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Einleitung

1 Einleitung

Wahrend der Entstehung hoherer Lebewesen im Laufe der Evolution bildete sich parallel der Bedarf
eines Schutzes gegen Viren und pathogene Mikroorganismen, wie Bakterien, Pilze und Parasiten™.
Zu diesem Zweck entwickelte sich das Immunsystem. Seine Hauptaufgabe ist die Unterscheidung von
"korperfremd" und "korpereigen", sowie die Entfernung pathogener "fremder" Substanzen aus dem
Korper®. Es lasst sich in zwei Teile gliedern: Das angeborene Immunsystem, welches einen friihen
Schutz gegen eine Vielzahl eindringender Erreger bildet, und das adaptive Immunsystem, dass
gezielte Immunreaktionen gegen jegliche Pathogene erlaubt und in der Lage ist, durch die Bildung
von Gedichtniszellen einen Langzeitschutz aufzubauen®. Der folgende Absatz 1.1 beschéftigt sich
kurz mit den Grundlagen des angeborenen Immunsystems, wahrend sich der Abschnitt 1.2 mit dem

adaptiven Immunsystem und dem Fokus dieser Arbeit befasst.

1.1 Das angeborene Immunsytem

Wie bereits in Abschnitt 1 erwadhnt stellt das angeborene Immunsystem eine erste Barriere gegen
eindringende Pathogene dar®. Es umfasst sowohl lsliche Komponenten, wie z.B. kationische
antimikrobielle Peptide (CAPs)’ und das Komplementsystem®, als auch zelluldre Bestandteile, wie
Makrophagen, verschiedene Granulozyten, Mastzellen, Natirliche Killer Zellen (NK-Zellen) und
Dendritische Zellen®. Die Zellen des angeborenen Immunsystems detektieren Pathogene Uber
Rezeptoren, welche in der Keimbahn kodiert sind®. Diese Rezeptoren erkennen evolutionar
konservierte Strukturen, sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs) auf der
Oberfliche von Erregern, die gleichzeitig nicht auf kdrpereigenen Zellen zu finden sind®. Nachdem ein
eindringender, pathogener Erreger Uber diese Pathogen-Erkennungs-Rezeptoren (PRRs)’ detektiert
wurde, bekdampfen die Komponenten des angeborenen Immunsystems diesen Erreger durch
Phagozytose®, Zelllyse®™® und die Sekretion von Zytokinen™. Letztere sind kleine Signalproteine und
Peptide, die der interzellularen Kommunikation dienen und Immunreaktionen koordinieren™. Durch
diese Mechanismen ist das angeborene Immunsystem in der Lage, den Korper vor einer Vielzahl
infektioser Erreger zu verteidigen. Zahlreiche Mikroorgansimen haben jedoch Strategien entwickelt,

1213 |n Vertebraten hat sich daher

um sich dem Zugriff des angeborenen Immunsystems zu entziehen
das so genannte adaptive Immunsystem entwickelt, welches, in Kooperation mit den Zellen des

angeborenen Immunsystems, einen spezifischen Schutz gegen potentiell jeden Erreger bilden kann™.
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Dendritische Zellen (DCs), unter anderem charakterisierbar durch die Oberflachenmarker CD11c und
MHC-II, besitzen hier eine Sonderrolle, da sie auf die Einleitung der adaptiven Immunantwort

spezialisiert sind™. Der folgende Abschnitt 1.2 erldutert die Struktur des adaptiven Immunsystems.

1.2 Das adaptive Immunsystem

Das adaptive Immunsystem bietet einen spezifischen Schutz vor Pathogenen'. Seine zelluldren
Bestandteile, die Lymphozyten, lassen sich in zwei Subpopulationen unterteilen. Die erste
Population, die sogenannten B-Zellen, werden im Knochenmark gebildet. lhre Hauptfunktion ist die
Produktion von Antikérpern. Diese Antikorper, oder |6slichen B-Zellrezeptoren (BZR), erkennen ihr
Antigen®in seiner nativen Form'. Binden Antikdrper an ihr Antigen, so kdnnen sie dieses z.B.
opsonisieren, wodurch das Antigen oder Antigen-tragende Zellen leichter durch Zellen des
angeborenen Immunsystems entfernt werden kénnen. Die zweite Population an Lymphozyten bilden
die sogenannten T-Zellen. Ihre Vorlaufer entstehen ebenfalls im Knochenmark, jedoch durchlaufen
T-Zellen einen zusatzlichen Reifungsprozess, der im Thymus stattfindet'®. Dort wird ihr spezifischer
T-Zellrezeptor (TZR) generiert, der aus einer alpha- und einer beta-Kette besteht. Im Anschluss
verlassen sie als reife, naive T-Zellen den Thymus in die Peripherie. Anders als bei B-Zellen erkennt
der Rezeptor von T-Zellen deren Antigen in Form kleiner Peptide, die ihnen auf MHC-I und MHC-II
Molekiilen z.B. durch DCs prasentiert werden. Auf den Mechanismus der Antigenerkennung durch

T-Zellen und deren Funktion wird in Abschnitt 1.2.2 weiter eingegangen.

Das adaptive Immunsystem unterscheidet sich in seinen Funktionen grundlegend vom angeborenen
Immunsystem. Letzteres bietet einen ersten Schutz gegen eindringende Erreger™, ist jedoch nicht in
der Lage ein immunologisches Gedachtnis auszubilden. Im Falle, dass das angeborene Immunsystem
alleine einen Erreger nicht aus dem Koérper entfernen kann, greifen nach kurzer Zeit zusatzlich die
Mechanismen des adaptiven Immunsystems. Diese helfen bei der Entfernung der Pathogene und
erzeugen im Anschluss, durch die Bildung so genannter Gedéachtniszellen, einen spezifischen
Langzeitschutz gegen genau diesen Erreger™. Die Spezifitit bei der Erkennung von Erregern durch
das adaptive Immunsystem basiert dabei auf der Struktur der B- und T-Zell-Rezeptoren. Diese
werden aus verschiedenen Gensegmenten durch somatische Rekombination in einem zufalligen
Prozess zusammengesetzt®’. Innerhalb dieses Prozesses werden an den Verkniipfungsstellen dieser

Segmente zusatzlich Nukleotide entfernt und/oder eingefiigt?’. So konnen potentiell >10* TZR

® Antigen: (engl. ,Antibody generating”): Stoff, der spezifisch an Rezeptoren von B- und T-Zellen binden kann
und von diesen erkannt wird. T-Zellen erkennen ihre Antigene in Form kleiner Peptide auf MHC-Molekilen
2
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verschiedener Spezifitit pro Individuum gebildet werden®. Innerhalb dieser hohen Diversitat verfigt
jede T- und B-Zelle Gber Rezeptoren einer Spezifitdt, die jeweils nur ein bestimmtes Antigen mit
maximaler Affinitdt detektieren kdnnen. Dadurch ist jedoch gleichzeitig die Zahl an T- und B-Zellen,
die spezifisch ein eindringendes Pathogen mit hoher Affinitat erkennen, sehr gering. Daher beginnen
T- und B-Zellen, die ihr spezifisches Antigen detektieren, nach ihrer Aktivierung zu proliferieren, um
einen wirksamen Schutz gegen die Pathogene sicher zu stellen. Diesen Prozess bezeichnet man als
klonale Expansion®. Damit die geringe Anzahl an antigenspezifischen T- und B-Zellen den Schutz des
gesamten Organismus gewahrleisten kann, hat sich das Lymphatische GefiRsystem entwickelt®.
Durch dieses und das Blutsystem zirkulieren die T- und B-Zellen permanent und kénnen so alle
Bereiche des Korpers erreichen. Der folgende Abschnitt befasst sich mit der Struktur dieses Systems.
Da fir diese Arbeit speziell T-Zellen von besonderer Bedeutung sind, wird im weiteren Teil der

Einleitung nur noch auf diesen Zelltyp des adaptiven Immunsystems eingegangen.

1.2.1 Lymphoide Gewebe

Wie bereits in Abschnitt 1.2 erwahnt, zirkulieren T-Zellen Uber die Lymphatischen GefdRe und
BlutgefaRe im gesamten Korper. In den Lymphknoten treffen sie dabei auf ihr Antigen und werden
dort aktiviert. Ein Uberblick tGber die Struktur der lymphatischen Gewebe und die Verteilung der

Lymphknoten in Mensch und Maus ist in Abbildung 1.1 dargestellt.
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Abbildung 1.1: Verteilung lymphatischer Gewebe im Korper von Mensch (A) und Maus (B): A Delves et al. Roitt's Essential
Immunology, 12th Edition ©2011 Delves et al. Published 2011 by Blackwell Publishing Ltd., Abbildung 7.2. B verdndert nach

Dunn, T.B. Normal and pathologic anatomy of the reticular tissue in laboratory mice, with a classification and discussion of

neoplasms. J. Nat. Cancer Inst. 14, 1281-1433 (1954).

Aus Abbildung 1.1 geht hervor, dass die Lymphknoten strategisch Gber den Korper verteilt sind. Sie
bilden eine Art Kontrollzentrum fur die verschiedenen drainierenden Gewebe. Wahrend die
Lymphknoten lokale Immunreaktionen steuern, reguliert die Milz, als Organ mit Anschluss ans
BlutgefaRsystem aber ohne Lymphdrainage, die systemische Immunitat. Naive T-Zellen exprimieren

auf ihrer Oberfliche das Selektinmolekil CD62L%. Dieses ermdglicht es T-Zellen in die lymphatischen

Organe einzuwandern®?*. Wie bereits im obigen Teil erwahnt, findet die Aktivierung der naiven

T-Zellen durch DCs in den Lymphknoten statt. Dort treffen antigenbeladene DCs und T-Zellen

zusammen. Der folgende Abschnitt 1.2.2 beschéftigt sich daher speziell mit der Aktivierung der

T-Zellen durch DCs.

1.2.2 T-Zellaktivierung

Wie in Abschnitt 1.2.1 beschrieben, erfolgt die Aktivierung von T-Zellen durch DCs vor allem in den
Lymphknoten. Wahrend T-Zellen durch Blut- und Lymphsystem zirkulieren, bevélkern DCs die
peripheren Gewebe, verstarkt in Bereichen, an denen Pathogene eindringen kénnen, wie z.B. die

4
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Haut, oder Lunge und Darm®. Dort phagozytieren sie tote Zellen und eindringende Erreger, und
prozessierenb diese zu Peptiden®. Diese Peptide werden auf MHC-I und MHC-Il Molekiile geladen
und auf der Oberfliche der DC prasentiert®®. Im Falle eindringender Pathogene erhilt die DC Gber

26,27

ihre PRRs zusatzlich Gefahrensignale, welche die DC aktivieren Daraufhin exprimiert sie

zusatzlich kostimulatorische Molekiile wie CD80 und CD86%® und produziert, basierend auf der Art

des eindringenden Erregers, verschiedene Zytokine?®?

. Ferner migriert die DC in die lokalen
Lymphknoten, wo sie auf zahlreiche zirkulierende T-Zellen trifft'*. Erkennt eine T-Zelle durch ihren
TZR ein Peptidantigen in Kombination mit dem MHC-Molekil mit hoher Affinitat, so tritt sie in
engeren Kontakt mit der DC. T-Zellen lassen sich grundsatzlich in zwei verschiedene Subpopulationen
unterteilen. CD8" T-Zellen erkennen Antigene nur in Kombination mit MHC-1, wiahrend CD4" T-Zellen
ihre spezifischen Antigene nur im Kontext mit MHC-II Molekiilen erkennen®. Der Kontakt des TZR mit
dem spezifischen Peptid-MHC-Komplex stellt ein erstes Aktivierungssignal dar, welches lber den
TZR-assoziierten CD3-Signalkomplex in die Zelle tibermittelt wird®. Fur die vollstandige Aktivierung
der T-Zelle sind jedoch mindestens zwei Signale notwendig. Dieses zweite Signal in der T-Zelle wird
u.a. durch den Kontakt der Molekiile CD80 und CD86 auf der DC mit dem Molekil CD28 auf der
T-Zelloberfliche erzeugt®®. Die resultierende Aktivierung einer T-Zelle hat multiple Veridnderungen
zur Folge, die den Ablauf einer Immunantwort malRgeblich beeinflussen. Die Mechanismen der

Aktivierung von T-Zellen und die beschriebenen Veranderungen sind exemplarisch in Abbildung 1.2

fur die Aktivierung einer CD4" T-Zelle dargestellt.

b Prozessierung: Proteolytischer Abbau von Proteinen zu kleinen Peptiden
5
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Abbildung 1.2: Aktivierung naiver CD4" T-Zellen durch DCs und durch Aktivierung hervorgerufene Verinderungen der
T-Zellen: Erkennt der TZR einer naiven T-Zelle ein auf MHC-Molekiilen gebundenes Antigen auf der Oberflache einer DC, so
wird hierdurch ein erstes Aktivierungssignal in der T-Zelle ausgel6st. Dieses Signal ist jedoch unzureichend um in einer
naiven T-Zelle eine Aktivierung herzurufen. Uber den Kontakt der Oberflichenmolekiile CD80 und CD86 auf der DC mit
CD28 auf der T-Zelloberfliche wird ein zweites Aktivierungssignal ausgelost. Als Reaktion beginnt die T-Zelle zu
proliferieren. AuBerdem dndert sich das Expressionsmuster verschiedener Aktivierungsmarker auf der T-Zelloberflache
(CD62L, CD441). Zusétzlich differenziert die aktivierte T-Zelle zu verschiedenen T-Helferzellpopulationen (ThX-Zellen),

deren Subtyp durch das von der DC erzeugte Zytokinmilieu und Notch-Signale beeinflusst wird.

Wie aus Abbildung 1.2 hervorgeht, proliferieren T-Zellen nach ihrer Aktivierung, wodurch die Zahl der
antigenspezifischen Zellen stark erhoht wird™. Zudem dndert sich auf ihrer Oberfliche die Expression
verschiedener Aktivierungsmarker. So exprimieren sie nach Aktivierung z.B. CD44, wahrend CD62L

von ihrer Zelloberflache verschwindet. Zusétzlich differenzieren die T-Zellen abhdngig vom jeweiligen

30,31

Erreger zu Effektorzellen, die diesen bestmoglich bekdmpfen koénnen Dieser

Differenzierungsschritt ist abhdngig vom umgebenden Zytokinmilieu, das u.a. von der DC geschaffen

wird. Des Weiteren kdonnen DCs Uber Impulse des Notch-Signalweges die Differenzierung von

32,33

T-Zellen beeinflussen CD4" T-Zellen differenzieren zu verschiedenen Populationen von

sogenannten T-Helferzellen (Th-Zellen)*. Th-Zellen steuern Immunreaktionen, insbesondere gegen
6
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Bakterien, Pilze und Parasiten, Uber die gezielte Sekretion von Zytokinen und direkte
Zell-Zell-Interaktion. Da die verschiedenen Th-Zellpopulationen eine wichtige Rolle in dieser Arbeit
einnehmen, widmet sich ihnen der folgende Abschnitt 1.2.3. Im Gegensatz dazu differenzieren
CD8" T-Zellen, deren Aktivierung &hnlich wie die der CD4" T-Zellen verlduft, zu Zytotoxischen
T-Lymphozyten (CTLs)**. Diese sind maRgeblich an der Bekimpfung von Virusinfektionen und

entarteten Zellen beteiligt™.

1.2.3 T-Helferzellsubpopulationen

Wie zuvor in Abschnitt 1.2.2 beschrieben, differenzieren naive CD4" T-Zellen nach ihrer Aktivierung in
verschiedene Th-Zellpopulationen®. Die Differenzierung ist dabei stark abhingig vom umgebenden

3233 Beides wird stark beeinflusst durch die

Zytokinmilieu und der Interaktion der T-Zelle mit der DC
Art des Pathogens, das die Immunreaktion auslost. So I6sen unterschiedliche Zytokinkombinationen
und die direkte Kommunikation mit der DC in der T-Zelle verschiedene Differenzierungsprogramme
aus, die in der Entwicklung eines bestimmten Th-Subtyps resultieren’. Alle diese Programme fiihren
zur Expression eines Th-Subtyp-spezifischen Transkriptionsfaktors, der das jeweilige weitere
Differenzierungsprogramm, sowie die Effektorfunktion dieser T-Helferzell-Subpopulation
koordiniert***. Wahrend der neunziger Jahre gingen Immunologen noch vom strikten Paradigma der
Existenz lediglich zweier Th-Zellpopulationen aus®****. Eine Vielzahl von Studien konnte inzwischen
jedoch die Existenz weiterer Th-Zellpopulationen nachweisen. Neben den urspriinglichen Thl und
Th2 Zellen ist heute die Existenz mindestens zweier weiterer Populationen, Th17 Zellen und
induzierbare, regulatorische T-Zellen (iTregs), unumstritten®®. Andere Th-Zellpopulationen wie Th9
und Th22 Zellen, sowie follikulare Th-Zellen (Tfh) werden diskutiert*®*. Ein Uberblick tGber die
verschiedenen, fir diese Arbeit relevanten, Th-Zellpopulationen wird in Abbildung 1.3 gegeben. Die
Abbildung umfasst die fur die Differenzierung der einzelnen Th-Zellpopulationen wichtigen Zytokine

und Notch-Signale. Ferner sind die Transkriptionsfaktoren, welche das jeweilige Th-Zellprogramm

koordinieren, die verschiedenen Effektorzytokine, sowie deren wichtigste Funktionen dargestellt.
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Abbildung 1.3: Zusammenfassung der wichtigsten Th-Zellpopulationen: Schematische Darstellung der Differenzierung
naiver CD4" T-Zellen zu verschiedenen Th-Zellpopulationen. Die fiir die Differenzierung notwendigen Zytokine und
DC-vermittelten Notch-Signale sind angegeben. Ferner sind die Haupttranskriptionsfaktoren und Effektorzytokine der flr
diese Arbeit wichtigsten Th-Zellpopulationen aufgefiihrt. Ebenso dargestellt sind die wichtigsten immunologischen

Prozesse, an denen die verschiedenen Th-Zellpopulationen beteiligt sind.

Thl Zellen differenzieren in Gegenwart des Zytokins Interleukin-12 (IL-12), das in Reaktion auf
bestimmte Erreger von DCs produziert wird®. IL-12 filhrt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors
Signal-Transduktor-und-Aktivator-der-Transkription 4 (STAT4)*>*. Dieser leitet die Expression des
Thl Haupttranskriptionsfaktors T-box-exprimiert-in-T-Zellen (T-bet) ein®*. T-bet steuert die

Produktion des Th1l Effektorzytokins Interferon-y (IFN-y)*. Th1 Zellen sind Vermittler zellularer

35,38

Immunitdt und an der Entfernung intrazelluldrer Pathogene beteiligt Ferner sind diverse

39,40 |

Autoimmunreaktionen auf eine verstarkte Aktivierung von Thl Zellen zuriickzufiihren m

Gegensatz dazu differenzieren CD4"* T-Zellen in Gegenwart von IL-4 zu Th2 Zellen®. IL-4 aktiviert
STAT6, welches die Expression des Th2 Haupttranskriptionsfaktors GATA-Bindeprotein-3 (GATA-3)

initiiert®>*

. Th2 Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr gegen extrazelluldre
Pathogene, wie z.B. Parasiten®”. Paradoxerweise ist die Quelle des nétigen IL-4 fiur die Th2
Differenzierung in vivo unklar®®. Neben Basophilen Granulozyten, die ebenfalls an der Bekampfung
von Parasiten beteiligt sind, konnen auch NK-Zellen, abhdngig von dulReren Umstdnden, grolRe

42,43

Mengen an IL-4 produzieren™™. Von entscheidender Bedeutung ist jedoch die Abwesenheit von

8
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IL-12, welches die Differenzierung zu Th2 Zellen inhibiert indem es die Entstehung von Thl Zellen
fordert*. Stoffwechselprodukte von Parasiten, die durch DCs Gber PRRs detektiert werden, sind z.T.
in der Lage die IL-12 Produktion von DCs zu inhibieren*. AuRerdem kdnnen DCs durch direkte
Interaktion mit T-Zellen Uber Molekiile des Notch-Signalweges die Th-Zelldifferenzierung

3244 50 induziert die Interaktion von Jagged-1 auf der Oberfliche der DC mit Notch auf

beeinflussen
der T-Zelloberflache die Differenzierung zu Th2 Zellen®>. Th2 Zellen bilden groBe Mengen an IL-4,
welches in einer autokrinen Schleife die weitere Th2 Differenzierung unterstiitzt*>. Neben IL-4
produzieren Th2 Zellen IL-5, IL-13, und IL-10*. Mittels dieser Zytokine, sowie direkter
Zell-Zellinteraktion leisten Th2 Zellen Hilfe fir antikdrperproduzierende B-Zellen und steuern die
humorale Immunitat®. Das von Th2 Zellen produzierte IL-4, sowie IL-13 z.B. |6sen in B-Zellen den
Klassenwechsel zu Antikorpern des IgE Isotyps aus, die im Rahmen von Parasiteninfektionen die

42,46

Funktion basophiler Granulozyten und Mastzellen steigern™ ™. Gleichzeitig sind Th2 Zellen an der
Entstehung verschiedener allergischer Prozesse, wie z.B. Asthma, beteiligt”. Neben GATA3 besitzt
auch der Transkriptionsfaktor Interferon-regulierender-Faktor 4 (IRF4) eine wichtige Funktion bei der

Differenzierung von Th2 Zellen®**

. So produzieren Th2 Zellen aus IRF4 defizienten Mausen nur
geringe Mengen an IL-4°°. Durch die Uberexpression von GATA3 in diesen Zellen wird der Effekt der
IRF4 Defizienz jedoch aufgehoben®. IRF4 spielt, neben Th2 Zellen, auch eine wichtige Rolle in der
Differenzierung von Th17 Zellen®®. Diese Zellen differenzieren in Gegenwart der Zytokine
Transformierender-Wachstumsfaktor 5 (TGF-B) und IL-6"°. Uber die Aktivierung von STAT3, durch
IL-6, wird die Expression des Haupttranskriptionsfaktors von Th17 Zellen RAR-verwandter-
Rezeptor-y-T (RORyT) gesteuert”. Th17 Zellen produzieren die proinflammatorischen Zytokine
IL-17A, IL-17F, IL-21, GM-CSF und IL-22*°, Durch die Produktion dieser Zytokine sind Th17 Zellen
entscheidend an der Bekiampfung bakterieller sowie Pilzinfektionen beteiligt®'. Allerdings kann die
unkontrollierte Aktivierung von Th17 Zellen auch zur Entwicklung von Autoimmunerkrankungen wie
Arthtritis®, Multipler ~ Sklerose®*® und Colitis®® beitragen. Die bisher beschriebenen
Th-Zellpopulationen bekdampfen verschiedene Arten eindringender Pathogene. Da unkontrollierte
Reaktionen  dieser verschiedenen Th-Zellen an der Entstehung unterschiedlicher
Autoimmunkrankheiten beteiligt sind, ist eine strikte Regulation dieser Immunreaktionen jedoch

394045 Um  derartige Autoimmunreaktionen zu verhindern und UberschieBende

unablassig
Immunreaktionen zu kontrollieren haben sich die Mechanismen der Toleranz entwickelt, die in
Abschnitt 1.3 behandelt werden. Einen aktiven Anteil an diesen Toleranzmechanismen nehmen die
sogenannten regulatorische T-Zellen (Tregs) ein. Diese Zellen stehen in starkem Kontrast zu den
bisher beschriebenen Th-Zellpopulationen. Wahrend die bisherigen Th-Zellpopulationen

eindringende Pathogene bekampfen, besteht die Aufgabe von Tregs in der Suppression autoimmuner

und der Kontrolle GberschieBender Immunreaktionen®. Die Funktion von Tregs, als T-Zellsubtyp,

9
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wird dabei durch den Transkriptionsfaktor Forkehead box P3 (Foxp3) kontrolliert. Foxp3 steuert die
suppressiven Programme der Tregs und ist maRgeblich an der Entwicklung dieser Zellen beteiligt52'53.
Induzierbare Tregs (iTregs) stellen eine spezielle Form von Tregs dar. Sie differenzieren aus naiven
CD4" T-Zellen in Gegenwart von TGF-B und IL-2°* und sind daher nur schwer mit den im Thymus
generierten Tregs vergleichbarsz. Letztere stehen im Fokus dieser Arbeit und werden daher in

Abschnitt 1.4 detailliert behandelt.

1.3 T-Zellentwicklung und Toleranz

Bisher wurde lediglich die Situation und Rekation des Immunsystems bei Eindringen eines Erregers
beschrieben. Aufgrund der zufdlligen Rekombination von Gensegmenten im Zuge der TZR
Generierung im Thymus wird eine hohe Diversitdt der Rezeptoren von T-Zellen garantiert. Jedoch
besteht dabei die Gefahr, dass neben T-Zellen mit hoher Affinitat gegen pathogene Antigene auch
T-Zellen gebildet werden, die korpereigene Peptide mit hoher Affinitat erkennen®’. Diese
autoreaktiven T-Zellen kdnnen z.B. aktiviert werden, wenn in der Peripherie eine DC Antigene aus
korpereigenen toten Zellen phagozytiert und prasentiert werden®. Erhalt die DC parallel tber ihre
PRRs Gefahrensignale, z.B. durch gleichzeitig anwesende Pathogene, so kdnnte sie autoreaktive
T-Zellen, durch die resultierende Expression kostimulatorischer Molekiile, aktivieren®. So konnten
verschiedene Studien zeigen, dass es unter keimfreien Bedingungen nur bedingt zur Entstehung

autoimmuner T-Zellreaktionen kommt>®*"*®

. Derartige Autoimmunreaktionen werden jedoch durch
zahlreiche, unter dem Begriff ,Toleranz” zusammengefasste, Mechanismen verhindert, die im
Folgenden behandelt werden. So wird bereits im Thymus, durch einen zweistufigen
Selektionsprozess, die Entstehung autoreaktiver T-Zellen reduziert und gleichzeitig die Bildung
funktionaler T-Zellen mit hoher Diversitit gewahrleistet™. Im Zuge der T-Zellentwicklung wandern
zunachst sogenannte doppelt negative (DN) T-Zellvorldufer in den Thymus ein, die weder den
Oberflaichenmarker CD4 noch CD8 exprimieren®. In diesem DN Stadium wird durch somatische
Rekombination die beta-Kette des TZR generiert®®®. Nachdem die Rekombination der beta-Kette
erfolgreich abgeschlossen wurde, durchlaufen die Zellen einen Proliferationsschritt und gehen tber
in ein Doppelt Positives (DP) Stadium™®. In diesem DP Stadium wird darauf die TZR alpha-Kette
rekombiniert®®. DP T-Zellen exprimieren sowohl CD4 als auch CD8. Im DP Stadium erfolgt der erste,
positive Selektionsschritt. In diesem Prozess werden T-Zellen selektiert, die, mit geringer Affinitat,
mit korpereigenen Peptid-MHC Molekiilen interagieren kénnen®. Nur diese Zellen, mit

funktionsfiahigem TZR, erhalten Uberlebenssignale. Gleichzeitig legt die ,Positive Selektion” fest, ob

die T-Zelle in eine CD8* oder CD4* T-Zelle differenziert. Bei besserer Interaktion mit MHC-I entsteht
10
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eine CD8" T-Zelle und bei passender Interaktion mit MHC-II eine CD4" T-Zelle. Die TZR der Zellen im
folgenden CD4'CD8, bzw. CD8'CD4 Einzelpositiven (SP) T-Zellstadium umfassen ein groRes

54,59

Repertoire, dass sowohl korperfremde, als auch korpereigene Peptide erkennt”™””. Im nachsten

Schritt, der ,,Negativen Selektion”, werden daher potenziell stark autoreaktive T-Zellen eliminiert®®*.
Hierzu werden den jeweiligen SP T-Zellen zahlreiche korpereigene Peptide aus der Kérperperipherie,
infolge einer ektopischen Expression im medullaren Thymusepithel, prasentiert®. T-Zellen, die diese
korpereigenen Peptide mit hoher Affinitit erkennen, erhalten Signale zur Apoptose®®. Da dieser, als
,zentrale Toleranz” bezeichnete, Prozess jedoch nicht fehlerfrei funktioniert, verlassen auch z.T.
potentiell autoreaktive T-Zellen den Thymus in die Peripherie®. Erganzend zur Zentralen Toleranz
verhindern in der Peripherie weitere Mechanismen die Aktivierung dieser autoaggressiven T-Zellen®'.
Hierzu zahlt die Notwendigkeit eines zweiten kostimulatorischen Signals bei der Aktivierung naiver

381 Dies bedeutet

T-Zellen (siehe 1.2.2), in dessen Abwesenheit das Phdnomen der Anergie auftritt
die funktionelle Ruhigstellung infolge eines hyporeaktiven Zustands der T-Zellen, wenn ihr TZR in
Abwesenheit kostimulatorischer Signale dauerhaft korpereigenen Peptiden ausgesetzt wird™>.

“% und der Aktivierungs-

Weitere Mechanismen der peripheren Toleranz umfassen lIgnoranz
induzierte-Zelltod (AICD)d'64. Zentrale und periphere Toleranzmechanismen allein sind jedoch
unzureichend, um den Korper vor der Entstehung von Autoimmunitat zu schiitzen®. Erganzend zu
diesen Mechanismen konnte in den letzten zwei Dekaden eine T-Zellsubpopulation charakterisiert
werden, die auf die aktive Suppression von Autoimmunreaktionen, sowie die Einddmmung

tiberschieRender Immunreaktionen spezialisiert ist”®>. Die Funktionsweise dieser regulatorischen

T-Zellen (Treg) ist Hauptthema dieser Arbeit und wird im folgenden Abschnitt 1.4 behandelt.

1.4 Regulatorische T-Zellen

Wie bereits aus Abschnitt 1.3 hervorgeht, leisten Tregs einen elementaren Beitrag zu Etablierung der
Toleranz des Immunsystems gegen den eigenen Korper. Die Hauptaufgabe der Tregs ist die

Suppression schadlicher Immunantworten gegen korpereigene Gewebe sowie kommensale

52,53

Bakterien®“*. Ferner besteht ihre Funktion in der Kontrolle UberschieRender Immunreaktionen, die

53,65

chronische Entziindungen und Allergien, wie z.B. Asthma, verursachen koénnen Tregs

kontrollieren aber auch Immunreaktionen gegen eindringende Pathogene. Immunreaktionen wirden

¢ lgnoranz: Autoantigene werden in zu geringer Zahl prasentiert, sodass es zu einer unzureichenden Aktivierung
von antigenspezifischen T-Zellen kommt
4 AICD: Eliminierung autoreaktiver T-Zellen im Wesentlichen (iber Fas (auf T-Zellen), FasL (auf APCs)
Wechselwirkung

11
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daher ohne die Treg-vermittelte Suppression zu erheblichen Gewebeschiden fithren®. Ihre
essenzielle Rolle bei der Erhaltung der peripheren Toleranz flihrt dazu, dass Tregs mittlerweile eine
bedeutende medizinische Relevanz bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen wie Typ 1
Diabetes, Rheumatoider Arthritis, Multipler Sklerose und Systemischem Lupus Erythematodes

65,67
d

zugesprochen wir . Zusatzlich stellen Tregs mogliche Zielobjekte bei der Behandlung von

Allergien, TransplantatabstoBungen und Tumoren dar®’. Die erste Identifikation von Tregs gelang

+

durch diverse Studien in den 90er Jahren®. Verschiedene Experimente konnten eine CD4'CD25

688970 S0 16st der adoptive Transfer von

T-Zellpopulation mit Suppressiven Eigenschaften nachweisen
CD4'CD25 T-Zellen in immundefizienten Tieren schwere Autoimmunreaktionen aus®. Der
Ko-Transfer von CD4'CD25" T-Zellen, gemeinsam mit dem von CD4°CD25 Zellen, kann die Entstehung
dieser Autoimmunreaktionen jedoch verhindern®®. Neben diesen CD4'CD25" Tregs exprimieren
konventionelle T-Zellen im Laufe ihrer Aktivierung ebenfalls die IL-2 Rezeptor alpha Kette (CD25) auf
ihrer Oberflache, wodurch die eindeutige Charakterisierung von Tregs erschwert wird. Mit der
Entdeckung des Treg-spezifischen Transkritionsfaktors Forkehead box P3 (Foxp3) im Jahre 2003

L7250 entwickeln

konnten Tregs eindeutig als eigenstandige T-Zellsubpopulation identifiziert werden
Tiere eines als ,Scurfy” bezeichneten Mausstammes im Alter von etwa 3 Wochen schwere
X-chromosomal gekoppelte Autoimmunreaktionen’ . Die Tiere dieses Mausstammes leiden an einer
Defektmutation im Foxp3 Gen. Im Menschen resultieren derartige Mutationen im sogenannten
immunodysregulation-polyendocrinopathy-enteropathy X-linked Syndrom (IPEX)’'. Ferner fihrt die
ektopische Expression von Foxp3 in konventionellen CD4°CD25 T-Zellen zur Entwicklung suppressiver
Eigenschaften’”. Diese Ergebnisse identifizieren Foxp3 als essenziellen Transkriptionsfaktor, der die
Entwicklung der Tregs und ihre suppressiven Funktion koordiniert. Seit der Entdeckung von Foxp3 als
charakteristischem Transkriptionsfaktor von Tregs konnte das Wissen um diese T-Zellpopulation
massiv erweitert werden. Heute unterscheidet man zwei Subpopulationen an Tregs. Zum einen
sogenannte natrlich vorkommende Tregs (nTregs), die im Thymus selektiert werden”. Zum anderen
die zuvor in Abschnitt 1.2.3 beschriebenen, induzierbaren Tregs (iTreg), die in der Peripherie aus
naiven T-Zellen entstehen®. Inzwischen konnte eine Vielzahl von suppressiven Mechanismen

aufgedeckt werden, Uiber welche Tregs Immunreaktionen kontrollieren>*"*

. Zum einen exprimieren
zahlreiche Tregs, wie bereits im vorherigen Verlauf dieses Abschnitts erwdhnt, anders als
konventionelle, naive T-Zellen (Tcons), CD25 auf ihrer Oberflache. IL-2 ist ein wichtiger
Proliferationsfaktor fiir Tcons. So wurde postuliert, dass Tregs durch ihre starke Expression von CD25
naiven T-Zellen im Zuge deren Aktivierung IL-2 entziehen, und so deren Proliferation inhibieren’. Ein
weiterer wichtiger Bestandteil der Treg-vermittelten Suppression besteht in der Inhibition der

Aktivierung von DCs. So exprimieren Tregs groRe Mengen des Molekiils Cytotoxisches T-Lymphozyten

Antigen 4 (CTLA-4). Ebenso wie CD28 bindet CTLA-4 an die kostimulatorischen Molekiile CD80 und
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CD86 auf DCs. Anders als CD28 ist CTLA-4 auf Tregs jedoch in der Lage ein suppressives Signal in der
DC zu erzeugen, wodurch die Expression von CD80 und CD86 auf der Oberflache der DC blockiert
wird’®. Méause mit einer Treg spezifischen Deletion von CTLA-4 kdnnen einen Autoimmunen
Phinotyp entwickeln’®. Dieser Phanotyp manifestiert sich jedoch nur in Tieren des genetischen
BALB/c Hintergrunds, welche anfillig fiir die Entwicklung autoimmuner Krankheiten sind®. In
Mausen des C57BL/6 Hintergrundes, die auf die gleiche Weise manipuliert wurden, kommt es nicht
zu dieser Entwicklung®®. Analog zu CTLA-4 konnte fiir das Molekil Lymphozyten Aktivierungs Gen 3
(LAG-3) eine inhibitorische Funktion auf die Aktivierung von DCs nachgewiesen werden’’. LAG-3
bindet an MHC-Il und hemmt, wie CTLA-4, die Expression kostimulatorischer Molekiile durch die
DC’®. Neben diesen besitzt das Adhasionsmolekiil Leukozyten funktionelles Antigen 1 (LFA-1)
ebenfalls einen wichtigen Anteil an der Suppression durch Tregs’. LFA-1 wird stark auf der Treg
Oberfliche exprimiert’®. Seine Expression erméglicht Tregs eine intensive Adhésion an DCs, wodurch
gleichzeitig die Bindung anderer Tcons inhibiert wird”®. Des Weiteren induziert das Molekiil T-Zell
Immunorezeptor mit Ig- und ITIM-Domdnen (TIGIT) auf der Oberflache von Tregs die Produktion
immunregulatorischer Zytokine wie IL-10 und TGF-B in DCs®. Jedoch sind Tregs auch in der Lage, die
immunregulierenden Zytokine IL-10 und TGF-B selbst zu sezernieren®. IL-10 ist speziell an der
Suppression pathogener Immunreaktionen in mucosalen Organen, wie Darm und Lunge beteiligt®.
TGF-B ist bedeutend fiir die Inhibition Thl-vermittelter Inmunantworten®. Parallel zur Suppression
der Aktivierung von DCs sind Tregs in der Lage, DCs und Tcons in einem Granzym B abhangigen
Prozess zu lysieren®. Zusatzlich zu den beschriebenen Mechanismen kénnen Tregs die Aktivierung
von DCs und die Proliferation von T-Zellen durch suppressive Metabolite inhibieren. Zum einen
konnte gezeigt werden, dass Tregs Uber ,Gap Junction Transfer” cyclisches Adenosinmonophosphat
(cAMP) in T-Zellen und DCs transferieren®®. In T-Zellen fiihrt dieser Transfer zur Aktivierung des
sogenannten inducible cAMP early reppressor (ICER), der die IL-2 Produktion hemmt®. Ferner
exprimieren Tregs groRe Mengen der Ektoenzyme CD39 und CD73%. Diese katalysieren die Hydrolyse

889 Dieses wiederum bindet auf Zielzellen an

von extrazellularem ATP, ADP oder AMP zu Adenosin
den Adenosin Rezeptor A2A, wodurch in den Zielzellen verstarkt cAMP gebildet wird®. Ein Uberblick
Uber die verschiedenen, von Tregs verwendeten suppressiven Mechanismen ist in Abbildung 1.4

zusammengefasst.
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T-Zellkontakts mit DCs:
Treg: LAG-3

. . Treg: LFA-1
DC: MHC-Il & CD80/CD86 . DC: CD80/CS6,
. T-Zellen: Verdringung durch Tregs

Treg: TIGIT
DC: IL-101 und TGF-B1

Treg: CTLA-4

1. IL-2 Verbrauch: DC: CD80/CD86,

v V 3. Suppressive Zytokine:
L2
v?Y 8 B0
CcD25 ® % g
‘ r'S 0 g

e @

@ TGF-|

5. Suppressive Metabolite: ® ® o f
Adenosm e

CD73
o CD39
o 4. Zerstérung von Zielzellen:
AR 2% Granzym B’ . .
- 0‘
cAM .

Transfer
Q9

Abbildung 1.4: Suppressive Mechanismen von Tregs: 1. Inhibition der Proliferation von Tcons durch Verbrauch von IL-2. 2.

Suppression der Aktivierung von DCs: CTLA-4 hemmt die Expression der Ko-Stimulatoren CD80 und CD86; LAG-3 bindet an
MHC-II auf DCs und inhibiert die Expression von CD80/86. Das Adhasionsmolekil LFA-1 ist wichtig fur die Treg-DC
Interaktion. Es supprimiert die Expression von CD80/86 und ist verantwortlich fir die Verdrangung von Tcons durch Tregs
an der DC. TIGT auf der Treg Oberflache induziert in DCs die Expression antiinflammatorischer Zytokine. 3. Suppression
durch Sezernierung der antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-B. 4. Granzym B abhdngige Zerstdrung von Zielzellen.
5. Suppression der Produktion von IL-2 in T-Zellen und der Expression von CD80/86 in DCs durch cAMP-Transfer, sowie

Adenosin-abhéngige Induktion von cAMP.

Jeder der beschriebenen Suppressormechanismen leistet einen Beitrag fiir die Treg-vermittelte
Suppression. Jedoch kann keiner dieser Mechanismen als Kardinalsmechanismus bezeichnet werden,
der alleinig essenziell fiir die durch Tregs-vermittelte Toleranz ist>. Gleichzeitig gewahrleisten Tregs
die Kontrolle verschiedener gewebsspezifischer Immunreaktionen®®. Wahrend der letzten Jahre
konnte aufgeklart werden, wie Tregs diese durch verschiedene Th-Zellen-vermittelten Reaktionen

regulieren kdnnen*’*!

. So wie naive T-Zellen abhangig von der Art des Pathogens in verschiedene
Th-Zellen differenzieren, kénnen Tregs verschiedene Phanotypen annehmen, um so unterschiedliche
Th-Zellantworten besser kontrollieren zu koénnen. Hierzu adaptieren Tregs die Expression
verschiedener Transkriptionsfaktoren, die fir die unterschiedlichen Th-Zellpopulationen von
Bedeutung sind®®. Z.B. kénnen Tregs den fiir Th2 Zellen bedeutenden Transkriptionsfaktor IRF4

exprimieren”. IRF4 bildet mit Foxp3 Proteinkomplexe, die einen Satz verschiedener Gene steuern®
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Die Expression dieser Gene erméglicht Tregs spezifisch Th2 Antworten besser zu regulieren®. Mause
mit Treg-spezifischer Deletion von IRF4 entwickeln einen autoimmunen Phdnotyp, der auf der
selektiven Fehlregulierung von Th2 Antworten basiert®. Ferner fuhrt die Expression des Thl
spezifischen Transkriptionsfaktors T-bet in Tregs zur Expression des Chemokinrezeptors CXCR3%. Dies
ermoglicht Tregs in Gewebe einzuwandern, zu proliferieren und sich in Geweben anzureichern, in
denen Thil-vermittelte Entzindungsprozesse stattfinden®. Parallel dazu resultiert die
Treg-spezifische Deletion des Transkriptionsfaktors STAT3 in der Entwicklung eines Th17-abhangigen,
autoimmunen Krankheitsbildes®. Wie zuvor bereits in Abschnitt 1.2.3 beschrieben, ist STAT3
erheblich an der Differenzierung von Th17 Zellen beteiligt. Ein Uberblick iiber die Th-zellspezifische

Suppression durch Tregs ist in Abbildung 1.5 dargestellt.
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Abbildung 1.5: Th-Zellspezifische Suppression mittels Adaption von Transkriptionsfaktoren durch Tregs: Durch Expression
von T-bet kénnen Tregs CXCR3 exprimieren, wodurch sie in Gewebe mit Thl-spezifischen Immunreaktionen gelangen. Dort
kdnnen sie Thl Antworten besser kontrollieren. Weiterhin kdnnen Tregs IRF4 exprimieren, welcher mit Foxp3 interagiert
und spezifische Gene in Tregs anschaltet, die zu einer spezifischen Suppression Th2-vermittelter Immunantworten
beitragen. Die Expression von STAT3 erlaubt Tregs die bessere Kontrolle von Immunantworten, die auf einer
Uberschiefenden Aktivierung von Th17 Zellen basieren. STAT3 fiihrt in Tregs ebenfalls zu einer gesteigerten Expression
diverser Gene, wie auch des Chemokinrezeptors CCR6. CCR6 erlaubt es den Tregs in Gewebe einzwandern in denen

Th17-vermittelte Immunantworten ablaufen.
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Tregs reprasentieren also eine heterogene, aber seperate T-Zellsubpopulation, die Uber zahlreiche
Mechanismen in der Lage ist, die Entstehung von Autoimmunkrankheiten zu supprimieren und
UberschieBende Immunreaktionen zu kontrollieren. Ferner koénnen Tregs, abhadngig von der
jeweiligen Natur der Immunreaktion, verschiedene phanotypische Subtypen annehmen, die
unterschiedliche Th-Zellantworten regulieren. lhre einzigartige Rolle in der Balance des
Immunsystems machte Tregs in den letzten Jahren zu interessanten Forschungsobjekten. Viele
Studien fokussierten sich dabei auf die Analyse des Transkriptoms und Proteoms von Tregs®°%°"%,
Der Vergleich der Tregs mit Tcons sollte Zielmolekiile identifizieren, anhand derer sich diese T-Zellen
gezielt manipulieren lassen. Wenig Aufmerksamkeit wurde jedoch auf das Kinom der Tregs, und
damit auf die Integration duBerer Signale, gelegt. Um ihrer Funktion gerecht zu werden und ihre
suppressiven Mechanismen korrekt und bestmoglich einzusetzen sind Tregs jedoch gezwungen,
schnell auf dulRere Signale zu reagieren. Kinasen kdnnten sich daher in besonderem Male eignen, um
die Funktion von Tregs zu beeinflussen. Die spezifisch in Tregs aktiven Kinasen sind von besonderem
Interesse, da flir zahlreiche Kinasen bereits pharmakologische Inhibitoren existieren. Um die
unterschiedliche Regulation der Kinasen in Tregs und Tcons zu untersuchen wurde daher in Vorarbeit
zu diesem Projekt ein sogenannter Kinomarray durchgefiihrt. Details zur Handhabung dieses Arrays

sind in Abschnitt 2.9 des Material & Methoden Teils beschrieben. In Abbildung 1.6 werden die fir

diese Arbeit grundlegenden Ergebnisse dieses Versuches dargelegt.
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Abbildung 1.6: Tregs zeigen eine stark erhohte Aktivitit der Casein Kinase 2 im Vergleich zu konventionellen CD4
T-Zellen: A Prinzip der Durchfiihrung des Kinomarrays. Aus den Milzen von C57BL/6 M&usen wurden CD4*CD25" Tregs und
CD4*CD25 Tcons isoliert. Die Zellen wurden fir 30min auf mit anti-CD3 und anti-CD28 Antikdrpern beschichteten Platten
stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und die Zelllysate mit den aktivierten Kinasen im Kinomarray eingesetzt.
B Relative Aktivitit der Casein Kinase 2 in CD4* und Treg Zellen nach primérer und sekundarer TZR Stimulation. Die Daten

wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Tobias Bopp bereitgestellt.

Aus dem in Abbildung 1.6 behandelten komparativen Kinomarray geht hervor, dass die
Casein Kinase 2 (CK2) eine der, im Vergleich zu Tcons, am stdrksten aktiven Kinasen nach TZR
Stimulation in Tregs ist. Nach sekundarer Stimulation® (iber den TZR ergibt sich eine fast siebenfach
erhohte Aktivitdt der CK2 in Tregs, im Vergleich zur Kontrolle. Basierend auf dem Resultat des
Kinomarrays, das mit freundlicher Unterstitzung von Prof. Dr. Tobias Bopp bereitgestellt wurde,
sollte im Rahmen dieser Arbeit die Funktion der CK2 in Tregs untersucht werden. Der folgende
Abschnitt 1.5 befasst sich daher mit grundlegenden Eigenschaften der CK2. Abschnitt 1.6 geht auf die

genaue Zielsetzung dieser Arbeit ein.

¢ Sekundire TZR-abhingige Stimulation: Stimulation von T-Zellen iiber ihren TZR, die bereits vor einer gewissen
Ruhephase ohne Stimulation Uber ihren TZR aktiviert wurden, und daher nicht mehr als naive T-Zellen
angesehen werden kdnnen.
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1.5 Casein Kinase 2 (CK2)

Aus dem in Abschnitt 1.4 beschriebenen Kinomarray geht hervor, dass die Casein Kinase 2 (CK2) eine
erhohte Aktivitat in Tregs aufweist. Dieser Abschnitt befasst sich daher mit allgemeinen Grundlagen
und Funktionen der CK2. Die CK2 wurde zuerst als ubiquitdre Serin/Threonin-Kinase beschrieben,
jedoch belegen Studien auch eine Tyrosin-Kinase-Aktivitat®™. Wahrend Serin/Threonin-Kinasen im
Allgemeinen eher grundlegende Zellfunktionen wie Proliferation, Apoptose und Differenzierung
regulieren, steuern Tyrosin-Kinasen haufig die von Rezeptoren ausgehende direkte Reizweiterleitung
in der Zelle. Die CK2 aggregiert gewohnlich in einem Holoenzymkomplex aus zwei katalytischen a-
und zwei regulatorischen B-Untereinheiten (CK2at UE und CK2B UE)®. Bereits im Jahr 2003 wurden
Uber 300 potentielle Substrate der CK2 beschrieben'®. Das Enzym partizipiert demnach in
zahlreichen Signalwegen und erfillt eine Vielzahl von Funktionen innerhalb der Zelle'®!. Wahrend die
CK2a UE die eigentliche Kinase-Aktivitat erfillt, besteht die Funktion der CK23 UE in der Regulation
des Enzyms. Die CK2B UE koordiniert die Interaktion mit verschiedenen Substraten der CK2 und
moduliert die Kinase-Aktivitit des Enzyms'®. Ferner stabilisiert die CK2B UE den

102

Holoenzymkomplex™*. Die allgemeine Struktur und die grundlegenden Funktionen der CK2 sind in

Abbildung 1.7 zusammengefasst.

CK2 aa‘Bp Hciloenzymkomplex Allgemeine Funktionen
der CK2:

- Proliferation/Zellzyklus

- Apoptose
- Zelldifferenzierung
- Metabolismus

- Signaltransduktion

Abbildung 1.7: Struktur und allgemeine Funktionen der CK2: Verandert nach Litchfield, D.W. Protein kinase CK2: structure,
regulation and role in cellular decision of life and death. Biochem. J. 2003; 369: 1-15 © the Biochemical Society. Der
Holoenzymkomplex der Ck2 besteht aus zwei katalytischen a- und zwei regulatorischen B-Untereinheiten. Innerhalb einer

Zelle erfullt die CK2 zahlreiche allgemeine Funktionen.
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Neben den in Abbildung 1.7 behandelten grundlegenden Aufgaben der CK2 suggerieren diverse
Hinweise eine bedeutende Rolle des Enzyms in der Entwicklung entziindlicher Prozesse'®. Dennoch
ist bis heute wenig Uber die Funktion der CK2 in T-Zellen oder gar Tregs bekannt. Wie schon vor
langerer Zeit aufgeklart wurde, assoziiert die CK2 in T-Zellen mit dem Oberflachenmolekil CD5 und
kann so Signale, die tber den TZR in die T-Zelle iibermittelt werden, modulieren’®. Die gleiche Studie
konnte jedoch zeigen, dass die Kreuzvernetzung des CD3 Signalkomplexes keine Auswirkung auf die
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Aktivitat der CK2 besitzt™ . Mause, in denen die Assoziation der CK2 an CD5 kinstlich unterbunden

wird, zeigen allerdings eine Resistenz gegeniber der Induktion der Experimentellen Autoimmunen

% Ein Bezug zu Tregs wurde in der beschriebenen Studie jedoch nicht

Enzephalomyelitis (EAE)
hergestellt. So existiert bis heute keine Literatur, die eine Verbindung der Protein-Kinase CK2 zu
Foxp3 oder Tregs aufzeigt. Diese Arbeit diente also dazu, ein grundlegendes Verstandnis der Funktion
der CK2 in Tregs zu bekommen. Das Ziel der Arbeit ist daher im nachsten Abschnitt 1.6 genauer

formuliert.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Im Laufe der letzten zwei Dekaden sind Foxp3 exprimierende regulatorische T-Zellen (Tregs) in den
Mittelpunkt intensiver Forschung gerickt. Innerhalb des Immunsystems nehmen Tregs eine
herausragende Rolle ein, da sie eine essenzielle Funktion zur Aufrechterhaltung der peripheren
Toleranz innehaben. So verhindern sie die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen wie Diabetes
Typ |, Multipler Sklerose und rheumatoider Arthritis. Zudem beglinstigen dysfunktionale Tregs die
Entstehung von allergischen Reaktionen wie z.B. allergischem Asthma. Andererseits kdnnen Tregs
paradoxerweise Tumore vor der Erkennung durch das adaptive Immunsystem schiitzen, weil sie den
Tumor als ,selbst” missdeuten und so eine vermeintlich autoaggressive Anti-Tumorreaktion
supprimieren. Trotz intensiver Forschung konnte die Beeinflussung der Funktion von Tregs bisher nur
in wenigen Fallen zur Bekdmpfung der genannten Krankheiten nutzbar gemacht werden. Ein
moglicher neuer Ansatz besteht in der Beeinflussung von Kinasen. In Vorarbeit zu dieser Arbeit
wurde daher ein komparativer Kinomarray durchgefihrt. Dieser Kinomarray identifizierte die Casein

Kinase 2 (CK2) als eine der selektiv in Tregs aktivsten Kinasen.

Ziel dieser Arbeit ist es daher, die Funktion der CK2 in Tregs zu analysieren und zu ermitteln,

inwieweit eine Blockade der Funktion der CK2 in Tregs fiir die Behandlung der obigen Krankheiten

genutzt werden kann. Um die Rolle der CK2 in Tregs aufzukldren sollte zunachst der

pharmakologische Inhibitor 2-Dimethylamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-Benzimidazol (DMAT) in
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Treg-spezifischen Suppressionsassays getestet werden. SchlieBlich sollte durch Kreuzen
entsprechender Mausstamme eine konditionale Gen-defiziente Maus mit Treg-spezifischer Deletion
der CK2B Untereinheit hergestellt werden. Die Analyse dieser Tiere ermdoglicht einen direkten

Einblick in die Funktion der CK2 in Tregs.
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2 Material & Methoden

2.1 Verbrauchsmaterialien

Alle Verbrauchsmaterialien wurden steril bezogen. Soweit nicht anders angegeben, stammen die
verwendeten Plastik- und Verbrauchsmaterialien von den Firmen Greiner-Bio-One (Frickenhausen,
Deutschland), VWR (Ismaning, Deutschland), Eppendorf (Hamburg, Deutschland), Nunc/Thermo
(Karlsruhe, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland), sowie Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach,

Deutschland).

2.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, von den Firmen Merck
(Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

bezogen.

2.3 Gerate und Hilfsmittel

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Gerate und Hilfsmittel verwendet. Ein Uberblick tiber

diese ist Tabelle 2.1 zusammengefasst.

Gerat bzw. Hilfsmittel: Hersteller:

1205 Beta Plate Liquid Scintillation Counter LKB Wallac (bzw. LKB Instruments, Australien)
Agarose-Gelelektophoresekammer und -Kdmme | Biorad (Miinchen, Deutschland)
Aluminiumhydroxid (Alum, Asthma) Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
Analytische Waage CP64 Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Ausgielstation Tissue-Tek TEC (Asthma) Sakura Finetec (USA)

Biofuge pico Zentrifuge Heraeus (Hanau, Deutschland)

Bio Photometer Plus Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Block Thermostat Th23 Ditabis (Pforzheim, Deutschland)

Bunsen Brenner Fireboy eco Integra Bioscience (Chur, Schweiz)

Cell Harvester Erntegerat LKB Wallac (bzw. LKB Instruments, Australien)
Chirurgischer Faden B. Braun (Melsungen, Deutschland)

Dispenser Handy Step Brand (Wertheim, Deutschland)
Durchflusszytometer ARIA Il BD Bioscience (Heidelberg, Deutschland)
Dynal Magnet Dynal Biotec (Hamburg, Deutschland)
Einbettstation Tissue Tek VIP (Asthma) Sakura Finetec (USA)
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Electrophoresis Power Supply EPS 3501 XL

GE Healthcare (Freiburg, Deutschland)

Gel Dokumentationssystem Chemi Doc XRS

Biorad (Miinchen, Deutschland)

Gel Dokumentationssystem Gel Doc XR

Biorad (Miinchen, Deutschland)

Halbautomatisches Rotationsmikrotom Cut 5056

SLEE (Mainz, Deutschland)

iCycler

Biorad (Munchen, Deutschland)

LSR Il Durchflusszytometer

BD Bioscience (Heidelberg, Deutschland)

Kihlplatte MPS/C (Asthma)

SLEE (Mainz, Deutschland)

MACS Magnete Midi MACS und Quatro MACS

Milteny Biotec (Bergisch-Gladbach, Deutschland)

MCO-20AIC CO,-Inkubator

Sanyo (Wood Dale, IL, USA)

Megafuge 10 Zentrifuge

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Mikroskop CKX41

Olympus (Hamburg Deutschland)

Mikroskop mit Kamera BX40 mit Colorview

Olympus (Hamburg Deutschland)

MSC-Advantage Sterile Werkbank

Thermo Scientific (Karlsruhe, Deutschland)

Multifuge 3L-R Zentrifuge

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Multifuge 10R Zentrifuge

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Neubauerzdahlkammer

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Narcoren® (Pentobarbital-Natrium 160mg/mL)

Merial (Halbermoos, Deutschland)

Ovalbumin aus Hihner Ei Grade VI

Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

PAGE-Equipment (1D-PAGE) Mini Protean R

Biorad (Miinchen, Deutschland)

pH Meter, CG 840

Schott (Mainz, Deutschland)

Praparierbesteck

Hammacher (Solingen, Deutschland)

Protein Marker SM1812 Page Ruler™ Plus
Prestained (10-250kDa)

Thermo Scientific (Karlsruhe, Deutschland)

PVDF Membran Immobilion®-P, 0,45 um

Millipore (Billerica, USA)

Schwenkinkubator, Shaker DRS12

Neolab (Heidelberg, Deutschland)

Semi-dry Apparatur, Transblot SD

Biorad (Minchen, Deutschland)

Spectraflour Plus- und Genious-ELISA Reader

Tecan (Crailsheim, Deutschland)

SW1 Wasserbad

Julabo (Seelbach, Deutschland)

T3 Thermocycler

Biometra (Gottingen, Deutschland)

Trockenschrank T6030 (Asthma Experimente)

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Tubus (Asthma Experimente)

Eigenherstellung AG Buhl/Reuter

Ultraschallbad

Schalltec (Morfleden-Walldorf, Deutschland)

Vacupak Folienschweilgerat

Krups (Offenbach, Deutschland)

Vernebler Ultrasonic Nebuliser Modell NE-U17

Omron (Mannheim, Deutschland)

Verneblungskammer

Eigenherstellung AG Buhl/Reuter

Vortexer

VWR (Darmstadt, Deutschland)

Waage 1202 Sartorius

Sartorius (Gottingen, Deutschland)

Warmeplatte MST (Asthma)

SLEE (Mainz, Deutschland)

Whatman Papier

Whatman (Minchen, Deutschland)

Zytofuge Cytospin 4 (Asthama)

Thermo Electron Corporation

Tabelle 2.1: Zusammenfassung der im Rahmen der Arbeit verwendeten Gerate und Hilfsmittel, sowie deren Hersteller.
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2.4 Tiere

Die verwendeten Versuchstiere wurden standardisiert in der zentralen Versuchstiereinrichtung
Mainz unter SPF- (,spezifisch pathogenfreien”) Bedingungen gehalten. Falls nicht anders angegeben
waren alle verwendeten Tiere vom genetischen C57BL/6 Hintergrund. Zur Analyse der Funktion der
CK2 in Tregs wurden unter Verwendung des Cre-loxP Systems konditionale ,Knockout” Mause
geziichtet. Diese Tiere tragen eine Deletion der Exons drei und vier des murinen Cnsk2b Gens,
welches fir die regulatorische CK2B Untereinheit (UE) codiert. Um diese Mause mit konditionalem
,Knockout” der CK2B in Tregs zu erhalten, wurden Tiere der folgenden beiden Mausstamme
miteinander verpaart. Der erste Mausstamm, die sogenannten Foxp3-IRES-Cre (FIC) Mause tragen
einen "Knockin", welcher dazu fihrt, dass unter der Kontrolle des Foxp3-Promoters die Cre
Rekombinase exprimiert wird’”®. Diese Tiere wurden im Labor von Shimon Sakaguchi auf dem
genetischen BALB/c Hintergrund erzeugt. Im Institut fir Immunologie der Universitat Mainz wurden
diese Tiere auf den genetischen C57BL/6 Hintergrund gekreuzt. In den Tieren des zweiten
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Mausstamms sind Teile des Csnk2b Gens von so genannten loxP Sites flankiert™*. Alle verwendeten

Tiere wurden im Alter zwischen 6-20 Wochen verwendet.

2.5 Losungen, Puffer und Reagenzien

2.5.1 Puffer und Reagenzien fiir die Isolation verschiedener T-Zellpopulationen

Anti-CDS8, -B220 und —Mac1 DynaBeads (anti-CD8-, anti-B220- und anti-Mac1-Beads)

Fir die Isolation reiner CD25" Treg Populationen wurden anti-CD8-, anti-B220- und anti-Mac1-Beads

der Firma Dynal Biotech (Hamburg, Deutschland) verwendet.

Anti-Phycoerythrin-Mikrobeads (anti-PE-Beads)

Zur Isolation CD25" Tregs wurden anti-PE-Beads der Firma Miltenyi (Bergisch Gladbach, Deutschland),

nach Angaben des Herstellers verwendet

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

EDTA wurde als 0,5 M Stammlésung angesetzt. Der pH wurde mit 10 M NaOH auf 8 eingestellt.

AnschlieBend wurde die Losung autoklaviert.
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Fotales Kalberserum (FCS)

Das verwendete FCS wurde zur Inaktivierung der Komplementkomponenten bei 56°C im Wasserbad
fir 30 Minuten erhitzt. Vor der Verwendung wurde das FCS 25 Minuten bei 800 xg zentrifugiert, um

Partikel zu entfernen. Nur der Uberstand wurde als Zusatz in Kulturmedien verwendet.

Gey's Lysepuffer

Zum lysieren von Erythrozyten durch einen osmotischen Schock wurde eine 0,83%ige

Ammoniumchlorid-Lésung folgender Zusammensetzung verwendet.

8,29 g/L NH,CI
1g/L KHCO,
0,037 g/L EDTA
pH 7,4

Der Puffer wurde vor Verwendung im Wasserbad bei 37°C vorgewarmt.

GroBer MACS Puffer (GM-Puffer)

In 1xPBS wurde folgende Losung angesetzt:
0,5% BSA

5mM EDTA

0,01% NaNj,

Natrium-Pyruvat

In VE-Wasser wurde eine 0,1 M Stammldsung Natrium-Pyruvat angesetzt und steril filtriert (0,2 uM).

Phosphate gepufferte Saline (1xPBS)

In VE-Wasser wurde folgende Losung mit pH 7,2 angesetzt und autoklaviert
1,4 M NacCl (81,8 g/L)

0,1 M NaH,PO, (15,6 g/L)

1xPBS + 10% FCS

In 1xPBS wurde eine 10%ige FCS Losung angesetzt
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Rinderserumalbumin (BSA)

Es wurde eine 10%ige Losung in PBS angesetzt und steril filtriert (0,2 uM)

Streptavidin-Mikrobeads (SA-Beads)

Zur lsolation CD4" T-Zellen wurden SA-Beads der Firma Milteny (Bergisch Gladbach, Deutschland),

nach Angaben des Herstellers verwendet

Streptavidin-gekoppeltes Phycoerythrin (SA-PE)

Zur lsolation CD25" Tregs wurde SA-PE der Firma Jackson Immuno Research (Suffolk, United
Kingdom), nach Angaben des Herstellers verwendet. Hierzu wurde das SA-PE in 1 mL Aqua ad

iniectabilia der Firma Braun (Melsungen, Deutschland) gel6st.

Trypanblau-L6ésung

Fir die Bestimmung von Lebend/Tot Zellzahlen wurde eine Trypanblau-Lésung folgender
Zusammensetzung verwendet

0,05% (w/v)  Trypanblau

140 mM NaCl

10 mM NaH,PO,

2.5.2 Reagenzien zur Vorbereitung und Durchfiihrung von Proliferationsassays

*H-Thymidin

Zur Markierung von Proliferationsassays wurde *H-Thymidin einer spezifischen Radioaktivitit von
5mCi von Perkin Elmer (Boston, MA, USA) verwendet. Das Thymidin wurde dazu in Iscove's 1:50

vorverdinnt und anschlieBend im Test eingesetzt.

Mitomycin C

Zur Behandlung von A20 Zellen wurde eine Losung von 600 pg/mL Mitomycin C in PBS verwendet.
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2.5.3 Puffer und Reagenzien zur Genotypsierung und zum Nachweis der Deletion der CK2 in
Tregs

2'-Desoxynukleosid-5'-Triphosphate (dNTPs)

dNTPs wurden als Set von je 25 umol dATP, dCTP, dGTP und dTTP in einer Konzentration von
100 mM (Gibco, Rockville, MD, USA oder MBI Fermentas, Vilnius, Litauen) bezogen. Ausgehend

hiervon wurde eine 10 mM Stammldsung in autoklaviertem Wasser angesetzt und bei -20°C gelagert.

70%iger Ethanol

Zum Waschen genomischer DNA und RNA wurde 100%iger Ethanol p.a. mit VE-Wasser zu einer

70%igen Ethanollésung verdiinnt.

DreamTaq DNA-Polymerase und Puffer

Fiir Genotypisierungen und den Nachweis der Deletion der CK2 in Tregs wurde DreamTaqg DNA-

Polymerase und Puffer der Firma Fermentas/Thermo (Karlsruhe, Deutschland) verwendet.

Genomischer Lysepuffer

Zum Auflésen von Gewebebiopsien zur Genotypisierung wurde Genomischer Lysepuffer folgender

Zusammensetzung in VE-Wasser verwendet

300 mM NaCl

25 mM EDTA

50 mM Tris pH8

0,2% SDS

0,5 mg/mL Proteinase K (erst direkt vor Gebrauch zugegeben)

Isopropanol/2-Propanol

Isopropanol p.a. wurde zum Fallen genomischer DNA verwendet.
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Proteinase K

Zum Auflésen von Gewebebiopsien zur Genotypisierung wurde Proteinase K 1:40 in Genomischem
Lysepuffer verwendet. Proteinase K (aus Tritirachium album) wurde hierzu von Serva Electrophoresis

(Heidelberg, Deutschland) bezogen

Tris-Acetat-EDTA Laufpuffer (TAE Laufpuffer)

Fir Gelelektrophoresen wurde in VE Wasser eine 50x Stocklésung mit folgender Zusammensetzung
angefertigt:

240 g/L Tris-Base
47 mL/L Essigsdure
100 mL/L 0,5 M EDTA

Fir die Elektrophoresen wurde dieser Puffer 1:50 in VE-Wasser verdinnt.

Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer)

TE-Puffer wurde zur Lagerung von DNA verwendet. TE-Puffer wurde in VE-Wasser mit folgenden
Zusatzen angesetzt.

10 mM Tris
1 mM EDTA (pH8)

Der hohe pH-Wert verbessert die Loslichkeit der DNA, wahrend das EDTA die Aktivitdat von DNAsen

inhibiert. Vor Gebrauch wurde die Lésung autoklaviert

2.5.4 Puffer und Reagenzien fiir Western Blots

10x Blot Puffer

10x Blot Puffer wurde in VE-Wasser mit folgenden Zusatzen hergestellt:
250 mM Tris

1,9M Glycin
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1x Blot Puffer

1x Blot Puffer wurde aus 10x Blot Puffer unter Zugabe folgender Chemikalien verdiinnt:

200 mL/L Methanol

700 mL/L VE-Wasser

100 mL/L 10x Blot Puffer

400 pL/L 10% (w/v) SDS in dH,0

5x Ladepuffer fiir SDS-PAGE

Zum Beladen von Gelen fiir die SDS-PAGE wurde ein 5x konzentrierter Ladepuffer aus folgenden
Chemikalien verwendet

40% (w/v) Glycin

6,82% (w/v)  Tris Base

6,66% (w/v)  Tris HCI

8% (w/v) SDS

0,06% (w/v) EDTA

0,075% (w/v) Bromphenolblau

0,025% (w/v) Bromphenolrot

Blockpuffer fiir Western Blot

Als Blockpuffer fiir Western Blot wurde 5% Milchpulver in TBS-T verwendet

Merrettich-Peroxidase Substrat (HPO-Substrat)
Zum Entwickeln von Western Blots wurde Super Signal West Dura Chemiluminiscent Substrate (HPO-

Substrat) der Firma Thermo Scientific (Bonn, Deutschland) verwendet

Harnstoffpuffer

Zur Lyse von Zellen zur Proteingewinnung wurde ein 8 M Harnstoffpuffer mit pH 8,5 aus folgenden
Chemikalien gebraucht.

0,1M Tris

8M Harnstoff (Urea)
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Sammelgel Reagenzien

Als Reagenzien fir die Herstellung von Sammelgelen wurden folgende Chemikalien verwendet:

0,5mL Acrylamid (40% 1:29)
1,2mL Sammelgelpuffer
3,2mL H,0

50 pL SDS (10% w/v)

25 puL APS (10% w/v)

5uL TEMED

Sammelgel Puffer
Als Basispuffer flr die Herstellung von Sammelgelen fir SDS-PAGE wurde eine Losung 0,5 M Tris-HCl

mit pH 6,8 in VE-Wasser verwendet

SDS-PAGE Elektrophoresepuffer

Als Laufpuffer fir Elektrophoresen bei der SDS-PAGE wurde ein Puffer mit folgenden Zusatzen in
VE-Wasser verwendet

25mM Tris

190 mM Glycin

0,1% (w/v) SDS

Trenngel Reagenzien

Als Reagenzien fir die Herstellung von Trenngelen wurden folgende Chemikalien verwendet:

2,5mL Acrylamid (40%)
2,5mL Trenngelpuffer
4,8 mL H,O

100 pL SDS (10% w/v)
50 uL APS (10% w/v)
10 L TEMED

Trenngel Puffer
Als Basispuffer fir die Herstellung von Trenngelen fiir SDS-PAGE wurde eine Lésung 1,5 M Tris-HCl

mit pH 8,6 in VE-Wasser verwendet
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Tris-gepufferte Salzlosung (TBS)

TBS wurde in VE-Wasser unter Verwendung der folgenden Chemikalien angesetzt und auf pH 7,4

eingestellt
150 mM NaCl
12,7 mM Tris

Tris-gepufferte Salzlosung mit TWEEN (TBS-T)
TBS wurde mit 1% (w/v) TWEEN 20 versetzt

2.5.5 Losungen, Reagenzien und Puffer fiir die Durchflusszytometrie

1000x Monensin (Biolegend) fiir intrazelluldre Zytokinfarbungen
Zum Nachweis der Zytokinproduktion einzelner Zellen, wurde 1000x Monensin der Firma Biolegend

(Fell, Deutschland) verwendet

2.5.6 Losungen, Reagenzien und Puffer fiir ELISA

2,2-Azino-bis(3-Ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure) (ABTS)
Als farbiges Substrat flir die Entwicklung von ELISAs wurde ABTS der Firma Roth (Karlsruhe,

Deutschland) benutzt

2N H,S0, (Schwefelsdure)
Als Abstopplésung fur ELISA, die mit Hilfe von BD OptEIA Kits durchgefiihrt wurden, wurde

2N Schwefelsdure benutzt.

Blockpuffer fiir ELISA
Als Blockpuffer fir ELISA wurden, zum einen eine Losung von 1% BSA und 0,2% TWEEN 20 in 1x PBS
verwendet. Fiir ELISA, die mit Hilfe von BD OptEIA Kits durchgefiihrt wurden, wurde zum anderen

eine Losung von 10% FCS in 1x PBS als Assay Diluent, nach Hersteller Angaben, verwendet

Kopplungspuffer fiir ELISA
Fir die Bindung des Primarantikorpers im Zuge von ELISAs wurde eine Losung mit pH 9,4 und
folgendem Zusatz in VE-Wasser benutzt

0,1 M Na,HPO,
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Ovalbumin (OVA) fiir ELISA
Fir die Detektion OVA-spezifischer Antikdrper Isotypen in Seren wurde Albumin aus Hihner Ei (OVA)
Grade VI der Firma Sigma (Deisenhofen, Deutschland) im ELISA eingesetzt. Fiir den Nachweis

OVA-spezifischen IgEs wurde biotinyliertes OVA der AG Buhl/Reuter verwendet.

Streptavidin-gekoppelte Meerrettich-Peroxidase (SA-HPO)
Fir die Entwicklung von ELISAs wurde SA-HPO der Firmen Boehringer (Mannheim, Deutschland) und

BD Biosciences Pharmingen (Heidelberg, Deutschland) verwendet

Substratpuffer fiir ELISA
Als Substratpuffer fir die Farbentwicklung von ELISAs wurde Zitratpuffer unter Zusatz von 1 mg/mL

ABTS (2,2-Azino-bis(3-Ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure)) sowie 0,075 %o H,0, verwendet

Waschpuffer fiir ELISA

Zum Waschen von ELISAs wurde eine 0,1%ige Losung Tween 20 in 1x PBS verwendet

Zitratpuffer fiir ELISA

Als Basis flr den Substratpuffer fir die Farbentwicklung von ELISAs wurde Zitratpufer mit pH 4,4 und
folgenden Ingredienzien in VE-Wasser gebraucht:

40 mM Zitronensaure

60 mM Na,HPO,

2.5.7 Reagenzien fiir die Durchfiihrung von Asthma Experimenten

99%ige Periodsaure

Zur Durchfiihrung von PAS-Farbungen im Zusammenhang mit der Histologischen Untersuchung bei
Asthma Versuchen wurde 2%ige Periodsdure, ausgehend von 99%iger Saure der Firma Roth

(Karlsruhe, Deutschland) in VE-Wasser verdiinnt und verwendet.

Eosin

Zur Durchfihrung von HE-Farbungen im Zusammenhang mit der Histologischen Untersuchung bei

Asthma Versuchen wurde Eosin der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) benutzt.
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Hamalaun

Zur Durchfiihrung von HE-Farbungen im Zusammenhang mit der Histologischen Untersuchung bei

Asthma Versuchen wurde Hamalaun der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) benutzt.

OVA-Sensibilisierungslosung

Zur Immunisierung (Sensibilisierung) von Versuchstieren im Rahmen von Asthma Versuchen wurde
eine Losung von 20 ug OVA zusammen mit 2 mg Aluminiumhydroxid in 1 mL 1x PBS angesetzt. Die
Versuchstiere wurden entweder mit 100 uL dieser Losung oder ggf. der gleichen Menge 1x PBS durch

intraperitoneale Injektion immunisiert.

OVA-Vernebelungslosung

Zum Vernebeln von Versuchstieren im Rahmen von Asthma Experimenten wurde eine 1%ige (W/V)

Ovalbuminlésung in 1x PBS verwendet

Paraffin, weil DAB
Fir die Erstellung histologischer Lungenschnitte wurde Paraffin, weif DAB, der Firma Sasolwax

(Hamburg, Deutschland) verwendet.

Roti®-Histofix 4,5%

Zur Fixierung der Lungen fir die Histologie im Zusammenhang mit Asthma Experimenten wurde

Roti®-Histofix der Firma Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) benutzt.

Schiffs Reagenz
Zur Durchfiihrung von PAS-Farbungen im Zusammenhang mit der Histologischen Untersuchung bei

Asthma Versuchen wurde Schiffsreagenz der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) benutzt.
Xylol

Zum Entwassern histologischer Lungenschnitte wurde Xylol der Firma Applichem (Darmstadt,

Deutschland) verwendet.
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2.5.8 Reagenzien fiir RNA-Praparation, Reverse Transkription und quantitative Realtime PCR

Chloroform fiir RNA-Praparation

Fir RNA-Praparation wurde Chloroform der Firma Roth (Karlsruhe, Deutschland) verwendet

DEPC-Wasser fiir RNA-Praparation
Zur Aufbewahrung von RNA wurde VE-Wasser Uber Nacht mit 0,1% (v/v) DEPC (Diethylpyrocarbonat)

gerlhrt und danach autoklaviert

Reverse Transkriptase (RT) und RT-Puffer
Fir die reverse Transkription wurde M-MLV Reverse Transkriptase sowie 5x RT-Puffer der Firma

Fermentas (Karlsruhe, Deutschland) verwendet.
SYBR GreenkER fiir quantitative Realtime PCR (qRT-PCR)
Als Reagenz fiir die Durchfiihrung der qRT-PCR wurde SYBR GreenER™ der Firma Life Technologies

(Darmstadt, Deutschland) verwendet

TRI-fliissig Reagenz fiir RNA Isolation

Zur Isolation von RNA wurde TRI-flissig Reagenz der Firma Bio&Sell (Feucht, Deutschland) benutzt

2.6 Kulturmedien

Iscove’s modifiziertes Dulbecco’s Medium (IMDM)

In VE-Wasser wurde folgendes Basismedium angesetzt und steril filtriert (0,2 uM):

17,67 g/L IMDM Trockenpulver
3,02 g/L NaHCO;

1% Penicillin/Streptomycin
50 uM B-Mercaptoethanol

Phenolrot als Indikator
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Minimal Essential Medium (MEM)

MEM wurde aus MEM-Trockenpulver mit VE-Wasser und folgenden Zusatzen angesetzt und steril
filtriert (0,2 uM).

1% Penicillin/Streptomycin
50uM B-Mercaptoethanol

2% FCS

Testmedium (TM5, T-Zell-Medium)

Zur Zellkultur und fir in vitro Experimente wurde IMDM mit folgenden Zusatzen verwendet
5% FCS

1 mM Natrium-Pyruvat

2mM Glutamin

Testmedium (TM10, T-Zell-Medium)

Fir die ex vivo Stimulation von Lymphknotenzellen im Rahmen von Asthma Experimenten wurde

IMDM mit folgenden Zusatzen verwendet
10%  FCS
1 mM Natrium-Pyruvat

2 mM Glutamin

2.7 Kits

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden, kauflich erwerblichen Kit-Systeme verwendet:
Foxp3/Transcription Factor Staining Set, ebioscience (Frankfurt, Deutschland)

Pierce 660nm Protein Assay Kit, Thermo Scientific (Bonn, Deutschland)

BD OptEIA Reagent Set, BD Pharmingen (Heidelberg, Deutschland)

BD OptEIA Mouse IgE ELISA Kit, BD Pharmingen (Heidelberg, Deutschland)

BD OptEIA Mouse IL-5 ELISA Kit, BD Pharmingen (Heidelberg, Deutschland)

R&D Duo Set ELISA mouse IL-13, R&D Systems (Wiesbaden, Deutschland)
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BD OptEIA Mouse IFN- ELISA Kit, BD Pharmingen (Heidelberg, Deutschland)
Hemacolor® (IVD)-Kit, Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)

Roti Histokit, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

2.8 Antikorper

2.8.1 Antikérper zur Isolation und ex vivo Stimulation von T-Zellen

Zur lIsolation und Stimulation wurden verschiedene Antikorper verwendet. Die verwendeten Klone,
ihre Antigene, die eingesetzte Konzentration und ihre Quelle sind in Tabelle 2.2 zusammengefasst.
Zusatzlich sind in der Tabelle etwaige Kopplungen der Antikérper an Fluoreszenzfarbstoffe oder

Biotinylierungen (-bio) angegeben. Nicht kommerziell erworbene Antikérper wurden aus den

Kulturtiberstanden der jeweiligen Hybridome mit (NH,),SO, gefallt und mittels Protein G gereinigt.

Antigen: Antikorper-Klon: | Eingesetzte Antikorper bezogen von:
Konzentration:

anti-CD4-bio H129.19 0,5 pg/mL Dr. H. Huber (Hautklinik der Johannes Gutenberg
Universitat Mainz). Pierres et al 1%

anti-CD25-bio 7D4 5 ug/mL BD Pharmingen (Heidelberg, Deutschland)

anti-CD25-bio 7D4 1 ug/mL M.D. E. M. Shevach (National Institue of Allergy
and Infectious Diseases, Bethesda, MA, USA)
Shevach et al."”’

anti-CD4-Pacific Blue RM4-5 1,25 pg/mL Biolegend (Fell, Deutschland)

anti-CD62L-APC MEL-14 0,2 pug/mL ebioscience (Frankfurt, Deutschland)

anti-CD44-PE IM-7 0,5 pug/mL ebioscience (Frankfurt, Deutschland)

anti-CD25-AF488 3C7 2,5 pg/mL ebioscience (Frankfurt, Deutschland)

anti-CD3 145-2C11 3 ug/mL Dr. J.A. Bluestone (Ben May Institute, Department
of Pathology, Chicago, IL, USA) Samelson et. al.’®

anti-CD28 37.51 3 ug/mL Dr. J.P. Allison und Dr. J. Leclerq (Universitdt Gent,
Belgien) J.A. Gross et al.'”

Tabelle 2.2: Zusammenfassung der, fiir die Isolation und ex vivo Stimulation von T-Zellen verwendeten Antikorper.

Antigene, Klone, eingesetzte Konzentrationen und die Quellen der benutzten Antikérper sind angegeben.
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2.8.2 Antikérper fiir Western Blots

Fir den Nachweis von Proteinen mittels Western Blot wurden verschiedene Antikdrper verwendet.
Die verwendeten Klone, ihre Antigene, die eingesetzte Konzentration und ihre Quelle sind in Tabelle

2.3 zusammengefasst. Zusatzlich sind in der Tabelle etwaige Kopplungen der Antikorper an

Merrettichperoxidase (-HPO) angegeben.

Antigen: Antikérper-Klon: | Eingesetzte Antikérper  bezogen
Konzentration: | von:
anti-CK2p EP1995Y 1:500 Merck/Milipore (Darmstadt,
(Kanninchen) Deutschland)
anti-IRF4 polyclonal IgG (Ziege) | 2 pg/mL Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg, Deutschland)
anti-Kanninchen-HPO | polyclonal IgG-HPO 1:2000 Cell Signalling Technologies
(Ziege) (Boston, MA, USA)
anti-Ziege-HPO polyclonal IgG-HPO 0,8 ug/mL Santa Cruz Biotechnology
(Esel) (Heidelberg, Deutschland)
anti-B-Aktin-HPO AC15 (Maus) 1:40.000 Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Tabelle 2.3: Zusammenfassung der, in Western Blots verwendeten Antikorper. Antigene, Klone, eingesetzte

Konzentrationen und die Quellen der benutzten Antikorper sind angegeben.

2.8.3 Antikérper fiir die Durchflusszytometrie

Fir durchflusszytometrische Analysen wurden verschiedene Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte
Antikorper verwendet. Die folgende Tabelle 2.4 fasst die entsprechenden Antikérper nach ihren
Antigenen zusammen. Ferner sind die Klone, die eingesetzte Antikérper Konzentration, sowie die
Isotypen der Antikorper angegeben. Alle verwendeten Antikorper wurden, falls nicht anders
angegeben von den Firmen ebioscience (Frankfurt, Deutschland), oder Biolegend (Fell, Deutschland)

bezogen.

Antigen: Antikorper-Klon: Eingesetzte Antikoérper Isotyp:

Konzentration:

anti-CD4-Pacific Blue RM4-5 1,25 pg/mL rat 1gG2b k
anti-CD62L-APC MEL-14 0,2 pug/mL rat 1IgG2a k
anti-CD44-PE IM-7 0,5 pug/mL rat IgG1 k

anti-CD25-Alexa Flour 488 3C7 2,5 pg/mL rat IgG2b k
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anti-CD4-FITC GK1.5 1 pg/mL rat 1IgG2b k
anti-CD8-PE-Cy7 53-6.7 0,5 pg/mL rat 1IgG2a k
anti-Foxp3-APC FJK-16s 1 ug/mL rat 1IgG2a k
anti-Foxp3-PE FJK-16s 1 pg/mL rat 1IgG2a k
anti-CD11c-APC-Cy7 N418 0,4 pug/mL hamster I1gG
anti-MHC-lI-Pacific Blue M5/114.15.2 0,5 pg/mL rat 1IgG2b k
anti-CD19-PE-Cy7 ebiolD3 0,4 pg/mL rat 1IgG2a k
anti-CD62L-PE MEL-14 0,5 pug/mL rat 1IgG2a k
anti-CD44-APC M7 0,5 pug/mL rat 1gG1 k
anti-IFN-E-FITC XMG1.2 1:400 rat IgG1 k
anti-IFN-E-APC XMG1.2 0,5 pg/mL rat 1gG1 k
anti-T-bet-PE ebio4B10 0,5 pug/mL mouse 1gG1 k
anti-GATA3-PE TWAJ 0,12 pg/mL rat 1IgG2b k
anti-IL-17-PE ebiol17B7 1 pug/mL rat 1IgG2a k
anti-RORyT-APC AFKJS-9 1 ug/mL rat IgG2a k
anti-CTLA-4-PE UC10-4F10-11 3 ug/mL hamster 1gG1 «
anti-Granzym B-PE 16G6 1,5 pg/mL rat 1IgG2b k
anti-CD39-PE 24DMS1 1,5 ug/mL rat IgG2b k
anti-CD73-Pacific Blue ebioTY/11.8 1 ug/mL mouse IgG1 K
anti-pan TCRB-PE H57-597 0,5 pug/mL hamster 1gG2b k
anti-CD3e-Pacific Blue 17A2 1,25 pg/mL rat IgG2b k
anti-CD8-PE 53-6.7 0,4 pg/mL rat 1IgG2a k
ratlgG1 k-FITC eBRG1

ratlgG1 k-APC eBRG1

mouse 1gG1 k-PE PB.6.2.8.1

ratlgG2b-k-PE RTK4530

ratlgG2a-k-PE RTK2758

ratlgG2a-k-APC eBR2a

Tabelle 2.4: Zusammenfassung der, fiir durchflusszytometrische Analysen verwendeten Antikdrper. Antigene, Klone,

eingesetzte Konzentrationen und die Isotypen der benutzten Antikdrper sind angegeben.
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2.8.4 Antikérper fiir ELISA

Zum Nachweis von Zytokinen in Kulturliberstdnden, oder von Antikérpertitern in Maus Seren,
wurden im Rahmen von ELISAs verschiedene Antikdrper verwendet. Die verwendeten Klone, ihre

Antigene, die eingesetzte Konzentration und ihre Quelle sind in Tabelle 2.5 zusammengefasst.

Zusatzlich sind in der Tabelle etwaige Biotinylierungen der Antikdrper (-bio) angegeben.

Antigen: | Antikorper-Klon: | Eingesetzte Antikérper bezogen von:
Konzentration:

anti-IL-4 1D11.2 1 pug/mL Dr. A. O’Garra (DNAX Research Institute,
Palo Alto, CA, USA) Abrams J.S. et al.**°

anti-IL-4-bio | 24G2-bio 0,6 pug/mL Dr. A. O’Garra (DNAX Research Institute,
Palo Alto, CA, USA) Abrams J.S. et al.**°

anti-IFN-2I R46A2 2 ug/mL Dr. M. Lohoff (Institut fir med.
Mikrobiologie und Krankenhaushygiene,
Philipps Universitat Marburg,
Deutschland) Abrams J.S. et al.?

anti-IFN-2- AN18.17.24-bio 0,45 pg/mL Dr. M. Lohoff (Institut fir med.

bio Mikrobiologie und Krankenhaushygiene,
Philipps Universitat Marburg,
Deutschland) Prat M. et altt

anti-IL-10 JES5-2A5 4 pug/mL BD Pharmingen (Heidelberg,
Deutschland)

anti-1L-10- SXC-1-bio 1 pg/mL BD Pharmingen (Heidelberg,

bio Deutschland)

anti-IL-5 Keine Angaben 1:250 BD OptEIA Mouse IL-5 ELISA Kit, BD

(Abfang- Pharmingen (Heidelberg, Deutschland)

Antikorper)

anti-IL-5-bio | Keine Angaben 1:250 BD OptEIA Mouse IL-5 ELISA Kit, BD

(Detektions- Pharmingen (Heidelberg, Deutschland)

Antikorper)

anti-IL-13 Keine Angaben 4ug/mL R&D Duo Set ELISA mouse IL-13, R&D

(Abfang- Systems (Wiesbaden, Deutschland)

Antikorper)

anti-1L-13- Keine Angaben 0,2ug/mL R&D Duo Set ELISA mouse IL-13, R&D

bio Systems (Wiesbaden, Deutschland)

(Detektions-

Antikorper)

anti-IFN-B Keine Angaben 1:250 BD OptEIA Mouse IFN-B ELISA Kit, BD

(Abfang- Pharmingen (Heidelberg, Deutschland)

Antikorper)
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anti-IFN-3- Keine Angaben 1:250 BD OptEIA Mouse IFN-B ELISA Kit, BD
bio Pharmingen (Heidelberg, Deutschland)
(Detektions-

Antikorper)

anti-IgE Keine Angaben 1:250 BD OptEIA Mouse IgE ELISA Kit, BD
(Abfang- Pharmingen (Heidelberg, Deutschland)

Antikorper)

anti-IgE-bio | Keine Angaben 1:250 BD OptEIA Mouse IgE ELISA Kit, BD
(Detektions- Pharmingen (Heidelberg, Deutschland)

Antikorper)

anti-IgE EMP95.3.1 4pg/mL Dr. M. Stassen (Institut fir Immunologie,
(Abfang- Johannes-Gutenberg Universitdt Mainz),
Antikorper) Baniyash M. et al.'?

anti-lgG1 A85-1-bio 1:250 BD Pharmingen (Heidelberg,
(Abfang- Deutschland)

Antikorper)

anti-lgG2b R13-3-bio 1:250 BD Pharmingen (Heidelberg,
(Abfang- Deutschland)

Antikorper)

Tabelle 2.5: Zusammenfassung der Antikérper, die fiir ELISA verwendet wurden. Antigene, Klone, eingesetzte

Konzentrationen und die Quellen der benutzten Antikorper sind angegeben.

2.9 Kinomarray

Als Grundlage dieser Arbeit wurde ein komparativer Kinomarray vom Institut flir Immunologie der
Universitdit Mainz in Zusammenarbeit mit der Firma Pepscan Presto (Lelystadt, Niederlande)
durchgefiihrt. In diesem Kinomarray sollte die Aktivitat verschiedener Kinasen in Tregs und Tcons
nach TZR Stimulation analysiert werden. Hierzu wurden mittels FACS-Sort reine Tregs und Tcons
isoliert (siehe Abschnitt 2.12). Die isolierten Zellen wurden fir 30 min auf, mit anti-CD3 und
anti-CD28 Antikérpern beschichteten Platten bei 37°C und 5% CO, stimuliert. AnschlieRend wurden
die Zellen in Ubereinstimmung mit dem von Pepscan Presto bereitgestellten Protokoll lysiert. Die
Zelllysate inklusive der aktivierten Kinasen wurden darauf im Kinomarray gemessen. Der Array
besteht aus einem Objekttrager, der mit 1024 verschiedenen, in Flecken angeordneten, Peptiden,
beschichtet ist. Die Peptidfelder sind zudem in Triplikaten angelegt. Die Zelllysate wurden mit
radioaktivem @->*P markiertem ATP versetzt und auf die Objekttrager gegeben. Die in den Zelllysaten
aktiven Kinasen phosphorylieren anschlieRend die fiir sie spezifischen Peptidsubstrate auf dem

Objekttrager. Durch Messung der Radioaktivitdt lassen sich Riickschliisse auf die phosphorylierten
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Peptide und damit auf die in den Zelllysaten aktiven Kinasen ziehen. Somit erhalt man eine Liste der
aktiven Kinasen in Tregs und in Tcons. Der Vergleich dieser Listen erlaubt Riickschlisse auf die

relative Aktivitat der Kinasen in Tregs im Vergleich zu Tcons.

2.10 Methoden der Zellkultur

Alle Arbeiten der Zellkultur wurden an einer sterilen Werkbank (Vertikalflow) mit sterilen Glas- und
Plastikmaterialien und Geraten durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem

CO,-Inkubator bei 37 °C und 5% CO,.

Bestimmung der Lebendzellzahl

Um die Lebendzellzahl in verschiedenen Zellsuspensionen zu bestimmen, wurden kleine Aliquotes
dieser Zellsuspensionen mit physiologischer Trypanblau-Lésung verdinnt. Trypanblau farbt tote
Zellen, aufgrund ihrer fehlenden Membranintegritat, blau an. Lebende Zellen werden nicht gefarbt.
Mit Hilfe einer Neubauer Zdhlkammer (Tiefe 0,1 mm) wurde die Zahl der lebenden Zellen bestimmt.
Durch Auszdhlung der 16 Einzelquadrate wird die Zellzahl (N) ermittelt. Durch Multiplikation von N
mit dem Verdinnungsfaktor (V) und dem Kammerfaktor (10*) ergibt sich die Anzahl der lebenden

Zellen pro Milliliter (N x V x 10* = Zellzahl/mL).

Kultur A20 Tumorzellen

Bei der Zelllinie A20 handelt es sich um eine B-Zell-Tumorlinie. Sie diente, nach Behandlung mit dem
Zytostatikum Mitomycin C, als Ersatz flir Antigen-prdsentierende-Zellen (APC) und wurde in

Proliferationsassays eingesetzt. A20 Zellen wurden in TM5 bei 37 °C und 5% CO, kultiviert.

Behandlung von A20 Zellen mit Mitomycin C

Um die starke Proliferation der A20 Zellen in Proliferationsassays zu verhindern, wurden diese Zellen
vor Einsatz im Assay mit dem Zytostatikum Mitomycin C behandelt. Hierzu wurden 2x10’ A20
Zellen/mL in MEM + 2% FCS aufgenommen. Die Zellen wurden mit 60 pg/ml (Endkonzentration)
Mitomycin C in einem 15 mL ReaktionsgefdR bei 37 °C im Wasserbad fir 30 min inkubiert.
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AnschlieBend wurden die behandelten Zellen fiinfmal mit 10 mL MEM + 2% FCS durch Zentifugation
bei 300xg und Abnahme des Uberstandes gewaschen. AbschlieRend wurde die Zellzahl bestimmt und

die Zellen in TM5 auf 4x10%/mL eingestellt.

2.11 Prdparation verschiedener lymphatischer Gewebe und Herstellen von
Einzelzellsuspensionen

Zur Analyse zentraler und peripherer lymphatischer Gewebe wurden Mause durch zervikale
Dislokation getotet. AnschlieRend wurden in verschiedenen Experimenten Thymi, Milzen, sowie
popliteale, inguinale, mesenteriale und tracheale Lymphknoten aus den Tieren prapariert. Ein
Uberblick tiber die Lage der praparierten Organe findet sich in Abbildung 1.1. Im nichsten Schritt
wurde aus den verschiedenen, praparierten Organen Einzelzellsuspensionen gefertigt. Die
erhaltenen Einzelzellsuspensionen wurden in durchflusszytometrischen Analysen verwendet, oder

dienten, im Falle der Milzen, als Basis fiir die Isolation verschiedener T-Zellpopulationen.

2.11.1 Herstellen einer Einzelzellsuspension aus Thymi

Um eine Einzelzellsuspension aus praparierten Thymi zu erhalten wurde ein 40 uM Zellsieb mit 2 mL
MEM + 2 % FCS auf einem 50 mL Reaktionsgefal} angefeuchtet. Die Thymi wurden anschlieRend auf
dem Zellsieb, mit dem Stempel einer 1mL Spritze, zerrieben. Das Zellsieb wurde darauf mit 8mL MEM

+ 2 % FCS gespilt und die Zellzahl der Thymozytensuspension bestimmt.

2.11.2 Herstellen einer Einzelzellsuspension aus Lymphknoten

Um Einzelzellsuspensionen aus Lymphknoten zu gewinnen, wurde pro Lymphknotenart ein Well
einer 6 Wellplatte mit 3 mL MEM + 2 % FCS gefiillt. Die Lymphknoten wurden anschlieBend zwischen
den rauen Seiten zweier angefeuchteter Objekttrager zerrieben. Die entstehende Zellsuspension
wurde im Well aufgefangen und die Flachen der Objekttrager mit 3 mL MEM + 2% FCS abgespiilt. Um
Gewebereste zu entfernen, wurde die Zellsuspension Uber ein, mit 1 mL MEM + 2% FCS
befeuchtetes, 40 uM Zellsieb gegeben. Das Well wurde anschlieend erneut mit 3 mL MEM + 2% FCS
gesplilt. Die gesammelten 10 mL Zellsuspension wurden fir 5 min bei 600xg zentrifugiert, in 500 pL

TM5 aufgenommen und die Zellzahl bestimmt.
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2.11.3 Herstellen einer Einzelzellsuspension aus Milzen

Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension aus Milzen wurden diese, mit dem Stempel einer 1 mL
Spritze, auf einem befeuchteten Stahlsieb zerrieben. Der Stempel und das Stahlsieb wurde mit MEM
+ 2% FCS gespllt. Die zerkleinerte Milzzellsuspension wurde Uber ein, mit 1 mL MEM + 2% FCS
befeuchtetes, 40 uM Zellsieb gegeben, um Gewebereste zu filtern. AnschlieRend wurde die
Suspension fiir 5 min bei 600xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in
1 mL/Milz Geys’schem Lysepuffer aufgenommen. Durch 2,5minditige Inkubation in dem hypotonen
Puffer wurden die Erythrozyten lysiert. AnschlieRend wurde die Einzelzellsuspensionen erneut tber
ein 40 uM Zellsieb gegeben, um entstehende Zelltrimmer zu filtern. AbschlieRend wurde die

Lebendzellzahl bestimmt.

2.12 Isolation verschiedener T-Zellpopulationen

2.12.1 Isolation von CD25" Tregs per Magnet-aktivierter-Zell-Sortierung (MACS)

Aus den aus Milzen gewonnenen Einzelzellsuspensionen wurden mittels MACS CD25" Tregs isoliert.
Hierzu wurden 1x10%/mL Milzzellen fiir 20 min (4°C) mit 5 pg/mL anti-CD25 Antikérper (7D4-bio)
inkubiert. Ungebundener 7D4-bio wurde durchzweimalige Zugabe von 10 mL kaltem GM-Puffer
weggewaschen. Hierzu wurde die Zellsuspension abwechselnd 5 min bei 600xg zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet anschlieRend erneut in GM-Puffer aufgenommen. Im
nachsten Schritt wurden die, auf 1x10%/mL eingestellten, Milzzellen mit Streptavidin-R-Phycoerythrin
(SA-PE) in einer 1:400 Verdiinnung versetzt. Die Zellsuspension wurde darauf fir 15 min (4°C)
inkubiert. Ungebundenes SA-PE wurde zweimal, durch Zugabe von 10 mL kaltem GM-Puffer
weggewaschen (s.o.). Schlielich wurde die Zellzuspension in 1 mL kaltem GM-Puffer aufgenommen
und pro 1x10® Zellen mit 10 pL anti-PE Mikrobeads (Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach,
Deutschland) versetzt. Damit die anti-PE-Antikorper binden konnten, wurden die Zellen zunachst
10 min bei 4°C und anschlieBend 10 min bei Raumtemperatur auf einem Schittler inkubiert.
Wahrend dieses Zeitraums wurden frische LS-Separationssaulen (Miltenyi Biotch, Bergisch-Gladbach,
Deutschland) vorbereitet, indem die Sdulen in einem Magneten eingespannt und mit 5 mL 1xPBS +
0,5% BSA gespiilt wurden. Im nichsten Schritt erfolgte die magnetische Separation der CD25" Zellen.
Bei dieser verbleiben die markierten, magnetisierten CD25" Zellen im Magnetfeld auf der Siule,
wihrend alle unmarkierten Zellen eluiert werden (Durchlauf der CD25" Isolation). Fiir die

magnetische Separation wurden die Milzzellen pro 5x10® Zellen und Saule in je 5 mL GM-Puffer
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aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde milliliterweise (5 mL/Saule) Giber die magnetisierte Saule
gegeben. Um Zellverluste zu vermeiden wurde das ReaktionsgefdR mit der Zellsuspension mit
2 mL/Saule GM-Puffer gespiilt und diese Spullésung ebenfalls Gber die Sdule gegeben. AbschlieRend
wurde die Saule zweimal mit 3 mL GM-Puffer gesplilt. Die Zellen wurden aus der Saule eluiert, indem
diese aus dem Magnetfeld entfernt und mit 5 mL GM-Puffer versetzt wurde. Diese 5 mL wurden
sofort mit Hilfe eines sterilen Stempels in ein neues ReaktionsgefalR eluiert. Um reinere Zellen zu
erhalten wurde dieser magnetische Separationsschritt Uber eine zweite LS-Separationssdule
wiederholt. Zur Entfernung der (blichen 30% Verunreinigung durch CD25": CDS8" T-Zellen,
Makrophagen und B-Zellen wurden im folgenden Dynalbeads (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)
verwendet. Hierzu wurde die Zellzahl bestimmt und die Zellen, nach 5minditiger Zentrifugation bei
600xg, in 1 mL PBS + 0,5% BSA aufgenommen. Ausgehend von der Gesamtzellzahl wurde durch
Multiplikation die Zahl der unerwiinschten 30% Zellen errechnet (ZUZ). Die Verunreinigung setzt sich
zusammen aus 50% B-Zellen, 25% Makrophagen und 25% CD8" T-Zellen. Aus ZUZ lisst sich durch
Multiplikation mit 0,5 bzw. 0,25 die spezifische Zahl der unerwiinschten B-Zellen, sowie
Makrophagen-Zellen und CD8" T-Zellen berechnen (sZUZ). Da nach Herstellerangaben statistisch 8
Dynalbeads an eine Zelle binden, wird sZUZ mit 8 multipliziert um die Zahl der nétigen anti-CD8-,
anti-Macl- und anti-B220-Dynalbeads zu bestimmen. Die Zellen wurden, aus der 4x10® Beads/mL
konzentrierten Stocklosung, mit der entsprechend, berechneten Zahl an Beads versetzt und erneut
20 min auf dem Schittler inkubiert. Die nun markierten, unerwiinschten Zellen wurden entfernt,
indem die Zellldsung zunachst mit 5 mL 1xPBS + 10% FCS versetzt wurde. Darauf wurde die Losung
2 min in einem Magneten inkubiert, wodurch die Dynalbead-markierten Zellen an die GefidRwand
wandern. Die saubere CD25" Treg Fraktion wurde mit einer Pasteurpipette abgenommen. Das
Reaktionsgefda® mit den Dynalbead-markierten Zellen wurde erneut mit 5 mL 1xPBS + 10% FCS
gespiilt und erneut im Magneten fiir 2 min inkubiert. Die restlichen CD25" Tregs wurden mit den
Tregs des vorigen Separationslaufs vereinigt. Die vereinigten Zellen wurden gezahlt, fir 5 min bei
600xg zentrifugiert und wie gewiinscht in TM5 aufgenommen. Mittels durchflusszytometrischer
Analyse wurde die Reinheit der Zellen bestimmt. Es wurden nur Zellsuspensionen einer Reinheit von

85-95% CD4'CD25"Foxp3* T-Zellen verwendet.
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2.12.2 Isolation von CD4" Tcons per MACS

Aus den Einzelzellsuspensionen, die aus Milzen gewonnen wurden, oder aus den MACS-Durchlaufen
der lIsolation CD25" Tregs wurden mittels MACS CD4" Tcons isoliert. Hierzu wurden 1x10%/mL
Milzzellen far 15 min (4°C) mit 0,5 pg/mL anti-CD4 Antikorper (H129.19-bio) inkubiert.
Ungebundener H129.19-bio wurde durch zweimalige Zugabe von 10 mL kaltem GM-Puffer
weggewaschen. Hierzu wurde die Zellsuspension abwechselnd 5 min bei 600xg zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet anschlieBend erneut in GM-Puffer aufgenommen. Im
niachsten Schritt wurden die in GM-Puffer, auf 1x10%/mL eingestellten, Milzzellen mit
Streptavidin-Microbeads (SA-Beads) in einer 1:40 Verdiinnung versetzt. Die Zellsuspension wurde
darauf far 15 min (4°C) inkubiert. Waé&hrend dieses Zeitraums wurden gesduberte
LS-Separationssdulen (Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, Deutschland) vorbereitet, indem die
sterilen Saulen in einem Magneten eingespannt und mit 5 mL 1xPBS + 0,5% BSA gespiilt wurden. Im
nichsten Schritt erfolgte die magnetische Separation der CD4" Zellen. Das Prinzip der magnetischen
Separation und ihre Durchfiihrung wurde bereits in Abschnitt 2.12.1 beschrieben. Die CD4" T-Zellen
wurden Uber zwei LS-Separationssdulen hinweg isoliert. Die sauberen CD4" T-Zellen wurden gezihlt,
fir 5 min bei 600xg zentrifugiert und wie gewlinscht in TM5 aufgenommen. Mittels
durchflusszytometrischer Analyse wurde die Reinheit der Zellen bestimmt. Es wurden nur
Zellsuspensionen einer Reinheit von 95-99% CD4°CD25Foxp3~ T-Zellen verwendet. Die derart
vorgereinigte Suspension CD4" T-Zellen diente in manchen Experimenten als Basis fiir die Isolation
naiver CD4°CD62L'CD44 T-Zellen, CD4'CD62L Effektor T-Zellen, sowie CD4'CD25" Tregs. Die Isolation

der letzten drei Populationen wird im Folgenden beschrieben.

2.12.3 Isolation von naiven CD4'CD62L"CD44 T-Zellen, CD4"CD62L Effektor T-Zellen und
CD4'CD25" Tregs mittels durchflusszytometrischer Zellsortierung

Zur Isolation naiver CD4'CD62LCD44" T-Zellen, CD4'CD62L" Effektor T-Zellen, sowie CD4'CD25" Tregs
flir diverse Experimente wurde die durchflusszytometrische Zellsortierung in einem Aria |l
FACS-Sorter verwendet. Als Basis hierfiir diente die in 2.12.2 beschriebene Fraktion CD4"
vorgereinigter T-Zellen. Fir die durchflusszytometrische Zellsortierung wurde die CD4"
Zellsuspension zunachst fir 5 min bei 600xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das
Zellpellet in 1 mL GM-Puffer aufgenommen. Fiir die Sortierung naiver und Effektor T-Zellen wurden

die Zellen mit den Fluoreszenzfarbstoff markierten Antikérpern anti-CD4-Pacific Blue (RM4-5, 1:400),
anti-CD62L-APC (Mel-14, 1:1000), anti-CD44-PE (nur naive T-Zellen, IM7, 1:400) versetzt,
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resuspendiert und fir 15 min inkubiert. Im Falle der Sortierung CD4°CD25" Tregs wurde die
vorgereinigte CD4" Zellsuspension zusatzlich mit anti-CD25-FITC (3C7, 1:200) inkubiert. In allen Fallen
wurden die Zellen anschlieffend zweimal mit 10 mL GM-Puffer gewaschen. Hierzu wurde die
Zellsuspension abwechselnd 5 min bei 600xg zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das
Zellpellet anschlieRend erneut in GM-Puffer aufgenommen. AnschlieBend erfolgte die
durchflusszytometrische Zellsortierung im Aria Il FACS-Sorter. Die gewlinschten, sortierten Zellen
wurden dabei in verschiedenen ReaktionsgefdRen aufgefangen, deren GefalBwande zuvor mit TM5
angefeuchtet wurden. AbschlieRend wurden die Zellen 5 min bei 600xg zentrifugiert und wie

gewdinscht in TM5 aufgenommen.

2.13 Proliferations- bzw. Suppressionsassay

Tregs sind in der Lage die Proliferation von Tcons zu supprimieren. Der folgende Proliferationsassay
dient als Standardmethode, um die Suppression der Proliferation durch Tregs zu messen. Hierzu
wurden je 2x10* CD4* T-Zellen mit 3 pg/mL anti-CD3, sowie 2x10° Mitomycin C behandelten A20
Zellen, in einer 96-Well-Rundboden-Platte in 200 uL Gesamtvolumen, fir 4 Tage stimuliert. Durch
Zugabe von Tregs in einem Verhiltnis zu CD4" T-Zellen von 1:1, 2:1, 4:1 und 8:1, l4sst sich das
Suppresionsvermogen der Tregs darstellen. Die parallele Zugabe von CK2 Inhibitoren ermoglicht den
Einfluss der Blockade der CK2 auf die T-Zell Proliferation sowie die Treg-vermittelte Suppression zu
testen. Zur Messung der Proliferation wurde das Medium in den letzten 20 Stunden der Stimulation
mit *H-Thymidin versetzt. Dieses wird in die DNA der sich teilenden Zellen eingebaut. Zur Messung
der Proliferation wurde der Inhalt der Wells mittels eines Cell Harvester Erntegerates durch einen
Glasfaserfilter gesaugt. Zellreste inklusive der radioaktiv markierten DNA bleiben auf diesem Filter
hdngen. Darauf wurde der Filter in einer Mikrowelle getrocknet und mit 10 mL
Szintillationsfliissigkeit in einem Plastikbeutel eingeschweilit. Die von der radioaktiv markierten DNA
ausgehende B-Strahlung wird Giber die Anregung von Losungsmittelmolekiilen auf einen primaren
Szintillator Ubermittelt. Der primdre Szintillator gibt die aufgenommene Energie in Form
elektromagnetischer Strahlung ab. Diese ldsst sich mit Hilfe eines Szintillationszahlers detektieren

und wird als Impulse pro Million (counts per million = CPM) angegeben.

45



Material & Methoden

2.14 Methoden zur Genotypisierung von Mausen

Zur Bestimmung des Genotyps von Versuchsmausen wurde den Tieren mit einem sterilen Skalpell
Schwanzbiopsien entnommen. Diese wurden in 20 plL, mit Proteinase K (1:40) versetztem,
Genomischen Lyse Puffer Gber Nacht bei 55°C aufgelost. Anschliefend wurden 480 L autoklaviertes
Wasser zugegeben und die Proteinase K durch 10minitige Inkubation bei 95°C deaktiviert. Die
Lésung wurde 5 min bei 1500xg zentrifugiert und der Uberstand in drei verschiedenen Polymerase
Kettenreaktionen (PCR) eingesetzt, um den Genotyp der Versuchstiere festzustellen. Die folgende

Tabelle umfasst die jeweiligen PCR-Ansatze und —Protokolle.

CK2B-fl PCR:
5x DreamTagq-Puffer 2,5puL Initiale Denaturierung 94 °C 5 min
dNTPs 0,5 uL Denaturierung 94 °C 30 sec
PrimerArbeitslsg. 1ul Annealing 55 °C 30 sec 40x
H,0 18 uL Elongation 72 °C 2 min
DreamTaq Polymerase 0,125 puL Finale Elongation 72 °C 8 min

DNA Probe 3uL

Foxp3-Cre Wildtyp bzw. Neo PCR:

5x DreamTaq-Puffer 2,5 uL Initiale Denaturierung 94 °C 2,5 min
dNTPs 0,5 uL Denaturierung 94 °C 30 sec
PrimerArbeitslsg. lpL Annealing 58 °C 30 sec 35x
H,0 20 uL Elongation 72 °C1 min
DreamTaq Polymerase 0,125 pL Finale Elongation 72 °C 5 min
DNA Probe 1ul

Tabelle 2.6: Uberblick iiber PCR-Programm und —Ansatz der nétigen PCRs zur Genotypisierung der CK2B /" Miuse.

Folgende Primer wurden aus 100 pmol/uL Stocklésungen, in Arbeitslésungen 1:20 in VE-Wasser
verdiinnt in den verschiedenen PCRs eingesetzt:

CK2B-fl.for: 5’-CTA GCT CGA GAT GAG TAG CTC TGA GGA GGT G-3’
CK2B-fl.rev: 5'-GGA TAG CAA ACT CTCTGA G-3’

Foxp3-Cre-WT.for: 5'-TGT GTG ATA GTG CCC GTG GTT C-3'
Foxp3-Cre —WT.rev: 5'-TTC GCA AGA AGA GGA GCC AAC G-3'
Foxp3-Cre-Neo.for: 5'-CTG CTT CCT TCA CGA CAT TCA AC-3'

Foxp3-Cre-Neo.rev: 5'-AAG TGC TTT GTG CGA GTG GAG AGC-3'
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Die mittels PCR amplifizierten DNA-Bereiche wurden anschlielend durch Agarosegelelektrophorese
aufgetrennt. Die Trennung erfolgte flr ca. 15 min bei 150 V auf einem 1,5%igen Agarosegel.

AnschlieBend wurde das Gel im Gel Dokumentationssystem Gel Doc XR fotografiert.

2.15 Proteinisolation, SDS-PAGE und Western Blot

Zum Nachweis verschiedener Proteine in Zellen wurde die Methode des Western Blots verwendet.
Die Proteine wurden dabei aus den Zellen wie folgt isoliert. Die Zellen wurden zunachst in einem
1,5 mL ReaktionsgefaR durch 5miniitige Zentrifugation bei 1500xg pelletiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und die Zellen in 1 mL 1xPBS resuspendiert. Erneut wurden die Zellen 5 min bei 1500xg
zentrifugiert und anschlieRend in 8 M Harnstoffpuffer lysiert. Die Zelllyse wurde unterstitzt, indem
die Zellen dabei zweimal 5 min im Ultraschallbad inkubiert wurden. Zur Entfernung unléslicher
Bestandteile wurde das Lysat 5 min bei 12.500xg zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
mit den Proteinen abgenommen und der Proteingehalt mit Hilfe des Pierce 660 nm Protein Assay Kit
bestimmt. Mittels Sodium-dodecylsulfat-polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden die
Proteine im Zelllysat nach ihrer relativen Molekilmasse aufgetrennt. Hierzu werden zunachst die
Proteine mit 4x Ladepuffer versetzt. Das im Puffer enthaltenen 1,4-Dithiothreitol (DTT) lost
Disulfidbriicken auf. Durch 5mindtiges Erhitzen auf 95 °C werden die Proteine linearisiert. Der
Ladepuffer enthadlt zudem SDS, welches sich an die linearisierten Proteine anlagert und deren
Eigenladung durch eine negative Gesamtladung tberdeckt. Bei der folgenden Gelelektorphorese
wandern die Proteine daher zur Anode. Das Trenngel wirkt dabei wie ein Sieb, durch das kleine
Proteine schneller als groRe wandern kénnen. Dem Trenngel vorgeschaltet ist ein sogenanntes
Sammelgel. Dieses besitzt nur eine geringe Acrylamidkonzentration. Hierdurch wird bewirkt, dass die
Proben auf gleicher Hohe am Beginn des Trenngels gesammelt werden. Das Trenngel wurde gemal
den Reagenzien aus 2.5.4 hergestellt, in einer GieRapparatur gegossen und sofort mit Isopropanol
Uberschichtet. Hierdurch wird eine planare Gelgrenze erzeugt. Nach der Polymerisation wurde das
Isopropanol entfernt und die GieBapparatur mit dem Sammelgel gefillt. Ein Kamm wurde eingesetzt
um Ladetaschen zu formen. Das polymerisierte Gel wurde anschlieBend in eine
Elektrophoresekammer gegeben. Diese wurde mit Elektrophoresepuffer gefiillt. Die Proben, sowie
ein Standard mit Proteinen definierter GrofRe, wurden in die Taschen gefillt. Anschlielend wurde die
Kammer ca. 45 min, bei einer Spannung von 200 V und einer variablen Stromstarke von 255 mA pro
Gel, unter Strom gesetzt. Nach der gréRBenabhdngigen Auftrennung der Proteine wurde der
Stromfluss abgestellt und das Gel aus der Apparatur ausgebaut. Um die Proteine nach der

GroRenauftrennung durch die SDS-PAGE nachzuweisen, wurden die Proteine mittels Western Blot
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auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran transferiert. Auf dieser kénnen Proteine gezielt Gber
Antikdrper nachgewiesen werden. Die Western Blots wurden nach dem sogenannten Semi-dry
Verfahren aufgebaut. Demnach werden auf die Anode zundchst zwei in Blot Puffer getrdnkte
Whatman Papiere gelegt. Es folgt die mit Methanol aktivierte Membran und darauf das in Blot Puffer
getrankte Gel. Auf das Gel werden erneut, zwei in Blot Puffer getrankte Whatman Papiere aufgelegt,
gefolgt von der Kathode. Die Konstruktion wird dabei luftblasenfrei angefertigt. Fir 2,5-4 h wird bei
einer Spannung von 5-10 V und einer Stromstérke von =3 mA/cm” erneut Strom angelegt. Hierdurch
wandern die immer noch negativ geladenen Proteine aus dem Gel Richtung Anode. Auf der
engmaschigen Membran werden sie dabei festgehalten. Der Nachweis definierter Proteine auf der
Membran erfolgt Uber die Bindung eines spezifischen Primarantikérpers. An diesen bindet im
nachsten Schritt ein an Merrettichperoxidase (horseraddish peroxidase HPO) gekoppelter
Sekundarantikorper. Letzterer erkennt dabei spezifisch einen spezieseigenen Bereich des
Primarantikorpers. Die Antikérperbindungen wurden dabei wie folgt durchgefiihrt. Zunachst wurde
die Membran fir 1 h bei RT auf einem Schwenker in Blockpuffer inkubiert. Hierdurch werden
unspezifische Bindungsstellen durch die im Milchpulver des Puffers enthaltenen Proteine abgedeckt.
Anschlieend wurde die Membran dreimal fir je 5 min durch Inkubation mit TBS-T gewaschen.
SchlieRlich wurde der Primarantikorper in Blockpuffer zugegeben und (iber Nacht bei 4°C inkubiert.
Ungebundener Primarantikorper wurde durch erneutes dreimaliges Waschen mit TBS-T (s.0.)
entfernt. Darauf wurde die Membran fiir 1 h bei RT mit dem Sekundarantikdrper, gel6st in
Blockpuffer, inkubiert. Erneut wurde ungebundener Antikdrper durch zweimaliges Waschen mit
TBS-T (s.0.), gefolgt von einmaligem Waschen mit TBS (s.0.), entfernt. AnschlieBend wurde der Blot
entwickelt, indem die Membran mit HPO-Substratlésung (Thermo) versetzt wurde. Die (iber
Antikorper ans gesuchte Protein gekoppelte HPO setzt das in der Substratlésung enthaltene Luminol
zu 3-Aminophthalat um. Dieses emittiert Licht einer Wellenlange von 425 nm, welches im Bio-Rad
ChemiDoc XRS+ Uber eine Kamera detektiert wird. Die entstehenden Bilder wurden mit Hilfe der
Computerprogramme Quantity One oder Image Lab 3 bearbeitet. Eine Liste der verwendeten
Antikorper, sowie deren eingesetzte Konzentration und der Hersteller sind in Abschnitt 2.8.2

aufgelistet.

2.16 Durchflusszytometrische Analyse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden durchflusszytometrische Analysen verwendet um die Verteilung
verschiedener Zellpopulationen und die Expression verschiedener Zellmarker in unterschiedlichen

Einzelzellsuspensionen zu bestimmen. Die Unterscheidung unterschiedlicher Zellpopulationen erfolgt
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dabei anhand der Zellgr6Re, -granularitdt, sowie der Markierung von Oberflaichen- oder
intrazellularen  Proteinen  Uber  Fluoreszenzmarkierte  Antikorper. Das  Prinzip  der
Durchflusszytometrie beruht darauf, dass zunachst Zellen in einer Suspension durch ein
druckreguliertes Flissigkeitsystem perlenschnurartig aufgereiht werden. So passieren die Zellen
einzeln einen Laserstrahl. Dabei wird das Licht des Strahls an der Zelle gestreut. Das sogenannte
Seitwartsstreulicht (Side Scatter SSC), das in einem Winkel von 90° aufgefangen wird, dient als MaR
fir die Granularitat der Zelle. Im Gegensatz dazu gilt das sogenannte Vorwartsstreulicht (Forward
Scatter FSC), dass in Richtung des urspriinglichen Laserstrahls detektiert wird, als Mal} fiir die
ZellgroBe. Wie zuvor bereits erwahnt konnen zudem verschiedene Oberflaichenmolekiile oder
intrazelluldre Proteine mittels Fluoreszenzfarbstoff markierter Antikérper nachgewiesen werden. Auf
diese Weise konnen zahlreiche Zelltypen bestimmt oder die Expression verschiedener Zellmarker
quantifiziert werden. Die Farbung der Zellpopulationen wurde dabei nach folgendem Prinzip
durchgefiihrt. Zunichst wurde die Oberfliche der Zellen gefarbt. Hierzu wurden 2x10°-2x10° Zellen in
eine 96-Well Spitzbodenplatte tUberfiihrt. Durch 2minitige Zentrifugation bei 600xg, anschlielendes
Ausklopfen und resuspendieren in 200 pL 1xPBS wurden die Zellen gewaschen. Dieser Waschschritt
wurde zweimal durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen in 50 pL PBS mit diversen
Antikorperkombinationen und ggf. einem fixierbaren Lebend-Tot-Farbstoff resuspendiert und fir
15-30 min bei 4 °C inkubiert. Nach dem Ende der Inkubation wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen (s.0.), um ungebundenen Antikdrper zu entfernen. Abhangig vom Experiment wurden die
Zellen zudem intrazellular gefarbt, andernfalls wurden sie in 110 uL GM-Puffer resuspendiert, in
500 pL Rundboden-Réhrchen tberfihrt und gemessen. Die intrazelluldre FACS-Farbung wurde mit
Hilfe des FoxP3 Staining-Buffer Sets (ebioscience) in zwei Schritten durchgefiihrt. Zundchst wurden
die Zellen nach Angaben des Herstellers in 50 uL Fixierungs/Permeabilisierungs Lésung durch
30mindtige Inkubation bei 4 °C fixiert und permeabilisiert. Darauf wurden die Zellen analog zum, im
oberen Teils dieses Abschnitts beschriebenen Waschschritt, zweimal mit 1x Permeabilisierungspuffer
gewaschen. Im Folgenden wurden die gewlinschten intrazelluldren Antigene gefarbt. Hierzu wurden
die Zellen in 50 L einer Losung der entsprechenden Antikérper in 1x Permeabilisierungspuffer fir
30 min bei 4 °C inkubiert. Zur Entfernung ungebundener Antikérper wurden die Zellen zweimal mit
200 pL 1x Permeabilisierungspuffer gewaschen (s.o.). Ein weiterer Waschschritt mit GM-Puffer diente
dazu, die reversible Permeabilisierung der Zellen wieder aufzuldsen, sodass keine Proteine aus der
Zelle heraus diffundieren konnten. AbschlieBend wurden die Zellen, wie bei der reinen Oberflachen
Farbung, in 110 pL GM-Puffer aufgenommen und in 500 puL Rundboden-Réhrchen Gberfihrt. Im Falle
des Nachweises von Zytokinen, wurden die Zellen zuvor stimuliert. Die Stimulation erfolgte entweder
Uber Nacht auf mit anti-CD3 und anti-CD28 beschichteten Platten oder durch 5-stiindige Stimulation

mit dem Calciumionophor lonomycin (1 uM) zusammen mit dem Protein Kinase C Aktivator Phorbol-
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12-Myristat-13-acetat (PMA 20 ng/mL). In beiden Fallen wurden die Zellen, wahrend der letzten 5 h
der Stimulation, aus einer 1000x Stocklésung (1:1000) mit 1x Monensin versetzt. Monensin inhibiert
die Aktivitat des Golgi Apparats und verhindert so, dass produzierte Zytokine sezerniert werden. Es
bewirkt also eine Akkumulation produzierter Zytokine in der Zelle. Mit dieser Technik kann demnach
die Zytokinproduktion einzelner Zellen innerhalb einer heterogenen Zellsuspension bestimmt
werden. Alle Proben wurden mit Hilfe eines LSR Il Durchflusszytometers der Firma BD (Franklyn
Lakes, USA) vermessen. Sowohl Dubletten, als auch tote Zellen und Zelltrimmer wurden mit Hilfe
verschiedener FSC/SSC Darstellungen aus der Messung ausgeschlossen. Fiir einen Teil der
Experimente wurden die toten Zellen zudem mit Hilfe einer Lebend/Tot Farbung aus der Analyse
ausgeschlossen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der BD FACS Diva Software. Wie zuvor
bereits in Abschnitt 2.12.3 beschrieben, wurde die Durchflusszytometrie auch zur lIsolation
hochreiner T-Zellpopulationen verwendet. Hierzu wurden die Zellen, wie in Abschnitt 2.12.3 erldutert
gefarbt und anschliefend in einem Aria Il FACS-Sorter der Firma BD sortiert. Dabei werden zunachst,
wie beim gewohnlichen Durchflusszytometer, die gewiinschten Zellparameter gemessen. Zellen,
welche die gewilinschten Kriterien erfillen kdonnen darauf sortiert werden. Dazu wird der
FlUssigkeitsstrahl, durch den die Zellen geleitet werden, durch ein spezielles Keramikteil, die so
genannte Nozzle, in Schwingung versetzt. Es kommt zum abreiflen des Strahls, der darauf in Tropfen
zerfallt. Tropfen, die die gewlinschten Zellen enthalten, werden zwischen zwei Plattenkondensatoren
polarisiert und in die gewinschte Richtung abgelenkt. AnschlieRend werden die Tropfen mit den

gewinschten Zellen in einem ReaktionsgefaR aufgefangen.

2.17 Enzyme-linked-Immunosorbend-Assays (ELISA)

Um die Produktion verschiedener Zytokine durch T-Zellen in Kulturiiberstianden, oder Antikorpertiter
in Seren quantitativ zu bestimmen, wurde die Methode des , Enzym-linked Immunosorbent Assay”
(ELISA) angewendet. Alle ELISA wurden nach dem Prinzip der Sandwich Methode durchgefiihrt. Dabei
lassen sich die im Rahmen der Arbeit durchgefiihrten ELISA, wie in Abbildung 2.1 dargestellt, in drei
Gruppen einteilen: Zytokin-spezifische ELISA, ELISA zur Detektion unterschiedlicher OVA-spezifischer
Antikorper-lsotypen, sowie ELISA zum Nachweis von Gesamt- und OVA-spezifischem IgE. Die Gruppe
der Zytokin-spezifischen ELISA umfassen IFN-@, IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 ELISA, wéhrend
OVA-spezifische 1gG1 und 1gG2b ELISA zur zweiten Gruppe gehéren. In die Gruppe der
IgE-spezifischen ELISA lassen sich die ELISA zum Nachweis des totalen und OVA-spezifischen IgE

einteilen. Alle ELISA sind dabei in ihrer Durchflihrung mit gewissen Modifikationen versehen, die in
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Abbildung 2.1 sowie Tabelle 2.7 schematisch dargestellt sind. Die grundsatzlichen Einzelschritte der

verschiedenen ELISA sind jedoch vom Prinzip her identisch und werden im Folgenden erldutert.

12345678910112

o 96-Well Mikrotiterplatte

OVA-spezifische

2Zytokin-spezifischer Antiks ot IgE Isotypen
ntikorper-iso en
ELISA EUSA P ELISA Legende:
¢ + % Abfangantikorper

Coaten mit:

v
Abfangantikérper , - |; : ; ; ;I |, YYYY. I <> Ovalbumin (OVA)
S0uL/Well M XYYY

o Block-Agenz (BSA bzw. FCS)

¢ ¢ ¥ Zytokin

Blocken mit: ¢

FCS- 0. BSA-haltigem |; ; ; ; ;I |E:S:YMHEYI ={ OVA-spezifischer Antikérper
Blockpuffer YIOY N 110

50uL/Well ={ IgE Antikérper

¢ ¢ ¢ s{, biotinylierter Detektionsantikorper
Titration des <
nachzuweisenden |\§ ) ’I |;'<; =Z§. II |2§SEVEEMKI g biotinyliertes OVA
Antigens: Xl 2l 2

50uL/Well einer Spalte Q an Streptavidin konjugierte
1:2 titriert ¢ ¢ Merrettich Peroxidase

- ' $
oo | 56 il
antikérper:

50puL/Well ¢
@
Sterptavidin- Q _? <§ %
gekoppeltes Enzym: N -.{ -{
50uL/Well

Entwicklung des ELISA:
50uL/Well mit Substratpuffer

123456789101112

Abbildung 2.1: Schema zur Durchfiihrung verschiedener ELISA. Im Rahmen der Arbeit wurden unterschiedliche ELISA
durchgefiihrt, die sich in drei Gruppen einteilen lassen: Zytokin-spezifische (IFN-B, IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13),
OVA-spezifische Antikorper-Isotypen (IgG1 und 1gG2b) und IgE-spezifische ELISA (totales und OVA-spezifisches IgE). Die

Durchfiihrung fir jeden dieser ELISA ist schematisch dargestellt.

Im ersten Schritt dem sogenannten ,,Coaten” wird die Oberflache jedes Wells einer Mikrotiterplatte
mit einem Abfangantikorper oder einem Stoff beschichtet, der das spater Nachzuweisende Antigen
(Zytokin oder Antikorper) aus einer Losung abfangt. Hierzu wird die Platte mit je 50 pL einer Losung,
des jeweiligen Abfangantikérpers bzw. Ovalbumin inkubiert, wodurch dieser(s) an die Platte

adsorbiert. Ungebundener Antikérper wird durch zweimaliges Waschen mit einem Detergenz
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haltigen Waschpuffer entfernt. Hierzu wird die Platte abwechselnd ausgeklopft und jedes Well mit
ca. 200 pL Waschpuffer gefillt. Im zweiten Schritt, dem ,Blocken” werden unspezifische
Bindungsstellen auf der Platte abgedeckt, indem jedes Well mit Proteinen ohne Bezug zum Antigen
(im allgemeinen BSA oder FCS) inkubiert wird. Die Proteine im Blockpuffer adsorbieren an diese
unspezifischen Bindestellen, wodurch das Hintergrundsignal bei der spateren Detektion des Antigens
reduziert wird. Im folgenden Schritt wird das nachzuweisende Antigen durch den spezifischen
Abfang-Antikérper oder im Falle OVA-spezifischer Antikdrper deren spezifische Bindung an
Ovalbumin, an die Platte gebunden. Hierzu werden 50 uL der zu untersuchenden Kulturiberstinde
oder vorverdiinnter Seren in je eine Spalte der 96Well-Mikrotiterplatte gefiillt. AnschlieBend werden
diese gemeinsam mit einem Standard des Antigens bekannter Konzentration seriell 1:2 (iber die
Spalte hinweg titriert. Durch die Titration des Standards ldsst sich spdter die Konzentration des
Zytokins/Antikorpers in den Proben mittels linearer Regression bestimmen. Zusatzlich wird durch die
Titration erreicht, dass auch Proben mit extrem hoher Antigenkonzentration in einen Bereich
gelangen, indem sich das spatere Detektionssignal proportional mit der Antigenkonzentration seriell
1:2 verdiinnt. Es folgen erneut zwei Waschschritte, bei denen unspezifische Bestandteile
weggewaschen werden. Im nachsten Schritt erfolgt die Bindung eines biotinylierten
Detektionsantikorpers, der jedoch an ein anderes Epitop des Antigens bindet als der Abfang-
Antikorper. Im Falle des Nachweises von verschiedenen Antikorper-Isotypen, bindet der
Detektionsantikorper an Bereiche des nachzuweisenden Antikdrpers, die fir den jeweiligen Isotyp
spezifisch sind. Die ELISA zum Nachweis Ovalbumin-spezifischen IgEs unterscheiden sich an dieser
Stelle, da hier biotinyliertes Ovalbumin zur Detektion eingesetzt wird (siehe Abbildung 2.1, IgE
Isotypen ELISA, linke Halfte des Wells). Auf die Besonderheit des Ovalbumin-spezifischen IgE ELISA
wird daher in Abschnitt 2.19.7 genauer eingegangen. Durch erneutes zweimaliges Waschen (s.o.)
wird ungebundener Detektions-Antikorper entfernt. Die Biotinylierung des Detektions-Antikdrpers
erlaubt im nachsten Schritt die Bindung eines an Streptavidin gekoppelten Enzyms (im Allgemeinen
Merrettich Peroxidase). Hierzu wird die gewaschene Platte erneut mit 50 uL der entsprechend
verdliinnten Enzymldsung inkubiert. Es folgen erneut zwei Waschschritte, bei denen ungebundenes
Enzym weggewaschen wird. Im letzten Schritt, der , Entwicklung des ELISA”, wird jedes Well der
Platte mit 50 pL einer Substratldosung inkubiert. Dabei setzt die Merrettich Peroxidase das Substrat in
einer Oxidation um, wodurch es zu einem Farbumschlag kommt. Die Starke der Farbreaktion ist
dabei direkt proportional zur Menge des an die Platte fixierten Antigens bzw. Enzyms. Nach
Inkubation erfolgt die photometrische Messung im Tecan Reader, einem fir Mikrotiterplatten
geeigneten Photometer. Alle Inkubationsschritte erfolgten in einem Volumen von 50 pL/Well. Die
Dauer der einzelnen Inkubationsschritte, sowie deren Temperatur, Antikérperkonzentrationen,

Farbsubstrat und Puffer unterscheiden sich bei jedem ELISA. Die spezifischen Eigenheiten jedes
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ELISAs sind daher in der folgenden Tabelle 2.7 zusammengefasst. Beispielsweise wurden ELISAs, die
im Zusammenhang mit Asthma-Experimenten durchgefiihrt wurden, mit FCS-haltigem Puffer
geblockt, wahrend das Blocken der restlichen ELISA mit BSA erfolgte. Des Weiteren wurde die
Farbentwicklung bei ersteren ELISAs, mit einem anderen Substrat (TMB) durchgefiihrt, weshalb in
diesem Fall die Farbreaktion durch Zugabe einer Abstopplosung mit saurem pH Wert vor der
Messung beendet wurde. Im Falle der Zytokin-spezifischen IL-4, IL-5, IL-13, IFN-B und IL-10 erfolgte
die Auswertung der ELISA in Excel (Microsoft Corp., Redmont, WA, USA) mit Hilfe eines Makros, fir
dessen Entwicklung zu wesentlichen Teilen S. Jin (Institut fir Immunologie, Universitdt Mainz)
verantwortlich war. ELISA zur Bestimmung der Titer von Antikorper Isotypen wurden wie folgt
ausgewertet. Mittels Tecan Reader wurde in jedem Well der Platte die Absorption bei einer
Wellenldange von 450 nm bestimmt. Unter Durchfiihrung der linearen Regression wurde anschlieRend
der antigenspezifische Antikorpertiter der Seren bestimmt, bei dem eine Absorption von 0,2 vorliegt.
ELISA, die unter Zuhilfenahme von Kit Systemen durchgefihrt wurden, wurden nach Vorgaben des
Herstellers durchgefiihrt und flir das im Rahmen dieser Arbeit verwendete jeweilige Versuchssystem

optimiert.

Zytokin/lIsotyp: | Primédrantikérper: Standard Sekundarantikérper: | Substrat:
IL-4 Klon 1D11.2 Standard Klon 24G2-bio ABTS 1mg/mL
(ex vivo und 1pg/mL (1:4000) 500U/mL 0,6pg/mL (1:1666) in Citratpuffer
Asthma) 1h37°Coder ii.N. 4 °C 1:2im 1.Well 1h37°C 1:4000 30%ig H,0,
1h37°C Messung 410nm
IFN- Klon R46A2 Standard Klon AN18.17.24-bio ABTS 1mg/mL
2ug/mL (1:500) 50pg/mL 0,45ug/mL (1:2222) in Citratpuffer
1h37°Coderi.N.4°C 1:2im 1.Well 1h37°C 1:4000 30%ig H,0,
1h37°C Messung 410nm
IL-10 Klon JES5-2A5 Standard Klon SXC-1-bio ABTS 1mg/mL
(BD Pharmingen) 400ng/mL (BD Pharmingen) in Citratpuffer
4pg/mL (1:250) 1:2 im 1.Well 1pg/mL (1:500) 1:4000 30%ig H,0,
1h37°Coderi.N.4°C 1h37°C 1h37°C Messung 410nm
IL-5 (Asthma) (BD, OptEIA Standard (BD, OptEIA BD Pharmingen
Mouse IL-5 ELISA Kit) 1ng/mL Mouse IL-5 ELISA Kit) Substrat OptEIA
(1:250) 1:2 im 1.Well (1:250)
G.N.4°C 2 hRT 1hRT
Gemeinsam mit Enzym-
reagent (1:250)
IL-13 (Asthma) (R&D, Duo Set ELISA Standard (R&D, Duo Set ELISA BD Pharmingen
mouse IL-13) 4ng/mL mouse IL-13) Substrat OptEIA
4ug/mL (1:180) 1:2im 1.Well 0,2pug/mL (1:180)
i.N.4°C 2hRT 2 hRT
IFN-BI (Asthma) (BD, OptEIA Standard (BD, OptEIA BD Pharmingen
Mouse IFN-BI ELISA Kit) 200pg/mL Mouse IFN-BI ELISA Kit) Substrat OptEIA
(1:250) 1:2 im 1.Well (1:250)
i.N.4°C 2hRT 1hRT
Gemeinsam mit Enzym-
reagent (1:250)
Totales IgE (BD, OptEIA Standard (BD, OptEIA BD Pharmingen
Mouse IgE ELISA Kit) 100ng/mL Mouse IgE ELISA Kit) Substrat OptEIA
(1:250) 1:2im 1.Well (1:250)
i.N.4°C 2hRT 1hRT
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Gemeinsam mit Enzym-
reagent (1:250)
OVA-spezifisches algE Klon EM95.3.1 Serumkontrolle Biotinyliertes OVA BD Pharmingen
IgE 4ug/mL AG Buhl/ Reuter 8ug/mL Substrat OptEIA
(Asthma) U.N.4°C 1:2im 1.Well 1hRT
2hRT AG Buhl/ Reuter
OVA-spezifisches Ovalbumin Serumkontrolle Klon A85-1-bio BD Pharmingen
lIgG1 (25pug/mL) AG Buhl/ Reuter (BD Pharmingen) Substrat OptEIA
(Asthma) U.N.4°C 1:2im 1.Well 1:250
2hRT 1h RT
OVA-spezifisches Ovalbumin Serumkontrolle Klon R13-3-bio BD Pharmingen
1gG2b (25ug/mL) AG Buhl/ Reuter (BD Pharmingen) Substrat OptEIA
(Asthma) U.N.4°C 1:2im 1.Well 1:250
2hRT 1h RT

Tabelle 2.7: Zusammenfassung der Klone verschiedener Primar- und Sekundarantikérper, Konzentrationen,
Temperaturen, Inkubationszeiten, sowie Substrate zur ELISA Entwicklung

2.18 Blutentnahme

Zur Analyse der Titer verschiedener Antikérper Isotypen in unbehandelten Tieren, sowie im Rahmen

Tregx/x

von Asthma Experimenten, wurde CK2pB Mausen verschiedenen Alters Blut entnommen. Die

Tregx/x

Blutentnahme an unbehandelten CK2[ Mausen erfolgte (ber Inzision der Schwanzvene. Im

Rahmen von Asthma Experimenten, wurde CK2B"*®"*

Mausen die Vena cava inferior durchtrennt,
wobei sich das Blut in der Brusthdohle sammelte. In beiden Fallen wurde das Blut in einem 1,5 mL
Reaktionsgefdal® gesammelt und fiir 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde der
Blutkuchen entnommen und das Serum bei 1500xg fur 10 min zentrifugiert. Darauf wurde der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt. Aus diesem Serum wurden mittels ELISA die Titer

verschiedener Antikérper-Isotypen ermittelt.

2.19 Asthma in vivo Experimente

2.19.1 Versuchsplanung, Inmunisierung und Vernebeln

Zur Untersuchung der Treg-vermittelten Suppression wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit
folgende in vivo Versuche durchgefiihrt. Es wurde das Modell des murinen Asthma-bronchiales
(Asthma) als Th2-vermitteltes Krankheitsmodell gewahlt. Beim Asthma handelt es sich um eine
komplexe Erkrankung der Atemwege, die mit chronischen Entziindungen, sowie einer
Uberempfindlichkeitsreaktion der Atemwege (,,Airway hyperresponsiveness“ AHR) einhergeht™. Fiir

die Entstehung von Asthma sind neben eosinophilen Granulozyten und Mastzellen vor allem

Th2-Zellen verantwortlich. Letztere produzieren Zytokine wie z.B. IL-4, IL-5 und IL-13. Wahrend IL-4
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kritisch fur die Differenzierung weiterer Th-2 Zellen ist'

, wirkt IL-5 vor allem chemotaktisch und
fuhrt zur Einwanderung und Aktivierung von eosinophilen Granulozyten in die Lunge'”. Dort
entleeren die eosinophilen Granulozyten ihre zytotoxischen Granula, wodurch die, aus den Granula
freigesetzten, zytotoxischen, Substanzen das Lungenepithelgewebe zerstéren''®. Das von Th2-Zellen
produzierte IL-4 bewirkt zudem, gemeinsam mit IL-13, den Klassenwechsel und die Produktion von

114,115

Antikdrpern des IgE Isotyps durch antigenspezifische B-Zellen Dieses wiederum fihrt zur

weiteren Aktivierung von Mastzellen und basophilen Granulozyten, durch die Kreuzvernetzung

membranstandiger IgE Rezeptoren (FceRI)™

. IL-13 fordert zusatzlich eine erhéhte Schleimproduktion
des Lungenepithels und die Entwicklung von Becherzellmetaplasien'*. Als Folge kommt es zu einer
Entziindung des Lungengewebes, sowie der im oberen Textverlauf beschriebenen AHR. Fiir die
Durchfiihrung eines, moglichst Th2-basierten, Asthma Modells, wurde das in Abbildung 2.2
dargestellte Versuchsschema verwendet. Durch antigenspezifische Immunisierung mit Ovalbumin

(OVA) wird dabei die T-Zellabhéngigkeit des Modells gewéhrleistet.

>
| |l

d0: Immunisierung di5, d16: Provokation d18: Aufarbeitung
20pg OVA/2mg Alum 20 min Vernebeln - Histologie
bzw. PBS mit 1%ige OVA-Losung - Bronchoalveolére Lavage
i.p. (BAL)

- Restimulation tLN
fuir Zytokin-ELISA
- Seren fir
Isotypen-ELISA

Abbildung 2.2: Schema zur Durchfiihrung von Asthma Experimenten. An Versuchstag dO wurden die Versuchstiere durch
intraperitoneale Injektion von 20 pg OVA zusammen mit 2 mg Aluminiumhydroxid in 100 pL 1xPBS immunisiert.
Unsensibilisierten Kontrolltieren wurde lediglich 1xPBS verabreicht. Zwei Wochen spater erfolgte die erneute, zweimalige
Provokation aller Versuchstiere mit 1%iger OVA-L&sung, mittels 20minitigen Vernebelns. An Versuchstag 18 erfolgte die
Aufarbeitung der Versuchstiere und die Charakterisierung der Entziindung der Atemwege (iber, Histologische Schnitte, der
Analyse der bronchoalveoldren Lavage (BAL), der Charakterisierung der Titer OVA-spezifischer Antikorper Isotypen im Blut,

sowie der Zytokinproduktion trachealer Lymphknotenzellen.

Der erste Schritt in der Durchfiihrung der Asthma Experimente besteht in der antigenspezifischen
Immunisierung der Versuchstiere mit einer Mischung aus OVA und Aluminiumhydroxid (Alum) durch
intraperitoneale Injektion an Versuchstag d0. Durch diese Immunisierung kommt es zur

antigenspezifischen Expansion von T- und B-Zellen, die spezifisch auf OVA reagieren.
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Aluminiumhydroxid wirkt dabei als Adjuvanzf, das die Immunreaktion gegen OVA noch verstarkt. An
den Versuchstagen d15 und d16 werden die Tiere durch 20minitiges vernebeln mit OVA, lber die
Lunge, erneut dem spezifischen Antigen ausgesetzt. Hierdurch kommt es zur gezielten
Entzlindungsreaktion in der Lunge. Die Analyse der Versuchstiere erfolgt an Tag d18, wahrend der
die Entziindungsreaktion durch verschiedene Parameter charakterisiert wird. Im Folgenden wird die
Durchfiihrung der verschiedenen Techniken beschrieben, welche zur Charakterisierung der
Entziindungsreaktion in der Lunge angewendet wurden. Die folgende Tabelle fasst die in den

Experimenten unterschiedenen Versuchsgruppen und ihre jeweilige Behandlung zusammen.

Versuchsgruppe: Immunisierung d0: Provokation d15,d16:
CK2B™ " unsens 1xPBS 1%ige OVA-LSsung
CK2B®” unsens 1xPBS 1%ige OVA-L6sung

CK2R™E* sens

20 pug OVA/ 2 mg Alum in
1xPBS

1%ige OVA-LOsung

CK2B"¢" sens

20 pg OVA/ 2 mg Alum in

1%ige OVA-LOsung

1xPBS

Tabelle 2.8: Auffiihrung der in Asthma Experimenten unterschiedenen Versuchsgruppen und ihre individuelle

Behandlung

2.19.2 Histologie

Zum Nachweis der pathologischen Veranderungen der Lunge im Rahmen der Asthma Versuche
wurden Gewebeschnitte von Lungen angefertigt. Der erste Schritt bestand in der Prdparation der

Lungen.

Praparation der Lungen und Fixierung des Gewebes

Zur Praparation der Lungen wurde den Versuchsmdusen zunachst wie folgt ein Tubus gelegt. Hierzu
wurden Fell und Haut durch einen Schnitt vom Kinn bis zum Schliisselbein zur Seite prapariert und
entfernt. AnschlieBend wurde die Luftrohre freigelegt, indem Speicheldriisen und Muscelus
sternohyoides mit Hilfe zweier Pinzetten auseinandergezogen wurden. Das die Luftréhre
umschlieBende Gewebe wurde mit einer Praparierschere angeritzt und entfernt. Die Trachea wurde
darauf vorsichtig mit Hilfe einer Pinzette angehoben und unter ihr ein chirurgischer Faden

durchgefiihrt. Durch einen Querschnitt unterhalb des Kehlkopfs wurde die Trachea dann zur Halfte

fAdjuvanz: Hilfsstoff, der die Ausbildung von Immunreaktion gegen Antigene, verstarkt.
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gedffnet. In diese Offnung wurde der Tubus eingefiihrt und mit Hilfe des chirugischen Fadens in der
Trachea fixiert. Die Lunge wurde wie folgt prapariert. Zunachst wurde die Haut vom Schnitt am Kinn
ausgehend Richtung Bauchraum aufgeschnitten und zur Seite prapariert. AnschlieBRend wurde der
Bauchraum unterhalb des Brustkorbs getffnet. Das Zwerchfell wurde zerschnitten, wodurch die
Lunge kollabiert. Darauf wurde der Brustkorb herauspradpariert. Wie folgend in Abschnitt 2.19.3
beschrieben, wurde die bronchoalveoldre Lavage entnommen. AnschlieBend wurden {iber den Tubus
10 mL Histofix® in die Lunge injiziert. Hierdurch wurden die Lungen entfaltet, wodurch spater eine
moglichst homogene und entfaltete Gewebestruktur erhalten wird. Der im Histofix® enthaltene
Formaldehyd bildet zwischen den Aminogruppen von Proteinen Hydroxymethylbriicken, wodurch die
Fixierung erfolgt. Darauffolgend wurde die Lunge unterhalb des Tubus mit chirurgischem Garn
abgebunden, der Tubus entfernt und die Lunge aus der Brusthéhle herausprépariert. Bis zur weiteren

Verarbeitung wurde die Lunge in ein mit Histofix® befiilltes 15 mL Rekaktionsgefal$ tiberfiihrt.

Einbettung der Lungen in Paraffin und Anfertigen von Gewebeschnitten

Der nachste Schritt bestand in der Einbettung der Schnitte in Paraffin. Dieser Schritt gewahrleistet
die Stabilitdat der Gewebeschnitte auch bei geringer Schichtdicke. Dazu wurden die Lungen aus dem
Histofix® entnommen und auf eine beschriftete Eindeckkapsel gelegt. Uber Nacht wurden die
Kapseln in einem Automaten entwassert. Anschlieend wurden die Eindeckkapseln inklusive der
entwadsserten Lungen auf eine Warmeplatte gelegt. Parallel wurde der Boden eines AusgielSformchen
mit warmem Paraffin bedeckt. Die Lunge wurde in das weiche Paraffin Gberfihrt und dort
ausgerichtet. Die beschriftete Eindeckkapsel wurde auf das AusgieRformchen gelegt und lber dessen
Locher die Lunge vollstandig mit Paraffin bedeckt. Zum Ausharten wurde das Férmchen fir 30 min
bei -20 °C auf einer Kiihlplatte inkubiert. AnschlieBend wurden die geharteten Paraffinblocke aus den
Formchen entnommen und Uberschiissiges Paraffin mit entsprechendem Werkzeug entfernt. Der
folgende Schritt bestand in der Anfertigung der Schnitte. Dazu wurden die Paraffinblocke zunachst
fir 30 min bei -15 °C auf der Kdihlplatte abgekiihlt und darauf in ein halbautomatisches
Rotationsmikrotom eingespannt. Bei einem Vorschub von 20 um wurden die Blocke so lange
geschnitten, bis eine geeignete Schnittebene erreicht wurde. Erneut wurden die Blocke kurz
bei -15 °C abgeklhlt und darauf wieder ins Mikrotom eingespannt. Der Vorschub wurde auf 4 um
reduziert und die Blocke geschnitten. Die erhaltenen Gewebeschnitte wurden in ein Miniwasserbad
Uberfiihrt, wodurch sich die Schnitte strecken. Im Wasserbad wurden je zwei Schnitte auf einen
Objekttrager gelegt. AnschlieRend wurden die Objekttrager flir 30 min bei 50 °C auf einer
Warmeplatte getrocknet. Darauffolgend wurden die Schnitte 20 min in einem Trockenschrank bei

60 °C inkubiert und anschliefend abgekiihlt.
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Entparaffinierung der Gewebeschnitte

Im letzten Schritt wurden die Gewebeschnitte gefarbt. Dazu mussten die Schnitte jedoch zunachst
entparaffiniert werden. Die Entparaffinierung erfolgte, indem die Schnitte zunachst zweimal fir
5 min in Xylol inkubiert wurden. AnschlieBend wurden sie in verschiedenen alkoholischen Badern
gewaschen. Hierzu wurden die Schnitte je zweimal in 100%igem, dann 96%igem und abschliefend
einmal in 70%igem Alkohol fir je 2 min inkubiert. AbschlieBend wurden die Schnitte noch einmal fir
2 min in Aqua dest. inkubiert. Fir die histologische Untersuchung der Lungen wurden im Rahmen

dieser Arbeit zwei verschiedene Farbemethoden verwendet.

Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Firbung)

Mit Hilfe der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) wurden entparaffinierte Gewebeschnitte der
Lunge eingefarbt um krankhafte, inflammatorische Infiltrate sichtbar zu machen. Hamatoxylin,
welches zur Farbung zu Hamalaun aufbereitet wird, farbt alle sauren bzw. basophilen Strukturen
blau. Hierdurch werden vor allem Zellkerne, inklusive der enthaltenen DNA, sowie das raue
Endoplasmatische Retikulum gefarbt. Eosin dagegen farbt acidophile Strukturen, wie Zellplasma und
dessen Proteine rot an. Fir die Farbung wurden die Schnitte in einem Farbegestell einsortiert.
Hamalaun Stammlosung (Merck, Darmstadt) wurde 1:5 mit Aqua dest. verdiinnt. Diese Farbel6sung
wurde in einen Farbeglaskasten gefiillt. Die Schnitte im Gestell wurden in dieser Losung 5-7 min
inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte in einem weiteren, mit Aqua dest. befillten
Farbeglaskasten Uberfiihrt. Wahrend der 5minitigen Inkubation unter flieBendem Wasser wurde
dabei (berschissige Farbelosung entfernt. Darauffolgend wurden die Schnitte fiir 40 sek in
Eosinfarbelosung in einem weiteren Farbeglaskasten inkubiert. Die Eosinfarbelésung wurde zuvor
aus Eosinstammldsung unter Zugabe von 6 Tropfen Eisessig hergestellt. Nach kurzem Absplilen unter
Leitungswasser wurden die gefarbten Schnitte dann wieder eingedeckt. Hierzu wurden die Schnitte
in alkoholischen Losungen aufsteigender Alkoholkonzentration entwassert. Dazu wurden die Schnitte
kurz in 70%igen, 96%igen und 100%igen Alkohol gehalten. Zwischen den Alkoholbddern wurden die
Schnitte jeweils sorgfaltig abtropfen gelassen. AbschlieRend wurden die Gewebeschnitte zweimal in
Xylol getaucht und darauf mit Entelan eingedeckt. Das Ausmal der Inflammation wurde in einer
Lichtmikroskopischen Analyse anhand der Infiltration von Entziindungszellen in einem ,Lungen

Inflammations Score” vergleichend bestimmt.
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Periodsdure-Leukofuchsin-Farbung (PAS-Farbung)

Mit Hilfe der Periodsaure-Leukofuchsin-Farbung (PAS-Farbung: Periodic acid-schiff stain) wurden
entparaffinierte Gewebeschnitte der Lunge eingefarbt. Die PAS-Farbung ermdglicht den Nachweis
von Becherzellmethaplasien und der Mukusproduktion von Lungenepithelzellen. Zunachst werden
durch Periodsdure freie Glycolgruppen zu zwei Aldehydgruppen oxidiert. Anschliefend werden die
Proben mit Schiff'schem Reagenz inkubiert. Dieses enthalt Fuchsinschweflige Sdure. Die Saure
reagiert mit den oxidierten Aldehydgruppen, wodurch es schlielRlich zu einer rot-violetten Farbung
der Fuchsinschwefligen Sdure kommt. Durch PAS-Farbung werden Glykogen, Cellulose, neutrale
Mukopolysaccharide, Muko- und Glykoproteine, sowie Glykolipide gefarbt. Wie zur HE-Farbung
wurden die Schnitte in ein Farbegestell eingelegt und fiir 10 min in 2%iger-Periodsaure inkubiert.
Darauf wurden die Schnitte mit Wasser abgesplilt und kurz in einem Farbeglaskasten mit Aqua dest.
zwischengelagert. AnschlieRend wurden die Gewebeschnitte in einem weiteren Farbeglaskasten mit
Schiff’'schem Reagenz fir 20 min inkubiert. Um Uberschissige Fuchsinschweflige Saure zu entfernen
wurden die Proben zweimal fir 1 min in SO,-haltigem Wasser gewaschen und darauf 10 min unter
flieBendem Wasser gewdssert. Erneut wurden die Schnitte in einem Farbeglaskasten mit Aqua dest.
zwischengelagert. Zur weiteren Farbung wurden die Gewebeproben abschliefend fiir 45 sek in
einem weiteren, mit Hadmalaun gefiillten, Firbeglaskasten inkubiert. Uberschiissiges Hiamalaun
wurde durch 5mindtige Inkubation unter flieRendem Wasser entfernt. SchlieRlich wurden die
Schnitte entwdssert. Hierzu wurden sie zweimal in 100%igem Alkohol und zweimal in Xylol fir je
2 min inkubiert und abschliefend mit Entelan eingedeckt. Unter dem Mikroskop wurde mit Hilfe der
analySIS® 3.2 Software (Soft Imaging Systems GmbH, Miinster, Deutschland), die Anzahl der PAS’
Zellen pro mm Bronchus, als MaR der pathologischen Mukusproduktion und Becherzellmethaplasie,

ermittelt.

2.19.3 Analyse der bronchoalveolidren Lavage (BAL)

Um die zellulire Zusammensetzung in den Atemwegen zu untersuchen wurde bei den
Versuchstieren eine bronchoalveoldre Lavage (BAL) durchgefiihrt. Hierzu wurde den mit Narcoren
betdubten Versuchstieren wie in Abschnitt 2.19.2 beschrieben ein Tubus in die Luftrohre gelegt. Zur
Gewinnung der BAL, wurde Uber den Tubus 1 mL 1xPBS in die Lunge gespritzt. Von diesem 1 mL
konnten, durch langsames herausziehen Uber eine Spritze, 500-900 uL BAL gewonnen werden. Die
BAL wurde in ein 1,5 mL ReaktionsgefalR (berflihrt und 10 min bei 1500xg zentrifugiert. Die
Uberstinde wurden in ein neues 1,5 mL ReaktionsgefaR Uberfiihrt und bei -80 °C gelagert. Das

Zellpellet wurde in 200 pL 1xPBS aufgenommen. Um die zelluldre Zusammensetzung dieser, in die
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BAL infiltrierten, Zellen zu ermitteln wurden Zytospins angefertigt. Hierbei wurden Objekttrager,
sowie Filterpapier und ein Trichter auf einem Zytofugenhalter befestigt und entsprechend in der
Zytofuge (einer Zentrifuge mit einem Rotor fir Zytofugenhalter) angebracht. 100 pL der BAL-
Zellsuspension wurden in den Trichter pipettiert und die Proben bei 75xg fir 10 min zentrifugiert.
Hierbei werden die Zellen in einem kleinen Bereich auf dem Objekttrager fokusiert und anschlieRend
fir 10 min an der Luft getrocknet. Mit Hilfe des Hemacolor® (IVD)-Kits wurden die Zellen auf dem
Zytospin fixiert und eine HE-Farbung durchgefihrt. Hierzu wurden die Zytospins nacheinander je 5
mal flr 1 sek in Fixier-, Himalaun-Farbe- und Eosin-Farbeldsung getaucht. Zwischen den Fixier- bzw.
Farbeschritten wurden die Zytospins griindlich abtropfen lassen und abschlieBend mit destiliertem
Wasser abgespllt. AbschlieRend wurde die zelluldre Zusammensetzung der BAL mit Hilfe eines
Lichtmikroskops bestimmt. Anhand ihrer charakteristischen Morphologie wurden hierbei alveolare
Makrophagen, Lymphozyten, sowie Neutrophile und Eosinophile Granulozyten unterschieden. Pro
Zytospin wurden 200 Zellen bestimmt und anhand der gewonnenen BAL Menge die absolute und

relative Zellzusammensetzung berechnet.

2.19.4 Gewinnung von Seren

Zur Bestimmung der Titer von OVA-spezifischen Antikdrpern in den Seren von Versuchstieren wurde
den Tieren der Asthma Experimente Blut entnommen. Die Durchfiihrung der Blutentnahme im

Rahmen von Asthma Experimenten wurde bereits in Abschnitt 2.18 beschrieben.

2.19.5 Restimulation der Zellen mit OVA ex vivo

Zur Analyse der antigenspezifischen Produktion von Zytokinen im Rahmen der Asthma Experimente
wurden den Versuchsmausen die trachealen Lymphknoten entnommen. Wie in Abschnitt 2.11.2
beschrieben, wurden aus diesen Einzelzellsuspensionen hergestellt. Diese Zellen wurden 5 min bei
1500xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen zu je 1x10’ Zellen/mL in TM5
aufgenommen. 100 pL dieser Zellsuspension wurden in bis zu 8 Wells einer 96Well-Rundbodenplatte
Uberfiihrt. Je 4 Wells mit Lymphknotenzellen wurden mit bzw. ohne OVA Protein restimuliert. Hierzu
wurden entweder 100 uL OVA-L6sung (50 pg/ml in TM5) zur Stimulation mit OVA, oder 100 pL TM10
zur Stimulation ohne OVA zu den entsprechenden Wells gegeben. Die Zellen wurden darauf fir 72 h
im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. AnschlieRend wurden die Uberstinde gewonnen, aus

denen Mittels ELISA die Konzentration verschiedener Zytokine bestimmt werden konnten.
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2.19.6 Zytokin ELISAs

Zur Analyse der antigenspezifischen Produktion der Zytokine IL-4, IL-5, IL-13 und IFN-B wurde die
Methode des ELISA verwendet. Auf die zugrundeliegenden Prinzipien des ELISA wurde zuvor in
Abschnitt 2.17 eingegangen. Tabelle 2.7 enthélt die fiir jeden ELISA individuellen Eigenheiten. Um die
spezifische, durch die Reaktion auf das Antigen OVA entstehende Produktion von Zytokinen, von der
unspezifischen Produktion zu trennen, wurden bei der Auswertung wie folgt verfahren. Die ELISA
wurden jeweils mit Kulturiberstanden von Zellen durchgefiihrt, die mit und ohne OVA, wie unter
2.19.5 beschrieben, stimuliert wurden. Durch Subtraktion der Zytokinkonzentration der ohne OVA
restimulierten Kulturliberstande, von der Zytokinkonzentration der mit OVA restimulierten

Kulturiiberstande wurde die antigenspezifische Zytokinproduktion errechnet.

2.19.7 Antigenspezifische Antikorper ELISA

Im Rahmen von Asthma Experimenten wurden ELISA zur Analyse der antigenspezifischen
Antikorperproduktion durchgefiihrt. Hierbei wurden die Titer der OVA-spezifischen Antikorper-
Isotypen 1gG1, 1gG2b und IgE bestimmt. Die ELISA zur Bestimmung an OVA-spezifischem IgG1 und
IgG2b wurden wie in Abschnitt 2.17 beschrieben durchgefiihrt. Tabelle 2.7 enthalt die fiir diese ELISA
individuellen Eigenheiten. Da die Titer an OVA-spezifischem IgE in der Regel extrem niedrig sind und
daher schwierig zu bestimmen, wurden ELISA zur Bestimmung OVA-spezifischen IgEs nach einem
abgewandelten Protokoll nachgewiesen. Das abgewandelte Protokoll ist notwendig, da sonst beim
ELISA alle OVA-spezifischen Antikdrper im Serum miteinander um Bindungsstellen an OVA
konkurrieren. Daher wurde bei diesem ELISA jedes Well der Mikrotiterplatte zundchst mit 50 uL eines
IgE spezifischen Antikorpers beschichtet. Analog zu den bisher beschriebenen ELISA wurde die Platte
gewaschen und unspezifische Bindungsstellen mit einem BSA-haltigen Puffer blockiert (siehe 2.17).
Im nachsten Schritt wurden die Seren, in geeigneter Vorverdiinnung, Gber die Mikrotiterplatte seriell
1:2 titriert. Durch fiinfmaliges Waschen wurden alle Bestandteile der Seren, die keine IgE Antikdrper
sind, weggewaschen. Es folgte die Zugabe von 50 uL/Well an biotinyliertem OVA. Dieses wurde fir
1 h auf der Platte inkubiert, wodurch das OVA durch die Bindung an die spezifischen IgE Antikdrper
an die Platte fixiert wurde. Erneut folgten flinf Waschritte um ungebundenes Antigen zu entfernen.
SchlieRlich wurde die Platte mit 50 ulL/Well Streptavidin-gekoppelter Meerrettich-Peroxidase
inkubiert. Durch fiinfmaliges Waschen wurde ungebundenes Enzym von der Platte entfernt.
AbschlieBend wurde der ELISA mit Substratlésung entwickelt. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe

2 N Schwefelsdure gestoppt und die Absorption bei 450 nm im Tecan Reader gemessen. Die
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individuellen Eigenheiten dieses ELISA, wie z.B. verwendete Antikorper, Inkubationszeiten und

Substrat sind in Tabelle 2.7 aufgefihrt.

2.20 RNA Praparation

Fiir quantitative Realtime PCR wurde totale RNA aus Tregs und Tcons isoliert. Dazu wurden die Zellen
zunachst bei 1500xg fir 5 min pelletiert. Nach der Zentrifugation wurden die Pellets in 1 mL Tri-
Flussig (Bio&Sell, Feucht, Deutschland) aufgenommen. Zur lsolation wurde im Folgenden eine
Phenol-Chloroform Extraktion angewendet. Hierzu wurde das Tri-Flissig grindlich mit 200 pL
Chloroform vermischt. Nach 5 minitiger Inkubation trennte man die Mischung durch 15 minitige
Zentrifugation bei 12.500xg (4 °C) in drei Phasen auf. 550 uL der oberen, wassrigen Phase, mit der
enthaltenen RNA, wurden abgenommen und mit 1,5 pL Glykogen, sowie 500 pL Isopropanol versetzt
und durchmischt. Erneut wurde 10 min inkubiert. AnschlieBend wurde die RNA durch erneutes
10min(tiges Zentrifugieren bei 12.500xg (4 °C) pelletiert. Das RNA Pellet wurde zweimal mit 1 mL
70%igem Ethanol in DEPC Wasser gewaschen. Anschlieffend wurde die saubere RNA vom Ethanol
befreit, getrocknet und wieder in 20 uL DEPC-Wasser gelost. Durch photometrische Messung wurde
schliefilich die Konzentration der RNA bestimmt. Wie in Abschnitt 2.21 beschrieben, wurde die RNA

durch reverse Transkription in komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben.

2.21 Reverse Transkription (RT)

Die RT dient der Uberfiihrung von RNA, insbesondere messenger RNA (mRNA), in komplementire
DNA (cDNA), mit Hilfe der Reversen Transkriptase. Die cDNA kann schlieflich in der quantitativen
Realtime PCR eingesetzt werden, um z.B. die mRNA Expression verschiedener Gene zu analysieren.
Bei der RT wurden zwei Priming Strategien verwendet um speziell mRNA in cDNA umzuschreiben.
Beim sogenannten Oligo(dT),, Priming wird ein Oligo(dT),, Primer verwendet. Dieser bildet mit dem
Poly(A) Schwanz von mRNA Molekiilen den nétigen, doppelstriangigen Startbereich fiir die Reverse
Transkriptase. Diese Strategie gewadhrleistet die zuverldssige Synthese der cDNA im Bereich des
3'-Endes des mRNA Molekils. Mit zunehmender Entfernung zum Startbereich nimmt jedoch die
Effizienz der RT ab. Bei der Strategie des Random Priming hingegen verwendet man ein Gemisch aus
Hexanukleotiden jeglicher theoretisch denkbarer Sequenzabfolgen. Durch die Verwendung dieser
(dN)g Primermischung wird die cDNA Synthese an verschiedenen Stellen der mRNA initiiert. Die
Random Priming Strategie garantiert, dass alle mRNA Sequenzen aus einer heterogenen Population

gleichmalig in cDNA Molekiile berschrieben werden. Bei dieser Methode ist der Anteil der
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vollstandig kopierten mRNA Molekiile jedoch gering. Um die mRNA jedoch effizient in cDNA
umzuschreiben, wurde in der RT eine Mischung aus Oligo(dT),- und (dN)s-Primern verwendet. In den

RT Experimenten im Rahmen dieser Arbeit wurden 300 ng totale RNA in folgendem RT Ansatz

eingesetzt:

300 ng RNA

1pL p(dN)e [20 ng/ulL]

1L Oligo(dT), [100 ng/uL]

2 uL dNTPs 100 nM

1ul M-MLV Reverse Transkriptase
4 uL 5x RT-Puffer

Die Proben wurden mit DEPC-Wasser auf ein Reaktionsvolumen von 20 uL aufgefiillt. Die RT erfolgte
durch 1 stindige Inkubation bei 37 °C im Wasserbad. AnschlieRend wurden die Proben mit

autoklaviertem Wasser auf 100 uL Gesamtvolumen aufgefiillt.

2.22 Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion (qQRT-PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Amplifikation von DNA. Sie besteht aus
vier Reaktionsschritten. Im ersten Schritt, der DNA-Denaturierung, werden die DNA Doppelstrange
thermisch in Einzelstrange getrennt. Dies ermoglicht im zweiten Schritt, der Primerhybridisierung
(Annealing), die Anlagerung eines Primers an einen spezifischen Teil eines DNA-Einzelstranges. Im
Nachsten Schritt, der Elongation, kommt es zur Synthese des gegenlaufigen Stranges mit Hilfe einer
DNA-Polymerase. Durch gezielte thermisch regulierte Wiederholung dieser Schritte kommt es zur
spezifischen, exponentiellen Amplifikation eines DNA Bereiches, der durch die zugegebenen
Oligonukleotide flankiert wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die qRT-PCR genutzt, mit deren Hilfe
sich das relative Verhaltnis von mRNA Molekiilen in verschiedenen Zellproben vergleichen ldsst. Im
Zuge der Arbeit wurde die mRNA von IRF4, sowie des Haushaltsgens HGPRT (Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyl-Transferase) unter Verwendung des Farbstoffs SYBR GreenER in einem Cycler (iCycler
mylQ, BioRad, Darmstadt, Deutschland) amplifiziert. Der Farbstoff SYBR GreenER kann sich an
doppelstrangige DNA anlagern und gibt dabei ein Fluoreszenzsignal ab. Uber dieses Signal kann man
auf die Menge amplifizierter DNA in der Probe schlieen. Das Haushaltsgen sollte dabei zwischen den
Proben moglichst unabhangig dulRerer Einfllisse exprimiert sein. Es kann daher als interner Standard

verwendet werden. Nach Normalisierung der gemessenen Fluoreszenz auf die des Haushaltsgens,
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lasst sich durch Vergleich der Proben die relative mRNA Expression ermitteln. Diese wurde mit Hilfe
von Excel (Microsoft Corp., Redmont, WA, USA) berechnet. Fiir ein Triplikat wurde folgender PCR

Ansatz pipettiert. Zur Amplifikation der ¢cDNA wurde das in Tabelle 2.9 verwendete Programm

benutzt.
Ansatz fiir Triplikat (3,2x Ansatz) Verwendetes Cycler Programm
Autoklaviertes 28,8 puL Prainkubation 50 °C
H,0
SYBR GreenER 40 uL Aktivierung der 95 °C 15 min
Hot-start Taq
DNA Polymerase
Jeweilige cDNA 8 pL Denaturierung 95 °C 30 sec
Spezifisches 3,2l Annealing 57 °C 30 sec 50x
Oligonukleotid
Elongation 72 °C 1 min
Denaturierung 95 °C 1 min
10 sek Temp. um | 60x
je 0,5 °C gesenkt

Tabelle 2.9: PCR-Ansatz und PCR-Programm der qRT-PCR

Jeder PCR-Ansatz wurde in Triplikaten durchgefihrt.

2.23 Statistik

Die statistische Auswertung der Versuche erfolgte via students t-Test mittels Prism (GraphPad fir
Mac). P-Werte Uber 0,05 wurden hierbei als nicht signifikant (n.s.), P-Werte kleiner oder gleich 0,05
als signifikant (*), P-Werte kleiner oder gleich 0,01 als signifikanter (**) und P-Werte kleiner oder

gleich 0,001 als hochsignifikant (***) angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswirkungen der pharmakologischen Inhibition der Casein Kinase 2 auf

regulatorische T-Zellen

GemaR der in 1.6 dargelegten Zielsetzung dieser Arbeit und basierend auf den in Abschnitt 1.4
beschriebenen Erkenntnissen des komparativen Kinomarrays sollte die Funktion der CK2 in Tregs
charakterisiert werden. Zunachst wurde der CK2 Inhibitor DMAT eingesetzt, um die Aktivitat der CK2
in einem klassischen Treg-basierten Suppressionstest zu blockieren. Hierzu wurden Tregs aus den
Milzen von C57BL/6 Mausen anhand ihrer erh6hten CD25 Proteinexpression (siehe Abschnitt 2.12.1)
mittels MACS isoliert. Per Durchflusszytometrie wurde der Anteil der CD4°CD25'Foxp3* Tregs in
dieser CD25-angereicherten Zellpopulation bestimmt, wobei die CD4"CD25"Foxp3* Tregs nur in den
Suppressionstests eingesetzt wurden, falls ihr Anteil in dieser Zellpopulation 90% (iberstieg.
Zusatzlich wurden aus dem MACS-Durchlauf der Treg-Aufreinigung CD4" Tcons isoliert (siehe
Abschnitt 2.12.2). AnschlieRend wurden Tregs und CD4" Tcons jeweils alleine oder gemeinsam in
einem Tcon:Treg-Verhéltnis von 1:1, 2:1, 4:1 und 8:1 kokultiviert. Mit Hilfe von |6slichem anti-CD3-
Antikérper in Kombination mit Mitomycin C behandelten akzessorischen A20 Zellen, wurden die CD4"
Tcons in den verschiedenen Ansdtzen zur Proliferation angeregt. Um die Auswirkung der
pharmakologischen Inhibition der CK2 auf die Proliferation und Suppression der T-Zellen (in Kokultur
mit Tregs) zu analysieren wurde je eine Versuchsreihe in An- und Abwesenheit von DMAT (2 pM)
angesetzt. Die Proliferation der Zellen wurde, wie in 2.13 beschrieben, durch den Einbau von
radioaktivem *H-Thymidin (*H-TdR) in die DNA gemessen. 3.1 zeigt das reprisentative Resultat eines

solchen Proliferationsassays.
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3.1: Die pharmakologische Inhibition der Aktivitdt der CK2 blockiert die Treg-vermittelte Suppression der Proliferation
CD4" T-Zellen. Aus 8 Wochen alten C57BL/6-Mausen wurden Milzen prépariert. Aus den Milzen wurden gemaR der
Anleitungen in den Abschnitten 2.12.1 und 2.12.2 Tregs und Tcons isoliert. Parallel wurden, wie unter 2.10 angegeben, A20
Zellen mit Mitomycin C behandelt. Die jeweiligen Zellpopulationen wurden in Proliferationsassays, gemaR Abschnitt 2.13, in
An- und Abwesenheit des CK2 Inhibitors DMAT, in einer Konzentration von 2 uM, eingesetzt. Fiir jeden Ansatz mit und ohne
DMAT wurden die Tregs und CD4" Tcons jeweils alleine oder in Kokultur in einem Tcon:Treg-Verhaltnis von 1:1, 2:1, 4:1 und
8:1 stimuliert. Wie in Abschnitt 2.13 erldutert, wurde die Proliferation der Zellen, durch den Einbau radioaktiven *H-TdRs in

die DNA in ,,counts per million“ [CPM] gemessen.

Aus den Ergebnissen in Abbildung 3.1 geht zunichst hervor, dass CD4" Tcons, in Abwesenheit von
Tregs und unabhéangig von DMAT, eine hohe Proliferation aufweisen. Tregs alleine zeigen hingegen
nur eine schwache eigene Proliferation. Zudem zeigt Abbildung 3.1, dass Tregs in der Lage sind, die
Proliferation CD4" Tcons abhingig vom jeweiligen Tcon/Treg-Verhiltnis zu supprimieren. Durch
Inhibition der CK2 Uber die Zugabe von DMAT lasst sich die Treg-vermittelte Suppression der
Proliferation CD4" Tcons dagegen aufheben. Der CK2 Inhibitor DMAT weist jedoch ein gewisses MaR
an Unspezifitat auf und inhibiert neben der CK2 auch weitere Kinasen. Als zusatzliches Werkzeug zur
Charakterisierung der Funktion der CK2 in Tregs wurden daher, flir die weiteren Experimente, Mause
mit konditionaler Deletion der CK2pB in Tregs verwendet. Der folgende Abschnitt 3.2 befasst sich mit
der Generierung dieser Tiere. Der restliche Ergebnissteil beschéaftigt sich mit der Charakterisierung

des Phanotyps und der Analyse der Funktion der CK2 in den Tregs dieser Mause.
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3.2 Generierung einer Treg-spezifischen konditionalen Casein Kinase 2 8

Knock Out Maus (CK2Treg/- Mduse)

3.2.1 Generierung einer Treg-spezifischen konditionalen Casein Kinase 2B Knock Out

Maus (CK23Tres-/- Mause)

Pharmakologische Inhibitoren stellen ein wichtiges Instrument zur Untersuchung der Funktion von
Kinasen dar, jedoch ist ihre Wirksamkeit nicht strikt auf die Inhibition einer einzelnen Kinase
beschrankt. Solche Kinase-Inhibitoren zeigen also ein gewisses Mal an unspezifischer Inhibition. Der
in den vorherigen Experimenten verwendete CK2 Inhibitor DMAT z.B. blockiert in der verwendeten
Konzentration (2 uM) neben der CK2 auch die Aktivitdt der Kinasen PIM-1, PIM-3 sowie HIPK-2 in
gleichem AusmaR''’. Somit kénnen die in Abschnitt 3.1 erhaltenen Ergebnisse nicht eindeutig auf
eine Blockade der Funktion der CK2 zurickgefiihrt werden. Ein alternatives Werkzeug zur
Untersuchung der Funktion der CK2 in Tregs stellen sogenannte "Knockout"-Mause dar. Mause mit
einer Deletion der CK2 in allen Zelltypen des Organismus konnten jedoch nicht zur Untersuchung der
zugrunde liegenden Fragestellungen verwendet werden, da sich eine derartige genetische Mutation

18102 Ays diesem

bereits in frilhen Entwicklungsstadien der Tiere als embryonal lethal auswirkt
Grund wurden mit Hilfe des , Cre-loxP Systems” sogenannte konditionale "knockout" Mause erzeugt,
in denen lediglich Tregs defizient fir die CK2B Untereinheit (UE) sind. Hierzu wurden, wie in
Abschnitt 2.4 des Material & Methoden Teils beschrieben, zwei verschiedene Mausstaimme
miteinander verpaart. Der erste Mausstamm, die sogenannten Foxp3-IRES-Cre Mduse tragen einen
"Knock in", der dazu fuhrt, dass unter der Kontrolle des Foxp3-Promoters die Cre Rekombinase
exprimiert wird’®. In den Tieren des zweiten Mausstammes sind Teile des Gens der CK2B UE (Csnk2b)

192 Werden diese beiden Mausstimme, wie in

von sogenannten loxP sites flankiert (CK2B-floxed)
Abbildung 3.2 A schematisch dargestellt, miteinander verpaart, so werden Tiere generiert, welche in

Foxp3 exprimierenden Zellen keine funktionelle CK2 UE bilden kénnen.
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Generierung Treg-spezifischer konditionaler CK2B "knockout" Mause:
A Schematische Darstellung der Verpaarung von Foxp3-IRES-Cre und CK2B-floxed Mausen, wodurch die gewiinschten

CK2B"™8"-M3use erhalten werden, in denen die CK2B UE spezifisch in Tregs deletiert ist. B Schematische Darstellung der

Treg-/-

Wirkungsweise der Cre Rekombinase in CK2f -Mé&usen. Unter der Kontrolle des Foxp3 Promotors wird die Cre

Rekombinase exprimiert. Diese erkennt im Folgenden ihre Rekombinationssignalsequenzen (loxP sites) um das Csnk2b Gen

und schneidet die dazwischenliegenden Bereiche spezifisch in Foxp3 exprimierenden Tregs aus der DNA.

Wie aus Abbildung 3.2 hervorgeht, wurden CK2B"™87 Miuse geziichtet, die in Foxp3 exprimierenden
Zellen auch die Cre Rekombinase exprimieren. Parallel dazu sind in allen Zellen dieser Tiere Teile des
Gens der CK2B UE (Csnk2b) von loxP sites flankiert. In den Tregs dieser Mause erkennt die Cre
Rekombinase im Folgenden die gleichzeitig in den Zellen enthaltenen Rekombinations-
signalsequenzen (loxP sites) um das Csnk2b Gen. Wie in Abbildung 3.2 B dargestellt bindet die
Rekombinase an diese loxP sites und entfernt die dazwischen liegenden Bereiche aus der DNA.
Hierdurch werden die Exons 1 und 2 des Csnk2b Gens und damit auch der transkriptionelle
Startpunkt der CK2[B aus der DNA entfernt. Weil der Transkriptionsfaktor Foxp3 spezifisch in Tregs

exprimiert wird, sind spezifisch diese Zellen der Mause defizient fir die CK2 UE, wahrend die CK2
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UE in anderen Zellen der Tiere intakt bleibt. Diese konditionalen ,knockout” Mause werden im
Folgenden nur noch als CKZBTreg'/'—Méuse bezeichnet und die nachsten Abschnitte befassen sich mit
der Analyse dieser Tiere. Fiir die weiteren Experimente wurden als CK2B"™¢-Mzuse nur Tiere mit

folgenden Genotypen verwendet:

Geschlecht der Maus: | Foxp3-Cre Status: | CK2B-floxed Status:

Weibchen +/+ +/+

Mannchen + +/+

Tabelle 3.1: Zulissige Genotypen fiir die Verwendung von Tieren als CK2B"8"-Maus

Treg+/+

Als wildtypische Kontrolltiere, im Folgenden bezeichnet als CK2[ -Mause, wurden ausschlieflich

Mause folgender Genotypen verwendet:

Geschlecht der Maus: | Foxp3-Cre Status: | CK2B-floxed Status:
Weibchen -/- +/+
Weibchen -/- +/-
Weibchen -/- -/-
Mannchen - +/+
Mannchen - +/-
Mannchen - -/-
Weibchen +/+ -/-
Weibchen +/- -/-
Weibchen -/- -/-
Mannchen + -/-
Mannchen - -/-

Treg+/+

Tabelle 3.2: Zuldssige Genotypen fiir die Verwendung von Tieren als wildtypische CK2f3 -Kontrolltiere

Alle weiteren genotypischen Kombinationen kénnten dazu fiihren, dass die CK2f UE nicht in allen
Foxp3 exprimierenden Tregs der Mduse deletiert wird, sondern nur beispielsweise in 50% der Tregs.
Die Verwendung solcher Mause wiirde demnach zu Mischeffekten fiihren, daher wurden diese Tiere
fir die weitere Versuchsfiihrung ausgeschlossen. Der folgende Abschnitt befasst sich mit der
Verifizierung des , knockout” in CKZBTreg'/'—Méusen, also der Untersuchung, ob eine erfolgreiche

Deletion der CK2f in den Tregs der Tiere stattgefunden hat.
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3.2.2 \Verifizierung der Deletion der Casein Kinase 2 B UE in regulatorischen T-Zellen

von CK2BTres-/--Mausen

In Abschnitt 3.2.1 wurde die Erzeugung der CK2B™¥/-Miuse beschrieben. Diese Tiere dienen im
Folgenden als entscheidendes Werkzeug, um die Funktion der CK2p UE in Tregs zu untersuchen. Der
erste notwendige Schritt in der Analyse der CKZBTreg'/'—Méuse bestand jedoch in der Verifizierung der

Treg+/+_ u nd

Deletion der CK2B in Tregs. Hierzu wurden CD25" Tregs aus den Milzen von CK2B
CK2B™™E”-M3usen mittels MACS isoliert (siehe Abschnitt 2.12.1) und per Durchflusszytometrie der
Anteil der CD4"CD25"Foxp3” Tregs in dieser CD25-angereicherten Zellpopulation bestimmt. Bei einem
Anteil der CD4"CD25"Foxp3* Tregs von (iber 85% wurde genomische DNA aus den Zellen gewonnen.
Mittels drei verschiedener Polymerasekettenreaktionen (PCR) sollte die Deletion von Teilen des

192 Abbildung 3.3 A zeigt schematisch die in den

Csnk2b Gens in der DNA nachgewiesen werden
verschiedenen PCR Reaktionen durch Amplifikation von Teilen des Csnk2b Gens entstehenden DNA

Fragmente. Fir jede PCR wird ein eigenstandiges Paar ,Primer” verwendet.

70



Ergebnisse

A ) 1+4:2600bp
) 5+4: 246bp B> Primer
—
6+4: 162bp O Exon
— T loxP site
L 22 4
Treg+/+ ¥ r __x
CK2p ) w gl
12 3 4 5 6 78
1+4: 300bp
6+4: 162bp
—
18 4
Treg-/- T
CK2[3Treg w w s
3 4 65 6 78
B Primer Primer Primer C
1+4 4+5 4+6
I+ + 0 & + I & + | % ,
2. 0% 8,8, 8,8 % %
o100 OO0 OO & &
i o i o 0 o $ s
518(5(8|8|5 & &
S I I I 9 )
= =N N = I
glelglel gfe Aktin S
o|lo|lo|lo] oo

t

2000bp 2000bp CKZB . "
500bpe “s 500bp
300bp ) |- 300bp
200bp s | emn 200bp
100bp 100bp

Abbildung 3.3: Verifizierung der Deletion der CK2B UE in Tregs von CKZBTreg'I' Mausen: A Schematische Darstellung des
intakten, sowie nach Cre Rekombination funktionsunfihigen Csnk2b Gens in CK2B"™€"*- und CK2B"*’-Miusen. Die
Rekombinationssignalsequenzen sowie Primer-Bindungsstellen und Langen der in den PCRs entstehenden DNA Fragmente
sind angegeben. Durch Entstehung verschieden langer PCR-Fragmente bei den unterschiedlichen Zustanden des Csnk2b
Gens lasst sich die Deletion von Teilen des Cnsk2b Gens in Tregs von CKZBTreg’/’—Méusen nachweisen. Insbesondere das
Fehlen einer Bande bei Tregs aus CKZBTreg'/'-Méusen in der PCR unter Verwendung der Primer 4+5 dient der Kontrolle der
vollstandigen Cre vermittelten Deletion von Teilen des Csnk2b Gens. B CD4'CD25 Foxp3® Tregs aus 7-10 Wochen alten
CK2B™™ """~ und CK2B"™E”-Msusen wurden gemaR Abschnitt 2.12.1 isoliert und genomische DNA aus den Zellen gewonnen.
Unter Verwendung dieser DNA Proben wurden 3 verschiedene PCRs durchgefiihrt. Hierzu wurden die Primer 1+4, 4+5 und
4+6 benutzt. AnschlieBend erfolgte die gelelektrophoretische Trennung der PCR Fragmente. Das in den verschiedenen PCRs
entstehende Bandenmuster gibt Aufschluss tber den Zustand des Csnk2b Gens. € CD4'CD25 Foxp3* Tregs aus CK2p """

und CKZBT'eg'/'-Méusen wurden entsprechend nach Abschnitt 2.12.1 isoliert und aus den Zellen Proteine gewonnen. Diese

Proben wurden im Western Blot zum Nachweis der CK2p in Tregs von CKZBT'EE'/'-Tieren verwendet.

Wie Abbildung 3.3 A zeigt, entsteht in der PCR unter Verwendung der Primer 1+4 im wildtypischen
Csnk2b Gen ein 2600 bp grolRes Fragment. Ist das Csnk2b Gen jedoch auch nur in einem Teil der

isolierten Treg Zellen durch Cre Rekombination zerstort, entsteht ein favorisiertes, nur 300 bp grolRes
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DNA Fragment. Im Falle eines unvollstandigen ,knockout” ist also die Bildung des letzteren
PCR-Fragment aufgrund seiner geringeren Grofle und der dadurch kirzeren Synthesezeit stark
begiinstigt, sodass diese PCR allein nicht als Beweis des vollstandigen ,knockouts” dienen kann.
Dieser Nachweis kann jedoch durch zwei weitere PCRs unter Verwendung der Primer Paare 5+4 und
6+4 erfolgen. Hierzu macht man sich zu Nutze, dass der Primer 5 an einen DNA Bereich bindet, der
durch die Cre-vermittelte Rekombination der DNA deletiert wird. Proben aus Tregs von
CK2B"™E"-M3usen bilden demnach in dieser PCR (Primer 5+4) keine Bande, wihrend die Tregs von
CK2B"™"*_Tieren ein 264 bp groBes DNA Stiick aufweisen. In der PCR unter Verwendung der Primer
6+4 hingegen wird, unabhangig vom Genotyp, ein 162 bp groRes DNA Fragment amplifiziert. Diese
PCR (Primer 6+4) dient also als Kontrolle, um auszuschlieRen, dass im Falle der Tregs aus
CK2B"™E”-M3usen keine DNA in der Probe enthalten ist. In Abbildung 3.3 B ist das Ergebnis dieser

Treet*_M3usen

drei PCRs und der anschliefenden Agarosegelektophorese dargestellt. Tregs aus CK2pB
(schwarz) zeigen hier in den jeweiligen PCRs das fiir ein intaktes Cnsk2b Gen erwartete
Bandenmuster (siehe Abbildung 3.3 A). Im Gegensatz dazu weisen Tregs aus CK2B"™¢""-Mzusen (grau)
das Bandenmuster eines durch Cre-vermittelte Rekombination funktionsunfahigen Cnsk2b Gens auf
(siehe Abbildung 3.3 A). So zeigen CK2B defiziente Tregs insbesondere in der PCR unter Verwendung
der Primer 445 keine DNA Bande bei 246 bp, sowie eine Bande bei 300 bp in der PCR unter
Verwendung der Primer 1+4. Anhand des Bandenmusters lasst sich demnach eindeutig feststellen,
dass die Deletion des Csnk2b Gens in den Tregs der CK2B™¢"-Miuse erfolgreich ist. Zur weiteren
Kontrolle der Deletion der CK2B in Tregs wurden erneut CD25" Tregs aus den Milzen von CK2p &+
und CK2B"™8"-M3usen mittels MACS isoliert (siehe Abschnitt 2.12.1) und per Durchflusszytometrie
der Anteil der CD4"CD25Foxp3* Tregs in dieser CD25-angereicherten Zellpopulation bestimmt. Aus
den Zellen wurden wie in Abschnitt 2.15 beschrieben die Proteine isoliert, die nur bei einer Reinheit
von Uber 85% der CD4'CD25'Foxp3* Tregs an den CD25-angereicherten Zellen verwendet wurden.
Mittels Western Blot Analyse wurde die Proteinexpression der CK2B UE in diesen Proteinproben
getestet. Das Ergebnis des Western Blots ist in Abbildung 3.3 C dargestellt. Auch hier lasst sich die
CK2B in den Tregs der CK2B™™¢”"Tiere nicht nachweisen. Zusammenfassend kann somit festgehalten

werden, dass die Deletion von Teilbereichen des Csnk2b Gens in den Tregs der CKZBTreg'/'-Méusen zu

einem vollstandigen Verlust der CK2p UE fihrt.
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3.3 CK2Treg-/--Tiere zeigen einen aktivierten T-Zell Phanotyp

3.3.1 CK2pTres-/--Tiere weisen vergrofierte periphere lymphatische Organe auf

Im vorherigen Abschnitt 3.2.2 wurde festgestellt, dass in Tregs von CK2B™™/-Miusen ein
vollstandiger Verlust der CK2B UE vorliegt. Die folgenden Abschnitte befassen sich nun mit der
Analyse der Folgen dieser Treg-spezifischen Deletion auf das Immunsystem der Tiere. Um zunachst
einen ersten Uberblick tiber die Konstitution der CK2B™™¢-M3iuse zu erhalten, wurden wichtige
lymphatische Organe der Tiere untersucht. In Abbildung 3.4 sind exemplarisch Milzen sowie
popliteale, inguinale und mesenteriale Lymphknoten abgebildet, die aus CK2Bp™"”*- und

CK2B"™E"-M3usen pripariert wurden.

CK2 BT reg+/+

CK2 BT reg-/-

Abbildung 3.4: CKZBT'eg'/'-Tiere weisen vergroBerte periphere lymphatische Organe auf. Milzen sowie popliteale, inguinale

Treg+/+

und mesenteriale Lymphknoten wurden aus 10-14 Wochen alten CK2f3 und CKZBTreg'/'-M'éusen prapariert. Die Organe

von zwei CK2B"™8”-M3usen und einer CK28"™¢"*-Maus wurden exemplarisch fotografiert.

73



Ergebnisse

Wie aus Abbildung 3.4 hervorgeht, weisen CKZBTreg'/'-Méuse eine sichtbare Splenomegalie auf.
AuBerdem sind die Lymphknoten der Tiere leicht vergroRert. Die VergroRerung der peripheren
lymphatischen Organe spiegelt sich noch deutlicher in einer erhohten Gesamtzellzahl in diesen

Treg+/+_

Organen wider. Die Gesamtzellzahl der unterschiedlichen lymphatischen Organe aus CK2p und

CK2B"™E"-M3use sind daher in Abbildung 3.5 aufgefiihrt.
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Abbildung 3.5: Die Zellzahlen in den peripheren lymphatischen Organen von CKZBTreg"/"-Tieren sind erhéht. Thymi, Milzen
sowie popliteale, inguinale und mesenteriale Lymphknoten von 8-14 Wochen alten CK2B"™8"*- und CK2B"™¢”-M3usen
wurden prapariert. Aus den zentralen (Thymus) und peripheren lymphatischen Organen (Milz und Lymphknoten) wurden
Einzelzellsuspensionen hergestellt (siehe Abschnitte 2.11.1-2.11.3) und die Zellzahl in den verschiedenen Organen

bestimmt. Die Milzen wurden zuvor einer hypotonen Erythrozytenlyse unterzogen.
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Abbildung 3.5 macht neben einer Zunahme der Zellzahlen in Milzen und Lymphknoten von
CK2B™™e”-M3usen deutlich, dass von diesem Effekt nur die peripheren lymphatischen Gewebe
betroffen sind. Der Thymus von CK2B™&/-Mzusen als zentrales lymphatisches Organ weist keine
Veranderungen im Vergleich zu den wildtypischen Kontrolltieren auf. Zudem fallt weiter auf, dass in
besonderem MaRe die mesenterialen Lymphknoten von der Zunahme der Zellzahlen in den
peripheren lymphatischen Organen von CKZBT'eg'/'—Tieren betroffen sind. Mesenteriale Lymphknoten
sind, wie auch aus Abbildung 1.1 hervorgeht, die drainierenden Lymphknoten des Darms. Um diesen
Befund nun weiter zu charakterisieren wurden in Abschnitt 3.3.2 zunachst die Thymi von

wildtypischen CK2B™™E"*- und CK2B"™™¢/-M3usen genauer untersucht.

3.3.2 Die T-Zellentwicklung im Thymus von CK2Tres-/--Mausen verliduft normal

Die in Abschnitt 3.3.1 beschriebene VergroRerung der peripheren lymphatischen Organe kdnnte
potentiell auf eine fehlerhafte Entwicklung der Tregs in CK2B™¢"-Miusen zuriickzufiihren sein. Um
dies zu Gberpriifen wurden Thymi von CK2B™#”*- und wildtypischen CK2B™™¢/-Tieren mittels
Durchflusszytometrie genauer untersucht. Auf die verschiedenen Entwicklungsstadien der T-Zellen
wurde bereits in Abschnitt 1.3 des Einleitungsteils eingegangen. Abbildung 3.6 zeigt das Resultat

dieser Analyse.
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Abbildung 3.6: Die T-Zellentwicklung im Thymus von CKZBTreg'/' Mausen verlduft normal. Thymi von 6-10 Wochen alten
CK2B™E"*- und CK2B"™/-Mzusen wurden prapariert. Aus den Thymi wurden gemiR Abschnitt 2.11.1
Einzelzellsuspensionen hergestellt, die mit Antikorpern gegen die Oberflichenmarker CD4 und CD8 sowie intrazellular
gegen Foxp3 gefarbt und mittels Durchflusszytometrie untersucht wurden. A Durchflusszytometrische Darstellung der
Oberflichenmarker CD8 gegen CD4 auf Thymozyten von CK2B"™€"*- und wildtypischen CK2B"™¢”Tieren. B Prozentuale
Anteile der verschiedenen T-Zellentwicklungsstadien (CD4/CD8 doppelt Negative (DN), doppelt Positive (DP), CD4 und CD8
Einzelpositive (SP)) an den gesamten Thymozyten, sowie der Anteil der CD4'Foxp3® Tregs an den CD4 Einzelpositiven

T-Zellen.

Wie aus Abbildung 3.6 hervorgeht weisen CK2B™¢”-Miuse eine normale T-Zellentwicklung im
Thymus auf. Es sind keine Unterschiede in den verschiedenen Entwicklungsstadien CD4/CD8 doppelt
negativer (DN), CD4/CD8 doppelt positiver (DP), sowie CD4 und CD8 einzelpositiver (SP) T-Zellen zu
erkennen. Von Bedeutung sind zudem die in Abbildung 3.6 B dargestellten Anteile der CD4"Foxp3”
Tregs an den CD4 Einzelpositiven T-Zellen. Dass die Anteile dieser CD4*Foxp3* Tregs in CK2p™™¢"*-
und CK2B"™8”-M3usen gleich sind, ist ein starkes Indiz dafiir, dass sich die Tregs in CK2B™&”-Miusen
normal entwickeln und dass sich der Defekt nicht auf die Frequenz dieser Zellen im Thymus auswirkt.

Der nachste Schritt bestand daher in der Untersuchung der Tregs in der Peripherie, der in Abschnitt

3.3.3 beschrieben ist.
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3.3.3 Milzen von CK2fTreg/--Mdusen zeigen eine normale Zusammensetzung an

verschiedenen Immunzellen

In Abschnitt 3.3.2 konnte festgestellt werden, dass die Entwicklung der T-Zellen insbesondere der
Tregs in CKZBTreg'/'—Ma'usen normal verlauft. Als Erkldarung fiir die Hypertrophie der peripheren
lymphatischen Organe kann eine fehlerhafte Entwicklung der Tregs somit ausgeschlossen werden.
Um ein fehlerhaftes Auswandern der Tregs aus dem Thymus oder eine defekte Treg-Homoostase in
der Peripherie auszuschlieBen, wurden die Milzen von CK2B"™8"*- und CK2B"™8"-Miusen genauer
analysiert. Aulerdem sollten weitere Erkenntnisse liber einen moglichen Zusammenhang zwischen
der VergroBerung der peripheren Ilymphatischen Organe und dem Beitrag einzelner
Immunzellpopulationen gewonnen werden. Hierzu wurden Milzen von CK2B™"*- und CK2p™™&"-
Mausen hinsichtlich der Frequenz verschiedener Immunzellen mittels Durchflusszytometrie

analysiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 3.7 aufgefiihrt.
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Abbildung 3.7: Milzen von CKZBTreg'/'-Méiusen zeigen eine normale Zusammensetzung an verschiedenen Immunzellen.
Milzen von 6-11 Wochen alten CK2B™5"*- und CK2p"™E”-Miusen wurden pripariert. Aus den Milzen wurden
Einzelzellsuspensionen hergestellt und die Erythrozyten lysiert (siehe Abschnitt 2.11.3). Die Zellsuspensionen wurden
darauffolgend mit Antikdrpern gegen die Oberflachenmarker CD11c, MHCII, CD19, CD4 und CD8 sowie intrazellular gegen
Foxp3 gefarbt und mittels Durchflusszytometrie untersucht. Dargestellt ist die prozentuale Verteilung von CD11c"MHCII"
Dendritischen Zellen, CD19"MHCII* B-Zellen sowie CD4 und CDS8 positiven T-Zellen in der Milz, sowie der Anteil der

CD4"Foxp3’ Tregs an den CD4 positiven T-Zellen.
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Insgesamt zeigen CKZBTreg'/'-Méuse keine gravierenden Veranderungen in der Verteilung von
Dendritischen Zellen, B-Zellen, sowie CD4" und CD8" T-Zellen in der Milz. CK2B™&”-Miuse weisen
lediglich eine leichte Reduktion des B-Zellkompartiments auf. Zusatzlich ist der Anteil an
CD4* T-Zellen in CK2B™™-Miusen im Vergleich zu den wildtypischen Kontrolltieren geringfiigig
erhoht. AuRerdem demonstriert Abbildung 3.7, dass CK2B™™ ¢ -Tiere in der Milz einen unverinderten
Anteil CD4'Foxp3® Tregs an den CD4" T-Zellen aufweisen. Die VergréRerung der peripheren
lymphatischen Organe in CK2B™¢”-Tieren ist demnach nicht auf die Expansion eines einzelnen
Zelltyps zurlickzufiihren. Wie die Ergebnisse zeigen, sind zudem sowohl die Entwicklung der Tregs
(siehe Abschnitt 3.3.2), als auch deren Homoostase sowie ihr Migrationsvermogen in die
Korperperipherie durch die Defizienz der CK2B unbeeinflusst. Die Hypertrophie der Lymphknoten
und Milzen in CK2B™#/-Miusen deutet stattdessen auf eine gesteigerte Proliferation der
Immunzellen infolge einer unkontrollierten Aktivierung der Zellen hin. Im folgenden Abschnitt 3.3.4

exemplarisch der Aktivierungsstatus der T-Zellen in CK2B"™6/-M3susen genauer untersucht werden.

3.3.4 T-Zellen in CK2fTres/--Tieren besitzen einen aktivierten T-Zell Phinotyp

In den vorherigen Abschnitten 3.3.2 und 3.3.3 wurde festgestellt, dass die Deletion der CK2pB in Tregs
keinen Einfluss auf deren Entwicklung sowie Homdostase und Migrationsverhalten besitzt. Von der
Deletion der CK2B kénnen jedoch nur Foxp3 exprimierende Zellen betroffen sein. Dennoch weisen
CK2B"™E"-M3use eine Hypertrophie der peripheren lymphatischen Organe auf, die daher auf einem
Defekt der suppressiven Eigenschaften der Tregs basieren muss. Diese mangelhafte Suppression
wirde sich vor Allem durch einen gesteigerten Aktivierungsstatus der Immunzellen bemerkbar
machen. Da die Suppression der Aktivierung von T-Zellen einen entscheidenden Teil der
Treg-vermittelten Suppression ausmacht, sollte daher exemplarisch der Aktivierungsstatus der
T-Zellen in CK2B"™E/-Miusen genauer untersucht werden. Dieser wurde anhand der
Oberflachenmarker CD62L fiir naive T-Zellen und CD44 fiir Effektor-T-Zellen im Kompartiment der
CD4* und CD8" T-Zellen in den Milzen von CK2P"™¢7/-Méausen mittels Durchflusszytometrie

untersucht. Abbildung 3.8 zeigt das Ergebnis dieser Analyse.
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Abbildung 3.8: T-Zellen in CKZBTreg'/'-Tieren besitzen einen stark aktivierten T-Zell Phanotyp. Milzen von 8-15 Wochen
alten CK2B"™ "~ und CK2B"™8"*-Mausen wurden prépariert. Aus den Milzen wurden Einzelzellsuspensionen hergestellt und
die Erythrozyten lysiert (siehe Abschnitt 2.11.3). Die Zellsuspensionen wurden anschlieBend mit Antikorpern gegen die
Oberflachenmarker CD4, CD8, CD62L und CD44 gefarbt und per Durchflusszytometer analysiert. A Prozentuale Verteilung
naiver CD62L"CD44  CD4" und CD8" T-Zellen sowie CD62L'CD44" CD4™ und CD8" Effektor-Gedichtnis T-Zellen in den Milzen
von je 7-10 CK2B™8”*. und CK2B"™¢"-Miusen. B Exemplarische durchflusszytometrische Abbildung der Marker CD62L
gegen CD44 von CD4" und CD8" T-Zellen je einer CK2B™™8"*- und CK2B™8"-Maus.

e Mausen.

Abbildung 3.8 zeigt eindeutig einen erhohten Aktivierungsstatus der T-Zellen in CK2f3
Die Tiere weisen im Kompartiment der CD4" wie auch CD8" T-Zellen einen deutlich erhéhten Anteil
der CD62L'CD44" Effektor-Gedichtniszellen auf. AuBerdem lassen sich in  beiden
T-Zellkompartimenten erheblich weniger CD62L°CD44 naive T-Zellen finden. Basierend auf diesen
Ergebnissen sollte (berprift werden, ob der erhohte Aktivierungsstatus der T-Zellen in
CK2B™™¢-Miusen auch zu einer gesteigerten Zytokinproduktion der Zellen fiihrt. Hierzu wurden

Tee*_ und CK2B""¢/-Tieren prépariert und

verschiedene Lymphknoten und Milzen aus CK2pB
Einzelzellsuspensionen dieser Organe angefertigt. Gleiche Mengen dieser Zellsupensionen wurden
darauf mit anti-CD3 und anti-CD28 Antikorpern beladenen Beads stimuliert. Von den stimulierten
Zellkulturen wurden anschlieBend Uberstande gewonnen, welche mittels ELISA auf die Produktion

des Zytokins IFN-y getestet wurden. Das Resultat des Versuchs ist in Abbildung 3.9 zu finden.
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Abbildung 3.9: Die stark aktivierten T-Zellen in CKZBTreg'/'-Tieren produzieren mehr IFN-y. Milzen, sowie popliteale,
inguinale und mesenteriale Lymphknoten von 10-18 Wochen alten CK2B"™€”- und CK2B"™€"*-Mausen wurden prépariert.
Aus den Geweben wurden Einzelzellsuspensionen hergestellt und im Falle der Milzen die Erythrozyten lysiert. Die
Zellsuspensionen wurden mit anti-CD3 und anti-CD28 Antikdrpern beladenen Beads stimuliert. Nach 44 h Stimulation

wurden Kulturliberstdnde gewonnen in denen mittels ELISA das Zytokin IFN-y nachgewiesen wurde.

Aus Abbildung 3.9 geht hervor, dass, nach T-Zell spezifischer Stimulation, die Zellen aus Milzen und
Lymphknoten von einem Teil der CK2B"™/-Mzuse mehr IFN-y produzieren, als die Zellen der
wildtypischen Kontrolltiere. Beziiglich der inguinalen Lymphknoten bildet eine signifikante Anzahl
von CK2B"™”-Miusen eine erhéhte Konzentration an IFN-y. Zu dieser erhéhten IFN-y Produktion
nach TZR-basierter Stimulation tragen neben Th1 Zellen im wesentlichen CD8" T-Zellen bei. Neben
IFN-y wurde zusatzlich die Konzentration des Zytokins IL-4 in den Kulturiiberstinden bestimmt,
wobei das ex vivo schwer nachzuweisende IL-4 im ELISA nicht detektiert werden konnte. Zu den nach
TZR-basierter Stimulation IL-4-produzierenden Zellen in Milz und Lymphknoten kénnen jedoch im

wesentlichen nur Th2-Zellen gezahlt werden. Insgesamt belegen die in den Abbildung 3.8 und
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Abbildung 3.9 dargelegten Ergebnisse den aktivierten Phanotyp der T-Zellen aus CKZBTreg"/"—Mz'a'usen.
Trotz der gravierenden Differenzen in der Zahl der Effektor-Gedachtnis T-Zellen sind die aus
Abbildung 3.9 hervorgehenden Unterschiede in der Produktion von IFN-y jedoch nicht sehr deutlich.
Aus diesem Grund sollten speziell die CD4*CD62L -Effektor-Gedichtnis T-Zellen in CK2B™¢-Mé&usen
naher charakterisiert werden. Der folgende Abschnitt 3.4 geht explizit auf die Untersuchung dieser

Effektor-Gedachtnis T-Zellen ein.

3.4 Der aktivierte T-Zell Phanotyp in CK23Treg-/--Mdusen ist verschoben in
Richtung einer Th2-vermittelten Inmunantwort

Im vorherigen Abschnitt 3.3.4 konnte eine gesteigerte Aktivierung der T-Zellen in CKZBTreg'/'-Méusen
festgestellt werden. Diese Aktivierung basierte auf einer veranderten Expression der
Aktivierungsmarker CD44 und CD62L und der damit verbundenen vergroRerten T-Zellsubpopulation
an CD44°CD62L -Effektor-Gedichtniszellen. Ferner produzierten die Zellen von einem Teil der
CK2B"™E"-M3use nach T-Zell spezifischer Stimulation ex vivo geringfiigig mehr IFN-y. Die Ergebnisse
deuten also auf eine unkontrollierte Immunreaktion in CKZBTreg'/'-Méusen hin, die nicht durch den
Kontakt der Tiere mit einem pathogenen Erreger ausgelost wird. Um diese unkontrollierte
Immunreaktion naher zu charakterisieren sollten daher die CD4'CD62L -Effektor-Gedichtnis T-Zellen
der CKZBT'eg'/'—Tiere genauer untersucht werden. Die Analyse dieser T-Zellen sollte Aufschluss dartiber
geben, ob die Effektor-Gedichtnis T-Zellen in CK2B™™ €/ -M3zusen priferentiell zur Differenzierung zu
einem bestimmten T-Helferzelltypus tendieren. Auf diese Weise sollte die Natur der in
CK2B™E”/-Miusen beobachteten Immunreaktion aufgedeckt werden. Dazu wurden CD4* T-Zellen aus
den Milzen von CK2B"™"*-Kontrolltieren und CK2B"™/-Miusen mittels MACS isoliert (siehe
Abschnitt 2.12.2). Aus diesen CD4 vorgereinigten Zellsuspensionen wurden CD4'CD62L Effektor-
Gedachtnis T-Zellen gemaR Abschnitt 2.12.3 durch durchflusszytometrische Zellsortierung isoliert.
Die gewonnenen CD4'CD62L Zellen wurden, auf einer mit anti-CD3 und anti-CD28 Antikérpern
beschichteten Mikrotiterplatte fir 18 h und 72 h stimuliert. Zu diesen Zeitpunkten wurden
Kulturiiberstande gewonnen. Zuséatzlich wurden die Zellen per durchflusszytometrischer Analyse auf
die Expression verschiedener T-Helferzell-spezifischer Zytokine und Transkriptionsfaktoren

untersucht. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung 3.10 dargestellt.
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Abbildung 3.10: Der aktivierte T-Zell Phanotyp in CKZBTreg'/'-Méusen ist verschoben in Richtung einer Th2-vermittelten

ee**_ und CK2B"™€”-Mausen wurden prapariert. Aus den Milzen

Immunantwort. Milzen von 7-12 Wochen alten CK2f
wurden entsprechend Abschnitt 2.11.3 Einzelzellsuspensionen hergestellt und die Erythrozyten lysiert. AnschlieRend
wurden CD4" T-Zellen mittels MACS vorangereichert (sieche Abschnitt 2.12.2). Aus diesen CD4" Zellen wurden per
durchflusszytometrischer Zellsortierung CD4'CD62L-Effektor-Gedichtnis T-Zellen weiter isoliert (nach Abschnitt 2.12.3).
Diese wurden darauf fir 18 h bzw. 72 h mit Hilfe einer Kombination von anti-CD3 und anti-CD28 Antikorpern stimuliert.
A Nach 18 h bzw. 72 h wurden Kulturiiberstande gewonnen in denen mittels ELISA die Zytokine IL-4 und IL-10, als Beispiele
fur Th2-spezifische Zytokine, sowie IFN-y, als Beispiel eines Thl-spezifischen Zytokins, nachgewiesen wurden (1 U IL-4
entspricht 100 pg). BNach 18 h Stimulation wurden die Effektor-Gedachtnis T-Zellen hinsichtlich der Expression
verschiedener T-Helferzell-spezifischer Zytokine und Transkriptionsfaktoren mittels Durchflusszytometrie untersucht. Im
Einzelnen wurden folgende Farbungen unternommen: IFN-y als Beispiel eines Thl Zytokins gegen den Thl-spezifischen
Transkriptionsfaktor T-bet. Der Th2-spezifische Transkriptionsfaktor Gata-3 gegen den Oberflaichenmarker CD4. Das Th17-
spezifische Zytokin IL-17 gegen den Thl7-spezifischen Transkriptionsfaktor RORyT. Um storende Nebeneffekte
auszuschlieBen wurden alle Proben mit einem Lebend-Tot-Farbstoff, sowie einem Antikdrper gegen CD4 gefarbt und auf

diese Lebenden CD4" T-Zellen vorselektiert.

Die Resultate in Abbildung 3.10 belegen, dass die starker aktivierten T-Zellen aus CKZBTreg"/"—Méusen
zu einer Th2-vermittelten T-Helferzellantwort tendieren. So lassen sich in der
durchflusszytometrischen Analyse in Abbildung 3.10 B unter den Effektor-Gedachtniszellen aus
CKZBTreg'/'—Méusen weniger IFN-y produzierende und ebenso weniger T-bet® T-Zellen detektieren. Im
Gegensatz dazu ist die Zahl der GATA3" T-Zellen und damit die Zahl der T-Zellen, die zu einer

Th2-vermittelten Immunantwort tendieren, erhoht. Ein gleiches Bild zeichnet sich in Abbildung 3.10 A
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ab. In den Uberstanden der T-Zellkultur aus CKZBT'eg'/'-Tieren lassen sich verstarkt die Th2 Zytokine IL-
4 und IL-10 nachweisen, wahrend weniger IFN-y gebildet wird. Dieses Ergebnis ist auch deshalb
Uberraschend, da der genetische Hintergrund von C57BL/6 Tieren in den meisten
Experimentalmodellen die Entwicklung einer Thl-vermittelten Immunantwort beginstigt'®. Neben
den Ergebnissen, die durch in vitro Kultur der T-Zellen (siehe Abbildung 3.10) gewonnen wurden,
sollten im Folgenden Experimente durchgefiihrt werden, welche die Tendenz zu einer verstarkten
Th2 Antwort der CK2B"™8”-Miuse in vivo belegen kénnen. Hierzu wurde sich die Tatsache zu Nutze
gemacht, dass sich Th2-vermittelte Immunreaktionen im Allgemeinen durch eine verstarkte B-Zell-
basierende Antikorperproduktion auszeichnen. Auflerdem kommt es unter dem Einfluss von
Th2-generiertem IL-4 zu einem Wechsel des Antikdrper-lIsotyps von IgM Uber IgG1 final zu IgE.
Deshalb ist das erhohte Auftreten von Antikorpern des IgE Isotyps als ein charakteristisches Merkmal
einer Th2-vermittelten Immunantwort zu werten. Um also die spontane, gesteigerte Th2 Antwort der
CK2B™™8"-M3use zusitzlich in vivo zu belegen, sollten Antikérper des IgE Typs im Blut der Tiere
untersucht werden. Daher wurden Seren aus CK2B"™"*-Kontrolltieren und CK2B™&/-Miusen
gewonnen. Mittels IgE-spezifischem ELISA wurde anschlieRend die Titer der IgE Antikoérper in den

Seren der Mause bestimmt. Das Resultat des ELISA ist in Abbildung 3.11 dargestellt.
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Abbildung 3.11: CK2B"™5”-Mause zeigen im Blut stark erhohte IgE Titer. Aus 9-18 Wochen alten CK2B"™€"*-Kontrolltieren
und CKZBTreg'/'-Méusen wurden Seren gewonnen. Mittels IgE-spezifischem ELISA wurden anschlieBend die Titer der IgE

Antikorper in den Seren der Tiere bestimmt.

Abbildung 3.11 bestatigt die vermutete unkontrollierte, Th2-vermittelte Immunreaktion in

CK2B"™E"-M3usen in vivo. So lassen sich deutlich erhdhte Titer des Antikérper-lsotyps IgE in den
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Seren der CKZBTreg'/'—Méiusen nachweisen. Dies ist ein klarer Hinweis flr einen Th2-vermittelten
Antikorperklassenwechsel und damit auf eine Th2-vermittelte Immunreaktion. Zusammenfassend
zeigen CKZBTreg'/'—Méuse also eine starke und unkontrollierte Th2-vermittelte Autoimmunreaktion.
Diese Immunreaktion ist gekennzeichnet durch eine Hypertrophie der peripheren lymphatischen
Organe mit einer massiven Zunahme der Zahl der in den Organen befindlichen Zellen. Von dieser
Hypertrophie sind in besonderem Malie die mesenterialen Lymphknoten, die drainierenden
Lymphknoten des Darms, betroffen. Der Darm hingegen stellt, wie z.B. auch die Lunge, eines der
mukosalen Organe des Korpers dar. Hier kommt es verstarkt zu Th2-vermittelten Immunantworten.
Die unkontrollierte Th2-vermittelte Autoimmunreaktion in CK2B"™87-Mzusen fiihrt ferner zu einer
enormen Steigerung des Aktivierungsstatus der T-Zellen und zu einer massiven Expansion des
Kompartiment der Effektor-Gedachtnis T-Zellen. Unter diesen Effektor-Gedachtnis T-Zellen finden
sich im Vergleich zu den wildtypsichen Kontrolltieren zahlreiche Zellen, die charakteristische
Merkmale von Th2 Zellen aufweisen. So produzieren diese Zellen groRere Mengen der Th2 Zytokine
IL-4 und IL-10, und exprimieren in groBer Zahl den Th2-spezifischen Transkriptionsfaktor Gata-3.
Zusitzlich finden sich im Serum der CK2B™™¢”-M3use erhdhte Titer des Antikdrper-Isotyps IgE. Da
vom CK2p Defekt in CK2B™™”"-Miusen ausschlieBlich die Tregs betroffen sind, muss die beobachtete
Immunreaktion auf einer fehlgesteuerten suppressiven Funktion der Tregs beruhen. Dennoch kommt
es in CK2B™™&"-Miusen nicht zur Ausbildung eines letalen autoimmunen Phinotyps, wie z.B. im Falle

Foxp3 defizienter Tiere, die keine funktionsfihigen Tregs besitzen’"”

. Moglicherweise bewirkt der
CK2PB Defekt in Tregs von CK2B™™¢/-Mausen, dass ihre suppressive Kapazitit nur geschwicht ist, so
dass sie durchaus noch regulatorische Funktionen ausiben kdnnen, wobei diese allerdings weniger
effizient sind als in wildtypischen Tregs. Von dieser CK2-abhangigen Dysfunktion ist offensichtlich in
besonderem Malie das Vermogen der Tregs zur Suppression von Th2-vermittelten Immunreaktionen
betroffen. Um diesen Ansatz zu untermauern sollten die suppressiven Funktionen CK2B defizienter
Tregs, in einem Th2-basierten Krankheitsmodell in vivo untersucht werden. Als solches Th2-basiertes

Krankheitsmodell wurde das Modell des murinen Asthma-bronchiale gewahlt. Der Folgende

Abschnitt 3.5 befasst sich mit den Ergebnissen dieser Versuche.

84



Ergebnisse

3.5 CK2fTreg-/--Mduse entwickeln verstirkte Entziindungsreaktionen im
Th2-vermittelten Asthma Modell in vivo

Im vorherigen Abschnitt 3.4 konnte eine spontane Th2-vermittelte Autoimmunreaktion in
CK2B™™E"-M3usen nachgewiesen werden. Durch die konditionale genetische Deletion der CK2p UE in
Foxp3 exprimierenden Zellen in diesen Tieren kénnen jedoch ausschlieBlich die Funktionen der Tregs
betroffen sein. Der Verlust der CK23 UE in Tregs ist demnach direkt fiir die beobachtete, sublethale
Th2-vermittelte Autoimmunreaktion verantwortlich. Um die mangelhafte Suppression von Th2
Antworten durch die Tregs in CK2B™€/-M3zusen in einem in vivo Modell zu bestitigen, wurden
CK2B™™""-Tiere sowie wildtypische CK2B"™¢"*-Kontrollmause, wie in Abschnitt 2.19 beschrieben,
einem Asthma Experiment unterzogen. Die folgenden Abschnitte fassen die Ergebnisse dieser

Versuche zusammen.

3.5.1 CK2pTres-/--Tiere zeigen histologisch massive asthmatische Entziindungsreaktionen

GemaR den Beschreibungen in Abschnitt 2.19.1 wurden wildtypische Kontrolltiere und
CK2B"™E"-M3use fiir ein vergleichendes Asthma-Experiment verwendet. Tiere der sensibilisierten
Gruppen wurden dabei an dO mit einem Ovalbumin/Aluminiumhydroxid Gemisch immunisiert
(Sensibilisierung bzw. sens). Zusatzlich wurden CK2B™¢**- und CK2B"™8/-M3usen als unsensibilisierte
Kontrollgruppen (unsens) mitgefiihrt, denen an dO durch intraperitoneale Injektion 1xPBS appliziert
wurde. Die Tiere aller Versuchsgruppen wurden zusatzlich an d15 und d16 mit vernebeltem
Ovalbumin behandelt. Dabei wird das Ovalbumin beim Einatmen praferentiell Uber die Atemwege
aufgenommen und sorgt so fiir die Entstehung einer Immunreaktion in der Lunge der immunisierten
Tiere, die zu weiten Teilen Th2-vermittelte Charakteristika zeigt. An d18 wurden die Versuchstiere
prapariert, wobei auch histologische Schnitte der Lungen angefertigt wurden. Von diesen Schnitten
wurden wie in Abschnitt 2.19.2 erldutert HE- und PAS-Farbungen hergestellt. Anhand dieser
Farbungen wurde die Infiltration von Entziindungszellen in die Lunge (HE-Farbung), sowie eine
pathologische, erhdhte Schleimproduktion des Lungenepithels, und etwaige Becherzellmetaplasien
(PAS-Farbung) sichtbar gemacht. Abbildung 3.12 fasst die pahologischen Verdnderungen in den
Lungen der Versuchstiere zusammen. Das AusmaR der Infiltration von Entziindungszellen in die
Lunge wurde anhand eines ,lung inflammation score” bestimmt. Die Schleimproduktion ist durch die
Zahl der schleimproduzierenden, PAS* Zellen/mm Bronchus angegeben. Zudem sind fiir HE- und PAS-

Farbung reprasentative Bilder je einer Versuchsmaus pro Gruppe dargestellt.
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Abbildung 3.12: CKZBT'eg'/' Mause zeigen eine massive Infiltration von Entziindungszellen und weisen eine erhohte
Schleimproduktion in der Lunge auf. Gemall der Anleitung in Abschnitt 2.19.1 wurden wildtypische Kontrolltiere und
CKZBTreg'/' Mduse einem Asthma-Experiment unterzogen und wie in Abschnitt 2.19.2 beschrieben Lungenschnitte der
einzelnen Versuchstiere angefertigt und gefarbt. A Infiltration von Entziindungszellen in die Lunge anhand einer
HE-Farbung. Der Grad der Infiltration an Entziindungszellen wurde fir jede Maus nach einem Scoring System (O=keine
Infiltrate bis 4=massive Infiltration) bewertet. Zuséatzlich sind fiir jede Gruppe reprdsentative Fotos abgebildet. Schwarze
Pfeile heben die violett gefarbte Infiltration von Entziindungszellen in die Lunge hervor. B PAS Farbung der Lungenschnitte
unsensibilisierter (unsens) und sensibilisierter (sens) CK28"™¢/" Mause und wildtypischer CK2B"™¢*/* Tiere. Die pathologische
Schleimproduktion ist als Zahl der PAS®, also Mucus produzierenden Zellen/mm Bronchus aufgefiihrt. AuBerdem sind
exemplarisch Fotos der Lungenschnitte fir je ein Tier pro Gruppe abgebildet. Schwarze Pfeile heben die rot/briunlich

gefarbten PAS' Zellen hervor.

Treg+/+_'vIé use

Aus Abbildung 3.12 A geht zunachst hervor, dass die Gruppe der unsensibilisierten CK23
keine pathologische Infiltrationen aufweisen. Im Vergleich hierzu zeigen die sensibilisierten
CK2B"™e"*-Kontrolltiere eine starke Infiltration von Entziindungszellen in der Lunge. In dem

verwendeten Modell ldsst sich demnach eine gezielte Immunreaktion in der Lunge hervorrufen.
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Gemessen an der Infiltration von Entziindungszellen fallt diese Immunreaktion in CKZBTreg"/"—Mz'a'usen
sogar deutlich héher aus. So zeigen sensibilisierte CK2B"™87-Miuse signifikant mehr Lungeninfiltrate.
Im Vergleich hierzu lassen sich in unsensibilisierten CKZBT'eg'/'-Méusen ebenso starke Infiltrationen
von Entziindungszellen nachweisen, die zum Teil sogar starker als in sensibilisierten Kontrolltieren
ausfallen. Abbildung 3.12 B bestatigt die Beobachtungen aus Teil A fiir die pathologische Produktion
von Mucus in den Tieren. Auch hier kommt es durch das Asthma-Protokoll zu einer erh&hten
Mucusproduktion in den sensibilisierten Kontrollmiusen. Sensibilisierte CK2B"™8"-Miuse weisen
jedoch auch hier im Vergleich zu sensibilisierten wildtypischen Tieren eine tendenziell héhere
Mucusproduktion auf. Auffillig ist auch hier, dass unsensibilisierte CK2B™8"-Miuse bereits eine
massive pathologische Mucusproduktion des Lungenepithels zeigen. Als nachstes sollten die Zellen
naher charakterisiert werden, die durch die Induktion des Asthmas in die Lunge einwandernden.
Hierdurch sollten etwaige Pravalenzen fiir die Infiltration eines bestimmten Zelltyps in die Lunge
aufgedeckt werden. Den Versuchstieren wurden daher, gemaR Abschnitt 2.19.3 Zellen, eine
bronchoalveoldre Lavage (BAL) entnommen. Dabei werden die im Lungenlumen befindlichen Zellen
aus der Lunge gespiilt und nach einem Zytospin® anhand ihrer charakteristischen Zellmorphologie im
Lichtmikroskop identifiziert. Die Ergebnisse der Analyse der BAL sind in Abbildung 3.13

zusammengefasst.

& Zytospin: Zentrifugation von Zellen auf einen Objekttrager mit anschlieRender HE-Farbung (siehe auch
Abschnitt 2.19.3)
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Abbildung 3.13: Die bronchoalveoldre Lavage von CKZBTreg'/' Mausen enthidlt zahlreiche infiltrierte Entziindungszellen.
Gemal der Anleitung in Abschnitt 2.19.1 wurden wildtypische Kontrolltiere und CKZBTreg’/’ Mause einem vergleichenden
Asthma-Experiment unterzogen. Wie in Abschnitt 2.19.3 beschrieben wurde die Lunge der Tiere durch bronchoalveolare
Lavage (BAL) gespiilt. Die Zellen wurden mittels Cytospin auf einem Objekttrager fokusiert, fixiert und einer HE-Farbung
unterzogen. Bis zu 200 Zellen der BAL wurden ausgezdhlt und der jeweilige Zelltyp anhand ihrer charakteristischen
Morphologie bestimmt. Dargestellt sind die absolute und prozentuale Verteilung der Zellen in der BAL der Versuchsmause

aus den verschiedenen Gruppen (n.d. £ nicht detektierbar).

Wie Abbildung 3.13 zeigt, lassen sich in der BAL unsensibilisierter CK2B™€"*-Kontrollmause nur eine
geringe Anzahl an Zellen nachweisen, die hauptsachlich alveoldare Makrophagen reprasentieren.
Durch Sensibilisierung kommt es in den wildtypischen Kontrolltieren jedoch zu einem verstarkten
Einwandern eosinophiler Granulozyten und weniger Lymphozyten ins Lungenlumen der Tiere. Im
Vergleich hierzu zeigen bereits unsensibilisierte CK2p™™”-M3use eine erhéhte Zahl an Zellen in der
BAL, unter denen sich eosinophile Granulozyten und im besonderen MalRe Lymphozyten

Treg-/-

identifizieren lassen. Durch die vorherige Sensibilisierung kommt es jedoch in CK2f3 -Mausen zu

einer weiter gesteigerten Infiltration von Zellen ins Lungenlumen der Tiere. Diese féllt zudem

e M3zusen. Im Falle der sensibilisierten

bedeutend starker aus als in sensibilisierten CK2pB
CKZBTreg'/'—Méuse lassen sich unter den Zellen in der BAL neben erneut zahlreichen Lymphozyten auch
massive Anteile eosinophiler Granulozyten ausmachen. Zusammenfassend zeigen sensibilisierte
CKZBTreg'/'—Méuse eine massive Entziindungsreaktion in der Lunge, einhergehend mit einer erhéhten
Schleimproduktion des Lungenepithels. Diese pathologischen Verdnderungen fallen zudem groRRer

aus als in sensibilisierten CKZBTreg+/+-KontrolItieren. Auffallend ist zudem, dass bereits
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unsensibilisierte CKZBTreg'/'-Méuse, im Vergleich zu unsensibilisierten Kontrolltieren, bereits starke
Entziindungsmerkmale in der Lunge aufweisen. Im folgenden Abschnitt sollte nun weiter festgestellt
werden, inwieweit die beobachtete Entziindung auf eine erhéhte Th2-vermittelte Immunreaktion

zurtckzufihren ist.

3.5.2 Gesteigerte Produktion von Th2 Zytokinen in asthmatischen CK2f3Tres-/--Médusen

Zuvor in Abschnitt 3.5.1 wurde eine pathologische Entziindungsreaktion in sensibilisierten
Versuchstieren festgestellt. Diese Entziindungsreaktion war im Falle der CKZBTreg'/'—Méuse wesentlich
starker ausgepragt als in den wildtypischen Kontrolltieren. Zudem konnten bereits in
unsensibilisierten CK2B"™87-Miusen pathologische Veridnderungen in der Lunge nachgewiesen
werden. Dabei kann die beobachtete Prdasenz von eosinophilen Granulozyten in der BAL der
Versuchstiere bereits als Indiz fir eine Th2-vermittelte Immunreaktion gewertet werden. Um diesen
Befund jedoch weiter zu untermauern, sollte zudem die antigenspezifische Produktion verschiedener
Zytokine in den betroffenen Organen, den trachealen Lymphknoten und der Lunge (Daten nicht
gezeigt), analysiert werden. Als Kontrollorgan wurde zusatzlich die Zytokinproduktion in den Milzen
der Versuchstiere (Daten nicht gezeigt) untersucht. Ein besonderer Fokus wurde dabei auf die
Produktion von Zytokinen in den trachealen Lymphknoten gelegt, da in diesen die Immunreaktionen
in der Lunge koordiniert werden. Hierzu wurden tracheale Lymphknoten von Versuchstieren aller
Gruppen entnommen und gemall den Erlduterungen in Abschnitt 2.11.2 zu Einzelzellsuspensionen
verarbeitet. Die Einzelzellsuspensionen wurden darauffolgend mit und ohne das Antigen Ovalbumin,
gemaR Abschnitt 2.19.5, fur drei Tage stimuliert. AnschlieBend wurden die Kulturiiberstinde der
Zellen gewonnen und in diesen die Th2-spezifischen Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13, sowie das
Thl-spezifische Zytokin IFN-y mittels ELISA nachgewiesen. Um dabei auf die antigenspezifische
Zytokinproduktion zu schlieen, wurde die etwaige, bei der ex vivo Kultur ohne Ovalbumin
gemessene Zytokinkonzentration, von der Konzentration an Zytokinen in der Kultur mit Ovalbumin

abgezogen. Die Ergebnisse der ELISA sind in Abbildung 3.14 zusammengefasst.
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Abbildung 3.14: Zellen aus trachealen Lymphknoten asthmatischer CKZBTreg'/'-Méiuse produzieren vermehrt Th2 Zytokine.
GemdR der Anleitung in Abschnitt 2.19.1 wurden wildtypische Kontrollmduse und CKZBTreg'/'-Méuse einem
Asthma-Experiment unterzogen. Die trachealen Lymphknoten aller Versuchstiere wurden getrennt voneinander gemaf der
Anleitung in Abschnitt 2.11.2 zu Einzellzellsuspensionen verarbeitet. Gleiche Mengen dieser Zellen wurden fir drei Tage mit
und ohne OVA, wie in Abschnitt 2.19.5 beschrieben, stimuliert und die Kulturiiberstinde gewonnen. Mittels spezifischer
ELISA wurde aus diesen Uberstinden, wie unter den Abschnitten 2.19.6 und 2.17 zusammengefasst, die antigen-spezifische

Zytokinproduktion der Zytokine IL-4, IL-5, IL-13 und IFN-y ermittelt.

Wie aus Abbildung 3.14 hervorgeht, lassen sich in den Kulturiberstanden der Zellen aus den

Treg+/+

trachealen Lymphknoten unsensibilisierter CK23 -Mdause nahezu keine Zytokine nachweisen. Im

Tree*/*_Kontrolltieren eine deutliche

Vergleich dazu zeigen die Zellen aus den sensibilisierten CK2pB
Produktion der Th2-vermittelten Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13. Ebenso lasst sich das Thl-vermittelte

Zytokin IFN-y nachweisen. Die Sensibilisierung der CK2B""™5"-M3use hingegen fihrt im Vergleich zu
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den sensibilisierten Kontrolltieren zu einer tendenziell noch starkeren Produktion an IL-4 und IL-5.
Von diesem Effekt scheint das Zytokin IL-13 nicht betroffen zu sein, zudem sind die gemessenen
Unterschiede nicht signifikant. Abgesehen von einer Versuchsmaus weisen sensibilisierte
CK2B"™E"-M3use eine annihernd gleiche IFN-y Produktion auf wie die sensibilisierten Kontrolltiere.
Die tendenziell gesteigerte, antigenspezifische Produktion Th2-spezifischer Zytokine in
sensibilisierten CK2B"™8”-Mzusen lieR sich jedoch auch bei der Stimulation der Zellen aus Lunge und
Milz der Tiere beobachten (Daten nicht gezeigt). Zudem zeigt Abbildung 3.14, dass unsensibilisierte
CK2B"™E"-M3use eine erhéhte Produktion des Thl Zytokins IFN-y zeigen. Diese konnte bereits zuvor
in Abbildung 3.9 des Abschnitts 3.3.4 beobachtet werden und ist vermutlich auf den erhéhten Anteil
aktivierter CD4" und CD8" T-Zellen in den Lymphknoten dieser Tiere zuriickzufiihren. Im Besonderen
CD8" T-Zellen sind in der Lage groRe Mengen an IFN-y zu produzieren. Zusammenfassend zeigen
CK2B™™e"-M3use also nach antigenspezifischer Aktivierung eine tendenziell verstirkte Produktion
der Th2-spezifischen Zytokine IL-4 und IL-5. Neben der Produktion T-Zell-spezifischer Zytokine lassen
sich Th2-vermittelte Immunantworten jedoch vor allem {ber die Produktion verschiedener
Antikorper charakterisieren. Im folgenden Abschnitt 3.5.3 wurden daher die Titer verschiedener

Antikorper-lsotypen in den Seren der Versuchstiere untersucht.

3.5.3 Erhohte Antikérpertiter an OVA-spezifischem IgE in asthmatischen
CK23Treg-/--Médusen

Neben der in Abschnitt 3.5.2 untersuchten Produktion von Zytokinen tragt im Besonderen die
Th2-vermittelte Produktion von Antikdrpern durch B-Zellen zur pathologischen Inflammation im
Rahmen von Asthma-Experimenten bei. Speziell die Produktion antigenspezifischer IgE Antikorper
verstarkt die Entziindungsreaktion in der Lunge, indem die Kreuzvernetzung membrangebundener
IgE Antikorper zur Aktivierung von Mastzellen beitragt. Die IgE Antikorper werden dabei Gber den
hochaffinen FceRIl an die Oberflaiche der Mastzellen gebunden. Eine erneute Exposition mit Antigen
flhrt dann zur Kreuzvernetzung der Antikorper, die eine massive Aktivierung der Mastzelle zur Folge
hat und zur Freisetzung zahlreicher Entziindungsmediatoren durch Degranulation fihrt. Um nun die
weitere Th2-vermittelte Immunantwort weiter bewerten zu konnen, wurden die Titer verschiedener
Ovalbumin-spezifischer Antikdrper-lsotypen in den Seren der Versuchstiere mittels ELISA gemessen.

Abbildung 3.15 fasst die Ergebnisse dieser ELISA zusammen.
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Abbildung 3.15: Asthmatische CK2B"™*”-Miuse zeigen stark erhohte Titer an antigen-spezifischen IgE Antikérpern.
GemiR der Anleitung in Abschnitt 2.19.1 wurden wildtypische CK2B"™8"*- und CK2B"™8”"-M4use einem Asthma-Experiment
unterzogen. Von allen Versuchstieren wurden, wie in den Abschnitten 2.18 und 2.19.4 beschrieben, Seren entnommen.
Mittels OVA-spezifischer Antikdrper ELISA wurden, gemdR den Abschnitten 2.19.7 und 2.17, die Titer der

Antigen-spezifischen Antikorper-Isotypen IgE, 1IgG1 und IgG2b bestimmt.

Aus Abbildung 3.15 lasst sich zunachst ableiten, dass die Produktion OVA-spezifischer Antikérper erst
durch Sensibilisierung, also nach Immunisierung mit Ovalbumin/Aluminiumhydroxid, einsetzt. In
unsensibilisierten CKZBTreg'/'—Méusen, wie auch den entsprechenden wildtypischen Kontrolltieren
lassen sich so gut wie keine OVA-spezifischen Antikorper nachweisen. Im Gegensatz dazu sind in den
sensibilisierten Tieren eindeutig gesteigerte Titer an OVA-spezifischen Antikdrpern aller untersuchten

Isotypen detektierbar. Der Vergleich der sensibilisierten CK2B"™87-Mause und der zugehorigen
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sensibilisierten Kontrollgruppe lasst zunachst keine signifikanten Unterschiede im Titer
OVA-spezifischer IgG1 und 1gG2b Antikdrper erkennen. Es zeigt sich lediglich eine Tendenz zu einem
héheren Titer an OVA-spezifischem IgG1 in CK2B"™8"*-M3usen. IgG2b Antikérper sind dabei auf einen
durch TGF-B kontrollierten lIsotypen Klassenwechsel zurlckzufiihren, einem Zytokin, welches
besonders in mucosalen Geweben von Bedeutung ist*?°. IgGl und im Besonderen der
Isotypenwechsel zu IgE werden durch die Th2 Zytokine IL-4 und, im Falle von IgE, zusatzlich IL-13

114120 - Apbildung 3.15 zeigt speziell im Falle von IgE einen deutlichen Anstieg der

reguliert
OVA-spezifischen  Antikérpertiter in  CK2B™¥/-Miusen. Diese gesteigerte  Produktion
OVA-spezifischen IgEs kann als weiteres starkes Indiz fiir eine gesteigerte Th2-vermittelte
Immunreaktion in sensibilisierten CK2B™™-Tieren gewertet werden. Zusammenfassend konnte,
unter Betrachtung aller im Rahmen des Asthma-Versuchs untersuchten Parameter, die in
Abschnitt 3.4 beobachtete massive Th2 Antwort in sensibilisierten CK2B"™¢”Tieren eindeutig belegt
werden. Neben einer erhéhten Prdasenz OVA-spezifischer IgE Antikérper wird die starkere Th2
Antwort zudem durch die Tendenz zu einer erhéhten Produktion Th2-spezifischer Zytokine, wie IL-4
und IL-5 (siehe Abschnitt 3.5.2) untermauert. Wie in Abschnitt 3.5.1 histologisch belegt, fiihrt diese
gesteigerte Th2-vermittelte Immunreaktion in CK2B™&”-Mausen im Asthma-Modell zudem zu einer
massiven Infiltration von Entziindungszellen in die Lunge. Auffdlligerweise konnten im
Ashtma-Versuch bereits in unsensibilisierten CK2B™&/-Miusen Zeichen einer Th2-vermittelten
Immunreaktion gefunden werden. Demnach wird die bestehende Entziindungsreaktion in der Lunge
der CK2p™™ " Tiere durch die Induktion asthmatischer Symptome weiter potenziert. Dies fiihrt
schlieBlich zu einer noch starkeren Infiltration von Entziindungszellen in die Lunge (siehe Abbildung
3.12 und Abbildung 3.13), zu einer gesteigerten Produktion von Th2-spezifischen Zytokinen (siehe
Abbildung 3.14), sowie zu erhohten Antigen-spezifischen Titern an IgE Antikérpern (siehe Abbildung
3.15). Insgesamt ist die mangelnde Kontrolle von Th2-Zellen in CK2B™™/-Mé&usen, wie zuvor in
Abschnitt 3.4 erlautert, ausschlieflich durch eine reduzierte Suppression durch CK2B defiziente Tregs
zu erklaren. Im Folgenden sollte daher die molekulare Ursache dieser fehlerhaften Suppression in

den Tregs untersucht werden.
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3.6 Regulatorische T-Zellen aus CK2fTres-/--Tieren zeigen eine verringerte
Expression des Transkriptionsfaktors Foxp3

3.6.1 Die Expression verschiedener, an der Treg-vermittelten Suppression beteiligter
Molekiile in regulatorischen T-Zellen von CK2f3Trez-/--Mausen ist unverdndert

In den vorherigen Abschnitten 3.4 und 3.5 konnte eine mangelhafte Suppression Th2-vermittelter
Immunreaktionen durch CK2B defiziente Tregs nachgewiesen werden. Die folgenden Abschnitte
befassen sich nun mit der Untersuchung der zugrunde liegenden molekularen Mechanismen dieser
gestorten Suppression. Wie in Teil 1.4 der Einleitung erklart wurde, verwenden Tregs verschiedene
suppressive Mechanismen zur Aufrechterhaltung der aktiven peripheren Toleranz. Anders als z.B.

172 antwickeln CK2B™E”-Miuse jedoch keinen letalen, autoimmunen

Foxp3 defiziente Tiere
Phanotyp. Daher liegt die Vermutung nahe, dass durch die Deletion der CK2B nur ein einzelner
Mechanismus der Treg-vermittelten Suppression defekt sein kénnte. Um diese Moglichkeit naher zu
untersuchen, wurden CK2B defiziente Tregs hinsichtlich der Expression verschiedener, an der
Treg-vermittelten Suppression beteiligter Molekiile analysiert. Hierzu wurden erneut

Tree*/*_Kontrolltiere und von CK2B™#/-Miusen

Milzzellsuspensionen einzelner wildtypischer CK2[
hergestellt. In diesen Zellsuspensionen wurde die Expression der suppressiven Molekile CTLA-4,
Granzym B, CD39 und CD73, sowie der TZR-assoziierten Signalkomponente CD3¢e und der TZR B-Kette
(TZRB) auf CD4'Foxp3™ Tregs (berprift. Abbildung 3.16 zeigt das Ergebnis dieser

durchflusszytometrischen Untersuchung.
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Abbildung 3.16: Die Expression verschiedener, an der Treg-vermittelten Suppression beteiligter Molekiile in CK2

B und CK2B"*/-Msusen wurden die Milzen

defizienten Tregs ist unverdndert. Aus 7-12 Wochen alten CK2(
entnommen und zu Einzelzellsuspensionen verarbeitet (siehe Abschnitt 2.11.3). Mittels hypotoner Lyse wurden die
Erythrozyten in den Einzelzellsuspensionen entfernt und die Zellen darauffolgend in mehrere FACS-Farbungen aufgeteilt.
Hierzu wurden die Zellen mit Fluoreszenzfarbtoff-gekoppelten Antikérpern gegen die Molekiile CD4, Foxp3 (intrazellular)
und in unterschiedlichen Ansdtzen gegen CTLA-4 (einmal auf der Oberflaiche und einmal intrazelluldr), Granzym B
(intrazelluldr), CD39 und CD73 (jeweils auf der Zelloberfliche), sowie CD3e und pan TZRB Kette (jeweils auf der
Zelloberflache) gefarbt. AnschlieRend wurden die verschiedenen FACS-Proben gemaR Abschnitt 2.16 hinsichtlich der
Expression der unterschiedlichen an der Treg-vermittelten Suppression beteiligten Molekile auf CD4'Foxp3” Tregs
durchflusszytometrisch analysiert. In allen Proben wurden die Tregs durch ihre selektive Expression der Marker CD4 und
Foxp3 von anderen Zellen unterschieden. A Normierte mittlere Fluoreszenz-Intensitdt (MFI) der gemessenen suppressiven

Molekiile auf CK2B suffizienten und CK2p defizienten CD4'Foxp3" Tregs. B Prozentualer Anteil der CD4"Foxp3™ Tregs,

welche die verschiedenen suppressiven Molekiile exprimieren, in CK2B™¢”"- und CK28"™¢"*-M3usen.
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In Abbildung 3.16 ldsst sich kein Unterschied in der Expression der untersuchten an der
Treg-vermittelten Suppression beteiligten Proteine in CK2B defizienten Tregs feststellen. Demnach
kann ein Defekt der untersuchten Treg-spezifischen suppressiven Mechanismen durch den Verlust
der CK2PB in Tregs ausgeschlossen werden. Allerdings umfasste die Analyse nicht alle Mechanismen
der Suppression durch Tregs. Auffilligerweise geht aus Abbildung 3.16 hervor, dass ein signifikanter
Anteil CK2B defizienter Tregs eine verringerte Expression der TZR-assoziierten Signalkomponenten
CD3e und der TZR B-Kette auf der Oberfliche zeigen. Durch die reduzierte Expression dieser
Komponenten konnte die Aktivierung der Tregs starkere Signale erfordern. CK2B defiziente Tregs
besitzen demnach eine geringfiligig erhhte Schwelle zur TZR-basierten Aktivierung. Inwieweit diese
potenziell erhohte Aktivierungsschwelle CK2B defizienter Tregs fir die beobachtete Th2-vermittelte
Immunreaktion in CK2B™#”-Miusen verantwortlich gemacht werden kann, ist allerdings unklar. Wie
zuvor bereits in Abschnitt 1.4 der Einleitung beschrieben wurde koordiniert Foxp3 die Entwicklung
und die suppressive Funktion von Tregs. Eine gestorte Protein Expression von Foxp3 kdnnte demnach
eine mogliche Ursache fiir die in CK2B"™¢"-Miusen beobachtete Th2-vermittelte Immunreaktion

liefern. Der folgende Abschnitt 3.6.2 befasst sich mit der Foxp3-Expression CK2p defizienter Tregs .

3.6.2 Regulatorische T-Zellen aus CK23Tres-/--Tieren zeigen eine verringerte Expression
des Transkriptionsfaktors Foxp3

Im vorherigen Teil 3.6.1 wurde die Expression verschiedener, an der Treg-vermittelten Suppression
beteiligter Molekiile in CK2 defizienten Tregs analysiert. Die durchflusszytometrische Untersuchung
ergab jedoch keinerlei Unterschiede in der Expression dieser Molekiile. Im Zuge dieser Analyse
wurden jedoch reduzierte Expressionslevel des Transkriptionsfaktors Foxp3 in den Tregs aus
CK2B"™E"-M3usen beobachtet. Wie jedoch zuvor bereits in den Abschnitten 3.3.2 und 3.3.3
festgestellt werden konnte, ist die Zahl der CD4*Foxp3* Tregs in den CK2B"™¢"-Tieren unverindert.
Die beobachtete Reduktion der Foxp3-Expression sollte im Folgenden bestatigt werden. AuRerdem
sollte festgestellt werden, ob sich dieser Defekt in der Expression von Foxp3 bereits wahrend der
Entwicklung der Tregs im Thymus oder erst in reifen Tregs in der Peripherie entwickelt. Dazu wurden
Milzen und Thymi aus CK2B™8"*- und CK2B"™"-Tieren einzeln prépariert. Aus den Milzen wurden
erneut Einzelzellsuspensionen gefertigt und die enthaltenen Erythrozyten lysiert (siehe Abschnitt
2.11.3). Ebenso wurden die Thymi zu Einzelzellsuspensionen verarbeitet (siehe Abschnitt 2.11.1). In
diesen Milz- und Thymuszellsuspensionen wurde per Durchflusszytometer die Expression des

Treg-spezifischen Transkriptionsfaktors Foxp3 in CD4'Foxp3® Tregs Uberpriift. Die Ergebnisse der
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Experimente zur verringerten Foxp3 Expression in CK2B defizienten Tregs sind in Abbildung 3.17

dargestellt.
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Abbildung 3.17: CK2pB defiziente Tregs zeigen eine verringerte Foxp3-Expression. Aus 7-12 Wochen alten CK2[3Treg+/+- und
CK2B™™¢/-M3usen wurden die Milzen und Thymi entnommen. Die Milzen wurden zu Einzelzellsuspensionen verarbeitet
und die Erythrozyten lysiert (nach Abschnitt 2.11.3). Ebenso wurden aus den Thymi Einzelzellsuspensionen gefertigt (siehe
Abschnitt 2.11.1). Diese Zellsuspensionen wurden mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérpern gegen die Marker CD4,
CD8 und intrazelluldr gegen Foxp3 gefarbt. Die in den Zellsuspensionen enthaltenen Tregs wurden durch ihre selektive
Expression der Marker CD4 und Foxp3, sowie ihre fehlende CD8 Expression (speziell im Thymus) von anderen Zellen
unterschieden. A Normierte, prozentuale, mittlere Fluoreszenz-Intensitit von Foxp3 in CD4*CD8 Foxp3" Tregs aus Thymi
und in CD4"Foxp3" Tregs aus Milzen von CK2B™8"*- und CK2B"™/-Tieren. B Representative Overlays der Foxp3-Expression

in CD4*CD8 Foxp3* Tregs im Thymus und in CD4*Foxp3* Tregs in der Milz je einer CK2B"™*- und einer CK2p"™ 8" -Maus.

Wie Abbildung 3.17 zeigt, weisen CK2B defiziente Tregs im Thymus von CK2B"™/-Miusen eine
anndhernd vergleichbare Foxp3-Expression auf, wie die thymalen Tregs wildtypischer Kontrollmause.
Im Zuge der Treg Entwicklung wirkt sich die Deletion der CK2pB also nur geringfiigig auf die Expression
von Foxp3 aus. Im Gegensatz dazu ist die Foxp3 Expression CK2B defizienter Tregs in den Milzen von

CKZBTreg'/'—Méuse, als Beispiel eines peripheren lymphatischen Organs, stark reduziert. So weisen die
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Tregs der CKZBTreg'/'—Méuse im Mittel eine um 33% geringere Expression von Foxp3 auf. 2007 konnte
die Forschergruppe um R. A. Flavell in einer Studie offenlegen, dass eine reduzierte Foxp3 Expression
zur Konversion der Tregs zu Th2 Zellen und damit zur Entwicklung eines autoimmunen
Th2-vermittelten Phanotyps fuhrt'?!. Die in dieser Studie erzielten Ergebnisse kénnten demnach eine
Erkldrung fur die in CK2B"™8”-Miusen beobachtete speziell Th2-vermittelte Autoimmunreaktion
bilden. R. A. Flavell beobachtete jedoch, parallel zu Foxp3, eine Reduktion verschiedener
suppressiver Molekile auf Tregs, wie z.B. CTLA-4. Eine derartige verringerte Expression suppressiver
Molekiile wurde jedoch fiir CK2B defiziente Tregs bereits in Abschnitt 3.6.1 ausgeschlossen. Im
Folgenden sollten daher weitere Erklirungsansitze fur die in CK2B™®/-Miusen beobachtete
Th2-vermittelte Autoimmunreaktion gefunden werden. Wie zuvor in Abschnitt 1.4 des
Einleitungsteils beschrieben wurde, befahigt die Expression des Transkriptionsfaktors IRF4 Tregs zur
spezifischen Suppression Th2-vermittelter Immunantworten®. Der folgende Abschnitt 3.7 befasst

sich daher mit der Rolle von IRF4 in CK2pB defizienten Tregs.

3.7 Regulatorische T-Zellen aus CK2f3Treg-/- Mdusen weisen eine reduzierte
Expression des Transkriptionsfaktors IRF4 auf

Im vorherigen Abschnitt 3.6.2 konnte eine geringere Foxp3 Expression in CK2B defizienten Tregs als
mogliche  Ursache fir die sich in  CK2B™&/-Miusen entwicklende Th2-vermittelte
Autoimmunreaktion festgestellt werden. Da der Verlust von Foxp3 in CK2[3 defizienten Tregs jedoch,
anders als erwartet, nicht mit einer reduzierten Proteinexpression verschiedener suppressiver
Molekiile auf Tregs, wie z.B. CTLA-4, einhergeht, sollten weitere mogliche Erklarungsansitze
Uberprift werden. Als solchen Erklarungsansatz konnte ein neues Konzept zur spezifischen
Suppression verschiedener T-Helferzellantworten durch Tregs dienen. Dieses Konzept wurde in den
Jahren 2009-2012 in wesentlichen Teilen durch die Arbeitsgruppe um A. Rudensky erarbeitet®>**%*,
Um unterschiedliche T-Helferzellantworten besser kontrollieren zu kdnnen, beginnen Tregs demnach
Transkriptionsfaktoren zu exprimieren, die fiir die verschiedenen T-Helferzelltypen von
entscheidender Bedeutung sind. Die Adaption dieser Transkriptionfaktoren ermoglicht den Tregs
eine spezialisierte Suppression der entsprechenden T-Helferzellen. Auf Einzelheiten dieses Konzepts
wurde bereits in den Abschnitten 1.2.3 und 1.4 des Einleitungsteils eingegangen. Unter anderem
konnte die Gruppe um Rudensky feststellen, dass Tregs durch Expression des Transkriptionsfaktors
IRF4 zur spezifischen Suppression Th2-vermittelter Immunantworten befihigt werden®, daher sollte
im Folgenden die Expression von IRF4 in CK2pB defizienten Tregs untersucht werden. Hierfir wurden

CD25" Tregs aus den Milzen von CK2B™#”*- und CK2B"™8/-Miusen mittels MACS isoliert (siehe
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Abschnitt 2.12.1). Mittels Durchflusszytometrie wurde in dieser CD25-angereicherten Zellpopulation
der Anteil der CD4'CD25'Foxp3" Tregs ermittelt, wobei die Zellen nur bei einem Anteil der
CD4'CD25'Foxp3" Tregs von liber 90% fiir die weiteren Versuche verwendet wurden. Aus den reinen
Tregs wurden die Proteine und Gesamt-RNA isoliert. Mittels Western Blot sollte die Expression von
IRF4 in den Tregs auf Proteinebene und durch gRT-PCR die IRF4 mRNA Expression analysiert werden.

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Abbildung 3.18 zusammengefasst.
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Abbildung 3.18: Tregs aus CKZBTreg'/'-Tieren weisen eine reduzierte Expression des Transkriptionsfaktors IRF4 auf. Aus
7-16 Wochen alten CK2B"™"*- und CK28"*” Tieren wurden die Milzen entnommen. Diese wurden zu
Einzelzellsuspensionen verarbeitet und die Erythrozyten lysiert (nach Abschnitt 2.11.3). Aus den Zellsuspensionen wurden
gemiR Abschnitt 2.12.2 CD4" T-Zellen mittels MACS vorangereichert. Per durchflusszytometrischer Zellsortierung wurden
aus der vorgereinigten CD4" T-Zellpopulation die CD4'CD25" T-Zellen weiter isoliert (siehe Abschnitt 2.12.3). Der Anteil der
CD4'CD25 Foxp3” Tregs in diesen CD4'CD25" Zellen wurde per Durchflusszytometrie bestimmt. Fir weitere Experimente
wurden die Tregs nur bei einem Anteil von Gber 90% CD4'CD25 Foxp3® Tregs verwendet. Aus den ex vivo isolierten Tregs
wurden Proteine und Gesamt-RNA isoliert. A IRF4 Western Blots und relative IRF4 Proteinexpression aus zwei
unabhdngigen Experimenten. B qRT-PCR zum Nachweis der relativen Expression der IRF4 mRNA in Tregs aus einem

einzelnen Experiment.

Aus Abbildung 3.18 A und B geht hervor, dass Tregs aus CK2B™#/-Mzusen eine deutlich geringere

IRF4 Expression aufweisen als die Tregs aus CK2p'™"/*

-Mausen. Diese Reduktion zeigt sich auf
Proteinebene und lasst sich zudem auch auf Ebene der IRF4 mRNA Expression bestatigen. In
Korrelation mit den Ergebnissen von A. Rudensky® liefert diese verringerte IRF4 Expression in CK2p
defizienten Tregs einen weiteren Erkldrungsansatz fir die spontane in CKZBTreg"/"—Méusen
beobachtete Th2-vermittelte Autoimmunreaktion. Demnach resultiert der Verlust der CK2pB UE in

Tregs in einer verminderten Expression des Transkriptionsfaktors IRF4. Aufgrund der reduzierten IRF4
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Expression widerum sind CK2B defiziente Tregs moglicherweise nur schwer in der Lage,
Th2-vermittelte Immunantworten zu supprimieren. Da die CK2 jedoch eine groRRe Substratvielfalt
besitzt und an zahlreichen Signalwegen partizipiert, lassen sich weitere CK2-abhdngige

Mechanismen, die zu einer verminderten Treg-vermittelten Suppression fiihren, nicht ausschlieRen.

3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

In Vorarbeit zu diesem Projekt wurde durch einen komparativen Kinomarray die Casein Kinase 2
(CK2) als eine der, selektiv in Tregs, aktivsten Kinasen identifiziert. Ziel dieser Arbeit war es daher, die
Funktion der CK2 in Tregs zu untersuchen. Unter Verwendung pharmakologischer CK2 Inhibitoren
konnte die Suppression von Tregs in klassischen Suppressionsassays aufgehoben werden. Da
pharmakologische Inhibitoren jedoch auch die Wirkungsweise anderer Kinasen beeinflussen, kdnnen
die erhaltenen Ergebnisse nicht eindeutig auf die Inhibition der CK2 zuriickgefiihrt werden. Daher
wurden konditionale ,knockout” Mause generiert, in denen die regulatorische CK2B UE gezielt in
Foxp3 exprimierenden Tregs defekt ist (CK2B"™8”-Miuse). Die Analyse dieser Miuse ergab, dass sich
in diesen Tieren eine spontane, sublethale Autoimmunreaktion entwickelt. Die genauere Analyse der
T-Zellen der CK2B™#/-Miuse offenbarte, dass die beobachtete Immunreaktion starke
Charakteristika einer Th2-vermittelten Immnunantwort zeigt. Da vom CK2B-Defekt in
CK2B"™E"-M3usen ausschlieRlich die Foxp3® Tregs betroffen sind, muss die beobachtete
Immunreaktion jedoch auf einer reduzierten suppressiven Funktion der Tregs beruhen. Von dieser
CK2-abhangigen Storung ist in besonderem MaRe das Vermogen der Tregs zur Suppression
Th2-vermittelter Immunantworten betroffen. Die dysfunktionale Suppression von Th2 Antworten
wurde zusatzlich im Krankheitsmodell des murinen Asthma bronchiale als Beispiel eines

e/ M3use nach

Th2-basierten Krankheitsmodells in vivo bestatigt. Insgesamt wiesen CK2f
Sensibilisierung” deutlich stirkere Merkmale einer Th2-vermittelten Immunreaktion und gréRere
pathologische Verdanderungen der Lunge auf als wildtypische Kontrolltiere. AuBerdem konnten in den
Asthma-Versuchen bereits in den Lungen unsensibilisierter CK2B"™¢/-Méiuse pathologische
Veranderungen beobachtet werden. Als mogliche Ursache fiir die beobachtete Th2-vermittelte
Autoimmunreaktion in CKZBTreg'/'—Méusen wurde neben einer reduzierten Foxp3-Expression, eine
stark verringerte Expression des Transkriptionsfaktors IRF4 in CK2B defizienten Tregs identifiziert. So

konnte in friiheren Studien gezeigt werden, dass der Verlust der Foxp3 Expression in Tregs zur

Konversion der Tregs zu Th2 Zellen und zur Entwicklung einer Th2-vermittelten Autoimmunreaktion

hSensibilisierung: Immunisierung von Versuchstieren durch intraperitoneale Injektion von Ovalbumin (als
Antigen) zusammen mit Aluminiumhydroxid (als Adjuvanz) gemaR Abschnitt 2.19.1
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fuhrt*. Im Gegensatz dazu wurde in einer anderen Studie eine kritische Funktion von IRF4 in Tregs
fur die Suppression Th2-basierter Immunantworten aufgedeckt®. Zusammenfassend konnte die CK2
durch diese Arbeit als neues Zielmolekiil identifiziert werden, um gezielt die Treg-vermittelte
Suppression speziell Th2-vermittelter Immunreaktionen zu inhibieren. Die folgende Diskussion

beschéftigt sich nun mit der Nutzbarkeit und Anwendung einer Manipulation der CK2 in Tregs.
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4 Diskussion

4.1 Das therapeutische Potenzial regulatorischer T-Zellen

Wie zuvor bereits in den Abschnitten 1.3 und 1.4 der Einleitung beschrieben wurde, haben
regulatorische T-Zellen (Tregs) eine essentielle Funktion bei der Aufrechterhaltung der
immunologischen Toleranz. Durch die Identifikation des Transkriptionsfaktors Foxp3 als
Schlisselfaktor, der die Funktion und Entwicklung von Tregs steuert, konnten Tregs im Jahr 2003 als

172 nzwischen konnte eine wesentliche

eigenstandige T-Zell-Subpopulation definiert werden
Beteiligung von Tregs bei der Suppression schadlicher Autoimmunreaktionen gegen korpereigene
Gewebe, oder auch kommensale Bakterien im Darm zweifelsfrei nachgewiesen werden®**. Eine
fehlerhafte Funktionsweise von Tregs beglinstigt daher die Entstehung zahlreicher autoimmuner
Erkrankungen. Beispielsweise fiihren Mutationen im Gen fiir Foxp3 beim Menschen zur Entwicklung
des lethalen IPEX Syndroms (Immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked

122

Syndrom) Betroffene Patienten entwickeln bereits in friihem Alter schwere systemische
Autoimmunreaktionen®. Neben dieser fatalen Autoimmunerkrankung kann eine fehlerhafte
Treg-vermittelte Suppression zur Entstehung verschiedener autoimmuner Erkrankungen flihren, wie
z.B. Diabetes Typ 1, Rheumatoider Arthritis, Multipler Sklerose (MS), Systemischem Lupus

12 AuBerdem regulieren

Erythematodes (SLE) sowie Psiorasis und Intestinal Bowel Disease (IBD)
Tregs UberschieRende Immunreaktionen gegen harmlose Antigene, wodurch eine fehlerhafte
Suppression durch Tregs zur Entstehung allergischer Reaktionen, wie z.B. Asthma oder

114124 \Weitere klinische Relevanz erhalten Tregs bei

Lebensmittelallergien, beitragen kann
Transplantationen, wo der Transfer von Tregs einen vielversprechenden Therapieansatz darstellt, um
TransplantatabstoRungsreaktionen zu verhindern'”. Auf der anderen Seite kann die Suppression
durch Tregs Immunreaktionen gegen Tumorgewebe inhibieren, da Tregs den Tumor als
korpereigenes Gewebe interpretieren und somit potentielle Immunreaktionen gegen ihn
unterbinden®. So stellt der Schutz durch Tregs einen der Hauptmechanismen dar, wie Tumore der

Erkennung durch das Immunsystem entgehen'®. Zusammenfassend besitzen Tregs also ein

vielseitiges therapeutisches Anwendungspotential, das in Abbildung 4.1 dargestellt ist.
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Abbildung 4.1: Potenzielles therapeutisches Anwendungspotenzial von Tregs. Eine fehlerhafte Treg-vermittelte
Suppression kann zur Entstehung verschiedener Autoimmunerkrankungen (1.) und Allergien (2.) beitragen. Die Expansion
von Tregs stellt zudem eine Therapiemoglichkeit dar, um die Entwicklung schadlicher Graft-versus-Host-disease (GvHD)
Reaktionen bei Transplantationen sowie TransplantatabstoRungsreaktionen (3.) zu verhindern. Auferdem kann die
Blockade der Treg-vermittelten Suppression dazu beitragen, Immunreaktionen gegen Tumore (4.) zu verstarken.
Verschiedene Phamaka werden bereits dazu eingesetzt, um die Treg-vermittelten Ursachen an diesen Erkrankungen zu
behandeln. So werden IL-2/Anti-IL-2 Antikérperkomplexe eingesetzt, um Uber die Expansion von Tregs GvHD Reaktionen
bei Knochenmarkstransplantationen zu verhindern. Das Immunsuppressivum Everolimus stabilisiert die Foxp3 Expression
von Tregs und steigert deren Uberlebensfihigkeit. AuBerdem wurden Anti-CD25 gekoppelte Diphterietoxin Konjugate mit
zweifelhaftem Erfolg dazu eingesetzt, um Tregs auszuschalten und so Immunreaktionen gegen verschiedene Tumore zu

provozieren.

Teilweise werden bereits verschiedene Strategien genutzt, um den Treg-vermittelten Beitrag an
diesen Erkrankungen, wie z.B. reduzierte Anzahlen an Tregs, fehlerhafte suppressive Mechanismen
oder die Resistenz von Effektorzellen gegeniiber der Treg-vermittelten Suppression'®’, zu
therapieren. Ein Teil der hierzu verwendeten Pharmaka wurde bereits in Abbildung 4.1 aufgefiihrt
und wird im Folgenden genauer behandelt. Beispielsweise wurden basierend auf murinen Studien
Konjugate aus IL-2 und IL-2-spezifischen Antikorpern erfolgreich in der Behandlung chronischer Graft-
versus-Host-disease (GvHD) Reaktionen nach Knochenmarkstransplantationen eingesetzt'”’. Die
Applikation dieser IL-2/Anti-IL-2 Antikorperkomplexe induzierte die Expansion von Tregs, welche im
Stande waren, die Entwicklung der GvHD zu blockieren®’. Analog konnten IL-2/Anti-IL-2
Antikorperkomplexe bei Hepatitis C induzierter, autoimmuner Vasculitis erfolgreich angewandt

28 Ein weiteres Beispiel fur die erfolgreiche therapheutische

werden um Tregs zu expandieren
Anwendung eines Pharmakons zur Aktivierung der Funktion von Tregs ist der Kinase-Inhibitor
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Everolimus (Afinitor, Novartis), der als generelles Immunsuppressivum Anwendung findet.
Everolimus hemmt die Aktivitdt der Serin/Threonin-Kinase mTOR, welche der PI3K-Akt Kinase
Kaskade nachgeschaltet ist. Die Blockade von mTOR férdert im Mausmodell die Induktion und die
Uberlebensfihigkeit von Tregs und stabilisiert Foxp3, indem Everolimus den suppressiven Einfluss
von mTOR auf Transkriptionsfaktoren der SMAD- und Foxo-Familie unterbindet, welche ihrerseits die
Expression von Foxp3 und diverser (iberlebensfordernder Gene induzieren'®. AuRerdem zeigt
Everolimus weitere niitzliche Effekte auf andere Zellen. So hemmt es massiv die Proliferation von
Tcons, wodurch es parallel zu einer gesteigerten Frequenz von Tregs kommt®’. Durch diesen Effekt
wird der Nutzen von Everolimus als Immunsuppressivum noch verstarkt. Dennoch sind nicht alle
Versuche, die Funktion von Tregs therapeutisch zu nutzen, von Erfolg gekront. Ein Negativbeispiel
liefert das Medikament Denileukin Difitox (Ontak; Esai), ein an Diptherietoxin gekoppelter
Antikorper, der spezifisch an die IL-2-Rezeptor a-Kette (CD25) bindet. Da CD25 auf der Oberflache
zahlreicher Tregs in groRen Mengen exprimiert wird, soll der Antikérper spezifisch an Treg Zellen
binden und so Diptherietoxin in die Treg Zelle einschleusen, welches darauf zur Zerstérung der Zelle
flhrt. Durch die Reduktion der Anzahl der Tregs soll es so zu einer geringeren Treg-vermittelten
Suppression und damit zu einer gesteigerten Anti-Tumor-Antwort kommen. Studien an Melanom-
und Prostata-Krebspatienten lieferten jedoch widerspriichliche Resultate®’, die durch die Tatsache
erklarbar sind, dass auch Tcons nach ihrer Aktivierung CD25 auf ihrer Oberfliche exprimieren®’.
Dieses Negativbeispiel verdeutlicht also den Bedarf an Medikamenten, die mdoglichst selektiv die
Funktionen von Tregs modulieren, ohne schwerwiegende Nebenwirkungen hervorzurufen. Aktuell
gangige Immunsuppressiva, wie z.B. Glukokortikoide oder das im oberen Textverlauf beschriebene
Everolimus, haben ein breites Wirkungsspektrum, sodass viele verschiedene Zelltypen betroffen sind.
Dies fiihrt beispielsweise zu einer gesteigerten Infekt Anfalligkeit und zu zahlreichen weiteren
Nebenwirkungen. Durch Medikamente, die gezielt die Funktionsweise von Tregs beeinflussen, sollten
derartige Nebenwirkungen geringer ausfallen. Die Ergebnisse des in Abschnitt 1.4 des Einleitungsteils
beschriebenen Kinomarray identifizieren die Casein Kinase 2 (CK2) als Kinase, mit einer selektiv
hohen Aktivitdt in Tregs im Vergleich zu CD4" Tcons. Demnach stellt die CK2 ein interessantes
Zielmolekdl dar, um Tregs moglichst selektiv zu beeinflussen, ohne dabei die Funktionen von Tcons
zu storen. So zeigen die Ergebnisse des Proliferationsassays in 3.1, dass durch die Blockade der
CK2-Aktivitat selektiv die Funktion von Tregs aufgehoben werden kann, ohne die Proliferation der
Tcons zu beeinflussen. Die CK2 bietet sich zusatzlich als Zielmolekil fir die Manipulation von Tregs
an, da in den letzten Jahren bereits zahlreiche unterschiedliche pharmakologische Inhibitoren
entwickelt wurden, um die Aktivitat des Enzyms zu blockieren. Der nachste Abschnitt 4.2 beschaftigt

sich daher mit dem Angebot und den speziellen Eigenschaften pharmakologischer CK2 Inhibitoren.
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4.2 Pharmakologische CK2 Inhibitoren

Im Jahre 1954 entdeckten Burnett und Kennedy die Protein Kinase CK2 und benannten sie nach ihrer
Fahigkeit das Protein Casein zu phosphorylieren'®. Seither konnten jedoch nur limitierte
Informationen Uber die Funktion und Regulation der CK2 gewonnen werden, wovon ein Teil dieser

B In den letzten Jahren

Eigenschaften bereits in Abschnitt 1.5 der Einleitung behandelt wurde
konnten diverse Studien jedoch eine bedeutende, proonkogene Rolle der CK2 in Tumorzellen
aufdecken. Diese proonkogene Funktion fiihrte in den letzten Jahren zu einem massiven Interesse an
kleinen Molekilen, welche die Funktion der CK2 selektiv inhibieren, messbar anhand einer rapide

32 Der folgende Abschnitt 4.3 befasst sich daher

angestiegenen Zahl an Patenten auf diese Molekiile
eingehender mit der Anwendung pharmakologischer CK2 Inhibitoren zur Krebstherapie, wahrend
sich hiesiger Abschnitt direkt mit den pharmakologischen Inhibitoren selbst beschaftigt. Die Mehrheit
dieser Molekiile umfasst ATP-kompetitive Inhibitoren, welche die relativ stark konservierte ATP
Bindungstasche der Kinasen blockieren'®. Die Familie der ATP-kompetitiven CK2 Inhibitoren umfasst
dabei drei verschiedene Klassen chemischer Molekiile: Polyphenole, Indolquinazolin basierte

133 von denen letztere die ersten Substanzen

Molekiile und halogenierte Benzimidazol Derivate
waren, die zur CK2 Inhibition verwendet wurden. So stellt beispielsweise das halogenierte
Benzimidazol Derivat TBB (4,5,6,7-Tetrabromo-benzotriazol) einen der ersten und am haufigsten in

Studien verwendeten CK2 Inhibitor dar***

. TBB bildet die strukturelle Basis fiir eine ganze Reihe an
CK2 Inhibitoren, wie den Inhibitor DMAT, der wahrend dieser Arbeit erstmals dazu eingesetzt wurde,
um die Aktivitat der CK2 in Tregs in einem klassischen Suppressionsassay zu blockieren. Dabei wurde
in den in Abschnitt 3.1 dargelegten in vitro Experimenten festgestellt, dass DMAT in der Lage ist, die
Treg-vermittelte Suppression der Proliferation konventioneller T-Zellen aufzuheben. Wie der zuvor
bereits in Abschnitt 4.1 der Diskussion beispielhaft beschriebene Kinase-Inhibitor Everolimus zeigt,
finden Kinase-Inhibitoren bereits Anwendung, um die Funktion von Tregs zu manipulieren. Die
Anwendung von CK2 Inhibitoren um die Suppression durch Tregs aufzuheben, wurde zuvor jedoch
noch nicht beschrieben. Ein generelles Problem bei der Anwendung dieser ATP-kompetitiven
Inhibitoren besteht in ihrer Unspezifitdt. Diese resultiert in erster Linie daher, dass die ATP
Bindungstasche von Kinasen, aber auch von anderen ATP-bindenden Proteinen, stark konserviert
ist"*'*, Beispielsweise blockiert der hier (Abschnitt 3.1) verwendete CK2 Inhibitor DMAT in der
eingesetzten Konzentration neben der CK2 auch die Aktivitat der Kinasen PIM-1, PIM-3 sowie HIPK-2
in gleichem AusmaR'"’. Eine direkte Beziehung einer dieser Kinasen zur Funktion von Tregs ist jedoch
nicht bekannt. Zudem zeigt in dem im Vorfeld dieser Arbeit durchgefiihrten Kinomarray keine dieser

Kinasen eine selektiv in Tregs erhohte Aktivitat. Die mangelnde Selektivitdat der Kinase Inhibitoren

105



Diskussion

kann als einer der Hauptgriinde angefiihrt werden, warum bis heute lediglich ein CK2 Inhibitor,

namens CX4945, eine klinische Phase Il Studie als Chemotherapeutikum erreicht hat***

. Ausgehend
von ATP-kompetitiven CK2 Inhibitoren wandelte sich daher der Fokus der Forschung in den letzten
Jahren zu alternativen Inhibitionsmoglichkeiten der CK2. Die Strategien dieser alternativen Inhibition
beinhalten z.B. synthetische Peptide, welche die Interaktion von Substraten mit der CK2 und
insbesondere der CK2B UE unterbinden. So konnte ein Substrat-dhnliches Peptid (P15) synthetisiert
werden, welches, wenn gekoppelt an das membrangadngige Peptid Tat, antitumordse Wirkung in

Tiermodellen und klinischen Patientenstudien aufwies™***’

. Peptide, welche speziell die Funktion der
CK2B UE unterbinden, sind besonders effektiv, da die B-UE die zentrale Komponente der CK2
darstellt. So rekrutiert die CK2B UE Substrate und Interaktionspartner und moduliert die

Substratselektivitit und katalytische Aktivitat der CK2'*

. Die Gruppe um Cochet publizierte 2006 ein
Peptid (P1), dass in der Lage ist p53-vermittelt Apoptose zu induzieren und spezifisch die Funktion
der CK2B UE zu blockieren™®. Neben diesen inhibitorischen Peptiden konnten kiirzlich
Polyoxometallate als allosterische CK2 Inhibitoren identifiziert werden™’. Deren Wirksamkeit in vivo
konnte bislang jedoch nicht nachgewiesen werden. Insgesamt besteht somit ein breites Spektrum an
Inhibitoren, das genutzt werden konnte, um potentiell die Suppression durch Tregs durch die
Inhibition der CK2 zu unterbinden. Jedoch sind noch weitere Studien nétig, um die Wirkung der
einzelnen CK2 Inhibitoren auf die Treg-vermittelte Suppression in vitro und in Tumormodellen in vivo
zu Uberprifen. Pharmakologische CK2 Inhibitoren konnten demnach zukiinftig genutzt werden, um
die Suppression von Anti-Tumorantworten durch Tregs zu inhibieren. Neben diesem therapeutischen
Ansatz sind zusatzlich Stoffe von Interesse, welche die suppressiven Eigenschaften von Tregs
verstarken. Beispielsweise waren Aktivatoren der CK2 hypothetisch dazu geeignet um die
Treg-vermittelte Suppression bei Autoimmunerkrankungen und Allergien zu steigern. Zwar existieren
nur limitierte Informationen zur Regulation der CK2, jedoch konnte in den 80er Jahren eine
CK2-aktivierende Funktion von Polyaminen, wie Spermin und Spermidin, identifiziert werden®".
Polyamine werden in der Zelle im Wesentlichen durch das Synthese-limitierende Enzym Ornithin
Decarboxylase (ODC) produziert™'. Beispielsweise fiihrt die Uberexpression von ODC im transgenen
Mausmodell zu einer erhdhten CK2 Aktivitdt'*. Einen Zusammenhang zwischen der ODC und Tregs
liefert ein im Verlaufe dieser Arbeit durchgefiihrtes Experiment (Daten nicht gezeigt). So wurde ein
gRT-PCR basierter Signaltransduction Pathway Finder (SA-Bioscience) unter Verwendung CK2pB
suffizienter und CK2pB defizienter (aus CKZBCD"'/' Mausen) Tregs durchgefiihrt. In diesem Experiment
wurde die ODC-1 als Gen identifiziert, dessen Expression in CK2B defizienten Tregs am starksten
reduziert war (-118x). Diese pralimindren Daten suggerieren also eine regulative Schleife, in der die
ODC-1 die Aktivitat der CK2 fordert, was wiederum zu einer gesteigerten Expression der ODC-1 auch

in Tregs fuhrt. Die Induktion von Polyaminen kdnnte demnach einen mdglichen Angriffspunkt
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darstellen um die CK2 Aktivitat in Tregs zu erhéhen und so die suppressiven Funktionen der Tregs zu
steigern. Auf diese Weise konnte die Aktivierung der CK2 zur Steigerung der Suppressiven
Eigenschaften von Tregs fur die Behandlung verschiedener Autoimmunerkrankungen und Allergien
nutzbar gemacht werden. Um diesen hypothetischen Ansatz zu verifizieren bedarf es jedoch noch
weiterer, intensiver Forschung. Im Gegensatz dazu ware die Anwendung pharmakologischer CK2
Inhibitoren zur Aktivierung der Immunreaktion gegen Tumore leichter zu erreichen. Zahlreiche
Studien in diesem Feld konnten bereits ein fundiertes Wissen um Nebenwirkungen und die direkte
toxische Wirkung der CK2 Inhibitoren auf den Tumor selbst ansammeln. Der folgende Abschnitt
befasst sich daher mit der Manipulation der CK2 zur Behandlung von onkologischen Erkrankungen.
Ein besonderer Schwerpunkt wird dabei auf das Potenzial gelegt, die Inhibition der Treg-vermittelten

Suppression zu nutzen, um Anti-Tumorreaktion zu steigern.

4.3 CK2 als Zielmolekiil bei der Krebstherapie

Wie zuvor im letzten Abschnitt 4.2 festgestellt wurde, Ubt eine erhohte CK2 Aktivitdt eine stark
proonkogene Wirkung in Zellen aus. So korreliert ein verstarkt aggressives Tumorverhalten mit einer

133

gesteigerten CK2 Aktivitdt™". Die CK2 steuert verschiedene Onkogene und Tumor-Suppressor-

133,141

Proteine und schiitzt anti-apoptotische Proteine vor dem Abbau durch Caspasen . Damit nimmt

die CK2 eine Schlisselfunktion bei der Progression der Onkogenese ein, indem sie Proliferation,

Uberleben und Stressresistenz der Krebszellen fordert™*

. Entsprechend gilt eine erhdhte Expression
der CK2 als ein negativer prognostischer Marker bei Prostata-'** und Lungenkrebs'®, sowie akuter
myeloider Leukamie'**. Zusammenfassend bernimmt die CK2 also eine Schliisselfunktion an der
malignen Transformation von Tumoren, und so wuchs in den letzten Jahren das Interesse an
selektiven, pharmakologischen CK2 Inhibitoren. Wie zuvor in Abschnitt 4.2 beschrieben wurden bis
heute zahlreiche Substanzen zur Behandlung von Tumoren entwickelt, von denen kiirzlich der neue
CK2 Inhibitor CX4945 in eine klinische Phase Il Studie zur Behandlung maligner Melanome

132 Diese Inhibitoren besitzen eine direkte toxische Wirkung auf Tumorzellen,

aufgenommen wurde
indem sie die anti-apoptotische Wirkung der CK2 auf diese Zellen aufheben. In dieser Arbeit
hingegen sollte die Funktion der CK2 in Tregs untersucht werden. In Abschnitt 3.1 wurde daher der
CK2 Inhibitor DMAT eingesetzt um in einem in vitro Experiment dessen Einfluss auf die Treg-
vermittelte Suppression zu testen. Die Ergebnisse (siehe Abschnitt 3.1) zeigen, das DMAT im Stande
ist, die Suppression der Proliferation CD4" T-Zellen durch Tregs aufzuheben. Dieses Resultat liefert

einen starken Hinweis darauf, dass sich pharmakologische CK2 Inhibitoren neben ihrer direkten

toxischen Wirkung fir Tumorzellen dazu eignen, die Suppression einer Anti-Tumorantwort durch
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Tregs zu inhibieren. Da die Suppression durch Tregs einen wesentlichen Schutzmechanismus
darstellt, wie ein Tumor der Lyse durch Effektor T-Zellen entgehen kann'*®, wird das therapeutische
Potenzial der CK2 Inhibitoren durch ihre potentiell anti-suppressive Wirkung auf Tregs somit weiter
verstarkt. Beispielsweise leisten Tregs einen entscheidenden Beitrag dazu im Bereich des Tumors ein
immunsuppressives Milieu zu etablieren und zu erhalten'®. Ferner akkumulieren Tregs, basierend
auf Tumor-produzierten Chemokinen' selektiv in dessen Mikroumgebung, wo sie mitunter die groRte
einwandernde Lymphozyten-Population ausmachen'®. Zusitzlich konnte im Mausmodell gezeigt
werden, dass die Depletion von Tregs im Tumorgewebe erfolgreich eine Anti-Tumorantwort
unterstiitzen kann, welche schlieRlich zur AbstoBung des Tumors fiihrt'*®. Erganzend zu ihrer
toxischen Wirkung auf Tumorzellen kénnten pharmakologische CK2 Inhibitoren also die AbstoRung
eines Tumors durch das Immunsystem Uber die Inhibition der Treg-vermittelten Suppression
unterstltzen. Zur vollstdndigen Aktivierung des Immunsystems gegen antigene Tumore ware
demnach eine Kombination von CK2 Inhibitoren mit Tumorvakzinen denkbar. Durch die Inhibition der
CK2 wirden Tregs in ihrer Funktion blockiert und zugleich das Immunsystem durch
antigenspezifische Vakzinierung zur Reaktion gegen den Tumor aktiviert. Tumorvakzinierung wird
bereits als elegante und vielseitige Methode zur Bekdampfung von Krebs in zahlreichen klinischen
Studien getestet'®’. Wie anhand der Analyse der CK2p™™ ¢/ -Mause in dieser Arbeit weiter festgestellt
wurde, kontrolliert die CK2 in Tregs bevorzugt die Fahigkeit zur Suppression Th2-vermittelter
Immunantworten. Der folgende Abschnitt 4.4 befasst sich daher mit den Optionen, die CK2 als

Zielmolekdl zur Behandlung Th2-vermittelter Immunreaktionen zu nutzen.

4.4 CK2-Inhibition als Mittel zur Blockade der Treg-vermittelten

Suppression von Th2-basierten Immunantworten

Wie durch die Analyse der CK2B"™87 Miuse in dieser Arbeit festgestellt wurde, spielt die CK2 in Tregs
eine entscheidende Funktion an der Suppression Th2-vermittelter Immunantworten. So entwickeln
Tiere mit konditionalem Knockout der CK2B UE in Foxp3 exprimierenden Tregs eine spontane,
sublethale Autoimmunreaktion, die zu wesentlichen Teilen Charakteristika einer Th2-vermittelten
Immunreaktion trigt. Beispielsweise zeigen CK2B"™¢7" Miuse eine Hyperthrophie der peripheren
lymphatischen Organe (siehe Abschnitt 3.3.1). Diese geht einher mit einer stark erhéhten Anzahl an
aktivierten Effektor-Gedachtnis T-Zellen, deren Analyse starke Charakteristika eines Th2-basierten

Phanotyps offenbarte (siehe Abschnitt 3.4). AuRerdem konnten im Blut der CK2B™¢”" Mause erhdhte

' Chemokine: Untergruppe von Zytokinen, die in der Lage sind eine Migrationsbewegung in Immunzellen
auszuldsen
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Titer des Th2-abhangigen Antikorper-lsotyps IgE festgestellt werden (siehe Abschnitt 3.4). Zusatzlich
wiesen CK2B™™" Miuse in einem Asthmamodell eine fehlgesteuerte Treg-vermittelte Suppression
der Th2-basierten Immunreaktion in der Lunge auf (siehe Abschnitt 3.5). Folgendes Szenario kénnte
nun die Entstehung der Th2-vermittelten Autoimmunreaktion in CK2B"™&"-Mausen erkldren. Mit
zunehmendem Alter der Tiere konnten potentiell autoaggressive T-Zellen den Mechanismen der
Toleranz entgehen und in der Korperperipherie, wie beispielhaft in Abschnitt 1.3 erlautert, aktiviert
werden. In gesunden Tieren supprimieren Tregs die Aktivierung dieser autoaggressiven Zellen,
wihrend die CK2B defizienten Tregs in CK2B™ ¥/ -Miusen aufgrund einer fehlerhaften Suppression
hierzu nicht vollstandig in der Lage sind. So kdnnte es speziell in einem Th2-Antworten fordernden
Zytokinmilieu wie z.B. in der Lunge zur Aktivierung autoreaktiver T-Zellen und damit zur Entwicklung
einer Th2-vermittelten Autoimmunreaktion kommen. Bei der Suche nach den molekularen Ursachen
der fehlgesteuerten Suppression CK2B-defizienter Tregs wurde zundchst die Expression
verschiedener Molekiile untersucht, die an der Treg-vermittelten Suppression beteiligt sind. Bei der
durchflusszytometrischen Analyse konnten jedoch keine Unterschiede in der Expression der
untersuchten Molekile festgestellt werden. Wie aus dieser Untersuchung jedoch hervorging, weisen
CK2pB defiziente Tregs eine leicht reduzierte Expression der TZR-assoziierten Signalkomponente CD3¢
und des TZR auf. Diese Ergebnisse konnten dabei auf das inflammatorische Milieu in CK2B™¢"-Tieren
zuriickzufiihren sein. Die standige Exposition mit diesen proinflammatorischen Signalen kdnnte zu
einem Feedback Mechanismus flihren, durch welchen es zur reduzierten Expression des
Signalmolekiils CD3e und des TZR Kette kommt. Parallel wiirde dieser Feedback Mechanismus zu
einer gesteigerten Expression inhibitorischer Molekiile, die an der Treg-vermittelten Suppression
beteiligt sind, flihren. Die potenziellen Verdnderungen fiir CK2p defiziente Tregs, die sich durch das
proinflammatorische Milieu in CK2B™&”-Tieren ergeben, sind in Abbildung 4.2 graphisch

zusammengefasst.
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Abbildung 4.2: Potenzielle Effekte des proinflammatorischen Milieus in CK2B™*/-Mausen auf die Expression

CD73

CTLA-4

20

Proinflamatorische
CD3t¢ Signale

CD39

verschiedener suppressiver Molekiile und des TZR-Komplex. CK2B suffiziente Tregs sind in der Lage autoaggressive
T-Zellen zu supprimieren und die Entstehung einer autoimmunen Inflammation zu verhindern. CK2B defiziente Tregs
hingegen konnen diese autoimmune Inflammation jedoch nicht vollstdndig supprimieren, wodurch sich in
CKZBT'eg’/’-Méusen ein proinflammatorisches Milieu entwickelt. Die Exposition mit diesen proinflammatorischen Signalen
fuhrt in CK2B defizienten Tregs potenziell zu einer gesteigerten Expression suppressiver Molekdle (z.B. CD73, CD39, CTLA-4
und Granzym B). Parallel kommt es zu einer kompensatorischen Reduktion der Expression des TZR und der TZR-assoziierten

Signalkomponente CD3e.

Um herauszufinden, inwieweit dieser potenzielle Feedback Mechanismus Unterschiede in der
Expression verschiedener, suppressiver Molekiile nivelliert, kdnnten gemischte
Knochenmarkschimire, mit Knochenmark aus CK2B™€"*- und CK2B™™¢”-M3usen generiert werden.
In diesen Chimaéren sollte die Entstehung eines proinflammatorischen Milieus durch die Gegenwart
CK2pB suffizienter Tregs verhindert werden. Hierdurch konnte man die Expression der suppressiven
Molekiile auf CK2B defizienten Tregs direkt und ohne den stérenden Einfluss proinflammatorischer
Signale analysieren. Ob die beobachtete, reduzierte Expression der TZR-Komponenten in CK2[3
defizienten Tregs die Inflammation in CK2B™™¢”"-Mausen erkliren kann, ist ohne die Ergebnisse eines

solchen Experiments jedoch fraglich.

Als Erklarung fir die fehlerhafte Suppression speziell Th2-vermittelter Immunantworten konnten in
weiteren Versuchen stattdessen zwei andere mogliche Ansatze geliefert werden. Zum einen wurde in
den durchgefiihrten Experimenten festgestellt, dass CK2[ defiziente Tregs eine geringere Expression
des Treg-spezifischen Transkriptionsfaktors Foxp3 aufweisen. Wie durch die Forschergruppe um R.A.
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Flavell zuvor aufgedeckt wurde, fiihrt eine geminderte Foxp3 Expression zur Entwicklung eines

121

Th2-vermittelten autoimmunen Phénotyps, dhnlich wie in CK2B™™ " Tieren'?:. Die Authoren dieser

Studie flgten eine Luziferase und enhanced Green Fluoreszent Protein (eGFP) enthaltende
Genkassette in die 3‘-untranslatierte Region des Foxp3-Lokus ein'?’. Hierdurch konnten sie Mause

mit einem Foxp3-IRES-luciferase-IRES-eGFP (FILIG) Allel generieren, in welchen die Tregs eine

1

reduzierte Foxp3 Expression aufweisen'?’. Die Stabilitat der Foxp3 Expression wird in Tregs zu

wesentlichen Teilen von einem speziellen Promotor Element, der sogenannten conserved non-coding
sequence 2 (CNS2), oder auch Treg-specific demethylated region (TSDR) genannt, reguliert®. Die

genetische Deletion dieser TSDR in Tregs flhrt zu einem progressiven Verlust der Foxp3 Expression,

148

ausgelost durch die Proliferation der Zellen™. Im Gegensatz dazu ist die Induktion von Foxp3 in den

148

entsprechenden Mausen in Thymus und Peripherie unbeeinflusst™. Mittels Luziferase-Reporter-

Gen-Studien konnte die Bindung verschiedener Faktoren, wie z.B. CREB/ATF Faktoren®, STAT5%,

148

Ets-1"° Runx1 und sein Ko-Faktor CBFB148, sowie Foxp3™™ selbst, an die TSDR nachgewiesen werden.

10 sowie

Im Hinblick auf eine mogliche Regulation dieser Faktoren durch die CK2 weisen CREB/ATF
STAT5™" direkte Phosphorylierungssequenzen fiir die CK2 auf und kdnnten demnach potentiell durch
die CK2 reguliert werden. Fir Ets-1, Runxl, CBFB und Foxp3 hingegen sind keine direkten
Verbindungen zur CK2 bekannt. Die folgende Abbildung 4.3 fasst die Transkriptionsfaktoren, welche

die Stabilitat von Foxp3 steuern, und ihre mogliche Regulation durch die CK2 zusammen.
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Abbildung 4.3: Transkriptionsfaktoren, die die Stabilitdt von Foxp3 steuern, und ihre mogliche Regulation durch die CK2.
Die Transkriptionsfaktoren CREB/ATF, STAT5, Ets-1, Foxp3, sowie Runx-1 und sein Co-faktor CBFB binden an die
Treg-specific demethylated region (TSDR) und beeinflussen maRgeblich die Stabilitat der Foxp3 Expression in Tregs. Von

diesen Faktoren ist die CK2 im Stande CREB/ATF und STATS zu phosphorylieren und in ihrer Aktivitat zu regulieren.

Wie der Name TSDR zudem impliziert, erfolgt die Kontrolle der Foxp3 Stabilitat zusatzlich liber die
epigenetische Regulation der Zuganglichkeit der TSDR, mittels Methylierung. Zwar ist derzeit nicht
bekannt, ob die CK2 im Stande ist die Aktivitat relevanter Methylasen zu regulieren, jedoch lassen
sich etwa 16% der bekannten CK2 Substrate in die Gruppe von Proteinen einordnen, welche die

% 'Um eine direkte Beziehung der

Funktion von DNA und RNA, sowie die Proteinsynthese regulieren
CK2 zur Regulation der Foxp3 Stabilitdt nachzuweisen, sind demnach noch weitere Untersuchungen
notwendig. Ein erster denkbarer Ansatz hierzu ware die Methylierung der TSDR in CK2p defizienten
Tregs zu messen. Die Ergebnisse der Publikation der FILIG Maus durch Flavell suggerieren zudem
einen zweiten Ansatz, um eine direkte Verbindung zwischen der CK2 und der Stabilitdt der Foxp3
Expression offenzulegen. Wie von Flavell beschrieben kommt es durch den Verlust von Foxp3 in Treg
Zellen zur Transformation dieser Zellen zu Th2 Zellen. So kénnte durch das Einkreuzen eines
sogenannten Fate-reporters in den Stamm der CKZBTreg'/' Mause der notwendige Nachweis erbracht
werden. Durch diesen Fate-reporter beginnen die Zellen der entsprechenden Mause, die zu einem
beliebigen Zeitpunkt ihrer Existenz Foxp3 exprimieren, dauerhaft das rote Fluoreszenz-Protein (RFP)
zu produzieren. Wenn die CK2 also essenziell fiir die Stabilitdt von Foxp3 ist, missten in diesen

Reporter-Tieren RFP*Foxp3™ ,,exTreg” Zellen existieren, welche zudem verstirkt den Th2-spezifischen

Transkriptionsfaktor GATA3 exprimieren sollten. Abgesehen von der reduzierten Foxp3-Expression
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konnte im Rahmen dieser Arbeit eine weitere mogliche Ursache fir die in CKZBTreg"/" Mausen
beobachtete, spontane Th2-vermittelte Autoimmunreaktion ausgemacht werden. So weisen CK2pB
defiziente Tregs, wie in Abschnitt 3.7 beschrieben, eine stark verringerte Expression des
Transkriptionsfaktors IRF4 auf. Den Ergebnissen zu Folge ist die CK2 wichtig fiir die Expression des
Transkriptionsfaktors IRF4 in Tregs. Wie zuvor bereits erwahnt, sind Tregs in der Lage, sich durch die
Expression von IRF4 auf die Suppression Th2-vermittelter Immunantworten zu spezialisieren®. So
entwickeln Mdause mit Treg-spezifischer Deletion von IRF4 einen Th2-vermittelten autoimmunen
Phanotyp, einhergehend mit der Produktion der IL-4-abhdngigen Antikorper-lsotypen IgG1 und IgE,
sowie Gewebelisionen®®, vergleichbar mit dem in CK2B"™8"-Miusen beschriebenen Phinotyp. Die
reduzierte IRF4 Expression in CK2B defizienten Tregs konnte demnach den Th2-vermittelten
autoimmunen Phinotyp in CK2B™¢/ Masusen erkliren, da CK2B defiziente Tregs durch die
verringerte IRF4-Expression nur eingeschrankt zur Suppression Th2-vermittelter Immunreaktionen
befdhigt sind. Fir die CK2 ist bisher keine direkte, regulatorische Beziehung zu IRF4 bekannt,
allerdings  existieren in  humanem und murinem IRF4 jeweils flinf potenzielle

Phosphorylierungssequenzen fiir die CK2™*

. Zudem konnte eine CK2-abhangige Phosphorylierung fiir
die weiteren IRF-Familienmitglieder IRF1, IRF2 und IRF3 nachgewiesen werden™. Eine Regulierung
der IRF4-Aktivitat durch die CK2 ist daher als wahrscheinlich anzunehmen. Zudem greift die CK2 in
Signalwege ein, welche zur Induktion von IRF4 fihren. In T-Zellen z.B. resultieren Signale des TZR in

der induzierten Expression von IRF4"™>

. Wie durch die Ergebnisse des Kinomarray in Abschnitt 1.4
belegt wird, fihrt das Signal des TZR zu einer gesteigerten Aktivitat der CK2, insbesondere in Tregs,
welche potentiell zur Induktion von IRF4 beitragen knnte. Neben dem Signal des TZR wird auch nach

1% Auch hier greift

Kontakt mit dem Th2-spezifischen Zytokin IL-4 die Expression von IRF4 induziert
die CK2 aktivierend in den, von IL-4 ausgehenden, JAK-STAT Signalweg ein, indem sie mit den
Januskinasen (JAK) 1 und 2 assoziiert und im Stande ist, JAK2 zu phosphorylieren™'. Die Argumente,
die eine mogliche Regulation von IRF4 durch die CK2 belegen, sind in der folgenden Abbildung 4.4

zusammengefasst.
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1. Hypothetische CK2 Phosphorylierungssequenzen:

. hypothetlsch >

2. CK2 Phosphorylierung anderer IRF-Mitglieder:
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Abbildung 4.4: Belege einer Regulation von IRF4 durch die CK2. 1. In der Primarsequenz von humanem und murinem IRF4
existieren jeweils 5 potenzielle Phosphorylierungssequenzen der CK2. 2. Fir die IRF-Familienmitglieder IRF1-3 existieren
Beweise einer direkten Phosphorylierung durch die CK2. 3. Die CK2 greift aktivierend in Signalwege ein, welche die

Expression von IRF4 induzieren.

Um den molekularen Mechanismus der Regulation von IRF4 durch die CK2, speziell in Tregs, weiter

zu charakterisieren, sind jedoch noch weitere Untersuchungen notwendig.

Zusammenfassend konnte die CK2, anhand der Analyse der CK2B"™®/-Miuse, als mégliches
Zielmolekil identifiziert werden, um die Treg-vermittelte Suppression Th2-spezifischer
Immunreaktionen zu manipulieren. Daher kénnten CK2 Inhibitoren potentiell dazu genutzt werden,
um Krankheiten zu therapieren, die auf einer mangelhaften Th2 Antwort basieren. Wie der in
Abschnitt 1.4 beschriebene Kinomarray offenbart, zeigt die CK2 in Tregs eine starkere CK2 Aktivitat
als in Tcons. Hierdurch ergibt sich ein denkbares therapeutisches Fenster, um gezielt die Funktion

von Tregs zu manipulieren, ohne die Aktivitdt von Tcons zu beeinflussen. Wie die Analyse der
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CKZBTreg'/' Mause zeigte, ergibt sich fiir die aus der Dysfunktion der CK2 in Tregs entstehenden Effekte
zusatzlich eine Pravalenz fir mukosale Organe, wie die Lunge. Aus dieser Pravalenz resultiert
aulRerdem der Vorteil, dass eventuelle Nebenwirkungen, die durch die Manipulation der CK2 in Tregs
in anderen Geweben ausgelost werden, reduziert werden. Pharmakologische CK2 Inhibitoren
kénnten also Anwendung finden, um etwa die Suppression von Th2-Antworten durch Tregs bei
hartnackigen Parasiteninfektionen zu blockieren. Nach WHO (World Health QOrganisation)
Informationen leiden derzeit Milliarden Menschen an parasitiren Erkrankungen, die jahrlich
Millionen von Toten fordern. So geht die WHO beispielsweise davon aus, dass jeder vierte Mensch
parasitdre Wirmer tragt. Durch die Wirkung von CK2 Inhibitoren auf die Suppression von Tregs
kénnten also starkere Th2 Antworten induziert werden, die zur Bekdampfung dieser Infektionen
beitragen. Neben der Inhibition der CK2 wiirden sich durch Maoglichkeiten der Aktivierung der CK2 in
Tregs weitere Anwendungsfelder er6ffnen. Bereits in Abschnitt 4.2 wurden Polyamine, wie Spermin
und Spermidin, als Aktivatoren der CK2 diskutiert. Wie die durch Analyse der CK2B"™®7 Miuse
erzielten Ergebnisse zeigen, konnten derartige CK2 Aktivatoren hypothetisch zur Steigerung der
Treg-vermittelten Suppression bei allergischen Erkrankungen wie Asthma eingesetzt werden. Eine
Wirkung dieser Substanzen auf die suppressiven Eigenschaften von Tregs muss jedoch zuvor

nachgewiesen werden.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit eine bedeutende Rolle der CK2 an der Treg-vermittelten
Suppression insbesondere Th2-gesteuerter Immunantworten identifiziert werden. Diese Funktion
erfullt die CK2 moglicher Weise durch die Stabilisation der Expression des Treg-spezifischen
Transkriptionsfaktors Foxp3 oder (iber die Induktion des Transkriptionsfaktors IRF4, der wiederum
eine herausragende Funktion bei der Treg-vermittelten Suppression von Th2 Zellen ausfillt. Die
moglichen Mechanismen, (iber welche die CK2 die Suppression Th2-vermittelter Immunreaktionen

steuert, ist in Abbildung 4.5 zusammengefasst.
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Abbildung 4.5: CK2-abhidngiger Mechanismus der Suppression Th2-vermittelter Inmunreaktionen. A: Eine intakte CK2

steuert die Suppression Th2-vermittelter Immunreaktionen, entweder durch die Stabilisierung der Foxp3-Expression (1.),
oder Uber die Regulation der Expression des Transkriptionsfaktors IRF4 (2.). IRF4 wiederum reguliert gemeinsam mit Foxp3
die Expression verschiedener Gene, welche Tregs zur Suppression von Th2-Antworten spezialisieren. Durch die Aktivierung
der CK2 mittels Polyaminen (z.B. Spremin) konnte die Treg-vermittelte Suppression von Th2-Antworten potenziell verstarkt
und auf diese Weise allergische Reaktionen wie z.B. Asthma behandelt werden. Auf der anderen Seite konnte eine defekte
CK2 Aktivitat oder die Inhibition der CK2 mittels pharmakologischer Inhibitoren (z.B. DMAT) dazu genutzt werden, um die
Suppression von Th2-Antworten aufzuheben. Hierdurch kdnnten starkere Th2-vermittelte Immunreaktionen generiert

werden, welche bei der Behandlung parasitdarer Wurminfektionen nutzbar waren.

Wie aus Abbildung 4.5 hervorgeht, stellt die CK2 ein interessantes Zielmolekiil dar, um die
Suppression Th2-basierter Immunantworten mittels pharmakologischer CK2 Inhibitoren zu
unterbinden. Auf diese Weise kdnnten starkere Th2-vermittelte Immunreaktionen gegen hartnackige
Parasiteninfektionen generiert werden. Im Gegensatz dazu kdnnten natirliche Aktivatoren der CK2
wie Polyamine potentiell dazu genutzt werden, um die Treg-gesteuerte Suppression von Th2 Zellen

zu steigern. Anwendungsfeld einer solchen, hypothetischen Therapie waren allergische Reaktionen,
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wie z.B. allergisches Asthma, wo eine gesteigerte Suppression von Th2-vermittelten

Immunantworten erwiinscht ist.
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5 Zusammenfassung

Regulatorische T-Zellen (Tregs) leisten durch ihre suppressiven Eigenschaften einen essenziellen
Beitrag zur Aufrechterhaltung der immunologischen Toleranz. Sie verhindern schadliche
Immunreaktionen gegen Autoantigene, kommensale Bakterien, sowie harmlose Nahrungsmittel-
bestandteile. Gleichzeitig gewahrleisten sie die Entwicklung effektiver Immunantworten gegen
eindringende Pathogene, wie z.B. Parasiten, Bakterien und Viren. Damit haben Tregs direkten
Einfluss auf das Gleichgewicht zwischen Immunitdt und Toleranz. Fehler in der suppressiven
Funktionsweise von Tregs beglinstigen daher auf der einen Seite die Entstehung zahlreicher
autoimmuner Erkrankungen und Allergien. Auf der anderen Seite kénnen Tregs Immunreaktionen bei
chronischen Infektionen reduzieren, sowie die Entstehung effektiver Immunantworten gegen
Tumore hemmen. lhre Beteiligung an der Atiologie all dieser Krankheiten macht Tregs zu einem
bedeutenden potenziellen Zielobjekt, um diese Krankheiten effektiv zu therapieren. Die Erweiterung
des Grundwissens um die molekularen Mechanismen der Treg-vermittelten Suppression ist daher ein
notwendiger Schritt bei der Entwicklung Treg-basierter Theraphieansatze. 2003 konnte mit Foxp3 ein
Transkriptionsfaktor identifiziert werden, der mafigeblich die suppressiven Funktionen von Tregs
steuert. Um weiteren Einblick in die der Suppression zugrundeliegenden Signalwege zu erhalten,
wurde im Institut fir Immunologie ein komparativer Kinomarray durchgefiihrt, anhand dessen die
Casein Kinase 2 (CK2) als eine der aktivsten Kinasen in Tregs identifiziert wurde (Daten

freundlicherweise von Prof. Dr. Tobias Bopp bereitgestellt).

Basierend auf den Ergebnissen des Kinomarrays wurde in dieser Arbeit die Funktion der CK2 in Tregs
untersucht. Dabei konnte in in vitro Experimenten die Treg-vermittelte Suppression durch den
pharmakologische CK2 Inhibitor DMAT aufgehoben werden. Weil derartige Inhibitoren jedoch nicht
absolut spezifisch die Aktivitat nur einer Kinase supprimieren, wurden auBerdem Mause mit
konditionalem , knockout” der CK2B Untereinheit spezifisch in Tregs gekreuzt (CK2B™™¢/" Miuse). Die
Analyse dieser Tiere offenbarte eine essenzielle Beteiligung der CK2 an den suppressiven Funktionen
von Tregs. So entwickeln CK2B™¥ Msiuse mit zunehmendem Alter Splenomegalien und
Lymphadenopathien, von denen in besonderem MaRe die Mukosa-assoziierten Lymphknoten
betroffen sind. Eine Analyse des Aktivierungsstatus der T-Zellen in den Tieren konnte zudem einen
erhohten Anteil sogenannter Effektor-Gedachtnis T-Zellen aufdecken, die charakteristische
Merkmale eines Th2 Phanotyps zeigten. Erhéhte Titer des Antikdrperisotyps IgE in den Seren von
CK2B"™E”" Mausen suggerieren zusitzlich eine fehlerhafte Suppression speziell Th2-vermittelter

Immunantworten durch CK2B-defiziente Tregs. In Th2-vermittelten Asthma Experimenten in vivo
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Zusammenfassung

konnte der Verdacht der fehlerhaften Kontrolle von Th2-Antwort bestatigt werden, wobei zusatzlich
aufgedeckt wurde, dass bereits unbehandelte CK2B™™ /" Miuse Zeichen einer Entziindungsreaktion in
der Lunge aufweisen. Bei der Suche nach den molekularen Ursachen der fehlerhaften Suppression
Th2-vermittelter Immunantworten durch CK2B-defiziente Tregs konnten zwei mogliche
Erkldrungsansatze gefunden werden. Zum einen zeigen CK2B-defiziente Tregs eine verringerte
Expression von Foxp3, was, in Analogie zu Ergebnissen der Gruppe von R. Flavell®®, zu einer
Konversion von Tregs zu Th2 Zellen und damit zur Entstehung eines Th2-basierten, autoimmunen
Phanotyps flihrt. Des Weiteren weisen CK2B-defiziente Tregs eine reduzierte Expression des
Transkriptionsfaktors IRF4 auf, der in Tregs entscheidend fir die Kontrolle Th2-basierter
Immunreaktionen ist®>. Die dargelegten Ergebnisse identifizieren die CK2 damit als Kinase, die
entscheidend an der Treg-vermittelten Suppression speziell Th2-basierter Immunantworten beteiligt
ist. Demnach kénnten pharmakologische CK2 Inhibitoren beispielsweise dazu eingesetzt werden, um
die Treg-vermittelte Suppression im Rahmen chronischer Parasiten-Infektionen aufzuheben. Die in
CKZBT'eg'/' Mausen beobachtete Pravalenz der Funktion der CK2 fiir Mukosa-assoziierte Organe stellt
dabei einen zusatzlichen Vorteil dar, weil systemische Nebenwirkungen, die durch die Blockade der
Treg-vermittelte Suppression entstehen, zumindest in nicht-Mukosa-assoziierten Geweben nicht zu

erwarten sind.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

Die im Laufe der Arbeit verwendeten Abklirzungen sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Abkiirzung: | Ausgeschrieben: Abkiirzung: | Ausgeschrieben:
*H-TdR *H-Thymidin IRF4 Interferon-regulierender-Faktor-4
ABTS 2,2-Azino-bis(3- iTreg indzierbare regulatorische T-Zelle
Ethylbenzthiazolin-6-
sulfonsaure)
ADP Adenosindiphosphat JAK Janus Kinase
AHR Airway hyperresponsiveness LAG-3 Lymphozyten Aktivierungs Gen 3
AICD activation induced cell death LFA-1 Leukozyten funktionelles Antigen 1
Alum Aluminiumhydroxid mA milliAmper
AMP Adenosinmonophosphat MACS magnet activated cell sorting
APC Antigen-Presenting-Cell MHC-| major histocompatibility complex |
APS Ammoniumpersulfat MHC-II major histocompatibility complex II
ATP Adenosintriphosphat MS Multiple Sklerose
BAL Bronchoalveolare Lavage mTOR Mammalian target of rapamycin
BSA Bovines Serum Albumin NK-Zelle natiirliche Killerzelle
BZR B-Zell Rezeptor nTreg natirlich vorkommende
regulatorische T-Zelle
cAMP cyclisches oDC Ornithin Decarboxylase
Adenosinmonophosphat
CAP kationische antimikrobielle | OVA Ovalbumin
Peptide
CBFB C-Repeat Binding Factor PAMP pathogen-associated-molecular-
pattern
CCR6 CC Chemokin Rezeptor 6 PAS periodic acid-schiff
CD Cluster of differentiation PBS phospate buffered saline
cDNA complementary DNA PCR Polymerase-Chain-Reaction
CK2 Casein Kinase 2 PE Phycoerythrin
CNS conserved noncoding | PIM-1 Proto-oncogene serine/threonine-
sequence protein kinase 1
Cnsk2b Gen der CK2B UE PIM-3 Proto-oncogene serine/threonine-
protein kinase 3
CPM counts per million PRR pattern-recognition-receptor
CREB/ATF cAMP  response element | PVDF Polyvinylidenfluorid
binding protein/activating
transcription factor
CTL cytotoxic T-lymphocyte RFP Red Fluorescent Protein
CTLA-4 cytotoxisches T-Lymphozyten | RNA ribonucleic acid
Antigen 4
CXCR3 CXC Chemokin Rezeptor 3 RORyT RAR-verwandter-Rezeptor-y-T
DNA desoxyribonucleic acid RT Reverse Transkription

132




Abkirzungsverzeichnis

dATP 2'-Desoxyadenosin-5'- Runx-1 Runt-related transcription factor 1
Triphosphat

DC dendritic cell SA Streptavidin

dCTP 2'-Desoxycytosin-5'- SDS Sodium-Dodecyl-Sulfate
Triphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat SLE Systemischer Lupus Erythematodes

dGTP 2'-Desoxyguanosin-5'- SP single positive
Triphosphat

DMAT 2-Dimethylamino-4,5,6,7- SPF spezifisch pathogenfrei
tetrabromo-1H-Benzimidazol

DN doppelt negativ SSC Side Scatter

dNTP 2'-Desoxynukleosid-5'- STAT signaltransducer and activator of
Triphosphat transcription

DP doppelt positiv TAE Tris-Acetat-EDTA

DTT 1,4-Dithiothreitol TBB 4,5,6,7-tetrabromo-Benzotriazol

dTTP 2'-Desoxythymidin-5'- Thet Tbox expressed in T-cells
Triphosphat

EAE Experimentelle Autoimmune | TBS Tris-buffered-saline
Enzephalomyelitis

EDTA Ethylendiamintetraacetat TBS-T Tris-buffered-saline with TWEEN

eGFP enhanced Green Fluorescent | Tcon konventionelle T-Zelle
Protein

ELISA Enzyme-linked- TE Tris-EDTA
immunosorbend-assay

Ets-1 Protein C-ets-1 TEMED Tetramethylethylendiamin

FACS Fluorescence-Activated-Cell- TGF-B transforming growth factor
Sorter

FCS fetal calf serum Thl T-Helferzelle Typ 1

FIC Foxp3-IRES-Cre Th17 T-Helferzelle Typ 17

FILIG Foxp3-IRES-luciferase-IRES- Th2 T-Helferzelle Typ 2
eGFP

Foxp3 forkehead-box-protein 3 Th22 T-Helferzelle Typ 22

FSC Forward Scatter Th9 T-Helferzelle Typ 9

Gata3 Transkriptionsfaktor aus der | Th-X T-Helferzelle beliebiger Klasse (z.B.
Gata-Familie 3 Th1)

GvHD Graft versus Host disease TIGIT T-Zell Immunorezeptor mit Ig- und

ITIM-Domanen

HE Hamatoxylin-Eosin TM10 Testmedium + 10% FCS

HGPRT Hypoxanthin-Guanin- TM5 Testmedium + 5% FCS
Phosphoribosyl-Transferase

HIPK-2 Homeodomain-interacting TMB 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine
protein kinase 2

HPO Horseraddish Peroxidasis Treg regulatorische T-Zelle

HRP Horseraddish Peroxidasis TSDR Thymus-Specific-Demethylated-

Region

IBD Instestinal Bowel Disease TZR T-Zell Rezeptor

ICER inducable cAMP early | V Volt
repressor

IFN-y Interferon-gamma VE-Wasser vollentsalztes Wasser
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Ig Immunglobulin WHO Welt Gesundheits Organisation
IHRES internal ribosomal entry site aUE alpha-Untereinheit
IL Interleukin BUE beta-Untereinheit
IPEX Immundysregulation-
Polyendocrinopathy-
Enterpathy X-linked Syndrom

Table 8.1: Abkiirzungsverzeichnis: Auflistung der im Laufe dieser Arbeit verwendeten Abkiirzungen
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