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Kurzreferat

CTLA-4 spielt als immunmodulatorischer Korezeptor von T-Zellen eine zentrale Rolle in der Therapie
maligner und autoimmuner Erkrankungen. Es ist bekannt, dass CTLA-4 neben der T-Zell-Aktivierung
auch selektiv die Differenzierung von CD8"* Tcl1-Zellen kontrolliert, indem zentrale Tcl-Faktoren wie
Eomes, IFN-y und Granzyme B inhibiert und die Zytotoxizitdat vermindert werden. Die Bedeutung von
CTLA-4 fur CD8* Tcl17-Zellen war bisher unbekannt. Zusammengefasst konnte in der vorliegenden
Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass CTLA-4-vermittelte Signale die Tcl7-Differenzierung zell-
intrinsisch unterstltzten und so eine erhéhte Tc17-Qualitdt vermittelten. Dieser Effekt war von einer
erhohten Expression des zentralen Tc17-Transkriptionsfaktors RORyt sowie weiterer Tcl7-fordernder
Faktoren begleitet und mit einer erhéhten Stabilitat des Tc17-Phdnotyps sowohl in-vitro als auch in-
vivo assoziiert. CTLA-4-defiziente Tcl7-Zellen zeigten im Vergleich zu CTLA-4** Tc17-Zellen eine
erniedrigte Expression von Tc17-Transkriptionsfaktoren, eine gesteigerte Plastizitat und folglich eine
erhohte Zytotoxizitdt in-vivo und in-vitro. In einem Listeria monocytogenes-Infektionsmodell zeigten
CTLA-47- Tc17-Zellen eine verstirkte Konversion in einen Tcl-dhnlichen Phinotyp mit hoher LM-
Immunitat, die mit Tcl-Zellen vergleichbar und mit erhohten Anzahlen an polyfunktionalen IFN-
v*/TNF-a* CD8* T-Zellen assoziiert war. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse erweitern das
Wissen (iber die Bedeutung CTLA-4s fiir die T-Zell-Differenzierung. Sie kdnnten bei der iatrogenen
Beeinflussung CTLA-4s im Rahmen der Therapie maligner Erkrankungen (z.B. durch anti-CTLA-4)

helfen, das Verstandnis zugrundeliegender Wirkmechanismen und Therapieerfolge zu steigern.
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6 Einfihrung

6.1 Das humane Immunsystem und seine Einteilung

Die korperliche Unversehrtheit ist durch koérperfremde (belebte oder unbelebte Noxen) sowie
korpereigene Faktoren, wie z.B. entartete Zellen, bedroht. Deshalb ist nicht nur eine effektive
Unterscheidung von ,Fremd” und ,Selbst”, sondern ferner von gesund und krankhaft notwendig. Zu
diesem Zwecke verfligt der Mensch lber ein komplexes Abwehrsystem, das aus einem angeborenen
(unspezifischen) und einem erworbenen (spezifischen/adaptiven) Teil besteht. Das angeborene
Immunsystem ist phylogenetisch alt und von Geburt an vorhanden. Die Immunantwort wird
innerhalb von Stunden initiiert, da die zellularen Bestandteile des angeboren Immunsystems wie
Granulozyten, Makrophagen und natirliche Killerzellen (NK-Zellen) anhand von nicht-klonalen
Rezeptoren (engl.: Pattern recognition receptors; PRR) ein breites Spektrum von Mikroorganismen
anhand evolutiondr konservierter molekularer Muster (engl.: pathogen associated molecular
patterns; PAMP) ohne vorherige Exposition erkennen kdnnen. Durch die humoralen Komponenten
wie antimikrobielle Peptide, 16sliche Botenstoffe (Zytokine) und das Komplementsystem wird die
angeborene Abwehr komplementiert. Das erworbene Immunsystem besteht vor allem aus den T-
und B-Lymphozyten, die spezifische Antigen-Rezeptoren (T-Zell-Rezeptor (TZR) bzw. B-Zell-Rezeptor
(BZR)) exprimieren. Fir die Einleitung einer Immunantwort ist das Erkennen eines passenden
Antigens nétig, das in autologen MHC- (engl. major histocompatibility complex) bzw. HLA-Molekiilen
(Humanes Leukozyten Antigen) prasentiert werden muss (MHC-Restriktion), weshalb die
Immunantwort erst einige Tage nach primdrem Antigenkontakt eintritt. Wahrend T- und B-
Lymphozyten die zellularen Bestandteile des erworbenen Immunsystems darstellen und Uber
zellvermittelte Abwehrmechanismen verfligen, gewahrleisten die von Plasmazellen gebildeten
Immunglobuline den humoralen Anteil des erworbenen Immunsystems. Im Gegensatz zur
angeborenen Abwehr ist die erworbene Immunitdt in der Lage, durch Gedachtniszellen und
Antikorper ein immunologisches Gedachtnis auszubilden, um im Falle eines sekundaren
Antigenkontaktes eine schnellere und effektive Immunitat sicherzustellen. Eine weitere bedeutsame
Eigenschaft des erworbenen Immunsystems ist die Unterscheidung zwischen ,Fremd” und ,Selbst“:
Allogene bzw. xenogene MHC-Molekiile werden als fremd erkannt und I6sen eine Immunantwort

aus, was z.B. bei TransplantatabstoRungen eintreten kann.

6.2 Die ontogenetische Entstehung der T-Lymphozyten
Jede reife T-Zelle exprimiert ausschlieRlich TZR mit identischer Antigen-Spezifitdt. Der TZR ist ein
heterodimeres Transmembranprotein, das aus einer a- und einer B-Kette besteht. Je Kette gibt es

einen konstanten sowie einen variablen Anteil, der fir die Antigenbindung verantwortlich ist und
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durch verschiedene V-, D- und J-Gene kodiert wird. Durch ein Re-Arrangement dieser VDIJ-
Gensegmente der Keimbahn-DNA (sog. genetische Rekombination) wird wahrend der T-Zell-Reifung
im Thymus eine Vielfalt von ca. 10 moglichen TZR-Sperzifititen geschaffen. Im weiteren
Reifungsprozess werden aus CD4*/CD8* T-Zellen diejenigen selektiert, die Selbst-MHC-Molekiile Gber
eine Interaktion des TZR und der Korezeptoren CD4/CD8 mit den MHC-Klasse-I- bzw. -1I-Molekiilen
von kortikalen Epithelzellen des Thymus erkennen (positive Selektion). Dabei werden T-Zellen mit zu
starker oder fehlender Interaktion apoptotisch (negative Selektion). Die Elimination von potenziell
autoimmunen T-Zellen wird als klonale Deletion bezeichnet und tragt zur Ausbildung einer zentralen
Toleranz bei. Abhdngig von der Signalstarke und -lange entwickeln sich die CD4/CD8-exprimierenden
Zellen zu einfach positiven CD4* bzw. CD8" T-Zellen und zirkulieren nach abgeschlossener Reifung
Uber die Blutbahn in die sekundaren lymphatischen Organe. Mause kdnnen gentechnisch verandert
werden, dass eine eingefligte Kombination der Gensegmente den variablen Anteil des TZR
determiniert. Durch allele Exklusion exprimieren alle T-Zellen dieser Mause einen identischen TZR
und lassen sich daher gezielt durch ein entsprechendes Antigen aktivieren (s. 7.1.5

Versuchstiere/Mé&use).

6.3 Aktivierung von T-Zellen

6.3.1 Antigenprasentierende Zellen

Antigenprasentierende Zellen (APZ) wie Dendritische Zellen und Makrophagen kdénnen entartete
oder infizierte Zellen sowie Mikroorganismen phagozytieren, jedoch auch selbst infiziert werden. Vor
allem Dendritische Zellen spielen bei der T-Zell-Aktivierung eine zentrale Rolle. Exogene Antigene
konnen nach intrazellularer Verarbeitung sowohl auf MHC-II als auch auf MHC-I-Molekiile geladen
und an T-Zellen prasentiert werden (sog. ,Cross-Priming“ [1]). Die APZ wandern vom Ort der
Infektion Gber afferente LymphgefaRe in regionale Lymphknoten und exprimieren dabei im Rahmen
eines Reifungsprozesses MHC- und kostimulatorische Molekile wie CD80/86. Die Reifung wird
dadurch verstarkt, dass APZ mittels PRR zusatzlich auf im Mikromilieu anfallende, evolutionar
konservierte Bestandteile von Krankheitserregern (wie z.B. Lipopolysaccharide (LPS) oder
doppelstrangige Ribonukleinsdure (RNA)) reagieren. Aktivierte APZ sezernieren diverse Zytokine, die
Immunantworten und die Migration von anderen Zellen der angeborenen und erworbenen Abwehr
steuern und stellen demzufolge ein entscheidendes und dynamisches Bindeglied zwischen beiden
Abwehrsystemen dar. In den Lymphknoten kommen APZ mit zirkulierenden T-Zellen in Kontakt
(lymphogener Antigenkontakt). Neben den Lymphknoten findet auch in der Milz (hdmatogener
Antigenkontakt) sowie in den Schleimh&duten (MALT; engl. mucosa associated lymphatic tissue) ein

Kontakt mit T-Zellen statt.
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6.3.2 CD8*T-Zellen

Um aktiviert werden zu kénnen, muss eine naive CD8* T-Zelle mit ihrem TZR an das passende, MHC-I-
prasentierte Antigen auf APZ binden. Gleichzeitig bindet der CD8-Korezeptor an MHC-I-Molekiile.
MHC-I-Molekiile sind Membranproteine, die von allen zellkernhaltigen Zellen exprimiert werden und
Peptid-Bruchstiicke der intrazelluldr synthetisierten Proteine als Antigene prasentieren. CD8* T-Zellen
kénnen deshalb Peptidstrukturen virusinfizierter oder transformierter Zellen erkennen und diese
nach vollstandiger Aktivierung Gber verschiedene Mechanismen bekdampfen (s. 6.6 Differenzierung
von CD8* T-Zellen und ihre Effektormechanismen). AuRRer dieses ersten TZR/CD8*-Korezeptor-Signals
bedarf es eines zweiten, kostimulatorischen Signals durch die Wechselwirkung von CD28 auf der T-
Zell-Oberflache und den B7-Molekiilen CD80/86 (Abb. 1), die auf aktivierten APZ hochreguliert sind.
Die temporare Kontaktstelle zwischen T-Zelle und APZ wird als immunologische Synapse bezeichnet.
Fiir eine vollstdndige CD8* T-Zell-Aktivierung mit klonaler Expansion und Gedéachtniszellbildung sind
zusatzliche, ,dritte” Signale nétig [2]: Proinflammatorische Zytokine wie IL-12 oder Typ I-Interferone,
die von aktivierten APZ ausgeschiittet werden, erfiillen diese Funktion bei zytotoxischen CD8* Tc1-
Zellen, indem sie Uber JAK/STAT-vermittelte Signaltransduktionskaskaden die Differenzierung und
Effektorfunktionen fordern. Bei IL-17-bildenden CD8* T-Zellen (s. 6.6.4 Tc17-Zellen) ibernehmen
wahrscheinlich andere Zytokine wie IL-21 diese Funktion [3]. Fir eine vollstdndige CD8" T-Zell-
Aktivierung ist auBerdem die Hilfe von CD4* T-Zellen nétig (s. 6.3.3 CD4* T-Zellen), die mit APZ und
CD8* T-Zellen interagieren [4]. Dariber hinaus gibt es Hinweise, dass auch Interaktionen zwischen
CD8* T-Zellen von Bedeutung sind und diese ebenfalls untereinander immunologische Synapsen
ausbilden kdénnen [5]. Dies verdeutlicht, dass die T-Zell-Aktivierung und die Ausbildung differenzierter
Effektorfunktionen ein dynamischer und komplexer Prozess ist, der von der Dauer und Starke der
TZR-Stimulation, kostimulatorischen Faktoren sowie vom vorherrschenden zelluldren und humoralen

Mikromilieu abhangig ist [2],[6],[7].

Verschiedene Mechanismen sorgen dafiir, dass nur addquate, immunogene Antigene eine
vollstandige Aktivierung von reifen T-Zellen auslésen kdnnen (periphere Toleranz). Hierzu zihlen die
Ausbildung einer funktionellen Nicht-Reaktivitdt bei unvollstiandiger Aktivierung der T-Zellen
(Anergie), der Aktivierungs-induzierte Zelltod (engl.: activation induced cell death; AICD) sowie die

aktive Suppression durch regulatorische T-Zellen.
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6.3.3 CD4'T-Zellen

MHC-II-Molekile auf Zelloberflichen von Dendritischen Zellen, Makrophagen und B-Zellen
prasentieren internalisierte, prozessierte Antigene oder infektions-assoziierte Antigene, welche von
CD4* T-Helfer-Zellen (Th-Zellen) tber den TZR/CD4-Korezeptor-Komplex erkannt werden. Je nach
Pathogen sowie den Stimulationsbedingungen kommt es zur Aktivierung der Th-Zellen mit
Differenzierung in verschiedene Subtypen (Th1, Th2, Th17 oder Treg). Dabei induzieren intrazellulare
Pathogene v.a. eine Thl-Antwort, die zu einer Aktivierung infizierter Makrophagen und der Bildung
von IgG-Antikorpern durch B-Zellen fihrt. Extrazellulare Erreger rufen meist eine Th2-Antwort
hervor, wodurch verstarkt die Bildung von IgM, IgA und IgE von aktivierten B-Zellen angeregt wird.
Th17-Zellen bilden IL-17A, IL-17F sowie IL-22 und sind fir die Schleimhautimmunitdt gegen

Bakterien- und Pilzinfektionen von Bedeutung [8].

Eine weitere, wichtige Eigenschaft von T-Helfer-Zellen ist, dass sie indirekt eine vollstandige
Aktivierung zytotoxischer CD8* T-Zellen unterstiitzen (s. 6.3.2 CD8* T-Zellen). Dies geschieht (iber
eine Interaktion mit Dendritischen Zellen, was die APZ-Reifung beglinstigt und so eine effizientere
Aktivierung der CD8* T-Zellen ermdglicht (sequentielles ,,Zwei-Zellen-Modell” [9]). Es konnte jedoch
auch gezeigt werden, dass eine zeitgleiche, dreifache zelluldre Interaktion zwischen CD4*, CD8" T-
Zellen sowie Dendritischen Zellen stattfindet und Zytokin-(IL-2, IL-12 [4]) bzw. CD40-CD40L-vermittelt

[2],[4] zu einer verstarkten CD8* T-Zellaktivierung fihren kann (,,Drei-Zellen-Modell” [9]).
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6.4 Molekulare Mechanismen der T-Zell-Aktivierung

Der TZR ist nach Antigen-Bindung aufgrund der fehlenden intrinsischen Tyrosinkinaseaktivitat nicht in
der Lage, selbststandig eine Signaltransduktion zu initiieren. Hierfliir wird der CD3-Korezeptor-
Komplex bendtigt, der aus zwei Heterodimeren (8/e bzw. y/g) und einem Homodimer (Z/T) besteht.
Nur der gesamte Komplex aus TZR/CD3/7, der nicht-kovalent in Funktionsplattformen (sog. Lipid-
Raft-Inseln) in der Zellmembran zusammengelagert ist, kann eine intrazelluldre Signaltransduktion
auslosen. Die Dimere des CD3-Komplexes besitzen konservierte, zytoplasmatische Aminosaure-
Sequenzen (sog. ITAMs; engl.: immunoreceptor-tyrosine based activation motifs), die von membran-
assoziierten Kinasen der src-Familie phosphoryliert werden. In der Folge lagern sich weitere Kinasen
an die phosphorylierten ITAMs, die ein komplexes Netzwerk aus Kinasen, Phosphatasen,
Korezeptoren und Adapterproteinen initiieren, welches in seiner Gesamtheit als TZR-Signalosom
bezeichnet wird. Dieser Komplex transduziert extrazelluldre in intrazelluldre Signale, die letztendlich
im Zellkern die Gentranskription regulieren und so die T-Zell-Funktionen, wie Proteinsynthese,
Ausbildung immunologischer Synapsen, Veranderungen im Zytoskelett und Vesikelapparat steuern.
Fiir die Starke der TZR-Aktivierung sind auch die MHC-Dichte, die Starke der CD28-Kostimulation

sowie die Anzahl der durch einen Liganden quervernetzten TZR wichtig [2].

6.5 Klonale Expansion, Kontraktion und Gedéchtniszellbildung

Nach der Aktivierung naiver T-Zellen kommt es im sekundar lymphatischen Gewebe zu einer starken
T-Zellproliferation (klonale Expansion), wodurch die Anzahl antigen-spezifischer T-Zellen zunimmt
und diese selektiert werden (Abb. 2). Bei einer Immunantwort auf ein Pathogen kommt es durch die
Vielzahl an Epitopen stets zu einer polyklonalen Aktivierung und Proliferation von T-Zellen. Um eine
Kontrolle der Immunantwort zu gewahrleisten, nimmt die Zahl der proliferierten T-Effektorzellen
(sog. SLEC; engl.: short-lived effector cells) durch Apoptose (vor allem durch AICD) wieder ab. Andere
T-Zellen entwickeln sich (iber Vorstufen (sog. MPECs; engl.: memory precursor effector cells) in
langlebige CD8" T-Gedéachtniszellen, die eine langfristige Immunitat gegen das entsprechende
Antigen sicherstellen. Fir ihre HomoOostase sind neben verschiedenen Apoptose-regulierenden
Faktoren wie bcl-2 auch Uberlebensfordernde Zytokin-Rezeptoren, wie IL-7R und IL-15R sowie die
moderate Interaktion des TZR mit Selbst-AG-MHC-Komplexen notwendig [10]. Wahrend kurzlebige
Effektorzellen (SLEC) verstarkt KLRG-1 (engl.: killer cell lectin-like receptor G1) exprimieren (IL-7R""
KLRG-1"e"), weisen MPECs typischerweise einen IL-7R"&" KLRG-1"" Phinotyp auf [11]-[14] und
kénnen so voneinander unterschieden werden (Abb. 2). Beziiglich der T-Zell-Differenzierung und
Gedachtniszell-Entstehung gibt es verschiedene Modelle. Das lineare Differenzierungsmodell geht
davon aus, dass Gedachtniszellen eine sequentielle Weiterentwicklung friiherer T-Zellstufen

darstellen, also aus ehemaligen T-Effektorzellen entstehen [15].
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Im Gegensatz dazu gehen andere Modelle von einem verzweigten Differenzierungsweg aus, d.h. dass
sich die Entwicklungswege der T-Effektor- bzw. T-Gedachtniszellen schon frith voneinander trennen
[15]. Die Modelle haben gemeinsam, dass bereits die initialen Primarstimulations-Bedingungen (wie
Dauer und Starke der TZR-Stimulation, der Einfluss kostimulatorischer Rezeptoren wie CTLA-4 und
CD28, das Mikromilieu und Zytokine wie IFN-y [16]) von groRer Bedeutung fiir das spatere Schicksal
der T-Zellen sind [13]. Auch die Transkriptionsfaktoren T-Bet und Eomes sind an der Entscheidung
zwischen kurzlebiger Effektorzelle und langlebiger Gedachtniszelle beteiligt [11],(13],[17] und fir die

IL-15-vermittelte homoostatische Proliferation der Gedachtniszellen bedeutend [13].

6.6 Differenzierung von CD8* T-Zellen und ihre Effektormechanismen

Nach der Aktivierung von T-Zellen entstehen funktionell unterschiedliche Subpopulationen von T-
Effektorzellen, die durch ihre gebildeten Zytokine definiert werden. Vergleichbar mit CD4* T-Zellen
lassen sich ebenfalls distinkte CD8* T-Subpopulationen nachweisen [18],[19]. Die jeweiligen
Differenzierungsrichtungen hemmen sich gegenseitig und stabilisieren sich selbst durch positive
Rickkopplungsmechanismen. In-vitro kann die Differenzierung durch Hinzugabe bzw. Neutralisation
von polarisierenden Zytokinen gezielt induziert werden. In-vivo wird die Differenzierungsrichtung
durch die Art des Immunogens sowie das zelluldre und humorale Mikromilieu (u.a. iber die Wirkung

auf Zytokin- und Toll-like Rezeptoren (TLR)) determiniert [20].
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6.6.1 Tcl-Zellen

Werden naive CD8" T-Zellen in Abwesenheit polarisierender Zytokine in-vitro aktiviert, entwickeln sie
sich zu ,klassischen” zytotoxischen Tcl-Effektorzellen (sog. CTL, engl.: cytotoxic lymphocytes), die
durch Bildung von IFN-y, Granzyme B, aber auch IL-12 und IL-27 (ein Zytokin der IL-12-Familie)
gekennzeichnet sind [21],[22]. Neben IFN-y fordern IL-2 und IL-12 (parakrin und autokrin) Gber ihre
entsprechenden Rezeptoren die Tcl-Polarisierung durch eine Phosphorylierung von STAT-1, -4 und -5
[23]. Tcl-Zellen bekdmpfen entartete Zellen sowie intrazelluldre Pathogene wie Viren und
intrazelluldre Bakterien. Dabei kdnnen sie sowohl direkt tber Zell-Zellkontakte (Bindung von Fas
(CD95) oder TNFR-1 (CD120a)), als auch indirekt Uber ausgeschittete Zytotoxizitdtsfaktoren
apoptotisch auf die Zielzelle wirken. Fiir die Lyse von Zielzellen bilden Tcl-Zellen Perforine und
Granzyme B, die in intrazelluldren Granula gespeichert werden und nach Ausschittung in die
immunologische Synapse Poren in der Zellmembran der Zielzelle bilden. Granzyme kdnnen so in

virusinfizierte oder entartete Zellen eindringen und Caspasen-vermittelt Apoptose einleiten.

6.6.2 Tc2-Zellen

Tc2-Zellen bilden IL-4, IL-5 sowie IL-13 und werden durch IL-4 v.a. STAT-6-abhangig induziert [18]. Der
zentrale Transkriptionsfaktor ist GATA3. CD4* Th2-Zellen sind an der Abwehr von parasitdren
Infektionen beteiligt sowie mit Allergien und atopischen Krankheiten wie Asthma bronchiale
assoziiert [24]. Uber die Funktion von Tc2-Zellen existieren nur wenige Daten [25]. Bisher konnten
Tc2-Zellen in-vivo bei allergischen Entzlindungsreaktionen z.B. im Respirationstrakt nachgewiesen

werden [25].

6.6.3 Regulatorische T-Zellen (Treg)

Vergleichbar mit CD4" Treg-Zellen konnten durch eine kontinuierliche Antigen-Stimulation Foxp3-
exprimierende CD8* T-Zellen induziert werden, die immunregulatorische Funktionen besitzen und
u.a. IL-10 und TGF-R sezernieren [26]. Es sind jedoch auch andere Subtypen von regulatorischen CD8*
T-Zellen bekannt, deren Funktion vom Transkriptionsfaktor Helios abhangig ist und die mit ihrem TZR
eine Qa-1-Restriktion aufweisen (ein MHC-I b/HLA-E Molekil, das u.a. von aktivierten T-Zellen, B-
Zellen und APZ exprimiert wird) [27],[28]. Dieser Subtyp tragt zur peripheren Toleranz und zum
Schutz vor Autoimmunerkrankungen bei, indem Autoantigen-prdasentierende Immunzellen

supprimiert oder lysiert werden [27],[28].

6.6.4 Tcl7-Zellen
Vergleichbar mit IL-17 bildenden CD4* T-Zellen (Th17-Zellen) [8],[29] sind Tc17-Zellen eine Gruppe
von CD8* T-Zellen, die durch die Bildung von IL-17, IL-21 und IL-22 charakterisiert ist [19]. Sie besitzen

im Gegensatz zu Tcl-Zellen einen ,nicht-zytotoxischen” Phanotyp, der durch eine stark verminderte
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IFN-y-, Granzyme B- und Perforin-Expression sowie eine reduzierte Zytotoxizitdt gekennzeichnet ist
[19],[30],[31]. In-vitro werden Tc17-Zellen durch TGF- und proinflammatorische Zytokine wie IL-6
und IL-21 induziert sowie durch IL-23 in ihrem Phanotyp stabilisiert [30],[32] (Abb. 3). Die
proinflammatorischen Zytokine unterdricken Foxp3 (das ebenfalls durch TGF-B induziert wird), um
eine Tc17-Differenzierung zu ermdglichen [33],[34]. Es gibt Hinweise auf eine gewisse Redundanz der
beteiligten Zytokine, so dass IL-18 unter bestimmten Bedingungen TGF-B ersetzen kann [35]. Obwohl
zahlreiche Tcl7-induzierende Zytokin-Kombinationen getestet und optimiert wurden, lassen sich
geringe Anteile an IFN-y* oder IL-17*/IFN-y* Tc17-Zellen nachweisen [30],[31], deren funktionelle
Bedeutung noch nicht abschlieRend geklart ist. Tcl-férdernde Zytokine wie IL-2, IL-12 oder IFN-y
hemmen STAT-1- und STAT-5-vermittelt die Tc17-Differenzierung [30],(31],[36], indem sie die Tc17-
fordernde STAT-3-Bindung an IL-17-Promotoren inhibieren (s. 6.9 Die transkriptionelle Regulation der
Tc17-Zellen). Ob es analog zu natlirlich vorkommenden, naiven Th17-Zellen auch natdirliche Tc17-

Zellen gibt oder diese erst nach Antigen-Kontakt entstehen, ist nicht abschlieffend geklart [37].

IL-23
IL23R
IL-21 IL-21¢
N CARNANK
1218 ATRA
+ VEAS SAN ‘EAN
TGFp1 RORyt, RORut

TGFp1 RARaRXR

ATRA
Abbildung 3: Schematische Darstellung der Tc17-Differenzierung und beteiligter Faktoren

Modlifiziert von Jetten et al., “Retinoid-Related Orphan Receptors (RORs): Critical Roles in Development,
Immunity, Circadian Rhythm, and Cellular Metabolism” [38]. Der zentrale Tc17-Transkriptionsfaktor RORyt wird
STAT-3- und IRF4-abhdéngig durch proinflammatorische Zytokine wie IL-6, IL-23 und IL-21 sowie TGF-f3 induziert
und aktiviert die Transkription von IL-17, IL-21, IL-22 und IL-23R. Ohne proinflammatorische Zytokine hemmt das
durch TGF-f8 und Retinoide (ATRA; engl. all-trans retinoic acids) induzierte Foxp3 die RORyt Expression. Runx1
kann die Tc17-inhibitorische Wirkung von Foxp3 verstdrken, jedoch auch milieuabhdngig liber andere (nicht
dargestelite) Interaktionen RORyt-férdernd wirken.
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6.7 Funktionen von Tc17-Zellen

Uber die Funktionen von physiologisch vorkommenden Tc17-Zellen ist bisher nicht viel bekannt. Es
konnte gezeigt werden, dass IL-17-bildende CD8* T-Zellen bei der Schleimhautimmunitdt des
Respirationstraktes, z.B. bei der Abwehr von Influenza-A- und Pilz-Infektionen [39],[40] sowie des
Gastrointestinaltraktes [29] beteiligt sind. In pathologischen Zusammenhangen konnten Tc17-Zellen
bei diversen Autoimmunerkrankungen, wie Multipler Sklerose [41],[42], in experimentellen Modellen
der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen [43],[44] und der rheumatoiden Arthritis [45]
nachgewiesen werden. Auch bei der Psoriasis spielen IL-17-bildende T-Zellen eine zentrale
pathogenetische Rolle [46]. Seit 2015 ist Secukinumab, ein monoklonaler Antikérper gegen IL-17A,
als Therapie der schweren Psoriasis [47] sowie der Ankylosierenden Spondylitis (Morbus Bechterew)
zugelassen und wird in weiteren Behandlungsstudien von Autoimmunerkrankungen geprift [48].
Auch bei Graft-versus-Host-Reaktionen nach Organ- und Stammzelltransplantationen spielen Tc17-
Zellen eine bedeutende Rolle [49]. Tc17-Zellen wurden auBerdem im Tumor-Mikromilieu detektiert
[19],[50],[51]. lhr Vorkommen wird u.a. durch das lokale Zusammenwirken von immunsuppressivem
TGF-B, proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 [50],[52],[53] sowie Tryptophan-Metaboliten, die
Uber den intrazelluldren Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AHR) die IL-17-Bildung in CD8* T-Zellen
induzieren [54], erklart. lhre Funktion wird kontrovers diskutiert, da sowohl tumor-férdernde
[19],[52],[54],[55], als auch anti-tumordse Effekte beschrieben wurden [56],[57]. Eine mogliche
Erklarung sind die uneinheitlichen Versuchs- und Auswertungsbedingungen der Studien. In einer
Metaanalyse, die den Zusammenhang diverser humaner Malignome mit IL-17-Konzentrationen bzw.
der Anzahl nachweisbarer Th17-Zellen untersuchte, konnte gezeigt werden, dass erhoéhte IL-17-
Konzentrationen (im Patientenserum oder Tumorgewebe) mit einem signifikant reduzierten
Gesamtiiberleben assoziiert waren [58]. Hingegen waren erhdhte Vorkommen von Th17-Zellen, die
als CD4" IL-17* Zellen definiert wurden, mit einer verbesserten Prognose vergesellschaftet [58]. Bei
der Analyse wurde jedoch vernachlassigt, welche anderen Zytokine (insbesondere INF-y oder TNF-a)
von Thl7-Zellen koproduziert wurden. In  Anbetracht der mikromilieuabhangigen
Transformationsfahigkeit (s. 6.8 Die Plastizitdt von Tc17-Zellen) zu einem Tcl1-dhnlichen Zytokinprofil
mit verminderter IL-17-Bildung, ist die Aussagekraft der Studie daher eingeschrankt. Wie Th17-/Tc17-
Zellen mechanistisch ihre Effekte auf Zielzellen vermitteln, ist ebenfalls unvollstindig verstanden. IL-
17 kann neutrophile Granulozyten chemotaktisch anlocken und Entziindungsreaktionen férdern
[39],[57], indem z.B. die Chemokin-Bildung epithelialer Zellen angeregt wird [57],[59]. AuRerdem
induziert IL-22 die Bildung antimikrobieller Peptide in Epithelien [59]. IL-26, ein von menschlichen
Th17-Zellen gebildetes Zytokin, kann iber Porenbildung extrazellulare Bakterien abtoten und liefert
somit Hinweise flir einen direkten antimikrobiellen und proinflammatorischen Effekt von Th17-Zellen

[60].
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6.8 Die Plastizitdt von Tc17-Zellen

Eine bedeutende Eigenschaft der Tcl7-Zellen ist ihre mikromilieuabhdngige Plastizitat. Ein Tcl7-
forderndes Mikromilieu ist nicht nur fiir die initiale Tc17-Differenzierung nétig, sondern auch fir die
Aufrechterhaltung des Tc17-Phanotyps. Mehrere Studien zeigen, dass Tc17-Zellen sowohl in-vitro als
auch in-vivo instabil sind und zumindest teilweise ihren IL-17*-Phdanotyp auf Kosten einer
zunehmenden IFN-y-Bildung verlieren kénnen [31],[61],[62], auch wenn ,endgradig” differenzierte
Tc17-Zellen moglicherweise stabiler sind [63]. Es ist ferner bekannt, dass IL-17-bildende T-Zellen nach
erfolgter Konversion eine erhohte Funktionalitdt aufweisen, die IFN-y-abhangig ist [31],[56],[64],[65].
So konnte z.B. in einem murinen Diabetes-Model gezeigt werden, dass transferierte Th17-Zellen IFN-
y-abhangig Diabetes auslésten. Die Krankheitsmanifestation konnte dabei durch die Gabe von anti-
IFN-y, nicht jedoch durch anti-IL-17 verhindert werden [62]. Hierbei ist noch nicht abschlieRend
geklart, welche der entstehenden Tcl17-Subpopulationen (IL-17%, IFN-y*, IL-17*/IFN-y*) am
effizientesten wirken [31],[66]. Neben der Funktionalitit ist auch bei der Entstehung von IFN-y/IL-17-
Doppelproduzenten weitestgehend ungekliart, ob es sich um eine temporire Ubergangsform
zwischen Tcl17- und Tcl-Zellen handelt oder ob sie aus IL-17/IFN-y” T-Zellen entstehen [67]. Trotz
Konversion in einen Tcl-dhnlichen Phanotyp werden einige spezielle Tcl7-Eigenschaften
beibehalten, wie z.B. erhéhte Uberlebens- und Persistenzraten in-vivo [31],[56]. Hierdurch
unterscheiden sich diese transformierten Tcl7-Zellen klar von primdren Tcl-Zellen. Mdogliche
therapeutische Konsequenzen dieser Plastizitdit wurden bereits fiir adaptive Immuntherapien
erforscht [56],[65]: In-vitro differenzierte, nicht-zytotoxische Tc17-Zellen bewirkten nach Transfer in
tumortragende Mause eine signifikante Tumorregression, nachdem sie sich in IFN-y* bzw. IFN-y*/IL-
17*-produzierende Zellen wandelten und gegeniiber primdren Tcl-Zellen eine signifikant hohere
Persistenz aufwiesen [56].

Wie die Tc17-Stabilitat bzw. -Plastizitat reguliert wird und welche Faktoren dafiir verantwortlich sind,
ist gegenwartig nicht komplett verstanden. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass die Plastizitat der
Tcl7-Zellen durch den Differenzierungsgrad [63] und die Suszeptibilitdit gegeniliber des
vorherrschenden Mikromilieus (wie z.B. Zytokinen) bedingt ist. So wurden IL-17-supprimierende
Effekte von IFN-y [32]-[34],[68], IL-12, IL-18 und IL-2 beschrieben [64],[66],[69]. Auch IL-27 scheint
die Plastizitat zu fordern [63]. IL-23 stabilisiert hingegen den Tc17-Phanotyp [8],[42] und kann IL-12-
vermittelten Signalen entgegenwirken [70]. Der IL-23R ist dementsprechend in IL-17-bildenden T-
Zellen stark hochreguliert. Auch IL-21 ist in der Lage, Uber eine STAT-1- und STAT-4-unabhangige
Suppression von Eomes die IFN-y-Bildung zu hemmen [71] und die IL-17-Bildung IRF-4-abhéangig zu
fordern [72]. IL-1 ist aulRerdem in der Lage, der IL-2-vermittelten Inhibition des Tc17-Programmes
(durch Suppression von RORyt, IL-23R und IL-1R) entgegenzuwirken, indem IL-1 zu einer verstarkten

Transkription der Tc17-Gene fiihrt [36].



6 Einfliihrung Seite 21

6.9 Die transkriptionelle Regulation der Tc17-Zellen

T-Zell-Differenzierungsprogramme beeinflussen sich nicht nur extrazellular durch ihre
charakteristischen Zytokine, sondern auch durch Interaktionen ihrer Transkriptionsfaktoren. Die
zentralen Transkriptionsfaktoren der Th17/Tc17-Zellen sind RORyt und RORa (kodiert durch die Gene
RORc/a), die STAT-3-abhingig exprimiert werden und die Transkription von Tcl17-Zielgenen wie IL-
17a/f und IL-23R steigern [30] (Abb. 3). Auch der Transkriptionsfaktor IRF-4 ist von zentraler
Bedeutung und férdert die Tc17-Differenzierung [32],[72]. T-Bet und Eomes sind hingegen die beiden
zentralen Transkriptionsfaktoren des Tcl-Programmes [73],[74]. T-Bet wird nach TZR-Stimulation
zigig hochreguliert und ist fiir die frihe Phase der Tcl-Differenzierung von Bedeutung, wahrend
Eomes spéatere Funktionen von T-Bet Gbernehmen kann [75]. Dabei ist Eomes in der Lage, eine T-Bet-
Defizienz teilweise zu kompensieren und die IFN-y-Produktion in T-Bet-defizienten Thl-Zellen zu
Ubernehmen [76]. Unter Th17-Bedingungen werden diese Zellen jedoch anfalliger fir eine RORyt-
bzw. IL-17-Induktion [76]. Dementsprechend sind T-Bet-defiziente Tc17-Zellen in ihrem Phanotyp
stabiler, bilden mehr IL-17 und weniger IFN-y [77]. Ein Grund konnte die erhohte Expression des IL-
23R sein [78]. Interessanterweise nehmen Tcl-Zellen, denen sowohl T-Bet, als auch Eomes fehlen,
intrinsisch - d.h. ohne weitere Polarisierung - Tc17-Eigenschaften an, wie eine erhéhte IL-17- und
RORyt-Expression [73]. Dies ist mit einer reduzierten Bildung von IFN-y, Perforin und Granzyme B
assoziiert, in deren Folge die CD8* T-Zellen keine effektive antivirale Immunitat mehr aufweisen [73].
Dies verdeutlicht, dass ein dominantes Tcl-Programm die Tcl17-Differenzierung unter normalen
Stimulationsbedingungen unterdriickt. Wahrend T-Bet und Eomes in der Lage sind, RORyt zu
supprimieren [73], kann RORyt lediglich Tcl-Effektorfunktionen unterdriicken, nicht jedoch die
Expression von T-Bet/Eomes [79]. Hierzu ist zuséatzlich eine Aktivierung des STAT-3-Systems nétig,
welches die Eomes-Expression sowie weitere zentrale Tcl-Faktoren wie IFN-y und Granzyme B
unterdricken kann. Diese asymmetrische Inhibierung konnte eine bedeutende Rolle fir die
Instabilitat des Tcl7-Phanotyps spielen, da die STAT-3-vermittelte Tc17-Stabilisierung bzw. Tcl-
Inhibierung von einer Aufrechterhaltung eines Tcl7-férdernden Zytokinmilieus abhangig ist [79].
Tc17 bzw. Th17-Zellen, die eine Koexpression von RORc und T-Bet aufweisen und IL-17*/IFN-y* bilden
[31],[35], koénnten dementsprechend ein Beispiel fiir einen milieuabhangigen, dynamischen
Ubergang in ein Tcl-dhnlichen Zustand darstellen. Wie genau und insbesondere durch welche

Faktoren diese Plastizitdt gesteuert wird, ist bisher nicht umfassend geklart.

6.10 An der Tcl17-Differenzierung beteiligte Kofaktoren
Die Promotoren Tcl7-relevanter Gene wie IL-17 verfiigen Uber Bindestellen fiir RORyt, STAT-, Foxp-

und Runx-Proteine [80],[81], so dass stets mehrere Kofaktoren an der Tc17-Differenzierung beteiligt



6 Einfliihrung Seite 22

sind. Viele dieser Transkriptionsfaktoren kdnnen miteinander interagieren und so unterschiedliche
Funktionen erfillen. So kann Runx-1 einerseits auf die Th17/Tc17-Differenzierung hemmend wirken,
indem es an Foxp3 bindet und die negative Wirkung von Foxp3 auf die Th17-Differenzierung
verstarkt [80]. Andererseits kann Runx-1 auch IL-17-férdernd wirken, indem RORyt induziert und der
IL-17-Promotor gebunden wird [80]. Dieser Mechanismus wird unter Thl-Bedindungen durch
Interaktionen von T-Bet und Runx-1 blockiert [82]. Im Gegensatz dazu wird Runx-3 durch T-Bet
induziert und férdert die Eomes-Synthese im Sinne einer positiven Rickkopplung, die eine Tcl-
Differenzierung verstarkt [83]. Auch die SOCS-Proteine, die STATs dephosphorylieren und dadurch
hemmend in die Zytokin-induzierte JAK/STAT-Signaltransduktion eingreifen, spielen bei der T-Zell-
Differenzierung eine entscheidende Rolle. SOCS3 ist ein Negativregulator des Tcl7-Programmes,
indem es die IL-6-, IL-21- und IL-23-vermittelte STAT-3-Phosphorylierung hemmt [84]-[86], wahrend
SOCS1 v.a. die STAT-1-Phosphorylierung inhibiert [87] und so die Tcl-Differenzierung hemmt.
Dementsprechend sind SOCS-Proteine auch bei der Plastizitdt von Tcl17- zu Tcl-Zellen beteiligt [66].
Auch das Verhiltnis der sich entgegenwirkendenden STAT-3- (aktiviert RORyt-/IL-17-Transkription)
und STAT-1/STAT-5-Molekile (hemmt IL-17-Transkription) ist entscheidend fiir die IL-17-Bildung [66].

6.11 CTLA-4 (CD152)

CTLA-4 (engl.: cytotoxic T-lymphocyte antigen-4) ist ein transmembranes Glykoprotein, das
strukturell homolog zu CD28 ist und ebenfalls zur Ig-Familie der Ko-Rezeptoren gehort. Wahrend
CD28 konstitutiv auf T-Zellen exprimiert wird, lasst sich CTLA-4 erst nach Aktivierung auf der
Oberflache von T-Zellen nachweisen und akkumuliert verstarkt in der immunologischen Synapse [88].
Mit zunehmender Dauer nach T-Zellaktivierung wird membranstdndiges CTLA-4 internalisiert [88].
CTLA-4 und CD28 binden wahrend der Kostimulation die gleichen B7-Liganden CD80/CD86 auf APZ.
Wahrend CD28 auf die T-Zellaktivierung férdernd wirkt, hemmt CTLA-4 diese (Abb. 1). Der
immuninhibitorische Einfluss von CTLA-4 wird in CTLA-47- Mausen deutlich, die im Alter von wenigen
Wochen an einer lymphoproliferativen Erkrankung zugrunde gehen, die durch unkontrolliert
hyperaktivierte und proliferierende CD4* T-Zellen charakterisiert ist [89]. CD8* T-Zellen behalten
hingegen in CTLA-4”7- Mi3usen einen weitestgehend naiven Phanotyp und sind pathogenetisch nicht
an der lymphoproliferativen Erkrankung beteiligt [90]. Interessanterweise exprimieren CD8* T-Zellen
starker CTLA-4 auf ihrer Oberflache als CD4* T-Zellen [91], was auf eine besondere Bedeutung von

CTLA-4 fur CD8* T-Zellen hinweisen konnte.
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6.12 Einfluss von CTLA-4 auf die T-Zell-Aktivierung

CTLA-4 ist Uber diverse zellintrinsische und -extrinsische Mechanismen in der Lage, die Kostimulation
und Aktivierung von T-Zellen zu inhibieren. So kdénnen durch CTLA-4 die B7-Liganden mit einer
vielfach hoheren Affinitdat gebunden und CD28 kompetitiv verdrangt [92], die CD28-Dichte in der
immunologischen Synapse [93] sowie der Zellmembran [94] reduziert, Kontaktzeiten zwischen T-
Zellen und APZ verkiirzt [95] oder Lipid-Rafts-Formationen beeintrachtigt [92] werden. Die T-Zell-
Aktivierung kann Uber Bindung verschiedener Phosphatasen (SHP-2) an sog. ITIM-Motive (engl.:
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs) in der zytoplasmatischen Domane von CTLA-4 [96]
oder eine gestdrte nukledre NFAT-Translokation gehemmt werden [97],[98]. Uber zellextrinsische
Mechanismen ist CTLA-4 auf CD4* T-Zellen aulRerdem in der Lage, CD86-Molekiile auf APZ verstarkt
internalisieren und degradieren zu lassen [99] und so indirekt die CD28-vermittelte Kostimulation zu
hemmen. AuRerdem induziert CTLA-4 die Freisetzung des Tryptan-abbauenden Enzyms Indolamin-

2,3-Dioxygenase (IDO) aus APZ, das inhibitorisch auf T-Zellen wirkt [92].

6.13 Einfluss von CTLA-4 auf die T-Zell-Differenzierung

In Tcl-Zellen konnte bereits gezeigt werden, dass CTLA-4 selektiv durch eine Unterdriickung des
Transkriptionsfaktors Eomes die Tc1-Differenzierung inhibiert [91],[100],[101]. CTLA-47 Tc1-Zellen
demonstrieren eine erhdhte IFN-y- und Granzyme B-Bildung, die mit einer erh6hten Zytotoxizitat in-
vivo assoziiert ist [100]. T-Bet wird unter Tcl-Bedingungen nicht von CTLA-4-Signalen beeinflusst
[100],[101]. Weitere Daten belegen auBerdem, dass CTLA-4 auf Translationsebene Uber die Induktion
von PDCD4 (engl.: programmed cell death protein 4) die Translation von Tcl-relevanten Proteinen
hemmen kann [102]. Obwohl gezeigt werden konnte, dass CTLA-4 die Differenzierung und Funktion
von Tcl-Zellen spezifisch steuert, war die Bedeutung fiir Tc17-Zellen unklar. Insbesondere da sich die
Tcl- und Tcl7-Programme regulatorisch gegenseitig hemmen ([73], sollte im Folgenden die
Bedeutung von CTLA-4 fiir die Differenzierung und Stabilitdt von Tc17-Zellen untersucht werden. Die
Erkenntnisse kdnnten das Wissen lber die CTLA-4-vermittelte T-Zell-lImmunitat erweitern und so die

klinischen Ergebnisse immunmodulierender Therapien (wie anti-CTLA-4) optimieren.

6.14 Die medizinische Bedeutung von CTLA-4

6.14.1 Anti-CTLA-4 in der Tumortherapie

Immunsuppressive Mechanismen, wie durch CTLA-4 vermittelt, kdnnen von Tumorzellen manipuliert
werden, um im Zuge der Immunevasion eine lhnen entgegengerichtete Immunantwort zu
schwachen. Das Wirkprinzip CTLA-4s lasst sich jedoch therapeutisch nutzen: Die Arbeitsgruppe von

James Allison konnte 1996 erstmalig experimentell demonstrieren, dass blockierende Antikérper
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gegen CTLA-4 zu einer gesteigerten Anti-Tumor-Immunitdt in der Maus fihrten [103]. Mit
Ipilimumab, einem humanisierten monoklonalen CTLA-4-blockierenden Antikdrper des IgG1 Isotyps,
wird dieses therapeutische Prinzip heutzutage bei Patienten mit inoperablen, metastasierten
malignen Melanomen erfolgreich genutzt. Ipilimumab konnte in dieser Patientengruppe eine
signifikante Verlangerung des medianen Gesamtiiberlebens von ca. 6 auf 10 Monate bewirken und
zeigte bei bis zu 20% der Patienten vollstandige Tumorregressionen tber mindestens 4 Jahre [104]—
[107]. Ipilimumab ist in Kombination mit Nivolumab (s. 6.14.2 Kombinationstherapien) fir die
Therapie des fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms [108] sowie des kolorektalen Karzinoms mit
Mikrosatelliteninstabilitdit bzw. Mismatch-Repair-Defizienz [109] zugelassen. Weitere Therapie-
Indikationen, wie z.B. das fortgeschrittene Lungenkarzinom [110], werden in Studien geprift. James
Allison erhielt fiir seine bahnbrechende Forschung zu anti-CTLA-4 den Medizin-Nobelpreis 2018

(zusammen mit Tasuku Honjo fiir seine Arbeiten zu PD-1/anti-PD-1).

Trotz der bisherigen therapeutischen Erfolge stehen weiterhin zwei groRe Probleme im Raum: Zum
einen profitiert bisher nur ein kleiner Anteil der Melanom-Patienten von der anti-CTLA-4-Therapie.
Zum anderen treten bei bis zu 45% der Patienten schwere Nebenwirkungen im Sinne autoimmuner
Entziindungsreaktionen auf, die v.a. die Haut und Schleimhdute betreffen und nicht mit dem
Therapieerfolg korrelieren [104],[111]. Die zugrundeliegenden Wirkmechanismen sind gegenwartig
noch nicht vollstidndig verstanden. Um die therapeutischen Effekte zu optimieren und
Nebenwirkungen zu reduzieren, sind weitere Erkenntnisse tGber die komplexen Einflisse CTLA-4s auf
die T-Zell-Immunitat noétig. Bisherige Daten deuten auf eine gesteigerte Funktionalitdt der T-Zellen
durch eine Ipilimumab-vermittelte Desinhibition hin [112]-[115]. Anti-CTLA-4 wirkt wahrscheinlich
vor allem auf CD8* T-Zellen, da der therapeutische Effekt in CD4* T-Zell-depletierten und B-Zell-
defizienten Mausen ebenfalls bestand hatte [116]. Nach anti-CTLA-4-Gabe konnten
dementsprechend erhdhte Anzahlen an tumorinfiltrierenden CD8* T-Zellen nachgewiesen werden
[112]-[114],[116]. Diese Zellen zeigen auRerdem qualitative Veranderungen, wie hochregulierte
Aktivitatsmarker [117], gesteigerte IFN-y- und Granzyme B-Expression sowie eine effizientere
Tumorzell-Lyse in-vitro [113],[118],[119]. Durch die Kombination therapeutischer Impfstoffe gegen
spezifische Melanom-Antigene (wie NY-ESO-1 oder pgl00) mit einer als ,Booster” verabreichten
Dosis anti-CTLA-4 konnte ebenfalls eine gesteigerte antigenspezifische Immunantwort von CD4* und
CD8* T-Zellen induziert werden, die durch eine Koexpression polyfunktionaler Zytokine wie IFN-y und
TNF-a charakterisiert war [120]. Durch Neutralisierung von IFN-y konnte in anderen Experimenten
der durch Ipilimumab vermittelte Anti-Tumor-Effekt komplett aufgehoben werden [121], so dass
neben TNF-a vor allem IFN-y als Tcl-Zytokin eine zentrale Bedeutung fiir die Tumorregression

zukommt [122],[123].
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6.14.2 Kombinationstherapien

Da Tumorzellen mehrere immunsuppressive Mechanismen manipulieren oder kompensatorisch
hochregulieren kénnen, ist oftmals eine einzige therapeutische Intervention (wie eine CTLA-4-
Blockade) nicht ausreichend, um die Immunevasion zu Uberwinden [124]. Daher werden
blockierende  Antikérper  gegen  verschiedene immunregulatorische  Molekiile  (sog.
Immuncheckpoint-Inhibitoren) kombiniert. Neben CTLA-4 ist vor allem der auf aktivierten T-Zellen
exprimierte Korezeptor PD-1 (engl.: programmed cell death protein 1) von Bedeutung, der ebenfalls
T-Zell-Effektorfunktionen hemmt. Durch die gesteigerte Expression von PD-1-Liganden (PD-L1) auf
Tumorzellen kann Apoptose und Anergie in T-Effektorzellen ausgelost sowie die Bildung von Treg
induziert werden [125],{126]. Heutzutage stehen mehrere therapeutische monoklonale Antikérper
gegen PD-1 (wie Nivolumab und Pembrolizumab) sowie gegen PD-L1 (wie Atezolizumab und
Durvalumab) zur Verfigung. Im Vergleich zur Monotherapie mit anti-CTLA-4 lieR sich die 3-Jahres-
Uberlebensrate von Patienten mit metastasiertem Melanom durch den zusétzlichen Einsatz von anti-

PD-1 von 34% auf ca. 60% signifikant verbessern [127],[128].

Weitere Immuncheckpoint-Inhibitoren, wie gegen das T-Zell-inhibitorische Molekil VISTA (engl.: V
domain-containing Ig suppressor of T-cell activation), werden im Rahmen von Studien geprift. VISTA
wird nach anti-CTLA-4-Behandlung kompensatorisch auf T-Zellen hochreguliert und inhibiert die TNF-
o/IFN-y-Bildung [129]. Dieser Mechanismus konnte dazu beitragen, dass nicht alle Patienten von
einer Therapie mit anti-CTLA-4/anti-PD-1 profitieren [129], da VISTA Uber einen distinkten, nicht-

redundanten Signalweg T-Zell-Funktionen hemmt [130].

Die genauen mechanistischen Einflisse der Immuncheckpoint-Blockade auf die qualitative
Differenzierung der tumorinfiltrierenden T-Zellen und ihre Zytokinproduktion sind bisher nicht
umfassend verstanden. Insbesondere der Einfluss auf Tcl7-Zellen, die regelmaBig im
Tumormikromilieu nachweisbar sind [56],[57],[65], bleibt in diesem Zusammenhang bisher unklar.
Neben der Beeinflussung der T-Zell-Differenzierung gibt es auch Hinweise dafiir, dass die Aufhebung
der T-Zell-Erschépfung im Tumormikromilieu eine bedeutende Rolle fiir den Therapieerfolg der
Immuncheckpoint-Inhibitoren spielt. Patienten, deren tumorinfiltrierende CD8* T-Zellen eine erhdhte
Expression von CTLA-4 und PD-1 aufwiesen (ein Phanotyp, der haufig bei erschépften T-Zellen
nachgewiesen werden konnte [131],[132]), sprachen besser auf eine Therapie mit anti-CTLA-4/anti-
PD-1 an [133]. Andere Studien demonstrierten ebenfalls einen positiven Zusammenhang zwischen
der PD-L1-Expression von Tumorzellen und der Ansprechrate auf anti-PD-1 [134]. Die PD-L1-
Expression wird daher als pradiktiver Marker fiir ein Therapieansprechen auf anti-PD-1 beim nicht-

kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) genutzt [135].
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Die Wirksamkeit der immunbasierten Therapie bei unterschiedlichen Tumorentititen wie dem
malignen Melanom, NSCLC oder dem Nierenzellkarzinom deutet auf einen Zusammenhang zwischen
der genetischen Heterogenitat bzw. ,Immunogenitat® der Tumorantigene und dem
Therapieansprechen hin. Vor allem Tumore mit vielen immunogenen Epitopen bzw. Neo-Antigenen,
wie maligne Melanome oder NSCLC, sprechen verstarkt auf T-Zell-vermittelte Immunantworten an
[136]. Nach CTLA-4-/PD-1-Blockade zeigten diese Tumorentitdten erhohte Anzahlen tumor-
infiltrierender CD8* T-Zellen auf und waren mit einem erhéhten Gesamtiiberleben assoziiert [133],
wahrend Patienten mit nur schwach immunogenen Tumoren posttherapeutisch eine verminderte T-
Zell-Infiltration sowie ein reduziertes Gesamtiiberleben zeigten [133]. Es wird gepriift, ob neben dem
Einsatz von anti-PD-1/anti-CTLA-4 auch die zuséitzliche Gabe von gegen Tumorantigene gerichtete
Antikorper (die eine verstarkte Tumorantigen-Aufnahme und -Prasentation durch APZ vermitteln)
oder zusatzliche Impfungen mit Tumor-Antigen einen positiven Effekt haben kdnnen [124],[137].
Auch die Kombinationstherapie mit konventioneller Radio-/Chemotherapie kann zu einer
Potenzierung des immunbasierten Therapieerfolges fiihren, da immunogene Antigene verstarkt

freigesetzt werden [138].

6.14.3 CTLA-4-Ig in der Therapie autoimmuner Erkrankungen

CTLA-4 wird ebenfalls in der Therapie von Autoimmunerkrankungen gezielt genutzt. Abatacept, ein
Fusionsprotein aus dem Fc-Teil eines IgG1-Immunoglobulins sowie der extrazellularen Doméane CTLA-
4s, bindet mechanistisch CD80/86 auf APZ und verhindert so die CD28-vermittelte Kostimulation der
T-Zellen [139]. Im Gegensatz zur CTLA-4-Blockade wird durch Abatacept ein immunsuppressiver
Effekt erzeugt, der bei T-Zell-vermittelten Autoimmunerkrankungen therapeutisch ausgenutzt
werden kann. Bei Rheumatoider Arthritis wird Abatacept bei besonders schweren Verlaufen oder
nach Versagen der Standardtherapie verwendet [140] und bewirkte in Gber 60% der Patienten eine
klinische Remission [141]. Auch zur Therapie der Psoriasis-Arthritis ist Abatacept nach Versagen der
Standardtherapie zugelassen [142].

Der Einsatz von Abatacept gegen weitere Autoimmunerkrankungen wie den chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen [143] oder Diabetes mellitus Typ 1 [144] wurde in Studien geprift. Hierbei
konnte jedoch bisher keine signifikante Wirksamkeit belegt werden. Dies verdeutlicht, dass
zahlreiche, durch eine iatrogene Manipulation der CTLA-4/CD28-Achse vermittelte Effekte in T-Zellen

noch unzureichend erforscht sind, jedoch fir das klinische Ergebnis entscheidend sein kénnen.
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7 Material, Versuchstiere und Methoden

Samtliche Arbeiten mit den aufgeflihrten Gerdten und Materialien wurden (wenn nicht anders

erwdhnt) im Institut fur Experimentelle Padiatrie, Universitdtskinderklinik Magdeburg, im Zeitraum

von 10/2008 - 04/2016 durchgefiihrt.

7.1 Materialien und Versuchstiere

7.1.1 Gerdte
AutoMACS pro
Blockthermostat, BT-100
FACS Analyser Canto I
Inkubator, CB 210
Mikroskop, CKX 41
NanoPhotometer
Pipetten, Pipetboy
Pipetten, Eppendorf
Real-Time System, CFX96
Software (fur Windows):
FACS Diva
FlowJo 7
Bio-Rad CFX Manager
GraphPad Prism 5
CorelDraw X6
Spannungsquelle, Powerpack 25
Sterilwerkbank, HERASafe KS
Thermocycler, C1000
Tiefkuhler:
-80°C, HERAfreeze
-20°C, Mediline
Waagen
Wasserbad (beheizbar), M 12
PC, Betriebssystem Windows XP
Zdhlkammer nach Neubauer

Zentrifugen Biofuge fresco, Multifuge 3SR*

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Kleinfeld Labortechnik, Gehrden
BD Biosciences, San Jose, USA
Binder, Tuttlingen

Olympus, Hamburg

Implen, Miinchen

Gilson Inc, Middleton, USA
Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

BD Biosciences, San Jose, USA
Tristar Inc, Oregon, USA

Bio Rad Laboratories, Hercules, USA
GraphPad Software Inc, La Jolla, USA
Corel Corporation, Ottawa, Kanda
Biometra, Gottingen

Thermo Scientific, Waltham, USA

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Thermo Scientific, Waltham, USA
Liebherr, Schweiz

Kern & Sohn, Balingen

Lauda, Lauda-Konigshofen
Microsoft, Redmond, USA

Brand, Wertheim

Heraeus Instruments, Hanau
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7.1.2  Kunststoff- und Zellkulturartikel

Alle angegebenen Artikel stammen von den Firmen Braun (Melsungen), Costar (Bodenheim),
Dynatech labratories (El Paso, USA), Eppendorf (Hamburg), Greiner (Frickenhausen), Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach) sowie BD Bioscience (San Jose, USA). Petrischalen in verschiedenen GroRen, PP-
Réhrchen in den GréRen 15 ml und 50 ml, Reaktionsgefalle in den GréRen 0,2 ml (fir RT-PCR), 0,5
ml und 1,5 ml, Spritzen und Aufsteckspitzen (Pipettenspitzen, Filterspitzen) in verschiedenen
GroRen, Zellfilter (0,2 um) und Zellsiebe (70 um), Zellkulturplatten mit 12, 24 oder 48

Reaktionsvertiefungen.

7.1.3 Puffer, Zellkulturmedien

Fir das Ansetzen von Lésungen wurde Wasser mit Milipore (Schwalbach) membranfiltriert. Alle
aufgefiihrten Chemikalien wurden (falls nicht anderes angegeben) von Sigma-Aldrich (Steinheim),
Merck (Darmstadt) oder Roth (Karlsruhe) bezogen. AutoMACS Running Buffer wurde von Miltenyi
Biotec (Bergisch Gladbach) bezogen.

Erythrozyten-Lyse-Puffer: 10 mM KHCO3 + 155 mM NH4Cl + 0,1 mM EDTA (pH 7,5)
Fixierungslosung: 2 % Paraformaldehyd in PBS (PFA)

PBS: 137 mM NaCl + 2,7 mM KCl + 1,5 mM KH,PO, + 8,1 mM Na;HPO,
PBS/BSA: PBS + 2 g/ (0,2%) BSA (engl.: Bovine serum albumin)

PBS/BSA/Azid: PBS/BSA + 0,05 % NaN3

Permeabilisierungspuffer: 0,5 % Saponin in PBS/BSA

Zellkulturmedium: RPMI 1640 (PAA Laboratories, Pasching, Osterreich) + 10 % fetales

Kalberserum (FKS), hitzeinaktiviert (Sigma Aldrich, Steinheim) +
Glutamax-I (0,3 mg/ml Glutamin) + 10 pg/ml 2-Mercaptoethanol +
10 nM Natriumpyruvat (Biochrom, Berlin) + Antibiotika-Zusatz (100
U/ml Penicillin + 100 U/ml Streptomycin (PAA, Pasching, Osterreich))

7.1.4 Antikorper, Zytokine, Chemikalien
Mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelte Antikérper flir FACS-Férbungen: anti-TCR Va2 (B20.1), anti-

CD4 (11B11), anti-CD8a (53-6.7), anti-CD45.2 (104), anti-IFN-y (XMG1.2), anti-IL-17 (Tc11-18H10),
anti-TNFa. (MP6-XT22), anti-IL-2 (JES6-1A12), anti-IL-4 (11B11), anti-IL-10 (JES5-16E3), anti-CD69
(H1.2F3), anti-CD127 (SB/199) wurden von BD Biosciences (San Jose, USA) bezogen. Anti-RORyt
(AFKJS-9), anti-FoxP3 (FJK-16S9), anti-CTLA-4 (UC10-4B9) wurden von eBioscience (San Diego, USA)
bezogen. Anti-T-bet (4BIO), anti-FasL (MLF4) wurden von Biolegend (San Diego, USA), anti-
GranzymeB-PE (GB12) von Caltag Laboratories (Burlingame, USA) bezogen. Anti-CD44 (IM7), anti-
CD62L (MEL14), anti-CTLA-4 (UC10-4F10-11) wurden vom Deutschen Rheuma-Forschungszentrum

(DRFZ) bereitgestellt. Anti-Streptavidin- sowie Isotyp-Kontroll-Antikdrper wie anti-murine-lgG1, anti-
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rat-lgG1, anti-rat-IgG2a, anti-rat-IgG2b und anti-armenian hamster IgG wurden von BD Biosciences

(San Jose, USA), Caltag Laboratories (Burlingame, USA) und eBioscience (San Diego, USA) bezogen.

Neutralisierende Antikérper in Tc17-Zellkulturen: Anti-IL-2 (JES6-1A12) und anti-IL-4 (11B11) wurden

vom DRFZ bereitgestellt, anti-IFN-y (XMG1.2) von BD Bioscience (San Jose, USA) erworben.

Zytokine: Rekombinantes TGF-R1 (human), IL-6 (Maus) und IL-23 (Maus) wurden von R&D Systems
(Minneapolis, USA) bezogen.

Ovalbumin-Peptid (OVAs7-26a) Wurde von P. Henklein, Biochemisches Institut der Charité (Berlin),

bereitgestellt.

Pl und Annexin-V wurden aus dem FITC Annexin-V Apoptosis Detection Kit Il von BD Bioscience (San

Jose, USA) nach Herstellerprotokoll genutzt. Annexin bindet an Phosphatidylserine auf der
extrazellularen Zellmembranseite apoptotischer Zellen, wahrend Pl in spat-apoptotische bzw.
nekrotische Zellen eindringt. Das an Annexin-gekoppelte FITC und Pl werden durchflusszytometrisch

detektiert. PI"und Annexin-V- Zellen wurden als nicht-apoptotisch gewertet.

7.1.5 Versuchstiere/Mause
Die Versuche wurden Ubereinstimmend mit staatlichen und institutionellen Richtlinien durchgefiihrt
(Tierversuchsgenehmigungen 42502-2-848, 42502-2-1020 Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt).
Fir die Experimente wurden Méause mit gleichem Geschlecht und ahnlichem Alter (5 — 8 Wochen)
verwendet. Alle Mause wurden unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen im Zentralen Tierlabor
der Medizinischen Fakultat der Universitdat Magdeburg gehalten.

- Ly5.1-M3&use: Stamm C57BI/6, CD45.1 positiv.

- CTLA-4** und CTLA-47/~ OT.1-M&use: Stamm C57BI/6, CD45.2 positiv, CD45.1 negativ.

- CTLA-470T.1-Mé&use wurden durch Kreuzungen aus den Ursprungsstimmen geziichtet und

die Nachkommen per PCR genotypisiert [234].

Erlduterung OT.1: CD8* T-Lymphozyten der OT.1-Mause tragen ein Transgen, das fir die variablen
Regionen der a- und B-Ketten des TZR kodiert (Va2-Ja26 und VB5-DB2-JB6) und exprimieren durch
allele Exklusion einen transgenen TZR (TZR®), der ausschlieRlich ein aus acht Aminosduren
bestehendes Peptid des Ovalbumins (SIINFEKL-Peptid; OVAzs7.264) in MHC-I-Molekiilen erkennt und
daher eine  antigenspezifische  Aktivierung erlaubt. Die  TZR®-Expression  wurde

durchflusszytometrisch kontrolliert.
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7.2 Methoden

7.2.1 Zellgewinnung und -Sortierung

Fir die Gewinnung der CD8* T-Zellen wurden Milzen und periphere Lymphknoten (axillar, brachial,
inguinal) von CTLA4** bzw. CTLA47- OT.1 Ma&usen entnommen, nachdem diese durch zervikale
Dislokation tierschutzgerecht getotet worden waren. Die Organe wurden homogenisiert und mit
Erythrozyten-Lyse-Puffer (4 min auf Eis) behandelt. Aus der Zellsuspension wurden naive OT.1
CD62L* CD8" T-Zellen per magnetischer Zellseparation (MACS; engl.: magnetic cell seperation) mit
einem AutoMACS pro und dem Multi-Sort Kit (beides Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
entsprechend der Hersteller-Protokolle zu > 98% angereichert. Routinemalig wurde die Expression
von aktivierungsinduzierten Molekiilen wie CD44, CD69 und CD127 durchflusszytometrisch
kontrolliert (Abb. 7). Als APZ wurden T-Zell-depletierte Splenozyten aus der CD90" Zellfraktion von
Ly5.1-Mausen genutzt. Hierflr erfolgte im AutoMACS pro mit Hilfe magnetischer CD90-Microbeads
entsprechend der Hersteller-Protokolle die Zellauftrennung mit einer Reinheit von > 98 % CD90

Zellen (Abb. 4).

Nach MACS
Vor MACS (CD90-Depletion)
i [6.49 425 cpoo [0.44 0,04
G negative
Fraktion
a ,
@)
82,25 7,01 10849 7 |1,04
CD4 -

Abbildung 4: Durchflusszytometrische Kontrolle der CD90 -Anreicherung per MACS

Die Anzahl an CD4* und CD8* Splenozyten der Ly5.1-Mduse wurden vor und nach einer CD90-Depletion (,T-
Zellen-Depletion”) per MACS durchflusszytometrisch kontrolliert (Zahlen in % der totalen Splenozyten innerhalb
des Lymphozytengates, das anhand des Forward- und Sideward-Scatters eingestellt wurde). Gezeigt ist eine
représentative CD90-Depletion von insgesamt 26 unabhdngigen Versuchen.

7.2.2 Zellkulturen

Zur antigenspezifischen Aktivierung wurden CD62L"&" CD8* OT.1-Zellen im Verhiltnis 1:4 mit
kongenen APZ bei einer Gesamtzellkonzentration von 2 x 10%/ml in das Zellkultur-Medium gegeben
und durch Zugabe von 1 pg/ml OVAs7.264 aktiviert. Bei Tc17-Kulturen wurden zusatzlich IL-6 (20
ng/ml), TGF-R (1 ng/ml), IL-23 (10 ng/ml), anti-1L-4 (10 pg/ml), anti-IL-2 (10 pg/ml) und anti-IFN-y (10
pg/ml) hinzugefigt. Fir Tcl-Kulturen wurden keine zusatzlichen Zytokine bzw. Antikérper in das

Medium gegeben. AnschlieRend wurden die Zellen auf Zellkulturplatten ausgesdt und bei 37°C
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kultiviert. An Tag drei nach Primarstimulation erfolgte ein Mediumwechsel ohne Zytokinzusatz. Fir
Sekundarstimulationen wurden an Tag funf tote Zellen durch Gradientenzentrifugation (Histopaque-
1083, Sigma Aldrich, Steinheim) abgetrennt und lebende CD8* T-Zellen mit frischem OVAas7.264, APZ
und  Zellkulturmedium bei identischen Kulturbedingungen wie bei Primarstimulation

antigenspezifisch restimuliert (ohne Zusatz von Zytokinen).

7.2.3 Durchflusszytometrie (FACS; engl.: fluorescence activated cell sorting)

Falls nicht anders angegeben, erfolgten durchflusszytometrische Analysen mit einem FACS-Canto Il
(BD Biosciences, San Jose, USA). FSC-/SSC-Signale wurden in linearer, Fluoreszenzsignale in
logarithmischer Verstarkung registriert und mit Flowlo 7 (Tree Star, Oregon, USA) analysiert. Fir RT-
PCR-Experimente wurden CD45.2* CD8* T-Zellen (verwendete Antikorper s. 7.1.4 Antikorper) durch
Herrn Dr. Roland Hartig (Institut flir Molekulare und Klinische Immunologie, Universitat Magdeburg)

aus Zellkulturen per FACS Diva Sorter (BD Biosciences, San Jose, USA) zu > 99% angereichert.

7.2.4 Zellfarbungen fiir die Durchflusszytometrie

Farbungen der Zelloberfliche: Zellen wurden von den Zellkulturplatten geerntet und mit

Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikorpern (verwendete Antikérper s. 7.1.4 Antikorper) in
PBS/BSA (auf Eis; 10 min im Dunklen) inkubiert. Fir Oberflachenfarbungen wurden 20.000 - 100.000

lebende Zellen aus den Zellkulturen durchflusszytometrisch gemessen.

Intrazelluldre Férbungen: Vor der Farbung wurden die Zellen in den Zellkulturplatten mit PMA (50

ng/ml), lonomycin (500 ng/ml) und Brefeldin-A fiir 4 h restimuliert. Nach einer Oberflachenfarbung
wurden die Zellen mit 2 % PFA fixiert (auf Eis, 20 min im Dunkeln), anschlieBend mit 0,5% Saponin in
PBS/BSA perforiert und danach intrazellular gefarbt (auf Eis, 15 min im Dunkeln). Abweichend davon
erfolgten intranukledre Farbungen von RORyt, T-bet und Foxp3 mit dem Foxp3-Staining-Kit
(eBioscience, San Diego, USA) entsprechend der Hersteller-Protokolle (verwendete Antikorper s.

7.1.4 Antikérper). Bei intrazelluldren Farbungen wurden ca. 1x10° Lymphozyten aufgezeichnet.

Median fluorescence intensity (MFI): MaR fir die Zytokin-Expression pro Zelle. Die integrierte MFI

(iMF1) ist das Produkt der MFI und der Haufigkeit Zytokin-produzierender Zellen und erlaubt daher

eine Abschatzung der funktionellen Qualitat der entsprechenden Zellen [145].

Zell-Proliferation: Zur Messung der T-Zell-Proliferation wurden naive CD8* T-Zellen (1x107 Zellen/ml)

vor Ansatz der Zellkulturen (s. 7.2.2 Zellkulturen) mit 5 WM CFSE (5,6-Carboxyfluorescein-Diazetat-
Succinimidyl-Ester; Molecular Probes, Eugene, USA) angefdarbt (5 min auf Eis im Dunkeln,

zweimaliges Waschen mit Zellkulturmedium). CFSE ist ein fluoreszierender Zellfarbstoff, der
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zellmembranpermeabel ist und je Zellteilung in seiner Menge gleichmallig abnimmt, was

durchflusszytometrisch detektiert werden kann.

7.2.5 Ko-Kulturen

Fir Ko-Kulturen (Abb. 5) wurden naive CTLA4** OT.1 CD8* CD62L"e" T-Zellen mit CFSE (1:10.000, 5
min auf Eis) angefarbt. Danach wurden die CFSE-markierten CD8" Zellen mit CFSE-unmarkierten,
naiven CTLA47 OT.1 CD8* Zellen zu identischen Verhiltnissen vermischt. AnschlieRend wurde die Ko-
Kultur mit APZ, OVAjs7.26a und Zytokinen unter Tcl7-Bedingungen angesetzt. Anhand der CFSE-
Markierung war es méglich, CTLA4** von CTLA4”" Tc17-Zellen zu unterscheiden, obwohl diese in
derselben Zellkultur unter identischen Tc17-Stimulationsbedingungen kultiviert wurden (Abb. 5). Die
Ko-Kultur-Experimente wurden auch vice vera durchgefiihrt, d.h. dass in einem zweiten
Versuchsansatz naive CTLA47 CD8* T-Zellen mit CFSE markiert und diese mit unmarkierten, naiven

CTLA4** CD8* Zellen in einer Ko-Kultur vereinigt wurden (ansonsten identischer Versuchsaufbau).

gg‘g‘ﬁ;euen g-ErJIEif\:rgellen Abbildung 5: Illustration zum Ansetzen der Ko-
O O O OO Kulturen
Ol® O © O CTLA4** oder CTLA47- CD8" T-Zellen wurden vor
\ Ke‘ine dem Versuch mit CFSE angefdrbt (griin) und mit
CFSE-Farbung CFSE-Farbung ungeférbten (transparent) CD8* T-Zellen 1:1
l vereinigt. Dieser T-Zell-Mix wurde mit APZ und
O O OVA-I unter Tcl7-Konditionen aktiviert. Nach
OO O definierten Zeitpunkten wurden die T-Zellen per

Durchflusszytometrie auf ihre Zytokinbildung
analysiert. Dabei konnten CFSE* und CFSE™ T-Zellen,

O O O Vereinigung 1:1

die unter identischen Bedingungen stimuliert

O OO @ worden waren, getrennt analysiert und extrinsische

O O Einfliisse minimiert werden (Abb. 11). Der Versuch
Aktivierung ImitAPZ und OVA wurde jeweils auch vice vera angesetzt.

unter Tc17-Bedingungen

Analyse im FACS

2 — >
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% Q CcD8+
S O
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7.2.6 Cytometric bead assay (CBA)

Tc17-Kulturliberstande wurden an verschiedenen Tagen nach Primarstimulation entnommen und
bei -80°C bis zur Analyse gelagert. Zur Quantifizierung der Zytokin-Konzentrationen wurden CBA Flex
Sets fir IL-2, TNF-a und IL-17 (BD Bioscience, San Jose, USA) entsprechend der Herstellerprotokolle
genutzt. Die Ergebnisse wurden mit der FCAP Array Software (BD Bioscience, San Jose, USA)

ausgewertet.

7.2.7 Realtime-PCR

Gewinnung von mRNA und reverse Transkription: CD45.2* CD8* T-Zellen aus Tcl- und Tcl7-

Zellkulturansatzen wurden an definierten Zeitpunkten nach Primarstimulation per FACS-Sortierung
(durch Herrn Dr. Roland Hartig, Institut fiir Molekulare und Klinische Immunologie, Universitat
Magdeburg) zu 298% angereichert. Mit dem Nucleospin RNA/Protein Isolation Kit (Macherey-Nagel,
Diren) wurden die RNA- und Protein-Fraktionen aus den lysierten Zellen isoliert. RNA wurde per
Reverse Transkriptase-PCR mit Hilfe von TagMan Reagenzien (Applied Biosystems, Foster City, USA)
in einem Biorad CFX96 RealTime System in cDNA umgeschrieben und zur Anlagerung der Hexamere
flir 10 min bei 25°C im C1000 Thermocycler inkubiert. Die cDNA Erststrang-Synthese erfolgte bei
42°C fur 40 min. Die Hitzeinaktivierung erfolgte bei 95°C fiir 5 min. cDNA wurde in allen Proben auf

identische Konzentrationen eingestellt, photospektrometrisch kontrolliert, und bei -80°C gelagert.

Realtime-PCR und Primer: Die RT-PCR wurde in 20 pl Volumen mit dem Fermentas Maxima SYBR

Green gPCR Master Mix (Thermo Scientific, Waltham, USA) in einem Biorad CFX96 RealTime System
durchgefiihrt. Oligonukleotid-Primer (Primer-Sequenzen s. 15 Anlagen) fir die Realtime-PCR-

Amplifikation wurden von TIB MOLBIOL (Berlin) bezogen.

7.2.8 In-vivo Experimente (Listeria monocytogenes-Infektionsmodell)

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dirk Schliter, Institut fir Medizinische
Mikrobiologie (insbesondere unter Mithilfe von Herrn Dr. Nishanth Gopala) wurde in einem murinen
Infektionsmodell die Fahigkeit von in-vitro differenzierten CTLA4"* und CTLA47 Tcl7-Zellen
verglichen, Infektionen mit Listeria monocytogenes (LM) zu bekdmpfen (Abb. 6). Als Positivkontrolle
dienten in-vitro differenzierte CTLA4** OT.1 Tcl-Zellen, die eine effektive LM-Immunitit vermitteln.
Als Negativkontrolle wurde PBS intravends (i.v.) injiziert. Identische Anzahlen (1x108) an OT.1 Tcl-
bzw. Tc17-Zellen (PI" und Annexin-V') wurden an Tag drei nach Primarstimulation ,bulk-cultured”
Uber eine Schwanzvene i.v. in die gleichgeschlechtlichen und gleichaltrigen Ly5.1-Empfangermause
injiziert (durch Herrn Dr. Nishanth Gopala). 24 h spater wurden die Ly5.1-Md&use mit einem
rekombinanten OVA-I-transgenen LM-Stamm zu identischen Dosen (1x10°> CFU, engl.: colony

forming unit) durch Herrn Dr. Nishanth Gopala i.v. infiziert. LM wurde zuvor auf Tryptose-Agar 1 h
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kultiviert und densitometrisch auf 1x10°> CFU mit sterilem, pyrogen-freiem PBS (pH 7,4) eingestellt.
Nach der Infektion erfolgte eine Kontrolle der injizierten Dosis durch Aussaat auf Tryptose-Agar und
Zahlung der Kolonien nach 24 h bei 37 °C (durch Herrn Dr. Nishanth Gopala). 24 h nach Infektion
wurden Milzen und Lebern entnommen und homogenisiert. Die absoluten Splenozyten-Zahlen
wurden in der Neubauer Zdhlkammer bestimmt. AnschlieBend wurden die Milz- und
Leberhomogenisate zur Bestimmung der LM-CFU in Verdlinnungsreihen auf Tryptose-Agar-Platten
geimpft (im Institut fiir Medizinische Mikrobiologie). Die Anzahl der CFU wurden mikroskopisch nach
24 h Inkubation bei 37°C durch das Institut fir Medizinische Mikrobiologie bestimmt. Ferner wurde
aus den hepatischen und splenischen Homogenisaten nach entsprechender Aufarbeitung eine
durchflusszytometrische Analyse der transferierten CD45.2* CD8" Zellen durchgefiihrt, die eindeutig
von den CD45.2° Zellen der Ly5.1.-Empfangermause unterschieden werden konnten. Die
Haufigkeiten der transferierten CD8* CD45.2* Zellen in Milz und Leber wurden errechnet, sowie die

Haufigkeiten der Zytokin-Produzenten und Apoptose verglichen.

Transfer Infektion Analyse

der CD8' mit LM* von Milz/

T-Zellen * Leber
Te1-/ Te17- Auswertung
Zellkulturen <L FACS und GFU*
(in vitro)

Abbildung 6: Schematischer Ablauf des LM-Infektionsversuches

CTLA4** Tcl- sowie CTLA4** und CTLA47- Tcl7-Zellkulturen wurden an Tag drei nach Primdrstimulation
geerntet und identische Anzahlen lebender (Pl /Annexin-V) CD8® T-Zellen berechnet (1x10°), in PBS
aufgenommen und i.v. in Ly5.1. Empfdngermduse injiziert. Nach 24 h erfolgte die i.v. LM-Infektion (1x10° CFU).
Weitere 24 h spdter wurden Milzen und Lebern entnommen. Zellsuspensionen wurden auf die LM-Last (in CFU)
und detektierbare T-Zellen durchflusszytometrisch untersucht. Die mit * gekennzeichneten Schritte (i.v. Transfer
der T-Zellen, i.v. LM-Infektion und CFU-Auswertung) wurden durch Herrn Dr. Nishanth Gopala, Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie durchgefiihrt. Der Versuch wurde insgesamt viermal durchgefiihrt.

7.2.9 Statistik

Daten wurden (falls nicht anders angegeben) als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Zum
Vergleich von Zytokinproduktion und Apoptose wurde der unpaare t-Test (zweiseitig) genutzt. Fir
den Vergleich der Listerien-CFU wurde der Mann-Whitney U-Test (zweiseitig) genutzt. Ns (nicht
signifikant) p > 0.05; * (signifikant) p< 0.05; ** (signifikant) p < 0.01; *** (signifikant) p < 0.001.
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8 Ergebnisse
8.1 Naive CTLA-4*/* und CTLA-47/- OT.1-Zellen zeigen eine dhnliche Expression von
Aktivierungs-induzierten Rezeptoren und Zytokinen

Im Gegensatz zu T-Zellen aus CTLA-47 Mausen, die nach wenigen Lebenswochen eine letale
lymphoproliferative Erkrankung entwickeln [89], weisen CD8* T-Zellen von CTLA-47- OT.1 M3usen
Uber deutlich langere Zeit normale Aktivitatszustande auf [91],[100]. Um zu bestatigen, dass sich die
verwendeten, naiven CD62L* CD8" T-Zellen aus CTLA-4*/* bzw. CTLA-47-OT.1-Mé&usen phanotypisch in
einem nicht aktivierten Zustand befinden, wurden aktivierungsabhangige Zelloberflaichenmolekiile
wie CD44, CD62L, CD69 und CD127 durchflusszytometrisch gemessen (Abb. 7, obere Reihe). Die
hierbei nachweisbare Expression aller Surrogatparameter war vergleichbar und legte nahe, dass es
sich um naive CTLA-4*"* (grau) und CTLA-47- (weiss-transparent) CD8* T-Zellen handelte. Eine Bildung
von IL-17, IFN-y oder TNF-a konnte dementsprechend in CTLA-4*/* (grau) und CTLA-47- (weiss-
transparent) CD8" T-Zellen durchflusszytometrisch ausgeschlossen werden (Abb. 7, untere Reihe).
Diese Ergebnisse belegen, dass sich die naiven CTLA-4** bzw. CTLA-47 CD8* OT.1 T-Zellen in

dhnlichen phanotypischen Aktivierungs- und Differenzierungsstadien befanden.

% CD69 CD127
S
I CTLA-4+/+
[C]CTLA-4-/-
IL-17 IFN-y TNF-a

Abbildung 7: Phéinotypische Ahnlichkeit naiver CTLA-4*/* und CTLA-47/- OT.1-Zellen

Unstimulierte  CTLA-4** (grau) bzw. CTLA-47- (transparent) CD8' (CD62L* OT.1-Zellen wurden
durchflusszytometrisch beziiglich der Expression von Oberflichenmolekiilen wie CD62L, CD44, CD69, CD127
(obere Reihe) sowie der intrazelluléren Zytokine IL-17, IFN-y und TNF-a (untere Reihe) verglichen. Gezeigt ist ein

reprdsentatives Ergebnis aus mindestens vier unabhéngigen Versuchen. Die CD62L- und CD44-Expression von
CTLA-4"* bzw. CTLA-47- CD8* OT.1 T-Zellen wurde routinemdpfig vor jedem Versuch kontrolliert.

8.2 CTLA-4*/* Tcl7-Zellen produzieren mehr IL-17 als CTLA-47/- Tc17-Zellen
Um den Einfluss von CTLA-4 auf die IL-17-Bildung in Tc17-Zellen zu untersuchen, wurden naive CTLA-
4*"* bzw. CTLA-47- CD62L* CD8* OT.1 T-Zellen mit APZ durch OVAzs7.264 antigenspezifisch unter Tc17-

Bedingungen aktiviert (noch ohne anti-IL-2, ansonsten wie unter 7.2.2 Zellkulturen beschrieben).
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Zum Vergleich wurde die IL-17-Bildung an identischen Zeitpunkten in Tc1-Kulturen (ohne Zugabe von
polarisierenden Zytokinen) gemessen. Die IL-17-Konzentration in den Zellkultur-Uberstinden CTLA-4-
kompetenter Tcl7-Zellen (grau) war dabei im Vergleich zu CTLA-4-defizienten Tc17-Zellen (weiss-
transparent) ungefahr 5-fach erhoht (Abb. 8 A). Die TNF-a-Konzentrationen waren hingegen jeweils
niedrig und unterschieden sich nicht signifikant (p=0,9951). Dies verdeutlicht, dass CTLA-4 nicht
generell aktivitdtsabhdngige Zytokine beeinflusst, sondern spezifisch IL-17 reguliert.
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Abbildung 8: IL-17-, IFN-y- und TNF-a-Bildung von CTLA-4*/* und CTLA-47- Tc17-Zellen

Naive CTLA-4** und CTLA-47- OT.1 CD8' T-Zellen wurden (ohne anti-IL-2, ansonsten wie in Material und
Methoden beschrieben) antigenspezifisch unter Tc1l- oder Tc17-Bedingungen aktiviert. A) IL-17- und TNF-a-
Konzentrationen in Zellkultur-Uberstinden der CTLA-4** (grau) bzw. CTLA-47 (weiss-transparent) Tc17-Kulturen
wurden an Tag drei nach Primdrstimulation mittels Cytometric Bead Array (CBA) quantifiziert. Die Fehlerbalken
reprdsentieren den Standardfehler von drei Konzentrationsbestimmungen aus drei unabhéngigen, identisch
durchgefiihrten Versuchen (n=3). Signifikanzen wurden mit dem zweiseitigen unpaaren t-Test berechnet. Ns
(nicht signifikant), *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. B) CTLA-4"* (grau) und CTLA4-47- (weiss-transparent)
Tcl1- (links) oder Tc17-Zellen (rechts) wurden an den angegebenen Zeitpunkten nach Primdrstimulation auf
intrazelluldre IFN-y- (obere Reihe) bzw. IL-17-Bildung (untere Reihe) mittels Durchflusszytometrie analysiert
(Angabe in %). Daten in Histogrammform zeigen reprdsentative Ergebnisse von einem aus mindestens drei
unabhdngigen Versuchen.
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Als nachstes wurde die Bildung von IFN-y (Abb. 8 B, obere Reihe) und IL-17 (Abb. 8 B, untere Reihe)
durchflusszytometrisch  auf Einzelzellebene an verschiedenen Zeitpunkten verglichen.
Ubereinstimmend mit vorherigen Arbeiten [91],[100] zeigte sich, dass CTLA-4 die IFN-y-Bildung in
Tcl-Zellen inhibiert (Abb. 8 B, obere Reihe, , Tc1“). Dementsprechend waren CTLA-47" Tcl-Zellen
(weiss-transparent) an Tag vier zu ca. 67% IFN-y*, wahrend CTLA-4*/* Tc1-Zellen (grau) nur ca. 44%
IFN-y-Produktion zeigten. Unter Tc1-Bedingungen bildeten weder CTLA-4*"* noch CTLA-47-Tc1-Zellen
signifikante Mengen an IL-17 (Abb. 8 B, untere Reihe, , Tc1“). Unter Tc17-Bedingungen hingegen war
die IFN-y-Bildung stark supprimiert (Abb. 8 B, obere Reihe, ,Tc17“), jedoch wie in friiheren Arbeiten
auf geringem Niveau nachweisbar [30],[31]: CTLA-4”" Tc17-Zellen zeigten bis Tag vier einen Anstieg
von ca. 4 % auf 13 % IFN-y-Produzenten, wihrend CTLA-4*/* Tc17-Zellen im selben Intervall nur von
2% auf 8% IFN-y-Produzenten anstiegen.

IL-17 war an friihen Zeitpunkten nach Primarstimulation (24 h) weder in CTLA-4*/* noch in CTLA-47
Tcl17-Zellen in signifikanten Mengen nachweisbar (jeweils <2%, Daten nicht gezeigt). Im zeitlichen
Verlauf war jedoch eine deutliche Zunahme der IL-17-Bildung feststellbar: CTLA-4-kompetente Tc17-
Zellen (grau) wiesen im Vergleich zu CTLA-4-defizienten Tc17-Zellen (weiss-transparent) an Tag zwei
nach Primarstimulation eine doppelt so hohe Anzahl an IL-17* CD8" T-Zellen und ab drei Tagen sogar
eine dreifach erhohte Anzahl an IL-17-Produzenten auf (Abb. 8 B, untere Reihe, ,Tc17%).
Zusammenfassend konnte erstmalig gezeigt werden, dass CTLA-4 die Haufigkeit von IL-17-bildenden

Tc17-Zellen eindeutig erhoht.

8.3 Weder CTLA-4*/* noch CTLA-4/- Tc17-Zellen bilden detektierbare Mengen an IL-4,
Foxp3, IL-10 oder Granzyme B

Da CTLA-4 Einfluss auf die T-Zell-Differenzierung nehmen kann [100],[146], (iberpriiften wir nun die
Expression zentraler Faktoren der Tc2- und Treg-Programme. Die charakteristischen Faktoren IL-4
(fir Tc2) und Foxp3 (fur Treg) waren in Tc17-Zellen durchflusszytometrisch unabhangig von CTLA-4-
Signalen an Tag zwei nach Primarstimulation praktisch nicht nachweisbar (jeweils unter 1%), so dass
eine distinkte Beeinflussung der Tc2- oder Treg-Differenzierung ausgeschlossen werden konnte (Abb.
9 A, obere Reihe). Um die CTLA-4** (grau) und CTLA-4"7 (weiss-transparent) Tc17-Zellen weiter zu
charakterisieren, wurde die Expression von IL-2, IL-10, TNF-a, Granzyme B und FasL im Vergleich zu
CTLA-4** Tc1-Zellen (weiss-gestrichelt) gemessen (Abb. 9 A, untere Reihe). Tc1-Zellen bildeten wie
erwartet vor allem IFN-y und Granzyme B (Abb. 9 A, untere Reihe und Abb. 9 B). TNF-a war sowohl in
Tcl-, als auch in CTLA-4** und CTLA-47 Tc17-Zellen zu dhnlichen Haufigkeiten nachweisbar. CTLA-4*/*
und CTLA-47- Tc17-Zellen zeigten nach Primarstimulation eine dhnliche Expression von IL-10, IL-2,
TNF-a, FasL und Granzyme B. Diese Ergebnisse liefen vermuten, dass CTLA-4 unter Tcl7-

Bedingungen spezifisch die IL-17-Bildung steuert.
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Abbildung 9: Phéinotypischer Vergleich von CTLA-4*/* und CTLA-47- Tc17-Zellen

Naive CTLA-4** und CTLA-4 7~ OT.1 CD8* T-Zellen wurden antigenspezifisch unter Tc1- bzw. Tc17-Bedingungen
aktiviert. A) Durchflusszytometrische Messung von IL-17, IFN-y, IL-4, Foxp3, IL-10, IL-2, TNF-a, Granzyme B und
FasL an Tag drei nach Primérstimulation in CTLA-4*/* Tc1-Zellen (weiss-gepunktet), CTLA-4*/* (grau) bzw. CTLA-4
/- Tc17-Zellen (weiss-transparent). Die Daten in Histogrammform reprédsentieren Ergebnisse aus einem von
mindestens zwei unabhdngigen Versuchen mit identischen Ergebnissen. B) Intrazellulére Férbung von Granzyme
B und IL-17 in CTLA-4** Tci1-Zellen (links), CTLA-4** (mittig) bzw. CTLA-47" Tc17-Zellen (rechts) im Dotplot
(Angaben in % der CD8" Zellen). Daten reprdsentieren Ergebnisse aus einem von drei unabhdngigen Versuchen.

8.4 IL-2 und IFN-y sind nicht fiir die unterschiedliche Bildung von IL-17 in CTLA-4*/* und
CTLA-47-Tc17-Zellen verantwortlich

Eine verstirkte IFN-y-Bildung in CTLA-47 Tcl-Zellen wurde bereits beschrieben [91],[100]. Da IL-2
und IFN-y inhibitorisch auf die Tc17-Differenzierung wirken [30],[66], wurde nun untersucht, ob der
beobachtete Effekt von CTLA-4 auf die IL-17-Bildung durch diese Zytokine bedingt war. Hierzu
wurden Tcl7-Zellkulturen angesetzt, in denen durch die Hinzugabe von Antikérpern IL-2 bzw. IFN-y
neutralisiert wurden. Aus den Zellkultur-Uberstinden der Tc17-Zellen mit bzw. ohne anti-IL-2-Zusatz
wurden zundchst die Konzentrationen der sezernierten Zytokine IL-17, IL-2 und TNF-a mittels CBA
bestimmt (Abb. 10 A). IL-2 war kaum detektierbar (CTLA-4** und CTLA-47" ohne anti-IL-2: jeweils
unter 60 pg/ml) und nach Zusatz von anti-IL-2 nicht mehr nachweisbar, was fir eine effektive

Neutralisierung von IL-2 sprach. Die TNF-a-Bildung in CTLA-4*/* und CTLA-47" Tc17-Zellen war nach
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Primarstimulation vergleichbar hoch und wurde durch anti-IL-2 nicht wesentlich beeinflusst. Die IL-
17-Bildung der CTLA-4*/* und CTLA-47 Tc17-Zellen wurde durch Hinzugabe von anti-IL-2 deutlich um
ca. 60 % gesteigert, was Ubereinstimmend mit friiheren Daten den Tc17-inhibierenden Effekt von IL-2
verdeutlichte [33]. Der relative Unterschied in der IL-17-Produktion zwischen CTLA-47- und CTLA-4*/*
Tc17-Zellen blieb jedoch erhalten. Auch durchflusszytometrisch (Abb. 10 B, links) wiesen CTLA-4*/*
und CTLA-47 Tc17-Zellen mit Zusatz von anti-IL-2 insgesamt zwei-bis dreifach erhdhte Anzahlen an IL-
17* CD8* T-Zellen im Vergleich zu Tc17-Kulturen ohne anti-IL-2 auf. Der relative Unterschied in der IL-
17-Produktion, d.h. dass CTLA-4-kompetente Tc17-Zellen signifikant mehr IL-17 bildeten als CTLA-4-

defiziente Tc17-Zellen, war jedoch sowohl mit als auch ohne anti-IL-2 nachweisbar (Abb. 10 B, links).
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Abbildung 10: Der Einfluss von CTLA-4 auf die Tc17-Differenzierung ist unabhéingig von IFN-y und IL-2

CTLA-4*"* und CTLA-47 Tc17-Zellkulturen wurden mit bzw. ohne Hinzugabe eines Antikérpers gegen IL-2 bzw.
IFN-y angesetzt und an Tag drei nach Primdrstimulation analysiert. A) Konzentrationen von IL-2, IL-17 und TNF-
a in den Zellkultur-Uberstinden wurde mittels Cytometric Bead Array (CBA) quantifiziert. Nd = non detectable.
B) Darstellung der Anteile der durchflusszytometrisch IL-17* CD8* T-Zellen in %. A-B) Fehlerbalken représentieren
den Standardfehler der zusammengefassten Ergebnisse aus jeweils zwei (Tc17-Kulturen ohne anti-IL-2) bzw. vier
— fiinf (Tc17-Zellkulturen mit anti-IL-2 bzw. anti-IFN-y) unabhdngigen Experimenten identischer Durchfiihrung.
Signifikanzen wurden mit dem zweiseitigen unpaaren t-Test berechnet. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Auch durch Hinzugabe von anti-IFN-y (Abb. 10 B, rechts) lieRen sich die Anzahlen IL-17* CD8* T-Zellen
in CTLA-4** und CTLA-47 Tc17-Kulturen verdoppeln. Die relativen Unterschiede in der IL-17-Bildung
zwischen CTLA-47" und CTLA-4*/* Tc17-Zellen bestanden jedoch weiterhin sowohl mit als auch ohne
Zusatz von anti-IFN-y. Bei geringen Haufigkeiten von IFN-y* Tc17-Zellen (jeweils < 2,5%) konnte kein
signifikantes Ergebnis beziglich des Einflusses von CTLA-4 auf den Anteil IFN-y*/IL-17 bzw. IFN*/IL-17*
Tc17-Zellen ermittelt werden (Daten nicht gezeigt). Zusammengefasst widerlegten die Daten, dass

ausschlieBlich IL-2 und IFN-y als extrinsische Faktoren fiir die CTLA-4-vermittelte Verstarkung der IL-
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17-Bildung verantwortlich sind. Die Daten verdeutlichen die bereits beschriebenen inhibitorischen
Wirkungen von IL-2 und IFN-y auf die Tc17-Differenzierung. In den folgenden Experimenten wurden

daher anti-IL-2 und anti-IFN-y routinemafig zur Optimierung der Tc17-Kulturbedinugungen genutzt.

8.5 CTLA-4 vermittelt liber T-Zell-intrinsische Mechanismen die Verstarkung der IL-17-
Bildung

Es ist bekannt, dass CTLA-4 die Expression der kostimulatorischen B7-Molekiile CD80 und CD86 auf
APZ reguliert [99] und so die Kostimulation von T-Zellen auch indirekt kontrolliert. AuBerdem
kénnten andere Zytokine als IL-2 oder IFN-y in der Lage sein, CTLA-4” und CTLA-4*/* CD8* T-Zellen zu
unterschiedlichen Graden zu beeinflussen. So ist IL-21 in der Lage, die IL-17-Produktion IRF-4-
abhangig zu fordern [32] und Eomes zu supprimieren [71]. Um zu untersuchen, ob der Effekt von
CTLA-4 auf die IL-17-Bildung indirekt, also z.B. durch l6sliche Faktoren im Zellkulturmedium oder
durch APZ zell-extrinsisch vermittelt wird, wurde ein Ko-Kultur-Experiment durchgefiihrt. Dadurch
war es moglich, CTLA-47-und CTLA-4** Tc17-Zellen in einer Zellkultur bei identischen Bedingungen zu
kultivieren, jedoch die Zellen getrennt zu analysieren. Hierzu wurden naive CTLA-47" und CTLA-4*/*
OT.1 CD8" T-Zellen zu identischen Verhaltnissen vermischt, nachdem zuvor eine der beiden
Fraktionen mit CFSE markiert worden und somit von der ungefdrbten Fraktion
durchflusszytometrisch zu unterscheiden war (s. 7.2.5 Ko-Kulturen). Dieser CD8* T-Zellen-Mix wurde
anschlieRend mit APZ, OVAs7.264 und Zytokinen unter identischen Tc17-Bedingungen (mit anti-IL-2

und anti-IFN-y) als Ko-Kultur angesetzt. Der Versuch wurde ebenfalls vice vera durchgefiihrt.

Drei Tage nach Primarstimulation wurden zunachst die Zellen CD8 oberflachengefarbt, um anhand
von CFSE eine exakte Abtrennung beider CD8* T-Zellpopulationen (CD8* CFSE* vs. CD8* CSFE’) in der
durchflusszytometrischen Analyse zu erreichen (Abb. 11, links). Bei der Analyse der CFSE" CD8* Zellen
zeigte sich, dass die CTLA-4-vermittelte Verstarkung der IL-17-Produktion auch bei Ko-Kultivierung
bestand hatte: Im Gegensatz zu CTLA-47-Tc17-Zellen, die zu insgesamt ca. 20% IL-17* waren, zeigten
CTLA-4*"* Tc17-Zellen zu 42,75 % IL-17-Bildung (Abb. 11, rechts, obere Reihe , CFSE negativ*). Obwohl
nur CFSE- CD8" T-Zellen in die Analyse eingeschlossen wurden (um auszuschlieBen, dass der
zellmembranpermeable Fluoreszenz-Farbstoff die IL-17-Bildung beeinflusst), verhielten sich die CFSE*
CD8* T-Zellen analog (Abb. 11, rechts, untere Reihe , CFSE positiv”). Die Daten belegten, dass der von
CTLA-4 vermittelte Effekt auf die IL-17-Bildung T-Zell-intrinsisch und unabhéngig von extrinsischen
Einflissen, wie Zytokinen oder APZ, vermittelt wird. Unter optimalen Tc17-Kulturbedingungen (mit
anti-IL-2 und anti-IFN-y, Abb. 10) war die IFN-y-Bildung in CTLA-4** und CTLA-47 Tcl7-Zellen

eindeutig supprimiert (je < 3%).
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Abbildung 11: CTLA-4 verstdrkt T-Zell-intrinsisch die IL-17-Bildung

CTLA-4** oder CTLA-47- CD8" CD62L* Zellen wurden mit CFSE (s. 7.2.5 Ko-Kulturen) angefirbt, wéhrend ihr
Pendant ungefdrbt blieb. Identische Anzahlen ungefdrbter (CFSE') und gefdrbter (CFSE*) CD8* Zellen wurden in
einer gemeinsamen Tc17-Zellkultur durch Hinzugabe von OVA:zs7-264-Peptid und APZ antigenspezifisch aktiviert.
Das Experiment wurde ebenfalls vice vera durchgefiihrt. Drei Tage nach Primdrstimulation wurden die Zellen
CD8 oberfldchengefirbt sowie die Bildung von IFN-y und IL-17 durchflusszytometrisch gepriift. Gezeigt sind
représentative Daten aus einem von zwei unabhéngigen Versuchen.

8.6 Proliferation und Apoptose sind vergleichbar in aktivierten CTLA-4*/* und CTLA-47/
Tcl7-Zellen

CTLA-4 wirkt inhibitorisch auf die T-Zell-Proliferation und proapoptotische Vorgédnge in aktivierten
CD4* T-Zellen [147]. Dementsprechend wéare es moglich, dass ein unterschiedliches Proliferations-
oder Apoptoseverhalten die IL-17-Bildung von CTLA-4** und CTLA-47- Tc17-Zellen beeinflusst. Als
erstes wurden deshalb naive CTLA-4*/* und CTLA-47- CD8* T-Zellen vor Kulturansatz mit CFSE gefarbt
(s. 7.2.4 Zellfarbungen), um das Proliferationsverhalten zu analysieren. Es zeigten sich dabei bis
sieben Tage nach Primarstimulation dhnliche Proliferationsraten von CTLA-4*/* und CTLA-4”" Tc17-
Zellen (Abb. 12 A, Versuche und Daten von Aditya Arra [148]). Als nachstes wurde die Expression
Apoptose-assoziierter Molekiile auf Tcl7-Zellen verschiedener Stimulationsdauer verglichen. Die
Anzahlen PI/Annexin-V- negativer CD8" Zellen wurden als nicht-apoptotisch gewertet und
unterschieden sich nicht signifikant in CTLA-4*/* und CTLA-47" Tc17-Zellen (Abb. 12 B). Somit waren
Unterschiede im Proliferations- und Apoptoseverhalten der CTLA-4** und CTLA-47- Tc17-Zellen als

Ursache fir die distinkte IL-17-Bildung unwahrscheinlich.
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Abbildung 12: CTLA-4""* und CTLA-4”7- Tc17-Zellen zeigen ein éhnliches Proliferations- und Apoptoseverhalten

A) CTLA-4*"* und CTLA-47- CD8* CD62L* Zellen wurden mit CFSE angefirbt (wie in 7.2.4 beschrieben), bevor sie
als Tcl7-Zellkulturen angesetzt und an verschiedenen Tagen durchflusszytometrisch analysiert wurden
(dargestellt als Histogramm). Als Negativkontrolle dienten unstimulierte CTLA-4*/* und CTLA-47- CD8* T-Zellen.
Daten von Aditya Arra [148]. B) Apoptoseraten (in %) wurden nach Inkubation der Zellen mit Pl und Annexin-V
untersucht (wie in 7.1.4 beschrieben). PI/Annexin-V- CD8"* Zellen wurden als nicht-apoptotisch definiert. EDTA-
behandelte Zellen (Tag 0) dienten als Negativkontrollen. Ein reprdsentatives Ergebnis aus drei unabhdngigen,
identischen Versuchen ist gezeigt.

8.7 Der CTLA-4-vermittelte Effekt auf Tc17-Zellen ist unabhdngig von einer distinkten
TZR-Stimulation

Die Starke von TZR-Signalen beeinflusst die T-Zell-Differenzierung [149]. Die Experimente wurden
deshalb mit verschiedenen Antigen-Konzentrationen (1, 0,1, 0,01 pg/ml OVAjs7.264) wiederholt.
Hierbei konnte bei samtlichen OVA;s7.264-Konzentrationen in CTLA-4-kompetenten Tcl7-Zellen eine
durchgehend hohere IL-17-Bildung nachgewiesen werden (Daten von Aditya Arra [148],[150]; nicht
gezeigt). Darlber hinaus konnte auch in einem zweiten experimentellen System mittels Antikorper-
vermittelter TZR-Stimulation eine erhéhte IL-17-Bildung in CTLA-4*/* Zellen induziert werden (Daten
von Aditya Arra [148],[150]). Dazu wurden naive CD8" T-Zellen aus CTLA-4** und CTLA-47" OT.1-
Mausen unter Tcl7-Bedingungen mit Latex-Beads stimuliert, die mit anti-CD3, anti-CD28 sowie mit
bzw. ohne anti-CTLA-4 (induziert durch sog. Crosslinking ein agonistisches CTLA-4-Signal) gekoppelt
waren. Mittels anti-CD3/CD28 aktivierte Tc17-Zellen, die zusatzlich agonistische CTLA-4-Signale
erhielten, zeigten eine vierfach héhere IL-17-Bildung als ohne CTLA-4-Signal (d2: 30,20 % vs. 5,22 %;
d3: 54,30% vs. 13,80%). Diese Daten zeigten, dass der Einfluss von CTLA-4 in Tc17-Zellen zell-
intrinsisch und unabhéangig von einer distinkten TZR-Stimulationsstdrke oder kostimulatorischen

Faktoren wie CD28 ist.
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8.8 CTLA-4 erhoht die IL-17-Bildung pro Tc17-Zelle und fordert die Expression Tc17-
relevanter Faktoren

Die iMFI ist das Produkt aus der MFI sowie der Haufigkeit der Zytokin-produzierenden Zellen und
erlaubt eine Abschatzung der funktionellen Qualitat der entsprechenden Zellen [145]. Es zeigte sich,
dass die MFI der IL-17* CTLA-4*/* Tc17-Zellen héher war (7955 + 110.3 vs. 6318 + 83.89; p < 0.0001; n
=6), als in IL-17* CTLA-4"7 Tc17-Zellen (Daten von Aditya Arra [148]). Da CTLA-4 die Frequenzen IL-17-
bildender Tcl7-Zellen erhohte (Abb. 8-11) sowie die IL-17-Konzentrationen in den Zellkultur-
Uberstinden CTLA-4-kompetetener Tc17-Zellen vielfach erhéht waren (Abb. 8, 10), deuteten diese
Daten zusammenfassend darauf hin, dass CTLA-4 auch die qualitative Ausreifung der Tc17-Zellen

nach Primarstimulation fordert.

Um den zugrundeliegenden, zell-intrinsischen Einfluss von CTLA-4 auf die Tc17-Differenzierung naher
zu untersuchen, wurde im Folgenden die Expression Tc17-relevanter Faktoren in CTLA-4*/* und CTLA-
47 Tc17-Zellen analysiert. Zum Vergleich dienten CTLA-4** Tcl-Zellen. Zum einen wurden dazu
Realtime-PCR-Analysen von CTLA-4*/* Tc1-, CTLA-4** und CTLA-47 Tc17-Zellen durchgefiihrt, die mit
Hilfe von Herrn Dr. Roland Hartig, Institut fir Molekulare und Klinische Immunologie, mittels FACS-
Sortierung aus den jeweiligen Zellkulturen isoliert worden waren (CD8* CD45.2* Tc17- bzw. Tcl-
Populationen). Zum anderen wurden spezifisch die IL-17-Produzenten der Tc17-Zellen untersucht,
die mit Hilfe eines IL-17-Detektionskits per MACS isoliert worden waren (Versuche und Daten von
Aditya Arra [148], Abb. 13 A). Sowohl in den gesamten CTLA-4** Tc17-Zellpopulationen (Daten nicht
gezeigt), als auch in den purifizierten IL-17* CTLA-4*/* Tc17-Zellen (im Vergleich zu IL-17* CTLA-47
Tc17-Zellen) zeigten sich dabei dhnliche Transkriptionsmuster, die durch eine Erhéhung von IL-17A/F
sowie zentraler Tc17-Fakoren wie RORc/a mRNA gekennzeichnet waren (Abb. 13 A). Der mRNA-
Gehalt von Tcl7-férdernden Faktoren wie IL-21, IRF-4, AHR und IL-23R war an Tag zwei nach
Primarstimulation vergleichbar hoch, sank jedoch zu spateren Zeitpunkten (ab drei Tagen nach
Primarstimulation) signifikant schneller in CTLA-4-defizienten Tc17-Zellen ab (nicht signifikant bei
AHR). Runx1 wurde v.a. in CTLA-4*/* Tc17 ab Tag drei verstirkt exprimiert. SOCS3 mRNA wurde kaum
in Tcl-Zellen gebildet und unterschied sich nicht signifikant in Tc17-Zellen (jedoch leicht erhoht in
CTLA-4*"* Tc17-Zellen ab Tag drei nachweisbar). SOCS1 mRNA war sowohl in Tc1- als auch Tc17-Zellen
nachweisbar (leicht erhéht in Tcl- und CTLA-4*/* Tc17-Zellen ab Tag drei im Vergleich zu CTLA-47
Tc17-Zellen).

T-Bet mRNA war auf konstant niedrigem Niveau in CTLA-4** und CTLA-4” Tc17-Zellen nachweisbar,
wahrend Eomes mRNA zu spateren Zeitpunkten geringfiigig erhéht in CTLA-47 Tcl7-Zellen

nachweisbar wurde (Abb. 13 A). Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen konnte auch
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durchflusszytometrisch gezeigt werden, dass T-Bet-Protein deutlich in Tc1-Zellen (69,51%), jedoch
nur geringfiigig in CTLA-4"* und CTLA-47"Tc17-Zellen (3,02% vs. 3,76%) detektierbar war (Abb. 13 B;
Daten von Aditya Arra [148]). CTLA-4*/* Tc17-Zellen bildeten mehr RORyt-Protein als CTLA-47 Tc17-
Zellen. Die MFI von RORyt* Zellen war dabei in CTLA-4*/* Tc17-Zellen um ca. 40% héher als in CTLA-47-
Tc17-Zellen (Abb. 13 B; Daten von Aditya Arra [148]). Zusammengefasst zeigten CTLA-4*/* Tc17-Zellen
eine verstarkte Expression von IL-17 sowie weiterer zentraler Tc17-Faktoren, die mit einer erhéhten

RORyt-Expression assoziiert war.
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Abbildung 13: CTLA-4*/* Tc17-Zellen zeigen eine verstirkte Expression Tc17-relevanter Faktoren

A) CTLA-4** (grau) bzw. CTLA-47- Tc17-Zellen (weiss) und CTLA-4*/* Tcl-Zellen (weiss-gestreift) wurden an
beschriebenen Zeitpunkten nach Primdrstimulation (Tc1-Zellen an Tag drei nach Primdrstimulation) geerntet.
Lebende IL-17* Tc17-Zellen wurden mit Hilfe des IL-17-Zytokin-Sekretion-Assays (Miltenyi Biotec) entsprechend
des Hersteller-Protokolls bis zu einer Reinheit >98% per MACS angereichert. AnschliefSend erfolgte die Zelllyse,
RNA-Extraktion und Umschreibung in cDNA mittels Reverser Transkriptase (s. 7.2.7). Die Realtime-PCR erfolgte
mit dem Referenzgen HPRT (Primersequenzen s. 15 Anlagen). Fehlerbalken reprdsentieren den Standardfehler
von den zusammengefassten Duplikaten aus einem Experiment, reprdsentativ fiir zwei unabhdngige
Experimenten identischer Durchfiihrung mit gleichen Ergebnissen. Signifikanzen wurden mit dem zweiseitigen
unpaaren t-Test berechnet. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. B) Durchflusszytometrische Fdrbung von RORyt
und T-Bet in CTLA-4** und CTLA-47 Tc17-Zellen an Tag drei nach Primdrstimulation. A+B) Versuche und Daten
von Aditya Arra [148].
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8.9 CTLA-47/ Tc17-Zellen zeigen eine erhdhte Plastizitit und Konversion zu einem Tc1-
ahnlichen Phanotyp

Die Plastizitat der Th17/Tc17-Zellen, d.h. die Veranderung des klassischen IL-17* zu einem Th1/Tc1-
dhnlichen Phanotyp ist ein vielfach beschriebenes Phanomen [30],[31],[56]. Friihere Daten zeigten
jedoch, dass der Grad der Differenzierung fir die Stabilitdit bedeutend sein kann. So zeigten
»endgradig” differenzierte Tc17/Th17-Zellen nach Restimulation unter Tc1-/Th1-Bedingungen einen
stabileren Phanotyp [8],[63]. Da CTLA-4-Signale eine starkere Tcl7-Differenzierung zu bedingen
schienen, sollte nun der Einfluss CTLA-4s auf die Tc17-Stabilitat Gberprift werden. Dazu wurden
Tcl7-Zellen unter Tcl-Bedingungen restimuliert. Zunachst wurden tote Zellen in einer
Dichtegradientenzentrifugation abgetrennt und lebende CD8" T-Zellen mit frischen APZ und 1pg/ml
OVAjs7.264 bei identischen Versuchskonditionen (ohne die Zugabe von Tcl7-polarisierenden
Zytokinen) antigenspezifisch an Tag fiinf restimuliert. Es zeigte sich, dass sowohl CTLA-4*/* als auch
CTLA-4 7 Tc17-Zellen ihre IL-17-Bildung auf Kosten einer steigenden IFN-y-Bildung verloren (Abb. 14).
Auffallend war jedoch, dass CTLA-4*/* Tc17-Zellen nach Restimulation signifikant mehr intrazellulares
IL-17 (zusammen mit TNF-a) bildeten (9.13 + 1.38 %), als CTLA-4-defiziente Tc17-Zellen (1.49 + 0.31
%; p=0,0057). Im Gegensatz dazu bildeten CTLA-47" Tc17-Zellen signifikant mehr IFN-y/TNF-a (22.97 +
1.67 % vs. 8.63 £ 1.84 %; p=0,0045).

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass CTLA-4-vermittelte Signale den Tc17-Phanotyp stabilisieren
und CTLA-4-defiziente Tc17-Zellen - nach in-vitro Restimulation unter Tc1-Bedingungen - verstarkt in
einen Tcl-dhnlichen Phanotyp konvertieren. Es bleibt jedoch ungeklart, ob die IFN-y*/TNF-a* Tcl7-
Zellen aus ehemals IFN-y*, IL-17*/IFN-y  oder IL-17"/IFN-y” Subpopulationen stammen.

Abbildung 14: CTLA-4 stabilisiert den Tcl7-

Restimulation (in vitro) Phéinotyp in-vitro

50- e Kontrolle Lebende CTLA-4** bzw. CTLA-47" Tcl7-Zellen

B CTLA-4+/+ Tc17 wurden an Tag fiinf nach Primdrstimulation per

5 40- O CTLA-A4-- Tet7 Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert und mit
E frischen APZ und OVAzs7.264 ohne Zytokin-Zusatz
& 30 *%* restimuliert. Nach zwei Tagen wurden die
8 20- O restimulierten CD8* Zellen durchflusszytometrisch
Fr % auf IL-17-, IFN-y- und TNF-a-Bildung untersucht (als
: 104 0 Diagramm in % der CD8* T-Zellen dargestellt). Als
© u Kontrollen dienten unstimulierte CD8* Zellen.
0-4—5_04—3—0—*—5 Fehlerbalken reprisentieren den Standardfehler
IL-17 - + + o+ _ _ _ + der Mittelwerte aus zwei identisch durchgefiihrten
IFN-y - _ + -t + - + Versuchen mit je 2 Proben (n=4). Signifikanzen
TNF-o - - - + _ + + + wurden mit dem zweiseitigen unpaaren t-Test

berechnet. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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8.10 Ein Listerien-Infektionsmodell zum Vergleich der Immunantworten von CTLA-4*/* und
CTLA-4/- Tc17-Zellen

Um den Einfluss CTLA-4s auf die Phanotyp-Stabilitdt von Tc17-Zellen in-vivo zu untersuchen, wurden
die antigenspezifischen Immunantworten CTLA-4-kompetenter bzw. CTLA-4—defizienter Tc17-Zellen
in einem murinen Infektionsmodell mit OVA;s7-26s-transgenen Listeria monocytogenes (LM)-Stdmmen
verglichen. Die T-Zell-vermittelte LM-Immunantwort ist zu grofRen Anteilen von IFN-y-, TNF-a- und
Granzyme B-abhangig, die direkt auf infizierte Zellen oder indirekt, zum Beispiel (iber Aktivierung der
zelluldren, angeborenen Abwehr wie Makrophagen, wirken [151]. Dementsprechend wird das LM-
Infektionsmodell zur Uberpriifung von Tcl-lImmunantworten herangezogen [151],[152]. Dies wurde
indirekt ausgenutzt, da die Konversion in einen Tcl-ahnlichen Phanotyp (und demzufolge die erhdhte

LM-Abwehr) als Mal fiir die Tc17-Plastizitat genutzt wurde.

Die folgenden Versuche wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Schliter,
Institut fir Medizinische Mikrobiologie, insbesondere mit Unterstiitzung von Herrn Dr. Nishanth
Gopala durchgefiihrt. Zuniachst wurden CTLA-4*/* Tc1- sowie CTLA-4*/* und CTLA-47" Tc17-Zellkulturen
in-vitro angesetzt. Die CD8* T-Zellen bestatigten dabei an Tag drei nach Primarstimulation
durchflusszytometrisch ihre typischen phanotypischen Profile (Tc1: IFN-y"&"/Granzyme B"&"; Tc17: IL-
17Me" (CTLA-4** > CTLA-47"), IFN-y°¥, Granzyme B°%; vgl. Abb. 9 A, B). Nach Firbung der CTLA-4** und
CTLA-47 Tc17-Zellen mit Pl und Annexin-V zeigten sich vergleichbare Anzahlen an apoptotischen
Zellen (Daten nicht gezeigt; vgl. Abb. 12 B). Identische Zahlen nicht-apoptotischer (PlI/Annexin-V")
CD8* Zellen wurden berechnet, und die entsprechenden Zellkulturen in PBS , bulk-cultured” [56] liber
eine Schwanzvene in Ly5.1-Empfanger-Mause transferiert. Auf eine flr ein IL-17-Sekretionsassay
notwendige PMA/lonomycin-Stimulation der Tc17-Zellen wurde verzichtet, um die in-vivo Funktion
der CD8" T-Zellen nicht zu beeinflussen. Durch CD45.2 lieRen sich die transferierten CD8* T-Zellen
(CD45.2%) durchflusszytometrisch von Zellen der Empfiangermause (CD45.2°) unterscheiden und
spezifisch analysieren. 24 h nach T-Zelltransfer erfolgte die intravendse Infektion mit einem
rekombinanten OVA-l-exprimierenden LM-Stamm, der eine antigenspezifische Immunantwort der
transferierten OT.1 T-Zellen auslést. Um die Aktivierung endogener T-Zellen gering zu halten, wurde
eine kurze Infektionszeit von 24 h sowie eine relativ hohe Infektionsdosis (1x 10° CFU LM) gewahlt
[151],[152]. Nach Injektion reichern sich LM innerhalb weniger Stunden in Milz und Leber an [153],
wo sie von APZ aufgenommen und T-Zellen prasentiert werden. Nach 24 h Infektionszeit wurden die
hepatischen und splenischen LM-CFU als MaR der Immunantwort gegen LM mikroskopisch bestimmt
(Durchfihrung und Daten vom Institut fir Medizinische Mikrobiologie). Nach Verarbeitung der
hepatischen und splenischen Homogenisate (s. 7.2.8 In-vivo Experimente) wurden die transferierten

CDA45.2* T-Zellen durchflusszytometrisch analysiert.
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Um die Reinheit der transferierten CD8* T-Zellen zu kontrollieren, wurde der Anteil an TCR-Va2*
Zellen (TCR-Va2 ist ein Teil des transgenen TZR) von den CD45.2* Splenozyten durchflusszytometrisch
bestimmt. Hierbei zeigte sich ein TCR-Va2* T-Zellen-Anteil in den transferierten Tcl- bzw. Tcl7-
Gruppen von 98% (Abb. 15 A, beispielhaft fiir CTLA-4*/* Tc1-Zellen dargestellt). Dies bestétigte, dass

die detektierbaren, transferierten Zellen fast ausschlieRlich OT.1 T-Zellen waren.

8.11 CTLA-47/ Tc17-Zellen zeigen eine mit Tc1-Zellen vergleichbare, effektive Listerien-
Abwehr in-vivo.

CTLA-4*"* Tc1-Zellen wurden aufgrund der effektiven LM-Immunantwort als Positivkontrollen genutzt
und reduzierten die LM-Last sowohl in der Milz als auch in der Leber am deutlichsten (Abb. 15 B).
CTLA-4*"* Tc17-Zellen zeigten 24 h nach Infektion gegeniiber der Negativkontrolle nur eine geringe
CD8* T-Zell-vermittelte LM-Immunitit in Leber und Milz. Im Gegensatz dazu waren CTLA-47" Tc17-
Zellen in der Lage, die CFU in Milz und Leber gegeniiber der PBS-Kontrolle deutlich zu reduzieren und
waren diesbeziiglich mit Tc1-Zellen vergleichbar (CTLA-47" Tc17-Zellen vs. Tc1-Zellen; Milz: p= 0,085;
Leber: p= 0,051; n=4-5 je Gruppe). Auch im Vergleich zu CTLA-4-kompetenten Tc17-Zellen zeigten
CTLA-47- Tc17-Zellen eine signifikante Reduzierung der LM-CFU in Milz und Leber (Milz: p= 0,016;
Leber: p= 0,008; n=4-5 je Gruppe). Demzufolge zeigten CTLA-47 Tcl7-Zellen eine erhéhte LM-

Immunitat und waren dabei dhnlich effektiv wie Tc1-Zellen.

Da unterschiedliche Anzahlen an CD8* T-Zellen die Unterschiede erklaren kénnten und erhéhte
Persistenzen von Tcl7-Zellen in diversen In-vivo-Modellen beschrieben worden sind [31],[56],[154],
sollte als nachstes die Anzahl der detektierbaren transferierten CD8" T-Zellen verglichen werden
(Abb. 15 C). Trotz der signifikanten Unterschiede in der LM-Immunitat konnten keine quantitativen
Unterschiede bei den absoluten Zellzahlen der Tc17-Gruppen gefunden werden (Abb. 15 C). Zellen
beider Tc17-Gruppen waren insgesamt in signifikant hoheren Anzahlen detektierbar als Tc1-Zellen,
die die hochste LM-Immunitat aufwiesen (Abb. 15 B).

Um erhdhte Apoptose der CTLA-4”7" Tc17-Zellen auszuschlieRen, wurden Splenozyten mit Pl und
Annexin-V angefirbt. CTLA-4** und CTLA-47" Tc17-Zellen zeigten dabei dhnliche Anzahlen nicht-
apoptotischer Zellen (70,2% bzw. 77,7%), so dass die Immunantworten nicht durch distinkte
Apoptose bedingt sein konnten. Aufgrund der geringen Anzahl detektierbarer Tcl-Zellen war eine
addquate Apoptosemessung nicht moglich. Sowohl CTLA-4** als auch CTLA-47 Tc17-Zellen zeigten
eine vergleichbare Expression von KLRG-1 und IL-7R (Abb. 15 D). Zusammengefasst zeigten Tc1-Zellen
trotz einer deutlich geringeren Zellzahl eine duflerst effektive Immunantwort gegen LM, wéahrend

sich die Zellzahlen sowie das Apoptoseverhalten der Tc17-Gruppen nicht signifikant unterschieden.
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Abbildung 15: Listeria monocytogenes-Immunitét von CTLA-4*/* und CTLA-47- Tc17-Zellen

CTLA-4** Tc1- und CTLA-4** bzw. CTLA-47" Tc17-Zellkulturen wurden wie in 7.2.2 beschrieben angesetzt. An Tag
drei nach Primérstimulation wurden 1x10° lebende CD8* CD45.2* T-Zellen i.v. in Ly5.1-Empféingermduse injiziert
(bzw. als Negativkontrolle PBS). 24 h spdter erfolgte eine i.v. Infektion mit LM (mit Hilfe des Institutes fiir
Medizinische Mikrobiologie; s. 7.2.8). Weitere 24 h nach der Infektion wurden die Organe aus den
Empféngermdusen entnommen, homogenisiert und analysiert. A.) Ly5.1.-Splenozyten wurden ex-vivo auf TCR-
Va2 (charakterisiert TZR-transgene OT.1-Zellen) gefdrbt und durchflusszytometrisch untersucht (Anteil der
TCRVa2* Zellen in % aller CD45.2* Zellen). Reprdsentative Ergebnisse der Tcl-Gruppe aus einem von 4
unabhdngigen Experimenten (jeweils 3-5 Mduse/Gruppe) sind gezeigt. B) Scatter dot plots mit Anzahl der
mikroskopisch nachweisbaren LM-CFUs (log 10) 24 h nach Infektion in Milz (links) und Leber (rechts) der
Empfingermduse (Arbeit und Daten des Instituts fiir Medizinische Mikrobiologie). Ausgefiillte Symbole
reprdsentieren einzelne Mduse, Balken bzw. Fehlerbalken stellen Mittelwerte mit Standardfehlern pro Gruppe
dar. Die statistische Analyse wurde mittels Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt. Gezeigt sind reprdsentative
Daten von einem aus drei unabhdéngigen Experimenten (mit je drei bis fiinf Mdusen pro Gruppe/Experiment). Ein
AusreifSer wurde mittels Grubb’s Test identifiziert und von der Statistik ausgeschlossen. C) Scatter dot plots mit
Zellzahlen der transferierten CTLA-4** Tc1- und CTLA4-** bzw. CTLA-47- Tc17-Zellen 24 h nach LM-Infektion.
Nach Oberfldchenfdrbung wurden die absoluten CD8* CD45.2* Zellzahlen aus der Anzahl der Splenozyten (2,5
x10°), der relativen CD8* CD45.2* Zellfrequenz, sowie der durchschnittlichen absoluten Splenozyten-Zahl (32,4 x
10°) berechnet. Die statistische Analyse wurde mittels unpaaren t-Test (zweiseitig) durchgefiihrt. Gezeigt sind
représentative Daten von einem aus drei unabhdngigen Experimenten (mit 3 bis 5 Mdusen pro
Gruppe/Experiment). D) Durchflusszytometrischer Vergleich der KLRG-1 und IL-7R/CD127-Expression der
transferierten CD45.2* CTLA-4** und CTLA-47 Tc17-Zellen 24 h nach LM-Infektion. Daten in Histogrammform
reprdsentieren Ergebnisse aus einem von mindestens zwei unabhdngigen Versuchen mit vergleichbaren
Ergebnissen. Ns (nicht signifikant). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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8.12 CTLA-4/ Tcl17-Zellen zeigen nach Transfer eine erhéhte Koexpression von Zytokinen
Aufgrund der Daten erschien es wahrscheinlich, dass die distinkte LM-Immunitat auf CTLA-4-
abhangigen, qualitativen Unterschieden der Tcl17-Zellen beruhen kénnte. Frithere Studien zeigten
eine FaslL-abhdngige Immunantwort von Tcl7-Zellen in einem Vaccinia-Infektionsmodell [154]. Es
konnten jedoch keine Unterschiede in der FasL-Expression von CTLA-4*/* und CTLA-47 Tc17-Zellen vor
(Abb. 9 A) bzw. nach Transfer festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Da Unterschiede in der Plastizitat und demzufolge der Zytokinproduktion erheblichen Einfluss auf die
Immunantwort gegen LM haben konnten [152],[155], wurde im Folgenden die Bildung von IFN-y,
TNF-a, IL-17 und Granzyme B verglichen. Hinsichtlich des Tc17-Phdnotyps verloren sowohl CTLA-4*/*
als auch CTLA-47- Tc17-Zellen weitgehend ihre IL-17-Monoproduktion (Abb. 16 A). CTLA-4** Tc17-
Zellen wiesen eine insgesamt hohere Koexpression von IL-17/IFN-y auf (7.24 £ 0.73 % vs. 3.67 £ 0.95
%, p=0,0181; n=5). Vergleichbar mit den in-vitro Ergebnissen (Abb. 14) zeigten CTLA-4”" Tc17-Zellen
nach in-vivo-Restimulation mehr IFN-y*/TNF-a"&"-Doppelproduzenten als CTLA-4*/* Tc17-Zellen (Abb.
16 A; 14.78 + 0.77% vs. 10.93 + 0.69%; p=0,006; n=5) im Sinne einer gesteigerten Plastizitat.
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Abbildung 16: CTLA-4”- Tc17-Zellen zeigen eine stérkere polyfunktionale Zytokinbildung

CTLA-4*"* Tc1-, CTLA-4** und CTLA-47- Tc17-Zellkulturen wurden in-vitro angesetzt (s. 7.2.2). Drei Tage nach
Primdérstimulation wurden identische Anzahlen lebender CD8* CD45.2* T-Zellen bzw. als Negativkontrolle PBS
i.v. in Ly5.1-Mduse (CD45.2°) injiziert (mit Hilfe des Institutes fiir Medizinische Mikrobiologie; s. 7.2.8). Nach 24 h
erfolgte die i.v. LM-Infektion. 24 h nach Infektion wurden die Organe aus den Ly5.1-Empféngermdusen
entnommen, homogenisiert und analysiert. A) Transferierte Tcl- und Tcl7-Zellen wurden 24 h nach LM-
Infektion durchflusszytometrisch auf IFN-y, TNF-at und IL-17 untersucht. Das Diagramm zeigt zusammengefasste
Werte (in % aller CD8* T-Zellen) aus zwei identisch durchgefiihrten, unabhdngigen Versuchen (jeweils 3-5
Miduse/Gruppe). Die Symbole stellen Mittelwerte mit Standardfehlern pro Gruppe dar. Die statistische Analyse
erfolgte mittels unpaaren t-Test (zweiseitig). B) Granzyme B-Expression der transferierten OT.1-Zellen mittels
Durchflusszytometrie vor (links) sowie 24 h nach LM-Infektion (rechts). Gezeigt sind Daten von zwei
zusammengefassten, identisch durchgefiihrten unabhdngigen Experimenten (n=2-8 je Gruppe). Die statistische
Analyse erfolgte mittels unpaaren t-Tests (einseitig). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Sowohl| CTLA-4** als auch CTLA-47" Tc17-Zellen steigerten nach in-vivo-Restimulation die Granzyme
B-Bildung (Abb. 16 B), wobei CTLA-47 Tc17-Zellen geringfiigig erhéhte Anzahlen an Granzyme B*
Zellen aufwiesen (p=0,0252; n=5). Die Daten verdeutlichten, dass CTLA-47 Tcl7-Zellen nach
Restimulation in-vivo eine hdhere Plastizitdt aufweisen, die mit einer gesteigerten Expression von

IFN-y, TNF-a und Granzyme B verbunden ist.

8.13 CTLA-47/-Tc17-Zellen zeigen in-vitro eine erhdhte Zytotoxizitit

Um die CTLA-4-abhangigen, qualitativen Unterschiede der Tc17-Zellen in-vitro zu bestéatigen, wurde
ein In-vitro-Zytotoxizitats-Assay durchgefiihrt (Abb. 17; Arbeiten und Daten von Aditya Arra [148]).
Hierbei wurde die antigenspezifische Zytotoxizitit von CTLA-4*/* Tc1-, CTLA-4** und CTLA-47 Tc17-
Zellen verglichen. T-Zell-depletierte Splenozyten wurden als Zielzellen mit CFSE gefarbt und mit OVA-
I-Peptid beladen. Als Kontrollzellen dienten Splenozyten ohne Antigen-Beladung, die mit niedrigen
CFSE-Konzentrationen gefirbt wurden. CFSE"®" und CFSE“ Splenozyten wurden danach 1:1
vermischt und in-vitro-differenzierte Tcl- bzw. Tc17-Zellen hinzugefiigt. Die antigenspezifische Lyse
der CFSE"e"-Zellen wurde durchflusszytometrisch anhand ihrer abnehmenden Nachweisbarkeit
gemessen. Tcl-Zellen zeigten die hochste Zell-Lyse (bis zu 60%) und waren Tcl17-Zellen (iberlegen.
CTLA-47- Tc17-Zellen demonstrierten gegeniiber CTLA-4*/* Tcl7-Zellen eine nahezu verdoppelte,

signifikant erhohte Zytotoxizitat (bis zu ca. 40% Zielzell-Lyse; Arbeiten/Daten von Aditya Arra [148]).

Abbildung 17: Erhéhte In-vitro-Zytotoxizitéit von

E/T ratio: 1 E/T ratio: 3 CTLA-47 Tc17-Zellen
*kk CTLA-4*/* Tc1-, CTLA-4** und CTLA-47 Tc17-Zellen
70 A wurden drei Tage stimuliert (s. 7.2.2). T-Zell-
60 depletierte Splenozyten wurden mit 5 uM (CFSEa")
:._E 50 oder 0.25 uM CFSE (CFSE"*) angefirbt. CFSEMh-
g 40 Zellen wurden mit OVAz57-ze4 beladen und als
2> Zielzellen genutzt. CFSE"" und CFSE™" Splenozyten
g.% 30 wurden 1:1 vermischt und danach mit Tc17- oder
§_ 20 - Tcl-Zellen im Verhdltnis 1:1 und 3:1 (E/T ratio;
0 10 engl.: effector to target cell ratio) fiir 18h inkubiert.
0 : ' Der Anteil an CFSE"9"-Zielzellen wurde per FACS
N A A bestimmt und im Diagramm als spezifische Lyse im
\x'\(' x&c’ :&Q Vergleich zum Ausgangswert in % dargestellt.
R b} Fehlerbalken repriisentieren den Standardfehler
(,‘\\’ «\fv. c’,\ von jeweils drei Bestimmungen je Gruppe aus

einem von zwei unabhdngigen, identisch
durchgefiihrten Versuchen. Signifikanzen wurden
mit dem zweiseitigen unpaaren t-Test berechnet. p
< 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. Daten und
Versuche von A. Arra [148].
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9 Diskussion

CTLA-4 ist ein Molekdl, das Uber zell-extrinsische und -intrinsische Mechanismen T-Zell-Funktionen
steuern kann [92],[99],[101]. Es konnte gezeigt werden, dass CTLA-4 nicht nur die T-Zell-Aktivierung,
sondern auch selektiv die Differenzierung von CD8" T-Zellen kontrolliert, indem es die Expression des
Transkriptionsfaktors Eomes supprimiert und so die Tc1-Differenzierung inhibiert [100]. CTLA-47" Tc1-
Zellen demonstrierten eine erhohte IFN-y- und Granzyme B-Bildung, die mit einer erhdhten
Zytotoxizitat in-vitro und in-vivo assoziiert war [100]. Da die Rolle von CTLA-4 in Tcl7-Zellen noch
nicht bekannt war, sollte in dieser Arbeit die Bedeutung von CTLA-4 fir die IL-17-Bildung, die Tc17-

Differenzierung und -Phanotypstabilitdt analysiert werden.

9.1 CTLA-4 verstarkt spezifisch die IL-17-Bildung iiber einen zell-intrinsischen
Mechanismus

CTLA-4 verstarkte nach Primarstimulation unter Tc17-Bedingungen spezifisch die Bildung von IL-17 in
CD8* T-Zellen, nicht jedoch von TNF-a, IL-4 oder IL-10 (Abb. 8-10). Der verstarkende Einfluss von
CTLA-4 auf die IL-17-Bildung war erst ab Tag zwei nach Primarstimulation nachweisbar und mit einer
zeitgleichen Zunahme der CTLA-4-Expression auf Tcl7-Zellen assoziiert (CTLA-4-Expression um ca.
das dreifache an Tag drei-vier nach Primarstimulation erhéht; Daten von Aditya Arra [148], nicht
gezeigt). Dies legt einen Zusammenhang mit der zunehmenden und ebenfalls an Tag drei-vier nach
Primarstimulation maximalen IL-17-Bildung nahe (Abb. 8 B).

In den initialen Tc17-Zellkulturen ohne anti-IL-2/anti-IFN-y konnte lbereinstimmend mit friheren
Arbeiten [30],[100],[154] ein minimaler Unterschied in der insgesamt sehr geringen IFN-y-Bildung
von CTLA-47 bzw. CTLA-4*/* Tc17-Zellen detektiert werden (Abb. 8 B), der jedoch nach Optimierung
der Tcl7-Kulturbedingungen (mit anti-IL-2/anti-IFN-y) in beiden Tcl17-Zelltypen weitestgehend
supprimiert war (Abb. 11). Unsere Ergebnisse bestatigen frihere Daten [30],[31], dass sowohl IL-2,
als auch IFN-y die Tc17-Differenzierung hemmen und die absolute IL-17-Bildung reduzieren (Abb. 10).
Jedoch wurden nicht die relativen Unterschiede in der IL-17-Bildung von CTLA-4** und CTLA-47 Tc17-
Zellen beeinflusst (Abb. 10). Auch bei identischen zelluldaren und extrazelluldren
Stimulationsbedingungen der Tc17-Zellen in sog. Ko-Kulturen zeigten CTLA-4*/* Tc17-Zellen eine
signifikant erhohte IL-17-Bildung (Abb. 11). Ein wesentlicher Einfluss anderer T-zell-extrinsischer
Mechanismen, wie die Bildung von IL-10 und TGF-B [26] oder der Abbau von CD80/86 auf APZ durch
Transendozytose [99] konnte somit ausgeschlossen werden. Demnach war der distinkte CTLA-4-
vermittelte Effekt nicht von extrazellularen Faktoren wie Tcl-fordernden Zytokinen oder APZ
abhangig, sondern T-Zell-intrinsisch.

Da CTLA-4 unter Tcl-Bedingungen die IFN-y- und Granzyme B-Bildung zellintrinsisch Uber eine

Suppression von Eomes inhibierte [100] und unter Tcl7-Bedingungen die IL-17-Bildung gezielt
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verstiarkte (Abb. 8-10), sprechen die Daten fiir eine zentrale Bedeutung CTLA-4s in der

milieuabhadngigen Kontrolle der sich wechselseitig inhibierenden Tcl- bzw. Tc17-Programme.

9.2 Die CTLA-4-vermittelten Unterschiede in der IL-17-Bildung beruhen nicht auf
distinkten TZR- oder CD28-Signalen

CTLA-4-kompetente Tcl7-Zellen zeigten bei verschiedenen Antigen-Konzentrationen eine konstant
erhohte IL-17-Bildung (Versuche und Daten von Aditya Arra [148],[150], nicht gezeigt). Aus fritheren
Arbeiten ist bekannt, dass die Stirke des TZR-Signals die T-Zell-Differenzierung und
Effektorfunktionen beeinflussen kann [6],[149],[156]. Wahrend starke TZR-Signale eine Tcl-
Differenzierung samt IFN-y-Bildung férdern [6] und die IL-17-Bildung hemmen, wirken schwache TZR-
Signale IL-17-fordernd [157]. Insbesondere dadurch, dass CTLA-4 die Kontaktzeit zwischen APZ und T-
Zellen und demzufolge auch die TZR-MHC-Interaktion zeitlich reduzieren kann [95], wdre eine
derartige Beeinflussung der Tcl7-Differenzierung denkbar gewesen. Es ergaben sich jedoch in
unseren Experimenten keine Hinweise darauf, dass unterschiedlich starke TZR-Signale die

Unterschiede in der IL-17-Bildung verursachen (Versuche und Daten von Aditya Arra [148],[150]).

Diese Annahme wurde ferner durch ein Experiment mit Antigen/APZ-unabhé&ngiger T-Zell-Aktivierung
unterstiitzt: Auch nach Antikérper-vermittelter T-Zell-Aktivierung (mit anti-CD3/anti-CD28) zeigten
diejenigen Tc17-Zellen, die zusatzlich agonistische CTLA-4-Signale erhielten, eine signifikant erh6hte
IL-17-Bildung (Versuche und Daten von Aditya Arra [159], nicht gezeigt).

Es ist bekannt, dass neben TZR-Signalen auch die kostimulatorischen Molekile CD28 und CD80/86
die T-Zell-Differenzierung beeinflussen: Studien in CD4" T-Zellen zeigten eine CD28-vermittelte
Unterdrickung der IL-17-Bildung, die IL-2- und IFN-y-abhdngig war [157]. CTLA4-lg forderte
dementsprechend die Th17-Differenzierung naiver CD4* T-Zellen, vermutlich durch eine Hemmung
der CD28-B7-Interaktion [157]. Im Gegensatz dazu kamen andere Studien zu dem Ergebnis (ebenfalls
in CD4* T-Zellen), dass durch CTLA-4-lg die Bildung von IL-4, IFN-y und IL-17 in Wildtyp T-Zellen
supprimiert werden kann [158]. Hingegen fiihrte CTLA-4-Ig in CD287" T-Zellen zu einer verstirkten
Bildung von IL-17 (nicht jedoch von IL-4 oder IFN-y) [158], so dass diese Effekte wahrscheinlich durch
eine distinkte Stimulation der CD28/B7-Achse zu erklaren sind. Da CTLA-4 die CD28-Expression auf
der Zelloberflache durch verstarkte Internalisierung und Degradierung herunterregulieren kann [94],
ware ein CD28-abhangiger, indirekter Einfluss auf die Tc17-Differenzierung denkbar gewesen. Im
Gegensatz zu unseren Ergebnissen (Abb. 10) war der CD28-vermittelte Effekt jedoch durch
Neutralisierung von IL-2 und IFN-y vollstandig umkehrbar [157], so dass dieser Mechanismus in

unserem Modell nicht zutreffend ist.
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Im Verlauf konnten weitere Arbeiten demonstrieren, dass anti-CD3-stimulierte Tc17-Zellen mit
agonistischen CTLA-4-Signalen mehr IL-17 bilden als ohne CTLA-4-Signal - unabhédngig davon, ob sie
zusatzlich mit anti-CD28 kostimuliert wurden oder nicht (Daten und Versuche von Aditya Arra [150]).
Da die durch CTLA-4 verstdrkte IL-17-Bildung somit unabhdngig von distinkten TZR- bzw. CD28-
Signalen (Daten von Aditya Arra [148],[150]) und zellextrinsischen Faktoren (wie Zytokinen oder B7-
Molekiilen auf APZ) war (Abb. 10-11), belegen die Ergebnisse eine spezifische Beeinflussung der IL-
17-Bildung durch CTLA-4, die T-zellintrinsisch und unabhangig von CD28 vermittelt wird.

9.3 Apoptose- und Proliferationsverhalten beeinflussen nicht die CTLA-4-vermittelte IL-
17-Bildung

Unter Tcl7-Bedingungen zeigte sich die Expression aktivierungs-induzierter Oberflachenrezeptoren
(Abb. 7), von FasL (Abb. 9) und die Proliferationsraten (Abb. 12) in CTLA-4*/* und CTLA-47 Tc17-Zellen
nicht wesentlich verdndert. CTLA-4 kann (ber verschiedene Mechanismen den Zellzyklus
beeinflussen. So hemmt CTLA-4 in CD4* T-Zellen die Proliferation und verlangsamt den Zellzyklus in
der G1-Phase [97]. Ferner ist CTLA-4 in der Lage, den AICD von CD4* Th2-Zellen dadurch zu
verhindern, dass bcl-2 verstirkt bzw. Fas/FasL vermindert exprimiert werden [147]. Unsere
Ergebnisse stimmen mit fritheren Studien in CD8* Tcl-Zellen Uiberein, die nach antigen-spezifischer
Stimulation ebenfalls keinen distinkten Einfluss auf die Proliferations- oder Apoptoseraten feststellen
konnten [91],[100]. Ein distinktes Proliferations- bzw. Apoptoseverhalten ist deshalb als Ursache der
unterschiedlichen IL-17-Bildung in CTLA-4** und CTLA-47" Tc17-Zellen unwahrscheinlich. Aufgrund
der Daten ist es moglich, dass CTLA-4 in CD4* T-Zellen einen stdrkeren Einfluss auf die T-Zell-
Aktivierung sowie Proliferations- und Apoptose-Mechanismen ausiibt. Dazu passt ebenfalls, dass die
lymphoproliferative Erkrankung in CTLA-47- M&usen primar CD4* T-Zell-vermittelt ist, wihrend CD8*

T-Zellen weitestgehend naive Phinotypen behielten [90].

9.4 CTLA-4 induziert die Expression zentraler Tc17-Faktoren in Tc17-Zellen

In angereicherten IL-17* CTLA-4-kompetenten Tcl7-Zellen konnte eine erhdhte Expression der
zentralen Tc17-Transkriptionsfaktoren RORc und RORa sowie IL-17a/f nachgewiesen werden (Abb.
13; Daten von Aditya Arra [148]). Des Weiteren war die mRNA Tcl7-férdernder Faktoren wie IL-21,
IRF-4 oder IL-23R erhoht nachweisbar, was als Korrelat fiir einen hoheren Differenzierungsgrad CTLA-
4-kompetenter Tc17-Zellen gesehen werden kann. CTLA-47- Tc17-Zellen zeigten ab drei Tagen nach
Stimulation eine Verminderung der mRNA von RORc sowie Tc17-fordernder Faktoren wie IRF-4, IL-21
und IL-23R. Parallel dazu deutete sich zu spateren Zeitpunkten eine ansteigende Expression des Tcl-
Transkriptionsfaktor Eomes in CTLA-47- Tc17-Zellen an (Abb. 13; Versuche und Daten von Aditya Arra
[148]). Es ist bekannt, dass Eomes/T-Bet-defiziente CD8* T-Zellen nach Aktivierung spontan IL-17
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bilden [73], was fiir eine Unterdriickung des Tc17-Programmes durch ein dominantes Tc1-Programm
spricht. Die hier vorliegenden Daten konnten daher im Sinne einer initialen CTLA-4-vermittelten
Unterdriickung des Tcl-Programmes gedeutet werden, die im weiteren zeitlichen Verlauf nachlasst
und eine Desinhibition des Tc17-Programmes erlaubt [73],[100]. Die niedrig-konstante T-Bet mRNA
konnte als aktivierungs-induziert gedeutet werden, da die T-Bet-Expression - im Gegensatz zu Eomes
- rasch nach TZR-Stimulation in aktivierten CD8" T-Zellen zunimmt [159]. Entsprechend friherer
Ergebnisse in Tcl-Zellen [100] konnte in Tc17-Zellen ebenfalls kein distinkter Einfluss von CTLA-4 auf
T-Bet gesehen werden (Abb. 13 A, B), so dass Eomes vermutlich eine entscheidende Rolle in der
CTLA-4-vermittelten Kontrolle der Tc1- und Tc17-Programme zukommt. IL-21, das in CTLA-4*/* Tc17-
Zellen verlangert exprimiert wurde (Abb. 13), tragt hierbei moglicherweise liber eine Suppression

von Eomes zur Forderung und Aufrechterhaltung der Tc17-Differenzierung bei [71].

IRF-4 wird moglicherweise durch CTLA-4-Signale oder IL-21-vermittelt [32] stabilisiert (Abb. 13) und
kénnte als wesentlicher Tc17-fordernder Transkriptionsfaktor zu einer Aufrechterhaltung der RORc-
und IL-23R-Transkription fuhren [32],[71]. Es ist bekannt, dass IRF-4 sehr friih (innerhalb von 24 h)
nach T-Zell-Aktivierung abhangig von der Stirke des TZR-Signal exprimiert wird und fiir die T-Bet-
Expression in Tcl-Zellen bedeutend ist [160]. Da T-Bet jedoch in beiden Tc17-Gruppen dhnlich niedrig
exprimiert war, IRF-4 deutlich héher in Tc17- als in Tc1-Zellen und vor allem zu spateren Zeitpunkten
(ab Tag drei) verstarkt in CTL-4*/* Tc17-Zellen nachweisbar war, deuten die vorliegenden Daten auf

eine Tcl7-foérdernde Funktion IRF-4s hin.

Runx-1 mRNA war ab Tag drei in CTL-4*/* Tc17-Zellen verstirkt nachweisbar. Auch Runx-1 ist in der
Lage, die Differenzierung IL-17-bildender T-Zellen durch eine erhéhte Transkription von RORc zu
fordern [80] und kdnnte dementsprechend die Transkription von RORc und IL-17-férdernder Zielgene
unterstlitzen. T-Bet ist durch eine direkte Interaktion mit Runx-1 in der Lage, die Runx-1-vermittelte
Transkription von RORc zu inhibieren [82]. Jedoch kommt diesem Mechanismus in unseren
Versuchen wahrscheinlich keine Bedeutung zu, da T-Bet mRNA und Protein in CTLA-4*/* und CTLA-47

Tc17-Zellen nur sehr niedrig nachweisbar waren (Abb. 13 A, B).

SOCS3 mRNA unterschied sich nicht signifikant in den Tc17-Zellen (Abb. 13). Da SOCS3 die STAT-3-
Phosphorylierung reduziert, negativ auf die IL-23-vermittelte Th17-Stabilisierung wirkt [85],[86] und
die Konversion von Tcl7-Zellen zu IL-17*/IFN-y* Zellen fordert [66], ware eine erhohte SOCS3-
Expression in CTLA-47 Tc17-Zellen denkbar gewesen. Des Weiteren kann SOCS3 an CTLA-4 binden
und sowohl in naiven, als auch in aktivierten CD4* T-Zellen die CTLA-4-Expression reduzieren [161].

Unsere Daten erbrachten jedoch (bereinstimmend mit friiheren Ergebnissen Uber die IRF-4-
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abhangige Regulation von IL-17 [32] keine Hinweise darauf, dass der CTLA-4 vermittelte
Mechanismus abhangig von SOCS3 ist (Abb. 13). Die Bedeutung der leicht erhohten SOCS3-mRNA in
CTLA-4** Tc17-Zellen ist in diesem Zusammenhang nicht eindeutig zu kldren, stimmt aber mit
friheren Beobachtungen in Th17-Zellen Uberein [162]. Interessanterweise konnte in humanen T-
Zellen gezeigt werden, dass SOCS3 auch die IL-17-Bildung induzieren kann und war dementsprechend
verstarkt in Th17-Zellen nachweisbar [162]. Durch eine experimentelle Inhibierung von SOCS3 kénnte
zuklnftig untersucht werden, ob eine CTLA-4-vermittelte Bedeutung von SOCS3 fir die Tcl7-

Differenzierung vorliegt.

SOCS1 war sowohl in Tcl- als auch Tc17-Zellen nachweisbar (Abb. 13). In CD4* T-Zellen zeigte SOCS1
eine IL-17-férdernde Wirkung, indem antagonistische, STAT-1-vermittelte Effekte von IFN-y auf die
STAT-3-IL-17-Achse reduziert wurden [87]. Demzufolge kdnnte dies in CTLA-4*/* Tc17-Zellen zu einer
Tc17-Stabilisierung beitragen. Interessanterweise ist SOCS1 auch in Tc1-Zellen nachweisbar (Abb. 13),

moglicherweise im Sinne einer beginnenden negativen Riickkopplung des Tc1-Programmes.

Weiterhin konnte kein signifikanter Einfluss von CTLA-4 auf AHR mRNA nachgewiesen werden, der
als Liganden-aktivierbarer Transkriptionsfaktor positiven Einfluss auf die Th17-Differenzierung und
ihre Funktion in-vivo nehmen kann [163],{164]. In Tc17-Zellen kénnte jedoch AHR generell eine
geringere Bedeutung als in Th17-Zellen zukommen [165]. Die Foxp3-Expression blieb in CTLA-4-
defizienten Tc17-Zellen unverdndert niedrig (Abb. 9 A). In regulatorischen T-Zellen konnte gezeigt
werden, dass auf transkriptioneller Ebene eine enge Wechselwirkung zwischen Foxp3 und RORyt
besteht, wobei Foxp3 durch direkte Interaktion mit RORyt die IL-17-Bildung reduzieren kann
[80],[166]. In unseren Versuchen ergaben sich in CTLA-4-defizienten Tcl7-Zellen jedoch keine
Hinweise auf eine Desinhibition der Foxp3-Expression, so dass dieser Mechanismus nicht die

distinkte IL-17-Bildung der Tc17-Zellen erklaren kann.

9.5 CTLA-4 bewirkt einen hoheren Differenzierungsgrad in Tc17-Zellen

CTLA-4 erhohte nicht nur die Anzahlen an IL-17-Produzenten (Abb. 10 B), sondern steigerte auch die
IL-17-Produktion pro Tc17-Zelle, wodurch die IL-17-Konzentrationen in den Zellkultur-Uberstinden
von CTLA-4** Tc17-Zellen um ein Vielfaches erhéht waren (Abb. 8 A, 10 A, Daten von Aditya Arra
[148]). In CTLA-4** Tc17-Zellen zeigte sich insgesamt eine erhdhte und prolongierte Nachweisbarkeit
von mRNA zentraler Faktoren des Tc17-Programmes (Abb. 13 A) sowie durchflusszytometrisch eine
erhohte MFI von RORyt (Abb. 13 B). Diese Daten deuten darauf hin, dass CTLA-4 nicht nur die

Quantitat der IL-17-Produzenten erhoht, sondern auch eine héhere Tc17-Differenzierung ermaoglicht.



9 Diskussion Seite 56

CTLA-4-defiziente Tc17-Zellen wiesen Ahnlichkeiten zu IRF-4-defizienten T-Zellen auf, die ebenfalls
durch eine intrinsische Verminderung von IL-17, IL-23R und RORc mRNA charakterisiert sind
[32],[72]. Die STAT-3-Aktivierung und SOCS3-Expression war in IRF47 Th17-Zellen unbeeintrichtigt.
Im Gegensatz zu unseren CTLA-47" Tc17-Zellen zeigten IRF-47" Th17-Zellen jedoch eine stark erhéhte
Foxp3-Expression, die den IRF-4-defizienten Phanotyp erklaren kénnte [32]. Durch eine retrovirale
Uberexpression von IRF-4 konnte in unseren CTLA-47" Tc17-Zellen die IL-17-Bildung nicht vollstindig
wiederhergestellt werden (Daten nicht gezeigt, Versuche und Daten von Aditya Arra [148]). Obwohl
RORyt-Protein in CTLA-4*/* Tc17-Zellen verstirkt nachweisbar war (Abb. 13 B), konnte auch durch
eine retrovirale Uberexpression von RORc in CTLA-47 Tcl7-Zellen der Tcl7-Phdnoytp nicht
vollstandig wiederhergestellt werden (Daten nicht gezeigt, Versuche und Daten von Aditya Arra
[148]). Diese Daten zeigen, dass die CTLA-4-vermittelte Tc-17-Differenzierung nicht durch eine
alleinige RORyt- oder IRF-4-Induktion erklart werden kann. Wie genau die Tcl7-
Transkriptionsfaktoren RORc und IRF-4 durch CTLA-4 induziert werden, bleibt in dieser Arbeit nicht

abschlieRend geklart.

Auch STAT-3-defiziente T-Zellen weisen phanotypische Ahnlichkeiten zu CTLA-4-defizienten Tc17-
Zellen auf [33]. Es ist bekannt, dass STAT-37 Tcl7-Zellen eine mit Tcl-Zellen vergleichbare
Genexpression aufweisen, die durch eine erhohte Eomes-/IFN-y-Expression und verminderte RORyt-
/IL-17-Expression gekennzeichnet ist [79]. Interessanterweise konnte in diesen STAT-37~ Tc17-Zellen
durch retrovirale Uberexpression von RORyt ebenfalls keine vollstindige IL-17-Bildung
wiederhergestellt werden [79]. Dies zeigt, dass es wahrscheinlich mehrere Mechanismen der Tcl-
Supprimierung gibt, die sowohl STAT-3-abhangig (Uber Interaktionen mit STAT-1/STAT-5), als auch
RORyt-vermittelt sind (durch eine funktionelle Hemmung von T-Bet-/Eomes-Funktionen [79]). Es ist
daher moglich, dass CTLA-4 (iber beide Mechanismen (auf Ebene der STAT-Molekiile sowie der

Transkriptionsfaktoren) Einfluss auf die Tc1- bzw. Tc17-Differenzierung nehmen kann [100],[150].

Neuere Arbeiten konnten zeigen, dass CTLA-4 in Tc17-Zellen die STAT-3-Aktivierung erhoht und die
Bindung von STAT-3 an Promotorregionen des IL-17-Gens fordert [150]. Dies fihrte zu einer
erhohten Expression von IL-17 und anderen STAT-3-abhangigen-Faktoren des Tc17-Programmes wie
IL-21, IL-23R und RORyt [150] und konnte die hier vorgestellten Ergebnisse erkldaren. CTLA-4-
defiziente Tcl17-Zellen zeigten hingegen eine zunehmende STAT-1-Aktivierung sowie eine
Reduzierung des p-STAT-3/p-STAT-1-Verhaltnisses, was Tcl1-Signalkaskaden férderte [150]. Ferner
lield sich eine erhdhte Bindung von STAT-5 an IL-17-Promotoren feststellen [150], welches dort mit
STAT-3 um Bindestellen konkurriert [23],[81] und die IL-17-Expression hemmt. Durch eine chemische

STAT-3-Inhibierung konnte die erhohte IL-17-Bildung von CTLA-4-kompetenten Tcl7-Zellen
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aufgehoben werden [150]. Diese Daten verdeutlichen, dass der fordernde Effekt von CTLA-4 auf die
Tc17-Differenzierung im Wesentlichen STAT-3-abhdngig ist [150]. Wie CTLA-4 mechanistisch die
Phosphorylierung von STAT-3 bzw. STAT-1 kontrolliert, ist bisher nicht abschlieRend geklart. Es
ergaben sich hierbei keine Hinweise auf eine direkte Bindung der STAT-1- bzw. STAT-3-Molekiile an
die zytoplasmatischen Anteile CTLA-4s [150]. Ob eine indirekte Hemmung der STAT-1-
Phosphorylierung durch an CTLA-4 gebundene Phosphatasen stattfindet, ist bisher nicht

abschlieRend untersucht [150].

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass CTLA-4 die Zytokin-abhangige STAT-3-/STAT-1-Signaltransduktion
kontrolliert, und somit richtungsweisend fiir die weitere T-Zelldifferenzierung ist (speziell der Tc17-
und Tcl-Programme). Daher konnte CTLA-4 - neben der bereits bekannten Bedeutung fir die
Kostimulation (als sog. ,zweites” Signal der T-Zell-Aktivierung) - moglicherweise auch eine
bedeutende Rolle fir das , dritte”, Zytokin-abhangige Signal der T-Zellaktivierung zukommen [2],[3].
Es ist bekannt, dass dieses , dritte Signal” bei CD8" T-Zellen v.a. durch die Zytokine IL-12 sowie IL-21
vermittelt wird sowie ein flieBender Ubergang zur T-Zelldifferenzierung besteht [2],[3]. Die Fahigkeit
von IL-21, Eomes und die IFN-y-Bildung zu hemmen [71], die IL-17-Bildung IRF-4-abhdngig zu fordern
[72], und die STAT-3/STAT-1-Phosphorylierung zu beeinflussen [167], zeigt Ahnlichkeiten zu den hier
beschriebenen CTLA-4-vermittelten Effekten. Daher kénnte in zukiinftigen Versuchen die Mdglichkeit
einer CTLA-4-vermittelten, distinkten Reaktionsfahigkeit auf Zytokine wie IL-21, IL-23 sowie IL-12

bzw. ihre Signalweiterleitung Uber die JAK/STAT-Signalwege ndher untersucht werden.

9.6 CTLA-4-Signale stabilisieren den IL-17* Tc17-Phanotyp nach Restimulation in-vitro

Nach in-vitro Restimulation unter Tcl-Bedingungen zeigte sich eine erhohte Phanotyp-Stabilitat
CTLA-4-kompetenter Tc17-Zellen, wahrend CTLA-4-defiziente Tc17-Zellen verstarkt zu einem Tcl-
dhnlichen Phanotyp konvertierten (Abb. 14, 16). Friihere Arbeiten erbrachten Hinweise darauf, dass
die Phanotyp-Stabilitat IL-17-bildender T-Zellen durch ihren Differenzierungsgrad bestimmt wird. So
zeigten ,.endgradig differenzierte” Th17-Zellen eine geringere Anfalligkeit fir eine Konversion zum
Th1-Phanotyp [8]. Auch fiir Tc17-Zellen wurde eine erhéhte Phanotyp-Stabilitdt mit zunehmender
Differenzierung beschrieben [63]. Die erhdohte Resistenz der CTLA-4-kompetenten Tcl7-Zellen
gegenlber einer Konversion in einen Tcl-dhnlichen Phanotyp (Abb. 16) sprechen deshalb fir einen
hoheren, CTLA-4-vermittelten Tc17-Differenzierungsgrad. Dies wird wahrscheinlich Uber die verstarkt
exprimierten Tc17-Faktoren in CTLA-4-kompetenten Tc17-Zellen vermittelt (Abb. 13). Insbesondere
die verldangerte IL-21- und IL-23R-Expression ist in diesem Zusammenhang interessant (Abb. 13 A), da
eine gesteigerte IL-23R-Expression mit einer erh6hten Stabilitdt des IL-17-bildenden T-Zell-Phanotyps

assoziiert ist und daher fir den CTLA-4-vermittelten Effekt von Bedeutung sein kann [77],[168],[169].
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Im Verlauf konnte demonstriert werden, dass CTLA-4-defiziente Tcl7-Zellen, die unter Tcl-
Bedingungen restimuliert wurden, eine erhohte Aktivierung des Tcl-féordernden (und Tcl7-
inhibierenden) STAT-1 sowie eine erhéhte Bindung von STAT-5 an IL-17-Promotoren aufweisen [150].
In der Folge wurden STAT-3-abhdngige, Tcl7-aufrechterhaltende Faktoren wie IL-17 und IL-23R
supprimiert [150], was den Verlust des klassischen Tc17-Phanotyps erklaren kann. Dies geschieht
Ubereinstimmend mit den hier vorgelegten Ergebnissen (Abb. 14, 16) zugunsten einer gesteigerten
Plastizitat der CTLA-47- Tc17-Zellen, die verstérkt in einen Tcl-dhnlichen Phianotyp mit IFN-y/TNF-a-
Expression konvertieren. Vergleichbar mit den vorgelegten Daten (Abb. 13) blieb die T-Bet-
Expression ebenfalls unverandert [150]. Vermutlich beruht die Konversion daher priméar auf einer
erhohten Eomes-Expression in CTLA-4-defizienten Tcl17-Zellen, die aus einer verminderten STAT-3-
abhangigen Tcl-Suppression resultiert [79]. Dementsprechend wurde in T-Bet-defizienten Th17-
Zellen, die in einen IFN-y-bildenden Phanotyp konvertierten, ebenfalls eine Eomes-abhdngige
Kontrolle der Konversion vermutet [170]. Uber welche Mechanismen CTLA-4 in plastischen Tc17-
Zellen die Eomes-Expression steuert, ist nicht abschlieRend geklart. Vermutlich stellt jedoch das p-
STAT-3/p-STAT-1-Verhaltnis einen wichtigen Mechanismus dar, tiber den CTLA-4 die Tc17-Plastizitat
dynamisch reguliert, da die Eomes-Expression v.a. STAT-1-abhéangig erfolgt [171].

Weitere Daten zeigen, dass STAT-3 auch epigenetische Histon-Modifikationen bedingen kann, die
eine Expression von RORc begiinstigen und so zur Stabilitat des Th17-Phanotyps beitragen [172]. Ob
CTLA-4 als Folge der erhohten Aktivierung des STAT-3-Signalweges Einfluss auf epigenetische

Modifikationen der Tc17-Gene nehmen kann und so den Tc17-Phanotyp stabilisiert, ist unbekannt.

9.7 CTLA-47/ Tc17-Zellen zeigen eine mit Tc1-Zellen vergleichbare Zytotoxizitit gegen
Listeria monocytogenes

Die T-Zell-vermittelte Immunantwort gegen LM ist zu groRen Anteilen von Tcl-Faktoren wie IFN-y,
TNF-a und Granzyme B abhangig [151],[152] und wurde daher als MaRB fiir die Plastizitat von Tc17-
Zellen genutzt. Es konnte gezeigt werden, dass CTLA-4*/* Tc17-Zellen die LM-CFU nur geringfiigig
reduzieren (Abb. 15 B) und in-vivo eine reduzierte Zytotoxizitat gegen LM aufweisen. Dies stimmt mit
Daten Uberein, die ein vermindertes zytotoxisches Potential von Tcl7-Zellen in-vitro und in-vivo
beschrieben [19],[30],[31]. Im Gegensatz dazu zeigten CTLA-4” Tc17-Zellen eine deutlich effizientere
LM-Immunitat, die mit Tcl-Zellen (als Positivkontrolle genutzt) vergleichbar war (Abb. 15 B). Friihere
Studien konnten bereits zeigen, dass die Gabe von anti-CTLA-4 die LM-Abwehr steigert [152],[155].
Dieser Effekt war mit einer Expansion von in-vivo differenzierten CD8* T-Gedachtniszellen assoziiert,
die verstdrkt die fiur die LM-Immunitit zentralen Zytokine IFN-y/TNF-a bildeten [155]. Unsere
Ergebnisse mit in-vitro differenzierten Tc17-Zellen bestatigten demnach, dass CTLA-4-Signale die LM-

Immunitat hemmen [152],[155].
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9.8 CTLA-47/ Tc17-Zellen zeigen aufgrund gesteigerter Plastizitit einen zytotoxischen
Phanotyp

Ubereinstimmend mit der in-vitro Restimulation (Abb. 14) zeigten CTLA-4”" Tc17-Zellen eine deutlich
héhere Plastizitit mit gesteigerter IFN-y/TNF-a"&"-Koproduktion (Abb. 16 A), die auch in Tc1/Thl-
Zellen nach CTLA-4-Blockade in anderen LM-Infektions-Versuchen vermehrt nachweisbar war [155].
Diese Doppelproduzenten wurden als multifunktionale Zellen mit starker In-vivo-Funktionalitat
beschrieben und korrelieren gut mit einer erhéhten Immunitdt gegen LM und andere Infektionen
[145],[155], so dass sie wahrscheinlich auch in diesem Fall fiir die verstarkte, Tcl-dhnliche LM-
Abwehr verantwortlich sind. Auch in anderen Autoimmun- [31] und Tumormodellen [56],[123]
beruhte die In-vivo-Funktionalitdt von Tcl7-Zellen im Wesentlichen auf diesen transformierten,
polyfunktionalen IFN-y*/TNF-a* T-Zellen.

Im Gegensatz dazu zeigten CTLA-4** Tcl7-Zellen geringere Anzahlen von IFN-y/TNF-oMe-
Produzenten, jedoch vermehrt IL-17/IFN-y-Doppelproduzenten, was mit einer geringen LM-
Immunitat assoziiert war (Abb. 15 B). Diese IL-17*/IFN-y* CD8* T-Zellen konnten in friiheren Studien
ebenfalls im Rahmen von LM-Infektionen erhéht nachgewiesen werden, waren IL-23-abhdngig und
konnten durch typische Tcl-Zytokine supprimiert werden [168]. Demzufolge stellen sie
méglicherweise Ubergangsformen zwischen Tc17- und Tc1-Zellen dar. In anderen Versuchen waren
diese IL-17/IFN-y-Doppelproduzenten zwar mit einer moderaten Anti-Tumor-Immunitat assoziiert
[69], wurden jedoch durch Hinzugabe von rekombinantem IL-12 induziert und so moglicherweise in
ihrer Zytotoxizitat beeinflusst. In zukilinftigen Versuchen koénnte lber langere Zeitrdume nach In-vivo-
Transfer der Anteil der IL-17/IFN-y-bzw. IFN-y/TNF-a"&"-Produzenten von CTLA-4** Tcl17-Zellen
verglichen werden. So kdnnten weitere Erkenntnisse gewonnen werden, zu welchem Ausmal} und
Uber welche Zeitraume CTLA-4-kompetente Tcl7-Zellen in einen Tcl-dhnlichen Phanotyp mit
gesteigerter Zytotoxizitat tbergehen konnen. Die Bedeutung von IFN-y und IL-17 fir die Tc17-
Immunantwort gegen LM kdnnte bestatigt werden, indem durch Hinzugabe von anti-IFN-y bzw. anti-

IL-17 eine Aufhebung der LM-Immunitit von CTLA-4*/* bzw. CTLA-47- Tc17-Zellen gepriift wird.

Die bei Tcl-Zellen paradox erscheinende Diskrepanz zwischen geringster detektierbarer Zellzahl
(Abb. 15 C) und hochster LM-Immunitat (Abb. 15 B) wurde mehrfach beschrieben [31],[154],[173].
Dies legt nahe, dass Tcl-Zellen das grofite zytotoxische Potential pro Zelle haben. Eine Ursache
koénnte in verschiedenen zytotoxischen Mechanismen der LM-Immunitat im Vergleich zu Tc17-Zellen
liegen [65]. So zeigte sich in Tc1-Zellen eine hohe Granzyme B-Expression (Abb. 16 B). Es ist bekannt,
dass sowohl die IL-17-, als auch die IFN-y-bildenden Tc17-Subpopulationen nach Primarstimulation

kaum Granzyme-B exprimieren [19],[31].
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Interessanterweise regulierten CTLA-47° bzw. CTLA-4*/* Tc17-Zellen nach LM-Restimulation die
Granzyme-B-Expression stark hoch (Abb. 16 B). Die geringfligig héhere Granzyme-B-Expression in
CTLA-47 Tcl7-Zellen kdénnte ebenfalls zu einer verstarkten LM-Abwehr beitragen. Eine mégliche
Ursache fir die differentielle Expression von Granzyme B kdnnte die distinkte Wirkung von IL-23 Gber

den in CTLA-4*/* Tc17-Zellen verstirkt exprimierten IL-23R sein [168].

In spateren Arbeiten konnte ferner gezeigt werden, dass CD107a (ein Marker fiir zytotoxische
Degranulation in CD8" T-Zellen, der hoher auf Tcl- als auf Tc17-Zellen exprimiert wird [65]) auf CTLA-
4-defizienten Tcl7-Zellen erhoht nachweisbar ist und die erhoéhte, Tcl-dhnliche Zytotoxizitat
widerspiegelt [150]. Nach chemischer STAT-3-Inhibierung konnte eine deutliche Erhéhung der
CD107a-Expression in Tcl7-Zellen nachgewiesen werden [150]. Dies spricht fiir eine STAT-3-
abhangige Kontrolle der Zytotoxizitat in Tc17-Zellen, die durch CTLA-4 beeinflusst werden kann. Nach
STAT-3-Inhibierung kommt es dabei zu einem Ubergewicht an STAT-1/-5-Aktivierung [150], was

vermutlich iber eine erhéhte Eomes-Expression (Abb. 13) eine Tc1-dhnliche Zytotoxizitat vermittelt.

9.9 Plastische CTLA-47- Tc17-Zellen sind keine konventionellen Tc1-Zellen

CTLA-47 und CTLA-4"* Tcl7-Zellen zeigten &hnliche, im Vergleich zu Tcl-Zellen erhdhte
Persistenzraten im Gewebe (Abb. 15 C). Eine rein quantitative Ursache durch erhéhte Zellzahlen am
Infektionsort (durch unterschiedliches Uberlebens-/Apoptose- [97],[147] oder Migrationsverhalten
[174]) ist daher als Ursache fir die distinkte LM-Immunitit der CTLA-47 Tcl7-Zellen
unwahrscheinlich. Die dhnlichen Anzahlen detektierbarer Tc17-Zellen bestatigen die Vermutung, dass
CTLA-47- Tcl7-Zellen eine effektivere LM-Immunitit aufgrund einer héheren zell-intrinsischen
Zytotoxizitit vermitteln, die durch erhdhte IFN-y/TNF-a"8"- und Granzyme B-Expression
charakterisiert ist. Genauere Mechanismen, Uber die die LM-Immunitdt vermittelt wird (direkte
bakteriolytische bzw. zytotoxische Wirkung auf infizierte Zellen oder eine indirekte Wirkung tber
Rekrutierung anderer Immunzellen [39],[57],[65]) konnten im Vergleich zu Tcl-Zellen zukinftig
untersucht werden.

Trotz ihres Tcl-dhnlichen Phidnotyps weisen die plastischen CTLA-47" Tc17-Zellen weiterhin Tc17-
typische Eigenschaften wie erhohte Persistenzraten auf (Abb. 15 C). Dies stimmt mit friheren
Erkenntnissen aus mehreren murinen Infektions- und Tumormodellen Uberein: Konvertierte Tc17-

hieh Phinotyp aufwiesen, zeigten im

Zellen, die einen Tcl-dhnlichen, polyfunktionalen IFN-y*/TNF-a
Vergleich zu Tcl-Zellen weiterhin hohere Persistenzraten, die fir Tc17-Zellen charakteristisch sind
[56],[65],[154]. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass kein klassischer Tc1-Phanotyp nach dem Alles-
oder-Nichts-Prinzip entstanden ist, sondern noch ein partielles Tc17-Programm in den konvertierten

Tcl17-Zellen vorhanden ist.
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9.10 Unterschiedliche Suszeptibilitat gegeniiber Zytokinen als bestimmender Faktor fiir
die Plastizitat

Es ist bisher nicht geklart, ob IL-17*/IFN-y* Tc17-Zellen eine Zwischenstufe zwischen ehemals reinen,
IFN-y™ IL-17-Produzenten und ,final“ konvertierten IL-177/IFN-y*/TNF-a"&" Tc17-Zellen darstellen und
ob dieser dynamische Ubergang in CTLA-4-defizienten Tcl7-Zellen verstirkt ist. Daten aus einem
murinen IL-17a-Reportergen-Modell legen nahe, dass die IL-17*/IFN-y* Th17-Zellen aus ,reinen” IL-
17" Zellpopulationen stammen, die abhdngig vom Mikromilieu im Laufe der Immunantwort
konvertieren [175]. Es ist bekannt, dass IL-23 den Tc17-Phanotyp stabilisiert sowie die Generierung
eines IL-17*/IFN-y*-Phanotyps aus naiven CD8* T-Zellen verstarkt [168], wahrend IL-12 die Konversion
von Tcl7-Zellen in einen Tcl-dhnlichen Phadnotyp fordert [66],[69],[176]. In einem autoimmunen
Colitis-Modell konnte durch IL-23 jedoch auch eine IFN-y-Bildung in IL-17* Th17-Zellen induziert
werden [170],[177], so dass IL-23 abhadngig von den jeweiligen Stimulationsbedingungen
wahrscheinlich verschiedene Funktionen erfiillen kann. Die Konversion von ehemaligen IL-17-
Monoproduzenten in IL-17*/IFN-y* Tc17-Zellen kénnte demzufolge durch eine unterschiedliche
Suszeptibilitit der CTLA-47 bzw. CTLA-4*/* Tc17-Zellen auf Zytokine wie IL-23 [168], IL-21, IL-12 [69]
oder IL-1 [36] beruhen. Ob das CTLA-4-abhidngige p-STAT-3/p-STAT-1-Verhiltnis [150] auf einer
unterschiedlichen Rezeptor-Expression von IL-12R, IL-21R oder IL-23R (Abb. 13) oder distinkter

intrazelluldrer Signaltransduktion beruht, wird in dieser Arbeit nicht abschlieBend beantwortet.

Interessanterweise verfiigen die antagonistisch wirkenden Zytokine IL-23 und IL-12 - genau wie ihre
Rezeptoren - Uber jeweils eine identische Kette (p40 bzw. IL-12RR1 Kette) [168]. Einige Daten
sprechen dafiir, dass IL-23 (ber den IL-12R ebenfalls Einfluss auf IL-12-vermittelte Signale nehmen
kann [70], was die dynamische Verflechtung der Tcl-/Tc17-Programme und mogliche
Einflussmoglichkeiten CTLA-4s zeigt. Weitere Studien mit IL-23R7", IL-12p40~/~ (defizient in IL-12- und
IL-23-Bildung) sowie IL-12p357~ T-Zellen (nur defizient in IL-12-Bildung) kénnten hilfreich sein [170],
um die CTLA-4-vermittelten Mechanismen auf die Signaltransduktion und erhdhte STAT-3-
Phosphorylierung naher zu untersuchen. Auch monoklonale Antikérper gegen p40, die sowohl IL-12,
als auch IL-23 neutralisieren und bei der Therapie von chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen
geprift wurden [178], waren ein Ansatzpunkt, um den Einfluss von CTLA-4 auf die IL-17-Bildung

weiter zu analysieren.

9.11 Langzeit-Immunitdt und Gedachtniszellbildung
Die Bedingungen, unter denen die T-Zellaktivierung und -differenzierung initial stattfinden (wie TZR-
Stimulation, Kostimulation mittels CTLA-4/CD28, beteiligte Transkriptionsfaktoren [11] und das

vorherrschende Zytokin-Mikromilieu [16]), beeinflussen die T-Gedachtniszellentstehung [13]. In der
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hier durchgefiihrten Studie unterschied sich die Expression von IL-7R und KLRG-1 in CTLA-47" bzw.
CTLA-4*"* Tc17-Zellen nicht signifikant (Abb. 15 D; detektierbare Frequenzen der Tcl-Zellen zu
gering).

Nach anti-CTLA-4/anti-PD-1-Therapie konnte in tumorinfiltrierenden CD8* T-Zellen eine erhohte
Expression des IL-7R nachgewiesen werden [179]. Aus murinen Melanom-Modellen ist bekannt, dass
Tc17-Zellen nach adoptivem Transfer in einen Tcl-dhnlichen Phanotyp konvertierten und einen IL-
7RMe"/KLRG-1""" Phinotyp zeigten. Diese T-Zellen waren nach 32 Tagen dreifach erhéht in-vivo
nachweisbar (im Vergleich zu Tcl-Zellen) und mit einer effizienten Tumorregression assoziiert [56].
Im Gegensatz dazu demonstrierten klassische Tcl-Zellen erhohte Anzahlen an SLEC-artigen, IL-
7R"°"/KLRG-1"e" T-Zellen, die nach Transfer in deutlich niedrigeren Zahlen nachweisbar und mit
Tumorprogression assoziiert waren [56],[65]. Dies kdnnte darauf hinweisen, dass unter Tc17-Zellen
erhohte Anzahlen an langlebigen Gedachtniszellen vorlagen, die eine verstdrkte homdostatische
Proliferation aufweisen [180] und so ein groReres ,Reservoir” an Tcl-dhnliche T-Zellen tber langere
Zeitrdume bereitstellen konnen [180]. In CD4* T-Zellen forderte CTLA-4 ebenfalls die Ausbildung
eines effizienten T-Gedachtniszellpools [181]. Im kurzen Zeitraum des In-vivo-Experiments war
jedoch keine CTLA-4-vermittelte Beeinflussung des Gedichtniszellen- (IL-7RM&" /KLRG-1'") oder
Effektorzellen- (IL-7R""/KLRG-1"€") Anteils nachweisbar (Abb. 15 D).

Starke T-Bet-Signale sind fiir die Ausbildung von IL-7R°"/KLRG-1"€" T-Effektorzellen notwendig,
wihrend eine moderate T-Bet-Expression mit der Ausbildung von IL-7R"&" /KLRG-1'"" Ged&chtniszell-
Vorstufen assoziiert ist [11]. Ein distinkter CTLA-4-vermittelter Einfluss auf T-Bet ist in unseren
Versuchen unwahrscheinlich, da sich - dhnlich wie in Tc1-Zellen [100] - kein signifikanter Unterschied
in der CTLA-4-abhdngigen T-Bet-Expression zeigte (Abb. 13 A, B). Eomes-defiziente CD8" T-
Gedachtniszellen demonstrierten eine gestdrte homdoostatische Proliferation und wiesen demzufolge
eine verminderte Langzeit-Persistenz auf [17]. Die erhdhte Eomes-Expression in unseren CTLA-47
Tcl17-Zellen (Abb. 13 A) konnte demzufolge eine verbesserte Langzeit-Immunitit bedingen, da der
Anteil langlebiger CD8" T-Gedachtniszellen erhoht werden kénnte. In frilheren Arbeiten lief8 sich
dementsprechend durch das serologische Blocken von CTLA-4 wahrend der Primarstimulation eine
langfristig gesteigerte Expansion und Funktion von CD8* T-Gedachtniszellen induzieren [155],[182].
Wahrend der Sekunddrantwort von T-Gedachtniszellen bewirkte anti-CTLA-4 eine gesteigerte
Effektivitat durch eine verstarkte Expansion und Zytokinbildung der T-Zellen [155]. Eine Analyse der
Eomes-Expression erfolgte in diesem Zusammenhang nicht. In Anbetracht der chronischen LM-
Infektion kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass der Effekt von anti-CTLA-4 vielmehr auf
einer Aufhebung der CD8* T-Zell-Erschopfung beruht [131], als auf einer Beeinflussung des
Gedachtniszellpools [155].
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9.12 Mogliche Implikationen fiir die CTLA-4-Blockade in der Tumortherapie

Das Vorkommen von IL-17-bildenden T-Zellen im Tumormikromilieu ist ein vielfach beschriebenes
Phdanomen [183],[184]. Wahrend einige Arbeiten eine anti-tumorése Wirkung von IL-17 bzw. der
sezernierenden T-Zellen zeigten [52],[53], gehen die meisten Arbeiten von einem tumor-férdernden
Effekt Giber verschiedene Mechanismen aus [185]. Die Zytokine IFN-y und TNF-a, die unter anderem
von tumorinfiltrierenden Tcl- und Thl-Zellen sezerniert werden, sind fiir die Tumorregression von
entscheidender Bedeutung [122],[186]. Neben des direkten Einflusses von IFN-y/TNF-a auf
Tumorzellen (die u.a. zu einem Zellzyklus-Arrest der Tumorzelle fihren [122]) sind auch indirekte

Mechanismen beteiligt, wie die chemotaktische Rekrutierung anderer Abwehrzellen [57].

Unsere Daten legen nahe, dass die erhéhte LM-Immunitét und Zytotoxizitit der CTLA-47- Tc17-Zellen
durch eine qualitativ distinkte Expression von Effektormolekilen wie IFN-y/TNF-a und Granzyme B
bedingt ist, die aus einer verminderten Stabilitit des Tcl7-Phanotyps resultiert (Abb. 14, 16).
Klinische Daten zeigten bereits, dass tumorantigen-spezifische CD8" T-Zellen die IFN-y/TNF-a-
Koexpression nach anti-CTLA-4-Behandlung steigern [113],[118],[187]. Ubereinstimmend mit diesen
Daten ist aus experimentellen Studien bekannt, dass mittels CRISPR/Cas9-Knock-out von CTLA-4 in
aktivierten CD8* T-Zellen eine erhdhte Tumorimmunitdt erzeugt werden konnte, die durch eine
erhohte Bildung von IFN-y/TNF-a gekennzeichnet war [188]. Auch in frilheren Tumormodellen
konnte nach anti-CTLA-4-Gabe eine gesteigerte Koexpression von IFN-y, TNF-a und Granzyme B in
tumorantigen-spezifischen T-Zellen detektiert werden [123]. Hierbei lasst sich jedoch nicht
abschlieRend beantworten, ob diese posttherapeutisch nachweisbaren IFN-y*/TNF-a* T-Zellen aus

urspriinglichen Tc17- oder Tc1-Zellen stammen [100].

Ubertragt man die hier vorgelegten Ergebnisse auf die Tumorimmunologie, ist es wahrscheinlich,
dass nicht-zytotoxische Tc17-Zellen im Tumor-Mikromilieu durch anti-CTLA-4 verstarkt in einen Tcl-
dhnlichen, zytotoxischen Phdnotyp mit erhéhter Koexpression von IFN-y/TNF-a und Granzyme B
konvertieren (Abb. 18) und dadurch eine verbesserte Anti-Tumor-Immunitdt vermitteln. Nachdem
bereits eine erhohte Zytotoxizitdt der CTLA-4-defizienten Tcl7-Zellen in-vitro demonstriert wurde
(Abb. 17, Versuche und Daten von Aditya Arra [148]), konnte im Verlauf durch Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe bestatigt werden, dass CTLA-47- Tc17-Zellen auch in-vivo eine gesteigerte Anti-Tumor-
Immunitat besitzen (Versuche und Daten von Aditya Arra; [150]): In einem murinen Tumormodell
zeigten CTLA-47 Tcl7-Zellen eine signifikant gesteigerte Zytotoxizitit gegen OVAjsy—zes-
exprimierende Melanome, die im Gegensatz zu CTLA-4*/* Tcl7-Zellen mit einer effizienten

Tumorkontrolle assoziiert war [150].
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Abbildung 18: Modell zur méglichen Wirkung von anti-CTLA-4 auf T-Zellen im Mikromilieu des Tumors

Links: Uber immunsuppressive Mechanismen wird eine effiziente T-Zell-vermittelte Anti-Tumor-Immunitit durch
Treg, T-Zell-Erschépfung und ein Tc17-férderndes Mikromilieu gehemmt. Rechts: Nach CTLA-4-Blockade werden
Tc1-Zellen reaktiviert und de-novo differenziert, die verstirkt den Tumor infiltrieren. Durch eine gesteigerte
Plastizitdt wandeln sich Tc17-Zellen in Tc1-Ghnliche Zellen mit hoher Zytotoxizitdt. Treg werden inaktiviert.
Grafische Elemente wurden mit Hilfe der Vorlagen von Servier Medical Art erstellt (www.servier.de/medicalart).

Neben einer Steigerung der Plastizitdt von Tcl7-Zellen kdnnte eine CTLA-4-Blockade auRerdem die
Anzahl an de-novo-differenzierten Tc1-Zellen erhéhen. Naive CD8*-T-Zellen kdnnten durch eine CTLA-
4-Blockade nach tumorantigen-spezifischer Aktivierung verstarkt in Tcl-Zellen differenzieren [100],
trotz eines Tcl17-fordernden Mikromilieus (Abb. 18). Dementsprechend konnte in Patienten, die mit
anti-CTLA-4 behandelt wurden, eine stark ansteigende Zellzahl von CD8* T-Zellen detektiert werden,
die hauptsachlich auf neu aktivierten CD8* T-Zellen beruhten [189]. Die Anzahlen der bereits vor
CTLA-4-Blockade aktivierten CD8* T-Zellen stiegen hingegen nur geringfiligig an [189].

Ein moglicher Effekt der CTLA-4-Blockade auf die de-novo T-Zell-Differenzierung lasst sich in unserem
kurzfristigen Infektions-Modell jedoch nicht untersuchen, da bereits differenzierte Tcl7-Zellen
transferiert wurden und durch den kurzen Untersuchungszeitraum von zwei Tagen der Einfluss des
endogenen adaptiven Immunsystems reduziert wurde. In unserem Modell ergaben sich daher keine
Hinweise auf erhéhte Anzahlen an antigenspezifischen CD8* T-Zellen [112] oder eine gesteigerte T-

Zell-Motilitat [190], da nach Transfer dhnliche Tc17-Zellzahlen detektiert wurden (Abb. 15 C).

In Anbetracht des chronischen Verlaufes von Tumorerkrankungen kommen moglicherweise auch
andere Wirkmechanismen zum Tragen, die durch eine CTLA-4-Blockade beeinflusst werden und eine
verbesserte Anti-Tumor-Immunitdt ermoglichen (Abb. 18). In mehreren Tumorentititen konnte

bereits bewiesen werden, dass , erschopfte” CD8* T-Zellen mit reduzierter Anti-Tumor-Wirkung nach
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anti-CTLA-4-Gabe erneut proliferieren und den Tumor infiltrieren [191]. Interessanterweise zeigten
diese ,erschopften” CD8* T-Zellen eine erhohte Expression von CTLA-4 [132],[192] und dem
zentralen Tcl17-Faktor STAT-3 [193],[194]. Mittels eines CTLA-4-bindenden Aptamers, das mit einer
STAT-3-si-RNA gekoppelt war, gelang es experimentell die STAT-3-Expression gezielt in diesen
,erschopften” CTLA-4-exprimierenden CD8* T-Zellen zu inhibieren [193]. In der Folge konnten
erhohte Anzahlen tumorantigen-spezifischer, IFN-y* T-Zellen detektiert werden, wahrend die Treg-
Anzahl abnahm. Dieser Effekt war mit einer signifikanten Tumorregression assoziiert [193]. Die Daten
belegen eindeutig einen Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von ,erschopften” CD8" T-
Zellen, die CTLA-4 und STAT-3 exprimieren und einen Tumorprogress bedingen, der durch eine
gezielte Manipulation der STAT-3-Expression reversibel ist. Auch wenn nicht die IL-17-Expression
untersucht wurde, liegt die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um Tc17-Zellen handeln kénnte. Die
Erkenntnisse, dass CTLA-4 die Tc17-Differenzierung STAT-3-vermittelt fordert und so die Zytotoxizitat
und Anti-Tumor-Wirkung reduziert [150], lassen vermuten, dass ,erschopfte” Tc-Zellen durch eine

CTLA-4-Blockade tiber ein vermindertes p-STAT-3/p-STAT-1-Verhéltnis reaktiviert werden kénnten.

Neben der direkten Beeinflussung von CD8* T-Zellen zeigten sich nach CTLA-4-Blockade auch
indirekte Effekte Gber Treg [195],[196], die Tc1-Zellen hemmen und zu einer Stabilisierung des Tc17-
Phanotyps [52] beitragen kénnen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Treg CTLA-4-vermittelt
CD8* T-Gedachtniszellen in einen inaktiven Ruhezustand versetzen konnen. Nach Treg-Depletion
wandelten sich die ruhenden CD8* T-Zellen wieder in einen Granzyme B*, KLRG-1"&"/|L-7Ra'°%-
Effektorzellen-Phanotyp um und zeigten eine gesteigerte Funktionalitat [197]. In mehreren Studien
fihrte die Gabe von anti-CTLA-4 ebenfalls zu einer Zunahme des CD8* T-Zellen/Treg-Verhiltnisses,
was mit einer deutlich gesteigerten Tumor-Immunitat assoziiert war [191],[198].

Ob dieser Effekt primar auf der Abnahme von tumorantigen-spezifischen Treg beruht [198] oder
lediglich durch die relative Zunahme der T-Effektorzellen (bei unverdnderter Anzahl an tumor-
infiltrierenden Treg) bedingt wird [199], ist nicht abschlieBend geklart. In unserem Infektionsmodell
ist ein indirekter Einfluss durch Treg-Zellen unwahrscheinlich, da hochgradig angereicherte Tcl7-
Zellen transferiert und kurzfristige Zeitrdume untersucht wurden, so dass der Einfluss des endogenen

adaptiven Immunsystems und eventuell vorhandener Treg gering ist.

9.13 Herausforderungen fiir die Immuncheckpoint-Inhibitoren

Die vorliegenden Ergebnisse, dass CTLA-4 die Tc17-Differenzierung und -Stabilitat fordert und durch
CTLA-4-Blockade ein Tcl-ahnlicher zytotoxischer Phanotyp induziert wird, kdnnten dazu beitragen,
Therapieergebnisse von anti-CTLA-4 besser zu erklaren und zukiinftig zu optimieren. Es ist bisher nur

unvollstiandig verstanden, warum anti-CTLA-4-behandelte Patienten nicht gleichermaen von der
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Immuncheckpoint-Blockade profitieren und bei wem starke Nebenwirkungen auftreten [200]. Die
bisherigen Daten verdeutlichen, dass der Therapieerfolg sowohl von patienten- als auch
tumorabhangigen Faktoren bestimmt wird. Neben der Differenzierung und , Erschépfung” tumor-
infiltrierender T-Zellen sind ebenfalls die Expression von weiteren immunregulatorischen Faktoren
(wie PD-1, ICOS [201] oder VISTA [129]), das Vorhandensein anderer Immunzellen (Immunosom)
[202] und das Mikrobiom des Magen-Darm-Traktes [203] fir die Wirksamkeit von anti-CTLA
entscheidend. Ferner sind das Tumorstadium, das zellulire und metabolische Tumormikromilieu,
Mechanismen der rdumlichen Exklusion von T-Zellen [204], die Antigenitat [133] sowie weitere

genetische Eigenschaften des Tumors [205],[206] von Bedeutung.

Die Erkenntnisse, dass eine CTLA-4-Blockade die Plastizitdt von Tc17-Zellen erhoht, die IFN-y/TNF-a-
Koproduktion fordert (Abb. 14, 16) und so die Zytotoxizitdt erhéht (Abb. 15, 17), tragt dazu bei,
Therapieeffekte von anti-CTLA-4 besser zu verstehen. Dem stehen jedoch verschiedene
Resistenzmechanismen der Tumorzellen gegeniber: So konnte gezeigt werden, dass Melanome mit
Mutationen in der IFN-y-Signaltransduktionskaskade schlechter auf anti-CTLA-4 ansprechen [207],
vermutlich da der zytotoxische Effekt von IFN-y der Tcl- und konvertierten Tc17-Zellen (Abb. 14, 16)
begrenzt wird. Ferner ist bekannt, dass Melanomzellen auf eine chronische IFN-y-Exposition
Resistenzmechanismen entwickeln konnen, die Gber die Expression immuninhibitorischer Molekile
zu einer verminderten Suszeptibilitdit der Tumorzellen und einer Erschopfung der T-Zellen fiihren
kénnen [208]. Des Weiteren wurde beschrieben, dass IFN-y in Tumorzellen FasL induzieren kann, was
in tumorinfiltrierenden CD8* T-Zellen Fas/FasL-vermittelt Apoptose auslésen und zu einer

ineffektiven Tumorimmunitat beitragen kann [209].

Dies verdeutlicht, dass oftmals eine einzige therapeutische Intervention (wie eine CTLA-4-Blockade)
nicht ausreicht, um die Immunevasion des Tumors vollstindig zu Uberwinden [124]. Andere
immunsuppressive Mechanismen kénnen kompensatorisch aktiviert werden und die T-Zellen im
Sinne einer negativen Riickkopplung hemmen [210]. So konnte in anti-CTLA-4-behandelten Patienten
posttherapeutisch eine erhdhte Expression von PD-1/PD-L1 auf T-Zellen bzw. Tumorzellen detektiert
werden [129], die Apoptose und Anergie in aktivierten T-Effektorzellen auslosen sowie die Treg-
Bildung induzieren kann [125],[126]. Interessanterweise sprachen diejenigen Patienten besser auf
eine anti-PD-1-Therapie an, die pratherapeutisch erhéhte Anzahlen an CD8" T-Zellen mit hoher PD-1-
/PD-L1-Expression im Tumormikromilieu aufwiesen [200] und somit einen Angriffspunkt fur die anti-
PD-1-/PD-L1-Therapie lieferten. Diese Patienten zeigten posttherapeutisch eine erhdhte STAT-1-

Expression in den tumorinfiltrierenden CD8* T-Zellen und eine gesteigerte Tumorregression [200].
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Da eine CTLA-4-Blockade ebenfalls die STAT-1-Aktivierung [150] sowie die Konversion in einen Tcl-
dhnlichen Phanotyp fordern kann (Abb. 14, 16) und gleichzeitig zu einer gesteigerten PD-1/PD-L1-
Expression auf T-Zellen fiihrt [129],[210], ist die anti-PD1-Therapie eine vorteilhafte Ergdanzung zu
anti-CTLA-4 und konnte die synergistischen Therapieerfolge erkldaren [128]. Ob bzw. wie CTLA-4

direkten Einfluss auf PD-1 und PD-1-vermittelte Mechanismen nimmt, ist bisher nicht geklart.

Neben CTLA-4 und PD-1 kdnnten zukiinftig auch weitere T-Zell-regulatorische Faktoren wie ICOS
(engl.: inducible costimulator) als Ziel von Kombinationstherapien an Bedeutung gewinnen. ICOS ist
ein T-Zellen-spezifisches Molekil der CD28/CTLA-4-Familie, das nach T-Zell-Aktivierung gebildet und
nach CTLA-4-Blockade verstarkt auf tumorspezifischen IFN-y* T-Zellen nachweisbar war [201].
Interessanterweise flihrt eine ICOS-Defizienz in CD8* T-Zellen zu einer selektiven Unterdriickung von
Eomes und IFN-y (nicht jedoch T-Bet), mit verminderter Tumorimmunitat [211]. Ob diese Zellen IL-17
bilden wurde nicht geprift. Durch eine gezielte ICOS-Stimulation in IL-17* Tc17-Zellen konnte eine IL-
17*/IFN-y*-Koproduktion induziert werden, die mit einer gesteigerten IFN-y-abhingigen Anti-Tumor-
Immunitat assoziiert war [212]. Da CTLA-4 den Tcl7-Phanotyp stabilisiert (Abb. 14, 16) und Eomes
und IFN-y supprimiert (Abb. 13), konnte in zuklnftigen Studien Gberprift werden, ob CTLA-4 Uber
eine Hemmung von ICOS zu einer verminderten Tumorimmunitat beitragt. Durch eine CTLA-4-
Blockade und gleichzeitige ICOS-Aktivierung konnten die Zellzahlen an tumorspezifischen ICOS* T-
Zellen erhoht werden, die IFN-y*/TNF-a*/Granzyme B* waren und eine signifikant erhohte Anti-
Tumor-Immunitat aufwiesen [201]. Diese synergistischen Effekte verdeutlichen, dass Erkenntnisse
Uber die Wirkmechanismen CTLA-4s und die Beeinflussung anderer immuninhibitorischer Signalwege

durch eine CTLA-4-Blockade notwendig sind, um die immunbasierte Therapie zu optimieren.

Die immunbasierte Tumortherapie wird zuklinftig zunehmend individualisiert werden, um fir jeden
Patienten die optimale Therapie wahlen, Nebenwirkungen reduzieren sowie das Therapieansprechen
und den Behandlungsverlauf bewerten zu kénnen [213]. Expressionsprofile von CD8* T-Zellen (Abb.
13) kénnten dazu beitragen, Therapieansprechen genauer vorherzusagen und werden bereits im
Rahmen sog. immunpradiktiver Scores gepriift, um den individuellen Einsatz von Immuncheckpoint-
Inhibitoren zu optimieren [214]. Durch einen gezielteren Einsatz konnten moglicherweise auch die
hohen Behandlungskosten (oftmals 50.000-100.000 EUR pro Patient) in ihrer Gesamtheit reduziert

werden, die eine gesundheitsékonomische Herausforderung darstellen [215].

Dass Tcl7-Zellen nach CTLA-4-Blockade eine erhohte Persistenz im Vergleich zu Tcl-Zellen aufweisen
(Abb. 15 C) und ihre Zytotoxizitat gegeniiber CTLA-4** Tc17-Zellen gesteigert ist (Abb. 15 B, 17),

kénnte auch fir die Weiterentwicklung von T-Zell-Therapien von Interesse sein. Hierbei werden
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patienteneigene T-Zellen entnommen, tumorantigen-spezifische T-Zellen angereichert und dem
Patienten erneut zugefiihrt [216]. Durch eine gezielte Modifikation der Kostimulationsbedingungen
ex-vivo, wie z.B. durch eine CTLA-4-Blockade (durch Antikorper, siRNA oder CRISPR/Cas9-Knock-out
[188]), konnten die T-Effektorzellen vor dem adoptiven Transfer optimiert werden, um eine hdhere

Tumorimmunitat zu erzielen [217].

Auch fiir sog. CAR-T-Zell-Verfahren (engl.: chimeric antigen receptor) kénnten die dargestellten
Erkenntnisse niltzlich sein. Hierbei werden patienteneigene T-Zellen entnommen und durch virale
Gentransfervektoren ein chimarer Antigenrezeptor eingebracht, der eine tumorspezifische
Immunantwort ermoglicht. CD19-spezifische CAR-T-Zellen sind bereits bei ausgewahlten Formen der
akuten B-Zell-Leukdamie zugelassen und konnten in bis zu 90 % der Patienten ein positives
Therapieansprechen verzeichnen [218]. Mehrere Studien prifen aktuell den Einsatz von CAR-T-Zellen
bei diversen soliden Tumoren [219]. Experimentelle Daten liefern bereits Hinweise darauf, dass
durch die Blockade von CTLA-4 die therapeutische Effektivitdit von CAR-T-Zellen weiter erhoht
werden kann [220]. Ahnlich wie bei den Immuncheckpoint-Inhibitoren stehen den Therapierfolgen
jedoch groRBe Hirden gegeniber, wie begrenzte Anwendungsbereiche, sehr hohe Therapiekosten
(bis zu 500.000 USD) sowie teilweise schwere autoinflammatorische Nebenwirkungen durch starke
Zytokin-Freisetzung [221]. Die Erkenntnisse (ber die CTLA-4-vermittelte Steuerung der T-Zell-

Immunitat konnten daher dazu beitragen, zukiinftige immunbasierte Therapien zu optimieren.
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10 Zusammenfassung

Da sich die Tcl- und Tcl7-Programme gegenseitig hemmen und CTLA-4 (ber eine Suppression von
Eomes spezifisch die Tcl-Differenzierung inhibieren kann, sollte in dieser Arbeit der Einfluss von
CTLA-4 auf die Tc17-Differenzierung und -Phanotypstabilitdt untersucht werden.

Hierbei zeigte sich, dass CTLA-4-kompetente Tc17-Zellen eine anndhernd doppelt so hohe Anzahl an
IL-17-Produzenten (bis 50%) und eine bis zu flinffach hohere IL-17-Sekretion aufwiesen. In
Anbetracht der erhéhten IL-17-Expression pro Tcl7-Zelle zeigten diese Daten erstmals, dass CTLA-4
das Tc17-Programm férdert. Da die Expression von Foxp3, IL-4 oder TNF-a unter Tc17-Bedingungen
nicht signifikant verandert war, handelte es sich um eine spezifische Verstarkung des Tcl7-
Programmes. Dieser CTLA-4-vermittelte Effekt war unabhangig von den Tc1-férdernden Faktoren IL-2
und IFN-y sowie unabhangig von der Starke der TZR- bzw. CD28-Stimulation, da bei Aktivierung mit
verschiedenen Antigendosen sowie mittels anti-CD3/anti-CD28 identische Ergebnisse reproduziert
werden konnten. Auch nach Ko-Kultivierung der CTLA-4** und CTLA-47- Tc17-Zellen (mit identischen
zelluldaren und extrazelluldren Stimulationsbedingungen) zeigten CTLA-4-kompetente Tcl7-Zellen
eine doppelt so hohe IL-17-Bildung, so dass der Einfluss CTLA-4s auf die Tc17-Differenzierung T-Zell-
intrinsisch war.

IL-17* CTLA-4"* Tc17-Zellen zeigten im Vergleich zu CTLA-4-defizienten IL-17* Tcl7-Zellen eine
erhohte Expression des zentralen Transkriptionsfaktors RORyt sowie weiterer Tcl7-férdernder
Faktoren wie RORa, IRF-4 und IL-23R. Dies war mit einer erhdhten Stabilitdt des Tcl7-typischen
Phanotyps sowohl in-vitro als auch in-vivo assoziiert. In einem LM-Infektionsmodell zeigten CTLA-47-
Tcl17-Zellen eine gesteigerte Plastizitat in-vivo mit Konversion in einen Tcl-dhnlichen, IFN-y*/TNF-a*
Phanotyp. CTLA-47 Tc17-Zellen verfiigten dementsprechend {iber eine erhéhte LM-Immunitit, die
mit Tc1-Zellen vergleichbar war. Auch in-vitro zeigten CTLA-47 Tc17-Zellen nach Restimulation eine
signifikant erhohte Plastizitat und Zytotoxizitat.

Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass CTLA-4-
vermittelte Signale die Tc17-Differenzierung zell-intrinsisch unterstiitzen und so eine héhere Qualitat
des Tcl7-Programmes vermitteln, was mit einer erhéhten Stabilitat des Tc17-Phanotyps assoziiert ist.
Eine CTLA-4-Defizienz beeinflusst demzufolge die CD8* T-Zell-Immunitat auf zwei Wegen: Zum einen
wird die Tc17-Differenzierung gehemmt, zum anderen wird die Tc17-Phanotyp-Stabilitat reduziert, so
dass nicht-zytotoxische Tcl7-Zellen in einen Tcl-dhnlichen Zustand mit erhohter Zytotoxizitat
konvertieren kdnnen. Diese Erkenntnisse erweitern das Wissen uber die CTLA-4-vermittelte Kontrolle
der CD8" T-Zell-Differenzierung. Sie konnen dazu beitragen, Effekte einer therapeutischen
Manipulation des CTLA-4-Signals (z.B. durch anti-CTLA-4) besser zu verstehen, um zukinftige

Therapien von malignen Erkrankungen zu optimieren.
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15 Anlagen
1. Primersequenzen fiir RT-PCR:
HPRT Forward: 5"-CTC CTC AGA CCG CTT TTT GC-3’
Reverse : 5-AAC CTG GTT CAT CAT CGC TAATC-3’
T-bet
Forward: 5-TCA GGA CTA GGC GAA GGA GA-3’
Reverse : 5°-TAG TGG GCA CCT TCC AAT TC-3’
Eomes Forward: 5-TGATAGTGTTGCAGTCTCTG-3’
Reverse : 5-CAATCTGATGGGATGAATCG-3’
S0OCSs3 Forward: 5'-GTT GAG CGT CAA GAC CCA GT-3’
Reverse : 5-GGG TGG CAA AGA AAA GGA GG-3’
S0ocs1 Forward: 5'-CGC CAA CGG AACTGC TTC TTC-3’
Reverse : 5°-TCA GGT AGT CAC GGA GTA CC-3’
RORa Forward: 5-TCT CCC TGC GCT CTC CGC AC-3’
Reverse : 5°-TCC ACA GAT CTT GCA TGG A-3’
RORc Forward: 5-TGC AAG ACT CAT CGA CAA GG-3'
Reverse : 5-AGG GGA TTC AAC ATC AGT GC-3’
AhR Forward: 5-ACC AGA ACT GTG AGG GTT GG-3’
Reverse : 5°-TCT GAG GTG CCT GAA CTC CT-3’
Runx-1 Forward: 5-GAA GAA CCA GGT AGC GAG ATT CAA C-3’
Reverse : 5°-TGG CGG ATT TGT AAA GAC GG-3’
IRF-4 Forward: 5°-TCT TCA AGG CTT GGG CAT TG-3’
Reverse : 5°-CAC ATC GTA ATC TTG TCT TCC AAG TAG-3’
IL-23R Forward: 5-TGA AAG AGA CCC TAC ATC CCT TGA-3’
Reverse : 5°-CAG AAA ATT GGA AGT TGG GAT ATG TT-3’
IL-21 Forward: 5'-CAT CAT TGA CCT CGT GGC CC-3’
Reverse : 5°-ATC GTA CTT CTC CACTTG CAATCC C-3’
IL-17F Forward: 5-CTC CAG AAG GCC CTC AGA CTA-3’
Reverse : 5"-AGC TTT CCC TCC GCA TTG ACA-3’
IL-17A Forward: 5-CCC ATG GGA TTA CAA CAT CAC-3’
Reverse : 5-CAC TGG GCC TCA GCG ATC-3’
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