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1 Einleitung

1.1 Allgemeine Grundlagen

Das Immunsystem dient der Abwehr von Mikroorganismen und Proteinen, sogenannten
Antigenen, die vom Organismus als korperfremd erkannt werden. Die Fahigkeit zwischen
korpereigenen und kérperfremden Strukturen zu unterscheiden wird in Vertebraten durch
die angeborene Immunitét und die spezifische oder adaptive Immunitét kontrolliert [1, 2].

Die angeborene Immunitét dient zur frihen Erkennung von Krankheitserregern und als
erste Barriere, um eine Invasion von pathogenen Mikroben in den Organismus zu verhin-
dern. lhr Schutz umfasst humorale Faktoren (pH-Wert, toxische, bakterizid wirkende Sub-
stanzen), die Induktion lokaler inflammatorischer Antworten durch Bestandteile des Kom-
plementsystems und zellulare Faktoren, zu denen alle polymorphkernigen Granulozyten,
naturliche Killerzellen (NK-Zellen), Mastzellen und Makrophagen gehéren. Gelingt einem
Erreger dennoch die Uberwindung dieser unspezifischen Verteidigungslinie, reagiert das
adaptive Immunsystem mit einer gezielten Abwehrreaktion. Im Unterschied zur angebore-
nen Immunabwehr entwickelt sich die adaptive Immunabwehr erst durch das direkte Auf-
einandertreffen mit dem Pathogen, weshalb sie auch als erworbene Immunitat bezeichnet
wird. Ein weiteres Kennzeichen der adaptiven Immunabwehr ist das Ausbilden eines im-
munologischen Gedachtnisses, welches den Organismus gegen das erneute Eindringen
des gleichen Erregers schutzt. Die zellularen Trager der adaptiven Immunabwehr sind im
Wesentlichen die B- und T-Lymphozyten, deren Eigenschaften auf einer Vielzahl hoch-
spezifischer Antigenrezeptoren, den B- und T-Zell-Rezeptoren (BCR und TCR), beruhen.
Die Spezifitat dieser Rezeptoren entsteht aus ihrer Diversitat, die sich durch somatische
Rekombination und Ergédnzung von keimbahnkodierten Gensegmenten wahrend der
Lymphozyten-Differenzierung entwickelt und fur jeden Rezeptor einzigartig ist. Die Bin-
dung dieser Rezeptoren mit einem spezifischen Antigen fihrt zu einem weiteren zentralen
Prinzip der adaptiven Immunitat, nadmlich zur Selektion, klonalen Expansion und Differen-
zierung zu Effektorzellen. Ein Teil dieser Effektorzellen ist nach finaler Differenzierung zu
Gedachtniszellen (memory Th cells) fir das Ausbilden des immunologischen Gedachtnis-
ses verantwortlich. Die adaptive Immunitat verfugt Gber humorale und zellulare Abwehr-
mechanismen. Die humoralen Abwehrmechanismen werden durch B-Zellen vermittelt, die
mit ihrem BCR, einem membranstandigen Antikdrper, natives Antigen binden kénnen und
auf Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) II-Molekilen den T-Zellen prasentieren.
Nach Aktivierung durch T-Zellen differenzieren B-Lymphozyten zu Plasmazellen, die spe-
zifische Immunglobuline (Antikdrper) produzieren und diese in das Serum des Blutes se-

zernieren, wo sie die Eliminierung extrazellularer Pathogene durch Komplementaktivie-



Einleitung 2

rung, Phagozytose und Neutralisierung vermitteln. Die Antikorperdiversitat wird in anti-
genstimulierten B-Zellen neben der somatischen Rekombination durch das Phanomen der
somatischen Hypermutation in den Keimbahnsequenzen nochmals erhoht.

Die zelluldaren Abwehrmechanismen werden durch T-Zellen kontrolliert. Sie erkennen Anti-
gene Uber den TCR als an MHC | bzw. Il gebundene Peptide, die von sogenannten pro-
fessionellen antigenprasentierenden Zellen (APC) prasentiert werden. Periphere T-Zellen
lassen sich aufgrund der Expression membranintegraler Oberflachenmolekile in zwei
grole Klassen einteilen, die CD4" und CD8" Th-Zellen. Bei den CD8" Th-Zellen handelt
es sich in der Regel um zytotoxische T-Zellen (CTL), die MHC-Klasse | restringiert sind.
CTL erkennen Antigene, die aus dem Zytosol infizierter Zellen stammen und daraufhin
durch direkten Zellkontakt die Lyse der infizierten Zelle durch Freisetzung zytotoxischer
Substanzen bewirken oder den programmierten Zelltod (Apoptose) induzieren. MHC-
Klasse | Molekiile werden auf fast allen kernhaltigen Zellen exprimiert. CD4" Th-Zellen
sind im Unterschied dazu MHC-Klasse Il restringiert. MHC-Klasse Il Moleklile werden
konstitutiv auf APC exprimiert und sind mit Peptiden beladen, die extrazellularer oder en-
dosomaler Herkunft sind. CD4" Th-Zellen sind die wichtigsten Produzenten von Zytokinen
und steuern damit die Immunantwort in Kombination mit ko-stimulatorischen Signalen zu
humoralen oder zellularen Immunantworten. Nach Aktivierung entwickeln sie sich zu T-
Helfer-Zellen (Th-Zellen) und aktivieren als Th1-Zellen u.a. Makrophagen zur Unterstit-
zung inflammatorischer Prozesse oder wirken als Th2-Zellen entzindungshemmend und

aktivieren B-Zellen [1, 2].

1.1.1 Naive und Antigen-erfahrene CD4" Th-Zellen in der Peripherie

Nach der Entwicklung der Thymozyten und Uberstandener Selektion im Thymus wandern
die reifen CD4" Th-Zellen in die Peripherie und zirkulieren dort kontinuierlich tber den
Blutkreislauf durch die sekundaren lymphatischen Organe, bis sie durch antigenspezifi-
sche Erkennung aktiviert werden und zu Effektorzellen differenzieren. Die CD4" Th-Zellen
in der Peripherie kdnnen daher in naive Antigen-unerfahrene Th-Zellen und Antigen-
erfahrene Effektor-oder Gedachtniszellen unterschieden werden, die nach antigener oder
mitogener Stimulation in vitro ein jeweils charakteristisches Zytokinprofil sekretieren. So
produzieren Antigen-erfahrene Th-Zellen neben IL-2 sogenannte Effektorzytokine, wie
u.a. IFN-y, IL-4 und IL-5, wahrend naive Th-Zellen zunachst nur IL-2 produzieren.
Daneben werden diese beiden Entwicklungsstufen der CD4" Th-Zellen auch tber die Ex-
pression des klassischen Oberflichenmolekils CD45 unterschieden, das auf allen Lym-
phozyten exprimiert wird. Das Transmembranmolekdl wird durch alternatives Splicing als
CD45RA Isofom auf naiven CD4" Th-Zellen und als CD45RO Isoform auf Gedé&chtniszel-
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len exprimiert [3]. Nach Aktivierung findet eine phanotypische Konversion von naiven
CD45RA'CD45R0OCD4" zu Antigen-erfahrenen CD45RA'CD45ROCD4" Th-Zellen statt,
bei der sich eine Ubergangsfraktion bildet, die durch eine insgesamt schwéachere Expres-
sion beider Oberflachenmolekiile (CD45RA®"CD45R0O"CD4") gekennzeichnet ist [4, 5].

Tabelle 1: Bedeutung von IL-2 fiir Zellen des Immunssystems

Zelltyp IL-2 Aktivitat Referenz

CD4" T-Zellen Expansion antigenspezifischer Klone tber proliferative [6, 7]

und anti-apoptotische Mechanismen

Produktion weiterer Zytokine [8, 9]

Differenzierung von Th1/Th2 Subpopulationen [10, 11]

Apoptose aktivierter Th-Zellen via Fas/FasL [12, 13]

Homdostase und Entwicklung regulatorischer T-Zellen [14-16]
CD8" T-Zellen Expansion antigenspezifischer Klone

Zytokinsekretion [17]

Steigerung der zytolytischen Aktivitat

Proliferation der CD8" Gedachtniszellen [18]
B-Zellen Antikérpersekretion

Transkription/Synthese der Immunglobulin J-Kette [19]

Proliferation

NK-Zellen Proliferation [20, 21]
Zytokinproduktion [22]
Steigerung der zytolytischen Aktivitat [23]

Eine der grundlegenden, charakteristischen Konsequenzen der T-Zellaktivierung ist die de
novo Synthese des Zytokins IL-2. Die Bedeutung der IL-2 Expression umfasst ein weites
Spektrum an Auswirkungen auf das gesamte Immunsystem (s. Tabelle 1) und hat funda-
mentale Bedeutung fir die Regulation und Homdostase der Immunaktivitat [24]. IL-2 kon-
trolliert sowohl die klonale Expansion und Differenzierung von CD4" Th-Zellen zu Effek-
torzellen als auch die Aktivierung von regulatorischen T-Zellen. Die Produktion von IL-2
gehorcht einer komplizierten multifaktoriellen Regulation, die auf einer differentiellen Akti-
vierung verschiedener zelluldrer Signaltransduktionskaskaden basiert. Die Signale wer-
den in der Zelle orchestriert und durch Aktivierung von Transkriptionsfaktoren in den Zell-
kern weitergeleitet, wo signalabhangig die Transkription von IL-2 und anderen Genen
spezifisch induziert wird. Wahrend die molekularen transkriptionellen Grundlagen der IL-2
Expression hinreichend erforscht sind, ist jedoch bisher noch unklar, wie die mit der IL-2
Expression zusammenhangende Signallibertragung innerhalb einer CD4" Th-Zelle regu-
liert wird und mit der Auslosung verschiedener Aktivierungszustande zusammenhangt. In
dieser Arbeit wurde untersucht, inwieweit die differentielle Aktivierung der IL-2-

abhangigen Signalwege und ihrer aktivierten Transkriptionsfaktoren mit dem induzierten
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IL-2 Expressionsprofil in humanen CD4" Th-Zellen korrelieren, da die initiale Aktivierung
von CD4" Th-Zellen und die Expression von IL-2 auRerordentliche Konsequenzen fiir das

Immunsystem hat.

1.2 Die Bedeutung der Signalweiterleitung in Th-Zellen

Alle zellphysiologischen Entwicklungen von T-Lymphozyten werden durch molekulare
Signalprozesse grundlegend bestimmt. Die aktivierten T-Zell-Rezeptoren und Ko-Stimula-
toren leiten Signale von der Zelloberflache ins Zellinnere, indem sie die nachgeschalteten
Reaktionskaskaden aktivieren und durch reversible Proteinphosphorylierungen die En-
zymaktivitdten der daran beteiligten Proteine modulieren. Zu diesen Proteinen gehoren
beispielsweise die Proteinkinasen Lyn, Lck oder ZAP-70, die Proteinphosphatase Calci-
neurin sowie der niedermolekulare Effektor Ca®* (s. Tabelle 2). Am Ende derartiger En-
zymkaskaden erreicht das Signal den Zellkern, wo es spezifisch die Transkription von
Zielgenen einleitet und die Ausfuhrung zelluldrer Programme bewirkt. Die Signaltransduk-
tion zielt damit letztlich auf die Transkriptionskontrolle funktioneller Gene oder Gengrup-
pen, indem in Abhangigkeit der Stimulation Einfluss auf das zellulare Genexpressions-
muster genommen wird und ein der Situation angepasstes Aktivierungs- und Differenzie-
rungsprogramm ausgelost wird. Dadurch werden verschiedene aktivierungsabhangige
Prozesse, die von entscheidener Bedeutung fir die Homdéostase einer effektiven Immun-
reaktion sind, reguliert und kontrolliert, wie beispielweise die Zellproliferation, Apoptose
und viele Aspekte der Zelldifferenzierung. Diese Homoostase wird durch eine adaquate
Organisation des Zellschicksals, d.h. einer Balance zwischen Aktivierung/Differenzierung
und Apoptose, gewahrleistet und zeigt sich insbesondere bei Prozessen der positiven und
negativen Selektion wahrend der Thymozyten-Reifung, der Ausbildung und Aufrechter-

haltung der Immuntoleranz und der Termination einer Immunreaktion [25].

Tabelle 2: Komponenten und Mechanismen der zelluldren Signalverarbeitung in T-Zellen

Gruppe Mechanismus Beispiel

Proteinkinasen Reversible Phosphorylierung von Src, Lyn, ZAP-70, Raf, JNK
Serin/Threonin- und Tyrosin-Resten

Proteinphosphatasen = Reversible Rephosphorylierung von Calcineurin, PP1, PP2A, PP2C
Serin/Threonin- und Tyrosin-Resten

Schalterproteine Konformationswechsel von aktivem GTPase Ras, Rho

bzw. inaktivem Zustand durch Bindung
an GTP bzw. GDP

Adapterproteine Bildung von Multiprotein-Komplexen Grb-2, Shc, Crk

Niedermolekulare Sekundarbotenstoffe, Steuerung der Phoshatidylinositol-Derivate,
Effektoren Enzymaktivitat z.B PKA, Calcineurin Ca2+, cAMP
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In Tabelle 2 sind die zentralen Komponenten der Signaltransduktion in T-Zellen sowie die
Mechanismen, auf denen die zellulare Signalverarbeitung basiert, zusammengefasst.
Fehlfunktionen solcher Signalproteine und Mutatation zu sogenannten Onkogenen, wie
beispielsweise ZAP-70 oder Ras, kdnnen mit einer gestdrten SignalUbertragung einher-
gehen und haben haufig eine onkogene Zelltransformation und die Entwicklung maligner
Tumore zur Folge [26]. So fiihren entgleiste Signalkaskaden bei der Zellzyklusprogression
zu autonomer Teilungsfahigkeit und tragen zur Tumorentstehung bei. Die allogene Trans-
plantatabstolung wird ebenfalls durch Aktivierung von spezifischen Signalkaskaden in
den T-Zellen ausgeldst [27]. Der Eingriff in diese Signalkaskaden stellt eine Mdglichkeit
zur Induktion einer Transplantattoleranz dar und basiert auf pharmakologischen Immun-
suppressiva, wie beispielsweise auf den Calcinerurin Inhibitoren FK506 oder Cyclosporin
A (CsA). Die Blockade der Calcineurin Aktivitdt mit FK506 oder CsA flihrt zu einer Inhibie-
rung der T-Zellaktivierung und einer eingeschrankten IL-2 Expression [28]. Daruber hin-
aus ermdglicht die gezielte Beeinflussung der Signaltransduktionskaskaden durch CsA
die differentielle Erforschung der verschiedenen Signalwege, die bei der T-Zellaktivierung
von Bedeutung sind. Die Signalwege einer TCR-vermittelten Signaltransduktion, die zur
T-Zellaktivierung und der Expression von IL-2 fiihren, sollen daher im Folgenden kurz

vorgestellt werden.

1.3 Aktivierung und Signalweiterleitung in T-Lymphozyten

1.3.1 Signalweiterleitung iber den T-Zell-Rezeptor

Wahrend der Antigenerkennung kommt es an den Kontaktstellen zwischen der APC und
Th-Zelle zur Ausbildung einer supramolekularen Struktur, der sogenannten immunolo-
gischen Synapse SMAC (supramolecular activation cluster), in der T-Zell-Rezeptoren, ko-
stimulatorische Signalmolekile und Adhasionsmolekuile rekrutiert werden und die zellula-
re Signaltransduktion auslésen [29, 30]. Die antigenspezifische Aktivierung von T-
Lymphozyten wird durch den membranstandigen T-Zell-Rezeptor auf der Zelloberflache
vermittelt, der aus je zwei membranstandigen Glykoproteinketten, o und  bzw. y und 9,
besteht. Konventionelle T-Lymphozyten in Mausen und Menschen mit einem af-TCR ma-
chen uber 90% aller peripheren Th-Zellen in den zentralen lymphatischen Organen und
im Blut aus. Mit den endstandigen variablen Doméanen der TCR-Ketten und dem Ko-
Rezeptor CD4 kann der T-Lymphozyt spezifisch MHC ll-assoziierte Antigenepitope er-
kennen. Zusatzlich ist ein ko-stimulatorisches Signal zwischen dem CD28 Ko-Rezeptor
auf der Th-Zelle und den CD80/CD86-Molekulen auf der APC nétig, das zu einer Amplifi-
kation des TCR Signals fihrt [31, 32]. An die transmembranaren of-Ketten des TCR ist



Einleitung 6

der CD3-Komplex assoziiert, der aus den drei monomeren y-, §-, und e-Ketten sowie der
homodimeren CT-Untereinheit besteht [33]. Der CD3-Komplex besitzt ausgepragte zy-
toplasmatische Anteile mit konservierten ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation
motifs )-Sequenzen, die durch die Protein-Tyrosin-Kinasen (PTK) der Src-Familie, p59""
und p56'*, phosphoryliert werden [34]. Durch Phosphorylierung der ITAM Sequenzen wird
die PTK ZAP-70 rekrutiert und stabilisiert durch Bindung Uber die SH2 (Src-Homology 2)
Doméanen den TCR-Komplexes. ZAP-70 induziert tber die Adapterproteine LAT und
SLP76 die Aktivierung von zwei intrazelluldren Signalnetzwerken. Dabei handelt es sich,
erstens, um das Signalnetzwerks der GTPasen der Ras-und Rho-Familie, die zur Aktivie-
rung der Mitogen-aktivierten Protein-Kinase (MAPK)-Signalkaskade flhrt. Zweitens, wird
der Inositol-Phospholipid Stoffwechsel induziert, der zur Aktivierung der Ca?*/Calcineurin-
und der Proteinkinase C Signalkaskade fuhrt (s. Abbildung 1.1) [35].
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Abbildung 1.1 Die Hauptsignalwege der T-Zellaktivierung und IL-2 Expression. Nach antigenspezifischer
Stimulation tUber den TCR-Komplex und Ko-Stimulation tber CD28 werden durch die Protein-Tyrosin-Kinase
ZAP70 die Signalnetzwerke der GTPasen Ras/Rho und des Inositol-Phospholipid-Stoffwechsels aktiviert. Der
CD28 Rezeptor bewirkt eine Amplifkation des Signales durch Aktivierung der Phosphatidylinositol 3-Kinase
(PI3K) Ras aktiviert die Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signalkaskade und die Kinasen ERK, JNK
und p38, die die Expression und Aktivierung der c-Fos und c-Jun Proteine zur Bildung des Transkriptionsfak-
tors AP-1 kontrollieren. Beim Inositol-Phospholipid Stoffwechsel generiert die Phospholipase Cy (PLCy) die
Sekundarbotenstoffe Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). DAG induziert Uber die Pro-
teinkinase C (PKC) die Aktivierung von NF-kB. IP3 bewirkt eine Erhéhung der intrazellularen Ca®* Konzentra-
tion und die Offnung der Speicher-gesteuerten-CaZ+-KanéIe (CRAC) und die Aktivierung von Calcineurin, das
NFAT dephosphoryliert. NFAT, NF-«kB und AP-1 translozieren in den Zellkern und regulieren die IL-2 Genin-
duktion. Durch Umgehung des TCR/CD28-Rezeptor Komplexes kdnnen diese Signalwege auch durch PMA
und lonomycin induziert werden.
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Die MAPK-Kaskade wird durch das membrangebundene Schalterprotein p21™°® induziert,
an deren Ende die Phosphorylierung und funktionelle Aktivierung des Transkriptionsfak-
tors Elk-1 durch die MAP-Kinase ERK2 steht. Elk-1 hat eine Schlisselfunktion in der Re-
gulation der c-Fos Genexpression. Ebenfalls Giber p21™° wird die c-Jun N-terminal Kinase
(JNK) aktiviert, die zusammen mit der MAP-Kinase p38 die Expression und Aktivierung
von c-Jun reguliert [36]. Die c-Fos und c-Jun Proteine bilden zusammen den Trans-
kriptionsfaktor AP-1 (activator-protein 1).

Der Inositol-Phospholipid Stoffwechsel wird durch die Phospholipase Cy (PLCy) in Gang
gesetzt, indem sie aus dem Substrat Phosphatidylinositol-4,5-Diphosphat (PIP,) die Se-
kundarbotenstoffe Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) erzeugt. IP;
bindet an die IP;-Rezeptoren des Endoplasmatischen Retikulums (ER), wodurch die Ent-
leerung der intrazellularen Ca*" Speicher in das Zytosol bewirkt wird. Die damit verbunde-
ne Erhohung der intrazellularen Ca?* Konzentration fiihrt (iber einen noch nicht hinrei-
chend geklarten Mechanismus zur Offnung sogenannter Speicher-gesteuerten Ca®* Ka-
nale (Ca®" release activated Ca®* channel, CRAC) in der Zellmembran, durch die mit ho-
her Spezifitat Ca®* lonen aus dem extrazellularen Raum in die Zelle strdmen und die freie

zytosolische Ca®* Konzentration [Ca®];

weiter erhdhen [37]. Hierdurch wird u.a. die
Ca?/Calmodulin-abhéngige Serin/Threonin Phosphatase Calcineurin (CaN) aktiviert, die
durch Dephosphorylierung die Aktivierung und Translokation des Transkriptionsfaktors
NFAT (nuclear factor of activated T-cells) in den Zellkern induziert [38]. Zusatzlich zum
Ca” Signal induziert DAG (iber die Proteinkinase C 6 (PKC6) die Aktivierung von NF-kB
[39]. PKCH wird Uberwiegend in hamatopoetischen Zellen exprimiert [40] und wird als ein-
zige PKC Isoform wahrend einer Immunantwort nach TCR Aktivierung in der Kontaktzone
zwischen TCR und APC lokalisiert [41]. Zusatzlich steigert die Bindung des CD28 Ko-
Rezeptors Uber Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) die Aktivierung Gber
PKC6 und den MAPK-Signalweg von sowohl AP-1 als auch NF-kB/Rel Faktoren [32, 42].
Die T-Zellaktivierung kann auch durch Umgehung der Oberflachenrezeptoren durch Ver-
wendung der pharmakologischen, membrangangigen Substanzen Phorbol-12-Myristat-
13-Acetat (PMA) und lonomycin direkt intrazellular induziert werden. Der Phorbolester
PMA aktiviert stellvertretend fir den CD28 Signalweg die Proteinkinase PKC6 und den
MAPK Signalweg [43], wahrend das Ca?" lonophor lonomycin einen anhaltenden extra-
zelluldren Ca*" Einstrom, wie er normalerweise durch den TCR ausgelost wird, induziert
(s. Abbildung 1.1). Die initiale Aktivierung Uber den TCR/CD28 Komplex fuhrt somit zur
simultanen Aktivierung von drei Hauptsignalkaskaden, der Ca®*/CaN-, der PKC6- und der
MAPK Signalskaskade, deren Zielkomponenten NFAT, NF-xB und AP-1 die IL-2

Gentranskription und den Eintritt in den Zellzyklus kontrollieren (s. Abbildung 1.1).
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1.3.2 Die Bedeutung und Erzeugung von Ca** Signalen in Th-Zellen

Die Aktivierung des CaN-Signalwegs erfolgt als direkte Folge der TCR Aktivierung Gber
eine Veranderung der zytosolischen Konzentration des niedermolekularen Effektors Ca?".
Die universale Bedeutung der Ca®*-induzierten Signalweiterleitung fiir T-Zell-basierte Im-
munantworten umfasst Proliferations- und Differenzierungsprozesse [44] und ist vor allem
durch die Tatsache beschrieben worden, dass 75% aller TCR-induzierten Gene eine Er-

héhung der zytosolischen Ca?* Konzentration [Ca?'];

bendtigen [45]. Zudem kontrollieren
Ca?" Signale die Expression apoptotischer Signalkomponenten, wie das Fas System, oder
induzieren Apoptose Uber das Wechselspiel von Mitochondrien und ER als Reaktion auf
verschiedene pathologische Reize [46]. Die in der Zelle generierten Ca®* Signale unter-
scheidet man generell in transiente, kurzzeitige und langanhaltende Signale. Kurzzeitige
Ca?" Signale treten auf einer Zeitskala von Sekunden bis Minuten auf und bewirken
schnelle Veranderungen der Zellmotilitdt. Dies betrifft vor allem die Reorientierung des
Aktin Zytoskelettes bei der Ausbildung der immunologischen Synapse in der Kontaktzone
der T-Lymphozyten mit einer APC [47]. Ebenso wird liber Ca** die Polaritat des Zellkon-
taktes bei der direktionalen CTL-vermittelten Zelllyse reguliert, wodurch die CTL den zy-
totoxischen Inhalt ihrer Granula gezielt an die Zielzelle sezernieren kann [48].

Dieser zumeist lokalisierte, transiente Anstieg der [Ca®);

ist allerdings unzureichend fir
die T-Zellaktivierung oder die Einleitung komplexer Differenzierungsprozesse [45, 49]. So
ist fur die Bildung des Zytokins IL-2 eine mindestens zwei Stunden andauernde hohe
[Ca?"]; erforderlich [50]. Ein langandauernd hoher zytosolischer Ca®* Spiegel iiber einen

1, Gber

Zeitraum von Minuten bis Stunden wird durch eine biphasische Erhéhung der [Ca
die intrazellulare Ca®* Speicherentleerung und den CRAC vermittelten Ca** Einstrom ber
die Plasmamembran erreicht [51]. In ruhenden Zellen wird die spontane Freisetzung von
Ca?" aus den intrazelluldren Speichern und der unspezifische Einstrom von Ca®* von den
sarcoplasmatischen-endoplasmatisch-retikuldren-Ca**-ATPasen (SERCA) und den Plas-
mamembran-Ca?*-ATPasen (PMCA) kontrolliert, so dass es nicht zu einer signifikanten
Erhdhung der [Ca*], kommt. Bei der TCR-Aktivierung bindet der gebildete Sekundarbo-
tenstoff IP; an Rezeptoren des ER und bewirkt einen transienten Anstieg der [Ca®"]; auf
etwa 500nM, der aber innerhalb von ungefahr 100sek von den SERCAs durch Zurtck-
pumpen in das ER wieder auf den Basalwert von etwa 100nM gesenkt wird [44]. Bei an-
dauernder TCR Stimulation werden die intrazelluldren Ca®* Speicher allerdings vollstandig
entleert, was nach dem Modell des kapazitativen Ca** Einstroms zur Aktivierung der
Speicher-regulierten CRAC Kandle in der Zellmembran fiihrt und [Ca?']; auf >1uM anhebt
[50, 52, 53]. Wie das Signal zwischen der Entleerung der Ca®* Speicher und der Offnung

der CRAC Kanéle vermittelt wird, ist bislang nicht eindeutig geklart. Ein wesentliches
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Merkmal dieser Kanale ist, dass ihre Aktivierung nicht nur Gber IP; Molekule, sondern
auch durch rezeptorunabhangige Stimuli ausgeldst werden kann, die zu einer Ausschiit-
tung des Ca?* aus dem ER filhren. Dazu zahlen Thapsigargin, ein selektiver Inhibitor der
SERCA Pumpen des ER, sowie Ca?* Chelatoren, die mit der Wiederaufnahme des Ca*
durch das ER interferieren. Im Gegensatz dazu aktiviert das lipophile und damit mem-
brangéngige lonomycin, die Ca®" Ausschittung aus dem ER und 18st eine CRAC vermit-

1, aus [44, 54, 55]. Ein durch lonomycin ausgeldster Ca®* spezifi-

telte Erhéhung der [Ca
scher und nicht spannungsabhangiger Strom /crac (calcium release activated calcium
current) ist identisch mit dem durch TCR Signale erzeugte Icrac hinsichtlich der lonense-
lektivitat und Leitfahigkeit und kann durch zusatzliche TCR-Stimulation nicht weiter erhoht
werden [56-58]. Die Inaktivierung der CRAC Kanale erfolgt entweder durch Rickpumpen
des freien Ca®* durch SERCAs und PMCAs oder durch eine lokale, intrazelluldre Ca**
Akkumulation an den Porenregionen des CRAC Kanals, der daraufhin geschlossen wird.

[44, 56, 59].

1.3.3 Beeinflussung der zelluldren Transkription durch Ca®* Signale

Wie genau der Botenstoff Ca®* mit seinen nachgeordneten Zielkomponenten die Ausfiih-
rung selektiver zellphysiologischer Prozesse kontrolliert, ist eine Uberwiegend ungeldste
Frage im Rahmen der Signalgebung von Th-Zellen. Allerdings hat man bereits festge-
stellt, dass die TCR-induzierten Ca®*-Signale zu dynamischen Veranderungen der [Ca?'];
fuhren und dadurch Einfluss auf eine differentielle Aktivierung von Signalwegen haben
kénnen. Beispielsweise wurde in CD4* Gedéchtniszellen ein héherer Ca®* Einstrom nach
Stimulation mit aCD3 als in naiven CD4" Th-Zellen gezeigt, der zudem mit einer erhdhten
Konzentration an DAG Molekiilen verbunden war [62, 63]. Der héhere Ca®* Einstrom und
Anteil an Signalmolekilen wurde als Ursache fir die schnellen proliferativen Reaktionen
nach Restimulation in CD4" Ged&chtniszellen infolge einer effizienteren Uberschreitung
des Aktivierungsschwellenwerts diskutiert. Neben einer transienten Erhéhung der [Caz+]i,
die Plateaus von 200nM bis 1uM umspannt, wurden auch Veranderungen der Ca*®* Kon-
zentration in Form von CRAC-gesteuerten Ca** Oszillationen mit unterschiedlicher Amp-
litude und Frequenz gemessen, die neben anderen Faktoren in hohem MalRe vom Zelltyp,
Differenzierungsgrad und der Beschaffenheit des physiologischen Stimulus abzuhangen
scheinen [37, 50, 64-66]. Durch Oszillationen der [Ca?']; wird eine effizientere Detektion
schwacher Stimuli, beispielsweise durch geringe Rezeptorbindung, ermdglicht und die
Sensitivitdt der Th-Zelle gegenuber geringen Antigenmengen gesteigert. So induzieren in

2+]i

Th-Zellen gebildete Oszillationen der [Ca“’]; eine effektivere NFAT-abhangige Transkrip-

tion im Vergleich zu einer gleichmaRig ansteigenen [Ca®"]; [67, 68]. Bei starker Stimulation
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und hohen [Ca?']; Konzentrationen verlieren die Oszillationen jedoch ihren Vorteil’ auf die

Y], Oszillationen Ein-

Transkriptionsinitiation. Darlber hinaus nimmt die Frequenz der [Ca
fluss auf die Kombination von aktivierten Transkriptionsfaktoren, wodurch ausgewahite
Ca?*-abhangige Gene durch ,Frequenz Verschliisselung’ differentiell aktiviert werden [68].
So kénnen in einer Population von gleichartigen Zellen durch den Einstrom von Ca** un-
terschiedliche zellulare Prozesse durch Induktion spezifischer Transkriptionsprofile her-
vorgerufen werden. Daher (iberrascht es nicht, dass Veranderungen des [Ca?']; mit Er-
krankungen in Zusammenhang gebracht werden. Patienten mit schweren kombinierten
Immundefekten (Severe combined immunodeficiency, SCID), weisen beispielsweise keine
CRAC Aktivitat auf, weshalb nach TCR Stimulation kaum ein Anstieg der [Ca®']; ge-
messen werden kann und die Induktion von entsprechenden Immunantworten ausbleibt

[69, 70].

1.3.4 Sensoren und Effektoren Ca?*-sensitiver Prozesse

Die Komplexitat der zelluldren Ca®* Signalmodulation illustriert sehr deutlich, dass es sich
bei der Aktivierung von Ca?* Signalen nicht um einen bindren Schalter der T-Zell-
aktivierung handelt, sondern um eine Flle von Informationen, die maRgeblich zu zellul-
ren Entscheidungsprozessen beitragen und Uber den TCR in einem bestimmten immu-
nologischen Kontext Ubertragen werden. Daran beteiligt sind verschiedene Signalkompo-
nenten, die die Ca** Signale in eine zelluldre Antwort (ibersetzen. Ein klassischer intra-
zelluldrer Ca®* Sensor in Th-Zellen ist Calmodulin (CaM), das (ber vier EF-Hand Struk-
turmotive in einer hoch kooperativen Weise Ca?* lonen bindet und daraufhin eine Konfor-
mationsdnderung eingeht, die zu einer Aktivierung der Ca*/CaM-abhéngigen Protein Ki-
nasen Il und IV (CaMKII, CaMKIV), konventioneller PKC Isoformen (a, 1, Il und vy) so-
wie der Protein Phosphatase CaN fiihren. Sie bilden eine Art molekularen Ubersetzer der
intrazelluldren Ca?* Konzentration, indem sie durch enzymatische Aktivitat die Ca?-
modulierten Informationen in eine Anderung des Phosphorylierungsgrades eines Proteins
und damit seines Aktivierungszustandes dekodieren [61]. Die Kinasen der CaMK Familie
besitzen eine Art ,molekulares Gedachtnis’ fiir einen transienten Anstieg der [Ca?'];, und
kénnen nach Ca* Exposition ihre Aktivitdt durch kontinuierliche Autophosphorylierung
nach Riickkehr der [Ca®"]; auf Basalniveau unabhéngig von Ca*/CaM aufrechterhalten.
Im Gegensatz dazu bendtigt die Phosphatase CaN zur Aufrechterhaltung ihrer Aktivitat
anhaltend hohe [Ca®]. Die Bedeutung der TCR-abhéngigen Ca®* Signalgebung und sei-
nes Effektors CaN fur die Aktivierung von T-Lymphozyten wird vor allem durch die Hem-
mung der CaN Aktivitat als Ursache einer induzierten T-Zell Inhibierung durch Anwendung
von CsA oder FK506 hervorgehoben [61, 71]. Zudem ergab eine Studie, dass Ca?-
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abhangige Gene, die Uber den TCR aktiviert wurden, zum Uberwiegenden Teil durch CaN
kontrolliert werden [45]. Die Bedeutung von CaN als Vermittler von Caz+-abhéngigen Pro-
zessen bei der initialen T-Zellaktivierung und Induktion der IL-2 Genexpression soll daher

im Folgenden naher betrachtet werden.

1.4 Die Phosphatase Calcineurin

CaN, oder Protein Phosphatase 2B (PP2B), ist eine hoch konservierte ubiquitar expri-
mierte Serin-/Threonin Phosphatase, die als multifunktionaler Regulator in Hefen und na-
hezu allen eukaryontischen Lebewesen zu finden ist. CaN wird in vielen Zellen und Ge-
weben, wie Herz, Leber Lunge, Niere, Muskulatur, lymphatischen Zellen, vor allem aber in
neuronalen Geweben bzw. im Gehirn exprimiert, wo es ca. 1% der gesamten Protein-
menge ausmacht. CaN ist die bisher einzige bekannte Serin-/Threonin Phosphatase, die
direkt iiber Ca®*/CaM reguliert wird und die Dephosphorylierung von NFAT induziert. Da-
mit ist CaN ein bislang einzigartiger Mediator intrazellulirer Ca®* Signale, die ausschlie3-
lich Uber den TCR aktiviert werden. Nachfolgend sollen Struktur, Regulation und schlief3-

lich die Funktionen von CaN in Th-Lymphozyten beschrieben werden.

1.4.1 Struktur und Regulation von CaN

CaN ist ein heterodimeres Enzym, dass aus einer grofl3en katalytischen 60kDa schweren
Untereinheit (Calcineurin A, CaNA) und einer kleinen hoch-affinen Ca**-bindenden regu-
latorischen 19kDa schweren Untereinheit (Calcineurin B, CaNB) besteht [72]. In Saugetie-
ren existieren drei CaNA Isoformen a, p und y, die eine hohe Sequenzahnlichkeit aufwei-
sen und in verschiedenen Organismen hochkonserviert vorkommen [73]. Wahrend die
Isoformen CaNAca und B ubiquitdr auftreten und gleichermafen im peripheren Immun-
system zu finden sind [74], handelt es sich bei CaNAy um eine spezifisch in Testis expri-
mierte und die Spermatogenese regulierende Isoform [75]. CaNA liegt mit zwei Isoformen
von CaNB assoziiert vor, CaNB1 und CaNB2. Wahrend CaNB1 ubiquitar als Heterodimer
mit CaNAa oder  exprimiert vorliegt, wird CaNB2 ausschlief3lich in Testis zusammen mit
CaNAy exprimiert [76]. CaNA besitzt neben den Bindungstellen fir CaNB und CaM am
Carboxy-terminalen Ende eine autoinhibitorische Domane. Die regulatorische CaNB Un-
tereinheit besitzt mit vier integralen Ca®*-bindenden EF-Handmotiven eine hohe struktu-
relle Ahnlichkeit mit CaM [77]. CaN benétigt fiir seine enzymatische Aktivitat in vitro und
fir eine NFAT-abhangige Transkription in vivo die Uberschreitung der [Ca®']; von ca.
300nM [49, 50, 78]. Das heterodimere CaNA/CaNB Molekiil ist bei geringen Ca** Kon-
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zentrationen nur schwach assoziiert und katalytisch kaum aktiv. Durch Erhéhung der in-
trazellularen Ca®" Konzentration wird eine Bindung von Ca®‘/CaM und eine reversible
Konformationsanderung an der CaNA Untereinheit induziert, die zur Dissoziation der au-
toinhibitorischen Doméane vom katalytischen Zentrum fiihrt und die Dephosphorylierung
entsprechender Substrate erlaubt [79-81]. Die basale Aktivitat von CaN wird durch eine
kooperative Ca”-abhéngige CaM Aktivitat und die strukturell unterstitzende Wirkung von
CaNB um das 20-fache gesteigert und ermdglicht CaN die feine Differenzierung verschie-
dener Ca®* Schwellenwerte [73]. Die Bedeutung der Ca?‘/CaM-abhangigen Regulation
von CaNA im CaN Holoenzym, konnte durch Deletion der autoinhibitorischen Doméane
und dem C-terminalen Bereich der CaM Bindungsdoméane gezeigt werden. Dadurch wur-
de eine konstitutiv aktive CaNA Untereinheit gebildet, die unabhéangig von einem Anstieg
der [Ca®]; katalytisch aktiv war [28, 82]. Im Gegensatz dazu flihrte eine dominant-
negative Mutante der CaNA Untereinheit durch Bindung endogener CaNB Untereinheiten

zur kompletten Hemmung der endogenen CaN Aktivitat [73].

1.4.2 Inhibitoren der CaN Aktivitat

Die Identifikation von CaN als essentiellem Regulator der T-Zellaktivierung gelang erst
durch den Nachweis des Enzyms als Substrat der immunsuppressiven Substanzen CsA
und FK506 [82, 83]. Bei CsA handelt es sich um ein lipophiles, zyklisches Peptid, das
urspringlich aus dem Pilz Hypocladium inflatum gams isoliert und dessen immun-
suppressive Aktivitat 1976 erstmals beschrieben wurde [84]. Seit 1983 findet es vor allem
in der Transplantationsmedizin klinische Anwendung. FK506 wurde 1987 als ein makroli-
des Antibiotikum klassifiziert, das von dem Pilz Streptomyces tsukabaensis produziert und
seit 1989 als Medikament eingesetzt wird. Die systemische Verabreichung von CsA und
FK506 zur Aufrechterhaltung einer lebenslangen, systemischen Immunsuppression nach
Transplantation flhrt allerdings zu schweren Nebenwirkungen, z.B Nephrotoxizitat und
Infektionen [85], die vermutlich auf die Wirkungsweise von CsA und FK506 bzw. auf die
unterschiedlichen Funktionen des ubiquitar im Organismus exprimierten CaN Enyzms
zurtckzufuhren ist. Die Wirkungsweise von CsA und FK506 beruht trotz struktureller Un-
terschiede auf der kombinierten Bindung mit kleinen endogenen Proteinen, den soge-
nannten Immunophilinen: die FK506 bindenden Proteinen (FKBP) und den Cyclosporin A
bindenden Proteinen oder Cyclophilinen (Cyp). FK506, CsA oder die Immunophiline allein
sind nicht in der Lage die Phosphatase Aktivitat von CaN zu hemmen. Erst die Bildung
des CsA/Cyclophilin- bzw. FK506/FKBP Komplexes erlaubt in einer gain of function Wir-
kungsweise die hoch-affine Bindung an die Bindungsgrube zwischen CaNA und CaNB

Untereinheiten und verhindert durch sterische Blockierung die Bindung und in der Folge
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die Dephosphorylierung seiner Substrate [83, 86, 87]. CsA/Cyp hat dabei keinen Einfluss
auf die bei der TCR-Stimulation induzierte Bildung der Sekundérbotenstoffe Ca®* oder IP;
und interferiert auch nicht mit dem wichtigsten Substrat der CaN Aktivitat, dem Transkrip-
tionsfaktor NFAT [88-90]. Bei den Immunophilinen handelt es sich um Peptidyl-Prolin-cis-
trans-lsomerasen (PPlasen), die ubiquitar im Zytosol exprimiert werden und vermutlich
bei der Faltung zytosolischer Proteine beteiligt sind [91]. Daneben wurden kurzlich das
FK506 Analog L-732/531 und das CsA Analog ISA1x247 beschrieben, fur die eine hdhere
immunsuppressive Aktivitdt verbunden mit einem weitaus gunstigeren Nebenwirkungs-
profil festgestellt wurde [92].

Neben den pharmakologischen Substanzen CsA und FK506 gibt es auch verschiedene
endogene Regulatoren und Inhibitoren der CaN Aktivitat. Hierzu zdhlen sogenannte An-
kerproteine, die anderen Signalproteinen die Bindung mit CaN ermdglichen oder die sub-
zellulare Lokalisation von CaN verandern. Ein prominenter Vertreter dieser Gruppe ist
AKAP-79 (A-kinase associated protein), das CaN mit PKA und PKC verbindet oder inhi-
bitorische Funktion ausibt [93, 94]. Zu den endogenen Inhibitoren von CaN zahlen Ca-
bin1/Cain und CHP (CaN homologous protein). Wahrend Cabin1/Cain in einer negativen
Ruckkopplungsschleife die CaN Aktivitat nach T-Zellaktivierung dampft, formt CHP hete-
rodimere inaktive Komplexe mit der CaNA Untereinheit, die erst durch ein aktivierungsbe-
dingtes Absinken der CHP-Konzentration wieder mit den CaNB Untereinheiten ein funk-
tionelles CaN Molekil bilden kénnen. CHP fungiert als Antagonist fir Calmodulin oder
kompetiert mit den CaNB Untereinheiten um die Bindung an CaNA, wodurch in beiden
Fallen die Caz+-abhéngige Aktivierung der CaNA Untereinheit inhibiert wird [95, 96]. Auch
CBP1 (calcineurin binding protein-1) oder Calcipressin binden die CaNA Untereinheit und
hemmen die CaN Aktivitdt durch eine Rickkopplungsschleife der CaN-abhangigen Sig-
nalgebung. Calcipressin (MCIP, DSCR1) gehért zur Familie der DSCR Gene [97] und
befindet sich auf dem Chromosom 21 in der sogenannten Down Syndrom kritischen Re-
gion (Down's Syndrome critical region), die als Folge einer Trisomie 21 fur die Entwick-
lung des Down Syndroms beim Menschen verantwortlich gemacht wird. In Gehirnen von
Patienten mit dem Down Syndrom wurde eine stark Uberexprimierte DSCR1 Form nach-
gewiesen. Daher wird vermutet, dass die Inhibierung der CaN Aktivitdt aufgrund des
DSCR1 Proteins als eine mdgliche Folge der Trisomie 21 die Entwicklung von Gehirn,

Herz, Immun-, Muskel- und Knochenaufbau behindert [98, 99].
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1.5 CaN als Regulator der T-Zellaktivierung

Der Ca®*/CaN Signalweg wird ausschlieBlich liber den TCR ausgeldst und im Unterschied
zum PKC6 und MAPK Signalweg nicht durch ko-stimulatorische Signale oder Zytokine.
Das Modell zur T-Zellaktivierung beschreibt, dass die serielle Aktivierung der TCR-
Molekile (triggering) zur Auslésung vieler transienter Signale fiihrt, die zu einem Haupt-
signal mit bestimmmter Amplitude summiert und durch die Beschaffenheit und Konzentra-
tion des Antigens und die Dauer der Stimulation bestimmt werden [100]. Zur Aktivierung
der nachfolgenden Signalereignisse kommt es allerdings erst, wenn diese Signalamplitu-
de einen bestimmten Schwellenwert Gberschreitet. Die Funktion der Ko-Stimulation Uber
CD28 wird dabei als Amplifikation des TCR-Signals verstanden, dadurch, dass sie nicht
die Frequenz der getriggerten TCR-Molekile erhéht, sondern die bendtigte Anzahl an
aktivierten TCR-Molekilen und die bendétigte Signaldauer zum Erreichen des Aktivie-
rungsschwellenwerts erheblich senkt. Diese Senkung wird durch die Stabilisierung des
TCR-induzierten Signals sowie die effektive Rekrutierung und Generierung der bendtigten
Signalmediatoren erreicht [101, 102]. Darliber hinaus ergab die Analyse von cDNA Mikro-
arrays zur Charakterierung der CD3/CD28 induzierten Genexpression in humanen peri-
pheren T-Zellen [103], dass der prinzipielle Effekt der simultanen Stimulation mit CD28 in
der Verstarkung der CD3-induzierten transkriptionellen Geninduktion bestand. Allerdings
ist unklar, wo innerhalb der intrazellularen TCR-induzierten Signalkaskade dieser
Schwellenwert genau determiniert wird. Die Erhéhung der intrazelluldren zytosolischen
Ca?* Konzentration beschreibt viele frequenz-und amplitudenmodulierte Muster, die ver-
schiedene Schwellenwerte fur die differentielle Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
bilden und den effektiven intrazelluldren Ca?* Schwellenwert zur T-Zellaktivierung modu-
lieren [60, 68]. Dass unter den Signalmolekiilen der TCR induzierten Ca**-abhangigen
Signalkaskade die Verfugbarkeit der CaN Aktivitdt einen limitierenden Faktor der T-
Zellaktivierung darstellt [104], wurde durch Untersuchungen an CsA behandelten Patien-
ten bestatigt, da durch Hemmung der CaN Aktivitat die Informationsweiterleitung an ei-
nem offenbar kritischen Punkt der Signaltransduktionskaskade komplett gehemmt wurde.
Die auRerordentliche Sensitivitat von T-Lymphozyten gegeniber CsA und FK506 zeigte
hierdurch die offenbar nicht-redundante Funktion von CaN in der TCR-induzierten Ca*-
abhangigen Signalkaskade. Damit gilt CaN als direkter Effektor der TCR Aktivierung bzw.
TCR-modulierter Signale. Beschreibungen Uber die Regulation der CaN Aktivitat in Th-
Zellen lassen nach neueren Untersuchungen dartber hinaus die Vermutung zu, dass CaN
als molekularer Schalter zwischen den verschiedenen immunologischen Zustdnden Akti-
vierung, Toleranz und Immunosuppression verstanden werden kann. Dies wird durch sein

wichtigstes Substrat NFAT vermittelt, fir dessen Aktivierung CaN als bisher einzige
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Phosphatase identifiziert wurde. Die Menge, das Verhaltnis und die Kombination von
NFAT mit anderen aktivierungsabhangigen Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise
AP-1 oder Foxp3, entscheiden Uber die Ausfiihrung verschiedener TCR-abhangiger Akti-
vierungsprogramme wie Aktivierung und Anergie [105], Effektorzelldifferenzierung [106]
oder die Entwicklung regulatorischer T-Zellen [107]. Dass CaN der prinzipielle Effektor der
TCR-induzierten Ca®" Signale und Aktivator der NFAT-abhangigen Transkription ist,
konnte durch verschiedene Untersuchungen belegt werden. Beispielsweise wurde die
Induktion anerger Prozesse durch Inhibierung der CaN Aktivierung mit CsA verhindert
[108, 109]. Die Expression einer konstitutiv aktiven Caz+-unabhéngigen CaN Mutante er-
setzte den notwendigen Anstieg der [Ca®"]; firr die Induktion der IL-2 Expression [28, 104].
Neben der Ca**-abhangigen Regulation der CaN Aktivitat, wurden auch endogene Inhibi-
toren zur Regulation von CaN entdeckt, deren Manipulation die zentrale Bedeutung von
CaN fur die T-Zellaktivierung unterstrich. Beispielsweise resultierte die Deletion des Inhi-
bitors Calcipressin zu einer Hyperaktivitdt von CaN verbunden mit einer dramatischen
Senkung des initialen Schwellenwertes zur Induktion der CaN-abhangigen Genexpres-
sion. Durch die unkontrollierte CaN Aktivitdt wurde die normalerweise erst durch starke
TCR Stimulation induzierte Fas Ligand Expression angetrieben und fihrte durch AICD
Reaktion zum vorzeitigen Absterben von Th1-Zellen [110]. Erst durch Zugabe von CsA
konnten der Schwellenwert der zellularen CaN Aktivitat rekonstituiert und der Effekt auf
die Lymphozyten aufgehoben werden [110].

Die IL-2 Expression erfolgt nur nach einer simultanen Aktivierung und Kombination des
Ca*/CaN mit dem PKC6/MAPK Signalweg und gilt daher als intrazellulérer Integrator ei-

ner erfolgreichen T-Zellaktivierung und als Vorraussetzung der Proliferation.

1.6 Die Regulation der IL-2 Transkription

1.6.1 Die Bedeutung von IL-2 fiir das Immunsystem

Das schnellste, deutlichste Ergebnis einer effektiven T-Zellaktivierung nach antigenspezi-
fischer Stimulation bildet die de novo Synthese des Zytokins IL-2. Seit seiner Entdeckung
vor uber 20 Jahren als Wachstumsfaktor fur T-Zellen gab es eine Reihe von Studien, die
IL-2 als essentiellen Faktor fur die Entwicklung vieler T-Zell-abhéngiger Aktivierungspro-
zesse, wie Proliferation, Differenzierung, Apoptose und Toleranz, und damit elementar fir
die Aufrechterhaltung der immunologischen Homoostase entdeckten [111]. Dazu zahlen
drei Hauptaussagen zur Bedeutung von IL-2, die mittels in vifro Studien belegt werden
konnten: Erstens, IL-2 ist der wirksamste und Uberwiegend sezernierte Wachstumsfaktor

nach initialer T-Zellaktivierung in vitro und gehort zusammen mit den Untereinheiten des
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IL-2 Rezeptors (IL-2R) zu den sogenannten immediate early genes, die unmittelbar nach
Aktivierung induziert werden und eine 1000-fache klonale Expansion von CD4" und CD8"
Th-Zellen bewirken [112]. Zweitens, Proliferation und T-Zell Effektorfunktionen kénnen
durch Verwendung monoklonaler Antikérper spezifisch gegen IL-2 oder IL-2R in vitro ge-
hemmt werden, wodurch die Bedeutung von IL-2 fir die Auslésung einer Immunantwort
nochmals unterstrichen wird [113, 114]. Drittens, die Bedeutung von IL-2 fiir die Induktion
der Apoptose oder des aktivierungsinduzierten Zelltodes (AICD) aktivierter Th-Zellen of-
fenbarte sich als ein essentieller Schritt in der Kontrolle und Termination einer ausgel6s-
ten Immunantwort [115, 116]. Uber welche molekularen Mechanismen IL-2 die Differen-
zierung von Effektorzellen kontrolliert, ist bislang kaum untersucht. Allerdings gibt es erste
Hinweise, dass IL-2 die Zuganglichkeit des IL-4 Gens und damit die IL-4 Expression sta-
bilisiert [117].

Erst in IL-2- oder IL-2R-defizienten Mausen, die extreme Symptome von Hyperprolifera-
tion, stark reduzierte Frequenzen von regulatorischen T-Zellen (T.g) gefolgt von tédlich
endenden Autoimmunreaktionen zeigten, fand man, dass IL-2 in vivo eine nicht-redun-
dante Rolle in der Regulation und Aufrechterhaltung der peripheren T-Zell Toleranz zu-
kommt, indem es die Entwicklung und Funktion regulatorischer T Zellen kontrollierte [14-
16, 118, 119]. Durch IL-2 Zugabe oder den adoptiven Transfer IL-2 produzierender Zellen
konnte die T.eg-Entwicklung und T-Zell Hombostase in IL-2-defizienten Mausen wieder
hergestellt werden [15, 120, 121].

IL-2 scheint daher in vivo eine paradoxe Bedeutung zu haben, da es sowohl als Prolifera-
tionsfaktor der T-Zellaktivierung als auch bei der Termination der Immunantwort und der
Aufrechterhaltung der Toleranzinduktion essentiell beteiligt ist [111]. In der Peripherie
kann daher die duale Funktion von IL-2 bei der T-Zell Hombostase und Immunantwort
einerseits als eine positive Rickkopplungsschlaufe der Aktivierung von naiven CD4" Th-
Zellen zur Entwicklung und Produktion von Effektorfunktionen und andererseits als nega-
tive Ruckkopplungsschlaufe durch die Férderung von Teg-Zellen und der Unterdriickung
von Effektorantworten betrachtet werden [122]. Aufgrund dieser weitreichenden Konse-
quenzen der IL-2 Produktion wahrend der T-Zellentwicklung, -aktivierung und -differenzie-
rung ist die exakte Ausflihrung des IL-2 Genexpressionsprogramms von auf3erordentli-

cher Bedeutung fiir die Funktion der adaptiven Immunantwort.

1.6.2 Regulatorische Sequenzelemente des IL-2 Gens

Die Expression von IL-2 wird wahrend der initialen Phase der T-Zellaktivierung auf meh-
reren Ebenen kontrolliert und umfasst die Starke der TCR Stimulation, Veranderungen in

der Chromatinstruktur, die Transkriptionsinitiation am IL-2 Promotor, Stabilitdt der mRNA
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Transkripte oder translationale Regulationen [123]. Die IL-2 Signalgebung ist charakteri-
siert durch eine synergistische, simultane Signaltransduktion tGiber den TCR/CD3 Komplex
in Kombination mit zusatzlichen ko-stimulatorischen Signalen der CD28 Rezeptoren [124],
die kontinuierlich Gber 1-2 Stunden andauern muss, um die IL-2 Expression aufrechtzuer-
halten [125-127]. Die dadurch aktivierten Transkriptionsfaktoren NFAT, NF-xB und AP-1
(s. Abschnitt 1.3.1) binden zusammen mit dem konstitutiv exprimierten aktivierungsunab-
hangigen Protein Oct in einer abgestimmten, nicht-redundanten Weise kooperativ an die
proximal zum Transkriptionsstart gelegenen Enhancer/Promotoregion des IL-2 Gens von

300bp Lange und induzieren die transiente Transkription von il-2 [128, 129].

ARRE-2 CD2SRE ARRE-1

NF-kB
NFAT AP-1 OCT NF-kB NFAT AP-1 NFAT AP-1 NFAT AP-1 OCT NFAT
(-250) (-250) {-20%8 (-160) (-150) (-135) (-90) (-8%5) (-75) (45)

MO O ® -

-300 -1

Abbildung 1.2 Zusammenfassung der regulatorischen Bindungsstellen am proximalen IL-2 Promotor.
Der 300bp umfassende proximale Promotor/Enhancerbereich enthélt die DNA-Bindungsmotive fiir die aktivie-
rungsabhangigen Transkriptionsfaktoren AP-1, NFAT und NF-kB sowie das aktivierungsunabhangige Oct. Die
Zahlen geben die Position relativ zum Transkriptionsstart an. Die Antigen-Rezeptor-abhangigen Regulations-
elemente ARRE-1 und ARRE-2 (antigen regulatory response element) sowie das CD28 Regulationselement
CD28RE (CD28 response element) sind eingezeichnet. Abbildung nach Rooney et.al. [130].

Die Enhancer/Promotoregion ist hoch konserviert und enthalt mehrfache, funktional eben-
falls nicht-redundante DNA Bindungstellen fur die einzelnen Transkriptionsfaktoren (s.
Abbildung 1.2) [131, 132]. Die beiden urspriinglich identifizierten aktivierungsabhangigen
Regulationselemente bilden dabei das distal zum Transkrptionsstart gelegene ARRE-2-
und das proximal gelegene ARRE-1 Regulationselement (antigen regulatory response
element), mit jeweils einem NFAT/AP-1 Motiv. Insgesamt befinden sich finf NFAT Erken-
nungsregionen am IL-2 Promotor, von denen das CD28 response element (CD28RE)
auch durch NF-kB gebunden wird. NFAT, NF-kB oder AP-1 kdnnen in vivo nicht autonom
an die Enhancer-Region binden, sondern bendtigen die kooperative Bindung und Anwe-
senheit aller Faktoren sowie die Besetzung aller Bindungsstellen fur die Induktion der IL-2
Transkription [128, 133, 134]. Unterstutzt werden die Bindung und Aktivitat der Transkrip-
tionsfaktoren zusatzlich vermutlich durch aktivierungsabhangige konformationelle Veran-
derungen der Chromatinstruktur in der proximalen Enhancer/Promotorregion sowie des
distalen —600-300bp reichenden Enhancerbereichs des IL-2 Gens [135-137]. Zusatzlich
scheinen aktivierungsabhangige epigenetische Veranderungen des Chromatins in Form
von Demethylierungen eine Rolle in der transkriptionellen Regulation von IL-2 zu spielen
[138]. Neben der transkriptionellen Regulation wird als charakteristisches Merkmal vieler
Zytokine, wie IL-2, IL-3, IL-6 oder GM-CSF, die Genexpression auch Uber die Stabilitat
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der mRNA Transkripte kontrolliert [139]. IL-2 mRNA Transkripte enthalten verschiedene
AU-reiche Sequenzen (AU-rich elements, AREs), die sie fur eine schnelle Degradation mit
einer Halbwertszeit von 30min kennzeichnen und im Verhaltnis zur Transkriptionsrate zu
einem wesentlich schnelleren Abbau der IL-2 Transkripte flihren [140]. Die Ko-Stimulation
des CD28 Rezeptors bewirkt Uber JNK-Aktivierung eine Stabilisierung der IL-2 Transkrip-
te, die Uber zwei cis-Elemente kodiert wird und in der 3’ und 5’ gelegenen untranslatierten
Region (UTR) des IL-2 Gens lokalisiert sind [141, 142]. Die Beendigung der Signalinduk-
tion Uber die Oberflachenrezeptoren oder Limitierung eines Transkriptionsfaktors flihrt
zum unmittelbaren Abbruch der Transkription.

Die modulare Architektur der IL-2 Promotorstruktur bildet daher ein Gerust, das durch
Integration verschiedener Signaltransduktionswege und die kombinatorische Wirkungs-
weise ihrer differentiell aktivierten Transkriptionsfaktoren eine prazise Kontrolle Uber die
IL-2 Genaktivitat gewahrleistet [143].

1.6.3 Aktivierungsabhéngige Transkriptionsfaktoren am IL-2 Promotor

1.6.3.1 NFAT

Da die Aktivierung von NFAT ausschlieRlich Gber CaN erfolgt, ist NFAT als direktes Sub-
strat von CaN der Schlissellbertrager einer antigenspezifischen TCR-Erkennung und der
daraus resultierenden Ca** Signale. Der IL-2 Promotor enthalt fiinf Bindungsmotive fiir
NFAT Proteine, darunter vier zusammengesetzte NFAT/AP-1 Bindungsstellen, die in akti-
vierten Zellen in vivo vollstandig besetzt sein mussen, um die IL-2 Transkription zu initiie-
ren [130]. NFAT Proteine binden im Unterschied zu vielen anderen Transkriptionsfaktoren
nicht nur als Dimere, sondern auch als Monomere oder kooperativ mit dem Transkripti-
onsfaktor AP-1 an die DNA [144, 145] und regulieren die Expression vieler immunregula-
torischer Gene, darunter IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF, IFN-y und TNF-o. sowie der Oberfla-
chenrezeptoren CD40L, CTLA-4 oder FasL [146]. Die Familie der NFAT Proteine umfasst
bislang funf bekannte Mitglieder, die durch alternatives Splicen zusatzlich verschiedene
Isoformen hervorbringen und differentiell exprimiert in teilweise redundanter Weise viele
Prozesse des Immunsystems kontrollieren [147]. Sie zeichnen sich durch eine strukturelle
Ahnlichkeit in ihrer DNA-bindenden Doméne aus, die eine ausgepragte Homologie zu den
DNA-bindenden Rel-Regionen der der NF-kB/Rel Familie aufweist und NFAT-Dimeren die
Bindung an kB Stellen erlaubt [148, 149].
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Tabelle 3 Ubersicht iiber die NFAT Familie

Protein Synonym Regulation Phéanotyp bei Defizienz im Inmunsystem Referenz
NFAT1 NFATp, Ca?*/Calcineurin GemaRigte Hyperproliferation mit Splenomegalie. [150-154]
NFATc2 MaRig gesteigerte B- und T-Zellantworten mit Tendenz

Richtung Th2 Immunitat. Anhaltende IL-4- und ge-
senkte IFN-y -Expression nach TCR Stimulation
NFAT1/NFAT2: Eingeschrankte T-Zell Effektorfunktio-
nen, kaum Zytokinproduktion oder zytolytische Aktivitat,

B-Zellhyperaktivitat
NFAT2 NFATgc, Ca®'/Calcineurin Eingeschrankte Th2 Zellantworten/ IL-4 Produktion, [155, 156]

NFATc1 reduzierte T-Zellproliferation/ eingeschrankte Regene-
ration und Migration von Lymphozyten in Thymus/

lymphatische Organe
NFAT3 NFATc4 Ca®*/Calcineurin - NFAT3 wird nicht im Immunsystem exprimiert -

NFAT4 NFATc3 Ca®*/Calcineurin Eingeschrinkte Entwicklung von CD4" und CD8" Ein-  [157, 158]
fach positiven Zellen aufgrund verstarkter Apoptose
doppelt-positiver CD4"CD8"-Zellen
NFAT1/NFAT4: TCR Hyperreaktivitdt und schwere
lymphoproliferative Stérung, verstarkte Th2-Zellantwort,

Allergien, interstitielle Pneumonitis
NFAT5 TonEBP  Osmotischer Stress Eingeschrankte T-Zellfunktion unter hyperosmotischen [159]

Bedingungen, zellular degenerierte Struktur von Thy-

mus und Nieren

Von allen bislang bekannten NFAT Proteinen scheinen vor allem NFATc2, NFATc1 und
NFATc3 eine herausragende Rolle in Th-Zellen zu spielen. Wahrend NFATc3 Uberwie-
gend in Thymozyten exprimiert wird und die CD4*CD8" Thymozytenentwicklung kontrol-
liert [155], sind in reifen Th-Zellen vor allem NFATc2 und NFATc1 essentiell flr die Akti-
vierungs- und Differenzierungsprozesse [160]. Die Funktionen der verschiedenen NFAT-
Proteine in peripheren Th-Zellen zeigen sich dabei redundant und werden kontrar disku-
tiert, da sie nicht ausschlieRlich spezifischen Differenzierungsprozessen zugeordnet wer-
den koénnen (s. Tabelle 3). Die Deletion von NFATc1 und NFATc2 fihrte allerdings zum
volligen Verlust der Zytokinproduktion verbunden mit stark eingeschréankten T-Effektor-
zellfunktionen. In NFATc2-defizienten Mausen wurde NFATc2 als negativer Regulator der
IL-4 Expression beschrieben, da die Abwesenheit von NFATc2 zu einer Akkumulation von
IL-4 fihrte [161, 162]. Im Vergleich zur inhibitorischen Rolle von NFATc2, zeigten
NFATc1-defiziente Mause grof3e Beeintrachtigungen in der IL-4 Produktion und Ausfuh-
rung von Th2 Differenzierungsprogrammen, weshalb NFATc1 als positiver Regulator der
IL-4 Expression charakterisiert wurde [153, 156]. Die IL-2 Expression kann durch alle

NFAT Formen induziert werden, allerdings ist nur NFATc2 an allen initialen TCR Ereignis-
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sen beteiligt, insbesondere bei der Regulation der Zytokinexpression, da es 80-90% des
Gesamtanteils an NFAT in ruhenden peripheren Th-Zellen ausmacht [163, 164]. Im Ge-
gensatz zum konstitutiv exprimierten NFATc2, wird NFATc1 nach TCR-Stimulation indu-
ziert [165] und kann erst nach ca. 2-3 Stunden PMA/lonomycin Stimulation detektiert wer-
den [164]. Insbesondere die Expression der Isoform NFATc1/A wird dabei durch NFAT
selbst in einer positiven auto-regulatorischen Ruckkopplungsschleife hochreguliert [166,
167].

In ruhenden Th-Zellen liegt NFAT phosphoryliert im Zytoplasma vor. Erfolgt eine Aktivie-
rung der Th-Zelle Gber den TCR, bindet das aktivierte CaN an eine spezielle Dockingstelle
im N-terminalen Bereich des NFAT Proteins mit der Konsensussequenz PxIxIT [168], und
dephosphoryliert 13 Serin-Phosphorylierungsstellen in der N-terminalen regulatorischen
Doméane des Molekiils [169] (s. Abbildung 1.3). Okamura et.al. [169] postulierten, dass die
konzertierte Dephosphorylierung aller Phosphatgruppen die Demaskierung der Kernloka-
lisationssequenz (NLS) zur Folge hat, wodurch die nukledre Translokation von NFAT mit

Hilfe der Importrezeptoren Importin-a. und -f3 induziert wird [170].

Aktivierungsdomane Regulatorische Doméne DNA bindende Domzne C-terminale Doméne
<« e > < - >
&
¢ A &
Q' LoD VKD D & RHR-N RHR-C
K LK K Y S & -« e
1 AD | Rel homology region (RHR) | |AD| 928
A B 410 680
Calcineurin Bindungsstellen (nach Hogan et.al. 2003)

Abbildung 1.3 Allgemeine Struktur von NFAT. Das Diagramm zeigt die murine NFATc2 Proteinsequenz
(Okamura et.al., 2000). Die roten Kreise zeigen die 13 Phosphatgruppen, die von Calcineurin entfernt werden.
In der regulatorischen Doméane befinden sich die Kontaktbindestellen Region A und B fiir Calcineurin. Region
A ist die PxIxIT Sequenz aller NFAT Proteine, wahrend Region B nur in NFATc1 und NFATc3 nachgewiesen
wurde. NLS:Kernlokalisationssequenz.

Wird der Ca®" Einstrom unterdriickt oder die CaN Aktivitit gehemmt, wird NFAT durch
Kinasen rephosphoryliert und innnerhalb von 15min aus dem Nukleus Uber den Exportre-
zeptor Crm1 ins Zytoplasma retransloziert [61, 163, 171]. Die Rephosphorylierung von
NFAT nach Absinken der Ca** Konzentration erfolgt nach einem noch nicht vollstandig
geklarten Muster. Sie wird sowohl durch konstitutiv aktive Kinasen wie PKA, GSK3 oder
CK1 [172, 173] als auch durch induzierbare Kinasen, wie p38 oder JNK, eingeleitet [174,
175]. Aufgrund der einzigartigen Ca?*/CaN Abhangigkeit, besitzt NFAT eine hohe Sensiti-
vitat fiir dynamische Veranderungen der intrazelluldren Ca®* Konzentration [60, 67, 176].
Es ist bekannt, dass sich mit Zunahme der Phosphorylierungsstellen die Sensitivitat des
Molekuls gegenuber verschiedenen Signalen innerhalb der Zelle steigert [177]. Daher

spekulierten Okamura et.al. [169] Uber die mégliche Funktion bzw. Notwendigkeit von 13
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Phosphorylierungsstellen am NFAT Molekul, dass die komplette Dephosphorylierung eine
Art konformationeller Schalter zwischen aktiver und inaktiver Konformation des NFAT
Molekduls bildete. Salazar and Hoéfer kalkulierten daraufhin die Sensitivitdt von NFAT ge-
geniber Veranderungen in der CaN Aktivitat als eine Funktion, bei der die Anzahl an ko-
operativen Dephosphorylierungen, die benétigt wird, um eine aktive Konformation zu in-
duzieren, bestimmend fir die Reaktionskurve von NFAT auf eine Stimulation ist [178]. Die
13 Phosphorylierungsstellen setzen hierbei einen Schwellenwert fir die Aktivierung von
NFAT in Form einer steilen hoch kooperativen Dosis-Wirkungs-Kurve. Wurde hingegen
angenommen, dass die Kooperativitdt von nur 1-2 Dephosphorylierungen fir eine voll-
standige NFAT-Aktivierung ausreichte, verlief die Kurve niedrig, d.h. selbst ein hoher An-
stieg in der CaN Aktivitat fihrte nur zu einem relativ geringen Anstieg in der NFAT Aktivi-
tat [178].

1.6.3.2 NF-«xB

Der IL-2 Promotor verflgt Uber zwei NF-kB Bindestellen, an die in stimulierten Th-Zellen
Dimere der Rel-Proteinfamilie binden. Nach initialer Stimulation bestehen diese haupt-
sachlich aus p50/p65 (RelA) Heterodimeren, die bei anhaltender Stimulation durch p50/
c-Rel Heterodimere ersetzt werden [179, 180]. Eine nicht-redundante Bedeutung von
RelA oder c-Rel fir die IL-2 Expression wird kontrovers diskutiert. In c-Rel-defizienten
Mausen konnte im Gegensatz zu RelA-defizienten Mausen ein spezifischer Verlust der IL-
2 Expression festgestellt werden, ohne die Expression anderer NF-xkB abhangige Gene
wie CD69 zu beeinflussen [181-183]. Allerdings bendtigt c-Rel fir seine Aktivierung eine
NFAT-abhangige de novo Synthese [180, 184] und ist erst einige Stunden nach Aktivie-
rung im Zellkern detektierbar [103, 185]. Im Gegensatz dazu kann RelA bereits 30min
nach Stimulation im Zellkern detektiert werden und gilt daher im Komplex mit p50 als initi-
aler NF-xB Transkriptionsfaktor bei der T-Zellaktivierung und IL-2 Expression [105, 129,
179, 186]. Im Unterschied dazu bindet c-Rel insbesondere durch CD28 Ko-Stimulation an
das CD28RE DNA-Bindungsmotiv am IL-2 Promotor und verstarkt die transkriptionelle
Aktivitat [185]. Daher wird die Funktion und Induktion von c-Rel fir die Aufrechterhaltung
der IL-2 Expression vor allem bei der CD28-abhangigen Stimulation von naiven Th-Zellen
gesehen [185].

Die Aktivierung von NF-kB geschieht Uber PKC8 und CaN Stimulation. Der PKC6 und
CaN Signalweg aktiviert u.a. iber CARMA1/CARD11, MALT1 und BCL10 den Kinasen-
Komplex IKKa,  und y (IkB Kinase a, 8 und y), der wiederum den im Zytoplasma an NF-
kB gebundenen Inhibitor IxB (/nhibitor of xB) phosphoryliert [187-189]. kB wird durch

Ubiquitinierung degradiert, wodurch NF-kB in den Zellkern transloziert [190] Eine Erho-
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hung der transkriptionellen Aktivitat des IL-2 Promotors wird zudem durch den ko-
stimulatorischen CD28 Rezeptorsignalweg vermittelt, der die nukledre Translokation von
NF-«xB verstarkt und die zusammengesetzte Bindungsstelle CD28RE fur vermutlich Gber-
wiegend NF-kB Faktoren im proximalen Promotorbereich kontrolliert [191, 192]. Durch
das pro-inflammatorische Zytokin TNF-a kann NF-kB ebenfalls spezifisch Gber einen se-
paraten Sphingomyelinase-abhangigen Signalweg aktiviert werden. DarlUber hinaus wird
die NF-kB Aktivitat auch durch einen Anstieg der [Ca®"], beeinflusst [39]. CsA inhibiert die
NF-kB Aktivitdt durch Hemmung der 26S Proteasom-Untereinheit und verhindert damit
die Degradation von lkBa [188, 193]. Daneben muss es weitere Ca**/CaN-abhingige
Regulationsmechanismen geben, da durch CsA beispielsweise die optimale Induktion der
c-Rel und p50 Expression beeintrachtigt werden konnte und FK506 die lonomycin indu-
zierte Translokation von NF-kB in den Zellkern blockte [184]. Eine divergierende NF-xB
Aktivitat fahrt zu Veranderungen oder Stérungen in der Proliferation, Aktivierung und Pro-
duktion von Zytokinen, wie z.B IL-2, IL-6, GM-CSF, TNF-a und IFNy [194].

1.6.3.3 AP-1

NFAT Proteine bilden an spezifischen zusammengesetzen DNA Bindungsstellen starke
kooperative Komplexe mit dem Transkriptionsfaktor AP-1 (s. Abbildung 1.4), der aus Di-
meren der Fos- und Jun-Proteinfamilie (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2 bzw. c-Jun, JunB and
JunD) gebildet wird [129, 195]. Die Dimerbildung erfolgt Uber ein Leuzin-Zipper-Motiv, das
die Helices der beiden Monomere uber eine hydrophobe Wechselwirkung der Leuzin-
Reste verbindet. Die Regulation der Fos und Jun Protein Expression erfolgt transkriptio-
nell und Uber posttranslationale Modifikationen Uber die Aktivierung der MAP-Kinasen
JNK und ERK der MAPK Signalkaskade.

Abbildung 1.4 Terndrer NFAT/AP-1 Komplex
bindet an die DNA. AP-1 bindet als Dimer,
bestehend aus einem c-Fos und einem c-Jun
Monomer, (ber ein Leuzin-Zipper Motiv an die

DNA und kooperiert mit einem NFAT Monomer.
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Nach Stimulation ist die de novo Synthese und Phosphorylierung der beteiligten c-Fos
Proteine sowie die Phosphorylierung von c-Jun durch JNK erforderlich, um einen aktiven
AP-1 Komplex mit entsprechenden DNA-bindenden Eigenschaften herzustellen [196,
197]. Die physiologische Bedeutung der NFAT/AP-1 Kooperation konnte eindeutig fur die
Th-Zellentwicklung im Thymus sowie die Differenzierung in Th1/Th2, anergen und tole-
ranten T-Lymphozyten nach APC-TCR Kontakt nachgewiesen werden [198]. Dariber
hinaus konnte gezeigt werden, dass die Zusammensetzung der AP-1 Komplexe grof3en
Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitat austbt. So wirken beispielsweise c-Jun/c-Fos
Komplexe wie im Fall der IL-2 Expression stimulierend, wahrend JunB/c-Fos Komplexe
oder Substitution von c-Fos durch Fra-1- und Fra-2-supprimierende transkriptionelle Akti-
vitat auf die IL-2 Expression ausiiben [129]. Die ternaren NFAT/Fos/Jun-Komplexe dienen
als Signalintegratoren fur zwei unterschiedlich aktivierte Signalwege, namlich den
Ca*/CaN und den PKC/Ras/MAPK-Signalweg, wobei CaN auch (iber Transaktivierung
Einfluss auf die JNK Aktivitdt auszuliben scheint [197]. Insbesondere in primaren Th-
Zellen ist daher die kombinierte mitogene Stimulation mit Phorbolestern und Ca*" lono-
phoren fur eine maximale JNK Aktivierung und der damit verbundenen maximalen AP-1-
vermittelten Transaktivierung erforderlich [199]. Allerdings zeigten sich die AP-1 Erken-
nungsregionen des IL-2 Promotors nicht sensitiv gegeniber der Wirkung von CsA bei der
transkriptionellen Aktivitat [200].

1.7 Binare oder graduelle Geninduktion als Folge der zellularen
Signaltransduktion

1.7.1 Prinzip der binaren und graduellen Geninduktion

Die Konsequenzen der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren fir die Genexpression
werden zumeist als Induktion der Promotoraktivitédt eines distinkten Gens beschrieben.
Allerdings bleibt an dieser Ubergangsstelle von Signaltransduktion zu transkriptioneller
Regulation oftmals unbeantwortet, inwieweit die beteiligten Transkriptionsfaktoren dabei
die Promotoraktivitdt und die daraus resultierende Genexpression, zum Beispiel fur IL-2,
regulieren. Bei der eukaryontischen Geninduktion wurden zwei Modelle der transkriptio-
nellen Regulation vorgeschlagen: Die Transkriptionsfaktoren kontrollieren entweder als
bindre Schalter die Promotoraktivitdt oder bestimmen als graduelle Regulatoren die
Transkriptionsrate [201, 202].

Das bindre Modell geht von zwei diskreten transkriptionellen Aktivierungszustanden aus,
und zwar erstens, der aktiven/inaktiven Promotorkonfiguration bzw. regulatorischen En-

hancerregion, und zweitens, einer schalterahnlichen Aktivierung der transkriptionellen
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Aktivatoren des betreffenden Gens. Die Ursachen einer Schalter Regulation kénnen in der
binaren Aktivierung der transkriptionellen Aktivatoren liegen und durch positive Ruck-
kopplungsschlaufen oder kooperative oder kompetitive molekulare Interaktionen von Akti-
vatoren/Repressoren vermittelt werden [203]. Die Transkription findet nach dem Alles-
oder-Nichts-Prinzip statt, d.h. entweder Uberhaupt nicht oder im aktiven Zustand mit kon-
stanter Rate. Es wird daher vermutet, dass beim bindren Modell Enhancerregionen nicht
die Starke der Trankriptionsrate beeinflussen, sondern die Wahrscheinlichkeit der
Transkriptionsinduktion des betreffenden Gens erhéhen [204, 205]. Im Gegensatz dazu
geht man beim graduellen Modell davon aus, dass der Promotor in seiner transkriptio-
nellen Aktivitdt variabel ist, und die Transkriptionsfaktoren die Genexpression Uber die
Transkriptionsrate der mRNA beeinflussen [206]. Bei Betrachtung der gesamten Zellpo-
pulation wiurde sowohl die binare als auch die graduelle Geninduktion allerdings einen
ahnlich hohen Anstieg der mRNA Niveaus zeigen, da in beiden Modellen die Abhangigkeit
der Genexpression von der Konzentration oder Starke der transkriptionsinduzierenden
Faktoren (TIF) definiert wird. Vergleicht man allerdings beide Arten der Genexpression in
einzelnen Zellen, hat dies véllig verschiedene Konsequenzen fir die Proteinexpression
des untersuchten Gens auf Einzelzellebene, wie in Abbildung 1.5 schematisch dargestellt
ist [203]. Bei einer binaren Induktion sind zwei Gipfel im Histogramm sichtbar, die eine
produzierende Zellpopulation und eine nichtproduzierende Zellpopulation reprasentieren.
Variiert man die Konzentration der TIF, fihrt dies zu einer Veranderung der Zellanzahl in
jeder Population, also der Hohe des jeweiligen Gipfels (y-Achse), aber nicht der Protein-

menge pro Zelle, d.h. der Position der Gipfel entlang der x-Achse.

Detektion auf Einzellebene (FACS) Mechanismus in individuellen Zellen
Konzentration der Induktion Konzentration der Induktion
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Abbildung 1.5 Schematische Darstellung der zwei Modelle der bindren und graduellen Genexpression.
Links: Detektion auf Einzelzellebene im Durchflusszytometer (FACS). In Abhangigkeit der Konzentration oder
Starke der transkriptionsinduzierenden Faktoren (TIF) werden bei einer bindren Geninduktion die Frequenz
der produzierenden und nichtproduzierenden Zellen verandert und nicht die Expression pro Zelle. Bei der
graduellen Induktion andert sich die Intensitat der gesamten Expression in allen Zellen. Rechts: Der Mecha-
nismus der bindren Geninduktion zeigt sich als Alles-oder-Nichts-Prinzip in individuellen Zellen einer Zellkul-
tur, bei der die Anzahl der produzierenden Zellen zunimmt, wahrend bei der graduellen Geninduktion in allen
Zellen eine Zunahme der Produktionsintensitat zu beobachten ist. Abbildung nach Kringstein et.al., 1998 und
Zhang et.al., 2006.
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Bei einer graduellen Geninduktion hingegen wird die Genexpression nur durch einen
Gipfel reprasentiert, der sich bei Variation der TIF entlang der x-Achse bewegt, d.h. alle
Zellen produzieren proportional zur Induktion mehr Protein.

Die genauen Mechanismen und molekularen Ereignisse, die nach einer binaren oder gra-

duellen Weise die Proteinexpression regulieren, sind allerdings kaum bekannt.

1.7.2 Potentielle Kontrollebenen einer binaren IL-2 Genexpression

Fiering et.al. [207] fanden 1990 eine bimodale Reportergeninduktion fir p-Galactosidase
(B-Gal) unter der Kontrolle eines NFAT, NF-kB und IL-2 Enhancer-regulierten Plasmid-
konstrukts. Als Ursache dieser bindren $-Gal- und davon abgeleiteten IL-2 Genexpression
wurde angenommen, dass der Schwellenwert zur Aktivierung von -Gal durch die Kon-
zentration und kooperative Interaktion der Transkriptionsfaktoren NFAT und NF-xB als
eine stochastische DNA-Transkriptionsfaktor Interaktion bestimmt wird [207, 208]. Fluk-
tuationen bei der DNA-Transkriptionsfaktor Interaktion an Enhancer oder Promotorregio-
nen rufen verschiedene chemische Bindungskinetiken hervor, wodurch graduelle
(schnelle Kinetik) oder binare (langsame Kinetik) Expressionsmuster moduliert werden
kénnen [208, 209]. Daneben zeigten weitere Untersuchungen auf Einzelzellniveau, dass
eine transkriptionelle Verstarkung durch Enhancer sowohl nach binaren als auch nach
graduellen Mustern kontrolliert werden kann [201, 210]. Auf der Basis dieser Experimente
wurden theoretische Modelle entwickelt, die die Halbwertszeit der gebildeten mRNA und
Proteine im Verhaltis zur aktiven/inaktiven Promotorkonfiguration als wichtige Faktoren fur
das induzierte Proteinexpressionsmuster analysierten [211, 212]. Die mRNA oder Protein-
produktion mit einer wesentlich kirzeren Halbwertszeit als der durchschnittliche Promo-
toraktivitat, wie es bespielsweise fur die IL-2 mRNA gilt, wirde ausnahmslos zu einem
bindren Expressionsmuster fiihren, unabhangig von der Lange der Induktionszeit. Ist die
durchschnittliche Halbwertszeit langer oder gleich der durchschnittlichen Promotoraktivi-
tat, beeinflusst die Dauer der Induktionszeit das bindre Muster in Richtung gradueller Ex-
pression [203]. Aufgrund des heutigen Wissensstands kommen als Kontrollebenen der
IL-2 Expression, die zu einer binaren IL-2 Expression fiihren kénnten, neben der Aktivie-
rung und kooperativen Interaktion der Transkriptionsfaktoren NFAT, NF-xB und AP-1
[128, 213], die kombinierte Aktivierung des TCR und des ko-stimulatorischen Rezeptors
CD28 [134], eine bestimmte zytosolische Ca®* Konzentration [60], Chromatinmodifikatio-
nen am IL-2 Promotor/Enhancer [137, 138], die Transkriptionsinitiation [132], die Stabilitat
der IL-2 mRNA Transkripte [214] sowie translationelle Regulationen [215] in Betracht.
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Durch die Unterscheidung der binaren und graduellen Geninduktion wird ein fundamen-
taler Aspekt bei der Einleitung zellularer Entscheidungsprozesse deutlich. Graduelle Ex-
pressionsmuster gewahrleisten fein abgestimmte zellulare Antworten proportional zum
induzierenden Signal, was die Homogenitat und damit Funktionalitat einer Zellpopulation
durch die Fahigkeit zu ahnlichen Veranderungen des Gen- bzw. Proteinexpressionsprofils
unterstltzt. Bindre Genexpressionsmuster kdnnen eine effiziente zellulare Antwort auf
flichtige Signale sicherstellen und durch Determination von Schwellenwerten die Diversi-
tat ihrer zelluldren Antworten begrenzen, beispielsweise bei T-Zelldifferenzierungs-
programmen. Dies ware ein Indiz dafiir, wie quantitative Signale einer TCR-Stimulation in
eine qualitative Entscheidung auf Einzelzell- oder Populationsebene fiir die Auslésung
eines spezifischen Aktivierungsprogramms ubersetzt wirde. Dadurch kénnten distinkte
Subpopulationen mit spezifischen Eigenschaften innerhalb einer Zellpopulation hergestellt

werden.
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1.8 Ziele dieser Arbeit

Die Sekretion des Zytokins IL-2 ist das charakteristische Kennzeichen des T-Zell-
Aktivierungsprogramms in vitro und hat entscheidende Konsequenzen fur die Homdosta-
se des adaptiven Immunsystems in vivo. Die Produktion von IL-2 unterliegt einer multi-
faktoriellen Regulation, die u.a. Veranderungen in der Chromatinstruktur, die Transkrip-
tionsinitiation oder die Stabilitdt der mRNA Transkripte betreffen. Wahrend die transkrip-
tionelle Regulation des IL-2 Promotors hinreichend erforscht wurde, sind die zellularen
Entscheidungsprozesse der Signaltransduktion, die zur Bildung von IL-2 fihren, kaum
bekannt. In dieser Arbeit sollten durch Modulation der initialen Th-Zellaktivierung die zellu-
laren und molekularen Entscheidungsprozesse der IL-2 Expression analysiert und cha-

rakterisiert werden. Dies umfasste Untersuchungen zu folgenden Aspekten:

Bedeutung der IL-2 spezifischen Signalwege fir die IL-2 Expression durch Modula-

tion der Signalstarken der betreffenden Signaltransduktionskaskaden.

* Charakterisierung des stimulationsabhangigen IL-2 Expressionsprofils innerhalb einer

humanen CD4" Th-Zellpopulation auf Einzelzellebene.

* Etablierung eines Analyseverfahrens zur Unterscheidung von IL-2 Produzenten und

IL-2 Nichtproduzenten auf Einzelzell- und Populationsebene.

* Identifikation der entscheidenden zellularen Regulationsebenen fiir die Auslésung der
IL-2 Expression, wie Veranderungen der Chromatinstruktur, Transkriptionsinitiation
am IL-2 Promotor und Stabilitat der IL-2 mRNA.

* Detektion der stimulationsabhangigen Aktivierung von IL-2 relevanten Transkriptions-

faktoren.



