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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Die Hauptfunktion des Immunsystems ist es, den Koérper vor eindringenden
Mikroorganismen und Fremdsubstanzen zu bewahren, aber auch geschadigte
und korpereigene Zellen zu beseitigen. Dazu hat das Immunsystem die Fahigkeit
erworben, korpereigene® und ,korperfremde“ Molekile voneinander zu
unterscheiden. Die Zellen des Immunsystems kommen im ganzen Korper vor,
hauptsachlich aber in den lymphatischen Organen, zu denen das Knochenmark,
der Thymus, die Milz, die Lymphknoten und das Mukosa-assoziierte
Lymphsystem (MALT = mucosa-associated lymphoid tissue) zahlen. Die
Immunzellen zirkulieren standig im Blutstrom und im lymphatischen System, so
dass sie durch Interaktion miteinander schnellstmdglich auf den Eintritt von
Krankheitserregern reagieren und deren Ausbreitung verhindern kénnen.

Die erste Schranke gegen eindringende Pathogene bietet das angeborene
Immunsystem. Makrophagen, dendritische Zellen, natlrliche Killerzellen und
Granulozyten sind Zellen der angeborenen oder unspezifischen Immunitat und
sichern mit Hilfe spezieller Rezeptoren eine direkte Abwehr gegen zahlreiche
pathogene Fremdantigene. Fremdantigene sind beispielsweise Motive aus
bakterieller DNA (z.B. CpG = Cytosin poly Guanin) oder aus &auferen
bakteriellen Membranbestandteilen (z.B. LPS = Lipopolysaccharid). Bestimmte
Pathogene, wie Viren und enkapsulierte Bakterien, haben jedoch Strategien
entwickelt, die sich der Kontrolle der angeborenen Immunitat entziehen. Daher
haben hdéhere Organismen im Laufe der Evolution zusatzliche Schutz- und
Abwehrmechanismen entwickelt, um auf fast jedes Pathogen individuell und
spezifisch reagieren zu kénnen. Dieses erworbene oder adaptive Immunsystem
basiert hauptsachlich auf B- und T-Lymphozyten, die sehr stark mit den Zellen
des angeborenen Immunsystems zusammen arbeiten. B-Zellen sind dabei fir die
so genannte ,humorale“ Immunantwort verantwortlich, da sie in der Lage sind,
nach Aktivierung eine groBe Anzahl an Antikérpern in Blut und Lymphe zu
sezernieren. Die ,zellulare® Immunantwort wird von T-Zellen vermittelt, die
entweder weitere Zellen anlocken oder Zellen direkt angreifen und zerstéren. Die
durch B- und T-Zellen eingeleitete spezifische Immunreaktion bewirkt zusatzlich

die Ausbildung von Gedachtniszellen. Durch diese Gedachtniszellen oder das
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sogenannte ,immunologische Gedachtnis® erfolgt nach einem wiederholten
Kontakt mit dem Antigen eine schnellere und effektivere Immunantwort.

Durch die unterschiedlichsten Griinde kann es zu Stérungen im Immunsystem
kommen, wodurch die Zellen des Immunsystems ihre Fahigkeit verlieren, eine
angemessene Immunantwort auszulésen. Bei einer (berschielenden
Immunantwort bekdmpft das Immunsystem ungewollt auch kérpereigene Zellen,
so dass Allergien oder Autoimmunerkrankungen, wie Diabetes Typ |,
Rheumatoide Arthritis oder Multiple Sklerose, auftreten koénnen. Ist die
Immunantwort zu schwach, kénnen Erkrankungen, die normalerweise harmlos
sind, lebensbedrohliche Verlaufe annehmen. Zu schwache Immunantworten
kénnen entweder angeboren sein (z.B. Wiskott-Aldrich-Syndrom”®) oder erworben
werden (z.B. AIDS durch den HI-Virus). Nur durch das Gleichgewicht aller
immunologischen  Zellen kann der Organismus vor  schadlichen
Krankheitserregern geschutzt werden. Um diese Balance zu gewahrleisten
haben sich innerhalb des Immunsystems verschiedene regulative Mechanismen

entwickelt.

immunologisches
Gleichgewicht

Autoimmunitat

Immundefizienz

Abbildung 1: Die Balance aller Immunzellen ist wichtig fiir das immunologische
Gleichgewicht. Bei einer zu schwachen Immunantwort kann der Koérper selbst auf harmlose
Angriffe nicht mehr adaquat reagieren und es kommt zu Immundefizienzen. Bei einer
Uberschieenden Immunantwort reagiert der Korper dagegen zu heftig auf ,korpereigene”

Molekile, so dass Autoimmunerkrankungen entstehen.

A Mutationen im Wiskott-Aldrich-Syndrom-Gen (WAS) flhren zu einer Insuffizienz der Gerinnung
(Thrombozytopenie) und des Immunsystems (Lymphopenie).
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1.2 Zentrale und periphere Toleranz

Der Mechanismus der Toleranz gewahrleistet die Kontrolle von Zellen mit
autoreaktiven Rezeptorspezifititen, so dass Reaktionen gegen korpereigene
Strukturen verhindert werden.

Der Selektionsprozess der zentralen Toleranz findet bereits bei der Entwicklung
von T-Zellen im Thymus statt. T-Zell-Vorlaufer, die sich im Knochenmark
entwickeln, wandern in den Thymus aus, wo ihre Reifung stattfindet. Uber
verschiedene Entwicklungs-Stadien entwickeln sich im Kortex aus den zunachst
CD4°CD8-doppelnegativen  Thymozyten, durch die Expression diverser
Oberflachenmolekiile, CD4*CD8"*-doppelpositive Zellen. AnschlieBend wandern
die Zellen in die medulldre Region des Thymus, wo sie mit den mTECs (medullar
thymus epithelial cells) interagieren. Hier werden die Zellen CD4*- oder CD8"-
einzelpositiv. Wahrend der Reifung der T-Zellen wird durch Rekombination der
drei groRen Gensegmente D, J und V der T-Zell-Rezeptor (TZR) gebildet. Da T-
Zellen in der Lage sein missen, Antigene mit ihrem TZR zu erkennen, die an
korpereigene MHC-Molekile gebunden sind, muss im Kortex des Thymus eine
so genannte ,positive Selektion® stattfinden. Die ,positive Selektion“ findet an den
cTECS (cortical thymus epithelial cells) statt, die MHC-I und MHC-II- Molekiile
auf ihrer Oberflache haben und somit als antigenprasentierende Zellen wirken. T-
Zellen, die mit ihrem TZR an die MCH-Molektlle binden konnen, erhalten ein
Signal zum Uberleben, die Ubrigen T-Zellen sterben durch Apoptose. Dieser
positiven Selektion steht die ,negative Selektion gegeniber, die wieder in der
Medulla des Thymus stattfindet. Bei der negativen Selektion werden potentiell
autoaggressive T-Zellen zerstért, deren TZRs korpereigene Peptide mit hoher

2 Unter Affinitat versteht man die

Affinitat erkennen (klonale Deletion)
Bindungsstarke zwischen dem TZR und dem Peptid-MHC-Komplex.

Die zentrale Toleranz ist dazu da, dass nur die T-Zellen den Thymus verlassen
dirfen und in der Peripherie aktiviert werden sollen, die kérpereigene MHC-
Moleklle erkennen, die mit einem ,Fremd-Peptid“ beladen sind und nicht mit
einem ,Selbst-Peptid“. Der Mechanismus der zentralen Toleranz gewahrleistet
allerdings nicht die absolute Selektion, so dass trotz allem autoreaktive T-Zellen
aus dem Thymus in die Peripherie auswandern. Daher muss zusatzlich zur
zentralen Toleranz die so genannte periphere Toleranz eingreifen. Die
unterschiedlichen Mechanismen der peripheren Toleranz sind in Tabelle 1

zusammengefasst.
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Tabelle 1: Mechanismen der peripheren Toleranz

Mechanismus Wirkungsweise

Suppression Hemmung autoreaktiver T-Zellen durch regulatorische T-Zellen.

Ignoranz Autoantigene werden in zu geringer Zahl prasentiert, so dass

die T-Zelle nicht ausreichend stimuliert wird.

Anergie Funktionelle Ruhigstellung der T-Zelle nach insuffizienter TZR

Stimulation ohne kostimulatorische Signale.

Depletion Auslésen von Apoptose (,Selbstmord®) nach Aktivierung

(activation induced cell death).

1.3 Regulatorische T-Zellen

Regulatorische T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der peripheren Toleranz,
da sie autoaggressive Zellen des Immunsystems durch verschiedene, zum Teil
noch nicht genau geklarte Mechanismen supprimieren.

Man unterscheidet unter den CD4" T-Zellen zwischen natiirlich vorkommenden
CD4'CD25" regulatorischen T-Zellen (nTregs), die im Thymus gebildet werden
und induzierten CD4"CD25" regulatorischen T-Zellen (iTregs), die sich in der

Peripherie aus konventionellen CD4" T-Zellen entwickeln.

1.31 Natiirlich vorkommende requlatorische T-Zellen (nTregs)

Der Grundstein fir die Idee einer im Thymus nattirlich vorkommenden Population
an ,Suppressor-T-Zellen® (heute als CD4'CD25" regulatorische T-Zellen
bezeichnet) wurde bereits 1969 gelegt, als Nishizuka et al. zeigten, dass die
Thymektomie von drei Tage alten Mausen zu der Entwicklung verschiedenster
Autoimmunerkrankungen fiihrt. Die Autoimmunerkrankungen traten nicht auf,
wenn den Mausen vor Tag zwei oder nach Tag sieben postnatal der Thymus
entfernt wurde °. Spéter konnte gezeigt werden, dass die Entwicklung von nTregs
etwa 12 Stunden nach der Geburt im Thymus beginnt *. Durch den Transfer von
Milzzellen oder Thymozyten aus adulten Mausen spatestens zwei Wochen nach
Thymektomie konnte der Ausbruch der Autoimmunerkrankungen verhindert
werden 3. Anfang der 1970er Jahre wurde eine T-Zell-Population beschrieben,

die in der Lage ist sowohl B-Zellen als auch Antigenprasentierende Zellen und T-
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Zellen in ihrer Proliferation zu supprimieren *®. Die eindeutige Identifizierung der
nTregs war jedoch nicht moglich, da zu diesem Zeitpunkt kein spezifischer
Erkennungsmarker bekannt war. Aufgrund fragwirdiger Ergebnisse gerieten die
~Suppressor-Zellen* dann flir viele Jahre in Misskredit und die bis dahin
gewonnen Daten wurden nachtraglich als Sekundareffekte der Th1/Th2-
Kreuzregulation interpretiert. Die Helfer-T-Zellen Th1 und Th2 sind eine
Subpopulation der T-Zellen, die sich aufgrund ihrer Cytokinproduktion
voneinander unterscheiden und antagonistisch wirken. Wahrend Th1-Zellen
hauptsachlich Interferon-y und das Interleukin IL-12 sezernieren, setzen Th2-
Zellen viel IL-4 und IL-5 frei. Erst Mitte der 1990er Jahre konnten Sakaguchi et al.
schliellich zeigen, dass die supprimierenden T-Zellen tatsachlich existieren und
Uber die konstitutive Expression des Oberflachenmolekiils CD25, der Interleukin-
2 (IL-2) Rezeptor alpha Kette, zu identifizieren sind ’. Die ehemals als
~ouppressor-T-Zellen® bezeichneten Zellen erlangten nun als natirlich
vorkommende CD4'CD25" regulatorische T-Zellen (nTregs) wieder hochstes

Interesse.

In gesunden Individuen umfassen nTregs etwa 5-10% der peripheren CD4" T-
Zellen. Im Unterschied zu konventionellen CD4" T-Zellen sind nTregs nach TZR
Stimulation weder in der Lage autokrin in vitro zu proliferieren noch in vitro oder
in vivo IL-2 zu produzieren . Allerdings sind sie in der Lage, in vitro und in vivo
die Proliferation und Cytokinproduktion von aktivierten konventionellen CD4" und
CD8" T-Zellen in einem antigenunabhéngigen aber zellkontaktabhangigen

Prozess zu inhibieren 1°

. Ein wesentliches Merkmal der nTreg- vermittelten
Suppression scheint die Hemmung der endogenen IL-2 Produktion in den
supprimierten T-Zellen zu sein und damit erst sekundar die Inhibition der
Proliferation ""'?. Allerdings I&sst sich die Suppression der konventionellen CD4"
T-Zellen durch regulatorische T-Zellen von verschiedenen Molekilen, welche
beispielsweise kostimulatorisch iber CD28 oder GITR (Glucocorticoid- induced
TNF receptor) wirken, durchbrechen "3,

nTregs sind charakterisiert durch die konstitutive Expression von CD25, CTLA4
(Cytotoxic T Lymphocyte-associated 4) und GITR auf ihrer Oberflache und
intrazelluldar durch den Transkriptionsfaktor Forkhead Box P3 (FoxP3). FoxP3,
auch scurfin genannt, gehdért zur Familie der Forkhead/winged-helix
Transkriptionsfaktoren. Wahrend die drei Oberflachenmolekiile CD25, CTLA4

und GITR auch von konventionellen CD4" T-Zellen nach Aktivierung exprimiert
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werden, wird, zumindest in Mausen, FoxP3 tatsachlich nur in nTregs und

15,16

verschiedenen induzierten iTregs exprimiert Mause mit einer natirlich

auftretenden Mutation im FoxP3 Gen, so genannte scurfy Mause, entwickeln
schwere Autoimmunerkrankungen durch eine massive CD4* T-Zellinfiltration *7.
Scurfy Mause weisen zwar eine hohe Anzahl an CD4'CD25" T-Zellen auf,
allerdings handelt es sich bei diesen Zellen mit groRer Wahrscheinlichkeit um
aktivierte konventionelle CD4" T-Zellen. Ein Phanotyp der konventionellen CD4"
T-Zellen aus den scurfy Mausen ist, dass sie hyperresponsiv auf die Aktivierung
durch TZR-Stimuli in Abwesenheit kostimulatorischer Signale reagieren. Des
Weiteren produzieren sie nach Aktivierung mit beschleunigter Kinetik grolie
Mengen an IL-2 und anderen Cytokinen '®. Als Pendant zur scurfy Maus wurde
im Menschen das IPEX-Syndrom (immune dysregulation, polyendocrinopathy,
enteropathy, X-linked syndrome) entdeckt, bei dem die Betroffenen aufgrund von
Mutationen im FoxP3 Gen autoimmune Erkrankungen entwickeln. Analog zur
Maus fuhrt das IPEX-Syndrom ohne Behandlung zu einem frihen Tod der
betroffenen Kinder innerhalb des ersten Lebensjahres '92',

Nach Transduktion von FoxP3 weisen konventionelle CD4" T-Zellen sowohl den
anergen Phanotyp als auch die nTreg spezifischen Oberflachenmolekule auf und
besitzen in vitro und in vivo suppressive Eigenschaften '®2%?3. Somit scheint der
Transkriptionsfaktor FoxP3 wesentlich an der Entwicklung und Funktion von

nTregs beteiligt zu sein.

Tabelle 2: Anomalien von nTregs in humanen Autoimmunerkrankungen.

Erkrankung nTregs Veranderungen Literaturangabe

Kawasaki Krankeit; niedrige Zellzahl an nTregs, aber Furuno et al. 2004 24;

Systemische Lupus

erythematosus.

Autoimmune Hepatitis.

Chronisch entziindliche
Darmerkrankunen;
Rheumatoide Arthritis.

Diabetes Typ |;
Multiple Sklerose.

unbekannte Funktion.

niedrige Zellzahl an nTregs mit

eingeschrankter Funktion.

niedrige Zellzahl an nTregs mit
normaler Funktion in der Peripherie,
aber erhdhte Zellzahl an nTregs mit
erhohter Funktion im entziindeten

Gewebe.

unveranderte Zellzahl an nTregs, aber|

eingeschrankte Funktion.

Crispin et al. 2003 %;
Liu et al. 2004 %.

Longhi et al. 2004 ';
Longhi et al. 2006 %,

Makita et al. 2004 2°; Maul et

al. 2005 %,

Agardh et al. 2006 *";
de Kleer et al. 2004 *;
Liu et al. 2005 *,

Brusko et al. 2005 *;
Lindley et al. 2005 *;
Viglietta et al. 2004 ¢
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Wie sich der Tabelle 2 entnehmen Iasst, liegen bei den meisten
Autoimmunerkrankungen zu niedrige Zellzahlen an nTregs vor, so dass sie ihre
Funktion, autoreaktive T-Zellen zu hemmen, nicht angemessen ausflihren
kdnnen. Die Induktion, Expansion oder der Transfer von nTregs in den Patienten

stellt daher ein grofl3es Potential fir nTreg-basierte Therapieansatze dar.

1.3.2 Induzierte requlatorische T-Zellen (iTregs)

Induzierte CD4'CD25" regulatorische T-Zellen (iTregs) konnen auf
unterschiedliche Weise in der Peripherie aus konventionellen CD4" T-Zellen
entstehen. In Gegenwart des Cytokins Transforming Growth Factor beta (TGF-B)
kann in konventionellen CD4" T-Zellen die Expression von FoxP3 induziert
werden. Diese iTregs besitzen nTreg typische suppressive Eigenschaften 3°.
Es wurde allerdings beobachtet, dass bei Anwesenheit von IL-6 bei der TGF-§3-
abhangigen in vitro Induktion, die Differenzierung zu FoxP3*-positiven T-Zellen
behindert ist und die Differenzierung zu Th17-Zellen bevorzugt wird “**'. Die
Gegenwart von IL-2 wiederum vereinfacht die Differenzierung zu FoxP3'-
positiven T-Zellen, aber inhibiert die Differenzierung zu Th17-Zellen 42 7usatzlich
zeigte sich der Vitamin A Metabolit Retinolsaure in der Lage, die IL-6-abhangige
Differenzierung zu Th17-Zellen zu hemmen und stattdessen die Differenzierung
zu FoxP3*-positiven T-Zellen anzuregen **. Somit spielen sowohl IL-2 als auch
die Retinolsdure eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Balance
zwischen entzindungshemmender (FoxP3*-positiven T-Zellen) und
entziindungsfordernder (Th17-Zellen) TGF-B-induzierter Immunitat. Nachdem
gezeigt wurde, dass die TGF-B-induzierten iTregs in Gegenwart von IL-2 alle
nTreg typischen Eigenschaften in vitro aufweisen, konnte kirzlich gezeigt
werden, dass der Transfer von TGF-B-induzierten iTregs auch in der Lage ist in
vivo die Autoimmunerkrankungen von scurfy Mausen zu heilen **. iTregs lassen
sich neben TGF-B auch durch lang anhaltende und wiederholte Stimulation mit
spezifischem Antigen, beispielsweise durch orale Verabreichung, aus
konventionellen CD4* T-Zellen generieren “**®. Eine weitere Studie zu iTregs
beschreibt eine Cyclooxygenase COX-2 Abhangkeit, die zur Produktion von
Prostaglandin E2 (PGE2) fiihrt *. PGE2 kann durch Erhéhung des second

messengers cAMP (cyclic adenosine monophosphat) einerseits die IL-2

Expression inhibieren, andererseits die FoxP3 Expression induzieren “4°.
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Neben den oben erwahnten iTregs gibt es unter den induzierten regulatorischen
T-Zellen zusatzlich noch Tr1- (T regulatory type1-) und Th3- (T-Helfer-) Zellen.
Beide Zelltypen vermitteln ihre suppressiven Eigenschaften vorwiegend Uber
I6sliche Faktoren. Tr1-Zellen, die kein FoxP3 exprimieren, produzieren nach TZR
Stimulation primar IL-10. Th3-Zellen, die sowohl FoxP3*-positiv als auch FoxP3™-

negativ sein kdnnen, sind primar charakterisiert durch die Bildung von TGF-B *°.

1.3.3 Mechanismen der nTreqg- vermittelten Suppression

Obwohl der Mechanismus der nTreg- vermittelten Suppression von CD4" T-
Zellen noch nicht komplett verstanden ist, wurden in den letzten Jahren
verschiedene Mechanismen postuliert. 1998 konnte durch Transwell™
Experimente gezeigt werden, dass die Suppression von konventionellen CD4" T-
Zellen in vitro ein zellkontaktabhangiger Prozess ist '""*°. Eine Suppression fand
nicht statt, wenn beide Zelltypen durch eine semipermeable Membran getrennt
waren, die lediglich einen Austausch I6slicher Mediatoren zuldsst.

Trotzdem wurde die Beteiligung der Cytokine TGF-f und IL-10 lange Zeit
kontrovers diskutiert. Nakamura et al. konnten schliel3lich zeigen, dass hohe
Dosen an anti-TGF-B die nTreg-vermittelte Suppression in vitro komplett
aufheben konnte °'. Allerdings wirkt TGF-B, das in groRen Mengen von nTregs
produziert wird, nicht I6slich, sondern gebunden auf der Zelloberflache von
nTregs. Wurden CD4" T-Zellen in Gegenwart von IL-10 aktiviert, zeigten diese
Zellen inhibitorische Effekte, die sie tber IL-10 und TGF-B vermittelten %2 Es
stellte sich dann jedoch heraus, dass es sich bei diesen Zellen um Tr1-Zellen
handelte.

Verschiedene weitere Studien zeigen, dass nTregs zytolytische Aktivitaten
aufweisen und Zielzellen direkt mit Hilfe von Granzym B und Perforin abtéten
kdnnen 5°°,

2007 wurden zwei weitere interessante Publikationen verdéffentlicht, die sich mit
der Freisetzung von Adenosin oder ihrer Metabolite beschéaftigen. In der
Publikation von Deaglio wird gezeigt, dass die Suppression durch Adenosin
vermittelt wird, welches durch die nTreg- assoziierten Oberflachenmolekile
CD39 und CD73 generiert wird und Uber den Adenosin A2A Rezeptor auf
konventionelle CD4" T-Zellen wirkt %®. In der zweiten Publikation von Bopp et al.
wurde gezeigt, dass der von nTregs in groRen Mengen produzierte second

messenger cAMP (cyclic adenosine monophosphat) nach Kontakt tber Gap
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Junctions auf konventionelle CD4" T-Zellen Ubertragen wird und so die

Proliferation dieser T-Zellen verhindert *’.

Es lasst sich erkennen, dass trotz jahrelanger Forschung, noch nicht vollstandig
geklart ist, wie nTregs ihre suppressiven Effekte auf andere Zellen vermitteln. Die
nTreg-vermittelte Suppression scheint ein komplexer Mechanismus zu sein, an
dem viele Faktoren beteiligt sind. Die Weise wie nTregs wirken, scheint sowohl
von der zu supprimierenden Zellart abzuhangen als auch von den
Beschaffenheiten des umgebenden Milieus.

Da sich das Genprofil von nTregs von dem naiver oder aktivierter konventioneller
CD4" T-Zellen grundlegend unterscheidet, ist es von groRer Bedeutung
regulatorische Elemente zu identifizieren, die an der nTreg-vermittelten

Suppression entscheidend beteiligt sind.
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1.4 Transkriptionsfaktoren der IKAROS- Familie

Bereits publizierte als auch in unserem Labor durchgefiihrte vergleichende
Genexpressionsanalysen von nTregs und konventionellen CD4" T-Zellen hatten
ergeben, dass die Transkriptionsfaktoren HELIOS und EOS préaferentiell in
nTregs exprimiert werden °*®°. HELIOS und EOS sind Mitglieder der IKAROS-
Proteinfamilie. Bereits in den neunziger Jahren wurde der Namensgeber
IKAROS als wichtiger Regulator bei der Reifung und Differenzierung von
Lymphozyten beschrieben 53, IKAROS ist auch als wichtiger Regulator bei der
negativen Selektion beschrieben und spielt auRerdem bei der Differenzierung der
CD4 CD8-doppelnegativen Thymozyten zu CD4*- oder CD8"-einzelpositiven T-

% In einer erst kiirzlich erschienenen

Zellen eine entscheidende Rolle
Publikation konnte gezeigt werden, dass IKAROS an der Differenzierung von

CD4" T-Zellen zu Th2-Zellen beteiligt ist ®°.

nw, = o e i e e e e oo

Dimer

H_/ \ i

DNA Bindung Dimerisierung

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Transkriptionsfaktoren der IKAROS- Genfamilie.
Obere Abbildung: In grau dargestellt sind die maximal acht Exons der Transkriptionsfaktoren, in
schwarz dargestellt sind die maximal sechs Zinkfinger-Domanen. Untere Abbildung: Vereinfachte

Darstellung eines Dimers (iibernommen von ).

Die Mitglieder der IKAROS- Familie, die zu den Zinkfinger Proteinen zahlen,
besitzen am N-Terminus Zinkfinger-Domanen, die fur die Aktivierung der
Transkription und fur die DNA-Bindung nétig sind. Am C-Terminus dieser
Proteine befinden sich die Domanen fur die Dimerisierung (Abbildung 2). Die

Dimerisierung erfolgt entweder homotypisch mit dem gleichen Protein oder
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heterotypisch mit einem anderen Protein der IKAROS- Familie. Zu weiteren
Mitgliedern der IKAROS- Proteinfamilie gehéren neben IKAROS, HELIOS und
EOS, noch AIOLOS und PEGASUS. Der C-terminale Bereich ist bei allen
Familienmitgliedern hoch konserviert, weist immer zwei Zinkfinger auf und ist

somit charakteristisch fur diese Familie °%

. Der N-Terminus dagegen ist
variabler gestaltet und kann aufgrund alternativen Spleifdens unterschiedlich viele
Zinkfinger besitzen, was dazu flhrt, dass diese Transkriptionsfaktoren in

verschiedenen Spleivarianten (Isoformen) vorliegen kdnnen °°.

1.4.1 Der Transkriptionsfaktor HELIOS

Der Transkriptionsfaktor HELIOS lasst sich in der Maus schon relativ frih in

hamatopoetischen Zellen des Embryos detektieren. Spater in der erwachsenen
Maus zeigt sich eine Expression von HELIOS in hdmatopoetischen Stammzellen,
reifenden Erythrozyten, Makrophagen, sowie in B-Zellen, aber hauptsachlich
findet man HELIOS in T-Zellen %8%°%_ |n der T-Zellpopulation wird der
Transkriptionsfaktor HELIOS vor allem in nTregs exprimiert %4°.

Da sich gezeigt hat, dass der Transkriptionsfaktor FoxP3 entscheidend an der
Entwicklung und Funktion von nTregs beteiligt ist, ist es extrem wichtig zu
verstehen, welche Faktoren bei der Induktion der FoxP3 Expression beteiligt
sind. Wahrend sich HELIOS bereits in CD4 CD8-doppelnegativen Thymozyten
detektieren lasst, findet man FoxP3 dagegen erst im CD4"-einzelpositiven
Stadium der T-Zell-Entwicklung im Thymus . Damit kénnte HELIOS ein Faktor
sein, der die Expression von FoxP3 entweder induzieren oder zumindest

stabilisieren kann.

In humanen T-Zellen sind bisher acht verschiedene Spleilivarianten von HELIOS
bekannt, wobei nur zwei davon in gesunden Individuen exprimiert werden .
Die Existenz von zwei HELIOS Isoformen in der Maus konnte durch
Klonierungsstudien in unserem Labor bestatigt werden (unveroffentlichte Daten).
Unter den zwei Isoformen befindet sich eine lange und eine kurze Isoform

(Abbildung 3).
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N- Terminus C- Terminus

Hetios_tong [ ) e e == e ) o
Helios_short [ ] I:le [I:I] ] [I:l ] ﬂ
N v o —

DNA Bindung Dimerisierung

Abbildung 3: Schematische Darstellung der beiden HELIOS Isoformen. Beide HELIOS
Isoformen besitzen zwei C-terminale Zinkfinger fiir die Dimerisierung. Die lange HELIOS Isoform
bindet mit vier N-terminalen Zinkfingern an die DNA, die kurze HELIOS Isoform bendtigt nur drei
Zinkfinger.

Wahrend die lange HELIOS Isoform, HELIOS long, mit vier N-terminalen
Zinkfingern an die DNA bindet, bendtigt die kurze HELIOS Isoform,
HELIOS_short, nur drei Zinkfinger. Dadurch erkennen die beiden Spleil3varianten
unterschiedliche DNA-Sequenzen und sind fur die Aktivierung oder Inhibierung
unterschiedlicher Gene verantwortlich.

Zur Gewahrleistung der exakten Funktion von HELIOS ist daher das richtige
Gleichgewicht zwischen langer und kurzer Isoform zwingend erforderlich. Es hat
sich gezeigt, dass eine Uberschissige Expression von verkirzten HELIOS
Isoformen zu Leuk@mien und T-Zell-Lymphomen in der Maus fihren kann und
diesem Transkriptionsfaktor somit eine Funktion als Tumorsuppresssorgen®

zugeschrieben wird "°72,

B Tumorsuppressorgene codieren fir Proteine, die z.B. an der Kontrolle des Zellzyklus oder der
Apoptose beteiligt sind. Dadurch senken sie die Wahrscheinlichkeit einer Tumorentwicklung.
Mutationen dieser Gene erhdhen demnach die Wahrscheinlichkeit einer Tumorbildung.
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1.4.2 Der Transkriptionsfaktor EOS

Der Transkriptionsfaktor EOS wird hauptsachlich im zentralen und peripheren

Nervensystem exprimiert, lasst sich aber genauso wie HELIOS, wenn auch in
geringerem MaRe, in hdmatopoetischen Zellen und in T-Zellen detektieren 7.

Durch Klonierungsstudien in unserem Labor konnten von EOS vier Isoformen
charakterisiert werden (unveréffentlichte Daten). Diese Isoformen, zwei lange
und zwei kulrzere, entstehen wie bei allen Mitgliedern der IKAROS- Genfamilie

aufgrund alternativen SpleiRens (Abbildung 4).

N- Terminus C- Terminus

EOS_long e e e i e s e e
EOS_short D% o o e e
EOS_Spart missing [ e [H]ﬁ i ] T
c0S superond - e e e e e e
< ~ < ——

DNA Bindung Dimerisierung

Abbildung 4: Schematische Darstellung der vier EOS Isoformen. Die vier EOS Isoformen
besitzen am C-Terminus zwei Zinkfinger fir die Dimerisierung mit Mitgliedern der IKAROSfamilie.

Die N-terminalen Zinkfinger sind an der DNA Bindung beteiligt.

Da alle vier EOS Spleildvarianten die gleiche Anzahl N-terminaler Zinkfinger
aufweisen, kann man annehmen, dass die unterschiedlich langen Isoformen

gleiche DNA-Ekennungssequenzen besitzen.

Unter allen Mitgliedern der IKAROS- Proteinfamilie ist der Transkriptionsfaktor
EOS derjenige, der HELIOS am ahnlichsten ist, da beide Transkriptionsfaktoren
vergleichbare DNA- und Protein- Bindungseigenschaften aufweisen . Allerdings
wird HELIOS eine Rolle als transkriptioneller Aktivator zugesprochen, EOS

dagegen fungiert als Repressor °.
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1.5 microRNAs

Neben Transkriptionsfaktoren, welche die Expression von Genen kontrollieren,
gibt es auch auf posttranskriptioneller Ebene regulierende Elemente. Dazu
zahlen so genannte microRNAs (miRNAs). Eine kurzlich veroffentlichte Studie
Uber die miRNA142-3p hat gezeigt, dass microRNAs auch in der Regulation der
nTreg-vermittelten Suppression eine Rolle spielen ”’

miRNAs sind kleine nicht-kodierende RNA Molekiile, die eine wichtige Funktion
im Organismus einnehmen, da sie den Proteinhaushalt einer Zelle durch
Inhibition der Translation oder Degradation von messenger RNAs (mRNA)
regulieren kdnnen "#7°. MicroRNAs werden, wie sich der Abbildung 5 entnehmen
lasst, als lange primare miRNA-Transkripte (pri-miRNA) durch die RNA-
Polymerase Il im Zellkern transkribiert und durch das RNase-IlI-Enzym DROSHA
zu miRNA-Vorlaufermolekilen (pre-miRNA) prozessiert. Nach dem Transport ins
Zytoplasma entsteht durch das RNase-lll-Enzym DICER aus der pre-miRNA
zunachst eine doppelstrangige miRNA. Zusammen mit RISC (RNA-induced
silencing complex) bildet die einzelstrangige maturierte microRNA einen
Komplex, der die Interaktion mit der Ziel-mRNA erlaubt. Die Verbindung beruht
auf partieller Komplementaritat zwischen der miRNA und der 3’'UTR (untranslated
region) der Ziel-mRNA 8.

/ —-— - ~
- ~ ~
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/ \ QE [po-mir: TR \
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der microRNA Biosynthese.
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Es hat sich gezeigt, dass das Enzym DICER eine besonders wichtige Aufgabe
bei der Prozessierung der miRNA einnimmt. Wird DICER in der frihen T-Zell-
Entwicklung entfernt, kommt es zu einer 10-fachen Verminderung an CD4"-
positiven und CD8*-positiven T-Zellen im Thymus %°. Wird DICER erst in der
spateren T-Zell-Entwicklung ausgeschaltet, resultiert dies in einer verminderten
T-Zell-Entwicklung und in einer divergierenden T-Helferzell-Differenzierung und
Cytokinproduktion ®'. Der spezifische knockout von DICER in CD4*-T-Zellen fiihrt
in der Maus zu einer reduzierten Zellzahl an regulatorischen T-Zellen und zu der
Ausbildung verschiedenster Immunerkrankungen 2. In der gleichen Arbeit konnte
auRerdem gezeigt werden, dass nTregs und konventionelle CD4" T-Zellen
unterschiedliche miRNA Profile aufweisen, wobei das miRNA Profil von
aktivierten konventionellen CD4" T-Zellen dabei sehr stark dem Profil von nTregs

entspricht.

1.5.1 microRNA155 (miR155)
Es hat sich gezeigt, dass eine spezielle microRNA, die microRNA155 (miR155),

eine entscheidende Funktion bei den verschiedensten Immunantworten
einnimmt. Bei der Bildung dieser microRNA wird aus dem transkribierten
Vorlaufer BIC (B-cell integration cluster) die maturierte miR155 prozessiert 2. Da
die miR155 sowohl in Makrophagen und Dendritischen Zellen als auch in B- und
T-Zellen exprimiert wird, spielt sie eine wichtige Rolle bei der Regulation von

8486 Sowohl in

Zellen des angeborenen und des adaptiven Immunsystems
humanen wie auch in murinen CD4" T-Zellen ist BIC und somit die miR155 in
ruhenden Zellen kaum detektierbar, nach TZR Stimulation jedoch ist eine relativ
frihe BIC/miR155 Expression zu erkennen ¥ Dass die miR155 entscheidend
an der Entwicklung und Funktion von T-Zellen, insbesondere der T-Helfer-Zellen,
beteiligt ist, konnte durch BIC/miR155 knock-out Mause gezeigt werden 8%,

Ist die Regulation der miR155 gestdrt, kann es zur Entstehung von Karzinomen

899 So wurde beispielsweise gezeigt, dass die

und Lymphomen kommen
miR155 verstarkt in B-Zell-Lymphomen exprimiert vorliegt *°. Transgene
Mause, welche die miR155 spezifisch in B-Zellen Uberexprimieren, wiesen eine
erhdhte Expression von etwa 200 Proliferations-assoziierten Genen auf *.
Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass eine einzige microRNA in der Lage ist, viele

verschiedene Ziel-mRNAs zu regulieren.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Molekllen, die entscheidend an
der Entwicklung von nTregs oder der nTreg- vermittelten Suppression beteiligt
sind und dabei entweder in den regulatorischen T-Zellen selbst oder in den
konventionellen CD4" T-Zellen (Effektorzellen) nach Aktivierung verstarkt
exprimiert werden.

In diesem Zusammenhang sollte die Rolle der IKAROS- Familienmitglieder
HELIOS und EOS analysiert werden. Durch vergleichende Genexpressions-
analysen zeigte sich, dass diese beiden Transkriptionsfaktoren in natirlich
vorkommenden regulatorischen T-Zellen stark exprimiert vorliegen.

Des Weiteren befasst sich diese Arbeit mit der microRNA155 und ihrer Funktion
als wichtiger Regulator der Translation und Degradation von mRNAs bei der

nTreg- vermittelten Suppression.
Ob die oben genannten Faktoren an der transkriptionellen Kontrolle der

Entwicklung und Funktion von nTregs beteiligt sind, sollte sowohl in vitro als auch

in vivo in dieser Arbeit naher untersucht werden.
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2,

Material und Methoden

Die verwendeten Materialien wurden, wenn nicht anders angegeben, mit dem

Reinheitsgrad p.a. von den Firmen Costar, Greiner, Roth, Sarstedt oder VWR

bezogen. Die verwendeten Zentrifugen und Brutschranke sind von der Firma

Heraeus.

2.1

211

Puffer/Losungen

Puffer/Lésungen/Antikorper/Oligonukleotide

Verwendetes Wasser wurde voll entsalzt (Millipore-Entmineralisierungsanlage,

Fa. Millipore), durch Aktivkohle gereinigt und steril-filtriert (0.2um Sterilfilter).

Soweit nicht anders angegeben, wurden folgende Puffer und L&sungen

verwendet.

Tabelle 3: Puffer und Losungen (alphabetisch geordnet)

Puffer/L6sungen Zusammensetzung

ACK-Puffer 150mM NH,CI; 1mM KHCO3;; 0.1mM EDTA,;
pH 7.3.

,Blutpuffer’ 30mM EDTA; 0.1% NaNs; in 1x PBS.

DEPC- Wasser
(Diethylpyrocarbonat)

Gey'’s Lysepuffer

GM
(GroRer MACS- Puffer)

IMDM

(Iscove’s  modified
medium)

Ladepuffer 4x

Dulbecco’s

0.1% DEPC in H,O Uber Nacht riihren;
anschlieend autoklavieren.

8.28g/l NH,CI; 19/l KHCO3; 0.037g/I EDTA.

0.5%BSA; 0.01% NaNj; 5mM EDTA; in 1x PBS.

17.67g/l IMDM Trockenpulver; 3.02g/l| NaHCO3;
1% Penicillin/Streptomycinlésung;
0.05mM 2-Mercaptoethanol;

Phenolrot als Indikator.

4.3M Gilycerin; 0.56M TRIS; 0.42M TRIS-HCI; 0.3M

LDS; 1.6mM EDTA,;
0.88mM Bromphenolblau;
0.5mM Bromphenolrot; 0.2M DTT.
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MEM 10.58g/l MEM Trockenpulver; 4.77g/l HEPES.

(minimal essential medium)

MOPS-Puffer 10x 200mM MOPS; 50mM NaAc; 10mM EDTA,;
(Morpholinopropansulfonsaure) pH 7 mit 10N NaOH.

PBS 10x 1.4M NaCl; 0.1M NaH,POQy;

(phosphate buffered saline) pH 6.6 mit 10N NaOH.

RIPA-Puffer 10x 1M TRIS; 5M NaCl; 0.5M EDTA,; 0.13M Cholic Acid;

60mM NaF; 10% NP-40; 37mM LDS; pH 8.

‘Stripping Puffer’ 62.5mM TRIS-HCI; 2% SDS;
0.1M B-Mercaptoethanol.

TBE- Puffer 89mM TRIS; 89mM H;BO;; 2mM EDTA; pH 8.
(Tris-Borat-EDTA)

TBS-Puffer 20x 20mM TRIS-Base; 180mM TRIS-HCI; 3M NaCl.

(Tris buffered saline)

TBST-Puffer 20x 20mM TRIS-Base; 180mM TRIS-HCI; 3M NaCl;
(Tris buffered saline Tween20) 1%Tween20.
TE-Puffer 10mM TRIS; 1mM EDTA,; pH 8.
(Tris-EDTA)
TM (Testmedium) 5% FCS super; 1% Glutamin; 1% Na- Pyruvat;
in IMDM.
Treg- Medium 100ng/ml mrIL-2 in Testmedium.
Trypanblau 4 Teile 0.2% Trypanblau; 1 Teil 4.25% NaCl.

Die Medien IMDM und MEM wurden als Trockensubstanz von der Firma Gibco
bezogen, die Ubrigen verwendeten Chemikalien, wenn nicht anders angegeben,

von den Firmen Gibco, Merck, Roche, Roth oder Sigma-Aldrich.
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21.2

Antikorper und Beads

Nachfolgender Tabelle lasst sich entnehmen, woher die Antikdrper und Beads flr

die T-Zellanreinigung und T-Zellstimulation bezogen wurden.

Tabelle 4: Antikorper/Beads (alphabetisch geordnet)

Antikérper/Beads

Hersteller

anti-CD3 (Klon 145-2C11)

anti-CD28 (Klon 31.51)

anti-MAC1 (CD11b)- Beads
(4*10° Beads/ml)

anti-PE Beads
Biotin anti-CD25 (Klon 7D4)

Biotin anti-CD4 (Klon H129.19)

Dynalbeads CD8 (Lyt2)
(4*10° Beads/ml)

Dynalbeads panB (B220)
(4*10° Beads/ml)

Sa-Beads (Streptavidin)

Sa-PE (Streptavidin gekoppelt
mit Phycoerythrin)

zur Verfugung gestellt von Dr. Bluestone (Ben May
Institute, Departement of Pathology, Chicago, USA)

zur Verfugung gestellt von Dr. Allison durch

Dr. Leclerq (Universitat Gent, Belgien)

gekoppelt mit Epoxy Dynalbeads im eigenen Labor
durch A. Hobel

Miltenyi Biotech
BD Pharmingen

Dr. Huber (Hautklinik Mainz), im eigenen Labor

biotinyliert

Dynal (Prod.Nr. 114.07)

Dynal (Prod.Nr. 114.01)

Miltenyi Biotech

Jackson Immuno Research
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21.3 Oligonukleotide

Zur Vermeidung der Amplifikation genomischer DNA wurden die Oligonukleotide

so gewahlt, dass sie eine Intron/Exon Grenze umspannen.

Tabelle 5: Synthetische Oligonukleotide (Primer) (alphabetisch geordnet)

Name Sequenz (5’ 2> 3’)

AIOLOS _for 5" — GAA GAC GAA GAT GCAGGAGAAG-3
AIOLOS rev 5 -ACGTGTCTCTCCAGCTTAATGC-3
BACH1_for 5" - GAG TCG GAA ATC GAG AAGCTGCA-3
BACH1_rev 5 -TCCTTG CACACCTGC TGACAAAG-3

BIC for 5 -TCATCT GAG AAAACAGCAAAGTTTA -3
BIC rev 5 —CAG CAT ACAGCCTTCAGC AA -3

EOS for 5 —-CCCCACAGAAGTTTGTAGGTG -3

EOS rev 5 —GGT GTG AGT TCT GAG ATG CAG -3
FoxP3_for 5 -CTTATCCGATGG GCCATCCTGGAAG -&
FoxP3_rev 5 -TTCCAG GTGGCG GGG TGG TTT CTG -3

FoxP3-Promotor.for
FoxP3-Promotor.rev
Gesamt-HELIOS _for
Gesamt-HELIOS _rev
HELIOS long_for
HELIOS long_rev
HELIOS_short_for
HELIOS_short_rev
HGPRT _for

HGPRT rev

IKAROS _for
IKAROS rev
IL-2_for

IL-2_rev
PEGASUS for
PEGASUS rev

5" - CTCCAACGTCTCACAAACAC -3

5" - CAATGAGATAACAGGGCTCA -3
5"-ACCTCAGGACCCATTCTGTGG -3

5 -TGAGCT TCT CTATGACAG CAGG -3
5 -GTCTGT GGCATGGTTTGCATTG -3

5 -CACTTGTGAGGT TTACCCACAG -3
5’ - ATC CGG CTT CCG AAT GGT GAG -3

5 -CACTTGTGAGGT TTACCCACAG -3
5 -GTTGGATACAGGCCAGACTTITGTTG -3
5" - GAG GGT AGG CTG GCC TATAGG CT -3
5’ GTC GAT GAG GGT CAAGACATG -3

5 -CACTCT TGG AGT TCT GCT GTG -3

5’ - CCT GAG CAG GAT GGAGAATTACA-3
5"-TCCAGAACATGCCGCAGAG-3

5" - AGA GAC TCT TCA GGG AGC TGG -3

5 - GAT GTG CTC AAT GAG CCT GGC -3’

Die verwendeten Oligonukleotide wurden, wenn nicht anders angegeben, in einer
Konzentration von 100pmol/ul von der Firma Metabion bezogen, bei -20°C

aufbewahrt und in einer Konzentration von 5pmol/ul in der PCR eingesetzt.

20



Material und Methoden

2.2 Versuchstiere

Alle verwendeten Mausstdamme wurden unter konventionellen Bedingungen,
Wasser und Futter ad libitum und kunstlichem Tag-Nacht-Zyklus unter pathogen-
freien (special pathogen free) Bedingungen gehalten.

Die Mause wurden im Alter von 5 bis 16 Wochen fir die Versuche eingesetzt.

2.3 Methoden

2.31 Zellbiologische Methoden

Milzzellpraparation

Die Maus wurde durch Vergasung mit CO, getttet. Nach Entnahme der Milz
wurde das Organ durch ein Metallsieb (60 gauge) gedrickt und mit
MEM/2%FCS-Puffer resuspendiert. Durch 10-minitige Sedimentation der
Milzsuspension  wurden grolle  Gewebebestandteile entfernt.  Nach
anschlielRender Zentrifugation (10min bei 600xg) wurden die Erythrozyten in der
Zellsuspension 2min mit Gey’s Lysepuffer (1ml pro Milz) lysiert. Die Lysereaktion
wurde durch Zugabe von MEM/2%FCS gestoppt. Nach einer weiteren
Zentrifugation und einem weiteren Zellsieb (40um; Fa. BD) wurden die Zellen

gezahlt und die Zellzahl auf 1x10%/ml mit kaltem GM-Puffer eingestellt.

Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit
Trypanblau verdinnt. Tote Zellen wurden dabei blau angefarbt, da der Farbstoff
durch defekte Zellmembranen dringen kann. Lebende Zellen erschienen im
Mikroskop hell. Mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer (Fa. Brand) liel3 sich die

Zellzahl nach folgender Formel berechnen:

Zellzahl = gezahlte Zellen * Verdiinnungsfaktor * Volumen * Kammerfaktor 10
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CD4'CD25" T-Zellanreiniqung aus Milzzellen (nTregs)

Nachdem die Zellen auf 1x10%/ml mit kaltem GM-Puffer eingestellt wurden, wurde
wie folgt vorgegangen:

1. Zugabe von 1.25ug/ml 7D4bio pro 1*108 Zellen

2. Inkubation bei 4°C fur 20min

3. 2maliges Waschen der Milzzellen mit kaltem GM (Zentrifugation: 10min,
600xg, 4°C)

4. Zugabe von Sa-PE Beads in einem Verhaltnis von 1:400 pro 1*108 Zellen
Inkubation bei 4°C fur 20min
2maliges Waschen der Milzzellen mit kaltem GM (Zentrifugation: 10min,
600xg, 4°C)

7. Zugabe von 10yl anti-PE- Beads pro 1*10® Zellen in einem Endvolumen
von max. 1ml
Inkubation bei 4°C fir 15min, danach bei RT fir 10min auf Schuttler

9. Zellsuspension uber 40um Zellsieb (Fa. BD)

10. 2maliges Waschen der Milzzellen/Zellsieb mit kaltem GM (Zentrifugation:
10min, 600xg, 4°C)
[In der Waschphase MACS®- Zellseparationsséulen vorbereiten (s.u.)]

11. Zellpellet in warmen GM- Puffer aufnehmen; Endvolumen 5ml pro Saule;
max. 5*10° Zellen pro Saule; Saulen in Magnet (Fa. Miltenyi) fixieren

12. Zellsuspension ml-weise Uber die Separationssaulen geben

13. Spulen des Réhrchens mit 3ml warmen GM; ml-weise Uber die Saulen

14. 2maliges Spulen der Saulen mit 3ml warmen GM

15. Saulen aus Magnet nehmen und gebundene Zellen mit 5ml warmen GM
und sterilem Stempel eluieren;
(= Durchlauf fiir die Anreinigung der CD4" Zellen verwenden)

16. Eluate vereinigen und erneut lber eine Saule geben (Schritte 12-15)

17. Zellzahl bestimmen

Vorbereiten der MACS®- Zellseparationssaulen der Fa. Miltenyi

Die Saulen wurden mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe wie folgt behandelt:
1. spulen mit 20ml 1x PBS + 1/1000 Tween20 (unsteril)

spulen mit 20ml 1x PBS (unsteril)

spulen mit 20ml Isopropanol (unsteril)

spulen mit 5ml Isopropanol (steril)

spulen mit 5ml 1x PBS/0.5% BSA (steril)

o &~ b
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DYNA- Beads Behandlung (Entfernen von CD8" T-Zellen, B- Zellen

und Makrophagen)

Nach

der CD25" Anreinigung wird von einer 30%igen Verunreinigung

ausgegangen, davon 50% B- Zellen.

1.
2.
3.

Zellzahl bestimmen und Zellen in 1ml PBS/0.5% BSA aufnehmen

von der Gesamtzellzahl 30% berechnen als Gesamt-Verunreinigung

von den 30% Gesamt-Verunreinigung 50% berechnen als B-Zell-
Verunreinigung

von diesen 50% die 8-fache Menge in pl an anti-B220 Beads zugeben

5. von der in 4. berechneten 8-fachen Menge in pl die Halfte in pyl an anti-

MAC1 Beads zugeben

von der in 4. berechneten 8-fachen Menge in ul das 1%~ fache in yl an
anti-CD8 Beads zugeben

Inkubation bei RT flir 20min auf Ruttler

8. Abstoppen der Reaktion mit 5ml PBS/10%FCS

10.

11.

12.

13.
14.

Roéhrchen in Magneten (DYNAL Biotech, Fa. Invitrogen) stellen und 2min

warten

Vorsichtiges Abziehen der CD25" Zellsuspension und in neues Rohrchen
Uberfihren

Altes Rohrchen erneut mit 5ml PBS/10%FCS auffillen und

resuspendieren

Réhrchen in Magneten stellen und 2min warten

Vorsichtiges Abziehen der CD25" Zellsuspension

Zellpellet nach Zentrifugation (10min, 600xg, 4°C) in Treg-Medium

aufnehmen und Zellzahl bestimmen

CD4'CD25" T-Zellanreinigung (konventionelle CD4" T-Zellen)

Die Anreinigung erfolgte entweder aus dem 1. Durchlauf der CD25" T-

Zellanreinigung oder direkt aus Milzzellen.

1.

2
3.
4

Zellzahl auf 1x108/ml mit kaltem GM-Puffer einstellen

. Zugabe von 0.5pg/ml H129.19-bio pro 1*10° Zellen

Inkubation bei 4°C fur 10min
2maliges Waschen der Milzzellen mit kaltem GM (Zentrifugation: 10min,
600xg, 4°C)

5. Zugabe von Sa- Beads in einem Verhaltnis von 1:40 pro 1*10° Zellen

Inkubation bei 4°C fir 10min
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10.
11.
12.

13.
14.
15.

2maliges Waschen der Milzzellen mit kaltem GM (Zentrifugation: 10min,
600xg, 4°C)

[In der Waschphase MACS®- Zellseparationss&ulen vorbereiten]

Zellpellet in warmen GM- Puffer aufnehmen; Endvolumen 5ml pro Saule;
max. 5*10° Zellen pro Saule; Saulen in Magnet fixieren

Zellsuspension ml-weise Uber die Separationssaule geben

Spullen des Réhrchens mit 3ml warmen GM; ml-weise Uber die Saule
2maliges Spulen der Saule mit 3ml warmen GM

Saule aus Magnet nehmen und gebundene Zellen mit 5ml warmen GM
und sterilem Stempel eluieren

Eluat erneut Uber eine Saule geben (Schritte 9-12 wiederholen)

Zellzahl bestimmen

Zellpellet nach Zentrifugation (10min, 600xg, 4°C) in Testmedium

aufnehmen

Stimulation/Voraktivierung von T-Zellen

Die Zellen wurden durch Quervernetzung der T-Zell-Rezeptor-assoziierten CD3

Komplexe mittels Antikérper und mit anti-CD28 stimuliert. Fir die polyklonale

Stimulation wurden 24-well Platten wie folgt behandelt:

1.

500ul pro well anti-CD3- Antikdrper in einer Konzentration von 3ug/mil;
30 Minuten bei 37°C inkubieren

2. wells 2x mit 1xPBS waschen

500ul pro well anti-CD28- Antikorper in einer Konzentration von 5ug/ml fir
nTregs bzw. 10ug/ml fiir konventionelle CD4* T-Zellen;
30 Minuten bei 37°C inkubieren

4. vor Ausplattieren der Zellen wells 2x mit 1xPBS waschen

pro well 1-1.5*10° Zellen ausplattieren

Konventionelle CD4" T-Zellen wurden fiir einige Versuche in Gegenwart von
5ng/ml TGF-B (porcine TGF-B1, Fa. R&D Systems) und 10ng/ml mrIL-2 kultiviert.
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FACS Analyse

Da sich Zellen sowohl in Grofte und Granularitat, als auch in der Expression

verschiedener Oberflachenproteine unterscheiden, kann man Zellen nach diesen
Kriterien mit Hilfe der FACS Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting)
analysieren.

Zur Bestimmung der Reinheit der angereinigten Zellen wurden die T-Zellen auf
der Oberflache mit Antikérpern gegen anti-CD4 und anti-CD25 und intrazellular
mit Antikbrpern gegen FoxP3 gefarbt. Die Antikorper waren entweder mit FITC-
(Fluorescein Isothiocyanat) oder PE- (Phycoerytrin) Fluoreszenzfarbstoffen
gekoppelt und wurden von den Firmen Becton Dickinson oder eBioscience
bezogen. Fur die intrazellulare FoxP3 Farbung wurde das APC (Allophycocyanin)

anti-mouse/rat FoxP3 Staining Set von der Firma eBioscience verwendet.

Vor der Farbung ist folgendes vorzubereiten:
CD4/CD25 Antikérper-Mix: aCD4-FITC (Klon GK1.5) wurde in einer
Konzentration von 2.5ug/ml und aCD25-PE (Klon PC61.5) in einer Konzentration

von 1ug/ml eingesetzt; die AK wurden in GM-Puffer verdunnt

Fixierungs-/Permeabilisierungspuffer (Fix/Perm): 1 Teil des Konzentrats mit 3

Teilen des zugehorigen Verdinnungsmittels mischen

1x Permeabilisierungspuffer (1xPerm-Puffer): 10x Puffer 1:10 mit H,O verdinnen

FoxP3 Antikdrper: aFoxP3-APC (Klon FJK-16s) wurde in einer Konzentration von

1ug/ml eingesetzt und in 1xPerm-Puffer verdinnt

Die Farbung erfolgte mit 5*10° bis 1*10° Zellen in einer 96-well Rundbodenplatte
und 3minutiger Zentrifugation bei 600xg.

1. 2maliges Waschen der Zellen mit GM-Puffer

2. 100 pl aCD4/CD25 Antikérper Mix auf Zellpellet

3. 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubieren

4. 2maliges Waschen der Zellen mit GM-Puffer

5. 100 pul Fix/Perm %2h- 18h bei 4°C im Dunkeln inkubieren

6. 2maliges Waschen der Zellen mit 1xPerm-Puffer

7. 100 pl aFoxP3 Antikdérper auf Zellpellet

8. 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubieren

9. 2maliges Waschen der Zellen mit 1xPerm-Puffer

10. Zellpellet in 100 pl GM-Puffer aufnehmen
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Die Messung erfolgte am FACS-Canto der Firma BD, die Auswertung entweder

mit der BD-eigenen Software FACS-DIVA oder dem Auswerteprogramm FlowJo.

Proliferations- bzw. Suppressionsassay

Um die Hemmung der Proliferation aktivierter konventioneller CD4" T-Zellen
durch CD4"CD25" regulatorische T-Zellen (nTregs) zu messen, wurden die CD4"
T-Zellen (2*10* Zellen) entweder alleine oder in Kokultur mit den nTregs (2*10*
Zellen) stimuliert. Die Stimulation erfolgte dabei mit I6slichen anti-CD3-
Antikorpern (3ug/ml) und Mitomycin C- behandelten A20-Zellen (siehe unten) im
Verhaltnis 1:10 zur T-Zellzahl in einer 96-well- Rundbodenplatte flr 3 bis 4 Tage,
je nach Proliferation, in einem Gesamtvolumen von 200ul Testmedium. Die
Bestimmung der Proliferation erfolgte (iber den Einbau von radioaktivem [*H]-
Thymidin in die DNA. Dazu wurden die Zellen an Tag 3 oder 4 mit 0.2 uCi [°H]-
Thymidin/well fur 18 bis 24h inkubiert. AnschlieRend wurde die 96-well-Platte bei
-20°C eingefroren, um einen weiteren Einbau von [°H]-Thymidin zu verhindern.
Zum Messen der Proliferationsrate wurden die Platten wieder aufgetaut und der
Inhalt der einzelnen wells abgesaugt, so dass die DNA auf einem Glasfaserfilter
zurtckgehalten wurde. Der Glasfaserfilter wurde 2min in einer Mikrowelle
getrocknet und zusammen mit 10ml Szintillationsfllissigkeit in einem Plastikbeutel
eingeschweil3t. Die Messung der Radioaktivitat erfolgte in einem beta-
Szintillationszahler. Die B-Strahlung wird dabei elektrisch als Lichtimpuls

verarbeitet und als Impuls pro Minute (cpm = count per minute) angegeben.

Behandlung von A20 mit Mitomycin C

Die B-Tumorzelllinie A20 diente als Antigenprasentierende Zelle und wurde als
Ko-Stimulus im Proliferations-/Suppressionsassay eingesetzt. Um die starke
Eigenproliferation der Zellen zu verhindern, wurden sie mit dem zytotoxischen
Antibiotikum Mitomycin C wie folgt behandelt:

1. A20 auf 2*10” Zellen/ml einstellen mit MEM/2%FCS

2. Zugabe von 60ug Mitomycin C [1mg/ml] (50ml Réhrchen verwenden)

3. Inkubation fur 30min bei 37°C im Wasserbad

4. 5maliges Waschen der Zellen mit 10ml MEM/2%FCS

5. Zellpellet nach Zentrifugation (10min, 600xg, 4°C) in TM aufnehmen
6

Zellzahl bestimmen
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2.3.2 Molekularbiologische Methoden

Praparation der mRNA aus T-Zellen
Zur Anreinigung der Gesamt-RNA wurden 5*10° bis 5*10° Zellen in 1ml Total
RNA Isolation Reagent (TRIR) der Firma Thermo Scientific gelost. Das Lysat

konnte entweder direkt nach einer 5minltigen Inkubation bei 4°C
weiterverarbeitet werden oder bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C eingefroren
werden. Die Praparation der RNA setzte sich nach Homogenisierung der Zellen
aus drei Teilen zusammen: der RNA Extraktion, der RNA Prazipitation und dem
Waschen der RNA. Aufgrund der Kontaminationsgefahr mit RNasen mussen bei
der Verarbeitung von RNA Handschuhe getragen werden und RNase-freie
Pipettenspitzen und Reaktionsgefalle verwendet werden.
Mit dem Zell-Lysat wurde wie folgt vorgegangen:

1. Zugabe von 200ul Roti®Chloroform/Isoamylalkohol 24:1
vortexen und10 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubieren
Zentrifugation: 15min, 9000xg, 4°C
~ 500ul der oberen wassrigen Phase in neues Reaktionsgefald tberflihren
Zugabe von 1.5pl Glycogen (20ug/pl in 1% H;Opgepc)
vortexen und 5 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubieren
Zentrifugation: 10min, 9000xg, 4°C
2maliges Waschen des RNA-Pellets mit 1ml 75% Ethanol in HyOpgpc
(Zentrifugation: 10min, 5000xg, 4°C)

9. Pellet an der Luft trocknen lassen, in 20ul RNase-freiem Wasser

© N O g bk e D

aufnehmen und 5min bei 56°C lésen (die geléste RNA kann bis zur

Weiterverarbeitung bei -80°C aufbewahrt werden)

Bestimmung der Konzentration und Reinheit der mRNA

Die Konzentration und die Reinheit der RNA wurden mit Hilfe eines Photometers
(Fa. Eppendorf) bestimmt. Die Konzentration errechnete sich aus dem
Absorptionsmaximum der aromatischen Pyridin- und Pyrimidinringe der
Nukleinsaurebasen bei 260nm. Da bei dieser Wellenlange eine OD2sonm von 1
einer RNA Konzentration von 40ug/ml entspricht, wurde die Konzentration wie

folgt berechnet:

Isolierte RNA [ng/ul] = ODgonm * Verdinnungsfaktor * RNA-Faktor 40ug/ml
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Zur Uberpriifung der Reinheit wurde zusétzlich die Absorption bei 280nm
gemessen, da Proteine aufgrund aromatischer  Aminosauren ihr
Absorptionsmaximum bei 280nm haben. Das Verhaltnis von 260nm zu 280nm

sollte zwischen 1.8 und 2.0 liegen, um die RNA als rein zu betrachten.

Reverse Transkription (RT-Reaktion) der mRNA zu cDNA
Fir nachfolgende PCR Analysen musste die RNA in cDNA (copyDNA)

umgeschrieben werden. Je nach RNA Konzentration wurden 0.5 bis 2ug RNA fir

die RT-Reaktion eingesetzt. Die Reaktion erfolgte mit Hilfe von Oligo d(T), und
poly d(N)s Primern. Durch die Kombination dieser Primer wird sichergestellt, dass

eine grofRe Menge vollstandig kopierter RNA Moleklle gewonnen wird.

Tabelle 6: Ansatz fiir eine RT-Reaktion

Reagenzien Menge in pl

100ng/pl Oligo d(T), (Fa. Roche)

20ng/ul poly d(N)s (Fa. Roche)

10mM d(NTPs) (Fa. Gibco)

5x Puffer (Fa. Fermentas)

200U/ul RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptase
(Fa. Fermentas)

RNA/H;O0pepc 11

S U U |G I U

z 20

Die RT-Reaktion wurde bei 42°C, dem Temperaturoptimum der verwendeten
Reversen Transkriptase, fur eine Stunde durchgefuhrt.
Die gewonnenen cDNAs wurden immer 1:5 mit autoklaviertem Wasser verdunnt

und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

28



Material und Methoden

Quantitative Real Time Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR)

Die qRT-PCR Analyse verbindet die herkémmliche PCR (polymerase chain
reaction) zusatzlich mit der Quantifizierung der gewonnen DNA (Amplifikat). Die
Quantifizierung erfolgt mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffes, der sich in ,Echt-
Zeit“ (Real Time) in die DNA einlagert, wodurch die Fluoreszenz ansteigt. Die
Zunahme der Fluoreszenz korreliert daher mit der Zunahme des Amplifikats. Die
Messung erfolgt nach jedem Zyklus am Ende der Elongation. In dieser Arbeit
wurde die gRT-PCR mit 50 Zyklen durchgefiihrt, wobei jeder Zyklus aus
folgenden drei Schritten zusammengesetzt ist:
1. Denaturierung: Die doppelstrangige DNA wird auf 95°C erhitzt, so dass
die Strange getrennt werden.
2. Primerhybridisierung: In diesem Schritt erfolgt die spezifische
Anlagerung der Oligonukleotide (Primer) an die einzelstrangige DNA.
3. Elongation: Die DNA-Polymerase fullt die fehlenden Strange der DNA
mit Nukleotiden auf, beginnend am 3’-Ende der angelagerten Primer, so

dass wieder Doppelstrange entstehen.

Die Analyse erfolgte mit einem iCycler der Firma Bio-Rad und ABsolute™ QPCR
SYBR® Green Fluorescein Mix der Firma Thermo Scientific. Die qRT-PCR wurde

in Triplikaten a 25ul gemessen.

Tabelle 7: 3.2-facher Ansatz fiir die qRT-PCR

Reagenzien Menge in pl
HZOautokIaviert 28.8
ABsolute SYBR Green Fluorescein (2x) 40
cDNA 8
Primer (5pmol/pl) 3.2

b2 80

Da der ABsolute™ QPCR SYBR® Green Fluorescein Mix eine Hot-start
Polymerase enthalt, musste der Ansatz vor Beginn der eigentlichen PCR fir 15
Minuten auf 95°C geheizt werden, um das Enzym zu aktivieren. Das

anschlieRende Temperaturprogramm sah folgendermalen aus:
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Tabelle 8: Temperaturprogramm der qRT-PCR

Temperatur Zeit Zyklenzahl
Denaturierung 95°C 30 sec
Primerhybridisierung 57°C 30 sec 50
Elongation 72°C 1 min

Um die Spezifitat der verwendeten Oligonukleotide zu bestimmen, wurde nach
Beendung der 50 Zyklen eine Schmelzkurvenanalyse vorgenommen. Dabei wird
die DNA mit Hilfe eines kontinuierlichen Temperaturanstiegs zu zwei
einzelstrangigen DNA Molekullen aufgeschmolzen, wobei der
Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt und gemessen wird. Spezifische PCR-Produkte
haben einen hoéheren Schmelzpunkt als beispielsweise Primer-Dimere und
kdnnen somit unterschieden werden.

Die Auswertung erfolgte mit der Bio-Rad eigenen Software.

Anreiniqung, RT-Reaktion und gRT-PCR von microRNAs

Zur Anreinigung der microRNAs wurde das mirvana™ miRNA Isolation Kit der
Firma Ambion verwendet. Die Reverse Transkription der microRNAs zu cDNA
wurde mit Hilfe des TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit der Firma
Applied Biosystems durchgefiihrt. Die Detektion und Quantifizierung der
miRNA155 erfolgte mit Hilfe des mmu-miR-155 TagMan® MicroRNA Assay der
Firma Applied Biosystems und anschlielender TagMan gRT-PCR. Bei den
verwendeten Kits wurde genau nach den Herstellerangaben vorgegangen.

Der Vorteil von TagMan Sonden, im Vergleich zu den oben verwendeten
Oligonukleotiden, ist, dass sie eine wesentlich hohere Spezifitat gewahrleisten,
da sie an ihrem einen Ende einen Quencher und an ihrem anderen Ende den
Fluoreszenzfarbstoff FAM besitzen. Wahrend eines PCR-Zyklus hybridisiert die
Sonde mit der einzelstrdngigen DNA, wobei die Fluoreszenz intakter TagMan
Sonden durch den Quencher unterdrickt wird. Die Taq Polymerase, die
zusatzlich zur Polymerase Aktivitdt auch eine 5’-3’ Exonuklease Aktivitat besitzt,
baut die Sonde wahrend der Synthese am 5’- Ende ab, wodurch sich Quencher
und Fluorophor voneinander entfernen und eine Zunahme der Fluoreszenz
gemessen werden kann. Da Sonden, die nicht zu 100% binden, verdrangt
werden, bevor die Taq Polymerase aktiv wird, ist das gemessene Fluoreszenz

Signal eindeutig Sequenz-spezifisch.
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Agarose Gelelekrophorese

Die zu analysierende DNA wurde je nach zu erwarteter Fragmentgrofie in Gelen
mit einer Agarose Konzentration von 1 bis 2% aufgetrennt. Je kleiner die DNA
Fragmente sind, desto héher muss das Gel konzentriert sein. Die abgewogene
Agarose wurde in 1x TBE-Puffer durch Erhitzen geldst. Nach Abkihlen auf etwa
60°C wurde Ethidiumbromid, ein roter Phenanthridin-Farbstoff, zugegeben und
die Agarose in eine horizontale Elektrophoresekammer gegossen. Ein Kamm
sorgte flr die Aussparungen (Taschen) im Gel, in die die DNA Proben gegeben
wurden. Das polymerisierte Gel wurde mit Laufpuffer (1XTBE + 2ul/l
Ethidiumbromid) getrankt und die mit Ladepuffer versehenen DNA Proben in die
Taschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgte bei 100 Volt. Da sich Ethidiumbromid
zwischen die Basen der DNA einlagert, konnten die DNA Banden unter UV-Licht

sichtbar gemacht werden.

Plasmidpraparation

Die verwendeten Plasmide wurden mit Hilfe des PureLink™ HiPure Plasmid DNA
Maxiprep Kit der Firma Invitrogen durchgeflihrt. Bis zur DNA Fallung wurde
genau nach Herstellerangaben vorgegangen. Die DNA Fallung wurde wie folgt
ausgefuhrt:

1. DNA Pellet in 900ul TE-Puffer I6sen
in 2ml Reaktionsgefald Gberflhren

900ul Isopropanol und 100ul 3M Natriumacetat-Lésung hinzugeben

> N

Reaktionsgefal invertieren und 30min bei -20°C inkubieren

- DNA fallt aus

Zentrifugation: 10min, 6000xg, 4°C

Pellet mit 1ml Ethanol waschen (Zentrifugation: 10min, 6000xg, 4°C)

Pellet an der Luft trocknen lassen und in 100ul TE-Puffer aufnehmen

© N o O

Konzentration der Plasmide am Photometer (Fa. Eppendorf) fir dsDNA
bei 260nm bestimmen. Da die Wellenlange einer ODyg0,m VOn 1 einer
DNA Konzentration von 50ug/ml entspricht, wird die Konzentration wie

folgt berechnet:

Isolierte DNA [ng/ul] = ODagonm * Verdiinnungsfaktor * DNA-Faktor 50ug/ml

Die aufgereinigten Plasmide wurden bis zu ihrer Verwendung bei -20°C

aufbewahrt.
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Chromatin Immuno-Prazipitation (ChlP)

Zum Nachweis der Bindung von HELIOS- Protein an den FoxP3 Promotor wurde
die Chromatin Immuno-Prazipitationsanalyse (ChIP) angewandt. Es wurde das
ChIP-IT™ Express Kit von Active Motif verwendet und genau nach den

Herstellerangaben vorgegangen.

Transfektion

Bei der Transfektion wird fremde DNA oder RNA in Zellen eingebracht. In dieser
Arbeit erfolgte die Transfektion von Plasmid-DNA (pHELIOS bzw. pEOS) und
miRNA (pre-miR155) mit Hilfe des Mouse T cell Nucleofector® Kit (Fa. Amaxa)
durch Elektroporation mit dem Nucleofector Device der Firma Amaxa unter
Verwendung des Programms X-01.

Die Plasmid-DNA oder miRNA musste vor der Transfektion mit der Nucleofector
Solution auf die gewinschte Konzentration verdinnt werden (Einsatz von
pHELIOS bzw. pEOS: 5ug; pre-miR155: 1uM). Fir einen nachfolgenden Dual-
Luciferase Reporter Assay wurden die Zellen zusatzlich mit den
Expressionsvektoren fiir die Renilla-Luciferase (300ng) und die Firefly-Luciferase

(FoxP3-Promotor; 5ug) co-transfiziert.

Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:
1. Zellen (2-3*10°) 5min bei RT und 1000xg zentrifugieren
Pellet in 90ul Nucleofector Solution resuspendieren
15ul verdinnte Plasmid-DNA oder miRNA zugeben
Transfer der Lésung in die Amaxa Kivette
Behandlung im Elektroporationsgerat
Zugabe von 1ml vorgewarmtem Amaxa Medium
Uberflhrung mit der Amaxa Plastikpipette in eine 24-well Platte
Zellen 1-2 Stunden bei 37°C inkubieren (,Erholungsphase” der Zellen)
Amaxa Medium durch T-Zell-Medium ersetzen und mit anti-CD3/CD28

Antikérpern bis zur Weiterbehandlung stimulieren

© ©o N o g bk ooDbd
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Dual-Luciferase Reporter Assay

Zur Analyse der Promotor Aktivitit von FoxP3 wurde ein Dual-Luciferase™
Reporter Assays der Firma Promega durchgefiihrt. Bei dieser Methode werden
zwei Expressionsvektoren in einem Ansatz eingesetzt. Das eine Plasmid tragt ein
Firefly-Luciferase-Gen, das durch den zu analysierenden Promotor (FoxP3)
kontrolliert wird, das zweite Plasmid tragt ein Renilla-Luciferase-Gen, das durch
einen viralen Promotor (HSV = herpes simplex virus) gesteuert wird und dank
des integrierten Thymidinkinase-Promotors als interner Standard dient. Es wurde

genau nach Herstellerangaben vorgegangen.

2.3.3 Methoden zur Analyse von Proteinen

Herstellung von Zell-Lysaten

Zur Gewinnung von Gesamtzell-Lysaten wurde der RIPA-Puffer (Radio Immuno
Precipitation Assay) verwendet. Hierfiir wurden 2-3*10° Zellen zweimal mit 1x
PBS gewaschen und mit 100pl RIPA-Puffer lysiert. Zur besseren Lyse der Zellen
wurde der Ansatz fur 15min bei 4°C geschittelt. Nach anschlieRender
15minutiger Zentrifugation bei 11000xg und 4°C wurde der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefall dberflhrt und bei -80°C aufbewahrt.

Bestimmung der Protein Konzentration

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem BCA Protein Assay Kit der Firma
Novagen und wurde laut Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Konzentration

wurde am Spectra Fluor Plus der Firma Tecan bei 562nm gemessen.
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Polyacrylamid- Gelelektrophorese (PAGE)

Die PAGE ist ein Verfahren zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem
Molekulargewicht.

Die Zell-Lysate wurden nach Bestimmung der Protein Konzentration auf die
gleiche Konzentration eingestellt und mit dem 4x Ladepuffer versetzt und fir
10min bei 95°C erhitzt. Durch das DTT (Dithiothreitol) im Ladepuffer und die
anschlielende Hitzebehandlung werden die Disulfidbriicken gespalten, die
Proteine werden denaturiert. Das anionische Detergenz LDS (Lithium-
dodecylsulfat) im Ladepuffer bewirkt eine Entfaltung der Proteine und somit eine
bessere Auftrennung. Die Anzahl der LDS-Molekiile, die an die Proteine binden,
ist proportional zu deren Molekulargewichten. Die negative Ladung der LDS-
Molekule Uberlagert die Eigenladung der Proteine, wodurch die Auftrennung der
Proteine nach ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld erst moglich ist. In
dieser Arbeit wurden Gradientengele von Invitrogen (NUPAGE® Novex® 4-12%
Bis-Tris Mini Gel) verwendet. Die Gelelektrophorese mit diesen Gradienteglen
fand in MOPS-Puffer bei einer Spannung von 200 Volt statt.

Western-Blot Analyse

Die mit PAGE aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe des Wet-Blot-Verfahrens
auf eine Transfermembran (Immobilon-P der Fa. Millipore) mit Hilfe des Genie®
Blotter der Firma ldea Scientific Company Ubertragen. Die verwendeten Puffer

und das Laden der Apparatur erfolgte genau nach Herstellerangaben.

Nach dem Transfer wurde wie folgt vorgegangen:

1. Membran 30min in 1x Roti®-Block (Fa. Roth) bei RT inkubieren
2maliges Waschen mit 1x TBST
1. Antikérper in 1x TBST+1%BSA Uber Nacht bei 4°C inkubieren
2maliges Waschen mit 1x TBST
2. Antikérper in 1x TBST+1%BSA flr 1-2h bei RT inkubieren
2maliges Waschen mit 1x TBST

Membran vor der Detektion fur mind. 1h in 1x TBS bei 4°C inkubieren

© N o g bk wDd

Detektion der Membran mit ECL-Substrat der Firma Pierce
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Material und Methoden

234 in vivo Versuche

Bluten von Mausen

Das Bluten der Mause erfolgte durch Anritzen des Schwanzes mit einem
Skalpell. Die Bluttropfen wurden in einem Reaktionsgefall aufgefangen, in dem
300ul Blutpuffer vorgelegt waren. Die Blutpuffer-Losung wurde in ein
Reaktionsgefal® uberfihrt, in dem 3ml ACK-Puffer flr die Erythrozytenlyse
vorgelegt waren, und fur 3-5min lysiert. Nach Zentrifugation (3min bei 500xg)
erfolgte ein Waschschritt mit GM-Puffer und anschlieBend die Farbung fur die
FACS Analyse.

Auslosen der DTH und Messung der FuBschwellung

Um eine DTH, also eine verzdgerte Immunantwort des Typ 4, auszulésen, wurde
in den rechten FuBballen der Mause 250ng OVA-Pep (Antigen aus dem
Huhnereiweil® = Ovalbumin) in 20ul IFA (incomplete Freund’s adjuvant = Wasser-
in-Ol Emulsion) injiziert. Als Kontrolle wurde in den linken FuRballen 20ul IFA
alleine gespritzt.

Die Fuflischwellung sowohl des rechten als auch des linken Fulies wurde an
jedem Tag mit Hilfe einer Testarm-Messuhr (Fa. Mitutoyo) bestimmt. Die

Differenz der FlUf3e spiegelte die Starke der ausgelésten Immunreaktion wider.
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3. Ergebnisse

Natirlich vorkommende regulatorische T-Zellen (nTregs) spielen eine
wesentliche Rolle bei der Erhaltung der peripheren Toleranz, indem sie
fehlgeleitete Effektorfunktionen von Zellen des angeborenen und des
erworbenen Immunsystems inhibieren kénnen. Somit sind nTregs in der Lage
Autoimmunerkrankungen wie Typ | Diabetes zu verhindern und inflammatorische
Erkrankungen wie chronisches Asthma oder chronische entzindliche
Darmerkrankungen zu mildern. Im Gegensatz dazu scheinen nTregs in der
Tumorimmunologie eine eher fatale Rolle zu spielen. Bei der Entstehung von
Tumoren tarnen sich die entarteten Zellen als korpereigene Zellen mit relativ
schwachen Autoantigenen, so genannten tumorassoziierten Antigenen. Eine
effiziente anti-Tumor-Immunreaktion stellt somit quasi eine autoaggressive T-
Zell-Antwort dar. Da nTregs jedoch solche autoreaktiven T-Zellen supprimieren,

verhindern sie damit eine wirkungsvolle anti-Tumorreaktion.

Die Aufklarung des Mechanismus der nTreg- vermittelten Suppression und der

daran beteiligten Molekiile ist daher von groRem therapeutischem Interesse.
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3.1 Genexpressionsanalyse von T-Zellen

Um neue Aktivierungsmarker oder Molekile zu identifizieren, die am
Mechanismus der nTreg- vermittelten Suppression beteiligt sind, wurde eine
Genexpressionsanalyse mittels der DNA-Microarray-Technologie durchgefuhrt.
Diese Analyse gab einen Uberblick Gber Gene, die spezifisch in nTregs
(CD4*CD25'FoxP3"), im Vergleich zu konventionellen CD4" T- Zellen (CD25
FoxP3-negativ), starker oder schwacher exprimiert werden. Fur diese Analyse
wurden nTregs und konventionelle CD4" T- Zellen aus den Milzen von BALB/cJ
Mausen mit spezifischen Antikérpern gegen CD25 und CD4 markiert und
angereinigt (siehe Material und Methoden). Die Reinheit der Zellen liegt mit
dieser Methode bei Uber 90% (Abbildung 6). Nach Isolation der RNA aus den
ruhenden und aktivierten T-Zell-Populationen wurde die Genexpressionsanalyse
durchgefiihrt (erfolgte extern durch unseren Kooperationspartner Dr. Detlev

Mennerich, Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG).

CD4*CD25*FoxP3* CD4*CD25FoxP3-

0.1% 92.2% 0.1% 4.6%

FoxP3

1.6% 6.1%
L LR P T T T T

93.4%
T

CD4

Abbildung 6: Reinheit der MACS isolierten T-Zellen. Die Zellen wurden mit anti-CD4 und anti-
FoxP3 Antikorpern gefarbt und durch FACS Analyse auf ihre Reinheit getestet. Links dargestellt
sind nTregs, rechts konventionelle CD4" T-Zellen. Die in den Quadranten angezeigten

Prozentzahlen geben den Anteil positiver Zellen an der Gesamtzellzahl an.
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Das Resultat der Genexpressionsanalyse ist in Abbildung 7 graphisch als
»Volcano Plot* dargestellt. Der ,Volcano Plot* zeigt horizontal die Regulation der
Genexpression zwischen zwei Zellpopulationen, dargestellt als logarithmische
Skala, so dass die Regulation symmetrisch erscheint. Die vertikale Achse
reprasentiert die Signifikanz der Regulation, welche mithilfe des T-Tests
statistisch ermittelt wurde. Punkte, die links der X-Achse angeordnet sind,
reprasentieren Gene, die in nTregs schwach, aber in konventionellen CD4" T-

Zellen stark exprimiert werden.

Volcano Plot

[Signifikanz]

Log Odds

-2 -1.5 -1 -0.5 0 0.5 1

Log Fold Change

[schwach exprimiert]  [stark exprimiert]

in nTregs

Abbildung 7: ,Volcano Plot“ der Genexpressionsanalyse von nTregs. Dargestellt ist die
Signifikanz (Y-Achse) gegen die Regulation (X-Achse) von nTregs gegen konventionelle CD4" T-

Zellen.

Da die Genexpressionsanalyse eine grol’e Datenmenge geliefert hatte, musste
eine Auswahl getroffen werden, welche Gene naher untersucht werden. Unter
den in nTregs hochregulierten Genen (Tabelle 9) befinden sich bereits bekannte
nTreg-assoziierte Moleklle, aber auch bisher unbekannte Kinasen,

Phosphatasen, Oberflachenmolekile und Transkriptionsfaktoren.
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Tabelle 9: Ausschnitt des DNA-Microarrays.

Auswahl an Genen, die in nTregs im Gegensatz zu CD4" T-Zellen stark exprimiert vorliegen.

Gen Name Funktion Faktor
Zac1/ PLAGLA1 Transkriptionsfaktor 97
HELIOS Transkriptionsfaktor 70
Pacsin1 Kinase 45
IRF-6 Transkriptionsfaktor 33
Vcam1 Zell-Zell Interaktion 31
Tm7sf1 Transmembranprotein 30
FoxP3 Transkriptionsfaktor 29
RORa Transkriptionsfaktor 26
Sox4 Transkriptionsfaktor 24
Phospholipase A2 Phospholipase 18
CCRG6 Chemokin-Rezeptor 12
Gjb2 (CX26) Gap junction 11
EOS Transkriptionsfaktor 6
BIC microRNA155 2

In der Genexpressionsanalyse zeigte sich, dass der Transkriptionsfaktor
HELIOS, der zur IKAROS- Genfamilie gehort, in nTregs sehr stark exprimiert
wird. Des Weiteren wurde EOS, ein weiterer Transkriptionsfaktor dieser Familie,
mit einer erhdhten Genexpression in nTregs gefunden. Da bereits bekannt ist,
dass der Transkriptionsfaktor IKAROS eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
von T-Zellen spielt, sollte die Rolle der beiden im Microarray gefundenen

Familienmitglieder HELIOS und EOS naher untersucht werden.

Interessanterweise zeigte sich in der DNA-Microarray-Analyse neben der
Expression verschiedenster Protein-kodierender mRNAs sowohl in nTregs als
auch in konventionellen CD4" T-Zellen nach Aktivierung eine erhohte Expression
des BIC Gens (B-cell integration cluster), welches fiir die nicht-Protein-
kodierende microRNA155 (miR155) kodiert. Da es durch die miR155-knockout
Maus bereits Hinweise gab, dass die miR155 an der Funktion von T-Zellen
beteiligt ist, sollte nachfolgend die Rolle der miR155 bei der nTreg- vermittelten

Suppression in beiden T-Zellpopulationen untersucht werden.
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3.2 Transkriptionsfaktoren der IKAROS- Genfamilie

In der Genexpressionsanalyse mittels DNA-Microarray (siehe 3.1) hat sich
gezeigt, dass in nTregs im Vergleich zu konventionellen CD4" T-Zellen neben
den bereits bekannten nTreg Markern Foxp3, CD25, CTLA-4 und GITR auch die
Transkriptionsfaktoren EOS und vor allem HELIOS stark exprimiert werden
(Abbildung 8). Die ubrigen Mitglieder der IKAROS- Familie, PEGASUS, AIOLOS

und IKAROS, zeigten keine verstarkte Expression in nTregs.

80 1
70 A
60 -
50 -
40
30

20

Faktor [CD4*CD25* > CD4*CD257]

10

Abbildung 8: Ausschnitt hochregulierter Gene in nTregs. In der Zusammenstellung der
Genexpressionsanalyse durch DNA-Microarray sind einige Gene dargestellt, die in nTregs stark
exprimiert vorliegen. Der Faktor gibt das Verhéltnis zwischen nTregs gegen konventionelle CD4" T-

Zellen an.

Sowohl EOS als auch HELIOS spielen eine entscheidende Rolle an der
Aufrechterhaltung eines funktionierenden Immunsystems. Es ist bekannt, dass
die Proteine der IKAROS- Genfamilie sowohl an der Entwicklung als auch an der

Differenzierung von Lymphozyten beteiligt sind (siehe Einleitung).
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Ein zentraler Punkt bei der Erforschung von nTregs ist die Frage, welche
Moleklle an ihrer Entwicklung im Thymus beteiligt sind und somit eine
entscheidende Rolle an der Expression des nTreg spezifischen
Transkriptionsfaktors FoxP3 spielen. Da bereits gezeigt werden konnte, dass
FoxP3 nicht flir die verstarkte Expression von HELIOS in nTregs verantwortlich
ist, sollte untersucht werden, ob im Gegenzug dazu die verstarkte HELIOS
Expression einen Einfluss auf die Expression von FoxP3 und damit auf die
Entwicklung und Funktion von nTregs hat .

Im Folgenden sollten zunachst die Ergebnisse der DNA-Microarray
Genexpressionsanalyse mittels qRT-PCR und Western-Blot Analysen validiert
werden. Anschliefend sollte die Wirkung der Transkriptionsfaktoren HELIOS und

EOS auf den FoxP3 Promoter durch Uberexpressionsstudien untersucht werden.
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3.21 HELIOS und EOS =zeigen praferentiell in nTregs eine

verstiarkte Expression

Um die in der Genexpressionsanalyse gewonnenen Daten bezliglich der HELIOS
Expression zu validieren, wurden gRT-PCR Versuche durchgefiihrt. Hierzu
wurden die Zellen nach Anreinigung mit einer Kombination von anti-CD3 und
anti-CD28 Antikorpern stimuliert. Zu den unten angegebenen Zeitwerten wurde
die Expression der HELIOS mRNA analysiert. Als Kontrolle dienten unstimulierte,

frisch angereinigte Zellen.
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Abbildung 9: HELIOS Expression von nTregs und konventionellen CD4" T-Zellen. Zum
Nachweis von HELIOS wurde eine qRT-PCR durchgefiihrt und die Expression von nTregs mit
konventionellen CD4" T-Zellen verglichen. Die HELIOS Expression wurde auf das Haushaltsgen

HGPRT (Hypoxanthin-Guanin-phosphoribosyltransferase) normalisiert.

In Abbildung 9 ist die Expression von HELIOS mRNA dargestellt. Es zeigt sich,
dass nTregs eine deutlich hdhere HELIOS Expression aufweisen, als
konventionelle CD4" T-Zellen. Die polyklonale TZR Stimulation bewirkt in den
konventionellen CD4" T-Zellen keinen Anstieg der Expression. In nTregs ist nach
vierstundiger Stimulation eine Induktion der HELIOS mRNA Expression zu

erkennen, die nach langerer Stimulation (18h) wieder um etwa 50% zurlickgeht.
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AnschlieBend sollten die oben gewonnenen HELIOS mRNA Daten auf

Proteinebene mittels Western-Blot Analyse bestatigt werden.
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Abbildung 10: HELIOS Protein-Expression von konventionellen CD4" T-Zellen und nTregs.
Gesamtzell-Lysate von konventionellen CD4" T-Zellen und nTregs wurden mittels Western-Blot
Verfahren auf ihre HELIOS Expression analysiert. Zur Normalisierung wurden Antikdrper gegen B-
Actin verwendet. Die untere Abbildung gibt die Quantifizierung der Banden an, wobei unstimulierte

CD25" T-Zellen als 100% gesetzt und alle anderen Werte darauf bezogen wurden.

Der Western-Blot Analyse lasst sich entnehmen, dass sowohl unstimulierte als
auch stimulierte nTregs eine sehr starke HELIOS Expression aufweisen,
wahrend sich das HELIOS Protein in konventionellen CD4" T-Zellen kaum
detektieren lasst (Abbildung 10).

HELIOS wird, analog zu FoxP3, praferentiell in nTregs exprimiert, wahrend es

sich in konventionellen CD4" T-Zellen kaum nachweisen lasst.
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Analog zu HELIOS zeigte sich bei der Microarray-Analyse auch eine erhdhte
Expression des Transkriptionsfaktors EOS in nTregs. Um nun diese Ergebnisse
der Genexpressionsanalyse zu validieren, wurde die EOS mRNA Expression
mittels gRT-PCR bestimmt.
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Abbildung 11: EOS Expression von nTregs und konventionellen CD4" T-Zellen. Mit qRT-PCR
wurde die EOS Expression von nTregs mit konventionellen CD4" T-Zellen verglichen. Als
Haushaltsgen diente HGPRT.

Wie in Abbildung 11 zu erkennen ist, exprimieren nTregs wesentlich mehr EOS
mRNA als konventionelle CD4" T-Zellen. Wahrend die polyklonale TZR
Stimulation die EOS mRNA Expression in konventionellen CD4" T-Zellen nicht
erhoht, bewirkt eine kurzzeitige Stimulation (4h) in den nTregs hingegen eine
Induktion der EOS mRNA Expression, die nach 18stiindiger Stimulation wieder
abnimmt.

Die Darstellung von EOS auf Proteinebene war zum Zeitpunkt der Versuche

nicht méglich, da keine spezifischen Antikdrper zur Verfligung standen.

Die Expressionsanalyse der ubrigen Mitglieder der IKAROS- Genfamilie mit Hilfe
der gRT-PCR ergab, analog zur DNA-Microarray-Analyse, keine Unterschiede
zwischen nTregs und konventionellen CD4" T-Zellen (Daten nicht gezeigt), so
dass diese nicht praferentiell an der Entwicklung und Funktion von nTregs

beteiligt zu sein scheinen und somit nicht weiter untersucht wurden.
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3.2.2 SpleiBRvarianten von HELIOS und EOS

Wie bereits in der Einleitung geschildert, ist ein Charakteristikum der
Transkriptionsfaktoren der IKAROS- Genfamilie, dass jedes Mitglied in

verschiedenen Isoformen vorliegt.

HELIOS Isoformen

Bei gesunden Menschen sind zwei Isoformen des Transkriptionsfaktors HELIOS

bekannt. Durch Klonierungsstudien in unserem Labor konnte die Existenz von
zwei SpleiRvarianten auch in Mausen bestatigt werden. Wahrend die lange
Isoform, HELIOS long, vier Zinkfinger fir die DNA Bindung besitzt, verflugt die
kurze Isoform, HELIOS_short, nur Uber drei Zinkfinger, da eine Region von 78

Basenpaaren in Exon 3 fehlt (Abbildung 12).

N- Terminus C- Terminus

Helios_long [ ][] [I:l [I:I] [ [I:l [ ﬂ
Helios_short [ ] I:le [I:I] [ [I:l ] ﬂ
~ v ~ —

DNA Bindung Dimerisierung

Abbildung 12: Schematische Darstellung der beiden HELIOS Isoformen. Beide HELIOS
Isoformen besitzen am C-Terminus zwei Zinkfinger fiir die Dimerisierung mit Mitgliedern der
IKAROS-Familie. Wahrend die lange HELIOS Isoform, HELIOS long, mit vier N-terminalen
Zinkfingern an die DNA bindet, bendtigt die kurze HELIOS Isoform, HELIOS_short, nur drei

Zinkfinger. (Exons sind in grau, Zinkfinger in schwarz dargestellt).

Durch den hoch-konservierten C-Terminus weisen beide HELIOS
Spleillvarianten zwei C-terminale Zinkfinger fir die Dimerisierung auf. Durch die
Unterschiede im N-Terminus (DNA Bindungsdomane) erkennen die beiden
Isoformen unterschiedliche Sequenzen in der DNA und sind somit flr die

Regulation der Expression unterschiedlicher Gene verantwortlich.
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Um zu untersuchen, ob die beiden HELIOS Isoformen unterschiedlich stark in
nTregs oder konventionellen CD4" T-Zellen exprimiert werden, wurden fur die
gRT-PCR Oligonukleotide verwendet, die spezifisch nur eine der beiden

Isoformen erkennen.
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Abbildung 13: HELIOS_long und _short Expression von nTregs und konventionellen CD4" T-
Zellen. Mit qRT-PCR wurde die HELIOS_long (A) bzw. _short (B) Expression von nTregs mit
konventionellen CD4" T-Zellen verglichen. Die gewonnenen Werte fiir beide HELIOS Isoformen

wurden auf die Expression des Haushaltsgens HGPRT normalisiert.
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Genau wie die Gesamt- HELIOS mRNA Expression (Abbildung 9), zeigt sich in
Abbildung 13, dass die mRNA beider HELIOS Isoformen sehr stark in nTregs
exprimiert wird, wahrend in konventionellen CD4" T-Zellen nur eine geringe
Expression zu erkennen ist. Wahrend nach 18stlindiger TZR Stimulation die
MRNA Expression der kurzen Isoform, HELIOS short, sehr stark abnimmt, bleibt
die mMRNA Expression der langen Isoform, HELIOS long, relativ konstant. Da die
gRT-PCR Analyse der Gesamt-HELIOS mRNA gezeigt hat (Abbildung 9), dass
durch TZR Stimulation die Expression nach 18 Stunden zurtick geht, zeigen die
Ergebnisse in Abbildung 13, dass der Rickgang der Gesamt-HELIOS
Expression offensichtlich auf die verminderte Expression der kurzen Isoform

(Helios_short) zurlick zu fihren ist.

EOS Isoformen

Durch Klonierung der EOS mRNA konnte in unserem Labor gezeigt werden,
dass es analog zu HELIOS auch von EOS verschiedene Spleilvarianten gibt.
Wahrend HELIOS zwei Isoformen aufweist, konnten von EOS vier Isoformen

charakterisiert werden (unverdéffentlichte Daten).

N- Terminus C- Terminus
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DNA Bindung Dimerisierung

Abbildung 14: Schematische Darstellung der vier EOS Isoformen. Die vier EOS Isoformen
besitzen am C-Terminus zwei Zinkfinger fur die Dimerisierung mit Mitgliedern der IKAROS-

Familie. Die N-terminalen Zinkfinger sind an der DNA Bindung beteiligt.

Wie sich der Abbildung 14 entnehmen Iasst, gibt es zwei lange und zwei klrzere
Isoformen von EOS. Allen vier Isoformen gemein, sind die vier Zinkfinger fiir die
DNA-Bindung. Der einen kurzen Isoform, EOS_short, fehlt das zweite Exon, der
zweiten kurzen Isoform, EOS_5 part missing, fehlen 47 Basenpaare in Exon funf.
Die extralange Isoform, EOS_superlong, weist zwischen Exon zwei und drei

noch zusatzliche 72 Basenpaare auf.
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3.2.3 Funktionelle Analysen von EOS und HELIOS in vitro

Da nTregs eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung eines
funktionierenden Immunsystems spielen und mittlerweile bekannt ist, dass der
Transkriptionsfaktor FoxP3 ausschlaggebend daran beteiligt ist, stellt sich die
Frage, wie FoxP3 wiederum reguliert wird. Im Folgenden sollte geklart werden,
ob die Transkriptionsfaktoren HELIOS und EOS einen Einfluss auf die

Expression von FoxP3 haben.

HELIOS bindet an den FoxP3 Promotor und kann diesen aktivieren

Wie bereits erwahnt, wurde schon 2006 von Sugimoto et al. gezeigt, dass FoxP3
nicht fur die verstarkte Expression von HELIOS in nTregs verantwortlich ist. Und
auch von unserem Kooperationspartner Dr. Detlev Mennerich (Boehringer
Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG), konnte mit humanen T-Zellen gezeigt
werden, dass FoxP3 nicht an den HELIOS Promotor bindet und daher nicht die

Expression von HELIOS reguliert (Daten nicht gezeigt).

Um zu prifen, ob im Gegenzug das HELIOS Protein den FoxP3 Promotor in
nTregs reguliert, wurde als nachstes eine Chromatin Immunoprazipitation
durchgefiihrt. Da durch die Fixierung mit Formaldehyd die bestehenden
Protein/DNA Interaktionen erhalten bleiben, konnte mit spezifischen Antikdrpern
gegen HELIOS und anschlieRender konventioneller PCR die Bindung von

HELIOS an den Promotor des FoxP3 Gens analysiert werden.

Ausgangs- IP Isotyp _ P
DNA Kontrolle anti-HELIOS

— M FoxP3 Promotor

Abbildung 15: Chromatin Immunoprazipitation von nTregs. Mit Hilfe der ChIP-Methode wurde
die DNA von nTregs mit Antikdrpern gegen HELIOS immunoprazipitiert und anschlieRend auf
FoxP3 mittels konventioneller PCR untersucht. Die Ausgangs-DNA dient als Positiv-Kontrolle, die
zeigt, dass die verwendeten Oligonukleotide und somit die PCR funktioniert hat. Die IP Isotyp

Kontrolle zeigt, dass die Bindung des HELIOS Antikorpers spezifisch ist.
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Wie sich in Abbildung 15 an der dicken Bande in der dritten Spalte erkennen
lasst, fuhrt die Immunoprazipitation von HELIOS zu einer Anreicherung des
FoxP3 Promotors im Vergleich zur Positivkontrolle. Als Positiv-Kontrolle wurde
ein Teil der genomischen Ausgangs-DNA verwendet, d.h. bevor die DNA mit den
HELIOS Antikérpern immunoprazipitiert wurde. Die IP Isotyp Kontrolle dient als
Kontrolle fir die Spezifitat der HELIOS Antikérper.

Mithilfe der ChlP-Methode zeigte sich deutlich, dass HELIOS in nTregs an den
FoxP3 Promotor bindet (Abbildung 15). Um als nachstes zu klaren, ob HELIOS
den FoxP3 Promotor in nTregs auch aktivieren kann, wurde ein Dual-
Luciferase™ Reporter Assay durchgefiihrt (siehe Material und Methoden). Nach
der Transfektion, jeweils mit einem Plasmid fir die kurze oder lange HELIOS
Isoformen in Kombination mit dem FoxP3-Reporterkonstrukt, konnte die FoxP3

Promotor Aktivitat als Lichteinheiten am Luminometer gemessen werden.
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Abbildung 16: Dual-Luciferase™ Reporter Assay zur Messung der FoxP3 Promotor Aktivitét
in nTregs nach HELIOS Uberexpression. Voraktivierte nTregs wurden mit Plasmiden fiir die
HELIOS Isoformen oder einer Kontrolle (Leervektor) und dem FoxP3- Reportervektor transfiziert.
Die FoxP3 Promotor Aktivitat wurde als relative Lichteinheiten (RLU: relative light units) gemessen.

Die Werte fir die HELIOS Isoformen sind auf den Leervektor bezogen, der 1 gesetzt wurde.

Der Abbildung 16 I&sst sich entnehmen, dass der Transkriptionsfaktor HELIOS in
der Lage ist den FoxP3 Promotor zu aktivieren. Im Vergleich zu der langen
HELIOS Isoform, HELIOS long, kann die kurze HELIOS Isoform, HELIOS_short,

den FoxP3 Promotor viel schwéacher aktivieren.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde entschieden, in den nachsten Versuchen nur

noch mit der langen Isoform von HELIOS weiterzuarbeiten.
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EOS aktiviert den FoxP3 Promotor nur marginal

Da flir EOS keine geeigneten Antikérper zur Verfligung standen, konnte die
Methode der Chromatin-Immunoprazipitation nicht angewandt werden. Um den
Einfluss des Transkriptionsfaktors EOS auf den FoxP3 Promotor dennoch zu
Uberpriifen, wurde nur ein Dual-Luciferase™ Reporter Assay durchgefiihrt. Dazu
wurden nTregs mit den Plasmiden flir die vier verschiedenen EOS Isoformen
oder einer Kontrolle und dem FoxP3-Reporterkonstrukt transfiziert. Nach der
Transfektion erfolgte die Messung der FoxP3 Promotor Aktivitat am

Luminometer.
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Abbildung 17: Dual-Luciferase™ Reporter Assay zur Messung der FoxP3 Promotor Aktivitét
in nTregs nach EOS- Uberexpression. Die FoxP3 Promotor Aktivitit wurde in nTregs, die mit
Plasmiden fiir die EOS Isoformen oder einer Kontrolle (Leervektor) und dem FoxP3- Reportervektor
transfiziert waren, als relative Lichteinheiten gemessen. Die Werte fiir die EOS Isoformen sind auf

den Leervektor bezogen, der 1 gesetzt wurde.

Nach Uberexpression der vier EOS Spleifvarianten in voraktivierten nTregs zeigt
sich lediglich mit dem Konstrukt fir die kurze Isoform eine geringe Erhéhung der
FoxP3 Promotor Aktivitat (Abbildung 17).

Da die lange HELIOS Isoform von allen getesteten HELIOS und EOS Isoformen
den starksten Effekt auf den FoxP3 Promotor gezeigt hat, wurde in den

folgenden Experimenten nur noch mit HELIOS long gearbeitet.

50



Ergebnisse

3.24 Die Gegenwart von TGF-B fuhrt zur Induktion der HELIOS

Expression in vitro

Da in 3.2.3 gezeigt werden konnte, dass die lange Isoform des
Transkriptionsfaktors HELIOS in der Lage ist, die FoxP3 Expression in nTregs zu
verstarken, sollte als nachstes getestet werden, ob HELIOS in der Lage ist, die
FoxP3 Expression in konventionellen CD4" T-Zellen zu erhéhen.

Allerdings konnte nach ektopischer Expression der langen HELIOS Isoform in
konventionellen CD4" T-Zellen in vitro kein Effekt auf die FoxP3 Promotor
Aktivitat festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Dies lasst den Schluss zu,
dass es weitere Molekile und Faktoren geben kdnnte, die an der Induktion und

Regulation der FoxP3 Expression beteiligt sind.

Fur die Molekile CD28, CTLA-4, CD80, CD86 und Interleukin 2 (IL-2) konnte
zwar eine Beteiligung an der Induktion der FoxP3 Expression in Thymozyten
nachgewiesen werden, es zeigte sich aber, dass sie nicht unbedingt notwendig
fur die Entwicklung von nTregs im Thymus sind ®. Dagegen ist schon langer
bekannt, dass der Transforming Growth Factor-beta (TGF-B) in der Gegenwart
von IL-2 in vitro die Expression von FoxP3 in konventionellen CD4" T-Zellen
induzieren kann. Diese induzierten regulatorischen T-Zellen (iTregs) weisen
genau wie nTregs einen anergen und suppressiven Phanotyp auf. Kirzlich
konnte von Liu et al. gezeigt werden, dass TGF- auch an der Expression von
FoxP3 in Thymozyten und somit an der Entwicklung von nTregs entscheidend
beteiligt ist *°.

Um zunachst zu testen, ob TGF-B neben der FoxP3 Expression auch die
Expression von HELIOS induzieren kann, wurden konventionelle CD4" T-Zellen
aus Mausen, die keine natirlich vorkommenden FoxP3*-positiven T-Zellen
besitzen, isoliert und in Gegenwart von TZR Stimuli, TGF-$ und IL-2 kultiviert.

Die verwendeten Mause (OVAtgRAG2-/- KO) besitzen durch das Fehlen von
RAG2 (recombination activating gene2), welches fur ein essentielles Enzym der
frihen Lymphozytenentwicklung kodiert, keine reifen T- und B-Zellen. Aufgrund
der fehlenden Rekombinase kénnen die Zellen keine funktionstiichtigen T- oder
B-Zell-Rezeptoren rearrangieren. Durch die Kreuzung mit T-Zell-Rezeptor-
transgenen Mausen (OVAtg) kénnen sich allerdings wieder CD4" T-Zellen

entwickeln. Da die Mause dadurch zwar konventionelle CD4" T-Zellen besitzen,
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aber keine natirlich vorkommenden FoxP3*-positiven T-Zellen, kann man durch

TGF-B und IL-2 die de novo Bildung von FoxP3 induzieren.
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Abbildung 18: FoxP3 und HELIOS Expression von TGF-8 und IL-2 behandelten
konventionellen CD4" T-Zellen aus OVAtgRAG2-- KO Maiusen. Sowohl die FoxP3 mRNA
Expression als auch die HELIOS_long mRNA Expression von TGF-f und IL-2 behandelten
konventionellen CD4" T-Zellen aus OVAtgRAG2-/- KO Mausen wurde mittels qRT-PCR untersucht.
Die gewonnenen Expressionsdaten wurden auf das Haushaltsgen HGPRT normalisiert.

Wie sich der Abbildung 18 entnehmen lasst, wird durch TGF-B und IL-2 nicht nur
die FoxP3 mRNA Expression induziert, sondern auch die mRNA Expression der
langen HELIOS Isoform. Wahrend die Induktion der FoxP3 Expression schon
nach 20stindiger TZR Stimulation zu messen ist, erhéht sich die HELIOS

Expression erst nach 50 Stunden.
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In Gegenwart von TGF-B8 fiihrt die ektopische Expression von
HELIOS in CD4" T-Zellen zu einer Aktivierung des FoxP3 Promotors

Um nun die Frage zu klaren, ob in Gegenwart von TGF-f der

Transkriptionsfaktor HELIOS die Expression von FoxP3 in konventionellen CD4"
T-Zellen erhohen kann, wurden die Zellen aus den auf Seite 51 beschriebenen
OVAtgRAG2-/- KO Mausen, die FoxP3™-negativ sind, in Gegenwart von TGF-p,
IL-2 und TZR Stimuli fir 20 Stunden kultiviert. Die 20stlindige Stimulation wurde
gewahlt, da sich im letzten Versuch gezeigt hat, dass sich zu diesem Zeitpunkt
noch keine HELIOS mRNA Expression detektieren liel3 (Abbildung 18).

Um den Einfluss der ektopischen HELIOS Expression auf den FoxP3 Promotor

zu Uberpriifen, wurde ein Dual-Luciferase™ Reporter Assay durchgefiihrt.

Relative FoxP3 Promotor Aktivitat
N

Abbildung 19: Dual-Luciferase™ Reporter Assay zur Messung der FoxP3 Promotor Aktivitét
in konventionellen CD4" T-Zellen nach ektopischer HELIOS Expression. Konventionelle CD4"
T-Zellen aus OVAtgRAG2-/- KO Mausen wurden in Gegenwart von TGF-@, IL-2 und TZR Stimuli
voraktivert. Nach 20 Stunden wurden die Zellen mit dem Plasmid flr die lange HELIOS Isoform
(HELIOS_long) oder einer Kontrolle (Leervektor) und dem FoxP3- Reportervektor transfiziert. Der

gemessen Wert fiir HELIOS ist auf den Leervektor bezogen, der 1 gesetzt wurde.

Wie sich der Abbildung 19 entnehmen lasst, bewirkt die Gegenwart des Cytokins
TGF-B, dass die Induktion der HELIOS Expression zu einer verstarkten FoxP3

Promotor Aktivitat in konventionellen CD4" T-Zellen fiihrt.
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Die ektopische Expression von HELIOS in CD4" T-Zellen fiihrt in

Gegenwart von TGF-B zu einer verstiarkten FoxP3 Proteinbildung

Wie sich der Abbildung 19 entnehmen lasst, zeigt HELIOS einen férdernden
Effekt auf die FoxP3 Promotor Aktivitat. Daher sollte als nachstes geprift
werden, ob HELIOS auch auf Proteinebene einen Einfluss auf die FoxP3
Expression hat. Dazu wurden die Zellen wie im vorherigen Versuch beschrieben
behandelt und mit spezifischen Antikérpern gegen FoxP3 nuklear gefarbt. Der
FoxP3 Proteingehalt wurde mittels FACS Analyse nachgewiesen (siehe Material
und Methoden).
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Abbildung 20: Intrazellulire FoxP3 Firbung von konventionellen CD4" T-Zellen nach HELIOS
Uberexpression. Konventionelle CD4" T-Zellen aus OVAtgRAG2-/- KO Mausen wurden fiir einen
Tag in Gegenwart von TGF-B, IL-2 und TZR Stimuli aktiviert. An Tag 1 wurden die Zellen mit dem
Plasmid fir die lange HELIOS Isoform (HELIOS_long) oder einer Kontrolle (Leervektor) transfiziert.
Nach drei Tagen Restimulation wurden die Zellen lysiert und der nukledre FoxP3 Proteingehalt

mittels FACS Analyse gemessen. (MFI = mittlere Fluoreszenzintensitat)

Die intrazellulare FoxP3 Farbung zeigt, dass die Uberexpression von HELIOS in
TGF-B und IL-2 behandelten konventionellen CD4"* T-Zellen aus OVAtgRAG2-/-
KO Mausen auch auf Proteinebene einen Einfluss auf die FoxP3 Expression hat
(Abbildung 20). Die Zellen, die HELIOS ektopisch exprimieren, zeigen im

Vergleich zur Kontrolle eine Verstarkung der FoxP3 Bildung um etwa 30%.
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3.25 Induktion regulatorischer T-Zellen durch HELIOS in vivo

In 3.2.4 konnte gezeigt werden, dass HELIOS in vitro die TGF-B- vermittelte
Expression von FoxP3 in konventionellen CD4" T-Zellen verstarken kann. Da
TGF-B in der lebenden Maus ubiquitar vorhanden ist, kann angenommen
werden, dass die ektopische Expression von HELIOS in konventionellen CD4" T-
Zellen auch in vivo zu einer erhdhten FoxP3 Expression fiihrt. Hierzu wurde als
in vivo Modell ein adoptiver Transfer (AT) der HELIOS- bzw. Leervektor-

transfizierten Zellen etabliert.

Um eine maximale Transfektionseffizienz zu erreichen, wurden FoxP3™-negative
konventionelle CD4" T-Zellen aus den OVAtgRAG2-/- KO Mausen (siehe Seite
51) mit TZR Stimuli fir drei Tage stimuliert. An Tag 4 wurden die T-Zellen mit
dem Plasmid fur die lange HELIOS Isoform oder der Kontrolle transfiziert und in
T-Zell-defiziente Mause (RAG2-/- KO) intravends in die Schwanzvene injiziert.
Durch das Fehlen der Rekombinase RAG2 (recombination activating gene)
besitzen die Mause keinerlei natirliche T- und B-Zellen, so dass nur die adoptiv
transferierten T-Zellen detektiert werden. Vierzehn Tage nach adoptiven Transfer
der transfizierten Zellen, wurde der FoxP3 Proteingehalt der Milzzellen im FACS
analysiert. Weiterhin wurde ein Proliferations- bzw. Suppressionsassay
durchgefiihrt, da verschiedene FoxP3-Transfektionsstudien gezeigt haben, dass
die ektopische Expression von FoxP3 in konventionellen CD4" T-Zellen diesen

Zellen suppressive Eigenschaften verleiht.

d-4 d-1 do ' d14
|_ -|Stimulation entfernen -I
CD4" aus Milzen entnehmen
OVAtgRAG2-/- KO *® Transfektion

- TZR Stimulation o AT iv. in RAG2-/- KO > FACS Analyse

Abbildung 21: Schematischer Aufbau des in vivo Versuchs. Konventionelle CD4" T-Zellen aus
OVAtgRAG2-/- KO Mausen wurden 3 Tage mit TZR Stimuli stimuliert. An Tag 4 wurden die Zellen
mit der Kontrolle oder dem Plasmid fiir die lange HELIOS Isoform transfiziert und intravenés in
RAG2-/- KO Mause gespritzt. 14 Tage nach adoptiven Transfers wurden die Milzen der Mause
entnommen und fir FACS Analysen oder einen ex vivo Proliferations-/Suppressionsassay

verwendet.

55



Ergebnisse

In vivo fiihrt die ektopische Expression von HELIOS zur Induktion

von FoxP3*-positiven T-Zellen in T-Zell-defizienten Miusen

Vierzehn Tage nach adoptivem Transfer der transfizierten Zellen wurden die
Milzen der Mause prapariert. Die Milzzellen wurden auf die Expression der
Oberflachenmarker CD4 und CD25 sowie auf den Proteingehalt von FoxP3 im
FACS analysiert.
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Abbildung 22: FoxP3"-positive T-Zellen aus den Milzen der behandelten RAG2-/- KO Miuse
nach adoptivem Transfer. Den Mausen wurden an Tag 14 die Milzen entnommen und die Zellen
wurden auf CD4, CD25 und FoxP3 gefarbt und im FACS analysiert. In Abbildung A sind die
FoxP3"-positiven T-Zellen aller sechs Mause (drei pro Gruppe) des Versuchs abgebildet. Abbildung
B zeigt eine beispielhafte Dot Plot Darstellung je einer Milz pro Gruppe.

56



Ergebnisse

Der Abbildung 22 lasst sich entnehmen, dass die RAG2-/- KO Mause, die mit
den HELIOS transfizierten konventionellen CD4" T-Zellen injiziert wurden, eine
deutlich hohere FoxP3*-positive T-Zellpopulation aufweisen als die Mause der
Kontrollgruppe. Weiter zeigt sich, dass die T-Zell-Population, die sich
Uberwiegend in den ,HELIOS-Mausen® bildet, neben FoxP3 auch das nTreg-
assoziierte Moleklil CD25 konstitutiv exprimieren. Dass die Mause der
Kontrollgruppe auch eine kleine CD25"FoxP3" Zellpopulation aufweisen, kénnte

durch das ubiquitare TGF-f in der Maus verursacht werden.

Die durch HELIOS induzierten CD4'CD25'FoxP3" T-Zellen weisen
ex vivo suppressive Eigenschaften auf

Um die Funktionalitat der durch HELIOS induzierten CD4*CD25*FoxP3" T-Zellen

zu untersuchen, wurde ex vivo ein Proliferations- bzw. Suppressionsassay

durchgefthrt. Dazu wurden aus den Milzen der RAG2-/- KO Mause, die mit
HELIOS long bzw. dem Leervektor konstituiert waren, CD25"-positive T-Zellen
und aus unbehandelten Wildtyp BALB/cJ Mausen sowohl CD25"-positive

(nTregs) als auch CD25-negative (konventionelle CD4") T-Zellen angereinigt.

Um das suppressive Potenzial quantifizieren zu kénnen, wurden die CD25*-
positiven T-Zellen aus den RAG2-/- KO bzw. aus den Wildtyp BALB/cJ Mausen
in abnehmender Zellzahl zu einer konstant bleibenden Anzahl an konventionellen
CD4" T-Zellen aus Wildtyp BALB/cJ Mausen gegeben. Die Stimulation erfolgte
mit I6slichen anti-CD3 Antikérpern und Mitomycin C- behandelten A20 Zellen als
akzessorische Zellen. Am dritten Tag wurde radioaktives *H-Thymidin zu der
Kokultur gegeben, womit die Proliferation durch den Einbau in die DNA der sich

teilenden Zellen bestimmt werden konnte (siehe Material und Methoden).
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Abbildung 23: Proliferations- bzw. Suppressionsassay der Zellen ex vivo nach Adoptiven
Transfer. CD4" T-Zellen aus Wildtyp BALB/cJ Mausen wurden entweder alleine oder in Kokultur
mit CD25" T-Zellen aus den behandelten RAG2-/- KO bzw. aus Wildtyp BALB/cJ Mausen in den
angegebenen Verhaltnissen stimuliert. Als Stimuli dienten l6sliche anti-CD3 Antikorper und
Mitomycin C- behandelte A20-Zellen. Nach 3 Tagen wurde 3H-Thymidin zugegeben und nach
weiteren 20 Stunden konnte die Proliferation durch den Einbau des radioaktiven Thymidins mithilfe

eines B-Szintillationszahlers bestimmt werden.

Der Abbildung 23 lasst sich deutlich entnehmen, dass die CD25"-positiven T-
Zellen aus den RAG2-/- KO Mausen, die mit HELIOS transfizierte CD4" T-Zellen
erhalten haben, die Proliferation der konventionellen CD4" T-Zellen genauso gut
supprimieren kénnen, wie die CD25"-positiven T-Zellen (nTregs) aus den Wildtyp
BALB/cJ Mausen. Im Vergleich dazu sind die isolierten CD25"-positiven T-Zellen
der RAG2-/- KO Mause, die mit der Kontrolle transfizierte CD4* T-Zellen erhalten
haben, schlechter in der Lage, die Proliferation der CD4" T-Zellen zu hemmen.
Die Zellen der Kontrollgruppe zeigen ein leichtes Suppressionspotential, da die
angereinigten CD25"-positiven T-Zellen auch einige FoxP3'-positive T-Zellen
enthalten, wie sich bereits in der vorherigen FACS Analyse zeigte (Abbildung
22).
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Dieses Ergebnis und das aus dem vorherigen Versuch zeigen, dass HELIOS
fahig ist, CD4"'CD25FoxP3" nTregs zu induzieren, die ex vivo suppressive
Eigenschaften aufweisen.

In_vivo besitzen die_durch HELIOS induzierten CD4'CD25'FoxP3*
T-Zellen Suppressor-Funktionen

Um zu Uberprifen, ob die durch HELIOS induzierten CD4"CD25'FoxP3" T-Zellen

auch in vivo funktionell wirksam sind, d.h. suppressive Eigenschaften besitzen,

wurde nachfolgendes Experiment durchgefuhrt.

d-4 d-1 do . d14 d20
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Abbildung 24: Schematischer Aufbau des in vivo Versuchs. Konventionelle CD4" T-Zellen aus
OVAtgRAG2-/- KO Mausen wurden 3 Tage polyklonal stimuliert. An Tag 4 wurden die Zellen mit
dem Plasmid fir die lange HELIOS Isoform oder der Kontrolle transfiziert und intravends in RAG2-/-
KO Méause injiziert. 14 Tage nach adoptiven Transfer (AT) wurde das Antigen OVA in den rechten

FuRballen der Mause injiziert. Bis Tag 20 nach AT wurde jeden Tag die FuRschwellung gemessen.

Genau wie im vorherigen Versuch, wurden FoxP3-negative konventionelle CD4"
T-Zellen aus den OVAtgRAG2-/- KO Mausen (siehe Seite 51) isoliert und fur drei
Tage mit einer Kombination aus anti-CD3 und anti-CD28 Antikérpern stimuliert.
Am vierten Tag wurden die Zellen mit dem Leervektor oder dem Plasmid fiir die
lange HELIOS Isoform transfiziert und intravenés in die Schwanzvene von T-Zell-
defizienten Mausen (RAG2-/- KO) injiziert. Vierzehn Tage nach Adoptivem
Transfer wurde in den Mausen eine DTH (delayed type hypersensitivity), also
eine verzogerte Immunantwort des Typ 4, ausgeldst. Dazu wurde den Mausen in
den rechten FuBRballen als Antigen das OVA-Peptid aus dem Hihnereiweil}
Ovalbumin (OVA) in IFA (incomplete Freund’s adjuvant = Wasser-in-Ol
Emulsion) injiziert, in den linken FuBballen wurde IFA alleine gespritzt. Die
Fulischwellung sowohl des rechten als auch des linken Fulies wurde an jedem

Tag mit Hilfe einer Testarm-Messuhr bestimmt. Die Differenz der FiRe, die
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einerseits nur mit dem Adjuvanz und andererseits mit dem Antigen gespritzt

wurden, ist in der Abbildung 25 graphisch dargestellt.
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Abbildung 25: Graphische Darstellung der DTH. Nach der Injektion des Antigens an Tag 14

wurde jeden Tag bis Tag 20 die FuBschwellung der behandelten Mause gemessen.

Die tagliche Messung der Fullschwellung zeigt, dass in den ,HELIOS Mausen®,
im Vergleich zur Kontrollgruppe, eine wesentlich schwachere DTH auftritt
(Abbildung 25). Somit zeigt dieser Versuch, dass die Expression von HELIOS
nicht nur zu einer Erhdhung der FoxP3 Expression fuhrt, sondern auch den

Zellen eine suppressive Funktion in vivo verleiht.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass nTregs, im Gegensatz zu
konventionellen CD4" T-Zellen, eine sehr starke Expression der
Transkriptionsfaktoren HELIOS und EOS aufweisen, von denen aufgrund
alternativen SpleiRens mehrere Isoformen vorliegen. Weiterhin wurde gezeigt,
dass HELIOS an den FoxP3 Promotor binden kann. Wahrend die ektopische
Expression der langen HELIOS Isoform in nTregs den FoxP3 Promotor sehr
stark aktivieren kann, zeigten sowohl die kurze HELIOS Isoform, als auch alle

EOS Isoformen, lediglich marginale Effekte auf den FoxP3 Promotor.
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In vitro bewirkte die ektopische Expression der langen HELIOS Isoform in
konventionellen CD4" T-Zellen nur in Gegenwart des Cytokins TGF-B sowohl
eine gesteigerte FoxP3 Promotor Aktivitdt als auch eine verstarkte FoxP3
Proteinbildung. Die in vitro gewonnen Daten konnten in in vivo Studien bestatigt
werden. Der adoptive Transfer von HELIOS transfizierten konventionellen CD4"
T-Zellen in T-Zell-defiziente Mause (RAG2-/- KO) flihrte zu einer verstarkten
Bildung an FoxP3*-positiven T-Zellen. AuBerdem zeigte sich, dass diese Zellen

sowohl in vitro als auch in vivo suppressive Funktionen besitzen.
Die Daten deuten darauf hin, dass der Transkriptionsfaktor HELIOS

entscheidend an der Entwicklung und Funktion von FoxP3*-positiven T-Zellen

beteiligt zu sein scheint.
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3.3 Die Rolle der microRNA155

BIC (B-cell integration cluster) ist ein nicht-Protein-kodierendes Transkript, das
zur microRNA155 (miR155) prozessiert werden kann. Uber verschiedene weitere
Vorlaufer entsteht die reife miR155 (siehe Einleitung Seite 14), die eine wichtige
Rolle im Immunsystem einnimmt, wie sich durch miR155-defiziente (miR155-/-
KO) Mause gezeigt hat ®7®® Die miR155-defizienten Mause weisen einen
autoimmunen Phanotyp in der Lunge auf, mit strukturellen Veranderungen der
Atemwege (,airway remodeling“) und verstarkter Leukozyteninfiltration. Weiterhin
zeigen sie schwere Defekte in verschiedenen Funktionen des adaptiven
Immunsystems. So sind B-Zellen nicht mehr in der Lage Antigene effizient zu
prasentieren und T-Zellen zu aktivieren. In vitro aktivierte T-Zellen der miR155-
defizienten Mause differenzieren vorzugsweise zu Th2-Zellen, so dass durch die

Bildung des Cytokins IL-4 allergische Reaktionen verstarkt auftreten kdnnen.

Um zu Uberprifen, ob die miR155 an der nTreg- vermittelten Suppression
beteiligt ist, sollte zunachst mittels gRT-PCR die Expression von nTregs und
konventionellen CD4" T-Zellen verglichen werden. AnschlieRend wurde mit Hilfe
eines miR155 spezifischen Vorlaufers, der zu einer ektopischen Uberexpression

fahrt, die Funktion dieser microRNA naher untersucht.
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3.31 TZR Stimulation fiihrt zur Induktion der BIC und der miR155
Expression

Um die Expressionsrate von BIC in nTregs im Vergleich zu konventionellen CD4*
T-Zellen zu Uberprifen, wurden die Zellen nach Anreinigung entweder sofort
(unstimuliert) oder 20 Stunden nach polyklonaler TZR Stimulation mittels gRT-
PCR analysiert.
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Abbildung 26: BIC Expression von nTregs und konventionellen CD4" T-Zellen. Mit gqRT-PCR
wurde die BIC Expression von nTregs mit konventionellen CD4" T-Zellen verglichen. Als
Haushaltsgen diente HGPRT.

Es zeigt sich, dass frische unstimulierte nTregs eine deutlich hdhere BIC
Expression aufweisen als konventionelle CD4" T-Zellen (Abbildung 26). Nach
TZR Stimulation jedoch steigt in beiden T-Zellpopulationen die Expression an,

wobei die Induktion in konventionellen CD4" T-Zellen starker ist als in nTregs.
Die Entstehung der miR155 aus dem BIC Transkript erfolgt, wie bereits erwahnt,

Uber viele Zwischenschritte. Nur wenn die beteiligten Enzyme intakt vorliegen,

kann die Prozessierung zur reifen miR155 ablaufen.
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Zum Nachweis der maturieten miR155 in nTregs im Vergleich zu
konventionellen CD4" T-Zellen, wurde mit einer miR155 spezifischen TagMan-
Sonde eine gqRT-PCR durchgefuhrt.
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Abbildung 27: miR155 Expression von nTregs und konventionellen CD4" T-Zellen. Mittels
TagMan-PCR wurde die miR155 Expression von nTregs mit konventionellen CD4" T-Zellen
verglichen. Die relative Expression wurde auf das Haushaltsgen 5S (ribosomale 5S RNA)

normalisiert.

In Abbildung 27 zeigt sich, analog zur BIC Expression, dass frische nTregs eine
deutlich hohere Expression vorweisen als konventionelle CD4" T-Zellen. Die
Expressionsrate steigt nach 20stindiger TZR Stimulation wieder in beiden T-

Zellpopulationen an.

Zwar ist in nTregs sowohl die absolute BIC Expression als auch die Maturierung
zur miR155 wesentlich héher als in konventionellen CD4" T-Zellen. Allerdings
bewirkt die TZR Stimulation eine deutlich starke Induktion sowohl von BIC als
auch der miR155 in den konventionellen CD4" T-Zellen verglichen mit den

nTregs.
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3.3.2 FoxP3 ist nicht essentiell an der Regulation von BIC und

der miR155 Expression beteiligt

Kulrzlich wurde postuliert, dass die Regulation der miR155 ein FoxP3-abhangiger
Prozess sei und dass die kontinuierliche FoxP3 Expression fir den hohen
miR155-Gehalt in nTregs verantwortlich sei **%. In 3.3.1 hat sich jedoch gezeigt,
dass auch konventionelle CD4" T-Zellen, die kein FoxP3 exprimieren, eine
erhdhte BIC und miR155 Expression nach TZR Stimulation aufweisen.

Um die Mdglichkeit auszuschlie®en, dass der Anstieg der Expression von einer
nTreg (CD4'CD25'FoxP3") Verunreinigung in der CD4" T-Zellpopulation
verursacht wird, wurde die BIC (Daten nicht gezeigt) und die miR155 Expression
von konventionellen CD4" T-Zellen aus Wildtyp Mausen mit der Expression von
konventionellen CD4" T-Zellen aus scurfy Mausen verglichen. Scurfy Mause sind
FoxP3 Defektmutanten, die aufgrund einer Punktmutation im FoxP3 Gen kein

funktionelles FoxP3 besitzen.

Il wt CD4*CD25
=3 scurfy CD4*CD25°

relative miR155 Expression
(2]
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unstimuliert 20h stimuliert

Abbildung 28: miR155 Expression von konventionellen CD4" T-Zellen. Durch TagMan-PCR
wurde die miR155 Expression von konventionellen CD4" T-Zellen aus Wildtyp und scurfy Mausen

analysiert. Zur Normalisierung diente das Haushaltsgen 58S.

Die konventionellen CD4" T-Zellen aus scurfy Mausen zeigen weder eine
beeintrachtigte BIC (Daten nicht gezeigt) noch miR155 Expression (Abbildung
28). Da eine FoxP3 Abhangigkeit bei der Induktion der miR155 somit
ausgeschlossen werden kann, sollte im Folgenden die Rolle der miR155 in
konventionellen CD4" T-Zellen und deren potentieller Einfluss auf die nTreg-

vermittelte Suppression ndher analysiert werden.
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3.3.3 Die ektopische Expression der miR155 in konventionellen

CD4" T-Zellen fiihrt zu einer Resistenz gegeniiber der

nTreq- vermittelten Suppression

Um die Funktion der miR155 bei der nTreg- vermittelten Suppression besser zu
verstehen, wurde mit konventionellen CD4" T-Zellen, die entweder mit einer
Kontrolle oder mit einem spezifischen miR155 Vorlaufer (pre-miR155) transfiziert
waren, ein Proliferations- bzw. Suppressionsassay durchgefihrt (siehe Material
und Methoden Seite 26).

Proliferation/Suppression (cpm)

5000 10000 15000 20000 25000

L L L \ )

CD4*

nTreg

mm CD4* Kontrolle
= pre-miR155 CD4*

CD4* + nTreg (1:1)
CD4* + nTreg (2:1)

CD4* + nTreg (4:1)

Abbildung 29: Proliferation- bzw. Suppressionsassay nach Uberexpression der miR155 in
CD4" T-Zellen. Konventionelle CD4" T-Zellen wurden entweder mit einer Kontrolle oder dem
Vorlaufer fir die miR155 (pre-miR155) transfiziert und alleine oder in Kokultur mit nTregs in den
angegebenen Verhéltnissen stimuliert. Als Stimuli dienten I8sliche anti-CD3 Antikérper und
Mitomycin C- behandelte A20-Zellen. Nach 3 Tagen wurde 3H-Thymidin zugegeben und nach
weiteren 20 Stunden konnte die Proliferation durch den Einbau des radioaktiven Thymidins mithilfe

eines B3-Szintillationsz&hlers bestimmt werden.

Wie in Abbildung 29 zu sehen ist, weisen nTregs alleine in vitro nur eine geringe
Proliferation auf, wahrend der erhdhte >H-Thymidin Einbau in den
konventionellen CD4"* T-Zellen wesentlich hoher ist. In Kokultur mit nTregs lasst
sich die Proliferation der CD4" T-Zellen effizient inhibieren. Dagegen zeigt sich,
dass die ektopische Expression der miR155 in konventionellen CD4" T-Zellen zu

einer deutlich schlechteren Hemmbarkeit durch nTregs flhrt.
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3.34 Nach ektopischer Expression der miR155 besitzen

konventionelle CD4" T-Zellen einen aktivierten Phinotyp

Ein zentraler Prozess bei der Suppression konventioneller CD4" T-Zellen durch
nTregs ist die Hemmung der IL-2 Produktion. In 3.3.3 konnte gezeigt werden,
dass die ektopische Expression der miR155 in konventionellen CD4" T-Zellen zu
einer schlechteren Inhibition der Proliferation dieser Zellen fihrte. Dies kdnnte
darauf beruhen, dass die Uberexpression der miR155 die Produktion von IL-2
erhdht. Die IL-2 Expression nach ektopischer Expression der miR155 in

konventionellen CD4" T-Zellen wurde mittels qRT-PCR Uberpriift.
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Abbildung 30: IL-2 Expression nach Uberexpression der miR155 in CD4" T-Zellen. Mit qRT-
PCR wurde die IL-2 Expression von konventionellen CD4" T-Zellen verglichen, die entweder mit
einer Kontrolle oder dem Vorlaufer fir die miR155 (pre-miR155) transfiziert wurden. Normalisiert

wurde auf die Expression des Haushaltsgens HGPRT.

Wie in Abbildung 30 zu erkennen ist, fuhrt die ektopische Expression der miR155
in den konventionellen CD4" T-Zellen tatsachlich zu einer erhéhten IL-2 mRNA
Expression. Dies deutet darauf hin, dass die erhdhte Expression der miR155
nach TZR Stimulation entscheidend an der Induktion der IL-2 Expression beteiligt
ist. Weiterhin suggerieren diese Ergebnisse, dass die miR155 an der
Degradation eines transkriptionellen Repressors beteiligt ist, welcher wiederum

die IL-2 Expression reguliert.
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3.3.5 Die ektopische Expression der miR155 in CD4" T-Zellen

fuhrt zu einer verminderten BACH1 Expression

Um mogliche Ziel-mRNAs (Targets) der miR155 zu finden, welche an der
Repression der IL-2 Expression beteiligt sein kdnnten, wurden von Dr. Detlev
Mennerich (Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG) Computer-basierte
in silico Analysen durchgefiihrt. Wie bereits in der Literatur beschrieben, konnte
der Transkriptionsfaktor BACH1 (Btb and CNC homolog1) als Target der miR155
charakterisiert werden %®°_ Interessanterweise fungiert BACH1, der mit ,MARE"
(Maf recognition element) interagieren kann, durch die Bindung mit dem
Transkriptionsfaktor MafK (Mitglied der kleinen Maf Proteine) als transkriptioneller
Repressor, unter anderem flir das IL-2 Gen. Wird nun die BACH1 Expression
gehemmt, indem die miR155 ektopisch Gberexprimiert wird, kénnten stattdessen
transkriptionelle Aktivatoren an ,MARE" binden und zu einer Verstarkung der

Genexpression (z.B. von IL-2) fihren.

Um das Zusammenspiel zwischen miR155 und BACH1 zu Uberprifen, wurden
konventionelle CD4" T-Zellen erneut mit einer Kontrolle oder dem miR155
Vorlaufer transfiziert und die nachfolgende BACH1 Expression mittels gqRT-PCR

und Western-Blot Analysen Uberprift.
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Abbildung 31: BACH1 Expression nach Uberexpression der miR155 in CD4" T-Zellen. Die
BACH1 Expression von konventionellen CD4" T-Zellen, die entweder mit einer Kontrolle oder dem
Vorlaufer fir die miR155 (pre-miR155) transfiziert wurden, wurden tber gRT-PCR miteinander

verglichen und auf die Expression des Haushaltsgens HGPRT normalisiert.
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Die Uberexpression der miR155 in konventionellen CD4" T-Zellen fiihrt, wie sich
in Abbildung 31 erkennen lasst, zu einer Verminderung der BACH1 mRNA
Expression.

Da sich gezeigt hat, dass die Erhéhung der miR155 die Expression der BACH1
mMRNA um etwa die Halfte reduzieren kann, sollte im nachsten Versuch die
entsprechende Protein Expression mittels Western-Blot Analyse Uberpruft

werden.
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Abbildung 32: BACH1 Protein-Expression nach Uberexpression der miR155 in CD4" T-
Zellen. Konventionelle CD4" T-Zellen wurden nach Transfektion mit einer Kontrolle oder dem
Vorlaufer fur die miR155 (pre-miR155) mit RIPA Puffer lysiert und die Gesamtzell- Lysate mittels
Western-Blot Verfahren analysiert. Es wurden BACH1 spezifische Antikdrper und zur
Normalisierung Antikdrper gegen pB-Actin verwendet. Der angegebene Faktor gibt die
Quantifizierung der Banden an, wobei die Kontrolle als 100% gesetzt und der pre-miR155 Wert

darauf bezogen wurde.

Wie in Abbildung 32 dargestellt, flihrt die ektopische Erhéhung des intrazellularen
miR155 Gehaltes in konventionellen CD4" T-Zellen, genau wie bereits auf PCR-
Ebene festgestellt, auch auf Proteinebene zu einer verminderten BACH1

Expression.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die microRNA155 sowohl in
nTregs als auch in konventionellen CD4" T-Zellen detektierbar ist. Nach TZR
Stimulation steigt die Expression zwar in beiden Zellpopulationen an, allerdings
ist die Induktion in konventionellen CD4" T-Zellen wesentlich starker als in
nTregs. Anhand der durch scurfy Mause gewonnen Daten zeigte sich, dass die
Funktion der miR155 nicht unbedingt ein FoxP3 regulierter Prozess zu sein
scheint. Die ektopische Expression der miR155 in konventionellen CD4" T-Zellen
fuhrt dazu, dass die Zellen ihre IL-2 Produktion erhbhen und durch diesen
aktivierten Phanotyp resistenter gegeniber der nTreg- vermittelten Suppression
werden. Der Transkriptionsfaktor BACH1, der an der Regulation des IL-2 Gens
als transkriptioneller Repressor beteiligt ist, wird durch die ektopische Expression

der miR155 gehemmt.

Die Daten zeigen, dass die miR155 ein interessantes Ziel bei der Entwicklung

neuer Therapieansatze in der Tumorbekampfung sein konnte.
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4. Diskussion

Natirlich vorkommende regulatorische T-Zellen (nTregs) besitzen durch ihre
suppressive Aktivitdt ein grolles Potenzial fir neue Therapieansatze bei
Autoimmunerkrankungen. Fir den therapeutischen Einsatz der nTregs, ist es
aber von grofier Notwendigkeit, die Faktoren zu kennen, welche die Entwicklung
und die suppressiven Funktionen dieser T-Zellen steuern. Als gezeigt werden
konnte, dass konventionelle CD4" T-Zellen nach Transduktion mit dem
Transkriptionsfaktor FoxP3 (Forkhead Box P3) sowohl den anergen Phanotyp als
auch die regulatorischen Eigenschaften in vitro und in vivo von nTregs besitzen,
wurde die zentrale Bedeutung von FoxP3 fir die Entstehung und Funktion von
nTregs erst deutlich *'2%, FoxP3 wirkt als transkriptioneller Repressor, der vor
allem an der Hemmung der Cytokin-Expression beteiligt ist '®.

Da Transkriptionsfaktoren nie alleine fungieren, rekrutiert auch FoxP3 weitere
transkriptionelle Co-Faktoren. FoxP3 kann sowohl mit dem Calcium-reguliertem
Transkriptionsfaktor NFAT (Nuclear factor of activated T cells) um die DNA-
Bindung konkurrieren, als auch mit ihm interagieren '®'°%'%" Wahrend NFAT in
Kooperation mit AP-1 (Activator protein-1) die Expression der Interleukine IL-2
und IL-4 aktiviert, wird die Expression dieser Cytokine von dem FoxP3/NFAT
Komplex inhibiert 2% Allerdings fungiert der FoxP3/NFAT Komplex nicht
ausschliefllich inhibierend. Er wirkt aktivierend auf die Expression von CTLAA4,
CD25 und GITR, Molekile, die flir den nTreg-spezifischen Phanotyp

verantwortlich sind %

. Dies zeigt, dass an der Genregulation durch den
FoxP3/NFAT Komplex weitere Co-Repressoren oder Co-Aktivatoren involviert
sein massen.

Der Transkriptionsfaktor NFAT ist nicht nur fir die Ausbildung des nTreg-
spezifischen Phanotyps von Bedeutung, sondern durch mehrere NFAT bindende
Doméanen im FoxP3 Promotor auch fir die Induktion der FoxP3 Expression
selbst '9%1% Allerdings konnten Bopp et al. durch NFAT-c2/c3 doppel-knock-out
Mé&use zeigen, dass das Fehlen dieser Transkriptionsfaktoren keinerlei Einfluss
auf die Entstehung von CD4*CD25" nTregs im Thymus und deren Funktion in der
Peripherie hat '%°. Méglicherweise ist ein weiteres Mitglied der NFAT Familie,
NFATc1, in der Lage, die Rolle der fehlenden NFAT- Transkriptionsfaktoren zu
kompensieren '®. Weiterhin wurde eine Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor

NF-kB (Nuclear factor-kappa B) beschrieben. Dabei wirkt FoxP3 durch
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Interaktion mit NF-kB als transkriptioneller Repressor der NF-kB-vermittelten
Expression von Zielgenen '®. Ein weiterer wichtiger Kooperationspartner von
FoxP3 ist der Transkriptionsfaktor RUNX1 (RUNT-related transcription factor 1),
der die CD4 Expression in CD4'CD8-doppelnegativen Thymozyten hemmen
kann '%. Es zeigte sich, dass FoxP3 die RUNX1-induzierte IL-2 und IFN-y
(Interferon-gamma) Expression durch Interaktion inhibieren kann. Analog zum
FoxP3/NFAT Komplex ist der FoxP3/RUNX1 Komplex an der Aktivierung nTreg-
spezifischer Molekiile beteiligt. Somit kontrolliert FoxP3 durch die Interaktion mit
verschiedenen transkriptionellen Co-Repressoren oder Co-Aktivatoren die
Anergie von nTregs, sowie deren suppressive Eigenschaften '°®. Zu weiteren
moglichen Co-Repressoren bei diesen FoxP3 Komplexen zahlen Histon-
Deacetylasen (HDACSs), die an der posttranslationalen Modifikation von Histonen
und somit einer starkeren Verpackung des Chromatins beteiligt sind. Durch die
Deacetylierungen werden Bereiche der DNA fir Transkriptionsfaktoren blockiert
und somit die Genexpression negativ reguliert. Fur die Komplexbildung mit
HDACs, bendtigen einige Interaktionspartner bestimmte Erkennungssequenzen.
Der Transkriptionsfaktor NFATc1 beispielsweise muss durch Sumoylierung

modifiziert werden "%,

Obwohl die Ausbildung der nTreg-spezifischen Funktionen nicht alleine von
FoxP3 abhangig ist, gilt FoxP3 dennoch als der ,Hauptregulator® (master
regulator) bei der Entwicklung von nTregs im Thymus. Daher ist es unabdingbar
zu verstehen, welche Molekile und Faktoren bei der Induktion der FoxP3
Expression beteiligt sind. Allerdings ist auch die Regulation der FoxP3
Expression sehr komplex, da viele Signale die FoxP3 Expression steigern

kdnnen.
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4.1 Die Rolle der Transkriptionsfaktoren
HELIOS und EOS

Wie wichtig der Transkriptionsfaktor IKAROS bei der Entwicklung und
Differenzierung von T-Zellen ist, wurde schon Anfang der 1990er Jahre von
Georgopoulos et al. anhand von zwei Mausstammen mit verschiedenen
Mutationen im IKAROS- Gen beschrieben %', Homozygote Méause, die keine
IKAROS- Dimerisierungsdomane aufweisen, besitzen weder natirliche
Killerzellen (NK-Zellen) noch B-Zellen. Weiterhin weisen die Mause etwa 50%
weniger Thymozyten auf als Wildtyp Mause. Die dabei entstehenden T-Zellen
differenzieren bevorzugt zu CD4" T-Zellen aus und weisen eine starke TZR
Antwort mit verstarkter Proliferation auf '"'. Der zweite Mausstamm, der eine
Mutation in der DNA- bindenden Domane besitzt, entwickelt einen wesentlich
starkeren Phanotyp. Die Mause weisen weder vor noch nach der Geburt NK-
Zellen, B- oder T-Lymphozyten auf ''°. Diese Versuche deuteten darauf hin, dass
IKAROS in der Lage ist mit anderen Faktoren zu interagieren. Tatsachlich
wurden weitere Transkriptionsfaktoren identifiziert, die aufgrund grofRRer

Homologie der IKAROS-Genfamilie zugeordnet sind.

Wie in der Einleitung bereits geschildert, exprimieren nTregs im Gegensatz zu
konventionellen CD4" T-Zellen hohe Mengen der IKAROS- Familienmitglieder
HELIOS und EOS (siehe auch Abbildungen 8-11). Ein Charakteristikum dieser
Transkriptionsfaktoren ist, dass sie aufgrund von Spleivarianten in
verschiedenen Isoformen vorliegen kénnen. Durch Klonierungsstudien in
unserem Labor konnten wir in murinen T-Zellen die Existenz von zwei HELIOS
Isoformen analog zu humanen T-Zellen bestatigen und fir EOS vier Isoformen
identifizieren (unveroffentlichte Daten).

Wahrend HELIOS bereits in CD4 CD8-doppelnegativen Thymozyten detektiert
werden kann, wird FoxP3 erst im CD4"-einzelpositiven Stadium der T-Zell-
Entwicklung exprimiert ®°. Da HELIOS somit frither als FoxP3 gebildet wird und
ebenso wie FoxP3 verstarkt in frischen nTregs exprimiert wird, kénnte HELIOS
an der Regulation von FoxP3 beteiligt sein.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das HELIOS Protein an den FoxP3
Promotor binden kann (Abbildung 15). Zur weiteren Uberpriifung der
Funktionalitdt von HELIOS und EOS bei der Entwicklung und Funktion von
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nTregs wurden die verschiedenen Isoformen der beiden Transkriptionsfaktoren in
voraktivierten nTregs Uberexprimiert. Wahrend die ektopische Expression der
langen HELIOS Isoform die FoxP3 Promotor Aktivitdt relativ stark steigern
konnte, zeigte die kurze Isoform nur einen schwachen Effekt auf die FoxP3
Promotor Aktivitat (Abbildung 16). Zu erklaren ist dieser Effekt dadurch, dass die
kurze HELIOS Isoform durch das Fehlen eines Zinkfingers andere DNA-
Bindungsdomanen erkennt als die lange HELIOS Isoform. Analog zur kurzen
HELIOS Isoform, zeigten alle vier Isoformen von EOS nur einen marginalen
Einfluss auf die FoxP3 Promotor Aktivitat (Abbildung 17). Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde in weiterfiihrenden Experimenten sowohl auf EOS als auch
auf die kurze HELIOS Isoform verzichtet und stattdessen die Rolle des

Transkriptionsfaktor HELIOS long intensiver analysiert.

Da konventionelle CD4" T-Zellen kaum detektierbares FoxP3 aufweisen, sollte
als nachstes untersucht werden, ob die ektopische Expression der langen
HELIOS Isoform in diesen Zellen zu einer Aktivierung des FoxP3 Promotors und
dadurch zu einer Induktion der FoxP3 Expression fuhrt. Allerdings konnte in
ersten Versuchen kein Einfluss auf den FoxP3 Promotor in konventionellen CD4*
T-Zellen detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Dies lasst darauf schlief3en,
dass noch weitere Faktoren bendtigt werden, die an der Induktion der FoxP3
Expression beteiligt sind. Als moglicher Faktor kommt der Transforming Growth
Factor beta (TGF-B) in Frage, der an der Entwicklung von FoxP3*-positiven T-
Zellen im Thymus und somit an der Entwicklung von nTregs beteiligt ist **. Und
tatsachlich bewirkt die Anwesenheit von TGF-3, welches in der lebenden Maus
ubiquitar vorhanden ist, dass die ektopische Expression der langen HELIOS
Isoform in konventionellen CD4" T-Zellen in vitro sowohl zu einer Steigerung der
FoxP3 Promotor Aktivitat als auch des FoxP3 Proteins flihrt (Abbildungen 19 und
20). Diese Ergebnisse bestatigen bereits veroffentlichte Publikationen, dass
TGF-B ein wichtiges Signalmolekil fur die FoxP3 Expression ist. Aullerdem
zeigen sie, dass HELIOS nicht ohne Co-Faktoren auf den FoxP3 Promotor
wirken kann. Madgliche Co-Faktoren an diesem komplexen
Regulationsmechanismus konnten Histon-Acetyltransferasen (HATs) sein, die
durch Acetylierung DNA-Bereiche fur HELIOS zuganglich machen konnten. Im
Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass die Familienmitglieder IKAROS
und AIOLOS verschiedene HDACs (Histon-Deacetylasen) rekrutieren, wodurch

sie auf spezifische Promotoren negativ regulierend wirken "'?. In anergischen T-
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Zellen bewirkt die Interaktion von IKAROS mit HDAC2 eine Inhibierung der IL-2
Expression ''*. Da HELIOS gleiche DNA-bindende Domanen wie IKAROS
aufweist, ist es denkbar, dass HELIOS zusammen mit HAT den inhibierenden
IKAROS/HDAC Komplex verdrangt und somit die Expression von Genen,
beispielsweise von FoxP3, aktiviert. Zusatzlich zeigte sich, dass die Hemmung
mit dem HDAC Inhibitor Trichostatin A (TsA) in nTregs eine Erhéhung der Anzahl
FoxP3*-positiver regulatorischer T-Zellen bewirkt '*®. Durch die Hemmung der
HDACs kommt es sowohl zu einer verstarkten Acetylierung von Histonen als
auch des FoxP3 Proteins selbst. Die Acetylierung von FoxP3 flihrt zu einer
effektiveren Bindung an den IL-2 Promotor, wodurch es zu einer Hemmung der
IL-2 Produktion und zu einer gesteigerten suppressiven Fahigkeit dieser Zellen
kommt.

Die Flexibilitat in der Chromatin-Struktur wird allerdings nicht nur durch
posttranslationale Modifikationen der Histone gewahrleistet, sondern auch durch
Methylierung von CpG-Motiven in der DNA. In einer kirzlich veréffentlichten
Arbeit der Gruppe um HUhn wurde gezeigt, dass die FoxP3 Genloci von nTregs
und konventionellen CD4" T-Zellen sehr divergent sind. Wahrend nTregs neben
einer spezifischen Demethylierungsregion (TSDR = Treg- Spezifische
Demethylierte Region) auch Histonmodifikationen und offene Chromatin
Konformationen im FoxP3 Lokus aufweisen, konnte dies nicht in konventionellen
CD4* T-Zellen festgestellt werden "%"">. Obwohl TGF-B in konventionellen CD4*
T-Zellen die FoxP3 Expression induzieren kann und diese Zellen dadurch
suppressive Eigenschaften erlangen, ist die so erworbene FoxP3 Expression
nicht stabil. Der Grolteil dieser induzierten T-Zellen (iTregs) verliert in
Abwesenheit von TGF-f3 die Fahigkeit der FoxP3 Expression und damit auch ihre
suppressive Funktion ''*. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass iTregs trotz
vergleichbarer FoxP3 Expression zu nTregs lediglich eine partielle
Demethylierung der TSDR besitzen, die aber durch einen DNA-
Methylierungsinhibitor stabilisiert werden kann und somit zu einer stabilen FoxP3
Expression fiihrt "'*"'°. Diese durch TGF-B ausgeldste partielle Demethylierung
im FoxP3 Genlocus wirde erklaren, warum bei den Versuchen in dieser Arbeit
die ektopische Expression der langen HELIOS Isoform in konventionellen CD4*
T-Zellen erst in Gegenwart von TGF- den FoxP3 Promotor aktivieren konnte.
Die von Floess et al. beschriebenen epigenetischen Genregulationen sind

héchstwahrscheinlich dafur verantwortlich, dass FoxP3 in nTregs, aber nicht in
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konventionellen CD4" T-Zellen oder induzierten iTregs, permanent exprimiert
werden kann ",

Bisher zeigten die in vitro generierten Daten, dass der Transkriptionsfaktor
HELIOS long die TGF-B- vermittelte Expression von FoxP3 verstarken kann.
Diese Ergebnisse sollten in einem in vivo Modell eines adoptiven Transfers (AT)
der transfizierten Zellen verifiziert werden. Dazu wurden konventionelle CD4" T-
Zellen, welche HELIOS long ektopisch Uberexprimierten, adoptiv in Mause
transferiert, denen aufgrund einer Gendefizienz jegliche T-Zellen fehlten. Da in
Mausen das Cytokin TGF-B ubiquitar vorliegt, wurde in diesem Modell auf
artifizielles TGF-B verzichtet. Es zeigte sich, dass die Prasenz von HELIOS long
eine signifikant gesteigerte Induktion an FoxP3*-positiven T-Zellen bewirkt
(Abbildung 22). Allerdings wies auch die Kontrollgruppe eine kleine Population an
FoxP3*-positiven T-Zellen auf. Dieses Phanomen der de novo Expression von
FoxP3 in naiven konventionellen CD4" T-Zellen in T-Zell-defizienten Mausen
Iasst sich durch verschiedene Mechanismen erklaren. Einerseits haben bereits
die vorherigen in vitro Daten gezeigt, dass TGF-B, welches natirlicherweise in
der Maus vorkommt, ein wichtiger Regulator ist, der die FoxP3 Expression

37118 Weiterhin ist bekannt, dass der adoptive Transfer von

induzieren kann
Antigen-spezifisch-aktivierten konventionellen CD4" T-Zellen in T-Zell-defiziente
Mause nach oraler Verabreichung des Antigens zur de novo Synthese von
FoxP3 fiihrt """, Das Ergebnis aus Abbildung 22 zeigt jedoch, dass die lange
HELIOS Isoform die Expression von FoxP3, die in vivo héchstwahrscheinlich von
TGF-f induziert wird, wesentlich verstarken kann.

Vergleicht man nun die Suppressionsfahigkeit der CD25"-positiven T-Zellen aus
der HELIOS long Gruppe und der Kontrollgruppe in einem Proliferations- bzw.
Suppressionsassay ex vivo miteinander, dann zeigt sich, dass die Zellen der
HELIOS long Gruppe im Gegensatz zur Kontrollgruppe die Proliferation von
konventionellen CD4" T-Zellen genauso gut supprimieren konnen, wie CD25-
positive T-Zellen (nTregs) aus Wildtyp Mausen (Abbildung 23). Dieses Ergebnis
verdeutlicht, dass HELIOS long auch in vivo einen stark fordernden Einfluss auf
die Konversion konventioneller CD4" T-Zellen zu FoxP3" exprimierenden T-
Zellen mit suppressiven Eigenschaften hat. In weiteren Experimenten wurde die
funktionelle Relevanz der durch HELIOS long geférderten Entwicklung von
CD4"CD25'FoxP3* T-Zellen in einem in vivo Krankheitsmodell analysiert. Zu
diesem Zweck wurde eine DTH (delayed type hypersensitivity), also eine

verzogerte Immunantwort des Typ 4, in den behandelten Mausen ausgelost. Es
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stellte sich heraus, dass die Mause der HELIOS long Gruppe eine weniger
starke Immunreaktion zeigten, verglichen mit der Kontrollgruppe (Abbildung 25).
Sowohl die in vitro, als auch die in vivo gewonnen Daten zeigen, dass eine
Uberexpression der langen HELIOS Isoform die Entwicklung von FoxP3*-
positiven T-Zellen mit suppressiven Eigenschaften beginstigt. Der
Transkriptionsfaktor HELIOS, oder vielmehr seine lange Isoform, scheint somit
eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von nTregs zu spielen. Da die
Regulation der FoxP3 Expression jedoch ein komplexer Vorgang ist, ist es von
grolier Bedeutung Interaktionspartner von HELIOS zu identifizieren, wodurch der
Mechanismus der FoxP3 Expression besser geklart werden kann.

Es gibt natlrlich bereits bekannte Molekile, die an der Regulation von FoxP3
involviert sind. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass der
Transmembran-Rezeptor NOTCH1 in Zusammenarbeit mit TGF-f die FoxP3
Expression regulieren kann '®. Nach Aktivierung spaltet sich NIC (NOTCH1
intracellular domain), der intrazellulare Teil von NOTCH1, ab und wandert in den
Kern. Ein Zielgen von NOTCH1 ist der Transkriptionsfaktor Hes1, der eine
inhibierende Wirkung auf den FoxP3 Promotor besitzt ''°. Weiterhin wurde
gezeigt, dass IKAROS die Expression von Hes1 inhibieren kann, wodurch es zu
einer verstarkten Expression an CD4 kommt '?°. Da Hes1 als transkriptioneller
Repressor fir die FoxP3 Expression beschrieben wurde, kénnte HELIOS in
nTregs in Kooperation mit weiteren Faktoren, die Hes1 Expression inhibieren,
wodurch die FoxP3 Expression gesteigert wird.

Ein weiterer Faktor, der an der Induktion der FoxP3 Expression beteiligt ist, ist
STAT1 (signal transducer and activator of transcriptionl). Durch das Cytokin IL-
27 wird STAT1 durch Phosphorylierung aktiviert, bindet an den FoxP3 Promotor
und aktiviert diesen ''. Interessanterweise zeigte sich in IKAROS-defizienten T-

% Dies lasst den Schluss zu, dass

Zellen eine erhohte STAT1 Expression
IKAROS direkt an der negativen Regulation von STAT1 involviert ist. Geht man
nun davon aus, dass IKAROS und HELIOS um gleiche Interaktionspartner
konkurrieren, kénnte STAT1 in nTregs an der HELIOS- vermittelten FoxP3
Expression beteiligt sein.

Wie oben bereits erwahnt, spielt neben den verschieden Interaktionspartnern
auch die Struktur des Chromatins, und somit die Interaktion mit HATs, eine sehr
wichtige Rolle. Inwiefern die Verdrangung von HDACs oder die Rekrutierung von
HATs an der HELIOS-vermittelten FoxP3 Expression beteiligt sind, misste in

weiteren Studien geklart werden.
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Abbildung 33: Schematische Darstellung der Wirkungsweise von HELIOS_long auf die

FoxP3 Expression.

In diesem Zusammenhang ware die Generierung von Mausen, die entweder
einen T-Zell-spezifischen Gendefekt im HELIOS Gen tragen oder die HELIOS
ausschlielllich in T-Zellen Uberexprimieren, sicherlich sehr hilfreich. Mit Hilfe
dieser Mause konnte die Rolle von HELIOS bei der Entwicklung von
Lymphozyten, genauer gesagt von FoxP3'-positiven nTregs, und die

Identifizierung seiner Interaktionspartner besser analysiert werden.
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4.2 Die Rolle der microRNA155

Wie bereits in der Einleitung geschildert, besitzt die microRNA155 (miR155), die
aus dem Vorlaufer BIC (B-cell integration cluster) prozessiert wird, eine wichtige
Bedeutung bei der Regulation immunologischer Zellen.

In einer bereits veroffentlichten Studie konnte gezeigt werden, dass BIC kaum in
ruhenden humanen CD4" T-Zellen detektierbar ist, jedoch durch TZR-Stimulation
relativ friih exprimiert wird %. Diese Daten konnten in dieser Arbeit mit murinen T-
Zellen bestatigt werden. Sowohl in ruhenden nTregs, die im Gegensatz zu
konventionellen CD4" T-Zellen eine starkere BIC- als auch miR155 Expression
aufweisen, als auch in ruhenden konventionellen CD4" T-Zellen zeigte sich nach
TZR-Stimulation eine gesteigerte BIC/miR155 Expression (Abbildungen 26 und
27). Dass BIC/miR155 ein direktes Zielgen von dem nTreg-spezifischem
Transkriptionsfaktor FoxP3 zu sein scheint, wurde durch die Bindung von FoxP3
an den BIC Promotor nachgewiesen %22, Auch in einer erst kiirzlich
veroffentlichten Publikation wurde eine Beteiligung von FoxP3 an der miR155
Expression belegt . Wahrend der Verlust der miR155 zwar zu einer
Verminderung der nTreg Zellzahl flihrte, wurde deren Suppressorfunktion
allerdings nicht beeinflusst. AuRerdem zeigte sich, dass in nTregs die
kontinuierliche FoxP3 Expression zu einer Induktion hoher miR155 Mengen flihrt
 Da allerdings auch murine konventionelle CD4" T-Zellen, die kein FoxP3
exprimieren, nach TZR Stimulation eine verstarkte mir155 Expression aufweisen
(Abbildung 27), kann nicht ausschlieRBlich FoxP3 fur die miR155 Expression
verantwortlich sein. AuRerdem zeigte sich auch in konventionellen CD4" T-Zellen
aus der scurfy Maus, einer FoxP3 Defektmutante, eine Erhdhung der miR155
Expression nach TZR-Stimulation (Abbildung 28). Diese Daten deuten demnach
darauf hin, dass FoxP3 fir die Induktion der BIC/miR155 Expression nicht
unbedingt notwendig zu sein scheint. Kooperationspartner von uns (Detlev
Mennerich und Kollegen von Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG)
konnten dies mit humanen T-Zellen bestatigen (Daten nicht gezeigt). Sie fanden
heraus, dass FoxP3 zwar an den BIC Promotor von nTregs bindet, aber nicht an
den BIC Promotor von konventionellen CD4* T-Zellen. Da auch diese Befunde
darauf hindeuten, dass die BIC/miR155 Expression unabhangig von der FoxP3
Expression ist, sollte im Folgenden die Rolle der miR155 in FoxP3-negativen
konventionellen CD4" T-Zellen naher untersucht werden. Erstaunlicherweise

zeigte sich, dass die ektopische Expression der miR155 in konventionellen CD4*
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T-Zellen zu einer schlechteren Hemmbarkeit ihrer Proliferation durch nTregs
fuhrte (Abbildung 29). Zusatzlich zeigte sich, dass T-Zellen aus miR155-

8  Dieses

defizienten Mausen eine verminderte IL-2 Produktion aufweisen
Resultat passt zu dem Ergebnis dieser Arbeit, das zeigt, dass die ektopische
Expression der miR155 in konventionellen CD4" T-Zellen zu einer Erhéhung der
IL-2 Produktion flhrt (Abbildung 30). Da ein wesentliches Merkmal der nTreg-
vermittelten Suppression die Hemmung der endogenen IL-2 Produktion in den
supprimierten T-Zellen ist, ist es umgekehrt nur konsequent, dass die Erhdhung
der IL-2 Produktion nach ektopischer Expression der miR155 zu einer
verminderten Suppression fiihrt. Vermutlich bewirkt die erhéhte Konzentration
intrazellularer miR155 in konventionellen CD4" T-Zellen eine verminderte
Translation von Proteinen, die wiederum an der Inhibition der IL-2 Expression
beteiligt sind. Zur Identifizierung solcher miR155 Ziel-mRNAs, fand unser
Kooperationspartner Dr. Mennerich (Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co.
KG) durch Computer-basierte in silico Analysen den Transkriptionsfaktor BACH1
(Btb and CNC homolog1). BACH1 ist in der Literatur bereits als Ziel-mRNA der
miR155 beschrieben . In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
durch die ektopische Expression der miR155 in konventionellen CD4" T-Zellen,
die Expression der BACH1 mRNA gehemmt wird, wodurch es auch zu einer
Verminderung des BACH1 Proteins kommt (Abbildungen 31 und 32). Ein
Interaktionspartner von BACH1 ist der Transkriptionsfaktor MafK, ein Mitglied der
Maf Familie, der an der Regulation der IL-2 Expression beteiligt ist '®. Da
BACH1 zusammen mit seinem Heterodimerpartner MafK als transkriptioneller
Repressor fungiert, kann spekuliert werden, dass die miR155-vermittelte
Hemmung von BACH1 dazu fiihrt, dass anstelle von BACH1 andere Faktoren mit
MafK Heterokomplexe bilden und somit als transkriptionelle Aktivatoren der IL-2
Expression agieren '?*. Diese Hypothese ist in Einklang mit bereits bestehenden
Publikationen, die zeigen, dass die Aktivierung von Genen ein- und
ausgeschaltet werden kann, abhangig von der Balance der kleinen Maf Proteine
und ihrer entweder aktivierenden oder supprimierenden Interaktionspartner

(zusammengefasst in '%°).
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der Wirkungsweise der miR155 auf BACH1.

Zur weiteren Identifizierung von mdglichen miR155-Ziel-mRNAs wurden durch
die Computer-basierten in silico Analysen von Dr. Mennerich (Boehringer
Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG) mehrere Faktoren dokumentiert, die
essentiell an der Regulation der Differenzierung von CD4" T-Zellen zu Helfer-T-
(Th1

Transkriptionsfaktoren

Th2) beteiligt sind. Dazu zahlen beispielsweise die
Ets-1 Wahrend Ets-1

Differenzierung und Regulation von Th1 Zellen beteiligt ist, ist Schnurri-2 an der

Zellen oder

und  Schnurri-2. an der
Regulation der Th2 Differenzierung involviert '**'?’. Dass auch die miR155 eine
wichtige Rolle bei der Differenzierung von Helfer-T-Zellen spielt, belegen die
Daten aus den BIC/miR155- defizienten Mausen, die zeigen, dass deren T-Zellen
bevorzugt Th2-typische Cytokine bilden und somit die Differenzierung in
Richtung Th2 Zelltyp bevorzugen 7%,

Die miR155 scheint somit viele verschiedene Faktoren zu regulieren, die sowohl
fur die Differenzierung, die Proliferation, als auch fur die Aktivierung der T-Zellen
wichtig sind. Allerdings kann man nicht davon ausgehen, dass es sich bei der
Regulation durch microRNAs um einen strikten ,An-/Aus-Mechanismus“ handelt.
Vielmehr kann davon ausgegangen werden, dass microRNAs fiir die Einhaltung
des Proteinhaushaltes und somit fir das homoostatische Gleichgewicht

verantwortlich sind.
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Dadurch ergeben sich flir microRNAs mogliche therapeutische Ansatzpunkte bei

der Behandlung der unterschiedlichsten Krankheiten.

Da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die ektopische Expression der
miR155 zu einer Resistenz gegeniliber der nTreg- vermittelten Suppression flihrt,
ergibt sich flr die miR155 als mdgliches Therapieziel der Einsatz bei der
Tumorbekampfung. So kdnnte eine transiente Aufthebung der nTreg- vermittelten

Suppression eine effektivere anti-Tumor-Immunreaktion beglinstigen.
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5. Zusammenfassung

Natlrlich vorkommende regulatorische T-Zellen (nTregs) beeinflussen eine
Vielzahl von Immunreaktionen, indem sie Effektorzellen in ihrer Proliferation und
Cytokinproduktion hemmen kénnen. Der Einsatz von nTregs flir therapeutische
Zwecke beinhaltet daher ein enormes Potential sowohl bei der Behandlung von
Autoimmunerkrankungen als auch von Tumorerkrankungen. Demzufolge ist es
von grolRer Bedeutung Molekile zu identifizieren, die einerseits an der
Entwicklung von nTregs, andererseits an der nTreg-vermittelten Suppression
beteiligt sind. Da der Transkriptionsfaktor FoxP3 ein entscheidender Faktor bei
der Entwicklung von nTregs ist, ist die Aufklarung der Regulation der FoxP3
Expression von groflem immunologischem Interesse.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werde, dass die lange Isoform des
Transkriptionsfaktors HELIOS, HELIOS long, die Expression von FoxP3
verstarken kann. In in vitro Studien konnte die Bindung von HELIOS an den
FoxP3 Promotor demonstriert werden. Neben dessen Aktivierung fuhrte die
ektopische Expression von HELIOS_ long in FoxP3-negativen konventionellen
CD4" T-Zellen zu einer Erhéhung des FoxP3 Proteins. In einem in vivo
Mausmodell konnten diese in vitro gewonnen Daten verifiziert werden. Auch in
vivo zeigte HELIOS_long einen fordernden Einfluss auf die Induktion der FoxP3
Expression. Es konnte eine signifikante Steigerung an FoxP3*-positiven T-Zellen
in T-Zell-defizienten Mausen nachgewiesen werden, die zudem in der Lage sind
sowohl ex vivo als auch in vivo suppressive Eigenschaften zu Ubermitteln. Die
lange Isoform des Transkriptionsfaktors HELIOS scheint einen stark férdernden
Einfluss auf die FoxP3 Expression zu haben und richtungweisend an der
Entwicklung und Funktion FoxP3*-positiver regulatorischer T-Zellen beteiligt zu
sein.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der Rolle der microRNA155
(miR155) bei der nTreg- vermittelten Suppression. Es konnte gezeigt werden,
dass die ektopische Expression der miR155 in konventionellen CD4" T-Zellen
eine erhohte IL-2 Produktion bewirkt, so dass diese Zellen resistenter gegentber
der nTreg- vermittelten Suppression werden. Als mogliches Zielgen der miR155,
das an der Regulation der IL-2 Expression beteiligt ist, konnte der
Transkriptionsfaktor BACH1 identifiziert werden, da die ektopische Expression
der miR155 sowohl zu einer Verringerung der BACH1 mRNA, als auch des
BACH1 Proteins flihrte.
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Dithiothreitol
Ethylendiamintetraacetat
Fluorescence activated cell sort/scan
fetal calf serum
Fluorescein-Isothiocyanat

forward

Forkhead box Protein 3
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Abkirzungen

GITR
GM

h

°*H

HAT
HDAC
HGPRT
HI-Virus
H,O
HSV
IFA
IFN-y
IKZF

IL
IMDM
IPEX

iTreg
V.

KO
LDS
LPS
MALT
MARE
MEM
MFI
MHC
min
mMiRNA/miRNA
MOPS
mRNA
mTEC
NFAT
NF-kB
NIC
NK

Glucocorticoid- induced TNF receptor
grolter MACS- Puffer

Stunde

Tritium (radioaktiver Wasserstoff)
Histon-Acetyltransferase
Histon-Deacetylase
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
human immunodeficiency virus
chemisches Zeichen fur Wasser
herpes simplex virus

incomplete Freund’s adjuvant
Interferon-gamma

Ikaros Zinkfinger family

Interleukin

Iscove’s modified Dulbecco’s medium
immune dysregulation polyendocrinopathy enteropathy
X-linked

induzierte CD4"CD25" regulatorische T-Zelle
intravenous

knock-out

Lithiumdodecylsulfat
Lipopolysaccharid
mucosa-associated lymphoid tissue
Maf recognition element

minimal essential medium

mittlere Fluoreszenzintensitat

major histocompatibility complex
Minute

microRNA
3’-N-(Morpholino-)propansulfonsaure
messenger RNA

medullar thymus epithelial cell
nuclear factor of activated T cells
nuclear factor-kappa B

NOTCH1 intracellular domain

naturliche Killerzelle
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Abkirzungen

nTreg

oD
OVA
PAGE
PBS
PCR
PE
PGE2
gRT-PCR
RAG
rev
RIPA
RISC
RNA
RLU
RT

RT
RUNX1
Sa
sec
STAT1
TBE
TBS
TBST
TE

tg
TGF-B
Th

™

Tr
TSDR
TZR
UTR
pCi

natlrlich vorkommende CD4"CD25 FoxP3" regulatorische
T-Zelle

optische Dichte

Ovalbumin
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phosphate buffered saline

Polymerase Kettenreaktion
Phycoerythrin

Prostaglandin E2

quantitative Real Time- Polymerase Kettenreaktion
recombination activating gene

reverse

Radio Immuno Precipitation Assay
RNA-induced silencing complex
Ribonukleinsaure

relative light units

Raumtemperatur

Reverse Transkription

RUNT-related transcription factor1
Streptavidin

Sekunde

signal transducer and activator of transcription1
Tris-Borat-EDTA

Tris buffered saline

Tris buffered saline mit Tween20
Tris-EDTA

transgen

transforming growth factor beta

T-Helfer Zelle

Testmedium

T-regulatorische Zelle

Treg-spezifische Demethylierungsregion
T-Zell-Rezeptor

untranslated region

microCurie
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