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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen und Autoimmunitat

Autoimmunerkrankung ist in der Medizin der Begfifir Krankheiten, deren Ursache eine
UberschieBende Reaktion des Immunsystems gegeeridmrem Gewebe ist. Die genaue
Ursache der Entstehung von Autoimmunerkrankungen nigch weitgehend unklar.
Annerkannte Hypothesen von Autoimmunerkrankungeiegevon einer genetischen
Disposition, z.B. durch Vorhandensein verschiedeMiiC-Molekul-Varianten ihajor
histocompatibility complgxin Kombination mit exogen erworbenen Einflisseis. Exogene
Einflusse, wie Stress, Infektionen, Schwangerschafi andere Umweltfaktoren kdnnen
somit in Kombination mit genetisch bedingten Faé&toru Autoimmunerkrankungen fihren
(Rexroth 2005).

Chronisch entzindliche Darmerkrankungen (CED, elmjlammatory bowel diseasiD)
gehéren zur Gruppe der organspezifischen Autoimmiuaekungen. Zu ihnen zé&hlen
Krankheiten, bei denen spezifische Organe (Geweldg#gten) vom Immunsystem
angegriffen werden. Bei chronisch entzindlichennakrankungen handelt es sich um eine
chronisch wiederkehrende idiopathische Entzindueg thtestinaltraktes (Gerd Bouma
2003). Man unterscheidet zwei Formen der CED: Msri@irohn und Kolitis Ulcerosa
(Podolsky 2002). Morbus Crohn wurde erstmals in dexif3iger Jahren durch B.B. Crohn
beschrieben (Crohn 1932), wahrend die Kolitis Wsarbereits 1859 von Wilks in London
beschrieben wurde (Wilks 1875). Der Morbus Crohstreckt sich Uber den gesamten
Gastrointestinaltraktes, wobei hauptséchlich diz&mdung im terminalen lleum und Kolon
Uberwiegt. Kolitis Ulcerosa konzentriert sich meduf das Rektum und des proximalen
Kolon. Beim Morbus Crohn erstreckt sich die Entaimgl Gber samtliche Schichten der
Darmwand, wahrend sich bei der Kolitis Ulcerosa lziindung sich hauptséachlich in den
Darmschichten der Mukosa und Submukosa erstreckio{Bky 2002).

Die CED ist weltweit verbreitet. So liegt inre Padenz in Westeuropa und den USA bei 100-
200 Fallen pro 100.000 Einwohner (Duerr 1998). meidenz des Morbus Crohn ist
geographisch sehr unterschiedlich und weist eirdMgird-Gefalle auf. Im Norden, wie z.B.
England erkranken mehr Menschen als in stdlichdneBmn, wie Italien (Rexroth 2005). Die
Pravalenz liegt in den Industrielandern bei 0,1%%eai sind etwas mehr Frauen betroffen als
Manner. Auch die Kolitis Ulcerosa ist weltweit vesliet, wobei sie in Nordamerika ihre

hdchste Inzidenz hat. Die niedrigsten Inzidenzeémben sich in Std- und Osteuropa, Asien
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und Sudamerika. Asiatische und afroamerikanisch&Rerungsgruppen erkranken seltener
als weil3e, wobei innerhalb der weil3en Bevolkerungggen besonders Ashkenazi-Juden
betroffen sind (Rexroth 2005). Bei der Kolitis Wiosa sind Méanner gleich haufig betroffen
wie Frauen. Es gibt zwei Manifestationsgipfel, denste zwischen dem 20. und 40.
Lebensjahr, der zweite zwischen dem 50. und 60ehgbhr. Auch bei dem Morbus Crohn
treten die haufigsten Diagnosen zwischen dem 1&.3%n Lebensjahr auf und jenseits des 60.
Lebensjahres (Rexroth 2005). Solche epidemiologistéiufungen sprechen meistens fur eine
genetische und/oder durch Umweltaktoren bedingtealBkung (Wen 2004). In der Tat
wurden Krankheitsgene, wie z.B. das CARD15, DLGRR und das PPARG Gen, fiur die
Entstehung von CED identifiziert.

1.1.1  Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie der CED ist noch weitgehend unklar.aM weiB, daR Vererbung,
immunologische Ursachen, Umweltfaktoren und Psyommagische Einflisse bei der
Entstehung von CED eine Rolle spielen. Zu den uthedinkten Faktoren zahlen, u.a.
Rauchen, Erndhrung, Stre3 und Hygiene (Rexroth )20B6 den Psychosomatischen
Einflissen zahlen Angstsyndrome und Depressionén, etier Folge, als Ursache der
Erkrankung sind. Weiterhin ist bekannt, dall mégié&usloser von Morbus Crohn mit einer
Infektion von atypischen Mycobakterietycobakterium aviunsubsp paratuberculosis
angenommen wird. So konnte bei Patienten mit Mof®dhn mit Hilfe der PCR-Technik in
Dunndarmbiopsien Fragmente des Mycobakterium-Gensaotfiert werden. Ferner wird auch
diskutiert, ob ein Subtyp voBRscherichia coliin der Pathogenese von Morbus Crohn sowie
die Gattungershigellg SalmonellaundYersiniain der Pathogenese von Kolitis Ulcerosa eine
Rolle spielen.

Patienten mit CED weisen eine Gewebeschadigun@danschleimhaut auf, was durch das
Immunsystem des Darmes bewirkt wird. Die Storungigdenunologischen Toleranz, eine
Uberschiel3ende Reaktion auf exogene Antigene, samiar eine defekte Regulation des
intestinalen Immunsystems der CED-Patienten. Sagerei Morbus Crohn Patienten
Charakteristika einer T-Zell-vermittelten Hypersémgatsreaktion. Hierbei werden
bevorzugt T helfer (TH) 1-Zytokine wie Interferomrgma (INF), Interleukin (IL) 2 und
IL12 von den beteiligten Immunzellen exprimiert. liie Ulcerosa Patienten zeigen
dahingehend eher ein typisches TH2 ZytokinmusteesDst charakterisiert durch die
Exprimierung von B-Zell-stimulierenden ZytokinenjemML4, IL5 und IL10. Patienten mit

CED zeigen weiterhin eine vermehrte Produktion vBntzindungsmediatoren wie



Einleitung

beispielsweise Prostaglandine und Leukotriene. édiesrden durch Granulozyten und/oder
Mastzellen gebildet (Rexroth 2005).

Auch die Genetik spielt bei der Entstehung von Ghife grof3e Rolle. So konnte durch eine
genomweite Kopplungsanalyse bei Familien mit CE& Buszeptibilitatsloci fur CED (IBD
1-4) auf den Chromosomen 6, 12, 14 und 16 idermditizverden. Hugot und Kollegen
konnten dann ein dazugehotriges Gen identifizierPabei handelt es sich um den
intrazellularen Lipopolysaccharid-Rezeptor NOmbii-obese diabefic2, auch bekannt als
CARD (caspase recruitment domaith5. Dieser wird in Monozyten exprimiert und akei
nach Bindung bakterieller Lipopolysaccharide (LE&) Transkriptionsfaktor NkB (Nucleo
Factor kappa B, der dann verschiedene proinflammatorische Zykhochreguliert.
Ausschlie3lich Morbus Crohn Patienten besitzen ramidy einer Insertionsmutation mit
Verschiebung des Leserasters im NOD2-Gen ein vew&irNOD2-Protein (Ogura 2001).

Wie dieses verkirzte Protein zur Erkrankung fustrfgdoch noch unklar.

1.1.2  Tiermodelle fir chronisch entztindliche Darmerkrankungen

Zur experimentellen Untersuchung der Pathogenesa wbronisch entzindlichen
Darmerkrankungen sind viele Tiermodelle beschrieberden. Diese lassen sich in spontane,
chemisch induzierte, genetisch manipulierte und ltrdelsfer-Modelle gliedern. Die
bekanntesten unterschiedlichen Modelle sind in Taldezusammengefalit. Sie eignen sich
besonders fir das Studium von genetischen, immgsaleen und umweltbedingten
Faktoren, die eine initiierende Rolle bei der Eatisihg von CED spielen (Neurath 2005;
Neurath 2007; Wirtz 2007).

CED

Chemisch induzierte Modelle DSS( dextran sulfate sodiuyrinduzierte Kolitis
TNBS (trinitrobenzene sulfonic acjd-induzierte Kolitis

Oxazolonrinduzierte Kolitis

Immunologisch induzierte Cyclosporin A

Modelle

Spontane Modelle SAMPL1/Yit (senescence accelerated mquse
C3H/HeJBir
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Genetisch manipulierte Modelle | IL-10 knockout

IL-2 receptor-B knockout

IL-2 receptor-a knockout

IL-2 knockout

WASP knockout (Wiskott-Aldrich syndrome protgin
Myoloid STAT3 knockout

IL-7 transgen

HGF transgen

TGFBRII dominant negativ transgen

Zelltransfer Modelle Knochenmark-Transfer in transgenes26 Maus
CD4'CD45RB""/SCID

CD4'CD45""/RAG-2 knockout
CD4'62L"9"/SCID

Tabelle 1: Mausmodelle der chronisch entziindlichen Darmekaagen (CED)

Die DSS-induzierte Kolitis basiert dabei auf dersférung der Epithelbarriere durch das
DSS. Somit wandern bakterielle Antigene aus demmanen in das Gewebe ein und
aktivieren dort T-Zellen sowie Makrophagen. Diearfizu einer Entziindungsreaktion und
Freilassung von proinflammatorischen Zytokinen, WiF (Tumor necrosis factdro und

IL6 (Strober 2002). Die DSS-Gabe, in Kombinationt rminmaliger Verabreichung des
mutagenisiereden Agenz Azoxymethan (AOM), fihrt eimer entzindungsabhangigen

Tumorentwicklung im Kolon (Neufert C. 2007).

1.2 T-Lymphozyten in der Autoimmunitat

Die T-Zell Entwicklung findet im Thymus eines Orgsmus statt. Es werden zwei
verschiedene Zellarten gebildet: dief- und die y:5-T-Zellen. Diese beiden Arten
unterscheiden sich in unterschiedlichen genetistloen die fir die Zusammenstellung der
jeweiligen T-Zell-Rezeptoren genutzt werden. Beidellarten haben eine gemeinsame
Vorlauferzelle, sind aber funktionell voneinandeerschieden. Die beiden Zellarten
unterscheiden sich spezifisch, im ExpressionsmuastieCD €luster of differentiation4- und

CD8-Corezeptoren sowie hinsichtlich ihrer anatommesc Verteilung in der Peripherie. Die

Mehrzahl der T-Zellen bilden dieB-T-Zell Gruppe. Spater gehen aus de+T-Zellen zwei
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funktionell getrennte Untergruppen hervor, die Chdd die CD8-T-Zellen. Am Anfang der
Entwicklung exprimieren die Thymozyten noch keirten drei Marker, die fur reife T-Zell-
Linien kennzeichnend sind. Dazu gehoren der CDIM-RZezeptor-Komplex sowie die
Corezeptoren CD4 oder CD8. Deshalb nennt man diedlen auch ,doppelt negative
Thymozyten®. Die Entwicklung der T-Zellen fuhrt danweiter zu ,doppelt positiven
Thymozyten®, die dann die Rezeptoren CD4 und CDgriexeren. Die Zellen, die dann
Selbst-MHC-Molektle erkennen und daher eine pasi8elektion durchlaufen, reifen weiter
heran und exprimieren grof3e Mengen des T-Zell-RerepWahrend und nach dem doppelt
positiven Entwicklungsstadium durchlaufen die Thyyten auch eine negative Selektion.
Dabei werden diejenigen Zellen ausgeschlossemaudiédutoantigene ansprechen. Am Ende
der Entwicklung beenden sie die Expression eine®eiden Corezeptoren und werden somit
zu ,einfach positiven* CD4- oder CD8-Thymozyten.eBeé erkennen dann Antigene und
werden in die Peripherie verschiedener lymphatiscBewebe als naive T-Zellen entlassen.
Bei der Antigenbindung unterscheiden sich dabei Gz von den CD8 T-Zellen in der
Erkennung ihrer MHC-Klassen. So erkennen die CDéZellen die MHC-Klasse II, wahrend
die CD8 T-Zellen den MHC Klasse | erkennen.

Neben genetischen Faktoren und der mukosalen Damanftlie eine Rolle bei CED spielen,
ist bekannt, dal3 auch Zytokine eine zentrale Rollder Regulation des Immunsystems und
bei der Entwicklung von Immunzellen spielen. Sotgehn von der Hypothese aus, dal} eine
Dysregulation von proinflammatorischen Zytokinendlader einer Dysregulation von
immunsupprimierenden regulatorischen T Zellen ($yegu Autoimmunerkrankungen fuhren
konnen (O"Shea J.J. 2002; Gerd Bouma 2003).
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a Traditional view

Pro-inflammatory Anti-inflammatory Pro-inflamm atory Anti-inflammatory

Normal Autoimmunity

Anti-inflammatory Pro-inflamm atory Anti-inflammatory

Autoimmunity

Abbildung 1: Zytokine und Autoimmunitéat (O”Shea J.J. 2002), Ttradelle und neue Sicht von der Entstehung

von Autoimmunerkrankungen

So zeigen Mausmodelle, die proinflammatorische Kiyi Gberexprimieren wie TNE IFNy,
IL4 und IL12 eine starke Kolitis. Die Traditionell&icht von der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen ist in Abbildung 1a dargdstMan ging bisher davon aus, dal3 die
Entstehung von einer Erkrankung mit einer Uberpktidn von proinflammatorischen
Zytokinen einhergeht. Das Zytokin-Gleichgewicht apso- und antiinflammatorischen
Zytokinen gerat somit aus der Homoostase. Folglmhmtwickelt sich daraus eine
Autoimmunerkrankung. Eine verbesserte Sicht deoldgitegulation zeigt die Abbildung 1b,
in der einige Zytokine sowohl pro- als auch ankanfmtorisch wirken kbnnen. So liegt im
gesundem Organ das Gewicht auf der Produktion woimBlammatorischen Zytokinen, wie
IL10, IL4 und TGF Transforming growth factgi3. Bei einer Autoimmunerkrankung kénnen
Zytokine ,switchefi, indem sie erst antiinflammatorisch wirken, abedann
proinflammatorischen Einfluf3 haben, wie z.B. da3 ¢lder IFNu/B (O"Shea J.J. 2002).

So gibt es neben vielen anderen Ursachen von CEDnders zwei Rathway$ die zur

mukosalen Inflammation fihren kénnen. Entweder @&reessive TH1-Zell Immunantwort
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mit einer starken Sekretion von IFNIL12 und/oder TNF, oder eine exzessive TH2
vermittelte Immunantwort, mit einer starken Seknetvon IL4, IL5 und/oder IL13 (n&heres
dazu in Kapitel 1.2.1).

1.2.1 CD4" T-Zell Differenzierung (Th1/Th2/Th17)

Nach Erkennung von spezifischen Antigenen von Asmpyasentierenden Zellen (APC) im
lymphatischem Gewebe erfolgt eine Differenzierumgl Wktivierung der naiven Vorlaufer
T-Zellen in verschiedene Richtungen, ausgehenddem gebildeten Zytokinen der APCs.
Die Aktivierung und Differenzierung der T-Zellenri#igt zwei separate Signale. Das erste
Signal lauft Gber den T-Zell-Rezeptor/CD3 Kompleach der Interaktion von Antigen und
MHC-Komlex der APCs. Das zweite Signal erfolgt durcie Produktion von co-
stimulierenden oder accessorischen Molekulen de€sARlie mit ihren Liganden auf den
naiven T-Zellen interagieren (z.B. CD28/B7-1, CEBR, OX40/0X40L, ICOS/B7H).
Blockiert man das zweite Signal, so gehen die Zelile Anergie und es findet eine
Unterdrickung von mukosale Erkrankungen statt (Mark Neurath 2002). Wie schon
erwéahnt spielen vor allem Zytokine eine grof3e Rwllder TH-Zell Polarisierung. So spielen
besonders die Zytokine IL12 und IL4 in der TH1 uRid2 Differenzierung eine Rolle. Sie
induzieren dabei selbst ihre eigenen TH Untergrupmel unterdriicken gleichzeitig
zusammen mit TGF die Generierung der entgegengesetzten Untergr(gapee Abbildung
2).

IBD wie der Morbus Crohn ist definiert durch einéhranische Entzindung des
gastrointestinalen Trakt, nicht hervorgerufen dwsphzifische Pathogene. Der Morbus Crohn
ist dabei definiert durch eine diskontinuierlichegnsmurale Entzindung, die im gesamten
gastrointestinalen Trakt vorkommen kann. WohingedenKaolitis Ulcerosa mehr dadurch
charakterisiert ist, dal3 sie mehr oberflachlich dacthgehend im Kolon auftritt und Mukosa
und Submukosa beféllt. So scheint die TH1 vernétil12 Produktion eine pathogene Rolle
bei Morbus Crohn zu spielen (Parronchi 1997), dieck die TNBS induzierte Kolitis bei
Mausen simuliert werden kann (Strober, Fuss el @98; Strober and Fuss 2006; Strober,
Fuss et al. 2007). Bei Kolitis Ulcerosa spielt ad@f@igen IL4 (TH2) die pathogene Rolle,
welche durch eine Oxazolon induzierte Kolitis beddden simuliert werden kann (siehe
Tabelle 1).

Die TH1 Differenzierung wird hauptsachlich durchsdaytokin IL12 eingeleitet. Das 1L12
besteht aus einem Dimer, der Untergruppe p35 uld Pé&ses Dimer wird besonders von

CD8u" DCs (endritic cel) oder Makrophagen gebildet. Dabei aktiviert es den
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Transkriptionsfaktor STAT4sf{gnal transducers and activators of transcriptip(sloser M
2000). Die Induktion von INfFund damit die Differenzierung in TH1 T-Zellen dgbzuerst
Uber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors STIAOhd T-bet (Szabo 2000). Fur die TH2
Differenzierung konnte der Transkriptionsfaktor GX3 identifiziert werden, der durch
STATG6 gebildet wird und seine Effektorfunktion ierdZytokinantwort liegt.

Neben der klassischen TH1/TH2 Differenzierung kdnnaive CD4CD25 T-Zellen auch in
sogenannte TH3 und TH17 Zellen differenziert werdeabei bilden die TH3 T-Zellen die
immunsupprimierenden Zellen, welche das antiinflatansche Zytokins TGF sezernieren
(siehe Kapitel 1.6.2). Die Differenzierung zu THA&llen, einer neueren Untergruppe von T-
Zellen, erfolgt durch die Zytokine IL6 und T@HKsiehe Abbildung 2) (Mangan PR 2006;
Veldhoen M 2006). Charakteristisch fur die TH17 I&el ist die Expression des
Transkriptionsfactor©rphan nucleo receptoRORyt (lvanov 2006) und STAT3 (Laurence
2007; Yang 2007). Ebenfalls charakteristisch flesdi Zellen ist die Produktion des
proinflammatorischen Zytokins IL17. Ist gibt funfitglieder der IL17 Familie, IL17B bis
IL17F, und IL17A welches ausschlie3lich durch THZ&llen produziert wird (Sanchez-
Munoz 2008). Die Produktion von IL17 basiert auf détivierung von STAT3, getriggert
durch IL23 (Cho 2006). Die Aufgabe des IL17 ist dRekrutieren von Immunzellen zum
peripheren Entziindungsherd, wo dann diese Immwmphoinflammatorische Zytokine, wie
TNFa, IL6 und IL13 produzieren. Dies ist eine Immunantwort, die éirexB Aktivierung in
den rekrutierten Immunzellen nach Bindung des IREezeptors voraussetzt. Die Zytokine
TNFa und IL6 werden beide autokrin von TH17 Zellen proiért. Vielmehr dienen diese der
Produktion von weiteren proinflammatorischen Megliah. Regulatorische T-Zellen kdnnen
ebenfalls eine Quelle fur die Differenzierung zuIlMHellen sein. Weiterhin ist bekannt, daf3
fur die TH17 Differenzierung aus humanen naiven CD&ellen IL1B, IL6 und IL23, aber
kein TGH3 (wie es fur Maus T-Zellen gebraucht wird) benodtgtd (Acosta-Rodriguez
2007).

In Seren und intestinalen Geweben von CED-Patientegden erhdhte Konzentrationen von
IL17 und eine erhdhte Populationsdichte an TH17efegefunden (Sanchez-Munoz 2008).
Somit scheinen TH17 Zellen eine wichtige Rolle #ei Pathogenese und Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen zu haben. So ist IL17 an derstérung von Knochen und
Knorpelgewebe beteiligt und spielt damit eine gréiédle bei der Rheumatoiden Arthritis.
Ebenso ist dies bei Psoriasis und der Entwicklusrg Multipler Sklerose beim Menschen der

Fall. Aber auch in den Tiermodellen von Autoimmearkkungen, wie z.B. der EAE
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(experimentelle autoimmun encephalomyélisgnd die TH17 Zellen in dem pathogenen
Prozess involviert (Korn 2007).

IFN-4R IL-4 LA Th1 2R -
—— L T-bet STAT4
o
\ \ IFNy
IL-12Rp1 IL-12RB1 IFN-y

IFN-y IL-27

i y Th17 12rpt
IL-6R  TGF-pR IL.23 7
- - ROR-t
E— —%— IL-17A
N IL-17F
IL-22
IL-12R 1 IL-12R 1
IL-4 IL-25
IL-5
T IL-13
IFN-y IL-25

Abbildung 2: Differenzierung und Effektor Zytokine der T Helfgntergruppen; TH1/TH2/TH17 Polarisation
(Korn 2007)

Wie oben erwahnt ist IL6 und TEHmM murinen System wichtig flr die Generierung von
TH17 Zellen. So scheint das TGmeben einer antiinflammatorischen Wirkung aucte ein
proinflammatorische Wirkung bei der Differenzierung TH17 Zellen zu haben. Bisher ist
die Quelle der TGE produzierenden Zellen in vivo wahrend der TH17@#&nzierung noch
nicht gefunden worden. Man geht aber davon aus,nda8gs (nTregs/Th3: siehe Kapitel
1.6.2), Produzenten des Zytokins Tk die Differenzierung involviert sind. TH17 Zefi
produzieren neben ihrem IL17 Zytokin auch IL21 ineen autokrinen Verhaltnis, um die
TH17 Differenzierung gemeinsam mit dem T&¥oranzutreiben. Durch die Entdeckung der
TH17 Zellen konnten weitere Mitglieder der 1L12 Haenidentifiziert werden, das IL23 und
IL27. IL12 ist ein heteromeres Zytokin bestehensd @er Untereinheit p40 und p35. Das IL23
9
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besteht aus den Untereinheiten p19 und teilt ditgetrdmheit p40 mit dem IL12. Beide
Zytokine werden von APCs, wie den Dendritischenletepebildet. Aber diese Interleukine
werden durch verschiedene Stimuli aktiviert, so si@icht simultan von den APCs gebildet
werden kénnen. Das 1L23 scheint fur die Expansiod Differenzierung der TH17 bendtigt
zu werden. So exprimieren IL23 stimulierte Zelleohb Mengen an IL17A, IL17F und
TNFa, wohingegen IL12 die Expression von H-Nnd TNF fordert. Somit haben TH1 und
TH17 Zellen wahrscheinlich verschiedene immunoldggsFunktionen (Mc Geachy 2008).
Stimulation von Zellen mit IL6, TGF und IL23 scheint eine Population von IL17
produzierenden Zellen zu generieren, die auch dasunsupprimierende Zytokin IL10
sekretieren. Dadurch nehmen diese Gruppe von THlérZeine regulatorische Funktion ein
(siehe Abbildung 3). So gibt es zwei verschiedeBahklassen von TH17 Zellen, die einen
mit der Produktion von regulatorischen Zytokinen 10L und IL17 wund die
Immunpathologische Klasse mit der Produktion voh7llund 1L22 (Mc Geachy 2008; Korn
2009).

Regulation
IL-10
IL-17
aktivierte
T-Zelle 1L23
[L.-22

THI17 IL-17

Immunpathologisch

Abbildung 3: Regulation der TH17 Antwort durch die Induktionnvii.10 durch IL6 und TGE in Anlehnung
an den Artikel von (Mc Geachy 2008)

1.2.2 Regulatorische T-Zellen (nTreg/TiTreg)

Der Begriff regulatorische T Zellen, kurz Treg, evidann verwendet, wenn man eine
bestimmte Zellart beschreiben will, die regulatchis Funktionenn vitro sowiein vivo hat.

10
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Diese Zellen kann man wiederum in verschiedene rgnippen einteilen, abhéangig von
Oberflachenmarkern, Zytokinprofil und Mechanismusr dSuppressoraktion (Roncarolo
2000). Das Konzept der aktiven Suppression wurderscl971 durch Gershon et al.
(Gershon 1975) beschrieben und kirzlich durch @atta et al. wiederentdeckt (Sakaguchi
1995). Regulatorische T Zellen Gben eine wichtigdeRin der Pravention und Kontrolle von
Autoimmunerkrankungen aus, indem sie die periphieskeranz aufrechterhalten. Die am
besten beschriebenen regulatorischen T-Zellen diadnatirlich (nTregs) vorkommenden
CD4'CD25 Tregs. Dies ist eine Untergruppe der Treg Zelldie, im Thymus generiert
werden und den Oberflachenmarker CD25 (InterleuRirRezeptora Kette (IL-2Rw))
exprimieren. Abhangig von der CD25 Expression usdgagdie nTregs 5-10% der peripheren
CD4" T-Zellen und unterdriicken die Immunantwort in eiAatigen unabh&ngigen Weise.
Entfernt man die Tregs durch Thymektomie, so koramzu Autoimmunerkrankungen. Der
Transkriptionsfaktor Foxp3drkhead box protein)3wird ausschliel3lich von nTregs gebildet
wird und ist somit charakteristisch fur diese Grepenetische Defekte im Foxp3-Gen
fuhren dazu, dal3 keine Tregs mehr gebildet weraehsich nicht entwickeln kénnen. Dies
fuhrt somit unweigerlich zu einer systemischen Amtounerkrankung, wie iscurfyMausen
und zum IPEX X-linked neonatal diabetes mellitus, enteropathyd andocrinopathy
syndromg beim Menschen (Bennett 2001; Brunkow 2001; W#d2®01; Hori 2003; Khattri
2003). Abgesehen von den Oberflachenmolekilen CZLA&ITR und LAG-3 ist nur die
Produktion eines bestimmten Zytokins, nadmlich demmiorangebundenen T@GRypisch.
Dieses TGB ist charakteristisch fur nattrlich vorkommendeg&éHuang 2004; Sakaguchi
2004). Neben den natirlich vorkommenden Tregseaglaine weitere Untergruppe der Tregs.
Diese Zellen werden Trl Zellen genannt. Sie exmien nicht den Transkriptionsfaktor
Foxp3, sondern wesentliche Mengen an IL-10 und @.G3te kommen aber vorwiegend in
der intestinalen Mukosa vor, und supprimieren d@timmunreaktionen gegen verschiedene
Antigene.

Eine weitere Gruppe, die zu den T regulatorischelled gehéren, ist die sogenannte TH3
Gruppe. Diese Zellen werden aus naiven GIBR5 Zellen gebildet. Dies erfolgt nach
Erkennung eines fremden Antigens via der oralent®awnd flhrt somit zu einer wichtigen
Rolle in der oralen Toleranz. TH3 Zellen exprimrererhéhte Werte an Foxp3 und T&F
Diese TH3 Zellen haben jedoch keinen charaktecistis Oberflachenmarker. Desweiteren
ist es moglich aus naiven CB&D25 T-Zellenin vitro durch polyklonale Aktivierung, sowie
durch Zugabe von TG diese zu Foxp3 exprimierenden regulatorische Medezu

convertieren (Fantini 2004), zu sogenannten TiTr&gsnit scheinen Tregs und T[EREine
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wichtige Rolle in der Suppression von autoreaktivEffektor Zellen und in der
Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz zu haben.

1.3 TGFp als Schliisselmolekil der immunologischen Toleranz

Die Mitglieder der TGB (Transforming Growth Factor-befé&Superfamilie (Massague 1990)
werden als Signalmolekile sezerniert, d.h. sie sikichzellulare Liganden, die eine wichtige
Rolle in Proliferation, Apoptose, Zellzyklusregutat, Differenzierung, Wachstums- und
Entwicklungsprozesse einnehmen. Das BA®mmt sowohl in Fliegen und Wirmern als
auch in  Mammalia vor (Massague and Chen 2000giRatt 2000; ten Dijke 2002). Eine
veranderte Regulation des TEBignalweges flihrt zu einer Reihe von Erkrankunigeim
Menschen, wie Fibrose, Rheumatoide Arthritis, clecm entziindliche Darmerkrankungen,
Multipler Sklerose sowie zur Karzinogenese (Blob8@, Itoh S 2000).

Man unterscheidet drei Isoformen von T&GFTGH31, TGH2 und TGIB3. Sie zeigen
inhibitorische wie auch stimulierende Effekte aué dProliferation und Differenzierung
bestimmter Zelllinien (Kingsley 1994). Es handelths um strukturell ahnlich, aber
funktionell stark unterschiedliche Polypeptide. Ssnd charakterisiert durch sechs
Cysteinreste und werden im Menschen durchaizn reading framés9 in der Fliege und 6
bei Wiurmern kodiert. Die TdF Superfamilie enthdlt zwei Subfamilien: die
TGH3/Activin/Nodal- und die BMP l{one morphogenetic protgiGDF (growth and
differentiation facto)/MIS (Muellerian inhibiting substangeSubfamilie. Beide sind definiert
durch Sequenzibereinstimmungen und durch die spet®ih Signalwege, die sie aktivieren
(siehe Abbildung 4).
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Abbildung4: Schematische Abbildung T@HR.iganden, Accessorische Rezeptoren, Typl und TRekeptoren
in Vertebraten (Shi 2003)

Alle Mitglieder der TGB-Superfamilie werden als grofRe Vorlauferproteineessert. Eine
posttranslationale Prozessierung und Dimerisierl#isgt die Proteine zum Protein-Dimer
reifen. Die Vorlauferproteine werden an der RXXRt vor dem ersten Cystein der
maturen-Region geschnitten, so dass ein C-ternsriaieyment entsteht.

Studien an TGPl zeigten jedoch, das die Pro-Domane nicht kovadentlas C-terminale
Ende assoziiert bleibt. Die Freisetzung des bisldyiaktiven mature-Dimers, es wird tber
Disulfidbricken verbunden, wird dadurch gewahrégistlald der inaktive Komplex durch das
LBP (latency binding proteinin die extrazellulare Matrix freigelassen wirdofwird die
inaktive Form durch Proteolyse und pH-Erniedrigumdie aktive Uberfuhrt. Die SH-mature-
Doméne besitzt grundsatzlich sieben Cysteine, dofitig fur die Bildung von Homo- und
Heterodimere sind, was Studien an PB2Rkeigten. Sechs der sieben Cysteine liegen séhr na
beieinander, die damit eine starre Struktur, eis@genannten Cystein-Knoten bilden
(achtgliedriger Ring, durch drei Disulfidbrickensgézt). Dadurch wird eine hohe Resistenz
gegenuber Hitze, denaturierenden Agenzien und pireEra gewahrleistet (Massague 1990).
Das siebte Cystein dient der Dimerisierung. Allegsi konnen auch Vertreter ohne Cysteine

durch nicht-kovalente Bindung dimerisieren. DieaderRegion dient fir die Sekretion, die
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variable Pro-Domaéne ist fur die korrekte Faltung @ekretion verantwortlich und scheint die

Rate und Effizienz der Dimerbildung sowie die Psserung zu beeinflussen.

1.3.1 Rezeptoren

Die ligandenbindenden Rezeptoren der B&familie sind transmembrane Rezeptoren, die
eine Serin/Threonin-Aktivitat auf ihrer zytosolighSeite besitzen. Diese werden durch die
Bindung der Liganden stimuliert.

Man unterscheidet zwei Rezeptor-Typen: Typ | undp TY. Die Rezeptoren der
Serin/Threonin Kinase-Familie umfal3t 12 Mitgliedi®r menschlichen Genom — 7 Typ | und
5 Typ Il Rezeptoren - alle involviert in der T@Bignaltransduktion. Es gibt auch Rezeptoren
des Typs lll, IV und X. Der Rezeptor des Typs Bt kein in der Membran verankertes
Proteoglykan, welches eine kurze zytoplasmatischgidR und eine grol3e extrazellulare
Domaéne besitzt, die alle Isoformen von Tg3Binden kann. Das an den Rezeptor gebundene
TGH3 kann dem Rezeptor des Typs Il prasentiert werdeobei es aber nicht
notwendigerweise mit diesem interagieren muf3. Diedéng des TGE wird durch den
Rezeptor Typ Il positiv beeinflul3t, kann aber awlté Bindung an den Rezeptor-Komplex
des Typs | und Il verhindern. Beide Typen der S&hreonin Kinase Rezeptoren bestehen
aus Uber 500 Aminosauren, die die N-terminale egthalare Ligandenbindungs-Doméne
bilden, eine Transmembran Region als auch die @Ha@le Serin/Threonin Kinase Domaéne.
Vor Bindung des Liganden liegen sie als Homodinvere

Bei der Bindung des Liganden kommt es zur Bildumg® heteromeren Rezeptorkomplexes
der Rezeptoren des Typs | und Il. Dadurch wird éiagekte Signalweiterleitung initiiert.
Bei der Komplexbildung kommt es zu einer Formier@nges Tetramerkomplexes aus dem
Typ lI-Rezeptor, einem Homodimer, und aus zwei TY¥pezeptoren. Fir die Bindung des
Liganden an den Rezeptor-Typ | wird der Typ Il bigtd Der Typ I-Rezeptor spielt dann
eine wichtige Rolle bei der Signalweiterleitung.rDeyp Il-Rezeptor kann verschiedene
Liganden binden, wobei die Bindungsspezifitat destem Rezeptor vom Typ I[I-Rezeptor
abhangt. Die verschiedenen Liganden binden mitrscitéedlicher Affinitat an den Typ II-
Rezeptor, der ebenfalls mit verschiedenen Typ leR&xen interagieren kann, die dann die
Signalgebung des Typ IlI-Rezeptors &andern konnen.rctDu die zahlreichen
Kombinationsmadglichkeiten der Typ | und Typ II-Rptaren wird es den Zellen ermdglicht,
verschiedene Signalkaskaden zu initiieren. Nochmdiéht werden die Moglichkeiten durch
Proteine der TGE Superfamilie, die verschiedene Dimere bilden kdnmeit der die Zelle

dann auf einen bestimmten Faktor reagiert.
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Fur TGH1 sind die Rezeptoren TGRII und TGHPBRI (ALK5) sowie ALK1 und ALK2
bekannt.

1.3.2 Ligandenbindung an den Rezeptor

Ligand l
108-196 AS ‘/ 100-155 AS

29-54 AS 40-78 AS
GS BOX

P

292-297 AS 292-297 AS

Kinase
Kinase

P

COOH  COOH COC!HCOOH \
Rezeptor Rezeptor

Typ Il Typ | Signalweiterleitung

Abbildung 5: Ligand-Rezeptor Interaktion

Die Bindung von TGP erfolgt zuerst spezifisch an den Typ II-Rezeptad dann an den Typ
I-Rezeptor. Im Gegensatz zu BMP, zeigt PB&Hs auch Aktivin eine sehr hohe Affinitat zu
Typ lI-Rezeptoren. Diese interagieren aber niclhgiralmit Typ |-Rezeptoren (Massague
1998). Es folgt daraufhin eine Transphosphoryligrdes Typ I-Rezeptors durch die Typ II-
Kinase an einer spezifischen Region der cytoplasoite@n Domane, der sogenannten GS-
Box, die nur der Rezeptor des Typ | besitzt. Dadwird die Kinase des Typ I-Rezeptors
aktiviert (Massague 1996), die wiederum Effektorekole bzw. Proteine der Signalkaskaden
phosphorylieren und damit aktivieren. Im Tetramenktex aus zwei Typ |- und zwei Typ II-

Rezeptoren werden beide Typ I-Rezeptoren phospbhdrigiehe Abbildung 5).
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1.3.3 Signaltransduktion des TGFf3s/Smad-Signalweg

| Stimulus | BMP7 BMP2/4 TGFbeta Activin
DA 4 Y

Rezeptor

Typll 2 Typl

®,

| Typl ©-SMADX | TP @ @O

Komplex OFD

SMAD4/SMADX D

| Translokation ‘

| Transkription ‘ DNA-bindendes ~ @STIN)
Molekil 0
-~ -

Abbildung 6: Modell des Smad-Signalwegs (ohne inhibitorischea@h in Anlehnung an die Artikel von
Heldin, et al. (1997) und Visser und Themmen (3998

Die Smad Proteine sind Mitglieder der T&Buperfamilie und sind fir die
Signalweiterleitung innerhalb der Zelle verantwiohtl(siehe Abbildung 6). Der Name Smad
kommt urspringlich aus der Fusion vdrosophila mothers against dpp (Madnd
C.elegans Smavo sie zuerst entdeckt und untersucht worden & Smads kdnnen in drei
Gruppen eingeteilt werden: erstens die signalweggsgchen Smads wie Smad 1, 2, 3, 5 und
Smad8 (Itoh S 2000). Zweitens Smads, die innerltb Signalwege vorkommen, die
sogenanntepcommon mediator SmadstWie Smad4 und drittens die inhibitorischen Smads.
Diese unterdriicken bei Uberexpression den Signalwadl GF8-Superfamilienmitgliedern,
dazu gehdren Smad 6 und Smad?.

Die signalspezifischen Smads 1, 2, 3, 5 und 8 singkturell untereinander vergleichbar,
wobei Smad 1, 5 und 8 die Effektoren des BMP-Sigagks sind (Itoh S 2000; Derynck
2003) wie BMP2, BMP4 und BMP7. Wohingegen Smad2 8nthd3 an der Activin- und
TGH3-induzierten Signalvermittlung beteiligt sind (Dack 2003). Zusatzlich wirkt Smad2
noch bei der Vgl-induzierten Signalvermittlung ndtmad3 ist daher eher der Vermittler bei
der TGHB-Superfamilienmitglieder-induzierten Signalkaskaden

Der Aufbau der Smads wird in drei unterschiedlicbeménen eingeteilt, die auch

unterschiedliche Funktionen austiben (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Smad-Proteine und ihre strukturellen Elemente (Migiss 2006); MH1=Mad homology 1,

MH2=Mad homologie 2, NES=nuclear export signal, $/inad4 activation domain

Die N-terminale Doméane (MH1) weist neben der C-teaien Doméane (MH2) die grof3ten
Aminosaurenhomologien der Smad-Proteine unteregraadf. Die Region zwischen den
zwei den beiden Regionen wird Linker genannt, uiedet ist dagegen sehr variabel in ihrer
Aminosauresequenz und Lange. Die C-Domane ist fiekter-Doméne. Smad 1 und 2
werden durch direkte Phosphorylierung von zweir8esten eines SSXS-Motives in dieser
Doméne durch die Rezeptorkinase des Typl aktiyAodollah 1997; Souchelnytskyi 1997);
der BMP-Rezeptor Typ | phosphoryliert Smadl (Kretasar, Liu et al. 1997), der Aktivin-
Rezeptor Typ IB und TGFRezeptor Typ | Smad2 und 3. Die N-Domane inhibohg
transskriptionelle und biologische Aktivitdt derB@mane (Hata 1997; Meersseman 1997).
Die Linkerregion ist sehr prolinreich und vermittel.a. die Spezifitdt der Interaktion der
Smads untereinander, zu Aktivatoren und zu asstaid’roteinen.

Auch Smad4 ist strukturell mit den signalwegsspsaiien Smads vergleichbar. Es besitzt
aber am C-Terminus kein SSXS-Sequenzmotiv, wodesahicht durch Phosphorylierung der
Rezeptorkinasen aktiviert werden kann. Bei der &8igeiterleitung assoziiert es mit den
aktivierten Smads und bildet spezifische Heterg@tiere, wodurch dann die Translokation
in den Zellkern vollzogen wird und dort die Traripkpbn verschiedener TGF bzw. BMP-
Target Gene aktiviert werden.

Die Inhibitorischen Smads (I-Smads) 6 und 7 regefigeweils den BMP- bzw. den TGF
Signalweg negativ (Hayashi 1997; Imamura 1997; Nak397b). Und beide haben genauso
wenig wie Smad4 ein SSXS-Motiv am C-Terminus, weotudie Rezeptorkinasen sie nicht
aktivieren kénnen. Dagegen liegt der Unterschiedem Gibrigen Smads im nicht homologen

N-Terminus, hier fehlt die MH1-Doméane. Durch di@élende Phosphorylierungsstelle am C-
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Terminus kdnnen die I-Smads, nachdem sie an derapR&azTyp | gebunden haben, langer
verweilen wodurch eine Phosphorylierung der andeRi®mads unterbunden wird
(kompetitive Hemmung) (Hayashi 1997; Imamura 198¢@kao 1997b).

1.3.4 Die Rolle von TGF in der T-Zell Biologie und Immunantwort

Es ist bekannt, dal3 T@Feinen grofRen Einflul auf T Lymphozyten ausibt.b8einflul3t
TGR3 die Proliferation, Differenzierung und das Ubedebvon T-Zellen (siehe Abbildung
9). Das TGB inhibiert Uber verschiedend’athways die Proliferation von T-Zellen indem
es zum einen die Expression des T-Zell mitogenetkitys 1L2, durch Suppression der
Transkription mit Hilfe des Smad3, unterdrtickt RG06).

TGF-B

1] |

| CvolinD2,E Tbet  GATAB  CTVC  popg OV {?

CDK4 Statd NFAT ~ T-bet :
L2 emyc ‘ FasL |
L 5
©g
© Tr
®

Proliferation Apoptosis

Abbildung 9: Einflu3 von TGIB in der T-Zellantwort (Li 2006)

Weiterhin kann TGE die Proliferation von T-Zellen hemmen, indem eekti Zellzyklus
Regulatoren, wie Cyclin-abhangige Kinase Inhibito¢€ki) p15, p21 oder p27 hochreguliert
oder c-myc runterreguliert (Li 2006).

TGH3 ist ein wichtiger Regulator der T-Zell Differenmig, so unterdrickt TGF die
Differenzierung von naiven T-Zellen in Thl oder Tfektorzellen (Li 2006).

Und auch auf die Differenzierung von CD8-Zellen wirkt TGBB hemmend, indem es die
Differenzierung zu zytotoxischen T-Lymphozyten (QTunterdrickt. Dies wird erreicht
durch Inhibition der Perforin Expression in aktitén CD8 T-Zellen (Li 2006).

Wie in Kapitel 1.3 schon erwahnt, spielt TgBuch eine wichtige Rolle in der peripheren
Toleranz, indem es die Differenzierung von naiveD4@D25 T-Zellen zu CDACD25'
Foxp3 exprimierenden T-Zellen (TiTregs) convergignd somit diese eine regulatorische
Funktion gegenuber anderen Effektor T-Zellen hafgeantini, Becker et al. 2004; Fantini,
Becker et al. 2006).
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Es gibt zwei verschiedene pradominante apoptotisBlaghways. der Intrinsische, reguliert
durch pro- und antiapoptotische Bcl-2 Familiennédér und der death receptor pathway
einschliellich CD95 (APO-1/Fas) reguliert die Apmg# durch direkte Induktion der
Caspase-Kaskade Aktivierung. T@Rordert das Uberleben von T-Zellen, indem es die

Apoptose inhibiert und die Zellexpansion unterst(itz 2006).

1.3.5 Die Rolle von TGP bei Krebs

TGR3 ist ein multifunktionales Zytokin, was die Orgahercklung sowie die Entwicklung
von epithelialen und neuronalen Geweben aber aesbrigers das Immunsystem reguliert
(Kaminska 2005). Gerade seine regulatorische Rale Inhibitor der Proliferation,
Differenzierung, Apoptose und Induktor von regulesichen T-Zellen sowie seine Rolle im
Zellzyklus fuhrt dazu, daR das T@GRls Tumorsuppressor angesehen wird (lyer 2005). Es
gibt aber auch Hinweise, dal3 T@#om anfanglichen Tumorsuppressor zum Tumorpromotor
»Switcheri kann und die Tumorentwicklung, Invasion und dietlsktasierung von Tumoren
vorrantreibt (lyer 2005). Der Grund liegt dabei ®iner Dysregulation der T@F
Signalweiterleitung. Sie fuhrt dann meistens zuh®&genese von verschiedenen Krankheiten
wie Fibrosen und Krebs. So ist bekannt, dal3 voenallMutationen im TGBERIl zu
Kolorektalen-, Eierstock- sowie Kopf- und Nackemriaren fuhren. Wéahrend Mutationen
downstreamdes Rezeptors im Signalweg zum Verlust der suppes Funktion und damit
zur defekten Zytostase fuhrt. Folgen sind Brustkrabd Gliome (Massague 2008). TE&F
kommt vor allem in der Mikroumgebung von Tumorenr.vénfanglich dient es der
Vorbeugung der pramalignen Progression, doch kduieemaligne Zellen das T@Fspater

fur ihren eigenen Vorteil nutzen. So sind die Stadellen des Tumors, aber besonders auch
tumorinfiltrierende Zellen, eine Quelle fir die T@Produktion im Tumor (Xie W. 2002).
Tumorinfiltrierende Zellen sind vor allem LeukozyteMakrophagen sowie endotheliale,
mesenchymale und myeloide Vorlauferzellen. Das Wiomken dieser tumorinfiltrierender
Zellen Uberschneidet sich mit der gesteigerten iekr des TGBs, so dafl? diese Zellen als
Quelle des Zytokins angesehen werden (Wahl 2006gY¥2008). Eine positive Korrelation
zwischen Entziindung und Tumorentwicklung ist glieenbar. So ist das T@Hn einem
dysreguliertem Immunsystem ein wichtiger Rekrutigigfaktor von Entzindungszellen. Es
kommt zur Differenzierung der T-Lymphozyten zu THH2 und besonders TH17 Zellen,
nach der Prasentation der Tumorantigene durch disctle Zellen und Makrophagen. Als
Beispiel produzieren die TH17 Zellen neben dem Ilduch die proinflammatorischen

Zytokine IL21, 1L22 und TNE, die zur weiteren Entzindung und damit zur
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Tumorfortschreitung fuhren (Veldhoen M 2006). Zadéh werden noch andere
proinflammatorischen Zytokine, Chemokine, Koloniemsilierenden Faktoren und pro
angiogene Faktoren von Zellen produziert, die dasndrwachstum, -invasion und -
metastasierung optimieren (Wahl 2006). Dahingegsnltieren die immunsupprimierenden
Effekte von TG darauf, dal3 aktivierte T-Lymphozyten durch eiréglksre TGB-Rezeptor
Expression anféllig gemacht werden fir das sektetitGH3 der Tumorzellen sowie flr das
membrangebundene T@GFder regulatorischen T-Zellen (TiTregs). Es wirkiandt
supprimierend auf die Zytokinproduktion der Effektellen ein. Zusatzlich werden mehr
tumorinduzierte TiTregs in den Tumor rekrutierte dilort ebenfallls die Inflammation
limitieren, indem die Zytokinproduktion (z.B. IL&upprimiert wird (Becker, Fantini et al.
2005; Becker, Fantini et al. 2006).

1.3.6 Regulation des TGPB-Signalweges: Die Ubiquitin Ligase Smurf und der
poteasomale Proteinabbau

Die Lebensdauer verschiedener Proteine einer #llenterschiedlich. So mussen Proteine
mit regulatorischer Funktion beispielsweise audgaiéet werden, sobald ihr Zweck erfullt
ist. Sie werden teilweise in ihre Bestandteile &lage, die teilweise weiterverwertet werden.
Aber auch fehlerhaft hergestellte oder geschadigbteine werden abgebaut und das Material
zur Neusynthese verwendet. Als wichtige Komponeitser Abbausysteme erwies sich das
Ubiquitin, ein Protein mit einem Molekulargewicharv nur 8600 Dalten. Es wurde erst 1974
von der Gruppe um G.Goldstein entdeckt, die diefe@hzierung von Lymphozyten
untersucht haben. Sie fanden heraus, dal? dasrPaoieh in anderen Zellen vorkam und zwar
bei ganz unterschiedlichen Organismen, und somguitir ist, woraus sich der Name des
Proteins wiederschlagt: Ubiquitin (allgegenwartigin im fast gesamten Organismenbereich
verbreitetes Protein mul wichtige Aufgaben erfgliemmmal es sich im Laufe der Evolution
kaum verandert hat; so unterscheidet sich das Wimquwn Mensch und von der Béackerhefe
(Saccharomyces cerevis)da drei der 76 Aminosauren ihrer Proteinkette.

Proteine kdnnen somit nicht nur Uber das SystemPdeteolyse in ihrer Anzahl reguliert,
sondern auch auf ihre Qualitat post translationahttolliert werden. In den letzten
Jahrzehnten ist eine Menge an Informationen UbeiClhiarakterisierung und Regulation der
Ubiquitin-Proteasom vermittelten Proteolyse erlamgirden. So ist bekannt, dal3 dieser
Signalweg der bekannteste nicht lysosomale Pragesser fir die Reduzierung der meisten
kurz- und langlebigen Proteine in Mammaliazelleseasiell ist. Weiterhin kontrolliert dieser

Signalweg den Zellzyklus, die Onkogenese, die Taapison, die Entwicklung und
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Differenzierung, Signaltransduktion, Rezeptorreiola und Antigenreifung (Bonifacio
1998).

Die Ubiquitinierung

Die Ubiquitinierung von Proteinen erfolgt in zweiuptsachlichen Schritten, (1) der
kovalenten Bindung einer Polyubiquitinkette an dasprotein und (2) der Erkennung des
Signals, die dann zur Degradation des Proteins hdutas 26S Proteasom fihrt. Die
Ubiquitinierung von Proteinen ist ein mehrschregtig®Prozess (Hershko 1998; Ciechanover
2000). So erfolgt im ersten Schritt die Anlagerwog Ubiquitin durch eine Thioesterbindung
an den C-terminalen Glycinrest des Ubiquitin-aldtienden Enzym (E1). Dieser Prozess

bendtigt fur die Anlagerung Energie in Form von A(BRRhe Abbildung 9).

Ub Ub
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TEf = ubliquitin activating snzyme. E3 = ubiquitin Iigafn Poo@

Abbildung 9: Die Ubiquitinierung von Proteinen

E1l, das Ubiquitin aktivierende Enzym, transfergahn das Ubiquitin zum zweiten Enzym,
das Ubiquitin konjugierende Enzym (E2). Auch hierdét eine Thiol-Ester Verbindung
zwischen dem aktivem Cystein und dem Ubiquitin tst&8chliel3lich erfolgt dann die
Ubergabe des Ubiquitins von dem Ubiquitin konjugietem Enzym auf das Substrat an eine
Aminogruppe eines Lysinrestes des Proteins. Died durch ein drittes Enzym (E3), der
Ubiquitin Ligase katalysiert (Robinson 2004). Didiguitinierung kann an verschiedene
Lysinrest-Positionen des Zielproteins erfolgen.g@schieht bei einer Polyubiquitinierung an
dem Lysinrest der Position 48 (K48) die Degradatimes Zielproteins Uber das 26S
Proteasom. Aber auch Polyubiquitinierungen der tlosi63 (K63) eines Proteins ist
maoglich, welches dann zur Aktivierung von Zytokorsalkaskaden fuhrt. Desweiteren sind
aber auch Mono- und Multi-Monoubiquitinierungen v&moteinen moglich. So kann die
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Monoubiquitinierung von Proteinen, z.B. am Lysin (KiL1), das Signal fur Endozytose und
Kargo bzw. jrafficking’ von Membranrezeptoren in einer Zelle sein (Robm2004).

Vom E1 Enzym ist nur eine Form in Saugetierzellegkdmnt, von dem Ubiquitin
konjugierenden Enzym sind bereits 20-30 Formen, dem Ubiquitin Ligasen sind jedoch
unzéhlige verschiedene Enzyme bekannt, die die |IR&gu der Ubiquitinierung regeln.

Es gibt drei verschiedene Klassen, in die man duquitin-Ligasen (E3) aufgrund ihrer
Struktur teilen kann: (1) HECThomologous to E6-AP C-terminus(2) RING feally
interesting new geneund (3) U-box Doméne-typen. Die Ubiquitin-LigaSenurf, die den
TGH3/BMP Signalweg reguliert, zahlt zur ersten Grupges, HECT Form.

Ubiquitin E3 Ligase: Smurf2

Die Ubiquitin-Ligase Smurf zahlt zur Gruppe der HEOgasen, d.h. charakteristisch fur die
Ligase ist ihre 350 Aminosauren umspannende k&éehg Doméne. Diese Form der Ligase
interagiert direkt mit dem E2-Enzym und nimmt daliduitin kovalent auf, um es dann
durch direkte Interaktion mit dem Zielprotein auésks, ebenfalls kovalent, zu tbertragen.
Smurf ist eine Kurzform und steht fiBmad ubiquitin regulating factorEs gibt zwei
verschiedene Formen von Smurf: Smurfl und Smur8gche sich nur in der Anzahl ihrer
Tryptophan (WW)-Domanen unterscheiden. Es gibt deeschiedene Doméanen die Smurfl
und 2 besitzen: zum einen die N-terminale Btb{ein Kinase C conserved regiglRomane
(siehe Abbildung 10). Diese Domane ist hoch korisgrund kommt in zahlreichen anderen
Proteinen vor wie z.B. Perforin, den Ubiquitin-Lsgen Nedd4 und Itch, um nur drei zu
nennen. Aber seine funktionelle Bedeutung wurdalen Proteinen der Phospholipase C
charakterisiert. Fur die Ubiquitin Ligase Smurfiddaman heraus, daf} die C2-Domaéne in
einer Calcium unabhangigen weise an Phospholipidetier Zellmembran bindet (Izzi 2004;
Wiesner 2007). In den WW-Domanen unterscheidet ggein Smurfl von Smurf2. Wahrend
Smurfl nur 2 WW-Domanen besitzt, tragt Smurf2 3 ViDdmanen. Diese Domane
interagiert mit dem PY-Motiv von Ziel- und Adaptogteinen, wie dem Smad7. Und zum
Schluf’ die katalytische C-terminale HECT-Domanev@ek 2000). Smurf2 umfaldt 748
Aminosauren und ist zu 83% identisch zu Smurfl (R000). Weiterhin ist bekannt, daf3
Smurfl die R-Smad1, 5 und 8 und den BMP Rezeptbawh(Datto 2005), Smurf2 die R-
Smad Molekile 2 und 3 sowie Smad4, das inhibitbes&mad7 und SnoN degradiert
(Massague 1999; Lin 2000; Bonni, Wang et al. 2(Hang, Chang et al. 2001; 1zzi 2004;
Moren, Imamura et al. 2005). So reguliert Smurfimehrt den BMP-Signalweg und Smurf2

den TGIPB-Signalweg. Fir Smurf2 ist weiterhin bekannt, dalzesammen mit Smad7 aus
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dem Nukleus transportiert wird und dann im Zytoplasmit dem E2-Enzym den T@RII
rekrutiert, ubiquitiniert und damit zur Degradationarkiert (Kavsak 2000; lzzi 2004,
Ogunjimi 2005). Somit erfolgt einfine-tunig' des TGH Signalweges durch die Ubiquitin-

Ligase Smurf2.

Abbildung 10: TGH3Rezeptor Degradation durch Smurf2 und Smad7 (Oguiid05); RII=TGIPB Rezeptorll,
RI= TGH3 Rezeptor |, HECT= homologous to E6-AP C-termind&V=Tryptphan reiche Doméane, C2=Protein
kinase C conserved region 2, E2=Ubiquitin konjugieiEnzym, NTD und MH2=Smad7

Der Mechanismus der Smurf2 Genexpression war zghawtch unklar, so wurde in einer
Promotorstudie gezeigt, dal Smurf2 durch BGR einem Smad unabhangigen Prozess
aktiviert werden kann (Ohashi, Yamamoto et al. 2005

Mit Veranderungen im TdF Signalweg werden fortschreitend mehr Krebserkragka
beim Menschen beobachtet. So beschreibt man Kighs&ungen wie in Pankreas, Lunge,
Brust und gastrointestinalem Trakt die mit gendiesc Veranderungen der verschiedenen
TGH3 Signalmolekilen assoziiert sind, wie z.B. den Reaen, Smad2, Smad4 und Smad?.
Smurf2 ist ein wichtiger Regulator des TGBignalweges und eine dysregulierte Expression
oder Funktion der E3 Ubiquitin Ligase fuhrt zur Tamentwicklung und -fortschreitung (lzzi
2004). So konnte vor einiger Zeit eine Korrelatfeastgestellt werden zwischen einer hohen
Expression von Smurf2 und einer Tumorentwicklung t meiner schlechten

Uberlebensprognose bei Patienten mit OsophaguskFeksichi 2002).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

TGH3 spielt eine wichtige Rolle bei Prozessen wie dermunregulation und der
Tumorentwicklung. Eine dysregulierte Expression ufthktion von TGB wird mit der

Pathogenese zahlreicher Erkrankungen in Verbindebgacht. Die Ubiquitin-Ligase Smurf2
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ist dabei ein wichtiger negativ Regulator des PG&ignalweges, indem es Smad-Molekile
und den TGB-Rezeptor zur Degradation im 26S Proteasom ubigertt Somit spielt
Smurf2 eine bedeutende Rolle bei der ModulationTd&f3 Sensitivitat in Zellen.

Daher sollte in dieser Arbeit vor allem die Funktiond Rolle der Ubiquitin Ligase Smurf2
besonders in T-Zellen in Verbindung zu Autoimmumankungen, wie den chronisch
entzuindlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und @elitis Ulcerosa, untersucht
werden. Dabei sollte der Einflul3 von Smurf2 inslelgwe in T-Zellen naher charakterisiert
werden. Unter anderem sollte auch die Expression Smurf2 in verschiedenen Geweben
und Lymphozyten- Subpopulationen ermittelt werdsawie seine Induzierbarkeit durch
verschiedene Zytokine und anergisierenden Substati®a dann die funktionelle Relevanz
der Ubiquitin-Ligase Smurf2 in verschiedenen Maudellen von Autoimmunerkrankungen
zu untersuchen, sollten induzierbare T-Zell spscife Smurf2 transgene M&ause sowie
konditionale Smurf2 Knockout Mause generiert werdéndiesem Zweck sollte das Smurf2
und die Knockout-Konstrukt kloniert werden. Das dyefere Interesse lag in der
Charakterisierung der T-Zell Entwicklung sowie déntersuchung phanotypischer und
organpathologischer Veranderungen der Tiere. S3lidle sollte untersucht werden, ob eine
zZielgerichtete Veranderung der Expression von edgukchen Faktoren, wie dem Smurf2,
das regulatorische Potential von Tk vitro undin vivo beeinflussen kann und welche
immunologische Auswirkung es auf T-Zellentwicklungnd Differenzierung sowie
Krankheitsverlaufen hat. Schlie3lich soll anhand elbhobenen Daten die biologische Rolle

von Smurf2 bei Autoimmun- und Tumorerkrankungememnten werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Arbeiten mit Nukleinsauren

2.1.1 DNA-Restriktion

Bei DNA-Verdauen wurden in der Regel Restriktiorfiggumit 10-20mM Tris-HCI (pH 7.5),
10mM MgCh, 10mM DTT mit unterschiedlichen NaCl-Konzentragonverwendet. Die
genaue Zusammensetzung richtete sich nach denseiztgn Enzym.

Oft wurden bei Restriktionsverdaus zwei verschieddinzyme mit unterschiedlichen
Erkennungssequenzen eingesetzt, die den Vektoerigieren, um eine Religation des
Vektors zu verhindern. Die Ligation des Inserts rtii@ensomit gerichtet erfolgen, wenn das
Insert ebenfalls mit demselben Enzym im Doppelvendabehandelt wurde.

Ein Standardrestriktionsverdau erfolgte in einenchElumen von 20ul. Es wurden maximal
10pg DNA, 2ul 10x Restriktionspuffer, 1ul BSA (2md) und 5-10 U Enzym eingesetzt. Mit
Wasser wurde auf das Endvolumen aufgefillt. Je nestmperaturoptimum des Enzyms
wurde der Verdau 1-4 Stunden im Heizblock oder Afdssl, oder Uber Nacht im
Brutschrank inkubiert. Die meisten Enzyme arbedptimal bei einer Temperatur von 37°C.
Um die Restriktionsendonukleasen zu deaktivierem. lamis dem Ansatz zu entfernen, wurde
eine Phenol/Chloroformextraktion durchgefuhrt. Arief3end wurde die DNA gefallt und in

TE-Puffer aufgenommen.

2.1.2 Agarosegel-Elektrophorese von DNA

50x TAE-Puffer: 2429 Tris-Base, 57,1ml Essigsaatgml 0,5M EDTA, pH 8,0

Die Agarose Neeo ultra (Roth) wurde in 1x TAE-Putiefgekocht, geschmolzen und in eine
Gelform gegossen, wenn die Lésung handwarm bzwC56freicht hatte. Bevor die
geschmolzene Agarose in die Gelform gegossen wuvdede das Ethidiumbromid
(1:20.000) hinzugegeben. Dieses interkaliert in @A und kann somit unter UV-Licht
Bestrahlung sichtbar gemacht werden. Das Gel waorileAussparungen, den sogenannten
Geltaschen, gegossen, in denen dann die DNA-Losungeh erkalten des Gels gegeben
wurde. Durch das Erkalten bildet sich eine homodeaknatrix aus, die je nach Bedarf fein-
oder grobporig ist. Je nach Trennbedarf wurden2@ofge Agarosegele (w/v) verwendet. Die
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DNA wurde mit Probenpuffer (Orange Loading Dye: MnirisHCI pH7,6; 60mM EDTA,

0,15% orange G, 0,03% Xylene Cyanol FF, 60% Glyterersehen und in die Geltaschen
geflllt. Zusatzlich wurde noch ein Ladngenmarkergatfagen, um den DNA-Banden eine
bestimmte GroRe zuordnen zu kdnnen. Die Gelelektngse wurde in der Gelkammer mit
1x TAE-Puffer bei 100-200V durchgefuhrt (ideal 5VYopcm). Aufgrund der negativen
Ladung der DNA uber ihre Phosphatgruppen, wandertirs elektrischen Feld von der
Katode zur Anode und wird aufgrund ihrer Grof3e Wwwmhformation in der Gelmatrix

aufgetrennt. Unter UV-Licht bei 360nm kénnen DNArBan ab 20ng im Gel identifiziert

werden.

2.1.3 Reinigung von DNA aus Agarosegelen durch MinElute €R
Purification Kit (Qiagen)

Mit Hilfe von chaotropen Salzen kdnnen Nukleinsaum@n Silica-Oberflachen binden.

Dadurch ist es moglich, die gewiinschte DNA von nioctGel vorhandenen Enzymen, nicht

gebundene Primer, freie Nukleotide und Proteinerenigen. Die aufzureinigende DNA-

GrolRe sollte zwischen 70bp bis 4kb betragen undLdiekapazitat der MinElute-Saule

betragt 5ug. Mit Elutionspuffer ist es dann moglidle DNA mit geringer Salzkonzentration

und unterschiedlichem pH-Wert von der Saule zueedun.

Bindungspuffer 3M Guanidin-Thiocyanat; (0,1% (w/v) IsopropanolmM Tris-HCI
QB: pH 6,6

Waschpuffer PE: | 10mM Tris-HCI; 20mM NaCl; 80% (v/v) Ethanol pH 7,5

Elutionspuffer EB: |10mM Tris-HCI pH 8,5 oder D

Die gewlnschte DNA-Bande wurde unter UV-Licht mitneem sauberen Skalpell

herausgeschnitten und dann in ein Eppendorfgef&geawogen. Pro 100mg Agarosegel
wurden dann 300ul Bindungspuffer hinzugegeben ued309°C geschmolzen. Alle 2-3
Minuten wurde das Eppendorfgefal3 gevortext, bisynagefahr 10 Minuten (min) das Gel
mit der DNA geschmolzen vorlag. Nach dem Schmelosm Agarose wurde dem
Bindungspuffer 1 Gelvolumen Isopropanol hinzugefigie Losung wurde dann auf die
Saule gegeben und fur 1 Minute bei 13.000 rpm iagtert. Der Durchlauf wurde

verworfen und die Séule erneut mit 500ul Bindundfgpwohne Isopropanol zentrifugiert. Es
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wurde dann die gebundene DNA einmal mit 750ul Wpastfar mit hohen
Salzkonzentrationen gewaschen, um somit freie Nakle und Enzyme zu entfernen. Nach
dem Waschen wurde das Auffanggefal? gewechselt undiedrigen Salzkonzentrationen
und hoherem pH-Wert die DNA von der Saule elui®@anach erhielt man 10ul des
gewunschten Eluats.

2.1.4 Reinigung von doppelstrangiger DNA aus Enzymatischre Reaktionen
mit dem MinElute Cleanup (Qiagen) Kit Protocol

Doppelstrangige DNA kann ebenfalls mit chaotropealzéh ohne vorhergehende
Gelelktrophorese von Enzymen gereinigt werden. Digaschieht meistens nach
enzymatischen Reaktionen zum Anhangen von Nukleot@h ein Fragment zur weiteren
Klonierung in einen Vektor. Oder aber nach enzyscagn Dephosphorylierung von
Fragmenten, die flr eine weitere Klonierung gedauoid.

Zur enzymatischen Reaktion wurden 300ul QB-Puffeedgegeben. Es erfolgte die gleiche
Prozedur wie in Kapitel 2.1.3 beschrieben: Der Bimgspuffer bereitet die DNA darauf vor
an der Silicamatrix der Saule zu binden. Nach dedig der DNA an die S&ule wurde mit
750ul PE-Puffer gewaschen. Der Durchlauf wurde oeien und die Saule fur eine Minute
bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert, um dastliche Ethanol zu entfernen. Eluiert
wurde mit 10ul EB-Puffer oder Wasser. Nach Einwirkkes Puffers fur eine Minute wurde
mit maximaler Geschwindigkeit die DNA von der Saiheein sauberes Eppendorfgefal’

eluiert.

2.1.5 Klonierung von DNA-Fragmenten in pcDNA 3.1/V5-His TOPO TA

Expression Kit

Mit Hilfe des pcDNA 3.1/V5-His TOPO TA Expressioists (Invitrogen) ist es moglich,
vorher aus den Gelen isolierte DNA-Fragmente in deriegenden Expressionsvektor zu
klonieren. Dazu wurden zu 8ul des mit der Proofdreg Polymerase (Pfu) amplifizierte
PCR-Fragment 1ul ATP (100mM), 2ul 10xPuffer, 1plgRolymerase und 8ul Wasser
gegeben. Der Mix wurde dann fur 10 bis 15 Minuten#2°C in einem Heizblock inkubiert.
Nachfolgend sollte eine Aufreinigung des Enzymdtfatden (siehe Kapitel 2.1.4). PCR-
Produkte, die mit der Herkulase (Stratagene) hezthesvurden, kdnnen sofort nach der
Aufreingung Uber das Gel in den Vektor ligiert wamgdda das Enzym an das PCR-Produkt

Adeninreste anhangt und somit die Thymidin-Adeniarerung direkt funktioniert.
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Die Klonierung des Fragments mit dem Vektor er®lgt einem Volumen von max. 6ul die
dann fur die chemische Transformation (2.2.3) e@ne Shot OP 10 Bakterien (Invitrogen)
verwendet wurden. 4ul des PCR-Produktes wurdenpduSalziésung (1,2M NacCl; 0,06M
MgCl,) und 1ul pcDNA 3.1/V5-His TOPO-Vektor (10ng/ul DNA: 50% Glycerol, 50mM
Tris-HCI| pH 7,4; 1mM EDTA, 2mM DTT, 0,1% Triton X@D, 100pug/ml BSA, 30uM
Phenolrot) gegeben und bei Raumtemperatur 5 bigliBQten inkubiert. Danach wurde der
Ansatz auf Eis gestellt. Es erfolgte dann die Ti@msation in Bakterien. Liegt das PCR-
Fragment kloniert in dem TOPO-Vektor vor, so muiBes®rientierung getestet werden. Dies

geschah Uber Sequenzierung (2.1.6) und/oder natreRestriktionsverdau (2.1.1).

2.1.6 Sequenzierung von DNA

Sequenzierungen von Plasmidkonstrukten wurden deraFMWG-Operon (www.MWG-

Biotech.com) in Martinsried, Deutschland eingereich

2.1.7 RNA-Isolierung aus eukaryotischen Zellen und Gewelbe

RNA Isolierungen von Geweben mit geringen MengenR&A wurden mit dem RNeasy
Micro Kit von Qiagen entsprechend des Protokollcdgefuhrt. Mit diesem Kit konnte RNA
von mindestens 2x2Gusgesaten T-Zellen und 1XHusgesaten Dendritischen Zellen isoliert
werden. Dabei wurden die Zellen direkt oder nadm@ation in 35@l RLT Puffer mit3-
Mercaptoethanol (1:100 in RLT verdinnt) geldst dyslert. Nach Zugabe von 1 Volumen
(350Qul) 70% RNase freiem Ethanol ist die RNA bereit lie Bindung auf der Microsaule.
Die Saule wurde dann bei 10.000 rpm fur 15 Sekur{dek) zentrifugiert. Danach wurden
350ul eines Waschpuffers (RW1) auf die Saule gegebehwieder fur 15 sek bei 10.000
rpm zentrifugiert. Optional kann nach diesem Stleiit genomischer DNA Verdau eingefligt
werden. Dabei werden 8Deines DNasel-Puffer Gemisches auf die Saule gageind flr
15 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die Zugafoa 50Ql des mit Ethanol versetzten
RPE Puffers. Die Saule wurde dann wieder fir 15 Bek10.000 rpm zentrifugiert. Nach
Entfernen des Durchflusses wurden ©080%iger RNase freies Ethanol auf die Saule
gegeben und 2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. fekyte, nach Verwerfens des
Durchflusses, das Trocknen der Saule durch 5 mimtrifiggation bei maximaler
Geschwindigkeit. Das Eluieren der RNA erfolgte daminch Zugabe von 20 RNase freiem
Wasser auf die Membran der Saule, die dann 1 minnimximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert wurde. Es erfolgte dann die Konzetndres- und Reinheitsbestimmung der RNA

durch Photometrische Messung am NanoDrop Gerét.
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Gewebe, die groiere Mengen an RNA enthalten, wBe @&ewebestlicke aus Organen,
wurden mit dem Trizol Reagenz von Qiagen behanbelbei wurden 50-100mg Gewebe mit
1ml Trizol Reagenz versetzt und mit Eisenkugelndewebelysierer zerkleinert. Die Proben
wurden dann 5 min bei RT stehen gelassen damitNdikleotidkomplexe dissoziieren
kénnen. Je eingesetztem ml wurden dann 0,2ml Clolonohinzugegeben und die Proben
15 sek kraftig geschuttelt, bevor sie dann erndutl® min bei RT stehen gelassen wurden.
Danach erfolgte eine Zentrifugation fir 5 min b2idD0g, die dann zur Trennung der Probe
in drei Phasen fuhrte: eine untere rote Phenol4@Gfdom-Phase, eine obere farblose walirige
Phase und eine dazwischenliegende Interphase. Ni& iRt ausschliel3lich in der oberen
walRrigen Phase angereichert, wahrend sich die DivAdie Proteine in der Interphase und
der Phenolphase befinden.

Die walirige Phase wurde in ein frisches Réhrchanfabrt und mit 0,5ml Isopropanol pro
eingesetztem ml versetzt und die RNA prazipitiBdbei wurden die Proben fir 15 min bei
RT gelagert, bevor sie im Anschluf3 bei 12.000gLf2imin und 4°C zentrifugiert wurden. Das
RNA-Prazipitat ist von gelartiger Konsistenz undfitidet sich dann im Konus des
Roéhrchens. AnschlieRend wurde die RNA mit 70% igeNase freiem Ethanol gewaschen,
getrocknet und in RNase freiem Wasser aufgenomrenerfolgte eine Photometrische
Konzentrationsbestimmung am NanoDrop Gerat.

2.1.8 cDNA-Synthese

Nach Isolierung der RNA erfolgte die Umschreibumg BNA in cDNA mittels der reversen
Transkriptase von Stratagene. Hierbei wurden eesirnmte Menge an RNA eingesetzt,
meist 500ng, und die RNA mitul random Hexameren und oligo dT Primern sowj¢ 1
dNTP’s (jel0mM) versetzt und mit RNase freiem Wiaasé 123l aufgefullt. Danach erfolgte
eine Inkubation von 5 min bei 65°C, wodurch sicle #rimer an die RNA anlagerten.
Anschlie3end erfolgte die Zugabe vopl &ines Mastermixes deruRdes 10x Puffer der
reversen TranskriptaseuldRNase freiem Wasser,ull RNase Inhibitor und @l reverse
Transkriptase enthielt. Der g0Ansatz wurde dann 1h bei 42°C inkubiert, bei dierreverse
Transkriptase ihr Optimum hat und aktiv ist. Danaefolgte noch die Inaktivierung der
reversen Transkriptase durch Denaturierung bei 94tfG min. Die cDNA-Matrix konnte

dann in der PCR mit genspezifischen Primern aratysierden.
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2.1.9 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Me¢haodit der man DNA exponentiell
amplifizieren kann. Die PCR-Reaktionen wurden aileeinem Gerat der Firma Eppendorf
(Mastercycler 5330) durchgefuihrt. Bei der Konstiwktder Primer-Oligonukleotide aus eine
bekannten DNA-Sequenz wurde bertcksichtigt, dalRGIesGehalt der Primer bei 40-65%
liegt, dal3 die Basenfolge keine Sekundarstruktaieich Palindrome ausbildet und daf3 die
Primer nicht zueinander komplementar sind. Furfdlgende Berechnung desy®Wertes

wurde folgende Formel verwendet:

Twm[°C]=81,5+16,6(log[M]+0,41(%G/C))-600/N

[M]: Kationen [M*] Konzentrationen im Reaktionsansatz (0,05M im v@rdeten 1xPCR-  Puffer
N: Anzahl der Nukleotide des verwendeten Oligonotitks

%G/C: Guanosin plus Cytosin-Gehalt des Oligonuldisoin Prozent

Der PCR-Ansatz wurde im Allgemeinen wie folgt arejes
x ul  DNA (genomisch oder cDNA)

7,51 RedTagPolymerase (Sigma)

2ul  for Primer (10pmol4l)

2ul  rev Primer (10pmoiil)

ad. 2%l mit aqua dest.

Das PCR-Gerat wurde nach folgendem Schema progrnmi

95°C 2 min Initiale Denaturierung

95°C 45 sek

Twm[°C] 45 sek 18-35x Exponentielle Amplifikation
72°C 1-2 min (abhangig vom Transskript)

72°C 10 min Terminale Elongation

Die Analyse der PCR erfolgte durch Agarose-Geletgltiorese
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Primer- Sequenz Twm

Bezeichnung
Fwd Smurf2 CGCTGGGGACATGTCTAACC
Rev Smurf2 CCATCATTCCACAGCAAAGC 55°C
CD2 upstream CCCAGCTTTCCCTGAAAGTG
Smurf2 543R GGCGTTCCCACTGTGTAGTT
Perforin Fwd GTCAGAATGCAAGCAGAAGC 53°C
Perforin Rev GTACCAGGCGAAAACTGTAC
IFNy Fwd CACACTGCATCTTGGCTTTG 53°C
IFNy Rev GACTCCTTTTCCGCTTCCAG
GzmB Fwd TCCTGCTACTGCTGACCTTG 54°C
GzmB Rev ACTATGCCTGCAGCCACTTT
BAktin Fwd ATATCGCTGCGCTGGTCGTC 57°C
BAktin Rev CCACGCTCGGTCAGGACTTT
Smurf2 Rev2 TTGAGCGAGCAGGACTCTTG 55°C
Smurf2 Rev3 TGCTGATTCCACTTTGGATC 51°C
Smad7 Fwd CGCATGTTCAGGACCAAACG 55°C
Smad7 Rev CCGACTACCGGCTGTTGAAG
CD2 E1/E2 TTTCTTCCAAGTGCAGTCTCCAAAG 56°C
RTmmSmurf2+E2Fwd GCCTGACAGTACTCTGTG 56°C
RTmmSmurf2+E2Reyy CCATCAACTACCACCTTAGC
RTmmSmurf2-E2Fwd| CCTGACAGGTCTTCCTGAT 62°C
RTmmSmurf2-E2Rev| CCATACGCTGATCGTAACTG
RT HsSmurf2+E2Fwd] GCCTGACAGTACTCTGTG 56°C
RT HsSmurf2+E2Rev| CCATCAACCACCACCTTAGC
RT HsSmurf2-E2Fwd| CCTGACAGGACTTCCTGAT 62°C
RT HsSmurf2-E2Rev| TCCATACACTGATCGTAACTG

2.1.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Fur Klonierungen von DNA Fragmenten aus Subklomgsyektoren in verschiedene

Endvektoren, z.B. pEGFP, missen die DNA Fragment den Subklonierungsvektoren

herausgeschnitten werden und in den mit den selestriktionsenzymen geschnittenen
Endvektor ligiert werden. Die Ligation erfolgte dbrdie T4-Ligase (NEB) bei 16°C uber

Nacht. Es wurde ein Ansatz voni2@ngesetzt, in den mamnul2des 10x Puffer, 4l der T4-
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Ligase und die dreifache Menge des Inserts zunesetgtem Vektor gab. Der Ansatz wurde
mit Aqua dest. auf 20 auffillt. Bei einer gerichteten Ligation erfolgkeine
Dephosphorylierung des Vektors. Wurde jedoch dektdfe nur mit einem Enzym
geschnitten, so muf3te eine Dephosphorylierung @&$ovs erfolgen, um eine Religation des
Vektors zu verhindern. Dabei wurdepgldes Vektors bei einem 5’-Uberhang 15 min bei
37°C und 60min bei 3"-Uberhangen mit 5U AntarktescPhosphatase behandelt. Danach
wurde das Enzym flr 5 min bei 65°C inaktiviert. Bnkel3end erfolgte die Ligation.

2.1.11 Photometrische Bestimmung der DNA-/RNA-Konzentratio

Die Photometrische Konzentrationsbestimmung von DINW RNA erfolgte mit Hilfe des

NanoDrop Geréates. Es wurden maximgall @s Nukleotidansatzes eingesetzt.

2.2 Arbeiten mit Bakterien

2.2.1 Bakterienstamme

DH5a (NewEnglandBiolabs)

OneShot (Invitrogene)

SoloPack PCR Cloning Competent Cells (Stratagene)

2.2.2 Kulturmedien und Losungen

LB-Medium LB-Agar SOC-Medium

10g Bacto Trypton 1000ml LB-Medium 2% [w/v] Bacto Trypton
59 Hefeextrakt 159 Bacto Agar 0,5% [w/v] Hefe-Extrakt
5g NaCl TE-Puffer pH 8,0 10mM NaCl

ad 1000ml Aqua dest. 10mM Tris-HCI 2,5mM KCI

2% X-Gal 1mM EDTA pH8,0 10mM MgCh

in DMSO 10mM MgSQ

20mM Glukose

2.2.3 Transformation chemisch kompetenter E.coli-Zellen

1-5ul der Ligationsreaktion wurden zu kompetenten Zelggegeben und 25 min auf Eis
inkubiert, um die Anlagerung der DNA auf der Bal@apberflache zu erreichen. Es folgte
dann ein Hitzeschock bei 42°C fir 45 sec, bei deen RNA durch die Porentffnung

aufgenommen wird. Durch Zugabe von gb8OC-Medium und Inkubation bei 37°C fur 1h

auf dem Schiittler wurden die Zellen herangezogehliilich erfolgte das Ausplattieren auf
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Agar-Platten mit Selektionsantibiotikum (Ampicililianamycin, etc.) und eine Inkubation
Uber Nacht im Brutschrank bei 37°C. Bei Subkloniggschritten ist auch ein blau-weil3
Selektion mdglich, bei der vor dem Ausstreichen Bakterien die Platten mit 402%igen
X-Gal behandelt wurden. Durch die blau-weil3 Setektist es moglich Bakterienkolonien
voneinander zu unterscheiden, die ein Insert in\dektor ligiert haben oder bei denen eine
Religation stattgefunden hat.

2.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Nach dem Ausstreichen der Bakterien wurden am te&chisag die Kolonien gepickt und in
LB-Medium bei 37°C uber Nacht unter schitteln hgemogen. Die Plasmid-DNA wurde
dadurch amplifiziert und konnte dann am néchsteg @af ihr Insert hin zu analysiert
werden. Dazu wurden die Bakterien in 2ml des Mediudh min bei 13.000 rpm

abzentrifugiert und dann lysiert. Die Isolierung @NA erfolgte mit Hilfe des FastPlasmid
Mini Kit von Eppendorf. Dabei wurden die Zellen f8min lysiert und dann auf eine Saule
gegeben, die dann fir 1min bei 13.000rpm zentd@dgivurden. Danach erfolgte ein
Waschschritt und dann die Elution der DNA von déulS.

2.3 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

2.3.1 Zzellen/Zelllinien

Cos7 Affen Nieren Zellinie (ATTC CRL-1651)

HEK Humen embrionic kidney (ATTC CRL-1573)

T-Zellen aus der Maus CDACDS' Lymphozyten und Thymozyten

Dendritische Zellen CD11aus generierten BMD®One marrow derived dendritic célls

2.3.2 Kulturmedien und Lésungen

Kulturmedium 10x PBS(Biochrom)

RPMI 1640 + L-Glutamin (Gibco) mit 9,55¢/I

10%][v/v] FCS (Fotales Kalberserum, PAMACK-Puffer (pH7,27)
hitzeinaktiviert fir 30min bei 56°C) 4,15g NHCI

100U/ml Penicillin/Streptomycin (Gibco) | 0,5g KHCQ

Einfriermedium 18,6mg EDTA

90% [v/v] FCS ad 500ml Aqua dest. pH 7,27
10% [v/v] DMSO (Roth) Ficoll Lésung (Seromed)

1x Trypsin EDTA (PAA) Dichte: 1,077g/ml
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2.3.3 Isolierung von Thymozyten aus der Maus

Nach zervikaler Dislokation von 6-8 Wochen altenugkén wurde durch einen Schnitt
oberhalb des Brustbeins der Thymus entnommen. Eathahme wurde der Thymus in 1x
PBS mit sterilen Glas-Objekttragern zerrieben um Thymozyten zu isolieren. Es erfolgte
eine ACK-Lyse die die Thymozyten von Erythrozytemrgt. Danach wurden die Zellen im
FACS analysiert.

2.3.4 Isolierung von T-Lymphozyten aus der Milz einer Mats

Nach zervikaler Dislokation von 6-12 Wochen altaarédn wurde mit einem Flankenschnitt
die Milz entnommen. Danach wurden die Lymphozyterck zerreiben der Milz mit sterilen
Glas-Objekttragern mit Kulturmedium isoliert. Nadbr Reinigung von Erythrozyten durch
ACK-Lyse wurde die Milzsuspension mit immunomagseten beads spezifisch
aufgereinigt. Dabei bediente man sich magnetiscRartikeln, die mit monoklonalen
Antikdrpern gegen CD4 CD8', CD11¢, CD4'CD25 Oberflachenantigene konjugiert sind.
Das Prinzip der Methode beruht auf der Bindungetibsadsan z.B. CD4 Molekule auf der
Oberflache von Lymphozyten und der anschliel3endasiti’selektion Gber eine magnetische
Saule (Miltenyi). Die Milzsuspension wurde nach A&K-Lyse mit 9Ql RPMI Medium pro
10" der totalen Zellzahl versetzt und mitpl@ro 10 Zellen beadsfir 15 min bei 4°C
inkubiert. Danach erfolgte ein Waschschritt, um might gebundenen immunomagnetischen
Partikel zu entfernen. AnschlieRend gab man dig2dilen auf eine magnetische Saule (LS-
Positivselektionsséaule, Miltenyi). Die in der Saalgiickgehaltenen Zellen wurden 3 mal mit
3ml Medium gewaschen. AnschlieRend wurden dann $elle aus dem Magneten
entnommen und die in der Séule befindlichen Zefteheinem Stempel und 5ml Medium
eluiert. Bei der Negativselektion von CoRD25 fir eine Transfer Kolitis erfolgte erst der
DurchfluR von CD3CD25 und CD4CD25 Zellen, die dann wiederum in einer

Positivselektion voneinander getrennt wurden.

2.3.5 T-Zell Differenzierung

Isolierte naive CD4CD25 T-Zellen kénnen in verschiedenen Richtungen duZcigabe

verschiedener Zytokine und Antikorper differenzigdrden.
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TH1 TH 2 TH17
aCD3/CD28 aCD3/CD28 aCD3/CD28
3000U/ml 1L12 1000U/ml IL4 5ng/ml HIL6 (100ng IL6)
20-50ng/ml IL2 20-50ng/ml IL2 1ng/ml TG
alL4 10ug/ml 100U/ml rmIL6 (HIL6) alNFy 10ug/ml
alNFy 20ug/ml allL4 10ug/mi

alL12 10-2Qug/ml

Mediumwechsel am Tag 3 | Mediumwechsel am Tag 3
100U/ml IL2 100U/ml IL2
200U/ml IL4
100U/ml IL6

Intrazellulare FACS-Farbunglintrazellulare FACS-Farbungintrazellulare FACS-Farbung
am Tag 7 am Tag 7 am Tag 4

Die Analyse der Zellen erfolgte dann an den jeweili Tagen bei denen dann die Zellen in
Kultur mit 50ng PMA, 1ig lonomycin und 1f)g Brefeldin A fir 4-5h bei 37°C inkubiert
wurden. Dabei reichern sich die produzierten Zyiekin der Zellen an, so dal3 man sie im
FACS messen konnte. Erst erfolgte die Oberflachibofég der T-Zellen bevor die Zellen mit
50ul Reagent A (Caltag) fur 15 min bei RT fixiert werd AnschlielBend erfolgte die
intrazellulare Farbung der Zytokine IL4, IL17A od@&tFy in 50ul Reagent B (Caltag) fur
20 min bei RT. Nach dem Waschen mit 1x PBS konwmlienZellen im FACS analysiert

werden.

2.3.6  Nicht Radioaktiver Proliferations Assay (CFSE)

Um die Proliferation von Zellen zu analysieren waids CFDA SE Cell Tracer Kit von
Molecular Probes verwendet. Zuerst wurden {1, 2les CFSE in 25ml vorgewarmten 1x PBS
verdinnt, um eine Endkonzentration vony/bdes CFSE zu erreichen. Danach wurden die
Zellen fur 5 min bei 37°C inkubiert bevor sie funbn auf Eis gestellt wurden. Anschliel3end
wurden die Zellen 3 mal mit Medium gewaschen. Hgtéoeine Inkubation der Zellen fir
15 min bei 37°C in RPMI-Medium. Es wurde erneut @l mit Medium gewaschen, dann
ausgesat (200.000Zellen/96well) und verschiedemudigrt. Nach 3-5 Tagen wurden die
Zellen im FACS analysiert, dabei wurde das CFSEIRC(FL1)-Kanal gemessen.
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2.3.7 Apoptosefarbung (AnnexinV-FITC/7AAD)

Um die Induktion der Apoptose in T-Zellen zu untefsen wurde das Annexin V-FITC
Apoptose Detektions Kit | von BD Pharmingen verweindabei wurden die Zellen zuvor
mit verschiedenen Stimulantien inkubiert, bevor dann fir die FACS-Analyse mit den
Apoptosemarkern markiert wurden. Annexin ist einebe, mit der man apoptotische Zellen
identifizieren kann. Sie bindet dabei an negatiladene phospholipid Oberflachen mit eine
erhohten Affinitat zu Phosphotidylserine (PS). Bder Apoptose wird neben der
Kondensation des Nukleus und des Zytoplasmas sdesieinternukleosomale Abbau der
DNA auch die Plasmamembran von innen nach aul3etillgiesso dal3 das PS an der
Oberflache liegt und von Annexin detektiert werd@mn. Die Farbung der Zellen muf3 im
Cd*-freiem Milieu stattfinden, da Annexin €aabhangig auch an andere Phospholipide
bindet. Die Zellen wurden nach dem Waschen mit BS h 1x Bindungspuffer mit einer
Konzentration von 1x10Zellen/ml resuspendiert. Es wurden iD@n ein neues FACS-
Roéhrchen transferiert unduBdes Annexin V-FITC sowie |B des 7AAD hinzugegeben,
welches vorher 1:300 in 1x Bindungspuffer verdimnotden ist. Mit dem 7AAD kann man
das Stadium einer eingehenden Nekrose bestimmenZ&ien wurden dann fir 15 min bei
RT im Dunklen inkubiert und danach mit 4001x Bindungpuffer versetzt. Die Zellen

wurden dann im FACS analysiert.

2.3.8 Transiente Transfektion

Um Proteine und deren Interaktion in verschiedesugtaryotischen Zellinien zu analysieren,
missen diese in den Zellen tberexprimiert werdeazuDbedient man sich der transienten
Transfektion, bei der die DNA-Sequenzen, die in mmaalia Expressionsvektoren vorliegen,
auf Liposomen Basis in die Zellen eingeschleustdeer Die adharenten Zellen wurden ein
Tag vor der Transfektion in 6well Schalen ausges@tlald sie am Tag der Transfektion 60-
80% konfluent waren. Am Tag der Transfektion wudds Medium der Zellen gewechselt
und mit 1ml normalen Kulturmedium zuziglich 20% F@Ssetzt. g der DNA wurde in
50Qul frische Kulturmedium ohne Zusétze gegeben. Iremirseparaten Greiner-Réhrchen
wurden zu 5001 frisches Kulturmedium ohne Zusatze pdOder HiFect (Lonza)
Liposomenlésung hinzugefugt. Danach wurde die DN¥iing zu der HiFect-Lésung
gegeben und der Ansatz fur 15 min bei RT stehesgeta Anschliel3end wurde der Ansatz
auf die Zellen pipettiert und diese mindestens &h3lF°C inkubiert. Dann erfolgte die Lyse

der Zellen zur Isolierung der Proteine.
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2.3.9 Luciferase Assay

Mit Hilfe des Luciferase Assays kann man durch @kpression von Proteinen deren
Interaktion und EinfluR auf bestimmte Promotorseges, die in-frame mit einem
Luciferasegen vorliegen, untersuchen. In dieseemvurde die Interaktion von Smurf2 mit
dem CAGA-Luc Promotor fur Smad3 untersucht. Daberden die Zellen mit den DNA-
Konstrukten und einem BGalaktosidase exprimierenden Vektor transfiziert.ie D
BGalaktosidase dient dabei dem Proteinabgleich uner dNormalisierung der
Luciferaseaktivitat. Die Zellen wurden 1 Tag nadr dransfektion mit 3Qd 1x CCLR
Lysepuffer von Promega lysiert. Danach wurden diirdckstande abzentrifugiert und der
Uberstand fir die Luciferase- urizal-Messung verwendet. Die Messung der Luciferase
erfolgte im Luminometer mit einer 2 sek Messungsdigerung, gefolgt von einer
10 sek Messung fur das Lesen der Luciferaseaktiitéfir wurden zu 2@ Zellysat 10Qu
Luciferase Assay Reagent (Promega) gegeben unidydasvor der Messung gevortext.

Die Aktivitdt der BGalaktosidase erfolgte durch Messung der Chemileszenz im
Luminometer. Dabei wurden pD des Zellextraktes mit 10 Substrat (1Volumen
BGal Substrat + 99 Volumen Assaypuffer; Solutiorvdn Roche versetzt und 15-60 min bei
RT im dunklen inkubiert. Die Lichtreaktion wurdersadurch Zugabe von §0 Initiation
Reagent (1Volumen Enhancer + 5 Volumen Initiatiosshg; Solution2) von Roche versetzt
und im Luminometer gemessen.

Die Lux-Werte der Luciferasemessung wurden mit demx-Werten derfGal-Messung
abgeglichen, um die relative Expression der Luasgerin den jeweiligen Zellansétzen zu
ermitteln. Die negativ Kontrolle (CAGA-Luc unstimeift) wurde dabei als 1 gesetzt und in

Relation zu den zu analysierenden Konstruktion $tthulationen gesetzt.

2.3.10 Kultivierung und Konservierung von Zellen

Alle Arbeiten fur die Zellkultur wurden unter stem Bedingungen an einer Werkbank
durchgefuhrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgi® kompletten RPMI 1640 Medium, in
einem Begasungsbrutschrank (Fa. Heraeus, Hanau) 3@8C und 5% C@ in
wasserdampfgesattigter Atmosphare. Adherente Zellerden 1-2x die Woche gesplittet,
indem die Zellen mit 1x Trypsin EDTA behandelt weind Anschlie3end wurden die Zellen
in einer geringeren Dichte, ermittelt mit der NeudaZellkammer, ausgesat.

Zur Kryokonservierung wurden 1-5 x °lBellen/ml Einfriermedium in Kryorshrchen (Nunc)
aliquotiert und bei -80°C tiefgefroren. Fir eineugekonservierung wurden die Zellen dann
am nachsten Tag in flussigen Stickstoff (-196°Cgriilhrt. Das wieder Auftauen der Zellen
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erfolgte dann schnell bei 37°C im Wasserbad undrigém Uberfiihren in Kulturmedium.
Nach Abzentrifugieren der Zellen und entfernen @84SO wurden dann die Zellen in

Kulturflaschen ausgesat.

2.4 Arbeiten mit Gewebe

2.4.1 H&E (Hamalaun und Eosin) Farbungen von Geweben

Mit Hilfe der H&E Farbung kann man im Gewebe Kersaure Schleimsubstanzen und
Bakterien blau darstellen. Das Zytoplasma der Beled rot angefarbt. Damit ist es mdglich
pathologische Veranderungen des Gewebes zu urbersu®ie Gewebeschnitte wurden
dabei 10min in saures Mayers Hamalaun eingetauathtdann fir 5 min unter flieRendem
Wasser geblaut. Dann wurden die Schnitte in 1% ngessEosin fir 5 min getaucht und mit
Aqua dest. gespult. Es folgte eine Entwasserung @ewebes durch eine aufsteigende
Alkoholreihe von 70% zu 96% Isopropanol und 100%aiEbl, indem die Gewebeschnitte
dann fur 5 min verweilen. Nachdem sie fir 5min aumhXylolbad entwéssert worden sind

wurden die Schnitte mit Entellan eingedeckelt.

2.4.2 Immunzytochemische Nachweise

In dieser Arbeit erfolgte die Farbung von Lysosomen frihen Endosomen in lebenden
Cos7 Zellen, um die Colokalisation von Smurf2 im delle zu analysieren. Dabei wurden die
Zellen mit dem Smurf2GFP-DNA-Konstrukt transient ansfiziert und fir die
Lysosomenfarbung mit 1M1 LysoTracker von Invitrogen fir den 10 min im Bsabrank
inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Analyse am drasScanning Microscope (LSM).
Colokalisationen von Smurf2GFP (griin) und den Lgsosn (rot) sind als gelbe Spots in den
Zellen zu erkennen (siehe Abbildung 24).

Bei der endosomalen Féarbung wurden die Zellen vorhi¢ dem Smurf2GFP-Konstrukt
transient transfiziert und dann vor der Farbung4®iigen PFA fir 20min bei RT fixiert. Die
Zellen wurden dann 3 mal mit 1x PBS 0,1% TweenSumin gewaschen. Es folgte eine
Blockierung der Zellen mit dem Fc Block CD16/CD32y/Il (BectonDickinson) flr
15 min bei RT in der Feuchtekammer. AnschlieRenddem die Zellen erneut 3 mal mit 1x
PBS 0,1% Tween 5 min gewaschen. Die anschlieRemii&tdperfarbung (EEAL, Abcam;
1ug/ml) erfolgte Gber Nacht bei 4°C in der Feuchteksn Erneut wurden die Zellen 3 mal
mit 1x PBS 0,1% Tween 5 min gewaschen. Es folgtZiigabe des sekundaren Antikorpers
(o-rabbit Cy3, Dianova Jackson) fur 2h bei RT in #&uchtekammer. Nach 3 maligen
Waschens mit 1x PBS 0,1% Tween wurden die Objadtranit Mounting Medium von
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Vectashield eingedeckelt. Auch hier erkennt mankditkalisation an der Uberlagerung des
grinen GFPs mit dem roten Cy3 in gelben Spotsdésidibildung 25).

2.4.3

Es wurden Darmpraparate von verschiedenen Mausgmapert und zur Herstellung von

Immun-Histochemische Nachweise

Gewebeschnitten in verschiedenen Schnittebenenryoskaten (Zeiss) geschnitten und auf
Objekttrager aufgebracht. Die Schnittdicke betrugh5Die Gewebeschnitte wurden bei RT
getrocknet und dann bei -80°C eingefroren odekditg die Fluoreszenzfarbung verwendet.
Die Zellen wurden dafur mit 4%igem PFA fur 20 mmder Feuchtekammer fixiert. Dann
wurden die Gewebeschnitte kurz mit TBSIIri§ buffered saline + Twegmgewaschen, mit

Methanol und Wasserstoffperoxid fir 20 min inkubierm die endogene Peroxidase zu
blockieren und dann wieder erneut mit TBST kurz gseien. Anschlielend erfolgte eine
weitere Blockierung von Biotin durch Avidin (Vectd(it SP-2001) fir 15 min in der

Feuchtekammer. Die Gewebeschnitte wurden dannrkitrZBST + 2% BSA gewaschen und
mit Biotin (Vector Kit SP-2001) fir 15 min in derekchtekammer blockiert. Es erfolgte
erneut ein Waschschritt mit TBST + 2%BSA. Letztérldlwurden dann noch weitere
Proteine geblockt mit Hilfe des Protein Blocking ADO) Reagent fur 15 min in der

Feuchtekammer. Dieser wurde nach Ablauf der Zeiewr mit TBST + 2%BSA gewaschen.

Es folgte dann die erste Antikérperfarbung tberitiat der Feuchtekammer bei 4°C.

1.Antikorper | Verdinnung Firma 2.Antikorper |Verdinnung Firma
a-Maus CD4 | 1/1000 (Ratte)| Pharmingen-Ratte Biotin | 1/1000 Pharmingen
(Ziege)
a-Maus 1/200 Pharmingen| a-Hamster 1/1000 Dianova
CD11c (HL3)| (Hamster) Biotin (Ziege)
a-Maus MPO| 1/20 Abcam A-Kanin. 1/1000 Dianova
(Kaninchen) Biotin (Ziege)

Nach der Inkubation Uber Nacht wurden die Geweleteh3 mal fir 5 min mit TBST
gewaschen und es folgte danach die 2. Antikorgeufégg fur 30 min bei RT in der
Feuchtekammer. AnschlieBend wurden die Schnitte @ Snmin mit TBS gewaschen.
Nachfolgend wurde die Antikoérperfarbung mit dem THAlorescence/Cyanine3 Systems
(Perkin Elmer) verstarkt. Dabei wurden die Schnit8® min mit Streptavidin HRP (1:100)
und nachfolgend, nach dem Waschen, 5 min mit TytanfCyanine; 1:50) inkubiert. Es
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folgte die Farbung des Nukleus mit dem Hoechst $tafb3342 (molecular probes) 5 min
(1:10000 in TBS) und das Eindeckeln mit Mountingdilen (Vector H-1000). Die Farbung

der Gewebe ist bei 4°C bis zu einer Woche stabil.

2.5 Arbeiten mit Proteinen

2.5.1 Isolierung von Gesamtzellextrakten

Zur Isolierung von Proteinen aus Gesamtzellextrakfé-Zellen/Cos7/HEK) wurden die
Zellen mit 60-10Ql Lysepuffer (M-PER Mammalian Protein Extractiondgent; Thermo
Scientific) versetzt, der zusatzlich noch Phosg®atand Protease Inhibitoren enthallt. Nach
Lyse der Zellen wurden die Zellrestbestandteile gk bei maximaler Umdrehung
abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues dpfgefal Uberfuhrt. AnschlieRend
erfolgte die Proteinkonzentrationsmessung nach fBrddund die Analyse im Western Blot
(2.5.3).

2.5.2 Immunprazipitation (IP)

Um die kovalente Bindung von Ubiquitin durch untdrigdliche Interaktion von Smad7 und
der gesplei3ten Smurf2 Form am Uberexprimierten S¥Aiurf2GFP Protein zu untersuchen,
wurde eine Immunprazipitation mit den Proteinlysaderchgefiihrt. Dabei wurden L9 des
gesamt Proteinextraktes eingesetzt und mitdes polyclonalen GFP Antikorpers (Abcam)
fur 1h bei RT inkubiert. Nachfolgend wurden dannul2@epharose A Beads (Sigma)
hinzugefiigt mit denen dann der Immunkomplex nachRIh unter Rotation prazipitiert
wurde. Der Immunkomplex wurde dann mehrmals (3-7) mét RIPA-Puffer (150-500mM
NaCl, pH9,0) gewaschen und dann miub8x Ladepuffer (Roth) versetzt. Die IP konnte
dann mit Hilfe des Western Blots analysiert werden.

2.5.3 Western Blot

Bei der Western Blot Analyse von Proteinen wurd@a3dug des Proteinlysates auf ein
vorher gegossenes Polyacrylamid Gel aufgetragea. Hairengrol3e und Prozentigkeit des
Gels hangt von der zu untersuchenden Grof3e desifd@b. Es konnen Gele von der Grol3e
7,5%, 10%, 12% und 15% gegossen werden.
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Sammelgel 1-fach 1,5-fach 2-fach
Aqua dest. 2,2ml 3,3ml 4,4ml
1M Tris pH 6,8 0,38ml 0,57ml 0,76ml
10% SDS 3ql 45yl 60ul
40% PA 0,38ml 0,57ml 0,76ml
10% APS 30l 45yl 60ul
Temed al 4,5ul 6ul
Trenngel 15% 12% 10% 7,5%
Aqua dest. 4,3ml 5,1ml 5,7ml 6,5ml
1,5M Tris pH 8,8 | 3ml 3ml 3ml 3ml
10% SDS 120 120ul 120ul 120ul
40% 4,5ml 3,6ml 3mi 2,3ml
Polyacrylamid
10% APS 60l 60ul 60ul 60ul
Temed @ 6ul 6ul 6ul
10x Laufpuffer: 30g Tris

1449 Glycin

10x Blotpuffer:

1x Blotpuffer:

10ml 10% SDS

ad. 1000ml mit Aqua dest.

30g Tris
140g Glycin

700ml Aqua dest.

200ml Methanol

100ml 10x Blotpuffer

Nach Auftragen der Proteinlysate und des Proteikenar(Fermentas) auf das Gel wurden die
Proben 30 min bei 60V und danach bei 100V aufgatrefas folgte dann das Blotten der
aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf NitrozedkilMembranen (0,481, Whatman) 1h
bei 300mA. AnschlieRend wurden die Membran undddiewuf befindlichen Proteine mit 3%
Magermilchpulver und 1x Blocking Puffer (Roti-BlaclRoth) abgeblockt. Nachfolgend
erfolgte dann die 1. Antikérper Zugabe und dannn@ichsten Tag nach 3 maligen Waschens
mit TBS/0,1% Tween der 2. Antikérper fur 1h bei Rlach 3 maligen Waschens fur 10 min
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mit TTBS wurde die Membran mit Detektionssubstierkin Elmer) behandelt und in der

Dunkelkammer mit einem Film (Amersham) die Chemileszenz detektiert.

1.Antikorper Firma Puffer/Verdinnung/Dauer | 2.Antikorper Detektion
(HRP)
Ubiquitin BioMol 3% Milch / 1:2000 / GN a-Maus ECL
(Amersham)
1:5000
GFP Abcam 5%BSA TTBS / 1:5000 / 1u-rabbit  (Cell| ECL
Signalling)
1:1000
pSmad?2 Cell 5%BSA TTBS / 1:1000 {a-rabbit (Cell| ECL
Signalling | GN Signalling)
1:1000
Smad?2 Cell 5%BSA TTBS / 1:1000 {a-rabbit (Cell| ECL
Signalling | GN Signalling)
1:1000
pSmad3 Cell 5%BSA TTBS / 1:1000 /{ a-rabbit ECL
Signalling | GN (CellSignalling)
1:1000
Smad3 Cell 5%BSA TTBS / 1:1000 {a-rabbit (Cell| ECL
Signalling | GN Signalling)
1:1000
SnoN Cell 5%BSA TTBS / 1:1000 | a-rabbit (Cell| ECL
Signalling | GN Signalling)
1:1000
TGH3RII Santa Cruz 3% Milch /1:500 / GN a-rabbit ChemiGlow
Biotec (Amersham)
1:5000
Smurf2 Epitomics | 5%BSA TTBS / 1:1000| é-rabbit (Cell| ECL
uN Signalling)
1:1000
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2.5.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung nach Bradfa

Um die Konzentration eines Proteinlysates messektnmen, wurde zuerst das Bradford-
Reagenz (Roti-Quant; Roth) 1:5 mit Aqua dest. vendii Danach wurden 1ml des
vorbereiteten Bradford-Reagenzes in 1 mal Plast&ién gegeben und eine Protein
Standardreihe mit BSA (1mg/ml) sowie fit5des Zellextraktes der Probe pipettiert. Nach
5min Inkubation wurden die Proben bei 595nm in minBhotometer (Spectronic 601,
Miltenroy) gemessen. Als Referenzwert diente einsatn mit Bradford-Reagenz ohne
Protein. Anhand des Vergleichs mit einer BSA-Eiatvkuwurde die Proteinkonzentration
berechnet.

2.6 Arbeiten mit Mausen

2.6.1 Herstellung einer transgenen Maus durch Injektion h den Pronukleus
Nach Subklonierung des Smurf2-Gens in den TopoH#siTag Vektor (Invitrogen) wurde
das Gen mit den Enzymen Notl und Hindlll und diestsandenersticky endsvurden dann
mit 1U Klenow-Fragment und dNTPs (8@ je) wahrend de Restriktionsverdaues aufgefillt.
Die entstandenehlund endDNA wurde von den Enzymen aufgereinigt Uber dasBWite
Kit (Qiagen) und in den CD2-Vektor, der nfdimal verdaut und dephosphoryliert wurde,
ligiert. Die richtige 5°-3"-Lage des Smurf2-Insertsirde mit Hilfe des PCR-Screens, der
Primer CD2Fwd und Smurf2rev, analysiert. Das erwartet®fRCodukt hat eine Gréf3e von
2,3kb. Die DNA des richtigen Klons wurde dann arfiplrt und zur Kontrolle sequenziert.
Anschlie3end wurde die DNA (18) durch Schneiden der DNA n#all undNotl linearisiert
und dann Uber Glasbeads in grofer Menge aufgeteibBig Elution erfolgte dann in
Mikroinjektionspuffer (5-10mM Tris pH 7,4 + 0,1-G& M EDTA in ultrapuren Wasser). Die
DNA sollte dann in einer Konzentration von 3ugih 10Qul Injektionspuffer 1-2 Tage vor
der Injektion im Kihlschrank aufbewahrt werden. Uibatbar vor Gebrauch sollte dann die
DNA 30 min bei maximaler Geschwindigkeit abzenwgitrt werden. Bei der Mikroinjektion
wurden dann schatzungsweise 1-2pl DNA-LOsung prgoinpronukleus mikroinjiziert. Die
Mikroinjektion erfolgte in der ZVTE-Zucht der Johaes-Gutenberg Universitdt. Nach
erfolgreicher Injektion wurden dann dig-Foundertiere mit Hilfe der PCR bestimmt und fur

die Zucht eingesetzt.
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2.6.2 Maus-Modelle

2.6.2.1 AOM/DSS

Um bei Mausen Tumore im Darm zu induzieren und edidann in Abhangigkeit von
Entzindung zu analysieren, wurden die Mause 1 mallBug/g Azoxymethan (AOM)
intraperitoneal gespritzt. AnschlieRend wurde dereh drei Zyklen fur je eine Woche mit
Trinkwasser, in dem 1,5-2,5% DSS (dextran sodiutfatey MP Biomedicals, MW 36.000-
50.000) gelost ist, verabreicht. Tumore entwickek&h meist ab dem 2. Zyklus am Tag 60.
Das DSS zerstort dabei die Epithelbarriere, soRiaffnbakterien in das Gewebe eindringen
konnen und dort zu Entziindungsreaktionen fuhrerigidnd der chronischen Entziindung

des Darms entwickeln sich dann Kolonkarzinome.

2.6.2.2 DSS

Um eine akute Entziindungen des Darms zu untersushgden den Mausen 7 Tage 2,5-5%
DSS iber das Trinkwasser verabreicht. Die Entzugdog@lt mehrere Wochen nach der
letzten DSS-Gabe an, so dal3 der Entzindungsgradimendoskop erst ab der 2. Woche
gemessen werden kann. Um chronische Entzindungealen zu simulieren, wurde den
Mausen 3 Zyklen 2-3%iges DSS verabreicht, untefi@ocvon 2 wéchiger Gabe von
autoklaviertem Wasser. Das Ermitteln des Entzunsigragies erfolgte immer am Ende eines

jeden Zykluses.

2.6.2.3 Transfer Kolitis

Bei einer Transfer Kolitis wurden immundefizieniRAG1- KO Méusen, die keine B- und T-
Zellen besitzen, 200.000-500.000 CDH25 T-Zellen intraperitoneal verabreicht, die von
einer zu untersuchenden Maus vorab isoliert wurDertvei sollte die Reinheit der Zellen bei
mehr als 95% liegen. Dadurch, daR man den RAG-K@ddi naive CD4T-Zellen spritzt

entwickeln diese, abhangig von der gespritztenzahll nach 2-3 Wochen eine Kolitis mit
starker Diarrh6. Dadurch, dal3 die natirlichen Trefshlen kommt es zur

Entztindungsreaktion im Darm. Als Kontrollgrupperden RAG KO Mause, denen wild-typ
(WT) CD4" T-Zellen gespritzt wurden. Bei der Transfer KslitnuRte darauf geachtet

werden, dal’ die Empfangertiere Zellen vom selbesti@echt und Hintergrund bekamen.
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3 Ergebnisse

Ubiquitin Ligasen wie ITCH und GRAIL spielen beirda&nergisierung von T-Zellen eine
grof3e Rolle, indem sie die Funktion von Phosphebtpayl (PLCy1) und Proteinkinase @€-
herunterregulieren. Beides sind Signalmolekiile, fdredie T-Zellaktivierung wichtig sind.
Dadurch wird die Signalweiterleitung fur die IL2d@luktion unterbunden, welches fir die T-
Zell Proliferation wichtig ist. Toleranz ist die lge.

Bisher ist aber nur wenig bekannt Uber die Rolle tiiquitin Ligase Smurf2 im
Immunsystem. Unklar ist seine Rolle in der Immunitation bei T-Zellen auf dem Gebiet der
chronisch entzundlichen Darmerkrankungen wie dditiKdJIcerosa (CU) und dem Morbus
Crohn (MC).

3.1 Nachweis der Expression von Smurf2 in verschiedene@eweben
einer Maus

Um die Expression von Smurf2 in verschiedenen Gewebner Maus nachzuweisen sowie
das Gewebe zu identifizieren, welche eine besondésske Expression von Smurf2
aufweisen, wurden von unbehandelten BI6/J Mauseschidene Organe entnommen, aus
denen RNA isoliert wurde. Anschliel3end erfolgte thgerse Transkription in cDNA, die
dann in dereal timePCR auf die Expression von Smurf2 hin untersualmden. Die Werte

wurden mit der Expression dpsAktin Haushaltsgens abgeglichen.
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Abbildung 11: Relative Smurf2 Expression in verschiedenen OrgaRBrpayer patches; n=6
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Wie in der Abbildung 11 zu sehen, wird Smurf2 istfallen Organen exprimiert. Auffallig ist
aber die gesteigerte Expression in den Organeriid@as Immunsystem eine wichtige Rolle
spielen, wie z.B. der Milz und der Lunge. Im Gehishdie geringste Expression an Smurf2

cDNA gemessen worden.

3.2 Nachweis der Expression von Smurf2 in T-Lymphozyten

Aufgrund der gesteigerten Expression der Smurf2 ADN der Milz, wurde dann die
Expression von Smurf2 in naiven T-Lymphozyten ndbatersucht. Dabei wurden aus
unbehandelten BI6/J Tieren die Milz entnommen uadhds naive CD4und CD8 Zellen
isoliert, die anschlieBend direkt fir die RNA-Ansdy verwendet wurden. Es folgte die
Isolation der RNA, die Umschreibung in cDNA und diénalyse der Smurfl und 2
Expression in dereal timePCR.
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Abbildung 12: Relative Smurfl und SmurfExpression in CD4und CD8 T-Lymphozyten; n=4; Ergebnis

reprasentativ fir 3 unabhangige Versuche; *p<0t08ent t-Test

Die Smurfl Expression wurde ebenfalls ermitteltSsaurfl zu 83% identisch ist zu Smurf2

(Lin 2000) und sich im dem Fehlen einer WW-Domame WVergleich zu Smurf2
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unterscheidet (siehe Abbildung 19). Anders als $2nueguliert Smurfl den BMP-
Signalweg. Wie in Abbildung 12 zu sehen, ist dieusth Expression in CD4T-Zellen im
Vergleich zu den CDB8T-Zellen signifikant hther. Dabei liegt die Exps@s von Smurf2 im
Vergleich zu Smurfl um den Faktor*ltbher. Die Untersuchung der Expression von Smurfl

in naiven CD4 und CD8 T-Zellen ergab dagegen keine signifikanten Untdeste.

3.3 Nachweis der Expression von Smurf2 in CD4Subpopulationen

Um zu Uberprufen, welche der Subpopulationen von4'CRellen (CD4CD25 und

CD4'CD25) eine unterschiedliche Expression von Smurf2 aisee wurden aus
unbehandelten BI6/J Tieren Milzen entnommen, unctiimem negativen Selektionsschritt
(siehe Kapitel 2.3.4) naive CD@D25 Zellen von CDACD25 T regulatorischen Zellen
abgetrennt. Auch hier wurde direkt die RNA isoliartd nach dem Umschreiben in cDNA

diese in dereal timePCR auf die Gene Smurfl und 2 hin untersucht.
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Abbildung 13 zeigt dabei, da? die Smurf2 Expressinden CDZ4 T-Zellen um den Faktor
10® héher als die Smurfl Expression ist. Dabei istStieurf2 Expression signifikant stéarker
in den natiirlichen T regulatorischen Zellen vetwgic zu den naiven CD@D25 T-Zellen.
Dies konnte darauf hindeuten, dal3 Smurf2 mdglickessv in der Immunregulation und

—suppression eine wichtige Rolle spielt.

3.4 Nachweis der Expression von Smurf2 in Tumoren

Signaltransduktion Gber T@Fspielt eine nachgewiesene Rolle bei der Immunhatade im
Darm und bei der Entstehung von Kolontumoren.

Um zu untersuchen, ob Smurf2 bei der Pathogenesk Athiologie von chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen bzw. einer damibzagsten Tumorgenese eine Rolle
spielt, wurde ein von Okayasu und Tanaka (1990 1@0@B) entwickeltes Kolonkarzinom
Modell, basierend auf dem mutagenisierenden Agemaxymethan (AOM), angewandt.
Dabei injiziert man BI6/J Mausen intraperitoneal okgmethan (AOM 1(ig/g) und
verabreicht den Tieren in drei aufeinanderfolgendgklen Dextran Sodium Sulphate (DSS)
Uber das Trinkwasser (Becker, Fantini et al. 2004¢. DSS Gabe (1,5-3% w/v) Uber das
Trinkwasser wird dabei jeweils tber einen Zeitraton 7 Tagen zugefuhrt.

Das DSS fuhrte ab dem 10. Tag zur Inflammation Kielonmukosa, zur Diarrhd und zu
Gewichtsverlust gefolgt von Tumoren ab den 60. Bdhangstag. In diesem Stadium wurden
die gebildeten Tumore dem Kolon entnommen und dadie RNA isoliert. Tumorfreies
Gewebe wurde aus Kolonabschnitten von Mausen emr@amdie nur mit DSS behandelt
worden sind und keine Tumore ausbildeten. Nach Wbinedeen der RNA erfolgte die

Quantifizierung von Smurfl und 2 mittels deal timePCR.

w
(&3]

c * p<
S 30 _*p<0,05
7] B
[%]
Q25
o
x
W oo —
N
5
215
n
o 10 —
=
8 s
o

0

Tumorfrei Tumor

48



Ergebnisse

Tumorfrei Tumor

Abbildung 14: Relative Smurfl und 2 Expression in Tumor und Tuneigm Gewebe; n=5; Ergebnis

reprasentativ flr 4 unabhangige Versuche; *p<0t08ent t-Test

Wie in Abbildung 14 gezeigt, ist die Smurf2 Expiesasm Kolon-Tumorgeweben signifikant
starker als im tumorfreien Gewebe. Die Daten inipten somit, dal3 die Expression von
Smurf2 bei der Entwicklung von Darmtumoren heragiitert wird. Die Smurfl Expression

dagegen ist im Tumor gegeniber tumorfreiem Gewaedbe signifikant verandert.

3.5 Nachweis der Smurf2 Expression in tumorinfiltrierenden
Lymphozyten

Um zu untersuchen, ob fur die gesteigerte Exprassion Smurf2 im Tumorgewebe
infiltrierende Lymphozyten verantwortlich ist, waal aus dem Tumorgewebe und der
entziindeten Darmmukosa der Kontroll-BI6/J Mause ibanpropria Zellen prapariert. Aus
den Lamina propia Zellen wurden dann durch positBadektion (siehe Kapitel 2.3.4)
verschiedene Zellen, wie CD4CDS§', dendritische Zellen (CD11) Epithelzellen und B-
Zellen mit Hilfe des MACS-Systems (Kapitel 2.3.4dliert. Wie in der Abbildung 15 gezeigt
wird, war die Smurf2 Expression in tumorinfiltrieen CD4 T-Zellen verglichen zu den
Ubrigen Zelltypen um mehr als das 5-fache erhdtteréssanterweise war die hohe Smurf2
Expression nur in tumorinfiltrierenden Cb%-Zellen nachweisbar, nicht jedoch in T-Zellen,
die aus tumorfreiem Gewebe isoliert wurden. Die eDatimplizieren somit, daf3
tumorinfiltrierende CD24 T-Zellen eine erhéhte Smurf2 Expression und damribunden eine

differenzielle TGIB Signaltransduktion aufweisen.
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Abbildung 15: Relative Smurf2 Expression verschiedener Zelltypeis der Lamina propria (T)=Tumor
(N)=tumorfreies Gewebe; B-Zellen (B220), Epitletlen (EC); Ergebnis reprasentativ aus 4

unabhéngigen Versuchen

3.6 Nachweis TGFf vermittelter Einflisse auf die Induktion von
Smurf2 in T-Zellen

Es ist bekannt, dal3 Kolontumorgewebe grof3e MengdrG&p3 produziert (Becker, Fantini et
al. 2006). Dabei kommt dem T@FRunterschiedliche Funktionen zu, abhangig vom 8tadi

in dem sich der Tumor befindet. So hat TPBSHm pramalignen Stadium der
Tumorentwicklung supprimierende Effekte (Apoptodeifferenzierung und Zytostase),
wahrend es bei fortschreitender TumorentwicklungneseFunktion andert und zum
Tumorpromotor wird. So wird das Wachstum des Tunmusétzlich geférdert (Massague
2008).

3.6.1Zeitabhéngige Induktion von Smurf2 in CD4-Zellen durch TGF-B und

anergisierenden Agenzien

Um nachzuweisen, welche Zytokine, vor allem PGéie Expression von Smurf2 in T-Zellen
induzieren, wurden naive CDZ-Zellen aus der Milz von BI6/J Mausen isoliertin vitro

mit verschiedenen Agenzien zeitabhangig stimuli&b. konnte unter anderem gezeigt
werden, dal3 Smurf2 durch ein anergisierendes Smpkinomycin, induziert werden konnte
(Daten nicht gezeigt). Durch Stimulation mit TEkonnte nach 3h ebenfalls eine maximale

Induktion von Smurf2 nachgewiesen werden (Abbildwg).
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Abbildung 16a: Zeitabhéngige Induktion von Smurf2 in CDB-Zellen durch TGE;

unstim=unstimuliert; n=4; Ergebnis reprasentéiiivd unabhéngige Versuche

Smurf2 konnte dabei im Vergleich zur unstimulierférobe nur maximal 3-fach induziert
werden. Dieses Ergebnis bestétigte Versuche einderan Gruppe, die zeigten, dafl} das
TGH3 die Expression von Smurf2 induzieren kann (Ohaghimamoto et al. 2005). Dabei
konnte ebenfalls eine Induktion von Smurf2 maximal das dreifache beobachtet werden.
Auch eine polyklonale Aktivierung der T-Zellen ne€D3/aCD28 konnte die Induktion von
Smurf2 nach bereits 2h einleiten. Eine zusatzliStiemulation mit TGB konnte jedoch die
Expression von Smurf2 nicht weiter steigern (si@bbildung 16b). Allerdings liegt hier die

Expression von Smurf2 im Vergleich zur T@Stimulation um das 2,5-fache niedriger.

1,4

1,2

1,

0,8

0,6 T T

0,4 -

0,2 1

relative Smurf2 Expression

0

unstm
2h a3/a28
2h a3/a28
TGFb
4h a3/a28
TGFb
8h a3/a28
TGFb
20h
a3/a28
TGFb

Abbildung 16b: Zeitabhangige Induktion von Smurf2 in CDZ-Zellen nach Aktivierung der T-Zellen mit
aCD3 /aCD28 und TGB; n=4; Ergebnis reprasentativ fir 3 unabhangigesiigre
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3.6.2Nachweis TG vermittelter Einfliisse auf die Induktion von Smurf2 in

TGF 8 induzierten T regulatorischen Zellen (Tregs)

Wie in der Einleitung erwéahnt, spielt TGBei der peripheren Toleranz vermutlich durch die
Induktion regulatorischer T-Zellen eine wichtigellRoUm die Expression und damit seine
Rolle bei der Induktion von peripheren Tregs zuetsuchen, wurden naive COZD25 aus
der Milz von BI6/J Mausen isoliert und fur 5 Tagé MGF3 sowie den T-Zell-Aktivatoren
aCD3 und aCD28 stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen FACS (lourescence
activated cell sortgrauf ihre Foxp3 Expression analysiert. Die ZelNemrden am Tag der
Analyse gegen den Oberflachenmarker CD4 und demsKriptionsfaktor Foxp3 gefarbt.
Die Foxp3 Expression bei T@FStimulation lag bei durchschnittlich 40%. Zusétiaé
Stimulationen mit HIL6 reduzierten die Foxp3 Indokt dort lag sie zwischen 10 und 20%.
Die Zellen wurden geerntet und mittels deal timePCR auf das Gen Smurf2 hin analysiert.
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Abbildung 17: Smurf2 Expression inTGH3 induzierte Tregs; n=5; Ergebnis reprasentativ2fitmabhangige

Versuche

Bei der Generierung T@Finduzierter T regulatorischen Zellen wird das Si2unicht
differenziell reguliert, wie in Abbildung 17 zu exknen ist. Die Smurf2 Expression ist in
peripheren Tregs als auch in den Zellen, die mipetl).6 stimuliert worden sind, einem
proinflammatorischen Zytokin, das die Differenzieguvon CD4 Zellen in TH17 Zellen
richtet, nicht signifikant erhdht oder erniedriigh, Vergleich zur KontrolleCD3/aCD28).
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3.7 Identifikation neuer Splei3formen und einer ncon coding)RNA
von Smurf2 in Maus und Mensch

Da Smurf2 in Tumor-infiltrierenden T-Lymphozyten rs&irkt exprimiert wurde und in
naiven CD4 T-Zellen durch TGP induziert werden konnte, sollte das Smurf2 aus @GF
stimulierten CDZ T-Zellen kloniert werden. Durch anschlieRende ®egierung der durch
Restriktionsverdau erhaltenen positiven Klone kergihe neue Spleil3variante (dE2Smurf2)
und die wild-typ (WT)-Form von Smurf2 in der Mawtentifiziert werden (siehe Abbildung
18).

+ +
CD4 CD8 mmS murf2

1 atgtctaaccooggaguccggaggaacgggcccgtoaagctgogoctgac
Smurf£z-dEz 1 atgtctaaccccggaggccggaggaacgggoccgtcaagctgcgcctgac
SmurfzZ-we 1 a taaccoc CCOga CCCOucaagctgogcc i+
— — Smurf2-WT tgte guagUCCygaggaRaCOUUCCegtEasgeTgegCatya
mmSmurf2 51 agtactctgtge gyt ggattttttecgactrcoty
—— — Smurf2-de2 Smurf£2-dE2 BL B m m e gactrooty
Smurf2-wt 51 agtactctgtgo goLg LLLLLCcocgactiocoty
! . mmS murf2 101 atccatttgcotaaggtggtggtigatggatotgggcaatgccatictaca
_ ﬂ B'Aknn Swurf2-dE2 62 atccatttgotaagytggtggttgatggatotgggcastgocatotacs
J Smurf2-wt 101 atccatttgctaaggtggtggtigatggatctggycastgccatictaca

mmSmurf2? 151 gatactgtgaagaatacgcttgatccaaagbggaatcage

Smurf2-dE2 112 gatactgtgaagaatacgottgatccasagryyaatoagt

SmurfZ-we 151 gatactgtgaagaatacgcttgatccasagtggaatoa

Abbildung 18: SpleiRformen von Smurf2 in Maus T-Lymphozyten BJR-Nachweis von WT und dE2Smurf2
in einem 2,5%igen Agarosegel (B) Sequenzverglemhisblierten DNA von WT und dE2Smurf2, mm=mus

musculus

Bei der kurzen Splei3variante von Smurf2 wird da®rE2, welches aus 39 Basenpaaren
besteht und damit 13 Aminosauren kodiert, in derDOBhane gespleildt (siehe Abbildung
19), so dafl} aus dem 19 Exon groRem WT-Smurf2 eiexidh langes Fragment entsteht.

Dieses wird fortlaufend in dieser Arbeit als dE23f2lezeichnet.

c2 W HECT

wisen [ ML
C32 AT HECT
wisan [
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der Domanen von Smunfilyrf2 und dE2Smurf2

53



Ergebnisse

Auch in menschlicher cDNA, gewonnen von CDZellen aus Blut eines Morbus Crohn
Patienten, konnte die Splei3variante identifizieetrden, so dald auch eine humane Relevanz
fur die dE2Smurf2 Form besteht. Weiterhin konntelmeine weitere neue Spleil3form (obere
Bande) von Smurf2 in menschlichen Lymphozyten idierdgrt werden, die nicht in der Maus
zu finden ist (siehe Abbildung 20a). Sie enthéatteai Einschub eines Exons zwischen Exonl
und 2 (siehe Sequenzalignment, roter Kasten, Abbdd20a).

WTSmuriz -

dE2Smurf2
hSmurf2 . A .
ALYLCLARCCCCYYaYYECOYayRacyyCee

obere Bande 1 o YRGS COgaygaacguyecoy!
! aagottgatatooactgtygaattegoocttoge tOgggan—————————————— atgtctascoocggaggecggaggaacyggccogt
mittlere Bande 1 tegaeggtategatasgettgatatooactgtggaattegoecttogetguggacatgrotascoocggagyecoyagdaacogyecegt
untere Bande 1 aagcttgatatccactgtggaattogoootiogetgyggan—————————————— atgtctaaccoogyaggecyyayyaacgggoccgt
36 caagotgogoctgacdy factotgtgeasaas

77 caagetgogoctyacdgatgggactgtotagtigeagyaaaacaagotcagyyetoccactgattotacattatglactetgtgoaasas

91 camgctgogoctgacad Tactoctgtgoasans

77 casgetgogoctgacag

65 acctggtyasssagyattititcogacticctyatcoattiyotaayytgrtyyt tyatgyatetyyyoaatyeoattctacayatacty
167 acctggtysasaagyattitiiccgacticotgatooatityotaayytgotyyt tyatgyatctyyyoaatgooattoacagatacty
123 acctgghbgaasaagyattititooyactiocotyatooat byt aayytgotyyt tyatguatctygycaatyooat toLacagatacty

94 gacttcctyatcoattigrlaayytortyyt tyatgyatctyyyCaatyCoattoLacayatacty

1558 tgmagaatacgcttgatccaaagtggaatoagos.
257 tgaagaatacyctigatocasagtygastcaycasayyyeyRattooacal iyt Cyrtyoaye CogyyyatCoattayteta-—————
213 tgaagaatacgrttgatooaaagtygaatcagoasagyyegaatioracattgytogetyoageoogggyyatcoactagttotagagoy
160 tgaagaatacgotigatccasaytyraatiayeaaayyyeyaat tocacal byt Cyctguayc Cogyyyatcoacttaytetag—-——

Abbildung 20a: Vorkommen verschiedener SpleiRformen von Smurfanienschlicher CD4cDNA; PCR
(2,5%iges Agarosegel) und Sequenzalignement demigiten DNA; roter Kasten=Einschub eines Exons
zwischen Exon 1 und 2 was zur Entstehung einerm8&péeiform von Smurf2 in menschlichen CO4Zellen

fuhrt (obere Bande im Agarosegel)

Zudem konnte in murinen CD4-Zellen, die mit TGP stimuliert worden sind, eine bisher
noch nicht bekannte nicht kodierende RNA (ncRNAgnidfiziert werden. Die nicht
kodierende RNA enthélt neben dem gespleiRten Exeam@n Einschub eines Introns/Exons
zwischen Exon 3 und 4 der WT-Sequenz, welches iselaster nach 165 Basenpaaren ein
Stopkodon kodiert (siehe Abbildung 20b, roter KakteDieses fiihrt letztendlich zur
Beendigung der Translation des Proteins, welchesoréhisch eine Grof3e von 55
Aminosauren besitzt. Die Lange der klonierten cD{wAngeschriebene mRNA) betragt aber
2,2 kb, so dal3 ein Protein einer Gré3e von 748 Asdaren kodiert werden mifite. Mit Hilfe
der in vitro Translation konnte gezeigt werden, dal} das theohet Protein von 55
Aminosauren nicht gebildet wird (Daten nicht gepeiDamit erfiillt das 2,2 kb grolie mRNA

Fragment das Kriterium einer nicht kodierenden RNA.
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WTSwarf2 1 atgtotaacooogyadggecggagyyaacddyooegtoaagotgogootyacagtactotytgoaaaaaact
dEZ Srarfa e i it e e e e s

neRNAL Swuarfs e i it e e e e s

WTSwarf2 71 tggtgasssagyattttttocgtottoctyatecatttgotaagytggtagttyatgyttotyyyoageg
dE2 Swurfa2 Rl — — — == === = == = = = ——
neRNAL Swuarfs D R £ & s 0 s e ot ocosstertanentasanentsasnstoranansansnansnas
WTSwarf2 141 eeattotacagatactgtgaagaacacacttgatccasagtggaatoageattatgaccty—————————
dE2 Swurfa2 L e et b
neRNAL Swuarfs I it it i e e e e e e e e e e e e e c{;:;;agt
WT3rwarfz 000 e

dEZSwarfz. 000 ——————————————

neRMNA Sruarf2 172 gaaatctacaagagtoctgetegetoaadyoctgoatatagygaadaagoadyyyaasaye gt acasac
WTSwarf2 202 —————————— tatatoggaaagtotyattcagttacgatcagograt
dE2 Swurfa2 163 ——— L et s e e s
neRMNA Sruarf2 ER R T o o oo o oacd o ot fer ol o T T T Tl o L
WTSwarf2 239 ggaatcataagaagatccataagaadeaayytyotgyatttottggrtgtyttogtottotobocaatge
dE2 Swurfa2 L
neRNAL Swuarfs B i i i e e e et a et e e e e e e e et a e
WTSwarf2 309 patocgacogootocaagyacactyyttateayagyttgyatttatgoasactyyyyocasaatgacaatgat
dE2 Swurfa2 2 e e e e a e s e e e e e e s s
neRNAL Swuarfs B
WTSwarf2 379 acagttogaggacasattgtagtaagtettoadytocagagaccgaatagyoacyyyagyacaagttgogg
dE2 Swurfa2 T
neRNAL Swuarfs B it e i it e e e e e e e e a e e et a et a e e

Abbildung 20b: Sequenzvergleich zwichen WTSmurf2, dE2Smurf2 und rdeht kodierenden RNA, roter

Kasten=im Leseraster vom Startkodon ATG vorkommeiepkodon (tga) des eingeschobenen Exons/Introns

3.8 Expression der SpleiRformen von Smurf2 in T-Lymphoyten,
Subpopulationen und Tumorgewebe

Um die Expression der verschiedenen Smurf2 Formedein verschiedenen Zellen und
Gewebe zu untersuchen, wurde die cDNA von Tumorgew@bbildung 21d), CD4und
CD8" T-Lymphozyten (Abbildung 21a) sowie CB@D25 und CD4CD25 analysiert
(Abbildung 21b). Zuséatzlich wurde noch die Expressiler SpleiRformen bei CDZ-Zellen
analysiert, die mit TGE stimuliert wurden (Abbildung 21c). Dazu wurdenrRer verwendet,

die die verschiedenen SpleiRformen getrennt vondigrain derreal timePCR amplifizieren.
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Abbildung 21: Expression der Spleildformen von Smurf2 in vergidnien Zelltypen und Geweben (A)
Expression von WTSmurf2 und dE2Smurf2 in CDdnd CD8 Zellen und deren Ratio: CD4/CD8 (B)
Expression von WTSmurf2 und dE2Smurf2 in CDabd CD25 T-Zellen und deren Ratio: CD25-/CD25+ (C)
Expression von WTSmurf2 und dE2Smurf2 in mit Bastimulierten T-Zellen und deren Ratio: 3hus/3hBGF
(D) Expressionslevel von WTSmurf2 und dE2SmurfZlimorgewebe und Tumorfreiem Gewebe (Dss) und
deren Ratio: DSS/Tumor
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Wie in Abbildung 21 gezeigt, war die allgemeine Eegsion von WTSmurf2 in allen Zellen
und Gewebetypen hoher als die der Spleil3form dE2RmBeide Formen von Smurf2 waren
auch in derreal time PCR in den entsprechenden Geweben erhéht, die muater
quantitativen PCR mit den konventionellen Primeosifiv getestet wurden. So war die
Expression von WTSmurf2 und dE2Smurf2 im Tumorgeavetbhgemein hoher als die
Expression beider Formen im Tumorfreiem Gewebe {#bbg 21 D). Berechnet man
allerdings das Verhéltnis der Induktion von WTSraugwischen DSS und Tumorgewebe
sowie die Induktion von dE2Smurf2 zwischen DSS Tinchorgewebe, so war die Induktion
der SpleiRform dE2Smurf2 starker als die der WTSh&orm (siehe Abbildung D). Dies
spiegelte sich in allen getesteten Zelltypen wigdeshe Abbildung 21 A, B und C). Somit
scheint die SpleiRform dE2Smurf2 im Vergleich zuT S¥hurf2 Form in CD4 CD4'CD25'
Zellen sowie in Zellen, die mit TG&stimuliert worden sind, im Verhaltnis starker reeu

Zu sein.

3.9 Veranderung der 3D-Struktur der C2-Doméne bei dE2Smrf2

Das Arbeiten mit der gespleil3ten dE2Smurf2 Fornrtfialwangslaufig zur Frage, welche
Funktion das SpleiRen der mRNA in der C2-Doméanedmatie welche Rolle das 39bp grolie
Exon2 in der C2-Doméne spielt. Weiterhin ist eshtigc zu wissen, welche Rolle das
SpleiRen auf die Funktion der Ubiquitin Ligase hahd damit auf die TGF
Signalweiterleitung. Dazu wurde die 3D Topologig @2-Domanen von WTSmurf2 und
dE2Smurf2 verglichen. Hierbei wurden die Sequenzendie Swissprot Datenbank
eingegeben, die dann die Kristalstruktur beidemtesr generierte. Wie in Abbildung 22b
gezeigt, veranderte sich die Konformation der C2dne nach dem Splei3en des Exons2,
die normalerweise ausBFaltblattstrukturen besteht. Dabei werden die sigiparallelerf3
Strukturen Uber zwei Helices, die dig Faltblattstrukturen 5 und 6 sowie 6 und 7 verbinde
miteinander verbunden (PDB ID: 2JQZ).

Die Struktur der C2-Domé&ne von Smurf2 ist sehrighrdler anderer C2-Strukturen, wie z.B.
von Protein Kinase & Die C2-Domaéne interagiert dabei mit phosphatitigno-, bi-, and
triphosphaten: Ptdins(3)P, Ptdins(4)P, Ptdins(PiEIns(3,4)R, Ptdins(3,5)k, Ptdins(4,5)P
und Ptdins(3,4,5)P in einer C&-unabh&ngigen weise (Wiesner 2007). Fir die C2-Dema
wird beschrieben, dafl} sie mit Phospholipiden ddiméenbran interagiert, um dann den
TGHBRII zusammen mit dem Smad7 abzubauen und damiT @8 Signalweg negativ zu
regulieren (Kavsak 2000; Ebisawa, Fukuchi et ab12@gunjimi 2005).

57



Ergebnisse

C2Domane Smurf2-WT C2Domane Smurf2-dE2
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Abbildung 22: 3D-Struktur der C2-Doméane von WTSmurf2 (A) und2&murf2 (B); dargestellt durch das
Programm UCSF Chimera (http://www.cgl.ucsf.edu/cian)

3.10 Lokalisation von WT-Smurf2 und dE2Smurf2 in Cos-Zelen

Um die Lokalisation der verschiedenen Formen vonui@nin der Zellein vivo zu
untersuchen, wurden das WTSmurf2 und dE2Smurf2rianeGFP exprimierenden Vektor
ligiert und dann transient in Cos7 Zellen tUberaxyeit. Nach 12h konnte die Expression im
konfokalen Mikroskop untersucht werden. Dabei kenrfestgestellt werden, dal’3 es
Unterschiede in der Lokalisation zwischen WTSmunfi2l dE2Smurf2 gab (siehe Abbildung
23).

Kontrolle Smurf2-WT dE2Smurf2

Abbildung 23: Lokalisation der Smurf2 GFP-Expression in Coslierie Ergebnis reprasentativ fir 10

unabhéngige Versuche

So zeigte sich eine Uber die ganze Zelle verbeelEapression von WTSmurf2 in Cos7 Zellen
wéahrend dE2Smurf2 eher irspots lokalisiert war. Beide Formen von Smurf2 konniem
Western Blot als Membranstandige Proteine bestimertden (Daten nicht gezeigt). Um zu
analysieren, in welchen Kompartimente der Zelle $#2rf2 vorkommt, wurden
verschiedene Kompartimente mit Farbstoffen marki®d konnte beobachtet werden, dal3

Lysosomen mit dem dE2Smurf2-GFP co-lokalisiereeh@iAbbildung 24).
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dE2Smurf2-GFP LysoTracker-Red Overlay Co-Lokalisation

Abbildung 24: Co-Lokalisation von dE2Smurf2 mit Lysosomen; griB28&murf2 rot=Lysosomen

Dabei wurden die Zellen transient transfiziert, am n&chsten Tag die Zellen mit dem
RedLysoTracker (Invitrogen) fir 10 min im Brutsamnkazu farben. Danach erfolgte die
Auswertung durch das Laser Scanning Mikroskop (LSHje Uberlagerung von griin
fluorenszierendem dE2Smurf2 und rot markierten kgseen resultierte in gelberspots,
was die Co-Lokalisation des Proteins mit den Lysusmo anzeigte. Wie in der Abbildung 24
zu sehen ist, liegt keine vollstandige Co-Lokalmatvor. Dies ist erkennbar an griinen
»Spots, die nicht durch rot Uberlagert werden. Daher deumach weiteren involvierten
Kompartimenten gesucht.

Es ist bekannt, dal3 Lysosomen aus frihen Endosgeteldet werden. Dabei bilden sie erst
mittlere, dann spéte Endosomen und schliel3lich esp&érdauende Lysosomen aus
(Ciechanover 2004).

So wurden die Zellen ebenfalls auf Co-Lokalisatibwischen dE2Smurf2 und frihen
Endosomen hin untersucht. Dazu wurden die Zellanstent mit dem dE2Smurf2 GFP
Konstrukt transfiziert und am nachsten Tag fixiekhschlieRend wurden die Zellen mit
einem Antikorper (EEA1, Abcam) gegen frihe Endosongefarbt. Auch hier konnten
Colokalisationen zwischen dE2Smurf2 und Endosonaestyéstellt werden (siehe Abbildung
25).

dE2Smurf2-GFP

Overla

Co-Lokalisation

1

Abbildung 25: Co-Lokalisation von dE2Smurf2 mit frihen Endosongniin=dE2Smurf2 rot=friihe

Endosomen
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Somit konnte gezeigt werden, dal3 dE2Smurf2 einerandokalisation in der Zelle hat als die
WT-Form und wahrscheinlich im endosomalen-lysosemaibbau von Proteinen involviert

ist. Es ist bereits bekannt, dal3 verschiedene lilsiguigasen neben dem proteasomalen
Proteinabbau, wie es fur die Ubiquitin Ligase WT$ilbekannt ist, auch im lysosomalen

Abbau von Proteinen eine Rolle spielen (Kavsak 2000

3.11 TGF Signalweg von WTSmurf2 und dE2Smurf2n vitro

Wie in der Einleitung beschrieben, reguliert das Siiurf2 den TGB Signalweg auf
negative Weise, indem es zusammen mit Smad7 am Géf8 Rezeptor bindet und ihn fur
den proteasomalen Abbau ubiquitiniert (Kavsak 20@®er nicht nur der Rezeptor ist ein
Zielprotein fur die Degradation von Smurf2, sondauch die Smad-Molekile (Massague
1999; Lin 2000; Moren, Imamura et al. 2005). Aufgituder veranderten Lokalisation von
WTSmurf2 und dE2Smurf2 wurde der T@Bignalweg in Cos7 Zellen naher untersucht, um
zu analysieren, ob sich aufgrund der veranderteye loeer Ubiquitin Ligase in der Zelle sich
auch Unterschiede in ihrer Funktion ergeben. SodemrCos7 Zellen mit den DNA-
Konstrukten von WTSmurf2, dE2Smurf2 und einem Kolhiektor transient transfiziert und
fur 24h mit TGP behandelt. Am nachsten Tag wurden aus den Zellesai@tproteine
extrahiert. Diese Proteinextrakte wurden dann niitets Western Blot auf Unterschiede des
Phosphorylierungsstatus der Molekile Smad2 und Smsalvie auf eine Verdnderte
Expression des TGIRII hin untersucht. Da WTSmurf2 zusammen mit Smaei@ TGBRII
zum Proteinabbau ubiquitiniert und damit degradigighe Abbildung 26b), ist nur noch eine
geringe Signalweiterleitung des T kber die Molekille Smad2 und Smad3 in den Zellkern
maoglich. Dies driickte sich in einem geringeren Bhosylierungsstatus der Molekulle aus.
Wie die Abbildung 26a zeigt, war nach der Transtekider Zellen mit dem WTSmurf2-
Konstrukt der Phosphorylierungsstatus der Molekisenad2 und pSmad3 niedriger als bei
den Zellen, die mit dem Kontrollvektor behandeltrden. Die Basalen Level der Smad-
Molekule waren dahingehend unverandert, so daf} daon ausgehen konnte, dafl} die
Unterschiede der phosphorylierten Proteine durok geringere Phosphorylierung und nicht
durch Veranderung des gesamt Proteinlevels zu bdgrniwar. Interessanterweise konnte bei
der Splei3form von Smurf2 (dE2Smurf2) eine gestéigSignalweiterleitung in der Zelle
beobachtet werden. Sowohl der TgHI wurde verstarkt exprimiert, als auch die daraus
resultierende gesteigerte Phosphorylierung der Svi@dkile nach TGE Behandlung

konnte festgestellt werden.
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Abbildung 26: TGH3 Signalweg von WTSmurf2 und dE2Smurf2 in Cos7 Zel{d) Western Blot gegen

Smad2 und Smad3 (B) Western Blot gegen BBIFE Ergebnis ist reprasentativ fiir 5 unabhéangigesviche

Somit implizieren die Ergenisse, dal3 die Spleil3feonm Smurf2 den TGF Signalweg nicht
negativ reguliert, wie es fur die WT-Form postuliést, sondern positiv. Ein weiteres
Experiment, welches die Promotoraktivitatt von SmadR Hilfe der Luciferase mif3t,
bestétigte die Annahme der positiven Regulierung Signalweges durch dE2Smurf2. Fur
den sogenannte Reporterassay (siehe Abbildung Aijen ebenfalls Cos7 Zellen mit den
DNA Konstrukten von Smurf2 und einem Kontrollvekt@.1) zusammen mit dem Smad3
(CAGA) Promotor-Luciferasevektor transient trangfiz Am nachsten Tag wurden die
Proteine isoliert, die anschlielend im Luminomeatach Zugabe des Substrates auf ihre
Lichtwerte gemessen worden sind. Eine gesteigamad3 Phosphorylierung resultierte in
einer gesteigerten Smad3-Promotoraktivitat. Dadertblgt eine gesteigerte Expression der
Luciferase, die nach Zugabe ihres Substrates diaseimer enzymatischen Reaktion abbaut
bei der Licht emittiert wird. Dies konnte dann inurhinomter gemessen werden. Die
Lichtwerte wurden mit BGalaktosidasewerten abgeglichen, um die eigentliche
Promotoraktivitat zu ermitteln. Abbildung 27 begjtg¢ die Hinweise, die im Western Blot
eine positive Regulierung des TEBignalweges durch dE2Smurf2 zeigten. Auch hier war
eine deutliche Steigerung im Vergleich zur Kon&d[B.1) um das 10fache nach Stimulation
mit TGH3 zu erkennen. DE2Smurf2 aktivierte den Smad3-Promowéhrenddessen
WTSmurf2 inhibierend auf die Aktivitdt des Promatavirkte. Interessanterweise konnte mit
einer Uberexpression der nicht kodierenden RNA rmusen mit dem dE2Smurf2 Protein die
Smad3-Promotoraktivitdt um das 100 fache gesteigemren.
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Abbildung 27: Smad3 (CAGA) Promotor Lucifearse assay; ncRNA=nictodierende RNA,;
3.1=Kontrollvektor; n=3; Ergebnis ist reprasentdtiv 3 unabhéngige Versuche

3.12 Herstellung und Charakterisierung der dE2Smurf2 T-Zell
spezifischen Maus

Aufgrund der bisher gewonnenen Ergebnisse undesgdanten Hinweise der Splei3variante
von Smurf2 auf den T@FSignalweg sowie seiner Lokalisation in der Zeflellte eine T-
Zell spezifische transgene Maus hergestellt werdedgr die Auswirkung des dE2Smurf2-
Gens auf das Immunsystemvivo untersucht werden sollte.

DE2Smurf2 lag dabei unter der Kontrolle des huma@&#®2-Promotors (Zhumabekov T.

1995), um eine T-Zell spezifische Uberexpressios Ri®teins zu erreichen (siehe Abbildung
28).
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Abbildung 28: Schematische Darstellung des dE2Smurf2 DNA-KoR&tuunter Kontrolle des humanen CD2
Promotors; ATG=Startkodon

Die Herstellung der transgenen (TG) Maus wurde inatévlal und Methoden Tell
beschrieben (2.6.1).

3.12.1  Charakterisierung der transgenen Mause

Nach Erhalt der ersten transgentragenden Tiere emudgren Nachkommen auf die T-Zell

spezifische Expression von Smurf2 sowie auf dier&qaression des dE2Smurf2 Gens auf
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mRNA und Proteinebene in CD4-Zellen untersucht (siehe Abbildung 29 und 303bBi
konnte festgestellt werden, dal} die transgenere Tar in T-Zellen aus Milz und Thymus
sowie in intra-epithelialen Lymphozyten das Smuk@nstrukt enthalten jedoch nicht in

CD11c oder B-Zellen (Abbildung 29). Die Expressies dE2Smurf2-Gens ist somit T-Zell

spezifisch.

CD4 Zpleen
CDE Spleen
CDd Thymus
CDE Thymus
CDM1c Spleen
B220 Spleen

EL

SITIUTZ o o— — * N—

Abbildung 29: Transgenspezifische PCR verschiedener Zelltypen Milis (spleen), Thymus und intra-

epithelialen Lymphozyten einer Maus

Weiterhin konnte eine Uberexpression von dE2Smauf2nRNA und Proteinebene bestatigt
werden (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: (A) Smurf2 Western Blot von CD4Gesamtproteinextrakten aus wild-typ (WT) und tgamen
(TG) Méausen (BYyeal timePCR gegen Smurf2 von cDNA gewonnen aus wild-ty@Wnd transgenen (TG)
CD4' Zellen; n=10

3.12.2  T-Zell Charakterisierung von Thymus und Milz Zellen

Um den Phanotyp der transgenen Maus zu ermittaelinglem die Entwicklung der T-Zellen
sowie ihre Differenzierung anhand deren Oberflaofemker naher untersucht. Daftr wurden
Gesamtmilzzellen und Thymozyten isoliert und mittikérpern gegen CD4, CD8, B220,
CD62L, CD25, CD44, CD69 und Foxp3 gefarbt. Thymenyivurden auf Unterschiede in der
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T-Zellentwicklung von CDACDS8" doppelpositiven zu CD4und CD8 einzelpositiven Zellen

sowie auf Oberflachenmarkern der T-Zelldifferenarey analysiert.
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®WT  Abbildung 31: Graphische Zusammenfassung der ermittelten

e FACS Daten von Thymozyten in %; auf CD4 und CD8 T-
Zellen gegated (A) naive CD4CD62L T-Zellen und delpp
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Wie in Abbildung 31 zu erkennen, sind keine Untbeisde zwischen WT und transgenen
Tieren in der T-Zellentwicklung von Thymozyten ztkennen. Es kommen vor allem grol3e
Mengen (90%) an naiven CD4CD62L und CD4CD8 doppetitiven T-Zellen im Thymus
vor. Aktivierte (CD69) und memory (CD44) T-Zelleregen bei etwa 8% der im Thymus
vorkommenen WT und TG T-Zellen. Natirlich vorkomraéinregulatorische Zellen (nTregs)
charakterisiert durch CD25 und Foxp3 liegen im Thgmon WT und TG Tieren bei knapp
0,6%. Weiterhin  wurden auch  Gesamtmilzzellen auf tetschiede  der
Oberflachenmarkerexpression von aktivierten (CD&®dachtnis- (CD44), naiven T-Zellen
(CD62L), CD8 T-Zellen und naturlich vorkommenen @&gulatorischen Zellen (CD25,
Foxp3) untersucht. Auch hier konnten keine Untaesi#h in der Expression der
Oberflachenmarker und damit Unterschiede in derivitkt von WT und TG T-Zellen

gefunden werden (siehe Abbildung 32).
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Abbildung 32: Graphische Zusammenfassung der FACS Daten voan@esizzellen in %; n=12

3.12.3  Veranderung des TGP Signalweges in CD4 T-Zellen transgener
Mause

Wie in Kapitel 3.11 gezeigt, konnte eine positiver&#hderung des T@FSignalweges nach
Uberexpression der dE2Smurf2 Form in Zeliervitro gezeigt werden. Um die Daten auch
in vivo zu bestatigen wurden CD4ind CD8 T-Zellen aus der Milz transgener und WT-
Méause isoliert, aus ihnen Gesamtproteinextrakteogeen, die dann im Western Blot auf den
TGH3RII und die Smad-Molekile 2 und 3 hin analysiertréan. Wie in Abbildung 33 zu
erkennen, konnte auchn vivo eine gesteigerte Expression des PR (A) und eine
gesteigerte Phosphorylierung von Smad2 und 3 (RB)telt werden. So ist festzuhalten, dal3
mit einer Uberexpression des dE2Smurf2 eine pasiiegulation des TGFSignalweges
einhergeht und nicht wie postuliert der T&#HI durch WTSmurf2 abgebaut und somit das
Signal in den Zellkern terminiert wird (Kavsak 2Q®&bisawa, Fukuchi et al. 2001; Ogunjimi
2005).
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Abbildung 33: TGR3 Signalweg in murinen CD4 T-Zellen (A) Western BIGHBRII von Proteinen aus
WT und TG CD4 T-Zellen (B) Western Blot gegen pSmad2 und pSn@ad3Proteinen von WT und TG CD4

T-Zellen stimuliert mit und ohne T@FE Ergebnis représentativ fir 5 Versuche

Um auszuschliel3en, dal3 die veranderte Rezeptossx@nein den transgenen T-Zellen durch
das Einbringen des Vektor-Konstruktes in die geische DNA zurtckzufuhren ist, wurden
naive CD4CD25 T-Zellen aus BI6/J Mausen isoliert und diese niife-Her Elektroporation
(Amaxa; Programm X-01) transient transfiziert. Klsntrolle diente ein Leervektor (3.1) und
die Smurf2 Konstrukte WT und dE2. Die Zellen wurdeach der Transfektion fur 24h mit
bzw. ohne TGP stimuliert. Am nachsten Tag wurden dann die Zefjegen CD4-FITC und
TGHBRII-PE gefarbt und anschlieRend im Fluorescencgaed cell sorter (FACS) auf ihre
Oberflachenantigene gemessen. Wie in Abbildungu3gdehen, zeigten die Zellen, die mit der
Spleilform von Smurf2 (dE2Smurf2) transfiziert wemdsind eine starkere Expression des
TGHBRII als die Kontroll- (3.1) oder die WTSmurf2 Zelledie durch Stimulation mit TGF
auf 52% gesteigert wurde. Die Kontrolle und mit WHiBf2 transfizierten CD4 Zellen
wiesen eine basale T@RII Expression von 9-14% auf, welche durch PGStimulation

minimal erhdht wurde.
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Abbildung 34: FACS Analyse von naiven T-Zellen nach transiefeansfektion mit Kontrollvektor (3.1),
WTSmurf2 (WT) und dE2Smurf2 (dE2) mit und ohne Stimtion von TGPB; Isotyp=Kontroll FACS

Antikorper, zeigt unspezifische Farbung des B&H; Ergebnis reprasentativ fir 3 unabhangige Vehsu

3.12.4  CD4' T-Zellanalyse: Differenzierung, Proliferation und Apoptose

Wie in der Einleitung beschrieben, hat das B&lhe zentrale Rolle in der Immunregulation
und Differenzierung von T-Zellen. Aufgrund der lesigen Ergebnisse von dE2Smurf2, die
zeigen, dal3 die dE2Smurf2 transgenen Mause eineigmse Expression des TERII
haben und damit sensitiver gegenuber Stimulatiomash das Einwirken von TGF sind,
wurde die Rolle von dE2Smurf2 in der ProliferatidnZell-Differenzierung und Apoptose
analysiert. Fur die Untersuchung auf Veradnderungerder Proliferation wurden naive
CD4'CD25 T-Zellen aus wild-typ und transgenen Mé&usen ispli€FSE gefarbt und fiir
5 Tage mittCD3/0CD28 sowienCD3/CD28 und verschiedenen Konzentrationen von FGF
stimuliert. Der CFSE-Farbstoff lagert sich im Zytegma der Zelle ein, der sich nach jeder
Proliferation der Zelle weiter ausdinnt. Am Tag Aealyse wurden die Zellen im FACS auf

ihre gebildeten Populationen gemessen (siehe Alngld35). Nach einer polyklonalen
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Aktivierung der Zellen mitlCD3/aCD28 konnte eine starke Proliferation beobachtetiem®
Diese Hauptpopulation von Zellen ist im Histogranmi einem CFSE Faktor von 10
abgebildet. Wurden die Zellen jedoch mit Tg&KBtimuliert, so zeigten vor allem die
transgenen T-Zellen eine starke Inhibition der iRy@tion schon bei geringen
Konzentrationen (0,5 bis 2ng) an T&FDies aullerte sich in einer Verschiebung der
Hauptpopulation des Histogramms nach rechts (Idgs TGHB hat somit eine starkere
Wirkung auf die transgenen CDZ-Zellen als auf die wild-typ Zellen, welches dellen an

ihrer Proliferation hindert.

i = TG
anti codalds W

CFSE

Abbildung 35: CFSE Proliferations assay von WT und TG CDBZellen; WT=wild-typ TG=transgen;

Ergebnis reprasentativ fir 6 unabhangige Versuche

Um zu analysieren, ob dE2Smurf2 eine Rolle bei @gfferenzierung von naiven
T-Zellen in TH1 und TH17 Zellen spielt, wurden CIGD25 T-Zellen aus wild-typ und
transgenen Mausen isoliert und dann mit verschedefytokinen in Richtung TH1 oder
TH17 differenziert. So konnte bei der TH17 Stimwat beobachtet werden, dafl3 die
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transgenen Zellen nach Zugabe von IL6 und geridg@izentration an TGF starker in
Richtung TH17 differenzierten als die wild-typ &#il Dies aul3erte sich in einer starkeren
Produktion des Zytokins IL17A (siehe Abbildung 36).
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Abbildung 36: TH17 Differenzierung von WT und TG CD@D25 Zellen; Daten reprasentativ fiir 3

unabhéngige Versuche

Interessanterweise spielt dE2Smurf2 somit nichtinwuder Proliferation eine Rolle, sondern
wirkt auch bei der TH17 Differenzierung ein, wasfgaund der gesteigerten T@RII
Expression auch zu erwarten war. Bei der TH1 Deffiererung konnte ebenfalls ein Effekt
von dE2Smurf2 auf die Zellen beobachtet werderhési@bbildung 37). So wurde, durch
dE2Smurf2 die Produktion an INPproduzierenden TH1 Zellen signifikant unterdridktie

in der Einleitung erwahnt, wirkt das T@GHfnhibierend auf die Differenzierung von T-Zellen
in TH1 und TH2 Effektorzellen samt ihrer Produkti@am proinflammtorischen Zytokinen wie
INFy und IL4. Doch interessanterweise zeigte eine Sétan zu TH1-Zellen zusammen mit
geringen Konzentrationen von T@leine signifikant gesteigerte Produktion von iINR TG
T-Zellen. Wahrenddessen zeigten die WT Zellen amedas 4-fach geringere Produktion an
INFy durch TH1 Zellen.
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Abbildung 37: TH1 Differenzierung von WT und TG T-Zellen; INFProduktion von CD4 T-Zellen in %; n=4
*p<0,05 student t-Test

TGH3 spielt auch bei der Induktion von peripheren Tutatprischen T-Zellen eine Rolle, so
kann nach Stimulationen von naiven T-Zellen a@D3/0CD28 und TGB nach 5 Tagen eine
Foxp3 Induktion in diesen Zellen gemessen werdant(fi, Becker et al. 2004). Dies ist der
charakteristische Marker fur regulatorische T-Zelledm die Rolle von dE2Smurf2 bei der
Induktion von peripheren regulatorischen T-Zell@nreg) zu untersuchen, wurden WT und
TG CD4 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von BGE TiTreg differenziert und
anschlie3end auf ihre Foxp3 Expression hin anatysteifgrund der differenziellen TGF
Signalweiterleitung in den transgenen CDZ-Zellen sollte eine gesteigerte Foxp3
Expression schon bei geringen TEFKonzentrationen beobachtet werden. Doch
interessanterweise konnten keine Unterschiederifrobgp3 Induktion zwischen WT und TG
CD4" T-Zellen in Abhangigkeit verschiedener T@GFDosen gefunden werden (siehe
Abbildung 38).
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Abbildung 38: TiTreg: Foxp3 Induktion in WT und TG CD@D25 T-Zellen; Ergebnis reprasentativ fiir 5

unabhéngige Versuche mit je vier Ansatzen

Neben der wichtigen Rolle von T@GHkn der Proliferation, spielt es auch eine gro3éeR_uei
der Apoptose von Zellen. Daher wurde die Wirkung diE2Smurf2 auf die Apoptoserate
von T-Zellen untersucht. Dazu wurden naive T-Zebles der Milz von WT und TG Mausen
isoliert und mitaCD3/0CD28 zusammen mit bzw. ohne T&fir 5 Tage stimuliert. Am Tag
der Analyse wurden die Zellen dann fur AnnexinVlheen Apoptosemarker, und 7AAD,
einem Nekrosemarker, gefarbt. Zellen die nur positi Annexin sind, sind friih apoptotisch.
Die Zellen die fir beide Marker positiv sind, sisgat apoptotisch. Die differenzielle TGF
Signalweiterleitung in den transgenen CDB-Zellen sollte somit zu einer verringerten
Apoptoserate dieser T-Zellen fuhren, in Abhangiglggringer Konzentrationen an TGF
Wie in Abbildung 39 zu sehen, konnten keine Unteieste in der Apoptose- und
Nekrosephase zwischen WT und TG CD4Zellen gemessen werden. Sowohl WT-Zellen
als auch TG-Zellen gehen nach Aktivierung der Zelhait aCD3/0.CD28 zu gleichen
Prozenten in den Zelltod. Eindeutig beobachtet emtkbnnte jedoch, dal? durch zusatzliche
Stimulationen der Zellen mit T@#die Apoptose- bzw. Nekroserate reduziert wurdesDst

in einer deutlichen gesenkten Prozentzahl im Quedr&6 zu beobachten. Doch waren keine
wesentlichen Unterschiede zwischen WT und TG Zeflarch die zusétzliche Stimulation

mit TGH3 nachweisbar. Somit konnte gezeigt werden, dalRr@kar hemmend auf die
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Apoptose von Zellen einwirkt, jedoch dE2Smurf2 inesgm Zusammenhang keine

ausschlaggebene Rolle spielt.
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Annexin

Abbildung 39: Apoptose assay von naiven WT und TG CD&Zellen mit verschiedenen Stimulationen;

Ergebnis repréasentativ fir 5 unabhangige Versudhgerdrei Ansatzen

3.12.5 CD8" T-Zellanalyse

Da dE2Smurf2 unter der Kontrolle des humanen CQOffretors lag, wurde nicht nur in
murinen CD4 T-Lymphozyten das Gen iiberexprimiert, sondern amcimurinen CD8
T-Zellen. Somit wurden auch die transgenen CDBZellen auf eine differenzielle
Modulation des TGE Signalweges hin untersucht. So konnte in den ‘CD&ellen
transgener Tiere ebenfalls eine gesteigerte Expreses TGBRII beobachtet werden (siehe
Abbildung 40). Nach zuséatzlicher Stimulation der &[Zellen mit TGB konnte eine
gesteigerte Expression des TgBHI in WT Zellen im Vergleich zur unstimulierten dtre
beobachtet werden. Jedoch zeigten die transgenflenzZeach TGB Stimulation eine
Reduktion der Expression des TERezeptors. Zudem zeigten die transgenen ‘Clxlen
konstitutiv eine gesteigerte Phosphorylierung desa@& Proteins im Vergleich zu den
transgenen CD4Zellen. Nach Stimulation mit TGFnimmt jedoch die Phosphorylierung des
transgenen Smad3 ab, wahrend die des WT Smad3 marifbbildung 40).
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Abbildung 40: Veranderung des T@FSignalweges transgener CDBellen; Ergebnis reprasentativ fiir drei

unabhéngige Versuche

Naiven CD8 T-Zellen aus dem Thymus ist es bereits vorbestimnztytotoxischen T-Zellen
zu differenzieren, obwohl sie keine der differenze Funktionen bewaffneter Effektorzellen
exprimieren. CD8 Zellen sind besonders wichtig bei der Abwehr voineW, Bakterien,
Protozoeninfektionen und Tumoren, die sich im Oigans befinden. Um eine
Differenzierung zu zytotoxischen Effektor T-Zelle erfahren, bendtigen die naiven T-
Zellen eine ausreichende Costimulation. So istezs aytotoxischen CD8T-Zellen maglich
einen programmierten Zelltod in den Zielzellen leézbfihren, indem sie Uber eine
immunologische Synapse nach Zell-Zell-Kontakt iaggotoxischen und Iytischen Granula
injizieren. Dadurch wird die Apoptose in der Zidleeausgeltst (Grakoui 1999; Stinchcombe
2001). Diese Granula entsprechen modifizierten &gsten, in denen mindestens zwei
verschiedene Gruppen zytotoxischer Effektorproteieathalten sind. Eines dieser
zytotoxischen Proteine, das sogenannte Perforignmaoisiert zu Poren in der Membran der
Zielzelle. Die andere Gruppe von zytotoxischen énain umfal3t mindestens drei Proteasen,
die als Granzyme A, B unorphanbezeichnet werden. Diese Proteine gehdren zulderse
Enzymfamilie wie die Verdauungsenzyme Trypsin urtyi@otrypsin, den Serinproteasen.
Die Porenbildung durch Perforin ist €abhangig, dieses wird jedoch weiterhin kontrovers
diskutiert. Neben dem Perforin gibt es noch eineitaren C&'-unabhangigen Mechanismus
mit denen die zytotoxischen T-Zellen ihre Zielzell#btoten kdnnen. Dabei ist die Bindung
des Fas-Liganden von besonderer Bedeutung. Diagand. liegt meistens auf aktivierten

zytotoxischen T-Zellen und TH1 Zellen. Es bindetan Fas, welches auf der Membran der
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Zielzelle liegt. Durch die Bildung werden Caspasdtiviert, die dann in der Zielzelle den
programmierten Zelltod auslésen (Pipkin 2007). \&féin ist es den zytotoxischen T-Zellen
maoglich Uber Zytokine die sie freisetzten, wie iNhd TNFe, die Infektionen zu bekampfen.
So hemmt INF die virale Replikation und aktiviert zudem Makragien und lockt diese zu
den Infektionsherden, wo sie dann als Effektorpeltaler antigenprasentierende Zellen
fungieren.

Um nun den Einflul von dE2Smurf2 auf die Entwickjurytotoxischer T-Zellen und die
Produktion von Perforin zu untersuchen, wurden CD&ellen aus wild-typ und transgenen
Mausen isoliert. Diese naiven Zellen wurden danha@D3/0CD28, IL2 und mit bzw. ohne
TGH3 zu Effektorzellen stimuliert. Nach zweitagiger ferenzierung der Zellen wurde aus
ihnen die RNA gewonnen und dann mit Hilfe der PGR de Produktion von Perforin,
Granzym B und IN# getestet. Wie in Abbildung 41 zu sehen, wurde uftgell Stimulation

die Gene Perforin, Granzym B und INBebildet, die die Differenzierung von naiven CD8
T-Zellen zu aktivierten zytotoxischen T-Zellen aiges. Interessanterweise konnte man eine
verstarkte Expression aller drei Gene in transge&@ie8 T-Zellen feststellen, die nach TGF
Stimulation stark abnahm, wahrenddessen bei denZéllén die Gene starker exprimiert
wurden. Dies steht in Kontrast zu den Ergebnisggnhomas et al., die zeigen konnten, daf3
TGH3 in einem Smad-abhangigen Mechanismus die Produl«ta Perforin, Granzym B und
INFy inhibiert (Thomas 2005).

T TG

3728
s / TG 3/28

Ing Ing
3/28 TGFhb 3/28 TGFb

e — Perforin
e G B - CranzymeE
— - INFg

N o sl MEmkssae 0000 0 bAkHR

Abbildung 41: Zytotoxische T-Zellen: Veranderte Expression vonrféte, Granzym B und INf in

transgenen CD8T-Zellen; Ergebnis reprasentativ fir drei unablig@d/ersuche mit je zwei Ansétzen
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3.13 Hypothese zur Hochregulation des TGPBRIl in transgenen
Lymphozyten durch dE2Smurf2

TGFb
\/

TbRII @
< RII o777 5

Ub %

Lysosom

Nukleus

Abbildung 42: Hypothese der TQF Signalweiterleitung und gesteigerten Expressios d&HRII bei
Uberexpression des dE2Smurf2 Proteins; dE2Smurigebizusammen mit Smad7 an WTSmurf2 und baut
dieses lysosomal ab. Dies fiihrt zu einer gestagei$ignalweiterleitung von phosphoryliertem Smad3

zusammen mit Smad4 in den Zellkern. Ub=Ubiquitin

Die gewonnenen Ergebnisse aus den Uberexpressaereén vitro undin vivo Versuchen

implizieren, daB der T@RII bei Uberexpression des dE2Smurf2 Gens nichebdgt wird,

sondern eine gesteigerte Expression des Rezepaitindet. Dies steht im Gegensatz zu
dem beschriebenen WTSmurf2. Dartiber hinaus wirdTd&f3 Signalweg positiv reguliert,

auch die Smad Molekule 2 und 3 werden starker hagdndenbindung phosphoryliert. Eine
Hypothese, die diese Ergebnisse erklart, ist inildbbhg 42 dargestellt. Es wird davon
ausgegangen, daR bei der Uberexpression von dESulieses an die WTSmurf2 Form
bindet, um es dann fir die lysosomale Proteindegi@d zu ubiquitinieren. Folglich werden
der Rezeptor und die Smad Molekile nicht mehr dulak WTSmurf2 abgebaut und der
Signalweg wird dahingehend positiv reguliert. DE2&murf2 Ubiquitin Ligase ist somit fir

die Regulation seiner WT-Form spezifisch. Um diepbtyrese zu beweisen, wurden Cos7
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Zellen mit einem WTSmurf2-GFP Konstrukt zusammen varschiedenen Konzentrationen
an dE2Smurf2 transient transfiziert und mit bzwnehlrGH Uber Nacht stimuliert. Am
nachsten Tag wurden die Zellen lysiert und derestelrextrakte im Western Blot auf den
Abbau von GFP und damit des WTSmurf2 Proteins halysiert (siehe Abbildung 43).

TGFh - W R ah o %
WTSmurf2-GFP  * % & o I b
dE2Smur? - 2 e g 0%z . Zug Zug OS5

ENEENTTEN. -
- an an ESED DS |

Abbildung 43: Proteindegradation des WTSmurf2 durch dE2SmiEfgebis reprasentativ fir 3 unabhangige

Versuche

Wie in Abbildung 43 zu erkennen, ist der Abbau WEESmurf2-GFP Proteins abhangig von
der Proteinkonzentration der dE2Smurf2 Ubiquitingdse. So konnte ein Abbau des
WTSmurf2-GFP Proteins erst bei einer Konzentratimn 3ug des dE2Smurf2 Gens
beobachtet werden. Interessanterweise jedoch kodaete Abbau des WTSmurf2-GFP
Proteins durch zusatzliche Stimulation mit T&Roch weiter gesteigert werden. Das wirft
natirlich die Frage auf, welches Molekul, das slahch TGP induzieren laidt, ebenfalls in
der Proteindegradation involviert ist. Eine weitétege ist, ob ebenfalls die Spleil3form
dE2Smurf2 von der WTSmurf2 Form ubiquitiniert uradvdt degradiert werden kann.

Da die Expression von Smad7 durch B3dRduziert wird (Fantini, Becker et al. 2004) ursl e
bei der Degradation von Rezeptor und Smad-Molekiiteolviert ist (Hayashi 1997; Kavsak
2000; Ebisawa, Fukuchi et al. 2001; Chong, Lin kt2806), ist es in einem weiteren
Experiment auf die Fahigkeit zur Degradation deriquitin Ligasen WTSmurf2 und
dE2Smurf2 hin untersucht worden. Und wie in Abbildu44 zu erkennen, war Smad7
tatsachlich in der Lage, zusammen mit den Ubiquityasen, diese abzubauen. Somit konnte
gezeigt werden, daR die Ligasen bei jeweiliger Bkeression sich gegenseitig zusammen
mit Smad7 degradieren koénnen. Dieses Ergebnis tlytetadie Daten von einer
Arbeitsgruppe, die herausgefunden hatten, dal’3 gi#®d@nane von Smurf2 intramolekular
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mit der HECT-Domaéne einer weiteren Ubiquitin LigggeB. hier Smurf2) bindet und diese
zur Degradation ubiquitiniert (Wiesner 2007).

31 + + + - - - -

WT-GGFP - + ' 2 & 3 '
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Abbildung 44: Proteindegradation des WTSmurf2 durch dE2Smurt2 $imad7 als auch von dE2Smurf2 durch

WTSmurf2 zusammen mit Smad7; Daten reprasentati8 finabhangige Versuche

3.14  Tumorinduktion

Um die Wirkung der Uberexpression von dE2Smurf2 afronisch entziindliche
Darmerkrankungen und der Tumorgenese zu untersuyehgdenin vivo Modelle der CED
angewannt (siehe Tabelle 1) und wild-typ Tiere rnsgenen Tieren miteinander

verglichen.

3.14.1 AOM/DSS

Um die funktionale Konsequenz der héheren Sentitider transgenen T-Zellen gegeniber
TGH3 bei der Entwicklung von Kolorektalen Karzinomen matersuchen, wurde das
AOM/DSS Modell angewendet. In dem Kolitis assox@er Kolontumor Modell wurde den
Mausen einmalig das mutagene Agenz Azoxymethan (ADWaperitoneal injiziert, gefolgt
von einer siebentagigen Verabreichung von Dextradiusn Sulfat (DSS) im Trinkwasser.
Die Gabe des DSS erfolgte in drei Zyklen, mit zw@higen Pausen, in denen normales
autoklaviertes Trinkwasser den Tieren verabreichirde (siehe Abbildung 45). Dieses
simulierte und forderte die Entztindung des Darmdgin es die Epithelbarriere zerstérte und
dadurch Bakterien der Darmflora in das Darmgewetweandern konnten. Dort traten sie in
Kontakt mit den Immunzellen des Organsimus, waseftlich zur Entztiindung fuhrte. Nach
jedem Zyklus erfolgte eine Koloskopie, in der dtWicklung der Karzinogenese sowie der

Entzindungsgrad des Darms festgehalten wurde. Ddiehchronische Entzindung des
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Darms wird das Tumorwachstum im Kolon beschleunigt Karzinome werden ab dem 40.

Tag sichtbar.

AOM
DSs DSS DSs

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77

Abbildung 45: Zeitlicher Ablauf des AOM/DSS Models

Wie in Abbildung 46 zu sehen, gab es Unterschiedder TumorgrofRe und Tumoranzahl
zwischen wild-typ und transgenen dE2Smurf2 MauSenwaren die transgenen Mause in der
Tumorentwicklung protektiert und hatten signifikaibe geringere Tumorgrof3e als die WT-
Mause. Aber auch in der Tumoranzahl unterschiedtdn die transgenen von den wild-typ

Mausen.
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Abbildung 46: Protektion der transgenen dE2Smurf2 M&ause gegenidmn WT-Mausen in der
Tumorentwicklung; Koloskopiebilder ab dem 60. Tamvie statistische Auswertung der TumorgréfRe und
-anzahl von WT und TG Mausen nach den jeweiligeklety, Endo=Endoskopie; n=5 * p<0,05 student t-Test;
Daten reprasentativ fir 6 unabhangige Versuche

Dies deutet auf eine Schlusselrolle des B&ignalweges und damit des dE2Smurf2 Gens in
T-Zellen bei der Entwicklung von Kolonkarzinomen.

Die Tumorentwicklung ist in diesem Modell von demt&indungsgrad des Darms abhangig.
Um zu untersuchen, ob die geringere Tumoranzahbgndl3e der transgenen Mause auf eine
geringere Inflammation des Darms zurtickzufihrennatden Darmsektionen der AOM/DSS
behandelten Mause entnommen und diese immunhistostie gegen die
Entzindungsmarker CD4, CD11c, und MPO als auch H&farbt. Wie in Abbildung 47a
gezeigt, konnte eine massive Infiltration von mandedren Zellen wie den CD4
T-Zellen und polymorphkernige Zellen, wie den Déisithen Zellen und Neutrophilen
beobachtet werden. Auch die H&E Farbung zeigte allgemeine massive Infiltration von
Zellen in das Darmgewebe der Lamina propia, wasfabe auf eine starke Inflammation des
Darms bei den wild-typ Tieren hinwies. Die transgerMause hatten demgegentber eine
mildere Entztindung, sind also vor der Kolitiseritstgy im DSS-Modell geschiitzt, was mit
einer geringeren Tumorentstehung einherging.

Aufgrund der Mdglichkeit, dall T-Zellen eine zergraRolle bei der Entwicklung von
Kolontumoren spielen, wurde die Expression von T-Zgtokinen aus AOM/DSS
behandelten WT und TG M&ausen im Zytomix untersyéliitbildung 47b). Es konnte eine
geringere Zytokinproduktion von proinflammatorisohéytokinen wie IL17, IL4, INF, IL6

und IL2 in transgenen T-Zellen beobachtet werdensaZlich konnte die jeweilige
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Zytokinexpression der transgenen T-Zellen im Veoylezu den WT T-Zellen nochmals

starker durch geringe Dosen TBtermindert werden.
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Abbildung 47: (A) Immunhistochemische Farbung von wild-typ (Wlnd transgenen (TG) Darmschnitten
gegen CD4, CD11c und Neutrophilen (MPO) sowie H&&rHeng (B) Zytokinexpression von T-Zellen aus
AOM/DSS behandelten WT und TG Mausen; rip40,05 student t-Test

Dabei konnte nach Restimulation der isolierten CD&Zellen mitaCD3/aCD28 und TGB
im Zytomix festgestellt werden, dal’ die Produktimesonders der Zytokine IL17, IL6 und
IL2 im Vergleich zu den WT T-Zellen bei den transge T-Zellen signifikant vermindert
werden konnte. Dies ist durch eine verringerte if@maltion der transgenen T-Zellen in
Gegenwart des TGFzurlckfihrbar (siehe Kapitel 3.12.4). Besonders ldéerleukin 6 hat
eine bedeutende Rolle bei der Tumorentwicklung ool (Becker, Fantini et al. 2004). Die

signifikant geringere Expression des IL6 bei deanggenen T-Zellen ist letztendlich mit
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ausschlaggebend fur die Protektion der Tumorentwngk im entziindungsabh&ngigen

Tumormodell.

3.14.2  APC™" —Modell (Adenomatous polyposis coli)

Neben dem chemisch induzierten Tumormodell AOM/@#5 es ein Tiermodell, indem sich
Tumore spontan entwickeln. Tiere, die heterozygud §ir das Tumorsuppressor Gen APC,
entwickeln ca. drei Monate nach ihrer Geburt Adempiiome im Kolon. Die
Tumorentwicklung in diesem Tiermodell ist entziingsenabhé&ngig. Durch das Kreuzen der
APC™ Mause mit den dE2Smurf2 transgenen Mausen konmiersucht werden, ob das
dE2Smurf2 Gen eine Rolle bei der spontanen, entamigglinabhangigen Entwicklung von
Tumoren spielt. Wie in Abbildung 48 dargestellt,nkte eine signifikante Reduktion der
TumorgroRe bei den APESmurf2 im Vergleich zu den AP® Kontrollméausen beobachtet
werden. Daneben lag auch die Tumoranzahl in den" B@urf2 Mausen niedriger als bei
den heterozygoten Vergleichsmausen (Daten nicleiggz

7 -

6

TumorgroéRe

APCmin APCminSmurf2

APCnin APCmin X CD23murf2

Abbildung 48: Tumorentwicklung von APE" und APC™Smurf2 Mause; n=6 *p<0,05 student t-Test

Damit ist auch eine wichtige Rolle des dE2Smurfh$bei der entziindungsunabhéngigen
Tumorentwicklung festzuhalten. Dies kdnnte auf gisteigerte Expression des Perforins in
den transgenen CDS8T-Zellen und somit auf eine gesteigerte Zytotdiizigegeniiber
Tumoren zurlckgefuhrt werden (3.12.5). Allerding&f3te die gesteigerte Zytotoxizitat in

einem Assay noch nachgewiesen werden.

3.14.3  Tumorentwicklungsprognose bei Patienten mit Kolonkazinomen

Die bis hier erlangten Daten der Spleil3form des i&rBens (dE2Smurf2) zeigten, dafd
dE2Smurf2 den TGF Signalweg positiv reguliert und es auf den Tumbwaklungsprozess
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einen inhibierenden Einflu hat (Kapitel 3.12.4 ¢hil4). Daneben kommt dem dE2Smurf2
auch im Menschen vor (3.7) und stellt sich alsalatives Zielprotein fur die Modulation von
chronischen intestinalen Entziindungen und dem deeniundenen erhéhten Risiko einer
Karzinogenese heraus. Um Prognosen fir die Tumeirekitng bei Patienten zu erstellen,
wurden cDNA Proben von Tumorbiopsien auf die Exgies von WTSmurf2 und
dE2Smurf2 in dereal timePCR hin untersucht. So wurde mit Hilfe der TNM-&3dikation

die GroRe der Tumore (T), der Lymphknotenbefall @djvie die Metastasierung (M) der
Kolontumor tragenden Patienten festgehalten. Heesoérausgefunden werden, ob Patienten
mit einer geringeren TumorgrofRe und/oder Lymphkmioééall eine hohere Expression an
dE2Smurf2 aufweisen und damit eine bessere Proghaben als Patienten mit einer
niedrigen Expression oder vergleichsweise héhexgmession des WTSmurf2 Gens.

Leider konnte keine Korrelation zwischen Tumorgrdfiv. Lymphknotenbefall und der
dE2Smurf2 bzw. WTSmurf2 Expression beobachtet we(débildung 49).
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Abbildung 49: Statistische Auswertung und Korrelation zwischenu82 und Lymphknotenbefall (N) oder
Smurf2 und Tumorgrof3e (T); relative Expressior3Alktin, n=50

3.15

Um in einem Uberlebensexperiment die unterschikdliEntziindung des Darms zwischen

Akute Entziindung des Darms (Uberlebensexperiment)

WT und TG Mausen zu zeigen, wurde den Mausen Uerafe eine 3%ige DSS Losung
Uber das Trankwasser verabreicht. Dabei wurde @& Entzindung des Darms induziert
und die Uberlebensrate zwischen WT und TG ermitf2# die transgenen CDA-Zellen

sentitiver gegenuber T@F waren, langsamer proliferierten und dahigehend igeen

proinflammatorische Zyokine bildeten, ware es zwagten, dal} die transgenen Mause
weniger Entziindung des Darms zeigten und dadureh l@bhere Uberlebensrate hatten als
die WT Mause. Wie in der Abbildung 50 zu erkenr&n bestatigte sich die Vermutung. Die
transgenen Tiere hatten eine signifikante Uberlstada gegeniiber den Kontrolltieren (WT).

Somit konnte nachgewiesen werden, dal3 dE2SmuriR siarke Entzindung des Darms
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durch geringere Proliferation und Zytokinausschigtwnterdriickt. Die Splei3form von
Smurf2 hatte somit einen positiven Effekt auf dietztindung des Darms und forderte die

Uberlebensrate der Mause.
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05

05

Survival

04

02

on T T T T T

Time

Abbildung 50: Uberlebensrate von wild-typ (blau) und transgenen) (Mausen bei akuter Entziindung des
Darms; n=5; p=0,005

3.16  Transferkolitis-Modell

Im adoptiven Transfer-Modell werden naive CD®25 T-Zellen, gewonnen aus
immunokompetenten Donortieren, in immunodefizieB@ID oder RAG™ Empfangertiere
intraperitoneal injiziert. Nach einer Latenzphasgwéckeln die transplantierten Tiere eine
Kolitis, die mit der humanen Kaolitis Ulcerose vesighbar ist. Bei der Entziindungsreaktion
ist vor allem die Mukosa betroffen, Submukosa ungskdlaris propia sind nur in einigen
bestimmten Gebieten des Kolons von der Entzind@mnghiot. Die Entzindung des Darms
erfolgt durch dagPrimen* der naiven CD4T-Zellen mit einem bakteriellen Antigen von der
normalen Darmflora, prasentiert durch Dentritisdi®en im Mesenteriellen Lymphknoten
(Leithauser 2002). Durch zusétzliche Vergabe vot@D25" (nTregs) Zellen kann jedoch
die Kolitis unterdriickt werden (Maloy 2001). Um dhiswirkung der Uberexpression des
dE2Smurf2 Gens in naiven T-Zellen auf die Entwidgueiner Kolitis zu untersuchen,
wurden eine gleiche Anzahl von naiven WT sowie T&eéllen in RAGZ™ Méuse
intraperitoneal injiziert. Nach drei bis funf Wochevurden in der Koloskopie eine starke
Entziindung des Kolons der WT RAGMause beobachtet. Interessanterweise zeigten die
Mause, die mit den TG naiven Zellen behandelt wordend, eine signifikant starkere
Entziindung des Darms als die WT Mause (Abbildung Biste Hinweise deuteten darauf
hin, dal3 die starkere Entzindung des Darms auf éberschielende Produktion des

proinflammatorischen Zytokins IL17 zurlckzufihrenarw(Daten nicht gezeigt). Dies
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bestatigten auchn vitro Versuche in denen naive T-Zellen zu TH17 stimulwurden

(3.12.4) und die transgenen Zellen eine starkeceldktion an IL17A zeigten als die WT
Zellen. Somit deuten die Daten daraufhin, dal3 da8Sdhurf2, in diesem Modell unter
Ausschluld der T regulatorischen Zellen, eher eir@nfltammatorische Wirkung auf den

Darm hat.

WT

12 4

10 A ‘|’

[ TG
6 4

Entziindungsscore
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Abbildung 51: Adoptiver T-Zell Transfer von WT und TG CD4+CD2%ellen in RAG2- Mause;
Koloskopiebilder von WT und TG Mausen drei Wocheath T-Zell Transfer, statistische Auswertung des
Entziindungsscore, zusammengesetzt aus Granulabtéthscheinen der Darmwand, Fibrin-Produktion,
Vaskularitdt des Darms und Beschaffenheit des §tupk0,05 n=5 student t-Test. Daten reprasentéiiv3

unabhéngige Versuche.

3.17  Expression von Smurf2 in Dendritische Zellen hergéslit aus dem
Knochenmark

Um zu untersuchen, ob Smurf2 (allgemein) auch imgeborenen Immunsystem eine Rolle
spielt, wurde die Expression von Smurf2 in densthien Zellen nach Stimulation mit
Lipopolysaccharid (LPS) untersucht. Dabei wurderoégdrenmarks Zellen isoliert und diese
Uber sieben Tage mit GM-CFS (Granulozyten Makrophalgolonie stimulierender Faktor)
zu Granulozyten, Makrophagen und dendritischereddllifferenziert. Nach der Isolation der
CD11c positiven dendritischen Zellen (BMDC) wurdeliese zeitabhangig mit LPS
stimuliert. LPS ist ein toxischer Bestandteil, daf der aulieren Membran von gramnegativen
Bakterien zu finden ist. Es wirkt Gber den TolldiRezeptor (TLR) 4. Wie in Abbildung 52a
zu sehen ist, nahm die Smurf2 Expression mit zueelder Stimulationsdauer mit LPS ab.
Dabei konnte eine signifikante Erniedrigung der S&huExpression nach 8 Stunden
festgestellt werden (Abbildung 52b). Da Smurf2 wzdllen durch TGB induziert werden

konnte, wurden die dendritischen Zellen zusatzhohLPS auch mit TGF stimuliert, um
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nachzuweisen, ob die Reduktion von Smurf2 durch k@frsibel ist. Dabei konnte die
Expression von Smurf2, signifikant zur LPS Stimiglat wieder gesteigert werden
(Abbildung 52b). Die Daten sprechen demzufolge £ine Modulation des TG¥F

Signalweges durch LPS, die durch T&$timulation reversibel war.
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Abbildung 52: Stimulation von dendritischen Zellen hergestelk dem Knochenmark mit LPS und TGFA)

Zeitabhangigen Stimulation mit LPS (B) Stimulatioon LPS zusammen mit TGEFn=4 student t-Test. Daten

reprasentativ fur drei Versuche.

3.18 Herstellung einer Smurf2 ,Knock out* Maus

Die bisher erhaltenen Daten von Smurf2 aus der IT-Zgezifischen transgenen Maus
(adaptive Immunsystem) und den dendritischen Zdiemeborenes Immunsystem) fuhrten
zu der Frage, was fur Konsequenzen aus einem Fetidsn Proteins in Bezug zu
Entzindungen und Tumorentwicklung folgen. Dies kaminch einen sogenannteKnock

out' untersucht werden, der in embrionalen Stammzetlarch homologe Rekombination

und das Cre/loxP System hergestellt werden kann.

3.18.1 Vektorkonstruktion fur das konditionale , Gene targeting” des
Smurf2-Gens

Fur die Herstellung eines konditionalknock outamul3 ein Exon gefunden werden, welches
nach seinem Ausschluf3 aus dem Genom, zu einerhfelsmg des Leserasters des Gens und
damit zu einem funktionell nicht mehr aktiven Pnot&ihrt. Da fur das Smurf2 Gen bereits
ein SpleiRen des Exon2 bekannt ist, wurde das EX@n3das konditionale Targeting
verwendet. Dabei wurde das Exon3 in einen Vekt®afpdflirt) zwischen zwei loxP-Seiten
(Locus of crossover (x) in Pkloniert. Die Cre Rekombinase des Bakteriophdggrerkennt
diese loxP-Seiten, die aus 13bp bestehen, undatelétirch intramolekulare Rekombination

die loxP flankierte DNA-Sequenz. D&%en TargetingKonstrukt ist 5° von einem kurzen
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0,9kb und 3" von einem 4,2kb langem, zur endogefielsequenz, homologen Sequenzarm
flankiert. Zur Selektion der rekombinanten ES-Zellenthalt das Gen Targeting-Konstrukt

eine von loxP-Seiten flankierteea Selektionskassette (siehe Abbildung 53).

WT Locus [l i L] L] L “—
El E2 E3 E4 E35 E19
HindIll HindIIl Hindlll
[ | | ——N u -l
El E2 E3 E4 E35
—_—_—— e
4768 p B023p

Smwfl  Targeting vector

Mot Laxp FRT FRT Loxp
B> L [ TK | [amp |—
E3 E4
| 835bp | 298fitp I Ak | 475 4bp |
1967bp I 1016ty
Targeted Allel
Loxp FRT FRT Loxp
HindIII HindII Hindlll HindII
[ I i B> n :
El E2 E3 E4 E5
Hiohp prrT
Probe & Probe B

Abbildung 53: Schematische Darstellung des Gen Targeting-Kokistsusowie des wild-typ (WT) Allels vor

und nach homologer Rekombination

3.18.2 Isolierung homolog rekombinanter embrionaler Stammellen (ES)-

Zell-Klone

Nach der Herstellung deBargetingKonstruktes wurde dieses miitotl linearisiert und in
grofen Mengen mit Phenol/Chloroform aufgereinigiséhlieRend erfolgte die Transfektion
durch Elektroporation irBruce4 ES-Zellen. Nach Selektion mit Geniticin (G418) den
1000 resistente ES-Zellkolonien isoliert und je &pien der Klone hergestellt. Diese dienten
der Analyse der genomische DNA auf das homologeoRéknationsereignis durch den
Southern Blot. Nach homologer Rekombination kant ader SondeB eine WT-Bande von
8kb und eine 4,7kb grof3e Bande fur das mutiertel Athchgewiesen werden (Abbildung 53),
nachdem die genomische DNA rhiindlll verdaut worden ist.

Die genomische DNA der ES-Zellklone liegt bereits,ymul3 aber noch auf ihre homologe

Rekombination hin im Southern Blot untersucht warde
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4 Diskussion

Das pleiotrope Zytokin TGF spielt neben seiner Rolle bei der Entwicklung @eweben
und Organen auch eine wichtige Rolle im Immunsyst&o beeinflult es u.a. die
Proliferation, Differenzierung, Migration, und Apgge von Immunzellen (Georelik 2002; Li
2006). Die Regulation des T@FSignalweges durch die Ubiquitin Ligase Smurf2daher
ein wichtiger Mechanimus der Zelle, auf post tratishaler Ebene, auf verschiedene Signale
zu reagieren. Somit findet eine sensible Kontrdés Signabutputsstatt. Das WTSmurf2
unterbindet dabei die Signalweiterleitung des BG#den Zellkern, indem es den Tl
und die Smad-Molekiile 2, 3 und 4 polyubiquitiniertd damit zur Degradation im 26S
Proteasom markiert (Kavsak 2000; Bonni, Wang eR@0D1; 1zzi 2004; Ogunjimi 2005). Es
reguliert den Signalweg daher negativ. Eine Dydegn sowie Veranderungen des T&F
Signalweges fuhrt meistens zu humanen Erkrankuagetie Krebs. So konnte bisher fur die
HECT Ubiquitin Ligasen Nedd4, Smurfl, Smurf2 und \WWbeobachtet werden, dal} sie vor
allem in Krebszellen Giberexprimiert werden undaisogene Proteine wirken (Chen 2007).
Aber auch dem TGF selbst wird eine wichtige Rolle bei der Tumoremiling
zugeschrieben. Es ist ein wichtiges Schliisselzgtéiki die Immuntoleranz. So kann es zum
einem als Tumorsuppressor aber zum anderen auchuaisrpromotor wirken (Massague
2008). Doch der genaue Mechanismus, wann seinetibanjswitched, ist noch weitgehend
unklar.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine neue Isoforan Smurf2 (dE2Smurf2) isoliert
werden, die in einer T-Zell spezifischen Uberexgi@s immunsuprimierend auf die
Regulation von chronischen Entzindungen wirkt unamid die Entwicklung von
Kolontumoren unterdrickt. Die immunsupprimierendarkithg beruht dabei auf einer
gesteigerten Sensitivitat der T-Zellen gegentben dé&GH3. Diese erhohte Sensitivitat ist
letztendlich auf eine gesteigerten Expression dés3RIl und damit auf einer erhdhten
Signalweiterleitung in den Zellkern zurtickzufihren.

Weiterhin konnten in dieser Arbeit eine humane fRabe von dE2Smurf2 festgestellt
festgestellt werden. Eine weitere noch unentdelsd®mrm von Smurf2 konnte ebenfalls aus
humanen CDZ4 T-Zellen, gewonnen aus Blut eines Morbus CrohrieRtn, identifiziert
werden. Zudem konnte noch eine neue nicht kodierétldA der Ubiquitin Ligase Smurf2

aus murinen T-Lymphozyten isoliert werden.
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4.1 Unterschiedliche Lokalisation der Smurf2 SpleiBvaranten in der Zelle

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daR mikeidberexpression der verschiedenen
GFP-Smurf2-Konstrukten eine unterschiedliche Laalon der Smurf2 Proteine in Cos7-
Zellen einhergeht. Dabei wird das WTSmurf2 Gbergdieze Zelle exprimiert, wahrenddessen
die SpleiRform dE2Smurf2 inSpot$ exprimiert wird. Interessanterweise konnten dabei
Lysosomen und frihe Endosomen als Kompartimentetiideert werden, die in der Co-
Lokalisation involviert sind. Co-Lokalisationen midem TGIBRII konnten nicht
nachgewiesen werden. Zudem konnte im Western Blp¢igt werden (Daten nicht gezeigt),
dal3 beide Proteinformen membranstandige Protemte fies steht im Gegensatz zu den
Daten von Kavsak und Kollegen, die in MvlLu Zelleachgewiesen haben, daf3 mit einer
Uberexpression einer konstitutiven aktiven Form &é$Smurf2 dieses vorwiegend im
Nukleus exprimiert wird. Eine Translokation in dagoplasma findet erst dann statt, wenn
neben dem Smurf2 auch das Smad7 Uberexprimierteniifavsak 2000). Dabei konnte eine
Kolokalisation des Smurf2 mit dem T@RII nachgewiesen werden. Somit konnten sie
zeigen, dalR das Smad7 die Subzellulare LokalisabarSmurf2 kontrolliert.

In diese vorliegenden Arbeit, konnte dahingegeme&eVeranderung der Lokalisation der
verschiedenen Spleil3formen von Smurf2 durch zush&Expression des Smad7 beobachtet
werden. Auch verschiedenen Stimulationen mit [BGEeigten keine Veranderung der
Lokalisation. Wie beschrieben, besitzt die Ubiquitigase Smurf2 eine N-terminale C2-
Doméane. Diese C2-Domane ist hoch konserviert unthnkb in vielen verschiedenen
Proteinen vor, wie z.B. Synaptotagmin oder Prot&imase G, um nur weniger zu nennen.
Fur diese Proteine wurde herausgefunden, daR skerere Ca*-lonen binden, dadurch
aktiviert werden und dann an Phospholoipide, wig. zler Zellmembran, binden kdnnen
(Corbin 2007). Fur die Ubiquitin Ligase Smurf2 ktmmerausgefunden werden, dal3 die C2-
Domane in einem Gaunabh&ngigen Mechanismus an spezielle zellulanatanen bindet
(Wiesner 2007). Da die dE2Smurf2 Form ein Spleies Exon2 in der C2-Doméane erfahrt,
stellt sich die Frage, ob sich bei der daraus tiesehden Konformationsdnderung des N-
terminalen Bereiches sich eine Anderung in déf Badefahigkeit und/oder sich daraus eine
Anderung in der Membranbindung erfolgt. Verschiedestimulationen der GFP
transfizierten Zellen ergaben keine Anderung in ldgkalisation der verschiedenen Smurf2
Varianten. So wurden die Zellen u.a. mit lonomystimuliert, um den C& Influx in die
Zelle zu erhéhen und damit eine eventuell&* ®ndung an die C2-Doméne zu erhthen und

dadurch eine Translokation des Protein in der Zall@rreichen. Aber auch eine Stimulation
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der Zellen mit EGTA, einem Chelatierer von*Cdonen, zeigte keine Wirkung in der
Veranderung der Lokalisation.

Somit kann gesagt werden, dalR durch das hervoeyeruBSpleiRen des Exon 2 eine
Konformationsanderung der C2-Doméne von Smurf2tfstdét, die in Cos7 Zellen zur
unterschiedlichen Lokalisationen der Proteine f{uhstobei die Membranbindung an
verschiedene Kompartimente der Zelle von Smurfatn@Z* abhéngig ist. Zudem kann die
Lokalisation der beiden Proteine durch untersciohdl Stimulationen mit TGF oder INFy
nicht verandert werden. So ist zu sagen, daf} ddrehKonformationsanderung der C2-
Doméane von dE2Smurf2 eher eine Bindung an endosdlysdsomale Membranen
stattfindet, wahrenddessen die WTSmurf2 Form eheli@zellulare Aulienmembran in Cos7
Zellen bindet. Daraus resultiert eine unterschod@li Funktion der Smurf2 Formen

voneinander.

4.2 Positive Regulation des TGB Signalweges durch die Isoform von
Smurf2

Wie bisher fir Smurf2 postuliert wurde, ist die gilitin Ligase Smurf2 bei der negativen
Regulation des TQF Signalweges durch die Degradation des BRI (Kavsak 2000)
beteiligt. Daneben, dal3 das Protein den Rezeptddegradation ubiquitiniert, ist es auch bei
der Degradation von Smad Transkriptionsfaktorerolwiert (Massague 1999; Lin 2000;
Bonni, Wang et al. 2001; Zhang, Chang et al. 2084i;2004; Moren, Imamura et al. 2005).
Interessanterweise konnte in dieser Arbeit gezagagtien, da mit einer Uberexpression von
dE2Smurf2 eine gesteigerte Signalweiterleitung Y&H3 in den Zellkern verbunden ist.
Dies konnte sowolih vitro in Cos7 Zellen beobachtet werden als anckivo bei transgenen
CD4" T-Zellen. Sowohl der Smad2 als auch der Smad3sKrapionsfaktor wurde unter
TGH3 Stimulation starker phosphoryliert als die Konol und zeigte damit eine starkere
Zielgenaktivierung  (Reporterassay). Diese gestigerAktivierung der Smad
Transriptionsfaktoren ist mit einer gesteigertenpiession des TGF Rezeptors |l
verbunden. Sowohh vitro als auchn vivo konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dafd durch
eine Uberexpression der Isoform von Smurf2 eineteigerte Expression des TGF
Rezeptors Il in den CD4und CD8 Zellen stattfindet. Somit sind die T-Lymphozyten
sensitiver gegeniber Stimulationen mit T8&s die wild-typ Zellen. Untersuchungen von
Wiesner und Kollegen (Wiesner 2007) zeigten, d&3GR-Domane von Smurf2 mit der C-
terminalen HECT-Domaéne intramolekular interagiertl wlie Aktivitat der Smurf2 Ubiquitin

Ligase damit inhibiert. Dies fihrte zu der Hypo#nddr die gesteigerte Rezeptorexpression:
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Aufgrund der verstarkten Interaktion zwischen detperéxprimierten dE2Smurf2 und

WTSmurf2, wird die WT Form zur Degradation ubiquigirt und abgebaut. Dies hat dann zur
Folge, dal3 der Rezeptor durch das WTSmurf2 niclhir mlegebaut werden kann und dadurch
eine gesteigerte Phosphorylierung der Smad Traigkmnsfaktoren stattfindet. Schlie3lich

findet eine Verstarkung des T@FSignals in den Zellkern statt. Somit fungiert die
dE2Smurf2 Form als Regulator seiner eigenen IsadarnGleichzeitig konnte aber auch

gezeigt werden, dal durch die Uberexpression deBMUFf2 Form der Abbau reversibel ist

und ein Abbau von dE2Smurf2 durch WTSmurf2 erfolgtir den Abbau konnte das

inhibitorische Smad7-Molekdl als wichtiger Kofakidentifiziert werden. Dies bestatigt auch

Ergebnisse von Wiesner und Kollegen, die zeigemtamn dall das Smad7 eine relevante
Rolle bei der Ubiquitinierung von Smurf2 durch drutierte C2-Domane spielt (Wiesner

2007).

4.3 Protektion der  entziindungsabhangigen Entwicklung  vo
Kolontumoren bei dE2Smurf2 transgenen Mausen

Chronische Entzindungen wie sie bei Morbus Crohd Knlitis Ulcerosa vorkommen,
erhohen das Risiko an Tumoren zu erkranken. Sa deg Inzidenzrate an Kolorektalen
Karzinomen zu erkranken bei Morbus Crohn und Kolificerosa Patienten im Schnitt hdher
als bei Patienten ohne chronisch entziindliche Ddmawekung (Bernstein 2001). Bei der
Entwicklung von Tumoren spielen T-Lymphozyten egm@Re Rolle. So produzieren die
CD4" T-Zell Untergruppen (TH1 und TH2) proinflammatatie Zytokine wie INF und I1L4,
die zum Wachstum des Tumors anregen. So konnteggjererden, dald eine TH2 Antwort
die Entwicklung von Kolorektalen Karzinomen im erpeentellen murinen System als auch
mein Menschen eher beschleunigt. Wohingegen einé Trhimunantwort eher fir eine
verbesserte Prognose der Krankheit spricht (Wald6es).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeaf ddurch eine Uberexpression der
SpleiBvariante von Smurf2 die transgenen Tieredm &kolitisassoziierten Kolonkarzinom
Modell in ihrer Tumorentwicklung gehemmt und somrbtektiert waren. Dies konnte auf
eine gesteigerte Immunsuppression des Darms zuwtidkg werden, was mit einer
geringeren Produktion an proinflammatorischen Zytek einherging. Die geringere
Produktion an Zytokinen konnte dabei zum einememmiér verringerten Proliferationsrate der
transgenen CD4T-Zellen in Abh&ngigkeit von TGF erklart werden. Aufgrund einer
héheren Sensitivitat gegeniiber TG Eeigten die transgenen CDZ-Zellen in vitro eine

verringerte Proliferationsrate verglichen mit deifdviyp Zellen. Zum anderen konnte gezeigt
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werden, dafl dE2Smurf2 siclin vivo immunsuppressiv auf die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen wie INFIL4, IL17 und IL6 auswirkte.

Daneben, daR CDA4T-Zellen eine proinflammatorische Rolle bei dert@oklung von
Karzinomen spielen, haben sie auch einen anti-Tuiffekt. Durch die tumorspezifische
Sekretion von TGE koénnen CD2A Effektor Zellen zu Foxp3 exprimierdende T&GF
induzierte T regulatorische Zellen (TiTreg) convergwerden (Fantini 2004). Dadurch ist es
den Zellen und dem Tumor mdglich die Entzindung unterdricken und damit das
Tumorwachstum in Regression zu bringen (Beckertikiagt al. 2006; Waldner, Schimanski
et al. 2006).

Interessanterweise konnten keine Unterschiede beiind vitro Generierung von Foxp3
exprimierenden TiTregs beobachtet werden, obwahkminsgenen CD4T-Zellen sensitiver
gegenuber TG sind und eine gesteigerte Phosphorylierung dessKkrgptionsfakors Smad3
zeigten. Beides sind wichtige Faktoren, die bei Bexp3 Induktion involviert sind (Jana
2009). Auch in vitro Analysen durch transiente HBf@ktion der WT und dE2Smurf2
Konstrukte in priméare T-Zellen, zeigten keinen kifSf der Smurf2-Varianten bei der
Generierung von TiTregs (Daten sind in dieser Arlmgtht gezeigt worden). Weder eine
Induktion durch dE2Smurf2 (gesteigerte T8EHl Expression) noch eine Repression durch
WTSmurf2 (Abbau des TGRII) zeigten einen EinfluB in der Induktion von p&in CD4
T-Zellen.

TGH3 und damit dE2Smurf2 gilt als Schlisselmolekiildig immunologische Toleranz und

dient der Unterdriickung kolitisassoziierten Kolordkaomen.

“4 " Protektion der transgenen dE2Smurf2 Mause Im

entziindungsunabh&ngigen Kolontumor-basierten APE™* Modell

Daneben, dalR CDA4T-Zellen eine wichtige Rolle bei der Entstehungl wler Bekampfung
von Kolorektalen Karzinomen spielen, sind auch CD&ellen bei der anti-Tumor Antwort
involviert. So konnte beobachtet werden, dal3 beeR@n mit Kolorektalen Karzinomen eine
positive Korrelation zwischen CD8T-Zellen in Tumoren und der Uberlebensrate der
Patienten besteht (Naito 1998). Gleichzeitig konnte einer weiteren Studie eine erhdhte
Expression von Gene, die spezifisch fur zytotoxésdhZellen sind, wie z.B. Perforin,
Granzym B und INf, in Patienten beobachtet werden, die keine Aneeicton frihen
metastatischen Invasionen haben (Waldner, Schimagisil. 2006). In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 die transgene&2Bdiurf2 Mause, nach dem Einkreuzen

des APG™ Gens, in der spotanen Tumorentwicklung im Kolootgktiert waren. Das APC-
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Gen ist ein Tumorsuppressor Gen, welches nach amesens Mutation im Kodon 850 bei
der sponaten Entwicklung von Kolorektalen Karzinantevolviert ist. Da dieses Modell auf
der spontanen und nicht auf der entzindungsabhéim@igene Karzinome entwickelt, spielen
neben den CD4T-Zellen auch eventuell CD8T-Zellen bei der Protektion gegeniiber der
Tumorentwicklung in transgenen dE2Smurf2 Mausee &olle. So konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, daRR auch die transgenen *CDg&ellen eine gesteigerte Expression des
TGRBRII aufwiesen, aber kontrar zu den CDZ-Zellen eine konstitutiv gesteigerte
Phosphorylierung des Smad3 Transkriptionsfaktorgtee. Einhergehend mit diesen Daten
sind auch die CD8T-Zellen sensitiver gegeniiber TEKStimulationen wie die CO4T-
Zellen. Gleichzeitig konnte neben der gesteigeff&H3 Signalweiterleitung auch eine
gesteigerte Expression von Genen beobachtet werden,flur zytotoxische T-Zellen
charakteristisch sind. So zeigten die transgene8' GEZellen im Vergleich zu den wild-typ
Zellen nach polyklonaler Aktivierung eine gestetgeExpression von Perforin, Granzym B
und INFy, die nach zusatzlicher Stimulation mit T@&Eramatisch gesankt wurde. Diese
Proteine fuhren letztendlich zur Apoptose der Tumaben, wodurch der Phénotyp der
transgener dE2Smurf2 im APE Modell erklart werden kénnte. Interessanterweisden
jedoch die beobachtetein vitro Daten im Gegensatz zu den vero6ffentlichten Daten d
Gruppe um Joan Massague. Sie publizierten, daih@meSmad3 abhangigen Mechanismus
das TG inhibierend auf die Expression zytotoxischer Geme, Perforin, Granzym A und
B, FasL und INF wirkt (Thomas 2005). Dies zeigt, dal3 Tgéie Funktion zytotoxischer T-
Lymphozyten supprimiert. In dieser Arbeit fand jedceine Aktivierung des zytotoxischen
Genprogramms durch TQ@F bzw. dE2Smurf2 statt, wodurch die Mause in ihrer
Tumorentwicklung protektiert waren. Somit dient dd#s2Smurf2 Protein als attraktives
therapeutisches Zielprotein bei chronisch entziéhdih Darmerkrankungen sowie bei der

Behandlung von Kolorektalenkarzinomen.

4.5 Gesteigerte Expression des proinflammatorischen letleukins 17 in
transgenen CD4CD25 T-Zellen

Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werdem3ddurch eine Stimulation naiver
transgener CDLD25 T-Zellen mit TGP und IL6 diese im vermehrten MaRe zu TH17
Zellen differenzierten, was sich in einer gestdmgerSekretion des proinflammatorische
Zytokin IL17A aulerte. Obwohl im kolitisassoziiarteKolonkarzinom Modell (AOM/DSS)

eine signifikante Inhibition des IL17 beobachtet rden ist, konnte eine gesteigerte

Expression des IL17An vitro als auchin vivo (Daten nicht gezeigt) im Transfer Kolitis

93



Diskussion

Modell gezeigt werden. Dies steht im Einklang m&ndErgebnissen der gesteigerten
TGH3RII Expression, wodurch die transgenen T-Zellernr ehd eine Stimulation mit TG¥F
mit niedrigen Konzentrationen ansprechen als did-typ Zellen. Aufgrund der gesteigerten
Sensitivitat gegenuber TQ@F differenzieren die naiven Zellen nach entspredbeen
Aktivierung vermehrt in TH17 Zellen. Welcher Meclgmus aber dazu fiihrt, dal die CD4
T-Zellen in vitro undin vivo vermehrt IL17 produzieren, und signifikant wenigeihrend
TGH3 Stimulation in dem AOM/DSS Modell, ist noch weitgsd unklar. Naiven
CD4'CD25 T-Zellen werden von den nTregs (CTD25 T-Zellen) getrennt isoliert und
dannin vitro fir die Stimulation odein vivofur die Transfer Kolitis eingesetzt werden. Somit
konnte eine erniedrigte IL17 Produktion im AOM/D&®dell dadurch erklart werden, dal3
eventuell die natirlichen regulatorischen T-Zellesupprimierend auf die TH17
Differenzierung einwirken. Das dE2Smurf2 Gen spgdimit eine wichtige Rolle bei der
Differenzierung von TH17 Zellen. Interessanterweigeeinflult es jedoch nicht die
Differenzierung von naiven CD4ellen zu TGB induzierten T regulatorischen Zellen, die

die Gegenspieler der TH17 Zellen sind.

4.6 Entdeckung einer neuen nicht kodierenden RNA

Neben der neue SpleiRvariante (dE2Smurf2) von Sthrkohnte gleichzeitig eine neue nicht
kodierende RNA in der Maus identifiziert werdeneBolierte mMRNA besitzt eine Lange von
2,2kb mit einem polyA Schwanz und enthallt einenséhub eines Introns/Exons von 112
Basenpaaren zwischen Exon 3 und 4 der WTSmurf2 Fabei tritt im Leseraster ein
Stopkodon in diesem Intron/Exon auf, welches zwerigiigung des offenen Leserasters fihrt.
Theoretisch sollte vom Startkodon bis zum erstepl&don ein Protein von 55 Aminosauren
kodiert werden. Durchn vitro Translations Experimente in Retikulozytenlysatemrike
keine Expression dieser Lange beobachtet werdesatZlich stellt sich die funktionelle
Relevanz der entdeckten nicht kodierenden RNA (nERMufgrund des Fehlens eines
extensiven offenen Leserasters stellt die ncRNAleiearmediat zwischemessengeRNA
und translatierten Protein dar. Da auch die ncRMAEXon2 gespleil3t wird, wie die mRNA
des dE2Smurf2 Gens, mul} sie eine biologische Retelbasitzen. Bekannte ncRNAs sind
u.a. micro und siRNAs sowie rRNA und tRNA, um nur paar zu nennen. Sie besitzen u.a.
eine regulatorische Rolle und gehdren zur Gruppemell nucleolarRNAs (Eddy 2001). So
konnte eine Vielzahl an small ncRNA in Prokaryotbaeschrieben werden, die trans-
aktivierend wirken und die mRNA Translation undilitit regulieren. Firs Saugetiergenom

konnten dahingehend mehrere Tausend ncRNAs idaetifiwerden (Makunin 2006). Doch
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der genaue Mechanismus, wie funktionell diese ncRBiAd, ist noch weitgehend unklar. So
konnte in der vorliegenden Arbeit nur ihre bioladis Rolle bei der Aktivierung des Smad3-
Promotors beobachtet werden. Eine Uberexpressiopanzmen mit der cDNA der
SpleilRvariante dE2Smurf2 flihrte zu einer 100 facls¢eigerung der Promotoraktivitat
verglichen zum dE2Smurf2 Protein. Doch wie genaurdiRNA wirkt ist nicht bekannt. So
kann sie eventuell direkt Einflul3 auf den Promatenmen oder aufgrund der vielen kleinen
offenen Leseraster in der 2,2kb gro3en mRNA vidénkre Proteine kodieren, die dann
ihrerseits EinfluR auf den Promotor nehmen. Uber genauen Mechansimus kann aber nur
spekulieren. Bei der Generierung von Foxp3 exprieméder Zellen und der Expression des
TGRBRII in CD4" T-Zellen konnte keine Relevanz der ncRNA beobachirden (Daten
nicht gezeigt). Somit kann nur gesagt werden, d&3 rtRNA zusammen mit der
Spleil3variante dE2Smurf2 exprimiert wird und exessif den Promotor von Smad3 wirkt.
Eine Wirkung auf die Foxp3 Expression konnte dasigeschlossen werden. Doch wie die

ncRNA auf den Promotor wirkt ist letztendlich unkla
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5 Zusammenfassung

TGH3 ist ein Schlusselmolekil zellvermittelter Immum@nz. So spielt es neben seiner
pleiotropen Rolle in Immunzellen auch bei der Tuembwicklung eine grol3e Rolle. Das
TGH3 hat bei der Tumorentwicklung eine duale Rolle. @ent es in frihen Phasen als
Tumorsuppressor, wahrenddessen es in spaten Pé@seBntwicklung als Tumorpromotor
wirkt. Eine strikte Regulation des T@FSignalweges ist daher fur ein funktionierendes
Immunsystem von essentieller Bedeutung. Die Uhbiguitigase Smurf2 ist dabei ein
wichtiger negativ Regulator des T@3Signalweges.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine neue Spteifdf des Smurf2 (dE2Smurf2) aus
murinen CD4 T-Zellen isoliert werden, deren Funktidn vitro und in vivo in T-
Lymphozyten untersucht worden ist. Fur diese Sfeim® konnte zudem eine humane
Relevanz nachgewiesen werden. Mit Hilfe von Uberesgionen in Cos7 Zellen konnte eine
veranderte Lokalisation der Smurf2 SpleiRformen (Wi dE2) festgestellt werden. Dabei
konnten lysosomale und endosomale Kompartimente deei Kolokalisation mit dem
dE2Smurf2 Konstrukt beobachtet werden. Das Spleilea Exons2 fuhrte dabei zu
Anderungen der Topologie der N-terminalen C2-Domamedurch sich eine veranderte
Lokalisation in der Zelle beschreiben lie. Mit desranderten intrazellularen Verteilung
erfuhr auch die Funktion der dE2Smurf2 Ubiquitingase eine Anderung. So konnte
Uberraschenderweise eine positive Signalindukti@s dGHPB Signalweges beobachtet
werden, was im Gegensatz zum beschriebenen WTSrmsitanfid. Durch eine Uberexpression
des dE2Smurf2 Proteins in T-Lymphozyten wurde d8F3F Signalweg in CD4und CD8
Zellen positiv reguliert, dabei wurde der T@H®I vermehrt exprimiert und gleichzeitig fand
eine verstarkte Phosphorylierung der Transkripfakteren Smad2 und Smad3 nach PGF
Stimulation statt. Die transgenen T-Lymphozyten emasomit sensitiver gegentuber T&F
Dies fluhrte zur Hypothese, die duréfestern BlotAnalyse bestatigt werden konnte, dal’ das
dE2Smurf2 nach Uberexpression seine WT-Form binged dadurch degradiert. Die
Degradation der Ubiquitin Ligase war dabei Smadyaalgig. Zur Analyse des Einflusses der
Ubiquitin Ligase dE2Smurf2 auf die Differenzierwmn CD4 T-Zellen, sowie ihre Rolle bei
der T-Zell Proliferation, konnte gezeigt werden@dhurch die hohere Sensitivitat gegentuber
TGH3 naive T-Zellen unter Einflul von T@Fund IL6 vermehrt in TH17 Zellen
differenzierten. Zudem konnte gezeigt werden, d&3Rdoliferationsrate transgener naiver

CD4" T-Zellen bei geringen Mengen von T@Btarkt vermindert war. Weiterhin konnte
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Zusammenfassung

gezeigt werden, daR bei einer Differenzierung déven CD4 T-Zellen in TH1 Zellen, diese
signifkant weniger das proinflammatorische Zytolifry produzierten.

So zeigtenn vivo Versuche, dal die transgenen Tiere in der Entwigkivon Kolorektalen
Karzinomen protektiert waren. Sowohl im kolitisaggrten Tumor Modell als auch bei der
spontanen Entwicklung von Tumoren im APCModell. Dies konnte zum einen auf eine
deutlich verminderte Entziindung (geringere Prodwktan Zytokinen durch verminderte
Proliferation) des Darms und zum anderen durch siékere Produktion an zytotoxischen
Genen, wie Perforin, INFund Granzym B erklart werden.

Interessanterweise konnte jedoch im Transfer KoMiodell eher eine proinflammatorische
Wirkung des dE2Smurf2 Proteins nachgewiesen wer8enwiesen die immundefizienten
Mause, in denen die transgenen T-Zellen injiziartden, eine signifikant starkere Kolitis auf
als die Kontrollen. Dies konnte mit einer Uberprkidon an IL17 sezernierenden T-Zellen
erklart werden.

Klonierungsexperimente fuhrten zudem zur ldenttftka einer bisher nicht beschriebenen
nicht kodierenden RNA. Diese zeigte in Kombinatmit dem dE2Smurf2 Protein in einer
Reportergen Analyse eine Hyperaktivierung des Snradfotors.

Diese Daten liefern zum einen ein genaueres Moib#r die Regulation des T@F
Signalweges sowie wichtige Erkenntnisse zur Patysiplogie chronisch entzindlicher
Darmerkrankung und daraus resultierende Tumorekkragen. So entwickelt sich das
dE2Smurf2, Teil des T@FSignalweges, als attraktives Zielprotein fur dieddlation von

chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und (kabsoziierte) Kolonkarzinomen.
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