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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein hochdifferenziertes und anpassungsfahiges
Verteidigungssystem, das den Organismus vor Infektionen schutzt. Es erkennt und
inaktiviert in den Organismus eingedrungene extrazellulare Krankheitserreger und
eliminiert virus-, bakterien- sowie pilzinfizierte Korperzellen bzw. Krebszellen. Eine
erste Verteidigungslinie bilden mechanische und physiologische Barrieren, wie Haut,
Schleimhaut, Magensaure und der Darm, die das Eindringen von Pathogenen
erschweren. Neben diesen Barrieren untergliedert sich das Immunsystem in
unspezifische und spezifische zellulare Abwehrmechanismen. Das unspezifische
oder angeborene Immunsystem ist physiologisch sehr alt und setzt unmittelbar nach
einer Infektion ein. Es umfasst die Aktivierung des Komplementsystems, die
Produktion von Zytokinen und die Aktivierung verschiedener Phagozyten, die viele
der Ublichen Mikroorganismen eliminieren. Die unspezifischen Abwehrmechanismen
beruhen teils auf Rezeptoren auf Immunzellen, die allgemein vorkommende
Strukturen von Krankheitserregern erkennen.

Die spezifische oder adaptive Immunabwehr setzt 4-7 Tage nach einer Infektion ein,
ist induzierbar und erzeugt ein immunologisches Gedéachtnis. Sie st
antigenspezifisch, erkennt korperfremdes und toleriert in der Regel kdrpereigenes
Zellmaterial, jedoch werden auch korpereigene entartete Tumorzellen erkannt und
bekampft (Flajnik und Pasquier, 2004). Die adaptive Immunabwehr umfasst die
zellulare und humorale Immunantwort, die von antigenspezifischen Lymphozyten,
den B- und T-Lymphozyten vermittelt wird. B-Lymphozyten sind durch die Ausbildung
antigenspezifischer Antikorper (Ig=Immunglobuline) fir die humorale Immunantwort
verantwortlich. Die sezernierten Antikorper zirkulieren passiv im Blut und den Lymph-
bzw. Gewebeflissigkeiten und wandern nicht aktiv an den Ort einer Infektion.
Intrazellulare Infektionen, verursacht durch Bakterien, Parasiten oder Viren, werden
im Rahmen der zellularen Immunantwort durch T-Lymphozyten bekampft.

Die zellularen Komponenten des Immunsystems umfassen eine Vielzahl von
Zellpopulationen, die aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks oder der fetalen Leber differenzieren. Aus pluripotenten Zellen gehen
zwei spezialisierte Stammzelltypen hervor, die gemeinsamen lymphatischen

Vorlauferzellen (CLP=common lymphoid progenitor), aus denen sich nattrliche
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Killerzellen (NK-Zellen), B- und T-Lymphozyten bilden, und die gemeinsamen
myeloiden Vorlauferzellen (CMP=common myeloid progenitor), aus denen die
verschiedenen Typen der polymorphkernigen Leukozyten (Granulozyten), die
Erythrozyten sowie Megakaryozyten differenzieren.

T-Lymphozyten reifen im Thymus und exprimieren als Antigenrezeptor den T-
Zellrezeptor (TCR), der aus einer o- und p-Kette, die Uber eine Disulfidbriicke
verbunden sind, besteht. Jede Kette enthélt eine konstante und variable
Immunglobulindomane sowie eine Transmembranregion und zytoplasmatische
Domane. Eine Minderheit der T-Zellen tragt einen strukturell &hnlichen TCR, den yo-
TCR. B-Zellen dagegen reifen im Knochenmark und membrangebundene
Immunglobuline auf der B-Zelloberflache dienen als B-Zell-Antigenrezeptoren (BCR).
Reife T- und B-Zellen zirkulieren zwischen dem Blut und peripheren lymphatischen
Geweben. B-Zellen differenzieren nach Antigenkontakt zu antikorpersezernierenden

Plasmazellen, wahrend sich T-Zellen zu verschiedenen Effektorzelltypen entwickeln.

1.1.1 Entwicklung und Funktion von T-Helfer-Zellsubpopulationen

CD4" T-Helfer-Zellen (Th) sezernieren nach Antigenerkennung und Aktivierung
verschiedene Zytokine, die andere Komponenten des Immunsystems, z.B.
Makrophagen und B-Zellen, aktivieren und somit den effektiven Ablauf einer
Immunantwort steuern und zur Eliminierung der Erreger beitragen. Sie werden
anhand des von ihnen ausgeschitteten Zytokinspektrums in verschiedene Th-
Subpopulationen eingeteilt.

Th-Zellen reifen im Thymus aus Vorlauferzellen, die keinen TCR und keine
Korezeptormolektile (CD4 und CD8) auf der Zelloberflache exprimieren und daher
als doppelt-negative (DN) Thymozyten bezeichnet werden. DN-Thymozyten
durchlaufen mehrere Entwicklungsstadien (DN1-4), in denen zunachst der pra-TCR,
bestehend aus einer p-Kette und Ersatz-a-Kette (praTa), gebildet wird. Erst nachdem
Uber den pra-TCR erfolgreich Signale tUbertragen wurden (sog. B-Selektion), kdnnen
die DN3-Zellen weiter reifen (Groettrup und von Boehmer, 1993). DN4-Zellen
beginnen die Korezeptoren CD4 und CD8 zu exprimieren und differenzieren zu
doppelt-positiven (DP)-Thymozyten. Anschliessend werden in den DP-Thymozyten

die Gene fur die o-Kette umgeordnet. Im weiteren Verlauf der T-Zellentwicklung
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findet im Kortex des Thymus die positive Selektion der DP-Zellen statt. Erkennt der
Jreife® a/B-TCR korpereigene MHC-Molekile (major histocompatibility complex) auf
korticalen Thymusepithelzellen im Kontext mit Selbst-Peptiden mit mittlerer Affinitat
werden die DP-Thymozyten positiv selektioniert. Wenn der TCR allerdings keine
oder nur eine inadaquate Wechselwirkung mit dem Selbst-MHC-Peptid-Komplex
eingeht, wird die Zelle durch Apoptose (death by neglect) eliminiert. In der Medulla
des Thymus werden DP-Zellen negativ selektioniert, deren TCRs eine zu starke
Affinitat fur durch dendritische Zellen (DC) und medullare Epithelzellen (mTEC)
prasentierte Autoantigene aufweisen. Positive und negative Selektion gewahrleisten
die Entstehung eines funktionellen T-Zellrepertoires und zentrale T-Zelltoleranz
(Kappler et al., 1987; Bommhardt et al., 2004; von Boehmer und Melchers, 2010).
Nur etwa 5% der DP-Thymozyten Uberleben diese strengen Ausleseprozesse und
reifen zu einfach-positiven (SP=single positive) T-Zellen: CD8-Korezeptor-
exprimierende zytotoxische T-Zellen (CTL) oder CD4-Korezeptor-exprimierende Th-
Zellen. Reife SP-T-Zellen werden in die Peripherie entlassen, wo sie nach
antigenspezifischer Aktivierung ihre Aufgaben als T-Effektorzellen wahrnehmen.
CD8" T-Zellen erkennen Peptide prasentiert iber MHC-I-Molekiile, wohingegen
CD4" Th-Zellen Antigene erkennen, die (iber MHC-II-Molekiile prasentiert werden.
MHC-I-Molekiile werden auf fast allen kernhaltigen Zellen exprimiert und
prasentieren von intrazellularen Proteinen generierte Peptide. MHC-II-Molekile
werden auf antigenprasentierenden Zellen (APC), wie DC, B-Zellen und
Makrophagen, exprimiert. Sie prasentieren Peptide von extrazellularen Antigenen,
die von den APC aufgenommen und endosomal durch Proteasen prozessiert
werden. Dabei erkennen T-Zellen das vom MHC-Komplex prasentierte Peptid tber
ihren spezifischen TCR (Arstila et al., 1999).

Fur die Aktivierung einer naiven T-Zelle sind neben der Bindung von TCR und
Korezeptor an die MHC/Antigen-Komplexe kostimulatorische Signale nétig. Diese
werden vornehmlich durch Interaktion von CD28 auf naiven T-Zellen mit B7-
Liganden (CD80, CD86) auf der Oberflache von APC vermittelt. Nach erfolgreicher
Aktivierung wird durch die Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren die
Produktion von Zytokinen und die klonale Expansion der Th-Zellen sowie die
Differenzierung zu verschiedenen T-Effektorzellen bewirkt (Radvanyi et al., 1996;
Zhu und Paul, 2010).
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Abb. 1: Reifung und Differenzierung von CD4" Th-Zellen. T-Vorlauferzellen aus dem Knochenmark
oder der fetalen Leber reifen im Thymus zu CD4" T-Zellen. Ein kleiner Teil der DP-Thymozyten
entwickelt sich im Thymus zu natirlichen Treg-Zellen (nTreg). Periphere naive Th-Zellen
differenzieren nach Antigenstimulation in Abh&ngigkeit vom umgebenden Zytokinmilieu in
verschiedene T-Effektorzellen, wie induzierte Treg (iTreg), Th-17-Zellen, Thl- oder Th2-Zellen. Die
diversen T-Effektorzellen sind durch die Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren, das
sekretierte Zytokinprofil und ihre speziellen Effektorfunktionen charakterisiert (Abb. veré&ndert nach
Sakaguchi et al., 2008).

Aktivierte naive CD4" T-Zellen differenzieren abhangiy vom umgebenden
Zytokinmilieu in verschiedene Th-Subklassen (Abb. 1). Dabei wirken Zytokine, die
die Ausreifung einer Subpopulation beglnstigen, oftmals auf die Ausdifferenzierung
in eine andere Effektor-T-Zellsubpopulation hemmend. Lange Zeit galt das Th1/Th2-
Paradigma als Erklarung fur unterschiedliche Immunantworten (Mosmann et al.,
1986). In den letzten Jahren wurden jedoch neue Th-Zellsubpopulationen, wie
immunsuppressive regulatorische Th-Zellen (Treg) (Sakaguchi et al., 1995) und
proinflammatorische Thl7-Zellen (Infante-Duarte et al., 2000; Park et al., 2005;
Harrington et al., 2005) entdeckt, die im Zusammenspiel mit Thl- und Th2-Zellen die

Immunantworten regulieren.
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1.1.1.1 Th1l- Zellen

Die Differenzierung aktivierter CD4" T-Zellen zu Th1-Zellen wird durch Interferon-
v (IFN-y) und Interleukin-12 (IL-12) induziert, wobei IFN-y u.a. durch NK-Zellen und
IL-12 von Makrophagen und DC sezerniert wird (Scharton und Scott, 1993). Thil-
Zellen regulieren Immunantworten gegen intrazellulare Erreger, wie Viren, Parasiten
und Bakterien, spielen aber auch eine wichtige Rolle bei der Tumorabwehr (Abb. 1).
Thl-Zellen sezernieren die proinflammatorischen Zytokine IL-2, IFN-y und Tumor-
Nekrose-Faktor-a. (TNF-a), wodurch die Aktivierung, Proliferation oder Differen-
zierung von CTL, Makrophagen und NK-Zellen induziert wird (Pardo-Govea et al.,
2005). Vor allem IFN-y ist ein potenter Makrophagen-Aktivator, der diese zur
Phagozytose von Pathogenen, deren Abtotung und Sekretion antimikrobieller Stoffe
anregt (Stenger et al., 1994; Agnello et al., 2003).

IFN-y signalisiert iber den heterodimeren IFN-y-Rezeptor (IFN-y-R), der aus einer a-
und pB-Kette (IFNGR1, 2) besteht (Boulay et al., 2003). Der IFN-y-R besitzt keine
intrinsische Kinaseaktivitat und wird durch nichtkovalent gebundene Janus-Kinasen
(JAK) phosphoryliert und aktiviert. Nach IFN-y-Bindung dimerisieren JAK1 und JAK2
und aktivieren sich durch Tyrosinphosphorylierung gegenseitig. Unmittelbar nach
der Rezeptoraktivierung binden STAT1 (signal transducer and activator of
transcription 1)-Proteine dber ihre SH2 (src homology 2)-Domane an den
tyrosinphosphorylierten IFN-y-R und werden sodann von den JAK-Dimeren
phosphoryliert. Die aktivierten STATs bilden Homodimere und wandern in den
Zellkern, wo sie u.a. die Transkription des T-box Transkriptionsfaktors T-bet (T-box-
expressed in T cells) initialisieren (Ihle, 1995; Levy und Darnell, 2002). T-bet ist der
zentrale Transkriptionsfaktor fir die Thl-Differenzierung und IFN-y-Produktion und
unterdriickt gleichzeitig die Transkription der Gene fur die Th2-Differenzierung. Nach
T-bet-Expression sezernieren Thl-Zellen IFN-y, das fur eine effektive autokrine
Verstarkung der Thl-Differenzierung sorgt (Szabo et al., 2000, 2002).

Neben dem IFN-y/STAT1-Signalweg fuhrt auch der IL-12/STAT4-Signalweg zur
Expression von T-bet und IFN-y-Produktion. Um die durch APC-Kontakt aktivierte T-
Zelle empfanglicher fur IL-12 zu machen, wird die STAT4-vermittelte Expression der
B2-Kette des IL-12-Rezeptors (IL-12-R) auf der T-Zelloberflache verstarkt, hingegen
wird die B1-Kette des IL-12-R konstitutiv exprimiert (Afkarian et al., 2002; Weaver et



Einleitung

al., 2007). Das von aktivierten Makrophagen und DC sezernierte IL-12 fihrt in den T-
Zellen Gber JAK2 und TYK2 (tyrosine kinase 2) (Bacon et al., 1995) zur Aktivierung
von STAT4, welcher zusammen mit STAT1 die IFN-y-Produktion verstarkt und damit
die Differenzierung zu Thl-Zellen begunstigt (Hsieh et al., 1993). In Anwesenheit von
IL-18 kann IL-12 sogar eine TCR-unabhangige IFN-y-Produktion induzieren (Yang et
al., 1999).

1.1.1.2 Th2- Zellen

Die Th2-Polarisierung wird vorwiegend durch das Zytokin IL-4 induziert (Abb. 1) (Le
Gros et al., 1990; Swain et al., 1990). Th2-Zellen-vermittelte Immunantworten sind
v.a. bei der Abwehr extrazellularer Parasiten von Bedeutung und UberschieRende
Th2-Immunantworten sind mit allergischen Reaktionen, wie Asthma, assoziiert. Th2-
Zellen sezernieren u.a. die antiinflammatorischen Zytokine IL-4, IL-5, IL-10 und IL13
(Mosmann et al., 1986), die die Mechanismen, die zur Thl-Differenzierung fuhren,
hemmen. Insbesondere IL-10 hemmt die Makrophagenaktivierung und somit die IFN-
y- und IL-12-Produktion. IL-13 stimuliert Mastzellen und regt damit die Histamin-
produktion an. Histamine inhibieren die durch DC-vermittelte IL-12- und férdern
stattdessen die IL-10-Produktion (Weaver et al., 2007). IL-4 und IL-5 induzieren die
Bildung neutralisierender Antikorper, d.h. sie regulieren den Isotypwechsel aktivierter
B-Zellen zu IgA, IgG und IgE (Snapper und Paul, 1987), und sie rekrutieren
eosinophile Granulozyten. Das von NK1.1 T-Zellen, basophilen Granulozyten und
Mastzellen produzierte IL-4 (Seder et al., 1991; Yoshimito und Paul, 1994; Shinkai et
al., 2002; Min et al., 2004) bindet an den IL-4-R, bestehend aus der IL-4-spezifischen
a-Kette und der yc.-Kette, und fiuhrt Gber Phosphorylierung/Aktivierung von JAK1 und
JAK3 zur Aktivierung von STAT6 (Wurster et al., 2000). STAT6 initiiert die
Transkription des Zinkfinger-Transkriptionsfaktors GATA3, dem zentralen Faktor der
Th2-Differenzierung (Zheng und Flavell, 1997; Kurata et al., 1999). Durch Anderung
der Chromatinstruktur erleichtert GATA3 anderen Th2-spezifischen Transkriptions-
faktoren die Bindung an entsprechende Genabschnitte und somit die Genexpression
von IL-4, IL-5 und IL-13 (Yamashita et al., 2004). Eine hohe IL-4-Konzentration fuhrt
zur Autoaktivierung von GATA3 und zur Transaktivierung der IL-4-, IL-5- und IL-13-

Promotoren. Autoaktiviertes GATA3 kann ohne weitere externe Stimuli und
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unabhangig von IL-4 und STAT6 die Differenzierung von Th2-Zellen fortsetzen.
Dagegen wird die Transkription essentieller Komponenten der Thl-Differenzierung,
wie von STAT4 und der IL-12-R-B2-Kette, durch IL-4 gehemmt (Ouyang et al., 1998
und 2000; Ferber et al., 1999). An der Th2-Differenzierung sind ferner die
Transkriptionsfaktoren IRF4 (interferon regulatory factor 4) und NFATc2 (nuclear
factor of activated T-cells 2), welche die IL-4-Transkription verstarken, beteiligt
(Lohoff et al., 2002; Rengarajan et al., 2002).

1.1.1.3 Regulatorische T-Zellen (Treg): nTreg und iTreg

Treg werden Uber ihre suppressive Aktivitat auf Immunantworten definiert (Abb. 1).
Sie kontrollieren die Aktivierung, Proliferation und Funktion von autoreaktiven und
,fremdreaktiven® peripheren T-Zellen. Durch ihre suppressive Wirkung auf T-
Effektorzellen schiitzen Treg den Organismus vor verschiedenen Krankheiten, wie
Allergien und Autoimmunerkrankungen; sie sind zustandig fur die Aufrechterhaltung
der Selbsttoleranz (Sakaguchi et al., 1995; Akbari et al., 2003), beenden friihzeitig
Immunantworten zur Verhinderung von Gewebeschéden und sind verantwortlich far
die Tolerierung des Foten wahrend der Schwangerschaft (Zenclussen, 2006) und
von Organtransplantaten (Chai et al., 2005). Allerdings kann erhdhte Treg-Aktivitat
der Eliminierung von Erregern wahrend einer Infektion (Mendez et al., 2004) und der
Bekampfung von Tumoren (Curiel et al., 2004) entgegenwirken.
Treg sind CD4'CD25" T-Zellen und unterteilen sich in sog. natirlich vorkommende
(nTreg) und induzierbare (iTreg) Subpopulationen. nTreg reifen im Thymus und
machen 5-10% der peripheren CD4" T-Zellen aus (Sakaguchi et al., 1995). nTreg
verlassen den Thymus als funktionell aktive und differenzierte Suppressor-T-Zellen
(Itoh et al., 1999; Seddon und Mason, 2000), die bereits auf ihre immunsuppressive
Funktion spezialisiert sind, bevor sie mit einem spezifischen Antigen in Kontakt
kommen (Shevach, 2002; Sakaguchi, 2004).
Im Maussystem ist der zur Forkhead-Familie gehdrende Transkriptionsfaktor Foxp3
(forkhead box protein 3) der spezifische Treg-Marker (Ziegler, 2006). Im humanen
System wird Foxp3 auch nach TCR-Stimulation naiver T-Zellen exprimiert und ist
somit nicht fir Treg spezifisch, obwohl humane CD4'CD25'Foxp3® Zellen als
Suppressorzellen fungieren (Walker et al., 2003; Ziegler, 2007). Die Foxp3-Induktion
erfordert ein TCR-Signal, CD28-kostimulatorische Signale und die Expression eines
11
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hochaffinen IL-2-R, sowie Signale durch den IL-7- oder IL-15-R (Salomon et al.,
2000; Fontenot et al., 2005; Tai et al., 2005; Burchill et al., 2007; Malek, 2008; Vang
et al., 2008). IL-2- sowie IL-2-R-defiziente Mause zeigen, ebenso wie CD28-
defiziente (CD28"") Mause, eine verminderte nTreg-Zellzahl in der Peripherie.

Foxp3 ist fur die Entwicklung und Funktion von nTreg essentiell, was anhand Foxp3-
defizienter Mause (scurfy mice) belegt wurde (Fontenot et al., 2003; Hori et al.,
2003). Die Eliminierung von Foxp3, und somit Treg, fuhrt zu schweren
Autoimmunkrankheiten, wie Gastritis, Thyreoiditis oder systemischen Lupus
erythematodes (SLE) (Sakaguchi et al., 2008). Foxp3-defiziente Mause zeigen daher
einen durch Autoimmunitat gepragten Phanotyp, mit massiver Proliferation der
lymphatischen Zellen und damit verbundener Lymphadenopathie, Splenomegalie,
Hepatomegalie und frihzeitigem Tod im Alter von ungefdhr 3 Wochen (Scurfy-
Syndrom) (Brunkow et al., 2001). Menschen mit einem defekten Foxp3-Gen
entwickeln ein polyendokrines autoimmunes IPEX-Syndrom (immuno-dysregulation,
polyendocrinopathy, enterophathy, X-linked syndrome) (Wildin et al., 2001).

Treg verhalten sich in vitro anerg (Shevach et al., 2001, 2002), d.h. sie proliferieren
weder nach alleiniger TCR-Stimulation noch nach TCR+CD28-Kostimulation
(Dieckmann et al.,, 2001). Da sie kein eigenes IL-2 produzieren, sind Treg zur
Proliferation und Homoéostase auf exogenes IL-2 angewiesen (Fontenot et al., 2005;
Earle et al., 2005). Die Transkription des IL-2-Gens wird durch die
Transkriptionsfaktoren NFAT, AP-1 (activating protein-1) und NFxB (nuclear factor
xB) gesteuert, die Uber ihre spezifischen DNA-Motive an den IL-2-Promotor binden.
Auch flr Foxp3 existieren potentielle Bindungsstellen am IL-2-Promotor, die den
Bindungsmotiven von AP-1 sehr &hneln. Es wurde gezeigt, dass Foxp3 mit NFAT
interagiert und dieser Komplex scheint die IL-2-Transkription zu hemmen (Ho und
Crabtree, 2006).

Die Expression von CD4 und die konstitutive Expression von CD25 sind die
gebrauchlichsten Treg-Marker. Allerdings &hnelt dieser Phanotyp dem aktivierter T-
Zellen ohne suppressive Eigenschaften. Weitere Aktivierungsmarker von T-Zellen
sind ebenfalls auf Treg exprimiert. Dazu gehéren CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte
antigen-4), GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor-related
protein), CD62L, CD103, Ox40 und GARP (glycoprotein-A repetitions predominant),
sowie der IL-7-R (CD127) und die Tyrosinphosphatase CD45RB (CD45) (Sakaguchi,
2004). GITR unterstutzt als kostimulatorisches Molekul die Proliferation von nTreg
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(McHugh et al., 2002; Shimizu et al., 2002) und CTLA-4 spielt eine wichtige Rolle bei
der Suppressorfunktion (Sakaguchi et al., 2009). Der homing Rezeptor CD62L
ermdglicht T-Lymphozyten das Eintreten in die Lymphknoten. Ermann et al. (2005)
zeigten, dass CD62L" Treg, im Gegensatz zu CD62L" Treg, vor akuter GVHD (graft
versus host disease) schiutzen konnen. CD103, ein oE-Integrin, spielt eine
wesentliche Rolle fur den Verbleib eingewanderter Zellen im Gewebe. Treg
exprimieren CD103 und werden durch die Interaktion mit Epithelzellen im
Entzindungsherd fixiert, so dass sie ihre Suppressorfunktion erfillen kénnen
(Lehmann et al., 2002; Sharma et al., 2009). Uber den IL-7-R vermittelte Signale
fordern das Uberleben von Treg (Foxwell et al., 1995; Bayer et al., 2008). Ebenso
vermogen dies OX40-Signale, diese verringern jedoch die Suppressoraktivitat der
Treg (Takeda et al., 2004; Croft et al.,, 2009). Fur CD45RB wurde gezeigt, dass
nTreg mit hoher Suppressorkapazitdit eine schwache CD45RB-Expression
aufweisen. Neben T-Zellen konnen auch B-Zellen in ihrer Proliferation,
Immunglobulin-Produktion und im Isotyp-Klassenwechsel durch Treg gehemmt
werden (Nakamura et al., 2004; Lim et al., 2005). Zudem supprimieren nTreg die
zytotoxische Funktion von NK- und NKT-Zellen sowie die Reifung und Funktion von
DC (Azuma et al., 2003; Misra et al., 2004; Ghiringhelli et al., 2006).

Hinsichtlich der Treg-vermittelten Suppression gibt es mehrere Mechanismen/
Hypothesen. Es ist bekannt, dass nTreg rdumliche Nahe zu den Effektorzellen
brauchen, um diese supprimieren zu kdénnen. Trennung der nTreg von den T-
Effektorzellen durch eine semipermeable Membran in Transwell-Experimenten hebt
die Treg-vermittelte Suppression auf (Takahashi et al., 1998; Thornton und Shevach,
1998). Bei Zell-Zell-Kontakt kdnnte Uber Freilassung von Perforinen und Granzymen
eine direkte Zytotoxizitat auf die Effektorzellen ausgetbt werden (Cao et al., 2007).
Zell-Zell-Kontakt ist auch bei der Suppression von DC erforderlich. Diese
produzieren, nach Bindung an CTLA-4-exprimierende Treg das Enzym Indolamin-
2,3-Dioxygenase (IDO). IDO Kkatalysiert den Umbau von freiem Tryptophan zu
Kynurenin, welches auf T-Effektorzellen toxisch wirkt (Fallarino et al., 2006). CTLA-4
auf Treg reguliert zudem die CD80/CD86-Expression auf DC. In Studien mit CTLA-4-
defizienten Mausen wurde gezeigt, dass Treg mittels CTLA-4 die Expression von
CD80 und CD86 auf unreifen DC hemmen und deren Herunterregulation auf reifen
DC induzieren. Durch das Fehlen optimaler Kostimulation durch DC wird die

Aktivierung von T-Zellen somit verhindert (Schneider et al., 2005; Sakaguchi et al.,
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2009). Treg konnen den Kontakt zwischen Effektorzellen und DC zudem inhibieren,
indem sie antigenabhéngig Komplexe mit DC bilden, wobei der Kontakt zwischen
Treg und DC Uber LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1) vermittelt wird.
Ein anderer Suppressionsmechanismus ist, dass Treg cAMP (cyclic adenosin-mono-
phosphate) tber Zell-Zell-Kanéle, die sog. gap junctions, direkt in die Effektorzellen
transferieren und damit die Synthese von IL-2 in den Zellen hemmen (Bopp et al.,
2007). Effektorzellen kénnen auch direkt Uber Protein-Protein-Interaktionen inhibiert
werden, etwa Uber das auf aktivierten nTreg exprimierte Protein GARP, das uber
Interaktion mit anderen Rezeptoren durch noch ungeklarte Mechanismen eine
Suppressorfunktion vermittelt (Battaglia und Roncarolo, 2009; Tran et al., 2009;
Wang et al., 2009).

Bei der Zellkontakt-unabhangigen Treg-vermittelten Suppression spielen
verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren eine wichtige Rolle. IL-2 ist flr die
Generierung, Homdostase und Aktivierung von Treg erforderlich. Aufgrund der
hohen konstitutiven Expression der IL-2-Ra-Kette (CD25) binden Treg viel IL-2, so
dass es fur die optimale Aktivierung von T-Effektorzellen nicht zur Verfuigung steht
(de la Rosa et al., 2004). In vivo (Annacker et al., 2001), aber nicht in vitro (Shevach
et al., 2006), tibernehmen auch die antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und TGFj
(transforming growth factor beta) eine wichtige Funktion in der Treg-vermittelten
Suppression. In Allergie- und Asthma-Modellen sind IL-10 und TGFp fur die Treg-
vermittelte Suppression essentiell (Hawrylowicz et al., 2005; Joetham et al., 2007). In
Mausen, die mit monoklonalen Antikbrpern gegen IL-10 und TGFB behandelt
wurden, sind Treg nicht in der Lage, entsprechende Entziindungen zu kontrollieren
(Annacker et al., 2001; Nakamura et al., 2004). Bei UV-induzierter Karziogenese ist
die IL-10-Produktion der Treg eine wichtige Komponente, durch die die
Tumorabwehr blockiert wird (Loser et al., 2007).

TGFB"' Mause entwickeln, &ahnlich zu Foxp3"' Mausen, Autoimmunerkrankungen
(Huber et al., 2004). Treg sekretieren TGFB oder exprimieren membrangebundenes
TGFp. Bei Stimulation tber APC wird TGFp nur in geringen Mengen sekretiert und
hauptsachlich membrangebundenes TGF( gebildet (Nakamura et al., 2001). Bei
Stimulation von Treg mit TCR/CD3-Ak wird TGFp sekretiert und membranstandig
exprimiert, wobei die Suppression durch membrangebundenes TGFf in Zell-Zell-
Kontakt-abh&ngiger Weise vermittelt wird (Nakamura et al., 2001, 2004). Keiner der

erwahnten Mechanismen scheint allein fir die supprimierende Wirkung der Treg
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verantwortlich zu sein, sondern die verschiedenen Suppressionsmechanismen
wirken wahrscheinlich synergistisch.

Stimulation peripherer naiver CD4*CD25 T-Zellen in vitro mittels CD3+CD28-Ak oder
in vivo mittels MHCII-prasentierter Antigene fuhrt in Anwesenheit von TGFB1 zur
Differenzierung von iTreg (Chen et al., 2003; Kretschmer et al., 2005; Liang et al.,
2005). Diese sind im ausdifferenzierten Stadium phanotypisch und funktionell von
nTreg nicht zu unterscheiden, d.h. sie exprimieren CD25, CTLA-4, GITR und Foxp3,
zeigen Suppressoraktivitdt und verhalten sich anerg. Adoptiver Transfer in vitro
generierter iTreg im Mausmodell hat gezeigt, dass iTreg effektiv die Pathogenese
verschiedener inflammatorischer Krankheiten unterdriicken kénnen.

Fir die aktive Transkription von Foxp3 werden TGFp1-, TCR- und CD28-
kostimulatorische Signale sowie Zytokin-Rezeptor-vermittelte Signale bendtigt (Abb.
2). Nach TCR-Stimulation humaner T-Zellen binden die Transkriptionsfaktoren NFAT
und AP1 an den Foxp3-Promotor (Mantel et al., 2006). Fiur murine T-Zellen wurde
zudem die Bindung der Transkriptionsfaktoren CREB (cyclic-AMP-responsive-
element-binding-protein) und ATF (activating transcription factor) an den enhancer
des Foxp3-Gens nachgewiesen (Kim und Leonard, 2007). Mause defizient fur
Proteinkinase CO (PKC6) oder Calcineurin AB, beide Proteine aktivieren NFAT,
zeigen eine drastisch reduzierte Treg-Zellzahl (Gupta et al., 2008). Da PKC6 den
Foxp3-Promotor aktiviert, wird vermutet, dass PKCO iiber den Ca?*-Calcineurin-
NFAT-Signalweg die Foxp3-Expression verstarkt und somit die iTreg-Differenzierung
fordert (Huehn et al, 2009). Ferner inhibieren hohe Konzentrationen des Calcineurin-
Inhibitors Cyclosporin A die iTreg-Induktion und deren Funktion im humanen und
murinen System, wahrend niedrige Cyclosporin A-Konzentrationen die iTreg-
Differenzierung bei Patienten mit atopischem Ekzem férdern. Auch eine suboptimale
TCR-Stimulation in vitro oder in vivo fordert die iTreg-Differenzierung im Gegensatz
zu starken TCR-Signalen. Somit sind die Dauer und Starke des TCR-Signals
ausschlaggebende Faktoren fur die Foxp3-Expression und iTreg-Differenzierung
(Kretschmer et al., 2005; Kim und Rudensky, 2006).

Zusatzlich zur TCR-Stimulation sind CD28-kostimulatorische Signale fur die Foxp3-
Expression in nTreg und iTreg wichtig. CD28-Kostimulation TCR-aktivierter
Thymozyten ist fur die Foxp3-Expression und nTreg-Differenzierung erforderlich (Tai
et al.,, 2005). Dagegen mindert Kostimulation naiver peripherer T-Zellen in vivo
(Benson et al.,, 2007) oder ein zu starkes TCR/CD28-Signal in vitro die
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Differenzierung zu iTreg (Gabrysova et al., 2011). Somit scheint CD28-Kostimulation
fur die Differenzierung von nTreg und iTreg im unterschiedlichen Ausmalfi notwendig
zu sein. Die Foxp3-Expression ist auch abhéngig vom verwendeten T-Zelltyp
(Thymozyten, naive periphere T-Zellen) oder Versuchsaufbau und viele Analysen
zeigen, dass der PISK/PKB/mTOR-Signalweg der Foxp3-Expression in peripheren
naiven T-Zellen entgegenwirkt (Sauer et al., 2008; Haxhinasto et al., 2008).

TCR CD28 IL2-R TGFp-R

HEAT -—-\’* =
- AP1

Abb. 2: Schematische Darstellung der multiplen Signalwege, die fir die Foxp3-Expression
bendtigt werden. Fir die aktive Transkription von Foxp3 werden TGFB1l-, TCR- und CD28-
kostimulatorische Signale sowie IL-2-Rezeptor-vermittelte Signale benétigt. Diese fihren zur
Aktivierung und nukledren Lokalisation der Transkriptionsfaktoren CREB, ATF, NFAT, AP-1, STATS5,
TIEG1 und des Smad-Komplexes und gemeinsam regulieren sie die Foxp3-Expression (Abb.
verandert nach Huehn et al., 2009).

Auch Zytokin-vermittelte Signale sind fiir die Foxp3-Expression essentiell. Mause
defizient flr die Zytokin-Rezeptor-y.-Kette, welche u.a. Bestandteil des IL-2-R ist,
generieren keine Treg. Bindung von IL-2 an den IL-2-R flhrt Gber Phosphorylierung
von JAK1 und JAK3 zur STAT5-Aktivierung. STAT5 bindet an den Foxp3-Promotor
und ist fur die Foxp3-Expression erforderlich. STAT5” Méause zeigen daher eine

stark reduzierte und JAK3” Mause Uberhaupt keine Foxp3-Expression. IL-27, IL-2-
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Ra” und IL-2-RB” Méause bilden ebenfalls keine Treg (Mayack und Berg, 2006; Yao
et al., 2007).

Neben IL-2 spielt TGFB1 eine wichtige Rolle fur die iTreg-Differenzierung, obwohl die
Notwendigkeit von TGFB1 fur die nTreg-Differenzierung im Thymus umstritten ist.
iTreg und nTreg benétigen TGFR1 fur die Aufrechterhaltung ihres Phanotyps und fur
ihre Homoostase. In Abwesenheit von TGFB1 behalten in vitro und in vivo nur wenige
nTreg und iTreg einen CD4'CD25'Foxp3'GITR" Phéanotyp, die meisten verlieren
diesen nach 2-4 Tagen (Selvaraj und Geiger, 2007; Floess et al., 2007). Der durch
TGFB1 induzierte Transkriptionsfaktor TIEG1 (TGFg-inducible early gene 1) bindet
an den Foxp3-Promotor und reguliert zusammen mit der Ubiquitin-Ligase ITCH (itchy
E3 ubiquitin protein ligase homologue) die Foxp3-Expression (Venuprasad et al.,
2008). Auch der durch TGFB1 aktivierte Transkriptionsfaktor Smad3 (mothers against
decapentalegic homologue 3) bindet an den Foxp3-Promotor sowie -Enhancer,
interagiert mit NFAT und kontrolliert somit die Foxp3-Expression (Tone et al., 2008).
Retinsaure, ein Vitamin A-Metabolit, fordert im Zusammenspiel mit TGFB1 die
Expression und Phosphorylierung von Smad3 in T-Zellen (Xiao et al., 2008).
Negative Regulatoren der iTreg-Differenzierung sind vor allem Thl-, Th2- und Th17-
spezifische Transkriptionsfaktoren. Die durch IL-4 induzierten Faktoren GATA3 und
STAT6 sowie IFN-y-induziertes IRF1 (interferon-regulatory factor 1) inhibieren die
Foxp3-Transkription (Mantel et al., 2007; Fragale et al., 2008; Takaki et al., 2008).
Durch IL-6 aktiviertes STAT3 ist ebenfalls ein negativer Regulator der Foxp3-
Expression. Ob die STAT-vermittelte reduzierte Foxp3-Transkription direkt oder
indirekt ablauft, ist unklar. Obwohl viele Daten darauf hinweisen, dass eine genau
geregelte Balance zwischen TCR-, CD28- und Zytokin-vermittelten Signalen fur die
Induktion der Foxp3-Expression erforderlich ist, ist noch wenig dartber bekannt, wie

die Foxp3-Transkription auf molekularer Ebene ablauft.

1.1.1.4 Thil7-Zellen

In Anwesenheit von IL-6, z.B. im Rahmen einer Entziindungsreaktion, wird die durch
TCR/CD28-Stimulation plus TGFpB-Signale hervorgerufene Foxp3-Expression und
somit die iTreg-Induktion inhibiert. Stattdessen wird die RORyt (retinoic acid receptor-

related orphan receptor j) -Expression und die Differenzierung zu inflammatorischen
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Thl7-Zellen gefordert (Weaver et al., 2006; Bettelli et al., 2006; Veldhoen et al.,
2006; Veldhoen und Stockinger, 2006). Th17-Zellen produzieren IL-17A, IL-17F, IL-
21, IL-22, IL-6 und TNF-a (Langrish et al., 2005). Dabei induziert das pleiotrope
Zytokin IL-17 v. a. die proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-o und vermittelt
Uber diese Entzindungsreaktionen im Gewebe (Moseley et al., 2003; Kolls und
Linden, 2004). IL-6-Signale fordern die Expression des Chemokinrezeptors CCR6
auf Th17-Zellen, welcher das Einwandern der entziindungsfordernden Th17-Zellen in
den Infektionsherd reguliert (Singh et al., 2008; Yamazaki et al., 2008; Wang et al.,
2009). Andererseits sind Thl7-Zellen bei der Bekdmpfung von Bakterien durch
Rekrutierung und Aktivierung von Neutrophilen und Makrophagen (Ye et al., 2001)
forderlich. Th17-Zellen spielen bei vielen Autoimmunerkrankungen, wie dem SLE,
der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) und der Kollagen-
induzierten Arthritis (CIA), den Mausmodellen fur Multiple Sklerose und rheumatoider
Arthritis, eine wichtige Rolle (Wong et al., 2000; Tzartos et al., 2008). Bis zur
Entdeckung der Th17-Zellen, wurden diese Erkrankungen primar der Funktion von
Thl-Zellen zugeschrieben. Neben Thl7-Zellen wurde IL-17-Produktion auch in y3-
Th-Zellen, CD8" Gedéachtniszellen, Eosinophilen, Neutrophilen und Monozyten
nachgewiesen (Shin et al., 1999; Molet et al., 2001; Ferretti et al., 2003; Zhou et al.,
2005; Lockhart et al., 2006).

Fur die Induktion der Th17-Differenzierung ist ein Zusammenspiel von IL-6- und
TGFB1-Signalen (Mangan et al., 2006) oder auch von IL-21 und TGFB1 erforderlich
(Korn et al., 2007) (Abb. 3). Die IL-21-Expression wird durch IL-6/STAT3 gefordert,
ist jedoch nicht von RORyt abhéangig (Zhou et al., 2007). Somit kénnte von Th17-
Zellen produziertes IL-21 zur Autoamplifikation der Th17-Zellen fuhren.

IL-6 wird von DC, Makrophagen, Mastzellen und aktivierten B- und T-Zellen
sezerniert. IL-6 bindet an den IL-6-R, der aus der TGFpB-induzierten IL-6-bindenden
(IL-6-Ra, CD126) und der konstitutiv exprimierten signalibertragenden Untereinheit
gpl30 besteht. IL-6-R-Signale werden uber JAK1, JAK2, Tyk2 und STAT3
weitergeleitet und fliihren zur Expression der Trankriptionsfaktoren RORa und RORyt
(lvanov et al., 2006; Yang et al., 2008), die zur IL-17-Transkription beitragen. Neben
IL-6 aktivieren auch IL-21 und IL-23 STAT3. STAT3 und RORyt induzieren auch die
Expression des IL-23-R. IL-23 allein kann jedoch keine Thl7-Zellen induzieren,
unterstitzt vielmehr die Reifung, Stabilisierung und das Uberleben der Th17-Zellen

(Parham et al., 2002; Veldhoen et al., 2006). Die Aktivitat von RORyt wird durch
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Foxp3 negativ beeinflusst, welcher RORyt bindet und so die IL-17-Transkription
verhindert (Zhou et al., 2008; Zhang et al., 2008). In Anwesenheit von IL-6 oder IL-21
wird diese inhibitorische Interaktion aufgehoben.

-—
IL27-R
IFN4-R  IL2-R IL4-R TGFp-R IL-1-R IL6-R IL21-R  ILZ23-R 4

Zytoplasma

5\1» =

Zellkern

Abb. 3: Essentielle Zytokin-Signale und Transkriptionsfaktoren fur die Regulation der Th17-
Differenzierung. Die durch IL-6 oder IL-21 und TGFB1 vermittelte Expression und Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren STAT3, IRF4 und RORyt regulieren die IL-17-Transkription. Foxp3 sowie die
durch Zytokin-Rezeptoren aktivierten Transkriptionsfaktoren STAT1, STAT5 und STAT6 inhibieren die
Th17-Differenzierung. Die IL-23-Rezeptor-Expression unterstitzt die Reifung und terminale
Differenzierung der Th17-Zellen (Abb. verandert nach Adamson et al., 2009; Hwang, 2010).

Ein weiterer wichtiger Faktor fur die Thl7-Differenzierung ist IRF4 (interferon
regulatory factor 4), welcher mit RORyt kooperiert. IRF4-defiziente Mause zeigen
keine Th17-Antwort bzw. es findet keine Polarisierung zu Th17-Zellen statt und die
Mause erkranken nicht an EAE (Brustle et al., 2007). Die Uberexpression von RORyt
in IRF4-defizienten T-Zellen reicht nicht aus, Thl7-Zellen zu induzieren, was darauf
hindeutet, dass RORyt und IRF4 die Th17-Differenzierung gemeinsam regulieren.

IL-2/STAT5 und IL-6/STATS3 regulieren die Differenzierung naiver T-Zellen in Treg-
und Thl7-Zellen daher in reziproker Weise (Harris et al.,, 2007; Laurence et al.,
2007). Durch IL-27 und IFN-y aktiviertes STAT1 inhibiert die Th17-Differenzierung
(Batten et al., 2006; Cruz et al., 2006; Stumhofer et al., 2006). Obwohl IL-6 die
Aktivierung von STAT3 und STAT1 induziert, wird in Thl7-Zellen die STATS-

Aktivierung aufrechterhalten und die STAT1-Aktivierung unterdrickt (Kimura et al.,
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2007). IL-2 hemmt Uber STAT5 und IL-4 Uber STAT6 die Th-17-Differenzierung
(Laurence et al., 2007). Somit kdnnen Mitglieder der STAT-Familie, aktiviert Uber
verschiedene Zytokine, die Thl7-Entwicklung positiv oder negativ beeinflussen
(Adamson et al., 2009).

1.2 Transforming Growth Factor-g (TGFB) im Immun-

system

TGFB wurde aufgrund der Fahigkeit, Fibroblasten der Niere zum Wachstum zu
stimulieren, 1981 zum ersten Mal beschrieben (Roberts et al., 1981). Das Zytokin
gehort zur TGFB-Superfamilie, die heute mehr als 40 verschiedene
Wachstumsfaktoren umfasst, u.a. die Inhibine, Aktivine, bone morphogenetic
proteins (BMP) und Wachstums-Differenzierungs-Faktoren, wie Myostatin, Lefty
(left-right determination factors) oder die Millarian-inhibiting substance (MIS) (Chang
et al, 2002). In Saugetieren wurden drei verschiedene TGFB-Isoformen identifiziert
(TGFB1, TGFB2, TGFB3), wobei TGFB1 die vorherrschende Form im Immunsystem
ist (Li et al., 2006).

TGFB1 ist ein regulatorisches Zytokin, welches von Immunzellen sowie
nichthamatopoetischen Zellen sezerniert wird. Es spielt eine wichtige Rolle bei vielen
physiologischen und pathologischen Prozessen, inklusive der Embryogenese,
Karzinogenese, Zellreifung und -differenzierung, der Wundheilung und
Immunregulation (Blobe et al., 2000). Die Hauptfunktion von TGFpB1 ist es, durch
Hemmung der Proliferation, Differenzierung und der Effektorfunktionen von
Immunzellen die periphere T-Zelltoleranz und Homdostase des Immunsystems
aufrecht zu erhalten. TGFB1 wirkt auch proinflammatorisch, indem es Neutrophile
aktiviert und somit Entziindungen vermittelt. Interessanterweise fuhrt TGFB1 in
Abhéangigkeit des Zytokinmilieus, wie zuvor dargestellt, sowohl zur Differenzierung
antiinflammatorischer Treg-Zellen (Hori et al., 2003), als auch proinflammatorischer
Th17- und Th9-Zellen (Veldhoen et al., 2006, 2008; Dardalhon et al., 2008). TGFp1-
Dysfunktion trAgt daher zum Toleranzverlust gegeniber Selbstantigenen bei und
fuhrt zu Autoimmunerkrankungen (Kuruvilla et al., 1991; Racke et al.,, 1991).

Hinsichtlich der Kanzerogenese ist TGFB1 ein wirksamer Inhibitor der
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Zellproliferation (Thomas und Massague, 2005) und agiert zunachst als
Tumorsuppressor. Jedoch werden die Zellen wahrend der Tumorgenese gegenuber
TGFB1 resistent und dadurch das Zellwachstum geférdert und die Immunabwehr
gemindert (Gorsch et al., 1992; Pollard et al., 2004; Teicher et al., 2007).

1.2.1 Der TGFB1-Signalweg

1211 Die TGFB1-Aktivierung

Der TGFB1-Signalweg wird bereits auf der Stufe der Liganden-Aktivierung reguliert
(Taylor, 2009). Im Golgi-Apparat wird vom inaktiven Pra-Pro-TGFp1-Vorlaufer-
molekul durch eine Furin-ahnliche Peptidase der N-Terminus entfernt, wodurch das
Pro-TGFB1 Molekiil entsteht (Abb. 4) (Gentry et al., 1988).

Y
TGFp Aktives
25 kDa Dimer TGFp

INicht—kovalente Bindung > sLC

Pro-TGFp-Protein
Pra- | Pro-TGFp-Vorlédufer — > | latency-associated protein (LAP) > LLC
75 kDa Dimer

I Disulfidbriicke

latent TGFp binding protein (LTBP)
160 kDa Monomer

J

Abb. 4: Latente TGFB-Komplexe. Latentes TGFp ist Bestandteil des SLC (small latent TGFg
complex) und des LLC (large latent TGF S complex). SLC besteht aus einem Pro-TGFp-Protein-Dimer,
welches durch proteolytische Spaltung (Furin) aus dem Pra-Pro-TGFp-Vorlaufer hervorgeht und
nicht-kovalent an aktives TGFB gebunden ist. LLC setzt sich aus dem SLC und einem LTBP-Molekl
(latent TGFA binding protein) zusammen (Abb. verandert nach Taylor, 2009).

Ein Pro-TGFB1-Dimer (75 kDa), das sog. Latency-associated protein (LAP), ist nicht-
kovalent an ein TGFB-Dimer (25 kDa) gebunden und zusammen bilden sie den
inaktiven TGFB-Vorlauferkomplex (SLC=small latent TGFS complex). LAP kann
zusatzlich Uber eine Disulfidbricke einen Komplex mit dem latent-TGF/-binding
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protein (LTBP) bilden, welches eine wichtige Rolle fur die Assoziation mit der
extrazellularen Matrix (ECM) spielt (Miyazono et al., 1991). Zusammen bilden LAP,
LTBP und das TGFB1-Dimer den LLC (large latent TGFS complex), welcher von den
Zellen sekretiert und weiter prozessiert wird, um aktives TGFB1 freizusetzen. Eine
Konformationséanderung von LAP oder Proteolyse von LAP bzw. von LTBP durch
Bindung des TGFp-Akivierungsproteins (TA) fihrt zur Freisetzung des aktiven TGF§-
Dimers, das an den TGFp-Rezeptor binden kann (Annes et al., 2003).

1.2.1.2 Der TGFB1-induzierte Smad-abhéangige Signalweg

Aktives TGFB1 bindet an einen tetrameren-Rezeptor-Komplex, der aus jeweils zwei
Typl- und Typll-TGFB-Rezeptoren (TGFBRI und TGFBRII) besteht (Abb. 5). Beide
Rezeptoren besitzen eine Serin/Threonin-Kinaseaktivitat, wobei TGFBRII diese zur
Liganden-abhangigen Phosphorylierung von TGFBRI und zur konstitutiv aktiven
Autophosphorylierung  nutzt. Der aktivierte TGFBRI  phosphoryliert  die
Transkriptionsfaktoren Smad2 und Smad3 (R-Smad=receptor-regulated-Smads) (Shi
und Massague, 2003; Massague und Gomis, 2006). Fur die Rekrutierung der
zytoplasmatischen R-Smads zum TGFBRI und ihre Phosphorylierung ist das Protein
SARA (smad anchor for receptor activation) notwendig. Phosphorylierung von
Smad2 und Smad3 bewirkt deren Freisetzung vom TGFBRI und von SARA
(Tsukazaki et al., 1998) und eine Heterodimerisierung oder -trimerisierung von
Smad2 und/oder Smad3 mit dem zytoplasmatischem Co-Smad (common mediator)
Smad4 (Zhang et al., 1996; Schmierer und Hill, 2007). Der aktivierte Smad-Komplex
wandert sodann in den Zellkern, wo durch Interaktion mit DNA-bindenden Proteinen
die Transkription der TGFp-Zielgene positiv oder negativ beeinflusst wird. Aktive
Smad-Komplexe binden selbst nur schwach an DNA. Eine hohere Affinitat wird durch
die Interaktion und funktionelle Kooperation mit DNA-assoziierten Transkriptions-
faktoren bzw. durch die Rekrutierung verschiedener Koaktivatoren (z.B. p300/CBP)
oder Korepressoren, wie TGIF, c-Ski oder SnoN erzielt (Massague und Gomis,
2006).

Die inhibitorischen Smad-Proteine (I-Smad) Smad7 und Smad6 hemmen den
TGFB1-Signalweg. Sie konkurrieren mit den R-Smads um die Bindung an den

aktivierten TGFBRI und verhindern damit deren Phosphorylierung (Hayashi et al.,
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1997; Imamura et al., 1997; Nakao et al., 1997). Die I-Smads werden bei Aktivierung
des TGFB1-Signalweges vermehrt transkribiert und Smad7 wird zum TGFBR1
rekrutiert (Itoh et al.,, 1998). Dies weist auf einen negativen Ruckkopplungs-
mechanismus hin. Andererseits kann Smad7 an DNA und nukleare Smad-Komplexe
binden und damit die Transkription verschiedener Gene verhindern (Zhang et al.,
2007).

TGFB RII

Abb. 5: TGFBl-induzierte Smad-abhéngige und Smad-unabhéanige Signalwege. Durch Bindung
von aktivem TGFB1 an den TGFBRII wird ein tetramerer Rezeptor-Komplex aus TGFBRI und TGFBRII
gebildet. Dabei wird der TGFBRII aktiviert und dieser phosphoryliert den TGFBRI. Der aktivierte
TGFBRI phosphoryliert die Transkriptionsfaktoren Smad2 und Smad3, die mit Smad4 einen Komplex
bilden, welcher in den Nukleus wandert. Dort interagieren die Smad-Komplexe mit Koaktivatoren (Co-
A) oder Korepressoren (Co-R), welche die Transkription der TGFB-Zielgene positiv oder negativ
beeinflussen. Der aktivierte TGFB-R-Komplex reguliert auch Smad-unabhangige Signalwege, wie die
p38-, ERK- und JNK-MAPKinase-Signalwege oder die GTPase RhoA und die Phosphatase PP2A.
JNK und ERK wiederum kdnnen den Smad-abhangigen Signalweg modulieren (Abb. verandert nach
Moustakas und Heldin, 2009).

Smad-Proteine werden zudem durch posttranskriptionelle Modifikationen, wie
Ubiquitinierung (Lo und Massague, 1999), Sumoylierung (Lin et al., 2003),
Acetylierung (Gronroos et al.,, 2002) und Phosphorylierung reguliert. Die ES3-
Ubiquitinligasen Smurfl und Smurf2 (smad-ubiquitination-regulatory factor 1/2),

ubiquitinieren u.a. die R-Smads, was zu deren proteosomaler Degradation flhrt
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(Arora und Warrior, 2001). Smad7 interagiert ebenfalls mit Smurfl/2 und vermittelt
die Ubiquitinierung und Degradation des TGFBRI (Kavsak et al., 2000; Ebisawa et
al., 2001; Kowanetz et al., 2008).

1.2.1.3 TGFB-induzierte Smad-unabhéngige Signalwege

Der durch Ligandenbindung aktivierte TGFp-R-Komplex reguliert nicht nur Smad-
abhangige, sondern auch Smad-unabhangige Signalwege (Abb. 5). Durch bisher
unbekannte Mechanismen erfolgt bei TGFp-Stimulation eine rapide Aktivierung der
Ras-Erk1/2-, TAK-MKK4-JNK- (Engel et al., 1999), TAK-MKK3/6-p38- (Yu et al.,
2002) und Rho-Rac-Cdc42- sowie der PI3K/PKB-Signalkaskaden (Derynck und
Zhang, 2003).

Studien mit Smad4-defizienten Zellen oder transfizierten dominant-negativ-wirkenden
Smads zeigten, dass die Aktivierung des MAPK (mitogen-activated protein kinase)-
Sighalwegs Smad-unabhangig ist (Engel et al., 1999). In Zellen mit mutiertem
TGFBRI, d.h. mit defekter Smad-Aktivierung, wurde nach TGFp1-Stimulation p38-
MAPK-Aktivierung nachgewiesen (Yu et al., 2002). Eine schnelle Aktivierung von
Ras bei TGFB-Stimulation in Epithelzellen impliziert, dass Ras bei der TGF-
induzierten Erk-Aktivierung involviert ist (Yue und Mulder, 2000).

JNK- und p38-MAPK werden in Abhangigkeit von den Stimulationsbedingungen
durch verschiedene MAPKKK (MAPK kinase kinase) aktiviert. Dabei aktiviert der
TGFB-R-Komplex zunachst die TGFp-activated kinase 1 (TAK1), ein Mitglied der
MAPKKK-Familie (Yamaguchi et al., 1999), bzw. die Serin/Threonin-Kinase MEKK1
(MAP/Erk kinase kinase 1). Es wird vermutet, dass MEKK1 und TAK1 nach TGF-
Stimulation tber MKK4 (MAPK kinase 4) JNK und tber MKK3 und MKKG6 die p38-
MAPK aktivieren. TGFp-vermittelte Erk- und JNK-Aktivierung fuhrt zur Smad-
Phosphorylierung und reguliert somit die Smad-Aktivierung (de Caestecker et al.,
1998; Engel et al., 1999; Kretzschmar et al., 1999; Funaba et al., 2002). Der durch
TGFp aktivierte Ras/Erk-Signalweg fuhrt zur TGFB-Expression und verstarkt somit
die TGFB-Antwort bzw. induziert sekundare TGFp-Signale. Die Aktivierung der
MAPK-Signalwege bei TGFp-Stimulation konnte zudem die Transkription
verschiedener Gene beeinflussen, z.B. mittels Smad-interagierender Transkriptions-
faktoren, wie dem JNK-Substrat c-Jun oder dem p38-MAPK-Substrat ATF-2
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(activating transcription factor 2), wodurch ein Zusammenspiel zwischen TGFf-
induzierten Smad-Proteinen und den MAPK-Signalwegen ermdglicht wird
(Massague, 2000; Itoh et al., 2000; Moustakas et al., 2001).

Diese duale Moglichkeit der TGFB-vermittelten Smad- und MAPK-Aktivierung spielt
bei der TGFB-induzierten epithelialen und mesenchymalen Transdifferenzierung eine
wesentliche Rolle, die teilweise vom Erk- und/oder p38-Signalweg abhéngt (Zavadil
et al., 2001; Yu et al.,, 2002; Bakin et al., 2002). Obwohl das Zusammenspiel der
Smad- und MAPK-Signalwege oft férderlich ist, kdbnnen sich die Signalwege auch
negativ beeinflussen. So wird Smad6-gebundene TAK1 inaktiviert (Kimura et al.,
2000) und Smad7 kann die JNK-Aktivierung verlangern oder verstarken (Mazars et
al., 2001). Der Transkriptionsfaktor c-Jun inhibiert den Smad2-Signalweg durch
Assoziation mit verschiedenen Smad-Korepressoren (Pessah et al., 2002). Allerdings
ist zu erwahnen, dass diese Daten anhand transfizierter Zelllinien (Mv1lLu, MEF3T3,
Cos7, 293-Zellen) generiert wurden. Ob dies auch fir T-Zellen zutrifft, ist ungeklart,
weist aber darauf hin, dass die TGFp-vermittelte zellulare Immunantwort von der
Balance zwischen direkter Aktivierung der Smad- und MAPK-Signalwege abhangig
sein konnte.

Abhangig von der Zelllinie aktiviert TGFp auch Rho-GTPasen, einschliel3lich RhoA
(Ras homolog gene family, member A), Rac (Ras-related C3 botulinum toxin
substrate) und CDK1 (cyclin dependent kinase 1) (Bhowmick et al., 2001; Edlund et
al., 2002). Sie sind wichtige Regulatoren der Signaltransduktion und beeinflussen
verschiedenste Zellfunktionen, wie Zelladhasion, Migration, Umbau des Aktin-
zytoskeletts, Zellteilung, Endozytose und Onkogenese.

TGFB kann auch die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und damit downstream tber
PDK1 (phosphoinositide dependent kinase 1) die Proteinkinase B (PKB) aktivieren
(Bakin et al., 2000; Vinals und Pouyssegur, 2001). Hemmung der PI3K-Aktivitat
reduziert TGFB-vermittelte Smad2-Phosphorylierung und Transkription. TGFBRI-
Aktivierung fuhrt zudem zur Bindung der Serin/Threonin-Phosphatase 2A (PP2A) an
den Rezeptor (Griswold-Prenner et al. 1998). PP2A interagiert mit der p70S6-Kinase
(p70S6K), die eine Schlusselrolle bei der Transkriptionskontrolle und dem
Zellzyklusverlauf einnimmt (Petritsch et al., 2000). Die Interaktion mit PP2A fihrt zur
Dephosphorylierung und damit einer verminderten p70S6K-Aktivitdt, was zu einem
TGFB-vermittelten, Smad-unabhangigen Zellwachstumsstillstand in der G1-Phase

fuhrt.
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Der TGFpB-Signalweg hat zudem eine wichtige Funktion bei der Regulation der
Proteinstabilitat spezifischer Proteine, z.B verstarkt er die Degradation des Smad-
Korepressors SnoN (Ski-related novel protein N) (Kavsak et al., 2000; Ebisawa et al.,
2001) und des TGFBRI (Stroschein et al., 2001; Wan et al., 2001; Lee et al., 2003).
Fur die TGFB-induzierte proteosomale SnoN-Degradation binden Smad2 oder
Smad3 und die Smad-spezifische E3-Ubiquitin-Proteinligase Smurf2 an SnoN. Es ist
noch unklar, ob auch andere Smad-interagierende Proteine der TGFB-induzierten
Degradation zugefuhrt werden.

TGFB1 reguliert zudem den Zellzyklus. Antimitotische Signale werden in der Zelle
Uber die Hemmung der Zyklin-abh&ngigen Kinasen, den CDKs (cyclin-dependent
kinase) vermittelt (Hannon et al., 1994; Reynisdottir et al., 1995). Nach TGF-

Stimulation werden vermehrt die CDK-Inhibitoren (CKI) p15™“®

(cyclin-dependent
kinase 4 inhibitor B), p21“"* (cyclin dependent kinase (CDK)-interacting protein 1)
oder p27XP! (kinase inhibitor protein 1) exprimiert (Datto et al., 1995), wodurch die
Aktivitat der CDKs und somit die Progression des Zellzyklus unterbunden wird. Eine
weitere Folge der gesteigerten Expression der CKlis ist, dass das hypo-
phosphorylierte und damit aktive Tumorsuppressor-Protein Retinoblastom (Rb) im
Zellkern akkumuliert und die Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie inhibiert,
wodurch der Eintritt der Zellen in die S-Phase verhindert wird (Hanahan und
Weinberg, 2000; Moustakas et al.,, 2002; Das et al.,, 2005). Die durch TGFf
aktivierten Smad2/3/4-Komplexe inhibieren auch die Transkription des c-myc Gens
(Chen et al.,, 2001), das in vielen Karzinomen mutiert und hyperaktiv ist (Dang,
1999). Es ist darauf hinzuweisen, dass die dargestellte TGFp1-Signalgebung
vornehmlich in Epithelzellen und Zelllinien aufgeklart wurde. Uber die
Signaltransduktion von TGFB1 in T-Zellen und insbesondere tber die Interaktion des

TGFB1-Signalwegs mit TCR/CD28-induzierten Signalwegen ist wenig bekannt.

1.3 Proteinkinase B (PKB/Akt)

Proteinkinase B (PKB/Akt) ist eine 60 kDa grol3e Serin/Threonin-Kinase. PKB wurde
als retrovirales Onkogen im murinen Leukadmie Virus AKT8, bzw. basierend auf den
Homologien zur Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase C (PKC) entdeckt
(Bellacosa et al., 1991; Coffer und Woodgett, 1991; Jones et al., 1991).

26



Einleitung

Thr308 Serd73
| |
PH-Doméne Linker Katalytische Doméne Regulatorische Doméne

mit hydrophobem Motiv

Abb. 6: Doméanen-Struktur der PKBa/Aktl. PKBa besteht aus der N-terminalen PH-Doméne, der
katalytischen Domane und der C-terminalen regulatorischen Doméane. Phosphorylierung an Thr308
und Ser473 ist fur die volle Aktivierung von PKBa essentiell (Abb. verandert nach Liao und Hung,
2010).

Im Genom der Saugetiere, lokalisiert auf den Chromosomen (human) 14932, 19913
und 1944, wurden drei Gene identifiziert, die fur drei Formen der Kinase kodieren:
PKBo/Aktl, PKBB/Akt2 und PKBy/Akt3 (Datta et al., 1999). Alle drei Kinasen
besitzen eine N-terminale Pleckstrin-Homologie (PH)-Domane, eine zentrale
katalytische Domane sowie eine C-terminale regulatorische Domane (Abb. 6). Die
regulatorische  Kinase-Doméne enthalt ein hydrophobes Motiv, welches
charakteristisch fur AGC-Kinasen ist, zu denen auch PKA, PKG und PKC gehoéren.
Die AGC-Kinasen spielen eine wichtige Rolle bei der Proteinsynthese, Proliferation,
dem Zellwachstum, Uberleben und der Apoptose. Im Weiteren wird speziell auf
PKBo/Aktl eingegangen, da in dieser Arbeit die Funktion der PKBa untersucht

wurde.

1.3.1 Aktivierung der PKB

Die Aktivierung zytoplasmatischer PKB erfolgt in mehreren Schritten, wobei die
Rekrutierung an die Zellmembran sowie Phosphorylierungen eine Rolle spielen (Abb.
7). Bei der Aktivierung von PKB spielt PI3K eine entscheidende Rolle, welche sich
aus der katalytischen Untereinheit p110 und der regulatorischen Untereinheit p85
zusammensetzt. PISK wird u.a. nach TCR- oder BCR-Ligation, CD28-Kostimulation
oder durch GPCRs (G-protein coupled receptor) aktiviert (Wymann et al., 2003).
Aktive PI3K phosphoryliert das in der Zellmembran verankerte Phospholipid
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat  (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-tris-
phosphat (PIP3). Das als second messenger agierende PIP3 rekrutiert PKB und
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andere Signalmolekule, die tber ihre PH-Domane an PIP3 binden kdnnen, an die
Zellmembran (James et al., 1996). Eine damit verbundene Konformationséanderung
der PKB erlaubt die Phosphorylierung an Thr308 in der katalytischen Doméane sowie
an Ser473 in der regulatorischen Domane und fuhrt zur vollen Aktivierung der PKB
(Alessi et al., 1996; Franke et al., 1997).

TCR

Substrate

@ Rapamy[:l
! s

. mTORC1 _.. Thr229 .
T @-.g

Abb. 7: Der PISK/PKB/mTOR-Signalweg. Aktivierte PI3K setzt durch Phosphorylierung PIP2 zu PIP3
um. PIP3 rekrutiert PKB Uber deren PH-Doméane an die Zellmembran, wodurch PKB fir PDK1
zuganglich wird. PDK1 aktiviert PKB durch Phosphorylierung an Thr308. PKB-vermittelte
Phosphorylierung und Inaktivierung des TSC1/2-Komplexes fihrt zur Rheb-vermittelten mTORC1-
Aktivierung. Der mTORC1-Komplex phosphoryliert zusammen mit PDK1 die p70S6K, die ribosomales
S6 Protein und damit die Proteinsynthese aktiviert. Der durch den TSC1/2-Komplex aktivierte
MTORC2-Komplex phosphoryliert PKB an Ser473 und fuhrt zur vollen Aktivierung der PKB. p70S6K
inhibiert den mMTORC2-Komplex und Rapamycin inhibiert mTORC1, aber nicht mTORC2 (Abb.
verandert nach Manning und Cantley et al., 2007).

PDK1 (Phosphoinositide-dependent kinase-1), die Uber ihre PH-Doméane und PIP3-
Bindung ebenfalls an die Membran rekrutiert wird, phosphoryliert membranstandige
PKB an Thr308 (Andjelkovic et al., 1997; Anderson et al., 1998). Die Mechanismen,
die zur Ser473-Phosphorylierung und damit zur vollen PKB-Aktivierung fuhren, sind
nicht endgultig geklart. Neueren Studien zufolge erfolgt diese durch den mTOR-
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Komplex 2 (ImMTORC2) (Hresko und Mueckler, 2005; Sarbassov et al., 2005). An der
Zellmembran aktivierte PKB wandert in das Zytoplasma und den Zellkern, wo die
Kinase zahlreiche Substrate phosphoryliert und dartber u.a. das Zelluberleben, die
Proliferation, den Zellzyklus und die Proteinbiosynthese reguliert (siehe 1.3.2).

Die Serin/Threonin-Kinase mTOR (mammalian target of rapamycin) bildet zwei
funktionell unterschiedliche Multiprotein-Komplexe, mTORC1 (mTOR-Komplex 1)
und mMTORC2. mTORC1 besteht aus mTOR, mLST8/GBL (mammalian lethal with
sec 13 protein 8/G-protein S-subunit like protein), PRAS40 (proline-rich Akt substrate
40kDa), Deptor (DEP-domain containing mTOR-interacting protein) und dem
Rapamycin-sensitiven Gerustprotein Raptor (regulatory associated protein of
MTOR). Deptor und PRAS40 wurden als Negativregulatoren von mTORC1
beschrieben (Sancak et al., 2007; Vander Haar et al., 2007; Peterson et al., 2009).
MTORC2 besteht aus den Proteinen mTOR, mLST8/GBL, Deptor, mSIN1
(mammalian stress-activated-protein-kinase-interacting protein 1) sowie Rictor
(rapamycin-insensitive companion of mTOR), welches durch Rapamycin nicht
gehemmt wird (Laplante und Sabatini, 2009). mLST8/GBL stabilisiert mTOR und
reguliert dadurch dessen Aktivitat. Es gibt Hinweise, dass sich Rictor und mSIN1
gegenseitig stabilisieren und damit die strukturelle Basis von mTORC2 bilden (Frias
et al., 2006; Jacinto et al., 2006).

MTORC1 wird durch die GTP-gebundene aktive GTPase Rheb (Ras homolog
enriched in brain) aktiviert. Dabei férdert TSC2 (tuberous sclerosis protein 2) die
Rheb-eigene GTPase-Aktivitat und fuhrt zur Bildung der GDP-gebundenen inaktiven
Form, wodurch mTORC1 im inaktiven Zustand verharrt. Die PKB-vermittelte
Phosporylierung von TSC2 an Thrl462 (Manning et.al 2002) verringert dessen
Fahigkeit als GTPase-aktivierendes Protein (GAP) zu wirken. Somit akkumuliert
durch die Inaktivierung von TSC2 via PKB aktives Rheb und mTORC1 wird aktiviert.
MTORC1 phosphoryliert im weiteren Verlauf der Signalkaskade die p70S6K, die
wiederum das ribosomale Protein S6 aktiviert und damit die Proteinbiosynthese
fordert.

Kirzlich wurde gezeigt, dass der TSC1/2-Komplex auch mTORC2 aktiviert, wodurch
dieser PKB an Ser473 vermehrt phosphoryliert, was wiederum zu einer verstarkten
MTORC1-Aktivitat fihrt. Andererseits hemmt die durch mTORCL1 aktivierte p70S6K
die Funktion von mTORC2 und damit die volle Aktivierung der PKB (Huang und
Manning, 2009; Chen et al., 2010; Foster und Fingar, 2010).
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Neben der Aktivierung ist fir eine ausgewogene Regulation des PKB-Signalwegs die
Inhibition von PKB wichtig. Die Aktivitat von PKB wird Uber die PI3K-Aktivitat
gesteuert, welche durch die pharmakologischen Inhibitoren LY294002 und
Wortmannin gehemmt werden kann. Weiterhin wird PKB durch die Phosphatasen
PP2A und PHLPP (PH domain and leucine rich repeat protein phosphatases) an
Thr308 sowie Ser473 dephosphoryliert und damit inaktiviert (Gao et al., 2005; Kuo et
al., 2008; Tremblay und Giguere, 2008). Die Phosphatase PTEN (phosphatase and
tensin homologue localized on chromosome ten) dephosphoryliert PIP3, was die
Membranlokalisation und damit indirekt die Aktivierung der PKB verhindert
(Maehama und Dixon, 1998). Mutationen oder Verlust von PTEN sind somit mit einer

dauerhaften Aktivierung des PI3K/PKB-Signalwegs verbunden.

1.3.2 Substrate und Funktionen der PKB

PKB phosphoryliert Giber 100 Substrate und ist somit ein zentraler Regulator vieler
physiologischer Prozesse, inklusive Zellproliferation, Zelliberleben, Apoptose,
Differenzierung und Metabolismus. Eine Deregulation der PKB wurde vielfach in
verschiedenen Krebsarten vorgefunden und wird mit der Entwicklung
neurodegenerativer Erkrankungen und Diabetes mellitus in Verbindung gebracht. Fur
die Funktion von PKB als Onkogen ist sowohl eine konstitutive Aktivierung der
Kinase, als auch eine permanente Rekrutierung an die Plasmamembran von
Bedeutung (Aoki et al, 1998). Posttranskriptionelle Modifikation durch
Myristoylierung am N-Terminus der viralen Akt (v-Akt) fihrt zu einer standigen
Lokalisation von v-Akt an die Plasmamembran, was deren dauerhafte Aktivierung zur
Folge hat (Ahmed et al., 1993). Die E17K-Mutation in der PH-Doméne der PKBa
fuhrt zur PI3K- und PIP3-unabhéngigen Membranlokalisation und Aktivierung der
PKB (Carpten et al., 2007). Deregulation der PKB kann auch aus der permanenten
Aktivierung der PI3K resultieren. PTEN, der Gegenspieler der PI3K, gehort zu den
am h&ufigsten mutierten Genen in verschiedenen Tumoren (Liaw et al., 1997). Da in
vielen sporadischen Tumoren eine Fehlregulation und Hyperaktivitat von PKB
nachweisbar ist, kann davon ausgegangen werden, dass PKB ein entscheidender

Faktor in der Onkogenese ist.
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Eine der wichtigsten physiologischen Funktionen von PKB ist es den Zell-
metabolismus zu regulieren. PKB phosphoryliert und inaktiviert GSK3p (glucose-
synthase-kinase 3/) in Gegenwart hoher Insulin-Konzentrationen, was letztlich zur
Aktivierung der Glykogensynthese fuhrt (Abb. 8). Ein weiteres wichtiges PKB-
Substrat beziglich des Zellmetabolismus ist TSC1/2. Wie zuvor dargelegt, hebt
Phosphorylierung von TSC1/2 durch PKB dessen hemmenden Einfluss auf den
MTORC1-Komplex auf, wodurch die Translationsmaschinerie und Protein-
biosynthese initiiert wird (Hay und Sonenberg, 2004; Wang und Proud, 2006).
Zugleich hemmt mTORC1 den eukaryotischen Initiationsfaktor 4E-BP1 (4E-binding
protein 1), welcher durch Bindung an elF4E (eukaryotic translation initiation factor
4E) die Translation hemmt und damit die Zellproliferation inhibiert (De Benedetti et
al., 1991).

v \4

- Uberleben, Apoptose -

Abb. 8: Substrate der aktiven PKB. PKB spielt eine wichtige Rolle in vielen physiologischen

Prozessen, wie Zelluberleben, Apoptose, Proliferation, Differenzierung, Zellzyklus und Metabolismus.
Aktive PKB wirkt antiapoptotisch tUber die Phosphorylierung und damit verbundene Inaktivierung von
BAD, Caspase-9 und FoxO bzw. Aktivierung von IKK und Mdm2. PKB bewirkt eine Steigerung der
Zellproliferation Uber Phosphorylierung und Inaktivierung der CDK-Inhibitoren p21 und p27.
Inaktivierende Phosphorylierung von GSK3p und TSC1/2 durch PKB férdern den Zellmetabolismus
und die Proteinsynthese (Abb. verandert nach Liao und Hung, 2010).
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PKB reguliert auch den Zellzyklus, z.B. durch Phosphorylierung und Inaktivierung der
inhibitorischen  Zellzyklusregulatoren p21“P* und p27"P!, die somit ihre anti-
proliferativen Effekte nicht austiben kénnen. PKB spielt zudem eine zentrale Rolle
bei der Regulation der Apoptose. PKB-vermittelte Phosphorylierung der E3-Ubiquitin-
Ligase Mdm2 (murine double minute 2) fihrt zur Inaktivierung und dem
proteosomalen Abbau des Transkriptionsfaktors p53. PKB inhibiert somit die durch
den Tumorsuppressor p53 vermittelte Transkription proapoptotischer Gene (Mayo
und Donner, 2001; Gottlieb et al., 2002). PKB nimmt neben der transkriptionellen
Kontrolle der Apoptose auch direkten Einfluss auf Regulatoren der Apoptose. So
verhindert die PKB-vermittelte Phosphorylierung und Inaktivierung des
proapoptotischen Proteins BAD (Bcl-2 antagonist of cell death) (Datta et al., 1997)
dessen Bindung an und die damit verbundene Inaktivierung der Apoptose-
inhibierenden Proteine Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large) und Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) (Hsu et al., 1997).

Caspase-9 agiert als Initiator sowie Effektor der Apoptose (Donepudi und Grutter,
2002) und wird durch Phosphorylierung durch PKB inaktiviert (Cardone et al., 1998).
Die Transkriptionsfaktor-Familie der Forkhead-Box-Proteine (FoxO) reguliert das
Zelliberleben u.a. durch Transkription des proapoptotischen Molekils Bim (Bcl-2
interacting mediator of cell death), des Fas-Liganden oder des TRAIL
(TNF-related apoptosis-inducing ligand)-Proteins (Burgering und Medema, 2003).
Phosphorylierung der FoxO-Proteine durch PKB resultiert in deren nuklearer
Exklusion, wodurch sie ihre Zielgene nicht mehr aktivieren kdnnen.

PKB beeinflusst auch Uber den NFxB-Signalweg die Entwicklung verschiedener
Erkrankungen, von Autoimmunerkrankungen und die Kanzerogenese (Li und Verma,
2002). Die Aktivierung von NF«xB ist u.a. von der PKB-vermittelten Phosphorylierung
des IkB-Kinase-Komplexes (IKK) und damit verbundener Degradation des NF«kB-
Inhibitors IkB abhéngig (Kane et al., 1999). Dies fluhrt zur Aktivierung und nuklearen
Translokation von NFxB und einer verstarkten Transkription antiapoptotischer Gene,

wie Bcl-XL und Caspase-Inhibitoren (Barkett und Gilmore, 1999).
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1.3.3 PKB in Treg-Zellen

Der PI3K/PKB-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Foxp3-Induktion in vivo
sowie in vitro und somit bei der Entwicklung, Homodostase und Funktion von Treg.
Die Mechanismen, tber die PKB die Generierung und Funktion der Treg beeinflusst,
sind jedoch unvollstandig verstanden. Inaktive PI3K-exprimierende PI3Kp110°9194
Mause zeigen eine erhdhte nTreg-Zahl im Thymus, aber eine geringere Zahl von
nTreg in der Peripherie. Die nTreg dieser Mause zeigen eine verringerte
Oberflachenexpression von CD38 und CD73 und sind daher weniger suppressiv
(Patton et al., 2006 und 2011). Cbl-b” M&use mit erhohter PI3K- und PKB-Aktivitat
haben eine normale nTreg-Zahl im Thymus (Wohlfert et al., 2006). CD4" T-Zellen
dieser Mause zeigen nach TGFB-Gabe in vitro eine normale Aktivierung des TGFf3-
Signalwegs, eine verstarkte durch PKB-vermittelte FoxO3a- und FoxOl1-
Phosphorylierung und eine damit verbundene reduzierte Foxp3-Expression (Harada
et al., 2010). Mause mit FoxO1l- und FoxO3a-defizienten T-Zellen zeigen starke
Entzindungsreaktionen, sind nicht Uberlebensfahig und weisen eine eingeschrankte
nTreg-Differenzierung auf (Ouyang et al., 2010). Dagegen zeigen PTEN™ Mause, mit
erhohter PI3K/PKB-Aktivitat, eine normale Entwicklung und Suppressorfunktion von
nTreg (Walsh et al., 2006). CD3+CD28-Ak-vorstimulierte CD4" periphere T-Zellen
und Thymozyten exprimieren bei Inhibition der PI3Kp110a und p1103, der PKB oder
des mTOR-Komplexes Foxp3 (Sauer et al., 2008). Dagegen verhindert konstitutive
Aktivierung des PI3K/PKB/mTOR-Signalwegs durch retrovirale Transduktion oder
Transfektion aktiver PKB die Foxp3-Induktion (Sauer et al., 2008; Haxhinasto et al.,
2008). Die Deletion von mTORC1 und mTORC2, letzterer phosporyliert PKB an
Ser473, fuhrt zu einer geringeren PKB-Aktivitdt und fordert die Foxp3-Expression
und damit die iTreg-Differenzierung. Uberraschenderweise differenzieren nur
MTORC1-defiziente T-Zellen nicht zu iTreg (Delgoffe et al., 2009). Auch der Einsatz
pharmakologischer Inhibitoren, die den PI3K/PKB-Signalweg hemmen, erhoht die
Foxp3-Expression (Battaglia et al., 2005; Crellin et al., 2007).

In HEK293 T-Zellen und anderen transfizierten Zelllinien wurde fur PKB ein cross-
talk mit dem TGF-Signalweg beschrieben. PKB bindet unphosphoryliertes Smad3
und unterbindet dessen Aktivierung und nuklearen Transport (Conery et al., 2004;
Remy et al., 2004) bzw. PKB verhindert iber mTOR die Phosphorylierung von
Smad3 (Song et al., 2004). Somit scheint PKB in diesen Zelltypen Uber die negative
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Regulation von Smad3 die TGFB-Signalprozesse zu modulieren. Ob dies allerdings
auch fur T-Zellen zutrifft und derart PKB die Treg-Differenzierung beeinflussen
konnte, ist unbekannt.

1.3.4 PKB-transgene und -defiziente Mause

In den letzten Jahren wurden verschiedene PKB-transgene (PKBtg) bzw. PKB-
defiziente (PKB”) Mause generiert, um die unterschiedlichen Funktionen der
einzelnen PKB-Formen in Immunzellen zu analysieren.

PKBo” Méause weisen ein reduziertes Korpergewicht und Stérungen in der
Thymusentwicklung auf (Cho et al., 2001(b); Chen et al., 2001). PKBa Thymozyten
zeigen eine veranderte Expression von Genen, die bei der pra-TCR-Signalgebung
und T-Zellaktivierung aktiv sind (Fayard et al., 2007). Fir PKBa’ Mause wurde
zudem eine erhdhte neonatale Mortalitat festgestellt, verbunden mit Herzfehlern in
Embryos und verminderter Kardiomyozyt-Zellproliferation (Chang et al., 2010).
PKBB"‘ Mause zeigen einen diabetischen Phanotyp, was auf die essentielle Rolle
von PKB im Glukosemetabolismus der Zelle hinweist (Cho et al., 2001(a); Garofalo
et al., 2003). PKB hat auch einen zentralen Einfluss auf die Hirnentwicklung, da
PKBy” Méause eine um etwa 25% reduzierte HirngroRe aufweisen, die auf eine
Reduktion der Zellzahl sowie der ZellgroRe von Neuronen zurtckzufuhren ist
(Tschopp et al., 2005). Da Méause mit Deletion einer der drei PKB-Gene uberleben
und keine schwerwiegenden Defekte aufweisen, ist davon auszugehen, dass die
jeweils verbleibenden PKB-Formen das Fehlen einer PKB-Form kompensieren
konnen. PKBo/p-doppelt-defiziente (PKBa"'/B"‘) Méause sind nicht Uberlebensfahig
und zeigen schwere Stdrungen in ihrer Entwicklung, verbunden mit abnormer
Knochen- und Epidermisentwicklung sowie Muskelatrophie (Peng et al., 2003).
Weiterhin zeigen diese Mause eine reduzierte Zellzahl im Thymus, begleitet von
einem Block im DN3-Stadium der Thymozyten-Entwicklung, eine gehemmte
Proliferation der DN4-Zellen und damit verbunden eine geringe Anzahl von DP-
Zellen. Dies weist auf eine wichtige Rolle der PKB in der 3-Selektion hin. Einen Block
im DN4-Stadium der Thymozytenentwicklung zeigen PKBa"'/y"‘ Thymozyten. Diese
Mé&use sind nicht Uberlebensfahig und versterben im Embryonalstadium, wie auch

Mause mit einer dreifach-Deletion fur PKBo/B/y. Die Abwesenheit von PKBa/Bly
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inhibiert das Uberleben aller DN-Thymozyten (Yang et al., 2005; Dummler et al.,
2006; Mao et al., 2007). Insgesamt zeigen die Publikationen, dass die PKB-Formen
eine wichtige Rolle bei der Thymozyten-Entwicklung, insbesondere PKBa, beim
Zellwachstum, der Proliferation, Differenzierung sowie dem Glukosemetabolismus
spielen und konzentrationsabhédngige und gewebespezifische singulare sowie
Uberlappende Funktionen ausuben.

Mause mit konstitutiv aktiver Gag-PKBa. zeigen eine verstarkte Bildung von T-Zellen
und eine damit verbundene Lymphadenopathie und Splenomegalie (Jones et al.,
2000; Rathmell et al., 2003). Periphere T-Zellen und Thymozyten dieser Mause
Uberleben in Kultur besser und exprimieren vermehrt das antiapoptotische Protein
Bcl-XL sowie NFkB. Gag-PKBo tg T-Zellen zeigen eine reduzierte Caspase-8-,
Caspase-3- sowie BID (BH3 interacting domain death agonist)-Aktivitat, was zu einer
verminderten Fas-induzierten Apoptose fuhrt (Jones et al., 2002).

FUr Experimente in dieser Arbeit wurde eine myrPKB-transgene (PKBtg) Mauslinie
verwendet, die in PD Dr. U. Bommhardts Labor etabliert wurde (Avota et al., 2001).
Die Mauslinie exprimiert humane myristylierte PKBo unter der Kontrolle des
humanen CD2-Promotors. Das Lck-Myristylierungs-/Palmitylierungs-Signal fuhrt zur
Membranlokalisation und konstitutiven Aktivierung der PKB. Frihere Studien mit
diesen Mausen zeigten eine verstarkte Aktivierung der Src-Kinase Lck und des Raf-
MEK-Erk-Signalwegs in Thymozyten, verbunden mit einer T-Zellhyperproliferation
nach TCR-Stimulation. Weiterhin reagieren PKBtg Thymozyten weniger empfindlich
auf die Immunsuppressiva Cyclosporin A oder FK506 und proliferieren, im
Gegensatz zu wildtypischen T-Zellen, in deren Anwesenheit. PKBtg naive T-Zellen
sind hinsichtlich der Proliferation von CD28-Kostimulation unabhéngig, sie tberleben
verstarkt und weisen eine erhdhte ZellgroRe auf. In stimulierten PKBtg-Zellen ist die
nukleare Akkumulation von NFATc1l, NFATp, NFkB p65 und RelB interessanter-
weise reduziert, obwohl die Zellen besser proliferieren und vermehrt Thl- und Th2-
Zytokine bilden. Es wurde auch gezeigt, dass PKB und NFATcl interagieren, was
darauf hindeutet, dass PKB die NFATc1-Aktivierung direkt regulieren konnte (Patra
et al., 2004). Konstitutive Aktivierung von NFAT in Calcineurin-tg Mausen blockiert
die T-Zellreifung im DN3-Stadium der Thymozytendifferenzierung. Gleichzeitige
Expression von tg PKB hemmt die NFAT-Aktivierung, hebt den Reifungsblock auf
und lasst die Zellen weiterdifferenzieren. Da NFAT bei der Regulation der Expression
der Rag-Gene involviert ist, spielt die Calcineurin-NFAT-PKB-Interaktion bei den
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frihen thymischen Differenzierungsprozessen somit eine wichtige Rolle (Patra et al.,
2006). PKBtg Mause bilden weniger CD8" T-Zellen, aber vermehrt CD4" T-Zellen
und altere Mause auf PKB homozygotem Hintergrund neigen zur Entwicklung von
Lymphomen. Das veranderte CD4":CD8" Verhéltnis in der Peripherie PKBtg Mause
ist mit einer gesteigerten positiven Selektion CD4" T-Zellen im Thymus gekoppelt.
Hinsichtlich der negativen Selektion wurde gezeigt, dass in verschiedenen TCR-tg
Mauslinien tg PKB einen steigernden, reduzierenden oder keinen Effekt auf die
Negativselektion hat (Na et al., 2003).
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1.4 Zielstellung der Arbeit

PKB, aktiviert durch Zytokine, TCR- und CD28-kostimulatorische Signale, fordert
das Uberleben sowie die Proliferation und Zytokinproduktion naiver T-Zellen. TGFp1
dagegen ist ein potenter negativer Regulator der Lymphozytenaktivierung und zentral
fur die Aufrechterhaltung der Immunhomdoostase. TGFB1 spielt zudem bei der
Differenzierung und Suppressor-Aktivitat von Treg eine bedeutende Rolle, fordert
aber in Anwesenheit von IL-6 auch die Differenzierung proinflammatorischer Th17-
Zellen. In transfizierten Zelllinien wurde ein cross-talk der PKB- und TGFp1-
Signalwege beschrieben. Ob dies auch fir T-Zellen zutrifft, ist unbekannt. Es stellte
sich daher die interessante Frage und wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht,
ob PKB-Signale mit TGFp1-vermittelten Aktivierungs- und Differenzierungsprozessen

naiver Th-Zellen interferieren und durch welche Mechanismen dies erfolgt.

CD3 oder CD3+CD28

* Proliferation

wt
* Zellzykl

CD28" : elzyxdus Analyse der

naive —| molekularen

TR i i Mechanismen

« Differenzierung ec
CD3 oder CD3+CD28 zu iTreg/Th1l7-Zellen
+ TGFB1 £ IL-6  Zytokinproduktion

Abb. 9: Zielstellung. Es sollte auf zellularer und biochemischer Ebene fir wt und CD28™ naive Th-
Zellen geklart werden, wie erhdohte PKB-Signale TGFp1-vermittelte T-Zellaktivierungs- und

Differenzierungsprozesse beeinflussen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Mauslinien

Fur die Experimente wurden Mause auf dem Hintergrund des Inzuchtstammes
C57/BL6 verwendet. Die Haltung der Mause erfolgte unter pathogenfreien
Bedingungen im zentralen Tierlabor Haus 30 auf dem Campus der Medizinischen
Fakultat Magdeburg. Es wurden Mause im Alter von 6-10 Wochen aus der eigenen
Zucht verwendet. Die verwendeten fir transgenes myrPKB (PKBtg) heterozygoten
Mause exprimieren Kkonstitutiv eine aktive Form der humanen PKBoa und wurden
zuvor von Dr. U. Bommbhardt etabliert (Na et al., 2003). Weiterhin wurden Foxp3-GFP
knock-in (Foxp3-GFP) Mause und CD28-defiziente (CD28”) Mause eingesetzt.
Foxp3-GFP Mause wurden von Dr. A. Rudensky (Universitat Seattle, USA), CD28™
Mause von Dr. F. Luhder (Universitat Gottingen, Deutschland) zur Verfigung gestellt.
PKBtg Mause wurden mit CD28" Mausen gekreuzt, um tg PKB-Expression auf
CD28" Hintergrund (PKBtg CD28") zu erhalten. Wildtyp (wt), PKBtg, CD28" und
PKBtg CD28" Ma&use wurden mit Foxp3-GFP Mausen gekreuzt, so dass

homozygote Foxp3-GFP Allele auf diesen Hintergriinden vorlagen.

2.1.2 Medien und Puffer

2121 Zellkulturmedium

RPMI 1640 (+) 5% FCS (hitzeinaktiviert)
(enthalt 10% FCS) 25 ml SC
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml  Streptomycin
50 mM [-Mercaptoethanol
in 500 ml RPMI 1640
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Als Zellkulturmedium wurde RPMI 1640 + Ca®* + Mg** verwendet. FCS wurde fiir 50

Minuten bei 56°C im Wasserbad inaktiviert, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Ingredienzien, die der Supplementierung des Grundmediums dienten, wurden zuvor

sterilfiltriert (0,2 pm). 1 x SC (supplemental complete) wurde zum Medium

hinzugegeben, um optimale Kulturbedingungen zu erzielen.

20 x SC 500 ml
12,2 mM
10 mM
1x10* U/ml
10 mg/mi
5%
50 mM

FCS (hitzeinaktiviert)
Na-Pyruvat

Nicht-essentielle Aminosauren
Penicillin

Streptomycin
Glutamin-Losung

-Mercaptoethanol

2.1.2.2  Puffer fur die Maus-Genotypisierung

50 x TAP 242 g
57,1 ml
37,29

Tris
37%ige Essigsaure
EDTA (Titrierkomplex 3)

ad 1000 ml ddH0O, pH 8,0

Schwanz-Lysepuffer 50 mM
100 mM
100 mM
1%
in ddH,0

Tris, pH 8,0
EDTA

NacCl

SDS
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2.1.2.3  Puffer fur die Isolierung von CD4" T-Zellen

10 x PBS

Lauf-Puffer
(MACS)

Spul-Puffer
(MACS)

2.1.2.4 FACS-Analyse

FACS-Puffer

58,44 g NaCl

74,56 g KCL

142,09 Na;HPO,4
136,1 g KH,PO,

ad 1000 ml ddH,0, pH 7,4

0,5% BSA
2 mM EDTA
in 1 x PBS ohne Ca** und Mg?®*

2 mM EDTA
in 1 x PBS ohne Ca** und Mg?**

0,5% BSA
0,02% Na-Azid
in 1 x PBS ohne Ca®* und Mg®*

2.1.2.5 Puffer fir SDS-Page und Western-Blot-Analyse

4 x Sammelgelpuffer

4 x Trenngelpuffer

0,5M Tris
0,4% SDS (w/v)
in ddH.0, pH 6,8

15M Tris
0,4% SDS (w/v)
in ddH»0, pH 8,8
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10 x Elektrophoresepuffer

10 x Blotpuffer

Trenngel (8%)

Trenngel (10%)

Trenngel (12,5%)

0,25 M
1,92 M
1%

in ddH,0

192 mM
25 mM
20%

in ddH,0

11 mi
4 ml
5 ml
66 pl
10

Tris Base
Glycin
SDS (w/v)

Glycin
Tris

Methanol

ddH,0

40% Acrylamid-Losung
4 x Trenngelpuffer
10% APS

TEMED

Ansatz fur zwei Gele

10 ml
5ml
5ml
66 pl
10 ul

ddH,0

40% Acrylamid-Losung
4 x Trenngelpuffer
10% APS

TEMED

Ansatz fur zwei Gele

8,76 ml
6,25 ml
5ml
66 pl
10

ddH,0

40% Acrylamid-Losung
4 x Trenngelpuffer
10% APS

TEMED

Ansatz fur zwei Gele
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Sammelgel

10 x TBS

1 xTBST
(Waschpuffer)

Blockpuffer

Ponceau-Rot-Ldsung

Antikorper-Losung

5,65 ml ddH,0

1,15 ml 40% Acrylamid-L6sung
2,5 ml 4 x Sammelgelpuffer
700 pl Glycerol

33 ul 10% APS

20 pl TEMED

Ansatz fur zwei Gele

25 mM Tris
137 mM NacCl
add 1000 ml ddH,0O, pH 7,6

10% 10 x TBS, pH 7,6

0,05% Tween 20

in ddH,0

1x TBST

5% Milchpulver (w/v)

0,2% Ponceau S

3% Tri-Chloressigsaure

in ddH,0

1x TBST

5% BSA oder Milchpulver (w/v)
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2.1.2.6

Zellulare Proteinextrakte
(Lysepuffer A)

Nukleare Proteinextrakte

(Lysepuffer C)

2.1.3 Antikorper (Ak)

Puffer fUr Proteinextrakte

10 mM KCL

10 mM Hepes, pH 7,9

0,1 mM EGTA, pH 7,9

0,1 mM EDTA, pH 7,9

vor Gebrauch frisch dazu geben:

1 mM DTT

1 mM Na-Orthovanadat

1x Proteinaseinhibitor (25 x)
420 mM NaCl

20 mM Hepes, pH 7,9

1mM EGTA, pH 7,9

1 mM EDTA,pH 7,9

vor Gebrauch frisch dazu geben:
1mM DTT

1 mM Na-Orthovanadat

1x Proteinaseinhibitor (25 x)

= Lysepuffer A und C auf Eis lagern

2.1.3.1  Antikérper zur Stimulation
Spezies / Klon Konzentration Quelle

Armenian Hamster IgG1 BD

CD3 monoklonaler Ak 0,5 mg/ml Biosciences
(145-2C11)
Syrian Hamster 1gG2 BD

CD28 monoklonaler Ak 0,5 mg/ml Biosciences
(37.51)
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2.1.3.2  Antik6rper zur Zellisolation mittels MACS
Spezies / Klon Konzentration Quelle
CD11b-Bio Ratte monoklonaler Ak 0,5 mg/ml 1:5000 |BD
19G2pB (M1/70) in MACS-Puffer | Biosciences
CD25-Bio Ratte monoklonaler Ak 0,5 mg/ml 1:2500 |BD
IgM (7D4) in MACS-Puffer | Biosciences
. Ratte monoklonaler Ak 0,5 mg/ml 1:5000 |BD
CD45R/B220-Bio 1gG20. (RA3-6B2) in MACS-Puffer | Biosciences
CDS-Bio Ratte monoklonaler Ak 0,5 mg/ml 1:5000 |BD
19G2a (53-6.7) in MACS-Puffer | Biosciences
I-AY /I-EY MHC 1I- | Ratte monoklonaler Ak 0,5 mg/ml 1:5000 |BD
Bio lgG2a (2G9) in MACS-Puffer | Biosciences
NKZ1.1-Bio Maus monoklonaler Ak 0,5 mg/ml 1:5000 |BD
' 1gG2a (PK136) in MACS-Puffer | Biosciences
Ter-119-Bio Ratte monoklonaler Ak 0,5 mg/ml 1:5000 |BD
19G2pB (TER-119) in MACS-Puffer |Biosciences
. 1,3 mg/ml 1:5000 | .
oMaus IgG (H+L) |Ziege polyklonaler Ak in MACS-Puffer Dianova
1,8 mg/ml 1:5000 | .
oRatte IgG (H+L) |Maus polyklonaler Ak in MACS-Puffer Dianova
2.1.3.3  Primar-Antikorper fur Western-Blot
Spezies / Klon Konzentration Quelle
c-Jun Kaninchen monoklonaler |1:1000 in TBST + Cell Sianalin
Ak (60A8) 5% BSA gnaiing
Foxn3 Maus monoklonaler Ak 1:500 in TBST + eBioscience
b IgG1 (150D/E4) 5% BSA
Maus monoklonaler Ak 1:200 in TBST +
IRF4 (F-4) 0G24 5065 BSA Santa Cruz
. Ziege polyklonaler Ak i .
Lamin B (M20) 1:600 in TBS Santa Cruz
Maus monoklonaler Ak 1:2000 in TBST +
NFATcl IgG1 (7A6) 506 BSA ALEXIS
Kaninchen monoklonaler |1:1000 in TBST + . .
pCreb (Ser133) Ak (87G3) 506 BSA Cell Signaling
pERK1/2 . 1:1000 in TBST + . .
(Thr202/Tyr204) Kaninchen polyklonaler Ak 506 BSA Cell Signaling
pFoxo3a . 1:1000 in TBST + . .
(Ser318/321) Kaninchen polyklonaler Ak 506 BSA Cell Signaling
. 1:1000 in TBST + . .
pGSK3p (Ser9) Kaninchen polyklonaler Ak 505 BSA Cell Signaling
pmMTOR (Ser2448) Kaninchen polyklonaler Ak L1:10001n TBST + Cell Signaling

5% BSA
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Maus monoklonaler Ak

1:1000 in TBST +

p-p70S6K (Thr389) (1A5) 506 BSA Cell Signaling
pPDK1 (Ser241) Kaninchen polyklonaler Ak éo/looggpl\n TBST + Cell Signaling
pPKB/Akt (Ser473) KET'g”gh(eD%gO“Ok'O”a'er ég/looé’g A'” TBST+ | cell signaling
Kaninchen monoklonaler |1:1000 in TBST + , ,
pPKB/Akt (Thr308) Ak IgG (C31E5) 506 BSA Cell Signaling
. 1:1000 in TBST + . :
pPTEN (Ser380) Kaninchen polyklonaler Ak 506 BSA Cell Signaling
pS6 (Ser240/244) Kaninchen polyklonaler Ak éo/looggpl\n TBST + Cell Signaling
pSAPK/INK . 1:1000 in TBST + . .
(Thr183/Tyr185) Kaninchen polyklonaler Ak 506 BSA Cell Signaling
pSmad?2 . 1:1000 in TBST + . ,
(Ser245/250/255) Kaninchen polyklonaler Ak 506 BSA Cell Signaling
pSmad3(Ser423/425) . 1:1000 in TBST + . ,
pSmad1(Ser463/465) Kaninchen polyklonaler Ak 506 BSA Cell Signaling
. 1:1000 in TBST + . ,
pSTATL1 (Tyr701) Kaninchen polyklonaler Ak 506 BSA Cell Signaling
pSTAT3 (Tyr705) Kaninchen polyklonaler Ak éo/loogg'&n TBST + Cell Signaling
pPSTATS (Tyr694) Kaninchen polyklonaler Ak é(;)ogg/;n TBST + Cell Signaling
pSTAT6 (Tyr641) Kaninchen polyklonaler Ak é(;)ogg/;n TBST + Cell Signaling
PTEN Kaninchen polyklonaler Ak é(ylooggpl\n TBST + Cell Signaling
?T'-r:lrjlbfég”scz Kaninchen polyklonaler Ak é(ylooggpl\n TBST + Cell Signaling
Ratte monoklonaler Ak 1:250 in TBST + L
RORyt IgG1, k 506 BSA eBloscience
Smad4 Kaninchen polyklonaler Ak é(ylooggpl\n TBST + Cell Signaling
_AKtin Maus monoklonaler Ak 1:2000 in TBST + Siama
p (AC-40) 50 Milchpulver | >'9
2.1.3.4  Sekundar-Antikorper fur Western-Blot
Spezies / Klon Konzentration Quelle
anti-Kaninchen . 1:2000 in TBST + | ..
(H+L) Ziege polyklonaler Ak 5% Milchpulver Dianova
. . 1:2000 in TBST + | .
anti-Maus (H+L) Ziege polyklonaler Ak 506 Milchpulver Dianova
anti-Ziege (H+L) Esel polyklonaler Ak 1:2000in TBST + Dianova

5% Milchpulver
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2.1.35

FACS-Antikorper

Spezies / Klon Konzentration Quelle
anti-Kaninchen IgG 0,5 mg/ml 1:100 .
(H+L)-PE Esel polyklonaler Ak in EACS-Puffer Dianova
anti-Maus 1gG . 0,5 mg/ml 1:100 ,
(H+L)-FITC Ziege polyklonaler Ak in EACS-Puffer Dianova
CD25-PE Ratte monoklonaler Ak 0,2 mg/ml 1:200 |BD
IgG1, A (PC61) in FACS-Puffer Biosciences
CD4-APC Ratte monoklonaler Ak 0,2 mg/ml 1:200 |BD
IgG2a, x (RM4-5) in FACS-Puffer Biosciences
CDA4-PE Ratte monoklonaler Ak 0,2 mg/ml 1:200 |BD
] lgG2b, k (GK1.5) in FACS-Puffer | Biosciences
: Ratte monoklonaler Ak 0,5mg/ml 1:200 |BD
CbezL-Bio lgG2a, k (Mel-14) In FACS-Puffer | Biosciences
Ratte monoklonaler Ak 0,5 mg/ml 1:200 |BD
CD62L-FITC lgG2a, « (Mel-14) in FACS-Puffer Biosciences
. Armenian Hamster IgG 1:100 in FACS- L
CD69-Bio (H1.2F3) Puffer eBioscience
CD8-APC Ratte monoklonaler Ak 0,2 mg/ml 1:200 |BD
j 19G2a, k (53-6.7) In FACS-Puffer Biosciences
CDS-FITC Ratte monoklonaler Ak 0,5 mg/ml 1:200 |BD
19G2a, k (53-6.7) In FACS-Puffer Biosciences
Ratte monoklonaler Ak 1:200 in FACS- o
CD98-FITC lgG2a, « (RL333) Puffer eBioscience
Ratte monoklonaler Ak 1:80 L
Foxp3-FITC IgG2a, K (FIK-16s) In FACS-Puffer | Bl0SCience
Ratte monoklonaler Ak 1:100 .
IFNy-FITC IgG1, k (XMG1.2) in FACS-Puffer | Blosclence
Ratte monoklonaler Ak 1:160 .
IFNy-PE IgG1, k (XMG1.2) in FACS-Puffer | BloSClence
14G200-Bi Ratte monoklonaler Ak 0,5 mg/ml BD
9c0-blo (R35-95) in FACS-Puffer Biosciences
Ratte monoklonaler Ak 0,5 mg/ml BD
19G20-FITC (R35-95) in FACS-Puffer | Biosciences
1aG1-PE Ratte monoklonaler Ak 0,2 mg/ml BD
9 (R3-34) in FACS-Puffer Biosciences
1aG20-PE Ratte monoklonaler Ak 0,2 mg/ml BD
gbea (R35-95) in FACS-Puffer | Biosciences
Ratte monoklonaler Ak 1:80 L
IL-10-PE IgG2b, « (JES5-16E3) In FACS-Puffer | SBl0Sclence
Ratte monoklonaler Ak 1:80 L
IL-13-PE IgG1, k (eBio13A) in FACS-Puffer | BloSCience
Ratte monoklonaler Ak 1:160 L
IL-17A-APC IgG2a, « (eBiol7B7) in FACS-Puffer | SBl0Sclence
IL-17A-PE Ratte monoklonaler Ak 1:150 eBioscience

19G2a, k (eBio17B7)

in FACS-Puffer
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Ratte monoklonaler Ak 1:80 .
L-21-PE IgG2a, « (FFA21) in FACS-Puffer | SBlosclence
IL-2-PE Ratte monoklonaler Ak 1:40 eBioscience
IgG2b, x (JES6-5H4) in FACS-Puffer
Ratte monoklonaler Ak 1:100 L
IL-4-FITC IgG1, « (BVD6-24G2) in FACS-Puffer | 8Bl0SCience
L-4-PE Ratte monoklonaler Ak 1:160 eBioscience
lgG1, x (11B11) in FACS-Puffer
Ox40-Bio Ratte monoklonaler Ak 0,5 mg/ml 1:200 |BD
(OX-86) in FACS-Puffer Biosciences
PE-Cy5- 0,2 mg/ml 1:400 |BD
Streptavidin in FACS-Puffer Biosciences
2.1.3.6  Sonstige Farbstoffe
Endkonzentration Quelle
Ethidiumbromid 0,005% Roth
Carboxyfluorescein-
succinimidyl Ester in ngl\bllllvl1640 Invitrogen
(CFSE)
2.1.3.7 DNA- und Protein-Marker
Endkonzentration Quelle
100 bp DNA-Leiter 3ul Invitrogen
Protein-Standard 34l Fermentas
(Page Ruler 10-170 kDa) H
2.1.4  Zytokine und Zellstimulanzien
Endkonzentration Quelle
Brefeldin A 2 ug/ml Calbiochem
IL-2 20 ng/mi Biochrom
IL-6 20 ng/mi eBioscience
lonomycin 800 ng/ml Sigma
PMA 100 ng/mi Sigma
TGFB1 0,3-50 ng/ml R&D Systems
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2.1.5 Gerate

Autoklav SHP Laboklav
autoMACS

B-Counter 1450 Microbeta
Brutschrank
Elektrophoresekammer
Entwicklermaschine Cawomat 2000 IR
Expositionskassetten

FACS Calibur

Feinwaage Adventurer™
Flachbettschittler Duomax 1030
Geldokumentationsanlage Win32
Harvester

IKA®VIBRAX VXR basic
Laborwaage 440-47N

Laminarwerkbank

Lichtmikroskop Axioskop 2 plus
Magnetriihrer RH basic
Mehrkanalpipette

Multifuge3 S-R

Multisteppipette® plus
Neubauer-Zahlkammer

pH-Meter

Pipettensatz

Plattenreader Tecan Safire
SDS-Page Mini Protean 3 Gel System
Stromversorgungsgerat Power Pac 200
Thermocycler T3000

Thermomixer comfort

Tischzentrifuge Micro 200R
Transblotsystem

Vortexer VF2

Steriltechnik AG (Magdeburg)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)
Wallac (Turku)

Binder (Tuttlingen)

BIO-RAD (Minchen)

CAWO GmbH (Schrobenhausen)
Dr. Goos (Heidelberg)

BD Biosciences (Heidelberg)
OHAUS (Néanikon)

Heidolph (Kelheim)

Herolab (Wiesloch)

Inotech (Nabburg)

IKA® (Staufen)

Kern & Sohn GmbH (Balingen-
Frommern)

Heraeus (Hanau)

Zeiss (Oberkochen)

IKA® (Staufen)

BIOHIT (Rosbach v. d. H6he)
Heraeus (Hanau)

Eppendorf AG (Hamburg)
Roth (Karlsruhe)

inoLab, WTW (Weilheim)
Eppendorf AG (Hamburg)
Tecan (Crailsheim)

BIO-RAD (Munchen)
BIO-RAD (Munchen)
Biometra (Gottingen)
Eppendorf AG (Hamburg)
Hettich (Tuttlingen)

BIO-RAD (Munchen)

IKA® (Staufen)
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Wasserbad

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

6, 24, 96-Lochplatten

Combitips plus (1; 2,5; 5 ml)
Einmalhandschuhe Peha-Soft
Eppendorfreaktionsgefalle (1,5 ml)
FACS-ROhrchen

Filterpapier (Whatmann 3mm)
Glasfiberfilter Filtermate A
Nitrozellulose Hybond™ C Extra
Nylonsieb (70 pum)
Pasteurpipetten
PCR-Reaktionsgefalle

Pipetten (5, 10, 25 ml)
Pipettenspitzen

Plastikrohrchen (15, 50 ml)
Plastikspritzen Omnifix®-F (1 ml)
Rontgenfilme Super RX
Spritzenfilter 0,2 pm

Sterilfilter 0,2 um (500 ml)

Szintillations-Wachsschicht MeltiLex ™A

Zellkulturschalen 60 x 15 mm

2.1.7 Chemikalien und Kits

Acrylamid 40%

APS

BCA™ Protein Assay Kit
BSA

CaCl,

DTT

GFL (Burgwedel)

TPP (Trasadingen)
Eppendorf AG (Hamburg)
Hartmann (Heidenheim)
Eppendorf AG (Hamburg)
BD Biosciences (Heidelberg)
Roth (Karlsruhe)

Wallac (Turku)

GE Healthcare (Munchen)
BD Biosciences (Heidelberg)
Roth (Karlsruhe)

Neolab (Heidelberg)

TPP (Trasadingen)
Eppendorf AG (Hamburg)
Greiner (Frickenhausen)
Braun (Melsungen)

Fuji (Tokio)

TPP (Trasadingen)

Corning (Wiesbaden)
Wallac (Turku)

TPP (Trasadingen)

Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Pierce, Thermo Scientific (Bonn)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
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EDTA (Titrierkomplex 3)
EGTA

Ethanol

37% Essigsaure

FCS

Glutamin-Lésung
Glycerol

Glycin

Hepes

Inside stain Kit
Isopropanol

KCL

KH,PO,4

Methanol

Milchpulver

Na,HPO,

NacCl

Natriumazid
Natrium-Orthovanadat
Natriumpyruvat
Nicht-essentielle Aminosauren (100 x)
Nonidet P40
Penicillin/Streptomycin
Ponceau-S
Proteaseinhibitor (25 x)
4 x RotiLoad

SDS

Super Signal® West Pico —
Chemiluminiszenz Substrate

TEMED

TGFp1
Trichloressigsaure
Tris

Trypanblau
Tween-20

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

J.T.Baker (Griesheim)

Pan Biotec GmbH (Aidenbach)
GIBCO, Invitrogen (Darmstadt)
Apotheke OvGU

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

eBioscience (Frankfurt)
Apotheke OvGU

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Sigma (Miinchen)

Roth (Karlsruhe)

GIBCO, Invitrogen (Darmstadt)
Sigma (Munchen)

Invitrogen (Darmstadt)

Sigma (Minchen)

Roche (Mannheim)

Roth (Karlsruhe)

Sigma (Munchen)

Pierce, Thermo Scientific (Bonn)

Roth (Karlsruhe)
R&D Systems (Minneapolis)
Sigma (Mtnchen)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
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B-Mercaptoethanol Sigma (Miinchen)

2.1.8 Radioisotope

*[H]-Thymidin MP Biomedicals (Eschwege)
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2.2 Methoden

2.2.1 Maus-Genotypisierung

2.2.1.1 Praparation genomischer DNA aus Mausschwanz-Bioptaten

Die Genotypisierung der Mause erfolgte im Alter von 3-4 Wochen. Den Tieren wurde
ca. 0,5 cm der Schwanzspitze abgeschnitten, diese in ein Eppendorfgefald Gberfuhrt
und anschlielend mit 400 pl Schwanz-Lysepuffer fir mindestens 2 h bei 55°C im
Wasserbad oder Heizblock lysiert. Anschlie3end wurden nicht lysierte Bestandteile
der Schwanzbioptate mittels 10-mindtiger Zentrifugation bei 18620g (14000 upm,
Hettich Zentrifuge Mikro 200R) vom Uberstand (enthalt die genomische DNA)
getrennt. Der Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefaR tberfiihrt und mit 400 pl
Isopropanol vermischt. Mit Hilfe an der Spitze gebogener Pasteurpipetten wurde die
ausgefallene DNA geangelt und fur 20 min bei 60°C in 200 ul DEPC-H,0 gel6st. Die

isolierte DNA wurde zur Genotypisierung mittels PCR eingesetzt.

2.2.1.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Eine PCR-Reaktion durchlauft multiple Zyklen, die jeweils aus Denaturierung
(denaturation), Anlagerung (annealing) und Verlangerung (elongation) bestehen,
wodurch gezielt spezifische DNA-Sticke amplifiziert werden. Fur die
Genotypisierung der Mause wurden folgende spezifische Primer verwendet:

Primer Sequenz
PKB fwd F5 5°-TGT CAC CAG GTATTT TGA TGA-3°
PKB rev 5-TGT TGG ACC AGC TTT GCA G-3°
GFP Foxp3 fwd 5-CCT CTG ACA AGA ACC CAATG-3
GFP Foxp3 revl 5-CCT TGATGC CGT TCT TCT G-3°
GFP Foxp3 rev2 5-GCA TAAGTC AGA CTT GCC TG-3°
CD28 fwd 5-GGT AAA GCA GTC GCC CCT GCT-3°
CD28 revl 5-CCT GAG TCC TGATCT GTC AGA CT-3°
CD28 rev2 5-ATT CGC CAA TGA CAA GAC GCT GG-3°
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PCR-Pipettierschemata:

PKB-PCR
PCR Komponente Konzentration Menge
Template DNA 2 ul
Primer vorwarts (fwd) 10 pM 1ul
Primer rickwarts (rev) 10 uM 1u
dNTPs 12,5 pM 0,4 pl
MgCl, 25 mM 2 ul
5 x Green Go Taq® Flexi Puffer 5 X 4 pl
Go Tag® Flexi DNA Polymerase 5 U/pl 0,1 pl
DEPC-H,0 9,5 pl
GFP Foxp3- und CD28-PCR
PCR Komponente Konzentration Menge
Template DNA 2 ul
Primer vorwarts (fwd) 10 uM 1ul
Primer rickwarts 1 (revl) 10 pM 1ul
Primer rickwarts 2 (rev 2) 10 uM 1ul
dNTPs 12,5 pM 0,4 pl
MgCl, 25 mM 2ul
5 x Green Go Taq® Flexi Puffer 5 X 4 ul
Go Tag® Flexi DNA Polymerase 5 U/pl 0,1 pl
DEPC-H,0 8,5 pl

Die PCR wurde in einem Volumen von 20 pl in 0,2 ml Reaktionsgefal3en

durchgefiihrt. Die Amplifizierung der Genabschnitte erfolgte unter folgenden PCR-

Konditionen:
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PKB-PCR-Programm

1. initiale Denaturierung 94°C 5 min

2. Denaturierung 94°C 1 min

3. Annealing 56°C 1 min > 32 Zyklen
4. Elongation 72°C 1 min

5. Elongation 72°C 5 min

6. Lagerung 4°C 0 min

GFEP Foxp3-PCR-Programm

1. initiale Denaturierung 95°C 5 min

2. Denaturierung 95°C 1 min

3. Annealing 57°C 1 min 30 Zyklen
4. Elongation 72°C 1 min

5. Elongation 72°C 5 min

6. Lagerung 4°C 0 min
CD28-PCR-Programm

1. initiale Denaturierung 95°C 5 min

2. Denaturierung 95°C 1 min

3. Annealing 58°C 1 min >~ 40 Zyklen
4. Elongation 72°C 1 min

5. Elongation 72°C 5 min

6. Lagerung 4°C 0 min

2.2.1.3 Auftrennung von DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden 10 pl des Reaktionsgemisches auf ein
analytisches, 1%e-iges mit Ethidiumbromid (1 pg/ml) versetztes Agarosegel
aufgetragen und elektrophoretisch in 1 x TAP-Puffer aufgetrennt (Abb.10). Die
Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 80 V fur 45 min. Die Gréi3e
der PCR-Fragmente konnte anhand des mitlaufenden Molekulargewichtsmarkers

(100 bp DNA-Leiter, Invitrogen) bestimmt werden, wofir die amplifizierten DNA-
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Fragmente unter UV-Licht (254 nm Wellenlange) sichtbar gemacht und mit dem

Geldokumentationssystem von Herolab aufgenommen wurden.

Foxp3

K_H

M PKBtg wt H,O CD28"-CD28** H,0 GFP**GFP* H,0

1000 bp —
700 bp —
500 bp —

300 bp —
100 bp —

Abb. 10: Genotypisierung der Mauslinien. Agarosegel zur analytischen Auftrennung der PCR-
Produkte von wt, PKBtg (900 bp) sowie Foxp3- GFPtg (GFP+’+, 520 bp) Méausen. Ferner werden PCR-
Produkte fiir wt (CD28""*, 700 bp) im Vergleich zu CD28™ (800 bp) Mausen gezeigt. Als PCR-Kontrolle
wurde H,0 anstatt Template-DNA eingesetzt. M: 100 bp-Leiter DNA-Molekulargewichtsmarker.

2.2.2 Organentnahme

Die Versuchstiere wurden mittels CO, eingeschlafert und anschlieBend mit der
Bauchseite nach oben an den Gliedmal3en auf einem Styroporbrett fixiert. Mit Schere
und Pinzette wurde das Bauchfell vom Schwanz bis zum Kopf getffnet. Mit spitz
zulaufenden Pinzetten wurden die inguinalen, brachialen, axillaren, zervikalen und
mesenterialen Lymphknoten prapariert. Die Lymphknoten mehrerer Mause wurden
,gepoolt‘, d.h. sie wurden gruppenweise (wt, PKBtg, CD28"", PKBtg CD28™) in
Petrischalen mit RPMI 1640 (+) -Zellkulturmedium tberfihrt.

2.2.3 T-Zellisolation

Die ,gepoolten” Lymphknoten wurden sanft mit Hilfe eines Stempels einer 1 ml
Plastikspritze durch ein 70 um Nylonsieb in eine kleine Zellkulturschale gerieben.
Anschlielend wurde das Sieb mit einer Plastik-Pasteurpipette und RPMI 1640 (+)
-Medium gespiilt. Die Zellsuspension wurde in ein steriles 15 ml Plastik-Rdhrchen
Uberfahrt und fir 5 min bei 300 g (1300 upm, Multifuge3 S-R, Heraeus) zentrifugiert,
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der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml RPMI 1640 (+)-Medium

resuspendiert. Im Anschluss wurde die Zellzahl bestimmt.

2.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit der Neubauer Zahlkammer. Sie besteht aus
einem Objekttrager, in den vier Grof3quadrate eingraviert sind, die jeweils eine
Flache von 1 mm? aufweisen. Die GroRquadrate sind nochmals in 16 Kleinquadrate
unterteilt. Bei Auflegen eines Deckglaschens auf die Zahlkammer erhalt man
GroRRquadrate mit einem Volumen von 0,1 pl (0,1 mm?). Zum Auszéhlen der 1:50 mit
Trypanblau verdinnten Zellsuspension wurde die Zahlkammer unter ein
Lichtmikroskop (Carl Zeiss, Jena) gelegt und das Zahlkreuz auf eine 10-20-fache
VergroRerung eingestellt. Es wurden vier Gro3quadrate ausgezahlt, wobei nur hell

leuchtende (lebende) und nicht mit Trypanblau gefarbte (tote) Zellen gezahlt wurden.

Berechnung der Zellzahl:

Zellzahl der 4 Grol3quadrate X Verdunnungsfaktor x 10000 = Zellzahl/ml
4 (Anzahl der GroRquadrate)

2.2.5 Isolierung naiver CD4" bzw. CD4°CD25 T-Zellen

Fur die Isolierung von CD4" bzw. CD4'CD25 T-Zellen wurde die Lymphknoten-
Zellsuspension fiir 5 min bei 300 g zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das
Zellpellet mit Lauf-Puffer fur die MACS-Isolation gewaschen. Die Lymphknoten-
Zellen wurden sodann in 100 pl Lauf-Puffer pro 1x10’ Zellen aufgenommen und mit
dem Antikorpercocktail fir die negative Selektion von CD4" bzw. CD4'CD25 T-
Zellen (siehe unten) fir 20 min bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 10 ml
Lauf-Puffer gewaschen und das Zellpellet in 90 pl Lauf-Puffer pro 1x10’ Zellen
aufgenommen. Nach Zugabe von 10 pl Streptavidin-MicroBeads (Miltenyi Biotec) pro
1x10" Zellen erfolgte eine weitere Inkubation fir 15 min bei 4°C. Im Anschluss
wurden die Zellen gewaschen und in 1 ml Lauf-Puffer pro 1x10® Zellen
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aufgenommen. Zum Entfernen von Verklumpungen wurde die Zellsuspension durch

ein 70 um Nylonsieb in ein frisches steriles 15 ml Réhrchen gespiilt.

Antikorpercocktail fiir die Isolation von CD4" bzw. CD4'CD25 T-Zellen

— A cD4" In den Antikérpercocktail wurden jeweils 0,2
Antikorper CD4 CD25 | ul Antikérper (siehe Tabelle) pro 1x10 Zellen

CD25-Bio + pipettiert. Die Lymphknoten-Zellen wurden in

CDS8-Bio + + 100 pl Lauf-Puffer (MACS) pro 1x10’ Zellen

CD45R/B220-Bio + * aufgenommen und mit dem AntikSrpercocktail

NK1.1-Bio + + fir 20 min  bei 4°C inkubiert.

I-A® /I-E® MHC II-Bio + +

CD11b-Bio + *

Ter-119-Bio * *

aMaus 1gG (H+L) + +

aRatte IgG (H+L) + +

Die Isolation der CD4" bzw. CD4'CD25 T-Zellen erfolgte durch negative Selektion
mit dem Auto-MACS-Gerat von Miltenyi Biotec und dem Programm DepleteS. Die
Reinheit der erhaltenen CD4" T-Zellpopulation wurde mittels FACS-Analyse bestimmt
und lag bei 295%. Die isolierten CD4" bzw. CD4'CD25" T-Zellen wurden fiir 7 min bei
374 g (1450 upm, Multifuge3 S-R, Heraeus) zentrifugiert und anschlie3end in RPMI
1640 (+)-Medium auf die gewiinschte Zellzahl/ml eingestellit.

2.2.6 Proliferationstest

Um den EinfluB von TGFB1l auf das Wachstum stimulierter CD4" T-Zellen zu
untersuchen, wurde die Proliferation der Zellen durch 3[H]-Thymidineinbau oder

mittels CFSE-Markierung bestimmit.

2.2.6.1 °[H]-Thymidineinbau

Die Proliferation von CD4" T-Zellen lasst sich durch den Einbau von Tritium-
markiertem Thymidin in die DNA sich teilender Zellen ermitteln. Dazu wurden flache
96-Loch-Zellkulturplatten mit 50 pl CD3-Ak (2 pg/ml) oder CD3+CD28-Ak (2 und 5
ug/ml) in 1 x PBS uiber Nacht bei 4°C beschichtet. Am néchsten Tag wurden 2x10°
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isolierte CD4" T-Zellen von wt, PKBtg, CD28" oder PKBtg CD28" Mé&usen in die
zuvor mit RPMI 1640 (+) gewaschenen Locher ausgesét (in Triplett-Ansatzen pro
Stimulationsbedingung) und in An- oder Abwesenheit von TGFB1 (10 ng/ml) bei
37°C und 5% CO, kultiviert. Nach 24-stindiger Stimulation der CD4" T-Zellen
erfolgte die Zugabe von 20 pl 3[H]-Thymidin (0,2 pCi pro Loch). Nach weiteren 16 h
Inkubation wurden die Zellen mit Hilfe eines Harvesters (Inotech, Nabburg) auf einen
Glasfiberfilter (Filtermat A, Wallac, Turku) gesaugt und dieser in der Mikrowelle mit
einer Szintillator-Wachsschicht (MeltiLex"™A, Wallac, Turku) tiberzogen. Mittels eines
B-Counters (1450 Microbeta, Wallac, Turku) wurde sodann der *[H]-Thymidineinbau
in die DNA bestimmit.

2.2.6.2 CFSE-Markierung

Die Markierung von Zellen mit carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) ist eine
weitere Methode zur Bestimmung der Zellproliferation. CFSE ist ein grin
fluoreszierender Farbstoff, der von der Zelle aufgenommen wird und im Zytoplasma
an Proteine bindet. Da bei der Zellteilung jeweils die Halfte des Farbstoffes auf die
Tochterzellen verteilt wird, nimmt die Fluoreszenzintensitat mit jeder Zellteilung ab,
so dass die Anzahl durchlaufener Zellzyklen bestimmt werden kann. Fur
Zellzyklusanalysen mittels CFSE wurden die isolierten CD4" T-Zellen der jeweiligen
Mauslinien zunachst 3-mal mit 10 ml RPMI 1640-Medium ohne FCS und anderen
Zusatzen gewaschen, zentrifugiert (374 g, Multifuge3 S-R, Heraeus) und
anschlieRend auf 1x10° Zellen/ml in FCS-freiem RPMI 1640-Medium eingestellt.
Proteine im Medium wirden CFSE binden und damit die Aufnahme des Farbstoffes
in die Zelle vermindern. Dann erfolgte die Zugabe von CFSE (2 pM) und eine
Inkubation fur 5 min bei Raumtemperatur (RT). Danach wurden die Zellen 2-mal mit
RPMI 1640 (+)-Medium gewaschen und die CFSE-markierten Zellen auf 1x10°
Zellen/ml eingestellt. Uber Nacht mit CD3-Ak (2 pg/ml) oder CD3+CD28-Ak (2 und 5
png/ml) beschichtete 24-Loch-Platten wurden mit 1 ml Zellsuspension pro Loch
besttckt. Die Zellen wurden in An- oder Abwesenheit von TGFB1 (10 oder 50 ng/ml)
bzw. IL-2 (20 ng/ml) fir 72 h bei 37°C kultiviert. Die Anzahl der erfolgten
Zellteilungen wurde durchfluBzytometrisch am FACS Calibur (BD Bioscience,
Heidelberg, D) bestimmt.
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2.2.7 FACS-Analyse

Grundlage der FACS-Analyse ist eine fluoreszenz-markierte Einzelzellsuspension,
wobei die Zellen einzeln einen fokussierten Laserstrahl passieren und das dabei
erzeugte Streu- und Fluoreszenzlicht separat detektiert wird. Mit dieser Methode
lassen sich relativ grol3e Zellzahlen in vergleichsweise kurzer Zeit analysieren. Die
Zahl der analysierbaren Parameter steigt mit der Zahl der eingesetzten Laser und
Fluoreszenzfarbstoffe. Zur Charakterisierung der Zellen werden fluoreszenzfarbstoff-
markierte Ak eingesetzt, die spezifische Strukturen auf der Oberflache oder in der

Zelle erkennen und so markieren.

2.2.7.1  Oberflachenfarbung von T-Zellen

Zur Analyse der Oberflachenexpression verschiedener Antigene wurden 1x10° CD4*
T-Zellen in 2 ml 1 x PBS aufgenommen und in FACS-R6hrchen fur 5 min bei 300 g
(Multifuge3 S-R, Heraeus) zentrifugiert. Nach Abkippen des Uberstandes wurden die
Zellen entweder im ersten Farbeschritt mit biotinylierten und im zweiten Féarbeschritt
mit direkt Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern sowie PE-Cy5-Streptavidin geféarbt
oder die Zellen wurden nur mit Fluorochrom-gekoppelten Ak in 100 ul FACS-Puffer
resuspendiert und 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation bzw.
zwischen den Farbeschritten wurden die Zellen mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen.
Zum Messen der Proben am FACS Calibur wurden die Zellen in 200 pl FACS-Puffer
resuspendiert. Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit dem CellQuest-

Programm (BD Biosciences, Heidelberg).

2.2.7.2 Intrazellulare Messung von Proteinen durch FACS-Analyse

Fur die intrazellulare Farbung von T-Zellen wurden 1-3x10° CD4" T-Zellen pro
Ansatz eingesetzt. Nach der Oberflachenfarbung (siehe 2.2.7.1) wurden die Zellen
fixiert, permeabilisiert und intrazellular geféarbt. Intrazellulare Farbungen wurden mit

dem ,Inside Stain Kit“ von eBioscience gemal der Herstellervorschrift durchgefthrt.
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2.2.8 Induktion von iTreg-Zellen

Fur die iTreg-Induktion wurden 3x10° (fir FACS-Analysen) bzw. 5x10° (fir Western-
Blot-Analysen) CD4'CD25  T-Zellen aus wt, PKBtg, CD28" und PKBtg CD28™
Mausen mit plattengebundenem CD3-Ak (2 pg/ml) oder CD3+CD28-Ak (2 und 5
pg/ml) in Ab- oder Anwesenheit von TGFB1 (10 ng/ml, R&D Systems) fur 12 h, 20 h
und 40 h (Western-Blot-Analysen) oder fur 3 Tage (FACS-Analysen) bei 37°C und
5% CO, stimuliert. Die Differenzierung der iTreg-Zellen erfolgte in 6-Loch-
Zellkulturplatten in einem Gesamtvolumen von 3 ml RPMI 1640 (+)-Zellkulturmedium.
Nach 3-tagiger Stimulation wurde die Lebendzellzahl ermittelt sowie die Expression
von CD25 und Foxp3 (siehe 2.2.7) und die intrazellulare Zytokinproduktion (siehe
2.2.10) durchflul3zytometrisch bestimmt. Zur Analyse im Western-Blot (siehe 2.2.11)
wurden aus den jeweiligen induzierten Zellkulturansatzen zytoplasmatische und

nukleare Proteinextrakte hergestellt und bei -20°C gelagert.

2.2.9 Differenzierung von Th17-Zellen

Fur die Th17-Induktion wurden 3x10° (fir FACS-Analysen) bzw. 5x10° (fir Western-
Blot-Analysen) CD4'CD25" T-Zellen aus wt, Foxp3 GFP und PKBtg bzw. Foxp3 GFP
PKBtg Mausen mit plattengebundenem CD3+CD28-Ak (2 und 5 pg/ml) und TGFp1
(10 ng/ml) in Ab- oder Anwesenheit von IL-6 (20 ng/ml, eBioscience) fur 12 h, 20 h
und 40 h (Western-Blot) oder 3 Tage (FACS) bei 37°C und 5% CO, stimuliert. Die
Induktion der Thl7-Zellen erfolgte in 6-Loch-Zellkulturplatten in einem
Gesamtvolumen von 3 ml RPMI 1640 (+)-Zellkulturmedium. An Tag 3 wurden die
Zellen durch Zugabe von PMA und lonomycin (100 und 800 ng/ml) fir 4 h in
Anwesenheit von Brefeldin A (2 pg/ml) restimuliert. Danach wurde die Lebendzellzahl
ermittelt sowie die Expression von CD25, Foxp3, IL-17 und anderen Zytokinen (siehe
2.2.10) in den verschiedenen Anséatzen durchfluzytometrisch bestimmt. Aus fur
Western-Blot-Analysen induzierten Thl1l7-Zellen wurden zytoplasmatische und

nukleére Proteinextrakte gewonnen.
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2.2.10 Zytokinmessung

Die Zytokinproduktion (IL-2, IL-4, IL-10, IL-13, IL-21, IFN-y) in wt und PKBtg CD4" T-
Zellen unter iTreg- und Th17-induzierenden Stimulationsbedingungen wurde nach 3
Tagen intrazellular mittels FACS bestimmt. Vor der intrazellularen FACS-Farbung
(siehe 2.2.7.2) wurden die entsprechenden Zellkulturen fir 4 h mit PMA/lonomycin
(100 und 800 ng/ml) in Anwesenheit von Brefeldin A (2 pg/ml) restimuliert. Brefeldin
A unterbindet den Transport von Proteinen vom endoplasmatischen Retikulum zum
Golgi-Apparat, wodurch es zu einer Akkumulation der zu untersuchenden Zytokine in
der Zelle kommt.

2.2.11 Proteinbiochemische Methoden

2.2.11.1 Herstellung von zytoplasmatischen und nukledren Proteinextrakten

Zur Gewinnung von zytoplasmatischen und nukledren Proteinextrakten wurden
unstimulierte und in vitro stimulierte (iTreg- und Th17-Induktion) CD4"CD25 T-Zellen
aus wt, PKBtg, CD28" und PKBtg CD28" Mausen 2-mal mit kaltem 1 x PBS
gewaschen (5 min, 300 g, Multifuge3 S-R, Heraeus; 1 min, 620 g, Tischzentrifuge
Mikro 200R, Hettich). Danach wurden die Zellen in einem 1,5 ml Reaktionsgefal in
100 pl eiskaltem Lysepuffer A pro 1x10’ Zellen resuspendiert und fiir 2 min auf Eis
inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 0,5% NP-40 (Endkonzentration), die
Zellen wurden kurz gevortext und fur 2 min auf Eis inkubiert. Im hypotonischen
Lysepuffer schwellen die Zellen an und durch das Detergenz werden die
Plasmamembranen zerstort. Die Zelltrimmer wurden durch eine 3-minitige
Zentrifugation (18620 g, Mikro 200R, Hettich) bei 4°C im Eppendorfgefald
sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefal tberfiihrt
und als zytoplasmatischer Proteinextrakt verwendet. Das durchsichtige Pellet wurde
2-mal mit je 800 pl Lysepuffer A gewaschen (3 min, 18620 g, Mikro 200R). Nach
Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes wurden 30 pl des eiskalten Lysepuffers
C pro 0,5-1x10" Zellen zu dem Pellet pipettiert und kurz gevortext. Um die nukleéren
Proteine von der DNA zu losen, schiittelten die Extrakte (1750 Mot/min, IKA®
VIBRAX VXR basic, Typ VX2E) im hypertonischen Puffer fir mindestens 2 h bei 4°C.

Die Extrakte wurden fiir 20 min bei 14000 upm zentrifugiert, der Uberstand der
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jeweiligen Ansatze wurde abgenommen und in ein 1,5 ml Eppendorfgefald tberfihrt.
Zytoplasmatische (CE) und nukleare (NE) Proteinextrakte wurden mit 1 x RotiLoad

versetzt, fur 5 min bei 95°C denaturiert und bei -20°C gelagert.

2.2.11.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen wurde mit dem Biuret-Assay (BCA™
Protein Assay Kit, Pierce, Thermo Scientific) durchgefiihrt. Bei dieser Methode bilden
Verbindungen mit mindestens zwei Peptidbindungen einen Komplex mit
zweiwertigen Kupferionen (Cu?") in wassrig alkalischer Lésung. Die Cu?*-lonen
werden reduziert und bilden mit Bicinchonininsdure (BCA) einen violetten Komplex.
Zunachst wurde eine Standardreihe angelegt, wobei als Eichproteinlosung BSA
(bovine serum albumin) (2 mg/ml Stocklésung) diente. Aus den jeweiligen
Eichwerten (500/250/125/62,5/31,25/15,6/7,8 ug/ml) wurde eine Eichgerade erstellt
und anhand dieser der Proteingehalt der Proben ermittelt. Zum Vermessen wurden
20 pl Probe (Verdinnung 1:25) bzw. Eichproteinlésung (BSA) in 96-Loch-Platten mit
200 pl BCA-L6sung (mische Losung A und B im Verhaltnis 50 (A) : 1 (B)) gemischt
und fur 30 min bei 37°C inkubiert. Nach Ausbildung des Farbstoff-Protein-Kupfer-
Komplexes wurde die Proteinkonzentration der Ansétze (jeweils Doppelbestimmung)

im Plattenreader (Tecan, Safire; Software: Magellan™) bestimmt.

2.2.11.3 Auftrennung von Proteinen im SDS-Polyacrylamidgel (SDS-PAGE)

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wandert der SDS-
Protein-Komplex im elektrischen Feld zum Plus-Pol. Dabei werden die negativ
geladenen SDS-Protein-Komplexe mit konstantem Ladungs- zu Masse-Verhaltnis in
einer pordsen Polyacrylamidmatrix nach ihrem Stokes-Radius — und damit nach
ihrem Molekulargewicht — aufgetrennt. Verwendet wurde das diskontinuierliche
System nach Lammli (Laemmli, 1970). Das Gel bestand hierbei aus einem Trenngel
(pH 8,8), welches von einem Sammelgel (pH 6,8) tberschichtet wurde. Durch das
Sammelgel werden Protein-Proben vor der eigentlichen Auftrennung in einer
schmalen Bande konzentriert und somit eine hohere Trennscharfe im Trenngel
erreicht. Das Molekulargewicht der nachzuweisenden Proteine lag bei 35-289 kDa,
weshalb 8-12,5%ige Trenngele eingesetzt wurden. Nachdem die Komponenten des
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Trenngels pipettiert waren, wobei APS und TEMED zu letzt zugegeben wurden,
wurde die Losung zwischen die Glasplatten (1,5 mm) in der Gelhaltevorrichtung
gegossen (BIO-RAD, Minchen). Dabei wurden nach oben ca. 2 cm fir das
Sammelgel frei gelassen. Dann wurde das Trenngel mit Isopropanol Uberschichtet
und for ca. 1 h auspolymersiert. Nach Entfernen des Isopropanols wurde das
Sammelgel Gber das Trenngel gegossen und der 15-Geltaschen-Kamm luftblasenfrei
eingesetzt. Das Sammelgel bendtigte etwa 15-30 min  bei RT zum
Auspolymerisieren. Zum Auftragen der Proben wurde das Gel in eine vertikale
Elektrophoresekammer (Mini Protean 3 Gel System, BIO-RAD) mit 500 ml 1 X
Elektrophoresepuffer eingesetzt. Der Kamm wurde vorsichtig aus dem Gel gezogen
und die Geltaschen wurden mit dem Elektrophoresepuffer gespuilt. Fur die
Probenauftrennung wurden 20-25 pg zytoplasmatische bzw. 10-15 pg nukleare
Proteinextrakte sowie 3 ul des Protein-Standards (PageRuler 10-170 kDa,
Fermentas) eingesetzt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 70 mA konstant, bis
die Lauffront des Probenpuffers (1 x RotiLoad) das untere Ende des Trenngels
erreichte. Zur weiteren Charakterisierung der Proteine wurden diese vom

Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran transferiert.

2.2.11.4 \Western-Blot-Analyse

Um die Expression und Aktivierung verschiedener Proteine in wt, PKBtg, CD28" und
PKBtg CD28" CD4" T-Zellen unter verschiedenen Stimulationsbedingungen zu
untersuchen, wurden die in der SDS-PAGE aufgetrennten zytoplasmatischen und
nukledren Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond™-C Extra, Amersham
Biosciences) Ubertragen (geblottet). Danach wurden die Proteinmenge bzw. die
Protein-Phosphorylierung mittels spezifischer Antikérper und dem ECL-System auf
einem Film detektiert. Fir den Proteintransfer wurden die Schwamme, das
Whatman-Filterpapier (Roth) und die Nitrozellulose fir ca. 15 min in 1 x Blotpuffer
getrankt. Der Nass-Transfer erfolgte in 1 x Blotpuffer (1 L) bei 4°C mit dem Mini
Protean 3 Western Transblot System (BIO-RAD) bei 75 V konstant fir 2 h. Nach dem
Blotvorgang wurde die Membran fur 5 min mit Ponceau-Rot gefarbt, um den
erfolgreichen Proteintransfer zu verifizieren. Entfarbt wurde die Membran mit ddH,O
(5 min) und 1 x TBST (5 min). Zum Blockieren freier Protein-Bindungsstellen wurde

die Membran fur 1 h bei RT in Blockpuffer geschwenkt. Vor der Zugabe der
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Primarantikdrper-Losung wurde die Membran nochmals fur 20 sek mit 1 x TBST
gespult. Die Inkubation der Membran mit 5-10 ml Primarantikdrper-Losung (in 1 x
TBST + 5% BSA oder Milchpulver) erfolgte Gber Nacht bei 4°C oder fur 2-4 h bei RT
unter leichtem Schwenken (Flachbettschittler). Am néchsten Tag wurde die
Membran 2-mal fur 10 min mit 1 x TBST gewaschen, um ungebundene Ak zu
entfernen, und anschlieBend fir 1-2 h bei RT mit 10 ml Sekundarantikoérper-L6sung
inkubiert. Die Sekundarantikdrper (Dianova) wurden in 1 x TBST + 5% Milchpulver
1 : 2000 verdunnt. Abschlie3end wurde 2-mal fir 10 min mit 1 x TBST gewaschen.
Die Detektion der Antikérper-markierten Proteine erfolgte mit dem Super Signal®
West Pico Chemiluminescent Substrate ((ECL-LO6sung), Pierce, Thermo Scientific),
wobei 0,5-1 ml Lésung auf die Membran gegeben wurden. Das Prinzip der Protein-
Detektion mittels ECL-Losung beruht auf Chemilumineszenz. Die an die
Sekundarantikdrper gekoppelte Peroxidase und Wasserstoffperoxid katalysieren
unter alkalischen Bedingungen die Oxidation von Luminol (zyklisches
Diacylhydrazid), wodurch Luminol in einen angeregten energiereichen Zustand
versetzt wird. Die frei werdende Energie wird als Lichtemission abgegeben und auf
einem Rontgenfilm (Super RX, Fuji) detektiert. Die Exposition der Filme erfolgte, je
nach Signalstarke, zwischen 1 sek und 1 h. Durch Belichtung des Rdntgenfilms und
anschlieBender Filmentwicklung mit dem Cawomat 2000 IR (CAWO GmbH) wurde
letztlich die Quantitat oder der Phosphorylierungsstatus der untersuchten Proteine

ermittelt.

2.2.12 Statistische Analyse der Daten

Die statistische Signifikanz von Unterschieden in der prozentualen Zellverteilung,
Zellzahl und Proliferation wurde mit dem Student t-Test bestimmt. Dabei wurden

Werte mit p < 0,05 als statistisch signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss aktiver PKB auf die T-Zellproliferation

3.1.1 Erhohte PKB-Signale ermdglichen T-Zellproliferation in
Anwesenheit von TGFB1

TGFB1 agiert als negativer Regulator der Lymphozytenaktivierung und -proliferation
(Sakaguchi et al., 1995) und ist dadurch ein zentraler Regulator inflammatorischer
Prozesse. PKB-Signale hingegen fordern die Proliferation und das Uberleben von T-
Zellen (Bommhardt et al., 2004) und konnten somit als Gegenspieler negativer
TGFB1-Signale bei Immunreaktionen eine wichtige Rolle spielen. Daher wurde zuerst
untersucht, ob erhéhte myrPKB-Signale (PKBtg) in T-Zellen die TGFp1-vermittelten

immunsuppressiven Effekte hinsichtlich der Proliferation beeinflussen.
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Abb. 11: Erh6hte PKB-Signale in wt und CD28" CD4" T-Zellen ermdéglichen deren Proliferation
bei Stimulation mit CD3-Ak und TGFB1. CD4" T-Zellen von wt und PKBtg M&usen (A, B) bzw.
CcD28" und PKBtg CD28" Mausen (C) wurden mit CD3-Ak (3 pg/ml) (A, C) oder CD3+CD28- Ak (3
und 5 pg/ml) (B) in Ab- oder Anwesenheit von TGFB1 stimuliert. Die Proliferation der T-Zellen wurde
nach 24 h mittels 3[H]-Thymidineinbau (cpm) bestimmt; * p<0,05, ** p<0,01 und *** p<0,001 (Abb.
nach Pierau et al., 2009).
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Bei Stimulation mit CD3-Ak proliferierten PKBtg CD4" T-Zellen etwas starker als wt
Zellen, gemessen nach 24 h durch °[H]-Thymidineinbau (Abb. 11A). TGFB1 hemmte
die Proliferation der wt CD4" T-Zellen drastisch, hatte interessanterweise aber keinen
wesentlichen Einfluss auf PKBtg CD4" T-Zellen, da sie so gut wie TGFB1-
unbehandelte CD4" T-Zellen expandierten. Die verschiedenen TGFp1-
Konzentrationen unterschieden sich nur geringfigig in ihrer Wirkung. Auf
CD3+CD28-Ak-stimulierte wt und PKBtg CD4" T-Zellen hatte TGFB1 dagegen nur
einen leicht inhibitorischen Einfluss (Abb. 11B). Dies zeigt, dass TGFB1l im
Zusammenspiel mit CD28-kostimulatorischen Signalen auf CD4" T-Zellen nicht
immunsupprimierend wirkt und dass erhohte PKB-Signale eine vergleichbare
Wirkung wie CD28-Kostimulation haben.

Da PKB indirekt Gber CD28 aktiviert wird, wurde auch der Einfluss tg PKB auf die
Proliferation CD28" CD4" T-Zellen in An- und Abwesenheit von TGFB1 untersucht.
CD3-Ak-stimulierte PKBtg CD28"" CD4" T-Zellen proliferierten wiederum etwas
starker als CD28" Zellen. Die Proliferation CD28" CD4" T-Zellen wurde durch
TGFB1 ebenfalls stark inhibiert (Abb. 11C). Dagegen expandierten PKBtg cD28™ T-
Zellen in Gegenwart von TGFB1 so gut wie wt CD4" T-Zellen nach alleiniger CD3-Ak-
Stimulation und vergleichbar zu PKBtg CD4" T-Zellen in Anwesenheit von TGFB1
(Abb. 11A und 11C). Somit ersetzt tg PKB CD28-Kostimulation und ermdglicht die
Proliferation CD3-Ak+TGFp1-stimulierter PKBtg und PKBtg CD28” CD4" T-Zellen.

3.1.2 Erhohte PKB-Signale in stimulierten wt und CD28" CD4" T-
Zellen induzieren mehrfache Zellteilungen in Anwesenheit
von TGFB1

Die Wirkung von TGFB1 und aktiver PKB auf den Zellzyklusverlauf aktivierter CD4"
T-Zellen wurde mittels der CFSE-Methode bestimmt. CD3-Ak- sowie CD3+CD28-Ak-
stimulierte wt und PKBtg CD4" T-Zellen durchliefen 3-4 Zellzyklen innerhalb von 3
Tagen (Abb. 12, Zeile 2). Dagegen teilten sich bei CD3-Ak+TGFp1-Stimulation nur
23% der wt CD4" T-Zellen 1-2-mal. Markanterweise durchliefen 93% der CD4"
PKBtg T-Zellen bei Zugabe von TGFB1 den Zellzyklus 3-4-mal, vergleichbar zu den
ohne TGFB1 stimulierten T-Zellen (91%) (Abb. 12, Zeile 3). Bei CD3+CD28-Ak-
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Stimulation hatte TGFB1 nur einen geringfigigen Einfluss auf die Zellteilungen der wt
und PKBtg CD4" T-Zellen (Abb. 12, Zeile 3 und 4).

Wie zuvor, wurde der Einfluss tg PKB auf den Zellzyklusverlauf CD28" CD4" T-
Zellen in An- und Abwesenheit von TGFB1 untersucht. CD28-Kostimulation hatte im
Vergleich zur CD3-Ak-Stimulation, wie zu erwarten, keinen fordernden Einfluss auf
den Zellzyklusverlauf und diente zur Kontrolle der CD28-Defizienz. In beiden
Stimulationsansatzen durchliefen ca. 88% der PKBtg CD28™ T-Zellen, aber nur ca.
55% der CD28" T-Zellen drei Zellzyklen. CD28" T-Zellen zeigten, ganz im
Gegensatz zu den drei durchlaufenen Zellteilungen der PKBtg CD28™" T-Zellen,
keine Zellteilung bei CD3-Ak+TGFB1-Behandlung. Erhéhte PKB-Signale ermdglichen
daher die effiziente mehrmalige Zellzyklusprogression CD3-Ak-aktivierter CD4" T-

Zellen in Gegenwart von TGFB1, vergleichbar zu kostimulatorischen CD28-Signalen.

wt PKBtg CD28"- PKBthD28'/'
A
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4321 4321 32 1

4371 4321 32 1
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Abb. 12: Zellzyklusprogression aktivierter CD4" T-Zellen in Ab- oder Anwesenheit von TGFB1.
CFSE-gefarbte wt und PKBtg bzw. CD28” und PKBtg CD28" CD4'CD25 T-Zellen wurden nicht
(Medium) oder mit CD3-Ak (3 pg/ml) bzw. CD3+CD28-Ak (3 und 5 pg/ml) in Ab- oder Anwesenheit
von TGFB1 (10 ng/ml) stimuliert. Nach 72 h wurde der Zellzyklusverlauf (CFSE-Abnahme) der CD4"
T-Zellen durchflulBzytometrisch bestimmt. Die Zahlen in den jeweiligen Histogrammen geben die
Anzahl der Zellteilungen an (Abb. veréandert nach Pierau et al., 2009).
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3.1.3 PKBtg CD4" T-Zellen proliferieren in Gegenwart hoher
TGFB1- Konzentrationen

Da sich 93% der PKBtg CD4" T-Zellen bei CD3-Ak-Stimulation und Zugabe von 10
ng/ml TGFB1 teilten, aber nur 23% der wt CD4" T-Zellen (Abb. 12), wurde der
Einfluss héherer TGFB1-Konzentrationen auf den Zellzyklusverlauf PKBtg CD4" T-
Zellen untersucht (Prozentangaben wurden mit der Software CellQuest Pro von BD
Biosciences ermittelt). In Gegenwart von 50 ng/ml TGFp1 teilten sich bei CD3-Ak-
Stimulation immer noch 70% der PKBtg CD4" T-Zellen, gegeniiber nur 23% der wt T-
Zellen (Abb. 13). Auch bei CD3+CD28-Ak-Stimulation hatte diese TGFp1-
Konzentration nur einen geringen Einfluss auf PKBtg CD4" T-Zellen, da sich 90%
der Zellen teilten, jedoch war der Zellzyklusverlauf im Vergleich zur Stimulation ohne

TGFB1 etwas verlangsamt.
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Abb. 13: Erhéhte PKB-Signale erméglichen die Proliferation CD4" T-Zellen in Anwesenheit
hoher TGFB1-Konzentrationen. CFSE-gefarbte wt und PKBtg CD4" T-Zellen wurden mit CD3-Ak (3
pg/ml) oder CD3+CD28-Ak (3 und 5 pg/ml) in Ab- oder Anwesenheit von TGFB1 (50 ng/ml) stimuliert.
Nach 72 h wurde der Zellzyklusverlauf der CD4" T-Zellen durchfluRzytometrisch bestimmt. Die Zahlen

in den jeweiligen Histogrammen geben die Anzahl der durchlaufenen Zellzyklen an.

Auffallig war, dass nur 75% der wt CD4" T-Zellen 1-3 Zellzyklen durchliefen und
somit etwas stérker als PKBtg Zellen inhibiert wurden. Dies zeigt, dass erhdhte PKB-
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Signale bei alleiniger CD3-Ak-Stimulation die Proliferation CD4" T-Zellen auch in
Anwesenheit hoher TGFp1-Konzentrationen ermdglichen bzw. férdern. In weiteren

Experimenten wurde daher eine TGFB1-Konzentration von 10 ng/ml eingesetzt.

3.1.4 Einfluss von TGFB1- und PKB-Signalen auf den Phanotyp

aktivierter T-Zellen

Die vorherigen Daten zeigten, dass bei alleiniger CD3-Ak-Stimulation TGFB1 die
Proliferation von wt und CD28" CD4" T-Zellen drastisch hemmte. Dagegen
ermoglichten erhdhte PKB-Signale in beiden Zelltypen eine starke Proliferation in
Anwesenheit von TGFB1. Es wurde daher untersucht, welche Auswirkungen TGFp1-
und PKB-Signale auf die Zellgrofe und verschiedene Aktivierungsmarker der
aktivierten CD4" T-Zellen haben.

TGFB1 fuhrte in CD3-Ak-stimulierten wt T-Zellen am Tag 3 zu einer starken
Abnahme der ZellgroRe (FSC = forward scatter) (Abb. 14) bzw. erlaubte eine nur
begrenzte Zunahme der Zellgré3e. Dies erfolgte in deutlich geringerem MalRe bei
Stimulation mit CD3+CD28-Ak plus TGFB1. Bemerkenswerterweise zeigten PKBtg
im Vergleich zu wt T-Zellen eine deutlich geringere Abnahme der ZellgroRe bei CD3-
Ak+TGFB1-Stimulation. Unter kostimulatorischen Bedingungen (CD3+CD28-Ak) in
Anwesenheit von TGFB1 war die ZellgréRe von wt und PKBtg CD4" T-Zellen
vergleichbar, jedoch gegenuber alleiniger CD3+CD28-Ak-Stimulation ebenfalls
deutlich verringert. Aufféllig war, dass CD3-Ak+TGFp1-stimulierte PKBtg Zellen eine
ahnliche Zellgré3e aufwiesen wie wt Zellen nach CD3+CD28-Ak+TGFB1-Stimulation.
Da im zeitlichen Verlauf der T-Zellaktivierung verschiedene Antigene auf der
Zelloberflache exprimiert werden, die Aufschluss tber den Aktivierungsstatus der
Zellen geben, wurde zugleich die Expression der Aktivierungsmarker CD25, CD98,
CD69, CD62L und Ox40 auf wt und PKBtg CD4" T-Zellen in Ab- und Anwesenheit
von TGFB1 untersucht.

TCR/CD28-Ligation fuhrt zur Sekretion von IL-2 und Expression des IL-2R. Dieser
besteht aus den a-, B- und yc-Untereinheiten, wobei die B- und vy.-Ketten (CD122
bzw. CD132) konstitutiv auf der Zelloberflache naiver T-Zellen exprimiert werden. Die

Expression der IL-2-Ra-Kette (CD25) wird dagegen erst nach Aktivierung der T-Zelle
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induziert. Zusammen bilden die drei Untereinheiten den hochaffinen IL-2-R, der nach
IL-2-Bindung eine komplexe Signalkaskade auslost und die Proliferation und
Differenzierung der T-Zellen férdert.

Das Glykoprotein CD98 (4F2hc) wird auf aktivierten Lymphozyten verstarkt
exprimiert und bildet heterodimere Komplexe mit Aminosauretransportern
(Mastroberardino et al., 1998), die Proteinsynthese und Metabolismus férdern. T-
Zellaktivierung fuhrt zudem innerhalb weniger Stunden zur Expression von CDG69,

das fur die T-Zellproliferation bendétigt wird (Sancho et al., 2005).
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Abb. 14: ZellgréRe und Expression verschiedener Oberflachenmarker auf aktivierten wt und
PKBtg CD4" T-Zellen in Ab- oder Anwesenheit von TGFB1. CD4" T-Zellen von wt und PKBtg
Mausen wurden nicht (Medium) oder mit CD3-Ak (3 pg/ml) bzw. CD3+CD28-Ak (3 und 5 pg/ml) in Ab-
oder Anwesenheit von TGFB1 (10 ng/ml) stimuliert. Nach 3 Tagen wurde die Zellgrof3e (FSC) der
jeweiligen CD4" T-Zellen durchfluBzytometrisch bestimmt. Die Expressionsanalyse der angegebenen
Oberflachenmarker erfolgte am Tag 2 der Kultur ebenfalls mittels DurchfluRzytometrie (Abb. verandert
nach Pierau et al., 2009).

Die Expression der Aktivierungsmarker wurde am Tag 1, 2 und 3 bestimmt. Da die
Unterschiede in der Expressionsstarke der analysierten Marker zwischen wt und
PKBtg am Tag 2 am deutlichsten waren, sind diese gezeigt.

Nach 2-tagiger Kultur fuhrte TGFB1 zu einer deutlich verringerten Expression von
CD25, CD98 und CD69 auf CD3-Ak-stimulierten wt CD4" T-Zellen, wahrend PKBtg
CD4" Zellen hinsichtlich der Expression dieser Aktivierungsmarker weniger bis gar
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nicht durch TGFB1 beeinflusst wurden. Somit mindert TGFB1 bei alleiniger CD3-Ak-
Stimulation die Zellgrole sowie die CD25-, CD69- und CD98-Expression, ein
Hinweis auf eine verringerte IL-2-Produktion und einen niedrigeren Metabolismus,
was zur Proliferationsinhibition der wt CD4" T-Zellen beitragt. Erhohte PKB-Signale
heben dagegen die inhibitorischen TGFB1-Signale auf bzw. ,umgehen® sie, so dass
die T-Zellaktivierung optimal ablaufen kann.
CD28-kostimulierte wt und PKBtg T-Zellen zeigten eine vergleichbare CD25-, CD69-
und CD98-Expression, die im Vergleich zur CD3-Ak-Stimulation leicht erhdht war.
Auch bei CD3+CD28-Ak-Stimulation fuhrte TGFB1 zu einer verminderten Expression
von CD25, CD69 und CD98 auf wt und PKBtg Zellen. Die Expressionsstarke lag aber
auch hier deutlich Gber der Expressionsstéarke nach CD3-Ak+TGFp1-Behandlung.
Das Glykoprotein CD62L spielt eine wichtige Rolle bei der Migration und dem homing
von T-Lymphozyten in die Lymphknoten und Peyer sche-Plaques (Ley and Kansas,
2004). CD62L ist ein weiterer Aktivierungsmarker, da nach T-Zellaktivierung CD62L
verstarkt proteolytisch von der Zelloberflache gespalten wird (shedding). Nach 2-
tagiger CD3-Ak sowie CD3+CD28-Ak Stimulation wurde in TGFp1-behandelten wt T-
Zellen eine reduzierte CD62L-Expression detektiert. In PKBtg Zellen wurde durch
TGFB1 ein starkeres CD62L-shedding induziert, da ein Grof3teil der Zellen CD62L-
negativ war.
Das zur Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNFR)-Superfamilie gehérende ko-
stimulatorische Molekil Ox40 wird 24-72 h nach Aktivierung der T-Zellen auf der
Zelloberflache exprimiert (Ishii et al., 2010). Wie aus Abb. 14 hervorgeht, wurde bei
CD3-Ak+TGFpB1-Stimulation Ox40 auf wt CD4" T-Zellen kaum, jedoch stark auf
PKBtg T-Zellen exprimiert. Bei Aktivierung der wt T-Zellen mit CD3+CD28-Ak war in
Anwesenheit von TGFB1 die Expression von Ox40 schwach vorhanden und deutlich
geringer als auf PKBtg CD4" T-Zellen.
Zusammenfassend zeigen diese Analysen, dass erhdohte PKB-Signale die durch
TGFB1 vermittelte Hemmung der T-Zellaktivierung, die sich in einer Reduktion der
ZellgroRe, der CD98-, CD25-, CD69- und Ox40-Expression widerspiegelt, aufheben.
CD28-Kostimulation ermdoglichte die Expression der untersuchten Aktivierungs-
marker auch in CD3-Ak+TGFp1-aktivierten wt CD4" T-Zellen, allerdings auf einem
niedrigeren Niveau als in Abwesenheit von TGFB1 (CD3+CD28-Ak).
Bemerkenswerterweise hatten PKBtg CD4" T-Zellen auch unter kostimulatorischen
Stimulationsbedingungen und TGFB1-Gabe eine hohere CD25-, CD98- und Ox40-
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Expression, was auf eine verstarkte Aktivierung hinweist. Auffallend war, dass PKBtg
T-Zellen bei TGFB1-Gabe eine starke Abhahme der CD62L-Expression aufwiesen.
PKBtg CD4" T-Zellen reagierten daher auf inhibitorische TGFB1-Effekte bei alleiniger
TCR-Stimulation weniger sensitiv und wiesen den Phénotyp von CD3+CD28-
Ak+TGFp1-stimulierten wt Zellen auf.

Da PKBtg CD28" CD4* T-Zellen im Vergleich zu CD28™ T-Zellen verstarkt auf TCR-
Signale reagierten und sogar in Anwesenheit von TGFf1 proliferierten (Abb. 11 und
Abb. 12), wurde auch fur diese Zelltypen der Aktivierungsstatus in Ab- und
Anwesenheit von TGFB1 bestimmt (Abb. 15).

Bei alleiniger CD3-Ak-Stimulation zeigten CD28™ und PKBtg CD28" CD4" T-Zellen
keine gravierenden Unterschiede in der Expression von CD25, CD98, CD69 und
CD62L (Abb. 15), PKBtg CD28" Zellen wiesen jedoch eine hohere Ox40-Expression
auf. Dabei ist zu erwéhnen, dass die Expression dieser Oberflachenantigene auf
CD28" CD4" T-Zellen mit der von wt Zellen vergleichbar war.

CD25 CD98 CD69 CD62L Ox40
4 |— cpes- 31
CD3 N Elégég/ . 2
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N
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Abb. 15: Expression der angegebenen Oberflachenantigene auf CD3-Ak-stimulierten CD28"
und PKBtg CD28" CD4" T-Zellen in Ab- oder Anwesenheit von TGFB1. CD4" T-Zellen von CcD28"
und PKBtg CD28" Mausen wurden mit CD3-Ak (3 pg/ml) in Ab- oder Anwesenheit von TGFB1 (10
ng/ml) stimuliert. Die Expression der angegebenen Oberflachenantigene wurde am Tag 2 der Kultur
durch FACS-Analyse ermittelt.

TGFB1 fuhrte in den stimulierten CcD28™" cD4* T-Zellen, wie zuvor in wt T-Zellen, zu
einer deutlich geringeren Expression der Oberflachenmarker, abgesehen von
CD62L. In PKBtg CD28" Zellen hatte TGFB1 dagegen keine oder nur leichte
inhibitorische Effekte. Somit mindern erhdhte PKB-Signale auch in CD28" CD4* T-

Zellen die aktivierungshemmenden Effekte von TGFB1 und ermoglichen die mit der
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Aktivierung von T-Zellen einhergehende optimale Expression verschiedener
Antigene.

3.15 Exogenes IL-2 ermdglicht die Proliferation CD3-Ak+ TGFp1-

stimulierter CD4" T-Zellen

Da die Proliferation und CD25-Expression von wt CD4" T-Zellen bei CD3-Ak-
Stimulation in Gegenwart von TGF1 gehemmt wurde - im Gegensatz zu PKBtg T-
Zellen - sollte geklart werden, ob die Zugabe von exogenem rekombinanten IL-2 den
inhibitorischen Effekt von TGFB1 auf wt Zellen aufhebt (Abb. 16).
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Abb. 16: Zellteilung CD3-Ak-stimulierter CD4" T-Zellen in Ab- oder Anwesenheit von TGFB1 und
IL-2. CFSE-gefarbte wt und PKBtg CD4'CD25  T-Zellen wurden nicht (Medium) oder mit CD3-Ak (3
pg/ml) in Ab- oder Anwesenheit von TGFB1 (10 ng/ml) und/oder IL-2 (20 ng/ml) stimuliert. Nach 72 h
wurde die ZellgréBe (FSC) und der Zellzyklusverlauf (CFSE-Abnahme) der CD4" T-Zellen
durchfluBzytometrisch bestimmt. Die Zahlen in den jeweiligen Histogrammen geben die Anzahl der

durchlaufenen Zellteilungen an.
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Bezuglich der ZellgroRe (FSC) wurde deutlich, dass exogenes IL-2 die Reduktion der
ZellgroRe von PKBtg und insbesondere wt CD4" T-Zellen bei TGFB1-Gabe aufhob.
Obwonhl die ZellgroRe der wt T-Zellen durch TGFB1 drastischer reduziert war als die
der PKBtg T-Zellen, zeigten beide Zelltypen nach IL-2-Zusatz gleiche Zellgroiie,
dennoch war diese leicht geringer als bei CD3-Ak-Stimulation in Abwesenheit von
TGFB1. Auch der Zellzyklusverlauf wurde durch IL-2 positiv beeinflusst. Die
Proliferation der wt CD4" T-Zellen wurde durch TGFB1 gehemmt, im Gegensatz zu
PKBtg CD4" T-Zellen (Abb. 12). IL-2 hob diesen inhibitorischen Effekt auf, so dass wt
T-Zellen fast so gut wie PKBtg T-Zellen proliferierten, d.h. beide Zelltypen durchliefen
bis zu 4 Zellzyklen. Dies zeigt, dass bei alleiniger CD3-Stimulation durch TGFB1 u.a.
die IL-2-Produktion oder die IL-2-R-Signalgebung gehemmt wird und erhdéhte PKB-
Signale diese Defizite aufheben bzw. ersetzen.

3.1.6 TGFB1 hemmt die Proliferation ,voraktivierter* CD4" T-

Zellen

Da IL-2 die Proliferation von T-Lymphozyten anregt und rekombinantes IL-2 den
inhibitorischen Effekt von TGFB1 auf die Proliferation CD3-Ak-stimulierter wt CD4" T-
Zellen aufhob, sollte geklart werden, ob TGFB1 auch Einfluss auf ,voraktivierte® T-
Zellen hat. Daher wurden wt CD4" T-Zellen mit CD3-AK fiir 24 h (Abb. 17A) oder 48 h
(Abb. 17B) stimuliert und TGFB1 nicht (0 h), fir den gesamten Zeitraum (24 h bzw.
48 h) oder fur die jeweils letzten 6, 8 und 16 h (Abb. 17A) bzw. 24, 32 und 40 h (Abb.
17B) den CD4" T-Zellen zugesetzt. Nach 24 h bzw. 48 h wurde jeweils die
Proliferation durch 3[H]-Thymidineinbau bestimmt.

Aus Abb. 17 geht hervor, je friher TGFB1 zugesetzt wurde, desto starker war die
Hemmung der Proliferation der wt T-Zellen. Interessanterweise zeigten T-Zellen, die
fur 18 h mit CD3-Ak aktiviert worden waren und nur fur die letzten 6 h mit TGFp1
behandelt wurden, dennoch eine 50%ige Proliferationshemmung gegentber T-
Zellen, die kein TGFB1 (0 h) erhalten hatten (Abb. 17A). Fir 24 h aktivierte und dann
fur weitere 24 h mit TGFB1 versetzte T-Zellen wiesen ebenfalls eine 60%ige
Hemmung der Proliferation auf (Abb. 17B). Dabei hatten hohere TGFpB1-
Konzentrationen keinen fordernden Einfluss auf die Hemmung, da 0,3 ng/ml, 1 ng/ml

und 10 ng/ml TGFB1 die DNA-Synthese in gleichem Mal3e hemmten. Dies zeigt,
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dass bei CD3-Ak-Stimulation TGFB1 auch auf bereits ,aktivierte“ T-Zellen hemmend
wirkt, wenn auch weniger effektiv als auf naive T-Zellen, d.h. bei Beginn der TCR-
Stimulation. Insbesondere die Inhibition durch spate TGFp1-Zugabe fur nur 6 h (Abb.
17A) bzw. 24 h (Abb. 17B) weist darauf hin, dass TGFB1-induzierte Inhibition nicht
nur auf mangelnde IL-2-Produktion zurtickzufihren zu sein scheint, sondern weitere
inhibierend wirkende Mechanismen eine wichtige Rolle spielen missen, die durch

aktive PKB oder CD28-Signale auf noch ungeklarte Weise aufgehoben werden.
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Abb. 17: Proliferation von wt CD4" T-Zellen in Abhangigkeit der Einwirkdauer von TGFp1. CD4"
T-Zellen von wt Mausen wurden mit CD3-Ak (3 pg/ml) allein (0 h) oder in Anwesenheit von TGFp1
(0,3-10 ng/ml) stimuliert. TGFB1 wurde fur die letzten 6, 8, 16 h oder fir 24 h zugesetzt (A) oder fiir die
letzten 24, 32, 40 h bzw. fir 48 h (B). Die Proliferation der T-Zellen wurde nach 24 h (A) und 48 h (B)
mittels 3[H]—Thymidineinbau gemessen. Kontroll-CD4" T-Zellen (med) blieben fir 24 oder 48 h ohne
CD3-Ak- und TGFB1-Stimulus.

3.2 Einfluss von PKB auf TGFB1l-induzierte Differen-
zierung zu iTreg
3.2.1 Erhohte PKB-Signale fordern die Foxp3-Expression und

iTreg-Entwicklung von wt und CD28" CD4*CD25 T-Zellen

Treg unterdriicken die Aktivierung verschiedener Immunzellen und sind somit bei der
Regulation der Selbsttoleranz und Homdostase des Immunsystems entscheidend
beteiligt. In peripheren naiven CD4" T-Zellen wird bei TCR- plus CD28-Stimulation in
Gegenwart von TGFB1 der Transkriptionsfaktor Foxp3 induziert und die T-Zellen
differenzieren zu CD4"CD25 Foxp3™ iTreg.
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Da PKBtg CD4" T-Zellen bei Stimulation mit CD3-Ak plus TGF1 proliferierten und
eine verstarkte CD25-Expression aufwiesen - ganz im Gegensatz zu wt T-Zellen -
sollte geklart werden, ob erh6hte PKB-Signale Einfluss auf die iTreg-Differenzierung
nehmen. Dabei sollte insbesondere geklart werden, ob PKBtg und v.a. PKBtg CD28™
T-Zellen bei alleiniger Stimulation mit CD3-Ak, d.h. ohne ein CD28-
kostimulatorisches Signal, unter TGFB1-Gabe zu CD4'CD25" iTreg differenzieren
kdnnen. Wt, PKBtg, CD28" und PKBtg CD28" CD4*'CD25  T-Zellen wurden daher
mit CD3-Ak allein oder CD3+CD28-Ak in Anwesenheit von TGFB1 stimuliert. Nach 3
Tagen wurde die Expression von CD25 und Foxp3 in den vier Versuchsansatzen
durchflu3zytometrisch bestimmt. Die Ergebnisse zur iTreg-Induktion von wt und
PKBtg T-Zellen wurden in der Doktorarbeit von Swen Engelmann aus unserer
Arbeitsgruppe weitgehend etabliert und gemeinsam veréffentlicht (Pierau et al.,
2009). Fur meine weiterfuhrenden Analysen sind zum Verstandnis die wt und PKBtg

Daten mit aufgefihrt.
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Abb. 18: Differenzierung von wt, PKBtg, cD28™ und PKBtg CD28" cD4'CD25 T-Zellen zu
Foxp3'CD25" iTreg. Isolierte wt, PKBtg, CD28" und PKBtg CD28" CD4*'CD25 Zellen wurden mit
CD3-Ak (3 pg/ml) oder CD3+CD28-Ak (3 und 5 pg/ml) in Kombination mit TGFB1 (10 ng/ml) fir 72 h
stimuliert. Der prozentuale Anteil (A, B) und die Zellzahl (C) von CD4"'CD25 Foxp3* Zellen in den
induzierten Zellpopulationen wurde durch FACS-Analyse ermittelt. In A ist die FACS-Analyse eines
Experimentes dargestellt. B und C zeigen die Resultate von 4 unabhéngigen Experimenten; ** p<0,01

und *** p<0,001 (Abb. nach Pierau et al., 2009).

Wie in Abb. 18B gezeigt, differenzierten bei CD3-Ak+TGFp1-Stimulation etwa 12%
der wt Zellen zu CD25"Foxp3* T-Zellen, wahrend in der PKBtg Zellkultur bis 60% der
Zellen CD25"Foxp3* waren (Abb. 18A, B). Bei Stimulation mit CD3+CD28-Ak plus
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TGFB1 war der Anteil der Foxp3® Zellen in den PKBtg Kulturen im Vergleich zu wt
Kulturen leicht, aber nicht signifikant reduziert (Abb. 18A, B) und lag in beiden
Zelltypen bei ca. 50-60%. Die Zellzahl der CD4"'CD25 Foxp3"* T-Zellen war in CD3-
Ak+TGFp1-stimulierten PKBtg Kulturen im Vergleich zu wt Kulturen drastisch um das
27-fache erhoht (Abb. 18C). Bei Stimulation mit CD3+CD28-Ak plus TGFB1 war die
Zellzahl induzierter Treg in wt und PKBtg Kulturen dagegen vergleichbar. Erhdhte
PKB-Signale fordern somit die Differenzierung naiver peripherer T-Zellen zu iTreg
nach alleiniger TCR/CD3-Stimulation in Anwesenheit von TGFB1 und kdnnen somit
bendtigte CD28-Signale ersetzen.

Da PKB-Signale CD28-Kostimulation hinsichtlich der Proliferation bei CD3-
Ak+TGFB1-Stimulation ersetzten (Abb. 11 und 12), wurde weiterfihrend untersucht,
ob die Beobachtungen zur iTreg-Differenzierung in wt und PKBtg Zellen auch fur
CD28" bzw. PKBtg CD28" Zellen zutreffen (Abb. 18). Bei CD3-Ak+TGFp1-
Stimulation exprimierten nur etwa 10% der CD28" Zellen die Treg-Marker CD25 und
Foxp3, wahrend rund 50% der PKBtg CD28" Zellen dafiir positiv waren (Abb. 18A,
B). Die Zellzahl der CD4"'CD25 Foxp3" T-Zellen war in CD3-Ak+TGFp1-stimulierten
PKBtg CD28" Kulturen im Vergleich zu CD28” Kulturen drastisch um das 20-fache
erhoht (Abb. 18C). Die Ergebnisse zur Differenzierung von CD28” und PKBtg
CD28" T-Zellen zu Foxp3*CD25" iTreg entsprechen daher denen von wt und PKBtg
Zellen und zeigen eindeutig, dass erhohte PKB-Signale CD28-Kostimulation bei der

iTreg-Differenzierung voll ersetzen.

3.2.2 Verstarkte PKB-Signale fordern die Interleukinbildung in

CD4" T-Zellen unter iTreg-induzierenden Bedingungen

Abhé&ngig vom umgebenden Zytokinmilieu und den Stimulationsbedingungen
differenzieren naive CD4" Th-Zellen in Thl- oder Th2-Zellen, iTreg oder
proinflammatorische Th17-Zellen. IL-12 und IFN-y induzieren eine Thl-, IL-4 eine
Th2-Immunantwort und TGFB1 dirigiert die Differenzierung zu iTreg oder Thl7-
Zellen. Thl-Zellen produzieren hauptsachlich IL-2 und IFN-y, Th2-Zellen sezernieren
IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13, die antiinflammatorisch wirken. Treg sezernieren die
proliferationshemmenden Zytokine IL-10 und IL-35. Th17-Zellen bilden neben IL-17
zusatzlich IL-22 und IL-21, das auch von aktivierten CD4" T-Zellen exprimiert wird.
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Da PKBtg im Gegensatz zu wt CD4" T-Zellen bei CD3-Ak+TGFpB1-Stimulation
proliferierten und zu iTreg differenzierten, stellte sich die Frage, inwieweit erh6hte
PKB-Signhale unter diesen Stimulationsbedingungen die Zytokinproduktion
beeinflussen. Daher wurden CD4" T-Zellen von wt und PKBtg Mausen mit CD3-Ak
bzw. CD3+CD28-Ak in Anwesenheit von TGFB1 kultiviert. Nach drei Tagen wurden
die induzierten Zellpopulationen fir 4 h mit PMA/lonomycin in Anwesenheit von
Brefeldin A restimuliert (siehe 2.2.10) und sodann die intrazellulare Produktion

verschiedener Zytokine mittels Durchflu3zytometrie bestimmt (Abb. 19).
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Abb. 19: Einfluss erhéhter PKB-Signale auf die Zytokinproduktion von CD4" T-Zellen, die unter
iTreg-induzierenden Konditionen kultiviert wurden. CD4'CD25 T-Zellen von wt und PKBtg
Méausen wurden mit CD3-Ak (3 upg/ml) (A, B) oder CD3+CD28-Ak (3 und 5 pg/ml) (C, D) in
Anwesenheit von TGFB1 (10 ng/ml) stimuliert und nach 3 Tagen fur 4 h mit PMA/lonomycin (100 und
800 ng/ml) in Anwesenheit von Brefeldin A (2 pg/ml) restimuliert. Der prozentuale Anteil (A, C) und die
Zellzahl (B, D) der zytokinproduzierenden CD4" T-Zellen in den Kulturen wurden durch intrazellulare
FACS-Analyse ermittelt. Dargestellt sind die Resultate von 3 unabhangigen Experimenten, die

Messung fir IFN-y wurde nur einmal durchgefuhrt; * p<0,05, ** p<0,01 und *** p<0,001.

Unter CD3-Ak+TGFp1-Stimulationsbedingungen wiesen die PKBtg T-Zellkulturen
prozentual etwa doppelt soviele IL-4-, IL-13-, IL-21- und IL-10- produzierende CD4"
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T-Zellen auf wie die wt Zellkulturen (Abb. 19A). Der prozentuale Anteil IL-2-
produzierender PKBtg CD4" T-Zellen war 1,4-fach erhoht. Die IFN-y-Produktion
wurde nur in einem Experiment bestimmt, zeigte aber in den PKBtg Kulturen
ebenfalls etwa doppelt so viele IFN-y produzierende Zellen. Auch die Zellzahl
zytokinproduzierender CD4" T-Zellen war in den PKBtg Zellkulturen im Vergleich zu
den wt Kulturen signifikant erhoht (Abb. 19B). Die Zellzahl IFN-y-, IL-4-, IL-13-, IL-21-
und IL-10-produzierender PKBtg CD4" T-Zellen war 8-10-fach und die Zellzahl IL-2-
produzierender CD4" T-Zellen 5-mal hoher als in den wt Zellkulturen. Die héhere
Anzahl zytokinproduzierender Zellen nach CD3-Ak+TGFp1-Stimulation in PKBtg
Zellkulturen lasst sich dadurch erklaren, dass aktive PKB die proliferations-
hemmenden Eigenschaften von TGFB1 aufhebt und die Expansion der sich
differenzierenden Zellen erlaubt. Die Daten zeigen ferner, dass erhéhte PKB-Signale
bei Stimulation mit CD3-Ak+TGFB1 sowohl die Thl- als auch Th2- Zytokinproduktion
und beziglich IL-21 auch die Zytokinproduktion von Th17-Zellen férdern.

Aktivierung mit CD3+CD28-Ak in Gegenwart von TGFB1 fuhrte zur vergleichbaren
Proliferation von wt und PKBtg CD4" T-Zellen (siehe Abb. 11B und 12) und
dementsprechend zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Prozentsatz
(Abb. 19C) und in der Zellzahl (Abb. 19B) zytokinproduzierender CD4" T-Zellen
zwischen wt und PKBtg Zellkulturen.

3.2.3 Erhohte PKB-Signale férdern die Ausbildung zytokin-
produzierender iTreg bei CD3-Ak+TGFB1-Stimulation

Im Folgenden wurde untersucht, welchen Einfluss erhthte PKB-Signale auf die
Zytokinproduktion der iTreg haben. Wt und PKBtg CD4'CD25" T-Zellen aus Foxp3-
GFP Mausen wurden mit CD3-Ak allein (Abb. 20A und B) bzw. CD3+CD28-Ak (Abb.
20C und D) in Anwesenheit von TGFB1 stimuliert. Nach 3 Tagen wurden beide
Zellkulturen fur 4 h mit PMA/lonomycin in Anwesenheit von Brefeldin A restimuliert
und sodann die Foxp3*GFP® T-Zellen hinsichtlich der angegebenen Zytokin-
produktion analysiert.
Bei Stimulation mit TGFB1 und CD3-Ak allein war in der PKBtg Zellkultur der
prozentuale Anteil zytokinproduzierender Foxp3™ iTreg hinsichtlich aller Zytokine 2-
fach hoher als in den wt Kulturen (Abb. 20A). Dabei war der Prozentsatz fur IL-21-
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und IL-10-produzierende PKBtg iTreg signifikant erhéht. Die Zellzahlen IL-4-, IL-13-,
IL-21- und IL-10-produzierender PKBtg Foxp3® iTreg war im Vergleich zu den

entsprechenden zytokinproduzierenden wt iTreg um das 6-9-fache signifikant erhoht.
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Abb. 20: Einfluss erhéhter PKB-Signale auf die Zytokinproduktion in iTreg. CD4'CD25 T-Zellen
von wt- und PKBtg-Foxp3-GFP Mausen wurden mit CD3-Ak (3 ug/ml) (A, B) oder CD3+CD28-Ak (3
und 5 pg/ml) (C, D) in Anwesenheit von TGFB1 (10 ng/ml) stimuliert und nach 3 Tagen fir 4 h mit
PMA/lonomycin (100 und 800 ng/ml) in Anwesenheit von Brefeldin A (2 pg/ml) restimuliert. Der
prozentuale Anteil (A, C) und die Zellzahl (B, D) der zytokinproduzierenden Foxp3'GFP" iTreg in den
jeweiligen Kulturen wurde durch FACS-Analyse ermittelt. Dargestellt sind die Resultate von 3
unabhéngigen Experimenten, die Messung fir IFN-y wurde nur einmal durchgefihrt; * p<0,05 und
** n<0,01.

Bei CD3+CD28-Ak-Stimulation in Gegenwart von TGFB1 waren die Zellzahl und der
prozentuale Anteil zytokinproduzierender iTreg in wt und PKBtg Zellkulturen
vergleichbar. Interessanterweise zeigen die Daten, dass ein hoher Anteil der iTreg
zwar IL-10 produzierte, daneben aber auch sehr viele IL-21-, IL-13- und IFN-y-
produzierende iTreg gebildet wurden, wohingegen IL-4-produzierende iTreg kaum
vorlagen. Ferner wird deutlich, dass verstarkte PKB-Signale bei CD3-Ak+TGFp1-
Stimulation die Differenzierung zytokinbildender iTreg ,allgemein® férderten und nicht
die Bildung spezifischer Zytokine, vergleichbar zum Zytokinmuster bei Stimulation
der wt Zellen mit CD3+CD28-Ak und TGFp1.
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3.2.4  Analyse der Proteinexpression bei Stimulation mit CD3-Ak
und TGFB1

Zur Aufklarung der molekularen Mechanismen, durch die erhéhte PKB-Signale die
iTreg-Differenzierung férdern, wurden Western-Blot-Analysen durchgefiihrt. Da die
Transkriptionsfaktoren pSmad3, NFATcl und pSTAT5 gemeinsam die Foxp3-
Transkription regulieren und damit fur die Bildung von iTreg notwendig sind (Tone et
al., 2008), wurde zunachst die Expression und Aktivierung dieser Transkriptions-
faktoren untersucht.

Die Analysen zur Proteinexpression CD3-Ak+TGFp1-stimulierter wt und PKBtg CD4"
T-Zellen zeigten hinsichtlich der nukledren (NE) und zytoplasmatischen (CE)
Expression von pSmad2, pSmad3 und Smad4 erstaunlicherweise keine
wesentlichen Unterschiede (Abb. 21). Interessant ist jedoch, dass aktives pSmad3
nur in Gegenwart von TGFB1 im Zytoplasma und v.a. im Zellkern vorgefunden
wurde, wohingegen pSmad2 und Smad4 bereits durch CD3-Ak-Stimulation induziert
und im Zytoplasma und Zellkern detektiert wurden.

CD3-Ak-Stimulation fuhrte in wt T-Zellen zu einer starken nuklearen NFATcl-
Expression und vergleichsweise schwacheren NFATcl-Expression in PKBtg T-
Zellen, wie bereits in friheren Publikationen gezeigt wurde (Patra et al., 2004).
TGFB1 reduzierte die Menge an nuklearem NFATcl in wt T-Zellen drastisch, aber
nur geringfugig in PKBtg Zellen. Dies weist darauf hin, dass fur die iTreg-Induktion
eine schwache nukledre NFATc1-Expression ausreichend ist.

Zytoplasmatische und nukleare pSTAT5-Expression wurden fir CD3-Ak-aktivierte wt
und PKBtg T-Zellen nachgewiesen. PKBtg T-Zellen zeigten allerdings im Nukleus
eine signifikante und hohere pSTAT5-Expression in Anwesenheit von TGFB1 als die
entsprechenden wt T-Zellen.

Da die STAT5-Aktivierung in Gegenwart von TGFB1 in PKBtg T-Zellen drastisch
erhoht war, wurde auch der Einfluss erhdhter PKB-Signale auf andere STAT-
Molekule untersucht. Der Transkriptionsfaktor STAT1 spielt eine wichtige Rolle bei
der Thl-Differenzierung. STAT3 reguliert viele zellulare Prozesse, wie Zellwachstum
und Apoptose und Aktivierung von STAT3 Uber IL-6 fiihrt zur Th17-Differenzierung

naiver T-Zellen.
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Die Analysen zeigten, dass CD3-Ak-stimulierte wt und PKBtg CD4" T-Zellen
phosphoryliertes STAT1 und STAT3 im Zytoplasma und Zellkern exprimieren. TGFS1
fuhrte in PKBtg T-Zellen zum Zeitpunkt 40 h zu einer starkeren Akkumulation von
nuklearem pSTAT1 und pSTAT3 als in wt Zellen. Zudem war die Menge an
zytoplasmatischem pSTAT1 und pSTAT3 nach TGFB1-Gabe im Vergleich zu wt T-
Zellen leicht erhoht. Somit fordern erhohte PKB-Signale bei CD3-Ak+TGFp1-
Stimulation nicht nur die STAT5-Aktivierung, sondern auch die Phosphorylierung von
STAT1 und STATS3.
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Abb. 21: Analyse zytoplasmatischer und nuklearer Proteine nach Stimulation naiver T-Zellen
mit CD3-Ak und TGFB1. CD4"CD25 T-Zellen von wt und PKBtg Mausen wurden mit CD3-Ak (3
pa/ml) in An- oder Abwesenheit von TGFB1 (10 ng/ml) fir 12, 20 und 40 h stimuliert. Zytoplasmatische
(CE) und nukleare (NE) Proteinlysate wurden im Western-Blot hinsichtlich der Expression/Aktivierung
der angegebenen Signalmolekiile untersucht. Die Ergebnisse sind représentativ fur drei unabhéngige
Experimente. Die Expression von B-Aktin wurde in CE als Proteinladungskontrolle verwendet. n.s.:

unspezifische Proteinladungskontrolle fur NE.

Der fur murine Treg spezifische Transkriptionsfaktor Foxp3 wurde bei CD3-
Ak+TGFp1-Stimulation nur in PKBtg, nicht aber in wt T-Zellen exprimiert. Erh6hte
PKB-Signale in Kombination mit CD3+TGFB1-Signalen verstarken bzw. erhalten
somit die Aktivierung von STATS im Zytoplasma und dessen Akkumulation im
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Nukleus, so dass pSTAT5 zusammen mit pSmad3 und NFATcl die Foxp3-
Expression und damit die Entwicklung von iTreg ermdglichen kénnen.

Wie zuvor gezeigt, differenzierten bei CD3-Ak+TGFB1-Stimulation nur PKBtg CD4"
T-Zellen effizient zu iTreg (Abb. 18) und TGFp1 fuhrte zu einer geringeren Abnahme
der Zellgrol3e PKBtg Zellen (Abb. 14). Es wurde daher untersucht, ob erhéhte PKB-
Signale bei CD3-Ak+TGFpB1-Stimulation die Aktivierung von Proteinen, die den
Zellmetabolismus regulieren, beeinflussen. Die Western-Blot Analysen ergaben
(Abb. 21), dass CD3-Ak-aktivierte wt und PKBtg T-Zellen p-p70S6K im Zytoplasma
und pS6 im Zytoplasma und Zellkern exprimierten. TGFB1 fuhrte zu einer reduzierten
Expression beider phosphorylierter Proteine in wt Zellen, aber nicht in den PKBtg
Zellen. Dies weist darauf hin, dass die durch TGFB1l-induzierte Reduktion der
Zellgrol3e der wt Zellen mit verminderter Proteinbiosynthese einhergeht, wohingegen
erhbhte PKB-Signale die Proteinsynthese in Anwesenheit von TGFB1 aufrecht
erhalten.

In PKBtg T-Zellen wurde zytoplasmatische und nukleare tg pPKB nachgewiesen,
wobei TGFB1 keinen Einfluss auf die Aktivierung oder Expression der tg PKB nahm.
Der Negativregulator des PI3K/PKB-Signalweges, PTEN, war in CD3-Ak-stimulierten
wt und PKBtg Zellen etwa gleich stark phosphoryliert und TGFB1 hatte keinen
signifikanten Einfluss auf pPTEN in wt und PKBtg T-Zellen. Interessanterweise
wurde pPTEN auch im Nukleus vorgefunden und eine Zunahme von nukledrem
PPTEN zu spateren Zeitpunkten (40 h) deutlich, was bisher nicht beschrieben wurde.
Zusammenfassend zeigen die Analysen, dass in PKBtg CD4" T-Zellen bei TCR- und
TGFB1-Stimulation die Proteinsynthese aufrecht erhalten wird und die fur die iTreg-
Differenzierung essentiellen Transkriptionsfaktoren, insbesondere pSTAT5, NFATc1,

pSmad3 sowie Foxp3 hinreichend induziert werden.

3.25 Analyse der Proteinexpression bei Stimulation mit
CD3+CD28-Ak und TGFp1

Da erhohte PKB-Signale die CD28-Kostimulation ersetzten und die Aktivierung und
Expansion CD3-Ak-stimulierter CD4" T-Zellen in Anwesenheit von TGFp1
ermoglichten, sollte auf biochemischer Ebene geklart werden, welche CD28-

vermittelten Signale wt CD4" T-Zellen nur bei CD3+CD28-Ak+TGFB1-Stimulation zu
83



Ergebnisse

iTreg differenzieren lassen. Dazu wurden wt und PKBtg CD4" T-Zellen fir 12, 20 und
40 h mit CD3+CD28-Ak in An- oder Abwesenheit von TGFB1 stimuliert. Nach den
entsprechenden Kulturzeiten wurden zytoplasmatische und nukledre Proteinextrakte

aus den jeweiligen Zellpopulationen gewonnen und im Western-Blot verglichen.
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Abb. 22: Analyse zytoplasmatischer und nuklearer Proteinexpression unter iTreg-
Differenzierung induzierenden Stimulationsbedingungen. CD4'CD25 T-Zellen von wt und PKBtg
Méausen wurden mit CD3+CD28-Ak (3 und 5 pg/ml) in An- oder Abwesenheit von TGFB1 (10 ng/ml) fur
12, 20 und 40 h stimuliert. Zytoplasmatische (CE) und nukledare (NE) Proteinlysate wurden im
Western-Blot hinsichtlich der Expression/Aktivierung der angegebenen Signalmolekile untersucht. Die
Ergebnisse sind repréasentativ fur drei unabhéngige Experimente. Die Expression von p-Aktin wurde in
CE als Proteinladungskontrolle verwendet. n.s.: unspezifische Proteinladungskontrolle (Abb. veréndert
nach Pierau et al., 2009).

Zunachst wurde die Expression und Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
untersucht, die fir die Differenzierung naiver CD4" T-Zellen zu iTreg erforderlich sind
(Abb. 22). pPSMAD3/1 wurde im Zytoplasma und Zellkern von wt und PKBtg Zellen
bei CD3+CD28-Ak-Aktivierung nur nach TGFB1-Gabe nachgewiesen. Dagegen
wurde SMAD2 bereits bei CD3+CD28Ak-Stimulation phosphoryliert und
zytoplasmatisch und nukleér in wt und PKBtg Zellen detektiert. Dabei wurden keine
Unterschiede in der Expression von pSMAD3/1 und pSMAD2 zwischen wt und
PKBtg CD4" T-Zellen festgestellt.

Zytoplasmatisches pSTAT5 wurde nach TGFB1-Gabe in wt CD4" T-Zellen nach 20 h
deutlich detektiert, in PKBtg Zellen war eine starke STAT5-Aktivierung sogar bis 40 h
erkennbar. Im Gegensatz zur vorherigen CD3-Ak+TGFp1-Stimulation (Abb. 21),
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wurde bei CD3+CD28-Ak-Stimulation in Anwesenheit von TGFB1 nukleares pSTATS
auch in wt Zellen vorgefunden. Ahnlich zu den zytoplasmatischen Proteinextrakten,
war nukledres pSTATS5 in wt Zellen nach 20 h und in PKBtg Zellen noch nach 40 h
stark exprimiert.

Bei CD3+CD28-Ak-Stimulation wurde keine starkere nukledre NFATcl-Expression in
wt T-Zellen im Vergleich zu PKBtg Zellen nachgewiesen. Im Gegensatz zur CD3-Ak-
Stimulation (Abb. 21 (NE)), war die NFATcl-Expression in wt und PKBtg T-Zellen
vergleichbar und TGFB1 beeinflusste die Menge an nukledrem NFATcl in wt und
PKBtg T-Zellen nicht wesentlich.

Foxp3 wurde in CD3+CD28-Ak+TGFp1-stimulierten wt und PKBtg Zellen nach 20
und 40 h nuklear in ahnlichen Mengen nachgewiesen. Auch nukleédres pSTAT3 und
pS6 wurden nach CD3+CD28-Ak-Stimulation in Anwesenheit von TGFB1 in wt und
PKBtg CD4" T-Zellen gleich stark exprimiert, wiederum im Gegensatz zur CD3-
Ak+TGFp1-Aktivierung (Abb. 21).

Diese Analysen zeigen insgesamt, dass CD3+CD28-Ak-Kostimulation bei TGFp1-
Gabe in wt CD4" T-Zellen dazu fiihrt, dass nicht nur nukledares pSMAD3 und
PpSMAD2 vorliegen, sondern auch pSTAT5 und NFATcl und nukleare Foxp3-
Expression erfolgt. Somit liegen die essentiellen Transkriptionsfaktoren, die die
iTreg-Differenzierung steuern, in CD3+CD28-Ak-stimulierten wt Zellen nuklear vor. In
PKBtg CD4" T-Zellen (Abb. 21) ist hingegen das TCR/CD3-Signal in Kombination mit
TGFB1 ausreichend, um diese Transkriptionsfaktoren zu induzieren, d.h. erhdhte
PKB-Signale  ersetzen  CD28-kostimulatorische  Signale  hinsichtlich  der
Aktivierung/Expression der untersuchten Transkriptionsfaktoren, v.a. von STAT5 und

Foxp3.

3.2.6 Expression von Transkriptionsfaktoren in CD28" CD4" T-
Zellen bei iTreg-Differenzierung

CD28 wird konstitutiv auf naiven T-Zellen exprimiert und fihrt in Kombination mit
TCR-Ligation zur optimalen T-Zellaktivierung und verstérkter Interleukinproduktion.
Um zu klaren, wie erhohte PKB-Signale die fur die iTreg-Bildung notwendigen CD28-
kostimulatorische Signale ersetzen, wurden CD28" und PKBtg CD28" CD4" T-
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Zellen unter iTreg-induzierenden Stimulationsbedingungen fur 12, 20 und 40 h

kultiviert und die Proteinexpression im Western-Blot analysiert.
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Abb. 23A: Zytoplasmatische und nukleare Proteinexpression in CD28" und PKBtg CD28" CD4*
T-Zellen unter iTreg-induzierenden Kulturbedingungen. CD4'CD25 T-Zellen von CcD28" und
PKBtg CD28" Mausen wurden mit CD3-Ak (3 pg/ml) in An- oder Abwesenheit von TGFB1 (10 ng/ml)
fur 12, 20 und 40 h stimuliert. Zytoplasmatische (CE) und nukledre (NE) Proteinextrakte wurden im
Western-Blot hinsichtlich der Expression/Aktivierung der angegebenen Transkriptionsfaktoren
untersucht. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur 2-3 unabhéngige Experimente. Die Expression von
B-Aktin (CE) sowie von Lamin B (NE) diente als Proteinladungskontrolle (Abb. veréandert nach Pierau
et al., 2009).

Die Aktivierung bzw. Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren SMAD3/1, SMAD2
und SMAD4 wurde in zytoplasmatischen Proteinextrakten von CD28” und PKBtg
CD28" CD4" T-Zellen nach CD3-Ak-Stimulation in Abwesenheit von TGFp1
detektiert (Abb. 23A). TGFB1 fuhrte zu einer Zunahme von zytoplasmatischem
pSMAD3/1 und einer Abnahme der pSMAD2- und SMAD4-Expression in CD28" und
PKBtg CD28" Zellen. Im Nukleus wurde starke pSMAD3/1- und pSMAD2-
Expression hingegen nur nach TGFB1-Gabe detektiert, wobei die Expression beider
Transkriptionsfaktoren in PKBtg CD28" CD4" T-Zellen bei 40 h leicht erhht war.

In CD28" T-Zellen fiihrte TGFB1, im Vergleich zur alleinigen CD3-Ak-Stimulation, zu
einer starken Abnahme der Expression phosphorylierter zytoplasmatischer und

nuklearer STAT-Faktoren. Bemerkenswert war jedoch, dass die zytoplasmatische
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und nukleare Expression von pSTAT5 und auch von pSTAT6, und in etwas
geringerem MafRe von pSTAT3 und pSTAT1, in PKBtg CD28" CD4"* T-Zellen nach
TGFB1-Gabe im Vergleich zu CD28™ Zellen stark erhoht war (Abb. 23A).

Bedeutend ist ferner, dass NFATcl und Foxp3, zwei weitere fur die iTreg-
Differenzierung bendtigte Transkriptionsfaktoren, bei TGFp1-Gabe nuklear nur in
PKBtg CD28" CD4" T-Zellen, aber nicht in CD28™ Zellen, exprimiert wurden (Abb.
23A), so dass in PKBtg CD28™ Zellen eine iTreg-Differenzierung induziert werden
kann.

In Abb. 23B wurden unter den obigen Stimulationsbedingungen wichtige
Signalmolekile des PISK/PKB-Signalwegs, wie PDK1, TSC2, mTOR und S6, sowie
die nukledre Expression von cJun untersucht. cJun ist ein Bestandteil des
Transkriptionsfaktors AP-1, der eine wesentliche Rolle bei der T-Zellproliferation,
Zytokinproduktion und Apoptose spielt. Aufféallig war die sehr starke nukleare cJun-
Expression in PKBtg CD28" Zellen in Gegenwart von TGFB1, wahrend TGFB1 die
cJun-Expression in CD28” CD4" T-Zellen leicht reduzierte (Abb. 23B).

Aktivierte PDK1 ist neben mTORC2 an der Aktivierung der PKB beteiligt und spielt
eine wichtige Rolle bei der T-Zellproliferation und -Differenzierung. Es wurden jedoch
keine Unterschiede in der Phosphorylierung von PDK1 in CD28” und PKBtg CD28™
Zellen in Ab- oder Anwesenheit von TGFB1 festgestellt.
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Abb. 23B: Zytoplasmatische und nukleare Proteinexpression in CD28” und PKBtg CD28" CD4
T-Zellen unter iTreg-induzierenden Kulturbedingungen. CD4'CD25 T-Zellen von CcD28" und
PKBtg CD28" Mausen wurden mit CD3-Ak (3 pg/ml) in An- oder Abwesenheit von TGFB1 (10 ng/ml)
fir 12, 20 und 40 h stimuliert. Zytoplasmatische (CE) und nukledre (NE) Proteinextrakte wurden im
Western-Blot hinsichtlich der Expression/Aktivierung der angegebenen Signalmolekile untersucht. Die
Ergebnisse sind reprasentativ fir 2-3 unabhéngige Experimente. Die Expression von B-Aktin (CE)
sowie von Lamin B (NE) diente als Proteinladungskontrolle.
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MTOR reguliert im Zusammenspiel mit PKB und TSC2 das Zellwachstum und
Uberleben von Zellen, wobei die PKB-vermittelte Inhibition von TSC2 (Manning et.al
2002) zur Aktivierung von mTORC1 und p70S6K fuhrt. In CD3-Ak-stimulierten
CD28" und PKBtg CD28™ Zellen wurden pTSC2, pmTOR und ribosomales pS6-
Protein in etwa gleichen Mengen exprimiert. Allerdings inhibierte TGFB1 in CD28™
Zellen die Aktivierung dieser Proteine, insbesondere von S6 deutlich, wahrend in
PKBtg CD28" Zellen TGFB1l die Phosphorylierung dieser Proteine weniger
beeinflusste. Erhohte PKB-Signale in stimulierten CD28" CD4" T-Zellen halten nach
TGFB1-Gabe den TSC2-mTOR-p70S6K-S6-Signalweg somit aufrecht, so dass

Zellwachstum und Proliferation moglich wird.

3.3 Einfluss von PKB auf die Differenzierung von Th17-

Zellen

Die initialen Ergebnisse zur Th17-Differenzierung wurden in der AG Bommhardt von
meinem Kollegen Herrn Swen Engelmann erarbeitet und gemeinsam publiziert
(Doktorarbeit S. Engelmann 2011; Pierau et al., 2009). Zum besseren Verstandnis
meiner biochemischen Untersuchungen zur Th17-Differenzierung sind die Resultate

in Abb. 24 zusammengefasst.

3.3.1 Aktive PKB vermindert die Th17-Differenzierung in vitro

Da iTreg- und Th17-Differenzierung durch TGFB1 induziert werden und erhdhte PKB-
Signale, wie zuvor gezeigt, die Foxp3-Expression fordern, wurde der Einfluss aktiver
PKB auf die Entwicklung von Thl17-Zellen untersucht (Abb. 24). Wt und PKBtg
CD4'CD25 T-Zellen von entsprechenden Foxp3-GFP Mausen wurden mit
CD3+CD28-Ak+TGFB1 mit und ohne IL-6 kultiviert. Nach 3 Tagen wurde der Anteil
IL-17-produzierender Zellen mittels intrazellul&rer Farbung und die Foxp3-Expression

anhand der Foxp3-GFP-Expression durchflul3zytometrisch bestimmit.
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Nach 3-tagiger Stimulation mit CD3+CD28-Ak+TGFB1 in Anwesenheit von IL-6
produzierten nur 3-4% der PKBtg Zellen, aber 13% der wt Zellen IL-17 (Abb. 24). Im
Gegensatz dazu exprimierten 30% der PKBtg T-Zellen Foxp3, jedoch nur 12% der wt
Zellen. Auch die Zellzahl der IL-17" Zellen war in den wt Kulturen signifikant doppelt
so hoch wie in den PKBtg Kulturen. In Ubereinstimmung mit den prozentualen
Werten war auch die Zellzahl der Foxp3™ Zellen in den PKBtg Ansatzen um das 4,5-
fache signifikant erhoht. In Abwesenheit von IL-6 differenzierten wt und PKBtg Zellen
vergleichbar gut zu iTreg (68% wt versus 74% PKBtg) und es konnte weder in den wt
Kulturen noch in den PKBtg Kulturen eine signifikante IL-17-Produktion beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt, Pierau et al., 2009). Erhohte PKB-Signale wirken somit
unter Stimulationsbedingungen, die eine Th17-Differenzierung induzieren, hemmend
auf die IL-17-Produktion und fordern stattdessen die Differenzierung zu Foxp3®

Zellen.
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Abb. 24: Analyse der IL-17-Produktion in wt und PKBtg CD4" T-Zellen unter die Th17-
Differenzierung férdernden Stimulationsbedingungen. CD4'CD25 T-Zellen von wt und PKBtg
Foxp3-GFP Mausen wurden mit CD3+CD28-Ak (3 und 5 pg/ml) plus TGFB1 (10 ng/ml) in
Anwesenheit von IL-6 (20 ng/ml) fir 72 h stimuliert. Die intrazellulare IL-17-Produktion und Foxp3-
Expression in den jeweiligen Ansatzen wurde mittels FACS-Analyse bestimmt. Die Graphen zeigen
die prozentualen Anteile und Zellzahlen von IL17" und CD4"CD25'Foxp3" Zellen in den jeweiligen
induzierten Zellpopulationen. Dargestellt sind die Resultate von 3 unabh&ngigen Experimenten

* p<0,05, ** p<0,01 und *** p<0,001 (Abb. Pierau et al., 2009).
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3.3.2  Aktive PKB hat keinen Einfluss auf die Zytokinproduktion

in CD4" T-Zellen unter Th17-induzierenden Bedingungen

Die obigen Ergebnisse zeigten, dass erhdhte PKB-Signale die Differenzierung von
Th1l7 Zellen und iTreg reziprok beeinflussen. Da das umgebende Zytokinmilieu die
Differenzierung naiver T-Zellen stark beeinflusst und bekannt ist, dass IFN-y, I1L-4
und IL-13 wichtige Negativregulatoren der Th17-Differenzierung sind (Newcomb et
al., 2009; Irmler et al.,, 2007), war es erforderlich zu klaren, ob tg PKB die
Zytokinproduktion beeinflusst und dartber indirekt die Th17-Differenzierung mindert.

Abb. 25 zeigt, dass bei Stimulation mit CD3+CD28-Ak+TGFB1+IL-6 keine
signifikanten Unterschiede zwischen wt und PKBtg CD4" T-Zellen hinsichtlich der
untersuchten Zytokine auftraten, weder im prozentualen Anteil noch in der Anzahl

der zytokinproduzierenden CD4" T-Zellen.
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Abb. 25: Einfluss erhdhter PKB-Signale auf die Zytokinproduktion in CD4" T-Zellen unter Th17-
induzierenden Stimulationsbedingungen. CD4°CD25 T-Zellen von wt und PKBtg Foxp3-GFP
Méausen wurden mit CD3+CD28-Ak (3 und 5 pg/ml) in Anwesenheit von TGFB1 (10 ng/ml) und IL-6
(20 ng/ml) far 72 h stimuliert und im Anschluss fur 4 h mit PMA/lonomycin (100 und 800 ng/ml) und
Brefeldin A (2 pg/ml) restimuliert. Der prozentuale Anteil (A) und die Zellzahl (B) der zytokin-
produzierenden CD4" T-Zellen in den jeweiligen Kulturen wurden mittels FACS-Analyse ermittelt.
Dargestellt sind die Resultate von 3 unabhangigen Experimenten, die Messung fur IFN-y wurde nur

einmal durchgeflhrt.

In PKBtg Kulturen wurde zwar prozentual und zahlenmaRig eine Verdopplung IFN-y-
produzierender CD4" T-Zellen vorgefunden, jedoch ist die Signifikanz des
Einzelergebnises derzeit nicht belegt. Da davon ausgegangen werden kann, dass
erhohte PKB-Signale die Produktion von IL-4, IL-2, IL-13, IL-21 und IL-10 unter
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Th1l7-induzierenden Konditionen nicht wesentlich beeinflussen, ist die reduzierte IL-
17-Produktion von PKBtg CD4" T-Zellen nicht auf eine indirekte Inhibition durch die

Th17-Differenzierung inhibierende Zytokine zurtickzufuhren.

3.3.3  Verstarkte PKB-Signale reduzieren die Interleukinbildung in
Thl7-Zellen unter Thl7-induzierenden  Stimulations-

bedingungen

Da in den obigen Versuchen in wt und PKBtg CD4" T-Zellen hinsichtlich der
Produktion verschiedener Zytokine keine Unterschiede auftraten, wurde die
Zytokinproduktion in Th17-Zellen analysiert (Abb. 26). Wt und PKBtg CD4"CD25" T-
Zellen aus Foxp3-GFP Mausen wurden mit CD3+CD28-Ak+TGFB1 in Anwesenheit
von IL-6 stimuliert. Nach 3 Tagen wurde die Zytokinproduktion in den induzierten IL-
17-produzierenden Th17-Zellen bestimmt (Abb. 26).
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Abb. 26: Effekt erhohter PKB-Signale auf die Zytokinproduktion in Thl7-Zellen unter Th17-
induzierenden Stimulationsbedingungen. CD4'CD25 T-Zellen von wt und PKBtg Foxp3-GFP
Mausen wurden mit CD3+CD28-Ak (3 und 5 pg/ml) in Anwesenheit von TGFB1 (10 ng/ml) und IL-6
(20 ng/ml) fur 3 Tage stimuliert. Der prozentuale Anteil (A) und die Zellzahl (B) der
zytokinproduzierenden IL-17" Th17-Zellen in den jeweiligen Kulturen wurde durch FACS-Analyse
ermittelt. Dargestellt sind die Resultate von 3 unabhé&ngigen Experimenten, die Messung fur IFN-y

wurde einmal durchgefihrt; * p<0,05.

Der prozentuale Anteil zytokinproduzierender wt Th1l7-Zellen war gegenuber den
PKBtg Zellkulturen um das 2-3-fache erhoht (Abb. 26A). Dabei war der Prozentsatz
IL-10-produzierender wt Th17-Zellen um das 2,5-fache und die Zellzahl IL-10- oder
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IL-2-produzierender wt Th17-Zellen um das 3-4-fache signifikant erhoht. Die Zellzahl
IL-4-, IL-13- oder IL-21-produzierender Thl7-Zellen war um das 2-4-fache erhoht,
aber nicht signifikant. Der prozentuale Anteil und die Zellzahl IFN-y-produzierender
Th17-Zellen waren in wt und PKBtg Kulturen vergleichbar.

Die Daten zeigen, dass wt Th17-Zellen neben IL-17 gleichzeitig auch IL-10, IL-2, IL-
13, IL-21 oder IFN-y produzieren. In den PKBtg Zellkulturen waren deutlich weniger
Thl7-Zellen differenziert und alle ,Th17-Subpopulationen® waren somit ebenfalls
proportional reduziert. Tg PKB fuhrt daher nicht dazu, dass Th17-Zellen ein anderes
Zytokinmuster produzieren, das indirekt die Differenzierung der Th-17 Zellen mindern

konnte.

3.3.4 Transkriptionsfaktor-Expression in wt und PKBtg CD4" T-

Zellen unter Thl7-polarisierenden Stimulationsbedingungen

Zur Untersuchung der molekularen Mechanismen, die zur verminderten Thl7-
Differenzierung PKBtg T-Zellen beitragen kénnten, wurden wt und PKBtg CD4*CD25
T-Zellen mit CD3+CD28-Ak+TGFB1 in An- oder Abwesenheit von IL-6 stimuliert. Die
gewonnenen zytoplasmatischen und nukledren Proteinlysate wurden im Western-
Blot analysiert (Abb. 27).

Zunachst wurde die nukledre Expression der Transkriptionsfaktoren RORyt, IRF4
und pSTAT3, welche die Thl7-Differenzierung kontrollieren (lvanov et al., 2006;
Yang et al., 2008; Brustle et al., 2007), untersucht (Abb. 27A). IL-6 erhohte die
nukledre Expression von RORyt und pSTAT3 in wt und PKBtg Zellen deutlich, jedoch
nicht bzw. nur maRig von IRF4. Dabei war die nukledre Expression von RORyt und
IRF4 in wt und PKBtg Zellen erstaunlicherweise vergleichbar. Die reduzierte IL-17-
Produktion PKBtg T-Zellen unter Thl7-induzierenden Stimulationsbedingungen ist
daher nicht auf eine verminderte RORyt- oder IRF4-Expression zurlickzufiihren. In
IL-6-behandelten Kulturen zeigten wt T-Zellen die starkste nukleare Expression von
pPpSTAT3 am Tag eins, die bis zum dritten Tag abnahm (Abb. 27A). In PKBtg T-Zellen
wurde die starkste pSTAT3-Expression am Tag drei detektiert. Eine derart
gegenlaufige Kinetik in wt und PKBtg T-Zellen wurde auch fir pSTAT1 beobachtet
(Abb. 27B). Die reduzierte IL-17-Produktion in PKBtg T-Zellen ist daher nicht durch
eine verminderte STAT3-Aktivierung bedingt. Die erhéhte pSTAT1-Expression in
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PKBtg Zellen zu spéateren Zeitpunkten konnte jedoch die Thl7-Differenzierung
beeinflussen, da STAT1 diese hemmt (Villarino et al., 2010).
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Abb. 27A: Analyse nukledrer Proteinexpression unter iTreg- und Thl7-induzierenden
Bedingungen. CD4'CD25 T-Zellen von wt und PKBtg Mé&usen wurden mit CD3+CD28-Ak (3 und 5
pa/ml) plus TGFB1 (10 ng/ml) in An- oder Abwesenheit von IL-6 (20 ng/ ml) fur 1-3 Tage stimuliert.
Nukleare (NE) Proteinextrakte wurden im Western-Blot hinsichtlich der Expression/Aktivierung der
angezeigten Transkriptionsfaktoren untersucht. Die Ergebnisse sind reprasentativ fir drei
unabhangige Experimente. Lamin B-Expression diente als Proteinladungskontrolle (Abb. verandert
nach Pierau et al., 2009).

Unter Thl7-induzierenden Bedingungen war am Tag 3 die nukledre Expression von
pSTATS in PKBtg Zellen starker als in wt T-Zellen (Abb. 27B). Dies war unter iTreg-
induzierenden Konditionen noch drastischer. Eine beachtlich veranderte Expression
wurde fur pSTAT6 gefunden. Dieser u.a. durch IL-4 aktivierte Transkriptionsfaktor
wurde in PKBtg T-Zellen, sowohl bei Zugabe von IL-6 als auch unter iTreg-
induzierenden Bedingungen, d.h. ohne IL-6, sehr stark an Tag 2 und Tag 3 nuklear
exprimiert.

Die nukleare pSMAD2- und pSMAD3/1-Expression war in wt und PKBtg Kulturen mit
und ohne IL-6-Gabe vergleichbar (Abb. 27B), wobei pSMAD2 in Abwesenheit von IL-
6 in wt und PKBtg CD4" T-Zellen am Tag 3 deutlich starker exprimiert war.

Mehrere individuelle Experimente erlaubten die Schlussfolgerung, dass unter Th17-
induzierenden Bedingungen PKBtg T-Zellen am Tag 3 eine verstarkte nukleére
Expression von pSTATL1, pSTAT3, pSTAT5 und pSTAT6 aufweisen (Abb. 27A und
B). Hingegen ist die pSmad2- und pSmad3/1- sowie die RORyt- und IRF4-
Expression vergleichbar zu wt T-Zellen (Abb. 27A).
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Abb. 27B: Analyse nukledrer Proteinexpression unter iTreg- und Thl7-induzierenden
Bedingungen. CD4°CD25 T-Zellen von wt und PKBtg M&usen wurden mit CD3+CD28-Ak (3 und 5
pa/ml) plus TGFB1 (10 ng/ml) in An- oder Abwesenheit von IL-6 (20 ng/ ml) fur 1-3 Tage stimuliert.
Nukleare (NE) Proteinextrakte wurden im Western-Blot hinsichtlich der Expression/Aktivierung der
angezeigten Signalmolekile untersucht. Die Ergebnisse sind reprasentativ fir drei unabh&angige

Experimente. Lamin B-Expression diente als Proteinladungskontrolle.

In weiteren Experimenten wurde die Aktivierung der MAPKinasen ERK1/2 und
SAPK/INK sowie von PKB, TSC2 und S6 im Zytoplasma analysiert (Abb. 27C).
PpERK1/2 und pSAPK/JNK waren unter Thl7-induzierenden Stimulations-
bedingungen nur in den PKBtg Zellen detektierbar. In Abwesenheit von IL-6, d.h.
unter iTreg-fordernden Bedingungen, wurde hinsichtlich der pSAPK/JNK- und
ERK1/2-Expression zwischen wt und PKBtg Zellen kein grol3er Unterschied
festgestellt. Dies zeigt, dass aktive PKB den MAPK-Signalweg in Anwesenheit von
IL-6 verstarkt bzw. MAPK-Aktivierung ermdglicht.

Da aktive PKB die Differenzierung der Th1l7-Zellen minderte, wurden auch
Signalmolekiile des PKB-Signalwegs untersucht. In PKBtg T-Zellen war unter beiden
Stimulationsbedingungen tg pPKB nachweisbar, wobei IL-6 keinen Einfluss auf die
pPKB-Expression hatte. Endogene pPKB war weder in wt noch in PKBtg Zellen unter
den verschiedenen Bedingungen detektierbar.

Hinsichtlich pPTEN, der inaktiven Form von PTEN, gab es zwischen wt und PKBtg
Populationen in An- und Abwesenheit von IL-6 keine Unterschiede, wobei pPTEN ab
Tag 2 weniger stark exprimiert wurde. Weiterhin zeigten wt und PKBtg CD4" T-Zellen
in An- oder Abwesenheit von IL-6 eine gleiche pTSC2-Expression. Auffallig war
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jedoch, dass unter iTreg- gegeniuber Thl7-induzierenden Konditionen eine stérkere
pTSC2-Expression vorlag. Hinsichtlich pS6 wurde in PKBtg Zellen, vor allem unter
iTreg-induzierenden Bedingungen, eine starkere bzw. verlangerte Expression
beobachtet.
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Abb. 27C: Analyse zytoplasmatischer Proteinexpression unter iTreg- und Thl7-induzierenden
Bedingungen. CD4°CD25  T-Zellen von wt und PKBtg M&usen wurden mit CD3+CD28-Ak (3 und 5
pa/ml) plus TGFB1 (10 ng/ml) in An- oder Abwesenheit von IL-6 (20 ng/ ml) fur 1-3 Tage stimuliert.
Zytoplasmatische (CE) Proteinextrakte wurden im Waestern-Blot hinsichtlich der Expression/
Aktivierung der angezeigten Signalmolekile untersucht. Die Ergebnisse sind repréasentativ fur drei

unabhéngige Experimente. B-Aktin-Expression diente als Proteinladungskontrolle.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass unter Thl7-induzierenden Kultur-
bedingungen PKBtg Zellen ein vergleichbares, wenn auch abgeschwachtes
Expressionsmuster der untersuchten Signalmolekile aufweisen, wie unter iTreg-
induzierenden Bedingungen. Dies kdnnte dazu beitragen, dass erhéhte PKB-Signale
die Thl7-Differenzierung mindern und stattdessen fordernd auf die iTreg-
Differenzierung wirken. Insgesamt wird deutlich, dass verstarkte PKB-Signale einen
zentralen Einfluss auf TGFB1-vermittelte Differenzierungsprozesse naiver T-Zellen
nehmen und somit die Aufrechterhaltung peripherer T-Zelltoleranz malf3geblich

mitregulieren.
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4 Diskussion

TGFB1 gehort zu den potentesten Immunsuppressoren und ist ein wichtiger
Regulator der Apoptose und Differenzierung immunsuppressiver Treg und
inflammatorischer Th17-Zellen. Signale der PKB dagegen fordern die Proliferation,
die Differenzierung und das Uberleben von T-Zellen. Die Rolle der PKB in TGFp-
vermittelten Signalprozessen bzw. die Wechselwirkungen der TGFB1- und PKB-
Signalwege in T-Zellen sind weitgehend unverstanden. Daher sollte in dieser
Dissertation aufgeklart werden, ob und wie erhbhte PKB-Signale TGFB1-vermittelte
Aktivierungs- und Differenzierungsprozesse naiver Th-Zellen beeinflussen. Daflr
wurden wt und PKBtg Mause, die eine konstitutiv aktive Form humaner PKBa
exprimieren, Foxp3-GFP Mause, CD28" und PKBtg CD28” Mause eingesetzt.

Zunachst wurde untersucht, ob erhthte PKB-Signale in T-Zellen die TGFp1-
vermittelten immunsuppressiven Effekte hinsichtlich der Proliferation beeinflussen
kénnen. TGFB1 hemmte die Proliferation CD3-Ak-stimulierter wt CD4" T-Zellen
drastisch, hatte interessanterweise aber keinen wesentlichen Einfluss auf PKBtg
CD4" T-Zellen. Bei CD3+CD28-Ak-Stimulation der wt und PKBtg CD4" T-Zellen hatte
TGFB1 dagegen nur einen leicht inhibitorischen Einfluss, d.h. die T-Zellen
proliferierten anndhernd so gut wie ohne TGFB1-Gabe, in Einklang mit friheren
Ergebnissen (Song et al.,, 2003). Dies zeigt, dass TGFB1 im Zusammenspiel mit
CD28-kostimulatorischen Signalen auf CD4" T-Zellen nicht immunsupprimierend
wirkt und erhdéhte PKB-Signale eine vergleichbare Wirkung wie CD28-Kostimulation
haben. Da PKB bei CD28-Ligation aktiviert wird, wurde weiterfihrend der Einfluss tg
PKB auf die Proliferation von CD28" CD4" T-Zellen in An- und Abwesenheit von
TGFB1 untersucht. Die Proliferation der CD28" CD4* T-Zellen wurde durch TGFp1
ebenfalls stark inhibiert, dagegen expandierten PKBtg CD28™ T-Zellen in Gegenwart
von TGFB1 so gut wie PKBtg CD4" T-Zellen oder wt Zellen nach CD3+CD28-Ak-
Stimulation. Dies bestatigt, dass tg PKB CD28-Kostimulation voll ersetzt und die
Aktivierung und Expansion naiver CD4" T-Zellen bei Stimulation mit CD3-Ak+TGFp1

unabhéngig von CD28-Signalen gewahrleistet.
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Bei der Proliferationshemmung durch TGFB1 sind mehrere Mechanismen involviert.
TGFB1 blockiert die IL-2-Transkription durch Inaktivierung der IL-2 Promotor/
Enhancer-Aktivitat (Brabletz et al., 1993). Da TGFB1-behandelte Smad3” murine T-
Zellen allerdings IL-2 produzieren, scheint Smad3 in die TGFp1-vermittelte
Hemmung der IL-2-Transkription involviert zu sein (Li et al., 2006). Die
konzentrationsabhéngige Zugabe von IL-2 zu TGFB1-behandelten Zellen hebt den
inhibitorischen Effekt teilweise auf, so dass die T-Zellen proliferieren. Unsere eigenen
Daten bestatigen dies, da exogenes IL-2 die TGFp1-vermittelte Inhibition der wt T-
Zellen aufhob, so dass CD3-Ak-stimulierte wt T-Zellen so gut wie PKBtg T-Zellen
proliferierten. Bei alleiniger CD3-Stimulation durch TGFB1 wird somit u.a. die IL-2-
Produktion oder die IL-2-R-Signalgebung gehemmt und erhdhte PKB-Signale heben

diese Defizite auf bzw. ersetzen sie.

TGFB1 hemmt die Zellproliferation zudem durch die Steuerung der Zellzyklus-
regulatoren. Durch TGFB1-Signale werden in verschiedenen Zelltypen die CDK-
Inhibitoren (CKI) p15™€, p21°P! und p27XP* vermehrt exprimiert und die c-myc-
Expression verringert. Die gesteigerte Expression der CKI unterbindet die Aktivitat
der CDKs und somit die Progression des Zellzyklus. Dabei akkumuliert
hypophosphoryliertes und damit aktives Retinoblastom (Rb) im Zellkern, wodurch die
Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie inhibiert und somit der Eintritt der Zellen in
die S-Phase verhindert wird (Hanahan und Weinberg, 2000; Das et al.,, 2005;
Moustakas et al., 2002). Der Rb/E2F-Komplex vermittelt zugleich die Bindung von
Histon-Deacetylasen (HDAC) an das Chromatin und unterdriickt somit die DNA-
Synthese.
Erhohte PKB-Signale in T-Zellen ,umgehen® die TGFB1-vermittelten inhibitorischen
Signale, so dass die Zellen resistent gegentber dem TGFB1-vermittelten Zellzyklus-
arrest sind. Es ist bekannt, dass PKB p27X** an Thr157 phosphoryliert, wodurch das
Bindeprotein 14-3-3 assoziiert und p27""* im Zytoplasma gehalten wird und daher
den Zellzyklusverlauf nicht inhibieren kann (Manning und Cantley, 2007). PKB
inhibiert zudem die p27Ki"1-Transkription durch Phosphorylierung und Inaktivierung
der FoxO-Transkriptionsfaktoren. PKB phosphoryliert und inaktiviert auch p21°**
bzw. inhibiert die p21“P!-Expression durch Phosphorylierung und Aktivierung von
MDM2 und damit verbundener reduzierter p53-vermittelter p21°* -Transkription.
Andererseits fordert PKB die Phosphorylierung von GSK3p, TSC2 und PRAS40 und
97



Diskussion

dadurch die Zellproliferation, da diese PKB-Zielproteine die Stabilitat und Synthese
von Proteinen regulieren, die fur den Zellzykluseintritt notwendig sind (Carnero,
2010). Somit konnte in Anwesenheit von TGFB1 auch eine verstarkte Aktivierung
verschiedener Signalmolekiule downstream von PKB die Proliferation der PKBtg

CD4" T-Zellen ermoglichen.

Die Ergebnisse zur Resistenz PKBtg CD4" T-Zellen gegeniiber TGFB1-vermittelter
Suppression legen nahe, dass dies bei der Entwicklung von Autoimmun-
erkrankungen eine wichtige Rolle spielen kénnte. Hinzu kommt, dass konventionelle
PKBtg T-Zellen sowohl durch wt als auch PKBtg nTreg weniger supprimierbar sind
als konventionelle wt Zellen (Pierau et al., 2009). Mause defizient fur die E3-
Ubiquitin-Ligase Cbl-b oder TRAF6 (tumor necrosis factor receptor-associated factor)
entwickeln Autoimmunerkrankungen. T-Zellen dieser Mause sind unabhangig von
CD28-Kostimulation und weisen eine verstarkte PI3K/PKB-Aktivitat auf (Wohlfert und
Clark, 2007; King et al., 2006). Ruhende und aktivierte Cbl-b” T-Zellen weisen eine
erhodhte Expression von pPKB auf (Fang und Liu, 2001), allerdings konnten Jeon et
al. diesen Phanotyp in Cbl-b” T-Zellen nicht nachweisen (Jeon et al., 2004). Ebenso
wie PKBtg T-Zellen sind konventionelle Cbl-b” oder TRAF6” T-Zellen in vitro
gegenuber Treg-vermittelter Suppression resistent und die Treg-Anzahl und Treg-
Funktion ist trotz erhdhter PKB-Aktivitat in diesen Mausen normal (Wohlfert et al.,
2004; King et al., 2006). Konventionelle T-Zellen aus NFATc2/c3 doppelt-defizienten
Mausen sowie SHIP-defiziente T-Zellen werden ebenfalls schlechter durch eigene
oder wt Tregs inhibiert, wobei letztere ebenfalls eine Hyperaktivitat des PISK/PKB-
Signalwegs aufweisen. Unsere Ergebnisse belegen eindeutig, dass hyperaktive PKB
in T-Effektorzellen ausreichend ist, Resistenz gegeniber Treg- oder TGFp1-
vermittelter Suppression zu etablieren und PKB-Signale derart zur Autoreaktivitat
und pathologischen T-Zellprozessen beitragen kdnnten.

Hinsichtlich der ZellgroRe zeigten PKBtg T-Zellen im Vergleich zu wt T-Zellen eine
deutlich geringere Abnahme der Zellgrol3e bei CD3-Ak+TGFp1-Stimulation. Auch
hier konnte die Zugabe von exogenem IL-2 den inhibitorischen Effekt von TGFB1 auf
die Zellgrol3e, v.a. der wt T-Zellen aufheben. Dies weist darauf hin, dass TGFp1-
Signale das Wachstum von Zellen abschalten, aktive PKB diesen

wachstumshemmenden Signalen aber entgegenwirkt. PKB reguliert im
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Zusammenspiel mit TSC2 und mTOR das Zellwachstum und Uberleben von Zellen,
wobei die PKB-vermittelte Inhibition von TSC2 zur Aktivierung von mTORC]1,
p70S6K und S6 fuhrt (Manning et.al 2002). In CD3-Ak+TGFp1-stimulierten PKBtg
sowie PKBtg CD28™ T-Zellen war dahingehend eine verstarkte und anhaltende S6-,
p70S6K-, MmTOR- und TSC2-Aktivierung im Vergleich zu den wt T-Zellen vorhanden.
Dies zeigt, dass bei CD3-Ak-Stimulation in Anwesenheit von TGFB1 aktive PKB den
MTOR-Signalweg und somit die Proteinbiosynthese und das Zellwachstum aufrecht

erhalt, so dass Proliferation ermdglicht wird.

Hinsichtlich der Aktivierungsmarker minderte TGFB1 bei alleiniger CD3-Ak-
Stimulation die CD25-, CD69- und CD98-Expression auf wt und CD28" CD4"* T-
Zellen, ein Hinweis auf eine verringerte IL-2/IL-2-R-Signhalgebung und einen
niedrigeren Metabolismus, was in Einklang mit der Proliferationsinhibition der CD4"
T-Zellen steht. Auch hinsichtlich der Expression dieser Aktivierungsmarker hoben
PKB-Signale die inhibitorischen TGFp1-Effekte auf bzw. ,umgingen“ sie. CD3-
Ak+TGFB1-stimulierte PKBtg T-Zellen zeigten in diesem Zusammenhang eine
verstarkte STAT5-Aktivierung und produzierten im Vergleich zu wt Zellen vermehrt
IL-2. CD25 bildet zusammen mit CD122 und CD132 den hochaffinen IL-2-R, der
Signale primar Uber den JAK/STATS5-Signalweg, aber auch tber MAPK- und
PISK/PKB/mTOR-Signalwege vermittelt (Cheng et al., 2011). Die STAT5-Aktivierung
ist abhéngig von der Phosphorylierung dreier Tyrosinreste innerhalb der
zytoplasmatischen Doméne von CD122, der JAK1- und JAK3-Aktivierung sowie den
negativen Regulatoren des IL-2-R-Signalwegs, den SOCS (suppressors of cytokine
signaling)-Proteinen. SOCS1, SOCS3 und CIS (cytokine induced SH2 protein)
verhindern, dass STAT5 zum IL-2-R rekrutiert wird. Sie vermitteln die Ubiquitinierung
und proteosomale Degradation des IL-2-R oder der JAKs bzw. sie assoziieren mit
den JAKs und inhibieren deren Kinaseaktivitat. Erhohte PKB-Signale kdonnten daher
auch diese Proteine beeinflussen und derart zur verstarkten STAT5-Aktivierung
beitragen. Eine weitere Moglichkeit ist, dass aktive PKB indirekt die Expression der
Transkriptionsfaktoren T-bet- und Blimp-1 unterdriickt, die die IL-2-Transkription
verhindern (Cheng et al., 2011).

T-Zellaktivierung fuhrt innerhalb weniger Stunden zur Expression von CD69, das flr
die T-Zellproliferation bendtigt wird (Sancho et al., 2005). Andererseits regt CD69-
Aktivierung die TGFP1-Produktion in CD4" und CD8" T-Zellen, NK-Zellen sowie
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Makrophagen an (Sancho et al., 2003 und 2005; Esplugues et al., 2003). CD69™
Mause entwickeln eine schwere Kollagen-induzierte Arthritis (CIA; collagen induced
arthritis) und weisen reduzierte TGFB1-Mengen in den entziindeten Gelenken auf.
Die erhohte CD69-Expression auf CD3-Ak+TGFp1-stimulierten PKBtg CD4" T-Zellen
zeigt, dass diese Zellen starker aktiviert sind, was im Einklang mit der Proliferation in
Gegenwart von TGFB1 steht. Es wére zu vermuten, dass eine vermehrte CD69-
abhangige TGFpB1-Produktion in PKBtg T-Zellen die TGFB1-vermittelten
Differenzierungsprozesse beeinflussen konnte.

Der Oberflachenrezeptor CD62L auf T-Zellen spielt eine wichtige Rolle bei der
Migration von T-Zellen vom Blut Gber HEVs (high endothelial venules) in sekundére
Lymphorgane. Bei 2-tdgiger Stimulation mit CD3-Ak oder CD3+CD28-Ak
verminderte TGFB1 die CD62L-Expression auf wt T-Zellen in geringem MalRe. In
PKBtg Zellen war die Reduktion der CD62L-Expression durch TGFp1 dagegen sehr
viel starker ausgepragt, da ein Grol3teil der Zellen CD62L-negativ war. Erhéhte PKB-
Signale fordern daher insbesondere in Anwesenheit von TGFB1 die Herunter-
regulation bzw. hemmen die Expression von CD62L auf der T-Zelloberflache.
Entsprechend wurde fir periphere PTEN” T-Zellen eine reduzierte CD62L-
Expression nachgewiesen. Dies beruht auf PKB-vermittelter Phosphorylierung und
Inaktivierung von FoxO und daraus resultierender verminderter Expression des
Transkriptionsfaktors KLF2 (Kruppel-like factor 2), der die CD62L-Transkription
induziert (Finlay et al., 2009).

In CD3-Ak+TGFpB1-stimulierten PKBtg und PKBtg CD28" CD4* T-Zellen wurde
gegentber wt und CD28” Zellen weiterhin eine stiarkere CD98-Expression
nachgewiesen, d.h. erhdohte PKB-Signale erhalten die CD98-Expression in
Gegenwart von TGFB1 und fordern somit Metabolismus und Zellwachstum. Dies
korreliert mit Daten von PTEN” Thymozyten, die im Vergleich zu wt Thymozyten
ebenfalls eine erhthte CD98-Expression aufweisen (Finlay et al., 2009).

Ein weiteres Ergebnis ist, dass bei CD3-Ak+TGFp1-Stimulation Ox40 auf wt CD4" T-
Zellen kaum, jedoch sehr stark auf PKBtg T-Zellen exprimiert war. Das
kostimulatorische Molekil Ox40 wird 24-72 h nach Aktivierung der T-Zellen auf der
Zelloberflache exprimiert und reguliert die Zellteilung und das Uberleben (Ishii et al.,
2010; Croft, 2010). Ox40-Aktivierung durch Bindung des Liganden Ox40L fiuhrt zur
Rekrutierung von TRAF2, 3 und 5 an den Rezeptor. IKKao/B/y sowie PI3K p85 und
PKB assoziieren mit den TRAF-Adaptormolekilen und dieser Komplex fuhrt zur
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Phosphorylierung und Degradation von IkBa, Aktivierung von NFxB und
Transkription antiapoptotischer Gene. In Ox40" CD4" T-Zellen ist NFkB
dementsprechend weniger aktiv und die antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xl
sind kaum exprimiert. In Kombination mit TCR-Signalen unterstitzt Ox40 die PDK1-
vermittelte PKB-Phosphorylierung, den intrazellularen Ca*-Influx und die nukleére
Akkumulation von NFAT, verbunden mit verstarkter Zytokinproduktion und Zellteilung
und einem erhohten Uberleben der T-Zellen (Croft, 2010). Die Tatsache, dass in
CD3-Ak-stimulierten PKBtg T-Zellen trotz TGFB1 eine starke Ox40-Expression
vorgefunden wurde, zeigt dass PKB-Signale die Ox40-Expression entweder direkt

regulieren bzw. TGFB1-induzierte Regulatoren, die die Ox40-Expression hemmen.

Eine weiteres Ziel dieser Arbeit war, auf molekularer Ebene aufzuklaren, wie erhéhte
PKB-Signale die iTreg- und Th17-Differenzierung von wt und CD28” T-Zellen
beeinflussen, insbesondere bei alleiniger CD3-Ak-Stimulation, d.h. ohne CD28-
kostimulatorische Signale, die fur die Induktion von Foxp3 in naiven T-Zellen sowie
fur die Homoostase von Treg erforderlich sind. Eine effiziente Foxp3-Induktion setzt
das Zusammenspiel der TCR-, CD28-, IL-2-R- und TGFB1R-Signale voraus (Huehn
et al., 2009). Diese Ereignisse munden in der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
NFAT, AP1l, STAT5, Smad2, 3 und 4, die zusammen die Foxp3-Transkription
regulieren. Ob diese Signalwege einen negativen oder positiven Einfluss auf die
Foxp3-Induktion haben, ist flr in vitro oder in vivo generierte iTreg bzw. nTreg
unterschiedlich. CD28-kostimulatorische Signale sind fur die Entwicklung von nTreg
im Thymus erforderlich, da CD28" Mause nur wenige nTreg bilden (Tai et al., 2005;
Pierau et al., 2009). Die Aktivierung des PISK/PKB/mTOR-Signalwegs in peripheren

naiven T-Zellen scheint dagegen fiur die Foxp3-Expression hinderlich zu sein.

Interessanterweise und in Ubereinstimmung mit der erhohten CD25- sowie pSTAT5-
Expression und ermdglichter Proliferation sind verstarkte PKB-Signale ausreichend,
um in TGFB1-stimulierten CD4" naiven T-Zellen bei alleiniger TCR-Stimulation die
Foxp3-Induktion und eine effiziente iTreg-Entwicklung zu induzieren. Es ist zudem
hervorzuheben, dass auch in CD28"CD4'CD25 T-Zellen erhohte PKB-Signale
effizient die Foxp3-Expression induzieren. Erhohte PKB-Aktivitat in Kombination mit
TCR- und TGFB1-Signalen ist daher ausreichend, iTreg zu induzieren, ohne weitere

CD28-vermittelte Signale. Hinsichtlich der iTreg-Induktion wurde in unserer

101



Diskussion

Arbeitsgruppe zudem gezeigt, dass CD3-Ak+TGFpB1-induzierte PKBtg iTreg eine
vergleichbare Suppressoraktivitdit wie durch CD3+CD28-Ak+TGFB1-generierte wt
und PKBtg iTreg aufweisen (Pierau et al., 2009).

Bei Stimulation CD4'CD25  T-Zellen mit CD3+CD28-Ak plus TGFB1 fir 3 Tage
waren der prozentuale Anteil und die Zellzahl Foxp3™ Zellen sowie die Starke der
Foxp3-Expression in wt und PKBtg Kulturen vergleichbar. Verstarkte PKB-Signale,
wie sie in unserem PKBtg System vorliegen, hemmen daher die iTreg-
Differenzierung bei CD3+CD28-Ak+TGFp1-Stimulation nicht. Allerdings ist bis dato
nicht endgultig geklart, ob CD28-Kostimulation fur die iTreg-Induktion in vivo
notwendig ist, obwohl CD28-Kostimulation fur den Erhalt des iTreg-Phanotyps in der
Peripherie essentiell ist (Gabrysova et al., 2011). Eine zu starke Antigen-Stimulation
scheint die Differenzierung naiver T-Zellen zu iTreg zu verhindern, was mit einer
starken Aktivierung des PI3K/PKB/mTOR-Signalweges korreliert (Haxhinasto et al.,
2008). Gabrysova et al. zeigten, dass die Stimulation naiver muriner CD4" T-Zellen
mit optimalen CD3+CD28-Ak-Konzentrationen (2,5 und 10 pg/ml) in Abh&ngigkeit
von TGFB1 zu einer vermehrten Bildung von Foxp3® T-Zellen fiihrte. Bei hohen
CD3+CD28-Ak-Konzentrationen (10 und 10 pg/ml) in Anwesenheit von TGF1 wurde
die Foxp3-Induktion dagegen gehemmt (Gabrysova et al., 2011). Behandlung der
CD4" T-Zellen mit Inhibitoren des mTOR- oder MEK/ERK-Signalwegs reduzierte die
Starke der TCR- und CD28-Signale und verstarkte die Foxp3-Expression in
Abhangigkeit von TGFB1 (Gabrysova et al., 2011). TGFB1 ist auch notwendig, um in
ex vivo sortierten CD4'Foxp3™ nTreg bei CD3+CD28-Ak-Stimulation die Foxp3-
Expression zu erhalten. Die TGFp1-vermittelte Induktion und Aufrechterhaltung der
Foxp3-Expression scheint daher durch die Dauerhaftigkeit oder Starke der

TCR/CD28-Signale reguliert zu werden.

Da erhthte PKB-Signale die iTreg-Differenzierung und die damit verbundene Foxp3-
Expression nach CD3-Ak+TGFp1-Stimulation forderten, wurden die zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen untersucht. Hinsichtlich der nuklearen
Expression von pSmad2, pSmad3, Smad4 und NFATcl bei CD3-Ak+TGFp1-
Stimulation wurden in wt und PKBtg Zellen keine wesentlichen Unterschiede
festgestellt. Bemerkenswert war, dass die NFATc1-Expression in Anwesenheit von
TGFB1 in beiden Zelltypen geringer war als nach TCR-Stimulation allein. Dies weist
darauf hin, dass fur die iTreg-Differenzierung eine geringe NFAT-AKktivitat erforderlich
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oder ausreichend ist. In diesem Zusammenhang ist auch interessant, dass CD28" T-
Zellen im Gegensatz zu PKBtg CD28” Zellen bei CD3-Ak+TGFB1-Stimulation keine
nukledre NFATcl-Expression aufwiesen. CD28-Expression in wt Zellen bzw. PKB-
Signale in CD28™ Zellen sind demnach fiir die NFAT-Aktivierung erforderlich, die
durch TGFB1 vermindert wird und in reduzierter IL-2-Synthese und Foxp3-Induktion
resultiert.

Im Nukleus PKBtg T-Zellen wurde im Vergleich zu wt Zellen eine signifikant héhere
PSTATS5- und Foxp3-Expression bei CD3-Ak+TGFB1-Aktivierung nachgewiesen. Bei
CD3+CD28-Ak-Stimulation in Anwesenheit von TGFB1 wurde dagegen nukleédre
pSTAT5- und Foxp3-Expression auch in wt Zellen vorgefunden. Insgesamt
ermoglichten erhdhte PKB-Signale im Zusammenspiel mit CD3-Ak+TGFp1-
Stimulation eine ,adaquate” langer anhaltende und starke nukledre Expression der
pSmad2, pSmad3 und Smad4 Faktoren, von NFATcl und pSTAT5, d.h. von
Faktoren, welche die Foxp3-Expression und iTreg-Differenzierung steuern.

Die Ergebnisse zeigen ferner, dass eine verstarkt anhaltende pSTAT1-, pSTAT3-
und insbesondere pSTAT6-Expression in CD3-Ak+TGFp1-stimulierten PKBtg T-
Zellen die Foxp3-Induktion nicht inhibiert. STAT3 und STAT6 sind wichtige
Negativregulatoren der Foxp3-Expression (Adamson et al.,, 2009), allerdings ist
bisher unklar, ob diese STAT-vermittelte Hemmung direkt oder indirekt erfolgt.
STAT6 kann allerdings an den Foxp3-Promoter binden und somit die TGFp1-
vermittelte Foxp3-Aktivierung verhindern (Takaki et al., 2008). Hingegen zeigten
andere Gruppen, dass IL-4- und STAT6-Signale fur die Foxp3-Transkription und den
Erhalt der Foxp3-Expression in nTreg notwendig sind (Maerten et al., 2005; Pillemer
et al., 2009). Der IL-4-Signalweg fordert auch die Proliferation sowie das Uberleben
von Treg, und Stimulation naiver CD4" T-Zellen mit IL-4 induzierte iTreg-

Differenzierung (Skapenko et al., 2005; Chapoval et al., 2010).

Ubereinstimmend mit den Western-Blot-Analysen wurde in CD3-Ak+TGFp1-
stimulierten PKBtg CD4" T-Zellen eine verstarkte IL-2-, IL-4-, IL-10-, IL-13-, IL-21-
und IFN-y-Produktion im Vergleich zu wt Zellen vorgefunden. Die Transkription dieser
Zytokine wird durch STAT1, 3, 5 und STATG6 reguliert, die wiederum Uuber die
Zytokinbindung an die jeweiligen spezifischen Rezeptoren aktiviert werden. Fur die
verstarkte STAT-Aktivierung durch erhdhte PKB-Signale gibt es mehrere potentielle
Mechanismen. Da CD3-Ak+TGFp1-stimulierte PKBtg T-Zellen vermehrt CD25 auf
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der Oberflache exprimieren, konnte durch erhdhte IL-2-Produktion und IL-2-Bindung
STATS verstarkt durch JAKs phosphoryliert und aktiviert werden. Ob aktive PKB die
CD122- und CD132-Expression oder die JAK- und STAT5-Transkription beeinflusst,
ware kunftig zu klaren. Es ist auch mdglich, dass PKB die Negativregulatoren des
JAK/STAT-Signalwegs direkt oder indirekt beeinflusst. Die Protein-Tyrosin-
Phosphatasen (PTP) SHP1, SHP2 (SH2-domain-containing PTP 1 und 2) und CD45
sind in der Lage, JAK- und STAT-Molekile zu dephosphorylieren und damit den
Signalweg negativ zu beeinflussen (Hebenstreit et al., 2005). Weiterhin kdnnte PKB
indirekt die  Phosphorylierung des Serin-Restes in der C-terminalen
Transaktivierungsdoméane der STAT-Molekule fordern und dadurch deren
transkriptionelle Aktivitat steigern. PKB kdnnte auch die Funktion der SOCS-Proteine
beeinflussen. SOCS1 und SOCS3 inhibieren die JAK1-Kinaseaktivitat, CIS-Proteine
dagegen binden an den Zytokinrezeptor und verhindern dadurch die STAT-
Aktivierung, insbesondere von STATS5. Foxp3-induzierte Expression der mikroRNA
Mir-155 unterdriickt die SOCS1-Transkription und verstarkt den IL-2/STAT5-
Signalweg, wodurch die Anzahl Foxp3® Tregs erhoht wird (Lu et al., 2009; Palmer
und Restifo et al., 2009). Eine erhdhte Anzahl von nTreg wurde dahingehend auch in
PKBtg Méausen beobachtet (Pierau et al., 2009). SOCS3 wird konstitutiv schwach in
Tregs exprimiert und eine SOCS3-Uberexpression inhibiert die Proliferation sowie
Suppressorfunktion der Tregs (Pillemer et al., 2007). SOCS3-Deletion in CD4" T-
Zellen fuhrt zudem zur verstarkten Aktivierung und Produktion von IL-10 und
TGFB (Kinjyo et al., 2006).

Die Daten zur Foérderung der iTreg-Differenzierung durch erhdhte PKB-Signale
erscheinen widersprichlich zu Publikationen, in denen die Aktivierung des
PISK/PKB/mTOR-Signalwegs zur Hemmung der Foxp3-Expression und Treg-
Differenzierung fuhrte (Haxhinasto et al., 2008; Sauer et al., 2008). Andererseits sind
unsere Daten im Einklang mit Publikationen, in denen erhdhte PKB/mTOR-Aktivitat
keinen negativen Einfluss auf Treg hat, z.B. in PTEN” Mausen (Walsh et al., 2006).
Es ist daher davon auszugehen, dass die Auswirkungen aktiver PKB auf die Treg-
Entwicklung und -Funktion vom verwendeten experimentellen System und dem
Zelltyp, murine oder humane T-Zellen, abhangig ist. Dabei scheint entscheidend zu
sein, zu welchem Zeitpunkt der T-Zellaktivierung PKB aktiv ist und wie stark die PKB-

vermittelten Signale sind, wobei sehr starke PKB-Signale der Treg-Entwicklung und -
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Funktion entgegenzuwirken scheinen. Zusatzlich beeinflussen die Starke und Dauer
der TCR- und CD28-vermittelten Signale die iTreg-Entwicklung. In unserem
Modellsystem ist die Expression tg aktiver PKB im Vergleich zu transfizierter oder
transduzierter PKB wahrscheinlich moderater und entspricht der Expression
endogener aktiver PKB (Na et al., 2003). Tg PKB ist fur die nTreg-Entwicklung im
Thymus nicht hinderlich, fuhrt zu einer Zunahme peripherer nTreg und einer
erhohten nTreg-Suppressorkapazitat (Pierau et al.,, 2009). Die tg PKB-Signale
scheinen daher innerhalb einer bestimmten ,Signalbreite“ zu operieren und toleriert
zu werden und sogar forderlich zu sein, wahrend PKB-Signale oberhalb bestimmter
Schwellenwerte die Treg-Bildung und deren Funktion wahrscheinlich hemmen und

die Treg in Richtung Effektorzellen treiben.

Ein weiteres zentrales Ergebnis der Untersuchungen ist, dass unter Thl7-
polarisierenden Bedingungen tg PKB die Differenzierung zu Th17-Zellen minderte
und stattdessen die Foxp3-Expression forderte. Die Transkriptionsfaktoren RORt,
IRF4 und STAT3 kontrollieren die Th17-Differenzierung (Ilvanov et al., 2006; Yang et
al., 2008; Brustle et al., 2007). Interessanterweise war die IRF4- und RORyt-
Expression in wt und PKBtg Kulturen vergleichbar, so dass eine reduzierte
Expression dieser Faktoren fir die verminderte Thl7-Entwicklung nicht
verantwortlich sein sollte. Auch RORa wird durch TGFB1, IL-6 und STAT3 induziert
und wurde als neuer Thl7-spezifischer Transkriptionsfaktor beschrieben (Hwang,
2010). Mause doppelt-defizient fur RORyt und RORa zeigen keine IL-17-Produktion
und dementsprechend lasst sich keine EAE in diesen Mausen induzieren. Trotz der
Bedeutung von IRF4 fir die Th1l7-Entwicklung, sind die zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen ungeklart. Da tg PKB auch die IRF4-Expression nicht
direkt beeinflusste, kdnnte weiterhin untersucht werden, ob erhéhte PKB-Signale die
Expression von RORa oder die Aktivitat von RORo, RORyt und IRF4 bzw. deren
Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren moduliert und dartiber eventuell die
IL-17-Produktion reduziert.

Unter Thl7-induzierenden Bedingungen wiesen PKBtg T-Zellen am Tag 3 eine
verstarkte nukledre Expression von pSTAT1, pSTAT3, pSTATS5 und pSTAT6 auf.
Diese Faktoren kdnnten an der reduzierten IL-17-Produktion und verstérkten Foxp3-
Expression unter Th17-polarisierenden Bedingungen in den PKBtg T-Zellen beteiligt
sein. STAT1, STAT5 und STAT6 beeinflussen die IL-17-Produktion auf negative

105



Diskussion

Weise (Adamson et al.,, 2009). STAT5- und IL-2-defiziente Mause zeigen
dementsprechend erhdhte IL-17-Mengen im Serum (Laurence et al., 2007). Wie die
IL-17-Produktion unterdrtickt wird, ist weitgehend unbekannt, es wird aber vermutet,
dass die STAT5-vermittelte Foxp3-Expression die RORyt-Aktivitdt unterbindet
(Adamson et al., 2009). Andererseits konnte STATS5 direkt mit STAT3 um die
Bindungsstelle am IL-17-Promotor konkurrieren und somit die Transaktivierung des
IL-17-Gens verhindern. Eine weitere Variante ist, dass STAT5 die SOCS3-
Expression verstarkt, wodurch STAT3 und somit der IL-6-Signalweg und die Th17-
Differenzierung inhibiert wird (Adamson et al., 2009; Palmer und Restifo, 2009).
SOCS1-Deletion reduziert ebenfalls die Th17-Differenzierung und entsprechende
M&ause weisen eine verminderte, durch Thl7-Zellen vermittelte Autoimmunitat auf
(Tanaka et al., 2008).

Im Zusammenhang mit STAT1 wurde gezeigt, dass T-bet die Th17-Differenzierung
beeinflusst. So produzieren STAT1- und T-bet-defiziente T-Zellen gré3ere Mengen
an IL-17 als vergleichbare wt T-Zellen (Villarino et al., 2010). Allerdings ist ungeklart,
ob T-bet direkt oder indirekt die IL-17-Produktion mindert und der RORyt-Funktion
entgegenwirkt. Der mit T-bet interagierende Transkriptionsfaktor Ets-1 hemmt
ebenfalls die Th17-Differenzierung. Ets-17 T-Zellen differenzieren vorzugsweise in
Th17-Zellen und weisen eine erhdhte IL-22-R- und IL-23-R-Expression auf (Moisan
et al., 2007). Eine direkte Bindung von Ets-1 an den IL-17-Promotor konnte bisher
allerdings nicht gezeigt werden.

Neuere Untersuchungen zeigen, dass BATF (B-cell activating transcription factor) die
Thi7-Differenzierung fordert. CD4" und CD8" T-Zellen von BATF-defizienten
Mausen produzieren kein IL-17, weder in vivo noch in vitro, die Treg-Entwicklung in
den Mausen ist erhoht und sie entwickeln dementsprechend keine EAE (Schraml et
al., 2009). Eine erhohte RORyt-Expression konnte die verminderte IL-17-Produktion

in BATF-defizienten Th-Zellen allerdings nicht aufheben.

Trotz erhohter pSTAT-Expression in PKBtg Zellen beeinflussten erhdhte PKB-
Signale unter Thl7-induzierenden Konditionen die Produktion von IL-4, IL-2, IL-13,
IL-21 und IL-10 nicht wesentlich. Es ist daher anzunehmen, dass die reduzierte IL-
17-Produktion in PKBtg CD4" T-Zellen nicht auf eine indirekte Inhibition durch die

Th17-Differenzierung hemmende Zytokine zurickzufihren ist. Dennoch wére es
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interessant zu klaren, ob PKB-Signale die BATF-, T-bet- und Ets-1-Expression
beeinflussen.

Neben erhohter STAT-Aktivierung war auch eine verstarkte Expression von pERK1/2
und pSAPK/INK unter Thl7-induzierenden Stimulationsbedingungen in den PKBtg,
nicht aber in wt Zellen detektierbar. Dies deutet darauf hin, dass PKB-Signale die
ERK1/2- und SAPK/JINK-Aktivierung fordern und diese auf die Th-17-Differenzierung
hemmend wirken konnten. Eine TGFB1-JNK-c-Jun-vermittelte Inhibition der
Eomesodermin-Expression ist allerdings fur die Induktion der Th17-Differenzierung
muriner CD4" T-Zellen notwendig (Ichiyama et al., 2011). Eomesodermin bindet
direkt an den IL-17- und RORc-Promotor und unterbindet deren Transkription. Ob
PKB die JNK-vermittelte Eomesodermin-Repression verhindert, bliebe daher zu

klaren.

Zusammenfassend zeigen die gewonnenen Daten, dass erhéhte PKB-Signale die
Differenzierung von iTreg- und Th17-Zellen reziprok beeinflussen. PKB spielt somit
eine zentrale Rolle bei der Steuerung entzindlicher und autoimmuner versus
immunsuppressiver Prozesse. Bei der Hemmung der Thl17-Differenzierung durch
erhohte PKB-Signale ist die Aktivierung der Smad2, 3, 4-Faktoren und Expression
von IRF4 und RORyt markanterweise nicht verandert. Vielmehr scheint PKB durch
Beeinflussung des ,STAT-Cocktails, v.a. durch verstarkte STAT5- und STAT6-
Aktivierung sowie durch verstarkte ERK/IJNK-Aktivierung, die Differenzierung naiver
T-Zellen bevorzugt in die iTreg-Richtung zu dirigieren. Die ,Resistenz TCR-
stimulierter PKBtg T-Zellen gegeniber TGFB1 kdnnte zur Aktivierung naiver T-Zellen
trotz fehlender CD28-Kostimulation beitragen und derart zur Aktivierung
autoreaktiver T-Zellen fuhren. Diese PKB-vermittelte ,TGFB1-Resistenz® konnte
zugleich die Transformation von T-Zellen oder deren Tumorprogression férdern und
bei der vielfach beobachteten Resistenz von Tumorzellen gegentber TGFB1 von

zentraler Bedeutung sein.
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5 Zusammenfassung

Proteinkinase B (PKB/Akt) wird durch TCR- und CD28-Signale sowie Zytokine aktiviert und
fordert die Proliferation und das Uberleben von T-Zellen. Verstarkte PKB-Signale sind daher
mit der Tumorprogression assoziiert. Transforming growth factor 1 (TGFB1) degegen
gehort zu den potentesten Immunsuppressoren und ist fur die Differenzierung peripherer T-
Zellen in immunsuppressive regulatorische T-Zellen (iTreg) oder pro-inflammatorische Th17-
Zellen essentiell. Es sollte daher in der vorliegenden Dissertation geklart werden, wie
konstitutiv-aktive myrPKB (PKB tg) TGFB1-vermittelte Aktivierungs- und Differenzierungs-
prozesse naiver T-Zellen beeinflusst. Wildtyp und CD28" naive T-Zellen wurden bei
TCR/CD3-Stimulation durch TGFB1 in der Proliferation gehemmt. Hingegen wirkte TGFp1
auf PKB tg wt und CD28™" T-Zellen nicht hemmend, da sie so gut expandierten wie wt Zellen
nach CD3+CD28-Ak-Stimulation. Insgesamt zeigte die hohere CD25-, CD69- und CD98-
Expression und ZellgroRe sowie die geringere Hemmung von mTOR und pS6, dass PKB-
Signale die inhibitorische Wirkung von TGFB1 aufheben (bei CD3-Stimulation) bzw.
abmindern (bei CD3+CD28-Stimulation). PKBtg und PKBtg CD28" CD4" T-Zellen
differenzierten bei alleiniger CD3-Stimulation in Anwesenheit von TGFB1 effizient zu iTreg,
im Gegensatz zu wt T-Zellen, die auch hier auf CD28-Kostimulation angewiesen waren. Auf
molekularer Ebene induzierten erhohte PKB-Signale eine verstarkte und anhaltende
Aktivierung des Transkriptionsfaktors STATS, eine verminderte NFATc1-Aktivierung und die
Expression von Foxp3, des ,master® Regulators fir die iTreg-Differenzierung. TGFp1-
induzierte Smad-Proteine wurden in wt und PKB tg Zellen dagegen gleich gut aktiviert.
Hinsichtlich der Thl7-Polarisierung wirkten erhéhte PKB-Signale dagegen inhibierend,
obwohl die Expression der Transkriptionsfaktoren RORyt und IRF4, welche die Thl7-
Differenzierung kontrollieren, vergleichbar war. Jedoch wurden in PKB tg T-Zellen STAT3,
STAT1 und v.a. STAT5 und pSTAT6 verstarkt aktiviert, d.h. Transkriptionsfaktoren, die die
Th17-Differenzierung hemmen bzw. die iTreg-Differenzierung fordern. Ein verandertes
Zytokinprofil wurde dabei nicht festgestellt, so dass eine indirekte Hemmung der Th17-
Differenzierung in PKB tg Zellen durch inhibitorische Zytokine eher nicht zutrifft. Somit
reguliert PKB durch Beeinflussung des ,STAT-Cocktails“ sowie der mTOR-S6-Signalachse
TGFB1-induzierte Differenzierungsprozesse und derart die Plastizitdt von Th-Zellen und die
Immunbalance. Erhéhte PKB-Signale machen zudem CD28-Kostimulation abdingbar, so
dass TCR-Aktivierung trotz TGFB1 und fehlender CD28-Kostimulation zu einer Aktivierung
naiver T-Zellen fiihren kann. Diese ,Resistenz“ gegenliber TGFB konnte in speziellen
Situationen zu einer Aktivierung autoreaktiver T-Zellen beitragen oder die Transformation

von T-Zellen und deren Tumorprogression férdern.
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6 Summary

Protein kinase B (PKB/Akt) is activated by TCR and CD28 signals as well as cytokines and
promotes the proliferation and survival of T cells. Increased PKB signals are often associated
with tumor progression. In contrast, transforming growth factor 1 (TGFB1) is one of the most
potent immunosuppressants. It is also essential for the differentiation of immunosuppressive
regulatory T cells (Treg) as well as proinflammatory Thl7 cells. Here, we analyzed the
effects of a constitutively active form of PKBq, (PKBtg) on TGFB1-mediated activation and
differentiation processes of naive CD4" T cells.

TCR/CD3-induced proliferation of wild-type (wt) and CD28" naive T cells was strongly
inhibited in the presence of TGFpB1. Intriguingly, TGFB1 had no effect on the proliferation of
PKBtg and PKBtg CD28" T cells, since both cell types expanded as well as wt T cells
stimulated with CD3+CD28-Ab. Higher expression of CD25, CD69 and CD98, increased cell
size and sustained mTOR and S6 activation showed that PKB signals abrogate (for CD3-Ab
stimulation) or reduce (for CD3+CD28-Ab stimulation) the inhibitory effect of TGFp1. PKBtg
and PKBtg CD28" CD4" T cells efficiently differentiated into iTreg upon CD3-Ab stimulation
in the presence of TGFp1, in contrast to wt T cells which required CD28 costimulation. On
the molecular level, elevated PKB signals in CD3-Ab +TGFp1 stimulated T cells enhanced
and sustained the activation of the transcription factor STATS5, reduced nuclear NFATcl
levels and induced the expression of Foxp3, the "master” regulator for iTreg differentiation.
Surprisingly, TGFp1-induced activation of Smad proteins was similar in wt and PKBtg T cells.
On the other hand, elevated PKB signals strongly impaired the differentiation of naive CD4"
T cells into Th17 cells, despite similar expression of the transcription factors RORyt and
IRF4, which normally control the differentiation of Th17 cells. Notably, in PKBtg T cells the
expression of pSTAT3, pSTAT1 and even more so of pSTATS5 and pSTAT6 was found to be
increased, i.e. of transcription factors known to inhibit Th17 differentiation and to promote
iTreg formation. PKBtg CD4" T cells showed the same cytokine profile as wt T cells under
Th17 polarizing conditions, indicating that inhibition of Th17 differentiation does not result
from secretion of inhibitory cytokines. Altogether, the data show that PKB strongly affects
TGFp1-induced differentiation processes and, thereby, the plasticity of Th cell differentiation
via enhancing mTOR-S6 signalling and altering the available cocktail of STAT factors. In
addition, elevated PKB signals make CD28 costimulation dispensable, enabling naive T cells
to proliferate upon TCR ligation in the presence of TGFp1l. This resistance to inhibitory
TGFB1 signals may enhance T cell autoreactivity and promote T cell transformation and

tumor progression.
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8 Abkirzungen

AP-1
APZ
BAD
Bcl-2
Bcl-XL
Bio

bp
BSA
BCR
cAMP
CD
CD28"
CFSE
c-myc
Co-Smad
cpm
CTL
CTLA-4
Deptor
DN
DNA
DP

Dz
EAE
Erk
FCS
FITC
Foxp3
FSC
fwd
GARP
GFP
GITR
GSK3p

activator protein 1
antigenprasentierende Zelle

Bcl-2 associated agonist of cell death
B cell lymphoma 2

Bcl-2 like protein

Biotin bzw. biotinyliert

Basenpaare

Bovine serum albumin
B-Zell-Rezeptor

cyclic adenosine monophosphate
cluster of differentiation
CD28-defizient
carboxyfluoresceinsuccinimidylester
cellular myelocytomatosis oncogene
common mediator-Smad

counts per minute

cytotoxic T-lymphocyte

cytotoxic T-lymphocyte antigen 4
DEP-domain containing mTOR-interacting protein
doppelt-negativ

deoxyribonucleic acid

doppelt-positiv

dendritische Zelle

experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
extracellular signal regulated kinase
fetal calf serum
Fluoreszeinisothiocyanat

forkhead box P3 protein

forward scatter

forward

glycoprotein-A repetitions predominant
green fluorescence protein
glucocorticoid-induced TNF-receptor-related protein

Glykogensynthase-Kinase 3-beta

134



Abklirzungen

ILK

IRF-4

iTreg

JAK

LFA-1
MAPK
MAPKKK
Mdm2

MHC
mLST8/GBL

MS
mSIN1
mTOR
MTORC
myr
NFAT
NFxB
nTreg

Y
pp70S6K
PCR
PDK1
PE

PI3K
PIP2
PIP3
PKB
PP2A
PRAS40
pS6

hour

heavy and light chain specific
Indolamin-2,3-Dioxygenase
Interferon-gamma

Immunglobulin

Interleukin

integrin-linked-kinase

interferon regulatory factor-4

induzierte regulatorische T-Zelle
Janus-Kinase

lymphocyte function-associated antigen 1
mitogen-activated protein kinase

MAPK kinase kinase

murine double minute 2

major histocompatibility complex
mammalian lethal with sec 13 protein 8/G-protein g-subunit-like
protein

Multiple Sklerose

mammalian stress-activated-protein-kinase-interacting protein 1
mammalian target of rapamycin
mammalian target of rapamycin complex
myristoyliert

nuclear factor of activated T cells
nuclear factor kappa B

natirliche regulatorische T-Zelle
phoshoryliert

phosphorylierte p70S6-Kinase
polymerase chain reaction
phosphoinositide dependent kinase 1
Phycoerythrin

Phosphoinositid-3-Kinase
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
Proteinkinase B

Protein-Phosphatase 2A

proline-rich Akt substrate 40kDa

phosphoryliertes ribosomales Protein S6
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PH
PTEN

RAG
Raptor
rev
Rheb
Rictor
RORyt
R-Smad
RT
SARA
SC
Ser (S)
SH2
SP
STAT
TAK1
tg
TGFB
Th

Thr (T)
TNF-a
Treg
TSC
TYK
Tyr (Y)
TCR
wt

pleckstrin homology

phosphatase and tensin homologue localized on chromosome
ten

Rekombination-aktivierendes Gen

regulatory associated protein of mTOR

reverse

Ras homolog enriched in brain
rapamycin-insensitive companion of mTOR
retinoic acid receptor-related orphan receptor gamma t
receptor-regulated Smad

Raumtemperatur

smad anchor for receptor activation
supplemental complete

Serin

Src-homology 2

einfach-positiv

signal transducers and activators of transcription
TGFp-activated kinase 1

transgen

transforming growth factor beta

T-Helfer-Zelle

Threonin

Tumornekrosefaktor-alpha

regulatorische T-Zellen

tuberous sclerosis protein

tyrosine kinase

Tyrosin

T-Zell-Rezeptor

Wildtyp, wildtypisch
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