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4 Ergebnisse

4.1 Die bimodale Verteilung von IL-2 exprimierenden CD4" Th-Zellen

4.1.1 Charakterisierung der Aktivierung von CD4" Th-Zellen nach PMA und lonomycin

Stimulation

Alternativ zu der antigenspezifischen Stimulation oder einer Aktivierung uber Kreuzver-
netzung der Oberflachenrezeptoren mittels aCD3/ aCD28 Antikérpern kénnen Th-Zellen
in vitro mit PMA und lonomycin aktiviert werden [222]. Hierbei wird der gesamte TCR-
Komplex umgangen, und die Zelle intrazellular iiber einen lonomycin induzierten Ca**
Einstrom und Uber die Aktivierung der PKC6 durch PMA direkt stimuliert. Dabei kommt es
im Vergleich zu physiologischen Stimulationen zu einer maximalen Signalverstarkung. Die
Bedeutung der Ca®- und PKC#-abhingigen Signalwege fiir das Aktivierungsprofil und die
IL-2 Expression in humanen CD4" Th-Zellen sollte daher mit PMA/ lonomycin und mit dem
klassischen Inhibitor der Ca**/CaN abhangigen T-Zellaktivierung, CsA, analysiert werden.

Die humanen CD4" Th-Zellen lassen sich aufgrund der hohen Expression des CD4-
Markers von den schwach CD4 exprimierenden Monozyten gut unterscheiden (s. Abbil-
dung 4.1 C, mittlere Region) und wurden aus PBMC mit einer Reinheit von >98% durch
magnetische Zellsortierung (MACS) isoliert (s. Abbildung 4.1 C und D, rechte Region). In

humanem peripheren Blut variiert die Frequenz der CD4" Zellen zwischen 20-40% (n=10).
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Abbildung 4.1 Durchflusszytometrische Analyse der CD4 Expression adulter PBMC. Lymphozyten wur-
den aus dem Blut von gesunden Spendern isoliert, gegen den Oberflachenmarker CD4 mit Antikérpern ge-
farbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die Lymphozyten wurden aufgrund der GréRe (a, R1) und Propi-
diumjodidfarbung von toten Zellen diskriminiert (b, R2) und durch Expression von CD4 (c) aus R1 und R2
ermittelt. Die CD4" Th-Zellen wurden durch magnetische Zellsortierung (MACS) von den CD4 negativen Zel-
len bzw. CD4 schwach positiven Zellen (Monozyten) aufgereinigt (d).

Die isolierten CD4" Th-Zellen wurden anschlieRend fir 5h mit PMA (10ng/ml)/lonomycin
(1pg/ml) mit und ohne CsA (10nM) oder mit jeweils nur PMA (10ng/ml) oder lonomycin
(1pg/ml) stimuliert. Nach Fixierung wurde intrazellular die Expression des Aktivierungs-

markers CD40L sowie IL-2 durchflusszytometrisch analysiert (s. Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2 Expression von IL-2 und CD40L in CD4" Th-Zellen nach PMA/lonomycin Stimulation.
MACS isolierte CD4" Th-Zellen aus PBMCs wurden fiir 5h mit und ohne CsA und PMA/lonomycin, oder aus-
schlief3lich mit PMA oder lonomycin stimuliert. Die Zellen wurden mit Antikérpern gegen IL-2 und CD40L mar-
kiert und durchflusszytometrisch analysiert. Auf der x-Achse ist die Fluoreszenzintensitat der detektierten 1L-2
Expression, auf der y-Achse die der CD40L Expression dargestellt.

Im Vergleich zu unstimulierten Zellen produzierten mehr als 80% der Zellen dieses Spen-
ders nach PMA/lonomycin Stimulation IL-2, wahrend tber 90% der Zellen den Aktivie-
rungsmarker CD40L exprimierten. Die ausschlieBliche Stimulation mit lonomycin oder
PMA flihrte zu keiner IL-2 Expression und verminderte die Expression des Oberflachen-
markers CD40L um jeweils 30% bzw. 70%. CsA induzierte ebenfalls eine abgeschwachte
CD40L Expression in den Th-Zellen und inhibierte bis auf 11% nahezu vollstandig die IL-2
Produktion.

4.1.2 Modulation der IL-2 Expression mit PMA und lonomycin

Die Verwendung unterschiedlicher Konzentrationen von PMA und lonomycin erlaubt die
Modulation der Stimulationsstarke der durch sie aktivierten Signalwege PKC6 und
Ca?/CaN und die Untersuchung der synergistischen und additiven Wirkungsweisen fiir
die Synthese von IL-2. Um die Bedeutung der verschiedenen Signalwege fir die IL-2 Ex-
pression zu untersuchen, wurden humane CD4" Th-Zellen mit lonomycin (1ug/ml) und
verschiedenen Konzentrationen PMA (0.1-10ng/ml), sowie mit PMA (10ng/ml) und auf-
steigenden Konzentrationen lonomycin (100-1000ng/ml) stimuliert. Die IL-2 Expression
wurde intrazellular durch Vergleich der mittleren Fluoreszenzaktivitadten (MFI) durchfluss-
zytometrisch analysiert (s. Abbildung 4.3). Die Ergebnisse zeigten ein bimodales Expres-
sionsprofil fur IL-2, das durch unterschiedliche lonomycin Konzentrationen, nicht aber
durch Modulation mit PMA hervorgerufen wurde. Wahrend bei einer Konzentration von
0.1ng/ml PMA keine IL-2 Expression detektiert werden konnte, wurde ab =1ng/ml PMA
die IL-2 Expression maximal induziert und weder in Frequenz (30%) noch in Intensitat
(MF1=32) durch héhere PMA Konzentrationen gesteigert (s. Abbildung 4.3, rechte Spalte).
Im Gegensatz dazu wurde mit lonomycin eine deutliche konzentrationsabhangige Erho-
hung der IL-2 Expression (19-51%) bei einer gleich bleibenden MFI=27 festgestellt, d.h.
es kam zu einer Erhohung der Frequenz der IL-2 Produzenten, wahrend die Intensitat der

IL-2 Produktion unverandert blieb.
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Abbildung 4.3 Titration der IL-2
Expression mit lonomycin oder
PMA. CD4" Th-Zellen aus Spender 1
wurden fir 5h mit PMA (10ng/ml) und
den angezeigten Konzentrationen
lonomycin (linke Spalte) oder (Spen-
der 2) mit lonomycin (1pg/ml) und den
angezeigten Konzentrationen PMA
stimuliert. Die Zellen wurden intrazel-
lular gegen IL-2 gefarbt und im FACS
analysiert. Die Balken geben die ge-
mittelte Fluoreszenzintensitat (MFI)
wieder. Die Prozentangaben beziehen
sich auf die unter den Balken ermittel-
ten Frequenzen der IL-2 produzieren-
den Zellen.

Die unterschiedliche maximale Frequenz IL-2 produzierender Zellen von 30% bzw. 51%,

ist auf eine spenderabhangige Varianz in der IL-2 Produktion aufgrund des Alters und des

Immunstatus zurtickzufiihren [41].
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Durch weitere Experimente sollte Uberpriift werden, ob die Expression des Aktivierungs-
markers CD40L analog zu IL-2 ebenfalls eine bimodale Verteilung nach lonomycin modu-
lierter Stimulation zeigt. Dazu wurden CD4" Th-Zellen mit ansteigenden lonomycin und
konstanten PMA Konzentrationen stimuliert und die Expression von CD40L und IL-2 intra-
zellular durchflusszytometrisch analysiert. In Abbildung 4.4 sind die Ergebnisse als Uber-
lagerte Histogramme der gemessenen Fluoreszenzintensitaten der einzelnen Proben dar-
gestellt. CD40L zeigte nach lonomycin modulierter Stimulation ein graduelles Expres-
sionsprofil (s. Abbildung 4.4, links), wahrend die Expression von IL-2 binar reguliert wurde
(s. Abbildung 4.4, rechts). Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass der lonomycin-
abhangigen Induktion von CD40L im Gegensatz zu IL-2 kein bzw. ein dullerst niedriger,
festgesetzter intrazelluldrer Ca®* Schwellenwert als Regulator seiner Produktion zugrunde

lag.
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Abbildung 4.4 Modulation der IL-2 Expression mit PMA und lonomycin. Aus PBMC isolierte humane
CD4" Th-Zellen wurden 5h bei 37°C mit PMA (10ng/ml) und den angezeigten Konzentrationen lonomycin
stimuliert, intrazellular gegen CD40L und IL-2 gefarbt und im FACS analysiert. Die Abbildung zeigt die Gberla-
gerten Histogrammdaten der einzelnen Proben fiir CD40L (links) und IL-2 (rechts).

Das bedeutet, dass die IL-2 Expression im Gegensatz zu CD40L einer binaren und da-
riber hinaus Ca**-abhangigen Regulation unterliegt, die innerhalb einer heterologen CD4"
Th-Zellpopulation die Anzahl der IL-2 Produzenten und nicht die IL-2 Produktion pro Zelle
kontrolliert. Demzufolge musste der zellulare Schalter fiir die IL-2 Expression den Ca**

Signalen nachgeordnet in der TCR Signalkaskade liegen.

4.1.3 Der CaN Inhibitor CsA induziert eine binare IL-2 Expression nach Stimulation mit
PMA/lonomycin oder aCD3/aCD28

Da CsA ein klassischer Inhibitor Ca®* generierter Signale in Th-Zellen durch Hemmung
der Serin/Threonin-Phosphatase CaN ist, sollte tberprift werden, ob CsA innerhalb der
Ca?" Signalkaskade analog zu lonomycin ein bindres IL-2 Expressionsverhalten induziert.
Hierzu wurden CD4" Th-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen CsA (2-10nM) fir
10min inkubiert und anschlieRend mit PMA/lonomycin stimuliert. Neben der maximalen

Aktivierung der Zellen mit PMA/lonomycin wurde unter physiologischen Bedingungen die
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generelle Relevanz der binaren IL-2 Expression durch Einbeziehung des TCR Komplexes
als natiirlicher Generator der intrazelluldren Ca** Signale in CD4" Th-Zellen getestet. Da-
fir wurden CsA (2-10nM) behandelte CD4" Th-Zellen anstelle von PMA/lonomycin durch
Kreuzvernetzung der Oberflachenrezeptoren mit aCD3/aCD28 stimuliert. AnschlieRend
wurden die Zellen fixiert und gegen IL-2 (aCD3/aCD28) bzw. IL-2 und CD40L (PMA/Io-

nomycin) gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert (s. Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5 Bimodale IL-2 Expression nach Modulation mit CsA. Humane CD4" Th-Zellen wurden mit
verschiedenen CsA Konzentrationen fiir 10min bei 37°C inkubiert und mit PMA (10ng/ml)/lonomycin (1ug/ml)
fur 5h (links, Mitte) oder mit aCD3/aCD28 (rechts) fur 16h bei 37°C stimuliert. Die Zellen wurden intrazellular
gegen CD40L und IL-2 (PMA/lonomycin) bzw. gegen IL-2 (aCD3/aCD28) gefarbt. Die Abbildung zeigt die
Uiberlagerten Histogrammdaten der einzelnen Proben fiir den jeweiligen Marker.

Die Ergebnisse in Abbildung 4.5 zeigen, dass ansteigende CsA Konzentrationen nach
PMA/lonomycin Stimulation analog zum lonomycin-Effekt eine bimodale Verteilung der IL-
2 Produzenten induzierten (s. Abbildung 4.5, Mitte), wahrend die Expression von CD40L
graduell reguliert wurde (s. Abbildung 4.5, links). Die Stimulation mit aCD3/aCD28 war
ebenfalls durch CsA modulierbar und resultierte in einer bimodalen Verteilung der IL-2
Produzenten, flhrte aber im Vergleich zu PMA/lonomycin zu einer wesentlich geringeren

Frequenz an IL-2 produzierenden Zellen (s. Abbildung 4.5, rechts).

4.1.4 CsA hat keinen Einfluss auf die Herstellung intrazelluldrer Ca**Signale

Roederer et.al. [62] konnten in naiven und Gedéachtniszellen einer CD4" Th-Zellpopulation
leichte aber distinkte Unterschiede des extrazellularen Ca?* Einstroms nach Antigenre-
zeptor (aCD3) Stimulation feststellen. Dieser Unterschied war rezeptorspezifisch und
konnte mit lonomycin aufgehoben werden, da es in allen Subpopulationen denselben
Ca?" Einstrom induzierte [62]. Um sicherzustellen, dass CsA neben der bekannten CaN
Inhibierung keinen Einfluss auf den extrazelluldren Ca®* Einstrom oder die Herstellung
intrazelludrer TCR-induzierter Ca®* Signale hat, wurde der Ca?* Einstrom (iber die Zell-
membran in CD4" Th-Zellen fluormetrisch anhand des Calciumindikators Indo-1 gemes-
sen. Das Emissionsmaximum von Indo-1 verlagert sich von 485nm unter Ca**-freien Be-

dingungen nach 405nm in der Ca®*-gesattigten Form. Damit geht eine Veranderung der
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Fluoreszenzintensitat einher, die als Quotient F4o5 /F485 (FL-5/FL-4) die Veranderung in der

1, anzeigt. Humane CD4" Th-

intrazellularen zytoplasmatischen Calciumkonzentration [Ca
Zellen wurden daher mit dem Fluoreszenzfarbstoff Indo-1 beladen und die Veranderung
der [Ca?']; mit und ohne CsA Behandlung durch Stimulation mit lonomycin oder kreuzver-

netzten aCD3/ a.CD28 Antikérpern verglichen (s. Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6 Ca* Einstrom in CD4" Th-Zellen. Humane CD4"* Th-Zellen wurden mit dem Calciumindikator
Indo-1 beladen und mit lonomycin (1ug/ml, A) und unter Einfluss von CsA (B) oder mit IgG1 kreuzvernetzten
aCD3/aCD28 (C) und unter Einfluss von CsA (d) stimuliert. Zur Kontrolle wurde der Calciumchelator EGTA
vor (E) und nach (F Stimulation mit lonomycin zugegeben. Die Pfeile zeigen den Zeitpunkt der jeweiligen
Zugabe.

Nach Zugabe von lonomycin zeigten alle Zellen einen starken Ca®" Einstrom mit einer
deutlichen Veranderung in der Fluoreszenzintensitat FL-5/FL-4 zugunsten der Ca®'-
gebundenen Indo-1 Form im Zytoplasma (s. Abbildung 4.6 A), dessen Induktion durch

vorherige Inkubation mit dem Ca®* Chelator EGTA komplett hemmbar war (E). Dagegen
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wurde der lonomycin vermittelte Ca®* Einstrom durch eine vorherige Inkubation mit 10nM
CsA nicht beeintrachtigt (B) und durch Zugabe von EGTA auf das Basalniveau der un-
stimulierten Kontrolle gehemmt (F). Die aCD3/aCD28 vermittelte Aktivierung induzierte
einen geringeren Ca?" Einstrom, der ebenfalls keine signifikante Veranderung in der Fluo-
reszenzintensitat unter Einfluss von CsA zeigte (C und D).

Es konnte daher geschlussfolgert werden, dass sich der molekulare Schalter als Ausléser
der binaren IL-2 Expression entweder unterhalb der CaN Aktivitat befindet oder die CaN
Aktivitat selbst ist, da der CsA/Cyclophilin Komplex die CaN Aktivierung unmittelbar be-
einflusst. Auch fuhrte CsA bei optimalen Stimulationsbedingungen und uneingeschrank-
tem Ca?" Einstrom durch PMA/lonomycin zu einer Inhibierung der IL-2 Expression. Des-
halb stellte sich zunachst die Frage nach den Mediatoren einer CaN spezifischen Aktivitat.
Die Substrate der Ca** und CsA modulierten CaN Aktivitat bei der Initiation der IL-2
Gentranskription bilden insbesondere die Transkriptionsfaktoren der NFAT Proteinfamilie.
Sie kontrollieren zusammen mit den ebenfalls aktivierungsabhangigen Transkriptionsfak-
toren NF-xB und AP-1 die IL-2 Expression, weshalb ihre Aktivierung im Folgenden unter-

sucht wurde.

4.1.5 Aktivierung von NFAT, NF-kB und AP-1 nach differentieller Stimulation

Zunachst wurde der Einfluss von CsA auf die Aktivierung bzw. Induktion von NFAT, NF-
kB und AP-1 in CD4" Th-Zellen durch das Western Blot Verfahren untersucht. Als relevant
fur die initiale IL-2 Expression wurden hierbei insbesondere NFATc2, p65 fiur den NF-xB
Komplex und c-Fos fir den AP-1 Komplex beschrieben [129]. Die Aktivierung der drei
Transkriptionsfaktoren ist durch die Translokation in den Zellkern charakterisiert. Aufgrund
der hohen Anzahl an Phosphorylierungsstellen ist der Aktivierungszustand von NFATc2
durch eine veranderte elektrophoretische Mobilitat in SDS Gelen anhand des GroRenun-
terschieds von 140kDa im phosphorylierten, inaktiven Zustand und von 120kDa im
dephosphorylierten, aktiven Zustand gut detektierbar und konnte daher in ganzen Zellen
analysiert werden [223]. Im Gegensatz dazu sind die aktivierten NF-kB (p65) und AP-1 (c-
Fos) Proteine nur durch Detektion in isolierten Zellkernen von der zytoplasmatischen
nicht-aktiven Form unterscheidbar.

Der aktivierungsabhangige Phosphorylierungszustand von NFATc2 wurde in humanen
CD4" Th-Zellen unter dem Einfluss zunehmender Konzentrationen an CsA (2-50nM) und
anschlieRender PMA/lonomycin Stimulation oder nach Stimulation mit ansteigenden Kon-
zentrationen lonomycin (50-500ng/ml) und konstanter PMA-Konzentration (10ng/ml) un-

tersucht. Der Einfluss von CsA und Ca®" auf die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
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AP-1 (c-Fos) und NF-xB (p65) wurde durch Analyse der Zellkerne verglichen. Nach der
Stimulation wurden aus allen Anséatzen die Zellen bzw. isolierten Zellkerne lysiert, gelelek-
trophoretisch aufgetrennt und im Western Blot Verfahren mit entsprechenden Antikdrpern
gegen NFATc2, NF-kB (p65) und AP-1 (c-Fos) analysiert (s. Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.7 Aktivierungsmuster von NFATc2, NF-xB und c-Fos nach differentieller Stimulation. Kas-
ten Links: Phosphorylierungsprofil von NFATc2 in humanen CD* Th-Zellen nach Inkubation mit zunehmenden
Konzentrationen CsA und Stimulation mit PMA/lonomycin (10ng/ml/1ug/ml) (oberer Blot) oder nach Stimulati-
on mit PMA (10ng/ml) plus den angezeigten Konzentrationen lonomycin (unterer Blot). (+) PMA/ionomycin, (-)
unstimulierte Kontrolle. Kasten rechts: Detektion von NF-kB (p65) und AP-1 (c-Fos) in isolierten Zellkernen
von CD4" Th-Zellen. Die Zellen wurden nach Stimulation mit PMA/lonomycin mit und ohne CsA (10nM) oder 5
EGTA (5mM) oder nach Stimulation ausschlieRlich mit PMA oder lonomycin in hypotonem Puffer lysiert und
die Zellkerne wurden isoliert. Die Zellen bzw. Zellkerne wurden in Laemmli-Puffer aufgenommen und mittels
SDS-PAGE aufgetrennt. Das Proteingel wurde auf Nitrocellulose-Membran geblottet und mit Antikérpern
gegen NFATc2, NF-kB (p65) oder AP-1 (c-Fos) inkubiert. Nach Detektion mit NF-kB Antiképern wurde der
Blot gestrippt und mit c-Fos Antikdrpern inkubiert. Lamin B diente als Vergleich der aufgetragenen Protein-
mengen der Zellkerne.

Fir NFATc2 wurde nach Stimulation mit PMA/lonomycin eine komplett dephosphorylierte
Form detektiert, die sich deutlich von der phosphorylierten Form in unstimulierten Zellen
unterschied (s. Abbildung 4.7, linker Kasten). Mit ansteigender CsA bzw. abnehmender
lonomycin Dosis wurden die konzentrationsabhangige Zunahme der phosphorylierten und
die Abnahme der dephosphorylierten NFATc2 Form sichtbar, ohne dass Intermediarvari-
anten detektiert werden konnten. Ab einer CsA Konzentration von 10nM lie3 sich das
Phosphorylierungsprofil kaum von dem unstimulierter Zellen unterscheiden. Im Gegensatz
dazu und im Vergleich zur unstimulierten Probe wurde die Anwesenheit von NF-kB (p65)
und AP-1 (c-Fos) in den Zellkernen durch 10nM CsA nicht gehemmt (s. Abbildung 4.7,
rechter Kasten). Die Stimulation unter Einfluss des Ca® Chelators EGTA oder aus-
schlief3lich mit PMA oder lonomycin, flihrte insbesondere fir AP-1 (c-Fos) aber weniger
fur NF-xB (p65) zu einer sichtbar abgeschwachten Aktivierung bzw. Translokation in den
Zellkern und unterstrich die additive Bedeutung der Signalwege, wie sie fur die Aktivie-
rung von NF-kB und AP-1 beschrieben wurde [129].

Durch die Western Blot Analyse wurde eine auRerordentliche Ca®*/CaN Sensitivitat fiir die

Aktivierung von NFATc2 im Vergleich zu NF-xB (p65) und AP-1 (c-Fos) nachgewiesen.
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NFATc2 ware damit ein potentieller Transmitter der Ca®/CaN regulierten binren IL-2
Expression. Allerdings konnten die Verschiebungen des aktivierungsabhangigen
Phosphorylierungsprofils von NFATc2 aufgrund der untersuchten gepoolten Populationen
nicht eindeutig den IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten zugeordnet werden, da
sich in den analysierten Proben beide Fraktionen befanden. Zudem lie} die Anwesenheit
der Transkriptionsfaktoren im Zellkern keine Rickschllisse auf deren funktionelle Aktivitat
zu. In einem nachsten Schritt sollte daher die transkriptionelle Aktivitat von NFAT und NF-

kB in Abhangigkeit der intrazellularen IL-2 Expression verglichen werden.

4.1.6 NFAT- und NF-xB-vermittelte Reportergenaktivitat in Jurkat Zellen

Zunachst sollte der Ca?* Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitidt von NFAT und NF-kxB
im Verhaltnis zur IL-2 Expression anhand eines Reportergenassays untersucht werden.
Die hierflr verwendeten Plasmide enthielten eine dem Reportergen vorgeschaltete En-
hancer Region mit repetitiven spezifischen Bindungsmotiven fir NFAT bzw. NF-xB. Durch
die aktivierungsabhangige Besetzung der Enhancer-Kassette durch den jeweiligen
Transkriptionsfaktor wurde Uber einen Minimalpromotor die transiente Transkription des
Reportergens gfp, bzw. dsRed, induziert. Die aktivierungsabhangige Generation und Ak-
kumulation der fluoreszierenden Reporterproteine GFP und DsRed sollte hierdurch auf
Einzelzellebene mit der Expression von IL-2 durchflusszytometrisch verglichen werden.
Die Transfektion primarer humaner CD4" Th-Zellen mit dem Transfektionssystem von
Amaxa® filhrte aufgrund eines messbaren unspezifischen Ca*" Einstroms zu einer Vorak-
tivierung der Zellen und einer damit verbundenen hohen basalen Reportergenaktivitat
(nicht gezeigt). Aufgrund fehlender alternativer Methoden zur Transfektion primarer CD4*
Th-Zellen zu diesem Zeitpunkt, musste daher auf IL-2 produzierende Jurkat Zellen zu-
rickgegriffen werden, bei denen diese Effekte nicht festgestellt wurden. Die Transfek-
tionseffizienz betrug in Jurkat Zellen 65-70% mit einer Mortalitatsrate von 16-20% 16h
nach Transfektion und vor Stimulation (nicht gezeigt). Die Jurkat Zellen wurden nach Ko-
Transfektion mit pNFAT-GFP und pNF-kB-DsRed mit PMA und verschiedenen lonomycin
Konzentrationen oder ausschlieBlich mit PMA oder lonomycin stimuliert. Anschlief3end
wurde intrazellular die IL-2 Expression und die GFP/DsRed Expression durchflusszyto-
metrisch analysiert (s. Abbildung 4.8). Die Stimulation mit PMA/lonomycin flhrte zu einer
konzentrationsabhéangigen Induktion von sowohl IL-2 (1.5-21.3%), als auch der NFAT
(1.8-8.6%)- und NF-xB (8.3-10.4%)—abhangigen Reportergenexpression (s. Abbildung
4.8, rechte Spalte).
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Abbildung 4.8 NFAT- und NF-kxB-abhédngiger Reportergenassay im Vergleich zur IL-2 Expression in
Jurkat Zellen. Jurkat Zellen wurden mit je 5ug pNFAT-GFP und pNF-kB-DsRed durch Elektroporation
kotransfiziert. Nach 16h Inkubation bei 37°C wurden die Zellen fiir 6h und unter Zugabe des Sekretionsinhibi-
tors Brefeldin A (5pg/ml) nach 2h bei 37°C mit PMA (10ng/ml) und den angezeigten Konzentrationen lonomy-
cin oder ausschlief3lich mit PMA (10ng/ml) oder lonomycin (1ug/ml) stimuliert. Die Zellen wurden fixiert, intra-
zellular gegen IL-2 gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert.

Der Vergleich der Fluoreszenzintensitaten in den transfizierten Jurkat Zellen zeigte groRRe
Ahnlichkeit mit dem binaren IL-2 Expressionsprofil der humanen primaren CD4" Th-Zellen
mit einer durchschnittlichen MFI=276.5+41. Die NFAT-vermittelte Reportergenaktivitat fir
GFP zeigte hingegen eine graduelle Expression (MFI1=39.1-109.3) in Abhangigkeit der
lonomycin Konzentration, wahrend sich die gemittelte Intensitat der DsRed Expression
ahnlich der Frequenz der DsRed-Produzenten ab 100ng/ml lonomycin nicht steigerte
(MF1=70.3+3.5). Allerdings konnte weder fir NFAT noch fur NF-xkB eine Ko-Expression
mit IL-2 festgestellt werden, stattdessen produzierten die Zellen entweder IL-2 oder zeig-
ten eine NFAT bzw. NF-xB induzierte Reportergenaktivitat (s. Abbildung 4.8, rechte
Spalte). Nach lonomycin Stimulation wurde weder eine NF-kB- noch NFAT-vermittelte
Reportergenaktivitat detektiert (s. Abbildung 4.8, linke Spalte). Es ist anzunehmen, dass
die NFAT spezifische Enhancer-Sequenz, die aus dem distalen IL-2 Promotorelement
bestand, auch die angrenzende AP-1 Bindungssequenz enthielt und daher fir eine
transkriptionelle Aktivitat die kooperative Bindung mit dem PMA induzierbaren AP-1 Part-
ner bendtigte. Die Aktivierung eines transkriptionell aktiven NF-xB Komplexes in Jurkat
Zellen konnte im Gegensatz zur Stimulation mit PMA durch lonomycin alleine nicht indu-

ziert werden. Da die jeweilige Reportergenaktivitat die IL-2 Expression substituierte,
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konnte die IL-2 Produktion nicht mit einem NFAT- oder NF-kB-spezifischen Aktivierungs-
profil korreliert werden und erwies sich daher fur die Analyse einer differentiellen Trans-
kriptionsfaktoraktivierung bei der IL-2 Expression nach Stimulation als unzureichend.

Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse unter 4.1 ein binares Expressionsprofil fur IL-2
in humanen CD4" Th-Zellen, das durch unterschiedliche Konzentrationen lonomycin oder
CsA sowie unter physiologischen Stimulationsbedingungen mit aCD3/aCD28 durch CsA
induziert werden konnte. Bei Verringerung des initialen Ca®* Einstroms durch verminderte
lonomycin Konzentrationen oder Hemmung der Aktivitdt der Proteinphosphatase CaN
durch CsA sank der Anteil der IL-2 Produzenten, wahrend die Intensitat der IL-2 Produkti-
on pro Zelle gleich blieb. Die Verwendung des Reportergenassays zur Detektion der IL-2-
spezifischen Transkriptionsfaktoraktivitdt von NFAT und NF-xB in Jurkat Zellen erwies
sich als unzureichend, da die aktivierungsabhangige IL-2 Expression nicht mit der aktivie-
rungsabhangigen Reportergeninduktion korrelierte. Um die potentiellen molekularen
Schalterebenen der aktivierungsabhangigen binaren IL-2 Expression untersuchen zu
kdnnen, war es daher notwendig, die IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten einer

CD4" Th-Zellpopulation zu separieren und auf Einzelzellniveau zu analysieren.

4.2 Separation von IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten

Die durchflusszytometrische Analyse der IL-2 Produktion erfolgte in den vorangegan-
genen Experimenten intrazelluléar und setzte die Behandlung mit Sekretionsinhibitoren
sowie die Fixierung der Zellen voraus. Durch die Fixierung wurden die Zellen allerdings
unbrauchbar fur weitere molekularbiologische oder proteinbiochemische Analysen, da sie
aufgrund der kovalenten Kreuzvernetzung der intrazellularen Strukturen nicht mehr sau-
ber aufgeschlossen werden konnten. Deshalb war es notwendig, unfixierte lebende Zellen
zu sortieren. Dies wurde ermdglicht durch den IL-2 Sekretionsassay fur humane Th-Zellen
der Firma Miltenyi Biotech (Bergisch-Gladbach), bei dem die zelleigenen sezernierten IL-2
Molekule an der Oberflache der Zelle durch eine spezifische Fangmatrix gebunden und
durch anschliefende spezifische Detektion mit fluoreszenten Antikérpern im Durchfluss-

zytometer sortiert werden konnten (s. a. Abschnitt 3.1.11).

4.2.1 Etablierung des IL-2 Sekretionsassays

Der Sekretionsassay dient Ublicherweise der Detektion und Anreicherung zytokinprodu-

zierender Zellpopulationen nach antigenspezifischer Stimulation. Da eine mitogene Stimu-
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lation mit PMA/lonomycin das vorhandene Zytokinprofil aller Zellen unspezifisch abruft,
wurde der Sekretionsassay entsprechend modifiziert, um die spezifische Detektion der
IL-2 Produzenten zu gewahrleisten und eine Ubersattigung der Fangmatrix durch IL-2 auf
nichtproduzierenden CD4" Th-Zellen zu vermeiden (s. Abschnitt. 3.1.11). Fur den IL-2
Sekretionsassay wurden CD4" Th-Zellen verwendet, die mit 2nM und 4nM CsA bzw. ohne

CsA inkubiert und fir maximal 2h mit PMA/lonomycin stimuliert wurden (s. Abbildung 4.9).

Abbildung 4.9 Kontrollanalyse
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Die Stimulationszeit wurde als ausreichend fir eine initiale IL-2 Sekretion und Oberfla-
chenexpression des Aktivierungsmarker CD40L als Kontrolle der Stimulation festgestellt.
Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, um bereits sekretiertes IL-2 zu entfernen, und mit
der Fangmatrix inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in ein Wasserbad bei 37°C ge-
setzt, um die Sekretionsphase einzuleiten. Die Spezifitdt der Zytokinsekretion und Zyto-
kinbindung wurde mit einem Aliquot Uberprift, das wahrend der Sekretionsphase auf Eis

gestellt wurde, um die IL-2 Sekretion zu unterbinden (Negativkontrolle). Ein weiteres Ali-
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quot diente als Positivkontrolle und wurde mit rekombinantem humanem IL-2 inkubiert,
um die Spezifitédt der detektierten IL-2 Bindung durch maximale Absattigung der Fangmat-
rix auf der Zelloberflache aller CD4" Th-Zellen zu Uberpriifen (Positivkontrolle). Die Sekre-
tionsphase wurde durch Mischung der Zellsuspension mit eiskaltem PBS gestoppt und
das Uberschissige IL-2 durch Waschen entfernt. Mit spezifischen Fluorchrome-
konjugierten Antikérpern wurde das an der Oberflache gebundene IL-2 und der Aktivie-
rungsmarker CD40L angefarbt und durchflusszytomertrisch analysiert (s. Abbildung 4.9).
Die spezifische sekretionsabhangige Detektion der IL-2 Produzenten nach Stimulation
konnte sowohl von den IL-2 Nichtproduzenten als auch von der entsprechenden Negativ-
kontrolle diskriminiert werden und zeigte eine CsA-abhangige Abnahme der IL-2 Produ-
zenten von 57% auf 36%. Proportional zur Abnahme der IL-2 Produzenten nahm die Fre-
quenz der nicht-aktivierten und IL-2 nichtproduzierenden Zellen von 8% bis 25% zu, wah-
rend der prozentuale Anteil der aktivierten (CD40L") IL-2 nichtproduzierenden Zellen nach
CsA Behandlung nahezu unverandert blieb (s. Abbildung 4.9, linke Spalte). Abbildung

4.10 zeigt, nach welchem Schema diese Fraktionen nun sortiert wurden:

CD4" Th-Zellen __ Abbildung 4.10 Fraktionen
des IL-2 Sekretionsassays fiir
humane CD4" Th-Zellen nach
Sortierung. Nach Stimulation
mit PMA/lonomycin und Durch-
fuhrung des IL-2 Sekretions-
assays wurde das an der Ober-
fliche gebundene IL-2 die Ex-
pression des Aktivierungsmar-
kers CD40L mit spezifischen
Antikorpern angefarbt. Die Zel-
FACS Sortierung/Reanalyse len wurden entsprechend ihrer
Detektion auf IL-2 und CD40L
IL-2 Produzenten IL-2 Nichtproduzentert in einem FACS Vantage sortiert
und durchflusszytometrisch re-
analysiert (a, b, c).

IL-2

CD40L

a IL-2"CD40L" Th-Zellen b IL-2:CD40L* Th-Zellen ¢IL-2°CD40L" Th-Zellen
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Es konnten demzufolge drei Fraktionen unterschieden werden, deren Reinheit nach der
Sortierung durch eine durchflusszytometrisch Reanalyse Uberprift wurde (s. Abbildung
4.10 a,b,c):

a IL-2 Produzenten : IL-2°CD40L" CD4" Th-Zellen
b aktivierte IL-2 Nichtproduzenten : IL-2°CD40L"* CD4" Th-Zellen
¢ nicht-aktivierte IL-2 Nichtproduzenten : IL-2°CD40L" CD4" Th-Zellen
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Die Fraktionen der aktivierten und nicht-aktivierten IL-2 Nichtproduzenten, b und c, unter-
schieden sich in der Expression des Aktivierungsmarkers CD40L und wurden im Weite-
ren, wenn nicht anders beschrieben, als IL-2 Nichtproduzenten zusammengefasst. Fir die
folgenden Experimente wurden Zellfraktionen verwendet, die nach Inkubation mit 4nM
CsA und nach Durchfiihrung des hier beschriebenen IL-2 Sekretionsassays und anschlie-

Render Sortierung aus CD4" Th-Zellen gewonnen wurden.

4.3 Die binare IL-2 Expression wird oberhalb der IL-2 mRNA Induktion reguliert

4.3.1 1L-2 mRNA wird in IL-2 Nichtproduzenten nicht effektiv induziert

Bei der aktivierungsabhangigen Genexpression lassen sich verschiedene Regulations-
ebenen unterscheiden, die fur die Austubung einer Schalterentscheidung in der IL-2 Ex-
pression in Frage kommen. Darunter fallen (a) die mRNA-Stabilitat/Translation, (b) die
zeitliche und raumliche Regulation der Enhancerbindung sowie die Promotorzuganglich-
keit zur Initiation der Transkription und (c) die Aktivierung und Translokation von Trans-
kriptionsfaktoren.

Zunachst wurde Uberprift, ob sich die Fraktionen der IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtpro-
duzenten hinsichtlich der transkriptionellen Induktion der IL-2 mRNA Transkripte unter-
schieden bzw., ob in den IL-2 Nichtproduzenten Uberhaupt IL-2 mRNA induziert wurde.
Hierzu wurde die IL-2 mRNA aus den sortierten Fraktionen der CD4" Th-Zellen isoliert
und revers transkribiert. Die Expressionsanalyse der cDNA erfolgte Uber eine quantitative
real-time PCR im LightCycler. Die Ergebnisse in Abbildung 4.11 wurden auf eine unstimu-
lierte Kontrolle bezogen und zeigen die normalisierte IL.-2 mRNA Expression. Aus den
Rohdaten (crossing points, cp) und unter Beriicksichtigung der ermittelten IL-2 spezifi-
schen Amplifikationseffizienz des PCR-Produkts (E;..=1.86) wurde gegenlber der unsti-
mulierten Kontrolle (cp=29) die IL-2 mRNA Expression innerhalb von 2h nach
PMA/lonomycin Stimulation in den sortierten IL-2 Produzenten um das 11000fache
(cp=14) erhoht. Setzt man den Wert der normalisierten IL-2 Expression der IL-2 Produ-
zenten auf 100% wurde im Vergleich dazu nur 6.9% (cp=18) bzw. 3.9% (cp=19) der rela-
tiven IL-2 mRNA Menge in den aktivierten bzw. nicht-aktivierten IL-2 Nichtproduzenten
induziert (s. Abbildung 4.11). Der aktivierungsabhangige Anstieg der IL-2 mRNA
Transkripte in den IL-2 Produzenten konnte in den IL-2 Nichtproduzenten nicht beobach-
tet werden und die geringe IL-2 Transkription der IL-2 Nichtproduzenten war nicht effektiv

fur die Ausfuhrung der IL-2 Proteinexpression.
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Aufgrund der groRen Unterschiede der normalisierten mRNA Mengen konnte eine
posttranskriptionelle Regulation fir die binare IL-2 Expression ausgeschlossen und die
Transkriptionsinitiation am IL-2 Promotor als potentieller Schalter in Betracht gezogen
werden. Neben der basalen Transkriptionsmaschinerie tragen aktivierungsabhangige
Transkriptionsfaktoren zur Induktion der Transkriptionsinitiation bei. Sie induzieren das
Aufschmelzen der DNA im Promotorbereich, damit der RNA-Polymerase Komplex binden
und die Transkription initiieren kann [224]. Als nachstes wurden daher Chromatinverande-

rungen an der Enhancer/Promotor Region des IL-2 Gens untersucht.

4.4 Die IL-2 Promotor Regulation ist nicht der Schalter der binaren IL-2 Expres-

sion

4.41 Regulation des proximalen IL-2 Promotors durch Chromatinumlagerung

Fir die geregelte und exakt positionierte Initiation der Transkription wird der Zugriff der
RNA-Polymerase auf den entsprechenden Promotorbereich durch Gen-spezifische Akti-
vatoren kontrolliert. Diese Regulation kann in Form von Chromatinveranderungen oder
durch synergistische Rekrutierung und Bindung von Transkriptionsfaktoren an spezifische
proximale und distale Regulationselemente auftreten [225]. Es wird vermutet, dass die
Bindung von Transkriptionsfaktoren an ein distales Regulationselement, den Enhancer,
die Faltung der lokalen Chromatinstruktur induziert, wodurch die Transkriptionsfaktoren in
raumliche Nahe des Promotors gebracht werden und mit der basalen Transkriptionsma-
schinerie bzw. dem Prainitiationskomplex in Kontakt kommen [226, 227]. Oberhalb des

transkriptionellen Starts des IL-2 Gens befindet sich eine 300bp grofle Enhan-
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cer/Promotor Region, die das IL-2 Gen in einer aktivierungsabhangigen, T-Zell-
spezifischen Weise reguliert [228]. In dieser Region wurde nach Stimulation eine CsA-
sensitive Veranderung der Chromatinstruktur durch Disruption der Nukleosomen festge-
stellt, die durch Bindung von aktivierten Transkriptionsfaktoren an den distalen Bereich
des IL-2 Promotorbereichs eingeleitet wurde [135, 137]. Analysen Uber die spezifische
Zuganglichkeit des Restriktionsenzyms Dral im murinen proximalen IL-2 Promotor bewie-
sen zudem, dass der Promotor bis zur Stimulation in einer geschlossenen Konformation
blieb [136]. Im Folgenden sollte die Promotorzugéanglichkeit am IL-2 Gen fir humane

CD4" Th-Zellen ebenfalls mit Dral untersucht werden.

4.4.2 Verwendung von Dral zur Untersuchung der IL-2 Promotorzuganglichkeit

Zunachst wurde das Vorhandensein der Dral spezifischen Nukleotidsequenz TTTAAA im
proximalen Promotorbereichs des humanen IL-2 Gens unter der Beachtung Uberpruft,
dass die Region nicht mit den sequenzspezifischen Erkennungsregionen fur die
Transkriptionsfaktoren Uberlappte (s. Abbildung 4.12). Die Dral Nukleotidsequenz um-
spannt einmalig die Basenpaare an Position —162 bis —167. Anhand eines die Dral Regi-
on umspannenden Primerpaares F1 und R1 (s. Abbildung 4.12) sollte Uber eine real-time
PCR im Light Cycler die Zuganglichkeit der Promotorregion Uberprift werden. Die Menge
des PCR Produktes war dabei umgekehrt proportional zur erfolgten Verdauung durch Dral
an der Region, die durch die Primer amplifiziert wurde. Die Effektivitat des Dral Verdau

wurde in isolierten Zellkernen an Histon-gepackter, gefalteter DNA analysiert.

-340 tatgacaaag aaaattttct gagttacttt tgtatcccca cccccttaaa gaaaggagga

NFAT/AP-1(-280) Oct (-250) .
-280 aaaactgttt catacagaag gcgttaattg catgaattag agctatcacc taagtgtggg

NF-kB (-205) Dral
-220 ctaatgtaac aaagagggat ttcacctaca tccattcagt cagtctttgg gggtttaaag

CD28RE AP-1(-150) NFAT/AP-1(-135)
-160 aaattccaaa gagtcatcag aagaggaaaa atgaaggtaa tgttttttca gactggtaaa

NFAT/AP-1(-90) Oct NFAT (-45)
-100 gtctttgaaa atatgtgtaa tatgtaaaac attttgacac ccccataata tttttccaga

TATA Box +1
-40 attaacagta taaattgcat ctcttgttca agagttccct atcactcttt aatcactact

Abbildung 4.12 Der humane proximale IL-2 Promoterbereich. Gezeigt sind die spezifischen Nukleotidbin-
dungssequenzen (schwarze Linien) der angezeigten Transkriptionsfaktoren im proximalen bis -340 Basenpaa-
re vom Transkriptionsstartpunkt (+1) ausgehenden Promotorbereichs des IL-2 Gens, sowie die Erkennungs-
sequenz der Schnittstelle des Restriktionsenzyms Dral (rot). Die Primersequenzen des Dral-umspannenden
Bereiches sind grau unterlegt.
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So wurde eine stimulationsabhangige Entfaltung der Chromatinstruktur gewahrleistet, die
in Form eines geringeren PCR Produktes als Folge einer erhéhten Dral Zugéanglichkeit
bzw. Dral vermittelten DNA Verdauung an der Promotorregion detektiert wurde. Diese
Methode wird auch als CHART-PCR (chromatin accessibility by real-time PCR) bezeich-
net [137].

4.4.3 Analyse der Dral Spezifitat mittels PCR und Light Cycler

Zunachst wurde die aktivierungsunabhangige Effektivitdt der Dral Aktivitat am IL-2 Pro-
motor mit aufgereinigter genomischer DNA aus humanen CD4" Th-Zellen nach Dral Inku-
bation analysiert. Parallel wurden aufgereinigte Zellkerne aus unsortierten CD4" Th-Zellen
und aus sortierten IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten fir eine stimulationsab-
hangige Analyse der Dral Aktivitat mit Dral inkubiert und im Anschluss die verdaute ge-
nomische DNA aus den Zellkernen isoliert. Der Dral umspannende Bereich des proxima-
len IL-2 Promotors wurde in einer PCR amplifiziert und das PCR Produkt in einem Agaro-
se Gel analysiert (s. Abbildung 4.13, linker Kasten). Im Vergleich zu einer unbehandelten
genomischen DNA Probe wurde nach Dral Verdau kein PCR Produkt mehr generiert, das
damit als Positivkontrolle des Dral Verdaus diente. Ein spezifisches 197bp grofles PCR

Produkt findet sich demgegenuber in allen behandelten und unbehandelten Zellkernen.

PCR real-time PCR im Light Cycler
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Abbildung 4.13 PCR Analyse der Primer Spezifitat und Dral Effektivitat. Zellkerne aus unsortierten und
sortierten CD4" Th-Zellen wurden mit und ohne Restriktionsenzym Dral inkubiert und die genomische DNA
isoliert. Als Kontrolle wurde aufgereinigte genomische DNA mit und ohne Dral verdaut. Die Dral umspannen-
de 197bp grofRe Region am IL-2 Promotor wurde mit spezifischen Primern in einer PCR amplifiziert und tber
ein Agarosegel aufgetrennt (linker Kasten). Die Proben der genomischen DNA wurden zusatzlich durch real-
time PCR im Light Cycler amplifiziert und das PCR Produkt gegen das Referenzgen Calcineurin, das keine
Dral Schnittstelle enthielt, normalisiert (rechter Kasten). U.s.=unstimuliert.

Fiar eine qualitative aktivierungsabhangige Unterscheidung der Promotorzuganglichkeit

durch Dral mussten die aufgetragenen cDNA Mengen im Light Cycler analysiert und ge-
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gen ein Referenzgen normalisiert werden, das keine Dral Schnittstelle enthielt. Bei der
Analyse der Dral behandelte und unbehandelte genomische DNA im Light Cycler trat die
Dral behandelte Probe (cp=30,76) deutlich spater in die logarithmische Phase der detek-
tierten Fluoreszenzintensitat fur das PCR Produkt ein als die unbehandelte Probe
(cp=25,52) und betrug nach Normalisierung der Daten nur noch 1.8% des maximal zu
erhaltenden PCR Produkts (s. Abbildung 4.13, rechts).

4.4.4 Die IL-2 Promotorzuganglichkeit wird nur in IL-2 Produzenten effektiv induziert

Als Nachstes wurde die Promotorzuganglichkeit der Dral behandelten Zellkernen der sor-
tierten IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten durch Amplifikation der Dral umspan-
nenden Region im Light Cycler untersucht. Die normalisierten Daten der einzelnen Laufe
wurden jeweils auf die unstimulierte Probe bezogen, deren PCR Produkt, dem geschlos-
senen Promotor entsprechend, am schnellsten detektiert werden konnte (cp=23) und da-
her gleich Null gesetzt wurde. Im Vergleich dazu zeigt Abbildung 4.14 A, dass die Detekti-
on des PCR Produkts der IL-2 Produzenten (cp=28) deutlich spater in die logarithmische
Phase eintrat. Im Vergleich zu der ,gemischten’ Promotorzuganglichkeit der unsortierten
CD4" Th-Zellen (cp=24) zeigten die sortierten Fraktionen deutlich die Verteilung der Dral
Aktivitat auf Populationsebene (s. Abbildung 4.14 B).

So erhoht sich die Zugéanglichkeit des Dral Enzyms in den CsA (4nM) behandelten CD4"
Th-Zellen nach Stimulation auf 26%. Im Vergleich dazu ist die Dral Zuganglichkeit mit bis
zu 80% in den IL-2 Produzenten um das 4-fache héher als in den IL-2 Nichtproduzenten.
Die detektierte Promotorzuganglichkeit erwies sich demnach analog der IL-2 mRNA Ex-
pression in den IL-2 Produzenten als aktivierungsabhangig und unterschied sich in der
Intensitat der detektierten Werte eindeutig von den IL-2 Nichtproduzenten. Zwar konnten
geringe Chromatinveranderungen am IL-2 Promotor in den IL-2 Nichtproduzenten festge-
stellt werden, allerdings war diese aberrante Promotoréffnung fir die transkriptionelle In-
duktion der IL-2 Expres-sion offenbar nicht ausreichend, da weder IL-2 Protein noch eine
effektive IL-2 mRNA Induktion in diesen Fraktionen ermittelt werden konnte. Die Ursache
hierfir kdnnte in einer attenuierten Bindung oder differentiellen Aktivierung der Transkrip-
tionsfaktoren am IL-2 Promotor liegen. Daher sollte als nachstes das spezifische Aktivie-
rungs- bzw. Translokationsprofil der Transkriptionsfaktoren NFAT und NF-xB in Abhan-

gigkeit der IL-2 Expression untersucht werden.
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Abbildung 4.14 Zuginglichkeit
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4.5 Detektion aktivierter Transkriptionsfaktoren in Zellkernen auf Einzelzellebene

4.5.1 Verwendung isolierter Zellkerne zur Messung von NFAT und NF-xB im FACS

Wie in Abschnitt 4.1.6 gezeigt, erwies sich die Verwendung des Reportergenassays zur
Analyse der differentiellen Transkriptionsfaktoraktivitat aufgrund der fehlenden Kongruenz
mit der IL-2 Expression als nicht aussagefahig. Durch Anwendung des IL-2 Sekretions-
assays konnten aus einer heterologen CD4" Th-Zellpopulation gezielt einzelne Fraktionen
hinsichtlich ihrer IL-2 Expression sortiert und sowohl auf Populations- als auch Einzelzell-
ebene untersucht werden. Intrazellulare Ereignisse, die eine Veranderung der raumlichen
Anordnung von Proteinen bzw. einen Wechsel des Zellkompartimenthabitats zur Folge
haben, werden dadurch nicht erfasst. Dies gilt auch fur Translokationsereignisse zwischen
Zytoplasma und Zellkern, die nach Aktivierung bei den Transkriptionsfaktoren NFAT und
NF-xB der Fall stattfinden. Aufgrund fehlender phosphospezifischer Antikérper wird zu-
dem die Detektion und Unterscheidung des aktivierten Transkriptionsfaktors NFAT in
ganzen Zellen erschwert. Ein spezifisches Merkmal vieler aktivierungsabhangiger

Transkriptionsfaktoren ist allerdings deren Translokation in den Zellkern nach initialer Sti-
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mulation. Daher wurden zur Detektion der aktivierten Transkriptionsfaktoren NFAT und
NF-kB, Zellkerne aus stimulierten CD4" Th-Zellen isoliert und fixiert. Die Zellkernisolation
erfolgte auf Basis herkémmlicher Zellkernisolationsprotokolle, die dann speziell auf die
Isolation von Zellkernen aus primaren humanen CD4" Th-Zellen mit entsprechenden Puf-

fern optimiert wurden (fir Details, s. Material 2.1.1 und Methoden 3.1.12).

Ruhezustand Translokation Zellyse und Fixierung Permeabilisierung FACS Analyse
nach Stimulation Zellkernisolation der Zellkerne und
Antikorperfarbung
s A
— —/ % '—\ — RN,
\ o / s
N N 7 v ‘\{ _._._.-u&,_\_a—_
ONFAT ®NFxB

Abbildung 4.15 Schema fiir den experimentellen Ansatz zur Isolation von Zellkernen und Messung
aktivierter Transkriptionsfaktoren im FACS. CD4" Th-Zellen wurden stimuliert und die Zellkerne durch
hypotonische Lyse der Zellen isoliert. Die Zellkerne wurden fixiert und permeabilisiert. Die nach Stimulation
aus dem Zytoplasma in den Zellkern translozierten Transkriptionsfaktoren NFAT und NF-kxB wurden durch
spezifische Antikérper angefarbt und die Zellkerne durchflusszytometrisch (FACS) analysiert.

Durch Fixierung der Zellkerne wurde ein unspezifischer Rucktransport der Transkripti-
onsfaktoren, vor allem der Ca2+-abhéngigen NFAT Proteine, aus dem Zellkern infolge der
Praparation verhindert. Die Zellkerne wurden permeabilisiert und nach Inkubation mit
NFATc2- und NF-kB (p65)-spezifischen Antikérpern durchflusszytometrisch analysiert.
Die einzelnen Schritte fiir diesen experimentellen Ansatz sind in Abbildung 4.15 schema-
tisch zusammengefasst. Die durchflusszytometrische Detektion der aktivierten Transkrip-
tionsfaktoren in den isolierten Zellkernen erfolgte durch eine optimierte Mehrfachgating-
Strategie auf der Basis friherer Arbeiten iber humane dendritische Zellen und Vollblut-
analysen [220, 229]. In Abbildung 4.16 ist diese Strategie schematisch dargestellt.

Die Zellkerne wurden Uber den DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Propidiumjodid
im Durchflusszytometer visualisiert (R3) und Uber Gréfe (R2) und Doublettendetektion
(R1) von Debris, unlysierten, fixierten Zellen oder fixierten Zellkernklumpen diskriminiert.
Aus den drei Gates R1, R2, R3 wurden schliel3lich die gemittelten Fluoreszenz-
intensitaten (MFI) der NFATc2 oder NF-xB (p65) Antikérper-Farbung im Histogramm ana-
lysiert.
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Identifikation der isolierten ganzen Zellkerne im Durchflusszytometer tber:
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Abbildung 4.16 Mehrfachgating-Strategie zur durchflusszytometrischen Detektion der Zellkerne. Iso-
lierte Zellkerne aus CD4" Th-Zellen wurden mit Propidiumjodid (PI) inkubiert durchflusszytometrisch {iber die
Grofie (R3), DNA Farbung (R2) und lber Pulsprozessor Detektion (R1) von Doubletten diskriminiert. Zellker-
ne, die alle Bedingungen (R1+R2+R3) erfiillten, wurden zur Detektion von Transkriptionsfaktoren analysiert.

4.5.2 Spezifischer Nachweis von NFATc2 und NF-kB in isolierten Zellkernen

Die Spezifitat der detektierten Antikorperfarbung gegen NFATc2 und NF-xB (p65) in den
isolierten Zellkernen von CD4" Th-Zellen wurde aktivierungsabhangig nach
PMA/lonomycin Stimulation und durch spezifische Inhibierung von CsA Uberprift (s. Ab-
bildung 4.17 A und B). Beide Transkriptionsfaktoren zeigten nach Stimulation einen deut-
lichen Shift in der Fluoreszenzintensitat im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle und da-
mit eine deutliche Zunahme in den Zellkernen. Im Gegensatz zu NF-kB (p65) wurde die
Translokation von NFATc2 in den Zellkern durch CsA nahezu vollstandig inhibiert. Zu-
satzlich sollte die differentielle Aktivierbarkeit und Translokation von NFATc2 gegentber
NF-xB in Abhangigkeit der Stimulation untersucht werden (Abbildung 4.17 C und D). Die
Stimulation mit lonomycin ergab eine mit PMA/lonomycin vergleichbare Translokation von
NFATc2 in den Zellkern, wahrend NF-xB durch lonomycin nur teilweise aktiviert wurde.
Durch Verwendung des Ca®* Chelators EGTA wurde die Ca®* Abhangigkeit der NFAT

Aktivierung deutlich, wahrend der Einfluss auf die Translokation von NF-kB eher gering



Ergebnisse

71

war. TNF-a hingegen bestatigte sich als spezifischer NF-xB Aktivator, ohne die NFATc2

Aktivierung zu induzieren.
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Abbildung 4.17 Spezifische Detektion von NFAT und NF«B in Zellkernen von CD4" Th-Zellen. Zellkerne
wurden aus CD4" Th-Zellen nach Stimulation mit PMA (10ng/ml)/lonomycin (1ug/ml) mit und ohne CsA isoliert
und fixiert. Nach Permeabilisierung wurden die Zellkerne mit Fluorchrome-konjugierten a-NFATc2 (A) oder o-
NF-kB (B) gefarbt und im FACS analysiert. Spezifische Detektion von NFATc2 (C) oder NF-kB (D) in Zellker-
nen nach Behandlung mit EGTA (5mM), CsA (10nM) und PMA/lonomycin Stimulation oder nur TNF-a

(100ng/ml) oder lonomycin (1pg/ml) Stimulation.

Zusatzlich wurde die Sensitivitédt der Translokation von NFATc2 Abhangigkeit von CsA (2-
50nM), oder lonomycin (50-1000ng/ml) konzentrationsabhangig untersucht (s. Abbildung
4.18 A und B). Die Translokation von NFATc2 war ab 10nM CsA komplett hemmbar und
konnte erst ab 200ng/ml lonomycin induziert werden. NF-xB (p65) Translokation zeigte
sich ebenfalls sensitiv gegeniiber CsA (5-100nM) (Abbildung 4.18 C), allerdings bedurfte
es einer Konzentration von 100nM um die Translokation vollstandig zu inhibieren. Da
NFATc2 nach Stimulation innerhalb von 5min in den Zellkern transloziert [61], wurde
ensprechend flir NF-kB die optimale Translokationszeit nach PMA/lonomycin Stimulation
in Zeitschritten von 5-120min untersucht. Nach 60min wurde die vollstandige Translokati-

on fur NF-kB festgestellt (Abbildung 4.18 D).
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Zudem wurde eine Translokation von NF-xB ab 1ng/ml PMA bereits in der iberwiegenden
Anzahl an Zellkernen induziert und war ab 5ng/ml PMA maximal (0.1-10ng/ml, Abbildung
4.18 E). Bei der Untersuchung der lonomycin-abhangigen Translokation von NF-xB (100-
1000ng/ml lonomycin) bei konstanter PMA Konzentration (10ng/ml), waren 100ng/ml lo-

nomycin fur die Induktion der Translokation ausreichend (F).

4.6 Die binare IL-2 Expression ist abhangig von der NFATc2 Translokation

4.6.1 IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten unterscheiden sich in der Menge des
translozierten NFATc2

Als Nachstes sollte die nukleare Translokation der Transkriptionsfaktoren NFATc2 und
NF-«xB (p65) in den Zellkernen sortierter IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten aus
CD4" Th-Zellen untersucht werden, die mit bzw. ohne CsA behandelt worden waren. Das
Ergebnis ist in Abbildung 4.19 dargestellt. Die linke Spalte zeigte die aktivierungsabhangi-
ge hdéhere Fluoreszenzintensitat (schwarze Linie) und damit einen deutlich héheren Anteil
an NF-xB (p65) bzw. NFATc2 im Vergleich zur unstimulierten Probe (graue Flache) von

Zellkernen aus zunachst unsortierten CD4" Th-Zellen. In den sortierten Fraktionen von

Abbildung 4.18 Kinetik
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IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten der unbehandelten (DMSO) CD4" Th-Zellen,
translozierte NF-xB zu gleichen Anteilen in den Zellkern mit einer MFI=12.3. Diese unter-
schied sich in den CsA behandelten Zellen nur durch eine leicht herabgesetzte auf
MFI1=10.2. Im Gegensatz zur fraktionsunabhéngigen aber aktivierungsabhangigen detek-
tierten Fluoreszenzintensitat fir NF-xB (p65), wurde eine jeweils fraktionsabhangige un-
terschiedliche Fluoreszenzintensitat fir NFATc2 in den sortierten Fraktionen ermittelt. Die
fur NFATc2 ermittelte Fluoreszenzintensitat war in den IL-2 Produzenten unabhangig von
der CsA Behandlung am héchsten (MFI=52) und nahm in den aktivierten IL-2 Nichtprodu-
zenten (MFI1=25) und in zunehmendem Malfe in den nicht-aktivierten IL-2 Nichtproduzen-

ten in der Intensitat weiter ab.
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Abbildung 4.19 Detektion von NFAT und NF-kB in Zellkernen von IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtpro-
duzenten. Linke Spalte: Detektion von NF-kB (p65) (A) bzw. NFATc2 (B) in Zellkernen von unsortierten sti-
mulierten (schwarz) und unstimulierten CD4" Th-Zellen (graue Flache). Mittlere und rechte Spalte: Uberlage-
rung der Histogramme der sortierten Fraktionen von IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten aus DMSO
(Mitte) und CsA (rechts) behandelten CD4" Th-Zellen, sowie der unstimulierten Kontrolle (graue Flache) fiir
NF-kB (p65) und NFATc2.

In den Fraktionen der nicht-aktivierten IL-2 Nichtproduzenten war die gemessene Fluo-
reszenzintensitat demzufolge am geringsten (MFI=18) und sank nach CsA Behandlung
weiter ab (MFI=12). Das bedeutete, dass NFATc2 fraktionsspezifisch mit unterschiedli-
cher Intensitat in den Zellkern translozierte. Der Einfluss der CsA Behandlung auf dieses
differentielle Translokationsprofil von NFATc2 wurde daher in einem nachsten Schritt na-

her untersucht.
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4.6.2 CsA beeinflusst die Frequenz der NFATc2 enthaltenden Zellkerne aber nicht die

Fluoreszenzintensitat von NFATc2 in Zellkernen aus CD4" Th-Zellen

Die verschiedenen Fraktionen der sortierten CD4" Th-Zellen zeigten unabhangig von der
CsA Behandlung dasselbe Muster der Fluoreszenzintensitatsverteilung, d.h. NFATc2
translozierte fraktionsabhangig in den Zellkern, aber offenbar CsA unabhangig mit jeweils
derselben Intensitat. Um dies zu Uberprufen, wurden die Werte der gemittelten NFATc2-
Fluoreszenzintensitaten der Fraktionen aus CsA (2nM und 4nM) behandelten und unbe-
handelten Zellen durch Uberlagerung der Histogramme verglichen (s. Abbildung 4.20).
Die in den Zellkernen der IL-2 Produzenten detektierte Fluoreszenzintensitat von NFATc2
(s. Abbildung 4.20 links), und damit der Anteil an transloziertem NFATc2, blieb unabhan-
gig von der CsA Behandlung gleich (MFI:DMSO=53.8, CsA 2nM=49.7, CsA 4nM=51.9).
Dies konnte auch fir die aktivierten IL-2 Nichtproduzenten festgestellt werden, obgleich
mit einer insgesamt niedrigeren mittleren Fluoreszenzintensitat, wie bereits im vorherigen
Abschnitt gesehen (s. Abbildung 4.20 rechts, MFI:DMS0O=25.6, CsA 2nM=25.7, CsA
4nM=22.7). Die gleichbleibende Fluoreszenzintensitat fir NFATc2 in den Zellkernen der
IL-2 Produzenten nach CsA Behandlung stimmte demnach mit der zuvor festgestellten
gleichbleibenden Intensitat der IL-2 Produktion nach CsA Titration Uberein, wenngleich
die Frequenz der IL-2 Produzenten und damit auch die Zahl der NFATc2 enthaltenden

Zellkerne abnahm.

Uberlagerung der gemessenen nukledren NFATc2 Intensitaten aus
DMSO, CsA 2nM oder CsA 4nM behandelten CD4* Th-Zellen

IL-2 Produzenten (IL-2*CD40L") aktivierte IL-2 Nichtproduzenten (IL-2:CD40L")
2 2
N_] S
< e D 3 4

NFATc2 >

Abbildung 4.20 Vergleich der Fluoreszenzintensitaten fiir NFATc2 in Zellkernen aus IL-2 Produzenten
und aktivierten IL-2 Nichtproduzenten. Die IL-2 Produzenten und aktivierten IL-2 Nichtproduzenten von
stimulierten CD4" Th-Zellen ohne CsA Behandlung (DMSO) oder nach Inkubation mit CsA 2nM und 4nM
wurden sortiert und die Zellkerne isoliert, fixiert und gegen NFATc2 gefarbt. Die Abbildung zeigt die Gberla-
gerten Histogramme der Fluoreszenzintensitaten von NFATc2 fir jeweils die Fraktion der IL-2 Produzenten
(links) und aktivierten IL-2 Nichtproduzenten (rechts) nach DMSO, CsA 2nM oder CsA 4nM Behandlung.
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Aufgrund der Ergebnisse dieses und des vorherigen Abschnitts zur differentiellen Trans-
lokation von NFATc2 und NF-xB (p65) in den Zellkern, konnten zwei Schlussfolgerungen
gezogen werden:

1. Die IL-2 Produzenten einer heterogenen CD4" Th-Zellpopulation unterschieden sich in
der detektierten Menge des translozierten NFATc2 signifikant von den IL-2 Nichtprodu-
zenten, wahrend sich die Mengen des translozierten NF-xB in allen sortierten Fraktionen
nicht unterschieden.

2. Die Behandlung einer heterogenen CD4" Th-Zellpopulation mit CsA fiihrte zu keiner
Veranderung der translozierten NFATc2 Menge innerhalb der Fraktionen der IL-2 Produ-
zenten bzw. IL-2 Nichtproduzenten. Im Gegensatz dazu fiihrte CsA zu einer insgesamt
schwachere Translokation von NF-«xB in allen Fraktionen der IL-2 Produzenten und IL-2

Nichtproduzenten.

Das bedeutet, dass CsA die qualitative Entscheidung beeinflusste, ob NFATc2 in der de-
tektierten Menge in den Zellkern translozierte. Ware es eine quantitative Beeinflussung
Uber die relative Menge des translozierten NFATc2, musste sich dies in einer Verringe-
rung der Fluoreszenzintensitat, beispielsweise in den IL-2 Produzenten nach CsA Be-
handlung, wiederspiegeln, was nicht der Fall war (s. Abbildung 4.20).

Die geringeren Mengen an transloziertem NFATc2, die in den aktivierten und nicht-
aktivierten IL-2 Nichtproduzenten detektiert wurden, konnten zwei Ursachen haben: Ent-
weder wurde NFATc2 in diesen Zellen nur unzureichend aktiviert und translozierte daher
nur teilweise in den Zellkern, oder die Gesamtmenge an aktivierbarem NFATc2 war in
diesen Zellen geringer und damit auch der Anteil, der wahrend der Initialphase der Sti-

mulation in den Zellkern translozierte.

4.7 Die Aktivierung und nukledre Translokation von NFATc2 wird durch CaN in
einer Alles-oder-Nichts-Reaktion reguliert

4.7.1 Die maximale CaN-Aktivitat fihrt zur vollstandigen Translokation von NFATc2

Um zu Uberprifen, ob die im vorherigen Abschnitt gefundenen Ergebnisse zur differen-
tiellen Translokation von NFATc2 in den IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten auf
eine differentielle Aktivierung von NFATc2 in den Zellkern zurtckzufuhren sind, wurde
nach PMA/lonomycin Stimulation die Lokalisation von NFATc2 in nukleadren und zy-
toplasmatischen Proteinfraktionen von CD4" Th-Zellen und daraus sortierten IL-2 Produ-
zenten und IL-2 Nichtproduzenten verglichen und im Western Blot analysiert. Wie der

Vergleich der zytoplasmatischen und nukledren Proteinfraktionen in Abbildung 4.21 A
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zeigt, wurde im Gegensatz zur unstimulierten Probe fur die unsortierte stimulierte Probe
der CD4" Th-Zellen, als auch fir die sortierten Fraktionen der IL-2 Produzenten und IL-2
Nichtproduzenten, eine vollstandige Translokation von NFATc2 in den Zellkern detektiert.
PMA/lonomycin Stimulation induzierte demnach bei maximaler Aktivierung von CaN die
vollstandige Translokation von NFATc2 in allen Fraktionen der sortierten Zellen. Aller-
dings war die totale Menge des detektierten NFATc2 aus nuklearer und zytoplasmatischer
Fraktion in den IL-2 Produzenten hoher als in den aktivierten IL-2 Nichtproduzenten und
zeigte in den nicht-aktivierten IL-2 Nichtproduzenten die schwachste Expression. Diese
Ergebnisse bestatigten das in den Zellkernen gemessene fraktionsspezifische unter-

schiedliche Profil der Fluoreszenzintensitat fur NFATc2.
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Abbildung 4.21 (A) Translokation von NFATc2 in IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten. Nuklea-
re und zytoplasmatische Fraktionen von unsortierten und sortierten CD4" Th-Zellen nach Durchfiihrung des IL-
2 Sekretionsassays wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose geblottet mit den angezeigten
Antikérpern inkubiert und mittels Odyssey® Imaging System (LI-COR) analysiert. Lamin B und B-Actin dienten
als spezifischer Nachweis und zur Reinheit der nukledren bzw. zytoplasmatischen Fraktionen und als Marker
fur die aufgetragenen Proteinmengen. (B) Detekion von c-Fos, c-Jun, p65 und p50 in Zellkernen von IL-2
Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten. Aufgereinigte Zellkerne aus unsortierten und sortierten CD4" Th-
Zellen mit und ohne CsA Behandlung wurden im Western Blot Verfahren aufgetrennt, mit den angezeigten
Antikérpern inkubiert und mittels Odyssey® Imaging System (LI-COR) analysiert.

AuRerdem wurden im Western Blot ganze Zellkerne aus den sortierten Fraktionen der IL-
2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten CsA behandelter CD4" Th-Zellen auf die AP-1
Bestandteile c-Fos und c-Jun und die NF-kB Proteine p65 und p50 untersucht. Alle diese
untersuchten Proteine wurden in den Zellkernen fraktionsunabhangig mit der gleichen
Expression detektiert (Abbildung 4.21 B).
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Die Aktivierung und Translokation von NFATc2 wird durch Dephosphorylierung an 13 Se-
rin-Phosphorylierungsstellen durch die Phosphatase CaN induziert [169]. Da bei maxi-
maler Can Aktivitdt das zytoplasmatische verfligbare NFATc2 in den IL-2 Produzenten
und IL-2 Nichtproduzenten komplett in den Zellkern translozierte, sollte als Nachstes der
Einfluss von CsA nach Aktivierung mit PMA/lonomycin auf das Phosphorylierungs- und
Aktivierungsprofil von NFATc2 in sortierten IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten

verglichen werden.

4.7.2 CaN reguliert die NFATc2 Aktivierung in einer Alles-oder Nichts-Reaktion

Im Vergleich zur maximalen CaN Aktivitat, wurden zunachst die Auswirkungen einer ein-
geschrankten CaN Aktivitat durch CsA Behandlung auf das Phosphorylierungs- und damit
Aktivierungsprofil von NFATc2 in IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten untersucht.
Dies sollte Gewissheit darlber verschaffen, ob NFATc2 insbesondere in den IL-2 Nicht-
produzenten nach CsA Behandlung vollstandig, partiell oder gar nicht mehr aktiviert, d.h.
dephosphoryliert, wurde. Allerdings reagieren reversible Phosphorylierungsprozesse ge-
nerell dullerst sensitiv auf Veradnderungen der Stimulationsbedingungen. Daher wurden
CD4" Th-Zellen nach Inkubation mit und ohne CsA (4nM) und Stimulation mit
PMA/lonomycin nicht lebend unter Anwendung des IL-2 Sekretionsassay sortiert, sondern
direkt mit dem reversiblen Fixativ DSP inkubiert, intrazellular gegen IL-2 und CD40L ge-
farbt und im Anschluss sortiert. Danach erfolgte eine Aufspaltung der Proteinkreuzver-
netzungen der sortierten Zellen und die proteinchemische Reanalyse des phosphorylie-

rungsbedingten GréRenunterschiedes von NFATc2 im Western Blot (s. Abbildung 4.22).

Abbildung 4.22 Analyse des
CD4*Th-Zellen Phosphorylierungsprofils von
sortiert NFATc2 in IL-2 Produzenten und

IL-2 Nichtproduzenten nach CsA

wsoriEt o = o Behandlung. CD4® Th-Zellen
] ] wurden mit und ohne CsA inkubiert
Stimulaion + - + @+ 4+ und nach Stimulation mit PMA/lo-
— NFATG2-P nomycin mit dem reversiblen Fixa-
- tiv DSP fixiert. Die Zellen wurden

DMSO | et NRATe2 intrazellulr gegen IL-2 und CD40L
gefarbt und die IL-2 Produzenten
und Nichtproduzenten sortiert. Die

f e ‘ ' | |- NRATc2-P einzelnen Fraktionen wurden ge-

CsA(4nM) | s J t‘ ‘ l NFATe lelektrophoretisch aufgetrennt, auf
eine Nitrocellulose Membran
geblottet, mit NFATc2 Antikérpern
inkubiert und mittels Odyssey®

1 IL-2 Produzenten (IL-2*CD40L*) Imaging System (LI-COR) analy-
2 /3 IL-2 Nichtproduzenten (IL-2"CD40L"* / IL-2"CD40L") siert.
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Die IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten aus DMSO behandelten CD4" Th-Zellen
zeigten entsprechend ihrer unsortierten Kontrolle ein vollstdndiges Dephosphorylie-
rungsprofil fir NFATc2, in Ubereinstimmung mit der detektierten vollstandigen Transloka-
tion von NFATc2 im Vergleich der nukledren und zytoplasmatischen Proteinfraktion des
vorherigen Abschnitts (s. Abschnitt 4.7.1). In den CsA behandelten unsortierten CD4" Th-
Zellen wurde hingegen eine phosphorylierte und dephosphorylierte NFATc2 Form detek-
tiert. Die Analyse der daraus sortierten Fraktionen zeigte die vollstdndige Dephosphorylie-
rung von NFATc2 in den IL-2 Produzenten und aktivierten IL-2 Nichtproduzenten, wah-
rend NFATc2 in den nicht-aktivierten IL-2 Nichtproduzenten vollstandig phosphoryliert
war. Diese Ergebnisse bewiesen, dass NFATc2 in den IL-2 Produzenten und aktivierten
IL-2 Nichtproduzenten nach CsA Behandlung vollstadndig dephosphoryliert wurde und da-
her auch vollstandig in den Zellkern translozierte, wie die detektierten fraktionsspezifi-
schen gleichbleibenden Fluoreszenz-intensitaten fur NFATc2 in den Zellkernen belegten
(s. Abschnitt 4.6.2). Ebenso bestatigte das vollstandig phosphorylierte NFATc2 der nicht-
aktivierten IL-2 Produzenten die beobachtete CsA-abhangige Abnahme der Fluoreszenz-
intensitat fur NFATc2 in den Zellkernen dieser Fraktion (s. Abschnitt 4.6.1), da NFATc2 in
dieser Fraktion nicht aktiviert wurde und daher auch nicht in den Zellkern translozierte.
NFATc2 fungiert demnach als Schalter der auf ihn wirkenden CaN Aktivierung, d.h.
NFATc2 wird entweder vollstandig dephosphoryliert und transloziert komplett in den Zell-
kern oder verbleibt phosphoryliert im Zytoplasma. Die Fraktion der nicht-aktivierten IL-2
Nichtproduzenten markierte folglich die wachsende Anzahl der Zellen, die mit zunehmen-
der CaN Inhibierung durch CsA nicht mehr aktiviert wurden und daher auch kein
dephosphoryliertes und transloziertes NFATc2 im Zellkern mehr aufwiesen. Die geringere
NFATc2 Menge, die in den Zellkernen der aktivierten und nicht-aktivierten IL-2 Nichtpro-
duzenten beobachtet wurde, war daher nicht das Resultat einer partiellen Aktivierung und
Translokation von NFATc2, sondern die Folge einer geringeren zellinharent bereits vor-
gegebenen Gesamtmenge an NFATc2. Die intrazellulare Menge an NFATc2 wurde daher

nachfolgend Uberprift.

4.7.3 Die Gesamtmenge an NFATc2 ist in IL-2 Produzenten gréRer als in IL-2 Nichtpro-

duzenten

Fir eine quantitative Analyse der Gesamtmenge an NFATc2 wurden unstimulierte CD4"
Th-Zellen sowie sortierte IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten ohne CsA Be-
handlung nach Fixierung permeabilisiert und intrazellular gegen NFATc2 gefarbt. Abbil-
dung 4.23 zeigt reprasentativ die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Zellanalysen

von einem Spender (n=3). Die IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten konnten als
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zwei distinkte aber Uberlappende Fraktionen mit unterschiedlicher Fluoreszenzintensitat
fur NFATc2 unterschieden werden (MFI=106 und MFI=68). In der unstimulierten Kontrolle
war eine bimodale Verteilung von NFATc2 erkennbar (MFI=84), die auch nach Stimulation
mit den sortierten Fraktionen korrespondierte, wie das Uberlagerungshistogramm in Ab-
bildung 4.23 zeigt.

B IL-2 Produzenten
[ IL-2 Nichtproduzenten
] unstimulierte, unsortierte CD4*Th-Zellen

Zellanzahl

T T =TT
10? 10! 102 10° 104
NFATc2

Abbildung 4.23 Analyse der intrazelluliren NFATc2 Menge in IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtprodu-
zenten CD4" Th-Zellen wurden nach Durchfilhrung des IL-2 Sekretionsassays sortiert und zusammen mit
unstimulierten CD4" Th-Zellen des selben Spenders intrazelluldr gegen NFATc2 gefarbt und durchflusszyto-
metrisch analysiert. Das Histogramm zeigt die Uberlagerten Daten der Fluoreszenzintesitat fir NFATc2 aus
den IL-2 Produzenten und den aktivierten IL-2 Nichtproduzenten.

Bei den durchflusszytometrisch detektierten NFATc2 Proteinmengen in CD4" Th-Zellen
handelte es sich daher nicht um eine stimulationsabhéngige Veranderung, sondern um
einen vorher definierten zellinharenten fraktionsspezifischen Istzustand der NFATc2 Ex-
pression. Dies warf die Frage nach der quantitativen Bedeutung von NFATc2 als ein cha-
rakteristisches Merkmal einer Zelldifferenzierungstufe und/oder der IL-2 Expression inner-

halb einer heterogenen CD4" Th-Zellpopulation auf.

4.8 NFATCc2 ist ein zellularer Schalter der IL-2 Expression

4.8.1 Die NFATc2 Menge ist in CD4" Gedachtniszellen hoher als in naiven CD4" Th-
Zellen

Da in den bisherigen Experimenten heterogene CD4" Th-Zellpopulationen aus dem peri-
pheren Blut gesunder Spender analysiert wurden, sollte Uberprift werden, ob die differen-
tiell exprimierte NFATc2 Menge und die Fahigkeit zur IL-2 Expression mit dem Differen-
zierungsprofil peripherer CD4" Th-Zellen korrespondiert und sich spezifisch fir naive
CD4" Th-Zellen und CD4" Gedéachtniszellen unterscheiden lasst. Das Differenzierungs-
stadium der IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten aus DMSO behandelten CD4"

Th-Zellen wurde daher hinsichtlich der Expression von CD45RA flr naive Th-Zellen und
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hinsichtlich der Expression von CD45RO fiir Gedachtniszellen mit spezifischen Antikor-

pern durchflusszytometrisch analysiert (s. Abbildung 4.24).

B CD45RA CD45RO'CD4* B CD45RA® CD45ROCD4" Abbildung 4.24 Prozentuale Ver-

(CD4" Gedachtniszellen) (naive CD4'Th-Zellen) teilung von naiven CcD4* Th-
Zellen und CD4" Gedichtniszel-
len in sortierten IL-2-Produzen-
ten und IL-2 Nichtproduzenten.
Die sortierten IL-2 Produzenten
und IL-2 Nichtproduzenten wurden
durch Oberflachenfarbung mit Anti-
kérpern gegen CD45RA und
CD45RO durchflusszytometrisch
analysiert.
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Die IL-2 Produzenten dieses Spenders nach 2h PMA/lonomycin Stimulation konnten fast
ausschlieRlich als CD4" Gedachtniszellen (90%) identifiziert werden, wahrend im Gegen-
satz dazu der Uberwiegenden Teil der IL-2 Nichtproduzenten aus naive Th-Zellen (72%)
bestand. Da zuvor festgestellt wurde, dass die IL-2 Produzenten gegeniber den IL-2
Nichtproduzenten intrazellular Uber insgesamt mehr NFATc2 Protein pro Zelle verfiigten
(s. Abschnitt 4.7.3) und nun Uberwiegend als Gedachtniszellen identifiziert wurden, sollte
das Expressionsprofil fiir NFATc2 in isolierten CD4" Gedachtniszellen tUberprift und mit

der NFATc2 Expression naiver CD4" Th-Zellen verglichen werden.
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Abbildung 4.25 Vergleich der NFATc2 Expression in naiven und Gedachtnis CD4" Th-Zellen. (A) Durch-
flusszytometrische Analyse von CD4" Th-Zellen aufgrund der CD45RA und CD45RO Expression (B) Uberla-
gerung der ermittelten Fluoreszenzintensitaten fir NFATc2 von naiven Th-Zellen (griine Linien) und Gedacht-
niszellen (blaue Linien) desselben Spenders sowie der unstimulierten Probe der gesamten CD4" Th-Zellpo-
pulation (graue Flache).
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Daruber hinaus wurde in diesen Populationen die aktivierungsabhangige Veranderung der
NFATc2 Expression nach 2h und 5h Stimulation mit PMA/lonomycin im Vergleich zur un-
stimulierten Kontrolle analysiert. Hierzu wurden naive CD4" Th-Zellen und CD4" Gedacht-
niszellen aus dem peripherem Blut eines gesunden Spenders (s. Abbildung 4.25 A) durch
magnetische Zellsortierung isoliert und intrazellular die NFATc2 Expression in Abhangig-
keit der Stimulationsdauer durchflusszytometrisch analysiert. Das Ergebnis in Abbildung
4.25 B zeigt die Uberlagerten Histogramme der unstimulierten Kontrollen mit den stimu-
lierten Proben von sowohl naiven CD4" Th-Zellen, als auch CD4" Gedachtniszellen, nach
zunachst 2h Stimulation. Die CD4" Gedéchtniszellen und naiven CD4" Th-Zellen bildeten
als zwei distinkte aber Uberlappende Fraktionen eine bimodale NFATc2 Verteilung, wobei
fur die CD4" Gedachtniszellen eine insgesamt hdhere mittlere Fluoreszenzintensitat fur
NFATc2 als fiir die naiven CD4" Th-Zellen gemessen wurde. Die Fluoreszenzintensitaten
der unstimulierten Kontrollen der CD4" Gedéachtniszellen (MFI=44) und naiven CD4" Th-
Zellen (MFI=36) veranderten sich auch nach 2h Stimulation nicht (MFI=43 bzw. MFI=36).
Im Gegensatz dazu zeigten die naiven CD4" Th-Zellen nach 5h Stimulation einen Anstieg
der NFATc2 Expression, wahrend die NFATc2 Menge in den CD4" Gedachtniszellen kon-
stant blieb (s. Abbildung 4.26 A).
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Abbildung 4.26 NFATc2 Expression in stimulierten naiven CD4*'CD45RA" Th-Zellen. (A) NFATc2 Ex-
pression in naiven und Gedéchtnis CD4" Th-Zellen nach 5h PMA/ionomycin Stimulation im Vergleich zu un-
stimulierten CD4" Th-Zellen (graue Flache). (B) Uberlagerte Histogrammdaten der CD4"CD45RA Fraktionen
R1, R2, und R3 aus (C) fir NFATc2. MFI=Gemittelte Fluoreszenzintensitat. (C) Punkthistogrammanalyse der
NFATc2 Expression gegen die CD45RA Expression von CD4" Th-Zellen nach Stimulation mit PMA/lonomycin
fiir 2h und 5h. Die Kasten R1,R2 und R3 geben die CD4"CD45RA" Fraktionen in Prozent (%) an.
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Die Expression von NFATc2 wurde dabei nicht graduell induziert, sondern betraf nur ei-
nen Teil der naiven Th-Zellen (s. Abbildung 4.26 B). Der prozentuale Anteils der gesam-
ten CD4" Th-Zell-population (ca. 38%) gemessen an der gesamten CD4" Th-
Zellpopulation veranderte sich Uber den gesamten Stimulationszeitraum nicht (s. Abbil-
dung 4.26 C).

4.8.2 Die bindre NFATc2 Aktivierung ist in CD4" Gedachtniszellen der molekulare

Schalter der bindren IL-2 Expression

Die unterschiedlichen, wenn auch Uberlappenden, Mengen an NFATc2 in ruhenden nai-
ven und Gedéchtnis CD4" Th-Zellen erklaren, warum erst durch Sortierung und separate
Untersuchung der IL-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten eine Schalteraktivierung
fur NFATc2 nachgewiesen werden konnte. In den Zellkernen einer heterogenen unsor-
tierten CD4" Th-Zellpopulation wurde das binare Aktivierungsprofil von NFATc2 aufgrund
der unterschiedlichen Expressionsniveaus und Aktivierungsschwellenwerte von NFATc2
in individuellen Zellen Uberlagert. Um trotzdem entsprechend der binaren IL-2 Expression,
ein binares Translokationsprofil fir NFATc2 in Zellkernen innerhalb einer Zellpopulation
von |L-2 Produzenten und IL-2 Nichtproduzenten nachzuweisen, sollte der NFATc2
Schalter in CD4" Gedachtniszellen Uberprift werden, da sie Uber einheitliche NFATc2
Mengen verfiigten und nach 2h Stimulation zu ca. 90% IL-2 produzierten (Abbildung
4.27).
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Abbildung 4.27 IL-2 Expression in CD4" Gedichtniszellen. Links: Gedachtniszellen (CD4'CD45RA
CD45R0") wurden aus einer CD4" Th-Zellpopulation durch Deletion der CD45RA+ Zellen durch magnetische
Zellsortierung aufgereinigt und fir 5h mit PMA (10ng/ml)/lonomycin (1ug/ml) stimuliert. AnschlieBend wurden
die Zellen fixiert und intrazellular gegen IL-2 und CD40L gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert (Mitte,
rechts).

Die NFATc2 Translokation wurde stimulationsabhangig nach CsA Behandlung in isolier-
ten Zellkernen von CD4" Gedéchtniszellen untersucht und mit dem Translokationsprofil

von NF-xB (p65) verglichen (s. Abbildung 4.28). Im Gegensatz zu den sortierten Zellen
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der vorangegangenen Experimente, wurden in diesem Ansatz die IL-2 Produzenten und

IL-2 Nichtproduzenten zusammen in der jeweiligen Zellkernpraparation analysiert.
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Abbildung 4.28 Durchflusszytometrische Detektion von NFATc2 und NF«B (p65) in Zellkernen von
CD4" Gedichtniszellen nach angezeigter CsA Behandlung und Stimulation mit PMA/lonomycin (P/l)
fiir 2h. MFl:gemittelte Fluoreszenzintensitat.
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Nach Stimulation mit PMA/lonomycin waren entsprechend der Anzahl der IL-2 Produ-
zenten Uber 85% der Zellkerne positiv fur NFATc2 (MFI=36, Abb. 4.28, linke Spalte). Un-
ter Einfluss der verwendeten CsA Konzentrationen (2-4nM) zeigte sich, entsprechend der
bindren IL-2 Expression in ganzen Zellen, eine bimodale Dichteverteilung fir NFATc2 in
den Zellkernen, mit einem entsprechenden Absinken des prozentualen Anteils der
NFATc2 positiven Zellkerne (65-48%) bei gleichbleibender mittlerer Fluoreszenzintensitat
(MFI=35.3+1.2). NF-xB (p65) translozierte in Uber 90% der Zellen in den Zellkern, und
zeigte im Gegensatz zu NFATc2 unter CsA Einfluss eine graduelle Hemmung der Trans-
lokation in den Zellkern (MFI=58—-40; s. Abb. 4.28, rechte Spalte).

Diese Ergebnisse zeigen, dass in CD4" Gedéachtniszellen aktivierungsabhangig eine bina-
re Translokation von NFATc2 in den Zellkern erfolgte und durchflusszytometrisch in Form
einer bimodalen Dichteverteilung detektiert werden konnte. Im Gegensatz dazu wurde
NF-kB graduell aktiviert. Dies bestatigte NFATc2 aber nicht NF-xB als molekularen

Schalter der binaren IL-2 Expression in CD4" Gedachtniszellen.

4.9 Modellierung der NFATc2-abhangigen binaren IL-2 Expression

4.9.1 Die IL-2 Produzenten lassen sich durch eine hohere mittlere NFATc2 Menge

charakterisieren

Nachdem fir die IL-2 Produzenten eine insgesamt héhere Menge an NFATc2 pro Zelle
detektiert wurde, sollte Uberpruft werden, inwieweit die IL-2 Expression generell von einer
héheren NFATc2 Menge abhéngt. Hierfir wurden CD4" Th-Zellen nach Stimulation mit
PMA/lonomycin intrazelluldr gegen NFATc2 und IL-2 geféarbt und durchflusszytometrisch
analysiert (s. Abbildung 4.29). Die IL-2 produzierenden CD4" Th-Zellen zeigen in Abb.
4.29 A eine durchschnittlich héhere NFATc2 Menge (R1:MFI=156) im Vergleich zu den IL-
2 Nichtproduzenten (R2:MFI=75, links und Mitte). Bei Betrachtung der CD4" Th-Zellen
insgesamt, zeigte NFATc2 eine bimodale Dichteverteilung (MFI=117; Abb. 4.29 rechts).
Auf Basis der Rohdaten des NFATc2 Fluoreszenzparameters der durchflusszytometri-
schen Analyse aus Abb. 4.29 A, wurde durch Luca Mariani (Arbeitsgruppe Prof. Thomas
Hofer, Biophysikalisches Institut, Humboldt Universitat Berlin) ein lineares Regressions-
modell erstellt, dass eine hoch-signifikante Abhangigkeit (r*=0.999) der IL-2 Produktion
gegenuber der NFATc2 Menge ergab (s. Abb. 4.29 B, links). Dartiber hinaus zeigte ein
Vergleich der IL-2 Expression mit Regionen niedriger, mittlerer und hoher NFATc2 Ex-
pression (s. Abb. 4.29 B, Mitte), dass der Uberwiegende Teil der Zellen mit einer ver-

gleichsweise hohen NFATc2 Menge IL-2 produzierte und die ermittelte durchschnittliche
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Zunahme der NFATc2 Expression innerhalb der gesetzten Regionen in einem binaren

IL-2 Expressionsprofil resultierte (s. Abbildung 4.29 B, rechts).
A Abhéngigkeit der IL-2 Expression von NFATc2
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Abbildung 4.29 Abhéangigkeit der IL-2 Produktion von der NFATc2 Menge. (A) Intrazelluldre durchfluss-
zytometrische Detektion von NFATc2 und IL-2 in CD4" Th-Zellen nach Stimulation mit PMA/lonomycin fiir 2h
(links). Mitte: Histogramm der Fluoreszenzintensitaten von NFATc2 der ausgewahlten Regionen R1 und R2
aus Bild links. Rechts: Fluoreszenzintesitit von NFATc2 aller CD4" Th-Zellen aus Bild links. (B) Darstellung
der ermittelten Regressionsgeraden (rot) fir NFATc2 (NFATc2=0.168xIL-2+1.69) nach den Rohdaten der
gemessenen Fluoreszenzintensitat fir NFATc2 und IL-2. Die griinen Geraden geben die Standardabweichung
(+0.23) der Regressionsgeraden fir NFATc2 wieder. Der Determinationskoeffizient betrug r?=0.999. Das
mittlere Bild zeigt farblich unterlegt vier ausgewahlte Datensets mit den Ereignissen der ermittelten logarith-
mierten (log) NFATc2 Fluoreszenz, die in Bild rechts in Abhangigkeit der ermittelten Werte fur die IL-2 Ex-
pression als Histogramm dargestellt wurden.

4.9.2 Mathematische Modellierung der binédren IL-2 Expression durch kooperative Akti-
vierung von NFATc2

Das Expressionsprofil des NFATc2-abhangigen Gens IL-2 sollte in Abhangigkeit der gra-
duellen Stimulation mit lonomycin mathematisch modelliert werden. Die Stimulation mit
lonomycin kann verschiedene Aktivierungszustande von NFATc2 auslosen, die abhangig
von der Kooperativitat der Dephosphorylierungen an 13 Serin-Phosphorylierungsstellen
ist. Okamura et.al. [169] vermuteten, dass die kooperative Dephosphorylierung von 13
Serin-Phosphorylierungstellen am NFATc2 Molekil damit als ein molekularer Schalter
zum Erreichen der aktiven Konformation als Vorraussetzung der nukledren Translokation
dient. Durch Verwendung der Hill-Funktion kann eine Stimulus-Reaktionskurve fir die

Aktivierungsprofil von NFATc2 erstellt werden, deren Steilheit durch den Wert des Hill-
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Koeffizienten (n) bestimmt wird. Der Hill-Koeffizient ist ein Mal} fir die Anzahl an koopera-
tiven Dephosphorylierungen, die fur die Aktivierung von NFATc2 bendtigt wird [178].
Hangt die Aktivierung von NFATc2 von der Dephosphorylierung eines einzelnen Serin-
Restes (n=1) ab, hatte dies eine hyperbolische Reaktionskurve fur die nukledre Translo-
kation von NFATc2 zur Folge (s. Abb. 4.30 A). Die kooperative Dephospho-rylierung vieler
Serin-Reste (n=3-12) fuhrt zu einer sigmoidalen Aktivierungsreaktionskurve, deren Steil-

heit mit der Zahl von Serin-Resten zunimmt [178].
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Abbildung 4.30 Mathematische Modellierung der NFATc2 abhéangigen IL-2 Genexpression (A) Aktivie-
rungszustande von NFATc2 nach Ermittlung verschiedener Hill-Koeffizienten (n) entsprechend der Anzahl an
dephosphorylierten Serin-Phosphorylierungstellen von NFATc2 in Abhangigkeit der Stimulation von lonomy-
cin. (B) Graduelle oder binare IL-2 Genexpression als Folge einer nicht-kooperativen (n<3) bzw. hoch-
kooperativen (n=6) NFATc2 Aktivitat. A.u.: Willkirliche Einheiten.

Prof. Thomas Héfer (Biophysikalisches Institut, Humboldt Universitat Berlin) erstellte ein
mathematisches Modell fir die IL-2 Genexpression unter Verwendung der ermittelten Hill-
Koeffizienten fir NFATc2. Abbildung 4.30 B zeigt die in Abhangigkeit der graduellen lo-
nomycin Stimulation simulierte IL-2 Genexpression bei einer angenommenen stochasti-
schen Verteilung der verfigbaren CaN Aktivitdt und NFATc2 Menge innerhalb einer Po-
pulation. Eine nicht-kooperative Aktivierung von NFAT (n=1) resultierte in einer graduell
verlaufenden Genexpression, wahrend eine hohe Kooperativitat (n=12) ein bindres Ge-
nexpressionsprofil fiir IL-2 zur Folge hatte. Der Ubergang von einer graduellen zu einer
bindren Genexpression findet zunachst schrittweise mit zunehmender Kooperativitat statt
und wechselt bei einem Hill-Koeffizienten von n=6 zu einer bindren Expressionskurve.
Damit die postulierte kooperative Dephosphorylierung als molekularer Schalter der Akti-
vierung von NFATc2 nicht nur auf Molekllebene, sondern auch als zellularer Schalter der
gesamten NFATc2 Menge fungieren kann, musste sich die enzymatische Aktivitat von
CaN nahe der Substratsattigung befinden [230]. Damit ware bereits die kooperative
Dephosphorylierung von 7 Serin-Phosphorylierungstellen (n=6) ausreichend flr eine voll-
stadndige Aktivierung von NFATc2 und wirde in der Induktion einer bindren NFATc2
Translokation und der binaren IL-2 Expression resultieren, wie sie in dieser Arbeit detek-

tiert und untersucht wurde.



