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Einleitung 9

1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem schitzt den menschlichen KorpeEuwowirkungen aus der Umwelt, wie
zum Beispiel vor Krankheitserregern und ihren TexrinEs erkennt diese als Fremdstoffe und
bekampft sie mithilfe einer angeborenen und eindividuell erworbenen Komponente des
Immunsystems. Auch kérpereigene Zellen kdnnendgellmmunabwehr werden. Zum einen
werden mutierte Zellen erkannt und zerstért, uneise mogliche Tumorentstehung zu ver-
hindern, zum anderen kann es durch Angreifen gesuitpereigener Zellen zur Entstehung
von Autoimmunerkrankungen kommen (1).

Alle an diesen Immunreaktionen beteiligten Zellentseammen den hamatopoetischen

Stammzellen des Knochenmarks (Abb. 1-1).

embryonale
Stammzelle

Knochenmark-

/ stamnIzene \

lymphoide myeloide erythroide
\orlauferzelle \orlauferzelle \orlauferzelle

Monozyten/ Megakaryozyten
Granulozyten
\orlauferzellen

/N ,,

T-Zellen B-Zellen NK-Zellen Monozyten Granulozyten Thrombozyten Erythrozyten
—T  plasma- Makrophagen Neutrophile

—Th1  zellen Eosinophile

L Th2 Basophile

—Th1l7

—CTL

Abb. 1-1: Hamatopoese

Die pluripotenten Stammzellen entwickeln sich (Werlauferzellen hin zu den ausgereiften Blutzellans den
lymphoiden Vorlauferzellen entwickeln sich T-ZellérZellen, NK-Zellen und ihre Subpopulationen. Alen
myeloiden Vorlauferzellen entwickeln sich zum eingie Makrophagen- und Granulozyten-Vorlauferzellen,
zum anderen die Megakaryozyten, aus denen wieddrarhrombozyten hervorgehen. Die Erythrozyten ent-
stehen aus eigenen erythroiden Vorlauferzellemépaert nach (2)]
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1.1.1 Das angeborene und erworbene Immunsystem

Man unterscheidet das angeborene und das erwotbenansystemDas angeborene Im-
munsystem gliedert sich in zwei Komponenten undd#idurch vermittelte Immunantwort
steht dem Korper innerhalb kirzester Zeit zur Abwalr Verfigung. Eine Komponente ist
die zellvermittelte Abwehr, welche mithilfe von Rjoaytose und Aktivierung des Komple-
mentsystems sowie allgemeiner Entztundungsreaktwmbwehr kérperschadigender Sub-
stanzen und deren Abbau fuhrt. Zu ihm z&éhlen Mdkagpn, Granulozyten und NK-Zellen
(3). Eine weitere Komponente bilden die naturlicipdysiologischen und anatomischen Bar-
rieren des Korpers, wie die Hornschicht der Hawdratle Magensaure, welche die zellulare
angeborene Immunantwort in ihrer Abwehrfunktioneusttiitzt. Das erworbene Immunsystem
bildet die spezifische Abwehr des Korpers, die sichviduell von Organismus zu Organis-
mus auch innerhalb einer Spezies unterscheiese Immunantwort beinhaltet die Bildung
spezifischer Antikdrper durch Plasmazellen (hunerahtwort) genauso wie die Interaktion
verschiedener T-Zellpopulationen mit antigenpréseshiden Zellen und Zytokinen (zellulare
Antwort). Die Spezifitat des erworbenen Immunsystdraruht darauf, dass die Antwort nur
gegen das Antigen gerichtet ist, das die Reaktemdrgerufen hat. Dies wiederum kommt
dadurch zustande, dass T- und B-Lymphozyten Antegaptoren auf der Oberflache tragen,
die jeweils nur ein bestimmtes Antigen binden kdmnéeder Lymphozyt tragt auf seiner
Oberflache bestimmte Oberflachenmerkmale, sogeBifizierungsantigene (CD = cluster of
differentiation). Durch diese werden sowohl Zellgls auch Entwicklungs- und Differenzie-

rungsgrad und sogar ein Teil der funktionellen Bggdhaften charakterisiert (4).

1.1.2 Aktivierung des erworbenen Immunsystems

Das erworbene Immunsystem reagiert am effektivateger Zuhilfenahme des angeborenen
Immunsystems. Da T-Zellen nicht in der Lage sindiigene ohne weitere zellulare Hilfe zu
erkennen, mussen diese auf der Oberflache vonrzaber MHC-Molekile (MHC = major
histocompatibility complex) prasentiert werden. ddst zwei verschiedene Arten von MHC-
Molekilen. MHC Klasse | prasentieren Antigene, sl im Zytoplasma der préasentierenden
Zelle befinden und von CD8+-Lymphozyten erkanntdeer. MHC | -Molekile werden von
allen kernhaltigen Kdrperzellen exprimiert. Phadarye Antigene werden nur von speziellen
antigen-prasentierenden Zellen (APCs), wie Makrgphaund dendritischen Zellen, auf
MHC-Molekilen der Klasse 1l den CD4+-Lymphozyten agentiert. Dieser CD4+-
Lymphozyt wird bei Kontakt mit dem prasentiertenti§en tber seinen T-Zell-Rezeptor

(TCR) aktiviert und bringt dadurch die adaptive lomantwort in Gang (4).
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1.2 T-Lymphozyten

Vorlauferzellen der T-Lymphozyten wandern nach rniatstehung im Knochenmark Uber
die Blutbahn in den Thymus, um dort auszureiferer ierden sie tiber verschiedene Signale
zunachst selektiert. T-Zellen, deren T-Zell-Rezepio korpereigene MHC-Molekile binden
kann, tberleben (positive Selektion); T-Zellen, ali# krpereigene Antigene jedoch zu stark
reagieren, erhalten ein Signal, das zum Zelltodtf(itegative Selektion). Im Thymus findet
zudem die Festlegung auf eine der beiden Hauptptpnen der T-Zellen statt; die Zellen,
die an korpereigene MHC-Molekiile der Klasse Il leindind das Oberflachenantigen CD4
exprimieren, werden zu CD4-Zellen; diejenigen, die an MHC-Molekiile der Kdasl bin-
den, werden zu CD8T-Zellen. Die die Selektion tiberlebenden ausgeneiT-Zellen verlas-
sen den Thymus und zirkulieren nun im Blut und iendperipheren lymphatischen
Organen (5).

Solange eine T-Zelle noch keinen Antigenkontaktehatird sie als naive T-Zelle bezeichnet.
Um an einer Immunantwort teilnehmen zu kdnnen, naisse naive T-Zelle auf das fir sie
spezifische Antigen treffen, welches ihr von eia@tigenprasentierenden Zelle auf einem
MHC-Molekul prasentiert werden muss. Erst durclsedieKontakt zum Antigen ist es der T-
Zelle moglich, sich zu differenzieren und zu prafieren. CD8 T-Zellen werden durch
MHC-Molekule der Klasse | aktiviert und differenma sich hauptsachlich zu zytotoxischen
T-Zellen. Sie sind vor allem dafiir verantwortliakgss korpereigene Zellen getdtet werden,
die Krankheitserreger in ihrem Zytoplasma tragearaklbst durch Mutation entartet sind.
CD4" T-Zellen werden durch MHC-Molekiile der Klasse Kktigiert und differenzieren sich
in peripheren lymphatischen Geweben in folgendestgmtippen: Thl-Zellen, Th2-Zellen und
Th17-Zellen. Die naturlichen regulatorischen T-2ell(Treg) entstehen im Thymus direkt
und nicht aus der zuvor genannten CD4+ T-Zell-Patpr. Diese vier Untergruppen unter-
scheiden sich anhand ihrer OberflachenmerkmalesiBytokinmusters, ihrer Genexpression
sowie in ihrer speziellen Aufgabe wahrend des Alslainer Immunreaktion (6). Im Folgen-
den werden die einzelnen CD4+-T-Zell-Subpopulationen naher beschrieben.
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1.3 CD4"-T-Zellen und ihre phanotypischen und funktionellen Eigen-
schaften
Ty1-Zellen Ty1- und T,;2-Zellen Ty17-Zellen TregZellen
aktiviert
aktiviert
\ ‘.Bag:;an- Eﬁ;ﬁg‘éﬁ}m unreife g:;:ri(ische
antigenspezifische
™ B-Zelle
Makrophage B!:":;Je‘:’;
< = = = o = = =
Anti-Toxin-
Antikarper
®w
VR
tote intrazellulére Bakterien Plasmazelle neutrophile Zellen
Abb. 1-2: Ubersicht tiber die Funktionen CD4-positier T-Zellen [modifiziert nach (6)]
Th1
(T-bet)
IFN-y, IL-12 i
//\
Naive CD4*
Tcell ||_ \ / Th2
(AT
© s .
Th17 A2
(RORyt)
TIL-&,IL-N
O IiTreg
~ (Foxp3)
Abb. 1-3: Die Differenzierung der verschiedenen CD4+ T-Zell-Inien

Das Zytokinmilieu determiniert die Differenzierumigr naiven CD4+ T-Zellen. Diese kdnnen sich
differenzieren zu Thl, Th2, Thl7 und induzierterdlrDiese Differenzierungsprogramme werden
unter anderem kontrolliert durch die Zytokine IL-LAd IFNy fur die Thl-Differenzierung, zudem
IL-4 fur die Th2-Differenzierung und TGF-und IL-6 fUr die Th17-Differenzierung. Induzierfeeg
entstehen durch TGE-IL-2 und retinoic acid (RA). Spezifische Trangitionsfaktoren fur die ein-
zelnen CD4+ T-Zell-Populationen sind T-bet fur Thdllen, GATAS fir Th2-Zellen, RORc fir
Th17-Zellen und FOXP3 fur Tregs. [modifiziert ng@m)
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akliviert Makrophagen, | | Zellen; Bakterien werden T.Zellen aus, wo- 16st im Knochenmark dass Makrophagen daran | | veranlasst Makrophagen,
aufgenommene freigesetzt, damit sie \éon h- -eheg; E‘Anyzah\ die Differenzierung binden und das BlutgefaB sich an der Infektions-
Bakterien zu zerstéren | |durch neue Makrophagen Dol Tehd i von Makrophagen aus an der Infektionsstelle stelle zu sammeln
der Effektorzellen erhoht
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t6tet chronisch infizierte 6st eine Proliferation

Abb. 1-4: Koordination der Immunreaktion von aktivi erten Th1l-Zellen

Zu Beginn der Thl- Immunantwort fihrt eine Aktivieg durch infizierte Makrophagen zu einer Synthese
INFy. Dieses aktiviert zusammen mit dem CD40-Ligandeakidphagen die intrazellularen Pathogene zu zer-
stéren. Chronisch infizierte Makrophagen benétibarfir den Fas-Liganden, den wiederum die Thlezell
bilden kénnen. Uber IL-2- Produktion kommt es zwZdll-Proliferation und damit zur Erhéhung der
Effektorzellen wéahrend der Immunantwort. Uber ILthd GM-CSF kann die Thl-Zelle die Makro-
phagendifferenzierung im Knochenmark beeinflusgsuich auf die Wanderung der Makrophagen wirkt die
Th1-Zelle ein, indem sie mithilfe von TNédiese zur Diapedese und durch CXCL2 zur Migradom Infekti-
onsort anregt (6).

Th1-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Immantwort auf intrazellulare Bakterien und
bei der Abwehr von Virusinfektionen. Wird ihre Fuiogk fehlreguliert, so kann es zur Ent-
stehung von Autoimmunerkrankungen kommen (8). Ziffenzierung in Richtung der
Th1-Zelllinie aus naiven CD4+ T-Zellen kommt es \ablem durch die Zytokine IFNund
IL-12 (7). AuRBerdem leistet der Signalweg tUber SZAdinen wichtigen Beitrag dazu, dass
sich die naive T-Zelle in Richtung Thl-Zelle entketn kann (9). Zudem produzieren Thl-
Zellen selbst IFN und IL-2 neben den proinflammatorischen ZytokidéF-o. und TNF$,

die das angeborene Immunsystem, wie z.B. Makrophatgzu aktivieren, Pathogene abzu-
wehren, und die zudem die T-Zell-Antwort aktiviel@®). Die Aktivitat der Th1-Zellen wird
Uber das antiinflammatorische Zytokin IL-10 moddliedas die IFNy Produktion
herunterreguliert, sobald das Pathogen abgewehtdeyum zu verhindern, dass die Immun-
reaktion auf korpereigene gesunde Zellen GbergfElff. Der Transskriptionsfaktdr-bet ist

fur die Funktion und die Entwicklung der Th1l-Zelleon entscheidender Bedeutung und in-
duziert die IFN-Produktion. Er gehort zur T-box Familie und iss @anzige T-box-Gen, das
speziell nur in der lymphoiden Zellreihe exprimiesird. Ohne ihn wird die T-Zell-
Entwicklung in Richtung Th2-Zelle getrieben (12jirfeine optimal&-bet-Expression in den
sich differenzierenden Th1-Zellen ist die Aktiviagivon STAT1 durch IFX und von
STAT4 durch IL-4 notwendig. Nur durch das Zusammerisdieser beiden STAT-Systeme

und anderer wichtiger Faktoren wie den ZytokinerlB.und IL-27 kann eine Differenzie-
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rung in Richtung Thl-Zelle Uberhaupt stattfindef, (12). Die Thl-Immunantwort wird vor
allen durch Treg mit hohétOXP3-Expression moduliert oder sogar unterdriickt (8) ni&d-
rige Level an TGH und IL-10 im Blut rufen eine starke allgemeine Fhimunantwort her-
vor, die vor allem durch Induktion in IENentsteht und Auswirkungen auf den Gastro-
intestinaltrakt hat; eine starke Th1l-Antwort wild ainer der Hauptfaktoren fir die Entwick-
lung chronisch entziindlicher Darmerkrankungen gas€h3). Eigentliche Hauptaufgabe der
Th1l-Zell-Population ist es, den Organismus vorgdilintrazellularen Erregern zu schitzen.
Diese zellvermittelte Immunitat erreicht die ThilHZeadurch eine zytolytische Aktivitat, die
zur Apoptose der befallenen Zelle fuhrt. Ubermafigenflammatorische Thil-Zell-Aktivitat
tragt zu Gewebeschaden und zu reaktiven Entziindusgiewie z.B. zu chronisch entztndli-
chen Darmerkrankungen und zu Autoimmunreaktiondh, lzei Diabetes mellitus oder rheu-
matoider Arthritis (10).

1.3.2 Th2-Zellen

Fur die Abwehr von Parasiten und Wurmerkrankungemwar allem die Immunreaktion der
Th2-Zellen verantwortlich (8). Sie produzieren digokine IL-4, IL-5 und IL-13 und regen
dadurch B-Zellen an, sich zu differenzieren und lmglobuline zu produzieren bzw. rufen
einen Immunglobulin-Switch der B-Zellen hervor, ass vor allem die zur Parasitenabwehr
wichtigen IgE produziert werden (6). AuRerdem sgnelh2-Zellen durch die indirekt her-
vorgerufene hohe IgE-Produktion eine wichtige Ratlaler Erregerabwehr der Lunge (10).
IL-4 und das absolut essentielle Zyotkin IL-2 sprekine tragende Rolle in der Differenzie-
rung der naiven T-Zelle in eine Th2-Zelle. IL-2gtesiert die Zuganglichkeit des IL-4 Gens;
wird IL-2 neutralisiert, kommt es zu einer verminéa IL-4 Produktion in den Th2-Zellen.
Damit die sich differenzierende Th2-Zelle die Thigafischen Zytokine produzieren kann,
muss sie den Transskriptionsfakt®GATA-3 exprimieren. Die Amplifikation des Genab-
schnitts vonGATA-3 wird daher wahrend der Differenzierung heraufresgtil Das entstande-
ne Produkt interferiert mit den Genorten fur ILH,5 und IL-13, den Th2 spezifischen Ge-
nen (14, 15, 16). GATA-3 ist sozusagen der Schirmther Th2-Differenzierung. Zum einen
ist er — wie oben bereits erwahnt — entscheidefrdktor fur die IL-4 Produktion und zum
zweiten hemmt GATA-3 die Thl-Differenzierung unc dihl-lImmunantwort durch Hem-
mung der Expression von T-bet. Bei Fehlen von GAkann eine Thl-Immunantwort sogar
in Abwesenheit von Faktoren auftreten, die normeée notwendig sind, um eine Thl-
Antwort zu induzieren (17). STAT6 ist via IL-4 wiedim der Hauptstimulator d&ATA-3-
Expression und somit der Th2-Differenzierung (IDeg mit hohen FOXP3-Leveln unter-



Einleitung 15

driicken die Th2-Differenzierung, somit kommt es we&iminderter oder fehlend&OXP3-
Expression zu einer Uberproduktion an Th2-ZelleiesP Dysregulation kann zur Entstehung
von Asthma und Allergien fuihren. Regulatorische dlléh koénnen allerdings nicht die
Zytokinproduktion von ausgereiften Th2-Zellen udtécken und somit nur in die Differen-

zierung modulierend eingreifen (8).

1.3.3 Thl7-Zellen

Bei der Abwehr von extrazellularen Bakterien undiziRiektionen spielt die proinflam-
matorische Funktion der Thl7-Zellen eine wichtigell® Sie rufen eine Chemokin-
Produktion in lokal vorhandenen Epithel- und Straeien hervor. Dadurch verstarken die
Th17-Zellen die akute Entziindungsreaktion wahrendrdmmunantwort. Daher wird davon
ausgegangen, dass eine Unterdriickung der Th17fispken Zytokine, wie IL-17 und IL-22,
zu einer Remission bei Autoimmunerkrankungen futkénnte (18, 19). Namensgeber fir
diese relativ neue T-Zell-Subpopulation ist das digse Zellen spezifische Zytokin IL-17.
Neben diesen produzieren Thl7-Zellen weitere plammihatorischen Zytokine wie IL-6,
IL-1 und IL-23, ebenso wie IL-21 und IL-22 und sieprimieren den IL-23-Rezeptor. Damit
die Differenzierung in Th17-Zellen ablauft, musderR, IL-6 und TGF$ als polarisierende
Zytokine vorhanden sein. Nur wenn kein IL-4, {Nder IL-12 vorhanden ist, erfolgt die
Differenzierung allein in die Th17-Richtung und mmien Thl- oder Th2-Richtung. Charakte-
ristisch fur Thl7-Zellen ist des Weiteren die Exsien von STAT3 und dem
TransskriptionsfaktoRORc (retinoic acid receptor- related orphan recepjdiéc 8, 20). Das
Zytokin IL-27 vermindert didRORc-Expression und reguliert die Produktion von IL-1dAd
IL-17F in naiven T-Zellen herunter. Durch Unterdtiing der RORc-abhangigen Th17-
Differenzierung wirkt IL-27 Autoimmunerkrankungentgegen und unterstutzt die Entwick-
lung der anderen T-Zell-Subpopulationen, die ILpt6duzieren (21). STAT3 ist relevant in
der IL-6-vermittelten Th17-Zell-Regulation. Bei Feh von STAT3 wurde nicht nur eine
verminderte Produktion von IL-17 festgestellt, sermdauch eine Veranderung in der Expres-
sion von IL-17F, IL-22 und dem IL-23-Rezeptor. Fiie IL-21-vermittelte Th17-
Differenzierung und fir die IL-21-Expression istAI3 essentiell (22).

Hohe FOXP3-Level unterdriicken die Th17-Antwort veitt einer Infektion (8). IFNdage-
gen fordert die Th17-Antwort und auch die Ausbilgwon Th17-Gedéachtniszellen (20).
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1.3.4 Regulatorische T-Zellen

Erstbeschreiber der CD4+CD25+regulatorischen Teselkurz Treg, war Sakaguchi in sei-
nem bis heute vielzitierten Paper von 1995. Diggy&iad eine heterogene Gruppe von Zellen,
die in der Lage sind, die Immunantwort zu moduheuad die Aktivitat der konventionellen
T-Zellen, sog. Tconv, zu unterdriicken. Sie sindri@sslich fur Selbsttoleranz und verhindern
dadurch die Entwicklung von Autoimmunerkrankung&akaguchi zeigte weiterhin, dass
CD4+CD25+ Treg anerg sind und nur unter Zugabe l\ep proliferieren kdnnen. Zudem
zeigte er, dass sie immunsupprimierend auf didiglkesh T-Zellen, genannt Tconv, wirken
und selbst keine proinflammatorische Funktionenriiglemen (23, 24, 25). Jedoch kénnen
bei Verlust von FOXP3 Treg neben den fir sie charatischen Zytokinen — IL-10, IL-35
und TGFB — zusatzlich beachtliche Mengen an IL-2, TMAFN-y und IL-17 produzieren
(8). Mit Verlust von FOXP3 verlieren die Treg aubihe hohe Expression von CD25, GITR
und CTLA-4; sie sind nicht mehr in der Lage, di®lReration der Tconv zu unterdricken
(26).

1.3.4.1 Entwicklung der regulatorischen T-Zellen

Treg entstehen im Thymus und sind abhangig vorr éiaken und kontinuierlichen Expres-
sion des TranskriptionsfaktoFSOXP3, der ausschlaggebend fur ihre Entwicklung und ihre
Suppressorfunktion ist (24, 27, 2&0OXP3 ist ein linienspezifischer Transskriptionsfaktor
und wird nur von CD4+ Zellen exprimiert (24, 2®er Funktionsverlust voirOXP3 ruft
eine todliche Autoimmunitat sowohl bei Maus alskabeim Menschen hervor (24, 30, 31).
Die genaue Differenzierungsweise im Thymus konmdgdizt noch nicht vollstandig geklart

werden.

1.3.4.2 Charakterisierung der regulatorischen T-Zellen

Die Zytokine, die normalerweise von regulatorischBiZellen produziert werden, sind
TGF, IL-10 und IL-35. Sie haben eine antiinflammatonie Wirkung, was wiederum die
wichtige Funktion der regulatorischen T-Zellen, tidmdie Modulation der Immunantwort,
unterstreicht und zeigt, dass sie eine Schlisselimlgenau dieser Funktion einnehmen. Vor
allem IL-10 spielt eine wichtige Rolle in der Auttgerhaltung der Selbsttoleranz und Unter-
drickung von Autoimmunerkrankungen. Die Aufgaben Y& F{ sind zum einen die Steue-
rung der Entwicklung von induzierten regulatoristfieZellen, zum anderen die Aufrechter-
haltung des Phanotyps der regulatorischen T-ZehAerch die Unterdriickung der Entwick-

lung der anderen drei T-Zell-Subpopulationen winten anderem TGB-zugeschrieben (32).
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Ebenso ist IL-35 ein inhibitorisches Zytokin, damuptsachlich von Treg produziert und fur
ihre starke Suppressionsaktivitat verantwortlichngeht wird. IL-35 wird vor allem im Rah-
men einer Immunantwort in aktiven Treg signifikdrdchreguliert (33). Regulatorische T-
Zellen wirken zum einen direkt Uber Produktion \amtiinflammatorischen Zytokinen wie
IL-10, TGF{$3 und IL-35 der entzindlichen Komponente der Immiwvart entgegen, zum
anderen auch indirekt durch Induktion der Zytoly®®wohl diese Funktion der zellularen
Abwehr hauptséchlich den NK-Zellen zugeschrieberdwzeigen auch viele der CD4+ T-
Zellen zytolytische Aktivitat. Aktivierte regulatsche T-Zellen exprimieren vor allem
Granzym A, das zur Apoptose der Zielzellen fihrr Wurzem wurde ein weiterer Mecha-
nismus entdeckt, der mit dem Begriff ,metabolicrdion” bezeichnet wird. Hierbei handelt
es sich um einen Mechanismus, bei dem die regidaten T-Zellen durch hohe Expression
von CD25 dazu befahigt werden, am Ort der Abwehbridi2-Konzentration durch Aufnah-
me in die Treg-Zellen zu verringern und dadurch B&ektor-T-Zellen das Substrat, das sie
zum Uberleben benétigen, zu entziehen. Zusatzlichm man an, dass die regulatorischen
T-Zellen die Entwicklung und Differenzierung vonndiitischen Zellen, welche wiederum
fur die Effektor-T-Zell-Aktivierung notwendig sintbeeinflussen kénnen (32)

Treg mit einer hohen Expression vBOXP3 unterdriicken vor allem die Antwort der Thl-
und Th17-Zellen und die Differenzierung in die TR@bpopulation. Auch auf NK-Zellen und
dendritische Zellen wirken die regulatorischen Tiete ein und modulieren so die Immun-
antwort (8).

Erwéhnenswert sind zwei weitere Gene, deren Bedgiir die Treg bislang noch nicht ab-
schlieBend geklart werden konnten. Hierbei handsltsich zum einen unhAG 3 (=
lymphocyte activation gene 3)AG-3 ist ein mit CD-4 assoziiertes Gen und bindet anQviH
Molekiile der Klasse Il. Natiirliche CD@D25" regulatorische T-Zellen exprimieren LAG-3
vor allem, wenn sie aktiviert werden. Besonders@XP3+ Zellpopulationen wird LAG3
vermehrt exprimiert im Vergleich zu FOXP3- Zellpdgionen (16). Unspezifische Expressi-
on vonLAG-3 in anderen CD4T-Zellen reduziert deren Proliferationskapazitaamifikant
(16, 34). Zum anderen i&fF (= leukemia inhibitory factor) ein weiteres intssantes Gen.
Es ist ein pleiotropes Zytokin der IL-6-Familie, lalges in verschiedensten Zelltypen
exprimiert wird und Effekte auf verschiedene Zgldyp, u.a. Neurone, Megakaryozyten und
verschiedene Tumorzelllinien, hat. Es kann unteteeem in die Differenzierung von Th17
Zellen hemmend eingreifen und dadurch die Hemmuergitil7 Zellen auf die Treg-Zellen
aufheben und die Autoimmunantwort somit unterdrackestmals beschrieben und identifi-

ziert wurdeLIF 1986 von Metcalf und seinen Kollegen (35).
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1.3.4.3 Unterscheidung zwischen natirlichen Treg und induzrten Treg

Man unterscheidet nattrliche von peripher indueremegulatorischen T-Zellen. Die naturli-
chen regulatorischen T-Zellen unterscheiden sichkanventionellen T-Zellen dadurch, dass
sie keine T-Zell-Rezeptor-gekoppelten Signale kbgedt um CD25 kontinuierlich zu
exprimieren (16). Humane natirliche Treg zeichneh sudem durch eine Coexpression von
CD4, CD25 und FOXP3 aus und exprimieren kein oderwenig CD127. Wohingegen akti-
vierte CD25+ Tconv auch CD127 auf ihrer Oberflaekprimieren (24, 36, 37). B&n vitro
Stimulation kénnen Tconv zumindest vortibergehendXP® hochregulieren und werden
dann als induzierte Treg, kurz iTreg, bezeichnat3egensatz zu natirlichen Treg im peri-
pheren Blut exprimieren iTreg kein HELIOS. HELIOS8hsint ein Marker fir Thymus-
gereifte Treg zu sein (24, 38).

Naturliche Treg unterscheiden sich des Weiteren Voanv und iTreg durch ihr DNA-
Methylierungsmuster und andere epigenetische Matitinen (39). Eine wichtige Genregion
ist TSDR (Treg-specific demethylation region), deTreg demethyliert und in Tconv und
iTreg methyliert vorliegt. TSDR stabilisiert dlBOXP3-Expression in Treg (24, 40, 41, 42).
Auch an anderen Genregionen finden sich DNA-Meényingsunterschiede zwischen Treg
auf der einen und Tconv und iTreg auf der andemte $24, 42, 43, 44, 45, 46).

1344 In vitro Expansion regulatorischer T-Zellen

Um natirliche Tregn vitro stimulieren und expandieren zu kénnen, muss zwhaulitels
Zellsortierung genau diese Population von denicksth T-Zellen, insbesondere auch von
den induzierten Treg, selektiert werden. Hierflnhkén Epigenetik und Methylierungs-Status
nicht herangezogen werden, da noch keine Methaa#iet wurde, um vitale Zellen hier-
nach zu sortieren. Die Zellsortierung erfolgt deoinaunachst tber Oberflachenantigene wie
CD4 und CD25 (24, 47). Bei Zellsortierungen nurmm&D4+ und CD25high wurde aller-
dings festgestellt, dass die so gesorteten Zalach wenn sie anfanglich in Kultur zu > 95%
FOXP3 exprimieren, mit Kultivierungsdauer Gber 3 éen im Gehalt an FOXP3+-Treg
erheblich variieren. Mit dem Abfall défOXP3-Expression findet ein gleichzeitiger Anstieg
der TSDR-Methylierung statt (24, 48). Je langeo @ in-vitro-Expansion ist, desto weniger
FOXP3+ Treg finden sich. Daraus folgt ein Zweifel an &abilitat der Treg, v.a. weil bei
den kultivierten und dadurch umstrukturierten Tregnehmend proinflammatorische
Zytokine wie IFN und IL-17 produziert werden (24, 49, 50, 51).

Um jedoch die Chance auf eine Gewinnung reiner F&XPreg bei der Zellsortierung zu

erhohen, bedient man sich u.a. eines weiteren @bkenantigens, namlich CD45RA. Treg,
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die CD45RA+ sind, bezeichnet man als naive Treg,kisher noch keinen Antigenkontakt
hatten. Diese Treg sind in Bezug auf HOXP3-Expression und Funktionsbeibehaltung tber
die gesamte Expansionsdauer stabiler als Treghetheits Antigenkontakt hatten und somit
CD45RA- sind (24, 48, 51). Weitere Analysen zeigtéass nur die CD45RA+ gesorteten
Zellen der CD4+CD25high T-Zell-Population einheitli CD62L, CCR7, CTLA-4 (=
cytotoxic T lymphozyte-associated antigen-4) Ww@XP3 exprimieren und uber die Dauer
der Kultivierung beibehalten. Zudem produzieren l®ee proinflammatorischen Zytokine
und behalten ihre suppressive Aktivitat auch naghirdvitro Expansion bei. Im Gegensatz
dazu verlieren die CD45RA- Treg die Expression Hgmphknoten-Homing-Rezeptoren
CCR7 und CD62L. Und vor allem auch die Expression FOXP3 bleibt in dieser Zelllinie
nicht erhalten.

1.3.4.5 Bedeutung der Treg bei GvHD nach allogener Stammaélansplantation
Aufgrund von tierexperimentellen Studien geht mavah aus, dass auch nach HLA-
identischer Stammzelltransplantation die Zellen 8pgnders mit weiteren Strukturen des
Empfangers, z.B. den minor histocompatibility aetig (mHA), interagieren und somit eine
Graft-versus-Host-Disease (GvHD) auslésen kénnendér die Spender-T-Zellen die Emp-
fangerzellen v.a. der Haut, der Leber und des Giaséstinaltraktes angreifen und zerstéren
kénnen. Die GVvHD ist mit einer hohen Mortalitat @@gert. In unserer Arbeitsgruppe konnte
aufbauend auf unseren tierexperimentellen Ergebmisa Rahmen von wenigen klinischen
Heilversuchen bei Patienten mit schwerer GvHD ggagerden, dass sich auf histologischer
Ebene die Auswirkungen der GvHD auf die betroffel@ngansysteme nahezu vollstandig
rickgangig machen lassen, indem die Treg-ZellerSgesniders die Immunreaktion der restli-
chen Spender-T-Zellen auf die Empfangergewebe neydal und unterdricken (24). Um
eine maoglichst konstarOXP3-exprimierende Treg-Population und damit die begiinbe
immunsupprimierende Antwort zu erhalten, wurde dig klinischen Therapieversuche die
CD45RA+-Population der CD4+CD25high Treg verwend@tl) Bislang konnte jedoch
durch diese Heilversuche noch keine Verlangerumsglteriebens der von der GvHD betrof-
fenen Individuen erreicht werden (24). Dennoch eeigiese Versuche die Bedeutung der
Treg-Zellen im Rahmen von immunologischen Erkraga@amauf und kénnten eine potentiell
kurative Behandlungsmaoglichkeit bei Auftreten eiGrHD sowie verschiedener angebore-
ner und erworbener hdmatologischer Erkrankungestelban.
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1.3.5 Interaktion der einzelnen T-Zell-Subpopulationen

Die oben beschriebenen T-Zell-Subpopulationen definsich nicht in einem statischen Sys-
tem, sondern interagieren miteinander. So entsteben Beispiel die Th1l7- und die Treg-
Immunantwort parallel. EinigeOXP3 exprimierende Zellen exprimieren auR®Rc. Diese
Interaktion zwischen FOXP3 und RORc kann wiederuen Th1l7 Antwort unterdriicken.
Zudem ist IL-2 sowohl fur Th17-Zellen als auch fireg ein wichtiges Differenzierungssig-
nal (8). IL-6 dagegen unterdriickt die Differenzigguin Treg und unterstitzt die Thl7-
Differenzierung (10). Des Weiteren unterscheideh siiese beiden Subpopulationen dahin-
gehend, dass Th17 proinflammatorische Funktiondnuhd die entziindliche Komponente
der Immunantwort antreibt, wohingegen Treg die Hialie in der Aufrechterhaltung der
peripheren Toleranz und in der Modulation der Imaniwort spielen und die Aktivitat der
Th1l-, Th2- und der Th17-Zellen regulieren. Sontieise Balance zwischen Th17- und Treg-
Zellen unabdinglich fiir die Kontrolle und die Vernaheng der Entwicklung von Autoimmun-
erkrankungen (52). Auch ist es wahrscheinlich, ddsls und Th17-Zellen aus gemeinsamen
Vorlauferzellen entstehen. IL-12 und IL-23 sindd&eimit der Differenzierung sowohl der
Th1l-Linie als auch der Thl7-Linie assoziiert ungditzen eine identische Untergruppe in ih-
ren Genen, die in beiden Zelllinien in gleichem Mafprimiert zu sein scheint. Auch die
Coexpression von IFNund IL-17 in T-Zellen lasst diesen Zusammenharrgwgen. Es gibt
Anhaltspunkte dafir, dass eine frihe Th17-Antwdihwend einer Immunreaktion die Rekru-
tierung der Thl-Zellen zum Infektionsherd férdaertdudie Bildung von Th1l-Gedéachtniszellen
unterstitzt. Des Weiteren gibt es einige Bereiam@&enen die Entwicklung der Th17-Zelle
durch die Th2-Zelle unterbunden wird, zum Beispgrd durch eine hoheGATAS3-
Expression die Produktion von IL-17 gehemmt. Ddssetifft auch auf die Herabregulation
von Thl7-spezifischen Transskriptionsfaktoren Wi@Rc und STAT3 zu (20). Wie zuvor
schon erwéhnt, unterdriickétOXP3-positive Treg neben der Immunantwort der Thl- und
Th17-Zellen auch die Differenzierung in die Th2-Bapulation. Zudem wirken die regulato-
rischen T-Zellen auf NK-Zellen und dendritische I&elein und modulieren so die Immun-

antwort (8).
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Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die molekularen Eigemrdtan von regulatorischen T-Zellen ndher
zu charakterisieren. Diese wichtigen Immunzellerelsp eine herausragende Rolle bei der
Modulation des Immunsystems und der Aufrechterhgltder korpereigenen Selbsttoleranz.
Die Grundlage hierfur bilden ihre phanotypischer danktionellen Eigenschaften ebenso
wie ihre Wandlungsfahigkeit. Wie in der Einleitubgschrieben, kommt es bei der in vitro
Expansion zu einer Veranderung des Expressionsrsulstéeenspezifischer Merkmale, wie
z.B. Hoch- oder Herabregulation v&10OXP3. Um diese Verdnderung auf molekularer Ebene
nachvollziehen und damit auch die Wandelbarkeit Tdeqg darstellen zu kénnen, wurde in
dieser Arbeit eine Methode etabliert, mit der egliet ist, die in vitro expandierten Treg
nach FOXP3 und IL-4 in verschiedene Subpopulationersortieren. Nach der Sortierung
sollte jeweils intakte RNA extrahiert werden, wacim der kombinierten FOXP3- und IL-4-
Farbung bisher noch nicht méglich war. Im Anschlaissler RNA-Extraktion erfolgte mittels
guantitativer real-time PCR die Analyse in Bezud duaterschiede in der Expression ver-
schiedener linienspezifischer Gene. Hierbei wurdebhenCD4 als Erfolgskontrolle die li-
nienspezifische GenBORc fur Thl7-Zellen (6, 8, 20)GATA 3 fur Th2-Zellen (14, 15),
FOXP3 fur Treg (24, 27, 28) sowieAG3 und LIF als potentielle Marker einer der Treg-
Subpopulation (16, 35) verwendet.
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3. Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller

5ml FACS-Rd6hrchen steril BD Falcon
5ml FACS-Rdohrchen unsteril BD Falcon
Einmalhandschuhe, latexfrei Hartmann
Reagiergefal3e (0,5 und 1,5 ml) Eppendorf
Filterspitzen Ratiolab
Glaskolben 500ml VWR

Kanulen (0,4 und 0,9 mm)

BD Microlance

Heatsealing film Eppendorf
Kryoréhrchen Corning
MACS-Separation Columns (LS, LD) Miltenyi
MACS PreSeparation Filter Miltenyi
Neubauer Zahlkammer Marienfeld
Polypropylenréhrchen (15, 50 ml) BD Falcon

Twin.tec PCR Plate 96, semiskirted

Eppendorf, Hamburg

Zellkulturflaschen (25 und 75 cnf) Corning
6-well, 24-well und 96-well-Flachboden BD Falcon
Platten

96-well Rundbodenplatten Corning
Zellsiebe (70um) BD Falcon

3.1.2 Gerate

Absaugpumpe Roth

Varioclav 75 S H + P Labortechnik AG
ARIA Hochgeschwindigkeitszellsorter BD

Brutschrank, CO2, Heracell240

Kendro Heraeus

Digestorium

Prutscher
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Elektrophoresekammer Blue Marine

Serva Elextrophoresis (Heidelberg)

FACSCalibur

BD

Gefrierschrank Premium no-frost

Liebherr

Heizblock

HLC (Heap Labor Consult)

Kuhlblocks fir twin.tec PCR Plate 96

Eppendorf, Hamburg

Kihlschrank Premium frost-free

Liebherr

Laminar Flow Einheit Clean Air

Biohazard

Laminar Flow Einheit

Heraeus HeraSafe

Mikroliterzentrifuge Mikro 200R Hettich
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss
Mikrowelle Modell 8020 Privileg
Mikrozentrifuge Capsulefuge PMC-060 TOMY
ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop) PEQLab
Netzgerat Blue Power Plus Blue Power

Phosphorimmager, Typhoon 920

GE HealthCare Bio-Science

PTC-200 Thermo Cycler

MJ Research

RealPleX Mastercycler, ep gradient S

Eppendorf, Hamburg

Permanentmagnet Midi-MACS

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach

RotorMixer

Miltenyi

Ruhrer, magnetisch, beheizt, RCT basic

IKA Labortechnik

Schittelgerat Vortemp 56 EVC

neolLab

Schweil3gerat

Eppendorf, Hamburg

Thermomixer 5436

Eppendorf, Hamburg

Thermostatic WaterBath-WBS

Fried Electric

Vortex REAX 2000

Heidolph

Waage

Sartorius

Zentrifuge 6K15

Sigma Laboratory Centrifuges

Zentrifuge Sigma 2-6 mit Ausschwingro- Sigma

tor
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3.1.3 Chemikalien und Reagenzien

3.1.3.1 Gekaufte Chemikalien

2-Propanol Merck
AB-Serum, human Transfusionsmedizin TUbingen
Chloroform Merck
Cytofix/Cytoperm BD

DAPI Sigma

DEPC Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO, 99,7%) Sigma
EDTA-Dinatriumsalz (0,1mM) Sigma

Ethanol J.T. Baker
FACS-Clean BD Heidelberg
FACS-Flow BD Heidelberg
FACS-Rinse BD Heidelberg
Fotales Kalberserum (FCS) PAA

FOXP3 Farbekit(Pufferset) eBioscience
Lymphozytenseparationslésung Biocoll Biochrom AG
Methanol Merck

NaCl (100mM) Roth
Paraformaldeyhd Fluka

DPBS (Dulbecco’s Phosphate bufferedPAA Laboratories
saline)

RNAse freies Wasser GIBCO invitrogen
SDS Sigma

TRIzol ® Invitrogen, Karlsruhe
2-Mercaptoethanol(fir RNA) Roth
2-Mercaptoethanol(fir Zellkultur) Gibco
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3.1.3.2 Selbst angesetzte Puffer
Komplettes RPMI Medium (cCRMPI) Medium RPMI 1640
2mM L-Glutamin
50 uM 2-Mercaptoethanol (Roth)
1 mM Natrium-Pyruvat
1% MEM non-essential amino acids
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml  Streptomycin
0,4mL/200mL MEM Vitamins
10% FCS
10 mM HEPES-Puffer
MACS-Puffer PBS + 2mmol EDTA, 1%FCS
MOPS 20x 300 ml DEPC-HO
42 g MOPS
4149 NaAcetat (LD-frei)
3,79 EDTA
pH 7,0 mit NaOH
ad 500 ml DEPC-tO
Lysepuffer 0,2922 g NaCl (100 mM) (Roth)
0,06057 g Tris (10 mM) (Sigma)
0,9306 g EDTA (50 mM) (Sigma)
0,25¢ SDS (0,5 %) (Sigma)
ad 50ml USB (DEPC) Wasser
TRIzol ® Invitrogen, Karlsruhe
3.14 Enzyme, Inhibitoren, molekularbiologische Kits
High Pure FFPE RNA Micro Kit Roche
QuantiFast SYBR Green PCR Kit Qiagen
Reverse Transkriptase (M-MLV RT) Promega
RNAsIn Promega
SUPERase IN Ambion
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3.1.5 Farbstoffe und Stimulanzien

Hersteller

Ethidiumbromid Invitrogen
lonomycin Alexxis

PMA Calbiochem(Merck)
Propidumiodid Sigma

Trypanblau (0,4%) Sigma
Turks-LOsung Merck

Anti-CD28 purified, NA/LE BD

OKT3 (anti-CD3)

Janssen-CILAG GmbH

Proleukin S (IL-2) Novartis

TCE Dynal

3.1.6 Anti-Human-Antikorper fir die FACS-Farbung

Spezifitat Konjugation Hersteller
anti-CD3 SK7 APC BD

anti-CD4 SK3 APC BD

anti-CD4 SK3 FITC BD
anti-CD4 SK3 PE BD
anti-CD14 M®P9 PE BD
anti-CD25 2A3 APC BD
anti-CD25 2A3 PE BD
anti-FOXP3 PCH101 APC eBioscience
anti-FOXP3 PCH101 PE eBioscience
anti-FOXP3 PCH101 eFluor450 eBioscience
anti-GATA3 TWAJ PE eBioscience
anti-IL-2 MQ1-17H12 APC BD

anti-IL-2 MQ1-17H12 PE BD

anti-IL-4 8D4-8 APC eBioscience
anti-1L-4 8D4-8 AlexaFluor 488 eBioscience
anti-IL-17a 64DEC17 AlexaFluor 647 eBioscience
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anti-IL-17a 64DEC17 AlexaFluor 488 eBioscience
anti-INFg B27 APC BD

anti-INFg B27 FITC BD

anti-INFg B27 PE BD
anti-RORc AFKJS-9 PE eBioscience
anti-Tbhet eBio4B10 AlexaFluor 647 eBioscience
3.1.7 Magnet-Beads zur Zellisolierung

Spezifitat Hersteller

anti-Human-CD4-MicroBeads Miltenyi

anti-Human-CD25-MicroBeads Miltenyi

anti-PE-MicroBeads

Miltenyi

3.1.8 Oligonukleotide

Name Sequenz (5= 3Y)

CD4 Sense ATG TGG CAG TGT CTG CTG AG
CD4 Antisense GAT GCC TAG CCC AAT GAA AA
p2M Sense GTGCTCGCGCTACTCTCTCT

B2M Antisense

TCT CTG CTG GAT GAC GTG AG

FOXP3 Sense

GAA ACA GCA CAT TCC CAG AGT TC

FOXP3 Antisense

ATG GCC CAG CGG ATG AG

B-Aktin Sense

CGT CTT CCC CTC CAT CG

B-Aktin Antisense

CTC GTT AAT GTC ACG CAC

IL-4 Sense

CAC AGC AGT TCC ACAGGC TTC AC

IL-4 Antisense

CGTACT CTG GTT GGC TTC CTT CAC

GAPDH Sense

CCA CAT CGC TCA GAC ACC AT

GAPDH Antisense

GGC AAC AAT ATC CAC TTT ACC AGA GT

GATA3 Sense

GAC CCT GTC TGC AAT GCC TG

GATAS3 Antisense

TCT GGATGC CTT CCT TCT TCATAG TC

RORc Sense

GCAGCG CTC CAACAT CTT CTC
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RORc Antisense GCA CAC CGT TCC CAC ATC TC

LIF Sense GTG CCAATGCCCTCTTTATTCTC

LIF Antisense CCA AGG TAC ACG ACT ATG CGG

LAG3 Sense CGT CTC CAT CAT GTA TAA CCT CAC
LAG3 Antisense CCT GGC TCA CAT CCT CTAGTC

TBET Sense TGA ACG ACG GAG AGC CAG AG

TBET Antisense TGG TTG GGT AGG AGA GGA GAG

INFy Sense TTTGGG TTCTCTTGG CTG TTACTG
INFy Antisense CAT TAT CCG CTA CAT CTG AAT GAC CTG
3.1.9 Software und Internetdienste

Im Folgenden finden sich alle Software und Intattiegtste, die wahrend der Erstellung der

Arbeit Anwendung gefunden haben.

Software Hersteller/Adresse

Adobe Acrobat Reader Adobe, Germany

BioGPS http://biogps.gnf.org/#goto=welcome
CELLQuest Pro BD

Corel Draw Corel Corporation

FlowJo Treestar, San Carlos

Mastercycler RealPlex Eppendorf, Hamburg

Microsoft Office Microsoft, Redmont

NanoDrop PEQ Lab

Pubmed Medline http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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3.2 Methoden
3.2.1 Zellbiologische Methoden
3.2.1.1 Ermittlung der Zellzahl

Um die Zellzahl einer Population zu bestimmen, warddie Zellen mit einer 0,16-

prozentigen Trypanblau-Losung in 0,9% NaCl und BSPverdinnt, in eine Neubauer-
Zahlkammer gegeben und mithilfe eines Mikroskopsgaméahlt. Da tote Zellen sich wegen
ihrer fehlenden Membranintegritat im Gegensatz eo Ebenden blau farben, ist dadurch
eine Lebend-Tot-Diskriminierung maglich. Die Zeltavurde anhand folgender Formel be-

rechnet:

Anzahl der lebenden Zellen

Zellzahl = X Vol X Verd ktor x 10000
e Anzahl der ausgezahlten Quadranten olumen X Verdinnungsf aktor

Bei Zellsuspensionen mit potentiell enthaltenentiiozyten wurde zur Bestimmung der
Zellzahl die Turkslésung verwendet. Die in diesésling enthaltene Essigsdure hamolysiert
die Erythrozyten, das enthaltene Gentianviolettréhsiniert, wie oben erlautert, weiterhin die

Leukozyten.

3.2.1.2 Auftauen von Zellen

Das Auftauen kryokonservierter Zellen, vor allemMRBs, erfolgte nach dem in der Arbeits-
gruppe ublichen Protokoll.

Beim Auftauen wurden die Kryoréhrchen schnell in 87°C warmes Wasserbad tUberfuhrt,
nach dem Auftauen rasch in warmem RPMI-Medium (10%Fverdinnt und abzentrifugiert
(311 G/10 min/4 °C). Danach erfolgte je nach Zéllzine Aussaat in 25 bzw. 75 tiell-
kulturflaschen, die Gber Nacht im Brutschrank (378% CQ, > 90% Luftfeuchtigkeit)
inkubiert wurden, oder es erfolgte die sofortigeitdfgerarbeitung im Hinblick auf Farbung
oder RNA-Gewinnung.

3.2.1.3 Kultivierung und Expansion humaner Treg und Tconv Zellen

In vitro expandierte Treg-Zellen wurden mir freundlicheseezur Verfligung gestellt von
Jasmin Stahl und Rudiger Eder. Zur Zellsortierungirden dafir zunéchst aus
Leukapheresaten Uber Dichtezentrifugation die hemaPBMCs gewonnen. Diese wurden
mit PE-anti-Human-CD25 Antikdrpern gefarbt und emti-PE-beads (Milteny Biotec, Berg-
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isch-Gladbach) Uber LS-Saulen und das Midi-MACSt&ysgemald des Herstellerprotokolls
in eine Positiv- und eine Negativ-Fraktion aufgetrte Dann wurden beide Fraktionen mit
FITC-anti-Human-CD4 und APC-anti-Human-CD45RA Autigern gefarbt und tber ein 30
pum Zellsieb filtriert, um Zellkonglomerate herausitern. Um wahrend der Sortierung tote
von lebenden Zellen unterscheiden zu kdnnen, wujeleeils 10% Propidiumiodid zu den
beiden Zellfraktionen gegeben. Im Anschluss darafolgte die Zellsortierung im
Durchflusszytometer FACSAria. Hierbei wurden dieofan in CDACD25""CD45RA’
(Treg-Subpopulation, naiver Zellen), CIBD25""CD45RA (Treg-Subpopulation, mit
schon erfolgtem Antigenkontakt) und CliXD25™9 T-Zellsubpopulationen sortiert. Die sor-
tierten T-Zellpopulationen wurden im Anschluss dhfitesszytometrisch reanalysiert und hat-
ten, falls nicht anders vermerkt, eine Reinheit »088%. Expandiert wurden die so gewon-
nen Zellen zum einen auf sog. L-Zellen unter Zugaeanti-Human-CD3- und anti-Human-
CD28-Antikorper, zum anderen erfolgte die ExpansionT-Zell-Expander-beads (TCE) mit
anti-CD3- und anti-CD28-Antikorper auf ihrer Obédhe. Dem Kulturmedium wurden au-
Berdem 300 U/ml humanes IL-2 zugesetzt, um die dieeder humanen Treg-Zellen zu

Uberwinden.

3.2.14 Ruhigstellung von in vitro expandierten Zellen

Fur qualitative und funktionelle Analysen der irtroi expandierten Treg-Subpopulationen
wurden die Zellen an Tag 11 (L-Zell-Kultur) oder &ag 14 (TCE-Kultur) geerntet und ohne
weitere Stimulation in einer Konzentration von 16¢/inl fiir weitere 4 Tage in cRPMI mit
300 U/ml IL-2 kultiviert (= ,ruhig gestellt“ oderrgsted®).

3.2.15 PMA/lonomycin-Stimulation fur Zytokinanalysen

Um die Zytokin-Expression der Zellen durchflusszy@trisch analysieren zu kénnen, muss-
ten die ruhig gestellten Zellen zun&chst wiederPMiA/lonomycin stimuliert werden, um die
Zytokinproduktion zu aktivieren. Hierfur wurden diellen in cRPMI mit 20 ng/ml PMA und

1 uM lonomycin unter Zugabe von 3 pM des Sekretiensmers Monensin (Golgi Stop) fur
4 bis 5 Stunden im Brutschrank (37°C, 5% 8 90% Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Nach
einmaligem Waschen mit FACS-Puffer erfolgte zunéchs Oberflachenfarbung und nach

Permeabilisierung der Zellen die intrazellularelfegig der akkumulierten Zytokine.



Material und Methoden 31

3.2.1.6 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, das Bdassung physikalischer und chemischer
Eigenschaften verschiedener Zellen oder Zellpojmrah dient (FACS = fluorescence
activated cell sorting). Mittels FACS kann man neder Gréf3e und Granularitat der Zellen
auch zellspezifische Antigenmuster durch fluoroommarkierte Antikdrper analysieren.
Hierfur flieBen die markierten Zellen, die sicheimer Losung befinden und durch eine Kapil-
lare angesaugt werden, einzeln in hohem TemporemelLaserstrahl vorbei. Im verwendeten
Gerat (FACSCalibur, BD, Heidelberg) handelt es siain einen blauen Argonlaser (488nm)
und eine rote Laserdiode (633nm). Das Licht wirdbhangigkeit von den Eigenschaften der
Zelle gestreut und durch verschiedene Filter, raried Hilfe die Auftrennung der Fluores-
zenzsignale erfolgt, auf unterschiedliche Detektoibertragen. Das Durchflusszytometer
kann unterscheiden zwischen dem VorwartsstreullEBCC=Forward Scatter), das ein Mal}
fur die Beugung des Licht im flachen Winkel ist wawm Volumen der Zelle, also ihrer Gro-
Be, abhangt, und dem Seitwartsstreulicht (SSC=%idkBcatter), das ein Mal3 fur die Bre-
chung des Lichts im rechten Winkel ist und von @eanularitat der Zelle, der Gro3e und der
Struktur des Zellkerns abhéngt (53).

Die Messung der Fluoreszenz beruht auf dem Primaips bei Anregung von Elektronen des
Fluoreszenzfarbstoffes durch den Laser deren Egraugiau angehoben und beim Zurickfal-
len auf das Ausgangsniveau Energie in Form vontlealer bestimmten, fir jeden Fluores-
zenzfarbstoff spezifischen Wellenlange abgegebed (Emission). Die Intensitat ist propor-
tional zu der Menge an gebundenen fluorochrom-readm Antikorpern pro Zelle. Verwen-
det wurden als Fluorochrome AF488 (Alexa Fluor 488pPC (Allophycocyanin), FITC
(Fluorothioisocyanat), PE (Phycoerythrin), und B&tA-Farbstoff Propidiumiodid, um tote
Zellen zu diskriminieren.

Die Emission der Farbstoffe wurde in vier Kanédlemgssen:

Fluoreszenzkanal 1 (FI1) FITC- und AF488

Fluoreszenzkanal 2 (FI2) PE

Fluoreszenzkanal 3 (FI3) Pl

Fluoreszenzkanal 4 (Fl4) APC

Die Auswertung der Daten wurde mithilfe des Anapregramms FlowJo® (Treestar, San

Carlos) vorgenommen.
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3.2.1.7 Zellfarbung fir durchflusszytometrische Analysen

3.2.1.7.1 Farbung von Oberflachenantigenen

Pro Farbe-Ansatz wurden 1 x ®1Bellen in ein FACS-Rohrchen gefiillt, mit FACS-Rarff
aufgefullt, bei 365 G und 4°C fir 5 min zentrifugiand der Uberstand abgesaugt.

Das Pellet wurde in 100ul FACS-Puffer resuspendidie entsprechende Menge an
fluorochrom-markierten Antikérpern dazugegeben anfildem Vortex kurz gemischt. Nach
einer Inkubationszeit von 20 min bei 4°C wurde BAES-R6hrchen erneut mit FACS-Puffer
aufgefullt, zentrifugiert und der Uberstand abggsaum tberschiissige nicht-gebundene An-
tikbrper zu entfernen. Nach der Resuspension dierZzen 300ul FACS-Puffer und der Zu-
gabe von 30ul Propidiumiodid (10% Anteill am Endvo&n im FACS-Ro6hrchen) zur

Anfarbung toter Zellen konnten die Proben durclghysometrisch analysiert werden.

3.2.1.7.2 Intrazellulare Farbung von Zytokinen

Pro Farbe-Ansatz wurden 1 x ®1Bellen in ein FACS-R6hrchen gefiillt, mit FACS-Rarff
aufgefullt, bei 365 G und 4°C fir 5 min zentrifugiend der Uberstand abgesaugt.

Dann folgte zunachst, wie oben beschrieben, digérgerfarbung der Oberflachenantigene.
Nachdem die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen unarifegiert worden waren und der
Uberstand abgesaugt worden war, wurden die Zehe@50ul Cytofix/Cytoperm-Losung
(BD, Heidelberg) 20min bei 4°C fixiert und permdmert. Die fixierten Zellen wurden
zweimal mit BD Perm/Wash-Buffer (BD, Heidelberg)wgeschen und danach in 50ul BD
Perm/Wash-Buffer aufgenommen, um weiterhin die Realitat der Zellmembran zu ge-
wahrleisten. Dann wurden die Zellen mit der entspe@den Menge an fluorochrom-
markierten Antikorpern fir die IntrazellularfarbuB@ min bei 4°C inkubiert. Nach erneutem
Waschen zunachst mit BD Perm/Wash-Buffer und danr-ACS-Puffer wurden die Zellen
in 300ul FACS-Puffer aufgenommen und durchflusangtrisch analysiert.

3.2.1.7.3 Intranukleare Farbung des Transkriptionsfaktors FOXP3

Die FOXP3-Farbung der Zellen erfolgte nach demanArbeitsgruppe etablierten Protokoll.
Pro Farbe-Ansatz wurden 1 x ®1Bellen in ein FACS-Rohrchen gefiillt, mit FACS-Rarff
aufgefillt, bei 365 G und 4°C fiir 5 min zentrifugjeder Uberstand wurde abgesaugt. Dann
folgte zunachst, wie oben beschrieben, die Antikidgybung der Oberflachenantigene.
Nachdem die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen unarifegiert worden waren und der

Uberstand abgesaugt worden war, wurden die Zellérd@m Vortex in 1000ul Fixierungs-
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/Permeabilisierungs-Losung (eBioscience, San Die@dmin bei 4°C fixiert und
permeabilisiert.

Die fixierten Zellen wurden zweimal mit Permealdrsingspuffer (PermBuffer, eBioscience,
San Diego) gewaschen und danach in 100ul eBiossiEeemBuffer aufgenommen und mit
2ul Rattenserum fir 15 min bei 4°C blockiert, umeeuinspezifische Bindung des Ratte-anti-
human-FOXP3-Antikérpers zu verhindern. Ohne didefeku waschen, wurden dann direkt
die fluorochrom-markierten Antikdrper fir FOXP3 aggben und 30 min bei 4°C inkubiert.
Nach erneutem Waschen mit zunéchst zweimal eBioseiderm/Wash-Buffer und dann
einmalig mit FACS-Puffer wurden die Zellen in 300RACS-Puffer aufgenommen und

durchflusszytometrisch analysiert.

3.21.74 Gleichzeitige Farbung von Zytokinen und Transkriptionsfaktoren

Hierzu wurde das Farbeschema von eBioscience é&lintfanukledre Farbung verwendet.

Um die Durchlassigkeit von Zell- und Zellkernmembrau gewahrleisten, wurden die Zellen
fur die gleichzeitige Farbung von Zytokinen und fSkriptionsfaktoren entsprechend des
oben aufgefiihrten Protokolls fur die intranukle&d@bung fixiert und permeabilisiert. Da
diese kommerziell erhéltlichen Fixierungs-/Permksibrungs-Reagenzien mit einer an-
schlieBenden Isolierung von intakter mMRNA aus delted nicht kompatibel sind, wurde zu-
satzlich  versucht, unter Verwendung verschiedenendewer Fixierungs- und
Permeabilisierungslésungen eine qualitativ gleiatigge Farbung der Zellen zu erreichen.

Die Oberflachenfarbung erfolgte hierfir wie unte2.3.7.1 beschrieben.

Zur Fixierung und Permeabilisierung wurden als &uféines PBS und folgende Substanzen

in parallelen Einzelansatzen verwendet:

Substanz Konzentration Eingesetzte Menge
1 Paraformaldehyd (PFA] 0.25%, 0.5%, 1%, 1.5% in PBR50 pl, 500 pl, 1ml
2 Ethanol (EtOH) 70% in RNAse-freiem Was$e300 pl, 1 mi
verdunnt
3 Kombination aus Parg-PFA: 0.25%, 0.5%, 1%, 1.5%, |PFA: 250 pl
formaldehyd und Etha-PBS EtOH: 500 ul
nol EtOH: 70%
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Des Weiteren sahen die Versuche wie folgt aus:

A) Protokoll fur Ansatz Nr. 1:
Die Zellen wurden nach der Oberflachenfarbung i§ Rwfgefillt und bei 365 G fir 5 min
bei 4 °C zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandurden die Zellen auf dem Vortex mit
X ul X % Paraformaldehyd resuspendiert und 10 nenRaumtemperatur inkubiert. Danach
wurden die Zellen mit 2 x 2 ml PBS gewaschen und@f pl PBS aufgenommen. Fir die
FOXP3-Farbung wurden die Zellen zunachst mit 2pttdRgerum (entspricht einer Endkon-
zentration von 2%) fur 15 min bei 4°C blockiert ungm Schutz der RNA vor RNAsen mit
5ul RNAsin versetzt. Dann wurden die gewlnschtaarichrom-markierten Antikorper ge-
gen Zytokine und FOXP3 zugegeben und fiur weitersmBObei 4°C inkubiert. Nach zweima-
ligem Waschen mit PBS erfolgte die durchflusszytiisehe Analyse der Probe oder die
Weiterverarbeitung fur die anschlieBende RNA-Extoak

B) Protokoll fir Ansatz Nr. 2 (54):
Die Zellen wurden nach der Oberflachenfarbung i§ Rwfgefillt und bei 365 G fir 5 min
bei 4 °C zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandurden die Zellen auf dem Vortex mit
X pl eiskaltem X % EtOHPBS resuspendiert und 10 min bei -20 °C inkub@anach wur-
den die Zellen mit 2 x 2 ml Puffer gewaschen unig mw Ansatz Nr. 1 beschrieben, gefarbt

und weiterverarbeitet.

C) Protokoll fir Ansatz Nr. 3:
Die Zellen wurden nach der Oberflachenfarbung i§ Rwfgefillt und bei 365 G fir 5 min
bei 4 °C zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandurden die Zellen mit 250 pl X %
Paraformaldehyd resuspendiert und entweder furih(ei RT fixiert oder sofort nach 10-15
sec Fixierung auf dem Vortex zweimal mit Puffer geshen und abgesaugt. Hiernach wur-
den 5ul RNAsin zugegeben, die Zellen mit 0,5 mkaiem 70% Ethanol auf dem Vortex
resuspendiert und 10 min bei -20 °C inkubiert. Aheend wurden die Zellen zweimal mit
Puffer gewaschen. Die weitere Farbung der Zelldolgte wie in Ansatz 1 beschrieben;

ebenso die Weiterverarbeitung.

3.2.1.8 Isolierung humaner Treg- und Tconv-Zellen aus dem @ripheren Blut
Um aus humanen PBMCs die verschiedenen T-Zellptpokn zu sortieren, wurden alle

Isolationsschritte, wie schon unter 3.2.1.3 nahi&ugert, durchgefihrt.
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3.2.1.8.1 Magnetische Zellseparation (MACS)

Die magnetische Zellseparation ist eine Methodég, dar man eine bestimmte Zellart von
anderen Zellarten, die das passende Antigen niesitzen, trennen kann. Diese Trennung
erreicht man dadurch, dass man mit Antikérpern liebtete Eisenpartikel, sog. Microbeads,
an diese Zellart bindet und diese durch Einbrinigegin Magnetfeld anreichert (positive Se-
paration). Die Separation wurde gemald dem vom elestvorgeschlagenen Protokoll und
mit Microbeads der Firma Miltenyi Biotech (Bergis@tadbach) durchgefuhrt. Dafiur ver-
wendet wurden meistens aufgetaute PBMCs. Zunachelen die Zellen in FACS-Puffer
gewaschen, bei 311 G und 4°C fir 10 min zentrifdgaer Uberstand wurde abgesaugt. Pro
10 x 10° Zellen wurden 80pl FACS-Puffer und 20p! Microbeadswendet. Diese Zellsus-
pension wurde 15 min bei 4°C inkubiert und danachMACS-Puffer aufgefillt, Gber ein
Zellsieb filtriert, bei 311 G und 4°C fur 10 minrggfugiert, abgesaugt und erneut in MACS-
Puffer aufgenommen. Fir die Separation wurden L8e®a(Miltenyi Biotech, Bergisch-
Gladbach) verwendet und in einen Permanentmagiitiein MACS, Miltenyi Biotech) ein-
gespannt. Vor der Separation wurde die Saule eimiaB ml MACS-Puffer gesplilt. Die
Zellsuspension wurde luftblasenfrei auf die Saagaipen, die positiv markierten Zellen wur-
den durch die Magneteinwirkung in der Séule zurabladfen, die negativen Zellpopulationen
eluiert. Nachdem die Saule dreimal mit MACS-Pufligftblasenfrei gespilt worden war,
wurde sie aus dem Magneten genommen und Uber disahnen Sammelréhrchen mit 5ml
MACS-Puffer aufgefullt. Die Zielzellen wurden mitilfé eines Druckstempels eluiert. Die
danach durchgefuhrte durchflusszytometrische Kdetesgab eine Reinheit der iber MACS-

Separation gewonnenen Zellpopulationen von > 9@%eg nicht anders angegeben.

3.2.1.8.2 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung

Eine besondere Anwendung der Durchflusszytometiei#t die fluoreszenz-aktivierte Zellsor-
tierung dar, die mithilfe des FACSAria (BD, Heideth) nach dem in der Arbeitsgruppe ubli-
chen Protokoll durchgefiihrt wurde. Durch spezielldomatisierte Reinigungs- und Spulpro-
gramme wurde vor jeder Zellsortierung das Gerdtlisiert und das Schlauchsystem luftbla-
senfrei befllt.

Fur die Zellsortierung erfolgte die Farbung derleelmit fluorochrom-markierten Antikor-
pern, wie unter 3.2.1.3 beschrieben. Vor der Sontig wurden die Zellen tber ein 30um
Zellsieb filtriert, um eventuell vorhandene Zellighomerate zu entfernen.

Nach der durchflusszytometrischen Messung wurdeHilfié sogenannter Sort-Gates festge-

legt, nach welchen Zelleigenschaften, Antigen- dgtbkinmustern sowie Transkriptionsfak-
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toren die Zellsortierung erfolgen soll. Die anseBknd durchgeflihrte Zellsortierung erfolgte
mit einer Durchflussfrequenz (= Flow Rate), die dpezifischen Eigenschaften der Zellen
und Farbung angepasst wurde und in der Regel zens6000- 20.000 Zellen/s lag, und ei-
ner Sortierfrequenz (= Sort Rate), die 10.000 Aédlenicht Uberschritt, aber des Weiteren
stark von der zu sortierenden Zellpopulation uncedgrozentualem Anteil an der Probe ab-
hangig war. Die Zellen wurden in verschiede Auffi@gchen sortiert, in denen PBS vorge-
legt wurde. Die durchflusszytometrische Re-Anakysgab eine Reinheit von tber 95%, wenn

nicht anders angegeben.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Zur Vermeidung von Kontaminationen oder Zerstordeg RNA wurden die Arbeitsflachen

vor Arbeitsbeginn mit ,RNase away“-Spray M, Molecular Bio Products) gereinigt. Zudem
erfolgte die Arbeit mit Einmal-Handschuhen untenB8&ung von Filterspitzen und RNAse-
freien Einwegsmaterialien.

Um verschiedene RNA-Extraktionsmethoden miteinander vergleichen, wurde neben
TRIzol (Invitrogen und Sigma) auch das High Pur€ ERRNA Micro Kit (Roche) verwendet

(55). Alle Isolierungen erfolgten nach dem jeweadhgim Handbuch des Herstellers vorge

schlagenen Protokoll.
Zur Lagerung wurde die gewonnene RNA jeweils inIZRNAse-freiem Wasser gel6st und
bis zu maximal einem Monat bei -20°C, danach b@iC8eingefroren.

3.2.2.2 Nano-Drop-Messung zur Bestimmung der Gesamt-RNA

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration der extral@erRNA wurden die Proben photo-
metrisch am ND-1000 Spectrophotometer (PEQLab) gssen. Hierfir wurden nach Ei-
chung mit RNAse-freiem Wasser je Probe 1,8 ul lafienfrei auf den Detektor gegeben und
dieser geschlossen. Anschlie3end erfolgten diekidetevon A230, A260 und A280 sowie
die Bildung der Quotienten 260/280 und 260/230.tLlGarate-Handbuch gilt eine 260/280-
Ratio von 2.0 als akzeptabler Wert, um die RNA,@f"“, das heil3t ohne Verunreinigungen,
zu betrachten. Fir die 260/230-Ratio gilt ein Wen 2.0-2.2 als Anhaltspunkt flir eine ver-
unreinigte RNA.
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3.2.2.3 RNA-Gelelektrophorese

Um die Integritat der RNA zu ermitteln, nutzt maa &igenschaft von Nukleinsduren, wegen
ihres Zucker-Phosphat-Ruckgrats negativ geladersezn. So ist es durch Anlegen einer
Spannung und Einbringen in ein Formaldehyd-Agafskmdglich, die zur Anode wan-
dernden Nukleinsauren nach ihrer GréRe aufzutrenAknintegritatskriterium werden die
Banden der beiden ribosomalen RNAs 28S und 18Seretet; sind diese gut sichtbar, geht
man davon aus, dass auch die restliche RNA insak56).

Fur die RNA-Gelelektrophorese wurden 1% Agarosee@elbossen. Fir ein 200ml Gel beno-
tigt man: 2 g Agarose, 153 ml DEPG®] 10 ml 20x MOPS und 35 ml Formaldehyd (37%,
saurefrei). In einem Erlenmeyer-Kolben wurden Agar®20x MOPS und DEPC,8 in der
Mikrowelle zum Kochen gebracht. Nach vollstandigAoflosen der Agarose und anschlie-
Rendem Abkihlen auf 60°C auf dem Magnetriihrer wurder dem Abzug das Formaldehyd
hinzugegeben. Nach weiterem Abkihlen unter korgiichem Ruhren auf ca. 50°C wurde
die Losung in die Gelkammer gegossen. Nach volisgggm Erkalten wurde das Gel in die
Elektrophoresekammer gelegt.

Zur Probenvorbereitung wurden die ausgewahlten Fxgben mit einer RNA-Menge von
5ug pro Probe 30 min bei 37°C inkubiert, anschiel3gro 1 pl RNA 4ul Ethidiumbromid
zugegeben und fur 20 min bei 65°C inkubiert. Nachdbe Elektophoresekammer mit 1x
MOPS als Laufpuffer aufgefillt worden war, wurdeie @roben in die Kammern des Gels
pipettiert und liefen bei 60 V fir 2 Stunden in Rieng Anode.

Die Gele wurden auf dem Phosphorimmager Typhoon(@EHealthCare Bio-Science) ein-

gescannt, gespeichert und danach in den Sonddrabfsbrgt.

3.2.24 Reverse Transkription
Um die extrahierte RNA mittels real-time Polymer&sstenreaktion analysieren zu kdénnen,
muss sie in eine einzelstrangige, komplementare PADNA) umgeschrieben werden. Hier-
fur dient die RNA der Reversen Transkriptase aldrivia Um unter anderem auch nicht
polyadenylierte RNA (u.a. auch RNA-Fragmente) revar transkribierenyurden Random-
Hexamer-Primer eingesetzt, die an verschiedendfeisi@n die RNA binden und somit die
RNA als gesamtes in cDNA umschreiben, inklusivel&$-RNA.
Zur Herstellung der cDNA wurden pro Probe folgeSddstanzen benotigt:

* 1 ul Random Hexamere (Promega)

e 1 ul dNTP-Mix

* 4 ul MLV-Puffer (Promega)
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* 0,5 ul RNasin

* 1 ul M-MLV Reverse Transkriptase

e X 1l RNA (100-2000 ng)

ad RNAse-freies bO x pul
Bei jeder Transkription wurde pro Probe die gleidhenge RNA eingesetzt und mit RNase-
freiem HO auf ein Volumen von 12,5 pl aufgefillt. Die wed&éd/orbereitung erfolgte wie im
Herstellerprotokoll beschrieben. Die eigentlicheN#bSynthese erfolgte mit Hilfe des Ther-
mo Cyclers PTC-200 von MJ Research bei 42°C tbeniB0 Zur Inaktivierung der Reversen
Transkriptase erfolgte anschlielBend ein Denaturgsschritt bei 70°C tber 15 min. Die
cDNA wurde anschlieRend bis zur weiteren Verwendbeig-20°C gelagert oder sofort zur

Amplifizierung eingesetzt.

3.2.25 Real-time Polymerase-Kettenreaktion

Um die Transkriptionsregulation bestimmter Geneuntersuchen, eignet sich die real-time
PCR. Hierbei kdnnen bestimmte vorher ausgewahltkldisduresequenzen mithilfe von
Primern selektiv amplifiziert und angereichert wesrd Durch die kontinuierliche Beobach-
tung dieser Anreicherung konnen folgende Paramie¢stimmt werden: Zykluszahl bei
Nachweisgrenze, Menge des PCR-Produkts im Berasledponentiellen Anstiegs, Schwelle
und Sattigung. Die Amplifikation erfolgt mit Hilfgon thermo-stabilen DNA-Polymerasen,
die ausgehend von dem kurzen doppelstrangigen Stiaskdurch Anlagerung des Primers
entsteht, den fehlenden komplementéaren EinzelsiraB3‘-Richtung synthetisieren. Durch
Trennung des Doppelstrangs, erneute Anlagerundviomern und Synthese durch die DNA-
Polymerasen erfolgt eine exponentielle, selektimeefcherung des gewiinschten Transkripts.
Theoretisch entstehen so bei n Zyklét Amplifikate. Diese Ampflifizierung erfolgt in pro-
grammierbaren Thermoblécken automatisch (57).

Da die cDNA ein sehr sensibles Molekil und die ditaive PCR sehr anfallig fur Kontami-
nationen ist, wurden verschiedene Mal3hahmen zun&edung von Kontamination und De-
generation der cDNA ergriffen: Alle Arbeiten erftdg unter Kiihlung auf Eis, die Arbeitsfla-
chen und Pipetten wurden vor Beginn UV-bestrahtt aa wurden Pipettenspitzen mit Filter
verwendet (58).

Mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green, deit der doppelstrdngigen DNA
interkaliert, wurde nach jedem PCR-Zyklus die Meageneu entstandener doppelstrangiger
DNA analysiert, sobald die DNA-Menge einen bestiem&chwellenwert Gberschritten hatte
(treshold cycle, ¢.
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Das Material wurde, wie unter 3.2.2.1 und 3.2.24dhrieben, aquiriert und alle Reaktionen
wurden unter Verwendung vom QuantiFast SYBR Gre@R Kit (Qiagen) und RealPléx
Mastercycler, ep gradient S (Eppendorf, Hamburgghigefiihrt. Die Amplifikationsreaktion
wurde in einem Volumen von 10 ausgefihrt:
SyborGreen: 5 ul/Probe
Sense (10pmol): 0,5 pl/Probe
Antisense (10pmol): 0,5 pl/Probe
H.0 2 ul/Probe
2 ul cDNA (1 : 6 verdinnt mit D)
Um die Effizienz der Reaktion zu uberprifen, wurdken jedem Versuchsansatz eine geeig-
nete Probe als Verdinnungsreihe (1:1, 1:10; 1:20M00, 1:10000) und eine Negativkon-
trolle (HO) mitgeflhrt.
Das Programm, nach dem die Amplifikation ablief) sae folgt aus:

 95°Cfur5min

* 95 °C fur 8 sec und 60°C fur 20 sec (ElongationsphaViederholung in 45 Zyklen

* 95°Cflr 15 sec

* 60 °C flr 15 sec

* Langsames Aufheizen von 60 °C auf 95 °C innerhalib 10 min

* 95°Cflr 15 sec
Am Ende der Elongationsphase jedes Zyklus erfalgteFluoreszenzmessung, am Ende des
gesamten Programms die Analyse des SchmelzverbalezrDNA.

3.2.3 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde der studentsst-verwendet. Unterschiede mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit (p) wurden als statidtisc

p > 0,05 nicht signifikant

p < 0,05 signifikant (*)

p < 0,01 hochsignifikant (**)

p < 0,001 extrem signifikant (***)  erachtet.
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4, Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, die Eigenschaften vogutatorischen T-Zellen auf molekularer
Ebene naher zu charakterisieren sowie die Wandiahigkeit dieser Zellpopulation anhand
ausgewahlter Gene und ihres jeweiligen Expressiae®rs aufzuzeigen.

Hierfir wurde zunachst nach einer Farbemethodechésbei der es nach Fixierung und
Permeabilisierung der Treg mdglich war, die Glesdr Farbung mit den kommerziell erhalt-
lichen Farbemethoden zu vergleichen, die Treg maiffellsortierung nach IL-4 und FOXP3
aufzutrennen und danach noch intakte RNA aus ddieden Zellen zu gewinnen. Dies ge-
lang, indem eine in der Arbeitsgruppe bekannte DlR#-aktionsmethode modifiziert und zur
RNA-Extraktion eingesetzt wurde. Nach Uberpriifueg bhtegritat der so gewonnenen RNA
erfolgte die Analyse der verschiedenen liniensjmchen und anderer ausgewahlter Gene
mittels quantitativer real-time PCR, um die Exprassunterschiede zwischen den verschie-

denen Treg-Subpopulationen aufzuzeigen und mitderaru vergleichen.

4.1 Gewinnung intakter RNA aus fixierten Treg — die Grundprob-
lematik

Zur Fluoreszenzfarbung von intrazellularen Strudtubendétigt man bestimmte Fixierungs-
bzw. Permeabilisierungslosungen, damit die fluazegmarkierten Antikdrper an ihr Antigen
binden konnen. Im Falle von FOXP3, das im Zellkévkalisiert ist, bendtigt man eine
Permeabilisierungslosung, die sowohl die Zellmemiaia auch den Zellkern fir die fluores-
zenzmarkierten Antikorper gegen FOXP3 durchlassaghth Im Falle von Zytokinen ist es
vor der Permeabilisierung der Zelle nétig, die \&n Zelle produzierten und im Zellplasma
lokalisierten Zytokine in der Zelle zu fixieren, rda sie in der Zelle gebunden bleiben und
von fluoreszenzmarkierten Antikdrpern erkannt ward&trden die Zytokine ihre Zelle ver-
lassen und siclin vitro im umgebenden Puffer befinden, wéren sie zum eihegr Ur-
sprungszelle nicht mehr zuzuordnen und wirden zoderan in den auf die Farbungen fol-
genden Waschschritten entfernt werden. Nach deeriixg und Permeabilisierung der Zelle
erfolgt die Farbung mit fluoreszenzmarkierten Aatgern, z.B. gegen FOXP3 oder verschie-
dene Zytokine. Betrachtet man die Fluoreszenzfayearfir FOXP3 und Zytokine, so lasst
sich feststellen, dass die Gute der Farbung zwisdeae kommerziell erhaltlichen Fixierungs-
und Permeabilisierungslosungen vergleichbar igte Esewinnung intakter RNA ist jedoch
mit keiner dieser Methoden moglich. Lediglich di@XP3-Farbung der in unserer Arbeits-

gruppe 2010 etablierten Methode mit 70% EthanoPalsneabilisierungslésung erlaubt eine
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Gewinnung intakter RNA, jedoch wiederum keine Fadbdlr Zytokine, da die Zytokine
durch Ethanol nicht in der Zelle fixiert werden k@&m (54).

Im Folgenden wird nun der Standard fur die MessieigRNA-Integritat festgelegt und an-
schlieRend werden die einzelnen Farbemethoden h&teurchtet und neue Methoden entwi-
ckelt.

4.1.1 RNA aus unfixierten in vitro expandierten Treg

Zur Festlegung eines Standards, mit dem die Iritggier extrahierten RNA-Proben aus fi-
xierten Treg verglichen werden soll, wurde mitfétezol aus unfixierten in vitro expandierten
Treg RNA gewonnen. Die gewonnene RNA wurde zungphstometrisch am NanoDrop-
1000 Spectrophotometer (PEQLab) vermessen und klandein RNA-Gel aufgetragen, um
die Integritat der RNA zu Uberprufen. Die Integritder RNA stellt man anhand der
ribosomalen RNA fest, deren Banden 18S und 283bsiclsein mussen; sind diese zwei
Banden zu sehen, kann man davon ausgehen, dassliaugstliche RNA intakt ist. Da je-
doch davon auszugehen ist, dass bei fixierten Zelleeh die RNA in der Zelle fixiert ist und
dadurch wahrscheinlich nicht vollstandig extrahigdrden kann, wurde zudem getestet, ob
ein Lysepuffer mit 0.5% SDS, wie er normalerweisedie DNA-Extraktion verwendet wird,
Einfluss auf die Integritat unfixierter RNA hat. B&h hier keine Veranderung der RNA-
Integritat zeigte, wurde der Lysepuffer (LP) ber ®&NA-Extraktion aus fixierten Zellen in
allen folgenden Versuchen eingesetzt.

Abbildung 4-1 zeigt die photometrischen Messergebnisse der RibAdh aus je 4 Millio-
nen unfixierten RA- Treg, die zum einen nur mitZbtj zum anderen mit Trizol und
Lysepuffer extrahiert wurden. Betrachtet man didlgw&inger=260nm, bei der die RNA ihr
Absorptionsmaximum hat, so sieht man, dass diesedds RNA-Extraktion mit Trizol bei
ca. 8.00 nm liegt, ein kleinerer Absorptionsanstaefjca. 6.70 nm findet sich bei einer Wel-
lenlange von ca. 225 nm. Bei der Extraktion mitzdkiund Lysepuffer liegt das RNA-
Absorptionsmaximum nur bei ca. 5.00 nm und mantsiabh diesmal zuséatzlich ein weiteres
Absorptionsmaximum von ca. 6.60 nm bei einer Wéllege von ca. 225 nm. Aus dem Ab-
sorptionsunterschied bei einer Wellenlange von 280lasst sich schlieen, dass nach der
RNA-Extraktion mit Trizol und Lysepuffer weniger RNzur Messung vorhanden ist als nach
alleiniger Extraktion mit Trizol. Die Verunreiniggen, die zu einem Absorptionsanstieg bei
einer Wellenlange von 225 nm fihren, sind jedoathrnzeiden Extraktionsmethoden in glei-

chem Mal vorhanden.
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Abb. 4-1: Einfluss von Lysepuffer bei der RNA-Extr&ktion aus unfixierten Zellen mit

Trizol auf die Absorption bei A = 260nm
Unfixierte RA- Treg wurden fiir 11 Tage in vitro kiulert und anschlieRend RNA aus ihnen extrahidnérfiir
wurde zum einen die Extraktion mit Trizol nach Hellerprotokoll verwendet, zum anderen wurden ditlen
vor Zugabe von Trizol mit Lysepuffer fir 1 h bei°€inkubiert.

Daher wurde zusatzlich der RNA-Gehalt betrachte&ihi®nd nach RNA-Extraktion mit
Trizol 319.15 ng/pl messbar waren, waren es nat¢hakon mit Trizol und Lysepuffer nur
197.99 ng/ul. Es lasst sich also festhalten, dieésder Einsatz des Lysepuffers negativ auf
die Menge der extrahierten RNA auswirkt. Da er aherExtraktion der RNA aus fixierten
Zellen unbedingt bendtigt wird, soll in einem wedte Versuch geklart werden, ob er Einfluss
auf die Integritdt der RNA hat. Hierfir wurde eilNR-Gel angefertigt und darauf wurden
jeweils 5 nug der beiden oben genannten Proben tradgps.

Wie Abbildung 4-2 zeigt, sind bei beiden Proben die zwei ribosom8anden S28 und S18
zu sehen, wobei die Banden nach Extraktion nurTimiol stérker sichtbar sind als nach Ex-
traktion mit Trizol und Lysepuffer. Es kann jedachbeiden Proben von einer Intaktheit der
RNA ausgegangen werden, da die ribosomale RNA Isiittes RNA-Gels intakt dargestellt
werden kann.

Somit wird fur die weiteren Versuche festgelegtsddie mit Trizol extrahierte RNA aus
unfixierten RA- Treg den Standard darstellt, mitndalle weiteren getesteten Methoden ver-
glichen werden. Zudem hat sich gezeigt, dass deverelete Lysepuffer (mit 0.5% SDS)
keinen negativen Einfluss auf die Integritat derAR2¢igt und somit fur die RNA-Extraktion

aus fixierten Zellen verwendet werden kann.
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Abb. 4-2: Einfluss von Lysepuffer bei der RNA-Extr&ktion aus unfixierten Zellen mit
Trizol auf in Integritdt der RNA

Unfixierte RA- Treg wurden fiir 11 Tage in vitro kiulert und anschlieRend RNA aus ihnen extrahidngrfiir

wurde zum einen die Extraktion mit Trizol nach Hellerprotokoll verwendet, zum anderen wurden ditlen

vor Zugabe von Trizol mit Lysepuffer fir 1 h bei°€inkubiert.

4.1.2 Farbung auf FOXP3 mit anschlie3ender RNA-Isolierungund Analy-
se auf intakte RNA

Da ohne Permeabilisierung und Fixierung der Zedliere FOXP3-Farbung nicht moglich ist,
soll im Folgenden untersucht werden, ob eine RNAidsung mit anschlieBender Analyse
maoglich ist, wenn die Zellen zuvor mit der kommelizierhaltlichen FOXP3-Farbung von
eBioscience gefarbt wurden. Hierfur wurden 3 Milem Treg mit eBioscience auf FOXP3
gefarbt. Nach der Farbung erfolgte die InkubatioriLysepuffer (LP) fur 1 h bei 65°C und
anschlieBend die RNA-Extraktion mit Trizol. Bei danschlieRenden Messung des RNA-
Gehalts der gewonnen Probe ergab sich ein Wert3@3¥ ng/ul. Aufgrund dessen, dass
RNA in der Probe gemessen werden konnte, wurde desbe auf einem RNA-Gel auf In-
tegritat untersucht. Der Versuch erfolgte in d@m@inander unabhangigen Experimenten.
Abbildung 4-3 zeigt eine Gegenuberstellung einer FOXP3-Farbuworg Weg mit dem Er-
gebnis der oben genannten RNA-Analyse der TregmiRNA-Gel.
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Abb. 4-3: Gegentberstellung von FOXP3-Farbung und RA-Gel nach Permeabilisierung
und Fixierung mit eBioscience

Fur die Farbung wurden RA- Treg fur 11 Tage inovkuoltiviert und vor der Farbung auf FOXP3 und {FNit

eBioscience fur 5 h mit PMA/lonomycin in Gegenwaoh Golgi Stop stimuliert. Nach der Farbung wurdiés

Zellen fur die RNA-Extraktion vor Zugabe von Trizwit Lysepuffer fir 1 h bei 65°C inkubiert. Die Exktion

erfolgte nach Trizol-Herstellerprotokoll.

Man sieht in dem Farbeplot, dass es unter Verwemdon eBioscience zu einer deutlichen
Auftrennung der Populationen in FOXP3-negativ updsitiv sowie in IFN-negativ und -
positiv kommt. Die Gite der Farbung ist sehr gutr8chtet man das RNA-Gel und ver-
gleicht es mit dem Standard, wie er unter 4.1.igédsgt wurde, so kann man nach der Far-
bung mit eBioscience und Extraktion mit Trizol ubgsepuffer keine ribosomalen Banden
mehr erkennen. Folglich muss die extrahierte RN glett degradiert vorliegen, obwohl bei
der photometrischen Messung RNA gemessen werdeaméadBomit steht sie nicht fur weite-
re Analysen zur Verfligung. Da die Farbung jedocleiner guten Auftrennung der einzelnen
Populationen fuhrt, wird diese hiermit als Standard Beurteilung der Gute der anderen Far-
bemethoden festgelegt.

Da die FOXP3-Farbung nach Permeabilisierung mit Hik&nol und anschliel3ender Extrak-
tion von intakter RNA flir weitere Analysen in unseArbeitsgruppe schon ausfihrlich getes-
tet und beschrieben wurde, wurde auf eine erndlgimige Testung der Fluoreszenzfarbung
fur FOXP3 verzichtet und die Methode nur in Kombio@ mit einer zusatzlichen
Zytokinfarbung weiteruntersucht. Dies wird im Fatgen unter 4.1.3 n&her beschrieben.
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4.1.3 Kombinierte Farbung auf FOXP3 und Zytokine

Da in dieser Arbeit untersucht werden soll, ob naicker kombinierten Farbung von Treg auf
FOXP3 und Zytokine die Isolierung von intakter R#&glich ist, erfolgt in diesem Kapitel
die Gegenuberstellung von kommerziellen Farbemethochit eBioscience und mit BD
Cytofix/Cytoperm und der laborintern entwickeltearbemethode mit 70% Ethanol. Hierfur
wurden in drei voneinander unabhéngigen Experinmepte Ansatz 5 Millionen kultivierte
und anschlieBend stimulierte RA- Treg eingesetachiNder Oberflachenfarbung auf CD4
erfolgten in drei parallelen Anséatzen die Farbungah FOXP3 und IN# mit eBioscience,
BD Cytofix/Cytoperm und 70% EthanoBhbbildung 4-4 zeigt die Gegeniberstellung der
oben beschriebenen Anséatze. Man sieht bei der Rgnmit eBioscience — wie schon in Abb.
4-3 — eine klare Auftrennung der einzelnen Popotetin. Bei der Farbung mit BD
Cytofix/Cytoperm erkennt man zwar eine schdone Amitung in die IFN-positive und -
negative Population, jedoch ist die Auftrennung Bé&XP3-Populationen nicht optimal. Bei
der Methode mit 70% Ethanol zur Permeabilisierurg dellen sieht man eine klare Tren-
nung der FOXP3-positiven und —negativen Populatidier bleiben jedoch alle gefarbten
Zellen IFNy-negativ. Aus diesem Versuch kann man die Schligesfeng ziehen, dass beziig-
lich der kombinierten FOXP3- und Zytokinfarbung e&tience als der zuvor festgelegte
Standard ein optimales Ergebnis liefert, wohingedienFarbung mit BD Cytofix/Cytoperm
trotz guter Zytokinfarbung ungeeignet fir die FOXIR8bung erscheint. Entgegengesetzt
verhalt es sich mit der Farbung mit 70% Ethanal,goger FOXP3-Farbung lassen sich keine
Zytokin-Populationen simultan anfarben. Bei letetdviethode liegt es wahrscheinlich — wie
schon in der Einleitung des Ergebnisteils bescknebdaran, dass die Zelle mit Ethanol zwar
permeabilisiert wird, die Zytokine aber nicht inr &elle fixiert werden und daher auch nicht
mehr angefarbt werden kénnen. Deshalb sollte imenen Verlauf eine Methode gefunden
werden, mit der man die Zelle permeabilisieren, Zygokine in der Zelle fixieren und an-

schlieRend intakte RNA isolieren kann.
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Abb. 4-4: Gegenuberstellung verschiedener Methoderzur kombinierten FOXP3- und

IFNy-Féarbung
Fur die Farbung wurden RA- Treg fur 11 Tage inovitultiviert, fir 6 Tage ruhiggestellt und vor dedirbung
auf FOXP3 und IFN fir 5 h mit PMA/lonomycin in Gegenwart von Golgiop stimuliert. Nach der Oberfla-
chenfarbung auf CD4 wurden die Zellen entweder eBitoscience, mit BD Cytofix/Cytoperm oder mit 70%
Ethanol auf FOXP3 und IFNgefarbt.

4.1.4 Optimierung der kombinierten FOXP3- und Zytokinfarb ung unter
dem Aspekt der Isolierung intakter RNA

Da mit der Permeabilisierung mit 70% Ethanol eidebbng der Zelle auf FOXP3 gut mog-
lich ist, soll versucht werden, eine vergleichbaéebung flr Zytokine zu etablieren und diese
beiden Farbemethoden fur FOXP3 und Zytokine mitedea zu kombinieren.

In BD Cytofix/Cytoperm ist neben anderen vom Hdlstenicht preisgegebenen Zusatzen vor
allem PFA enthalten. In welcher Konzentration dseseBD Cytofix/Cytoperm vorliegt, wur-
de wie folgt getestet. Es wurden je Ansatz 1 Milio vitro expandierte Tconv verwendet,
die zunachst in Kultur 19 Tage stimuliert und ddnhag ruhig gestellt wurden. Vor Beginn
der Farbung erfolgte eine Stimulation der Zellen RWMA/lonomycin fir 5 Stunden. Zur Fi-
xierung der Zytokine wurde in drei parallelen Azsitt Paraformaldehyd (PFA) 0.5%, 1.0%
und 2.0% mit jeweils einer Inkubationszeit von 10rbei Raumtemperatur (RT) verwendet.
Die Permeabilisierung erfolgte bei jedem Ansatz % Ethanol. Als Kontrolle wurde BD
Cytofix/Cytoperm mitgefihrt. Die Zytokinfarbung etfite beispielhaft fiir das Zytokin IL-2.
Wie in Abbildung 4-5 gezeigt, steigt der Anteil der Zytokin-positiveellign mit steigender
PFA-Konzentration. Eine PFA-Konzentration von 1.6#spricht der Gite der kommerziel-
len Farbung mit der Fixierungs- und Permeabilisigaliosung Cytofix/Cytoperm von BD,
bei der ca. 90.5% der Zellen Zytokin-positiv siBei der Farbung mit 1% PFA/70% Ethanol
findet sich eine Zytokin-positive Zellpopulation rv®0.8%, das heil3t, es findet sich eine

gleich grof3e Populationen an Zytokin-positiven &elie in der kommerziellen Methode,
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was darauf schliel3en lasst, dass auch weitere Kgssunit der neuen Methode richtige Er-
gebnisse im Hinblick auf den Zytokingehalt der 2pllliefern werden. Aufgrund dieses Er-
gebnisses wurde beschlossen, bis auf weiteresytikidfarbung mit der getesteten Methode
mit 1%PFA/70%Ethanol weiterzufihren.
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Abb. 4-5: Einfluss der PFA-Konzentration auf die Zytokin-positive Population

Fir die Farbung wurden Tconv fur 19 Tage in vitudtikiert, fir 1 Tag ruhiggestellt und vor der Férly auf
IL-2 fur 5 h mit PMA/lonomycin in Gegenwart von @olStop stimuliert. Nach der Oberflachenfarbung auf
CD4 wurden die Zellen entweder mit BD Cytofix/Cy&sm oder mit 0.5%, 1.0% oder 2.0% PFA fixiert und
anschlieRend mit 70% Ethanol permeabilisiert urfdla2 gefarbt.

Im Weiteren erfolgte die kombinierte Farbung delledeauf FOXP3 und Zytokine mit 1%
PFA zur Fixierung und 70% Ethanol zur Permeabilisig mit anschlielender RNA-
Extraktion mit Trizol und Lysepuffer zur Uberpriufyer RNA-Integritat. Fur die Farbung
wurden 5 Millionen RA- Treg verwendet, die fur 1adein vitro kultiviert, fir 6 Tage ruhig-

gestellt und anschliel3end fir 5 h mit PMA/lonomyicirGegenwart von Golgi Stop stimuliert
wurden. Nach der Oberflachenfarbung auf CD4 eréoigtach Fixierung mit 1% PFA fir 10

min bei RT und Permeabilisierung mit 70% Ethanelf0 min bei -20°C die Farbungen auf
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FOXP3 und INF. Fur die RNA-Extraktion wurden nach Farbung diegim LP fir 1 h bei
65°C mit Trizol inkubiert und anschlieBend die RMA&trahiert. Fir das RNA-Gel wurden
von der gewonnenen Probe und einem mitgefihrtendStd aus unfixierten Zellen je 5ug

RNA aufgetragen. Der Versuch erfolgte dreimal ineioander unabhangigen Experimenten.
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Abb. 4-6: Gegeniberstellung von FOXP3-Farbung und RA-Gel nach Permeabilisierung

und Fixierung mit 1%PFA und 70%Ethanol
Fur die Farbung wurden RA- Treg fur 11 Tage inovkultiviert, fir 6 Tage ruhiggestellt und anscBiad fir 5
h mit PMA/lonomycin in Gegenwart von Golgi Stopnstiliert. Nach der Oberflachenfarbung auf CD4 etferig
nach Fixierung mit 1% PFA fur 10 min bei RT undiiReabilisierung mit 70% Ethanol fir 10 min bei -20di@
Farbungen auf FOXP3 und INFNach der Farbung wurden die Zellen fiir die RNAr&Kktion vor Zugabe von
Trizol mit Lysepuffer fir 1 h bei 65°C inkubierti®Extraktion erfolgte nach Trizol-Herstellerprotdlk Fiir das
RNA-Gel wurden 59 der RNA-Probe aufgetragen.

Abbildung 4-6 zeigt die Gegenuberstellung der beiden beschreb¥iersuche. Bei der Far-

bung zeigt sich eine schéne Auftrennung in eineytpbisitive und -negative Population, ahn-
lich wie auch schon in Abb. 4-5 gezeigt. Die FOXR8bung hat sich unter dem Einfluss von
PFA im Vergleich zur ebenso gezeigten Farbung mibgcience verschlechtert und man
kann keine klare Auftrennung in die FOXP3-positived -negative Population mehr erken-
nen. Auf dem RNA-Gel zeigt die Probe im Vergleiehr Kontrolle zwar nicht exakt die zweli

zu erwartenden ribosomalen Banden 18S und 28;hddnn man im Bereich dieser jeweils
zwei schwachere Banden erkennen. Es liegt nockten®@NA vor. Aufgrund der Annahme,

dass es nach einer Fixierung mit PFA und einer Babitisierung mit 70% Ethanol mdglich

ist, noch weitestgehend intakte RNA zu isolierenlltes versucht werden, die kombinierte
FOXP3- und Zytokinfarbung zu optimieren.

Hierflr wurde zunachst die Inkubationszeit des RieAndert, die Konzentration jedoch bei

1% belassen. Es wurden je Ansatz 1 Million RA- Tuegwendet, die fir 10 Tage in vitro
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kultiviert und anschlieBend fur 5 h mit PMA/lonontyén Gegenwart von Golgi Stop stimu-
liert wurden. Nach der Oberflachenfarbung auf CHdlgten nach Fixierung mit 1% PFA flr
5 min, 10 min oder 15 min bei RT und Permeabiligigr mit 70% Ethanol fir 10 min bei -
20°C die Farbungen auf FOXP3 und IL-4. Der Versadblgte dreimal in voneinander un-
abhangigen Experimenten. Wie Abbildung 4-7 gezeigt, nimmt die Anfarbbarkeit der
Zytokin- und FOXP3-positiven Populationen mit zumemder Fixierungsdauer ab und die
Auftrennung der FOXP3-Populationen wird schlechandet sich bei 5 min Fixierungsdauer
ein FOXP3-positiver Zellanteil von 28.7 % und eiytakin-positiver Anteil von 30.7 %, so
reduzieren sich diese Anteile kontinuierlich, be kiner Fixierungsdauer von 15 min nur
21.4 % FOXP3-positive und 23.8% Zytokin-positivel@e vorhanden sind. Betrachtet man
die Auftrennung der FOXP3-positiven und -negatiVopulation unter den IL-4-negativen

Zellen, so sieht man in allen drei Abbildungen esohlechte Auftrennung dieser beiden Po-

pulationen.
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Abb. 4-7: Einfluss der Fixierungsdauer mit 1%PFA aud die Anfarbbarkeit fixierter Zellen

fur FOXP3 und IL-4
Fur die Farbung wurden RA- Treg fur 10 Tage in ovitkultiviert und vor der Farbung fir 5 h mit
PMA/lonomycin in Gegenwart von Golgi Stop stimulieNach der Oberflachenfarbung auf CD4 wurden die
Zellen mit 1.0% PFA fir 5min, 10 min oder 15 mini B&T fixiert und anschlieend mit 70% Ethanol
permeabilisiert und auf FOXP3 und IL-4 gefarbt.

Aufgrund der Annahme, dass eine moglichst kurzéeRimgsdauer die Zellen am wenigsten
schadigt, wurde zunéchst die PFA-Konzentrationddeer Fixierungsdauer von 5 min von
1.0% auf 0.5% reduziert. Hierfur wurden je Ansatilillion RA- Treg verwendet, die fur 10
Tage in vitro kultiviert und anschliel3end fur 5 it PMA/lonomycin in Gegenwart von Golgi
Stop stimuliert wurden. Nach der OberflachenfarbanfCD4 erfolgten nach Fixierung mit
0.5% PFA bzw. 1.0% PFA fur 5 min bei RT und Pernieaérung mit 70% Ethanol fur 10
min bei -20°C die Farbungen auf FOXP3 und IL-4.zEgjte sich hierbei eine Verbesserung
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der Auftrennung der einzelnen Populationen durake &rniedrigung der PFA-Konzentration
auf 0.5% PFA (Daten nicht gezeigt). Dies fuhrtedena Annahme, dass auch eine weitere Re-
duktion der PFA-Konzentration sowie auch der Inkidreszeit zu Verbesserung der Zellauf-
trennung beitragen konnte. Deshalb wurden in eimaiteren Versuch PFA-Konzentration
und Fixierungsdauer weiter reduziert, um so eingngde Farbung zu erreichen. Hierfur
wurden je Ansatz 1 Million RA- Treg fur 11 Tagevitro kultiviert, fir 5 Tage ruhig gestellt
und vor der Farbung fiar 5 h mit PMA/lonomycin in g@awart von Golgi Stop stimuliert.
Nach der Oberflachenfarbung auf CD4 erfolgten ragierung mit 0.25% PFA bzw. 0.5%
PFA far 5 min, 1 min und 10-15 sec bei RT und Petoiesierung mit 70% Ethanol fur 10
min bei -20°C die Farbungen auf FOXP3 und ILAGbildung 4-8 zeigt den Einfluss der
Fixierungsdauer und der PFA-Konzentration auf digdfbbarkeit der fixierten Zellen. Man
erkennt eine Verbesserung der Auftrennung der EiamePopulationen vor allem bei weiterer
Verkirzung der Fixierungsdauer. Bei einer Fixiestauer von nur 10-15 sec lassen sich die
FOXP3-positive und -negative Population unter ded-hegativen Zellen sehr exakt vonei-
nander abgrenzen, wahrend bei einer Fixierungsdeuer5 min diese Populationen noch
flieBend ineinander Ubergehen. Die Auftrennungiénlid-4-positive und -negative Population
bleibt von der PFA-Fixierungsdauer weitgehend uimfkeessst und gut voneinander abgrenz-
bar. Betrachtet man nun den Einfluss der PFA-Kotmagan auf die Auftrennung der einzel-
nen gefarbten Populationen, so lasst sich feststetlass sich kein wesentlicher Unterschied
zwischen einer PFA-Konzentration von 0.25% und reiren 0.5% zeigt. Sowohl die Auf-
trennung der FOXP3- als auch der IL-4-Populatiosebei beiden Konzentrationen bei einer
Fixierungsdauer von nur 10-15 sec am besten. UigieAnnahme, dass eine moglichst gerin-
ge PFA-Konzentration fir die Zellen bzw. die dagirthaltene RNA am wenigsten toxisch ist
und dass sich in der Farbung keine gravierendemrbktitiede zwischen beiden getesteten
Konzentrationen zeigen, kann man festhalten, diasspdimale kombinierte Farbung der Zel-
len auf FOXP3 und Zytokine durch eine Fixierung dellen mit 0.25% PFA fur 10-15 sec
und eine anschlieBende Permeabilisierung mit 70B&rted fir 10 min bei -20°C erreicht

werden kann.
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Abb. 4-8: Einfluss der Fixierungsdauer und der PFAKonzentration auf die Anfarbbarkeit

fixierter Zellen fur FOXP3 und IL-4
Fur die Farbung wurden RA- Treg fur 11 Tage inovitultiviert, fir 5 Tage ruhiggestellt und vor dedirbung
fur 5 h mit PMA/lonomycin in Gegenwart von Golgiopt stimuliert. Nach der Oberflachenfarbung auf CD4
wurden die Zellen mit 0.25% PFA bzw. 0.5% PFA fiémis, 1 min und 10-15sec bei RT fixiert und anschlie
Rend mit 70% Ethanol permeabilisiert und auf FOXIR8 IL-4 gefarbt.

Im Folgenden wird nun getestet, ob nach oben geadigirbung die Isolierung intakter RNA
maoglich ist. Der Versuch erfolgte dreimal in voresider unabhangigen Experimenten. Hier-
fur wurden RA- Treg fur 11 Tage in vitro kultivieftir 5 Tage ruhiggestellt und anschlie3end
behandelt, als wirden sie auf FOXP3 und Zytokirfargewerden. Hierfur wurden die Zellen
zunéchst mit 0.25% PFA bzw. 0.5% PFA fur 10-15 &eert und anschlie3end mit 70%
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Ethanol permeabilisiert. Nach der Farbung wurden Zllen fir die RNA-Extraktion vor
Zugabe von Trizol mit Lysepuffer fur 1 h bei 65°kubiert. Mitgefihrt wurde eine RNA-
Kontrolle aus unfixierten Zellen. Die Extraktiorf@gte nach Trizol-Herstellerprotokoll. Bei
der Messung des RNA-Gehalts am NanoDrop ergabénfi$icdie unfixierte Kontrolle ein
Wert von 306.4 ng/ul, fur die fixierte Probe mi25% PFA ein Wert von 126.6 ng/pl und fur
die fixierte Probe mit 0.5% PFA ein Wert von 594 ul. Auch diese verschiedenen Werte
bei der RNA-Ausbeute kdnnen zur Bestatigung denadgfgestellten These herangezogen
werden, dass die RNA umso mehr geschadigt wirtipjeer die PFA-Konzentration zur Fi-
xierung der Zelle gewahlt wird.

In Abbildung 4-9 sieht man, dass auf dem RNA-Gel in allen drei etnéggenen Proben die
zwei ribosomalen Banden 28S und 18S zu erkenneh Aim deutlichsten sind diese in der
unfixierten Kontrolle zu sehen, jedoch sind sowleéil der Farbung nach Fixierung mit 0.5%
PFA als auch nach Fixierung mit 0.25% PFA ribosendnden zu erkennen. Neben den, im
Vergleich zur unfixierten Kontrolle schwacher ausiggeten Banden 28S und 18S sind je-
weils unterhalb der beiden Banden zwei sehr schev&emden zuséatzlich zu sehen. Dies ent-
spricht demselben Bild, das sich auch schon in ldbbg 4-6 zeigt, wobei in der Abbildung
4-9 nun die Banden starker ausgebildet sind alé het einer PFA-Konzentration von 1%
und einer Fixierungsdauer von 10 min. Dementsprathasst sich folgern, dass die RNA
wahrscheinlich zum Teil fragmentiert vorliegt, aloézht komplett degradiert ist und folglich
fur weitere Analysen verwendet werden kann. Somigtzsich, je geringer der PFA-Gehalt
zur Fixierung der Zellen ist, desto starker singl Banden der aufgetragenen Proben auf dem
RNA-Gel zu sehen.



Ergebnisse 53

0 5% PFA

0.250, PRy
unﬁXfeI‘t

285 —» prng
18S = ‘
Abb. 4-9: RNA-Integritatsprufung mittels RNA-Gel nach verschiedenen Farbemethoden

RA- Treg wurden fir 11 Tage in vitro kultiviert,ifé6 Tage ruhiggestellt und anschliel3end beharalsliyirden
sie auf FOXP3 und Zytokine gefarbt werden. Hienfiirden die Zellen zunéchst mit 0.25% PFA bzw. 0.5%
PFA fir 10-15 sec fixiert und anschlieend mit 78%anol permeabilisiert. Nach der Farbung wurden di
Zellen fiir die RNA-Extraktion vor Zugabe von Trizwoit LP fur 1 h bei 65°C inkubiert. Mitgefiihrt wwdeine
Kontrolle, die aus den unfixierten Zellen gewonnevurde. Die Extraktion erfolgte nach Trizol-
Herstellerprotokoll. Fir das RNA-Gel wurden 5ug B&A-Probe aufgetragen.

Zusammenfassend kann nun beziglich der kombini€@enung von FOXP3 und Zytokinen
unter dem Aspekt der anschliel3enden Isolierungsietd&rNA festgehalten werden, dass nach
der neu etablieren Farbemethode, das heil3t FixgetanZellen mit 0.25% PFA fur 10-15 sec
bei RT und anschlieRender Permeabilisierung mit HP@nol fir 10 min bei -20°C, RNA
mit der Trizol/LP-Methode isoliert werden kann, diueitestgehend intakt ist und somit zur
weiteren Analyse zur Verfligung steht. Diese Thedlars weiteren Versuchen bestatigt wer-
den.
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4.2 Analyse der Genexpression mittels quantitativer riPCR

Um die Intaktheit der RNA nach der neu etablierigmbemethode zu Uberprufen, wurden
bestimmte Gene mittels quantitativer rt-PCR reptizund mit einer unfixierten Kontrolle
anhand eines Standards verglichen. Hierflur erfagtéchst die Herstellung von cDNA mit-
tels reverser Transkription und anschlieend diantitative rt-PCR. Es wurden fur die
cDNA-Herstellung pro Probe 300 ng RNA, pro Stand20@0 ng RNA eingesetzt. Um zu
Uberprufen, ob die Reverse Transskription trothtnicehr komplett integrer RNA erfolgreich
war, wurde die hergestellte cDNA im Vergleich zungesetzten RNA-Menge vergleichend
am NanoDrop vermessen. WieTabelle 4-1beispielhaft gezeigt, ergab sich in drei paralle-
len Versuchsansétzen sowohl in den unfixierteraath in den mit 0.25% PFA fixierten und
mit 70% Ethanol permeabilisierten Zellen ein cDNA&HaIt von ca. 300 ng/ul bei jeweils
15ng/ul eingesetzter RNA. Dies entspricht der zvaetenden cDNA-Ausbeute bei der zuvor
eingesetzten RNA-Menge und zeigt, dass die revEr@eskription auch bei fixierten Zellen
und eventuell fragmentierter RNA ohne grol3e Vedusbglich ist.

Fixierung eingesetzter RNA-Gehalt  cDNA-Gehalt
unfixiert 15 ng/pul 294.23 ng/ul
0.25%PFA/70%Ethanol 15 ng/ul 284.29 ng/ul

Thl. 4-1: Vergleich des cDNA-Gehalts nach reversefranskription pro 15 ng/ul eingesetz-

ter RNA bei unfixierten und fixierten RA- Treg
RA- Treg wurden fir 25 Tage in vitro kultiviert,rfd Tage ruhiggestellt und anschliel3end beharalsliyirden
sie aufFOXP3 und Zytokine geféarbt werden. Hierfir wurden didlete zunachst mit 0.25% PFA fur 10-15 sec
fixiert und anschlieend mit 70% Ethanol permeaigitt. Nach der Farbung wurden die Zellen fir di¢AR
Extraktion vor Zugabe von Trizol mit LP fur 1 h l&%°C inkubiert. Mitgefuihrt wurde eine Kontrolleiedaus
den unfixierten Zellen gewonnen wurde. Die Extrakterfolgte nach Trizol-Herstellerprotokoll. Die WHB-
Herstellung erfolgte laut Herstellerprotokoll.

Nach der cDNA-Herstellung wurde des Weiteren unieht inwieweit die verschiedenen
Farbemethoden vergleichbar mit einer unfixiertemtfalle sind und zwar in Bezug auf die
Intaktheit unterschiedlicher Gene. Hierzu wurde Beginn der Zyklen der Fluoreszenzmes-
sung (CT Mean) wahrend des Realplex-Laufes gemedaesr fur den Vergleich des cDNA-
Gehalts und der darin enthaltenen intakten Genangezogen werden kann. Es wurden fur
diesen Versuch drei verschiedene Kulturen von RAegTverwendet, die in vitro kultiviert
und anschliel3end ruhiggestellt wurden. Vor der Eagberfolgte die Stimulation fur 5 h mit
PMA/lonomycin in Gegenwart von Golgi Stop. Nach @drerflachenfarbung auf CD4 wur-
den die Zellen entweder mit eBioscience oder mit @®en neu etablierten Methode mit
0.25% PFA bzw. 0.5% PFA fiur 10-15sec bei RT fixiand mit 70% Ethanol permeabilisiert
und auf FOXP3 und IL-4 gefarbt. Nach der Farbungden die Zellen fir die RNA-
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Extraktion vor Zugabe von Trizol mit Lysepuffer flirh bei 65°C inkubiert. Mitgefuhrt wur-
de eine Kontrolle, die aus den unfixierten Tconwgenen wurde, die fur 11 Tage in vitro
stimuliert worden waren. Die Extraktion erfolgtecharrizol-Herstellerprotokoll. Die cDNA-
Herstellung und die Aufarbeitung der cDNA zur quiativen rt-PCR erfolgten nach Herstel-
lerprotokoll.

In Abbildung 4-10 ist eine quantitative rt-PCR dargestellt, die dixe Zellen mit einer
unfixierten Kontrolle in Hinblick auf verschiedef@ene inklusive der drei Housekeeper-Gene
(Beta-2-Mikroglobulin (B2M), Glycerinaldehy-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und
beta-Aktin (B-Aktin)) vergleicht. Die Grafik zeigt, nach wie vielen Rkgtions-Zyklen der
Fluoreszenzanstieg der untersuchten cDNA-Proberslmaesvar. Hier zeigt sich ein deutli-
cher Unterschied zwischen der unfixierten Kontralled den fixierten Zellen. Bei der
unfixierten Kontrolle ist jeweils circa 3 Zyklentiner ein Fluoreszenzanstieg messbar als bei
den fixierten Proben. Nach Fixierung und FarbungeBiioscience ist der Beginn der Fluo-
reszenzmessung am spatesten, im Schnitt ca. 54&rZylach der unfixierten Kontrolle, zu
beobachten. Die Anfange der Fluoreszenzmessungdnden Fixierungen mit 0.25% PFA
bzw. mit 0.5% PFA und anschlieRender Permeabilisgemit 70% Ethanol sind miteinander
vergleichbar, kommen jedoch — wie bereits oben leniva 3 Zyklen spater als die unfixierte
Kontrolle, was definitionsgemald bedeutet, dasscB®&A-Gehalt dieser fixierten Proben um
das Zehnfache niedriger ist als der der unfixiekentrolle. Da aber dennoch ein Anstieg der
Fluoreszenz bei der Vermessung der Zellproben dischiedene Gene bei allen Zellproben,
die mit PFA fixiert und mit Ethanol permeabilisievurden, beobachtet werden kann, muss
nun im Folgenden untersucht werden, ob der cDNAugegleichmaiig tber das ganze Ge-
nom verteilt oder nur zufallig in einzelnen Gendlrstten lokalisiert ist. Sollte der Verlust
gleichmafiig verteilt sein, so wirde er sich aufnelveenn man den Quotienten aus zwei in
diesen Zellen sicher exprimierten Genen bildet. Beit, der Quotient aus diesen zwei Ge-
nen muasste einen gleichen oder &hnlichen Wert iisclen unfixierten und den fixierten
Zellen liefern, da der cDNA-Verlust in beiden Gergdaich grol3 ware und sich somit das

Verhéaltnis der cDNA der zwei Gene nicht verandetimde.
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Abb. 4-10: Einfluss der Fixierung der Zellen auf da Fluoreszenzanstieg wahrend der Repli-

kation verschiedener Genomabschnitte
Drei verschiedene Kulturen von RA- Treg wurden itrovkultiviert und anschlieRend ruhiggestellt. Vder
Farbung erfolgte die Stimulation fir 5 h mit PMAdmmycin in Gegenwart von Golgi Stop. Nach der Qbkerf
chenfarbung auf CD4 wurden die Zellen entwederaBibscience oder mit der oben neu etablierten Migtho
mit 0.25% PFA bzw. 0.5% PFA fir 10-15sec bei RTiefix und mit 70% Ethanol permeabilisiert und auf
FOXP3 und IL-4 gefarbt. Nach der Farbung wurdenziifien fir die RNA-Extraktion vor Zugabe von Trizo
mit LP fir 1 h bei 65°C inkubiert. Mitgeflihrt wurdgne Kontrolle, die aus den unfixierten Tconv ganen
wurde, die fir 11 Tage in vitro stimuliert wordeanen. Die Extraktion erfolgte nach Trizol-Herstghietokoll.
Die cDNA-Herstellung und die Aufarbeitung der cDNAr quantitativen rt-PCR erfolgten nach Herstellerp
tokoll.

Fur die Klarung dieser These wurden in einem n&lesuch drei verschiedene Kulturen von
RA- Treg verwendet, die in vitro kultiviert und améielend ruhiggestellt wurden. Vor der
Farbung erfolgte die Stimulation fur 5 h mit PMAdlmmycin in Gegenwart von Golgi Stop.
Nach der Oberflachenfarbung auf CD4 wurden dieededintweder mit eBioscience oder mit
BD Cytofix/Cytoperm oder mit der oben neu etabéarMethode mit 0.25% PFA bzw. 0.5%
PFA fur 10-15sec bei RT fixiert und mit 70% Ethapearmeabilisiert und auf FOXP3 und
IL-4 gefarbt. Nach der Farbung wurden die Zellendie RNA-Extraktion vor Zugabe von

Trizol mit LP fir 1 h bei 65°C inkubiert. Mitgefithwwurde eine Kontrolle, die aus den
unfixierten Tconv gewonnen wurde, die fir 11 Tagevitro stimuliert worden waren. Die

Extraktion erfolgte nach Trizol-Herstellerprotokdllie cDNA-Herstellung und die Aufarbei-

tung der cDNA zur quantitativen rt-PCR erfolgtercim&lerstellerprotokoll.
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Abb. 4-11.: Einfluss verschiedener Fixierungen/Permabilisierungen auf die Verteilung des

Genomverlusts der jeweiligen Zellen fGrCD4 und B2M
Drei verschiedene Kulturen von RA- Treg wurden itrovkultiviert und anschlieRend ruhiggestellt. Vder
Farbung erfolgte die Stimulation fir 5 h mit PMAdmmycin in Gegenwart von Golgi Stop. Nach der Qkerf
chenfarbung auf CD4 wurden die Zellen entwederef@ibscience oder mit BD Cytofix/Cytoperm oder nétrd
oben neu etablierten Methode mit 0.25% PFA bzw20F5-A fur 10-15sec bei RT fixiert und mit 70% Etbln
permeabilisiert und auf FOXP3 und IL-4 gefarbt. Naer Farbung wurden die Zellen fir die RNA-Extrakt
vor Zugabe von Trizol mit LP fir 1 h bei 65°C inkeli. Mitgeflhrt wurde eine Kontrolle, die aus den
unfixierten Tconv gewonnen wurde, die fir 11 Tagevitro stimuliert worden waren. Die Extraktion @gte
nach Trizol-Herstellerprotokoll. Die cDNA-Herstetig und die Aufarbeitung der cDNA zur quantitativen
PCR erfolgten nach Herstellerprotokoll. Die Beragip der Signifikanz erfolgte mit dem unpaired shitet-
test.

In Abbildung 4-11 sieht man die graphische Darstellung der Mitteleveles Quotienten aus
CD4 undB2M bei den verschiedenen Farbemethoden nach AnagyseDINA mittels quanti-
tativer rt-PCR nach reverser Transkription der zusolierten RNA. Betrachtet man zunachst
den QuotienterCD4/B2M der unfixierten Kontrolle, so ergibt sich ein Miivert der drei
untersuchten RA- Treg Kulturen von 1.243. Hierbandtelt es sich um den Wert, den man
maoglichst auch bei fixierten Zellen erreichen méchalls der cDNA-Verlust in beiden Ge-
nen durch die Fixierung gleich grol3 ware. Betracm@an zunachst den Wert bei der
eBioscience-Farbung, so sieht man, dass diesetig@uour 0.511 betragt und somit am wei-
testen von dem gewiinschten abweicht. Bei der FgrbounBD Cytofix/Cytoperm betragt der
Quotient 0.826. Beide genannten Werte weichen féignit von dem erwiinschten Ergebnis
ab, so betragt fur eBioscience p = 0.0005 und fDr@tofix/Cytoperm p = 0.0045. Daraus
lasst sich fur diese beiden Farbung folgern, dassirsgeeignet fur die nachfolgende Isolie-
rung intakter RNA sind. Betrachtet man nun die et&blierte Farbemethode mit 0.25% PFA
bzw. 0.5% PFA und 70% Ethanol, so erhalt man férkixierung mit 0.25% PFA als Mittel-
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wert desCD4/B2M-Quotienten einen Wert von 1.324 und fur die Fioagy mit 0.5% PFA
einen Wert von 1.593. Beide Werte zeigen mit eipevon 0.49 fur 0.25% PFA bzw. einem p
von 0.20 fur 0.5% PFA keinen signifikanten Unteredhzu der unfixierten Kontrolle. In der
Grafik erkennt man, dass der Mittelwert bei Fixregumit 0.25% PFA dem der unfixierten
Kontrolle am nachsten kommt. Daraus lasst sichiefgéh, dass der Genverlust bei dieser neu
etablierten Farbemethode geringer ist als bei jadderen zusatzlich getesteten Methode, sie
der unfixierten Kontrolle am ahnlichsten ist und sbomit festgelegt wird als die Methode,
nach der in dieser Promotionsarbeit alle weiterarbingen, RNA-Extraktionen und Analy-
sen der Genexpression erfolgen werden. Zusammenihssann man festhalten, dass fur alle
weiteren Versuche die in diesem Kapitel etabli€i@ebung und RNA-Extraktion verwendet
werden, das heil3t die Farbung nach Fixierung @5%. PFA bei einer Fixierungsdauer von
10-15 sec bei RT und nach Permeabilisierung mit EiB&anol bei einer Inkubationszeit von
10 min bei -20°C sowie die RNA-Extraktion nach Ibktion mit LP fir 1 h bei 65°C mit

Trizol.

Parallel zur oben beschriebenen Titration der Fadmel Fixierungsmethode mit PFA und
Ethanol wurde eine Versuchsreihe mit einem 2010m#alizierten Paper mit ahnlicher The-
matik durchgefuhrt, bei der diese Methode mit dimbEng mit 1%PFA fir 10min bei RT und
70% Ethanol fur 10 min bei -20°C verglichen wur@®e Vergleichs-Methode wurde von
Boniface et al. (2010) (59) verwendet, um nach &égbauf IL-17 mit BD Cytofix/Cytoperm
und Zellsortierung aus den gesorteten Zellen RNAdam High Pure FFPE RNA Micro Kit
von Roche (Roche-Kit) fur weitere Analysen zu ismn. Diese Methode wurde im Hinblick
auf RNA-Integritat und RNA-Analyse untersucht. Flen folgenden Versuch wurden zwei
verschiedene Kulturen von RA- Treg verwendet, dieitro kultiviert und anschlieRend ru-
higgestellt wurden. Vor der Farbung erfolgte dignstation fur 5 h mit PMA/lonomycin in
Gegenwart von Golgi Stop. Nach der Oberflachenfégbauf CD4 wurden die Zellen entwe-
der mit eBioscience, mit BD Cytofix/Cytoperm odeit 1% PFA fir 10 min bei RT fixiert
und 70% Ethanol fir 10min bei -20°C permeabilisiertl auf FOXP3 und IL-4 gefarbt. Nach
der Farbung wurde die RNA mit dem Roche-Kit odet mizol/LP extrahiert. Mitgefuhrt
wurde je Kultur eine Kontrolle, die unfixiert beta wurde. Die cDNA-Herstellung und die
Aufarbeitung der cDNA zur quantitativen rt-PCR dgfen nach Herstellerprotokoll. Wie in
Abbildung 4-12 gezeigt, wurden cDNA-Proben miteinander verglichéie nach Farbung
mit verschiedenen Farbemethoden bzw. unfixiert ga@onnener RNA hergestellt wurden,

die entweder mittels Roche-Kit oder mittels Triz#l/ extrahiert worden war. Verglichen
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wurde wiederum de€D4/B2M-Quotient, um festzustellen, ob der vorhandene cBl¢Aust
gleichmé&fRig tber das ganze Genom verteilt ist Inash welchen Farbe- und Extraktionsme-
thoden dies der Fall ist. Vergleicht man zunéchst Mittelwerte des Quotienten der
unfixierten Zellen zwischen den beiden Extraktioafioden, so sind die mit 0.825 beim Ro-
che-Kit und 0.807 bei Extraktion mit Trizol/LP iriner &hnlichen GroéRenordnung. Auch
beim Vergleich des Quotienten bei der Farbung mibscience sind beide Methoden mit
Mittelwerten von 0.200 (Roche-Kit) und 0.124 (Tiiz®) ahnlich; hier fallt auf, dass der
Quotient nach Farbung mit eBioscience in beideteR&m weitesten von allen getesteten
Methode von der unfixierten Kontrolle abweicht. Behtet man als Nachstes den Quotienten
nach Farbung mit 1%PFA und 70%Ethanol, so liegsatieMittelwert nach Extraktion mit
dem Roche-Kit bei 0.827 und nach Extraktion miz®WLP bei 0.726. Auch bei dieser Far-
bung besteht kein signifikanter Unterschied desti@aten zwischen beiden Extraktionsme-
thoden. Allein nach der Farbung mit BD Cytofix/Cyesm unterscheiden sich die Mittelwer-
te des Quotienten zwischen den beiden Extraktiotiesden. Liegt der Quotient CD4/B2M
nach Extraktion mit dem Roche-Kit bei 0.703, sodasthach Extraktion mit Trizol/LP mit

einem Mittelwert von 0.316 weniger als halb so grof3
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Vergleich von Roche-Kit mit Trizol/LP
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Abb. 4-12: Vergleich des CD4/B2M-Quotienten zwisclmeeRoche-Kit und Trizol/LP

Zwei verschiedene Kulturen von RA- Treg wurden itmovkultiviert und anschlie3end ruhiggestellt. Vier
Farbung erfolgte die Stimulation fir 5 h mit PMAdmmycin in Gegenwart von Golgi Stop. Nach der Qkerf
chenfarbung auf CD4 wurden die Zellen entwederefibscience, mit BD Cytofix/Cytoperm oder mit 1%A°F
fur 10 min bei RT fixiert und 70% Ethanol fir 10mrei -20°C permeabilisiert und auf FOXP3 und liget
farbt. Nach der Farbung wurde die RNA mit dem Rekheoder mit Trizol/LP extrahiert. Mitgefuhrt wuedje
Kultur eine Kontrolle, die unfixiert belassen wurd#e cDNA-Herstellung und die Aufarbeitung der cRIXur
guantitativen rt-PCR erfolgten nach Herstellerpkotb

Daraus lasst sich folgern, dass das Roche-Kit 2dA{Extraktion nach Farbung mit BD

Cytofix/Cytoperm besser geeignet ist als die Extoakmit Trizol/LP. Da aber die Farbung,
die in dieser Promotionsarbeit bendtigt wird, n@&mldie kombinierte Farbung mit FOXP3
und Zytokinen, mit BD Cytofix/Cytoperm nicht mit Zziedenstellendem Ergebnis maoglich
ist, bringt die RNA-Extraktion mit dem Roche-Kitiken Vorteil gegentber der Methode mit

Trizol/LP und wird daher nicht weiterverfolgt.

4.3 Genexpression in fixierten und nach FOXP3 und IL-4
gesorteten Zellen

Da im Kapitel 4.2 nun eine Methode etabliert wurdes nach kombinierter FOXP3- und

Zytokin-Farbung die Extraktion intakter RNA fur wetie Analysen moglich machte, wurde

diese Methode im Folgenden dazu eingesetzt, io wititivierte RA- Treg nach FOXP3 und

IL-4 zu sorten, danach RNA zu extrahieren und rmaglerser Transkription in cDNA mittels

guantitativer rt-PCR im Hinblick auf die untersdliliehe Expression bestimmter Gene zu

analysieren.
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Hierflir wurden aus zwei verschiedene Kulturen jésvB0 bis 60 Millionen RA- Treg fur 12
Tage kultiviert, fur 4 Tage ruhiggestellt und vardrarbung fur 5 h mit PMA/lonomycin in
Gegenwart von Golgi Stop stimuliert. Nach der Oldetfenfarbung auf CD4 erfolgten nach
Fixierung mit 0.25% PFA 10-15 sec bei RT und Pebrisgerung mit 70% Ethanol fur 10
min bei -20°C die Farbungen auf FOXP3 und IL-4. Klrerpriifung der Gute der Farbung
wurde je 1 Million der Zellen als Kontrolle mit ef&éicience auf FOXP3 und IL-4 gefarbt.
Danach erfolgte die durchflusszytometrische Zelisarng mittel FACSAria (BD) in die drei
Subpopulationen FOXP3+/IL4-, FOXP3-/IL4-, FOXP34Hk. Abbildung 4-13 zeigt das
Vorgehen bei der durchflusszytometrischen Zellsantig. Es handelt sich um 2 voneinander
unabhangige Experimente mit jeweils einem simultaBert, bei dem nach Gaten in eine
FOXP3-positive und -negative Population die Gatedaer FOXP3-positiven Population fur
die IL4-negative und in der FOXP3-negativen sowiinldie IL4-negative als auch fur die
IL4-positive Population gesetzt wurden und ans@died der Sort als Vier-Wege-Sortierung
erfolgte. Hierdurch ergaben sich die drei Subpdprian der RA- Treg, deren Genexpression
im weiteren Verlauf mittels quantitativer rt-PCR iteeuntersucht werden sollte; diese Popu-
lationen werden im Folgenden bezeichnet als FOXIR3+/ FOXP3-/IL4- und FOXP3-
/IL4+. Die beispielhaft gezeigte eBioscience-Kofierodes ersten Experimentes bestatigt,

dass die Farbung nach der neuen Methode der Giikoaenerziellen Farbung entspricht.
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Abb. 4-13: Vorgehen bei der durchflusszytometrische Zellsortierung nach FOXP3 und IL4

Jeweils 50 bis 60 Millionen Zellen zweier versclaadr Kulturen RA- Treg wurden fir 12 Tag kultiviefiir 4
Tage ruhiggestellt und vor der Farbung fir 5 h BMA/ lonomycin in Gegenwart von Golgi Stop stimutie
Nach der Oberflachenfarbung auf CD4 erfolgten netierung mit 0.25% PFA fir 10-15 sec bei RT und
Permeabilisierung mit 70% Ethanol fur 10 min bé°@Q die Farbungen auf FOXP3 und IL-4. Zusétzlichdeu
je 1 Million der Zellen als Kontrolle mit eBio-seiee auf FOXP3 und IL-4 gefarbt.
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Nach der Zellsortierung waren fir die RNA-Extraktim der FOX3+/IL4- Population ca. 1.3
Millionen Zellen, in der FOXP3-/IL4- Population c250 000 Zellen und in der FOXP-/IL4+
Population ca. 800 000 Zellen vorhanden. Nach detie8ung wurden die Proben der 3 Sub-
populationen wahrend des Transports leicht geKiieitca. 4°C) und lichtundurchlassig ver-
packt, um die RNA zu schitzen. AnschlieRend eréoigizegen der geringen Zellzahlen erst
nach Zugabe von Glykogen zur Sichtbarmachung deA-RBllets die Inkubation mit
Lysepuffer (LP) fur 1 h bei 65°C, die RNA-Extraktionittels Trizol und danach die cDNA-
Herstellung nach tblichem Protokoll. Im Anschlus®lgte die Analyse ausgewahlter Gene
mittels quantitativer rt-PCR.

Fur Gene, deren Expression in den drei gesortespnl&ionen néher untersucht werden soll-
te, wurden als Kontrollgen€D4, IL4 und FOXP3 gewahlt, da zu erwarten war, dass CD4 in
allen Populationen kultivierter RA- Treg im gleich®laRe vorhanden sein und die Hohe von
FOXP3 und IL4 mit der jeweils gesorteten Subpopaakorrelieren sollte. Zusatzlich wur-
den die Transkriptionsfaktoré€BATA3 und RORc und andere Gene wleAG3 undLIF (vgl.
Einleitung) bezuglich ihrer Expression in den dseibpopulationen betrachtet. Da auch hier
wieder nicht die absoluten Werte betrachtet werki@mnen, wurde als Housekee®2M
mitgefuhrt und fir die Vergleichbarkeit der Genesgsion der Quotient des jeweiligen Gens
mit B2M (Gen/B2M) gebildet.
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Abb. 4-14: Gegenuberstellung des Genexpressionsmert zweier nach FOXP3 und IL-4
gesorteter Kulturen
Jeweils 50 bis 60 Millionen Zellen zweier verscleirdr Kulturen RA- Treg wurden fur 12 Tage kultivjdiir 4
Tage ruhiggestellt und vor der Farbung fur 5 h B¥A/lonomycin in Gegenwart von Golgi Stop stimulier
Nach der Oberflachenfarbung auf CD4 erfolgten nBotierung mit 0.25% PFA fur 10-15 sec bei RT und
Permeabilisierung mit 70% Ethanol fir 10 min bé°Q die Farbungen auf FOXP3 und IL-4. Nach der RNA-
Extraktion mit Trizol/LP und der cDNA-Herstellungfelgte die quantitative rt-PCR fur die Gene CBOXP3,
IL4, GATAS3, RORc, LAG3 und LIF.

Abbildung 4-14 zeigt die Gegenuberstellung der zwei gesortetelukan im Hinblick auf
ihr Genexpressionsmuster ausgewahlter Gene. Bé&ttanln zunachst die drei Kontrollgene,
so fallt auf, dass sich fi€D4, das ja in allen Treg Zellen und somit auch ieralsubpopula-
tionen in gleichem Mal3e exprimiert werden soll&nkeinheitliches Expressionsmuster zeigt.
Beiden Sorts ist gemeinsam, dass die doppelt-negasiortete FOXP3-/IL4- Population am
wenigstenCD4 exprimiert. Des Weiteren fallt auf, dass fRIOXP3 undIL-4, nach denen die
jeweiligen Populationen ja gesortet wurden, dastbtuder Genexpression in beiden Sorts der
jeweilig gesorteten Population entspricht. So firgleh die h6chstEOXP3-Expression in der
FOXP3+/IL4- gesorteten, am wenigste®XP3 in der FOXP3-/IL4+ gesorteten Population.
Die doppelt negative Population FOXP3-/IL4- zeigt dweitgeringste Expression. Auch bei
der Expression voihL-4 lasst sich das bereits oben beschriebene Mustdteriinden; die
hdchstelL-4-Expression findet sich in der FOXP3-/IL4+, diedrigste in der FOXP3+/IL4-

Population. Die doppelt-negative Probe und diexierfie Kontrolle zeigen ein dhnliches Ex-
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pressionslevel. Durch diese Betrachtung, lasst sgiten, dass die gesorteten Populationen
auch in ihrem Expressionsmuster dem zu Erwarteadesprechen.

Auch fir GATA3 lasst sich eine Tendenz in beiden Sorts festatelier exprimieren die
FOXP3-/IL4+ am meisten, so wie man es auch erwastérde, daGATA3 ein Th2-Zellen
spezifisches Gen ist und diese Zellen auch IL4-zedten sind. Bei der Untersuchung des
Th17-spezifischen TranskriptionsfaktdRORc unterscheiden sich die beiden Kulturen inso-
fern, als dass die FOXP3-/IL4- Population zwar amisten RORc exprimiert, der Unter-
schied zu den anderen Populationen allerdingsgeghn g ist.

In Bezug auf ihre Expression unterscheiden sichGi#ieeLAG3 undLIF in ihrem Expressi-
onsverhalten dahingehend, dag¢s3 in beiden untersuchten Kulturen uniform am meisten
der FOXP3+/IL4- Population vertreten ist, wahrémB vor allem in der FOXP3-/IL4+ Popu-
lationen exprimiert wird. Wie in unserer Publikati011 beschrieben, kénnen FOXP3+
Zellpopulationen Produzenten vadpbAG3 sein (16). Diese Tendenz ist hier in beiden
gesorteten Kulturen deutlich zu sehen.

Zusammenfassend kann man also festhalten, dassdésser Arbeit gelungen ist, eine Me-
thode zu entwickeln, mit der man nach Fixierung eedmeabilisierung von Treg diese mit-
tels Zellsortierung in ihre Subpopulationen auftrem und intakte RNA zu weiteren Analyse
gewinnen kann. Folglich konnten die Treg-Subpopai&n mittels quantitativer real-time
PCR weiter klassifiziert und definiert werden.
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5. Diskussion

CD4+CD25+ regulatorische T-Zellen (Treg) sind pbimjischer Weise imstande, Immun-
antworten zu modulieren und die Aktivitat konvengder T-Zellen zu unterdriicken. Hier-
durch werden UberschieBende Immunreaktionen méngietl gewebeschadigenden Folgen
vermieden. Treg-Zellen werden durch eine Vielzaim ¥igenschaften, Genen, Oberflachen-
markern sowie durch die Produktion und Sekretion bestimmten Botenstoffen charakteri-
siert (7).

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen einehdde zu entwickeln, mit der man kultivier-
te Treg-Zellen nach Farbung, durchflusszytometascBEellsortierung und nach RNA-
Extraktion mittels quantitativer realtime-PCR eimeolekularen Analyse ausgewéahlter Gene
zur ndheren Charakterisierung unterziehen kanrs Batang mittels Fixierung durch 0.25%
PFA flr 10-15 sec bei RT und Permeabilisierung®@ Ethanol fir 10min bei -20°C. Nach
der durchflusszytometrischen Zellsortierung erldie RNA-Extraktion aus den gesorteten
Subpopulationen mit Trizol nach vorheriger Inkubatfir 1 Stunde in Lysepuffer bei 65°C
auf dem Thermoschiittler. Anschlie3end wurde ausglsorteten Proben zunachst cDNA

hergestellt und diese mittels quantitativer reatRCR naher analysiert.

5.1 Gute und Anwendbarkeit der kombinierten FOXP3- und IL4-
Farbung fur die Zellsortierung

Im Vergleich zu der kombinierten FOXP3- und IL445@mg mit dem konventionellen
Farbekit von eBioscience unterscheidet sich didieser Arbeit etablierte Methode vor allem
dahingehend, dass fir die oben genannte Farburan&tierwendet wurde und die Para-
formaldehydkonzentration im Vergleich zu kommeieiel Kits (Biosciences-Kit) drastisch
reduziert wurde. Wie in unserer Arbeitsgruppe 20#&@eigt, bendtigt man Ethanol bei der
Farbung von FOXP3 zur Permeabilisierung der Zeltmit der Antikorper im Zellkern an
den Transkriptionsfaktor FOXP3 binden kann. Um ml&éh auch Zytokine in der Zelle an-
farben zu konnen, mussen diese zuvor in der Zederf werden, damit sie bei der
Permeabilisierung nicht aus der Zelle entweichem. diese Fixierung wurde in der vorlie-
genden Arbeit PFA verwendet, wobei schon eine igedKonzentration (0.25%) und eine
kurze Inkubationsdauer (10-15 Sekunden) ausreichtardie Zytokine in der Zelle zu halten.
Mittels einer Kombination aus PFA-Fixierung und &tbl-Permeabilisierung ist es gelungen,

Farbebedingungen zu finden, mit denen man Zytolkmé FOXP3 gemeinsam farben kann,
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ohne die RNA fir nachfolgende molekulare Analyseiistéandig zu zerstéren. Auch wenn
diese Farbung im Vergleich zu der Farbung mit komzieflen Kits von eBioscience nicht

dieselbe Trennungsqualitat aufweist, so ermdoglsiet wie unter 4.3 beschrieben, eine
durchflusszytometrische Zellsortierung mit ansdbdieder RNA- bzw. cDNA-Analyse.

5.2 RNA-Extraktion mit PFA und Ethanol — Qualitat und | ntegritat

Es wurde fiur die Zellsortierung mit anschlieReriealPlex-Analyse ein geringer Prozentsatz
an PFA, namlich nur 0.25% verwendet, um die Zette.ldie RNA - bei ahnlicher Farbequa-
litat - nicht mehr als nétig schadlichen Detergenzuszusetzen

Paraformaldehyd (PFA) wird dazu eingesetzt, Zytekinder Zelle festzuhalten, und interfe-
riert daher auch mit anderen intrazellularen Streekt und fixiert diese in der Zelle. Dies gilt
ebenso in Bezug auf die RNA. Es wird davon ausgggandass die Fixation mit PFA zum
einen zu einer teilweisen Degradierung der RNAt{igwm anderen, dass das PFA selbst mit
der RNA reagiert und durch Spaltung der Methylenkein zwischen den Aminogruppen N-
Methylol bildet. Fur diese Spaltung ist vor alleer dPoly-A-Schwanz der mRNA in fixierten
Zellen besonders anféllig, weswegen die HerstelldexgcDNA aus dieser RNA nur einge-
schrankt moglich ist (60Peshalb wurde nun versucht, die Entstehung soMkdsindungen
zwischen PFA und RNA zu minimieren; dafir wurde rigxgt, die in unserer Arbeitsgruppe
fur die DNA-Extraktion entwickelten und getesteteuffer im Hinblick auf die Einsetzbarkeit
in der RNA-Extraktion zu testen. Der Lysepuffer JuRit einem SDS-Gehalt von 0.5% er-
wies sich als geeignet fur den weiteren GebrauehRNA sehr viel labiler ist als die DNA,
unter anderem weil sie im Gegensatz zur doppetsggn DNA einstrangig vorliegt, wurde
die Inkubationszeit des Lysepuffers auf 1 Stundéb&C auf dem Thermoschuttler reduziert.
Die Qualitat der so erhaltenen RNA liel3 sich inklitesten; so zeigte sich bei der Herstellung
von cDNA nur ein sehr geringer Mengenunterschieddiee Verwendung fixierter im Ver-
gleich zu unfixierten Zellen bei gleicher eingesetZRNA-Menge (siehe Kapitel 4.2). Die
Integritat der gewonnenen RNA liel3 sich mittels RSAl beurteilen. Wie im Ergebnisteil in
Abbildung 4-9 an den ribosomalen Banden erkennstanach der oben beschriebenen Farbe-

und Extraktionsmethode intakte RNA vorhanden umthtszur weiteren Analyse zur Verfu-
gung.
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5.3 Genanalyse mittels real-time PCR

Zur weiteren Genanalyse musste aus der gewonnedardie cDNA Herstellung erfolgen.
Wie unter 5.2 beschrieben, wird durch die Fixierumigg PFA der RNA-Gehalt, der fir die
Umschreibung in cDNA zur Verfugung steht, leichtiugiert. Dies fihrt dazu, dass — bei
gleicher eingesetzter RNA-Menge — weniger intak@®lA in den fixierten Zellen als in den
unfixierten Kontrollzellen entstehen kann.

Wenn man Abbildung 4-10 betrachtet, sieht man, digs<yklen, ab denen Fluoreszenz in
der quantitativen realtime-PCR gemessen werden, kamnbis zu + 6 Zyklen (CT Mean)
nach Fixation der Zellen im Vergleich zur unfixemtKontrolle abweichen kdnnen. Dies lasst
sich auch durch den geringeren cDNA-Gehalt erkléBsn der Fixation mit eBioscience er-
kennt man schon anhand des RNA-Gels, dass die Rivdplett degradiert vorliegt, da kei-
nerlei Banden mehr zu sehen sind. Dies verifizerh bei Betrachtung des RealPlex. Man
sieht also in Abb. 4-10, dass der cDNA-Gehalt zinescden einzelnen Genen im CT Mean
stark schwankt, die Tendenz bezlglich der unfigirenind fixierten Proben jedoch gleich
bleibt. Daher wurde diejenige Methode weitervervetndleren Ergebnisse derjenigen der
unfixierten Zellen am nachsten kommt, namlich dedegfung mit 0.25% PFA und der
Permeabilisierung mit 70% Ethanol und der anschhe@n Extraktion mit Trizol nach ein-
stindiger Inkubation mit Lysepuffer bei 65°C aufrd&hermoschiittler.

Bei Betrachtung der Rohdaten des RealPlex nackatg#érung fallt auf, dass beim Vergleich
der Doppelwerte der einzelnen Populationen eindtuKaum Teil erhebliche Abweichungen
voneinander messbar sind. Diese lassen sich, wer 62 beschrieben, durch die teilweise
Degradierung der RNA und damit einer fehlerhafterw.b unvollstdndigen reversen
Transskription erklaren. Der Unterschied der Doppele zeigt, dass, selbst bei Verwendung
desselben cDNA-Pools, unterschiedlich lange Tailstider cDNA vorliegen kdénnen, die zu
unterschiedlichen Fluoreszenzmessungen und somihtanschiedlichem cDNA-Gehalt fih-

ren.

5.3.1 Kontrollgene zur Qualitatssicherung der Zellsortierung

Betrachtet man zunachst die sogenannten Kontralgker Zellsortierung, namlich neben
dem Housekeepddeta-2-Mikroglobulin auch diejenigen Gene, nach denen die Zellensortie-
rung erfolgte FOXP3 undIL-4, so féllt auf, dass sich vor allem lgsta-2-Mikroglobulin die
Werte der Rohdaten zwischen unfixierten und fieerZellen teilweise um das 30-Fache un-
terscheiden. Ware dieser Unterschied nur zwiscix@rten und unfixierten Zellen zu sehen,

kbnnte man vermuten, dass dies wiederum ein Ergedan Fixierung mit PFA ist. Jedoch
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auch zwischen den fixierten und gesorteten Popuati fallen diese Unterschiede auf. Hier-
fur liel3 sich bisher keine eindeutige Erklarunglén, wahrscheinlich sind fir die Variabilitat
die PFA-Expositionsdauer und das Zeitintervall bis Extraktion verantwortlich. Ahnlich
verhalt es sich fur die beiden Kontrollggr@XP3 undIL-4. Da die Zellen genau nach diesen
beiden Genprodukten sortiert wurden, dient die Esgionsstarke dieser Gene als Qualitats-
kontrolle fur die Methode. Es zeigt sich, dass Hied-Expression in den FOXP3-/IL4+
gesorteten Zellen am hoéchsten ist, ebensd-Q¥P3-Expression in den FOXP3+/IL4- Zel-
len. Man sieht jedoch auch bei diesen beiden Kbdgéwen, dass sich die Kulturen der beiden
Sorts im Hinblick auf den absoluten Gen-Gehalt wsufgeiden. So scheint es, als habe der
zweite Sort in Bezug aut-4 nur ein Viertel des cDNA-Gehalts des ersten, wgbgen in
Bezug aufFOXP3 das Verhaltnis umgekehrt ist. Zusammenfassendsl@fiin beiden Expe-
rimenten eine positive Korrelation beziglich dern@&eqression fir die positiv gesorteten
Kontrollgenprodukte nachweisen, die Zellen sepa@xperimente unterscheiden sich aber in

ihrem absoluten Gengehalt.

5.3.2 Upregulation von Th2-Genen in der FOXP3-negativen fleg-
Subpopulation

Betrachtet man als Nachstes die Genexpression GAMA3 in den gesorteten Treg-
Subpopulationen, so zeigt sich in beiden Sorts ezitig eine erhdhte Expression in der
FOXP3-/IL4+ PopulationGATA3 ist, wie unter 1.3.2 beschrieben, ein linienspsaifes Gen
fur Th2-Zellen. Wie von unserer Arbeitsgruppe 2@&2eigt, kommt es im Rahmen des Ver-
lusts von FOXP3 im Kulturverlauf von Treg-Zellenrzdiochregulation von Th2-spezifischen
Genen, unter anderem auGATA3 undIL-4 sowielL-5 undIL-13. Die Th2-Differenzierung
von ehemaligen Treg-Zellen nach Downregulation @XP3 trat sogar unter nicht-
polarisierenden Bedingungen auf und konnte duraclgide der IL-4 Signalkaskade nicht
unterdrickt werden (16)

Genau dieser erste Sachverhalt wurde in dieseritArb@bbildung 4-14 dargestellGATA3
wird vor allem in der Subpopulation exprimiert, #&in FOXP3, dafur aber IL-4 produziert.

5.3.3 RORCc — Entwicklung zur Th17-Zelle?

DaRORc ein charakteristischer Transkriptionsfaktor det 74Zellen ist und diese weder IL-4
noch FOXP3 produzieren, erwartet man eine Genesijoresor allem in der doppelt negati-
ven Population. Wie in Abbildung 4-14 gezeigt, ktendas erwartete Genexpressionsmuster
in beiden Sorts nachgewiesen werden. Die Diffemmschen den einzelnen Populationen ist
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jedoch nur minimal, so dass die Relevanz der Expasunterschiede fragwurdig bleibt. Die
Differenzierung von Treg- zu Th17-Zellen nach FOXRSlust wurde in der Literatur mehr-

fach beschrieben (18, 19, 61, 62). Hierfir wurderaller Regel jedoch Th17-férdernde Kul-
turbedingungen eingesetzt. Unter den in dieser ifddegesetzten neutralen Kulturbedingun-
gen (CD3/28 und IL-2 Stimulation) scheint die THRifferenzierung keine Rolle zu spielen.

Die Daten dieser Arbeit inklusive die von unserebdtsgruppe publizierten Daten belegen,
dass die Th2-Differenzierung naElwXP3-Verlust dominiert.

5.34 LAG3 und LIF — zwei Treg-Gene?

Zudem wurden in dieser Arbeit zwei weitere Genenliéh LAG3 und LIF (vgl. 1.3.4.2),
untersucht, deren Signifikanz fur die Treg-Popolatnoch nicht abschliel3end geklart werden
konnte.LAG-3 als CD-4 assoziiertes Gen mit Bindung an MHC-Mdlekder Klasse Il wird
hauptsachlich von natiirlichen CIBD25FOXP3 regulatorischen T-Zellen nach Aktivie-
rung exprimiert (16, 34). So zeigt sich korrelietdnerzu in Abbildung 14-4, dags\G3 von
allem in der FOXP3+/IL4- Subpopulation vermehrt mxpert wird; am geringsten ist die
Produktion in der FOXP3-/IL4+ Subpopulation. Diegegressionsmuster wurde in unserer
Arbeitsgruppe 2012 in anderem Zusammenhang bdeastgestellt. Vergleicht man diesen
Sachverhalt nun mit dem unter 5.3.2 erlautertesp alass Th2-spezifische Gene nicht in
FOXP3-positiven Treg-Zellen exprimiert werden, gmikte man folgern, dadsAG3 nur in
Treg, nicht jedoch in Th2-Zellen exprimiert wirddisomit als charakteristisches Gen fir
Treg gehandelt werden kann.

Fur das GerLIF lassen sich mehrere Vermutungen anstellen, wamasnGkn vor allem in
den IL4+ und in den FOXP3- Zellen exprimiert wirde dies in Abbildung 4-14 dargestellt
ist; hier exprimiert die FOXP3-/IL4+ Population ameistenLIF. Dass die Expression ver-
starkt in der FOXP3-/IL4+ Population stattfindegigt zum einen, dass - wie bei Cao W. et
al. (2001) beschriebenldF die Th17-Zelldifferenzierung hemmen, zum andedass nur in
Abwesenheit von IL-4 eine Th17-Zelldifferenzierustattfinden kann (8, 20, 63). Hinzu
kommt, dass die Expression vahF die FOXP3-Expression herunter regulieren kann (64).
Fasst man diese drei Aussagen zusammen, so miZssten, dieLIF exprimieren, FOXP3-
sein, und da.IF und IL-4 die Th17-Expression synergistisch hemndtase beiden Gene
eventuell im gleichen Zelltyp auftreten. Somit kddik eher als ein Th2-Marker gehandelt

werden, der nicht in FOXP3+-Treg produziert wird.
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5.4 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend ist es in dieser Arbeit gelungea,Methode zu entwickeln, mit der man

Treg nach IL-4 und FOXP3 sortieren und in Hinblaakf ihr Genexpressionmuster ndher un-
tersuchen kann. Diese Methode bietet nun die Mibkgiit, globale Expressionsmuster unter-
schiedlicher Differenzierungsstufen humaner Trellehdezu untersuchen, um die Linienstabi-
litat bzw. das Differenzierungspotential dieserlgapulation aufzuklaren. Wichtige Parame-
ter zur erfolgreichen Durchfihrung der Methode séivte moglichst kurze Fixierungsdauer
mit 0.25%-igem Paraformaldehyd und eine Permeailing mit 70% Ethanol mit anschlie-

Render Farbung und zlgiger durchflusszytometriséleisortierung sowie eine Inkubation

mit Lysepuffer fir 1 Stunde bei 65°C vor der RNAtEktion mit Trizol.

Trotz der erfolgreichen Etablierung der Methodegizeiie hohe Variabilitat zwischen ver-

schiedenen Experimenten, dass weiterer Optimieheugsf besteht. Hierfur sollten in zu-

kunftigen Experimenten zum Beispiel folgende Aspekmtersucht werden: Mdglichkeit der

PFA-freien Zytokinfixierung, Optimierung der Zeitervalle wahrend der Zellverarbeitung

und Mdoglichkeit der Kultivierung nach durchflussaytetrischer Zellsortierung zu weiteren

Plastizitats-Studien.
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