autokrin wirken
kann. Um die in Abb. 6.2.15. gezeigten repridsentativen Mikrographien quantitativ
auszuwerten, wurden etwa 30 Zellen von mindestens drei unabhidngigen Versuchen analysiert

und in den Abb. 6.2.17. A und B zusammengefasst.

NFATc1  Foxpd  CD3¢  DAPI  ATet  NFATct

CD3e DAPI
anti-CD3/28
CD4*CD25~
Teonv
anti-CD3/28
+ CsA
anti-CD3/28
CD4*CD25~
MTregs
anti-CD3/28
+ CsA
anti-CD3/28
CD4*CD25*
NTregs
anti-CD3/28
+ CsA

Abb. 6.2.16. NFATcl transloziert kaum in den Kern von aktivierten Foxp3" T-Zellen.
Konfokale Mikroskopie der NFATc1 Kerntranslokation in Tconv, TGFf-generierten iTregs und
nTregs. Die verschiedenen T-Zelltypen wurden nach 7 Tagen Differenzierungs-Kultur 6 h mit
anti-CD3/CD28 restimuliert (mit oder ohne 10 nM CsA). In Foxp3" iTregs und nTregs (gelb)
zeigte sich eine klare Beeintrachtigung der Kerntranslokation von NFATc] (rot). Die Farbung
von CD3¢ (griin) diente zur Abgrenzung des Zytoplasmas zum Kern (cyan). CsA-behandelte T-
Zellen zeigten erwartungsgemail keine Kerntranslokation von NFATc].

Die Zellen wurden hinsichtlich der subzelluliren Verteilung von NFATc1 in Foxp3" iTreg
und nTregs im Vergleich zu Foxp3™ Tconv ausgewertet und die Ergebnisse anschlieend in

,Prozent der Zellen mit deutlicher Kernfarbung von NFATc1* dargestellt (Abb. 6.2.17. B).
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Weiterhin konnte eine reduzierte NFATcl- und NFATc2-Kerntranslokation nach
Primérstimulation mit anti-CD3/CD28 in murinen und humanen nTregs durch Immunoblot-
Experimente bestétigt werden (Daten nicht gezeigt und HD Dr. Helmut Jonuleit, persénliche
Mitteilung). Zusitzlich zur Beeintrichtigung der NFAT-Kerntranslokation bei der
Primérstimulation von Tregs sollte dieses Phinomen auch bei Restimulation in vitro iiberpriift
werden. Dazu wurden sowohl CD4 CD25" nTregs als auch CD4 CD25 Tconv isoliert, drei
Tage mit anti-CD3/CD28 stimuliert und anschlieBend weitere vier Tage zur Ruhe gebracht.
Durch Zugabe von 5 ng/ml TGFP und IL-2 zur Kultur wurden die T-Zellen zu Foxp3" iTregs
polarisiert. Eine Restimulation dieser Zellen erfolgte sechs Stunden durch anti-CD3/CD28.
Der Zusatz von CsA diente dabei jeweils als Negativkontrolle der NFAT-Aktivierung (Abb.
6.2.16). ErwartungsgemiB zeigten sowohl die Foxp3'™ nTregs als auch die Foxp3" iTregs

kaum eine Kerntranslokation von NFATcI.
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Abb. 6.2.17. Quantifizierung der NFATcl-Translokation nach Stimulation in Foxp3" Tregs.
(A) Quantitative Auswertung der in Abb. 6.2.15 und Abb 3.2.16 gezeigten mikrographischen
Aufnahmen anhand von Histogrammen. (B) Quantifizierung von etwa 30 Zellen aus drei
unabhingigen Versuchen: Die subzelluldre Lokalisation von NFATc]1 ist in ,,Prozent der Zellen
mit einer (deutlichen) Kernfirbung® angegeben. Dabei reprisentieren die CD4 Foxp3" T-Zellen
,w/o TGFp* die nTregs (links), die CD4 Foxp3" T-Zellen ,+ TGFR“ die iTregs (rechts). (C)
Auswertung der subzelluldiren NFATc1-Verteilung der unter Abb. 6.2.16. gezeigten nTregs und
Tconv als ,,Ratio des Kern- gegen Zytoplasma-Fluoreszenzsignals®.

CD3¢ (griine Féarbung) diente, als Bestandteil des TCR-Komplexes, als Marker fiir die
Plasmamembran. Eine Uberlagerung von NFATcl1 (rot) mit CD3e (Zytoplasma) und dem
Kern, gefarbt mit DAPI (cyan), gab Aufschluss iiber die subzellulire NFATc1-Verteilung.

Eine Quantifizierung von jeweils etwa 30 Zellen als ,,Ratio des Kern- gegen Zytoplasma-
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Fluoreszenzsignals* bestétigte eine auffillig reduzierte NFATcl-Kerntranslokation in Tregs

(Abb. 6.2.17 C).

6.2.9. Foxp3 hemmt die Autoregulation von NFATcl/a A in Tregs

Die Transkription der Isoformen von NFATcl wird durch zwei Promotoren reguliert und
ermOglichen die Expression von sechs verschiedenen Proteinen (177, 179, 199). Fiir die
kiirzeste Isoform NFATcl/aA wurde aullerdem eine positive Autoregulation beschrieben
(174, 181). Der vor dem Exon 1 gelegene Promotor ,,P1* zeichnet sich insbesondere durch
eine starke Induzierbarkeit aus (174, 178, 181). In unserer Arbeitgruppe wurde bereits
gezeigt, dass nTregs eine deutlich verringerte Expression von NFATcl/aA nach Stimulation
mit anti-CD3/CD28 aufweisen (179). In welchem Malle der Repressor Foxp3 die Aktivitét
des Nfatcl P1 Promotors hemmt und somit zu einer mdglichen negativen Riickkopplung

beitrédgt, sollte untersucht werden.

A B

> 5- HA-Foxp3 + - =+ + +

H NFATc1/A-ER -+ — + - —

S NFATc1/C-ER -+ - + -

o NFATC1/CASUMO.FR — — — — — +

S IP:ER |
E IB: HA S—
£
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Abb. 6.2.18. Foxp3 reprimiert den autoregulierten NFATcl P1 Promotor. (A)
Foxp3 hemmt die Expression von Nfatcl P1 im Luciferase-Assay. HEK-Zellen
wurden mit einem Nfatcl Pl-kontrollierten Luciferase Reportergen-Konstrukt
zusammen mit NFATc1- und zunehmenden Mengen eines Foxp3-Expressionsvektors
transfiziert. Konzentrations-abhingig konnte eine Hemmung der Nfatc/ Pl
Promotoraktivitit durch Foxp3 nachgewiesen werden. (B) CoIP von NFATcl und
Foxp3. Die Isoformen NFATcl/A-ER, NFATcl/C-ER sowie die nicht
SUMOylierbare Mutante NFATc1*"™MC_ER wurden zusammen mit HA-Foxp3 in
HEK-Zellen {iiberexprimiert. Die Protein-Protein-Interaktion wurde anschlieBend
durch CoIP von ER und Detektion mittels eines HA-Antikorpers analysiert. Foxp3
interagierte dabei mit allen drei NFATcl-Isoformen.

Zunichst wurde die Suppression des Nfatc! P1 Promotors durch Foxp3 in einem Luciferase-
Assay geklart: HEK 293T Zellen wurden sowohl mit einem NFATc1-Expressionsvektor und
steigenden Mengen eines Foxp3-Plasmids als auch mit einem Nfatcl P1l-kontrollierten
Luciferase-Reportergenkonstrukt transfiziert (Abb. 6.2.18. A). Es konnte dabei eine
konzentrationsabhédngige Repression der Nfatcl P1-Luciferaseaktivitit durch Foxp3 gezeigt
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werden. Anhand dieser Resultate ldsst sich schlussfolgern, dass ein moglicher
NFATcl/Foxp3-Komplex die Aktivitdt des Nfatcl P1 Promotors reguliert und dadurch mit
der positiven NFATc1-Autoregulation interferiert. In welchem Umfang eine direkte Protein-
Protein-Wechselwirkung zwischen NFATc1 und Foxp3 stattfindet sollte weiterfithrend durch
eine Koimmunprizipitation (ColP) beider Faktoren gekliart werden. Dazu wurden die mit
einem ER-Tag versehenen NFATcl-Isoformen NFATcl/A und NFATcl/C sowie deren
nicht-SUMOylierbare Mutante NFATc1/C*"™© mit HA-Foxp3 in HEK 293T Zellen
iiberexprimiert. Die anschliefende Prézipitaton mit anti-ER, gefolgt von einer Detektion mit
anti-HA Antikorpern, zeigte die Interaktion beider Proteine (Abb. 6.2.18. B). Sowohl die
kurze (NFATcl/A) als auch die beiden langen NFATcl Isoformen (NFATcl/C und
NFATc1/C*"™O) interagierten folglich direkt mit Foxp3.
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Abb. 6.2.19. Der C-Terminus von Foxp3 ist essentiell fiir die Repression des Nfatcl P1 Promotors.
(A) Schematische Darstellung der verschiedenen verwendeten Foxp3-Deletionsmutanten. (B und C)
Verifizierung der Proteinexpression und —gréflie im Western-Blot (B), sowie Analyse der subzelluldren
Verteilung der Foxp3-Mutanten in HEK-293T-Zellen mittels konfokaler Mikroskopie (C). (D) Der C-
Terminus ist essentiell fiir die Repression des Nfatcl P1 Promotors. HEK-Zellen wurden mit einem
Nfatcl Pl-kontrollierten Luciferase-Reportergenkonstrukt zusammen mit NFATcl- und den
verschiedenen Foxp3-Expressionsvektoren transfiziert. Deletionen am C-Terminus von Foxp3 (AC oder
ACyyis) zeigten keine Suppressionsfahigkeit fiir Nfatc! P1. Die Klonierungsarbeiten der Foxp3-Mutanten
wurden freundlicherweise von Dr. Berberich-Siebelt durchgefiihrt.
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Um zu evaluieren, welche Doméanen von Foxp3 an der Suppression des Nfatcl P1 beteiligt
sind, wurden mehrere Foxp3-Deletionsmutanten erzeugt: Foxp3AC (ohne Zink-Finger,
lecucine zipper und die C-terminale Forkhead-Domine), Foxp3ACxis (wie Foxp3AC, aber
mit einem zusitzlichen NLS, um die Kerntranslokation zu ermdglichen), Foxp3AN (Deletion
der Forkhead-Doméne) und Foxp3-Scurfy (natiirlich-vorkommende Mutation, die eine

Leserasterverschiebung im Foxp3-Gen verursacht) (Abb. 6.2.19. A). HEK 293T-Zellen
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wurden mit Expressionskonstrukten des wild type Foxp3 (als Positivkontrolle) und den
verschiedenen Foxp3-Mutanten transfiziert. AnschlieBend wurde sowohl deren Expression im
Western-Blot (Abb. 6.2.19. B) als auch die subzellulire Verteilung der verschiedenen
Konstrukte mittels konfokaler Mikroskopie verifiziert (Abb. 6.2.19. C). Alle Foxp3-Mutanten
wurden entsprechend ihrer postulierten Grofle exprimiert, wobei Foxp3AC und Foxp3-Scurfy
erwartungsgemill keine Kerntranslokation zeigten. Um den Einfluss der verschiedenen
Deletionsmutanten auf die Aktivitit des Nfatcl P1 Promotors zu untersuchen, wurden
Luciferase-Assays durchgefiihrt (Abb. 6.2.19. D). Dazu wurden HEK 293T-Zellen mit einem
Nfatcl Pl-kontrollierten Luciferase-Reportergenkonstrukt zusammen mit NFATcl- und den
verschiedenen Foxp3-Expressionsvektoren transfiziert. Alle Deletionsmutanten zeigten eine
signifikant reduzierte Suppressionsfahigkeit der P1-Aktivitit. Insbesondere der Verlust des C-
Terminus (und damit auch der Forkhead-Doméne), zusammen mit den fiir die Dimerisierung
notwendigen Zink-Finger und leucine zipper Motiven (Foxp3AC und Foxp3ACnys), fiihrte zu
einem totalen Verlust der Nfatcl P1 Repression (Abb. 6.2.19. D). Ausgehend von diesen
Ergebnissen ldsst sich die Bildung eines NFATc1/Foxp3-Komplexes am Nfatcl P1 Promotor
vermuten, der dem fiir den //2-Promotor beschriebenen NFATc2/Foxp3-Komplex
vergleichbar ist (218, 219). Es existiert also eine negative Riickkopplung von Foxp3 auf
Nfatcl, da zunéchst die Foxp3-Expression wihrend der Differenzierung in iTregs von NFAT
abhéngig ist, nachfolgend das induzierte Foxp3 aber den Nfatc! P1 Promotor reprimiert.

Um zu iiberpriifen, ob Foxp3 in vivo direkt an die regulatorischen Elemente des
Nfatc1-Gens bindet, wurden Chromatin-Immunprézipitationen (ChIP) durchgefiihrt (Abb.
6.2.20.). Dazu wurden zuniichst aus CD4'CD25 T-Zellen iiber sieben Tage Tconv (nur mit
IL-2) und Foxp3" iTregs (mit IL-2 und TGFp) differenziert und deren Foxp3-Expression
durchfluszytometrisch bestimmt (Abb. 6.2.20. A). Beide Zelltypen wurden unstimuliert und
nach Restimulation durch anti-CD3/CD28 hinsichtlich der Bindung von NFATc1, Foxp3 und
Smad3 an den Nfatcl P1 Promotor mittels ChIP untersucht (Abb. 6.2.20. B). Sowohl in
Tconv als auch in iTregs konnte eine Bindung von NFATcl an den eigenen Promotor nach
Restimulation gezeigt werden, womit die (positive) Autoregulation bestitigt wurde. In den
TGFB-behandelten Zellen konnte zusitzlich die Bindung von Foxp3 und Smad3 an Pl
nachgewiesen werden. Allerdings schien dies von Restimulation unabhidngig zu sein. Es
zeigte sich also, dass Foxp3 an den Nfatc! P1 Promotor bindet und nach (Re-)Stimulation mit
NFAT Komplexe bildet. Inwiefern diese NFAT/Foxp3-Dimere eine Nfatcl Pl-gesteuerte
Transkription supprimieren und somit die Expression von NFATcl/aA in Tregs dampfen,

sollte mittels konfokaler Mikroskopie (Abb. 6.2.21) und Immunoblot-Verfahren (Abb.
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6.2.22.) weiter untersucht werden. Zundchst wurden naive T-Zellen sieben Tage durch IL-2
und TGFP zu iTregs polarisiert, wobei etwa die Hilfte der Zellen Foxp3 exprimierte (Abb.
6.2.21. und Daten nicht gezeigt).

B
A 7 days IL-2 restimulation — —_ + "
‘" TGFp — o+ - 4
23 IL-2 + + ¥ +
IP: NFATC1
Yy
7 days IL-2 & TGFB IP: Foxp3
IP: Smad3
58.5
input

NFATc1 P1 promoter

— Foxp3

Abb. 6.2.20. Foxp3 bindet direkt an den NFATcl P1 Promotor. (A)
CD4'CD25 T-Zellen wurden 7 Tage mit anti-CD3/CD28 mit (iTregs) oder ohne
TGFpB stimuliert, und die Foxp3-Expression beider Zelltypen wurde mittels
FACS bestimmt. (B) Die in A generierten Zellen wurden in einem ChIP-
Experiment hinsichtlich der Bindung von Foxp3, Smad3 und NFATcl an den
Nfatcl P1 Promotor analysiert. Deutlich war eine Bindung von Foxp3 (und
Smad3) an den Nfatc/ P1 Promotor in TGFp-generierten iTregs detektierbar.
Nach Restimulation konnte auch die Bindung von NFATcl nachgewiesen
werden. Dieses Experiment wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Berberich-Siebelt

AnschlieBend wurden die Zellen in frisches Medium iiberfiihrt und 12 Stunden mit anti-
CD3/CD28 restimuliert, bevor die Zellen auf Objekttriger fixiert wurden. Um die individuelle
Expression von NFATcl/a in Foxp3™ (Tconv) und Foxp3" (iTregs) T-Zellen zu ermitteln,
wurde ein gegen das NFATcl/a-Peptid gerichteter Antikorper (Fa. ImmunoGlobe)
verwendet. Dieser erkennt nur die o-Peptid-enthaltenen NFATcl-Isoformen, wobei
insbesondere NFATc1/aA nach (Re-) Stimulation in Lymphozyten exprimiert wird (158, 174,
177, 179, 180). Konfokale Immunfluoreszenz zeigte beziiglich der Expression von NFATc1/a
und Foxp3 eine klare Reduktion der NFATc1-Expression in Foxp3" Zellen (Abb. 6.2.21).
Dabei ist hervorzuheben, dass es sich um Foxp3™ und Foxp3" T-Zellen derselben IL-2- und
TGFpB-polarisierten Kultur handelte, was unerwiinschte sekundidre Nebeneffekte ausschloss.
So konnte die verminderte NFATcl/a-Expression auf FEinzelzellniveau direkt mit der
Expression von Foxp3 korreliert werden (Abb. 6.2.21. A und B). Eine Quantifizierung der
unter Abb. 6.2.21 gezeigten mikroskopischen Aufnahmen von etwa 30 individuellen Zellen

aus drei unabhingigen Versuchen bestitigte die Repression von NFATc1/a in Foxp3" iTregs
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(Abb. 6.2.21 C). Ahnliche Ergebnisse konnten auch mit natiirlichen Tregs auf RNA- und

Protein-Ebene nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 6.2.21. Foxp3" iTregs zeigen weniger NFATcl/aA-Expression. (A und B)
Analyse der NFATc1/a-Expression (rot) in Tconv und Foxp3" iTregs (gelbe Firbung)
mittels konfokaler Mikroskopie (A). Reprisentative Histogramme der beiden
Zelltypen verdeutlichen die reduzierte NFATcl/a-Expression (B). (C) Quantitative
Auswertung von etwa 30 Zellen aus drei unabhingigen Versuchen der unter A
gezeigten mikroskopischen Aufnahmen: Die Expression von NFATcl/o ist als
Intensitédt des Fluoreszenzsignals (MFT) pro Zelle “ angegeben.

Western-Blot-Experimente dienten zu einer weiterfiihrenden Analyse der reduzierten
NFATc1-Proteinexpression in Tregs (Abb. 6.2.22.). Dazu wurden CD4'CD25 T-Zellen drei
Tage mit anti-CD3/CD28 aktiviert und vier weitere Tage zur Ruhe gebracht. Die T-Zellen
wurden dabei unter iTreg-Bedingungen bzw. nur mit IL-2 polarisiert, anschlieBend wurde die
Foxp3-Expression beider Bedingungen durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 6.2. 22. A).
Es konnten iiblicherweise iiber 80% Foxp3" T-Zellen durch IL-2 plus TGFf generiert werden.
Nur diese hochreinen iTreg-Kulturen wurden nachfolgend fiir Immunoblot-Analysen
verwendet (Abb. 6.2.22. A). Sowohl Tconv (nur IL-2) als auch iTregs (IL-2 und TGEFp),
wurden mit anti-CD3 allein, mit anti-CD3/CD28 oder mit anti-CD3/CD28 plus Cyclosporin A
(CsA) 12 Stunden restimuliert, lysiert und im Western-Blot hinsichtlich der Expression von
NFATcl analysiert (Abb. 6.2.22. B und C). CsA hemmte dabei die Calcineurin-abhingige
NFAT-Aktivierung und interferierte demzufolge mit der autoregulierten NFATc1-Expression.
Durch Restimulation mit anti-CD3/CD28 konnte in Tconv eine maximale NFATcl(a)-
Expression erreicht werden. Stimulation mit anti-CD3 allein fiihrte zu auftillig verringerten
NFATc1-Mengen. Regulatorische T-Zellen hingegen zeigten nahezu keine NFATcl/a-
Expression (Abb. 6.2.22 B). Auch die Gesamtmenge an NFATcl war stark reduziert (Abb.
6.2.22. C). Beziiglich der GroBe der NFATcl(a)-Banden im Gel darf man annehmen, dass
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insbesondere die kurze induzierbare Isoform NFATcl/aA in (i)Tregs reduziert ist. Diese
Isoform wird unter Kontrolle des Nfatcl P1 Promotors transkribiert (158, 174, 177, 179, 180).
Dementsprechend korreliert die Suppression von NFATcl/aA mit der Repression von Pl
durch Foxp3 (Abb. 6.2.18. bis 3.2.20.). Weiterhin konnte eine beeintrachtigte NFAT-
Kerntranslokation nach Aktivierung von Foxp3'™ nTregs und Foxp3" iTregs nachgewiesen
werden (siehe Punkt 6.2.8.). Die Expression von NFATcl/aA wird dabei positiv durch
Autoregulation beeinflusst (174, 176). Die verringerte Translokation von NFAT in den Kern
nach Stimulation von Foxp3" T-Zellen fiihrt letzlich ebenfalls zu einer reduzierten Nfatcl P1-
Aktivitét. Es liegt also nahe, dass in Tregs die Expression von NFATcl/aA auf zwei Ebenen
reguliert wird: Sowohl durch die direkte Foxp3-Repression von Nfatcl P1 als auch indirekt,
durch Hemmung der NFAT-Kerntranslokation. Folglich wird die Menge an NFATcl/aA in
Tregs niedrig gehalten, um auf diese Weise deren regulatorische Eigenschaften zu

gewahrleisten.

A IL-2

IL-2 & TGFB

IL-2 IL-2 & TGFp IL-2 IL-2 & TGFp
anti-CD3 —+++ —+++ anti-CD3 —+++ —+++
anti-CD28 ——+ 4+ ——+ + anti-CD28 ——+ 4+ ——++
CsA ———  ———4 CsA ———t  ———

NFATc1 : NFATCT
alpha . ; SRR 1

p-Actin |- JRp—— .—-w|

p-Actin I-‘-——

Abb. 6.2.22. Foxp3" iTregs zeigen weniger NFATcl/o.A-Expression. (A)
CD4'CD25  T-Zellen wurden 7 Tage mit anti-CD3/CD28 mit TGFf (iTregs)
oder ohne TGFP (Tconv) stimuliert, und die Foxp3-Expression beider Zelltypen
wurde mittels FACS bestimmt. (B und C) Die unter A generierten Zellen wurden
im Western-Blot hinsichtlich der Proteinexpression von NFATcl/aA (B) und
von Gesamt-NFATcl1 (C) analysiert. Es zeigte sich nahezu keine Expression von
NFATcl/0A in anti-CD3/CD28 restimulierten iTregs. Demzufolge war auch die
Gesamtmenge an NFATc1 in diesen Zellen deutlich reduziert.

122



Ergebnisse — Teil 3

6.3. Expression und Funktion von NFAT in dendritischen Zellen

6.3.1. NFATcl wird in DCs hauptsiichlich vom Nfatcl P2 Promotor transkribiert

Um die Beteiligung von verschiedenen NFAT-Faktoren und Isoformen bei der Reifung und
Funktion dendritischer Zellen (DCs) zu untersuchen, sollte die Expression von NFATcI
genauer analysiert werden. Wie bereits mehrfach betont wurde wird NFATcl durch zwei
Promotoren (Nfatcl P1 wund Nfatcl P2), alternatives splicen und verschiedene
Polyadenylierungs-Muster reguliert. Dadurch wird die Expression von (mindestens) sechs
verschiedenen Isoformen ermdglicht (177, 179, 199). Der vor dem Exon 1 gelegene Pl
Promotor zeichnet sich durch eine starke Induzierbarkeit aus, der (im Intron) vor dem Exon 2
angeordnete P2 Promotor ist dagegen eher konstitutiv (sieche Schema Abb. 6.3.1. C) (174,
178, 181). Transkripte, ausgehend von P1, enthalten ein sogenanntes a-Peptid, P2-Transkripte
hingegen exprimieren Proteine mit einem etwas kiirzeren -Peptid (Schema Abb. 6.3.1. D).
Die Expression von (Gesamt-) NFATc1 in DCs wurde zunédchst mit Hilfe einer BAC-
transgenen NFATc1-GFP-Reportermaus untersucht. Das Knochenmark dieser Reportermaus
wurde acht Tage in GM-CSF-Kultur zu dendritischen Zellen polarisiert, und die Expression
von GFP wurde tédglich durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 6.3.1. A). Es zeigte sich
dabei eine deutliche Zunahme der GFP-Intensitit in den ersten vier Tagen der Kultur,
wihrend danach ein Expressions-Plateau erreicht wurde. Eine Zusammenfassung der GFP
mean fluorescence intensity (MFI) iiber acht Tage ist in Abb. 6.3.1. B dargestellt. Eine
genauere Analyse der NFATcl-Expression wurde mittels RT-PCR vorgenommen (Abb.
6.3.1. C und D). Dazu wurden wild type Knochenmarkszellen durch GM-CSF zu
dendritischen Zellen gereift, und die Transkription von NFATcl wurde — ausgehend von
Nfatcl P1 (,,P1 product®) und vom Nfatcl P2 (,,P2 product*) Promotor — untersucht.
Unterschiedliche Zyklenzahlen der RT-PCR (28x, 32x, 35x) zeigten, dass NFATcl
hauptsichlich vom konstitutiven P2 Promotor transkribiert wird (Abb. 6.3.1.C). Expression —
ausgehend vom P2 Promotor — kodiert fiir ein N-terminales $-Peptid, wahrend P1-Transkripte
ein a-Peptid enthalten. Variable C-Termini (NFATc1/A, -/B und /-C), in Kombination mit o.-
oder -Peptid, definieren so sechs Isoformen (Schema Abb. 6.3.1. D) (174, 177, 178). In
Ubereinstimmung mit der Annahme, dass NFATc] in dendritischen Zellen hauptséchlich von
Nfatcl P2 transkribiert wird, konnten nur B-Peptid-enthaltende NFATc1-Isoformen detektiert
werden (Abb. 6.3.1. D). In welchem Male die Expression von NFATcl an der Reifung von
dendritischen Zellen beteiligt ist, sollte auch mittels konfokaler Mikroskopie untersucht
werden. Knochenmarkszellen aus einer Tag fiinf GM-CSF-Kultur (Maximum der NFATcI-
Expression) wurden weitere 12 Stunden in GM-CSF-Medium oder in Medium ohne GM-CSF
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kultiviert. Daneben wurde ein Ansatz auch mit LPS stimuliert. AnschlieBend wurden die
Zellen auf Objekttrager fixiert, und die subzellulidre Verteilung von NFATc1 wurde analysiert
(Abb. 6.3.1. E). In der GM-CSF-Kultur und — etwas weniger deutlich ausgeprégt — auch in der
Medium-Kultur konnte eine Kernfarbung von NFATcl detektiert werden. Aktivierung der
Zellen mit LPS fiihrte hingegen zur zytoplasmatischen Verteilung von NFATcI (siehe dazu
auch Punkt 6.3.4.). Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass NFATc1 widhrend der GM-
CSF-Kultur iiberwiegend von Nfatcl P2 transkribiert wird und — ausgehend von der
Kernlokalisation — in Gegenwart von GM-CSF moglicherweise an der Reifung und

Proliferation von BMDCs beteiligt ist.
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Abb. 6.3.1. NFATcl wird wihrend der Reifung von dendritischen Zellen hauptsiichlich vom
Nfatcl P2 Promotor transkribiert. (A und B) Expression von NFATcl in DCs BAC-transgener
NFATc1-GFP-Reporterméuse. Reprisentative FACS-Analyse der GFP-Expression von BMDCs
in GM-CSF-Kultur iiber 8 Tage (A) und Zusammenfassung dreier unabhéngiger Versuche (B). (C
und D) NFATc1 wird hauptsdchlich vom konstitutiven Nfatcl P2 Promotor transkribiert. RT-PCR
von DCs an Tag 2, 4, 6, und 8 in GM-CSF-Kultur: Uberwiegend wurde NFATcl vom P2
Promotor (,,P2 product™) transkribiert. Die Expression vom P1 Promotor (,,P1 product®) konnte
nur mit sehr hohen Zyklenzahlen (35x) detektiert werden (C). (D) Entsprechend konnten
hauptséchlich B-Peptid-enthaltene NFATcl-Isoformen (entspricht der P2 Transkription) durch
RT-PCR nachgewiesen werden. (E) Immunfluoreszenz der subzelluldren NFATc1-Lokalisation in
BMDCs mit (,,GM-CSF*) und ohne GM-CSF (,,medium®) oder stimuliert mit LPS. Stimulation
mit GM-CSF fiihrte zu einer Kerntranslokation von NFATc1, wihrend Aktivierung durch LPS
eine zytoplasmatische Verteilung zeigte (sieche auch Punkt 6.3.4.)
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6.3.2. Gegensiitzliche Funktion von NFATcl und NFATc2 bei der Generierung und

Proliferation dendritischer Zellen

Durch die Verwendung von BMDCs, in denen entweder Nfatcl in vitro oder Nfatc2 in vivo
inaktiviert worden war, sollte die Funktion der einzelnen NFAT-Familienmitglieder bei der
Generierung und Reifung dendritischer Zellen untersucht werden. Eine Moglichkeit, loxP-
flankierte (,,gefloxte*) Gene in vitro auszuschneiden und somit ,auszuschalten* (knock
down), ist die ,,Behandlung® der Zellen mit rekombinantem Cre-Fusionsprotein (HTNCre)
(292, 293). Um NFATcl in frischen Knochenmarkszellen von Nfatc?"-Miusen zu
inaktivieren, wurde eine Zellsuspension durch Zugabe von HTNCre-Protein fiir eine Stunde
inkubiert, und die so behandelten Zellen wurden nachfolgend acht Tage in GM-CSF Kultur
genommen. Die Effizienz der Gen-Rekombination durch HTNCre wurde in einer spezifischen

PCR-Reaktion iiberpriift (Abb. 6.3.2. A).
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Abb. 6.3.2. NFATcl und NFATc2 besitzen gegensiitzliche Funktionen bei der Proliferation
von BMDCs. (A) In vitro Deletion des gefloxten Exon 3 von Nfatcl in Knochemarkszellen
durch HTNCre. PCR-Analysen | h nach HTNCre-Behandlung (links) und nach 8 Tagen GM-
CSF-Kultur (rechts) zeigten eine klare Reduktion des Nfatcl-Gens in Nfatc™-
Knochenmarkszellen und die erfolgreiche Deletion des Exons 3 (,,Aexon3“). (B) Verlust von
NFATcl fiihrt zu einer reduzierten Proliferation der GM-CSF-Kultur. Knochenmarkszellen
wurden wie unter A beschrieben behandelt und zu DCs gereift, die Deletion von Nfatc! fiihrte zu
einer deutlich reduzierten Ausbeute an BMDCs (,relative proliferation®). (C) Knock-down von
Nfatcl mittels shRNA beeintréchtigte ebenfalls die Proliferation von BMDCs . (D) GM-CSF-
generierte BMDCs von Nfatc2”~ Miusen zeigten hingegen eine erkennbar gesteigerte
Proliferation.
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Die Rekombination, also das Ausschneiden des gefloxten Exon 3 von Nfatc! durch HTNCre-
Gabe zu Nfatc-Zellen, war bereits nach einer Stunde detektierbar und nach acht Tagen
GM-CSF-Kultur nahezu vollstindig (Abb. 6.3.2. A). Ein fiir das deletierte Exon 3 von Nfatcl
(,,Aexon3*) sensitiver PCR-Assay zeigte ebenfalls die erfolgreiche Excision. Die Zahl der
Zellen nach acht Tagen GM-CSF-Kultur gab Aufschluss iiber das Proliferationsverhalten der
behandelten Zellen. Deletion von Nfatcl durch HTNCre fiihrte zu einer drastischen Reduktion
der Zellzahl auf etwa 30%, im Vergleich zu unbehandelten oder wild type Zellen (Abb. 6.3.2.
B).

Eine weitere Moglichkeit, die Funktion bestimmter Gene zu untersuchen, ist ein
knock-down mit Hilfe spezifischer short-hairpin RNA (shRNA). Hierzu wurden Zellen einer
GM-CSF-Kultur an Tag zwei und drei nach Priparation des Knochenmarks mit Retroviren,
welche eine Nfatcl-spezifische shRNA tragen, zweimal infiziert. Die Effizienz des shRNA-
vemittelten Nfatcl knock-downs wurde an Tag acht der Kultur mittels RT-PCR verifiziert,
wobei spezifische Primer fiir das Nfatcl Transkript verwendet wurden (Abb. 6.3.2. C, rechts
oben). Vergleichbar mit dem knock-down von Nfatcl durch HTNCre konnte durch den
Einsatz der Nfatc1-spezifischen shRNA eine auffillige Reduktion der Proliferation beobachtet
werden (Abb. 6.3.2.).

wild type

Nfatc2™”*
Nfatc3™*

Nfatc2™~

Nfatc2™~
Nfatc3™"

26

T—b CD11c

Abb. 6.3.3. Hyperproliferation von DCs in Nfath"/ ~ Miusen. FACS-Analysen
unterschiedlicher DC-Subpopulationen in der Milz von wild type, Nfatc2”~ und
Nfate2”"Nfate3”~ Méusen zeigten eine Zunahme der DCs in allen analysierten
Kompartimenten von Nfatc2”~ Mausen. Defizienz von NFATc2 und NFATc3
(Nfate2”"Nfatc3™") fiihrte hingegen nicht zu einer Hyperproliferation der DC-
Populationen.

CD11b
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Die Funktion von NFATc2 bei der Generierung und Proliferation von DCs in vitro wurde
durch eine GM-CSF-Kultur von Nfath*/ ~ Knochenmarkszellen ermittelt (Abb. 6.3.2. D). Im
Gegensatz zum Verlust von NFATcl zeigten NFATc2-defiziente dendritische Zellen eine
nahezu verdoppelte Proliferation. Um Einblicke in die Regulation der dendritischen Zellen
auch in vivo zu gewinnen, wurden verschiedene DC-Subpopulationen in Milzen
unbehandelter wild type, Nfatcf/’ und Nfath’/*NfatcT/’ Maiuse mittels FACS analysiert
(Abb. 6.3.3.). Der Anteil dendritischer Zellen in der Milz NFATc2-defizienter Mause war
sowohl bei den myeloiden Subpopulationen (CD11¢'CD11b", CDI11¢'CD4" und
CD11c'CD8a’) als auch bei plasmazytoiden DCs (CD11¢"B220") erhdht. Nfate2” Nfate3”~
Maiuse zeigten hingegen keine weitere Steigerung, sondern vielmehr eine ,,Riickkehr* auf
Normalniveau der prozentualen DC-Verteilung.

Es ldsst sich somit grundsitzlich eine gegenldufige Funktion von NFATcl und
NFATc2 bei der Generierung und Proliferation von DCs durch GM-CSF in vitro ableiten.
Dabei scheint NFATcl eine positive, NFATc2 hingegen eine negative Wirkung auf DC-
Bildung und die Proliferation zu haben. Ansatzweise lieB sich dies auch in vivo bestétigen,

wobei NFATc3, dhnlich NFATcl, eine positive Wirkung auf die Proliferation zeigte.

6.3.3. Calcium- und NFAT-Signale regulieren die Reifung von BMDCs

Signale durch Calcium und NFAT regulieren eine Vielzahl von zelluldren Differenzierungs-
und Aktivierungsprozessen. Dementsprechend sollte der Einfluss von Calcium und der damit
verbundenen NFAT-Signaltransduktion auf die Reifung von dendritischen Zellen untersucht
werden. Dazu wurden Knochenmarkszellen von wild fype Méusen in GM-CSF-Kultur in
Gegenwart von 5 nM lonomycin (,,5 nM iono*), das den intrazelluldren Gehalt an Calcium
erhoht, acht Tage zu dendritischen Zellen gereift (Abb. 6.3.4. A und B). Bereits nach zwei
Tagen in Kultur mit Ionomycin zeigten diese Zellen einen typischen ,.dendritischen®
Phinotyp (Daten nicht gezeigt), der normalerweise erst nach etwa sechs bis acht Tagen zu
erkennen ist. Durchflusszytometrische Analyse der Oberflachenexpression von CDI11c (als
Marker fiir dendritische Zellen) an Tag zwei und vier der Kultur zeigte, dass die lonomycin-
behandelten BMDCs eine frithere und insgesamt hohere Expression von CD11c aufweisen
(Abb. 6.3.4. A). Auch nach acht Tagen Kultur zeigten die lonomycin-stimulierten Zellen
einen deutlich ,reiferen* Phanotyp hinsichtlich der Expression von CD11b und CDI11c (Abb.
6.3.4. B). Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration (durch lonomycin) fithrte somit
zu einer beschleunigten Reifung von dendritischen Zellen in vitro. Inwiefern NFAT-

Transkriptionsfaktoren an dieser Differenzierung beteiligt sind, wurde anhand NFATc2-
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defizienter BMDCs untersucht (Abb. 6.3.4. C). Nfath’/* BMDCs zeigten eine deutliche
Hyperproliferation (siche auch Punkt 6.3.2.). Die Differenzierung der Knochenmarkszellen
zu dendritischen Zellen war indes verzogert. Die Analyse von CD11b"'CD11¢” BMDCs iiber
acht Tage in GM-CSF-Kultur zeigte eine verzogerte und insgesamt geringere Differenzierung
zu CDI11c" dendritischen Zellen. Daraus ldsst sich ableiten, dass NFATc2 bei der

Entwicklung von BMDCs die Proliferation unterdriickt und gleichzeitig die Differenzierung

reguliert.
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Abb. 6.3.4. Calcium und NFAT regulieren die Reifung von BMDCs. (A und B)
Erhohung der intrazelluliren Calcium-Konzentration durch Ionomycin (,,5 nM
iono®) fiihrte zu einer beschleunigten und hdéheren CD11c-Expression (A) auf
BMDCs in GM-CSF-Kultur. (B) Stimulation von BMDCs durch Ionomycin
resultierte in einem ,,reiferen” Phénotyp von DCs nach 8 Tagen GM-CSF Kultur.
(C) NFATc2-defiziente DCs zeigten hingegen eine verlangsamte Reifung. Vier
unabhinige FACS-Analysen von wild type und Nfatc2”~ BMDC-Kulturen,
hinsichtlich reifer CD11b"CD11¢” DCs, wurden als Wachstumskurve
zusammengefasst.

Cyclosporin A (CsA) und Tacrolimus (FK506) binden zellulire Immunophiline und hemmen
mit diesen die Calcineurin-vermittelte Aktivierung von NFAT-Transkriptionsfaktoren. Durch
Zugabe von CsA oder FK506 zu GM-CSF-Knochenmarkskulturen iiber acht Tage konnte
eine Dosis-abhédngige Suppression der Proliferation beobachtet werden (Abb. 6.3.5. A uns B).
Gleichzeitig fiihrte die Blockade von Calcineurin und damit von NFAT zu einer
beeintriichtigten Differenzierung zu CD11b'CD11c" dendritischen Zellen (Abb. 6.3.5. C).
Bereits relativ geringe Konzentrationen an CsA (5 ng/ml) oder FK506 (1 ng/ml) inhibierten
effizient die Reifung von BMDCs. Die Hemmung der Proliferation — zusammen mit einer
Beeintriachtigung der Differenzierung durch diese Inhibitoren — spricht fiir eine zentrale Rolle

der Calcium- und NFAT-Signaltransduktion bei der Entwicklung dendritischer Zellen.
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Abb. 6.3.5. Blockade der NFAT-Aktivierung durch CsA oder FK506
beeinflusst die Proliferation sowie die Reifung von BMDCs. (A und B)
Analyse der Proliferation von CsA- (A) und FK506-behandelten (B)
BMDCs nach acht Tagen in GM-CSF-Kultur, gemessen an der Zunahme
der Gesamt-Zellzahl. (C) Die Reifung von BMDCs wird durch CsA und

FK506 gehemmt. Durchflusszytometrische Analyse der CD11b'CDI11c"
DCs nach acht Tagen GM-CSF-Kultur in Gegenwart von CsA und FK506.

6.3.4. Die Expression von NFATcl und NFATc2, nicht aber von NFATc3, wird durch
Aktivierung in BMDCs gehemmt

Um eine (potentielle) Rolle von NFAT-Transkriptionsfaktoren bei der Effektorfunktion von
dendritischen Zellen zu ermitteln, sollte zundchst deren Expression nach Aktivierung
untersucht werden. BMDCs wurden dazu an Tag acht einer GM-CSF-Kultur in frischem (und
GM-CSF-freiem) Medium aufgenommen und mit verschiedenen Stimulantien UN aktiviert.
Zymosan und LPS aktivieren DCs iiber die Toll-like Rezeptoren (TLRs) zwei und vier,
Zymosan ist aulerdem in der Lage, an Dectin-1 zu binden. Sowohl die Stimulation von DCs
mit LPS als auch mit Zymosan fiihrte zu einem Verlust der NFATcl- und NFATc2-
Expression (Abb. 6.3.6.). Die Transkription von NFATc3 war davon jedoch nicht betroffen
(Abb. 6.3.6. B). Die Hemmung der (an sich schon relativ geringen) NFATcl- und NFATc2-
Proteinexpression durch Zymosan und LPS wurde durch Western-Blot-Verfahren (Abb. 6.3.6.
A) und zusitzlich durch RT-PCR bestétigt (Abb. 6.3.6. B). Die Expression von NFATc] in
LPS-aktivierten DCs wurde auBlerdem mit Hilfe einer BAC-transgenen NFATcl-GFP-
Reportermaus untersucht. Durchflusszytometrische Analysen von BMDCs dieser

Reportermaus zeigten eine klare Reduktion der GFP-Expression nach LPS Stimulation (Abb.
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6.3.6. C). Die Expression der beiden Transkriptionsfaktoren NFATcl und NFATc2, welche
wahrscheinlich an der Entwicklung und Differenzierung von dendritischen Zellen beteiligt
sind, werden durch Aktivierung der Zellen durch TLR-Stimulation gehemmt. Die
Transkription von NFATc3 dagegen bleibt (unverdndert) bestehen, was fiir eine mogliche

Funktion in aktivierten dendritischen Zellen sprechen konnte.
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Abb. 6.3.6. Aktivierung von DCs durch TLR-Stimulation fiihrt zu einer Hemmung
der NFATcl- und NFATc2-, nicht aber der NFATc3-Expression. (A und B)
Western-Blot (A) und RT-PCR (B) zeigten eine Hemmung der NFATc1- und NFATc2-
Expression nach Stimulation mit LPS und Zymosan. Die Transkription von NFATc3
blieb hingegen unverédndert (B). (C) FACS-Analysen der GFP-Expression in BMDCs
von BAC-transgenen NFATc1-GFP-Reporterméusen zeigten eine klare Reduktion der
GFP-Expression nach 24 h und 48 h LPS-Stimulation.

6.3.5. NFATc3 reguliert die Dectin-1-vermittelte Zytokinexpression

Alle NFAT-Familienmitglieder (mit Ausnahme von NFATS5/TonEBP) werden durch den
Calcium/Calcineurin-Signalweg reguliert (160, 173, 182, 183). In ruhenden Zellen liegen die
NFAT-Proteine phosphoryliert im Zytoplasma vor. Rezeptoren, welche die Calcium-
Freisetzung in der Zelle bewirken, aktivieren durch Dephosphorylierung die NFAT-
Transkriptionsfaktoren (183). Unlidngst wurde fiir den C-Typ Lektin Rezeptor Dectin-1,
welcher auf vielen Zellen des angeborenen Immunsystems exprimiert wird, eine dhnliche
Eigenschaft, Calcium freizusetzen, beschrieben (154). FEine intrazelluldre Calcium-
Mobilisation durch Stimulation dendritischer Zellen mit Zymosan wurde in Echtzeit im

Durchflusszytometer bestitigt (Abb. 6.3.7. A). Dazu wurden Zellen mit dem Calcium-
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sensitiven Vitalfarbstoff INDO-AM beladen und wiéhrend einer FACS-Messung (schwarzer
Pfeil) mit einer Konzentration von 50 pg oder 100 pg pro ml Zymosan aktiviert. Kommt es zu
einem Calcium-Einstrom in die Zelle, bindet Calcium an INDO und verschiebt dessen
Emission von Griin zu Violett. Das Verhéltnis beider Farben reflektiert den Calcium-Einstrom
in die Zelle und zeigte eine Dosis-abhingige Calcium-Mobilisation in DCs nach Stimulation

mit Zymosan.
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Abb. 6.3.7. NFATc3 reguliert die Dectin-1-vermittelte Zytokinproduktion, aber nicht die
Expression der kostimulatorischen Molekiile CD80/CD86. (A) Stimulation mit Zymosan
fiihrte in DCs zu einem starken Calcium-Einstrom. FACS-Analyse des Farbumschlages INDO-
AM beladener BMDCs iiber 3 min, dargestellt als Histogramm. (B) NFATc3 reguliert die
Expression von IL 12, TNFa, IL 23, IL 2 und IL-10 nach Aktivierung mit Zymosan. DCs von
wild type, Nfat2”™ und Nfatc2” Nfatc3”~ Mausen wurden 12 h mit Zymosan stimuliert, und die
Lymphokin-Sekretion wurde anschliefend mittels ELISA bestimmt. Nfatc2™ Nfatc3”~ BMDCs
zeigten reduzierte Mengen an IL-12, TNFa, IL-23 und IL-2, immun-suppressives IL-10 war
hingegen erhoht. (C) Die Expression der Korezeptoren CD80/CD86 ist nicht beeintrachtigt in
NFAT-defizienten BMDCs. FACS-Messung der CD80/CD86-Expression zeigte keine
Unterschiede in DCs von wild type, Nfat2”~ und Nfatc2” Nfatc3”~ Mausen nach Stimulation
mit LPS und Zymosan.
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Ligation von Dectin-1 mit Zymosan fithrt in BMDCs zu einer raschen Expression
verschiedener Lymphokine und zu einer verstirkten Oberflaichenexpression der B7-
Korezeptoren CD80 und CD86. Ausgehend von der Calcium-Mobilisation nach Zymosan-
Stimulation konnten diese Prozesse auch durch NFAT-Transkriptionsfaktoren reguliert
werden. Dementsprechend wurde die Sekretion ausgewihlter Zytokine von BMDCs,
differenziert aus Knochenmark von wild type, Nfat2’/ ~und Nfath*/ *Nfatcf/ ~ Maéusen, nach
Stimulation mit Zymosan bestimmt (Abb. 6.3.7. B). Nfatc2- und Nfatc3-defiziente (Nfath’/ -
NfatcS*/*) dendritische Zellen zeigten eine deutliche Reduktion der IL-12p40, TNFa, IL-
23p19 und der IL-2 Expression. IL-6 wird nicht durch NFAT-Faktoren reguliert und blieb
entsprechend unverdndert. Das immun-suppressive Zytokin IL-10 war in Zymosan-aktivierten
Nfath*/ *Nfatcf/ -~ BMDCs hingegen erhoht. Korrelierend mit der Tatsache, dass die NFATc2-
Expression nach Aktivierung von dendritischen Zellen herunterreguliert war, zeigten die
Nfath’/* BMDCs kaum einen Unterschied zu wild type Zellen nach Zymosan-Stimulation.
Vorrangig scheinen diese Interleukine also durch NFATc3 kontrolliert zu werden. Eine
verdnderte Oberflachenexpression der Korezeptoren CD80 (B7.1) und CD80 (B7.2) nach
Aktivierung mit LPS und Zymosan konnte in NFAT-defizienten DCs indes nicht beobachtet
werden (Abb. 6.3.7. C). Dectin-1-Stimulation von dendritischen Zellen mit Zymosan fiihrt zu
einem raschen Calcium-Einstrom, freie Calciumionen aktivieren die Phosphatase Calcineurin,
die wiederum NFAT reguliert. Die Zytokin-Sekretion wird dabei offenbar vorrangig durch
NFATc3 reguliert, wéhrend die Expression der B7-Korezeptoren von NFAT-Faktoren

unbeeinflusst bleibt.
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7. Diskussion

7.1.  Die Rolle von ICER bei der Treg-vermittelten Inmunsuppression

Regulatorische T-Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der Steuerung der Immunantwort und
verhindern schidliche (Auto-) Immunreaktionen (2, 24, 27, 44, 231). Dementsprechend fiihrt
der Verlust von (funktionellen) Tregs zu einer systemischen und tddlich verlaufenden
Autoimmunerkrankung, die beim Menschen als IPEX bezeichnet wird (29, 30, 32, 220, 303).
Die verschiedenen molekularen Mechanismen, welche regulatorische T-Zellen befdhigen,
andere Immunzellen zu supprimieren, sind allerdings noch unzureichend verstanden. Neben
immun-suppressiven Zytokinen und weiteren l6slichen Mediatoren spielen insbesondere
Zellkontakt-abhingige Wirkmechanismen eine herausragende Rolle (24, 25, 101, 102, 231).
In der hier vorgestellten Arbeit sollte die nTreg-vermittelte Immunsuppression durch Transfer
von cAMP auf molekularer Ebene genauer charakterisiert werden.

Natiirliche regulatorische T-Zellen weisen gegeniiber konventionellen T-Zellen eine
massiv erhohte Konzentration an intrazellulirem cAMP auf, das durch gap junctions auf
andere (Immun-) Zellen iibertragen werden kann (126, 127). Welche Mechanismen zu der
gesteigerten cAMP-Konzentration in Tregs fiihren, ist noch nicht endgiiltig geklart.
Wabhrscheinlich wird in Tregs das cAMP-abbauende Enzym Phosphodiesterase 3b (PDE3b)
durch den Repressor Foxp3 supprimiert. Dies fiihrt langfristig zu einer intrazelluldren
Akkumulation von cAMP (34, 127). Dementsprechend wurde in Maéusen mit GFP-
markiertem, aber nicht-funktionellem (scurfy) Foxp3-Protein in regulatorischen T-Zellen —
sog. wanna-be Tregs — eine reduzierte intrazelluldire cAMP-Konzentration nachgewiesen, die
mit einer beeintrachtigten Suppressorfunktion dieser Zellen einhergeht (303). Auch die beiden
miRNAs miR-155 und miR-142-3p werden durch Foxp3 in Tregs reguliert: miR-155
reprimiert die PKA inhibitory subunit o. (PKla) und PDE3a (280), wihrend miR-142-3p die
Translation der Adenylatzyklase 9 hemmt (281). Folglich kommt es auch durch die Kontrolle
dieser miRNAs zu einem Anstieg der intrazelluldren cAMP-Konzentration in regulatorischen
T-Zellen (280, 281).

Neben dem direkten Einfluss von Foxp3 auf den cAMP-Haushalt von Tregs werden
auch verschiedene andere Mechanismen fiir die gesteigerte cAMP-Konzentration diskutiert.
Insbesondere wird vermutet, dass Rezeptoren, die cAMP als second messenger nutzen,
differenziell auf Tconv und Treg exprimiert werden. Verschiedene G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, z. B. A2A und A2B, modulieren die intrazelluldre Konzentration von cAMP und
sind — neben aktivierten Effektorzellen — auch auf Tregs selbst exprimiert (304). Zusétzlich

wurde gezeigt, dass Ligation von CD4 mit dem hoch-affinen HIV gp120-Protein in Tregs eine
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gesteigerte intrazellulire cAMP-Konzentration hervorruft (304-306). Wahrscheinlich wird
cAMP in Tregs somit durch verschiedene molekulare Mechanismen reguliert: Zum einen
wird die gesteigerte cAMP-Konzentration direkt (intrinsisch) durch Foxp3 selbst, zum
anderen tliber Rezeptoren, die eine Reaktion auf die sich verdndernde Umgebung ermdglichen,
gewahrleistet.

cAMP kann von Tregs direkt in cAMP-, armere* Zellen ,,gepumpt* werden und fiihrt
in diesen Zellen zur Suppression der Proliferation und der IL-2 Synthese (126, 127). Obwohl
die Beteiligung von sog. gap junction intercellular communication (GJIC) am cAMP-
Transfer ebenfalls kontrovers diskutiert wird, finden sich eindeutige Hinweise — wenn nicht
gar Beweise — fiir deren Existenz. Eine Blockade der gap junctions durch chemische
Inhibitoren fiihrte zu einer klaren Beeintrachtigung der nTreg-vermittelten Immunsuppression
(126, 262). Deletion der beiden Proteine Dab-2 (disabled-2) und Connexin43, welche an der
Ausbildung von gap junctions beteiligt sind, reduziert ebenfalls die durch Tregs-vermittelte
Immunsuppression (282, 307). Wird die Hydrolyse von cAMP (vor allem in den
supprimierten Effektorzellen) durch den Inhibitor Rolipram verhindert, zeigt sich hingegen
eine deutlich verstidrkte Suppressionsfdahigkeit von Tregs (127). In Kooperation mit Dr.
Viacheslav Nikolaev konnte aulerdem auf Einzelzellniveau und in Echtzeit der cAMP-
Transfer von nTregs in konventionelle T-Zellen dargestellt werden (unpublizierte Daten). In
diesen Experimenten wurden Effektorzellen, welche mittels eines transgenen cAMP-
sensitiven FRET-Sensors (Epac) Anderungen der intrazelluliren cAMP-Konzentration durch
Fluoreszenzemission anzeigen (308-310), mit Hilfe der patch clamp Technik in direkten
Kontakt zu regulatorischen T-Zellen gebracht. Die Fluoreszenzdnderung der konventionellen
T-Zellen, gleichbedeutend mit einer erhohten Konzentration an intrazellulirem cAMP,
entsprach in Kinetik und Stirke einer Ubertragung von cAMP der nTreg zur CD4"-Zelle iiber
GJIC (Dr. Viacheslav Nikolaev, personliche Mitteilung).

ICER (inducible cAMP early repressor) ist ein dominant-negativ wirkendes Mitglied
der CREB/CREM Transkriptionsfaktorfamilie. Durch erhohte Konzentrationen von
intrazelluldirem cAMP wird ICER induziert und fungiert aufgrund seiner Strukturhomologie
zu CREM und CREB als kompetitiver transkriptioneller Repressor (251, 257). Neben der
transkripionellen Regulation von ICER durch cAMP zeigen die hier vorgestellten Ergebnisse
auBBerdem eine Steuerung der subzelluliren Verteilung dieses Repressors: Ruhende
Lymphozyten wiesen eine deutliche Kernlokalisation von ICER auf, wéihrend ICER nach
Aktivierung der Zellen in das Zytoplasma verlagert wurde. In T-Zellen scheint insbesondere

die Signaltransduktion durch CD28 an dieser Umverteilung beteiligt zu sein. Gleichzeitige
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Erhohung von cAMP (etwa durch Forskolin oder IBMX) (re-) dirigierte ICER in den Nukleus
aktivierter Immunzellen. Dies kann als in vitro Modell fiir die Immunsuppression durch Tregs
verstanden werden. Direkter Kontakt zu nTregs ermoglicht die Ubertragung von cAMP in
aktivierten Lymphozyten, worauthin die erhohte cAMP-Konzentration die Expression und
Kerntranslokation von ICER induziert. Als Repressor interferiert ICER nachfolgend mit der
Transkriptionsmaschinerie aktivierter Lymphozyten und fiihrt so zu einer ,,Abschaltung® ihrer
Effektorfunktion(en).

Um diese Annahmen weiter zu untermauern wurden zwei in vivo Modelle analysiert.
Das erste Modell ermoglichte durch Verwendung von DEREG-Maéusen (depletion of
regulatory T cells) eine systemische Elimination von nTregs. Alle T-Zellen wurden durch
Injektionen von CD28SA aktiviert, wobei IL-2 als autokriner Wachstumsfaktor von den
aktivierten konventionellen T-Zellen produziert wird. Gleichzeitig wird IL-2 aber auch
parakrin den Tregs, deren regulatorische Eigenschaften und Uberleben maBgeblich von IL-2
abhingig sind, zur Verfiigung gestellt (102, 108, 122). CD28SA zeigt im Gegensatz zu
konventionellen anti-CD28 Antikorpern die besondere Fahigkeit, ohne Kreuzvernetzung des
TCR eine volle Aktivierung von T-Zellen herbeizufiihren (294). Dies fiihrt in konventionellen
T-Zellen zur Sekretion von IL-2, das synergistisch zur CD28-Stimualtion von Tregs wirkt
(299). Wegen der groflen Abhdngigkeit regulatorischer T Zellen vom CD28-Kostimulus wird
speziell diese T-Zellpopulation durch CD28SA aktiviert und expandiert (299, 300). Um eine
mogliche Beteiligung von ICER bei der nTreg-vermittelten Immunsuppression zu
untersuchen, wurden nTregs in vivo depletiert und anschlieBend eine systemische
Immunreaktion durch CD28SA provoziert. In Abwesenheit von regulatorischen T-Zellen war
ICER in konventionellen T-Zellen zytoplasmatisch lokalisiert, und dementsprechend fanden
sich im Serum dieser Méuse pathologisch erhohte Konzentrationen an IL-2 und TNFa. Auch
konnten Anzeichen fiir eine iiberschieBende Immunreaktion in der Milz durch massive
Expansion der Marginalzonenbereiche festgestellt werden. CD28SA-Stimulation — in
Anwesenheit von regulatorischen T-Zellen — fiihrte hingegen zu einer deutlichen
Kerntranslokation von ICER. Damit einhergehend konnte eine moderate (nicht pathologische)
Immunreaktion beobachtet werden. Dies macht deutlich, dass nTregs auch in vivo ICER in
den Kern aktivierter Lymphozyten (re-) dirigieren konnen. Entsprechend korreliert diese
Kerntranslokation mit der Suppression konventioneller T-Zellen.

Bestdtigt wurden diese Ergebnisse durch ein weiteres in vivo Modell, das die Analyse
einzelner durch nTregs-supprimierter Zellen ermdglicht. Dabei wurden regulatorische T-

Zellen mit dem Vitalfarbstoff Calcein beladen und zusammen mit OVA-spezifischen
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konventionellen T-Zellen in OVA-immunisierte RagZ*/* Maiuse transferiert. Calcein kann
dabei — analog zu cAMP — durch gap junctions von nTregs auf aktivierte konventionelle T-
Zellen iibertragen werden. Dieser Transfer kann durchflusszytometrisch verfolgt werden und
ermoglicht anschlieBend eine Sortierung der konventionellen T-Zellen hinsichtlich ihrer
Calcein-Farbung: Calcein-positive Zellen miissen iiber gap junctions direkten Kontakt zu
nTregs gehabt haben, wihrend die Calcein-negativen Lymphozyten nicht von nTregs
supprimiert wurden. Die Analyse der beiden Populationen ergab, dass die intrazelluldre
cAMP-Konzentration sowie die Kernlokalisation von ICER mit dem Calcein-Gehalt
korrelierten; entsprechend war die Transkription von //2 in Calcein-positiven Zellen gehemmt.
Calcein-negative Lymphozyten zeigten dagegen eine klare zytoplasmatische Verteilung von
ICER und eine erhohte Produktion von IL-2. Dieses in vivo Modell veranschaulicht auf
Einzelzellniveau den direkten Transfer von cAMP aus nTregs in konventionelle T-Zellen
sowie die damit einhergehende Induktion von ICER.

Interessanterweise konnte weiterhin festgestellt werden, dass die Immunsuppression
von nTregs durch cAMP-Transfer und Induktion von ICER nicht auf T-Lymphozyten
beschrinkt ist, sondern auch in B-Zellen stattfindet. In Anbetracht zahlreicher Foxp3™ Tregs
innerhalb der B-Zell-Follikel (311, 312) kann eine Kommunikation zwischen regulatorischen
T-Zellen und B-Lymphozyten angenommen werden. Erhdhung von cAMP (wie durch
Forskolin) fiihrte in B-Zellen nicht nur zu einer gesteigerten Expression, sondern auch zur
Kerntranslokation von ICER. Weitere Calcein-Experimente bestétigten, dass nTregs in
vergleichbarer Weise cAMP auf B-Zellen iibertragen konnen. Entsprechend fand sich auch hier
eine verstdrkte Expression und Kerntranslokation von ICER in Calcein-positiven, nicht aber in
Calcein-negativen Zellen. Dabei scheinen aktivierte B-Lymphozyten deutlich besser als
ruhende B-Zellen mit nTregs zu interagieren und sind somit weitaus ,,anfélliger fiir eine Treg-
vermittelte Immunsuppression. Unlidngst wurde gezeigt, dass der Mechanismus des cAMP-
Transfers auch der Immunsuppression dendritischer Zellen dient (262). Eine erhohte
Konzentration von intrazellulirem cAMP in dendritischen Zellen fiihrt zur Sekretion des
immun-suppressiven Zytokins IL-10, wobei gleichzeitig die Expression der B7-Korezeptoren
gehemmt wird. Eine reduzierte Oberflichenexpression von CD80 und CD86 wurde auch in
Treg-supprimierten B-Zellen bestitigt. Zusammengenommen konnen Tregs neben T-Zellen
auch mit anderen Zellen des Immunsystems interagieren und dementsprechend durch GJIC
cAMP zu transferieren. Die Regulation von Effektorzellen durch cAMP und ICER scheint

136



Diskussion — Teil 1

also ein grundlegender und zentraler molekularer Mechanismus der nTreg-vermittelten

Immunsuppression zu sein.

Neben der GJIC kann die Konzentration an intrazellulirem cAMP und ICER in
Effektorzellen auch durch verschiedene andere Mechanismen reguliert werden. Das auf
nTregs konstitutiv exprimierte CTLA-4 bindet mit sehr hoher Affinitdt die beiden B7
Molekiile CD80 [B7.1] und CD86 [B7.2] (25) und fiihrt in konventionellen T-Zellen zur
Induktion von ICER. Demzufolge sind B7-defiziente konventionelle T-Zellen nur maBig
durch nTregs hemmbar (256, 283). Dariliber hinaus exprimieren regulatorische T-Zellen die
beiden Ektoenzyme CD39 (eine ATPase/ADPase) und CD73 (eine 5’-Ektonukleosidase),
welche extrazelluldres ATP/ADP zu Adenosin hydrolysieren (128, 129). Das perizellulére
Adenosin bindet an G-Protein-gekoppelte A2A- und A2B-Rezeptoren und fiihrt in
konventionellen Lymphozyten letztlich zu einer Erhdhung des intrazelluliren cAMP (130-
132). Es ist nahe liegend, dass nTregs neben der GJIC weitere molekulare Mechanismen zur
Modulation von cAMP und ICER nutzen, um eine moglichst potente und nachhaltige

Immunsuppression zu bewirken.

7.1.1. ICER hemmt die Induktion von NFATcl/a A

Ein Kennzeichen aktivierter Lymphozyten ist die massive Aktivitdtssteigerung des Nfatcl P1
Promotors. Dementsprechend kommt es zu einer raschen Akkumulation der kurzen Isoform
NFATcl/aA (174, 176, 180, 181). Die Induktion von NFATc1 ist dabei mallgeblich an der
Proliferation und Effektorfunktion von Lymphozyten beteiligt, wie z.B. an der Produktion
von Zytokinen (158, 176, 180). Paradoxerweise ldsst sich in EL4-Tumorzelllinien ein P1-
Reportergenkonstrukt durch cAMP (massiv) induzieren, wéhrend in primdren T-
Lymphozyten eine intrazellulire cAMP-Konzentrationserh6hung einen suppressiven Effekt
auf die Aktivitit des endogenen Nfatcl P1 Promotors bewirkt (174). Eine Hemmung der
Nfatcl P1 Aktivitdt kann demzufolge in primdren T-Zellen sowohl durch Forskolin als auch
durch aktivierte Tregs erreicht werden. Die konstitutive Transkription des Nfatcl P2
Promotors ist indes nicht durch cAMP beeinflussbar. Der P1 Promotor enthélt ein distales (—
150) sowie ein proximales (—660) CRE- (cAMP responsive element) Motiv und ermoglicht in
Folge dessen die Bindung cAMP-regulierter Transkriptionsfaktoren. Neben CREM, CREB
und ATF-2 kann auch ICER an diese CRE-Sequenzen binden (174, 201). Regulatorische T-
Zellen erhohen — wie oben geschildert — durch GJIC die intrazelluldre Konzentration von
cAMP in konventionellen T- und B-Zellen. Da insbesondere ICER durch eine erhohte cAMP

Konzentration induziert und in den Kern transportiert wird, verschiebt sich das Gleichgewicht
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zu einer Repression vieler CREM- und CREB-kontrollierter Gene (251, 264). Sowohl in vitro
(mittels EMSA) als auch in vivo (mittels ChIP) konnte gezeigt werden, dass ICER an die
beiden CRE-Elemente des Nfafcl P1 Promotors bindet und dessen Aktivitit hemmt.
Entsprechend war in (nTreg-) supprimierten Lymphozyten kaum eine Expression von
NFATcl/aA nachzuweisen. Im proximalen wie auch im distalen Element des Nfatcl Pl
Promotors finden sich auBBerdem mehrere NFAT-Bindungsstellen, so dass die Expression von
Nfatcl P1 durch positive Autoregulation iiber NFAT selbst reguliert wird (174, 176, 179,
205). Eine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen NFATcl(/aA) und ICER konnte —
zumindest in vitro — ebenfalls gezeigt werden. Dies kann als Hinweis auf die Bildung eines
moglichen (negativen) NFAT/ICER-Proteinkomplex am Nfatcl P1 Promotor gelten, der dem
beschriebenen NFATc2/Foxp3-Komplex des //2 Promotors dhnlich ist (218, 219). Sowohl
Foxp3 als auch ICER vermdgen offensichtlich die AP-1-Faktoren c-Jun und c-Fos zu
verdringen und anstelle des aktivierenden NFAT/AP-1-Komplexes ein Repressosom
ausbilden. Insbesondere CD28-responsive elements (CD28REs), welche aus CRE-Sequenzen
und NFAT oder NF-kB Bindungsmotiven bestehen, konnen durch ICER reprimiert werden
(257). Dabei interagiert ICER hochstwahrscheinlich direkt mit der Rel-homology domain
(RHD), die in NFAT-Proteinen fiir die DNA-Bindung, aber auch Protein-Protein-
Wechselwirkungen verantwortlich ist (170, 171), und hemmt dadurch die Transkription vieler
NFAT-regulierter Gene, wie etwa /12, 114, 1113, Csf2 (GM-CSF), Tnf, oder Faslg (252, 257,
273-276), aber wohl auch das Nfatcl-Gen selbst. Die mangelnde Féhigkeit von ICER,
CBP/p300 und dadurch die RNA-Polymersase II zu rekrutieren, bei gleichzeitiger Hemmung
von fos kann an zahlreichen CD28REs zur Ausbildung von repressiven NFAT/ICER-
Proteinkomplexen fithren. Die Bindung von ICER an NFAT interferiert sicherlich mit der
NFAT/AP-1-Interaktion und folglich deren aktivierender Funktion (257, 276). Die
Suppression der Effektorfunktion von konventionellen T-Zellen durch ICER wird demzufolge
auf zwei Ebenen kontrolliert: Zum einen werden zahlreiche NFAT-regulierte Gene, wie etwa
Zytokine, durch ICER gehemmt, zum anderen wird die Expression von NFATcl selbst
reprimiert. Damit iibereinstimmend ist die Repression der kurzen Isoform NFATcl/aA nicht
nur in anergen und (Treg-) supprimierten konventionellen, sondern auch in regulatorischen T-
Zellen selbst von groBer Bedeutung (179, 206). In Tregs war ICER stets im Kern lokalisiert.
Es ist daher anzunehmen dass ICER — neben Foxp3 (206) — in diesen Zellen an der
Repression des Nfatcl P1 Promotors beteiligt ist. Diese Annahme wird auch durch Studien
der Adenylatzyklase-Aktivitdt in Tregs gestiitzt: Hemmung der Adenylatzyklase 9 durch den

Inhibitor MDL fiithrte zu einem Zusammenbrechen der erhohten cAMP-Konzentration in
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Tregs. Damit einhergehend war eine gesteigerte NFATcl-Kerntranslokation sowie eine
verstirkte NFATcl/aA-Expression nach TCR-Stimulation zu beobachten (Daten nicht
gezeigt). Korrespondierend zeigten humane regulatorische T-Zellen einen massiven Verlust
ithrer suppressiven Eigenschaften nach Blockade der Adenylatzyklase (Dr. Christian Becker,
Manuskript in Revision).

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass der Transfer von cAMP und die
Induktion von ICER einen grundlegenden Mechanismus der nTreg-vermittelten
Immunsuppression darstellen (Abb. 7.1.1). Zweifellos existieren daneben weitere Strategien
der peripheren Toleranz, so dass die GJIC sicherlich als ein Mechanismus inter pares
verstanden werden darf. Insbesondere wird durch ICER eine neuralgische molekulare
Maschinerie in Effektorzellen ,,sabotiert”. Die Hemmung von NFAT-regulierten Genen durch
ICER zum einen und die Repression von NFATcl/aA zum anderen interferiert nachhaltig
und wirkungsvoll mit dem transkriptionellen Programm von Effektorzellen. Die Tatsache,
dass diese Strategie nicht auf T-Zellen beschrinkt ist und auch bei anderen lymphoiden und
myeloiden Immunzellen Anwendung findet, unterstreicht einmal mehr die elementare

Bedeutung dieser Immunsuppression.
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Abb. 7.1. Schematische Darstellung der Rolle von cAMP und ICER bei der Treg-vermittelten
Immunsuppression. (A) Aktivierte (nicht supprimierte) konventionelle T-Zellen zeigen eine
zytoplasmatische Verteilung von ICER. Die Genregulation (wie der //2- oder NfatcI-Gene) wird vorrangig
durch (aktive) NFAT/AP-1-Komplexe kontrolliert. (B) Immunsuppression von T-Zellen und B-
Lymphozyten durch Tregs und cAMP. Foxp3 hemmt die Transkription von PDE3b und miR142-3p und
fiihrt so zu einer erhéhten intrazelluliren Konzentration von cAMP. Durch gap junction intercellular
communication (GJIC) kann cAMP {ibertragen werden und reguliert in Effektorzellen die Expression und
Kerntranslokation von ICER. Die Suppression von Lymphozyten durch GJIC erfolgt dabei auf zwei Ebenen:
Zum einen werden zahlreiche NFAT-regulierte Gene (wie z. B. /2) durch ICER gehemmt, zum anderen
wird die Expression von Nfatcl selbst reprimiert. Moglicherweise verdringen dabei (negative)
NFAT/ICER-Repressosome die (positiven) NFAT/AP-1-Komplexe.
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7.2. Die Rolle von NFAT in natiirlichen und induzierten Tregs

Neben der zentralen Toleranz, welche im Thymus potentiell autoreaktive Lymphozyten
eliminiert, existieren periphere Toleranzmechanismen (11-13). Diese werden im Gewebe z. B.
durch immunologische Anergie- und Ignoranzmechanismen gewdihrleistet, insbesondere aber
mittels aktiver Immunsuppression durch Tregs (2, 101, 103, 231). Zusitzlich zu den im
Thymus generierten nTregs (36, 37, 39, 40) werden i1Tregs in der Peripherie unter dem
Einfluss von TGFB und IL-2 durch Konversion naiver CD4" T-Zellen induziert (39, 40).
Sowohl nTregs als auch 1Tregs (Tu3) exprimieren den Transkriptionsfaktor Foxp3 (27, 28).
Aufgrund der herausragenden Rolle von Foxp3 fiir die Entwicklung und Funktion von
regulatorischen T-Zellen wurden in den vergangenen Jahren grole Anstrengungen
unternommen, die molekularen Mechanismen der Foxp3-Genregulation besser zu verstehen.
Dabei erschweren die unterschiedlichen Kontrollmechanismen in natiirlichen und induzierten
Tregs sowie die Diskrepanz zwischen murinen und humanen T-Zellen das Bestreben, ein
,molekulares Gesamtbild* zu erstellen (62, 229-231). Insbesondere ist die Rolle der Calcium-
regulierten NFAT-Transkriptionsfaktoren ungeklért. Dass aber die Signaltransduktion durch
Calcium entscheidend fiir die Entwicklung von regulatorischen T-Zellen ist, wurde durch eine
Reihe von Experimenten nachgewiesen. Die Behandlung von Thymozyten mit Cyclosporin A
(CsA) — bevor diese adoptiv in athymische Nacktmiuse transferiert wurden — resultierte in
einer schweren systemischen Autoimmunreaktion (75, 78). Zur Zeit dieser Studie (1988
waren regulatorische T-Zellen noch weitgehend unbeschrieben!) wurde gefolgert, dass CsA,
welches die Calcium-abhédngigen Phosphatase Calcineurin blockiert, die Entwicklung bzw.
Funktion von sogenannten ,, Thymus-generierten Suppressorzellen hemmt (75, 78). Durch
genetische Manipulation konnte spiter die Rolle von Calcium fiir die Foxp3-Expression in
Mausmodellen bestitigt werden. Eine Punktmutation im [linker of activated T -cells
(LATY""), welche die Interaktion mit PLCyl unterdriickt, fiihrt zu einem deutlich
reduzierten Calciumeinstrom in die Zelle. Daraus resultiert eine drastisch verringerte Foxp3-
Expression und eine gestorte nTreg-Entwicklung (77). AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass
die Deletion der beiden Calcium-Sensoren STIM1 und STIM?2 (stromal interaction molecule)
in T-Zellen zum totalen Verlust der Foxp3-Expression fiihrt (75, 76). Interessanterweise
scheinen somit regulatorische T-Zellen insgesamt deutlich stirker von Calcium-Signalen
abhingig zu sein als konventionelle T-Lymphozyten (76). Durch die Erh6hung der Calcium-
Konzentration im Zytoplasma wird die Serin-/Threonin-Phosphatase Calcineurin aktiviert,
welche die NFAT-Transkriptionsfaktoren reguliert. Paradoxerweise konnte — unter

Beteiligung unserer Arbeitsgruppe — von Bopp et al. gezeigt werden, dass in Nfatc2Nfatc3-
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defizienten Mdusen eine vollig normale Entwicklung von nTregs stattfindet (79). Da in
Thymozyten — wie auch in peripheren Lymphozyten — drei NFAT-Proteine (NFATcl,
NFATc2 und NFATc3) exprimiert werden, ist es denkbar, dass NFATcl den Verlust der
anderen beiden Faktoren in Nfatc2™ *Nfatcf/ ~ Mausen kompensiert. Davon ausgehend war es
das Ziel der vorliegenden Arbeit, die Regulation der Foxp3-Genexpression durch individuelle
NFAT-Familienmitglieder in induzierten und natiirlichen regulatorischen T-Zellen besser

verstehen zu lernen.

7.2.1. NFAT reguliert die Foxp3-Expression in induzierten Tregs

Die Differenzierung von naiven T-Zellen zu verschiedenen Effektor-T-Zell-Subtypen,
beispielsweise zu Tyl, Ty2, Tyl7 oder auch iTregs, setzt — neben einem geeigneten
Lymphokinmilieu — eine TCR-Stimulation voraus (313). Aktivierung von T-Lymphozyten
initiiert eine Phosphorylierungs-Kaskade (iiber mehrere Kinasen und Adaptermolekiile,
beispielsweise ZAP-70 und LAT), welche zur Aktivierung der PLCy fiihrt (162, 163). PLCy
hydrolisiert das membranstdndige Phospholipid PtdIns(4,5)P, zu InsP; und Diacylglycerol.
Freies InsP; bindet anschlieBend an Rezeptoren des endoplasmatischen Retikulums (ER),
gefolgt von einem raschen Calcium-Ausstrom ins Zytoplasma (160, 163, 182). Intrazellulares
Calcium bindet das niedermolekulare Calcium-bindende Protein Calmodulin, das die
Phosphatase Calcineurin aktiviert (169). Interaktion der NFAT-Faktoren mit Calcineurin fiihrt
zu einer Dephosphorylierung zahlreicher Serin- und Threonin-Reste, wodurch eine
Konformationséinderung und Freilegung des Kernlokalisationssignals bewirkt wird. Dies
ermOglicht eine Translokation in den Zellkern (160, 182). Im Zusammenspiel mit anderen
Transkriptionsfaktoren, die durch Kostimulation und/oder Zytokine reguliert werden konnen,
werden zahlreiche (Effektor-) Gene kontrolliert und so die ,Identitdt der Lymphozyten
festgelegt (16). Diese Gene konnen beispielsweise fiir Zytokine und Chemokine sowie deren
Rezeptoren  kodieren. Dabei  spielt die Kontrolle von  Linien-spezifischen
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. Foxp3, eine herausragende Rolle (313).

Unléngst konnte in EL-4 Thymomzellen gezeigt werden, dass die Expression von
Foxp3 direkt durch NFAT und Smad3 kontrolliert wird (99). Obwohl in dieser Studie eine
(zeitliche) Kooperation beider Transkriptionsfaktoren an Foxp3 CNS1 gezeigt werden konnte,
kann die Verwendung von EL-4 Zellen (Klon LAF) die Regulation von Foxp3 in priméren T-
Zellen nicht hinreichend erkldren. In welchem Ausmall NFAT-Transkriptionsfaktoren
tatsdchlich an der Regulation des Foxp3-Gens in sich entwickelnden Thymozyten oder

peripheren CD4" T-Zellen beteiligt sind, kann nur mit NFAT-defizienten primiren Zellen in
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vitro oder im Mausmodell in vivo untersucht werden. In der vorliegenden Arbeit wurden
daher verschiedene NFAT-defiziente Mauslinien hinsichtlich der Foxp3-Expression und der
Entwicklung induzierter und natiirlicher regulatorischer T-Zellen analysiert.

Die Ergebnisse zeigten eindeutig, dass Foxp3 in TGFB-generierten iTregs sowohl in
vitro als auch in vivo durch NFAT-Transkriptionsfaktoren kontrolliert wird. Der Verlust von
NFATc1, NFATc2 oder NFATc3 fiihrte jeweils zu einer signifikanten Reduktion der Foxp3"
iTregs, und die simultane Deletion von zwei NFAT-Proteinen (NFATcI/NFATc2 oder
NFATc2/NFATc3) machte eine TGFB-vermittelte Foxp3-Expression nahezu unmdoglich. Es
lasst sich daraus auf eine Abhédngigkeit von NFAT fiir die periphere Foxp3-Expression, aber
auch auf eine Redundanz der einzelnen NFAT-Familienmitglieder bei der Regulation des
Foxp3-Gens schlieen. /n vivo Experimente konnten die Regulation von Foxp3 in iTregs
weiter bestitigen. Eine Moglichkeit, iTregs von nTregs abzugrenzen, ist die Charakterisierung
durch den Transkriptionsfaktor Helios, wobei natiirliche Tregs stets Foxp3'Helios' sind,
induzierte Tregs hingegen als Foxp3 Helios erscheinen (6). Obwohl diese Identifikation von
iTregs in der Literatur kontrovers diskutiert wird (301), konnte eine Foxp3 Helios Population
in den mesenterischen Lymphknoten ex vivo nachgewiesen werden. Dabei war die
Foxp3'Helios  T-Zellpopulation (iTregs) in Nfatcl-, insbesondere aber bei NfatclNfatc2-
mutierten Miusen klar reduziert. Interessanterweise blieb die Zahl der Foxp3 Helios' nTregs
innerhalb der T-Zellpopulation unverdndert (siche Punkt 7.2.2.). Die mesenterischen
Lymphknoten sind hierbei von besonderem Interesse, da sie sowohl Immunitét als auch die
(orale) Toleranz regulieren (302). In Zusammenarbeit mit Frau Prof. Birgit Sawitzki (Institut
fiir medizinische Immunologie, Charité Berlin) konnte zusatzlich eine beeintrachtigte 1Treg-
Differenzierung in  Nfatcl-defizienten Maiausen in vivo nachgewiesen werden
(unveroffentlichte Daten). Hierzu wurden iTregs durch allogene Bluttransfusion bei
gleichzeitiger Gabe eines CD4-blockierenden Antikérpers generiert (94, 314). Den
Versuchstieren wurde intravends ein anti-CD4 Antikorper injiziert, der die Signaltransduktion
durch den Korezeptor blockiert, die T-Zellen aber nicht depletiert. Am folgenden Tag wurde
den Maiusen erneut anti-CD4 appliziert, gleichzeitig aber eine zusédtzliche allogene
Bluttransfusion verabreicht (DST, donor specific blood transfusion). Diese allogene T-Zell-
Akivierung bei gleichzeitiger Blockade einer addquaten CD4-Kostimulation begiinstigt die
Differenzierung von (allogen-spezifischen) i1Tregs. Durchflusszytometrische Analysen
bestitigten anschlieBend, dass die Generierung von CD25 Foxp3" iTregs in Nfatclﬂ/ﬂ x Cd4-

cre’ Miusen stark beeintrichtigt war. Interessanterweise zeigten die so differenzierten
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Nfatcl-defizienten 1Tregs — obgleich in ithrer Zahl um etwa 50% reduziert — ein normales
Suppressionsverhalten pro Zelle in vivo (Prof. Birgit Sawitzki, personliche Mitteilung).

Weiterfiihrend konnten diese Erkenntnisse mittels eines lymphopenischen Colitis-
Mausmodells bestitigt werden. Transfer von naiven und (n)Treg-depletierten CD4 CD25"
Foxp3 CD62L" T-Zellen in Raglf/f Maiuse fiihrt innerhalb weniger Wochen zu einer
chronisch-entziindlichen Darmerkrankung (vergleichbar mit Colitis ulcerosa und/oder
Morbus Crohn). In diesem Entziindungsmilieu werden verstirkt iTregs gebildet, welche das
Fortschreiten der Krankheit maf3geblich beeinflussen (315, 316). Nfatci-defiziente T-Zellen
zeigten in diesem murinen Modell fiir Colitis eine signifikant reduzierte Population an
(induzierten) Foxp3" Zellen (Kooperation mit Sonja ReiBig, Institut fiir molekulare Medizin
der Universitit Mainz).

In den Arbeiten von Tone ef al. wurde eine kooperative Bindung von NFAT und
Smad3 am Enhancer CNS1 des Foxp3-Gens nachgewiesen (99, 230). Allerdings scheint dies
eher eine sequentielle statt gleichzeitige Kooperation dieser Transkriptionsfaktoren zu sein.
Dementsprechend wurde gezeigt, dass durch TGFf aktiviertes Smad3 das Chromatin des
CNS1 ,,gedftnet™ wird, bevor NFAT dort bindet (oder binden kann) (99, 230, 236). TGFf
bewirkt in aktivierten T-Zellen (hochstwahrscheinlich durch Smad3 und/oder Smad2
vermittelt) eine Histon-Acetylierung und eine Demethylierung von CpG-Sequenzen, die
Vorraussetzung fiir die Bindung weiterer Transkriptionsfaktoren sind (99, 317).

Dass es sich bei der Kontrolle der Foxp3-Expression durch NFAT-Faktoren um einen
intrinsischen (und somit direkten) Effekt handelt — und nicht etwa um sekundire
Regulationsmechanismen — konnte in der vorliegenden Arbeit anhand einer Kokultur von
NFAT-defizienten mit congenen (CD90.1") wild type T-Zellen nachgewiesen werden.
Erginzend konnte die direkte Bindung von NFATcl an CNS1 von Foxp3 mittels Chromatin-
Immunprézipitation in priméren 1Tregs bestatigt werden: Bereits eine 20-stiindige Stimulation
von naiven CD4 'CD25 T-Zellen (in Gegenwart von TGFp) fiihrte zu einer deutlichen DNA-
Bindung von NFATcl und Smad3. Eine Bindung von NFAT an den Promotor oder weitere
regulatorischen Elemente von Foxp3 konnte hingegen nicht festgestellt werden. Fiir die
Kontrolle von Foxp3 in TGFB-induzierten regulatorischen T-Zellen scheint also vor allem das
TCR-Signal und die daraus resultierende Calcium- bzw. NFAT-Aktivierung — im
Zusammenspiel mit TGFp-reguliertem Smad3 — wichtig zu sein (99, 230). Beide
Transkriptionsfaktoren binden an Foxp3 CNSI1 (Enhancer I) (99, 240), wobei dieses Element
entscheidend fiir die Foxp3-Expression in den (peripheren) iTregs ist, nicht aber fiir die

Foxp3-Expression in nTregs (99, 100, 230). In einem (zeitlich) konzertierten Prozess wird
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dabei zunidchst die Wirkung von TGFP durch Smad3 und nachfolgend das TCR-Signal iiber
NFAT in eine transiente Foxp3-Expression ,,iibersetzt* (99, 230).

Dagegen scheinen die Elemente CNS2 (,,Stabilitdtselement®) und CNS3 (an welchem
das c-Rel enhanceosome bindet) fiir die Expression von Foxp3 in iTregs von untergeordneter
Bedeutung zu sein (100, 232). CNS2, welches auch als Treg-specific de-methylated region
(TSDR) bezeichnet wird, enthilt zahlreiche CpG Motive, deren Methylierungszustand mit der
Foxp3-Expression und Stabilitidt korreliert (229, 235). Tatsdchlich scheint CNS2 nur in
nTregs komplett de-methyliert zu sein, in TGFp-generierten Foxp3" iTregs oder aktivierten
humanen Foxp3® T-Zellen dagegen nicht (229, 236). Eine Bindung der
Transkriptionsfaktoren CREB, ATF, Ets-1 sowie STATS findet nur an de-methyliertem CNS2
statt (235), wobei diese Faktoren ursdchlich fiir eine stabile (!) Foxp3-Expression sind. An
methyliertes CNS2 (in iTregs und konventionellen T-Zellen) kann keine Bindung stattfinden,
so dass nur eine transiente Foxp3-Transkription stattfindet (236, 237). CNS3 weist
,Kklassische* Kennzeichen eines Enhancer-Elements auf (231, 232), wobei insbesondere c-Rel
an dieses Motiv bindet (weshalb der an CNS3-bindende Proteinkomplex auch c-Re/
enhanceosome genannt wird) (62-64, 232, 233). Mause, defizient fiir CNS3, weisen zwar eine
drastisch reduzierte Zahl von nTregs im Thymus auf, in vitro TGFp-generierte iTregs
scheinen aber ,,normal® gebildet zu werden (62, 232, 234).

In diesem Zusammenhang wurde auch der Einfluss einer CD28-Kostimulation und der
daraus resultierenden Aktivierung der NF-kB-, MAPK- und Akt-Signalwege néher
untersucht. Die Differenzierung von iTregs wéhrend einer Immunreaktion setzt zwar eine
starke TCR-Stimulation (entspricht Signal 1) voraus, eine (starke) Kostimulation (Signal 2),
die zu einer vollstindige Aktivierung der T-Zelle fiihren wiirde, hemmt jedoch die Bildung
von Foxp3” iTregs (90, 318, 319). Inhibitorische Signale, etwa durch CTLA-4, scheinen
dagegen die Bildung von iTregs zu unterstiitzen (90, 91, 318, 319). Obwohl die Zahl der
nTregs in Cd28’ Miusen drastisch reduziert ist (45, 46), waren TGFp-generierte Foxp3"
iTregs dieser Tiere nicht beeintrdchtigt. Dies unterstreicht einmal mehr die unterschiedliche
transkriptionelle Regulation der Foxp3-Expression in natiirlichen und induzierten Tregs.
Dabei ist die durch Kostimulation vermittelte NF-kB/c-Rel-Aktivierung fiir Thymus-
generierte nTregs essentiell, wihrend die Foxp3-Regulation in iTregs unabhéingig von CD28
reguliert wird (45-47, 64, 319). Zudem zeigte sich, dass eine starke (CD28-) Kostimulation
nicht nur vernachldssigbar ist, sondern die reduzierte Foxp3-Expression in NFAT-defizienten
T-Zellen nicht kompensieren kann. Obwohl zwischen NF-kB- und NFAT-Faktoren in

bestimmten Situationen eine gewisse Redundanz der biologischen Funktion existiert (161), ist
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dies beziiglich der Foxp3-Expression nicht der Fall. Dennoch ist anzumerken, dass
Kostimulation durch CD28 sowohl zu einer erhoéhten Sekretion von IL-2 fiihrt als auch eine
anti-apoptotische Funktion in T-Zellen erfiillt (64). Die Foxp3-Transkription in iTregs wird
daher vor allem durch das TCR-Signal und die daraus resultierende NFAT-Aktivierung
kontrolliert. Ein (zusétzliches) Signal — wie durch Kostimulation vermittelt — scheint dabei

vernachléssigbar zu sein.

7.2.2. Die Entwicklung und Funktion von nTregs ist unabhiingig von NFAT-Faktoren

Trotz der deutlich reduzierten Zahl an TGFp-generierten Foxp3™ iTregs von NFAT-
defizienten T-Zellen war die Entwicklung der nTregs unverdndert. Es konnten weder eine
Abnahme der nTreg-Population(en) in Thymus, Milz und Lymphknoten von Nfatci-, Nfatc2-
oder Nfatc3-defizienten Mdusen festgestellt werden, noch fiihrte eine gleichzeitige Deletion
von zwei NFAT-Proteinen (NFATcI/NFATc2 oder NFATc2/NFATc3) in Thymozyten und
T-Zellen zu einer reduzierten Anzahl an nTregs. Um auszuschlieBen, dass der Verlust der
NFAT-Expression in allen T-Zellen mogliche Treg-spezifische Effekte maskiert, wurde
ergdnzend eine Treg-spezifische Deletion von NFATc1 untersucht. Auch diese Mause wiesen
eine vollkommen unveridnderte Population von nTregs im Thymus und in den peripheren
lymphoiden Organen auf. Eine normale Entwicklung von natiirlichen regulatorischen T-
Zellen in Nfatc2Nfatc3-defizienten Mausen wurde schon zuvor — unter Beteiligung unserer
Arbeitsgruppe — von Bopp et al. gezeigt (79). Dennoch sollte angemerkt werden, dass eine
Deletion aller im Thymus und lymphoiden Zellen exprimierten NFAT-Familienmitglieder
(NFATcl, NFATc2 und NFATc3) bisher nicht vorgenommen wurde. NFATc3 wird im
Thymus besonders stark exprimiert und mag so den Verlust von NFATcl und NFATc2 in
Nfatcl-ﬂ/ﬂ x Cd4-cre” x Nfath*/ ~ Maéusen kompensieren (320-322). Ebenso ist es moglich, dass
NFATcl in Nfatc2” Nfatc3”~ Miusen fiir die Treg-Differenzierung ausreichend ist. Die
Erzeugung einer (T-Zell-spezifischen) Maus, in der alle NFAT-Proteine in Thymozyten und
peripheren T-Zellen deletiert sind, erscheint daher ein erstrebenswertes Ziel. Allerdings
bereitet die Verpaarung aller — konditionellen und totalen — NFAT-defizienten Tiere grof3e
Probleme, da insbesondere NfatcS*/ ~ Maéuse einen generellen reproduktiven Defekt aufweisen.
Ausgehend von den reduzierten CD4" und CD8" T-Zellpopulationen in Nfatc ™ x Cdd-cre” x
Nfath’/* Maiusen und der zentralen Rolle von NFAT-Faktoren in Lymphozyten ist es
allerdings vorstellbar, dass die Elimination aller NFAT-Faktoren generell die T-
Zellentwicklung hemmt und keine Riickschliisse auf die Entwicklung von nTregs mehr

erlauben wiirde.
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Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass NFAT-Transkriptionsfaktoren eine eher
untergeordnete — oder keine — Rolle bei der Entwicklung natiirlicher regulatorischer T-Zellen
spielen. Eher scheint eine (zu starke) NFAT-Aktivitidt die Differenzierung von nTregs zu
storen, denn Maéuse mit einer hyper-aktivierbaren Mutante von NFATc2 zeigen weniger
Foxp3' nTregs im Thymus (323).

Die Kontrolle der Foxp3-Expression wird in nTregs — im Vergleich zu iTregs — nicht
durch NFAT, sondern von anderen Transkriptionsfaktoren gewéhrleistet, wobei den NF-kB-
Faktoren eine herausragende Rolle zukommt (62-64). In Méusen mit einer konditionellen
Deletion der fiir die NF-kB notwendigen Signalmolekiile, beispielsweise von PKC-0, Bcl-10,
CARMAI oder IKK?2, und insbesondere von c-Rel, wurde eine beeintrachtigte Entwicklung
von nTregs beobachtet (64-69). Eine mogliche Erklarung fiir die Diskrepanz einer klaren
Calcium-Regulation der Foxp3-Expression, ohne Beteiligung von NFAT (siehe Punkt 7.2.),
konnte eine (synergistische) Aktivierung von NF-kB durch Calcium sein, wobei speziell der
NF-kB-Regulator IKKf3 durch Calcineurin beeinflusst werden kann (80). Unldngst wurde
auch gezeigt, dass Calcineurin eine Dephosphorylierung von Bcl-10 an Serin138 bewirken
kann (324), die anschlieend zu einer Komplexbildung von CARMAL, Bcl-10 und MALTI1
fiihrt (81, 324). Dieser sogenannte CBM-Komplex ist — durch Regulation von IKKf —
entscheidend an der Aktivierung von NF-kB beteiligt (324, 325). Paradoxerweise zeigen
natiirliche regulatorische T-Zellen — obwohl sie klar von Calciumsignalen abhéngig sind (75-
77) — einen reduzierten Calciumeinstrom nach TCR-Ligation sowie eine daraus resultierende
geringere Calcineurin-Aktivitdt (34, 326). Mathematische Simulationen deuten allerdings
darauf hin, dass gerade ein reduziertes Calciumsignal bevorzugt NF-kB aktiviert, eine NFAT-
Aktivierung hingegen erst bei hohen Calciumkonzentrationen erreicht wird (327). Die
zentrale Rolle von NF-kB fiir die Foxp3-Expression in nTregs wird auch durch die (extreme)
Abhingigkeit von CD28-Kostimulation im Thymus unterstrichen (45, 46). Ausgehend von
der CD28-Kostimulation wird — neben verschiedenen anderen Signalwegen — insbesondere
der NF-kB-Signalweg aktiviert (328-330). Dennoch muss erwédhnt werden, dass in der
Promotorregion von Foxp3 drei NFAT-Bindungsmotive konserviert sind, wobei zwei davon
in unmittelbarer Ndhe von AP-1 Motiven liegen (100, 217). In humanen konventionellen T-
Zellen konnte nach Aktivierung eine Bindung von NFATc2 an den Foxp3-Promotor
nachgewiesen werden, und eine Hemmung der NFAT-Aktivitit durch CsA zeigte
entsprechend eine reduzierte Foxp3 Expression (217). Die Behandlung von humanen nTregs
mit CsA hatte jedoch keinen Einfluss auf die Foxp3-Expression (217). Auch in murinen

nTregs scheint NFAT keine Rolle bei der Regulation des Foxp3-Promotors zu spielen: Zum
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einen findet keine Foxp3-Expression in aktivierten konventionellen T-Zellen der Maus statt
(230, 231), zum anderen konnte auch in der vorliegenden Arbeit zu keinem Zeitpunkt eine
Bindung von NFAT an die Promotorregion von Foxp3 in (i)Tregs detektiert werden (Daten
nicht gezeigt). Somit ldsst sich zusammenfassen, dass die Foxp3-Expression in nTregs
unabhingig von NFAT-Faktoren stattfindet, wiahrend Foxp3 in iTregs durch NFAT -
insbesondere am CNS1-Element — reguliert wird.

Neben dem potentiellen Einfluss der NFAT-Transkriptionsfaktoren auf die
Differenzierung von nTregs im Thymus gab es Hinweise auf eine Beteiligung von NFAT-
Faktoren bei der Funktion regulatorischer T-Zellen. Insbesondere die Arbeiten von Wu ef al.,
die einen heterotrimeren Foxp3/NFATc2/Foxp3 Komplex beschreiben, deuten auf eine
zentrale Rolle von NFAT bei der Treg-Funktion hin (218, 219). Dieses Foxp3/NFATc2-
Repressosom soll an zahlreichen Genloci binden und deren Transaktivierung hemmen.
Paradoxerweise zeigten nTregs von Nfath*/ *Nfatcf/ - Maiusen aber ein normales
Suppressionsverhalten gegeniiber wildtypischen responder T-Zellen in vitro (79). Ausgehend
von dieser Diskrepanz war anzunehmen, dass NFATcl — wie fiir NFATc2 experimentell
gezeigt (218) — einen solchen repressiven Komplex mit Foxp3 bildet und daher den Verlust
von NFATc2 (und NFATc3) kompensieren kann. Tatsdchlich konnte in der vorliegenden
Arbeit eine solche Interaktion von Foxp3 mit der kurzen und langen Isoform von NFATcl
nach Transfektion von HEK 293T Zellen gezeigt werden. Dem gegeniiber waren jedoch
keinerlei Anzeichen einer (systemischen) Autoimmunreaktion bei den NFATcl-defizienten
Mausen festzustellen (Daten nicht gezeigt). Entsprechend zeigten auch nTregs von Nfatcl-,
Nfatc2- oder Nfatc3-einzel-defizienten Mausen sowie von NfatcINfatc2- und Nfatc2Nfatc3-
doppel-defizienten Tieren ein vollkommen normales Suppressionsverhalten in vitro.
Zuséatzlich konnte die unverdnderte Suppression von Nfatcl-defizienten nTregs auch durch
mehrere in vivo Modelle bestétigt werden: Zum einen wurde nach Injektion eines anti-CD28
superagonistischen-Antikorpers (CD28SA) (299, 300) nicht nur eine ,,normale* Expansion
von Foxp3 " nTregs beobachtet, sondern auch die Suppression der (CD28SA-provozierten) IL-
2 Sekretion im Serum dieser Miusen war unverdndert. Zum anderen konnten Nfatcl-
defiziente nTregs die AbstoBung eines allogenen Hauttransplantats in einem adoptiven
Transfermodell erfolgreich verhindern (in Kooperation mit Prof. Birgit Sawitzki). Eine
normale Funktion von nTregs aus Nfath*/*Nfatcf/* Maiusen (in vitro) wurde bereits
beschrieben. Dennoch entwickeln diese Tiere mit zunehmenden Alter eine mifig ausgeprigte
Lymphadenopathie (297). Die Schwellung von Milz und Lymphknoten sowie die

pathologische Infiltration von Lymphozyten in verschiedene Organe wird allerdings nicht
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durch reduzierte oder funktionell beeintrachtigte nTregs bedingt, sondern vielmehr durch
Hyperproliferation sowie ein gestortes Apoptoseverhalten der konventionellen T-Zellen
(297). AuBerdem sind die T-Zellen von Nfatc2Nfatc3-defizienten Méusen resistent gegentiber
einer nTreg-vermittelten Immunsuppression (79).

Diese Resultate scheinen — zumindest auf den ersten Blick — den Arbeiten von Wu ef
al. (218), die eine Interaktion von NFATc2 und Foxp3 als zentralen Mechanismus der Treg-
Funktion fordern, zu widersprechen. Inzwischen wurden diese Erkenntnisse von derselben
Arbeitsgruppe relativiert: Foxp3/NFATc2/Foxp3-Heterotrimere scheinen nur bedingt fiir die
suppressive Eigenschaft von nTregs verantwortlich zu sein, vielmehr ist die Ausbildung von
domain-swapped Foxp3-Homodimeren entscheidend (219). Eine Erkldrung der zwar
unerwarteten, aber vollkommen normalen Suppressionsfihigkeit der nTregs aus NFAT-
defizienten Mausen, konnte die Tatsache darstellen, dass in diesen Zellen die
Komplexbildung zwischen NFAT und Foxp3 nicht notwendig ist, da die Repression allein
durch Foxp3-Homodimere gewihrleistet werden kann. Dies schlieBt die Bildung von
NFAT/Foxp3-Komplexen in wildtypischen nTregs keineswegs aus, zeigt aber, dass Foxp3
allein fiir die normale Funktionalitdt ausreichend ist. Vielmehr scheint die Protein-Protein-
Wechselwirkung zwischen Foxp3 und NFAT dazu zu dienen, die NFAT-regulierte
Genexpression zu limitieren oder zu verhindern. In NFAT-defizienten T-Zellen aus den in
dieser Arbeit verwendeten Miusen wird dieser Mechanismus zweifellos hinfdllig. Diese
Annahme findet durch den Befund Unterstiitzung, dass nTregs unabhdngig von einer
vorausgehenden Antigenstimulation supprimieren konnen (331). Dies ldsst sich zum einen
durch den grundsitzlich ,,voraktivierten* Zustand von nTregs begriinden, zum anderen konnte
eine durch TCR-Stimulation erfolgende NFAT-Aktivierung nicht notwendig sein. Studien mit
Mutationen im ZAP-70-Protein (AS, YYAA und SKG), die nur noch eine Adapter-, aber
keine katalytische Funktion mehr zulassen, demonstrierten eine Calcium- und damit auch
NFAT-unabhingige Wirkungsweise von nTregs (332-334). Dariiber hinaus zeigen Foxp3"
regulatorische T-Zellen eine reduzierte Calcium-Mobilisierung und deutlich reduzierte
NFAT-Kerntranslokation nach TCR-Stimulation (siehe auch Punkt 7.2.3.) (201, 326, 335,
336). Dementsprechend scheint auch die Funktion (!) von nTregs durch den Calcineurin-
Inhibitor CsA nicht beeintrachtigt zu werden (217, 326, 337-339). Somit bleibt festzuhalten,
dass nicht nur die Entwicklung und die Stabilitit von natiirlichen Foxp3" regulatorischen T-
Zellen, sondern auch deren Funktion — entgegen fritherer Vermutungen — unabhingig von

NFAT-Transkriptionsfaktoren ist.
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7.2.3. Reduzierte Kerntranslokation von NFAT-Faktoren in Foxp3" Tregs

Wiéhrend NFAT-Faktoren fiir die Entwicklung und die Funktion von nTregs kaum eine Rolle
spielen, konnte von uns deutlich gezeigt werden, dass NFAT fiir die Differenzierung von
iTregs essentiell ist. Dennoch zeigten Nfatcl-defiziente iTregs — obwohl zahlenmifBig
deutlich reduziert — ein normales Suppressionsverhalten pro Zelle in vivo (Prof. Birgit
Sawitzki, personliche Mitteilung). Weiterhin konnte in Nfatcl- und NfatclNfatc2-detizienten
iTregs — wenn einmal zu iTregs differenziert — keine Verdnderung der Stabilitit von Foxp3
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Ausgehend von diesen Erkenntnissen scheinen die
NFAT-Faktoren zwar die Expression von Foxp3 zu kontrollieren, fiir die Funktion und
Aufrechterhaltung des ,,regulatorischen® Phinotyps aber nicht wichtig zu sein. Dies ldsst sich
auch durch die Regulation des Foxp3-Lokus belegen. Nach einer initialen Bindung von
NFAT und Smad3 bei der Primérstimulation konnte nach sieben Tagen Foxp3 selbst an den
regulatorischen Elementen CNS1 und CNS3 detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
Einhergehend mit dem Offnen des Chromatins am Foxp3-Locus scheint die Bindung von
Foxp3 (moglicherweise auch in Kooperation mit NFAT) als eine Art ,.cellular memory
module zu wirken, um die ,Identitit“ von iTregs zu erhalten. Ubereinstimmend mit der
Unabhéngigkeit von NFAT zeigten ausdifferenzierte Tregs eine reduzierte Kerntranslokation
und damit Aktivierung von NFATcl und NFATc2 nach TCR-Stimulation. Es wére daher
denkbar, dass nach Foxp3-Expression in nTregs oder iTregs dieser Schliisselfaktor die
transkriptionelle Regulation der Zelle {ibernimmt und somit ausdifferenzierte Tregs von
NFAT unabhingig werden.

Aber nicht nur eine ,,Unabhédngigkeit der differenzierten (i)Tregs von NFAT,
sondern dariiber hinaus eine Beeintrdchtigung der Funktion durch hohe NFAT-Aktivitét ist
sehr wahrscheinlich. So konnte eine sehr geringe Kernlokalisation von NFATc1 und NFATc2
auch fiir humane Foxp3' regulatorischen T-Zellen bestitigt werden (Dr. Helmut Jonuleit,
personliche Mitteilung). Ausgehend von dem bereits angesprochenen NFATc2/Foxp3
Komplex (218), der fiir die Abschaltung NFAT-regulierte Gene notwendig ist, muss eine
ausgeglichene Stochiometrie dieser beiden Faktoren gewihrleistet werden (sieche auch Punkt
7.2.4.), um eine unkontrollierte Effektor-T-Zell-typische Genexpression durch zu hohe
NFAT-Aktivitdt zu verhindern. Dafiir spricht auch, dass Mduse mit einer hyper-aktivierbaren
Mutante von NFATc2 sowohl eine reduzierte Population von nTregs im Thymus als auch
verdnderte 1Tregs aufweisen (323). Tatsdchlich scheint Foxp3 selbst auf mehreren Ebenen mit
der Calcium-Signaltransduktion zu interferieren. Regulatorische T-Zellen zeigen nach TCR-

Stimulation eine gehemmte proximale Phosphorylierungs-Kaskade. Insbesondere sind die
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PKC- und Ras-MAPK-Signalwege beeinflusst (335, 336). Auch ist nach Aktivierung in
Foxp3" T-Zellen ein deutlich reduzierter Calcium-Ausstrom und demzufolge auch eine
geringere Calcineurin-Aktivitdt zu verzeichnen (326). Dagegen konnte eine verstdrkte
Expression (und Aktivitdit) der NFAT-phosphorylierenden Kinasen GSK3p (glycogen
synthase kinase 3f), JNK (c-Jun N-terminal kinase) und CKlla (casein kinase II o) in
regulatorischen T-Zellen nachgewiesen werden (326). Die (Re-) Phosphorylierung von NFAT
reguliert die Ausschleusung aus dem Kern. Eine verdnderte Expression der dazu notwendigen
Exportine konnte jedoch nicht festgestellt werden (326). Nicht zuletzt ist die Expression von
NFAT selbst verdndert. Regulatorische T-Zellen zeigen insgesamt eine reduzierte
Transkription der verschiedenen NFAT-Faktoren (340), wobei insbesondere die induzierbare
Expression von NFATc1 betroffen zu sein scheint (siehe dazu auch Punkte 7.1.1. und 7.2.4.)
(179, 206). Entsprechend dieser Annahmen ist es moglich, durch partielle (aber nicht
vollstindige!) Blockade des Calcium- bzw. Calcineurin-Signalweges in konventionellen T-
Zellen einen regulatorischen Phanotyp zu erzeugen bzw. ,.echte* regulatorische T-Zellen —
auch in vivo — gezielt zu expandieren (326, 337-339).

Kennzeichen konventioneller Lymphozyten ist eine rasche Kerntranslokation der
NFAT-Proteine nach TCR-Stimulation. Deren Proliferation und die Sekretion von Zytokinen
wird durch NFAT malBgeblich kontrolliert (158, 176, 180). Regulatorische T-Zellen hingegen
zeigen — zumindest in vitro — ein reduziertes Proliferationsverhalten und sezernieren keine
(oder nur ausgewihlte) Effektor-Lymphokine (42, 341, 342). Moglicherweise wird deren
anerger, regulatorischer Phéanotyp durch dieses ,,Abschalten der NFAT-Funktion(en)
aufrechterhalten. Die transkriptionelle ,Identitit“ wvon natilirlichen und induzierten
regulatorischen T-Zellen wird insbesondere durch Foxp3 bestimmt, wobei die Hemmung des
Calcium/Calcineurin-Signalweges in regulatorischen T-Zellen als notwendig erscheint, eine

mogliche ,,De-Differenzierung zu konventionellen Effektor-T-Zellen zu verhindern.

7.2.4. Foxp3 hemmt die Autoregulation von NFATcl/a A in Tregs

Durch eine Aktivitétssteigerung des Nfatc! P1 Promotors nach TCR-Ligation kommt es zu
einer raschen Akkumulation der kurzen Isoform NFATcl/aA (174, 176, 180, 181). Die
Induktion von NFATcl/aA ist dabei maf3geblich an der Proliferation und Effektorfunktion
von aktivierten konventionellen Lymphozyten beteiligt (158, 176, 180). So werden zahlreiche
Zytokine — allen voran IL-2 — durch NFATcl/(aA) kontrolliert. Regulatorische T-Zellen
hingegen produzieren diese Lymphokine iiblicherweise nicht. Interessanterweise weisen

natlirliche regulatorische T-Zellen eine auffillig reduzierte Expression dieser NFATcl-
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Isoform auf (179, 206). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte auBlerdem gezeigt
werden, dass auch in induzierten regulatorischen T-Zellen der Nfatcl P1 Promotor reprimiert
wird. Molekularbiologische Analysen identifizierten Foxp3 als potenten Repressor der Nfatcl
P1 Aktivitdt. Dies mag zum Teil durch die Interferenz mit dem Calcium-/Calcineurin-
Signalweg erkldrt werden (sieche Punkt 7.2.3.). Andererseits konnte aber auch eine direkte
Bindung und Hemmung des Nfatc/ P1 Promotors durch Foxp3 gezeigt werden. ChIP-
Analysen bestdtigten eine Bindung von Foxp3 sowohl am distalen als auch am proximalen
Bereich des P1 Promotors in vivo. Obwohl im proximalen Element eine kombinierte, aber
iiberlappende NFAT/Foxp3 Bindungssequenz zu finden ist — die moglicherweise fiir die
Suppression der NFATcl/aA-Expression verantwortlich ist (206) — zeigten Punktmutationen
dieser Sequenz in Luciferase-Reportergen-Analysen keinen Effekt (Dr. Stefan Klein-
Hessling, unveroffentlichte Daten). Computer-basierte Sequenzanalysen des Nfatcl Pl
Promotors konnten keine optimalen Bindungsmotive fiir Foxp3-Homodimere (343) oder
Foxp3/NFAT-Heterodimere (218, 219) im distalen oder proximalen Element des Nfatcl P1
Promotors nachweisen. Die Expression von NFATcl/o0A wird anhand positiver
Autoregulation durch NFAT(cl) reguliert (174, 176, 179, 205). Eine direkte Protein-Protein-
Interaktion zwischen NFATc2 und Foxp3 konnte mittels Rontgen-Kristallstrukturanalysen
nachgewiesen werden (218, 219), und in vergleichbarer Weise interagieren NFATcl und
Foxp3. Dabei scheint vor allem der C-Terminus von Foxp3, welcher im Wesentlichen der
forkhead Domine entspricht, essentiell fir die Wechselwirkung zu sein (2, 218). Im
Gegensatz zu dem am //2 Promotor beschriebenen DNA/NFATc2/Foxp3-Repressorkomplex
(218, 219) wird Foxp3 am Nfatcl P1 Promotor moglicherweise nur iiber NFAT gebunden, so
dass eine direkte DNA-Bindung von Foxp3 nicht notwendig ist.

Die gegeniiber Effektorzellen verdnderte Signaltransduktion in regulatorischen T-
Zellen scheint auch die Repression der NFATcl/aA-Expression einzuschlieBen. Letztere
konnte wunerldsslich sein, um den anergen, regulatorischen Phinotyp von Tregs
aufrechtzuerhalten. Gerade in den relativ instabilen iTregs mag die Suppression der Nfatcl
P1-Aktivitdit notwendig sein, um ein Dedifferenzieren in Effektor-Lymphozyten zu
verhindern.  Zwischen  Foxp3 und NFAT  existiert daher ein  negativer
Riickkopplungsmechanismus, welcher nicht nur die Plastizitat, sondern auch die Stabilitat der

Helfer-T-Zell-Differenzierung steuert.
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Abb. 7.2. Die Regulation von Foxp3 durch NFAT unterscheidet iTregs von nTregs (A) Die Expression
von Foxp3 in nTregs wird hauptsidchlich durch NF-kB (c-Rel) kontrolliert. AuBerdem reprimiert Foxp3 die
Expression der (pro-inflammatorischen) NFATcl/aA-Isoform. (B) Die Foxp3-Expression wird in iTregs
iiber das Foxp3 CNSI durch eine konzertierte Smad3/NFAT-Bindung reguliert. Stimulation des TCR fiihrt
zu einem Calcium-Einstrom in die Zelle, welcher die Phosphatase Calcineurin aktiviert. AnschlieBende
Dephosphorylierung von NFAT fiithrt zur Kerntranslokation. Zusammen mit TGFB-abhingigem Smad3
wird Foxp3 an CNSI1 reguliert. Sobald Foxp3 in der Zelle vorliegt, stabilisiert es seine eigene Expression
durch Bindung an CNSI und CNS3 und hemmt andere Gene durch Ausbildung eines repressiven
NFAT/Foxp3-Komplexes. Eine solche Suppression findet auch am Nfatcl P1_ Promotor statt um die
Expression, der, pro-inflammatorischen, NFATc1/aA-Isoform zu verhindern. Zusitzlich scheint Foxp3 die
Aktivitit der NFAT-Transkriptionsfaktoren durch ein verdndertes Kerntranslokationsverhalten zu
regulieren.
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7.3. Expression und Funktion von NFAT-Faktoren in dendritischen Zellen

Dendritische Zellen stellen ein Bindeglied zwischen angeborener und erworbener
Immmunitdt dar. Als Antigen-prasentierende Zellen nehmen sie (korperfremde) Proteine
durch Phagozytose oder Pinozytose auf und pradsentieren nach lysosomaler Degradation die
aus den Antigenen resultierenden Peptide tiber MHC II-Molekiile an der Zelloberfliche. Eine
zusdtzliche Stimulation durch pattern recognition receptors (PRRs), wie beispielsweise durch
TLRs oder Dectin-1, fithrt zur einer vollstindigen Ausreifung der DCs und damit
einhergehend zu einer verstirkten Oberflichenexpression von kostimulatorischen Molekiilen.
AuBerdem reagieren dendritische Zellen auf eine Aktivierung mit der Sekretion von
Zytokinen, welche zum eine pro-inflammatorische (wie IL-12, IL-6, TNFa, IL-2, I[L-23), zum
anderen aber auch eine immun-suppressive Wirkung entfalten kénnen (etwa IL-10, TGFp).
Die daraus resultierende T-Zell-Antwort wird insbesondere durch die komplexen
Reifungsstadien der DCs beeinflusst, wobei Kostimulation und Interleukine die Stirke und
Qualitédt der gesamten Immunreaktion steuern. Entsprechend nehmen dendritische Zellen eine
zentrale Rolle bei der peripheren Toleranz ein, da sie sowohl tolerogene (meist unreife DCs)

als auch inflammatorische Eigenschaften (aktivierte/reife DCs) aufweisen.

7.3.1. NFATcl und NFATc2 kontrollieren die Reifung von BMDCs

Myeloide hdmatopoetische Stammzellen differenzieren im Knochenmark unter dem Einfluss
von GM-CSF zu Monozyten und/oder unreifen (immature) DCs, bevor diese iiber den
Blutstrom das periphere Gewebe erreichen. Ein Modell fiir die Entwicklung von murinen
bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs) in vitro ist die Differenzierung von
Knochenmarkszellen zu mDCs durch Behandlung mit GM-CSF (plus 1L-4) {iber acht Tage
(344, 345). Um eine mogliche Funktion der einzelnen NFAT-Familienmitglieder bei der
Differenzierung der BMDCs zu ermitteln, wurde zunichst deren Expression wihrend der
Entwicklung in vitro untersucht. Mit Hilfe von BAC-transgenen NFATcl-Reportermiusen
sowie mittels RT-PCR konnte eine (stark) zunehmende Expression von NFATc1 wahrend der
ersten Tage in Kultur festgestellt werden. Interessanterweise lieB sich fiir NFATcl
hauptsichlich eine Expression vom Nfatcl P2, nicht aber vom Nfatcl P1 Promotor feststellen.
Der P2 Promotor ist in T- und B-Lymphozyten konstitutiv aktiv und fiihrt vorrangig zur
Expression der (langen) Isoformen NFATc1/BB und NFATc1/BC. Entsprechend konnten
auch in BMDCs nur (-Peptid-enthaltene Nfatcl-Transkripte nachgewiesen werden. Die

Expression von NFATc2 und NFATc3 war wihrend der Differenzierung hingegen
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unverdndert (Daten nicht gezeigt). Wéhrend die Stimulation von T- und B-Zellen durch den
Antigenrezeptor den Nfatcl P1 Promoter — u. a. iiber positive Autoregulation — aktiviert,
scheint dies in DCs nicht stattzufinden. Das ldsst sich zunidchst Mangels eines addquaten
Antigenrezeptors erkldren, welcher eine rasche Calcium-Freisetzung bewirken konnte.
AuBerdem fiihrt eine kiinstlich herbeigefiihrte Calcium-Mobilisierung, wie durch lonomycin,
nicht zu einer normalen Differenzierung, sondern zu einer unumkehrbaren und vollstdndigen
Aktivierung der DCs (152, 154-156). Dies erscheint insofern kritisch, da es nicht der
physiologischen Situation entspricht, welche eine Balance zwischen unreifen (tolerogenen)
und aktivierten (inflammatorischen) DCs fiir eine angemessene Immunreaktion bendtigt.
Daraus lésst sich ableiten, dass die Differenzierung zu unreifen, aber aktivierbaren BMDCs
eine fein abgestimmte Expression von NFAT-Transkriptionsfaktoren bendtigt, um eine
unkontrollierte T-Zell-Aktivierung zu vermeiden.

Analysen der subzelluliren Verteilung von NFATcl zeigten eine auffillige
Kernlokalisation wéahrend der Entwicklung der BMDCs durch GM-CSF. Dies deutet auf eine
Beteiligung von NFATcl bei der Differenzierung von dendritischen Zellen hin. Durch
pharmakologische Erhohung der intrazelluldren Calcium-Konzentration mittels lonomycin
konnte eine stark beschleunigte Reifung sowie eine verstirkte Oberflichenexpression der
kostimulatorischen Molekiile CD80/CD86 und CD40 induziert werden. Obwohl eine
entscheidende Rolle von Calcium fiir die Entwicklung von dendritischen Zellen bereits
ausfithrlich beschrieben wurde (152, 154-156), ist die Funktion der einzelnen
Calcium/Calcineurin-regulierten NFAT-Transkriptionsfaktoren ungekldrt. Eine unléngst
publizierte Studie von Vukcevic et al. offenbarte eine spontane Calcium-Oszillation in
unreifen, aber nicht in (LPS-) aktivierten, dendritischen Zellen (156). Als molekularer
Mechanismus dieser permanenten Calcium-Mobilisation wird die Signaltransduktion durch
InsP3; vermutet (156). Aktivierung von (unreifen) DCs durch PRRs fiihrt allerdings zum
Zusammenbrechen dieser Calcium-Oszillation, die von einem vollstindigen Ausreifen der
dendritischen Zellen gefolgt wird. Ubereinstimmend mit den hier vorgestellten Daten konnte
diese Arbeitsgruppe eine konstante Kernlokalisation von NFATcI in unreifen DCs feststellen,
wobei eine Aktivierung der Zellen durch LPS zur zytosolischen Verteilung von NFAT fiihrte
(156). Daraus ldsst sich schlieBen, dass — obwohl in der Entwicklung der BMDCs kein
Rezeptor ein ,klassisches* starkes Calcium-Signal induziert — die permanente Oszillation des
Calciums in der Zelle ausreicht, Calcineurin und damit auch NFAT zu aktivieren. Ein
Zusammenbrechen dieser Oszillation fiihrt zur Aktivierung der DCs und somit zu einem

,Abschalten* einer NFAT-vermittelten Differnzierung (siehe unten). Es ist anzunehmen, dass
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die Aktivierung iiber PRRs vorrangig NF-kB triggert und NFATcl und/oder NFATc2 bei der
Differenzierung der BMDCs keine grofle Rolle spielen (346, 347). Inwiefern individuelle
NFAT-Familienmitglieder die Entwicklung von BMDCs (unterschiedlich) beeinflussen,
wurde von uns ebenfalls untersucht. Die Analyse Nfatc2- und Nfatc3-defizienter Méduse sowie
knock-down Experimente fiir Nfatcl zeigten, dass NFATcl und NFATc3 die Entwicklung
von BMDCs positiv regulieren, wohingegen NFATc2 die Differenzierung hemmt. Dabei ist
die Entwicklung und Reifung von DCs eng an die Proliferation der myeloiden Vorlduferzellen
gekoppelt. Entsprechend zeigten Nfatcl-knock down oder NfatcS*/ ~ Knochenmarkszellen eine
deutlich reduzierte Generierungseffizienz in vitro, dendritische Zellen von Nfath*/ ~ Maéusen
wiesen hingegen — in vitro und in vivo — eine iiberschieende Proliferation auf. Eine solche
gegensitzliche Funktion von NFATcl und NFATc2 beziiglich der Proliferation konnte bisher
insbesondere bei Tumorzellen festgestellt werden (348-351). Dabei fungiert NFATc]1 als eine
Art (Proto-) Onkogen, wihrend NFATc2 als Tumorsuppressor angesehen wird (351).
Zumindest fiir Pankreaskarzinomzellen konnte auch eine gegenldufige Regulation von c-Myc
durch NFATcl und NFATc2 nachgewiesen werden (348, 349, 351). Eine generelle
Dysregulation von c¢-Myc in Nfatc2”~ DCs (oder anderen Zellen des Immunsystems) war
allerdings nicht eindeutig zu beantworten (Daten nicht gezeigt), sondern scheint eher ein
Phéanomen von Tumorzellen zu sein. Wiéhrend Nfatc2-defiziente dendritische Zellen
insgesamt eine deutliche Hyperproliferation aufwiesen, war die Differenzierung dieser
Knochenmarkszellen verzogert. Die Analyse der ,Reifungsmarker CD11b" und CD11c"
wihrend der GM-CSF-Kultur zeigte eine verzdgerte und insgesamt geringere Differenzierung
von Nfath*/ -~ BMDCs. Die Differenzierung von Nfatcl-knock down DCs war hingegen nicht
beeinflusst. Daraus lésst sich ableiten, dass NFATc2 bei der Entwicklung dendritischer Zellen
die Proliferation hemmt, aber gleichzeitig die Differenzierung unterstiitzt. Entsprechend
zeigte eine biochemische Blockade der NFAT-Aktivierung durch CsA oder FK506
(Tacrolimus) einen ,,liberlappenden Phénotyp*. Bereits relativ geringe Konzentrationen der
beiden Inhibitoren fithrten zu einer reduzierten Proliferation bei gleichzeitiger
Beeintrichtigung der DC-Reifung. Dies spricht fiir eine zentrale Rolle der Calcium- und
NFAT-Signaltransduktion bei der Entwicklung dendritischer Zellen, wobei verschiedene

NFAT-Familienmitglieder spezifische Funktionen erfiillen.
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7.3.2. NFATc3 reguliert die Dectin-1-vermittelte Zytokinexpression

Aktivierung von (unreifen) dendritischen Zellen durch Antigenkontakt und gleichzeitiger
Stimulation tliber PRRs fithrt zu deren vollstindiger Ausreifung und Aktivierung.
Insbesondere die Stimulation durch PRRs als ,,danger signal“ entscheidet iiber die Stirke und
die Qualitdt der nachfolgenden T-Zell-Immunantwort (352, 353). Neben der groflen Gruppe
von TLRs zdhlen die Virus-erkennenden RIG-1 und Mda5 Helikasen (354), TREM-
(triggering receptors expressed on myeloid cells) und Siglec-Proteine (355) sowie die Familie
von C-Type Lektinen (356) zu den PRRs. Die C-Typ Lektine (CTLs) stellen eine eigene
Gruppe  von  Calcium-abhingigen = Rezeptoren  dar, welche  {iblicherweise
Kohlenhydratverbindungen erkennen (356-358). Auch Dectin-1 (alternativ CLEC7A genannt)
als Rezeptor fiir verschiedene f3-Glukan-Verbindungen wird zu den C-Typ Lektinen (genauer
CTL Klasse V) gezéhlt und dient insbesondere der Abwehr von Pilzinfektionen (357-360).

Obwohl fiir die NFATcl- und NFATc2-Transkriptionsfaktoren eine Beteiligung bei
Differenzierung und Reifung von BMDCs nachgewiesen werden konnte, scheinen gerade
diese beiden NFAT-Proteine nach Aktivierung von dendritischen Zellen keine entscheidende
Funktion zu iibernehmen. Die Aktivierung von unreifen DCs fiihrt zu einer zytoplasmatischen
Verteilung von NFATcl (156). Zusitzlich konnte eine reduzierte Gesamtexpression von
NFATcl und NFATc2 nach Aktivierung der BMDCs mit LPS oder Zymosan gezeigt werden.
Im Gegensatz dazu war NFATc3 nach Stimulation der dendritischen Zellen unveridndert stark
exprimiert. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass NFATcl und NFATc2 vorrangig die
Differenzierung von BMDCs beeinflussen, NFATc3 hingegen eine Funktion bei der
Aktivierung tibernimmt. Eine &dhnliche Regulation wird auch fiir Makrophagen vermutet
(361).

Stimulation von Dectin-1 resultierte nicht nur in einer raschen intrazelluldren
Calcium-Mobilisierung, sondern wohl auch in einer Aktivierung von NFATc3. Eine Calcium-
und PLCy-Signaltransduktion in DCs durch Ligation von Dectin-1 mit Zymosan oder Curdlan
wurde bereits beschreiben (150, 154, 362, 363), wobei die Beteiligung von NFAT-Faktoren
allerdings nur indirekt — mittels NFAT-Luciferasereporter — gezeigt wurde (150, 364). Dectin-
1 inititert insbesondere eine Tyl7- und/oder Tyl-vermittelte Immunantwort (150, 154, 360,
362, 363, 365). NFATc3 scheint hierbei die Produktion von IL-12, TNFa, IL-23 und IL-2 zu
ermOglichen, gleichzeitig aber die Expression des immun-suppressiven IL-10 zu hemmen.
Eine repressive Eigenschaft von NFAT-Faktoren auf IL-10 wurde ebenfalls in T- und B-
Lymphozyten gezeigt ((180) und Dr. Shankar Bhattachayya, personliche Mitteilung). Obwohl

auch fiir die Aktivierung von DCs mit LPS eine Calcium-Mobilisation impliziert wurde (151,
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155), konnten diese Daten von uns nicht bestdtigt werden (Daten nicht gezeigt). Die Studien
von Zanoni et al. deuten auf eine LPS- bzw. CD14-vermittelte Aktivierung von Src-Kinasen
und PLCy hin (151, 155), und ein anschlieender intrazelluldrer Calcium-Ausstrom soll die
Aktivitdit von NFATc2 regulieren. Dies mag — zumindest teilweise — der Elimination von
differenzierten DCs durch Apoptose und damit zur Vermeidung von Autoimmunreaktionen
dienen (151, 155). Eigene Studien mit Nfath’/* und Nfatc2™ ’NfatcS’/* dendritischen Zellen
zeigten jedoch keine Verdnderung der Zytokinexpression nach LPS-Stimulation (Daten nicht
gezeigt).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass NFAT-Faktoren auch in
dendritischen Zellen eine wichtige Rolle spielen. Wihrend NFATcl und NFATc2 die
Differenzierung und Proliferation dendritischer Zellen beeinflussen, reguliert NFATc3 deren
Dectin-1-vermittelte Zytokinexpression und steuert somit auch die nachfolgende T-Zell-

Polarisation.

157



Schlussbetrachtung

7.4. Epilog: ICER, NFAT und Foxp3 als Regulatoren der peripheren Toleranz

Das Immunsystem ist ein kompliziertes ,,Organ®, das durch die Beteiligung vieler
verschiedener Zellen und Gewebetypen sowie loslicher Stoffe, wie Antikorper, die schwierige
Aufgabe erfiillt, den Korper vor Infektionen zu schiitzen. Gleichzeitig muss aber der
Organismus selbst vor einer Uberreaktion des Immunsystems bewahrt werden, da es sonst zu
schwerwiegenden auto-aggressiven Immunreaktionen kommt. Trotz der Elimination von
selbstreaktiven Lymphozyten im Zuge der zentralen Toleranz existieren zusétzliche
Mechanismen, welche eine periphere Toleranz gewéhrleisten.

Die Kenntnis der Regulationsmechanismen der daran beteiligten Gene ist die
Vorraussetzung, um einen derart vielschichtigen Prozess zu verstehen. Die Kontrolle der
Genexpression wird dabei auf mehreren Ebenen und durch ein kompliziertes Netzwerk von
Regulatoren — insbesondere von Transkriptionsfaktoren — gesteuert. Kommt es hier zu einer
,Fehlsteuerung®, kann dies fatale Folgen haben, wie etwa eine Immunschwiche oder
lebensbedrohliche Autoimmunreaktionen zeigen.

In der hier vorgestellten Arbeit wurde die Kontrolle der peripheren Toleranz durch die
Transkriptionsfaktoren ICER, NFAT und Foxp3 untersucht. Alle drei Transkriptionsfaktoren
werden von niedermolekularen second messenger Botenstoffen, wie Calcium und cAMP,
beeinflusst. Interessanterweise verursachen Calcium und cAMP oft divergierende Effekte und
bewirken, je nach zelluldirem Kontext, vollkommen unterschiedliche und z. T. gegensitzliche
biologische Funktionen. Ein Teilaspekt dieser Dissertation befasste sich mit dem zelluldren
Austausch von cAMP zwischen regulatorischen T-Zellen und anderen (Effektor-)
Lymphozyten. Dabei wurde festgestellt, dass durch cAMP nicht nur in Tregs, sondern auch in
Effektorzellen der Transkriptionsfaktor ICER induziert wird, der seinerseits durch
Suppression des Nfatcl P1 Promotors die Expression hoher Mengen an NFAT unterdriickt.
Andererseits bestimmt die Konzentration an NFAT-Faktoren die Effizienz der Foxp3-
Induktion in TGFp-induzierten iTregs. Sowohl fiir NFAT mit ICER als auch fiir NFAT mit
Foxp3 konnte eine direkte Protein-Protein-Interaktion nachgewiesen werden, was in beiden
Fillen die transaktivierenden Eigenschaften von NFAT unterdriickt. Die Komplexe dieser
Transkriptionsfaktoren scheinen bei der immunologischen Toleranz eine wichtige Rolle zu
spielen. In wieweit die jeweiligen hochmolekularen Proteinkomplexe — sogenannte
Repressosome — sich unterscheiden und damit nur liberlappende Aufgaben erfiillen, kann z. Z.
nur spekuliert werden. Eindeutig ist es fiir eine effiziente Toleranzinduktion aber von Vorteil,

wenn letztendlich eine zu hohe NFAT-Aktivitat vermieden wird.
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Teil des komplexen Bildes ist es, dass die gleichen Transkriptionsfaktoren in
unterschiedlichen Zelltypen und Situationen oft vollig verschiedene Funktionen erfiillen.
Beispielsweise wird die Differenzierung iiber die Induktion von Foxp3 in iTregs durch
NFATcl, NFATc2 und NFATc3 gleichmédBig und wohl nur in der Gesamtmenge
entscheidend kontrolliert, wahrend diese NFAT-Faktoren in dendritischen Zellen hingegen
spezifische Funktionen fiir deren Entwicklung erfiillen. Dies wird in den jeweiligen
Lymphozyten sicherlich tliber die differentiell exprimierten Interaktionspartner sowie die
verschieden arrangierten Kontrollelemente innerhalb der Zielgene bestimmt. Andererseits
konnen dieselben Gene in unterschiedlichen Zelltypen verschieden reguliert werden:
Wihrend Foxp3 in TGFB-induzierten iTregs durch NFAT-Faktoren kontrolliert wird, scheint
die Expression von Foxp3 in nTregs vollkommen unabhingig von NFAT zu erfolgen. Dies
wird nicht nur iiber die Expression und Aktivitit der jeweiligen Transkriptionsfaktoren,
sondern auch iiber den Status des Chromatins reguliert. So sind die NFAT-regulierten
Kontrollelemente des Foxp3 Lokus wihrend der Entwicklung der nTregs unzugénglich, so
dass eine NFAT-Aktivierung fiir die Foxp3-Regulation zu diesem Zeitpunkt unndtig
erscheint.

Die Komplexitit wird schon anhand der auf verschiedensten Ebenen regulierten
Expression von NFAT deutlich. Wahrend Nfatcl in Effektor-Lymphozyten vorrangig vom
induzierbaren P1 Promotor — was zu einer hohen Menge an transaktivierendem NFATcl/aA
fiihrt — transkribiert wird, zeigen regulatorische oder supprimierte konventionelle T-Zellen,
aber auch dendritische Zellen eine sehr schwache Expression dieser Isoform. Warum DCs
keine Expression der kurzen Isoform zulassen, ist ungeklart. In supprimierten Effektor- bzw.
Tregs wird die Repression durch die NFAT-Interaktionspartner ICER und Foxp3
gewihrleistet. Da dieses Zusammenspiel von Transkriptionsfaktoren auch tiber die Grenzen
von Zellmembranen hinweg stattfindet, sind mehrere Moglichkeiten fiir DCs gegeben. So
konnte eine direkte ,,Kommunikation“ zwischen Zellen mittels cAMP-Transfer und ICER
nachgewiesen werden. Aber auch Zytokine wund Chemokine werden durch
Transkriptionsfaktoren reguliert und kdnnen auto-, juxta- und parakrin auf andere Zellen des
Immunsystems einwirken. Dabei nehmen dendritische Zellen eine Schliisselposition ein,
indem sie durch Polarisation von naiven T-Zellen eine pro-inflammatorische oder tolerante
Immunantwort initiieren knnen. So werden durch NFAT die Zytokine 1L-12, TNFo und IL-
2 in DCs kontrolliert, welche eine T,;1-Immunantwort beglinstigen. Gleichzeitig wird NFAT

aber auch in naiven T-Zellen fiir genau diese Differenzierung zu Ty1-Zellen bendtigt. Dabei
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konnen Foxp3 und/oder ICER die Funktion(en) von NFAT unterdriicken und so eine — allzu
starke — Immunantwort verhindern.

Es lasst sich somit abschlieend festhalten, dass die Kontrolle der Genregulation durch
die drei Transkriptionsfaktoren NFAT, ICER und Foxp3 ein duBlerst feinmaschiges Netzwerk
darstellt, welches durch den biologischen und zelluldren Kontext beeinflusst wird. Diese drei
Faktoren erfiillen dabei jeweils Funktionen in der Immunitit, regulieren aber gleichzeitig auch
Aspekte der peripheren Toleranz. Daher erscheint es erstaunlich, dass dieses molekulare
Zusammenspiel — in den meisten Fiéllen — reibungslos funktioniert. Ein genaueres
Grundlagenverstindnis der wechselseitigen Beziehung von Transkriptionsfaktoren ist
unverzichtbar, um eine verbesserte Spezifitit und Qualitit zukiinftiger Therapieansitze bei

Autoimmunitédt oder Immunschwéche zu gewéhrleisten.
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8. Anhang

8.1. Kongressteilnahmen

4™ Spring School on Immunology in Ettal, Deutschland (2-7. Mrz 2008)

3" Network Meeting of the DFG graduate schools GK520, GK592 and GK794 in
Wildbad bei Rothenburg ob der Tauber, Deutschland (6-8. Juli 2008)

Joint Annual Meeting of Immunology of the Austrian and German Societies in Wien,
Osterreich (3-6. September 2008)

2"" International GK Symposium; Regulators of Adaptive Immunity in Erlangen,
Deutschland (17-18. Oktober 2008)

1’ Annual Meeting of the SPP 1365; The UbF Network in Berlin, Deutschland (4-6. Mirz
2009)

12™ German Meeting on T Cells Subsets and Functions research in Marburg, Deutschland
(25-26. Mai 2009)

European congress of immunology (ECI) in Berlin, Deutschland (13-16. September 2009)

13™ Joint Meeting of the Signal Transduction Society (STS) Signal Transduction:
Receptors, Mediators and Genes in Weimar, Deutschland (28-30. Oktober 2009)

4™ Network Meeting of the DFG graduate schools GK520, GK592 and GK794 in Kloster
Schontal, Deutschland (15-17. November 2009)

4™ Retreat of Transregio TRS2 in Mainz, Deutschland (10-11. Juni 2010)

13™ German Meeting on T Cells Subsets and Functions research in Marburg, Deutschland
(30™ Juli 2010)

5™ International Symposium of the Graduate School of Life Sciences (Chiasma) in
Wiirzburg, Deutschland (13-14. Oktober 2010).

3" International GK Symposium; Regulators of Adaptive Immunity in Erlangen,
Deutschland (17-18. Oktober 2008)

5™ Network Meeting of the DFG graduate schools GK520, GK592 and GK794 in Kloster
Schontal, Deutschland (7-9. November 2010)

International Workshop of the DFG-Transregional Research Center TRS52:
Transcriptional Programming in the Immune System in Wiirzburg, Deutschland (17-20.

November 2010)

14™ German Meeting on T Cells Subsets and Functions research in Marburg, Deutschland
(20-21. Juni 2010)
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8.2. Veroffentlichungen
8.2.1. Wissenschaftliche Orginalpublikationen

Arnab Nayak, Judith Glockner-Pagel, Martin Vaeth, Julia E. Schumann, Mathias Buttmann,
Tobias Bopp, Edgar Schmitt, Edgar Serfling, and Friederike Berberich-Siebelt (2009).
SUMOylation of the transcription factor NFATcl leads to its subnuclear relocalization
and IL2 repression by HDAC. J Biol/ Chem 284:10935-10946

Martin Vaeth, Tea Gogishvili, Tobias Bopp, Matthias Klein, Friederike Berberich-Siebelt,
Stefan Gattenloehner, Andris Avots, Tim Sparwasser, Nadine Grebe, Edgar Schmitt, Thomas
Huenig, Edgar Serfling, and Josef Bodor (2011).

Regulatory T cells facilitate the nuclear accumulation of inducible cAMP early
repressor (ICER) and suppress nuclear factor of activated T cell c1 (NFATc1). Proc Natl
Acad Sci U S A 108:2480-2485

Sankar Bhattacharyya, Jolly Deb, Amiya K. Patra, Duong Anh Thuy Pham, Wen Chen,
Martin Vaeth, Friederike Berberich-Siebelt, Stefan Klein-Hessling, Edward D. Lamperti, Kurt
Reifenberg, Julia Jellusova, Astrid Schweizer, Lars Nitschke, Ellen Leich, Anderas
Rosenwald, Cornelia Brunner, Swen Engelmann, Ursula Bommhardt, Andris Avots, Martin
R. Miiller, Eisaku Kondo, and Edgar Serfling (2011).

NFATcl affects mouse splenic B cell function by controlling the calcineurin-NFAT
signalling network. J Exp Med 208:823-839

Josef Bodor, Tobias Bopp, Martin Vaeth, Edgar Serfling, Thomas Hiinig, and Edgar Schmitt
(2011). Cyeclic AMP underpins suppression by regulatory T cells. Ubersichtsartikel
(review), Manuskript akzeptiert (Eur J Immunol).

Martin Vaeth, Ulrike Schiefler, Sonja Reissig, Kazuki Satoh, Martin Miiller, Ari Waisman,
Helmut Jonuleit, Edgar Serfling, Birgit Sawitzki and Friederike Berberich-Siebelt (2011).
NFAT and Foxp3 shape a feedback loop in TGFB-induced regulatory T cells. Manuskript
in Revision (Immunity).

Matthias Klein, Martin Vaeth, Tobias Scheel, Ria Baumgrass, Friederike Berberich-Siebelt,
Tobias Bopp, Edgar Schmitt, and Christian Becker (2011). Repression of cAMP up-
regulation disarms and expands human Tregs. Manuskript in Revision (J Immunol).
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8.2.2. Vortige bei Konferenzen

Martin Vaeth, Andris Avots, Manfred B. Lutz, Edgar Serfling, and Friederike Berberich-
Siebelt (2009). Redundant and specific roles of NFAT transcription factors in generation
and function of dendritic cells.

European congress of immunology (ECI) (13-16. September 2009) in Berlin, Deutschland

Martin Vaeth, Stefan Klein-Hessling, Andris Avots, Manfred B. Lutz, Edgar Serfling, and
Friederike Berberich-Siebelt (2009). Dual roles of NFATcl and NFATc2 in the generation,
proliferation and maturation of dendritic cells.
4™ Network Meeting of the DFG graduate schools GK520, GK592 and GK794 (15-17.
November 2009)in Kloster Schontal, Deutschland

Martin Véth, Arnab Nayak, Julia Schumann, Tobias Bopp, Ronald Rudolf, Edgar Serfling,
and Friederike Berberich-Siebelt (2010). Functional consequences of NFATcl
SUMOylation on T cell activation, differentiation, and anergy in vivo.

2" Annual Meeting of DFG SPP 1365 (14-16. April 2010) in Berlin, Deutschland

Martin Vaeth, Birgit Sawitzki, Edgar Serfling, and Friederike Berberich-Siebelt (2010).
TGFB-induced iTregs, but not nTregs are highly dependent on NFATSs.
4™ Retreat of Transregio TR52 (10-11. Juni 2010) in Mainz, Deutschland

Martin Vaeth, Birgit Sawitzki, Helmut Jonuleit, Edgar Serfling, Anjana Rao, and Friederike
Berberich-Siebelt (2010). TGFB-induced iTregs, but not nTregs are highly dependent on
NFATS.

13" Meeting on T cells, subsets and functions (30. Juli 2010) in Marburg, Deutschland

Martin Vaeth, Ulrike SchieBer, Birgit Sawitzki, Helmut Jonuleit, Edgar Serfling, Anjana Rao,
and Friederike Berberich-Siebelt (2010). Foxp3" iTreg differentiation is crucially
dependent on NFAT activity.

5™ international symposium of the graduate school of life sciences (13.-14. Oktober 2010) in
Wiirzburg, Deutschland

Martin Vaeth, Ulrike SchieBer, Birgit Sawitzki, Kazuki Satoh, Helmut Jonuleit, Edgar
Serfling, Anjana Rao, and Friederike Berberich-Siebelt (2011). NFAT proteins induce
Foxp3 during iTreg differentiation, and subsequently Foxp3 inhibits NFAT.

14® Meeting on T cells, subsets and functions (20 Juni 2011) in Marburg, Deutschland
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8.2.3. Posterprisentationen bei Konferenzen

Martin Vaeth, Arnab Nayak, Judith Glockner-Pagel, Mathias Buttmann, Tobias Bopp, Edgar
Schmitt, Edgar Serfling and Friederike Berberich-Siebelt (2008). Functional consequences
of NFATc1 SUMOylation in T cell differentiation, activation and anergy.

Joint annual meeting of immunology of the Austrian and German societies (3-6. September
2008) in Wien, Osterreich

Martin Vaeth, Edgar Serfling and Friederike Berberich-Siebelt (2009). Dual roles of
NFATc1 and NFATc2 in generation, proliferation and maturation of dendritic cells.

4™ International Symposium Revolution Research (26-27. Mérz 2009) in Wirzburg,
Deutschland

Martin Vaeth, Tea Gogishvili, Tobias Bopp, Friederike Berberich-Siebelt, Edgar Schmitt,
Thomas Hiinig, Edgar Serfling and Josef Bodor (2009). Cyclic AMP-mediated schuffling of
ICER alters NFAT-dependent supression by nTreg cells.

13™ Joint Meeting of the Signal Transduction Society (STS) (28-30. Oktober 2009) in
Weimar, Deutschland

Martin Vaeth, Tea Gogishvili, Tobias Bopp, Tim Sparwasser, Friederike Berberich-Siebelt,
Edgar Schmitt, Thomas Hiinig, Edgar Serfling and Josef Bodor (2010). Direct contact with
regulatory T cells induce cAMP-dependent nuclear localization of ICER in effector
CD4" T and B cells.

5™ Network Meeting of the DFG graduate programs from Wiirzburg, Tiibingen, and Erlangen
(7-9. November 2010) in Schontal, Deutschland
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Abkiirzungsverzeichnis

Allgemeine Abkiirzungen

o
AA/BA
Abb.
ADP
AP-1
APC
APCs
AP

APS
ATF-1
ATP
BALB/c
BCR
BL/6
BMDCs
BSA
cAMP
CARE
CDh
CD28REs
ChIP
CK
CNS
CRAC
Cre
CRE
CREB
CREM
ColP
CsA
CTLA-4
DAG
DBD
DEREG
DMEM
DMSO
DNA
DTT
EDTA
ELISA
EMSA
ER
etal.
EtOH
Fa.
FACS
FCS

anti

Acrylamid/Bisacrylamid

Abbildung

Adenosindiphosphat

Activating Protein 1

Allophycocyanin

antigen presenting cells

Alkalische Phosphatase
Ammoniumperoxodisulfat

activating transcription factor 1
Adenosintriphosphat

standardisierter albino Mausstamm
B-Zell Rezeptor (B cell receptor)
Black Six, standardisierter Mausstamm
bone marrow derived dendritic cells
Bovines Serumalbumin (bovine serum albumin)
Zyklisches Adenosinmonophosphat
cAMP autoregulatory elements
Differenzierungsantigen (cluster of differentiation)
CD28-responsive elements
Chromatin-Immunprézipitation

casein kinase

conserved noncoding sequence
Calcium release activated channel
causes/circular recombination

cAMP responsive element

cAMP responsive element binding protein
cAMP responsive element modulator
Koimmunprézipitation

Cyclosporin A

cytotoxic T lymphocyte antigen 4
Diacylglycerol

DNA-binding domain

depletion of regulatory T cells
Dulbeco’s modified eagle medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsédure

Dithiotheitol
Ethylendiamintetraessigsidure
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Electrophoretic Mobility Shift Assay
Endoplasmatisches Retikulum

et aliter

Ethanol

Firma

Fluorescence-activated cell sorting
Fotales Kidlberserum (fetal calf serum)
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FITC
Foxp3
GM-CSF
GSK3p
HDAC
HRP
ICER
IDO
IFN

Ig

IL
InsP;
Iono
IPEX
IRAK
IRF
ITAM
iTreg
JNK
KO
LAG
LAT
LPS
MAPK
mDCs
MHC
MyD88
NHR
NFAT
NF«xB
NLS
nTreg
oD
PAGE
PAMPs
PI

PBS
PE
PDE
PFA
PKC
PLCy
PMSF
Polyl:C
PRRs
(ds/ss) RNA
RPMI
RSD
Rag
rpm
RT

Fluoreszein-Isothiocyanat

forkhead box P3

granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Glykogen-Synthase Kinase 3f3

Histon-Deazetylase

horseradish peroxidase

inducible cAMP early repressor
Indolamin-2,3-dioxygenase

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Inositol-1,4,5-Triphosphat

lonomycin

immunodysregulation, polyendokrinopathy X-linked syndrom
interleukin receptor-associated kinase

Interferon regulierender Faktor (interferon regulatory factor)
immunereceptor tyrosine-based activation motifs
Induzierte regulatorische T-Zelle

c-Jun N-terminal kinase

knock out

lymphocyte activation gene 3

linker of activated T cells

Lipopolysaccharid, Ligand des TLR 4

MAP Kinase (mitogen activated protein kinases)
myeloide dendritische Zellen

major histocompatibility complex

myeloid differentiation factor 88

NFAT homology region

nuclear factor of activated T cells

Nukleédrer Faktor kB

nuclear localization signal

Natiirliche regulatorische T-Zelle

Optische Dichte

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
pathogen-associated molecular patterns
Propidiumjodid

Phosphat-Puffer (phosphate-buffered saline)
Phycoerythrin

Phosphodiesterase

Paraformaldehyd

Proteinkinase C

Phospholipase Cy

Phenylmethylsulfonylfluorid
Polyinosin-Polycytidin, virale dSRNA und Ligand des TLR 3
Pattern-recognition Receptors
(doppelstrangige/einzelstrangige) Ribonukleinsiure
Roswell Park Memorial Institute, ein Zellkulturmedium
rel similarity domain

recombination gene

rotations per minutes

Raumtemperatur (~20°C)
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SDS

sh
SRRs
STIM
TAD
TBS
TCR
TEMED
Tconv
Th
TGFp
TLR
TNFa
TonEBP
TPA
TRE
Tconv
Treg
Tris
TSDR
UN

wt
ZAP-70

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
short hairpin

serine rich repeats

stromal interaction molecule
Transaktivierungsdoméne (transactivation domain)
Tris-Puffer (Tris-buffered saline)

T-Zell Rezeptor (T cell receptor)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Konventionelle T-Zelle

Helfer-T-Zelle

transforming growth factor 3

Toll-like Rezeptor

Tumor Nekrose Faktor o

tonicity element binding protein

Phorbolester (12-0-Tetradecanoylphorbol-13-acetat)
TPA responsive element

Konventionelle T-Zelle

Regulatorische T-Zelle
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Treg-specific de-methylated region

Uber Nacht

wild type

&-associated protein 70 kDa

Physikalische und chemische Abkiirzungen

A
°C
Ci

Da

2P
rpm
U
\%

Ampere

Grad Celcius

Curie

Tag (day)

Dalton

Gramm

Stunden

radioaktives Isotop des Wassertoffs (Tritium)
Liter

Molar (mol pro Liter)

Minuten

Teilchenzahl in 12g Kohlenstoff (Isotop '*C)
radioaktives Isotop des Phosphors
Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)
Enzymeinheit (unit)

Volt

Priifixe physikalischer Einheiten

T EBEEETER

Kilo (10%)
Mikro (10°°)
Milli (107)
Nano (10™)
Piko (107%)
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