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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein Uberlebensnotweniger, interaktiver Schutzmechanismus
des Korpers, bestehend aus einem Netzwerk von lymphatischen Organen, Zellen,
Zytokinen und weiteren immunologischen Molekulen. Es entfaltet seine Wirkung nicht
nur auf duf3ere Antigene, wie z.B. Pathogene oder Toxine, sondern kann auch gegen
korpereigene Strukturen gerichtet sein. Die Moglichkeit der Eigenerkennung ist
notwendig, um infizierte und entartete Zellen zu beseitigen. Im Gegenzug erfordert
die Selbstreaktivitait des Immunsystems eine Regulation durch sogenannte
Toleranzmechanismen, um gewebeschadigende Immunantworten zu vermeiden.
Dieses Verhéltnis spielt vor allem bei chronischen Virus- und Krebserkrankungen

eine kritische Rolle.

Die Immunantwort kann anhand ihrer Reaktionszeit und ihrer Maoglichkeit zur
Gedéachtnisbildung in die angeborene und adaptive Immunitat unterteilt werden. Die
angeborene Immunitdt umfasst zellulare und humorale Bestandteile, wie z.B.
Dendritische Zellen, Granulozyten, Makrophagen, NK-Zellen sowie Komponenten
des Komplementsystems oder Akute-Phase-Proteine. Diese konnen Kkein
immunologisches Gedachtnis anlegen und reagieren durch unmittelbar ausfuhrbare
Mechanismen, welche auf festgelegte Rezeptoren gegen allgemeine
Erkennungsmerkmale basieren. Z.B. erfolgt die Detektion von mikrobiellen
Infektionen  durch  Toll-like-Rezeptoren  (TLR), welche u.a. Dbakterielle
Zellwandbestandteile erkennen kénnen (Brubaker et al., 2015). Die Mechanismen
der angeborenen Immunantwort spielen eine kritische Rolle fir die schnelle
Erfassung und Abwehr von Pathogenen sowie fur die Initiation einer
proinflammatorischen Antwort. Die resultierende Entzindungsreaktion dient sowohl
zur Einddmmung von Infektionen als auch zur Aktivierung der adaptiven

Immunantwort.

Die adaptive Immunantwort wird durch B- und T-Lymphozyten vermittelt und tritt
zeitlich verzogert ein, wenn der Schutz durch die angeborene Immunitat nicht
ausreicht. Lymphozyten koénnen in einer mal3geschneiderten Reaktion gegen

individuelle Antigene klonal expandieren und ein immunologisches Gedéchtnis
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ausbilden. NKT-Zellen nehmen innerhalb der beiden Kategorien der Immunantwort
eine Zwischenstellung ein. Diese Zellen kénnen nach Erkennung von spezifischen
Lipid-basierten sowie hydrophoben Antigenen durch eine schnelle Zytokinproduktion
weitere Zellen des Immunsystems regulieren (Cohen et al., 2013; Pennock et al.,
2013).

1.1.1 Die Reifung und Immunantwort von T-Lymphozyten

Die Population der T-Lymphozyten kann mehr als 10 Billionen verschiedene Antigen-
erkennende T-Zellrezeptoren auspragen. Diese enorme Rezeptordiversitat ist die
Grundlage fur deren spezifische Reaktion und entsteht bei der Lymphozytenreifung
durch somatische Rekombination von multiplen Genanordnungen. Wahrend B-Zellen
ihre Entwicklung vollstandig im Knochenmark vollziehen, verlassen Vorlauferzellen
von T-Lymphozyten dieses, um im Thymus von Thymozyten zu T-Zellen zu reifen. Im
Thymus finden die Prozesse der positiven und negativen Selektion statt. Die positive
Selektion dient zur Sicherstellung der Funktionsfahigkeit des T-Zellrezeptors (TZR),
damit spatere T-Lymphozyten eine adaquate Immunantwort ausfilhren kénnen. Die
negative Selektion ist ein Prozess der zentralen Toleranz, bei dem selbstreaktive
Vorlauferzellen durch programmierten Zelltod (Apoptose) eliminiert werden. Des
Weiteren kénnen sich Thymozyten mit erhdhter Affinitdt gegentber Selbstantigenen

zu immunsupprimierenden regulatorischen T-Zellen entwickeln (Hsieh et al., 2012).

Nach ihrer Reifung verlassen die Thymozyten den Thymus, um in einem zunachst
runhenden Zustand als sogenannte naive T-Zellen in die Peripherie auszuwandern
und fortlaufend durch Blut sowie sekundéare lymphatische Organe zu zirkulieren. Der
Ubergang vom naiven Zustand in eine aktivierte Form wird durch die Bindung des
TZR an Antigen-MHC-Molekulkomplexe auf professionellen Antigen-prasentierende
Zellen (APZ) vermittelt. APZ, wie z.B. Dendritische Zellen, sind eine heterogene
Zellpopulation, welche korpereigene und -fremde Antigene durch Phagozytose
aufnehmen und danach prozessieren sowie prasentieren kénnen. Diese Zellen
unterscheiden sich in ihrer Lokalisation und Migration sowie in ihrer Abhangigkeit von
inflammatorischen Signalen. Konventionelle Dendritische Zellen kdénnen z.B. in
lymphatischen Organen residieren und bendtigen keine entziindliche Umgebung, um

eine Antigen-prasentierende Funktion auszulben. Migratorische Dendritische Zellen
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konnen dagegen im peripherem Gewebe Antigene aufnehmen und danach in den

ableitenden Lymphknoten einwandern (Shortman und Naik, 2007).

Die T-Zellaktivierung kann eine klonale Expansion auslésen, welche zu einer bis zu
10°-fachen Erhéhung der Anzahl an Antigen-spezifischen Zellen fiihrt. Im Gegensatz
zu Antikoérper-produzierenden B-Zellen, modulieren aktivierte T-Zellen die
Immunantwort und fuhren die Zell-vermittelte Reaktion des adaptiven Immunsystems
aus. Eine effektive Aktivierung von Lymphozyten resultiert in der Bildung einer
heterogenen Zellpopulation, bei welcher Effektorzellen ihre Funktion z.B. durch
zytotoxische Aktivitat oder die Produktion von Zytokinen ausfiihren. Die meisten T-
Zellen werden am Ende einer Immunantwort durch Apoptose beseitigt. Ein Teil der
Zellen kann diese Kontraktionsphase uberstehen und ein immunologisches
Gedéachtnis ausbilden. Bei erneutem Antigenkontakt kann dadurch eine schnellere,
starkere und daher meist symptomfreie Immunreaktion ausgefuhrt werden (Mueller et
al., 2013; Pennock et al., 2013).

Die Kontrolle der adaptiven Immunantwort erfolgt durch komplexe Mechanismen, wie
z.B. die Aufteilung von Aktivierungssignalen, die Expression von inhibitorischen
Oberflachenrezeptoren oder die suppressive Wirkung von regulatorischen T-Zellen.
Diese Mechanismen dienen sowohl der Ausfiihrung einer effektiven Immunantwort
als auch dem Schutz vor Immunreaktionen gegeniiber korpereigene Strukturen (Liu
et al., 2016).

1.1.2 T-Zell-vermittelte Reaktionen

Der Hauptteil der T-Zellen ist durch die Expression eines off T-Zellrezeptors
charakterisiert. Dieser ist primar fur die Erkennung von Peptidantigenen ausgelegt,
welche Uber MHC-I und -1l Molekule auf APZ prasentiert werden. Wahrend T-
Helferzellen mit Hilfe des CD4 Corezeptors auf Antigen-MHC-II Komplexe reagieren,
konnen CD8" T-Zellen durch die Expression des CD8 Corezeptors iiber MHC-I-
prasentierte Antigene aktiviert werden. T-Helferzellen spielen eine zentrale Rolle fur
verschiedene  Funktionen des Immunsystems. Sie beeinflussen die
Antikorperproduktion von B-Zellen, unterstiitzen CD8" T-Zell-vermittelte Reaktionen,
regulieren die Funktion von APZ und konnen die adaptive Immunantwort

supprimieren. Im Laufe ihrer Aktivierung kénnen CD4" T-Zellen zu verschiedenen T-
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Zellsubpopulationen differenzieren. Die Subpopulationen umfassen u.a. Thl-, Th2-,
Th9- oder Th17-Zellen sowie induzierbare regulatorische Zellen (iTreg) und weisen
eine Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren auf. Z.B. hat der
Transkriptionsfaktor FoxP3 eine essentielle Bedeutung fir die Entwicklung und
Funktion von regulatorischen T-Zellen (Lu et al., 2017; Zhu et al., 2010).

CD8" T-Zellen kénnen nach ihrer Aktivierung zu Zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL)
differenzieren. Diese exprimieren hohe Mengen an sekretorischen zytotoxischen
Vesikeln und Zytokinen, wie z.B. Interferon-y (IFN-y) (Araujo-Souza et al., 2015). lhre
Zytotoxizitdt vermitteln CTL durch eine regulierte Exozytose dieser Vesikel in
Richtung der Zielzellen bzw. durch die Freisetzung der darin enthaltenen Poren-
formenden Proteine und spezifische Serinproteasen. Diese Effektormolekile, wie z.B.
Perforin-1 oder Granzym B, sind in der Lage, in den Zielzellen den Vorgang der
Apoptose auszulésen (Lopez et al., 2012). Nahezu alle kérpereigenen Zellen kénnen
endogene Antigene lUber MHC-I Moleklle prasentieren, wodurch diese von CTL
erkannt und eliminiert werden kénnen. Aus diesem Grund sind CD8" T-Zellen bei der
Immunantwort gegentuber Virusinfektionen und Tumorzellen von essentieller
Bedeutung (Hadrup et al., 2013; Kilinc et al., 2009).

1.2 Die Aktivierung und Differenzierung von naiven CD8" T-Zellen

Die Aktivierung und Differenzierung von naiven T-Lymphozyten erfolgt durch
Integration von multiplen Signalen, welche in Form von Ligand-Rezeptor-
Interaktionen Ubermittelt werden. Innerhalb der T-Zellen wird durch die
Rezeptoraktivierungen ein komplexes Netzwerk von intrazellularen Signalwegen
ausgelost, welche vor allem in der Implementierung von spezifischen
Genexpressionsprofilen  resultieren. Die Expression von Genen kann auf
unterschiedliche Weise reguliert sein. Einerseits erfolgt eine Kontrolle auf der Stufe
der Gentranskription z.B. durch gezielte Expression von zellspezifischen
Transkriptionsfaktoren. Aktivierende Transkriptionsfaktoren in CD8" T-Zellen sind u.a.
T-bet, Eomes oder Runx2. Die maximale Anzahl der im Vergleich zu naiven CD8" T-
Zellen unterschiedlich vorliegenden Transkripte wird bereits nach 48 h erreicht (Best
et al., 2013).
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Neben der gezielten Transkription von Genen werden die Aktivierung, Plastizitat und
Toleranz von Immunzellen auch andererseits durch post-trankriptionale
Mechanismen kontrolliert, welche sowohl das Spleil3en, die Stabilitat bzw. den Abbau
von Transkripten als auch deren Translation zu Proteinen regulieren. Des Weiteren
erfolgt auf Proteinebene eine post-translationale Regulation durch Modifikationen
bzw. durch den gezielten Abbau von Proteinen. Die post-transkriptionale Kontrolle
wird dabei durch nicht-codierende RNA Molekile, wie z.B. micro-RNA sowie durch
RNA-bindende Proteine ausgefihrt. Micro-RNAs leiten Ribonukleoproteinkomplexe
Uber komplementare Basenpaarung zu Ziel-mRNAs, um deren Translation zu
inhibieren bzw. um deren Degragation zu bewirken. In CD8" T-Zellen sind die micro-
RNA 16, 21 und 142-3p pradominant exprimiert. Wahrend miR-16 und miR-142-3p in
Effektorzellen eine geringere Konzentration als in ruhenden T-Zellen aufweisen, ist
miR-21 in Effektorzellen am starksten exprimiert (Bronevetsky und Ansel, 2013; Wu
et al., 2007).

Die Regulation der mRNA-Translation erfolgt vorrangig auf der Stufe der
Translationsinitiation, bei welcher die 40S ribosomale Untereinheit zur 5'-terminalen
,Cap“-Struktur der mRNA rekrutiert wird. Dieser Schritt wird durch die koordinierte
Bindung von verschiedenen Translationsinitiationsfaktoren (elF) vermittelt und und ist
ein zentraler Teil der Kontrolle durch den ,mammalian target of rapamycin“ (mTOR)
Signalweg. Die katalytische Untereinheit mTOR liegt in den zwei verschiedenen
Proteinkomplexen mTORC1 und mTORC2 vor, wobei mTORC1l vor allem
anabolische Prozesse fur das Zellwachstum sowie die Proliferation und mTORC2
das Uberleben von Zellen steuert. Die mTORC1-vermittelte Kontrolle der
Tanslationsinitiation erfolgt u.a. tber den elF4E bzw. elF4E-bindende Proteinen (4E-
BPs) und die Zielproteine von S6-Kinasen (S6K). S6K kénnen das ribosomale
Protein S6, den Translationsinhibitor PDCD4 und den Faktor elF4B regulieren
(Piccirillo et al.,, 2014). Durch die bei einer T-Zellaktivierung ausgelbsten
anabolischen Prozesse besteht ein erhdhter Bedarf an metabolischen Intermediaten,
welcher durch eine Umstellung des Zellstoffwechsels von oxidativer
Phosphorylierung zu aerober Glykolyse und Glutaminolyse gedeckt wird (Maclver et
al., 2013; Wang et al., 2011).
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Die post-translationale Modifikation (PTM) ist ein biochemischer Mechanismus, bei
dem Aminosaurereste eines Proteins kovalent modifiziert werden, wie z.B. durch
Phosphorylierung, Ubiquitinierung oder Acetylierung. PTMs sind entscheidend fur die
Struktur, Lokalisation und Funktion von Proteinen, sowie fur deren Halbwertszeit und
Interaktionsmdglichkeiten. Die Modifaktionen konnen die Eigenschaften von
Proteinen in kirzester Zeit andern und ermoéglichen dadurch eine unmittelbare
Informationsverarbeitung in Antwort auf extra- und intrazellulare Signale. Fur die
Transduktion von Signalen, welche z.B. durch Aktivierung von Rezeptoren wie den
TZR induziert werden, ist die reversible Proteinphosphorylierung die am haufigsten
vorkommende PTM. Bei diesem Prozess katalysiert eine Proteinkinase den Transfer
eines Phosphatrests von ATP auf ein Serin-, Threonin- oder Tyrosinrest, wéahrend
eine Proteinphosphatase die Phosphatreste von einem Protein entfernen kann
(Ubersax und Ferrell, JR, 2007).

1.2.1 Signale zur Aktivierung und Differenzierung von CD8" T-Zellen

Fur eine effektive Immunantwort bzw. zur vollstandigen Aktivierung bendtigen naive
CD8" T-Zellen eine Aktivierung durch eine Kombination von drei Signalen, vermittelt
durch den TZR (Signall), durch Kostimulation (Signal?2) sowie durch
inflammatorische Zytokine (Signal 3) (Abb. 1) (Curtsinger und Mescher, 2010). Die
Erkennung des Antigen-MHC I-Komplex auf APZ durch den TZR ist notwendig, um
die CD8" T-Zelldifferenzierung zu initiieren. Die TZR-Aktivierung allein ist jedoch
nicht ausreichend, um eine Proliferation auszulésen (Abb.1A). Das
Aufeinandertreffen von APZ und naiven CD8" T-Zellen findet in der Regel in den
sekundaren lymphatischen Organen statt. APZ, wie z.B. die dort residierenden
konventionellen Dendritischen Zellen, kdnnen nicht nur die Aktivierung des TZR
vermitteln, sondern auch konstitutiv den kostimulatorischen Liganden B7-2 (CD86)
exprimieren. Dessen Rezeptor CD28 ist ebenso konstitutiv auf murinen T-Zellen und
auf 50-80% der humanen T-Zellen vorhanden. Die Bindung von B7-Liganden durch
CD28 liefert daher ein priméares kostimulatorisches Signal zur initialen T-
Zellaktivierung (Beyersdorf et al., 2015). Des Weiteren erfolgt im Rahmen der T-
Zellaktivierung bei der Ausbildung von Zellkontakten zu Dendritischen Zellen eine
rdumliche Reorganisation von Zelloberflachenmolekilen zu einer sogenannten

immunologischen Synapse. Diese spezifische Anordnung von TZR und CD28
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Molekilen ist eine Voraussetzung fur eine effektive TZR- und CD28-vermittelte
Aktivierung (Chen und Flies, 2013).

A Toleranz
cD8* cDs*
T-Zelle T-Zelle
Minimale Effektorfunktionen
B
Toleranz
cDhs* — cbhg*
T-Zelle T-Zelle
@ Kostimulation N Proliferation _
Minimale Effektorfunktionen
C y
TLR- (D TZR-Aktivierung
Aktivierung (@ Kostimulation Gedachtnis
‘ |~ cDs*
cD8* T-Zelle
T-Zelle
CD4~
T-Zellhilfe @ Inflammatorische
CD4* Zytokine Starke Proliferation
T-Zelle Starke Effektorfunktionen

Abb. 1: Aktivierungssignale fir naive CD8" T-Zellen.

Naive CD8" T-Zellen benétigen eine Kombination von drei verschiedenen Signalen zur
vollstandigen Aktivierung und Gedachtnisbildung. (A) Die alleinige Aktivierung durch den
T-Zellrezeptor (TZR) (Signal 1) fuhrt zu Toleranz und keiner Proliferation. (B) Co-
stimulation (Signal 2) in Kombination mit TZR-Signalen ausgelost durch unaktivierte APZ,
resultiert in einer ineffektiven CD8" T-Zellantwort und Toleranz. (C) Aktivierte APZ er-
héhen ihre Expression von kostimulatorischen Liganden und schitten inflammatorische
Zytokine (Signal 3), wie z.B. IL-12 oder Typ I-Interferone aus. Dadurch wird eine effektive
CD8" T-Zellantwort mit Gedachtnisbildung ermdoglicht. Das dritte Signal kann durch Toll-
like-Rezeptoren (TLR) auf APZ und CD4" T-Zellhilfe ausgel6st werden (abgeanderte
Abbildung nach Curtsinger und Mescher, 2010; Mescher et al., 2006).
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Die Kombination von TZR- und CD28-vermitttelten Signalen I6st ein Zellwachstum
sowie eine Proliferation von CD8" T-Zellen aus. Residierende konventionelle
Dendritischen Zellen exprimieren jedoch in einem nichtaktivierten Zustand keine
inflammatorischen Zytokine und nur geringe Mengen an MHC-Molekulen und B7-
Liganden. Dadurch konnen diese APZ nur eine ineffektive CD8" T-Zellantwort
auslosen (Abb. 1B). Werden CD8" T-Zellen unzureichend bzw inadaquat aktiviert,
fuhrt dies zum Verlust der Reaktivitdt gegenuber weiterer Antigen-vermittelter
Aktivierung wodurch es zur Ausbildung einer Toleranz kommt (Abb. 1A und B;
Mescher et al., 2006). Werden jedoch APZ z.B. durch TLR-vermittelte Erkennung von
pathogenen Strukturen oder durch CD40L/CD40-abhangige Interaktionen innerhalb
einer CD4" T-Zellhilfe aktiviert, erhthen diese die Expression von kostimulatorischen
Liganden und es kommt zu einer Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen, wie
IL-12 oder IFN-o. Dadurch kann eine effektive und gedachtnisbildende CD8" T-
Zellantwort ausgelést werden (Abb. 1C). Die Kombination der verschiedenen
Aktivierungssignale ist ein wichtiger Mechanismus, um innerhalb des Immunsystems
kontextabhangige Entscheidungen zu treffen, ob Antigene toleriert oder als

gefahrdent eingestuft werden sollen (Curtsinger und Mescher, 2010).

Ein weiterer Mechanismus der CD4" T-Zellhilfe umfasst die Produktion des Zytokins
IL-2. Dies ist u.a. notwendig um eine nach der CD8" T-Zellaktivierung ausgeloste
Anergie bzw. Nichtreaktivitat zu vermeiden. Eine CD4" T-Zellhilfe kann daher (iber
verschiedene Mechanismen sowie zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend einer
CD8" T-Zellantwort erfolgen und ermdglicht eine sekundare Expansion von CD8" T-
Zellen bzw. die Etablierung eines CD8" T-Zellgedachtnisses (Mescher et al., 2006).
CD8" T-Gedachtniszellen sind eine heterogene Population, welche nach einem
Modell zur Gedachtnisbildung anhand ihrer Effektorfunktionen sowie proliferativen
und migratorischen Eigenschaften definiert werden kdnnen. Demnach exprimieren
die sogenannten zentralen Gedachtniszellen die Oberflachenmolekile CCR7 und
CD62L (L-Selectin) und besitzen eine hohe proliferative Kapazitat. Effektor-
Gedéachtniszellen zeigen dagegen keine CCR7 und CD62L Expression, sind weniger
proliferativ, produzieren jedoch erhdhte Mengen an Effektormolekilen bzw.
Zytokinen (Mueller et al., 2013; Sallusto et al., 1999).
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1.2.2 T-Zellrezeptor-vermittelte Signaltransduktion

Der aff T-Zellrezeptor befindet sich in einer multimolekularen Verbindung mit den
nicht variablen Signaltransduktionsuntereinheiten CD3y, CD35, CD3¢ und (-Ketten.
Diese Untereinheiten enthalten in ihrem zytoplasmatischen Proteinabschnitt
sogenannte Immunrezeptor Tyrosin-basierte Aktivierungsmotive (ITAMs). Die
Erkennung des Antigens durch den TZR verursacht eine Konformationsanderung
des TZR-Komplexes, welche zu einer Exposition der Tyrosinreste der ITAMs fuhrt.
Die Proteinkinase Lck kann dadurch die ITAMs phosphorylieren (Abb. 2). Dieses
Ereignis ermdglicht die Rekrutierung der Tyrosinkinase ZAP-70 ({-chain associated
protein kinase of 70 kDa) sowie deren Phosphorylierung bzw. Aktivierung durch Lck.
Im weiteren Verlauf phosphoryliert die aktivierte Kinase ZAP-70 das Molekil LAT
(Linker for activation of T cells), was zur Bildung eines intrazellularen Komplexes aus
Signal- und Adaptermolekulen wie PLC-y, ADAP, LAT, SLP-76 oder VAV flhrt.

v ¥
® - Tyrosinphosphorylierung

Abb. 2: Vereinfachte Darstellung von T-Zellrezeptor-vermittelten Signalwegen.

Die T-Zellrezeptor (TZR)-vermittelte Signaltransduktion wird durch die Erkennung des
passenden Antigens initiiert. Die dadurch ausgeléste Konformationsanderung fihrt zur
Phosphorylierung der ITAMs des TZR/CD3 Komplexes durch die Proteinkinase Lck.
Diese Phosphorylierungen fuhren zur Rekrutierung der Proteinkinase ZAP-70 sowie deren
Phosphorylierung und Aktivierung durch Lck. ZAP-70 phosphoryliert im weiteren Verlauf
die Adaptermolekile LAT und SLP-76, was die Bildung eines Komplexes von
Signalmolekilen  ermdglicht, welcher u.a. die Aktivierung von  wichtigen
Transkriptionsfaktoren wie NFAT, NFxB und AP-1 auslést. ADAP, Adhesion and
degranulating promoting adapter protein; AP-1, Activator protein 1; Ca?*, Kalziumionen;
DAG, Diacylglycerin; IPs, Inositol-(1,4,5)-trisphosphat; LAT, Linker for activated T cells,
MAPK, Mitogen-activated protein kinase; NFAT, Nuclear factor of activated T cells; NFxB,
Nuclear Factor «B; PIP,, Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphosphat; PKC, Protein kinase
C; PLC-y, Phospholipase-y; ZAP-70, (-chain associated protein kinase of 70 kDa
(abgeanderte Abbildung nach Brownlie und Zamoyska, 2013).
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Danach werden (ber verschiedene Reaktionen eine Reihe von priméren
Signalwegen auslést. PLC-y spaltet dabei membran-gebundenes PIP, in IP3 und
DAG auf, wobei IP3 zu einer Erh6hung der intrazellularen Kalziumkonzentration fuhrt.
Dadurch kommt es zur Aktivierung der Phosphatase Calcineurin, welche die
Translokation von NFAT Transkriptionsfaktoren in den Zellkern vermittelt. Weitere
inititale  Schritte sind die Aktivierung von Rho-GTPasen durch Guanin-
Austaschfaktoren wie z.B. VAV oder Ras sowie die Aktivierung von
Serin/Threoninkinasen der PKC-Familie durch DAG, welche zu einer
Umstrukturierung des Zytoskellets und der Zellkontakte fuhren, bzw. Uber
Signalmolekile  wie z.B. Mitogen-aktivierte  Proteinkinasen oder den
CARMA1/Bcl10/MALT1-Komplex, welche die Aktivitat der Transkriptionsfaktoren AP-
1 und NFxB regulieren (Abb.?2) (Brownlie und Zamoyska, 2013; Cronin und
Penninger, 2007). Des Weiteren ist die Kombination der Transkriptionsfaktoren fir
deren Funktion von Bedeutung. So besteht z.B. der Faktor AP-1 als Dimer aus
verschiedenen Molekilen der Jun- , Fos- oder ATF-Gruppe, oder so wirkt z.B. der
Faktor NFAT in Abwesenheit von AP-1 inhibierend anstatt aktivierend (Martinez et al.,
2015; Shaulian und Karin, 2002).

1.2.3 Kostimulatorische und inhibitorische Rezeptoren auf CD8" T-Zellen

Kostimulatorische Signale sind neben der Erkennung des Antigens durch den TZR
und dem Vorliegen von inflammatorischen Zytokinen fir die vollstandige Aktivierung
von CD8" T-Zellen notwendig. CD8" T-Zellen koénnen jedoch nicht nur
kostimulatorisch wirkende Rezeptoren, wie CD28, ICOS, 4-1BB, OX40, GITR, LIGHT
oder CD27 exprimieren, sondern auch inhibitorische Rezeptoren, wie ,cytotoxic T-
lymphoyte-associated protein-4“ (CTLA-4), PD-1, BTLA, TIM-3 oder CD160
aufweisen (Abb. 3). Das komplexe Zusammenspiel von aktivierenden und
inhibierenden Signalen moduliert die T-Zellrezeptor-vermittelte Aktivierung von T-
Zellen und ist entscheidend fur die Regulation der Funktion bzw. der Differenzierung
von T-Zellen (Chen und Flies, 2013; Zhu et al., 2011). Die Regulation von
kostimulatorischen und inhibitorischen Signalen erfolgt durch eine zelltypspezifische
Expression sowie durch die Modulation der Oberflachenverfigbarkeit wvon
entsprechenden Liganden und Rezeptoren. Z.B. werden ICOS, 4-1BB, GITR, LIGHT

und OX-40 erst nach der T-Zellaktivierung exprimiert, wahrend die Rezeptoren CD27,



Einleitung 11

und CD28 auch auf naiven T-Zellen vorhanden sind. Daher vermitteln CD27 and
CD28 die primaren kostimulatorischen Signale fur die initiale T-Zellaktivierung. Die
Aktivierung von CD27 durch Bindung von CD70 auf APZ fiihrt u.a. zur Erh6hung der
Anzahl an Effektorzellen durch die Unterbindung von apoptotischen Prozessen.
CD27 vermittelt Signale, die sowohl zur Erhdéhung der Expression des anti-
apoptotischen Proteins BCL-XL fuhren, als auch der FasL-induzierten Apoptose

entgegenwirken (van de Ven und Borst, 2015).

APZ

CD8* T-Zelle

Kostimulation

ICOS-L (B7-H2)
4-1BBL
OX-40L

TNFSF7 (CD70)

GITRL
B7-2 (CD86)

B7-1 (CD80)

PD-L1 (B7-H1)
PD-L2 (B7-DC)

HVEM

Phosphatidyl- e=()-._
serin -

ICOS (CD278)
4-1BB (CD137)

OX-40 (CD134)
TNFRSF7 (CD27)
GITR (CD357)
cD28

CTLA-4 (CD152)
PD-L1 (B7-H1)
PD-1(CD279)
CD160

BTLA (CD272)
LIGHT (TNFSF14)

TIM-3 (CD366)

»>
Galectin-9 JH( -~

Inhibition

-

Abb. 3: Kostimulatorische und -inhibitorische Molektle mit ihren Liganden.
Kostimulatorische Moleklle (blau) liefern aktivierende Signale fir T-Zellen, wahrend
vorrangig inhibitorisch wirkende Molekile (rot) Signale vermitteln, die einer Aktivierung
von T-Zellen entgegenwirken. Mit den Liganden B7-1, B7-2 und HVEM (violett) kbnnen
sowohl kostimulatorische als auch -inhibitorische Molekile interagieren (abgeénderte
Abbildung nach Baumeister et al., 2016 und Chen und Flies, 2013).
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CD28 Ubt seine Funktion als Kostimulator tUber die Bindung von Signal- und
Adaptermolekilem an dessen intrazellularen Motiven YNMN und PYAP aus. Die
Motive kénnen durch Src Kinases phosphoryliert werden und und die Anlagerung
von Grb2, GADS, SLP76, PI3K und Lck vermitteln. Dies fuhrt zum Einen zu einer
synergistischen Verstarkung der TZR-vermittelten Aktivierung tber VAV-, PKC6- und
MAPK-Signale (Boomer und Green, 2010). Andererseits fuhrt eine Aktivierung der
PI3K zur Bildung von Phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphat, wodurch Proteine mit
einer PH-Doméane, wie die Phosphoinosit-anbhangige Kinase 1 (PDK1) oder die
Proteinkinase B (Akt) an die Zellmembraninnenseite rekrutiert werden koénnen.
Dadurch kann Akt durch PDK1 phosphoryliert und aktiviert werden. Durch den Akt-
Signalweg werden u.a. die Molekile NF-kB, NFAT, BCL-XL und mTOR reguliert. Die
von Akt initiierten Signalwege fordern vielfaltige Zellfunktionen wie Zellwachstum,
Proliferation, Proteinsynthese oder Metabolismus (Chen und Flies, 2013; Rudd und
Schneider, 2003). Ein fur die CD8" T-Zelldifferenzierung wichtiges Akt Substrat ist
der Transkriptionsfaktor FoxO1. Dieser steuert die Expression von Genen, welche
Effektorfunktionen sowie den Ruhezustand und die Langlebigkeit von CD8" T-Zellen
regulieren (Rao et al., 2012). Nach PI3K- und mTOR-abhangiger Aktivierung kann
Akt den Transkriptionsfaktor FoxO1 direkt phosphorylieren, wodurch dessen Wirkung
durch nukleére Exklusion aufgehoben wird (Hedrick et al., 2012).

Neben CD28 und ICOS gehéren CTLA-4, PD-1 und BTLA zur selben Familie an
Rezeptoren, welche durch eine extrazellulare variable Immunglobulin-&hnliche
Doméne charakterisiert sind. Die inhibitorischen Rezeptoren koénnen Uber
verschiedene Mechanismen die Funktion von T-Zellen regulieren. Z.B. enthalt der
zytoplasmatische Teil von CTLA-4 das gleiche YXXM Motiv wie CD28 und ICOS,
wahrend PD-1 Signale durch die Motive ITIM und ITSM vermitteln kann. Die
Aktivierung von PD-1 fuhrt intrazellular zur Rekrutierung der Phosphatasen SHP-1
und SHP-2, was zur Dephosphorylierung von u.a. ZAP70, PLCy und PKC-0 fuhrt.
Des Weiteren vermittelt PD-1 eine Inhibition des Akt-Signalwegs durch Deaktivierung
von PI3K (Patsoukis et al., 2013; Schildberg et al., 2016).

Die  Expression der inhibitorischen Rezeptoren ist vom jeweiligen
Differenzierungsstatus der CD8" T-Zellen abhangig. Wahrend naive CD8" T-Zellen
BTLA und geringe Mengen an TIM-3 aufweisen, exprimieren diese nach ihrer
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Aktivierung eine Vielzahl von Rezeptoren, wie z.B. CTLA-4, PD-1, TIGIT oder LAG-3.
Die Expression von PD-1 und CTLA-4 erreicht ihren Hohepunkt in der CD8" T-

Zelleffektorphase (Fuertes Marraco et al., 2015).

1.2.4 Interaktionen zwischen kostimulatorischen und -inhibitorischen

Molekilen

Zwischen kostimulatorischen und -inhibitorischen Molekilen bestehen z.T. multiple
Interaktionsmdglichkeiten. Wahrend Rezeptoren, wie CD27, 4-1BB, GITR, OX-40
oder PD-1 ihre eigenen Liganden besitzen, kénnen an B7-1, B7-2 bzw. HVEM
sowohl die kostimulatorschen Rezeptoren CD28 bzw. LIGHT als auch die
inhibitorischen Rezeptoren CTLA-4 bzw. BTLA und CD160 binden (Abb. 3;
Baumeister et al., 2016; Linsley et al., 1991; Ward-Kavanagh et al., 2016). Fir
humane T-Zellen wurde zudem gezeigt, dass der Ligand fur ICOS (B7-H2) mit CD28
und CTLA-4 interagieren kann (Yao et al., 2011). Die unterschiedlichen
Expressionsmdglichkeiten von Rezeptor-Ligand Paaren stellt eine Moglichkeit zur
Regulation von kostimulatorischen und —inhibitorischen Signalen dar. Z.B. ist HVEM
auch auf nichthdmatopoetischen Zellen vorhanden, wahrend die Expression von
LIGHT nur auf APZ und T-Zellen beschrénkt ist. Zudem sind HVEM und LIGHT
gegenlaufig reguliert, so dass diese nicht zugleich auf einer T-Zelle vorhanden sind.
Des Weiteren kann PD-L1 sowohl auf APZ als auch auf T-Zellen exprimiert sein und
nach Interaktion mit B7-1 inhibitorische Signale in T-Zellen vermitteln (Abb. 3; Chen
und Flies, 2013).

Die Liganden B7-1 wund B7-2 unterscheiden sich ebenfalls in ihren
Expressionsprofilen, Dimerisierungseigenschaften und Affinitaten. B7-2 liegt als
Monomer konstitutiv auf APZ vor und dessen Expression wird unmittelbar nach APZ-
Aktivierung erhoht, wahrend B7-1 vorwiegend als Homodimer vorkommt und zeitlich
verzogert auf aktivierten APZ exprimiert wird. B7-2 bindet einerseits 13-fach
schwacher an CTLA-4 als B7-1, andererseits jedoch 2- bis 3-fach effektiver an CD28.
Daraus ergibt sich, dass vorwiegend B7-2:CD28 Interaktionen die T-Zellaktivierung
vermitteln, wahrend die verzbgerte Expression von B7-1 praferenziell der
Signalgebung von CTLA-4 dient (Collins et al., 2002). Dementsprechend ist B7-2 flr
die Konzentration von CD28 und B7-1 fir die Lokalisation von CTLA-4 in der

Synapse verantwortlich (Pentcheva-Hoang et al., 2004). Die Liganden-vermittelte
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Translokation von CTLA-4 zum zentralen Bereich der immunologischen Synapse
fuhrt zur einer Anderung der Synapsenstruktur, indem CD28 aus dem zentralen

Bereich verdrangt wird (Yokosuka et al., 2010).

1.2.5 Zytokinrezeptor-vermittelte Signale in CD8" T-Zellen

Fur eine effektive CD8" T-Zellantwort sind neben TZR-Aktivierung und Kostimulation
Signale notwendig, welche durch die Bindung von Zytokinen an deren jeweiligen
Rezeptoren CD8" T-Zellen ausgeltst werden. In diesem Zusammenhang spielen
Interleukin (IL) -2, IL-12 sowie Typ | und Il Interferone bzw. deren Rezeptoren auf
CD8" T-Zellen eine wichtige Rolle. IL-2-Rezeptor vermittelte Signale optimieren die
CD8" T-Zellantwort in vielen Bereichen. So regulieren diese z.B. sowohl die primare
Expansion als auch die Bildung von Gedachtniszellen (Boyman und Sprent, 2012;
Haring et al., 2006). IL-12 und Typ | Interferone verstarken als sogenannte Signal 3
Zytokine die Proliferation und unterstitzen Ausbildung von Effektorfunktionen und
Gedachtniszellen (Curtsinger und Mescher, 2010). Diese Wirkung wird vor allem
durch eine verlangerte Expression des hochaffinen IL-2-Rezeptors vermittelt
(Starbeck-Miller et al., 2014). IL-12-Rezeptor Signale fiihren zudem zu einer
verstarkten Expression des ,T-box® Transkriptionsfaktors T-bet. Sowohl T-bet als
auch der weitere ,T-box" Transkriptionsfaktor Eomes haben einen entscheidenden
Einfluss auf die Differenzierung von CD8" T-Zellen. T-bet und Eomes kooperieren
durch teilweise redundante Aktivitdten, um die Expression von IFN-y, Granzym B und

Perforinen zu induzieren (Kaech und Cui, 2012).

Das von CTL produzierte IFN-y vermittelt seine Effekte durch den heterodimeren
IFN-y-Rezeptor. Dieser Rezeptor ist ubiquitar auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert,
wodurch IFN-y eine pleiotrope Wirkung austben kann. IFN-y reguliert z.B. die
Aktivitat von Makrophagen, verstarkt die Antigenprasentation, reguliert die
Proliferation sowie Apoptose und spielt generell eine wichtige Rolle bei der Resistenz
gegen mikrobielle und virale Infektionen sowie bei der Verstarkung der Immunantwort
bei Tumorerkrankungen (lkeda et al., 2002; Schroder et al., 2004; Schuler und
Blankenstein, 2003). Andererseits kann das von Lymphozyten gebildete IFN-y in
Tumorzellen zu einer Erhéhung der PD-L1 Expression fiilhren und dadurch eine
Tumorprogression bewirken (Abiko et al., 2015). Der Effekt dieses Zytokins

beschrénkt sich dabei nicht nur auf die Zielzellen von CTL, sondern kann sowohl



Einleitung 15

durch direkte als auch durch indirekte Mechanismen die Differenzierung von CD8" T-
Zellen selbst regulieren. IFN-y verstarkt die primare Expansion von CD8" T-Zellen
und fordert ebenfalls die Kontraktion dieser. Des Weiteren beeinflussen IFN-y-
Rezeptor-vermittelte Signale die Qualitat von CD8" T-Gedachtniszellen, wobei IFN-y-
Rezeptor-defiziente Gedachtniszellen in ihrer Zytokinexpression eingeschrankt sind
(Araujo-Souza et al., 2015; Whitmire et al., 2007).

1.2.6 Phasen der CD8" T-Zellaktivierung

Der zeitliche Ablauf der primaren CD8" T-Zellaktivierung kann anhand der Art bzw.
Dauer der Zellkontakte in unterschiedliche aufeinanderfolgende Phasen unterteilt
werden (Mempel et al., 2004). Die initiale Phase ist durch kurze Kontakte zwischen
APZ und schnell migrierenden CD8" T-Zellen charakterisiert. Dabei werden
aktivierende Signale durch Antigen-MHC-1 Komplexe und B7-Liganden Gber den TZR
bzw. den konstitutiv exprimierten co-stimulatorischen Rezeptor CD28 vermittelt. Ein
besonderes Merkmal st hierbei die zeitlich frihe Festlegung des
Differenzierungsablaufs, bei welchem eine kurze Aktivierungsphase von 2 bis 24
Stunden ausreicht, um sich danach unabhangig von weiteren positiven Signalen zu
teilen und zu differenzieren (Kaech und Ahmed, 2001; van Stipdonk et al., 2001).
Nach ausreichenden transienten Interaktionen kommt es in einer sekundéren Phase
zur Bildung von stabilen Zellkontakten zwischen APZ und CD8" T-Zellen sowie
dariiber hinaus zwischen CD8" T-Zellen untereinander. Letztere, homotypische T-
Zell/T-Zellinteraktionen sind fur die Ausbildung eines CD8' T-Zellgedachtnissen
notwendig und erlauben eine direkte Ubertragung des Zytokins IFN-y zwischen CD8"
T-Zellen. Des Weiteren ist diese Phase mit einer starken Zunahme der
Oberflachenexpression des co-inhibitorischen Rezeptors CTLA-4 verbunden (Gérard
et al., 2013; Hansen et al., 1980).

1.3 Die Rolle von CTLA-4 im Immunsystem

CTLA-4 wurde durch eine Analyse von murinen CTL-cDNA Bibliotheken entdeckt,
wahrend CD28 mit Hilfe von Antikdrper auf humanen T-Zellen identifiziert wurde
(Brunet et al., 1987; Hansen et al., 1980). Beide Rezeptoren weisen homologe
Strukturen besonders in der Ligandenbindungsregion sowie im zytoplasmatischen
Teil auf (Harper et al., 1991). Mit der Entwicklung von Antikdrper gegen CTLA-4
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konnten funktionelle Analysen durchgefuhrt werden, welche einen vorwiegend
inhibitorischen Effekt auf T-Zellfunktionen aufzeigten (Kearney et al., 1995; Krummel
und Allison, 1995; Linsley et al., 1992; Walunas et al., 1994). Eine definitive Rolle
von CTLA-4 als essentieller Inhibitor von T-Zellantworten wurde vor allem durch den
Phanotyp von CTLA-4 k.0o. Mausen gepragt, welche im Alter von 3 bis 4 Wochen an
einer lymphoproliferativen Erkrankung mit massiver Organinfiltration durch aktivierte
Lymphozyten sterben (Tivol et al., 1995; Waterhouse et al., 1995). Die dabei
auftretende  T-Zell-vermittelte, fatale Multiorgan-Inflammation &hnelt einer
systemischen Autoimmunitat, bei der Apoptose-resistente CD4" T-Zellen mit einem
vorwiegendem Th2 Differenzierungsstatus auftreten. Der Phanotyp der CTLA-4 k.o.
Mause ist dabei abhéngig vom CD28 PYAP Motiv und verweist auf eine wichtige
Funktion von CTLA-4 fur die Aufrechterhaltung der T-Zellhomeostase (Khattri et al.,
1999; Tai et al., 2007). Erfolgt eine Deletion von CTLA-4 erst in adulten M&usen
resultiert dies ebenfalls in einer starken Lymphoproliferation, welche jedoch lethal
verlauft (Klocke et al., 2016; Paterson et al., 2015). Beim Menschen verursacht eine
CTLA-4-Haploinsuffizienz ebenfalls eine Lymphoproliferation und bestimmte CTLA-4-
Polymorphismen sind mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen, wie z.B.
Systemischer Lupus Erythematodes, Rheumatoide Arthritis oder Typ | Diabetis,

assoziiert (Kuehn et al., 2014; Romo-Tena et al., 2013).

1.3.1 Die Regulation der CTLA-4 Expression

Im Gegensatz zu CD4'FoxP3" T-Zellen, bei denen CTLA-4 konstitutiv auf der
Zelloberflache vorhandenen ist, wird der inhibitorische Rezeptor auf FoxP3
(konventionellen) T-Zellen aktivierungsabhéngig und mit zeitlicher Verzdgerung
exprimiert. Dabei ist eine Erhdhung CTLA-4 mRNA bereits ab 4-6h nach
Aktivierung und eine Rezeptorexpression auf der Zelloberflache ab 24 - 48 h nach
Aktivierung nachweisbar. (Lindsten et al., 1993; Linsley et al., 1992; Pandiyan et al.,
2007; Takahashi et al., 2000). Die Expression von CTLA-4 wird einerseits durch
Gentranskription u.a. Uber NFAT and FoxP3 und anderseits durch post-
transkriptionale Mechanismen, wie z.B. die Erhohung der CTLA-4 mRNA-Stabilitat,
kontrolliert (Finn et al., 1997; Gibson et al., 2007; Zheng et al., 2007).

Des Weiteren wird CTLA-4 durch die Begrenzung der Rezeptorverfiigbarkeit auf der
Zelloberflache reguliert. Dies erfolgt durch kontinuierliche, Ligand-unabhangige
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endosomale Internalisierung von CTLA-4-Oberflachenmolekilen mit anschliel3ender
teilweiser Degradation bzw. Re-Expression auf der Zellmembran (Qureshi et al.,
2012). Die Lokalisation des CTLA-4-Proteins ist dabei abhéngig von dessen
Tyrosinphosphorylierung im zytoplasmatischen Teil, wobei unphosphoryliertes
CTLA-4 Uber AP-2 Clathrin-vermittelt internalisiert wird (Shiratori et al., 1997). Im
Gegensatz dazu bewirkt eine T-Zellaktivierung, dass CTLA-4 gezielt an der Stelle der
TZR-Aktivierung auf der Zelloberflache freigesetzt wird, wodurch bereits geringe
Mengen an CTLA-4 ihre Wirksamkeit entfalten konnen (lida et al., 2000; Linsley et al.,
1996).

1.3.2 Die Funktionsweisen von CTLA-4 und dessen Blockade bei der

Tumortherapie

Trotz der Bedeutung von CTLA-4 als starker Inhibitor von T-Zellantworten sind die
Mechanismen, mit denen CTLA-4 die adaptive Immunantwort reguliert noch nicht
vollstandig aufgeklart. Durch die Bindung der gleichen Liganden wie CD28 ergibt sich
eine vielschichtige Funktionsweise des Rezeptors, bei der Zell-intrinsische
und -extrinsische Effekte auftreten konnen. Durch eine Zell-intrinsische Wirkung kann
CTLA-4 die Zelle regulieren, auf der es exprimiert wird, wahrend Zell-extrinsische
Mechanismen die CTLA-4-vermittelte Regulation einer Zelle durch eine andere
beinhalten (Abb. 4). CTLA-4 kann seine Funktionen einerseits Uber seinen
intrazellularen Teil durch Signaltransduktion oder andererseits Uber seine
extrazellulare Doméane z.B. durch Kompetition um Liganden oder durch Anderung der
Synapsenstruktur vermitteln (Bachmann et al., 1999; Masteller et al., 2000; Yokosuka
et al., 2010).

Zell-intrinsische und -extrinsische Mechanismen kdnnen miteinander verbunden sein,
wenn z.B. im Prozess der Transendozytose durch die Internalisierung von CTLA-4
und dessen gebundenen Liganden die Verfugbarkeit von kostimulatorischen B7-
Molekilen auf der Zelloberflache von APZ verringert wird (Qureshi et al., 2011). Eine
selektive CTLA-4-Defizienz in regulatorischen (FoxP3") T-Zellen fiihrt zu ebenfalls zu
einer systemischen Lymphoproliferation mit fataler T-Zell-vermittelter Autoimmunitat,
was eine wichtige Zell-extrinsische fur Funktion von CTLA-4 darstellt (Wing et al.,
2008). Des Weiteren kann durch die Bindung von CTLA-4 an B7-1 und B7-2 die

Expression von Indolamin-2,3-Dioxygenase in Dendritischen Zellen induziert werden,
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wodurch es zu einer Regulation von T-Zellen aufgrund der Verringerung der

extrazellularen Tryptophanmenge kommen kann (Grohmann et al., 2002).

T-Zelle Zell-intrinsisch
e
CD28 CTLA4
(’ B7 B7
Akivierungs- ©
induzierte s Beendigung

CTLA-4 " der Immun-

] Expression j T-Zelle Zell-extrinsisch antwort
CD28 () JL TZR >
CD28 CTLA-4
regula-
torische
57
APZ B7

__

CTLA4
Blockade
fortlaufende
Immun-
mAK  Depletion antwort

@ aktivierend

o regulatorischer
inhibierend

T-Zellen

Abb. 4: CTLA-4-abhangige Mechanismen und der Effekt einer CTLA-4 Blockade.
CTLA-4 wird durch T-Zellaktivierung induziert und kann udber Zell-intrinsische
Mechanismen, wie z.B. durch intrazellulare Signaltransduktion, die Immunantwort
inhibieren. Des Weiteren kann CTLA-4 (ber extrinsische Mechanismen, wie z.B. die
Reduktion von B7 auf APZ durch regulatorische T-Zellen, die T-Zellaktivierung hemmen.
Ein monoklonaler Antikdrper (mAK) gegen CTLA-4 verhindert die CTLA-4-B7 Interaktion
und fihrt zur Depletion von regulatorischen T-Zellen, wodurch eine ungehinderte
Aktivierung und damit eine fortlaufende Immunantwort erzeugt wird (abgeanderte
Abbildung nach Baumeister et al., 2016).

Zudem existieren multiple Splei3varianten von CTLA-4, welche u.a. ein CTLA-4-
Protein ohne B7-Ligandenbindungsdoméne Form codieren. Diese CTLA-4 Variante
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kann zell-intrinsisch eine Dephosphorylierung der (-Ketten im TZR-Komplex
vermitteln (Vijayakrishnan et al., 2004). Des Weiteren kann CTLA-4 die Kontaktzeit
und —flache zu APZ verringern und dadurch die Bildung von ZAP-70-enhaltenden
Signalkomplexen inhibieren (Schneider et al., 2008a). Zell-intrinsische Signale
konnen durch Anlagerung von Adapter- bzw. Signalmolekile im zytoplasmatischen
Teil des Rezeptors bewirkt werden. Fur CTLA-4 wurde gezeigt, dass neben PI3K
auch die Phosphatasen SHP-2 und PP2A sowie die Kinase PKCn gebunden werden
konnen, wodurch sowohl positive als auch negative Signale vermittelt werden
konnen (Kong et al., 2014; Rudd et al., 2009). In CD4" T-Zellen resultiert
dementsprechend eine Aktivierung von CTLA-4 z.B. in Uberlebenssignalen fiir
anergische Zellen, einer differentiellen Regulation von MAPK oder in einer
Verringerung der IL-2 Expression (Brunner et al., 1999; Carreno et al., 2000;
Schneider et al., 2002; Schneider et al., 2008b). Als weiterer Mechanismus wurde in
CD4" T-Zellen die CTLA-4-vermittelte Aktivierung der Ubiquitinligase Itch
beschrieben, was eine Inhibition von T-Zellfunktionen durch Ubiquitinierung des ltch

Zielproteins JunB ermdglicht (Hoff et al., 2010).

Der lymphoproliferative Phanotyp der CTLA-4 k.o. Mause wird allein durch CD4" T-
Zellen vermittelt, was auf eine unterschiedliche Rolle von CTLA-4 in CD8" T-Zellen
hinweist (Chambers et al., 1997). Die proliferative Antwort von CTLA-4-defizienten
oder -blockierten CD8" T-Zellen ist nach primarer Aktivierung vergleichbar zu
Kontrollzellen (Chambers et al., 1998; Chan et al., 2014; Pandiyan et al., 2007). In
CD8" T-Zellen reguliert CTLA-4 vorrangig deren Effektorfunktionen und Zytotoxizitat
u.a. durch eine erhéhte Granzym B-Expression oder IFN-y-Produktion. Des Weiteren
zeigen sich starke CTLA-4-vermittelte Effekte vor allem in sekundaren CTL-
Antworten bzw. nach Reaktivierung von CD8" T-Zellen, was u.a. durch eine CTLA-4-
anhangige Verringerung des Transkriptionsfaktors Eomes bewirkt wird (Chambers et
al., 1998; Hegel et al., 2009; Pandiyan et al., 2007).

CTLA-4 hat neben PD-1 ebenfalls eine wichtige Funktion bei der Differenzierung von
CD8" T-Zellen wahrend chronischer Virus- oder Krebserkrankungen. Aufgrund des
anhaltenden Krankheitsverlaufs gehen CTL in einen Zustand der zellularen
Dysfunktion (,Exhaustion®) tber, in welchem diese u.a. eine verringerte Reaktivitat

aufweisen. Dieser adaptive Differenzierungsstatus verhindert, dass die permanente
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Aktivierung von CD8" T-Zellen zu einer Schadigung des Gewebes fiihrt (Schietinger
und Greenberg, 2014). Die Expression von CTLA-4 und PD-1 fihrt zur
Aufrechterhaltung dieses Zustands und durch eine Antikorper-vermittelte Blockade
der inhibitorischen Rezeptoren konnen die betroffenen CTL ihre Funktionalitat

wiedererlangen (Nakamoto et al., 2009; Zarour, 2016).

Aufgrund seiner bedeutenden Rolle in der Regulation von adaptiven
Immunantworten, wurden im Rahmen einer sogenannten Immun-Checkpoint-
Krebstherapie blockierende Antikdrper erstmals gegen CTLA-4 eingesetzt. Neben
praklinischen Versuchsmodellen zeigten ebenso klinische Erhebungen eine
signifikante ErhOhung der anti-tumoralen Immunitat, die z.B. bei einer Phase Il
Studie in einer 1,6-fache Erhohung der Uberlebensrate bei Krebspatienten mit
fortgeschrittenem malignem Melanom resultierte (Hodi et al., 2010; Kwon et al., 1997;
Leach et al., 1996). Eine CTLA-4 Blockade kann dabei die Immunantwort verstarken,
indem sowohl die Zell-intrinsische Regulation von Effektor-T-Zellen als auch Zell-
extrinsische Mechanismen, z.B. durch die Depletion von regulatorischen T-Zellen,
aufgehoben werden (Abb. 4). Der therapeutischen Effekt von anti-CTLA-4
Antikdrpern ist u.a. abhangig von der Anwesenheit von CD8" T-Zellen (Baumeister et
al., 2016; Peggs et al., 2009; Selby et al., 2013; van Elsas et al., 1999). Die Blockade
von CTLA-4 kann zur Verstarkung des PD-1/PD-L1 Signalwegs fuhren, wodurch eine
Kombination von CTLA-4- und PD-1-blockierenden Antikdrpern starkere anti-
tumorale Effekte erzielen kann. Die Wirkung ist dabei von IFN-y-Signalen in Tumor-
spezifischen Lymphozyten abhéngig (Shi et al., 2016). Durch eine Immun-Checkpoint
Therapie mit anti-PD-1 Antikbrpern kommt es zur Expansion von Tumor-
infiltrierenden CD8" T-Zellsubpopulationen, wahrend anti-CTLA-4 Antikorper
zusatzlich zu einer Erhohung von ICOS* Thil-ahnlichen Effektorzellen fihren. Daher
kann eine CTLA-4 Blockade die anti-tumorale Immunantwort durch verschiedene
Mechanismen regulieren (Wei et al., 2017).

1.4 Zielstellung der Arbeit

Die Mechanismen, mit denen CTLA-4 die Differenzierung von CD8" T-Zellen reguliert
und den funktionell eingeschrénkten Zustand von CTL in Tumorerkrankung aufrecht
erhalt, sind noch weitgehend unbekannt. Die bisherigen Untersuchungen uber
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CTLA-4-vermittelte Signale wurden vorwiegend an CD4" T-Zellen durchgefiihrt.
Aufgrund der verschiedenen Wirkung von CTLA-4 auf CD8" und CD4" T-Zellen, wie
z.B. die Regulation von sekundaren anstatt primaren T-Zellantworten, konnen jedoch
die bereits tber CTLA-4 erlangten Kenntnisse nicht uneingeschrankt von CD4" auf

CD8" T-Zellen uibertragen werden.

Die Funktionsweise von CTLA-4 ist in CD8" T-Zellen durch deren spezifische
Aktivierungweise gepragt. Charakteristisch fiir CD8" T-Zellen ist eine friihzeitige
Festlegung des Differenzierungsablaufs, nach deren weiterfihrende positive Signale
nicht mehr erforderlich sind. Aufgrund der zeitlich verzégerten Expression, wirkt
CTLA-4 auf Zellen mit hoher transkriptionaler Aktivitat und bereits etablierten
Genexpressionsprofilen. Die Arbeitshypothese basiert daher auf der Annahme, dass
in CD8" T-Zellen eine bloRe Unterbindung von positiven Signalen durch CTLA-4 nicht
ausreicht, um die Aktivitdt und Differenzierung von CTL nachhaltig zu kontrollieren.
Diesbezlglich kann eine CTLA-4-vermittelte Regulation von Differenzierungs-

programmen vor allem durch post-transkriptionale Mechanismen erfolgen.

Das Ziel dieser Arbeit war die ldentifikation von CTLA-4-induzierten Mechanismen,
welche in CD8" T-Zellen eine Anderung der Expression auf post-transkriptionaler
bzw. -translationaler Stufe hervorrufen. Die Identifikation von CTLA-4 Zielproteinen
sollte durch eine Analyse des Phosphoproteoms von CTLA-4-aktivierten CTL
erfolgen. Hierfir musste ein Kultivierungssytem fiir CD8" T-Zellen etabliert werden,
welches zielgenaue Signale fur CTLA-4 mittels agonistischer Antikbrper erzeugen
kann. Unter den indentifizierten Molekilen sollten insbesondere diejenigen weiter
untersucht werden, welche die Reaktivitat gegentber Tumorzellen beeintrachtigen
konnten. Die CTLA-4-modulierten Signatransduktionswege sollten dariber hinaus
identifiziert und hinsichtlich ihrer Relevanz fir anti-tumorale Immunantworten

Uberprift werden.



22
2 Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Mauslinien

Fur die Experimente wurden Mause mit dem C57BL/6 Hintergund eingesetzt, zum
Einen als WT oder mit PDCD4 Defizienz (PDCD4”7) und zum Anderen mit
transgenen TZR spezifisch fur das Ovalbuminpeptid OVA2s7.264 / SIINFEKL (OT-I
Mause, C57BL/6-Tg(TcraTcrb)1100Mjb), entweder mit zusatzlichen CTLA-4 oder
PDCD4 Gendefekt. PDCD4” Mause (B6.129S6-Pdcd4™"""/J) wurden von der
Firma The Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA) bezogen und wie alle anderen
Mauslinien unter pathogenfreien Bedingungen im zentralen Tierlabor der
Medizinischen Fakultdt Magdeburg gehalten bzw. geziichtet. AuRerdem wurden im
Rahmen dieser Arbeit PDCD4”" Mause mit OT-I Tieren gekreuzt. Fir die
Experimente wurden Mause mit einem Alter von 6-12 Wochen aus eigener Zucht
verwendet. Die Versuche erfolgten in Ubereinstimmung mit staatlichen und

institutionellen Richtlinien.

2.1.2 Zellen und Zelllinien

Fur einige Experimente wurden CD8" T-Zellen aus Milzen von Mausen mit loxP-

flankiertem Foxol Gen (Foxol™

) verwendet. Die Milzzellen wurden von Prof. Klaus
Rajewsky (Max-Delbriick-Centrum fir Molekulare Medizin, Berlin) zur Verfiigung
gestellt. Fur in vivo Tumorexperimente wurden Ovalbumin-exprimierende
Melanomzellen (B16-OVA), zur Verfigung gestellt von Prof. Jochen Hihn
(Helmholtz-Zentrum fur Infektionsforschung, Braunschweig) oder Luciferase-
exprimierende Prostatakarzinomzellen (TRAMP-C1 Luc), bezogen von der Firma

Applied Biological Materials (Richmond, Kanada), eingesetzt.

2.1.3 Antikorper

Antikorper Klon Spezies / Isotyp Quelle
a Akt (pan) C67E7 Kaninchen IgG gzlrl]\/SE:?SnaLIJlg%Technology,
aAldolase A D73H4 Kaninchen IgG Cell Signaling Technology,

Danvers, USA
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aCD3 145-2C11 Hamster IgGy, « BioLegend, San Diego, USA
0 CD8a 53-6.7 Ratte 1gG,,, K BioLegend, San Diego, USA
aCD28 37.51 Hamster IgG,, A BioLegend, San Diego, USA
aCD44 IM7 Ratte IgGa, K EaDkE;"JSSiSeA”C‘eS’ Franklin

0 CD45.2 104 Maus 1gGaa, K E;)kgé?zcis?ces, Franklin
aCD62L MEL-14 Ratte 1gG,,, K BioLegend, San Diego, USA
«CD90.2 (Thy-1.2) | 53-2.1 Ratte IgGys, K \T,J‘aelm‘aon':jSSgASde”“ﬁC-

o CTLA-4 (:CD152) | UC10-4F10 | Hamster IgGy, « EaDki‘,’fJCéeAr\‘cesv Franklin
aelF4A polyklonal | Ziege IgG ggrrllt/aeg'uszg&otechnology,
o elF4A C32B4 Kaninchen IgG SZ'r'] \/Sg?;adjggATeCh”O'OQV’
aelFAG C45A4 Kaninchen IgG cel Vsei?SrTaL'jg%TeCh”O'ogy’

o Eomes Danllmag Ratte 1gGa,, K w;:rrraoriisSgLScientiﬁc,

a FoxO1 C29H4 Kaninchen IgG gzlrl“lsei(rgjsrjatljig%Technology,
aFra-2 polyklonal | Kaninchen IgG ggn;:CLrJuszABiotechnology,
o GAPDH A3 Maus IgG1, « S:Ir;;i’cljuszABiotechnology,

a Glutaminase EP7212 Kaninchen IgG Abcam, Cambridge, UK
aHamster 1gG polyklonal Ziege IgG BioLegend, San Diego, USA
alFN-y XMG1.2 Ratte IgGy, K BioLegend, San Diego, USA
aLamin B1 polyklonal Kaninchen IgG g:lrlwseigsrTaLIJig%Technology,

@ p-AKTS7? polyklonal | Kaninchen IgG e anallag Technology.

@ p-AKT™ polyklonal | Kaninchen IgG e el T echnology.
aPDCD4 D29C6 Kaninchen IgG e ey, T ecnnolooy.
ap-Fox0152% polyklonal Kaninchen 1gG Cell Signaling Technology,

Danvers, USA
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o p-PDCD4>%’ 9G6 Maus IgG;

Rockland Immunochemicals,
Limerick, USA

o p-PKC-theta™*® polyklonal Kaninchen 1gG

Cell Signaling Technology,
Danvers, USA

BD Biosciences, Franklin

a T-bet 04-46 Maus 1gGy, K Lakes, USA

o Cell Signaling Technology,
a Ubiquitin P4D1 Maus IgG; Danvers, USA
«Vo2-TCR B20.1 Ratte IgGya, BD Biosciences, Franklin

Lakes, USA

anti-Mouse IgG
IRDye® 800CW

polyklonal Ziege IgG

LI-COR, Lincoln, USA

anti-Rabbit IgG
IRDye® 680RD

polyklonal Ziege IgG

LI-COR, Lincoln, USA

Isotypkontrolle
(0« TNP)

Al19-3 Hamster IgG,,

BD Biosciences, Franklin
Lakes, USA

2.1.4 Chemikalien und Kits

Chemikalien

14-22 Amid PKA-Inhibitor

Merck Millipore, Darmstadt

APS (Ammoniumpersulfat)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

AS1842856

Merck Millipore, Darmstadt

Beta-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Brefeldin A

Cell Signaling Technology, Danvers, USA

BSA (Bovines Serumalbumin), Fraktion V

Carl Roth, Karlsruhe

CFSE (Carboxyfluorescein-succinimidyl Ester)

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Cycloheximid

AppliChem, Darmstadt

D-Luciferin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

DTT (Dithiothreitol)

Carl Roth, Karlsruhe

EDTA (Ethylendiamin-tetraessigsaure)
Dinatriumsalz Dihydrat

Carl Roth, Karlsruhe

EGTA (Ethylendioxy-bis-(ethylennitrilo)-
tetraessigsaure)

Carl Roth, Karlsruhe

FCS (Fotales Kalberserum)

Biochrom, Berlin

Forskolin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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G418 (Geneticindisulfat)

Carl Roth, Karlsruhe

Glycin

Carl Roth, Karlsruhe

Heparin, 5000 U/ml

Biochrom, Berlin

HEPES (4-(2-Hydroxymethyl)-piperazin-1-
ethansulfonséaure)

Carl Roth, Karlsruhe

IGEPAL® CA-630 (NP-40)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

lonomycin Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Isofluran Baxter, Unterschleil3heim
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe

KCI (Kaliumchlorid)

Carl Roth, Karlsruhe

L-Glutaminsaure

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Methanol

Carl Roth, Karlsruhe

MG132 Proteasomeninhibitor

Merck Millipore, Darmstadt

NaCl (Natriumchlorid)

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumorthovanadat

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Natriumpyruvat

Carl Roth, Karlsruhe

Paraformaldehyd, 4% in DPBS

Morphisto, Frankfurt a.M.

Penicillin/Streptomycin

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Phosphataseinhibitor PhosSTOP

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PMA (Phorbol 12-Myristat 13-Acetat)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Proteaseinhibitor cOmplete

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Puromycin

Carl Roth, Karlsruhe

Rnase Inhibitor, rekombinant, 40 U/ul

Takara Bio, Kusatsu, Japan

Rottlerin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Saponin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Carl Roth, Karlsruhe

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin)

Carl Roth, Karlsruhe

TRIS (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)

Carl Roth, Karlsruhe

Trypanblau

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tween® 20

Carl Roth, Karlsruhe
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Kits

eBioscience™ FoxP3 Farbepuffer Kit

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

MiSeq® Reagent Kit v3 (150 cycle)

lllumina, San Diego, USA

NucleoSpin RNA®

Machery-Nagel, Diren

NucleoSpin miRNA®

Machery-Nagel, Diren

RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis
Kit

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

RNA Analysis Screen Tape Kit

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

ScriptSeq™ v2 RNA-Seq Library Preparation Kit

Epicentre, Madison, USA

TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

2.1.5 Feinchemikalien und Oligonukleotide

Anti-FITC-MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

a DEC-OVA

selbst hergestellt

B7.1 (CD80)-Fc, Fusionsprotein

Biolegend, San Diego, USA

CD90.1 MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

DimerX |, H2-K[b]:Ig Fusionsprotein

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Interleukin-12 (IL-12), p70

Biolegend, San Diego, USA

Interleukin-2 (IL-2)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

micro-RNA Sonden TagMan® MicroRNA Assays

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

OVA257.254 Peptld (Sl IN FEKL)

InvivoGen, Toulouse, Frankreich

Ovalbumin (OVA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Protein-G-MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Scriptseq™ Index PCR Primer

Epicentre, Madison, USA

Sulfate Latex Beads (Mikrosphéaren), 5 um

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

SYBR® Green qPCR Master Mix

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

TAT-Cre Rekombinase

Max Delbriick Zentrum fiir Molekulare
Medizin, Berlin

Trypsin

Merck Millipore, Darmstadt
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Primer fur quantitative PCR (Quelle: TIB MOLBIOL, Berlin)

Primer Forward

Fosl2 5-CAGCAGAAGTTCCGGGTAG-3’
Gapdh 5-GTCCCGTAGACAAAATGGTG-3’

Gls 5-GCAGCGGGATTATGACTCC-3’
Ifngrl 5-TGTTACCTAAGTCCTTGCTC-3
Ifngr2 5 -GTTCCTCAAATACCAAAGCC-3
112rbl 5-GGTGCCTGGAGTCATC-3’

[112rb2 5-CCACCAGTCCCAGTATG-3

Pdcd4 5-ATGGATATAGAAAATGAGCAGAC-3’
Tcf7 5-GACATCAGCCAGAAGCAAG-3

2.1.6 Medien, Losungen und Puffer

Reverse
5"-TCCTCCTCAGGAGACAGC-3
5"-CAAGCTTCCCATTCTCGG-3

5-GAGGTGTGTACTGAACTTGG-3’
5-TCTTCCTGTTCTGCTGCTTC-3’
5-ATAATTGACACGGAGTCCCA-3’
5"-CCAATGTATCCGAGACTGC-3
5-TCCTTCCTGGACACATGA-3
5-CTGGACCGCCTATCTAGC-3’
5-GTGCTGTCTATATCCGCAG-3

Kommerziell erworbene Medien, Lésungen und Puffer

Acrylamid-Bisacrylamid-Losung
Rotiphorese® Gel 30

Carl Roth, Karlsruhe

DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered
Saline)

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Medium Prigrow Il

Applied Biological Materials, Richmond,
Kanada

Medium RPMI 1640

PAN Biotech, Aidenbach

Medium HyClone ADCF-Mab Medium

GE Healthcare, Marlborough, USA

Protein-Gelladepuffer Roti®-Load

Carl Roth, Karlsruhe

Western Blot Blocking Buffer Odyssey®

LI-COR, Lincoln, USA

Western Blot Stripping Buffer Restore™

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Selbst hergestellte Medien, Losungen und Puffer

Blotting-Puffer fir Western
Blot

25 mM TRIS + 192 mM Glycin + 20% Methanol in dH,O

DPBSA-LOsung

DPBS + 0,5 % BSA

DPBST-LOsung

DPBS + 0,1 % Tween® 20

Elektrophoresepuffer

25 mM TRIS + 192 mM Glycin + 0,1 % SDS in dH,0
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Erythrozytenlysepuffer

10 mM KHCO3; + 155 mM NH,CI
+ 0,1 mM EDTA Dinatriumsalz Dihydrat in dH,0O, pH 7,5

Permeabilisierungspuffer

0,5 % Saponin in DPBSA-LAsung

Puffer fir Gesamtzell-
extrakte

1 % IGEPAL® CA-630 + 50 mM TRIS (pH 7,8) + 10 mM
NaCl + 1 mM Natriumorthovanadat + 1x Proteaseinhibitor
+ 1x Phosphataseinhibitor in dH,0

Puffer fur zytoplasmatische
Extrakte

10 mM KCI + 10 mM HEPES + 0,1 mM EGTA

+ 0,1 mM EDTA Dinatriumsalz Dihydrat + 1 mM DTT
+ 1 mM Natriumorthovanadat + 1x Proteaseinhibitor
+ 1x Phosphataseinhibitor in dH,O

Puffer fir nukleare Extrakte

420 mM KCI + 20 mM HEPES + 1 mM EGTA

+ 1 mM EDTA Dinatriumsalz Dihydrat + 1 mM DTT
+ 1 mM Natriumorthovanadat + 1x Proteaseinhibitor
+ 1x Phosphataseinhibitor in dH,0

Puffer fir RNA-
Koimmunprazipitation

1% IGEPAL® CA-630 + 50 mM TRIS (pH 7,8) + 100 mM
NaCl + 1 mM Natriumorthovanadat + 1x Proteaseinhibitor
+ 1x Phosphataseinhibitor + 1,6 U/ul Rnase Inhibitor in
dH,O

Sammelgellésung, flr Protein-
gele

16,3 % Rotiphorese® Gel 30 + 12,7 % 1,5M TRIS (pH 6,8)
+ 0,1 % SDS + 0,1 % APS + 0,1 % TEMED in dH,O

Trenngelldsung fur Protein-
gele

33,3 % Rotiphorese® Gel 30 + 25 % 1,5M TRIS (pH 8,8)
+ 0,1 % SDS + 0,1 % APS + 0,04 % TEMED in dH,O

Zellfixierldsung

DPBS + 2 % Paraformaldehyd

Zellkulturmedium fur CD8*
T-Zellen

RPMI 1640 Medium +10 % FCS
+ 100 U/ml Penicillin + 100 pg/ml Streptomycin

Zellkulturmedium fir B16-OVA
Zellen

RPMI 1640 Medium +10 % FCS

+ 100 U/ml Penicillin / 100 pg/ml Streptomycin

+ 1 mM Natriumpyruvat + 50 yM Beta-Mercaptoethanol
+ 25 mM HEPES + 1 mg/ml G418

Zellkulturmedium fir TRAMP-
C1 Luc Zellen

Prigrow Il Medium +10 % FCS
+ 100 U/ml Penicillin / 100 pg/ml Streptomycin

Zellsortierungspuffer

DPBS + 0,5 % BSA + 2 mM EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

2.1.7 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Geréte

Blockthermostat BT200

Kleinfeld Labortechnik, Gehrden

Brutschrank / CO, Inkubator CB210

Binder, Tuttlingen

C1000 Thermal Cycler

Bio-Rad, Hercules, USA
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DNA-Enginge Thermal Cycler

Bio-Rad, Hercules, USA

Durchflusszytometer FACSCanto |l

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Elektrophoresesystem Mini-PROTEAN Tetra

Handcast / Cell

Bio-Rad, Hercules, USA

Flussigstickstofflagerbehalter Locator 6 Plus

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Gefrierbehalter Mr. Frosty™

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Inversmikrospkop CKX41

Olympus, Hamburg

IVIS 200 in vivo Imaging System

PerkinElmer, Waltham, USA

Mehrkanalpipette

Eppendorf, Hamburg

Messschieber

Mitutoyo, Neuss

MMACS Seperator Magnet

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

MiSeq Desktop Sequencer

Illumina, San Diego, USA

NanoPhotometer Classic

Implen, Minchen

Neubauer-Zahlkammer

Brand, Wertheim

OctoMACS Seperator Magnet

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Odyssey Imaging System

LI-COR, Lincoln, USA

Orbitalschittler CM9

Sarstedt, Nimbrecht

Orbitalschuttler DOS-20L

LTF Labortechnik, Wasserburg

pH-Messgerat WTW pH330i

Xylem, Weilheim

Pipettensatz

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe, Akku-betrieben

Hirschmann, Eberstadt

Plattformschdttler, wippend Duomax 1030

Heidolph, Schwabach

Préazisionswaage BP 110 S

Sartorius, Gottingen

QuadroMACS Seperator Magnet

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

TapeStation Analyzer

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Sterilwerkbank HERAsafe KS 18

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Stromversorgungsgerat PowerPac 1000

Bio-Rad, Hercules, USA

Vortex Schittler VF2

IKA, Staufen

Western Blot System Mini Trans-Blot Cell

Bio-Rad, Hercules, USA

Zentrifuge Heraeus Biofuge fresco

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3SR+

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA
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Verbrauchsmaterialien

Einfriergefald neoScrew 2 mi

neolLab, Heidelberg

FACS-R6hrchen

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Feindosierungsspritzen Omnifix®-F 1ml

Braun, Melsungen

Kantlen Microlance™ 3 27G

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Nitrocellulose Membran Protran BA 85

GE Healthcare, Solingen

PCR Platte 96 Well farblos

Biozym, Hessisch Oldendorf

Pipettenspitzen epT.l.P.S.® Standard

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen mit Filter Biosphere®

Sarstedt, Niumbrecht

PCR Platten Seal Film

Biozym, Hessisch Oldendorf

Reagiergefalle SafeSeal 200 pl; 500 ul;
1,5ml; 2 mi

Sarstedt, Niumbrecht

RNA ScreenTape

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Separationssaulen y Columns

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Serologische Pipetten 10 ml; 50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Spritzen 2 ml Discardit™

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Spritzenfilter Rotilabo® 0,2 pm Celluloseacetat

Carl Roth, Karlsruhe

Zellkulturflaschen CELLSTAR®

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zellkulturplatte Costar® 96 Well Flat Bottom

Corning, Corning, USA

Zellseparationssaulen LS Columns

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Zellseparationsséulen MS Columns

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Zellsieb Cell Strainer, 70 um Nylon

Corning, Corning, USA

Zentrifugenréhrchen CELLSTAR® 15 ml; 50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen

2.2 Methoden

2.2.1 Mausgenotypisierung

Die Typisierung des CTLA-4 sowie des PDCD4 Genotyps von OT-I CTLA-4” bzw.
PDCD4" Mausen erfolgte wie bereits beschrieben (Hegel et al., 2009; Hilliard et al.,

2006). Zur Bestimmung der TZR-Transgenitdt wurden Blutproben in Heparin-

haltigem (200 U/ml) RPMI Medium gewonnen und mittels Durchflusszytometrie

analysiert (siehe 2.2.8).
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2.2.2 Gewinnung von CD8" T-Zellen und APZ aus Milz und Lymphknoten

Zur Gewinnung von CD8" T-Zellen und APZ wurden die entsprechenden Mause
durch zervikale Dislokation geopfert und nach deren sofortigen Tod die Milz und
inguinalen, axillaren, brachialen und mesenterialen Lymphknoten entnommen. Die
Aufarbeitung der Milzen und Lymphknoten erfolgte durch Vereinzelung der Zellen
mittels Spritzenstempel (2 ml Spritze) durch ein Zellsieb. AnschlieRend wurden die
Zellen fir 5 min bei 400 x g zentrifugiert und das Pellet in 1 ml Erythrozytenlysepuffer
pro Maus resuspendiert und fur 4 min bei 4 °C inkubiert. Die Lyse wurde durch
Zugabe von DPBSA-LOsung gestoppt. Danach wurden die Zellen zentrifugiert und
das Pellet mit DPBSA-LOsung gewaschen.

Zur Isolation von APZ wurden 5 x10° Zellen in 90 ul DPBSA-L&sung mit 10 pl CD90.1
MicroBeads versetzt und fur 15 min bei 4 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen
gewaschen und in Zellsortierungspuffer aufgenommen und auf eine
Zellseparationssaule (MS Column) in einem Magnetseperator gegeben. Die Zellen im
Durchfluss wurden als T-Zell-depletierte APZ verwendet. Zur Gewinnung von CD8"
T-Zellen wurden 10’ Zellen von Milz-/Lymphknotenzellsuspensionen in DPBSA-
Losung aufgenommen und mit 2,5 ug/ml FITC-konjugierten o CD8a Antikdrper fur
10 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen gewaschen in DPBSA-
Losung mit 10% Anti-FITC MicroBeads versetzt und 15 min bei 4 °C inkubiert.
Danach wurden die Zellen gewaschen und in Zellsortierungspuffer auf eine
Zellseparationssaule (MS Column) in einem Magnetseperator gegeben. Nach dem
Waschen der Saule mit Zellsortierungspuffer wurden diese aus dem
Magnetseperator genommen und die gebundenen Zellen mit Zellsortierungspuffer
eluiert. Der Sortierungsvorgang uUber die Zellseparationssaule wurde anschlie3end
wiederholt. Bei einem Ansatz mit mehr als 10" Milz-/Lymphknotenzellen wurden LS
Column Zellseparationssaulen verwendet. Die Anzahl der isolierten lebenden APZ
und CD8" T-Zellen wurde mit Hilfe einer 1:10 Trypanblaulésung in einer Neubauer-
Zahlkammer ermittelt. Die isolierten Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie
Uberpruft (siehe 2.2.8).
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2.2.3 CFSE Markierung von CD8" T-Zellen zur Bestimmung der Proliferation

In einigen Experimenten wurden CD8" T-Zellen nach deren Isolation mit dem
fluoreszierenden Farbstoff CFSE beladen, indem diese flr 4 min bei 4 °C mit 2,5 yM
CFSE in DPBSA-L6sung inkubiert wurden. Die Reaktion wurde durch Zugabe
Zellkulturmedium fiir CD8" T-Zellen gestoppt und anschlieRend wurden die Zellen mit
Zellkulturmedium gewaschen. Durch die nach der T-Zellaktivierung auftretende
Zellteilung kommt es zu einer Verdinnung des fluoreszierenden Farbstoffs, welche

im Durchflusszytometer gemessen wurde (siehe 2.2.9).

2.2.4 TAT-Cre Transduktion von CD8" T-Zellen

1" Mausen isolierten Foxol™ CD8* T-Zellen wurden in

Die aus Milzen von Foxo
einer Dichte von 5 x 10° Zellen/ml in HyClone ADCF-Mab Medium aufgenommen
und auf 37 °C vorgewarmt und mit 50 pug/ml sterilfiltrierter TAT-Cre Losung fur 45 min
bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend 2 mal mit Zellkulturmedium
gewaschen. Als Kontrolle wurden Foxol" CD8* T-Zellen ohne TAT-Cre Zugabe
identisch behandelt (Otipoby et al., 2015; Peitz et al., 2002). Die Behandlung der
Foxol™ CD8" T-zellen mit TAT-Cre Rekombinase dient der Deletion des Foxol

Gens.

2.2.5 Aktivierung von CD8" T-Zellen in vitro

Die isolierten CD8" T-Zellen von C57BL/6 (WT) Mausen wurden durch an
Mikrospharen (Beads) gekoppelte Antikorper aktiviert (Abb. 5A). Dazu wurden
Sulfate Latex Beads mit einem Durchmesser von 5 pm in einer Dichte von 1x10’
Mikrospharen pro ml in DPBS resuspendiert und mit 0.75 pg/ml aCD3, 2 pg/ml
aCD28 und 7 pg/ml aCTLA-4 oder Isotypkontrollantikbrper fir 45 min bei
Raumtemperatur und 150 rpm inkubiert. Danach wurden die Mikrosphéren
gewaschen und in Zellkulturmedium fiir CD8" T-Zellen fir weitere 45 min bei
Raumtemperatur und 150 rpm inkubiert (Krummel und Allison, 1995). Jeweils 2x10°
CD8" T-Zellen wurden mit 2x10° Mikrospharen in 120 ul Zellkulturmedium mit
10 ng/ml IL-2 und 10 ng/ml IL-12 pro Well in einer Zellkulturplatte 96 Well Flat Bottom
bei 37 °C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. CD8" T-Zellen von TZR-transgenen
OT-l Mausen wurden zum Einen durch isolierte APZ aktiviert (Abb. 5B). Jeweils
2x10° CD8" T-Zellen wurden mit 0,5x10° APZ in 120 pl Zellkulturmedium mit
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100 pg/ml OVA und 0.2 pg/ml a DEC-OVA sowie 1 ng/ml IL-2 und 1 ng/ml IL-12 pro
Well in einer Zellkulturplatte 96 Well Flat Bottom bei 37 °C und 5% CO; im
Brutschrank inkubiert. « DEC-OVA Konjugate wurden wie bereits zuvor beschrieben
hergestellt (Hegel et al., 2009).

A
Naive Mikrospharen Effektor-
CD8" T-Zellen mit Antikdrpern CD8' T-Zellen
aCD28
cp2s  + ->
Isotyp /
CTLA-4 a CTLA-4
B
Naive CTLA-4"" oder Antigen-prasentierende Effektor-
CTLA-4" OT-I CD8' T-Zellen Zellen CD8* T-Zellen
TZR
CD28 + —>
CTLA-4
C
Naive OT-I Mikrosphéren )
CD8* T-Zellen mit chimaren Proteinen CDEBtF?'lf?eTIIen

und Antikérpern

TZR MHC-I-Fc
cp2s +  B7Fc %ﬁ) —>

CTLA-4 aCTLA-4

Abb. 5: Ubersicht tiber die angewandten Differenzierungssysteme fiir CD8" T-Zellen.
(A) Naive CD8" T-Zellen mit unspezifischen TZR wurden durch agonistische Antikorper
gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert.

(B) Naive CD8" T-Zellen mit transgenem TZR (OT-I) wurden durch Ovalbumin-beladene
Antigen-prasentierende Zellen aktiviert.

(C) Naive CD8" T-Zellen mit transgenem TZR (OT-I) wurden durch OVA-I-Peptid
(SIINFEKL) beladene Mikrosphéaren mit gebundenen chimaren MHC-I- und B7-Proteine
sowie agonistischen Antikérpern gegen CTLA-4 aktiviert.

CD8" T-Zellen, die wahrend der Differenzierung ein CTLA-4 Signal erhalten haben, sind in
rot dargestellt.
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Zum Anderen wurden in einigen Experimenten CD8" T-Zellen von TZR-transgenen
OT-l Mausen durch an Mikrospharen gekoppelte Fusionsproteine und Antikdrper
aktiviert (Abb. 5C). Die Mikrospharen wurden wie oben beschrieben mit 1 pg/ml
DimerX | Fusionsprotein, 5 pg/ml B7.1-Fc Fusionsprotein und 8 pg/ml aCTLA-4
Antikérper beladen. Danach wurden die Mikrospharen fir 2 h mit 0,1 uM OVAys7.
264 Peptid (SIINFEKL) bei bei 37 °C inkubiert und anschlieRend mit Zellkulturmedium
gewaschen. Jeweils 2x10° CD8" T-Zellen wurden mit 2x10° Mikrosphéren in 120 pl
Zellkulturmedium fiir CD8" T-Zellen mit 10 ng/ml IL-2 und 10 ng/ml IL-12 pro Well in
einer Zellkulturplatte 96 Well Flat Bottom bei 37 °C und 5% CO, im Brutschrank
inkubiert. Einige Ansatze wurden 60 h vor der Analyse mit 4 mM L-Glutaminsaure

versetzt.

2.2.6 Kultivierung, Einfrieren und Auftauen von Tumorzelllinien

Ovalbumin exprimierende Melanomzellen (B16-OVA; Klages et al., 2010) und
TRAMP-C1 Luc Prostatakarzinomzellen wurden in Zellkulturflachen mit dem
entsprechenden Medium bei 37 °C und 5% CO, im Brutschrank kultiviert. Die
Tumorzellen wurden wahrend einer logarithmischen Wachstumsphase geteilt bzw.
eingefroren oder fir Experimente verwendet. Dazu wurden die Zellen mit DPBS
gewaschen und mit 0,25 % Trypsin in DPBS fir 3 min bei 37 °C inkubiert. Das
Ablésen wurde durch Zugabe von Zellkulturmedium gestoppt. Danach wurden die
Zellen fir 5 min bei 300 x g zentrifugiert und anschlieBend mit Zellkulturmedium
gewaschen. Das Einfrieren erfolgte in einer Dichte von 3 x 10° Zellen pro ml im
Zellkulturmedium unter Zugabe von 10% DMSO bei -80°C fur 24h im
Gefrierbehélter. Die Zellen wurden in der Gasphase des
Flussigstickstofflagerbehalters aufbewahrt. Das Auftauen der Tumorzellen erfolgte
bei 37 °C im Wasserbad. AnschlieRend wurden die Zellen in 37 °C warmes
Zellkulturmedium Uberfihrt und bei bei 300 x g fur 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in Zellkulturmedium aufgenommen und die Zellen in Zellkulturflaschen bei
37 °C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert.

2.2.7 Experimentelle Tumormodelle

Vor der Verwendung fiur experimentellen Tumormodelle wurden die jeweiligen

Tumorzellen fur mindestens 48 h kultiviert. Die adharenten Zellen wurden zunachst
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von der Zellkulturflasche abgel6st (siehe 2.2.6) und zur weiteren Verwendung in
DBPS aufgenommen. Die Ly5.1 Empfangermause wurden subkutan mit 2 x 10> B16-
OVA Tumorzellen inokkuliert. Den Empfangerméausen wurden 5 Tage spéater
3.3 x 10° naive CD8* OT-I CTLA-4"* PDCD4"* oder OT-I CTLA-4" PDCD4""* oder
OT-l CTLA-4"" PDCD4” T-Zellen intravends injiziert. Die Tumorabmessungen
wurden mit einer Schieblehre in drei Dimensionen bestimmt, wodurch die
TumorgréfRe als hemi-elliptisches Volumen berechnet werden konnte. 6 Tage nach
dem adoptiven T-Zelltransfer wurden Blutproben in Heparin-haltigem (200 U/ml)

RPMI Medium gewonnen und mittels Durchflusszytometrie analysiert (siehe 2.2.9).

Im experimentellen Tumormodell mit Prostatakarzinomzellen (Kwon et al., 1997)
wurden PDCD4 WT oder k.o. Mause mit 2 x 10° Luciferase-exprimierenden TRAMP-
C1 Luc Zellen subkutan inokkuliert. Ein Teil der WT Méause erhielt zuséatzlich am Tag
6, 10 und 13 intraperitoneale Injektionenen von jeweils 100 pg a CTLA-4 Antikdrper.
Dieser Antikorper wurde aus Hybridomzelliberstand gewonnen (Hegel et al., 2009).
Das Vorhandensein bzw. die vollstandige Beseitigung von TRAMP-C1 Luc
Tumorzellen wurde durch in vivo Lumineszenz Messungen kontrolliert. Dazu wurden
Mause 150 mg/kg D-Luciferin intravends injiziert und anschlielend mit Isofluran
anasthesiert. Die Analyse der Mause erfolgte mittels eines IVIS 200 in vivo Imaging

Systems.

2.2.8 Durchflusszytometrische Analyse von Oberflachenantigenen

Zur Analyse von Zellen mittels Durchflusszytometrie wurden diese durch
Fluoreszenz-konjugierte Antikorper gegen spezifische T-Zellstrukturen gefarbt oder
durch das fluoreszierendene Molekil CFSE beladen (siehe 2.2.3). Die markierten
Zellen passieren anschlieBend im Druchflusszytometer einzeln Laserstrahlen, wobei
das emittierte und gestreute Licht detektiert wird. Die Messungen wurden an einem
FACS-Canto Il durchgefiihrt und mittels FlowJo Software (Version 10, Tree Star,
Ashland, USA) ausgewertet und dargestellt.

Zur Bestimmung von CD8" T-Zellen in Blutproben wurden die Ansétze fiir 5 min bei
400 x g zentrifugiert und das Pellet in Erythrozytenlysepuffer resuspendiert und far
4 min bei 4 °C inkubiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von DPBSA-LAsung gestoppt.
Danach wurden die Zellen fur 5 min bei 400 x g zentrifugiert und mit DPBSA-L6sung
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gewaschen. Zur Uberprifung der Expression des OVAus;.264 Peptid-spezifischen,
transgenen T-Zellrezeptors wurden die Zellen in DPBSA-L6sung mit a CD8a und
a Va2-TCR Antikorper (jeweils 1 pg/ml) fir 15 min bei 4 °C inkubiert. Danach wurden
die Zellen mit DPBSA-L6sung gewaschen und mittels Durchflusszytometrie
analysiert. Fur die Uberpriifung des Reinheitsgrades von isolierten Zellen wurden
eine Probe der jeweiligen Fraktion in DPBSA-Losung entnommen. Die Probe der
APZ wurde mit 1 pug/ml fluoreszierenden o CD90.2 Antikorper fur 15 min bei 4 °C
inkubiert. Danach wurden die Zellen mit DPBSA-L6sung gewaschen und deren
Fluoreszenz am Durchflusszytometer gemessen. Es wurden APZ mit weniger als
1% CD90.2" Zellen verwendet und der Anteil der isolierten CD8" T-Zellen betrug

mehr als 99 %.

Fur die Messung der Oberflachenantigene von kultivierten CD8" T-Zellen wurden
diese mit DPBSA-L6sung gewaschen und mit fluoreszierenden o CD8a, o CD44 und
a CD62L Antikoérpern (jeweils 1 pg/ml) in DPBSA-Losung fur 15 min bei 4°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Ansatze mit DPBSA-Losung gewaschen und
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Zur Bestimmung der Internalisierung von
CTLA-4 Oberflachenmolekiilen wurde in den Uberstand von kultivierten CD8" T-
Zellen 5 pg/ml ungekoppelter o CTLA-4 oder Isotypkontrollantikbrper gegeben.
AnschlieRend erfolgte eine Inkubation der Anséatze fir 30 min bei 37 °C im
Brutschrank. Die internalisierten AntikOper wurden durch durchflusszytometrische
Analyse von intrazellularen Antigenen bestimmt (siehe 2.2.9).

2.2.9 Durchflusszytometrische Analyse von intrazellularen Molektlen

Vor der Bestimmung der intrazellularen IFN-y Konzentration von polyklonal oder
APZ-aktivierten CD8" T-Zellen (Abb. 5A und B) wurde diese mit 5 ug/ml Brefeldin A
fur 3 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. DimerX | / B7.1-Fc / a CTLA-4 aktivierte
OT-I CD8" T-Zellen (Abb. 5C) wurden vor der Analyse mit 10 pg/ml PMA, 1 pg/ml
lonomycin und 5 pg/ml Brefeldin A fir 4 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
AnschlielRend wurden die Zellen ebenso wie die Ansatze zur Analyse internalisierten
Antikorpern (siehe 2.2.8) in DPBS-LOsung gewaschen und in Zellfixierungslosung fur
15 min bei 4°C inkubiert. Darauffolgend wurden die Ansatze zuerst mit DPBS-L6sung
und danach mit Permeabilisierungspuffer gewaschen, um die Zellen in

Permeabilisierungspuffer mit fluoreszierenden oCD8a (1 pg/ml), o CTLA-4



Material und Methoden 37

(0,5 pg/ml) und a IFN-y (0,25 pug/ml) Antikérpern oder zur Analyse von internalisierten
Antikorpern mit fluoreszierenden o Hamster (0,5 ug/ml) Antikérpern fur 15 min bei
4 °C zu inkubieren. AnschlieBend wurden die Ansatze mit Permeabilisierungspuffer

gewaschen und in DPBSA-LAsung mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Die Analyse von CFSE-beladenen CD8" T-Zellen mittels Durchflusszytometrie
erfolgte entweder zusammen mit anderen intrazellularen Molekilen oder seperat
nach der Farbung von CD8 auf der Zelloberflache (siehe 2.2.8). Zur Bestimmung der
Expression von Transkriptionsfaktoren wurde der eBioscience™ FoxP3 Farbepuffer
Kit in Verbindung mit a T-bet und a Eomes Antikérpern (jeweils 1 pg/ml) gemafd den
Herstellerangaben verwendet. Bei den in experimentellen Tumormodellen gewonnen
Blutproben wurden die Erythrozyten wie zuvor beschrieben lysiert (siehe 2.2.8).
Danach wurden die Zellen in Zellkulturmedium aufgenommen und mit 10 pg/ml PMA,
1 pg/ml lonomycin und 5 pg/ml Brefeldin A fir 4 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
AnschlieRend erfolgte eine Oberflachenmarkierung mit fluoreszierenden o CD8a und
o CD45.2 Antikdrpern (jeweils 1 pug/ml) sowie eine darauffolgende intrazellulare
Farbung mit olIFN-y (0,25 pg/ml) Antikérpern. Die Ansatze wurden mit
Permeabilisierungspuffer gewaschen und in DPBSA-LGsung mittels
Durchflusszytometrie analysiert.

2.2.10 iTRAQ Massenspektrometrie

Die phosphorylierten Proteine in CTLA-4-aktivierten CD8" T-Zellen und in
Kontrollzellen wurden durch vergleichende iTRAQ Massenspektrometrie untersucht.
Die Analyse erfolgte in 2 unabhangigen Experimenten. Am Tag 2 wurden die Zellen
in der Zellkulturplatte resuspendiert, anschlieend fur 30 Sekunden bei 400 x g
zentrifugiert und fir 15 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, um aktive
Zellkontakte zu gewébhrleisten. Danach wurden die phosphorylierten Proteine isoliert,
verdaut und am Massenspektromer gemessen, was in Kooperation mit der Zellularen
Proteomforschung am Helmholtz-Zentrum fur Infektionsforschung in Braunschweig

erfolgte (van Ham et al., 2017).

Die massenspektrometrischen Rohdaten wurden mittels Mascot Server (Version 2.8,
Matrix Science, Boston, USA) prozessiert und mit der UniProtKB/Swiss-Prot
Proteindatenbank (Release 2012 08) abgeglichen. Es wurden die folgenden
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Suchparameter verwendet: enzyme, trypsin; maximum missed cleavages, 1; fixed
modifications, iTRAQ 4-plex (K), iTRAQ (N terminus), Methylthio (C); variable
modifications, oxidation (M), phosphorylation of S, T and Y; peptide tolerance, 2 ppm;
MS/MS tolerance, 20 ppm. Um die Phosphopeptide zu quantifizieren wurde die
Software Scaffold (Version 4.0.5, Proteome Software, Portland, USA) verwendet. Es
wurden nur Peptide in Betracht gezogen, die in beiden unabhangigen Experimenten
mindestens 2 mal und mit einer Wahrscheinlichkeit mit mehr als 90 % identifiziert
wurden. Die quantitativen Informationen der iTRAQ Kanale wurden durch die Matrix
[0.00150,0.00950,0.910,0.0769,0.00250]; [0.00130,0.0159,0.864,0.116,0.00300];
[0.00330,0.0238,0.904,0.0650,0.00340]; [0.00200,0.0313,0.913,0.0526,0.00130]
entsprechend dem i-Tracker Algorithmus korrigiert (Shadforth et al., 2005). Die
Normalisierung der Intensitaten erfolgte anhand des jeweiligen globalen Datensatzes.
Es wurden nur Phosphopeptide bericksichtigt, die eine relative Intensitat von
mindestens 50.000 aufwiesen. Falls dieselbe Phosphorylierungsstelle in
verschiedenen Peptiden enthalten war, wurde der Mittelwert fir deren Regulation

gebildet.

2.2.11 Immunprazipitation von Proteinen

Die Immunprazipitation erfolgte an Tag 2 unter Verwendung von Protein-G-
MicroBeads durch magnetische Seperation mit p Column Separationssaulen
entsprechend den Herstellerangaben. Zur Gewinnung von Zelllysaten wurden 8 x 10°
CD8" T-Zellen fir 5 min bei 400 x g bei 4 °C zentrifugiert und mit DBPS gewaschen.
Die Prazipitation von elF4A erfolgte unter Verwendung des Puffers fur
Gesamtzellextrakte und des aelF4A Klon C32B4 Antikorpers (Kroczynska et al.,
2012). Fur die Prazipitation von PDCD4 und Aldolase A wurden durch an
Mikrospharen gekoppelte a CD3, 0. CD28 und a CTLA-4 Antikorper aktivierte CD8" T-
Zellen und der Puffer fir RNA-Koimmunoprazipitation entsprechend verwendet. Die
Zellen wurden vor ihrer Lyse mit 100 pg/ml Cycloheximid fur 60 min bei 37 °C
inkubiert.

2.2.12 Gewinnung von CD8" T-Zelllysaten fiir Western Blot

Vor der Extraktion von Zelllysaten aus Kokulturen mit APZ (Abb. 5B) wurden die
CD8" T-Zellen durch FITC-konjugierten o CD8a Antikérper und Anti-FITC
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MicroBeads isoliert (siehe 2.2.2). Zur Gewinnung von Gesamtzellextrakten wurden
2 x 10° CD8" T-Zellen fiir 5 min bei 400 x g bei 4 °C zentrifugiert und mit DBPS
gewaschen. Danach wurden die Zellen mit Puffer fir Gesamtzellextrakte fir 30 min
auf Eis inkubiert und anschlieBend 15 min bei 17000 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde im Western Blot analysiert. In einigen Experimenten wurde die
Zellen vor ihrer Lyse mit 5 uM MG132 fur 2 h oder 0.5 uM AS1842856 fir 24 h bei
bei 37 °C inkubiert.

Zur subzellularen Fraktionierung wurden entsprechend 5x 10° CD8* T-Zellen
eingesetzt und gewaschen. Die Zellen wurden in Puffer flr zytoplasmatische Extrakte
fur 2 min und anschliel3end unter Zugabe eines gleichen Teils von 1 %iger IGEPAL
CA-630 (NP-40) in dH,O Losung fur weitere 2 min auf Eis inkubiert. Danach wurden
die Ansatze fir 15 min bei 16000 x g bei 4 °C zentrifugiert und die Uberstande fir die
Analyse von zytoplasmatischen Proteinen abgenommen. Nach dem Waschen der
Pellets wurden diese in Puffer fur nukleare Extrakte fur 15 h bei 1400 rpm im
Orbitalschittler bei 4 °C inkubiert. Danach wurden die Ansatze fir 15 min bei
16000 x g bei 4 °C zentrifugiert und die Uberstande fiir die Analyse von nukledren
Proteinen abgenommen. In einigen Experimenten wurde die Zellen vor ihrer Lyse mit
40 uM Forskolin oder 10 pM 14-22 Amid fur 60 min bei 37 °C inkubiert.

2.2.13 Detektion von Proteinen mittels Western Blot

Zur Analyse von Proteinen mittels Western Blot wurden die zellularen Extrakte oder
Immunprazipitate zunéchst mit Protein-Gelladepuffer fir 10 min bei 95 °C inkubiert
und anschlieend in einem 10 %igen Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt.
Nach der Gelelektrophorese erfolgte ein Transfer der Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation der Membran mit 1x
Odyssey Blocking Buffer in DBPS fur 60 min. Danach wurde die Membran Utber
Nacht mit dem jeweiligen Priméarantikorper in 1x Blocking Buffer in DPBST-L6sung
bei 4 °C inkubiert. Nach dem Waschen mit DPBST-Losung wurde die Membran mit
sekundaren IRDye® Antikdpern (1:20.000) in 1x Odyssey Blocking Buffer in DPBST-
L6sung fur 40 min inkubiert und anschlie3end erneut gewaschen. Die Visualisierung
und Analyse der Membran-gebundenen Proteine erfolgte mittels Odyssey Imaging
System. Falls erforderlich, wurde die Membran mit Stripping Buffer Restore™ fiir

15 min inkubiert, anschlieend mit DPBST-L6sung gewaschen und erneut mit 1x



Material und Methoden 40

Western Blot Blocking Buffer Odyssey in DBPS fur 60 min inkubiert, um danach

Proteine erneut mit Primar- und Sekundarantikérpern entsprechend zu detektieren.

2.2.14 Gewinnung von RNA und cDNA

Zur Extraktion der kleinen RNA (micro-RNA) und mRNA-Fraktionen aus CD8" T-
Zellen oder Immunpréazipitaten (siehe 2.2.12) wurde der NucleoSpin® miRNA Kit bzw.
der NucleoSpin® RNA Kit gemafR den Herstellerangaben verwendet. Die Erstellung
von cDNA erfolgte durch reverse Transkription der kleinen RNA- und mRNA-
Fraktionen aus CD8" T-Zellen mittels TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit
bzw. RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit entsprechend den

Herstellerangaben.

2.2.15 Quantitative PCR-Analyse

Die Bestimmung der Konzentration der mRNA-Fraktionen erfolgte unter Verwendung
des Maxima™ SYBR Green gPCR Master Mix. Die Menge an kleinen RNAs wurde
durch TagMan micro-RNA Sonden bestimmt. Die Analyse der RNAs erfolgte
entsprechend den Herstellerangaben mittels C1000 Thermal Cycler und CFX
Manager Software (Version 1.5, Bio-Rad, Hercules, USA). Die mRNA-Fraktionen
wurden anhand des Anteils an Gapdh mMRNA normalisiert, wahrend die
Normalisierung der Menge an miR-21 unter Berucksichtigung der sno202 RNA
Konzentrationen erfolgte.

2.2.16 Next Generation Sequencing

Eine ausreichende Integritat der RNA von PDCD4- or Aldolase A-Immunpraziptaten
wurde mittels TapeStation Analyse ermittelt. Die Erstellung der RNA-Bibliothek
erfolgte durch Einsatz von je 20 ng RNA aus der Koimmunoprazipitation (siehe
2.2.14 ] 2.2.12) unter Verwendung des ScriptSeq v2 RNA-Seq Library Preparation Kit
und der ScriptSeq Index PCR Primer entsprechend der Herstellerangaben. Die
Segenzierung wurde an einem MiSeq Desktop Sequencer mit einem MiSeq Reagent
Kit v3-150 durchgefiihrt. Die Sequenzierdaten wurden mit der RNA Express Software
(lumina, San Diego, USA) durch STAR Aligner Kartierung (Dobin et al., 2013) mit

Abgleich zum Mausgenoms Mus musculus UCSC mm10 und unter Verwendung der
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DESeg2 Methode (Anders und Huber, 2010) zur Analyse von differentiellen mRNA

Mengen ausgewertet.

2.2.17 Statistische Analyse der Daten

P Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Fiur den Vergleich von
zwei Gruppen wurden die P Werte mit einem zweiseitigem Mann-Whitney
Ranksummen Test berechnet. Bei mehr als 2 Gruppen wurde ein Kruskal-Wallis Test
mit Dunn Korrektur verwendet. Alle berechneten Signifikanzen bestanden auch bei
der Verwendung des aquivalenten parametrischen Tests. Die Signifikanz fir den
Vergleich von TRAMP-C1 Luc Tumor-tragenden M&usen wurde durch einen Log-
Rank (Mantel-Cox) Test berechnet. Die Bestimmung der signifikant unterschiedlich
phosphorylierten Peptide erfolgte durch die Unterscheidung von regulierten und
zufallig fluktuierenden Werten in einer hohen Anzahl von kleinen Proben (Klawonn,
2012). Die statistischen Signifikanzen sind wie folgt dargestellt: ns — nicht signifikant,
*P<0,05, ***P<0,001.
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3 Ergebnisse

3.1 Der Einfluss von CTLA-4-vermittelten Signalen auf CD8" T-Zellen

3.1.1 Agonistische CTLA-4 Signale bewirken eine spezifische Reduktion der
IFN-y-Produktion

Die Auswirkung von CTLA-4 auf CD8" T-Zellen wurden bisher nur mit Hilfe von
blockierenden Antikdrpern bzw. Fab-Fragmenten oder mittels CTLA-4-defizienter
Mause bzw. Zellen untersucht (Chambers et al., 1998; Hegel et al., 2009; Pandiyan et
al.,, 2007). FoOr die massenspektrometrische Analyse von CTLA-4-vermittelten
Proteinphosphorylierungen war es notwendig, ein invitro Aktivierungssystem zu
etablieren, welches Wechselwirkungen mit CD28 durch kompetetive Ligandenbindung
ausschlieRt. Um dies zu gewahrleisten, wurden naive CD8* T-Zellen durch
agonistische Antikdrper, gebunden an Mikrospharen, gegen CD3, CD28 oder
zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert (Abb. 5A; Krummel und Allison, 1995). Zudem
entfallt bei diesem System die nachtragliche Aufreiningung der CD8" T-Zellen, was
eine verzogerungsfreie Extraktion der phosphorylierten Proteine ermdéglicht. Da
CTLA-4 aktivierungsabhangig und mit zeitlicher Verzégerung exprimiert wird, erfolgte
zunachst eine Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der CTLA-4 Expression auf
polyklonal aktivierten CD8" T-Zellen mittels Durchflusszytometrie. Die Menge an
CTLA-4 auf der Zelloberflache wurde anhand dessen Internalisierung bestimmt
(Shiratori et al., 1997). Diese trat in verstarktem Ausmald an den Tagen 2 und 3 auf,

konnte aber an Tag 1 nicht verzeichnet werden (Abb. 6).
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Abb. 6: Die Expression von CTLA-4 auf polyklonal aktivierten CD8" T-Zellen.

Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische Antikorper
gegen CD3 und CD28 aktiviert. An den Tagen 1, 2 und 3 wurden die Zellen jeweils mit anti-
CTLA-4- oder Kontrollantikdrpern inkubiert und danach deren Internalisierung mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Die Daten sind reprasentativ fir n=2 unabhéngige
Experimente.
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Um die Zellaktivierung und das Ausmalf eines CTLA-4 Effekts zu Uberprifen, wurden
die Proliferation, die Expression von aktivierungsabhangigen Oberflachenmolekilen
sowie die IFN-y Produktion mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die mit und ohne
zusatzlichem CTLA-4 Signal aktivierten CD8" T-Zellen wiesen eine vergleichbare
Zellteilung auf, gemessen an der daraus resultierenden Verdinnung des zuvor
beladenen CFSE (Abb. 7).
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Abb. 7: CTLA-4-vermittelte Signale bewirken eine spezifische Reduktion der IFN-y-
Produktion in differenzierenden CD8" T-Zellen.

Naive CD8" T-Zellen wurden mit CFSE beladen und durch an Mikrospharen gekoppelte
agonistische Antikérper gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert. An den
Tagen 1, 2 und 3 wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie beziglich der
angegebenen intrazellularen Parameter analysiert. Zahlen geben die prozentualen Anteile
der IFN-y* oder der geteilten Zellen an. Die Daten sind reprasentativ fiir n=5 unabhangige
Experimente.
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Des Weiteren konnte eine gleichmaliige Verstarkung der CD44 Expression bzw.
Verringerung von CD62L detektiert werden (Abb. 8). Es wurden ebenso einheitliche
Anteile an IFN-y positiven Zellen am Tag 1 ermittelt (Abb. 7). Hierdurch war
gewahrleistet, dass am Tag 1, bevor CTLA-4 exprimiert wird (Abb. 6), alle Zellen
gleichermalRen aktiviert wurden. An den Tagen 2 und 3 zeigten jedoch CTLA-4-
aktivierte CD8" T-Zellen eine mehr als 50 % verringerte IFN-y-Produktion (Abb. 7).
Des Weiteren kam es in diesen Zellen zu einer erhdhten Expression von CD62L an
Tag 2 (Abb. 8). Die verzeichneten IFN-y und CD62L Effekte trat somit zeitgleich zur
CTLA-4 Oberflachenexpression auf (Abb. 6-8). Diese Messwerte belegen, dass das
angewandte Kultivierungssystem eine adaquate Aktivierung von CD8" T-Zellen mit

starken, exklusiv durch CTLA-4-vermittelten Effekten ermoglicht.
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Abb. 8: CTLA-4-induzierte Mechanismen fiihren auf aktivierten CD44" CD8" T-Zellen
zu einer einer erhohten Re-Expression von CD62L.

Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische Antikorper
gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert. An den Tagen 1 und 2 wurden
die Zellen mittels Durchflusszytometrie bezuglich der angegebenen Oberflachenantigene
analysiert. Zahlen geben die jeweiligen prozentualen Anteile der CD44* und CD62L" Zellen
an. Die Daten sind reprasentativ fir n=3 unabhangige Experimente.
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Die IFN-y Expression wird in CD8" T-Zellen durch das Zusammenspiel der beiden
Transkriptionsfaktoren T-bet und Eomes reguliert (Kaech und Cui, 2012). Um die
CTLA-4-vermittelten Effekte auf die IFN-y-Produktion in CD8" T-Zellen naher zu
charakterisieren, wurde die Menge von T-bet und Eomes in CTLA-4-aktivierten Zellen
sowie in Kontrollzellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Aktivierung von
CTLA-4 zeigte jedoch keinen Einfluss auf die Expression dieser Transkriptionsfaktoren
(Abb. 9).
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Abb. 9: CTLA-4 vermittelt keinen Einfluss auf die Expression von T-bet und Eomes
wahrend der priméren Aktivierung.

Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische Antikorper
gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert. An den Tagen 1 und 2 wurden
die mittels Durchflusszytometrie beziiglich der Expression der angegebenen
Transkriptionsfaktoren analysiert. Zahlen geben die geometrischen Mittelwerte der
jeweiligen Fluoreszensintensitaten an. Die Daten sind reprdsentativ fir n=2 unabh&ngige
Experimente.

Um zu bestimmen, ob CTLA-4 Signale auf IFN-y durch Effekte auf die Gbergeordneten
IL-12 und IFN-y Zytokinrezeptoren wirken, wurde deren Expression mittels
guantitativer PCR analysiert. Die mit und ohne zusétzlichem CTLA-4 Signal aktivierten
CD8" T-Zellen wiesen keine Unterschiede in der IL-12 Rezeptor Expression auf
(Abb. 10A). Bei der Expression des IFN-y Rezeptors konnte am Tag 3 eine signifikant
erhohter mRNA Menge in CTLA-4-aktivierten CD8" T-Zellen festgestellt werden
(Abb. 10B). Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass das angewandte

Aktivierungssystem eindeutig CTLA-4-vermittelte Effekte auf differenzierende CD8" T-
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Zellen ermdglicht und somit die Voraussetzung fur die massenspektrometrische

Analyse erfllt.
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Abb. 10: Der Einfluss von CTLA-4 auf die IL-12- und IFN-y-Rezeptor Expression.

(A und B) Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische
Antikérper gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert. An den Tagen 1, 2
und 3 wurde die mRNA isoliert und mittels quantitativer PCR bezuglich 1112rb1 und 1112rb2
(A) oder Ifngrl und Ifngr2 (B) Transkripte analysiert. Datenpunkte reprasentieren n=3 (A)
oder n=4 (B) biologische Replikate mit Mittelwert und Standardabweichung, ns — nicht
signifikant; *p<0,05; nach Berechnung durch Mann-Whitney Test.

3.1.2 Die Aktivierung von CTLA-4 |6st definierte Anderungen innerhalb des
Phosphoproteoms von CD8" T-Zellen aus

Um bisher noch unbekannte Ziele von CTLA-4 zu identifizieren, wurden von CTLA-4-
aktivierten CD8" T-Zellen sowie von Kontrollzellen am Tag 2 die phosphorylierten
Proteine extrahiert und mittels ,iTRAQ" Massenspektrometrie miteinander verglichen.
Die zusammenfassende Analyse von zwei biologischen Replikaten ergab eine
signifikante CTLA-4-abhangige Anderung in 89 Phosphopeptiden, welche 74
Proteinen zugeordnet werden konnten. Davon waren durch CTLA-4-vermittelte
Signale 63 Phosphorylierungsprofile starker und 26 schwacher ausgepragt (Abb. 11;
Anlage 1).
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Abb. 11: CTLA-4-induzierte Anderungen im Phosphoproteom von CD8" T-Zellen.
Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische Antikorper
gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert. Am Tag 2 wurden die
phosphorylierten Proteine isoliert und mittels vergleichender massenspektrometrischer
Analyse (iTRAQ) quantifiziert. Dargestellt sind die Anderungen in der Haufigkeit der
Phosphorylierungsstellen (log,-fache Werte), die in CTLA-4-aktivierten Zellen im Vergleich
zu Kontrollzellen in zwei unabhangigen Experimenten (E1, E2) auftraten (blau —
schwachere Anderung; rot — starkere Anderung). Die Proteine wurden anhand ihres GO:BP
semantischen Verwandtschaftsgrades angeordnet (Mazandu und Mulder, 2013).

Fur die Ermittlung der von CTLA-4 Signalen betroffenen zellbiologischen Prozesse
wurden die signifikant regulierten Proteine mittels ,BABELOMICS" Software (Al-
Shahrour et al., 2005) annotiert und bezluglich der Kategorie ,Biologischer
Prozess® der Ontologie ,Gene Ontology* (GO:BP) analysiert. Es konnte eine
funktionelle Anreicherung in den folgenden Hauptkategorien festgestellt werden:
Zytokinproduktion, T-Zellaktivierung, RNA Prozessierung, DNA Replikation und

Regulation von Mikrotubuli-basierten Prozesse (Abb.12; Anlage 2). Um die
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Interaktionsmdglichkeiten der von CTLA-4 Signalen betroffenen Proteine festzustellen,
wurde der Datensatz mit Hilfe der ,NetworkAnalyst® Software (Xia et al., 2014)
untersucht. Diese Ermittlung basiert auf experimentell validierten Daten verwendet und
berechnet zusatzliche Interaktionsmoglichkeiten. Letztere wurden nur bericksichtigt,
falls diese eine Verbindung zwischen massenspektrometrisch ermittelten Proteinen

herstellten. Die Analyse ergab ein Netzwerk von 67 Proteinen mit 81 Interaktionen

(Abb. 12).
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Abb. 12: CTLA-4-vermittelte Anderungen betreffen ein Netzwerk von Proteinen.

Die von CTLA-4 regulierten Proteine (Abb. 11) wurden mit einer Netzwerkanalyse-Software
(Xia et al., 2014) hinsichtlich moglicher Interaktionen untersucht. Ausgefillte Kreise
symbolisieren Proteine, die im Rahmen dieser Arbeit durch die Analyse des
Phosphoproteoms von CTLA-4-aktivierten CD8" T-Zellen identifiziert wurden, wahrend
offene Symbole durch die Software ermittelte Verbindungen darstellen. Die Proteine
wurden nach den funktionell angereicherten GO:BP Gruppen (grau hinterlegt; vgl. Anlage 2)
angeordnet.
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Unter den zusatzlich ausgegebenen Proteinen hat der fir regulatorische T-Zellen
kritische Faktor FoxP3 mit 6 Interaktionsmdglichkeiten die meisten Verbindungen zu
massenspektrometrisch ermittelten CTLA-4 Zielproteinen (Abb. 12; Lu et al., 2017;
Rudra et al., 2012). Mit Hilfe der durchgefuhrten Analysen konnten neue Zielproteine
von CTLA-4 in CD8" T-Zellen identifiziert werden. Die Auswertung des Datensatzes
hat gezeigt, dass definierte zellbiologische Prozesse von CTLA-4 Signalen betroffen

sind.

3.1.3 Der Transkriptionsfaktor Fos-related Antigen 2 (Fra-2, Fosl2) wird durch
CTLA-4-Aktivierung dephosphoryliert

Unter den Proteinen mit mehreren unabhéngig dephosphorylierten Stellen war der
AP-1 Transkriptionsfaktor Fra-2 stark von CTLA-4 betroffen (Abb. 11). Die verringerte
Phosphorylierung betraf dabei die Serinreste 120 und 200 (Anlage 1). Um das
Ausmald und den zeitlichen Verlauf der CTLA-4-abhangigen Dephosphorylierung von
Fra-2 zu ermitteln, wurden nukleére Extrakte mit Hilfe eines polyklonalen anti-Fra-2
Antikérpers im Western Blot untersucht. Diese Methode ist dafiir gut geeignet, da
Fra-2 phosphorylierungsabhédngig mehrere im Polyacrylamidgel unterschiedlich

schnell migrierende Proteinfraktionen ausbildet (Gruda et al., 1994).
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Abb. 13: CTLA-4 vermittelt die Dephosphorylierung des Transkriptionsfaktors Fra-2.
Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische Antikorper
gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert. An den Tagen 1, 2 und 3
wurden die Proteine aus subzellularen Fraktionen extrahiert. Die nuklearen Extrakte
wurden mittels Western Blot auf Fra-2 und dessen Phosphorylierung untersucht. Zahlen
geben die jeweiligen molekularen Gewichte der Proteinleiter (kDa, links) oder die relativen
Intensitaten der jeweiligen phosphorylierten Fraktionen im Verhdaltnis zu Lamin B1
(Ladekontrolle) an. Die Daten sind repréasentativ fur n=2 unabhangige Experimente.
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Am Tag 1 konnte eine gleichstarke Fra-2 Phosphorylierung in Kontrollzellen und in
CTLA-4-aktivierten Zellen in Form von drei ausgepragten Proteinfraktionen beobachtet
werden (Abb. 13). Wahrend dieses Phosphorylierungsprofil auch in den folgenden
zwei Tagen in den Kontrollzellen vorhanden war, verursachte eine CTLA-4 Aktivierung
zu diesen Zeitpunkten eine mehr als 7-fache Reduktion der phosphorylierten Fra-2
Proteine (Abb. 13). Um zu uberprifen, ob neben post-translationalen Modifikationen
auch eine CTLA-4-vermittelte Regulation von Fra-2 auf transkriptioneller Ebene erfolgt,
wurde die jeweilige Menge von Fosl2 mRNA mittels quantitativer PCR bestimmt. Es
konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen CTLA-4-aktivierten CD8" T-

Zellen und Kontrollzellen festgestellt werden (Abb. 14).
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Abb. 14: Der Gehalt an Fosl2 (Fra-2) mRNA ist von CTLA-4 unbeeinflusst.

Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrosphéren gekoppelte agonistische Antikorper
gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert. An den Tagen 1, 2 und 3 wurde
die mRNA isoliert und mittels quantitativer PCR bezlglich Fosl2 (Fra-2) Transkripte
analysiert. Datenpunkte reprdsentieren n=3 biologische Replikate mit Mittelwert und
Standardabweichung, ns — nicht signifikant; nach Berechnung durch Mann-Whitney Test.

Um die Phosphorylierung von Fra-2 genauer zu charakterisieren, wurde unter den in
Frage kommenden Kinasen die Beteiligung der Proteinkinase A (PKA) getestet (Gruda
et al., 1994). Dazu wurden die jeweiligen CD8" T-Zellansitze am Tag 2 fur 60 min mit
dem PKA Inhibitor 14-22 Amid oder mit der PKA-aktivierenden Substanz Forskolin
inkubiert. Danach erfolgte eine Analyse der Fra-2 Phosphorylierungsprofile in den
jeweiligen nuklearen Extrakten mittels Western Blot. Der Inhibitor verursachte eine
mehr als 30 %-ige Abnahme der oberen, langsam mirgrierenden sowie der unteren,
schnell migrierenden phosphorylierten Proteinfraktion in Kontrollzellen, wéhrend durch
Forskolin dieses Phosphorylierungsprofil verstarkt ausgebildet wurde (Abb. 15A und
B).
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Abb. 15: Die Phosphorylierung von Fra-2 erfolgt unter Beteiligung von PKA.

(A)°Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische
Antikdrper gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert. Nach 48 h wurden
die Zellen fur 60 min mit 14-22 Amid oder Forskolin inkubiert und danach die Proteine aus
subzellularen Fraktionen extrahiert. Die nukledren Extrakte wurden mittels Western Blot auf
die Phosphorylierung von Fra-2 untersucht. Zahlen geben die jeweiligen molekularen
Gewichte der Proteinleiter (kDa, links) oder die relativen Intensitaten der jeweiligen
phosphorylierten Fraktionen im Verhaltnis zu Lamin B1 (Ladekontrolle) an. Die Daten sind
reprasentativ fir n=2 unabhangige Experimente.

(B) Die Intensitaten der jeweiligen phosphorylierten Fraktionen aus (A) wurden relativ zur
Kontrolle berechnet und deren Anderung als Diagramm dargestellt.

Die Analyse der CTLA-4-abhangigen Phosphorylierung von Fra-2 im Western Blot
bestétigt die massenspektrometrisch erhobenen Daten. Der CTLA-4 Effekt trat zeitlich
Ubereinstimmend zur CTLA-4 Oberflachenexpression ein (Abb. 6 und 13). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Kinase PKA in die CTLA-4-vermittelte

Hypophosphorylierung von Fra-2 involviert ist.



Ergebnisse 52

3.1.4 Die CTLA-4-vermittelte Induktion von Programmed cell death-4 (PDCD4)

fuhrt zur Kontrolle der Proteintranslation

Ein primares Ziel dieser Arbeit war die Identifikation von CTLA-4-vermittelten post-
transkriptionalen und -translationalen Mechanismen in CD8" T-Zellen. In diesem
Zusammenhang konnte mittels Massenspektrometrie eine Anreicherung von Serin-94-
und Serin-457-phosphorylierten Peptiden des Proteins ,Programmed cell death-
4" (PDCD4) in CTLA-4-aktivierten Zellen detektiert werden (Abb. 11; Anlage 1). Dieses
Protein fungiert als Inhibitor der mRNA Translation wodurch es die Expression von

Proteinen unabhangig von deren Gentranskription regulieren kann (Yang et al., 2003).

Die CTLA-4-abhéngige Phosphorylierungsverstarkung von PDCD4 wurde zunéchst
mittels Western Blot weitergehend charakterisiert. Dazu wurden subzellulare
Fraktionen von CTLA-4-aktivierten CD8" T-Zellen und Kontrollzellen sowohl auf Serin-
457-phosphoryliertes als auch auf Gesamt-PDCD4 untersucht. In Kontrollzellen
konnte an den Tagen 1, 2 und 3 nur eine geringe Konzentration an PDCD4 im
Zytoplasma festgestellt werden (Abb. 16). Wahrend in CTLA-4-aktivierten Zellen an
Tag 1 die gleichen Verhéltnisse wie in Kontrollzellen vorlagen, konnte jedoch an den
Tagen 2 und 3 eine mehr als 4-mal so hohe PDCD4 Proteinmenge detektiert werden.
Das Protein war fortlaufend phosphoryliert, wodurch die massenspektrometrisch
detektierte  Phosphorylierungsdifferenzen auf Unterschiede in der PDCD4
Proteinkonzentration zurtckzufihren waren. Zu keinem Zeitpunkt konnte eine
Lokalisation von PDCD4 im Zellkern festgestellt werden (Abb. 16).

PDCD4 kann die Proteintranslation Uber elF4A-abhéngige und -unabhangige
Mechanismen hemmen (Biyanee et al., 2015; Fehler et al., 2014; Yang et al., 2004).
Durch die Interaktion mit der RNA-Helikase elF4A verhindert PDCD4 die weitere
Anlagerung des Faktors elF4G und unterbindet somit die Translationsinitiation. Um
diesen Zusammenhang mit CTLA-4 zu Uberprifen, wurde an Tag 2 in CTLA-4-
aktivierten CD8" T-Zellen sowie in Kontrollzellen der Faktor elF4A immunprazipitiert.
Danach erfolgte eine Analyse der gewonnenen Prazipitate mittels Western Blot, um
die Menge von co-immunpraziertem elF4G und PDCD4 Protein festzustellen
(Kroczynska et al., 2012). Wahrend in den Gesamtzelllysaten gleichhohe Mengen an

elF4G detektiert werden konnten, war in den Immunprazipitaten von CTLA-4-
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aktivierten WT CD8" T-Zellen ein signifikant geringere Konzentration an elF4G
vorhanden (Abb. 17).
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Abb. 16: Der Translationsinhibitor PDCD4 wird durch CTLA-4-Aktivierung induziert.
Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische Antikorper
gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert. An den Tagen 1, 2 und 3
wurden die Proteine aus subzelluldren Fraktionen extrahiert. Die zytoplasmatischen bzw.
nukledren Extrakte wurden mittels Western Blot auf PDCD4 und dessen Serin-457
Phosphorylierung untersucht. Zahlen geben die jeweiligen molekularen Gewichte der
Proteinleiter (kDa, links) oder die relativen Intensitaten der Proteinbanden im Verhéaltnis zu
PDCD4 (Phosphorylierung) bzw. GAPDH (Ladekontrolle) im Zytoplasma an. Die Daten sind
reprasentativ fir n=5 unabhangige Experimente.

Zusammenfassend wird durch diese Daten gezeigt, dass eine CTLA-4 Aktivierung zu
einer Anreicherung des Proteins PDCD4 im Zytoplasma von CD8" T-Zellen fiihrt, wo
es die Translation von mRNA inhibieren kann. Ob CTLA-4 durch diesen Mechanismus
wirkungsvoll die Immunantwort von CTL regulieren kann, sollte weiter untersucht

werden.
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Abb. 17: CTLA-4-induziertes PDCD4 inhibiert die Translationsinitiation.

Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische Antikorper
gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert. Nach 48 h wurde aus den
jeweiligen Gesamtzellextrakten (WCL) elF4A immunprazipitiert (IP) und auf gebundenes
elF4G bzw. PDCD4 Protein mittels Western Blot untersucht (links). Zahlen geben die
jeweiligen molekularen Gewichte der Proteinleiter (kDa, links) oder die relativen Intensitaten
der Proteinbanden im Verhdltnis zu elF4A an. Die Quantifizierung von Kko-
immunoprazipitierten elF4G aus unabhangig wiederholten Experimenten wurde
zusammengefasst ausgewertet (rechts). Datenpunkte reprasentieren n=4 biologische
Replikate mit Mittelwert und Standardabweichung, *p<0,05; nach Berechnung durch Mann-
Whitney Test.

3.2 Die Bedeutung von PDCDA4 fiir die CD8" T-Zell-vermittelte und anti-

tumorale Immunantwort

3.2.1 Die CTLA-4-vermittelte PDCD4 Induktion fuhrt zu einer reduzierten IFN-y-

Produktion in antigen-spezifisch aktivierten CD8" T-Zellen

Im Rahmen der Charakterisierung von PDCD4 k.o. Mausen wurde bereits gezeigt,
dass in Kulturen mit PDCDA4-defizienten Milzzellen nach polyklonaler Aktivierung mehr
IL-4, -10 und IFN-y im Uberstand vorhanden war (Hilliard et al., 2006). Um die
Expression und Funktion von PDCD4 in Antigen-aktivierten CD8" T-Zellen zu
untersuchen, wurden TZR-transgene CD8" T-Zellen von OT-I Mausen mit oder ohne
CTLA-4 bzw. PDCD4 Gendefekt verwendet. Diese Zellen besitzen einen fur das
OVAzs7.264-Peptid (SIINFEKL) spezifischen TZR und wurden mit APZ und Ovalbumin
stimuliert (Abb. 5B).
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Mittels Western Blot Analyse von Gesamtzellextrakten aus gereinigten CD8" T-Zellen
wurde zunéchst die Konzentration von PDCD4 bestimmt. In CTLA-4 WT Zellen konnte
im Vergleich zu CTLA-4-defizienten Zellen zwischen Tag 2 und Tag 3 eine mehr als 3-
fache Zunahme an PDCD4 detektiert werden, wahrend das Protein fortlaufend an
Serin 457 phosphoryliert war (Abb. 18).
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Abb. 18: CTLA-4-defiziente CD8" T-Zellen sind in der Expression von PDCD4
beeintrachtigt.

Naive CD8" TZR-transgene OT-lI CTLA-4"* oder OT-I CTLA-4" T-Zellen wurden mit APZ
und Ovalbumin aktiviert. Am Tag 2 und 3 wurden Gesamtzellextrakte mittels Western Blot
auf PDCD4 und dessen Serin-457 Phosphorylierung untersucht. Zahlen geben die
jeweiligen molekularen Gewichte der Proteinleiter (kDa, links) oder die relativen Intensitaten
der Proteinbanden im Verhaltnis zu PDCD4 (Phosphorylierung) bzw. GAPDH
(Ladekontrolle) an. Die Daten sind reprasentativ flir n=2 unabhangige Experimente.

Des Weiteren wurde in den Antigen-spezifisch aktivierten CD8" T-Zellen die IFN-y-
Produktion, CTLA-4 Expression und Proliferation mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. CTLA-4-defiziente Zellen wiesen im Vergleich zu Kontrollzellen am Tag 2
einen signifikant erhéhten Anteil an IFN-y positiven Zellen auf (Abb. 19A).
Ubereinstimmend mit der zeitlichen Expression von PDCD4 in Kontrolizellen konnte in
TZR-transgenen PDCDA4-defizienten Zellen am Tag 3 eine signifikant erhohte IFN-y-
Produktion festgestellt werden (Abb. 18 und Abb. 19A). Die PDCD4” CD8" Zellen
zeigten keine abweichende CTLA-4 Expression (Abb. 19B). Ebenso konnte anhand
der CFSE-Verdinnung eine vergleichbare Proliferation zwischen PDCD4-defizienten

und Kontrollzellen verzeichnet werden (Abb. 19C).
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Abb. 19: PDCD4-defiziente Zellen weisen eine erhéhte Produktion von IFN-y auf.
Naive TZR-transgene OT-l CTLA-4"* PDCD4"" oder OT-I CTLA-4" PDCD4"* oder OT-I
CTLA-4"" PDCD4" CD8" T-Zellen wurden mit APZ und Ovalbumin aktiviert. Am Tag 2 oder
3 wurden die Zellen jeweils fir 3h mit Brefeldin A inkubiert danach fixiert, intrazellular
gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert.

(A) Die jeweiligen Anteile an IFN-y-positiven CTLA-4- oder PDCD4-defizienten Zellen sind
im Verhaltnis zu normalisierten WT Zellen dargestellt.

(B) Die jeweilige CTLA-4 Expression wurde durch die Differenz der mittleren
Fluoreszenzintensitat von CTLA-4 WT zu CTLA-4-defizienten Zellen bestimmt.

(C) Proliferation von TZR-transgenen OT-I PDCD4"* und OT-1 PDCD4" CD8" T-Zellen. Die
Zellen wurde vor der Aktivierung mit CFSE beladen und am Tag3 mittels
Durchflusszytometrie analysiert.

Die Daten sind reprasentativ fir n=2-4 unabhangige Experimente. Datenpunkte
reprasentieren biologische Replikate mit Mittelwert und Standardabweichung, ns — nicht
signifikant; *p<0,05; nach Berechnung durch Mann-Whitney bzw. Kruskal-Wallis Test.
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Diese Messwerte zeigen, dass eine CTLA-4-abhéangige Erhéhung der PDCD4
Expression physiologisch relevant sein kénnte, da diese in CD8" T-Zellen nicht nur
durch agonistische anti-CTLA-4 Antikérper, sondern auch durch B7-Liganden erzeugt
werden kann (Abb. 16 und Abb. 18). Im Folgenden stellte sich die Frage, ob CTLA-4-
induziertes PDCD4 durch die Regulation der IFN-y-Produktion eine kritische Funktion

in CTL-Immunantworten ausfiihren kann.

3.2.2 Eine PDCD4 Defizienz verbessert die Kontrolle des Tumorwachstums in

experimentellen Tiermodellen

Durch die Verabreichung von CTLA-4 blockierenen Antikérpern kann bei
verschiedenen Tumorerkrankungen eine signifikante Verbesserung der anti-tumoralen
Immunantwort erzielt werden (Leach et al., 1996; Hurwitz et al., 1998; Phan et al.,
2003). Daher wurde die Relevanz der CTLA-4-vermittelten PDCD4 Induktion im

Kontext einer Immunantwort gegentiber Tumorzellen tUberprift.

Zunachst sollten ein experimentelles System verwendet werden, bei welchem sich
eine PDCD4-Defizienz nur auf die Tumorzell-spezifischen CD8" T-Zellen beschrankt.
Dazu wurden CD45.1" (Ly5.1) Empfangermause mit Ovalbumin-exprimierenden B16
Melanomzellen subkutan inokuliert. 5 Tage danach wurden diese durch einen
adoptiven Transfer von naiven TZR-transgenen CD8" T-Zellen aus CD45.2" OT-I
Spenderméusen behandelt. Die Spenderzellen waren entweder CTLA-4 und PDCD4
WT oder defizient fur CTLA-4 oder PDCD4. Die darauffolgende Messung des
Tumorvolumens zeigte keinen Unterschied im Tumorwachstum zwischen Tieren, die
mit CTLA-4 und PDCD4 WT Zellen behandelt wurden und Kontrolltieren, welche keine
CD8" T-Zellen erhielten (Abb. 20A und B). Hingegen fiihrte der Transfer CTLA-4- oder
PDCD4-defizienter CD8" T-Zellen zu einer Reduktion des Tumorwachstums. Die mit
PDCD4-defizienten Zellen behandelten Mause wiesen 8 Tage nach Transfer im
Vergleich zu Kontrolltieren ein durchschnittich mehr als 5-fach verringertes
Tumorvolumen auf (Abb. 20A und B).
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Abb. 20: PDCD4-defiziente CD8" T-Zellen verlangsamen das Wachstum von
transplantierten Melanomzellen.

(A) Tumorwachstumskurven von subkutan inokulierten  Ovalbumin-exprimierenden
Melanomzellen in Mausen (n=4-8), denen 5 Tage nach der Tumorzellinjektion naive TZR-
transgene OT-I CTLA-4"* PDCD4"* (schwarz) oder OT-I CTLA-4" PDCD4"* (rot) oder
OT-I CTLA-4" PDCD4™ (blau) CD8" T-Zellen intravends transferiert wurden oder nicht

(Kontrolle, grau). Dunne Linien reprasentieren einzelne Wachstumskurven und dicke Linien
den jeweiligen Mittelwert.

(B) Vergleichende Darstellung des Tumorvolumens gemal (A) am Tag 8 nach adoptiven T-
Zelltransfer. Datenpunkte reprasentieren einzelne Mause mit Mittelwert und
Standardabweichung, ns — nicht signifikant; *p<0,05; ***p<0,001; nach Berechnung durch
Kruskal-Wallis Test mit Dunn's Korrektur.

Des Weiteren wurden von den Empfangermausen am Tag 6 nach Transfer Blutproben
entnommen, um die transferierten, aktivierten (CD45.2*, CD62L") CD8" T-Zellen

mittels Durchflusszytometrie zu charakterisieren. Im Vergleich zu Kontrolltieren konnte
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kein signifikanter Unterschied in den prozentualen Anteilen (% von den gesamten
CD8" T-Zellen) festgestellt werden (Abb. 21A). Bei der Messung der IFN-y-Produktion
nach ex vivo Restimulation konnte jedoch eine signifkante Erhéhung bei transferierten
PDCD4-defizienten CD8" T-Zellen verzeichnet werden (Abb. 21B).
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Abb. 21: Periphere transferierte PDCD4-defiziente CD8" T-Zellen zeigen eine erhdhte
IFN-y-Produktion.

(A und B) CD45.1" Mause wurden subkutan mit Ovalbumin-exprimierenden Melanomzellen
inokuliert und 5 Tage danach durch intravendse Injektion von CD45.2" naiven TZR-
transgenen OT-I CTLA-4"* PDCD4"* (WT, schwarz) oder OT-I CTLA-4" PDCD4™ (rot)
oder OT-I CTLA-4"* PDCD4™ (blau) CD8"* T-Zellen behandelt. Der prozentualen Anteile an
aktivierten (CD62L") transferierten Zellen (% von gesamten CD8" T-Zellen) (A) sowie die
Anteile an transferierten IFN-y* Zellen (% von CD45.2* CD62L" Zellen) (B) wurden am Tag
6 nach Transfer in Blutproben mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Datenpunkte
reprasentieren einzelne Mause mit Mittelwert und Standardabweichung, ns — nicht
signifikant; *p<0,05; nach Berechnung durch Kruskal-Wallis Test mit Dunn‘s Korrektur.

Da eine Verabreichung von CTLA-4 blockierenden Antikérpern global und nicht nur
isoliert auf CD8" T-Zellen wirkt, sollten in einem weiterfilhrenden Experiment die
Auswirkung einer systemischen PDCD4-Defizienz getestet werden. Dazu wurden in
einem Modell mit Prostatakarzinomzellen (Kwon et al., 1997) WT und PDCDA4-
defiziente Mause mit TRAMP-C1 Zellen subkutan inokuliert. Bei einem Teil der WT
Méause wurde zu Kontrollzwecken eine Behandlung mit blockierenden anti-CTLA-4
Antikbrpern ~ vorgenommen. Bei der darauffolgenden  Untersuchung des
Tumorwachstums bzw. der TumorabstoRung konnte festgestellt werden, dass sowohl
PDCD4-defiziente als auch mit blockierenden anti-CTLA-4 Antikérpern behandelte WT
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Mause die transplantierten Prostatakarzinomzellen starker abstie3en als unbehandelte
WT Mause. Wahrend bei letzteren innerhalb von 14 Tagen nur drei von 9 Mausen
tumorfrei waren, konnte in dieser Zeitspanne bereits bei allen PDCD4-defizienten
Méause kein Tumor mehr detektiert werden (Abb. 22).
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Abb. 22: Das systemische Fehlen von PDCD4 beglnstigt die TumorabstoRung von
transplantierten Prostatakarzinomzellen.

WT oder PDCD4-defiziente Méause wurden subkutan mit Luciferase-exprimierenden
TRAMP-C1 Prostatakarzinomzellen inokuliert und danach beztiglich der Tumorabstol3ung
kontrolliert. Dargestellt sind die prozentuale Anteile an TAMP-C1 Tumor-tragenden WT
(n=9) oder PDCDA4-defizienten (n=6) Mausen sowie WT Mausen, welche an den Tagen 6,
10 und 13 nach Tumorinokulation mittels intraperitonealer Injektion eines CTLA-4
blockierenden Antikdrpers behandelt wurden (n=3), *p<0,05; nach Berechnung durch
Logrank- (Mantel-Cox-) Test.

Die Untersuchung der PDCD4-defizienten CD8" T-Zellen und Méause in
experimentellen Tumormodellen haben erste Hinweise fir die Relevanz und Funktion
des CTLA-4 Ziels PDCD4 in anti-tumoralen Immunantworten gegeben. Die Ergebnisse
zeigen, dass sowohl eine selektive als auch globale PDCD4 Defizienz eine
vergleichbare Wirkung wie eine CTLA-4 Blockade auf anti-tumorale Immunantworten
entfalten. Dadurch konnte PDCD4 als wichtiger CTLA-4-induzierter Immun-Checkpoint
in CD8" T-Zellen fungieren.
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3.3 Der CTLA-4-vermittelte Mechanismus der PDCD4 Induktion
3.3.1 Die Aktivierung von CTLA-4 bewirkt eine Erhdhung von Pdcd4 mRNA

Als Inhibitor der Proteintranslation kann PDCD4 auf verschieden Art und Weise
reguliert werden. Eine Moglichkeit besteht darin, dass die PDCD4 Konzentration durch
dessen Ubiquitin-vermittelte proteasomale Degradation gesteuert wird (Dorrello et al.,
2006; Kroczynska et al., 2012). Um zu Uberprifen, ob CTLA-4 durch diesen
Mechanismus die Menge an PDCD4 reguliert, wurden die CTLA-4-aktivierte CD8" T-
Zellen und Kontrollzellen am Tag 2 fur 2 h mit dem Proteasomeninhibitor MG132
inkubiert. Danach erfolgte eine Anylse der PDCD4 Expression sowie der
Proteinubiquitinierung mittels Western Blot. Die mit MG132 behandelten Proben
zeigten eine starke Akkumulation von ubiquitinierten Proteinen, was die Wirksamkeit
der proteasomalen Inhibition belegte (Abb. 23). Diese fuhrte jedoch nicht zu einer
Erhéhung der PDCD4 Proteinkonzentration in Kontrollzellen im Vergleich zu
gleichbehandelten CTLA-4-aktivierten CD8" T-Zellen (Abb. 23).
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Abb. 23: Die CTLA-4-vermittelte PDCD4 Induktion erfolgt unabh&ngig von der
Proteindegradation.

Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische Antikorper
gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviertt Am Tag 2 wurden
Gesamtzellextrakte von Kontrollzellen und Zellen, welche fir 2h mit dem
Proteasominhibitor MG-132 inkubiert wurde, mittels Western Blot auf die Ubiquitinierung
von Proteinen sowie auf die PDCD4 Proteinkonzentration untersucht. Zahlen geben die
jeweiligen molekularen Gewichte der Proteinleiter (kDa, links) oder die relativen Intensitaten
der Proteinbanden im Verhéltnis zu GAPDH (Ladekontrolle) an. Die Daten sind
reprasentativ fir n=2 unabhangige Experimente.
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Des Weiteren sind Pdcd4 Transkripte ein Ziel von micro-RNA 21 (miR-21), wodurch
die Pdcd4 mRNA Translation und Stabilitdt negativ reguliert sein kann (Davis et al.,
2008). Um zu uberpriufen ob miR-21 an der CTLA-4-vermittelten PDCD4 Regulation
beteiligt ist, wurde die Menge von miR-21 in CTLA-4-aktivierten CD8" T-Zellen sowie
in Kontrollzellen bestimmt. Die Analyse ergab, dass zwischen den beiden Ansatzen
kein signifikanter Unterschied in der miR-21 Expression bestand (Abb. 24 links).
AnschlieRend wurde ebenso die Pdcd4 mRNA Konzentration in den jeweilig
verschieden aktivierten Zellen ermittelt. Wahrend am Tag 1 eine gleichhohe PDCDA4
MRNA Menge vorhanden war, bewirkte eine CTLA-4 Aktivierung eine signifikant
Erhéhung von Pdcd4 Transkripten an den Tagen 2 und 3 (Abb. 24 rechts).

miR-21 Pdcd4
ns -
s 307 g 297 O [O oCD3/CD28
L|>j 2,5 IEI ﬁ 2.0 .Ig [] +agon. aCTLA-4
< 2:0 T < 15 A * °
Z Z . | — |
o 154 ns o (14
_ | | — 1,0 b ns
9 1,0 - o [o] 9 —
J = 0,5 -
18 ﬁ | Clamciimil
d1 dz2 d3 d1 d2 d3

Abb. 24: CTLA-4 induziert PDCD4 durch Erh6éhung der Genexpression.

Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische Antikorper
gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert. Am Tag 1, 2 und 3 wurde die
micro-RNA bzw. mRNA isoliert und mittels quantitativer PCR bezlglich miR-21 (links) oder
Pdcd4 Transkripte (rechts) analysiert. Die Daten sind reprasentativ fir n=3 (miR-21) oder
n=4 (Pdcd4) unabhéngige Experimente. Datenpunkte reprasentieren biologische Replikate
mit Mittelwert und Standardabweichung, ns — nicht signifikant; *p<0,05; nach Berechnung
durch Mann-Whitney Test.

Anhand der durchgefihrten Analysen konnte der Mechanismus der CTLA-4-
vermittelten Regulation der PDCD4 Proteinkonzentration eingegrenzt werden.
Einerseits fand kein Einfluss von CTLA-4-vermittelten Signalen auf die proteasomale
Degradation von PDCD4 statt. Zum Anderen konnte eine CTLA-4-abhangige
Regulation von PDCD4 durch miR-21 ausgeschlossen werden. Die Korrelation von
CTLA-4-induzierten Pdcd4 Transkripten zur korrespondierenden Menge an PDCD4
Protein implizieren die Kontrolle der PDCD4 Proteinexpression durch Regulation der
Pdcd4 mRNA Konzentration.
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3.3.2 Die Induktion von PDCD4 ist von der Reaktivierung des
Transkriptionsfaktors Forkhead box protein O1 (FoxO1) abhangig

Die CTLA-4-vermittelte Erhohung der Pdcd4 mRNA Menge konnte in CD8" T-Zellen
durch eine Transkriptionsfaktor-induzierte Pdcd4 Genexpression erfolgen. In dieser
Hinsicht wurde speziesubergreifend eine Bindung und aktivierende Wirkung des
Faktors FoxO bzw. FoxO1 im Pdcd4 Promotor festgestellt (Olson et al., 2013; Ouyang
et al., 2012). Um eine mdgliche Beteiligung des Transkriptionsfaktors FoxO1 an der
CTLA-4-vermittelten Induktion von PDCD4 in CD8" T-Zellen zu uberpfriifen, wurden
diese mit oder ohne zusatzliches CTLA-4 Signal aktiviert und nach 24 h mit dem
FoxO1 Inhibitor AS1842856 inkubiert. Am Tag?2 wurden die jeweiligen
Gesamtzellextrakte gewonnen und die PDCD4 Expression mittels Western Blot
analysiert. Im Vergleich zu Kontrollzellen fiel die CTLA-4-vermittelte Erh6hung der
PDCD4-Proteinkonzentration in AS1842856-behandelten CD8* T-Zellen 5-mal
schwacher aus (Abb. 25).
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Abb. 25: Die Inhibition von FoxO1 unterbindet die CTLA-4-abh&ngige Induktion von
PDCDA4.

Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische Antikorper
gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert. Am Tag 1 wurde ein Teil der
Zellen mit dem FoxO1 Inhibitor AS1842856 fur 24 h inkubiert. Die Gesamtzellextrakte
wurden am Tag 1 und 2 mittels Western Blot auf die Konzentration von PDCD4 untersucht.
Zahlen geben die jeweiligen molekularen Gewichte der Proteinleiter (kDa, links) oder die
relativen Intensitdten der Proteinbanden im Verhaltnis zu GAPDH (Ladekontrolle) an. Die
Daten sind reprasentativ fir n=2 unabhéngige Experimente.

Um die Verbindung von FoxOl1l zu PDCD4 eindeutig zu belegen, wurden die

Auswirkungen eines konditionalen Foxol Genverlust in CD8" T-Zellen uberpriift.

1f|/ﬂ

Dabei wurden CD8" T-Zellen von Foxo Mausen mit TAT-Cre Rekombinase
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behandelt oder nicht, und nach CD3-, CD28- und CTLA-4-Aktivierung auf deren
PDCD4- und FoxO1l1-Konzentrationen mittels Western Blot untersucht. Im Vergleich zu
Kontrollzellen konnte in TAT-Cre behandelten Zellen eine mehr als 40 %-ige
Reduktion der Menge an FoxO1 und PDCD4 Proteinen festgestellt werden (Abb. 26A).
Des Weiteren erfolgte eine Analyse der IFN-y-Produktion mittels Durchflusszytometrie,
bei welcher TAT-Cre behandelte CD8" T-Zellen einen mehr als doppelt so hohen

Anteil an IFN-y-positiven Zellen aufwiesen (Abb. 26B).
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Abb. 26: Die Deletion von Foxol fuhrt zu einer verringerten PDCD4 Expression.

Naive Foxo1" CD8" T-zellen wurden mit TAT-Cre Rekombinase behandelt und durch an
Mikrosphéaren gekoppelte agonistische Antikdrper gegen CD3, CD28 und CTLA-4 aktiviert.
(A) Am Tag 2 wurden Gesamtzellextrakte mittels Western Blot auf den die FoxO1- und
PDCD4-Konzentration untersucht. Zahlen geben die jeweiligen molekularen Gewichte der
Proteinleiter (kDa, links) oder die relativen Intensitaten der Proteinbanden im Verhéltnis zu
GAPDH (Ladekontrolle) an.

(B) Die Zellen wurden bezuglich ihrer IFN-y-Produktion mittels Durchflusszytometrie an Tag
2 untersucht. Zahlen geben die jeweilgen prozentualen Anteile an.

Die Daten sind reprasentativ fir n=2 unabhéangige Experimente.

Der Transkriptionsfaktor FoxO1 spielt u.a. wegen der Induktion der Tcf7 (TCF-1)
Genexpression eine Rolle bei der Differenzierung von CD8" T-Zellen (Hess Michelini
et al.,, 2013; Tiemessen et al, 2014; Zhou et al, 2010). Als weiterfihrende
Untersuchung der CTLA-4-vermittelten FoxO1 Aktivitat wurden die Mengen an Tcf7
Transkripten in CTLA-4-aktivierten CD8" T-Zellen und Kontrollzellen mittels
guantitativer PCR bestimmt. Die Analyse ergab eine signifikant erhohte Tcf7 mRNA
Menge in CTLA-4-aktivierten Zellen an Tag 2 und Tag 3 (Abb. 27).
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Abb. 27: Das FoxO1 Zielgen Tcf7 (TCF-1) wird durch CTLA-4 induziert.

Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische Antikorper
gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert. Am Tag 1, 2 und 3 wurd die
MRNA isoliert und mittels quantitativer PCR bezuiglich Tcf7 (TCF-1) Transkripte analysiert.
Die Daten sind reprasentativ fir n=4 unabhéngige Experimente. Datenpunkte
reprasentieren biologische Replikate mit Mittelwert und Standardabweichung, ns — nicht
signifikant; *p<0,05; nach Berechnung durch Mann-Whitney Test.

Im Rahmen der T-Zellaktivierung wird FoxO1 durch einen hochgradig konservierten
Mechanismus reguliert. Bei diesem kommt es zu einer Akt-vermittelten
Phosphorylierung von FoxO1, u.a. an Serin 253, welche einen nukle&dren Export und
somit die Inaktivierung von FoxO1 bewirkt (Biggs et al., 1999; Hedrick et al., 2012).
Um die Wirkung CTLA-4-vermittelter Signale auf FoxO1 in CD8" T-Zellen zu
untersuchen, wurden die subzellularen Extrakte von CTLA-4-aktivierten Zellen und
Kontrollzellen mittels Western Blot analysiert. Dabei wurde die zellulare Lokalisation
von FoxOl bzw. die Phosphorylierung von FoxO1l und Akt bestimmt. 6 h nach
Aktivierungsbeginn konnte bei beiden Ansatzen eine gleichstarke Phosphorylierung
von FoxO1l an Serin 253 bzw. von Akt an Threonin 308 und Serin 473 festgestellt
werden (Abb. 28). Ubereinstimmend lag FoxO1 fast ausschlieRlich im Zytoplasma vor.
Dagegen war am Tag2 weder FoxOl noch Akt an den jeweiligen Stellen
phosphoryliert. Des Weiteren kam es zu einer Erhéhung des Gehalts von FoxOl1 im
Zellkern, wobei diese in CTLA-4-aktivierten CD8" T-Zellen mehr als doppelt so stark

ausfiel als in Kontrollzellen (Abb. 28).
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Abb. 28: CTLA-4-vermittelte Signale bewirken eine Reaktivierung von FoxOL1.

Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische Antikorper
gegen CD3, CD28 oder zusatzlich gegen CTLA-4 aktiviert. Nach 6 und 48 h wurden die
Proteine aus subzellularen Fraktionen extrahiert. Die zytoplasmatischen bzw. nuklearen
Extrakte wurden mittels Western Blot auf FoxO1 und dessen Serin-253 Phosphorylierung
sowie auf Akt und dessen Threonin-308 sowie Serin-473 Phosphorylierung untersucht.
Zahlen geben die jeweiligen molekularen Gewichte der Proteinleiter (kDa, links) oder die
relativen Intensitaten der Proteinbanden im Verhdltnis zu FoxO1 (Phosphorylierung) bzw.
Akt (Phosphorylierung / Ladekontrolle) im Zytoplasma sowie zu Lamin B1 (Ladekontrolle)
im Zellkern an. Die Daten sind repréasentativ fir n=2 unabhéngige Experimente.

Neben Akt wurde in T-Zellen auch ein Einfluss von PKC-6 auf FoxO1 nachgewiesen
(Ma et al., 2012). Zur Uberpriifung der Wirkung von PKC-0 auf die Relokalisiation des
Faktors FoxO1l wurde dessen Verteilung in subzellularen Extrakten in CTLA-4-
aktivierten CD8" T-Zellen und Kontrollzellen an Tag 2 mittels Western Blot untersucht.
Vor der Gewinnung der Lysate wurden die Zellen fir 60 min mit dem PKC-Inhibitor
Rottlerin inkubiert. Bei CD8" T-Zellen, welche neben einer CD3- und CD28-Aktivierung
ein CTLA-4 Signal erhielten, konnte durch die Zugabe von Rottlerin eine verstarkte
Akkumulation von FoxO1 im Zellkern unterbunden werden (Abb. 29A). Des Weiteren
wurde eine Abhéangigkeit der PKC-8 Aktivitat von CTLA-4 Signalen anhand der PKC-6
Threonin-538 Phosphorylierung mittels Western Blot Gberprift (Wang et al., 2012).



Ergebnisse 67

Dabei konnte eine verstarkte PKC-6 Phosphorylierung an Tag 2 in CTLA-4-
aktiverierten CD8" T-Zellen festgestellt werden (Abb. 29B).
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Abb. 29: Die CTLA-4-induzierte Reaktivierung von FoxOlwird durch PKC vermittelt.
Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische Antikorper
gegen CD3, CD28 oder zuséatzlich gegen CTLA-4 aktiviert.

(A) Am Tag 2 wurden subzellulare Extrakte von Kontrollzellen und Zellen, welche fiir 2 h
mit 5 uM Rottlerin inkubiert wurden, mittels Western Blot auf FoxO1 untersucht.

(B) Nach 24 und 48 h wurden Gesamtzellextrakte mittels Western Blot auf PKC-6-Threonin-
538-Phosphorylierung untersucht.

Zahlen geben die jeweiligen molekularen Gewichte der Proteinleiter (kDa, links) oder die
relativen Intensitdten der Proteinbanden im Verhdltnis zu GAPDH bzw Lamin Bl
(Ladekontrollen) an. Die Daten sind reprasentativ flir n=2 unabhangige Experimente.

Zusammenfassend konnte durch diese Daten gezeigt werden, dass die CTLA-4
vermittelte Induktion des Translationsinhibitors PDCD4 in CD8" T-Zellen durch eine
Reaktivierung des Transkriptionsfaktors FoxO1 bewirkt wird. Die Kontrolle der
subzellaren Verteilung von FoxO1 erfolgt dabei nicht durch Akt, sondern in

Abhangigkeit von PKC-Signalen. Letztere regulieren eine CTLA-4-abhéngige
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Relokalisation von FoxO1l in den Zellkern, wo dieser u.a. die Genexpression von
Pdcd4 und Tcf7 (TCF-1) anschaltet.

3.4 PDCD4 reguliert die Translation spezifischer mRNAs in CD8" T-

Zellen

Die Bindung von PDCD4 an mRNA ist eine kritische Vorraussetzung zur Inhibition der
Proteintranslation (Wedeken et al., 2010). Um die von PDCD4 in CTLA-4-aktivierten
CD8" T-Zellen gebunden Transkripte zu identifizieren, wurde PDCD4 in Zelllysaten
immunpréaziptitiert und die isolierte RNA aus den Préazipitaten mittels ,Next Generation
Sequencing” analysiert. Dabei konnte festgestellt werden, dass im Vergleich zu
Kontrollpraziptaten, die mRNA von 21 Genen signifikant verstarkt an PDCD4
gebunden waren. Das PDCD4-gebundene Transkript mit der hochsten Signifikanz
codiert das Stoffwechselenzym Glutaminase (Gls) (Abb. 30). Dieses Enzym spielt
durch die Bereitstellung von Glutamat als wichtige Stickstoff-, Kohlenstoff- und
Energiequelle eine kritische Rolle bei der Ausfiihrung von CD8" T-Zelleffektorfunktion
(Carr et al., 2010; Wang et al., 2011).
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Abb. 30: PDCD4-gebundene RNAs in CD8" T-Zellen.

Naive CD8" T-Zellen wurden durch an Mikrospharen gekoppelte agonistische Antikorper
gegen CD3, CD28 und CTLA-4 stimuliert. Am Tag 2 wurde PDCD4 immunprazipitiert und
die gebundene RNA mittels Next-Generation-Sequencing analysiert und im Vergleich zu
einer Kontrollprazipitation quantifiziert. Dargestellt sind die zusammengefassten
Anreicherungen der jeweiligen RNAs in PDCDA4-Préazipitaten, die in zwei unabhangigen
Experimenten auftraten (rot, log.fache Werte) sowie die jeweiligen p-Werte der
Signifikanzen (gelb). Die Anordnung erfolgte anhand von GO:BP semantischen
Verwandtschaftsgraden (Mazandu und Mulder, 2013).
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Um die erst spat in der Differenzierung auftretenden PDCD4-vermittelten Effekte auf
die Glutaminase-Expression genauer zu charakterisieren, wurden TCR-transgene
CD8" T-Zellen mit OVA-I/MHC-I und kostimulatorischen Molekiilen sowie CTLA-4-
aktivierender Antikoérper beladenen Mikrospharen stimuliert (Abb. 5C). Dieses
Aktivierungssystem ermdglicht eine langere Kultivierung in vitro und schlief3t eine
Kontamination von Zelllysaten durch APZ aus. Zur Untersuchung der Wirkung von
PDCD4 auf die mRNA Translation von Glutaminase, wurde die GIs mRNA
Konzentration mit der entsprechenden Proteinexpression in OT-I PDCD4"* und OT-I
PDCD4™" CD8" T-Zellen verglichen. Mittels Western Blot konnte dabei eine mehr als
50 %-ig verringerte Menge an zytoplasmatischen Glutaminase-Protein in PDCD4 WT
CD8" T-Zellen detektiert werden (Abb. 31A). Dieser Unterschied lag jedoch nicht bei
der Konzentration von GIls mRNA vor (Abb. 31B).
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Abb. 31: PDCD4 inhibiert die Translation des Enzyms Glutaminase (Gls).

Naive TZR transgene OT-I PDCD4"* (WT) oder OT-I PDCD4" wurden durch OVA-I-Peptid
beladene, an Mikrospharen gekoppelte chimdre MHC-I- und B7-Proteine sowie
agonistischen Antikorpern gegen CTLA-4 aktiviert.

(A) Am Tag 5 wurde wurden subzelluldre Extrakte mittels Western Blot auf die Menge an
zytoplasmatischer Glutaminase untersucht.

(B) Am gleichen Tag wurde die mRNA isoliert und mittels quantitativer PCR bezuglich der
korrelierenden Glutaminase (Gls) Transkripte analysiert.

Zahlen geben die jeweiligen molekularen Gewichte der Proteinleiter (kDa, links) oder die
relativen Intensitdten der Proteinbanden im Verhaltnis zu GAPDH (Ladekontrolle) an. Die
Daten sind reprasentativ fir n=2 unabhéngige Experimente.

Zur Untersuchung der Relevanz der PDCD4-vermittelten Regulation von Glutaminase
fiir CD8" T-Zelleffektorfunktionen, wurden aktivierte OT-I PDCD4""* und OT-1 PDCD4™"
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CD8" T-Zellen mit oder ohne Glutamat, dem Produkt der von Glutaminase vermittelten
Reaktion, kultiviert. AnschlieBend erfolgte eine Analyse der IFN-y-Produktion mittels
Durchlusszytometrie. Dabei konnte in PDCD WT Zellen eine mehr als 3-mal so starke
Glutamat-abhangige Induktion der IFN-y-Produktion im Vergleich zu PDCD4 k.o.
Zellen festgestellt werden (Abb 32).
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Abb. 32: Exogenes Glutamat erhoht die IFN-y-Produktion in WT CD8" T-Zellen.

Naive TZR transgene OT-I PDCD4"* (WT) oder OT-1 PDCD4" wurden durch OVA-I-Peptid
beladene, an Mikrosphdren gekoppelte chimédre MHC-I- und B7-Proteine sowie
agonistischen Antikdrpern gegen CTLA-4 aktiviert. Am Tag 2 wurden die Zellen mit
Glutamat versetzt und am Tag 5 mittels Durchflusszytometrie auf deren IFN-y-Produktion
untersucht. Zahlen geben die jeweilgen prozentualen Anteile an positiven Zellen an. Die
Daten sind repréasentativ fir n=4 unabhangige Experimente. Datenpunkte (rechts)
reprasentieren biologische Replikate mit Mittelwert und Standardabweichung, ns — nicht
signifikant; *p<0,05; nach Berechnung durch Mann-Whitney Test.

Zusammenfassend konnte durch diese Daten gezeigt werden, dass durch den
CTLA-4-vermittelten Mechanismus der verstarkten PDCD4 Expression in CD8" T-
Zellen die Translation der mRNA von spezifischen Genen gehemmt und dadurch

kritische Effektorfunktionen wie die IFN-y-Produktion reguliert wird.
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4 Diskussion

4.1 CTLA-4-vermittelte Mechanismen wirken auf regulatorische

Faktoren der CD8" T-Zelldifferenzierung

Der Oberflachenrezeptor CTLA-4 wurde als essentieller Inhibitor der adaptiven
Immunantwort identifiziert. Die Wirkung von CTLA-4 betrifft sowohl CD4" als auch
CD8" T-Zellen und hat u.a. eine kritische Funktion bei der Regulation von anti-
tumoralen Immunantworten. Trotz des therapeutischen Effekts einer Blockade von
CTLA-4 Dbei Krebserkrankungen sind die CTLA-4-vermittelten Zell-intrinsischen
Signale zur Inhibition von CD8" T-Zellen, als wichtige Effektoren zur Beseitigung von
Tumorzellen, weitgehend unbekannt. In dieser Arbeit sollten daher CTLA-4-induzierte
Mechanismen bei der Differenzierung von CD8" T-Zellen identifiziert bzw.
charakterisiert werden. Dazu wurde ein Aktivierungssystem angewandt, welches
starke CTLA-4-abhéangige Effekte ermdglicht (Krummel und Allison, 1995). Die
Wirkung der Antikorper-vermittelten CLTA-4 Aktivierung war dabei abweichend von
anderen Studien im humanen System, bei welchen inhibitorische Effekte bereits nach
4 Stunden aufgetreten waren (Blair et al., 1998; Riley et al., 2002). Bei dem in dieser
Arbeit verwendeten System kann zudem von einer gleichstarken Stimulation bei
CTLA-4-aktivierten CD8" T-Zellen im Vergleich zu Kontrolizellen ausgegangen
werden, da weder ein Unterschied in der Proliferation noch in der CD44 Expression
aufrat und auch bei jedem anderen analysierten Parameter an 24 h nach T-
Zellaktivierung eine gleiche Auspragung festgestellt werden konnte. Des Weiteren
traten alle beobachteten Effekte des agonistischen anti-CTLA-4 Antikdrpers zeitlich
konform mit der Oberflachenexpression von CTLA-4 ab 48 h nach T-Zellaktivierung

ein.

Die starke Reduktion der IFN-y-Produktion in CTLA-4-aktivierten CD8" T-Zellen
stimmt mit vorherigen Untersuchungen an CTLA-4-defizienten oder CTLA-4-
blockierten CD8" T-Zellen Uberein (Hegel et al., 2009; Pandiyan et al., 2007). Das
nach der Aktivierung gebildete IFN-y entfaltet seine Wirkung auch auf CD8" T-Zellen,
wodurch CTLA-4 Uber die Kontrolle der IFN-y Expression einen wichtigen Einfluss
auf die CD8" T-Zelldifferenzierung ausiiben kann (Curtsinger et al., 2012; Hosking et
al., 2014). Eine CTLA-4-abhéngige Regulation von Ubergeordneten

Zytokinrezeptoren konnte ausgeschlossen werden. Ubereinstimmend mit der
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Wirkung von IL-12 kam es zu einer starken Expression von T-bet, welche nicht von
CTLA-4 Effekten betroffen war (Agarwal et al., 2009; Hegel et al., 2009). Der
inhibitorische Effekt von CTLA-4 auf die Expression von Eomes wie 6 h nach
sekundarer Aktivierung konnte nicht festgestellt werden, was an der fehlenden
CTLA-4 Expression zu diesem Zeitpunkt nach primarer Aktivierung liegen kann
(Agarwal et al., 2009; Hegel et al., 2009).

Ein wichtiger Bestandteil der T-Zelldifferenzierung ist die Ausbildung eines
immunologischen Gedachtnisses, was u.a. durch IFN-y—vermittelte Signale
eingeschrankt werden kann (Prabhu et al., 2013; Stoycheva et al., 2015; Zhang und
Starnbach, 2015). Neben der CTLA-4-abhangigen Regulation der IFN-y-Produktion
deutet auch die CTLA-4-vermittelte Induktion des Transkriptionsfaktors TCF-1 auf
eine Rolle von CTLA-4 in der CD8" T-Gedachtniszelldifferenzierung hin. TCF-1
unterdrtickt dabei die Ausbildung von Effektorzellen und fordert die Differenzierung
sowie das Uberleben von zu Gedachtniszellen (Tiemessen et al., 2014; Zhou et al.,
2010). Einen gleichen Zusammenhang liefert ebenso die aufgedeckte CTLA-4-
vermittelte Regulation des TCF-1-induzierenden Transkriptionsfaktors FoxO1 (Tejera
et al., 2013). Ubereinstimmend konnte ein Reduktion von FoxO1 und TCF-1 nach
einer selektiver CTLA-4 Deletion in CD4" T-Zellen in einem EAE-Modell festgestellt
werden (Paterson et al., 2015). Die in einer anderen Studie beschriebene FoxO1-
vermittelte Repression von T-bet fand jedoch nicht statt, was an der Verwendung von
WT CD8" T-Zellen anstelle von FoxO1 k.o. CD8" T-Zellen liegen kann. Da durch die
T-Zellaktivierung die Wirkung von FoxO1 lediglich abgeschwacht und nicht
vollstandig abgeschalten wird liegt in den Kontrollzellen ebenso eine geringe FoxO1
Aktivitat vor, was die Auswirkung auf T-bet einschranken wirde (Hedrick et al., 2012;
Rao et al., 2012).

Inwiefern sich CTLA-4 Signale auf die Entwicklung von Gedachtniszellen auswirken,
wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Es wurde jedoch bereits gezeigt,
dass eine Blockade von CTLA-4 die Qualitait von CD4" T-Gedachtniszellen
beeinflusst (Rudolph et al., 2011). Als qualitatives Merkmal konnte in dieser Arbeit
eine verstarkte Reexpression von CD62L in CTLA-4-aktivierten CD8* T-Zellen
verzeichnet werden, wonach CTLA-4-vermittelte Signale die Ausbildung von

zentralen Gedéachtniszellen férdern wirden (Sallusto et al, 1999). Eine
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Ubereinstimmende Wirkung wirde sich aus der CTLA-4-abhangigen Reaktivierung
von FoxO1l ergeben (Fabre et al.,, 2008; Kim et al., 2013). Eine entsprechendes
Resultat trat bei einer Studie mit CTLA-4-blockierenden Antikdrpern ein, bei welcher
die Blockade von CTLA-4 zu einer geringeren Ausbildung von CD62L" CD8" T-
Gedéachtniszellen fuhrte (Pedicord et al., 2011).

In CD8" T-Zellen fand die CTLA-4-vermittelte Regulation von FoxO1 unabhé&ngig von
Akt statt. Dies deutet auf eine zentrale Rolle von FoxO1 als Zielprotein von mehreren
Signaltransduktionswegen hin. Akt war zum Zeitpunkt des CTLA-4 Effekts weder an
der PDK1l-abhangigen Threonin 308 noch an der mTOR-abhangigen Serin 473
Position phosphoryliert und lag somit in einem inaktiven Zustand vor (Hedrick et al.,
2012; Stokoe et al., 1997). Dass sich Akt bereits 48 h nach T-Zellaktivierung wieder
in einem inaktiven Zustand befindet, kann durch besonderen Ablauf der
Differenzierung von CD8" T-Zellen begriindet sein. Je nach Aktivierungsstarke
bendtigen diese nur eine kurze Aktivierungsperiode von 2 bis 24 Stunden, um sich
danach unabhdngig von weiteren aktivierenden Signalen zu teilen und zu
differenzieren (Kaech und Ahmed, 2001; van Stipdonk et al., 2001). Dadurch ergibt
sich keine Notwendigkeit fur langer anhaltende aktivierende Signale, was die
Hypothese unterstitzt, nach welcher CTLA-4 vielmehr eigene aktive Mechanismen

induziert, anstatt die blof3e Unterbindung von positiven Signalen zu bewirken.

Der festgestellte Rottlerin-Effekt auf die CTLA-4-vermittelte FoxO1l Relokalisation
lasst bei der verwendeten Konzentration auf eine Beteiligung von PKC-6 oder PKC-6
schliessen (Gschwendt et al., 1994; Springael et al., 2007). Von den beiden Kinasen
kommt PKC-6 in Frage, denn nur diese Isoform ist in der Immunologische Synapse
vorhanden, wodurch eine Kolokalisation und somit eine Signaltransduktion mit
CTLA-4 stattfinden kann (Egen und Allison, 2002; Monks et al., 1997). Die Wirkung
von PKC-0 auf FoxO1 in CD8" T-Zellen verlauft dabei entgegengesetzt zu der in
regulatorischen  T-Zellen. Dies stimmt mit den bereits beschriebenen
unterschiedlichen Effekte von von PKC-6 in Effektor-T-Zellen und regulatorischen T-
Zellen Uberein (Zanin-Zhorov et al., 2010). Obwohl der genaue Mechanismus noch
unbekannt ist, konnte in CD8" T-Zellen eine Interaktion zwischen CTLA-4 und PKC-,
ahnlich zu der von CTLA-4 und PKC-q in regulatorsichen T-Zellen stattfinden (Kong

et al., 2014). Des Weiteren konnte FoxO1l indirekt (ber zellspezifische
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Adaptermolekiile gesteuert sein. Eine Méglichkeit hierflr wéare eine Regulation durch
SLyl, welches ebenfalls als CTLA-4 Zielprotein in der massenspektrometrischen
Analyse detektiert wurde (Schéll et al., 2015).

4.2 CTLA-4 Signale fuhren zu definierten Anderungen bei der
Proteinphosphorylierung in CD8" T-Zellen

Die massenspektrometrische Analyse des Phosphoproteoms von CTL liefert bisher
noch unbekannte Daten zu CTLA-4-abhangigen Anderungen von Proteinen und
bildet eine Grundlage fur die Identifikation neuer Mechanismen in der Regulation von
CD8" T-Zellen durch CTLA-4. In diesem Zusammenhang konnte z.B. die CTLA-4-
vermittelte Dephosphorylierung des AP-1 Transkriptionsfaktors Fra-2 bzw. Induktion
des Translationsinhibitors PDCD4 naher untersucht werden. Des Weiteren konnte
durch die funktionelle Anreicherung der von CTLA-4 betroffenen Proteine nicht nur
eine zu erwartende Kontrolle von T-Zell-spezifischen Prozessen, sondern auch eine
bisher noch unbeschriebene Verknipfung zwischen CTLA-4 und dem Vorgang der
RNA-Prozessierung aufgedeckt werden. Letzteres beinhaltet z.B. die Regulation von
SpleiRfaktoren wie SFRS7 durch CTLA-4, wodurch Anderungen in der
Genexpression auf post-transkriptioneller Stufe hervorgerufen werden kénnen. Die
Anreicherung verschiedener funktioneller Komplexe deutet an, dass CTLA-4 einen

Einfluss auf CD8" T-Zellen durch mehr als nur einen Mechanismus ausiibt.

Die Untersuchung moglicher Proteininteraktionen zeigte, dass eine erhthte Anzahl
an CTLA-4-regulierten Proteinen mit dem Faktor FoxP3 assoziieren kénnen (Rudra
et al., 2012). CTLA-4 ist u.a. fur die Funktion von FoxP3" T-Zellen erfordlich und die
erlangten  Ergebnisse konnten somit auch Hinweise fir weitere T-
Zellsubpopulationen geben (Wing et al., 2008). In diesem Zusammenhang steht auch
die Verbindung von CTLA-4 und PKC-n in regulatorischen T-Zellen und die in dieser
Arbeit aufgedeckte CTLA-4-abhéangige Phosphorylierung von PKC-n an Serin 675. In
regulatorischen T-Zellen wurde gezeigt, dass PKC-n an CTLA-4 bindet und diese
Interaktion flr deren suppressorische Funktion erforderlich ist (Kong et al., 2014). Die
identifizierte Phosphorylierungsstelle befindet sich aufRerhalb der CTLA-4
Bindungsregion. Wahrscheinlich erfolgt die Phosphorylierung als Folge der

Assoziation von PKC-n an CTLA-4. Des Weiteren kann daraus geschlussfolgert
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werden, dass der CTLA-4 / PKC-n Signalweg nicht nur in regulatorischen, sondern
auch in CD8" Zellen vorkommt. Moglicherweise handelt es sich um einen
Mechanismus, welcher auch andere PKC-Isoformen wie z.B. PKC-0 betreffen kann.

Einen kritischen Einfluss auf die CD8" T-Zelldifferenzierung konnte CTLA-4 {iber die
posttranslationale Modifikation des Transkriptionsfaktors Fra-2 austiben. Fra-2 gehort
zur Familie der AP-1 Transkriptionsfaktoren und wurde zum Einen bereits als
wichtiger Faktor der T-Helferzelldifferenzierung beschrieben (Ciofani et al., 2012).
Zum Anderen konnte in chronisch aktivierten und funktionell eingeschrankten
(,exhausted”) CD8" T-Zellen eine verminderte Expression Fra-2 Gens Fosl2
nachgewiesen werden (Tinoco et al., 2016). Obwohl die Konzentration der Fosl2
MRNA nicht von CTLA-4 Dbetroffen war, kann die CTLA-4-vermittelte
Dephosphorylierung von Fra-2 ebenso zu einer reduzierten Proteinkonzentration
durch Verringerung der Proteinstabilitat fuhren (Alli et al., 2013). Dadurch ergibt sich
ein gleichwirkender Mechanismus, mit welchem CTLA-4 die Aktivitdt von Fra-2 und
somit die Funktion von chronisch aktivierten CD8" T-Zellen regulieren kann. Des
Weiteren konnte eine Beteiligung von PKA bei der Phosphorylierung von Fra-2 in
CD8" T-Zellen festgestellt werden. An welcher Stelle CTLA-4 in den PKA-Signalweg
eingreift, kann jedoch anhand vorliegenden Ergebnisse nicht eindeutig bestimmt
werden. Eine CTLA-4-vermittelte Regulation des G-Protein-gekoppelten
Adenosinrezeptors A;aR ware denkbar. Die CTLA-4-abhéangige Abschwachung von
PKA-Signalen wiirde sich demnach wiederum positiv auf die Ausbildung von CD8" T-

Gedachtniszellen auswirken (Cekic et al., 2013).

4.3 Das CTLA-4 Zielprotein PDCD4 spielt eine wichtige Rolle bei anti-

tumoralen Immunantworten

Durch die massenspektrometrische Analyse konnte die CTLA-4-vermittelte Induktion
des Translationsinhibitors PDCD4 aufgedeckt werden (Yang et al., 2003). Dieser
Mechanismus bietet fur den zeitlich verzdgert exprimierten CTLA-4 Rezeptor ein
effektives Mittel, um bereits aktivierte CD8" T-Zellen mit hoher transkriptionaler
Aktivitéat zu regulieren. Des Weiteren ermdglicht die verzdgerte Expression von

PDCD4 eine anhaltende Wirkung auf CTL, welche auch bei Immunreaktionen
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gegenuber Zielzellen bestehen bliebe. Dadurch kénnten sich sekundére Effekte von
CTLA-4 auf CD8" T-Zellantworten ergeben (Chambers et al., 1998).

In CD8" T-Zellen erfolgt die CTLA-4-vermittelte Induktion von PDCD4 durch eine
Erhdhung der Genexpression. Diese Form der Regulation ist gegensétzlich zur der in
B-Zellen, bei welcher die PDCD4 Konzentration primar durch proteasomale
Degradation gesteuert wird (Steinhardt et al., 2014). Die Degradations-unabhangige
Regulation von PDCD4 in CD8" T-Zellen steht nicht in Konflikt mit der CTLA-4-
vermittelten Aktivierung von Ubiquitinligasen, welche entgegengesetzt zu einer
Verringerung der PDCD4 Menge fihren wirde (Hoff et al., 2010). Ebenso kann eine
entzindungsabhangige Reduktion von PDCD4 durch micro-RNA 21 ausgeschlossen
werden (Davis et al., 2008, Sheedy et al.,, 2010). Des Weiteren ist PDCD4
ausschlieRlich im Zytoplasma von CD8" T-Zellen vorhanden. Daher bewirkt eine
Serin-457 Phosphorylierung keine nukleare Translokation von PDCD4, wie es bereits
fur HEK293 Zellen beschrieben wurde (Palamarchuk et al.,, 2005). Die
zytoplasmatische Verteilung von PDCD4 steht dabei in Einklang mit dessen Funktion
als Inhibitor der dort stattfindenden Proteintranslation. Die Kontrolle von PDCD4
erfolgt somit in einer zelltypspezifischen Art und Weise. Eine PDCD4-Defizienz fuhrt
in Mausen nach 80 Wochen zur Manifestierung von B-Zell-Lymphomen, was fir eine
Funktion von PDCD4 in der Erhaltung des Ruhezustands von B-Zellen spricht
(Hilliard et al., 2006; Steinhardt et al., 2014). Im Unterschied dazu kommt die Rolle
von PDCD4 als Translationsinhibitor vorrangig in aktivierten CD8" T-Zellen zum
Tragen. Es liegt ebenso keine proinflammatorische Wirkung von PDCD4 in CD8" T-
Zellen vor. Somit ist nicht nur die Regulation von PDCD4, sondern auch dessen

Funktion zelltypspezifisch.

Diese unterschiedlichen Bedeutungen von PDCD4 spiegeln sich auch in der
Tumorbiologie wider. Obwohl PDCD4 urspringlich als Tumorsuppressor entdeckt
wurde, ist dessen Wirkung vom jeweiligen Kontext abhangig (Fay et al., 2014). Bei
den durchgefuhrten experimentellen Tiermodellen konnte die Abwesenheit von
PDCD4 einen eindeutigen anti-tumoraler Effekt auslésen. Dies entspricht der
Wirkung einer CTLA-4-Blockade wahrend einer Immun-Checkpoint Therapie und
unterstreicht die Funktion von PDCD4 als CTLA-4-induzierter Inhibitor von Tumorzell-
eliminierenden CTL (Hadrup et al., 2013; Kilinc et al., 2009; Leach et al., 1996). In
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der vorliegenden Arbeit wurde der anti-tumorale Effekt sowohl flr eine generelle
PDCD4 Defizienz als auch Zelltyp-spezifisch fiir transferierte CD8" T-Lymphozyten
gezeigt. Die verstarkte anti-tumorale Aktivitat von PDCD4-defizienten CTL kann
durch die erh6hte Produktion von protektiven IFN-y begriindet werden (lkeda et al.,
2002; Shankaran et al., 2001). In diesem Zusammenhang spielt auch das
identifizierte PDCDA4-Ziel Glutaminase eine entscheidende Rolle. Die von PDCD4
regulierte Isoform der Glutaminase wurde als begrenzendes Enzym der
Glutaminolyse charakterisiert und ist in CD8" T-Zellen nicht durch Genexpression
reguliert. Der gesteigerte metabolische Bedarf von CD8" T-Effektorzellen wird vor
allem durch die Glutaminolyse gedeckt. Die PDCD4-vermittelte translationale
Inhibition der Glutaminaseexpression fuhrt demnach zu einer Einschrankung des
Zellmetabolismus und somit zu eingeschrankten CTL Immunantworten (Carr et al.,
2010; Gao et al., 2009; Siska und Rathmell, 2015; Wang et al., 2011).

Im durchgefiihrten B16-OVA Tumorexperiment zeigte der adoptive Transfer von WT
CD8" T-Zellen keine Wirkung auf des Tumorwachstum. Diese Ineffektivitat von
naiven CD8" T-Zellen wurde auch in einem anderen Modell mit B16-Melanomzellen
beobachtet (Overwijk et al., 2003). Eine signifikante Verringerung des B16-OVA
Tumorvolumens ergab sich nur durch eine Behandlung mit PDCD4-defizienten CD8"
T-Zellen und nicht durch den Transfer von CTLA-4 k.o. Zellen. Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass eine PDCD4 Aktivierung durch weitere Mechanismen
erfolgen kann und nicht allein durch CTLA-4 Signale vermittelt wird. Eine Mdglichkeit
besteht z.B. in der Regulation von PDCD4 durch den inhibitorischen Rezeptor PD-1.
In T-Helferzellen wurde bereits eine PD-1-abhangige suppressive Wirkung von
PDCD4 nachgewiesen (lliopoulos et al., 2011). Des Weiteren bewirkt PD-1 in
chronisch aktivierten CD8" T-Zellen, welche bei persistierenden Infektionen und
Tumorerkrankungen vorliegen, durch Erh6éhung der FoxO1 Aktivitat eine
Aufrechterahltung des Differenzierungsstatus' der ,Exhaustion* (Staron et al., 2014).
Uber FoxO1 kann PD-1 somit eine CTLA-4-unabhangige PDCD4 Induktion vermitteln.
Eine erhbhter PDCD4 mRNA Menge wurde bereits in chronisch aktivierten und
funktionell eingeschrankten CD8" T-Zellen detektiert (Doering et al., 2012). Folglich
konnte PDCD4 durch einen redundanten Mechanismus in CTL induziert werden,
welche zu einem Zeitpunkt jeweils kein CTLA-4 oder PD-1 exprimieren oder deren

Signale einzeln durch therapeutische Antikorper blockiert werden. Des Weiteren
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wurde gezeigt, dass eine Blockade von CTLA-4 zur Verstarkung des PD-1/PD-L1
Signalwegs fuhren kann, was eine erhohte PDCD4-Expression in CTL zur Folge
hatte (Shi et al., 2016). Demnach wirde eine PDCD4-Blockade genauso wie die anti-
CTLA-4 / anti-PD-1 Kombinationstherapie eine erhthte Effizienz in anti-tumoralen

Immunantworten bewirken (Curran et al., 2010).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass PDCD4 ein potentielles Ziel fur eine
Krebstherapie darstellt, da sich ein systemischer Verlust von PDCD4 ebenfalls positiv
auf die Tumorabstol3ung auswirkte. Der Effekt von PDCD4 bei der Aufrechterhaltung
des Ruhezustands von B-Zellen ist bei einer kurzzeitigen Therapie wahrscheinlich
von untergeordneter Bedeutung, da PDCD4 ko Mause erst im hohen Alter von 80
Wochen zur Entwicklung von B-Zell-Lymphome tendieren (Hilliard et al., 2006). Die
Bedeutung von PDCD4 in weiteren, bei der anti-tumoralen Immunantwort beteiligten
Zellen wurde bisher jedoch noch nicht genau untersucht. In FoxP3" T-Zellen kdnnte
die Inaktivierung von PDCD4 deren regulatorische Wirkung beeintrachtigen. In
diesen Zellen ist PDCD4 ein Teil des FoxO1-abhangigen Expressionsprofils, welches
fur die regulatorische Funktion essentiell ist (Ouyang et al., 2012). Da regulatorische
T-Zellen die anti-tumorale Immunantwort inhibieren, wirde eine Blockade von
PDCD4 in diesen Zellen ebenfalls die anti-tumorale Therapie verbessern,
vergleichbar mit dem synergistischen Effekt der Kombination aus CTLA-4 Blockade
und anti-CD25 Antikdrper-vermittelten Depletion (Sutmuller et al., 2001). Des
Weiteren konnte die Inhibition von PDCD4 eine anti-inflammatorische Wirkung
erzielen und dadurch die anti-tumorale Immunantwort beeinflussen (Sheedy et al.,
2010). Der Einfluss von inflammatorischen Ereignissen auf die Tumorprogression ist
jedoch gegensatzlich und abhangig vom Stadium des Tumors. Wahrend zu frihen
Zeitpunkten pro-inflammatorische Effekte eine anti-tumorale Immunantwort auslésen
konnen, haben Entziindungsreaktionen bei etablierten Tumoren eine starke pro-
tumorale Wirkung (Grivennikov et al., 2010). Da eine PDCD4-basierte Therapie erst
nach der Feststellung bzw. Manisfestierung einer Krebserkrankung durchgefuhrt
werden wurde, ist unter diesen Gesichtspunkten eine anti-tumorale Wirkung der

Entziindungshemmung durch PDCD4 Inaktivierung wahrscheinlich.
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4.4 Ausblick

Die in dieser Arbeit gewonnen Daten liefern neue Erkenntnisse zu CTLA-4-
vermittelten Mechanismen in CD8" T-Zellen. Anhand der Analyse von
phosphorylierten Proteinen in CTLA-4-aktivierten CTL konnte nachgewiesen werden,
dass CTLA-4 auf Signalwege zurtckgreift, welche die Regulation von post-
transkriptionalen und -translationalen Prozessen beinhalten. Dadurch ergibt sich die
Moglichkeit, die Differenzierung der schnell aktivierbaren CD8" T-Zellen
entscheidend zu beeinflussen. Unter den aufgedeckten Mechanismen konnte dem
CTLA-4-induzierten Translationsinhibitor PDCD4 eine kritische Rolle bei der anti-
tumoralen Immunantwort von CD8" T-Zellen beigemessen werden. Die erhobenen
Daten zeigen weiterhin, dass die PDCD4 Expression durch den Transkriptionsfaktor
FoxO1 vermittelt wird. Die Regulation dieses zentralen Faktors erfolgt in
Abhéngigkeit von multiplen Signalwegen, wodurch PDCD4 auch durch andere
inhibitorisch wirkende Rezeptoren, wie z.B. PD-1, in CD8" T-Zellen induziert werden
kann. Des Weiteren kénnte PDCD4 auch in konventionellen CD4" T-Zellen durch
CTLA-4 bzw. PD-1 reguliert werden und fur die Funktion von regulatorischen T-
Zellen notwendig sein. Falls sich dieser Zusammenhang in zukinftigen Experimenten
bestatigt, wirde PDCD4 ein bisher unbekannter intrazellularer Immun-Checkpoint
darstellen. Fur diesen wirden sich abweichend von der bisherigen Antikérper-
vermittelten Blockade von Oberflachenrezeptoren neue Therapiemdglichkeiten
ergeben, indem z.B. ein zellpermeabler Wirkstoff die Funktion von PDCD4
unterbindet. Dadurch konnte eine hohere Effektivitat und eine Verringerung der
Nebenwirkungen erreicht werden, was zu einer Verbesserung des vielsprechenden

Ansatzes der anti-tumoralen Immuntherapie fuhren wirde.
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5 Zusammenfassung

Der Oberflachenrezeptor Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein-4 (CTLA-4) ist
einer der hauptverantwortlichen negativen Regulatoren der adaptiven Immunantwort.
CTLA-4 uibt eine kritische Rolle bei der CD8" T-Zelldifferenzierung aus, indem es die
Produktion von Effektormolekilen, wie IFN-y, von Zytotoxischen T-Lymphozyten
(CTL) inhibiert und den funktionell eingeschrankten Zustand von chronisch aktivierten
CD8" T-Zellen aufrechterhalt. Die Blockade von CTLA-4 durch Antikdrper stellt einen
vielversprechenden Ansatz zur Wiederherstellung von effektiven CTL-Antworten dar,
der bereits in der anti-tumoralen Immun-Checkpoint-Therapie zur Behandlung von
fortgeschrittenen malignen Melanomen zum Einsatz kommt. Die CTLA-4-vermittelten
Mechanismen sowie die zugrundeliegende Signaltransduktion bei der CD8" T-
Zelldifferenzierung sind jedoch noch weitgehend unbekannt. Zur Untersuchung
dieser Fragestellung wurde ein in vitro T-Zellaktivierungssystem in Kombination mit
einer massenspektrometrischen Analyse der phosphorylierten CD8" T-Zellproteine

eingesetzt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung von CTLA-4 in CD8" T-
Zellen definierte post-translationale Modifikationen hervorruft, die eine Regulation der
Zelldifferenzierung ermdglichen. Durch die massenspekrometrische Analyse konnten
CTLA-4-induzierte Anderungen in der Phosphorylierung von Proteinen aufgedeckt
werden, welche in den zellbiologischen Vorgédngen der T-Zellaktivierung, DNA-
Replikation, RNA-Prozessierung und Mikrotubuli-Polymerisation involviert sind.
Neben anderen wichtigen Zielproteinen konnte die CTLA-4-vermittelte Regulation
des Translationsinhibitors PDCD4 aufgedeckt und naher charakterisiert werden.
Durch die Induktion von PDCD4 kann CTLA-4 die Effektorfunktion, wie z.B. die
Produktion des Zytokins IFN-y, von CTL einschranken. Entsprechend fuhrte eine
PDCD4-Defizienz zu einer Verringerung des Tumorwachstum in Experimenten mit
transplantierten Melanom- und Prostatakarzinomzellen in vivo. Zusammengefasst
zeigen diese Daten bisher noch unbekannte CTLA-4-vermittelte Mechanismen und
Signalwege insbesondere zur Restriktion der Proteintranslation, welche zu
eingeschrankten Immunantworten von CTL fihren und potenzielle Ziele zur

Verbesserung der anti-tumoralen Immuntherapie darstellen.
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Abstract

The surface receptor Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein-4 (CTLA-4) is a
main attenuator of adaptive immune responses. CTLA-4 plays a critical role in CD8"
T-cell differentiation by inhibiting the IFN-y production of cytotoxic T lymphocytes
(CTLs) and by promoting the functionally impaired state of CD8" T-cell exhaustion.
The blockade of CTLA-4 is already being used in anti-tumoral immune-checkpoint
therapy as a promising approach to restore effective CTL responses in cancer
disease. However, the underlying CTLA-4-mediated mechanisms and signal
transduction pathways in CTLs still remain elusive. To address this question an in
vitro T-cell activation combined with mass spectrometry analysis of phosphorylated
CD8" T-cell proteins was performed.

The data revealed that CTLA-4 engagement led to defined post-translational
modifications in CD8" T cells providing an effective mechanism to regulate cell
differentiation. The activation of CTLA-4 led to changes in the phosphorylation of
proteins involved in T-cell signaling, DNA replication, RNA processing and
microtubule polymerization. Beside other targets, a CTLA-4-mediated regulation of
the translational inhibitor PDCD4 was discovered and characterized. The induction of
PDCD4 by CTLA-4 restricted the effector functions of CTLs like the production of
IFN-y. Accordingly, the deficiency of PDCD4 led to superior control of in vivo tumor
growth of melanoma and prostate cancer cells. These findings reveal novel CTLA-4-
mediated pathways and mechanisms including the restriction of protein translation
that lead to attenuated CD8" T-cell responses thereby suggesting novel targets and

strategies to improve anti-tumor immunotherapy.
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7 Abklrzungsverzeichnis

Abb. - Abbildung

ADAP - Adhesion and degranulating promoting adapter protein
AP-1 - Activator protein-1

AP-2 - Adaptor protein complex-2

APZ - Antigen-prasentierende Zelle(n)

ATP - Adenosintriphosphat

Bcl10 - B-cell ymphoma/leukemia 10

BTLA - B- and T-lymphocyte attenuator

bzw. - beziehungsweise

CCR7 - C-C Chemokinrezeptor 7

CD - Cluster of Differentiation

CFSE - Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester

CTL - Zytotoxische T-Lymphozyten

CTLA-4 - Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein-4
d - Tag(e)

DAG - Diacylglycerin

dH20 - destilliertes Wasser

DNA - Desoxyribonukleinsaure

EAE - Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
elF - ,eukaryotic initiation factor”

Eomes - Eomesodermin

FoxO1 - Forkhead box protein O1

FoxP3 - Forkhead box protein P3

Fra-2 - Fos-related antigen-2

GAPDH - Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GITR - Glucocorticoid-induced TNF receptor-related protein
Gls - Glutaminase

GO:BP - Gen-Ontologie fur biologische Prozesse

h - Stunde(n)

HEK — humane embryonale Nierenzellen

HVEM - Herpesvirus entry mediator

ICOS - Inducible T-cell costimulator

IFN - Interferon

IL - Interleukin

IP - Immunprazipitation

IPs - Inositol-(1,4,5)-trisphosphat

k.o. - knock out

kDA - Kilodalton

LAT - Linker for activated T cells

MALT1 - Mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein 1
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MAPK - Mitogen-activated protein kinase

MHC - Major Histocompatibility Complex

min - Minute(n)

mIR - micro-RNA

MRNA(s) - ,messenger* Ribonukleinsaure(n)
MTOR - ,mammalian target of rapamycin®

Myc - Avian Myelocytomatosis Virus Onkogen Homolog
NFAT - Nuclear factor of activated T cells

NF«xB - Nuclear Factor kB

OVA - Ovalbumin

PCR - Polymerase-Kettenreaktion

PD-1 - Programmed cell death-1

PDCD4 - Programmed cell death 4

PD-L1 - Programmed cell death 1 ligand 1

PI3K - Phosphoinosid-3-Kinase

PIP, - Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphosphat
PKA - Proteinkinase A

PKC - Proteinkinase C

PLC-y - Phospholipase-y

pPMHC - Peptid + Major Histocompatibility Complex
PP2A - Proteinphosphatase 2A

PTM(s) - Post-translationale Modifikation(en)
RNA(s) - Ribonukleinsaure(n)

Runx2 - Runt-related transcription factor 2

T-bet - T-box Transkriptionsfaktor TBX21

TCF-1 - T-cell factor-1

TIM-3 - T cell immunoglobulin and mucin domain containing-3

TLR - Toll-like-Rezeptoren

TNF - Tumornekrosefaktor

TZR - T-Zellrezeptor

U - Units (Einheiten)

u.a. - unter anderem

WCL - Gesamtzelllysat

WT - Wildtyp

z.B. - zum Beispiel

ZAP-70 - (-chain associated protein kinase of 70 kDa
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Anlage 1: Durch CTLA-4 regulierte Phosphorylierungsstellen in CD8" T-Zellen.

Protein Gen ACC# Phosphor.-stelle  log,fache Anderung p-Wert
NUCKS Nucks1 Q80XU3 S19 13 <10E-12
JAML Amical Q80ULY S370 11 <1,0E-12
SH3BP2 Sh3bp2 Q06649 S425 11 <1 0E-12
NUCKS Nucks1 Q80XU3 S181 10 <1,0E-12
PDCD4 Pdcd4 Q61823 S457 1.0 <1,0E-12
SLAMFT Slamf7 Q8BHK6 S328 1.0 <1,0E-12
TNKS1BP1 Tnks1bp1 P58871 51657 -10 <10E-12
PDCD4 Pdcd4 Q61823 S94 1,0 <1,0E-12
RNH2A Rnaseh2a QICWY 8 $299 1.0 <10E-12
GAPVD1 Gapvd1 Q6PARS 5902 -0.8 1,02E-12
CD43 (Leukosialin) Spn P15702 S285 08 717E-12
PAG Pag1 Q3U1F9 $293 08 2 25E-11
SRRM2 Srrm?2 Q8BTI8 51631 08 1 43E-10
PKC-eta Prkch P23298 S675 0,7 4 23E-10
CENPC1 Cenpct P49452 S699 07 1,74E-09
SNIP1 Snip1 Q8BIZ6 S18 -0.7 4 88E-09
SLy1 Sash3 QBK352 526427 07 6 97E-08
SIK3 Sik3 Q6P4S6 T411 -0,6 4 64E-07
hnRNPA1 Hnmpat P49312 S6 -06 4 B4E-07
NFATc2 Nfatc2 Q60591 S860 06 4 65E-07
SFRS7 Srsf7 Q8BLYI7 S212 06 8 B6E-07
HP1-y Cbx3 P23198 S97 06 157E-06
SRRM2 Srrm2 Q8BTI8 52084 -06 2 11E-06
KNL2 Mis18bp1 Q80wQs 7516 06 2,11E-06
NCoAS Ncoas Q91W39 5381 06 6 80E-06
HP1-y Chx3 P23198 S99 06 2 12E-05
SRRM2 Srrm2 Q8BTI8 ST77+S778 06 2 79E-05
RFC1 Rfct P35601 S365 06 2,79E-05
ZC3H18 Zc3h18 QO0P678 $530 06 3 67E-05
Niban Fam129a Q3UW53 S$755 -0.6 367TE-05
PATL1 Patl1 Q3TC46 T178+5184 06 6,32E-05
SSRP1 Ssrpt Q08943 S657 06 8.24E-05
Fra-2 Fosl2 P47930 5200 -06 8 25E-05
Fra-2 Fosl2 P47930 S120 -0,6 8 26E-05
Trap150 Thrap3 Q56976 S$238+5243 05 182E-04
NHE1 Slc9at Q61165 S707 05 1,82E-04
ZNF265 Zranb2 QYR020 5120 05 2 35E-04
TOP2A Top2a Q01320 S1211 05 2,35E-04
MIA3 Mia3 Q8BI184 S$1566 05 2 .35E-04
elF3B Eif3b Q8JzQ9 S111 -06 2 35E-04
HP1-y Chx3 P23198 S95 05 2 36E-04
CDK5RAP2 CdkSrap2 Q8K389 5485 05 3,03E-04
SRRM2 Srrm2 Q8BTI8 ST75+S778 05 3 91E-04
Ku70 Xrcc6 P23475 S518 -05 5,02E-04
WRNIP1 Wrnip1 Q91XU0 51563 -05 5 03E-04
AKNA Akna Q80vVW7 $302 05 5,03E-04
BAZ1B Baz1b Q9z277 51464 05 6 44E-04
Aldolase A Aldoa P05064 S46 -0.5 6 44E-04
TXLNA Txina Q6PA M1 $523 -05 8 22E-04
SRRM2 Srrm2 Q8BTI8 T1836 05 8 23E-04
PAG Pag1 Q3U1F9 5295 05 8 23E-04
LRBA Lrba QYESE1 $982 -05 8,24E-04
NUP93 Nup93 Q8BJT1 5180 05 105E-03
SRRM1 Srrm1 Q52KI18 S795+S797 05 1,34E-03
FAMB5B Fam65b Q80U16 S46 05 1.34E-03
SRRM1 Srrm1 Q52KI18 S574 05 2 15E-03
RANBP3 Ranbp3 Q9CT10 5148 05 2,16E-03
PKD2 Prkd2 Q8BZ03 S211 05 2,16E-03
CARMA1 Card11 Q8CIS0 S930 05 2 16E-03
RalGAPA1 Ralgapat QB6GYP7 S796 05 2,712E-03
CDK12 Cdk12 Q14AX6 $332+5333 05 2,13E-03
SRRM2 Srrm2 Q8BTI8 S$1343 05 3 44E-03
RPRC1 Map7d1 A2AJI0 S460 05 3 44E-03
TEX2 Tex2 Q6ZPJ0 5195 05 4 33E-03
CLASP2 Clasp2 Q8BRT1 S376 05 4 33E-03
RIC8A Ric8a Q3TIR3 5435 -0.5 5 44E-03
NEK1 Nek1 P51954 S997 05 5 44E-03
PTPN12 Ptpn12 P35831 S434 05 6,81E-03
DEF6 Def6 Q8C2K1 5597 05 6 ,82E-03
SR-A1 Scaf1 Qb5U4C3 S676+5682 05 1,06E-02
ELYS Ahctf1 Q8CJF7 S1928 05 106E-02
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Fortfihrung Anlage 1

DEAF1 Deaft Q9Z1T5 $212 05 1,07E-02
BRCA1 Brcat P48754 S686 05 107E-02
MAP4 Map4 P27546 S517 -04 1.32E-02
ELYS Ahgctf1 Q8CJFT S$1928+51931 04 1,32E-02
CC2D1B Cc2dib Q8BRNY 3520 04 1,32E-02
VAV Vav1 P27870 Y826 -04 164E-02
Arhgap1 Arhgap1 QOFWK3 S51 -04 164E-02
WDR26 Wdr26 Q8C6GS8 S101 -04 2 03E-02
GRAMD1B Gramd1b Q80TIO S274 -04 2 04E-02
SLP-76 Lep2 Q60787 S210 -04 2 52E-02
STMN1 Stmn1 P54227 546 04 310E-02
RANBP3 Ranbp3 Q9CT10 S58 04 3 11E-02
PCM-1 Pem1 QIROLG S$1228 04 3 11E-02
Treacle Teof1 008784 51303 04 3 .81E-02
PININ Pnn 035691 S66 04 3.81E-02
PININ Pnn 035691 $100 04 3,82E-02
DDX54 Ddx54 Q8K4LO0 S774 04 3.82E-02
U2AF2 U2af2 P26369 S79 04 4 68E-02
Anlage 2: Signifikant angereicherte GO:BP Kategorien von CTLA-4-regulierten Proteinen.
GO:BP Kategorie KategoriegroBe positive IDs p-Wert
Zytokin- P15702, Q8K352,
produktion G0:0001816 190 Q6059, Q8CIS0, Q60787 3,85e-4
T-Zell- ) P15702, Q3U1F9,
aktivierung oLt Y Q8K352, Q8CIS0, P27870 b
Regulation der ] P15702, Q3U1F9,
T-Zellaktivierung G0O:0050863 16 Q8K352, Q8CISO 9,56e-4
RNA Q8BTI8, P49312, Q8BL97
Prozessierun G0:0006396 460 Q9R020, Q52KI8, Q5U4C3 1,78e-5
9 035691, Q8K4L0, P26369
mRNA Q8BTI8, P49312, Q8BLY97,
Prozessierun G0:0006397 265 QYR020, Q52KI8, Q5U4C3, 2,33e-6
9 035691, P26369
Q8BTI8, P49312, Q8BL97,
RNA-Spleien G0:0008380 207 QOR020, Q52KI8, Q5U4C3, 3,64e-7
035691, P26369
mRNA metabolischer Q8BTI8, P49312, Q8BL97,
Prozess G0:0016071 304 QOR020, Q52KI8, Q5U4C3, 6,41e-6
035691, P263694
I ) P35601, Q08943,
DNA Replikation G0:0006260 178 Q91XUD, QOESE1, P48754 2,86e-4
Mikrotubuli De- )
polymerisation GO:0007019 18 Q8BRT1, P27546, P54227 2.58e-5
Microtubuli Poly-
merisation oder De- G0:0031109 36 Q8BRT1, P27546, P54227 217e-4
polymerisation
Regulation der
Mikrotubuli )
Polymerisation oder G0O:0031110 31 Q8BRT1, P27546, P54227 1,38e-4
Depolymerisation
Regulation von
Microtubuli- G0:0032886 49 Q8BRT1, P27546, P54227 5,43e-4

basierten Prozesse
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Anlage 3: Von PDCD4 gebundene RNA Molekiile in CD8" T-Zellen.

RNA Protein ACC# log,fache Anderung p-Wert
Gls Glutaminase D3Z7P3 1,09 0,005
Tyk2 Tyk2 Q9R117 1,25 0,014
Cxadr CXADR P97792 1,13 0,025
Orc3 ORC3L Q9JK30 0,96 0,026
Esmp2 RBM35B Q8KOGS 1,13 0,027
Ctlorf21 C1lorf21 Q8K207 1,03 0,027
Hmga2-ps1 1,03 0,027
Btbd6 BTBD6 Q8K2J9 1,10 0,031
Brd2 BRD2 Q7JJ13 1,10 0,032
Milt11 MLLT11 P97783 1,05 0,033
Ankrd61 ANKRD61 Q9CcQaMe 094 0,038
Brsk2 BRSK2 Q697298 1,05 0,039
1110002L01Rik Q8cBaQ7 0,94 0,040
Spsh2 SPSB2 Q88838 0,94 0,040
Rabéb RABGB P61294 0,94 0,040
Dnmt3aos Q3UCH3 1,00 0,041
Zfp174 ZNF174 BIEJWS 1,00 0,041
Ints2 INTS2 Q80UKS8 0,88 0,047
B3gnt3 B3GNT3 Q5JCSH 0,89 0,048
Trio TRIO QOKLO02 0,97 0,048
Senp3 SENP3 Q9EPY7 0,96 0,049
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