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Einleitung

| Einleitung

Das Immunsystem dient dem Organismus als Schutz vor Krankheitserregern wie
Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten. Dem Organismus stehen zur Bekampfung
dieser Erreger angeborene und erworbene Mechanismen zur Verfugung. Die
angeborene Immunitat ist gegen Oberflachenstrukturen wie z.B. LPS
(Lipopolysacharid) oder andere bakterielle Strukturen gerichtet und wird vor allem
von Makrophagen und Granulocyten, welche ein hohes phagocytisches Potential
besitzen, getragen. Die angeborene Immunitat ist in der Lage sehr schnell zu
reagieren, besitzt aber kein immunologisches Gedachtnis. Die Zellen der adaptiven
Immunitat (T- und B-Zellen) hingegen sind in der Lage Gedachtniszellen
auszubilden. Um zu verhindern, dass sich T-Zell - Antworten gegen Bestandteile
des eigenen Organismus richten, durchlaufen T-Zellen im Zuge ihrer Entwicklung im
Thymus einen Selektionsprozess. Die durch zufalliges Genarrangement gebildeten
antigenspezifischen Bereiche des T-Zell - Rezeptors werden auf ihre Affinitat an
Peptiden in Kombination mit MHC (major-histocompatibility-complex)-Molekulen auf
»<Antigen-prasentierenden Zellen® (APC) getestet. Neben der ,Positiv-Selektion® an
MHC -Komplexen auf ,Antigen-prasentierenden Zellen“ des Thymusepithels (d.h.
nur T-Zellen, deren T-Zell-Rezeptor (TZR) Peptide in Kombination mit eigenem
MHC erkennt, werden positiv selektioniert) werden im Zuge der ,Negativ-Selektion®
potentiell autoreaktive T-Zellen eliminiert. Das bedeutet, dass T-Zellen, deren TZR
Eigenpeptide nach Prasentation in Kombination mit eigenem MHC hoch affin
erkennt, apoptotisch werden und sterben (klonale Deletion). Diese als ,Positiv- und
Negativ-Selektion” bezeichneten Mechanismen werden als zentrale Toleranz
bezeichnet. Ziel dieses gesamten Selektionsprozesses ist es, dass nur solche T-
Zellen reifen, welche einerseits den eigenen MHC erkennen, so dass es in
Kombination mit einem passenden Fremd-Peptid zu einem vollen Aktivierungssignal
kommen kann, und sie andererseits nicht mit einem Selbst-Peptid aktiviert werden
konnen.

Trotz zentraler Toleranz koénnen autoreaktive T-Zellen aus dem Thymus
auswandern und somit Autoimmunerkrankungen auslosen. Mogliche Ursachen
dafur kdnnen unter anderem nicht funktionierende Selektionsmechanismen und die
Tatsache sein, dass nicht alle Eigenpeptide im Zuge der Selektion prasentiert

werden. Daher existieren neben der zentralen Toleranz weitere periphere
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Toleranzmechanismen wie Anergie, Deletion durch ,activation induced cell death”
(AICD), Ignoranz und Suppression. Beispielsweise benotigt eine T-Zelle zur
Aktivierung ein Signal Uber ihren T-Zell-Rezeptor und Kosignale Uber weitere
Rezeptoren wie z.B CD28. Bleiben die Kosignale aus, so wird die Zelle inaktiviert,
d.h. ,anerg®. Der Mechanismus der Suppression dient der aktiven Unterdrickung
autoreaktiver Immunantworten und wird insbesondere von CD4'CD25" T-

regulatorischen Zellen (Tregs) getragen.

1.1 CD4'CD25" T-requlatorische Zellen (Treq)

Die These einer T-Zell-Subpopulation mit suppressiver Funktion auf die
Immunantwort wurde bereits 1970 von Gershon et al. dargelegt, allerdings wurde
diese Theorie fur viele Jahre, bedingt durch fragwirdige Ergebnisse, in Zweifel
gezogen [1]. Erst als 1995 durch S. Sakaguchi et al. einer T-Zell-Subpopulation,
welche neben CD4 die IL-2-Rezeptor alpha-Kette (CD25) konstitutiv exprimiert, eine
eindeutige Rolle in der Kontrolle autoreaktiver T-Zellen in vivo zugeschrieben
werden konnte, wurde diese These der peripheren Toleranzerhaltung durch
Suppression wieder aufgegriffen. Es konnte gezeigt werden, dass die Depletion von
CD4'CD25" T-Zellen in erwachsenen Mausen zur Bildung verschiedener
Autoimmunerkrankungen fuhrt [2]. In weiteren Versuchen konnte im humanen
System eine vergleichbare Population CD4°CD25" T-Zellen mit supprimierenden
Eigenschaften charakterisiert werden.

CD4" T-Zellen dieser Subpopulation exprimieren konstitutiv die |L-2-Rezeptor alpha-
Kette (CD25) und werden als T-regulatorische Zellen (Tregs) bezeichnet. Tregs
reprasentieren 5-10% aller peripheren CD4" T-Zellen, sind durch einen
hypoproliferativen Phanotyp charakterisiert und an der Aufrechterhaltung der
immunologischen Selbst-Toleranz durch aktive Suppression autoreaktiver T-Zell-
Populationen beteiligt. Tregs sind in der Lage sowohl die Cytokinproduktion als
auch die Proliferation konventioneller T-Zellen zu supprimieren. Die resultierenden
T-Zellen werden als supprimierte T-Zellen (Tsups) bezeichnet. Diese Suppression
ist - sowohl murin als auch human - zellkontaktabhangig, unabhangig von Idslichen
supprimierenden Faktoren [3;4], und erfordert eine Stimulation der Tregs Uber ihren

T-Zell-Rezeptor. Auf welchem Mechanismus diese zellkontaktabhangige
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Suppression basiert, ist bisher weitestgehend unbekannt, es konnte aber gezeigt
werden, dass die Suppression durch Tregs in einer Inhibition der IL-2 Produktion in
konventionellen T-Zellen resultiert [4].

CD25 konnte als erster praferentiell exprimierter Oberflachenrezeptor von Tregs
identifiziert werden. Arbeiten mit Tregs werden aber dadurch erschwert, dass
konventionelle T-Zellen nach Aktivierung ebenfalls CD25 exprimieren und in
Praparationen von (insbesondere humanen) Tregs Uber CD25 demnach nicht
ausschlielich Tregs angereichert werden.

Neben CD25 exprimieren Tregs konstitutiv weitere Aktivierungsmarker wie z.B.
CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-4) und GITR (Glucocorticoid-induced TNF-
Rezeptor). Da die suppressiven Eigenschaften von Tregs zellkontaktabhangig sind,
sind insbesondere solche Oberflachenmolekile hinsichtlich einer direkten
Beteiligung an der Suppressionsvermittlung auf konventionelle T-Zellen von groldem
Interesse. Allerdings werden sowohl GITR als auch CTLA-4 - wie auch CD25 —

ebenfalls von aktivierten konventionellen T-Zellen exprimiert.

Die Ergebnisse von Experimenten mit anti-CTLA-4-Antikérpern werden zur Zeit
kontrovers diskutiert. Im murinen System konnte von Takahashi et al. gezeigt
werden, dass die Blockierung von CTLA-4 mittels monoklonaler Antikorper zur
Aufhebung der suppressiven Eigenschaften von Tregs in vitro fuhrt [5]. Im
Gegensatz hierzu konnten Annunziato et al. zeigen, dass nur eine Kombination aus
CTLA-4 und TGF-beta blockierenden Antikdrpern die Suppression aufhebt [6] und
Arbeiten von Thornton [4] und Chai [7] zeigten keinen suppressionsaufhebenden
Effekt von anti-CTLA-4. Daruber hinaus konnte in Experimenten mit CTLA-4 knock-
out Mausen eine normale Entwicklung von Tregs mit unbeeinflussten
supprimierenden Eigenschaften [8;9] nachgewiesen werden.

Weiterhin hatte die Blockade von CTLA-4 keinen Einfluss auf die suppressiven

Eigenschaften von humanen Tregs [3].

Im murinen System war es zusatzlich mdglich, die praferentielle Expression von
GITR auf Tregs nachzuweisen [10] und somit Zellen anzureinigen, welche starkere
Suppressor-Aktivitat aufweisen als ausschlieBlich tber CD25 angereinigte T-Zellen
[11].



Einleitung

Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass in Kokultur-Experimenten die Zugabe
von anti-GITR-Antikorpern zum Durchbrechen der Suppression fuhrt [10;12]. Im
Gegensatz dazu hat die Bindung von GITR-spezifischen Antikdrpern in
praaktivierten Tregs keinen Einfluss auf deren suppressive Eigenschaften, so dass
eine direkte Beteiligung von GITR an der zellkontaktabhangigen Suppression durch
Tregs ausgeschlossen werden kann. Vielmehr zeigten Stephens et al. durch anti-
GITR-Antikorper an GITR knock-out Mausen, dass die Zielzellen der
durchbrochenen Suppression nicht die Tregs, sondern die konventionellen T-Zellen
sind [13].

Die Aufhebung der Suppression durch anti-GITR-Antikdrper wie auch durch
I6slichen GITR-Ligand beruht vielmehr auf deren kostimulatorischer Wirkung flr

konventionelle T-Zellen, welche die Treg vermittelte Suppression durchbricht [14].

Welche Molekile fir den anergen Phanotyp und die suppressiven Eigenschaften
von Tregs bzw. fur die induzierte Suppression in Tsups verantwortlich sind, ist
weitestgehend unbekannt. Der derzeit einzige anerkannte molekularbiologische
Marker fir Tregs ist FoxP3. FoxP3 ist ein zur Forkhead-Familie gehdrender
Transkriptionsrepressor und ist sowohl am anergen Phanotyp als auch an der
suppressiven Kapazitat von Tregs beteiligt und spezifisch in Tregs im Thymus und
der Peripherie exprimiert [15-17]. Zusatzlich zur Expression in Tregs konnte die
Induktion der FoxP3-Expression ebenfalls in Tsups nachgewiesen werden.

Die Uberexpression von FoxP3 in murinen naiven T-Zellen resultiert in Zellen,
welche sowohl phanotypisch als auch funktionell natirlich vorkommenden Tregs
gleichen [15;16]. Weiterhin konnte das letale Autoimmun-Syndrom Scurfy, welches
in Mausen mit einem FoxP3-Defekt beobachtet wurde und zu hyperproliferativen
Lymphocyten fihrt, auf das Fehlen von Tregs =zurlckgefihrt werden. Die
Rekonstitution dieser Tiere mit Tregs fuhrte zur Aufhebung des Krankheitsbildes
und zum Uberleben der M&use [15;18]. Im humanen System resultiert die Defekt-
Mutation von FoxP3 in IPEX (immune dysregulation, polyendocrinopathy,
enteropathy, X-linked Syndrome), einer seltenen Krankheit, welche durch
autoaggressive T-Zellen verursacht wird und zu einem frihen Tod fuhrt [19].
Zusammenfassend sind die Eigenschaften von Tregs in der folgenden Abbildung

schematisch dargestellt.



Einleitung
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Abb.1: Darstellung der Eigenschaften von Tregs

Tregs proliferieren nach Stimulation kaum und sind auferdem in der Lage die Proliferation
konventioneller T-Zellen zu supprimieren. Uber welche Signalwege die Suppression
funktioniert und welche Molekile daran beteiligt sind, ist bisher weitestgehend unbekannt.
Einziger molekularbiologischer Marker von Tregs und Tsups ist der Transkriptionsrepressor
FoxP3.

Inzwischen wurden verschiedene Treg-Populationen charakterisiert. Die in Abb.1
dargestellten Tregs werden als ,natiirlich vorkommende CD4"CD25" regulatorische
T-Zellen“ bezeichnet, entwickeln sich direkt aus CD4" T-Zell-Vorlaufern wahrend der
,Positiv-Selektion® im Thymus und supprimieren konventionelle T-Zellen strikt

zellkontaktabhangig.
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Tregs der zweiten Subpopulation werden als ,induzierte regulatorische T-Zellen®
bezeichnet. Im humanen System gibt es Befunde, dass sich diese Population aus
naiven konventionellen CD4" T-Zellen durch zellkontaktabhangige Interaktion mit
den oben beschriebenen ,natlrlich vorkommenden regulatorischen T-Zellen®
entwickelt. Die durch ,induzierte regulatorische T-Zellen“ ausgeldste Suppression
konventioneller T-Zellen wird als infektiose Toleranz bezeichnet, ist
zellkontaktunabhangig und wird durch die I6slichen Faktoren IL-10 und TGF-beta
induziert [20;21]. Die Eigenschaften dieser humanen Tregs entsprechen den in der
Maus beschriebenen Tr1- (Il-10 produzierenden) und Th3- (TGF-beta

produzierenden) Zellen [22].

Suppression duch Suppression duch
,natlrlich vorkommende regulatorische T-Zellen® sinduzierte regulatorische T-Zellen®
zellkontaktabhangig zellkontaktunabhéangig

Induktion von Tsup Produktion von TGF-beta und IL-10

Abb.2: Darstellung ,,natiirlich vorkommender* - und ,induzierter” - Tregs

.Naturlich vorkommende regulatorische T-Zellen® supprimieren konventionelle T-Zellen
zellkontaktabhangig. Die so entstandenen ,induzierten regulatorischen T-Zellen® sind
wiederum in der Lage konventionelle T-Zellen zu supprimieren, allerdings
zellkontaktunabhangig und uber die l6slichen Faktoren TGF-beta und IL-10 (,Infektidse
Toleranz®) (abgeandert nach: Stassen 2004 [22] ).
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Tregs konnten mittlerweile zahlreiche Funktionen im Rahmen von Autoimmunitat,
anti-Tumor-Immunantworten sowie an der Unterdrickung allergischer Reaktionen
durch die Suppression von Th2-Antworten nachgewiesen werden. Neben positiven
Funktionen wie beispielsweise der Verhinderung von Autoimmunkrankheiten und
der Forderung von  Transplantat-Akzeptanzen  sind  allerdings  auch
krankheitsfordernde Effekte wie die Blockade von anti-Tumor-Antworten

beschrieben worden [23].

Hauttransplantat -

Korpereigene Zellen

S —

&,
OO 4’
%

alloreaktive T-Zellen

anti-Tumor T-Zellen

apeyoo|g

——— > Tumor tragende Maus

Abb.3: Funktionen von Tregs in der Regulation von Immunantworten
Dargestellt sind einige Funktionen von Tregs im Rahmen von anti-Tumor-Antworten,

Autoimmun-Antworten und Transplantat-Akzeptanz (abgeéndert nach McHugh 2002 [23]).

Aufgrund der genannten - und in Abb.3 dargestellten - Funktionen von Tregs sind

die an der Suppression beteiligten Mechanismen und Molekille sowie verlassliche
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Treg-Marker momentan hinsichtlich immuntherapeutischer Ansatze von sehr
grolRem Interesse. Gleiches gilt auch fur Molekule, welche in supprimierten T-Zellen
die Suppression vermitteln.

Zur ldentifizierung von Molekulen, die an der Entwicklung und Funktion von Tregs
beteiligt sind, wurden bereits verschiedenste Methoden, wie z.B. ,differential
display“- und ,microarray“- Technologien durchgefuhrt. Allerdings ist der
Transkriptionsrepressor FoxP3 nach wie vor der einzige anerkannte endogene
Marker humaner und muriner Tregs.

Um weitere praferentiell in Tregs bzw. in Tsups exprimierte Molekile zu
identifizieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit ,Genefishing® (zur ldentifizierung
praferentiell in Tsups exprimierter Molekule) und ,differentielle Proteom-Analysen®

(zur Identifizierung praferentiell in Tregs exprimierter Molekule) durchgefuhrt.

1.2 ,.Genefishing*

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine ,differential display“-Variante verwendet,
welche mit sehr geringen mRNA-Ausgangskonzentrationen durchfuhrbar ist und als
,Genefishing“ bezeichnet wird. Diese Methode basiert auf dem mRNA-Expressions-
Vergleich der zu untersuchenden Zell-Populationen. Hierbei werden 120
verschiedene ,Deca-Oligonukleotide” eingesetzt, deren Sequenz so gewahlt ist,
dass sie an moglichst viele verschiedene cDNAs binden und somit in einer
folgenden PCR-Reaktion deren Amplifikation ermdglichen. Die so in einer
Agarosegelelektrophorese entstehenden Bandenmuster verschiedener Zell-
Populationen werden anschlieBend verglichen. Differentiell exprimierte Banden
konnen aus den Gelen ausgeschnitten, kloniert, sequenziert und somit identifiziert
werden. Nachteil dieser Methode ist, dass die mRNAs, welche keine
komplementaren Sequenzen zu den 120 ,random-Oligonukleotiden haben, nicht
erfasst werden konnen. Dennoch hat diese Methode den Vorteil, dass mit sehr
geringen Zellzahlen gearbeitet werden kann. Da die Ausgangszellzahl von Tsups
stark limitierend ist und bei weitem nicht fur ,differentielle Proteom-Analysen”
ausreicht, wurde die mRNA-Expression von murinen Tsups mit der mRNA-

Expression ,nicht supprimierter T-Zellen mittels ,Genefishing“ verglichen.
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1.3 ,.Differentielle Proteom-Analyse*

Bei der Methode der ,differentiellen Proteom-Analyse” werden Protein-Extrakte der
zu vergleichenden Zell-Populationen auf 2D SDS-Gelen nach ihrem
Molekulargewicht und ihrem isoelektrischen Punkt aufgetrennt. Jede Zell-Population
weist dabei ein spezifisches Proteinexpressionsmuster auf.

Die Expressionsmuster verschiedener Zell-Populationen werden anschliel3end
computerunterstutzt verglichen. Interessante Proteine, welche ausschliel3lich oder
stark differentiell in einer Zell-Population exprimiert werden, kénnen anschlielend
aus den Gelen ausgestanzt und mittels MALDI-TOF- (,matrix assisted laser
desorption/ionization — time of Flight*) Massenspektrometrie identifiziert werden.
Cytosolische Proteinextrakte sowohl muriner als auch humaner Tregs und
konventioneller T-Zellen wurden in der vorliegenden Arbeit mittels ,differentieller

Proteom-Analysen® auf ihr Proteinexpressionsmuster untersucht.

1.4 Zielsetzung und Strategie

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Molekllen, die entweder
praferentiell in Tregs oder Tsups exprimiert werden.

Sowohl murine Tregs wie auch konventionelle T-Zellen wurden isoliert und mittels
,differentieller Proteom-Analyse“ auf ihr Proteinexpressionsmuster untersucht.
Zusatzlich wurde das Expressionsmuster muriner Tsups mit dem
Expressionsmuster von ,nicht supprimierten“ T-Zellen verglichen. Da die Menge an
T-Zellen nach in vitro Suppression durch Tregs nicht ausreicht, um Proteom-
Analysen durchzuflihren, wurde das Expressionsmuster dieser Zell-Population
mittels ,differential display“ (,Genefishing“) analysiert. Abb.4 stellt schematisch den

Versuchsaufbau dar.
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konventionelle konventionelle
T-Zelle T-Zelle
CFSElMarkierung CFSE|Markierung
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,,Differential Proteomics*“
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CFSE CFSE

N
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Abb.4: Versuchsaufbau zur Identifizierung praferentiell in Tregs bzw. in

Tsups exprimierter Molekiile

Murine Tregs sowie konventionelle T-Zellen wurden zum einen fur ,differentielle Proteom-
Analyse® und zum anderen (nach Kokultur beider Populationen und anschlielender
Isolierung der CFSE-markierten Populationen) fir ,differential display“-Untersuchungen
eingesetzt.

Parallel zu den beschriebenen murinen Versuchsansatzen wurden auch humane

Tregs und konventionelle T-Zellen am Institut fur Dermatologie der Johannes
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Gutenberg-Universitat isoliert. Humane T-Zell-Praparationen von Tregs und
konventionellen T-Zellen wurden ebenfalls ,differentiellen Proteom-Analysen®

unterzogen und zu weiteren Analysen in der vorliegenden Arbeit verwendet.
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Material & Methoden

2.1 Methoden der Zellkultur

2.1.1 Isolierung muriner CD25" T-Zellen

Konventionelle sowie regulatorische T-Zellen wurden aus Milzpraparationen positiv

isoliert. Hierzu wurden MACS Separationen (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland) durchgeflhrt. Mause der Stamme BALB/c und CD57BI/6 wurden von

,Charles River Laboratories“ (Sulzfeld, Germany) bezogen und im Instituts-Tierstall

weiter gezuchtet.

Milzen wurden in einem Sieb zerriecben und in MEM + 2% FCS
aufgenommen.

Die homogenisierte Milzzellsuspension wurde fur 10min. bei 4°C in einem
50ml ,Falcon® stehen gelassen - Gewebereste setzen sich ab.

Der Uberstand wurde abgenommen und bei 400 x g 20min zentrifugiert.

Das Zell-Sediment wurde pro Milz in 1ml Gey’s Lysepuffer* aufgenommen.
Nach 2min Erythrozyten-Lyse wurde die Lyse-Reaktion durch die Zugabe
des doppelten Volumes MEM + 2% FCS gestoppt.

Die Zell-Suspension wurde Uber ein Zellsieb in ein neues 50ml ,Falcon®
uberfuhrt.

Die Milzzellen wurden anschliellend in MEM + 2% FCS gewaschen und auf 1

x 108 Zellen/ml eingestellt.

*Gey'’s Lysepuffer: 8,29gr. NH4CL, 1,0gr.KHCOs3, 0,037gr. EDTA pro 11 Wasser.

Zuerst wurden CD25" Zellen mittels des Antikérpers 7D4-bio (= anti-CD25-Biotin-

Antikorper) positiv isoliert.

Zugabe des Antikorpers 7D4-Bio (Pharmingen, San Diego, USA) in einer
Konzentration von Sug/ml. Inkubation bei 4°C fur 20min.
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e Die Zellen wurden in MACS-Puffer gewaschen (2x).

e Die Zellen wurden erneut auf 1 x 10® Zellen/ml in MACS-Pufffer eingestellt.

e Zugabe von Sa-PE (Strepravidine-Phycoerythrin) (Dianova, Hamburg,
Deutschland) in einer 1:400 Verdlinnung.

e Die Zellen wurden fur 20min bei 4°C inkubiert.

e Die Zellen wurden in MACS-Puffer gewaschen (2x).

e Aufnahme der Zellen pro 10 Milzen in warmem MACS-Puffer.

e Zugabe von 50pl/5 x 108 Zellen ,anti-PE-beads".

e Die ,Zell-anti-PE-beads-Suspension® wurde fir 30min bei Raumtemperatur
geschuttelt.

o Auffiillen des Volumens auf 5ml pro 5 x 10® Zellen und erneute Gabe (iber
Zellsieb.

e Die Zellsuspension wurde anschlieRend 1ml-weise Uber die vorbereiteten
MACS-Saulen gegeben. Pro Saule 5 x 10 Zellen.

e Saulen wurden anschliefend mit 2 x 3ml MACS-Puffer gespult.

Die Durchlaufe wurden bei 4°C aufgehoben und fir die anschlieRend folgende CD4-

Separation verwendet.

e Die MACS-Saulen wurden aus dem magnetischen Feld herausgenommen
und mit Sml MACS-Puffer gefullt. Die Zellen wurden zugig in ein frisches
Falcon eluiert = Eluat 1.

e Bei mehreren Saulen wurden die Eluate vereint, fur 20 Minuten
abzentrifugiert und die Zellsedimente der Eluate aus drei Saulen in 5ml
MACS-Puffer aufgenommen.

e Die Zellsuspension wurde erneut 1ml-weise Uber eine frische MACS-Saule
gegeben.

e Die Saule wurde mit 2 x 3ml MACS-Puffer gespult und anschliefend erneut
eluiert (s.0.) = Eluat 2.

e Die Eluate wurden vereint, gewaschen und die Zellen in PBS/0,5%BSA

aufgenommen.
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Zur Eliminierung von Makrophagen-, CD8" T-Zell- und B-Zell-Verunreinigungen
folgte eine DYNA-Beads-Behandlung (Dynal Biotech, Hamburg, Deutschland) mit
anti-B220-, anti-CD8- und anti-MAC-1-beads.

Zu erwarten sind etwa 30% Verunreinigung, wovon die Halfte wiederum B-Zell-
Verunreinigungen darstellen. Um die T-Zell-Praparationen so sauber wie moglich zu

halten, wurde die vierfache Menge an B220-beads zugegeben:

Beispiel: 6x10’ (Ausgangszellzahl nach MACS)
30% 2x107 (Verunreinigung)
50% 1x10° (B-Zell-Verunreinigung)

4x10° B220-beads

x
N

e Zugabe von anti-B220-beads und jeweils der Halfte an anti-CD8- und anti-
MAC-1-beads.

e Inkubation flr 20min unter Schutteln bei Raumtemperatur.

e Die Zell-Suspension wurde in 8ml PBS + 10% FCS aufgenommen und fur 2
Minuten in einen Magneten gestellt.

e Der Uberstand wurde anschlieRend vorsichtig abgenommen. In das ,Falcon®
mit den ,beads® wurden erneut 8ml PBS + 10% FCS gegeben und das
.Falcon® anschlielend fur 2 Minuten in den Magneten gestellt.

e Die Uberstande wurden vereinigt, zentrifugiert und die Zell-Sedimente der
CD25" T-Zellen (nach Eliminierung von Makrophagen, B-Zellen und CD8" -
Zellen) 2x in Testmedium gewaschen.

e Zellen wurden gezahlt und fur anschlieRende Tests auf die entsprechende

Zellzahl eingestellt.

2.1.2 Isolierung muriner CD4'CD25" T-Zellen

Die Durchlaufe der oben beschriebenen MACS-Separation wurden fur die

anschlieRende Isolierung der CD4" Zellen verwendet.
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e Die Durchldufe der CD25"-Zell-Isolierung (s.0.) wurden zentrifugiert und die
Zellen in 1ml MACS-Puffer pro 1 x 10® Zellen aufgenommen.

e Zugabe von 0,5ug/ml des biotinylierten anti-CD4-Antikdrpers H129.19-Biotin.

e Die Zellen wurden fur 12 min bei 4°C inkubiert.

e Die Zellen wurden in MACS-Puffer gewaschen (2x).

e Zugabe von SA-PE-beads (1/40) und 10min Inkubation bei 4°C.

e Die Zellsuspension wurde Uber ein Zellsieb - und anschlie3iend tuber MACS-
Saulen (analog wie oben beschrieben (2x)) - gegeben.

e Die Zellen wurden in Testmedium gewaschen (2x).

e CD4" T-Zellen wurden gezahlt und fir anschlieBende Tests auf die

entsprechende Zellzahl in Testmedium eingestellt.

2.2 Kulturmedien

IMDM ( Iscove’s modified Dulbecco’s medium )
17,67 g/l IMDM Trockenpulver

3,02 g/ NaHCO3

1%  Penicillin/Streptomycinlésung

5x10™ M B-Mercaptoethanol

Phenolrot als Indikator

Testmedium

IMDM mit

5% fotales Kalberserum
1% Natriumpyruvatlésung

1% Glutaminlésung

MEM ( minimal essential medium )
10,58 g/l MEM Trockenpulver
4,77 g/l HEPES

X-Vivo-15 (“serum-free Medium”) (Cambrex, Rockland, USA)
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2.3 Isolierung humaner T-Zellen

Humane T-Zellen wurden ebenfalls Uber MACS-Separation isoliert. Die Isolierung
humaner Zellen wurde in enger Kooperation vom Institut fir Dermatologie der

Johannes Gutenberg-Universitat in Mainz durchgefuhrt.

2.4 Bestimmungq der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit
Trypanblaulésung verdunnt. Tote Zellen farben sich blau, wahrend lebende Zellen
den Farbstoff nicht aufnehmen. Mit Hilfe einer Neubaur-Zahlkammer wurde die Zahl
der lebenden Zellen bestimmt. Die Anzahl der in der Kammer gezahlten lebenden
Zellen ergibt nach Multiplikation mit dem Verdlinnungsfaktor und dem Kammerfaktor

(10%) die Zellzahl pro ml Zellsuspension.

2.5 Stimulation von T-Zellen

Die zu stimulierenden T-Zellen wurden auf 1x10° Zellen pro ml Endkonzentration in
Testmedium eingestellt und in einer 24-well-Platte stimuliert. T-Zellen wurden,
sofern nicht anders beschrieben, mit 3ug/ml anti-CD3 (145-2C11) und ,Antigen-
prasentierenden Zellen“ (A20 = B-Zell-Tumor Zelllinie) im Verhaltnis von 1:10 in
Testmedium stimuliert. Fir Stimulationen der Kokulturexperimente wurde den
Ansatzen 300U/ml mIL4 zugegeben. Nach 3 Tagen wurden die Zellen mittels FACS
isoliert. In Kokultur-Experimenten wurden konventionelle T-Zellen und Tregs im
Verhaltnis 1:1 in Testmedium kultiviert.

Zellen fur Proteomanalysen wurden mit 3ug/ml anti-CD3 und 10ug/ml anti-CD28
(37.51 [24]) fur 48h stimuliert.
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2.6 Proliferations-Test

2 x 10° konventionelle T-Zellen sowie Tregs wurden entweder allein oder in
Kokultur-Experimenten (Verhaltnis 1:1) in 200ul Testmedium stimuliert.

96h nach Stimulation wurde dem Proliferations-Test radioaktiv markiertes Thymidin
zugegeben und nach weiteren 18h der Thymidin-Einbau mittels eines ,Beta-

scintillation counters® gemessen.

2.7 CFSE-Markierungq konventioneller T-Zellen

Um konventionelle T-Zellen nach Kokultur-Experimenten mit Tregs wieder isolieren
zu koénnen, wurde eine CFSE-Markierung verwendet (CFDASE, Molecular Probes,
Leiden, Niederlande). Der membrangangige Farbstoff CFDASE (Carboxyfluoreszein
Diazetat Succinimidyl Ester) bindet an die freien Amine cytoplasmatischer Proteine.
Durch die Abspaltung von zwei Acetat-Gruppen bildet sich der Farbstoff CFSE,
dessen intrazelluldre Konzentration sich mit jeder Zellteilung halbiert. Uber CFSE
konnen anschlielend mittels FACS sowohl die Zellteilungen nachvollzogen, sowie
die markierten Zellen isoliert werden. Die so isolierten supprimierten T-Zellen

wurden anschlielend fur ,differential display“ Untersuchungen eingesetzt.

e Waschen der Zellen in PBS (pH 7,4) (2x).

e Einstellen der Zellen auf 1 x 107 /ml in PBS (pH 7,4).

e Zugabe von 2,5uM CFSE-Endkonzentration.

¢ Inkubation fur 4min. bei 37°C in 15ml Falcon.

e Zugabe von doppeltem Volumen Testmedium + 10 FCS.
e Waschen der Zellen in Testmedium (2x).

e Zahlen und Einstellen der Zellen.
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2.8 FACS-basierter Zell-Isolierunqg

Nach Kokulturexperimenten wurden die CFSE markierten T-Zellen in PBS + 4%
FCS gewaschen und anschliel3end mit Hilfe eines ,cell-sorters* (FACS-vantage SE
and CellQuest Pro, BD Biosience) isoliert. Tote Zellen wurden zuvor durch
Propidiumjodid ausgeschlossen. Die FACS-basierte Zell-Isolierung erfolgte in der
,FACS-Core-Facility® der klinisch theoretischen Institute der Johannes Gutenberg-

Universitat Mainz.

2.9 ,,Genefishing“ (,,differential display‘)

Zur Identifizierung von differentiell exprimierten Molekulen wurden konventionelle
und supprimierte T-Zellen in Trizol (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
aufgenommen und einer RNA-Praparation mit anschlielender DNAse-Behandlung
unterzogen. Fur die Erst-Strang-cDNA-Synthese wurden (je nach Ansatz) 0,25 —
1ug RNA eingesetzt.

,Genefishing® wurde mittels eines Kits der Firma Seegene (Fairborn, Rockville,
USA) nach den Anweisungen des Herstellers durchgefihrt. Dieses Verfahren
basiert auf der Verwendung von speziellen, in drei Bereiche unterteilten
Oligonukleotiden: ,Annealing Control Primer®.

Der Aufbau dieser Primer ist in der folgenden Abbildung erklart:

ACP = Annealing Control Primer

a: Kern-Sequenz: bindet an spezifische cDNA-Sequenzen bei einer

»-annealing-Temperatur von 50°C im Zuge der Zweit-Strang-cDNA-Synthese.
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b: Regulator-Sequenz: bewegliche Sequenz, welche je nach Temperatur
entweder die Bindung der Kern- und Universal-Sequenz, oder nur der

Kernsequenz ermdglicht.

c: Universal-Sequenz: (fir alle ACPs identisch) ermdglicht die
Amplifikation von Zweit-Strang-cDNA bei einer ,annealing-Temperatur® von
65°C.

Das Genefishing-Verfahren arbeitet mit 120 verschiedenen ACPs, d.h. 120
verschiedenen Kern-Sequenz-Bereichen.

Die einzelnen Schritte dieser Methode sind, basierend auf der Gesamtdarstellung
im Ergebnisteil dieser Arbeit (Abb.8 Seite 49), detailliert aufgefuhrt.

Erst-Strang-cDNA-Synthese:
Die Erst-Strang-cDNA-Synthese erfolgt mittels des Poly-AAA-Primers dT-ACP1.

Poly-AAA entspricht dabei dem Kernbereich (hier schwarz), rot ist die Regulator-

Sequenz dargestellt und grun die Universal-Sequenz.

3 *
5 « . dT-ACP1
RT } BT

3" ﬁh"‘-—-“"q 5.-
RNA (0,25-1ug): X i
10uM dT-ACP1 (* PolyAAA-Primer) 1 ul
RNase freies Wasser Xyl
9,5ul

Inkubation ftr 3min bei 80°C.

Inkubation fiir 2min auf Eis.
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e Zugabe von:

5x RT Puffer 4ul
2mM dNTP 5ul
RNase Inhibitor 0,5ul
M-MLYV reverse Transkriptase (Fermentas) 1yl
20ul

e Inkubation fur 90min bei 42°C.

e Erhitzen des Ansatzes fur 2min auf 94°C.

¢ Inkubation fUr 2min auf Eis.

e Verdlinnen der Erst-Strang-cDNA durch Zugabe von 180yl RNase freiem
Wasser.

e Aufbewahren der verdinnten Erst-Strang-cDNA bei -20°C.

Die folgende ,Genefishing“-PCR-Reaktion beinhaltet sowohl die Zweit-Strang-
cDNA-Synthese (ein PCR-Zyklus) als auch die anschlieRende Amplifikation.

Zweit-Strang-cDNA-Synthese:

Die Zweit-Strang-cDNA-Synthese erfolgt mittels der Primer dT-ACP2 (=
komplementarer Primer zu dT-ACP1) und jeweils einem der 120 verschiedenen
arbitrary ACPs.

5" dT-ACP2
3!
MRCY AP “’
arbitrary ACP ~© 1 PCR-Zyklus

— il

=
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Amplifikation:
Die verwendeten ACPs kdnnen wahrend der Amplifikation aufgrund der gewahlten
annealing-Temperatur von 65° nur an schon vorhandene cDNAs mit den oben als

Universalsequenz (c:) bezeichneten Sequenzen binden.

dT-ACP2 arbitrary ACP

%““'x“'ﬂ + i
H

l 35 - 40 PCR Zyklen

%ﬂ%

Verdinnte Erst-Strang-cDNA 5ul

5uM arbitrary ACP

(je einer von 120 verschiedenen) 2ul

10uM dT-ACP2 1ul

10mM dNTPs 1ul

Wasser 35ul

10x Advantage Polymerase Puffer

inklusive 50mM MgCL , (Clonetech) 5ul

Advantage cDNA Polymerase (Clonetech) ul
50ul

Die “Genefishing”-PCR wurde bei folgendem PCR-Temperaturprofil durchgefuhrt:

1. 94°C 2min
2. 50°C 3min
3. 68°C 1min
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4. 94°C 30sec
5. 65°C 40sec
6. 68°C 1min
7. 68°C 5min

Schritte: 1-3: Zweit-Strang-cDNA-Synthese: 1 PCR-Zyklus
Schritte: 4-6: Amplifikation: 40 PCR- Zyklen
Schritt: 7: 1x

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden anschlieRend auf einem 2%igen Agarosegel

aufgetrennt.

Praferentiell in den cDNA-Proben supprimierter T-Zellen auftretende Banden
wurden anschlieend aus den Gelen ausgeschnitten und mittels QiaExIl nach den
Angaben des Herstellers eluiert (Qiagen). Zur Elution wurden 15ul H,O verwendet.

Die eluierten Fragmente wurden mittels pGEM-TA-Cloning (Promega, Mannheim,

Deutschland) in den Vektor pGem ligiert:

2 x Ligationspuffer 5ul
pGem-T 1l
PCR-Produkt 3ul
T4 DNA — Ligase ul
10ul

¢ Inkubation fir 1h bei Raumtemperatur.

e 2ul des Ligationsansatzes wurden zu 50yl JM109 kompetenten E.coli-
Bakterien gegeben und 20min auf Eis inkubiert.

e Transfektion mittels ,heat-shock® fir 45sec bei 42°C.

¢ Inkubation 2min auf Eis.

e Zugabe von 450ul SOC- (oder Super-LB-) Medium und Inkubation fur 1,5h
bei 37°C unter Schutteln.

e Die Bakterien wurden anschlie®end auf LB-Platten ,ausplattiert®.
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Die verwendeten LB-Platten wurden zuvor mit Ampicillin (100ug/ml), x-Gal (2mM)
und IPTG (1mM) bestrichen, um eine ,Blau/Weil}*- Selektion zu ermoglichen. Weille
und somit ,positive” Klone wurden anschlieRend von den Platten ,gepickt® und in
eine Minikultur Uberfihrt. Mittels PCR wurde zusatzlich das Vorhandensein eines
Inserts gepruft. Hierzu wurden Oligonukleotide verwendet, welche die an das Insert

grenzende Sequenzen des Vektors erkennen (M13-forward und -revers).

Polymerase-Puffer (Biotherm) 2,5ul

MgCl; (50mM) 1,25l

Primer (forward&revers Spmol/ul) 1Ml

dNTPs (10mM) 0,5ul

H>O 19,75ul
25

+ Tag-Polymerase (Biotherm)* 0,05l

* (Biotherm-Polymerase, Genecraft, Lidinghausen, Germany)
Plasmide, welche ein Insert der richtigen Grol3e enthielten, wurden anschliel3end

sequenziert (Genterprise, Mainz). Die erhaltenen Sequenzen wurden Uber einen
Datenbank-Vergleich (EMBL) identifiziert.

2.10 . Differentielle Proteom-Analysen*

,Differentielle Proteom-Analysen“ wurden von der auf Proteom Untersuchungen
spezialisierten  Kooperations-Firma  Prot@gen  (Dortmund,  Deutschland)
durchgefuhrt. Isolierte Zellen (aus etwa 20-30 Milzen) wurden in SDS-Lysepuffer
lysiert und so zu Prot@gen gesendet. Die Proteinextrakte wurden anschlie3end in
zweidimensionalen Gelelektrophoresen (2D) nach Klose aufgetrennt [25]. Auf
praparative Gele wurden bis zu 300ug Protein aufgetragen. 2D-Gele wurden
anschliefend einer Silberfarbung unterzogen. Interessante differentiell exprimierte

Protein-Spots wurden aus den Gelen ausgestanzt und mittels MALDI-
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Massenspektrometrie (Ultraflex; Bruker Daltonics) und Datenbankvergleichen
(NCBI-protein-database) identifiziert.

2.11 Proteinnachweis

2.11.1 Proteinpraparation

2 x 10° T-Zellen wurden in 100ul SDS-Lysepuffer unter vortexen lysiert und fiir 3
min auf 100°C erhitzt. Um eine homogene Suspension zu erhalten, wurde das Lysat

mehrfach durch eine Kanule gezogen.

SDS-Lysepuffer: 1 % SDS
15 % Glycerin
4 M Harnstoff
50 mM  Tris pH6,8

Um die erhaltene Gesamtproteinkonzentration zu ermitteln, wurde der
photometrisch auswertbare Proteinnachweis ,DC protein assay“ (Biometra,
Goettingen, Deutschland) verwendet und nach den Anweisungen des Herstellers
durchgefuhrt. In einer anschlieBenden SDS-PAGE wurden stets gleiche Gesamt-
proteinmengen der zu vergleichenden Ansatze eingesetzt (max. 30ug pro

Geltasche).

2.11.2 Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE) nach Laemmli 1974

Das Wanderungsverhalten von Proteinen im Polyacrylamidgel ist abhangig von ihrer
Nettoladung sowie ihrer Form und GroRe. Bei der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden die Proteine in Gegenwart des anionischen
Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS, sodium dodecyl sulfate) elektrophoretisch

aufgetrennt. Das negativ geladene SDS lagert sich dabei in konstantem
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Gewichtsverhaltnis an die Proteine an, kompensiert deren positive Ladung und

denaturiert sie. Die so behandelten Proteine werden nun im elektrischen Feld nach

ihrer Molekulmasse aufgetrennt.

SDS-PAGE: Trenngel Sammelgel
Acrylamid-Lsg. | 15mi 3ml
Gel-Puffer 15ml 7,5ml

H.O | - 4,5ml
TEMED 40ul 20l
APS(10%) 300l 150ul
Gesamtvolumen | ca.30ml ca.15ml

Molekulargewichtsmarker:

Als Standard wurde ein ,, Blue Marker“ von Sigma ( Sigma SDS-7B ) verwendet.

Losungen:

Trenngelpuffer (2 fach): 181 ¢ Tris-base
04 g SDS
in 200 ml Wasser l6sen
pH 8,8

Sammelgelpuffer (2 fach): 6,05 g Tris-base

04 ¢ SDS
in 200 ml Wasser l6sen
pH 6,8
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Elektrophoresepuffer (10 fach): 30,3 g Tris-base
144 ¢ Glycin
10 g SDS

in 11 Wasser l6sen

Acrylamidlésung : wassrige Acrylamid - (30%) / Bisacrylamid -(0,3%)

- Lésung (Rotiphorese Gel30)
(Roth, Karlsruhe, Deutschland)

APS (10% ): Ammoniumpersulfat,
Merck (Darmstadt, Deutschland)

TEMED: (N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin, Sigma)

Fur die durchgefuhrten Polyacrylamid-Gelelektrophoresen wurden 15 %ige Gele
verwendet. Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen mit Bromphenolblau und
beta-Mercaptoethanol (1:200) versetzt und 3 min bei 95°C denaturiert. Die

Auftrennung erfolgte bei einer Stromstarke von 10mA.

2.11.3 Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE) mittels Tricine-Gelen

Tricine-Gele ermoglichen eine bessere Auftrennung von kleinen Proteinen. Da im
Rahmen dieser Arbeit Proteine eines Molekulargewichtes von etwa 14kD untersucht

wurden, wurden fur deren Auftrennung Tricine-Gele verwendet.
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SDS-PAGE: Trenngel Sammelgel
Acrylamid-Lsg. | 5ml 0,8ml
Gel-Puffer 5mi 2,5ml
Glycerol 1,5ml | -
H.O 3,5ml 6,7ml
TEMED 10ul 10ul
APS(10%) 75ul 50ul
Gesamtvolumen | ca.15ml ca.10ml
Anodenpuffer: 0,2M Tris,
Kathodenpuffer: 0,1M Tris,

0,1M Tricine,

0,1% SDS ;
Gel-Puffer: 3M Tris,

0,3% SDS

Acrylamid-Ldsung:

e 96g Acrylamid

e 39 Methylen-Bisacrylamid

in 200ml dest.H,O geldst
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2.11.4 Nachweis der Proteine nach Transfer auf eine feste Matrix
( Western-Blot )

Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine kénnen aus einem Trenngel auf eine
geeignete Matrix ( meist Membranen aus Nitrocellulose oder Nylon ) transferiert
werden. Die auf der Transfermembran immobilisierten Proteine lassen sich dann
z.B mit spezifischen Antikdrpern nachweisen.

Beim Elektroblotten im semi-dry-Verfahren werden das Gel und die Nitrocellulose-
membran zwischen mehrere Lagen von Filterpapier gelegt, die mit Pufferlésung
getrankt sind und dadurch als lonenreservoir dienen. Die Transferdauer ist

abhangig von der Dicke und der Polyacrylamidkonzentration des Gels.

Losungen:
Blot-Puffer: 528 ¢ Tris
200 ml Ethanol
203 g Glycin
3,75 ml 10%ige SDS-L6sung
in 11 Wasser l6sen
Block-Puffer Roti-Block ( 10x )
TBST-Puffer: 20 mM  Tris

500 mM NaCl
0,05 % Tween 20
ph 7,5

Der Proteintransfer wurde bei 120mA fur 30 min durchgefihrt. Nach dem ,Blotten”
wurde die Membran fir 45 min bei RT in Blockpuffer geschwenkt und anschliel3end
kurz in TBST gewaschen. Es folgte der Proteinnachweis mittels spezifischer
Antikorper:

32



Material & Methoden

Primarantikorper:

anti-Galectin-10-IgG (Kaninchen)
Sekundarantikorper:

anti-Kaninchen-IgG ( Meerrettichperoxidase-Konjugat )
Der Primarantikorper wurde in einer Konzentration von 0,5ug/ml eingesetzt und fur
2h mit der Nitrocellulosemembran inkubiert.
AnschlieRend wurde der Meerrettichperoxidase-konjugierte sekundare Antikorper
fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit der zuvor in TBST gewaschenen

Nitrocellulosemembran inkubiert. Die entsprechenden Proteinbanden wurden durch

Chemilumineszenz oder durch DAB nachgewiesen.

2.11.5 Chemilumineszenz Nachweis

Das verwendete Chemilumineszenzsubstrat (Super-Signal-West-Pico
chemiluminescent-substrate) wurde von der Firma Pierce (Rockford, USA) bezogen
und nach den Anweisungen des Herstellers eingesetzt. Die Western-Blots wurden
mit 1ml des Substrates fur 30sec inkubiert und anschlieBend in Frischhaltefolie
.eingepackt. Die Detektion erfolgte mittels des Chemilumineszenz-lImagers
ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Munchen, Deutschland).

2.11.6 DAB-Nachweis

Die Detektion erfolgte durch 10mg DAB/50mIPBS (Di-amino-benzidin, Sigma,
Taufkirchen, Deutschland). Zur Verstarkung der Signale wurden dem in 50ml PBS
gelésten DAB 200ul 1M CoCl,-Lésung, 100ul 1M Imidazol-Lésung und direkt vor

Detektion 20l einer 30%igen H,O,-Losung zugesetzt. Die Loésung wurde (je nach
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Starke der Detektion) 1-2 min mit dem Blot inkubiert. Durch Zugabe von Wasser

wurde die Reaktion gestoppt.

2.12 Generierung eines eukaryotischen Galectin-10-Expressionskonstruktes

Zur Generierung eines Galectin-10-Expressionskonstruktes wurde der ,offene
Leserahmen® von Galectin-10 mittels RT-PCR aus humanen Tregs amplifiziert
(s.Kapitel: PCR). Hierzu wurden Oligonukleotide verwendet, welche
Restriktionsschnittstellen fur Hindlll bzw. EcoRI enthielten (Sequenz s.S5.43).

AnschlieRend wurde sowohl das PCR-Produkt wie auch der Leervektor pcDNAS3.1

(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) einem Restriktionsenzym-Verdau unterzogen.

Restriktionsenzym-Verdau:

pcDNA3.1  bzw. PCR-Fragment 15ul (=15uQ)

10xReactin-buffer2 (Gibco) 5ul

H.O 26l

EcoRI (Gibco) 2yl (2 Units)
Hindlll (Gibco) 2ul (2 Units)

Der Verdau wurde bei 37°C fur 4h durchgefuhrt. Wahrend der letzten Stunde wurde
dem Restriktionsenzym-Verdau des Vektors 1yl alkalische Phosphatase
zugegeben, um eine Rezirkulation des Vektors zu verhindern.

Nach dem Restriktionsenzym-Verdau des Galectin-10-Amplifikates und des
Expressionsvektors wurde Galectin-10 in den eukaryotischen Expressionsvektor
pcDNA.3.1 kloniert, d.h., der verdaute Vektor und das PCR-Fragment wurden bei
16°C Uber Nacht ligiert. Als Kontrolle der Rezirkulation des Vektors wurde eine

Ligation ohne Insert durchgefuhrt.
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Ligation Kontrolle
Vektor 0,6pl (150ng) 0,6pl
Insert 1ul (lpg) | -
H:0 15,9l 16,9ul
Puffer 2ul 2ul
T4-Ligase 0,5ul 0,5ul
Gesamt 20pl 20pl

AnschlieRend wurden die Plasmide in den E.coli Stamm DH5-alpha mittels ,heat
shock® bei 42°C fur 45sec transfiziert (Durchfuhrung analog zu ,Genefishing®). Die
transfizierten Bakterien wuchsen fur 1/2h in LB-Medium bei 37°C und wurden
anschliefend auf Agar-Platten mit Ampicillin ausplattiert. Mehrere Klone wurden
anschlielend einer Plasmid-Praparation unterzogen und durch die Firma
Genterprise (Genterprise, Mainz, Deutschland) sequenziert. Nach einem
Sequenzvergleich mit der bekannten Galectin-10-Sequenz (aus der Datenbank des
NCBI) wurden positiv getestete Plasmide fur anschliellende Transfektionen von

sowohl primaren Zellen als auch von Zell-Linien eingesetzt.

2.13 Transfektion von Zellen

Fur Transfektionen von primaren humanen T-Zellen wurde eine Nukleofektion
mittels ,Amaxa’s Human T Cell Nucleofector Kit* nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt (Amaxa, Kéln, Deutschland). 3 x 10° T-Zellen wurden in Nukleofektor-
Lésung aufgenommen und mit 2,5ug Plasmid-DNA gemischt. Die Zellen wurden
umgehend nukleofektiert und in frischem X-VIVO-15 Medium aufgenommen.
Transfektionen von Jurkat-Zellen wurden ebenfalls mittels ,Amaxa Nucleofection®
durchgefuhrt. Transfizierte Zellen wurden anschliellend in frischem Testmedium
aufgenommen.

Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden die transfizierten Zellen entweder flr

Cytospin-Praparationen oder Caspase-Assays eingesetzt.
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Als Kontrolle der Transfektionen wurden Zellen mit 2,5ug/ml eGFP (enhanced green

fluorescence protein) (amaxa) bzw. mit dem Leervektor pcDNA3.1 transfiziert.

2.14 Caspase-3/7-Assay

Zur Bestimmung der Apoptose-Induktion wurden Caspase-3/7-Assays (Apo-ONE
homogeneous  Caspase-3/7-Assay, @ Promega, Mannheim, Deutschland)
durchgefuhrt.

Hierzu wurden konventionelle T-Zellen mit 2,5ug des generierten Galectin-10-
Expressionskonstruktes bzw. mit dem Leervektor pcDNA.3.1. transfiziert und flr
15h kultiviert. Pro Probe wurden 3x10° Zellen/well einer 96-well-plate eingesetzt.
Die Bestimmung der Caspase-Aktivitat wurde nach den Anweisungen des
Herstellers durchgefihrt - basierend auf der durch Caspasen katalysierten
Umsetzung von Z-DEVD-R110* zu Rhodamin-110 und anschliellender
Fluoreszenz-Messung.

Die Auswertung erfolgte anhand der relativen Fluoreszenz-Intensitat mittels eines

SpectraFluor readers (TECAM, Crailsheim, Germany).

*Z-DEVD-R110: Rhodamin-110 bis-(N-CBZ-L-aspartyl-Lglutamyl-L-valyl-L-aspartic

acid amide)

2.15 Cytospin-Farbung

Cytospin-Praparationen wurden in 4% Paraformaldehyd fur 30min fixiert und
anschlielend mit Saponin fir 15min permeabilisiert (alternativ wurden einige
Cytospins mittels 0,2% Triton-X-100 permeabilisiert). Anschliefend wurden die
Praparate fur 1h mit 2,5ug/ml des FITC markierten Galectin-10-IgGs in Saponin
inkubiert. Nach 20min Waschen in PBS wurden die Cytospin-Praparationen mit
»<Aqua Poly/Mount Medium* (Polysciences, Warrington, USA) ,eingedeckelt’ und
mikroskopisch ausgewertet.

Fir parallele Farbungen des Zellkerns wurden 100ng/ml DAPI eingesetzt.
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2.16 Generierung eines polyklonalen anti-Galectin-10-Serums

Das zur Immunisierung verwendete humane rekombinante Galectin-10 wurde durch
Herstellung eines prokaryotischen Expressionskonstruktes und anschlielender,
durch IPTG induzierte Expression in E. coli (Stamm BL21) gewonnen. Die
Generierung des Konstruktes erfolgte prinzipiell wie bereits unter ,Generierung
eines eukaryotischen Galectin-10-Expressionskonstruktes” beschrieben, mit dem
Unterschied, dass hier ein prokaryotischer Expressionsvektor (pET16b) verwendet
wurde. Die Herstellung und Anreinigung des rekombinanten Proteins wurde von der
Kooperationsfirma Prot@gen durchgefuhrt.

Durch einen im Expressionsvektor vorhandenen und ebenfalls translatierten ,6xHIS-
Tag“ wurde das rekombinante Galectin-10 anschlieRend Uber Ni-NTA Affinitats-
Chromatographie (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers

gereinigt.

Zur Generierung der Antikérper wurden zwei Kaninchen parallel immunisiert.

Zur Primarimmunisierung wurden 50ug humanes rekombinantes Galectin-10
(hrGalectin-10) in 500ul CFA (Complete Freund’s Adjuvant)aufgenommen, mit
500ul PBS verdunnt und anschliefend mit einem Ultrathorax gut vermischt. Die
Suspension wurde anschlieend in eine 1ml Spritze aufgezogen und den
Kaninchen durch mehrere kleine Injektionen entlang des Ruckens gespritzt. In zwei-
wochigen Abstanden wurden den Kaninchen weitere Folge-Immunisierungen mit
50ug hrGalectin-10 in IFA (Incomplete Freund’s Adjuvant) injiziert. Vor jeder
Immunisierung wie auch vor der Primarimmunisierung wurden den Kaninchen 1-2mi
Blut aus der Ohrvene abgenommen und daraus Serum gewonnen. Hierzu wurde
das abgenommene Blut U.N. bei 4°C inkubiert und anschlielRend bei 400 x g
zentrifugiert. Das so gewonnene Serum wurde zur folgenden Titerbestimmung

mittels ELISA und zu Tests mittels Western-Blot eingesetzt.
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2.17 Titerbestimmung der Kaninchenseren mittels ELISA

Zur Bestimmung der Titer der verschiedenen Seren wurden ELISA durchgefuhrt.

HrGalectin-10 wurde hierzu an eine ELISA-Platte (96-well-plate) gebunden:

e hrGalectin-10 wurde in ,Coating-buffer auf 5ug/ml eingestellt und 50ul dieser
Verdlinnung in jedes ,well“ einer ELISA-Platte gegeben. — Inkubation fur 1h
bei 37°C.

e Die ELISA-Platten wurden 3 x mit PBS/Tween gewaschen.

e Zugabe von 50ul/well ,Block-Puffer” fur 1/2h bei 37°C.

e Zugabe der zu testenden Seren in einer Verdinnung von 1:1000 in das
jeweils erste ,well“ einer Reihe.

e Die zu testenden Seren wurden seriell 1:2 bis zum letzten ,well* einer Reihe
verdunnt.

¢ Inkubation fur 172h bei 37°C.

e Die ELISA-Platten wurden 3 x mit PBS/Tween gewaschen.

e Zugabe von 50ul/well des sekundaren Antikérpers: anti-Kaninchen-HPO
(,horse-radish- peroxidase“-Konjugat) in einer Verdinnung von 1:4000.
Inkubation fur 1/2h bei 37°C.

e Die ELISA-Platten wurden 3 x mit PBS/Tween gewaschen.

e Zugabe von 50ul ABTS*/well (1mg/ml Citratpuffer*™) und 30%iger HOo-

Lésung in einer Verdlinnung von 1:4000 (Sigma, Taufkirchen).

* ABTS:2,2"-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (Sigma)
** Citratpuffer: 40mM Citrat + 60mM NaH,PO4

Die durchgefihrten ELISA wurden anschlieBend photometrisch bei 480nm
ausgewertet. Zur Bestimmung der Titer der jeweiligen Seren wurde die
Verdlinnungsstufe (X-Achse) gegen die gemessene OD (y-Achse) aufgetragen. In
der so entstehenden sigmoidalen Regressionskurve entspricht der Wendepunkt
dem Titer des jeweiligen Serums.

(detaillierte Auswertung s. Ergebnisse Abb.15 S.61)
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2.18 lgG-Praparation mittels Dialyse

Die IgG-Praparation wurde nach Harboe & Ingild durchgefuhrt [26].

e Zugabe von 1ml 1M Tris (pH 7,5) zu 10ml Antiserum.

e Tropfenweise Zugabe von 9ml gesattigter (NH4)>,SO4-Lésung (= 100gr.
(NH4)2S0O4in 100ml Wasser gelost).

¢ Inkubation bei 4°C uber Nacht.

e Zentrifugation fur 10min bei 12000 x g.

e Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment mit (NH;),SO4-Ldsung
gewaschen.

e Wiederholung des Waschschrittes 2x.

e Das Sediment wurde (pro 10ml Antiserum) in 2ml Tris (pH 7,5) bei 4°C
gelost.

e Gelbstes Sediment wurde in Dialyseschlauch (Ausschlussgrofe 12kD) gefullt
und gegen Wasser dialysiert.

e Wiederholung der Dialyse gegen PBS.

Die Proteinkonzentration wurde anschlielend photometrisch bestimmt:

2.19 ,,Oreqon Green“-Markierung des anti-Galectin-10-lgGs

,Oregon Green“ ist ein FITC-Derivat, dessen Absorptions- und Emissions-Maximum
bei 496nm und 524nm liegt. 2mg anti-Galectin-10-IgG wurde mittels des
FluoReporter Oregon Green 488 Protein Labeling Kits (Molecular Probes) nach den

Angaben des Herstellers markiert.

e 2mg anti-Galectin-10-1gG wurde auf 10mg/ml eingestellt.

e Zugabe von 20ul 1M Natrium-Bicarbonat-Losung zu 200pl anti-Galectin-10-
lgG.

e Zugabe von 7yl ,Oregon Green stock-solution® (10mg/ml in DMSO

(Dimethylsulfoxid)). (Die Menge an bendtigter ,Oregon Green stock-solution®
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ist abhangig von Molekulargewicht und Konzentration des zu markierenden
Proteins).

e Inkubation fur 1h lichtgeschitzt bei Raumtemperatur.

e Zugabe von 7ul Hydroxylamine.

e Inkubation fuir 30min bei Raumtemperatur.

Das markierte IgG wurde anschlie3end Uber ,spin columns® einer Ausschlussgrofie
von 30kD gereinigt (Zentrifugation bei 1100 x g fur 5min) und anschlielend in PBS
verdinnt. Die Konzentration des markierten IgGs wurde photometrisch - unter
Beachtung der Korrekturfaktoren fur Oregon Green (nach Angaben des Herstellers)

- bestimmt.

2.20 mRNA-Nachweis

2.20.1 RNA-Priparation

1 x 10° Zellen wurden in 1ml Trizol (GibcoBRL, Gaithersburg, USA) aufgenommen.
Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben bei -70°C eingefroren. Die RNA-

Praparation mittels Trizol basiert auf einer Phenol/Chloroform Extraktion:

e Zugabe von 200ul Chloroform.

¢ 5min Inkubation bei Raumtemperatur.

e Zentrifugation bei 11000 x g fur 10 min.

o Uberfiihrung der oberen wassrigen Phase in ein frisches 1,5ml GefaR.
e Zugabe von 1ul Glycogen.

e 5min Inkubation bei Raumtemperatur.

e Zugabe von 500yl Isopropanol.

e 10min Inkubation bei Raumtemperatur.

e Zentrifugation bei 10000 x g fur 10min.

e Abgiellen des Alkohols.

e Waschen des Pellets mit 70%igem EtOH (2x).
e Zentrifugation bei 7000 x g fur 10min.

¢ Reverse Transkription der sedimentierten RNA.
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2.20.2 Reverse Transkription ( RT )

Die praparierte RNA wurde einer reversen Transkription unterzogen und somit in
cDNA umgeschrieben.

Die RT wurde mittels Oligo(dT)n — Primern und Hexanucleotiden durchgefuhrt. Die
Oligo(dT)n — Primer binden bei diesem Verfahren an den Poly(A)-Schwanz des
mRNA-Molekuls, wohingegen die Hexanucleotide statistisch und zufallig auf dem
mMmRNA-Molekul binden und als Primer fur die reverse Transkriptase M-MLV (MBI,

Fermentas, St.Leon-Rot, Deutschland) dienen.

Zur sedimentierten RNA wurden folgende Reagenzien zugegeben:

2 ul dNTP (10mM)

3 Ml 5 x Puffer

1 ¥ Oligo(dT)n (100ng/ul)
1 ul dN6 (20ng/pl)
7 ul H.O

Diese Mischung wurde 3min auf 65°C erhitzt.
AnschlielRend wurde 1pl der reversen Transkriptase M-MLV (1 Unit) zugegeben und

der Ansatz fir eine Stunde bei 42°C im Wasserbad inkubiert.

2.21 PCR (Polymerase-chain-reaction)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl konventionelle als auch Real-Time-PCR-
Analysen durchgefuhrt. Real-Time PCRs werden im Folgenden mit qRT-PCR

(quantitative reverse transcription-PCR) bezeichnet.

2.21.1 konventionelle PCR

Die jeweiligen cDNAs wurden 1:5 verdinnt und in einer PCR eingesetzt:
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cDNA
10 x Puffer
dNTP [10 mM ]

Primerpaar [ 10pmol/ul ]

MgCl, [ 25 mM ]
H,0

Polymerase [ 0,25U ]*

2,5
0,5
0,5
2,5
14

0,1

Ml
Ml
Ml

Ml

Ml

* Biotherm DNA Polymerase (GeneCraft, Lidingshausen, Deutschland)

PCR-Temperaturprofil:

Temperatur Zeit
Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing Je nach Primer 30 sec
50°-60°C
Elongation 72°C 60 sec

2.21.2 qRT- PCR (gquantitative reverse transcription — PCR)

Quantitative PCR-Experimente wurden mit einem i-Cycler der Firma Biorad (Biorad,

Minchen, Deutschland)

und dem

IQ SYBR Green Supermix Kit (Biorad)

durchgefuhrt. Fir fast alle eingesetzten Oligonukleotide wurde eine ,annealing-

Temperatur von 57°C verwendet (40 PCR-Zyklen).

Die Auswertung quantitativer PCR Experimente erfolgte durch den Abgleich auf das

Haushaltsgen EF-1-alpha (human), HGPRT (murin) oder beta-actin (human).
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2.21.3 Eingesetzte Oligonukleotide

Um zu vermeiden, dass genomische DNA amplifiziert wird, wurden die folgenden

Primersequenzen Uber eine Intron/Exon Grenze gelegt:

hGalectin-10 forward

5°-TAC CCG TGC CAT ACA CAG AGG CTG-3°

hGalectin-10 reverse

5-CTT ATC TGG CAG CAC TGA GAT GCT C-3°

EF1-alpha forward

5°-GAT TAC AGG GAC ATC TCA GGC TG-3’

EF1-alpha reverse

5-TAT CTC TTC TGG CTG TAG GGT GG-3°

3-Actin forward

5-GAG CGG GAA ATC GTG CGT GAC ATT-3°

3-Actin reverse

5-GAA GGT AGT TTC GTG GAT GCC-3°

Pur-alpha forward

5-TCT CAT CGA GTT CCG TGA CGC TC -3

Pur-alpha reverse

5-CTC CTC GGA GTA CTT GCA GAA GG -3°

HGPRT forward

5-GTT GGATAC AGG CCAGAC TTT GTT -3°

HGPRT reverse

5- GAG GGT AGG CTG GCC TAT AGG CT -3°

Galectin-10-Klonierungsprimer forward:
5- GAC TAA GCT TCC AGA AGG AGA CAACAATGT CC -3°

Galectin-10-Klonierungsprimer reverse:
5-TCA GGA ATT CGC AAC ATG AAG TCT GGT TAT CTC -3°
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pcDNA3.1 Sequenzierungsprimer forward:
5- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GAC C -3’

pcDNA3.1 Sequenzierungsprimer reverse:
5- TAG AAG GCA CAG TCG AGG CTG -3’
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Il Ergebnisse

Da regulatorischen T-Zellen (Tregs) essentielle Funktionen im Rahmen von
Autoimmunitat, allergischen Erkrankungen und anti-Tumor-Immunantworten
zukommen, sind die an der Suppression beteiligten Mechanismen und Molekile von
grollem therapeutischem Interesse.

Zahlreiche Untersuchungen beschaftigten sich bereits mit der Identifizierung von
praferentiell in Tregs, bzw. in supprimierten (Tsups) T-Zellen exprimierten
Molekulen. Trotz aller Bemihungen ist der Transkriptionsfaktor FoxP3 aber bislang
der einzige anerkannte Treg-Marker.

Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit sowohl Tregs als auch Tsups auf
praferentiell  exprimierte Moleklle  untersucht. Unter  therapeutischen
Gesichtspunkten sind - neben Tregs — auch Tsups von besonderem Interesse, da
anhand dieser Zellen die Suppressormechanismen genauer analysiert werden

konnen.
Zur ldentifizierung von praferentiell in Tregs exprimierten Proteinen wurden

,differentielle Proteomanalysen® und — zur Identifizierung von praferentiell in Tsups

exprimierten mMRNA-Molekulen - ,differential display-Analysen® durchgefuhrt.

3.1 FACS-Analyse muriner Treqs

Tregs - wie auch konventionelle - T-Zellen wurden mittels ,magnetic activated cell
separation“ (MACS) tUber CD25 bzw CD4 isoliert.

Sowohl fur ,Proteom*- als auch fur ,differential display-Analysen® werden moglichst
saubere Zell-Populationen bendtigt. Deshalb wurden die isolierten Zell-Populationen
sowohl auf ihre Reinheit mittels FACS als auch auf ihre Funktionalitat untersucht.

Abb.5 zeigt FACS-Analysen isolierter und gereinigter muriner Tregs.
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Abb.5: FACS-Analyse isolierter und gereinigter Tregs

Murine Tregs wurden in FACS-Analysen auf ihre Reinheit getestet. Die Zell-Populationen
wurden mit anti-CD4-FITC und anti-CD25-PE-Antikérpern gefarbt. Die Reinheit betrug
routinemafig tber 97%.

Treg-Populationen, deren Reinheit > 97 % betrug, wurden anschlielend auf ihre

Funktionalitat untersucht.

3.2 Funktionalitat muriner Tregs

Charakteristische Merkmale von Tregs sind zum einen der hypoproliferative
Phanotyp nach Aktivierung und zum anderen ihre suppressive Aktivitdt auf
konventionelle T-Zellen. In dem in Abb.6 dargestellten Proliferations-Test ist sowonhl
die Proliferation von Tregs und konventionellen T-Zellen allein als auch in Kokultur-
Experimenten dargestellt. Die Proliferation wurde anhand der in die DNA

eingebauten Menge an radioaktivem Thymidin bestimmt (s.M&M S.21).
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Abb.6: Suppression konventioneller T-Zellen durch Tregs

Durch den Einbau radioaktiven Thymidins wahrend der Zellteilung wurde die relative
Proliferation konventioneller T-Zellen (2x10°/well) und Tregs (2x10°/well) bestimmt. Rechts
(roter Balken) ist die Proliferation konventioneller T-Zellen dargestellt, welche mit Tregs im
Verhaltnis 1:1 (je 2x10°/well) kokultiviert wurden.

Die Proliferation von Tregs ist im Vergleich zu konventionellen T-Zellen kaum
darstellbar. Wurden konventionelle T-Zellen mit Tregs kokultiviert, so wurde
ebenfalls eine stark reduzierte Proliferation gemessen (3,5% der Proliferation
konventioneller T-Zellen).

Tregs, welche auf ihre Reinheit und suppressiven Eigenschaften wie oben
beschrieben getestet worden waren, wurden anschlieRend flr weiterfihrende

,differential display-Analysen® bzw. fur ,differentielle Proteom-Analysen® eingesetzt.

3.3 Isolierung supprimierter muriner T-Zellen

Zur weiterfUhrenden ,differential display-Analyse® von Tsups wurden konventionelle

T-Zellen mit CFSE markiert und mit Tregs bzw. als Referenz mit konventionellen T-
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Zellen fur 3 Tage kokultiviert. AnschlieBend wurden die CFSE-markierten Zellen
mittels FACS-Sort isoliert und fur RNA-Praparationen verwendet. Abb.7 zeigt die
durch FACS - Analyse dargestellte Proliferation der CFSE-markierten Zellen,
basierend auf der Halbierung der CFSE-Konzentration in den sich teilenden T-

Zellen nach jeder Zellteilung.

z1 konventionelle T-Zellen
konventionelle T-Zellen + Tregs

Events

T 10+

CFSE

Abb.7: Suppression konventioneller CFSE-markierter T-Zellen

Murine, CFSE-markierte konventionelle T-Zellen wurden mit Tregs bzw. konventionellen T-
Zellen im Verhaltnis 1:1 kokultiviert. Dargestellt ist in rot die Proliferation ,nicht supprimierter®
T-Zellen und in schwarz die Proliferation von supprimierten T-Zellen. CFSE-markierte T-
Zellen wurden anschlieRend mittels FACS-Sort isoliert.

Abb.7 stellt die Proliferation von konventionellen T-Zellen nach Suppression durch
Tregs verglichen mit ,nicht supprimierten® T-Zellen dar. Tsups aus
Kokulturexperimenten mit Tregs (schwarz) zeigen eine kaum darstellbare
Proliferation, wohingegen konventionelle T-Zellen ohne Tregs (rot) eine starke,
durch CFSE deutlich darstellbare Zellteilung aufweisen. Die im linken Bereich des
Diagramms (10°-10%) dargestellten Zellen (Events) sind die ungeférbten
kokultivierten Tregs. Zusétzlich zu dem in Abb.6 dargestellten *H-Proliferationstest
bestatigen diese Daten die Qualitdt und Funktionalitdt der angereinigten murinen
Tregs.
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3.4 ,,Genefishing“ (,,differential display‘)

Die CFSE-markierten konventionellen T-Zellen (supprimiert und nicht supprimiert)
wurden mittels FACS-Sort isoliert und fur ,differential display“- Untersuchungen
einer DNAse-Behandlung und anschlieender RNA-Praparation unterzogen. 0,25ug
der gereinigten RNA-Praparationen von Tsups bzw. ,nicht supprimierten® T-Zellen
wurden mittels ,Genefishing® (,differential display“) auf praferentiell in Tsups

exprimierte  mMRNAs untersucht. Dieses Verfahren ist schematisch in Abb.8

dargestellt.
5 3 ar-ace®
Erst-Strang-cDNA-Synthese 5 RT| 3 %3’ 5
3 e 5
5- dT-ACP
3
. — ~ 50°C ,,annealing“-Temperatur
Zweit-Strang-cDNA-Synthese arbitrary ACP* 1 pcr.zyklus = Bindung an komplementiire
e — Sequenzen
=

dT-ACP arbitrary ACP

Q& i 65°C ,,annealing“-Temperatur
% + e~ = keine Bindung
Amplifikation

35-40 PCR-Zyklen

!

Gelelektrophorese der PCR Produkte

Abb.8: ,,Genefishing“-Schema

Mit Hilfe eines dT-Primers (dT-ACP1 = komplementar zu poly-AAA der mRNA) wird die Erst-
Strang-cDNA Synthese von mRNA-Praparationen der zu untersuchenden Zell-Populationen
durchgefihrt. AnschlieBend wird durch eine PCR-Reaktion der Zweit-Strang mittels
verschiedener 10-Basen-Primer (arbitrary ACP) und des dT-ACP2-Primers (komplementar
zu dT-ACP1) synthetisiert. Durch Adaptoren, welche an die eingesetzten Oligonukleotiden
gekoppelt sind, werden die entstandenen doppelstrangigen cDNAs amplifiziert und mittels
Agarosegelelektrophorese die Bandenexpressionsmuster verschiedener Zell-Populationen
verglichen (Details s.M&M S.22).

*ACP = ,Annealing Control Primer*
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,Genefishing“ basiert auf der Verwendung von Oligonukleotiden ( ,arbitrary ACP* ),
welche an zuvor generierter Einzelstrang-cDNA mit einer zufalligen 10-Basen-
Sequenz binden und somit eine folgende PCR-Amplifikation ermoglichen (detail.
S.M+M). Diesem ,Genefishing“-Verfahren stehen dabei 120 verschiedene
Oligonukleotide zur Verfugung. Durch den Aufbau dieses Verfahrens wird deutlich,
dass nicht die gesamte Bandbreite an RNA-Expression abgedeckt werden kann.
Dennoch wurde aufgrund der relativ geringen RNA-Menge, welche fur dieses
Verfahren notig ist, dieser Ansatz gewahlt, da die Konzentration an RNA von Tsups
einen stark limitierenden Faktor darstellt. Abb.9 stellt eine Ubersicht eines
Agarosegels mit PCR-Bandenmustern von Tsups und ,nicht supprimierten® T-Zellen

dar.

BIRY
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A = konventionelle T-Zellen
B = supprimierte T-Zellen

Abb.9: Agarosegel nach ,,Genefishing“

Sowohl Tsups als auch ,nicht supprimierte“ T-Zellen wurden isoliert, DNAse behandelt und
nach RNA-Praparation einer ,differential display“-PCR unterzogen. Dargestellt sind
exemplarisch die Bandenexpressionen nach Amplifikation mit 20 verschiedenen
Oligonukleotiden des ,Genefishing“-Verfahrens. Rot umrandet sind in Tsups praferentiell

auftretende Banden.
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Abb.9 zeigt ein Agarosegel mit den Bandenexpressionsmustern von Tsups sowie
»hicht supprimierter® T-Zellen nach PCR. Durch das verwendete ,Genefishing®-
Verfahren entsteht flr jedes eingesetzte Deca-Oligonukleotid ein spezifisches
Bandenmuster. Dargestellt sind exemplarisch die Bandenmuster der ersten 20 von
120 Oligonukleotiden. Rot umrandet dargestellt sind Moleklle, deren
Bandenintensitat auf eine mehr oder weniger stark praferentielle Expression in
Tsups hindeutet (Die Agarosegele der PCR-Produkte der weiteren 100 Deca-
Oligonukleotide sind nicht abgebildet. Auch dort traten - vergleichbar zu Abb.9 - in

Tsups praferentielle Banden auf.).

Praferentiell in Tsups auftretende Banden wurden anschliefend aus den Gelen
eluiert und nach Klonierung in den Vektor pGEM-Teasy sequenziert. Die den
Sequenzen entsprechenden mRNA-Molekile wurden anschlieend Uber einen

Daten-Bank-Vergleich identifiziert.

3.5 Identifizierung von Pur-alpha

Zur Bestatigung einer praferentiellen Expression in Tsups wurden die identifizierten
mRNA-Molekule mittels spezifischer Oligonukleotide in quantitativen-PCR-Analysen
(qQRT-PCR = quantitative ,Reverse Transcription -PCR) auf ihre Expression in

mehreren unabhangigen Experimenten getestet.

Lediglich einem der potentiellen Kandidaten konnte in allen eingesetzten RNA-
Praparationen eine reproduzierbare praferentielle mRNA-Expression in Tsups
nachgewiesen werden: Pur-alpha. Abb.10 stellt die praferentielle Pur-alpha-mRNA-

Expression in Tsups anhand gRT-PCR Analysen dar.
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Abb.10: Praferentielle Pur-alpha-mRNA-Expression in Tsups

Sowohl von Tsups als auch von ,nicht supprimierten T-Zellen wurde RNA isoliert. Nach
reverser Transkription wurde eine qRT-PCR mit Pur-alpha spezifischen Primern
durchgefihrt. Die relative mRNA-Expression wurde anhand des Haushaltsgens HGPRT

normalisiert und die mMRNA-Expression ,nicht supprimierter” T-Zellen gleich 100% gesetzt.

Der ermittelte Faktor der praferentiellen mMRNA-Expression in Tsups betrug gemittelt
aus 3 unabhangigen Experimenten 2,7. Da es sich bei Pur-alpha um einen
Transkriptionsfaktor handelt, ist eine mogliche Beteiligung dieses Molekulls an der
Suppression konventioneller T-Zellen trotz der geringen praferentiellen Expression
in Tsups nicht unwahrscheinlich und wird in weiteren, Uber diese Arbeit

hinausgehenden Experimenten untersucht werden.

3.6 , differentielle Proteom-Analyse

Parallel zu den mRNA-Expressions-Analysen wurde das Proteom von murinen und
humanen Tregs untersucht.
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Da zur Identifizierung praferentiell in Tregs exprimierter Molekile die Zellzahl bei
weitem nicht so stark limitierend ist, wie es fur Tsups der Fall ist, wurde hierzu ein
umfangreicherer Versuchsansatz in Kooperation mit der Firma Prot@gen gewahlt.
Hierzu wurden die isolierten T-Zellen (s.Abb.5, 6 und 7) lysiert und anschliel3end
von der Firma Prot@gen (Dortmund) einer ,differentiellen Proteom-Analyse® in
Kombination mit MALDI-Massenspektrometrie unterzogen.

Protein-Extrakte der verschiedenen T-Zell-Populationen wurden zum einen nach
ihrem Molekulargewicht (MW) und zum anderen nach ihrem isoelektrischen Punkt
(pl) aufgetrennt. Durch dieses Verfahren entsteht fur jede Zell-Population ein
charakteristisches Proteinexpressionsmuster. Interessante, differentiell exprimierte
Spots konnen anschlieRend aus den Gelen ausgestanzt und mittels MALDI-
Massenspektrometrie identifiziert werden. In der folgenden Abb.11 ist exemplarisch
eine 2D-Gelelektrophorese von Extrakten muriner Tregs in einer Ubersicht

dargestellt.
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Abb.11: Proteinexpressionsmuster muriner Treg-Extrakte nach 2D-
PAGE

Mittels einer 2D-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese wurden Proteinextrakte von aktivierten
murinen Tregs (s.M&M S.20) nach ihrem Molekulargewicht und ihrem isoelektrischen Punkt
aufgetrennt. Das so entstandene, fir murine Tregs charakteristische Expressionsmuster
wurde anschlielend durch eine ,Silber-Farbung® dargestellt. Die mit A und B markierten
Bereiche sind in Abb.12 detaillierter - und mit den Gelausschnitten konventioneller T-Zellen

vergleichend - dargestellt.
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In der in Abb.11 dargestellten Ubersichts-2D-Gelelektrophorese wurden Proteine
aus murinen Tregs nach ihrem Molekulargewicht (MW) und isoelektrischen Punkt
(pl) aufgetrennt.

Um vergleichende Aussagen uber die Protein-Expression verschiedener Zell-
Populationen treffen zu kénnen, werden in den folgenden Abbildungen detailliertere

Ausschnitte aus solchen Gesamt-Gelen dargestellt (Detailausschnitte A und B).

3.7 Ausschnitte praferentiell in murinen Treqgs exprimierter Spots

In der folgenden Abbildung sind exemplarisch zwei praferentiell in murinen Tregs

exprimierte Spots dargestellt.

konventionelle
T-Zellen Tregs

Spot A

murin <:><‘- <:><‘_

sporp | -©
murin R &

Abb.12: Protein-Spot-Intensitatsvergleich muriner T-Zellen

Die Proteinexpressionsmuster aktivierter konventioneller T-Zellen sowie muriner Tregs
wurden verglichen. Dargestellt sind ausgewahlte 2D-PAGE-Ausschnitte, in welchen deutlich

praferentiell in Tregs exprimierte Proteine identifiziert werden konnten.
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Zur Bestatigung der Ergebnisse wurden mehrere Zell-Praparationen (n>3)
unabhangig voneinander in Proteom-Analysen untersucht. Die in Tab.1
dargestellten Proteine erwiesen sich in allen Praparationen als praferentiell in Tregs
exprimiert. Exemplarisch sind in der folgenden Tabelle einige der am starksten

praferentiell in aktivierten oder ruhenden Tregs exprimierten Proteine dargestellt.

Verstarkt in aktivierten murinen Tregs exprimierte Proteine

Name NCBI Faktor
L-chain Ferritin Acc.No.13787175 37
Annexin A11 Acc.No.15277556 2,8
Galectin 1 Acc.No0.6678682 2,8
Annexin A6 Acc.No.25071858 24

Tab.1 : Verstarkt in murinen Tregs exprimierte Proteine
Die Proteinexpressionsmuster muriner konventioneller T-Zellen sowie muriner Tregs wurden

verglichen. Dargestellt sind ausgewabhlte praferentiell in murinen Tregs exprimierte Proteine.

Die praferentielle Expression von Galectin-1 in murinen Tregs bestatigt bereits
veroffentlichte ,microarray“-Daten [10] und somit die Methodik der ,differentiellen
Proteom-Analyse”. Das am starksten praferentiell in murinen Tregs exprimierte
Molekul konnte mit einem Faktor von 3,7 als L-chain Ferritin identifiziert werden.
Dass keine weiteren Marker muriner Tregs wie z.B. CD25 oder FoxP3 identifiziert
wurden, ist dadurch zu erklaren, dass zur Proteom-Analyse cytosolische Extrakte
verwendet wurden und somit weder CD25 als Oberflachenmolekil noch FoxP3 als
Transkriptionsfaktor zu erwarten waren.

In den parallel durchgefuhrten 2D-Gelelektrophoresen humaner Treg-Extrakte
konnte allerdings ein Spot identifiziert werden, welcher sich in seiner praferentiellen
Expression in Tregs von allen anderen humanen und murinen Spots stark abhob.
Die Identifizierung und Analyse dieses Proteins hatte deshalb absolute Prioritat, so

dass sich alle nachfolgenden Untersuchungen auf dieses Protein konzentrierten.
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3.8 Ausschnitte praferentiell in humanen Tregs exprimierter Spots

Abb.13 stellt dieses Protein als praferentiellen Spot in einer 2D-Gelelektrophorese

humaner Treg-Extrakte dar.

konventionelle
T-Zellen Tregs
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Abb.13: Protein-Spot-Intensitatsvergleich humaner T-Zellen
Die Proteinexpressionsmuster humaner konventioneller T-Zellen sowie humaner Tregs
wurden verglichen. Dargestellt ist der am starksten praferentiell in humanen Tregs

exprimierte Spot.

Die gemittelte Spot-Intensitat fur das in Abb.13 dargestellte Protein aus 2D-Gelen
von drei unabhangigen Spendern ergab eine 42-fach starkere Expression in

humanen Tregs verglichen mit konventionellen T-Zellen.

3.9 Identifizierung von Galectin-10

Der in Abb.13 dargestellte Spot A konnte massenspektrometrisch als Galectin-10
identifiziert werden (Dr.Petra Lutter, Firma Prot@gen). Als Mitglied der Galectin-
Familie stellt Galectin-10 auch hinsichtlich einer potentiellen Beteiligung an
suppressiven Mechanismen ein sehr interessantes Protein dar: Zum einen konnte
anderen Galectinen bereits eine immunosuppressorische Wirkung nachgewiesen

werden (s.Diskussion) und zum anderen konnte sowohl im Rahmen dieser Arbeit
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(s.Tab.1) als auch durch McHugh et al. murines Galectin-1 als praferentiell in Tregs
exprimiertes Molekul identifiziert werden [10].

Um in ersten Experimenten die Daten aus den ,differentiellen Proteom-Analysen® zu
bestatigen, wurden RNA-Praparationen von Tregs und konventionellen T-Zellen

einer Galectin-10 spezifischen RT-PCR unterzogen.

konventionelle Tregs
T-Zellen

ruhend aktiviert ruhend aktiviert

Galectin-10 G e

BACT g M - -

Abb.14: Praferentielle Galectin-10-mRNA-Expression in humanen Tregs
Sowohl ruhende als auch aktivierte humane konventionelle T-Zellen (s.M&M S.20) sowie
humane Tregs wurden nach RNA-Praparation und reverser Transkription einer PCR mit
Galectin-10 spezifischen Primern unterzogen. Aktivierte Zellen wurden fir 48h mit 1ug/ml
anti-CD3 und 2pg/ml anti-CD28 stimuliert. Als Kontrolle diente das ,Haushaltsgen® beta-
Actin.

Abb.14 bestatigt auf mMRNA-Ebene die Ergebnisse der praferentiellen Galectin-10-
Protein-Expression in humanen Tregs. Konventionelle T-Zellen zeigen hier keine
bzw. eine minimale, an der Nachweisgrenze liegende Galectin-10-mRNA-
Expression. Im Gegensatz dazu ist die Expression der Galectin-10-mRNA in

ruhenden Tregs sehr stark und nimmt mit Aktivierung der Zellen ab.
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3.10 Quantifizierung der Galectin-10-mRNA-Expression in Tregs

Um eine Quantifizierung der mRNA-Daten zu ermdglichen, wurde anschliefend
eine qRT-PCR durchgefuhrt.

120
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60 -
40 -

20 -

o | i | — _ = ;
Oh 24h 48h 72h

relative Gal-10 mRNA-Expression [%]

Oh 24h

Tregs konventionelle T-Zellen

Abb.15: Praferentielle, mit Aktivierung abnehmende Galectin-10-mRNA-

Expression in Tregs

Sowohl ruhende als auch aktivierte humane konventionelle T-Zellen sowie humane Tregs
wurden nach RNA-Praparation und reverser Transkription einer gqRT-PCR mit Galectin-10
spezifischen Primern unterzogen. Aktivierte Zellen wurden fiir 24h, 48h bzw 72h mit 1ug/ml
anti-CD3 und 2ug/ml anti-CD28 stimuliert. Die relative mRNA-Expression wurde anhand des
Haushaltsgens EF1-alpha (Elongations-Faktor1-alpha) normalisiert und die mRNA-
Expression ruhender Tregs (Oh) gleich 100% gesetzt.

Abb.15 zeigt die Daten einer quantitativen Galectin-10 spezifischen PCR. Die
Auswertung erfolgte durch Normalisierung der Galectin-10-mRNA-Expression auf
das Haushaltsgen EF1-alpha. Dargestellt ist die Galectin-10-mRNA-Expression der
jeweiligen T-Zell-Populationen in Prozent, wobei die mRNA-Expression von
ruhenden Tregs ,100%"“ gesetzt wurde.

Es ist die gemittelte relative mRNA-Expression aus 3 unabhangigen Experimenten

dargestellt.
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Diese war in ruhenden (0Oh) Tregs 300fach starker als in ruhenden (0Oh)
konventionellen T-Zellen. Einige weitere Experimente konnten quantitativ nicht
ausgewertet werden, da in konventionellen T-Zellen keine Galectin-10-mRNA
nachgewiesen werden konnte.

Mit den quantitativen PCR-Experimenten wird sowohl die praferentielle wie auch
die, mit Aktivierung abnehmende mRNA-Expression von Galectin-10 in humanen
Tregs bestatigt. Nach 48h — 72h erreicht die Galectin-10-mRNA-Expression von

Tregs annahernd das Niveau von ruhenden konventionellen T-Zellen.

Da die praferentielle Expression von Galectin-10 in humanen Tregs auf mRNA-
Ebene bestatigt werden konnte, wurde die Frage aufgeworfen:
Existiert Galectin-10 oder ein anderes praferentiell in Tregs exprimiertes Galectin

auch im murinen System?

3.11 Untersuchung muriner Galectine

Die in der Literatur beschriebene [10] schwach praferentielle Expression von
Galectin-1 in murinen Tregs konnte bereits in den dargestellten Proteom-Analysen
bestatigt werden (Faktor 2,8).

Es wurde beschrieben, dass Galectin-10 in der Maus nicht exprimiert wird [27;28].
Allerdings wird in einer anderen Arbeit eine 200bp Sequenz genomischer Maus-
DNA fur Galectin-10 erwahnt. Daher wurden fur den Nachweis von mdglichem
murinen Galectin-10 sowohl die funktionellen humanen Primer als auch neu
synthetisierte murine Primer eingesetzt: Galectin-10 konnte in murinen Treg-mRNA-
Praparationen nicht nachgewiesen werden.

Murines Galectin-4 und -6 werden in der Literatur als modgliche Analoga von
humanem Galectin-10 beschrieben. Allerdings konnte weder fur Galectin-4 oder -6
noch fir ein anderes Galectin eine vergleichbare differentielle mRNA-Expression im
murinen System gezeigt werden (Daten nicht gezeigt), so dass sich weitere

Untersuchungen zur Galectin-Expression auf humane Zellen beschrankten.
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Zur naheren Charakterisierung der Galectin-10-Expression in humanen Tregs -
auch uber die mMRNA-Ebene hinaus - war es notig, Antikorper gegen Galectin-10 zu

generieren.

3.12 Generierung eines polyklonalen Galectin-10-Antiserums

Zur Herstellung eines Galectin-10-Antiserums wurde Galectin-10 aus humanen
Treg-Extrakten  mittels PCR  amplifiziert, in  einen  prokaryontischen
Expressionsvektor eingefligt und in Bakterien tberexprimiert (s.M&M S.37). Dieses
humane rekombinante Galectin-10 (hrGal-10) wurde zur Immunisierung von

Kaninchen verwendet. Abb.16 stellt das Immunisierungsschema dar.

Primarimmunisierung: 2. Immunisierung: 3.Immunisierung: 4.lmmunisierung:

50ug hrGal-10 in CFA 50pug hrGal-10 in IFA 50ug hrGal-10 in IFA 50pug hrGal-10 in IFA
1
0 4 8 12 [Woche]

Blutentnahme Blutentnahme Blutentnahme

vor Immunisierung Blutentnahme je 2ml 10ml 20ml
2ml
Praimmunserum laG-Préaparation laG-Préaparation

Abb.16: Immunisierungsschema

Kaninchen wurden mit 50pg humanem rekombinanten Galectin-10 (hrGal-10) in ,Complete
Freund's Adjuvants® (CFA) primar immunisiert. Alle folgenden Immunisierungen wurden
ebenfalls mit 50ug Galectin-10 in ,Incomplete Freund’s Adjuvants® (IFA) durchgeflhrt.
Sowohl vor Primarimmunisierung als auch alle weiteren 2 Wochen wurde den Kaninchen die

angegebene Menge Blut abgenommen.
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Um die Entwicklung der Antikérperproduktion verfolgen zu kénnen, wurden den
Kaninchen entsprechend dem dargestellten Immunisierungsschema alle zwei
Wochen 2ml Blut enthommen und Serum gewonnen. Durch anschlieRende
Enzyme-linked-immuno-sorbend-Assays (ELISA) wurden die Antikorper-Titer der
jeweiligen Seren bestimmt. Die folgende Abbildung zeigt die Zusammenstellung der

ELISA-Ergebnisse markanter Immunisierungszeitpunkte.
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Abb.17: Titerbestimmung der Kaninchenseren mittels ELISA

Rekombinantes Galectin-10 wurde in einer Konzentration von 5ug/ml an eine ELISA-Platte
gebunden und das jeweilige Antiserum auf das gebundene Protein titriert. Nach Zugabe
eines sekundaren Enzym-gekoppelten-anti-Kaninchen-Antikdrpers wurde der ELISA
photometrisch ausgewertet. Dargestellt sind die Serum-Titrationskurven der 2., 4. und 8.

Woche nach Primarimmunisierung wie auch des Praimmunserums.

Zur Titerbestimmung wurde das zur Immunisierung verwendete humane
rekombinante Galectin-10 (hrGal-10) an eine ELISA-Platte gebunden. Die jeweiligen
Kaninchenseren wurden anschliel3end (beginnend mit einer 1:100 Verdinnung) auf
das an die Platte gebundene Galectin-10 titriert. Uber einen Peroxidase

konjugierten sekundaren anti-Kaninchen-Antikdrper und Zugabe von ABTS und
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H>O, wurden die Experimente photometrisch bei 480nm ausgewertet (s.M&M S.38).
Als ,background®-Kontrolle diente das Praimmunserum.

Der Antikorper-Titer der jeweiligen Seren lasst sich sowohl graphisch als auch
mathematisch bestimmen. Graphisch ergibt sich der Titer aus der korrelierenden
Verdinnungsstufe der ,halbmaximalen OD (480nm), mathematisch errechnet er
sich durch Bestimmung des Wendepunktes der resultierenden sigmoidalen
Regressionsgleichung. Exemplarisch ist in Abb.17 der Titer fur das Antiserum der
achten Woche eingezeichnet (berechneter Titer: 1:400000). Bereits zwei Wochen
nach der primaren Immunisierung konnte ein deutlicher Anstieg der gegen Galectin-
10 gerichteten Antikorper in den Seren detektiert werden. Weitere zwei Wochen
spater erreichte der Titer bereits Werte, welche sich nach weiteren
Immunisierungen nicht mehr wesentlich steigern lieRen (s.Abb.17 Vergleich: 4. und
8. Woche).

Zum weiteren Nachweis der spezifischen Bindung wurde das generierte Antiserum
in Western-Blot-Analysen auf rekombinantes Galectin-10 getestet. Als Negativ-

Kontrolle diente hierbei wiederum Praimmunserum.

Anti-Galectin-10 Serum
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Praimmunserum
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Abb.18: Nachweis der Bindung des generierten Antiserums in Western-

Blot-Analysen

Das gewonnene Kaninchenserum wurde auf seine Bindung an hrGalectin-10 in Western-
Blot-Analysen getestet. Als Kontrolle diente Prdimmunserum. Die Seren wurden in einer
Verdinnung von 1:1000 eingesetzt. Als sekundarer Antikérper wurde ein anti-Kaninchen-

Peroxidase-Konjugat eingesetzt. Die Detektion erfolgte mittels DAB (s.M&M S.33).
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Abb.18 zeigt, dass das generierte Antiserum in einer Verdunnung von 1:1000 in der
Lage ist, in Western-Blot-Analysen eine Menge von unter 1ng Galectin-10 zu
detektieren.

Aufgrund der dargestellten ELISA- und Western-Blot-Daten wurden den Kaninchen
ab der achten Woche nach der primaren Immunisierung 10-20 ml Blut entnommen
und aus dem resultierenden Serum IgG gewonnen (s.M&M S.39). Diese IgG-
Fraktionen wurden fur die folgenden Versuche zum Protein-Nachweis von Galectin-

10 in humanen Tregs eingesetzt.

3.13 Galectin-10-Protein-Nachweis in Tregs

In dem in Abb.19 dargestellten Western-Blot wurden in einem ersten Ansatz
Proteinextrakte aus ruhenden Tregs und konventionellen T-Zellen von zwei
Spendern auf ihre Galectin-10-Expression untersucht. Zum Nachweis wurde das
oben beschriebene gereinigte anti-Galectin-10-IgG eingesetzt. Als sekundarer
Antikdrper diente ein Peroxidase-konjugierter-anti-Kaninchen-Antikérper. Die

Detektion erfolgte durch Chemilumineszenz (s.M&M S.33).
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Abb.19: Praferentielle Galectin-10-Protein-Expression in Tregs

Sowohl ruhende konventionelle T-Zellen als auch Tregs wurden in SDS-Lysepuffer lysiert.
5ug Gesamtproteinextrakt wurden anschliefend in einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Nitrocellulosemembran geblottet. Das gereinigte anti-Galectin-10-19G diente als Primar-
und ein HRP-konjugierter-anti-Kaninchen-AK als Sekundarantikérper. Die Detektion erfolgte

mittels Chemilumineszenz. Als Kontrolle diente rekombinantes Galectin-10.
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Der dargestellte Western-Blot weist klare Galectin-10-Banden (etwa 14kD) in den
Proteinextrakten von Tregs auf, jedoch kein Galectin-10 in den Extrakten
konventioneller T-Zellen. Als Kontrolle dienten 50ng hrGalectin-10. Als zusatzliche
Kontrolle wurde ein identischer, mit dem Praimmunserum behandelter Blot parallel
entwickelt. Es konnte weder in den Treg- Extrakten eine Bande nachgewiesen
werden, noch war die Detektion des rekombinanten Galectin-10 moglich (nicht
abgebildet).

Da sowohl die 2D-Gele der Proteom-Analysen als auch die mRNA-Daten
daraufhindeuteten, dass auch konventionelle T-Zellen geringe Mengen Galectin-10
exprimieren konnen, wurden in einer weiteren SDS-PAGE Proteinextrakte von
konventionellen T-Zellen und Tregs in hoheren Konzentrationen als den zuvor

verwendeten 5ug Gesamtprotein eingesetzt und titriert.

konventionelle Tregs hrGal-10
T-Zellen
15ug 15ug 7.5ug 3.25ug 50ng
Gesamtprotein Gesamtprotein Protein

- ““ﬁ— S

Abb.20: Schwache Galectin-10-Protein-Expression in konventionellen T-

Zellen

Sowohl ruhende konventionelle T-Zellen als auch Tregs wurden in SDS-Lysepuffer lysiert.
15ug Gesamtproteinextrakt wurden anschlieRend 1:2 seriell verdiinnt, in einer SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Das gereinigte anti-Galectin-10-
IgG diente als Primar- und ein HRP-konjugierter-anti-Kaninchen-AK als Sekundarantikérper.
Die Detektion erfolgte mittels Chemilumineszenz. Als Kontrolle dienten 50ng rekombinantes
Galectin-10.
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In dem in Abb.20 dargestellten Blot wurden 15ug Gesamtproteinextrakt seriell 1:2
verdunnt. Nur in der hochsten Konzentration konnte auch in konventionellen T-Zell-
Extrakten Galectin-10 schwach nachgewiesen werden, wohingegen in allen

Verdunnungsstufen der Treg-Extrakte ein klarer Nachweis moglich war.

Da die dargestellten RNA-Daten (Abb.15) auf eine Abnahme der Galectin-10-
Expression mit Aktivierung der Zellen hindeuteten, wurden im folgenden Versuch T-
Zellen in einer Kinetik Uber 48h stimuliert, lysiert und in einem Western-Blot auf ihre

Galectin-10-Expression untersucht.

konventionelle Tregs hrGal-10
T-Zellen
5ug Gesamtprotein  5pug Gesamtprotein 50ng

Oh 24h  48h Oh 24h 48h
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Abb.21: Mit Aktivierung abnehmende Galectin-10-Protein-Expression in
Tregs

Sowohl ruhende konventionelle T-Zellen als auch Tregs wurden in SDS-Lysepuffer lysiert.
5ug Gesamtproteinextrakt wurden anschliefend in einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Nitrocellulosemembran geblottet. Das gereinigte anti-Galectin-10-IgG diente als Primar-
und ein HRP-konjugierter-anti-Kaninchen als Sekundarantikérper. Die Detektion erfolgte

mittels Chemilumineszenz. Als Kontrolle dienten 50ng rekombinantes Galectin-10.

Es ist deutlich zu erkennen, dass mit Aktivierung der Tregs die Galectin-10-Protein-
Expression abnimmt und somit die mRNA-Daten (s.Abb.14 und 15) auch auf

Protein-Ebene bestatigt werden konnten.
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3.14 Lokalisation von Galectin-10 in Treqgs

Aufgrund der gezeigten Daten wurde die Frage aufgeworfen: In welcher Form
exprimieren humane Tregs Galectin-10: cytoplasmatisch, membranstandig oder
wird Galectin-10 sezerniert? — Da es sich bei den zur Proteomanalyse eingesetzten
Lysaten um cytosolische Extrakte handelte, ist es sehr wahrscheinlich, dass es sich
bei Galectin-10 um ein cytoplasmatisches Protein handelt. Eine membranstandige
und auch eine sezernierte Form von Galectin-10 sind aber ebenfalls moglich und
konnten zur Klarung einer potentiellen funktionellen Bedeutung von Galectin-10
bezlglich der Eigenschaften von Tregs von grof3em Interesse sein.

Zur Beantwortung der Frage, ob Galectin-10 von Tregs sezerniert werden kann,
wurden konventionelle T-Zellen und Tregs fur 48h stimuliert und anschlieend
sowohl die Lysate als auch die eingeengten Uberstiande auf ein SDS-Gel
aufgetragen und im folgenden Western-Blot mit dem anti-Galectin-10-IgG

entwickelt.

4ms. Lysat

Uberstand

konventionelle
T-Zellen
Tregs

Abb.22: Tregs sezernieren kein Galectin-10

Sowohl ruhende konventionelle T-Zellen als auch Tregs wurden in SDS-Lysepuffer lysiert.
Die zuvor abgenommenen Zell-Uberstande wurden in einer Vakuum-Zentrifuge eingeengt.
Sowohl 30ug Gesamtproteinextrakt als auch die korrelierenden Uberstande der
entsprechenden Zellzahl wurden anschlieend in einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet. Das gereinigte anti-Galectin-10-IgG diente als Primar- und
ein HRP-konjugierter anti-Kaninchen-Ak als Sekundarantikérper. Die Detektion erfolgte

mittels Chemilumineszenz.
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Wie in Abb.22 zu sehen ist, konnte in den Lysaten dieses Experimentes in Tregs
eine starke Galectin-10-Expression nachgewiesen werden. In diesem Ansatz
wurden 30ug Gesamtprotein eingesetzt, wodurch die schwache Bande in
konventionellen T-Zellen zu erklaren ist. Zur Analyse der Uberstidnde wurde
errechnet, wie viele Zellen einer Proteingesamtmenge von 30ug entsprachen. Der
Stimulations-Uberstand dieser Zellzahl wurde fir anschlieBende Western-Blot-
Analysen eingeengt, in Lysepuffer aufgenommen und einer PAGE unterzogen.

Trotz dieser groRen Menge an eingeengtem Uberstand konnte kein Galectin-10 in
den Uberstéanden von Tregs nachgewiesen werden, so dass eine sezernierte Form

von Galectin-10 in Tregs weitgehend ausgeschlossen werden kann.

Um eine Aussage darUber machen zu konnen, ob Galectin-10 moglicherweise
membranstandig von Tregs exprimiert werden kann, wurde versucht, den anti-
Galectin-10 Antikorper in  FACS-Analysen einzusetzen. Nach mehrfachen
Versuchen und verschiedensten extrazellularen Farbemethoden konnte keine
Galectin-10-Farbung erzielt werden. Da auch intrazellulare Farbemethoden
(Saponin) zur Anfarbung cytoplasmatischer Proteine keine Farbung ergaben,
besteht die Moglichkeit, dass der generierte Antikorper zwar denaturiertes, aber
kein natives Galectin-10 erkennt. Eine membranstandige Expression von Galectin-
10 wurde mittels der beschriebenen Experimente nicht nachgewiesen — kann aber,
unter der Annahme, dass natives Galectin-10 nicht erkannt werden kann, auch nicht

ausgeschlossen werden.

3.15 Immunhistologische Untersuchungen humaner Tregs

Da der generierte Antikorper in Western-Blot-Analysen sehr gut funktioniert, wurden
anschliefend Cytospin-Praparationen sowohl von konventionellen T-Zellen als auch

von Tregs gefarbt.
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konventionelle Tregs
T-Zellen

GAL-10

Abb.23: Cytospinfarbung konventioneller T-Zellen und Tregs

Ruhende konventionelle T-Zellen und Tregs wurden auf Objekttrager zentifugiert. Die
Cytospin-Praparationen wurden anschliefend mit Paraformaldehyd fixiert und mit Saponin
behandelt, um die Zellmembran zu permeabilisieren (s.M&M 36). Die Farbung erfolgte
mittels des polyklonalen anti-Galectin-10-IgG und eines sekundaren FITC-markierten-anti-

Kaninchen-Antikorpers.

Abb.23 zeigt eine Galectin-10 Farbung in Kombination mit einer Kernfarbung sowohl
von Tregs als auch von konventionellen T-Zellen. In der Population konventioneller
T-Zellen konnten keine, in der Treg-Population hingegen deutlich positive T-Zellen
mit variierender Farbe-Intensitdt nachgewiesen werden. Innerhalb der Treg-
Populationen betrug die Frequenz Galectin-10-positiver T-Zellen etwa 80%.
Unabhangig von der Intensitat der Farbung ist deutlich zu erkennen, dass die
Farbung sich nicht auf den Kern erstreckt. Eine zusatzliche Gegenfarbung mit anti-
CD3-Antikdrpern belegt eindeutig, dass es sich bei den Galectin-10-positiven Zellen

um CD3-positive T-Zellen handelt (Daten nicht gezeigt).
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3.16 Generierung eines Expressionskonstruktes

Zur naheren Charakterisierung von Galectin-10 wurde ein eukaryotisches
Expressionskonstrukt hergestellt. Hierzu wurde Galectin-10 aus humanen Tregs
mittels Galectin-10-spezifischen Oligonukleotiden, welche Restriktionsschnittstellen
fur eine folgende Klonierung enthielten, amplifiziert und anschlieBend in den
Expressionsvektor pcDNA3.1 eingefugt (s.M&M S.34). Nach Transfektion in den
E.coli-Stamm DH5-a wurden die erhaltenen Klone auf das Vorhandensein des
Galectin-10-Konstruktes mittels PCR uUberprift.

Die Plasmid-Praparationen positiv getesteter Klone wurden anschliel3end

sequenziert und mit der aus Datenbanken erhaltenen Sequenz von Galectin-10

verglichen.
e i
MSLLPVPYTEAASLSTGSTVTIKGRPLACF Klon 4
31 TEMKEESDIVFHFQVCFGR CLC (Q05315 ncbi)

LNEPYLQVDFHTEMKEESDIVFHFQVCFGR Klon 4

61 RVVMNSREYGAWKQQVESKNMPFQDGQEFE CLC (Q05315 ncbi)

RVVMNSREYGAWKQQVESKNMPFQDGQEFE  Klon 4

91 LSISVLPDKYQVMVNGQSSYTFDHRIKPEA CLC (Q05315 ncbi)
SRR RER RN RN RN
LSISVLPDKYQVMVNGQSSYTFDHRIKPEA Kion 4

121 VKMVQVWRDISLTKFNVSYLKR 142 CLC (Q05315 nebi)
RRRARRRRARRR RN
VKMVQVWRDISLTKFNVSYLKR Kion 4

Abb.24: Vergleich der klonierten Galectin-10-Sequenz mit Datenbanken

Sequenzvergleich des Plasmid-Inserts des generierten Expressionskonstruktes (Klon 4) mit

der Galectin-10-Sequenz aus der Proteindatenbank des NCBI.

69



Ergebnisse

Abb.24 stellt die Sequenz des Inserts von pcDNA-Gal-10 (Klon 4) im Vergleich mit
der Galectin-10-Sequenz aus der Proteindatenbank des NCBI dar (Accession

number: Q05315, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcqgi?db). Das Galectin-

10-Expressionskonstrukt (Klon4) zeigte keine Sequenzabweichungen und wurde

daher fur die folgenden Untersuchungen eingesetzt.

3.17 Uberexpression von Galectin-10 in Jurkat-Zellen

In ersten Experimenten wurde versucht, Jurkat-Zellen mit dem hergestellten
Galectin-10-Konstrukt zu transfizieren und die Expression von Galectin-10 mittels
des generierten polyklonalen Antikorpers nachzuweisen. Als Kontrolle dienten
Jurkat-Zellen, welche nicht mit dem Galectin-10-Konstrukt, sondern mit dem
Leervektor pcDNA3.1 transfiziert wurden. FiUr die Farbungen wurde der anti-
Galectin-10-Antikorper mit ,Oregon Green® markiert (s.M&M S.39).

Abb.25: Cytospinfarbung Galectin-10-exprimierender Jurkat-Zellen
Jurkat-Zellen wurden mit einem eukaryotischen Galectin-10-Expressionskonstrukt
transfiziert. 24h nach Transfektion wurden die Zellen auf Objekttrager zentrifugiert. Die
Cytospins wurden anschlieBend mit Paraformaldehyd fixiert und mit Saponin behandelt. Die
Farbung erfolgte mittels des zuvor mit ,Oregon Green“ markierten (s.M&M S.39)
polyklonalen anti-Galectin-10-IgGs.
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Die in Abb.25 dargestellte mikroskopische Aufnahme zeigt eine deutliche
cytoplasmatische Galectin-10-Farbung von Galectin-10-transfizierten Jurkat-Zellen.
Dass nicht alle Zellen gefarbt sind, ist durch eine Transfektionseffizienz von etwa
60% zu erklaren und bestatigt zusatzlich die Spezifitdt der Galectin-10-Farbung.
Farbungen mit einem Kontroll-Antikdrper und mit Leervektor-transfizierten Jurkat-

Zellen waren negativ (nicht abgebildet).

Um eine mogliche direkte Beteiligung von Galectin-10 an supprimierenden
Mechanismen zu untersuchen, wurden diese in Abb.25 dargestellten Galectin-10
exprimierenden Jurkat-Zellen anschlieRend mit CFSE-markierten konventionellen T-
Zellen kokultiviert. Die Proliferation der CFSE-markierten T-Zellen wurde
anschliellend mittels FACS Analysen untersucht (Abb.26).

=

konventionelle
T-Zellen

Counts
1]

konventionelle
T-Zellen + Jurkat (pcDNA)

Counts

konventionelle
T-Zellen ¥ Jurkat(Gal-10)

Countks

v

CFSE

Abb.26 Galectin-10 exprimierende Jurkat-Zellen haben keinen

supprimierenden Einfluss auf die Proliferation konventioneller T-Zellen

Konventionelle T-Zellen wurden mit CFSE markiert und anschlieBend mit Galectin-10-
exprimierenden Jurkat-Zellen fir 5 Tage kokultiviert. Dargestellt ist die Proliferation CFSE-
markierter konventioneller T-Zellen alleine (oben), in Kokultur mit Jurkat-Zellen (Mitte) und in

Kokultur mit Galectin-10-exprimierenden Jurkat-Zellen (unten).
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Abb.26 zeigt, dass die Proliferation von konventionellen T-Zellen nicht durch die
Kokultur mit Galectin-10-exprimierenden Jurkats beeinflusst wird. Eine direkte
Beteiligung von Galectin-10 an der Suppression konventioneller T-Zellen konnte mit
dieser Versuchsanordnung nicht nachgewiesen werden. Da Jurkat-Zellen T-
Lymphocyten sind, welche sich hochstwahrscheinlich vollig anders verhalten als
primare T-Zellen, kann eine Beteiligung von Galectin-10 an den supprimierenden
Eigenschaften von Tregs anhand dieser Ergebnisse aber nicht ausgeschlossen

werden.

3.18 Uberexpression von Galectin-10 in konventionellen T-Zellen

Zur weiteren Untersuchung einer potentiellen Beteiligung von Galectin-10 an Treg-
Funktionen wurden deshalb konventionelle T-Zellen mit dem Galectin-10-
Expressionskonstrukt transfiziert. Als Transfektionskontrolle wurden Parallelansatze
mit einem eGFP-Konstrukt (enhanced Green Fluorescence Protein) transfiziert
(s.M&M S.35). Die Transfektionseffizienz betrug in etwa 70% (nicht abgebildet).

Interessanterweise war eine Uberexpression von Galectin-10 in konventionellen T-
Zellen nicht moéglich, wahrend die Transfektion mit eGFP problemlos funktionierte.
Entweder starben die Zellen nach Transfektion mit Galectin-10 oder es konnte

keinerlei Galectin-10-Expression in den Uberlebenden Zellen nachgewiesen werden.

Um einen mdglichen Apoptose-induzierenden Effekt von Galectin-10 auf
konventionelle T-Zellen zu untersuchen, wurden im Folgenden Caspase-Assays
zum Nachweis einer verstarkten Apoptose von Galectin-10-transfizierten T-Zellen

durchgefuhrt. Abb.27 stellt einen solchen Caspase-Assay dar.
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Caspase Netto-Aktivitat

NF

pcDNA

Gal-10

RFLU [10%]

Abb.27: Die Uberexpression von Galectin-10 fiihrt zur Apoptose in
konventionellen T-Zellen

Konventionelle humane T-Zellen wurden mit 2,5ug des Expressions-Konstruktes fur
Galectin-10 (GAL-10) bzw. mit dem Leervektor pcDNA (pcDNA) transfiziert. Als Kontrolle
dienten Zellen, welche nur mit der ,nucleofector solution“ behandelt wurden. Die Caspase-
3/7 Aktivitadt wurde photometrisch 15h nach Transfection ausgewertet. Zur Bestimmung der
Netto- Caspase- Aktivitdit wurde die Caspase- Aktivitdt unbehandelter konventioneller T-
Zellen von allen Messdaten subtrahiert.

RFLU: Relative Fluorescence Light Units

Die in Abb.27 dargestellte Caspase-Aktivitat Iasst auf eine stark erhohte Apoptose
in Galectin-10-transfizierten konventionellen T-Zellen verglichen mit Leervektor-
(pcDNA) bzw. ,nucleofector solution® (NF)-transfizierten Zellen schliel3en.

Ob Galectin-10 tatsachlich eine direkte Beteiligung am anergen Phanotyp und den
suppressiven Eigenschaften von Tregs zugeschrieben werden kann, wird in

weiterfihrenden, Uber diese Arbeit hinausgehenden Untersuchungen zu klaren sein.

Im Folgenden sind die erzielten Ergebnisse dieser Arbeit in Stichpunkten
zusammengefasst.
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Der Transkriptionsfaktor Pur-alpha konnte als praferentiell in murinen Tsups

exprimiertes Molekul identifiziert werden (Faktor 2,7).

Galectin-10 konnte als praferentiell in humanen Tregs exprimiertes Molekdl

identifiziert werden (300fach verstarkte mRNA-Expression).

Die Expression von Galectin-10 ist in ruhenden Tregs am starksten und

nimmt nach Aktivierung ab.

Galectin-10 wird von Tregs nicht sezerniert.

Galectin-10 konnte in murinen T-Zellen nicht identifiziert werden.

Es konnte ein Antikérper gegen humanes Galectin-10 generiert werden,
welcher  Galectin-10 in  Western-Blot- und immunhistologischen-

Untersuchungen spezifisch farbt.

Es konnte ein Expressionskonstrukt fur Galectin-10 generiert werden,

welches die Expression von Galectin-10 in eukaryontischen Zellen induziert.

Die Uberexpression von Galectin-10 induziert Apoptose in konventionellen

humanen T-Zellen.

Speziell hinsichtlich einer potentiellen Beteiligung von Galectin-10 am anergen

Phanotyp und den suppressiven Eigenschaften von Tregs werden momentan in

weiterfUhrenden Arbeiten siRNA-Experimente etabliert, um die Galectin-10-

Expression in Tregs zu inhibieren und somit eine Korrelation zwischen der Galectin-

10-Expression und den suppressiven Eigenschaften von Tregs nachzuweisen.

(Ergebnisse zu Untersuchungen der funktionellen Beteiligung von Galectin-10 an

den Eigenschaften von Tregs werden in der Dissertation von Jan Kubach am Institut

fur Dermatologie der Johannes Gutenberg-Universitat beschrieben.)
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WeiterfiUhrende Arbeiten beschaftigen sich momentan damit, Proteom-Analysen von
Membran-Protein-Extrakten durchzufihren, um somit praferentiell von Tregs

exprimierte Oberflachenmolekule zu identifizieren.
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IV Diskussion

In den letzten Jahren beschaftigten sich zahlreiche Untersuchungen damit, neben
FoxP3 weitere praferentiell in regulatorischen T-Zellen (Tregs) exprimierte Molekile
zu identifizieren. Singulare Befunde wurden veroffentlicht, in denen weitere
Molekile wie Neuropilin-1 [29] oder LAG-3 [30] als praferentiell in Tregs exprimiert
beschrieben wurden. Diese Daten konnten aber bislang nicht reproduziert werden.
Der Transkriptionsfaktor FoxP3 ist deshalb nach wie vor der einzige anerkannte

molekularbiologische Marker humaner und muriner Tregs.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht weitere differentiell exprimierte Molekule
zu identifizieren. Zum einen wurden die Proteinexpressionsmuster von Tregs mit
konventionellen T-Zellen verglichen, und zum anderen wurden die mMRNA-
Expressionsmuster supprimierter T-Zellen (Tsups) vergleichend mit ,nicht

supprimierten” T-Zellen untersucht.

4.1 Vorteile und Nachteile der verschiedenen Methoden zur ldentifizierung

differentiell exprimierter Molekiile

Zur ldentifizierung von praferentiell in Tsups exprimierten mRNA-Molekilen wurde
eine Variante des ,differential display“-Verfahrens (,Genefishing“) angewendet.
Hierbei musste in Kauf genommen werden, dass nicht alle mMRNA-Molekule erfasst
werden konnen; dieses Verfahren ist aber auch mit einer limitierten
Ausgangszellzahl im Gegensatz zu Proteom-Analysen durchfihrbar. Da die
Ausgangszellzahlen von Tregs und konventionellen T-Zellen bei weitem nicht so
stark limitierend sind, wie dies fur Tsups der Fall ist, wurden zur |dentifizierung von
praferentiell in Tregs exprimierten Proteinen ,differentielle Proteom-Analysen®
durchgefuhrt. Der Vorteil der durchgefuhrten ,differentiellen Proteom-Analysen® ist
zum Beispiel, dass durch mRNA-Analysen einige Molekule nicht nachgewiesen
werden konnen, obwohl ihre Proteinexpression sehr stark ist. So konnten
beispielsweise Shevach et al. mittels ,microarray“-Analysen muriner T-Zellen eine

starke Expression von GITR in Tregs nachweisen, nicht aber von CD25 [10],
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welches sich als Protein problemlos nachweisen lie. Zusatzlich konnten mit den
hier durchgefuhrten ,Proteom-Analysen® bis zu 1600 Protein-Spots detektiert
werden, wohingegen die Zahl an detektierbaren mRNAs mittels ,Genefishing” weit

darunter lag.

4.2 Identifizierung praferentiell in murinen Tsups exprimierter mRNA-Molekiile

Die Methode des ,Genefishings® stellt einen Kompromiss zwischen Durchflhrbarkeit
und Effizienz dar, d.h., diese Methode kann mit relativ geringen
Ausgangsmaterialien durchgefuhrt werden - wahrscheinlich werden aber viele
MRNAs nicht erfasst, da dieses Verfahren mit ,nur® 120 verschiedenen Primern
arbeitet (s.M&M S.22). Dadurch ist zu erklaren, wieso zum Beispiel die mRNA fur
FoxP3 mittels ,Genefishing“ nicht als praferentiell in Tsups identifiziert werden
konnte, obwohl sich diese in Tsups, welche fur das ,Genefishing® Verfahren
verwendet wurden, stets mit Hilfe der qRT-PCR als praferentiell exprimiert
nachweisen liel3. Tsups exprimierten in diesen Experimenten immer die 5-10fache
Menge an FoxP3-mRNA verglichen mit ,nicht supprimierten® Zellen (Daten nicht
gezeigt und [31]).

Mittels ,,Genefishing” konnten etwa 15 mRNAs als praferentielle Banden in Tsups
identifiziert werden (Abb. 9 stellt exemplarisch 3 dieser Banden dar). Nach
anschlielender Sequenzierung wurden 5 der identifizieten mMRNAs einer
spezifischen qRT-PCR unterzogen, wovon eine mRNA reproduzierbar als

praferentiell in Tsups exprimiert bestatigt werden konnte: Pur-alpha (s.Abb.10).

4.2.1 Identifizierung von Pur-alpha

Pur-alpha ist ein hoch konserviertes sequenzspezifisches DNA- und RNA-
bindendes Moleklil. Als Transkriptionsfaktor ist Pur-alpha an zellularen Funktionen
wie Transkription, Replikation und Zellwachstum beteiligt [32]. Darbinian N. et al.
beispielsweise konnten zeigen, dass die ektopische Expression von Pur-alpha die
Proliferation  verschiedener transfizierter Zell-Populationen (z.B. human

Glioblastoma) supprimierte [33].
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Im Zusammenhang mit einer moéglichen suppressiven Funktion auf konventionelle
T-Zellen stellt Pur-alpha daher ein interessantes Molekul dar. Die praferentielle
Expression von Pur-alpha in Tsups verglichen mit ,nicht supprimierten® T-Zellen
konnte mittels quantitativer PCR-Analysen (qRT-PCR) auf etwa das Dreifache
bestimmt werden (s.Abb.10). Funktionell kdnnte diese relativ geringe praferentielle
Expression durchaus von Bedeutung sein. Geplante weiterfihrende Arbeiten wie
beispielsweise die ektopische Expression von Pur-alpha in ,nicht supprimierten® T-
Zellen kdnnen maoglicherweise nahere Einblicke in die Funktion dieses Molekuls
gewahren. Solche Untersuchungen wurden allerdings vorerst zurtickgestellt, da die
parallel durchgefihrten Proteom-Analysen vielversprechendere Kandidaten fir
nahere Untersuchungen ergaben, und diesen im Folgenden die Hauptauf-

merksamkeit entgegengebracht wurde.

4.3 Identifizierung praferentiell in Tregs exprimierter Proteine

Zur ldentifizierung von praferentiell in murinen und humanen Tregs exprimierten
Proteinen wurden ,differentielle Proteom-Analysen® durchgefuhrt.

Der Vorteil von Proteom-Analysen im Vergleich mit dem bereits oben
beschriebenen ,Genefishing“-Verfahren ist die wesentlich groflere Zahl an
identifizierbaren Molekllen. Das bedeutet, dass prinzipiell alle Proteine eines
Molekulargewichtes von 5-120 KDa und eines isoelektrischen Punktes von 4-8,5
erfasst werden konnen, sofern sie in ausreichender Konzentration exprimiert
werden.

In den durchgefuhrten ,differentiellen Proteom-Analysen konnten mehr als 1600
humane und 1400 murine ,Protein-Spots“ detektiert werden. Diese Proteine sind
zum grofdten Teil, bedingt durch die Aufarbeitung der Proteinextrakte, 16sliche und
daher hauptsachlich cytosolische Proteine. Wie nicht anders zu erwarten, waren die
meisten der (murinen und humanen) ,Protein-Spots“ in Tregs und konventionellen
T-Zellen identisch, da es sich trotz essentieller funktioneller Unterschiede um sehr
ahnliche Zellen handelt. Neben einigen in konventionellen T-Zell-Populationen
praferentiell exprimierten Proteinen konnten auch einige wenige Proteine als

praferentiell in Tregs exprimiert identifiziert werden.
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4.3.1 Identifizierung von Galectin-1 in murinen Tregs

Im Zuge der Proteom-Analysen muriner T-Zell-Extrakte konnte insbesondere
Galectin-1 als praferentiell in Tregs exprimiertes Protein identifiziert werden. Dieses
Protein ist daher interessant, da es bereits von Shevach et al. als praferentiell in
murinen Tregs exprimiertes Molekul auf mMRNA-Ebene beschrieben wurde [10] und
somit die hier dargestellten Ergebnisse der ,Proteom-Analyse” bestatigt. Der im
Rahmen der durchgefuhrten ,differentiellen Proteom-Analysen® bestimmte Faktor
der praferentiellen Expression von Galectin-1 betrug etwa 3.

Allerdings konnte kein Molekll identifiziert werden, dessen differentielle Expression
einen Faktor von 4 oder mehr erreichte. Das mittels muriner Proteom-Analysen als
am starksten praferentiell in Tregs exprimierte Protein konnte als L-chain-Ferritin
identifiziert werden. Die Hauptfunktion von Ferritin ist das Speichern von Eisen, wie
zahlreiche Untersuchungen anhand von Interaktionen von Ferritin mit Eisen
nachweisen konnten [34]. Da es sich bei Ferritin weder um einen
Transkriptionsfaktor handelt noch seine bisher bekannte Funktion mit
Wachstumsregulation oder Suppression in Zusammenhang gebracht werden kann,
wurden nahere Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit zu Ferritin vorerst
zuruckgestellt. Gleiches gilt fur das ebenfalls als schwach differentiell exprimiert
identifizierte Annexin 11 [35]. Dem ebenfalls schwach praferentiell in Tregs
exprimierten Annexin 6 (s.Tab1) hingegen konnte bereits eine Proliferations-
supprimierende Wirkung auf ,squamosa carcinoma epithel Zellen® nachgewiesen
werden [36]. Die bislang durch ,differentielle Proteom-Analysen nachgewiesene
relativ. schwache praferentielle Expression in murinen Tregs (Faktor 2,4)
rechtfertigte aber vorerst keine nahere Charakterisierung. Weitere momentan
durchgeflihrte Proteom-Analysen muriner T-Zell-Extrakte werden zeigen, ob nahere

Untersuchungen dieser Proteine gerechtfertigt sind.

4.3.2 ldentifizierung von Galectin-10 in humanen Tregs

Im Zuge der ,differentiellen Proteom-Analysen“ humaner Tregs konnte aber ein
Protein identifiziert werden, welches sich in mehreren unabhangigen Experimenten

von allen anderen humanen und murinen Spots stark abhob: Galectin-10.
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Zur naheren Untersuchung wurde zunachst die praferentielle Galectin-10-
Expression in humanen Tregs mittels konventioneller PCR-Analysen bestatigt
(Abb.14). In qRT-PCR-Analysen (Abb.15) konnte ebenfalls eine stark praferentielle
(in ruhenden Zellen etwa Faktor 300), mit Aktivierung abnehmende Galectin-10-
MRNA-Expression in Tregs nachgewiesen werden.

Um auch uber mRNA hinausgehende Aussagen uber die praferentielle Galectin-10-
Expression in Tregs machen zu konnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
polyklonales Antiserum gegen Galectin-10 generiert. Mit Hilfe dieses Antikorpers
konnte in Western-Blot-Analysen die mit Aktivierung abnehmende praferentielle

Galectin-10- Expression in Tregs auf Protein-Ebene bestatigt werden.

4.4 Die Galectin-Familie

Da sowohl in murinen als auch in humanen Proteom-Analysen Galectine als
praferentiell exprimierte Proteine in Tregs identifiziert werden konnten, wurde
speziell diese Protein-Familie im Rahmen dieser Arbeit ausfuhrlicher untersucht.
Insbesondere fokussierten sich dabei nahere Untersuchungen auf Galectin-10, da
Galectin-1 wie erwahnt (s.4.3.1) bereits von McHugh et al. [10] als praferentiell in
murinen Tregs beschrieben wurde.

Galectine gehoren zur Familie der Lectine und sind (mit Ausnahme von Galectin-10
(s.u.)) durch ihre Fahigkeit beta-Galactose zu binden charakterisiert. Die Galectin-
Familie ist hochkonserviert und umfasst mittlerweile 15 Mitglieder. Galectine sind an
vielen wichtigen Prozessen wie Zelldifferenzierung, Proliferation, Aktivierung und
Apoptose verschiedenster Zell-Populationen beteiligt [37].

Sie besitzen keine ,Signal-Sequenzen®, welche flir eine Protein-Sekretion mittels
des ,klassischen Sekretionsweges® erforderlich sind. Dennoch koénnen einige
Galectine sezerniert werden, wahrscheinlich durch einen nicht klassischen
Sekretionsweg. Beispielsweise kann Galectin-3 als Bestandteil von Vesikeln Uber
die Plasmamembran ausgeschleust werden, wobei die zugrunde liegenden Signale
bisher unbekannt sind [38].

Galectin-10, auch als Charcot-Leyden —crystal- Protein bezeichnet, wurde

ursprunglich als Kristalle bildendes Protein in humanen Geweben entdeckt und
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spater aufgrund der starken strukturellen Ahnlichkeiten in die Familie der Galectine
als Galectin-10 eingestuft [39;40]. Nahere Untersuchungen zeigten, dass Galectin-
10 nicht Galactose, sondern Mannose bindet [41]. Neben seiner Fahigkeit Mannose
zu binden und einer Interaktion mit der eosinophilen Lysophospholipase [28] ist
bisher nichts Uber die Funktion von Galectin-10 bekannt. Galectin-10 wurde bislang
ausschlielich in humanen eosinophilen und basophilen Granulocyten beschrieben,
allerdings konnte fur andere Galectine bereits der Einfluss auf T-Zell-Funktionen
bzw. auf die Physiologie anderer Zellen des Immunsystems nachgewiesen werden.

Einige Eigenschaften von Galectinen sind schematisch in Abb.28 dargestelit.

neutrophile 4w, eosinophile
Granulocyten #5 Granulocyten
Gal-1 Gal-1 Migration: v
EPH Oxigenase Aktivitat: ‘ %
(exogen) IL-5 Expression: *
- Gal-3 Gal-9
T-Ze | | en &. Aghiision an Laminin: A (sezermert von T-Zellen):  chemotaxis: A

lberexprimiert

Gal-1

Proliferation: . v baSO p h i | e
Apoptose (Thmocyten und reife T-Zellen): 4 1
Proinflammatorische Cytokine: v ‘}“‘ G ra n u IOCyte n

IL-2 Expression:
R Galectlne

Gal-3 Gal-9
Proliferation: 4
Apoptose: 4
Apoptose: v

Mastzelle

Gal-1

Lok (exogen)
W o .. Degranulation: v
RS a8
: a B-Zellen
Makrophagen
Gal-3
Apoptose: v Proliferation (B lymphoma): v

Abb.28: Effekte von Galectinen auf die Physiologie humaner Zellen des
Immunsystems

Dargestellt ist die Galectin-Expression verschiedener Zellen (rot) — und die Wirkung der
dargestellten Galectine auf Zellen des Immunsystems:

A : fordernder Einfluss auf die dargestellte Funktion

¥ : reduzierender Einfluss auf die dargestellte Funktion

(abgeéandert nach : Rabinovich 2004 [37]).
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Im Folgenden werden einige Funktionen von Galectinen - insbesondere bezlglich
ihrer  Wirkung auf T-Zellen und einer moglichen Beteiligung an

Toleranzmechanismen - ausfihrlicher behandelt.

4.5 Galectine: lhre Wirkunqg auf T-Zell-Funktionen und Toleranzmechanismen

Blaser et al. konnten zeigen, dass Galectin-1 von humanen cytotoxischen T-Zellen
produziert wird und gleichzeitig in der Lage ist, die Antigen-induzierte Proliferation
cytotoxischer T-Zellen zu inhibieren und somit als ein autokriner
Proliferationsinhibitor wirkt [42]. Nahere Untersuchungen zeigten, dass Galectin-1
einen Zell-Zyklus-Arrest im Stadium von S und G2/M Phase in T-Zellen auslost [43].
CD45 konnte als erster Rezeptor fur Galectin-1 in peripheren humanen
Lymphocyten identifiziert werden [44;45]. Hinsichtlich einer potentiellen Beteiligung
von Galectinen im Rahmen von zentralen und peripheren Toleranzmechanismen ist
die Beschreibung einer apoptotischen Wirkung von Galectin-1 fir CD45RO" T-
Zellen interessant [45], da sowohl unreife als auch aktivierte periphere T-Zellen
CDA45RO stark exprimieren.

Eine Vielzahl von Untersuchungen deutet mittlerweile darauf hin, dass Galectine
sowohl in der zentralen als auch in der peripheren Toleranz eine Rolle spielen.
Baum et al. beispielsweise konnten zeigen, dass Thymusepithelzellen Galectin-1
exprimieren, welches an 2-O-Glycan auf unreifen cortikalen Thymocyten bindet und
dort Apoptose induziert [44;46]. Des Weiteren konnte auch fur Galectin-9 eine
Apoptose-induzierende Wirkung auf murine unreife Thymocyten nachgewiesen
werden [47].

Untersuchungen zum molekularen Mechanismus des Zellwachstum-hemmenden
Einflusses von Galectin-1 zeigten, dass Galectin-1 nicht nur in unreifen, sondern
auch in aktivierten peripheren T-Zellen Apoptose induzieren kann [48;49]. Galectin-
1 beispielsweise hat inhibitorische Wirkung auf die Proliferation PHA-
(Phytohemmaglutinin) aktivierter humaner T-Zellen [42] und induziert Apoptose in
peripheren T-Lymphocyten [45;46;50].

Fir Galectin-3 wurde ebenfalls eine Wirkung auf die Proliferation von T-Zellen

beschrieben - allerdings antogonistisch zu Galectin-1 [38].
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Humane Leukemia-Zellen beispielsweise zeigten nach Transfektion mit Galectin-3
eine gesteigerte Proliferation und waren resistent gegen Apoptose (induziert durch
verschiedene pro-apoptotische Stimuli wie anti-Fas-Antikorper und Staurosporin)
[51]. Des Weiteren konnte von Joo et al. gezeigt werden, dass die Proliferation
muriner anti-CD3-stimulierter T-Zellen fast komplett durch die Inhibition von
endogenem Galectin-3 durch ,antisense Oligonukleotide“ geblockt werden konnte
[52]. Abb.29 stellt schematisch Angriffspunkte von Galectinen im Rahmen zentraler

und peripherer Toleranz zusammen.

Zentrale Toleranz Periphere Toleranz

Thymus
Galectin-1 Galectin-9 Galectin-3 Galectin-1
Induktion von Apoptose in Steigerung der Induktion von Apoptose in
unreifen Thymocyten Proliferation aktivierten Lymphocyten
l Milz
Thymus Lymphknoten
i i -
L Positiv/Negativ —p L - Antigen- — [y,
a Selektion a Présentation a
unreife reife aktivierte
Lymphocyten Lymphocyten Lymphocyten
Deletion potentiell Apoptose

autoreaktiver T-Zellen

Abb.29: Die Rolle von Galectinen in zentraler und peripherer Toleranz (abgeandert
nach: Rabinovich 2002 [53])

Neben den bereits beschriebenen in vitro-Experimenten konnten Galectinen auch in
Tiermodellen immunsuppressorische Funktionen nachgewiesen werden: Versuche
mit Ratten zeigten, dass die Injektion von rekombinantem Galectin-1 die Induktion
der ,experimentellen autoimmun encephalomyelitis (EAE)“ in Tieren mit einer

entsprechenden genetischen Pradisposition unterdrickte [54].
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Die beschriebenen Daten machten Galectine im Allgemeinen und Galectin-10 im
Speziellen als praferentiell in Tregs exprimiertes Protein zu einem interessanten

Kandidaten weiterer Experimente.

4.6 Wird Galectin-10 ebenfalls praferentiell in murinen Treqs exprimiert?

Aufgrund der starken praferentiellen Expression von Galectin-10 in humanen Tregs
stellte sich die Frage: Wird Galectin-10 oder ein anderes Galectin von murinen
Tregs ebenfalls praferentiell exprimiert?

Weder mit den human-spezifischen Oligonukleotiden noch mit neu synthetisierten -
die bekannte 200bp lange Teilsequenz genomischer Maus-DNA erkennenden -
Primern war ein Galectin-10-mRNA-Nachweis in murinen Praparationen mdglich.
Auch das gegen humanes Galectin-10 gerichtete Antiserum erbrachte keine Signale
in Western-Blot-Analysen muriner Zellextrakte (Daten nicht gezeigt).

Dass Galectin-10 in murinen Zellen nicht detektiert werden konnte, wird durch
Arbeiten von Ackerman et al. unterstutzt, in welchen Galectin-10 als ,ausschlieBlich
von humanen Granulocyten exprimiert* beschrieben wurde [27;28]. Dennoch kann
eine Expression anhand der hier durchgefuhrten Experimente nicht
hundertprozentig ausgeschlossen werden. Zum einen besteht die Moglichkeit, dass
weder der generierte Antikdrper noch die human-spezifischen Primer potentielles
murines Galectin-10 erkennen — zum anderen existiert keine Positiv-Kontrolle fur die
(- auf der 200bp langen Teilsequenz genomischer Maus-DNA basierenden -)
,murinen Galectin-10-Primer*.

Weitere Untersuchungen muriner Tregs hinsichtlich einer Galectin-10-Expression
waren aus den beschriebenen Grinden nicht moglich.

Andere Angehdrige der Galectin-Familie (u.a. die als murine Analoga zu humanem
Galectin-10 beschriebenen Galectin-4 und -6) wurden ebenfalls auf eine mogliche
praferentielle Expression in murinen Tregs untersucht - da mdglicherweise ein
anderes Galectin die Funktion von humanem Galectin-10 in der Maus Ubernommen
haben konnte. Neben der bereits von Shevach et al. gezeigten und in den Proteom-
Analysen dargestellten schwachen praferentiellen Expression von Galectin-1
(s.Tab.1) konnte aber keinem weiteren Galectin eine vergleichbare praferentielle

Expression in murinen Tregs nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Daher konzentrierten sich nahere Untersuchungen zu Galectinen auf humane

Tregs.

4.7 Lokalisation von Galectin-10 in humanen Treqgs

Zur Klarung, ob (und wenn ja: wie?) Galectin-10 an den Funktionen humaner Tregs
beteiligt ist, wurde zunachst untersucht, in welcher Form Galectin-10 von Tregs
exprimiert wird: Wird es sezerniert, befindet es sich im Cytoplasma oder wird es
membranstandig exprimiert? Bedenkt man, dass die fur die ,differentielle Proteom-
Analyse” eingesetzten Zell-Lysate primar cytosolische Proteine waren, so ware eine
cytoplasmatische Lokalisation die logische Konsequenz, trotzdem kann eine
membranstandige Lokalisation nicht ausgeschlossen werden. Jonuleit et al. konnten
zeigen, dass die suppressiven Eigenschaften humaner Tregs zellkontaktabhangig
sind [21]. Sollte Galectin-10 also eine direkte Beteiligung an den suppressiven
Eigenschaften von Tregs zukommen, ware eine membranstandige Expression zu
erwarten.

Obwohl fur Granulocyten beschrieben wurde, dass sie Galectin-10 sezernieren
[55;56], konnte in den Uberstanden von Tregs weder Galectin-10 nachgewiesen
(s.Abb.22), noch konnte die Bildung kristalliner Strukturen, wie sie fur eosinophile
Granulocyten typisch sind [39;40] , beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Zur Klarung einer moglichen membranstandigen Expression von Galectin-10
wurden FACS- Analysen mit dem im Rahmen dieser Arbeit generierten polyklonalen
Antikorper durchgefuhrt. Allerdings konnte weder mit intrazellularen noch mit
extrazellularen Farbemethoden Galectin-10 nachgewiesen werden. Mdglicherweise
beruht dieser Befund darauf, dass der generierte Antikorper kein natives, sondern
nur denaturiertes Galectin-10 erkennt, so dass auf diesem Wege keine Aussage

uber die Lokalisation von Galectin-10 in Tregs getroffen werden kann.

In immunhistologischen Untersuchungen unter denaturierenden Bedingungen
zeigten Tregs allerdings eine an der Membran lokalisierte Farbung, welche sich
nicht Uber das gesamte Cytoplasma und den Kern erstreckt (s.Abb.23) - eine
Beobachtung, welche zu der beschriebenen zellkontaktabhangigen Suppression

durch Tregs [3] passen wurde und eine mogliche direkte Beteiligung von Galectin-
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10 an den suppressiven Eigenschaften von Tregs erklaren konnte. Eine definitive
Aussage, ob Galectin-10 an der Zelloberflache oder intrazellular an der Membran
lokalisiert ist, kann aber nicht getroffen werden, zudem es sich — wie oben erwahnt -
bei den zur Proteom-Analyse eingesetzten Lysaten um cytosolische Extrakte
handelte. Momentan werden monoklonale Antikérper gegen Galectin-10 generiert,
um eine mogliche Oberflachenexpression in FACS-Analysen zu bestatigen bzw.

auszuschliel3en.

4.8 Ist Galectin-10 am anergen Phénotyp und an den suppressiven

Eigenschaften von humanen Treqgs beteiligt?

Um diese Frage zu beantworten, wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht,
Galectin-10 in konventionellen T-Zellen mit Hilfe eines Expressions-Konstruktes zu
exprimieren. Interessanterweise war eine Uberexpression von Galectin-10 in
konventionellen T-Zellen nicht moglich, da die meisten Zellen starben, nachdem sie
transfiziert wurden. In den wenigen uUberlebenden Zellen konnte keinerlei Galectin-
10-Expression nachgewiesen werden. Transfektionen mit dem Leervektor oder
eGFP hingegen funktionierten problemlos. Daher wurde angenommen, dass
Galectin-10 in konventionellen T-Zellen zur Induktion von Apoptose fuhrt. Zur
Bestatigung eines mdglichen Apoptose-induzierenden Effektes von Galectin-10 in
konventionellen T-Zellen wurde die Caspase-Aktivitat als Apoptose-Indikator in
Galectin-10-transfizierten Zellen untersucht. In Galectin-10-transfizierten T-Zellen
konnte eine wesentlich hdhere Caspase-Aktivitat und somit Apoptose
nachgewiesen werden als in T-Zellen, welche mit dem Leervektor bzw. nicht
transfiziert wurden (s.Abb.29). Eine mogliche Erklarung kénnte sein, dass Galectin-
10 in hohen Konzentrationen, z.B. wenn es unter einem starken konstitutiven CMV-
Promotor Uberexprimiert wird, auf konventionelle T-Zellen toxisch wirkt. Eine
Maoglichkeit, die durchaus nicht unwahrscheinlich ist, wenn man bedenkt, dass
Galectin-10 potentiell am anergen Status von Tregs beteiligt ist. Eine Apoptose-
induzierende Wirkung von Galectinen wurde bereits fur humanes Galectin-12
beschrieben, welches nach Uberexpression in COS-1 Zellen zur Apoptose fiihrte
[57].
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Da eine ektopische Expression von Galectin-10 zwar nicht in konventionellen T-
Zellen, aber in Jurkat-Zellen moglich war, wurden diese Galectin-10 exprimierenden
Jurkat-Zellen in Kokultur-Experimenten mit konventionellen T-Zellen eingesetzt. Die
Proliferation von konventionellen T-Zellen wird aber nicht durch die Kokultur mit
Galectin-10-exprimierenden Jurkat-Zellen beeinflusst. Die Uberexpression von
Galectin-10 in Tumor-Zelllinien wie Jurkat-Zellen ist hochstwahrscheinlich aber auch
nicht mit der Expression von primaren Zellen vergleichbar. Mogliche andere
posttranskriptionale oder posttranslationale Mechanismen - oder auch andere
nachgeschaltete Signalwege - konnten in Jurkat-Zellen aktiviert bzw. deaktiviert
sein. Daher kann eine direkte Beteiligung von Galectin-10 an den supprimierenden
Eigenschaften von Tregs nicht ausgeschlossen werden.

Ob Galectin-10 direkt am anergen Phanotyp und an den suppressiven
Eigenschaften humaner Tregs beteiligt ist, wird in weiteren Untersuchungen zu
klaren sein. Da eine Uberexpression von Galectin-10 in konventionellen T-Zellen
nicht moglich ist, wird momentan versucht - neben der bereits erwahnten
Generierung von monoklonalen Antikorpern — siRNA-Experimente zu etablieren, um
somit die Galectin-10-Biosynthese spezifisch in Tregs zu blockieren. Durch diese
Inhibition von Galectin-10 sollte es mdglich sein, eine direkte Beteiligung dieses
Molekuls am anergen Phanotyp und den suppressiven Eigenschaften von Tregs

nachzuweisen.

Unabhangig von einer mdglichen Beteiligung von Galectin-10 an den suppressiven
Eigenschaften von Tregs ist der Befund einer praferentiellen Galectin-10-Expression
in Tregs von potentieller klinischer Relevanz.

Neuere Untersuchungen beschaftigen sich eingehend mit der tumorimmuno-
logischen Bedeutung von Tregs. Curiel et al. beispielsweise konnten eine
Korrelation zwischen der Anzahl von Tregs in Ovarien-Tumoren und der
Sterblichkeit der Patienten nachweisen,d.h. je groRer die Anzahl von Tregs im
Tumor-Gewebe war, desto geringer war die Uberlebensrate der Patienten [58].
Unter diesen Gesichtspunkten kdnnen neue Marker regulatorischer T-Zellen wie
Galectin-10 wichtige Werkzeuge fur die klinische Anwendung und Risiko-

abschatzung darstellen.
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V Zusammenfassung

Verschiedene Methoden wurden angewendet, um praferentiell exprimierte Molekule
in Tregs bzw. in Tsups zu identifizieren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Molekul als praferentiell in murinen Tsups
mittels ,differential display” identifiziert werden: der Transkriptionsfaktor Pur-alpha.
Weiterhin konnte neben Galectin-1 im murinen System mittels ,differentieller
Proteom-Analysen® einem weiteren Galectin eine praferentielle Expression in
humanen Tregs zugeschrieben werden: Galectin-10. Sowohl auf mMRNA-Ebene wie
auch mit Hilfe eines generierten Antiserums konnte diese starke praferentielle
Expression in humanen Tregs bestatigt werden.

Galectin-10 wird von humanen Tregs nicht sezerniert und fuhrt in konventionellen T-

Zellen nach Uberexpression zur Apoptose der transfizierten Zellen.

Méglicherweise kdnnte Galectin-10 neben CD25 als weiteres Oberflachenmolekdl
fur nahere Untersuchungen und die Isolierung humaner Tregs in Frage kommen.
Um diese Frage zweifelsfrei beantworten zu koénnen, werden momentan in
weiterfuhrenden Arbeiten monoklonale Antikdrper gegen Galectin-10 generiert, in
der Absicht, Galectin-10 in FACS-Analysen unter nativen Bedingungen in humanen

Tregs nachzuweisen.

Zur naheren Charakterisierung der praferentiellen Galectin-10-Expression in Tregs
wird momentan versucht siRNA-Experimente zu etablieren, um somit die Galectin-
10-Biosynthese in humanen Tregs zu blockieren. Auf diesem Weg soll eine
mogliche direkte Beteiligung von Galectin-10 am anergen Phanotyp bzw. an der

Suppression konventioneller T-Zellen nachgewiesen werden.
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Abklrzungen

VIl Abkurzungen

ABTS
ACP
Ag

Ak
APS
bio
bp
BSA
CD
cDNA
Cwmv
CFDASE
DAB
DEPC
DMSO
DNA
dNTP
E.coli
EAE
EDTA
EF-1
ELISA
FACS
FCS
FITC
g
HGPRT
His

hr

2,2-Azino-bis(3-Ethylbenzthiazolin-6-Sulfonsaure)
annealing control primer

Antigen

Antikorper

Ammoniumpersulfat

biotinyliert

Basenpaare

bovine serum albumin

cluster of differentiation

complementary DNA

Cytomegalovirus

Carboxyfluoreszein Diazetat Succinimidyl Ester
Diaminobenzidin

Diethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
2’-Desoxynukleosid-5-Triphosphat
Echerischia coli

experimentelle allergische Enzephalomyelitis
disodium ethylenediamine tetraacetic acid
Elongations-Faktor-1

Enyme Linked Immuno Sorbend Assay
Fluorescense Activated Cell Sort/Scan
Fetal Calf Serum

Fluorescein-5-isothiocyanat
Erdbeschleunigung
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
Histidin

human rekombinant
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Abklrzungen

min
mRNA
N6
NTA
oD
PAGE
PBS
PCR
PE
gRT-PCR
RNA
RT

SA
SDS
Th
Tregs
Tsups
Tris

Immunglobulin G

Interleukin

Iscove’s modified Dulbecco’s medium
Kilodalton

Lipopolysaccharid

Molar

magnetic activated cell sorter
minimal essential medium

major histocompatibility complex
Minute

messenger RNA

Hexanukleotide

nitriliotriacetic acid

optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
Phycoerythrin

quantitativ reverse transcription PCR
Ribonukleinsaure

reverse transcription

Streptavidin

sodium dodecyl sulfate
T-Helferzeller

regulatorische T-Zellen
supprimierte T-Zellen
Tris(Hydroxylmethyl)-Aminomethan
Unit
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