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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem schutzt unseren Korper vor Pathogenen und ist in der Lage
entartete Korperzellen zu beseitigen. Evolutionar hat sich das Immunsystem Uber
einen Zeitraum von mehr als Hundert Millionen Jahren entwickelt und viele
Verteidigungsstrategien hervorgebracht. Bereits Prokaryoten weisen durch das
Vorhandensein von Restriktionsendonukleasen die Fahigkeit auf, sich gegen
Bakteriophagen zu verteidigen. Auch einzellige Eukaryoten, wie die Amobe, sind in
der Lage Feinde zu eliminieren, indem sie diese durch Phagozytose verschlingen.
Das Immunsystem lasst sich in zwei groRe Domanen aufteilen, zum einen in das
angeborene und zum anderen das adaptive Immunsystem.

Die phylogenetisch altere, angeborene Immunitat ist die erste Instanz gegen
eindringende Pathogene. Sie ist die vorherrschende Verteidigungsstrategie bei
Invertebraten, jedoch auch bei Vertebraten von immenser Bedeutung. Diese
Immunantwort greift direkt am Infektionsort, besitzt allerdings kein immunologisches
Gedachtnis (Defensine, naturliche Antikdrper uvm.). Zu den Zellen des angeborenen
Immunsystems gehdren Mastzellen, Granulozyten, Natirliche Killerzellen (NK-
Zellen), Makrophagen und dendritische Zellen. Zur Pathogenerkennung und -
Beseitigung weisen diese Zellen spezielle Rezeptoren auf, welche spezifische,
repetitive  Strukturmotive  von  Pathogenen  erkennen  konnen. Diese
Mustererkennungsrezeptoren werden als ,Pattern recognition receptors® (PRRs)
bezeichnet. Zu ihnen zahlen unter anderem die ,Toll-like Rezeptoren®, welche je
nach Rezeptorspezifitat mikrobielle Nukleinsauremotive oder Bestandteile der
grampositiven und gramnegativen, bakteriellen Zellwand erkennen. Diese
Strukturmotive werden als ,Pathogen associated moleculare pattern® (PAMPSs)
bezeichnet.

Die Zellen des angeborenen Immunsystems halten Infektionen in Schach, und
konnen diese unter Umstanden beseitigen, noch bevor die adaptive Immunitat
eingreift. Vor allem Makrophagen und dendritische Zellen, sind in der Lage Antigene
aufzunehmen, diese zu prozessieren und schlieBlich an ihrer Oberflache an
Haupthistokompatibilitatskomplexe (MHC: ,major histocompatibility complex®)
gebunden zu prasentieren. Diese Zellen fungieren als Bindeglied zwischen
angeborener und adaptiver Immunitat und leiten eine adaptive Immunreaktion ein.

1
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Die adaptive Immunantwort bietet einen Schutz gegen Pathogene, die der
Verteidigung durch die angeborene Immunitat entgehen konnten. Sie ist wesentlich
spezifischer als die Angeborene und weist zudem durch das immunologische
Gedachtnis einen Langzeitschutz gegen ein bestimmtes Antigen auf. Zu den Zellen
des adaptiven Immunsystems zahlen die antikorperbildenden B-Zellen und die T-
Lymphozyten. Die B-Zellen reifen im Knochenmark heran und sind nach spezifischer
Antigenerkennung in der Lage Immunglobuline (IgGs) zu sezernieren und sind somit
fur die humorale Immunitat von Bedeutung. Die im Thymus reifenden T-Zellen sind
Trager der zellularen Immunantwort. Bereits kieferlose Vertebraten wie das
Neunauge weisen lymphozytenahnliche Zellen auf. Knorpelfische sind evolutionar
gesehen, die ersten Lebewesen, bei denen ausdifferenzierte T- und B-Zellen zu
finden sind. Ausgepragte B- und T-Zellantworten sind allerdings erst bei Vertebraten

zu finden und machen das sogenannte adaptive Immunsystem aus.

1.2 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten sind Immunzellen, die sich aus lymphoiden Vorlauferzellen im
Thymus entwickeln. Sie wandern als Pra-Thymozyten aus dem Knochenmark oder
der fetalen Leber in den Thymus ein. Hier differenzieren sie sich und entwickeln den
spezifischen T-Zell-Rezeptor und unterlaufen ein Selektionsprogramm. Dabei sichert
die Positivselektion, dass nur solche T-Zellen Uberleben, welche in der Lage sind mit
entsprechenden MHC-Rezeptoren zu interagieren. Durch die Negativselektion wird
sichergestellt, dass autoreaktive T-Lymphozyten, die korpereigene Peptide im
Kontext mit MHC mit hoher Affinitat binden, beseitigt werden. Am Ende dieser
Prozesse liegen einfach positive T-Lymphozyten vor, die als Oberflachenmarker
entweder CD4 oder CD8 tragen.

Bei CD8" T-Zellen handelt es sich um zytotoxische T-Lymphozyten (CTL), welche ihr
Antigen in Verbindung mit MHC-Klasse-I-Molekiilen erkennen. Diese T-Zellen
besitzen die Fahigkeit virusinfizierte Korperzellen zu erkennen’. Auch Tumorzellen
konnen erkannt und eliminiert werden. |hr zytotoxisches Potential besteht darin,
Perforine und Gramzyme abzusondern und die Zielzelle auf diesem Weg durch
Apoptose zu téten®. Des Weiteren konnte eine Beteiligung von CD8*-T-Zellen an der
Pathogenese der Autoimmunkrankheit Multiple Sklerose (MS) nachgewiesen

werden>*.
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Zu den CD4" T-Zellen gehéren die T-Helferzellen, welche ihr Antigen in Kombination
mit MHC-Klasse-II-Molekilen erkennen. CD4" T-Zellen verlassen den Thymus als
naive Zellen und konnen in den sekundaren, lymphatischen Organen in
verschiedene Subpopulationen differenzieren. Die zuerst beschriebenen T-
Helferzellen sind die Thy- und Thy-Subpopulationen®. Ths-Zellen sind in der Lage,
intrazellulare Pathogene, wie zum Beispiel Toxoplasma gondii und Mycobacterium
tuberculosis, zu bekampfen und im Zuge einer Immunantwort Makrophagen zu
aktivieren®®. Diese Makrophagenaktivierung erfolgt hauptsachlich durch die IFN-y-
Produktion dieser Zellen®. An der Differenzierung zur Ths-Subpopulation sind der
Transkriptionsfaktor ,Signal Transducer and Activator of Transcription* STAT4 und
das Zytokin Interleukin-12 (IL-12), welches von Antigen-prasentierenden Zellen
produziert wird, maRgeblich beteiligt'®!". Beide spielen eine wichtige Rolle fiir die
IFN-y-Produktion. IFN-y wiederum ist in der Lage die Transkriptionsfaktoren STAT1
und T-bet zu aktivieren und so die Differenzierung zur Th4-Subpopulation
voranzutreiben'?'®. Neben IFN-y produzieren Ths-Zellen weitere Zytokine, wie auch
IL-2°, welches einen wichtigen Wachstumsfaktor fiir T-Zellen darstellt. Th,-Zellen
produzieren selbst IL-4, -5, und —13. Sie leisten Hilfe fur die humorale Immunantwort
und spielen aber auch eine Rolle bei allergischen Erkrankungen und der

Bekampfung von extrazelluldren Pathogenen wie zum Beispiel Fasciola hepatica® '~

617 Die Thy-Zelldifferenzierung wird durch die Anwesenheit von IL-4 und die
Transkriptionsfaktoren STAT6 und GATA-3 begiinstigt’®'®. Auch eine Rolle des
Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktors Dec2 konnte fur die Thy-Differenzierung
nachgewiesen werden®.

Eine weitere Subpopulation der T-Helferzellen stellen die Thq7-Zellen dar. Diese
zeichnen sich durch die Produktion der Zytokine IL-17A und IL-17F aus, sind aber
auch in der Lage IL-22, IL-21, GM-CSF und den Tumor Nekrose Faktor a (TNF-a) zu
produzieren?’?%. Diese Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Auspragung der
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) und der Kollagen-induzierten
Arthritis (CIA). Beide Krankheitsbilder zeigen in der Abwesenheit von IL-17 im
Mausmodell einen wesentlich milderen Krankheitsverlauf’*. Auch sind Thss-Zellen
entscheidend an der Abwehr von bakteriellen und fungoiden Pathogenen wie zum
Beispiel von Klebsiella pneumoniae und Cryptococcus neoformans beteiligt?®26. Im
Asthma bronchiale spielen die IL-17-produzierenen Zellen vor allem bei der

Rekrutierung von neutrophilen Graulozyten eine wesentliche Rolle.



Einleitung

Die Differenzierung zur Th47-Zelle wird durch den ,Orphan Nuclear Receptor RORyt"
vorangetrieben®’?%. Es ist allerdings beschrieben, dass eine RORy-Defizienz nicht
ganzlich zur Unterdriickung der Th47-Zelldifferenzierung fuhrt. Entsprechend konnte
RORa als ein weiterer wichtiger Faktor fur die Thy7-Differenzierung identifiziert
werden®. Auch der Transkriptionsfaktor ,interferon-regulatory factor 4 (IRF4 =
Interferon regulatorischer Faktor 4) ist maligeblich an der Thy7-Differenzierung
beteiligt™.

Human konnte eine weitere T-Helferzellsubpopulation beschrieben werden, welche
sich durch die Expression des Zytokins IL-22 auszeichnet und entsprechend als
Thyy-Zelle bezeichnet wurde®'*2. Hierbei handelt es sich um die Epidermis
infiltrierende Zellen, welche vor allem bei Patienten mit chronisch, entzindlichen
Hautveranderungen zu finden sind. Es konnten allerdings auch regenerative
Wirkungen von IL-22 beschrieben werden. Unter anderem ist es in epidermale
Wundheilungsprozesse involviert®'2,

Zu den CD4" T-Zellen gehdren auch die CD4'CD25" regulatorischen T-Zellen
(Tregs). Tregs sind fur Induktion und Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz von

essentieller Bedeutung®***

. Bei diesem Mechanismus werden autoaggressive T-
Zellen, welche der Negativselektion entkommen konnten, supprimiert. Eine Treg-
Defizienz filhrt entsprechend zur Entwicklung von Autoimmunkrankheiten®®. Die
regulatorischen T-Zellen lassen sich in natirlich vorkommende regulatorische T-
Zellen (nTregs) und induzierte regulatorische T-Zellen (iTregs) unterscheiden®.
Wahrend die nTregs im Thymus entstehen, differenzieren induzierte regulatorische
T-Zellen in der Peripherie. Diese iTregs lassen sich wiederum in Typ-1 regulatorische
T-Zellen (Tr1) und die sogenannten Ths-Zellen unterteilen. Wahrend Tr1-Zellen Th-
und Thy-vermittelte Erkrankungen durch Inhibition antigenprasentierender Zellen vor
allem Uber die IL-10-Produktion beeinflussen, sind Ths-Zellen unter anderem in der
Lage die Induktion von autoimmuner Enzephalomyelitis durch starke TGF-3-
Produktion zu unterdriicken®”*. Zudem spielen Ths Zellen eine entscheidende Rolle
bei der oralen Toleranz gegenuber Lebensmittelantigenen.

Eine weitere erst kirzlich beschriebene Subpopulation an CD4" T-Zellen stellen die
The-Zellen dar, welche in Anwesenheit von IL-2, IL-4 und TGF-B verstarkt IL-9

produzieren®.
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1.3 Tho-Zellen

Bereits 1994 wurden CD4" T-Helferzellen beschrieben, welche nach Stimulation und
in Anwesenheit von IL-4 und TGF-B1 das proinflammatorische Zytokin IL-9
produzieren. Die IL-9-Produktion wird durch die Anwesenheit von IL-4 ermdglicht,
wahrend IFN-y den IL-9-férdernden Effekt von IL-4 nachweislich hemmen kann®. In
vivo konnte allerdings auch ein IL-4-unabhangiger Weg der IL-9-Expression
beschrieben werden®. Zusammen mit TGF-R ist auch das proinflammatorische
Zytokin IL-1 in der Lage die IL-9-Expression in Thg-Zellen zu steigern und die IL-9-
fordernde Wirkung von IL-4 zu ersetzen?'. Realtime-PCR-Experimente konnten
zeigen, dass die Anwesenheit von rekombinantem IL-9 im Zellkulturmedium zu einer
verstarkten IL-9-mRNA-Expression fluhrt und somit eine autokrine, positive
Rickkopplung fir die 1L-9-Produktion vorliegt*’.
Zytokine die IL-9-Produktion durch Thg-Zellen fordern, ubt das IL-17-férdernde
Zytokin IL-23 eine inhibitorische Wirkung auf die IL-9-Produktion aus®’. The-Zellen

kdnnen sich nicht nur aus naiven CD4" T-Zellen differenzieren, sie kdnnen unter dem

Wahrend die oben genannten

Einfluss von TGF-R auch aus bereits zu Th, differenzierten Zellen entstehen*.
Neben IL-9 ist auch eine IL-10-Produktion dieser Zellen beschrieben*. Eine
Koexpression von IL-9 mit anderen Thy-typischen Zytokinen, wie IL-4, IL-5, IL-13,
sowie dem Thy-typischen IFN-y oder IL-17A (Th47-Zellen) konnte nicht nachgewiesen
werden*?**. Erste Hinweise zur Annahme, dass es sich bei The-Zellen um eine
eigenstandige T-Helferzellsubpopulation handelt, lieferten Versuche, bei denen
naive, CD4"-T-Zellen unter den typischen Thy-, Tho-, Thi7-, iTreg- oder The-
Differenzierungsbedingungen stimuliert wurden. Hier konnte eine intrazellulare IL-9-
Produktion nur bei The-Zellen detektiert werden*?. Untermauert wurde dies durch die
Beobachtung, dass weder T-bet, GATA-3, FoxP3 noch der Transkriptionsfaktor
RORyt bei der Differenzierung zum The-Phénotyp mitwirken*?. Als entscheidender
Transkriptionsfaktor flr die Thg- Differenzierung konnte der ,interferon-regulatory
factor 4 (IRF4 = Interferon regulatorischer Faktor 4) identifiziert werden. IRF4 ist in
der Lage an den 119 Promotor in The-Zellen zu binden und ihn in trans zu aktivieren®®.
Dieser Transkriptionsfaktor ist prinzipiell in der Lage mit dem Transkriptionsfaktor
PU.1 zu interagieren*. In der Tat konnte auch PU.1 als ein transkriptioneller
Aktivator der IL-9-Expression in The-Zellen beschrieben werden*’. Auch der
Transkriptionsfaktor STAT6 (,Signal Transducers and Activators of Transkription 6%)

spielt eine Rolle bei der Transkription des 119 Gens*®. Weiter konnte auch das T-Zell-
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kostimulatorische Moleklil OX40 (CD134) als Induktor der Thg-Differenzierung
ermittelt werden*®.

The-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese des murinen Asthma
bronchiale. So zeigen Mause, denen Thg-Zellen zusammen mit einem
neutralisierenden |L-9-Antikorper verabreicht wurden, eine mildere Auspragung
asthmatischer Symptome als nach dem Transfer von Thy-Zellen in Kombination mit
diesem Antikérper®®. In einem Infektionsmodell unter Verwendung von Helminthen
konnte gezeigt werden, dass die IL-9-Produktion in vivo von der Anwesenheit von
TGF-B abhangt und somit maligeblich durch Thg-Zellen hervorgerufen wird.
Entsprechend zeigen Mause mit einem dominant negativen Rezeptor fur TGF-3 nicht
nur eine geringere |L-9-Produktion, sondern auch eine deutlich hohere
Nematodenbelastung im Darm, als vergleichbare wildtypische Tiere*2. The-Zellen
sind auch an der Entstehung von Autoimmunerkrankungen des zentralen
Nervensystems beteiligt. In einem murinen Modell der multiplen Sklerose (EAE)
konnte gezeigt werden, dass Tho-Zellen nach adoptivem Transfer in der Lage sind
eine EAE zu induzieren. Dabei zeigt sich eine Schwere im Auspragungsgrad, wie sie
auch durch Thyz- oder Ths-Zellen hervorgerufen werden kann®.

Es ist bekannt, dass Polymorphismen im 19 Gen in Zusammenhang mit einem
erhdhten Risiko zur Entwicklung eines kutanen, malignen Melanoms stehen®'.
Entsprechend konnte gezeigt werden, dass Tho-Zellen eine wichtige Rolle bei der
anti-Tumorimmunitat spielen. So konnte in einem Tiermodell mit B16F10-
Melanomzellen gezeigt werden, dass ein adoptiver Transfer von Thg-Zellen im
Vergleich zu Tho-Zellen, welche nicht durch die Zugabe exogener Zytokine polarisiert
wurden, das Tumorwachstum verzdgert und sich so positiv auf die Uberlebensrate
der Versuchstiere auswirken kann®2. Auch die Applikation von rekombinantem IL-9
(rIL-9) flhrt zu einem verlangsamten Tumorwachstum. Dieser Effekt wird als T- und
B-Zellunabhangig beschrieben, wahrend die Anwesenheit von Mastzellen fur diese

Immunitat unerlasslich st

. Weitere Publikationen bestatigen die antitumorale
Wirkung von Thg-Zellen. So zeigen Experimente eines Lungenmelanom-Modells,
dass die Applikation von IL-9-produzierenden Thg-Zellen einer Lungenmetasta-

t°°. In diesem

sierung sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch entgegenwirk
Zusammenhang geht man davon aus, dass Tho-Zellen die Expression des

Chemokins Ccl20 im Tumorgewebe verstarkt. Auf diese Weise sind Thg-Zellen in der
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Lage zytotoxische CD8" T-Zellen durch eine Ccl20/Ccr6-abhangige DC-Rekrutierung

zu aktivieren®®.

1.4 Interleukin-9

Bei Interleukin-9 (IL-9) handelt es sich um ein einkettiges Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 32-39kDa®*. Auf Proteinebene besteht eine 55%ige Homologie
zwischen humanem und murinen IL-9°°. Dabei kann das murine Protein aktiv auf
humanen Zellen sein, nicht aber vice versa®®. IL-9 ist ein multifunktionales Zytokin,
welches in der Lage ist, Immunreaktionen positiv und negativ zu beeinflussen. Es
wird sowohl von angeborenen lymphoiden Zellen (,innate lymphoid cells“ = ILCs),
aktivierten Mastzellen, als auch von aktivierten T-Zellen produziert®~>°. IL-9 hat im
Laufe der Zeit unterschiedliche Bezeichnungen erhalten. Zunachst wurde es unter
dem Namen P40 bekannt wund wurde schlieBlich aufgrund seines
wachstumsfordernden Einflusses auf bestimmte T-Zelllinien und fetale Thymozyten
auch als ,T cell growth factor Il (TCGFII) bezeichnet®*®'. Weiter bt IL-9 einen
wachstumsfordernden Einfluss auf Mastzellen aus, weshalb es auch als ,Mast cell
growth enhancing activity* (MEA) bezeichnet wurde®®. IL-9 fordert auch die
Produktion von IL-6 und bestimmten Mastzell-Proteasen®®*. Weiter konnte gezeigt
werden, dass IL-9 einen proliferationsfordernden Einfluss auf Erythrozyten-
Vorlauferzellen ausubt und die IL-4-induzierte IgE- und 1gG1-Produktion durch B-
Zellen positiv beeinflusst®®®’. Auch wird die murine hippocampale Neurogenese
durch IL-9 geférdert, da hier die Expression von neurofilamentaren Proteinen
verstarkt stattfindet®®.

IL-9 kommt bei Infektionskrankheiten mit Nematoden eine Schlisselfunktion zum
Schutz des Wirtes zu. So konnte in IL-9-transgenen Mausen nachgewiesen werden,
dass durch eine konstitutive IL-9-Expression sowohl spezifisches IgG1 gegen die
Parasiten gebildet wird, als auch eine starke Mastozytose hervorgerufen wird, um die
Parasitenbelastung zu minimieren®. Weiter tragt IL-9 im Rahmen einer murinen
Trichuris spiralis-Infektion dazu bei, dass die intestinale Muskelkontraktion stimuliert
wird und férdert somit die Abwehr im Rahmen bestimmter Nematodeninfektionen’.
IL-9 spielt in der Onkogenese eine wichtige Rolle. So férdert es murin die
Proliferation von T-Zell-Lymphomen und ist im humanen System bei der Entwicklung

von Hodgkin-Lymphomen und malignen, anaplastischen Lymphomen beteiligt’""2.
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Letztere weisen selbst eine starke IL-9-Produktion auf und zeigen eine starke
Expression des IL-9-Rezeptors’. In Hodgkin-Zelllinien konnte weiter gezeigt werden,
dass IL-9 durch eine autokrine Verstarkungsschleife fordernd auf die IL-9-Produktion
wirkt™. IL-9 kann aber auch eine protektive Wirkung im Rahmen einer Tumorabwehr
nachgesagt werden. So stehen Polymorphismen im 119 Gen in direktem
Zusammenhang mit einem erhohten Risiko fur ein kutanes, malignes Melanom
(siehe 1.3)°".

Murin und human wird das 19 Gen in einem direkten Zusammenhang mit Asthma
bronchiale gehandelt’>. Es konnte gezeigt werden, dass Asthmapatienten im
Vergleich zu Kontrollgruppen, eine erhohte Anzahl [L-9-exprimierender Zellen
aufweisen und auch die Immunoreaktivitat des IL-9-Rezeptors in Asthmapatienten
am starksten ausgepragt ist’®. In transgenen Tieren filhrt eine konstitutive IL-9-
Expression zu einer starken Auspragung asthmatischer Symptome wie zum Beispiel
einer eosinophilen und lymphozytaren Entzundung, einer verstarkten
Mukussekretion, der verstarkten Bildung von Thy-Zytokinen und der Auspragung

einer pulmonalen Mastozytose’’.

1.5 Asthma bronchiale

Bei Asthma handelt es sich um eine komplexe Erkrankung, welche sowohl mit
chronischen Atemwegsentziindungen, als auch mit Uberempfindlichkeitsreaktionen
der Atemwege (AHR; ,airway hyperresponsiveness®) in Zusammenhang steht®. Es
gibt mehrere Faktoren, die bei der Entstehung von Asthma bronchiale mitwirken. So
scheint neben der genetischen Pradisposition auch der Kontakt mit bestimmten
Allergenen und virale Infektionen eine wichtige Rolle zu spielen®>*. An der
Entstehung von asthmatischen Entzindungen sind neben den Eosinophilen

%87 Mastzellen

Granulozyten, auch Mastzellen und CD4" T-Zellen beteilig
exprimieren auf ihrer Zelloberflache den hochaffinen IgE-Rezeptor (FceRIl). Durch
Kreuzvernetzung dieser Rezeptoren, setzen Mastzellen Histamine, Leukotriene,
Prostaglandine und weitere Mediatoren frei, welche unter anderem zu erhoOhter
Schleimproduktion und Muskelkontraktion fiihren®®. Auch die Produktion von IL-13
durch  Mastzellen hat einen Einfluss auf die Entstehung von
Uberempfindlichkeitsreaktionen der Atemwege®. Durch die Sekretion von

bestimmten Chemokinen, sind Mastzellen in der Lage weitere Zellen zum
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Entziindungsort zu leiten®. Anhand von Mastzell-defizienten Mausen konnte gezeigt
werden, dass Mastzellen wichtig fur die Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten
sind®"®?. Durch die Degranulation im Rahmen einer Eosinophilie, werden das
Eosinophile kationische Protein (EPC) und das ,Major basic protein® (MBP)
freigesetzt®®. Beide wirken zytotoxisch auf die Atemwegsepithelien. Auch T-Zellen
produzieren chemotaktische Molekule, welche ebenfalls eosinophile Granulozyten,
zum Entzindungsort leiten®®. Unter den CD4" T-Zellen spricht man neben den The-
Zellen vor allem den Thy-Zellen eine tragende Rolle bei der Entstehung von
asthmatischen Symptomen zu. Dies ist durch die Zytokine begrindet, die durch
diese T-Helferzellen produziert werden®. Aus den Sekreten einer bronchioalveoldren
Lavage (BAL) konnen die typischen Thy-Zytokine IL-4, IL-5, IL13 und IL-9
nachgewiesen werden®®. Wie oben bereits erwdhnt, nimmt das 119 Gen eine
Schliisselfunktion bei der Entstehung von Asthma bronchiale ein®®. Der wichtige
Einfluss von IL-9 auf die Entwicklung von asthmatischen Erkrankungen wird dadurch
gestutzt, dass in Bronchialbiopsien bei Asthmapatienten Zellen gefunden wurden, die
eine starke IL-9-mRNA-Expression aufweisen®®®. Entsprechend tragt auch das von
The-Zellen produzierte IL-9 zur Auspragung von Asthma bronchiale bei*.
Untermauert wird diese Beobachtung dadurch, dass Thg-Zellen aus atopischen
Patienten eine wesentlich starkere IL-9-Sekretion aufweisen, als die Thge-Zellen von
nichtatopischen Kontrollpersonen’®. Weiter konnte auch eine verstarkte Anwesenheit
von zirkulierenden Tho-Zellen bei allergischen Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachgewiesen werden’®. Sowohl murin, als auch human konnte
nachgewiesen werden, dass das thymische stromale Lymphopoietin (TSLP),
welches durch Epithelzellen im asthmatischen Bronchialgewebe gebildet wird, die IL-
9-Produktion von Thg-Zellen verstarkt und so in der Lage ist die Thg-vermittelte

Atemwegsentziindung zu fordern®.

1.6 Das maligne Melanom

Bei dem malignen Melanom handelt es sich um eine von Melanozyten ausgehende,
hochaggressive Hautkrebsform mit hohem Metastasierungspotenzial®. Auch
aufgrund der stark ausgepragten Chemoresistenz der Melanomzellen, zahlt das
maligne Melanom zu den am haufigsten todlich verlaufenden Hautkrankheiten®2. Im

Vergleich zu anderen Krebsarten weist das Melanom eine stark steigende Inzidenz
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auf®®. Manner und Frauen sind hierbei gleich stark betroffen, wobei Frauen im
Durchschnitt deutlich friiher erkanken®'. Die operative Entfernung des Primartumors
stellt den ersten Therapieansatz fur den Patienten dar. Dabei ist die Friherkennung
von erheblicher Bedeutung®®. Postoperativ kommen sowohl Interferontherapien (IFN-
a), als auch die Behandlung mit IL-2 zum Einsatz®’. Diese und weitere
Behandlungen konnten bislang jedoch nur unwesentlich die Uberlebensrate der
betroffenen Patienten verlangern®’. Daher ist es von groRer Bedeutung neue
therapeutische Targets zu identifizieren um neue Behandlungsmadglichkeiten zu
etablieren. Hierbei ist es hilfreich, Signalwege ausfindig zu machen, welche die
Melanombildung nicht nur initieren, sondern auch die Metastasierung steuern.
Experimente im murinen Modell zeigen, dass das Thg-generierte IL-9, sowohl
prophylaktisch, als auch therapeutisch eine antitumorale Wirkung bei der

Melanomentwicklung aufweist®.

1.7 Der Transkriptionsfaktor ,,interferon-regulatory factor 4“ (IRF4)

Der Transkriptionsfaktor IRF4 ist eines von neun Mitgliedern der IRF-Familie®*®.

IRF4 wird in lymphoiden Zellen, wie B- und T-Zellen und auch in Makrophagen

exprimert®®’.

IRF4 |IAD1

Abb.1: Struktur des Interferon regulatorischen Faktors 4 (IRF4) (Quelle: Lohoff, Nature Reviews
Immunology 2005). Grun: regulatorische Domane; blau: DNA-Bindedomane; hellblau:

Heterodimerisierungsdomane; gelb: Repressionsdoméane.

Das IRF4-Protein besteht aus 450 AS und kann grob in eine DNA-Bindedomane
(DBD) (blaue Struktur in Abb.1) und eine regulatorische Domane (grine Struktur in
Abb.1) aufgeteilt werden. Die DBD zeichnet sich durch ein typisches Motiv von 5
Tryptophanresten aus, welche die Bindung an sogenannte ,IFN-stimulated response
elements* (ISRE) vermitteln®®. Die C-terminale IRF-assoziierte Domane 1 (IAD1)
zeichnet sich durch starke Konservierung aus und gewahrleistet eine

Heterodimerisierung von IRF4 mit anderen [IRF-Familienmitgliedern. Eine
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Repressionsdomane (gelbe Struktur in Abb.1) hat eine autoinhibitorische Funktion
und bewirkt, dass IRF4 alleine nur schwach an die DNA binden kann®.

Aufgrund seiner Eigenschaft mit dem Transkriptionsfaktor PU.1 zu interagieren, ist
IRF4 auch unter dem Namen PU.1-Interaktionspartner (Pip) bekannt. Weiter wurde
der Transkriptionsfaktor als ,Interferon Konsensussequenz-Bindeprotein fur aktivierte
T-Zellen“ (ICSAT) und Lymphozytenspezifisches IRF (LSIRF) benannt® ',

IRF4 wird auch als multiples Myelom-Onkogen 1 (MUM1) bezeichnet. Dies ist darauf
zurlckzufihren, dass sich  durch  chromosomale  Aberationen, wie
Translokationsprozesse und einer daraus resultierenden IRF4-Uberexpression,
human multiple Myelome (Plasmozytome) entwickeln kénnen®®. IRF4 spielt auch fiir
die allgemeine Entwicklung von B- und T-Zellen eine bedeutende Rolle.
Entsprechend zeigen IRF4-defiziente Tiere einen reduzierten Immunglobulinlevel im
Serum wund die T-Lymphozyten zeigen in Bezug auf Zytotoxizitat eine
Funktionseinschrankung®. Der Transkriptionsfaktor wirkt in B-Zellen bei

t%*. Weiter weisen IRF4-defiziente B-Zellen einen

Differenzierung zu Plasmazellen mi
gestorten Immunglobulin-Klassenwechsel auf. Entsprechend spielt IRF4 eine
malfigebliche Rolle bei Rekombinationsprozessen, die den Klassenwechsel
steuern®. In T-Zellen wir der Transkriptionsfaktor spezifisch nach einer Stimulation
uber den T-Zellrezeptor (TCR) induziert®. In vitro-Studien zeigen weiter, dass IRF4
schlieBlich auch fur die T-Zellproliferation und die T-Zelldifferenzierung von
Bedeutung ist®. Eine IRF4-Defizienz &uRert sich auch in einer fehlenden
zytotoxischen T-Zellantwort. Entsprechend kommt es zu Beeintrachtigungen im
Rahmen von Infektionen mit dem ,Lymphocytaren Choriomeningitis Virus“ (LCMV),
bei der Tumorabwehr, sowie bei ,Transplantat-gegen-Wirt-Reaktionen“ (GVHD =
,Graft-versus-host disease“)®. Auch der Einfluss von IRF4 auf CD4*-T-Zellen ist
beschrieben. Hier wirkt eine IRF4-Defizienz verstarkend auf die Apoptosesensitivitat
der T-Zellen®™. IRF4 st ein unerlasslicher Transkriptionsfaktor fur die
Ausdifferenzierung von CD4" T-Zellen in verschiedene T-Helferzellsubpopulationen.
So (ibt IRF4 Einfluss auf die Differenzierung der Thyz-Zellen®. In vivo wird diese
Beobachtung dadurch gestiitzt, dass eine IRF4-Defizienz in einem Modell zur TNBS-
induzierten Kolitis mit einer reduzierten IL-17A-Produktion einhergeht®’.
Wahrend die Thy-Differenzierung durch die IRF-Transkriptionsfaktoren IRF1 und
IRF2 induziert wird®'®", wird die Thy-Differenzierung und -Zytokinexpression
wiederum durch IRF4, reguliert'®*'%, So bindet der Transkriptionsfaktor IRF4 in Thy-
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Zellen sowohl den 114 , als auch den 1110 Promotor'®. Eine retrovirale Transduktion
von IRF4 in Thy-Zellen ruft dementsprechend eine verstarkte IL-4- und IL-10-
Expression hervor, wahrend weitere Thy-Zytokine wie IL-5 und IL-13 unverandert
bleiben. Im Hinblick auf die IL-9-Expression in Thy-Zellen konnte in diesem
Zusammenhang eine Hemmung durch die retrovirale [|RF4-Transduktion
hervorgerufen werden, so dass IRF4 nicht als transkriptioneller Aktivator fur die IL-9-
Produktion in Th,-Zellen angesehen werden kann'®. Im Gegensatz dazu konnte in
The-Zellen gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor hier an den 119 Promotor
bindet und ihn in trans aktiviert*. In vivo wird diese Beobachtung dadurch
untermauert, dass IRF4-defiziente Tiere im Asthmamodell nicht in der Lage sind,
eine Eosinophilie auszubilden und entsprechend vor einer Inflammation geschutzt
sind*. Auch human konnte im Hinblick auf die allergische Rhinitis gezeigt werden,
dass IRF4 einen entscheidenden Einfluss auf die Auspragung von Allergien ausubt.
So ist eine gesteigerte IRF4-Expression in den CD4" T-Zellen bei entsprechenden

Patienten zu beobachten'®.

1.8 Der Transkriptionsfaktor Nuklear factor of activated T cells c2;
cytoplasmic, calcineurin-dependent 2 (NFATc2)

NFAT-Proteine sind Transkriptionsfaktoren, welche eine wichtige Rolle bei der
Zelldifferenzierung spielen und Prozesse des Zellzyklus und der Apoptose regulieren
kénnen'®. Die Familie der NFAT-Proteine besteht aus insgesamt funf Mitgliedern
(NFATc1, NFATc2, NFATc3, NFATc4 und NFATS5). Die Proteine NFATc1-NFATc3
werden in Zellen des Immunsystems, wie Mastzellen und T-Zellen exprimiert'®’.
Zusammen mit NFATc3 ist der Faktor NFATc4 im perivaskularen Gewebe exprimiert
und wirkt regulierend bei der Angiogenese'®®. NFAT5 ist ein osmosensitiver
Transkriptionsfaktor und spielt in der Niere eine wichtige Rolle. Er wirkt hier
regulatorisch in Bezug auf hypo- und hypertonischen Stress'®. NFAT5 weist als
einziges Familienmitglied keine Calcineurinbindedoméne auf'®. NFATc1-NFATc4
kénnen jedoch entsprechend durch einen Calcium-Influx aktiviert werden. Dies spielt
im Rahmen der T-Helferzellaktivierung eine entscheidende Rolle™™°.

Nach Aktivierung tUber den TCR, kommt es zur Aktivierung der Phospholipase C-y
(PLC-y), welche im aktivierten Zustand wiederum Phosphatidylinositol-4,5-bishophat

(PtdIns(4,5)P2) zu Inositol-1,4,5-trisphosphat (InsP3) und Diacylglycerol (DAG)
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hydrolysieren kann (siehe Abb.2). Durch Bindung von InsP3; an seinen Rezeptor am
endoplasmatischen Retikulum, kommt es zur intrazellularen Calciumfreisetzung. Ein
Anstieg des intrazelluldren Calciumlevels fiihrt wiederum zur Offnung von
Calciumkanalen in der zellularen Plasmamembran, wodurch extrazellulares Calcium
einstromen kann. In den Zellen dient Calmodulin als Tragermolekul fur dieses
Calcium. Eine solche Bindung fuhrt weiter zur Aktivierung der Proteinphosphatase
Calcineurin. Calcineurin fuhrt zur Dephosphorylierung von NFAT-Proteinen, wodurch
schlieldlich der Translokationsprozess von NFAT-Faktoren aus dem Zytoplasma in
den Zellkern reguliert wird. Erst jetzt konnen NFAT-Faktoren mit weiteren

transkriptionellen Aktivatoren interagieren und die Genaktivierung an einem

entsprechenden  Promotor in Gang setzen'' (siehe Abb.2). Diese
111,112

Translokationsprozesse werden durch Cyclosporin A und FK506 unterbunden

cD4 TCR
CD28 ) rat

" \J v "

Other signals such as
RAS-MAPK or FKC

Abb.2: Regulation der NFAT-Aktivierung (Quelle: Macian, Nature Reviews Immunology 2005).
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NF-AT1 1064
NF-ATp 921
NF-ATc2 99

Abb.3: Struktur des Transkriptionsfaktors NFATc2 (Quelle: Serfling, Biochimica et Biophysica Acta
2000). Schwarz: DNA-Bindedomane; rot: Transaktivierungsdomanen; blau/grau: regulatorische

Domane mit serinreichen Motiven.

NFAT-Transkriptionsfaktoren weisen eine starke Konservierung in Bezug auf die
DNA-Bindedomane (Abb.3 schwarzer Balken) auf. Hier besteht eine Verwandtschaft
zur Familie der REL-Transkriptionsfaktoren, weswegen diese Domane den Namen
,Rel-similarity domain“ (RSD) erhalten hat'®. Weiter sind C- und N-terminale
Transaktivierungsdomane (TAD-A, TAD-B) zu finden ( Abb.3 rote Balken)'". Die
regulatorische Domane weist serinreiche Motive auf (SRR) und liegt zwischen N-
terminaler Transaktivierungsdomane und der RSD. Hier sind Phosphorylierungs- und
Bindestellen fiir die Phoshatase Calcineurin lokalisiert'®.

NFAT-Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Differenzierung und
Zytokinproduktion von T-Helferzellsubpopulationen. So wurde NFAT urspringlich als
Aktivator fur den humanen I12 Promotor beschrieben und ist so auch Angriffspunkt im
Rahmen von immunsupressiven Therapien, um hier einer unerwlnschten T-
Zellaktivierung entgegen zu wirken''*""®. NFAT-Faktoren kénnen die Genregulation
entweder Uber einen direkten Einfluss auf die Chromatinstruktur (Remodelling)
beeinflussen, oder die Transkription selbst initiieren’™°.

Der Transkriptionsfaktor NFATc2 (NFAT1) ist auch unter dem Namen NFATp
bekannt''?. Es existieren 3 verschiedene Isoformen dieses Transkriptionsfaktors''®.
Eine Defizienz des NFATc2-Proteins zeichnet sich im Immunsystem phanotypisch
durch eine ausgepragte Splenomegalie (VergroRerung der Milz), Thymusinvolution
und eine gesteigerte Anzahl peripherer Lymphozyten aus''®'"3"7  \Weiter neigen
NFATc2-defiziente Tiere zu verstarkter Auspragung von allergischen Entzindungen,
welche mit einer Akkumulation von Eosinophilen und gesteigertem IgE-Level im
Serum der Tiere einhergeht'™. In Mastzellen ist die Anwesenheit von NFATc2
unerlasslich fiir eine effektive TNFa- und IL-13-Produktion’"®. Fiir die Entwicklung zur
Ths-Subpopulation aus naiven CD4" T-Zellen ist bekannt, dass eine NFATc2-
Defizienz im Rahmen eines IL-4-, GATA-3- und cMaf-unabhangigen Mechanismus

zu einer stark eingeschrankten IFN-y-Expression fiihrt'?°. In Thy-Zellen steuert
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NFATc2 zusammen mit dem Protein IRF4 die Produktion von IL-4 und IL-10"""%2,
Auch fur die selektive IL-21-Expression in Thy-Zellen konnte die Bedeutung des
Transkriptionsfaktors durch den Nachweis einer direkten Bindung an den 1121

Promotor untermauert werden'?3,

1.9 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Doktorarbeit war es, die transkriptionelle Kontrolle der 119 Genexpression
in The-Zellen mit Fokus auf den Transkriptionsfaktor NFATc2 zu analysieren und die
(patho-)physiologische Wirkung von Thg-generiertem IL-9 in zwei in vivo
Mausmodellen (Asthma, Tumor) unter Verwendung von NFATc2-defizienten Tieren

aufzuklaren.
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2 Material und Methoden

2.1 Plastikwaren

Alle Plastikwaren wurden steril bezogen.

2.2 Tiere

Fir die in vitro und in vivo Experimente wurden Mause des Wildtyp-Stammes
C57BL/6 (BL6) und der Knockout-Stamm NFATc2-GIm verwendet. Bei Letzteren
wurde das Exon, welches fir die 47 Aminosauren umfassende Rel-Doméane kodiert
durch eine Neomycin-Resistenz-Kassette ersetzt'**. Des Weiteren wurden IRF4-
knockout Mause®, und dazugehdrige BL6-Geschwistertiere verwendet. Die Tiere
waren zum Zeitpunkt der Experimente zwischen 4 und 16 Wochen alt und wurden
zuvor unter spezifiziert pathogenfreien Bedingungen (SPF) und kinstlichem Tag-

Nacht-Zyklus gehalten.

2.3 Zelllinien

B16F10 luc

FUr die in vivo-Experimente (Melanom-Experimente) wurde eine B16F10-Zelllinie
verwendet'®. Die B16F10 luc-Zellen eignen sich dazu, nach intraperitonealer

Injektion von Luziferin, die Tumorzellen schon sehr frih zu detektieren. Dieser
Mechanismus fand in dieser Arbeit allerdings keine Anwendung. Die Melanomzellen
werden in Testmedium 5% FCS in einer 6 Well Platte kultiviert. Um die adharenten
Zellen im Rahmen der Zellkultur zu verdunnen, werden die Zellen fur 20 min auf Eis
inkubiert um diese von der Platte zu 16sen. Vor der subkutanen Applikation wurden
die Zellen trypsinisiert um sie von der Zellkulturplatte zu l6sen. Hierzu wurde
zunachst der Zellkulturiberstand entfernt. SchlieBlich wurden die Zellen mit 1,5 ml
Trypsin-EDTA 0,25% von der Platte geldst. Nach 2-minltiger Inkubation wurde die
Reaktion mit Testmedium 5% FCS (Zellkulturiberstand der Zelllinie) abgestoppt. Vor
der Verwendung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und schlieRlich auf die
gewunschte Zellzahl eingestellt.
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2.4 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, von den Firmen

Merck (Darmstadt, Deutschland),

Roth (Karlsruhe,

Deutschland) und Sigma

(Steinheim, Deutschland) in p.a. (,pro analysis®) Qualitat bezogen.

Bezugsliste: Chemikalien

Chemikalie Quelle
2-Propanol p.a. Roth

ABTS Sigma
BrefeldinA eBioscience
Chloroform Roth
Ethanol 99% p.a. Roth
Formaldehyd 37% p.a. Roth

Glycin 99% p.a. Roth
Glykogen Sigma
Hemacolor® Farbekit Merck

Hepes

BioWest (Nuaillé, Frankreich)

Imject® Alum

Thermo Scientific

lonomycin Sigma
Isofluran Abbott
Ketamin Ratiopharm
KHCO3 (Kalium-Hydrogen-Carbonat) Roth
Mitomycin C Sigma
Monensin eBioscience
NaCl (Natriumchlorid) Roth
NaH,PO4 (di- Natriumhydrogenphosphat) | Roth

NaN; (Natriumacid) Roth
Narkoren Merial
NH4Cl (Ammoniumchlorid) Roth
Ovalbumin (Albumin, Chicken Egg) | Sigma
Grade V

PMA Sigma
Rompun Bayer
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Tris Roth
TritonX Roth
Trypsin-EDTA Gibco (Life Technologies)
Tween 20 Roth
Zitronensaure Roth

2.5 Kulturmedien und Puffer

Die Kulturmedien wurden als Pulver von der Firma PAN Biotech bezogen. Nach dem
Ansetzen wurden alle Medien sterilfiltriert (0,2 uM) und anschlieBend bei 4°C

aufbewahrt.

Bezugsliste: Medien und Zusatze

Medium/ Zusatz Quelle
B-Mercaptoethanol Sigma

BSA Roth

Has CSL Behring
EDTA Roth

FCS Vitromex
L-Glutamin Roth
Natrium-Pyruvat Serva
Penicillin/Streptomycin Serva

EDTA (,disodium ethylenediamine tetracetic acid®) wurde als 0,5 M Stammldsung
angesetzt. Der pH wurde mit 10 M NaOH auf pH 8 eingestellt. Anschliel3end wurde

die Ldsung autoklaviert.

Fotales Kalberserum (FCS)

Das verwendete FCS wurde zur Inaktivierung der Komplementkomponenten 45
Minuten bei 56°C im Wasserbad erhitzt und anschlielend in 100 ml Aliquoten bei
4°C aufbewahrt. Vor der Verwendung wurde das FCS 25 Minuten bei 600 x g
abzentrifugiert. Nur die Uberstande wurden verwendet.
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Gey’s Lysepuffer
Zum Lysieren von Erythrozyten durch einen osmotischen Schock wurde eine
0,83%ige Ammoniumchlorid-Losung folgender Zusammensetzung eingesetzt, welche

auf 37°C vorgewarmt wird:

in VE-Wasser

8,29 g/l NH4CI
19/l KHCO3
0,037 g/l EDTA
pH: 7,4

GM- Puffer (GroRer MACS- Puffer)

in PBS

0,5% BSA
5 mM EDTA
0,1% NaN3

MEM (Minimal Essential Medium)
MEM Trockenpulver

1% Penicillin/Streptomycin
50 uM -Mercaptoethanol
2% FCS

Natrium-Pyruvatlosung
0,1 M in VE-Wasser
sterilfiltriert (0,2 uM)

PBS (“Phosphate Buffered Saline”)

in VE- Wasser

1,4 M NaCl (81,8 g/l)
0,1 M NaH,PO4 (15,6 g/l)
pH 7,2
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Rinderserumalbumin (BSA)
Es wurde ein 10%ige LAsung in PBS angesetzt. Diese wurde sterilfiltriert (0,2 uM)
und bei 4°C aufbewahrt.

Testmedium (TM5, T-Zell-Medium)

Iscove’s Medium

1% Penicillin/Streptomycin
50 uM -Mercaptoethanol

1% Natrium-Pyruvat,

1% L-Glutamin

5% FCS

TE-Puffer

10 mM Tris

1 mM EDTA (pH: 8)

in HO

autoklaviert

The-Differenzierungsmedium
300 U/ml IL-4

5 pg/ml anti-1L-6 (D6906B4.M)
5 pg/ml anti-IFN-y (XMG1.2)

4 ng/ml pTGF-R

In Testmedium

2.6 Zytokine

Die aufgeflhrten Zytokine wurden als Standards in den Enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISAs) und als Zusatze zu den Stimulationsansatzen
naiver CD4" T-Zellen, sowie fur deren Differenzierung eingesetzt. Die Zytokine
wurden, wenn nicht anders angegeben, im eigenen Labor hergestellt und affin

aufgereinigt.
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Murin rekombinantes Interleukin 4 (mr-IL-4)
mr-IL-4 wurde aus den Uberstanden von mit IL-4 cDNA transfizierten Myelomzellen
X63Ag8-653 aufgereinigt. Das rekombinante IL-4 wurde via Affinitatschromatografie

aufgereinigt.

Porcine Transforming Growth Factor Beta 1 (pTGF-R1)
TGF-B wurde von der Firma R&D Systems (Minneapolis, USA) bezogen und in 4mM
HCI mit 0,1% BSA rekonstituiert.

Proleukin
Rekombinantes, humanes IL-2 (Proleukin), wurde von der Firma Novartis Pharma

GmbH (NUrnberg) bezogen.

2.7 Losungen und Reagenzien

Physiologische Trypanblauldsung

Der Vitalfarbstoff Trypanblau kann in tote Zellen eindringen und lasst diese im
Lichtmikroskop blau erscheinen, wahrend vitale Zellen durch ihn nicht angefarbt
werden konnen. Trypanblau wurde zur Bestimmung der Lebendzellzahl in
Zellsuspensionen eingesetzt. Zur Herstellung wurden folgende Losungen A und B im

Verhaltnis 1:5 gemischt:

Lésung A: 0,2% Trypanblau (Fa. Sigma) in VE-Wasser, sterilfiltriert (0,2 uM)
Lésung B: 4,25% NacCl

2.7.1 Reagenzien fiir die Anreinigung von CD4" T-Zellen ex vivo

2-Propanol 99,8% p.a.

GM-Puffer

siehe Medien und Puffer
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MEM + 2% FCS

siehe Medien und Puffer

PBS + 0,5% BSA
PBS siehe Medien und Puffer

MicroBeads
Es wurden Streptavidin- (SA-) MicroBeads der Firma Milteny, Bergisch Gladbach

verwendet.

Testmedium

siehe Medien und Puffer

2.7.2 ELISA- Reagenzien
ABTS

Blockpuffer
PBS

1% BSA

0,2% Tween 20

Kopplungspuffer
0,1 M N32H2PO4
pH 9,2

Substratpuffer

40mM Zitronensaure
Waschpuffer

PBS
0,1% Tween 20
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2.7.3 Reagenzien fur die Isolierung der Gesamt-RNA aus T-Zellen

TRI-Reagent
TRI-Reagent (Total RNA Isolating Reagent) wurde von der Firma ABgene bezogen.

Chloroform

Roti®- Chloroform/Isoamylalkohol

Glykogen

Fir die RNA-Praparation wurde eine Glykogenlosung (20 pg/pl) in 1%igem DEPC-
Wasser angesetzt und 3 Tage bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde das Glykogen
aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.

2-Propanol p.a.

75% Ethanol in DEPC-H,0
Aus 99%igem Ethanol in p.a. Qualitdt wurde mit DEPC-H,O eine 75% LO&sung

hergestellt und bei -20°C aufbewahrt und so gekunhlt eingesetzt.

2.7.4 Reagenzien fur die reverse Transkription (RT)

5x Puffer

Fa. Fermentas

DEPC-Wasser
Deionisiertes Wasser wurde Uber Nacht mit 0,1% (v/v) DEPC gerihrt und

anschlieRend autoklaviert.

dNTPs (2°-Desoxynucleosid-5"-Triphosphate)

Es wurde eine 10 mM Stockldsung in H,O angesetzt und bei -20°C aufbewahrt.

Hexanukleotide (Ng)
Ausgehend von einer Stammlésung einer Konzentration von 2 ug/ul wurde eine
Arbeitslésung einer Konzentration von 2 ng/ul angesetzt, die bei -20°C aufbewahrt

wurde.
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0Iigo(dT)18
Die Oligo(dT)1s wurden von MBI Fermentas bezogen und bei -20°C aufbewahrt.

Eingesetzt wurde eine Losung der Konzentration von 100 ng/ml.

Reverse Transkriptase
Revert Aid™ M-MuLV Reverse Transkriptase 200 U/ul (Fa. Fermentas) wurde bei -
20°C aufbewahrt.

2.7.5 Reagenzien fur die Durchfiihrung der quantitativen realtime-PCR
(qRT-PCR)
H.O

Fur die gqRT-PCR wurde autoklaviertes Wasser verwendet.

spezielle Oligonukleotide (,,Primer®)
(siehe ,verwendete Oligonukleotide®)

Die Oligonukleotide wurden bei -20°C aufbewahrt.

SYBR Green
Es wurde der SYBR® Green ER™ gPCR SuperMix der Firma Invitrogen verwendet.

2.7.6 Reagenzien fiir die Reportergenanalyse

Zur Reportergenanalyse wurde das Dual_luciferase® Reporter Assay System der

Firma Promega verwendet.

2.8 Antikorper und Beads

2.8.1 Antikorper und Beads zur Anreinigung von CD4" T-Zellen ex vivo
mittels MACS

H129.19-bio

Ratte-anti-Maus CD4 biotinyliert, 200 ng/ml in GM-Puffer.

Der Antikdrper wurde aus Kulturiiberstanden des Klon H129.19%® gewonnen und

biotinyliert.
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Streptavidin MicroBeads (SA-MicroBeads)
Die MicroBeads wurden von der Firma Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Gladbach)

bezogen.

2.8.2 Antikorper zur Zellsortierung von naiven CD4" T-Zellen

Antikorper Fluorofor Quelle
anti-CD44 (IM7) APC eBioscience
anti-CD62L (MEL-14) PE BioLegend
Anti-CD25 (3C7) Alexa Flour® 488 eBioscience

2.8.3 Antikorper zur Bestimmung von Zytokinkonzentrationen (ELISA)

IL-9-ELISA

1° Antikorper: 229.4 (Ratte-anti-Maus IL-9)
Stammldsung: 3 mg/ml

Der Klon 229.4 wurde von Dr. E. Schmitt generiert®.

2° Antikoper: C12 (Hamster-anti-Maus IL-9)
biotinyliert
Stammldsung: 1 mg/ml
Der Klon C12 und murin rekombinanes IL-9 (mr-IL-9) wurden von Dr. J. van Snick

(Ludwig Institute for Cancer, Brussel) zur Verfugung gestellt.

IL-5-ELISA
Zur Bestimmung der IL-5-Konzentration wurde das “Mouse IL-5 ELISA Set” (BD
OptEIA™) verwendet.

IL-13-ELISA

Sowohl der Primarantikdrper, als auch der biotinylierte Sekundarantikérper sowie

rmIL-13 fur die Positivkontrolle wurden von der Firma R&D Systems bezogen.
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2.8.4 Antikorper fir die FACS-Analyse

Antikorper Fluorofor Quelle
anti-Maus IL-9 APC Biolegend
Ratte IgG1, « Isotyp | APC Biolegend
Kontrolle

Zur Kompensation wurden Kompensationsbeads (BD CompBeads) anti-Ratte / anti-

Hamster Ig, kK verwendet.

2.8.5 Antikorper zur Stimulation von T-Zellen ex vivo

37.51 (Hamster-anti-Maus CD28)
Der Klon 37.51 wurde von Dr. J.P. Allison durch Dr. G. Leclerq (Universitat Gent,
Belgien) zur Verfugung gestellt. Die Kulturiberstande wurden mit (NH4)>.SO4 gefallt.

Dann wurde der Antikérper Protein G gereinigt.

145-2C11 (Ratte-anti-Maus CD3¢)
Der Klon 145-2C11 wurde von Dr. J. A. Bluestone (Ben May Institute, Department of
Pathology, Chicago, IL, USA) zur Verfugung gestellit.

XMG1.2 (Ratte-anti-Maus IFN-y)

Der Klon XMG1.2 wurde von Dr. A. O'Garra (DNAX Research Institute, Palo Alto,
CA, USA) zur Verfugung gestellt und zur Neutralisierung von endogen gebildetem
IFN-y zur Zellkultur gegeben. Der Antikorper wurde zur Differenzierung von The-

Zellen eingesetzt.

D6906B4.M (Ratte-anti-Maus IL-6)
Der Klon D6906B4.M wurde von Dr. J. van Snick (Ludwig Institute for Cancer,

Brussel) zur Verfugung gestellt.

2.8.6 Antikorper fur in vivo Experiment

Fur die intranasale Applikation im Rahmen der Asthma-Experimente und fur die
intraperitoneale Applikation im Rahmen der Melanom-Experimente, wurde ein Ratte-
anti-Maus IL-9-Antikérper (MM9C1) oder als Isotypkontrolle Immunglobulin aus der
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Ratte verwendet.

Das Hybridom wurde von Dr. J. van Snick (Ludwig Institute for Cancer, Brissel) zur

Verfugung gestellt.

2.9 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

15 ml Réhrchen Greiner
50 ml Réhrchen Greiner
6 Well Platten Greiner
24 Well Platten Greiner
48 Well Platten Greiner
96 Well Rundboden-Platten Greiner
96 Well Spitzboden-Platten Greiner
96 Well Platten Deckel Greiner
96 Well Platten (Maxisorb, fir ELISA) Nunc
Abdeckplatten (steril) Greiner
Cell Strainer (Zellsiebe) 40 um BD
Disposable Cuvettes Promega
FACS-R6hrchen Greiner

Macs Seperation Columns

Miltenyi Biotec

Petrischale (GréRRe 94/16)

Greiner

Pasteurpipetten

VWR International

Praparierbesteck

Schere, Pinzetten etc.

Hammacher, Solingen

Reaktionsgefale Eppendorf
(0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

RNAse-freie Pipettenspitzen Roth
(0,1-10 pl, 10-200 pl, 10-1000 pl)

Spritzen (1ml, 2 ml, 5 ml) Omnifix
Kanulen (0,4 x 12 mm) Braun
Sterilfilter (2 ym) Roth
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2.10 Laborgerate

Gerit Quelle

CO,-Inkubator Heraeus

Zellsortierer ARIA Becton Cickinson (BD)
Durchflusszytometer FACS LSR Becton Dickinson (BD)
ICycler Biorad

Luminometer Turner-Designs
Nucleofector AMAXA

Photometer Spectra Fluor Plus Tecan

Pipetboy comfort Integra Biosciences GmbH
Sterilbank Hera safe Heraeus

Zentrifugen:

Tischzentrifuge, Biofuge pico Heraeus

Megafuge 1.0R Heraeus

2.11 Methoden der Zellkultur

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden an einer sterilen Werkbank und mit sterilen
Glas- bzw. Plastikmaterialien und Geraten durchgefuhrt. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte in einem COz-Inkubator bei 37°C und 5% CO»-Gehalt.

2111 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit
physiologischer Trypanblau-Losung verdinnt. Dabei farben sich die toten Zellen
blau. Lebende Zellen kénnen den Farbstoff aufgrund ihrer intakten Membran nicht
aufnehmen und erscheinen im Lichtmikroskop ungefarbt. Mittels einer Neubauer-
Zahlkammer (Kammertiefe 0,1 mm) wurde die Zahl der vitalen (=ungefarbten) Zellen
bestimmt. Nach Auszahlen von 16 Einzelquadraten ergibt die ermittelte Zahl (N)
durch Multiplikation mit dem Verdiinnungsfaktor (V) und dem Kammerfaktor (10%) die
Anzahl der lebenden Zellen pro Milliliter (N x V x 10* = Zellzahl/ml).

2.11.2 Kultur von B16F10 luc-Melanomzellen
Siehe 2.3 Zelllinien
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2.12 Anreinigung von CD4" T-Zellen ex vivo

2121

Anreinigung muriner CD4" T-Zellen

Vorbereiten der Seperationssaulen

Die Seperationssaulen wurden grundlich mit 2-Propanol gespult und anschlie3end
einmal mit PBS + 0,5% BSA gespuilt.

Milz-Praparation und Herstellung einer Zellsuspension

>

vV V V V V V V

Y V. V V V

YV V. V VYV V

Maus/Mause mittels CO,-Begasung abtoten
abgetotete Maus/Mause mit Isopropanol sterilisieren
8 ml MEM+2% FCS in eine Petrischale vorlegen
Milzen entnehmen und in ein Milzsieb in einer Petrischale geben
Milz mittels einer 1 ml Spitze zerreiben
Milzsieb mit gestopfter Pasteurpipette spllen
Milzsuspension grundlich mit einer Pasteurpipette resuspendieren
in 14 ml Réhrchen Uberfuhren und die Petrischale mit MEM + 2% FCS spulen
und ebenfalls in das Rdhrchen Uberfihren
10 Minuten die Bindegewebsstiickchen absetzen lassen
Uberstand mittels gestopfter Pasteurpipette in ein neues Falcon Uberfiihren
bei 600 x g und 4°C fur 10 Minuten zentrifugieren
den Uberstand absaugen und verwerfen
Lyse der Erythrozyten:

o 1 ml/Milzim 37°C Wasserbad vorgewarmten Gey’s Lysepuffer zu dem

Zellpellet geben

0 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren
Stoppen der Reaktion durch die Zugabe der zweifache Menge an MEM + 2%
FCS
durch ein Zellsieb in ein 50 ml Réhrchen Uberfuhren
spulen des Réhrchens mit 2 ml MEM + 2% FCS
Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer zahlen
10 Minuten bei 600 x g und 4°C zentrifugieren

auf 1 x 108 Zellen/ml in GM einstellen
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Anreinigung der murinen CD4" T-Zellen

» 0,5 yg/ml des Antikérper H129.19 bio zugeben
20 Minuten bei 4°C inkubieren
Zweimal mit 10 ml kaltem GM-Puffer waschen
Zellen auf 1 x 10° Zellen/ml in GM einstellen
SA-Beads (1:20) zugeben
20 Minuten bei 4°C inkubieren

Zellen in GM-Puffer auf maximal 5 x 108 Zellen in 5 ml einstellen

YV V.V V V V V

Zellsuspension milliliterweise Uber die sich im Magnetfeld befindliche Saule

geben (max. 5 x 10® Zellen pro Saule)

Y

Rohrchen mit 2 ml GM-Puffer spilen und komplett auf die Sdule geben

Y

Saule mit 2 x 3 ml GM-Puffer spulen

» Saule aus dem Magnetfeld nehmen und mit 5 ml GM-Puffer mit Stempel
eluieren

» den Vorgang mit dem Eluat Uber eine 2. Saule wiederholen

> Zellen mittels einer Neubauer-Kammer zahlen

Durchflusszytometrische Zellseparation von CD4* CD44"°“CD62L"" T-Zellen
mittels FACS

Die Methode der Durchflusszytometrie dient nicht nur der ldentifizierung und
Charakterisierung von Zellpopulationen anhand spezifischer Eigenschaften. Es ist
auch moglich Zellen anhand von Fluoreszenzmarkierung aufzutrennen. Zu dieser
Zellseparation wurde der BD FACS Aria™ || verwendet und die Messdaten wurden
mittels BD FACS Diva™ Software (BD Bioscience) erfasst.

Der Mechanismus beruht darauf, dass der Zellflissigkeitsstrahl einen Laserstrahl
passiert. Die Kanule durch welche die Zellflissigkeit gezogen wird, wird zur Vibration
gebracht. Dadurch wird der kontinuirliche Zellflissigkeitsstrom unterbrochen und in
einzelne Tropfen, welche jeweils eine einzelne Zelle enthalten, aufgeteilt. Die
Einzeltropfen mit entsprechender Streuung und Fluoreszenzmarkierung erhalten je
nach Eigenschaft eine positive oder negative Ladung und koénnen schlie3lich mit
Hilfe eines elektrischen Felds entsprechend aufgetrennt werden.

Um aus den CD4" T-Zellen die naiven Zellen zu separieren und CD25" T-Zellen zu
eliminieren wurde die oben genannte Methode angewandt. Hierzu wurden die zuvor

angereinigten CD4" T-Zellen fluoreszenzmarkiert. Um die aktivierten T-Zellen zu
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identifizieren wurden die Zellen mittels eines anti-CD44 Antikoérper (eBioscience)
gefarbt. Um die CD25" T-Zellen aus dem Zellgemisch zu entfernen, wurden die
Zellen mittels anti-CD25 Antikorper (eBioscience) gefarbt. Da nur naive T-Zellen zur
T-Helferzelldifferenzierung verwendet werden sollten, wurden die zuvor
aufgereinigten CD4" T-Zellen schlieRlich mittels anti-CD62L Antikdrper (BioLegend)
gefarbt. Die Farbung erfolgte fur 15 min bei 4°C. Im Anschluss wurden die Zellen 2x
gewaschen und zur Zellsortierung filtriert und schlieRlich auf 1 x 107 Zellen/ml in GM-

Puffer eingestellt.

WT vor Zellseparation WT nach Zellseparation
i *s 58,9% , ,q 100%

34,4%
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Abb. 4: Durchflusszytometrische Zellseparation von CD4'CD25CD44"°*CD62L"9" T-Zellen. Die
mittels MACS vorgereinigten CD4" T-Zellen aus wildtypischen M&usen und NFATc2-/- -Tieren
enthalten unterschiedliche Mengen an voraktivierten T-Zellen. Daher wurden die T-Zellen mittels
Zellseparation weiter gereinigt, um nur naive T-Zellen fir die Zellkultur verwenden zu kénnen. Unter
den CD4" T-Zellen, welche aus NFATc2-defizienten Tieren isoliert wurden, sind 50% bereits
voraktiviert und mussen fir die Zelldifferenzierung aus dem Zellgemisch entfernt werden. Unter den
wildtypischen CD4" T-Zellen sind nur ca. 35% bereits voraktiviert und fast 60% der Zellen stellen naive
T-Zellen dar.
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2.12.2 Stimulation der naiven CD4" T-Zellen

Antikorper-vermittelte Stimulation von murinen CD4'TZ

CD4'TZ konnen in vitro durch eine Antikdrper-vermittelte (anti-CD3)
Kreuzvernetzung der TCRs stimuliert werden. Um eine optimale Stimulation zu
erreichen, bendtigen T-Zellen ein zweites, kostimulatorisches Signal. Dieses wurde
durch anti-CD28 Antikorper vermittelt. Fir die Stimulation muriner CD4TZ wurden
Zellkulturplatten mit anti-CD3 (4 pg/ml) und anschlieRend mit anti-CD28 (4 ug/ml)
beschichtet. Diese Methode kann sowohl zur Primarstimulation angewandt werden,

als auch zu einer sekundaren Stimulation (Restimulation) genutzt werden.

2123 Beschichtung von Kulturplatten

» 500 ul / Well anti-CD3 in PBS (bei einer 24-Well Platte)
30 Minuten im Brutschrank inkubieren (37°C, 5% CO2)
mit ungestopfter Pasteurpipette absaugen

1 ml PBS/Well zugeben und absaugen

500 pl/Well anti-CD28 in PBS

30 Minuten im Brutschrank inkubieren

vV V. V V V V

absaugen und mit 1 ml PBS/Well waschen

Restimulation von murinen CD4"TZ mittels lonomycin und PMA

Vor allem um intrazellular produzierte Zytokine, welche in nur geringen Mengen in
der Zelle vorliegen zu detektieren, wurde eine Restimulation mit
Phorbolmyristatacetat (PMA) und lonomycin durchgefuhrt. lonomycin sorgt flr einen
intrazellularen Anstieg des Calcium-Levels, wahrend PMA die Proteinkinase C
aktiviert. Diese antigenunspezifische Aktivierung erfolgte fur 3-5h mit einer

Endkonzentration von 1uM lonomycin und 20ng/ml PMA.

2.13 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie konnen Zellen anhand ihrer Grofde und Granularitat
unterschieden werden. Weiter ist es moglich Zellen anhand spezifischer
Oberflachenproteine zu unterscheiden. Die Analyse beruht auf der Emission von

optischen Signalen durch Zellen nachdem sie einen Laserstrahl einzeln passieren.
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Hierbei kommt es zur Lichtemission, woraus sich verschiedene Zelleigenschaften
ableiten lassen. Zellgrofle, Struktur der Zellmembran sowie intrazellulare
Bestandteile beeinflussen das Streulicht. Zwei Parameter spielen hierbei eine Rolle.
Durch das Vorwartsstreulicht FSC (Forward Scatter) wird die Beugung des Lichts
hervorgerufen, was wiederum Aufschluss Uber die Zellgrolke gibt. Durch das
Seitwartsstreulicht SSC (Side Scatter), wird eine Brechung des Lichts hervorgerufen.
Hierdurch kann eine Aussage uber die Granularitat der Zellen getroffen werden. Die
zu analysierenden Zellen kénnen auch mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern, die
gegen bestimmte Merkmale gerichtet sind (z.B. CD44), gefarbt werden und anhand
dieser Merkmale schlie3lich sortiert werden. Es ist auch mdglich intrazellulare
Proteine (z.B. IL-9) anzufarben und somit die Zytokinexpression direkt innerhalb der

Zellen nachzuweisen.

Intrazellularfarbung muriner T-Zellen

Pro Farbung wurden mindestens 5 x 10° Zellen eingesetzt. Um ein Sekretieren der
intrazellularen Proteine zu verhindern, wurde in den letzten vier Stunden der
Stimulation Brefeldin A oder Monensin (1 ug/ml) zu den Zellen gegeben. Hierdurch
wurde ein Zerfall des Golgi-Apparates herbeigefuhrt und die sekretorischen Proteine
wurden im Endoplasmatischen Retikulum angereichert'?®. Nach dieser Inkubation bei
37°C, wurden die Zellen geerntet und einmal mit 2 ml 1xPBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Dies erfolgte durch
Zugabe von 500 ul Fixierungs-/Permeabilisierungs-Arbeitslésung aus dem murinen
FoxP3-Farbekit von eBiosciences. Die Fixierungs-/Permeabilisierungs-Arbeitsiésung
wurde dabei stets frisch und gemald Herstellerangaben hergestellt. Fixierung und
Permeabilisierung erfolgte fir mindestens 30 Minuten bei 4°C im Kuihlschrank.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit je 2 ml 1x Permeabilisierungspuffer
gewaschen. Im nachsten Schritt erfolgte die Antikorperfarbung. Die Antikorper

wurden wie folgt eingesetzt:

Antikorper Verdiinnung
anti-Maus IL-9 APC 1:100
Ratte 19G1, k Isotypkontrolle APC 1:100
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Die Antikdrperfarbung erfolgte fur 30 Minuten in einem Volumen von 100 pl verdinnt
in 1x Permeabilisierungspuffer bei 4°C im Kuhilschrank. AnschlieRend wurden die
Zellen zweimal mit 1x Permeabilisierungspuffer gewaschen. Es folgte jeweils ein
Waschschritt mit GM-Puffer. Schliel3lich wurden die Zellen in 100 pl GM-Puffer fur

die Messung aufgenommen.

2.14 Interleukin-spezifische ELISA

Der ELISA ist eine quantitative, analytische Methode um die Konzentration
sezernierter Proteine (z.B. Zytokine oder Antikorper) im Zellkulturiberstand zu
ermitteln. Die ELISA wurden nach der Sandwichmethode (indirekt) durchgeflhrt.
Zunachst erfolgte die Beschichtung der 96 Well Maxisorb Platten mittels
Primarantikorper in einem Kopplungspuffer fur mindestens 1h bei 37°C.

Nach dreimaligem Waschen mit ELISA-Waschpuffer wurden noch freie
Bindungsstellen in den Platten durch Zugabe von Blockpuffer (100 pl/Well) far 30
Minuten bei 37°C abgesattigt. Dann wurden die zu analysierenden Proben in einer
Verdunnungsreihe auf die ELISA-Platten aufgetragen (50 ul/Well). Zusatzlich wurde
auf jeder Platte eine bekannte Standard-Konzentration als Referenz zum Erstellen
einer Eichgerade, wie auch eine Negativkontrolle ohne Protein mitgeflhrt. Die
Proben wurden fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach drei Waschschritten wurde
der biotinylierte Sekundarantikorper (50 pl/Well) zugegeben und wiederum fur eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Die Uberschissigen Antikdrper wurden durch dreimaliges
Waschen entfernt und das mit Peroxidase gekoppelte Streptavidin (Boehringer
Mannheim) in einer Verdiinnung von 1:10000 in Block-Puffer zugegeben (50 ul/Well).
Nach 30-minutiger Inkubation bei 37°C und anschlieRendem dreimaligem Waschen
wurden 50 ul/Well Substratlosung (ABTS = 2,2-Azino-bis(3-Ethylbenzthiazolin-6-
sulfonsaure)) 1 mg/ml in Citratpuffer + 0,0075% H>O,) zugegeben. Die
photometrische Auswertung erfolgte nach ca. 20 Minuten bei 414 nm. Die
Auswertung der photometrischen Messung erfolgte im Tabellenkalkulations-
programm Excel (Microsoft Corp., Redmont, WA, USA) mit Hilfe eines Makros, dass

grof3teils von S.Jin (Institut fur Immunologie, Universitat-Mainz) entwickelt wurde.
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ELISA Konzentration der | Konzentration der
Primarantikorper biotinylierten

Sekundarantikorper

Interleukin 5 Nicht angegeben (IL-5 | Nicht angegeben (IL-5
ELISA Set (BD)) ELISA Set (BD))

Interleukin 9 229.4 (1 pg/ml) C12 bio (1 pg/ml)

Interleukin 13 Nicht angegeben (R&D | Nicht angegeben (R&D
Systems) Systems)

2.15 Transfektion

Unter einer Transfektion versteht man das Einbringen von Fremd-DNA oder -RNA in
eine Eukaryontenzelle. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Transfektion von
Plasmid-DNA durch Elektroporation mit dem Nucleofector Device der Firma Amaxa.

Die Plasmid-DNA musste vor der Transfektion mit der Nucleofector Solution auf die
gewunschte Konzentration verdinnt werden (Einsatz von 2,5 ug Plasmid). Fur einen
nachfolgenden Dual-Luciferase Reporter Assay wurden die Zellen zusatzlich mit den
Expressionsvektoren flr die Renilla-Luciferase (300 ng) und die Firefly-Luciferase

(IL-9-Promotor; 10 ug) co-transfiziert.

Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:
> Zellen (2 x 10%) 5 Minuten bei RT und 1000 x g zentrifugieren
Pellet in 90 pl Nucleofector Solution resuspendieren
15 ul verdinnte Plasmid-DNA zugeben
Transfer der Losung in die Amaxa Kuvette
Behandlung im Elektroporationsgerat
Zugabe von 1 ml vorgewarmtem Erholungsmedium
Uberflhrung mit der Amaxa Plastikpipette in eine 24-well Platte

Zellen 1-2 Stunden bei 37°C inkubieren (,Erholungsphase® der Zellen)

YV V.V V V V V V

T-Zellen: Amaxa Medium durch zuvor aufbewahrtes Tho-Medium ersetzen und

mit anti-CD3/CD28 Antikoérpern bis zur Weiterbehandlung stimulieren
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2.16 Reportergen-Assay

Dual Reportergen Systeme werden genutzt, um die Promoter-Aktivitat eukaryotischer
Gene zu untersuchen. Hierbei ist es mdglich sowohl Expression und Analyse zweier
unabhangiger Reporterenzyme in einem Versuchsansatz zu analysieren. Bei einem
Reportergen-Assay werden die zu untersuchenden aktiven Elemente eines Gens,
Promotor und/oder Enhancer vor die kodierende Sequenz eines Reportergens
kloniert. Es wurde das Dual-Luciferase® Reporter Assay System von Promega
verwendet. Hier wurde zum einen mit der 61kDa Luciferase des Gluhwirmchens
Photinus pyralis und zum anderen mit der 36kDa Luciferase der Seefeder Renilla
reniformis gearbeitet. Durch die Transfektion wurde in die Zellen zum einen ein
Vektor eingebracht, welcher den IL-9-Promotor vor dem Gen fir die Photinus-
Luciferase tragt. Ein anderer Vektor enthalt einen CMV-Promotor mit dem
nachgeschalteten Gen des Transkriptionsfaktors. (z.B. IRF4). Wird durch die
Uberexpression des betreffenden Gens der IL-9-Promotor aktiviert, so kann die
Photinus-Luciferase zum Leuchten gebracht werden. Durch die Kotransfektion eines
weiteren Reporter Plasmids, dass durch den Herpes simplex Virus Thymidin-Kinase
(HSV-TK) Promoter konstitutiv Renilla- (Renilla reniformis) Luciferase exprimiert, wird
die Storanfalligkeit des Systems minimiert, da die Firefly-Luciferaseaktivitat durch die

Renilla-Luciferaseaktivitat normalisiert wird.

Die Plasmide wurden aus E.coli Glycerol-Stocks mittels Pure Ling HiPure Plasmid
Maxiprep Kit (Invitrogen) isoliert und in TE-Puffer als Stocklésung bei -20°C
aufbewahrt. Als  Transfektionsmethode wurde die Nucleofektion, eine
elektroporationsbasierte Transfektionsmethode gewahlt. Hierfir wurde ein spezielles
Mouse T Cell Nuclefektor® Kit (AMAXA) verwendet.

eingesetzte Plasmidmenge:

IL-9-Promotorplasmid: 10 pg
Plasmid-DNA 2,5 ug
pRL-TK (konstitutive Renilla-Expression) 300 ng

Bei der Durchfuhrung des Reportergen-Assays wurde nach Herstellerangaben

verfahren.
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2.17 Molekularbiologische Methoden

2171 Praparation der Gesamt-RNA
» 1-2 x 10° Zellen in 1 ml TriReagent (total RNA Isolation Reagent, enhalt

Phenol) aufnehmen
200 pl Chloroform (Roti) dazu und durch grindliches Schiutteln durchmischen
5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

15 Minuten bei 12500 x g und 4°C zentrifugieren

Y V V V

obere, durchsichtige, wassrige Phase abnehmen und mit 1,5 yl Glykogen (20
pg/ml) versetzen

gut durchmischen

500 pl Isopropanol in p.a. Qualitat dazugeben

10 Minuten inkubieren

10 Minuten bei 12500 x g und 4°C zentrifugieren

YV V. V VYV V

zweimal waschen mit je 1 ml eiskaltem Ethanol (jeweils bei 8000 x g und 4°C
abzentrifugieren)
» RNA lufttrocknen lassen und in 20 yl DEPC-H,O aufnehmen

217.2 Reverse Transkription der mRNA in cDNA
Beim Oligo(dT),-Priming entsteht durch die Reaktion des Oligo(dT), mit dem Poly(A)-

Schwanz des mRNA-Molekils ein kurzer doppelstrangiger Nukleinsaurebereich, der
von der reversen Transkriptase als Startpunkt fur die DNA-Synthese bendtigt wird.
Durch diese Vorgehensweise beginnt die Synthese der cDNA in der Nahe des 3'-
Endes der mRNA. Nachteilig bei dieser Methode ist jedoch die abnehmende Effizienz
mit zunehmendem Abstand des zu amplifizierenden Bereichs vom 3'-Ende. Beim
Random-Priming hingegen verwendet man ein Gemisch aus Hexanucleotiden aller
theoretisch denkbaren Sequenzabfolgen. Die Verwendung dieser p(dN)s- Mischung
fuhrt zur Initiation der Einzelstrangsynthese an diversen Stellen der zu kopierenden
MRNA. Hierdurch sind alle mRNA-Sequenzen aus einer heterologen Population
gleichmalig in der erhaltenen Mischung von cDNA-Molekulen enthalten, da hier nicht
die Sequenzen in der Nahe des 3'-Ende begunstigt werden. Nachteilig ist hier jedoch
der geringere Anteil vollstandig kopierter mRNA-Molekile. Um die Vorteile beider
Verfahren zu nutzen, wurde eine Mischung aus Oligo(dT),- und p(dN)s-Primern

verwendet.
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Es wurde folgender Master-Mix angesetzt

5x Puffer 4 pl
dNTPs 2 ul
p(dN)s (20 ng/pl) 1wl
Oligo(dT), (100 ng/pl) 1l
MRNA 300 ng
M-MLV Reverse | 1 ul
Transkriptase

Der Reaktionsansatz wurde auf ein Endvolumen von 20 pl mit H,O aufgefullt. Die
MRNA wurde fir eine Stunde im 42°C Wasserbad inkubiert, um die mRNA in cDNA

umzuschreiben.

2173 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion kommt es durch die Wiederholung der
Reaktionszyklen, bestehend aus DNA-Denaturierung, ,Primerhybridisierung“ und
Elongation nach jedem Reaktionsschritt zu einer Verdopplung der DNA. Diese
Kettenreaktion fuhrt zu einer exponentiellen und selektiven Anreicherung der durch
die Oligonukleotide flankierenden DNA-Sequenzen. Im Zuge dieser Arbeit wurden
quantitative realtime-PCRs (QRT-PCR) durchgefluihrt. Hierzu wurde die murine mRNA
in Triplikaten unter Verwendung von SYBR Green in einem iCycler amplifiziert. Die
erhaltenen Werte wurden anhand der ermittelten Werte fur das ,Housekeeping-
Gen“HGPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-transferase) normalisiert. Hieraus

ergaben sich die Werte fur die relativen mRNA-Expressionen.

Ansatz fur Triplikate (3,2-facher Ansatz)

28,8 ul autoklaviertes H,O

40 pl SYBR-Green

8 ul cDNA

3,2 ul spezifische Oligonukleotide (Arbeitslosung 5 pM)
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Die Ansatze wurden jeweils gut durchmischt. Von jedem Ansatz wurden

Dreifachbestimmungen durchgeflhrt (jeweils 25 pl).

217.4 Verwendete Oligonukleotide (,,Primer)

Die Oligonukleotide zum Nachweis verschiedener cDNAs mittels qRT-PCR (,,Primer*)
wurden von den Firmen Metabion (Martinsried) und Biomers.net (UIm) bezogen und
bei —20°C aufbewahrt. Die Oligonukleotide wurden in einer Konzentration von 5

pmol/ul eingesetzt.

HGPRT forward: 5-GTT GGATAC AGG CCAGACTTT GTT G-3°
HGPRT reverse: 5°GAG GGT AGG CTG GCC TAT AGG CT-3°
mlL-9 forward: 5-CTG ATG ATT GTA CCA CAC CGT GC-3°
mlL-9 reverse: 5-GCCTTT GCATCT CTG TCT TCT GG-3°

2.18 In vivo-Experimente zur Untersuchung asthmatischer
Symptome am Mausmodell

Bei Asthma bronchiale handelt es sich um eine humane Erkrankung, welche in der
vorliegenden Arbeit unter Zuhilfenahme eines murinen Tiermodells untersucht wurde.
Um die Ubertragbarkeit dieses komplexen Krakheitsbildes so realistisch wie méglich
zu gestalten, wurde neben der Lungenfunktion auch die Atemwegsentzindung

untersucht.
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2.18.1 Immunisierung der Versuchtiere und Versuchsaufbau

Die Tiere wurden jeweils an Tag 0 und an Tag 14 mit OVA-Alum intraperitoneal
immunisiert. Die Kontrolltiere blieben hierbei unsensibilisiert. An den Tagen 27, 28
und 29 wurden die Versuchstiere mit dem Antigen Ovalbumin fur 30 Minuten Uber die
Atemwege vernebelt. In den Versuchen, in denen ein neutralisierender Antikdrper
gegen IL-9 verabreicht wurde, wurden 150ug von diesem 30 Minuten vor der
Verneblung intranasal appliziert. Die intranasale Antikorperapplikation wurde von den
Mitarbeitern der Arbeitsgruppe Buhl/Reuter durchgeflhrt. Ein Tag nach der letzten
Ovalbuminverneblung wurden die Experimente durchgefuhrt. Es wurden
Atemwegswiderstand nach  Methacholin-Provokation gemessen und die
Bronchoalveolare Lavage durchgefuhrt. Die Zellen der Bronchoalveolaren Lavage
wurden durchflusszytometrisch auf die Anwesenheit von eosinophilen Granulozyten
getestet. Weiter wurde die Bronchoalveolare Lavage herangezogen, um die zellulare
Zusammensetzung genauer zu untersuchen und auf die Anwesenheit der Zytokine
IL-9, IL-13 und IL-5 zu Uberprifen.

Ovalbumin-Vernebelung

o

* < = < « S = ]
0 14 27 28 29 30 31

[ |

OVA-Alum-Injektion i.p. Analyse

Abb. 5: Versuchsanordnung der in vivo Experimente ohne neutralisierenden alL-9 Antikorper
(Asthma bronchiale). Es wurden 12 Versuchtiere eingesetzt. An den Tagen O und 14 wurden die
Tiere mit dem Antigen Ovalbumin inklusive dem Adjuvant Aluminiumhydroxid (Alum) immunisiert. Ab
dem 27. Versuchstag erfolgte an drei aufeinanderfolgenden Tagen die Ovalbuminverneblung. Am 31.
Versuchstag wurde der Atemwegswiderstand nach Methacholin-Provokation gemessen, sowie eine
HE-Farbung von Zytospins aus der BAL angefertigt. Die Zellen der BAL wurden

durchflusszytometrisch untersucht.
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Ovalbumin-Vernebelung

Foob

L - & . & - & -8
Tag 0 14 27 28 29 30 31
OVA-Alum-Injektion i.p. +/-alL-9 i.n. Analyse

Abb. 6: Versuchsanordnung des Asthma bronchiale-Experiments mit neutralisierendem
Antikorper gegen IL-9. Es wurden 25 Versuchtiere eingesetzt. An den Tagen 0 und 14 wurden die
Tiere mit dem Antigen Ovalbumin inklusive dem Adjuvant Alum immunisiert. Ab dem 27. Versuchstag
wurden die Versuchstiere an drei aufeinanderfolgenden Tagen mit dem Antigen Ovalbumin vernebelt.
30 min zuvor erfolgte die anti-IL-9-Behandlung. Am 31. Versuchstag wurde der Atemwegswiderstand
nach Methacholin-Provokation gemessen, sowie eine HE-Farbung von Zytospins aus der BAL
angefertigt.

2.18.2 Durchfiuhrung der bronchoalveolaren Lavage

Die bronchoalveolare Lavage (BAL) dient dazu, die zellulare Zusammensetzung der
Atemwege genauer zu untersuchen. Anhand der Zelldifferenzierung der BAL kann
eine Aussage Uber eine eventuell bestehende Atemwegsinflammation getroffen

werden.

Vorherige Betaubung der Versuchstiere (Narkoren)
Fell mit Ethanol anfeuchten
Schnitt von Kinn bis Schlisselbein vornehmen

Haut stumpf wegpraparieren

YV V. V VYV V

Speicheldrisen und Musculus sternohyoides vorsichtig auseinanderziehen
(= Luftrohre wird sichtbar)

TracheaumschlieRendes Gewebe aufritzen und vorsichtig entfernen

Y VY

Trachea vorsichtig mit geeigneter Pinzette anheben und durch Querschnitt zur
Halfte 6ffnen

Tubus einfuhren und mittels chirurgischem Knoten fixieren

1 ml PBS mittels Spritze langsam via Tubus in die Lunge geben

PBS sofort langsam wieder mittels Spritze entnehmen

Gewonnene BAL (ca 800-900 pl) in ein 1,5 ml Reaktionsgefalt geben
Zentrifugation bei 1200 U/min und 4°C fur 10 Minuten

YV V V V VY
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> Uberstande in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal Gberfihren
» Bei -80°C bis zur Weiterverwendung einfrieren
» Zellen in 200 yl PBS resuspendieren und bis zur Weiterverwendung auf Eis

lagern

2.18.3 Erstellen von Zytospins

Um die Zellen der BAL naher mikroskopisch zu charakterisieren und eine Aussage

Uber eine vorhandene Inflammation zu machen, wurden Zytospins angefertigt.

> 100 pl der BAL-Zellsuspension (max. 10°-Zellen) tiber Trichter auf
Objekttrager bringen

Zentrifugation fir 10 Minuten bei 900 U/min in Zytofuge (,Spotten®)
Trocknen fur mindestens 10 Minuten (max. 24h)

Zellen mittels des Hemacolor® (IVD)-Kit auf den Zytospins fixieren

YV V VYV V

HE-Farbung: Schnitte fur jeweils eine Sekunde funfmal in Lésung 1, 2 und 3

halten

Y

Zwischen den Schritten Objekttrager ordentlich abtropfen lassen

Y

Zytospins mit Puffer nach Weise abspulen

» Lichtmikroskopische Untersuchung der Praparate

2184 Gewinnung des Serums

Den Versuchstieren wurde Blut entnommen, um daraus das Serum zu gewinnen.
Aus dem Serum wurden die OVA-spezifischen Antikorperkonzentrationen mittels
ELISA ermittelt.

Bauchraum der narkotisierten Tiere 6ffnen
Punktion der Vena cava caudalis
Entnommenes Blut gerinnen lassen
Blutklumpen entfernen

Zentrifugation fir 10 min bei 9200g

V V V V VYV V

Uberstand/Serum bis zur Analyse wegfrieren
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Die ELISA wurden von der Arbeitsgruppe Buhl/Reuter der dritten medizinischen

Klinik der Universitatsmedizin Mainz durchgefihrt.

2.18.5 Lungenfunktionsmessung

Um den Phanotyp der Atemwegsinflammation der Versuchstiere naher
charakterisieren zu koénnen, wurde neben der BAL-Analyse noch eine weitere
Methode angewandt. Mittels Lungenfunktionsmessung wurde die
Atemwegshyperreagibilitat (AHR) und somit auch eine funktionelle Veranderung der
Lungenfunktion nach Atemwegsprovokation mittels Methacholin getestet.

Allgemein konnen hierbei sowohl invasive Methoden als auch nicht-invasive
Techniken angewandt werden. Nicht-invasive Techniken haben den gro3en Vorteil,
dass wiederholte Messungen am gleichen Tier moglich sind und die Handhabung
recht einfach ist. Da es sich hierbei aber um eine &ufllere Messung der
Lungenfunktion handelt, hat die nicht-invasive Methode allerdings den Nachteil, dass
keine direkte Messung der Lungenmechanik vorgenommen werden kann. Dadurch
kann keine Aussage daruber getroffen werden in welchem Ausmal} die Widerstande
der oberen Atemwege zur Anderungen des Atemwegwiderstandes beitragen. Auch

Starke und Lokalisierung der Bronchokonstriktion kdnnen nicht analysiert werden.

In dieser Arbeit wurde die sogenannte invasive Technik angewandt. Hiermit kann
eine direkte Aussage Uber Anderungen der Lungenfunktion getroffen werden. Dabei
kénnen selbst geringste Anderungen der Lungenmechanik detektiert werden. Hierfir
ist es notig die Versuchstiere zu narkotisieren und einen Tubus intratracheal
einzuflhren, Uber den die Tiere mechanisch beatmet werden. Die Messung mittels
Tubus bietet dabei den Vorteil, dass Veranderungen in den oberen Atemwegen
aulden vor bleiben und somit Fehlanalysen minimiert werden konnen.

Nachteilig ist hierbei, dass die Durchfuhrung der Tracheostomie -chirurgischer

Expertise bedarf. Weiter sind wiederholte Messungen nicht durchflhrbar.

Es kénnen physikalische MessgroRen wie der pulmonale Widerstand (R.) oder die
dynamische Compliance (Cgyn) bestimmt und somit reproduzierbare und
aussagekraftige Daten produziert werden.

Unter dem pulmonalen Widerstand versteht man die Summe des
Atemwegswiderstandes (Raw) und des Gewebewiderstandes (Rti), welche bei
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normaler Atemrate vergleichbar sind. Er gibt somit Verengung der Atemwege und die
Viskositat des Lungengewebes wieder. Der Lungenwiderstand R_ ist als Quotient der

Druckdifferenz zur Flussdifferenz definiert:

R|_=APTP/AF

Mit der dynamischen Compliance wird die elastische Dehnbarkeit der Lunge
beschrieben. Sie gibt das Verhéltnis einer definierten Anderung des
Lungenvolumens (AV) bei einer Anderung des transpulmonalen Drucks (APpr)

wieder:

Cdyn =AVT/APTP

Um R_ und Cgyn bestimmen zu konnen, ist es notwendig den transpulmonalen Druck
und Fluss zu messen. Durch geeignete Umformung einer Gleichung aus Bewegung
zu Druckmessung, Fluss und Volumen lassen sich dynamische Compliance und

Lungenwiderstand errechnen.

P = VXRL+VT/Cdyn
Pp = transpumonaler Druck (in der Maus: transrespiratorischer Druck)
V: = Tidalvolumen

V = Tidalatemfluss

2.18.5.1 Invasive Messungen mittels flexiVent-System

Die Atemwegsuberempfindlichkeit wurde mittels invasiver Messung, die mit Hilfe des
flexiVent der Firma Scireq (Montreal, Kanada) durchgefuhrt wurde, bestimmt. Bei
dem flexiVent-System handelt es sich um eine Kombination aus mechanischer
Beatmung und standiger online Analyse der Atemmechanik. Mittels der "Forced
Oscillation"-Technik (FOT) werden Melparameter wie Lungenwiderstand und
Compliance bestimmt. In der FOT wird mittels eines computergesteuerten Kolbens
ein oszillierendes Signal generiert. Durch das Signal wird in der Lunge ein
charakteristisches, messbares Schwingungsmuster erzeugt. Setzt man den
absoluten Druckunterschied mit dem absoluten Volumenunterschied in Verhaltnis, so

erhalt man die sogenannte Impedanz. Der Druck wird mittels Druckflhler gemessen,
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das Volumen wird durch den computergesteuerten Ventilator vorgegeben.
Applikationen des Bronchoskonstriktors Methacholin, fiihren zu einem Druckanstieg
und somit auch zur Zunahme der Impedanz. Mittels der Impedanz Iasst sich eine
komplexe Lungenfunktionsgleichung erstellen, das sogenannte Konstante-Phase-
Modell, mit dem sich detailliert Veranderungen der Lungenmechanik berechnen
lassen. Der Frequenzraum der Impedanz besteht aus zwei Grolen. Diese sind der
Widerstand (R) und die Reaktanz (X). Die Reaktanz beschreibt die Compliance
(1/Elastanz), die die Dehnbarkeit des Lungengewebes widerspiegelt.

Zu Beginn einer Lungenfunktionsmessung wurde die Steuerungssoftware geoffnet.
Uber diese werden Ventilaltionsparameter eingestellt, Verneblung und Messung
gesteuert und die Datenpunkte gesammelt. Mittels eines Hilfsprogramms wurden alle
Routineeinstellungen vorgenommen. Hierzu gehoren, die Auswahl des Templates,
Eingabe des Experimentators und der Versuchsreihe, Bezeichnung des zu
analysierenden Tieres und die Kalibrierung des Zylinder- und
Atemwegsdrucksmessers. In  den Templates wurden Grundeinstellungen
festgehalten wie; Art des Tieres, Beatmungseinstellungen, Messoptionen und
Skriptfunktionen. Fir die Versuche wurde eine auf die Messung von Mausen
optimierte Programmvorlage verwendet.

Eine Eichung des Zylinder- und Atemwegsdrucks wurde einmalig vor
Experimentbeginn durchgefuhrt. Mittels eines Barometers wurden dem Gerat zwei
definierte Druckpunkte vorgegeben. Als erster Punkt wurde 0 cm H,O gewahlt. Zur
Festlegung des zweiten Melpunktes wurde das Barometer an die Apparatur
angeschlossen und eine Wassersaule von 20 cm HO eingestellt. Darauf folgend
wurde der Tubus geeicht. Um auszuschliel3en, dass Widerstande, die durch den
Tubus bedingt sind, in die Analyse einkalkuliert werden, wurde diese Eichung vor der
Messung jeder Maus durchgefuhrt. Der Tubus wurde hierzu an die Apparatur
angeschlossen und den Aufforderungen des Hilfsprogramms gefolgt. Nach

Durchflhrung dieser Voreinstellungen wurde die Messung begonnen.

Vorgehensweise
» Narkotisieren der Versuchstiere zur Unterdrickung des Schmerzempfindens
und Blockade der Eigenatmung (Pentobarbital; 1:5 in PBS; 5ul/ Gramm
Korpergewicht i.p.)
» Tubus intratracheal einfuhren

46



Material und Methoden

» Anschlielen an Messapparatur

» Beatmung der Mause wurde mit einer Frequenz von 120 Atemziigen/Minute
und einem Tidalvolumen von 10 ml/kg in der Standardeinstellung durchgefuhrt

» Positiver endexspiratorischer Druck (PEEP) auf 5 cm H,O einstellen

» Alle 15 Sekunden mittels "Snapshot-150"-Analyse Lungenwiderstand und
Compliance bestimmen

» Werte so lange bestimmen, bis ein Maximalwert oder eine Plateauphase
erreicht wird

» Erste Verneblung nach dem Messen des Leerwertes (1 ml PBS als Kontrolle
und spater Methacholin in seriell aufsteigenden Dosen von 6,25 mg/ml PBS
bis 100 mg/ml)

» Zum Vernebeln Beatmungsfrequenz auf 60 Zuge/Minute reduzieren und
Tidalvolumen auf 30 ml/kg erhdhen

» Lunge wird kurzfristig geblaht

» Vernebelung fur 10 Sekunden

» Nach Verneblung wieder auf Standardbeatmung umschalten und bis zum
Erreichen der Maximalwerte Widerstand und die Compliance analysieren

» Nach der Messung jeden Tieres Vernebler mit destilliertem Wasser waschen

und die Verbindungsstlicke unter Druckluft ausblasen.

Auswertung

Die Experimente wurden mittels Excel ausgewertet. Der maximale Widerstandswert,
bzw. minimalste Compliancewert zu jeder PBS-Kontrolle und Methacholindosis
wurde aus den Rohdaten bestimmt und in eine Tabelle Ubertragen. Es wurde der
prozentuelle Anstieg des Widerstandes, bzw. der prozentuelle Abfall der Compliance

nach Reizung mit Methacholin im Vergleich zur PBS-Kontrolle bestimmt.
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2.19 In vivo-Experimente zur Analyse der Melanomentwicklung am

Mausmodell

Um die Rolle des Transkriptionsfaktors NFATc2 fur die Expression IL-9 im Rahmen
der Melanomentwicklung zu untersuchen, wurden in vivo Versuche am Mausmodell
durchgefuhrt.

2.19.1.1 Versuchsaufbau

NFATc2-knockout Tieren und wildtypischen Kontrollen wurden Tumorzellen der
B16F10 luc-Zelllinie appliziert. Das Tumorwachstum wurde Uber die Zeit (siehe
einzelne Abbildungen zur Versuchsanordnung Abb.5 und 6) beobachtet und
dokumentiert. Am Ende des Versuchs wurden den Tieren sowohl die tumor-
drainierenden Lymphknoten, als auch die Milz entnommen. Die Zellen wurden

antikorpervermittelt restimuliert und auf die IL-9-Expression hin untersucht.

Dokumentation des Tumorwachstums

1 T 1

Tag @ B B> - D- .
0 8 10 13 15 16
2x10° B16F10 luc; Versuchsende;

subkutane Applikation Restimulation und Analyse der IL-9

Produktion

Abb. 7: Versuchsanordnung der murinen in vivo Melanomexperimente. Es wurden 13
Versuchtiere eingesetzt (6 Wildtyptiere und 7 NFATc2-defiziente Tiere). Den Versuchstieren wurden
jeweils 2x10° B16F10 luc-Melanomzellen in einem Volumen von 50 ul PBS subkutan verabreicht. Im
folgenden Verlauf wurde das Tumorwachstum beobachtet und die TumorgréRe wurde gemessen.
Nach 16 Tagen wurde der Versuch beendet und den Tieren wurden sowohl Milz, als auch die tumor-
drainierenden Lymphknoten entnommen und mittels plattengebundenem aCD3/aCD28 fir 24h

restimuliert. Schlief3lich wurde die IL-9-Produktion analysiert.
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2.19.1.2 Versuchsaufbau des Melanomversuchs mit IL-9 Neutralisation

Beiden Versuchsgruppen wurden die Tumorzellen der B16F10 luc-Zelllinie appliziert.
Das Tumorwachstum wurde uber die Zeit beobachtet und dokumentiert. Zusatzlich
wurde ein IL-9-neutralisierender Antikorper (MM9C1) intraperitoneal verabreicht. Am
Versuchsende wurden den Tieren sowohl die tumor-drainierenden Lymphknoten, als
auch die Milz entnommen. Die Zellen wurden antikdrpervermittelt restimuliert und auf

die Expression von IL-9 hin untersucht.

Dokumentation des Tumorwachstums

! ! ! }

- o - £ 2 —

7 9 11 13 15

0
I f I ] !

I +/- Anti-IL-9 (MM9C1 100pg) i.p.
2x10° B16F10 IUC; Versuchsende;

subkutane Applikation

Tag ®

— B ®

Analyse der IL-9 Produktion

Abb. 8: Versuchsanordnung der murinen in vivo Melanomexperimente mit Antikorper-
Applikation. Es wurden 24 Versuchtiere eingesetzt (12 Wildtyptiere (+/- anti-IL-9) und 12 NFATc2-
defiziente Tiere (+/- anti-IL-9)). Den Versuchstieren wurden jeweils 2x10° B16F10 luc-Melanomzellen
in einem Volumen von 50 pl PBS subkutan verabreicht. Im folgenden Verlauf wurde das
Tumorwachstum beobachtet und dokumentiert. Vor jeder Messung wurde den entsprechenden Tieren
ein neutralisierender Antikorper fur IL-9 i.p. (100ug/100ul PBS) appliziert. Nach 15 Tagen wurde der
Versuch beendet. Milz und tumor-drainierende Lymphknoten wurden entnommen und mittels

plattengebundenem aCD3/aCD28 restimuliert. Nach 72h wurde die IL-9-Produktion analysiert.

21913 Subkutane Applikation der Melanomzellen und Versuchsverlauf

Den Versuchstieren wurden jeweils 2x10° B16F10 luc-+Melanomzellen in PBS in
einem Volumen von 50ul subkutan in die rechte Flanke injiziert. Die Injektionsstelle
wurde hierfur rasiert. Fur die Tumorapplikation wurden die Tiere mir Ketamin und
Xylazin betaubt (100mg/kg Koérpergewicht Ketamin und 2,5-5 mg/kg Koérpergewicht
Xylazin).

Im Versuchsverlauf wurde das Tumorwachstum beobachtet und die Tumorgrofie

gemessen. Zur detaillierten Tumormessung wurden die Tiere mit Forene Uber die
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Atemwege narkotisiert. Die Tiere wurden ab einem messbaren Tumordurchmesser
von 2cm? abgetdtet.

Wurde im Versuch ein neutralisierender Antikorper gegen IL-9 verwendet, wurde
jeweils 100ug des Antikorpers in einem Volumen von 100ul in PBS verdunnt und

intraperitoneal appliziert.

21914 Stimulation von Milz- und Lymphknotenzellen

Am Versuchsende wurden die Tiere abgetotet. Die drainierenden Lymphknoten und
die Milz wurden entnommen. Sowohl die Lymphknotenzellen, als auch die Milzzellen
wurden fur 24h/72h mittels plattengebundenen anti-CD3 und anti-CD28 —Antikorpern
(4 pg/ml) stimuliert. Hierzu wurden die Zellen auf 8 x10%ml eingestellt. Aus den
Zellkulturiberstanden wurde schliellich die IL-9-Sekretion mittels spezifischem IL-9-
ELISA ermittelt. Aus den Zelllysaten wurde RNA isoliert und die relative IL-9-mRNA-

Expression wurde mittels quantitativer Realtime-PCR ermittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Der Transkriptionsfaktor IRF4 bindet und aktiviert den murinen

19 Promotor in Thg-Zellen

Der Transkriptionsfaktor IRF4 ist ein unerlasslicher Aktivator fur die IL-4-Produktion
in Tho-Zellen und die IL-17-Expression in Thi7-Zellen®*'®. Um zu untersuchen, ob
IRF4 auch in der Lage ist, die Aktivitat des 119 Gens zu beeinflussen, wurde in
friheren Arbeiten ein Dual-Luciferase™ Reporter Assay durchgefuhrt. Hierzu wurden
CD4" T-Zellen entweder mit einem IRF4-kodierenden Plasmid oder einem Plasmid in
welchem die sogenannte regulatorische Domane des Transkriptionsfaktors deletiert
ist (IRF4 ARD) transfiziert. Als Kontrolle diente ein entsprechender Leervektor. Die
Transfektion erfolgte in Kombination mit einem 119 Reporterkonstrukt sowie mit einem
Plasmid welches die Renilla-Luciferase konstitutiv exprimiert (siehe Material und
Methode S.36+37). Nach Stimulation mittels plattengebundenem anti-CD3 und anti-
CD28, wurde die Aktivitat des 119 Promotors in relativen Lichteinheiten am

Luminometer gemessen.

Relative //9-Promotoraktivitat (RLU)

0 200 400 600 800 1000 1200

Leervektor .

IRF4- Mutante F—

Abb.9: Dual-Luciferase™ Reporter Assay zur Bestimmung der 119 Promotoraktivitiat nach IRF4-

1 1 J

Uberexpression. Es wurden 2x10° CD4"* T-Zellen entweder mit einem IRF4-, eine IRF4-Mutante
(IRF4 ARD-Expressionsvektor) oder dem entsprechenden pcDNA-Leervektor transfiziert (siehe
Material und Methoden S.36+37). Nach einer 24 stiindigen Stimulation, mittels anti-CD3/anti-CD28,
wurden die Zellen lysiert. Die 119 Promotoraktivitat wurde in relativen Lichteinheiten (RLU = relative
light units) bestimmt.
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Abbildung 9 kann entnommen werden, dass die Uberexpression des IRF4-Proteins
im Vergleich zur Transfektion mit dem Leervektor zu einem starken Anstieg der 119
Promotoraktivitat fihrt. Die Uberexpression der defekten IRF4-Variante, welche nicht
in der Lage ist mit weiteren Faktoren zu interagieren, zeigt im direkten Vergleich zur
Leervektorkontrolle eine reduzierte 119 Promotoraktivitat. Der Transkriptionsfaktor
IRF4 muss demnach mit weiteren Faktoren interagieren kénnen, um den murinen 119

Promotor in vollem Umfang zu aktivieren.

3.2 IRF4 kooperiert mit PU.1 um den murinen 119 Promotor zu
transaktivieren

IRF4 wurde aufgrund seiner Fahigkeit den Transkriptionsfaktor PU.1 zu binden als
PU.1-Interaktionspartner (Pip) bezeichnet®™. Weiter wurde beschrieben, dass neben
IRF4 auch der Transkriptionsfktor PU.1 die IL-9-Expession in The-Zellen fordert*’.
Um zu untersuchen, ob eine Uberexpression dieses Transkriptionsfaktors ebenfalls
die Aktivitadt des 119 Gens beeinflusst, wurden CD4" T-Zellen mit einem PU.1
exprimierenden Plasmid transfiziert. Die Transfektion erfolgte alleine oder in
Kombination mit den in 3.1 genannten Ansatzen. Die Zellen wurden zusatzlich mit
einem 119 Reporterkonstrukt sowie mit einem Plasmid welches zur konstitutiven
Expression der Renilla-Luciferase fuhrt, transfiziert. Nach Stimulation wurde die

Aktivitat des 119 Promotors in relativen Lichteinheiten am Luminometer gemessen.
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Relative //9-Promotoraktivitat (RLU)
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Abb.10: Dual-Luciferase™ Reporter Assay zur Bestimmung der 119 Promotoraktivitat nach

+ PU.1

Uberexpression von PU1. Es wurden 2x10° CD4" T-Zellen entweder mit einem IRF4-, einem IRF4
ARD-Expressionsvektor oder dem entsprechenden pcDNA-Leervektor transfiziert. Zusatzlich wurde
das PU.1-Protein alleine oder in Kombination mit dem IRF4- oder dem IRF4 ARD-Expressionsvektor
Uberexprimiert. Nach einer 4 stindigen Stimulation wurden die Zellen lysiert. Die 119 Promotoraktivitat

wurde in relativen Lichteinheiten (RLU = relative light units) bestimmit.

Die Uberexpression von PU.1 ist in der Lage den 119 Promotor zu aktivieren, jedoch
nicht in dem Ausmal, wie es die IRF4-Uberexpression tut. Die Kotransfektion von
IRF4 zusammen mit PU.1 fuhrt zur starksten 119 Promotoraktivitat, wahrend die
dominante negative Variante IRF4 ARD zusammen mit einer PU.1-Uberexpression
im Vergleich zur einfachen IRF4- oder PU.1-Uberexpression eine beeintrachtigte
Promotoraktivierung zur Folge hat. Eine direkte Interaktion zwischen IRF4 und PU.1

ist demnach in der Lage die 119 Promotoraktivitat positiv zu beeinflussen.

3.3 NFATc2 hemmt die 119 Promotoraktivitat in Thg-Zellen

Ein weiterer Interaktionspartner von IRF4 ist der Transkriptionsfaktor NFATc2,
welcher in Synergie mit cMAF die 114 Promotoraktivitdt in Thy-Zellen férdert''. Um

zu untersuchen, ob der Transkriptonsfaktor NFATc2 ebenfalls in der Lage ist, die
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Aktivitat des 119 Gens zu beeinflussen, wurden CD4" T-Zellen entweder mit einem fiir
IRF4-kodierenden Plasmid, einer NFATc2-kodierenden Variante oder mit einem
entsprechenden Leervektor transfiziert. Es erfolgte ebenfalls eine Kotransfektion des
NFATc2-kodierenden Plasmids mit dem IRF4-Plasmid oder der defekten Variante.
Auch hier wurden die Zellen in Kombination mit einem 119 Reporterkonstrukt sowie
mit einem Plasmid welches zur konstituvien Expression der Renilla-Luciferase
verwendet werden kann, transfiziert. Nach Stimulation wurde die Aktivitat des 119

Promotors in relativen Lichteinheiten am Luminometer gemessen.

Relative //19-Promotoraktivitat (RLU)
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Abb.11: Dual-Luciferase™ Reporter Assay zur Bestimmung der 119 Promotoraktivitat nach

Uberexpression von NFATc2. Es wurden 2x10° CD4" T-Zellen entweder mit einem IRF4-, einem
IRF4 ARD-Expressionsvektor oder dem entsprechenden pcDNA-Leervektor transfiziert. Zuséatzlich
wurde das NFATc2-Protein alleine oder in Kombination mit dem IRF4- oder dem IRF4 ARD-
Expressionsvektor Uberexprimiert. Nach einer 4 stiindigen Stimulation wurden die Zellen lysiert. Die 119

Promotoraktivitat wurde in relativen Lichteinheiten (RLU = relative light units) bestimmt.

Abbildung 11 zeigt, dass die Uberexpression des NFATc2-Proteins im Vergleich zur
Transfektion mit dem Leervektor zu keinem nennenswerten Anstieg der 119
Promotoraktivitat fuhrt. Die Uberexpression von NFATc2 in Kombination mit IRF4

fuhrt zu einer starken Reduktion der IRF4-induzierten 119 Promotoraktivitat. Die

54



Ergebnisse

NFATc2-Transfektion gemeinsam mit der deletierten IRF4-Variante, welche nicht in
der Lage ist mit weiteren Faktoren zu interagieren, zeigt im direkten Vergleich eine
reduzierte Promotoraktivitat mit Werten, wie sie mit der NFATc2-Uberexpression
alleine erzielt werden. Der Transkriptionsfaktor NFATc2 ist hier nicht in der Lage die
Expression des 119 Gens positiv zu beeinflussen, sondern wirkt stark inhibierend auf
die IRF4-induzierte 119 Promoteraktivitat.

3.4 Untersuchung der IL-9-Produktion NFATc2-defizienter Thy-

Zellen im Vergleich zu wildtypischen Thg-Zellen

3.4.1 NFATc2-defiziente CD4'-Zellen weisen eine verstarkte IL-9-
Sekretion nach Primarstimulation unter The-polarisierenden
Bedingungen auf

Die oben gezeigten Ergebnisse lassen erkennen, dass der Transkriptionsfaktor
NFATc2 eher inhibierend als forderlich fur die IL-9-Expression der T-Zellen ist. Um
die Rolle von NFATc2 flr die IL-9-Expression in Thg-Zellen genauer zu untersuchen,
wurden naive CD4" T-Zellen von wildtypischen Mausen (NFATc2"*) oder NFATC2-
defizienten Tieren (NFATc2"") zu The-Zellen differenziert und hinsichtlich ihrer IL-9-
Sekretion nach Primarstimulation untersucht. Die Kulturiberstdnde wurden mittels IL-
9-spezifischem ELISA (siehe Material und Methoden S.35) nach 24h, 48h und 72h

analysiert.
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Abb. 12: Die NFATc2-Defizienz fiihrt in Thy-Zellen zu einer erhdhten IL-9-Produktion. CD4" T-
Zellen der NFATc2-defizienten Tiere (NFATc2”) und der entsprechenden Wildtypen (NFATc2"")
wurden Uber einen Zeitraum von 72h unter Thg-Differenzierungsbedingungen stimuliert. Mittels IL-9-
spezifischem ELISA wurde die IL-9-Sekretion der Thg-Zellen nach 24h, 48h und 72h untersucht.
Zellkulturiiberstande in denen kein IL-9 detektiert werden konnte, wurden mit n.d. (nicht detektierbar)
betitelt.

Die erste IL-9-Sekretion kann bei beiden Zelltypen nach 48h Primarstimulation im
Zellkulturiberstand detektiert werden. NFATc2-defiziente The-Zellen weisen

gegenuber den wildtypischen Zellen eine stark gesteigerte IL-9-Produktion auf.

3.4.2 NFATc2-defiziente Tho-Zellen exprimieren verstarkt intrazellular IL-
9

Um die IL-9-Produktion der The-Zellen weiter zu analysieren, wurden naive CD4"
T-Zellen fir 72h unter The-Differenzierungsbedingungen stimuliert. An Tag 3 wurden
die Zellen ohne Stimulation weiterkultiviert und in entsprechendem Medium verdunnt.
An Tag 5 wurden die Zellen fur 24h mittels anti-CD3 und anti-CD28 in Medium ohne
Zytokinzusatz restimuliert. Um die Zellen auf eine intrazellulare IL-9-Expression hin
durchflusszytometrisch zu untersuchen, wurden die Zellen in den letzten 4h mit
Monensin behandelt, um den intrazellularen Transport zu hemmen und eine
Anreicherung von IL-9 am rauhen Endoplasmatischen Retikulum (rER) zu

ermdglichen. Die Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und schlielich mit einem IL-9-
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spezifischen Antikérper oder einer entsprechenden Isotypkontrolle gefarbt. Die Zellen

wurden mittels FACS'-Analyse untersucht.
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Abb. 13: Die NFATc2-Defizienz fiihrt in The-Zellen zu einer erhdhten IL-9-Produktion. The-Zellen

wurden flr 24h ohne Zytokinzusatz restimuliert. Die letzten 4h der Stimulation erfolgten unter Zugabe
des Sekretionsinhibitors Monensin. Die Zellen wurden schliel3lich fixiert, permeabilisiert und mit einem
spezifischen Antikorper gegen IL-9 intrazellular gefarbt, um durchflusszytometrisch untersucht werden

zu kénnen.

Aus Abbildung 13 wird ersichtlich, dass 4,2% der NFATc2-kompetenten (NFAT*")
The-Zellen intrazellular IL-9 produzieren. NFATc2-defiziente Thg-Zellen (NFATCZ"')
hingegen weisen mit 16,3% positiven Ereignissen annahernt die 4-fache Zahl IL-9-

produzierender T-Zellen auf.

3.5 Die Auswirkung einer NFATc2-Defizienz in der Pathogenese
des murinen Asthma bronchiale

Es ist bekannt, dass das Tho-generierte IL-9 einen fordernden Einfluss auf die
Auspragung des murinen Asthma bronchiale hat**. Da NFATc2-defiziente The-Zellen
eine verstarkte [L-9-Produktion aufweisen, sollte unterucht werden, ob NFATc2-
defiziente Tiere durch diese IL-9-Expression auch verstarkt asthmatische Symptome,
wie einen erhdhten Atemwegswiderstand oder eine verstarkte pulmonare

Inflammation aufweisen.

' Fluorescence Activated Cell Sorting, synonym zu Durchflusszytometrie; geschiitzte
Handelsmarke der Firma Becton Dickinson (BD)
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3.5.1 NFATc2-defiziente Tiere zeigen einen erhohten

Atemwegswiderstand

Die Versuchstiere wurden an Tag 0 und Tag 14 intraperitoneal mit Ovalbumin und
dem Adjuvans Aluminiumhydroxid (Alum) immunisiert. An den Tagen 27, 28 und 29
wurden die Tiere Uber die Atemwege mit Ovalbumin vernebelt, um die
Immunreaktion in der Lunge auszulésen. An Tag 31 wurden die Tiere hinsichtlich der
Auspragung asthmatischer Symptome untersucht (siehe Abb.5). Hierzu wurden die
Mause narkotisiert und intubiert. Folgend wurde der Atemwegswiderstand nach
Methacholin-Provokation mittels invasivem flexiVent-System untersucht (siehe
Material und Methoden S.44-47).

400+

WT B6 unsens
3004 —+— \WT B6 sens
—+— NFATc2-/- sens

2004

_ Atemwegswiderstand
(% Anderung vom Ausgangszustand)

1004

0 T T T T T

(f) ,\Qf*) (ﬁ) ("’Q '\QQ

Methacholine (mg/ml)

Abb. 14: NFATc2-defiziente Tiere zeigen einen erhdhten Atemwegswiderstand nach
Methacholin-Provokation. Die Sensibilisierung der Versuchstiere erfolgte durch OVA Alum-Injektion
i. p. an den Tagen 0 und 14. Die Tiere wurden an den Tagen 27, 28, 29 Uber die Atemwege durch
OVA Inhalation provoziert. Zur Ermittlung des Atemwegwiderstands wurden die Versuchstiere
narkotisiert, intubiert und mit steigenden Dosen des Bronchokonstrikotors Methacholin beatmet. Der

Atemwegswiderstand wurde mittels flexiVent-System untersucht.
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Die unsensibilisierten Kontrolltiere (WT B6 unsens) zeigen entsprechend der
Erwartung kaum eine Anderung zum Ausgangszustand. Sowohl bei den
wildtypischen Versuchstieren, als auch bei den NFATc2-defizienten Tieren ist ein
dosisabhangiger Anstieg des Atemwegwiderstands nach Methacholin-Provokation zu
beobachten. Allerdings weisen NFATc2-defiziente Tiere einen wesentlich starkeren
Anstieg des Atemwegswiderstandes auf als die sensibilisierten Wildtyptiere.
Aufgrund einer eingeschrankten Verfugbarkeit an NFATc2-defizienten Tieren,
wurden in diesem Experiment keine unsensibilisieten NFATc2-defizienten Tiere
mitgefiihrt. Dass sich diese jedoch wie die unsensibilisierten Wildtypkontrollen

verhalten wird im Folgeexperiment ersichtlich (siehe Abb.19).

3.5.2 Die NFATc2-Defizienz fiihrt zu hoheren absoluten Zellzahlen in der
BAL

Um die absoluten Zellzahlen in den Bronchien der Versuchstiere zu ermitteln, wurde
nach der Bestimmung des Atemwegswiderstands auch eine bronchoalveolare
Lavage (BAL) durchgefuhrt (siehe Material und Methoden S.42). Es wurden
Zytospins hergestellt, welche mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung gefarbt wurden.
Hierbei farbt Hamatoxylin basophile Zellstrukturen an, wodurch der Zellkern blaulich
gefarbt wird. Durch die Eosinfarbung kénnen acidophile Strukturen, wie Protein
rotlich angefarbt werden (Eosinophile Granulozyten). Die Zellpraparate der BAL

wurden lichtmikroskopisch analysiert.
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Abb.15: Erhohte Zellzahlen in der bronchoalveoldaren Lavage bei den NFATc2-defizienten
Tieren. Aus den BAL-Sekreten wurden Zytospins angefertigt und mittels Hamalaun, welches aus
Hamatoxylin aufbereitet wird, und Eosin gefarbt. Die Zellzahlen wurden lichtmikroskopisch ermittelt.
Es wurden jeweils 200 Zellen pro Praparat ausgezahlt. Angegeben sind Mittelwert +
Standardabweichung.

Unsensibilisierte, wildtypische Kontrolltiere weisen in allen Fallen die geringsten
Zellzahlen auf. Die BAL setzt sich hier vor allem aus Alveolarmakrophagen
zusammen. Im Vergleich zu den unsensibilisierten Kontrollen, weisen die
sensibilisierten Wildtypen einen Anstieg bei allen Zelltypen auf. Hier sind neben den
Alveolarmakrophagen auch inflammatorische Zellen, wie neutrophile Granulozyten,
Lymphozyten und eosinophile Granulozyten zu finden. Der Hauptbestandteil der BAL
setzt sich hier aus Eosinophilen zusammen. Die BAL der NFATc2-defizienten Tiere
weisen im Hinblick auf Makrophagen, Lymphozyten und Eosinophilen einen Anstieg
im Vergleich zum sensibilisierten Wildtyp auf. Lediglich die Anzahl der Neutrophilen
ist hier leicht reduziert. Zusammenfassend wird dieser Zusammenhang in der Anzahl
der totalen Zellen wiedergespiegelt. Auch hier weisen die NFATc2-defizienten Tiere
die hochste Zellzahl auf, wahrend bei den unsensibilisierten Kontrollen die geringste

Zellzahl zu detektieren ist.
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3.5.3 NFATc2-defiziente Tiere zeigen eine verstirkte pulmonale

Inflammation

Da die IL-9-Produktion in direktem Zusammenhang mit der Rekrutierung eosinophiler
Granulozyten ins Lungengewebe gebracht wird, wurde die Anwesenheit von
Granulozyten, die sich aufgrund ihrer charakteristischen GroRe und Granulierung
detektieren lassen, durchflusszytometrisch bestimmt. Wie in Abb.15 ersichtlich wird,
sind kaum Neutrophile Granulozyten vorhanden, sodass es sich hier Uberwiegend

um Eosinophile Granulozyten handelt.
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=] 29%

1
5 >

SSC

0 M B W M

S
Cal

Abb.16: Die BAL NFATc2-defizienter Mause weist eine erhdéhte Zahl inflammatorischer Zellen
auf. Die Zellen der entnommenen BAL wurden durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil an Granulozyten der unsensibilisierten Wildtypkontrollen (NFAT02+/+ unsens), der
sensibilisierten Wildtypen (NFATcZ"’+ sens) und der sensibilisierten NFATc2-defizienten Tiere
(NFATc2™).

Die durchflusszytometrische Analyse der BAL-Zellen zeigt, dass die unsensibiisierten
Kontrolitiere (NFATc2"* unsens) im Hinblick auf eine Eosinophilie vollkommen

+/+

gesund sind. Wildtypische, sensibilisierte Tiere (NFATc2"" sens) weisen mit 29% im
Vergleich hierzu eine betrachtliche Anzahl dieser inflammatorischen Zellen auf.
NFATc2-defiziente Tiere (NFATc2”" sens) zeigen mit 45% die ausgepragteste

Eosinophilie, verbunden mit den starksten asthmatischen Symptomen.
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3.5.4 NFATc2-defiziente Tiere zeigen eine erhohte Zytokin-
Konzentrationen in der BAL

Unter der Zuhilfenahme spezifischer ELISA (IL-9, IL-5, IL-13) wurde die BAL der
Versuchstiere weiter analysiert und die Anwesenheit der inflammatorischen Zytokine

IL-9, IL-13 und IL-5 untersucht, welche charakteristisch fur allergisches Asthma sind.
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Abb.17: NFATc2-defiziente Tiere zeigen eine erhdhte Zytokinkonzentrationen in der
bronchoalveoldren Lavage. Die BAL der Versuchstiere wurde entnommen. Um die zelluldren
Bestandteile zu entfernen, wurde die BAL zentrifugiert (121g). Mit den Uberstéanden wurde jeweils ein

spezifischer ELISA (IL-9, IL-13 oder IL-5) durchgefihrt.

Sowohl die unsensibilisierten Kontrollen, als auch die sensibilisierten Wildtypen
zeigen eine geringe IL-9- und IL-13-Konzentration in der BAL. Bei den NFATc2-
defizienten Tieren kann in beiden Fallen eine verstarkte Zytokinproduktion im
Vergleich zu den anderen Gruppen detektiert werden.

Im Fall der IL-5-Konzentration weisen die unsensibilisierten Kontrollen die geringsten
Werte in der BAL auf. Die sensibilisierten, wildtypischen Versuchstiere zeigen einen
leichten Anstieg an IL-5 in der BAL. Bei den NFATc2-defizienten Tieren kdnnen auch
hier die hochsten IL-5-Werte im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen detektiert

werden.

3.5.5 Analyse der Sensibilisierung mittels Nachweis von OVA-
spezifischen Antikorpern

Die Seren der Versuchtiere wurden auf die Anwesenheit der antigen-(OVA-)

spezifischen Immunglobuline IgE und IgG1 untersucht. Hierdurch kann eine Aussage

dariber getroffen werden, ob die einzelnen Versuchsgruppen nach der

Sensibilisierung vergleichbare systemische B- und T-Zellantworten entwickeln.
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Abb.18: Die Seren der NFATc2-defizienten Tiere zeigen die hochstem OVA-spezifischen
Immunglobulintiter. 24 Stunden nach der letzten Provokation uber die Atemwege wurden mit Hilfe
eines ELISA die OVA spezifischen Titer der Immunglobuline IgE und IgG1 in den Seren der
Versuchstiere bestimmt. Abbildung A zeigt die Titer an OVA-spezifischem IgE und Abbildung B zeigt
die OVA-spezifischen IgG1-Titer.

Die Sensibilisierung und Provokation mit Ovalbumin fuhrt zu einer Sensibilisierung
aller Versuchstiere. In allen Fallen weisen die Seren der NFATc2-defizienten Tiere
den hochsten Titer auf. Die sensibilisierten Wildtypkontrollen weisen im Vergleich zu
den unsensibilisierten Tieren erhohte IgE- (A) und IgG1-Level (B) auf.

3.6 Die Auswirkung einer NFATc2-Defizienz in der Pathogenese
des murinen Asthma bronchiale nach IL-9-Neutralisation

Es konnte gezeigt werden, dass Tho-generiertes IL-9 maldgeblich an der
Pathogenese des murinen Asthma bronchiale beteiligt ist*. Da die NFATc2-
defizienten Thg-Zellen eine gesteigerte IL-9-Expression aufweisen, wurden die
Versuchstiere im folgenden Experiment mit einem IL-9-neutralisierenden Antikérper
(alL-9) behandelt (siehe Abb.6), um einen kausalen Zusammenhang zwischen
NFATc2-Defizienz, erhohter IL-9-Produktion und verschlimmerten

Asthmasymptomen zu belegen.
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3.6.1 Die Neutralisation von IL-9 reduziert den Atemwegswiderstand

Die Versuchstiere wurden narkotisiert und intubiert. Der Atemwegswiderstand wurde
nach der Gabe steigender Dosen des Bronchokonstriktors Methacholin analysiert. In
diesem Versuch wurde zusatzlich ein IL-9-neutralisierender Antikorper (MM9C1)
intranasal, jeweils 30 min vor der Verneblung mit Ovalbumin verabreicht (siehe
Abb.6).
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Abb.19: Die Neutralisation von IL-9 fiihrt zu einem reduzierten Atemwegswiderstand nach
Methacholin-Provokation. Die Sensibilisierung der Versuchstiere erfolgte durch OVA Alum-Injektion
i. p. an den Tagen 0 und 14. Die Tiere wurden an den Tagen 27, 28, 29 Uber die Atemwege durch
OVA Inhalation provoziert. Jeweils 30 min vor der Provokation wurde der IL-9-neutralisierende
Antikdrper MM9C1 (150 pg/Applikation) intranasal verabreicht. Die Versuchstiere wurden narkotisiert,
intubiert und mit steigenden Dosen des Bronchokonstrikotors Methacholin beatmet. Der
Atemwegswiderstand wurde mittels flexiVent-System untersucht.

Sowohl die unsensibilisierten Wildtypen, als auch die unbehandelten NFATc2-
defizienten Tiere zeigen entsprechend der Erwartung praktisch keine Anderung zum
Ausgangszustand. Bei allen weiteren Gruppen ist ein dosisabhangiger Anstieg des
Atemwegwiderstands nach Methacholin-Provokation zu beobachten. NFATc2-
defiziente Tiere weisen den starksten Atemwegswiderstand auf (B), wahrend bei den
sensibilisierten Wildtyptieren (A) ein deutlich geringerer Anstieg im Vergleich zu den
NFATc2-defizienten Tieren zu detektieren ist. In beiden Fallen fuhrt die Applikation
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des neutralisierenden Antikdrpers gegen IL-9 zu einer Verminderung des
Atemwegswiderstandes nach Methacholin-Provokation, wobei allerdings nicht das

Niveau der Kontrolltiere erreicht wird.

3.6.2 Die Neutralisation von IL-9 inhibiert die pulmonale Inflammation

Um die absoluten Zellzahlen in den Bronchien der Versuchstiere zu ermitteln, wurde
nach der Bestimmung des Atemwegswiderstands auch die bronchoalveolare Lavage
(BAL) durchgefliihrt (siehe Material und Methoden S.42). Die Zellen der Lavage
wurden fixiert. Es erfolgte eine Differentialfarbung mit anschliellender,

lichtmikroskopischer Analyse der zellularen Zusammensetzung.
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Abb.20: Die Blockade von IL-9 infolge der MM9C1-Applikation fiihrt zu einer Reduktion
inflammatorischer Zellen in der BAL. Aus den BAL-Sekreten wurden Zytospins angefertigt und
mittels Hamalaun, welches aus Hamatoxylin aufbereitet wird, und Eosin gefarbt. Die Zellzahlen
wurden lichtmikroskopisch ermittelt. Es wurden jeweils 200 Zellen pro Praparat ausgezahlt. Wurden
keine Zellen eines entsprechenden Zelltyps detektiert, so wurde dies mit n.d. (= nicht detektierbar)

vermerkt. Angegeben sind Mean- und SD-Werte.

Betrachtet man sich die totalen Zellzahlen, so zeigen sowohl die sensibilisierten

Wildtypen, als auch die sensibilisierten NFATc2-defizienten Tiere die hochsten
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Werte. Eine Neutralisation von IL-9 fuhrt in allen Fallen zu einer Reduktion der
Gesamtzellzahl fast bis auf das Niveau der unsensibilisierten Tiere.

Die hochste absolute Zahl an Lymphozyten weist die BAL der NFATc2-defizienten
Tiere auf. Die IL-9 Neutralisation fuhrt hier zu einer Reduktion an Lymphozyten, liegt
jedoch auch nach Antikérperapplikation noch tber dem Wildtypniveau. Auch im Falle
der wildtypischen Kontrollen flhrt eine Neutralisation von IL-9 zu einer verminderten
absoluten Anzahl an Lymphozyten. Die unsensibilisierten Tiere zeigen kaum
(Wildtyp) oder gar keine (NFATc2-knockout) Lymphozyten in der BAL.

Der Hauptbestandteil der BAL setzt sich hier aus eosinophilen Granulozyten
zusammen. Die BAL der NFATc2-defizienten Tiere zeigt im Vergleich zu den
Wildtypen eine erhdhte absolute Zahl an Eosinophilen. Die IL-9-Neutralisation fuhrt in
beiden Fallen zu einer starken Reduktion der absoluten Zellzahl, fallt bei den

NFATc2-defizienten Tieren jedoch starker aus.
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3.6.3 Die Neutralisation von IL-9 inhibiert die pulmonale Eosinophilie

Um die Anzahl der eosinophilen Granulozyten in den Bronchien der Versuchstiere
detaillierter zu untersuchen, wurden nach bronchoalveolarer Lavage Zytospin-
Praparate angefertigt und diese mittels Hamatoxylin-Eosin angefarbt und

lichtmikroskopisch ausgewertet.
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Abb.21: Die Neutralisation von IL-9 hemmt die Rekrutiei‘ung von eosinophilen Granulozyten in
die Lunge. Aus den Sekreten der BAL wurden Zytospinpraparate angefertigt und mit Hdmalaun und
Eosin angefarbt. Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives Beispiel. A = WT unsensibilisiert; B = WT
sensibilisiert; C = WT sensibilisiert + alL-9; D = NFATc2-/- unsensibilisiert; E = NFATc2-/-
sensibilisiert; F = NFATc2-/- sensibilisiert + alL-9. Der rote Pfeil markiert die Eosinophilen

Granulozyten.

In Abbildung 21 ist zu erkennen, dass die unsensibilisierten Versuchstiere keinerlei
pulmonale Inflammation aufweisen und lediglich Alveolarmakrophagen zu sehen sind
(A und D). Abbildung B und E =zeigen jeweils sensibilisierte Beispiele mit
Inflammation in Form von Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten (siehe roter
Pfeil). Hierbei ist zu erkennen, dass die NFATc2-defizienten Tiere (E) eine wesentlich
starkere Auspragung einer Eosinophilie aufweisen, als die Wildtypen (B). Die
Applikation des IL-9-neutralisierenden Antikorpers fuhrt sowohl bei den wildtypischen
Tieren (C), als auch bei den NFATc2-defizienten Tieren (F) zu einer reduzierten

Eosinophilierekrutierung.
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3.6.4 Einfluss der Neutralisation von IL-9 auf die Bildung von OVA-
spezifischen Immunglobulinen in NFATc2-defizienten und WT
Mausen

Die Seren der Versuchtiere wurden auch hier auf die Anwesenheit der

antigenspezifischen Immunglobuline IgE und IgG1 untersucht.
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Abb.22: Die Seren der NFATc2-defizienten Tiere zeigen die hochsten OVA-spezifischen Titer.
24 Stunden nach der letzten Provokation Uber die Atemwege wurden mit Hilfe eines ELISA die OVA
spezifischen Titer der Immunglobuline IgE und IgG1 aus den Seren der Versuchstiere bestimmt.
Abbildung A zeigt die Titer an OVA-spezifischem IgE und Abbildung B zeigt die OVA-spezifischen
IgG1-Titer.

Die Immunisierung und Provokation mit Ovalbumin flhrt zu einer Sensibilisierung der
Versuchstiere. In allen Fallen weisen die Seren der NFATc2-defizienten Mause den
hochsten Titer auf. Die sensibilisierten Wildtypkontrollen weisen im Vergleich zu den
unsensibilisierten Tieren erhohte IgE- (A) IgG1-Level (B) auf. Die alL-9-Applikation
wirkt sich bei den NFATc2-knockout Tieren, nicht jedoch bei den Wildtypen,
reduzierend auf die OVA-spezifische Antikorperproduktion aus.
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3.7 Auswirkung einer gesteigerten IL-9-Produktion durch die
NFATc2-Defizienz auf die adaptive anti-Tumor Immunantwort

Wahrend die proinflammatorischen Eigenschaften von IL-9 im Asthma-Modell eine
Krankheits-induzierende und —verschlimmernde Wirkung haben, wirkt es hingegen in
verschiedenen Tumormodellen protektiv. So konnte gezeigt werden, dass Thg-
generiertes IL-9 antitumorale Aktivitat in einem murinen Melanommodell aufweist™.
Eine erhohte IL-9-Produktion durch NFATc2-defiziente The-Zellen, im Vergleich zu
wildtypischen Zellen sollte deshalb zu einer verbesserten Inhibiition eines malignen

Melanoms fuhren.

3.7.1 Die NFATc2-Defizienz hat eine protektive Wirkung durch die

Inhibition der Melanomzellproliferation.

Den Versuchstieren wurden jeweils 2x10° B16F10 luc®>-Melanomzellen (siehe Abb.7)
in einem Volumen von 50 ul PBS subkutan in die rechte Flanke appliziert. Hierzu
wurden die Versuchstiere narkotisiert und die entsprechende Hautstelle rasiert. Die
TumorgréfRe wurde im Versuchsverlauf mehrmals bestimmt (siehe Abb. 23). Nach 16
Tagen wurde der Versuch aufgrund der starken Tumorentwicklung in den WT

Kontrolltieren beendet.

2 B16F10 luc: Mausmelanomzellinie, die stabil Luciferase exprimiert, so dass sie alternativ
zur Groflenmessung in vivo nach Applikation von Luciferin detektiert werden kann. Von

dieser Moglichkeit wurde in der vorliegenden Arbeit allerdings kein Gebrauch gemacht.
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Abb.23: Zeitlicher Verlauf des Tumorwachstums nach B16F10 luc-Melanom-Applikation. Den
Versuchstieren wurden jeweils 2x10° B16F10 luc-Melanomzellen in einem Volumen von 50 pl PBS

subkutan appliziert. Das Tumorwachstum wurde an den Tagen 6, 8, 10, 13 und 15 nach

Versuchsbeginn protokolliert. In der Abbildung wurden die Mittelwerte mit der entsprechenden

Standardabweichung angegeben.

Abb.24: NFATc2-defiziente Mause zeigen kein Tumorwachstum. Den Versuchstieren wurden
jeweils 2x10° B16F10 luc-Melanomzellen in einem Volumen von 50 ul PBS subkutan appliziert.

Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Beispiel aus jeder Versuchsgruppe.

Wie aus Abbildungen 23 und 24 ersichtlich wird, zeigen die wildtypischen
Kontrolltiere nach Inokulation der Melanomzellen im Laufe des Versuchs ein
ausgepragtes Tumorwachstum. Im Gegensatz dazu zeigte keines der NFATc2-

defizienten Tiere einen detektierbaren Tumor.
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3.7.2 Die NFATc2-Defizienz fihrt zu einer gesteigerten IL-9-Produktion in
den Milzzellen

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Resistenz zur Tumorentwicklung
und einer verstarkten |IL-9-Produktion zu untersuchen, wurden den Versuchstieren
am Versuchsende (Tag 16) Milz und tumor-drainierenden Lymphknoten (inguinale
Lymphknoten) entnommen und mittels anti-CD3/CD28 flr 24h polyklonal stimuliert.
Die IL-9-Produktion von Milz- und Lymphknotenzellen wurde mittels IL-9-spezifischen
ELISA und quantitativer RT-PCR unter Zuhilfenahme spezifischer Oligonukleotide

analysiert.
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Abb.25: Bestimmung der IL-9-Produktion der Milzzellen der Versuchstiere nach Applikation
von B16F10 luc-Melanomzellen. Die Milzen der Versuchstiere wurden an Tag 16 entnommen. Nach
einer Erylyse wurden auf 8 x10%/ml im 48-Wellformat (500ul) fur 48h mittels plattengebundenem anti-
CD3/CD28 stimuliert. Die Zellkulturiiberstande wurden mittels IL-9-spezifischem ELISA auf die

Anwesenheit von IL-9 untersucht.

Abbildung 25 ist zu entnehmen, dass durch die Milzzellen der wildtypischen
Versuchstiere kein IL-9 produziert wurde. Lediglich die Zellen der NFATc2 knockout-
Tiere, welche in der Lage waren das Tumorwachstum vollstandig zu unterdrticken,

sezernierten teilweise (4 von 7 Tieren) IL-9.
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3.7.3 Die NFATc2-Defizienz fihrt zu einer gesteigerten IL-9-Produktion in
den Lymphknoten

Um einen maoglichen Zusammenhang zwischen der gesteigerten Tumorabwehr und
einer IL-9-Produktion zu untersuchen, wurden auch die tumordrainierenden
Lymphknoten entnommen und ebenfalls mittels anti-CD3/CD28 fur 24h stimuliert.

Hier wurde die IL-9-Produktion mittels quantitativer RT-PCR untersucht.
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Abb.26: Bestimmung der IL-9-Expression der Lymphknotenzellen der Versuchstiere nach
Applikation von B16F10 luc-Melanomzellen. Den Versuchstieren wurde der drainierende
Lymphknoten (inguinaler Lymphknoten) entnommen. Es wurden 2 x 10° Zellen in einem Volumen von
200 ul far 24h mittels plattengebundenem anti-CD3/CD28 stimuliert. Die relative 1L-9 mRNA-

Expression wurde mittels quantitativer RT-PCR ermittelt.

Abbildung 26 zeigt, dass die Zellen der tumor-drainierenden Lymphknoten der
wildtypischen Versuchstiere keine [L-9-mRNA-Expression aufweisen. Lediglich
Zellen einiger (3 von 7 Tiere) NFATc2-defizienter Tiere, welche in der Lage waren
das Tumorwachstum vollstadndig zu unterdricken, weisen eine nachweisbare IL-9-

Expression auf.
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3.7.4 Die Applikation des IL-9-neutralisierenden Antikorpers fiihrt zu

einem verstarketen Tumorwachstum

Um den Zusammenhang zwischen IL-9-Produktion und Tumorabwehr weiter zu
untermauern, wurde in einem weiteren Melanomversuch mit B16F10 luc-Zellen ein
IL-9-neutralisierender Antikdrper (MM9C1) eingesetzt.

Hierzu wurden den Versuchstieren jeweils 2x10° B16F10 luc-Melanomzellen in
einem Volumen von 50 ul PBS subkutan in die rechte Flanke appliziert. Zuvor
wurden die Versuchstiere narkotisiert und die entsprechende Hautstelle wurde
rasiert. Die TumorgroRe wurde im Versuchsverlauf mehrmals bestimmt (siehe Abb.
27). Den Versuchstieren wurden zu allen Messzeitpunkten 100ug des IL-9-
neutralisierenden Antikorpers MM9CH1 intraperitoneal appliziert. Nach 15 Tagen

wurde der Versuch aufgrund der starken Tumorentwicklung beendet.
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Abb.27: Die Neutralisation von IL-9 verstarkt das Tumorwachstum. Den Versuchstieren wurden
jeweils 2x10° B16F10 luc-Melanomzellen in einem Volumen von 50 ul PBS subkutan appliziert. Das
Tumorwachstum wurde an den Tagen 4, 7, 9, 11, 13 und 15 nach Versuchsbeginn protokolliert.
Gleichzeitig wurden an den Tagen 4, 7, 9, 11 und 13 100ug des IL-9-neutralisierenden Antikérpers
MMOC1 intraperitoneal appliziert. In der Abbildung wurden die Mittelwerte mit der entsprechenden

Standardabweichung angegeben.
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Bei allen Versuchtieren wird eine Vergroflerung des Tumors im Versuchsverlauf
beobachtet. Das starkste Tumorwachstum kann bei wildtypischen Tieren beobachtet
werden, welche zusatzlich mit dem IL-9-neutralisierenden Antikorper (alL-9)
behandelt wurden. Im Vergleich hierzu ist das Tumorwachstum bei den wildtypischen
Kontrolltieren ohne Antikdrperapplikation deutlich geringer. Das geringste
Tumorwachstum ist bei den NFATc2-defizienten Tieren zu beobachten, welche nicht
mit dem Antikorper behandelt wurden. Diese Gruppe konnte die Tumorentwicklung
am starksten unterdrtcken. Die IL-9-Neutralisation fuhrt bei den NFATc2-defizienten
Tieren wiederum zu einer ausgepragteren, dem WT annahernden Tumorentwicklung.
Das Wildtypniveau wird hier dennoch nicht erreicht. In beiden Versuchsgruppen

verstarkt sich das Tumorwachstum nach IL-9-Neutralisation.
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3.8 Drainierende Lymphknotenzellen der NFATc2-defizienten Tiere
weisen eine verstarkte IL-9-Produktion auf

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der verbesserten Tumor-spezifischen
Immunantwort und einer erhdhten IL-9-Produktion zu untersuchen, wurden auch hier
die tumordrainierenden Lymphknoten der Versuchstiere entnommen und mittels
plattengebundenem anti-CD3/CD28 fur 72h stimuliert. Hier wurde die IL-9-Produktion
mittels IL-9-spezifischem ELISA analysiert.
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Abb.28: Die Lymphknotenzellen der NFATc2-defizienten Tiere zeigen eine erhéhte IL-9-
Produktion. Die tumor-drainierenden Lymphknoten der Versuchstiere wurden an Tag 15
(Versuchsende) entnommen. Entsprechend der Angaben in Material und Methoden wurde eine
Einzelzellsuspension hergestellt. 2 x10° Zellen pro ml wurden fir 72h mittels plattengebundenem anti-
CD3/CD28 stimuliert. Die Zellkulturiiberstande wurden mittels IL-9-spezifischem ELISA auf die
Anwesenheit von IL-9 untersucht.

Abbildung 28 ist zu entnehmen, dass prinzipiell alle Versuchtiere in der Lage sind IL-
9 zu produzieren. Die Lymphozyten der wildtypischen Versuchstiere weisen hierbei
die geringste IL-9-Produktion auf. Lediglich die Zellen der NFATc2-defizienten Tiere,
welche im Vergleich ein reduziertes Tumorwachstum zeigen, weisen eine gesteigerte

IL-9-Expression auf. Die Applikation des neutralisierenden Antikorpers gegen IL-9
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fuhrt bei den Versuchtieren zu keiner signifikanten Verminderung der IL-9-Produktion

der isolierten Lymphknotenzellen.
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4 Diskussion

4.1 Molekulargenetische Analyse der 119 Genregulation in Thg-

Zellen

Die  Stimulation von naiven CD4" T-Zellen unter verschiedenen
Differenzierungsbedingungen, bringt verschiedene T-Helferzellsubpopulationen
hervor. Hierbei spielen nicht nur Zell-Zell-Kontakte und rezeptorvermittelte
Interaktionen, sondern auch das vorliegende Zytokinmilieu eine wichtige Rolle. Im
Rahmen der adaptiven Immunitat sind verschiedene T-Helferzellsubpopulationen in
der Lage, die Immunantwort angepasst an verschiedene Pathogene zu modulieren,
um diese effizient abzuwehren. Diese Wandlungsfahigkeit im Rahmen von
Immunreaktionen setzt eine gewisse Flexibilitdt in der transkriptionellen Kontrolle
voraus.

Lange Zeit wurde angenommen, dass eine bereits ausdifferenzierte T-
Helferzellsubpopulation samt ihrer sogenannten ,Master-Transkriptionsfaktoren“ und
den jeweils charakteristischen Zytokinprofilen in sich stabil bleibt. Tatsachlich scheint
es allerdings so zu sein, dass bereits ausdifferenzierte T-Helferzellen entsprechend
ihrer vorliegenden Umweltbedingungen eine Variabilitdt aufweisen und zu einem
anderen Phanotyp wechseln kénnen, um Immunreaktionen anzupassen. So kénnen
sowohl bereits ausdifferenzierte Thy- Zellen kombinierte Th4/Thy-Funktionen
ausuben, indem sie zusatzlich zu IL-4 auch IFN-y produzieren und auch Thq7-Zellen
sind in der Lage in eine IFN-y-produzierenden, Ths-ahnliche Population
liberzugehen''?®_ Bei Thg-Zellen handelt es sich um einen IL-9-produzierenden
Phanotyp®. Je nach Bedingungen ist auch hier eine gewisse Flexibilitit zu
beobachten. So sind CD4" T-Zellen, welche unter den typischen Thg-Bedingungen
stimuliet werden auch in der Lage einen IFN-y-produzierenden Phanotyp
auszubilden'®®, obwohl sowohl IL-4, als auch TGF-R als Inhibitor fiir die Th;-
Differenzierung beschrieben sind™*'*'. Fiir diese alternative Th;-Differenzierung ist
die Anwesenheit von endogenem IFN-y von Bedeutung. Weiter kann dieser Thy-
Phanotyp durch die Anwesenheit von IL-12 geférdert werden'®. Die T-

Helferzellplastizitat wird auch durch die Tatsache untermauert, dass sich der Thy-
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Phanotyp durch die Anwesenheit von TGF-B zu dem Thg-Phanotyp
umprogrammieren lasst*?.

IRF4 wurde als essentieller Aktivator fur die 119 Genexpression in Thg-Zellen
beschrieben. Allerdings muss der Transkriptionsfaktor weitere Faktoren rekrutieren,
um den murinen 19 Promotor in vollem Umfang zu aktivieren (siehe Abb.9). Da IRF4
nicht nur fur die IL-9-Expression in Thg-Zellen, sondern auch fur die IL-4-Expression
in Thy-Zellen und die IL-17-Produktion in Th47-Zellen von essentieller Bedeutung ist,
stellt sich die Frage, ob der Kooperationspartner von IRF4 an dem jeweiligen
Promotor dartber entscheidet, welcher T-Helfersubtyp sich auspragt bzw. welches T-
Helfersubtyp-spezifische Zytokin vorrangig gebildet wird. In diesem Zusammenhang
konnte gezeigt werden, dass auch der Transkriptionsfaktor PU.1 als treibender
Faktor fur die IL-9-Expression in Thg Zellen angesehen werden kann*’. In der Tat ist
eine Interaktion der beiden Proteine beschrieben und PU.1 ist prinzipiell in der Lage
mit IRF4 einen Komplex zu bilden und so IRF4 zur DNA-Bindung zu rekrutieren.
Reportergenanalysen zeigen, dass eine PU.1-Uberexpression alleine zu einer
Aktivierung der 119 Promotoraktivitat fuhrt, die im Vergleich zur singularen IRF4-
Uberexpression leicht vermindert ist. Eine Uberexpression von IRF4 in Kombination
mit dem PU.1 Protein ruft die starkste 119 Promotoraktivitat hervor (Abb.10). Dies
deutet darauf hin, dass eine direkte Interaktion von PU.1 und IRF4 am murinen 119
Promotor in Thoe-Zellen mdglich ist. Verstarkt wird diese Annahme durch die
Beobachtung, dass eine Transfektion von PU.1 in Kombination mit einer IRF4-
Variante, welche nicht in der Lage ist mit weiteren Transkriptionsfaktoren wie PU.1
zu interagieren, zu einer stark verminderten 119 Promotoraktivitat fuhrt. Es ist
beschrieben, dass die Funktion des Transkriptionsfaktors PU.1 im Gegensatz zu
IRF4 vor allem in bereits ausdifferenzierten Thg-Zellen von Bedeutung ist,
wohingegen IRF4 auch malgeblich fur die primare IL-9-Expression in Thg-Zellen
ist*®. Allgemein ist der Transkriptionsfaktor PU.1 in der Lage, Histonacetylasen zu
rekrutieren, welche den 119 Lokus 6ffnen und den Promotor so flr die Transkription
freigeben'®. In den Versuchen dieser Arbeit wird durch die Transfektion der T-Zellen
die zeitliche Expression der Transkriptionsfaktoren, wie sie in vivo vorliegt, nicht
nachempfunden. Das heil3t, dass hier PU.1 gleichzeitig mit IRF4 exprimiert wird,
wahrend in vivo die starkste Expression von PU.1 und IRF4 wahrscheinlich zu
verschiedenen Zeitpunkten in der The-Zelle vorliegt. Daher ist es denkbar, dass fur

die primare Differenzierungsphase andere Transkriptionsfaktoren mit IRF4
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interagieren, um die IL-9-Expression in entstehenden (Tag 3 nach Primaraktivierung)
Thg-Zellen zu fordern und PU.1 hier eine untergeordnete Rolle spielt. Eine direkte
Interaktion von PU.1 mit IRF4 in The-Zellen wurde bislang noch nicht beschrieben.
Zudem gibt es Publikationen, die eine Beteiligung von IRF4 flr die 119 Genexpression
untermauern, gleichzeitig jedoch eine Beteiligung von PU.1 nicht nachweisen
konnten'?,

Der Transkriptionsfaktor NFATc2 reguliert die Zytokinproduktion und Differenzierung

120122134 " |m Rahmen des Th,-Differen-

verschiedener T-Helferzellsubpopulationen
zierungsprogramms ist beschrieben, dass IRF4 direkt mit dem Transkriptionsfaktor
NFATc2 interagieren kann und so die IL-4-Expression in diesen Zellen vorantreibt'?'.
Hierbei geht man davon aus, dass IRF4 die NFATc2-gesteuerte Transkription
verstarkt, da das Protein alleine in Reportergenexperimenten keine nennenswerte
Steigerung der 114 Promotoraktivitét hervorrufen kann. Eine Uberexpression von
NFATc2 konnte in dieser Arbeit nicht zu einer gesteigerten Aktivierung des 119
Promotors fuhren (Abb.11). Daher kann man davon ausgehen, dass NFATc2 nicht
als Interaktionspartner von IRF4 in Thg-Zellen im Hinblick auf die IL-9-Produktion
fungiert. Vielmehr scheint die Anwesenheit von NFATc2 die IL-9-Expression zu
stéren. Eine potentielle Bindung von NFATc2 an den murinen 119 Promotor ist
denkbar, da hierfir geeignete Bindestellen vorliegen'®. Da die IL-9-Produktion in
NFATc2-defizienten Tho-Zellen jedoch sowohl nach Primar-, als auch nach
Sekundarstimulation stark erhoht ist (Abb.12 + 13), kdnnte es sogar sein, dass
NFATc2 durch Bindung am Promotor Bindestellen fir weitere, IL-9-férdernde
Transkriptionsfaktoren besetzt und dadurch die IL-9-Produktion inhibiert. Weiter ist
denkbar, dass NFATc2 in The-Zellen selbst Interaktionen mit IRF4-Bindungspartnern
eingeht und diese somit davon abhalt, mit IRF4 am 119 Promotor zu interagieren.
Allgemein sind NFAT-Proteine in der Lage mit verschiedensten weiteren
Transkriptionsfaktoren zu interagieren. So sind neben Interaktionen mit ICER, T-bet
und MAF auch Interaktionen mit OCT, EGR1, EGR4 und AP1 beschrieben'". In
Bezug auf The-Zellen, konnte gezeigt werden, dass diese den Transkriptionsfaktor c-
Maf exprimieren, allerdings konnte gezeigt werden, dass dieser die 119
Promotoraktivitit in Thg-Zellen nachweislich hemmt®®. NFATc2 ist als
Interaktionspartner von GATA-Proteinen am murinen 1113 Promotor in Mastzellen von
Bedeutung, wobei eine synergistische Interaktion beider Transkriptionsfaktoren
vermutet wird "*°. In der humanen Zelllinie HEK-293 kann NFATc2 mit GATA-2
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interagieren. Prinzipiell kann eine Interaktion hier darauf beruhen, dass die Zinkfinger
der GATA-Proteine mit der C-terminalen Domane der NFAT-Rel-Region
interagieren'*®.

Es besteht die Moglichkeit, dass andere Transkriptionsfaktoren mit IRF4 interagieren
kénnen, um die IL-9-Expression in Thg-Zellen zu férdern. Sequenzanalysen konnten
zeigen, dass im CNS1 des murinen 119 Promotors neben IRF4 auch Bindestellen fur
die Transkriptionsfaktoren PU.1, GATA-3, STATs (wie zum Beispiel STATS und
STAT6), NFkB und fiir AP1 vorliegen'®"*". Der Transkriptionsfaktor BATF (B cell,
activating transcription factor-like) stellt ein Mitglied der AP-1-Familie dar. In der Tat
ist die Expression des Transkriptionsfaktors BATF, welcher neben IRF4 fur die Thqz-

Differenzierung wichtig ist®>'%®,

fur das Thg-Differenzierungsprogramm von
entscheidender Bedeutung™®. BATF-defiziente Tho-Zellen zeigen demnach eine
eingeschrankte IL-9-Expression, differenzieren allerdings auch nicht in andere T-
Helferzellsubpopulationen. Eine BATF-Defizienz wirkt auch inhibitorisch auf die
Expression von GATA-3 und des IL-9-férdernden Transkriptionsfaktors IRF4.
Retrovirale Transduktionsversuche konnten zeigen, dass eine Kotransduktion von
IRF4 und BATF zu einem starken Anstieg in der IL-9-Expression fiihrt'*. Hierbei
reduziert eine IRF4-Defizienz eine optimale BATF-Bindung an den 119 Promotor und
vice versa. In der Tat konnte schlielich eine Interaktion mit IRF4 zur Bindung an den
9 Lokus in The-Zellen beschrieben werden'®. Da NFAT-Proteine prinzipiell in der
Lage sind mit AP1 zu interagieren'’, ist es denkbar, dass NFATc2 die IL-9-
Produktion inhibiert, indem es mit BATF direkt interagiert und somit von einer
Interaktion mit IRF4 am murinen 119 Promotor abhalt. Eine NFATc2-Bindung an den
Promotor konnte auch dazu fuhren, dass BATF selbst nicht mehr binden kann.

Fir die Differenzierung zum Thg-Phanotyp ist neben IL-2, die Anwesenheit von TGF-
R und IL-4 unerlasslich. TGF- hat in Bezug auf die T-Helferzelldifferenzierung einen
pleiotropen Effekt. So differenzieren CD4" T-Zellen in der Anwesenheit von IL-2 und
TGF-R zu induzierten regulatorischen T-Zellen, wahrend IL-6 zusammen mit TGF-3
die Thy7-Zelldifferenzierung unterstutzt. Es konnte gezeigt werden, dass TGF-i die
Differenzierung zu Thys-Zellen ermoglicht, indem es die Expression der
Transkriptionsfaktoren GATA-3 oder T-bet unterdrickt und damit die Differenzierung
zu Th, (GATA-3) und Thy (T-bet) inhibiert wird™°. TGF-R scheint die IL-9-Produktion
dahingehend zu foérdern, dass die Proteine Smad2 und Smad3 zum II9 Promotor

rekrutiert werden. Smad2 und Smad3 binden den 119 Promotor jedoch nicht, sondern
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verstarken hier vielmehr die Bindung von IRF4 und aktivieren die IRF4-vermittelte
Transkription vor allem auch durch Histonmodifikation'>.

IL-4 nimmt im Rahmen der 119 Genexpression Einfluss auf Faktoren, welche die The-
Differenzierung sowohl positiv, als auch negativ beeinflussen. So ist IL-4 zum einen
wichtig, um die Transkriptionsfaktoren T-bet und FoxP3 zu inhibieren und somit eine
Polarisation zur Th¢-Zelle oder zur regulatorischen T-Zelle zu verhindern®®. Weiter ist
IL-4 in der Lage den Transkriptionsfaktor STAT6 zu aktivieren, welcher wiederum
malfgeblich daran beteiligt ist, dass IRF4 induziert wird, um den 119 Promotor zu
aktivieren*®. Zusammmenfassend kann also fesgestellt werden, dass IRF4, PU.1,
STAT6, Smad2/3 und BATF forderlich fir die IL-9-Produktion in Thg-Zellen sind,
wahrend ein positiver Einfluss von NFATc2 auf die IL-9-Expression in diesen Zellen

ausgeschlossen werden kann (siehe Abb. 29).
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" MANANAIN.

Abb.29: Ubersicht der transkriptionellen Regulation der The-Differenzierung in An- und
Abwesenheit von NFATc2 (Quelle: Schmitt et al., Trends in Inmunology, 2014; abgewandelt).
(A) The-Zellen entwickeln sich in der Anwesenheit von IL-4 und TGF-R aus naiven CD4" T-Zellen.
Uber den IL-4 Rezeptor werden die Transkriptionsfaktoren T-bet und FoxP3 inhibiert, so dass die
Differenzierung zur Th4- oder Treg-Subpopulation unterdriickt wird. Der IL-4-Signalweg flhrt weiter
dazu, dass der Transkriptionsfaktor STAT6 rekrutiert und phosphoryliert wird, was zur Steigerung der
Transkription von IRF4 fihrt. IRF4 bindet und aktiviert den murinen 119 Promotor. Der TGF-R-
Signalweg induziert die Rekrutierung von Smad2/3 zum 119 Promotor. Diese Proteine binden den
Genpromotor selbst nicht, verstarken jedoch die IRF4-Bindung an den Promotor und filhren zur
Histonmodifikation. IRF4 interagiert mit dem Transkriptionsfaktor BATF, um den 119 Promotor in vollem
Umfang zu aktivieren.(B) Die Antigenspezifische Aktivierung einer CD4" T-Zelle ist fiir die T-

Helferzelldifferenzierung unerlasslich. Die TZR-Stimulation flihrt dazu, dass der Transkriptionsfaktor
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NFATc2 nach Dephosphorylierung durch Calcineurin in den Zellkern wandert, und hier Einfluss auf die
Genexpression nimmt. Im Falle der The-Differenzierung kénnte NFATc2 den Transkriptionsfaktor
BATF binden und diesen so daran hindern mit IRF4 zu interagieren um die IL-9-Produktion zu fordern.

Die Anwesenheit des NFATc2-Proteins hemmt somit die IL-9-Produktion in Thg-Zellen.

4.2 Physiologische Funktion von The-generiertem IL-9

Thg-Zellen spielen bei der Nematodenabwehr flr den Wirt eine wichtige Rolle*. Dies
konnte anhand von in vivo-Studien nachgewiesen werden, in denen CD4" T-Zellen
von Mausen, welche aufgrund eines dominant negativen TGF-R-Rezeptors nicht in
der Lage waren den IL-9-produzierenden Phanotyp auszubilden, eine starkere
gastrointestinale Helminthenbelastung aufwiesen. Hier wirkt die Anwesenheit von
Thg-Zellen somit protektiv fir den Wirt*?,

In der Pathogenese des Asthma bronchiale, hingegen fuhrt eine verstarkte IL-9-
Produktion zu einer Verschlimmerung der asthmatischen Symptome*®. So auRert
sich eine IL-9-Uberexpression in einer verstarkten Mastzellakkumulation in den
Bronchien und fuhrt zur Auspragung einer eosinophilen Entzindung einhergehend
mit einer verstarkten Expression von Mucin-Genen und einer erhdhten

t’"1" Da es sich bei Mastzellen um starke IL-9-Produzenten des

Hyperreagibilita
angeborenen Immunsystems handelt, kann der IL-9-Effekt hierdurch weiter verstarkt
werden®®. Neben der IL-9-Produktion (iben Mastzellen ihre asthmaprovozierende
Wirkung vor allem auch durch eine verstarkte Histaminfreisetzung, sowie durch eine
verstarkte Prostaglandin- und Leukotrienbildung aus'*?.

Es ist bekannt, dass NFATc2-defiziente Tiere allgemein gesteigerte Immunantworten
in Bezug auf Infektion und Allergie aufweisen''®'*®. Es konnte gezeigt werden, dass
eine NFATc2-Defizienz in diesem Zusammenhang mit einer gesteigerten
Eosinophilenrekrutierung, erhdhter Atemwegsitberempfindlichkeit, sowie mit einem

stark angestiegenen IgE-Level im Serum einhergeht'*®™4,

Die gesteigerte
allergische Entzindungsreaktion, einhergehend mit der Rekrutierung eosinophiler
Granulozyten basiert hier im wesentlichen auf Thy-abhangigen Effekten. Die Autoren
konnten in diesem Zusammenhang eine gesteigerte 114-Expression detektieren. Hier
wurde allerdings entsprechend kein Zusammenhang mit dem Thg-generierten IL-9
hergestellt.

Die Experimente dieser Arbeit zeigen, dass in einem Modell des murinen Asthma

bronchiale NFATc2-Defiziente Tiere im Vergleich zu wildtypischen Kontrollen einen
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erhohten Atemwegswiderstand nach Methacholin-Provokation zeigen, sowie eine
gesteigerte Anzahl an inflammatorischen Zellen, wie eosinophile Granulozyten und
Lymphozyten, in der Lunge aufweisen (Abb.14, 15, 16). Eine Beteiligung von
neutrophilen Granulozyten konnte hier nicht nachgewiesen werden. Da die
inflammatorischen Effekte hier vermutlich zum gré3ten Teil durch die verstarkte IL-9-
Produktion der NFATc2-defizienten Zellen hervorgerufen werden, ist die
Abwesenheit einer Neutrophilie nachvollziehbar, da sie durch die Anwesenheit von
Thi7-Zellen induziert wird"*.

In der Literatur wird die NFATc2-Defizienz in Zusammenhang mit einer gesteigerten
Tho-Antwort  gebracht'®.  Diese  T-Helferzellsubpopulation  produziert  die
asthmaférdernden Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13"*". IL-4 spielt hier eine wichtige Rolle
fiir den Isotypenwechsel von IgM zu IgE™81%°,

Auch in vorliegender Arbeit konnte gezeigt werden, dass NFATc2-defiziente und
sensibilisierte Tiere erhdhte Ig-Titer aufweisen (Abb.18). Dies spricht dafur, dass hier
eine gesteigerte Th-Zellantwort vorliegt. Die IgE- und IgG1-Titer werden durch die
Zytokine 1L-4 und IL-13 beeinflusst, welche einen Isotypenwechsel von IgM
induzieren. In der Tat konnte in der BAL der NFATc2-defizienten Tiere tatsachlich
eine erhohte IL-13- und IL-5-Sekretion nachgewiesen werden (Abb.17). Die
intranasale IL-9-Neutralisation, fuhrt weder bei den wildtypischen Kontrolltieren, noch
bei den NFATc2-defizienten Tieren zu einer nennenswerten Reduktion der Ig-Titer
(Abb.22). Dies beruht wahrscheinlich darauf, dass der ,Klassenswitch“ zu IgG1 und
IgE bereits lange vor der Antikorper-vermittelten Blockade von IL-9 an Tag 27,
wahrend der Sensibilisierungsphase stattgefunden hat.

Mastzellen, die wiederum den hochaffinen IgE-Rezeptor auf ihrer Zelloberflache
tragen, kdnnen durch die Anwesenheit von IgE sehr schnell nach Antigenexposition
degranulieren und proinflammatorische Mediatoren, wie Histamin, Prostaglandin
oder  proinflammatorische ~ Zytokine wie  TNFa  freisetzen'®.  Diese
Mediatorenfreisetzung fuhrt unter anderem wiederum dazu, dass
antigenprasentierende Zellen (APC) zu den Lymphknoten wandern, wo sie
schlieflich mit den Zellen das adaptiven Immunsystems interagieren kénnen'°. So
konnen Mastzellen die antigenabhangige Entzindung in der Pathogenese des
Asthma bronchiale lokal verstarken.

Tho-generiertes IL-5 wird als wichtiger Faktor fur die Proliferation von eosinophilen

Vorlauferzellen betrachtet’®'. Entsprechend wirkt Tho-generiertes IL-5 chemotaktisch
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in Bezug auf die Rekrutierung eosinophiler Granulozyten in die Lunge. Das Zytokin
wirkt in diesem Zusammenhang synergistisch mit dem Chemokin Eotaxin'®%'**. Auch
ist IL-5 malgeblich an der Auspragung einer bronchialen Hyperreagibilitat

t'*. In IL-4-defizienten Mausen kann eine IL-5-Applikation sogar eine

beteilig
fehlende Atemwegsiiberempfindlichkeit wiederherstellen'®®. Das pleitrope Zytokin IL-
13 hat im Asthma bronchiale einen direkten Effekt auf die Lungenepithelzellen und
wirkt hier starkt fordernd auf die Mukusproduktion. Zusatzlich verstarkt es die
Eotaxin-Produktion'®. Es wird neben den Thy-Zellen auch von Mastzellen
produziert’’. Hier wird ein indirekter Effekt von IL-9 beschrieben, welcher darauf
beruht, dass IL-9 durch Induktion von IL-13 in Lungenepithelzellen Asthma-
Symptome vermitteln kann’’. Da in der BAL der NFATc2-defizienten Versuchstiere
neben IL-9 auch verstarkt IL-13 detektiert werden konnte, ist es moglich, dass die
gesteigerte I1L-13-Produktion hier die IL-9-vermittelten Symptome weiter verstarkt.
Urspringlich wurde angenommen, dass das proinflammatorische Zytokin IL-9, unter
anderem von Thy-Zellen sekretiert wird *’. Das 119 Gen wird auch als ,Asthma-Gen*
bezeichnet und stellt ein Risikofaktor fur die Entwicklung von Asthma in Bezug auf
bronchiale Hyperreagibilitat und Atopie dar’®. Die asthmaférdernde Wirkung von Th,-
Zellen scheint hier jedoch nicht hauptsachlich in der IL-9-Produktion dieser Zellen
begrindet zu sein. So zeigen Experimente, in denen T-Zelllosen Mausen Th,- und
The-Zellen in Kombination mit einem IL-9-neutralisierenden Antikorper verabreicht
wurden, dass eine Thy-basierte IL-9-Neutralisation kaum zu einer Verbesserung der
asthmatischen Symptome fihrt. Wird hingegen Thg-generiertes IL-9 neutralisiert, so
zeigt sich hier ein kurativer Effekt in Hinblick auf Mukusproduktion, Atemwegs-
widerstand und Eosinophilenbelastung in der Lunge der Versuchstiere**. Somit
stellen die Tho-Zellen in der Pathogenese des Asthma bronchiale unter den T-
Helferzellen, die Haupt-IL-9-Produzenten dar, wahrend Thy-Zellen offensichtlich —
zumindest im verwendeten Asthma-Modell- kaum physiologisch relevante Mengen
produzieren.

Auch in vorliegender Arbeit ist der starker ausgepragte Krankheitsverlauf der
NFATc2-defizienten Tiere auf die verstarkte IL-9-Produktion zurlckzuflhren. Dies
wurde anhand von Neutralisationsversuchen bestatigt. Entsprechend fuhrt eine
Applikation des IL-9-neutralisierenden Antikorpers MM9C1 zu einer Reduktion des
Atemwegswiderstands, sowie zu einer Reduktion in der Eosinophilenzahl in der BAL
der entsprechenden Versuchstiere (Abb.19, 20, 21). IL-9 férdert die Ausbildung von
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asthmatischen Symptomen im Krankheitsverlauf. So ist beschrieben, dass im
Rahmen einer chronisch allergischen Entziundung IL-9 auch die Anzahl an
Mastzellen in der Lunge erhéht'®. Eine IL-9-Neutralisation schiitzt zusatzlich vor
pathologischen Umbauprozessen der Atemwege, dem sogenannten ,airway
remodeling“. Im Zuge dieser Umbauprozesse werden elastische Fasern des
Lungengewebes durch Kollagenfilamente ersetzt, wodurch es zu einer Verdickung
der Bronchialwande kommt und sich die Lungenfunktion weiter verschlechtert.
Neben Kollagen konnen im Zuge des ,Remodelings® auch weitere extrazellulare
Matrixproteine wie Fibronektin und Tenascin abgelagert werden'®. Weiter fordert IL-
9 wahrend des Gewebeumbaus die Expression von TGF-3, welches beispielsweise
durch Lungenepithelzellen produziert wird'®. Da die Anwesenheit von TGF-R dazu
fuhren kann, dass Thy-Zellen zu The-Zellen programmiert werden kénnen*?, kénnte
dies weiter zu einer verstarkten IL-9-Sekretion fuhren und das Krankheitsbild autokrin
weiter verschlimmern.

Dies konnte auch den gesteigerten IL-9-Effekt in den NFATc2-defizienten Tieren
noch weiter erhdhen, da diese Tiere allgemein zu einer gesteigerten Thy-Antwort
neigen. Hier kdonnte TGF-B somit zur verstarkten Tho-Differenzierung bwz Tho-
Umprogrammierung aus bereits anwesenden Thy-Zellen fliihren und den in dieser
Arbeit beschriebenen IL-9-Effekt weiter verstarken.

Neben den Thg-Zellen, sind weitere IL-9-produzierende Zellen beschrieben, welche
einen asthmafdordernden Einfluss durch IL-9-Expression ausuben kénnen. Kdurzlich
wurde publiziert, dass auch CD8" T-Zellen, analog zu The-Zellen, in der Lage sind, in
Anwesenheit von TGF-R und IL-4 verstarkt IL-9 zu produzieren'®. Auch hier ist die
IL-9-Expression von den Transkriptionsfaktoren STAT6 und IRF4 abhangig und es
konnte gezeigt werden, dass solche CD8" Tc9-Zellen maRgeblich die Thy-vermittelte
Atemwegsentziindung férdern'®. Neben dem Krankheitsbild des Asthma bronchiale
spielen die IL-9-produzierenden Tc9-Zellen auch human eine wichtige Rolle bei
atopischen Erkrankungen. So konnte die verstarkte Anwesenheit von humanen Tc9-
Zellen im peripheren Blut von Patienten mit einer chronisch, atopischen Dermatitis
nachgewiesen werden. Da der Fokus in dieser Arbeit auf Thg-Zellen lag, kann keine
Aussage daruber getroffen werden, wie sich die NFATc2-Defizienz auf die IL-9-
Produktion in Tc9-Zellen auswirkt und welchen Einfluss dies auf die Auspragung von

asthmatischen Symptomen haben kénnte.
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Hinsichtlich Mastzell-generiertem IL-9 zeigen praliminare Ergebnisse, dass im
Gegensatz zu Thg-Zellen, eine NFATc2-Defizienz in Mastzellen zu einer Reduktion
der IL-9-Expression fuhrt (Daten nicht gezeigt). Dies untermauert die wichtige Rolle
der NFATc2-defizienten The-Zellen im Asthma weiter, da die IL-9-Produktion hier
sogar die verminderte IL-9-Produktion durch Mastzellen ausgleichen konnte. Die
Krankheits-verschlimmernde Wirkung von IL-9 in der Pathogenese des Asthma
bronchiale ist inzwischen allgemein anerkannt. Die Pharmaindustrie hat deshalb
mittlerweile einen humanisierten, monoklonalen Antikdrper gegen IL-9 entwickelt, der
bereits in einer Phase2a-Studie erstmals zum Einsatz beim Patienten kam. Hier
konnte nachweislich gezeigt werden, dass der Antikorper MEDI-528 prinzipiell

subkutan bei moderatem Asthma eingesetzt werden kénnte'®

. In der folgenden
Phase2b-Studie mit Probanden mit unkontrolliertem moderatem bis schwerem
Asthma, zeigte sich jedoch, dass die IL-9-Neutralisation zusatzlich zu einer bereits
bestehenden anti-Asthmamedikation keine wesentlichen Verbesserungen fir den

Patienten bringt'®"

. Dies deutet darauf hin, dass eine IL-9-Neutralisation alleine
eventuell nicht ausreicht, um starkes Asthma zu verbessern. Hier konnte auch IL-13
die IL-9-Effekte kompensieren'®?. Daher wire eventuell eine Kombination beider
Antikorper ein Ansatz zur Asthmatherapie bei schwerem, unkontollierbarem Asthma.

Weiter ist denkbar, dass das IL-9, welches nach Zell-Zell-Kontakt gebildet wird, nach
Sezernierung an der immunologischen Synapse nicht frei zuganglich ist und als
Folge dessen die IL-9-Effekte nur unzureichend mittels Antikdrper inhibiert werden

kénnen'©3,

Zwei kurzlich veroffentlichte Publikationen deuten darauf hin, dass The-Zellen eine
wichtige Rolle im Rahmen einer protektiven anti-Tumor-Immunantwort spielen
konnten. So zeigen Experimente, dass der adoptive Transfer von Thg-Zellen in einem
Modell mit B16F10-Tumorzellen zu einer anti-Tumorantwort fiihrt®2. Diese
Beobachtung konnte auch in einem Modell der Lungenmetastasierung untermauert
werden, da hier die Neutralisation des proinflammatorischen [L-9 zu einer
Verschlimmerung der Krankheitsbildes fiihrt>>.

Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine gesteigerte Tumorabwehr mit
einer erhohten IL-9-Expression einhergeht. Entsprechend wirkt die NFATc2-
Defizienz verzogernd auf das Melanomwachstum. In einem Experiment waren die
knockout-Tiere in der Lage das Tumorwachstum ohne Ausnahme komplett (Abb.23 +

24) und in einem anderen Experiment stark zu inhibieren (Abb.27). Die restimulierten
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Milz- und Lymphknotenzellen der Versuchstiere, die das Tumorwachstum komplett
unterdrucken konnten, weisen zumindest zum Teil eine gesteigerte IL-9-Produktion
im Vergleich zu den erkrankten Versuchstieren auf (Abb.25 + 26).

Bei den Versuchstieren handelt es sich um eine komplette NFATc2-Defizienz.
Entsprechend sind nicht nur die T-Zellen betroffen und prinzipiell kbnnen weitere
Effekte nicht ausgeschlossen werden. Daher war es von grof3er Bedeutung die IL-9-
Abhangigkeit in diesem System weiter zu untermauern. Dass dieser anti-Tumoreffekt
tatsachlich in der gesteigerten IL-9-Produktion des NFATc2-defizienten Tiere
begrindet liegt, wird dadurch gestarkt, dass eine Neutralisation von IL-9 durch i.p.-
Applikation eines entsprechenden Antikorpers, wiederum zu einem verstarketen
Tumorwachstum fuhrt (Abb.27). Die IL-9-Neutralisation fuhrt in den NFATc2-
defizienten Tieren allerdings nicht dazu, dass im Bezug auf das Tumorwachstum das
Wildtypniveau erreicht wird. Dies kdnnte dadurch begrindet sein, dass die NFATc2-
defizienten Thg-Zellen so grolde Mengen an IL-9 produzieren, dass diese in vivo nicht
mehr vollig neutralisiert werden konnen.

Die gesteigerte IL-9-Antwort in den NFATc2-knockout Tieren kdnnte dazu fuhren,
dass zum einen im Tumorgewebe lokal verstarkt das Chemokin CCI20 exprimiert
wird und hierdurch die Tumorabwehr Uber CCI20-vermittelte Rekrutierung von
dendritischen Zellen und aktivierten CD8" T-Zellen bewerkstelligt wird®>. Es konnte
gezeigt werden, dass CD8" T-Zellen, welche auf ihrer Oberflaiche den CCL20-
Rezeptor CCR6 tragen in den Tumor infitrieren. Diese CD8" T-Zellen kénnen mittels
ihres zytotoxischen Potentials eine Zerstérung der Tumorzellen herbeifiihren. The-
Zellen kénnen hier als Helferzellen fungieren und unterstiitzend dabei wirken CD8"
T-Zellen Uber eine CCL20/CCR6-abhangige DC-Rekrutierung zu aktivieren, sodass
eine tumorspezifische, zytotoxische Antwort in den tumor-drainierenden
Lymphknoten ausgeldst wird®®. Wahrend in diesem Modell eine antitumorale Wirkung
von Mastzellen ausgeschlossen wird, zeigen weitere Experimente mit Mastzell-
defizienten Tieren, dass der IL-9-vermittelte anti-Tumoreffekt in der Anwesenheit von
Mastzellen begriindet liegt®®. In der Tat wurde IL-9 bereits als Wachstumsfaktor fiir
Mastzellen beschrieben®. Eine tragende Rolle von Mastzellen bei der Tumorabwehr
ist denkbar, da Mastzellen im Rahmen einer Entzindungsreaktion sowohl die
Migration, als auch die Aktivierung von dendritischen Zellen fordern. Entsprechend

kénnen diese dann Tumorantigene aufnehmen und prozessieren (Kreuzprasentation
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mittels MHC 1)® und eine zytotoxische Reaktion durch CD8" T-Zellen initiieren'®*.
Human konnte gezeigt werden, dass Patienten mit malignen Tumoren auf die
Anwesenheit bakterieller Endotoxine mit einer gesteigerten antitumoralen Antwort
reagieren'®. Dies konnte darauf zurlickzufihren sein, dass solche
proinflammatorischen, bakteriellen Substanzen sehr schnell die Bildung sogenannter
endogener Pyrogene induzieren, zu denen auch das Zytokin IL-1 gehort. IL-1 ist
wiederum nachweislich in der Lage die IL-9-Produktion durch T-Zellen und
Mastzellen zu férdern*'2.

Bei der Behandlung von Melanomen kommen verschiedenste Methoden zum
Einsatz. Operative Eingriffe reichen von der Exzision des Primartumors, bis hin zur
Lymphknoten-Dissektion.  Als  postoperative = Therapien kommen  auch
Chemotherapeutika zum Einsatz. Allerdings zeichnen sich maligne Melanome duch
eine starke Apoptoseresistenz aus, welche mit einer gesteigerten Chemoresistenz
einhergeht®>. Ein weiteres Problem des malignen Melanoms stellt die hohe
Metastasierungsrate dar. Vor allem hier gibt es noch keinen Therapieansatz, welcher
die Uberlebensrate von betroffenen Patienten wesentlich verldngern kann®.
Aufgrund dieser begrenzten Verfugbarkeit an adaquaten Therapien, kénnte die
Forderung der IL-9-Produktion von Thg-Zellen hier einen innovativen Ansatzpunkt fir
eine verbesserte Behandlungsstrategie bieten.

Allgemein handelt sich bei einer Antitumorantwort immer auch um eine
Autoimmunreaktion'®. Im Falle des malignen Melanoms ist eine typische
Begleiterscheinung das Krankheitsbild der Vitiligo (,Weilfleckenkrankheit®), welche
sich dadurch auszeichnet, dass die Patienten pigmentfreie Hautflecken aufweisen,
da bei dieser Autoimmunreaktion die Melanozyten zerstort werden. Es besteht eine
positive Korrelation zwischen dem Auftreten der Vitiligo und der Uberlebensrate
metastasierender Melanompatienten. Ebenso konnte man nachweisen, dass
Vitiligopatienten melanomspezifische CD8" T-Zellen aufweisen, welche neben den
normalen Melanozyten auch Melanomzellen erkennen kénnen'®®. Diese
Autoimmunreaktion stellt fir den betroffenen Patienten allerdings kein der
Tumorbelastung vergleichbares Risiko dar und kann auch nur transient auftreten. In

jedem Fall weist sie darauf hin, dass eine Immunreaktion gegen Tumorzellen

*Kreuzprasentation: DC sind in der Lage endozytierte (Glyco-)Proteine, die normalerweise
assoziiert mit MHC Il prasentiert werden, auch als (Glyco-)Peptid gebunden an MHC | zu

prasentieren, wodurch CD8" T-zellen aktiviert werden kénnen.
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induziert wurde. In diesem Zusammenhang spielt auch IL-9 eine wichtige Rolle. So
zeigen Experimente mit Mausen, denen ein B16-Melanom appliziert wurde eine
gesteigerte Antitumorantwort, wenn ihnen IL-9-produzierende CD8" T-Zellen (Tc9) im
Vergleich zu Tc1-Zellen (CD8" T-Zellen ohne IL-9-Produktion) adoptiv transferiert
wurden'®’. Begleitend zur Tumorregression konnte hier auch die Auspragung einer
Vitiligo nachgewiesen werden. Dies untermauert das prinzipiell klinische Potential
von IL-9 in Bezug auf die Melanomtherapie weiter.

Eine systemische Behandlung von Melanompatienten mit IL-9 sollte jedoch kritisch
betrachtet werden, da das Protein stark inflammatorische Eigenschaften besitzt und
stark asthmaprovozierendes Potenzial aufweist*®. Bei einer solchen IL-9-Applikation
konnte ein reduziertes Tumorwachstum entsprechend mit starken Inflammationen
einhergehen. Weiter kann IL-9 als potenter Wachstumsfaktor fur weitere IL-9-
produzierende Zellen, wie auch Mastzellen wirken®. Diese Mastzellen wiederum
konnten die Tumorangiogenese férdern und somit das Tumorwachstum und eine
mdgliche Metastasierung positiv beeinflussen'®®'®®. Die Angiogenese wird hier durch
die Freisetzung verschiedenster Faktoren wie TGF-, TNFoa, Chymase und Tryptase
geférdert”o. Allerdings konnen Mastzellen auch eine kurative Wirkung bei einer
Tumorerkrankung entfalten, die maRgeblich von ihrer Aktivierung und der daraus
resultierenden Mediatorenfreisetzung abhangt. Um Tumorzellen zu bekadmpfen sind
Mastzellen zum einen in der Lage weitere Zellen wie Makrophagen, NK-Zellen und
CD3" T-Zellen zu rekrutieren, welche das Tumorwachstum hemmen. Weiter ist
beschrieben, dass die Anwesenheit von TNFa, IL-6 und IL-1 das Wachstum von

Melanomen supprimiert'’®.

Das multifunktionale, proinflammatorische Zytokin IL-9 kann also sowohl einen
heilsamen als auch einen schadlichen Einfluss auf Immunreaktionen ausuben. So
kann IL-9 tolerante Milieubedingungen schaffen und inhibitorisch in Bezug auf
autoaggressive Immunreaktionen wirken, indem es die suppressiven Eigenschaften
von regulatorischen T-Zellen und Mastzellen fordert*>'"". Weiter kann IL-9 jedoch die
Auspragung allergischer Reaktionen stark férdern und somit eine unangemessene,
uberschieffende Immunreaktion gegen mehr oder weniger ungefahrliche Antigene
herbeifiihren*®. Andererseits wurde fiir IL-9 sowohl eine prophylaktische, als auch
eine therapeutische Wirkung in einem experimentalen B16-Melanom-Modell
beschrieben®. Entsprechend dieser Ergebnisse, wurde in der vorliegenden Arbeit

gefunden, dass NFATc2-defiziente Thg-Zellen eine erhohte IL-9-Produktion
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aufweisen. Dies flhrte einerseits zu verschlimmerten allergischen Reaktionen und
andererseits zu einer kurativen anti-Melanom Immunreaktion. Dies macht nochmals
deutlich, dass eine gewisse Balance im Immunsystem unabdingbar ist, um
Uberschieldende Immunreaktionen zu verhindern (Asthma), wahrend gleichzeitig eine
wirkungsvolle anti-Tumorreaktion generiert wird.

Insgesamt, lassen all diese Daten klar erkennen, dass die systemische Applikation
von pleiotropen Zytokinen wie IL-9 in Analogie zu Erfahrungen, die bereits mit
anderen Zytokinen wie IL-2 und TNF-a gemacht wurden, eine Vielzahl von
unerwunschten Nebenwirkungen hervorrufen kann'"2. Einwirkdauer, Konzentration
und Lokalisation haben darauf sicher einen wesentlichen Einfluss. Weitere detaillierte
Analysen der Produktion und Bioaktivitat von IL-9 werden notwendig sein, um in
Zukunft, das zweifellos vorhandene therapeutische Potential dieses Zytokins
ausschopfen zu kénnen. Ein erfolgversprechender Schritt in diese Richtung ist zum
Beispiel, dass ein IL-9-Expressionsvektor in Vesikel verpackt wird, welche dann
zielgerichtet Uber entsprechende monoklonale Antikdrper an Tumor-assoziierte
Oberflachenmolekule binden und von diesen aufgenommen werden, so dass IL-9 nur
lokal im Tumormilieu in hoher Konzentration auftritt. Praliminare Experimente zeigen,
dass stabilisierte IL-9 mRNA nach Elektroporation zu einer massiven Produktion von
IL-9 in Tumorzellinien fuhrt (Natascha Stergiou; nicht publiziert). In zukinftigen
Experimenten wird die ,Targetingstrategie” ausgearbeitet werden, so dass solche
Tumorzellen auch in vivo moglichst selektiv von einem IL-9-Expressionsvektor

erreicht werden konnen.
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5 Zusammenfassung

CD4" T-Zellen kénnen in verschiedene T-Helferzellsubpopulationen differenzieren.
Dabei hangt es von verschiedensten Milieubedingungen ab, welche Subpopulation
sich auspragt, damit die CD4" T-Zelle durch die Sekretion verschiedenster Zytokine
ihre Funktion im Immunsystem wahrnehmen kann.

Bei der The-Subpopulation handelt es sich um einen IL-9-produzierenden Phanotyp,

t3°. Als treibender

welcher sich in der Anwesenheit von TGF-3 und IL-4 entwickel
Transkriptionsfaktor fiir diese Subpopulation wurde das Protein IRF4 beschrieben®.
Da dieser Transkriptionsfaktor auch fir die Differenzierung weiterer Subpopulationen,
wie Thy- und Thyr-Zellen von Bedeutung ist*®'?!] stellte sich die Frage, welcher
Interaktionspartner von IRF4 darlber entscheidet, welcher Subtyp sich entwickelt.
Deshalb wurde in dieser Arbeit der Transkriptionsfaktor NFATc2 als mdglicher
Interaktionspartner fur IRF4 am murinen 119 Promotor untersucht. Allerdings zeigten
Reportergenanalysen, dass NFATc2 die IL-9-Produktion in Tho-Zellen inhibiert
anstatt sie zu fordern. The-Zellen aus NFATc2-defizienten Tieren zeigen folglich im
Vergleich zu wildtypischen Tho-Zellen sowohl nach Primar- als auch nach
Restimulation eine verstarkte IL-9-Produktion. Der Faktor NFATc2 kann somit als
transkriptioneller Aktivator fir die IL-9-Expression in Thg-Zellen ausgeschlossen
werden. In vivo wurden diese Beobachtungen dadurch untermauert, dass NFATc2-
defiziente Tiere im Rahmen des Asthma bronchiale zu einer verstarkten pulmonalen
Inflammation neigen und auch einen erhdhten Atemwegswiderstand nach
Methacholin-Provokation aufweisen. Diese asthmatischen Symptome konnten durch
Applikation eines neutralisierenden Antikorpers fur IL-9 wesentlich gemildert werden.
In einem B16F10-Melanommodell konnten NFATc2-defiziente Tiere gegenuber dem
Wildtyp eine verbesserte anti-Tumorantwort auspragen. Nach Gabe eines IL-9-
neutralisierenden Antikodrpers, wurde dieser Effekt wiederum gemildert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass IRF4 nicht mit NFATc2 am murinen 119
Promotor interagiert, um die IL-9-Expression in The-Zellen zu fordern. Eine NFATc2-
Defizienz resultiert sogar in einer gesteigerten IL-9-Produktion, womit ein
inhibitorischer Einfluss von NFATc2 in Bezug auf die IL-9-Expression in Thg-Zellen

nachgewiesen werden konnte.
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Abstract

6 Abstract

CD4" T cells have the potential to differentiate into different T helper cell subsets.
Depending on environmental conditions during CD4" T cell activation distinct
subpopulations develop that differ from each other by specific signature cytokines.
Thg cells develope in the presence of IL-4 and TGF-3 and secrete high amounts of
IL-9%. The transcription factor IRF4 was identified to be crucial for 119 expression of
this subpopulation**. IRF4 is also of importance for Th- and Thy; cell

differentiation®%'?'

. These findings raised the question which physical interaction
partner of IRF4 ensures that especially Thg cells develop.

In this thesis the transcription factor NFATc2 was analysed as a potential interaction
partner of IRF4 that binds to the murine 119 promoter in Thg cells. Reportergene
analyses revealed that NFATc2 inhibits IL-9 production in Thg cells instead of
promoting it. According to these findings and compared to wildtype, Thg cells of
NFATc2 deficient mice exhibit an enhanced IL-9 production after primary as well as
second stimulation. Hence, the transcription factor NFATc2 can be excluded as a
transcriptional activator for 119 expression in Thg cells. In vivo experiments confirmed
these observations since NFATc2 deficient mice show strongly enhanced asthmatic
symptoms evidenced by an enhanced pulmonary inflammation as well as elevated
airway hyperresponsiveness after methacholine provocation. These asthmatic
symptoms were substantially diminished by application of an IL-9-neutralizing
antibody. Using a B16F10 mouse melanoma model demonstrate an improved tumor
immunity by NFATc2 deficient mice compared to wildtype mice. Application of an IL-
9-neutralising antibody diminished this effect again.

Summarized it can be concluded that the transcription factor NFATc2 is not the
crucial interaction partner of IRF4 at the 119 promoter to further enhance I19
expression in Thg cells. On the contrary the NFATc2 deficiency results in a strongly
enhanced IL-9 production whereby it is proofed that the presence of the transcription

factor NFATc2 has an inhibitory effect on 119 expression in Thg cells.
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Abkurzungen

8 Abkirzungen

ABTS
AK

AS
BAL
-bio
BL6
BMMC
BSA
CD
cDNA
CD4'TZ
ChIP
CIA
CTL
DEPC
DNA
EAE
EDTA
ELISA
EPC
FACS
FCS
FceRI
FITC
FOXP3
FSC
GATA3

HE
HGPRT
HSV-TK
ICSAT

2,2-Azino-bis(3-Ethylbenzthiazolin-6-Sulfonsaure)
Antikorper

Aminosauren

Bronchoalveolare Lavage

biotinyliert

C57BL/6, Mausstamm

Bone Marrow Derived Mast Cells

Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin)
Cluster of Differentiation

Complementary DNA

konventionelle CD4*CD25" T- Zelle

Chromatin Immunoprazipitation
Collagen-Induced Arthritis

Cytotoxischer T-Lymphozyt
Diethylpyrocarbonat

Desoxyribonukleinsaure

Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis
Ethylendiamintetraessigsaure

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Eosinophilic Cationic Protein

Fluorescene Activated Cell Sort

Fetal Calf Serum (fotales Kalberserum)
Hochaffiner Rezeptor fur IgE-Antikdrper
Fluorescein-Isocyanat

Forkhead Box Protein 3

Forward Scatter, Mal} fir ZellgroRe
Transkriptionsfaktor aus der GATA-Familie
Stunde

Hamatoxylin-Eosin
Hypoxanthin-Guaninphosphoribosyltransferase
Herpes simplex Thymidin- Kinase

IRF Consensus Sequence binding protein for Activated T cells
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LAR I
LPS
LSIRF
MACS
MBP
MEA
MEM
min
MMC
mr
mRNA
MUM1
NFAT
NF-xB
nTreg
OVA
p.a.
PAMP
PAS
PBMC
PBS
PCR
PE
PEEP
Pip
PMA

Interferon-y

Immunglobulin

Interleukin

lonomycin

Interferon regulatorischer Faktor
induzierte regulatorische T- Zellen
Knockout

Liter

Luciferase Assay Reagent Il
Lipopolysaccharid

Lymphocyte specific IRF

Magnetic Activated Cell Sorter
Major basic protein

Mast cell growth-enhancing activity
Minimal Essential Medium

Minute

Mucosal Type Mast Cell

Murin rekombinant

Messenger RNA

Multiple myeloma oncogene-1
Nuclear Factor of Activated T-cells
Nuclear Factor kB

naturlich vorkommende Regulatorische T- Zellen
Ovalbumin

pro analysis

Pathogen-associated molecular patterns
Periodic Acid Schiff

Peripheral blood mononuclear cells
Phosphate- Buffered Saline
Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)
Phycoerythrin

Positiver endexspiratorischer Druck
PU.1-Interaktionspartner

Phorbol Myristate Acetate
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PRP
gRT-PCR
RAG

RLU
RNA
RORyt
RT

SA
SDS
siRNA
STAT
TBE
T-bet
TCGFIII
TCR
TE
TGF-R
pTGF-}
Th
TNBS
™
TNF
Treg
TZ

\Y

VE
WT

Pattern recognition receptors

quantitative Realtime- PCR

‘recombination activating genes”, Rekombinase zur V(D)J-
Rekombination

Relative Light Units

Ribonukleinsaure

Retinoic orphan receptor yt, Transkriptionsfaktor
Reverse Transkription

Streptavidin

Sodiumdodecylsulfat

Small Interfering RNA

Signal Transducers and Activators of Transcription
Tris Borat EDTA

T box expressed in T cells

T cell growth factor Il

T Cell Rezeptor ( T- Zell Rezeptor)

Tris-EDTA

Tumor growth factor 3

porcine TGF-3

T-Helferzelle

2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsaure

Testmedium

Tumornekrosefaktor

CD4'CD25" Regulatorische T- Zellen

T- Zellen

Volt

voll entsalzt

Wildtyp
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