Zytokin-vermittelte Induktion der Interferon gamma-

Synthese in humanen T-Helfer-Zellen

Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades des

Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

eingereicht im Fachbereich Biologie, Chemie, Pharmazie

der Freien Universitat Berlin

vorgelegt von

Arne Sattler

aus Essen

im September 2006



1. Gutachter: Prof. Dr. Andreas Radbruch

2. Gutachter: Prof. Dr. Rupert Mutzel

Disputation am 29.01.2007



Inhaltsverzeichnis 1

Inhaltsverzeichnis

INNAITSVEIZEICNNIS oottt eeeeeeeeees 1
(I ] a1 =TL (U1 o RSP T PP PTRTRPRPRRRTN 4
1.1 Grundziige desS IMMUNSYSTEIMS ....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeieeeeeeeee e nnnnns 4
1.1.1 Angeborene und adaptive Immunantwort..............oooii e 4
1.2 Die IMMuNOologie der T-ZEeIHEN .......uuuiiiiiii s 5
1.2.1 Grundlagen der T-Zell IMMUNOIOGIE ...........eeiiiiiiii i 5
1.2.2 Zentrale und periphere T-Zell Toleranz..............cccooo oo, 5
1.2.3 CD25" regulatorisSche T-Zellen (TTreUS)........coveveereereeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseseeneeseae e seseee s senenenns 6
1.2.4 Die Aktivierung von naiven Th Zellen durch Antigen..............cooiii e 7
1.2.5 Klassifizierung von Th Zellen anhand sezernierter Zytokine: Das Th1/Th2-Konzept ........... 8
1.2.6 Molekulare Ereignisse bei der Th1-Differenzierung .........cccccovvveeeieeiiiccciiiieeee e 10
1.2.7 Transkriptionale Kontrolle der IFNy-ProduKtion ... 11
1.2.8 Die Rolle anderer Zytokine bei der IFNy-Induktion ... 11
1.2.9 Th1 Effektor- und Gedachtniszellen — zwei Schicksale nach primarer Aktivierung ............ 11
1.2.10 Zentrale und Effektor-Gedachtniszellen ..............coooiiiiiiiii e 12

1.3 Die Rheumatoide Arthritis — eine Autoimmunerkrankung mit ungeklarter
PalNOGENESE ... et 13
1.3.1 Grundlagen der Rheumatoiden Arthritis ...........ccccce i 13
1.3.2 Die Rolle der T-Zellen bei der RA..... ... e 13
1.3.3 Autoantigen-spezifische T-Zell Antworten bei der RA...........ovviviiiiii e, 14
1.3.4 Akkumulation von Th1-ahnlichen CD4 Zellen in Gelenken von RA-Patienten.................... 15
1.3.5 Th1-Zellen als Mediatoren innerhalb eines Zytokinnetzwerkes ? .........cccccceeveeiciiiieeeneeenn. 16
1.4 Ziele dieSer ATDEIT ..o e e 20
2 Material und Methoden ... e 22
2.1 PUTfEr UNA LOSUNGEN ...eiii it e e e e e e et s s e e e e e e e e e ata s e e e e e e eennnes 22
2.2 GBIAER ittt e et e et e r e aeee e 22
2.3 Zellkulturmedien und KulturbedinguUNgen ..., 23
2.4 Praparation humaner mononuklearer Zellen ..........ccccooooeiiiiiiiii e, 23
2.4.1 Blutspender und Patienten ...........oocuoiiiiiiiii e 23
2.4.2 Isolierung humaner mononukleédrer Zellen aus peripherem Blut.............cccccooiiiiiiiiiinenee 24
2.4.3 Aufarbeitung von Synovialpunktaten von RA-Patienten.............cccooooie 24
2.4.4 Bestimmung der ZellZahl .............oooiiiiii e 24
2.5 DUICHhTIUS S ZY OM I @ i 25
2.5.1 ImmuUuNFflUOreSZENZIArDUNG .......viieiiiiiie e e e e e e e 26
2.5.1.1 Farbung von ZelloberflachenmolekUlen .............cccoooiiiiiiiiiiiie e 26
2.5.1.2 Kombinierte intrazellulare Zytokin- und Oberflachenfarbung.........ccccccceveiiiiiiiiinnnn.n. 27
2.5.1.3 CFDA-Farbung zur einheitlichen Markierung von Zellen .............cccccccooeiveiiiiiiieeeneeen. 27
P T I N o1 1] (T o= SRR 28
2.6 ZEllSOItIBIUNG...ccce e 29
2.6.1 Magnetische Zellsortierung (MACS)..........eiii i e 29
2.6.1.1 Isolierung VO CD4™ Th-ZEIIEN ..........c.coeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
2.6.1.2 Isolierung von naiven (CD45RA") und Antigen-erfahrenen (CD45R0") Th-Zellen...... 31
2.6.1.3 Isolierung von CD 14" MONOZYLEN ..........ccvcveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e en e 31
2.6.1.4 Isolierung bzw. Analyse von lebenden Zellen anhand von Zytokinsekretion............... 31
2.6. 1.5 MACS BEAUS ...ttt ettt e ettt e e sttt et e e e e e e e annae s 32
2.6.2 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS)........ouiiiiiiiiiieeee e 33
2.6.2.1 Anreicherung von Zellpopulationen mittels FACS...........cccooiiiiiii e, 34

2.7 SMUIALION VON T ZEIHEN et e e e aaas 34



Inhaltsverzeichnis 2

2.7.1 Stimulation durch aCD28 und/oder alCD3..........coooiiiiiiiiie e 34
2.7.2 Antigen-spezifische Stimulation und Generierung Antigen-spezifischer Th-Zelllinien ........ 35
2.7.2.1 Isolierung CMVpp65-spezifischer Th-Zellen .............occcoviiiiiieiiiciee e 35
2.7.2.2 Expansion der CMVpp65-spezifischen Th Zellen ............cccooiiiiiiiiiiie e, 35
2.7.3 Stimulation durch Zytokine und Chemokine .............ccoooiiiiiiiiiiie e 36
B2 A [ o o1 o1 (o 4 =Y o TSRS 36
2.7.5 Supression von Zytokinproduktion in Th Zellen durch Kokultur mit CD25" regulatorischen
LIEYA=] 1= o I Q= Te ) ST OTPPPP 37
2.8 SDS-PAGE UNd WESEEIN BlOt ..uuuuiiiieiiiieiee et eeanaes 37
2.9 Quantifizierung von Zytokinen in Zellkulturtberstanden.............ccccciiieiiinnnns 38
2.10 StatiStiSCNE AUSWEITUNG .. ..utiiiiiiiieeiiiiitiie ittt e e e s e e e e e s eeaeeeas 39
G o T=] o] 17T =TSRRI 40
3.1 Ex vivo Detektion von spontan IFNy sezernierenden Th Zellen in
Synovialfllissigkeit vOn RA-Pati€nNten ... 40

3.2 Induktion von IFNy -Sekretion durch Zytokine in Th Zellen gesunder Spender...42
3.2.1 Ruhende CD4" Th Zellen sezernieren IFNy nach in vitro Stimulation mit einem

inflammatorischen Zytokin-Cocktail...............oooviiiiiiii e 42
3.2.2 IFNy-Expressionskinetik in Zytokin- gegentber TCR- stimulierten Th Zellen auf
EINZEIZEIEDENE ... s 43
3.2.3 Zytokin-induzierte IFNy" Th Zellen koexprimieren Kein TNFot...........ccoeeeeveeeeeeeeerennes 44
3.2.4 ,IL-12 + IL-18 + v, - Zytokin® ist die essentielle Kombination zur Induktion von IFNy-
Sekretion in einer Subpopulation ruhender Th Zellen............ccoceiiiiiiiiicne s 45
3.3 Charakterisierung der Zytokin-induzierten IFNy" Th Zellen...........cccccccevveeveeunnnn. a7
3.3.1. Zytokin-induzierte IFNy" Th Zellen sind vom Ged&chtnis-Typ und exprimieren TCRo/p -
(G 1= o T PP P PP UPPPN 47
3.3.2 Zytokin-induzierte IFNy-produzierende Th-Zellen finden sind vermehrt in der CCR7"
Effektor-Gedachtnis-Th Fraktion ...........coccioiiiiiii e 48
3.3.3 Ex vivo IL-18Ra-Expression ist Voraussetzung fur Zytokin-induzierte IFNy-Sekretion....... 49
3.3.4 Ex vivo isolierte IL-18Ra" Th-Zellen koexprimieren funktionale IL-12R-Komplexe....... 51
3.3.5 CMVpp65-spezifische Th1-Zellen synthetisieren uniform IFNy nach Zytokin-Stimulation.. 52
3.4 Signaltransduktion in Zytokin-induzierten IFNy" Th-Zellen ............ccccceeveiveiveene.n, 55
3.4.1 Zytokin-induzierte IFNy-Produktion ist Cyclosporin-inSensitiv..........c.ccocceveiirieeeiniiene e 55
3.4.2 Janus Kinase3-Blockade inhibiert die Zytokin-induzierte IFNy- Produktion ........................ 56
3.4.3 Der p38 MAPK-Signalweg ist essentiell fur die Zytokin-induzierte IFNy-Produktion........... 57
3.4.4 MAPKinaseKinase und Phosphatidylinositol-3-Kinase spielen keine Rolle bei der Zytokin-
induzierten IFNy-ProduKtion ... 59
3.5 Phanotypische Charakterisierung von TCR- gegenuber Zytokin-aktivierten IFNy"
TR-ZEIEN ... 61
3.5.1 Das TNFa-Rezeptor-Superfamilien-Mitglied 4-1BB ist differenziell auf TCR- gegenuber
Zytokin-induzierten IFNy-Produzenten exprimiert ...........cccooiiiii e 61
3.5.2 Kinetik der 4-1BB-Expression in Antigen- gegenuber Zytokin-induzierten IFNy-Produzenten
............................................................................................................................................. 63
3.5.3 CMVpp65-spezifische Th1-Zellen exprimieren 4-1BB nach TCR-, nicht aber nach Zytokin-
SHMUIBTION ..ttt b et st et e rnb e e s abeeesaee e e 64
3.6 Der EinfluB von CD25" regulatorischen T-Zellen auf die Zytokin-induzierte IFNy -
PrOGUKLION oo e e e e e e e e e e e e eas 66
3.6.1 CD25" regulatorische T-Zellen supprimieren die Zytokin-induzierte IFNy-Produktion ........ 66

3.7 Phanotypische Analyse von ex vivo isolierten Th-Zellen aus Synovialflissigkeit
VON RA-PALIENTEN oot e e e et e e e e e e e e aae 69

3.7.1 Induktion der IFNy-Sekretion in ex vivo isolierten synovialen Th- Zellen von RA-Patienten
durch proinflammatorische ZYtOKINe ..........ocueiiiiiiii e 69



Inhaltsverzeichnis 3

4 DISKUSSIOMN ..uititiiiiiieeee ettt e ettt e e e et e e e et e e e e e s e s e e e e e e e e e e e nnnnnes 72
4.1 Spontane IFNy -Sekretion durch Th-Zellen in den entziindeten Gelenken von RA-
PAIENTEIN L. 72
4.1.1 Die Verschiebung der Th-Zell Balance bei der RA in Th1-Richtung ........ccccccooiiinnnn. 72
4.1.2 Die ex vivo Detektion von IFNy" Th-Zellen bei der RA .............ccccocoveovoveeeeeeeeeeeeeeeeeaenn 73
4.2 IFNy - Induktion durch Zytokine in humanen Th-Zellen ..........cccccccoiiiniiece, 74
4.2.1 Zytokin-induzierte IFNy-Sekretion in humanen Th-Zellen - eine TCR-unabhangige
EffEKIOMUNKLION ... 74
4.2.2 Ruhende Th-Zellen mit einem Th1-ahnlichen PhEnotyp .........cccociiiiiiiiiieee 78
4.2.3 Die biologische Funktion von Zytokin-induzierter IFNy-Synthese in Th-Zellen ................... 80
4.3 Signaltransduktion in Zytokin-induzierten IFNy-Produzenten ............ccccoccvvvvnenen. 82
4.3.1 Zytokin-induzierte IFNy-Sekretion ist NFAT-unabhangig ..........cccccoviiieiiiiiiii e 82
4.3.2 Inhibition der Zytokin-abhangigen IFNy-Sekretion durch JAK3-Blockade............cccccccce...... 82
4.3.2 p38 als essentieller Mediator bei der Zytokin-induzierten IFNy-Sekretion .......................... 84
4.3.3 Die Rolle von MEK/Erk und PI3-K bei der Zytokin-induzierten IFNy-Synthese................... 85
4.3.4 JAKS UNA ST AT S ..ttt ettt ettt e et e e et e e e ee e e smee e s teeesmteeenseeanaeeaseeeaneeesneaans 85
4.3.5 Verstarkung der Zytokin-abhangigen IFNy-Produktion durch TNFot .......ccovveviiiiiiiiienneen. 86

4.4 Phanotypische Charakterisierung von Zytokin-induzierten IFNy-Produzenten ...86
4.5 Inhibition der Zytokin-induzierten IFNy -Produktion durch CD25" Tregs.............. 88

4.6 Zytokin-abhéngige IFNy -Synthese in den entziindeten Gelenken von RA-
PAIENTEN .ot 90

4.7 Die Rolle von IFNy bei der Aufrechterhaltung von chronischer Entziindung....94

5 ZUSAMMENTASSUNG i i e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e anaann s 98
B RETEIENZEN ... e e e e e et e e e e e e e eeaeees 100
7 ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS oo e e e e e e eeanees 123
8 Publikationen und Kongressheitrage ... 125

8.1 PUDIIKAtIONEN .. 125

8.2 KONQressheitrage ... 125
S D F T 1 G Y= To 10 L o = ISP 127
10 EFKIAIUNG ettt ettt e e e e e e e e ee e 128

YU 0 ] 0 0 =T PP 129



