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1. Einleitung

Hintergrund der Arbeit

Fir eine adaquate Antwort auf infektibse Krankheitserreger ist eine ausgewogene
Regulation der Immunantwort absolut notwendig. Dabei sollte es durch verschiedene
immunologische Effektormechanismen zu einer Bekdmpfung des Erregers kommen, ohne
das die Immunantwort den Wirt selbst schadigt. Um pathogene Erreger effektiv bekdmpfen
und eliminieren zu konnen, hat sich ein komplexes Netzwerk verschiedener
immunologischer Effektormechanismen entwickelt. Dabei wird die Funktionalitat von
Immunzellen und anderer humoraler Immuneffektormechanismen (Komplement,
Antikorper, Defensine) von einem komplizierten Netzwerk von Zell-Zell-Kontakten und
verschiedener |8slicher Immunmediatoren (Zytokine, bioaktive Lipide) reguliert, um eine
adaquate Immunantwort ohne Wirtsschadigung zu ermdglichen. Anschlie3end muss diese
Immunantwort wieder abgeschaltet werden und eine Gewebsremodellierung fuhrt zur
Wiederherstellung der Homeostase.

Eine Dysregulation des Immunsystems kann fatale Folgen haben. So kann eine
Uberschdumende oder zeitlich nicht begrenzte Immunantwort durch Folgereaktionen des
Entziindungsprozesses zur Schadigung des Wirtes fihren. Auf der anderen Seite kann
aber auch eine angeborene oder erworbene Immunschwéache dazu fuhren, dass der
Kdrper den Erreger oder ansonsten harmlose Keime nicht mehr kontrollieren kann und
diese die Wirtszellen angreifen und zerstdren. Beide Zustande sind lebensgeféhrlich und
kénnen zum Tode fuhren. Daher ist ein Verstandnis der zu Grunde liegenden zellularen
und molekularen Mechanismen wichtig, um neue Therapieansatze entwickeln zu konnen.

1.1. Generierung des zellularen Immunsystems (Hamatopoese)

Die zellularen Komponenten des Immunsystems entstehen (ber mehrstufige
Differenzierungsprozesse aus hamatopoietischen Stammzellen (HSCs) im Knochenmark.
Dieser Differenzierungsprozess wird durch die Expression spezieller
Transkriptionsfaktoren gesteuert, die das ,Schicksal* der Zelle vorprogrammieren. Dies
wird u.a. dadurch erreicht, dass die Expression von spezifischen Rezeptoren fir
bestimmte Wachstums- oder Differenzierungsfaktoren unter Kontrolle dieser
Transkriptionsfaktoren stehen. Dadurch kénnen nur die Vorlauferzellen auf die
entsprechenden Differenzierungsfaktoren reagieren, in denen diese Transkriptionsfaktoren
tatsachlich exprimiert werden (1-3).

In einem weiteren wichtigen Reifungsprozess der Lymphozyten wird die Diversitat der
Antigenrezeptoren generiert, indem in individuellen B-Zellen (im Knochenmark) und T-
Zellen (im Thymus) verschiedene Genfragmente zu einem funktionierenden Antikorper
oder T-Zellrezeptor (TCR) auf der Ebene der genomischen DNA mittels DNA-
Rekombinasen (Rag 1+2) re-arrangiert werden. AnschlieBend findet eine Positivselektion
fur ein erfolgreiches Rearrangement und eine Negativselektion autoreaktiver
Antigenrezeptoren statt.

Eine fehlgeleitete Expression der Transkriptionsfaktoren, die die Differenzierung steuern
kann zu einer erheblichen Stérung dieses Differenzierungsprozesses fuhren. So kénnen
sich noch nicht ausdifferenzierte - und daher immunologisch nicht funktionelle -
Vorlauferzellen (Myeloblasten oder Lymphoblasten) teilweise unabhéngig von
Wachstumsfaktoren ungebremst vermehren oder aber die Vermehrung nur einer Variante



einer ausgereiften Effektorimmunzelle (Lymphome) wird begulnstigt. Dies fuhrt dazu, dass
die Generierung der Vielfalt von verschiedenen (polyklonalen) ausgereiften
Immuneffektorzellen verhindert wird, und der Koérper auf Infektionen nicht mehr
angemessen reagieren kann. Da gleichzeitig auch die Generierung der ebenfalls durch die
Hamatopoese gebildeten Erythrozyten zunehmend verhindert wird, nennt man diese
erworbenen Immundefekte Leuka&mien, die weiter nach der Schnelligkeit des Verlaufes
(chronisch oder akut) und Art der entarteten Immunzelle (myeloisch, lymphatisch)
unterschieden werden kann.

Ursachen fur diese fehlgeleitete Expression sind vor allem reziproke chromosomale
Translokationen (4), bei denen Genabschnitte zweier verschiedener Chromosomen neu
rekombiniert werden (5-10). Die Konsequenz der Fusion zweier Abschnitte von
unterschiedlichen Chromosomen ist, dass an den Fusionsstellen der Bruchstiicke vollig
neue DNA-Sequenzen und Gen-Zusammenhénge entstehen. Dies kann dazu fuhren, dass
diese neu rekombinierten Genabschnitte fir Fusionsproteine kodieren (z.B. bcr-abl (11,
12)), die eine unkontrollierbare Aktivierung ihrer Funktion zur Folge haben kann, da z.B.
die regulatorische Proteindoméane durch eine andere ersetzt wurde (13, 14). Haufig
kommen auch Transkriptionsfaktoren, die an anderer Stelle in der Regulation der
Hamatopoese essentiell sind (wie z.B. c-myc (15, 16), Tall/SCL (17, 18) und Lmo2 (19,
20) in HSCs und erythroiden Zellen), unter Kontrolle regulativer Elemente (Promoter oder
Enhancer), die in T- oder B-Zellen aktiv sind und werden deswegen in diesen Zellen
unkontrolliert exprimiert (21, 22). Dies hat zur Konsequenz, dass sie den
Differenzierungsprozess dieser Zellen durcheinander bringen und damit zur
Tumorentstehung beitragen (23, 24). Interessanterweise sind fur diese reziproken
chromosomalen Translokationen die gleichen molekularen Mechanismen und Enzyme
(Rag1+2) verantwortlich, die eigentlich die somatische Rekombination zur Generierung der
Vielfalt der Antigenrezeptoren in T- und B-Zellen steuern (25).

1.2. Angeborenes Immunsystem im lokalen Entziindungsprozess

Die Aktivierung des Immunsystems und auch die Produktion von entzindlichen
Mediatoren erfolgt beim Erstkontakt nur nach Erkennung eines Gefahrensignals. Dies
kann entweder direkt durch Erkennung von molekularen Mustern von Erregern (Pathogene
associated molecular patterns = PAMPs) erfolgen oder aber durch Gefahrensignale
(Danger/damage associated molecular patterns = DAMPs), die aus nekrotisch
absterbenden korpereigenen Zellen freigesetzt werden.

Dabei ist das evolutionar &ltere angeborene Immunsystem in der Lage sowohl PAMPs (26,
27) als auch DAMPs (28-30) uber entsprechende Rezeptoren (Pattern recognition
receptors = PRRs) zu erkennen. Dies erlaubt die grundsatzliche Unterscheidung zwischen
verschiedenen Erregerarten (z.B. Viren und Bakterien) und ermdglicht eine zielgerichtete
Produktion von entztindlichen Mediatoren (wie z.B. Zytokine), die essentiell fir die virale
Abwehr (vor allem Klasse | + Il Interferone) oder fur die bakterielle Abwehr (z.B. TNFa, IL-
1 IL-17 und auch IFNy) sind (31, 32). Eine Unterscheidung zwischen pathogenen und
kommensalen Mikroorganismen ist aber hiermit nicht mdglich, da auch kommensale
Mikroorganismen PAMPS (wie z.B. Lipopolysaccharid = LPS) beinhalten. Im Unterschied
zum erworbenen Immunsystem erwirbt das angeborene Immunsystem kein Ged&chtnis
und reagiert daher immer gleichstark auf wiederkehrende Infektionen. Trotzdem wird die



Starke und Zeitdauer der Reaktion durch verschiedene Immunmediatoren kontrolliert und
reguliert.

Zu den PRRs gehoren losliche Rezeptoren (33): u.a. Collektine, wie MBL, C3b, die die
Komplementkaskade ausldsen), Oberflachenrezeptoren (TLRs, Scavengerrezeptoren, C-
Type-Lektine) und intrazellulare Rezeptoren (u.a. Nod-Familie, RIG-1) (34). Damit ist das
angeborene Immunsystem in der Lage, Pathogene bzw. ihre PAMPs in allen moglichen
Lokalisationen zu erkennen. Die Stimulation dieser PRRs fiihrt zur Induktion verschiedener
Effektormechanismen des angeborenen Immunsystems (z.B. Komplementlyse,
Phagozytose und Abttétung durch neutrophile Granulozyten) und zur Auslésung einer
physiologischen komplexen lokalen Entziindungsreaktion, die primar das Ziel hat, die
Erreger zu eliminieren.

So wird innerhalb weniger Minuten Komplement aktiviert, entweder direkt durch die durch
PRRs (C3b, MBL) erkannte pathogene Oberflache (alternativer Weg, MBL-Weg) oder
auch durch an diese Oberflache gebundene Antikorper (klassischer Weg). Dies fuhrt Gber
eine proteolytische Kaskade letztendlich zur Tunnelformierung tber die Polymerisierung
von C9, was zur Lyse von Membranstrukturen der Pathogene fiihrt (35). Korpereigene
Zellen schitzen sich durch die Expression verschiedener Komplementhemmender
Faktoren, insbesondere auch durch membranstandiges Protektin (CD59), welches die
Polymerisierung von C9 verhindert (36-38).

Die Komplementbruchstiicke C3a und Cb5a, die bei dieser Aktivierung entstehen,
stimulieren die Ausschittung der vasoaktiven Mediatoren Histamin und Bradykinin aus
praformierten Granulas in Mastzellen. Dies fuhrt zur lokalen Vasodilation und damit zu
gréRerem Blutvolumen und langsameren Blutstrom am Ort der Infektion. Die Folge ist ein
besserer Warmeaustausch und die Erwadrmung des Entziindungsgebietes, die
Effektorimmunzellen optimaler funktionieren lasst. Gleichzeitig werden die Tight-Junctions
zwischen den Endothelzellen geéffnet, was den Einstrom von Plasmaflissigkeit aus dem
Blutgefal® ins Gewebe ermdglicht. Dies dient der Bereitstellung von mehr Komplement und
Antikdrpern zur Bekdmpfung von Erregern, fuhrt aber gleichzeitig zur Schwellung.
Gleichzeitig aktivieren PAMPs (z.B. LPS) oder DAMPs (z.B. HMGB1) durch die
Stimulation von PRRs (z.B. TLR4) auf gewebsstandigen Makrophagen die Neusynthese
und Sekretion verschiedener pro-inflammatorischer Mediatoren (26). Zu diesen gehoren
Zytokine (u.a. IL-1, IL-6 und TNFa), Chemokine (u.a. IL-8) als auch bioaktive Lipide
(Prostaglandine, Leukotriene und Thromboxane). Diese entzindlichen Mediatoren
unterstitzen die Wirkung der Mastzell-sezernierten Faktoren und induzieren zusatzlich
Adhasionsmolekile auf den Endothelzellen der Blutgefal3e, um die Entziindungsstelle fir
vorbei stromende Immunzellen zu markieren und deren Adh&sion zu erméglichen. Das so
aktivierte BlutgefaRendothel ermoglicht und erleichtert die Einwanderung von
Effektorzellen des Immunsystems, um den Erreger zu eliminieren. Der chemotaktische
Gradient von Cba und IL-8 lockt vor allem neutrophile Granulozyten an den Herd der
Infektion. Dort phagozytieren diese die Erreger und téten sie in den Lysosomen uber die
Bildung von Sauerstoffradikalen und degradierenden Enzymen ab. Falls aber die lokale
oder zeitliche Limitierung dieser Entziindungsreaktion aufgehoben wird, kann es zu
erheblichen entziindlichen Nebenwirkungen, bis hin zum Tode, fuhren.



1.3. Ausrichtung der adaquaten T-Zellantwort des erworbenen

Immunsystems

Die Erkennung Uber das evolutionar spater entwickelte adaptive Immunsystem, zu dem T-
und B-Zellen gehdren, ist hingegen spezifisch auf einzelne Pathogene oder Toxine
ausgerichtet. Das hat moéglicherweise den Vorteil, dass essentielle kommensale Bakterien
im Darm, die auch PAMPs beinhalten, gezielt toleriert werden kénnen, und trotzdem
pathogene Erreger effektiv eliminiert werden (39, 40). Ein weiterer wesentlicher Vorteil ist
vor allem, dass das adaptive Immunsystem nach Erstkontakt mit einem Erreger ein
Gedachtnis entwickelt, was dazu fuhrt, dass Erreger bei weiteren Kontakten schon
neutralisiert oder eliminiert werden kdnnen, bevor es zu Krankheitssymptomen kommt.

Die Erreger werden durch gewebsstandige dendritische Zellen (DCs) phagozytiert. Die
gleichzeitige Stimulation der DCs durch Gefahrensignale (PAMPs oder DAMPS) aktiviert
diese und induziert deren Migration tGber die Lymphbahnen in den ndchsten drainierenden
Lymphknoten. Dieser Prozess wird vor allem tber die PAMP/DAMP induzierte Expression
des Chemokinrezeptors CCR7 gelenkt (41-43). Gleichzeitig fuhrt die Aktivierung zu einer
Verminderung der Phagozytose (Vermeidung der Aufnahme von Autoantigenen) und zu
einer verstarkten Expression von Antigen-prasentierenden (MHCII) und kostimulatorischen
(u.a. CD80/CD86) Molekilen (44-47). Dies ermdglicht eine effektive Prasentation einzelner
Peptidfragmente des Erregers und aktiviert diejenigen naiven T-Helfer Zellen (Tpo), die
das Epitop (MHC-gebundenes Peptidfragment) Uber ihren T-Zellrezeptor (TCR) spezifisch
erkennen kbénnen.

Nach Erstkontakt mit den DCs und der dadurch induzierten Proliferation erwerben T-Zellen
ein Gedéachtnis (48-50) und kénnen dann leicht (d.h. ohne Kostimulation) und innerhalb
weniger Stunden am Infektionsort reaktiviert werden. Das von den DCs exprimierte
Zytokinmuster wahrend dieses Erstkontaktes pragt die T-Helfer Zellen in eine bestimmte
Polarisierungsrichtung, die durch ein spezifisches Effektorzytokinmuster gekennzeichnet
ist (siehe Abb. 1) und die die spatere Funktion dieser Zellen pragt (31, 32, 51). Dabei
bestimmt vor allem die Prasenz von definierten Transkriptionsfaktoren und epigenetische
Veranderungen (vor allem CpG-Demethylierungen) in den entsprechenden
Zytokinpromotoren/Enhancern, welche Effektorzytokine produziert werden kénnen (48-50,
52-55).

Entsprechend der von diesen T-Zellen nach TCR-Stimulation exprimierten Zytokinmuster
unterscheidet man verschiedene T-Helferzellen-Subpopulationen (siehe Abb.1 (55-58)).
Weitere Subpopulationen wie z.B. TH9-Zellen wurden kirzlich beschrieben (59, 60). TH1-
Zellen verstarken vor allem die zellulare Antwort gegen intrazellulare Erreger wahrend
TH17-Zellen eher extrazellulare Erreger kontrollieren sollen. Beide T-Zellsubpopulationen
wurden aber auch fir die Pathologie chronischer Entziindungskrankheiten (wie z.B.
Morbus Chrohn, Rheumatoide Arthritis, Multiple Sklerosis und Psoriasis) verantwortlich
gemacht, wobei sich der Schwerpunkt in den letzten Jahren auf die TH17-Zellen und ihre
IL-22 Produktion verlagert hat, obwohl auch einige Autoren von einer eigenstandigen
pathogenen TH22 Population ausgehen (57, 61-68). Interessanterweise scheint IL-23 in
TH17-Zellen GM-CSF zu induzieren, dass zur entziindlichen Pathogenese wesentlich
beitrégt (69, 70). TH2-Zellen sind essentiell fur die Abwehr von Parasiten, kdnnen aber
pathologisch bei Allergien eine Rolle spielen. Regulatorische T-Zellen sind notwendig, um
die periphere Toleranz aufrecht zu erhalten und hemmen die Funktion der drei anderen
Subpopulationen (71).



Physiologische Pathogene
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Abb.1. Polarisierung verschiedener T-Helferzellsubpopulationen. Naive T-Zellen kénnen beim Erstkontakt
mit APCs in verschiedene Effektorrichtungen (TH1, TH2, TH17, Tregs) polarisiert werden, die durch typische
Zytokinexpressionsmuster und Transkriptionsfaktoren charakterisiert werden. Dabei ist das initiale
Zytokinmillieu, das von angeborenen Immunzellen (DCs, NK-Zellen) wahrend des Erstkontakts gebildet wird,
entscheidend fur die Ausrichtung der TH-Antwort.

Bemerkenswert ist, dass diese Gedachtnis-T-Zellen auch ihre Effektorzytokine
produzieren wenn sie statt antigenspezifisch tUber den TCR stimuliert zu werden,
antigenunabhangig (d.h. unspezifisch) durch Zytokine stimuliert werden, die z.B. von dem
aktivierten angeborenen Immunsystem sekretiert werden (72). Diese antigenunabhéngige
.Bystander“-Aktivierung von T-Zellen scheint insbesondere bei chronischen Entziindungen
eine pathologische Rolle zu spielen (73).

1.4. Zytokine als wichtige Regulatoren einer ausgeglichenen Immunantwort

Zytokine sind wesentliche Immunmediatoren, die, wie oben erwahnt, entscheidend zur
Regulation und Ausrichtung einer adaquaten Immunantwort beitragen. Es sind sekretierte
Glykoproteine, die wichtige Funktionen als Wachstumsfaktoren und
Differenzierungsfaktoren vor allem von Immunzellen haben und verschiedene Zellen in
ihrer Funktion beeinflussen kdénnen. Wahrend die ersten entdeckten Zytokine noch als
Interleukine bezeichnet wurden, weil man annahm, dass sie die Kommunikation zwischen
Leukozyten ermdglichen, ist heute klar, dass auch Nicht-lmmunzellen Zytokine
produzieren und/oder auf sie reagieren konnen. Da sehr viele verschiedene Kdrperzellen
einen Rezeptor fur ein bestimmtes Zytokin tragen kdnnen, kann ein Zytokin sehr viele
verschiedene  Wirkungen haben (Pleiotropie). Dies fiihrte urspriinglich  zur



verunglimpfenden Bezeichnung als ,Lymphodreck” (74, 75). Zu den Zytokinen gehdren die
Interleukine, Interferone, Chemokine als auch Mitglieder der TNF- (Tumor Nekrose
Faktor)- und TGF- (Tumor growth factor) Familie. Entsprechend umfangreich und oft
verwirrend ist die derzeitige Nomenklatur von Zytokinen, die oft auch noch verschiedene
Namen fir den gleichen Faktor beinhaltet.

Man kann Zytokine nach ihrer grundsatzlichen Funktion in der Entzindungsregulation
unterteilen. Es gibt pro-inflammatorische Zytokine (wie z.B. IL-1, IL-6, IL-12, IL-17, IFNy
und TNFa), die eine Entzindung fordern und dabei die Eliminierung von Pathogenen
induzieren. Auf der anderen Seite gibt es anti-inflammatorische Zytokine (wie z.B. IL-10,
IL-35 und TGFp), die eine Entzindungsreaktion verhindern oder wieder eindammen.
Allerdings ist diese Zuordnung nicht in allen Fallen eindeutig, da gezeigt werden konnte,
dass klassische pro-inflammatorische Zytokine (wie z.B. IFNy) auch immunregulative
Funktionen haben kdnnen (76) und anti-inflammatorische Zytokine (wie IL-10 und TGFp)
auch bestimmte Immunzellen aktivieren bzw. ihre Differenzierung fordern kénnen (77-80).
Fur TGFB hat sich hier eine besonders interessante Konstellation heraus gebildet, da
TGFB in der Abwesenheit von IL-6 die Induktion von Tregs fordert, wahrend es in der
Anwesenheit von IL-6 die TH17 Polarisierung verstarkt (56, 57, 81).

Eine andere Mdglichkeit Zytokine zu gruppieren, kann an Hand ihrer Struktur oder des
Rezeptortyps und der daraus aktivierten Signalwege vorgenommen werden (siehe Tab. 1
im Anhang (82, 83)). Dabei teilen sich aber interessanterweise verschiedene Zytokine
gemeinsame Untereinheiten (IL-12-Familie) oder Rezeptorketten (z.B. IL-10 Familie,
gp130-Familie).

Fur diese Arbeit ist das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 von besonderer Bedeutung. Es
wird in der Diskussion hinsichtlich seiner zellularen Effekte (siehe 3.1.) und seiner
molekularen Wirkungsweise (siehe 3.2.) ausfilhrlich im Zusammenhang mit unseren
eigenen Publikation der Habilitationsschrift vorgestellit.

1.4.1. Regulation von Zytokinen

Zytokine kénnen durch verschiedene Stimuli induziert werden. Dabei ist die Stimulation
von PRRs durch unterschiedliche PAMPS oder DAMPs in Antigen-prasentierenden Zellen
entscheidend fur die grundsatzliche Ausrichtung einer Immunantwort durch die Pragung
unterschiedlicher TH-Subpopulationen (siehe 1.3).

In diesen TH-Subpopulationen wird wiederum die Zytokinexpression uber die Stimulierung
des TCRs induziert, kann aber auch in Gedachtniszellen direkt Gber Zytokine ausgeldst
werden ohne nochmals den TCR zu stimulieren. Das typische Zytokinmuster der TH-
Subpopulation bestimmt dann die regulative Funktion der TH-Zellen als auch ihre
Effektorfunktion.

Aufgrund der wichtigen regulativen Funktion der Zytokine wird die Produktion dieser
Immunmodulatoren auf mehreren Ebenen kontrolliert. Allen Stimulationen (PRR, TCR,
Zytokin) ist gemeinsam, dass sie eine Signalkaskade auslosen, die zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren (u.a. NF-kB, NF-AT, STATs) und damit zur Transkription von
MRNA von Zytokinen fuhrt (Abb. 2).
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Abb.2: Grundséatzliche Wege der Zytokininduktion. Zytokine kdnnen durch verschiedene Stimuli und
Signalwege induziert werden, von denen die drei wichtigsten hier stark vereinfacht skizziert sind. Allen
gemeinsam ist die Aktivierung latent im Zytoplasma vorkommender Transkriptionsfaktoren, die nach dieser
Aktivierung in den Kern wandern, um dort an die Promotoren von Zytokingenen binden zu kénnen. Die
Zugéanglichkeit dieser Bereiche wird Uber epigenetische Modifizierungen der DNA (Demethylierung) und der
Histone (bestimmte Acetylierungs und Methylierungsmuster) kontrolliert. Sowohl PAMPs (detaillierter in Abb.3)
als auch einige Zytokine und die TCR-Stimulation kénnen den NF-xB Pathway aktivieren, der deswegen auch
ein zentrales pharmakologisches Target fur anti-inflammatorische Therapieansétze (z.B. Glucocorticoide)
darstellte. Teilweise kdnnen die aktivierten Transkriptionsfaktoren (insbesondere STATs) selber zu den
entsprechenden Veranderungen der Histonmodifizierung fihren. Die meisten Zytokine aktivieren den JAK-
STAT-Pathway, bei dem nach Phosphorylierung der SH2-Doméne des cytoplasmatischen STAT-Dimers
(cSTAT) durch Rezeptor-gebundene Janus-Kinasen (JAK) eine Konformationsanderung zur Kerntranslokation
und zur DNA-Bindung des nukledren STAT-Dimers (nSTAT) fuhrt. Die TCR-Stimulation fiihrt zur Aktivierung
der Phospholipase C, (PLC), die aus dem Membranlipid PIP2 zwei Spaltprodukte freisetzt (DAG und IP3). IP3
offnet im ER eine Ca*-Kanal, der Ca®" ins Cytoplasma freisetzt, welches dort die Phosphatase Calcineurin
und die Uber DAG membrangebundene Phosphokinase C (PKC) aktiviert. Wahrend PKC den NF-kxB- Weg
aktiviert, dephosphoryliert Calcineurin den Transkriptionsfaktor NFAT, was zur Demaskierung dessen
Nuklearlokalisationssignals fiihrt. Hier nicht dargestellt ist die haufige Aktivierung des MAPK-Signalweges
durch alle drei Stimuli. Viele Fragen des Cross-Talks und der Spezifitdt der entstehenden Antworten trotz
Aktivierung gleicher oder @hnlicher Wege bleiben bis heute aber wesentlich unverstanden.

Eine Bindung dieser durch Signale aktivierbaren Transkriptionsfaktoren and den
Promoter/Enhancer des Zytokingens ist aber nur moglich, wenn die Chromatinstruktur dies
zulasst. So wird die Zuganglichkeit von Zytokingenen Uber verschiedene epigenetische
Veranderungen der DNA und der an ihr gebundenen Histone kontrolliert (s.o0. und (5, 84-
87)).

Durch Stimulation einiger Signalkaskaden wird aber in vielen Féllen auch die Regulation
der mRNA-Stabilitat und ihrer Translatierbarkeit reguliert. Hierfir ist vor allem der p38
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MAP-Kinase Weg verantwortlich gemacht worden, der Uber die Aktivierung von MK2 zur
Regulierung der Aktivitat von Proteinen (ARE-BPs), die an AU-reiche Regionen (ARES)
der 3’'UTRs von Zytokinen binden, die Degradation von mRNA kontrolliert (88), siehe auch
ausfihrlicher in der Diskussion 4.3.).

LPS ATP
l 4 IL-1B
TLR: 'y
P2X7
= —
- - K+ ~ SR secretion
% "/ /ROS mtona  iflammasome
GH% [ I’ Caspas
Pro-cytokine IL1p = > IL-1p
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translation cy‘tokine
[ WKapy | | mrk3s | ——miRNAs
RNA IL-1p .
4 AUUUA i

l -

s e.g. TTP, Tis11D

transcription

Abb.3: Die Zytokinregulation erfolgt auf verschiedenen Ebenen. Am Beispiel der LPS-induzierten IL-1(-
Produktion sind hier verschiedene Ebenen der Zytokininduktion dargestellt. Nach Bindung von LPS an den
TLR4 wird eine Signalkaskade ausgel6st, die zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-xB und AP-1 und
der Transkription verschiedener pro-inflammatorischer Mediatoren, u.a. auch IL-1p fuhrt. Dabei wird die
Zuganglichkeit der Promotoren oder Enhancer (ber epigentische Modifikationen der Histone kontrolliert (84,
85, 87, 109, 110). Viele dieser Zytokin-mRNAs enthalten AU-reiche Sequenzmotive (ARESs), die von ARE-
bindenden Proteinen (ARE-BPs, z.B. TTP und Tis11D) erkannt werden und zur Degradierung dieser mRNA
fuhren (88). Der p38 MAPK-Signalweg fuhrt Uber die Aktivierung der MK2 und der durch sie durchgefuhrten
Phosphorylierung von TTP zur Inaktivierung dieses ARE-BP und damit zur temporéren Stabilisierung und
Translatierbarkeit der Zytokin-mRNA (111). Dieser Prozess kann auch tber microRNAs (miRNAs) kontrolliert
werden, die an anderen ,seeding“-Sequenzen der Zytokin-mRNA binden (101). AuRerdem gibt es eine
zusatzliche Kontrolle der Translation GUber die 5UTR der Zytokin-mRNA und den Aktivierungszustand
bestimmter Elongationsinitiationsfaktoren (elFs), die hier nicht dargestellt sind, aber in 2.2.1. behandelt werden
(102, 103). Viele zytokine werden dann durch proteolytische Spaltung aktiviert und sekretiert. Hier dargestellt
ist die Aktivierung des Inflammasomes durch den sekundéren Stimulus ATP, der ein Gefahrensignal darstellt,
weil ATP von plétzlich sterbenden Zellen freigesetzt wird (29, 112). Andere Gefahrensignale, die zur
Aktivierung des Inflammasomes fiihren sind z.B. Harnsaurekristalle, die als Verursacher der Gicht gelten (29,
113). ATP bindet an eine Membranstéandigen lonenkanal (P2X7), was zur Offnung dieses Kanals und zum K-
Efflux fuhrt (114-117). Obwohl der weiter Mechanismus nicht vollig aufgeklart ist, nimmt man derzeit an, dass
dieser K'-Efflux und andere Gefahrensignale zu einem mitochondrialen stress fiihren, der lber die
Generierung von Reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) durch die Atmungskette (118) zur Freisetzung
mitochondrialer DNA (mtDNA) fuhrt, die méglicherweise direkt von den Leucin-rich repeats (LRRs) von NALP3
erkannt werden (119) und tber die CARD-Doméne enthaltenen Adaptoren des Inflammasome zur Aktivierung
der Caspase-1 flhrt, die inaktives pro-IL1B in aktives IL-1p prozessiert (108). Diese aktive IL-1p wird in
Mikrovesikeln oder sekretorischen Lysosomen auf untypische Weise sekretiert (120, 121).
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In den letzten Jahren sind microRNAs (miRNAs) als Regulatoren der mRNA-Stabilititat
und der Translationskontrolle in den Forschungsfokus gekommen. Diese miRNAs sind
kurze RNA-Molekile, die nach Bindung an kurze, in S&ugerzellen nicht 100%
komplementare Erkennungssequenzen (seeding sequence) in ihren Ziel-mRNAs binden.
Dies fuhrt zur Einlagerung dieser Ziel-mRNA in den RNA-induced silencing complex
(RISC) und resultiert in temporarem Translationsarrest oder RNA-Degradation (89-95).
Jede der ca. 450 humanen miRNAs kann 100-200 mRNAs regulieren, was die genaue
Identifkation dieser Targets schwierig macht (96-99). Inzwischen sind aber einige miRNAs
mit immunologischen Effekten in der Immunzelldifferenzierung oder Zytokinexpression
beschrieben worden (100, 101).

Eine andere Mdglichkeit der Translationskontrolle beruht in der Regulierung der Aktivitat
von Elongationsinitiations-faktoren (elFs) und ihrer Bindung an die 5"UTRs von Zytokin-
MRNAs die u.a. Uber den PI3K-Signalweg kontrolliert wird (102, 103).

Darlber hinaus werden viele Zytokine erst durch proteolytische Prozesse aktiviert oder
sezerniert. Fur einige Zytokine ist daher ein zweiter Stimulus notwendig, der das
Prozessieren und die Sekretion induziert, wie z.B. bei IL-1 (siehe Abb. 3) oder HMGBL1.
Hierbei ist in den letzten Jahren insbesondere die Aktivierung des Inflammasoms durch
verschiedene sekundare Stimuli (z.B. ATP, Harnsaurekristalle) intensiv erforscht worden
(104-108).

1.4.2. Zytokine in pathologischen Entziindungsreaktionen

Lokal und zeitlich begrenzt dient die Entziindungsreaktion vor allem der Eliminierung von
Erregern und initiiert die anschlielende Gewebsremodellierung. Falls aber der
Entzindungsstimulus (Erreger oder Zelltod) nicht beseitigt werden kann, werden
ununterbrochen Entzindungsmediatoren produziert, die in die Zirkulation gelangen
kénnen und dort systemische Entziindungsreaktionen auslésen konnen. Diese als
akute Phase benannte Reaktion ist durch Fieber, die Produktion von Akutphaseproteinen,
Blutbildverdnderungen (z.B. Linksverschiebung) und Stoffwechselumschaltungen zur
Bereitstellung von Energie fur das Immunsystem gekennzeichnet. Auch diese Reaktionen
dienen aber grofdtenteils noch der Bereitstellung von mehr Effektormechanismen zur
Eliminierung des Erregers. Falls dies weiterhin misslingt, kbnnen Erreger, oder deren
Bestandteile (wie ihre PAMPSs) oder die DAMPs abgestorbener Zellen in die Zirkulation
geraten. Diese losen dann in der gesamten Zirkulation eine Entziindungsreaktion
(systemic inflammatory response syndrome = SIRS) aus, die im Falle einer Infektion auch
Sepsis genannt wird (122-124). Die Entzindungsmediatoren ({ben nun ihre
gefalRaktivierende und vasodilatative Wirkung (s.0.) in der gesamten Zirkulation aus, was
bis hin zu Organversagen durch Durchblutungsstérungen und dissiminierte intravaskulare
Koagulation (schwere Sepsis) und drastischen Blutdruckabfall (septischer Schock), fihren
kann (125-127). Diese systemischen Komplikationen stellen einen nicht zu
unterschéatzenden Risikofaktor in der Intensivmedizin dar, der sowohl eine erschreckend
hohe Mortalitat aufweist als auch Gesundheitsékonomisch einen erheblichen Faktor
darstellt (siehe homepage der Deutschen Sepsisgesellschaft http://www.sepsis-
gesellschaft.de/).

Eine sehr starke systemische Entziindungsreaktion kann auch eine sehr starke
systemische anti-entzindliche Gegenregulation verursachen (Compensatory anti-
inflammatory response syndrome = CARS) (128-137). In der Tat reagieren die

13



zirkulierenden Immunzellen von Patienten mit schwerer Sepsis eher stark vermindert auf
Stimulation mit PAMPS, wie LPS. Diese Situation kennt man auch aus Versuchen mit
Mausen (Endotoxintoleranz) oder in vitro Stimulationsmodellen (LPS-Desensibilisierung),
bei denen Monozyten/Makrophagen auf eine wiederholte LPS-Stimulation mit einer stark
verminderten Zytokinproduktion reagieren. Hier werden die autokrine Produktion anti-
entziindlicher Zytokine in einem negativen feedback loop oder die komplette Blockade der
LPS-Signaltransduktion als Ursachen diskutiert (78, 138-141).

In Patienten mit schwerer Sepsis sind die physiologischen Ursachen und Symptome aber
noch komplexer. Hier kommen immunregulierende Eigenschaften des Nervensystems
hinzu (135, 142-144)) und auch andere Immunzellen, wie die T-Zellen sind anergisiert
(145-150) oder werden durch Apoptosis depletiert (151-154), so dass man von einer
Immunparalyse spricht (130, 131, 134, 155-159). Wichtige diagnostische Marker sind daftr
neben der verminderten Zytokinproduktion nach ex vivo LPS-Stimulation eine lang
anhaltende stark verminderte HLA-DR-Expression auf Monozyten und eine Erhéhung der
Plasmawerte von Procalcitonin (PCT) als Indikator einer LPS-Translokation (155, 156,
160-166). Weiterhin laufen mdglicherweise entziindliche und anti-entziindliche Prozesse
gleichzeitig ab (mixed antiinflammatory response syndrome = MARS) (162, 167).
Wahrscheinlich stimuliert der nicht eliminierte Erreger im infizierten Gewebe immer noch
Entzindungsmediatoren, die von dort in die Zirkulation gelangen. Vor allem wird weiterhin
Komplement aktiviert, von dem nicht bekannt ist, dass es durch die Immunparalyse
negativ beeinflusst wird. Im Gegensatz dazu sind aber alle weiteren systemischen
Effektormechanismen, die Uber die Zirkulation an den Infektionsherd gebracht werden
sollen, durch die systemische Immunparalyse abgeschaltet und kénnen daher wenig zur
Eliminierung des Erregers beitragen. Damit bleibt der Stimulus fir die lokale
Entziindungsreaktion bestehen und kann durch Zirkulation desselben gleichzeitig die
systemische Desensibilisierung von Immunzellen aufrecht erhalten.

Diese Situation hat es bis heute erschwert, eine effektive Therapie fur die schwere Sepsis
zu finden. Die meisten Therapieversuche, die Entzindungsmediatoren blockierten, blieben
erfolglos oder hatten sogar erschwerende Effekte (129, 134, 158, 168-174). Zurzeit
werden Versuche durchgefihrt, das Immunsystem wieder zu reaktivieren, aber auch hier
muss die Wirksamkeit hinsichtlich einer verbesserten Uberlebensrate erst noch gepruft
werden (151, 175-181). Aufgrund des gleichzeitigen Auftretens entziindlicher Marker aus
unkontrollierter lokaler Entziindung und dem systemischen Abschalten des Immunsystems
durch Immunparalyse ist mdoglicherweise eine Kombinationstherapie noétig, die die
Effektorfunktion zirkulierender Immunzellen wieder herstellt, aber gleichzeitig die
ungebremste lokale Entzindung (z.B. Komplementaktivierung) hemmt, bzw. ihre
Mediatoren aus der Zirkulation entfernt.

Wenn die zeitliche Limitierung von Entziindungsreaktionen durchbrochen wird, kann es zu
chronischen Entzindungsreaktionen kommen. Hierzu gehdren eine Vielzahl von
Erkrankungen mit verschiedenen Ursachen und Lokalisationen der
Entziindungssymptome. So kdénnen Gelenke (rheumatoide Arthritis), die Haut (Psoriasis)
der Darm (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) oder auch das Gehirn (Multiple Sklerosis)
betroffen sein. Trotzdem scheinen allen Erkrankungen zum Teil gemeinsame
immunologische Ursachen zu Grunde zu liegen. Das kommt zum einen dadurch zum
Ausdruck, das bei einer Reihe dieser Erkrankungen die Therapie mit Substanzen, welche
die Wirkung des entzindlich wirkender Zytokine wie TNFa (z.B. Infliximab, Etanercept)
oder IL-1 (z.B. Anakinra) blockieren, sehr erfolgreich getestet wurden (182-185). Lange
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nahm man an, dass T-Zellen des Subtypes TH1, die IFNy und auch TNFa sezernieren,
hauptverantwortlich fur viele chronische Entziindungsreaktionen sind. Neuerdings sind
aber TH17-Zellen, die vor allem IL-17 und zum Teil auch IL-22 und TNFa produzieren, in
den Verdacht geraten, chronische Entziindungsprozesse mafgeblich zu verursachen (57,
58, 62-64, 186-189). Diese Zellen und ihre Generierung sind daher in den Mittelpunkt des
Interesses flr eine therapeutische Intervention getreten.

Das  Verstandnis des Mechanismus pathologischer  Verénderungen im
Entzindungsprozess ist also entscheidend fir eine erfolgreiche therapeutische
Intervention. Heutzutage wird vor allem angestrebt, sehr gezielt und Antigen-spezifisch zu
intervenieren. Dies gilt vor allem fir pathologische Entziindungsreaktionen, die durch
allogene Transplantate oder Autoimmunreaktionen ausgeldst werden. Hier soll nicht wie
bisher eine allgemeine Immunsuppression induziert werden, die auch notwendige anti-
infektiose  Effektormechanismen inhibiert, sondern gezielt nur die ungewollte
Immunreaktion ausgeschaltet werden. Hier ist die Induktion oder der therapeutische
Gebrauch regulativer T-Zellen (Tregs) das derzeitige Ziel. Diese Zellen sind in der Lage,
andere entzindlich wirkende TH-Zellen (TH1, TH2 und TH17) abzuschalten (188, 190-
194).

1.5. Zielsetzung und Fragestellungen

Zytokine sind wichtige Immunregulatoren, die Immunzelldifferenzierungen und
Entziindungsreaktionen steuern. Wenn ihr Regulationsnetzwerk gestort wird, kann es zu
pathologischen Entziindungsreaktionen oder erworbenen Immundefekten kommen, die
lebensbedrohlich sein kdnnen. Aus diesem Grunde ist ein tieferes Verstéandnis der
zellularen und molekularen Regulation der Zytokinproduktion wichtig, um neue
Therapiekonzepte zu entwickeln.

In den letzten Jahren haben wir uns deswegen in meiner Arbeitsgruppe mit mehreren
Fragen der Zytokinregulation auseinander gesetzt:

1) Wie wirken anti-inflammatorische Zytokine, insbesondere IL-10, auf zellularer und
molekularer Ebene?

2) Welche molekularen Ursachen gibt es fur eine fehlgeleitete Regulation von
Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren in der akuten T-Zellleukamie?

Aus den Antworten zu diesen Fragen haben wir auch versucht, Schlussfolgerungen fir

therapeutische Ansétze als auch Erklarungen fir Erfolge und Enttduschungen mit IL-10
Therapieversuchen von chronischen Entziindungsreaktionen zu finden.

15



2. Ergebnisse
2.1. Zellulare und molekulare Wirkungsweise anti-inflammatorischer Zytokine

2.1.1. Unterschiede in der Wirkungsweise von IL-10 und TGFB in der LPS-
Desensibilisierung

Obwohl die Symptome einer Sepsis lange eher als Ergebnis einer systemischen
Entzindungsreaktion (SIRS) angesehen wurden, zeigen zirkulierende Immunzellen aus
dem Blut von Patienten mit schwerer Sepsis ex vivo eine stark verminderte Produktion von
pro-inflammatorischen Zytokinen (u.a. TNFa, IFNy) nach Stimulation mit dem Endotoxin
LPS. Dieser inzwischen als Complementary Anti-inflammatory Response Syndrom
(CARS) bezeichnete Immunstatus kann teilweise in vitro mit dem Modell der LPS-
Desensibilisierung simuliert werden. Dabei reagieren Immunzellen aus dem Blut gesunder
Probanden nach einer wiederholten LPS-Exposition mit einer verminderten Produktion von
TNFa. Eine ahnliche LPS-Hyporesponsiveness kann mit einer vorherigen Behandlung mit
den anti-inflammatorischen Zytokinen IL-10 und TGFp erreicht werden. AulRerdem
verhindert die Blockade von IL-10 und TGFf die Ausbildung einer LPS-Desensibilisierung,
was zu der Schlussfolgerung fuhrte, dass IL-10 und TGFp die LPS-Desensibilisierung
vermitteln (139). Monozyten/Makrophagen-aktivierende Zytokine, wie IFNy und GM-CSF
stellen wieder eine normale Reaktivitat gegentber LPS in vitro und in vivo her (195-197).
Trotzdem unterscheiden sich LPS-desensibilisierte von denen aus CARS-Patienten
gewonnenen PBMCs und IL-10/TGFf induzierter Hyporesponsiveness hinsichtlich ihrer
Reaktivierbarkeit durch das IFNy-induzierende Zytokin IL-12 (195, 198). IL-12 kann in NK-
Zellen als auch in TH1-Zellen IFNy induzieren und wird dabei von dem erst spater
entdecktem IL-18 unterstitzt. Diese Beobachtungen suggerierten einen Unterschied in der
Reaktivitdt gegentber IL-12 in den unterschiedlichen Modellen, dem wir in dieser Arbeit
nachgegangen sind.

Wir konnten zeigen, dass sich die Unterschiede zwischen LPS-desensibilisierten Zellen
und IL-10/TGFB induzierter Hyporesponsiveness dadurch zu erklaren scheinen, dass
TGFB in der LPS-Desensibilisierung eine eher untergeordnete Rolle spielt. Aul3erdem
zeigte diese Arbeit, dass IL-10 in diesem Modell Giber die Deaktivierung von Monozyten
wirkt, wahrend es keinen Einfluss auf die IL-12/IL-18-induzierte IFNy Produktion in der
Abwesenheit von Monozyten hatte. Dies ist ein interessanter Unterschied zu unseren
spateren Beobachtungen, dass IL-10 in Abwesenheit von Monozyten trotzdem die TCR-
induzierte IFNy-Produktion hemmen kann (siehe 2.1.2.). TGFp hingegen zeigte wenig
direkten Einfluss auf Monozyten, inhibierte aber stark die IL-12/IL-18 induzierte IFNy
Produktion.
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Different modes of 1L-10 and TGF-beta to inhibit cytokine-dependent
IFN-gamma production: consequences for reversal of lipopolysaccharide
desensitization.

Schroder M, Meisel C, Buhl K, Profanter N, Sievert N, Volk HD, Griitz G.
J Immunol. 2003 May 15;170(10):5260-7.
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Abstract

LPS hyporesponsiveness is characterized by a diminished production of proinflammatory
cytokines which can be caused by pretreatment with either LPS (=LPS desensitization) or
the combination of the anti-inflammatory cytokines IL-10 and TGF-beta. However, the
resulting hyporesponsive states differ regarding their reversibility by the IFN-gamma-
inducing cytokine IL-12. Therefore, we aimed at studying the reasons for this differential
IL-12 responsiveness of IFN-gamma-producing cells and its consequences for LPS
hyporesponsiveness in more detail. In an in vitro IL-12/IL-18 responsiveness model, we
demonstrated that IL-10, if permanently present, does not directly inhibit IL-12/IL-18
responsiveness in T/NK cells but indirectly interferes with IFN-gamma production in the
presence of monocytes. In contrast, TGF-beta acted directly on IFN-gamma-producing cells
by interfering with IL-12/IL-18 responsiveness. After removal of 1L-10 but not of TGF-
beta, LPS hyporesponsiveness can be reverted by IL-12/IL-18. Consequently, the addition
of recombinant TGF-beta during LPS desensitization rendered PBMCs hyporesponsive to a
reversal by 1L-12/1L-18. Our data suggest that the persistence of IL-10 and the presence of
TGF-beta determine the level of IFN-gamma inhibition and may result in different
functional phenotypes of LPS desensitization and LPS hyporesponsiveness in vitro and in
Vivo.
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2.1.2. Unterschiede in der Wirkung von IL-10 auf TH1- und TH17-Zytokine

Wahrend wir in der vorhergehenden Publikation (2.1.1) die Wirkung von IL-10 auf die
Zytokin-induzierte IFNy-Produktion untersuchten, haben wir uns in dieser Publikation mit
der Wirkung von IL-10 auf die Zytokinproduktion nach Stimulation des T-Zellrezeptors
(TCR) beschaftigt.

IFNy produzierende TH1-Zellen und IL-17 produzierende TH17-Zellen sind entziindliche
wirkende T-Helfer-Zellpopulationen, die zellulare Immunantworten gegen intrazellulare
(TH1) und extrazellulare (TH17) Pathogene verstarken. Wahrend urspriinglich TH1-Zellen
fur viele chronische Entziindungserkrankungen verantwortlich gemacht wurden, denkt man
inzwischen, dass diese vor allem durch TH17-Zellen verursacht wird (57, 58, 62-64, 186-
189). IL-10 ist als Therapeutikum zur Behandlung verschiedener chronischer
Entzindungserkrankungen (Psoriasis, Rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn) getestet
worden. Trotzdem es die Induktion einer Vielzahl entzindlich wirkender Mediatoren
hemmt, war ein therapeutischer Erfolg auf Psoriasis beschréankt und selbst in dieser
Anwendung nicht besser als eine TNFa-Blockade (79, 199-201).

Aufgrund dieses Hintergrundes haben wir die Wirkung von IL-10 auf TH1 und TH17 Zellen
ndher untersucht und dabei mehrere interessante Beobachtungen gemacht. So konnten
wir im Gegensatz zu friheren Publikationen (202-206) zeigen, dass IL-10 auch eine
direkte Wirkung auf T-Zellen hinsichtlich der TCR-induzierten IFNy Produktion hat, die
unabhangig von einer verminderten Antigenprasentation und Zytokinkostimulation ist.
Interessanterweise ist dieser Effekt nur in frisch isolierten T-Zellen zu beobachten und geht
in Zellkultur schnell verloren, obwohl die Fahigkeit STAT3 zu aktivieren, erhalten bleibt.
Dies mag die Diskrepanz zu den bisherigen Publikationen erklaren, da diese T-Zelllinien
verwendet haben. Der beobachtete Hemmeffekt nutzt einen neuen (von uns leider nicht
aufgeklarten) Mechanismus, da er unabhangig von einer Hemmung der IL-2 Produktion
(205, 206) oder Hemmung der CD28-Signaltransduktion ist (207, 208).

Im Gegensatz dazu konnte die IL-17 Produktion nicht direkt gehemmt werden, obwohl
auch in TH17-Zellen STAT3 durch IL-10 aktivierbar ist. Es bleibt aber trotzdem
festzuhalten, dass bei einer Prasentation von Antigen Uber APCs die IL-17 Produktion
vermindert ist (wenn auch schwéacher als die von IFNy), was auf die bekannten Effekte von
IL-10 auf die Senkung der MHCII-Expression (202) zurtick zu fuhren ist.

Diese Beobachtungen kdnnten mdglicherweise erklaren, warum IL-10 bei der Therapie
TH17-getriebener chronischer Entziindungserkrankungen wenig Wirkung gezeigt hat.
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IL-10 interferes directly with TCR-induced IFN-gamma but not IL-17
production in memory T cells.

Naundorf S, Schroder M, Hoflich C, Suman N, VVolk HD, Gritz G.

Eur J Immunol. 2009 Apr;39(4):1066-77. Erratum in: Eur J Immunol. 2009
May;39(5):1435.

PMID: 19266486

Abstract

IL-10 is a potent immunoregulatory and anti-inflammatory cytokine. However, therapeutic
trials in chronic inflammation have been largely disappointing. It is well established that
IL-10 can inhibit Thl and Th2 cytokine production via indirect effects on APC. Less data
are available about the influence of IL-10 on IL-17 production, a cytokine which has been
recently linked to chronic inflammation. Furthermore, there are only few reports about a
direct effect of IL-10 on T cells. We demonstrate here that IL-10 can directly interfere with
TCR-induced IFN-gamma production in freshly isolated memory T cells in the absence of
APC. This effect was independent of the previously described effects of IL-10 on T cells,
namely inhibition of IL-2 production and inhibition of CD28 signaling. In contrast, IL-10
did not affect anti-CD3/anti-CD28-induced IL-17 production from memory T cells even in
the presence of APC. This might have implications for the interpretation of therapeutic
trials in patients with chronic inflammation where Th17 cells contribute to pathogenesis.
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2.1.3. IL-10 schitzt Monozyten and Makrophagen vor Komplementlyse

Wahrend wir uns in den voran gegangenen Publikationen mit der Wirkung von IL-10 auf
die Zytokinproduktion in T-Zellen beschéftigt haben, beschreiben wir in dieser Publikation
eine vollig neue biologische Funktion von IL-10.

Es ist bekannt, dass IL-10 die Phagozytose von Monozyten/Makrophagen steigert — bei
gleichzeitiger Senkung der Antigenprasentation. Dies trAdgt dazu bei, dass der
Entziindungsstimulus beseitigt wird. Es ist aber anzunehmen, dass Makrophagen -
insbesondere wahrend dieser Phagozytose - einem erhdhten Risiko ausgesetzt sind,
selber Opfer einer Komplementattacke zu werden, da Pathogene Uber
Phagozytoserezeptoren an der Zellmembran gebunden sind und dort die Formierung
eines Membrane-attacking Complexes (MAC) auslosen konnten. Zusatzlich ist generell in
einem entzindlichen Gebiet von einer erhdhten Komplementaktivitat auszugehen, bei der
moglicherweise die normalen Zellschutzfunktionen nicht mehr ausreichen.

Wir sind in diesem Manuskript der Frage nachgegangen, ob IL-10 neben seiner
Phagozytose-steigernden Wirkung auch eine vor Komplementlyse schiitzende Funktion
induzieren kann. Wie wir in dieser Publikation das erste Mal zeigen konnten, ist das in der
Tat der Fall. Obwohl diese Fragestellung von der Beobachtung ausgeldst wurde, dass IL-
10 die Expression von CD59 (Protektin) verstarkt, welches die Formierung des MAC uber
die Hemmung der C9-Polymerisierung verhindert, konnten wir nicht nachweisen, dass IL-
10 Uber CD59 seine schitzende Wirkung entfaltet.

Auch fur ein zweites IL-10-induziertes zellschiitzendes Genprodukt - Haemoxygenase-1
(HO-1) - konnte keine eindeutige Verbindung geknipft werden. Obwohl die chemische
Hemmung der HO-1 Aktivitéat den IL-10 induzierten Effekt aufhob, hatte der erfolgreiche
knock-down mittels siRNA keinen Einfluss.

Trotzdem wir den molekularen Mechanismus nicht aufklaren konnten, haben wir eine vollig
neue biologische Funktion von IL-10 in dieser Publikation beschreiben kénnen.
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IL-10 protects monocytes and macrophages from complement-mediated
lysis.

Koch N, Jung M, Sabat R, Kratzschmar J, Décke WD, Asadullah K, Volk HD, Gritz G.
J Leukoc Biol. 2009 Jul;86(1):155-66. Epub 2009 Apr 22.

PMID: 19386697

Abstract

Phagocytes, such as monocytes and macrophages, are important cells of the innate
immunity in the defense against microbes. So far, it is unclear how these cells survive at the
site of combat against microbes, where a hostile inflammatory environment prevails with
strong complement activity. We hypothesized that IL-10, a key cytokine involved in the
resolution of inflammation, induces resistance to complement attack. Here, we demonstrate
for the first time such a cell-protective effect of IL-10 on human monocytes and
macrophages. IL-10 is indeed able to protect these cell types in an in vitro model of
complement lysis triggered by an anti-MHCI antibody or by binding of zymosan.
Investigating potential underlying mechanisms, we found that IL-10 up-regulated the
expression of complement regulatory membrane protein CD59 and the general cell-
protective stress protein HO-1 in human monocytes. However, further functional analysis
failed to link these individual IL-10-mediated effects with the increased protection from
complement lysis. Blocking the protective effect of CD59 with an antibody increased
complement lysis but did not abrogate the IL-10-protective effect. Interestingly, chemical
interference with HO-1 activity did abrogate the protective effect of IL-10, but siRNA-
mediated knockdown of HO-1 did not confirm this observation. Our results suggest that IL-
10 generates pathogen-clearing phagocytes, which are resistant to complement lysis and
thereby, enabled to survive longer in a hostile inflammatory environment.
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2.1.4. Konformationsanderung als neues STAT3-Aktivierungsmodell

Das von uns in seiner biologischenWirkung untersuchte anti-inflammtorische Zytokin IL-10
induziert - wie viele andere Zytokine auch - den Jak/STAT-Signalweg (209-211). Dabei ist
STATS3 der entscheidende Faktor, von dem gezeigt werden konnte, dass er fir die anti-
inflammatorische Wirkung von IL-10 essentiell ist (212, 213).

Das klassische Konzept der STAT-Aktivierung geht davon aus, dass nicht-aktivierte STAT-
Molekule als Monomer im Zytoplasma vorliegen. Die Phosphorylierung von Tyrosinen in
der SH2-Domaéane durch Janus-Kinasen fiihrt dann zur Dimerisierung der STAT-Molekiile,
was den Transport in den Kern ermdglicht (214, 215). Es gab aber zum damaligen
Zeitpunkt bereits einige Hinweise, die die Existenz des zytoplasmatischen STAT-
Monomers in Frage stellten (216-220).

Wir sind eher zufallig auf dieses Phanomen gestoRen, wahrend wir versuchten
Wechselwirkungen von STAT3 mit potentiellen Kofaktoren aus einem yeast-2-hybrid-
screen mittels BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer) zu verifizieren. Bei
der BRET-Technologie stellt man Fusionsproteine mit Luciferase und einem
Fluoreszenzprotein (hier EYFP) her. Durch die Zugabe des Luciferase-Substrats
(Coelenterazine) kommt es zur Emission von Licht, dass nur bei értlicher Nahe zum EYFP
dieses zu einer Fluoreszenzemission anregt. Das heil3t, nur bei oOrtlicher N&he der mit
Luciferase und EYFP fusionierten Proteindoménen kann es zu einem Energietransfer
kommen, der detektiert werden kann. Im Gegensatz zu FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer zwischen zwei Fluoreszenzproteinen) braucht man keine externe
Lichtquelle, die zu héherem Hintergrundrauschen fiihrt. Mit diesen Arbeiten konnten wir
nicht aktivierte STAT-Dimere auch in lebenden Zellen nachweisen.

Die Ergebnisse aus den verschiedenen Kombinationen der N- oder C-terminalen
Fusionsvarianten und dem Verlauf nach Stimulation mit einem STAT3-Aktivator haben zu
einem neuen Modell gefiihrt, dass eine Konformationsanderung eines bereits vorhanden
STAT3-Dimers nach Aktivierung vorschlagt. Wahrend der Arbeiten am Manuskript wurde
zwei ahnliche Arbeiten publiziert (221, 222). Unser Strukturmodell wurde spéater durch
strukturelle Arbeiten zu nicht-aktivierten STAT-Dimeren (223, 224) und ihrem Vergleich zu
DNA-gebundenen aktivierten STAT-Dimeren (225) bestatigt.
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Preassociation of nonactivated STAT3 molecules demonstrated in living
cells using bioluminescence resonance energy transfer: a new model of
STAT activation?

Schréder M, Kroeger KM, Volk HD, Eidne KA, Gritz G.
J Leukoc Biol. 2004 May;75(5):792-7. Epub 2004 Jan 23.

PMID: 14742639

Abstract

Signal transducers and activators of transcription (STATS) are crucial molecules in
cytokine signaling. In the conventional model of STAT activation, STAT molecules are
recruited from a latent pool of cytoplasmic monomers to the activated cytokine receptor.
After binding to the receptor, they get tyrosine-phosphorylated, dissociate from the
receptor, and translocate to the nucleus as activation-induced dimers. Recently, several
publications questioned this model of STAT activation and showed the existence of
preassociated STAT molecules before activation. We were able to demonstrate the
existence of these preassociated STAT3 molecules in living mammalian cells using
bioluminescence resonance energy transfer. Our results support the new hypothesis that
STAT molecules exist in the cytoplasm as dimers or multimers and point to an activation-
induced change in STAT3 conformation. Therefore, we propose a new model of STAT
activation and discuss a hypothetical structure of "cytoplasmic” STAT dimers as opposed to
the known "activation-induced" dimer.
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2.1.5. Transkriptomanalyse IL-10 regulierter Gene

Wir haben uns weiter mit der molekularen Wirkunsgweise von IL-10 beschéttigt. IL-10 ist
seit langerem als anti-inflammatorisches Zytokine bekannt, da es in humanen Monozyten
und Mausmakrophagen die LPS-induzierte Zytokinproduktion hemmt und die
Antigenprasentation tber HLA-DR senkt. Daher wurde es auch in klinischen Studien zur
Behandlung chronischer  Entzindungskrankheiten  getestet (79), wobei es
vielversprechende Effekte in der Behandlung von Patienten mit Psoriasis zeigte (199, 200,
226). Allerdings war damals sehr wenig Uber den Mechanismus bekannt, Uber den IL-10
seine anti-inflammatorischen Effekte ausubt.

Das hat uns (227) und andere (228-237) veranlasst, nach IL-10 regulierten Genen zu
suchen. Wir hatten die Chance (in Kooperation mit der Schering AG), IL-10 regulierte
Gene in humanen Monozyten gesunder Patienten und in PBMCs von Psoriasis-Patienten
im Verlauf einer subkutanen IL-10 Therapie mittels Micro-Arrays (die das gesamte
Transkriptom umfassten) zu analysieren. Dabei wurden frihe (1h, 4h und 8h) und spate
(24h und 35h) Zeitpunkte fir in vitro stimulierte humane Monozyten von 2-3 individuellen
Spendern erfasst, als auch die Genexpression in PBMCs aus 4 Patienten vor, wahrend
und nach der Therapie untersucht. Diese Studie ist damit die umfassendste Untersuchung
ihrer Art und hat eine Vielzahl von IL-10 regulierten Genen identifiziert. Die Ergebnisse
dieser Arbeit waren die Grundlage fir eine Reihe von Projekten, die wir seitdem bearbeitet
haben, um die Funktion dieser Gene in der Immunregulation aufzudecken.

Zusatzlich konnten wir in dieser Publikation mittels chemischer Inhibierung zeigen, dass
die Induktion der Hamoxygenase-1 (HO-1) zumindest in humanen Monozyten nicht die
Hemmung der LPS-induzierten Zytokinproduktion unterdriickt. Obwohl eine hochrangige
Publikation dies urspriinglich behauptet hatte (238), konnten auch andere Arbeitsgruppen
diesen Effekt spater nicht in Mausmakrophagen bestatigen (239). Auch unsere eigenen
zusatzlichen Experimente mit siRNA ((240) siehe 2.1.3.)) und knock-out Mausen
(unpubliziert) kam zu dem Schluss, dass HO-1 nicht die anti-inflammtorische Wirkung von
IL-10 vermittelt. Systemische und lokale anti-entziindliche Effekte von HO-1 (241-244)
lassen sich mdoglicherweise eher durch zellprotektive Effekte und eine verringerte
Gefahrensignalausschuttung erklaren (245, 246).

Ich habe die Erkenntnisse aus den Gene-profiling Untersuchungen zur IL-10 Wirkung und
einiger darauf basierter Experimente zur molekularen Wirkungsweise von IL-10
ausfuhrlicher in einem Ubersichtsartikel diskutiert (78).
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Expression profiling of IL-10-regulated genes in human monocytes and
peripheral blood mononuclear cells from psoriatic patients during IL-10
therapy.

Jung M, Sabat R, Kratzschmar J, Seidel H, Wolk K, Schdnbein C, Schiitt S, Friedrich M,
Docke WD, Asadullah K, Volk HD, Gritz G.

Eur J Immunol. 2004 Feb;34(2):481-93.

PMID: 14768053

Abstract

Interleukin-10 (1L-10), originally identified as an inhibitor of pro-inflammatory cytokine
production, exerts multiple immunomodulatory functions. Its ability to inhibit a Thl
response has been used in clinical trials for the treatment of inflammatory diseases
including psoriasis. However, little is known about the molecular mechanisms of IL-10
functions. We aimed at identifying possible mediators of in vitro IL-10 treatment in
monocytes by gene chip technology using Hu95a Affymetrix mRNA arrays with 12,000
genes. To prove relevance of the identified genes for the clinical situation we compared
these in vitro results with genes being regulated by IL-10 in peripheral blood mononuclear
cells from psoriatic patients undergoing IL-10 therapy. A high proportion of the 1,600
genes up-regulated and 1,300 genes down-regulated in vitro was found to be similarly
regulated in vivo. Some genes, which were previously unknown to be regulated by IL-10,
can be assigned to known IL-10 functions like e.g. the increase of pathogen clearance.
Other new potentially immunomodulating genes have been identified to be regulated by IL-
10, but their impact needs to be experimentally evaluated. We could confirm a recently
reported up-regulation of heme oxygenase-1 (HO-1). However, we demonstrate that the
anti-inflammatory mechanisms of 1L-10 remain functional even when HO-1 is irreversibly
inhibited.
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2.2. Molekulare Regulation von Differenzierungsfaktoren in der T-ALL
2.2.1. Rolle von RNA-bindenden Proteine in der T-ALL

Wir haben aus der Transkriptomanalyse IL-10-regulierter Gene (siehe 2.1.5) ein RNA-
bindendes Protein (Tis11d/zfp3612) identifiziert, das zur Tristetraprolin (TTP) — Familie
gehort. Deren namensgebender Vertreter (TTP/zfp36) reguliert die Stabilitéat der Zytokin-
MRNA von LPS-induziertem TNFo Uber AU-reiche Sequenzen (ARESs) (247, 248). Daher
haben wir zur Aufklarung der Funktion von Tis11d/zfp3612 in der Zytokinregulation eine
gewebespezifische Knock-out Maus generiert. Bisher konnten wir aber mit der
Makrophagen-spezifischen Depletion von Tis11d/zfp3612 keinen wesentlichen Effekt auf
die LPS-induzierte Zytokinproduktion oder deren Hemmbarkeit durch IL-10 nachweisen
(unpublizierte Beobachtungen).

Obwohl fur die beiden TTP-Familienmitglieder Tis11b/zfp36I1 und Tis11d/zfp3612 ahnliche
Funktionen und targets wie fur TTP in vitro identifiziert wurden (249), zeigten die knock-out
Mause einen jeweils anderen Phanotyp als die TTP-defizienten Mause auf (250-252). Dies
indizierte, dass beide Faktoren entweder ein unterschiedliches Expressionsmuster in der
Entwicklung haben, oder andere Zielgene erkennen kdnnten.

In einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Martin Turner vom Babraham Institute
wurde die Rolle der TTP-Familie in der Lymphozytenreifung studiert, und unsere
gefLOXten Tis11d/zfp36l2 M&use in den Hintergrund einer CD2-getriebenen Cre-
Rekombinase Expression gezlchtet, um eine Deletion in T- und B-Zellen zu erreichen.
Auch diese knock-out Maus (wie auch die von Turners Gruppe generierte Tis11b/zfp36I1
knock-out Maus) zeigte keinen offensichtlichen Phéanotyp in der
Lymphozytendifferenzierung. Wenn man aber Doppel-knock-out Mause generiert, zeigten
diese eine gestorte T-Zelldifferenzierung im Thymus und entwickelten lymphoblastische
T-Zell-Leukdmien. In weitere Versuchen der Arbeitsgruppe um Martin Turner konnte
Notch-1 als fur die Tumorentstehung entscheidendes Ziel identifiziert werden und die
Regulation Uber AU-reiche Regionen in der Notch-1 mRNA durch die beiden TTP-
Familienmitglieder nachgewiesen werden. Notch-1 ist kein klassisches sekretiertes Zytokin
sondern ein Rezeptor, dessen intrazellulare Doméne nach Ligandenaktivierung als
Transkriptionsfaktor andere Differenzierungsfaktoren reguliert, Damit weist Notch-1 aber in
seiner Wirkung ahnliche Funktionen wie Wachstums- oder Differenzierungsfaktoren auf
und seine vielfaltigen Funktionen in der Differenzierung und Funktion von Immunzellen
sind umfangreich dokumentiert (253-255).

Diese Publikation hat somit erstmals Notch-1 als Target von ARE-BPs identifiziert und
nachgewiesen, dass die mRNA-Regulation Gber AREs in der Tumorentstehung beteiligt
sein kdnnen.

Eigene Kontribution: Konzeption und experimentelle Arbeiten zur Konstruktion des
Targetingvektors fur Tis11d/zfp36l2 und der Sonden zum Nachweis der korrekten
Integration, experimentelle Arbeiten zur Transfektion und Selektion der ES-Zellen im
Rahmen eines EMBO short time fellowships. Korrekturen am Manuskript.
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Deletion of the RNA-binding proteins ZFP36L.1 and ZFP36L2 leads to
perturbed thymic development and T lymphoblastic leukemia.

Hodson DJ, Janas ML, Galloway A, Bell SE, Andrews S, Li CM, Pannell R, Siebel CW,
MacDonald HR, De Keersmaecker K, Ferrando AA, Grutz G, Turner M.

Nat Immunol. 2010 Aug;11(8):717-24. Epub 2010 Jul 11. Erratum in: Nat Immunol. 2010
Oct;11(10):969.

PMID: 20622884

Abstract

ZFP36L1 and ZFP36L2 are RNA-binding proteins (RBPs) that interact with AU-rich
elements in the 3' untranslated region of mMRNA, which leads to mMRNA degradation and
translational repression. Here we show that mice that lacked ZFP36L1 and ZFP36L2 during
thymopoiesis developed a T cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) dependent on the
oncogenic transcription factor Notchl. Before the onset of T-ALL, thymic development
was perturbed, with accumulation of cells that had passed through the beta-selection
checkpoint without first expressing the T cell antigen receptor beta-chain (TCRbeta).
Notchl expression was higher in untransformed thymocytes in the absence of ZFP36L1 and
ZFP36L2. Both RBPs interacted with evolutionarily conserved AU-rich elements in the 3'
untranslated region of Notchl and suppressed its expression. Our data establish a role for
ZFP36L1 and ZFP36L2 during thymocyte development and in the prevention of malignant
transformation.
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2.2.1. Lmo2-Transkriptionskomplexe in der Entstehung von T-ALLs

Die voran gegangene Publikation zeigte, dass die Abwesenheit zweier RNA-bindender
Proteine Uber Notch-1 die normale Thymozytenreifung stéren und es dadurch zu T-Zell-
Leukdmien kommen kann. Auch fiir den onkogenen Transkriptionsfaktor Lmo2, der durch
reziproke chromosomale Translokationen falchlicherweise in T-Zellen exprimiert werden
kann, sind ahnliche Effekte beschrieben worden (256).

Reziproke chromosomale Translokationen sind typisch fir Leukéamien. Dabei kommt es
u.a. zur anomalen ektopischen Expression von Transkriptionsfaktoren in T-Zellen, die
normaler in dieser Differenzierungsstufe bereits abgeschaltet wéren, da sie durch die
Translokation unter Kontrolle des TCR-Promoter/Enhancer geraten. Zwei der am
haufigsten translozierten Transkriptionsfaktoren sind Lmo2 und Tall/SCL. Wir konnten
bereits vor dieser Arbeit zeigen, dass Lmo2 und Tal-1 normalerweise zusammen mit dem
Transkriptionsfaktor GATA-1 einen Transkriptionskomplex ausbilden, der fur die
Differenzierung von HSCs in die erythroide Linie essentiell ist (257).

In dieser Publikation (258) haben wir untersucht, ob der gleiche Transkriptionskomplex
auch in T-Zellleukamien aus Lmo2-transgenen Mausen vorkommt. Interessanterweise
konnten wir mit verschiedenen Ansatzen zeigen, dass Lmo2 zwar trotzdem mit Tal-1
wechselwirkt, aber dass sich durch das Fehlen von GATA-1 ein anderer
Transkriptionskomplex ausbildet, indem Lmo2 in Zusammenarbeit mit Ldbl zwei bHLH-
Dimere Uberbrickt und damit ein typisches Sequenzmotiv erkennt. Die Idee war, dariiber
auch Zielgene zu identifizieren, die als Wachstumsfaktor oder Differenzierungsfaktoren fur
die gestorte Thymozytendifferenzierung und/oder das autarke Wachstum von entarteten T-
Zellen verantwortlich sind (259, 260). Eine andere Mdglichkeit besteht allerdings
moglicherweise eher darin, dass eine Sequestrierung des bHLH-Komplexes (E2A/HEB)
durch den Lmo2-bHLH-Komplex eine onkogene Wirkung austbt (261, 262), da E2A- oder
HEB-defiziente Mause einen ahnlichen Thymozytendifferenzierungsblock und Tendenz zur
Entwicklung zu T-Zell-Lymphomen wie Lmo2-transgene M&use aufweisen (263, 264) und
auch eine Mutante von Tal-1, die nicht DNA binden kann, zusammen mit Lmo2 T-Zell-
Leuk&mien auslosen kann (265, 266).

Nichtsdestotrotz war diese Publikation die erste Beschreibung der Beobachtung, dass ein
Transkriptionsfaktor in physiologischem und onkogenem Kontext unterschiedliche
Transkriptionsfaktorkomplexe formiert. Tragischerweise wurde die onkogene Rolle von
Lmo2 in gentherapeutischen Versuchen bestétigt. Die Insertion des verwendeten
Retrovirus in den Lmo2 Genlocus fihrte zu einer Lmo2-Expression unter Kontrolle des
retroviralen Promoters auch in entwickelnden T-Zellen (267-269).
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The oncogenic T cell LIM-protein Lmo2 forms part of a DNA-binding
complex specifically in immature T cells.

Gritz GG, Bucher K, Lavenir I, Larson T, Larson R, Rabbitts TH.
EMBO J. 1998 Aug 17;17(16):4594-605.

PMID: 9707419

Abstract

The LIM-only protein LMO2 is expressed aberrantly in acute T-cell leukaemias as a result
of the chromosomal translocations t(11;14) (p13;g11) or t(7;11) (q35;p13). In a transgenic
model of tumorigenesis by Lmo2, T-cell acute leukaemias arise after an asymptomatic
phase in which an accumulation of immature CD4(-) CD8(-) double negative thymocytes
occurs. Possible molecular mechanisms underlying these effects have been investigated in
T cells from Lmo2 transgenic mice. Isolation of DNA-binding sites by CASTing and band
shift assays demonstrates the presence of an oligomeric complex involving Lmo2 which
can bind to a bipartite DNA motif comprising two E-box sequences approximately 10 bp
apart, which is distinct from that found in erythroid cells. This complex occurs in T-cell
tumours and it is restricted to the immature CD4(- )CD8(-) thymocyte subset in
asymptomatic transgenic mice. Thus, ectopic expression of Lmo2 by transgenesis, or by
chromosomal translocations in humans, may result in the aberrant protein interactions
causing abnormal regulation of gene expression, resulting in a blockage of T-cell
differentiation and providing precursor cells for overt tumour formation.

3. Diskussion

Die Regulation einer adaquaten Immunantwort ist essentiell fur die Gesundheit und das
Uberleben von Lebewesen. Dabei spielen insbesondere in Wirbeltieren, einschlieRlich des
Menschen, hochkomplexe zellulare und humorale Effektor- und Regulationssysteme
ineinander, die bis heute unzureichend verstanden sind. Zytokine, die Funktionen als
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren haben, spielen auch bei der Kontrolle der
Lokalisation und Aktivitat von Immunzellen und der Kommunikation mit den anderen
Korperzellen eine entscheidende Rolle. Trotz einiger beachtlicher Erfolge bei der
Behandlung chronischer Entziindungen mit ,Biologicals®, die Zytokinwirkungen blockieren,
ist der Eingriff in den Entziindungsprozess bisher nicht spezifisch und daher mit
erheblichen Nebenwirkungen verbunden. Insbesondere aber fir Patienten mit schwerer
Sepsis sind sehr viele Therapieansatze in klinischen Studien gescheitert (129, 134, 158,
168-174). Daher st ein tieferes Verstandnis der zelluldaren und molekularen
Wechselwirkungen in der Regulation der Immunantwort weiterhin von groRer Bedeutung,
um neue Therapieansatze zu entwickeln.

In klinischen Beobachtungen an Patienten mit schwerer Sepsis zeigte sich, dass eine
erhdhte Infektionsanfalligkeit durch ein abgeschaltetes Immunsystem zu einer
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verschlechterten Prognose fuhrt (128-137, 155-159). Dieser Zustand wird mit den
Begriffen CARS oder Immunparalyse definiert und ist vor allem an einer stark und
anhaltend verminderten Oberflachenexpression von MHCII-Molekilen (insbesondere HLA-
DR) diagnostizierbar (155, 156, 162-166, 270). Immunzellen aus dem Blut dieser
Patienten sind nicht mehr durch LPS zur Produktion ausreichender Mengen von pro-
inflammatorischen Zytokinen zu stimulieren. Ahnliche Beobachtungen kennt man aus dem
in vitro Modell der LPS-Desensibilisierung, bei dem Immunzellen nach wiederholter LPS-
Stimulation mit einer stark verminderten Zytokinproduktion reagieren.

In diesem Modell spielen die anti-inflammatorischen Zytokine (IL-10 und TGF) bei der
Vermittlung des Verlustes der Reaktivitdt gegenuber LPS eine wichtige Rolle (138, 139).
IL-10 wurde auch in einigen Kklinischen Studien zur Behandlung chronischer Entziindungen
eingesetzt (79), da es die Produktion einer Reihe von pro-inflammatorischen Zytokinen
hemmen kann. Dies beides war uns Anlass, uns mit der Wirkungsweise anti-
inflammatorischer Zytokine und mit grundlegenden Fragen der Produktion von Zytokinen
und Wachstumsfaktoren zu beschéftigen. Da IL-10 bei der LPS-Desensibilisierung und vor
allem der Deaktivierung von humanen Monozyten die Hauptwirkung vermittelt hatte
(wadhrend TGFp eher die Zytokin-induzierte IFNy Antwort in T-Zellen beeinflusste) (271)
und aufgrund interessanter Fragen aus den IL-10 Therapieversuchen in Psoriasis-
Patienten (199, 272), haben wir uns vor allem auf die Wirkung von IL-10 fokussiert. Wir
haben dazu mit einigen interessanten Publikationen beitragen kénnen, die in dieser
Habilitationsschrift dargestellt sind und im Folgenden néher diskutiert werden sollen.

3.1. Biologische Wirkung von IL-10

IL-10 wird als spates Zytokin von Monozyten/Makrophagen nach PAMP-Stimulation, aber
auch von T-Zellen und B-Zellen mit regulativer Wirkung sekretiert. Es wurde aufgrund
seiner anti-inflammatorischen Wirkung zuerst als ,cytokine synthesis inhibiting factor®
(CSIF) bezeichnet (273-276). In der Tat kann es die Produktion einer Reihe von pro-
inflammatorischen Zytokinen hemmen (77, 78, 80, 277). Dies wird durch die Tatsache
unterstrichen, dass IL-10 defiziente Mause eine der Inflammatorischen Bowel Disease
(IBD) &hnliche Darmentziindung entwickeln, die durch die eigene Darmflora verursacht
wird (278). Aul3erdem reagieren sie empfindlicher auf einen Endotoxinschock, obwaohl
trotzdem eine Endotoxintoleranz induziert werden kann (140). Desweiteren kann man in
IL-10 defizienten Mausen nach cholesterolreicher Diat Zeichen von atherosklerotischen
Plaques nachweisen (279, 280).

Aufgrund dessen wurde IL-10 in einigen Klinischen Studien zur Therapie von
Erkrankungen mit chronischen Entziindungen eingesetzt. Da IL-10 die Produktion
mehrerer pro-inflammatorischer Mediatoren hemmt, wirde man erwarten, dass es bessere
therapeutische Wirkung zeigen wuirde, als wenn man nur einen der pro-inflammatorischen
Faktoren blockiert (wie z.B. TNFo mit Etanercept oder Infliximab oder IL-1 mit Anakinra).
Uberraschenderweise ist das Gegenteil der Fall, da die IL-10 Therapie eine schlechtere
Wirkung als die TNFa-Blockade hatte, oder keine Verbesserung der Krankheitssymptome
verursachte (79). Dies kann verschiedene Ursachen haben. So ist die Halbwertszeit von
IL-10 in vivo wesentlich geringer als die von humanisierten Antikbrpern gegen Zytokine
und damit die Bioverfiigbarkeit eingeschrankt. Weiterhin kbnnen auch Antikdrper gegen
TNFo wie Infliximab nicht nur die Wirkung von TNFa blockieren, sondern zusétzlich
TNFa-produzierende T-Zellen depletieren bzw. in die Apoptose treiben (281, 282).
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Wir konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass IL-10 zwar in der Lage ist, die TCR-
stimulierte IFNy—Produktion direkt in isolierten humanen TH1-Zellen zu hemmen, aber
nicht die IL-17-Produktion in TH17-Zellen (283). Diese Beobachtungen sind aus mehreren
Grunden interessant. Zum einen wurde die Hauptwirkung von IL-10 auf T-Zellen als eine
indirekte Wirkung uber APCs beschrieben, indem IL-10 die Antigenprasentation und
Kostimulation senkt (202-204, 284). Die einzige bekannte direkte Wirkung von IL-10 auf T-
Zellen war eine Proliferationshemmung, die durch die exogene Gabe von IL-2 aufhebbar
ist (205, 206, 285). Wahrend wir diese Ergebnisse bestatigen konnten, blieb die Hemmung
der IFNy-Produktion auch nach exogener Gabe von IL-2 erhalten und muss daher tber
einen anderen Mechanismus induziert sein. Desweiteren war besonders interessant, dass
diese direkte hemmende Wirkung von IL-10 nicht die IL-17-Produktion beeinflusste,
obwohl diese Zellen noch auf IL-10 mit der Aktivierung des IL-10-Sighalweges (STAT3-
Phosphorylierung) reagierten. Da seit kurzem eher die Produktion von IL-17 - statt wie
urspringlich IFNy - fur die chronisch entziindlichen Erkrankungen verantwortlich gemacht
werden (57, 58, 62-64, 186-189), implizieren unsere Ergebnisse, dass IL-10 nicht in der
Lage ware, einen bereits laufenden TH17-getriebenen Entziindungsprozess zu stoppen.
Da IL-10 aber die Synthese von Zytokinen inhibiert, die eine Polarisierung von TH-17
Zellen induzieren (u.a. IL-6) und kdrzlich gezeigt werden konnte, dass IL-10 in der Tat die
Neuausbildung und Expansion von TH17-Zellen in vivo hemmen kann (286, 287), kénnte
eine IL-10 Therapie nach der Blockade oder Depletion von vorhandenen TH-17
Gedéachtniszellen den nachsten Entziindungsschub verhindern oder hinausschieben. In
der Tat verlangert die prophylaktische Gabe einer niedrigen Dosis von IL-10 nach
konventioneller Therapie der Psoriasis (Psoralen plus UV-A) die Relapse-freie Zeit
wesentlich (272).

IL-10 hat nicht nur inhibierende Wirkungen auf Immunzellen. So induziert es die
Proliferation von Mastzellen (288) und foérdert die Sekretion von Immunglobulinen von B-
Zellen (289). Auch auf Monozyten/Makrophagen verstarkt IL-10 die Expression einiger
Rezeptoren, die Phagozytose-vermittelnd wirken (290-293). Es kann also auf die gleiche
Zielzelle sowohl inhibierende als auch aktivierende Wirkungen haben. Da IL-10 aber
gleichzeitig die Antigenprasentation senkt, sollte man die Phagozytose-steigernde Wirkung
von IL-10 eher als anti-entztindliche Wirkung interpretieren, da dadurch der Stimulus der
Entziindung (PAMPS oder DAMPS) von den Makrophagen beseitigt wird. Wir konnten
aullerdem in einer anderen hier nicht aufgefuhrten Publikation zeigen, dass IL-10 nach
Langzeitinkubation einen immunsuppresiv wirkenden Makrophagentyp induziert (294), der
eher an alternativ aktivierte M2 Makrophagen erinnert, die die Gewebsremodellierung
fordern.

Damit IL-10 diese ,Staubsaugerwirkung” ausiben kann, sollte es auch dafir sorgen, dass
die Makrophagen in einer feindlichen entzindlichen Umgebung lange genug uberleben.
Wir konnten in diesem Zusammenhang eine vollig neue biologische Wirkung von IL-10
beschreiben. In einer entziindlichen Umgebung werden hohe Mengen von Komplement
aktiviert und Makrophagen sind vor allem wahrend der Phagozytose von Bakterien oder
derer Bruchstliicke einer Komplementattacke ausgesetzt. Wir konnten zeigen, dass IL-10
den Schutz von Monozyten/Makrophagen gegenuber einer Komplementattacke erhoht
(240). Obwohl IL-10 die Oberflachenexpression des die C9-Polymerisierung hemmenden
Protektin (CD59) erhoht, ist dies nicht die Ursache fur den erhdhten Komplementschutz.
IL-10 scheint weitere zellprotektive Faktoren zu induzieren, zu denen auch die
Hamoxygenase-1 (HO-1) (227, 238, 239, 242, 243) gehort. Wir konnten aber die 1L-10-
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induzierte protektive Funktion gegentiber Komplement nicht eindeutig der HO-1-Induktion
zuweisen.

Interessanterweise wurde die IL-10 induzierte HO-1 Expression ursprunglich fur die
Hemmung der LPS-induzierten TNFa-Produktion verantwortlich gemacht (238). Wir und
andere konnten dies allerdings nicht bestatigen (227, 239). Die schitzende HO-1 Wirkung
in Endotoxinschock- bzw. Sepsismodellen (238, 241, 295-297) oder auch chronischen
Entzindungsmodellen (298, 299) kdnnte aber auch durch seine zellschiitzende Funktion
erklart werden, da es dadurch die Freisetzung von zellularen Gefahrensignalen (DAMPS)
verhindert, die selber starke Entziindungsausléser sind (243, 300).

3.2. Molekulare Wirkungsweise von IL-10

Obwohl viele biologische Wirkungen von IL-10 seit langem bekannt sind, bleibt es schlecht
verstanden, wie IL-10 diese Effekte auf der molekularen Ebene verwirklicht. Da die
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine auf mehreren Ebenen (Signaltransduktion,
epigenetische Modifikationen, Transkriptionsinitiation, Transkriptionselongation, mRNA-
Stabilitat, Translation, Aktivierung, Sekretion) reguliert wird, gibt es grundsatzlich fir IL-10
die Mdoglichkeit, auf jeder dieser Ebenen zu interferieren. Das am meisten untersuchte
Modell ist die Hemmung der LPS induzierten TNFa Produktion in Makrophagen. IL-10
hemmt allerdings nur ca. 25% der LPS-induzierten Gene (229). Dies macht es
unwahrscheinlich, dass IL-10 einen der Hauptsignalwege von LPS hemmt, was sich mit
unseren eigenen Beobachtungen deckt.

Allgemein akzeptiert ist aber, dass der durch IL-10 aktivierte Transkriptionsfaktor STAT3
essentiell fur die anti-inflammatorische Wirkung von IL-10 ist (212, 229, 287, 301-303).
Das klassische Lehrbuchbild der Aktivierung von STAT-Faktoren durch Zytokine geht
davon aus, dass die Phosphorylierung von STAT-Monomeren durch Zytokinrezeptor
assoziierte Januskinasen zur Dimerisierung fuhrt, und dies die Translokation der STAT-
Dimere in den Zellkern zur Folge hat. Wir konnten als eine der ersten Gruppen an
lebenden Zellen mittels BRET zeigen, dass die STAT-Molekile schon vor
Phosphorylierung dimerisiert  vorliegen und die Phosphorylierung eine
Konformationsanderung des Dimers zur Folge hat (304). Strukturanalysen von nicht
phosphorylierten STAT-Dimeren (223, 224, 305, 306) im Vergleich zu phosphorylierten
DNA-gebundenen STAT-Dimeren (225, 307) haben unser vorgeschlagenes Struktur- und
Konformationsanderungsmodell grof3tenteils bestatigen kdnnen. Dies ist auch von
Ubergreifendem Interesse, da konstitutiv aktive Jak/STAT-Signalwege (insbesondere
STAT3 und STATS5) eine Rolle in der Tumorentwicklung und auch der T-Zell-Leukamie
spielen (siehe 3.4.)

Die IL-10-induzierte STAT3-Aktivierung fihrt zur Neusynthese von Genprodukten, die
notwendig ist, um die anti-inflammatorische Wirkung von IL-10 zu vermitteln (308-311).
Das hat einige Gruppen einschlie3lich unserer dazu ermutigt, nach IL-10 induzierten
Genen zu suchen, die die pro-inflammatorische Zytokinproduktion auf den verschiedenen
Regulationsebenen hemmen konnten (227-237). Trotz einer Vielzahl IL-10-induzierter
Gene konnte aber nur fur sehr wenige Kandidaten ein anti-inflammatorisch vermittelnder
Effekt nachgewiesen werden (siehe Abb. 4). So konnte zwar fur die IL-10 induzierten
Gene DUSP-1 (Hemmung der p38 MAPK, (312, 313)) und Abin-3 (Hemmung der
Aktivierung von IkB, (314, 315)) ein inhibitorischer Effekt auf LPS-induzierte Zytokine
nachgewiesen werden, aber der Nachweis, dass eine Defizienz dieser Gene auch den
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durch IL-10 induzierten inhibitorischen Effekt aufhebt, blieben die Autoren schuldig. Wir
konnten selber in bisher unverdoffentlichten Arbeiten zeigen, dass die Hemmung der Abin-3
Induktion durch siRNA einen Teil der inhibitorischen Wirkung von IL-10 verhindert
(Doktorarbeit Marcel Krtiger, HUB 2010), dass dies aber nicht Giber die Hemmung des IxB
Aktivierung vermittelt wird.

Ein klares Fehlen der IL-10 vermittelten Hemmung der LPS-induzierten TNFo-Produktion
konnte in Mausmakrophagen gezeigt werden, denen das IL-10-induzierte bcl-3 Gen fehlt
(231). Bcl-3 ist ein Mitglied der IkB-Familie (316), aber untypischer Weise im Zellkern
lokalisiert. Fir den Wirkungsmechanismus von bcl-3 sind sowohl Hemmungen der p50-
DNA-Bindung als auch die Rekrutierung von inhibitorisch wirkenden NF-kB p50/p50-
Homodimeren zu spezifischen Promoter inklusive dem TNFo-Promoter berichtet worden
(231, 317-322). Letztere wurde auch schon vorher fir anti-inflammatorisch wirkende IL-10
Effekte in der LPS-Toleranz verantwortlich gemacht (323-327). Allerdings ist dieser Effekt
auf TNFa begrenzt, da IL-10 immer noch die LPS-induzierte Produktion von IL-6 in bcl-3
defizienten Makrophagen hemmen kann (231). Vielleicht haben andere IkB-
Familienmitglieder &hnliche Funktionen an anderen Zytokinpromoteren, wie z.B. IkBNS am
IL-6 Promoter (328). Ob die bcl-3 vermittelte p50/p50 Homodimer-Rekrutierung eher die
Transkriptionsinitiation oder die Transkriptionselongation hemmt, wie kirzlich far IL-10
beschrieben (329), bleibt bisher unklar. Eine kirzlich erschienene Arbeit am IL-12p40-Gen
zeigte aulRerdem interessanterweise, dass eher distale Enhancerelemente als direkte
Promoterbereiche Angriffspunkte der Transkriptionshemmung durch IL-10/STAT3 sind
(330).
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Abb.4: Molekularer Mechanismus der Hemmung der Zytokinproduktion durch IL-10 [modifiziert nach
(77)]. IL-10 induziert Uber den essentiellen Transkriptionsfaktor STAT3 eine Vielzahl von Genen, von denen fir
einige eine anti-inflammatorische Wirkung nachgewiesen wurde. Diese IL-10 regulierten Gene greifen an
verschiedenen Punkten der Induktion pro-inflammatorischer Zytokine an. So wurde fiir Abin-3 eine Hemmung
der NF-xB-Aktivierung beschrieben. Die beiden Mitglieder der IxB-Familie bcl3 und IKBNS zeigen Gen-
spezifische Effekte, da sie moglicherweise beide inhibitorische NF-xB p50/p50-Homodimere an
unterschiedliche pro-inflammatorische Promotoren rekrutieren (TNFo und 1L12p19 versus IL-6 und IL-12/IL-
23p40). Die Phosphatase DUSP-1/MKP-1 hemmt die Aktivierung der MAP-Kinase p38 und damit
maoglicherweise auch indirekt die Inaktivierung des ARE-Binding Proteins TTP, dass in aktiver Form die
Degradation der TNFa-mRNA foérdern wiirde. An ahnlicher Stelle greift das von uns untersuchte Tis11d/zfp36I2
an, welches durch IL-10 herunter reguliert wird. Die Abwesenheit von Tis11d/zfp36l2 erlaubt nach unseren
bisherigen Beobachtungen die Translation von neuem, und damit wieder aktivem TTP was zu einer
verstarkten Degradation der TNFa. mRNA fiihrt.

Die vor kurzem verdffentlichten Beobachtungen, dass epigenetische Veranderungen an
Histonproteinen (Acetylierung und Methylierung) daflir verantwortlich sind, dass bestimmte
Gene in der Endotoxintoleranz nicht mehr induziert werden kénnen, wahrend andere
induzierbar bleiben (84), offnet eine andere Mdoglichkeit, auf welchem Weg IL-10 die
Transkriptionsinitiation oder — elongation hemmen kann, die wir in den nachsten Jahren
weiter verfolgen wollen.

Andere Arbeiten und unsere eigenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass IL-10
zumindestens einen Teil seiner Wirkung tber die Beeinflussung der mRNA-Stabilitat von
pro-inflammatorischen Zytokinen ausibt, was im nachsten Kapitel naher beleuchtet wird.
Eine ausfuhrlichere Diskussion des molekularen Mechanismus der IL-10 induzierten anti-
inflammatorischen Wirkung findet sich auch in meinen Ubersichtsartikeln (77, 78) und den
anderer Arbeitsgruppen (331, 332).

3.3. Posttranskriptionelle Regulation von Zytokinen

Die zZytokinproduktion wird zu einem grofRen Teil posttranskriptionell auf der Ebene der
MRNA-Stabilitat und ihrer Translatierbarkeit reguliert. Diese Ebene der Regulation hat
mehr Aufmerksamkeit seit Identifikation der Rolle von miRNAs erfahren (100, 101, 333).
Langer bekannt ist aber der Einfluss von sogenannten AU-reichen Regionen (ARES) in
den 3'UTRs von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die ihre mRNAs instabil machen (88,
334, 335). Der Einfluss dieser AREs auf die Zytokinproduktion wurde eindringlich dadurch
demonstriert, dass Mause in deren TNFa-Gen die ARE depletiert wurde, vodllig
unkontrolliert TNFo produzieren und deswegen eine Colitis entwickeln (336).
Mdglicherweise gibt es auch eine Verbindung beider Mechanismen (miRNA und ARES),
da AU-reiche Sequenzen von miR16 als seeding-Sequenz erkannt werden und dariber
die mRNA-Stabilitdit der TNFa-mRNA reguliert werden soll (337). Interessanterweise
haben wir beobachtet, dass miR16 durch IL-10 induziert wird, allerdings hatte der knock-
down mittels eines miR16-spezifischen Antagomirs keinen Einfluss auf die durch IL-10
induzierte Hemmung der TNFa-Produktion, obwohl die Induktion von miR16 fast zu 100%
unterdriickt werden konnte (Doktorarbeit, Katrin Bossmann, HUB 2010).

Der Hauptweg, Uber den die Stabilitdt und Translation ARE-haltiger mRNAs kontrolliert
wird, scheint der p38 MAP-Kinase Weg zu sein, der Uber die downstream Kinase MK2 die
Aktivitat von ARE-bindenden Proteinen (ARE-BPs) reguliert (111, 338). So ist die LPS-
induzierte TNFa-Produktion in MK2-defizienten Mausen und auch die Produktion andere
LPS-induzierter Zytokine stark beeintrachtigt (339).
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Dies machte MK2 zu einem interessanten Ziel fir pharmakologische Intervention im
inflammatorischen Bereich, auch weil die upstream p38MAP-Kinase an sehr vielen
anderen, nicht entziindlichen zellularen Prozessen beteiligt ist, deren Hemmung starkere
Nebenwirkungen hervorrufen konnten (88, 340). Allerdings zeigten Untersuchungen zu
verschiedenen Hautentziindungsmodellen in MK2-defizienten Mausen, dass MK2 nur in
wenigen Modellen einen starken Einfluss hatte (341). Wir konnten fir diese (hier nicht
gezeigte) Publikation mogliche Ursachen fur die beobachtete Diskrepanz aufweisen, da
zwar die Zytokinantwort auf alle getesteten PAMPs in MK2-defizienten Makrophagen
gestort ist, aber die TCR-stimulierte Zytokinproduktion (am Beispiel von TNFa) kaum
beeinflusst war. Wir haben diese Studien ausgeweitet und kénnen in T-Zellen nur einen
sehr geringen oder gar keinen Einfluss der MK2-Defizienz auf verschiedene pro-
inflammatorische Zytokine (TNFa, IFNy, IL-17, IL-22, IL-2) nachweisen (Manuskript
eingereicht). Dies gilt sowohl fur TCR-induzierte Zytokine, bei der auch die p38MAP-
Kinase nur eine untergeordnete Rolle spielt (342-344) als auch fur IL-12/IL-18 induziertes
IFNy, bei der eine p38MAPK-Defizienz oder Inhibierung zu einer stark reduzierten IFNy
Produktion fuhrt (345-350). Dies impliziert, dass die pharmakologische Intervention mit
MK2 nur Sinn macht, wenn der Entziindungsprozess vor allem von Makrophagen
getrieben wird, aber die Erfolgsaussichten far typische chronische
Entzindungserkrankungen stark eingeschrankt sein werden, bei denen vor allem TH17
und TH1-Zellen eine kritische Rolle spielen sollen.

Trotzdem schlieBt dies nicht aus, dass die posttranskriptionelle Regulation der
Zytokinproduktion Uber die Kontrolle der mRNA-Stabilitdt oder Translation nicht auch eine
entscheidende Rolle in T-Lymphozyten spielen kann. Unsere hier nicht gezeigten Arbeiten
zur Translationskontrolle von IFNy nach anti-CD4 Behandlung zeigen eindeutig, dass
diese Regulationsebene eine wichtige Rolle fur die Kontrolle der Effektorzytokine in
T-Zellen spielt. Allerdings ist hierbei der Angriffspunkt nicht die 3’"UTR sondern die 5’UTR,
die Uber die Regulation der Aktivitit von Elongationsinitiationsfaktoren (elFs) die
Translation kontrolliert. Da in unseren Untersuchungen das Fehlen von IL-2 fur die
Blockade der IFNy-Translation verantwortlich gemacht werden konnten und IL-2 Uber den
PI3K-Signalweg die Aktivitat von Elongationsinitiationsfaktoren (elFs) kontrollieren kann,
haben wir diesen Weg nédher untersucht. In der Tat fihrt auch die chemische Hemmung
der PI3K zu einem Translationsblock der IFNy Produktion in aktivierten T-Zellen (ohne
anti-CD4 Intervention). AulBerdem wird durch die anti-CD4-Behandlung die
Dephosphorylierung von elF2o verhindert, die normalerweise durch die Aktivierung von
PI3K induziert wird. Die exogene Zugabe von IL-2 stellt sowohl die Dephosphorylierung
von elF2a als auch die IFNy-Proteinproduktion wieder her. Dies impliziert auch, dass
grolRere Mengen von IL-2, wie sie wahrend schwerer Infektionen entstehen, die Toleranz
brechen kénnten. In der Tat konnte gezeigt werden, dass die Gabe von rekombinantem IL-
2 die Toleranz in anti-CD4-behandelten Ratten aufhebt (351). Andere Arbeitsgruppen
haben spater bestatigt, dass der PI3K-Signalweg (speziell die delta Untereinheit der PI3K)
die IFNy-Proteinproduktion auch in anderem Kontext (NK-Zellen) kontrolliert (352).
Verschiedene ARE-bindende Proteine (ARE-BPs) kontrollieren die Abbaurate der ARE-
enthaltenen mRNAs (ber die 3'UTRs. Der prominenteste Vertreter dieser ARE-BPs ist
Tristetraprolin (TTP), dessen Defizienz in Mausen zu einem ahnlichen Phanotyp fuhrt
(247), wie die oben erwahnten Mause bei denen die ARE im TNFa-Gen depletiert wurde.
Die Prasenz von AREs (353) und TTP (354) scheint auch fir die anti-inflammatorische
Wirkung von IL-10 essentiell zu sein. Wir haben ein anderes TTP-Familienmitglied —
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Tis11D/zfp36I2 - als ein durch IL-10 reguliertes Gen identifiziert (227). Obwohl es selber
mMRNA-degradierend wirkt (249), scheint es in einem von uns entwickelten Reportersystem
die TTP-induzierte mRNA-Degradation eher abzuschwachen (Doktorarbeit Katrin
Bossmann, HUB 2010). Dies erfolgt mdglicherweise Uber eine Kontrolle der Translation
von TTP uber eine ARE in der TTP-mRNA (unveroffentlichte Beobachtungen).
Tis11D/zfp36I2-defiziente Mause sind lethal (251, 252), was dazu fihrte, dass wir Uber das
Cre/loxP-System gewebsspezifische knock-out Mause entwickelt haben. Myeloid-
spezifische Tis1llD defiziente Mause zeigen allerdings bisher keinen ausgepragten
Phanotyp hinsichtlich LPS induzierter Zytokine und ihrer Hemmung durch IL-10.
Interessanterweise entwickeln aber Mause bei denen zfp36l1 und zfp3612 gleichzeitig in
Lymphozyten ausgeschaltet wurde, durch Notch-1 getriebene T-Zell-Leukamien (355), wie
es im nachsten Kapitel naher erlautert wird.

3.4. Regulation von Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren in der T-ALL
Durch die Dysregulation von Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren (zu denen vor
allem Zytokine gehdren) wahrend der Hamatopoese kann es zur Entwicklung von
Leukdmien kommen. Es ist inzwischen bekannt, dass dabei die posttranskriptionelle
Regulation der mRNA-Stabilitdt und die Translationskontrolle eine wichtige Rolle fur die
Entwicklung von Leukamien spielen kann. Urspriinglich wurden auffallige Anderungen der
Expression von miRNAs in verschiedenen Leukdmien beobachtet (356-359). Inzwischen
ist bekannt, dass miRNAs eine wichtige Rolle in der Regulation der
Immunzelldifferenzierung spielen (100, 101, 360) und einige mMRNAs, die fir Onkogene
bzw. Tumorsuppressor kodieren, zu ihren Targets zahlen (5, 361-363). Daher gab es ein
zunehmendes Forschungsinteresse, die Rolle MRNA-Stabilitat und die
Translationskontrolle in der Tumorenstehung genauer zu untersuchen und sie
therapeutisch auszunutzen.

Wir konnten dazu beitragen, da wir erstmalig demonstrieren konnten, dass auch die
mRNA-Stabilitdtskontrolle  von Notch-1 durch ARE-BPs zur Dysregulation der
Thymozytendifferenzierung und Leukdmieenstehung beitragen kann (355). Dies haben wir
eher durch Zufall gefunden, da die oben erwéhnten Mause, die defizient fir Tis11d/zfp36I2
(und Tis11b/zfp36I1) sind, primér dafir generiert wurden, um die Auswirkung des Fehlens
dieser ARE-BPs auf die Produktion von Zytokinen und die Lymphozytendifferenzierung zu
studieren. Uberraschenderweise entwickelten diese Tiere T-ALLs durch die
Uberexpression von Notchl (355). Notch-1 ist kein klassisches sekretiertes Zytokin
sondern ein Rezeptor, dessen intrazellulare Doméane nach Aktivierung durch Liganden als
Transkriptionsfaktor in den Kern transloziert und dort die Expression anderer
Differenzierungsfaktoren negativ oder positiv regulieren kann. Notch-1 hat einen
entscheidenden Einfluss auf vielfaltige Differenzierungsprozesse in der Hamatopoese und
in der T-Zelldifferenzierung (253-255) und wirkt daher letztendlich &hnlich wie ein Zytokin.
Unsere Publikation war die erste Beschreibung von Notch-1 als Target der Regulation der
mMRNA-Stabilitat Uber AU-reiche Sequenzen und seiner Konsequenzen fir die Entwicklung
von T-ALLs. Das Vorkommen von Mutationen in ZFP36L2 wurde auch vor kurzem in
einem Patienten mit AML beschrieben (364).

Die Mehrzahl der Leukdmien sind entweder durch reziproke chromosomale
Translokationen und/oder durch Genmutationen charakterisiert (5-8). So kdnnen
Mutationen im Jak-STAT-Signalweg der Zytokine zu einer konstitutiven Aktivierung von
STATs (insbesonder STAT3 und STATS) fuhren, die zu einer Zytokin/Wachstumsfaktor-
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unabhangigen Proliferation von Immunzellen und damit zu deren Entartung fihren kann
(365-370).

In ca. 35% der akuten T-Zellleukdmien (T-ALLs) fuhren reziproke chromosomale
Translokationen dazu, dass Transkriptionsfaktoren, die in der normalen Hamatopoese
essentiell sind, unter die Kontrolle des T-Zell Rezeptorgens (TCR) geraten (8). Dies hat
zur Folge, dass diese Faktoren falschlicherweise in T-Zellen exprimiert werden. Zu den
haufigsten Translokationen dieser Art in T-ALLs gehort die von Tall und Lmo2 (371, 372),
die beide zudem haufig koexprimiert in diesen Leukamien vorkommen (373, 374). Beide
Faktoren spielen normalerweise eine essentielle Rolle in der frihen Hamatopoese bei der
Generierung von Erythrozyten (375-377). Interessanterweise bilden beide Faktoren, wie
wir in einer hier nicht gezeigten Publikation demonstrieren konnten, zusammen mit GATA-
1 (378) einen Transkriptionsfaktorkomplex, in dem Lmo2 eine Bruckenfunktion hat und
selber nicht direkt an die DNA bindet (257). Im Gegensatz dazu konnte ich zeigen, dass
Lmo2 in T-Zell-Leukamien einen Transkriptionskomplex bildet, der keinen GATA-Faktor
einschlie3t, sondern zwei bHLH (basic helix-loop-helix) - Heterodimere miteinander
verbindet (siehe Abb. 5; (258)). Dies war die erste Beschreibung der Beobachtung, dass
ein Transkriptionsfaktor in normalem physiologischem und onkogenem Kontext
unterschiedliche Transkriptionsfaktor-komplexe formiert. Ob und welche Zielgene als
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren jeweils durch diese
Transkriptionsfaktorkomplexe kontrolliert werden, ist bis jetzt nicht vollig geklart worden
(259, 260). Eine alternative Mdbglichkeit der onkogenen Wirkung des Lmo2-bHLH-
Komplexes besteht allerdings moglicherweise in der Sequestrierung des bHLH-Komplexes
(E2A/HEB), da E2A- oder HEB-defiziente Mause einen ahnlichen
Thymozytendifferenzierungsblock aufweisen und T-Zelllymphome entwickeln kénnen (261-
264). AuRRerdem kann auch eine Mutante von Tal-1, die nicht DNA binden kann,
zusammen mit Lmo2 T-Zell-Leukdmien auslésen (265, 266).

erythroid Leukamisch

Lmo2 . Lmo2

erythroid
target gene
E-box _ 9%p E-box 9-126p E-box

Leukemia
target gene

Abb.5: Transkriptionelle Komplexe mit Lmo2 in erythroiden und leuk&mischen Zellen (adaptiert von
(22)). Lmo2 ist ein Mitglied der LIM-only domain Proteine und bildet in einer Brickenfunktion in
Wechselwirkung mit dem Ldbl (LIM-domain-binding protein) Transkriptionskomplexe aus. Im normalen
physiologischen Kontext bildet es durch Bindung an die Transkriptionsfaktoren Tal-1/SCL und GATA-1 in
erythroiden Zellen einen Transkriptionskomplex aus, der an eine Erkennungssequenz bindet, die aus der
Kombination einer E-Box und einer GATA-Erkennungssequenz besteht. Falls Lmo2 félschlicherweise wéhrend
der Thymozyten- und T-Zellentwicklung angeschaltet wird (z.B. durch chromosomale Translokation oder
Insertion von Retroviren), dann wird ein anderer Transkriptionskomplex aus bHLH-Proteinen gebildet, der zur
Erkennung eines doppelten E-Box Motivs fihrt. Dies kann entweder wie hier dargestellt zur Anschaltung
verschiedener Gene fuhren, oder aber, wie im Text erlautert zur Sequestrierung von E47 aus seinem normalen
physiologischen Kontext.
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Eine tragische Bestatigung der onkogenen Funktion von Lmo2 konnte an Patienten
erbracht werden, deren schwere kombinierte Immundefizienz (SCID-X1) durch die
retrovirale Gentherapie mit der common gamma chain (IL2Ry) therapiert wurde (267, 268).
Vier der urspringlich 10 behandelten Patienten (269, 379) (spatere Zahlen zeigen funf von
20 behandelten Patienten (380, 381)) entwickelten eine T-ALL, von denen drei eine
Insertion des Virus in den Lmo2-Genlocus aufzeigten (zwei davon nur dort). Die Insertion
des Virus fuhrte durch den mit eingebrachten Promoter zu einer nicht abschaltbaren
Aktivierung von Lmoz2.

Die transgene oder Gentherapie-induzierte Uberexpression von Lmo2 fihrt priméar zu einer
partiellen Stérung der T-Zelldifferenzierung und erst nach einigen Wochen bis Monaten
(oder Jahren) zur Entwicklung von T-Zell-Leukéamien (256, 382). Dies spricht dafir, dass
sekundare Mutationen notwendig sind. Eine der héufigsten beobachteten Mutationen sind
aktivierende Mutationen im Notchl-Gen (in ca. 50% der T-ALLs) (383-387), die dazu
fuhren, dass Notch-1 Liganden-unabhangig aktiviert ist. Interessanterweise fihrt die
onkogene Wirkung von Lmo2 tatsachlich zu Notch-1 Mutationen (388). In zwei der T-ALLs
nach SCID-Therapie mit Lmo2-Aktivierung wurde zusatzlich eine aktivierende Notch-1
Mutation festgestellt werden.

So koénnen in der T-ALL sehr verschiedene molekulare Ursachen zur dysregulierten
Aktivierung desselben Schlusselfaktors (Notch-1) fiihren, der wesentlich in die
Thymozytenreifung eingreift. Dies wulrde implizieren, dass die Identifikation dieser
Schlusselfaktoren ein therapeutisches Eingreifen erleichtern konnte.

38



4. Zusammenfassung
Die Regulation der Expression von Zytokinen und Wachstumsfaktoren mit
immunmodulierenden Eigenschaften bleibt ein schwieriges und daher auch sehr
interessantes Forschungsgebiet. Wir haben mit den Publikationen, die in dieser
Habilitationsschrift zusammengefasst wurden, einige neue Aspekte der Zytokinregulation
und ihrer Konsequenzen fur die klinische Anwendung beleuchten kénnen.
So konnten wir neue zellulare Effekte des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10
beschreiben, indem wir zeigen konnten, dass IL-10 humane Monozyten und Makrophagen
vor einer Komplementlyse schiitzen kann. AuRerdem konnten wir demonstrieren, dass IL-
10 die Produktion von IFNy in TH1-Zellen unabhéngig von der Prasenz von APCs Uber
einen neuen Mechanismus hemmt, aber die IL-17-Produktion in polarisierten TH17-Zellen
nicht mehr beeinflussen kann. Dies ist mdglicherweise eine der Griinde, warum eine IL-10-
Therapie in Erkrankungen mit chronischen Entziindungen wenig Erfolg zeigte.
Zur Aufklarung der molekularen Wirkungsweise von IL-10 haben wir eine Reihe von IL-10
regulierten Genen identifiziert, die Gegenstand unser bisherigen und gegenwartigen
Forschungsprojekte sind. Auerdem konnten wir aufgrund von BRET-Untersuchungen ein
neues Modell zur Aktivierung von STAT-Molekllen vorschlagen. Die Aktivierung von
STAT-Molekilen spielt sowohl fir die Regulation der Zytokinantwort als auch fur die
Generierung von T-Zellleukdmien eine wichtige Rolle.
Unsere Beobachtungen zum molekularen Mechanismus der IL-10-Wirkung haben dazu
gefuhrt, dass wir uns naher mit posttranskriptionellen Regulationsmechanismen der
Zytokin- und Wachstumsfaktorproduktion beschaftigt haben. Dabei konnten wir zeigen,
dass die Regulation der mRNA-Stabilitit von Notch-1 Uber ARE-Bindungsproteine
wahrend der Thymozytendifferenzierung entscheidend ist, da das Fehlen zweier ARE-BPs
(zfp3611 und zfp3612) zu einer unkontrollierten Uberexpression von Notch-1 fiihrt und dies
die Entwicklung von lymphoblastischen T-Zell-Leukdmien verursacht. Lymphoblastischen
T-Zell-Leukdmien  werden auch durch die fehlgeleitete  Expression des
Transkriptionsfakors Lmo2 versursacht, die durch retrovirale Gentherapie oder reziproke
chromosomale Translokation verursacht sein kann. Wir konnten zeigen, dass Lmo2
wahrend seiner fehlgeleiteten Expression in  Thymozyten einen anderen
Transkriptionskomplex ausbildet als in seinem physiologischen Zusammenhang der
erythroiden Differenzierung. Die dadurch verursachte Fehlregulation von Differenzierungs-
und Wachstumsfaktoren fuhren Zu einer Stérung des normalen
Zelldifferenzierungsprogramms und einer Anhaufung sekundérer Mutationen (u.a. auch im
Notch-1 Gen), die zur Entartung der Zelle beitragen.
Obwohl wir einige interessante Beitrdge zur Zytokinregulation beitragen konnten, sind wir
immer noch weit davon entfernt die zugrunde liegenden komplexen molekularen
Mechanismen tatsédchlich zu verstehen. Daher bleibt die Erforschung dieser
Zusammenhange auch in den nachsten Jahren noch eine groRe Herausforderung, auf die
ich mich freue. Ob das bessere Verstdndnis der molekularen Grundlagen der
Zytokinregulation tatsédchlich zu besser wirkenden Therapeutika mit geringerer
Nebenwirkung fihren wird, kann uns erst die Zukunft zeigen.
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Anhang

Struktur Rezeptor Zytokin TF Funktion
Type | common y-chain IL-2 STAT5 T-Zellproliferation
4-alpha- IL-4 STAT6 TH2-Polarisierung, B-Zell-proliferation +
helical Klassenswitch
bundle IL-7 STATS T und B-Zellentwicklung
+ Proliferation
IL-9 STATS5 Mastzellproliferation
IL-15 STAT5 NK-Zellentwicklung
IL-21 STAT3 TH17-Proliferation
common B-chain IL-3 STATS5 Basophil-Proliferation
IL-5 STAT5 TH2-Antwort
GM-CSF STAT5 Granulozyten/Makrophagen-Generierung und —
Aktivierung; DC-Reifung
gpl30 IL-6 STAT3 TH17-Polarisierung, Akute Phase
IL-11 STAT3 Thrombozytengenerierung, anti-inflammatorisch
WSX-1 IL-27 STAT1 hemmt TH17-Polarisierung
(p28/EDbI3) STAT3 TH1-Proliferation
IL-12RB2 | IL-35 ? anti-inflammatorisch
(p40/EbI3) induziert Tregs
gp130 | IL-12RAL IL-12 STAT4 TH1-Polarisierung
like IL-12Rp2 | (p35/p40)
IL-12Rp1 | IL-23 STAT3 TH17-Polarisierung und Proliferation
IL-23R (p19/p40) STAT4
Tyrosine Kinase G-CSF Generierung von Granulozyten und Aktivierung
Receptor Von Granulozyten und Monozyten
Epo Generierung/Proliferation von erythroiden Zellen
Type Il IFNaR1/R2 IFNo/B STAT1/2 | virale Abwehr
6-alpha- IRF9
helical IFNy/R1/R2 IFNy STAT1 Mycobakterielle Abwehr,
Aktivierung zellularer Abwehr
AK-switch Faktor
IL-28R1/IL-10R2 IFNA STAT1/2 | virale Abwehr
(IL-28/29) IRF9
IL-10R1/R2 IL-10 STAT3 anti-inflammatorisch (siehe 3.1.)
IL-22R1/IL-10R2 IL-22 STAT3 TH22, inflammatorisch (chronische Entziindungen)
B-sheetrich | TNF-R1/R2 TNFa NF-xB inflammatorisch, pyrogen
cytokines IL-1R IL-1 NF-xB inflammatorisch, pyrogen
IL-18R IL-18 NF-xB Inflammatorisch, IFNy-Induktion
IL-17R IL-17 NF-«xB Abwehr extrazellularer Erreger,
inflammatorisch (chronische Entziindungen)
cystein knot | TGF-R TGFpB Smads anti-inflammatorisch, Treg und TH-17 Polarization

(Kontext-abhéngig)

Tab.1: Ubersicht iiber Einteilung der Zytokine nach Struktur und Rezeptortyp.

Eine exemplarische Auswahl verschiedener Zytokine ist mit seiner Zuordnung zu den verschiedenen
strukturellen Zytokinklassen und den wesentlichen aktivierten Transkriptionsfaktoren und Funktionen
dargestellt, die keinen Anspruch auf Vollstandigkeit erheben kdnnen. Interessantes Teilen von gemeinsamen
Rezeptoren (IL-10 + IL-12 Familie) oder Zytokinuntereinheiten (IL-12 Familie) sind zusétzlich zu dargestellt. Da
Chemokine eine eigene strukturelle Unterteilung haben, sind sie hier nicht aufgefuhrt.
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Ubersichtsartikel zum molekularen Mechanismus der IL-10 Wirkung

New insights into the molecular mechanism of interleukin-10-mediated
Immunosuppression.

Gritz G.
J Leukoc Biol. 2005 Jan;77(1):3-15. Epub 2004 Nov 2. Review.

PMID: 5522916

Abstract

Interleukin-10 (IL-10) is an important immunomodulatory cytokine, which has attracted
much attention because of its anti-inflammatory properties. It reduces antigen presentation
and inhibits T cell activation. IL-10-treated myeloid cells lose their ability to respond
toward the endotoxin lipopolysaccharide (LPS) with the production of several
proinflammatory mediators. Thereby, IL-10 limits excessive inflammatory reactions in
response to endotoxin as it occurs in colitis or endotoxin shock. Mice can be tolerized
toward endotoxin shock when pretreated with a sublethal dose of LPS. This can be
mimicked in vitro as LPS desensitization, resulting in a similar LPS hyporesponsiveness as
observed with IL-10 pretreatment. However, an early block in LPS signaling characterizes
LPS desensitization, whereas IL-10 seems to target late events. Controversial reports have
been published where IL-10 would interfere with the induction of proinflammatory
mediators, and little is known about the molecular mechanisms behind the anti-
inflammatory activities of IL-10. Some recent publications have tried to gain more insight
into the molecular mechanism of IL-10 by gene-expression profiling and functional studies
in myeloid-derived cells. These results are reviewed here and compared with the progress
that has been made to understand the induction of endotoxin tolerance by LPS itself.
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