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Einleitung

1 Einleitung

11 Das Immunsystem

Die Aufgabe des Immunsystems besteht darin, den Organismus vor Infektionen zu schiitzen.
Dazu gehoren die Abwehr korperfremder Substanzen und die Eliminierung entarteter
Korperzellen. Unspezifische mechanische Barrieren, wie Haut und Schleimhaut oder
Magensidure, erschweren das Eindringen von Krankheitskeimen. Zu den zelluldren Bestandteilen
der unspezifischen Immunantwort gehéren Granulozyten, Monozyten und Makrophagen, welche
durch Phagozytose und Produktion von Zytokinen im Zusammenwirken mit dem
Komplementsystem eine erste Verteidigungslinie gegen viele Mikroorganismen bilden.
Uberwinden Krankheitserreger dennoch die unspezifischen Barrieren, greifen spezifische
Mechanismen. Man unterscheidet dabei die zellulire und humorale antigenspezifische
Immunitét: Die zelluldre Immunitdt wird durch T-Lymphozyten ausgefiihrt, die humorale
Immunantwort hingegen durch Antikorper, die von B-Lymphozyten gebildet werden. Zur
erfolgreichen Erfiillung seiner spezifischen Funktion muss das Immunsystem zwischen

korperfremden und korpereigenen Substanzen unterscheiden kénnen (1).

1.1.1 T-Zellentwicklung

Das Immunsystem besteht aus einer Vielzahl von Zellpopulationen, die sich aus gemeinsamen
omnipotenten Stammzellen entwickeln. Diese reifen im Knochenmark und koénnen
unterschiedliche Differenzierungswege einschlagen. Uber die Lymphopoese werden B- und T-
Lymphozyten gebildet. Aus der myeloiden Entwicklungslinie entstehen Erythrozyten,
Thrombozyten, Granulozyten, Mastzellen, Monozyten und dendritische Zellen (DC). Einige
lymphoide Vorlduferzellen wandern zur Differenzierung in den Thymus, wo sie zu T-
Lymphozyten oder NK-Zellen reifen. Im Laufe des Reifungsprozesses durchlaufen Thymozyten
verschiedene Entwicklungsstadien, die durch die Expression bestimmter Oberflaichenmarker
charakterisiert sind. Die wichtigsten Marker in diesem Zusammenhang sind die
Oberflachenmolekiile CD4, CD8 und die Molekiile des T-Zell-Rezeptor-Komplexes (TCR). Die

frithen T-Zellvorldufer exprimieren keines dieser Molekiile und werden aufgrund der fehlenden
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CD4- bzw. CD8-Expression als doppelt-negativ (DN) bezeichnet. Aus diesen Vorlduferzellen
konnen sich zwei unterschiedliche T-Zell-Linien entwickeln, o/B-TCR- (etwa 95% der T-Zellen)
sowie 7/8-TCR- (5% der T-Zellen) positive T-Zellen. Alle T-Zellen unterscheiden sich in der
Spezifitit des TCR. Die Gene fiir die -, y- und 5-Ketten des TCR werden in der Entwicklung der
Thymozyten auf dem DN-Stadium umgeordnet. Das Rearrangement der a-Kette erfolgt erst im
doppelt-positiven (CD4"CDS8", DP) Stadium. DN-Zellen exprimieren daher einen y/5-TCR oder
einen sog. prd-TCR, welcher aus der pra-TCR-a-Kette (pTa) und der B-Kette besteht. In
Abhingigkeit der Signale reifen entweder o/p- oder y/8-T-Zellen heran. Das DN-Stadium kann
anhand der Expression des Adhédsionsmolekiils CD44 und von CD25 (a-Kette des IL-2-
Rezeptors) weiter unterteilt werden. Zunéchst exprimieren DN-Thymozyten CD44, aber kein
CD25 (DN1). Im néchsten Stadium sind die Zellen CD44'CD25" (DN2). Im Anschluss wird die
Expression von CD44 verringert. In diesem CD44™*"*¢CD25" Stadium (DN3) wird das Gen fiir
die B-Kette umgelagert und der pra-TCR zusammen mit CD3-Molekiilen exprimiert. Gelingt die
Umlagerung der P-Kette nicht, verbleiben die Zellen in diesem Stadium und gehen durch
apoptotische Vorginge zugrunde. Pra-TCR-Signale fithren dazu, dass sich DN3-Zellen
vermehren, die Umlagerung weiterer -Ketten gestoppt wird und die Korezeptoren CD4 und
CD8 exprimiert werden (sog. 3-Selektion). Nach erfolgreicher Umlagerung der a-Kette des TCR
im DP-Stadium sind die Thymozyten ,reif** fiir die Selektionsprozesse. Fiir diese Prozesse
interagieren DP-Thymozyten mit residenten antigenpréasentierenden Zellen (APC) im Thymus.

Bei der positiven Selektion entscheidet sich, ob DP-Zellen zu CD4" oder CD8" T-Zellen
weiterreifen. Hierbei ist bestimmend, mit welcher Affinitdt die TCRs der DP-Zellen an die
MHC/Selbstpeptid-Komplexe binden und wie dicht die MHC/Selbstpeptid-Komplexe auf den
Thymusepithelzellen exprimiert werden. Wichtig fiir die positive Selektion sind die kortikalen
Thymusepithelzellen. Sie bilden ein dichtes Geflecht von Ausldufern, in welchem DP-Zellen in
Kontakt mit den MHC/Selbstpeptid-Molekiilen auf den Epithelzellen treten. Nach der
Avidititshypothese flihrt ein Signal ,,mittlerer* Stirke zur positiven Selektion der Zellen, welche
sodann zu einfach-positiven (SP) T-Zellen differenzieren. DP-Thymozyten, welche Selbstpeptide
auf MHC-Molekiilen der Klasse II erkennen, reifen in der Regel zu CD4 SP T-Zellen. Bei
Erkennung von Selbstpeptiden auf MHC-I-Molekiilen reifen DP-Zellen zu CD8 SP T-Zellen. Die
Expression des jeweils anderen Korezeptors wird nach der MHC-Erkennung abgeschaltet

(CD4/CD8-Linienentscheidung).
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Die negative Selektion im Thymus erfolgt unter Beteiligung von DCs und Makrophagen, sowie
medulldren Epithelzellen. Ein ,starkes TCR-Signal 16st dabei den programmierten Zelltod
(Apoptose) aus und fiihrt zur negativen Selektion. In DP-Zellen, welche Selbst-Peptide auf
MHC-Molekiilen nicht erkennen oder diese nur mit ,,schwacher® Affinitit binden, wird ebenfalls
Apoptose ausgeldst.. Dieser Vorgang wird als Tod durch Vernachlédssigung (death by neglect)
bezeichnet. Dies bedeutet, dass ein- und derselbe TCR durch MHC/Selbstpeptid-
Komplexbindung positive oder negative Selektion bewirken kann. Erst wenn DP-Thymozyten
das 2-fache screening der positiven und negativen Selektion durchlaufen haben, reifen sie zu SP
T-Zellen heran, CD4" T-Helferzellen (Th) oder CD8" zytotoxische T-Zellen (CTL) , die nach und
nach in die Peripherie entlassen werden. Abb. 1 zeigt eine vereinfachte Ubersicht der

verschiedenen Entwicklungsstadien von murinen Thymozyten.

doppelt-negativ (DN) doppelt-positiv (DP) 5einfach positiv
= (SP)

1 TCR
Proliferation ! positive/negative Selektion E

Pra-TCR ; a/f-TCR
\
DN1 DN2 DN3 DN4 |

Abb. 1: Reifung von murinen T-Zellen. Die T-Zellreifung erfolgt im Thymus und l4uft in mehreren

Entwicklungsstufen ab. Unreife Vorldufer-T-Zellen durchlaufen ein doppelt-negatives (DN) und doppelt-positives
(DP) Stadium mit entsprechendem Rezeptorprofil, bis sie nach erfolgreicher positiver Selektion als einfach-positive

(SP) CD4" oder CD8" T-Zellen in die Peripherie freigesetzt werden.

Makrophagen, welche aus Monozyten differenzieren, und DCs spielen neben der
Negativselektion im Thymus auch eine wichtige Rolle bei der antigenspezifischen Stimulation
peripherer CD4" Th-Zellen. CD4" T-Zellen reagieren auf Antigene, die von extrazelluliren
Quellen stammen und auf MHCII-Molekiilen auf APCs présentiert werden (2). Abhingig vom
Stimulus und dem Zytokinmilieu differenzieren naive CD4" T-Zellen nach Antigenerkennung in
verschiedene Subklassen. Inflammatorische Th1-Zellen bilden entziindungsfordernde Zytokine,
wie IFNy oder TNF-. Th2-Zellen bilden eine Reihe von Zytokinen, wie IL-4, IL-5, IL-6, IL-10
3
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und IL-13. In den letzten Jahren gewannen weitere Subpopulationen von CD4" T-Zellen
besondere Bedeutung, Th17-Zellen und regulatorische T-Zellen (Tregs). Th17-Zellen bilden
inflammatorische Zytokine, wie IL-17, TNFo/B, IL-6, IL-21 und IL-23 und sind bei der
Entstehung von Autoimmunerkrankungen involviert. Tregs dagegen haben immunregulatorische
Funktionen (siehe Kapitel 1.1.2 und 1.1.4).

CDS8" T-Zellen erkennen Antigene, welche intrazellulir synthetisiert werden, z.B. virale Peptide,
und durch MHC I-Komplexe an der Oberfliche prisentiert werden. CD8" T-Zellen differenzieren
nach Aktivierung zu zytotoxischen T-Zellen (CTL) (3), die virusinfizierte Zellen oder
Tumorzellen eliminieren. Die Freisetzung verschiedener zytotoxischer Effektormolekiile, wie
Perforine und Granzyme, bewirken das Abtdten der Zielzellen durch Zerstorung der
Zellmembran und Induktion des Zelltodes. Zusitzlich spielen die durch CTL freigesetzten
Zytokine IFNy und TNFo/f3 eine Rolle. Sie aktivieren antigenprdsentierende Makrophagen, und
IFNy kann direkt die virale Replikation hemmen (4, 5).

1.1.2 Naturliche Regulatorische T-Zellen (nTregs)

Natiirlich vorkommende Tregs (nTregs) sind CD4'CD25" T-Zellen, die im Thymus gebildet
werden und etwa 5-10% der CD4" T-Zellpopulation bilden. Die Entwicklung zu nTregs wird im
Maussystem durch den Transkriptionsfaktor Foxp3 determiniert, wobei die Treg-
Linienentscheidung erst relativ spdt im Verlauf der Thymozytenreifung wéhrend der
Differenzierung der DP-Zellen zu SP-Zellen erfolgt. Analysen an Foxp3“'" tg Miusen ergaben,
dass Foxp3 in o/B-TCR T-Zellen, jedoch nicht in y/6-TCR T-Zellen exprimiert wird (6).
Immunhistochemische Untersuchungen an Maéusen, denen das RAG (Rekombination
aktivierendes Gen)-Protein fehlt, das zur erfolgreichen Genumlagerung der TCR- und BCR-
Ketten notig ist, zeigten aullerdem, dass in nicht-hdmatopoetischen Geweben kein Foxp3
exprimiert wird (6, 7). Die Mehrzahl der Foxp3™ Zellen ist CD4", aber eine kleine Population
Foxp3-exprimierender Zellen ist CD8" bzw. DP. Die Foxp3-Induktion in Thymozyten erfordert
ein starkes TCR-Signal, CD28-Signale und die Expression eines hochaffinen IL-2R (CD25)
sowie Signale weiterer Zytokinrezeptoren, wie dem IL-7R oder IL-15R (8-13).
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Die essentielle Bedeutung von Foxp3 fiir die Entwicklung und Funktion von Tregs wurde durch
intensive Studien an Foxp3-defizienten Médusen (scurfy mice) belegt (14, 15). Tregs haben anti-
inflammatorische Funktionen, indem sie die Aktivierung und Proliferation von T-Zellen
hemmen. Thre Eliminierung bei Foxp3-Defizienz fiihrt daher zur Induktion schwerer

Autoimmunerkrankungen, inklusive Gastritis oder Thyreoiditis (16-19).

—‘VTryptophan l

CD80/CD86

CTLA-4

CD25

Abb. 2: Suppressormechanismen von Tregs. Tregs supprimieren die Aktivierung von T-Effektorzellen (Teff)
durch Ausschiittung anti-inflammatorischer Zytokine (TGFf, IL-10) oder Anregung der IDO-Produktion durch DCs
iiber Interaktion von CTLA-4 auf Tregs mit CD80/CD86 auf DCs. Durch konstitutive CD25-Expression wird freies
IL-2 schnell gebunden und fehlt somit Teff zur Expansion. Durch Perforine konnen Effektorzellen direkt eleminiert
werden. Zusitzlich wird eine mogliche Suppressorfunktion von GARP durch Bindung von TGFf iiber einen noch

ungekldrten Mechanismus angenommen.

Tregs erfiillen ihre Suppressorfunktion iiber verschiedene Mechanismen. Eine Zell-Zell-Kontakt-
abhingige Suppression wurde in Kokulturen von Tregs mit Effektorzellen aufgezeigt, welche
durch eine semipermeable Membran getrennt wurden (20, 21). Bei Zell-Zell-Kontakt kénnen
Tregs Effektorzellen durch granzym- und perforinabhéngige Mechanismen direkt eliminieren
(22-24). Weiterhin wird durch Zellkontakt mit Tregs die Funktion der APCs beeinflusst. Uber
das auf Tregs exprimierte Oberflichenmolekiil CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associated

5
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protein 4) werden DCs angeregt, das Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) zu bilden. Dieses
katalysiert den Umbau von Tryptophan zu Kynurenin, einer fiir T-Effektorzellen toxischen
Verbindung, und der Mangel an freiem Tryptophan verhindert eine optimale Aktivierung der T-
Zellen (25, 26). Zusétzlich konnen Tregs antigenabhingig Aggregate mit DCs bilden, wodurch
der physikalische Kontakt zwischen Effektorzellen und DCs verhindert wird. Der Treg-DC-
Kontakt wird durch lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1) vermittelt, ist jedoch
unabhingig von CTLA-4. CTLA-4 reguliert allerdings die CD80/86-Expression auf DCs, wie an
Studien mit CTLA-4" Mausen gezeigt wurde. Uber CTLA-4 inhibieren Tregs die Expression von
CD80 und CD86 auf unreifen und induzieren die Herunterregulation dieser Liganden auf reifen
DCs, wodurch eine optimale Aktivierung von Effektorzellen verhindert wird. Man spricht in
diesem Zusammenhang von einem Zwei-Stufen-Prozess, der LFA-1-abhingigen CTLA-4-
unabhéngigen Aggregation von Tregs und DCs, sowie der LFA-1-unabhingigen und CTLA-4-
abhingigen CD80/86-Modulation auf DCs durch Tregs. Durch beide Schritte wird eine stabile
Interaktion zwischen DCs und T-Zellen und damit deren optimale Aktivierung verhindert (27,
28). In aktuellen Publikationen wurde ein neues transmembranes Protein namens GARP
(glycoprotein A repetitions predominant) beschrieben, welches durch leucinreiche extrazelluldre
Regionen charakterisiert ist. Uber solche Motive konnen Protein-Protein-Interaktionen
ermdglicht werden (29). Es wurde gezeigt, dass GARP vorrangig auf aktivierten nTregs
exprimiert wird und GARP-exprimierende Zellen starke supprimierende Eigenschaften
aufweisen. Struktur-Funktionsanalysen von GARP ergaben, dass die extrazellulire Doméne,
jedoch nicht die zytoplasmatische Region fiir die Funktion von GARP von Bedeutung ist. Dies
deutet darauf hin, dass GARP mit anderen Rezeptoren oder Liganden im Rahmen der
Suppressorfunktion interagiert. Der genaue Mechanismus, durch den GARP Suppressorfunktion
vermittelt, ist jedoch ungeklart (30-32).

Auch verschiedene Zytokine spielen bei der Treg-vermittelten Suppressoraktivitit eine
wesentliche Rolle. TCR/CD28-Signale sind fiir die Aktivierung und Proliferation naiver T-Zellen
erforderlich, wobei CD28-Kostimulation iiber den Phosphatidylinositol-3-kinase/Proteinkinase B
(PI3K/PKB)-Signalweg Signale liefert, die zur optimalen Produktion von IL-2 beitragen. 1L-2-
und IL-2R-defiziente Méuse weisen, ebenso wie CD28-defiziente (CD28'/') Mause, eine sehr
geringe Zahl an nTregs in der Peripherie auf. Ein Merkmal von Tregs ist, dass sie, anders als
naive T-Zellen, gegeniiber TCR/CD28-Stimulation ,,anerg* sind, d.h. sie proliferieren nicht und

bilden kein eigenes IL-2. IL-2 ist jedoch zur optimalen Aktivierung von Tregs erforderlich. Tregs
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weisen eine konstitutiv hohe CD25-Expression auf, wodurch exogenes IL-2 schnell gebunden
werden kann. Dies fiihrt zum raschen Verbrauch von IL-2 durch Tregs, was wiederum eine
optimale Aktivierung naiver T-Zellen verhindert. IL-2 ist somit nicht nur ein wichtiger Faktor fiir
die Entwicklung und das Uberleben von Tregs, sondern indirekt auch in die Treg-Funktion
involviert (11, 33). Die Transkription von IL-2 in T-Zellen wird durch NFAT (nuclear factor of
activated T cells), AP-1 (activator protein 1) und NFxB (nuclear factor xB) reguliert, welche
iiber spezifische DNA-Motive am IL-2-Promotor binden. Auch fiir den Transkriptionsfaktor
Foxp3 existieren potentielle Bindungsstellen am IL-2-Promotor, welche der Bindungssequenz
von AP-1 dhneln. Foxp3 hemmt die IL-2-Transkription wahrscheinlich durch Interaktion mit dem
NFAT-AP-1-Komplex, wobei AP-1 verdringt und ein NFAT-Foxp3-Komplex gebildet wird.
Foxp3" Tregs produzieren daher kein eigenes IL-2 und sind zur Expansion und zur Homdostase
von exogenem IL-2 abhingig (34).

Die anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und Transforming growth factor beta (TGF;)
spielen in der Immunpathologie etlicher Krankheiten eine essentielle Rolle. Beispielsweise sind
IL-10-defiziente Maiduse besonders anfillig fiir intestinale Entziindungen. Studien mit
monoklonalen Antikdrpern (Ak) gegen IL-10 und TGFp, zeigten, dass Tregs der so behandelten
Mause nicht in der Lage sind, die Entziindung zu kontrollieren (35, 36). IL-10 hemmt zudem die
Makrophagenfunktion, womit einer {iberschieBenden Entziindungsreaktion entgegengewirkt
wird, und fordert die Th2- gegeniiber einer Th1-Immunantwort. Dariiber hinaus begiinstigen IL-
10 und IL-13 die Proliferation und Differenzierung von B-Zellen zu Antikorper-sezernierenden
Plasmazellen.

Die Bedeutung von TGFf; als immunsuppressives Zytokin zeigt sich besonders an TGFp-
defizienten Méusen. Diese entwickeln Autoimmunerkrankungen dhnlich zum Phéinotyp Foxp3-
defizienter Méuse (37). Neben Zell-Zell-Kontakt-abhéngiger Suppression iiber LFA-1 und
CTLA-4 ist TGFp;-Sekretion ein weiterer Mechanismus, durch den Tregs ihre
Suppressorfunktion ausiiben konnen. Abhingig von der Stirke und Art des TCR-Signals sind
Tregs in der Lage, TGFPB; zu sekretieren oder membrangebundenes TGFB; zu exprimieren.
Stimulation mit kreuzvernetztem CD3-Ak generiert sowohl sekretiertes als auch
membrangebundenes TGFf;. Im Gegensatz dazu wird bei antigenspezifischer Stimulation durch
APCs TGFB; nur in sehr geringer Menge sekretiert und hauptsdchlich membrangebundenes
TGFp, gebildet (36, 38). Transwell-Studien zeigten, dass in vitro der Zell-Zell-Kontakt fiir die
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Treg-Suppressoraktivitét erforderlich ist, und mit Ak gegen TGFf; konnte die Suppression durch
Tregs aufgehoben werden. Daraus wurde gefolgert, dass die Suppression durch
membrangebundenes TGF; vermittelt wird. Untersuchungen zur Expression von
membrangebundenem TGFf; auf unstimulierten und aktivierten Tregs versus konventioneller T-
Zellen ergaben, dass nach Stimulation membrangebundenes TGFf; auf der Oberfliche von
Tregs, jedoch nicht auf CD4 'CD25" Zellen angereichert wird. Dies bestitigte die Hypothese, dass
die Suppressoraktivitit von Tregs durch membrangebundenes TGFB; in Zell-Zell-Kontakt
abhingiger Weise vermittelt wird (36, 38).

1.1.2.1 nTreg-Homdostase

Tregs sind nicht in der Lage, eigenes IL-2 zu produzieren und daher zur Proliferation auf
exogenes IL-2 angewiesen. Zur Aufrechterhaltung der Homdostase, aber auch als Teil ihrer
Suppressoraktivitdt, verfiigen Tregs liber eine konstitutiv hohe CD25-Expression. Umgekehrt
wirken Apoptose-auslosende Rezeptoren der Treg-Proliferation als Kontrollmechanismus
entgegen. Dazu gehoren Mitglieder der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Familie, welche das
Uberleben, aber auch die Funktion von Tregs regulieren, wie OX40 (CD134), glucocorticoid-
induced TNF receptor family related protein (GITR), TNF-Rezeptor 2 und der Fas-Rezeptor (39-
41).

Die zentrale Rolle von IL-2 fiir die Homoostase von T-Zellen wurde in den letzten Jahren belegt.
IL-2- und CD25-defiziente Miuse zeigen massive lymphoproliferative Syndrome, begleitet von
schweren Autoimmunerkrankungen. IL-2 sowie der IL-2R sind daher fiir die Aufrechterhaltung
der Selbsttoleranz essentiell, da sie bei der Entwicklung und dem Uberleben von Tregs eine
bedeutende Rolle spielen (42-44). IL-2 aktiviert iiber den Transkriptionsfaktor STATS5 (signal
transducer and activator of transcription 5) Gene, die fiir das Uberleben wichtig sind. Allerdings
kann STATS nicht nur iiber IL-2-Signale aktiviert werden, was IL-2 als alleinigen
Uberlebensfaktor fiir Tregs ausschlieft. Man geht daher davon aus, dass neben IL-2 andere
Zytokine bei der Entwicklung und Homdostase von Tregs beteiligt sind (45).

IL-7 und IL-15 aktivieren ebenfalls STATS und sind daher von besonderer Bedeutung. Der IL-
7R (CD127) vermittelt Signale, die das Uberleben von T-Zellen durch verstirkte Expression

verschiedener anti-apoptotischer Molekiile, wie Bcl-2 und dem Glukosetransporter, unterstiitzen.
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Foxp3" Tregs weisen eine schwache Expression des IL-7R auf, welcher hinreichende Signale
liefert, das Uberleben von nTregs zu fordern (46-48).

Im Gegensatz zu naiven T-Zellen exprimieren Tregs OX40 (CD134). Nach Aktivierung weisen
beide Zellpopulationen eine vergleichbar starke OX40-Expression auf. Bindung des OX40-
Liganden fordert die Zytokinproduktion, Proliferation und das Uberleben von T-Zellen.
Beziiglich des Uberlebens fithren OX40-Signale zur Aktivierung anti-apoptotischer Molekiile,
wie Bel-xL und Bcl-2. Fiir Tregs wurde in vitro gezeigt, dass besonders in Anwesenheit von IL-2
0X40-Signale das Uberleben und die Proliferation begiinstigen (49, 50).

Ein weiterer Vertreter der TNF-Rezeptor-Familie ist der Treg-Marker GITR. Naive T-Zellen
weisen eine schwache GITR-Expression auf. Nach T-Zellaktivierung wird die GITR-Expression
auf naiven T-Zellen hochreguliert (39, 40). Im Gegensatz dazu zeigen Tregs eine konstitutiv hohe
GITR-Expression. GITR weist eine hohe Sequenzhomologie mit OX40 auf und fiihrt zur
Aktivierung von NF-xB und damit zur Férderung von Proliferation und Uberleben von T-Zellen
(51). GITR-Signale haben, dhnlich zu CD28-Signalen, eine kostimulatorische Funktion, da sie
die Proliferation, Expression von Aktivierungsmarkern und Zytokinproduktion férdern. Jedoch
ist der kostimulatorische Effekt schwécher als der von CD28, was darauf hinweist, dass andere
intrazelluldre  Signalwege  aktiviert werden konnten (52). Abhédngig von den
Stimulationsbedingungen konnen iiber GITR aber auch apoptoseinduzierende Signale vermittelt
werden. Bei suboptimaler TCR-Stimulation, aber starken GITR-Signalen tritt die
kostimulatorische Funktion zu Tage, wihrend bei starker TCR-Aktivierung GITR-Stimulation
zur Induktion von Apoptose fiihrt (53, 54). GITR-Kostimulation von Tregs in vitro fiihrt dazu,
dass sie ihre Suppressoraktivitit verlieren. Jedoch wurde dies in Kokulturen von Tregs mit
Effektorzellen gezeigt, so dass nicht unterschieden werden konnte, ob der GITR-Effekt die Tregs
oder die Effektorzellen betraf. Kokulturen GITR-defizienter Effektorzellen mit wt Tregs zeigten
sodann, dass die Treg-Aktivitdt durch GITR-Signale gehemmt wird. Tregs verlieren durch GITR-
Kostimulation, dhnlich wie nach Kostimulation iiber CD28 in Anwesenheit von IL-2, ihren
anergen Status und werden zur Proliferation angeregt. GITR fungiert daher als ein

»Negativregulator von Tregs (40, 55).
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1.1.3 Induzierbare Tregs (iTregs)

Die Generation von Tregs ist nicht auf den Thymus beschrinkt. In der Peripherie bewirken
TCR/CD28-Signale in Kombination mit TGFB; die Differenzierung CD4 CD25  naiver T-Zellen
zu Foxp3-exprimierenden CD4'CD25" induzierten Tregs (iTregs). iTregs weisen gleiche
phénotypische und funktionelle Eigenschaften wie im Thymus gereifte nTregs auf, d.h. sie zeigen
Suppressoraktivitit, verhalten sich anerg und produzieren kein eigenes IL-2. Durch adoptiven
Transfer in vitro generierter iTregs wurde nachgewiesen, dass iTregs im Mausmodell effektiv die
Pathogenese verschiedener inflammatorischer Krankheiten unterdriicken koénnen. B-T-
Zellkontakte fithren in vitro und in vivo ebenfalls zur Induktion regulatorischer Eigenschaften in
T-Zellen. Die Ausbildung des Treg-Phanotyps ist hierbei jedoch unabhéngig von Foxp3 (56, 57).
In fritheren Studien wurde gezeigt, dass IL-10 fiir die Treg-Entwicklung wichtig ist. IL-10-
produzierende B-Zellen sind fiir die Kontrolle der Immunantwort von groBBer Bedeutung, da sie
als wirksame Negativregulatoren entziindlicher oder autoimmuner Erkrankungen identifiziert
wurden und daher als regulatorische B-Zellen (Bregs) oder B10-Zellen bezeichnet werden (56,

58-62).

1.1.4 Thil7-Zellen

Th17-Zellen wurden als eine unabhidngige Th-Subpopulation mit charakteristischen
Differenzierungs- und Transkriptionsfaktoren identifiziert. Sie produzieren verschiedene
proinflammatorische Zytokine, wie IL-17A, TNFa/p, IL-6, IL-21 und IL-22. Der erhebliche
EinfluB dieser Zytokine bei der Pathogenese verschiedener Autoimmunerkrankungen, wie
Rheumatoider Arthritis, Multipler Sklerose, Psoriasis oder Morbus Crohn, wurde in
unterschiedlichen Studien belegt (63, 64). In Anwesenheit von IL-6 wird die durch TCR/CD28-
plus TGFp;-Signale induzierte Foxp3-Expression gehemmt und reziprok die Entwicklung
inflammatorischer Th17-Zellen induziert (65-69). IL-6-Signale fordern dabei auch die Expression
des Chemokinrezeptors CCR6 auf Thl7-Zellen, {ber den das Einwandern der
entziindungsfordernden Th17-Zellen in den Entziindungsherd vermittelt wird (70-72). Die
Expression von CCR6 und IL-17 wird iiber die Transkriptionsfaktoren RORyt (retinoic acid
receptor-related orphan receptor yt) und RORa reguliert. Die Aktivitdt von RORyt wird durch
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Foxp3 beeinflusst, wobei Bindung von Foxp3 an RORyt zur verringerten Bindung von RORyt an
den IL-17-Promotor fiihrt (70, 73, 74). Foxp3 interagiert und inhibiert auBlerdem den
Transkriptionsfaktor Runx1, der die RORyt-Expression veranlasst. In Anwesenheit von TGFf3;
und IL-6 oder IL-21 wird die Foxp3-Expression inhibiert, so dass Runx1 die RORyt-Expression
und die darauffolgende IL-17-Expression bewirkt.

Der IL-6R besteht aus einer IL-6 bindenden (CD126) und einer signaliibertragenden Untereinheit
(gp130). Uber gp130 werden der SHP-2/ERK- und der STAT3-Signalweg aktiviert. Verringerte
Aktivierung des SHP-2/ERK-Signalweges, aber verstarkte Aktivierung von STAT3 nach gp130-
Aktivierung flihren interessanterweise zur Entwicklung von Autoimmunerkrankungen, bei denen
Th17-Zellen eine mallgebliche Rolle spielen (75, 76). Signale iiber STAT3, welche neben IL-6
auch durch IL-21 und IL-23 vermittelt werden, induzieren die Differenzierung von Th17-Zellen,
so dass bei STAT3-Defizienz die Differenzierung von Th17-Zellen gestort ist. Somit regulieren
STATS und STATS3 die Differenzierung naiver T-Zellen in Tregs und Th17-Zellen in reziproker
Weise (77-79).

Dariiber hinaus spielt der Transkriptionsfaktor IRF-4 (interferon regulatory factor 4), der mit
RORyt interagiert bei der Thl7-Differenzierung eine Rolle. In IRF-4"" T-Zellen findet in
Anwesenheit von TGFB; und IL-6 keine Polarisierung zu Th17-Zellen statt, und IRF-4"" Miuse
erkranken nicht an der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), dem
Mausmodell fiir Multiple Sklerose (80).

Die IL-21-Expression wird durch IL-6 gefordert und ist von STAT3, jedoch nicht von RORyt
abhingig. Unter Einfluss von TGFp, ist IL-21, wie IL-6, in der Lage, RORyt-Expression und
Th17-Differenzierung zu induzieren. Es wird vermutet, dass in einer ,,gesunden Situation, wo
nur wenig IL-6 vorliegt, IL-21 einen gewissen ,,Pegel* an Th-17-Vorlduferzellen aufrecht erhilt.
IL-21 induziert zudem die Expression von 1L-23, das die Entwicklung und Expansion von Th17-
Zellen stabilisiert. IL-23 fordert die Expression pro-inflammatorischer Zytokine, u.a. IL-17, und
supprimiert die Expression anti-inflammatorischer Zytokine, wie IL-10. Die genaue Funktion von

IL-23 ist noch nicht vollstdndig aufgeklart (81).
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1.1.5 Migration von T-Zellen

Um ihre Suppressorfunktion ausiiben zu kdnnen, miissen Tregs in physischen Kontakt mit ihren
Zielzellen treten, was das Wandern von Tregs erfordert. T-Zellen exprimieren CD62L, a4p7-
Integrin (CD103) und LFA-1, die an verschiedenen Migrationsprozessen, wie dem rolling,
tethering und der Adhidsion sowie dem Durchdringen der Zellmembran (Diapedese) beteiligt
sind. Beim rolling und tethering wird durch Selektine, zu denen auch CD62L gehort, die
Bewegung der T-Zellen im Blutstrom verlangsamt. CD62L vermittelt eine schwache Interaktion
mit E- und P-Selektinen auf dem Blutgefd3endothel. Im Anschluss wird durch Integrine (CD103,
LFA-1, VLA-4) eine feste Bindung mit dem GefiaBBendothel hergestellt. Das Durchdringen des
Endothelverbandes ist der néchste Schritt im Prozess der Migration von Lymphozyten in
sekunddre lymphatische Organe oder Entziindungsherde. Die Wanderung durch die
Endothelschicht wird durch die feste Bindung der Integrine VLA-4 (very late antigen 4) und
LFA-1 an VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) bzw. ICAMI1 (intercellular adhesion
molecule 1) ermdglicht. Chemokine sind wichtige Integrin-aktivierende Mediatoren und spielen
daher eine wesentliche Rolle bei der Regulation der Migrationsprozesse an der Endothelwand
(82, 83). Durch Chemokine wird auch die anschliefende Migration der Lymphozyten durch das
Gewebe zum genauen Bestimmungsort reguliert. Neben dem Eintritt werden auch der Verbleib
sowie der Austritt der T-Zellen aus dem Gewebe durch verschiedene Adhésionsmolekiile
reguliert. CD103 ist ein aER7 Integrin, das mit E-Cadherin auf Epithelzellen interagiert und
spielt eine wichtige Rolle fiir den Verbleib eingewanderter Zellen im entziindeten Gewebe. Tregs
exprimieren neben LFA-1 und CD62L auch CD103 und werden durch Letzteres im

Entziindungsherd festgehalten, wo sie ihre Suppressorfunktion erfiillen konnen (84-87).

1.2 Proteinkinase B (PKB)

Proteinkinase B (PKB/Akt) wurde als virales Onkogen des Retrovirus AKTS aus T-Zell-
Lymphomzellen identifiziert (88). In Sdugerzellen sind drei Gene fiir PKB isoliert (PKBa,
PKBp, PKBy/Aktl, Akt2, Akt3). Jeder ,Isotyp” der PKB-Familie besitzt eine N-terminale
Pleckstrin-Homolog (PH)-Doméne, eine zentrale katalytische Doméne und eine C-terminale

regulatorische Doméne (Abb. 3) (89). Die katalytische Kinase-Doméne der PKB ist
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charakteristisch fiir eine Reihe von Ser/Thr-Kinasen, die starke Sequenzhomologien in dieser
Domine aufweisen, den sog. AGC-Kinasen. Der Begriff bezeichnet eine Familie von Protein-
Kinasen, die mit CAMP-dependent protein kinase (PKA), cGMP-dependent protein kinase (PKG)
und protein kinase C (PKC) verwandt sind. Daher auch der Name Proteinkinase B. AGC-
Kinasen vermitteln viele wichtige zellulire Funktionen, wie Proteinsynthese, Wachstum,

Proliferation und Uberleben.

PH: Pleckstrin-Homolog-Doméne
KD: katalytische Doméane
HM: hydrophobes Motiv

T308 S473
| |
PKB I PH KD HM
PH-Doméne Linker katalytische Doméne regulatorische
Domane

Abb. 3: PKB-Struktur. PKB besteht aus der N-terminalen PH-Doméne, der katalytischen Doméne und einer C-
terminalen regulatorischen Doméne. Multiple Phosphorylierungsstellen regulieren die PKB-Aktivitidt. Zur vollen

Aktivierung von PKB ist die Phosphorylierung an Thr308 sowie Ser473 erforderlich (90).

1.2.1 Physiologische Funktionen der PKB

Die physiologischen Aufgaben der PKB sind, abhéngig von den beeinflussten Zielproteinen, sehr
vielfiltig. Aktive PKB reguliert das Uberleben, die Differenzierung, Proliferation und den
Metabolismus von Zellen. Fehlregulation der PKB-Aktivitit steht daher in Verbindung mit der
Entwicklung verschiedener Krankheiten, wie neurodegenerativen Erkrankungen, Diabetes
mellitus oder der Tumorbildung. Abb. 4 zeigt einige der wichtigsten Zielproteine von PKB und
deren physiologische Bedeutung (91).

PKB-Effektoren beziiglich des Zellmetabolismus sind GSK3[p (Glykogensynthase-Kinase3[3)
und mTOR. Inaktivierende Phosphorylierung von GSK3f und die indirekte Aktivierung von
mTOR durch PKB fordern die Proliferation und Glykogen- und Proteinsynthese. Dariiber hinaus
ist GSK3p ein wichtiger Regulator des Gleichgewichts zwischen inflammatorischer und anti-
inflammatorischer Zytokinproduktion in der Peripherie und dem ZNS. PKB kann iiber

Inhibierung von GSK3[ daher Entziindungsvorginge beeinflussen. Der Einsatz von GSK3f3-
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Inhibitoren in Tiermodellen fiir Sepsis, MS, Arthritis oder Kolitis zeigte bereits deren
therapeutisches Potenzial (92-95).

Dariiber hinaus wurde eine regulatorische Funktion von PKB auf die Aktivitat der Raf (rapidly
growing fibrosarcoma)-Kinase beschrieben. PKB kann Raf inhibieren, wodurch der Raf/MAPK-
Signalweg abgeschaltet wird, welcher ebenfalls bei der Regulation der Proliferation,
Differenzierung und Apoptose involviert ist (96-98). Allerdings wurde dies an transfizierten
Myoblastomzellen gezeigt (99). Ob dieser Mechanismus auch in T-Zellen eine Rolle spielt ist
nicht bekannt.

aktlve PKB

///

BAD CaspaseQ GSK3p M .
Transknptlons- Kmase

J_ faktoren
Bcl-XL
Bcl-2
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' '
1 1
| 1
1 1
1 1
| |
1 1
| '
1 1
' 1
1 1
| 1
| |

v v

q-—————— -

E Glykogen Protein
il v Synthese  Synthese v

Uberleben, Zellzyklus, Migration Metabolismus Proliferation
Differenzierung
Apoptose

Abb. 4: Zielproteine der PKB. Durchgezogene Linien kennzeichnen eine direkte Phosphorylierung durch PKB,
gestrichelte Linien einen indirekten Einfluss von PKB auf die Phosphorylierung des jeweiligen Proteins. Pfeile

zeigen, dass das Protein durch PKB aktiviert wird, horizontale Linien stellen einen inhibitorischen Effekt dar (91).

1.2.2 Der PKB-Signalweg

PKB gehort zur Familie der Serin/Threonin-Kinasen und kann durch eine Vielzahl von Liganden
aktiviert werden. Dazu gehdren TCR- und BCR-Ligation, CD28-Kostimulation, Zytokine und
Wachstumsfaktoren. Bei der Aktivierung von PKB spielt die Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K) eine entscheidende Rolle, die durch Phosphorylierung des in der Zellmembran
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integrierten Phospholipids Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) das als second messenger
agierende Phosphatidylinositol-3.,4,5-triphosphat (PIP3) generiert (Abb. 5). PIP3 rekrutiert
Signalmolekiile an die Plasmamembran, welche iiber ihre PH-Doméne PIP3 binden kdnnen
(100). PKB besitzt mehrere Phosphorylierungsstellen, und Phosphorylierung der Serin- und
Threoninreste reguliert die PKB-Aktivitdt. Fiir die volle Aktivierung von PKB ist die
Phosphorylierung an Thr308 in der katalytischen Domine sowie an Ser473 in der regulatorischen
Doméne erforderlich (101, 102). Die Thr308-Phosphorylierung erfolgt durch die 3-
phosphoinositol-abhéngige Kinase PDK1, die ebenfalls iiber eine PH-Doméne verfiigt, so dass
PKB und PDK1 durch Bindung an PIP3 in unmittelbarer Nihe lokalisiert sind (103). Die
Mechanismen, welche zur Phosphorylierung an Ser473 und damit zur vollstindigen Aktivierung
von PKB fiihren, sind nicht vollstindig geklért.

PDK 17 Zellen zeigten eine zu wt Zellen vergleichbare Phosphorylierung an Ser473 (104). Im
Gegensatz dazu konnte in Zellen mit erhohter PDK1-Aktivitdt eine verstirkte Phosphorylierung
nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass PDK1 indirekten Einfluss auf die PKB-
Phosphorylierung an Ser473 hat. Andere Studien wiesen darauf hin, dass PKB Ser473
autophosphoryliert. Eine weitere Kinase, PDK2, wurde ebenfalls mit der Phosphorylierung an
Ser473 in Verbindung gebracht. Auch die mit Integrinen gekoppelte Kinase (ILK) kann Ser473
phosphorylieren. Jedoch ist bisher nicht geklért, ob ILK Ser473 direkt phosphoryliert oder die
Phosphorylierung durch andere Enzyme unterstiitzt (105, 106).

Nach neueren Befunden erfolgt die Phosphorylierung an Ser473 durch mTORC2 (mammalian
target of rapamycin complex 2) (107, 108) (Abb. 5). Es gibt zwei mTOR-Komplexe, mTORC1
(mTOR-Komplex 1) besteht aus mTOR, mLST8 (mammalian lethal with sec13 protein 8), dem
Inhibitor Deptor und dem Rapamycin-sensitiven Geriistprotein Raptor. mTORC2 dagegen ist
nicht sensitiv auf Rapamycin und wird aus den Proteinen Rictor, SIN1 (stress-activated-protein-
kinase-interacting protein 1), mLST8 und mTOR gebildet und kann ebenfalls durch Deptor
inhibiert werden. Das gemeinsame mLSTS reguliert durch Stabilisierung der Kinase-Doméne die
mTOR-Aktivitdit und iibt ebenso wie SINI eine Funktion bei der Aktin-Organisation aus.
mTORC1 wird durch die aktivierte GTPase Rheb (in der aktiven GTP-gebundenen Form)
aktiviert. Rheb-eigene GTPase-Aktivitit fiihrt wiederum zum Umbau in die GDP-gebundene
inaktive Form. Tuberous sclerosis protein 2 (TSC2) fordert die Rheb-cigene GTPase-Aktivitat
und damit den Verbleib von mTORCI1 im inaktiven Zustand. Phosphorylierung von TSC2 durch
PKB verringert dessen Féahigkeit als GTPase-aktivierendes Protein (GAP) zu wirken. Damit wird
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durch aktive PKB iiber Inaktivierung von TSC2 aktives Rheb-GTP angehduft und mTORCI1
aktiviert. Aktiviertes mTORCI1 phosphoryliert im weiteren Verlauf dieser Signalkaskade die
p70S6-Kinase, welche wiederum das ribosomale Protein S6 aktiviert und somit die
Proteinsynthese fordert. mTORC2 wird ebenfalls durch den TSC1/TSC2-Komplex aktiviert. In
der Folge phosphoryliert mTORC2 PKB an Ser473 und fiithrt damit zu einer verstirkten
Aktivierung von mTORCI. Ein negativer feedback-loop fiihrt dazu, dass durch mTORCI
aktivierte p70S6-Kinase (p70S6K) mTORC2 hemmt und damit eine weitere volle Aktivierung
der PKB verhindert wird (109-111) (Abb. 5).

TCR/CD28

PR

andere
Zielproteine

Ser389 Thr229
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= O —

Abb. 5: Der PI3K/PKB/mTOR-Signalweg. Aktivierte PI3K generiert durch Phosphorylierung von PIP2 den second
messenger PIP3. PIP3 dient als Membrananker und rekrutiert PKB an die Zellmembran, wodurch PKB in
unmittelbare Ndhe von PDK1 gelangt. Diese teilaktiviert PKB durch Phosphorylierung an Thr308. PKB-vermittelte
Phosphorylierung und Inaktivierung des TSC1/TSC2-Komplexes verringert dessen Fahigkeit Rheb und damit
mTORCI zu inhibieren. Die Aktivierung von mTORCI fiihrt im weiteren Verlauf zur Férderung der Proteinsynthese
durch Aktivierung des ribosomalen Proteins S6. mTORCI, jedoch nicht mTORC?2, ist durch Rapamycin inhibierbar.
Der durch TSC1/TSC2 aktivierte mTORC2-Komplex phosphoryliert PKB an Ser473 und verstirkt die PKB-
Aktivitdt. Die mTORC2-Aktivitdt wird durch p70S6K negativ reguliert (109-111).

Aktivierte PKB wandert in das Zytoplasma und auch in den Zellkern und phosphoryliert dort
verschiedene Substrate (Abb. 4). Die PKB-Aktivitét unterliegt der Regulation durch verschiedene

Mechanismen. Hemmung der PI3K, welche sensitiv auf die pharmakologischen Inhibitoren
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LY294002 und Wortmannin reagiert, fiihrt indirekt zur Inaktivierung der PKB. Zudem kann PKB
durch Phosphatasen, wie PP2A (Serin/Threonin-Protein-Phosphatase 2A) und PHLPP (PH
domain and leucin rich repeat protein phosphatase) an Thr308 und Ser473 dephosphoryliert und
damit inaktiviert werden (112-115). Eine weitere wichtige Phosphatase wurde im Jahre 1997
entdeckt, PTEN (phosphatase and tensin homologue localized on chromosome ten). PTEN
dephosphoryliert PIP3, was die Membranlokalisation und damit die Aktivierung von PKB
verhindert (116).

1.2.3 PKB und T-Zellmigration

PI3K/PKB-Signale regulieren die Wanderungseigenschaften von T-Zellen, die kontinuierlich
zwischen dem Blut und den lymphatischen Organen zirkulieren. Fiir den Eintritt in lymphatische
Organe ist die Expression von CD62L erforderlich. In Kombination mit dem Chemokinrezeptor
CCR7 erfolgt iiber CD62L das Anheften naiver T-Zellen an die HEVs (high endothelial venules)
fiir den Eintritt in die Lymphknoten. Nach Aktivierung der T-Zellen wird die Expression von
CD62L herunterreguliert, wodurch diese in die sekunddren lymphatischen Organen nicht mehr
einwandern konnen (82, 117). Fiir den Austritt von T-Zellen aus den Lymphknoten ist der
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor (S1P1) erforderlich. Der Ligand fiir diesen Rezeptor, S1P, wird
in grofen Mengen durch rote Blutzellen gebildet und liegt in hoher Konzentration im Blut vor.
Im Gegensatz dazu ist die S1P-Konzentration in lymphatischen Geweben, wie Thymus,
Lymphknoten oder Milz sehr gering, so dass sich ein Konzentrationsunterschied zwischen Blut
und Gewebe, der S1P-Gradient, ergibt. Dieser Gradient ermdglicht das Wandern S1P1-
exprimierender Zellen aus dem lymphatischen Gewebe in den Blutstrom. Die Regulation der
S1P1-Expression hat somit entscheidenden Einfluss auf die Verweildauer der Zellen in den
lymphatischen Organen, was fiir die Inmunkontrolle von groB3er Bedeutung ist.

Nach T-Zellstimulation wird der Aktivierungsmarker CD69 an der Oberfliche exprimiert,
welcher mit S1P1 einen Komplex bildet. Dadurch wird die Herunterregulation von SI1PI
veranlasst und so der Austritt aus den Lymphknoten verhindert. Sobald S1P1 wieder exprimiert
wird, wandern die Lymphozyten in Folge des S1P-Gradienten aus den Lymphknoten in das Blut
(118-121). Die Expression der homing Rezeptoren S1P1, CD62L und CCR7 wird durch den
Transkriptionsfaktor KLF2 (krlppel like factor 2) reguliert. Die Transkription des KLF2-Gens
wird wiederum durch Foxol (forkhead box protein O1) reguliert. Aktivierte PKB phosphoryliert
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Foxol, wodurch der Transkriptionsfaktor aus dem Kern wandert und KLF2 sowie die durch
KLF2 regulierten Gene nicht transkribiert werden. In aktivierten T-Zellen mit aktivem
PI3K/PKB-Signalweg wird daher die Expression von CD62L, CCR7 und S1P1 negativ reguliert,
wodurch der PI3K/PKB-Signalweg das Wanderungsverhalten naiver versus aktivierter T-Zellen

beeinflusst (121, 122).

1.2.4 PKB und Apoptose

Durch Apoptose wird die Homdostase und Selbsttoleranz des Immunsystems aufrecht erhalten.
Apoptose tritt wihrend der negativen Selektion und dem death by neglect von Thymozyten auf,
welche ihren TCR nicht erfolgreich umbilden konnten oder Autoantigene mit hoher Affinitét
erkennen. In peripheren T-Zellen tritt Apoptose auf, wenn bei wiederholter Aktivierung der
Zellen iiber den TCR activation induced cell death (AICD) induziert wird. Uber diesen Prozess
werden beispielsweise Effektor-T-Zellen eliminiert, wenn sie nach einer erfolgreichen
Infektabwehr nicht mehr benotigt werden (klonale Kontraktion). Zusétzlich konnte AICD dafiir
verantwortlich sein, dass autoreaktive T-Zellen in der Peripherie beseitigt werden. AICD wird
durch Interaktion des Fas-Rezeptors mit dem Fas-Liganden ausgelost. Defekte in Bezug auf diese
Molekiile fiihren zu Autoimmunerkrankungen, was die Wichtigkeit der Apoptose unterstreicht.
Die iiber den Fas-Rezeptor initiierte Apoptose wird durch kostimulatorische CD28-Signale
inhibiert und beruht auf der Induktion des PI3K/PKB-Signalweges. Das proapoptotische Molekiil
BAD (Bcl2-associated agonist of cell death), welches an Bcl-2 (B cell lymphoma 2) oder Bcl-XL
(Bcl-2 like protein) gebunden deren antiapoptotische Funktion verhindert, wird durch die
,,Uberlebenskinase® PKB phosphoryliert. Dadurch wird BAD zuginglich fiir die Bindung an 14-
3-3-Proteine, wodurch BAD von Bcl-2/Bcel-XL entfernt und deren antiapoptotische Funktion
ermOglicht wird. Weitere proapoptotische Molekiile, wie Mitglieder der Foxo-Familie und die
Kinase [kB, werden ebenfalls iiber Phosphorylierung durch PKB inhibiert.

Foxo wird nach Phosphorylierung durch PKB aus dem Kern ausgeschleust, wodurch dessen
inhibitorische Wirkung verloren geht und die durch Foxo gehemmte Transkription des
Zellzyklusproteins Cyclin D aktiviert wird. Der NFxB-Inhibitor IxkB wird nach Phosphorylierung
degradiert, was die Kernlokalisation von NF-kB und damit die Transkription von Genen

verschiedener antiapoptotischer Proteine, wie Bcl-XL und c-Myb (myeloblastosis oncogene),
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ermoglicht (123, 124). Dariiber hinaus wird iiber NFkB die Expression von FasL in negativer
Weise reguliert. Der Transkriptionsfaktor NFAT, welcher ebenfalls der Regulation durch PKB
unterliegt, fordert die FasL-Expression. Durch Bindung von NFAT an den FasL-Promotor wird
die FasL-Expression induziert. Phosphorylierung von NFAT durch PKB fiihrt zu dessen

KernausschluB3, und die FasL-Expression wird nicht veranlasst (125-129).

1.25 PKB und Tregs

Neuere Publikationen zeigen, dass der PI3K/PKB-Signalweg auch eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung, Hombostase und Funktion von Tregs spielt. So zeigen PI3Kp1108°'°A/P?194 knock-
in Méuse, die eine inaktive PI3K exprimieren, eine erhohte nTreg-Zahl im Thymus, aber eine
geringere Zahl von nTregs in der Peripherie (130). In nTregs ist PKB im Vergleich zu
konventionellen T-Zellen weniger aktiv, und retrovirale Expression aktiver PKB in humanen
Treg-Zelllinien schwéchte deren Suppressorkapazitit (131). Hemmung des PI3K/PKB-
Signalweges durch pharmakologische Inhibitoren fiihrte zu erhohter Foxp3-Expression, und die
Hemmung von mTOR forderte die Foxp3-Expression und die Entwicklung von iTregs (132-134).
Die Phosphatase PTEN, ein Negativregulator des PI3K/PKB-Signalweges, wird nach T-
Zellaktivierung abgeschaltet, ist aber in nTregs relativ stiarker exprimiert, was zu einer Abnahme
von PI3K/PKB-Signalen in Tregs fithren wiirde. Im Gegensatz dazu ergaben Studien in PTEN-
defizienten Maiusen, die erhohte PI3K/PKB-Signale aufweisen, dass die Entwicklung und
Suppressorfunktion von nTregs nicht beeinflusst ist (135). Die exakte Funktion der PKB bei der

Generation von Tregs und deren Suppressoraktivitit ist daher unvollstdndig verstanden.

1.2.6 PKB transgene (tg) Mause

Um den Einfluss von PKB auf die zahlreichen Zielproteine in Immunzellen zu untersuchen,
wurden in den letzten 10 Jahren verschiedene PKBtg bzw. PKB-defiziente Miuse erzeugt.
PKBa~ Miuse weisen eine erhohte Apoptose im Thymus und ein verringertes Korpergewicht
auf und versterben zu 40% im frithen Alter (136). PKBB'/ " Méuse sind iiberlebensfdhig, neigen
aber zur Entwicklung eines schweren Diabetes mellitus, was die essentielle Bedeutung der PKBf

im Glukose-Metabolismus verdeutlicht (137). Analysen von PKBy” Miusen, welche eine etwa
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25%-ige Reduktion des Hirngewichts und der Hirngr6Be auweisen, lieBen darauf schliefen, dass
PKBYy eine zentrale Funktion bei der Hirnentwicklung spielt (138). Da Méuse mit Verlust eines
der drei PKB-Proteine iiberlebensfdhig sind, deutet dies darauf hin, dass PKBa,, PKBf und PKBy
das Fehlen einer ,Isoform* jeweils kompensieren konnen. Diese Annahme wird dadurch
bestétigt, dass PKBa/B-doppelt-defiziente Méduse kurz nach der Geburt versterben und auflerdem
eine stark reduzierte KorpergroBle, begleitet von Defekten in der Haut- , Knochen- und
Muskelentwicklung aufweisen (139). Sie zeigen eine stark reduzierte Zellzahl im Thymus und
eine Zunahme von Thymozyten im DN3-Stadium, was auf eine Rolle von PKB bei der (-
Selektion hinweist. PKBa/y—doppelt-defiziente Thymozyten haben Defekte beim Ubergang vom
DN4-Stadium zum DP-Stadium. PKBo/y- sowie PKBa/pB/y-defiziente Mduse versterben bereits
im Embryonalstadium (140, 141). Insgesamt zeigte sich, dass alle drei Gene, aber insbesondere
PKBa, fiir die Thymozytenentwicklung wichtig sind.

Ein Mausmodell mit konstitutiv aktiver myristylierter PKB (myrPKB) wurde von Thompson et.
al generiert (142). Der Myristylrest fithrt dazu, dass PKB an die Zellmembran gebunden ist,
wodurch die Kinase zugénglich fiir Phosphorylierungen und daher konstitutiv aktiv wird. Naive
T-Zellen myrPKB tg Maéuse sind zur vollen Aktivierung von CD28-Kostimulation abhéngig,
zeigen erhohte ZellgroBe, verstirkten Glukose-Metabolismus und ein besseres Uberleben als wt
T-Zellen. In diesem Zusammenhang zeigte sich in myrPKB tg Miusen eine erhdhte Anzahl CD4"
T-Zellen, und dltere Méuse neigten zur Entwicklung von Lymphomen (142).

Die in dieser Arbeit verwendete myrPKB tg Mauslinie wurde in Dr. Bommhardts Labor etabliert.
Die Mauslinie exprimiert eine humane myrPKBa ¢cDNA, die unter der Kontrolle des humanen
CD2-Promotors steht. Zusétzlich zum Lck-Myristylierungs-/Palmitylierungs-Signal zur Bindung
an die Zellmemran beinhaltet das Konstrukt ein Himagglutinin (HA)-Epitop. Frithere Studien an
diesen Mdusen zeigten eine verstirkte Aktivierung von Lck und des Raf-MEK-Erk-Signalwegs,
zusammen mit verstirkter T-Zell-Proliferation nach TCR-Aktivierung. MyrPKB tg DP-
Thymozyten zeigten eine verstirkte Selektion in Richtung der CD4" T-Zelllinie, was zu einem
erhdhten Verhiltnis von CD4:CD8" T-Zellen in der Peripherie beitrigt. In myrPKB tg
Thymozyten von HY-TCR tg Méusen war die Negativselektion reduziert, wihrend in OT1-TCR
tg Thymozyten myrPKB zu erhdhter negativer Selektion fiihrte. In OT2-TCR tg Thymozyten
wurde dagegen kein Einfluss erhohter PKB-Signale auf die Negativselektion festgestellt. Je nach
verwendeter TCR-Spezifitit hat myrPKB demnach steigernde, reduzierende oder keine Effekte
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auf die negative Selektion (143). Periphere myrPKBtg T-Zellen weisen eine reduzierte
Kernlokalisation von NFAT, NFxBp65 und RelB nach CD3-Stimulation auf. Es wurde zudem
gezeigt, dass PKB und NFAT miteinander interagieren, was darauf hindeutet, dass PKB die
NFAT-Aktivitét direkt regulieren konnte (127). Weiterhin konnte unter septischen Bedingungen
fiir myrPKB tg Miuse vergleichend mit wt Miusen eine 50% hdéhere Uberlebensrate beobachtet
werden. In diesem Zusammenhang wurde fiir myrPKB tg Lymphozyten eine deutlich reduzierte
Apoptose aufgedeckt. Letzteres demonstriert die Bedeutung, die PKB beziiglich der Regulation

von Uberlebensvorgidngen einnimmt.

1.3 Multiple Sklerose (MS)

Multiple Sklerose (MS) ist eine Autoimmunkrankheit, die sich gegen das zentrale Nervensystem
(ZNS) richtet. Weltweit sind etwa 2,5 Mio. Menschen vorwiegend im Alter von 20 bis 40 Jahren
betroffen. Die Krankheit hat einen nicht vorhersagbaren und zum Teil todlichen Verlauf (144).
Das ZNS gilt als ein immunprivilegiertes Organ, das durch die Blut-Hirn-Schranke vor
entziindlichen Vorgédngen geschiitzt ist. Der Zusammenbruch dieser Barriere und das Einwandern
von Entziindungszellen in das ZNS sind fiir die Induktion der Erkrankung entscheidend.
Autoreaktive T-Lymphozyten, die spezifisch Antigene des ZNS erkennen, l6sen unter
Beteiligung von B-Lymphozyten und Autoantikorpern gegen Myelinantigene entziindliche
Prozesse an der die Nervenbahnen schiitzenden Myelinschicht aus. Diese fiihren zur Zerstérung
der Myelinschicht und zur Bildung sog. sklerotischer Plaques. Th17-Zellen sind an entziindlichen
Prozessen bei der MS entscheidend beteiligt (81). Mikroarray-Analysen ergaben, dass die 1L-17-
Transkription in T-Zellen bei MS erhoht ist. Dariiber hinaus wurden in der Hirnfliissigkeit von
MS-Patienten erhohte IL-17- und IL-8-Konzentrationen nachgewiesen (145-147). Ergebnisse aus
neueren in vitro Studien deuten darauf hin, dass Th17-Zellen in der Lage sind, die Blut-Hirn-
Schranke zu durchbrechen und in das ZNS einzudringen (148, 149). Die genauen Mechanismen,
die zur Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke fiihren sind aber weitgehend ungeklért. Auch die
immunologischen Prozesse, die das Krankheitsbild der MS prigen, sind nach wie vor
unzureichend verstanden.

Es werden vier Verlaufsformen der MS unterschieden, die sich im Krankheitsverlauf und

beziiglich des Auftretens im Alter und dem Geschlecht der betroffenen Personen unterscheiden.
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Bei der RR (relapsing remitting)-MS treten einzelne Schiibe auf. Die Symptome bilden sich
danach zuriick. Die SP (secondary progressive)-MS ist durch die langsame Zunahme
neurologischer Funktionsstorungen charakterisiert. Es konnen zusitzlich im spdteren Verlauf
Krankheitsschiibe auftreten. Etwa 15% der MS-Patienten leiden unter PP (primary progressive)-
MS, die durch einen spdten Ausbruch und schleichende irreversible Zerstérung der
Nervenfunktionen ohne schubartigen Verlauf charakterisiert ist. Auch eine gutartig verlaufende
Form der Erkrankung wurde beschrieben. Die Betroffenen zeigen nur schwache Defizite und
bediirfen keiner therapeutischen Behandlung (150, 151). Derzeit werden vorwiegend vier
Therapeutika eingesetzt: Beta-Interferone, Copaxone, Mitoxantron und Natalizumab. Spezifische
Wirkungsmechanismen kommen dabei zum Tragen. Senkung der Schubrate, Hemmung des
Lymphozytenwachstums, der Antigenprésentation und Zytokinproduktion sowie Hemmung des
Einwanderns entziindlicher Zellen in das ZNS sind die geldufigsten Therapieansétze (152-155).
In allen Verlaufsformen kann aber lediglich eine Verminderung der Symptomatik erreicht
werden. Zudem fiihren die Wirkstoffe zu erheblichen Nebenwirkungen. Die Forschung arbeitet
daran, die Remyelinisierung der Nervenzellen zu fordern und die Entwicklung der an
entziindlichen Prozessen beteiligten pro- und antiinflammatorischen Immunzellen zu hemmen
bzw. zu fordern. Auch durch Stammzelltherapien konnten einige Erfolge erzielt werden (156,

157).

1.3.1 Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)

Viele der derzeit verwendeten therapeutischen Ansédtze zur MS wurden in Tiermodellen
entwickelt. Die EAE ist ein anerkanntes Tiermodell zur Studie der T-Zellreaktion auf
Autoantigene der Myelinschicht. Drei Myelinproteine stehen dabei im Vordergrund. Myelin-
Basisches Protein (MBP), Proteolipidprotein (PLP) und Myelin Oligodendroglia Glykoprotein
(MOG) besitzen spezifische Epitope, die von autoreaktiven T-Zellen erkannt werden konnen.
Synthetisch hergestellte Peptide, die diese spezifischen Epitope tragen, werden suszeptiblen
Versuchstieren zusammen mit Adjuvantien subkutan injiziert. Nach der Immunisierung der
Versuchstiere treten sehr dhnliche pathologische Symptome wie bei der MS auf, die tiglich

graduiert werden, um den Krankheitsverlauf zu verfolgen.
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Derzeitige Studien im Mausmodell gehen davon aus, dass entziindlich wirkende Th-17-Zellen
eine wichtige Rolle in der Pathologie der EAE spielen (158, 159). IL-6- bzw. TGFB-Defizienz in
Maiusen fiihrt fritheren Studien zufolge, einhergehend mit verringertem Auftreten IL-17-
produzierender T-Zellen im ZNS, zu Resistenz gegeniiber einer EAE-Induktion (160-162).
Jedoch zeigten neuere Studien, dass auch andere Faktoren in die Th17-Differenzierung involviert
sind. Diesbeziigliche Analysen ergaben, dass IL-21, welches von Thl7-Zellen selbst gebildet
wird, deren eigene Differenzierung unterstiitzt (163-165). Méause mit IL-23-Defizienz, einem
Zytokin, das Th17-Zellen in vivo stabilisiert, sind ebenfalls resistent gegeniiber einer EAE-
Induktion (166). IL-17 beeinflusst auch Epithelzellen und Endothelzellen, die durch IL-17
angeregt werden, proinflammatorische Zytokine und Chemokine zu produzieren (159, 167), was
zum Verlust der Immuntoleranz und Ausbildung einer schweren Autoimmunerkrankung beitragt.
Fiir die Aufrechterhaltung der Immuntoleranz sind Tregs von essentieller Bedeutung. Thr Fehlen
oder Fehlfunktion von Tregs flihrt daher zu Autoimmunerkrankungen (15-18). Frithere Studien
zeigten, dass Tregs nicht in das ZNS eindringen, sondern das Eindringen autoreaktiver T-Zellen
in das ZNS verhindern (168). Neuere Untersuchungen dagegen unterstiitzen die Ansicht, dass
Tregs selbst in das ZNS gelangen und dort liber verschiedene Mechanismen Suppressoraktivitét
ausiiben (169), z.B. durch IL-10-Produktion. Die Ausschiittung des antiinflammatorischen
Zytokins steht in direktem Zusammenhang mit der Bekdmpfung der EAE-Erkrankung, da IL-10-
defiziente Mduse besonders anfillig fiir die EAE-Erkrankung sind und die Riickbildung der
Krankheit verschlechtert ist (35, 170, 171). IL-10 tg Miuse dagegen zeigen Resistenz gegeniiber
einer EAE-Induktion (170). Desweiteren ist bei der EAE anti-inflammatorisch wirkendes TGFf3
von grofler Bedeutung. TGFB unterstiitzt die Differenzierung von iTregs und wirkt als
membranstidndiges oder sekretiertes Molekiil bei der Suppression durch Tregs mit (36, 38, 172)
Welche Rolle PKB-Signale bei der Induktion und dem Verlauf der EAE spielen, ist bisher

unbekannt und Gegenstand dieser Promotionsarbeit.

23



Einleitung
1.4 Zielstellung der Arbeit

Die Regulierung der Balance von entziindlichen und immunregulatorischen Zellen ist ein
entscheidender Prozess im Rahmen der Homdostase des Immunsystems. Ziel dieser
Promotionsarbeit war es, die Rolle der PKB bei Differenzierungsprozessen von Th-Zellen im
Rahmen der Immunhoméostase zu charakterisieren. Da die EAE-Erkrankung {iber
immunsuppressive Tregs und inflammatorische Th17-Zellen gesteuert wird, wurde der Einfluss
aktiver PKB auf die Entwicklung, Funktion und das Uberleben dieser T-Zell-Subtypen in vitro
und in der EAE untersucht.

naive
T-Zelle

A7

PKB

N

Autoimmunitat

Treg Thl17

EAE

Abb. 6: Zielstellung. Analyse der Rolle aktiver PKB bei der Differenzierung naiver T-Zellen zu inflammatorischen

Th17-Zellen und immunsuppressiven Tregs und deren Funktion bei der EAE.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antikorper

Spezies / Klon Konzentration Quelle
Stimulations-Antikorper
CD3¢ Armenian Hamster 0,5 mg/ml BD

monoklonaler Antikérper Pharmingen

(145-2C11)
CD28 Syrian Hamster monoklonaler | 0,5 mg/ml BD

Antikdrper (37.51) Pharmingen
MACS-Antikorper
CD25-Bio Ratte monoklonaler Antikérper | 0,5 mg/ml 1:2500 | BD

IgM (7D4) in MACS-Puffer | Pharmingen
CDS8-Bio Ratte monoklonaler Antikérper | 0,5 mg/ml 1:5000 | BD

IgG2a (53-6.7) in MACS-Puffer | Pharmingen
CD45R/B220-Bio Ratte monoklonaler Antikérper | 0,5 mg/ml 1:5000 | BD

IgG2a (RA3-6B2) in MACS-Puffer | Pharmingen
NK1.1-Bio Maus monoklonaler Antikérper | 0,5 mg/ml 1:5000 | BD

IgG2a (PK136) in MACS-Puffer | Pharmingen
I-AYI-E* MHCII-Bio Ratte monoklonaler Antikérper | 0,5 mg/ml 1:5000 | BD

IgG2a (2G9) in MACS-Puffer | Pharmingen
CDI11b-Bio Ratte monoklonaler Antikérper | 0,5 mg/ml 1:5000 | BD

I1gG2B (M1/70) in MACS-Puffer | Pharmingen
Ter-119-Bio Ratte monoklonaler Antikérper | 0,5 mg/ml 1:5000 | BD

IgG2p3 (TER-119) in MACS-Puffer | Pharmingen
aMaus IgG (H+L) Ziege polyklonaler Antikérper | 1,3 mg/ml 1:5000 | Dianova

in MACS-Puffer
aRatte IgG (H+L) Maus polyklonaler Anitkérper | 1,8 mg/ml 1:5000 | Dianova
in MACS-Puffer

Primar-Antikorper
pPKB (Ser473) Kaninchen monoklonaler 1:1000 in 5% Cell

Antikdrper IgG (D9E) BSA Signaling
pPKB (Thr308) Kaninchen monoklonaler 1:1000 in 5% Cell

Antikorper IgG (C31ES) BSA Signaling
PKB (pan) Kaninchen monoklonaler 1:1000 in 5% Cell

Antikorper IgG (C67E7) BSA Signaling
pGSK-3f (Ser9) Kaninchen polyklonaler 1:1000 in 0,5% Cell

Antikorper BSA Signaling
pS6 ribosomales Protein | Kaninchen polyklonaler 1:1000 in 5% Cell
(Ser240/244) Antikorper BSA Signaling
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pTSC2 (Thr1462) Kaninchen polyklonaler 1:1000 in 5% Cell
Antikorper BSA Signaling
B-Aktin Maus monoklonaler Antikorper | 1:1000 in 5% Sigma
IgG2q (AC-40) BSA
Sekundar-Antikorper
anti-Kaninchen Ziege polyklonaler Antikorper | 1:5000 in Dianova
Blockpuffer
anti-Maus Ziege polyklonaler Antikorper | 1 :5000 in Dianova
Blockpuffer
FACS-Antikorper
(anti-Maus)
CD4-APC Ratte monoklonaler Antikérper | 0,2 mg/ml 1:200 | BD
(RM4-5) in FACS-Puffer Pharmingen
CD4-PE Ratte monoklonaler Antikorper | 0,2 mg/ml 1:200 | BD
(GK1.5) in FACS-Puffer Pharmingen
CDS8-FITC Ratte monoklonaler Antikorper | 0,5 mg/ml 1:200 | BD
(53-6.7) in FACS-Puffer Pharmingen
CD45R/B220-Bio Ratte monoklonaler Antikérper | 0,5 mg/ml 1:200 | BD
(RA3-6B2) in FACS-Puffer Pharmingen
CD25-PE Ratte monoklonaler Antikérper | 0,2 mg/ml 1:200 | BD
(PC61) in FACS-Puffer Pharmingen
CD62L-FITC Ratte monoklonaler Antikérper | 0,5 mg/ml 1:300 | BD
(Mel-14) in FACS-Puffer Pharmingen
LFA1-Bio Ratte monoklonaler Antikérper | 0,5 mg/ml 1:200 | BD
(M17/4) in FACS-Puffer Pharmingen
0X40-Bio Ratte monoklonaler Antikorper | 0,5 mg/ml 1:200 | BD
(OX-86) in FACS-Puffer Pharmingen
IL-7R-Bio Ratte monoklonaler Antikorper | 0,5 mg/ml 1:100 | BD
(B12-1) in FACS-Puffer Pharmingen
CD45RB-Bio Ratte monoklonaler Antikorper | 0,5 mg/ml 1:200 | BD
(RA3-6B2) in FACS-Puffer Pharmingen
GITR-PE Ratte monoklonaler Antikorper | 0,1 mg/ml 1:20 in | eBioscience
(DTA-1) FACS-Puffer
CTLA-4-PE Ratte monoklonaler Antikérper | 0,2 mg/ml 1:80 in | eBioscience
(UC10-4B9) FACS-Puffer
IL-2-PE Ratte monoklonaler Antikérper | 0,2 mg/ml 1:100 | eBioscience
(JES6-5H4)
IL-10-PE Ratte monoklonaler Antikérper | 0,2 mg/ml 1:100 | eBioscience
(JES5-16E3)
IL-17-PE Ratte monoklonaler Antikérper | 0,2 mg/ml 1:100 | BD
(TC11-18H10) Pharmingen
GARP-PE Ratte monoklonaler Antikorper | 0,2 mg/ml 1:100 | eBioscience
(YGIC86) in FACS-Puffer
CD103-PE Ratte monoklonaler Antikorper | 0,2 mg/ml 1:100 | BD
(M290) in FACS-Puffer Pharmingen
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[gG2a-FITC Ratte monoklonaler Antikorper | 0,5 mg/ml BD
(R35-95) Pharmingen
IgG2a-PE Ratte monoklonaler Antikérper | 0,2 mg/ml BD
(R3-34) Pharmingen
IgG2a-PE Ratte monoklonaler Antikérper | 0,2 mg/ml BD
(R35-95) Pharmingen
IgG2a-Bio Ratte monoklonaler Antikérper | 0,5 mg/ml BD
(R35-95) Pharmingen
PE-Cy5-Streptavidin 0,2 mg/ml 1:400 | BD
in FACS-Puffer Pharmingen
andere Farbstoffe
Carboxyfluorescein 5,0 uM fiir in vivo | Invitrogen
succinimidyl ester (CFSE) Migration
2,0 uM fiir in
vitro Proliferation
Dodecyldimethylamine 0,5 uM fiir in vivo | Invitrogen
oxide (DDAO) Migration
2.1.2  Puffer und Medien
Phosphatpufter/Saline (PBS)
Menge Bezugsquelle
10x PBS
NaCl 58,44 g Roth
KCL 74,56 g Roth
Na,HPO, 141,96 g Roth
KH,PO4 136,09 g Roth
ddH,0O ad 1000 ml
pH 7,4
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TAP-Puffer
Menge Bezugsquelle
50x TAP
Tris 242 ¢ Roth
37% Essigséure 57,1 ml J.T.Baker
EDTA (Titrierkomplex 3) | 37,2 g Roth
ddH,0O ad 1000 ml
pH 8,0

FACS-Puffer

Endkonzentration

Bezugsquelle

10x PBS 1x Roth
BSA 0,5% Roth
Na-Azid 0,01% Roth

MACS-Puffer

Endkonzentration | Bezugsquelle
10x PBS 1x Roth
BSA 0,5% Roth
EDTA 2 mM Roth

Annexin-Puffer

Endkonzentration | Bezugsquelle
HepespH 7,4 | 10 mM Roth
NaCl 140 mM Roth
CaCl, 2,5 mM Roth

28




Material und Methoden

Zellkulturmedium

Als Zellkulturmedium wurde RPMI 1640 + Ca®" + Mg®" der Firma Biochrom AG verwendet.
Zum Erzielen optimaler Kulturbedingungen wurden verschiedene Zusitze (supplemental

complete) hinzugegeben.

Endkonzentration Menge Bezugsquelle
SC (supplemental complete 20x)
FCS (hitzeinaktiviert) 500 ml PAN Biotec GmbH
100 mM Na-Pyruvat 12,2 mM 100 ml Roth
100x nicht-essentielle 10 mM 100 ml GIBCO
Aminosduren
Penicillin-Streptomycin 10000 U/ml - 10 mg/ml | 100 ml Invitrogen
Glutamin-Ldsung 5% 40,25 ml | GIBCO
B-Mercaptoethanol 50 uM 5 ml GIBCO
Endkonzentration Menge
RPMI complete (10% FCS)
RPMI 1640 500 ml
SC 25 ml
FCS (hitzeinaktiviert) 5% 25 ml
B-Mercaptoethanol 50 uM 1,7 pl
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Menge Bezugsquelle

Stock A
NH,Cl 35¢g Roth
KCl 1,85¢ Roth
Na,HPO4x12 H,0O 1,50 g Roth
KH2PO4 0,12 g Roth
Glukose 550¢g Roth
ad 1000 ml ddH,O
Stock B
MgCl,x6 H,O 042 g Roth
MgSO4x7 H,O 0,14 g Roth
CaCl, 0,34 g Roth
ad 100 ml ddH,O
Stock C
NaHCO; 225¢g Roth
ddH,O ad 100 ml
Endldsung
70 Volumenteile ddH,O 210 ml
20 Volumenteile Stock A 60 ml

5 Volumenteile Stock B 15 ml

5 Volumenteile Stock C 15 ml

Zell-Lysepuffer

Endkonzentration

Bezugsquelle

Zell-Lysepuffer

Nonidet P40 1% SIGMA
NaCl 100 mM Roth

Hepes pH 7,4 50 mM Roth
EDTA 5 mM Roth
Laurylmaltosid 1% Calbiochem
Phenylmethylsulfonylfluorid 1 mM Roth
(PMSF)

Na-Orthovanadat 1 mM SIGMA
Na-Fluorid 50 mM Roth
Na-Pyrophosphat 10 mM SIGMA
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Gelelektrophorese- und Blotpuffer

Endkonzentration | Bezugsquelle
4x Sammelgelpuffer
Tris 0,5M Roth
SDS 0,4 % (W/v) SIGMA
pH 6,8
4x Trenngelpuffer
Tris 1,5M Roth
SDS 0,4 % (W/v) SIGMA
pH 8,8
10x Elektrophoresepuffer
Tris Base 0,25M Roth
Glycin 1,92 M Roth
SDS 1% (w/v) SIGMA
Blotpuffer
Glycin 192 mM Roth
Tris 25 mM Roth
Methanol 20% Roth
Proteingelzusammensetzung
Endkonzentration Menge Bezugsquelle
Trenngel (20 ml)
ddH,0O 10 ml
40% Acrylamid 10% 5ml Roth
4x Trenngelpuffer 1x S5ml
10% APS 0,03% 66 ul Roth
TEMED 0,05% 10 pl Roth
Sammelgel (10 ml)
ddH,O 5,65 ml
40% Acrylamid 5% 1,15 ml Roth
4x Sammelgelpuffer | 1x 2,5 ml
Glycerol 700 pl Apotheke Uniklinik
Magdeburg
10% APS 0,03% 33 ul Roth
TEMED 0,2% 20 ul Roth
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Block- und Waschpuffer

Endkonzentration

Bezugsquelle

Waschpuffer (TBST) 1x

Tris 25 mM Roth
NaCl 137 mM Roth
Tween 20 0,05% Roth
pH 7,6

Blockbuffer

TBST 1x

Milchpulver 5,0% (w/v) Roth
Ponceau-Rot-Lo6sung

Ponceau S 0,2% SIGMA
Tri-Chloressigsdure 3,0% SIGMA

2.1.3 Zytokine und Stimulanzien

Endkonzentration

Bezugsquelle

PMA 100 ng/ml SIGMA
Ionomycin 800 ng/ml SIGMA
Brefeldin A 2 pug/ml Calbiochem
IL-2 20 ng/ml Biochrom

IL-6 20 ng/ml eBioscience
TGFB, 1 ng/ml R&D Systems
Pertussis Toxin (List biological Lab Inc) | 200 ng/200ul Quadratech Ltd.
Freunds Adjuvanz SIGMA
M.Tuberculosis H37 Ra 10 mg/ml BD Pharmingen

MOG35_55-Peptid

200 ng/200 pl

Dr. Jirgen Faust
Universitit Halle

32




Material und Methoden

2.1.4 Sonstige Chemikalien und Materialien

Endkonzentration Bezugsquelle

DNA-Marker 3ul Invitrogen
Protein-Standard (PageRuler | 3 ul Fermentas
10-170 kDa)
Ethidiumbromid 0,005% Roth
Super Signal West Pico- 0,1 ml/cm” Pierce
Chemilumineszenz Substrat
*[H]-Thymidin 0,2 uCi MP Biomedicals
Nitrozellulose Amersham
2.1.5 Gerate

Firma
Laborwaage 440-47N Kern
Feinwaage Adventurer/OHAUS
pH-Meter pH Levell inoLab
Magnetriihrer RHbasic IKA Labortechnik
Wasserbad GFL (Gesellschaf fiir Labortechnik)

Multifuge 3 S-R

Heraeus

Tischzentrifuge Micro 200R

Hettich Laborzentrifugen

Wippe Duomax 1030 Heidolph
Thermomixer 5436 Eppendorf
Vortexer IKA Labortechnik
Thermocycler PTC200 MJ Research
Stromversorgungsgerit E835 Consort

FACS advantage DIVA

Becton Dickinson

FACS Calibur

Becton Dickinson

LSRFortessa

Becton Dickinson

Entwicklermaschine Cawomat2000 IR

Agfa

B-Counter 1450 microbeta

Perkin Elmer life science

Geldokumentationssystem Win32

Herolab

autoMACS

Miltenyi Biotec
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2.2 Methoden

2.2.1 Transgene Mauslinien und deren Genotypisierung

Die verwendeten heterozygoten myrPKB transgenen (PKBtg) Méuse exprimieren konstitutiv
eine aktive Form der humanen PKBa. Fiir einige Experimente wurden Foxp3-GFP knock-in
(Foxp3-GFP) Méuse sowie CD28-defiziente (CD28'/') Maiuse verwendet. Foxp3-GFP Maiuse
wurden von Dr. A. Rudensky (Universitit Seattle, USA) und CD28"" Miuse von Dr. F. Lithder
(Universitit Gottingen, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Wildtyp (wt), PKBtg, CD28” und
PKBtg CD28” Miuse wurden mit Foxp3-GFP Maiusen gekreuzt, um homozygote Foxp3-GFP
Allele auf diesen Hintergriinden zu erhalten. Die Tierhaltung erfolgte im zentralen Tierlabor der
Otto-von-Guericke-Universitdt unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen. Fiir Experimente
wurden Maiduse im Alter von 6-10 Wochen aus der eigenen Zucht verwendet. Fiir EAE-
Experimente waren die Méduse 10-12 Wochen alt.

Die Genotypisierung der Mause erfolgte im Alter von 3-4 Wochen mit isolierter DNA aus
Schwanzbiopsien. Dazu wurden den Tieren wenige Millimeter der Schwanzspitze abgeschnitten

und diese anschlieend mit 400 pl Lysepuffer fiir 2 h bei 60°C in einem Eppendorfgefal lysiert.

Schwanzlyse-Puffer

Endkonzentration | Bezugsquelle

Tris pH 8,0 50 mM Roth
EDTA 100 mM Roth
NaCl 100 mM Roth
SDS 1% SIGMA

ad 100 ml ddH,O

Danach erfolgte eine 10-miniitige Zentrifugation bei 18620 g (14000 upm Hettich Zentrifuge
Mikro 200R). Der Uberstand wurde abgenommen und mit 400 pl Isopropanol iiberschichtet. Mit
Glasangeln wurde die ausfallende DNA aufgefangen und anschlieend 20 min bei 60°C in 200 ul
H,O (DEPC) gelost. 2 ul dieses Ansatzes wurden zur Genotypisierung mittels PCR verwendet.

Dafiir wurden folgende Primer verwendet:
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Primer Sequenz

PKB fwd F5 5’-TGT CAC CAG GTA TTT TGA TGA-3’
PKB rev 5'-TGT TGG ACC AGC TTT GCA G-3’

GFP Foxp3 fwd 5’-CCT CTG ACA AGA ACC CAA TG-3’

GFP Foxp3 revl 5’-CCT TGA TGC CGT TCT TCT G-3°

GFP Foxp3 rev2 5'-GCA TAA GTC AGA CTT GCC TG-3~
CD28 fwd 5'-GGT AAA GCA GTC GCC CCT GCT-3’
CD28 revl 5’-CCT GAG TCC TGA TCT GTC AGA CT-3’
CD28 rev2 5'-ATT CGC CAA TGA CAA GAC GCT GG-3’

Die PCR-Ansitze enthielten folgende Komponenten:

PCR Komponente Konzentration Menge
PKB- und 2D2-PCR

Forward-Primer 10,0 uM 1,0 pl
Reverse-Primer 10,0 uM 1,0 pl
dNTPs 12,5 uM 0,4 ul
MgCl, 25,0 mM 2,0 ul
5x Green Go Taq" Flexi Buffer 4,0 ul
Go Taq" Flexi DNA Polymerase | 5 Units/ul 0,1 pul
Template DNA 2,0 ul
H,0O (DEPC) 9,5 ul
Foxp3- und CD28-PCR

Forward-Primer 10,0 uM 1,0 ul
Reverse-Primer 1 10,0 uM 1,0 pl
Reverse-Primer 2 10,0 uM 1,0 ul
dNTP’s 12,5 uM 0,4 ul
MgCl, 25,0 mM 2,0 ul
5x Green Go Taq"” Flexi Buffer 4,0 ul
Go Taq" Flexi DNA Polymerase | 5 Units/ul 0,1 pul
Template DNA 2,0 ul
H,O (DEPC) 8,5 ul
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Die PCR-Reaktionen wurden mit folgenden Programmen durchgefiihrt:

PKB-PCR PCR-Schritt
94°C 5 min Denaturierung
94°C 1 min Denaturierung
56°C 1 min Annealing
72°C 1 min 32 Zyklen Elongation
72°C 5 min Elongation
4°C Lagerung
Foxp3-PCR PCR-Schritt
95°C 5 min Denaturierung
95°C 1 min Denaturierung
57°C 1 min 30 Zyklen Annealing
72°C 1 min Elongation
72°C 5 min Elongation
4°C Lagerung
CD28-PCR PCR-Schritt
95°C 5 min Denaturierung
95°C 1 min Denaturierung
- 40 Zyklen -
58°C 1 min Annealing
72°C 1 min Elongation
72°C 5 min Elongation
4°C Lagerung

Die PCR-Produkte wurden auf ein 1%-iges mit Ethidiumbromid (1 pg/ml) versetztes Agarosegel
aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte bei einer konstanten
Spannung von 80 V fiir 45 min. Die unter UV-Licht sichtbaren DNA-Fragmente wurden mit dem
Geldokumentationssystem von Herolab aufgenommen. Das PCR-Produkt fiir tg PKB hat eine
Liange von 900 Basenpaaren (bp). Die erwartete Linge des PCR-Produktes fiir Foxp3-GFP
betrdgt 520 bp. DNA-Fragmente ohne GFP-Insert sind 350 bp lang. Mit DNA aus CD28” Tieren
wurden mit den hier verwendeten Primern DNA-Fragmente mit einer Linge von 800 bp
amplifiziert. Ohne den CD28-Knockout betrdgt die Linge des PCR-Produktes 700 bp. Als
Negativkontrolle wurde bei jeder PCR fiir einen Ansatz DEPC H,O anstelle genomischer DNA

verwendet.
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Foxp3
M wt PKBtg H,O GFP” GFP** H,0 CD28*+CD28" H,0

900 —
700 —
500 —
300 —
100 —

Abb. 7: Genotypisierung tg Mauslinien. PCR-Produkte zur Genotypisierung von wt, PKBtg sowie GFPtg (GFP™")

DNA. Ferner werden PCR-Produkte fiir wt Mause (CD28"") im Vergleich zu CD28” Miusen gezeigt. Als DNA-

GroBenstandard wurde ein Marker der Firma Invitrogen aufgetragen.
2.2.2 Organentnahme

Die Organentnahme erfolgte mit sterilen Arbeitsmaterialien unter sterilen Bedingungen. Mit CO,
wurden die Tiere eingeschldfert und sodann mit der Bauchseite nach oben fixiert. Mit einer
Schere und Pinzette wurde das Bauchfell vom Schwanz bis zum Kopf gedftnet. Mit spitzen
Pinzetten wurden dann die inguinalen, brachialen, axilliren und zervikalen Lymphknoten
entnommen. Im Anschlul wurde die Bauchhaut geéffnet und die mesenterialen Lymphknoten
sowie die Milz prapariert. Rechts- und linksseitig wurde sodann der Brustkorb mit einer Schere
gedffnet und der Thymus entnommen. Die Organe wurden dabei in separate Gefdle mit RPMI

1640 Komplettmedium {iberfiihrt.

2.2.3 Zellisolation

Die jeweiligen Organe wurden in ein 70 um Nylonsieb iiberfiihrt und der Gewebeverband in
frischem RPMI 1640 Komplettmedium (10% FCS) durch vorsichtiges Driicken mit dem Stempel
einer sterilen 1 ml Plastikspritze gelockert. Mit einer Plastik-Pasteurpipette wurden die Zellen mit
RPMI 1640 Komplettmedium durch das Sieb in ein steriles Rohrchen gespiilt. Nach einer 10-
miniitigen Zentrifugation bei 300 g (1300 upm Heraeus Multifuge 3 S-R) wurde der Uberstand
abgesaugt, das Zellpellet der Lymphknoten- und Thymozytensuspensionen in 10 ml RPMI 1640
Komplettmedium aufgenommen und die Zellzahl in einer Neubauer Zihlkammer ermittelt. Fiir
Analysen der Milzzellen wurden diese nach dem ersten Waschschritt in 3 ml Gey’'s Losung
aufgenommen und 3 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend folgte ein Waschschritt, und die

Zellen wurden in komplettem RPMI 1640 aufgenommen und gezihlt.
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2.2.3.1 lsolierung von CD4"CD25" (naiven) und CD4°CD25" (nTreg) T-Zellen

Fiir die Isolierung von CD4'CD25" Zellen wurden die Lymphknoten-Zellen mit MACS-Puffer
gewaschen, in 100 pl MACS-Puffer pro 1x10’ Zellen aufgenommen und mit Antikdrpercocktail
fiir die negative Selektion von CD4" T-Zellen fiir 20 min bei 4°C inkubiert. Im Anschluss wurden
die Zellen mit 10 ml MACS-Puffer gewaschen und das Zellpellet in 90 pl MACS-Puffer pro
1x10” Zellen aufgenommen. Nach Zugabe von 10 ul Streptavidin-MicroBeads (Miltenyi Biotec)
pro 1x10” Zellen erfolgte eine weitere Inkubation fiir 15 min bei 4°C. Danach wurden die Zellen
ein weiteres Mal gewaschen und in 1 ml MACS-Puffer pro 1x10°® Zellen aufgenommen. Die
Aufreinigung der CD4" Zellen erfolgte durch negative Selektion mit dem Auto-MACS-Gerit von
Miltenyi Biotec mit dem Programm DepleteS. Die Reinheit der isolierten CD4" Zellen wurde
mittels FACS-Analyse bestimmt und lag bei >95%. Die Isolierung von CD4'CD25" nTregs
erfolgte mit dem Treg-Isolation-Kit von Miltenyi Biotec entsprechend der Beschreibung des
Herstellers mit den Programmen depl025 fiir die Negativselektion und 2x possel fiir die
Anreicherung CD4'CD25" nTregs oder durch durchfluBzytometrisches Sortieren CD25 Foxp3"
und CD25Foxp3™ Zellen am FACS Advantage DIVA von Becton Dickinson. Dafiir wurden aus
wt und PKBtg Foxp3-GFP Maiusen zunichst wie oben beschrieben, jedoch ohne CD25-Ak-
Zusatz im Antikdrpercocktail, die CD4" Zellen isoliert. Im Anschluss wurden die CD4" Zellen
mit einem PE-gekoppelten CD25-Ak (Klon PC61) markiert und mit dem Programm FACS DIVA
5.03 die CD25 Foxp3" Zellen sowie CD25 Foxp3~ Zellen elektronisch sortiert.

2.2.4 Proliferation von nTregs

1x10° FACS-sortierte CD4'CD25 Foxp3" und CD4'CD25 Foxp3™ Zellen aus wt und PKBtg
Maiusen wurden mit plattengebundenen CD3/CD28 Ak (2 und 5 pg/ml) fiir 3 Tage in
Anwesenheit und ohne IL-2 (100 ng/ml) bei 37°C und 5% CO, stimuliert. Im Anschluss erfolgte
fir 16 h der ’[H]-Thymidineinbau (0,2 uCi) zur Messung der Proliferation der Zellen. Fiir
Proliferationsexperimente mit CFSE wurden mittels MACS isolierte wt und PKBtg nTregs nach
der Isolation 3x mit RPMI 1640 ohne Zusitze gewaschen und anschlieBend in 1 ml je 1x10’
Zellen in zusatzfreiem RPMI aufgenommen, da Proteinzusétze (FCS) im Medium CFSE binden
und damit den Eintritt dieses Farbstoffes in die Zellen verhindern wiirde. Sodann erfolgten die
Zugabe von 2 pM CFSE und eine anschlieBende Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur.

Danach wurden die gefdrbten Zellen in komplettem RPMI (10% FCS) 2x gewaschen und die
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Zellen in 1 ml je 2x10° Zellen aufgenommen. AnschlieBend wurden in 96-Loch-Platten 1x10°
Zellen je Loch mit plattengebundenen CD3/CD28 Ak (2 und 5 pg/ml) fiir 3 Tage in Anwesenheit
und ohne IL-2 (100 ng/ml) bei 37°C und 5% CO, stimuliert. Die Anzahl der Zellteilungen wurde

sodann durchfluBzytometrisch bestimmt.

2.2.5 Suppression durch nTregs

CD4'CD25" (T-Effektorzellen) und CD4'CD25" (nTreg) T-Zellen aus Lymphknoten von wt und
PKBtg Maiusen wurden mit dem Treg-Isolation-Kit von Miltenyi Biotec entsprechend der
Herstellervorschrift isoliert. Die Reinheit der isolierten Zellpopulationen wurde durch FACS-
Analyse bestimmt und lag bei >90%. Fiir den Suppressionsversuch wurden 1x10° naive wt bzw.
PKBtg T-Effektorzellen mit wt und PKBtg Suppressorzellen in den angegebenen Verhéltnissen
in Kokultur gebracht und mit I6slichem CD3 Ak (2 pg/ml) in Anwesenheit von 1x10° bestrahlten
wt Milzzellen (30 Gy) fiir 3 Tage bei 37°C und 5% CO, stimuliert. Im Anschluss erfolgte fiir 8 h

der *[H]-Thymidineinbau zur Bestimmung der Proliferation der T-Effektorzellen.

2.2.6 FACS-Analyse

Zur Analyse der Expression von Oberflichenmolekiilen wurden 1x10° Zellen aus Lymphknoten,
Milz oder Thymus in 2 ml PBS aufgenommen und 5 min bei 300 g zentrifugiert. Nach Absaugen
des Uberstandes wurden die Zellen mit Fluorochrom-gekoppelten oder biotinylierten Ak in 100
ul FACS-Puffer suspendiert und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden die
Zellen gewaschen und die mit Fluorochrom-gekoppelten Ak behandelten Proben in 200 pl PBS
aufgenommen. Proben mit biotinyliertem Ak wurden mit PE-Cy5-Streptavidin in 100 pul FACS-
Puffer 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die
Zellen in 200 pul FACS-Puffer aufgenommen. Die Messung der Proben erfolgte am FACS
Calibur. Intrazelluldre Farbungen wurden mit dem Inside Stain Kit von eBioscience durchgefiihrt.

Die Farbung wurde gemél der Herstellervorschrift ausgefiihrt.

2.2.7 Treg-Induktion

3x10° CD4"CD25 Zellen aus wt und PKBtg Foxp3-GFP Miusen wurden mit plattengebundenen
CD3 Ak (2 pg/ml) oder CD3/CD28 Ak (2 und 5 pg/ml) in Anwesenheit von TGF-B1 (R&D
Systems; 1 ng/ml) fiir 3 und 5 Tage bei 37°C und 5% CO, stimuliert. AnschlieBend wurde die
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Expression von CD25, Foxp3, GITR und CTLA-4 auf den aktivierten Zellen
durchfluBzytometrisch untersucht.

Fiir Suppressionsversuche mit induzierten Tregs (iTregs) wurden 3x10° CD4"CD25" Zellen aus
wt und PKBtg Foxp3-GFP Méusen mit plattengebundenen CD3 Ak (2 pg/ml) oder CD3/CD28
Ak (2 und 5 pg/ml) in Anwesenheit von TGF-B1 (1 ng/ml) fiir 3 Tage bei 37°C und 5% CO,
stimuliert. Die induzierten Foxp3~ Zellen wurden elektronisch sortiert und mit frisch isolierten
CD4'CD25 Zellen aus wt Miusen in den angegebenen Verhiltnissen in Kokultur gebracht und
mit 16slichem CD3 Ak (2 pg/ml) in Anwesenheit von 2x10° bestrahlten wt Milzzellen (30 Gy) 3
Tage bei 37°C stimuliert. Der *[H]-Thymidineinbau erfolgte fiir 8 h.

2.2.8 Thl7-Induktion

3x10° CD4°C25 Zellen aus wt und PKBtg Foxp3-GFP Miusen wurden mit plattengebundenen
CD3/CD28 Ak (2 und 5 pg/ml) mit und ohne IL-6 (20 ng/ml) in Anwesenheit von TGF-p1
(1 ng/ml) stimuliert. An Tag 3 wurden die Zellen durch Zugabe von PMA und Ionomycin (100
und 800 ng/ml) fiir 4 h in Anwesenheit von Brefeldin A (2 pg/ml) restimuliert. Durch FACS-
Analyse wurde sodann die Expression von CD4, Foxp3 und IL-17 in den verschiedenen

Zellansitzen bestimmt.

2.2.9 Invitro Apoptose Test

1x10° mittels Treg-Isolation-Kit isolierte CD4"CD25" Zellen aus wt und PKBtg Miusen wurden
mit plattengebunden CD3/CD28 Ak (1 und 3 pg/ml) in Anwesenheit oder ohne IL-2 (20 ng/ml)
in 48 Loch-Platten stimuliert. Zur Bestimmung apoptotischer und toter Zellen wurden nach 3 und
5 Tagen die Proben mit FITC-gekoppeltem AnnexinV von BD Pharmingen (1:100) und
Propidiumiodid (PI) (2 pg/ml) in 100 pl AnnexinV-Puffer fiir 15 min bei Raumtemperatur
gefarbt. AnschlieBend wurden 400 pl des AnnexinV-Puffers zu den Proben pipettiert und der
prozentuale Anteil der lebenden AnnexinV/PI" Zellen innerhalb 1 h mittels FACS bestimmt.

2.2.10 In vivo Migration von wt und PKBtg nTregs

3x10° isolierte CD4" T-Zellen aus wt und PKBtg Miusen wurden gezdhlt und fiir
Migrationsexperimente mit DDAO bzw. CFSE gefirbt. Wt CD4" T-Zellen wurden 3x mit PBS
gewaschen und das Pellet in 300 pl PBS je 1x10° Zellen aufgenommen und mit 0,5 pM DDAO
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Farbung durch Zugabe von PBS
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5% FCS gestoppt. Nach 2-maligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in PBS aufgenommen
und erneut gezihlt. PKBtg CD4" T-Zellen wurden 3x mit RPMI 1640 ohne Zusitze gewaschen
und das Zellpellet in 1 ml je 1x10” Zellen aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen mit
2 mM CFSE 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss folgten 2 Waschschritte mit
PBS und das erneute Zdhlen der Zellen. Wt und PKBtg Zellen wurden auf eine Konzentration
von 1x10° Zellen/50 pl eingestellt, im Verhiltnis 1:1 gemischt und durchfluBzytometrisch die
korrekte Einstellung des Verhiltnisses iiberpriift. Gegebenenfalls erfolgte die Zugabe CFSE"
bzw. DDAO" Zellen und die erneute FACS-Kontrolle. Sodann wurden 100 pl des Zellgemisches
intravends in wt Miuse injiziert. Nach 1, 4 und 12 h wurden die Tiere getdtet und Milz und
Lymphknoten entnommen. Durch FACS-Analyse wurde der prozentuale Anteil DDAO" und
CFSE" Zellen bestimmt, wobei das DDAO-Signal iiber den FL4- und CFSE iiber den FL1-Kanal

gemessen wurde.

2.2.11 Proteinbiochemische Methoden

2.2.11.1 Herstellung von Proteinextrakten

Isolierte CD4°CD25 und CD4'CD25" Zellen aus wt und PKBtg Miusen wurden gezihlt und 2x
mit kaltem PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen in 100 pl eiskaltem Lysepuffer pro 1x10’
Zellen resuspendiert. Die Lyse erfolgte fiir 30 min auf Eis. Zelltrimmer wurden durch eine 10-
miniitige Zentrifugation (14000 rpm) auf den Boden des Eppendorfgefifies sedimentiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, sofort mit 1x RotiLoad versetzt und die Proben 5 min bei 95°C

denaturiert.

2.2.11.2 SDS-Polyacrylamiggelelektrophorese

Proteinlysate von 1x10° FACS-sortierten oder mit dem Treg-Isolation-Kit isolierten CD4"CD25"
und CD4'CD25" Zellen aus wt und PKBtg Miusen wurden in gleicher Proteinkonzentration
gelelektrophoretisch im Polyacrylamidgel aufgetrennt. Dafiir wurde das Mini Protean 3 Gel- und
Transblotsystem von BIO-RAD verwendet. Es wurden 1,5 mm dicke Gele und 15 Zahn-Kdmme
fiir 25 pl Probe eingesetzt. Zur Bestimmung des Molekulargewichts der aufgetrennten Proteine
wurden 3 pl eines Protein-Standards (PageRuler 10-170 kDa von Fermentas) aufgetragen.

Trenngele enthielten 10%, Sammelgele 5% Polyacrylamid. Die Elektrophorese erfolgte bei einer

41



Material und Methoden

Stromstirke von 40 mA in Elektrophoresepuffer fiir ca. 60-90 min, bis die Lauffront des
Ladepuffers das untere Ende des Gels erreicht hatte.

2.2.11.3 Western-Blot-Analyse

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch Nass-Transfer (Mini Protean 3
Western Transblot System von BIO-RAD) auf eine Nitrozellulosemembran iiberfiihrt. Der
Transfer erfolgte bei einer konstanten Spannung von 80 V fiir 90 min in Blotpuffer. Zur
Kontrolle des Proteintransfers wurde die Membran mit Ponceau Rot-Losung gefarbt und
anschlieBend 1 h in Block-Puffer bei Raumtemperatur langsam geschwenkt. Dies diente zur
Absittigung unspezifischer Bindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran. Die Inkubation der
Membran in 10 ml Primérantikdrper-Losung erfolgte iiber Nacht bei 4°C oder 1 h bei
Raumtemperatur bei langsamem Schwenken. Die Inkubation mit Sekunddrantikérpern erfolgte 1
h bei Raumtemperatur. Ungebundene Ak wurden jeweils durch Waschen der Membran (3x10
min) in Waschpuffer entfernt. Die Detektion der so markierten Proteine erfolgte mit dem
Chemielumineszenz Substrat SuperSignal West Pico von Thermo Scientific. Dabei katalysiert die
am Sekundirantikdrper gebundene Horseradish Peroxidase die Oxidation von Luminol bei der
»kaltes Licht emittiert wird. Durch Belichtung von Rontgenfilmen (Super RX von Fuji) und
anschlieender Entwicklung mit dem Cawomat 2000 IR von Agfa konnte die Menge des

spezifischen Proteins oder dessen Phosphorylierung auf der Membran detektiert werden.

2.2.12 EAE-Induktion

Wt, PKBtg, CD28" und PKBtg CD28”" Miuse wurden mit 200 ng Myelin-Oligodendrozyten-
Peptid p35-55 (MOGj3s.ss-Peptid) immunisiert, welches in 200 pl komplettem Freund’s Adjuvanz
mit 800 pg hitzeinaktiviertem Mycobacterium tuberculosis gelost wurde. Es wurden 50 pl der
weillen Immunisierungspaste subkutan an den vier Flanken jeder Maus injiziert. Zusétzlich
wurde an Tag 0 und Tag 2 intraperitoneal 200 ng in 200 ul PBS geldstes Pertussis Toxin injiziert.
Die EAE-Versuche wurden gemdl des Tierversuchsantrags und ethischen Grundséitzen
durchgefiihrt. Tiere mit klinischen Merkmalen hoher als Grad 3 wurden daher aus ethischen

Griinden euthanisiert.
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Der klinische Verlauf der Krankheit wurde tdglich iiberpriift und nach folgender Graduierung
beurteilt:

Grad | Symptome

keine Symptome

Tonusverlust des Schwanzes

Parese mind. einer hinteren Extremitit

Plegie mind. einer hinteren Extremitét

Parese mind. einer vorderen Extremitét

g1l B W N k| O

Tetraplegie, Tod

2.2.13 Statistische Analyse der Daten

Die statistische Signifikanz von Unterschieden in der prozentualen Zellverteilung, Zellzahl und
Proliferation wurden mit dem Student t-Test bestimmt. Der statistische Vergleich der EAE-
Verldufe verschiedener Mauslinien wurde mit dem nonparametrischen Wilcoxon 2 Sample Test
durchgefiihrt. p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet. Die Abweichung vom
Mittelwert des EAE-Erkrankungsgrades wurde als mittlerer Standardfehler (SEM) angegeben.
Dieser berechnet sich unter Einbeziehung der verwendeten Mausanzahl aus der

Standardabweichung. Hierbei wird die Standardabweichung mit der Wurzel der Mauszahl

Standardabweichung

+/ Mausanzahl

dividiert (SEM =
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von PKB auf die Entwicklung und Funktion von Tregs

3.1.1 Verteilung von nTregs in wt und PKBtg Mausen

Fiir die Entwicklung von nTregs im Thymus und deren Homoostase in der Peripherie sind
Signale tiber den TCR und CD28-Korezeptor erforderlich (12, 173). Da PKB wesentlich an der
Ubertragung von TCR/CD28-Signalen beteiligt ist, wurde zunichst untersucht, ob erhohte PKB-

Signale in der T-Zelllinie die Entwicklung von nTregs beeinflussen.
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Abb. 8: Verstarkte PKB-Signale in wt Mausen erhohen die Anzahl von CD4" T-Zellen und nTregs.
Thymozyten wurden mit CD4-, CD8- und CD25-Ak, Lymphknoten- und Milzzellen mit CD4- und CD25-Ak
gefarbt. Die Zellen wurden sodann durchfluBzytometrisch analysiert. A: Prozentuale Verteilung der
CD4'CD25 Foxp3" Zellen in Thymus (n=7), Lymphknoten und Milz (n=4) von wt und PKBtg Foxp3-GFP Miusen.
B: Absolute Zellzahlen der CD4" und CD4'CD25 Foxp3" Zellen in den entsprechenden Organen von wt und PKBtg
Foxp3-GFP Maiusen; *p<0,05
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Fiir die Analyse der nTreg-Entwicklung in wt und PKBtg Miusen wurden Tiere verwendet, in

denen Foxp3 mit GFP (Foxp3-GFP) gekoppelt ist. Wie in Abb. 8A ersichtlich, exprimiert die
Mehrzahl der CD4'CD25" Zellen den Treg-Marker Foxp3. Die prozentuale Verteilung
CD4'CD25 Foxp3" Zellen in wt und PKBtg Miusen ist vergleichbar. Jedoch ist eine 2-fach

erhohte Zellzahl CD25 Foxp3 " nTregs in Thymus, Lymphknoten und Milz von PKBtg Miusen

zu beobachten (Abb. 8B). Zugleich wurde eine erhdhte Zellzahl CD4" T-Zellen festgestellt. Dies

zeigt, dass erhdhte PKB-Signale die Akkumulation von CD4 " Zellen und von nTregs fordern.

3.1.2  Verteilung von nTregs in CD28” und PKBtg CD28" Mé&usen

CD28-Signale sind essentiell fiir die Entwicklung und Homdostase von Tregs (12). Da in CD28”

Miusen die nTreg-Entwicklung stark reduziert ist (12) und PKB-Signale downstream von CD28
agieren, wurden CD28” und PKBtg CD28" Miuse auf Foxp3-GFP Hintergrund hinsichtlich der

prozentualen Verteilung und Zellzahl von nTregs in Thymus, Lymphknoten und Milz untersucht.
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Abb. 9: Verstarkte PKB-Signale fordern die Ausbildung von nTregs in CD28"-Mausen nur bedingt.

Thymozyten von wt, CD28” und PKBtg CD28"~ Miusen wurden mit CD4-, CD8- und CD25-Ak, Lymphknoten-

und Milzzellen mit CD4- und CD25-Ak gefarbt und durchfluBzytometrisch analysiert. A: Prozentuale Verteilung der

CD4'CD25'Foxp3™ nTregs in Thymus, Lymphknoten und Milz von wt, CD28” und PKBtg CD28” Foxp3-GFP
Miusen (je n=4). B: Absolute Zellzahlen fiir CD4" und CD4'CD25 Foxp3" Zellen in den entsprechenden Organen
von wt, CD28" und PKBtg CD28”~ Miusen auf Foxp3-GFP Hintergrund; * p<0,05 und *** p<0,001.
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Abb. 9 zeigt, dass in CD28”" Miusen im Vergleich zu wt Méausen in allen untersuchten Organen
der Prozentsatz und die Zellzahl von nTregs stark reduziert ist. Die Expression tg PKB in CD28™
Miusen fiihrt zu einer leichten Erhdhung des Prozentsatzes und der Zellzahl CD4" Zellen in
Thymus und Lymphknoten und zu einer 2-fachen Zunahme an nTregs in Thymus, Lymphknoten
und Milz. Die absolute Zellzahl von nTregs in PKBtg CD28 ist im Vergleich zu wt Méusen
dennoch stark verringert (Abb. 9B). Dies zeigt, dass verstirkte PKB-Signale nur einen begrenzten
Einfluss auf die Bildung von nTregs ausiiben und diesbeziiglich CD28-Signale nicht vollstindig

ersetzen konnen.

3.1.3 Expression von Treg-Markern auf wt und PKBtg nTregs

nTregs sind als CD4'CD25 Foxp3" T-Zellen beschricben. Dariiber hinaus exprimieren sie
verschiedene Oberflichenmolekiile, iiber die ihre Funktion (CTLA-4, GITR), das Uberleben (IL-
7R, 0X40), die Aktivitit (CD45RB, GARP) und ihre Migration (CD62L, LFA-1, CD103)
gesteuert werden. Es wurde zunidchst analysiert, ob sich wt und PKBtg nTregs hinsichtlich der

Expression dieser Molekiile unterscheiden.

3.1.3.1 Expression von GITR und CTLA-4 auf wt und PKBtg nTregs

Die vorherigen Analysen zeigten, dass verstiarkte PKB-Signale die Anzahl von nTregs steigern.
Die Funktion von nTregs wird zum Teil iiber verschiedene Oberflichenmolekiile reguliert (20,
21, 25). Um Riickschliisse auf den Einfluss aktiver PKB auf die Funktion von nTregs zu ziehen,
wurde der Phénotyp von nTregs aus wt und PKBtg Maiusen verglichen. GITR unterstiitzt als
kostimulatorisches Molekiil die Proliferation von nTregs und CTLA-4 spielt eine wichtige Rolle
bei der Suppressorfunktion von nTregs. Abb. 10 zeigt, dass beziiglich der GITR-Expression
keine Unterschiede zwischen wt und PKBtg nTregs festgestellt wurden. Wt nTregs zeigten
jedoch eine signifikant stirkere Expression von CTLA-4 im Vergleich zu PKBtg nTregs. Die
verdanderte CTLA-4-Expression ldsst vermuten, dass aktive PKB die supprimierenden

Eigenschaften von nTregs beeinflussen konnte.
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Abb. 10: Verminderte CTLA-4-Expression auf PKBtg nTregs. Expression von GITR und CTLA-4 auf wt (diinne
Linien) und PKBtg (dicke Linien) nTregs. Die graue Linie zeigt die Isotypkontrolle der jeweiligen Farbung. Die MFI
(mean fluorescent intensity)-Werte der Graphen représentieren den Mittelwert aus jeweils 4 wt und PKBtg M&usen.

Die Histogramme zeigen ein repréisentatives von 3 Experimenten; *** p<0,001.

3.1.3.2 Expression von CD62L und LFA-1 auf wt und PKBtg nTregs

Um den nTreg-Phénotyp weiter zu charakterisieren, wurde die Expression von CD62L und LFA-
1 auf wt und PKBtg nTregs bestimmt. Der homing Rezeptor CD62L ermdglicht das Eintreten der
Lymphozyten in die Lymphknoten und LFA-1 vermittelt das Einwandern der Zellen in den
Entziindungsherd. Beziiglich der CD62L-Expression wurden in der Durchflusszytometrie drei
Populationen ermittelt, CD62L'Y™¢, CD62L™*"™ und CD62L"E" Zellen (Abb. 11). Der
prozentuale Anteil der CD62L"°""¢ Zellen in der PKBtg nTreg-Population war im Vergleich zu
wt nTregs leicht erhoht, die PKBtg CD62L™"™ und CD62L"¢" nTreg-Populationen waren
dagegen verringert. Der prozentuale Anteil LFA-1"" PKBtg nTregs war im Vergleich zu den wt
nTregs leicht, aber signifikant erhoht. Auch die Expressionsstirke von LFA-1 auf nTregs (wt:
MFI 362, tg: MFI 429) war in den PKBtg Maiusen leicht erhoht. Verstirkte PKB-Aktivitét
beeinflusst somit die Expression, wenn auch in geringem Malle, von Rezeptoren, welche die
Migration von T-Zellen regulieren, was zu einer verdnderten Migration PKBtg nTregs fiihren

konnte.
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Abb. 11: Veranderte Expression von CD62L und LFA-1 auf PKBtg nTregs. A: Expression von CD62L und
LFA-1 auf wt und PKBtg nTregs. Die graue Linie in den Histogrammen zeigt die Isotypkontrolle der jeweiligen
Féarbung. Die angezeigten MFIs représentieren den Mittelwert aus je 4 wt und PKBtg Mausen. B: Die Graphen
zeigen die statistische Auswertung zur Expression von CD62L und LFA-1 auf wt und PKBtg nTregs. Abb. 11 stellt

ein reprisentatives von 3 Experimenten dar; * p<0,05; ** p<0,01 und *** p<0,001.

3.1.3.3 Expression von CD103 auf wt und PKBtg nTregs

CD103, ein aE-Integrin, spielt eine wesentliche Rolle fiir den Verbleib eingewanderter Zellen im
Gewebe. Nach Expression von CDI103 werden die Zellen durch dessen Interaktion mit
Epithelzellen daran gehindert, das Gewebe wieder zu verlassen (84, 85). Abb. 12 zeigt, dass
CD4'Foxp3™ Zellen kein CD103 auf der Oberfliche exprimieren. Die Mehrheit CD4 Foxp3"
nTregs von wt und PKBtg Médusen zeigen dagegen eine mittlere bis starke CD103-Expression.
Die Stirke der CD103-Expression war zwischen wt und PKBtg Tregs jedoch vergleichbar.
Erhohte PKB-Signale haben daher unter nicht-inflammatorischen Bedingungen keinen Einfluss

auf die CD103-Expression von nTregs.
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Abb. 12: Expression von CD103 auf wt und PKBtg nTregs sowie CD4"Foxp3” Zellen. Die diinnen Linien in den
Histogrammen zeigen die CD103-Expression auf wt, die dicken Linien die Expression von CD103 auf PKBtg

Zellen. Dargestellt ist ein reprisentatives Ergebnis von jeweils 4 analysierten Méusen.

3.1.3.4 Expression von IL-7R und OX40 auf wt und PKBtg nTregs

nTregs sind fiir das Uberleben auf iiber den IL-7R vermittelte Signale angewiesen (46, 47).
Signale iiber OX40 fordern ebenfalls das Uberleben von nTregs, sie verringern jedoch ihre
Suppressoraktivitit (50). Anhand Abb. 13A zeigten PKBtg nTregs keine und wt nTregs eine nur
sehr schwache Expression des IL-7R.

Beziiglich der OX40-Expression waren 80% der wt und PKBtg nTregs positiv. PKBtg nTregs
zeigten einen leicht geringeren Prozentsatz und leicht verringerte MFI-Werte innnerhalb der
OX40"€"Zellen (Abb. 13B). Die Expression der mit dem Uberleben von nTregs

zusammenhdngenden untersuchten Rezeptoren wird daher durch erhohte PKB-Signale kaum

beeinflusst.
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Abb. 13: Expression von IL-7R und OX40 auf wt und PKBtg nTregs. Die Histogramme zeigen die Expression
des IL-7R (A) und von OX40 (B) auf wt und PKBtg nTregs. Die grauen Linien in den Histogrammen zeigen die
Isotypkontrolle der jeweiligen Fiarbung. Die angezeigten MFIs und die prozentuale Verteilung in den Graphen

reprasentieren den Mittelwert aus jeweils 4 wt und PKBtg Mausen.

3.1.3.5 Expression von CD45RB auf wt und PKBtg nTregs

Die Tyrosin-Phosphatase CD45 ist fiir eine effiziente Signaltransduktion nach Stimulation {iber
den TCR und Zytokinrezeptoren essentiell. Dephosphorylierung der Src-Kinasen Lck und Fyn
durch CD45 initiiert die Aktivierung der Rezeptor-vermittelten Signalkaskade (174). Es wurde
gezeigt, dass nTregs mit hoher Suppressorkapazitit eine schwache CD45RB-Expression
aufweisen. In den untersuchten nTreg-Populationen wurden Zellen mit hoher, mittlerer und
schwacher Expressionsstirke von CD45RB ermittelt. In wt nTregs war der Prozentsatz von

CD45RB™ "™ ynd CD45RB"" Zellen im Vergleich zu PKBtg nTregs nur leicht erhoht (Abb.
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14). Der Prozentsatz PKBtg CD45RB™¥'Y nTregs war im Vergleich zu wt nTregs dagegen
schwach erhoht, aber nicht signifikant. Die Daten weisen demnach darauf hin, dass erh6hte PKB-

Signale die CD45RB-Expression auf nTregs nicht wesentlich beeinflussen.
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Abb. 14: Expression von CD45RB auf wt und PKBtg nTregs. Die graue Linie in den Histogrammen zeigt die
Isotypkontrolle der jeweiligen Fiarbung. Die angezeigten MFIs und prozentualen Verteilungen repréisentieren den

Mittelwert aus jeweils 4 wt und PKBtg Méausen.

3.1.3.6  Expression von GARP auf wt und PKBtg nTregs

Das kiirzlich beschriebene Oberflichenmolekiil GARP (glycoprotein-A repetitions predominant)
wird auf aktivierten nTregs, jedoch nicht auf konventionellen T-Zellen exprimiert, und aktivierte
GARP" nTregs zeigen starke supprimierende Eigenschaften (30, 32). Daher wurde auch die
GARP-Expression auf wt und PKBtg nTregs sowie konventionellen T-Zellen untersucht (Abb.
15). Die Analysen zeigten, dass CD4 Foxp3™ Zellen aus wt und PKBtg Miusen keine GARP-
Expression aufweisen. Dagegen exprimierten nTregs beider Mauslinien GARP auf der
Oberflache und mit gleicher Intensitdt. Erhohte PKB-Aktivitdt hat somit keinen Einfluss auf die

GARP-Expression von nTregs.
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Abb. 15: Expression von GARP auf wt und PKBtg nTregs sowie CD4"Foxp3™ Zellen. Die diinne Linie in den
Histogrammen zeigt die GARP-Expression der wt Zellen. Die Expression von GARP auf PKBtg Zellen wird durch
dicke Linien angezeigt. Als graue Linie ist die Isotypkontrolle dargestellt. Die Abb. zeigt ein repréisentatives

Ergebnis eines Experiments mit jeweils 4 wt und PKBtg Mausen.

Insgesamt ergaben obige Analysen, dass sich wt und PKBtg nTregs im Expressionsmuster der
untersuchten Oberflachenmolekiile nur wenig unterscheiden. Verstirkte PKB-Signale fiihren aber
dazu, dass PKBtg nTregs einen leicht ,aktivierteren” Phanotyp aufweisen als wt nTregs. Der
markanteste Unterschied war die verringerte CTLA-4-Expression auf PKBtg nTregs, was darauf
hinweist, dass erhohte PKB-Signale in nTregs mit einer Abschwichung der CTLA-4-Expression

,kompensiert werden kdnnten.

3.1.4 Untersuchungen zur Suppressoraktivitat von wt und PKBtg nTregs

Die Untersuchungen zur Expression von CTLA-4 und OX40 deuteten darauf hin, dass erhohte
PKB-Signale einen Einfluss auf die Funktion von nTregs haben konnten. Um dies zu kléren,
wurden konventionelle CD4 CD25 T-Zellen (als Effektorzellen bezeichnet) von wt und PKBtg
Maiusen in Kokultur mit wt oder PKBtg nTregs untersucht. Im Teff:nTreg-Verhéltnis von 5:1 und
10:1 zeigten PKBtg nTregs im Vergleich zu wt nTregs eine verstirkte Suppression der wt
Effektorzellen (Abb. 16 schwarze Balken). Interessanterweise waren PKBtg Effektorzellen
(gestreifte Balken) resistenter gegen Suppression durch wt und PKBtg nTregs als entsprechende
wt Effektorzellen. Bei einem Teff:inTreg-Verhédltnis von 5:1 und 10:1 proliferierten PKBtg
Effektorzellen 1,5 bis 4 mal stirker als wt Effektorzellen, was eine schwichere Supprimierbarkeit

der PKBtg Effektorzellen durch nTregs anzeigt. Allerdings gab es keine Unterschiede bei der
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Suppression PKBtg Effektorzellen durch wt bzw. PKBtg nTregs. Zusammenfassend lésst sich
sagen, dass PKBtg nTregs erhohte Suppressoraktivitit aufweisen und PKBtg Effektorzellen

deutlich resistenter gegeniiber nTreg-vermittelter Suppression sind.
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Abb. 16: Suppressoraktivitdét von wt und PKBtg nTregs und Supprimierbarkeit von wt und PKBtg
CD4'CD25 T-Zellen. Wt (schwarze Balken) und PKBtg (gestreifte Balken) CD4'CD25™ (Teff) Zellen wurden in
unterschiedlichen Verhiltnissen mit nTregs aus wt und PKBtg Miusen in Gegenwart von bestrahlten Milzzellen und
CD3-Ak kokultiviert. Nach 72 h wurde mittels *[H]-Thymidineinbau (cpm) die Proliferation der Teff-Zellen

bestimmt. Gezeigt ist ein représentatives von 3 Experimenten; * p<0,05 ; ** p<0,01 und *** p<0,001.

3.1.5 Proliferation von nTregs

Wie zuvor in Abb. 8 und 9 gezeigt, fiilhren erhdhte PKB-Signale in PKBtg Méusen zu einer
erhdhten Anzahl von nTregs im Thymus und den peripheren lymphatischen Organen. Mogliche
Ursachen dafiir konnten u.a. eine verstirkte homdostatische Proliferation oder ein besseres
Uberleben PKBtg nTregs sein. Daher wurde die Reaktion der nTreg-Populationen auf
Stimulation in vitro untersucht. Ex vivo FACS-sortierte wt und PKBtg CD4'CD25" Zellen
wurden mit CD3+CD28-Ak in An- oder Abwesenheit von IL-2 stimuliert. Nach 3 Tagen erfolgte
die Messung der Proliferation mittels *[H]-Thymidineinbau. Zusitzlich wurde unter gleichen
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Stimulationsbedingungen die Anzahl der Zellteilungen bestimmt. Dafiir wurden MACS-isolierte
CD4'CD25" und CD4'CD25 Zellen von wt und PKBtg Miusen vor der Stimulation mit CFSE

markiert und an Tag 3 durchfluBzytometrisch analysiert.
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Abb. 17: PKBtg nTregs bendtigen exogenes IL-2 fur die Proliferation. A. FACS-sortierte wt und PKBtg
CD4'CD25 Foxp3" und CD4'CD25 Foxp3™ Zellen wurden entweder mit IL-2, CD3+CD28-Ak oder in Kombination
mit IL-2 stimuliert. Nach 72 h wurde mittels *[H]-Thymidineinbau (cpm) die Proliferation der Zellen bestimmt. B.
MACS-isolierte CD4 ' CD25" Zellen und CD4'CD25 Zellen aus wt und PKBtg Miusen wurden mit CFSE markiert
und mit CD3+CD28-Ak in An- oder Abwesenheit von IL-2 stimuliert. Nach 72 h wurde die Expansion der Zellen

durchflulzytometrisch bestimmt. Der prozentuale Anteil der proliferierten Zellen ist in den jeweiligen
Histogrammen angezeigt.
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Wie in Abb. 17A dargestellt, zeigten PKBtg nTregs, ebenso wie wt nTregs, keine signifikante
Reaktion auf Stimulation mit IL-2 allein oder auf CD3+CD28-Ak. Bei Zugabe von IL-2 zu
CD3+CD28-Ak-stimulierten wt und PKBtg nTregs konnte fiir beide nTreg-Populationen eine
starke Proliferation beobachtet werden, wobei die PKBtg nTregs sogar eine erhohte Proliferation
zu dem gemessenen Zeitpunkt aufwiesen. Die entsprechenden CD4 CD25  Zellen reagierten
dagegen auf alleinige Stimulation mit CD3+CD28-Ak, und Zugabe von IL-2 verstirkte deren
Proliferation zu dem gemessenen Zeitpunkt nicht. Abb. 17B zeigt die Zellteilungen der CFSE-
markierten Zellen. Stimulation mit CD3+CD28-Ak fiihrte nur bei einer Subpopulation (30-40%)
zu einer erheblichen und vergleichbaren Expansion der wt und PKBtg nTregs. Konventionelle T-
Zellen beider Mauslinien dagegen zeigten intensive Zellteilungen nach alleiniger CD3+CD28-
Ak-Stimulation und die Zugabe von IL-2 hatte keinen verstidrkenden Effekt auf die Zellteilungen.
Jedoch forderte exogenes IL-2 die Proliferation CD3+CD28-Ak-stimulierter nTregs in wt und
PKBtg Kulturen drastisch (82-85%) und in gleichem AusmaB. Die Ergebnisse zeigen daher, dass
PKBtg nTregs ,,anerg* sind und ebenso wie wt nTregs beziiglich der Proliferation auf exogenes

IL-2 angewiesen sind.

3.1.6  Uberleben von nTregs in vitro

Wie zuvor dargelegt, konnte ein erhohtes Uberleben PKBtg nTregs eine Ursache fiir die erhohte
Anzahl von nTregs in PKBtg Miusen sein. Ebenso kénnte ein verstirktes Uberleben zur erhdhten
Suppressoraktivitit PKBtg nTregs, wie sie in Suppressionstests (Abb. 16) zu beobachten war,
beitragen. Zur Bestimmung der Uberlebensfihigkeit wurden nTregs aus wt und PKBtg Miusen
isoliert und in vitro in An- und Abwesenheit von IL-2 mit CD3+CD28-Ak stimuliert. Nach 3 und
5 Tagen wurden die stimulierten Zellen mit AnnexinV und Propidiumiodid (PI) gefédrbt, um die
Anzahl der lebenden Zellen zu ermitteln (Abb. 18). Wie in Abb. 18 gezeigt, wurden nach 3
Tagen in Abwesenheit von IL-2 vergleichbar viele AnnexinV/PI’, d.h. lebende wt und PKBtg
nTregs ermittelt. Uberraschenderweise waren in Anwesenheit von IL-2 weniger PKBtg nTregs
AnnexinV7/PI’, obgleich IL-2-Zugabe das Uberleben in beiden Kulturen signifikant forderte.
Nach 5-tdgiger Kultur ohne IL-2 waren 16% der wt nTregs und 11% der PKBtg nTregs lebendig.
IL-2-Zugabe forderte das Uberleben von wt und PKBtg nTregs, jedoch gab es keine signifikanten
Unterschiede zwischen beiden nTreg-Populationen. Insgesamt zeigen die Experimente, dass
erhohte Signale der ,,Uberlebenskinase” PKB in nTregs deren Uberleben in vitro nicht fordern.
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Abb. 18: Uberleben von wt und PKBtg nTregs in vitro. MACS-isolierte wt und PKBtg nTregs wurden in An- und
Abwesenheit von IL-2 mit CD3+CD28-Ak fiir 3 und 5 Tage stimuliert. Sodann wurde der jeweilige Prozentsatz
lebender AnnexinV/PI" Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. A: Die Tabellen zeigen den prozentualen Anteil
iiberlebender wt und PKBtg nTregs nach 3 und 5 Tagen von 3-4 Versuchen. B: Der Graph zeigt den Prozentsatz
lebender wt und PKBtg nTregs von 4 bzw. 3 Experimenten; ** p<0,01 ; * p<0,05.

3.1.7 Nachweis transgener PKB-Signale in nTregs

Um zu klédren, in wieweit der PKB-Signalweg in PKBtg nTregs angeschaltet ist, wurde die
Expression bzw. Phosphorylierung von PKB, den PKB-Substraten Tuberous sclerosis protein 2
(TSC2) und Glykogensynthase-Kinase33 (GSK3f) sowie die Phosphorylierung von ribosomalem
Protein S6 (S6) in ex vivo isolierten wt und PKBtg nTregs und CD4 CD25  Zellen untersucht.
Western-Blot-Analysen (Abb. 19) zeigten, dass nTregs aus PKBtg Miausen neben endogener
PKB auch tg PKB exprimieren. Auflerdem ist in PKBtg nTregs PKB an Serin 473 phosphoryliert,
was auf einen aktivierten Zustand der tg PKB hinweist. Wt nTregs zeigten hingegen keine
phosphorylierte PKB. PKBtg nTregs wiesen im Vergleich mit wt nTregs zudem eine stirkere
Phosphorylierung von TSC2 und GSK3f, jedoch nicht von S6 auf.
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Abb. 19: PKB-Signalgebung in wt und PKBtg nTregs und konventionellen T-Zellen. MACS-isolierte
CD4'CD25 (Teff) und nTregs aus wt und PKBtg Miusen wurden in Western-Blot-Analysen hinsichtlich der
Expression und Phosphorylierung der angezeigten Proteine untersucht. Dargestellt ist ein reprdsentatives von 3
Experimenten. Die angegebenen Zahlen kennzeichnen die relative Expression des entsprechenden Proteins im

Vergleich zur Expression in wt nTregs nach densitometrischer Evaluation.

Die Expression aktiver tg PKB wurde ebenfalls in PKBtg Teff-Zellen vorgefunden, und diese
wiesen im Vergleich mit wt Teff-Zellen eine stirkere Phosphorylierung von TSC2, GSK3[ und
S6 auf (Abb. 19 rechter Teil). Die Phosphorylierung von TSC2 und S6 in PKBtg nTregs war im
Vergleich zu PKBtg CD4'CD25 Zellen etwas geringer. Dies zeigt, dass aktive PKB in tg nTregs
exprimiert ist, aber im Vergleich zu tg CD4'CD25" Zellen eine schwichere und hinsichtlich S6

verdnderte Signalgebung aufweist.

3.2 Untersuchungen zur Induktion peripherer Tregs (iTregs)

3.2.1 Invitro Induktion von wt und PKBtg CD4"CD25" iTregs

TCR- plus CD28-Signale fiihren in Anwesenheit von TGFf; zur Induktion CD25Foxp3" Tregs
(iTregs) aus naiven peripheren T-Zellen (66). Es sollte untersucht werden, ob TCR+TGFf3;-
Signale allein, d.h. ohne CD28-Kostimulation, ausreichend sind, PKBtg CD4'CD25" Zellen in
CD4'Foxp3" Zellen zu differenzieren. Wt und PKBtg CD4'CD25 T-Zellen wurden daher mit
CD3-Ak allein bzw. CD3+CD28-Ak in Anwesenheit von TGF1 stimuliert.
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Abb. 20: Verstarkte PKB-Signale fordern die Foxp3-Induktion und die Ausbildung eines Treg-Phanotyps.
CD4'CD25 T-Zellen von wt und PKBtg Foxp3-GFP Miusen wurden 3 und 5 Tage in Anwesenheit von TGFp1 (1
ng/ml) mit CD3-Ak oder mit CD3 (2 pg/ml) + CD28-Ak (5§ pg/ml) stimuliert. Die Expression von CD25, Foxp3 und
GITR wurde mittels FACS analysiert. A. Prozentuale Verteilung CD25 Foxp3" Zellen in wt und PKBtg Kulturen.
Gezeigt ist eine reprisentative FACS-Analyse von 3 Experimenten B. GITR-Expression auf wt (diinne Linie) und
PKBtg (dicke Linie) CD25 Foxp3" Zellen nach 3 Tagen. Die grauen Linien reprisentieren die Isotypkontrolle der
jeweiligen Firbung. C. Prozentuale Verteilung CD25 Foxp3" Zellen in wt und PKBtg Kulturen nach 3- und 5-
tiagiger Stimulation mit CD3-Ak bzw. CD3+CD28-Ak in Anwesenheit von TGF[}. Dargestellt sind die Resultate von
3 unabhéngigen Experimenten; * p<0,05 und ** p<0,01.
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Nach 3 und 5 Tagen wurde die Expression von CD25 und Foxp3 in den kultivierten Zellen
analysiert. Nach Stimulation mit CD3+CD28-Ak fiir 3 Tage waren 45% CD25 Foxp3" Zellen in
den wt Kulturen und 53% CD25 Foxp3" Zellen in den PKBtg Kulturen vorhanden (Abb. 20A,
C). Nach 5 Tagen exprimierten 57% der wt und 58% der PKBtg Zellen die Treg-Marker CD25
und Foxp3. Stimulation mit TGFB1 und CD3-Ak allein fiihrte in wt Kulturen nach 3 Tagen in 6%
der Zellen und nach 5 Tagen in 24% der Zellen zur Expression von CD25 und Foxp3. In den
PKBtg Kulturen waren dagegen 21% bzw. 51% der Zellen CD25Foxp3" (Abb. 20A, C).
Zusitzlich wurde nach 3-tdgiger Stimulation mit CD3-Ak bzw. CD3+CD28-Ak die Expression
des Treg-Markers GITR analysiert (Abb. 20B). Die Expression von GITR auf CD3-Ak+TGFpi-
induzierten PKBtg CD25 Foxp3~ Zellen war im Vergleich zu den entsprechenden wt Zellen
deutlich erhéht (MFI wt 53; MFI PKBtg 210). Bei Kostimulation mit CD28-Ak war die
Expression von GITR in PKBtg (MFI 410) sowie wt (MFI 283) CD25 Foxp3~ Zellen stark
hochreguliert, in den tg Zellen sogar verstirkt. Die Ergebnisse zeigen, dass erhhte PKB-Signale
die zur iTreg-Differenzierung naiver T-Zellen notigen CD28-Signale ersetzen und eine effiziente

iTreg-Entwicklung nach CD3-Ak+TGFf3;-Stimulation induzieren.

3.2.2 Untersuchungen zur Suppressoraktivitat von wt und PKBtg iTregs

Im Folgenden wurde untersucht, in welchem MaBle TGFp1+CD3-Ak-induzierte PKBtg iTregs
Suppressoraktivitit aufweisen. Wt und PKBtg CD4 CD25  T-Zellen aus Foxp3-GFP Miusen
wurden mit CD3-Ak allein bzw. CD3+CD28-Ak in Anwesenheit von TGFf1 stimuliert. Nach 3
Tagen wurden induzierte CD25 Foxp3" Zellen mittels FACS sortiert und mit frisch isolierten
konventionellen T-Zellen aus wt Mausen in Kokultur gebracht. Nach 3-tigiger Inkubation wurde
die Proliferation mittels *[H]-Thymidineinbau bestimmt. Mit CD3-Ak+TGFp, induzierte PKBtg
1Tregs zeigten eindeutige Suppressorfunktion. Sie hemmten die Proliferation konventioneller wt
T-Zellen so effektiv wie die mit CD3+CD28-Ak+TGFpi-induzierten wt und PKBtg iTregs (Abb.
21). Erhohte PKB-Aktivitit fordert daher die Induktion von Suppressoraktivitit in mit CD3-

Ak+TGFp;-behandelten naiven T-Zellen und somit die Entwicklung funktioneller iTregs.
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Abb. 21: Verstarkte PKB-Signale induzieren Suppressoraktivitat in mit CD3-Ak+TGFp, stimulierten
konventionellen T-Zellen. 3*10° CD4°CD25  T-Zellen von wt und PKBtg Foxp3-GFP Miusen wurden in
Anwesenheit von TGFP1 (1 ng/ml) mit CD3-Ak (2 pg/ml) allein (tg CD3) oder mit CD3+CD28-Ak (5 pg/ml)
stimuliert (wt CD3/CD28, tg CD3/CD28). Nach 3 Tagen wurden CD25 Foxp3" Zellen mittels FACS sortiert und mit
frisch isolierten CD4'CD25™ wt Effektorzellen in verschiedenen Verhiltnissen und bestrahlten (30 Gy) wt Milzzellen
fiir weitere 3 Tage in Kokultur gebracht. Die CD3 (2 pg/ml) Ak-induzierte Proliferation der Effektorzellen wurde
mittels *[H]-Thymidineinbau an Tag 3 analysiert. A. Proliferation der wt Effektorzellen in Kokultur mit induzierten
CD25'Foxp3" wt und PKBtg Zellen. Gezeigt ist ein reprisentatives von 3 unabhingigen Experimenten. B.
Suppression durch die induzierten iTreg-Populationen relativ zur maximalen Proliferation der wt Effektorzellen

(100%) ermittelt aus 3 unabhédngigen Experimenten.

3.3 Untersuchungen zur Differenzierung von Th17-Zellen

3.3.1 Invitro Differenzierung von wt und PKBtg CD4*CD25 T-Zellen zu Th17-Zellen

Die vorhergehenden Versuche zeigten, dass erhohte PKB-Signale die Foxp3-Expression fordern.
Daher sollte geklart werden, ob verstirkte PKB-Signale auch die Entwicklung von Th17-Zellen
beeinflussen. Wt und PKBtg CD4'CD25  Zellen wurden mit CD3+CD28-Ak+TGFp1 mit und
ohne IL-6 kultiviert. Nach 3 Tagen wurde der Anteil IL-17-produzierender Zellen mittels
intrazelluldrer Férbung und die Foxp3-Expression anhand der Foxp3-GFP-Expression
durchflusszytometrisch bestimmt. Abb. 22A zeigt ein reprisentatives Ergebnis von 4 Versuchen

mit den prozentualen Anteilen IL17" und Foxp3" Zellen.
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Abb. 22: Erhéhte PKB-Signale beeintrachtigen die Entwicklung von Th17-Zellen. CD4'CD25™ konventionelle
T-Zellen von wt und PKBtg Foxp3“" Miusen wurden in Anwesenheit von TGFP1 (1 ng/ml) mit CD3 (2
pg/mh)+CD28 (5 pg/ml)-Ak mit und ohne IL-6 (20 ng/ml) stimuliert. A. DurchfluBzytometrisch bestimmte
Expression von Foxp3 und IL-17 nach 3-tigiger Kultur. B. Prozentuale Verteilung IL-17" und Foxp3" Zellen in wt
und PKBtg Kulturen unter Th17-Differenzierungsbedingungen von 6 unabhingigen Experimenten; * p<0,05.

In Abwesenheit von IL-6 wurde weder in den wt Kulturen noch in den PKBtg Kulturen eine
signifikante IL-17-Produktion beobachtet. In Anwesenheit von IL-6 produzierten 16% der wt
Zellen TL-17. Die PKBtg Kulturen zeigten jedoch eine signifikant kleinere IL-17" Population
(8,6%) (Abb. 22A). Der Anteil der IL-17" Zellen war somit in den wt Zellen um etwa das 2-fache
erhoht. Im Gegensatz dazu war bei Anwesenheit von TGFf; und IL-6 der prozentuale Anteil
Foxp3" Zellen in den PKBtg Kulturen (16,5%) im Vergleich zu den wt Kulturen (9,8%) deutlich
erhoht. In den Ansétzen ohne IL-6 differenzierten 63% der wt und 50% der PKBtg Zellen zu
Foxp3" Zellen, jedoch fast keine Zellen zu IL-17-produzierenden Zellen (Abb. 22A, B). Diese
Daten zeigen, dass erhohte PKB-Signale unter Th17-Bedingungen die Differenzierung zu IL-17-

produzierenden Zellen hemmen, wéhrend sie die Expression von Foxp3 fordern.

3.4 Einfluss transgener PKB auf den Verlauf der EAE

3.4.1 EAE-Induktion in wt und PKBtg Mausen

Th17-Zellen sowie Tregs spielen eine wesentliche Rolle bei der Induktion und dem
Krankheitsverlauf der EAE. Die vorherigen in vitro Versuche zeigten, dass aktive PKB in T-
Zellen die Foxp3-Expression fordert, aber die Entwicklung von Th17-Zellen reduziert. In der
EAE, dem Mausmodell fiir Multiple Sklerose, sollte daher gekldrt werden, ob erhohte PKB-
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Signale in Lymphozyten deren in vivo Funktion beeinflussen und somit einen Einfluss auf die
Entwicklung der EAE haben konnten. Wt und PKBtg Mause wurden mit MOGs;s.ss-Peptid in
komplettem Freunds Adjuvanz (CFA) immunisiert, und der Krankheitsverlauf wurde bis Tag 30
taglich beurteilt (Abb. 23A). Ab Tag 8-9 nach der Immunisierung waren in beiden Mauslinien
erste Symptome der Krankheit (leichte Parese des Schwanzes: Graduierung 0,5) zu verzeichnen.
Bis zum Tag 16 kam es in wt und PKBtg Miusen zum maximalen Ausbruch der Erkrankung, d.h.
kompletter Tonusverlust des Schwanzes (Grad 1), Paresen der hinteren Extremititen (Grad 2),
Plegie der hinteren Extremitéiten (Grad 3), Parese der vorderen Extremitdten (Grad 4) und Tod

(Grad 5) konnten beobachtet werden.
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Abb. 23: Verstarkte PKB-Signale in Lymphozyten schwéchen das Krankheitsbild der EAE von wt Méausen.
EAE wurde in wt (n=28) und PKBtg (n=18) Miusen durch Immunisierung mit MOGs;s_ss-Peptid + CFA induziert. A:
Der Graph zeigt den Mittelwert des Krankheitsgrades wt bzw. PKBtg Méuse + mittlerem Standardfehler (SEM). Die
Signifikanz im unterschiedlichen Krankheitsverlauf beider Mauslinien wurde mit dem Wilcoxon Test berechnet;
* p<0,05. Der signifikant unterschiedliche Zeitraum des Krankheitsverlaufs wird durch die Linie reprisentiert. B:
Die Diagramme zeigen den Anteil schwer an EAE erkrankter (Graduierung 2 und héher) bzw. gestorbener wt und

PKBtg Tiere.
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Nach einer etwa 4-tdgigen Plateauphase (Tag 16-20) schwéchten sich die Krankheitssymptome in
beiden Mauslinien ab. Interessanterweise zeigten die PKBtg Miuse im Vergleich zu den wt
Maiusen im gesamten Verlauf der Erkrankung eine signifikant schwichere Symptomatik (Abb.
23A). Insgesamt wurden bei 31% der PKBtg Mause schwere Krankheitssymptome beobachtet,
welche der klinischen Graduierung 2 und hoher entsprachen. Dagegen wiesen 62% der wt Mause
einen schweren Krankheitsverlauf auf. 31% der wt, aber nur 22% der PKBtg Miuse verstarben
an den Folgen der EAE (Abb. 23B). Erhohte PKB-Signale in den tg Miusen fiihren daher zu
einer signifikanten Abschwichung der EAE-Symptomatik.

3.4.2 EAE-Induktion in CD28" und PKBtg CD28" Mausen

Frithere Publikationen zeigten, dass in CD28” Miusen MOG-Immunisierung keine EAE
induzieren kann, obwohl die Anzahl von nTregs in CD28” Miusen stark reduziert ist (12, 13,
175). Eigene Experimente zeigten, dass in PKBtg CD28"~ Miusen die nTreg-Anzahl gegeniiber
CD28”" Miusen nur leicht erhdht ist (siche Abb. 9). Die Experimente zur iTreg-Differenzierung
legten aber dar, dass aktive PKB CD28-Signale in vitro ersetzen kann. Es sollte daher geklart
werden, wie verstirkte PKB-Signale in Lymphozyten auf die Induktion der EAE in CD28”
Maiusen wirken.

Wt, CD28” und PKBtg CD28”" Miuse wurden mit MOGss.ss-Peptid + CFA immunisiert und die
Stirke der Erkrankung fiir 34 Tage bestimmt. Wie in der Literatur beschrieben, wiesen CD28
Maiuse fast keine Symptome einer EAE-Erkrankung auf (Abb. 24). Wt Méduse zeigten nach 9-10
Tagen erste Merkmale der EAE und entwickelten im weiteren Verlauf schwere
Krankheitssymptome. Interessanterweise flihrten erhohte PKB-Signale in CD28” Miusen zum
Ausbruch der EAE-Erkrankung mit Schweregraden, die geringer als in wt Maéusen, jedoch
vergleichbar zu denen in PKBtg Maiusen waren. Erhohte PKB-Signale in T-Zellen konnen
demnach sowohl einen fordernden (in CD28”~ Miusen) als auch einen hemmenden Einfluss (in

wt Méusen) auf den Verlauf der EAE-Erkrankung haben.
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Abb. 24: Verstarkte PKB-Signale in Lymphozyten fiihren zum Ausbruch der EAE-Erkrankung in CD28"
Mausen. EAE wurde in wt (n=5), CD28” (n=5) und PKBtg CD28" (n=5) Miusen durch Immunisierung mit
MOG;s.ss-Peptid induziert. Der Graph gibt den Mittelwert des klinischen Krankheitsgrades von wt, CD28" sowie
PKBtg CD28 Miusen + mittleren Standardfehler (SEM) an. Die Signifikanz im unterschiedlichen
Krankheitsverlauf von CD28” und PKBtg CD28” Miusen wurde mit dem Wilcoxon Test berechnet; * p<0,05.

3.4.3 Treg- und Thl17-Verteilung nach EAE-Induktion in wt und PKBtg Mausen

Die Experimente zu Abb. 20 und Abb. 22 wiesen nach, dass aktive PKB in vitro einerseits die
Treg-Induktion fordert, andererseits die Differenzierung naiver T-Zellen zu IL17-produzierenden
Th17-Zellen vermindert. Da Tregs und Th17-Zellen eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung
und dem Verlauf der EAE spielen und PKBtg Méuse einen milderen Verlauf der EAE aufwiesen,
sollte gekldrt werden, ob in Letzteren die Verteilung von Tregs und Th17-Zellen wéhrend der
EAE beeinflusst ist. Mit MOGjs.ss-Peptid + CFA immunisierte wt und PKBtg Miuse wurden
daher 10 Tage nach Immunisierung hinsichtlich der CD4 Foxp3" und CD4'TL-17" Populationen
in Lymphknoten (LK), Milz und Blut analysiert. In Milz und Blut konnten keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der prozentualen Verteilung IL-17" und Foxp3" Zellen zwischen wt
und PKBtg Miusen festgestellt werden. Der prozentuale Anteil IL-17" und Foxp3" T-Zellen in
den inguinalen LK der wt Miuse (0,7% IL-17", 4,2% Foxp3") war im Vergleich zu den PKBtg
Tieren (1,4% IL-17", 5,7% Foxp3+) jedoch leicht erniedrigt (Abb. 25A, B). Dies zeigt, dass zu
dem gemessenen Zeitpunkt (Tag 10) keine drastischen Unterschiede zwischen wt und PKBtg
Tieren hinsichtlich Th17- und Treg-Mobilisierung auftreten. Auch der Krankheitsgrad beider
Maus-stimme war zu diesem Zeitpunkt vergleichbar. Es traten Symptome auf, welche der
Graduierung 1 entsprachen. Die leichte Erhhung im Prozentsatz IL-17" und Foxp3"™ Zellen in
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den lateralen LK PKBtg Tiere konnte darauf hindeuten, dass sowohl Th17- als auch Treg-Zellen
in den LK PKBtg Mduse etwas stirker expandiert werden, und dass die verminderte EAE in
PKBtg Maiusen eher auf Unterschieden in der Funktion beider Populationen zu spéteren

Zeitpunkten oder im Hirn beruhen konnte.
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Abb. 25: Prozentsatz CD4*IL-17* und CD4"Foxp3* Zellen im LK wt und PKBtg Mause nach EAE-Induktion.
Wt und PKBtg Méuse wurden mit MOGj;s.ss-Peptid + CFA immunisiert. An Tag 10 nach der Immunisierung wurden
die entsprechenden Organe und Blut entnommen und der Anteil IL-17" und Foxp3" T-Zellen durchfluBzytometrisch
analysiert. A: Die Dotplots zeigen ein reprisentatives Ergebnis von jeweils 4 wt und PKBtg Méusen. B: Die
Graphen zeigen die Zusammenfassung eines von zwei unabhédngigen Experimenten (wt n=4; PKBtg n=4), welche

wie oben beschrieben durchgefiihrt wurden. Beide Experimente zeigten eine vergleichbare Tendenz; * p<0,05.
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3.4.4 GARP-und CD103-Expression auf wt und PKBtg Tregs nach EAE-Induktion

Die periphere T-Zell-Toleranz gegeniiber Selbstantigenen wird durch nTregs kontrolliert. Es ist
jedoch, abgesehen von CTLA-4, nur wenig iiber die Effektormolekiile auf aktivierten nTregs
bekannt. Das kiirzlich entdeckte Protein GARP wird spezifisch auf nTregs nach Stimulation {iber
den TCR exprimiert und GARP" Zellen weisen starke Suppressoraktivitit auf (30, 32). GARP
konnte daher eine wichtige Rolle bei der nTreg-vermittelten peripheren T-Zell-Toleranz spielen.
Daher wurde der nTreg-Phidnotyp beziiglich GARP in wt und PKBtg Maiusen unter den
inflammatorischen Bedingungen der EAE analysiert, ebenso die Expression von CD103, das fiir

den Verbleib von Tregs im Gewebe wichtig ist.
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Abb. 26: Analyse des Treg-Phénotyps unter inflammatorischen Bedingungen. Wt und PKBtg Mause wurden mit
MOGss.ss-Peptid + CFA immunisiert. An Tag 10 nach der Immunisierung wurden die entsprechenden Organe und
Blut entnommen und der Anteil GARP™ und CD103" Tregs und CD4'Foxp3™ Zellen durchfluBzytometrisch

bestimmt. Die Histogramme sind représentativ fiir jeweils 4 wt und PKBtg Méuse aus einem Experiment.

Abb. 26 zeigt, dass GARP-Expression auf CD4 Foxp3  T-Zellen fehlt. Wt und PKBtg
CD4'Foxp3" Zellen aus LK, Milz und Blut dagegen waren positiv fiir GARP und die Expression
war auf den Tregs aus LK und Blut vergleichbar. Auf wt Tregs aus der Milz war im Vergleich zu
PKBtg Tregs eine schwach erhohte GARP-Expression sichtbar (Abb. 26). Die CD103-
Expression auf wt und PKBtg Tregs in LK und Blut war ebenfalls vergleichbar. 54,8% der wt
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und 52,7% der PKBtg CD4 Foxp3" LK-Zellen zeigten eine starke Expression von CD103. Im
Blut waren nur 37% der wt bzw. 34,7% der PKBtg CD4 Foxp3" Zellen CD103". In der Milz
wurden schwach und stark CD103-exprimierende CD4 Foxp3~ Zellen beobachtet, und wt und
PKBtg Zellen waren ebenfalls vergleichbar. Beziiglich der GARP- und CD103-Expression sind

daher keine signifikanten Unterschiede festzustellen.

3.4.5 Untersuchungen zur Migration wt und PKBtg CD4" T-Zellen in vivo

Die Wanderung von Immunzellen zu ihrem Bestimmungsort ist ein wichtiger Prozess im Rahmen
immunregulatorischer Vorginge. Migrationsvorginge werden iiber spezielle Oberflichen-
rezeptoren auf Immun- und Gewebezellen vermittelt und die Expression dieser Molekiile
unterliegt einer strikten Regulation. PKB nimmt eine wichtige Funktion bei der Regulation des
homing Rezeptors CD62L ein (117). Daher sollte der Einfluss erhohter PKB-Signale auf das
Wanderungsverhalten von CD4 -Zellen in vivo getestet werden. Dazu wurden isolierte wt und
PKBtg CD4" T-Zellen entweder mit DDAO oder CFSE markiert und im Verhiltnis 1:1 gemischt.
Die Zellsuspension wurde intravends injiziert und die Verteilung der markierten Zellen in Milz
und LK nach unterschiedlichen Zeitpunkten analysiert.

Abb. 27A zeigt, dass vor der Injektion im Vergleich zu wt Zellen ein groBBerer Anteil der PKBtg
CD4" T-Zellen kein CD62L exprimierte. Eine Stunde nach Injektion waren deutlich mehr wt als
PKBtg Zellen in die Milz eingewandert. Relativ zu den eingewanderten wt Zellen wurden etwa
50% weniger PKBtg Zellen ermittelt. Auch nach 4 Stunden waren relativ zu den wt Zellen
weniger PKBtg Zellen in die Milz eingewandert (75%). Der Anteil migrierter wt und PKBtg
Zellen war erst nach 12 Stunden vergleichbar. Bei beiden Populationen war auffillig, dass die
vorhandene Zellzahl nach 12 Stunden geringer war als nach 1 und 4 Stunden. Dies kdnnte auf ein
bereits erfolgtes Auswandern der migrierten Zellen aus der Milz zuriickzufiihren sein. Uber den
Zeitraum von 12 Stunden lieB sich eine Zunahme des relativen Anteils PKBtg Zellen beobachten.
Das ldsst darauf schlieBen, dass die PKBtg CD4" T-Zellen entweder verzogert in die Milz

einwandern bzw. wieder schneller aus der Milz auswandern. (Abb. 27B).
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Abb. 27: Veranderte Migration PKBtg CD4" T-Zellen. A. Die Expression von CD62L auf isolierten CD4" T-
Zellen aus wt und PKBtg Miusen wurde mittels FACS-Analyse ermittelt. B, C. Isolierte CD4" T-Zellen aus wt und
PKBtg Miusen wurden mit DDAO (wt) bzw. CFSE (PKBtg) markiert und im Verhéltnis 1:1 i.v. injiziert. Nach 1, 4
und 12 Stunden wurde die prozentuale Verteilung (Zahlen in den Dotplots) und die Zellzahl (Diagramme) der
eingewanderten Zellen in Milz und den inguinalen LK mittels FACS bestimmt; * p<0,05; ** p<0,01 und ***
p<0,001. Fiir die Untersuchungen in den Milzen wurden in unabhingigen Versuchen insgesamt 6-12 und fiir

Analysen in LK 11 wt und PKBtg Tiere je Zeitpunkt verwendet.
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Im Gegensatz zur Milz ist die Expression von CD62L fiir das Einwandern von T-Zellen in die
Lymphknoten erforderlich (176). Da in der PKBtg CD4" T-Zell-Population mehr CD62L" Zellen
vorhanden waren, war es liberraschend, dass zu allen 3 untersuchten Zeitpunkten eine erhdhte
Zellzahl PKBtg Zellen im LK vorlag. Nach 1 und 4 Stunden waren im Vergleich zu wt Zellen
etwa doppelt so viele PKBtg CD4" T-Zellen in die inguinalen Lymphknoten eingewandert. Nach
12 Stunden nahm die Anzahl PKBtg Zellen ab, war aber im Vergleich zur wt Zellzahl immer
noch signifikant erhoéht (Abb. 27C). Moglicherweise wandern PKBtg T-Zellen zu diesem
Zeitpunkt bereits wieder aus den LK aus. Insgesamt zeigen die Daten, dass PKBtg CD4" T-
Zellen im Vergleich zu wt Zellen ein verdndertes Migrationsverhalten in vivo aufweisen, wobei

tg PKB das Einwandern in die LK forderte, die Migration in die Milz jedoch verzdgerte.

69



Diskussion

4 Diskussion

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkungen erhohter PKB-Aktivitét in T-Zellen
auf autoimmune Erkrankungen, wie der EAE, zu charakterisieren. Da bei der EAE-Erkrankung
immunsuppressive Tregs und inflammatorische Th17-Zellen eine zentrale Rolle spielen, wurde
der Einfluss aktiver PKB auf die Entwicklung und Funktion dieser T-Zell-Subtypen und den
Verlauf der EAE untersucht. Dabei wurden wt und PKBtg Méuse, die eine transgene konstitutiv
aktive Form humaner PKBa. exprimieren, Foxp3-GFP knock-in Miuse (Foxp3-GFP), CD28™
und PKBtg CD28”" Miuse eingesetzt. Beziiglich der prozentualen Verteilung von nTregs in wt
und PKBtg Méusen gab es keine signifikanten Unterschiede, jedoch war neben der erhdhten
Anzahl CD4" T-Zellen die Zellzahl CD4'CD25 Foxp3~ Zellen in PKBtg Miusen signifikant in
Thymus, Lymphknoten und Milz erhoht. Erhohte PKB-Signale fordern somit nicht nur die
Akkumulation von CD4" Zellen, sondern damit einhergehend auch die von nTregs (143). Da
CD28-Signale unerlidsslich fiir die Entwicklung und Homoostase von nTregs sind (12) und PKB
ein wichtiges downstream Molekiil von CD28 ist (177), wurde die nTreg-Verteilung in CD28™
und PKBtg CD28”" Miusen verglichen. Der Prozentsatz und die Zellzahl von nTregs in CD28”
Maiusen war im Vergleich zu wt Mausen, wie bereits publiziert (12), stark verringert. In PKBtg
CD28”" Miusen war die Anzahl von nTregs im Vergleich zu CD28” Miusen zwar verzweifacht,
aber im Vergleich zu wt Méusen dennoch um mehr als die Hilfte reduziert. Dies untermauert
einerseits die fordernde Wirkung erhohter PKB-Signale auf die nTreg-Entwicklung, zeigt aber
andererseits, dass aktive PKB CD28-Signale hinsichtlich der nTreg-Entwicklung nicht
vollstindig ersetzen kann. Zusétzliche durch CD28-Stimulation induzierte Signale, bzw. stirkere

PKB-Signale sind daher fiir die optimale Entwicklung von nTregs im Thymus erforderlich.

Die Rolle der PKB in der nTreg-Entwicklung und deren Funktion ist bisher nur unvollstindig
verstanden. PI3Kp1108™?'%4P?1%4 knock-in Miuse, die eine inaktive PI3K exprimieren, weisen
beispielsweise eine erhdhte nTreg-Zahl im Thymus, aber eine geringere Zahl von nTregs in der
Peripherie auf. Entsprechend dazu wurde gezeigt, dass ein wichtiger Negativregulator des
PI3K/PKB-Signalweges, die Phosphatase PTEN, in nTregs relativ stirker exprimiert ist (178). Im
Gegensatz dazu ergaben Studien in PTEN-defizienten Mausen, die erhohte PI3K/PKB-Signale
aufweisen, dass die Entwicklung von nTregs nicht beeinflusst ist (135). Pharmakologische

Inhibitoren von PI3K/PKB und downstream von PKB liegenden Signalmolekiilen, wie mTOR,
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dagegen fordern die Expression von Foxp3 (132-134). Diese Daten weisen darauf hin, dass der
Einfluss der PKB auf die Treg-Entwicklung vom verwendeten experimentellen System, murine
oder humane Zellen, abhidngig ist, dass es eine Rolle spielt, zu welchem Zeitpunkt der
Entwicklung PKB aktiv wird und wie stark die PKB-vermittelten Signale sind. Starke PKB-
Signale scheinen im allgemeinen der Treg-Entwicklung entgegenzuwirken. Die Expression
aktiver PKB im hier verwendeten Modellsystem ist im Vergleich zu transfizierter PKB eher
moderat und entspricht der Expression endogener PKB. Die erhohten PKB-Signale in tg Zellen
erwiesen sich auf die nTreg-Entwicklung nicht hinderlich und wirkten zudem auf deren

Homdostase positiv.

PKB-Signale sind in die unterschiedlichsten zelluldiren Vorginge involviert (91), neben der
Homdostase auch in Migrationsvorginge und das Uberleben von T-Zellen. Da
Suppressoraktivitit, Migration und das Uberleben von nTregs iiber verschiedene Oberflichen-
molekiile vermittelt werden, war es wichtig zu kldren, ob aktive PKB den Phinotyp von nTregs
beeinflusst. Die Treg-Marker GITR und CTLA-4 sowie CD45RB liefern kostimulatorische
Signale, die fiir die Aktivierung bzw. Suppressorfunktion von Tregs eine wichtige Rolle spielen.
Die Expression von GITR war auf wt und PKBtg nTregs vergleichbar, jedoch war die Expression
von CTLA-4 sowie CD45RB auf PKBtg nTregs im Vergleich zu den wt nTregs verringert. Da
CTLA-4 bedeutsam fiir die Suppressorfunktion von nTregs ist, konnte dies auf eine verminderte
Suppressoraktivitit PKBtg nTregs hinweisen. Beziiglich CD45RB wurde jedoch gezeigt, dass
nTregs mit hoher Suppressoraktivitit eine schwache CD45RB-Expression aufweisen, was
wiederum fiir eine verstirkte Suppressoraktivitit PKBtg nTregs sprechen wiirde (179, 180). Das
Oberflichenmolekiil GARP ist ebenfalls in die Suppressoraktivitdt von Tregs involviert, seine
genaue Funktionsweise ist bisher jedoch noch ungeklirt. Hinsichtlich der Expression von GARP
auf nTregs ergaben sich keine Unterschiede zwischen wt und PKBtg Zellen. Erhohte PKB-
Signale haben daher nur beziiglich der hier untersuchten Molekiile CTLA-4 und CD45RB einen
Effekt auf den nTreg-Phénotyp.

Die Oberflachenrezeptoren CD62L und LFA-1 auf T-Zellen spielen eine Rolle beim homing und
dem Eintritt der Zellen in entziindetes Gewebe. CD103 dagegen reguliert den Verbleib der
eingewanderten Zellen im Gewebe. Es wurde ein signifikant erhdhter Prozentsatz CD62L-
negativer nTregs in PKBtg Maiusen im Vergleich zu wt Mausen beobachtet. Erhohte PKB-

Signale fordern daher die Herunterregulation bzw. hemmen die Expression von CD62L auf der
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nTreg-Oberflache. Dies stimmt mit Ergebnissen von Finlay et al. {iberein, wonach PKB-Signale
die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors KLF2 hemmen, wodurch die Transkription der Gene fiir
CD62L, S1P und CCR7 gehemmt wird (117). Der Prozentsatz LFA-1-positiver Zellen und auch
die Stdrke der Expression von LFA-1 auf PKBtg nTregs war im Vergleich zu wt nTregs hingegen
signifikant erhoht. LFA-1 liefert, dhnlich wie GITR, kostimulatorische Signale zur optimalen T-
Zellaktivierung und ist beim Eintritt von T-Zellen in entziindetes Gewebe involviert. Daher
konnten PKBtg nTregs im Vergleich mit wt Tregs iiber vermehrte LFA-1-Signale eine stirkere
Aktivierung erfahren und ein verbessertes Einwanderungsverhalten in Entziindungsgewebe
aufweisen. Beziiglich der CD103-Expression wurden keine Unterschiede zwischen wt und
PKBtg nTregs beobachtet. Erhohte PKB-Signale nehmen daher Einfluss auf Rezeptoren, welche
im Zusammenhang mit Migrationsvorgédngen, aber nicht mit dem Verbleib der Zellen im Gewebe

stehen.

Das Uberleben der Tregs in den peripheren lymphatischen Geweben und in entziindlichen
Prozessen ist die Voraussetzung fiir eine optimale Suppression. OX40 und CDI127 sind
Rezeptoren, die Uberlebens- bzw. antiapoptotische Vorginge von nTregs regulieren (46, 49).
Aktive PKB modifizierte die Expression dieser Molekiile auf nTregs nur in geringem Malle, da
die Expression von OX40 und CD127 auf PKBtg nTregs im Vergleich zu wt nTregs nur leicht
reduziert war. Dies weist aber liberraschenderweise darauf hin, dass erhhte PKB-Signale das
Uberleben von nTregs eher hemmen als fordern kénnten. CTLA-4-Signale kénnen den durch
Aktivierung induzierten Zelltod (AICD) hemmen (181), was in Anbetracht der verminderten
CTLA-4-Expression ebenfalls auf ein reduziertes Uberleben PKBtg nTregs schlieBen lisst. In
konventionellen T-Zellen fordern PKB-Signale downstream von CD28 das Uberleben und die
Expansion der T-Zellen durch Aktivierung verschiedener Zellzyklusproteine (91, 143). Fiir die
Entwicklung und Homdostase von nTregs scheinen aber ,,limitierte” PKB-Signale nétig zu sein
(130, 135). Daher stellt die verminderte Expression von OX40, CD127 und insbesondere CTLA-
4 moglicherweise einen Kompensationsmechanismus auf die verstarkten tg PKB-Signale dar, der

trotz verstarkter PKB-Signale die Entwicklung und Homdostase von nTregs ermoglicht.

Im Gegensatz zur nTreg-Entwicklung scheinen stirkere PKB-Signale fiir die Funktion von
nTregs nicht abtriglich zu sein. PI3K1108°7'°4P?1%* knock-in Méuse mit einer katalytisch
inaktiven PI3K und daher einem inaktiven PI3K/PKB-Signalweg zeigen Beeintrdchtigungen in

der nTreg-Suppressor-kapazitit (130). Signale downstream von PI3K sind somit erforderlich, um
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optimale Suppressoraktivitit in Tregs zu generieren. Tatsdchlich zeigen unsere Daten, dass
erhohte PKB-Signale die Suppressoraktivitit von nTregs fordern. Im Vergleich zu wt nTregs
wurde die Proliferation konventioneller wt T-Zellen durch PKBtg nTregs signifikant starker
unterdriickt. Die stirkere Aktivierung verschiedener Signalmolekiile downstream von PKB
konnte eine verstirkte Expansion oder ein verstirktes Uberleben PKBtg nTregs bewirken.
Zusiatzlich konnte auch eine erhohte TGF;-Expression und/oder Sekretion zur erhéhten
Suppressioraktivitdt PKBtg nTregs beitragen (127, 143). nTregs aus PTEN” Miusen, die
verstirkte PI3K/PKB-Signale aufweisen, expandieren in Anwesenheit von IL-2 allein (135). IL-
2-Signale werden primér {iber den JAK/STATS-Signalweg vermittelt (182). In in vitro und in
vivo Studien wurde beschrieben, dass, im Gegensatz zum PI3K-Signalweg, der JAK/STAT-
Signalweg eine wichtige Rolle fiir das Uberleben von Tregs spielt (183) und dass in Tregs nach
IL-2R-Aktivierung der PI3K/PKB-Signalweg mit den downstream liegenden Zielproteinen
mTOR und p70$6k schwicher als in konventionellen T-Zellen aktiviert wird (131, 178, 184). Das
immunsuppressive Rapamycin, welches die mTOR-Aktivitdit hemmt, férdert dementsprechend
die Expansion von Tregs (173). Zudem zeigten Untersuchungen an T-Zellen, welche defizient fiir
Frapl (FK506 binding protein 12-rapamycin associated protein), dem fiir mTOR kodierenden
Gen, sind, dass IL-2 die Expansion von nTregs zu fordern vermag (185). Diesbeziigliche
Untersuchungen mit den PKBtg nTregs ergaben, dass die Proliferation PKBtg nTregs mit der von
wt nTregs vergleichbar ist. PKBtg nTregs sind daher trotz der erhhten PKB-Signale ,,anerg* bei
alleiniger CD3/CD28-Stimulation und zur Proliferation auf exogenes IL-2 angewiesen. Die Treg-
Entwicklung im Thymus PKBtg Miuse ist jedoch, ebenso wie in PTEN” Miusen, nicht
beeinfluit (135). Wir interpretieren dies derart, dass die Stiarke der PKB-Signale einen gewissen
Schwellenwert tiberschreiten muss, um den ,,anergen* Zustand von nTregs aufzuheben. PTEN™
nTregs proliferieren in Anwesenheit von IL-2 allein, da das PKB-Signal dort vermutlich starker
ist als in dem verwendeten PKBtg System und zudem zusétzliche PI3K-gesteuerte Signalwege
dort stark angeschaltet sind. Die PKB-Signale in den PKBtg nTregs reichen vermutlich nicht aus,
die nTreg-Homdoostase wesentlich zu verdndern, obwohl eine 2-fache Zunahme der nTreg-Zellen
beobachtet wurde. Sie sind jedoch hinreichend, eine optimale und sogar verstdrkte

Suppressoraktivitit in nTregs zu etablieren.

Ein weiterer Grund fiir die erhdhte Suppressorkapazitit PKBtg nTregs konnte ein besseres
Uberleben dieser Zellen im Vergleich zu wt nTregs sein. Wie oben erwihnt sind Tregs fiir ihr

Uberleben und ihre Expansion stirker auf IL-2 angewiesen als konventionelle T-Zellen (11, 186).
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Die eigenen Ergebnisse zeigen ebenfalls, dass IL-2 das Uberleben von Tregs fordert.
Uberraschenderweise iiberlebten jedoch wt nTregs nach 3- und 5-tigiger Stimulation mit

CD3/CD28 Ak in Anwesenheit von IL-2 besser als PKBtg nTregs.

Verschiedene pro- und antiapoptotische Wege regulieren das Uberleben von T-Zellen. Die
Aktivitdt der proapoptotischen Molekiile Bad, Bim und Bax stehen bei der Regulation des
Uberlebens im Gleichgewicht mit antiapoptotischen Molekiilen, wie Bcl-2 und Bel-XL.
Phosphorylierung von Bad und Bim durch aktive PKB macht sie fiir Polyubiquitinierungen und
proteasomalen Abbau zuginglich und verhindert so ihre proapoptotische Funktion (187, 188).
Die Fihigkeit von IL-2, das Uberleben zu fordern, ist iiber STATS5-Aktivierung mit der Induktion
der antiapoptotischen Molekiile Bcl-XL und Bcl-2 assoziiert, wie von Lord et al. an T-Zellen
gezeigt (189). Untersuchungen an Brustkarzinomzellen zeigten, dass die inhibitorische
Phosphorylierung von Raf an Ser259 in der N-terminalen Doméine durch PKB dazu fiihrt, dass
der Raf/MAPK-Signalweg, an dessen Ende die Aktivierung der MAPK Erk steht, inhibiert wird
(99, 190). Durch Inaktivierung dieses Signalweges wird das proapoptotische Molekiil Bim durch
Erk nicht mehr phosphoryliert und bleibt dadurch aktiviert (98). Weiterhin wird die durch Erk
vermittelte Aktivierung der ribosomalen S6-Kinase (RSK) gehemmt, welche anderenfalls durch
inhibitorische Phosphorylierung des proapoptotischen Molekiils BAD an Serinl12 das Uberleben
fordern wiirde. Verstédrkte inhibitorische Phosphorylierung von Raf und damit Abschaltung des
Raf/MAPK-Signalweges konnte daher auch in nTregs ein mdglicher Mechanismus sein, iiber
welchen die Apoptose gesteuert wird. Studien unserer Arbeitsgruppe zeigten allerdings in PKBtg
T-Zellen sowie PKBtg nTregs nach TCR-Stimulation eine erhohte Phosphorylierung von Erk
(191). Ahnliche Studien an Tregs von Li et al. bestitigen unsere Ergebnisse, da sie in ihren
Studien nach CD3/CD28-Stimulation in Anwesenheit von IL-2 Phosphorylierung von PKB und
Erk vorfanden und die Expression von Bcl-XL in stimulierten Tregs in Anwesenheit von IL-2

erhoht war (186).

Das beobachtete verringerte Uberleben und die IL-2-Abhiingigkeit PKBtg Tregs sind Ergebnisse
von in vitro Studien, welche moglicherweise nicht die in vivo Situation widerspiegeln. Im
Gegensatz zu den limitierten Stimulationsbedingungen in vitro sind Tregs in vivo einer Reihe
zusdtzlicher Signale ausgesetzt, so dass nicht auszuschlielen ist, dass PKBtg nTregs in vivo
besser liberleben konnten als wt nTregs, und daher zu der 2-fachen Zunahme von nTregs in den

PKBtg Madusen beitragen konnten. Beispielsweise spielen IL-7-Signale, welche ebenfalls zu
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STATS5-Aktivierung fiihren, eine ebenso groBe Rolle fiir das Uberleben von Tregs wie IL-2-
Signale (46, 192, 193). PKBtg nTregs wiesen ex Vivo allerdings eine geringere IL-7-Rezeptor-
Expression auf. Um dies zu kléren, miisste ein adoptiver Transfer markierter wt und PKBtg
nTregs in wt Miuse erfolgen und die Zahl der jeweiligen markierten Tregs in einer Zeitkinetik

bestimmt werden.

Eine wichtige Frage war, inwieweit der PKB-Signalweg in den PKBtg Tregs angeschaltet ist, d.h.
in welchem Ausmall nTregs der PKBtg Mause erhohte PKB-Signale aufweisen. Western-Blot-
Analysen zeigten, dass in ex vivo isolierten PKBtg nTregs der PKB-Signalweg in der Tat
aktiviert ist, da tg PKB und Zielmolekiile, wie TSC2, GSK3[ und S6 in phosphoryliertem
Zustand vorlagen. Im Vergleich zu wt nTregs waren die PKB-Signale in PKBtg nTregs deutlich
erhoht, allerdings waren sie schwicher als in PKBtg konventionellen T-Zellen. Der durch tg PKB
induzierte PKB-Signalweg ist in PKBtg nTregs daher abgeschwicht. Verschiedene
Arbeitsgruppen zeigten durch retroviralen Transfer von myrPKB oder pharmakologische
Inhibitoren des PI3K/PKB-Signalweges, dass starke PKB-Signale die Treg-Entwicklung und
deren Funktion hemmen (130, 131). Unsere Ergebnisse zeigen, dass erhohte PKB-Signale die
nTreg-Entwicklung und Funktion nicht negativ beeinflussen. Die erhohten PKB-Signale in
PKBtg Miusen scheinen daher innerhalb einer ,,Toleranzzone* Signale zu liefern, welche die
Treg-Entwicklung und eine erhohte Suppressorfunktion ermdglichen und sogar fordern, aber das

anerge Verhalten von Tregs dennoch aufrecht erhalten.

Ein zentrales Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, dass die Proliferation konventioneller PKBtg
T-Zellen sowohl durch wt als auch PKBtg nTregs weniger inhibierbar ist. Die Resistenz
gegeniiber Treg-vermittelter Suppression spielt bei der Entwicklung von Autoimmun-
erkrankungen eine wichtige Rolle. Cbl-b- oder TRAF6-defiziente Méduse, deren T-Zellen einen
aktivierten Phinotyp aufweisen, entwickeln Autoimmunerkrankungen, obwohl die Treg-
Entwicklung und Treg-Funktion in diesen Mausen nicht gestort sind (194, 195). Allerdings sind
konventionelle T-Zellen dieser Tiere in vitro resistent gegeniiber Treg-vermittelter Suppression.
Konventionelle T-Zellen aus NFATc2/NFATc3 doppelt-defizienten Méusen, sowie SHIP-
defiziente T-Zellen werden ebenfalls schlechter durch Tregs inhibiert (196, 197). Dies deutet
darauf hin, dass der ,,Aktivierungszustand* konventioneller T-Zellen fiir die Empfanglichkeit
gegeniiber suppressiven Signalen entscheidend ist. Die eigenen Daten zeigen, dass auch erhohte

PKB-Aktivitit in konventionellen T-Zellen Resistenz gegeniiber Suppression durch Tregs
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vermitteln kann. Somit wird iiber PKB, neben der Suppressorfunktion von nTregs, auch die
Empfanglichkeit gegeniiber suppressiven Signalen in konventionellen T-Zellen und damit die

Balance zwischen Autoimmunitit und Immunsuppression reguliert (194).

Ein weiteres bemerkenswertes Ergebnis dieser Arbeit betrifft den Einfluss erhohter PKB-Signale
auf die TGFp;-vermittelte Differenzierung naiver T-Zellen zu Foxp3" iTregs bzw. Th17-Zellen.
Abhingig von den Stimulationsbedingungen und der Anwesenheit von Zytokinen fordert TGF[f3;
die Entwicklung zu iTregs oder Th17-Zellen (63, 65-69, 198). CD28 kostimulatorische Signale
sind erforderlich fiir die Induktion der Foxp3-Expression in naiven T-Zellen und zur peripheren
Homgostase von Tregs. Dariiber hinaus fordern CD28-Signale das Uberleben von iTregs (13,
199-201). CD3/CD28 Ak-stimulierte wt und PKBtg konventionelle CD4 CD25™ T-Zellen waren
in Anwesenheit von TGFf; hinsichtlich der Foxp3-Expresssion vergleichbar. Interessanterweise
waren verstidrkte PKB-Signale jedoch ausreichend, um in mit CD3 Ak + TGFp; stimulierten
naiven CD4" Zellen die Foxp3-Induktion und effiziente Entwicklung zu iTregs zu induzieren und
somit die ,,notwendigen® CD28-Signale zu ersetzen. Zudem konnten erhohte PKB-Signale in
CD4°CD25" Zellen aus CD28"" Miusen effizient die Foxp3-Expression induzieren (191). Dies
unterstreicht, dass PKB-Signale ebenso gut wie CD28-Kostimulation die iTreg-Entwicklung
ermoglichen. CD3 Ak + TGFp;-induzierte PKBtg Foxp3® Zellen wiesen zudem
Suppressoraktivitit auf, da sie die Proliferation naiver wt CD4 -Zellen genauso gut supprimierten
wie durch CD3/CD28 Ak + TGFp; differenzierte wt und PKBtg iTregs. Zu der erhdhten Anzahl
von Tregs in der Peripherie PKBtg Maiuse konnte neben einer verstirkten homdostatischen

Expansion daher auch die geforderte iTreg-Entwicklung beitragen.

Im Gegensatz zur iTreg-Induktion zeigten die Versuche unter Thl7-Differenzierungs-
bedingungen, dass aktive PKB die Differenzierung zu Th17-Zellen mindert und stattdessen die
Foxp3-Expression fordert. PKB-Signale konnten {iiber verschiedene Mechanismen entweder
direkt oder indirekt die Thl7-Entwicklung beeinflussen. IFNy, IL-4 oder Metabolite, wie
Retinolsdure hemmen die Th17-Entwicklung, und die Transkriptionsfaktoren IRF4 und RORyt
fordern die Thl7-Differenzierung (80, 81, 202). Hinsichtlich der zugrunde liegenden
Mechanismen wurde in unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass unter Thl7-Bedingungen die
Expression von IRF4 und RORyt in wt und PKBtg Kulturen naiver T-Zellen vergleichbar, jedoch
die STAT-Expression verdndert ist, so dass unter Th17-Bedingungen in PKBtg Zellen verstarkt

die Foxp3-Expression gefordert wird (191). Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass PKB-
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Signale die Differenzierung von Treg- bzw. Th17-Zellen entscheidend beeinflussen und PKB
somit eine zentrale Rolle bei der Regulation entziindlicher und autoimmuner Prozesse versus

Immunsuppression durch Tregs einnimmt.

Da tg PKB auf die in vitro Differenzierung von Tregs und Thl7-Zellen sowie auf die
Suppressoraktivitit deutliche Effekte zeigte, wurden PKBtg Miause im EAE-Modell untersucht.
PKBtg Mduse wiesen im Vergleich zu wt-Miusen eine deutlich verringerte Symptomatik der
EAE-Erkrankung auf. Insgesamt erkrankten 31% der PKBtg Maiuse schwer, d.h. sie wiesen
Plegien der hinteren und teilweise der vorderen Extremitdten auf, was der klinischen Graduierung
2 und hoher entspricht. Im Gegensatz dazu zeigten 62% der wt Méduse einen schweren
Krankheitsverlauf. Weiterhin verstarben 31% der wt aber nur 22% der PKBtg Méiuse an den
Folgen der EAE. Erhohte PKB-Signale in den tg Méusen fiihren daher zu einer signifikanten
Abschwichung der EAE-Symptomatik. Tiere, welche Lahmungen der vorderen Extremitdten
aufwiesen, was einer klinischen Graduierung von hoher als 3 entspricht, wurden aus ethischen
Griinden euthanisiert und fiir die Mittelwertberechnung der Erkrankung nicht mehr
beriicksichtigt. Dennoch war der Krankheitsverlauf der wt Tiere signifikant stirker als bei den
PKBtg Tieren. Dieses interessante Ergebnis kann mit den in vitro Daten korreliert werden,
welche zeigten, dass erhohte PKB-Signale einen fordernden Einfluss auf die Entwicklung von
iTregs sowie die Suppressoraktivitit von nTregs haben. Experimente mit adoptivem Transfer
PKBtg Tregs in wt-Méuse miissten erfolgen, um zu klédren, ob die verringerte EAE-Symptomatik

in PKBtg Méusen wesentlich durch eine verdnderte Funktion PKBtg Tregs verursacht wird.

Des Weiteren wurden Hinweise auf ein verdndertes Migrationsverhalten PKBtg T-Zellen
aufgezeigt, was den Krankheitsverlauf der EAE ebenfalls beeinflussen konnte. Analysen zur
Th17-Entwicklung zeigten zudem, dass durch erhohte PKB-Signale die Entwicklung dieser
entziindungsfordernden T-Zellpopulation vermindert wird, was sich ebenfalls abschwichend auf
den Krankheitsverlauf auswirken kénnte. In diesem Zusammenhang wurde der Anteil IL-17" und
Foxp3" T-Zellen wihrend der EAE-Erkrankung am Tag 10 ermittelt. In Milz und Blut konnten
keine Unterschiede beziiglich des Prozentsatzes IL-17" und Foxp3" Zellen ermittelt werden. Die
Analyse der Lymphknoten ergab, dass der Prozentsatz IL-17" Zellen in den PKBtg Miusen im
Vergleich zu wt Méusen leicht erhoht war. In Bezug auf die schwichere Auspragung der EAE in
PKBtg Mausen ist dies schwer zu erklidren. Ein verdndertes Migrationsverhalten der Th17-Zellen

in PKBtg Miusen konnte eine Rolle spielen, d.h. moglicherweise werden PKBtg Th17-Zellen im
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Lymphknoten zurlickgehalten und kénnen daher nur in verringertem Maf3e entziindliche Prozesse
in Hirn und Riickenmark auslosen. Eine Charakterisierung des Expressionsmusters wt und PKBtg
Thl17-Zellen bezliglich Migrationsmarker konnte weiteren Aufschluss iiber deren
Migrationsverhalten liefern. Zudem wére die Verteilung und Funktion von Th17- und Treg-
Zellen im Riickenmark wéhrend der EAE-Erkrankung in kiinftigen Experimenten aufzukléren.
Hinsichtlich der GARP- und CD103-Expression auf nTregs wihrend der EAE am Tag 10
zeigten wt und PKBtg Tregs vergleichbare GARP-Expression in LK und Blut, in der Milz
dagegen war die GARP-Expression auf wt Tregs schwach erhoht. Fiir aktivierte Tregs wurde eine
starkere Suppressorkapazitit gezeigt (203), was aber nicht entscheidend zu sein scheint, da wt
Maiduse im Vergleich zu PKBtg Mausen eine stirkere Auspriagung der EAE-Erkrankung

aufweisen.

Durch CD103 werden Immunzellen in entziindlichem Gewebe zuriickgehalten. Der prozentuale
Anteil von Tregs mit starker CD103-Expression war in der Milz von PKBtg Méusen leicht
erhoht. Dies konnte darauf hindeuten, dass PKBtg Tregs in der Milz eventuell lédnger
zuriickgehalten werden und so die autoreaktiven T-Zellen dort besser kontrollieren kdnnten.
Insgesamt haben die Untersuchungen in der Peripherie an Tag 10 der EAE-Erkrankung keine
gravierenden Unterschiede zwischen wt und PKBtg Treg- und Th17-Populationen aufgezeigt. Es
miisste daher zu fritheren und spiteren Zeitpunkten des Krankheitsverlaufs die Verteilung von
Tregs und Th17-Zellen in der Peripherie und insbesondere dem Riickenmark analysiert werden,
sowie die Expression pro- und anti-inflammatorischer Zytokine in einer Kinetik bestimmt

werden.

Interessanterweise losten erhohte PKB-Signale in CD28” Miusen, in denen durch MOG-
Immunisierung keine EAE induziert werden kann (175), die EAE-Erkrankung aus. Die
Symptomatik war dabei vergleichbar zu der von PKBtg Mausen und somit schwicher als in
entsprechenden wt Méusen. In CD28”" Mausen wurde gezeigt, dass MOG-spezifische T-Zellen
normal aktiviert werden, jedoch fehlen die fiir die Expansion nétigen kostimulatorischen Signale.
Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass CD28-Signale fiir die Migration der T-Zellen in das ZNS und
ihre dortige Reaktivierung wichtig sind (204-206). Es ist zudem in Betracht zu ziehen, dass
PKBtg konventionelle T-Zellen weniger gut supprimiert werden konnen, was zur EAE-
Erkrankung in den PKBtg CD28" Miusen beitragen konnte. Es ist anzunehmen, dass erhdhte
PKB-Signale in CD28" T-Zellen die fehlenden kostimulatorischen Signale ersetzen oder
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kompensieren, sodass es zur Aktivierung und Expansion MOG-spezifischer T-Zellen und damit

zum Krankheitsausbruch kommt.

Die Versuche zur EAE zeigen, dass erhohte PKB-Signale in T-Zellen einerseits einen fordernden
Einfluss auf die Immuntoleranz haben konnen, andererseits zum Bruch der Toleranz und zur
Entwicklung von Autoimmunerkrankungen beitragen konnen. PKB ist somit ein zentraler
Regulator des Gleichgewichts zwischen Immunaktivierung und Immunsuppression und damit der

Aufrechterhaltung der Immunhomdostase.
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5 Zusammenfassung

Proteinkinase B (PKB/Akt) wird durch TCR- und CD28-Ligation aktiviert und kontrolliert die
Proliferation und Differenzierung von T-Zellen. Die Rolle von PKB bei der Entwicklung und
Funktion immunsuppressiver regulatorischer T-Zellen (Tregs) und pro-inflammatorischer Th17-
Zellen ist jedoch ungeklirt und wurde anhand myrPKB transgener Miuse (PKBtg) untersucht.
Die Entwicklung thymus-generierter CD4'CD25" Tregs (nTregs) wurde durch erhohte PKB-
Signale nicht beeinflusst, jedoch wurde eine Zunahme von CD4" T-Zellen und damit
einhergehend von nTregs bewirkt. Erhohte PKB-Aktivitit in CD28" Miusen, die nur sehr
wenige nTregs generieren, fithrte zwar zu einer Verdopplung, aber im Vergleich zu Wildtyp (wt)-
Maiusen dennoch reduzierten nTreg-Zahl, sodass PKB-Signale fehlende CD28-Kostimulation
diesbeziiglich nicht ersetzen konnen. PKBtg nTregs verhielten sich wie wt nTregs bei
TCR/CD28-Stimulation ,,anerg“, d.h. sie waren fiir die Proliferation auf exogenes IL-2
angewiesen. Sie zeigten jedoch deutlich stirkere Suppressoraktivitit als wt nTregs.
Konventionelle PKBtg T-Zellen wurden interessanterweise durch nTregs weniger stark
supprimiert. Bei TCR/CD3-Stimulation in Anwesenheit von TGFP;, d.h. ohne CD28-
Kostimulation, differenzierten PKBtg, aber nicht wt konventionelle T-Zellen effizient zu Foxp3"
iTregs. Diese wiesen gleiche Suppressoraktivitidt wie wt iTregs auf, die durch TCR/CD3+CD28-
Stimulation plus TGF@; induziert wurden. Dagegen minderten erhohte PKB-Signale die TGFf3;-
und IL-6-vermittelte Differenzierung naiver T-Zellen zu Th17-Zellen und forderten stattdessen
die Foxp3-Induktion. Dahingehend wiesen PKBtg Miuse eine deutlich schwichere Symptomatik
in der MOGjs.ss-Peptid-induzierten experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE),
dem Mausmodell fiir Multiple Sklerose, auf. In CD28”" Musen, in denen keine EAE induziert
werden kann, fiihrte tg PKB allerdings zur Auspriagung starker EAE-Symptome. Somit nimmt
PKB bei der TGFB;-vermittelten Differenzierung naiver CD4" T-Zellen eine zentrale Rolle ein.
Einerseits fordert PKB die Suppressoraktivitit von nTregs und die iTreg-Bildung und dadurch
die Immuntoleranz, andererseits fithren erhohte PKB-Signale in T-Zellen zu einer verminderten
Suppression durch Tregs und kann zum Ausbruch von Autoimmunerkrankungen, wie der EAE in
CD28™" Maiusen, fihren. PKB hat damit eine bis dato unerkannte zentrale Funktion bei der
Kontrolle entziindlicher Immunprozesse versus peripherer T-Zelltoleranz und somit bei der

Aufrechterhaltung der Immunhomdoostase.
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6 Summary

Protein kinase B (PKB/Akt) is activated after TCR and CD28 ligation and controls T cell
proliferation and differentiation. The role of PKB in the development and function of
immunosuppressive regulatory T cells (Tregs) and pro-inflammatory Th17 cells is not fully
understood and was analyzed in a tg mouse model with expression of constitutively active
myrPKBa (PKBtg) in the T cell lineage. Elevated PKB signals had no major effect on the
development of thymus-generated CD4'CD25" Tregs (nTregs). However, PKBtg mice showed
an increased cell number of CD4" T cells and a concomitant increase in nTreg cells. In CD28"
mice, which only develop few nTregs, tg PKB led to a 2-fold increase in nTreg cell number, but
it was still significantly lower than in wt mice, indicating that enhanced PKB signalling cannot
fully compensate for CD28 co-stimulation. PKBtg nTregs were anergic in response to TCR/CD3
stimulation, as described for wt nTregs, and thus required exogenous IL-2 for proliferation.
Strikingly, PKBtg nTregs showed higher suppressor capacity than wt nTregs and conventional
PKBtg CD4" T cells were markedly less suppressable by nTregs. Moreover, PKBtg but not wt
naive T cells effectively differentiated into Foxp3™ T cells in response to TCR/CD3 stimulation in
the presence of TGFp,, i.e. in the absence of CD28 co-stimulation. Those induced CD4 Foxp3"
iTregs showed the same suppressive capacity as wt iTregs induced by TCR/CD3+CD28
stimulation and TGFf;. Reciprocally, TGFf; plus IL-6 driven differentiation of naive T cells into
Th17 cells was strongly impaired by elevated PKB signals. In line with the in vitro data, PKBtg
mice showed an ameliorated MOGs;sss-peptide driven  experimental —autoimmune
encephalomyelitis (EAE), the mouse model for multiple sclerosis. However, in CD28"" mice,
which do not develop EAE, tg PKB initiated a severe EAE disease. Collectively, the data reveal
an important role of PKB in TGFp; driven differentiation processes of naive CD4" T cells. On
one hand elevated PKB signals foster suppressor function of nTregs and iTreg formation, thereby
enhancing immunologic tolerance, on the other hand they confer resistance to Treg mediated
suppression and can cause initiation of autoimmune disorder as seen in CD28”" mice. Thus, PKB
has a so far unrecognized important function in the regulation of inflammatory immune processes

versus peripheral T cell tolerance and, thereby, in the maintenance of immune homeostasis.
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8 Abklrzungen

EAE
Erk
Fitc
Foxp3
GARP
GFP
GITR
GSK3p
IDO
IFN

Abkurzungsverzeichnis

activation induced cell death
activator protein 1

Antigen Prisentierende Zelle
Bcl2-associated agonist of cell death
B cell lymphoma 2

Bcl-2 like protein

Basenpaare

regulatorische B-Zelle

cyclic adenosine monophosphate
complete Freunds adjuvans
Carboxyfluoresceinsuccinimidylester
cellular myeloblastosis oncogene
counts per minute

zytotoxische T-Zelle

cytotoxic T lymphocyte antigen 4
dendritische Zelle
Dodecyldimethylamineoxide
doppelt-negativ

doppelt-positiv

experimentelle autoimmune enzephalomyelitis

extracellular signal related kinase
Fluoreszeinisothiocyanat
forkhead box P3 protein
glycoprotein A repetitions predominant

green fluorescence protein

glucocorticoid-induced TNF receptor family related protein

Glykogensynthase-Kinase 3 Beta
Indolamin-2,3-Dioxygenase

Interferon
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IL

ILK
IRF-4
iTreg
KLF2
Lck
LFA-1
MHC
mLST8
MOG
MS
mTOR
NFAT
NFxB
nTreg
PDK1
PE
PHLPP
PI
PI3K
PIP2
PIP3
PKB
PP2A
PTEN
Raf

Rheb
RORyt
S1P

Ser

Abkurzungsverzeichnis

Immunglobulin

Interleukin

Integrin gekoppelte Kinase

interferon regulatory factor 4

induzierte regulatorische T-Zelle

krippel like factor 2

lymphocyte-specific protein tyrosine kinase
lymphocyte function-associated antigen 1
Haupthistokompatibilitidtskomplex
mammalian lethal with sec13 protein 8
Myelin Oligodendroglia Glykoprotein
Multiple Sklerose

mammalian target of rapamycin

nuclear factor of activated T cells

nuclear factor xB

natiirliche regulatorische T-Zelle
3-phosphoinositol-abhidngige Kinase 1
Phycoerythrin

PH domain and leucin rich repeat protein phosphatase
Propidiumiodid

Phosphoinositid-3-kinase
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
Proteinkinase B

Serin/Threonin Protein Phosphatase 2A
phosphatase and tensin homologue localized on chromosome ten
rapidly growing fibrosarcoma
Rekombination aktivierendes Gen

Ras homolog enriched in brain

retinoic acid receptor-related orphan receptor yt
Sphingosin-1-Phosphat

Serin
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Abkurzungsverzeichnis

SHP SH2 domain-containing phosphatase

SIN1 stress-activated-protein-kinase-interacting protein 1
SP einfach positiv

STAT signal transducer and activator of transccription
TCR T-Zell-Rezeptor

tg transgen

TGFp transforming growth factor beta

Th T-Helfer-Zelle

Thr Threonin

TNF Tumor Nekrose Faktor

ToB TofB

Treg regulatorische T-Zelle

TSC2 tuberous sclerosis protein 2

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule

VLA-4 very late antigen 4

wt Wildtyp, wildtypisch
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